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摘 要：利用石油烃降解菌混合菌和紫花苜蓿、高羊茅 2 种植物对不同浓度柴油污染土进行植物修

复、微生物修复和植物—微生物联合修复室外盆栽对比试验，研究植物修复与植物—微生物联合修

复试验中植物种子萌芽率和植物生长状况，采用超声萃取—紫外分光光度法分析 3 种修复方式对柴

油污染土的降解效果。试验结果表明，柴油延长了植物种子的萌芽时间；在植物修复和植物—微生

物联合修复过程中，高羊茅的植物生物量和株高大于紫花苜蓿，植物—微生物联合修复的植物生物

量和株高总体上明显高于植物修复；3 种修复方式修复柴油污染土的总体降解效果排序为：植物—

微生物联合修复>微生物修复>植物修复；高羊茅的修复效果优于紫花苜蓿；柴油污染土的柴油

浓度越低，修复效果越好。
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Abstract: The comparative experiments of phytoremediation, microbial remediation and plant-microorganism 
combined remediation of outdoor dotted plant for different contents of diesel contaminated soil were carried by 
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using mixed strains of petroleum hydrocarbon degrading bacteria and two kinds of plant (alfalfa and tall fescue). 
The germination rate of plant seeds and plant growth status in phytoremediation and plant-microorganism 
combined remediation experiments were studied, and the degradation effects on diesel contaminated of three 
remediation methods by ultrasonic extraction ultraviolet spectrophotometry were analyzed. The experimental 
results show that diesel oil delayed the germination time of plant seeds. The plant biomass and plant height of 
tall fescue are greater than that of alfalfa in the process of phytoremediation and plant-microorganism combined 
remediation. As a whole, the plant biomass and plant height of plant-microorganism combined remediation are 
significantly higher than that of phytoremediation. The sort of overall degradation effects of three remediation 
methods for diesel contaminated soil are as follows: plant-microorganism combined remediation, microbial 
remediation, phytoremediation. The remediation effect of tall fescue is better than that of alfalfa. The lower 
diesel concentration of diesel contaminated soil would make the remediation effect better.
Keywords: diesel contaminated soil； soil remediation； petroleum hydrocarbon degrading bacteria； alfalfa； tall 
fescue

