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用微生物对六六六污染土壤进行

生物修复的初步试验研究
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摘 要：采用田间采集土样、室内培养的方法，进行了在含有一定浓度六六六的土壤中添加特别筛选的 ＢⅠ细菌进行降
解等初步试验。研究结果表明，蓖麻籽粕对ＢⅠ细菌数量扩增有较好的促进作用；３０ｄ是试验条件下外加ＢⅠ细菌生长的
最旺盛期，ＢⅠ细菌对六六六降解效果最好的时期可能是试验进行后的３０ｄ左右；试验进行的３０ｄ内，六六六浓度１～６
ｍｇ·ｋｇ－１范围内的土壤，对 ＢⅠ细菌的数量扩增没有太大的抑制作用，六六六浓度达到和大于１８ｍｇ·ｋｇ－１时，对ＢⅠ细
菌产生了非常显著的毒害作用，１２～１８ｍｇ·ｋｇ－１是本试验条件下 ＢⅠ数量扩增的临界范围值；土壤中加１～６ｍｇ·ｋｇ－１

六六六，并没有对外加 ＢⅠ菌液的土壤过氧化氢酶活性产生明显的抑制，较低含量范围内的六六六似乎有刺激添加 ＢⅠ
菌液土壤中的过氧化氢酶活性的作用；初步试验的结果表明加入ＢⅠ细菌对土壤中污染物六六六的降解有较明显的效果。
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含有氯的农药对大多数生物体而言是最复杂、最

具有毒性以致最难以代谢的化学物质。六六六（又称

六氯化苯或六氯环己烷）是一种广谱有机氯杀虫剂，

具有胃毒、触杀和熏蒸３种作用方式，用以防治蝗虫、
稻螟虫、小麦吸浆虫等农业害虫和蚊、蝇、臭虫等卫生

害虫，效力强而持久。但由于其对环境的污染严重，已

被禁止使用。六六六毒性高，施用过六六六的土壤，其

污染在短时间内不能快速消除。在重视清洁生产和无

公害食品的今天，如何采取有效手段加速土壤污染消

除的进程，已引起生产者、科学家及社会的普遍关

注。在众多的含氯农药中，六六六具有环状结构，被认

为是较难降解的一种农药。

国外，自２０世纪７０年代以来，尝试研究用微生
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物对土壤污染物进行降解 犤１～３犦，８０年代后，分子生物
技术和手段已广泛地应用到了对环境中可降解微生

物及降解机理方面的研究，Ｍｉｃｈｉｇａｎ州立大学的
ＪａｍｅｓＴｉｅｄｊｅ的实验室，首次从污染的河泥中分离出
了具有脱氯功能的厌氧微生物，后来命名为蒂氏脱硫

念珠菌，后来又提出了还原脱氯反应与微生物的能量

代谢是结合在一起的理论犤２犦。由于含氯有机物在好氧

条件下很难分解，厌氧还原脱氯就为此类化合物在自

然条件下的分解提供了一条途径，也为人们对微生物

代谢途径的了解增加了认识。据报道，六六六在渍水

土壤中，１００ｄ内大部分能被微生物降解，而在非渍水
的湿润土壤中的降解则要慢得多犤４犦。

筛选分离具有特殊降解功能的环境微生物，用分

子探针监测它们在不同环境中的分布，以及与其他种

类微生物之间的关系是目前对污染物进行微生物降

解研究的重点之一犤５犦。许多科研人员从世界各地的不

同环境中分离出了能分解不同种类氯代有机物的微

生物。本文用从多个供试微生物中筛选出来的ＢⅠ细
菌，在非渍水土壤条件下进行六六六的生物降解试

验，探索在好氧条件下六六六微生物降解的可能性。

１ 材料与方法

１．１试验材料
试验土壤取自北京怀柔县，土壤全氮含量为

０．０９７％，土壤有机质为１．６４％，土壤ｐＨ８．６１，试验
用 ＢⅠ菌液由北京丹路生物工程有限责任公司提供，
ＢⅠ菌液ｐＨ７．４６，Ｈ２Ｏ２酶活性０．１４７００．１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＫＭｎＯ４ｍＬ·ｇ－１，有机氯农药为６％六六六。
１．２试验处理
１．２．１ＢⅠ细菌数量快速扩增生长因子试验

