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石油胁迫对盐渍土壤微生物呼吸作用强度

和酶活性的影响

邓如莹，崔兆杰，殷永泉，傅晓文，王登阁
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　　摘要：参照东营市孤岛地区土壤石油、盐渍化污染现状，通过人工模拟污染土样的方法分别研究了盐渍土壤中不
同浓度石油对土壤微生物呼吸作用强度、过氧化氢酶活性、脲酶活性的影响。结果表明：培养第１５、３０、４５天时，土壤
微生物呼吸作用强度随着石油浓度的不断增大而增大，与土壤中石油的浓度呈现出明显的正相关，相关系数分别为

０．８８９（Ｐ＜０．０５）、０．９９８（Ｐ＜０．１）、０．９６４（Ｐ＜０．１）；通过对土壤酶活性的分析表明，随着石油浓度的不断增大，土壤
过氧化氢酶活性呈现出先增大后减小的变化规律，当石油浓度在１０００、２０００ｍｇ／ｋｇ之间时，此时过氧化氢酶活性最
高，没有明显相关性；培养第１、１５、３０、４５天时，土壤微生物脲酶活性随着石油浓度的不断增大而减小，与土壤中石油
的浓度呈现出明显的负相关，相关系数分别为 －０．９３３（Ｐ＜０．０５）、－０．８９０（Ｐ＜０．０５）、－０．８９８（Ｐ＜０．０５）、－０．９５１
（Ｐ＜０．０５）。土壤呼吸作用强度和土壤脲酶活性可以作为表征东营孤岛盐渍土壤石油污染程度的敏感生物学和生化
指标。

　　关键词：石油；盐渍化土壤；土壤微生物；土壤呼吸作用强度；土壤酶活性
　　中图分类号：Ｓ１５４．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０９－０３２６－０３

收稿日期：２０１３－０３－１８
基金项目：国家环境保护公益性行业科研专项（编号：２０１１０９０２２）。
作者简介：邓如莹（１９８８—），男，山东济宁人，硕士研究生，主要研究
方向为环境监测。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｅｎｇｒｕｙｉｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：崔兆杰，博士，研究方向为环境监测。Ｔｅｌ：（０５３１）
８８３６１１７６；Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｕｉｚｊ＠ｓｄｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　近年，土壤石油污染是环境污染研究的重要内容，通过土
壤微生物相关生理指标来表征石油污染水平的方法已经成为

一个研究的热点［１］，但是关于盐渍化土壤石油污染的研究和

报道相对不多。基于现状，本研究初步探讨了石油污染对盐

渍土壤微生物酶活性和呼吸作用强度的影响，为以后该领域

的后续科研活动提供一些建议和理论支撑。

石油污染物进入盐渍土壤后，会对土壤的生态环境产生

多方面影响，如对土壤微生物的影响［２］。土壤微生物是土壤

中物质转化的媒介体以及生物圈能量流动和物质循环的主要

参与者，它们对地球生境的持续和人类的生存起到决定性作

用［３］，开展盐渍土壤石油污染条件下土壤微生物的生态毒理

效应研究，建立一套切实可行的生物诊断指标，对于完善和补

充土壤微生物生态学具有非常重要的意义。石油及其产品进

入土壤能够导致土壤微生物呼吸作用强度、种群数量、群落、

结构及微生物量和相关酶活性的变化［４］。石油长期污染盐

渍土壤，会使土壤中形成土著嗜油微生物区系，其中微生物类

群以细菌为主，致使细菌的生物总量占绝对优势［５］。国内外

许多学者应用传统的微生物培养技术和前沿的分子生物学技

术对石油烃污染土壤中微生物的生态过程进行了大量的研

究［６］。这些研究的大多数结论表明，石油污染能够导致土壤

中微生物多样性的降低，同时对土壤微生物的呼吸作用、微生

物量碳、相关酶活性也会产生明显的影响［７］。在研究土壤石

油烃污染对微生物影响的同时，也扩展了对石油降解微生物

的认识，发现了许多以前没有发现的降解菌种［８］。

１　材料与方法

１．１　试剂与材料
Ｈ２ＳＯ４、Ｈ２Ｏ２、高锰酸钾、Ｎａ２ＨＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、甲苯、ＮａＯＨ、

