
摘 要：为研究苯并[a]芘（B[a]P）在土壤中逐步累积后对土壤微生物区系的影响，试验采用低剂量叠加的方式模拟 B[a]P在黄褐土
中的累积过程，研究 B[a]P不同污染方式对土壤 B[a]P含量和微生物可培养种群数量的影响。结果表明：在 B[a]P累积和一次污染方
式下，土壤 B[a]P可提取态和有效含量随培养时间的延长而降低，培养前期（1~28 d）下降速率较快，后期（28~56 d）下降速率减缓。
B[a]P累积污染在整个培养期内显著地增加了土壤可培养细菌的数量，降低了真菌和放线菌的数量；一次污染在初期降低了可培养
细菌和放线菌的数量，增加了真菌的数量。B[a]P累积污染对土壤微生物数量的抑制率为放线菌>真菌>细菌；一次污染对土壤微生
物数量的抑制率为放线菌>细菌>真菌。放线菌对土壤 B[a]P污染最为敏感，且与土壤 B[a]P含量的相关性高于细菌和真菌，可作为
多环芳烃类污染物污染土壤的生物学指标。累积污染以低剂量叠加方式研究了土壤微生物区系对 B[a]P污染的响应，反映了 B[a]P
在实际土壤中的环境风险。
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Effects of benzo[a]pyrene pollution over one-time and cumulative patterns on microbial flora in yellow-cinna原
mon soil
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Abstract：This study examined the effects of accumulated benzo[a]pyrene（B[a]P）on soil microorganisms. The bioavailability of B[a]P and
its influence on microbial populations in yellow-cinnamon soil were investigated using one-time and accumulated pollution methods under
simulated conditions. The results showed that the extractable and available B[a]P content in soil declined quickly in the first 28 days, then
decreased slowly from 28 to 56 days in each of the two pollution conditions. During the incubation period, the number of soil bacteria signifi原
cantly increased, while that of fungi and actinomycetes decreased in the accumulated pollution condition. However, decreased populations of
bacteria and actinomycetes and an increased number of fungi were observed in the initial stage of the incubation period in the one-time pol原
lution condition. The inhibition rates of accumulated pollution on the activities of different soil microbial species were actinomycetes>fungi>
bacteria. For one-time pollution, the inhibition rates were actinomycetes>bacteria>fungi. In conclusion, actinomycetes were the most sensi原
tive of the three microorganisms to B[a]P pollution, and their population size was more correlated with soil B[a]P content than that of either
bacteria or fungi. Therefore, actinomycetes could be used as biological indicators for polycyclic aromatic hydrocarbon-contaminated soil. In
this study, responses of soil microbial flora to accumulated B[a]P pollution were investigated using a low dose accumulation method, which
was an optimum approach that reflected the environmental risk of B[a]P under natural soil conditions.
Keywords：B[a]P; accumulated pollution; one-time pollution; microbial flora

收稿日期：圆园17原08原28 录用日期：圆园17原12原04
作者简介：葛高飞（1980—），女，副研究员，主要从事污染生态与微生物方面的研究。E-mail：gegaofei@ahau.edu.cn
基金项目：国家自然科学基金青年科学基金项目（41401278）
Project supported：The Young Scientists Fund of the National Natural Science Foundation of China（41401278）

圆园18，37（5）: 941-947 2018年 5月农 业 环 境 科 学 学 报
允燥怎则灶葬造 燥枣 粤早则燥鄄耘灶增蚤则燥灶皂藻灶贼 杂糟蚤藻灶糟藻

葛高飞，张鸣帅，姚 时，等.苯并[a]芘不同污染方式对黄褐土微生物区系的影响[J].农业环境科学学报, 2018, 37（5）：941-947.
GE Gao-fei, ZHANG Ming-shuai, YAO Shi, et al. Effects of benzo[a]pyrene pollution over one-time and cumulative patterns on microbial flora in yellow-cin原
namon soil[J]. 允燥怎则灶葬造 燥枣 粤早则燥-耘灶增蚤则燥灶皂藻灶贼 杂糟蚤藻灶糟藻, 2018, 37（5）: 941-947.

