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摘 要：为探究单壁碳纳米管（SWCNTs）对紫花苜蓿根际土壤中多环芳烃（PAHs）降解及微生物群落的影响，以高浓度PAHs污染

土壤为供试土壤种植紫花苜蓿，并添加不同含量的 SWCNTs，通过室内盆栽试验，分析了根际土壤中PAHs的降解效应及微生物群

落响应。结果表明：添加 0.5 g·kg-1 和 5 g·kg-1 SWCNTs 使土壤中 PAHs 的去除率分别显著降低了 3.43% 和 6.98%（P<0.05），

SWCNTs对 PAHs降解的抑制作用主要来源于 5环和 6环高分子量 PAHs。添加 SWCNTs对紫花苜蓿生长并未产生毒害作用，当

SWCNTs的添加量为 5 g·kg-1时，紫花苜蓿根长、地上部鲜质量和根鲜质量与对照（不添加 SWCNTs）相比分别显著增加了 21.44%、

49.13%和 100.00%（P<0.05）。qPCR和高通量测序结果表明，添加 SWCNTs对土壤细菌生物量、丰富度和多样性无显著影响，但显

著改变了土壤细菌群落组成。较高添加量的 SWCNTs（5 g·kg-1）显著降低了污染土壤中 PAHs潜在降解菌属 Phenylobacterium、

Reyranella、Brevundimonas和Pseudorhodoferax的相对丰度。研究表明，添加 SWCNTs抑制了根际土壤中 PAHs的去除，尤其是 5环

和6环PAHs，同时改变了土壤中微生物群落，并且抑制了与PAHs降解相关的微生物。
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多环芳烃（PAHs）是环境中普遍存在的一类具有

“三致”效应的持久性有机污染物，对人体健康和生态

系统具有极大威胁[1-2]。欧盟和美国环境保护署已把

16种 PAHs列为优先控制污染物，其中苯并[a]芘等 7
种 PAHs 也被我国列入“中国环境优先污染物黑名

单”[3-5]。近年来，随着工业化和城市化的快速发展，

我国土壤中PAHs日趋积累[4，6-9]，据《全国土壤污染状

况调查公报》显示，土壤中 PAHs的点位超标率已达

1.4%，因此 PAHs污染土壤修复已成为我国亟待解决

的重要环境问题。根际修复是 PAHs污染土壤绿色

经济的修复策略[9-10]，但目前修复周期仍然较长，因此

寻找有效的强化措施、提高根际修复效率已成为拓展

根际修复应用的重要途径。

碳纳米管是一种径向尺寸为纳米量级的一维量

子材料，由于其独特的物理化学性质而在环保和农业

等多个领域显示出巨大的应用潜力。碳纳米管可通

过疏水和 π-π相互作用强烈吸附 PAHs[11-12]，从而可

能会影响其在环境中的生物有效性和归趋[13-14]。CUI
等[15]发现添加单壁碳纳米管（SWCNTs）可以显著抑制

沉积物中菲的生物有效性，进而抑制菲的矿化。但目

前关于 SWCNTs对土壤中有机污染物降解的影响尚

未见报道。碳纳米管在一定浓度下还可以促进植物

发芽生长，使根长和侧根数增加，同时还可以促进植

物光合作用[16-17]，增强植物的抗逆性[18]。YUAN 等[19]

研究表明，多壁碳纳米管（MWCNTs）也可以提高植物

茎的伸长。此外，碳纳米管对土壤微生物群落还具有

一定的调控作用。WU等[20]发现 SWCNTs可以通过改

变土壤细菌群落，进而影响碳氮循环。GE等[21]的研

究表明长期添加MWCNTs显著降低了土壤细菌生物

量，改变了土壤细菌群落结构。HAO 等[22]研究了

MWCNTs 对种植水稻的土壤中细菌群落的影响，发

现MWCNTs降低了变形菌门和硝化螺菌属（Nitrospira）

的相对丰度，并显著改变了土壤细菌群落构成，进而

影响土壤氮素循环。由此可见，碳纳米管的这些特

性均可能会影响 PAHs在植物根际的降解过程，但相

关报道还比较有限。

本研究选择南京市栖霞区某煤制气厂污染场地

土壤（粉砂壤土）作为供试土壤，以已报道的 PAHs污
染土壤典型修复植物紫花苜蓿和 SWCNTs为供试材

料，通过盆栽试验研究了 SWCNTs对紫花苜蓿根际土

壤中 PAHs 降解及微生物群落的影响，为探究 SW⁃
CNTs在污染土壤根际修复中的应用提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 化学试剂

