生态环境 2008, 17(2): 611-614                                                           http://www.jeesci.com

Ecology and Environment                                                                E-mail: editor@jeesci.com
614                                                                   生态环境  第17卷第2期（2008年3月）
赵月春等：土壤类型与污染浓度对漆酶修复DDT污染土壤的影响                                               613

土壤类型与污染浓度对漆酶修复DDT污染土壤的影响
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摘要：具有难降解、高残留特征的DDT至今在土壤中仍有残留，对农产品安全和人体健康有严重影响。本文采用批实验的方法研究了3种不同类型土壤和3个污染水平对漆酶修复DDT污染土壤的影响。研究结果表明，不同类型土壤中DDT各组分及总量（DDTs）的降解率存在显著差异，总体上为水稻土＞菜园土＞赤红壤，对照处理土壤中DDTs的降解率仅为20%左右，加酶处理土壤中则高达50%～65％。对于不同污染水平的DDT污染土壤，土壤中DDT各组分及DDTs的降解率均随着污染水平的提高而增大，多数在不同污染水平之间差异显著。对照处理对不同污染水平土壤中DDTs的降解率仅为15%左右，而加酶处理则高达43.60%～50.53％。
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有机氯农药DDT作为一种高效的杀虫剂曾被广泛使用。DDT具有高毒、高残留、持久性和生物蓄积性等特征，对生态环境和人体健康有严重的危害[1]，是2001年联合国环境规划署（UNEP）通过的《关于持久性有机污染物的斯德哥尔摩公约》中要求全球统一行动优先控制和消除的12种持久性有机污染物（POPs）之一。尽管中国早在1983年就停用DDT，但各地土壤中其检出率仍然很高，一些地方甚至超标较严重。2000年太湖流域农田土壤DDT超标率达24%，上海市郊区农田土壤DDT含量严重超标[2]，南京市菜地土壤DDT检出率100%[3]。我国农药污染土壤面积达1300~1600万hm2。土壤农药污染直接导致农产品中农药超标。据2000年国家质检总局数据，全国约50％的蔬菜农药残留超标，影响出口创汇金额达74亿美元[2]。一些农产品中的DDT检出率高达100%[4]。因此，需要对DDT污染土壤进行修复，以确保农产品安全和人体健康。

表1  供试土壤的基本理化性质
Tab 1  Physical-chemical characteristics of experimental soil
g·kg-1
	土壤
类型
	质地
	酸度pH

(水∶土=2.5∶1)
	N
	P
	K
	有机质

	赤红壤
	粉沙质壤土
	5.35
	0.71
	0.72
	2.61
	7.89

	菜园土
	粉沙质粘壤土
	5.33
	1.39
	1.84
	18.54
	13.50

	水稻土
	粉沙质壤土
	6.15
	1.32
	0.38
	15.60
	25.72


近年来人们采用物理、化学和生物等不同方法对DDT污染土壤的修复进行了一些研究。如生物通气和热处理等物理方法[5]，试剂氧化[6]、金属还原去氯[7]和光降解[8]等化学方法。但物理和化学方法通常具有成本高、破坏土壤理化性质和造成二次污染等缺陷。而生物修复技术因具有成本低、无二次污染、不破坏土壤环境等特点而日益受到重视。国内外很多学者采用植物和微生物的方法对DDT污染土壤进行生物修复，如Arisoy和方玲等研究了DDT污染土壤的微生物修复技术[9,10]，Garrison、Suresh和魏峰等研究了DDT污染土壤的植物修复技术[11-14]。但植物修复需要的时间可能过长；同时微生物修复存在接种微生物与土著微生物的竞争问题，接种微生物更多地是用土壤本源有机物而不是污染物作为底物的问题，以及在污染物浓度较低时修复效果欠佳问题等。而酶修复技术对低浓度农药等有机污染物则具有较好的修复效果[15,16]。本文探讨了漆酶在不同土壤类型和不同土壤污染水平下对DDT污染土壤修复效果的影响。

1  材料与方法

1.1  试验材料

供产漆酶的多孔菌购自中国科学院广州化学有限公司。4种DDT组分P, P’-DDE、O, P’-DDT、P, P’-DDD和P, P’-DDT的标准物质购于美国Supelco公司。供试土壤类型包括菜赤红壤、菜园土和水稻土，前者取自华南农业大学树木园，后两者取自华南农业大学农场，在室内风干后过2 mm筛备用，其基本理化性质见表1，DDT均未检测出（检出限见下文）。
1.2  试验方法

1.2.1  漆酶制备及酶活测定

将多孔菌接种到以甘薯粉作碳源的好气纤维分解菌固体培养基上活化，等菌种布满培养皿表面时用10 mm的打孔器接种到马铃薯液体培养基中，每50 mL培养液接入一片，放入28 ℃转速为130 r·min-1的恒温摇床培养9 d后离心，取上清液即得漆酶液。经盐析和Sephadex G-75柱层析纯化进一步提高其活力[17]。以邻联甲苯胺为底物，与漆酶液反应30 min，在756MC型紫外可见分光光度计上测定其600 nm处的光密度（OD值）。酶活力以酶与底物反应30 min后光密度的改变值表示，每分钟光密度增加0.01为1个酶活力单位（U）[18]。