苯并[a]芘不同污染方式对黄褐土微生物区系的影响
葛高飞 1，张鸣帅 2，姚 时 2，昝 萱 2，张 芳 员，圆

（1.安徽农业大学生物技术中心，合肥 230036；2.安徽农业大学资源与环境学院，合肥 230036）



农业环境科学学报 第 37卷第 5期
苯并 [a]芘（Benzo [a]pyrene，B [a]P）是多环芳烃

（Polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs）中污染最广、
毒性最强的有机污染物之一，也是 PAHs类污染物中
致癌性最强的污染物[1-4]。B[a]P在环境中较为稳定，不
易降解；主要通过石油开采、燃煤和汽车尾气排放以

及大气沉降等方式累积进入地表而污染土壤[1]。土壤
中累积的 B[a]P被植物吸收，进入食物链，从而对人
体健康造成威胁。土壤微生物作为土壤中数量最多

的生物类群，是土壤系统中物质循环与能量转换的

重要组分。它们对土壤肥力、土壤团粒结构的形成，土

壤生态平衡的维持与可持续发展都具有极其重要的

意义[5]。土壤微生物群落作为土壤生态系统的重要组
分，在环境条件的形成、地球化学循环和生物进化中

都扮演着重要角色[6]，是反映土壤环境变化的敏感指
标，可作为衡量土壤质量及评价土壤生态系统可持续

性的重要生物学指标[7]。B[a]P污染具有显著的微生物
群落效应，体现为对土壤微生物多样性、组成及生理

功能的潜在影响[8-9]，反映 PAHs类污染物对土壤微生
物的潜在毒害效应。

目前的研究大都集中在 B[a]P一次污染所产生
的生态毒性，这与土壤 B[a]P以较低剂量逐步在实际
土壤中累积的污染过程存在明显差异。本试验采用逐

步添加的方法模拟污染物在土壤中的累积过程，研究

B[a]P累积添加对土壤微生物区系的影响，找出 B[a]P
污染土壤的敏感微生物学指标，以期为土壤 PAHs类
污染物的生态毒性诊断提供科学方法与理论支持。

1 材料与方法

1.1 实验材料
B[a]P试剂（色谱纯）购自美国 Sigma公司。试验

土壤为黄褐土，土壤样品采自安徽农业大学高新农业

示范园内。土壤样品剔除植物根系和石砾后自然风

干，研磨过 2 mm尼龙筛。在培养试验之前，测定土壤
的基本理化性质[10]（表 1），并将含水量调节为土壤最
大持水量的 50%，置于生化培养箱中（25 益）活化培
养 1周（视为新鲜土壤）。
1.2 实验设置

制作高浓度的 B[a]P污染母土，待溶剂（丙酮）散

尽后，磨碎过 100目网筛。模拟 B[a]P在土壤中的累
积试验：每 7 d将一定量的 B[a]P污染母土按比例与
供试土壤混合，使土壤 B[a]P浓度增加 50 滋g·kg-1。高
浓度处理先进行累积污染，18 周后低 B[a]P 浓度
处理开始进行累积污染，到 24 周时 B[a]P在土壤中
累积浓度分别达到 1200 滋g·kg-1（Lb）和 300 滋g·kg-1

（La），同时做累积空白（CK1）。24 周后土壤样品置
于25 益培养箱中进行暗培养。一次性污染试验：
一次性将一定量的 B [a]P污染母土添加到供试土壤
中，B[a]P 浓度分别为 0（CK2）、300 滋g·kg -1（Ya）和
1200 滋g·kg-1（Yb），置于 25 益培养箱中进行暗培养。
土壤含水量保持在土壤最大持水量的 50%，每周通气
2~3次，并于培养后的 1、7、14、28、56 d取样，测定一
次和累积处理下试验土壤中可提取态和有效态的

