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摘要:采用批实验方法 , 以天然地下水为基础培养液 , 利用在实验室条件下培养驯化的微生物 , 以醋酸作为共代谢基质 ,加入

酵母粉提供氮源 ,研究了四氯乙烯(PCE)的降解效果.研究表明 , 通过强化影响 PCE 降解的某些因素 , 在 20 ℃的地下水环境

中 , PCE 可以很快转化为三氯乙烯(TCE), 并可以进一步转化为二氯乙烯(DCEs), 但没有检测到 DCEs 的脱氯产物.PCE 的脱

氯速率为 0.184 8 d -1 ,半衰期为 3.75 d.亦研究了低温环境下 PCE 的降解效果.结果表明 ,在低温环境下 , PCE 也可以发生生

物降解 ,但是脱氯速率相对较慢 , 为 0.076 1 d -1 ,半衰期为 9.11 d , 且终产物为 TCE.
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Abstract:In order to investig ate tetracho roethylene (PCE)biodeg radation po tential by some enhanced facto rs , the expe riment

was car ried out unde r na tura l g roundw ater condition by batch experiment.Microo rganism cultured in the labo rator y w as added

to the micro co sm w ith acetic acid as electron dono r and yeast pow der as nitrog en source.Experimental results indicate that PCE

could be dechlorina ted to trichlo ro ethy lene (TCE)and dichlor oethylene (DCEs)unde r 20 ℃.TCE w as the prima ry dehalo ge-

nation pr oduct , and small amounts o f dichlo roe thy lenes(DCEs)w ere also detected.No significant further DCEs degradation was

detected.The deg radation rate o f PCE was 0.184 8 d -1 , and the half life was 3.75 d.Under 12 ℃ condition , PCE biodeg radation

could occur;however , the terminal product was only TCE without DCEs , and deg radation rate of PCE was 0.076 1 d-1 , which was

relatively slow compared to that under 20 ℃.

Key words:te trachlo roe thy lene;enhanced biodeg radation;natural g roundw ater.

0 　引言

氯代烯被广泛地用于干洗 、脱脂和其他生产过

程 ,在土壤和地下水中经常会有这些物质检出 ,其中

四氯乙烯(PCE)是最常见的污染物之一(Lee et

al ., 1997).PCE 及其降解产物被确认或怀疑具有

致癌作用 ,被美国 EPA 作为优先控制的污染物之

一 ,严格限制饮用水中PCE的浓度不得超过5 μg/ L

(Kao and Lei , 2000),因此如何对这些污染物进行

有效地修复引起了广泛关注.目前的处理方法有物

理方法 、化学方法和生物方法 ,与物理方法和化学方

法相比 ,生物处理方法最大的优势是可以将有害

PCE 转化为无害的终产物(A ulenta et al ., 2004).

氯代烃在天然条件下可以发生生物降解 ,然而

土著微生物生长速度太慢 ,代谢活性不高 ,而且污染

物负荷高还会造成土著微生物的数量下降 ,因此天



　第 5 期 　李烨等:天然地下水环境四氯乙烯的强化生物降解

然环境中氯代烃的降解速度很慢 , PCE 的半衰期在

空气中为 47 d ,在地下水中为 108 d(Wang , 2001;

Pietari , 2002).强化生物修复技术是通过向污染场

地提供适宜的降解微生物 、营养物质 、电子受体及改

善其他限制生物修复速度的因素 ,达到提高生物修

复速度 、加速污染物降解的目的(甘丽华等 ,2005;秦

华明 ,2007).大多数研究者认为强化生物修复技术

是修复治理大面积污染区域的一种有价值的方法 ,

但该技术的具体实施应用也有其局限性(Skubal ,

1999 ;马长文等 ,2007).因此 ,许多学者通过改变影

响氯代烃降解的因素 ,在实验室开展了这方面的研

究工作(Aulenta et al ., 2005).

