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摘   要：【目的】通过研究吸附包埋法固定黑曲霉(Aspergillus niger)的最佳制备工艺，初步探讨

固定化黑曲霉对溴氰菊酯(deltamethrin, DM)及其中间产物 3-苯氧基苯甲酸(3-phenoxybenzoic acid, 
3-PBA)的降解机制，并将其应用于农业种植中以评价固定化黑曲霉的实际应用效果。【方法】以

生物炭、海藻酸钠为固定化载体，通过单因素和响应面试验对固定化黑曲霉 (immobilized 
Aspergillus niger)的制备工艺进行优化。同时，利用高效液相色谱法分析 DM 和 3-PBA 的含量变

化。【结果】海藻酸钠浓度、生物炭浓度和菌液接种量为 DM 去除率的显著影响因子，当三者分

别为 25.27、1.28 和 125.28 g/L 时，是黑曲霉固定化的最佳制备条件；在施加固定化黑曲霉后，土

壤中 DM 半衰期由 7.6 d 缩短至 5.2 d，黑曲霉对 3-PBA 也具有降解作用，在 21 h 达到最低浓度

1.45 mg/kg；修复后的土壤可显著提高番茄种子发芽率，株高、根长等 6 个生长指标较 DM 单独

处理组也有不同程度的恢复；在经固定化黑曲霉修复 28 d 后，污染土壤根系酶活和微生物数量均

得到不同程度改善。【结论】通过对黑曲霉固定化方案的优化，可显著提高其对土壤中 DM 的去

除率；固定化黑曲霉能加快 DM 降解速度，对 3-PBA 具有同步降解作用，且其能增强污染土壤中

番茄对 DM 的耐受性。 

关键词：黑曲霉；溴氰菊酯；固定化；Plackett-Burman 设计；响应面法；半衰期  
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Optimization of immobilization conditions of Aspergillus niger 
for degrading deltamethrin in soil 
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FANG Youwen, LIANG Xinyue, ZHOU Tianyi, WANG Qian, LIU Peng* 

College of Life Sciences, Zhejiang Normal University, Jinhua 321004, Zhejiang, China 
 
Abstract: [Objective] To optimize the embedding-based immobilization conditions of 
Aspergillus niger, preliminarily study the degradation mechanism of deltamethrin (DM) and its 
intermediate product 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA) by immobilized A. niger, and further 
evaluate the performance of immobilized A. niger applied to agricultural cultivation. 
[Methods] With biochar-doped sodium alginate as an immobilized carrier, we employed single 
factor test and response surface methodology to optimize the immobilization conditions of   
A. niger. The content of DM and 3-PBA was determined by high performance liquid 
chromatography. [Results] Sodium alginate concentration, biochar concentration, and 
inoculum size were significant factors affecting DM removal rate, with the optimal values of 
25.27, 1.28, and 125.28 g/L, respectively, for A. niger immobilization. After the application of 
immobilized A. niger, the half-life of DM in soil was shortened from 7.6 d to 5.2 d. Moreover, 
A. niger had a degradation effect on 3-PBA, which reached the lowest concentration of    
1.45 mg/kg at the time point of 21 h. Impressively, the restoration with A. niger immobilization 
significantly improved the germination rate of tomato seeds, and recovered 6 growth indicators 
such as plant height and root length to varying degrees compared with the DM alone group. 
After 28 days of remediation by immobilized A. niger, both root enzyme activity and microbial 
number in the contaminated soil were improved to different degrees. [Conclusion] After 
optimization of the immobilization scheme of A. niger, the removal rate of DM in soil was 
significantly improved. The immobilization of A. niger can not only accelerate the degradation 
of DM and simultaneously degrade 3-PBA, but also enhance the tolerance of tomato to DM in 
the contaminated soil. 
Keywords: Aspergillus niger; cypermethrin; immobilization; Plackett-Burman design; 
response surface methodology; half-life period 
 
 

溴氰菊酯(deltamethrin, DM)作为拟除虫菊

酯类农药(pyrethroids, PYRs)代表性种类之一[1]，

主要使用于蔬菜种植 [2]，其大规模不合理使用

不仅降低了土壤肥力、造成农药残留、破坏生

态系统[3]，还间接威胁生物生存和人类健康[4]。

DM 残留在环境介质和生物体内，已被国内外学

者报道了 66 次[5]。随着 PYRs 的大量使用，其主

要中间产物 3-苯氧基苯甲酸(3-phenoxybenzoic 
acid, 3-PBA)在土壤、农产品的检出率也越来

越高[6]，其半衰期长达 180 d，较 DM 更易在环

境中积累[7]。目前常用的 DM 污染治理方法主

要有物理法、化学法、生物法和光降解法[8]，

其中物理法难以从根本上去除污染物[9]，化学

法易造成二次污染[10]，光降解法不适用于深层
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土壤污染物的治理[11]，而微生物法具有环境适

应能力强、无二次污染等优点，成为国内外生

物修复的探讨重点[2-6]。 
黑曲霉 (Aspergillus niger)属于曲霉属真

菌，是一类生态友好型工业发酵菌种，对多种

农药有极强的耐受性和分解作用[12]。近年来，

黑曲霉在修复 PYRs 污染中的作用逐渐成为研

究热点，Deng 等[13]的研究发现，从中国砖茶中

提取出的 Aspergillus niger Yat 能有效降解氯氰

菊酯、DM，且 PYRs 对菌株本身生长无显著影

响。目前，国内外相关研究多为直接施加游

离菌种，而游离菌在高毒环境下代谢活性易

受损 [14]，且投加位置和用量难以确定。因此，

固定化菌种在农药降解领域的运用更具优势。

传统微生物固定化方式包括吸附法、交联法和

包埋法[15]。现常采用 2 种或 2 种以上方法的复

合固定化法，吸附-包埋法作为主要的固定化手

段，可获得单一方法无法达到的性能和处理效

果[16]，当前以生物炭为吸附剂、海藻酸钠为包

埋剂的固定化微生物技术已经比较成熟[17]。 
响应面法是使用恰当的试验设计方法进行

试验，将变量与结果进行函数拟合，进而实现

多变量优化的方法[18]。相较于正交试验对孤立

的试验点进行分析，响应面优化法可以得到连

续预测模型，准确分析拟设置的多水平变量，

是解决复杂问题的有效方法。近来，响应面法

已成功用于微生物固定的优化设计，如陈显玲

等 [19]采用该法探究 5 个因素 (戊二醛浓度、

CaCl2 浓度、海藻酸钠浓度、固定化时间和交

联时间)对固定化酶相对酶活的影响，结果表

明，优化后的固定化条件可大幅度提高菊糖蔗

糖酶酶学性质。 
目前，微生物法去除DM残留的研究多集中

于治理污染水源[20]、分离筛选可降解微生物[21]

