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Effects of Tween 80 on colonization and performance of pyrene-degrading strain Pyr9 in Trifolium repens L.
CHEN Zhi-gao, GU Yu-jun, ZHANG Hai-li, LIU Juan*, GAO Yan-zheng
（College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China）
Abstract：To investigate the colonization and performance of PAH-degrading bacterium in plants under nonionic surfactants, a series of
greenhouse container experiments were performed with Tween 80, pyrene-degrading bacterium Pyr9, and white clover（Trifolium repens L.）
as test subjects. The results showed that the cell counts of Pyr9 colonized in white clover increased initially and later decreased with the
increase in Tween 80 content. Maximum count was observed when the content of Tween 80 was 100 mg·kg-1. A high content of Tween 80
（≥500 mg·kg-1）significantly inhibited the growth of white clover, but the inhibition was weakened by Pyr9 colonization. The addition of
Tween 80 enhanced the pyrene uptake of white clover from soil, while the inoculation of Pyr9 significantly reduced the pyrene content in
white clover. Furthermore, Tween 80 enhanced the removal efficiency of pyrene from soil under the combination of white clover and Pyr9.
Proper dosage of Tween 80 promoted the colonization and performance of pyrene-degrading strain Pyr9 in white clover and enhanced the
removal efficiency of pyrene in soil and plants. The results not only provide a theoretical basis for the safe production of agricultural
products in PAH-contaminated areas, but also provide technical support for the“production while remediation”of PAH-contaminated soil.
Keywords：polycyclic aromatic hydrocarbon; Tween 80; pyrene-degrading bacterium; colonization; plant uptake
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摘 要：为明确非离子型表面活性剂作用下多环芳烃（PAHs）降解细菌在植物中的定殖和效能，以 Tween 80、芘降解细菌

Mycobacterium sp. Pyr9和三叶草作为供试对象，通过温室土培试验，探讨不同含量的 Tween 80对菌株 Pyr9在三叶草中定殖、分布

和效能的影响。结果表明：三叶草中菌株Pyr9的数量随着Tween 80含量的增加呈先升后降的趋势，Tween 80含量为 100 mg·kg-1

时其数量最高。高剂量 Tween 80（≥500 mg·kg-1）显著抑制了三叶草的生长，但 Pyr9的定殖有效减弱了该抑制作用。添加不同剂

量的Tween 80皆可促进三叶草对芘的吸收，而Pyr9的定殖可显著降低三叶草中的芘含量。此外，添加Tween 80可在一定程度上

增强三叶草和Pyr9联合作用下土壤中芘的去除效率。研究表明，适当剂量Tween 80的施用有效促进了菌株Pyr9在三叶草中的定

殖和效能，并增强了土壤和植物中芘的去除效率。

关键词：多环芳烃；Tween 80；芘降解细菌；定殖；植物吸收

中图分类号：X172；X53 文献标志码：A 文章编号：1672-2043（2020）08-1748-09 doi:10.11654/jaes.2020-0282

开放科学OSID



陈志高，等：Tween 80作用下芘降解细菌Pyr9在三叶草中的定殖及效能2020年8月
多 环 芳 烃（Polycyclic aromatic hydrocarbon，

PAHs）是环境中广泛存在的一类持久性有毒有害有

机污染物，主要由煤、石油、木材、有机高分子化合物

等有机物在不完全燃烧或高温（>700 ℃）处理条件下

产生[1-2]。2014 年《全国土壤污染状况调查公报》指

出，我国土壤 PAHs总超标率为 1.4%，说明我国土壤

存在一定的 PAHs污染。PAHs的强疏水性和脂溶性

导致其容易吸附在土壤等固体颗粒物表面[3-4]。进入

土壤中的 PAHs易被植物吸收积累，并可通过食物链

传递和富集，从而对生态环境和人体健康造成一定的

危害[5]。调控植物对土壤中 PAHs的吸收作用，进而

减低作物 PAHs污染风险，对于在 PAHs污染区生产

安全的农产品意义重大。

研究发现，一些表面活性剂对 PAHs 有增溶作

用，可用于调控植物对PAHs的吸收和积累。Gao等[6]