B[a]P含量，可培养微生物（细菌、真菌和放线菌）的种
群数量。

1.3 土壤 B[a]P含量的提取与测定
土壤中的 B[a]P可提取态含量采用郑彬等[1]的方

法进行提取。土壤中 B[a]P有效态含量的提取参考吕
正勇等[11]的方法。土壤 B[a]P可提取态和有效态含量
采用固相萃取法纯化。B[a]P 的测定采用 Supelco
PAHs 专用色谱柱分离（25 cm伊4.6 mm伊5 滋m），乙腈
和超纯水梯度淋洗，HPLC-FLD（荧光检测器）检测分
析。色谱条件为：在 0~12 min时，乙腈和水的流动相
体积比为 1颐1，12~22 min流动相为纯乙腈淋洗，22~25
min乙腈和水的流动相体积比为 1颐1。流速 1.5 mL·
min-1，柱温 30 益，进样量 20 滋L，激发/发射波长为
294 nm/430 nm，外标法定量分析。B[a]P提取、纯化和
测定方法的回收率为 80%~85%，峰面积测定的相对
偏差（RSD，n=6）小于 5%。
1.4 土壤微生物种群数量

采用系列稀释平板培养计数法（Colony Forming
Unit/CFU）对 2种污染条件下的供试土壤样品中可培
养微生物种类进行活菌数量测定。细菌、真菌和放线

菌分别采用牛肉膏蛋白胨琼脂培养基、马丁氏培养基

和改良高氏 1号培养基进行选择性培养，稀释平板法
计数。根据预实验结果选定细菌、真菌和放线菌的稀

释度分别为 10-5、10-2和 10-4，涂布量为 100 滋L。
表 1 土壤的基本理化性质

Table 1 Basic physical and chemical properties of test soil
土壤类型 Soil type pH 有机质/g·kg-1

Organic matter
全氮/g·kg-1

Total nitrogen
碱解氮/mg·kg-1

Available nitrogen
有效磷/mg·kg-1

Available phosphorus
速效钾/mg·kg-1

Available potassium
苯并[a]芘/滋g·kg-1

B[a]P
黄褐土 Yellow cinnamon soil 6.76 11.8 0.692 61.4 10.3 175 3.32
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图 1 土壤中 B[a]P含量随时间的变化规律
Figure 1 Changes of soil extractable and available B[a]P

contents with time

1.5 数据处理方法
试验中各组数据均用 Excel 2010进行处理，采用

SPSS 16.0统计分析软件进行差异显著性和相关性分
析（F检验，P约0.05为差异显著）。
2 结果与分析

2.1 累积污染对土壤 B[a]P含量的影响
由图 1可以看出，累积污染与一次污染处理的土

壤 B[a]P可提取态和有效态含量都呈现出随培养时
间的增加逐渐降低的规律。在培养前期（1~28 d），两
种污染处理的 B[a]P可提取态和有效态含量下降速
度较快，后期（28~56 d）下降趋势减缓。在相同浓度处
理下，可提取态 B[a]P的含量远高于有效态的含量。
两种污染方式下 B[a]P有效态含量差异不显著。
2.2 累积污染对土壤可培养微生物数量的影响
2.2.1 土壤细菌的动态变化

B[a]P累积和一次污染条件下土壤可培养细菌的
动态变化规律如图 2所示。培养初期（1 d），累积污染
高浓度处理的细菌数量显著高于对照处理，而一次污

染两处理的细菌数量则显著低于对照处理（P<0.05）。
7 d时，累积污染高浓度处理的细菌数量依然高于对
照和低浓度处理，而一次污染对细菌的抑制作用明显

减弱，对照与一次污染高浓度处理间的细菌数量差异

不显著。14~56 d，累积污染两个处理间的细菌数量无
明显差异，但均显著高于对照处理（P<0.05）；一次污
染高浓度处理的细菌数量逐渐增加，到 28 d时显著
高于对照和低浓度处理（P<0.05），56 d时又显著下降，
低于低浓度和对照处理。

2.2.2 土壤真菌的动态变化
从图 3可以看出，土壤可培养真菌的动态变化规

律明显不同于土壤细菌。培养初期（1 d），累积污染处
理的真菌数量低于对照处理，而一次污染处理的真菌

数量高于对照处理，尤其是一次污染的高浓度处理显

著高于对照和低浓度处理的真菌数量（P<0.05）。7 d
时，累积污染的高浓度处理显著降低了土壤的真菌数

量（P<0.05），而一次污染的各处理对土壤真菌数量无
显著影响。14~56 d期间，累积污染降低了土壤中的真
菌数量，且高浓度处理的降低效应显著（P<0.05）；一

