
摘 要：为了提高微生物对 DDTs污染土壤的修复效率，利用混合菌[球形节杆菌（Arthrobacter globiformis）和甲基营养型芽孢杆菌
（Bacillus methylotrophicus）]对沈阳市沈北新区设施农业 DDTs污染土壤进行现场修复实验，研究定期添加血粉（3X）和阴-非离子混
合表面活性剂 SDBS-Tween 80（3H）对混合菌修复 DDTs污染土壤的强化效果，分析修复过程对 DDT同分异构体及初级代谢产物
的影响。结果表明：接种混合菌可有效降低土壤中 DDTs的残留，连续 3次接种的修复效果（3PN-1）比 1次（PN-1）好，90 d后 DDTs
降解率可达 50.5%，比对照组提高了 45.9%。在此基础上，添加血粉和 SDBS-Tween 80均可显著降低土壤中 DDTs的残留，其中
SDBS-Tween 80的处理效果较好，DDTs降解率最高达到 63.2%，比单独接种混合菌处理提高了 12.8%。DDT同分异构体及初级代
谢产物分析表明，SDBS-Tween 80强化修复对生态毒性较强的 p，p忆-DDE降解率达到了 62.4%，有效降低了修复后的生态风险。因
此，SDBS-Tween 80强化混合菌处理可以作为 DDTs污染土壤微生物修复的适宜措施。
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Enhanced microbial remediation of dichlorodiphenyltrichloroethane（DDT）-contaminated farmland soil
WANG Xiao-xu, SUN Li-na*, ZHENG Xue-hao, WU Hao, WANG Hui, LIU Chun-yue
（Key Laboratory of Regional Environment and Eco-Remediation, Ministry of Education, Shenyang University, Shenyang 110044, China）
Abstract：In order to improve the microbial remediation efficiency of dichlorodiphenyltrichloroethane（DDT）-contaminated soil, field-scale
bioremediation of farmland soil contaminated by DDTs from the Shenyang North New Area of China was performed using mixed bacteria
（Arthrobacter globiformis and Bacillus methylotrophicus）. Enhanced mixed-bacteria remediation was investigated in the presence of blood
meal（3X）and SDBS-Tween 80-mixed surfactants（3H）. The changes in DDT isomers/primary metabolites during the remediation process
were analyzed. The results showed that the inoculation of mixed bacteria could effectively reduce the residual DDTs in soil and the effect of
three fold inoculation（3PN-1）was better than single inoculation（PN-1）. After 90 days, the degradation rate of DDTs reached 50.5%,
which was 45.9% higher than that of the control group. The residual DDTs in soil could be significantly reduced by adding blood meal and
surfactants. Among the treatments, that of SDBS -Tween 80 combined with mixed bacteria was the best. The highest degradation rate of
DDTs was 63.2%, which was 12.8% higher than that of the treatment of using mixed bacteria alone. The analysis result of the DDT isomers/
primary metabolites indicated that remediation with SDBS-Tween 80 combined with mixed bacteria has a high degradation of 62.4% for p,p忆
-DDE, which has strong ecotoxicity, thus the ecological risk after remediation was effectively reduced. Therefore, SDBS-Tween 80-en原
hanced mixed-bacteria treatment has potential application for microbial remediation of DDT-contaminated soil.
Keywords：DDTs; mixed bacteria; anionic-nonionic mixed surfactant; blood meal
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滴滴涕[（1，1，1-trichloro-2，2-bis（p-chlorophenyl）

ethane，DDT]是环境中典型的持久性有机污染物
（Persistent Organic Pollutants，POPs），由于其突出的持
久性、生物蓄积性，并对生物体存在潜在毒性而受到

