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Abstract：Tomato stalks were used as carrier materials to prepare immobilized Bacillus sp. M1 microspheres by an adsorption-embedded-
cross-linking method in this study. The remediation effects of 3-ring Polycyclic aromatic hydrocarbons（PAHs）-contaminated soil on these
microspheres in a coal mining area were evaluated through soil incubation experiments. The results indicated that the removal of 3-ring
PAHs（Flu, Phe, and Anth）by free M1 first increased and then decreased as the bacteria levels increased in PAH-contaminated soil in the
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摘 要：为探讨固定化微生物对煤矿区 3环PAHs污染老化土壤的修复效果，以番茄秸秆为固定化载体材料，通过“吸附-包埋-交
联法”形成了固定化芽孢杆菌微球，并采用土培试验对煤矿区土壤 3环PAHs去除进行研究。结果表明，游离芽孢杆菌M1对煤矿

区污染老化土壤单体芴（Flu）、菲（Phe）和蒽（Anth）的去除随接菌量的增加先升高后降低。在接菌量为 1%、10%、20%（体积质量

比）的游离芽孢杆菌处理中，10%处理（B2M1）对土壤Phe的去除率最高，为 21.35%。不同接菌量的固定化芽孢杆菌M1微球处理

对 3种 PAHs的去除率显著高于微球基质处理，其中，接菌量 20%的固定化芽孢杆菌处理（X3M1）对土壤 Flu的去除率最高，达

95.25%，比不含M1菌株的番茄秸秆微球基质处理（X3）提高了 12.03个百分点。对比分析扣除微球基质后的固定化M1与添加同

等菌量的游离M1去除结果看出，经固定化后的菌株M1比游离菌M1显著促进了对煤矿区污染老化土壤3环PAHs的去除，不同接

菌量对单体Flu和Anth去除率为 72.17%~75.52%和 8.97%~28.88%，分别比游离菌增加了 64.10~72.31个百分点和 8.13~15.24个百

分点，单体Phe 1%接菌量处理比游离菌提高了 5.07个百分点。从土壤酶活性看，土壤过氧化氢酶活性在固定化M1三种剂量处理

下均显著高于微球基质和游离菌M1处理，随剂量增加依次是游离菌处理的 1.16、1.23倍和 1.20倍，是微球基质处理的 1.28、1.19
倍和 1.16倍，与 3环PAHs的去除率规律相一致，而固定化M1处理多酚氧化酶、过氧化物酶和纤维素酶活性相对于游离菌处理有

不同程度的降低。综上，固定化芽孢杆菌M1对土壤 3环PAHs去除具有显著促进作用，为煤矿区PAHs污染老化土壤原位修复的

应用提供了重要技术参数与支撑。
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多环芳烃（Polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs）
是广泛存在于环境中的一大类有机污染物，是煤矿区

土壤主要污染物之一。煤炭的开采及资源利用具有

外部负效应，煤矿的开采、运输等一系列过程会产生

大量的 PAHs[1-3]，其由于疏水性强、稳定性强而长期

吸附在土壤颗粒中难以降解。刘静静[4]调查发现某

采矿区土壤中不同采样点 16种 PAHs含量值从 53.6
ng·g-1到 5 642.3 ng·g-1分布不等，均值为 1 541.1 ng·
g-1，本课题组前期调查也发现，某煤矿区农田土壤长