研究表明 , PCE为唯一碳源时不能被降解或降

解速度很慢 ,大多数是通过共代谢方式 ,逐级脱氯发

生生物降解(Magnuson et al ., 1998).所谓共代谢

降解是指在有外加碳源存在时 ,一些微生物在利用

外加碳源进行新陈代谢等生命活动时 ,将这些碳源

分解提供电子(即氢原子),使目标污染物发生降解

(周少奇 , 2003;毛莉等 ,2007).在野外和实验室很容

易观测到 PCE被降解为 TCE和 cDCE ,但是 cDCE

进一步转化为 VC 和乙烯通常会受到限制(Isalou ,

1998 ;杨琦等 ,2007).PCE 在发生厌氧生物降解时 ,

会受许多因素的影响 ,如 pH 值 、温度 、氧化还原电

位 、电子受体 、电子供体和氢分压等(卢晓霞 , 2002).

本文以天然地下水为基础培养液 ,以醋酸为共代谢

基质 ,以酵母粉提供氮源 ,加入实验室培养的可以使

PCE发生降解的微生物 ,研究在实验室条件下 ,通

过强化这些因素之后 PCE的降解效果.

1 　材料与方法

1.1　材料与仪器

(1)菌种来源:北京市某肉联厂的厌氧消化污泥.

(2)实验用水:中国地质大学(北京)地下水 ,其

成分见表 1.

(3)化学试剂:PCE(≥99.0%)分析纯 ,天津市化

学试剂一厂;醋酸(≥99.5%)分析纯 ,天津市化学试

剂六厂;酵母粉 ,北京奥博星生物技术责任有限公司.

(4)仪器:HP6890气相色谱仪 、HP7694自动进

样器 、恒温水浴箱 、厌氧培养箱 、生化培养箱和紫外

分光光度计.

1.2　试验方法

(1)微生物的培养 、驯化和 PCE降解.以北京市

某肉联厂的厌氧消化污泥为菌种 ,接种到盛有取自

表 1　地下水成分

Table 1 Compositions of g roundw ater

常规离子
浓度

(mg/ L)
微量元素

浓度

(μg/ L)
微量元素

浓度

(μg/ L)

F - 0.28 Ti 210.00 As 3.72

Cl- 17.99 Co 1.76 Cr 8.24

NO 3
- 5.52 Rb 36.56 Cu 16.52

SO 4
2 - 31.99 Bi 0.24 Ba 207.00

H CO 3
- 148.60 V 4.36 M n 52.16

K + 3.49 Ni 40.88 Zn 64.48

Na + 8.38 Sr 852.00 Pb 2.56

Mg2 + 15.94

Ca2+ 34.75

　　以上数据由中国地质大学(北京)地学实验中心提供.

表 2　驯化过程的 PCE浓度

Table 2 PCE concentrations during acclimation

第 1周期 第 2周期 第 3周期 第 4周期 第 5周期

Ⅰ 10.00 30.00 60.00 90.00 120.00

Ⅱ 60.31 180.90 361.90 542.80 723.80

　　Ⅰ .PCE(μg/ L);Ⅱ .PCE(nmol/ L).

某花园的土壤(地下 50.00 ～ 60 .00 cm)和地下水

2.50 L的棕色广口瓶中.水土比约为 3 ∶2 ,加入葡

萄糖和酵母粉提供碳源和氮源 ,两者的浓度均为

1.00×103 mg/L .以上所有操作均在厌氧培养箱进

行 ,在实验前将厌氧箱充满氮气 60 h以上.以 COD

的去除率作为微生物生长的衡量指标 , 定期测定

COD的浓度 ,当后一个周期明显高于前一周期的

COD去除率时 ,加入 PCE(浓度由低向高)进行驯

化 ,见表 2 .

