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草本凋落物与尿素联合修复对油污土壤生物化学性质
的影响
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摘要：为研究植物残体配合施氮对石油污染土壤生物学和化学性质的综合修复能力，以紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ）、铁杆蒿

（Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｇｍｅｌｉｎｉｉ）和小冠花（Ｃｏｒｏｎｉｌｌａ ｖａｒｉａ）３ 种广泛分布于陕北石油污染区的草本植物凋落物为对象，分别在配合施氮调节

土壤 Ｃ：Ｎ 为 ２５：１ 和不配合施氮的条件下，将其与 ４５．３７ ｇ ／ ｋｇ 的重度石油污染土壤混合，在 ２０—２５℃、恒湿条件下进行为期 １８０
ｄ 的室内修复试验，检测上述处理对油污土壤微生物数量、１１ 种土壤水解酶和氧化还原酶活性以及速效 Ｎ、Ｐ 和 Ｋ 含量的影响。
结果表明：（１）３ 种凋落物处理均可显著提高污染土壤中放线菌和真菌数量，蔗糖酶、淀粉酶、纤维素酶、木聚糖酶、脲酶、蛋白

酶、磷酸酶、多酚氧化酶、过氧化氢酶和过氧化物酶活性以及速效养分含量，并显著降低土壤总石油烃含量。 （２）配合施氮总体

上显著强化了凋落物对污染土壤生化性质的修复作用，但对凋落物处理下木聚糖酶、脲酶、蛋白酶和脱氢酶活性和微生物数量

的恢复可能产生不利影响。 （３）单纯使用凋落物作为调理剂可以更为全面的修复油污土壤受损生化性质，具有高 Ｎ 和 Ｐ 含量、
较低 Ｃ ／ Ｎ、Ｃ ／ Ｐ 比以及较低多酚和木质素含量的凋落物修复效果更好。 在急需迅速修复土壤的条件下，配合适量施氮可作为强

化凋落物修复效果的可选途径，但应注意其导致的部分土壤生化指标修复效果的降低。
关键词：原油污染；生物刺激；土壤功能；植物残体；修复
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石油是全球最为重要的矿产资源之一，可为人类提供能源、材料、化工产品等，在推动工业和农业发展以

及经济增长方面起到了不可替代的作用。 然而，随石油需求量的不断增加，供需矛盾迫使更多陆地储量被动

用，而在上述开发过程中因不当操作或事故产生的原油泄漏则对石油产区产生了日趋严重的环境危害［１⁃３］。
石油污染物进入土壤后往往将堵塞土壤孔隙、恶化土壤水分特征，诱发土壤养分失衡，并因其选择性胁迫导致

微生物多样性和多种酶活性降低［４⁃７］。 上述影响将显著破坏土壤的生态功能，导致其为生物提供生长环境和

生产介质、调节养分循环和物质转化的能力降低，最终引发污染区生态退化和其他环境问题。
自然状况下，土壤中石油污染物可在微生物的作用下自行缓慢降解，其主要的限制在于养分供应、电子受

