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环境工程领域工程硕士 研究生培养方案
（专业代码：085229）
培养目标
培养具有环境工程领域坚实的基础理论和宽广的专业知识，掌握解决环境工程领域实际问题的先进技术与方法，具有创新意识，能独立进行环境工程技术研发、工程设计、运行和管理的应用型高层次人才。
培养方向
（1）污染修复工程
（2）非点源污染控制工程
（3）水污染控制工程
（4）环境影响评价
（5）环境工程管理
培养方式
1）采取校内课程学习和校外实践研究相结合的学习方式。课程学习实行学分制，实行多学科综合、宽口径的培养方式。培养单位应建立适合不同领域专业特征的校外农业推广实践基地，鼓励采用顶岗实践的方式进行实践研究，实践研究累计不少于12个月。
（2）学位论文实行导师负责制，鼓励由具有实践经验并有高级技术职称的校内外导师联合指导。
学制及学习年限
采用全日制学习方式，学习年限一般为2年。最长年限不超过4年。
课程学习与必修环节
1．课程学分
①课程总学分不少于 29学分。
②学位课程不低于14学分。
2．必修环节、校外实践研究
校外实践研究6学分。
课程设置（示范附表1）
毕业与学位要求
1. 论文选题应直接来源于环境工程领域的理论、技术、管理问题，应有一定的技术难度、先进性和工作量，能体现作者综合运用科学理论、方法和技术手段解决环境工程领域中实际问题的能力。
2. 论文形式可以是研究论文、项目（产品）设计、调研报告等。
3. 评审与答辩
学位论文的评审应着重审核作者综合运用科学理论、方法和技术手段解决环境工程过程中实际问题的能力；审核学位论文工作难度和工作量。
攻读环境工程领域工程硕士专业学位研究生必须完成培养方案中规定的所有环节，成绩合格，方可申请参加学位论文答辩。
学位论文应至少有2名具有副高及以上专业技术职称的专家评阅，其中至少有1名校外来自实际工作部门的同行专家，或至少有1名校内另一相近、相邻一级学科的硕士生导师。答辩委员会应由5或7位专家组成。导师可参加答辩会议，但不得担任答辩委员会成员。
学位要求：
课程考试成绩合格取得规定学分，且通过学位论文答辩的研究生，由培养单位学位评定委员会审核批准授予工程硕士专业学位。学位证书由国务院学位委员会统一印制。
附表1                  
	 资源与环境 学院  环境工程领域硕士专业 硕士 生课程设置
研究方向： 污染修复工程；非点源污染控制工程；水污染控制工程；环境影响评价；环境工程管理

	课程
类别
	课程代码
	课程名称
	学分
	学时
	开课学期
	开课学院

	学位课程
	GS012004
	中国特色社会主义理论与实践研究（专硕）
	2
	36
	1
	马克思主义学院

	
	GS011002
	硕士公共英语（专硕）
	2
	36
	1
	外语学院

	
	S014060
	环境工程设计原理
	2
	36
	1
	资环学院

	
	S006013
	环境工程化学原理
	2
	36
	1
	资环学院

	
	S006014
	污染修复工程
	2
	36
	1
	资环学院

	
	S006015
	面源污染与控制
	2
	36
	1
	资环学院

	
	S006021
	环境影响评价导则与案例
	2
	36
	1
	资环学院

	选修课程
	S006017
	环境毒理学
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006019
	大气污染控制工程
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006023
	环境工程设备
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006025
	环境工程监理
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006022
	废水处理技术进展
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006026
	环境执业工程师概论
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006024
	环境工程CAD
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006020
	清洁生产工程
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006027
	环境工程仪器分析方法
	2
	36
	2
	资环学院

	
	S006028
	化学污染生物控制技术
	2
	36
	2
	资环学院

	
	
	
	
	
	
	

	必修环节
	QZ006014
	校内外实践研究
	6
	
	3、4
	资环学院

	补修课程
	BX006003
	环境科学概论
	不计学分
	36
	
	资环学院

	
	
	
	
	
	
	


	
	
	
	
	
	
	


2.本领域专业核心课程大纲；
污染修复工程
（Restoration Engineering of Polluted Environment）
课程编号：(S006014 )         课程性质：学位课
一、总学时：36    其中（理论学时：32 讨论或实验学时：4）   学分：2

二、学位层次：博士□  学硕□  专硕(
三、适用专业：环境科学与工程学科
四、先修课要求：环境科学概论、环境生态学、环境化学等
五、开课学院：资源与环境学院
六、课程简述（性质、地位和作用）
本课程是环境科学与工程学科硕士研究生的一门选修课，是环境工程专业的骨干课程。是针对污染环境修复需要而开设的课程。
通过学习，使学生认识污染治理与污染修复的异同点，掌握如何修复受污染的环境。
七、课程教学的基本要求
本课程的教学，通过课堂讲授、课堂讨论、查阅资料相结合的方式进行。重点讲授受污染的土壤、水体和大气环境的修复方法和机理，掌握污染修复的物理方法、化学方法和微生物及植物在污染修复中的作用和修复机理。了解污染修复的基准和标准以及如何评价污染修复的效果。课堂讲授中未涉及到的有关内容，通过课堂讨论和学生查阅有关资料解决。
八、教学大纲的内容及学时分配
第1节 污染修复概述（4学时）
第1节 环境污染与污染物
第2节 污染物在环境中的行为、降解和转化
第3节 污染修复的主要类型及方法
第4节 污染修复的发展趋势
第2章 土壤污染的修复（4学时）
第1节 土壤污染及土壤中主要污染物
第2节 土壤污染修复方法概述
第3节 土壤污染的生态修复
第4节 重金属污染的植物修复
第5节 有机物污染土壤的修复
第3章 水体污染的修复（4学时）
第1节 地表水污染的修复
第2节 地下水污染的修复
第3节 海洋污染的修复
第4章 大气污染的修复（4学时）
第1节 大气污染及主要大气污染物
第2节 环境大气污染的修复
第3节 室内空气污染的修复
第5章 污染环境的微生物修复作用和机理（4学时）
第1节 微生物修复的概念和原理
第2节 微生物对污染物的降解与转化
第3节 微生物对不同污染环境的修复作用
第4节 微生物与其他修复作用的联合修复
第5节 微生物修复污染环境的发展趋势
第6章 污染环境的植物修复作用和机理（4学时）
第1节 污染环境的植物修复概述
第2节 土壤污染的植物修复
第3节 水体污染的植物修复
第4节 大气污染的植物修复
第5节 植物修复污染的发展趋势
第7章 污染环境的物理和化学修复原理与方法（4学时）
第1节 污染环境的物理修复
第2节 污染环境的化学修复
第3节 Ames实验及在污染物“三致”作用中研究
第8章 污染环境修复的标准和效果评价（4学时）
第1节 污染修复的基准和标准
第2节 污染修复基准的研究现状
第3节 污染修复基准的研究方法
第4节 污染修复基准的研究进展
第5节 我国环境法律体系中有关污染修复的标准及问题
第6节 我国环境修复基准的构建
九、考核方式、方法
本课程成绩评定采取开卷考试或课程论文方式。
十、主要参考书目：
1. 沈德中，污染环境的生物修复，化学工业出版社，2002年
2、陈玉成，污染环境生物修复工程，化学工业出版社，2003年
3、周启星，污染土壤修复原理与方法，科学出版社，2004年
4、周启星，生态修复，中国环境科学出版社，2006年
十一、课程负责人和课程小组分工
本课程由朱鲁生教授负责，课程组成员还有王金花副教授和王军副教授。
课程负责人： 朱鲁生                    审核人：朱鲁生
                                       2014 年 5 月 20 日
环境工程化学原理
（Environmental Engineering Chemistry Fundamentals）
课程编号：S006013课程性质：学位课
一、总学时：36    其中（理论学时：32讨论学时：4）学分：2

二、学位层次：博士□  学硕□专硕■
三、适用专业：环境工程专业硕士
四、先修课要求：无
五、开课学院：资源与环境学院
六、课程简述（性质、地位和作用）
环境工程化学原理是为环境工程专业硕士研究生开设的一门学位必修课，涉及环境工程学科中所应用的化学原理、化学过程和化学工艺，是环境工程与基础化学的结合，也是基础化学在环境工程领域的应用，解决和控制环境问题，并改善环境与生态，能为确定环境保护决策提供科学依据。
本课程分别从环境工程基础、环境工程化学基础、水污染控制化学、固体废物的污染控制化学、废气治理过程化学、土壤污染控制化学、环境影响与环境监测等相应内容进行介绍。注重环境问题解决过程中的化学原理的适用，结合环境工程实践方面的最新进展，使学生能够对该学科领域整体认识的基础上了解新的研究动向、技术和策略。
七、课程教学的基本要求
本课程的教学，以专题章节形式通过课堂讲授、课堂讨论、查阅资料相结合的方式进行。结合环境工程侧重实践应用的特色，多一些实际的案例分析，尤其注重化学原理在污染控制中的基础作用，重点讲授研究进展及在环境污染控制应用上的前景。内容上突出新颖性、前瞻性和方向性，让研究生能了解到环境工程领域的新知识，以开拓学生思路与眼界。课堂讲授中未涉及到的有关内容，通过课堂讨论和学生查阅有关资料解决，
八、教学大纲的内容及学时分配
第一章绪论（2学时）
第一节环境问题
第二节环境污染物
第三节环境工程化学
第二章环境工程基础（4学时）
第一节概论
第二节水污染控制工程
第三节固体废物污染与控制
第四节大气污染控制工程
第五节土壤污染控制与修复
第三章环境工程化学基础（4学时）
第一节主要无机污染物的物理、化学与生物性质
第二节主要有机污染物的物理、化学和生物性质
第三节氮与磷的环境中的循环过程
第四节各种重要化合物在环境中的环境行为和生态效应
第五节污染物的分离原理与技术
第四章重金属废水的污染控制化学（4学时）
第一节重金属废水中重金属的形态与环境行为
第二节废水中典型重金属的分离动力学
第三节重金属废水的胶体化学
第四节浮选过程化学
第五节溶剂的萃取化学
第六节离子交换化学
第七节其他方法
第五章工业固体废物污染控制化学（2学时）
第一节工业固体废物化学性质
第二节重金属废物的固化与稳定化
第三节废电池处理过程化学
第四节废旧电器处理过程化学
第六章有机固体废物的污染控制化学（4学时）
第一节固体废物
第二节填埋场中的生物降解化学
第三节堆肥的稳定化过程及其生物化学
第四节厌氧消化过程生物化学
第五节焚烧过程污染控制化学
第七章废气治理过程化学（6学时）
第一节SO2治理
第二节NO控制
第三节挥发性有机物（VOC）
第四节汽车尾气
第五节恶臭
第六节硫化氢气体的治理
第七节含氟废气的治理
第八节含氯废气的处理
第九节 CO的治理
第八章土壤污染控制与修复（4学时）
第一节土壤污染的来源与危害
第二节土壤重金属污染修复的化学基础及应用分析
第三节土壤有机污染治理的化学基础
第九章环境监测与分析（2学时）
第一节概述
第二节环境监测的原则
第三节环境监测的方法
第四节分析方法
第五节样品与处理技术
课堂讨论 4学时
将学生感兴趣的知识点或重要的原理应用进行课堂讨论，充分发挥学生学习与掌握知识的主观能动性。
九、考核方式、方法
本课程采取开卷考试，重点考核化学原理在环境工程领域的应用技能。
十、主要参考书目：
1.赵由才主编环境工程化学. 化学工业出版社，2003年
2. 叶常明、王春霞、金龙珠主编 21世纪的环境化学. 科学出版社，2004年
3.王春霞、朱利中、江桂斌主编. 环境化学学科前沿与展望. 科学出版社，2011年
4.Jorge G. Ibanez, Margarita Hemandez-Esparza, Carmen Doria-Serrano, Arturo Fregoso-Infante.Environmental Chemistry--- Fundamentals. Springer，2007
5. James A. Kent. Handbook of IndustrialChemistry and Biotechnolog.Springer，2012
十一、课程负责人和课程小组分工
课程负责人：王军    审核人：朱鲁生
2014年5月6日
环境工程设计原理
（Special course design for environmental engineering）
课程编号：(S014060)         课程性质：选修课
一、总学时：36    其中（理论学时：18   讨论或实践学时：18）   学分：2

二、学位层次：博士□  学硕□  专硕□√
三、适用专业：环境工程
四、先修课要求：水污染控制工程，大气污染控制工程等
五、开课学院：资源与环境学院
六、课程简述（性质、地位和作用）
《环境工程设计原理》是环境工程等相关专业硕士生的一门选修课，主要讲述水处理工程、大气污染控制工程、固体废弃物处理处置工程等环境污染防治设计过程中涉及的具有共性的基本现象，基本过程和基本原理。是在本科生阶段系统学习的基础上，进一步培养学生独立分析和解决水污染控制工程、大气污染工程设计的实际能力、基本素质与创新能力。为从事相关工作奠定基础。
七、课程教学的基本要求
    本课程的教学，以专题形式通过课堂讲授、课堂讨论、资料分析相结合的方式进行。重点讲授研究进展迅速、理论上意义重大、或在应用上前景广阔的研究领域，开拓学生思路。课堂讲授中未涉及到的有关内容，通过课堂讨论和学生查阅有关资料解决。
八、教学大纲的内容及学时分配
第1章 绪论 （4学时）
1. 水污染控制技术简述
2. 大气污染控制技术简述
3. 环境工程设计的基本理论与要求
第2章 水污染控制工程设计相关内容（16学时）
1、 水污染控制工程设计相关依据：规范、标准等
2、 水污染控制工程设计实例讲解
（1）、根据所给的原始资料，计算进厂的设计流量和水质污染程度。
（2）、根据水体情况，地形和上述计算的结果选择并确定污水处理方法及流程。
（3）、对各构筑物进行工艺设计计算，确定其形式、数目和尺寸。
（4）、进行各构筑物的总体布置和竖向布置。
（5）、设计计算说明书一份，处理工艺流程图和平面布置图。
3、实际工程的设计
第3章 大气污染控制工程设计相关内容(16学时)
1、大气污染控制技术相关设计依据
2、大气污染控制工程设计实例讲解
（1）、系统总体设计计算
（2）、除尘器的设计与选型
（3）、脱硫方法的设计计算
（4）、烟道系统的设计计算
（5）、系统经济分析与总图
3、实际工程设计
九、考核方式、方法
本课程采取实际工程设计作业的形式进行考核，重点考核学生运用所学知识进行独立设计的技能。
十、主要参考书目：
[1]、高廷耀等主编；《水污染控制工程》，高等教育出版社 ，1999年。
[2]、于尔捷等编；《给水排水工程快速设计手册》；中国建筑工业出版社；1996年。
[3]、郝吉明等编著，《大气污染控制工程》，高等教育出版社出版，第二版，2002年。
[4]、李济吾编著，《大气污染控制工程设计方法与实例》，中国教育出版社，2003年。
[5]、刘天齐等，《三废处理工程技术手册》（废气卷、废水卷），化学工业出版社。
十一、课程负责人和课程小组分工
课程负责人： 孙淑娟                 审核人：朱鲁生
                                    2014 年  5 月  20 日
面源污染与控制
（Non-Point Pollution and Reducing Engineering）
课程编号：(S006015 )         课程性质：学位课
一、总学时：36    其中（理论学时：30 讨论学时：6）   学分：2

二、学位层次：博士□  学硕□  专硕(
三、适用专业：环境工程
四、先修课要求：无
五、开课学院：资源与环境学院
六、课程简述（性质、地位和作用）
本课程是环境工程学科专业硕士研究生的一门学位课，是环境工程专业的骨干课程。中国目前是世界上最大的化肥消费国，也是生产和施用农药的大国，农业非点源污染（面源污染）问题受到了广泛关注。当前，在食物安全、经济发展和环境保护之间保持平衡已经成为世界共同追求的目标。但是在区域尺度上如何控制非点源污染一直是一个难题。这不仅需要根据对农田生态系统中养分循环的研究的结果提出有效控制养分损失的技术，而且需要制定一系列措施促使这些技术在农业生产中推广应用。
七、课程教学的基本要求
本课程的教学，通过课堂讲授、课堂讨论、查阅资料相结合的方式进行。通过本课程的学习使学生全面了解并熟悉中国化肥、农药污染和湖泊富营养化的现状，典型农业污染物的污染和对策，面源污染控制手段和相关的机理；农业非点源污染的国际经验，以及控制我国农业非点源污染的技术建议等。课堂讲授中未涉及到的有关内容，通过课堂讨论和学生查阅有关资料解决。
八、教学大纲的内容及学时分配
第一章 中国农业非点源污染的现状、原因和控制对策（4学时）
中国农业非点源污染的现状。中国农业非点源污染的原因。国际上控制农业非点源污染的经验。中国农业非点源污染的控制对策。
第二章 中国肥料污染与面源污染（8学时）
第一节 中国农田生态系统中氮素平衡状况
第二节 中国典型地区农用化学品投入及地下水硝酸盐污染
第三节 传统蔬菜生产中的养分投入分析及其对环境的影响
第三章 中国农药污染与面源污染（4学时）
第一节 中国农药使用状况
第二节 中国农药管理状况
第三节 中国农药污染状况
第四章 水体富营养化与面源污染控制（10学时）
第一节 中国湖泊富营养化基本现状与原因。
第二节 湖泊富营养化的防治对策
第三节 面源污染控制技术与方法
面源污染控制研究进展（4-6学时）
本领域国内外重要会议报告汇总，介绍最前沿的面源污染控制进展。
九、考核方式、方法
本课程成绩评定采取开卷考试或课程论文方式。
十、主要参考书目：
1、朱兆良等，《中国农业面源污染控制对策》，中国环境科学出版社，2006年。
2、祁俊生等，《农业面源污染综合防治技术》，西南交通大学出版社，2009年。
十一、课程负责人和课程小组分工
    课程负责人： 王金花                    审核人：朱鲁生
                                       2014 年 5 月 20 日
环境影响评价导则与案例
（Environmental Impact Assessment Guidelines and Case）
课程编号：(S006021)         课程性质：学位课
一、总学时：36    其中（理论学时：32   讨论或实验学时：4）   学分：2

二、学位层次：博士□  学硕□  专硕■
三、适用专业：环境工程
四、先修课要求：无
五、开课学院：资源与环境学院
六、课程简述（性质、地位和作用）
本课程是环境工程专业硕士研究生的一门学位课，是在本科生阶段学习了有关环境影响评价专业课的基础上，进一步学习环境影响评价的方法、要求，掌握环境影响评价技能，以使研究生进一步了解环境影响评价的发展趋势和最新的研究进展，为从事环境影响评价等工作奠定基础。
七、课程教学的基本要求
    本课程的教学以专题形式通过课堂讲授、课堂讨论、查阅资料相结合的方式进行。重点讲授我国现行环境影响评价技术导则体系、导则的具体要求，以案例分析为主要讲授方式，突出实用性，让研究生了解环境影响评价的新知识、新技术，以开拓学生思路。课堂讲授中未涉及到的有关内容，通过课堂讨论和学生查阅有关资料解决。
八、教学大纲的内容及学时分配
第一章  绪论（2学时）
第2节 环境影响评价制度
第3节 环境影响评价相关法律法规
第4节 环境标准体系
第5节 环境影响评价技术导则体系
第二章  环境影响评价技术导则——总纲（3学时）
第6节 环境影响评价的工作程序与原则
第7节 环境影响评价专题设置与专题内容
第8节 环境影响评价文件编制
第三章  建设项目环境影响评价技术导则（10学时）
第4节 大气环境影响评价技术导则
第5节 地面水环境影响评价技术导则
第6节 地下水环境影响评价技术导则
第7节 声环境影响评价技术导则
第8节 生态环境影响评价技术导则
第9节 建设项目环境风险评价技术导则
第9章 区域开发与规划环境影响评价技术导则（2学时）
第6节 区域开发环境影响评价技术导则
第7节 规划环境影响评价技术导则
第10章 建设项目环境影响评价案例分析（15学时）
第6节 社会区域类建设项目环境影响评价典型案例分析
第7节 化工石化医药类建设项目环境影响评价典型案例分析
第8节 轻工纺织化纤类建设项目环境影响评价典型案例分析
第9节 冶金机电类建设项目环境影响评价典型案例分析
第10节 建材火电类建设项目环境影响评价典型案例分析
第11节 交通运输类建设项目环境影响评价典型案例分析
第12节 采掘类建设项目环境影响评价典型案例分析
第13节 农林水利类建设项目环境影响评价典型案例分析
第11章 区域开发与规划环境影响评价案例分析（4学时）
第4节 区域开发环境影响评价案例分析
第5节 规划环境影响评价案例分析
九、考核方式、方法
本课程采取开卷考试，重点考核环境影响评价技能。
十、主要参考书目
1. 张丛主编. 环境评价学. 中国环境科学版社，2010

2. 环境保护部环境工程评估中心编.全国环境影响评价工程师职业资格考试参考教材——环境影响评价案例. 中国环境科学出版社，2015

3. 环境保护部环境工程评估中心编.全国环境影响评价工程师职业资格考试参考教材——环境影响评价技术导则与标准. 中国环境科学出版社，2015

4.韩香云、陈天明主编. 环境影响评价.化学工业出版社，2013年
十一、课程负责人和课程小组分工
课程负责人：徐玉新                      审核人：朱鲁生
                                       2014 年 5 月 20 日
3.本领域5名学生的培养计划（须有导师与学生共同签名）；）
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山东农业大学
硕士研究生培养计划表（二）
(学位论文开题报告及计划)

题目：十溴二苯醚和Cd复合污染对小麦生理指标
的影响研究
学    号：     ZS2011055      
姓    名：      王涛       
专    业：      环境工程     
研究方向:      污染修复工程   
指导教师：   李光德  副教授  
填表日期： 2012 年 9 月

