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摘　要　向污染土壤中加入外源氮进行生物刺激修复是目前广为采用的土壤有机污染修复技术. 然而，

目前对于修复过程中土壤微生物类群对组分烃的代谢特征尚不清楚. 本文以13C标记的十六烷污染土壤为

研 究 对 象 ， 利 用 稳 定 同 位 素 标 记 -磷 脂 脂 肪 酸 技 术 （ stable  isotope  labeling-phospholipid  fatty  acid
technology，13C -SIP-PLFA）研究了加入硝酸钾和有机肥对石油污染土壤进行修复时，不同微生物类群对

十六烷的利用特征. 结果表明，与自然降解（CC）相比，加入 KNO3（CN）和施入有机肥（CY）的处理

均可提高土壤中十六烷的去除效率 . 修复 30 d时，土壤中十六烷的去除率由 6.14% (CC)提高至 13.6%
(CN) 和 15.0% (CY). 加入硝酸钾修复使得土壤微生物总量略有降低（总 PLFAs由 82.8 nmol·g−1（CC）降

低至 79.7 nmol·g−1（CN）），但被微生物同化为细胞组分的十六烷含量 (13C-PLFA)由 81.12 ng·g−1（CC）
增加至 92.84 ng·g−1（CN），硝酸钾生物刺激修复提高了革兰氏阳性菌和真菌对十六烷的同化代谢作用.
加入有机肥修复的土壤中，微生物总量（总 PLFAs为 99.3 nmol·g−1）和微生物同化代谢十六烷的含量均

明显增加（13C-PLFA 为 142.67 ng·g−1），土壤中革兰氏阳性菌和放线菌对十六烷的同化代谢作用明显增

强. 在不同修复处理的土壤中，可利用十六烷的主要微生物有 G+菌 i15：0和 a15：0、G-菌 16：1ω5c和

16：1ω7c、真菌 18：1ω9c、放线菌 16：0(10Me)和 Unspecific菌 16：00. 结果表明，革兰氏阳性菌是不

同修复处理中最主要的十六烷降解菌，两种修复剂对土壤不同微生物类群的代谢激活作用存在差异.
关键词　烷烃污染土壤，生物刺激，微生物类群，PLFA-SIP，烃利用特征.
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Abstract　 Biostimulation  by  adding  exogenous  nitrogen  to  the  soil  is  a  common  application
technology  for  soil  organic  pollution.  However,  the  metabolic  characteristics  of  soil  microbial
communities  towards the contaminants  during the remediation are  still  not  clear.  In  this  study,  two
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stimulants,  KNO3  and  compost,  were  applied  to  13C-labeled  hexadecane-contaminated  soil  for  30
days  of  remediation.  The  removal  rates  of  hexadecane  were  determined  using  GC-MS,  and  the
phospholipid fatty  acid (  PLFA) contents  and the  13C incorporated into PLFA was quantified using
13C -PLFA-SIP technique．Results  showed that  the removal  rates  of  hexadecane was higher  in  the
KNO3（CN）and compost (CY) amendment soils than that in the natural attenuation(CC). After 30
days of incubations, the removal rates of hexadecane enhanced from 6.14% (CC) to 13.6% (CN) and
15.0% (CY), respectively. Although KNO3 amendment slightly decreased the total microbial biomass
(the total PLFAs changed from 82.8 nmol·g−1 in CC to 79.7 nmol·g−1 in CN), the 13C-PLFA increased
from  81.12  ng·g−1  to  92.84  ng·g−1.  KNO3  amendment  improved  the  hexadecane  assimilation
utilization by Gram-positive bacteria and fungi. In the compost treated soil (CY), the total PLFAs and
13C-PLFA increased to 99.3 nmol·g−1 and 142.67 ng·g−1, respectively, and the assimilation utilization
of  hexadecane  by  Gram-positive  bacteria  and  actinomycetes  were  significantly  enhanced.  In  the
different  treatments,  the  microorganisms  that  can  use  hexadecane  mainly  included  gram-positive
bacteria  i15:0  and  a15:0,  gram-negative  bacteria  16:1ω5c  and  16:1ω7c,  fungus  18:1ω9c,
actinomycetes 16:0 (10Me), and unspecified bacteria 16:00. The results indicated that gram-positive
bacteria were the most dominant hydrocarbon-degrading bacteria in the different treatments, and the
remediation  characterictics  of  KNO3  or  compost  addition  toward  hydrocarbon-polluted  soil  were
different.
Keywords　 hexadecane-contaminated  soil， biostimulation，microbial  community， PLFA-SIP，
hydrocarbon utilization characteristics.