不同小写字母表示同一培养时期不同处理间

存在显著性差异（P<0.05）。下同
图 2 土壤细菌数量的动态变化

Figure 2 Dynamic changes of bacteria quantity
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图 3 土壤真菌数量的动态变化
Figure 3 Dynamic changes of fungi quantity

图 4 土壤放线菌数量的动态变化
Figure 4 Dynamic changes of actinomycetes quantity

次污染处理对土壤真菌数量的影响有增加也有降低，

波动性明显。

2.2.3 土壤放线菌的动态变化
如图 4所示，土壤中可培养放线菌数量的动态变

化不同于细菌和真菌。对于累积污染处理来说，在整

个培养期内，累积污染低浓度处理的放线菌数量与对

照相比无明显差异，而高浓度处理的放线菌数量显著

低于对照和低浓度处理（P<0.05）。对于一次污染处理
而言，在培养的前期（1~14 d），一次污染的两个处理
均显著降低了放线菌的数量（P<0.05），并且对放线菌
的抑制程度随着 B[a]P的浓度增加而加大；28 d时，
低浓度处理的放线菌数量与对照相比无明显差异，高

浓度处理依然显著地抑制了放线菌的数量（P<0.05）；
56 d时，一次污染的两个处理对土壤放线菌均无抑制
作用，处理间差异不显著。

2.3 土壤 B[a]P含量对土壤微生物种群数量的影响
从表 2 可以看出，土壤微生物种群数量与土壤

B[a]P含量表现出一定的相关性（负相关）。本研究所
测定的 3种微生物中，放线菌数量与土壤 B[a]P含量
最为相关。与累积污染相比，一次污染模式下 B[a]P
处理的相关性较大，且低 B[a]P处理的有效态含量与

放线菌数量显著相关（P<0.05）。
3 讨论

本研究结果表明，同等浓度处理下，可提取态B[a]P
的含量远高于有效态含量，这与葛高飞等[12]的研究一
致，说明不同提取方法得到的土壤 B[a]P含量差别很
大。有效态含量是溶解在土壤溶液中的 B[a]P，可提取
态含量不仅包括土壤溶液中的 B[a]P，还包括土壤表
面吸附的 B[a]P，故 B[a]P可提取态含量显著高于有效
态含量。累积污染条件下可提取态的 B[a]P含量显著
低于一次污染（P<0.05），而两种污染方式下有效态
B[a]P含量差异不显著（图 1），这与马静静等[13]和张伟
等[14]的研究一致。说明污染方式对 B[a]P在土壤中的
有效态含量影响较小，但对 B[a]P可提取态含量具有
较为显著的影响。Yang等[15]的研究表明，PAHs类污
染物进入土壤中的不同方式会影响污染物的提取率。

Ling等[16]也发现，随着与土壤接触时间延长，B[a]P的
解吸附量逐渐降低，生物有效性下降。对于土壤有效

态 B[a]P来讲，无论是哪种污染方式，B[a]P在土壤界
面和土壤溶液间一直保持着动态平衡，因而不同污染

方式下有效态 B[a]P含量差异不明显[12]。在 B[a]P一
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表 2 土壤 B[a]P含量与微生物数量的相关关系

Table 2 Correlation between contents of B[a]P and microbial community quantity in soil

注：*表示相关性达到显著水平（P<0.05）。
Note：* indicated significant correlation（P<0.05）.

次性大量地进入土壤的污染方式下，B[a]P与土壤颗
粒的作用时间较短，与土壤组分结合程度较低，有机

质固定的 B[a]P量也少，因而一次污染条件下土壤中
B[a]P可提取态含量较高；相反，累积污染处理的污染
物与土壤颗粒的作用是逐步进行的，随着 B[a]P在土壤
中的逐步累积，每次进入土壤中的 B[a]P均能与土壤充
分作用，老化较为完全，因此一次污染处理的 B[a]P可
提取态含量远高于累积污染处理[12]，另外，由于长时
间培养过程中微生物的共生利用也使得 B[a]P的可
提取量减少[1，12]。