和优化降解的环境条件[22]，有关固定化黑曲霉

技术修复污染土壤还未见报道。基于上述背

景，本研究着眼于固定化技术，以改善 DM 污

染土壤为目标，通过响应面法探究固定化黑曲

霉对土壤中 DM 特性的变化，评估固定化黑曲

霉对 DM 污染土壤的修复效果及应用潜力，通

过比较番茄种子在修复后土壤中的生长状况，

探明固定化黑曲霉的实际应用效果，为治理

DM 污染土壤提供新思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  试验菌种 

黑曲霉 (Aspergillus niger) ( 保藏编号：

ACCC 32589)购自中国普通微生物菌种保藏管

理中心，经验证其对 DM 具有降解能力。 
1.1.2  土壤样品 

试验土样采集于浙江师范大学校内，该样

品未经 DM 等 PYRs 污染。除去植物根、茎、

碎石子和多余残渣，碾碎，过 1 mm 土壤筛，

风干后 4 ℃保存备用。 
1.1.3  供试植物 

番茄(Solanum lycopersicum Mill.)，品种为

‘中蔬四号’。 

1.2  菌株的培养 
黑曲霉孢子悬液制备的方法流程参考   

文献[23]。采用血球计数板测定孢子悬液的浓

度(约为 1.6×107 CFU/mL)，并以 1% (体积分数)
的比例接种于马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose 
agar, PDA)培养基中，在摇床(35 ℃、160 r/min)
上培养 7 d，形成大小均匀的菌丝球，用于后

续黑曲霉固定化试验[24]。 

1.3  DM 污染土壤的制备 
取 1 000 g 土壤样品，加入无菌水至土壤

最大持水量的 60%，加入农药得到浓度为

100.0 mg/kg 的 DM 污染土壤[25]。 
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1.4  单因素试验 
以 DM 去除率和小球机械强度为指标，分

别考察海藻酸钠浓度(5、10、20、30 和 50 g/L)、
生物炭浓度(0.1、0.5、1.0、2.0 和 5.0 g/L)、氯

化钙浓度(5、10、20、30 和 50 g/L)、固定化时

间(1、2、3、4 和 5 h)、制球器直径(1、2、4、
6 和 8 mm)和菌液接种量(20、50、100、150 和

200 g/L)对 DM 去除率的影响。 

1.5  土壤中 DM 的测定 
采用高效液相色谱法[26]测定土壤中 DM 的

含量，色谱条件参照文献[26]。取土样 4 g 于试管

中，加入石油醚:丙酮=3:1 的混合溶液 10 mL，振

荡 1–2 min。在 60 ℃条件下水浴萃取 10 min，
静置后倒出上层溶剂。将无水乙醇和浓硫酸与

上层溶剂按 3:1:1 加入试管中进行纯化，振荡

1–2 min，静置后上层石油醚相即为待测液。

对照 DM 标准曲线，测定土壤中 DM 的浓度。

按照公式(1)计算 DM 的降解率。 
降解率(%)=(c0‒c1)/c0×100                (1) 
式中：c0 为降解前 DM 溶液的浓度(mg/kg)；c1

为降解后 DM 溶液的浓度(mg/kg)。 

1.6  小球机械强度的测定 
随机选取大小形状相近的 15 粒固定化黑

曲霉，使用 KY-20 数显颗粒强度测定仪对其施

加压力，直至其发生不可逆形变[27]。读取其临

界承受压力表示机械强度，做 3 次平行试验。 

1.7  菌株的固定化 
采用吸附-包埋法对黑曲霉进行固定化，

以生物炭为吸附剂、海藻酸钠为包埋剂，在无

菌环境下完成操作全过程。首先，将一定比例

的黑曲霉菌丝球、生物炭和海藻酸钠在 500 mL
的烧杯中混合搅拌均匀，制球器置于距氯化钙

(CaCl2)溶液液面 10 cm 左右，将混合液匀速滴

入 CaCl2 溶液中，滴加过程在磁力搅拌器上完

成。24 h 后将固定好的黑曲霉小球过滤，使用

蒸馏水清洗 2–3 次，用洁净的滤纸吸去水分，

保存于 4 ℃冰箱备用。 

1.8  响应面法优化 
1.8.1  Plackett-Burman (PB)试验设计 

根据单因素试验结果，采用 Plackett-Burman
两水平法 [28]，确定影响 DM 去除率的显著因

素。以 DM 去除率为响应值，将影响黑曲霉固

定化的 6 个因素(CaCl2 浓度、海藻酸钠浓度、

生物炭浓度、菌液接种量、制球器直径和固定

化时间)作为 PB 试验的 6 个因子(A、B、C、

D、E、F)，并设置 3 个虚拟项(G、H、I)作误

差分析，每组均重复 3 次取平均值。 
1.8.2  最陡爬坡试验与 Box-Behnken (BB)试验

设计 
根据 PB 试验结果，以各显著影响因子为

中心起点，确定最陡爬坡试验的方向与步长，

将其余因子设定为单因素试验得到的最佳条

件，以此找到响应面试验的中心点。根据最陡

爬坡试验确定的中心点，通过 Box-Behnken 中心

组合设计[29]，针对显著影响因子进行三因素三

水平试验设计，以DM去除率为响应值，绘制响

应曲面，确定最佳黑曲霉固定化条件并验证。 

1.9  固定化黑曲霉对土壤中DM的降解特性 
最佳黑曲霉固定化方案确定后，设计 4 个处

理组：CK (空白对照，无 DM)；T1 (100.00 mg/kg 
DM)；T2 (100.00 mg/kg DM+20.00 g/kg 游离黑

曲霉)；T3 (100.00 mg/kg DM+20.00 g/kg 固定化

黑曲霉)。每组设置 3 个重复，分别于处理后 2 h
及 1、3、7、14、21 和 28 d 采集土样，测定 T1、
T2 和 T3 土壤中 DM 和其主要代谢产物 3-PBA 的

