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摘 要：开展了土壤柴油污染的单因素盆栽实验和柴油污染盐渍化土壤中添加锯末-硝酸铵-磷酸二氢钾的三因素正交盆栽实验，
对黑麦草幼苗抗氧化酶活性和叶绿素含量进行了分析，探究了柴油污染土壤中黑麦草幼苗的生理变化与调节。结果表明，土壤柴油

污染显著减小了黑麦草幼苗生物量，与对照相比，叶 SOD活性在柴油浓度 0.3%和 0.9%时显著降低，POD和 CAT活性在 0.6%和
0.9%柴油浓度下显著降低；根 SOD活性在 0.9%柴油浓度下显著增大，POD活性在 0.6%和 0.9%柴油浓度下显著下降。受柴油污染
的盐渍化土壤，施加锯末体积分数为 10%时，黑麦草幼苗叶 POD和 CAT活性显著增强，叶绿素 a和叶绿素 b含量显著增加；施氮
量为 0.3 g·kg-1土时，黑麦草幼苗叶绿素 a和叶绿素 b含量显著增加。可见，土壤受柴油污染时，添加锯末和硝酸铵可有效调节黑麦
草幼苗的生理代谢。
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Effects of Modifiers on Physiological Metabolism of Lolium perenne Seedlings in Diesel-Polluted Soils
ZHAO Xuan, HE Xing-dong*, ZHANG Jing-lei
（College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071, China）
Abstract：The pot experiment for single-factor with diesel oil polluted soil and the pot experiment for three-factor orthogonal with sawdust-
ammonium nitrate -monopotassium phosphate under diesel oil polluted soil with salt stress, were performed to analyze the activity of
antioxidant enzymes and chlorophyll content in Lolium perenne seedlings, and to explore the physiological response of L. perenne seedlings
under diesel oil polluted soil and its regulations. The results showed that, soil diesel pollution significantly decreased the biomass. Compared
with control, activity of superoxide dismutases（SOD）in leaf decreased significantly at 0.3% and 0.9% soil diesel pollution, peroxidases
（POD）and catalase（CAT）in leaf decreased significantly at 0.6% and 0.9% soil diesel pollution , the root SOD activity increased
significantly at 0.9% diesel concentration while the root POD activity decreased significantly at 0.6% and 0.9% soil diesel pollution. As for
the salinity soil polluted by diesel oil, the activity of POD and CAT in leaf increased significantly at 10% volume fraction of sawdust, and the
content of chlorophyll a and chlorophyll b increased significantly as well. Meanwhile, chlorophyll a and chlorophyll b content increased
significantly at 0.3 g·kg -1 amount of ammonium nitrate. Thereby, sawdust and ammonium nitrate addition could effectively improve
physiological metabolic of L. perenne seedlings.
Keywords：Lolium perenne; diesel-polluted soil; antioxidant enzymes; chlorophyll; phytoremediation

农 业 资 源 与 环 境 学 报
2017年 7月·第 34卷·第 4期：384-389 July 2017·Vol.34·No.4：384-389

Journal of Agricultural Resources and Environment

http://www.aed.org.cn

赵 绚，何兴东，张京磊. 改良剂对柴油污染土壤中黑麦草生理代谢的调节[J].农业资源与环境学报, 2017, 34（4）: 384-389.
ZHAO Xuan, HE Xing-dong, ZHANG Jing-lei. Effects of Modifiers on Physiological Metabolism of Lolium perenne Seedlings in Diesel-Polluted Soils [J].
Journal of Agricultural Resources and Environment, 2017, 34（4）:384-389.

土壤中的石油污染物通过降低土壤水分和土壤

养分供应导致植物幼苗生理脱水和养分失衡[1]，使植
物表现出叶片枯黄、萎蔫[2]，株高降低[3]，生物量下降[4]

等生长毒性效应。石油污染物对植物的表观胁迫本质

上是通过影响植物体正常生理代谢而实现的，石油污

染物会破坏植物细胞内自由基的代谢平衡，产生大量

活性氧物质，引发或加剧膜脂过氧化，造成细胞膜系

统的损伤[5]；另一方面，石油污染物会抑制叶绿素酶的
合成，减少植物体内叶绿素含量，削弱植物光合作

用[6]，抑制植物生长。
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为抵御石油污染物的胁迫，植物体会发出响应，