选题依据
（包括选题目的、意义、国内外研究现状分析等，并附主要参考文献及出处）
	（1） 选题意义
多溴二苯醚（Polybrominated diphenyl ethers, PBDEs）是目前最常用的溴代阻燃剂，广泛用于塑料制品、电子电器和纺织纤维等各种产品中[1,2]。PBDEs 在产品的生产、使用、报废处置过程中都可能释放出来进入环境。随着 PBDEs 的大量使用，人们在许多环境介质中发现了PBDEs 的存在，如大气、沉积物及污泥、鱼类、鸟类、人体血液、母乳等[3~6]。已有研究表明，PBDEs 类物质可引起生物体的神经毒性、甲状腺激素（TH）效应、内分泌干扰效应和致癌效应等（Siddiqi et al., 2003）。目前最常用的3种多溴二苯醚为五溴（penta -BDE）、八溴（octa-BDE）和十溴（deca-BDE或BDE209）联苯醚，其中五溴和八溴联苯醚已经被禁用，因此十溴联苯醚的使用越来越受人们的关注。BDE-209 具有高脂溶性、低挥发性、环境稳定性等特点，其毒性目前已成为研究的热点（Shen et al., 2009;李卓娜等，2009）。
十溴二苯醚(decabromodiphenylether，decaBDE)是一种高溴代持久性有机污染物，它作为阻燃剂被大量添加于塑料、电子产品(印刷线路板)、家具及纺织品中[7,8]．在这些产品的生产、使用和废弃处理过程中，大量的十溴二苯醚会被释放到环境中，进而在物理、化学及生物作用下还原脱溴转化成毒性更大的低溴代联苯醚或其他溴代有机物[9-11]．由于其具有强亲脂性和低水溶性，易吸附于大气、水体及土壤颗粒物，并通过食物链富集、放大而最终危害人体健康[12]。
在长期的使用过程中，水体沉积物和土壤已成为十溴二苯醚在自然环境下的蓄积库。目前，国内外对十溴二苯醚的研究尚局限于水生生态系统和环境含量测定等方面[13,14]，其在土壤中的含量、分布水平以及对土壤生态系统影响的研究鲜见报道。作为土壤中元素生物循环、腐殖质合成与分解及其他外源有机化合物分解的主要载体，土壤酶在物质转化、能量代谢、污染物降解等过程中发挥着重要作用，其活性反映了土壤中各种生物化学过程的动向和强度。由于对外源化学物质具有高度的敏感性，土壤酶常作为生态毒理学指标用以判断外源化学物质对土壤的污染程度及可能对生态环境造成的影响。
随着经济全球化的迅速发展，含重金属的污染物可以通过各种途径进入土壤造成土壤污染。统计资料表明，我国受 Cd、As、Cr、Pb等重金属污染的耕地面积近2000万hm2，约占耕地总面积的1/5，合计经济损失至少200亿元[2]。目前，全世界平均每年排放Hg约1.5万吨，Cu 340万吨，Pb 500万吨，Mn 1500万吨，Ni 100万吨[15]。这些重金属可能通过各种途径进入土壤、河流、地下水中。进入土壤的重金属可能影响农作物的产量和质量，并且通过食物链危及人类健康。因此土壤重金属污染己成为目前世界上污染面积最广、危害程度最大的环境问题之一。
重金属污染土壤后将引起土壤中某些重金属离子增加，当土壤中重金属离子超过其对重金属离子的自净作用时，将对植物代谢和生长发育产生影响。一般而言，土壤胶体物质、土壤内微生物对金属离子具有特殊的吸附—固定和分解转化作用，因而土壤对一定程度的污染有自净能力。植物的生长发育离不开特殊的金属离子，但有些离子对植物的生长发育并非是必需的相反还会对植物生长发育产生毒害作用。
随着工业的逐步发展，土壤中的污染物质会越来越多，复合污染是现在研究的热点。随着研究的深入，PBDE对环境造成的污染和对人体健康造成的危害已日益引起人们的重视。PBDE在其生产、使用和废物处理过程中排人环境，通过一系列迁移转化进入沉积物、大气、生物固体及生物体中，目前系统研究PBDE胁迫对植物生长的影响还少有报道[16]。而对植株的生理指标和土壤酶活性的影响研究更少。因此研究PBDE和重金属复合污染对土壤和植物体的影响是有意义的。
（二）选题目的
土壤中的十溴二苯醚超过一定水平，可能在植物体内积累，通过植物富集作用和食物链传递对高级生物和人类健康构成严重威胁和影响，系统地研究十溴二苯醚胁迫对植物生长及生理生化特性的影响还少有报道。小麦是北方的主要粮食作物，在我国农业中占有很大比例，因此研究十溴二苯醚和重金属Cd复合污染对小麦各项生理指标和土壤酶活性上的影响有实际意义，本研究通过水培试验，以小麦为研究对象，研究十溴二苯醚和重金属Cd对小麦幼苗的影响，为十溴二苯醚污染土壤生态风险评价和早期预警提供依据。
（三）国内外研究现状
1. 我国土壤重金属污染现状
当前我国区域农业环境恶化现象十分严重。据统计，1980年我国工业三废污染耕地面积达266.7万hm2，1988年增加到666.7万hm2，1992年增加到1000万hm2。目前，全国遭受不同程度污染的耕地面积已接近2000万hm2，约占耕地面积的1/5。我国每年因重金属污染导致的粮食减产超过1000万t，被重金属污染的粮食多达1200万t，合计经济损失至少200亿元[17]。据农业部环境监测系统近年的调查，我国24个省(市)城郊、污水灌溉区、工矿等经济发展较快地区的320个重点污染区中，污染超标的大田农作物种植面积为60.6万hm2，占调查总面积的20%。其中重金属含量超标的农作物种植面积约占污染物超标农作物种植面积的80%以上，尤其是Pb、Cd、Hg、Cu及其复合污染最为突出[18]。当前我国大多数城市近郊土壤都受到了不同程度的污染，其中Cd污染较普遍，污染面积近1000万hm2，其次是Pb、Zn、Cu、Hg等；有许多地方粮食、蔬菜、水果等食物中Cd、Cr、As、Pb等重金属含量超标和接近临界值。其中多数是由于工业污水灌溉造成的[19]。
2．PBDEs污染状况
2.1 水和水体沉积物
大量文献证实全球各类水体都受到了不同程度的PBDEs 污染。Ingrid 等[20]对意大利和瑞士之间的马焦雷湖 (Maggiore) 中的水体沉积物进行了分析，PBDEs 的总浓度为5.7ng·g-1 (dw)。Moon等[21]对韩国海岸水体沉积物的研究指出被测的 20 种 PBDEs 的总浓度为 0.45～494ng•g-1 (dw)。Ikonomou和de Boer等 [22,23]也有类似的报道。
随着20世纪80年代初电子制造业在中国的蓬勃发展, 溴代阻燃剂的需求量也越来越大，因此中国的 PBDEs污染状况十分值得关注。Wang等[24]测定了我国广东贵屿地区电子垃圾回收站附近河流底泥中的 PBDEs, 发现PBDEs 的浓度明显高于国内其它地点底泥的浓度。Mai和Chen 等[25,26]测定了珠江三角洲和南海北部海域沉积物中的PBDEs。结果显示：东江和珠江是 PBDEs 高污染区，含量为 12.7～7361ng·g-1 (dw)，其中 BDE-209 平均含量为1199ng·g-1 (dw) [26]；而 Mai 的结果显示 BDE-209的浓度范围在0.4～7340ng·g-1 (dw) [25]。
2.2 生物体
较多的研究基本上已证实，PBDEs 广泛存在于生物体内。Mariussen等[26]对挪威南部 Mjosa 湖中的鲑鱼和淡水鳕体内 PBDEs 浓度研究发现 PBDEs 在鲑鱼中的浓度为72～1120ng·g-1(ww), 在淡水鳕中的浓度为 156～2265ng·g-1 (ww)。Lewis 等[28]LaurentianGreat Lakes 区域银鸥卵中的 PBDEs 研究发现，BDE-209在银鸥卵中的浓度为 4.5～20ng·g-1 (ww), 占39 种同系物总量的0.6%～4.5%，而 ΣoctaBDE 和 ΣnonaBDE分别只占 0.5%～2.2% 和 0.3%～ 1.1%。Paul 等 [29]对4条瑞士河流中褐鳟体内的 PBDEs 进行的研究发现，胆汁中的 PBDEs 总浓度为0.8～240ng·g-1(lw)，肝脏中的为16～7400ng·g-1(lw)，BDE-47 为主要同系物。Moon等[21]在研究中发现韩国海岸中的双壳类生物体内的20种PBDEs 的总浓度为 0.38～0.19ng·g-1 (ww)，而 60% 以上的同系物为 BDE-209。
在中国已报道的文献资料显示：大亚湾海域鱼类体内的 PBDEs 含量较全球其它水域低 , 而珠江河口的水生生物中 PBDEs 的污染相当或略高于世界其它河口地区，为37.8～444.5ng·g-1 (ww) [30,31]。
2.3 大气
PBDEs 作为一种主要的添加型溴系阻燃剂，在其生产、使用和废物处理过程中会不可避免的通过各种途径进入到空气环境中，直接造成大气的污染。在气相部分的 PBDEs 的同系物当中，低溴代的 PBDEs（例如，BDE-47，BDE-99) 居多数。通过挥发再经过大气的迁移，是PBDEs 污染空气的一个重要途径[32]。
Ingrid等[7]报道马焦雷湖 (Maggiore)区域空气中的PBDEs 总浓度为 106pg·m-3。Wang、Chen 和 Deng等[33~35]分别对我国珠江三角洲地区大气中的 PBDEs的含量进行了研究，发现珠江三角洲地区大气中的 PBDEs有着较高的浓度。
3.镉对环境的影响
3.1镉的性质
镉是对人体有害的一种金属元素。镉位于周期系第ⅡB族，是一种灰色而有光泽的金属，原子量为112.41，密度为8.642g/cm3，有延展性，可弯曲。镉的熔点为321.03℃，沸点为765℃，镉的化合价为+2。镉不溶于水，能溶于硝酸、醋酸，在稀盐酸和稀硫酸中缓慢溶解，同时放出氢气。常温下镉在空气中会迅速失去光泽，表面上生成棕色氧化镉，可防止镉进一步氧化[36]。
3.2镉对植物的毒害
3.2.1对根的损伤
镉首先引起根损伤Cd2+损伤根尖的核仁，抑制RNA的合成及RNAase核糖核酸酶及质子泵的活性；抑制硝酸还原酶的活性，减少根部对硝酸盐的吸收及向地上部分的转运；抑制根部Fe3+还原酶的活性，引起Fe2+亏缺[37] Schutzen 等的研究表明，在Cd2+处理后，苏格兰松幼苗 H2O2增加，抗氧化系统活性及根的伸长受到抑制，根尖细胞的老化加速[38]。
3.2.2影响水分和呼吸作用
镉对植物水分的影响已有较多研究，通常Cd2+会降低植物对水分胁迫的耐性，在相对水分含量和叶片水势较高时使膨压丧失，Cd2+处理的植物表现出蒸腾速率降低和气孔阻力增加，如促使单位叶面积上气孔数量增加而气孔面积减少，显著降低植物的蒸腾速率和相对水分含量；Cd2+降低细胞壁弹性，诱导木质部细胞壁退化，这种退化减少了水分的运输，加上由于根生长减少而导致植物对水分吸收的减少，而引起植株的萎蔫Cd2+增加线粒体H+的被动通透性，阻止线粒体的氧化磷酸化，镉处理可使植物气孔阻力增加，其机理是Cd2+可直接影响保卫细胞中离子和水分迁移。彭鸣等曾在研究Cd2+对玉米幼苗伤害时观察到质体基粒肿胀或解体的现象[39]丁小余在莼菜叶肉细胞中线粒体受重金属毒害后，再次验证了线粒体是对重金属毒害较敏感的细胞器这一结论。
3.2.3 抑制光合作用和蒸腾作用 

Cd2+进入植株叶片中以后，首先影响光合色素，使叶绿素总含量下降，进而影响光合功能Cd2+对分蘖期水稻叶片色素含量的影响最为明显，在此生育期以Cd2+处理植株，其叶绿素含量显著下降，且叶绿素b降低的比例大于叶绿素a，通常重金属对类胡萝卜素的影响比叶绿素小，并抑制PSⅡ及光合磷酸化Cd2+破坏光合器官，抑制RuBP羧化酶活性，影响碳固定叶绿素Hill反应PSⅠ、PSⅡ活力，增加非光学猝灭等；降低叶片中的电导率，减少CO2吸收，干扰气孔的开放Sheoran 等以木豆为材料，在其营养生长阶段用20mmol/L Cd2+进行处理，1d后CO2交换率即被抑制87%，气孔导度和蒸腾作用率也相应降低，由此推断Cd2+使木豆CO2交换率降低并不是某单一因素作用的结果，而是通过对气孔导度 叶绿素含量和光合作用器官功能的综合影响引起的Haag-Kerwer等研究表明，在印度芥菜中，由于植物螯肽对Cd2+的解毒作用，植物光合作用受到保护，但蒸腾速率和叶片的扩展生长仍受到抑制。
3.3植物对镉胁迫的响应机制
植物对重金属的抗性主要有2种方式：逃避和忍耐大量的研究表明，不同基因型植物对重金属Cd2+胁迫的适应性有明显差异 植物通过以下一些作用机理来应对Cd2+胁迫。
3.3.1络合机制 
络合机制是植物解除镉毒害的主要方式之一，目前在植物中已发现有2种重金属结合肽：金属硫蛋白(MT)和植物螯合肽(PCs) MT是一类由基因编码富含半胱氨酸的低分子多肽，可通过半胱氨酸残基上的巯基与重金属结合形成无毒或低毒的络合物，从而降低重金属毒害PCs是高等植物中最多的一类，是一种由半胱氨酸谷氨酸和甘氨酸组成的Cd2+络合多肽，其分子量较低，一般为2-4KD，Grill的研究表明，PCs 能结合10多种高等植物所吸收的90%的Cd2+，Cd2+进入植物后，首先与PCs结合形成LMW复合物，在hmt1膜转运蛋白作用下转入液泡内；S2-在液泡内合成 HMW复合物，并固定在液泡内。HMW复合物对植物的毒性较低，植物正是通过形成HMW复合物免受重金属毒害。除PCs外，谷胱甘肽和各种聚羧酸对Cd2+也有螯合作用。
3.3.2区域化
   进入根系Cd2+首先被根部细胞壁及碳水化合物固定而束缚于果胶位点，这是抗Cd2+胁迫的第一道屏障，Cd2+进入液泡后，被限制于一有限区域，不能再在胞质溶胶中进行自由循环，因而液泡固定化在排除Cd2+毒害和Cd2+耐受中起重要作用。Cd2+刺激植物合成植物螯合肽，并与之络合形成贫S低分子量络合物(LMW)， 在液泡膜上结合酸不稳定S2-，形成对镉高度亲和的高分子量络合物(HMW)，并由液泡膜转运蛋白HMT蛋白转入液泡中。液泡中酸性pH使HMW解离，Cd2+又被液泡内有机酸(柠檬酸、苹果酸、草酸) 氨基酸络合脱辅基植物螯合肽被液泡水解酶降解，还于液泡中，继续执行穿梭角色。可见植物的耐Cd2+能力与HMW 复合物装配速率成正相关，与植物螯合肽合成速率无一定相关性。
3.3.3 提高保护性酶系统的活性 

正常生长条件下，植物体内活性氧产生和清除处于平衡中，当处于各种逆境胁迫或衰老时，有利于体内活性氧的产生，积累的活性氧导致了膜脂过氧化，使植物生长异常。植物受Cd2+污染后，丙二醛(MDA)高度积累。膜脂过氧化是膜上不饱和脂肪酸中所发生的一系列活性氧反应，其产物MDA含量是反映脂质过氧化作用强弱的一个重要指标 超氧化物歧化酶(SOD)过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)是植物适应多种逆境胁迫的重要酶类，被统称为植物保护酶系统当植物受到污染后，SOD、POD和CAT发生相应变化，依品种及抗性的不同而异。如陈宏等用 Cd2+处理小麦幼苗，经镉胁迫处理后，随着镉浓度的增高，叶片和根系中的膜脂过氧化产物MDA 的含量和POD活性明显升高，SOD活性也有所提高[40]。然而酶对其保护作用也有一定限度，即使是耐Cd2+植物，酶的活性也存在一个阈值，在一定的Cd2+浓度范围内，3种酶活性得以维持或提高，超过这个范围，它们的活性就下降，但下降的幅度要比耐性弱的植物小。
3.3.5逆境蛋白及基因表达 

    目前，国内外开始重视从基因水平去研究植物抗污染的作用机理。Cd2+诱导玉米根中合成一种可被热激蛋白(heat shock protein，hsp)70抗体沉淀的70kD 蛋白质，它能被除热之外的因子激活，称为热激蛋白同源物(hsc)，是一种磷蛋白。玉米中hsc70可以限制和修复环境胁迫引起的蛋白质损伤[41]用Cd2+处理水稻， 也发现了同样的结果。段昌群指出，植物抗污染基因来源于基因代换。基因突变和基因交换，在强大有力的污染选择条件下，植物抗性基因得以迅速扩展[42]。目前植物对镉的吸收，运输和毒性机制已经有了比较深刻的认识，这对于利用相关知识培育和筛选高抗镉胁迫的植物资源起到了重要作用，可以预计随着对镉胁迫和植物响应机制研究的进一步深入，将会培育出更高抗性的植物用于生产。
3.4镉对人体的危害
镉对人体健康会产生较大的危害，其侵入人体的方式主要是通过呼吸道和消化道。镉非人体所必需的微量元素，其在新生儿体内并不存在，但随着年龄的增长，人体内的镉含量也会升高，50岁左右即使无职业接触的人体内含镉量也可达到20-30μg/kg[45]。镉对人体严重的毒害事件是20世纪50年代发生在日本神通川流域的骨痛病，主要是因为当地农民用铅锌冶炼厂的含镉废水灌溉稻田，使稻谷镉含量严重超标，人们长期食用镉米造成的。“疼痛病”是十大公害病之一，其潜伏期较长，一般为10-30年，主要症状表现为背和腿疼痛、腹胀和消化不良等，严重者还会发生多发性病理性骨折。骨骼病变还会导致骨质密度降低，表现出骨质疏松等症状[47]。镉具有较强的致癌、致畸和致突变作用，对人体的毒害可以分为急性和慢性毒害两种[46,49]。镉的急性吸入毒害主要表现为肺损害，主要由职业性接触高浓度镉尘而导致的。吸入中等量的镉蒸气可引起铸造热，经治疗数天可愈。大量吸入镉蒸气后，在一定时间内(4-10h)会出现呼吸道刺激症状，如咽喉干痛、干咳、胸闷、呼吸困难等，还可表现出头晕、乏力、发热等类似流感症状，严重者还会出现支气管肺炎、肺水肿，最终导致死亡。死亡病例剖检发现支气管和肺部受损害严重[43]。镉化合物可引起急性中毒，误食镉化合物经10 min 至数小时潜伏期后，会出现急剧的胃肠刺激反应（如恶心、腹泻、腹痛等症状），导致全身疲乏、肌肉酸痛和虚脱等。镉慢性毒害包括对肾脏、骨骼、肝脏、心脑血管、生殖系统、免疫系统、遗传等一系列损伤[48]。镉与含羟基（－OH）、巯基（－SH）等多种基团的蛋白质分子结合后生成的镉-蛋白质，能抑制许多酶系统，甚至使酶失去生物活性，导致肾、肝等器官中酶系统正常的生理功能受到破坏，从而影响人体对蛋白质、脂肪以及糖类等营养物质的消化和吸收，引发高血压等多种疾病[41]。镉可与锌蛋白酶发生亲合反应，使那些需要锌的酶的生理功能受到干扰，降低其生物活性，使人易患糖尿病等疾病，而且还会使人严重缺锌，诱发多种癌症[45]。镉还可以占据钙离子通道并进入细胞内，引起细胞内钙稳态失衡，还可干扰细胞内与钙相关的信息传递系统，产生细胞毒性。研究资料表明[50]：镉能破坏细胞之间的连接，镉还会破坏细胞骨架的完整，损害细胞的功能。镉与骨质磷酸钙发生亲合反应后，使骨骼严重缺钙而变得疏松、软化，最后带来严重的骨损伤。镉可通过一些生化反应置换出细胞内的酶类金属，使机体内抗氧化酶的活性降低，导致机体清除自由基的能力下降，从而引起氧化损伤。镉还可以使机体产生氧化自由基和过量的超氧化自由基[51]；也可引起炎症反应，产生氧化损伤，从而削弱机体抗氧化损伤的能力。镉引起的氧化损伤已被看作为镉引起癌变和细胞毒性的一个重要机制。镉能影响细胞凋亡和增生的有关基因和蛋白质的表达，可以诱导许多早期应激反应基因的异常表达；还可取代锌，与锌脂蛋白结合，从而影响细胞内的调控系统，最终使细胞凋亡[52]。
4．十溴二苯醚对周围环境的影响
4.1十溴二苯醚的理化性质
基本性质 BDE-209分子式为C12Br10O，蒸气压为<1×10-4(25℃)，熔点为290~306℃，200~300℃分解，几乎不溶于水和任何有机溶剂，logKow为10，在水、土、沉积物、大气和人体的半衰期分别为180、360、l600、460、7 d[13]。刺激皮肤和眼睛，累积在生物体引起肝损伤，甲状腺肿大。母代暴露于BDE-209，对子代免疫功能存在一定的不利影响。已被测试出具有潜在的致癌性，并对雌雄鼠有产生致癌性的迹象。其基本的生态毒理数据如下：对鱼类的96h LC50>500mg／L，LOEL为7.5~10mg／kg；对大型蚤的EC50为1mg／L，NOEC为2μg／L；对藻类的IC50为1 mg／L；对活性污泥微生物的NOEC≥15 mg／L；对蚯蚓的EC50、EC10(存活、28d)>4910 mg/kg干土，EC50、EC10 (繁殖、56d)> 4910mg／kg，NOEC(存活、繁殖)为4910mg/kg干土；对啮齿类经口LD50(鼠)为2 mg／kg，吸入LC50  4 h (鼠)>50 mg／L，经皮LD50 (兔)为3 mg／kg。
4.2十溴二苯醚的生态毒理效应
4.2.1肝毒性：在PBDEs的同系物中，溴含量高的对大鼠肝脏中酶的诱导作用会更弱一些，例如十溴二苯醚<八溴二苯醚<五溴二苯醚[53]。Kierkegaard等[54]人通过对食物染毒，将虹鳟鱼暴露于BDE-209 120 d后，观察到肝增重现象，可能由低溴代的代谢物引起，类似结果在早期对鼠进行BDE-209的暴露实验中也有发现；没有观察到EROD、ECOD和转羟乙醛酶活性的变化，但将虹鳟鱼暴露于BDE-47和BDE-99时有EROD酶活力抑制的现象发生。
4.2.2生殖毒性：没有发现BDE-209对大鼠生殖系统产生影响[55]。周俊等[56]对母代大概孕期前后及哺乳期持续高剂量灌胃BDE-209后，观察其子代大鼠免疫器官发育情况、T淋巴细胞亚群及T淋巴细胞增殖转化功能、NK细胞表面分子CD161表达及免疫球蛋白 (IgM、IgG)等变化。结论是母代持续暴露高剂量BDE-209后，对子代免疫功能存在一定的不利影响。
4.2.3甲状腺毒性：所有的PBDEs产品(如PeBDEs、OcBDEs、DeBDEs等)均会破坏甲状腺激素的平衡，相对而言，BDE-209的破坏性较小。其破坏甲状腺激素的机制还没有完全确定，但至少有两个不同的机制：（1）诱导肝UDP-葡萄糖醛酸基转移酶；(2)可通过激素模仿改变甲状腺系统。
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研究方案：（包括研究内容、研究方法、技术路线及可行性分析）
	一、研究内容
十溴二苯醚及其Cd复合污染对小麦种子发芽率和各项生理指标的影响
二、研究方法
实验设计
实验材料：小麦
实验方法：水培
供试试剂：十溴二苯醚，CdCl2·2.5H2O 
1.实验设计：
表1 十溴二苯醚的浓度系列
浓度梯度单位：mg/L
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十溴二苯醚的溶解：BDE-209为疏水性物质,因此采用W(二甲亚砜)∶W(丙三醇)=70：30的有机溶液作为溶剂。试验同时设1个溶剂对照组。
选取饱满、均匀一致的小麦种子，用2%次氯酸钠溶液消毒灭菌20min，再用去离子水冲洗7次，然后排列在铺有滤纸的培养皿中，每皿20粒种子。十溴二苯醚设7个浓度：CK，2，5，10，20，40，80mg·L-1，重金属浓度为：Cd 5mg·L-1。实验设两种处理组合：十溴二苯醚，十溴二苯醚+Cd，分别用含7个不同浓度的十溴二苯醚和十溴二苯醚与重金属组合的l/2 Hoagland培养液培养。每皿20mL营养液，在光照培养箱中培养，温度控制在25℃，每隔两天更换营养液，每一浓度重复3次。培养7d后统计发芽率，培养14d、21d后开始测量根长、芽长及叶片的各项生理指标。
2.测定指标
（1）发芽率：胚芽长至种子大小一半时，视为萌发，种子萌发24小时后，每天观察，连续观察6天，记录发芽数，至蒸馏水对照组种子发芽数不再变化，统计各组的发芽数，计算发芽率。
（2）叶片叶绿素含量测定——采用分光光度法：
在收获前，取各处理组同一功能区有代表性叶片0.2g，加20ml，80%的丙酮，封口，置于暗处24~36h，至叶片发白，用721型分光光度计测定663nm、646nm、和470nm下比色，计算叶绿素a、叶绿素b、叶绿素a＋b和类胡萝卜素含量(mg·g-1FW)，并计算叶绿素a/b值。
（3）植物抗氧化系统SOD、POD、CAT酶活性测定及丙二醛MDA含量的测定：
●超氧化物歧化酶（SOD）活性测定：用氮蓝四唑还原法，在721型分光光度计560nm处分别测定各管吸光度，以能够抑制氮蓝四唑光化还原50%为一个酶活力单位（U/gFW）。
●过氧化物酶（POD）活性测定：用愈创木酚比色法，在721型分光光度计470nm波长下测定吸光度，以每1min内A470变化0.01为1个过氧化物没活性单位(U/min·gFW)。
●过氧化氢酶（CAT）活性测定：采用碘量滴定法测定酶活性，以每1min催化1μmolH2O2分解的酶量定义为一个酶活力单位（mol/gFW）。
●丙二醛(MDA)含量测定：采用硫代巴比妥酸法（见《植物生理学实验指导》142页）。
（4）脯氨酸含量的测定：
称取0.5g新鲜叶片，用3%的磺基水杨酸溶液研磨提取，磺基水杨酸的最终体积为5ml匀浆液转入玻璃离心管中，在沸水浴中浸提10min冷却后，以3000r/min离心10min，取上清液待测，按茚三酮法测定。
（5）可溶性蛋白的测定：
可溶性蛋白质的提取：称取1.0g鲜叶，加5ml蒸馏水研磨成匀浆后，用蒸馏水定容至100ml，充分混合后，3000r/min离心10min，上清液为蛋白质的提取液，按考马斯亮蓝法测定。
3.结果分析：
（1）不同浓度十溴二苯醚对小麦发芽率和叶片叶绿素含量的影响。
（2）不同浓度十溴二苯醚对小麦幼苗MDA含量和植物抗氧化保护酶系统上的影响。
（3）不同浓度十溴二苯醚对小麦幼苗脯氨酸含量和可溶性蛋白上的影响
（4）十溴二苯醚和Cd复合污染对小麦芽率和叶片叶绿素含量的影响。
（5）十溴二苯醚和Cd复合污染对小麦幼苗MDA含量和植物抗氧化保护酶系统上的影响。
（6）十溴二苯醚和Cd复合污染对小麦幼苗脯氨酸含量和可溶性蛋白上的影响。
4.数据处理
采用Microsoft Excel2003和SPSS13.0统计分析软件进行数据分析及差异显著性检验。
三 技术路线及可行性分析 
技术路线：
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可行性分析：
有利条件：
    1、所需试剂和测定仪器基本可以满足实验要求，个别仪器可从其他院租借。
2、本人查阅了大量的相关文献，并为实际工作的开展作好了充分准备。
3、我的指导老师李光德副教授具有多年的教学及实践经验，能够给予我及时、正确的指导和帮助。
4、本实验室袁宇飞、董敬娜、郝英华已做过一定的研究，为本研究提供了有效的团队力量。
5、数据处理采用专业统计软件，所作分析可信度高。
不利条件：
1.对小麦生理指标的测定方面工作较少，经验不足。
2.理论基础还不够充实，需要进一步加强学习。

	研究进度安排：（包括论文撰写）
2012年8月--2012年10月  设计具体的实验方案，准备实验试剂、仪器
2012年10月--2013年2月  实验一，并进行数据处理分析
2013年2月--2013年3月   撰写论文《十溴二苯醚和Cd复合污染对小麦生理指标的影响研究》
2013年3月--2013年4月   补充实验
2013年4月--2013年5月    撰写毕业论文，准备答辩 