ＨＣｌ、酚酞、１０％尿素、柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ值６．７）、次氯酸
钠、溶液氮的标准溶液、苯酚钠溶液（１．３５ｍｏｌ／Ｌ）、恒温培养
箱、分光光度计。

１．２　土壤采集预处理及其理化性质
供试土壤采自山东省东营市孤岛地区表层土，采样深度

０～２０ｃｍ［９］。土壤样品经风干，磨碎后通过３ｍｍ筛，保存备
用，经测定土壤基本理化性质列于表１。

表１　东营孤岛地区土壤理化性质

土样编号 ｐＨ值 含水量

（％）
含盐量

（％）
土壤有机质

（ｇ／ｋｇ）

１ ７．５６ １．５７ １．１０ １６．２７７７
２ ７．７２ １．６０ １．４２ １９．８１７８
３ ７．９１ １．４２ １．１４ １８．９０９０

１．３　盆栽试验设计与实施
１．３．１　盆栽方案的设计　为研究不同石油污染水平对土壤
微生物的影响，以土壤微生物呼吸作用强度、过氧化氢酶活

性、脲酶活性为监测评价指标，通过室内盆栽试验开展研究

工作。

根据东营市孤岛地区土壤石油、盐渍化污染实际情况并

结合前人的研究成果，设计了５个不同浓度梯度的石油污染
水平，分别为０、１０００、２０００、３０００、４０００ｍｇ／ｋｇ。
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１．３．２　盆栽方案实施方法　按预先设计好的污染水平称取
适量的石油，将其与土样充分混匀；土样分装于普通市售花盆

中，每盆装土５００ｇ；然后置盆于２５℃恒温光照培养箱中进行
培养。每个水平平行设置３个样盆。整个试验过程中土壤湿
度保持在最大持水量的 ５０％ ～６０％。于培养后 １、１５、３０、
４５ｄ分别取样分析测定。
１．３．３　土壤微生物呼吸作用强度、过氧化氢酶活性、脲酶活
性的测定方法　土壤微生物呼吸作用强度的测定采用碱吸收
滴定法（密闭法），按每消耗 ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ１ｍＬ相当于
２．２ｍｇ二氧化碳，计算出二氧化碳释放量；过氧化氢酶活性
的测量采用高锰酸钾滴定法，用不加土壤的基质作对照测定，

并根据对照和式样０．１ｍｏｌ／Ｌ高锰酸钾的滴定差，求出相当
分解的过氧化氢的量的０．１ｍｏｌ／Ｌ高锰酸钾消耗值（设消耗
０．１ｍｏｌ／Ｌ高锰酸钾为１个单位 Ｕ，土壤过氧化氢酶活性以
Ｕ／ｇ表示）；脲酶活性的测定采用苯酚钠 －次氯酸钠比色法，
脲酶活性以２４ｈ后５ｇ土壤中 ＮＨ３－Ｎ的数量（ｍｇ）表示土
壤脲酶活性（Ｕｒｅ）［１０］。

２　结果与分析

２．１　不同浓度石油胁迫下土壤微生物呼吸作用强度的变化
不同浓度石油对土壤微生物呼吸作用强度的影响如图１

所示。从图１看出，当石油污染梯度在０～４０００ｍｇ／ｋｇ之间
变化时，土壤微生物呼吸作用强度与石油浓度在该范围内呈

显著正相关。具体分析如下：培养１ｄ时，石油浓度与呼吸作
用强度相关性不明显。５个处理组呼吸作用强度变化不大，
唯有石油浓度为２０００ｍｇ／ｋｇ的处理组所得呼吸作用强度值
稍高一些，这可能是由于土壤微生物尚未完全适应新的污染

环境，而适量的土壤石油含有量还是为土壤微生物的呼吸作

用提供了适宜所需的碳、氮源所致［１１］。培养１５ｄ时，石油浓
度与呼吸作用强度有明显相关性，相关系数 ０．８８９
（Ｐ＜０．０５）。各处理组土壤微生物呼吸作用强度逐渐呈现出
一定的差异和区别，含石油的４个处理组微生物呼吸作用强
度值皆高于对照组，这说明石油的存在为微生物呼吸作用的