广泛关注[1]，许多国家都将其列入优先控制污染物的
黑名单中。环境中残留的 DDT同分异构体/初级代谢
产物主要包括 p，p忆-DDT、o，p忆-DDT、p，p忆-DDE和 p，p忆-
DDD，统称 DDTs。由于 DDTs的亲脂性，易被土壤颗粒
吸附，使土壤成为其主要的环境归宿之一[2]。虽然我国
早在 1983年已经禁止使用 DDTs，但各地土壤中仍能
检测到不同浓度的 DDTs残留[3]。残留在土壤中的 DDTs
可以通过迁移、转化及食物链等进入其他环境介质和

生物体，对生态系统和人类健康造成潜在危害[4]。因
此，对 DDTs污染土壤进行修复是极其必要的。

微生物降解是 DDTs污染土壤修复经济有效的
方法[5]。但对于疏水性强的 DDTs化合物，较低的生物
利用性是限制其微生物修复效率的主要因素[6]。此外，
在现场修复环境中，通常采用定期接种新的降解菌以

及添加微生物生长所需营养物以提高污染土壤中降

解菌的数目和活性[7-8]。因此，采用强化手段提高微生
物修复效率成为生物修复 DDTs污染土壤的关键。血
粉是良好的动物性蛋白饲料，是屠宰禽畜时所得血液

经干燥制成的。血粉中不仅含有丰富的氨基酸和多种

微量元素，而且粗蛋白含量可达到 80%耀90%，可以对
微生物的生长繁殖起促进作用。血粉作为一种微生物

刺激物，近期在我国已成功应用于原位处理 DDTs污
染土壤的生物修复中，并取得了良好的修复效果[9]。因
此，血粉可以作为微生物刺激物应用于污染农田土

壤修复中。另外，针对 DDTs极易被土壤固相吸附，导
致其生物利用性低的问题，人们通常利用表面活性剂

的增溶作用提高疏水性有机污染物（Hydrophobic Or原
ganic Compounds，HOCs）的溶解性和生物可利用性，
从而达到促进微生物降解、提高修复效率的目的[10-11]。
目前，该技术中多采用单一表面活性剂进行强化修

复，而阴-非离子混合表面活性剂可协同增溶土壤中
有机污染物，有效降低表面活性剂用量，且环境适应

范围更广泛[12]。因此，在污染土壤的生物强化修复研
究中受到广泛关注。如阴离子表面活性剂十二烷基苯

磺酸钠 SDBS和非离子表面活性剂 Tween 80已被报
道用于 PAHs污染土壤的微生物修复研究中[13-14]，但
田间应用表面活性剂强化微生物降解 DDTs方面的研
究较少。

因此，本研究针对国内 DDTs等有机污染土壤修

复技术需求，在前期的研究基础上，以东北地区设施

农业 DDTs污染土壤为对象，开展现场微生物原位修
复及血粉、阴-非离子混合表面活性剂强化修复措施，
同时探讨了修复过程中对 DDT同分异构体/初级代
谢产物的影响，以期为 DDTs等有机污染土壤的微生
物强化修复技术提供理论指导。

1 材料与方法

1.1 修复场地
实验场地位于沈阳市沈北新区某设施农业大棚

内，平整实验田 0~20 cm表层土壤，去除植物根系、石
砾、塑料等残留物，不断进行翻耕混匀。土壤基本理化

性质参照土壤农业化学分析方法测定 [15]：土壤容重
1220 kg·m-3，pH值 6.39，有机质 62.18 g·kg-1，总氮
3.09 g·kg-1，总磷 0.69 g·kg-1，粘粒、粉粒和砂粒含量分
别为 24.78%、74.07%、1.15%，土壤类型为粉砂质粘
土。实验田 DDTs平均浓度为 130.63 滋g·kg-1，其中 p，
p忆-DDT、o，p忆-DDT、p，p忆-DDD 和 p，p忆-DDE 分别为
95.56、6.08、8.95 滋g·kg-1和 20.04 滋g·kg-1。
1.2 主要实验材料

混合菌：球形节杆菌（Arthrobacter globiformis）和
甲基营养型芽孢杆菌（Bacillus methylotrophicus）由本
课题组分离、培养[16]。球形节杆菌和甲基营养型芽孢
杆菌按 2颐1（体积比）混合配成混合菌液。