柴油是当今世界重要的石油制品，是用量最大

的轻质石油产品之一。在日常使用过程中，由于不

合理利用和处置，柴油不可避免地会进入土壤，对

土壤造成一定程度的污染 [1-4]。柴油进入土壤后将

破坏土壤结构，改变土壤理化特性，破坏植物的正

常生理机能，影响农作物的正常生长代谢，还会对

地下水系统产生危害。同时，柴油等石油烃污染物

也会通过口鼻吸入、饮食摄入等方式进入人体，对

人体机能造成严重损伤，甚至导致器官癌变 [5-6]。柴

油等石油烃污染土的修复技术通常包括物理修复

法、化学修复法、植物修复法、微生物修复法、植物—

微生物联合修复法等 [7-11]。植物—微生物联合修复法

是植物修复、微生物修复及二者协同修复的综合修

复法，能够有效地减少修复时间和最大程度地发挥

植物和微生物的修复作用，是石油烃污染土修复研

究的热点。

植物—微生物联合修复是利用植物—土壤—微生

物三者的复合体系进行石油烃污染物降解的修复

方式。选择合适的植物是保证植物—微生物联合对

石油烃污染物的修复能力能够充分发挥的前提，植

物强大的根系及较强的穿透能力有利于土壤中石

油的降解 [12]。植物—微生物联合修复技术的成功应

用不仅依赖于植物的选择，还依赖于根际环境微生

物类群与植物根系的相互作用。一方面，植物为微

生物提供营养物质及分泌共代谢底物，同时,根区

可以通过吸附作用阻止污染物的进一步转移 [13-14]；

另一方面，微生物通过代谢作用将污染物分解成植

物可以吸收代谢的状态，进而减轻生态环境对植物

生长的毒害及对植物修复作用的抑制 [15]。

学者们在植物—微生物联合修复研究方面已取

得诸多成果。王京秀等 [16]筛选出高效石油降解菌，

进行了植物—微生物联合修复石油污染土壤的室内

试验，结果表明，修复效率最高可达 73. 47%。刘鹏

等 [17]对植物—微生物联合修复石油污染土壤进行了

研究，发现利用植物与石油高效降解菌可以使石油

烃的降解率达到 63. 65%~83. 26%。Shi 等 [18]发现

紫花苜蓿与菌株联用加快了污染土壤中多环芳烃

（Polycyclic Aromatic Hydrocarbons，PAHs）的降解。

刘永军等 [19]以盆栽试验为基础，研究了植物—微生物

组合体系对石油污染土壤的修复效果，发现植物—

微生物联合生物修复组合的总石油烃降解率最高

为 53. 08%。侯愷 [20]将柴油污染区土壤中分离得到

的微生物添加到种植了沙打旺的柴油污染区土壤

中，发现该柴油污染区土壤的柴油含量相比单一种

植沙打旺的污染土壤显著下降。与单一的植物、微

生物修复技术相比，植物—微生物联合修复对环境

中石油烃类污染物的处理起到了强化作用，提高了

处理效率及处理污染物种类的多样性，在石油烃类

污染物处理方面有着巨大的潜力 [21]。

目前，植物—微生物联合修复石油烃污染土的

研究以特定植物与单一微生物联合修复为主，对比

研究植物修复、微生物修复与植物—微生物联合修

复柴油污染土的研究成果相对较少。笔者利用从

石油污染土中提取的 5 种石油烃降解菌混合菌作为

柴油污染土降解菌 [3-4]，选择紫花苜蓿与高羊茅作为

降解植物，通过室外盆栽试验对比研究植物（紫花

苜蓿与高羊茅）修复、微生物修复和植物（紫花苜蓿

与高羊茅）— 微生物联合修复柴油污染土的降解

特性。
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1　试验概况

1. 1　试验材料

1. 1. 1　柴油降解菌　试验所用降解菌为课题组自

行提取的 5 种石油烃降解菌混合菌，即假单胞菌属

（Pseudomonas）、戈登氏菌属（Gordonia）、苍白杆菌

属（Ochrobactrum）、铜 绿 假 单 胞 菌（Pseudomonas 
aeruginosa）和博得特氏菌属（Bordetella）[3-4]。试验

采用湿重法配制 10% 混合菌悬液，方法为 [4,22]：取出

保存的单一纯菌种于 LB 平板上进行复活；挑选单

菌落培养于液体培养基 LB 中，在 200 r/min、32 ℃恒

温振荡器内振荡培养 20 h，4 000 r/min 离心 45 min，
去掉上清液，称菌体湿重；用质量浓度为 0. 85% 的

无菌生理盐水配制质量分数为 10% 的菌悬液。利

用 10% 菌悬液配制试验所用混合菌菌悬液，每种石

油烃降解菌占混合菌菌悬液体积的 1/5。