如植物体内抗氧化酶系统和光合色素的改变。在抗氧

化酶系统中，超氧化物歧化酶（SOD）是一种以氧自由
基为底物的酶，在活性氧代谢中处于重要地位，能把

超氧阴离子歧化成 O2和 H2O2；过氧化物酶（POD）和
过氧化氢酶（CAT）是植物体内 H2O2 清除酶，能把
H2O2转化成 H2O，三者协同作用能防御活性氧或其
他过氧化物自由基对细胞膜系统的伤害，抵御逆境

胁迫[7]。同时，抗氧化酶系统中所需蛋白质要在光合作
用下合成，光合作用在一定程度上也会影响抗氧化酶

活性。光合作用作为植物最基本的生理过程，叶绿素

a和叶绿素 b分别是主要色素和辅助色素，在环境胁
迫下叶绿素含量会发生一定变化，常被用作植物抗性

的指标，以评价环境污染物对植物的影响[8]。
多年生黑麦草（Lolium perenne L.）是禾本科黑麦

属多年生疏丛型草本植物，生长快、分蘖多，耐寒、耐

湿性强，亦较耐盐碱，具有强大的须根系统[9]。目前国
内外已有关于黑麦草修复石油污染土壤的研究[10-13]，
但如何有效调节土壤石油污染时植物的生理代谢有

待深入研究。为此，本文以黑麦草为研究对象，以石油

的代表种类———柴油为材料，以锯末、硝酸铵、磷酸二

氢钾为改良物质，通过分析黑麦草幼苗抗氧化酶活性

和叶绿素含量的变化，探讨黑麦草在柴油污染土壤中

的生理响应以及盐渍化柴油污染土壤中施加不同改

良物质对黑麦草幼苗生理代谢的影响，以促进石油污

染土壤的植物修复。

1 材料与方法

1.1 实验设计与材料
以黑麦草为供试植物，开展两个室内盆栽实验，

分别为柴油单因素实验和锯末-硝酸铵-磷酸二氢钾
3因素 4水平正交实验，每个实验每个处理设置 3个
重复。单因素实验中柴油质量分数的 4个水平分别为
0%、0.3%、0.6%和 0.9%。正交实验采用 L16（45）正交
表，锯末体积分数的 4个水平分别为 0%、5%、10%和
15%；硝酸铵施加量的 4个水平分别为 0、0.29、0.57
g·kg-1土和 0.86 g·kg-1土，对应施氮水平分别为 0、
0.1、0.2 g·kg-1土和 0.3 g·kg-1土；磷酸二氢钾施加量
的 4个水平分别为 0、0.22、0.44 g·kg-1土和 0.66 g·kg-1

土，对应施磷水平分别为 0、0.05、0.1 g·kg-1土和 0.15
g·kg-1土。实验用多年生黑麦草种子购于种子公司，
柴油购自加油站 0号柴油，锯末（原木种类为松木，粒
度为 3 mm）取自木材厂，硝酸铵（分析纯）和磷酸二氢

钾（分析纯）购于试剂公司，PVC塑料盆高伊口径为 17
cm 伊 20 cm。土壤为南开大学生命科学学院网室 0~
20 cm表层清洁壤土，土壤有机质含量为 38. 362 g·kg-1，
全氮含量为 1.314 g·kg-1，全磷含量为 0.894 g·kg-1。分
别称取 4份（4个处理）质量为 7.5 kg（分为 3个重复）
的清洁壤土（土壤容重为 1.45 g·cm-3），依次倒入体积
为 0、30、60、90 mL的柴油（柴油容重为 0.75 kg·L-1），
充分混匀自然风干后待单因素实验备用；正交实验土

壤（所有处理土壤柴油质量分数为 0.9%、氯化钠质量
分数为 0.3%）由质量为 120 kg的清洁壤土，添加体积
为 1 440 mL的柴油和 360 g的氯化钠充分混匀配制
而成。

1.2 实验方法
在南开大学生命科学学院网室内用穴盘育苗，以

蛭石为育苗基质，在每穴孔表面播撒事先用蒸馏水浸

泡过的饱满的黑麦草种子 3~5粒，然后盖上一层纸
膜，浇水至渗透，待种子萌发后揭掉纸膜，保持穴盘湿

润。单因素育苗 25 d后进行移栽，每盆从穴盘中选取
大小一致的幼苗 3株，每处理 3个重复，共 12盆。移
苗后每盆浇蒸馏水 300 mL以缓苗，实验期间每 3 d
浇蒸馏水 300 mL。