 

在石油的开采、冶炼和加工中，不可避免地存在由于石油泄漏而带来的土壤污染问题. 石油烃外

碳源向土壤的大量输入，引起土壤氮源相对不足是导致土壤微生物活性降低、抑制土著微生物降解石

油烃的主要因素. 因此，向污染土壤中加入外氮源进行生物刺激修复可对石油烃降解起到促进作用. 许
多研究对利用生物刺激剂修复石油污染土壤进行了详细报道 . 所用氮源类型包括无机氮源 NH4Cl、
KNO3、NH4NO3、(NH4)2SO4，有机氮源尿素和有机肥等 [1 − 3]. 研究认为，当土壤 C/N比接近 10时，土壤

微生物的活性最好，对石油烃的去除能力最强[4].
土壤菌群结构多样性和功能菌群活性对于生物技术的实施至关重要. 目前多是利用变性梯度凝胶

电泳 （ denaturing  gradient  gel  electrophoresis,  DGGE） 、实时定量聚合酶链反应 （ quantitative  real-time
polymerase chain reaction, qPCR）、高通量测序（high throughput sequencing）、宏基因组学（metagenomics）
等技术对土壤菌群结构和功能代谢基因表达进行研究[5 − 7]. 修复过程中可降解石油烃的功能菌属主要

有细菌芽孢杆菌属（Bacillus）、铜绿假单胞菌属（Pseudomonas）、不动细菌属（Acinetobacter）、红球菌属

（Rhodococcus）、原小单孢菌属（Promicromonospora），以及真菌的担子菌门（Basidiomycota）和子囊菌门

（Ascomycota）等[8 − 10]. 生物刺激修复可较好地保持土壤微生物菌群结构多样性和稳定性，有利于石油

烃的持续降解[11 − 12]. 现有研究阐明了石油烃降解功能菌属类别以及土壤菌群稳定性对生物修复的影响

作用，但是对于不同功能类群参与石油烃降解的作用强度和利用特征尚不清楚.
磷脂脂肪酸（Phospholipid fatty acids, PLFA）是几乎所有活体细胞膜的主要成分，周转速率极快且

随细胞死亡而迅速降解. 不同类群的微生物 PLFA组成具有一定差异，因而磷脂脂肪酸可作为生物标

识物用以描述微生物类群对不同碳源的利用特征 [13 − 14]. 目前 PLFA技术主要用于研究农业上施肥、植

物残体及植被种植等因素对土壤微生物群落活性的影响[15 − 17]，较少用于研究污染土壤生物修复过程中

功能微生物类群对石油烃组分的利用特征.
烷烃是石油烃的重要组分之一，本文以13C-十六烷标记的污染土壤为研究对象，通过向污染土壤中

加入硝酸钾和有机肥进行生物刺激修复处理，利用稳定同位素标记-磷脂脂肪酸技术（13C -SIP-PLFA）

探究十六烷中碳组分被不同土壤微生物类群的利用情况，本研究可为深入理解石油烃的生物降解代谢

过程提供参考. 
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1    材料与方法（Materials and methods）
 

1.1    供试土壤及有机肥

实验所用土壤为取自陕西省延安市安塞县未受石油污染的黄绵土. 土壤基本理化性质采用常规方

法进行分析[18]（表 1）. 土壤经剔除可见杂质、自然风干、研磨粉碎后将其铺平摊薄，去除土壤中残留的

细微植物残体和根须，随后过 100目筛并充分混匀后，装于自封袋中，−80 ℃ 下储存备用.
 