1. 1. 2　柴油污染土　试验所用柴油为 0 号柴油，购

于中国石油集团重庆某加油站。试验土壤取自重

庆大学 B 区操场地下车库基坑土 [4]。将取得的土样

去除植物残渣、碎石等杂质，自然风干后过 30 目标

准筛备用，土壤经过破碎、除杂、筛分过后，将 0 号柴

油和清洁土壤按比例均匀混合，制备成试验所需的

柴油污染土壤。试验中设置不加降解菌的条件对

照组，以排除柴油挥发的影响 [4]。

1. 1. 3　植物种子　修复试验所用植物种子为紫花

苜蓿和高羊茅种子（图 1）。植物种子的前期处理：

为减少植物种子的萌芽时间，播种前将植物种子浸

泡于蒸馏水中 24 h。由于紫花苜蓿和高羊茅种子

小、幼苗细弱，顶土能力较差，室外盆栽试验播种深

度为 0. 5 cm。

1. 2　试验方案

1. 2. 1　柴油污染土中植物种子萌芽率试验　为保

证紫花苜蓿和高羊茅的种子在柴油污染土中能萌

芽并且可以正常生长，进行不同浓度柴油污染土植

物种子萌芽率的预试验，柴油污染土浓度定义为柴

油质量/干土质量。结合 2 种植物种子发芽率预试

验结果，参考文献 [23-24]采用的柴油浓度，选取

0%、2%、4%、6%、8% 和 10% 共 6 个浓度的柴油污

染土进行盆栽试验。人工拌制 600 g 上述 6 个浓度

的柴油污染土于规格相同的花盆中，柴油污染土的

初始含水率为 10%，为提供植物正常生长所需水

分，试验期间适量浇水。为方便统计植物种子的萌

芽率，每个花盆种植 50 粒植物种子，于室外自制大

棚进行柴油污染土中植物种子萌芽率试验。

1. 2. 2　柴油污染土修复试验　根据柴油污染土中

植物种子萌芽率试验结果，选取 4% 为修复试验的

最大柴油浓度。人工拌制 600 g 0%、1%、2%、3%
和 4% 共 5 个浓度柴油污染土于规格相同的花盆

中，微生物修复和植物—微生物联合修复混合降解

菌接种量均为 12 mL，采用人工注射的方式均匀注

射于柴油污染土中，并取少量柴油污染土均匀覆盖

于降解菌表面，每个花盆均匀播种 50 粒植物种子；

柴油污染土的初始含水率为 10%，为保证试验过程

中的土壤湿度，每天定时定量浇水。为避免自然条

件下石油烃降解菌的活性影响试验结果，根据混合

降解菌的生长周期 [4,22]，在试验时间为 30、50 d 时均

补加一次混合菌，添加量与初次接种量相同，即 12 
mL。柴油污染土修复试验于室外自制大棚中进行，

可避免阳光直射和温度变化过大，减小对植物生长

及细菌存活的影响。修复试验方案如表 1 所示。

1. 3　测试方法

1. 3. 1　植物生存状况　

植物的生存状况以种子萌芽率体现。将提前

处理好的植物种子播种于柴油污染土中，于室外大

棚进行修复试验，修复期间用喷壶为植物植株补充

水分，每日定时观察、记录植物种子的萌芽情况。

以有明显的胚根破壳（露白）为萌芽种子，及时清除

腐败种子。当连续 3 d 无新萌芽种子出现即视为萌

芽过程结束，根据种子萌芽总数计算植物种子的萌

芽率 [25]。

植物种子萌芽率= (萌芽植物种子数

植物种子总数 )× 100%  （1）

1. 3. 2　植物生长状况　

1）　植物生物量（鲜重计）　试验修复时间为

30、50、80 d 时，从花盆中随机选取 10 株完整的植物

植株。人工处理植物植株根部多余土壤，清水洗

净，用棉布除掉植物植株多余水分。电子秤称量植

（a） 紫花苜蓿种子 （b） 高羊茅种子

图 1　植物种子

Fig. 1　Plant seeds
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株质量，为减小误差，精确到 0. 01 g。
2）　植物株高　植物株高用直尺测量，从植株

根尖到最高叶片尖端距离作为植物的株高。试验

修复时间为 30、50、80 d 时，每盆植物随机测定 10
株，取平均值作为植物株高，精确到 0. 1 cm。

1. 3. 3　剩余油含量　

采用超声萃取—紫外分光光度法测定柴油污染

土降解率。柴油污染土壤中剩余柴油含量测定方

法：取 0. 5 g 降解后柴油污染土于 50 mL 离心管中，

加入 5 mL 石油醚进行超声萃取，100 W 萃取 30 
min，萃取后进行离心，4 000 r/min 离心 15 min，用 1 
mol/L 盐酸进行酸化，提取上清液稀释，待测 [22]。柴

油降解率的计算公式为 [4]