16种多环芳烃（PAHs）标准溶液购自Sigma-Aldrich
公司，乙腈和正己烷（色谱纯）购自 Tedia公司（Ohio，
美国），二氯甲烷和环己烷（分析纯）购自国药集团，无

水硫酸钠（分析纯）购自西陇科学股份有限公司，硅胶

（100~200目）购自青岛美高集团有限公司。

1.2 供试土壤与单壁碳纳米管

供试土壤采集南京市栖霞区某煤制气厂污染场

Effects of single-walled carbon nanotubes on degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons and microbial
community in rhizosphere soil of Medicago sativa
WANG Huimin1,2, CHEN Lirong1, REN Wenjie2*, ZHENG Chunli1, HUANG Yiwen2, TENG Ying2*, ZHANG Tiejun1

（1. School of Energy and Environment, Inner Mongolia University of Science and Technology, Baotou 014010, China; 2. Key Laboratory of
Soil Environment and Pollution Remediation, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China）
Abstract：The study investigated the effect of single-walled carbon nanotubes（SWCNTs） on the degradation of polycyclic aromatic
hydrocarbons（PAHs）and microbial communities in alfalfa rhizosphere soil. An indoor -pot experiment was performed to analyze the
degradation of PAHs and the response of microbial communities by planting alfalfa（Medicago sativa）and adding different contents of
SWCNTs to soil contaminated with high concentrations of PAHs. Addition of 0.5 g·kg-1 and 5 g·kg-1 SWCNTs significantly reduced the
removal rate of PAHs in the soil by 3.43% and 6.98%（P<0.05）, respectively. The inhibitory effect of SWCNTs on degradation of PAHs
mainly involved high-molecular-weight PAHs with five to six rings. SWCNTs were not toxic to alfalfa. When the supplemented level of
SWCNTs was 5 g·kg-1, root length, shoot weight, and root weight of alfalfa were significantly increased by 21.44%, 49.13% and 100.00%（P
<0.05）, respectively, compared with those of the control. The results of qPCR and high-throughput sequencing revealed that the addition of
SWCNTs had no significant effect on soil bacterial biomass, richness, and diversity; however, it significantly changed the composition of
soil bacterial community. The higher level of SWCNTs（5 g·kg-1）significantly reduced the relative abundance of potential PAH-degrading
bacteria in contaminated soil, including Phenylobacterium, Reyranella, Brevundimonas and Pseudorhodoferax.
Keywords：single-walled carbon nanotubes; rhizosphere degradation; polycyclic aromatic hydrocarbons（PAHs）; microbial community
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地。采集的表层土壤（0~20 cm）样品，经过自然避光

风干，均质化并过 2 mm筛以去除石头、植物残体和其

他碎屑。根据联合国粮食及农业组织（FAO）世界土

壤分类系统，该土壤类型属于粉砂壤土。土壤基本理

化性质测定参考鲁如坤[23]描述的方法，具体指标如

下：土壤 pH 8.51、有机质 20.76 g·kg-1、全氮 0.52 g·
kg-1、全磷 0.59 g·kg-1、全钾 16.36 g·kg-1、碱解氮 45.33
mg·kg-1、速效磷 8.29 mg·kg-1、速效钾 174.67 mg·kg-1、

铵态氮 2.50 mg·kg-1、硝态氮 0.77 mg·kg-1、阳离子交

换量 18.48 cmol·kg-1。土壤中 PAHs 总量为 344.48
mg·kg-1，其中包括芴 1.68 mg·kg-1、菲 34.13 mg·kg-1、

蒽 1.88 mg·kg-1、荧蒽 61.51 mg·kg-1、芘 89.99 mg·kg-1、

苯并[a]蒽29.82 mg·kg-1、苗屈23.44 mg·kg-1、苯并[b]荧蒽

25.86 mg·kg-1、苯并 [k]荧蒽 13.64 mg·kg-1、苯并 [a]芘
33.32 mg·kg-1、二苯并[a，h]蒽2.12 mg·kg-1、苯并[g，h，i]
苝27.09 mg·kg-1。