相关酶提供了所需的能源和营养物质，从而促使其呼吸作用

强度的提高［１２］，但是石油含量为４０００ｍｇ／ｋｇ的处理组所得
呼吸作用强度值低于３０００ｍｇ／ｋｇ处理组的结果，这在一定
程度表明，土壤微生物尚未完全耐受高石油含量的污染环境，

从而表现出一种抑制的状态。培养时间为３０ｄ时，石油浓度
与呼吸作用强度有明显相关性，相关系数０．９９８（Ｐ＜０１）。
各处理组呼吸作用强度变化趋势相当明显，呈现出明显递增

的规律，具体来说，随着石油含量的升高，土壤微生物呼吸作

用强度逐渐增强，这是由于随培养时间的延长土壤微生物群

落中的优势菌群数量和耐受性不断增强的缘故，使得残存于

土壤中的石油被优势微生物高效降解，这类似与高效石油降

解菌的筛选过程。培养４５ｄ时，石油浓度与呼吸作用强度有
明显相关性，相关系数０．９６４（Ｐ＜０．１）。各处理组呼吸作用
强度呈现出的规律和第３０天培养结果基本一致，这说明土壤
中优势菌群已经很好地适应了高石油含量的土壤环境，其呼

吸作用强度基本趋于稳定。由于缺乏足够的呼吸作用所需的

碳、氮源，对照组呼吸作用强度逐渐降低。综上所述，随着石

油浓度的不断增加，土壤微生物呼吸作用强度呈现出强烈的

递增规律，这说明两者之间存在显著的正相关。

２．２　不同浓度石油胁迫下土壤微生物过氧化氢酶活性的
变化

不同浓度石油对土壤微生物过氧化氢酶活性的影响如图

２所示。从图２看出，当石油浓度在０～４０００ｍｇ／ｋｇ范围内
变化时，随着石油浓度的增大，过氧化氢酶活性呈现出先增大

后减小的变化规律，并没有显示出很明显的递增或减小的单

一变化规律，没有呈现出相关性。培养１ｄ时，各处理组的过
氧化氢酶活性变化不大，这可能是由于土壤中微生物尚未适

应石油所形成的新的污染环境［１３］，而表现出一种暂时的迟缓

性；石油浓度为１０００、２０００、３０００ｍｇ／ｋｇ的处理组过氧化氢
酶活性皆高于对照组，这说明适量浓度的石油可以在一定程

度上促进土壤微生物过氧化氢酶活性的提高；但是石油浓度

为４０００ｍｇ／ｋｇ的处理组的过氧化氢酶活性要低于其他４个
处理组，这是由于土壤微生物面对高浓度的石油污染物过氧

化氢酶活性呈现出的一种抑制作用［１４］；培养１５ｄ时，各处理
组的过氧化氢酶活性差异性开始出现，具体表现为石油浓度

为４０００ｍｇ／ｋｇ的处理组过氧化氢酶活性明显小于其他４个
处理组，石油浓度为２０００ｍｇ／ｋｇ的处理组土壤过氧化氢酶
活性最高，这是由于适量低浓度的石油促进了土壤中优势菌

群的生长，从而使得其过氧化氢酶活性得到提高［１５］；其他２
组与对照相差不大但皆小于对照组，这可能是由于高浓度的

石油在一定的培养期间内对微生物的生长产生了抑制作用；

培养３０ｄ时，石油浓度为１０００、２０００、３０００ｍｇ／ｋｇ的处理组
皆高于对照组，石油浓度为４０００ｍｇ／ｋｇ的处理组过氧化氢
酶活性与对照组基本相等；培养４５ｄ时，土壤过氧化氢酶活性
所呈现的变化规律与培养３０ｄ时的规律基本一致，这就说明
培养３０ｄ后土壤微生物过氧化氢酶活性变化趋势基本稳定。

　　上述讨论表明：盐渍化土壤条件下，当石油浓度在０～
４０００ｍｇ／ｋｇ之间变化时，土壤过氧化氢酶活性大致呈现出先
增加后减小的趋势。具体表现为：当石油浓度在 １０００～
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２０００ｍｇ／ｋｇ之间时，此刻土壤微生物过氧化氢酶活性最高，
表现出跳跃式的增长；当石油浓度从３０００～４０００ｍｇ／ｋｇ之
间变化时，相比对照组，虽然过氧化氢酶的激活效应仍有提

