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摘要  采用静态生物淋洗法处理含 2,4-二硝基甲苯-3-磺酸钠(2,4-DNT-3-SA)的土壤。考察供氧条件、土水比

及温度对 2,4-DNT-3-SA 去除效果的影响, 结果表明, 在好氧、37ºC、土水比为 10:5 的条件下, 2,4-DNT-3-SA

去除率最高, 达到 98.75%。采用高通量测序法分析土壤中微生物菌落结构及多样性, 结果表明, 土壤中的优

势菌属主要为假单胞菌属、鞘脂菌属和芽孢乳杆菌属。 
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Abstract  A static biological leaching method was used to treat the 2,4-DNT-3-SA contaminated soil. The effects 

of oxygen conditions, soil to water ratio and temperature on the removal efficiency of 2,4-DNT-3-SA were 

evaluated. The result suggested that under the aerobic and 37ºC conditions, the removal efficiency of 2,4-DNT-3-

SA reached more than 98% when the ratio of soil to water was 10:5. High-throughput sequencing results indicated 

that the dominant bacteria in the soil were Genus Pseudomonas, Sphingobium and Sporolactobacillus. 
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2,4,6-三硝基甲苯(TNT)是最常见的炸药 [1], 在

其生产过程中会产生一种“红水”。这种废水主要含

有  4%~6%的  2,4-二硝基甲苯-3-磺酸钠(2,4-DNT-3-

SA)和 2,4-二硝基甲苯-5-磺酸钠(2,4-DNT-5-SA)[2–3]

等硝基化合物, 在其排放和蒸发晾干的过程中对土

壤造成污染。2,4-DNT-3-SA 对人体有致癌、致畸

和致突变风险, 并损害人体肝脏、影响遗传等 [4–6], 

对地下水和地表水具有巨大的环境风险。因此, 对硝

基化合物污染土壤进行无害化处理是十分必要的。 

炸药污染土壤的修复方法主要有物理法、化学

法和生物法。物理法主要包括填埋法、填海法以及

吸附法 [7], 其本质是将污染物迁移 , 未从根本上解

决污染问题。化学法主要包括化学淋洗[8]、臭氧氧

化[9]、亚临界水氧化[10]、Fenton 氧化[11]以及金属还

原法[12], 这些方法对污染物的破坏彻底, 操作简便, 

但成本高, 同时容易造成二次污染。生物法因污染

物降解彻底且成本低廉而被广泛应用。Clark 等 [13]

采用生物泥浆法和土壤耕作法对美国路易斯安那州
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的炸药污染土壤进行修复 , 均取得了良好的效果。