期受 PAHs 污染，总量达 1 042.31 μg·kg-1。可以看

出，煤矿区及其附近土壤 PAHs污染问题日益突出。

PAHs具有“三致”效应，土壤中的PAHs可通过食物链

进入人体，严重危害人类健康。因此，通过采取强化

措施修复煤矿区老化污染土壤迫在眉睫。

微生物降解是去除环境中 PAHs 的最有效手

段[5]，具有污染少、成效高、成本低等优点。目前，研

究者发现的降解菌种类繁多[6]，但是，仅添加游离微

生物存在菌种易流失、微生物密度低[7]、易与土著菌

形成恶性竞争[8]等弊端。因此，固定化微生物技术作

为一种绿色高效的修复技术受到了越来越多研究者

的关注[9-10]。李婧[11]的研究表明在无机盐培养基质

中，固定化微生物比游离态微生物显著提高了对芘的

去除效率，5 d后对芘的去除率高达 98.2%，在相对较

短的时间内达到了极高的去除率。王鑫等[6]在人为

添加污染源的土壤中加入固定化芽孢杆菌（Bacillus

sp. SB02），培养 42 d后对苯并[a]芘（BaP）的去除率为

33.0%。目前，研究者多集中于培养基或人为添加污

染土壤情况下研究固定化微生物对 PAHs的降解，而

对于原土污染，尤其煤矿区污染老化土壤研究相对较

少。此外，固定化载体材料的选择也是固定化微生物

的关键因素，农业废弃秸秆作为低成本吸附剂受到广

泛的关注，其在土壤中易被生物降解，且来源广泛，不

仅对土壤结构无害，而且可以改善土壤理化性质，在

土壤修复中是一种较为理想的土壤调理剂和微生物

的载体。近年来，已有很多固定化研究将葡萄秸秆[12]

和玉米秸秆[11]作为微生物的载体，但对于蔬菜秸秆作

为微生物载体修复土壤污染的研究鲜见报道。基于

此，本研究以河北某典型煤矿区 3环 PAHs污染土壤

为研究对象，以课题组前期筛选的芽孢杆菌M1为降

解菌，选用番茄秸秆为固定化载体，采用“吸附-包
埋-交联法”研究固定化M1对该区土壤 3环 PAHs修
复效果的影响，并确定固定化M1的最佳接菌量，分析

土壤酶活性的变化，以期为原位土壤 3环 PAHs的修

复技术应用提供理论依据，同时为农作物秸秆的资源

化利用开辟新途径。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试土壤：为河北省某典型煤矿区长期受 PAHs
污染的老化农田土壤，土壤类型潮褐土，质地壤土。

采集表层 0~10 cm的污染土壤，避光风干后，过 1 mm
筛。混合均匀，在 4 ℃的冰箱内保藏备用，其基本化

学性质见表 1。5 种 3 环 PAHs 总含量占土壤 16 种

PAHs 总含量的 24.67%，其中 5 种 3 环 PAHs 单体苊

（Acy）、二氢苊（Ace）、芴（Flu）、菲（Phe）和蒽（Anth）的

含量分别为 25.29 、50.08、240.66 、585.45 μg·kg-1和

coal mining area. Treatment with 10%（B2M1）showed the highest removal rate of Phe, which was 21.35%, among 1%, 10%, and 20%（vol⁃
ume by mass）treatment with free M1. The removal rate of the three types of PAHs by the immobilized M1 microspheres was significantly
higher than that by the microsphere matrix. In the tomato stalk-immobilized M1 microspheres with 20% inoculation treatment（X3M1）, the
removal rates of Flu were higher for all three factors than with the tomato straw microsphere matrix（X3）without M1, with the removal rate
increase of 12.03%. In contrast, for immobilized M1 following the subtraction of microsphere matrix with free M1, except for the 10% and
20% Phe inoculation treatment, immobilized M1 significantly promoted the removal of 3-ring PAHs. The removal rates of Flu and Anth af⁃
ter different inoculation treatments were 72.17%~75.52% and 8.97%~28.88%, respectively, over that of free M1, showing increases of
64.10%~72.31% and 8.13%~15.24%. Phe was higher of 5.07% at the 1% inoculation level as compared with free M1. The catalase activity
of immobilized M1 was significantly higher than that of the microsphere matrix and free M1 at different doses as bacteria levels increased.
Values were 1.16-, 1.23-, and 1.20-fold higher than those of free M1 and 1.28-, 1.19- and 1.16-fold higher than those of the microsphere
matrix. The change in catalase activity was consistent with the removal rate of 3-ring PAHs. Compared with free bacteria, the polyphenol
oxidase, peroxidase, and cellulase enzyme activities of immobilized M1 were reduced to varying degrees. In summary, immobilized Bacillus
sp. M1 significantly affected the removal of soil 3-ring PAHs. The results of the present study provide important technical parameters for
and support the application of in situ remediation of PAH-contaminated aging soil in coal mining areas.
Keywords：tomato straw; free bacteria; immobilized bacteria; Bacillus sp.; 3-ring PAHs; soil enzyme activity
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105.52 μg·kg-1，由于 Acy和 Ace含量低，故本研究中