血粉：购于贵州金万和农业科技有限公司。

阴-非离子混合表面活性剂：即十二烷基苯磺酸
钠（SDBS）和失水山梨醇单油酸酯聚氧乙烯醚（Tween
80），购于国药集团化学试剂有限公司，其混合质量比
为 2颐3。

DDTs标准样品：p，p忆-DDE、p，p忆-DDD、o，p忆-DDT、
p，p忆-DDT（浓度 100 滋g·mL-1）购于百灵威科技有限
公司，采用气相色谱仪（CP-3800，美国 Varian）进行
DDTs分析。
1.3 实验设计

各田间实验小区面积均为 1.0 m伊1.0 m，相邻小
区间设置约 20 cm隔离沟。共设置两组实验：

实验一，混合菌的接种方式对 DDTs污染土壤的
影响：（1）初始 1次接种混合菌（PN-1）；（2）连续 3次
接种混合菌（3PN-1），按照每 30 d接种 1次的频率进
行添加。在每次喷施降解菌过程中进行翻耕混匀。同

时设不接种的小区作为对照（CK）。
实验二，在实验一的基础上，研究不同强化措施

对混合菌修复 DDTs污染土壤的影响：（1）添加血粉
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和接种混合菌（3X+3PN-1）；（2）添加阴-非离子混合
表面活性剂 SDBS-Tween 80 和接种混合菌（3H+
3PN-1）；（3）添加阴-非离子混合表面活性剂 SDBS-
Tween 80、血粉和接种混合菌（3X+3H+3PN-1）。上述
3种处理均在每 30 d添加 1次，并进行翻耕混匀。

对照与处理小区各设置 3个平行重复。修复周期
为 90 d，为空白样地，分别在 0、30、60、90 d时使用梅
花取样法对每个小区采集表层 0~20 cm处土壤样品
并混合均匀，监测土壤中 DDTs的残留量。其中初始 1
次接种混合菌的菌液量为 1.5 L·m-2，每 30 d接种 1
次混合菌的菌液量为 500 mL·m-2，菌落形成单位均为
1伊108 mL-1；血粉每次添加量为 5 g·kg-1 土；SDBS-
Tween 80每次添加量为 100 mg·kg-1土；混匀翻耕深
度为 0~20 cm表层土壤，定期浇水，使土壤含水率保
持在最大田间持水量的 60%。
1.4 土壤样品中 DDTs的前处理方法和残留测定条件

土壤样品室温自然风干后，碾磨粉碎过 60目筛，
称取 5.0 g试样，移入萃取池中，加硅藻土把萃取池填
满，土壤中 DDTs的提取采用加速溶剂萃取法，萃取
液为正己烷和丙酮混合液（体积比 1颐1）[17]。萃取后的
溶液使用浓硫酸磺化法对萃取液进行净化[18]，净化后
使用氮吹法使样品近干后，用色谱纯正己烷定容到

1.0 mL，然后过 0.45 滋m有机滤膜，转移到气相进样
瓶中，使用气相色谱-电子捕获检测器（GC-ECD）进
行测定。

测定条件：色谱柱为 CP-sil 8CB型石英毛细管柱
（30 m伊0.32 mm伊0.25 滋m）；色谱柱升温程序为初始温
度 120益并保持 1 min，以 25益·min-1升至 230益，再
以 3 益·min-1升至 255 益，最后以 20 益·min-1升至
280益保持 5 min；进样口温度 250益；检测器温度 300
益。载气、辅助气均为高纯氮气，载气流速为 0.6 mL·
min-1（恒流）。进样方式为脉冲不分流进样，脉冲压力
276 kPa、保持 0.75 min，进样量 1滋L；尾吹 30 mL·min-1。
以色谱峰保留时间定性，外标法定量，方法的线性范