	预期研究结果及创新之处：
预期研究结果：
（1）十溴二苯醚对小麦发芽率和各项生理指标的影响；
（2）十溴二苯醚和Cd复合污染对小麦发芽率、脯氨酸含量、可溶性蛋白、MDA含量和植物抗氧化保护酶系统的影响；
创新之处：
随着工业的发展，复合污染已成为人们研究的热点。因此研究研究十溴二苯醚和重金属Cd复合污染对小麦各项生理指标和土壤酶活性上的影响是有实际意义的，目前国内外对十溴二苯醚的动物急性毒性研究比较多，研究十溴二苯醚胁迫对植物生长的影响还少有报道，对植株的生理指标和土壤酶活性的影响研究更少。总结创新之处为：系统的研究了十溴二苯醚和Cd复合污染对小麦各项生理指标的影响
开支预算：
    本课题的研究经费总共约1万元，主要应用于实验药品的购买、仪器的使用费、论文发表的出版费等。
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题目： 北运河流域（北京段）典型环境雌激素类物质的环境行为与逸度模拟     
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说    明
1、 开题报告在教研室、专业或学院范围内举行，须适当请有关专家参加，于第三学期前完成。
2、 本表在开题报告通过论证后填写，一式三份（可复印），本人、导师、学院（原件）各一份。
3、 本表用钢笔填写或打印（但不能打印后向表上粘贴），字迹要清楚。
4、 根据需要可自行加页。
	一、选题依据
1、 北运河概况及污染现状
北运河属海河水系北部，起源于北京燕山以南，自西北向东南流经北京巿、河北省至天津市红桥区入海河。上游为山区丘陵地带，中下游为华北冲积平原，全长142.7 km，总流域面积为6166 km2。在北京市境内的河道长89.4 km，流域面积4348km2。
我国河流七大水系总体为轻度污染，海河为重度污染，富营养化问题严重[1]。未经处理的有机废弃物排放到水生生态系统，会导致接纳水体出现缺氧，并且增加了NH4+、 Fe2+和Mn2+等化学污染物的浓度。有机废水一般都结合高粪便污染[2]，这是最常见和最早形式的水质恶化[3]。富营养化会增加负载有机物质，改变溶氧平衡、营养盐平衡、酸碱度平衡，以及破环水生食物链[1]。
北运河是北京巿一条主要的排水河道，担负防洪、排水双重功能[4]，根据2000年统计资料显示，北京市城区废污水排放量为8×l09m3，其中工业废水为2.84×109m3、生活污水为5.12×l09m3、集中处理3.34×l09m3 (处理率仅42%)，城区回用0.04×l09 m3其余水量随未经处理的污水一并排入下游河道。除部分污水经北京排污河下泄入永定新河外，大量污水排入温榆河、北运河。北运河通州段污染源调查结果显示，北运河主要支流通惠河上游流经北京市中心区及高碑店污水处理厂等重要生活污水排放源，凉水河上游流经亦庄国家级工业区等重要工业污染源。北运河通州区段是北京市重要的居民生活区和工业区，区内有东方化工厂、北京造纸七厂、宝洁、U化二厂等多家大型企业，以及京通工业开发区等多个新兴工业园区，这些工业企业和工业园区大多沿北运河等河流分布，并且与居民生活区交织在一起，造成多种污染源共同排放。仅通州区污水口就有6个，污水主要来源于沿岸宋庄镇管头村、葛渠生活污水和养殖废水，大部分污水未经处理就直接排入温榆河。水质实测结果表明，除汛期排除城区雨水时水质略好外，北运河水质一直处于劣V类。水质问题一直是制约北运河流域生态环境改善的重要问题[5-7]。研究表明，北运河已受到典型环境雌激素类物质，如壬基酚，双酚A等物质不同程度的污染。
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      图1 北运河水系主要干支流及监测断面分布
2、典型环境雌激素—多环芳烃类
多环芳烃（PAHs，Polycyclic Aromatic Hydrocarbons或Polynuclear Aromatic Hydrocarbons）是指分子中含有两个或两个以上苯环以稠环形式连接在一起的碳氢化合物。作为一种痕量的有机污染物，PAHs在大气、水体、土壤、植被等环境介质中广泛存在[8-10]。众多研究发现，多种 PAHs 具有潜在的或已证明的致癌性、致突变性和其他毒理效应[11-13]。因此，PAHs 长期以来受到环境领域研究人员的广泛关注。
在室温条件下，纯的多环芳烃一般以固体形式存在，大多呈无色或淡黄色的晶体，个别具有深色。多环芳烃一般具有较高的熔点、沸点，较低的饱和蒸汽压和亨利常数，很低的水溶性，易吸附在有机质和颗粒物上。由于PAHs不易溶于水，挥发性较低，难于降解，因而更易于在环境中累积到超过毒性效应浓度的水平。这种持久性及半挥发性的特点，也导致了PAHs可以经过长距离的传输以及以中长尺度时间贮存在多介质环境的汇(sinks，如表土、植被、沉积物等)之中[14-15]。USEPA已将16种母体PAHs（parent PAHs，指没有发生侧链被烷基取代的PAHs)列入了129种优先控制的污染物名单之中。下表分别给出了USEPA优先控制的16种PAHs的基本信息和物理化学性质[16-17]。
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             图2  16种多环芳烃结构图
化石燃料和有机物的不完全燃烧及高温分解是环境中PAHs的主要来源。PAHs的来源可以分为自然来源和人为来源。PAHs的自然来源有火山爆发、森林和草原火灾、地质成岩作用、以及陆生和水生植物、微生物的生物合成作用。从估算PAHs排放量的角度出发，主要排放源可以具体细化为有机燃料的燃烧、炼焦、电解制铝、木材防腐、柏油公路铺设、交通运输、垃圾焚烧、天然火和农业废弃物燃烧等。以上这些排放源在各国都存在，应该视不同国家的具体情况选择主要源进行估算[18-20]。由中国主要能源消耗资料得出中国PAHs主要的排放方式为：工业燃油，交通燃油，工业(含发电供热)燃煤，炼焦用煤，家庭燃煤和天然气等[21-23]。
PAHs 作为环境中对人类健康危害极大的持久性有毒物质，已被许多国家列入到了重点污染物的名单中。经过动物实验证明，PAHs 具有致癌、致畸、致突变的三致作用，会引起人类的呼吸道和皮肤病变，严重时，对肝、肾等脏器和内分泌系统、神经系统、生殖系统等都有急性和慢性毒性[24]。不同结构的 PAHs的毒性也各异。通常，其毒性随着 PAHs 环数的增高而增高，且不同同分异构体之间也存在着很大的差异[25]。PAHs 的致畸性表现在导致核苷酸序列的紊乱现象，进而改变后代细胞的分裂过程，从而影响胚胎细胞和增殖的新生组织。
表1     16种多环芳烃的理化性质
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3、 环境雌激素—壬基酚
壬基酚(Nonylphenol，NP)又称壬基苯酚，其化学结构式C9H19C6H4OH，由苯环和9个碳原子的碳链构成，其相对分子质量为220。
壬基酚是一种带有酚味的无色或浅白色粘性液体，易溶解于多种有机溶剂，不溶于水。自然界本身没有壬基酚的存在，环境中的壬基酚完全是人类活动的产物。由于壬基酚聚氧乙烯醚作为洗涤剂、乳化剂、分散剂和加湿剂等广泛应用于服装、造纸、皮革、农药、塑料等各行各业，这些行业所使用的壬基酚聚氧乙烯醚中有60%左右会经废水排放进入污水处理厂，并最终进入周围水体环境[26]。壬基酚聚氧乙烯醚本身毒性不大，其急性毒性效应浓度通常在几百毫克每升以上。但壬基酚聚氧乙烯醚进入环境后，容易在微生物和紫外线的作用下发生降解，并最终生成壬基酚。 
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           图3 壬基酚的结构式    

 1991年，哈佛大学的Soto博士在实验室研究雌激素的致癌效应时意外发现，不加任何雌激素的对照组中同样出现了癌细胞的扩增现象，后来Soto博士通过多种排查试验表明实验中所使用的聚乙烯塑料管中有雌激素活性物质渗出，并最终证实该雌激素活性物质为壬基酚，而壬基酚是塑料管加工过程中所使用的抗氧化剂。随着研究的不断深入，人们发现壬基酚能够对多种生物，包括哺乳动物，的生殖和发育造成危害[27]。
壬基酚能够影响生物的免疫系统，胡双庆等[28]通过鲫鱼巨噬细胞的壬基酚体外暴露试验发现低浓度的壬基酚能够诱导鲫鱼巨噬细胞的增殖，但高浓度的壬基酚又表现为抑制作用，该结果表明壬基酚对鲫鱼具有潜在免疫毒性。
壬基酚还能够影响生物体的神经和内分泌系统的正常功能，还能够破坏生物体的抗氧化系统甚至免疫系统，引起 DNA 损伤，进而影响生物的生殖和繁衍。
大量研究表明，低浓度下壬基酚的长期慢性毒性更应该引起人们的关注，壬基酚对生物体内激素分泌的干扰和影响、对生物繁殖，尤其鱼类繁殖行为和雄性生殖器官畸形的影响，以及对生物个体发育期的影响是不容忽视的，长此以往将严重危害生物健康。雷炳丽等人研究发现北运河上游温榆河沉积物当中含有一定浓度的NP，河水已受到一定程度的污染[29]。
4、 多介质环境逸度模型
1979年，Mackay[30]将“逸度”的概念引入到环境模型中，逐步发展了逸度方法的多介质环境模型。逸度（Fugacity)一词，来自于拉丁语的“fugere”，意思是逃逸的倾向，即一种物质离开某一相进入另一相的趋势。最初，逸度是作为各相之间的一种平衡标准由Lewsi在1901年提出的[31]，即如果系统内各相的逸度相等，则认为系统达到了平衡。用于环境系统，如果化合物在环境系统各介质(相)中的逸度相同，则认为该化合物达到平衡，否则，化合物由逸度高的介质向逸度低的介质移动。逸度用符号f表示，与压力的单位一样(Pa)，在理想气体中与分压相等。浓度(C)和逸度关联的最简单方式是假定f和C之间存在近线性的关系：
C=Zf

其中Z是比例常数，称作逸度容量(fugacity capacity)。上述线性关系并不表示浓度和逸度之间一定是线性关系，因为逸度容量可能是浓度或逸度的函数。通常认为逸度容量的值与①溶质或化合物的性质②环境介质的性质③温度④压力(其影响通常很小)⑤浓度(低浓度时其影响可忽略)等因素有关，如果我们能在任何环境条件下计算Z的，就可通过逸度用普遍的平衡标准来推导浓度。
构建多介质环境模型的基础是环境介质或环境相。水、空气、土壤和底部沉积物是基础的环境相，必要时，其它介质如生物也可以划分成单独的环境相。此外，一个环境相也可以包含几个子相，如空气相可以由空气和悬浮微粒两个子相组成。逸度模型的一个基本假设[23]就是化合物在环境相中均一的分布，也就是说逸度在环境相中处处相等。如果此种假设不合理，可以通过划分更多相的方法来解决，如湖泊的变温层和恒温层就可以划分为两个相。环境相中化合物的质量M可以用相体积V与浓度C的乘积来表达，逸度表达式可以用质量平衡方程来建立：总变化速率=输入速率-输出速率
一般的多介质环境评估中，是由3-6个环境相构成一个环境系统来预测化合物的归宿，如果环境系统较为复杂，可以由多个环境子系统联结组成的复杂网络系统来预测化合物的迁移归宿。Makcay定义了变量D(mol·Pa-1h-1)来统一表征环境相内部和环境相之间的迁移、转化速率系数，即通量N=Df mol/h，这样逸度表达式就被大大减化了，环境过程的物理意义也非常明晰。应用逸度模型研究污染物在环境系统中的迁移和归宿，一般要考虑以下几个方面的内容：
排放源分析：包括分析污染物的种类、排放量、进入环境的途径和方式以及进入环境的位置等。
污染物在环境中的迁移过程分析：即污染物主要通过什么介质进入环境，在介质中的传输过程，以及在环境各介质间的迁移和交换等过程。
环境归宿分析：包括污染物在环境各介质内发生的改变污染物形态和浓度的各种物理、化学和生物等转化作用。这些作用主要包括水解、光解、化学分解、氧化和还原、生物降解、生物富集和放大等，以及在各介质间的分配等。
模型参数估计：主要包括经验公式计算、查阅文献值、野外直接测定和实验室取样测定等。
模型计算：应用现成的计算机软件或编写相应程序来实现。
模型结果验证：使用独立于模型参数估计的实测数据对模型计算结果进行验证。还可通过灵敏度和不确定性分析来考察模型的可靠性。
表2 四级模型特征表
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5、国内外研究现状
污染物进入环境的途径多种多样，但共同点是污染物在环境系统中都要发生迁移和转化，并通过环境对生物乃至人类产生影响。但以前的研究仅从单一环境介质入手，很难从整体上认识环境介质对污染物的分布、扩散、迁移、转化的影响。20世纪80年代，Cohen和Ryna提出了多介质环境模型，它们发展的模型主要功能是研究污染物在多介质环境均匀单元内的动态分布。该模型的预测结果被后来的研究证明对污染物风险性评价中的筛选分析十分有用。1984年Tohomann等人建立了密西根湖蹲鱼食物链模型[32-33]。20世纪80年代初，Macky首次将逸度的概念引入多介质环境模型中，大大简化了计算，从而得到广泛应用。
最初，在20世纪90年代初，世界上多数研究仅局限在污染物在虚拟的多介质环境中环境行为的研究。如，评价化合物在单元世界中归宿的一级、二级和三级逸度模型[34-36]。提出了基本的建立逸度模型的方法，和此模型的一些应用，比如，污染物在空气-水和沉积物-水之间的交换模型；在湖水和河流中化合物的QWASI模型，化合物在鱼生物体富集模型；药物动力学模型；全球环境模型。之后， 在20世纪90年代中后期，开展了区域化逸度模型的研究。应用逸度概念的区域化模型是位于虚拟模型和真实模型之间的一种模型。它在虚拟模型的基础上，调整输入数据使其符合区域特征，但在环境介质相结构的选取上没有本质的变化。
Booty等[37]在安大略湖南部和Koprivnjak等[38]在圣劳伦斯河应用多介质模型对几种污染物进行了多介质模型研究。Dimond等应用MUM模型对半挥发持久性有机污染物在城市环境的多介质模型研究。研究中针对城市的特殊环境，将植物和不透水表面有机层和大气、水、土壤、沉积物一起作为主相。对几种多环芳烃和多氯联苯二恶英在城市环境中的迁移进行了研究。研究结果表明，不透水有机层中污染物的浓度最高，但土壤是这些污染物最大的存留相。不透水有机层的存在，加速了污染物向地表水的运动，使污染物光解反应可在不透水有机层表面发生。这样，不透水有机层加速了污染物在大气、水、城市表面之间的循环，增加了大气和水中污染物的浓度。植物也积累污染物，一部分进入土壤，因此降低了化合物的流动性。
Devillers等[39]应用多介质模型对林丹和阿特拉津在法国12个地区的环境行为进行了研究。计算结果和实测结果比较表明，此逸度模型能够用于林丹在法国环境中的归宿研究，而且给出了比较准确的环境相中污染物的估计。
Severinsen等[40]对氯仿、五氯酚(PCP)和线性烷基苯磺酸(LAS)在丹麦及其海域中进行了多介质模型研究。针对丹麦国家拥有岛屿的地域特点，将海水相和海水沉积相同大气，土壤，地表水及地表水沉积物一起作为主相进行研究。结果表明，预测数据和可以得到的有限的监测数据相当吻合。敏感性分析表明，当地污染物的排放量和背景浓度是很重要的决定模型有效性的数据。
Kawamoto等[41]应用EUSES(欧盟物质评价系统)模型对68种化合物进行了环境风险评价。研究表明，两种模型计算的化合物在大气、水、土壤、沉积物中的结果和实验可测得的结果在低浓度范围内是吻合的，而且模型的选择对计算的结果不会产生太大影响。但是，对于模型结果和实测结果有差别的主要原因可能是对直接排放量、化合物半衰期、化合物在环境气相中平流流动速率数据缺乏。
Warren等[42]讨论了一系列不同复杂程度的QWASI模型，包括平衡与非平衡，稳态与非稳态以及单一段与多段QWASI模型。他们把一系列不同复杂程度的 QWASI模型应用到印度地区的形hand湖，研究林丹和苯在研究区域的环境归趋,并比较了不同复杂程度QWASI模型结果的差别。研究结果表明把一个质量平衡模型应用到真实的湖泊和污染情况时，根据环境的要求逐渐把一个简单的模型增加复杂程度是有益的过程。
王喜龙等[43]对苯并(a)芘在天津污灌区的分布和迁移通量进行了研究。结果表明，模型对大气、地表水、土壤和沉积物中浓度的估算大体吻合，沉积物和土壤是苯并(a)芘的主要环境归宿，而大气中的平衡浓度相对较低，水体及土壤中的苯并(a)芘可能通过作物和鱼体富集而进入生态系统。
曹红英[44]等对林丹在天津市的浓度和相间迁移通量进行了研究。计算了林丹在环境各相中的浓度和相间迁移通量。计算值在数量级上与实测值吻合很好。估算结果表明农业施用和农药厂废水是该地区环境中林丹最主要的来源，最大的汇是土壤和沉积相（占环境中总量的99%），最主要的迁移过程是水-沉、气-土的扩散和沉降，土壤和沉积物中的降解是林丹消失的最主要途径。
 曹红英等[45]还对天津市空气中浓度最高的菲进行了空间分异多介质模型研究。在探讨了废气排放和土壤有机质含量和土壤中菲降解速率常数的空间变异的基础上，建立了具有空间变异特征的多介质模型。并根据实际观测数据对平均浓度加以验证。所研究的4种介质的模型误差在0.5个对数单位左右，完全符合区域多介质模型的精度要求。土壤菲含量空间计算结果和实际观测数据在宏观尺度上表现出一致的趋势。作为过程模型，该结果有助于解释形成其空间分异的原因，也为进一步研究奠定了基础。模型计算结果表明，土壤和沉积物是该地区菲的主要汇，特别是沉积物中积累了菲总量的70%以上。大气菲的空间分布格局基本服从其人为排放特征，而土壤有机质含量对菲降解速率的影响决定了其在土壤中的分布。
胡艳等[46]人对大庆油田开采区PAHs在大气、水、土壤、沉积物多介质环境中的环境行为机器生态风险进行研究。分别建立稳态、动态及区间动态多介质逸度模型对陆地石油开采区PAHs多介质环境行为进行研究，结果表明：土壤相是PAHs的主要归宿，大气中的平衡浓度相对较低，水中多为低分子量PAHs，高分子量PAHs多分布于沉积物中。石油开采PAHs多以落地原油形式进入环境系统，并以土壤中降解为主要输出，沉积物和水相之间的污染物质量交换最为显著。
北运河作为北京地区一条重要的河流，已受到环境雌激素的污染，应用多介质环境模型预测其中典型雌激素类物质的环境行为，具有现实意义。
6、选题的目的和意义
由于污水大量排放导致环境雌激素在世界各地的空气、水体、土壤和沉积物中广泛存在并累积。多环芳烃和壬基酚不仅具有一般环境污染物的毒性效应，更重要的是能够模仿动物体内分泌激素的作用，干扰生物体信号传导、破坏生路功能并导致死亡。
研究目的：
（1）弄清典型环境雌激素物质在北运河流域（北京段）水、土壤与沉积物介质中的含量、来源、组成、季节变动与分布特征；
（2）采用Ⅲ级逸度模型，针对典型环境雌激素物质，开展北运河流域（北京段）典型环境雌激素的环境行为和归趋研究。
研究意义：
（1）揭示雌激素类物质在北运河流域（北京段）不同环境介质内迁移、转化行为与归宿等地球化学过程 

（2）构建北运河流域多介质环境动态逸度模型，计算典型雌激素类物质跨界面交换通量，预测北运河流域环境介质中雌激素类物质浓度变化。
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研究方案：（包括研究内容、研究方法、技术路线及可行性分析）
	二、研究方案
1、 本课题的研究内容：
    分析在不同环境介质中典型雌激素类的含量水平、组成特点、季节变动与分布特征；构建北京北运河的多介质环境动态逸度模型：
1)主要包括模型概化、确定平衡分配系数和逸度容量等与温度相关的参数计算方法、环境过程逸度表达式的建立、方程的建立和求解。
2)模型输入数据的确定
收集整理评估区域的环境数据，BaP、ANT、 NP的物理化学性质和污染数据，并提出环境相未知背景浓度和外部输入的估算方法。
3)模型结果与验证
以BaP、ANT、 NP为例，探讨温度、流速、风速等环境条件对逸度容量Z、D值等模型参数的影响，考察模拟期间相间迁移通量的变化；模拟BaP、ANT、 NP在北京北运河多介质环境中的迁移转化行为，并以实测数据验证模型输出的准确性。
4)灵敏度分析
利用灵敏度分析的方法，考察各输入参数对模型中各输出变量的影响程度，分析出各环境介质中的显著影响因子。
2、研究方法
1）模型概化：建立模型之前,首先应该确定研究区域，包括研究区域的地理位置和范围，然后要明确研究区域所涉及的多介质环境，划分基本的环境相和子相。对于一个由大气、地表水、沉积物和土壤四个环境主相组成的环境系统。每个环境主相下面又分为若干个环境子相：大气由气体和颗粒物两个子相组成，地表水由悬浮颗粒物和水两个子相组成，沉积物和土壤都包含固相子相、气相子相和液相子相。
2）污染物的环境迁移过程
污染物在环境中的迁移途径包括三类，即：平流过程、降解过程和界面质量交换过程。
3）模型参数
模型的输入参数包括研究区域(环境系统)的环境属性参数、污染物的理化性质参数和环境迁移参数。
4）模型构建和计算
首先要根据研究的特点选择合适级别的模型。例如对于稳态非平衡过程选择Ⅲ级模型比较合适，而对于非稳态非平衡过程，则IV级模型比较合适。然后对各个环境相建立平衡方程或者常微分方程。Z值和D值的计算是模型计算的重要过程。
5）模型验证
由于环境的复杂性和可变性，多介质环境模型只能是对真实环境的简化，模型输出只能是对污染物归宿的近似模拟。因此模型结果的验证过程非常重要。用实测数据对模型结果进行验证，如果结果差值在一个数量级之内，表明模型结果能够比较客观地描述污染物的多介质环境行为，如果结果偏差较大，则需要对模型调整后重新计算。
3、 技术路线
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4、 可行性分析
 本项目将依托中国环境科学研究院河流海岸创新基地流域水生态研究室，目前该实验室拥有恒温摇床（苏坤，温度范围10-80ºC）、紫外可见分光光度计（岛津UV-1800）、高速冷冻离心机（安亭）、以及多种常用样品前处理设备。河流海岸基地有气象色谱质谱联仪（GC 6890/MS 5975，Agilent USA）、高效液相色谱（HPLC，Agilent USA），加速溶剂萃取仪器（ASE 3000，Dionex，USA）等仪器，可以保证样品分析的顺利完成。
 课题组对多介质环境模拟已取得一定成果。同时，本人通过研究生第一学期的学习，对有机污染物在大气、水体、土壤、沉积物中污染物质的产生及其迁移转化规律有了一定基础知识的积累，并对有机物多介质环境模拟-逸度模型的相关内容进行深入的学习，研究所需的理论知识已经初步具备。课题组已具备的科研条件为课题完成提供了保障。因此，无论从课题的来源，还是本人已具备的基础知识、动手和独立思考能力，以及开展模型建立科研条件等方面，本课题的开展都是可行的。
国家自然科学基金资助项目：流域尺度内典型内分泌干扰物质环境行为及逸度耦合模拟研究(41203081)。
三、 研究进度安排
起止年限：
2014年3月~2015年5月
 1、2014年3月～2014年5月：文献资料的调研和整理。该阶段主要查阅大量相关文献，并总结前人已有研究成果，拟定野外样品采集和室内实验分析的工作方案。第一次开展野外样品采集，同时对常规物化参数现场测定。
2、2014年6月～2014年7月：样品实验室处理与分析，补充文献阅读。
3、2014年8月～2015年3月：根据输入数据建立模型，进行相关计算，数据分析及整理。
4、2015年3月～2015年4月：第二次样品实验室处理与分析，进行模型验证及灵敏度分析。
5、2015年4月～2015年5月：数据归总，完成毕业论文。
四、预期研究结果及创新之处
    1、模型计算BaP 、ANT、 NP在各环境相及其子相中的浓度和质量分布
环境相
子相
逸度 

 Pa

浓度
滞留量
kg

mol·m-3
ng·m-3
ng·L-1
ng·g-1
大气
气相
颗粒相
总相
水体
水相
颗粒相
总相
土壤
固相
总相
  沉积物
固相
总相
2、Z值计算
环境相
子相
BaP  

ANT

NP

大气
气相
颗粒相
总相
水体
水相
颗粒相
总相
土壤
固相
总相
沉积物
固相
总相
     3、介质间介质迁移系数D值计算结果
介质
相间迁移过程
BaP
ANT
NP
大气-水
扩散
气象湿沉降
颗粒湿沉降
颗粒干沉降
总过程
水-大气
扩散
大气-土壤
扩散
气相湿沉降
颗粒湿沉降
颗粒干沉降
总过程
土壤-大气
扩散
土壤-水
土壤流失
雨水径流
总过程
沉积物-水
扩散
沉降
再悬浮
总过程
水-沉积物
总过程
     4、模型预测浓度与实测浓度比较
验证结果
大气
水
土壤
沉积物
预测
实测
预测
实测
预测
实测
预测
实测
BaP