SWCNTs购自深圳市国恒启航科技有限公司，分

别采用扫描电子显微镜（SEM）（Quanta FEG 250，FEI，
Hillsboro，美国）、透射电子显微镜（TEM）（FEI Tech⁃
nai，F20，美国）和比表面积分析仪（BET）（V-Sorb
2800P，Gold APP Instruments Co.，北京，中国）对 SW⁃
CNTs的形貌、结构和比表面积进行表征；通过拉曼

（Raman）光谱仪（Renishaw 100，新加坡）评估 SW⁃
CNTs的缺陷程度；通过傅里叶变换红外光谱（FTIR）
（Nicolet 380，Thermo Fisher Scientific，Waltham，美国）

和 X 射线光电子能谱（XPS）（ESCALAB 250Xi spec⁃
trometer，Thermo Scientific，美国）分析 SWCNTs 的表

面官能团、元素组成及含量。

1.3 紫花苜蓿盆栽试验

称 600 g风干土于花盆中，每千克土壤中施加尿

素0.214 5 g、Ca（H2PO4）2·H2O 0.284 6 g和K2SO4 0.187 6
g。设置 4 个不同 SWCNTs 浓度的处理组：0（对照

组）、0.1、0.5、5 g·kg-1，SWCNTs以固体粉末形式加入。

紫花苜蓿种子购于江苏省农业科学院，种子先用

0.5% 的次氯酸钠溶液消毒 10 min，再用 95% 的酒精

溶液杀菌 10 min，然后用无菌水连续冲洗 5次，最后

放入盛有无菌水的烧杯中浸泡 2 h，将浸泡后的种子

均匀放于铺有湿润滤纸的无菌培养皿中，并于 30 ℃
的恒温培养箱中催芽 24 h后选取籽粒饱满的种子均

匀播种于花盆中，10 d后将每盆内幼苗间苗到 40株。

所有植株置于光照培养室中培养，白天（16 h）温度为

25~30 ℃，夜晚（8 h）温度为 23~25 ℃，每日早晚补充

水分，以维持土壤水分为田间持水量的 60%，盆栽在

光照室中随机排位，并间歇性轮换，保证生长条件一

致。每个处理 3个重复，种植 70 d后收获。用去离子

水将紫花苜蓿清洗干净后用滤纸吸干，测定其株高、

根长、鲜质量。采用四分法取土壤样品，其中一部分

新鲜土壤样品存放于-20 ℃冰箱中用来分析微生物

群落多样性，其余土壤冷冻干燥，研磨混匀过 60目筛

后保存于 4 ℃冷库中，用于测定土壤中 PAHs含量及

土壤的理化性质。土壤理化性质的测定参考鲁如

坤[23]描述的方法，具体包括：土壤 pH、总氮、总磷、总

钾、有机质、碱解氮、速效钾、速效磷、铵态氮、硝态氮、

可溶性有机碳（DOC）和阳离子交换量（CEC）等。

1.4 土壤中PAHs含量的测定

土壤中 PAHs含量的测定方法参考 MAO 等[24]的

文章并稍作修改。冻干的土样通过 60 目筛以均质

化，然后与无水硫酸钠按 1∶1混匀后置于索氏提取管

中，量取 70 mL二氯甲烷于茄型瓶中，在 54 ℃下连续

提取 24 h。用旋转蒸发仪将萃取液浓缩至干，再加入

环己烷（2.0 mL）对茄形瓶中的物质进行溶解。采用

硅胶柱净化溶液（0.5 mL），使用正己烷-二氯甲烷混

合液（1∶1，V/V）洗涤，收集洗脱液于刻度试管中，用氮

气先吹至 1 mL，再用乙腈定容至 2 mL，重复该操作 3
次后过 0.22 μm有机相滤膜，转移至进样瓶。采用日

本岛津高效液相色谱（HPLC）仪测定溶液中 PAHs浓
度，具体设置条件参考REN等[25]的文章。采用外标法

定量（R2>0.999），该方法测得土壤中 PAHs的加标回

收率为80.4%~98.2%。

1.5 土壤微生物群落分析

采用 FastDNA® Spin Kit for Soil（MP Bio，美国）试

剂盒提取土壤DNA。称取 0.5 g土壤样品，按说明书

的提取步骤进行。用 Nanodrop®ND-1000 UV -Vis
Spectrophotometer（NanoDrop Technologies，Wilming⁃
ton，DE）检测核酸质量和纯度。将DNA样品置于-80 ℃
冰箱备用。