仅考虑Flu、Phe和Anth三种3环PAHs。
供试菌种：本课题组前期从煤矸石中筛选出一株

对上述5种3环PAHs具有高效降解作用的菌株，经鉴

定为芽孢杆菌属（Bacillus）菌株，命名为M1，本研究利

用此菌株对供试土壤中的3环PAHs进行修复研究。

供试载体：番茄秸秆于廊坊永清蔬菜基地采集，

洗净秸秆，105 ℃烘箱中杀青 30 min，然后 60 ℃烘

干，粉碎过 1 mm 筛，121 ℃灭菌 20 min，制成载体材

料备用。

1.2 试验方案

1.2.1 菌悬液制备

从平板上挑取一株 M1 单菌落接种于 50 mL LB
液体培养基中，在 30 ℃、150 r·min-1的恒温摇床中振

荡培养 24 h，按体积分数 1%接种到新的LB液体培养

基中，同样条件下培养 24 h，使M1处于对数生长期后

期，作为菌悬液备用。利用平板稀释法对菌悬液计

数，活菌数约为2.2×109 cfu·mL-1。

1.2.2 固定化芽孢杆菌M1微球的制备

以番茄秸秆为载体，海藻酸钠（SA）和聚乙烯醇

（PVA）为包埋材料，硼酸和氯化钙为交联剂制备固定

化芽孢杆菌M1。将新鲜、干燥的番茄秸秆粉碎后过

1 mm筛，灭菌。按优化配比含量称取番茄秸秆放入

锥形瓶中，再次灭菌后备用，降温后向其中加入 20
mL芽孢杆菌M1菌悬液，再加入 20 mL灭菌水，在摇

床上培养 3 h。将 10%的聚乙烯醇和 0.5%的海藻酸

钠混合，加入 60 mL蒸馏水浸泡过夜，次日高温灭菌，

冷却至 40 ℃左右后加入上述混合物，用无菌水定容

至 100 mL，搅拌均匀，采用蠕动泵，从 20 cm高处将其

缓慢匀速滴加到磁力搅拌器上的盛有 pH 6.7左右 2%
氯化钙饱和硼酸溶液中（用 Na2CO3调 pH），-20 ℃下

保存 24 h，再在 4 ℃保存 12 h。用灭菌的去离子水冲

洗 3次，制成番茄秸秆材料固定化芽孢杆菌M1微球

（简称固定化M1微球，计数获得活菌数 3.75×108 cfu·
g-1），另外，在上述过程中不添加M1菌悬液制备成微

球基质，保存于4 ℃冰箱中用于土培试验。

1.2.3 固定化M1微球降解污染土壤PAHs的土培试验

选取 20 cm（上缘直径）×12 cm（底面直径）×14 cm
（高）的盆钵 30个。称取 1.5 kg风干土放入每个盆钵

中，共设置10个处理，其中，游离菌M1处理3个，接菌

量水平依次为 M1 菌悬液体积与土壤质量比为 1%、

10% 和 20%，使土壤添加的 M1 活菌数达 3.75×109、

3.75×1010 cfu·kg-1和 7.5×1010 cfu·kg-1；固定化M1微球

处理 3个，固定化M1微球添加量与土壤质量比分别

为 1%、10%和 20%，与土壤混合均匀，使土壤M1活菌

数分别与对应的游离菌M1 处理水平保持一致，分别

达 3.75×109、3.75×1010 cfu·kg-1和 7.5×1010 cfu·kg-1；微

球基质处理 3个，微球基质添加量与土壤质量比分别

为 1%、10%和 20%，未添加M1菌株。同时，以不添加

微球和游离菌的土壤为空白对照，每个处理 3 个重

复，共 30盆，详见表 2。土培试验于河北农业大学温

