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表面活性剂及水溶性有机物对菲生态毒性的影响
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摘要：采用室内培养试验及化学试验研究了表面活性剂及水溶性有机物（DOM）对土壤中菲对小麦的生态毒性的影响。结果表明，绿肥和猪粪堆肥DOM具有具有类似表面活性剂的表面活性性质，且猪粪堆肥的表面活性较大；在本试验条件下，DOM对菲对小麦的生态毒性有减轻作用，而表面活性剂对菲生态毒性有增加的趋势；当DOM和表面活性剂共存时，菲的生态毒性则比DOM单独作用时的结果强，而弱于表面活性剂单独作用的结果。
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随着石化、能源、交通等行业的发展，土壤中多环芳烃（PAHs）的含量不断富集，由于其具有“三致”效应，对人类构成严重的威胁。因此，如何正确的评价PAHs在环境中的生态风险显得尤为重要。近年来，关于PAHs的生态风险评价及其在环境中的迁移转化规律的研究已成为环境科学领域的重要研究课题。
PAHs在土壤中极易被土壤胶体吸附[1-2]，在土壤中活性和迁移性都很低。然而很多研究表明，表面活性剂的使用可以显著提高土壤中PAHs及其他一些疏水性有机污染物的溶解性、解吸性和生物降解性[3-11]，从而进一步影响这些疏水性污染物在环境中的迁移转化规律。土壤环境中DOM是土壤有机物中非常活跃的一类组分，某些常规的农艺措施如：使用有机肥、秸秆还田、污泥农用等都会显著提高土壤环境中DOM的含量。由于DOM具有亲水性和疏水性两种组分，一般推测其具有类似于表面活性剂的性质，即具有表面活性。因此，有理由认为，DOM对土壤中疏水性物质如PAHs的环境生物化学行为和生态毒性必然存在一定的影响。
有研究表明，表面活性剂和DOM对PAHs在土壤环境中的解吸行为存在协同作用[12]，虽然国内外有关表面活性剂及DOM对PAHs的环境行为和生态毒性的影响研究都有报道。然而，当土壤环境中同时存在表面活性剂及DOM时（如未经处理的生活污水及工业废水以及污泥等的农地利用），它们对PAHs生态毒性的影响又如何呢？国内外这方面的研究并没有报道。
为此, 本文以不同来源的DOM和常见的表面活性剂Tween80和SDS为材料, 以菲(phe)为PAHs的代表,通过小麦种子萌发试验研究不同来源的DOM的存在下, PAHs的生态毒性大小及可能的机理, 为PAHs污染土壤的生态风险评价和植物修复提供理论依据和技术支撑.
1  材料与方法

1.1  供试材料

供试土壤采自江苏农林职业科技学院校园试验田0~20 cm表层土壤（非污染土），样品取回后风干，磨细，过1 mm筛，保存备用，基本性质见表1。供试PAHs选用菲(分析纯)，购自Aldrich chemical Co.，纯度为98%，菲的分子量分别为178.23 g·mol-1，25 ℃纯水中溶解度为1.2 mg·L-1，辛醇-水分配系数（logKow）为4.45 [13]，买回后直接使用。供试的表面活性剂分别为非离子型表面活性剂聚氧乙烯失水山梨醇单油酸酯（Tween80）和阴离子型表面活性剂十二烷基硫酸钠（SDS），都为分析纯。供试有机物料为猪粪堆肥和苗期的蚕豆绿肥(Vicia faba L.)地上部，都取自江苏苏北农户家，风干后不绣钢粉碎机粉碎，过60目筛备用。供试土壤和有机物料的基本性状见表1。供试植物种子为小麦9918 (Triticum Acstivnm)，购自南京农业大学种子中心。
1.2  菲污染土壤的制备
将一定量的菲（按照菲的最终质量分数为200 mg·kg-1土的量加入）溶于有机溶剂丙酮中，，然后加入备用的土壤中，与土壤充分混匀，在室温下静置培养，待土壤中丙酮完全挥发后，样品保存备用。

1.3  供试有机物料中DOM的提取

绿肥和猪粪堆肥样品都采用1∶40的固液比例（物料干重g/超纯水体积mL）浸提，在25 ℃下200 r·min-1的水平振荡机上振荡16 h后，以12000 r·min-1低温（4 ℃）离心10 min，上清液过0.45 μm的滤膜，滤液中的有机物即为DOM，其质量浓度采用TOC仪（TOC—5000A，Shimadzu）测定[14]。DOM组分测定：亲水性和疏水性组分采用XAD-8树脂柱分离法进行[15]，表观分子量大小测定采用透析法进行[16]。基本性质见表2。