 

表 1    土壤基本性质

Table 1    Basic physicochemical properties of soil
 

pH
含水率/%
Humanity

有机碳/（g·kg−1）
Organic carbon

总氮/（mg·kg−1）
Total nitrogen

铵氮/（mg·kg−1）
NH4

+-N
硝氮/（mg·kg−1）

NO3
--N

全硫/（mg·kg−1）
Total sulfur

碳氮比
C/N

8.20±0.04 0.12±0.01 17.1±1.27 400.1±12.5 4.11±0.16 4.01±0.15 120.0±8.9 42.5
 

所用腐熟有机肥取自西北农林科技大学，是以干质量比 1:2的猪粪:稻壳加入 5.0%的木炭渣经堆

制腐解而成. 有机肥中的主要元素含量为 C、N、P、K、Na、Ca、Mg、Al、S、Cu、Fe、Mn、Mo、Zn分别

为 185600、20400、6500、36200、3810、2130、2420、1330、1575、400、1615、284、4.46、140 mg·kg−1. 

1.2    样品配制及试验方案设计
13C-十六烷配制：0.2500 g丰度 99% atom的标记十六烷（十六烷-1,2-13C2, Sigma公司）与 4.7500 g

丰度 1.108% atom的分析纯十六烷（Sigma 公司）充分混合，计算其13C丰度为 5.976% atom.
实验方案设计如表 2所示. 取 9份 100 g晾干磨碎并过 100目筛的土壤分 3组（每组 3个平行），分

别加入 5000 mg·kg−1 13C-十六烷标记物、5000 mg·kg-1 13C-十六烷标记物和硝酸钾（调节土壤碳氮比为

10/1）、5000 mg·kg-1 13C-十六烷标记物和有机肥（添加量 150 g·kg−1），将各组土壤充分混合均匀.3组处理

编号分别为：CC、CN和 CY.室温条件下在 0、3、30 d采集各组土壤样品，于−80 ℃ 下保存待测 .
 
 

表 2    实验方案设计

Table 2    Experimental scheme design
 

编号
Code

处理
Treatment

CC 100 g洁净土壤+0.5 g 13C-十六烷

CN 100 g洁净土壤+0.5 g 13C-十六烷+0.3066 g KNO3（C/N=10/1）

CY 100 g洁净土壤+ 0.5 g 13C-十六烷+15 g 有机肥（C/N=10/1）
 
 

1.3    样品分析

土壤中正十六烷利用超声萃取提取-GC/MS测定. 超声提取和 GC/MS测定方法详见文献 [19].
土壤 PLFA的提取   微生物群落结构用土壤磷脂脂肪酸（phospholipid fatty acid，PLFA）表示. 土壤

PLFA的提取方法见文献 [19]. 基本步骤为：利用氯仿:甲醇:柠檬酸=1:2:0.8作为提取剂提取土壤中的磷

脂、糖脂和中性脂，以氯仿和丙酮作为洗脱剂，利用 SPE柱（Supelco公司）分离去除糖脂和中性脂，向

提取获得的磷脂中加入甲醇:甲苯（1:1）的混合液和 0.2 mol·L−1 KOH甲醇溶液进行甲酯化后，加入蒸馏

水和冰醋酸，再用正己烷萃取获得磷脂脂肪酸甲酯，用氮气吹干后，在酯化的样品中加入 19:0甲基酯

作内标，将磷脂脂肪酸甲酯溶解于 60 μL正己烷中.
土壤 PLFA碳同位素的测定    用气相色谱仪（Trace GC 1310 +GC IsoLink Ⅱ连 ConFlo Ⅳ（测可气

化有机物中的 CNHO））进行检测，利用 MIDI SHERLOCCS微生物鉴定系统进行脂肪酸的比对鉴定. 脂
肪酸的定量采用峰面积和内标曲线法. 单个 PLFA的13C/12C用气相色谱-燃烧法-稳定同位素比质谱仪

