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摘 要院通过接入白腐真菌尧蚯蚓和蚓粪袁研究了通过蚯蚓及蚓粪的作用来改善土壤环境袁从而提高土壤原位生物修复的可行性遥
结果显示袁在 30 d的黑暗培养试验里袁土壤中菲浓度随着时间逐渐减少袁蚓粪和蚯蚓自身均能促进土壤中菲的降解袁但蚓粪的促进
作用要优于蚯蚓的作用曰在 100 mg窑kg-1菲处理浓度下袁蚓粪处理中菲残留浓度在培养的第 4 d显著低于其他处理遥 试验结果还表
明袁在加入白腐真菌的土壤中袁蚓粪和蚯蚓都能促进白腐真菌对菲的降解袁且显著高于只接入白腐真菌的处理遥 同时加入蚯蚓和白
腐真菌的处理中木质素过氧化物酶(LiP)和锰过氧化物酶(MnP)酶活性虽然在一直下降袁但蚯蚓的加入减缓了酶活性的下降趋势,从
而使得蚯蚓提高了处理中白腐真菌对菲的降解率遥 而同时加入蚓粪和白腐真菌的处理中的 LiP和 MnP酶活性变化则要相对复杂袁
在培养前尧中期袁两种酶的活性分别表现出不同的变化趋势袁而在培养后期袁两种酶的活性均显著增高遥 因此袁同时加入蚓粪和白腐
真菌处理的菲浓度在培养后期才与只加入白腐真菌的处理产生显著差异遥结果表明袁蚓粪和蚯蚓可能是通过改善土壤环境条件尧促
进微生物活性尧增强土壤中过氧化物酶活性来提高白腐真菌对菲的降解率遥 但是袁其中的作用机制需要进一步试验证实遥
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Effect of Earthworms and Earthworm Casts on The Degradation of Phenanthrene in Artificially Contaminated
Soil by White-rot Fungi (P.chrysosporium)
TIAN Lei, CHEN Xiao-yun, HU Miao, YANG Shu-li, LI Hui-xin, HU Feng
(College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China)
Abstract: Through dark incubation with white-rot fungi, earthworms and earthworm casts, the study was to discuss the feasibility of in-situ
bioremediation of contaminated soil by earthworms and earthworm casts. The results showed that the concentration of phenanthrene in soil
gradually reduced and the effect of earthworm casts was significantly superior to that of earthworms. Average removal of phenanthrene by
earthworm casts alone was significantly higher than that by other treatments at the forth day. In the treatments added with white-rot fungi,
both earthworm casts and earthworms could stimulate the degrading effect of white-rot fungi on phenanthrene in soil. Although the activities
of LiP and MnP in treatment with white-rot fungi and earthworms reduced, the earthworms slowed down the reduction of enzyme activities,
which stimulated the degradation of phenanthrene by white-rot fungi. Compared with earthworms, the treatment added with both earthworm
casts and white-rot fungi showed more complicated changes of enzyme activities. During most time of incubation, two enzyme activities
changed differently. But at the end of incubation, both of the two enzyme activities were significantly promoted. So phenanthrene concentra原
tion of this treatment was significantly different with the treatment only added with white-rot fungi at the end of incubation. The results indi
cated that earthworm casts and earthworms might stimulate the effect of white-rot fungi by enhancing the enzyme activities. However, the
mechanism might need further experiments.
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多环芳烃渊PAHs冤是土壤中多见的一类重要有机

污染物袁在一些重污染区袁土壤中 PAHs含量为每千
克土可达上万微克袁 严重危害土壤的生产和生态功
能袁影响农产品安全和人类健康遥 如何修复 PAHs污
染土壤受到国内外广泛关注[1]遥 目前袁PAHs降解菌中
研究最广和最深入的其中之一是白腐真菌遥它对木质
素降解具有很强的特异性袁并成为持久性有机污染物
降解中最有应用前景的一类真菌遥但是如果土壤环境
不利于 PAHs降解菌的生长和代谢袁对土壤进行原位
生物修复的可行性就会受到限制遥然而这些限制因子
可以通过人为改变土壤状况或加入有机尧无机添加物
来调控遥
蚯蚓袁 作为土壤中生物量最大的动物类群之一,

在维持土壤生态系统功能中起着不可替代的作用袁它
们具有改善土壤物理结构尧 改善土壤通气性和透水
性尧增强土壤肥力的能力遥如果将蚯蚓引入土壤中,将
有利于退化的污染土壤生态系统的恢复 [2]曰另外袁由
于蚯蚓体内能携带各种微生物[3尧4],如果将蚯蚓引入污
染土壤, 随同蚯蚓一起, 可以向土壤中引入各种微生
物袁提高土壤中活性微生物量[5]遥Luepromchai等[6]研究
发现,蚯蚓能提高多氯联苯(PCBs)降解菌的传播,促进
土壤中联苯降解菌种群数量的增加遥 另一方面袁添加
物可以被用于提高污染物生物可利用性和用于增加