体 ／供体和污染物生物可利用性较低。 因此采用生物刺激方式，针对性的添加适当的刺激物促进土著微生物

的繁殖和对污染物的利用，可能是一种成本更低、高效且环境友好的修复途径［３， ８］，并可调动土壤本身具备的

储存和消除污染物的能力，促进其整体生态功能的恢复［９］。 目前已有众多关于利用生物刺激进行石油污染

修复的研究，包括添加植物残体［１０⁃１１］、堆肥［１２⁃１３］、禽畜粪便［１４］ 和化学肥料［３， １５］ 等。 其中，植物残体是受到广

泛关注的一类刺激物和土壤调理剂。 研究表明，添加植物残体（如小麦秸秆、麦麸和玉米棒等）可以显著增加

油污土壤孔隙度，刺激好气石油降解微生物的生长并提高其活性，从而促进污染物的降解［１６］。 多种粮食作物

（如玉米、小麦和木薯）、经济作物（如核桃、甘蔗、大豆、油棕榈、棉花、可可和大蕉）以及绿化植物（如各种行道

树和园林树种）的残体也可补充速效氮磷，提高磷酸酶和脲酶活性，从而减轻养分限制，促进降解微生物生

长［１２， １３， １６⁃２２］。 同时，添加上述残体可诱导微生物氧化还原酶的分泌，从而加速石油烃、特别是毒性较大的芳

香烃的去除［１１， １６⁃１７， ２１］。 然而，鉴于石油烃的降解和植物残体自身分解均需要适量的养分供应，单纯添加植物

残体修复油污土壤难以迅速刺激土著微生物生长，其有限的养分含量则可能导致其刺激作用随养分消耗削

弱，难以维持至绝大部分石油污染物降解和土壤功能恢复。 因此，在使用植物残体促进石油污染土壤修复时，
有必要配合额外的养分输入［２３⁃２４］，以在最大程度上发挥植物残体的生物刺激作用，强化其修复效果。 目前，
植物残体与化学肥料联合修复石油污染土壤的研究尚少报道，且多数集中于测定修复后石油污染物的降解率

以及上述处理对石油降解微生物和少数相关酶的影响，而较少考虑到与土壤功能密切相关的其他土壤生物学

指标的整体恢复。 考虑到油污土壤修复的最终目的是恢复土壤受损生态功能［９， ２５］，而单纯的石油烃降解指

标难以反映土壤功能的恢复情况，因此有必要对植物残体⁃化肥联合处理后土壤酶、微生物数量和结构以及土

壤养分供给能力的恢复程度进行全面研究，以评价联合修复的效果。
陕北地区是我国重要的石油基地之一。 较之其他石油产区，陕北地区油气资源分布相对分散，单井产量

较低，导致产生了大量钻井，加之由于历史上的粗放管理，产生了大面积的严重石油污染，急需对污染土壤进
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行修复以保护和恢复受损生态环境。 因此，本文以当地广泛分布的紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ）、铁杆蒿

（Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｇｍｅｌｉｎｉｉ）和小冠花（Ｃｏｒｏｎｉｌｌａ ｖａｒｉａ）３ 种草本植物为对象（其凋落物已被前期研究证明可显著降低

土壤石油烃含量），研究上述植物凋落物或凋落物⁃尿素联合使用对严重石油污染土壤的生物学（１１ 种酶和微

生物数量）和化学性质（速效养分含量）的全面恢复能力，以期为合理利用当地生物资源，选择适宜的凋落物

或凋落物⁃施氮联合形式加速当地污染土壤的生态功能恢复提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 供试样品采集及处理

试验用凋落物和土壤样品均采集自延安市余家坪油田。 具体方法是在油田附近未污染区采集紫花苜蓿、
铁杆蒿和小冠花的凋落物（紫花苜蓿和小冠花采集立枯体，铁杆蒿采集其自然凋落的叶片和小枝）在 ６０℃下

烘干至恒重备用，其初始基质质量参照前期已发表数据（表 １）。 同时，采集未污染土壤用于分析石油污染对

土壤生物化学性质的影响，该土壤为黄绵土，有机质含量 ８．９７ ｇ ／ ｋｇ，ｐＨ 为 ８．６，其余初始生化性质见图 １—３。
同时，在不同油井附近选择严重污染区域，收集 ０—２０ ｃｍ 表层污染土壤，统一过 ５ ｍｍ 筛剔除杂物后混合均匀

（经实验室实测其污染物浓度为 ４５．３７ ｇ ／ ｋｇ 石油 ／干土），测定其生化性质指标用于初始污染对照，同时测定

其含水率和田间饱和持水量后适当风干，用于后续调控实验过程中的土壤湿度。 试验用尿素（分析纯）购自

西陇科学股份有限公司。

表 １　 凋落物初始质量 ［２６］

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｉｔｉａｌ ｌｉｔｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ

凋落物
Ｌｉｔｔｅｒ

Ｎ 含量
Ｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｃ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

Ｐ 含量
Ｐ ｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｃ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

多酚含量
Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｃ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

木质素含量
Ｌｉｇｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｃ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ

碳磷比
Ｃ ／ Ｐ ｒａｔｉｏ

紫花苜蓿 Ｍ． ｓａｔｉｖａ ４０．２５（０．７１）ａ ３．４３（０．１０）ａ １０．２４（０．０５）ｂ ２３５．１３（５．４３）ａ １２．２０（０．８７）ｂ １４３．１８（８．７９）ａ

铁杆蒿 Ａ． ｇｍｅｌｉｎｉｉ ２６．２５（０．１５）ｂ ３．１６（０．１３）ａ ２２．２６（２．４８）ａ ４９．９０（０．７５）ｃ １６．８０（０．０３）ａ １４０．０１（４．７５）ａ

