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　　摘要：在温室内通过盆栽试验的方法，比较对照组（ＣＫ）、单纯接种枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，简称 Ｂｓ）、单纯
接种丛枝菌根真菌———地球囊霉（Ｇｌｏｍｕｓｇｅｏｓｐｏｒｕｍ，简称Ｇｇ）、混合接种 Ｇｇ＋Ｂｓ的红三叶种植于石油污染的土壤中
后，植株与土壤理化性状差异。实验结果表明，经过６０ｄ修复后，与对照组相比，单纯或混合接种处理均能显著增加
红三叶地上和地下干生物量（Ｐ＜０．０５），可溶性糖含量和脯氨酸含量均显著升高（Ｐ＜０．０５），叶片 ＣＡＴ、ＰＯＤ活性显
著升高（Ｐ＜０．０５），丙二醛含量明显减少（Ｐ＜０．０５）。在各种接种处理中，红三叶根际与非根际土壤脱氢酶活性和土
壤中总石油烃降解率均显著升高（Ｐ＜０．０５）。Ｂｓ和Ｇｇ在红三叶修复石油污染土壤和植物抗石油胁迫的能力方面有
协同作用，接种Ｂｓ＋Ｇｇ处理修复效果要优于单独接种Ｂｓ或Ｇｇ。
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　　石油污染土壤的修复与治理已经成为当前亟待解决的问
题。植物修复技术是降解修复石油污染土壤的一种有效手

段，选择适宜油污区生长的绿色植物是实现植物修复的前提

条件。植物－微生物修复系统作为农业生态环境保护领域具
有价值和广阔前景的新型技术，不仅能促进土壤中石油污染

物的降解和矿化，也能有效提高植物对石油类和其他有机污

染物的修复效率。植物根际促生细菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧＰＲ）和丛枝菌根真菌（Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａ
ｆｕｎｇｉ，ＡＭＦ）是植物根际微生物的重要组成部分，二者都能加
速土壤养分循环，增强污染物的降解能力，可以改善植物根际

微生物和土壤酶活性，提高植物对逆境的抗御能力［１－７］。

ＰＧＰＲ和ＡＭＦ既可通过促进植物的生长促进彼此在植物根
际的繁衍，同时也存在对营养和生态位的竞争［８］。红三叶

（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍｐｒａｔｅｎｓｅ）是一种抗逆性较强的天然牧草，具有发达
的根系，对重金属、干旱、养分胁迫等逆境条件表现出不同的

响应［９－１１］。然而，红三叶对石油污染土壤的修复效果的报道

还很少，有关枯草芽孢杆菌与地球囊霉对红三叶修复石油污

染土壤效果的影响尚不明确。在前期的研究中，我们筛选出

了一株根际枯草芽孢杆菌，该菌株对原油具有一定的降解能

力。本研究结果可为利用 ＰＧＰＲ和 ＡＭＦ强化植物原位修复
降解大庆石油生产区域石油污染土壤提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料
采用受石油污染土壤（黑龙江省大庆市卧里屯草甸土）

作为供试基质，其主要理化性质为：ｐＨ值（土 ∶水 ＝１∶２．５）
８．０９，有机质 ３５．７ｇ／ｋｇ，全氮含量 ２．７５ｇ／ｋｇ，全磷含量
３．２８ｇ／ｋｇ，全钾含量１８．８ｇ／ｋｇ，总石油烃含量７５．２４ｇ／ｋｇ。
采集的土壤经风干，过２ｍｍ网筛后，在 １０５℃下湿热灭菌
２ｈ。土壤过筛时并未发现有土著 ＡＭ真菌。供试植物为红
三叶（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍｐｒａｔｅｎｓｅ），将红三叶种子在１０％ＮａＣｌＯ中浸泡
１０ｍｉｎ，然后用无菌去离子水冲洗数次，而后置于湿润的滤纸
上进行催芽处理。供试 ＰＧＰＲ菌为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ，以下简称Ｂｓ），由本实验室从问荆（Ｅｑｕｉｓｅｔｕｍａｒｖｅｎｓｅ）
分离，保存在－８０℃。在室温条件下将 Ｂｓ接种在 ＴＳＢ液体
培养基［１２］、２８℃下振荡培养 ２４ｈ，用无菌水洗后，在 ４℃、
４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２次后重悬浮于无菌双蒸馏水中，用
无菌水调整ＰＧＰＲ菌悬液浓度为５×１０９ＣＦＵ／ｍＬ。供试ＡＭＦ
菌为地球囊霉（Ｇｌｏｍｕｓｇｅｏｓｐｏｒｕｍ，以下简称Ｇｇ），由本实验室
从双穗雀稗（Ｐａｓｐａｌｕｍｄｉｓｔｉｃｈｕｍ）根际土壤中分离，保存在 －
８０℃。使用时Ｇｇ预先经红三叶草盆栽繁殖，试验使用的菌
剂是含有孢子、根外菌丝和被侵染植物根段的根际土壤混合