或是刺激降解菌的数量遥很多试验对添加物的作用从
各种不同的方面渊如用不同的污染物袁混合或不混合
微生物袁不同的环境介质下冤进行研究袁发现结果各不
相同[7~9]遥 在大多数的试验中袁关于添加物对微生物种
群变化的作用没有能够很好地解释遥
蚓粪是蚯蚓吞食土壤通过蚯蚓肠道消化后的排

泄物袁富含 N尧P尧K 等养分 [10]以及各类活性物质 [11]袁
作为一种优质有机肥已经普遍应用于土壤的改良

培肥和作物增产 [10]遥然而有关蚯蚓和蚓粪对土壤多
环芳烃的降解动态的研究袁国内外尚未见报道遥 本
文选择三环的多环芳烃菲作为研究对象袁动态研究
蚯蚓及蚓粪对污染土壤中菲降解的影响遥
1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1供试土壤
采自江西红壤袁土壤采集后去除碎石尧枯叶等杂

物袁自然风干袁过 2 mm筛备用遥基本理化性状见表 1遥
土壤染毒院 将溶于正己烷中的菲与土样充分搅拌混
匀袁使土壤染毒浓度到 100 mg窑kg -1遥 在黑暗条件下于

通风橱处敞口放置 24 h袁待溶剂挥发完毕后袁于黑暗
处老化 7 d遥 [12]

1.1.2白腐真菌渊Phanerochaete chrysosporium 5.0776冤
购自中国科学院微生物研究所菌种保藏中心遥

真菌的活化和培养院将购买菌种在无菌操作下接入马
铃薯培养基袁28 益下培养 7 d遥 将玉米秆渊2 g袁直径小
于 1 mm袁77%湿度袁m/m冤 放入培养皿中袁121 益灭菌
30 min袁然后接入已培养一周的白腐真菌遥 真菌和玉
米秆一起在 28 益下培养 7 d袁然后加入土中遥
1.1.3蚯蚓与蚓粪
蚯蚓为赤子爱胜蚓袁购自南京市大厂区长芦镇普

桥二组个体蚯蚓养殖场遥蚓粪为赤子爱胜蚓处理牛粪
后的新鲜排泄物遥 蚓粪的 pH为 7.37袁有机质含量为
665.07 g窑kg-1袁全氮为 38 .19 g窑kg-1遥
1.1.4化学品
菲(>97% HPLC袁FLUKA)袁其他常用试剂为分析

纯遥
1.2 研究方法
1.2.1处理方法
本试验设 6个处理袁CK表示空白试验尧E表示加

入蚯蚓尧EC 表示加入蚓粪尧F 表示接种真菌尧FE 表
示接入真菌和蚯蚓尧FEC表示接入真菌和蚓粪遥 将
150 g 受菲污染的土壤加入400 mL细长玻璃杯袁其
中袁在 EC及 FEC处理加入 20 g蚓粪袁其他处理则另
加入 20 g土壤使各处理间的重量相同袁然后在 F尧FE
及 FEC处理中小心加入 2 g已长好白腐真菌的玉米
秆渊白腐真菌含量为 106个窑g-1冤[13]袁最后在 E及 FE处
理中加入 5条体重为渊0.2 依0.05冤 g的蚯蚓遥 将上述设
置好的玻璃杯置于 28 益恒温培养箱中黑暗培养 30
d袁试验中土壤水分维持在田间最大持水量的 60%遥培
养期间进行动态采样袁 前 20 d每 4天进行一次破坏
性采样袁后 10 d只采样一次袁每个处理在各个采样时
间点各设 3个重复遥
1.2.2土壤及蚯蚓中菲的提取与测定
土壤中菲采用二氯甲烷-超声波萃取袁 硅胶柱净

化袁HPLC测定[14]遥 蚯蚓洗净后放置 24 h使其排净肠
道物袁称重袁液氮冷冻后放于研钵中袁加入其体重 1.5

表 1 供试土壤的基本理化性质
Table 1 Physiochemical properties of the study soil

土壤全氮 
/g·kg-1 

土壤有机碳 
/g·kg-1 pH 阳离子交换量 

/cmol·kg-1 
最大田间 
持水量/% 

0.51 5.80 5.41 1.69 31.22 
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倍的 Na2SO4混合磨碎后待用遥 蚯蚓体内菲的提取和
测定方法与土壤相同遥
1.2.3酶活性测定
粗酶液的配制院将土壤与缓冲液混合袁在冰块上放