将培养好的菌液(取 200.0 mL 棕色瓶中的水

土混和物)和酵母粉加入到盛有 300.0 mL 地下水

的 650.0 mL 玻璃培养瓶中 ,使瓶中水土混和物的

体积保持在 500.0 mL .在驯化过程中 ,选择醋酸为

共代谢基质 ,PCE 与醋酸的摩尔浓度比为 1∶4 ,加

入的酵母粉浓度为200.0 mg/L .将溶于醋酸的 PCE

储备液(实验前一天制备)加入培养瓶中 ,迅速用双

层隔膜(下层为聚四氟乙烯膜 ,上层为橡胶塞)塞住

瓶口 ,将培养瓶置于 20 ℃恒温水浴箱(150 rpm)进

行驯化.当培养瓶中的微生物数量和活性都较强时 ,

重新接种菌液到新的培养液中 ,相应地加大 PCE的

初始浓度.考虑到研究区的 PCE浓度一般在 100 μg/

L以下 ,驯化过程的最大理论浓度选择120 μg/L .

第 5个驯化周期结束后开始进行 PCE 的降解

实验.在 143 mL 的玻璃瓶中 ,加入天然地下水和酵

母粉(浓度为 1 .00×10
3
mg/L),接种驯化好的菌液

15 .00 mL ,之后加入 PCE 和醋酸 ,PCE 的理论浓度
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为 100 .0 μg/ L ,立即用聚四氟乙烯膜和橡胶盖封

口.玻璃瓶中液体的体积为 138.0 mL ,顶空体积为

5.00 mL .同时做一组控制实验 ,与以上操作一致 ,

只是再加入 5.00 ‰的 NaN 3 灭菌 ,以确定瓶中挥发

的 PCE量.做 7组 PCE降解和控制实验平行样.每

隔 2 ～ 3 d 取样 ,测试 PCE及其降解产物后 ,测 pH

值和浊度等指标 ,之后将培养瓶丢弃.另取培养瓶将

其水平放置(尽量减小挥发)在生化培养箱静置培

养 ,温度设置为 20 ℃.

(2)测试方法.PCE及其降解产物的测定:采用气

相色谱仪测试.采用 HP-624 弹性石英毛细管色谱

柱;进样口温度 ,160 ℃;ECD检测器 ,温度250 ℃;炉

温初始温度 50 ℃,以 5 ℃/min升温至70 ℃,之后以

10 ℃/min 升温至 100 ℃, 保留 2 min , Post Run ,

240 ℃,保留 2 min;色谱柱流速 , 3.0 mL/min;分流

比 ,5∶1;以氮气为载气 ,载气流量约30 mL/min.顶空

部分:瓶区 ,50 ℃;定量环:60 ℃;传输线 , 70 ℃;注射

时间 ,1.00 min;振荡时间 ,5 min.PCE 、TCE和 DCEs

的方法检出限为0.05μg/ L.微生物生长的测定:以浊

度作为微生物生长的指标 ,用紫外分光光度计测微生

物培养液 600 nm处的吸光度(Boopathy , 2002).

图 1　培养阶段的 COD 去除率

Fig.1 Removal efficiency of COD during culture

2 　结果与讨论

2.1　微生物培养

培养实验进行了 4 个周期 ,每个周期加入同样

浓度的葡萄 糖和酵 母粉 , COD 初 始浓度 在

4 000 mg/L左右 ,共进行了 45 d ,每次取上清液测试

COD时 ,测定平行样 ,COD变化见图 1.从图1可以看

出 ,前 3个周期 COD去除率达到 90.00%以上均需

10 d以上的时间 ,第 4个周期为8 d ,可见COD去除率

达到 90.00%以上所需的时间越来越短 ,说明经过一

段时间的调整和适应 ,系统中的微生物的数量和活性

都有所增强 ,可以在此基础上进行驯化实验.

图 2　驯化过程中的微生物数量变化

F ig .2 Bacterial g row th during acclimation

2.2　微生物驯化

微生物的驯化共分 5 个周期 ,每个周期均为

13 d ,其间测定了微生物的生长变化以及 PCE的降

解情况.图 2为驯化过程中由吸光度反映的微生物

的数量增长状况 ,可以看出 ,随着驯化时间的延长 ,

培养液中的微生物数量呈增加趋势 ,到第 11 d基本

达到最大值 ,此后微生物数量随时间的变化不再明

显.因此可粗略认为微生物的生长已达到稳定期 ,可

以用此阶段的菌液作为下一个驯化周期的接种物.