高通量测序在广州美格基因科技有限公司进行，

对 16S rRNA基因的V5~V7区进行测序。前端引物序

列为 AACMGGATTAGATACCCKG，后端引物序列

为 ACGTCATCCCCACCTTC[26]。 利 用 Quantitative
Insights Into Microbial Ecology（QIIME）平台对测序得

到的Fastq数据进行处理[27]。利用Trimmomatic软件分

别对双端的Reads数据进行质量过滤[28]。同时，利用

Mothur软件去除 barcode和引物得到质控后的 paired-
end clean reads[29]，使用Usearch软件得到归一化（次抽

样）OTU表，用于后续数据分析[30]。计算原核生物群
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落在OTU水平的 α多样性指数（香农指数和 Chao指
数）。基于 Bray - Curtis，采用非度量多维尺度法

（NMDS）对 β多样性进行分析。采用 Student′ s t-test
检测不同类群间丰度具有显著差异的物种，挑选相对

丰度>0.1%的显著差异菌属绘制热图。

采用荧光定量PCR方法，对 16S rRNA和PAHs降
解基因 PAH-RHDα GN 和 PAH-RHDα GP 进行定量

测定[1]。16S rRNA和PAH-RHDα引物序列（见表 1）。

荧光定量PCR反应体系为 10 µL SYBR Premix Ex Taq
（TaKaRa），0.4 µL的前后引物（10 µmol·L-1），1.0 µL
DNA模板，加入无菌水补足至 20 µL。荧光定量 PCR
时，以无菌水代替模板DNA作为阴性对照。

1.6 统计学分析

所有数据为 3个重复的平均值，误差棒表示标准

差。采用 SPSS 26.0进行统计学分析，采用单因素方

差分析分析不同处理之间的显著差异（P<0.05），并使

用Origin 2019软件绘图。基于 Spearman相关性分析

方法分析土壤中 5环、6环PAHs残留率与土壤中细菌

群落相对丰度的相关性。

2 结果与讨论

2.1 SWCNTs的表征

通过 BET 测定，得知 SWCNTs 的比表面积为

201.4 m2·g-1。图 1所示为 SWCNTs的 SEM、TEM、FT⁃
IR、Raman 和 XPS 表征图。通过 SEM 图可以直观看

出，SWCNTs是一种呈管状结构的材料，聚集且相互

表1 荧光定量PCR使用的引物序列

Table 1 Primer sequences used in real-time PCR
目标基因
Target gene
16S rRNA

PAH-RHDα
GN

PAH-RHDα
GP

引物名称
Primer name
515F907R

610F911R

642F933R

引物序列（5′~3′）
Primer sequence（5′~3′）
GTGCCAGCMGCCGCGG

CCGTCAATTCMTTTRAGTTT
GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA

AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT
CGGCGCCGACAAYTTYGTNGG

GGGGAACACGGTGCCRTGDATRAA

图1 SWCNTs的SEM（a）、TEM（b）、Raman光谱（c）、红外光谱（d）和XPS（e）表征

Figure 1 SWCNTs are characterized by SEM（a），TEM（b），Raman spectroscopy（c），FTIR（d）and XPS（e）
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缠绕。由TEM图可知，SWCNTs的基本结构是单根纳

