
摘 要：在温室盆栽条件下，通过单独或联合添加生物表面活性剂鼠李糖脂（RH）和接种混合降解菌（DB），研究了生物表面活性剂-
微生物对三角梅修复对硫磷污染土壤的强化效果。结果表明，添加鼠李糖脂和接种混合降解菌可以促进三角梅的生长，特别是对植

物根部促进作用显著（P<0.05），而种植三角梅使土壤中对硫磷的去除率提高了 1.6倍。添加鼠李糖脂、接种混合降解菌可以促进三角
梅对土壤中对硫磷的去除，50 d后去除率分别达到 73.01%和 77.13%，高于对照组（63.23%）；两者的联合作用使土壤中对硫磷的去
除率达到 91.96%。三角梅从土壤中吸收的对硫磷主要积累于根部，对照组中三角梅地上部、根部对硫磷的积累量分别达到 153.59、
289.57 滋g·g-1，添加鼠李糖脂、接种混合降解菌显著降低了三角梅体内的对硫磷积累量（P<0.05）。同时发现，三角梅的存在显著提高
了土壤脲酶、过氧化氢酶和碱性磷酸酶活性（P<0.05），添加鼠李糖脂和接种混合降解菌可以在不同程度上提高土壤中酶的活性。
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Interaction of rhamnolipids -mixed degrading bacteria to enhance removal of parathion from contaminated
soils with Bougainvillea speetabilis
XIN Xin, LIU Jia-n俟*

（College of Environmental Science and Engineering, Nankai University, Tianjin 300350, China）
Abstract：Long term production and application of organophosphorus pesticide have resulted in serious soil contamination. A pot culture ex原
periment under greenhouse conditions was carried out to investigate the interactive effect of rhamnolipids（RH）addition and mixed degrad原
ing bacteria（DB）inoculation on the phytoremediation efficiency of Bougainvillea speetabilis for removal parathion from contaminated soils.
Results indicated that rhamnolipids addition and mixed degrading bacteria inoculation could promote the growth of Bougainvillea
speetabilis, especially for the underground part of plant. Bougainvillea speetabilis could promote the removal of parathion in soil by 1.6
times compared with the control. In plant treatment, the removal of parathion in soil was increased by rhamnolipids addition and mixed de原
grading bacteria inoculation individually, 50 days later, the removal rate of parathion reached 73.01% and 77.13%, respectively, but only
63.23% for control. The combined effect of rhamnolipids addition and mixed degrading bacteria inoculation could promote the removal of
parathion up to 91.96%. Parathion uptake by Bougainvillea speetabilis was mainly concentrated in the underground part, the parathion con原
centration in aboveground part and underground part reached 153.59, 289.57 滋g·g-1 in the control treatment, respectively, rhamnolipids ad原
dition and mixed degrading bacteria inoculation could reduce parathion accumulation in Bougainvillea speetabilis significantly（P<0.05）. In
addition, the presence of Bougainvillea speetabilis could promote soil urease activity, catalase activity and alkaline phosphatase activity sig原
nificantly（P<0.05）, rhamnolipids addition and mixed degrading bacteria inoculation could promote soil enzyme activity in different extent.
Keywords：parathion; contaminated soil; Bougainvillea speetabilis; rhamnolipids; mixed degrading bacteria
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鼠李糖脂-混合降解菌强化三角梅去除土壤中对硫磷
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有机磷农药为粮食增产、防治疾病传播做出了巨

大贡献。然而，有机磷农药的大量生产和不规范使用

也引起了一系列环境问题。农药的利用率只有 10%~
20%，除部分被植物吸收或逸入大气外，大部分农药
最终进入土壤[1]。宁夏枸杞主要产区中宁县[2]、浙江省
商品竹林[3]、河南省典型农业区域[4]、福州菜地[5]等土壤
中有机磷农药残留分析结果表明，部分地区有机磷农