η = ( )C 0 - C 1

C 0
× 100% （2）

式中：C0为条件对照组柴油浓度，%；C1为修复试验

组柴油浓度，%。

2　结果与分析

2. 1　植物生存状况

2. 1. 1　不同浓度柴油污染土中植物种子萌芽率　

柴油浓度为 0%、2%、4%、6%、8% 和 10% 时，柴油

污染土中紫花苜蓿和高羊茅种子萌芽情况如图 2 所

示。由图 2 可知，柴油延长了植物种子的萌芽时间，

且柴油对高羊茅种子萌芽时间的延后影响更明显；

种子萌芽率总体上随柴油浓度的增大而降低。这

是因为随着柴油浓度的增大，植物贮蛋白水解酶的

活性会降低，贮蛋白的分解受到抑制，营养物质供

应不足，从而引起植物种子延迟萌发或胚芽直接坏

死。试验时间为 20 d，当柴油浓度为 6%、8% 和

10% 时，紫花苜蓿的萌芽率分别为 18%（9 颗）、10%
（5 颗）和 4%（2 颗），高羊茅为 10%（5 颗）、0%（0 颗）

和 0%（0 颗）；试验后期高浓度柴油范围内的植物植

株易表现出黄叶、植株死亡等现象。因此，为了保

证修复试验中植物种子的萌芽率，试验选取 4% 为

修复试验的最大柴油浓度。

2. 1. 2　柴油污染土修复试验中植物种子萌芽率　

图 3 给出了植物修复和植物—微生物联合修复 20 d
时植物种子的萌芽情况。由图 3 可知，当柴油浓度

较低（<1%）时，少量柴油会提高植物种子的萌芽

率。此现象可能与植物在低柴油浓度下的“伪萌

芽”有关，即种子有破土现象，但后期并未真正萌芽

和正常生长。当柴油浓度在 1%~4% 时，植物种子

的萌芽率随柴油浓度增大呈近似线性降低。柴油

浓度为 4% 时，两种植物种子的萌芽率基本大于

50%，可满足后期修复试验要求。相对于同种植物

单独修复，植物—微生物联合修复时种子萌芽率高，

这是因为植物种子萌芽期间微生物对柴油污染土

的修复降低了土壤中柴油含量，继而提高了植物种

子的萌芽率。

2. 2　植物生长状况

图 4 是试验时间为 30、50 d 时紫花苜蓿和高羊

茅生长状况的现场照片。4 组图片中的第 1 排盆栽

表 1　修复试验方案

Table 1　Repair test plan

试验编号

O1~O4
A1~A4
B1~B4
C1~C4
D1~D4
E1~E4

修复类型

条件对照组

植物修复

微生物修复

植物-微生物联合修复

修复方式

自然挥发（柴油+水：排除柴油和水分挥发）

紫花苜蓿修复

高羊茅修复

石油烃降解菌混合菌修复

紫花苜蓿-石油烃降解菌混合菌联合修复

高羊茅-石油烃降解菌混合菌联合修复

注：表中各组试验柴油浓度均为1%~4%。

图 2　柴油污染土中植物种子的萌芽情况

Fig. 2　Germination of plant seeds in diesel contaminated 
soil

148



第  3 期 申春妮，等：植物—微生物联合修复柴油污染土试验研究

为植物单独修复，第 2 排盆栽为植物—微生物联合修

复；柴油浓度从左到右依次为 1%、2%、3%和 4%。

由图 4 可知，第 1 排花盆中的植物生长状况普

遍比第 2 排花盆中差，这种现象在第 3 列和第 4 列

（柴油浓度为 3% 和 4%）花盆植物的生长状况中尤

其明显。柴油对植物的生长有抑制作用，高浓度柴

油污染土对植物生长的抑制更为显著。相较于植

物修复，植物—微生物联合修复加快了柴油污染土

中柴油的分解，从而使得加入微生物的柴油污染土

更有利于植物生长，宏观表现为植物—微生物联合

修复花盆中植物种子萌芽率高且植株生长更加

茂盛。

植物种子萌芽后，根部需要从土壤中吸收营养

物质以维持植物的正常生长代谢。在植物的正常

生长代谢过程中，土壤污染物对根的毒害作用和污

染物挥发后经叶片再吸收会导致植物幼苗出现黄

叶和干枯现象，进而影响植物正常生长，导致植物

植株矮小、瘦弱。植物生物量（鲜重计）和株高是石

油烃污染修复效果的重要指标，一般认为相同时间

内植物生长发育形成的生物量越大、株高越高，则

修复效果越好 [26]。

2. 2. 1　植物生物量（鲜重计）　图 5 为植物修复和