米碳管，管壁较薄，其内径 4~10 nm，外径 6~14 nm，其

中部分纳米碳管相互聚集缠绕形成纳米碳管束。Ra⁃
man光谱是一种表征碳纳米材料表面晶体结构有序

程度的重要手段。SWCNTs材料表面会在 1 360 cm-1

和 1 590 cm-1附近出现两个特征振动峰，分别为D峰

和G峰，D峰是非晶态碳原子的悬键振动，G峰是二维

六边形晶格 sp2杂化碳原子的E2g振动，D峰和G峰强

度比值（ID/IG）表示碳纳米管石墨化程度，其值越低，

表明石墨化程度越高[31]。如图 1c所示，SWCNTs的 ID/
IG为 1.24。采用 FTIR对 SWCNTs的表面官能团进行

定性分析（图 1d），发现 SWCNTs 在 3 463 cm-1处有

明显的吸收峰，这是O—H键的伸缩振动，2 922 cm-1

和 2 853 cm-1处为饱和烃 C—H特征峰，1 697 cm-1处

为羧酸或酮中C O键的对称伸缩振动峰，1 033 cm-1

和 1 385 cm-1处是羧基中C—O的特征吸收峰及C—H
面内弯曲振动，1 617 cm-1 处出现的吸收峰则是

SWCNTs 的 C C 键的特征峰，这些特征峰说明

SWCNTs 中含有羧基 [32-35]。采用 XPS 对 SWCNTs 的

元素组成和基团进行分析（图 1e），发现 SWCNTs中主

要含有 C 元素（92.50%）和 O 元素（6.65%），C 1s 的
宽谱出现在 286 eV处，O 1s的宽谱出现在 533 eV处。

C 1s-XPS峰中包含 SWCNTs石墨结构的C—C峰、羟

基和醚的C—O峰、醛醌酮的>C O峰和羧基峰，它们

分别出现 284.8、286.2、287.8 eV 和 289.2 eV 处[32，36]。

O 1s-XPS峰可分解为 3 类表面含 O 物种，即 C O、

C—OH和C—O—C，其对应结合能分别为531.0，532.8
eV和535.1 eV，这与FTIR得出的结果基本一致。

2.2 SWCNTs对紫花苜蓿根际降解PAHs的影响

如图 2所示，添加 SWCNTs在一定程度上抑制了

土壤中 PAHs的去除，并且随着 SWCNTs添加量的增

加，抑制程度逐渐增强。当 SWCNTs的添加量为 0.5
g·kg-1和 5 g·kg-1时，经过 70 d的培养，土壤中PAHs的
浓度从原始土壤的 344.48 mg·kg-1降低到 153.22 mg·
kg-1 和 165.46 mg · kg-1，去 除 率 分 别 为 55.52% 和

51.97%，相比于无添加的对照组（58.95%）显著降低

了 3.43 个和 6.98 个百分点（P<0.05）。当 SWCNTs 的
添加量为 0.1 g·kg-1时，土壤中PAHs的残留量降低到

146.24 mg·kg-1，虽仍高于对照（141.40 mg·kg-1）处理，

但与对照处理无显著差异。

供试土壤中 PAHs主要为高分子量 PAHs，4环和

5环、6环分别占总量的 59.44%和 29.62%。培养 70 d
后，添加 SWCNTs对 3环和 4环PAHs的去除无显著影

响，但显著抑制了 5环、6环 PAHs的去除（图 2b），尤

其当 SWCNTs 添加量为 5 g·kg-1时，抑制作用最强。

培养 70 d后，土壤中 3环和 4环 PAHs的残留率分别

在 35.24%和 46.55%以下，对于 5环、6环 PAHs，当添

加 SWCNTs时，其残留率相比于仅种植紫花苜蓿的对

照（37.47%）显著提高了 8.68~18.73 个百分点（P<
0.05）。此外，3 环 PAHs 更易被降解，残留率更低

（29.58%~35.24%）。 SWCNTs 对 土 壤 中 高 分 子 量

PAHs去除的抑制作用，一方面可能是因为相比于低

分子量 PAHs，高分子量 PAHs具有更强的疏水性，更

容易被碳纳米材料吸附[37]，从而降低土壤中高分子量

PAHs的生物可利用性，抑制微生物对高分子量PAHs
的获取[4]，例如，SHRESTHA等[13]发现添加碳纳米管可

图2 SWCNTs对紫花苜蓿根际土壤中多环芳烃总量的残留浓度和去除率以及不同环数多环芳烃残留率的影响

Figure 2 Effects of SWCNTs on total PAHs residual concentration and removal rate，besides residual rate of PAHs with different rings in
alfalfa rhizosphere soil

误差线代表标准偏差（n=3）。不同小写字母表示不同处理间差异显著（P<0.05）。下同
Error bars refer to the standard deviation（n=3）. Different lowercase letters show significant（P<0.05）

difference among different treatments. The same below
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以显著降低土壤中 PAHs及其他有机污染物的生物