研究显示，添加适量浓度的月桂醇聚氧乙烯醚

（Brij35）（≤74 mg·L-1）可提高菲和芘的溶解度，促进

植物对菲和芘的吸收；而高浓度的 Brij35（≥148 mg·
L-1）可与菲和芘产生竞争，并对植物有一定的毒害作

用，抑制植物的吸收。Liao等[7]研究指出，向土壤中添

加适量表面活性剂可以增加 PAHs 的解吸率，提高

PAHs的生物可利用性，并促进玉米对PAHs的吸收积

累。此外，表面活性剂还可以强化微生物-植物联合

作用对土壤中 PAHs的去除。研究表明，添加生物表

面活性剂鼠李糖脂和大豆卵磷脂，不仅可以显著提高

根际土壤中微生物数量和总石油烃的生物可利用性，

还促进了植物根系对总石油烃的吸收积累和微生物

降解[8]。Ni等[9]的研究也表明，与不添加表面活性剂

相比，添加表面活性剂 Tween 80提高了植物与微生

物联合作用对土壤中菲和芘的去除率，分别提高了

49.8%和48.1%。

除表面活性剂外，在植物根际或体内定殖功能微

生物，也可有效控制植物对PAHs的吸收和积累[10-11]。

Sun等[12]从生长于 PAHs污染区的健康植物体内分离

出一株芘降解内生细菌 Staphylococcus sp. BJ06，该菌

能良好定殖于植物根际、根内和茎叶内，并可以促进

植物生长和芘的代谢；相比不接菌植物，接菌植物根

部和茎叶部芘的含量分别降低了 31.01%和 44.22%。

Lenoir 等 [13] 研究表明 ，丛枝菌根真菌（Arbuscular
mycorrhizal fungi，AMF）在植物根部形成的菌根可以

促进植物生长及其对根际 PAHs等持久性有机污染

物的吸收和去除；此外，AMF还可引起植物根系分泌

物浓度和成分的改变，吸引根际微生物在植物根表大

量聚集，其中不乏 PAHs 降解菌[14]。另外，有些 AMF
自身含有过氧化物酶等酶系[15]，可直接降解 PAHs等
有机污染物。然而，有关表面活性剂对降解细菌在植

物体内定殖和分布的影响知之甚少，有关表面活性剂

作用下降解细菌的定殖对植物吸收积累 PAHs的影

响也尚不可知。

基于此，本研究拟以非离子型表面活性剂 Tween
80、芘降解细菌 Pyr9和三叶草作为供试对象，采用温

室土培实验，研究不同剂量 Tween 80作用下 Pyr9在

三叶草根际和体内的定殖与分布情况，并探讨Tween
80作用下Pyr9的定殖对三叶草吸收芘的影响。研究

结果有望初步阐明表面活性剂作用下植物来源的降

解细菌在植物中的定殖和效能，为在 PAHs污染区生

产安全的农产品提供理论依据，也为 PAHs污染土壤

的“边修复边生产”提供技术参考。

1 材料与方法

1.1 供试材料

菌株：芘降解细菌Mycobacterium sp. Pyr9，属环境

分枝杆菌，具有氨苄青霉素和氯霉素抗性，分离于

PAHs污染区植物牛筋草[Eleusine indica（L.）Gaertn.]
根表，保存于本实验室-70 ℃冰箱。

植物：三叶草，品种为白车轴草（Trifolium repens

L.），其种子购自江苏农科种业研究院有限公司。

芘（Pyrene，纯度≥98%）购自德国 Fluka 公司，其

相对分子量为 202.26，25 ℃纯水中溶解度为 0.12 mg·
L-1，辛醇-水分配系数（log Kow）为 5.18，其溶液以丙酮

为溶剂配制；甲醇、乙腈和丙酮为色谱纯，购自南京化

学试剂股份有限公司；聚氧乙烯（20）失水山梨醇单油

脂肪酸（Tween 80），购自国药集团；其他试剂均为分

析纯，购自国药集团。

LB培养基：酵母膏 5 g·L-1，蛋白胨 10 g·L-1，NaCl
10 g·L-1，蒸馏水 1 000 mL，pH 7.0。无机盐培养基

（MSM）：（NH4）2SO4 1.50 g·L-1，K2HPO4·3H2O 1.91 g·
L-1，NaCl 0.5 g·L-1，KH2PO4 0.50 g·L-1，MgSO4·7H2O
0.20 g·L-1，微量元素溶液 2 mL，蒸馏水 1 000 mL，pH
7.0~7.2。微量元素溶液：CoCl2·6H2O 0.1 g·L-1，MnCl2·
4H2O 0.425 g·L-1，ZnCl2 0.05 g·L-1，NiCl2·6H2O 0.01 g·
L-1，CuSO4·5H2O 0.015 g·L-1，Na2MoO4·2H2O 0.01 g·
L-1，Na2SeO4·2H2O 0.01 g·L-1。芘降解培养基（PMM）：