ANT

NP

    5、预期成果：
1）阐明北运河流域典型雌激素物质的含量、分布与组成特征
2）建立北运河流域典型雌激素物质的多介质逸度模型；
3）发表学术论文1-2篇。
    6、创新之处：
建立了北京北运河典型环境雌激素的Ⅲ级逸度模型，预测残留BaP、ANT、NP的环境行为。
计算出北运河流域各环境相BaP、ANT、NP的浓度及主要的汇，为本研究地区有机物环境管理和风险评估提供了有价值的信息。
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	一、选题意义
随着经济全球化的迅速发展，含重金属的污染物可以通过各种途径进入土壤造成土壤污染。统计资料表明，我国受 Cd、As、Hg、Pb等重金属污染的耕地面积近2000万hm2，约占耕地总面积的1/5，合计经济损失至少200亿元。目前，全世界平均每年排放Hg约1.5万吨，Cu340万吨，Pb 500万吨，Mn 1500万吨，Ni 100万吨。这些重金属可能通过各种途径进入土壤、河流、地下水中。进入土壤的重金属可能影响农作物的产量和质量，并且通过食物链危及人类健康。因此土壤重金属污染己成为目前世界上污染面积最广、危害程度最大的环境问题之一[3-4]。
重金属污染土壤后将引起土壤中某些重金属离子增加，当土壤中重金属离子超过其对重金属离子的自净作用时，将对生存在土壤中动物的生长发育产生影响。一般而言，土壤胶体物质、土壤内微生物对金属离子具有特殊的吸附—固定和分解转化作用，因而土壤对一定程度的污染有自净能力。但是重金属是动物生长、发育、繁殖的非必需元素，如果超过一定量会影响生物的健康。因此，土壤中重金属离子的积累会对动物的生长发育产生毒害作用。虽然重金属对生物毒害的报道很多，但是重金属与挥发性有机物复合污染的报道却很少[3-4]。
随着工业的发展，土壤中的污染物质会越来越多，复合污染[5]也逐渐成为人们关注的热点问题。
所谓复合污染是指多元素或多种化学品，即多种污染物对同一介质（土壤、水、大气、生物）的同时污染。而判断生态系统中复合污染发生的唯一指标是生态系统中的一种以上的化学物质相互之间发生各种作用，产生或加和、或协同、或拮抗、或独立的效应反应。
关于复合污染的分类，按污染物的类型分：（1）有机复合污染：有两种或两种以上有机污染物共存所形成，目前研究较多的两种农药之间的复合污染；（2）无机复合污染：两种或两种以上无机污染物同时作用所形成的环境污染现象。重金属之间之间的复合污染是当前无机复合污染研究的重点；（3）有机-无机复合污染：有机污染物和无机污染物在环境中同时存在的环境污染现象。目前研究较多的是重金属与石油烃、农药与洗涤剂之间的复合污染。
二、研究进展
土壤是由固体、液体和气体组成的复杂生态系统，是自然界养分循环的重要载体，是环境的重要组成部分。重金属系指密度4.0以上约60种元素或密度在5.0以上的45种元素。砷、硒是非金属，但是它的毒性及某些性质与重金属相似，所以将砷、硒列入重金属污染物范围内。环境污染方面所指的重金属主要是指生物毒性显著的汞、镉、铅、铬以及类金属砷，还包括具有毒性的重金属锌、铜、钴、镍、锡、钒等污染物。
1.单一重金属对植物的影响
铜、锌是植物生长必需的微量元素，缺少时植物会出现缺素症；但当土壤中含量超过一定限度时，作物根部会受到严重损害，根部的破坏使植物对水分和养分的吸收受到影响，造成生长不良，甚至死亡[6]。
镉是危害植物生长的有毒元素。土壤中如果镉含量过高，不仅对植物的生长发育产生明显危
害，同时镉能在植物体内残留而影响食物品质。镉能破坏植物叶片的叶绿素结构，抑制根系生长，造成生理障碍而降低产量。植物在高浓度镉的毒害下会发生死亡。
汞是重金属中对微生物毒性最强的一种，会破坏微生物群落的结构和多样性。汞的污染还会造成土壤中原生动物物种的减少、多样性下降，进而影响到土壤生态系统物质的循环和能量的流动。汞的污染还会严重抑制酶的活性，导致氮、磷和有机物的正常转化失调，影响植物的生长和发育。研究表明，低浓度汞可一定程度地刺激植物的生长，但高浓度的汞会抑制种子的萌发，降低根部和茎部的长度和重量，使植物生长减缓；Hg的毒性比Cd、Pb、Cu的毒性要强。
有机汞的毒性主要是影响植物根系的新陈代谢。经有机汞浸泡的植物种子，发芽阶段由于根系损伤而影响植物生长阶段水分的吸收、营养成分的迁移及光合作用。有机汞对植物生长的抑制作用更强，世界健康协会的研究报告指出，在水生生态系统中，有机汞对植物的毒性作用比无机汞大得多[7]。
2.复合污染对植物的影响
土壤生态系统中有时同时存在多种化学污染物即造成复合污染，在它们对生命组分发生危害前后，其相互之间还要发生交互作用，导致其对生态系统的毒性发生变化。一般来说，周期系同族元素之间以及理化性质相似的元素之间容易出现拮抗作用[8]。但由于土壤是一个复杂的有机无机多相体系，重金属元素之间的交互作用往往会受到共存重金属种类和浓度、土壤理化性质、植物的类型等多重因素的影响。
2.1 锌镉交互作用对植物的影响
锌与镉是同族元素，会表现出拮抗作用。但实际上，在锌不同浓度下，锌对镉的影响也不一样。在土壤-水稻系统中锌-镉复合污染的交互作用下，锌（0-400mg/kg）促进镉（0-2mg/kg）在籽实中的积累[9]。但J.T.Mbraghan的研究发现，锌（8mg/kg）抑制了亚麻种子中镉的浓度[10]。   

Abedel-Sabout、夏增禄、宋菲等人的研究说明，Zn/Cd比例的变化将显著影响土壤中锌镉的有效性[11]。
作物种类不同，锌镉之间的交互作用也有一定的差异性。例如，在玉米籽实中，锌-镉之间表现为抑制作用，而在大豆籽实中则表现为协同作用[12]。这可能是由于不同植物对两种结构相似，但离子半径不同的Zn2+（0.074nm）、Cd2+（0.097nm）的选择性吸收而造成的。同时，即使是同种作物，当污染重金属的种类增加，锌镉交互作用的结果也可能会发生变化。同样对大豆而言，如在培养液中加入镉、铅、铜、砷的无机盐溶液研究其对大豆细胞的生长影响时，发现高浓度锌抑制了根对镉的吸收并促进所积累的镉储存在根中，不易向地上部分转移[13]。
2.2 锌铜、镉铜交互作用对植物的影响
锌与铜是第四周期，化学性质极相似。锌、铜作为植物生长的必需元素在低剂量时能能促进植物的生长。因此，当铜锌的浓度低于国家标准时，锌铜的交互作用往往不表现为竞争作用。以菜心为对象，研究锌（0-60mg/kg）铜（0-30mg/kg）的交互作用对其的影响发现，随锌浓度的增加铜在植物体内的吸收增加。当铜浓度增加事菜心地上部分的含锌量增加，而地下部分在高锌时含锌量增加；在低锌条件下地下部分锌量却降低。可见，铜锌在未超标时，在菜心可食部分是相互促进吸收的[14]。
由于铜、镉既不是同周期元素，也不是同族元素，因此，仅以铜镉两元素为研究对象的报道不多，一般多出现在多元素复合污染的研究中[15-16]。
2.3 铜、锌、铅、镉、砷交互作用
近来，我国许多专家和学者分别在阜康、栾城、沈阳、鹰潭4个生态站进行了铜、锌、铅、镉、砷复合污染对土壤植物系统的生态效应的研究。研究表明，重金属在复合污染物条件下对植物的毒害及其在土壤中的迁移动态要比单一元素的污染复合严重的多[15-16]。他们以接近国内外土壤环境质量标准为高剂量，以其1/3为作为低剂量，分别对农作物、牧草、林木进行了研究。其中鹰潭红壤对作物产量影响最大，而在阜康、栾城两地对产量影响不大。尤其是对小麦而言，即使是高剂量下第一年仍可使作物分别增产16.11%和10.76%。但由于其中涉及的元素过多，如果要一一研究5种重金属彼此之间的交互作用则实验工作量非常大，从而使实验的进一步开展受到了限制。
3.重金属Cd、Zn、Pb复合污染对土壤微生物和酶活性的影响
    在自然生态系统中，重金属污染主要以复合污染存在，土壤生态系统中复合污染具有多样性、复杂性等特点。自上个世纪60年代以来，复合污染已经引起了全球型广泛关注，土壤的重金属复合污染问题一直是国内外土壤学、环境科学研究的热点。近年来，国内外学者就重金属污染土壤生物、生态效应作了大量的研究工作，并在重金属污染土壤的微生物学评价中取得一定的研究成果。Belen等报道，脲酶、酸性磷酸酶等土壤酶活性随Cu、Zn、Cd有效态含量的增加而降低。刘登义等的研究结果也显示，土壤各种酶活性与重金属复合污染程度呈显著负相关。Wang等研究了铜冶炼厂附近受重金属污染的土壤酶活性和微生物群落结构的变化，结果表明土壤微生物量和酶活性受到严重抑制。由于在自然条件下，土壤微生物及酶活性受植被、季节、灌溉、耕作、重金属种类和含量等因素的影响，研究报道结果差异较大，甚至存在一些相反报道。
4.重金属复合污染的表征方式
   随着对重金属复合污染研究的深入，对其表征方式的探讨也在逐步展开。目前主要锌当量、毒性污染指数、元素比、离子冲量、多元回归分析法以及其他表征方法。夏增禄、罗厚梅、余国营、郑春荣、陈怀满等人在这方面均做了大量工作。研究发现，铜、锌、镉污染的土壤可以用离子冲量来表征土壤中重金属的临界浓度。并且，以有效态表示离子冲量与作物产量的相关性优于全量表示。另一方面，用相对离子强度表示的效果优于全量表示。因为元素的生物有效性莫过于植物体金属离子的含量，故植物体中相对离子强度与生物量的拟合性更好，相关性更显著。
离子冲量I为：I=∑（C11/n）
相对离子强度I=K×∑（C1n1）2

式中：C1为重金属在土壤中的浓度；n为相应元素的氧化数。
近年来，陈怀满等人再一次完善了重金属复合污染的表征方式，提出了污染综合指数的表征方法：
污染综合指数：I=X×（I+RPE）+Y×DDMB/Z×DDSB
相对污染当量：RPE={∑（C1/Csi）1/n}/N
土壤重金属浓度偏离背景值的程度：DDMB={∑（C1/CBi）1/n}/N
土壤重金属浓度标准偏离背景值的程度：DDSB={∑（Cs1/CBi）1/n}/N
式中：C1为重金属土壤中浓度；Cs1为重金属在土壤标准中浓度；CBi为重金属在土壤背景值中浓度；X为超过标准值元素个数；Y为超过背景值元素个数；Z为超过标准值元素个数；N为每种金属离子的氧化数。
当Y=0时，I=0为背景值；当Y>0，X=0，I=0-1为未污染；当X>1，I>1此时为污染，其数值表明相对污染程度的大小。
5. 腐植酸对重金属污染土壤的修复
腐植酸广泛分布于水体、泥炭、褐煤等之中。据资料报道，泥炭和褐煤中的腐植酸含量最高可以达到60%以上[17-18]。腐植酸的比表面积特别大，且结构十分复杂。正是由于它具有了这些天然的特殊性质，使得其应用范围十分广泛，并受到高度重视[19]。近年来，我国在腐植酸应用方面已有不少的研究成果，在土壤环境保护方面的应用尤为广泛。它不仅可以改良土壤环境条件，而且能防止土壤重金属污染。
5.1 腐植酸的性质与结构
（1）腐植酸的性质
腐植物质的整体呈黑色，富里酸颜色较淡，呈黄色至棕红色，而胡敏酸的颜色较深，呈棕黑色至黑色，这是由于富里酸和胡敏酸各自的分子量的大小和发色基团组成及其比例不同所引起的。我国几种主要土壤胡敏酸和富里酸的平均分子量分别在890～2550和675～1450之间，我国主要土壤表土中胡敏酸和富里酸的元素组成(无灰干基)见表1[20]。
表1我国主要土壤表土中腐植物质的元素组成(无灰干基)
腐植物质
胡敏酸HA（%）
富里酸FA（%）
C

43.9-59.6

43.4-52.6

H

3.1-7.0

4.0-5.8

O

31.3-41.8

40.1-49.8

N

2.8-5.9

1.4-4.3

C/H

7.2-19.2

8.0-12.6

土壤中腐植酸的相对密度在1.4-1.6g/cm3之间，土壤腐植酸胶体粒子的直径在1-1000nm范围。当pH＝2.5时，有小球体(直径在1.5-2nm之间)、球聚集体（直径在20-30nm之间）和低收缩、多孔、不规则的球状聚集体，厚度为10-30 nm，结构为上面有许多孔（直径在20-100nm之间）的海绵状结构；当pH≥4.5时，结构为很少收缩、多孔的薄片状结构，直径在20-200nm之间。
腐植酸分子中含有多种功能基。其中主要是含氧的酸性功能基，包括芳香族和脂肪族化合物上的羧基和芳香环上的酚羟基，其中羧基是最重要的功能基。由于腐植酸具有弱酸性，因而对H+浓度有较大的缓冲作用。腐植酸的化学活性还反映在与Al3+、Fe3+、Cu2+等金属离子以及与铁、铝氧化物及其水合氧化物之间的配位作用上。腐植酸上的羧基等重要官能团不是以总游离基团存在，而往往与金属离子配位成复合体。我国主要土壤表土中腐植物质的含氧官能团含量详表2。
表2 我国主要土壤表土中腐植物质的含氧官能团（mg/kg）
含氧功能基
羧基
酚羟基
醇羟基
醌基
酮基
甲氧基
腐植酸
275-481

221-347

224-426

90-181

32-206

32-95

黄腐酸
639-845

143-257

515-581

54-58

143-254
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此外，腐植物质中还存在着一些中性功能基和碱性功能基，中性功能基主要有醇羟基、醚基、酮基、醛基酯；碱性功能基主要有胺基和酰胺基。
正是由于腐植酸中存在着多种功能基，所以腐植酸在土壤中表现出多种活性，如离子交换、对金属离子的络合作用、氧化-还原性以及生理活性等。以单位质量计算，腐植酸因带负电荷而产生的阳离子交换量(CEC)为5-12cmol/kg，以单位体积计算，CEC值为0.4-0.80cmol/L，远超过土壤硅酸盐粘土矿物的CEC含量。
（2）腐植酸的结构
目前所假定的腐植酸分子模型主要有Flaig（1960）的腐植酸模型和Stevenson（1982）的腐植酸模型以及Schnitzer和Khan（1972）的FA模型。其中Stevenson（1982）的腐植酸模型比较典型，其中有自由和结合的酚羟基、醌结构，N和O是桥接单元，羧基连接在芳香环或脂肪结构上[21]。Stevenson的腐植酸模型如图1所示。
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图1  Stevenson的腐植酸模型
不少研究者通过光谱分析、电子显微镜、居里点热解—质谱、软电离—质谱、场致离子化—质谱等技术所得的信息又对腐植酸的结构提出了修正，认为腐殖质是大分子集合物，是由许多相对小的和化学性质不同的有机分子由氢键和疏水作用连接而成的簇[22]。与这个模型相对应的是胶束的概念，即有机分子在水溶液的条件下亲水基团排列在外侧以便防护内部的疏水基团和邻近的水分子接触。有研究表明，腐殖质的微观结构呈现弹性海绵状特征，腐植酸在低pH值(2、3)下呈现类似纤维状形态；随着pH值的增加，腐植酸胶团开始聚集，逐渐由纤维状结构聚集成束状和网状结构[23]。由于腐植酸的大分子结构是由疏水性(脂肪族、芳香族)和亲水性(羧基、酚羟基、蛋白质、多聚糖)基团所组成，弹性海绵状结构使得其在土/液界面上可以暴露出较多的极性基因[24]。
5.2 腐植酸在土壤中与重金属离子作用的机理
由于腐植酸中存在各种官能团，因而表现出多种活性作用，如离子交换、对金属离子的配位作用、氧化－还原性等。而且作为一种大离子的真溶液或带负电荷的亲水胶体，自然也呈现出胶体的特性。腐植酸对土壤中重金属污染的缓冲和净化机制主要有以下几方面：(1)参与土壤中离子的交换反应，把土壤中的重金属离子吸附固定，防止它们进入生物循环[25]；(2)稳定土壤结构，为土壤微生物活动提供基质和能源，从而间接地影响土壤中重金属离子的活动能力[26]；(3)与土壤中的重金属离子络合反应，起到钝化重金属离子，防止重金属离子大量进入植物体系的作用。
5.2.1 腐植酸与重金属的结合机理
在腐植酸中通常存在着许多重要的络合官能团和螯合基团，可与重金属发生配位作用，故影响土壤中重金属的固定和迁移。各种官能团对金属离子的亲合力强弱顺序为：烯醇基(C=C－O H)＞胺基(－N H2)＞偶氮化合物(－N=N－)＞环氮(N)＞羧基(－C O O H)＞醚基(－O－)＞羰基(C=O)

腐植酸与金属离子间键合的总容量大约为200-600 mol/g，其中约有33%是由于阳离子在络合位置上的固定，主要的络合位置是羧基和酚羟基。碱金属离子(Li+、Na+、K+、Rb+、Cs+)、碱土金属离子(Be2+、Mg2+、Ca2+、Sr2+、Ba2+、Ra2+)一般与具有负电荷表面的有机质形成离子键；其他二价或多价金属离子(过渡元素与其他金属元素)与腐植酸之间不易形成离子键，趋向于跟腐植酸中的羧基、酚羟基等形成配位化合物，其作用方式是电子赠体-受体相互作用[27]。金属离子和腐植酸之间的螯合作用表示如下式[28]：
(Si、Al、Fe、Ca)-OH2++MeHA(n-2)→(Si、Al、Fe、Ca)-OH2HA-Me

腐植酸中的不同成分对重金属的作用是不同的，胡敏酸与金属离子的亲和力大于富里酸，这与其化学性质、光密度、分子量、功能团及负电性强度有关。一般认为，同一类型络合剂与金属离子作用，络合剂的负电性越强，与金属离子的亲和力就越大[29]。同一土壤中胡敏酸的负电性较强与金属离子的亲和力强；富里酸负电性弱，则亲和力小，故富里酸可以增加Cd、Zn在土壤剖面中的移动性[30]。白玲玉等研究证明，在土壤中富里酸主要起着传递金属阳离子的作用，土壤中腐殖质富集金属阳离子的主要过程为富里酸从无机矿物释放出金属阳离子，生成水溶性络合物，提高金属的有效性[31]。另有学者研究表明，富里酸的络合容量大，具有丰富的吸持位点，较易使难解吸态的镉向活性高的可溶有机络合态转化。而胡敏酸络合容量低，其有限的活性吸持位点对难解吸态的镉竞争吸持力亦弱，不易使难解吸态的镉向络合态转化，即使形成络合态镉，也通常以不溶性的腐植酸镉络合物或絮凝体形态在土壤表面吸附和沉积[32]。
5.2.2 腐植酸的胶体性质及还原作用
腐植酸作为一种大分子量的带负电荷的胶体，与金属阳离子形成螯合物后显正电性，并与带负电荷的土壤胶体表面产生静电吸附。土壤表面吸附有机酸后，既改变了颗粒的表面特性，又增强了与金属离子的络合作用。腐植酸与金属离子的配位作用对土壤中重金属离子的固定和迁移有极其重要的影响。
金属离子的存在形态也受腐植酸的配位反应和氧化还原作用的影响。腐植酸可作为还原剂将有毒的Cr(Ⅵ)还原为Cr(Ⅲ)。作为Lewis硬酸，Cr(Ⅲ)能与腐植酸上的羧基形成稳定的复合体，从而限制动植物对它的吸收。有学者研究了砂质土壤介质中腐植酸对Cr(Ⅵ)的还原作用及增强土壤表面对其吸附的影响。结果表明：砂质土壤中存在腐植酸时，可使Cr(Ⅵ)还原为毒性较小的Cr(Ⅲ)，明显增强了土壤对可溶态Cr离子的吸附能力，比同等条件下无腐植酸的土壤吸附量增大1倍以上[33]。腐植酸还能将Hg2+还原为Hg0，Fe3+还原为Fe2+，改变它们在土壤中的溶解度。例如，在铁氧化合物的表面可发生如下反应：
Fe(Ⅲ)＋有机配合物→Fe(Ⅱ)＋有机质氧化产物。
5.3 腐植酸对土壤重金属形态的影响
腐植酸降低重金属毒性的机制主要与腐植酸-金属离子的络合稳定性和吸附性能有关。重金属在土壤中按可溶态、可交换态、碳酸盐结合态、锰(铁)氧化物结合态、有机结合态、残渣态的次序逐渐固定化，而生物可利用性依次降低。这是人们所期望的。
陈宏等认为适用剂量的腐殖酸能显著抑制莴笋对Hg的吸收， 增加土壤中Hg的含量;章明奎等[34]认为，土壤有机质中重金属富集程度与土壤重金属积累量呈正相关，表土层中约有40%以上的重金属是以有机结合态存在的，特别是颗粒状有机质结合的重金属量更高。Udom[48]对尼日利亚东南部污水处理区土壤重金属分布进行了考察，发现土壤有机质含量与Zn、Cu、Pb含量和络合形态有明显相关性，证明腐植物质-金属络合作用显著降低了重金属的流动性和植物毒性。李静等[35]研究了腐植酸对污染土壤中Hg、Cd、Pb活性的影响及其在植物体内的积累效应。分析表明：腐植酸能增加土壤Hg、Pb的残留量，减少Hg、Pb的植物可利用性。腐植酸能有效地抑制Hg在植物叶中的富集，在施用量为6.0吨/公顷时，植物体Hg含量下降了67.0%；施用量为3.0吨/公顷时，植物体Pb含量下降了23.0%。王意琨[36]研究了在不同生长时期凹凸棒土、硅藻土、泥炭、腐植酸对土壤重金属的钝化及豇豆生理特性的影响，结果表明：泥炭、腐植酸对Zn、Cu 的钝化效果比凹凸棒土、硅藻土好，但 4 种改良剂对土壤溶液 Pb 和 Cd 浓度影响不明显；腐植酸、凹凸棒土均在不同程度上提高了豇豆叶片超氧化物歧化酶、过氧化物酶的活性，其中腐植酸的作用最为明显。冗余分析表明：4种改良剂对重金属的钝化效果依次为腐植酸、泥炭、凹凸棒土、硅藻土。Shuman[37]施用堆肥的试验同样发现土壤中Zn从可溶型向锰(铁)氧化物结合型转化的规律。另外，腐植酸也可促进挥发性Hg在土壤中固定、抑制植物对Hg的吸收[38]。闫双堆等[39]研究显示风化煤腐殖酸可以提高土壤中有机结合态汞的含量，从而有效降低土壤中汞的挥发量，且其效果要优于泥炭和褐煤。
5.4 腐植酸与土壤重金属相互作用的影响因素
影响腐植酸与重金属作用的因素主要有5个。
5.4.1 pH值的影响
一般情况下，高pH的土壤有利于重金属离子的吸附和固定。而纯腐植酸是弱酸性的，单纯在土壤中施用游离腐植酸，反使土壤pH更低，不利于重金属固定。因此，施用腐植酸氨、腐植酸钠 、腐植酸钾，或者将腐殖质与钙镁磷肥混施，适当提高土壤pH，有可能促进重金属的固定，降低其生物有效性。国外学者研究表明，pH值对重金属在腐植酸表面的吸附作用影响很大，当pH值为4.1-5.0时，腐植酸对Cu2+、Pb2+的吸附量达到最大[40]；当pH为7时，腐植酸对砷吸附效果最好。
5.4.2 氧化还原电位的影响
土壤的氧化还原状况控制着元素的存在形态和转化性能。比如，As在氧化环境下为五价的，还原环境下为三价的，后者毒性比前者大，当然选择氧化环境较好；但重金属一般在还原条件下易与硫酸盐形成难溶的金属硫化物而被土壤固定；还原性环境与光诱导同样也有利于诱发自由基，促进农药等有机污染物的分解与解毒[41]。在此情况下，选择还原环境更有利。因此，在腐植酸用于治理土壤污染时，不仅要按实际需要调节土壤环境的氧化还原电位，也要考虑腐植酸本身的氧化还原点位高低，选择适当的腐植酸来源。比如，泥炭腐植酸和褐煤腐植酸的还原性就比风化煤腐植酸的高。
5.4.3 土壤微生物和酶活性的影响
土壤中微生物(包括细菌、放线菌、真菌等)总量[42]一般在100-660万个/克土，而土壤腐殖质中则达到3200万-3.7亿个/克腐殖质，都会与各种污染物质发生复杂的作用，而且不同的微生物对土壤矿物和腐殖质的分解、合成、迁移都有重大影响。因此，在施用腐殖质时不仅要考虑腐殖质与污染物的作用，还要顾及腐殖质对微生物活性的影响。重金属对土壤酶活性也有影响，如对过氧化氢酶、转化酶、脲酶、磷酸酶活性的抑制作用次序为Hg>Cd>Pb，且与金属浓度呈正相关[43]。某些土壤酶(如脱氢酶)是土壤微生物活性的标志，也与土壤重金属污染程度有关[44]。施用有机肥料或腐殖质，可不同程度地增强各种土壤酶的活性[45]，进而也影响重金属的迁移、转化和生物有效性，但不同研究者的实验结果差异较大，一般倾向于腐殖质量—土壤酶活性—抑制重金属活性为正相关[46]， 有关作用机理尚待研究。
5.4.4 腐植酸含量对重金属吸附的影响
腐植酸对重金属离子的固定作用取决于外源腐植酸的投加量[47]。有研究表明[48]，随着腐植酸投入比的加大，可溶态Cd含量明显下降。另有报道指出[49]，当土壤投入腐植酸后，随着腐植酸浓度的增大，锰（铁）氧化物结合重金属的能力增强；当腐植酸浓度增大到一定程度后，由于腐植酸本身的强配合作用和强吸附能力，又夺回氧化态结合物的重金属，使重金属碳酸盐结合态和锰（铁）氧化物结合态的浓度降低。
5.4.5 作用时间对重金属吸附的影响
腐植酸对重金属的吸附效果还与作用时间有关。腐植酸对Cr(Ⅵ)的吸附研究表明，反应前2h内Cr(Ⅵ)吸附很快；随时间推移，去除反应速率逐渐变缓，8h后去除率达到稳定[50]。余贵芬[51]的实验表明，对植物最有效的可给态Cd和Pb的剧烈变化发生在加入腐植酸1h之内，随着时间推移趋于稳定。
5.4.6 腐植酸组分对重金属吸附的影响
腐植酸和黄腐酸因本身性质的差异，对某些重金属的吸附/解吸及迁移、富集的影响是不同的。一般来说，黄腐酸移动性强、酸度高，在吸附重金属离子后一般呈溶解态，易于在土壤中随土壤溶液移动，既易被植物吸收，也易流出土壤进入到其他环境中。腐植酸则不同，它与重金属离子结合后形成稳定、难溶、絮凝态、不易被植物吸收的络合产物，使土壤不仅保持了有机酸和养分，又吸持了有毒的重金属离子。
何雨帆等[52]研究表明，黄腐酸显著促进污染土壤中Cd的解吸，提高土壤Cd的有效性；腐植酸则显著降低污染土壤中Cd的溶出。腐植酸、黄腐酸与土壤Cd的提取率之间存在良好的相关性。李波等[53]实验证明，黄腐酸在提高土壤吸持Hg方面作用短暂且稳定，腐植酸在增强土壤吸持固定Hg的数量和速率上较好。
5.4.7 重金属离子的特性及浓度对其吸附的影响
重金属离子多种多样，结构各异，特性不同。土壤中Zn和Cd主要为有机结合态、水溶态和可交换态，Cu主要为有机结合态和可交换态，而Pb的移动性很差。因此，在用腐植酸对其络合、吸附时，有些金属要先进行预处理以增强作用效果。Hummel等[54]认为，腐殖质是各种分子的混合体，其中有些键合位点与金属的亲合能力较强。当金属离子浓度很低时，这些强键合点位优先吸附金属离子；随着金属离子浓度增加，强键合点位趋于饱和，弱键合点位开始与金属离子配位，导致金属离子－腐殖质相互作用相对减弱。
5.5 腐植酸去除土壤重金属的应用
国内外不少学者就腐植酸修复重金属污染土壤进行了研究，以下介绍部分腐植酸去除土壤重金属的应用。
5.5.1 有机改良剂技术
有机改良剂技术是向污染土壤中添加不同的改良剂，通过增加土壤有机质使土壤中的重金属发生吸附作用，降低重金属的生物有效性。施用腐植酸类肥料，可以增加土壤中腐殖质含量，使土壤对重金属的吸附能力增加，从而减少植物的吸收。同时，腐植酸作为重金属螯合剂，在一定条件下能与重金属络合，降低土壤中重金属元素的毒性。蒋煜峰[49]实验表明，在污灌土壤中添加腐植酸可以改变土壤对重金属不同形态的吸持能力，使具有直接生物毒性的重金属可溶态急剧减少60%-80%，重金属氧化物结合态、碳酸盐结合态及有机结合态也随之增加，可明显降低重金属在土壤中的流动性、活性和生物可利用性。另有研究表明，随着土壤施用有机肥的增加，其水溶性有机物(DOM)含量增加，水溶性有机碳(DOC)与土壤中可溶态Cu、Cr存在正相关[55-56]。用腐植酸治理重金属污染土壤，治理效果和费用较适中，对污染不太严重的土壤特别适用，但需加强管理，以防止重金属再度活化。
5.5.2 腐植酸与淋洗技术结合
淋洗技术是用淋洗液来淋洗污染土壤，使吸附固定在土壤颗粒上的重金属形成溶解性的离子或金属－试剂络合物，然后收集淋洗液回收重金属并循环利用淋洗液。淋洗剂分为无机冲洗剂、人工螯合剂、表面活性剂、天然有机酸等。无机冲洗剂一般为碱类和酸类物质，会破坏土壤的物化性质，以及土壤微团聚体结构；人工螯合剂不但价格昂贵，生物降解性也较差，易造成土壤的二次污染，不宜使用；因此，最好选择天然有机酸冲洗剂。在一定条件下，腐植酸作为来源广的天然有机酸是比较好的天然淋洗剂。
刘峙嵘等[57]对腐植酸修复Ni污染土壤的实验表明，腐植酸对Ni2+洗脱率较大，洗脱速率较快，洗脱速率常数为27.5×10-3min-1，与动力学一级方程相拟合。
5.5.3腐植酸与萃取技术结合
用合适的萃取剂来萃取去除土壤中的重金属是广泛用于重金属污染土壤的修复方法。将腐植酸和萃取技术相结合，其作用机理是腐植酸与土壤中的重金属反应生成稳定的络合物，改变重金属在土壤中的存在形态和可移动性，从而影响它们的可萃出性[58]。
刘云国等[59]研究发现，腐植酸对Cu、Zn在萃取剂中的溶解有促进作用。土壤中腐植酸对重金属可萃出性的影响随重金属种类和土壤本身性质的不同而不同。这种不同主要取决于土壤中重金属活性成分含量的变化，活性成分的增加有利于重金属的萃出。
5.5.4 活性炭处理的腐植酸吸附技术
先用吸附性较强的活性炭处理腐植酸，再对重金属进行吸附，可以显著增加吸附容量。可能是由于吸附性较强的粒状活性炭的使用，一方面除去了腐植酸溶液中存在的无机和有机杂质，排除了干扰离子，使重金属易于被腐植酸吸附；另一方面，活性炭吸附了大量无机离子后，破坏了腐植酸的络合平衡，使腐植酸配位中的羧基、醇羟基和酚羟基裸露，从而增加了腐植酸对重金属离子的吸附。这一推测还需通过进一步实验来证实。李莉[60]通过正交实验表明，在最佳条件下，用活性炭处理的腐植酸对Zn2+的吸附率可达到99.65%。
6. 腐植酸治理污染土壤存在的问题和研究方向
6.1存在的问题及建议
以上研究资料仅仅是国内外研究的部分结论，并不能完全代表腐殖质与重金属相互作用的普遍规律。由于各研究者所选用的腐植酸原料及其预处理方法、实验条件和环境不同，所得的结论可能大相径庭，但仍然能够给我们诸多有益的启示。
腐植酸虽然广泛存在于水体及土壤中，对重金属有一定的活化或钝化作用，但对某些特定金属的作用机理还不是很清楚，因为不同金属与腐植酸的作用机制是不同的。如有人认为，Mn2+与腐植酸以离子交换吸附为主，腐植酸对Cu2+、Ni2+以螯合作用为主，与Zn2+或Co2+可以同时发生离子交换和螯合作用。这些结论也有待于进一步证实。
另外，过量的腐植酸加入土壤可能造成以下问题：
(1) 腐植酸过量可能会引起环境的富营养化，特别是对地表水的影响较大；
(2) 腐植酸可与金属离子发生络合反应并对其进行吸附，但在一定条件下金属离子可能再度活化，造成二次污染；
(3) 腐植酸吸附有害重金属的同时也吸附了对植物有益的微量元素，如Ca、Mg、Mn，可能导致植物营养缺乏。
因此，在利用腐植酸修复污染土壤前，必须进行环境影响评价，从微观角度深入研究腐植酸的结构及其与重金属的作用机理，最大程度地减少对植物有益的微量元素的钝化几率，防止重金属离子再度活化，才能使该技术广泛运用于实践。
6.2 研究与应用方向
土壤修复机理大致分为3类[61]：(1) 扩散或老化效应；(2) 固定或活化效应；(3) 生物或微生物效应。无论哪种机理，目标只有两个，一是设法将污染物“钉死”在土壤微孔中或固体颗粒上，使其“失活”，降低污染物的生物可利用性；二是将污染物活化或分解，提高其溶解性、移动性或挥发性，通过水冲洗、大气蒸发消除污染物，最好是通过种植“超累积生物”的办法，回收上述被活化的污染物。但是，无论哪种处理方法，都不能彻底清除污染物。从前面的分析可以肯定，无论是哪种处理目标，腐殖物质都有用武之地。但是，如前所述，当前制约腐植酸用于修复土壤的主要障碍是基础研究滞后，一系列的理论和实际问题成为规模化应用的绊脚石。因此，近期至少在以下几个方面开展研究：
(1) 不同来源及不同分离级的腐植酸对土壤中各种重金属、有机污染物的吸附—解吸、固定—活化、增效(提高生物可利用性)—减效(降低毒性)的规律，基本搞清腐植酸的组成结构与各种作用行为的依存关系。
(2) 针对污染处理对象，对腐植酸进行专门的化学改性，或与其他物质复合，考察提高修复效果的可能性。
(3) 土壤环境条件(如土壤类型、pH值、有机质含量、交换容量、氧化还原电位、微生物赋存等)对腐植酸与土壤污染物作用性能的影响。
(4) 深入研究土壤环境中腐植酸-化肥、腐植酸-金属、腐植酸-农药、腐植酸-芳烃以及腐植酸-微生物等的相互作用机理，阐明它们与土壤粘土矿物的结合特征。
(5) 在腐植酸存在下，研究土壤与各种污染物吸附热力学、动力学，基本搞清污染物稳定性、扩散、解吸、固定、迁移和转化的规律，特别是搞清污染物的保留时间或半衰期，二次污染的可能及预防措施，以解后顾之忧。
(6) 腐植酸配合植物修复技术的专项研究，提供有关腐植酸的种类、加工方法、施用技术、植物吸收利用效果等数据。这项研究可能成为研究的热点。
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	一、研究内容
风化煤对Cd、Cu、Zn、Pb复合污染的土壤中重金属形态和小白菜中重金属含量的影响。
二、研究方法
实验方法：棕壤、土培小白菜
供试试剂：C4H6CuO4·H2O、3CdSO4·8H2O、Zn(CH3COO)2、（CH3COO）2Pb·3H2O、风化煤
1、实验设计
（1）土壤风干过筛，装盆，2kg/盆
（2）添加重金属，平衡一个月，保持田间持水量。土壤中各重金属的添加浓度如表2、表3。
表3 土壤中重金属浓度（mg· kg-1）（1）
重金属
Cu