可利用性。另一方面可能是因为添加 SWCNTs改变

了土壤微生物群落组成，抑制了相关 PAHs降解微生

物的相对丰度[20]。

2.3 SWCNTs对紫花苜蓿生长的影响

碳纳米材料因其在调控植物生长方面的有效

作用而受到生物技术专家的广泛关注[18]。本研究通

过测量植物的株高、根长并称取其地上部及根部鲜

质量，发现添加 SWCNTs 对紫花苜蓿的生长并未呈

现出毒害效应，相反，在一定浓度下对紫花苜蓿的地

上部或根部生长还具有一定的促进作用（图 3）。当

SWCNTs的添加量为 0.1 g·kg-1时，紫花苜蓿的株高与

对照相比提高了 19.62%（P<0.05），但随着添加量继

续增大，其对紫花苜蓿株高的影响不显著；当 SW⁃
CNTs的添加量为 5 g·kg-1时，显著促进了紫花苜蓿的

根长、地上部鲜质量和根鲜质量（P<0.05），与对照相

比分别增加了 21.44%、49.13%和 100.00%（图 3）。也

有研究报道添加一定浓度的碳纳米管可以显著促进

紫花苜蓿根部伸长[38]，认为紫花苜蓿可以将碳纳米管

感知为胁迫因子，从而改变它们的基因表达并激活它

们的生长，研究也表明 SWCNTs对土壤中 PAHs去除

的抑制效应与其对植物生长的调控作用关系较小。

2.4 SWCNTs对土壤理化性质的影响

土壤中大量元素的供给，如氮和磷含量的提高可

以增加异养微生物菌群的数量，从而促进对 PAHs
的生物降解[39-40]。本研究发现添加SWCNTs使部分理

化指标发生显著变化，且不同浓度 SWCNTs对土壤理

化指标的影响不同。如图 4 所示，相比于对照，当

SWCNTs的添加量为 0.1 g·kg-1时，土壤中 pH和全氮

含量显著降低，全钾、速效磷、速效钾、铵态氮和硝态

氮的含量显著升高（P<0.05）；当 SWCNTs的添加量为

0.5 g·kg-1时，土壤中 pH显著降低（P<0.05），总钾、速

效磷、速效钾、氨氮和 DOC 含量显著升高（P<0.05）；

当 SWCNTs的添加量为 5 g·kg-1时，土壤中总氮含量

显著降低（P<0.05），总钾、有机质、速效磷、速效钾、氨

氮和DOC含量显著升高（P<0.05）。

土壤中 5环、6环PAHs的去除率降低可能是因为

SWCNTs 导致土壤中全氮含量降低[41]。有研究表明

碳、氮和磷的物质的量之比、氮素形态、pH等因素都

可能影响 PAHs的消减[42-43]。关于 SWCNTs导致的土

壤理化性质的变化与 PAHs降解的关系还需进一步

研究。

图3 SWCNTs对紫花苜蓿的株高、根长、地上部鲜质量和根鲜质量的影响

Figure 3 Effects of SWCNTs on plant height，root length，aboveground fresh weight and root fresh weight of alfalfa
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2.5 SWCNTs对土壤细菌生物量、功能基因和细菌群

落结构的影响

微生物降解被认为是土壤中 PAHs 消减的主要

途径[44]。本研究采用荧光定量 PCR（qPCR）测定了培

养 70 d 后不同处理下总细菌（16S rRNA 基因）和

PAHs 环羟基化双加氧酶（PAH-RHDα）GP 和 GN 基

因的表达量，结果如图 5a~图 5c所示。添加 SWCNTs
时，16S rRNA、PAH-RHDα GP 和 PAH-RHDα GN 的

图4 SWCNTs对土壤理化性质的影响

Figure 4 Effects of SWCNTs on soil physicochemical propertie
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图5 SWCNTs对细菌生物量（a）、PAH-RHDα GP（b）、PAH-RHDα GN基因表达量（c）、α多样性指数（d，e）和β多样性指数（f）的影响

Figure 5 Effects of SWCNTs on the bacterial biomass（a），gene expression of PAH-RHDα GP（b）and PAH-RHDα GN（c），α diversity
index（d，e）and β diversity index（f）
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基因表达量相比于对照均无显著差异，表明添加