2 g·L-1的芘丙酮溶液过 0.22 μm 滤膜除菌，取一定量

置于灭菌的三角瓶中，待丙酮挥发完全后加入灭菌的

MSM，使芘的最终浓度达到 50 mg·L-1。若制备固体
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培养基，则向上述液体培养基中加入18 g·L-1的琼脂。

灭菌条件：温度121 ℃，时间20 min。
1.2 细菌Pyr9以芘为碳源的生长与降解曲线测定

向无菌的 50 mL玻璃三角瓶中加入一定量芘丙

酮母液，待丙酮挥发后加入灭菌的 20 mL 无机盐溶

液，使芘的浓度为 50 mg·L-1（丙酮含量<0.5%），再以

2% 的接种量加入菌株 Pyr9 的新鲜菌悬液（OD600nm=
1.0，对照组加等量灭活菌悬液）；处理组和对照组皆

设置 8个取样时间点，每个时间点 3个重复，共 48个

三角瓶，于 30 ℃、180 r·min-1条件下摇床恒温培养，培

养时间为14 d；期间每2 d同一时间取出每组设置的3
个三角瓶，加入 2倍体积的甲醇，超声 30 min后静置

2 h，取适量溶液过 0.22 μm孔径的有机相滤膜，装于

液相瓶中，保存于-20 ℃冰箱，待测定[12]。同时，在加

入甲醇之前，将摇瓶中培养基摇匀后取 0.5 mL培养

液，采用梯度稀释涂布平板法进行菌落计数[12]，并以

此计算培养液中细菌Pyr9的数量。

培养液中芘的含量用岛津 LC-20AT高效液相色

谱仪（HPLC）测定[16]，其检测条件为：色谱柱为 Φ4.6
mm×250 mm烷基C18反相柱；流动相为甲醇/水（V∶V

=90∶10），流速 1 mL·min-1；柱温 40 ℃；进样量 20 μL；
检测时间8 min；检测波长254 nm。

1.3 供试土壤的采集和处理

供试土壤取自南京某农田表层土壤（0~20 cm），

类型为黄棕壤，其中PAHs未检出。土壤pH 6.03，有机

碳含量 14.3 g·kg-1。土样采集后，风干，过 10目筛；取

少量风干土壤添加适量含芘的丙酮溶液，充分混合均

匀；待丙酮完全挥发后，将含芘的风干土壤与剩余风干

土壤充分混合均匀。其中芘的添加量参考研究组之

前调查的长三角地区石化厂周边PAHs重污染区表层

土壤中的实际 PAHs总含量。称取 300 g上述土样于

盆钵中，在 50%田间持水量下平衡老化 60 d后待用。

测得土壤中芘的初始含量为7.86 mg·kg-1。

1.4 盆栽实验设置

三叶草种子经 10% 双氧水浸泡消毒 5 min 后立

即用无菌水冲洗[17]，在蛭石中催芽至 10 cm后移栽至

污染土壤中，每盆留苗12株。

实验设置4个处理：空白对照组（CK），污染土壤；

种植植物组（CP），污染土壤+三叶草；接菌组（CB），污

染土壤+Pyr9；灌根组（CPR），污染土壤+三叶草+Pyr9
灌根。CPR是于移栽后取 10 mL Pyr9菌悬液（OD600nm
=1.0）均匀灌溉于三叶草根部，CP以灭活的菌液做相