（GC-C-IRMS）进行测定，测定方法详见文献 [19].
共检测出含有13C-同位素的 18种 PLFA单体，以 18:1ω9c指示真菌；以 16:0（10Me）、17:0（10Me）、

18:0（10Me）、17:1ω7c（10Me）指示放线菌；以 i15:0、i16:0、i17:0、a15:0、a17:0指示革兰氏阳性菌（G+）；

以 16:1ω5c、 16:1ω7c、 18:1ω5c、 18:1ω7c、 cy17:0ω7c、 cy19:0ω7c指示革兰氏阴性菌 （ G−） ； 以 16:0、

18:0指示 Unspecific菌[20]. 将所有微生物 PLFAs总和表征为总微生物量.
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1.4    计算方法

土壤中各磷脂脂肪酸单体含量为：

PF =
AF×WSTD

ASTD×W ×M
×1000 （1）

式中，PF 为土壤中磷脂脂肪酸单体的含量，nmol·g−1；AF 和 ASTD 为样品和内标物（甲基酯 19:00）的峰面

积；WSTD 为内标物（甲基酯 19:00）的质量，μg；W 为干土重量，g；M 为各磷脂脂肪酸单体的相对分子质

量，g·mol−1.
稳定同位素比率计算：

δ13C =
(

Rsample

Rstandard
−1

)
×1000 （2）

atom%13C =
(δ13C+1000)×Rsample

(δ13C+1000)×Rsample+1000
×1000‰ （3）

式中，Rsample 为样品13C/12C原子比值；Rstandard 为标准品（美国卡罗莱纳州白垩纪皮狄组层位中的拟箭石

化石, PDB）原子比值，数值为 0.011802.
PLFA单体中13C的量：

13C−PF = [(atom%13C)LP−
(
atom%13C)ULP

]
×LPC （4）

式中，13C-PF 为 PLFA单体中的13C的量，ng·g−1；（%atom13C）LP 和（%atom13C）ULP 分别为标记样品 PLFA
和未标记样品 PLFA单体中的 %atom13C，LPC 为标记样品 PLFA单体中碳含量，ng·g−1. 

1.5    统计分析

采用 Excel2010和 SPSS 25.0进行数据正态性和方差齐性检验，同一时期不同处理、同一处理不同

时期差异显著性用 One-way ANOVA（单因素方差分析）检验，利用 LSD, P<0.05（最小显著差数法）进行

多重比较，采用 Origin 2021绘制图表，数据表示为平均值±标准差. 

2    结果与讨论（Results and discussion）
 

2.1    土壤中十六烷的去除效率

向十六烷污染土壤中分别加入 KNO3、有机肥进行生物刺激修复，比较了自然降解（CC）、KNO3 生

物刺激修复（CN）、有机肥生物刺激修复（CY）对十六烷的去除效果（图 1）.

 
 

图 1    不同修复处理下土壤中十六烷含量 (a)及降解率 (b)
CC表示13C-十六烷在土壤中的自然消减,CN表示添加 KNO3 的修复处理,CY表示添加有机肥的修复处理;不同小写字母表示同一处理

在不同修复时间的差异显著（P<0.05）

Fig.1    Soil hexadecane contents(a) and degradation rates(b) in different treatments
CC: Hexadecane natural attenuation in the soil；CN: Biostimulation of hexadecane-polluted soil using KNO3；CY: Biostimulation of hexadecane-polluted

soil using compost. Different lowercase letters indicated that the same treatment had significant difference in different treated time （P<0.05） 
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修复初期（修复 3 d），十六烷在自然降解和加入 KNO3 修复处理的土壤中降解较为迅速，烷烃含量

由 5000 mg·kg−1 降低至 4793  mg·kg−1 和 4800 mg·kg−1，加入有机肥修复处理的土壤中烷烃含量为

4891 mg·kg−1. 修复 30 d时，加入两种修复剂处理的土壤中烷烃去除效率显著提高，十六烷含量降低至

4323 mg·kg−1（CN）和 4250 mg·kg−1（CY）（图 1a）. 与未经修复处理的土壤相比，烷烃降解率分别提高为

自然条件下的 2.21倍和 2.44倍，说明加入外源氮进行生物刺激修复可有效提高土壤微生物对烷烃的

降解效率（图 1b）. 