SWCNTs并未影响土壤中细菌生物量以及PAHs降解

功能基因丰度，这与目前大多数研究报道有一定区别。

已有研究表明，添加 SWCNTs可以显著降低土壤酶活

性和细菌生物量[45]。同样，CHUNG等[46]的研究也表明，

添加一定浓度的碳纳米管可以降低土壤中的大部分酶

活性和总体细菌生物量。这种差异可能是由于已报道

研究中采用的SWCNTs与本研究供试SWCNTs的制备

方法不同，从而导致其结构和表面组成不同[20，47]。

为了进一步探究 SWCNTs对土壤中细菌群落的

影响，本研究通过高通量测序技术，在 OTU 水平采

用 Chao 指数和 Shannon 指数评估了 SWCNTs 对细

菌丰富度和多样性的影响。如图 5d 和图 5e 所示，

SWCNTs对土壤细菌群落的丰富度和多样性无显著

影响，这可能是由于细菌群落对碳纳米材料具有一定

的抗逆性，随着培养时间延长，细菌群落受 SWCNTs
的影响逐渐减弱，直至恢复。RODRIGUES等[48]的研

究表明，在培养 3 d时 SWCNTs对土壤细菌群落产生

的显著影响在 14 d后消失。本课题组前期研究也发

现，石墨烯在培养4 d时能显著促进土壤细菌生物量，
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但在 21 d后又恢复到对照水平[47]。基于 Bray-Curtis
距离的NMDS排序对β多样性进行分析（图 5f），结果

发现，每个处理的平行样本都能够较好地团聚在一

起，且随着 SWCNTs添加量增加，各处理与对照的距

离越来越远（stress=0.032），但在统计学上不存在显著

差异（P>0.05）。土壤细菌群落结构的变化与土壤类

型、碳纳米管类型及浓度有关。SHRESTHA等[13]的研

究发现，在砂质黏壤土中添加 MWCNTs对土壤微生

物群落结构无显著影响，但在砂质壤土中添加高浓度

的MWCNTs可以显著改变土壤微生物群落的结构。

2.6 SWCNTs对土壤微生物群落组成的影响

通过对土壤微生物群落更加细致的分析，发现添

加 SWCNTs改变了土壤中一些门类和属类微生物的

相对丰度，但主要的门类和属类组成并未发生改变。

如图 6a所示，在门水平上，对照组中相对丰度较高的

微 生 物 类 群 主 要 包 括 变 形 菌 门（Proteobacteria，
59.72%）、放线菌门（Actinobacteria，15.00%）、髌骨细

菌门（Patescibacteria，12.51%）、酸杆菌门（Acidobacte⁃
ria，3.54%）和绿弯菌门（Chloroflexi，3.49%）。当添加

SWCNTs时，变形菌门的相对丰度随着 SWCNTs添加

量的升高逐渐降低，各处理相比于对照降低了

1.99%~13.53%，已有报道表明变形菌门广泛存在于

PAHs污染土壤中，被认为是具有菲、芘以及苯并[a]芘
降解潜力的主要微生物门类[49-51]。

进一步比较各处理中微生物群落在属水平上的

变化，如图 6b和图 7所示。从图 6b可以看出，对照土

壤中相对丰度较高的微生物属类主要包括 Ramli⁃

bacter（12.11%）、Lysobacter（6.62%）和 Pseudarthrobac⁃

ter（3.33%）等。当添加 SWCNTs时，不同添加量处理

的土壤中Ramlibacter的相对丰度较对照相比均有所

降低，降低了 2.67%~3.08%，而 Pseudarthrobacter的相

对丰度较对照提高了 1.43%~5.76%，此外，当添加 0.1
g·kg-1和 0.5 g·kg-1 SWCNTs时，Lysobacter的相对丰度

分别提高了 2.24%和 1.83%，而当 SWCNTs添加量为

5 g·kg-1时，该属类微生物的相对丰度降低了 0.13%。

Lysobacter在油田和PAHs污染的土壤中经常被发现，

且其相对丰度变化直接影响着 PAHs的降解[52-53]。多

项研究已经证实 Lysobacter可以促进碳转化和固氮过

程，从而增强PAHs的生物修复作用[54-55]。

为了更加直观地比较各微生物属的变化，采用相

对丰度>0.1% 且具有显著差异（P<0.05）的菌属绘制

热图，如图 7所示。当 SWCNTs的添加量为 0.1 g·kg-1

时，土壤中受 SWCNTs 影响的显著差异菌属有 7 个

（富集 6个，抑制 1个）；当 SWCNTs的添加量为 0.5 g·

图6 不同浓度SWCNTs对土壤中细菌门和属的影响

Figure 6 Effects of SWCNTs on soil bacteria at the phylum and genus level
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kg-1和 5 g·kg-1时，分别有 4个（富集 3个，抑制 1个）和