选取生物素ＶＨ、芝麻饼等添加剂作为ＢⅠ细菌的
数量快速扩增试验因子，培养基加添加剂灭菌后，各

处理加入每毫升含１０亿个ＢⅠ细菌的菌液５ｍＬ。上摇
床，设定转速为１８０ｒ·ｍｉｎ－１，温度为３０℃，培养４８
ｈ，然后进行镜检，用平板计数法测定ＢⅠ细菌数量。试
验分８个处理、４次重复。处理如下：

Ⅰ．ＢⅠ细菌＋培养基牷
Ⅱ．ＢⅠ细菌＋培养基＋ＶＨ牗１ｍｇ·ｋｇ－１牘牷
Ⅲ．ＢⅠ细菌＋培养基＋ＶＨ牗１０ｍｇ·ｋｇ－１牘牷
Ⅳ．ＢⅠ细菌＋培养基＋ＶＨ牗５０ｍｇ·ｋｇ－１牘牷
Ⅴ．ＢⅠ细菌＋培养基＋１％芝麻饼牷
Ⅵ．ＢⅠ细菌＋培养基＋１％荞麦粉牷
Ⅶ．ＢⅠ细菌＋培养基＋１％蓖麻籽粕牷

Ⅷ．ＢⅠ细菌＋培养基＋０．１％辣椒粉。
１．２．２六六六对ＢⅠ细菌存活影响的试验

模拟北京地区主要土壤的理化条件，控制 ｐＨ
８．６１、温度２８℃、土壤水分１８％，试验土壤进行灭菌
处理（杂菌数 ＜１０５个·ｇ－１）。

设定添加不同剂量六六六分别为１、６、１２、１８、２４
ｍｇ·ｋｇ－１，按上述条件进行培养，分别在１５、３０、４５、６０
ｄ后取样测定存活的优势菌株和过氧化氢酶的活
性。每个处理４次重复，处理中ＢⅠ菌液的ＢⅠ细菌含
量为１０亿个·ｍＬ－１。具体处理如下：

Ⅰ．１００ｇ土＋２１ｍＬ无离子水牷
Ⅱ．１００ｇ土＋２１ｍＬ培养液牷
Ⅲ．１００ｇ土＋２１ｍＬ菌液牷
Ⅳ．１００ｇ土＋２１ｍＬ菌液＋１ｍｇ·ｋｇ－１六六六牷
Ⅴ．１００ｇ土＋２１ｍＬ菌液＋６ｍｇ·ｋｇ－１六六六牷
Ⅵ．１００ｇ土＋２１ｍＬ菌液＋１２ｍｇ·ｋｇ－１六六六牷
Ⅶ．１００ｇ土＋２１ｍＬ菌液＋１８ｍｇ·ｋｇ－１六六六牷
Ⅷ．１００ｇ土＋２１ｍＬ菌液＋２４ｍｇ·ｋｇ－１六六六。

１．２．３ＢⅠ细菌对六六六降解的试验
在ｐＨ８．３５的灭菌土壤中，分别加入０．５、１、３

ｍｇ·ｋｇ－１六六六，再加入每毫升１０亿个 ＢⅠ细菌的
菌液２１ｍＬ。控制温度为３０℃，水分含量为１８％～
２０％。３０ｄ后取土，测定六六六的降解率。试验为６个
处理，４次重复：

１００ｇ土＋０．５ｍｇ·ｋｇ－１六六六＋２１ｍＬ水；
１００ｇ土＋０．５ｍｇ·ｋｇ－１六六六＋２１ｍＬＢⅠ菌液；
１００ｇ土＋１ｍｇ·ｋｇ－１六六六＋２１ｍＬ水；
１００ｇ土＋１ｍｇ·ｋｇ－１六六六＋２１ｍＬＢⅠ菌液；
１００ｇ土＋３ｍｇ·ｋｇ－１六六六＋２１ｍＬ水；
１００ｇ土＋３ｍｇ·ｋｇ－１六六六＋２１ｍＬＢⅠ菌液。

２ 结果和讨论

２．１培养物质对ＢⅠ细菌生长的影响
为寻求加速ＢⅠ细菌快速繁殖生长因子和提高土

壤过氧化氢酶活性，提高土壤有机氯污染降解的速

率，选取了化学试剂生物素（ＶＨ），农副产品芝麻粕、荞
麦皮、蓖麻籽粕和辣椒粕５种物质进行初步试验，它
们对ＢＩ细菌数量扩增的影响试验结果见表１和图１。

从表１的结果看出，以处理Ⅰ（ＢⅠ＋培养基）为对
照处理，其ＢⅠ细菌数量为１．２１×１０７个·ｇ－１。处理
Ⅱ 犤ＢⅠ＋ＶＨ牗１ｍｇ·ｋｇ－１牘犦，ＢⅠ细菌３．９９×１０７个·
ｇ－１，是对照处理的３．２９倍。处理Ⅲ犤ＢⅠ＋ＶＨ牗１０ｍｇ·
ｋｇ－１牘犦和处理Ⅳ犤ＢⅠ＋ＶＨ牗５０ｍｇ·ｋｇ－１牘犦，ＢⅠ细菌数
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表１不同培养物质对 ＢＩ细菌数量的影响（个·ｇ－１）
Ｔａｂｌｅ１ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＢⅠｂａｃｔｅｒｉａ

