
摘 要：为探讨微生物降解和电化学氧化分别在去除不同烃类时的具体作用，分别以正十六烷、环十二烷和芘作为直链烷烃、环烷

烃和多环芳烃的代表性污染物，以具有不同烃类降解能力的菌株所构建的菌群为降解的微生物，以二维对称电场为修复平台，以电

动修复、微生物修复和微生物-电动联合修复为研究基础，分析了不同修复方式中不同烃类污染物降解的时空特征和微生物数量、
活性变化。结果表明，微生物-电动联合修复效率显著高于单一修复，在联合修复过程中，土壤脱氢酶活性和细菌数量明显升高，有
利于污染物的降解。微生物降解作用和电化学氧化作用在不同烃类污染物的去除中均体现出了互补性，其中正十六烷和芘的去除

较多地依赖于微生物的降解作用，而环十二烷的去除则较多地依赖于电化学氧化作用。另外，微生物降解作用在场强较弱的位点贡

献较大，而电化学氧化作用在场强较强的电极附近贡献较大。
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Abstract：To evaluate the specific effects of biological degradation and electrochemical oxidation in the removal of different hydrocarbons, the
temporal and spatial degradation characteristics of different hydrocarbons and changes of microbial numbers and activity were analyzed. The
hydrocarbons, n-hexadecane, cyclododecane, and pyrene, were selected as representative pollutants of alkanes, cyclanes, and polycyclic aro原
matic hydrocarbons, respectively. Based on the following remediation techniques：electrokinetics（EK）, bioremediation（BIO）, and bio-elec原
trokinetics（BIO-EK）, a remediation platform of a 2-dimensional（2-D）symmetrical electric field was applied, which was inoculated with
complex bacterial strains able to degrade various petroleum hydrocarbons. The results demonstrated a significant enhancement in remediation
efficiency of BIO-EK than that of BIO or EK alone. An obvious increase in microbial activity and numbers in soil was detected in the BIO-
EK test, which enhanced degradation efficiency in different hydrocarbons. It showed a complementarity between biological degradation and
electrochemical oxidation in the removal of different hydrocarbons, and n-hexadecane and pyrene decreased more with biological degrada原
tion, whereas the cyclododecane decreased more with electrochemical oxidation. In addition, biological degradation was more effective at po原
sitions with weaker electric intensity, whereas electrochemical oxidation was more effective at positions with stronger electric intensity.
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在复杂的石油烃成分中，烷烃（包括环烷烃）以及