药检出率较高。虽然对硫磷、甲基对硫磷等高毒有机

磷农药自 2007年已全面禁用，但土壤中此类农药残
留现象不容忽视。残留在土壤中的有机磷农药不仅会

影响土壤的正常结构和功能，降低土壤的正常生产能

力，同时严重危害人类健康[6]。有机磷农药主要通过抑
制乙酰胆碱酯酶的功能使人等非靶标生物产生瞳孔

收缩、肌肉痉挛、昏厥甚至死亡等急性中毒症状[7-8]。有
机磷农药污染土壤的治理是关系人类健康和发展的

热点问题。

利用植物或微生物辅以环境友好型强化技术来

积累和降解土壤中污染物近年来广受关注[9-10]。研究
表明，紫茉莉科花卉植物紫茉莉对重金属 Cd、石油
烃以及人工合成有机物麝香具有较强的耐性和降

解性 [11-13]，与其同属的花卉植物三角梅对重金属 Cd
具有较强的耐性和积累性[14]，为研究三角梅对土壤中
对硫磷的耐性和降解性提供了有利基础。但是，由于

土壤中对硫磷生物可利用性较低、降解菌缺乏，单一

的植物修复对污染土壤的修复效率难以达到预期效

果。研究表明，在植物修复的同时向土壤中接种专性

降解菌，可以促进有机污染物的降解[15-16]，约氏不动杆
菌（Acinetobacter johnsonii）和环状芽孢杆菌（Bacillus
circulans）均具有降解对硫磷、马拉硫磷的特性 [17-18]。
生物表面活性剂不仅具有表面活性剂的性质，而且具

有低毒性、可降解性和环境相容性，具有很好的应用

前景。鼠李糖脂作为目前应用最为广泛的生物表面活

性剂，对土壤中的多种有机污染物包括杀虫剂、石油

烃等[19-20]具有增溶效果，可以提高有机物的生物（植
物/微生物）可利用性和降解速率。尽管鼠李糖脂在污
染土壤修复领域具有广阔的应用前景，但是目前关于

鼠李糖脂强化植物-微生物联合修复对硫磷污染土壤
的研究鲜见报道。因此，本研究选取花卉植物三角梅

作为修复植物材料，同时利用鼠李糖脂-混合降解菌
的联合作用强化三角梅去除土壤中对硫磷。

目前，大多数研究主要是通过人为添加农药模拟

污染土壤，鉴于新添加农药与实际污染土壤中残留农

药的活性通常存在差异，本研究以天津地区原主要生

产有机磷农药厂厂址的土壤为研究对象，探讨鼠李糖

脂-混合降解菌联合作用对三角梅去除土壤中对硫磷
的强化效果及其与土壤酶活性的关系，以期为农药污

染土壤的生物修复技术提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料
1.1.1 供试植物

三角梅（Bougainvillea spectabilis Willd），紫茉莉
科、叶子花属藤状灌木。三角梅幼苗购自福建漳州。

1.1.2 供试土壤
土样采自原天津农药股份有限公司所在地，采集

的土壤自然风干后压碎，去除砾石和动植物残体，然

后过 2 mm不锈钢筛，充分混匀，供盆栽试验使用。供
试土壤的对硫磷本底值为 688 mg·kg-1。
1.1.3 供试生物表面活性剂

鼠李糖脂（Rhamnolipids），纯度 99%，购自天津鼎
国生物技术有限责任公司。

1.1.4 供试混合降解菌
环状芽孢杆菌和约氏不动杆菌购自中国科学院

微生物研究所。真空冷冻干燥菌种于营养肉汁琼脂培

养基中恢复培养，取培养后的环状芽孢杆菌和约氏不

动杆菌按 1颐1比例配成混合菌剂。
1.1.5 试剂

丙酮、二氯甲烷、正己烷、无水乙醇均为分析纯。

土壤脲酶、碱性磷酸酶、过氧化氢酶活性测试盒购自

北京华夏远洋科技有限公司。

1.2 试验设计
本试验共设 4个处理组，分别是：淤只种植三角

梅（CK）；于种植三角梅，添加鼠李糖脂（RH）；盂种植
三角梅，接种混合降解菌（DB）；榆种植三角梅，添加
鼠李糖脂和接种混合降解菌（RH+DB）。与各处理组
相对应，设置 4个无植物对照组，各处理重复 3次。为
反映植物的正常生长状况，同时设置 1个无污染土壤
的植物对照组。试验采用底部有孔的塑料盆（上口直