在微生物驯化过程中 ,同时监测了 PCE 的降解

情况 ,在各驯化周期的第 11 ～ 13 d ,培养液中 PCE

的去除率基本上都达到了 90%以上 ,但 PCE 的去

除以挥发为主.在后两个周期 ,检测到了 PCE 的降

解产物 TCE ,说明部分微生物已经可以适应新的环

境 ,并且可以使 PCE发生降解.因此 ,第 5个驯化周

期结束之后 ,开始进行微生物降解实验.

2.3　PCE的微生物降解

在进行微生物降解 PCE 实验时 ,选择 PCE 的

初始浓度为 100μg/ L .定期测定PCE 及其降解产物

的变化(图 3).从图 3可以看出 ,在微生物培养液中

加入 PCE 1 d后 ,取样测试就有 TCE的产生 ,说明

PCE 的降解和 TCE 的产生没有滞后 ,产生的 TCE

从实验开始就逐渐增加.实验进行到第 17 d , PCE

的去除率达到 96.2 %.在实验的第 13 d有 DCEs的

产生 ,但 DCEs产生的量较少 ,因此在实验结束时 ,

TCE的量没有下降.

从 PCE的降解产物来看 , PCE 的去除属于还

原脱氯 ,即由一个氢原子取代一个氯原子 ,这与许多

研究结果(Ferguson and Pieta ri , 2000;Pietari ,

2 002)一致.在此实验条件下 , PCE的降解产物为

872



　第 5 期 　李烨等:天然地下水环境四氯乙烯的强化生物降解

图 3　实验过程中液相中 PCE 及其降解产物

Fig.3 Results o f deg radation products of PCE

表 3　液相中 PCE的降解碳平衡

Table 3 Carbon balance of PCE degr adation in liquid phase

反应时间

(d)
控制样

(nm ol/ L)

反应液

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

降解碳平衡

(%)

0 475.8 - - 481.10 100.00

1 461.6 - 4.64 497.70 104.40

2 473.2 - 8.83 476.60 100.90

4 455.6 - 90.41 365.00 94.65

7 428.6 - 171.80 254.40 88.59

10 417.1 - 255.80 146.90 83.70

13 422.2 7.84 330.40 73.57 85.59

17 381.0 14.95 358.60 18.21 81.43

　　“ -” 表示低于方法检出限;DCEs 和 TCE 的检出限均为

0.05μg/ L;Ⅰ.DCEs(nmol/ L);Ⅱ.TCE(nmol/ L);Ⅲ .PCE(nmol/ L).

TCE和 DCEs .到实验结束时 , PCE 减少量要大于

产生的 TCE 和 DCEs 之和 , 质量平衡可以达到

90%以上(表 3).

碳平衡表明污染物的变化趋势 ,按照物质不灭

原理 ,污染物中有多少摩尔的碳就应该在降解产物

中回收同样量的碳;同时说明实验控制得越好 ,碳平

衡就越接近 100%,对于氯代烃这样的挥发组分来

说 ,80%～ 120%的碳平衡是非常正常的(刘菲和李

烨 ,2006).在实验过程 , 降解碳平衡在 81.43%～

104.4%之间 , 在实验的第 1 d 碳平衡达到了

104.4%,可能是由于刚加入 PCE 时 , PCE 并没有

在溶液中充分混和 ,第 1 d达到平衡 ,因此测得液相

中的 PCE浓度较高.到实验结束前 ,反应瓶中所剩

余的 PCE占总碳的 3 .78%,主要产物是 TCE ,占总

碳的 74.54%, DCEs 占总碳的 3 .11%,碳平衡为

81.43%,损失的碳约为 20.00%,根据 PCE 控制样

计算 ,到实验结束时 , PCE 的挥发量占 19.92%,说

明损失的碳大部分应为挥发所致.