表２六六六浓度对 ＢⅠ细菌数量的影响（个·ｇ－１）

Ｔａｂｌｅ２ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＢＨＣｃｏｎｔｅｎｔｓｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＢⅠｂａｃｔｅｒｉａ牗个·ｇ－１牘

培养时间 处理

／ｄ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅷ
１５ ６．９１×１０６ ７．２８×１０６ ８．２７×１０８ １．５６×１０８ １．１７×１０８ ６．５０×１０７ １．０５×１０６ １．１０×１０６

３０ １．９３×１０７ ２．５８×１０７ ９．４２×１０９ ８．０５×１０８ ５．２０×１０８ １．５６×１０８ ８．９１×１０７ ３．１３×１０７

４５ ９．２７×１０６ ６．２１×１０７ １．４１×１０８ ６．６５×１０７ ７．１１×１０７ ６．０６×１０７ ６．０２×１０７ ５．１８×１０７

６０ ７．５５×１０６ １．２３×１０７ ７．３１×１０７ ５．５９×１０７ ７．３７×１０７ ６．６３×１０７ ６．３５×１０７ ２．１８×１０７

处理
重复

平均
１ ２ ３ ４

Ⅰ．ＢⅠ＋培养基（ＣＫ） ４．４３×１０６ １．９８×１０７ １．０１×１０７ １．４１×１０７ １．２１×１０７

Ⅱ．ＢⅠ＋ＶＨ牗１ｍｇ·ｋｇ－１牘 ３．１８×１０７ ４．８０×１０７ ４．３８×１０７ ３．６０×１０７ ３．９９×１０７

Ⅲ．ＢⅠ＋ＶＨ牗１０ｍｇ·ｋｇ－１牘 ４．５３×１０６ ５．８５×１０６ ５．６４×１０６ ４．７４×１０６ ５．１９×１０６

Ⅳ．ＢⅠ＋ＶＨ牗５０ｍｇ·ｋｇ－１牘 ９．００×１０５ ２．０８×１０６ １．９９×１０６ ９．９０×１０５ １．４９×１０６

Ⅴ．ＢⅠ＋１％牗芝麻饼牘 — — — — —

Ⅵ．ＢⅠ＋１％牗荞麦皮牘 ２．５３×１０７ １．６８×１０７ １．８９×１０７ ２．３３×１０７ ２．１１×１０７

Ⅶ．ＢⅠ＋１％牗蓖麻子粕牘 ４．３０×１０８ ２．７３×１０８ ３．４３×１０８ ３．６１×１０８ ３．５２×１０８

Ⅷ．ＢⅠ＋０．１％牗辣椒粕牘 ５．１５×１０７ ５．２８×１０７ ５．１８×１０７ ５．２６×１０７ ５．２２×１０７

注：在１０－４培养皿上检测不到 ＢⅠ细菌。

量分别为５．１９×１０６个·ｇ－１、１．４９×１０６个·ｇ－１，均
小于对照，说明加入１０ｍｇ·ｋｇ－１牞５０ｍｇ·ｋｇ－１ＶＨ抑
制了 ＢⅠ细菌的生长繁殖。处理Ⅴ 犤牗ＢⅠ＋１％芝麻
粕）犦，在稀释度１０－４培养皿上检测不到ＢⅠ细菌，表
明试验用芝麻粕也抑制了ＢⅠ细菌生长。处理Ⅵ犤牗ＢⅠ
＋１％荞麦皮）犦，ＢⅠ细菌数量为２．１１×１０７个·ｇ－１，
优于对照牞为其１．７４倍。处理Ⅶ 犤牗ＢⅠ＋１％蓖麻子
粕）犦的ＢⅠ细菌数量为３．５２×１０８个·ｇ－１，是对照的
２９倍。处理Ⅷ 犤牗ＢⅠ＋０．１％辣椒粕）犦的ＢⅠ细菌为
５．２２×１０７个·ｇ－１，是对照的４．３１倍。