小冠花 Ｃ． ｖａｒｉａ ３９．４０（０．３６）ａ ３．２０（０．２２）ａ ９．８９（０．４２）ｂ １０２．９７（２．０９）ｂ １１．５２（０．６７）ｂ １４２．１４（３．１１）ａ

　 　 数据采用平均值（标准误）表示，同列不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５

１．２　 油污土壤修复试验及指标测定

称量 ４．０ ｋｇ 的污染土壤 １８ 份平铺至于规格为 ２０ ｃｍ×３０ ｃｍ×７ ｃｍ 搪瓷盘内，按照凋落物 ／土壤 ２％的比例

分别添加紫花苜蓿、铁杆蒿和小冠花凋落物，混合均匀后形成微缩系统，每种凋落物处理 ６ 盘。 处理完成后，
每种凋落物处理中的 ３ 盘使用喷雾器均匀喷施灭菌蒸馏水，调节土壤湿度至预先测定的田间饱和持水量的

５０％，其余 ３ 盘喷施含有尿素的灭菌蒸馏水，调节土壤湿度至于前述相同，土壤碳氮比约为 ２５∶１。 上述处理

后，在搪瓷盘口覆盖扎有 ３０ 个 ２ ｍｍ 通气孔的保鲜膜以控制水分的剧烈蒸发，并保证系统内外气体交换通

畅。 采用上述方法，将微缩系统在 ２０—２５℃条件下培养 １８０ ｄ。 在此期间，定期通过称量微缩系统质量根据

质量损失补水，以维持土壤湿度基本恒定。 试验结束后，将土壤过筛除去未分解的凋落物，根据关松荫［２７］、南
京土壤研究所［２８］和鲍士旦［２９］的方法处理土样，并用于土壤生化指标测定。 其中：蛋白酶采用茚三酮比色法；
脲酶采用靛酚比色法；碱性磷酸酶采用磷酸苯二钠比色法；蔗糖酶、淀粉酶和羧甲基纤维素酶采用 ３，５⁃二硝基

水杨酸比色法；木聚糖酶采用碘量滴定法；过氧化氢酶活性采用滴定法；过氧化物酶和多酚氧化酶采用焦性没

食子酸比色法；脱氢酶采用三苯基四唑氯化物比色法测定［２７］。 微生物数量测定采用稀释平板涂布法测定。
其中细菌使用牛肉膏⁃蛋白胨培养基，放线菌使用高氏一号培养基（含 １％重铬酸钾抑制细菌生长），真菌使用

马铃薯葡萄糖琼脂培养基［２８］。 碱解 Ｎ、有效 Ｐ 和速效 Ｋ 分别采用碱解扩散法、磷钼蓝比色法和火焰光度法测

定［２９］。 处理后土壤总石油烃含量采用重量法测定［２２］，并据此计算降解率。 考虑到实验进行短期内石油烃的

降解率较低，生化性质恢复有限（本试验前期研究中仅可达到 ５—６％［２２］），本研究仅测定了处理 １８０ ｄ 后的生
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物学和化学指标，不再另行考虑自然降解 １８０ ｄ 的情况。
１．３　 数据处理

使用 ＳＰＳＳ ２１．０ 软件对数据进行单因素方差分析，多重比较采用 Ｔｕｋｅｙ′ｓ Ｔｅｓｔ，显著性检验水平为 α ＝
０．０５。 使用 ＳＰＳＳ ２１．０ 对所有处理下土壤指标较污染对照的提高率和石油烃降解率提高倍数做主成分分析，
以获得的综合主成分值 Ｆ 作为修复能力排序的参考标准。 其数值越大，表明对应处理的综合修复效果越强。
使用 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １４．０ 软件对各处理特征（凋落物基质质量指标以及是否配合施氮）与修复后土壤生化指标的提

高率做偏最小二成回归分析，根据各种凋落物性质和施氮指标对每种土壤生化指标的变量投影重要值判定影

响特定土壤指标的主要因素。 一般要求选取的因素的 ＶＩＰ 值大于 １，鉴于本研究影响因素中含有两类，因此

选取 ＶＩＰ 值明显高于其他的因素作为主要因素。 绘图采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １２．５ 软件完成。