植物—微生物联合修复 30、50、80 d 时两种修复方式

下不同柴油浓度对植物生物量影响的柱状图。由

图 5 可知，修复时间为 30 d 时，两种植物的生长状况

在浓度为 0% 的柴油污染土中均比在其他浓度的柴

油污染土中好。修复过程中，植物—微生物联合修

复下的植物生物量均大于或等于植物修复；高羊茅

的植物生物量均大于紫花苜蓿，且随着试验的进

行，高羊茅植物生物量一直增重，在高柴油浓度时

紫花苜蓿植物生物量增重逐渐变缓，紫花苜蓿植物

生物量受柴油浓度的影响更为明显。相同处理条

件下，当试验时间较短，为 30 d 时，由于植物种子尚

处于萌芽或嫩芽状态，植物—微生物联合修复作用

不能有效发挥，两种修复方式下植物生物量无明显

差距。试验时间为 50、80 d 时，微生物可以通过代

谢作用将污染物质分解成植物可以吸收代谢的状

态，同时，植物为根际圈微生物持续提供营养物质，

为其生长创造良好的环境，使植物—微生物联合修

复作用充分发挥，促进植物的生长，故植物—微生物

联合修复方式的植物生物量远远大于植物修复

方式。

2. 2. 2　植物株高　图 6 为植物修复和植物—微生物

联合修复 30、50、80 d 时两种修复方式下不同柴油

浓度对植物株高影响的柱状图。由图 6 可知，柴油

对两种植物的生长均有一定的抑制作用，高羊茅的

植物株高远远高于紫花苜蓿，且随着试验的进行，

高羊茅植株一直增高，紫花苜蓿在高柴油浓度时植

图 3　修复试验中植物种子的萌芽情况

Fig. 3　Germination of plant seeds in repair tests

（a） 30 d 紫花苜蓿

（b） 30 d 高羊茅

（c） 50 d 紫花苜蓿

（d） 50 d 高羊茅

图 4　30、50 d时植物生长状况照片

Fig. 4　Photos of plant grouth at 30 d and 50 d
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物植株几乎不再增高，紫花苜蓿植物株高受柴油浓

度的影响更为明显，与植物生物量所得结论一致，

符合实际规律。另外，试验时间为 30 d 时，两种修

复方式对植物株高的影响无明显差异，可能与植物

的生长状况有关。当试验时间为 50、80 d 时，植物—

微生物联合修复方式下的植物株高均高于植物修

复方式。

综上，植物—微生物联合修复方式下的植物生

长量和株高均高于植物修复方式，这是因为石油烃

降解菌混合菌的加入，其在土壤中富集生长成优势

菌群，同植物联合作用降低柴油污染土壤中柴油浓

度，同时，微生物通过代谢作用将污染物分解成植

物可以吸收代谢的状态，进而减轻生态环境对植物

生长的毒害及对植物修复作用的抑制，促进了植物

的生长 [15]。

2. 3　植物—微生物联合修复柴油污染土的效果

植物—微生物联合修复充分利用植物修复与微

生物修复两种修复方法的优点，有效强化了对石油

烃类污染物的降解作用，提高了修复效果。图 7 给

出了植物修复、微生物修复和植物—微生物联合修

复 3 种修复方式在 30、50、80 d 时对柴油污染土降解

率影响的柱状图（横坐标中 A、B、C、D、E 分别代表

紫花苜蓿修复、高羊茅修复、微生物修复、紫花苜蓿—微

生物联合修复、高羊茅—微生物联合修复，数字 1~4
分别代表柴油浓度为 1%~4%）。

柴油含有多种多环芳烃，多环芳烃的消散有多

种方式，如植物积累、植物降解、挥发、微生物降解

等，其中，微生物降解被证明是去除多环芳烃的主

要机制 [27-28]。由图 7 可知，当试验时间为 30 d 时，微

生物修复和植物—微生物联合修复效果较植物修复

更好。由植物种子的萌芽试验可知，试验时间为 9 d

（a） 紫花苜蓿及紫花苜蓿-微生物修复

（b） 高羊茅及高羊茅-微生物修复

图 5　不同修复方式下柴油浓度对植物生物量的影响

Fig. 5　Effects of diesel oil concentration on plant
biomass under different remediation methods