综上所述，添加的培养物质对ＢⅠ数量扩增的影
响顺序为Ⅶ＞Ⅷ＞Ⅱ＞Ⅵ＞Ⅰ＞Ⅲ＞Ⅳ＞Ⅴ，农副产
品蓖麻子粕能促进ＢⅠ细菌的快速繁殖生长，在试验
处理中效果最好。

当然，本试验研究只是初步的，蓖麻子粕添加的

浓度会不会影响到ＢⅠ数量扩增，其他几个添加物处
理的初步实验结果不如蓖麻子粕的效果好，是否与添

加浓度有关等等还需要做进一步的深入研究。

２．２六六六对ＢⅠ细菌存活的影响
２．２．１六六六对ＢⅠ细菌存活的影响

为研究 ＢⅠ细菌在不同六六六浓度下的生存能
力，设计了含有１、６、１２、１８、２４ｍｇ·ｋｇ－１六六六的土
壤，考察ＢⅠ细菌在其中的变化，并观察时间对ＢⅠ细
菌存活的影响。不同处理在１５、３０、４５、６０ｄ时的ＢⅠ
数量试验结果见表２。

由表２可见，培养１５ｄ的土样中，不加ＢⅠ细菌的
Ⅰ（土＋水）、Ⅱ（土＋培养液）两处理，ＢⅠ细菌数量级
为１０６个，均小于Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ（土＋ＢⅠ、土＋ＢⅠ分别
加０、１、６、１２ｍｇ·ｋｇ－１六六六）４个处理，而Ⅶ、Ⅷ（土
＋ＢⅠ分别加１８、２４ｍｇ·ｋｇ－１六六六）两处理中，ＢⅠ
细菌数量小于不加ＢⅠ细菌的Ⅰ（土＋水）、Ⅱ（土＋培
养液）两个对照处理。说明培养１５ｄ的各处理，以加
ＢⅠ菌液不加农药处理的ＢⅠ细菌（处理Ⅲ）数量最多，
加１～１２ｍｇ·ｋｇ－１六六六的处理，随农药量增加，ＢⅠ
细菌数量减少。而加１８～２４ｍｇ·ｋｇ－１六六六处理，
抑制了ＢⅠ细菌的生长。

试验进行到３０ｄ时，各处理间的相对差异趋势与
１５ｄ时相似。

以上初步试验结果表明本试验条件下，试验进行

的３０ｄ内，ＢⅠ细菌在六六六浓度０～１２ｍｇ·ｋｇ－１范
围内的数量扩增受到一定影响，虽然影响的程度随着

农药用量的加大而提高，但总体上受抑制的程度不明

显；六六六浓度达到和大于１８ｍｇ·ｋｇ－１时，对ＢⅠ细
菌产生了非常显著的毒害作用，１２～１８ｍｇ·ｋｇ－１是
本试验条件下ＢⅠ数量扩增的临界范围值。

另外，加１ｍｇ·ｋｇ－１六六六处理Ⅳ （相当于每

ｈｍ２施２．５５ｋｇ的含量为６％的六六六）和６ｍｇ·ｋｇ－１

六六六处理Ⅴ （相当于每ｈｍ２施１５．３ｋｇ的六六六），
ＢⅠ细菌数量高于不加ＢⅠ菌液处理的数十倍，说明在
加１～６ｍｇ·ｋｇ－１六六六的土壤中，对外加ＢⅠ细菌生
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长繁殖未产生太大影响。

试验进行到４５ｄ时，各处理中只有处理Ⅲ（土＋
ＢⅠ＋０ｍｇ·ｋｇ－１六六六）的ＢⅠ细菌数量明显高于处
理Ⅱ（土＋培养液），试验到６０ｄ时，只有处理Ⅰ（土＋
水）的ＢⅠ细菌数量较低，其他各处理土样中ＢⅠ细菌
数量差别不大。说明随着培养时间的延长，ＢⅠ细菌生
长受六六六的抑制程度增大，也可能是由于共ＢⅠ细
菌繁殖所需营养物质不够所致。

从时间分布上看，３０ｄ是各处理在试验进行的６０
ｄ时间里ＢⅠ细菌生长的最旺盛期。加ＢⅠ菌液的各处
理，３０ｄ时的ＢⅠ细菌的存活量是培养１５ｄ的２．４倍
（处理Ⅵ）～８５倍（处理Ⅶ）。ＢⅠ细菌对六六六降解效
果最好的时期可能是试验进行后的３０ｄ左右。
２．２．２六六六对过氧化氢酶活性的影响