径 16.5 cm，下口直径 13 cm，高 15 cm），混合降解菌
按 10%（质量分数）用量与土壤混合均匀，接菌量为
1.0伊108 CFU·g-1土壤，鼠李糖脂按 50 mg·kg-1与土壤
混合均匀装盆，每盆装土 500 g。选取生长一致的三角
梅幼苗分别移栽入各盆中，每盆 1株苗。盆栽试验在
玻璃温室中进行，为了使其在自然状况下生长，不施

底肥，根据盆中土壤缺水情况，不定期浇水，使土壤含

水量保持在田间持水量的 80%左右。为防止污染物
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淋溶渗漏损失，在盆下放置塑料托盘并将渗漏液倒回

盆中。50 d后结束培养，收集植物样，供生物量测定和
对硫磷含量分析使用。收集土样并分成两份，一份冷

冻干燥，供对硫磷含量分析使用，另一份于 4 益保存，
供土壤中酶活性的测定。

1.3 分析方法
1.3.1 植物生物量测定

收获的植物样品，首先用自来水充分冲洗以去除

粘附于植物样品上的泥土和污物，然后再用去离子水

冲洗，用滤纸吸干植物表面水分。将收获的植物样分

成地上部和根部，冷冻干燥至恒重，分别用电子天平

称量其干重。

1.3.2 植物根际土的采集
根际土的采集用抖根法。收获植物时，用剪刀将

花盆剪开，得到带完整根系的土块，轻轻抖掉多余土，

紧附在根系表面不易被抖下的视为根际土壤，用小毛

刷将沾附在根上的土轻轻刷下装入自封袋。

1.3.3 对硫磷的提取与测定
土壤和植物中对硫磷提取参照文献[21]的预处理

方法，定量称取粉碎后的土样 2 g、植物样 0.5 g，加二
氯甲烷提取液 15 mL，微波萃取 10 min，温度 100 益，
提取液经过装有无水硫酸钠的漏斗过滤，滤液过硅胶

柱粗分后再用 0.45 滋m有机滤膜除去微粒杂质，最后
滤液氮吹至近干，以二氯甲烷定容至 2 mL，用 GC-
MS测定对硫磷含量。

色谱条件：采用色谱柱 DB-5MS（30 m伊0.25
mm，0.25 滋m）；载气 He（99.999%）；进样量 1 滋L；进样
口温度 250 益；不分流近样；流速 1.0 mL·min-1。程序
升温：60 益·min-1，保持 1 min；以 30 益·min-1升温至
180 益，保持 0 min；再以 15 益·min-1升温至 285 益，
保持 4 min。

质谱条件：电子轰击 EI离子源；电子能量 70 eV；
离子源温度 250 益；四极杆温度 150 益；接口温度 280
益；EM 电压 1510 V；采样选择离子监测（SIM）模式；
溶剂延迟 4.5 min；自动调谐；NIST08谱库检索。
1.3.4 土壤中酶活性的测定