置 1 h袁不时用手振荡袁然后将悬浊液在 15 毅C下 15 000
伊 g离心 15 min遥 将获得的上清在 15 毅C下 5 000 伊 g离
心 15 min袁即得粗酶液[15]遥

LiP 酶活性测定院 以 LiP 在 H2O2 存在下氧化
Azure B染料来表示 LiP活力的方法[16]袁125 mmol窑L-1

的酒石酸钠缓冲液 渊pH 3.0冤1 mL袁0.160 mmol窑L-1 的
Azure B溶液 500 滋L袁 培养基滤出液 500 滋L袁30 益下
加入 2 mmol窑L-1的 H2O2溶液 500 滋L启动反应袁测反
应最初 3 min内 651 nm处 OD值减小速率袁1个酶活
力单位以每分钟每毫升的培养基滤出液降低 0.1个
OD值来表示遥

MnP酶活性测定[17]院50 mmol窑L-1的乳酸钠缓冲液
渊pH 4.5冤3.4 mL袁1.6 mmol窑L-1 的 MnSO4 溶液 0.1mL袁
0.4 mL的培养基滤出液袁预热至 37 益加入 1.6 mmol窑
L-1的 H2O2溶液 0.1 mL启动反应袁 测反应最初 3 min
内 240 nm 处吸光度变化袁1个酶活力单位用每分钟
吸光值增加 0.1的酶量来表示遥
1.2.4统计方法
本试验所有数据经 SPSS13.0软件处理分析遥

2 结果

2.1 蚯蚓及蚓粪对白腐真菌降解土壤中菲的促进作
用

从图 1中可以看出袁所有处理中菲的残留浓度都
随着时间的推移而减少遥 其中 EC处理减少得要比其
他处理快袁其减少率在开始培养后 0~8 d最大袁然后
逐渐降低袁处理中的菲残留浓度在培养的第 4 d就显

著低于其他处理遥 加入白腐真菌的处理 渊F尧FE 和
FEC冤在开始培养后的 0~4 d里菲的减少率也很大袁菲
残留浓度显著小于 CK和 E处理袁从 4~8 d开始袁EC尧
F尧FE及 FEC 4处理间差异在其后培养时间里不显
著遥
与 EC及加入白腐真菌的处理渊F尧FE和 FEC冤相

比袁E处理中的菲浓度减少率要慢很多袁 而且在整个
培养阶段该处理中的菲浓度都显著高于除对照外其

他处理遥从各处理不同的降解率来看袁EC处理的降解
率最高袁比 CK提高了 82.2%袁表明蚓粪自身具有降
解土壤中菲的能力袁而且它的这种能力在本试验条件
下要优于白腐真菌遥蚯蚓自身也有促进土壤中菲降解
的能力袁比 CK提高了 34.5%袁但其能力不如蚓粪和
白腐真菌遥而蚯蚓的引入可以促进白腐真菌对菲的降
解袁FE处理的降解率比 CK高 78.7%袁而且显著高于
F处理遥
2.2 土壤中白腐真菌酶活性的动态变化
如图 2所示袁F和 FE处理的 LiP酶和 MnP酶活

性在培养时间里一直呈下降趋势袁F处理的下降速度
要比 FE处理大袁 其中 LiP酶以 4~8 d及 12~16 d的
减少率最大袁MnP酶则在 4~8 d的减少率最大遥 FE处
理的 LiP酶和 MnP酶活性在培养初期要显著小于 F
处理袁但由于 FE处理的酶活性下降速度要比 F处理
小袁因此在培养后期反而显著大于 F处理遥 与酶活性
变化趋势相对应袁F和 FE处理在培养初期的菲浓度
的减少率最高袁然后逐渐减少袁在培养后期袁FE处理
中的菲浓度要显著小于 云处理遥这就表明了蚯蚓可以
通过影响过氧化物酶活性来提高白腐真菌对菲的降

解作用遥
与 F尧FE处理不同袁FEC处理在起始阶段的 LiP

酶和 MnP酶虽都显著小于 F处理袁 但在其后的培养

图 1 土壤中菲残留浓度的动态变化
Figure 1 Dynamics of phenanthrene residues in soil during 30 days
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时间里袁FEC处理的 LiP酶活性在 4~8 d里袁 先下降
然后上升袁 在第 30 d时达到最高点袁 显著高于 F及
FE处理曰 另一方面袁FEC处理的 MnP酶活性先增高
后在 16 d时降到最低点袁在培养后期又开始增加袁到
30 d时袁MnP酶活性达到最高点袁同样显著高于 F及
FE处理遥 这种变化趋势表明蚓粪也可以显著影响过
氧化物酶的活性遥 但是袁FEC处理的菲浓度与 F处理
间在培养后期才出现显著差异袁这可能是因为蚓粪对
白腐真菌分泌的两种主要用于降解菲的酶渊LiP酶和
MnP酶冤的影响效果和时间不同袁从而使得前者的菲
浓度虽然一直在降低袁但只在培养快结束时袁在两种
过氧化物酶活性均显著高于后者的条件下袁才使得处
理中的菲浓度显著低于后者遥