同处理，CB为同时取 10 mL菌悬液均匀灌溉于土壤

中。移栽植物3 d后向各处理土壤中施入不同浓度的

Tween 80 溶液，其终浓度设置为：0、100、250、500、
1 000 mg·kg-1干土。每个处理设置 3组重复。试验

期间设定温度为白天 25 ℃，夜晚 20 ℃。植物生长过

程中定期浇水，每 2 d随机交换盆钵的位置。为了及

时检测细菌 Pyr9在土壤-三叶草中的分布，灌根处理

10 d后即采集土壤和三叶草样品，检测其中的芘含量

和Pyr9数量。

1.5 三叶草生物量的测定

收集培育好的新鲜植物样，用灭菌毛刷轻轻擦去

根部土壤，再用无菌水冲洗植株至少 3 min，将植株根

系和茎叶表面附着物全部冲洗干净后，用吸水纸吸干

植株表面水分。将三叶草根和茎叶分开，用万分之一

分析天平分别称量其鲜质量，并记录数据。

1.6 根际土壤和三叶草中功能细菌Pyr9的数量测定

菌株 Pyr9具有氨苄青霉素和氯霉素抗性，且在

芘降解平板上可形成降解圈，以这些特征作为标记对

定殖在土壤和植物中的菌株 Pyr9进行计数。取 5.0 g
根际土壤，置于装有 45 mL无菌水的三角瓶中，内置

玻璃珠数颗，于摇床 220 r·min-1振荡 10 min后，立即

吸取土壤悬液梯度稀释并涂布于含有氨苄青霉素

（75 mg·L-1）和氯霉素（25 mg·L-1）的芘降解固体培养

基上，30 ℃恒温培养7 d，于紫外灯下观察菌株Pyr9生
成的降解圈，并对菌株 Pyr9进行计数，以计算每克土

壤中的细菌Pyr9数量。为防止将其他细菌计入其中，

随机挑取平板上生成降解圈的菌株进行 16S rRNA基

因的PCR扩增和测序[10]，确定其为细菌Pyr9。三叶草

生物量测定后，将其根和茎叶分开，分别取适量样品置

于无菌研钵中，添加无菌水研磨成悬液，按上述方法对

定殖于三叶草中的菌株Pyr9进行计数。

1.7 土壤和三叶草中芘含量的测定

1.7.1 土壤中芘含量的测定

取一定量冷冻干燥后的土样置于研钵中，充分磨

碎后过 20目筛，取 2 g上述土样于玻璃离心管中，加

入 10 mL体积比为 1∶1的二氯甲烷与正己烷的混合

液，盖紧盖子后超声萃取 1 h，以 4 000 r·min-1的速度

离心 10 min，再取 5 mL上清液过 2 g-2 g无水硫酸钠-
硅胶柱，并用 10 mL体积比为 1∶1的二氯甲烷和正己

烷溶液洗脱，将洗脱液收集至旋转蒸发瓶，40 ℃恒温

下浓缩至干，用甲醇定容到 2 mL，过 0.22 μm孔径滤

膜后，用HPLC/UV检测分析[18]。

1.7.2 三叶草中芘含量的测定

将植物的根和茎叶用剪刀剪断，分装于自封袋
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中，置于冷冻干燥机中冷冻干燥 2~3 d，将冷冻干燥后

