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菌糠强化微生物降解石油污染土壤修复研究 
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摘要：采用菌糠协同高效石油烃降解菌 Microbacterium.sp.Q2 进行石油污染土壤修复试验研究,分别设置菌糠固定化微生物组(SIM)、菌糠-游离菌组

(SMSB)、菌糠单独组(SMS)和对照组(CK)4组修复实验. 考察不同处理方式下对石油污染土壤微生物数量、酶活性和石油烃降解效果的差异性并确定

石油污染土壤的最佳修复方案. 结果表明:不同修复方式下,SIM组的土壤呼吸强度、微生物数量及酶活性较其他组有明显提高,其对石油烃去除率分别

比其他 3 组提高 11.84%、22.15%、54.09%.土壤中脱氢酶活性以及微生物活性与石油烃降解率的相关性显著,此外菌糠固定化微生物对石油污染土壤

修复具有生物强化和生物刺激协同的作用机制. 

关键词：菌糠；固定化微生物；土壤修复；石油烃降解 

中图分类号：X53      文献标识码：A      文章编号：1000-6923(2019)03-1139-08 

 

Bioremediation of petroleum contaminated soil by microoganisms enhanced with spent mushroom substrate. ZHANG Bo-fan1, 

XIONG Xin1, HAN Zhuo2, ZHANG Xiu-xia1*, LIU Ze-yang1, MA Nian1, LIU Hui-e1, GU Ying-ying1 (1.College of Chemical 

Engineering, China University of Petroleum(East China), Qingdao 266580, China；2.Technical Detection Center of Shengli Oilfield 

Branch, Dongying 257000, China). China Environmental Science, 2019,39(3)：1139~1146 

Abstract：The spent mushroom substrate (SS) and Microbacterium.sp.Q2 bacteria were used to remediate petroleum-contaminated 

soil and four different treatments which contained spent mushroom substrate immobilized microorganisms (SIM), spent mushroom 

substrate-free bacteria (SMSB), spent mushroom substrate alone (SMS) and no treatment (CK) were designed in this paper. The aim 

of this study is to investigate soil microbial number, enzyme activities and the degradation rate of total petroleum hydrocarbon (TPH), 

exploring an ideal reparative treatment. The results indicated that soil respiration intensity, microbial number and enzyme activities of 

SIM group were obviously higher than others and the removal rate of TPH was highest which was increased by 11.84%, 22.15% and 

54.09% compared with other treatments. Furthermore it is showed that the dehydrogenase activity and microbial activity were 

significantly correlated with the degradation rate of TPH and immobilized microorganism had the synergistic mechanism of 

bioaugmentation and biostimulation for remediation of petroleum contaminated soil. 

Key words：spent mushroom substrate；immobilized microorganism；remediation of soil；degradation rate of oil 

 

近年来,石油行业得到了蓬勃的发展,在对石油

的勘探、开发、储运与加工及使用过程中,原油和原

油制品跑、冒、滴、漏等造成采油区和炼厂附近大

面积土壤污染
[1]

.固定化微生物技术克服了传统方

法修复过程中的缺点
[2]

,不仅可以提高菌密度,还有

利于屏蔽环境的毒害作用,增强外源菌竞争优势,提

高降解效率,在石油污染土壤治理领域中应用越来

越广泛
[3-4]

. 

菌糠是收获食用菌后废弃的培养基质,据统计

每出产 1kg 食用菌约产生 5kg 菌糠,每年约有 8000

多万 t废弃菌糠通过焚烧、填埋等方式处理,不仅占

用了大量土地,燃烧过程中还会产生甲烷等温室气

体或有毒化合物(如二噁英)等.研究发现菌糠中富含

有机质、钾、钙、镁、氮、磷以及铜、锌、铁等多

种营养元素,加工处理后可用于作物肥料和土壤调

理剂
[5]

,同时其结构疏松多孔,表面较粗糙,含有较多

官能团和真菌菌丝体,能够分泌漆酶、锰过氧化物酶

等,可以吸附染料、重金属、石油烃等多种污染物

质 

[6]
,改善土壤肥力.  