物，每克菌剂中含有２５～３５个孢子。
１．２　试验设计

试验在温室内进行，采用盆栽红三叶草接种不同菌种，共

设置４个处理，分别为：（１）对照组（ＣＫ）（仅种植植物，未对
植物进行任何接种处理），（２）单独接种ＰＧＰＲ（Ｂｓ），（３）单独
接种ＡＭＦ（Ｇｇ），（４）ＰＧＰＲ和ＡＭＦ混合接种（Ｇｇ＋Ｂｓ）。

盆栽塑料花盆高度３０ｃｍ，盆口内直径３０ｃｍ，盆底内直
径２０ｃｍ，装土前在花盆内套上塑料袋，防止污染物随水流
失，每盆装基质３ｋｇ。将菌根真菌Ｇｇ接种剂与供试土壤按质
量比１∶２０的比例（约１５０ｇ）混匀散撒在种子下约２ｃｍ处的
土壤中；不接种处理的则加入等量灭活的菌根真菌 Ｇｇ菌剂，
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以保持土壤理化性质与微生物区系的一致性。Ｂｓ接种处理
是将经表面消毒处理过的红三叶用 ＰＧＰＲ菌体悬浮液浸种
０．５ｈ，未接种 ＰＧＰＲ处理种子用无菌双蒸馏水浸种０．５ｈ。
每处理设置４个重复，随机排列。

生长期间维持温度在（２５±５）℃，光照时间为１４ｈ／ｄ，每
天７至２１时用生物镝灯补充光照。待各盆出苗齐全后间苗，
每盆留５０株。植物生长期间用称质量法浇水，苗期每天按基
质质量的１０％浇水，植株生长出现差异后，隔２ｄ称质量一次
并按土质量的２０％补给，确保盆内水不外溢，土壤含水量保
持在７５％左右。

红三叶草生长 ６０ｄ后收割，将根系清洗干净后，选取
１ｃｍ长的新鲜根段用曲利本蓝染色法染色［１３］，制作切片，然

后在光学显微镜下采用网格交叉计数法统计菌根侵染率。将

鲜叶清洗干净后，称取５．０ｇ植株鲜叶片测定有关生理指标；
并且对红三叶的地下和地上部分烘干后测定生物量。同时测

定红三叶草根际和非根际土壤的脱氢酶活性和总石油烃含

量，计算土壤中总石油烃降解率。

１．３　测定项目
红三叶生物量采用烘干法测定，即将收获后的植株洗净

沥干在１０５℃下杀青３０ｍｉｎ，７０℃下烘干至恒质量，用电子
天平称量植株地上和地下生物量。游离脯氨酸（Ｐｒｏ）含量采
用茚三酮显色法［１４］测定；丙二醛（ＭＤＡ）含量采用硫代巴比
妥酸法［１４］（ＴＢＡ）测定；过氧化物酶（ＰＯＤ）活性采用愈创木酚
法测定［１４］；过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性采用 Ｈ２Ｏ２还原法测
定［１４］；可溶性糖测定采用蒽酮比色法［１４］；土壤脱氢酶活性采

用ＴＴＣ比色法［１５］；土壤中总石油烃含量测定采用质量法。

１．４　统计分析

试验数据以ｘ±ｓ表示，运用 ＳＰＳＳ１７．０软件对试验数据
进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　不同接种处理对红三叶草根侵染率和生物量的影响
不同接种处理对在石油污染土壤中生长的红三叶草根侵

染率和生物量存在很大差异（表１）。对照组（ＣＫ）和接种 Ｂｓ
处理红三叶草根部侵染率均为０，接种Ｇｇ的红三叶草根部的
侵染率为１．５８，接种Ｇｇ＋Ｂｓ处理红三叶草根部侵染率达到
３．３２。Ｇｇ、Ｇｇ＋Ｂｓ处理与对照组相比红三叶草菌根侵染率有
显著增加（Ｐ＜０．０５）。接种处理后红三叶草的生物量（地上
和地下）与对照组相比均显著增大（Ｐ＜０．０５），表明接种 Ｂｓ、
Ｇｇ可以提高红三叶草的生物量积累来缓解石油污染对红三