Zn

Pb

Cd

浓度
100

250

300

0.3

（注：各种金属添加浓度达到《土壤环境质量标准》(GB15618-1995)中二级标准限值）
表4 土壤中重金属浓度（mg· kg-1）（2）
重金属
Cu

Zn

Pb

Cd

浓度
400

500

500

1.0

（注：各种金属添加浓度达到《土壤环境质量标准》(GB15618-1995)中三级标准限值）
（3）添加风化煤，平衡一周。风化煤添加量见下表3。
表5土壤中风化煤添加量(g/kg)

处理风化煤
0

40

60

80

未处理风化煤
0

40

60

80

（4）播种，每盆20粒。自然光照下生长，保持田间持水量。
（5）40d后收获，测定各指标。
2、测定指标
（1）土壤基本理化性质  表6 土壤基本理化性质指标
指标
测定方法
含水量
差减法(农化分析)
pH值
2.5：1水土比，酸度计测定(农化分析)
有机质
重铬酸钾容量法（农化分析）
全氮
半微量开氏法(农化分析)

全磷
HClO4-H2SO4法(农化分析)

速效钾
NH4OAc浸提火焰光度法测土壤速效钾(农化分析)

（2）土壤中Pb、Cd、Cu、Zn全量测定
表7 重金属总量测定指标测定方法
重金属
方     法
Pb 、Cd
硝酸-氢氟酸-高氯酸消化,火焰原子吸收分光光度法测定 ( GB/T17141-1997)
Zn、Cu
硝酸-高氯酸-氢氟酸消化,火焰原子吸收分光光度法测定( GB/T17138-1997)
（3）土壤中Pb、Zn、Cd、Cu形态的测定
土壤样品中重金属Pb、Zn、Cd、Cu的形态采用BCR法分级提取，BCR法将重金属形态分为弱酸提取态、可还原态、可氧化态和残渣态，然后用原子吸收分光光度法测定。BCR连续萃取具体步骤如下：
弱酸提取态：准确称取0.5 g土样，加入20 mL的0.11 mol/L的醋酸溶液，在室温下（22 ± 0.5℃）振荡16 h；然后在3000 rpm的离心力下，离心分离20 min，取出后过滤，取上清液，用于测定土壤中重金属铜、锌、铅、镉弱酸提取态的浓度。
可还原态：向上一级（弱酸提取态）提取后的剩余物中加入20 mL 0.5 mol/L的盐酸羟胺，用硝酸将pH值调至1.5，在室温下（22 ± 0.5℃）振荡16 h；然后在3000 rpm的离心力下，离心分离20 min，取出后过滤，取上清液，用于测定土壤中重金属铜、锌、铅、镉可还原态的浓度。
可氧化态：向上一级（可还原态）提取后的剩余物中加入5 mL双氧水（pH值为2~3），于室温条件下静置1 h，然后再加热到85 ± 2℃，静置1 h，然后再加入5 mL双氧水，温度继续维持在85 ± 2℃再静置1 h，最后加入1 mol/L的乙酸铵（pH值为2）溶液25 mL，置于振荡器上振荡16 h；然后在3000 rpm的离心力条件下，进行20 min的离心分离，取出后过滤，取上清液，用于测定土壤中重金属铜、锌、铅、镉可氧化态的浓度。
残渣态：重金属残渣态的含量由测得的土壤中重金属的全量减去以上三种形态（弱酸提取态态+可还原态+可氧化态）的重金属含量计算得出。
3、结果分析
风化煤对Cd、Cu、Pb、Zn复合污染的土壤中重金属形态和含量的影响。
4、数据处理方法
采用Microsoft Excel2003和SPSS统计软件进行数据分析及差异显著性检验。

	三、技术路线
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四、可行性分析
1、有利条件
（1） 所需试剂和仪器基本可以满足实验要求，个别仪器可从其他院租借。
（2）本人查阅了大量文献，指导老师徐玉新副教授具有多年教学及实践经验，能给予及时、正确的指导。
（3）数据经Excel软件整理、作图，用SPSS软件统计分析，所作分析可信度高。
2、不利条件
（1）相关经验不足。需进一步查阅文献加强学习。
（2）理论基础还不够充实，需要进一步加强学习。
五、研究经费
本课题的研究经费总共约1.5万元，主要应用于采样花费，实验药品的购买、仪器的使用、论文发表的出版费等。
研究进度安排：（包括论文撰写）
※ 2014年1月--2013年4月  设计具体实验方案，准备实验；
※ 2014年5月--2013年12月 进行采样和试验；
※ 2015年1月—2014年2月  数据处理分析；
※ 2015年3月—2014年5月  撰写毕业论文，准备答辩。
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	1、 选题目的、意义
抗生素（Antibiotics）一般是指由细菌、霉菌或其他微生物产生的，能够杀灭或抑制其他微生物的一类物质及其衍生物，用于治疗敏感微生物（常为细菌或真菌）所致的感染[1]。目前被广泛使用的抗生素主要包括四环素类、喹诺酮类、磺胺类、青霉素类、大环内酯类、糖肽类、硝咪唑类、氨基葡糖苷类等。随着第一种抗生素青霉素的发现和应用，抗生素被广泛应用于食品加工、医疗卫生、水产养殖、畜禽养殖等。目前，全世界每年抗生素的用量在1×105～2×105 t，且全球50%以上的抗生素用于畜牧业和水产养殖业。特别是将亚治疗剂量的抗生素添加到饲料中来预防动物疾病，并促进其生长[2]，或在水产业中用于控制细菌[3]。欧共体每年养殖业抗生素使用量约在5×103 t以上，美国用于动物生产的抗生素达1.12×104 t，占抗生素总量的70%，澳大利亚每年8%的抗生素用于兽药，56%混入饲料中。近年来，随着集约化畜牧业以及配合饲料工业的发展，用于动物生产中畜禽饲料添加剂的抗生素年平均消费量已达6000 t，占全球抗生素饲料添加剂使用量的50%[4]。四环素类、氟喹诺酮类和磺胺类抗生素因为广谱高效而被广泛应用到畜禽饲养中[5]。其中，OTC等四环素类抗生素是我国使用最多的药物添加剂[6]；ENR等第三代氟喹诺酮类抗生素被广泛应用于临床，使用量增长最快[7]；SM2等磺胺类药物是我国生产量和使用量最大的兽药之一[8]。
土壤中抗生素残留主要来源于医用抗生素和农用抗生素。医用抗生素主要包括： ①医院丢弃的过期抗生素；②药瓶和器械上残留的抗生素；③经病人粪便和尿液排出的处方抗生素；④医药企业生产过程中流失的抗生素等。通过下水道或废水处理植物或污水灌溉农田等途径进入地下水或地表水或直接进入土壤土壤。农用抗生素主要包括：①兽药生产过程中损失和废弃；②水产养殖中直接施用兽药的残余；③动物养殖中兽药长期亚治疗剂量使用后，经用药动物粪、尿等排出的兽药残余物等。他们随渔塘污泥用做土壤调节剂、动物粪、尿作为肥料施入农田进入土壤，经雨水淋洗入河流或湖泊等污染水体[9]。其中，用于畜禽养殖的抗生素并不能被动物完全吸收，有25%～75%以母体药物的形式排出体外[10]。
抗生素在土壤环境中浓度并不很高，但是在长期低水平暴露的情况下，抗生素会对土壤微生物群落产生一定的影响。抗生素多为抗微生物药物，能直接杀死环境（土壤和水体等）中某些微生物或抑制其生长，影响环境中微生物的种类、数量和群落的组成，同时降低土壤微生物对其他污染物如农药、重金属等的降解能力。Hammesfahr等[11]研究发现在土壤中加入磺胺嘧啶4 d后，细菌与真菌的比值从70%减少到57%，并且结果证明单独加入磺胺嘧啶将长期影响土壤微生物的群落结构。Yang等[12]研究表明不同浓度的OTC会对微生物群体结构有很大影响，如OTC在10 mg/L浓度时，细菌数量减少了22.2%，放线菌数量减少了31.7%，并且这种抑制作用随着OTC处理剂量的增加而明显增强，在30 d的培养期内不会消失。
与此同时，随着生活垃圾及工农业废物的排放，重金属在土壤环境中逐渐积累，而且积累的速度呈明显增加的趋势，重金属主要分布于土壤细颗粒中，在土壤中不能被微生物降解[13]；且土壤中重金属的毒性与其在土壤中的含量有直接关系，当其在土壤中积累到一定程度时，就会破坏土壤生态环境质量，对土壤产生毒害和破坏。
畜禽粪便中含有丰富的有机质及作物生长所必需的营养元素，据2010年《第一次全国污染源普查公报》显示，2007年我国畜禽养殖业粪便产生量中含有总氮102.48 万t，总磷16.04 万t，铜2397.23万t，锌4756.94万t[14]。因此将畜禽粪便作为有机肥料施用农田既可以大量处置畜禽粪便，解决环境污染问题，又能够利用其中的养分资源提高作物产量，培肥土壤，提高耕地地力[15-18]。然而，畜禽粪便中常因饲料添加剂等途径含有Zn、Cu、Cd、Cr、As等重金属元素[19]，由于重金属的添加量普遍高于畜禽生长的实际需求量，加之畜禽对微量重金属元素吸收利用率低，导致大量重金属随粪便排出体外进入环境[20-22]。因此，含有大量重金属和抗生素残留的畜禽粪便作为有机肥，长期大量施用可导致土壤重金属[23]、抗生素及其代谢活性产物含量的逐渐升高[24,25]，引起土壤环境中重金属和抗生素的复合污染[26]。
目前，国内外研究者针对抗生素的环境行为、生态毒性效应以及其与重金属污染的交互抗性问题进行大量的研究[27]，而对于抗生素—重金属复合污染的生态毒性效应问题鲜有报道。
本课题以土霉素（oxytetracycline，OTC）、恩诺沙星（enrofloxacin，ENR）、磺胺二甲嘧啶（sulfadimidine，SM2）和Cu为典型的抗生素和重金属污染物，以土壤微生物为研究对象，开展了三种抗生素和Cu单一及复合污染对土壤中微生物生态毒性效应的研究。在室内模拟条件下，采用传统研究方法与现代分子生物学手段相结合的方法，对抗生素—重金属复合污染对土壤微生物生态影响进行研究，为今后土壤重金属-抗生素协同污染的评估提供依据，对维持土壤生态系统的健康持续发展具有重要的意义。
二、国内外研究现状
抗生素和重金属的毒性研究现状
从已有的研究报道看，目前对抗生素和重金属在土壤中的生态毒性的研究工作主要集中在对生态系统中动物、植物、微生物的毒性作用情况。
1、 对土壤植物的影响
将含有抗生素药物的动物排泄物作为肥料施人土壤后,将会影响到植物的生长发育。与大多数已研究较清楚的污染物相似,低浓度抗生素可促进植物生长,高浓度则抑制植物生长,但在不同土壤或生长基质上,抗生素对不同植物的影响差异非常大。Kong 等[28]通过一系列溶液培养实验对于紫花苜蓿对土霉素的摄取情况及土霉素对紫花苜蓿发芽及根的生长的影响进行了研究。研究表明, 当浓度高于 0.02mmol·L-1时, 土霉素对紫花苜蓿的生长有显著的抑制作用。根的生长较发芽对土霉素更为敏感, 土霉素对紫花苜蓿发芽及根生长的抑制率分别达 61%和 85%。王鹏等[29]研究结果显示诺氟沙星暴露明显抑制玉米根和芽的生长。
抗生素对植物生长发育的影响取决于抗生素的类型、植物种类和土壤性质等因素。Boxall等[30]研究发现,土培条件下1mg/kg浓度土霉素、保泰松和恩诺沙星显著抑制胡萝卜和莴苣生长,而相同浓度的阿莫西林、磺胺嘧啶、泰乐素、甲氧苄啶和氟苯尼考等对这两种蔬菜生长没有影响。鲍艳宇等[31]报道四环素、土霉素在土壤中对小麦根伸长的IC50值分别为12709和148181mg/kg。刘吉强等[32]研究了油菜种植条件下不同浓度的外源青霉素对油菜品质的影响。收获期时,油菜叶片中可溶性糖与蛋白质含量分别下降78%～86.2%和5.2%～34.2%,且可溶性糖与蛋白质含量的降低程度与处理浓度成负相关。金彩霞等[33]研究了2种常用兽药磺胺嘧啶钠、环丙沙星对小麦、白菜和番茄种子发芽、根伸长、芽伸长的影响,比较分析了小麦、白菜和番茄对2种兽药胁迫的敏感性。结果表明,根长抑制率和芽长抑制率与兽药浓度显著相关,种子发芽抑制率与2种兽药浓度不相关;2种兽药对根伸长和芽伸长的抑制明显强于对种子发芽的抑制;3种作物对磺胺嘧啶钠胁迫的敏感性依次为小麦>白菜>番茄,对环丙沙星胁迫的敏感性依次为白菜>番茄>小麦;磺胺嘧啶钠对3种作物的毒性效应明显高于环丙沙星。Boonsaner等[34]研究表明，盐渍土中四环素和诺氟沙星会抑制大豆的生长，受其污染的大豆生长速度比未受其污染的大豆生长速度慢。
宋玉芳等[35]发现铜、锌、铅、镉复合污染会产生明显的协同作用。
2、对土壤动物毒性研究现状
关于土壤动物对抗生素的效应研究较少,目前有研究表明土霉素对土壤动物的毒性较低。Baguer AJ 等[36]测试了土霉素对土壤动物蚯蚓、跳虫和线蚓的效应发现,土霉素在环境相应浓度下对蚯蚓等没有显著效应,最低观察效应浓度是3000mg/kg,大多数情况下即使在最高测试浓度5000mg/kg时也未观察到效应。高玉红等[37]检测了不同剂量的兽药阿苯哒唑对蚯皮肤和肠道超显微结构的影响。结果表明,蚯蚓暴露于不同剂量的阿苯哒唑时,皮肤角质层和表皮细胞的超微结构发生了明显变化,600mg/kg时角质层变薄、表皮细胞分泌物减少;暴露于生长不受影响的100mg/kg时皮肤超微结构发生了代偿性变化,角质层增厚以及网状粘液细胞分泌功能增加。蚯蚓暴露于阿苯哒唑时,肠粘膜上皮细胞的超微结构受到损伤,且随着暴露剂量的增加损伤加剧。
很多研究发现随着重金属污染的加重，土壤动物的数量特别是优势类群的数量呈明显减少趋势。张永志等[38]室内实验研究发现随着Cu污染程度的增加，土壤动物的种类数和个体密度急剧减少。有关铜对蚯蚓生长率的影响的研究表明[39]，在整个培养过程中，蚯蚓的活性受到Cu污染的影响较大。经过Cu诱导后，蚯蚓的生长率随着浓度的增加而不断下降。
3、对土壤微生物毒性研究现状
抗生素多为抗微生物药物,能直接杀死土壤环境中某些微生物或抑制其生长,影响环境中微生物群落的组成,进而降低了土壤微生物对其他污染物的固定或降解能力。抗生素对微生物产生各种毒性效应,影响微生物活性。杨基峰等[40]研究表明：在呼吸实验中，磺胺嘧啶和氧四环素在初始阶段对土壤呼吸具有一定的抑制作用，并且氧四环素的抑制强度低于磺胺嘧啶。Kong等[41]将从土壤中提取的微生物群落暴露于含有土霉素的生理盐水溶液后,土壤微生物群落功能多样性随土霉素浓度升高显著降低,且土霉素与铜复合污染对土壤微生物群落功能的影响显著大于单一污染物。恩诺沙星残留对土壤三大类微生物影响强弱顺序为细菌>放线菌>真菌,其影响作用随浓度的增加而加大,但对真菌作用不明显。相对较低浓度的恩诺沙星残留不影响土壤微生物群落功能多样性,而相对较高浓度的恩诺沙星残留则降低了其微生物群落功能多样性[42]。抗生素影响土壤微生物的呼吸等活动。马驿等[43]借助Biolog检测法比较了不同浓度恩诺沙星影响下的土壤微生物的群落特征.结果表明，加药组土壤微生物的丰富度指数和多样性指数显著低于空白对照组，且药物浓度越高丰富度和多样性越小。Gao等人[44]的研究表明,较高浓度处理OTC对碱性磷酸酶的活性具有激活作用；铅和OTC复合污染对酶活性的影响表现为协同抑制。刘爱菊等[45]研究了Cu、磺胺甲基嘧啶为添加毒物，研究分析了 Cu、磺胺甲基嘧啶协同污染对土壤微生物微生物基础呼吸、微生物量碳、微生物量氮、硝化势、尿酶以及脱氢酶等土壤微生物指标的影响。结果表明低剂量的 Cu-磺胺甲基嘧啶协同污染可能会诱导土壤微生物对二者产生交互抗性；而高剂量协同污染则对土壤微生物生态功能产生较为严重的协同抑制作用。
Hinojosa等[46]指出土壤酶活性、土壤呼吸强度和氮的矿化和硝化作用是重金属（Cu、Zn和Cd）污染土壤质量评价的潜在指标。Kong等[41]研究了土霉素与Cu复合污染对土壤微生物群落功能的影响，结果表明土霉素和Cu对土壤微生物群落功能多样性的负面影响有明显的加和作用。另有研究[47]表明:土霉素与镉复合污染对土壤微生物呼吸和土壤酶活性的交互作用的影响较为复杂，交互作用类型与土霉素浓度有一定的关联性。
土壤生态毒性研究方法现状
土壤中的微生物与动物、植物相比对重金属和有机污染更具敏感性，微生物活性和群落结构的变化能敏感地反映出土壤质量和健康状况，是土壤环境质量评价不可缺少的重要生物学指标[48,49]。
目前对于土壤微生物群落结构和功能的研究，最有效的方法是传统研究方法与现代分子生物学手段相结合。
（1）土壤酶实验
土壤酶是土壤肥力的重要指标，也是土壤代谢的动力，主要来自微生物、植物和动物的活体或残体，对推动生态系统中能量流动和物质循环产生重要作用。土壤酶催化有机物的矿化、所有的生物化学反应，同时也是土壤中养分循环的必需组分[50,51]。施肥和施用农药是保证粮食产量的关键措施之一，完善的耕作体系能够提高土壤中的有机及的含量, 而且能够影响土壤中多种酶的活性。这也是研究土壤生态方面常用的方法，国内外不少学者报道了农药或不同肥力条件对土壤酶活力的影响[52]。
土壤酶活性变化直接反应了土壤肥力等一系列指标的变化情况，因此研究典型抗生素和重金属对土壤酶活性的影响具有重要的意义。Khan等[53,54]研究发现Cd对土壤中脲酶和酸性磷酸酶的活性具有显著地抑制作用。
（2）T-RFLP
末端限制性片段长度多态性（terminal restriction fragment length polymorphism，T-RFLP），又可以称为16sRNA基因的末端限制性片段分析技术，在1999年被认为是研究微生物群落比较有效的一种分子生物学方法[55]，日益受到研究人员的重视。该技术已经成功应用于各种微生物群落的分析比较、研究微生物群落多样性及结构特征等多方面。
T-RFLP的技术原理是根据保守区设计通用引物，其中一个引物的5’末端用荧光物质标记，常用荧光物质有HEX，TET，6-FAM 等。提取待分析样品中的 DNA，以它为模板进行 PCR 扩增，所得到的PCR 产物的一端就带有这种荧光标记，然后 PCR 产物用合适的限制性内切酶进行消化，一般选用酶切位点为4bp的限制性内切酶。由于在不同细菌的扩增片段内存在核苷酸序列的差异，酶切位点就会存在差异，酶切后就会产生很多不同长度的限制性片段。消化产物用自动测序仪进行测定，只有末端带有荧光性标记的片段能被检测到。因为不同长度的末端限制性片段必然代表不同的细菌，通过检测这些末端标记的片段就可以反应微生物群落组成情况。这种方法还可以进行定量分析，在基因扫描图谱上，每个峰面积占总峰面积的百分数代表这个末端限制性片段的相对数量，即末端限制性片段的数量越大其所对应的面积越大。
对于农田土壤微生物的研究，传统上是采用分离培养的方法，然而已往的研究表明， 土壤中只有大约0.1%～1%的微生物是可培养的[56-58]。因此利用比较有效，能够半定量的 T-RFLP 更加能分析土壤微生物的群落结构状况。Frederike[59]等通过T-RFLP 技术对荷兰森林地区的土壤微生物的状况进行了测试，确定了一个模型，并通过实验验证了这个方法，使之成为一个检查土壤环境的有效手段。Dunbar[60]等同时利用分离培养物和直接从土壤中提取的16S rDNA 基因的 RFLP 图谱分析了松树根圈土壤（pinyon rhizosphere soil）和树间的土壤（between-tree soil）微生物的群落结构，他们通过 RsaⅠ和 BstUⅠ两种限制性内切酶分别分析了179种分离培养物和801种直接从土壤中提取的16SrDNA 基因的 RFLP 图谱，发现从土壤中直接提取的有498种系统型（Phylotype）而在分离培养物中却只有 34 种，并且还发现松树根圈土壤中的微生物丰富度大于树间的土壤。
（3）Biolog微孔板法
Biolog微孔板法是根据微生物对不同碳源利用的方式来反映微生物的代谢多样性。常用的Biolog微孔板是一种多底物的96孔ELISA反应平板。除对照孔只装有四氮叠茂，其余95孔作为反应孔还装有不同的单一碳底物。在进行ELISA反应时，各孔中的微生物利用碳底物，呼吸作用产生电子传递，引起四氮叠茂发生还原反应变为紫色。微生物对不同碳底物的利用情况可用发生反应的孔的分布及反应孔的颜色变化――时间关系即群落水平生理图谱(CLPP)来表示。通过对孔中颜色变化的光吸收值的测量，可获得较系统的信息。
Biolog微孔板最初是为了鉴定纯种微生物而设计的。后来，Garland.和Mills.利用Biolog微孔板分析了不同类型土壤中微生物群落的功能多样性，结果证明该方法是可行的[61]。从此研究者们广泛的利用该技术，该方法具有简便、快速，灵敏度高，分辨力强等优点，受到广大微生物研究者的青睐。
杨永华利用Biolog分析法研究了农药污染对土壤微生物群落的影响，发现农药污染导致土壤微生物群落功能多样性的下降，减少了能利用有机碳底物的微生物的数量，降低了微生物对单一碳底物的利用能力[62]。叶央芳等[63]利用Biolog Eco板测试了除草剂苯噻草胺污染条件下水稻土微生物群落功能多样性的代谢指纹。结果显示，污染土壤的微生物群落功能多样性发生了变化，微生物的AWCD值及群落丰富度、多样性指数均低于非污染土壤，这表明苯噻草胺污染引起了水稻田微生物群落功能多样性的下降，减少了能利用有关碳源底物的微生物数量，降低了微生物对单一碳源底物的利用能力，但这种影响是短暂的，最终没有导致土壤微生物群落功能结构多样性下降。盛宇[64]利用BIOLOG ECO板研究了不同浓度氯嘧磺隆对土壤微生物的影响，结果显示，各处理组的微生物群落平均吸光率AWCD值在实验初期高于对照，但到了45 d后明显低于对照；Simpson指数和Shannon指数在整个培养过程中与对照无差异，而McIntosh指数在前60d显著低于对照，之后逐渐恢复到对照水平。现在，Biolog法已被广泛应用于评价土壤微生物群落的功能多样性。
（4）土壤呼吸—直接吸收法
土壤呼吸作用反映了土壤微生物的总活性，可以用来作为监测土壤生态环境变化的重要指标。其原理是在一个密闭系统内放置新鲜土壤及过量的NaOH标准溶液，土壤微生物在呼吸过程中释放出来的CO2由NaOH直接吸收。用HCl滴定剩余的NaOH，为防止生成Na2CO3消耗HCl，测定前加入BaCl2溶液，使Na2CO3转化成BaCO3沉淀，用酚酞做指示剂，用盐酸滴定使溶液颜色由红色至无色，根据消耗的盐酸量求得释放出的CO2的量。王金花等[65]采用直接吸收法测定土壤生物呼吸，对四环素、金霉素、诺氟沙星和恩诺沙星4种典型抗生素对土壤微生物呼吸作用的影响研究结果表明，四环素在整个处理过程中对土壤呼吸的影响以抑制作用为主；金霉素在处理第1d和7d 均有激活作用，而且激活率最高可达到51.23%，但是在其他处理时间以抑制作用为主；诺氟沙星在整个处理过程中，浓度为0.2mg/kg和1mg/kg对土壤微生物呼吸都有一定的抑制作用，浓度为5、25、50mg/kg处理均为激活作用，激活作用随着处理浓度的增加而升高，恩诺沙星在整个处理过程中，所有处理对呼吸的影响变化趋势为先激活后抑制。
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	研究方案：（包括研究内容、研究方法、技术路线及可行性分析）
1、 研究内容
本文以土霉素（oxytetracycline，OTC）、恩诺沙星（enrofloxacin，ENR）、磺胺二甲嘧啶（sulfadimidine，SM2）和Cu为典型的抗生素和重金属污染物，以土壤微生物为研究对象，采用传统研究方法与现代分子生物学手段相结合的方法，在室内模拟条件下，开展了三种抗生素和Cu单一及复合污染对土壤中微生物生态毒性效应的研究。
土霉素（Oxytetracycline，OTC），四环素类抗生素，纯品为淡黄色结晶性粉末。熔点为182-182℃，微溶于乙醇，极微溶于水。在空气中稳定，遇光颜色渐暗，在碱性溶液中易破坏。吸附在碳酸钙中的制剂为黄褐色干燥粉末。其盐酸盐为黄色结晶粉末，无臭，味微苦。熔点190-194℃，在室温下长期保存不变质，不失效。易溶于水和甲醇，略溶于乙醇，不溶于氯仿、乙醚。其水溶液在酸性条件下稳定，碱性条件下不稳定。OTC化学名为6-甲基-4-（二甲氨基）-3,5,6,10,12,12a-六羟基-1,11-二氧-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-八氢-2-并四苯甲酰胺。分子式为C22H24N2O9，分子量为460.45，OTC的化学结构见图1（a）。
恩诺沙星（Enrofloxacin，ENR），第三代喹诺酮类抗生素，纯品为类白色或微黄色结晶性针状粉末，熔点221-226℃，无臭、无味。常用其盐酸盐、乳酸盐、钠盐。该品在酸性或碱性条件下溶解，在二甲基甲酰胺、氯仿中略溶，甲醇中微溶，水中不溶。该品长时间光照色泽加深。在相对湿度较高的地方贮藏，易吸潮结块。化学名为1-环丙基-7-（4-乙基-1-哌嗪基）-6-氟-1,4-二氢-4-氧代-3-喹啉羧酸，分子式为C19H22N3O3F，分子量为359.40，ENR的化学结构见图1（b）。
磺胺二甲嘧啶（Sulfadimidine，SM2），磺胺类抗生素，纯品为白色或微黄结晶或粉末，熔点176 ℃，几乎不溶于水（溶解度：29 ℃，150 mg/100 mL；37 ℃，192 mg/100 mL），该品在热乙醇中溶解，不溶于乙醚，易溶于稀酸或稀碱溶液。无嗅，味微苦，遇光颜色逐渐变深。化学名为2-（对氨基苯磺酰胺基）-4,6-二甲基嘧啶，分子式为C12H14N4O2S，分子量为278.34，SM2的化学结构见图1（c）。
金属铜（Cuprum，Cu），原子量63.54，原子序数是29，是一种过渡金属。纯铜呈浅玫瑰色或淡红色。密度为8.92 g/ cm3，熔点1083.4±0.2 ℃，沸点2567 ℃。常见化合价+1和+2，电离能7.726电子伏特。
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（a）                            （b）                           （c）
图1  OTC（a）、ENR（b）和SM2（c）结构式
Fig.1  Structural formula of OTC （a）, ENR （b） and SM2 （c）
1.三种抗生素和铜单一及复合污染对土壤酶活性的影响
测定不同处理土壤中参与N、C、P转化的脲酶、蔗糖酶、磷酸酶活性以及能表示土壤氧化还原强度的过氧化氢酶活性，分析污染物对与土壤肥力相关的微生物活性的影响。
2. 三种抗生素和铜单一及复合污染对土壤呼吸强度的影响
采用室内密闭培养碱液吸收法，对土壤的呼吸强度进行测定，从而分析污染物对土壤微生物活性和土壤肥力的影响。
3.三种抗生素和铜单一及复合污染对土壤微生物功能多样性的影响
采用Biolog技术，根据微生物对碳源利用率来反映微生物的代谢多样性，从而分析研究污染物对土壤微生物群落功能多样性的影响。
二、研究方法
1、实验设计
取样时间：第 7、14、21、28 d