1.2.2  漆酶对不同类型土壤中DDT的降解试验

DDT溶液的制备，将0.0547 g DDT放入100 mL容量瓶中，用丙酮定容至刻度。此溶液DDT质量浓度为0.547 mg·mL-1 ，置于4 ℃冰箱中保存备用。在50 g过60目筛的土壤中加入5 mL DDT丙酮溶液，搅拌均匀，室内风干后再与450 g过2 mm筛的土壤混合均匀，即制得DDT污染土壤。放置4周后进行漆酶修复试验。试验中保持土壤的含水率为15%左右。每克土的加酶量为6 U，设置菜园土对照、菜园土加酶、水稻土对照、水稻土加酶、赤红壤对照和赤红壤加酶共6个处理。每个处理用土15 g，设3个重复，分别置于烧杯中试验处理25 d（2005年9月1日—25日）。实验后将土壤风干，过60目备测。试验前测定土壤DDT的初始质量分数见表2。

表2  供试土壤中DDT的初始质量分数
Tab 2  Initial concentration of DDT in three types of soil
mg·kg-1
	供试土壤
	P,P’-DDE
	O,P’-DDT
	P,P’-DDD
	PP’-DDT
	DDTs*

	赤红壤
	0.357
	0.764
	1.432
	2.342
	4.895

	菜园土
	0.353
	0.763
	1.444
	2.312
	4.872

	水稻土
	0.349
	0.759
	1.424
	2.307
	4.839


*DDTs是各DDT组分总质量分数.
1.2.3  漆酶对土壤中不同污染水平DDT的降解试验

以赤红壤为供试土壤。将0.0547 g DDT放入100 mL容量瓶中，用丙酮定容至刻度。此溶液DDT质量浓度为0.547 mg·mL-1，置于4 ℃冰箱中保存备用。取0.5 mL和1.25 mL DDT丙酮溶液，分别加入到两个装有25 g过60目筛土壤的烧杯中搅拌均匀，室内风干后再分别向两个烧杯中各加入225 g过2 mm筛的土壤混合均匀，即制得DDT污染水平1土壤和DDT污染水平2土壤。DDT污染水平3土壤的制备与“1.2.2”中供试赤红壤的制备方法相同。所有供试土壤放置4周后进行漆酶修复试验。试验中保持土壤的含水率为15%左右。3个DDT污染水平的供试土壤，分别按每克土的加酶量1.2 U、每克土的加酶量3 U和每克土的加酶量6 U 3个剂量添加漆酶。设置污染水平1对照、污染水平1加酶、污染水平2对照、污染水平2加酶、污染水平3对照和污染水平3加酶共6个处理，每个处理用土15 g，设3个重复，分别置于烧杯中试验处理25 d（2005年9月1日—25日）。实验后将土壤风干，过60目备测。试验前测定土壤DDT的初始质量分数见表3。
表3  不同污染水平土壤中DDT的初始质量分数
Tab 3  Initial concentration of DDT in soil with three pollution levels
mg·kg-1
	污染水平
	P,P’-DDE
	O,P’-DDT
	P,P’-DDD
	PP’-DDT
	DDTs*

	污染水平1
	0.073
	0.154
	0.284
	0.469
	0.981

	污染水平2
	0.180
	0.389
	0.729
	1.184
	2.482

	污染水平3
	0.354
	0.763
	1.405
	2.333
	4.854


* DDTs是各DDT组分总质量分数.
1.3  样品预处理与土壤中DDT的气相色谱(GC)分析

样品预处理和DDT的检测参照国标GB/T14550～93方法进行[19]。

1.3.1  样品预处理

称取10 g土壤置于索式抽提器中，用体积比为1﹕1的石油醚和丙酮混合液100 mL浸泡10 h后抽提6 h。同时做空白试验。将抽提液转移至分液漏斗中，加入10%的无水硫酸钠溶液，摇荡1 min后静止分层，取上层石油醚层并加入相当于石油醚层体积1/10的浓硫酸分配3~4次，直至上下层都呈无色为止。再加入剩余石油醚层体积一半的10%无水硫酸钠溶液洗涤，直至石油醚层溶液至中性，过无水硫酸钠脱水，浓缩，定容至10 mL，待测。

1.3.2  土壤中DDT的气相色谱(GC)分析

DDT标准溶液含P, P’-DDE、O, P’-DDT、P, P’-DDD、P, P’-DDT 4种组分，其质量浓度分别为20、20、60.08、60 mg·L-1，用丙酮（色谱纯）稀释出4个浓度系列。

气相色谱仪为HP5890Ⅱ，色谱柱为HP-5，30 m×0.320 mm（id）×0.25 um；载气为99.999%的高纯氮气，气化室温度220 ℃，柱温195 ℃，检测器（ECD）温度为245 ℃，载气流速2 mL·min-1。采用不分流进样，进样量为2 μL。