在进行柴油单因素实验的同时，育苗以供正交实

验。穴盘育苗 30 d后，由于黑麦草的根系生长相当发
达，且比较紧密，将其转入装有蛭石的 PVC塑料盆中
以促进生长。生长 45 d后进行移栽，每盆从 PVC塑料
盆中选取大小一致的幼苗 3株，每处理 3个重复，共
48盆。移苗后每盆浇蒸馏水 300 mL以缓苗，实验期
间每 3 d浇蒸馏水 300 mL。单因素实验和正交实验分
别进行 60 d和 40 d。收获黑麦草幼苗，用蒸馏水充分
淋洗并吸干水分后用分析天平称量鲜重，将样品放入

封口袋内，于-80 益冰箱中保存以测定指标。
过氧化物酶（POD）活性测定，采用愈创木酚法[14]，

470 nm下测定吸光值单位为 U·mg-1 FW，以每分钟吸
光度变化值表示酶活力的大小。超氧化物歧化酶

（SOD）活性测定，采用氮蓝四唑法[15]，以 560 nm下的
吸光值计算酶活性，单位为 U·mg-1 FW。过氧化氢酶
（CAT）活性测定采用紫外吸收法[15]，以 240 nm处吸光
度变化速度计算活性，单位为 U·mg-1 FW，以 1 min内
A 240减少 0.1的酶量为一个酶活单位。叶绿素 a和
叶绿素 b含量的测定采用 95 %乙醇提取法[16]。
1.3 数据处理

实验数据经 Excel处理，计算平均值和标准误，
同时计算正交实验中抗氧化酶和叶绿素的小组极差，
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并作图，之后利用 SPSS19.0统计软件，结合单因素方
差分析中的 LSD多重比较检验不同处理数据间的差
异显著性（琢=0.05）。
2 结果与分析

2.1 柴油污染土壤中黑麦草生物量和抗氧化酶活性
的变化

柴油单因素实验结果表明，随土壤柴油浓度增

大，黑麦草平均每株植株的总生物量逐渐降低，且在

柴油浓度为 0.3 %和 0.6 %时显著降低，柴油浓度进
一步增大为 0.9%时，生物量变化不显著（图 1）；与对
照相比，黑麦草幼苗叶 SOD活性在柴油浓度为 0.3 %
和 0.9 %时显著降低，POD、CAT 活性在柴油浓度为
0.6%和 0.9%时显著降低；黑麦草幼苗根 SOD活性在
柴油浓度为 0.9%时显著上升，POD活性在柴油浓度
为 0.6 %和 0.9 %时显著下降，CAT活性变化不显著
（图 2）。
2.2 盐渍化柴油污染土壤改良对黑麦草叶抗氧化酶
活性与叶绿素含量的影响

锯末-硝酸铵-磷酸二氢钾三因素正交实验表明
（图 3），受柴油污染的盐渍化土壤，对于黑麦草幼苗
保护酶而言，施加锯末对黑麦草叶 POD和 CAT活性
有较大的影响，即锯末体积分数为 10%时两者活性显
著增大（表 1），施加硝酸铵较施加锯末和磷酸二氢钾
对 SOD活性有更大的影响。对于黑麦草幼苗叶绿素 a
和叶绿素 b而言，施加锯末的效果优于施加硝酸铵和
磷酸二氢钾。

对黑麦草幼苗抗氧化酶活性分析表明（表 1），施
加锯末体积分数为 10%，POD和 CAT活性显著增大。

随土壤中硝酸铵施加量的加大，硝酸铵对 POD、SOD、
CAT活性均无显著影响；随土壤中磷酸二氢钾施加量
的加大，POD、SOD、CAT活性有所降低，CAT活性在
施磷水平为 0.15 g·kg-1土时显著降低。

黑麦草幼苗叶绿素含量分析结果显示（表 2），随
土壤中施加锯末体积分数的加大，叶绿素 a和叶绿素
b含量均逐渐增加，且二者均在锯末体积分数为 10 %
时显著增加达到最大值；随土壤中硝酸铵施加量的加

大，叶绿素 a和叶绿素 b含量总体上表现出增多的趋
势，且二者均在施氮水平为 0.3 g·kg-1土时显著增加；
随土壤中磷酸二氢钾施加量的加大，叶绿素 a和叶绿
素 b含量均有所减少，但二者含量变化并不明显。
3 讨论

土壤柴油污染对植物生长是一种胁迫因子。本研

究结果表明，与对照相比，添加柴油的处理中黑麦草

幼苗叶 POD活性显著降低，SOD、CAT活性在柴油浓
度为 0.6%和 0.9%时显著降低，这与宋雪英等[17]的研
究结果类似，崔碧宵等[18]研究也发现在石油污染初期
柠条各处理 CAT活性表现出降低趋势，至中后期完