2.2    土壤微生物群落组成

修复期间，自然降解（CC）的土壤中 PLFA总量变化不明显，为 80.82—82.83 nmol·g−1. 各微生物类

群 PLFA含量由高到低依次为：G－（30.30 nmol·g−1）> G＋（16.96 nmol·g−1）>放线菌（14.76 nmol·g−1）>
Unspecific 菌（11.44 nmol·g−1）>真菌（7.36 nmol·g−1）. 土壤中含量较多的 9种 PLFA单体（大于 3 nmol·g−1）
包 括  Unspecific菌 16:00， G＋ 菌 i15:0、 a15:0， G－ 菌 16:1ω5c、 16:1ω7c、 18:1ω7c、 cy19:0ω7c， 真 菌

18:1ω9c和放线菌 16:0（10Me）（图 2, 图 3），其 PLFA单体的含量分别为 9.42、6.55、3.96、4.91、6.45、

11.05、4.11、7.36、9.70 nmol·g−1.
向污染土壤中加入KNO3 修复处理 3 d，PLFA总量略有降低；修复 30 d 时，PLFA总量为 79.70 nmol·g−1.

5种微生物类群 G－ 、  G＋ 、放线菌、Unspecific菌、真菌的 PLFA含量分别为 30.36、 15.98、 14.60、

11.20、7.56 nmol·g−1，各微生物类群和 9种 PLFA单体在修复期间含量变化不大. 加入有机肥修复处理

初期（修复 3 d）的各微生物类群 PLFA含量和总 PLFA含量增加，修复至 30 d时显著降低，土壤中总

PLFA为 99.33 nmol·g−1，5种微生物类群 PLFA含量为 36.26、21.97、14.41、9.57、17.12 nmol·g−1.
十六烷污染和修复处理的土壤样品中不同微生物类群特征脂肪酸含量由高到低依次为：G－细菌

>G+细菌>放线菌>Unspecific菌>真菌. 与未经修复处理的土壤（CC）相比，加入 KNO3 修复处理（CN）对

土壤中的总 PLFA和各生物类群 PLFA影响较小，有机肥施入（CY）显著增加了土壤中总 PLFA含量，

其中 Unspecific菌、G＋、G－菌 PLFA的增量最大（图 2）.
 

图 2    不同修复处理土壤微生物的特征 PLFAs含量
（不同小写字母表示同一处理不同时期的 PLFAs含量差异显著（P<0.05），不同大写字母表示同一时期不同处理的 PLFAs含量差异显著（P<0.05）

Fig.2    The content of microbial PLFAs in different treatments
（Different lowercase letters indicated significant differences in the PLFAs contents in different time （P<0.05）; different uppercase letters

represent significant differences in the PLFAs contents in different treatments at the same period （P<0.05））
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总体而言，加入修复剂处理的 G+/G−的 PLFA比值随时间变化不显著，但对细菌/真菌的 PLFA比值

影响较显著（表 3）. 加入有机肥进行修复对 G + /G-的 PLFA 比值有显著影响，对细菌/真菌的的 PLFA 比
值影响不显著. 加入有机肥进行修复 G + /G－比值高于自然降解和加入硝酸钾进行修复处理的土壤.加
入有机肥进行修复对 G +/G-的 PLFA比值有显著影响，对细菌/真菌的的 PLFA比值影响不显著. 加入有

机肥进行修复 G+ /G－比值高于自然降解和加入硝酸钾进行修复处理的土壤.
 