用回收率指示物(2,4,5,6-四氯间二甲苯)控制整个操作流程的回收率，抽提样品用回收标样控制整个操作流程的回收率。指示物的回收率为78～88.6%，DDT总量（DDTs）的回收率为88.4～98.7%。P, P’-DDE、O, P’-DDT、P, P’-DDD和P, P’-DDT的检测限分别为0.902、3.869、2.847l和0.756 (g·L-1。

2  结果与讨论

分析数据采用SPSS11.5 for Windows软件进行分析，作One-way ANOVA 检验。

2.1  漆酶对不同类型土壤中DDT的降解效果

漆酶对不同类型土壤中DDT的降解效果如图1所示。

由图1可见，无论是对照处理还是加酶处理，不同类型土壤中DDT各组分及总量（DDTs）的降解率高低均有显著差异（赤红壤、菜园土对照处理中P,P’-DDE降解率差异不显著除外），且其顺序均为水稻土＞菜园土＞赤红壤（P,P’-DDD均为水稻土＞赤红壤＞菜园土除外）。

由图1还可以看出，3种土壤的对照处理中DDTs的降解率仅为20％左右，而加酶处理中其降解率高达50％～65％。因此，漆酶对3种不同类型土壤中的DDT均有较好的修复效果。对照处理同一种土壤中不同组分的降解率高低差异相对较大，含量较高的组分其降解率也相对较高；而加酶处理同一种土壤中不同组分的降解率高低差异相对较小，组分含量高低与其降解率大小的关系不明显。

对于P,P’-DDE，一方面是本身被降解，另一方面由其它组分的降解而生成[20]，特别是在加酶处理中其生成量更大，因而其浓度存在增大和降解率存在负值现象，取决于其被降解和生成的相对多少。
2.2  漆酶对土壤中不同污染水平DDT的降解效果

漆酶对土壤中不同污染水平DDT的降解效果如图２所示。

由图2可见，无论是对照处理还是加酶处理，土壤中DDT各组分及DDTs的降解率均随着污染水平的提高而增大。其中对照处理中P,P’-DDT和DDTs的降解率在不同污染水平之间差异显著，加酶处理中除了P,P’-DDE以外DDT各组分及DDTs的降解率在不同污染水平之间均差异显著。同一污染水平下含量越高的组分其降解率也越高。由于挥发和土壤微生物降解等因素，对照处理不同污染水平土壤中DDTs的降解率仅为15％左右，除了P,P’-DDT以外其它组分的降解率也都低于15％。加酶处理不同污染水平土壤中DDTs的降解率高达43.60%～50.53％，O,P’-DDT、P,P’-DDD和P,P’-DDT的降解率也分别在35.04%～42.46%、43.16%～48.28%和54.15%～62.36%。
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图1  漆酶对不同类型土壤中DDT的降解效果
Fig. 1  Degradation rates of DDT in different types of soils by laccase
数据为平均值, 同一化合物不同处理间含相同字母者
差异不显著（P>0.05）
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图２  漆酶对土壤中不同污染水平DDT的降解效果
Fig. 2  Degradation rates of different concentrations 
of DDT in soil by laccase
数据为平均值, 同一化合物不同处理间含相同字母者
差异不显著（P>0.05）
3  结论

    不同类型土壤中DDT各组分及总量（DDTs）的降解率存在显著差异，总体上为水稻土＞菜园土＞赤红壤，对照处理土壤中DDTs的降解率仅为20％左右，加酶处理土壤中则高达50～65％。对于不同污染水平的DDT污染土壤，土壤中DDT各组分及DDTs的降解率均随着污染水平的提高而增大，多数在不同污染水平之间差异显著。对照处理对不同污染水平土壤中DDTs的降解率仅为15％左右，而加酶处理则高达43.60％～50.53％。
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Effect of soil types and pollution levels on remediation of 
DDT soil pollution by laccase

Zhao Yuechun1, Fu Rong1, Mo Cehui2*, Yi Xiaoyun3
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Abstract: The pesticide DDT (Dichlorophenyltrichloroethane) is a toxic and persistent organic pollutant in soil. Although it has been banned in China since 1983, there are also residues of DDT in soil, which could bring influence on agricultural products quality and human health. Batch experiments were made to investigate the effect of three soils and three pollution levels on the remediation of DDT by laccase respectively. Main results achieved from this study are as follows: Degradation rates of individual and total DDT in three soils are different significantly and generally in order of paddy soil>vegetable soil>lateritic red soil. Degradation rates of DDTs are only 20% or also in control soils but up to 50％～65％ in laccase-treated soils. As for the contaminated soils with different pollution levels, degradation rates of individual and total DDT in lateritic red soil with different pollution concentrations increase with increasing pollution levels and most of them are different significantly among different levels. Degradation rates of DDTs are only 15％ or also in control soil with different pollution levels but up to 43.60％～50.53％ in laccase-treated soil with corresponding pollution levels.

Key words: soil pollution remediation; soil types; laccase; DDT; pollution levels
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