Anasonye 等[14]发现真菌 P. velutina, 用其修复 TNT 

含量高达 1000 mg/kg 的土壤, TNT 的去除率达 70%。

Khan 等 [15] 采 用  16 rRNA 测 序 手 段 , 确 定 了 一 系  

列新型的可高效去除环三亚甲基三硝胺(RDX)的固

氮菌。 

此 前 的 研 究 大 多 偏 向  TNT、 1,3,5,7-四 硝 基 -

1,3,5,7-四氮杂环辛烷(HMX)和 RDX 等常见炸药污

染物 , 对  2,4-DNT-3-SA 的去除方法鲜有研究。本

实验采用静态生物淋洗法, 考察土水比、供氧条件

及 温度 对土壤 中  2,4-DNT-3-SA 去除效 果的 影响 , 

从而确定去除  2,4-DNT-3-SA 的最佳工艺参数 , 并

采用高通量测序法分析和明确土壤中的微生物群落

特性。  

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

污染土壤来自甘肃省某化工集团, 土壤中 2,4-

DNT-3-SA 的含量约为  2400 mg/kg, 过  1 mm 孔径

筛备用, B925 微生物由北京丰泽绿源环境技术有限

公司提供, 微生物土壤试剂盒购自 OMEGA 公司。 

1.2  微生物培养基配制 
富集培养基: 将 1 g 葡萄糖, 2 g K2HPO4, 2 g  

NaCl, 1 g NH4Cl, 10 mg FeCl3, 10 mg CaCl2, 20 mg  

MgSO4 和 5 mg ZnSO4 加入 1 L 蒸馏水中, 调整 pH

为 7, 121ºC 灭菌锅中灭菌 20 分钟。 

降解培养基: 配制浓度为 100 mg/L 的 2,4-DNT- 

3-SA 水溶液, 加入 2 g K2HPO4, 2 g NaCl, 1 g NH4Cl, 

10 mg FeCl3, 10 mg CaCl2, 20 mg MgSO4 和 5 mg 

ZnSO4, 调整 pH 为 7, 121ºC 灭菌锅中灭菌 20 分钟。 

菌液配制: 取 20 g B925 冻干粉微生物置于富集

培养基中, 于 30ºC, 150 r/min 摇床中富集培养 5 天, 

取 100 mL 富集菌液加入降解培养基中, 于同样的摇

床条件下驯化培养 7 天, 将培养基稀释使用。 

1.3  实验方法 
好氧实验: 取 100 g 污染土壤加入 150 mL 锥

形瓶中, 加入一定量的菌液配制成土水比(w/v)分别

为 10:3, 10:5 和 10:7 的混合匀浆, 用带孔封口膜封

口, 分别置于 30ºC 和 37ºC 的恒温培养箱中。每隔

一定时间 , 取土样测定  2,4-DNT-3-SA 含量。每个

样品设置 3 组重复。 

厌氧实验: 混合匀浆配置方法同好氧实验。对

配好的混合匀浆, 采用氮气曝气装置充氮 30 分钟,

将瓶中氧气排干后迅速盖上玻璃塞, 分别置于 30ºC

和 37ºC 恒温培养箱中, 定期取样检测, 每次取样后

重复排气操作。每组设 3 个重复, 反应装置见图 1。 

确定最佳的反应土水比和温度后, 在相应的条

件下, 每隔 6 天分别从好氧和厌氧反应装置中取土

样, 提取微生物 DNA 进行测序, 共取得 4 组样品, 

好氧装置样品命名为  A, 厌氧装置样品命名为  B。

A1, A2, A3 和 A4 以及 B1, B2, B3 和 B4 分别代表

不同时间的 4 组好氧和厌氧样品。 

1.4  分析方法 
1.4.1  土壤中 2,4-DNT-3-SA 含量分析方法 

土壤中  2,4-DNT-3-SA 含量测定采用高效液相

色谱法[16]。将土样置于冷冻干燥机中干燥 24 小时, 

取  2 g 冷干后的土样 , 加入  10 mL 水涡旋震荡  30

秒, 然后在恒温超声萃取仪中超声 18 小时, 离心取

上清液 , 过  0.45 μm 滤膜 , 测定滤液中  2,4-DNT-3-

SA 浓度。 

1.4.2  土壤中微生物群落测定方法 
采用高通量测序法, 对土壤中微生物群落结构

与多样性进行检测与分析。高通量测序操作由北京

诺禾致源生物信息科技有限公司完成 , 基于 Illu- 

mina Hisep 测序平台, 首先利用双末端测序(Paired-

End)方法, 构建小片段文库进行双末端测序, 通过

对  Reads 拼接过滤 , 基于不同水平对微生物的门、

纲、目、科、属进行物种注释及丰度分析, 揭示样

品 的 物 种 构 成 , 并 通 过 进 一 步 的  α 多 样 性 分 析

(alpha diversity)揭示样品之间的差异。 

2  结果分析 
2.1  反应条件对去除效果的影响 
2.1.1  好氧条件下土水比对去除效果的影响 

在 30ºC、好氧条件下, 考察土水比对 2,4-DNT- 

 

 

图 1  好氧/厌氧实验装置 
Fig. 1  Experimental facilities under aerobic  

and anaerobic conditions 
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图 4  温度对 2,4-DNT-3-SA 去除效果的影响 
Fig. 4  Effect of temperature on the removal of 2,4-DNT-3-SA