目前,对于农业废弃物的资源化利用,将其作为

载体材料固定化微生物,在修复有机污染物方面取

得了一定成效
[7-8]

,但由于其只具备单一的吸附性能,

降解有机物能力相对较弱.而菌糠不仅可以作为微

生物载体,又可以通过细菌-真菌-酶体系强化降解

有机污染物
[9-10]

,发挥双向优势,提高污染物去除效

率,因此探究菌糠的综合资源化利用方式处理环境 
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污染问题值得探讨. 

将菌糠与高效石油烃降解菌结合,通过花盆实

验模拟菌糠固定化微生物、菌糠-游离菌以及菌糠

单独添加对石油污染土壤原位修复,探究修复过程

中对土壤呼吸强度、微生物数量、微生物区系以及

土壤生态毒性的影响差异,确定最优修复方式,为菌

糠修复石油污染土壤的应用提供一定的技术支撑

和理论依据. 

1  实验部分 

1.1  实验材料 

实验土样取自胜利油田 0~20cm 附近石油污染

土壤,将土样压碎翻动至松散,风干后过筛,取 40~80

目之间的土壤,即去除较大杂质和直径过小的细土,

筛分后的土壤于-20℃低温冷冻保存. 

新鲜菌糠选自山东青岛天农食用菌有限公司,

初始湿重 15%,过 40目筛于-20℃低温冷冻保存. 

1.2  实验菌株 

实验菌株 Q2是以胜利油田污染土壤为菌源,胜

利原油为唯一碳源筛选驯化所得土著菌 ,经 16S 

rDNA 生物分子学鉴定为 Microbacterium sp.Q2,在

原油质量浓度为 1000mg/L的无机盐培养基中,微杆

菌 Q2 在 7d内对石油烃降解率为 45.52%. 

1.3  修复实验设计 

采用盆栽(pot experiment)模拟实验进行石油污

染土壤修复研究.用磷酸二氢钾和硝酸钠调节土壤

C、N、P的质量比为ω(C):ω(N):ω(P)=100:10:1,修复

过程中可直接采用减重法调节各个花盆中的含水

率,使之保持在 18%左右
[11]

. 

试验分 4组,每组 3个平行,共 12盆,每盆分别加

入 500g 质量分数为 4.57%石油污染土壤,分别加入

菌糠(SMSB)、菌糠-游离菌(SMS)、菌糠固定化微

生物(SIM),其中一组为空白对照组(CK),将 3个处理

组样品放于 30℃、60% RH(Relative humidity,空气相

对湿度)的恒温恒湿培养箱中,每天光照 10h,修复过

程中每隔 7d 采样测定各花盆中石油烃含量,土壤呼

吸强度、微生物数量及土壤酶活性等指标,试验周期

为 45d. 

1.4  土壤呼吸强度及微生物数量的测定 

土壤呼吸强度采用碱液吸收法测定,称取 10g

新鲜土壤于 200mL 烧杯中 ,其中插入含有

5mLNaOH(2mol/L)溶液的小烧杯,置于 30℃下密封

培养 24h,将溶液转移至容量瓶中定容,分别以酚酞

和甲基橙为指示剂,用 0.1mol/L HCl 溶液滴定,根据

消耗量计算出土壤呼吸产生 CO2 [mg/(kg⋅h)]的量. 

采用稀释平板计数法测定微生物数量. 称取 5g

土壤于盛有 100mL 无菌蒸馏水的锥形瓶中,充分振

荡后进行逐级稀释于培养基中涂布,牛肉膏蛋白胨

固体培养基用于计数细菌数量,孟加拉红培养基用

于计数真菌数量. 将涂布好的培养基置于 30±2.0℃

恒温培养箱中培养 5d后计数. 

采用 DNA提取-PCR扩增-DGGE电泳的分子

生物学方法,在修复的第 7d、第 21d 和第 45d,分别

采集 4组盆栽中的土样,提取其总DNA,对 16SrDNA

的V3可变区进行PCR扩增,扩增产物由变形梯度凝

胶电泳(DGGE)进行检测,研究土壤的微生物区系动

态变化. 

1.5  土壤生理生化参数及生态毒性测定 

土壤中漆酶活性测定采用 ABTS-紫外分光光

度法,以柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲溶液(pH=4.5),于

420nm 波长下测定吸光度;锰过氧化物酶活性采用

愈创木酚-紫外分光光度法,以磷酸为缓冲液(pH= 

7.0),于 470nm 波长下测定吸光度,定义吸光度每分

钟变化 0.01为一个酶活单位(U). 