土壤脲酶用靛酚蓝比色法测定，活性以每天每克

土样中产生 NH3-N的量表示；过氧化氢酶用紫外分
光光度法测定，活性以每小时每克土样催化降解

H2O2的量表示；碱性磷酸酶用磷酸苯二钠比色法测
定，活性以每天每克土壤释放酚的量表示。

1.4 数据处理
采用 SPSS 16.0对所得数据进行统计分析，差异

显著性采用 Duncan多重分析法，显著性水平为 0.05。
采用 Origin 9制图。
2 结果与分析

2.1 不同强化处理下三角梅的生物量变化
不同处理中三角梅的生物量变化如图 1所示。与

无污染土壤相比，对照组（CK）中三角梅的生物量并
没有产生显著差异（P>0.05）。4个植物组中三角梅的
生物量顺序为：CK<鼠李糖脂强化处理（RH）<混合降
解菌强化处理（DB）<鼠李糖脂+混合降解菌强化处理
（RH+DB）。对于三角梅地上部生物量，RH、DB、RH+
DB处理组比 CK分别提高了 22%、37%、50%，但 RH
与 CK处理并没有显著差异（P>0.05）。对于三角梅根
部生物量，各处理间差异显著，RH、DB、RH+DB处理
均使三角梅根部生物量显著提高，分别提高了 29%、
41%、69%。各处理组对三角梅根部生长的促进作用
均强于地上部。对于三角梅总生物量，RH、DB、RH+
DB处理使总生物量显著提高，比 CK分别提高 23%、
37%、52%，接种混合降解菌对三角梅生长的促进作
用强于添加鼠李糖脂，鼠李糖脂与混合降解菌的联合

作用对三角梅生长的促进作用最为显著。

2.2 不同强化处理下土壤中对硫磷的去除率
培养 50 d后，不同处理土壤中对硫磷的去除率

如图 2所示。对于无植物组，添加 RH使土壤中对硫
磷的去除率比 CK提高 56.07%，DB 处理比 CK高了
1.75倍，RH+DB联合强化效果最好，使土壤中对硫磷
的去除率提高了 1.96倍，说明鼠李糖脂和混合降解
菌的强化效果优于单一处理。对于植物组，RH、DB处

不同小写字母表示各处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant differences（P<0.05）between

different treatments. The same below
图 1 不同强化处理下三角梅的生物量

Figure 1 Biomass of Bougainvillea spectabilis in different
enhancement treatments
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理使土壤中对硫磷的去除率分别提高 15.48%和
22%，RH+DB联合作用对土壤中对硫磷去除的促进作
用强于各自单独作用，使对硫磷去除率提高了 45.44%。
与无植物组相比，对应的植物组土壤中对硫磷的去除

率均显著提高（P<0.05），说明通过种植三角梅可以显
著促进土壤中对硫磷的去除。在不做任何处理的情况

下（CK），土壤中的对硫磷浓度从初始 688 mg·kg-1降
低到 523 mg·kg-1，去除率达到 23.93%。通过种植三角
梅，显著提高了土壤中对硫磷的去除率，CK中对硫磷
的去除率比不种植植物时提高了 1.6倍。
2.3 不同强化处理下三角梅对土壤中对硫磷的吸收

植物体内对硫磷的积累量如图 3所示。不同处
理组三角梅根部对硫磷积累量均高于地上部，说明三

角梅从土壤中吸收的对硫磷主要积累于根部。在不做

任何处理的情况下，三角梅地上部和根部对硫磷的积

累量分别达到 153.59、289.57 滋g·g-1，而且植物的生物
量并没有受到明显的影响。RH、DB处理三角梅体内
对硫磷积累量显著降低（P<0.05），特别是 RH+DB联
合作用时，三角梅地上部、根部对硫磷含量与 CK相
比降低了 65.22%和 60.32%。这可能是因为鼠李糖脂