浓度：采用二因素分别为4水平（OTC、ENR、SM2各4个浓度：0，0.05，0.20

，0.80 mmol/kg ）和2水平（Cu 2个浓度：0，1.60 mmol/kg）按照摩尔比 1:32，
1:8，1:2设计浓度，共24个处理，如下表所示：
污染物
浓度/concentration （mmol/kg）
1

2

3

4

5

6

7

8

铜/Cu

土霉素/OTU

恩诺沙星/ENR

磺胺二甲嘧啶/SM2

0

0

0

0

0

0.05

0.05

0.05

0

0.20

0.20

0.20

0

0.80

0.80

0.80

1.60

0

0

0

1.60

0.05

0.05

0.05

1.60

0.20

0.20

0.20

1.60

0.80

0.80

0.80

2、实验方法
（1）土壤酶活性测定
1）脲酶活性测定：苯酚钠-次氯酸钠比色法
①称取5.00g过1mm筛的风干土样置于50mL容量瓶中，加1.00mL甲苯后加塞塞紧轻轻摇匀，室温下处理土样15min。
②加入5mL 10%尿素溶液和10mL pH6.7的柠檬酸盐缓冲液。混合均匀后，于37℃恒温箱中培养24h。
③培养结束后用热至38℃的蒸馏水定容（甲苯应浮于刻度以上），充分混合均匀，将悬液过滤。
④吸取滤液1.00mL于50mL容量瓶中，加蒸馏水至10mL，然后加入苯酚钠溶液4.00mL，并立即加入次氯酸钠溶液3.00mL，边加边摇匀。
⑤显色20min后定容，并在1h内于分光光度计上波长578nm处进行比色测定。
⑥结果和计算：
以24h后1g土壤中NH3-N的质量（mg）表示土壤脲酶活性（Ure）：
Ure =(X1－X2－X3)· V · n / m

式中：Ure为土壤脲酶活性值；X1为样品试验的吸光度值在标准曲线上对应的NH3-N的毫克数；X2为无土对照试验的吸光度值在标准曲线上对应的NH3-N的毫克数；X3为无基质对照试验的吸光度值在标准曲线上对应的NH3-N的毫克数；V为显色液体积（50mL）；n为分取倍数（浸出液体积/吸取滤液体积）；m为烘干土重（g）。
2）磷酸酶活性测定（磷酸苯二钠比色法）
1.试剂配制
（1）通用缓冲剂（MUB）储备液：溶解12.1 g 三羟甲基氨基甲烷（THAM），11.6 g 顺丁烯二酸（马来酸），14.0 g 柠檬酸和 6.3 g硼酸（H3BO3）于 488 mL 1mol/L NaOH溶液中，再用水稀释至 1 L，贮于冰箱中。
  A. 改进的 MUB(pH 6.5)：取200 mL 储备液于配有磁力搅拌器的 500 ml 烧杯中，滴入 0.1mol/L的 HCl 搅拌至 pH=6.5，去离子水定容至 1 L。
  B. 改进的MUB(pH 11)：取200 mL储备液于配有磁力搅拌器的 500 mL烧杯中，滴入 0.1mol/L NaOH的搅拌至 pH=11，去离子水定容至1 L。
（2）对硝基苯磷酸二钠溶液（0.05 moL/L）:称取1.3153g对硝基苯磷酸二钠，溶于100mLMUB缓冲液中。
（3）NaOH溶液(0.5mol/L)：称取20.0g NaOH（分析纯）溶于无CO2蒸馏水中，稀释至1L。
（4）CaCl2溶液(1.0 mol/L)：称取73.5g CaCl2·2H2O（分析纯）溶于无CO2蒸馏水中，稀释至1L。
2.操作步骤：
（1）标准曲线绘制
       溶解 1.0 g对硝基苯酚于700mL水中后，稀释至1L，低温保存。再将此标准溶液用水稀释100倍，再分别吸取稀释后的标准溶液0、1、2、3、4 和 5mL于50mL 的三角瓶中（分别含 0、10、20、30、40、50μg 的对硝基苯酚），分别用水调至5mL，再加入 0.5moL/L的CaCl2 溶液1mL和 0.5moL/L的NaOH溶液4mL，轻摇几秒钟，滤纸过滤，410nm下比色。 

（2）土壤磷酸酶的测定
        称取相当于 1.00 g 风干土重的鲜土于 50mL三角瓶中，然后加入0.2mL甲苯、 4mL缓冲溶液（酸性磷酸酶加 pH 6.5的缓冲液，碱性磷酸酶加 pH 11的缓冲液）和1mL 0.05moL/L 对硝基苯磷酸二钠溶液，轻摇混匀并塞上瓶塞，在 37 ℃下培养 1 h。然后加入 0.5moL/L的 CaCl2 溶液 1mL和 0.5moL/L的NaOH溶液4mL，轻摇几秒钟后过滤并测定滤液在 410 nm下的吸光值。酶活性单位用 PNP（对硝基苯）μg/(g. h)表示，以风干土重。 

对照实验: 1.00 g土样中加入 0.2mL甲苯、 4mL缓冲溶液、0.5moL/L的 CaCl2 溶液1mL和0.5moL/L的NaOH溶液4mL， 再加0.05moL/L对硝基苯磷酸二钠溶液1mL，轻摇后立即过滤，用分光光度计在410 nm进行比色。 

结果计算：  ω（P）=1000*M1/(M2*K)

式中 ω（P）为单位时间内对硝基苯酚的产量，mg.kg-1.h-1；m1 为测试溶液中对硝基苯酚质量，mg；m2 为样品质量，g；k 为水分系数。 

注意事项：如果滤液的颜色强度超过了50 μg 的对硝基苯酚标液的强度，应该用水稀释一份滤液，直至比色计读数处于标准曲线的限定范围之内。 

3）过氧化氢酶测定(高锰酸钾滴定法)

1. 试剂配制
    a. 0.3％过氧化氢溶液：按1:100将30%H2O2用水稀释
    b. 1.5N 硫酸：84ml 98%浓硫酸稀释至1L

    c. 0.02N 高锰酸钾（1/5KMnO4）溶液：称取化学纯高锰酸钾3.161g，溶于1升无CO2蒸馏水中，贮于综色瓶中，备用。
2. 操作步骤
（1）取2g风干土，置于100mL三角瓶（可用250ml代替）中，并注入40mL蒸馏水和5mL 0.3％H2O2溶液。
（2）同时设置对照，即三角瓶中注入40mL蒸馏水和5mL 0.3％过氧化氢溶液，而不加土样，设3个重复。
（3）将三角瓶在120rpm摇床上振荡30min后，加入5mL1.5N硫酸，以稳定未分解的过氧化氢。再将瓶中悬液用致密滤纸过滤。用25ml移液管吸取25mL滤液，用0.02N高锰酸钾滴定至淡粉红色终点。
3. 结果计算
    用于滴定土壤滤液所消耗的高锰酸钾量（毫升数）为B，用于滴定25mL原始的过氧化氢混合液所消耗的高锰酸钾量（毫升数）为A。
    （A-B）×T即为过氧化氢酶活性。以30min后1g土壤的0.02N高锰酸钾的毫升数表示。式中T为高锰酸钾滴定度的校正值。
高锰酸钾溶液标定
称取0.2g（准至0.0001g）于105~110℃烘至恒重的基准草酸钠。溶于100mL（8+92）硫酸溶液中，用配制好的高锰酸钾溶液滴定，近终点时加热至65℃，继续滴定至溶液呈粉红色保持30s，同时作空白试验。
高锰酸钾溶液标准浓度按下式计算
c（1/5KMnO4）=m/（V1-V2）*0.06700
式中          c（1/5KMnO4）=—高锰酸钾标准液之物质的量浓度，mol/L；
                 m——草酸钠之质量，g；
                  V1——高锰酸钾溶液之用量，mL；
                   V2——空白试验用高锰酸钾溶液之用量，mL；
        0.06700——与1.00mL高锰酸钾溶液c（1/5KMnO4）=1.000mol/l相当的以克表示的草酸钠的质量。
4）蔗糖酶的测定（二硝基水杨酸比色法）
1、试剂配制
（1）3，5－二硝基水杨酸溶液：称0.5g二硝基水杨酸，溶于20mL2N氢氧化钠和50mL水中，再加30g酒石酸钾钠，用水稀释至100mL（保存期不超过7天）。
（2）pH5.5磷酸缓冲液：1/15M磷酸氢二钠（23.876g磷酸氢二钠.12H2O溶于1L蒸馏水中）0.5mL加1/15M磷酸二氢钾（9.078g磷酸二氢钾溶于1L蒸馏水中）9.5mL即成。
（3）8％蔗糖溶液：80g蔗糖溶于1000mL水中
（4）甲苯
（5）标准葡萄糖溶液：将葡萄糖预先在80℃烘12h至恒重。然后取200mg溶于100mL容量瓶，蒸馏水溶解定容，即成标准葡萄糖溶液(2mg还原糖/mL）。（冰箱4摄氏度保存约一星期）
2、操作步骤
称取5g过1mm筛的风干土，置于50mL三角瓶中，注入15mL 8％蔗糖溶液，5mL pH 5.5磷酸缓冲液和5滴甲苯。摇匀混合物后，放入恒温箱，在37℃下培养24h。
到时取出，迅速过滤。从中吸取滤液1mL，注入50mL容量瓶中，加3mL3，5－二硝基水杨酸，并在沸腾的水浴锅中加热5min，随即将容量瓶移至自来水流下冷却3min。溶液因生成3－氨基-5-硝基水杨酸而呈砖红色，最后用蒸馏水稀释至50mL，并在分光光度计上于波长508nm处比色。（浓度过大时需要稀释）
每一土壤需做无基质对照，整个试验需做无土壤对照。
标准曲线
取0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7mL葡萄糖工作液，分别注入50mL容量瓶中，并按与测定蔗糖酶活性同样的方法进行显色，比色后以吸光度为纵坐标，葡萄糖浓度为横坐标绘制标准曲线。
3、结果计算
以24h后1g土壤中释放出葡萄糖的质量（mg）表示蔗糖酶活性（Suc）：
Suc＝a·V·n/m

式中：a为由标准曲线求得的葡萄糖浓度（mg/mL）；V为显色液体积（50mL）；n为分取倍数；m为烘干土重（5g）。
（2）土壤呼吸强度测定
1）实验原理
在一个密闭系统内放置新鲜土壤及过量的NaOH标准溶液，土壤微生物在呼吸过程中释放出来的CO2由NaOH直接吸收。用HCl滴定剩余的NaOH，为防止生成Na2CO3消耗HCl，测定前加入BaCl2溶液，使Na2CO3转化成BaCO3沉淀，用酚酞做指示剂，用盐酸滴定使溶液颜色由红色至无色，根据消耗的盐酸量求得释放出的CO2的量。反应式如下：
CO2+2NaOH Na2CO3+H2O

BaCl2+Na2CO3 BaCO3+2NaCl

NaOH+HCl NaCl+H2O

2）实验步骤
1) 预培养。取12份(分为4组，每组3份)30.0g新鲜土样，于100ml干燥的小烧杯中，加入少量水以湿润土壤，将烧杯放入2.5L的密闭广口瓶中，置于25±1℃生化培养箱中培养7d。
2) 染毒。7d后分别用1ml移液管加入丙酮液0.5ml，及6mg·L-1、60mg·L-1、600mg·L-1的硫丹丙酮溶液各0.5ml，使土壤中的硫丹浓度分别为0、0.1、1.0、10.0mg·kg -1，每个浓度设置两个平行，调节土壤含水量达到田间最大持水量（WHC）的40％；另取一个100ml的高型烧杯，加入30ml 约0.1mol·L -1 NaOH标准溶液，密闭瓶口后置于生化培养箱中继续培养。
设置只放入NaOH溶液烧杯，不放入土壤烧杯的广口瓶作为对照。
3) 测定。分别于第7、14、21、28d取出盛有NaOH溶液的烧杯，将碱液转移到滴定三角瓶中，用蒸馏水洗涤烧杯3次，洗涤液倒入滴定三角瓶中。往滴定三角瓶中加入BaCl2溶液4mL和酚酞指示剂2滴，用标准盐酸溶液滴定至红色消失。并立即用标定的约0.1mol·L -1 HCl滴定剩余的NaOH溶液，记录HCl用量。
同时换进盛有新鲜等量NaOH溶液的小烧杯，继续培养，按期同上述步骤进行测定。
3）实验结果
土壤释放的CO2量按下式计算：
W=（空白值—滴定值）×盐酸摩尔浓度×CO2分子量/2×干土重
W=（空白值—滴定值）×盐酸摩尔浓度×CO2分子量×50/干土重
盐酸标准溶液：用0.0500mol/L的硼砂溶液标定。
   （3）Biolog实验
1） Biolog ECO板碳源分布及分类
Biolog ECO板上有96个微孔，每32个孔为1个重复，共计3个重复。32个微孔中除对照孔不含碳源外板，其它31个孔中各含一种不同的碳源，31种碳源主要分为6大类，其中：羧酸类7种，糖类10种，氨基酸类6种，多聚类4种，酚类2种，胺类2种。
2） Biolog实验操作流程
a. 土壤稀释液的制备
① 用百分之一分析天平称取10.00 g不同处理的土壤样品至干净的三角瓶中；
② 往三角瓶中加入90 mL已灭菌的0.85% NaCl水溶液，摇匀后用封口膜、橡皮筋封口；
③ 室温下，200 rpm黑暗振荡1 h；
④ 将三角瓶放入无菌操作台中，静置10 min，使大的土壤颗粒沉淀下来，上清液即10-1土壤稀释。吸取1 mL上清液转移至含有9 mL灭菌的0.85% NaCl水溶液试管中，涡旋混匀后得到10-2土壤稀释液，然后再次稀释制备10-3土壤稀释液。
b.  ELISA反应
① 提前从冰箱中取出BIOLOG ECO微平板，室温下预热到25℃；
② 将稀释度为10-3的土壤微生物提取液接种到BIOLOG ECO微平板中，每孔150 μL，每处理设3个重复；
③ 将接种的BIOLOG ECO微平板放在恒温培养箱(25±1℃)中培养，培养过程中用酶标仪分别于4、24、48、72、96、120、144和168 h测590 nm波长下数值；
3）数据分析与计算公式
a. 微生物总体活性指标
土壤微生物总体活性指标采用微平板每孔颜色平均变化率(Average Well Color Development，AWCD)来描述，可以评判土壤微生物群落对碳源利用的整体能力。其计算方法为：
平均吸光度AWCD：
式中：Ai为第i孔的吸光值，AA1为第A1孔的吸光值，Ai-AA1为负值时则归0。
b. 土壤微生物多样性指标
土壤微生物多样性指数选用土壤微生物群落BIOLOG ECO微平板培养72 h的数据进行统计分析。Shannon、McIntosh和Simpson等三种多样性指数常被用于土壤微生物多样性的研究，Shannon、Simpson指数分别评估土壤微生物群落中物种的丰富度以及最常见物种的优势度，McIntosh指数是基于微生物群落物种多维空间上Euclidian距离的多样性指数，实际上是一致性的量度。
① Shannon指数H´：
H´=-∑Piln(Pi)   