表1  供试污染土壤和有机物料的基本性质

Table 1  The fundamental physic-chemical properties of the selected Cu-contaminated soils and organic wastes

	
	pH
	DOM
	CEC
	总有机C
	全N
	全P
	全钾
	粘粒含量(<0.01 mm)

	
	
	/(mg·kg-1) 1)
	/(cmol·kg-1)
	/%

	土壤
	6.81
	61.4
	20.3
	8.67
	0.16
	0.049
	0.05
	46

	猪粪堆肥
	7.99
	14740
	
	22.8
	1.61
	1.64
	
	---

	绿肥
	5.32
	136920
	
	43.2
	3.18
	0.29
	
	---


1) DOM以C计算
1.4  试验设计及方法
1.4.1  表面活性剂及DOM表面张力的测定

本试验表面张力采用铂金板法测定，其原理为当感测铂金板浸入到被测液体后，铂金板周围就会受到表面张力的作用，液体的表面张力会将铂金板尽量地往下拉。当液体表面张力及其他相关的力与平衡力达到均衡时，感测白金板就会停止向液体内部浸入。这时候，仪器的平衡感应器就会测量浸入深度，并将它转化为液体的表面张力值。

用超纯水将表面活性剂和DOM分别配置成不同的质量浓度序列0，50，100，150，200，300，500 mg·L-1，然后取约15~20 mL左右加入到表面张力仪专用的培养皿中，直接用全自动表面张力仪测定（BZY-1，CNSHP）。为了研究表面活性剂和DOM共存时体系的表面张力，同时设计了如下处理：用超纯水将DOM配置成0，0，50，100，150，200，300，500 mg·L-1质量浓度系列，该体系中表面活性剂Tween80或SDS的质量浓度为2000 mg·L-1，其余测定步骤同上。
1.4.2  表面活性剂及DOM对菲生态毒性的影响试验
表2  供试有机物料的基本性质

Table 2  Fundamental properties of the selected DOM

	
	相对分子质量组成比例/%
	亲水-疏水比例/%

	
	<1000
	1000~25000
	>25000
	Hi
	Ho

	绿肥DOM
	90
	3.93
	6.07
	72.27
	27.73

	猪粪堆肥DOM
	30.95
	18
	51.05
	46.33
	53.67


称取50 g培养后的菲污染土样于90 mm直径的玻璃培养皿中，将表面活性剂及DOM加入到土壤中，表面活性剂及DOM的质量分数为分别为0，50，100，150，200，300，500 mg·kg-1土，土壤菲的质量分数为200 mg·kg-1土。用超纯水调节土壤的含水量至该土壤田间饱和持水量的60%，用医用镊子将小麦种子（已经用超纯水浸泡过夜）均匀放置于土壤表层，盖好玻璃培养皿，置于恒温培养箱中25 ℃度暗处培养，约72 h后，试验结束[17]。同时，为了研究菲污染的影响还设计了对照处理，即用未污染土壤进行试验，表面活性剂或DOM的质量分数为0 mg·kg-1土，其余步骤同上。每处理为20粒种子，设3次重复。测定种子发芽率、根伸长抑制率和发芽指数。发芽率=（发芽种子数/总种子数）×100%，根伸长抑制率=[（对照种子平均根长-处理种子平均根长）/对照种子平均根长]×100%，发芽指数=（处理种子发芽率×处理种子平均根长）/（对照种子发芽率×对照种子平均根长）。
同时，为了研究表面活性剂及DOM两者对菲生态毒性是否存在联合作用，还设计以下试验。称取50 g培养后的菲污染土样于90 mm直径的玻璃培养皿中，将表面活性剂和DOM同时加入到土壤中，表面活性剂的浓度为200 mg·kg-1土，DOM的质量分数为0，50，100，150，200，300，500 mg·kg-1土，土壤菲的质量分数为200 mg·kg-1土。其余步骤同上。
2  结果与讨论
2.1  不同类型表面活性剂和DOM的表面活性
很多研究表明，DOM对环境中疏水性有机污染物有明显的增溶作用，直接影响到有机污染物在土壤溶液中的浓度、有机污染物在土壤中的吸附—解吸行为以及在土壤介质中的迁移、转化、降解等生物化学行为[18]，且主要是DOM中疏水性组分的作用。因此，很多研究者认为DOM具有类似表面活性剂的性质，即具有表面活性。图1显示了不同来源DOM及不同类型表面活性剂溶液表面张力随质量浓度变化的结果。从图中可以看出，随着质量溶液浓度的增加，DOM及表面活性剂的表面张力都呈下降的趋势，但两者之间存在显著的差异，DOM溶液随着质量浓度的增加，表面张力下降较缓，在试验的质量浓度范围内下降了19.9 mN·m-1（GM）和22.7 mN·m-1（PC）；而表面活性剂Tween80和SDS下降幅度较大，在试验的质量浓度范围内分别下降了30.7 mN·m-1和32.6 mN·m-1，尤其在低质量浓度时，随着质量浓度增加急剧下降，当表面张力下降到一定程度后，随着质量浓度的增加，表面张力变化趋缓，甚至不再下降。一般认为，表面张力越大，溶液的表面活性越小[17]。本研究结果显示绿肥和猪粪堆肥DOM具有表面活性，但还不是表面活性剂。从图1中还可以看出，不同来源的DOM其表面活性存在明显的差异，其中猪粪堆肥DOM的表面活性大于绿肥DOM的表面活性，这主要是因为猪粪堆肥DOM中的疏水性组分含量及高分子量的含量大于绿肥DOM中的疏水性组分和高分子量组分含量（见表2）。
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图1  不同浓质量度的表面活性剂及DOM溶液的表面张力