多环芳烃分布最广，所造成的环境问题也最严重[1]。生
物修复技术操作简单、处理费用低、对环境影响小，因

而在石油烃类污染土壤的修复中被广泛应用[2-6]。微生
物作为生物修复的功能主体，其种类、群落组成、活

性、数量等对有机物的去除效率和生物利用途径起着

决定性作用。不同的微生物所包含的酶系及其代谢途

径不同，因而所能利用的污染物种类也不同，而石油

烃组成成分复杂，需要将不同种类的菌株进行混合，

制成微生物降解菌群，以实现石油烃不同组分最大

程度的去除[7-8]。土壤 pH和营养物质的比例对微生物
生长有重要作用，从而对污染物生物降解产生重要影

响，因而有必要对土壤环境条件进行优化，以提高微

生物的活性和数量[9-10]。污染物结构组成和性质直接
决定了其生物可利用性，然而，由于石油烃类污染物

的生物可利用性很差，仅凭微生物修复技术很难实

现其高效去除[11]。近年来，人们开始使用微生物-电动
耦合技术以提高土壤中顽固性有机物，如石油烃的去

除[12-14]。
电动技术对土壤的修复作用依赖于一系列的电

化学过程，包括电迁移、电渗析、电泳以及电化学氧化

在土壤中所诱导的氧化还原反应[15-16]。对于石油烃这
种难迁移的疏水性有机物，在电场作用下主要依靠电

化学氧化的方式得以去除[17]，且在一定的范围内，电
化学反应区域随电场强度的增大而扩大，从而使污染

物的去除率得以提高[18]。另外，在电动处理过程中，土
壤中的营养物质、电子受体、微生物等的迁移率得以

促进，进而使污染物的生物可利用性得到加强[19-20]。另
有研究表明，在电极附近水的电解作用会导致极端pH
的发生和土壤含水率的变化，对微生物的生长具有负

面影响。如，Lear等[21]研究发现，电场的施加导致阳极
区域土壤酸化，使得可培养细菌和真菌的数量均有所

降低，最终削弱了污染物降解效率。然而，周期性切换

电极极性可消除土壤含水率和 pH的大幅变化，降低
对微生物的危害[22-24]。

目前，由于缺乏直接的监测手段，大多数的研究

都集中在电场对生物降解的影响方面，而对电化学反

应的研究较少，但间接的证据已证明了电化学反应在

持久性污染物的去除方面所起的重要作用[25-26]。在微
生物-电动联合修复中，污染物的去除不仅依赖于微
生物的降解作用，还在很大程度上依赖于电化学氧化

作用[27-31]。然而，微生物降解和电化学氧化分别在去除
不同石油烃组分时的具体作用还不明确。

本文分别以正十六烷、环十二烷和芘作为直链烷

烃、环烷烃和多环芳烃的代表性污染物，以三者所组

成的混合有机污染物为研究对象，在二维对称电场修

复平台上，采用电动修复（EK）、微生物修复（BIO）和
微生物-电动联合修复（BIO-EK）的方式，通过分析不
同修复方式中不同烃类污染物降解的时空特征和微

生物数量、活性变化，探讨微生物降解和电化学氧化

分别在去除不同石油烃组分时的具体作用。

1 材料与方法

1.1 试验材料
1.1.1 试验土壤

试验土壤采自中国科学院沈阳生态实验站附近

（41毅31忆0.19义N，123毅22忆8.77义E）0~30 cm土壤，其部分
理化性质见表 1。使用前将土壤自然风干并过筛（<2
mm）。

1.1.2 污染物
分别以正十六烷（纯度>98%，东京化成工业株式

会社）、环十二烷（纯度>99%，东京化成工业株式会
社）和芘（纯度>99%，百灵威科技有限公司）作为直链
烷烃、环烷烃和多环芳烃的代表性污染物。将正十六

烷、环十二烷和芘混入土壤中，使其最终浓度分别为

4 744.54、947.22 mg·kg-1和 48.81 mg·kg-1，室温状态下
平衡一周。

1.1.3 培养基
牛肉膏蛋白胨培养基：5 g·L-1牛肉膏，10 g·L-1蛋

白胨，5 g·L-1 NaCl，pH 7.0~7.2。
无机盐培养基：1.5 g·L-1 NaNO3，1.5 g·L-1（NH4）2SO4，

1.0 g·L -1 K2HPO4，0.5 g·L -1 MgSO4·7H2O，0.5 g·L -1

KCl，0.01 g·L-1 FeSO4·7H2O，0.002 g·L-1 CaCl2，pH 7.0。
1.1.4 降解菌

以前期所构建的微生物降解菌群为供试微生物，

表 1 土壤理化性质初始值
Table 1 Initial characteristics of the test soil
土壤理化性质 参数值

pH 6.22
有机碳/g·kg-1 6.43

阳离子交换量/cmol·kg-1 21.25
速效氮/mg·kg-1 73.43
速效磷/mg·kg-1 7.23

22.5
53.6
23.9

粒径分布/% <2 滋m
2~50 滋m

50~2000 滋m
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该降解菌群包含直链烷烃、环烷烃和芳烃降解能力的

6株菌 B1、B2、B3、B6、B7和 B9，其中 B2和 B3对直链烷
烃、环烷烃和芳烃均具有降解能力，B1、B6、B7和 B9对直
链烷烃和环烷烃具有降解能力，初步鉴定 B1、B2、B6和
B7分别属于 Hydrogenophaga sp.、Phenylobacterium sp.、
Sphingobium sp.和Bacillus sp.，B3和B9属于Arthrobacter
sp.[32]。将细菌活化后，接入到牛肉膏蛋白胨培养基中，
用 10 L发酵罐发酵培养（150 r·min-1、35 益），3 d后
用低温离心机（4 益）进行离心（8000 r·min-1、2 min），
将离心所得菌体悬浮于无机盐培养基中备用。

1.2 试验设计及试验装置
试验装置如图 1所示，包括土壤室（100 cm伊100

cm伊25 cm）、25根圆柱形不锈钢电极（20 cm伊1 cm）、
直流电源、温度探头、pH计、控制系统和实时监测系
统。25根电极以矩阵的形式排列，电极间距为 20 cm；
控制系统可对电极极性按设定的时间间隔进行阴阳