的植物根和茎叶用研钵充分研磨粉碎，然后称取一定

量植物样于30 mL玻璃离心管中，再加入10 mL二氯甲

烷和正己烷（V∶V=1∶1）的混合溶液超声萃取30 min，重
复3次[19]。按照1.7.1的方法进行三叶草中芘含量测定。

1.8 芘在三叶草中的富集和转移系数计算

三叶草中芘富集系数（Plant concentration factor，
PCF）的计算方式为[12]：

PCF=Cp/Cs

式中：Cp表示三叶草中芘的含量，mg·kg-1；Cs表示土壤

中芘的含量，mg·kg-1。

三叶草中芘转移系数（Translocation factor，TF）的

计算方式为[12]：

TF=SCF/RCF
式中：SCF表示芘在三叶草茎叶中的富集系数；RCF
表示芘在三叶草根中的富集系数。

2 结果与分析

2.1 以芘为碳源的细菌Pyr9生长曲线与芘降解曲线

菌株 Pyr9 的生长和芘降解曲线如图 1 所示，经

过 2 d 的适应期后，菌株 Pyr9 进入快速代谢芘的阶

段，同时菌株数量快速增加。当培养至第 10 d时，菌

株 Pyr9对芘的降解率已在 95%以上，同时菌株到达

稳定期；而相同时间内添加了等量灭活菌株的对照

组中芘浓度因非生物因素仅降低了 8.64%，这表明

细菌 Pyr9对芘有良好的降解能力。在 10~12 d时，残

留的芘进一步被代谢完全，菌株 Pyr9则停止增殖，其

数量略有下降。

2.2 不同添加量 Tween 80作用下细菌 Pyr9在土壤和

三叶草中的定殖和分布

不同添加量 Tween 80作用下菌株 Pyr9在土壤和

三叶草中的数量变化如表 1所示。当 Tween 80添加

量在 100~500 mg·kg-1范围时，CB组和CPR组土壤中

Pyr9 的数量皆略高于未添加 Tween 80 处理；而当

Tween 80 添加量为 1 000 mg·kg-1 时，CB 组土壤中

Pyr9的数量有所下降。随着Tween 80添加量的增长，

定殖在三叶草根部和茎叶部的 Pyr9数量也呈现先增

后减的趋势，其中 100 mg·kg-1的 Tween 80最有利于

菌株Pyr9的定殖和生长。与土壤中类似，当Tween 80
添加量为 1 000 mg·kg-1时，定殖在三叶草体根部和茎

叶部的Pyr9数量开始下降。

2.3 不同剂量 Tween 80的添加和细菌 Pyr9的定殖对

三叶草生长的影响

不同剂量 Tween 80的添加和细菌 Pyr9的定殖对

三叶草根部和茎叶部生物量（鲜质量）的影响如图 2
所示。在供试 Tween 80剂量范围内，CP组和CPR组

三叶草根部和茎叶部的生物量随 Tween 80含量的增

加呈逐渐减少的趋势。如当Tween 80添加量为 1 000
mg·kg-1时，CP组三叶草根部和茎叶部的生物量（455
mg和 1 353 mg）较不添加 Tween 80对照组三叶草根

部和茎叶部的生物量（583 mg和 1 607 mg）分别减少

了 22%和 16%。菌株 Pyr9的定殖在不同 Tween 80添

加剂量下均可显著提高三叶草的生物量（P<0.05）。

如当 Tween 80含量为 500 mg·kg-1时，CPR 组三叶草

根部的生物量（632 mg）比 CP 组（503 mg）提高了

图1 以芘为碳源的芘降解曲线和菌株Pyr9生长曲线

Figure 1 The pyrene-degrading and Pyr9 growth curve of strain
Pyr9 with pyrene as the carbon source
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注：CB，污染土壤+Pyr9；CPR，污染土壤+三叶草+Pyr9灌根；FW，
鲜质量。“±”后数据为标准差（n=3）；表中同列不同小写字母表示差异
达到显著水平（P<0.05）。

Note：CB，inoculated with strain Pyr9 in contaminated soil；CPR：
planted white clover and inoculated with strain Pyr9 via root irrigating in
contaminated soil；FW，fresh weight. Data after“ ± ” are standard
deviations（n=3）. The different lowercase letters in a column indicate
significant differences among treatments at P<0.05 levels.

表1 土壤和三叶草中定殖的菌株Pyr9数量（log CFU·g-1 FW）

Table 1 The cell counts of strain Pyr9 colonized in soil and white
clover（log CFU·g-1 FW）

Tween 80/
（mg·kg-1）

0
100
250
500

1 000

土壤Soil
CB

4.30±0.10ab
4.42±0.11a
4.48±0.12a
4.43±0.08a
4.23±0.08b

CPR
4.56±0.20b
4.60±0.12ab
4.68±0.18ab
4.85±0.07a
4.57±0.03b

三叶草White clover
茎叶部Shoot
3.98±0.10b
4.23±0.13a
4.08±0.12ab
4.03±0.13ab
3.68±0.11c

根部Root
4.82±0.13ab
5.04±0.12a
4.88±0.13ab
4.84±0.13ab
4.66±0.04b
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26%，而茎叶部生物量（1 719 mg）则比 CP 组（1 424
mg）提高了21%。