叶草生长带来的不利影响。方差分析表明，Ｇｇ和 Ｂｓ之间存
在显著交互效应（Ｐ＜０．０５），主要表现在接种Ｇｇ＋Ｂｓ处理协
同促进红三叶生长，增加生物量，表明混合接种处理对于提高

红三叶在石油污染土壤中的生长和修复能力有重要意义。

２．２　不同接种处理对红三叶草植株生理指标的影响
２．２．１　不同接种处理对红三叶草叶片可溶性糖含量的影响
　不同接种处理后红三叶草植株叶片可溶性糖含量都有一定
幅度升高（表２）。在石油污染土壤条件下，接种 Ｂｓ、Ｇｇ处理
的红三叶草植株叶片中可溶性糖含量与对照组相比较显著升

高（Ｐ＜０．０５），这说明单独接种 Ｂｓ或 Ｇｇ可以使红三叶草叶
片可溶性糖含量增加。接种Ｇｇ＋Ｂｓ处理的红三叶植株叶片

表１　不同接种处理对红三叶草根侵染率和生物量的影响

处理
侵染率

（％）
５株地上干
生物量（ｇ）

５株地下干
生物量（ｇ）

ＣＫ ０．００ｂ ５．４６±１．０２ｃ ０．９６±０．１２ｃ
Ｂｓ ０．００ｂ ６．８９±１．４５ｂ １．３３±０．２３ｂ
Ｇｇ １．５８±０．３２ａ ６．７１±１．１３ｂ １．４２±０．１５ｂ

Ｇｇ＋Ｂｓ １．８２±０．１８ａ ７．２５±１．３６ａ １．８５±０．１７ａ

　　注：同列不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５），下同。

可溶性糖明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），方差分析表明，Ｇｇ和
Ｂｓ之间存在显著交互作用效应（Ｐ＜０．０５），主要表现在接种
Ｇｇ＋Ｂｓ处理协同促进红三叶植株可溶性糖的积累。
２．２．２　不同接种处理对红三叶草叶片脯氨酸含量的影响　
由表２可见，石油污染土壤条件下，接种Ｂｓ、Ｇｇ处理的红三叶
植株脯氨酸含量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），Ｇｇ＋Ｂｓ处理脯
氨酸含量比Ｇｇ、Ｂｓ处理均显著升高（Ｐ＜０．０５）。说明 Ｂｓ与
Ｇｇ之间存在显著的交互作用效应，接种 Ｂｓ＋Ｇｇ对于提高石
油污染胁迫下红三叶植株中脯氨酸含量有协同作用。

２．２．３　不同接种处理对红三叶草叶片丙二醛含量的影响　
各接种处理的红三叶的 ＭＤＡ含量都表现出降低的趋势（表
２）。与对照组相比较，接种 Ｂｓ、Ｇｇ处理红三叶叶片 ＭＤＡ含
量显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｇｇ＋Ｂｓ处理红三叶叶片 ＭＤＡ含量
显著降低（Ｐ＜０．０５）。Ｇｇ和Ｂｓ混合接种处理对红三叶叶片
ＭＤＡ含量有显著协同效应。
２．２．４　不同接种处理对红三叶草叶片ＰＯＤ活性的影响　在
石油污染土壤中，各接种处理后红三叶叶片ＰＯＤ活性都呈升
高的趋势（表２），Ｂｓ、Ｇｇ、Ｇｇ＋Ｂｓ处理后红三叶叶片 ＰＯＤ活
性与对照组相比显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｇｇ＋Ｂｓ处理最高。这
说明Ｇｇ、Ｂｓ对红三叶植株叶片ＰＯＤ活性均有促进作用。

表２　不同接种处理的红三叶植株叶片生理指标的影响

处理
ＰＯＤ活性

［Ｕ／（ｍｉｎ·ｇ）］
ＣＡＴ活性

［Ｕ／（ｍｉｎ·ｇ）］
可溶性糖含量

（μｇ／ｇ）
脯氨酸含量

（μｇ／ｇ）
ＭＤＡ含量
（μｇ／ｇ）

ＣＫ ５．０５±１．７７ｄ ６．４８±０．１６ｃ ６４．１５±５．３２ｃ ２４．２８±３．２５ｃ １５．２３±０．１５ａ
Ｂｓ ６．４８±０．１６ｃ １０．１０±０．１７ｂ ８２．６９±６．２３ｂ ３５．２３±２．１２ｂ ９．４３±０．７２ｂ
Ｇｇ ６．８９±１．５３ｂ ９．３２±０．２１ｂ ９０．６５±７．８２ｂ ３０．２３±２．８９ｂ ８．０１±０．３３ｂ