 

表 3    不同修复处理土壤细菌 /真菌、革兰氏阳性菌 /革兰氏阴性菌 PLFA比值的变化

Table 3    The ratios of bacteria to fungi and gram-positive to gram-negative bacteria under different treatments
 

处理
Treatment

细菌/真菌
Bacteria/Fungi

革兰氏阳性菌/革兰氏阴性菌
G+/G−

0 d 3 d 30 d 0 d 3 d 30 d

CC 7.97±0.02aA 7.82±0.03aA 7.97±0.01aA 0.56±0.01aA 0.54±0.03aA 0.55±0.04aA

CN 7.49±0.11bA 7.89±0.04aB 7.61±0.05aAB 0.56±0.04aA 0.55±0.02aA 0.53±0.06aA

CY 8.35±0.16cA 7.72±0.21aB 7.87±0.07aC 0.60±0.05bA 0.62±0.02bA 0.61±0.04bA

　　注：小写字母为同一时期不同修复之间差异性, 大写字母表示同一处理不同时期差异性, 字母不同表示差异显著（P<0.05）.
　　Different lowercase letters indicated significant differences among different treatments （P<0.05）; different uppercase letters represent
significant differences in different remediation periods in the same treatments（P<0.05）
 
 

2.3    可利用十六烷的微生物群落组成及变化

通过测定不同修复处理土壤微生物 PLFA单体中13C含量可以了解各微生物类群对十六烷的利用

情况. 根据图 4可知，在不同修复处理的土壤中，可利用十六烷的微生物主要有 G+菌 i15:0、a15:0，G-菌

16:1ω5c、16:1ω7c，真菌 18:1ω9c、放线菌 16:0（10Me）和 Unspecific菌 16:00.土壤中烷烃的降解代谢需

要 5种不同微生物类群的协同作用. 在 3种修复处理进行至 3 d时，各微生物类群 PLFA中 13C含量较

 

图 3    不同处理下土壤 PLFA单体含量

Fig.3    The contents of microbial PLFA monomer in different treatments
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低. 修复至 30 d时，3种修复处理的土壤微生物类群中的13C含量显著增加，说明修复 30 d时土壤微生

物已适应了十六烷的污染，并以十六烷作为碳源底物进行同化代谢.
 
 

图 4    不同处理下土壤 PLFA单体中13C含量
（不同小写字母表示 PLFA不同时期的13C-PLFA含量差异显著（P<0.05），不同大写字母表示同一时期不同处理的13C-PLFA含量差异显

著（P<0.05））

Fig.4    The amount of 13C-PLFA in microbial monomers PLFA in different treatments （Different lowercase letters represent
significant differences in 13C-PLFA content in different time （P<0.05）; different uppercase letters represent significant

differences in 13C-PLFA content in different treatments at the same period （P<0.05）） 

 

自然降解 30 d的土壤（CC）中，i15:0、a15:0、16:1ω5c、16:1ω7c 、18:1ω9c、16:0（10Me）和 16:007种

PLFA单体中的13C总量为 81.12 ng·g−1，其中 G+（i15:0、a15:0）和真菌（18:1ω9c）中13C含量最高，分别为

27.41 ng·g−1 和 18.61 ng·g−1，占 7种 PLFA单体中13C总量的 33.8%和 22.9%.
加入硝酸钾作为生物刺激剂修复 30 d 时， 上述 7种 PLFA单体中13C总量增加至 92.84 ng·g−1，5种

可同化代谢十六烷的微生物类群中，G+菌（i15:0+a15:0）和真菌（18:1ω9c）PLFA中13C含量分别增加了

6.72 ng·g−1 和 5.94 ng·g−1，Unspecific菌、G-菌、放线菌 PLFA中13C含量变化不大.
加入有机肥进行修复处理 30 d， 7种 PLFA单体中13C总量增加至 142.67 ng·g−1，5种微生物类群