极极性的切换，并可将电极极性以行/列转换的形式
进行旋转切换，以此形成一个二维的对称电场；监测

系统可对土壤温度、pH等参数进行实时监测。
试验设计如表 2所示。其中 BIO-EK和 EK在图

1所示的装置中进行，施加的直流电场为 1.0 V·cm-1，
每 5 min切换一次电极极性，每 10 min进行一次行与
列之间的转换。土壤中所投加的微生物比例和数量

以及土壤 pH和 C颐N颐P等均按照前期试验结果来确
定[32]。BIO-EK和 BIO污染土壤中按照前期试验所确
定的比例（B1颐B2颐B3颐B6颐B7颐B9=1颐1颐2颐0.5颐1颐2）及接种量
（2%）投加微生物混合菌群后测得的可培养细菌数量
为 1.0伊106 CFU·g-1干土；调节土壤 pH为 7.0；综合考

虑土壤中污染物、有机碳、速效氮和速效磷的浓度，调

节C颐N颐P为 100颐5颐1，其中 N由 NaNO3和（NH4）2SO4提
供，P由 K2HPO4提供。用蒸馏水调整土壤的含水量至
20%，试验过程中，定期向土壤箱中喷洒蒸馏水以保持
该含水量。将土壤分层铺放在土壤室内并压实，每个土

壤室中约 100 kg。采样点根据电场强度分布，每10 d从
图 2所示位置（a点：电极处；c点：两电极中间；e点：
对角线中心）进行采样，将各相同位点的土样混匀后

测定相应指标，试验共进行 100 d。

1.3 分析方法
1.3.1 土壤中正十六烷、环十二烷以及芘含量的测定

土壤中正十六烷、环十二烷和芘的含量采用气相

色谱法测定[32]。
1.3.2 正十六烷、环十二烷和芘降解率的计算

正十六烷、环十二烷和芘的降解率按照下面公式

进行计算：

降解率= C0-Ct
C0
伊100%

式中：C0为污染物初始含量；Ct为降解后的污染物含

量。

表 2 试验设计
Table 2 Experimental protocol

图 1 试验装置
Figure 1 Schematic of the experimental set-up

试验名称 电场/V·cm-1 微生物/CFU·g-1 正负切换时间/min 行与列切换时间/min
微生物-电动修复 BIO-EK 1.0 1伊106 5.0 10.0

电动修复 EK 1.0 — 5.0 10.0
微生物修复 BIO — 1伊106 — —

对照 — — — —

荫电极；a.电极处；c.两电极中间；e.对角线中心
荫Electrode；a.Adjacent to electrodes；

c.Center position between two electrodes；e.Diagonal center
图 2 采样点分布等高线图

Figure 2 Contour plots signifying the distribution of
sampling positions

污染土壤

电极

100 cm

控制器

显示器

40
30
20
10
0

-10
-20
-30
-40

距离/cm
0 10 20 30 40-40 -30 -20 -10
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实际降解率=处理组降解率-对照组降解率

1.3.3 脱氢酶活性分析
脱氢酶活性根据 TTC（2，3，5-Triphenyl Tetrazoli原

um Chloride，2，3，5-氯化三苯基四氮唑）还原法测定[33]。
其原理是 TTC在细胞呼吸过程中接受氢以后，可以
还原为红色的 TPF（Triphenyl Formazan，三苯基甲
臜），TPF在 485 nm处存在吸收峰。
1.3.4 可培养细菌数量变化

可培养微生物数量分析采用平板菌落计数法[34]。
准确称取 1 g土样，置于 9 mL无机盐培养液中，140
r·min-1振荡 6 h。吸取 1 mL菌液，用灭菌的去离子水
进行梯度稀释，直至合适的浓度。分别取各稀释浓度

的菌液 100 滋L均匀涂布于牛肉膏蛋白胨固体平板
上，待菌液渗透入培养基内，将培养皿倒置于 30益恒
温培养箱内，48 h后统计菌落数量，计算每克土壤中
菌落数量（CFU·g-1土）。
1.4 数据处理

图形绘制采用 SigmaPlot 10.0（Systat Software，
USA）；方差分析采用 SPSS 17.0（SPSS Software, USA）
中“Duncan”法。
2 结果与讨论