储存在活细胞中的荧光素二乙酸酯(FDA)能够

被细菌以及酯酶等非专一性酶类水解,释放出荧光

素,因此 FDA 水解酶能够较好反映土壤微生物活性

以及土壤质量的变化
[12]

.脱氢酶是微生物呼吸过程

中分泌的胞内酶
[13]

,它们与微生物种群密切相关,对

环境扰动非常敏感.因此,考察这两个指标不仅可以

表征土壤的生态毒性,还能从侧面反应污染物的降

解效果. 

其中 FDA 水解酶以荧光素二乙酸酯为底物,采

用分光光度法于 490nm 处测定吸光度;脱氢酶活性

采用三苯基四氮唑氯化物(TTC)还原法于 485nm 处

测定吸光度数值来表示酶活性大小. 

1.6  土壤石油烃含量的测定 

土壤中石油烃含量采用超声-索氏萃取-重量

法测定.具体步骤为准确称取 5.00g土样于离心管中,

以二氯甲烷为萃取剂,振荡,超声萃取 15min,重复 3

次,萃取结束后离心分离,将上清液倒入烧瓶,于 54℃

旋转蒸发至干且恒重,烧瓶前后质量差即为石油烃
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含量. 

1.7  土壤石油烃降解动力学方程 

一级动力学方程,土壤剩余石油烃含量时间变

化动力学模型回归方程为: 

 
0

ln
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kt
c

⎛ ⎞
=⎜ ⎟

⎝ ⎠
 (1) 

式中:C0为初始石油烃含量;C 为时间 t 下石油烃含

量; t为修复时间;k为微生物降解速率常数. 

1.8  数据统计分析 

实验所得数据采用Excel 2010和origin 9.0进行

处理和制图,采用 SPSS 22.0软件进行主成分分析. 

2  结果与讨论 

2.1  土壤呼吸强度和微生物数量的变化 

由图 1~3 可以看出,随着时间的延长,土壤呼吸

强度以及细菌、真菌数量整体呈现先增加后减少的

趋势.修复前期,土壤中营养物质充足,生存环境适宜,

经短暂适应期后外源降解菌数量在 7~21d内增加迅

速,生长代谢旺盛,呼吸强度也明显提高.30d 左右时,

土壤中 C、N、P 等营养物质减少,土壤氧化还原电

位降低
[14]

,同时石油烃分解过程可能会产生有毒中

间产物对微生物有毒害作用,导致细菌、真菌数量减

少,微生物呼吸强度减弱
[15]

.但总体来看,添加菌糠能

够显著提高土壤中微生物数量和活性. 
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图 1  土壤呼吸强度随修复时间的变化 

Fig.1  Variation of soil respiration intensity with remediation 

time 

土壤呼吸强度、微生物量是一个重要的土壤生

态指标
[16]

. 4 组盆栽实验中,菌糠固定化微生物组

(SIM)中的细菌及真菌数量最多 ,可达 7.94× 

10
7
CFU/g 土,22.38×10

4
CFU/g 土,土壤呼吸强度为

41.95mg CO2/(kg⋅h). 3 项指标整体均呈现 SIM> 

SMSB>SMS>CK趋势.在菌糠和细菌共存体系中,菌

糠中的真菌通过产生菌丝体和孢子的方式生长形

成伸展的网状结构,为细菌迁移提供通道,强化了细

菌生长,推迟了衰亡期,真菌-细菌共存具有协同促

进作用,因此 SIM、SMSB 组微生物活性高于 SMS

组.其次,与游离菌组相比,菌糠自身丰富的营养物质

以及疏松多孔的特性,不仅可以满足微生物生长代

谢繁殖,还能够屏蔽不良土壤环境、增强外源菌与土

著菌的竞争作用,进而提高石油烃摄取及降解能力. 
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图 2  土壤细菌数量随修复时间的变化 