与混合降解菌联合作用加速了土壤中对硫磷的降解，

土壤中对硫磷的浓度远低于 CK，使三角梅根部从土
壤中的吸收量减小。

2.4 不同强化处理对土壤酶活性的影响
经过 50 d培养，各处理组土壤中酶的活性变化

如图 4所示。可以看到，三角梅的存在显著（P<0.05）
提高了土壤脲酶、过氧化氢酶、碱性磷酸酶活性。RH、
DB处理可以在不同程度上提高土壤中 3 种酶的活
性，RH+DB联合作用效果最好。各处理中脲酶的活性
为 CK<RH<DB<RH+DB，植物组土壤中脲酶的活性均
显著高于无植物组（P<0.05）。对于植物组，RH+DB处
理对土壤中脲酶活性的提高作用显著强于 DB、RH
处理（P<0.05）。各处理中过氧化氢酶的活性为 CK<
RH<DB<RH+DB，在植物组中，DB和 RH+DB处理显
著提高了土壤中过氧化氢酶的活性（P<0.05）。在不种
植三角梅的情况下，RH+DB联合作用同样可以显著
提高土壤中过氧化氢酶活性。各处理中碱性磷酸酶活

性的变化与过氧化氢酶相似，表现为 CK<RH<DB<
RH+DB。植物组土壤中碱性磷酸酶活性均显著高于
无植物组（P<0.05）。对于无植物组，RH与 CK、DB处
理对土壤中碱性磷酸酶活性的影响没有显著差异，

RH+DB处理显著提高了土壤中碱性磷酸酶活性（P<
0.05）。
3 讨论

本试验各处理组中三角梅在收获时从外表看生

长状况良好，无落叶、枯萎等明显的毒害症状，与无污

染土壤相比，三角梅的生物量均未显著降低，说明三

角梅对土壤中对硫磷具备一定的耐性。添加鼠李糖

脂、接种混合降解菌可以在不同程度上促进三角梅的

生长，且对根部的促进作用最为明显。本研究中，鼠李

糖脂使三角梅地上部、根部的生物量分别提高了

22%、29%，促进作用显著。鼠李糖脂不仅可以促进三
角梅的生长，研究表明，其同样可以显著提高紫花苜

蓿、黑麦草的生物量，且对植株根部生物量提高作用

最为明显[22-23]。鼠李糖脂促进植物生长的机制主要表
现在两方面[24]：一是表面活性剂改变了细胞膜的通透
性，使植物可以吸收更多养分；二是鼠李糖脂增加了

污染物的生物可利用性，从而促进了土壤中污染物的

生物降解，减少了其对三角梅的毒害作用。接种混合

降解菌对三角梅生长的促进作用强于添加鼠李糖脂，

使三角梅地上部、根部的生物量分别提高了 37%、
41%。接种混合降解菌可以促进土壤中对硫磷的生物

图 2 不同处理土壤中对硫磷的去除率
Figure 2 Removal rate of parathion in different treatments

图 3 植物体内对硫磷积累量
Figure 3 Parathion accumulation in plant tissues
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降解，并且对三角梅没有明显的生长毒性。这表明，可

以利用鼠李糖脂与混合降解菌的联合作用缓解污染

物给植物带来的负面影响，增强三角梅的耐性。

植物根系与土壤微生物之间的相互作用形成一

个独特的微生态环境———根际环境，植物根际与微生

物的联合代谢是土壤中有机磷农药的主要去除途径

之一[25]。本试验中，仅通过种植三角梅就使土壤中对
硫磷的去除率比对照组提高了 1.6倍，可能是由于三
角梅的根系分泌物促进了根际微生物生长、活性和多

样性，从而促进对硫磷的降解。试验结果表明，添加鼠

李糖脂、接种混合降解菌可以强化对硫磷的根际降解

效果。鼠李糖脂对土壤中有机磷农药的增溶作用，可

以促进土壤有机磷农药的微生物降解，Mata-Sandoval
等[26]研究了添加鼠李糖脂对微生物降解土壤中蝇毒
磷的影响，结果表明一定浓度的鼠李糖脂可以提高土

壤中蝇毒磷的去除率。对硫磷作为疏水性有机物，鼠

李糖脂提高对硫磷的生物可利用性可能体现在两方

面[27]：一是通过形成胶束将吸附在土壤颗粒上的对硫
磷转移到水相中，增大与细胞的接触面积；二是调节

微生物细胞膜表面的疏水性，从而增大细胞与对硫磷

之间的亲和力。单独种植三角梅时土壤中对硫磷去除

率为 51.63%，单独接种混合降解菌时土壤中对硫磷
的去除率为 55.07%，三角梅和混合降解菌联合作用
时土壤中对硫磷去除率为 69.98%，可见植物-微生物
联合作用将更有利于土壤中对硫磷的去除。