浓度，DM 浓度测定试验方法与 1.5 相同。 

1.10  土壤中 3-PBA 的测定 
取土样 4 g 于试管中，加入 30 mL 乙腈，

40 kHz、300 W超声提取 30 min，取 2.0 mL提取

液用乙腈定容至10 mL，混匀，通过18 900×g离
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心 10 min。上清液用有机相滤膜(0.45 μm)过滤，

弃去初滤液，取续滤液用于高效液相色谱

(high-performance liquid chromatography, HPLC)
检测[30]，色谱条件参照文献[30]。 

1.11  番茄生长状况的测定 
分别于 4 个处理组中播种番茄种子，每组

10颗，置于直径 20 cm的圆形花盆中，于培养箱

中(25 ℃，光照 80%，相对湿度 90%)培养 28 d
后，测定番茄幼苗的各项生长指标(株高、根

长、干重和鲜重)。 

1.12  土壤中酶活和微生物数量的测定 
种植盆栽 7、14、21 和 28 d 后，分别测定

蔗糖酶(invertase, INV)、过氧化氢酶(catalase, 
CAT)、脲酶(urease, URE)活性和真菌、细菌、

放线菌的数量。蔗糖酶活性采用硫代硫酸钠滴

定法[31]测定，过氧化氢酶活性采用 KMnO4 容

量法 [32]测定，脲酶活性采用苯酚钠-次氯酸钠

比色法[33]测定。利用孟加拉红培养基法[34]、牛

肉膏蛋白胨法[35]和高氏一号培养基法[36]分别测

定真菌、细菌和放线菌的数量。 

1.13  数据分析 
采用 SPSS 21.0 对试验数据进行统计分

析，通过单因素方差分析法和 Duncan 法计算

平均值和标准误，利用 t-test 检测显著性差异。

使用Origin 8.5制图，并利用Design Expert 8.0.6
进行响应面分析绘图。 

2  结果与分析 
2.1  单因素对 DM 去除率和小球机械强度

的影响 
2.1.1  海藻酸钠浓度的影响 

海藻酸钠浓度是影响固定化黑曲霉机械强

度的主要因素，由图 1A 可知，小球机械强度随

着海藻酸钠浓度的增加显著增强(P=0.008 2)，且

当浓度为 50 g/L 时，机械强度最高达 2 260 mN。

而 DM去除率随海藻酸钠浓度的增加，呈现先升

高后降低的趋势，当浓度为20 g/L时，DM去除率

达到峰值 59.98%，此时机械强度为 1 540 mN。

由于海藻酸钠浓度影响载体成型，浓度过高会

导致固定化黑曲霉形成不规则的蝌蚪状颗粒，

易造成尾部断裂和菌液泄露。因此，综合 DM
去除率和小球成型情况，选择海藻酸钠浓度为

20 g/L 作为其最佳浓度。 
2.1.2  生物炭浓度的影响 

由图 1B 可知，生物炭浓度对固定化黑曲

霉的机械强度及 DM 去除率均有较大影响。当

生物炭浓度为 1.0 g/L 时，DM 去除率达到最高

62.53%，此时机械强度为 1 258 mN。而当生物

炭浓度超过 2.0 g/L 时，机械强度增长趋势减

缓。生物炭可为微生物的生理活动提供良好

的环境条件，在一定浓度范围内能提高固定

化黑曲霉的 DM 去除率；而浓度过高则导致菌

液扩散不均匀，形成的固定化黑曲霉颗粒大

小不一。综上所述，选择 1.0 g/L 作为生物炭的

最佳浓度。 
2.1.3  氯化钙浓度的影响 

图 1C 表示氯化钙浓度对固定化黑曲霉的

机械强度和 DM 去除率的影响，分析可知该因

素的影响趋势与生物炭近似。当氯化钙浓度为

20 g/L 时，固定化黑曲霉的 DM 去除率最高，

达 63.50%，此时机械强度为 1 238 mN。氯化

钙作为交联剂能影响固定化小球的机械强度，

浓度过高时机械强度过大，导致菌株不易进

入；浓度过低则易导致颗粒破裂及菌液流失。

因此，选择氯化钙浓度为 20 g/L 作为其最佳

浓度。 
2.1.4  固定化时间的影响 

固定化时间对小球机械强度和 DM 去除率

的影响如图 1D 所示。当固定化时间为 2 h 时，

DM 去除率达到最高点 73.20%，此时机械强度 
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图 1  海藻酸钠浓度(A)、生物炭浓度(B)、氯化钙浓度(C)、固定化时间(D)、制球器直径(E)和菌液接种

量(F)对 DM 去除率和小球机械强度的影响 
Figure 1  Effect of sodium alginate concentration (A), biochar concentration (B), calcium chloride 
concentration (C), immobilization time (D), ball maker diameter (E), and bacterial inoculum (F) on the DM 
removal rate and the mechanical strength of the pellets. Error bars in figure represent standard deviation.  
 
为 1 587 mN。而当固定化时间延长至 3、4 和 
5 h 时，DM 去除率分别下降 14.21%、34.29%
和 48.09%。说明固定化时间过长会导致交联过

度，固定化颗粒内部孔径小，菌株生存空间不

足，从而使黑曲霉的生理活动受到抑制。综合

DM 去除率和小球成型情况，选择 2 h 为最佳

固定化时间。 
2.1.5  制球器直径的影响 

分析图 1E 可得，当制球器直径小于 4 mm
时，DM 去除率和固定化黑曲霉的机械强度均
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随着直径的增大而提高，在 4 mm 条件下达到