2.4 不同剂量 Tween 80的添加和细菌 Pyr9的定殖对

三叶草吸收积累芘的影响

不同剂量 Tween 80的添加和细菌 Pyr9的定殖对

三叶草根部和茎叶部吸收积累芘的影响如图 3所示。

随着 Tween 80添加量的增加，三叶草根部和茎叶部

的芘含量整体呈上升趋势。Tween 80 含量在 0~250
mg·kg-1时，三叶草中的芘含量上升迅速，Tween 80含

量在 250~1 000 mg·kg-1时，其上升相对平缓。不添加

Tween 80时，CP组三叶草根部和茎叶部的芘含量分

别为 1.99 mg·kg-1和 0.84 mg·kg-1，而添加 250 mg·kg-1

Tween 80 时其根部和茎叶部的芘含量分别为 2.52
mg·kg-1 和 1.13 mg·kg-1，与不添加 Tween 80 对照组

相比分别提高了 27% 和 35%；而当 Tween 80含量为

1 000 mg·kg-1时，CP组三叶草根部和茎叶部的芘含量

分别为 2.66 mg·kg-1和 1.10 mg·kg-1，与不添加 Tween
80对照组相比分别提高了34%和31%。

菌株 Pyr9在三叶草中的定殖能显著降低三叶草

体内的芘含量（P<0.05），且添加Tween 80可增强菌株

Pyr9 的作用效果。当不添加 Tween 80 时，CP 组和

CPR组三叶草根部芘含量分别为 1.99 mg·kg-1和 1.83
mg·kg-1，茎叶部芘含量分别为 0.84 mg·kg-1 和 0.76
mg·kg-1；与CP组相比，CPR组三叶草根部和茎叶部芘

含量分别降低了 8.0% 和 9.5%。在 Tween 80 添加量

为 500 mg·kg-1时，CP组三叶草根部和茎叶部芘含量

分别为 2.44 mg·kg-1和 1.16 mg·kg-1，此时CPR组三叶

草根部和茎叶部芘含量分别为 1.98 mg·kg-1和 0.92
mg·kg-1，与CP组相比分别降低了 19%和 21%。以上

结果表明，相较于细菌 Pyr9 的单独作用，添加适量

CP，污染土壤+三叶草；CPR，污染土壤+三叶草+Pyr9灌根。图中柱头不同小写字母表示差异达到显著水平（P<0.05）。下同
CP，planted white clover in contaminated soil；CPR：planted white clover and inoculated with strain Pyr9 via root irrigating in contaminated soil. The

different lowercase letters on the bars indicate significant differences among treatments at P<0.05 levels. The same below
图2 不同Tween 80添加量下三叶草的生物量

Figure 2 The biomass of the white clover under different Tween 80 contents

图3 不同Tween 80添加量下三叶草中的芘含量

Figure 3 The contents of pyrene in the white clover under different Tween 80 contents
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Tween 80和细菌 Pyr9共同作用对于降低植物体内的

芘含量效果更为显著（P<0.05）。

2.5 不同添加量 Tween 80作用下细菌 Pyr9和三叶草

共同作用对根际土壤中芘的去除

不同添加量 Tween 80处理下土壤中的芘残留含

量如图 4所示。从图中可以看出，在 0~500 mg·kg-1范

围内，随着 Tween 80含量的增加，土壤中的芘含量呈

逐渐降低的趋势。Tween 80添加量为500 mg·kg-1时，

CK组土壤中芘含量为 2.78 mg·kg-1，而不添加 Tween
80 的 CK 组为 4.28 mg·kg-1，前者与后者相比土壤中

的芘含量降低了 35%。相较之下，Tween 80添加量为

1 000 mg·kg-1 时，CK 组土壤中的芘含量（3.54 mg·
kg-1）不再继续减少，反而有所增高，但仍低于不添加

Tween 80的CK组（4.28 mg·kg-1）。

对相同剂量Tween 80处理下CP组、CB组与CPR
组土壤中芘的残留量进行比较发现，CPR组的芘含量

要显著低于 CP 组和 CB 组（P<0.05）。如当 Tween 80
添加量为 100 mg·kg-1时，CP组、CB组和 CPR组土壤

中芘的残留量分别为 3.37、3.64、2.94 mg·kg-1，CPR组

比CP组和CB组分别降低了 13%和 19%，这表明相对

于三叶草或菌株Pyr9的单独作用，三叶草和菌株Pyr9
的共同作用对土壤中芘的去除效果更佳。当 Tween
80添加量为 500 mg·kg-1时，CPR组土壤中芘的残留