室大棚中进行，调节水分含量为田间持水量的 60%，

每两日补水一次，每次补相同水量，4个月后采集土

壤样品。

1.3 土壤指标及其测定方法

1.3.1 土壤PAHs
土壤基本理化性质测定指标及方法：速效钾、速

效磷、速效氮、有机质和 pH，采用土壤农化常规分析

法[13]。

土壤PAHs测定指标及其分析方法：3种PAHs分
别为Flu、Phe和Anth。3种PAHs经索氏提取、氮吹浓

缩、硅胶柱净化以及再次浓缩定容等过程后进行上机

测定，通过气相色谱-质谱法（GC-MS，Aglient 7890/
5975c）测定样品[14]。其中，GC-MS 仪器起始温度为

80 ℃，保持 2 min；以 10 ℃·min-1上升到 140 ℃，保持 3
min；再以 10 ℃·min-1上升到 210 ℃，保持 3 min；最后

以 5 ℃·min-1上升到 290 ℃，保持 3 min。进样口温度

为 280 ℃，不分流进样，进样量为 1 μL，流速为 1.1
mL·min-1，离子源温度230 ℃，四极杆温度150 ℃[15-16]。

质量保证与质量控制：每批次提取装置中均设置

至少 20%的随机重复样品；氘代三联苯与 4-溴-2氟

联苯两种替代物质的回收率控制在70%~130%[15]。

1.3.2 土壤酶活性

土壤多酚氧化酶活性采用碘量滴定法，并以用于

滴定相当于1 g土壤滤液所消耗的0.01 mol·L-1 I2的毫

升数（mL）表示 [17]；过氧化氢酶活性以 20 min后 1 g土
壤的 0.02 mol·L-1 KMnO4的毫升数（mL）表示[17]；过氧

化物酶活性以1 g土壤消耗的0.01 mol·L-1 I2标准液的

毫升数（mL）表示[17]；纤维素酶活性以 72 h 后 10 g 土

速效钾
Available
potassium/
mg·kg-1

75.27

速效磷
Available

phosphorus/
mg·kg-1

43.93

速效氮
Available
nitrogen/
mg·kg-1

71.41

有机质
Organic
matter/
g·kg-1

26.67

pH

7.85

表1 供试土壤基本化学性质

Table 1 Basic chemical properties of the tested soil
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壤生成葡萄糖的毫克数（mg）表示[17]。

1.4 数据统计分析

土壤PAHs去除率（R）=（C0－Ct）/C0×100%
式中：C0为对照土壤 PAHs含量；Ct为土壤 PAHs残留

含量。

试验数据均采用 SPSS 17.0 软件进行显著性分

析，主要采用在 P<0.05显著水平上的 LSD和 Duncan
检验方法进行检验，Excel 2003软件制图。

2 结果与分析

2.1 游离菌M1接菌量对 3环 PAHs污染老化土壤修

复效果的影响

M1 不同接菌量处理对污染老化土壤 3 种 PAHs
单体的去除效果见图 1。结果表明，M1接菌量为 1%
（B1M1）时，Flu、Phe 和 Anth 的去除率分别为 4.61%、