峰值，DM 去除率为 64.20%，小球机械强度为

1 430 mN。而随着制球器直径的继续增加，2 个

指标均呈降低趋势。该结果与固定化黑曲霉的

结构有关：直径过小，可结合的菌株数量不

足；直径过大，则使固定化颗粒易破裂，同时

内部菌株无法获取足够的营养，生理活动受到

抑制。因此，选择 4 mm 直径的制球器用于后

续试验。 
2.1.6  菌液接种量的影响 

由图 1F 可知，DM 去除率随着菌液接种量

的增大而逐渐升高，而在菌液接种量提升至

100 g/L 后，DM 去除率的上升幅度减小。说明

菌液接种量过大时，菌株间竞争营养和生存空

间，产生抑制作用使 DM 去除率降低。此外，

当菌液接种量为 150 g/L 和 200 g/L 时，固定化

黑曲霉在液体培养基中出现破裂情况，载体碎

屑沉于容器底部。因此，综合考虑 DM 去除率

和固定化黑曲霉的机械强度，选择菌液接种量

为 100 g/L 进行后续优化试验。 

2.2  最佳固定化黑曲霉组合的确定 
2.2.1  Plackett-Burman 试验结果 

基于单因素试验结果，以氯化钙浓度

(A)、海藻酸钠浓度(B)、生物炭浓度(C)、菌液

接种量(D)、制球器直径(E)和固定化时间(F)为
影响因子，试验因素水平设计见表 1。 
 
表 1  Plackett-Burman 试验因素设计 
Table 1  Plackett-Burman experimental factor 
No.  Factor Level 

–1 1 
A Calcium chloride concentration (g/L) 20 30 
B Sodium alginate concentration (g/L) 20 30 
C Biochar concentration (g/L) 1.0 1.5 
D Bacterial solution inoculation amount 

(g/L) 
100 150 

E Ball maker diameter (mm) 4 6 
F Fixed time (h) 2 3 

PB试验以 DM去除率为响应值，旨在确定

对 DM 去除率提高影响显著的因子，试验方案

和结果见表 2，方差分析结果见表 3。各因素

与去除率 (Y)的多元回归方程为： Y=63.74+ 
0.13A+5.04B+3.66C+2.03D+0.77E–0.99F，该模

型P=0.002 1，说明回归方程显著；模型决定系数

R2=0.962 0，校正决定系数 Radj
2=0.916 5，证实模

型的拟合度高，能对 PB 试验进行解释。在

α=0.05 显著水平上，固定化黑曲霉降解 DM 过

程时，因素B、C的P值分别为 0.000 4和 0.001 6 
(P<0.01)，差异极显著；而因素 D 的 P 值为

0.018 7 (P<0.05)，差异显著；因素 A、E、F 的

P 值大于 0.05，差异不显著。因而确定海藻酸

钠浓度(B)、生物炭浓度(C)、菌液接种量(D)为
显著因子，并设计 3 个因素的步长和方向，进

行后续爬坡试验。 
2.2.2  最陡爬坡试验结果 

分析 PB 试验得到的多元一次方程可知，

因素 B、C、D 在方程中的系数为正，表明其

在模型中为正效应。根据经验总结，确定因素

B 的步长为 5 g/L，再通过效应值计算出因素 C、 
 
表 2  Plackett-Burman 设计试验结果 
Table 2  Plackett-Burman experimental designs 
No. A B C D E F G H J Removal 

rate (%) 
1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 76.28 
2 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 1 69.92 
3 1 –1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 54.91 
4 –1 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 69.34 
5 –1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 1 56.02 
6 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 52.42 
7 1 –1 1 1 –1 1 1 1 –1 60.21 
8 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 67.95 
9 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 1 66.87 
10 –1 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 60.71 
11 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 67.29 
12 1 1 –1 –1 –1 1 –1 1 1 62.94 
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表 3  Plackett-Burman 试验结果方差分析表 
Table 3  Analysis of variance for Plackett-Burman test results 
Code Factor Effect Sum of squares Mean square F level P level Significance 

 Model  533.85 88.98 21.12 0.002 1  
A Calcium chloride concentration (g/L) 0.13 0.21 0.21 0.05 0.832 9  
B Sodium alginate concentration (g/L) 5.04 304.21 304.21 72.21 0.000 4 ** 
C Biochar concentration (g/L) 3.66 161.04 161.04 38.22 0.001 6 ** 
D Bacterial solution inoculation amount (g/L) 2.03 49.53 49.53 11.76 0.018 7 * 
E Ball maker diameter (mm) 0.77 7.18 7.18 1.70 0.248 7  
F Fixed time (h) –0.99 11.68 11.68 2.77 0.156 8  

*: Significant influence (P<0.05); **: Extremely significant influence (P<0.01). 
 
D 的步长分别为 0.22 g/L 和 12.1 g/L，最陡爬坡

试验的设计和结果分析如表 4 所示，试验 2 的

去除率最高，达到 75.31%。因此，以试验 2 的

方案作为响应面试验的中心点。 
2.2.3  Box-Behnken (BB)中心组合设计及响应

面分析 
以最陡爬坡试验确定的响应面试验的中心

点，利用中心组合试验设计了三因素三水平的

Box-Behnken 试验，试验设计和各因素水平见

表 5，DM 去除率的 BB 试验设计及结果见表 6，
以 DM 去除率(Y)为因变量，海藻酸钠浓度(A)、
生物炭浓度(B)和液接种量(C)为自变量，拟合

得到非线性回归方程：Y=86.22+0.92A+3.06B+ 
0.27C+0.70AB–1.02AC–0.22BC–9.04A2–13.07B2– 
8.07C2。 
 
表 4  最陡爬坡试验设计及结果分析表 
Table 4  Design and analysis of the results of the 
steepest climb test 
No. Sodium 

alginate 
concentration 
(g/L) 

Biochar 
concentration 
(g/L) 

Bacterial 
solution 
inoculation 
amount (g/L) 

Removal 
rate (%) 

1 20 1.00 100.0 63.27 
2 25 1.22 112.1 75.31 
3 30 1.44 124.2 56.89 
4 35 1.66 136.3 35.69 
5 40 1.88 148.4 24.56 

 

其中 15 号试验组的去除率最高，其条件

为海藻酸钠 25 g/L、生物炭 1.25 g/L、菌液接

种量 125 g/L，试验达到最高值 89.20%；试验

组 6 号海藻酸钠 30 g/L、生物炭 1.25 g/L、菌液

接种量 100 g/L 的 DM 去除率较高，达到

70.84%。而 1 号试验组海藻酸钠 20 g/L、生物

炭 1.00 g/L、菌液接种量 125 g/L，去除率为

60.20%，为所有试验组中的最小值。 
BB 试验方差分析结果见表 7，模型决定系

数 R2=0.939 2，说明可由该回归模型对 DM 去

除率进行解释的概率为 93.92%，可信度高；模

型的 F 值为 12.01，P 值(Prob>F)为 0.17%，远

低于 0.01，意味着该模型项极显著。其中 A2、

B2 和 C2 的模型都具有显著性，失拟项 P 值为

0.882 9，远高于 0.05，不显著，说明回归方程模 

 
表 5  Box-Behnken 试验因素设计 
Table 5  Box-Behnken experimental factor 
No. Factor Level 