围为 2~200 滋g·L-1，检出限为 0.87~2.63 滋g·kg-1，加标
回收率为 89.2%~107.1%。
1.5 数据处理

采用 Origin 8.0和 SPSS 18.0对数据进行处理分
析作图。

2 结果与讨论

2.1 混合菌的接种方式对 DDTs污染农田土壤的影响
降解菌在土壤中的定殖是决定 DDTs污染土壤

微生物修复的关键，投加到实际污染土壤中的降解菌

往往会存在菌体流失的现象[19]，因此本研究通过 90 d
的田间实验，比较对照组（CK）、初始 1次接种混合菌
（PN-1）和分 3次接种混合菌（3PN-1）对农田土壤中
DDTs残留浓度动态变化的情况，结果如图 1所示。与
各田间小区 DDTs本底值（129.58~131.10 滋g·kg-1）相
比，不添加任何修复措施的 CK在 90 d残留量变化不
明显，降解率仅为 4.6%。说明土壤中虽然存在降解
DDTs的土著微生物，但这种降解作用非常缓慢。

在接种混合菌的两种处理中，土壤中 DDTs残留
量在前 30 d内降低迅速，3PN-1处理的 DDTs残留浓
度与 PN-1处理相比虽有减少，但并不显著。其原因
可能是当接菌量达到一定浓度时，菌体与底物已经充

分接触，此时接菌量已经接近饱和，不再是制约降解

DDTs的主要原因[20]。而在随后的 30~90 d，3PN-1和
PN-1两种处理的 DDTs残留浓度变化出现差异。PN-
1处理在 30~90 d DDTs残留浓度降低幅度较小，90 d
后 DDTs降解率为 41.9%，仅比第 30 d提高了 5.5%，
这表明初始 1次性接种混合菌，随着培养时间的延
长，降解菌会逐渐衰亡，导致降解效果变差。而 3PN-1
处理在 30~90 d DDTs残留浓度亦有不同程度下降，
90 d后 DDTs降解率达到 50.5%，比第 30 d 提高了
17.1%。虽然 3PN-1处理每 30 d均有接种 1次混合菌
菌液，但是 30 d之后残留浓度的下降程度逐渐减弱，
其原因可能是：一方面，土壤中 DDTs浓度降低，导致
反应速度减慢；另一方面，DDTs降解过程中产生的中
间产物的竞争代谢和毒性作用[21]，也可能造成微生物
降解速率降低。与本研究类似，谢慧[22]通过盆栽试验

图 1 混合菌的接种方式对 DDTs污染农田土壤的影响
Figure 1 Effects of inoculating mixed bacteria on the
biodegradation of DDTs contaminated farmland soil
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研究了降解菌株 DXZ9 对模拟 DDTs污染土壤的影
响，结果表明土壤中 DDTs残留浓度在前期降低较
快，后期降低较慢，DDTs降解率最高达到 65.5%，高
于本研究中混合菌对 DDTs降解率，这可能是由于田
间土壤环境较为复杂，残留在土壤中的 DDTs经过长
期老化其生物可利用性大幅降低。综上所述，分 3次
接种混合菌比初始 1次接种混合菌对 DDTs修复效
果好（P约0.05）。这与 Boon等[23]报道生物强化中投加
土著降解菌即使是从原污染环境中分离筛选出的并

有适宜的生长环境也难以长期存活，必须要定期补充

接种新的降解菌是一致的。因此，为保证降解菌在土

壤中的存活和繁殖，需定期连续地接种混合菌。

2.2 不同强化措施对混合菌修复 DDTs污染农田土壤
的影响

采用定期添加血粉（3X）和阴-非离子混合表面
活性剂 SDBS-Tween 80（3H）强化混合菌（3PN-1）修
复 DDTs农田土壤的影响如图 2所示。经过 90 d的修
复，与单独接种混合菌 3PN-1处理相比，采用不同强
化措施均可显著降低土壤中 DDTs的残留（P约0.05），
3X+3PN-1、3H+3PN-1、3X+3H+3PN-1修复后土壤中
DDTs残留浓度分别为 56.08、47.66、44.56 滋g·kg-1，平
均降解率分别达到 57.5%、63.2%和 65.9%。添加营养
物质可以提高微生物降解活性，而且相关研究表明外