图中不同字母表示同一指标不同处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different letters indicate significant differences among treatments

in the same index at 0.05 level. The same below
图 1 柴油污染对黑麦草生物量的影响

Figure 1 Effects of diesel oil pollution on biomass
in L. perenne seedlings

图 2柴油污染对黑麦草叶和根抗氧化酶活性的影响
Figure 2 Effects of diesel oil pollution on the activity of leaf and

root antioxidant enzymes in L. perenne seedlings
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图 3 添加物质对黑麦草叶抗氧化酶活性和叶绿素含量的影响
Figure 3 Influences of adding matters in orthogonal experiment on
the activity of leaf antioxidant enzymes and chlorophyll content of

L. perenne seedlings

全显现出来，这可能是因为石油污染影响到植物体内

POD和 CAT的合成路径或对 POD和CAT酶结构产
生了损伤，使其酶活性普遍降低，进而对细胞膜造成

损伤。令人感兴趣的是，本研究结果表明，随土壤柴油

浓度的增大，黑麦草幼苗根中 SOD活性显著增大而

POD 和 CAT活性显著下降，而这种现象正体现了
SOD、POD和 CAT之间的作用机制，这是由于作为适
应反应的起点，根系最先受到伤害，根中的抗氧化酶

活性比较敏感，当黑麦草幼苗处于柴油污染的土壤中

时，土壤柴油污染浓度越大，黑麦草幼苗体内产生的

超氧阴离子越多，为了消除超氧阴离子的危害，黑麦

草幼苗则随柴油污染浓度增大产生越来越多的 SOD，
则表现为根中 SOD 活性随柴油污染浓度增大而增
强，同时，由于 SOD的作用，产生越来越多的H2O2，而
POD和 CAT是负责将 H2O2转化为 H2O的，即相应地
耗去更多的 POD和 CAT，因此，随土壤柴油污染浓度
增大，黑麦草幼苗根中 SOD活性显著增大而 POD和

表 1 柴油污染土壤中实验三因素对黑麦草叶抗氧化酶活性的影响
Table 1 Effects of experimental three factors on the activity of leaf antioxidant enzymes in L. perenne seedlings

in orthogonal test under diesel oil-polluted soil
因素 Factor 水平 Level POD活性 Activity/U·g-1 FW SOD活性 Activity/U·g-1 FW CAT活性 Activity/U·g-1 FW

施锯末 Adding sawdust/% 0 277.325依22.807b 3 540.863依463.877a 72.819依30.068b
5 298.936依35.585ab 4 082.498依539.993a 75.291依20.143b
10 372.795依114.065a 4 163.913依1 346.907a 132.755依69.057a
15 305.363依42.998ab 3 834.599依294.904a 72.491依17.571b

施氮 Adding ammonium nitrate/g·kg-1土 0 305.847依30.226a 3 858.480依768.016a 85.869依19.726a
0.1 307.105依29.142a 3 814.629依157.132a 80.942依24.372a
0.2 287.086依42.930a 3 549.790依613.206a 88.834依37.425a
0.3 354.381依130.520a 4 398.975依1 080.480a 97.711依85.549a

施磷 Adding monopotassium phosphate/ 0 334.687依140.565a 4 224.560依1 265.848a 118.844依73.905a
g·kg-1土 0.05 301.553依30.309a 3 387.932依391.236a 83.314依38.721ab

0.1 333.080依16.065a 4 046.896依618.296a 88.597依24.694ab
0.15 285.099依33.734a 3 962.484依215.136a 62.596依13.106b

叶绿素 Chlorophyll a
叶绿素指标 Indices of chlorophyll

2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0
叶绿素 Chlorophyll b

表 2柴油污染土壤中实验三因素对黑麦草叶绿素含量的影响
Table 2 Effects of experimental three factors on the concentration

of chlorophyll in L. perenne seedlings in orthogonal test under
diesel oil-polluted soil

因素
Factor

水平
Level

叶绿素 a
Chlorophyll a/mg·g-1

叶绿素 b
Chlorophyll b/mg·g-1

施锯末
Adding sawdust/%

0 0.850依0.039c 0.462依0.030c
5 1.010依0.161bc 0.527依0.060bc

10 1.343依0.485a 0.709依0.299a
15 1.148依0.201ab 0.594依0.116ab

施氮 Adding
ammonium

nitrate/g·kg-1土

0 1.005依0.162b 0.538依0.068b
0.1 0.927依0.145b 0.489依0.050b
0.2 1.054依0.250ab 0.536依0.107b
0.3 1.365依0.470a 0.730依0.296a