Ｇｇ＋Ｂｓ ７．５６±２．０１ａ １５．３７±０．１４ａ １１３．２１±３．９０ａ ４７．２２±３．１２ａ ５．９９±０．２１ｃ

　　注：不同的小写字母表示不同处理间在５％水平上具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

２．２．５　不同接种处理对红三叶草叶片ＣＡＴ活性的影响　由
表２可知，与对照组相比较，Ｂｓ、Ｇｇ、Ｇｇ＋Ｂｓ处理能显著提高
石油污染土壤生长的红三叶植株叶片 ＣＡＴ活性（Ｐ＜０．０５），

Ｇｇ＋Ｂｓ处理最大。Ｂｓ与 Ｇｇ之间有显著的交互作用（Ｐ＜
００５），表现为Ｇｇ＋Ｂｓ处理协同提高石油污染土壤红三叶植
株叶片的ＣＡＴ活性。
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２．３　不同接种处理对石油污染土壤的脱氢酶活性和总石油
烃含量的影响

不同接种处理的红三叶根际和非根际土中脱氢酶和总石

油烃含量的变化如图１所示。相同处理的红三叶根际和非根
际土之间的脱氢酶活性存在差异，呈现出红三叶非根际土脱

氢酶活性普遍低于根际土脱氢酶的趋势。各接种处理红三叶

根际和非根际土壤的脱氢酶活性均显著高于对照组（Ｐ＜
００５），Ｂｓ＋Ｇｇ处理的土壤脱氢酶活性最高，表现出显著的协
同作用（Ｐ＜０．０５）。

　　不同接种处理对石油污染土壤总石油烃降解率如图２所
示。对照组土壤中总石油烃的平均降解率为５．５５％，接种处
理的土壤中总石油烃含量显著降低（Ｐ＜０．０５），各接种处理中
红三叶根际土的总石油烃降解率均高于其非根际土总石油烃

降解率。Ｇｇ＋Ｂｓ处理土壤总石油烃平均降解率达到２３３９％，
接种Ｇｇ＋Ｂｓ处理对土壤总石油烃的降解效果显著强于 Ｇｇ、
Ｂｓ处理（Ｐ＜０．０５），表明混合接种Ｂｓ和Ｇｇ对红三叶降解石
油污染土壤总石油烃具有协同增效作用。

３　讨论

一般认为，植物体内通过一些渗透物质（如可溶性糖、脯

氨酸等）的调节来防御逆境胁迫引起的不利影响［１６］。在石油

污染土壤中生长的植株，植物的呼吸和蒸腾作用受到影响，破

坏了细胞膜结构，造成细胞内电解质的外渗，因而对植物产生

一定的毒害作用，严重抑制植物的生长［１７－１９］。以往的研究表

明通过接种ＰＧＰＲ和ＡＭＦ可以增强逆境胁迫下植物的生长
能力和抗逆性。本研究表明接种根际促生细菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉ
ｌｉｓ和菌根真菌地球囊霉Ｇｌｏｍｕｓｇｅｏｓｐｏｒｕｍ能显著提高石油污
染土壤中红三叶植株中可溶性糖、脯氨酸含量和生物量，对由

于石油污染引起的红三叶的渗透胁迫起到保护作用，提高红

三叶对石油污染胁迫的耐受性。丙二醛是活性氧启动膜脂过

氧化的主要产物，其含量的高低和细胞质膜的透性变化是反

映膜脂过氧化作用强弱和质膜破坏程度的重要指标［２０］。在

逆境胁迫下，植株的生长发育受到抑制，丙二醛含量会严重降

低。在本试验中，我们发现接种促生细菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ和
菌根真菌Ｇｌｏｍｕｓｇｅｏｓｐｏｒｕｍ可以降低红三叶植株丙二醛含量
的积累，表明促生细菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ和 Ｇｌｏｍｕｓｇｅｏｓｐｏｒｕｍ协
同作用可以有效提高红三叶对石油污染胁迫的耐受性。接种

ＰＧＰＲ和接种ＧＭ处理的红三叶叶片 ＰＯＤ、ＣＡＴ活性显著升
高，增强了红三叶对活性氧的清除能力，降低膜脂过氧化程

度，这为提高红三叶修复石油污染提供了一道生理屏障。

ＡＭ菌与根际促生菌假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）和枯草芽
孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）等细菌［２１］有相互促进作用，可以改善植物