3-SA 去除的影响 , 实验结果如图  2 所示。从图  2

可知, 随着修复时间变长, 2,4-DNT-3-SA 的浓度明

显下降。经过 25 天的修复后, 在 10:3, 10:5 和 10:7

的土水比下 , 2,4-DNT-3-SA 浓度从  2400 mg/kg 分

别下降到 112.83, 60.16 和 108.53 mg/kg, 去除率分

别为 95.3%, 97.5%和 95.5%, 这与辛宝平等[17]的研

究结果类似。随着土水比上升, 2,4-DNT-3-SA 去除

速率明显升高, 可能是因为水含量的增加导致泥浆

中土壤、微生物与营养物质三者之间的传质速度加

快。前 15 天, 土壤中 2,4-DNT-3-SA 呈线性下降趋

势, 之后下降速度开始逐渐变慢。这是因为在反应

前期, 使用的菌液经过降解培养基的驯化, 富集了

大量可降解  2,4-DNT-3-SA 的菌种 , 在这些菌种的

作用下, 2,4-DNT-3-SA 含量呈线性下降, 之后由于

土壤中营养物质消耗, 微生物代谢减缓, 2,4-DNT-

3-SA 降解速率也逐渐变慢。 

2.1.2  厌氧条件下土水比对去除效果的影响 
在  30ºC 条件下 , 厌氧反应装置中  2,4-DNT-3-

SA 浓度随时间的变化如图  3 所示。从图  3 可知 , 

厌氧条件下, 2,4-DNT-3-SA 的去除趋势与好氧条件

下基本上一致, 随着土水比的升高, 2,4-DNT-3-SA

的去除速率也越来越高。经过 25 天的修复后, 3 组

样 品 中  2,4-DNT-3-SA 的 去 除 率 分 别 为  90.45%, 

93.55% 和  91.33%, 均 低 于 对 应 的 好 氧 样 品 去 除

率。这可能是因为降解过程中产生的亚硝酸盐等中

间产物积累在土壤中 , 对微生物生长有抑制作用 , 

导致去除率降低[18]。 

2.1.3  温度对去除效果的影响 
上述研究结果显示 : 随着土水比的增大 , 2,4-

DNT-3-SA 的去除速率增大, 但在降解后期, 水土 

 

图 3  厌氧条件下土水比对 2,4-DNT-3-SA 去除效果的影响 
Fig. 3  Effect of the ratio of soil to water on the removal of 2,4- 

DNT-3-SA under anaerobic condition 

比为  10:5 与  10:7 的样品中  2,4-DNT-3-SA 的去除

速率基本上一致, 所以采用 10:5 的土水比, 对比好

氧与厌氧装置中温度对去除效果的影响, 结果如图

4 所示。从图 4 可以看出, 4 种情况下, 2,4-DNT-3-

SA 最终的去除率相差不大 , 但随着温度升高 , 去

除速率明显变快 , 37ºC 时好氧及厌氧条件下经  15

天修复的土壤中 2,4-DNT-3-SA 的去除率均已达到

90%, 而 30ºC 条件下要 20 天左右才能达到相同的

去除率。这是因为适当升高温度可以促进微生物的

生长繁殖, 37ºC 条件下微生物的活性更强[19], 同时

温度升高可以促进土壤颗粒上有机物的解吸 [20–21], 

所以降解效率更高。 

2.2  好氧/厌氧条件下最佳反应条件的确定 
经过 25 天的修复, 不同反应条件下, 2,4-DNT-

3-SA 的最终去除率如图  5 所示。从图  5 可知 , 在

12 种反应条件下 , 2,4-DNT-3-SA 的去除率均达到

90%以上 , 说明生物淋洗法修复  2,4-DNT-3-SA 污

 

图 2  好氧条件下土水比对 2,4-DNT-3-SA 去除效果的影响
Fig. 2  Effect of the ratio of soil to water on the removal of 2,4-

DNT-3-SA under aerobic condition 
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染土壤具有很强的适应性。根据以上试验结果可

知 , 好氧和厌氧降解的最佳反应条件均为土水比

10:5, 37ºC。后续的微生物测序研究在上述最佳反

应条件下进行。 

2.3  高通量测序结果 
高通量测序是一种新型的分子生物学技术, 相

比此前常用的 DGGE (变形梯度凝胶电泳)和 TGGE 

(温度梯度凝胶电泳)[22–23]技术, 高通量测序具有成

本低和错误率低等优点, 所以越来越多地应用于土

壤和废水生物处理领域[24]。 

2.3.1  微生物多样性分析 
Shannon 和  Simpson 指数是用来表示微生物  α

多样性的指数[25–26], 计算公式如下: 

 
1

ln  ,i i
S

i
H P P


    (1) 

 2

1
1  ,i

S

i
D P


   (2) 

其中, H′和 D 分别代表 Shannon 指数和 Simpson 指

数, S 为种数, Pi 为样品中属于第 i 种个体的比例。 

各个样品的指数分布情况如图 6 所示, 可以看

出, 土壤中微生物的 Simpson 和 Shannon 指数随时

间变化呈明显的先上升、后下降趋势。这可能是因

为反应开始阶段, 土壤中含有丰富的腐殖质, 可以

作为微生物的营养源, 多种微生物可以共存; 在培

养后期, 随着腐殖质等营养的消耗, 微生物之间的

竞争越来越激烈, 生存环境逐渐恶化, 部分竞争力

不足的微生物逐渐被淘汰, 导致多样性指数下降。 

2.3.2  基于门水平的细菌群落结构分析 
反应装置中, 基于门水平的微生物群落结构分

析见表 1。由表 1 可知, 采用高通量测序法检测到

的土壤微生物丰富性极高, 可以全面地反映土壤中

微生物的构成。其中, 土壤中优势菌门主要为变形

菌 门 (Proteobacteria)和 厚 壁 菌门 (Firmicutes), 两 者

合计占全部微生物比例达 90%左右, 其余如放线菌

门(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、绿弯

菌门(Chloroflexi)及芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)