Fig.2  Variation of amount of bacteria in soil with remediation 

time 
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图 3  土壤真菌数量随修复时间的变化 

Fig.3  Variation of amount of fungi in soil with remediation 

time 

由图 4可以看出,每种土样的总 DNA 的 V3可

变区 PCR 扩增结果均有多条亮带,且条带的亮度均

较强,说明检测的土样中含有多种微生物.修复 7d的

土样有一个明显的亮带,可认为是修复初期加入的

外源降解菌群成为优势菌种造成的;修复 45d 后,所
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有土样中的外源降解菌群亮带的亮度均逐渐减弱,

说明外源降解菌数量随着修复时间而减少
[17]

,这一

趋势与上述土壤呼吸强度和微生物数量变化规律

相符合,随着修复进行,土壤整体营养状况、微生物

生存环境变差,同时由于土著微生物的竞争作用,导

致外源菌数量降低
[18]

;在相同修复时间下,亮度减弱

快慢顺序为CK>SMS>SMSB>SIM,这进一步说明菌

糠中真菌和石油烃降解菌能够相互促进彼此生长,

提高细胞活性.同时菌糠能够为微生物起到保护屏

障作用,促进增殖代谢,提高土壤群落多样性和丰富

度指数. 

  

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

(a) (b) (c) 

 
图 4  土壤 DNA V3可变区的 PCR电泳 

Fig.4  Soil V3DNA variable region PCR electrophoresis map 

1:菌糠固定化微生物组;2:菌糠-游离菌组;3:菌糠单独组;4:空白对照; 

(a)修复 7d;(b)修复 21d;(c)修复 45d 

2.2  土壤生理生化参数及生态毒性变化 

由土壤漆酶和锰过氧化物酶含量变化可见,与

其他实验组相比对照组因分泌漆酶和锰过氧化酶

含量较低,基本可忽略不计. 
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图 5  土壤漆酶活性随修复时间变化 

Fig.5  Variation of laccase activities in soil with remediation 

time 
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图 6  土壤锰过氧化物酶活性随时间变化 

Fig.6  Variation of Mn-peroxidase activities in soil with 

remediation time 

菌糠中存在白腐菌等多种真菌,分泌的漆酶和

锰过氧化物酶的释放,有助于土壤石油烃类化合物

的去除
[19]

.由图 5~6 可以看出,随着修复时间的延

长,SIM、SMSB 和 SMS 组中的漆酶活性不断降低,

分别从 3.531,3.489,3.459U/g 减少至 0.726,0.602, 

0.542U/g,而锰过氧化物酶活性不断提高,但在 45d

时,其活性分别为 0.432,0.376,0.325U/g,仍比漆酶活

性低,一方面是由于菌糠初始酶含量存在一定的差

异
[20]

,另一方面是由于土壤体系较为复杂,加入菌糠

后,土壤抑制了白腐菌等真菌分泌漆酶而促进了锰

过氧化物酶的分泌.此外,SIM 组二者酶活性在整个

修复过程中均高于其他组,这是由于真菌分泌的多

种胞外氧化酶和水解酶
[21]
与细菌分泌的胞内酶在

代谢酶系方面的互补性优势. 
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图 7  土壤 FDA水解酶活性随时间变化 

Fig.7  Variation of FDA hydrolysis in soil with remediation 

time 

由图 7~8可以看出,土壤中 FDA水解酶和脱氢
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酶与微生物数量变化趋势具有一致性.整个修复过

程中 ,CK(对照组 ),两种酶活性均在 0.3mg/(g·h), 

5.0µgTPF/(g·6h)附近波动,变化不大.而 SIM、SMSB、

SMS组的酶活性均高于 CK组,这是由于外源菌、菌

糠的添加以及土壤中石油烃为外源微生物提供新

的碳源提高了微生物数量和代谢活性.此外,两种酶

活性在 21d 达到最大,FDA 水解酶分别为 1.036, 

0.979,0.702,0.321mg/(g⋅h),脱氢酶活性分别为 24.76, 

22.43,15.57,6.32µgTPF/(g·6h).修复过程中,SIM 组酶

活性最高,这是由于菌糠中营养物质充足,且固定化

方式能够避免微生物受到外界的毒害作用,进而分

泌酶能力也相应较高
[22]