2.1 土壤中正十六烷、环十二烷和芘的降解
2.1.1 正十六烷、环十二烷和芘含量的变化

图 3 为不同处理组中正十六烷、环十二烷和芘
含量随时间和空间的变化情况。100 d后，除对照组
外，各处理方式下正十六烷、环十二烷和芘的浓度均

有明显的下降，且各污染物最大去除均发生在 BIO-
EK处理组中。在试验进行的前 10 d，各污染物降解速
率最快。

EK处理中，在未添加降解菌，也未进行土壤条件
优化的情况下，正十六烷、环十二烷和芘也发生了明

显的降解。由于极强的疏水性，这类有机污染物很难

通过电渗析、电迁移和电泳的方式得以去除，而当土

壤中存在“微导体”，即具有电子传导特性的粒子（如

金属氧化物等）时，在外加电场的情况下，这些粒子能

够诱使污染物发生电化学反应[35]。因此，间接说明 EK
中污染物的去除在很大程度上依赖于电化学氧化作

用。各污染物最大去除均发生在 BIO-EK处理组中，
说明在 BIO-EK处理过程中，污染物的降解依赖于微
生物降解和电化学氧化的联合作用。所添加的微生物

降解菌群包含直链烷烃、环烷烃和芳烃降解能力的不

同菌株，其综合了不同菌在降解石油烃不同组分过程

中所体现出的优势，可实现不同菌株代谢途径的互

补。前 10 d污染物降解速率最大，后期则逐渐降低。
对于 EK而言，可能由于初期土壤中积累的中间产物
较少，污染物去除速率较大，而随着中间产物的积累，

使得污染物去除速率逐渐降低。对于 BIO-EK和 BIO
而言，除以上原因之外，还可能由于菌群和营养物质

的添加解决了土壤中微生物活性低下和营养缺乏的

问题，使得前 10 d污染物降解速率最大，后期随着营
养物质的消耗使得微生物活性和数量降低，从而导致

污染物去除缓慢[36]。
2.1.2 不同位点正十六烷、环十二烷、和芘降解率随时
间变化

图 4表示不同采样点（a点、c点和 e 点）土壤中
正十六烷、环十二烷和芘降解率随时间的变化情况。

由图 4A、图 4D、图 4G可知，100 d后，BIO-EK
中 a 点、c 点和 e 点正十六烷降解率分别为 79.0%、
75.7%和 71.4%，EK中 a点、c点和 e点降解率分别为
38.1%、30.6%和 25.4%，而 BIO 中的平均降解率为
40.9%。进一步说明，在 BIO-EK处理过程中，污染物
的降解依赖于微生物降解和电化学氧化的联合作用，

而结合 EK和 BIO中正十六烷的降解率，可推知在
BIO-EK修复中，对于正十六烷的去除，微生物降解
的贡献大于电化学氧化作用，并且可以看出，EK中正
十六烷的降解率随电场强度的减弱而逐渐降低，由此

说明电化学氧化作用的贡献率随电场强度的减弱而

逐渐降低。在一系列脱氢酶的催化作用下，正十六烷

被依次氧化成相应的醇、醛、酸，生成的正十六酸通过

茁-氧化的过程被继续降解，而电场不仅可以促进正
十六烷的单末端氧化，还可促进正十六酸的 茁-氧化
过程[37]。这可能也是 BIO-EK中正十六烷降解效率最
高，并且电极附近电化学氧化的贡献值较大的重要原

因。

由图 4B、图 4E、图 4H可知，100 d后，BIO-EK
中 a 点、c 点和 e 点环十二烷降解率分别为 93.9%、
91.1%和 86.8%，EK中 a点、c点和 e点降解率分别为
51.6%、48.8%和 44.2%，BIO中平均降解率为 41.5%。
表明在 BIO-EK处理过程中，对于环十二烷的去除，
电化学氧化的贡献大于微生物降解作用。BIO-EK中
环十二烷降解效率最高，并且电极附近电化学氧化的

贡献值较大，可能的原因是，电场可加速环十二烷的

开环进程，使其转换成易于被生物降解的线形物质[38]。
由图 4C、图 4F、图 4I可知，100 d后，BIO-EK中

a 点、c 点和 e点芘的降解率分别为 87.9%、82.9%和
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数据为 3次重复的平均值。下同
Data are averages from triplicate tests. The same below