PLFA中13C含量均增加，其中 G+菌（i15:0+a15:0）、Unspecific菌（16:00）、放线菌（6:0（10Me））PLFA中

的13C含量增加最明显，增量分别为 31.77、10.19、9.11 ng·g−1. 说明向十六烷污染土壤中加入硝酸钾或

者有机肥进行修复处理，可以提高土壤微生物类群对十六烷的同化利用，但是两种修复剂对土壤中不

同微生物类群代谢十六烷的激活作用上存在差异，加入有机肥修复处理对微生物同化代谢污染物的激

活作用更为显著.
图 5为不同生物类群 PLFA单体中的13C含量，图 6为不同处理土壤中各类群 PLFA利用13C的相

对丰度. 根据图 5和图 6，在加入硝酸钾修复的土壤中，各微生物类群 PLFA中13C含量由高到低顺序

为：G+菌>真菌> Unspecific 菌> G-菌>放线菌；加入有机肥修复的土壤中各微生物类群的13C含量由高到

低的顺序为：G+菌>Unspecific菌>真菌> G-菌>放线菌. 总体上，两种修复处理的土壤中革兰氏阳性菌对

十六烷的利用率最高，放线菌对十六烷的利用率最低 . 加入有机肥修复处理可显著促进 G+菌和

Unspecific菌对十六烷的同化代谢.
不同类群微生物的磷脂脂肪酸（PLFA）组成具有一定差异，因此 PLFA可用于表征土壤中各微生

物类群的活性.PLFA单体中的碳主要来源于土壤有机质以及添加的外源碳（该文中为13C-十六烷中的

碳），因此可利用13C -SIP-PLFA技术研究可利用十六烷进行同化代谢作用的微生物群落变化情况. 土
壤中外碳源的大量引入导致了土壤中氮素的相对不足. 在对石油烃污染土壤进行修复时，根据石油烃

中碳素含量（一般按石油烃含量的 85%计），加入硝酸钾等外源氮调节土壤 C/N比（一般为 10/1）是常

用的污染土壤修复方式 . 有研究认为外源氮的加入可提高土壤中石油烃降解功能菌的活性 [21]，

也有研究认为在加入硝态氮修复柴油污染土壤时，从亚硝酸盐到铵的转化受到低丰度亚硝酸盐还原酶
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的限制，进而降低了了石油烃的降解速率[22]. 本文利用硝酸钾作为生物刺激剂对污染土壤修复 30 d，可

有效提高土壤中十六烷的去除效率.PLFA分析结果表明，加入硝酸钾进行生物刺激修复使得土壤中活

性微生物数量略有降低（土壤 PLFA总量由 82.8 nmol·g−1 降低至 79.7 nmol·g−1），但是 PLFA中的13C含

量、尤其是 G+菌和真菌 PLFA中13C含量明显增加，说明在加入硝酸钾修复的土壤中,尽管烷烃降解功

能类群对十六烷同化代谢作用的增强与烷烃降解效率存在一定的相关关系，但土壤中总微生物活性并

不能指示功能类群对十六烷的同化代谢作用.
 
 

图 5    不同处理下土壤微生物类群中13C含量
（不同小写字母表示相同处理下不同时期13C-PLFA含量差异显著（P<0.05），不同大写字母表示同一微生物类群不同处理下

13C-PLFA含量差异显著（P<0.05））

Fig.5    The amount of 13C-PLFA in microbiota in different treatments
（Different lowercase letters indicated a significant difference of 13C-PLFA content in different periods under the same treatment （P<0.05）, and

different uppercase letters indicate that a significant difference of 13C-PLFA content in different treatments of the same microbial group
（P<0.05）） 

  

图 6    修复 30 d时不同处理土壤中各微生物类群 PLFA利用13C的相对丰度
（不同小写字母表示不同处理土壤中相同类群微生物的13C-PLFA差异显著（P<0.05））

Fig.6    The relative abundance of 13C incorporated in microbial PLFAs in different treatments
(Different lowercase letters indicated a significant difference of 13C-PLFA contents in different treatments of the same microbial group (P<0.05) 

 