11个（富集 4个，抑制 7个），表明随着 SWCNTs添加量

的增加，其对土壤细菌菌属种类及丰度的抑制作用增

强。如 Phenylobacterium、Reyranella和 Brevundimonas

的相对丰度在 SWCNTs 添加量为 0.1 g·kg-1和 0.5 g·
kg-1的处理无显著变化，而在添加量为 5 g·kg-1的处理

中被显著抑制（P<0.05），分别是对照处理相对丰度的

63%、32%和 36%，其中，Phenylobacterium和Reyranel⁃

la的相对丰度与土壤中 5环、6环PAHs残留率呈显著

负相关（P<0.01）（表 2）。已有研究也表明Phenylobac⁃

terium相对丰度的变化与土壤中 PAHs的去除直接相

关[25，56-58]。另外，本课题组前期研究采用稳定同位素

核酸探针（DNA-SIP）技术也发现属于变形菌门的

Ramlibacterd、Phenylobacterium和 Lysobacter对苯并[a]
芘具有降解功能[51]。此外，Pseudorhodoferax的相对丰

度 与 对 照 相 比 也 显 著 降 低 了 62%（P<0.01）。

Reyranella、Brevundimonas和 Pseudorhodoferax也被多

项研究认为是具有 PAHs降解能力的菌属[59-60]。本研

究发现添加 5 g·kg-1 SWCNTs显著降低了Phenylobac⁃

terium、Reyranella、Brevundimonas 和 Pseudorhodoferax

的相对丰度，表明较高含量的 SWCNTs可以抑制污染

土壤中 PAHs降解菌的数量，从而抑制 PAHs的去除。

然而添加 SWCNTs对 PAHs降解基因 PAH-RHDα GP
和 PAH-RHDα GN 的丰度均无显著影响，表明利用

通用引物设计的潜在 PAHs降解菌的相对丰度没有

发生显著变化，如 Terrabacter和 Bacillus，这与添加

SWCNTs对土壤微生物群落的分析结果一致，主要原

因可能在于 SWCNTs改变的这几类具有降解潜力的

微生物对 PAHs降解的途径或表达基因不一样。同

时，添加一定浓度的 SWCNTs 显著抑制了土壤中

Bryobacter、Microvirga、Actinotalea 和 Sphingoaurantia⁃

cus的相对丰度（图 7），且Microvirga和 Sphingoauranti⁃

acus相对丰度的变化也与 5环、6环PAHs残留率呈显

著负相关（表 2，P<0.01和P<0.05），说明添加 SWCNTs
不仅抑制了与 PAHs降解相关菌属的相对丰度，还抑

制了其他菌属的相对丰度。此外，碳纳米管因具有较

大的比表面积，对PAHs具有较高的吸附亲和力[11-13]，

因此当土壤中存在 SWCNTs 时，一些高分子量的

PAHs可能竞争性地吸附到其表面，从而降低了其对

PAHs降解微生物的生物可利用性，进而微生物降解

受到抑制，导致土壤中PAHs去除率降低[37，61]。

3 结论

（1）盆栽培养 70 d后，添加 SWCNTs处理显著抑

制了土壤中 5环、6环 PAHs的去除，其在土壤中的残

留率相比于未添加 SWCNTs处理显著增加了 8.68%~
18.73%（P<0.05），且随着 SWCNTs添加量提高，抑制

作用增强。添加 SWCNTs对紫花苜蓿生长并未产生

毒害作用。

图7 不同浓度SWCNTs处理下土壤中细菌群落属水平热图

（相对丰度>0.1%）

Figure 7 Heat map of soil bacterial communities under different
treatments with various concentrations of SWCNTs at the genus

level（Relative abundance>0.1%）

*表示处理组与对照组间差异显著（P<0.05），
**表示处理组与对照组间差异极显著（P<0.01），
蓝色代表相对丰度升高，黑色代表相对丰度降低

* indicates the significant difference between the treatment group and the
control group（P<0.05），** indicates the extremely significant difference

between the treatment group and the control group（P<0.01）. Blue
represents increased relative abundance and black represents decreased

relative abundance
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（2）添加 SWCNTs对土壤细菌生物量、细菌群落

丰度和多样性无显著影响，但改变了土壤细菌群落组

成。5 g·kg-1的 SWCNTs显著抑制了 PAHs潜在降解

菌 属 Phenylobacterium、Reyranella、Brevundimonas 和

Pseudorhodoferax的相对丰度。
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