–1 0 1 
A Sodium alginate 

concentration (g/L) 
20.00 25.00 30.00 

B Biochar concentration 
(g/L) 

1.00 1.25 1.50 

C Bacterial solution 
inoculation amount 
(g/L) 

100.00 125.00 150.00 
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表 6  Box-Behnken 中心组合设计的 3 个自变量得到的试验值 
Table 6  Box-Behnken design for the four independent variables with the observed response for luminescent 
production 
No. The level of the variable encoded  True variable levels  Removal rate (%) 

A: Sodium 
alginate 
concentration  

B: Biochar 
concentration 

C: Bacterial 
solution 
inoculation 
amount 

 

 
 

A: Sodium 
alginate 
concentration  

B: Biochar 
concentration 

C: Bacterial 
solution 
inoculation 
amount 

 

 
 

Experimental 
value 

1 –1 –1 0  20 1.00 125  60.20 
2 1 –1 0  30 1.00 125  62.42 
3 –1 1 0  20 1.50 125  64.40 
4 1 1 0  30 1.50 125  69.42 
5 –1 0 –1  20 1.25 100  68.73 
6 1 0 –1  30 1.25 100  70.84 
7 –1 0 1  20 1.25 150  69.42 
8 1 0 1  30 1.25 150  67.45 
9 0 –1 –1  25 1.00 100  60.32 
10 0 1 –1  25 1.50 100  67.40 
11 0 –1 1  25 1.00 150  63.20 
12 0 1 1  25 1.50 150  69.40 
13 0 0 0  25 1.25 125  77.90 
14 0 0 0  25 1.25 125  88.30 
15 0 0 0  25 1.25 125  89.20 
16 0 0 0  25 1.25 125  87.60 
17 0 0 0  25 1.25 125  88.10 

 
表 7  以去除率为响应值的模型方差分析表 
Table 7  Model analysis with removal rate as the response value 
Source of variation Sum of squares Degrees of freedom Mean squared F-value P-value (Prob>F) Significance 
Model 1 573.63 9 174.85 12.01 0.001 7 * 
A 6.81 1 6.81 0.47 0.516 0  
B 74.91 1 74.91 5.15 0.057 6  
C 0.59 1 0.59 0.04 0.845 6  
AB 1.96 1 1.96 0.13 0.724 5  
AC 4.16 1 4.16 0.29 0.609 4  
BC 0.19 1 0.19 0.01 0.911 4  
A2 344.09 1 344.09 23.64 0.001 8 ** 
B2 719.26 1 719.26 49.41 0.000 2 ** 
C2 274.21 1 274.21 18.84 0.003 4 ** 
Residuals 101.89 7 14.56    
Misfit 14.02 3 4.67 0.21 0.882 9  
Pure error 87.87 4 21.97    
Total regression 1 675.52 16     
*: Significant influence (P<0.05); **: Extremely significant influence (P<0.01). 
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拟较好，模型稳定。同时，由于 R2
Adj–R2