有机肥中含有丰富的微生物和养分. 农业上向种植作物的土壤中施入有机肥能改善作物根际微生

物菌群，提高植物的抗病虫能力[23]. 在环境领域，用有机肥作为生物刺激剂修复污染土壤，可促进石油

烃污染物的降解[24 − 25]. 本文中，有机肥的施入显著提高了土壤微生物的总 PLFA含量，并且各微生物类

群 PLFA中的13C含量也明显增加，说明有机肥的施入同时提高了土壤总微生物和烷烃代谢功能类群

的活性. 这与施入硝酸钾修复对土壤总微生物活性的影响作用存在差异. 多数农田中革兰氏阳性菌数

量多于阴性菌[16]. 本文中 3种修复处理土壤中 G+/G−的 PLFA比值约为 0.55—0.60，可能是由于重度烃

污染改变了土壤中 G+/G−微生物的类群分布，使得土壤中革兰氏阴性菌数量多于阳性菌. 一些文献报道
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了在石油烃污染的土壤中，大量的革兰氏阴性菌（主要是变形菌）得以富集[26 − 27]，论文的研究结果和文

献报道一致. Atlas和 Bartha[28] 利用 r-K繁殖策略对土壤受到石油烃污染后革兰氏阴性菌的富集进行解

释，认为革兰氏阴性菌多是 r-繁殖策略者，增殖速率快且种群增长率大，因此能够在重度污染的土壤环

境中短时间内快速繁殖.
尽管在重度烃污染的土壤中富集生长了大量的革兰氏阴性菌，然而，污染土壤中革兰氏阳性菌的

13C-PLFA含量却高于革兰氏阴性菌，革兰氏阳性菌是对十六烷同化代谢能力最强的微生物类群. 加入

两种不同生物刺激剂进行修复处理时，G+菌 PLFA中的13C增量最多，说明生物刺激修复对 G+菌同化代

谢十六烷的激活效应最强. 可能是由于 G+菌具有较厚而致密的肽聚糖层（20—80 nm），对于外部环境

变化具有更强的适应特性，使得许多革兰氏阳性菌在污染环境条件下产生的芽孢对于生物刺激剂具有

更好的应激效应[29 − 30]. 另一方面，加入硝酸钾进行修复处理使得 G+菌和真菌 PLFA中13C含量增加显著

（增量为 6.72 ng·g−1 和 5.94 ng·g−1），而加入有机肥修复处理显著增加了 G+菌、Unspecific 菌、放线菌

PLFA中的13C含量（增量分别为 31.77、10.19、9.11 ng·g−1），两种修复处理对烷烃代谢功能类群的激活

效应存在差异，进一步说明两种修复剂对土壤中十六烷烃同化代谢菌的激活机制上存在差异.
根据文献报道，有机肥对土壤中有机污染物的去除作用，一方面是由于堆肥的保水、保温能力及

堆肥中丰富的营养可提高土著微生物的活性. 另一方面，堆肥中的腐殖质可以降低土壤有机质对有机

污染物的吸附锁定作用. 此外，有机肥中蕴含的微生物与土壤中土著微生物存在一定的作用关系（种间

共处或者互生），进而促进了十六烷的降解[31].
课题组的前期研究表明，加入有机肥对石油污染土壤进行修复处理，土壤微生物多样性增加，土著

优势菌属的生长则受到抑制，非优势菌的生长得以促进，同时出现了一些新的降解菌属[31]. 本文中，加

入有机肥修复的土壤中微生物 PLFA含量和13C-PLFA含量显著增加，说明有机肥的加入促进了土壤微

生物活性和对烷烃的代谢，有机肥中的微生物和土壤土著微生物之间可能存在协同作用关系. 

3    结论（Conclusion）

十六烷污染的土壤中，各微生物类群 PLFA含量由高到低依次为：G－菌>G+菌> 放线菌>Unspecific
菌>真菌. 向十六烷重度污染的土壤中加入硝酸钾和有机肥均能促进十六烷的降解. 加入 KNO3 修复处

理降低了总 PLFA含量，但是使得 G+菌和真菌 PLFA中13C含量增加显著. 施入有机肥可显著增加土壤

中总 PLFA含量，同时使得 G+菌和放线菌 PLFA中的13C含量增加显著. 土壤总微生物活性并不能指示

烷烃的生物降解效率，烷烃降解功能类群对烷烃同化代谢作用的增强与石油烃的降解效率存在一定的

相关关系. 不同生物刺激剂对土壤中的十六烷烃同化代谢菌的激活机制上存在差异.
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