２　 结果与分析

２．１　 各处理对土壤生物学和化学性质以及石油烃降解的影响

研究结果表明，重度石油污染将显著降低土壤可培养细菌（含放线菌）和真菌数量（Ｐ＜０．０５，图 １）。 凋落

物单独处理 ６ 个月使油污土壤细菌再次显著降低，但均显著提高放线菌和真菌数量，甚至使放线菌数量较未

污染土壤显著提高（Ｐ＜０．０５）。 其中，紫花苜蓿凋落物对放线菌生长的促进效果最显著，而小冠花凋落物对真

菌生长的促进效果最显著。 绝大多数情况下，配合施氮对凋落物处理的效果无显著影响，其仅显著削弱了紫

花苜蓿凋落物对放线菌生长的刺激作用（Ｐ＜０．０５）。

图 １　 草本凋落物与尿素处理后土壤可培养微生物数量

Ｆｉｇ．１　 Ｓｏｉｌ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ⁃ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｏｉｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｓｓ ｌｉｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｕｒｅａ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

数据采用平均值 ／ 标准误（误差线）表示，同列不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５； ｐ＜０．０５． Ｕｎｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ： 未污染； Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ： 污染土壤；

Ｍ． ｓ ｌｉｔｔｅｒ： 苜蓿凋落物； Ｍ． ｓ ｌｉｔｔｅｒ＋ｕｒｅａ： 苜蓿凋落物＋尿素； Ａ． ｇ ｌｉｔｔｅｒ： 铁杆蒿凋落物； Ａ． ｇ ｌｉｔｔｅｒ＋ｕｒｅａ： 铁杆蒿凋落物＋尿素； Ｃ． ｖ ｌｉｔｔｅｒ： 小

冠花凋落物； Ｃ． ｖ ｌｉｔｔｅｒ＋ｕｒｅａ： 小冠花凋落物＋尿素

研究结果表明，重度石油污染将显著抑制除碱性磷酸酶、过氧化氢酶和脱氢酶外的 ８ 种酶的活性（图 ２）。
凋落物单独处理 ６ 个月后，除对脱氢酶活性均产生抑制外，对蔗糖酶、淀粉酶、纤维素酶、木聚糖酶、脲酶、蛋白

酶、磷酸酶、多酚氧化酶、过氧化氢酶和过氧化物酶活性均有显著刺激作用（Ｐ＜０．０５），３ 种凋落物中，铁杆蒿凋

落物对受抑土壤酶活性的刺激效果，特别是对淀粉酶、磷酸酶和多酚氧化酶活性的提高效果相对较差。 一些

情况下，配合施氮可显著增强凋落物对蔗糖酶、纤维素酶、磷酸酶、多酚氧化酶和过氧化物酶活性的恢复，但对

木聚糖酶、脲酶、蛋白酶和脱氢酶等酶则产生显著抑制（Ｐ＜０．０５）。
重度石油污染将显著降低土壤速效 Ｎ、Ｐ 和 Ｋ 含量（图 ３）。 凋落物单独处理 ６ 个月后，土壤速效养分含
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图 ２　 草本凋落物与尿素处理后土壤酶活性

Ｆｉｇ．２　 Ｅｎｚｙｍｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ⁃ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｏｉｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｓｓ ｌｉｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｕｒｅａ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

数据采用平均值 ／ 标准误（误差线）表示，同列不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５。 Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ （ ＳＥ）， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ

ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ， Ｐ ＜ ０． ０５． ＳＵＣ： 蔗糖酶 Ｓｕｃｒａｓｅ； ＡＭＹ： 淀粉酶 Ａｍｙｌａｓｅ； ＣＭＣ： 羧甲基纤维素酶

Ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ； ＸＹＬ： 木聚糖酶 Ｘｙｌａｎａｓｅ； ＵＲＥ： 脲酶 Ｕｒｅａｓｅ； ＰＲＯ： 蛋白酶 Ｐｒｏｔｅａｓｅ； ＡＰ： 碱性磷酸酶 Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ； ＰＰＯ：

多酚氧化酶 Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ； ＣＡＴ： 过氧化氢酶 Ｃａｔａｌａｓｅ； ＰＯＤ： 过氧化物酶 Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ； ＤＥＨ： 脱氢酶 Ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