Pred= 
0.861 0–0.784 1=0.076 9 (<0.2)，且R2 (0.939 2)和
R2

Adj (0.861 0)接近 1，即该模型的预测值与试

验值高度吻合；变异系数为 5.30%，小于

10%，证实回归模型具有较高的准确性和精密

性。根据各因素 P 值大小，二次项 A2、B2 和 C2

对DM去除率的影响极显著P<0.01。依据F值，

将 3 个因素对 DM 去除率的影响大小进行排序，

影响顺序为：生物炭浓度>海藻酸钠浓度>菌液

接种量。 
各因素之间回归优化的等高线图如图 2 所

示，响应坡面的陡峭程度，可说明该因素保持

稳定水平时，对其余 2 个因素的交互作用的影

响大小。结果显示，海藻酸钠和生物炭的响应

曲面弧度最大，二者对固定化小球降解土壤

DM影响最为显著。图 2A为生物炭浓度处于中

心水平即 1.25 g/L 时，海藻酸钠浓度和菌液接

种量之间的交互作用，说明去除率随着海藻酸

钠浓度和菌液接种量浓度的提高先增加后降

低。图 2B 为菌液接种量处于中心水平即 125 g/L
时，海藻酸钠浓度和生物炭浓度之间的交互

作用，表明去除率随着海藻酸钠浓度和生物

炭浓度的提高先增加后降低，且其等高线形

状最接近椭圆，两者交互作用最显著。图 2C
为海藻酸钠浓度处于中心水平即 25 g/L 时，

菌液接种量和生物炭浓度之间的交互作用，体

现了去除率随着菌液接种量和生物炭浓度的提

高先增加后降低，等高线形状最不接近椭圆，两

者交互作用不显著。在海藻酸钠浓度为 25 g/L、
菌液接种量为 125 g/L 时、生物炭浓度为

1.25–2.00 g/L条件下，DM去除率可超过75.00%。

当生物炭浓度小于 1.25 g/L 时，DM 去除率皆小

于 70.00%。   
分析三维响应面和等高线图，同时运用中

心组合设计，可得固定化黑曲霉最佳方案：海

藻酸钠浓度 25.27 g/L、生物炭浓度 1.28 g/L、

菌液接种量 125.28 g/L。在黑曲霉最优值组合

下，DM 的去除率达到 86.43%，与预测值吻合

度高。为了验证响应面设计结果的可靠性，在

预测的最优固定黑曲霉组合条件下，进行 DM 污

染土壤修复，同时以初步组合修复结果作为对

照，结果显示，在最优条件下 DM 的平均去除率

为 84.31%±2.17%，比优化前的 37.52%±3.95%，

提高 1.24 倍。上述试验结果表明，回归方程比

较准确地预测了三因素对 DM 去除效果的影响。 

2.3  最佳黑曲霉固定化条件对 DM 污染土

壤修复效果评价 
2.3.1  固定化黑曲霉对 DM 降解动态的影响 

数据统计分析结果见表 8、表 9，在无黑

曲霉施用时，DM 在土壤中自行消解，拟合降解

方程可知其在土壤中的半衰期为 7.6 d。在施加

游离黑曲霉后，DM 降解速度提升，在第 21 天

降解率可达 90%以上，DM半衰期缩减到 6.2 d。
T3 组将固定化黑曲霉以先前得出的最佳方案

施用，在 14 d 降解率已达 90%，28 d 降解率高

达 98.02%，半衰期为 5.2 d。数据表明，黑曲

霉可以显著缩短 DM 在土壤中的半衰期，提升

污染土壤的修复效率，在最佳固定化黑曲霉方

案下降解时间最短，较游离黑曲霉效果更佳。 
2.3.2  固定化黑曲霉对DM主要代谢产物的影响 

3-PBA 是 DM 主要代谢产物，是最常见的

PYRs暴露生物标志物。从图 3数据可知，在加

入 DM 后，随胁迫时间的延长，土壤中 3-PBA
浓度呈稳步上升趋势。在 14 d 前，3-PBA 浓度

随 DM 的自然降解增幅较大，在 21 d 和 28 d
时，增幅逐渐减缓，浓度趋于稳定。加入黑曲

霉修复后，T2 和 T3 中 3-PBA 浓度均呈先增加

后降低的趋势，以 9 h 为分界。由于黑曲霉能

加快 DM 降解，T3 组中 3-PBA 浓度显著增加

(P<0.05)，在 9 h 达到最高，为 50.93 mg/kg， 
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图 2  固定化黑曲霉制备条件响应面优化三维图及等高线图 
Figure 2  Optimized 3D plot and contour plot of the prepared conditional response surface of Aspergillus 
niger. A: Sodium alginate concentration and bacterial solution inoculation amount. B: Sodium alginate 
concentration and biochar concentration. C: Biochar concentration and bacterial solution inoculation amount. 
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表 8  不同处理组 DM 在土壤中的降解动态测定结果 
Table 8  Dynamic determination of DM in soil in different treatment groups 
Sampling interval 2 h 1 d 3 d 7 d 14 d 21 d 28 d 
DM residue 
(mg/kg) 

T1 99.53±0.76a 65.76±0.34a 50.66±1.23a 38.19±1.04a 22.14±0.76a 11.94±0.12a 6.34± 0.15a 
T2 97.25±1.87b 60.48±1.73b 47.57±0.96b 35.35±0.65b 19.76±0.85b 9.05±0.43b 4.23±0.12b 
T3 90.39±2.01c 52.17±1.42c 41.28±1.08c 18.04±0.87c 8.61±0.21c 3.94±0.26c 1.79±0.19c 

DM 
degradation 
rate (%) 

T1 – 33.80±0.34c 49.00±1.24c 61.55±1.04c 77.71±0.76b 87.98±0.12c 93.62±0.15c 
T2 – 37.81±1.90b 51.08±0.99b 63.65±0.66b 79.68±0.87b 90.69±0.44b 95.65±0.12b 
T3 – 42.28±1.57a 54.33±1.19a 80.04±0.96a 90.47±0.23a 95.64±0.29a 98.02±0.21a 

The data in the table are mean±standard error, and the same letter after the same column of data indicates no significant 
difference at the P<0.05 level. 
 
表 9  不同处理组 DM 在土壤中的降解动态方程 
Table 9  Dynamic equation for degradation of DM 
in soil for different treatment groups 
Treatment 
group 

Digestion 
equations 

Correlation 
coefficient 

Half-life 
(d) 

T1 y=78.684e–0.091x 0.975 9 7.6a 
T2 y=79.651e–0.111x 0.981 1 6.2b 
T3 y=64.236e–0.133x 0.970 6 5.2c 
The data in the table are mean±standard error, and the same 
letter after the same column of data indicates no significant 
difference at the P<0.05 level. 
 

 
 
图 3  不同处理组 3-PBA 浓度统计图 
Figure 3  Statistical plots of 3-PBA concentration 
in the different treatment groups. Error bars in 
figure represent standard deviation. Different 
lowercase letters indicate significant difference at 
the P<0.05 level. 

随后浓度显著降低，降幅逐渐减缓，在 21 h 达

到最低水平为 1.45 mg/kg。由此可得，本研究

所用黑曲霉对 3-PBA 也具有降解作用，固定化

黑曲霉可以显著加快污染土壤中 DM 降解速

度，大幅度提升修复效果。 
此外，T2 最高浓度为 42.86 mg/kg，最低

浓度为 2.37 mg/kg，可以看出固定化黑曲霉对

DM 污染修复效果和 3-PBA 降解能力优于游离

型黑曲霉。 

2.4  固定化黑曲霉的应用潜力评价 
2.4.1  固定化黑曲霉对番茄生长状况的影响 

在优化了黑曲霉的固定化条件之后，将其

应用于农业种植中，测定番茄的生长指标，以

考察固定化黑曲霉的实际使用效果。如表 10
所示，CK 组番茄种子的各项指标均优于其他

组 ， 发 芽 率 和 发 芽 势 分 别 高 达 81.63% 和

47.85%，而经 DM 处理后的 T1、T2 和 T3 组的

发芽率分别为 60.78%、70.15%和 73.94%，相

比于 CK 组都有了一定程度的降低。各组番茄

种子萌发和生长状况受抑制程度排序为：T1
组>T2 组>T3 组>CK 组。经过生物修复后的

DM 土壤对番茄仍具有一定毒性，T2、T3 组的

根系活力分别为(63.920 0±2.241 9) μg/(h·g)和
(69.240 0±2.124 0) μg/(h·g)，皆低于 CK 组的

(79.770 0±2.174 0) μg/(h·g)。经固定化黑曲霉
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修复后的根冠比为 0.274 6±0.010 6，高于未经