式中：Pi为第i孔的相对吸光值与整个平板相对吸光值总和的比率；
② McIntosh指数U：
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式中：ni为第i孔的相对吸光度值(C-R)；
③ Simpson指数D：
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式中：ni同上，N是相对吸光值总和；Simpson指数用1/D值表示。
c. 碳源相对利用率
土壤微生物对BIOLOG ECO微平板中6类碳源的相对利用率为微生物对某一类碳源利用程度占6类碳源利用程度的百分比，均以AWCD为计算指标，6类碳源相对利用率之和为100%。
三、技术路线

[image: image24]
四、可行性分析
1、本人所属的实验室仪器设备齐全，拥有：高速冷冻离心机、PCR仪、电泳仪、分光光度计、万分之一天平、培养箱等本研究所需的大部分仪器 ；
2、本人查阅了相关文献，对该研究有比较全面的掌握；且实验室有多人已经熟练掌握该方面实验，可以提供技术支持。
五、时间安排
时间
安排
2015.03－2015.04 
预实验
2015.05－2015.08 
土壤酶实验、BIOLOG实验
2015.09－2015.11 
土壤呼吸实验
2015.12－2016.01 
补充实验及文章撰写
2016.03－2016.05 
毕业论文撰写 
六、预期研究结果
实验预期研究结果：明确典型抗生素和铜单一及复合污染
（1）对土壤肥力相关的微生物活性的影响；
 （2）对土壤微生物群落结构、功能多样性的影响；
七、创新之处及经费预算
（1）将分子生态学方法应用于微生物生态毒理学的研究，能够从分子水平阐述微生物的毒理学效应与机制。
（2) 将传统方法和分子生物学方法结合起来实验，对土壤微生物多样性和群落结构进行全面分析和研究。
     (3)经费预算：本实验预计研究经费14000元，主要用于购买试剂和试验材料，以及到外单位进行试验结果的测定等。
试验研究地点：
山东农业大学环境科学系环境毒理实验室
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指导教师：    王玉军     

填表日期： 2015 年 3 月  12 日

	（一）选题目的
本课题的研究目的在于针对制药企业生产中产生抗生素废水的治理工艺现状，研究分别用用复合式厌氧折流板反应器法（HABR）、电化学法（三维电极）、活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素废水的工艺条件及处理效果比较，并探索性研究电化学/HABR/活性炭纤维生物膜法联用处理阿莫西林抗生素废水，比较该探索性处理工艺的处理效果，对新工艺进行改进，以达到更好的处理效果，为后续中试及工业实际运用提供试验基础。
（二）选题意义
抗生素是细菌、霉菌或其他微生物的代谢产物或人工合成的类似物，是一种可以选择性地抑制微生物的一类化学物质。其主要用途是在对其宿主不会产生严重的副作用的前提下，抑制其他种类微生物的生长（抑菌作用）或将它们杀死（杀菌作用）。抗生素可以选择性地作用于菌体细胞通过阻碍细菌细胞壁的合成、干扰细菌细胞膜的功能、抑制细菌合成蛋白质或阻碍细菌的复制和转录等方式干扰细胞的代谢作用，妨碍其生命活动，使其停止生长甚至死亡。抗生素的制取方法主要是提取微生物的培养液或合成、半合成方法制取。抗生素的分类方式有很多种，按结构分类可分为氨基葡糖苦类、多肽类、内酰胺类、大环内酯类、四环类和喹诺酮类抗生素等[1]。
自从人类发现青霉素以来，抗生素类药物得到广泛应用，而抗生素的使用是一把双刃剑，由于人们对很多药物缺乏足够的了解，导致药物在生产使用处理过程中出现了许多的问题，特别是部分药物残留将通过一定的途径进入水环境中[2]，不但污染、破坏生态环境，还将严重的威胁人类的生命健康。
中国已经逐步的成为了抗生素大国。数据显示，自从进入21世纪以来，仅仅青霉素产量在我国已经增长了接近五倍；阿莫西林原料药的产量增长了五倍多，其中的二到三成用来向发达国家和地区出口，年出口量达到3500余吨，剩余的全部自用（包括医疗与农业使用，到目前为止我国已是世界上滥用抗生素最为严重的国家之一，患者抗生素的使用率达到70%，是欧美国家的两倍[3]。
沈群辉等调查了养殖场及周边农田土壤中6种抗生素含量水平研宄，结果显示，各样本中磺胺类抗生素、四环素类抗生素和氯霉素的含量范围分别为0.20~24.66、0.29~33.37和0.11~17.85mg·kg-1[4]。更严重的情况出现在水体养殖中，抗生素会被投放到水中供水体中的动物食用，未被食用从而直接进入水体中的抗生素据估计会接近在水产养殖中使用的抗生素总量的80%[5]。
随着世界经济的发展，大部分地区的环境条件都在持续恶化，水资源变得越来越紧缺。抗生素废水是一种有机物色度深、成分复杂、难降解的有机废水。因为其含有大量有生物毒性的抑菌物质，所以难以被传统的生物法降解，从而残存于终端污水处理过程。进入环境中，会严重影响生态系统的平衡进而威胁人类的健康和生命。使用厌氧消化技术处理废水越来越多地引起了人们的注意。20世纪70年代以后，随着社会经济和城市的发展，环境和能源紧张的问题变得越来越严重，厌氧消化技术作为一种低能耗的有机废水生物处理方法，受到人们高度的重视。随着对厌氧消化理论不断深入地研究，人们相继开发了多种高效厌氧生物反应器，它们被广泛应用于城市废水和各种有机工业废水的处理，均取得了良好的效果。
1.复合式厌氧折流板反应器（HABR）
HABR是在ABR反应器的基础上改进而来的，其结构形式与厌氧折流板反应器（ABR）相同。20世纪80年代初期，在厌氧生物转盘反应器的基础上，美国的McCarty[6]及其合作者开发出了厌氧折流板反应器(Anaerobic Baffled Reactor，ABR)，该工艺稳定性高、处理效果好，具有很好的发展前途。ABR可以看成是由升流式厌氧折流板反应器（UASB）串联组合而成，其具有一系列垂直挡板，可以使废水从进口到出口不断上下流动，依次流过各个隔室。在这个过程中废水能够与大量的厌氧活性污泥充分接触从而被降解，并且由于挡板的截留和污泥的沉降等作用出水中几乎没有生物固体[7,8]。ABR最大的优势是由于其具有分隔室的结构特征，能够培养出适合不同底物浓度和环境条件的微生物，使产酸段和产甲烷段沿反应器水流方向相分离[9-11]。这使得每个隔室由不同的细菌种群起主导作用，酸化作用主要在前面的隔室单元中进行，而后面的隔室中产甲烷作用占优势地位，从而更有利于提高反应器的运行效果。
复合式厌氧折流板反应器（HABR）是在ABR反应器的基础上改进而来的，其结构形式与ABR相同。HABR在反应器各隔室的上部空间装设填料，填料上附着了大量的厌氧污泥从而充分利用了原有的无效容积区，另一方面填料的安装使得夹带污泥的气泡在上升过程中与之发生碰撞，加速了污泥与气泡的分离，减少污泥流失量，填料还能够有效拦截进水中的颗粒有机物使其得到充分的降解。而下部的污泥床层具有大量活性较高的微生物，可以充分发挥颗粒污泥去除有机物的作用。因此，HABR既具有ABR的特征，又具有厌氧滤池和上流式厌氧污泥床反应器的特点。目前，国内外关于HABR的研究还很少，HABR已成为国内外的一个重要研究方向。
国内外一些学者研究了用HABR处理高浓度工业废水的情况，取得了良好的效果。1988年，Boopathy等人用HABR处理酒精废水，在进水CODCr浓度为51g/L的情况下，CODCr的去除率高达90%以上[12]。1991年，Boopathy等人又利用HABR对高浓度糖蜜废水进行处理，结果在有机负荷高达20kgCOD/(m3·d)时，CODCr去除率达到70%以上，形成的厌氧颗粒污泥被成功地截留在反应器内；同时，依据串联运行完全混合型反应器的概念，对反应动力学过程进行了研究，开发出相关数学模型[13,14]。1992年，Boopathy、Xing和Tilch又研究了水力停留时间对HABR处理效果的影响和水质对反应器内微生物颗粒化的影响[15,16]。国内学者龚敏等研究了HABR工艺预处理木薯酒糟废水的工程应用，在进水CODCr和SS高达32216mg/L和9172mg/L时，可使出水CODCr和SS降至19180mg/L和943mg/L[17]。2007年肖璇采用四隔室HABR处理硝基苯废水，容积负荷为2.82kgCOD/m3·d~3.96kgCOD/(m3·d)之间时，CODCr去除率稳定在79.7%~80.2%之间，系统运行稳定，污泥性能良好[18]。2009年孟宪明将培养好的厌氧污泥接种到HABR中，用来处理高浓度感光洗印废水，容积负荷控制从0.21kgCOD/m3·d提升到4.9kgCOD/(m3·d)，COD去除率稳定在60%左右[19]。傅晓慧采用HABR处理含高浓度有机物和颗粒物废水，实验结果表明实验表明HABR反应器较ABR反应器有更好的去除效果,前者去除率比后者要高3-6个百分点。对于高质量浓度适宜生物处理的有机废水HABR反应器表现出相当好的去除效果,容积负荷在5.6kgCOD/(m3·d)时，时,COD去除率可以稳定在97%左右，SS去除率达98%[20]。上述研究表明，由于HABR工艺所具有的独特的结构特征和微生物分布特征，在处理高浓度有机废水方面具有明显优势。一些悬浮颗粒物含量较高的工业废水（如酒糟废水SS高达30000-50000mg/L）中含有较多细小颗粒物，采用自然沉淀和离心分离都难以去除，采取加絮凝剂沉淀的办法会使运行费用增高,而采用厌氧UASB等工艺一般要求进水SS低于1000mg/L；因此，对于这类废水利用HABR中填料和挡板的截留作用可有效去除颗粒物，目前关于这方面内容国内外的研究还很少。
2.电化学法
电化学法处理废水应用起始于20世纪40年代[21]，但由于投资较大，电力缺乏，成本较高，因而发展缓慢。直到60年代，随着电力工业的发展，电化学法才被真正地用于废水处理过程。近年来，由于电化学方法在污水净化、垃圾渗滤液、制革废水、印染废水、石油和化工废水等领域的应用研究进展，引起人们对这一方法的广泛关注[22-25]。电化学方法被称为“环境友好”工艺，用于废水处理的电化学技术有电解法（氧化或还原）、电絮凝、电气浮、电渗析等方法，目前已经广泛应用在电镀、化工废水、染料废水、造纸废水、皮革、生物制药废水治理。
2.1电化学氧化（electrochemical oxidation）
电化学氧化主要用于有毒难生物降解有机废水的处理，根据不同的氧化作用机理，可分为直接阳极氧化、间接阳极氧化。
2.1.1直接阳极氧化
直接阳极氧化主要依靠在阳极上发生的电化学反应选择性氧化降解有机物。直接阳极氧化过程伴随着氧气析出，氧的生成使氧化降解有机物的电流效率降低，能耗升高，因此，阳极材料的影响很大[26]。张国芳等通过外加电极处理黄连素制药废水，当初始pH为7.05时黄连素和CODCr的去除率分别达到97.5%和60.5%，出水的可生化性明显提高，ρ(BOD5)/ρ(CODCr)(B/C比)高达0.800左右。[27]
2.1.2间接阳极氧化
间接阳极氧化是通过阳极发生氧化反应产生的强氧化剂间接氧化水中的有机物，达到强化降解的目的。由于间接电氧化既在一定程度上发挥了阳极氧化作用，又利用了产生的氧化剂，因此处理效率大为提高。间接阳极氧化分为以下两类。
一类是直接利用阴离子。如将氯离子在阳极上直接电氧化产生新生态的氯或进一步形成次氯酸根[28]，从而使水中的有机物发生强烈的氧化而降解。另一类是利用可逆氧化还原电对间接氧化有机物。常用的电对为：Co(Ⅲ)/Co(Ⅱ)、Fe(Ⅲ)/Fe(Ⅱ)。
2.2电化学还原（electrochemical reduction）
2.2.1阴极电化学脱氯
有毒氯代有机物不仅可以通过阳极氧化法被·OH分解，还可以通过阴极还原脱氯，反应过程如下：
RCl+H++2e－→RH+Cl－析氢可导致反应电流效率降低。
2.2.2重金属离子的去除和回收
含有重金属离子的废水主要来自于冶金、电镀工业以及印制电路板的生产过程。净化这种废水的常规方法为氢氧化物沉淀法，但是由于近年来严格的废物排放法规的限制，该种方法所产生的大量重金属氢氧化物必须通过环境友好方法进行处理。电沉积法可以去除大多数金属离子，但是传质影响阴极金属沉积的极限电流密度。当溶液中金属离子的浓度很低时，如果物质传递速率没有明显提高，能耗则明显增大。
近年来，由于人们对石墨颗粒、延展型金属、石墨毡、细丝状金属、石墨纤维、网状玻碳认识的进一步加深和用作电极材料，使用旋转电极、网状电极、多孔三维电极、填充床电极，电沉积方法得到较快发展并且已经商业化。填充床电极是目前常用的电极。
三维电极是经传统二维电极改进而得到的，传统二维电极面体比小，单位体积处理量小，电流效率低，特别是对低电导率废水，二维电极就难在实践应用中有突破性进展。三维电极是在传统二维电极间装填粒状、片状、球状或其它形状的材料，添加的材料在电场的作用下通过静电感应得以表面带电并成为新的一极（第三极），这种电极材料被称之为三维电极或粒子电极（particle electrode）。随着三维电极概念的衍化，人们也把应用三维电极材料和二维主电极的电化学反应器简称为三维电极。因此三维电极这个概念既可指加入的表面带电的第三极材料，又可指三维电化学反应器。与二维电极相比，三维电极的比表面积增大，物质的传质效果因粒子间距较小而得到极大改善，电流效率提高，还易于实现在不同电流密度下操作，增加单位槽体积的电极表面积及物质移动速度，增大单位槽体积的处理量，有效提高电导率低的处理液的电解效率。
三维电极的概念还包括流化床和循环式微粒填充床电极，大多数将三维电极用于金属离子的去除都与床式反应器有关。反应器的阳极可以使用三维电极，也可以是平板电极以利于氧气析出。由于三维电极在稀溶液中既具有较高的比表面积又具有较好的传质效果，因此其处理效率较高。使用该类电极，金属离子的浓度可以在几分钟的停留时间内从100×10-6下降到0.1×10-6。与传统的废水处理系统相比较，操作成本也得到了降低。在某些情况下去除效率更高，时空产率增大。
2.3电絮凝（electrocoagulation）
电絮凝法是利用铝或铁阳极在电流作用下溶解生成铝或铁的氢氧化物，凝聚水中的胶体物质从而使水获得净化的一种电化学方法。电絮凝主要包含3个过程：①牺牲阳极电解氧化产生混凝剂；②水中胶体颗粒的脱稳；③脱稳胶体形成絮凝体。在直流电压作用下，电絮凝过程的反应如下所述。
在阳极首先铝或铁电极氧化溶解为金属离子（Al－3e-→Al3+），如果在碱性条件下则生成氢氧化铝[Al3++3OH－→Al(OH)3]，或在酸性条件下发生[Al3++3H2O→Al(OH)3+3H+]反应。此外，在阳极还发生氧气析出（2H2O－4e-→O2+4H+），在阴极析出氢气（2H2O+2e-→H2+2OH－）。在这里，氧气和氢气的析出具有气浮作用。电极有板式和其它形式，以单极式或复极式联结。
铝和铁离子是很有效的固体悬浮物絮凝剂，铝离子能形成大的Al-O-Al-OH网状物，可以化学吸附F-离子这样的污染物。铝通常用于水处理，铁常用于废水处理。电絮凝的优点在于絮凝效率高、操作简单、相对低的费用和可自动化操作。电流密度氯离子、pH值、温度以及供电方式都会对电絮凝的结果产生影响[29,30]。
2.4电气浮（electroflotation）
电气浮工艺是一种运用电化学方法去除固态颗粒、油污的废水处理单元操作方法。其上浮原理是通过电解水产生氢气、氧气和氯气（有氯离子时）携带废水中的胶体颗粒、油污共同上浮，达到分离净化的目的[31]。
电气浮工艺既可单独用于分离水中的有害成分，也可作为单元操作与化学混凝、电絮凝、pH值调节法、过滤技术等联合使用。电气浮法已应用于含油废水、化纤废水、电镀废水、印染废水等治理，还可用于浮选矿石。采用电絮凝-电气浮工艺处理印染废水可有效地降低化学耗氧量，而且脱色效果好，去除COD达60%以上，色度去除率超过90%。若原水的COD值高，色泽过深，可在废水中投加NaCl（或海水），电解产生氯气、次氯酸根，促进氧化脱色作用。化纤废水成分复杂，含有多种表面活性剂及硫化物、半纤维素及其它有机物，采用化学混凝-电气浮工艺可一次性去除废水中污染物，去除率高。
2.5电渗析（electrodialysis）
电渗析是膜分离技术的一种[32]，它是将阴、阳离子交换膜交替排列于正负电极之间，并用特制的隔板将其隔开，组成除盐（淡化）和浓缩两个系统，在直流电场作用下，以电位差为推动力，利用离子交换膜的选择透过性，把电解质从溶液中分离出来，从而实现溶液的浓缩、淡化、精制和提纯。目前电渗析技术已发展成一个大规模的化工单元过程，在膜分离领域占有重要地位。工业废水的处理是电渗析的主要应用领域之一，主要有废碱、废酸回收，电镀工业漂洗水的处理，有害金属的回收处理等。
2.5.1造纸工业废水处理
利用单阳膜从造纸黑液中回收碱，回收1t碱电耗3000kW·h左右，当回收终点黑液pH值为9时，Na+回收率为50%，阳极液中含Na+5000～7000mg/L，可直接回用于生产。Davy等提出了电渗析与传统碱回收系统相结合的生产流程，处理稀黑液得到碱和木质素。国家海洋局杭州水处理中心利用聚乙烯异相阳离子、阴离子膜处理造纸黑液，回收其中的烧碱，渗析室NaOH质量浓度为8.87g/L，碱回收率达95%[33]。
2.5.2酸性废水处理
上海光明电镀厂在金属表面加工处理过程中产生大量酸性废水，pH值为2～5，每天排放600m3左右。原来采用中和法处理后排放，但消耗大量碱，后改用电渗析处理，可使水回收率达到90%以上，基本达到了循化使用，废水处理成本0.3kW·h/m3[34]。
2.5.3电镀废水处理
电镀废水中常含有锌、镉、镍、铜等重金属离子及氰化物等毒性较大的物质，既造成资源浪费又严重污染环境。通过电渗析-离子交换-电渗析组合工艺，既能实现资源的回收利用，又可以减少污染的排放。日本一家精炼钢厂的含硫酸镍的硫酸废液，利用日本旭化成公司生产的具有特殊性能的离子交换膜电渗析装置，实现了镀镍废水的闭路循环。徐传宁等[35]用电渗析技术处理含铬电镀废水，有效地净化了漂洗废水，使Cr6+离子得到回收，废水中的Cr6+离子浓度达到国家废水排放标准。
2.5.4医药废水处理
制药厂废水中含有大量的有机物及许多有价值的物质，氨基酸就是其中的一种。目前国内对这类废水的处理大部分都采用离子交换树脂来脱酸，这样树脂不可避免地要附上一部分氨基酸，树脂再生时这部分氨基酸就作为废液排放掉，造成资源的浪费。采用电渗析来处理制药厂酸性氨基酸废水，废水氨基酸和COD脱除率均可达80%，低浓浅色废水经一级处理即可达排放标准，浓缩水中氨基酸的浓度是淡水中的20倍，同时浓水中氨基酸浓度可接近其饱和浓度[36]。
3.活性炭纤维生物膜法
活性炭纤维(activated carbon fiber-ACF)是继粉末活性炭(PAC)和颗粒活性炭(GAC)之后的第三代活性炭产品，早在20世纪60年代初期，随着炭纤维工业的发展，研究人员开始尝试以有机纤维为原料制备ACF[37]。与粉末和颗粒活性炭相比，ACF除具有耐酸碱、耐腐蚀等相同优点外，还具有独特的微孔结构、较大的比表面积、孔径分布窄、吸附和脱附速度快、机械强度高等特点，也可以方便的加工为毡、布等不同形状，以满足于不同的需求。研究表明[38~39]，ACF具有较好的生物相容性。近几年，新发展起来的生物ACF技术结合了生物降解与ACF吸附的作用，拓展了ACF在水处理领域中的应用范围。
活性炭纤维生物膜技术利用活性炭纤维吸附作用与生化作用相结合，可高效去除废水中溶解性有机污染物，已被应用于印染废水、石油废水、制药废水、有机磷农药废水和其他类废水等的处理当中，但是，采用的活性炭纤维生物膜技术处理废水其结症在于：活性炭纤维对无机物及生物不可降解有机物均有吸附作用，久而久之，活性炭纤维将失去吸附能力变成惰性介质，从而失去了其应有的功能。
本课题主要研究HABR、电化学法、活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素废水的优劣，根据三种方式单独处理效果对比后进行组合，以实现HABR、电化学法、活性炭纤维生物膜三种不同处理方式技术优势互补。该工艺通过HABR的引入旨在降低阿莫西林抗生素废水处理的能耗，利用电化学作用，除去废水中的大部分的易电解物质，降低废水COD负荷，提高废水可生化性，从而减轻后续活性炭纤维生物膜的处理负荷、延长活性炭纤维的使用周期，以实现占地面积少、处理时间短且效率高和操作管理简便。即寻求一种满足“经济、高效、节能和技术先进”要求的废水处理新工艺。
因此，本研究探索采用HABR、电化学法、活性炭纤维生物膜法作为阿莫西林抗生素废水的处理工艺，对其处理效果及机理与单独采用HABR、电化学法、活性炭纤维生物膜法进行比较，并确定处理这类废水的最佳运行参数，为今后的工程应用提供设计和运营操作参考；并进行探索性研究，探索HABR/电化学法/处理阿莫西林抗生素模拟废水，比较该探索性处理工艺的处理效果，对新工艺进行改进，以达到更好的处理效果。
本课题通过HABR、电化学法、活性炭纤维生物膜法对阿莫西林抗生素废水进行处理的研究具有应用和理论上的积极意义。
（三）抗生素废水处理国内外研究现状
发达国家考虑到抗生素废水所带来的负面影响，把一些制药的原料生产转移到了发展中国家，因此西方国家在最近几年里对制药废水处理研究较少。而我国是制药原料生产的大国，污染比较严重。我国在抗生素制药废水的处理的研究进展较快，例如化学氧化，电解法等物理化学方法，还有现在研究比较热门的好氧，厌氧工艺等。但是随着对处理废水能耗消耗的认识，使生物处理方法得到了较高的重视。无论是化学还是物理方法，一个单一的处理系统是无法达到国家污水排放标准的，所以通常采用组合工艺进行处理。
1.物理化学法处理工艺
物理化学法在抗生素废水处理应用较多。对于不同的抗生素生产废水，采用的物理化学方法是不同的。有的学者只研究单独物理化学法处理抗生素废水。而有的学者也会结合物理化学-生物处理，此时的物理方法一般是作为前处理工艺，提高污水的可生化性。但总体来说，在不记经济成本的前提下物理化学法能高效的处理有毒的难生物降解的工业废水。
抗生素废水很难生物降解。为了提高抗生素废水的可生化性。Westerhoff利用臭氧氧化技术对含有抗生素的制药废水的可生化性进行了研究[40]。研究发现含有兽用抗生素废水的可生化性从0.077增加到0.38，含人用的抗生素废水的可生化性从0提高到0.27，同时也提出在中性pH以及高COD浓度下，臭氧氧化技术是可以在工程上实现的。
Fenton是一种比较常用的高级氧化法。它能提高有毒难降解废水的可生化性。对于抗生素废水来说，Fenton作为一种前处理方法也得到人们的关注。Sirtor[41]利用光+Fenton处理实际的制药废水，并把此工艺作为生物处理的预处理过程。其中废水中含有萘啶酮酸，其浓度较为稳定，属于难生物降解物质，故需要对其进行前处理，提高废水的可生化性，有利于后续废水处理系统的运行。同时岳秀萍等人[42]采用Fenton氧化和Fe/C微电解两种方法预处理生产7-ACA(头孢菌抗生素中间体)过程中排出的废水，并通过正交和单因素实验确定其最佳工艺条件并对二者的处理效果进行了对比。结果表明，Fenton氧化对COD的去除率是在46.1%，可生化性提高至0.36，反应时间1h。而Fe/C微电解对COD的去除率是在44.7%，可生化性提高至0.43，反应时间是1.5h。要使可生化性和反应时间兼顾，最好是俩种处理方法的结合，能够达到更好的处理效果。虽然氧化法够能有效的对抗生素废水进行前处理，但是对于复杂，污水量较大的废水来说不是经济的。
对于抗生素废水来说，由于制取工艺还存在着很多的缺陷，造成了废水中大量抗生素的残留，这不仅对环境产生了影响，也增加了制药成本。Yune等人[43]采用RO-UF工艺对废水处理的同时进行了抗生素的回收利用。由于抗生素很容易与一些生物体进行结合，导致抗生素的回收率较低。通过微滤的方法先将这些生物体去除，从而提高了反渗透对抗生素的回收率。在进水COD浓度超过10000mg/L，抗生素的含量超过1000mg/L时，出水相应的降低到200mg/L和80mg/L，抗生素的回收率超过了80%。在水处理及原料回收上是一个比较有前景的工艺。王健行等人通过静态吸附实验，比较了13种不同材质、粒径的颗粒活性炭(granular activated carbon，GAC)对抗生素废水生化出水的吸附效果，选择KC16活性炭作为处理该废水的活性炭。KC16活性炭的进一步静态实验结果表明，当KC16活性炭投加量为30g/L，吸附时间为6h时，处理效果较好，TOC、COD、UV254、色度的去除率分别达到了86．99%、88．43%、89．69%和94．08%，并且污染物质(COD、TOC)的吸附符合Langmuir吸附等温式，吸附动力学符合准二级吸附动力学模型(R2＞0.99)。动态吸附结果表明，在滤速为1.0m/h，柱高为1200mm时，出水可以达到GB21903-2008《发酵类工业废水污染物排放标准》，处理每吨抗生素废水的活性炭用量为2.45kg[44]。
一般来说物理化学方法都是做为前处理工艺。考虑到抗生素废水水量大，如采用物理化学法并不是最经济的。
2.好氧生物处理工艺
好氧相比厌氧生物处理研究较早，技术较成熟，运行较稳定，在污水处理上应用较为广泛。现在比较成型的工艺较多，诸如生物滤池、SBR、深井曝气法、生物接触氧化法等，但在处理高浓度难解废水上应用较少。由于其运行较为稳定，学者们也在致力于开发高效的好氧生物法处理高浓度的，难降解的工业废水。
在处理高浓难解废水时，主要常见工艺为厌氧+好氧。只利用好氧或只利用厌氧是无法满足废水排放标准的。一般应用较多的是组合工艺，但是它也给我们带来了很多的问题，如系统运行维护、操作都比较复杂，占地面积大等。不经过预处理直接利用好氧工艺是一个比较坚难的任务。通过对SBR反应器运行分析，可以发现此系统中好氧与厌氧生物协同作用，能较好的处理高浓度的难降解的有机废水。胡晓东等采用了SBR法处理新北江制药厂妥布霉素、洛伐他丁、盐霉素钠盐生产工艺过程中排放的生产废水[45]，结合小试的结果建成了水解酸化-SBR工艺，成功应用于该制药厂。
好氧生物法对可生化性好、浓度低的污水处理占有优势，然而对于一些难降解的有毒废水，单独采用好氧工艺处理时对好氧菌会产生很大的抑制作用，甚至会导致反应器中的微生物大量死亡，进而使反应器运行失败。孙伟在利用A/O工艺处理制药废水时发现：当青霉素类和四环素类等抗生素的浓度超过100mg/L时，对好氧活性污泥会产生抑制作用[46]，如果采用厌氧生物处理技术可能会得到更好的效果。
3.厌氧生物处理工艺
厌氧生物处理技术作为一种环境保护手段用于处理有机污泥和有机废水只有近百年的历史，但是经过不断地研究、创新和开发，该技术不断改进完善，形成了功能多样且独具特色的处理工艺和系统[47]。
目前主要用于处理抗生素废水的厌氧反应器是UASB、UASR、UBF、AF、EGSB、IC。其中UASB反应器属于第二代厌氧反应器，任南琪等学者曾利用该种反应器处理含有阿莫西林和6-APA的制药废水[48]，同时观察其对两种抗生素的去除情况，通过对反应器的运行参数进行调节，确定最佳的运行参数后，稳定运行状态下得到COD、6-APA和阿莫西林的去除率分别为52.2%、26.3%和21.6%。Chelliapan也曾采用过UASR反应器，对含有泰乐霉素和卑霉素的废水进行处理效果分析[49]，在有机负荷为1.86kgCOD/m3·d时，COD的去除率可达到70-75%，一定程度上证明了UASR可以做为制药废水的前处理装置。
任立人等介绍了厌氧中温条件下，采用EGSB反应器处理链霉素有机废水[50]。主要研究废水中硫酸的含量对COD的去除所产生的影响。试验结果表明COD2000-7000mg/L、COD/SO42-=7-10的条件下，能有效的抵御硫化氢的抑制作用。当进料COD在7000-1300mg/L，HRT为3-5h，pH为6-7.2，反应器容积负荷最高15.8kgCOD/m3·d时，COD去除率可达75%，同时SO42-的去除率也可有效地控制在60%-70%，在运行过程中有较好的颗粒污泥形成。同时证明了EGSB在处理抗生素废水中有较好处理效果。王路光等人采用EGSB反应器对青霉素生产废水的厌氧生物处理进行了较系统的研究[51]，研究表明，中温条件下(35°C±1°C)，通过接种颗粒污泥，以葡萄糖自配水进水，经过11d的运行，可以实现反应器的快速启动；当废水投加量小于75%，维持进水COD为6000mg/L，有机负荷12kgCOD/m3·d，水力上升流速2m/h，COD和SO42-去除率均达80%以上；当进水中硫酸盐浓度高于2000mg/L，COD/SO42-值低于3时，对COD和硫酸盐的去除产生了明显的抑制作用。在处理抗生素废水的过程中，硫酸盐是一个很大的限制因素，在保证好C/S比正常情况下，EGSB反应器在处理抗生素废水上是一个较有发展前景的工艺。
马静和买文宁等人研究IC反应器处理洁霉素废水[52]。进水COD，BOD5的浓度分别为1.9-12.3g/L，0.8-5.2g/L，pH值在5.2-6.5之间变动。反应器运行六个月后，发现IC反应器出水COD和pH值都没有较大的变化，启动运行完成。在处理洁霉素废水时COD的去除率能达到75%左右，并且形成了粒径为1-3mm具备良好沉淀性和机械强度的颗粒。
此外还有很多其它厌氧工艺应用在制药废水处理上，如Gangagni Rao利用AFFR来处理制药废水，且保持有机负荷在10kgCOD/m3•d时，AFFR反应器能够稳定的运行[53]。马晓力利用了ABR 来处理高浓度的头孢抗生素废水[54]，COD的去除率达到了50%以上，可生化性也有了很大的提高。
厌氧技术是最近研究比较火的工艺，它造价低，而且对于难生物降解的，高浓度的有机废水都有很好的去除率。厌氧反应器中产生的甲烷是一种绿色的能源，能够在一定程度上缓解了能源危机。所以在今后，厌氧反应器有着更大的发展空间。
4.组合工艺
对于抗生素废水来说，含有高浓度难降解有机污染物是处理的重点和难点。如今开发的组合工艺的整体思路就是采用比较好的前处理装置，提高废水的可生化性，后续的工艺就是采用现在已经成型的好氧工艺。
任南琪利用CSTR-UASB-AF-MBR处理合成制药废水[55]。在进水COD在5789-58792mg/L变化时，COD的去除率达到了99%，且出水的pH值保持在6.8-7.6之间，达到了国家的制药废水排放标准。吉林大学的刘峰等人对东北制药集团制药废水处理结果表明。采用水解酸化－好氧工艺的生物处理技术。生物法处理制药废水是比较合理且先进的工艺，其主要优点是适用范围广，运行成本低，产生的污泥量少等。他们根据试验成果进行了工程研究，并建成了3万m3/d综合制药废水及回用处理工程。
艾恒雨采用生物-化学组合工艺处理某制药厂的青霉素废水[56]，处理规模为10000m3/d。运行实践表明，青霉素废水经过水解酸-CASS池好氧处理-Fenton氧化-生物滤池-混凝沉淀等生物化学组合工艺的处理，对COD、BOD5、NH3-N、SS的平均去除率分别可达96%、98.2%、90.5%、94.7%，处理效果良好，出水水质符合《山东省南水北调沿线水污染物综合排放标准》(DB37/599—2006)的二级标准。Emad S. Elmolla利用Fenton-SBR工艺抗对生素废水进行处理[57]，使COD得去除率达到89%，SBR反应器的出水达到了排放标准。Elmolla采用了pHoto-Fenton-SBR工艺对抗生素废水进行研究[58]。研究表明，当H2O2/COD=2，H2O2/Fe2+=150，照射时间90min，HRT=12h时，COD的去除率达到了89%，SBR也有很好的脱氮的效果，达到了国家的污水排放标准。唐玉芳采用电/Fenton法降解阿莫西林模拟废水。结果表明,电/Fenton法集电解和Fenton于一体,电解作用能使溶液中的Fe3+在阴极还原再生Fe2+,提供更多Fe2+催化H2O2,因而电/Fen-ton法对COD的去除效果优于Fenton法。最佳条件下，对COD的去除率达到70%，BOD5/COD值由零增至0.41[59]。郭劲松采用三维电极生物膜反应器处理人工配置氨氮的废水，在进水NH+4-N浓度30mg·L-1、温度30℃、HRT为24h的试验条件下，通过调节DO和pH实现对硝化和反硝化反应的控制．结果表明，经过挂膜、驯化、稳定这3个较为典型的阶段后，反应器对NH+4-N去除率达到了97.8% ，TN 的去除率为 92.4% ，成功实现了三维电极生物膜反应器全程自养脱氮的启动[60]。
由此可见，确保废水中的有机物污染物更好的去除，前期的预处理很重要。它不仅能够去除一些难降解的物质，还能使废水的可生化性得以提高。从经济的角度来讲，厌氧工艺是一个不错的选择。
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	（一）研究内容
1. 拟单独用电化学法（三维电极）处理阿莫西林抗生素废水试验，测定比较本方法两种方式处理阿莫西林抗生素废水的效果，确定电化学法处理阿莫西林抗生素废水的工作条件及相应的控制参数。
2. 拟单独用活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素废水试验，测定本方法处理阿莫西林抗生素废水的效果，确定活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素废水的工作条件及相应的控制参数。
3. 拟单独用HABR处理阿莫西林抗生素废水试验，测定本方法处理阿莫西林抗生素废水的效果，确定HABR处理阿莫西林抗生素废水的工作条件及相应的控制参数。
4. 提出HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素废水新工艺，根据前面试验得到的各自的工艺条件，进行探索性研究，串联三个工艺，探索、确定HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法运行控制条件，并对比三个实验的处理效果，得出该新工艺的适用性条件与结论。
（二）研究方法
本试验所用废水为实验室配制的阿莫西林抗生素模拟废水，配置阿莫西林的初始浓度为100 mg/L，试验中的pH值用分别用 1.0 mol/L NaOH 或 1.0 mol/L