等也占据一定的优势地位。 

2.3.3  基于属水平的细菌群落结构分析 
对平均相对比例占总数  0.1%以上的微生物菌

属进行筛选分析, 结果显示, 好氧和厌氧反应装置

中菌属差异明显, 说明不同的生存环境和供氧条件

对细菌群落结构的影响很大。优势菌属主要包括

Sporolactobacillus (芽孢乳杆菌属)、Sphingobium 

(鞘 脂 菌 属 )、 Pseudomonas (假 单 胞 菌 属 )、 Lac-  
tococcus (乳球菌属)、Clostridium (梭菌属)、Citro- 
bacter (柠檬酸杆菌属)、Cellulomonas (纤维菌属)和

Azospirillum (固氮螺菌属)。其中, 好氧反应装置中

主要包含假单胞菌属, 厌氧反应装置中含量最高的 

 

图 5  不同反应条件的 2,4-DNT-3-SA 最终去除率 
Fig. 5  Removal of 2,4-DNT-3-SA under different condition

 
图 6  Simpson 指数(a)和 Shannon 指数(b)随时间变化 

Fig. 6  Variation of Simpson index (a) and Shannon index (b) along with the change of time 
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表 1  土壤中微生物优势菌门相对丰度 
Table1  Relative abundance of dominant bacteria at the phyla level in the soil 

门 
相对丰度/% 

    A1    A2    A3    A4    B1   B2    B3    B4 

Proteobacteria 60.64 78.03 34.95 40.39 56.64 38.64 87.65 27.86 

Firmicutes 26.83 15.50 28.09 46.81 35.74 36.93 5.81 59.32 

Actinobacteria 8.68 3.11 29.87 9.14 4.77 18.98 5.24 9.86 

Bacteroidetes 3.10 2.04 0.78 1.82 1.70 4.21 0.27 1.95 

Chloroflexi 0.11 0.22 4.29 0.67 0.46 0.56 0.25 0.44 

Gemmatimonadetes 0.02 0.09 0.61 0.27 0.06 0.09 0.13 0.07 

Verrucomicrobia 0.01 0.41 0 0.09 0 0 0.39 0.01 

Cyanobacteria 0.02 0 0 0.24 0.06 0.08 0.01 0 

Thermotogae 0 0 0.22 0 0.03 0 0 0.12 

Crenarchaeota 0 0 0 0 0 0 0.07 0 

 

表 2  土壤中优势菌属的相对丰度 
Table 2  Relative abundance of dominant bacteria at the genus level in the soil 

属 
相对丰度/% 

A1   A2   A3   A4   B1   B2  B3   B4 

Sporolactobacillus 1.88 8.96 8.45 9.67 1.51 3.71 3.80 16.1 

Sphingobium 4.00 4.88 4.76 11.08 24.87 16.87 16.69 15.15 

Pseudomonas 20.51 16.68 26.59 26.31 9.49 10.09 12.22 7.63 

Lactococcus 7.89 5.78 2.29 0.08 4.05 4.24 5.72 0.90 

Clostridium 1.82 4.15 6.15 0.27 2.16 4.00 3.02 7.29 

Halomonas 0.13 0.35 0.49 0 0.09 0.85 0.60 0.49 

Staphylococcus 0 0.09 0 2.62 0 0.50 0.08 3.33 

Citrobacter 2.3 1.64 10.64 3.73 1.95 3.58 4.43 5.39 

Cellulomonas 4.38 0.69 0.50 0.20 0.28 0.46 1.48 4.13 

Azospirillum 0.46 0.39 0.23 0.76 0.70 0.88 0.34 3.12 

 
 

为鞘脂菌属。从表 2 可以看出, 不同样本中优势菌

属的相对丰度差别明显, 说明土壤中污染物浓度对

微生物群落结构与分布均匀程度有很大影响[27]。 

3  结论 

本研究采用生物淋洗法修复  2,4-DNT-3-SA 污

染土壤, 考察了供氧条件、土水比及温度对去除效

果的影响, 得到如下结论。 

1) 生物淋洗法对土壤中 2,4-DNT-3-SA 有很好

的去除效果 , 在不同温度、土水比和供氧条件下 , 

2,4-DNT-3-SA 的去除率均可达  90%以上。提高温

度、土水比, 可以加快 2,4-DNT-3-SA 的去除速率, 

但对去除率影响不大。 

2) 2,4-DNT-3-SA 的 最 佳 去 除 条 件 为 好 氧 、

37ºC、土水比 10:5。在此条件下, 系统反应 15 天, 

2,4-DNT-3-SA 的去除率即可达到  90%, 最终去除

率在 98%以上。  

3) 在 降 解  2,4-DNT-3-SA 的 系 统 中 , 主 要 的

优 势 菌 属 为 假 单 胞 菌 属 、 鞘 脂 菌 属 和 芽 孢 乳 杆

菌属。 
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