.35d 左右时,石油烃分解的

中间产物的毒性累积以及难降解组分的残留,抑制

了微生物的活性,同时菌糠在土壤中易腐解,结构松

散易碎,部分微生物脱落甚至死亡,导致 SIM 组酶活

性略低于 SMSB 组.然而修复后期,菌糠腐解产生的

腐殖酸作为一种类表面活性剂
[23]
不仅能够增加土

壤肥力,还能提高微生物对石油烃的摄取能力,使得

SIM组酶活性又高于 SMSB组. 
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图 8  土壤脱氢酶活性随时间变化 

Fig.8  Variation of dehydrogenase activities in soil with 

remediation time 

2.3  土壤石油烃含量的变化 

由 9 可以看出,随着修复时间延长,石油烃含量

逐渐降低,其中在 10~28d内,各组中石油烃降解速率

最高,这与上述微生物数量以及酶活性变化趋势相

一致,45d内 SIM组中石油烃含量减少 29.23mg/g土,

降解性能均高于其他组. 

生物修复 45d后提取土壤中石油烃进行光谱扫

描,由图 10 可见 4 组样品在 190~200nm 和 225~ 

240nm处均有吸收,与 CK组相比其他 3个处理组样

品吸光度数值有明显的减少,说明石油烃分别有不

同程度的降解.其中吸光度大小顺序为 CK>SMS> 

SIMB>SIM.图 11 为修复 45d 测得的总石油烃降解

率
[24]

,分别为 63.05(SIM 组),51.21(SMSB 组),40.90 

(SMS组),8.96%(CK组),该结果与图 10光谱扫描结

果趋势相一致,菌糠固定化微生物修复效果最优. 
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图 9  不同修复方式下剩余石油烃含量随时间变化 

Fig.9  Variation of residual petroleum hydrocarbon content in 

soil with remediation time under different  

remediation methods 
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图 10  不同修复方式下剩余石油烃光谱扫描图 

Fig.10  Spectral scanning diagram of petroleum hydrocarbon 

under different remediation methods 

由图 12 可以看出,不同修复方式下微生物降解

石油烃符合一级反应动力学模型.各组反应速率常

数 k为 0.0273,0.0243,0.0137和 0.0016/d,实验组分别

是CK组的17.06,15.18,8.56倍,反应速率大幅度提高,

并明显缩短生物修复周期.其中,菌糠固定化微生物

组修复效果最好,这是细菌-真菌-酶体系共同作用

的结果.细菌对简单烃类的降解速度快,而对结构复

杂的石油烃降解较为缓慢
[25]

,而真菌能够分泌多种
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胞外酶促进分子量高、难降解物质的分解,减少其对

微生物的毒害作用.此外,利用真菌分泌的 P450酶系

以及细菌分泌的胞内加氧酶二者代谢酶的互补性

优势,达到高效快速降解土壤中石油烃的目的. 
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图 11  不同修复方式下 45d后石油烃降解率 

Fig.11  The degradation rate of petroleum hydrocarbon under 

different remediation methods after 45d 
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图 12  不同修复方式下对石油烃降解动力学拟合 

Fig.12  Kinetics of petroleum hydrocarbon degradation under 

different remediation methods 

2.4  石油烃降解主成分分析 

利用主成分分析(PCA)深入了解石油烃降解率

与修复过程中环境因子(微生物数量、土壤呼吸强

度、酶活性等)之间的相关关系,为研究修复机理论

依据,实验结果如表 1、2和图 14所示. 

PCA各排序轴的特征值和累积解释量如表 1所

示,第 1、2、3轴的特征值分别为 6.558、1.299、0.143,

累积值为 100%,按照一般提取要求累积解释量达

85%,并且特征根>1的原则,其中第 1、2轴累积值为

98.214%(分别为 81.972%、16.242%),因此选择第 1、

2轴作为主要成分分析,分别记为 PC1、PC2. 

表 1  PCA排序的特征值及累积解释量 

Table 1  Eigen value and cumulative contribution rate 

排序轴 特征值 石油烃降解率-环境因子累积解释量(%)

第 1 轴 6.558 81.972 

第 2 轴 1.299 98.214 

第 3 轴 0. 143 100.000 
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图 13  土壤石油烃降解率与环境因子的主成分分析 

Fig.13  PCA of Petroleum hydrocarbon degradation rate and 

environmental factors in soils 

表 2  环境因子与排序轴之间的相关性 

Table 2  Correlation coefficient of environmental factors with two axes of PCA 

项目 石油烃降解率 土壤呼吸强度 细菌数量 真菌数量 漆酶 锰过氧化物酶 FDA 水解酶 脱氢酶 

第 1 轴 0.941** 0.733* 0.935* 0.604* -0.218 0.659* 0.368 0.952** 

第 2 轴 0.325 0.963* 0.919** 0.241 -0.966* 0.903* 0.622* 0.970** 

注:*在0.05水平的相关性显著;**在0.01水平的相关性显著. 