8.12% 和 9.02%；接菌量为 10%（B2M1）时，3种 PAHs
的去除率为 13.03%~21.35%，其中 Phe 的去除率最

高；接菌量为 20%（B3M1）时，3种 PAHs的去除率为-
0.15%~9.68%，仍以 Phe单体去除率为最高。三种处

理的去除效果表明，Flu和Anth的去除率在不同处理

间的大小顺次为B2M1>B1M1>B3M1，Phe的去除率大

小顺次为B2M1>B3M1≈B1M1，均以B2M1的去除效果

表现最为突出。可见，3种 PAHs单体的去除率均随

接菌量增加呈先升高后降低的趋势，且在接菌量 10%
时Phe单体去除率达到最大值21.35%。

进一步对与游离菌M1降解有关的四种土壤酶活

性进行差异性分析（表 3）发现，土壤多酚氧化酶活性

随剂量增加呈先升高后降低的趋势，这与对多环芳烃

的去除率变化结果一致，其中 B2M1 处理酶活性最

高，显著高于 B3M1 处理和 CK 对照，分别提高了

14.39%和 17.93%，但与B1M1处理无显著性差异；纤

维素酶活性在 B1M1处理下酶活性最高，但与 B3M1
处理差异不显著，显著高于B2M1处理和CK对照，分

别是 B2M1和 CK 的 1.55倍和 1.89倍；不同处理下过

氧化氢酶、过氧化物酶活性无显著差异，但不同处理

下过氧化氢酶活性均高于对照处理，而过氧化物酶活

性无显著差异。故考虑多酚氧化酶活性和过氧化氢

酶活性可能与PAHs的降解有关。

2.2 固定化M1剂量对 3环 PAHs污染老化土壤修复

效果的影响

图 2反映了固定化M1微球不同剂量对污染老化

土壤 3环 PAHs的去除效果。由图 2可知，随固定化

M1剂量增加，3种 PAHs单体的去除率呈现出了不同

表2 固定化M1修复污染土壤的土培试验方案

Table 2 Soil culture test plan for immobilized M1 to repair contaminated soil
处理编号

Treatment Number
CK
X1

B1M1
X1M1
X2

B2M1
X2M1
X3

B3M1
X3M1

处理
Treatments
空白对照

1%番茄秸秆微球基质对照

1%游离芽孢杆菌

1%番茄秸秆固定化芽孢杆菌

10%番茄秸秆微球基质对照

10%游离芽孢杆菌

10%番茄秸秆固定化芽孢杆菌

20%番茄秸秆微球基质对照

20%游离芽孢杆菌

20%番茄秸秆固定化芽孢杆菌

微球添加量
Microsphere addition（W/W）/%

0
1
0
1
10
0
10
20
0
20

菌悬液添加量
Bacterial suspension dosage

（V/m）/%
0
0
1
—

0
10
—

0
20
—

接菌量
Amount of inoculation/

cfu·kg-1

0
0

3.75×109

3.75×109

0
3.75×1010

3.75×1010

0
7.5×1010

7.5×1010

图1 游离菌M1接菌量对污染老化土壤3环PAHs
单体去除率的影响

Figure 1 Effect of inoculum of free bacteria M1 on monomer
removal rate of 3-ring PAHs in contaminated aged soil

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同
The different lowercase letters indicate significant differences among

treatments at P<0.05. The same below
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的变化规律。Phe的去除率随剂量增加先升后降，在