高，但土壤过氧化氢酶活性增大的幅度却开始减少，这说明更

高的石油污染量将会导致土壤过氧化氢酶活性的降低。综上

所述，土壤过氧化氢活性与石油浓度相关性不明显。

２．３　不同浓度石油胁迫下土壤微生物脲酶活性的变化
不同浓度石油对土壤微生物脲酶活性的影响如图３所示。

当石油浓度不断增大，土壤微生物脲酶活性呈现出明显递减的

变化态势。培养１ｄ时，已呈现出较为明显的递减规律，此时
石油浓度和脲酶活性显著相关，相关系数为 －０．９３３（Ｐ＜
００５）。对照组和石油浓度为１０００、２０００ｍｇ／ｋｇ处理组的土
壤脲酶活性相差不大，但两者还是略小于对照组，石油浓度为

３０００、４０００ｍｇ／ｋｇ处理组的脲酶活性皆明显小于对照组，这
是由于土壤中石油的的存在抑制了微生物脲酶活性的提高。

培养１５ｄ时，石油浓度和脲酶活性显著相关，相关系数为
－０．８９０（Ｐ＜０．０５）。对照组脲酶活性增长趋势明显，这是由
于土壤微生物逐渐适应了新的生存环境，新陈代谢功能逐渐

恢复提升［１６］。其余４个石油处理组与培养１ｄ时比较，土壤
脲酶活性变化不大，这可能是由于土壤中降解石油的优势菌

群尚未形成一定的生长规模，降解石油中氮氧化合物的能力

还没有得到强化，也可能是土壤脲酶活性已经被石油污染物

明显地抑制了［１７］。培养３０ｄ时，石油浓度和脲酶活性显著
相关，相关系数为－０．８９８（Ｐ＜０．０５）。此时已经明显地呈现
出了逐次递减的规律，并且各石油处理组的脲酶活性相比对

照组小得多，此时对照组脲酶活性较之前一个监测期也有所

下降。培养４５ｄ时，此时相关系数为－０．９５１（Ｐ＜００５）。土
壤微生物脲酶的活性变化规律已趋于稳定，这有力地说明了

石油浓度的大小与土壤微生物脲酶活性之间存在着明显的负

相关，对照组的脲酶活性较之前２个监测期，也呈现出了较为
明显的下降趋势，这是由于土壤中营养物质的逐渐消耗和有

毒有害代谢物的积累，使得对照组脲酶活性呈现出下降的态

势［１８］。综上所述，土壤微生物脲酶活性与石油浓度的大小呈

现出明显的负相关［１９］。土壤微生物脲酶活性可以作为评价

东营孤岛地区盐渍土壤石油污染程度的敏感性生化指标。

３　结论和讨论

石油浓度对土壤微生物呼吸作用强度有着明显影响：当

石油浓度在０～４０００ｍｇ／ｋｇ范围内变化时，培养后１５、３０、
４５ｄ，土壤微生物呼吸作用强度随着石油浓度的不断增大而

增大，与土壤中石油的浓度呈现出明显的正相关，相关系数分

别为０．８８９（Ｐ＜０．０５）、０．９９８（Ｐ＜０．１）、０．９６４（Ｐ＜０．１）。但
是本研究只是在石油浓度０～４０００ｍｇ／ｋｇ范围内进行讨论，
更高浓度石油对微生物呼吸作用强度的影响是否还是正相