量均有显著提高（Ｐ＜０．０５），其中两种豆科植物凋落物的修复效果相似，而铁杆蒿凋落物对土壤碱解 Ｎ 和速效

Ｋ 的恢复效果显著低于豆科凋落物（Ｐ＜０．０５）。 配合施氮均可显著增强凋落物对土壤速效养分的修复能力

（Ｐ＜０．０５）。
经 １８０ ｄ 处理后，较之自然降解，３ 种凋落物处理均大幅降低了污染土壤的总石油烃含量，其中铁杆蒿凋

落物处理降解石油烃的能力显著（ｐ＜０．０５）强于紫花苜蓿和小冠花凋落物（表 ２）。 配合施氮可增强凋落物对
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图 ３　 草本凋落物与尿素处理后土壤养分含量

Ｆｉｇ．３　 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ⁃ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｏｉｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｓｓ ｌｉｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｕｒｅａ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

数据采用平均值 ／ 标准误（误差线）表示，同列不同字母表示差异显著，ｐ＜０．０５； ＳＡＫ： 土壤碱解氮 Ｓｏｉｌ ａｌｋｅｌｉｎｅ Ｎ ｃｏｎｔｅｎｔ； ＳＡＰ： 土壤有效磷

Ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ｃｏｎｔｅｎｔ； ＳＡＫ： 土壤速效钾 Ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ｃｏｎｔｅｎｔ

石油烃的去除能力（表 ２），使其降解率显著提高了 １１．２７％—１７．３１％．

表 ２　 处理后土壤总石油烃含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｏｔａｌ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ⁃ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｏｉｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｓｓ ｌｉｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｕｒｅａ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

自然降解 １８０ ｄ
Ｎａｔｕｒａｌ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
ｆｏｒ １８０ ｄ

紫花苜蓿
凋落物
Ｍ． ｓａｔｉｖａ

ｌｉｔｔｅｒ

紫花苜蓿
凋落物＋尿素

Ｍ． ｓａｔｉｖａ
ｌｉｔｔｅｒ ＋ ｕｒｅａ

铁杆蒿
凋落物

Ａ． ｇｍｅｌｉｎｉｉ
ｌｉｔｔｅｒ

铁杆蒿凋
落物＋尿素
Ａ． ｇｍｅｌｉｎｉｉ
ｌｉｔｔｅｒ ＋ ｕｒｅａ

小冠花
凋落物
Ｃ． ｖａｒｉａ
ｌｉｔｔｅｒ

小冠花凋
落物＋尿素
Ｃ． ｖａｒｉａ

ｌｉｔｔｅｒ ＋ ｕｒｅａ

降解率
Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ／ ％ ７．６６（０．２９）ｄ ５９．３７（３．７５）ｃ ７６．６８（０．７５）ａ ６５．６０（１．７１）ｂ ８１．１４（１．０６）ａ ５６．０３（０．８６） ｃ ６７．３０（０．９８）ｂ

　 　 数据采用平均值（标准误）表示，同行不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５ 各处理综合改良作用及处理因素对土壤指标的影响

综合主成分分析结果表明（图 ４），基质质量较高的凋落物对油污土壤的修复能力更好，配合施氮均可显

著提高凋落物的修复能力。 对多数土壤指标而言，是否配合外源 Ｎ 添加是影响其较对照提高率的最重要因

素（图 ５），配合施氮对于污染土壤中蔗糖酶、淀粉酶、纤维素酶、磷酸酶、过氧化氢酶、多酚氧化酶和过氧化物
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图 ４　 不同处理对污染土壤生物化学性质的综合影响

　 Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｏｉｌ

Ｕｎｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ： 未污染； Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ： 污染土壤； Ｍ． ｓ ｌｉｔｔｅｒ： 苜