10% 固定化 M1 剂量（X2M1）时达最高（50.88%），而

Flu和Anth的去除率却随剂量的增加先降后升，Flu在

20%固定化M1剂量（X3M1）时达最高（95.25%），Anth
在1%固定化M1剂量（X1M1）时达最高（68.39%）。经

LSD和Duncan统计检验（P<0.05），3种PAHs单体的去

除率在三种剂量处理之间差异不显著。

微球基质对污染老化土壤 3环PAHs的去除效果

如图 2所示，随微球基质剂量增加，Flu、Phe和Anth的

去除率呈现出相同的变化规律，均表现为 20% 微球

基质剂量（X3）>10%微球基质剂量（X2）≈1%微球基

质剂量（X1），在 X3 处理去除率达到最高，依次为

85.02%、48.77%和64.89%。

对比微球基质和固定化 M1 微球发现，X1M1 处

理 对 Flu、Phe 和 Anth 的 去 除 率 分 别 为 94.97%、

49.52%和 68.39%，均显著高于X1处理，比X1分别提

高了 19.52、15.86个百分点和 11.56个百分点，说明固

定化 M1微球不仅提升了 M1的降解效果，而且微球

基质对三种 PAHs也具有一定的吸附效果；X2M1处

理 对 Flu、Phe 和 Anth 的 去 除 率 范 围 为 50.88%~
94.87%，X2 处理对 Flu、Phe 和 Anth 的去除率范围为

48.77%~77.55%，X2M1 处理对 Flu、Phe 和 Anth 的去

除率分别是X2基质对照的 1.22、1.24倍和 1.24倍；对

比 X3M1 处理和 X3 可知，单体 Flu 的去除率表现为

X3M1>X3，且差异显著；单体 Phe、Anth 的去除率在

X3M1 与 X3 之间无显著差异。综上，固定化 M1 微

球对 3 种 PAHs 具有较好的修复效果，尤以对单体

Flu的去除效果为最好，且不同剂量下的去除率均超

过 94%。

进一步对比分析与 PAHs 降解有关的四种土壤

酶活性结果（表 4）发现，在固定化M1微球剂量为 1%
时，不同处理土壤过氧化氢酶活性变化具有显著差

异，表现为X1M1>X1>CK，这与对 3种PAHs的去除率

表现相一致；多酚氧化酶活性表现为X1>CK>X1M1，
且具有显著差异；过氧化物酶活性表现为 CK>X1≈
X1M1。在固定化 M1 微球剂量为 10% 处理下，过氧

化氢酶活性和多酚氧化酶活性均表现为X2M1>X2>
CK；过氧化物酶活性表现为 CK>X2>X2M1。在固定

化M1微球剂量为 20%处理下，过氧化氢酶活性变化

与微球添加剂量为 1%和 10%时表现一致，多酚氧化

酶活性表现为 X3>X3M1>CK，但 X3M1 与 X3 之间无

显著差异。不同处理的同一剂量下纤维素酶活性无

表3 游离菌M1对土壤四种酶活性的影响

Table 3 Effect of free bacteria M1 on four enzyme activities in soil

注：表中数值为平均值±标准偏差，同列不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。
Notes：Data in the table indicate mean of three replications ± SD，the different lowercase letters in a column indicate significant differences among

treatments at P<0.05. The same below.

处理
Treatments

CK
B1M1
B2M1
B3M1

过氧化氢酶
Catalase activity/mL·g-1

0.28±0.01a
0.32±0.04a
0.30±0.01a
0.30±0.00a

多酚氧化酶
Polyphenol oxidase activity/mL·g-1

15.84±1.48b
17.97±1.28ab
18.68±1.63a
16.33±0.94b

过氧化物酶
Peroxidase activity/mL·g-1

0.55±0.01a
0.54±0.02a
0.54±0.00a
0.55±0.02a

纤维素酶
Cellulase activity/mg·10 g-1

0.09±0.01b
0.17±0.01a
0.11±0.03b
0.16±0.01a

图2 固定化M1对污染老化土壤3环PAHs单体去除率的影响

Figure 2 Effect of immobilized M1 on monomer removal rate of 3-ring PAHs in contaminated aged soil
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显著差异。由此可见，随剂量增加，固定化芽孢杆菌