由图 13 可以看出,细菌、真菌数量、脱氢酶活

性以及土壤呼吸强度位于第 1 象限,其中细菌和真

菌数量差异体现在 PC2 上,而与脱氢酶活性以及土

壤呼吸强度差异性体现在 PC1 上.FDA 水解酶和锰

过氧化物酶位于第 2 象限,漆酶位于第 3 象限,在

PC1、PC2均有一定差异性.以上结果表明不同环境

因子指标对石油烃降解效果影响不相同.由表 2 可

以得到 8 个因子与排序轴之间的相关系数,石油烃
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降解率与第 1轴呈极显著正相关关系(P<0.01),而与

第 2 轴相关性不明显.此外,土壤呼吸强度、细菌、

真菌数量和锰过氧化物酶活性与第 1排序轴呈显著

正相关(P<0.05),脱氢酶活性呈显著正相关(P<0.01),

而与漆酶、FDA水解酶活性相关性不大. 

随着微生物数量以及土壤呼吸强度的增加,石

油烃降解率也相应提高,这是由于外源菌的加入包

括高效石油烃降解菌和菌糠中的真菌提高了土壤

微生物数量,对石油烃的去除有显著的促进作用,微

生物以石油烃为碳源,不同修复时间和方式,对其利

用率也存在差异性,利用程度越高,微生物代谢活动

增强,呼吸强度增加,也相应的提高石油烃降解率.脱

氢酶为石油烃中氢原子活化提供受氢体
[26-27]

,可实

现石油烃的氧化转化,此外脱氢酶还可反应石油烃

生物降解活性进而用于评价降解性能,因此,脱氢酶

活性越高表明石油烃降解效果较好,具有显著正相

关关系,也进一步说明菌糠固定化微生物组修复效

果最佳. 

2.5  菌糠固定化微生物强化修复石油烃污染土壤

的作用机理 

土壤修复过程中虽无需考虑载体的回收问题,

但随着修复时间延长,会成为土壤体系的一部分,因

此对载体材料营养物质及无毒无害特性的要求更

为严格
[28]

,选择菌糠作为固定化载体材料,采用吸附

法固定石油烃降解菌,制备所得固定化微生物既满

足了营养物质的需求,同时对土壤也无毒害作用. 

与游离菌组相比,固定化微生物组能够通过表

面吸附和微孔填充两种作用机制
[2]
吸附、富集土壤

中石油烃,增加微生物对污染物的生物可利用性.此

外,固定化微生物能够疏松土壤,增强氧气的流动,改

善土壤环境,增加土壤肥力,为微生物提供一个有利

的缓冲体系,使得外源降解菌成为优势菌种,同时该

微环境也是对土著微生物的一个重要驯化场所,能

提高土著菌的菌密度和活性稳定性,进而达到生物

刺激与强化协同作用机制.综上所述,菌糠固定化微

生物修复石油污染土壤效果更好,建议采用该方式.  

3  结论 

3.1  从土壤菌落结构看,菌糠固定化微生物组在

28d 左右时土壤呼吸强度、细菌及真菌数量最高分

别为 41.95mg CO2/(kg⋅h),7.94×10
7
CFU/g 土,22.38× 

10
4
CFU/g 土,能长期使得外源降解菌为优势菌种,维

持较高微生物活性. 

3.2  修复 45d 后,菌糠固定化微生物组对石油烃的

降解效率最高,可达 63.05%,修复效果最好.比其他

多分别高出 11.84%,22.15%,54.09%,并能明显缩短

修复周期.因此,菌糠固定化微生物为最佳土壤修复

方式. 

3.3  菌糠固定化微生物对石油污染土壤修复具有

生物强化和生物刺激协同作用机制.载体材料不仅

可为外源菌提供生存场所,还可吸附富集石油烃,协

同细菌-真菌达到强化修复的目的. 
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