蓿凋落物； Ｍ． ｓ ｌｉｔｔｅｒ＋ｕｒｅａ： 苜蓿凋落物＋尿素； Ａ． ｇ ｌｉｔｔｅｒ： 铁杆蒿

凋落物； Ａ． ｇ ｌｉｔｔｅｒ＋ｕｒｅａ： 铁杆蒿凋落物＋尿素； Ｃ． ｖ ｌｉｔｔｅｒ： 小冠花

凋落物； Ｃ． ｖ ｌｉｔｔｅｒ＋ｕｒｅａ： 小冠花凋落物＋尿素

酶活性以及碱解 Ｎ、有效 Ｐ 和速效 Ｋ 含量的恢复均具

有积极效果，且有利于总石油烃的降解，而对木聚糖酶、
脲酶、脱氢酶活性以及放线菌和真菌的数量恢复均产生

不利影响。 凋落物基质质量中，较高的叶源 Ｎ 或 Ｐ 绝

对含量更有利于蔗糖酶、淀粉酶、纤维素酶活性和真菌

数量的恢复以及石油烃的降解，较好的分解和养分供应

特性（低 Ｃ ／ Ｎ 和 Ｃ ／ Ｐ）更有利于脲酶、磷酸酶等养分循

环酶，多酚氧化酶和脱氢酶等石油降解酶活性以及真菌

数量的恢复，较低的木质素和多酚含量也有利于土壤细

菌和真菌数量的恢复以及石油烃的降解。

３　 讨论与结论

本研究表明，重度石油污染将显著降低可培养土壤

微生物数量，这与 Ｅｚｅ 等［４］的研究结果相符。 产生上述

现象的原因除石油污染物对微生物的直接毒性作用外，
也与石油进入土壤后微生物生存环境的恶化，如通气性

和持水能力的下降和氮磷养分的相对匮乏［３０⁃３３］ 有关。
大量研究表明，添加生物刺激物往往可以通过补充养

分、增加电子受体和提高污染物的生物可利用性促进污

染物的降解和微生物的生长［３， ８， ３４⁃３５］。 本研究中，凋落

物处理显著提高了油污土壤中可培养细菌中的放线菌

类群以及真菌的数量，这与于齐等［２２］ 和 Ｚｈａｎｇ 等［３６］ 关

于凋落物处理促进油污土壤微生物生长的研究结果相

似。 此外，利用 １６ＳｒＤＮＡ 和 １６ＳｒＲＮＡ 鉴定等技术的研

究［１０， １８］也表明植物残体处理可显著提高污染土壤的细

菌总丰度和放线菌门丰度。 凋落物提高土壤微生物数

量原因可能是其分解可以快速释放出易于微生物利用

的氮磷养分［２０， ３７］，从而解除养分限制促进微生物的生

长。 本研究中两种含氮较高的豆科凋落物较之铁杆蒿凋落物促进微生物生长的效果更好也支持了上述假设。
同时，凋落物中含有大量的纤维木质素成分，使得其在分解过程中能够维持一定形状，且凋落物具有一定的吸

水能力［３８］，上述特征使其与土壤混合后，可以在一定程度上改善土壤的孔隙状况和保水能力［１１， １６］，从而改善

微生物的生存环境使其数量得以恢复。 此外，上述作用均可促进石油污染物的降解（表 ２），从而降低其毒性

和对土壤理化性质的干扰，使微生物数量反馈增加［８， １０］。 然而，与其他研究［１０， １８⁃１９］ 相反，本研究中凋落物处

理 ６ 个月后，土壤细菌数量并未恢复，甚至较油污土壤降低了 ３ 个数量级。 其原因可能是凋落物分解后养分

供给能力显著降低，因此大量石油污染物引起的养分限制在试验后期重新出现。 支持上述假设的依据是前期

研究表明在修复试验进行 １ 个月时细菌、放线菌和真菌数量均有显著提高（未发表数据），而至试验后期凋落

物已经无法提供更多有效养分（铁杆蒿凋落物 Ｎ 释放已达约 ５０％，豆科凋落物可达 ８８％左右，３ 种凋落物的 Ｐ
释放均已达 ９０％以上，未发表数据）。 其次，修复过程中土著降解菌的活动将显著降解大量石油烃，然而石油

烃的某些降解产物仍具有强烈的生物毒性［９］，除放线菌外细菌类群对这些中间产物的耐受能力可能相对较

差，导致其数量显著降低。 与单纯使用凋落物处理相比，配合施氮对微生物数量的恢复并无更佳效果，这与

Ｒｏｙ 等［１５］和 Ｒａｍｉｒｅｚ 等［３９］的研究结果不符。 一般认为施氮可以提供大量养分，有利于微生物数量的恢复，因

７　 ８ 期 　 　 　 张晓曦等：草本凋落物与尿素联合修复对油污土壤生物化学性质的影响 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ５　 凋落物性质和外源氮（尿素）对土壤性质改良程度的变量投影重要性指标