Fig. 1  Surface-tension changes of surfactants and 
DOM With different mass concentrations 

(GM＝DOM derived from green manure; PC＝DOM derived from pig manure compost; T80＝polyoxylene-20-sorbitan fatty acid ester; SDS＝sodium dodecyl sulfate)
2.2  表面活性剂及DOM共存对体系表面活性的影响
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图2  表面活性剂及DOM共存对体系表面张力的联合影响

Fig. 2  The combined effect of surfactants and DOM
on system’s surface activity

(GM＝DOM derived from green manure; PC＝DOM derived from pig manure compost; T80/SDS+GM/PC＝DOM derived from green manure or pig manure compost with 200mg·L-1 Tween80 or SDS)
图2为当体系中表面活性剂Tween80和SDS为200 mg·L-1时，体系表面张力随DOM质量浓度的变化结果。总体上，体系中加与不加表面活性剂，表面张力呈现相似的变化规律，即随着DOM质量浓度的增加，表面张力不断下降。但在同等条件下加表面活性剂的前后，体系表面张力差异明显。当加入表面活性剂后，在试验的质量浓度范围内体系溶液的表面张力平均下降了30.66%~36.62%（Tween80）和35.12%~41.01%（SDS）。图2还显示，本试验中非离子及阴离子表面活性剂的类型对试验结果的影响不明显。

从图2中还可清楚地看出，表面活性剂与DOM共存的体系表面张力小于两者单独存在的体系。原因可能是因为，表面活性剂与DOM之间可能存在某些物理化学的反应，如改变了DOM的空间结构，增加其疏水空间的比例、范围，另外，还可能是表面活性剂与DOM之间可能会形成新的化学物质，该物质的表面活性远大于同等条件下表面活性剂及DOM的活性。究其机理还需进一步深入研究。
2.3  表面活性剂及DOM对菲生态毒性的影响