一般认为 , PCE部分脱氯的原因是高氯代化合

物(氧化性较强)比低氯代化合物更易还原脱氯 ,随

着氯代程度降低 ,还原脱氯速率也会降低(Haston

and M cCarty , 1999 ;Lomheim , 2002).因此 , 在

PCE 的厌氧脱氯过程中 ,会产生一系列的中间产

物 ,如 DCEs和 VC ;在微生物的作用下 ,DCEs有可

能转化为 VC 和乙烯 ,其中 VC 比 PCE 的毒性还

强 ,这是不希望出现的中间产物 ,需要特别引起注

意.而且 ,VC 转化为乙烯通常是 PCE 降解的限速

步骤(Distefano , 1999 ;Aulenta et al ., 2002;

Boopathy , 2002).在本实验过程中产生的 DCEs量

较少 ,且其浓度变化不大 ,从理论上来讲 ,产生 VC

和乙烯的可能性不大.但在本实验过程中 ,没有检测

这两种物质 ,因此无法确定 PCE 是否最终降解为

VC 和乙烯 ,和在其中所占的百分比.

根据液相中的 PCE浓度(C)随时间(t)的变化

情况 作 降解 动力 学回 归 曲线 (图 4).C =

678.74e-0.184 8t(n=8 , R2 =0.936 9),反应速率常数

K 为 0 .184 8 d-1 ,半衰期为 t1/ 2 =ln2/K =3.75 d.

对 PCE降解时产生的 TCE 作回归曲线(图 5),回

归结果为 C=7.249 4e
0.346 6t

,(n=6 , R
2
=0.806 5),

反映了 PCE降解时产生 TCE 的速率 ,反应速率常

数为0.346 6 d -1 .从回归结果可以看出 , PCE 的去

除和 TCE 的产生都符合准一级反应动力学方程.
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　　以醋酸为电子供体 ,在厌氧条件下 , PCE 降解

为 TCE 和乙烯的反应式如下:

CH3COO- +3H2O +4C2Cl4 =CO2 +HCO 3
- +

4H+ +4C2HCl3 +4Cl- ,

CH3COO - +3H 2O +C2Cl4 =CO 2 +HCO 3
- +

4H + +C2H4 +4Cl- .

理论上 , 1 mol醋酸可以使 4 mol的 PCE 还原

脱氯为 TCE ,可以使 1 mol的 PCE 完全脱氯为乙

烯 ,而在实验过程中 ,醋酸与 PCE 的摩尔浓度比为

4∶1 .因此 ,所添加的电子供体处于过剩状态 ,不仅

完全可以满足 PCE 脱氯(李烨等 ,2006),而且有利

于反应向脱氯方向进行.另外 ,在此条件下 , PCE 降

解为 TCE 的吉布斯■G0 =-215 kJ/mo l .因此 ,反

应相对容易进行(Wang , 2001).

李惠娣等(2004a , 2004b)用厌氧富集培养基 ,以

甲醇 、葡萄糖 、乳酸盐和醋酸盐作为共代谢基质研究

PCE的降解性能时 ,降解速率分别为 0.899 1 d-1 、

0.640 d
-1

、0 .849 1 d
-1
和 0.352 4 d

-1
,半衰期分别

为0.77 d 、1.08 d 、0.82 d和1.97 d .本文的结果与上

述结果相比要小 ,原因可能是本研究加入的电子供

体量较少 ,仅为目标污染物的 4倍 ,而前者加入的电

子供体量为目标污染物的 1 000 倍左右;另一方面 ,

本研究是以天然地下水为基础培养液 ,没有加入额

外的无机离子 ,而前者是利用实验室配制的基础培

养液 ,无机离子和微量元素的浓度相对要高.因此 ,

电子供体加入量少和无机离子浓度低 ,可能是造成

本实验反应速率低的原因.但具体原因需作进一步

研究 ,在后面的研究中还需对这些因素进行综合分

析 ,以期达到 PCE 更高的去除速率.