DM 处理的 CK 组 0.139 4±0.005 5。 
2.4.2  固定化黑曲霉对土壤生物群落结构的

影响 
在最佳土壤环境条件下，由图 4 可以看出，

处理 7 d 后 T1、T2 和 T3 根系土壤过氧化氢酶

活性下降显著(P<0.05)，分别为 CK 的 47.14%、

38.30%和 21.29%；脲酶活性较 CK 组分别提高

了 123.21%、73.21%和 37.50%；蔗糖酶活性分

别增强为 CK 的 1.80、1.60 和 1.10 倍，达到显

著水平(P<0.05)。DM 的加入使土壤 CAT 活性大

幅降低、氧化程度更低，对植株危害明显，而

经黑曲霉降解处理后，过氧化氢酶活性均有了

部分提升，其中 T3 相较 T1 恢复 50.24%。对比

CK 组，T1、T2 和 T3 的根系土壤蔗糖酶含量在

24 d 内均有所增加，T3 最高达 0.796 7 mg/(h·g)，
证明植株通过脲酶加快对土壤中尿素的分解，

抵御 DM 胁迫。 
在经黑曲霉修复后，土壤 CAT、URE 和 INV

活性得到不同程度恢复，T3 最高分别提升为

34.30%、15.76%和 31.15%，效果较 T2 更优，

证实固定化形式对黑曲霉的保护作用更好，可

缓解外界环境对微生物的不利影响，提高耐受

性，延长使用寿命。 
细菌、放线菌、真菌是土壤生态系统微生

物体系的主要成分，几乎参与土壤中一切生物

化学反应，是土壤质量的重要组成指标。由图 5
可以看出，污染后 7 d 土壤中细菌、真菌和放 

 
表 10  不同处理组中番茄相关生长指标统计 
Table 10  Statistics of tomato-related growth indexes in different treatment groups 
Treatment 
group 

Germination tendency Plant  
height 
(cm) 

Root  
length 
(cm) 

Fresh  
weight 
(g) 

Dry weight (g) Root-to-head  
ratio 

Root vitality 
(μg/(h·g)) Germination 

rate (%) 
Sprouting 
potential 
(%) 

CK 81.63 47.85 5.26±0.36a 2.58±0.47b 0.83±0.01b 0.059 2±0.001 5b 0.139 4±0.005 5b 79.77±2.17a 
T1 60.78 40.01 4.80±0.55a 2.65±0.40b 0.77±0.02b 0.048 7±0.004 6b 0.120 1±0.002 5b 57.63±1.66c 
T2 70.15 33.38 5.10±0.31a 2.35±0.18b 0.54±0.02c 0.029 5±0.006 4b 0.112 0±0.006 7b 63.92±2.24b 
T3 73.94 47.37 5.55±0.40a 4.99±0.67a 1.24±0.02a 0.084 9±0.005 9a 0.274 6±0.010 6a 69.24±2.12b 
The data in the table are mean±standard error, and the same letter after the same column of data indicates no significant 
difference at the P<0.05 level. 
 

 
 
图 4  土壤酶活性测定统计图 
Figure 4  Statistical diagram of soil enzyme activity determination. A: Catalase activity. B: Uretrase activity. 
C: Sucrase activity. Error bars in figure represent standard deviation.  
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图 5  土壤中细菌(A)、真菌(B)和放线菌(C)数量

统计图 
Figure 5  Statistical diagram of the number of 
bacteria (A), fungi (B), and actinomycetes (C) in the 
soil. Error bars in figure represent standard 
deviation. Different lowercase letters indicate 
significant difference at P<0.05. 

线菌数量分别下降 25.18%、75.04%和 57.34%。

而施用黑曲霉 28 d 后，3 种微生物数量均有所

回升，其中 T3 组细菌、真菌和放线菌数量分

别达到 CK 的 85.51%、85.42%和 86.36%，对比

2 种施加方式，发现固定化黑曲霉较游离黑曲

霉改善效果更佳 (P<0.05)；T3 组真菌数量时

T1 组的 1.95 倍。针对细菌而言，其数量随着

时间的变化而减少，且 CK 组的数量较稳定。

通过观察比较放线菌变化趋势可知，14 d 时正

常土壤中放线菌的数量约为 15.80×105 CFU/g；
在添加DM的T1组中放线菌数量大幅降低，菌

落数为 7.40×105 CFU/g；在经过固定化黑曲霉

处理土壤后，放线菌数量有明显的回升，可达

14.20×105 CFU/g。相较 T1 组发现，经黑曲霉

修复后土壤微生物数量皆有适当回升，其中真

菌数量的恢复最显著，14 d 效果最佳，可达正

常值的 95.60%；且固定化黑曲霉修复效果明

显优于游离组，使三大类群的微生物数量更

接近 CK。 

3  讨论 
DM 是 PYRs 中使用最广泛的一种，主要

在农业生产中用于防治病虫害，长期使用 DM 容

易积累，对生物造成免疫、神经和生殖毒害[37]。

微生物法能够在温和的条件下高效地降解 PYRs，
因而被认为是一种绿色解决方案[38]，如张靖雯

等[39]筛选得到暹罗芽胞杆菌(Bacillus siamensis) 
L5 降解菌，通过固定化后对高效氯氰菊酯的降解

率高达 81.26%。目前，对固定化黑曲霉的研究

方向多为修复污染废水[40-42]，而应用于农药残

留土壤的报道较少，本研究以 DM 污染土壤为

切入点，挖掘固定化黑曲霉的潜在价值。现有

报道大多利用海藻酸盐对黑曲霉进行固定，如

Ding 等 [40]用海藻酸盐固定黑曲霉用于废水中

钍离子的去除，目前该技术已比较成熟。此
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外，有相关研究证实生物炭[43]、氯化钙[44]、固

定化时间[45]、包埋颗粒直径[46]和菌液接种量[42]

等因素对黑曲霉固定化存在影响。本研究首次

将 6 因素进行联合对比，并从中确定出 3 个显

著因子：海藻酸钠浓度、生物炭浓度和菌液接

种量。海藻酸钠能够在黑曲霉表面形成一层凝

胶保护膜[47]，保障高微生物密度[48]和低生物毒

性[49]。生物炭表面积大、孔隙结构丰富，可增

强富集污染物能力，从而提高去除效率[50]。本

研究利用生物炭和海藻酸钠对黑曲霉进行固定

化，在 1.28 g/L 的生物炭浓度下，DM 降解率

高达 84.31%，较优化前提高 1.24倍，生物炭表

面相对疏松且不规则的凸起和褶皱为 DM 分子

提供广阔的吸附位点[51]，这与 Ogbonnaya 等[52]