图 3 BIO、EK和 BIO-EK土样中正十六烷、环十二烷和芘的含量变化
Figure 3 Content changes of n-hexadecane，cyclododecane and pyrene in soil samples from the BIO，EK and BIO-EK tests
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BIO-EK EK BIO
图 4 BIO、EK和 BIO-EK土样中不同采样点（a、c和 e）正十六烷、环十二烷和芘降解率随时间的变化

Figure 4 Degradation extent of n-hexadecane，cyclododecane and pyrene at different positions（a，c and e）in the BIO，EK and BIO-EK tests
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78.0%，EK中a点、c 点和 e点降解率分别为 43.0%、
36.7%和 32.4%，BIO中的平均降解率为 44.4%。表明
在 BIO-EK处理过程中，对于芘的去除，微生物降解
的贡献大于电化学氧化作用，尤其在场强较弱的 c点
和 e点。该结果与 Huang等[28]的研究结果相似，其研
究是以 1-D电场为修复平台，以单一污染物芘为研
究对象进行的。

综上，在微生物-电动联合修复过程中，微生物降
解和电化学氧化在不同污染物的去除中体现出了互

补性，其中正十六烷和芘的去除较多地依赖于微生物

的降解作用，而环十二烷的去除则较多地依赖于电化

学氧化作用。且微生物降解作用在场强较弱的位点贡

献较大，而电化学氧化作用在场强较强的电极附近贡

献较大。

2.2 脱氢酶活性和可培养细菌数量的变化
脱氢酶活性是表征微生物活性的一个重要指标，

是生物细胞内催化有机物氧化（脱氢），并将电子传递

给最终电子受体的氧化还原酶，而这个电子传递的过

程是土壤微生物呼吸途径的一个重要部分[39]。因此，
本研究选择脱氢酶作为评价土壤微生物活性的指标。

BIO-EK和 BIO处理中，土壤脱氢酶活性和可培
养细菌数量随时间和空间变化情况如图 5 所示。
BIO-EK处理组中，前期脱氢酶活性和细菌数量逐渐
上升，至 40 d达到最大值，而后则逐渐下降，但 100 d
后脱氢酶活性和细菌数量仍高于初始值。a点、c点和
e点之间脱氢酶活性和细菌数量均没有显著性差异
（P>0.05）。BIO处理组中，10 d时脱氢酶活性和细菌
数量达到最大（P<0.01），随之逐渐降低至与初始脱氢
酶活性和细菌数量相似。整体来看，BIO-EK中脱氢
酶活性和细菌数量明显高于 BIO中（P<0.01）。

可能由于试验初期对土壤中营养物质的比例和

pH进行了调节，土壤环境有利于微生物的生长，从而
使得前期脱氢酶活性和细菌数量逐渐上升，随着营养

物质的消耗，导致脱氢酶活性和细菌数量的降低。由

于电场方向的周期性改变，使得土壤中不同位点 pH
均一，营养物质分散均匀，故脱氢酶活性和细菌数量
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图 5 BIO-EK及 BIO处理土壤中脱氢酶活性和可培养细菌数量变化
Figure 5 Changes of dehydrogenase activity and culturable bacterial numbers in the BIO-EK and BIO tests
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在空间上没有明显的差异[40]，与前期研究结果一致[31]。
BIO-EK中脱氢酶活性和细菌数量高于 BIO中，可能
的原因是，当向土壤中施加电场时，阳极附近由于水

的电解作用所产生的氧气会促进微生物细胞的呼吸

速率，并间接提高土壤氧化还原水平，从而引起微生

物活性和数量的增加[41]，且电场方向的周期性改变增
强了微生物与营养物质之间的传质性[42]，也有可能引
起微生物活性和数量的增加。

3 结论

在微生物-电动联合修复混合烃污染土壤的过程
中，微生物降解作用和电化学氧化作用在不同烃类成

分的去除中表现出较为明显的互补性，其中正十六烷

和芘的去除较多地依赖于微生物的降解作用，而环十

二烷的去除则较多地依赖于电化学氧化作用，且微生

物降解作用在场强较弱的位点贡献较大，而电化学氧

化作用在场强较强的电极附近贡献较大。研究结果有

望为石油烃类污染物的微生物-电动修复过程调控提
供一定的理论基础。
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