细菌、真菌和放线菌作为土壤微生物的三大类群

是构成土壤微生物的主要生物量，它们的类群组成和

数量变化通常能反映出土壤微生物活性水平，标识土

壤中物质代谢的旺盛程度[17]。本研究中，累积污染处
理在培养初期（1 d）增加了可培养细菌数量，而一次
污染处理的细菌数量则显著低于对照处理（P<0.05）。
说明低浓度 B[a]P的累积添加（50 滋g·kg-1）对土壤细
菌不仅没有抑制作用，反而具有刺激作用，少量 B[a]P
的添加为微生物的生长繁殖提供了碳源养料，增加了

微生物的物种丰富度；较高浓度的 B[a]P一次性地添
加到土壤中会对土壤细菌产生毒害，细菌数量被抑制

现象显著（P<0.05）。微生物由初始的被抑制到 7 d后的
抑制作用消失，是细菌适应了较高浓度 B[a]P的影响，
微生物活性得到恢复。可以推测，在初期细菌可能忍耐

并适应了 B[a]P的加入剂量，后来可能利用了B[a]P作
为碳源和能源[12]，刺激了一些细菌生长，从而使细菌

数量增加[18-20]，物种丰富度增加，而后或者由于 B[a]P
的毒性抑制细菌的生长或者由于有机物被快速消耗

而导致微生物死亡，细菌数量又有减少，物种丰富度

降低。高浓度的 B[a]P的添加短时间内刺激了土壤真
菌的活性，增加了真菌的种群数量，此结论与姜睿玲

等[21]的研究相似。大量 B[a]P加入土壤之初增加了有
害真菌的活性和物种丰富度，真菌数量显著增加，后

因土壤的吸附作用以及微生物的降解和利用，可利用

的 B[a]P含量降低，B[a]P的刺激作用减弱，真菌数量
表现出降低的趋势，说明逆境条件会刺激土壤真菌的

活性，增加其物种丰富度。B[a]P一次性大量污染土壤
后真菌表现出较为复杂的动态变化特征[22]。累积污染
条件下，B[a]P少量逐步地在土壤中增加，真菌适应了
污染物的存在，少量B[a]P的毒性不足以刺激大量真
菌的生长繁殖，因此累积污染处理的真菌活性较低，

数量较少，物种丰富度较低。土壤放线菌对 B[a]P的
添加最为敏感，即使是少量污染物的累积加入依然对

土壤放线菌产生了抑制作用（图 4），降低了可培养放
线菌的物种数量。由于放线菌的容忍限度较低，一次

污染处理在培养初期至中期都抑制了放线菌的活性，

降低了放线菌的数量。中后期，放线菌适应了低浓度

的污染环境，但高浓度的抑制作用仍然存在。末期时，

B[a]P的高低浓度对放线菌都没有明显的抑制作用，
这可能是放线菌适应了 B[a]P的污染，恢复了活性，
亦或是放线菌在培养后期能够利用 B[a]P作为碳源
养料维持自身的生长代谢，也可能是由于土壤微生物

指标 Indicator 可提取态 Extractable B[a]P 有效态 Available B[a]P
La Lb Ya Yb La Lb Ya Yb

细菌 Bacteria La -0.617 -0.035
Lb 0.448 0.522
Ya -0.504 -0.206
Yb -0.400 -0.409

真菌 Fungi La 0.216 0.750
Lb -0.053 0.404
Ya -0.429 -0.192
Yb 0.257 0.357

放线菌 Actinomycetes La -0.455 0.387
Lb -0.431 -0.030
Ya -0.864 -0.914*
Yb -0.858 -0.785
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对污染物的忍耐性和适应性，以及微生物对污染物的

降解作用[9，23-24]，引起了污染物生物可利用性的改变。

4 结论

（1）累积污染是污染物以低剂量叠加的方式进入
土壤，更能真实地反映 B[a]P对土壤微生物的影响，
反映现实中 B[a]P的环境风险。
（2）B[a]P可提取态和有效态含量均可对土壤B[a]P

污染进行风险评估，且在低浓度 B[a]P污染下，B[a]P
有效态的表征度更高。

（3）在试验土壤中，测定的土壤 3种微生物中放
线菌反应最为灵敏，其次是细菌和真菌。可培养放线

菌数量与土壤 B[a]P的可提取态和有效态含量相关
性较大，且较低浓度的 B[a]P已造成可培养放线菌数
量的显著减少，因此放线菌可作为 B[a]P污染土壤的
微生物学指标。
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