量为 2.17 mg·kg-1，与不添加 Tween 80 的 CK 组（4.28
mg · kg-1）相比降低了 49%。综上所述，添加适量

Tween 80有助于提高三叶草和菌株 Pyr9共同作用下

对土壤中芘的去除。

为了及时检测功能细菌 Pyr9在根际土壤和三叶

草中的分布，盆栽培养10 d后即采样检测了根际土壤

和三叶草体内的芘含量，此时Tween 80-细菌Pyr9-三
叶草共同作用对土壤中芘的去除并不彻底；若培养时

间延长，该体系下的芘污染最终应该会被彻底消除。

2.6 不同剂量Tween 80-细菌Pyr9共同作用下芘在三

叶草中的富集和转移系数

进一步计算了不同 Tween 80添加量下三叶草对

土壤中芘的富集系数以及芘在三叶草中的转移系数，

结果如表 2所示。添加不同剂量 Tween 80均使三叶

草中芘的富集系数显著升高（P<0.05），说明Tween 80
促进了三叶草对土壤中芘的富集作用，增强了其芘污

染风险；而接种功能细菌 Pyr9可在一定程度上降低

这种风险。随着 Tween 80添加量的增加，三叶草中

的芘富集系数整体呈先升后降的趋势；Tween 80添加

量为 500 mg·kg-1 时，三叶草根部和茎叶部的芘富集

系数最高。相较而言，芘在三叶草中的转移系数相对

稳定，在 Tween 80添加量改变或是否接种功能菌株

表2 不同Tween 80添加量下三叶草对土壤中芘的富集系数和转移系数

Table 2 The PCF and TF of pyrene in the white clover under different Tween 80 contents

注：CP，污染土壤+三叶草；CPR，污染土壤+三叶草+Pyr9灌根。“±”后数据为标准差（n=3）；表中同一组系数下的不同小写字母表示差异达到显
著水平（P<0.05）。

Note：CP，planted white clover in contaminated soil；CPR：planted white clover and inoculated with strain Pyr9 via root irrigating in contaminated soil.
Data after“±”are standard deviations（n=3）. The different lowercase letters within the same set of factors indicate significant differences among treatments at
P<0.05 levels.

项目 Items
根部富集系数

PCF-root
茎叶部富集系数

PCF-shoot
转移系数

TF

处理Treatments
CP

CPR
CP

CPR
CP

CPR

Tween 80/（mg·kg-1）

0
0.53±0.01f
0.54±0.00f
0.22±0.01f
0.23±0.02f

0.42±0.02cd
0.42±0.03cd

100
0.68±0.02e
0.67±0.02e
0.27±0.00e
0.27±0.01e
0.40±0.01d
0.40±0.02d

250
1.00±0.03a
0.90±0.01b
0.45±0.02b
0.39±0.03c
0.45±0.01ab
0.43±0.02bcd

500
1.02±0.04a
0.91±0.02b
0.49±0.04a
0.42±0.00bc
0.48±0.01a
0.46±0.01ab

1 000
0.83±0.03c
0.77±0.03d
0.34±0.02d
0.32±0.02d
0.41±0.03cd
0.42±0.01cd

图4 不同Tween 80添加量下土壤中的芘含量

Figure 4 The pyrene residues in soils under different
Tween 80 contents
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Pyr9情况下的变化不大，说明芘从三叶草根部向茎叶