2.4　温度对 PCE降解性能的影响

温度是影响生物降解的重要环境因素 ,它通过

改变生长速率 、酶的活性 、细胞成分等对微生物起直

接作用(Ferguson and Pieta ri , 2000).一般认为 ,当

温度在 30 ℃左右时 ,脱氯效率最高;当温度在 15 ℃

以下时 , 脱氯速度较慢(Eisenbeis et al ., 1997;

Chang et al ., 2001).国外许多学者对低温下 PCE

的厌氧生物降解进行了研究 ,因为地下水的温度都

较低 ,低温下 PCE的厌氧生物处理对地下水的生物

修复更有意义(杨琦等 , 2006).Carter and Jew ell

(1993)研究表明 ,在 15 ℃的环境中 ,用蔗糖作电子

供体 ,PCE可以脱氯为 TCE 、cis-DCE 、VC 和乙烯;

McDade(2002)研究表明 ,当温度为 8 ℃时 ,脱氯速

度特别慢;Ferguson and Pietari(2000)研究结果表明 ,

温度对 PCE生物降解影响较大:从 10 ℃的地下水中

图 6　12 ℃环境条件下 PCE 降解的回归曲线

Fig.6 Reg ression curve of PCE deg radation under 12

℃ condition

获得的微生物培养基比在 30 ℃生物降解活性低 ,而

30 ℃的培养基生物降解在 10 ℃没有生物活性.

考虑到地下水温度大多在 12 ℃左右 ,因此本文

对环境温度为 12 ℃时的 PCE的微生物降解情况进

行了研究 ,利用 20 ℃环境中培养驯化的微生物.与

PCE 降解实验所有的操作步骤一样 ,只是最后将其

置于 12 ℃环境的生化培养箱中.定期取样分析培养

液中 PCE及其还原产物的变化 ,结果显示 ,在 12 ℃

相对低温的环境中 , PCE 也可以被还原脱氯为

TCE ,而且终产物只有 TCE ,未检测到 DCEs ,但速

率明显要低于 20 ℃时的降解速率 , PCE 在 12 ℃条

件下的回归曲线见图 6.

经过 34 d时间 , PCE 的去除率达到 94.0%,反

应速率常数 K 为 0.076 1 d-1 ,半衰期为 9.11 d .温

度为 20 ℃时 , PCE 的降解速率常数是温度为 12 ℃

时 PCE降解速率常数的 2.4 倍.由于是利用 20 ℃

条件下培养驯化的微生物进行降解实验 ,因此在

12 ℃条件下微生物的活性有所降低 ,但是 PCE 仍

可以被降解为 TCE ,说明微生物仍有生物活性.在

地下水环境中 , 温度大多在 12 ℃左右 ,半衰期为

108 d ,本研究通过强化影响 PCE降解的一些因素 ,

可以使 PCE降解为 TCE ,并将半衰期降低 12倍左

右 ,这一研究具有积极意义 ,为污染地下水的就地修

复提供了理论依据.

3 　结论

(1)在实验室培养驯化的微生物可以使 PCE发

生降解 ,天然地下水中的无机离子和微量元素可以

满足 PCE脱氯微生物的生长需求;(2)在天然地下

水环境中 ,通过强化某些影响因素 ,可以促进 PCE

的还原脱氯 ,反应终产物为 TCE 和 DCEs.反应速
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率常数 K 为 0.184 8 d
-1

,半衰期为 3.75 d ,在加入

PCE的第 1 d就有 TCE产生 ,没有滞后期;(3)温度

为 12 ℃时 , PCE 也可以发生还原脱氯 ,反应终产物

为 TCE ,但降解速率要低于 20 ℃时的速率.经过

32 d时间 , PCE 的去除率达到了 94 .0%,降解速率

常数 K 为 0.076 1 d -1 ,半衰期为 9.11 d .

研究结果表明 ,在实验室研究条件下 ,通过强化

某些影响因素 ,可以提高 PCE 的降解速率 ,是很有

应用前景的原位修复技术;而在野外实际应用时 ,是

否可以通过强化生物修复 ,改变某些因素刺激土著

微生物或将驯化后的微生物群落引入污染场地来促

进目标污染物的降解 ,在很大程度上取决于微生物

的适应性和周围的环境因素(温度 、pH/Eh 和营养

盐等),这仍有待进一步研究.
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