表面活性剂及DOM对菲生态毒性的影响结果见图3和图4。图3显示了表面活性剂及DOM对小麦在菲污染土壤上根伸长抑制率及发芽指数的单一影响结果。从图中可以很清楚的看出，加入表面活性剂后，菲对小麦根伸长的抑制明显增加，且随着质量分数的增加呈增加趋势，菲对小麦发芽指数的影响规律基本同其对根伸长抑制率的影响；而加入DOM后，菲对小麦根伸长的抑制明显减轻，且随着质量浓度的增加，抑制率降低，而菲对小麦发芽指数的影响规律同其对根伸长抑制率的影响相反。从图3中还可看出，表面活性剂Tween80和SDS之间、绿肥DOM和猪粪DOM之间都没有明显的差异。菲对小麦的生态毒性主要是因为菲的疏水性降低了土壤水势，毛管水上升受阻，表层土壤含水量低，使得小麦生长受阻，表面活性剂加入后，一方面提高了菲的溶解性，增加了菲的活性，且随着质量分数增加菲活性增加，对小麦根的毒害作用增强，从而抑制了小麦根的伸长，另一方面，表面活性剂加入后也会降低土壤的有效水的含量，从而影响到小麦根的生长；而加入DOM后，DOM中疏水性组分对土壤颗粒上的菲具有解吸作用，增加了菲的迁移性和活性，降低了菲的疏水性，从而提高了土壤的水势，降低了菲对根伸长的抑制，另一方面，由于DOM是土壤中微生物重要的能源物质[19]，随着DOM质量分数的增加，土壤中微生物的活性增强，促进了微生物对菲的降解，从而减轻了菲对小麦根伸长的影响，发芽指数则相应增加。
有研究表明，表面活性剂及DOM在某些环境条件下共存，它们会对环境中的某些持久性有机污染物质产生联合影响[12]。本文针对有机污染物菲的生态毒性研究了在表面活性剂存在条件下，DOM的质量分数对菲生态毒性的影响，结果见图4。总体上，与DOM处理相比，表面活性剂的存在明显的增加了菲对小麦根伸长的抑制作用，但变化趋势仍然表现为随着DOM质量分数的增加，抑制率不断下降。在试验浓度下，菲对小麦根伸长的抑制率分别增加了29.26%~36.47%（Tween80）和18.93%~27.20%（SDS）。从图4中还可以看出，与Tween80和SDS处理相比，表面活性剂与DOM共存后，小麦根伸长的抑制率都低于表面活性剂单独处理。同等条件下，菲对小麦的发芽指数影响则与根伸长抑制率变化的结果相反。从2.2的研究结果知，表面活性剂加入增加了体系的表面活性，因此对土壤颗粒上菲的解吸或溶解能力增加[19]，增加了菲的活性，从而增强了菲对小麦根伸长的抑制作用，又由图3分析可知，随着DOM质量分数的增加，土壤中的微生物活性增强，对菲的降解能力提高，从而减轻了菲的生态毒性，因此，随着DOM质量分数增加，抑制率呈不断下降的趋势。
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图4  表面活性剂及DOM对小麦在菲污染土壤中根伸长抑制率和发芽指数的联合影响

Fig. 4  The combined effect of DOM and surfactants on the inhibition rate of root elongation and 

germination index of wheat in phenanthrene contaminated soil 

(GM＝DOM derived from green manure; PC＝DOM derived from pig manure compost; T80/SDS+GM/PC＝DOM 

derived from green manure or pig manure compost with 200mg·L-1 Tween80 or SDS)
3  结论
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图3  不同表面活性剂及DOM对小麦在菲污染土壤中根伸长抑制率和发芽指数的影响

Fig. 3  Changes of the inhibition rate of root elongation and germination index of wheat with different 
DOM and surfactant concentrations in phenanthrene contaminated soil 

(GM＝DOM derived from green manure; PC＝DOM derived from pig manure compost; 

T80＝polyoxylene-20-sorbitan fatty acid ester; SDS＝sodium dodecyl sulfate)
（1）DOM具有表面活性，且活性的大小与疏水性组分及高分子量组分的含量有关。
（2）表面活性剂与DOM共存时，体系的表面活性显著提高。
（3）DOM的存在降低了菲的生态毒性，且随着DOM质量分数增加，降低程度愈大；DOM与表面活性剂共存时菲的生态毒性大于DOM单一作用时菲的生态毒性而小于表面活性剂单一的作用效果。
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The effect of surfactants and dissolved organic matter 
on the eco-toxicity of phenanthrene in soil

Wang Genmei1,2, Sun Cheng2, Ma Aijun

1. College of Forestry Resources and Environmental Sciences, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China;
2. School of the Enviroment, Nanjing University, Nanjing 210093, China;
3. Jiangsu Polytechnic College of Agriculture and Forestry, Jurong 212400, China
Abstact: Culture and chemical experiments were conducted to study the influence of surfactants and dissolved organic matter (DOM) on the eco-toxicity of phenanthrene of wheat in phenanthrene-contaminated soil. The results showed that DOMs derived from green manure and pig manure compost were of surface-activity similar to that of surfactants, and the surface-activity of DOM from green manure was higher than that from pig manure compost. In this experiment, the eco-toxicity of phenanthrene of wheat could be alleviated by adding green manure DOM and pig manure compost to phenanthrene-contaminated soil, while could be strengthened by adding non-ionic surfactant Tween 80 and anionic surfactant SDS to soil. The results also indicated that, when DOM from green manure or pig manure compost added to soil together with 200 mg·L-1 Tween 80 or SDS, the eco-toxicity of phenanthrene of wheat was strengthener than that effected by adding DOM to soil singly, and weaker than that effected by adding Tween 80 or SDS singly.
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