2.3蚯蚓体内菲浓度的变化
蚯蚓体内菲浓度随时间逐渐减少袁变化趋势与土

壤中菲浓度的变化大致相同遥 从图 3中可以看出袁在
培养初期渊0~8 d冤及后期渊16~30 d冤袁FE处理蚯蚓体内
的菲浓度都要显著高于 E处理遥 FE处理中蚯蚓体内
的菲浓度在 4~8 d时减少得很快袁 在培养的第 8 d开
始起逐渐变缓遥
为了更好地了解蚯蚓体内菲浓度下降的原因袁本

文用生物浓度系数 渊The bioconcentration factor袁BCF冤
来表示有机污染物的生物有效性院BCF=Ce/Cs袁式中袁

Ce 为生物体内的有机污染物浓度袁Cs 为土壤中的有
机污染物浓度遥图 4表示了培养期间蚯蚓生物浓度系
数袁从图 4中可以看出袁在整个培养过程中袁土壤中的
菲的浓度与蚯蚓体内菲的浓度呈现很好的线性关系

渊r2 = 0.957 5冤袁 生物浓度系数并没有发生显著的变
化袁从而说明蚯蚓对土壤中菲的吸收利用作用在试验
期间并没有改变袁蚯蚓体内菲的减少可能仅是因为取
食土壤中菲的减少袁而非其他作用的结果遥

3 结果与讨论

通过试验可以看出袁蚓粪不但可以通过影响过氧
化物酶活性而影响白腐真菌对菲的降解率袁而且其自
身也具有促进土壤中菲降解的作用遥这可能是因为蚓
粪具有很好的通气性尧透水性和持水性,为提高土壤
微生物数量与活性提供了有利的环境[18]袁从而进一步
影响了土壤中微生物的酶活性遥 另外袁蚓粪中含有丰
富的有机物袁有些有机物如 DOM是土壤微生物可直
接利用的有机物质袁可以为土壤微生物的生长代谢或

图 2 土壤中 Lip酶和 MnP酶的活性 30 d的动态变化
Figure 2 Dynamics of Lip and Mnp enzyme activity in

soil during 30 days
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图 3 蚯蚓体内菲浓度在 30d中的动态变化
Figure 3 Dynamics of phenanthrene residues in

earthworms during 30 days
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Figure 4 The relationship between phenanthrene
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共代谢提供碳源[19]遥因此蚓粪中微生物数量和活性比
周围土壤中高袁且微生物呼吸量也增加了[20]遥 Scheu[21]

就曾发现在 A. caliginosa新鲜蚓粪的 4个星期培养
中袁接近 90%的微生物呼吸量增加了遥 因此蚓粪可以
提供一个十分适宜的环境供微生物生长及活动袁从而
使得土壤中的有机污染物的降解率提高遥
与蚓粪作用相似袁蚯蚓也可以促进白腐真菌对土

壤中菲的降解袁其自身虽然也有促进土壤中菲降解的
作用袁但效果并没有蚓粪及白腐真菌明显袁这可能由
蚯蚓的作用机制决定的遥首先袁蚯蚓在土壤中的运动尧
取食尧 挖掘等行为可以很好地改善土壤物理结构袁改
善土壤的通气性和透水性袁这样可能使土壤环境变得
更有利于有机污染物发生化学反应而转化遥 当然袁由
于菲在土壤具有较高的稳定性袁这种作用效果不会很
明显遥其次袁蚯蚓体内携带各种微生物[3尧4]袁将蚯蚓引入
污染土壤,随同蚯蚓一起,可以向土壤中引入各种微生
物袁提高土壤中活性微生物量[6]遥由于微生物在降解有
机污染物中起着举足轻重的作用[22],所以向污染土壤
中引入蚯蚓有助于有机污染物的降解[2]遥此外袁有研究
指出袁蚯蚓能够通过自身的生命活动促进土壤接种菌
的传播[23~25]遥 在本试验中蚯蚓可能就是通过以上途径
促进了白腐真菌的传播袁提高了白腐真菌过氧化物酶
活性遥
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