根际微生物和土壤酶活性，增强污染物的降解能力。Ｋｏｈｌｅｒ等
认为接种ＰＧＰＲ、ＡＭ真菌和溶磷菌处理的莴苣（Ｌａｃｔｕｃａｓａｔｉｖａ）
根际土壤酶活性显著高于非接种处理［２２－２３］。本试验认为，接

种处理可以显著提高土壤脱氢酶的活性，表明不同接种处理的

红三叶对石油污染土壤中总石油烃的降解能力存在差异。真

菌、细菌可以协同作用对石油污染土壤进行修复，其生长及对

石油烃的降解不受土著微生物的抑制。单独接种地球囊霉、摩

西球囊霉以及混接 ＡＭ真菌、细菌能显著提高柴油的降解
率［２４］。本试验研究表明单独和混合接种 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ和
Ｇｌｏｍｕｓｇｅｏｓｐｏｒｕｍ都能显著促进石油污染土壤中总石油烃降解
能力，由此可见，接种Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ和菌根真菌Ｇｌｏｍｕｓｇｅｏｓ
ｐｏｒｕｍ是提高红三叶修复石油污染土壤的有效技术手段。

４　结论

接种 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ和 Ｇｌｏｍｕｓｇｅｏｓｐｏｒｕｍ处理均能显著
提高红三叶地上和地下干生物量、可溶性糖含量和脯氨酸含

量（Ｐ＜０．０５），叶片 ＣＡＴ、ＰＯＤ活性显著升高（Ｐ＜０．０５），丙
二醛含量明显减少（Ｐ＜０．０５）。在各接种处理中，红三叶根
际与非根际土壤脱氢酶活性和土壤中总石油烃降解率均显著

升高（Ｐ＜０．０５）。接种 Ｂｓ＋Ｇｇ处理修复效果要优于单独接
种Ｂｓ或Ｇｇ，Ｂｓ和Ｇｇ在红三叶修复石油污染土壤和植物抗
石油胁迫的能力方面有协同作用。
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富营养化水体中磷浓度对不同种类浮萍生长的影响

孙凯文，时佩佩，盛海君，钱晓晴
（扬州大学环境科学与工程学院，江苏扬州２２５１２７）

　　摘要：采用扬州地区常见的３种浮萍（紫背浮萍、青萍和少根紫萍），在模拟自然光照和一定温度的条件下，研究
了在同一营养背景下不同磷浓度以及在不同营养背景下同一磷浓度，对水体中浮萍生长的影响效果。结果表明：营养

背景浓度在１／５时，浮萍分裂的速度较快。在同一营养背景下，浮萍（青萍、少根紫萍）生长的个数随磷浓度升高先增
加后减少。在一定营养背景下青萍的生长速度是最快的，即在适应环境生长方面，青萍较其他２种浮萍（紫背浮萍、少
根浮萍）更具优势。
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　　随着社会的发展和生活水平的提高，水体富营养化问题
日益严重，水体藻类的暴发给全球环境造成了严重的危害，导

致了巨大的经济损失［１－３］。近年来，利用水生植物去除污染

水体中的氮、磷受到众多专家的关注。与大型水生植物相比，

小型水生植物浮萍因其对氮、磷的吸收效果好、生长速度快、

营养价值高、易回收等特点，越来越受到学者的重视［４－７］。我

国在该领域也开展了实验室规模的基础性研究工作，如环境

和营养条件对浮萍生长的影响、浮萍吸收氮的动力学特性及

浅水体浮萍净化系统的除氮途径等，明确了浮萍对污染水体

中部分污染物去除的规律及浮萍植物生长的规律等［８－９］。同

时，浮萍中含有多种氨基酸，且其细胞壁中未检测到木质素成

分，因此更利于动物的消化吸收，这些特点使得浮萍在作为畜

禽、鱼类饲料使用时可明显提高养殖产量，收到较好的经济效

益［１６－１７］。因此浮萍有着极大的应用前景。然而，关于水中磷

浓度对浮萍生长及其对浮萍吸收污染物质能力的影响的研究

相对较少。

本试验在相关理论和实践研究的基础上，以扬州市荷花

池公园水池中３种浮萍（紫背浮萍、青萍和少根紫萍）为研究
对象，主要研究了相同环境条件下不同磷浓度对浮萍生长的
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