施磷 Adding
monopotassium

phosphate/g·kg-1

土

0 1.156依0.566a 0.641依0.334a
0.05 1.133依0.234a 0.586依0.086a
0.1 1.113依0.222a 0.570依0.124a

0.15 0.949依0.136a 0.494依0.055a

锯末 Saw dust 硝酸铵 Ammonium nitrate
磷酸二氢钾 Monopotassium phosphate
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CAT活性显著下降这种现象，正是植物抵抗柴油污染
胁迫的一种应激反应机制。

本研究结果表明，在正交实验中，随 POD和 CAT
活性在施加钮末体积分数为 10%时显著增长，这是由
于锯末本身疏松多孔，保水性较好，透气性也较好，锯

末对柴油也具有一定的吸附性[19]，本身可能作为吸附
剂来吸附土壤中的柴油和盐分，大大缓解了柴油对黑

麦草幼苗的氧化损伤[20]。前期在油葵对土壤原油污染
适应性与改良措施研究[21]中发现，煤渣、沸石、脱硫石
膏和锯末 4种改良剂中，锯末在改良盐渍化原油污染
土壤方面效果最为显著，随着锯末体积分数的加大，

油葵 SOD活性逐渐降低，正是由于这种原因，本研究
选择锯末作为抗氧化酶的调节物质，并取得了较好的

效果。之所以本实验和张京磊的实验[21]中锯末的施加
对不同抗氧化酶有不同的影响，这可能与植物本身以

及酶的反应机制的差异有关。另外，土壤柴油污染时，

施加锯末能够提高修复植物的抗性与能够增加叶绿

素含量有关。随土壤中施加锯末体积分数的加大，叶

绿素 a和叶绿素 b含量均逐渐增加，且二者均在锯末
体积分数为 10 %显著增加，达到最大值；Etukudo等[22]

研究也发现在柴油污染土壤中添加锯末能够有效提

高柴油污染物的去除率，增加植物株高，提高植物体

内叶绿素含量。叶绿素含量的增多使植物光合作用得

以改善，活性氧自由基得以积累，在引发膜脂过氧化

同时激活抗氧化酶系统。抗氧化酶活性的提高可清除

光合作用中积累的氧自由基，抑制膜脂过氧化，维持

细胞氧自由基代谢平衡和维护光合系统正常运行[23]；
此外，光合作用的改善使得合成抗氧化酶所需的蛋白

质的生成量增多，酶活性增强[24]。可见，土壤柴油污染
时，添加锯末可调节黑麦草的保护酶活性和叶绿素

含量，进而有助于修复植物的生长。值得指出的是，原

油（含柴油）限制植物生长的根本原因是限制 N的吸
收[7]，本研究结果表明，硝酸铵的施加增加了黑麦草幼
苗叶绿素 a和叶绿素 b的含量，这与 Akujobi等[25]和
韩涛等[26]的研究结果类似，这是因为土壤作为植物生
长的主要基质，植物从中获得 N、P等一些必需元素，
这些元素供应（含量和形式）的变化会直接影响植物

体内各种生理生化反应，而 N素作为叶绿素 a、叶绿素
b的组成成分，N素的增多，可使光合作用有关酶的表
达增强，加速蛋白质合成，促进植物代谢活动和生长

发育[27]，此外，N素还是植物细胞分裂素的组分，而细
胞分裂素可以促进蛋白质合成，防止叶绿素分解[28]，
因此，添加 N素也是柴油污染时改善植物生长的调

节物质。而添加 P素效果不显著，有待于进一步研究。
总之，土壤原油/柴油污染的植物修复是一个仍

待深入探索的问题，其中如何使土壤原油/柴油污染
的修复植物成活是一个关键问题，而植物成活的本质

是其内在生理机制的改善。研究结果表明，柴油和轻

质原油污染对 11 种植物的成活和生长构成严重限
制，因此，如何调节植物体生理代谢保证修复植物成

活和健康生长是重中之重。

4 结论

（1）柴油污染显著降低了黑麦草幼苗生物量和叶
SOD 活性，POD、CAT 活性在柴油浓度 0.6%和 0.9%
时显著降低；根 SOD活性在柴油浓度 0.9%时显著上
升，POD活性在柴油浓度 0.6%和 0.9%时显著下降，
抗氧化酶具有较好的抵御柴油胁迫的能力。

（2）受柴油污染的盐渍化土壤，施加锯末体积分
数为 10%时，POD、CAT活性，叶绿素含量显著增大；
施氮量 0.3 g·kg-1土时叶绿素含量显著增加。锯末和
硝酸铵可有效改善柴油污染植物的生长状况。
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