关，尚难以确定。

当石油浓度在０～４０００ｍｇ／ｋｇ范围内变化时，土壤微生
物过氧化氢酶的活性整体上处于激活的状态，但是酶活性增

长的幅度越来越小；当石油浓度在１０００～２０００ｍｇ／ｋｇ之间
时，土壤酶活性达到最高点，此时酶活性最高；当石油浓度为

４０００ｍｇ／ｋｇ时，土壤酶活性出现降低，这说明过高浓度的石
油会抑制过氧化氢酶的活性。由此表明，石油浓度与土壤微

生物过氧化氢酶的活性并不存在一定的相关性，这与蔺听等

关于石油对土壤酶活性的相关研究结论［７，９］基本一致。

培养１、１５、３０、４５ｄ时，土壤微生物脲酶活性随着石油浓
度的不断增大而减小，与土壤中石油的浓度呈现出明显的负

相关，相关系数分别为 －０．９３３（Ｐ＜０．０５）、－０．８９０（Ｐ＜
００５）、－０．８９８（Ｐ＜０．０５）、－０．９５１（Ｐ＜０．０５）。

综上所述，在一定石油浓度下土壤微生物呼吸作用强度

与石油含量呈显著正相关性；土壤微生物脲酶活性与石油含

量呈显著负相关性，两者可作为表征东营孤岛地区盐渍土壤

石油污染水平的敏感生物学和生化指标。但本研究未考虑到

东营孤岛地区气候变化，石油污染物在土壤中迁移转化的规

律等因素，因此科学规范地评价石油对东营盐渍土壤微生物

的相关影响还有待进一步全面论证。
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质经蚯蚓处理后速效氮和速效磷的含量明显增加。
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　　我国是一个农业大国，随着我国现代农业集约化和规模
化的发展，农业废弃物大量积累，同时由于农业生产水平和农

民生活水平的不断提高，对传统农业中用作肥料和燃料的农

业废弃物的循环利用逐渐减少，因此农业废弃物越来越多。

据有关文献报道，我国产生农业废弃物４０多亿 ｔ／年，其中农
作物秸秆７．０亿 ｔ／年，畜禽粪便排放量２６．１亿 ｔ／年，废弃农
膜等塑料２．５万ｔ／年，蔬菜废弃物１亿～１．５亿ｔ／年，乡镇生
活垃圾和人粪便２．５亿 ｔ／年，肉类加工厂废弃物０．５亿 ～０．
６５亿 ｔ／年，饼粕类 ０．２５亿 ｔ／年，林业废弃物约 ３７００
万ｍ３／年［１］。传统的焚烧、还田等处理方式已较难满足农业

废弃物可持续利用的需要，而蚯蚓处理有机废弃物作为一种

古老而又新生的生物技术应运而生。蚯蚓堆制处理具有处理

效果高、可操作性强、成本低、不会产生二次污染等优点［２－３］。

蚯蚓消化吸收农业废弃物产生的蚯蚓粪，不仅是一种优质、高

效的生物有机复合肥，同时还因其具有高孔隙率和比表面积

是各种臭气的高效吸附剂［４］。产生的蚯蚓体本身富含蛋白

质、氨基酸等营养物质，可作为动物性饲料，而蚯蚓液中含有

丰富的矿物元素和维生素，此外蚯蚓及其制品中还含有丰富

的抗菌肽，具有广谱抗菌作用、增强免疫力和抗肿瘤的特

效［５］。关于蚯蚓堆制处理有机废弃物虽然已有较多研究，但

关于蚯蚓处理热带地区农业废弃物的研究鲜见报道。本研究

探讨了蚯蚓在２种热带农业废弃物的物料组合中的生长繁殖
情况，以及蚯蚓处理前后物料的理化性质变化情况，以期为热

带农业废弃物的资源化利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
蚯蚓赤子爱胜蚓（Ｅｉｓｅｎｉａｆｏｅｔｉｄａ）取自海南大学环境与植

物保护学院蚯蚓养殖基地。牛粪和甘蔗渣，分别取自海南大

学农学院秀英养殖场和海南省某糖厂，新鲜牛粪和甘蔗渣在

试验前预先堆制３０ｄ，堆肥完成后风干，剔除杂物，破碎，过
５ｍｍ孔径尼龙筛。堆制后的牛粪和甘蔗渣的基本理化性质
见表１。

表１　牛粪和甘蔗渣的理化性质

物料
含水率

（％） ｐＨ值 总有机碳含量

（ｇ／ｋｇ）
速效氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效磷含量

（ｍｇ／ｋｇ）

牛粪 ８．２２ ７．１７ ４３．７ ４３３．８６ ４８４．６７
甘蔗渣 ４６．２０ ６．０１ ８７．９ ４５３．６９ １５６．７２
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