得出生物炭有利于疏水有机污染物及其降解微

生物吸附的结论相符，可见生物炭固定化微生

物的明显优势。此外，随固定化黑曲霉菌液用

量增多，DM 去除效果越好，但当菌液接种量

高于 100 g/L 时，去除率增幅减缓。这是由于

接种量提高，黑曲霉菌体间的生存竞争剧增、

加速溶涨，致使固定化小球破裂、性能下降，

于波[20]也发现同样现象。利用响应面优化法评

估 3 个显著因子之间的关系，可得固定化黑曲

霉最佳方案：海藻酸钠浓度 25.27 g/L、生物炭

浓度 1.28 g/L、菌液接种量 125.28 g/L，在此条

件下 DM 的去除率可达 84.31%，对于农残的生

物修复具有推广意义。 
农药进入土壤后会通过挥发、土壤降解等

转化过程而得到分解[53]，黑曲霉的加入可以加

速土壤中 DM 的降解，有效缩短农药半衰期，

达到改善污染土壤目的。结果表明，DM 在土

壤中消解动态符合一级动力学方程，T1 中 DM
在土壤中的半衰期为 7.6 d，在 14 d 降解率达到

77.71%，这与宋国春等[54]探究 DM 分别在油麦

菜(Lactuca sativa L.)和土壤中的降解动态时得

出的结论相符。T2中DM半衰期缩短为 6.2 d，
说明游离黑曲霉能促进 DM 的分解；在施用固

定化黑曲霉的条件下，T3 中 DM 半衰期进一步

缩减至 5.2 d，降解效果显著优于游离黑曲霉。

进而证明，本研究所得最佳黑曲霉固定化方案

能够促进 DM 降解，提高污染土壤修复效果的

目的。3-PBA 作为最常见的 PYRs 暴露生物标

志物[55]，是许多常用 PYRs 的共享代谢物[2]。

T1 中 3-PBA 浓度随着 DM 加入时间延长不断

降解而逐步升高，即 DM 降解生成 3-PBA，这

与多数研究 PYRs 降解的结论相符[56]。加入黑

曲霉后，3-PBA 浓度持续增加至 9 h 达到最

高，后浓度降低并趋于稳定，在 21 h 达到最低

水平。袁怀瑜等[57]发现砖茶中分离得到的降解

菌黑曲霉 Yat1 可在 22 h 内完全降解 100 mg/L
的 3-PBA，与本研究结果相同。在试验后期，

T2、T3 组中不能再检测出 3-PBA 浓度，说明

在 DM 分解后期，3-PBA 产生后黑曲霉立即将

其分解，实现同步降解，这与 Zhao 等[6]发现部

分米曲霉降解氯氰菊酯体系中未检测到 3-PBA
的结论一致。此外，固定化黑曲霉对 3-PBA 降

解能力高于游离型黑曲霉。3-PBA 比母体农药

更难分解，毒性更强，其残留加重了对环境及

农产品的污染[57]。而固定化黑曲霉在加快 DM
降解的同时，对 3-PBA 也具有消解作用，进一

步缓解 DM 污染对土壤的毒害作用。 
将黑曲霉最佳固定化组合应用于农业种植

中，通过测定番茄的生长指标以考察固定化黑

曲霉的实际作用效果。在本研究中，DM 污染

下的番茄种子发芽率降低，幼苗生长指标下

降，而经固定化黑曲霉修复后发芽率及生长状

况均得以改善，这与张哲[58]发现黑曲霉可促进

烟嘧磺隆污染下小麦(Triticum aestivum L.)生长

的结果相似。黑曲霉在固定化作用下受到保

护，对 DM 土壤的改良效果优于游离黑曲霉。
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该部分研究结果得出，固定化黑曲霉可充分减

少土壤中污染物，缓解外界环境对植株的不利

影响，提高其对 PYRs 的耐受性。黑曲霉具有

强大的酶系统，可分泌高效的生物转化酶，使

土壤中的 DM 水解、氧化 [58]，从而有效缓解

DM 对植株的胁迫作用。土壤酶活性是指土壤

中酶催化物质转化的能力，能够反映营养物质

的转化情况和肥力状况[59]。脲酶、蔗糖酶、过

氧化氢酶广泛存在于土壤中，是能表征土壤生

物活性的重要酶。本研究证实在固定化黑曲霉

作用下土壤酶活性以及微生物数量均高于游离

黑曲霉组，这与李青云[60]探究得出的铜绿假单

胞菌(Pseudomonas aeruginosa Keratitis)固定化

后对氯氰菊酯污染土壤的治理效果明显高于

游离菌的结果相符。DM 污染后土壤中细菌、

真菌和放线菌数量呈下降趋势，而经过黑曲

霉修复后，微生物数量有所回升，且固定化

黑曲霉效果较游离态更佳。此外，由于番茄

根系分泌物选择性吸引土壤真菌，黑曲霉表

现出对番茄根系的趋向性是其解除土壤 DM胁

迫作用的重要前提。边照辉[61]指出，较低浓度

的黑曲霉与番茄植株两者可以共同生长，番茄

根系分泌物能促进黑曲霉孢子萌发、菌丝生长

及菌落的形成。这表明黑曲霉可通过改变土

壤酶活性而减弱 DM造成的影响。综上所述，

本研究所设计的利用固定化黑曲霉修复 DM污

染土壤的技术方法，能有效减轻 DM 对番茄发

芽和生长的不利影响，保障番茄根际土壤酶

活和微生物多样性，保持高水平的 DM 降解率

和长时间的菌种活性，明显提升修复能力，

降低土壤生态毒性，具有良好的市场前景。

尽管本研究对黑曲霉的 DM 生物降解途径和代

谢产物尚未明确，在今后的研究中，可对其降

解产物和途径进行解析，进一步探索其降解

机理。 

4  结论 
DM 可被固定化黑曲霉高效降解，通过响

应面优化法确定最佳固定化方案，最佳条件下

的固定化黑曲霉能显著提升 DM 去除率，最高

可达 84.31%。固定化黑曲霉通过缩短土壤中 DM
半衰期和同步降解主要代谢产物 3-PBA，显著

提高 DM 降解效果，实现对土壤污染物的高效、

无害化降解。在盆栽试验中，固定化黑曲霉能

提高番茄种子发芽率，改善其根际土壤中酶活

和微生物数量，验证了最佳固定化黑曲霉的实

际应用效果。 
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