各处理在试验进行６０ｄ期间的不同时期，土壤中
过氧化氢酶的测定结果见表３。

表３表明，试验进行到１５ｄ时，以处理Ⅲ （土＋
ＢⅠ＋０ｍｇ·ｋｇ－１六六六）的过氧化氢酶活性最高为
０．９０４５０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＭｎＯ４ｍＬ·ｇ－１。加１～１２ｍｇ·
ｋｇ－１六六六处理中，以加１ｍｇ·ｋｇ－１六六六处理过
氧化氢酶活性高于其他两处理，为０．８７９４０．１ｍｏｌ·
Ｌ－１ＫＭｎＯ４ｍＬ·ｇ－１。

试验进行到３０ｄ和６０ｄ时，加１ｍｇ·ｋｇ－１和６
ｍｇ·ｋｇ－１六六六的处理Ⅳ和Ⅴ比加Ⅰ（土＋水）和Ⅱ
（土＋培养液）二处理的过氧化氢酶活性高。看出土壤
中加１～６ｍｇ·ｋｇ－１六六六农药，并没有对土壤过氧
化氢酶活性产生大的抑制，较低含量范围内的六六六

似乎有刺激添加ＢⅠ菌液土壤中过氧化氢酶活性的作
用。

２．３ＢⅠ细菌对六六六降解率的影响
试验的结果是，试验进行３０ｄ后添加０．５、１、３

ｍｇ·ｋｇ－１六六六的各处理，对照 （加与ＢⅠ菌液等体
表３ 六六六浓度对过氧化氢酶活性的影响牗Ｈ２Ｏ２酶活性 ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＭｎＯ４ｍＬ·ｇ－１牘
Ｔａｂｌｅ３ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＢＨＣｃｏｎｔｅｎｔｓｏｎｃａｔａｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ牗０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＭｎＯ４ｍＬ·ｇ－１牘

试验时间 处理

／ｄ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅷ
１５ ０．７７８９ ０．８７４４ ０．９０４５ ０．８７９４ ０．８２９１ ０．７８８９ ０．８８９９ ０．８７４４
３０ ０．７２８６ ０．８７４４ ０．８８４４ ０．９５４８ ０．９１４４ ０．８６４３ ０．８０４０ ０．８５９３
４５ ０．７３２３ ０．８８３８ ０．８６３６ ０．８２８２ ０．９６４６ ０．７２２２ ０．９３９３ ０．８０８０
６０ ０．８３７４ ０．９９４７ ０．９９４７ １．０４５５ １．０９１１ ０．８５２６ ０．９６９３ ０．９８９６

积的水）六六六的自然降解率分别为 ５９．５０％、
３２．２８％、４９．１２％，加ＢⅠ菌液处理土壤中，六六六的
降解率分别为７４．６８％、５１．２５％、６７．１１％，分别比对
照提高了１５．１８％、１８．９７％、１７．９９％。可见ＢⅠ细菌
对土壤中污染物六六六有较明显的降解作用。

３ 结论

（１）初步试验的结果表明，蓖麻籽粕能较好地促
进ＢⅠ细菌数量扩增，是一种促进ＢⅠ细菌繁殖的增效
剂。

（２）从时间分布上看，３０ｄ是ＢⅠ细菌繁殖的最旺
盛期，ＢⅠ细菌对六六六降解效果最好的时期可能是
试验进行后的３０ｄ左右。

（３）本试验条件下，试验进行的３０ｄ内，在六六
六浓度 ０～１２ｍｇ·ｋｇ－１范围内 ＢⅠ细菌的数量扩增
受到一定影响，虽然影响的程度随着农药用量的加大

影响而提高，但总体上受抑制的程度不明显。其中加

１～６ｍｇ·ｋｇ－１六六六的土壤，对外加ＢⅠ细菌生长繁
殖未产生太大影响。

（４）六六六浓度达到和大于１８ｍｇ·ｋｇ－１时，对

ＢⅠ细菌产生了非常显著的毒害作用，１２～１８ｍｇ·
ｋｇ－１是本试验条件下ＢⅠ数量扩增的临界范围值。

（５）土壤中加１～６ｍｇ·ｋｇ－１六六六农药，并没
有对外加ＢⅠ菌液的土壤过氧化氢酶活性产生明显的
抑制，较低含量的六六六似乎有刺激添加ＢⅠ菌液土
壤中过氧化氢酶活性的作用。

（６）初步试验的结果表明ＢⅠ细菌对土壤中污染
物六六六有较明显的降解作用。
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