图 7　3种修复方式下柴油污染土的降解率

Fig. 7　Degradation rate of diesel contaminated soil under 
three remediation methods

（a） 紫花苜蓿及紫花苜蓿-微生物修复

（b） 高羊茅及高羊茅-微生物修复

图 6　不同修复方式下柴油浓度对植物株高的影响

Fig. 6　Effect of diesel oil concentration on plant
height under different restoration methods
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时，两种植物种子均开始萌芽。植物对污染土的修

复是通过自身的新陈代谢活动来实现的。种子萌芽

后，植物为了维持自身正常的生命活动，会不断地从

自然环境中吸收水分和营养物质，当吸附在沉积物

颗粒上的 PAHs 被解吸到土壤的水相中，便可以被

植物根系吸收。当试验时间较短时，由于植物种子

处于萌芽或嫩芽状态，对柴油的降解能力很弱，使

得植物修复效果比微生物修复差。

当试验时间为 50 d 时，相同处理条件下，植物—

微生物联合修复柴油污染土的效果优于其他两种

修复方式，且高羊茅的修复效果均优于紫花苜蓿。

随着植物植株逐渐生长，植物修复方式修复柴油污

染土的能力逐渐增强，且植物与根际微生物联合修

复柴油污染土的优势逐渐显现，植物—微生物联合

修复柴油污染土的能力开始优于微生物修复。

当试验时间为 80 d 时，3 种修复方式对柴油污

染土的降解率均大于 40%，且柴油污染土的柴油浓

度越低，修复效果越好。由试验结果可知，植物—微

生物联合修复柴油污染土的效果优于微生物和植

物单独修复，可见试验所用石油烃降解菌混合菌与

所选植物高羊茅和紫花苜蓿可以联合作用，3 种修

复方式的总体降解效果排列顺序为：植物—微生物

联合修复>微生物修复>植物修复。原因是：一方

面，植物在生长代谢过程中可以产生一些石油烃降

解菌生长代谢所必需的营养物质，提高石油烃降解

菌的生物活性，促进石油烃降解菌对柴油污染土的

降解；另一方面，石油烃降解菌在柴油污染土壤中

形成优势菌群，微生物的生长代谢可以为植物生长

提供所需的营养物质，促进植物生长，从而增强植

物对柴油吸附、转移和降解的能力。

3　结论

利用石油烃降解菌混合菌和紫花苜蓿、高羊茅

2 种植物进行植物修复、微生物修复和植物—微生物

联合修复试验，分析柴油污染土植物修复和植物—

微生物联合修复试验中植物种子萌芽率和植物生

长状况，对比研究 3 种修复方式对柴油污染土的降

解效果，主要结论如下：

1）揭示了柴油浓度对种子萌芽时间和萌芽率

的影响规律。柴油延长了紫花苜蓿和高羊茅种子

的萌芽时间，柴油对高羊茅种子萌芽时间的延后影

响更明显。当柴油浓度较低（<1%）时，少量柴油

会提高植物种子的萌芽率；当柴油浓度大于 1% 时，

植物种子的萌芽率随柴油浓度的增大而降低。植

物—微生物联合修复时种子萌芽率相对于同种植物

单独修复时高。

2）分析了植物修复和植物—微生物联合修复 2
种柴油污染土修复方式下植物生物量和株高的变

化特性。高羊茅的植物生物量和株高大于紫花苜

蓿，随着试验的进行，高羊茅植物生物量和株高一

直增大，在高浓度柴油下紫花苜蓿植物生物量缓慢

增大、株高几乎不变。试验初期，植物修复和植物—

微生物联合修复对植物生物量和株高的影响无明

显差异；试验后期，植物—微生物联合修复的植物生

物量和株高明显高于植物修复。

3）植物修复、微生物修复和植物—微生物联合

修复柴油污染土的总体效果排序为：植物—微生物

联合修复>微生物修复>植物修复；高羊茅的修复

效果优于紫花苜蓿；柴油污染土中柴油浓度越低，

修复效果越好。
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