处理的过氧化氢酶活性依次是微球基质处理的 1.28、
1.19倍和 1.16倍，初步认为土壤过氧化氢酶和多酚氧

化酶可能参与了 PAHs的降解过程，与游离菌的规律

较为一致。

2.3 固定化M1与游离菌M1对土壤PAHs修复效果对

比分析

表 5反映了固定化M1扣除微球基质后对土壤 3
环 PAHs的去除率以及与游离菌的差异性检验结果。

结果表明，扣除微球基质后固定化M1微球对Flu、Phe
和Anth的去除率随接菌量增加均呈现出先升高后降

低的变化规律，皆在 10%时去除率达到最高，依次为

77.13%、16.63%和 28.89%，其中，对单体 flu的去除效

果最好。与游离菌M1比较可知，在接菌量 1%、10%
和 20%时，经固定化后的M1对土壤 Flu和Anth的去

除效果均显著高于游离菌M1，Flu去除率分别增加了

70.91、64.1个百分点和 72.31个百分点（P<0.05），Anth
去除率分别提高 13.83、15.24个百分点和 8.13个百分

点，而对单体 Phe的去除率仅在 1%接菌量时得到了

显著提高，比游离菌显著提高 5.07个百分点。可见，

降解菌株M1在固定化材料中去除 PAHs的能力得到

了大幅提升。

由表 3和表 4可以发现，固定化M1和游离菌M1
对土壤酶活性的影响存在一定差异性。固定化M1处

理过氧化氢酶活性在不同剂量下均显著高于游离菌

M1，随剂量增加依次是游离菌 M1 处理的 1.16、1.23
倍和1.20倍；多酚氧化酶活性则呈现出与过氧化氢酶

相反的规律，游离菌M1处理的多酚氧化酶活性高于

固定化 M1处理，其中，B1M1处理显著高于 X1M1处

理，其余两种剂量无显著差异；过氧化物酶活性与多

酚氧化酶规律相同，但不同剂量均具有显著差异。两

种处理下纤维素酶活性在不同剂量下也呈现出活性

菌M1高于固定化XM1的规律，但不同剂量无显著差

异。可以推测，在固定化M1修复煤矿区污染老化农

田土壤 3环PAHs的过程中，过氧化氢酶可能对PAHs
降解具有较大促进作用。

3 讨论

本研究表明，游离芽孢杆菌M1接菌量为 10%时

对煤矿区污染老化土壤 3 种 PAHs 的去除率效果为

13.03%~21.35%，说明芽孢杆菌 M1在原生污染土壤

中对多环芳烃具有一定降解能力。李凤梅等 [18]研

究也证实，筛选得到的七株菌株 B1~B7对焦化厂污

染土壤多环芳烃总量的降解率在 26.1%~44.3% 之

间，降解效果较好，其中 B2 和 B4 分属假单胞菌属

和芽孢杆菌属。与本研究的菌株种类、接菌量和土

壤多环芳烃含量差异导致了土壤中 PAHs的降解效

果存在不同。

本研究以番茄秸秆为载体材料采用“吸附-包

埋-交联法”制备的固定化芽孢杆菌 M1微球比游离

菌M1降解污染老化土壤多环芳烃的效果有了大幅提

高。固定化M1不同剂量对 3种 PAHs的去除率均在

表4 固定化M1对土壤四种酶活性的影响

Table 4 Effect of immobilized M1 on four enzyme activities in soil
处理

Treatments
CK
X1

X1M1
X2

X2M1
X3

X3M1

过氧化氢酶
Catalase activity/mL·g-1

0.28±0.01b
0.29±0.02b
0.37±0.02a
0.31±0.02b
0.37±0.01a
0.31±0.02b
0.36±0.03a

多酚氧化酶
Polyphenol oxidase activity/mL·g-1

15.84±1.48c
18.00±0.64a
12.77±1.74d
17.74±0.70ab
18.33±0.36a
17.64±0.50ab
16.26±0.08bc

过氧化物酶Peroxidase
activity/mL·g-1

0.55±0.01a
0.50±0.01b
0.50±0.02b
0.49±0.01bc
0.47±0.01c
0.47±0.01c
0.47±0.01c

纤维素酶
Cellulase activity/mg·10 g-1

0.09±0.01ab
0.13±0.04a
0.10±0.01ab
0.10±0.03ab
0.08±0.03b
0.10±0.03ab
0.12±0.02ab