Ｆｉｇ．５ 　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ （ＶＩＰ） ｖａｌｕｅｓ ａｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｌｉｔｔｅｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ Ｎ （ ｕｒｅａ） ｉｎ

ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ⁃ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｏｉｌｓ

实心点代表正效应，空心点代表负效应；ＬｉｔｔｅｒＮ： 凋落物氮含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｌｉｔｔｅｒ Ｎ； ＬｉｔｔｅｒＰ： 凋落物氮含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｌｉｔｔｅｒ Ｐ； ＣＮＲ： 凋

落物碳氮比 Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｌｉｔｔｅｒ； ＣＰＲ： 凋落物碳磷比 Ｃ ／ Ｐ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｌｉｔｔｅｒ； Ｐｌｏｙｐｈｅｎｏｌｓ： 多酚含量 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ； Ｌｉｇｎｉｎ： 木质素

含量 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｌｉｇｎｉｎ； ＥｘｏｇｅｎｏｕｓＮ： 外源 Ｎ； Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ： 石油烃降解率， 其余缩写同图 １—３．
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此本研究中配合施氮对微生物无影响的原因可能是施用的尿素量较小，未能调节土壤到适宜的养分比例（本
研究中为 ２５：１，而适宜量约为 １０：１，Ｖａｒｊａｎｉ 和 Ｕｐａｓａｎｉ ［１］），因此其促进作用相对有限。 需要说明的是，受限

于平板计数技术中可培养微生物种类的限制，本研究在一定程度上对处理后微生物丰度存在低估（如本研究

中凋落物处理对细菌数量影响不显著但其他研究中细菌总丰度有小幅上升［１０， １８］），且单纯考虑各处理对可培

养微生物数量的影响对评价土壤功能的恢复尚不足够，在后续研究中，尚需采用高通量测序和 Ｂｉｏｌｏｇ 等［３５］技

术进一步研究凋落物及其与尿素联合使用对细菌 ／真菌丰度、活性、功能多样性、代谢特征和群落结构的影响，
以深入分析上述处理对土壤功能恢复的具体作用。 当然，从本研究中在可培养微生物数量恢复有限甚至有所

降低的情况下，仍检测到多种执行不同土壤功能的酶的活性普遍显著提高而总石油烃含量降低的现象推测

（图 ２ 和表 ２），凋落物处理和凋落物⁃尿素联合处理应该在一定程度上增加了油污土壤中微生物的多样性和

活性，并可能增加了其中石油烃降解菌的比例。 Ｓｈａｈｓａｖａｒｉ 等［１０］关于豌豆秸秆处理显著增加油污土壤细菌多

样性，Ａｌ⁃ｋｉｎｄｉ 和 Ａｂｅｄ［１８］关于豆粕和麦秸等植物残体对污染土壤细菌丰度影响不显著但使厚壁菌门、γ 和 δ
变形菌纲的比例显著增加，以及 Ｒｏｙ 等［１５］关于氮素添加显著提高细菌 α 多样性和细胞活力以及厚壁菌门、拟
杆菌门、放线菌门和绿弯菌门等降解菌比例的结果均支持了上述推测。 此外，长期处理后土壤微生物数量、群
落结构和功能多样性是否可以恢复到近似未污染土壤的水平也尚需进一步研究加以验证。