加碳源不仅有利于微生物定殖，还能作为共代谢底物

促进 DDTs的降解[24]。血粉中营养物比较丰富，可以为
微生物提供足够碳源，刺激微生物提高其活性。王辉

等[9]研究了添加营养物对土著微生物修复 DDTs污染
土壤的影响，结果表明，与葡萄糖相比较，血粉能够更

长效地刺激土著微生物提高其活性，更有效地提高土

壤中 DDTs的微生物降解率。因此，添加血粉强化混
合菌（3X+3PN-1）可以使土壤中 DDTs残留浓度显著
降低。与 3X+3PN-1处理相比，3H+3PN-1处理可以
使土壤中 DDTs残留浓度进一步降低。已有研究表
明，阴-非离子混合表面活性剂可产生协同增溶作用，
减少各自的吸附或沉淀损失，增加了土壤中的有效浓

度，促进了 DDTs从土壤颗粒中解吸下来，进而提高
了 DDTs的生物可利用性和微生物降解效率[25]。陈苏
等[26]报道 SDBS-Tween 80浓度仅为 70 mg·kg-1土时，
即可达到对微生物修复 DDTs污染土壤较好的效果，
150 d后 DDTs降解率达到 64.0%。因此，较低浓度的
SDBS-Tween 80 能有效促进土壤中 DDTs 的生物修
复效果，同时降低了田间应用表面活性剂的成本。

3X+3H+3PN-1联合作用对 DDTs降解的促进作用强

于单独的 3X+3PN-1和 3H+3PN-1处理，这说明血粉
和 SDBS-Tween 80 在促进 DDTs降解方面存在协同
作用。外加血粉提高微生物降解活性；添加 SDBS-
Tween 80提高了 DDTs生物可利用性，两者共同促进
了土壤中 DDTs降解。

为比较不同强化措施间 DDTs的修复效果是否
具有显著差异，对 3X+3PN-1、3H+3PN-1和 3X+3H+
3PN-1修复后 DDTs残留浓度进行两两之间 t检验。
在成对 t检验中，3X+3PN-1与 3H+3PN-1之间具有
显著性差异（P约0.05），且 3H+3PN-1 处理后土壤中
DDTs残留浓度较低。表明与添加血粉相比，利用
SDBS-Tween 80 强化混合菌对土壤中 DDTs 修复效
果更显著；3H+3PN-1与 3X+3H+3PN-1之间无显著
差异（P跃0.05），即添加血粉并没有显著提高 SDBS-
Tween 80与混合菌对土壤中 DDTs的修复效果。因
此，考虑到田间修复成本，利用 SDBS-Tween 80强化
混合菌处理即可达到对 DDTs污染土壤较好的修复
效果。

2.3 不同强化措施下农田土壤中 DDT同分异构体/初
级代谢产物的残留情况

混合菌的接种方式、添加血粉和阴-非离子混合
表面活性剂 SDBS-Tween 80 强化修复后，土壤中
DDT 同分异构体/初级代谢产物（p，p忆-DDT、o，p忆-
DDT、p，p忆-DDD和 p，p忆-DDE）残留情况见图 3。图 3a
为不同强化措施下土壤中 p，p忆-DDT残留浓度。p，p忆-
DDT是 DDTs中有效的杀虫活性成分，生物毒性强，
在土壤环境中消失缓慢，半衰期可达到 30年[27]。采用
不同强化措施修复 90 d后，可以看出土壤中 p，p忆-