表5 游离菌和扣除基质后固定化M1对土壤中3环PAHs的
去除率（%）

Table 5 Removal rate of 3-ring PAHs in soil by free M1 and
immobilized M1with deducted tomato straw microsphere matrix（%）

处理
Treatments

X1M1
B1M1
X2M1
B2M1
X3M1
B3M1

芴
Flu

75.52±2.96a
4.61±1.06c
77.13±1.72a
13.03±3.37b
72.17±4.21a
-0.14±1.44c

菲
Phe

13.19±1.15bc
8.12±0.58d
16.63±1.53b
21.35±5.45a
-1.63±1.36e
9.68±0.72cd

蒽
Anth

22.85±4.77a
9.02±3.44bc
28.89±1.76a
13.65±3.66b
8.97±4.64bc
0.84±0.60c
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47%以上，最高达 95.25%，而游离菌对 3种PAHs的去

除率最高仅达 21.35%。扣除微球基质后固定化 M1
对 3种 PAHs的去除率显著高于游离菌，其中以单体

Flu最为突出，比游离菌最高增加 72.31个百分点。李

婧等[19]以无机盐培养基为基质研究的固定化微生物

对芘的降解显著高于游离菌及微球基质，与本研究结

果相似。王新等[20]以人为添加污染土壤为基质研究

的添加固定化动胶杆菌（Zoologea sp.）对Pyr和BaP的

降解率分别为 52.7%和 37.5%，降解效果普遍高于游

离菌。固定化微生物对多环芳烃的降解效率之所以

高于游离菌，可能归因于固定化细胞颗粒的微环境有

利于屏蔽土壤中毒性物质的毒害作用、噬菌体的吞噬

和土著菌的恶性竞争[21]，但对于微球基质对土壤中多

环芳烃的去除作用机理尚有待于进一步深入研究。

目前，本研究利用番茄秸秆作为固定化微生物材料为

修复土壤 PAHs提供了新的途径，其他材料的固定化

也有待研究开发。

此外，本研究发现，固定化 M1处理与游离菌处

理和微球基质对照处理相比显著提高了土壤过氧化

氢酶活性，这与固定化 M1 处理对 3 种 PAHs 的去除

效率最高的结果一致。推测过氧化氢酶在番茄秸秆

固定化芽孢杆菌 M1修复煤矿区污染老化土壤处理

中具有重要作用。这与 Liu 等[22]得出的土壤过氧化

氢酶活性增加使 PAHs去除率提高的研究结果相似。

张志远等[23]研究表明过氧化氢酶活性与 PAHs 降解

率的相关系数为 0.781，在 PAHs 降解过程中作用较

大。而王洪等[24]研究表明，加入固定化菌剂后，土壤

过氧化氢酶活性与多环芳烃去除率呈负相关，与本

实验结果相反，这可能与微生物种类和数量、土壤的

异质性以及根际微生物作用有关。因此，固定化微

生物对污染土壤进行修复时存在的降解菌与载体材

料间的交互作用等问题以及其他不确定性因素还有

待进一步深入研究。

4 结论

（1）游离菌 M1 接菌量处理对土壤 3 环 PAHs 单
体的去除表现为随接菌量的增加先升后降的特征，

在接种 10%游离芽孢杆菌时，对Phe的去除率最高为

21.35%。

（2）番茄秸秆固定化M1不同处理对 3环PAHs的
去除显著高于微球基质对照和游离菌M1处理，其中，

对Flu单体的去除率最高，达95.25%。

（3）扣除微球基质后的固定化M1降解作用远高

于游离菌，以 Flu单体表现最为突出，经固定化后的

M1 处理的去除率比游离菌最高提高了 72.31 个百

分点。

（4）固定化M1处理对过氧化氢酶活性有显著促

进作用，其酶活性显著高于微球基质和游离菌M1处

理，与3环PAHs去除率规律相一致。
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