除抑制微生物生长外，石油污染也将显著抑制土壤酶活性［６⁃７， ４０］。 本研究中，除碱性磷酸酶、过氧化氢酶

和脱氢酶外的 ８ 种酶的活性均受到显著抑制，这与上述研究结果相同。 其原因可能是石油污染显著抑制了微

生物的生长，导致酶活性因微生物死亡下降，同时污染物覆盖于酶或酶⁃矿物质复合体表面，阻止其与底物接

触或直接改变其分子结构破坏其功能［４１⁃４２］。 凋落物添加可显著恢复土壤酶活性，这与前人研究结果类

似［２２⁃２３， ３６］。 其恢复途径可能有以下几种：首先，促进微生物的生长，从而增加胞内酶数量和胞外酶分泌，或在

微生物死亡后增加酶的释放量，因而提高土壤酶活性。 其次，通过促进石油污染物的降解逐渐恢复微生物的

群落结构，恢复多种土壤酶的分泌。 此外，凋落物可提供较易分解的有机质（糖类、氨基酸、纤维素等）或石油

烃共代谢底物（木质素分解中间产物和酚类）等，诱导相应酶的产生和活性提高［８， ２１］。 最后，凋落物自身分解

和转化过程中产生的腐殖酸类物质或其促进放线菌类微生物生长产生的生物表面活性剂可增加石油污染物

的移动性［１８， ３４⁃３５］，减少其对酶的覆盖增加其与底物的接触，从而表现出酶活性的提高。 配合施氮对油污土壤

酶活性的影响较为多样，对不同酶活性表现为显著促进和显著抑制，这与 Ｂｕｒｎｓ 等［４３］、Ｋｉｍ 和 Ｋａｎｇ［４４］、Ｓｏｎｇ
等［４５］和 Ｓｍｉｔｈ 等［４６］关于氮输入对土壤酶活性的影响的研究结果相一致。 其原因可能是施氮一方面提供了大

量氮素促进了微生物的生长，但另一方面则导致新的养分平衡改变（Ｎ 过剩而 Ｐ 相对匮乏），诱导产生微生物

群落结构或功能特性的改变［４７⁃４９］。 例如，大量易获得的 Ｎ 的添加促进了微生物生长及其对易分解 Ｃ 源和石

油组分的利用，并迫使微生物分泌磷酸酶以获取 Ｐ 素，表现为蔗糖酶、纤维素酶、磷酸酶、多酚氧化酶和过氧

化物酶等活性的显著提高，而其 Ｎ 素供应的充足和易于利用则导致土壤脲酶和蛋白酶等活性的降低。
与前人研究结果一致［３２⁃３３］，石油污染将显著降低土壤速效养分含量，而凋落物添加将显著提高油污土壤

的碱解 Ｎ、有效 Ｐ 和速效 Ｋ 含量［２２⁃２３， ３６］。 凋落物分解直接释放养分对土壤养分的补充可以部分解释上述现

象，但鉴于凋落物所含有的 Ｎ、Ｐ 和 Ｋ 都相对有限，因此凋落物处理对土壤速效养分含量的补充可能主要是通

过恢复微生物群落结构，从而恢复受到抑制的氨化、硝化作用和脱磷酸作用等生物转化过程［３２⁃３３］，增加土壤

速效养分含量。 此外，石油降解过程中的 ｐＨ 降低可能也是土壤养分有效性提高的原因之一［５０⁃５１］。 配合施氮

显著提高了凋落物添加对土壤速效养分的补充能力，其对碱解氮含量的显著提高绝大部分归因于其直接补充

作用，而其对有效磷和速效钾含量的提高作用可能是由于其如前所述，能显著提高石油烃降解率和土壤微生

物的活性，并改变土壤生化环境，促进难利用养分的活化和释出。
实测结果（图 １—３）以及后续综合主成分分析（图 ４）和偏最小二乘回归（图 ５）结果表明，添加凋落物配

合施氮较之单独使用凋落物对土壤生化指标的总体恢复效果更明显，与凋落物基质质量相比，是否配施外源

氮是各处理中对石油烃降解、７ 种酶、速效养分含量和放线菌影响最大的因素，说明 Ｎ 的供应可能是限制油污
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土壤生化性质自行恢复主要限制因素之一。 然而，虽然配合施氮的总体修复能力更好，其仍然存在对若干土

壤酶活性和微生物数量产生不利影响的可能性，其较好的整体修复效果可能更多来自于对少数指标的大幅提

高（图 １—３）。 实测结果（图 １—３）和 ＰＡＣ 分析（图 ４）表明 ３ 种凋落物中，两种豆科植物凋落物的总体修复效

果较之铁杆蒿凋落物更好。 ＰＬＳＲ 结果（图 ５）也表明，凋落物性质中较高 Ｎ、Ｐ 绝对含量、较好的分解和养分

释放潜力以及较低的酚类和木质素含量有利于土壤易分解有机质降解、养分循环和难分解有机质和石油烃降

解、以及支持微生物生长等土壤功能的恢复，也即基质质量更好的凋落物可以较为全面的恢复，这与前人研究

结果相似［８］。 基于上述分析，本文建议在采用生物刺激方式修复重度污染土壤时，应尽量采用基质质量较高

的凋落物作为调理剂，以更为全面地修复土壤功能。 在急需迅速修复土壤的条件下，配合适量施氮是提高凋

落物修复效果的有效手段之一，但应注意其导致的部分土壤生化指标修复能力的降低。
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