研究表明，植物对有机磷农药的直接吸收是土壤

中有机磷农药的另一去除途径，如夏会龙等[28]报道的
培养液中乙硫磷的消解中凤眼莲积累贡献率为 60%。
为了探究三角梅直接吸收对土壤中对硫磷去除的贡

献，本试验对三角梅体内对硫磷含量进行了测定，结

果显示 CK处理中，三角梅地上部、根部对硫磷积累
量达到最大值，分别为 153.59、289.57 滋g·g -1，RH、
DB、RH+DB处理均使三角梅体内对硫磷含量降低，
可能的原因是添加鼠李糖脂、接种混合降解菌可以在

短时间内使土壤中对硫磷含量显著降低，土壤中对硫

磷的浓度远低于对照组，三角梅根部从土壤中的吸收

相应减小。相对于土壤中对硫磷去除率而言，对硫磷

在三角梅体内的积累量较小，三角梅吸收的对硫磷可

能在植物体内进一步被同化、代谢或者随着蒸腾挥发

转移到大气中，相关机制有待进一步研究验证。

土壤酶在物质转化、能量代谢、污染土壤修复等

过程中发挥着重要作用[29]。土壤中酶活性的变化在一
定程度上可以反映土壤中微生物降解有机污染物的

能力。植物的生长能够显著地影响土壤的酶活，同时

污染水平的高低也是影响土壤酶活性的关键因素。土

壤脲酶作为一种酰胺酶，可水解尿素为氨和二氧化

碳，是氮素转化的重要酶类；过氧化氢酶促进过氧化

氢的分解，能有效防止土壤及生物体在新陈代谢过程

中产生的过氧化氢对其毒害；磷酸酶是土壤磷素循

环、有机磷农药降解的重要酶类[30]。三角梅的存在使
污染土壤中脲酶、过氧化氢酶、碱性磷酸酶的活性显

著提高，其可能的机理：一是三角梅根细胞释放出胞

内酶，使总体酶活性表现为增强；二是三角梅根部释
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放的有机物促进微生物的生长，进而促进微生物酶的

分泌作用。本实验中鼠李糖脂与混合降解菌联合作用

提高土壤中酶活性的效果最为明显，可能的机理：一

是鼠李糖脂作为表面活性剂促使部分酶分子解吸而

表现出更高的活性；二是混合降解菌的使用一定程度

上干扰了三角梅根际微生物多样性，增加了产酶微生

物的数量。各处理酶活的变化与土壤中对硫磷去除率

呈正相关关系，因此土壤酶活（脲酶、过氧化氢酶和碱

性磷酸酶）可以作为指示三角梅去除土壤对硫磷的效

应标志物。

4 结论

（1）添加鼠李糖脂和接种混合降解菌可以降低对
硫磷对三角梅的毒害作用，促进三角梅的生长，增

加三角梅生物量，其对根部生长的影响大于地上

部。

（2）种植三角梅的情况下，添加鼠李糖脂，提高土
壤中对硫磷的生物可利用性；接种混合降解菌，增加

土壤微生物数量，两者都促进了土壤中对硫磷的去

除。两者联合作用能明显强化三角梅对土壤中对硫磷

的去除效果，去除率最高达 91.96%。
（3）三角梅的存在显著提高了土壤脲酶、过氧化

氢酶、碱性磷酸酶活性，鼠李糖脂与混合降解菌联合

作用同样可以显著提高土壤中酶的活性，其对于土壤

对硫磷的去除发挥重要作用。
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