0 d残留浓度
90 d残留浓度

30 d残留浓度
90 d降解率

60 d残留浓度

图 2 不同强化措施对混合菌修复 DDTs污染农田土壤的影响
Figure 2 Effects of different enhanced measures on mixed bacteria

remediation of DDTs contaminated farmland soils
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DDT残留浓度显著降低。其中，PN-1处理在修复 30
d后，p，p忆-DDT降解速度明显比其他处理低，这表明
仅初始接种 1次混合菌，其降解活性会随着培养时间
的延长而逐渐降低，导致 p，p忆-DDT降解效果变缓。
而每 30 d 接种 1 次混合菌的处理（3PN-1），p，p忆-
DDT残留量亦呈现不断降低趋势。可以看出与 3PN-
1 处理对比，3H+3PN-1 和 3X+3H+3PN-1 两种处理
对 p，p忆-DDT修复效果更好。从图 3b中可见，修复
90 d后不同强化措施间 o，p忆-DDT残留浓度相差不
大，其原因可能是土壤中残留的 o，p忆-DDT浓度较
低，不利于微生物降解，但 o，p忆-DDT杀虫活性较弱，
对生态环境影响相对较小。图 3c为不同强化措施下
土壤中 p，p忆-DDD残留浓度。与土壤中其他 DDT同
分异构体/初级代谢产物相比，p，p忆-DDD残留浓度下
降较为缓慢，其原因为 p，p忆-DDD在厌氧条件下可以
被降解细菌进一步还原脱氯至 DDMS和 DDNU[28]，而
表层土壤以有氧条件为主，对 p，p忆-DDD进一步降解
不利，其中以 3H+3PN-1处理对 p，p忆-DDD残留浓度
下降最为明显。由图 3d 可以看出，PN-1、3PN-1 和
3X+3PN-1 处理 p，p忆-DDE残留浓度在降解 30 d 后
出现累积现象，这可能是由于各异构体间相互转化所

导致的。p，p忆-DDE是 p，p忆-DDT在有氧条件下生物
降解主要的代谢产物之一[29]，当在某个时期，还来不及
再转化消失，p，p忆-DDE会暂时累积，出现残留浓度升
高的现象。这与 Fan等[30]研究白腐真菌在人工模拟
DDTs污染土壤条件下对 p，p忆-DDE降解情况类似。
p，p忆-DDE比其母体化合物具有更强的持久性、生物
蓄积性和生态毒性[31]，因此去除土壤中残留的 p，p忆-
DDE非常重要。对比不同强化措施下土壤中 p，p忆-
DDE残留浓度可以看出，3H+3PN-1处理残留浓度最
低，对 p，p忆-DDE降解率高达 62.4%。因此，综合考虑
不同强化措施对土壤中 DDTs 残留浓度的影响及
DDT同分异构体/初级代谢产物的修复效果，最终确
定 3H+3PN-1处理为适宜的强化措施，即利用阴-非
离子混合表面活性剂 SDBS-Tween 80强化混合菌修
复 DDTs污染土壤，修复 90 d后 DDTs降解率可达
63.2%。
3 结论

（1）混合菌的接种方式对 DDTs污染土壤修复存
在显著影响，连续 3 次接种的修复效果比 1 次好，
DDTs 的降解率最高可达 50.5%，比对照组提高了

图 3 不同强化措施下土壤中 DDT同分异构体/初级代谢产物的残留情况
Figure 3 Effects of DDT isomers/primary metabolites residue in different enhanced measures
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45.9%，比 1次接种混合菌提高了 8.6%。
（2）定期添加血粉和阴-非离子混合表面活性剂

SDBS-Tween 80 能明显强化混合菌对土壤中 DDTs
的降解效果，3X+3PN-1、3H+3PN-1和 3X+3H+3PN-
1处理对土壤中 DDTs降解率分别达到 57.5%、63.2%
和 65.9%，比单独接种混合菌处理分别提高了 7.1%、
12.8%和 15.5%。
（3）SDBS-Tween 80 强化混合菌处理（3H+3PN-

1）可以显著降低土壤中 DDTs的残留浓度，且对生态
毒性强的 p，p忆-DDE去除效果好，有效降低了修复后
的生态风险，为适宜的强化措施。
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