部的转移受Tween 80或功能细菌Pyr9的影响不大。

3 讨论

相比于阴离子和阳离子型表面活性剂，非离子型

表面活性剂具有低毒性、易被生物降解的特点[20]；

Tween 80作为典型的非离子型表面活性剂，被广泛应

用于土壤PAHs的植物-微生物联合修复[21]。本研究发

现，中低剂量的Tween 80（≤500 mg·kg-1）可以促进降解

细菌Pyr9在土壤中的定殖和生长，而高剂量的Tween
80（1 000 mg·kg-1）则会产生抑制作用。这可能是由于

低剂量的Tween 80促进了土壤中芘的溶出[22]，增加了

芘的生物可利用性[23-24]，进而促进了 Pyr9的增殖[7]；而

高剂量的 Tween 80对 Pyr9有毒害作用，抑制了其增

殖[25]。定殖于三叶草中的Pyr9的数量变化规律与土壤

中类似，Tween 80含量为 100 mg·kg-1时其数量最高，

在土壤中则是 Tween 80含量为 500 mg·kg-1时其数量

最高。造成这种差异的原因可能是高剂量 Tween 80
对植物根部有损害[7]，不利于菌株 Pyr9从三叶草根际

向体内的迁移。此外，高剂量的 Tween 80（500~1 000
mg·kg-1）显著抑制了三叶草的生长。推测原因，一方

面是因为Tween 80对植物根部细胞有毒害作用[26]，剂

量越高，其对植物的毒害作用越大；另一方面，高剂量

Tween 80促进了土壤中芘的溶出，从而增强了芘对植

物的胁迫作用。而细菌 Pyr9的定殖则使三叶草的生

长抑制显著减低，这是由于Pyr9本身具备的产吲哚乙

酸（IAA）、产铁载体以及溶磷能力促进了三叶草的生

长；同时菌株 Pyr9可快速降解三叶草根际和体内的

芘，缓解了高浓度芘对三叶草的生长胁迫作用。

添加适量 Tween 80 可提高土壤中 PAHs 等有机

污染物的溶解性和生物可利用性，使其更容易被植物

吸收或被微生物降解[26-27]。在本研究中，添加不同剂

量Tween 80均促进了三叶草对芘的吸收，且当Tween
80 含量在 0~250 mg·kg-1 时，三叶草中的芘含量随

Tween 80含量增加上升迅速。此外，随着Tween 80含

量的增加，土壤中的芘含量先减少后增加，说明高浓

度 Tween 80（1 000 mg·kg-1）不利于土壤中芘的去除。

众多研究也证实[20-21，28]，添加适量的 Tween 80能显著

提高 PAHs的生物降解率；而过量添加 Tween 80虽可

促进土壤中 PAHs的解吸并提高 PAHs的溶解性，但

会抑制 PAHs的生物降解过程。其原因有以下三点：

（1）PAHs与Tween 80胶束结合，反而降低了其生物有

效性[29]；（2）高浓度的Tween 80会破坏细菌细胞膜，导

致细菌死亡[30]；（3）Tween 80作为碳源和能源优先被

微生物利用[31]。

PAHs降解细菌在根际土壤和植物中的定殖能有

效减低植物体内的 PAHs含量，降低其 PAHs污染风

险[12]。在本研究中，相比于不接种 Pyr9的三叶草，接

菌处理的三叶草根部和茎叶部芘含量显著降低，芘富

集系数也明显下降。研究表明，植物根际和体内存在

数量可观的 PAHs降解细菌，可用于植物-微生物联

合作用修复 PAHs污染[32-33]。在根际微生态环境中，

植物根系分泌物（糖类、有机酸和氨基酸等）可为根际

细菌提供营养物质，并且吸引根际细菌在植物根表定

殖形成聚集体或细菌生物膜。根际细菌则可通过产

生促生物质促进植物生长，或是通过降解 PAHs等有

机污染物提高植物对污染环境的抗逆性[32，34]。此外，

一些定殖在植物根表的 PAHs降解细菌还可进入植

物体内成为内生细菌，直接降解植物体内的PAHs，或
是诱导植物体内的 PAHs 代谢酶系，加速植物体内

PAHs的去除[35]。另外，功能内生细菌也可通过基因

水平转移将自身的 PAHs降解基因转移给其他植物

内生细菌[36]，以加速植物体内 PAHs 的降解，减少

PAHs在植物组织中的积累。

目前已有的研究多是关注 Tween 80等表面活性

剂对植物吸收代谢 PAHs 或微生物降解 PAHs 的影

响，有关表面活性剂对降解细菌在植物根际和体内的

定殖、分布以及效能的影响尚未见报道。本研究通过

温室土培实验，研究了 0~1 000 mg·kg-1的Tween 80作

用下细菌 Pyr9在三叶草根部的定殖和分布以及对三

叶草吸收累积芘的影响，获得了一些初步的结果，为

保障 PAHs污染区农产品安全提供了理论依据。但

本研究尚有几点不足之处，在此说明，并建议作为后

续研究的关注点：（1）盆栽实验所采用的 PAHs为单

一芘污染，而实际环境中多为多种 PAHs复合污染，

且浓度差异较大，在这种复杂的环境中应用该技术效

果如何尚不可知；（2）为了及时追踪菌株 Pyr9在三叶

草中的定殖和分布，三叶草植株的整体培养时间较

短，后续可开展不同培养时间的连续采样检测，以监

测各个指标的动态变化；（3）不同剂量 Tween 80对植

物根际和体内微生物群落结构以及 PAHs代谢酶系

活性的影响未做探讨。完成以上几个方面的研究，方

可全面深入地阐述 Tween 80-植物-微生物-PAHs之
间的相互关系。
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4 结论

（1）低剂量（100 mg·kg-1）的Tween 80可促进菌株

Pyr9在三叶草中的定殖和生长，且对三叶草的生长影

响不大。

（2）高剂量（≥500 mg·kg-1）的 Tween 80可抑制三

叶草的生长，而菌株 Pyr9的定殖则可促进三叶草的

生长。

（3）适当剂量Tween 80（100~500 mg·kg-1）的施用

可有效促进菌株Pyr9降解三叶草中的芘。
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