H 2SO 4进行调节。试验用水均为去离子水。
1. 单独电化学法处理阿莫西林模拟废水： 

电解槽由反应槽、电极板和稳压直流电源三部分组成，阴、阳极板暂采用纤维活性炭。
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影响电化学处理效果的因素很多，本试验选择研究了电极电压、电解槽中的溶液pH、反应时间、极板间距作为最主要的影响因素。通过测定各实验出水的CODCr、BOD5、阿莫西林浓度、pH，分析比较进水水质，研究影响处理效果的主要因素，确定最佳反应条件。
1.1反应时间对废水处理效果影响的研究
在电极直流电压为10 V，极板间距为3.0 cm（暂定），pH值不调的实验条件下以纤维活性炭为电极进行反应，从通电开始计时，分别取反应时间为10、20、30、40、50、60 min时废液，分别测定废液CODCr、BOD5、阿莫西林浓度，得出反应时间对废液处理效果的影响，确定最佳反应时间。
表1 反应时间对废水处理效果的影响
反应时间（min）
COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
10

20

30

40

50

60

由上表得出最佳反应时间。
1.2电极电压对废水处理效果影响的研究
取上述方法所得最佳反应时间为本试验时间，极板间距为3.0 cm(暂定)，pH值不调的实验条件下以铁板为电极进行反应，分别取电极电压为8、9、10、11、12、13 V在最佳反应时间时废液，分别测定废液CODCr、BOD5、阿莫西林浓度，得出电极电压对废液处理效果的影响，确定最佳电极电压。
表2 电极电压对废水处理效果的影响
电极电压（V）
COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
8

9

10

11

12

13

由上表确定最佳电极电压。
1.3溶液pH对废水处理效果影响的研究
取上述两阶段的最佳反应时间、最佳电极电压，极板间距为3.0 cm（暂定），以活性炭为电极的情况下，取pH为1.00 ～11. 00，分别测定废液CODCr、BOD5、阿莫西林浓度，得出pH对废液处理效果的影响，确定最佳pH值。
表3 pH对废水处理效果的影响
pH

COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
1

3

5

7

9

11

由上表确定最佳pH值。
1.4极板间距对废水处理效果影响的研究
取上述三阶段实验确定的最佳电极电压、最佳pH值、最佳反应时间用于本阶段，以活性炭为电极的情况下，取极板间距为1.0cm ～6.0cm，分别测定废液CODCr、BOD5、阿莫西林浓度，得出极板间距对废液处理效果的影响，确定最佳极板间距。
表4 极板间距对废水处理效果的影响
极板间距/cm

COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

由上表确定最佳最佳极板间距。
1.5电化学法处理废水的效果分析
在电极电压为最佳电压，反应时间为最佳反应时间，溶液pH为最佳pH值，极板间距为最佳间距的条件下，测定进出水时废水的CODCr、BOD5、阿莫西林浓度。
表5 电化学法对废水的处理效果
COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
进水
出水
去除率
2. 单独活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素模拟废水：
反应器主体为直径150 mm、高为400 mm、容积为6 L的有机玻璃柱，填料选择活性炭纤维，反应器底部设穿孔布气板，填料主体置于穿孔不起板之上，水气从穿孔布气底部进入，出水采用溢流出水方式。
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2.1活性炭纤维挂膜
2.1.1启动实验用水
取污水处理厂曝气池中的活性污泥为菌种，启动过程配水如表6，实验过程中分别采用葡萄糖和蔗糖作为碳源，保证 C:N:P=300:5:1。同时加入一定量的FeSO4 •7H2O、Co2C •l6H2O  和 NiCl2 •6H2O 以补充反应器内的铁、钴和镍等微量元素。 

表6启动实验主要配水成分
药品
浓度(mg/L)

药品
浓度(mg/L)

葡萄糖(蔗糖)

900

氯化铵
10.38

磷酸二氢钾
6.62

氯化钙
40

2.1.2驯化实验用水
由于实验条件的原因，本实验对阿莫西林抗生素废水进行模拟。纯品阿莫西配制浓度为100 mg/L。配制试剂用水均为去离子水。
将培养好的接种污泥投入反应器中，约投入3 L，添加模拟废水至反应器满，开启曝气装置，进行闷曝。闷曝24 h，停止曝气，排出部分上清液，添加适量废水继续闷曝24 h。并用高倍显微镜观察闷曝15 min、4 h、24 h、48 h活性炭纤维挂膜情况。
2.2连续流适应阶段
闷曝结束后，连续通入阿莫西林抗生素模拟废水，逐步提高进水COD浓度，前三天按COD浓度比例3：1、2：1、1：1添加适量模拟废水，使微生物逐步适应模拟废水的冲击，第四日添加足量浓度模拟废水。
2.3确定废水停留时间对模拟废水处理效果的影响
阿莫西林抗生素模拟废水作为进水，改变废水在反应器中的停留时间，测定CODCr、BOD5、阿莫西林浓度，得出停留时间对废水处理效果的影响，确定最佳停留时间。其中停留时间取4、8、12、16、20、24h。
表7停留时间对废水处理效果的影响
停留时间（h）
COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
4

8

12

16

20

24

2.4活性炭纤维生物膜法处理模拟废水的效果分析
在停留时间为最佳停留时间的条件下，测定进出水时废水的CODCr、BOD5、阿莫西林浓度、pH。
表8 活性炭纤维生物膜法对废水的处理效果
COD（mg/L）
阿莫西林浓度（mg/L）
BOD（mg/L）
pH

进水
出水
去除率
3.单独HABR处理阿莫西林抗生素模拟废水：
ABR具有一系列垂直挡板，可以使废水从进口到出口不断上下流动，依次流过各个隔室。在这个过程中废水能够与大量的厌氧活性污泥充分接触从而被降解，并且由于挡板的截留和污泥的沉降等作用出水中几乎没有生物固体。 

3.1HABR反应器挂膜
3.1.1启动实验用水
取污水处理厂厌氧消化池中的活性污泥为菌种，启动过程配水如表6，实验过程中分别采用葡萄糖和蔗糖作为碳源，保证C:N:P=300:5:1。同时加入一定量的FeSO4·7H2O、Co2C·l6H2O  和 NiCl2·6H2O 以补充反应器内的铁、钴和镍等微量元素。
3.1.2驯化实验用水
由于实验条件的原因，本实验对阿莫西林抗生素废水进行模拟。纯品阿莫西配制浓度为100 mg/L。配制试剂用水均为去离子水。
将培养好的接种污泥投入反应器中，添加模拟废水至反应器满。
3.2连续流适应阶段
闷曝结束后，连续通入阿莫西林抗生素模拟废水，逐步提高进水COD浓度，前三天按COD浓度比例3：1、2：1、1：1添加适量模拟废水，使微生物逐步适应模拟废水的冲击，第四日添加足量浓度模拟废水。
3.3确定废水停留时间对模拟废水处理效果的影响
阿莫西林抗生素模拟废水作为进水，改变废水在反应器中的停留时间，测定CODCr、BOD5、阿莫西林浓度，得出停留时间对废水处理效果的影响，确定最佳停留时间。其中停留时间取8、16、24、32、40、48 h。
表9停留时间对废水处理效果的影响
停留时间（h）
COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
8

16

24

32

40

48

3.4HABR处理模拟废水的效果分析
在停留时间为最佳停留时间的条件下，测定进出水时废水的CODCr、BOD5、阿莫西林浓度、pH。
表10HABR对废水的处理效果
COD（mg/L）
阿莫西林浓度（mg/L）
BOD（mg/L）
pH

进水
出水
去除率
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1、进水箱  2、水泵  3、进水  4、ABR  5、下向流隔室  6、上向流隔室  

7、上清液取样口  8、污泥取样口  9、气体取样口  10、出水
图3  ABR反应器结构示意图
4.HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理模拟废水探索性研究：
4.1废水停留时间对废水处理效果的影响
根据1.2.3阶段的实验结果，对比分析阿莫西林去除效果然后进行排序，综合三阶段的实验结果分析，选择在适当电极电压、适当反应时间、适当pH、电极板适当间距条件下进行电化学处理后，进入反应器，通过测定在不同停留时间的CODCr、BOD5、阿莫西林浓度，考察在不同停留时间对废水处理效果的影响。
表11 停留时间对废水处理效果的影响
停留时间（h）
COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
1

2

3

4

5

6

4.2HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素模拟废水效果
通过上述三个阶段步骤，分析比较对阿莫西林的COD去除率以及可生化性提高程度的比较，根据高效节能的原则确定HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法工艺流程顺序。
在电极电压为工序重新组合后的适当电压，反应时间为适当反应时间，反应器停留时间为适当停留时间的条件下，测定进出水时废水的CODCr、BOD5、阿莫西林浓度。
表12HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法对废水的处理效果
COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
进水
出水
去除率
4.4HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素模拟废水效果
在电极电压为适当电压，反应时间为适当反应时间，极板间距为适当间距、溶液为最适pH，反应器停留时间为适当停留时间的条件下，测定进出水时废水的CODCr、BOD5、阿莫西林浓度。
表13HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法对废水的处理效果
COD（mg/L）
COD

去除率
BOD（mg/L）
B/C
阿莫西林浓度（mg/L）
进水
出水
去除率
5. 分析项目和测试方法
阿莫西林抗生素生产企业属化学合成类制药工业，主要测试分析项目的测试方法参考《化学合成类制药工业水污染物排放标准》（GB 21904-2008），如表14.

表14主要测试分析项目
指标
分析方法或仪器
备注
阿莫西林浓度
紫外分光光度法或（高效）液相色谱法
阿莫西林降解产物及浓度
红外光谱或液相色谱-质谱联用技术
CODcr
标准重铬酸钾法GB/T 11914-1989

BOD5
稀释与接种法GB 7488-1987

pH

玻璃电极法GB 6920-1986

MLVSS,MLSS

重量法，马弗炉
污泥形态
电子显微镜
（三）技术路线：
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（四）可行性研究:

有利条件：
1.本实验室长期研究印染废水的处理，有相关经验可以借鉴。
2.本论文的初步研究工作已经展开，并搜集了大量的资料；本论文所需设备简单、实验所需材料均易买到；本人所在的实验室内有测定水质指标的常规仪器，如pH酸度计、COD恒温加热器等；本实验室师姐已经做了活性污泥的培养与驯化，可以给我一定的指导。
3.指导老师王玉军副教授具有多年的教学及实践经验，可以给予我及时、正确的指导和帮助。
不利条件：
1.查阅相关文献发现对抗生素废水处理研究较少，对阿莫西林废水研究方法量少、单一，本实验属于探索性研究实验；
2.本实验室进行过的厌氧生物氧活实验较少，需进一步查阅文献加强学习。
研究进度安排：（包括论文撰写）
1.2015.03-04：查阅相关文献，了解所研究废水的组成等。
2.2015.04-06：准备各种实验材料，准备HABR实验装置，培养驯化污泥。
3.2015.06-07：单独活性炭纤维生物膜法处理废水实验。
4.2015.07-08：单独电化学法处理废水实验，启动HABR。
5.2015.08-10：单独HABR处理废水实验。
6.2015.10-12：HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理废水实验。
7.2016.12-02：整理实验数据并撰写论文。
8.2016.02-04：撰写毕业论文，准备毕业答辩。
预期研究结果及创新之处：
预期研究结果
1.确定电化学法处理阿莫西林抗生素模拟废水处理效果的最佳参数条件及其处理效果；
2.确定活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素模拟废水处理效果的最佳参数条件及其处理效果；
3.确定HABR处理阿莫西林抗生素模拟废水处理效果的最佳参数条件及其处理效果；
4. 确定探索性处理方法HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素模拟废水处理效果的最佳参数条件及其处理效果，并与单独使用HABR、电化学法、活性炭纤维生物膜法处理废水的处理效果进行比较，得出HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理废水关于COD去除效果、生化性、氨氮去除效果及处理时间等均优于单独处理效果；
5.经过HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理后的阿莫西林抗生素模拟废水达到《化学合成类制药工业水污染物排放标准》（GB 21904-2008）排放标准中的水污染物特别排放限值。

	创新之处
提出了HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素废水新工艺，比较HABR、电化学法、活性炭纤维生物膜法对抗生素废水的处理效果，证实了新工艺的可行性和适用性；并探索性研究了HABR/电化学/活性炭纤维生物膜法处理阿莫西林抗生素废水。
开支预算
开支预算为1.5万元，主要用于实验所需药品、HABR、电化学、活性炭纤维生物膜法材料的购买及论文发表的出版费等。
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选题依据

（包括选题目的、意义、国内外研究现状分析等，并附主要参考文献及出处）

	（一）选题目的

磁技术与其它水处理技术构成的复合系统，具有占地面积小、能耗低、易于操作、无二次污染的优势，可对现有水处理系统进行强化，随着磁技术在生物学领域的发展，磁-生物法处理污水是一项极具发展前景的技术。

本课题的研究目的是通过进行恒定磁场结合SBR工艺处理污水实验，找出强化活性污泥处理效果的一些方法，研究磁-SBR工艺用来提高污水处理效率的可行性，研究外加磁场条件下传统污水处理工艺效率提升的生化机理。探索恒定磁场对活性污泥微生态系统的影响，微生物群落结构和功能在不同磁场强度条件下的变化，揭示微生物与污染物降解效率间的关系，使达到更好的废水处理效果。
（二）选题意义

近些年来，磁效应作用与污水处理技术相结合的工艺发展速度较快。本课题是根据已有的生物磁效应理论及磁效应应用于污水处理方面的研究成果，结合现有成熟的活性污泥法的污水处理技术，进行恒定磁场结合传统活性污泥法工艺处理污水实验，找出强化活性污泥处理效果的一些方法，提高磁性活性污泥处理城市生活污水的可行性，从而达到更好的废水处理效果。
关于磁效应在水处理中的应用，以往大多集中在磁场对水体的絮凝、吸附等物理化学过程的强化作用、微生物群落多样性变化等，但是关于外加磁场对活性污泥中微生物群落组成、种群结构及其功能的深入认识目前依然很有限，这在很大程度上制约了污水处理系统效能的提高。活性污泥是一个复杂而稳定的微生态系统，其中微生物的种群结构及微生物多样性、结构稳定性和功能稳定性在污水处理系统有效性中起着重要作用。研究磁处理前后系统中微生物的组成结构、数量以及多样性对于提高废水生物处理效果，研究生化反应的机理、污染物降解和转化途径具有非常重要的意义。

本研究采用先进的分子生物学手段——宏基因组测序技术对SBR反应系统中微生物群落结构和功能进行深入分析，从微生物学角度揭示恒定磁场对反应系统的影响机理，确定微生物群落结构及功能与污染物去除效能之间的关系，为利用磁场定向调控活性污泥微生物群落功能技术提供指导，为磁性活性污泥技术进一步的规模化应用提供理论依据和基础资料。对优化磁-生物法技术及推广应用具有重要意义。
（三）国内外研究现状
近年来，随着环保要求的提高，污水排放标准日趋严格，传统的污水处理技术面临越来越多挑战。磁技术的引入为污水生物处理工艺研究提供了新思路，许多研究者发现将磁技术与其他水处理技术相结合，可强化并提高生物处理系统的污染物去除能力和效率[1]。污水生物处理系统中微生物的种群结构及微生物多样性、结构稳定性和功能稳定性在污水处理系统有效性中起着重要作用[2]。由于生化处理系统主体是微生物而存在一定的不可预测和不可控性[3]，研究磁处理前后系统中微生物群落组成结构、功能以及多样性对于提高废水生物处理效果，研究生化反应的机理、污染物降解和转化途径具有非常重要的意义。
1.磁场在污水处理中的作用机理
1.1磁场的物理力学效应
磁分离作为物理处理技术在水处理中获得了许多成功应用，作用机理是利用废水中杂质颗粒的磁性进行分离。目前具有代表性的磁分离设备有圆盘磁分离器和高梯度磁过滤器[4]。磁分离在污水处理中有着广泛的应用，把已磁化的磁粉和絮凝剂投加到污水中并进行搅拌，油滴、颗粒物及胶体等污染物就会附着到磁种上，然后经磁分离器，可使吸附在磁粉上的污染物质和磁粉一起被磁场截留，或发生磁聚絮凝加速沉降，从而净化污水[5]。
1.2磁场对微生物的效应
（1）磁致蛋白质效应
蛋白质是构成生物体的重要组成部分，是由多种氨基酸组成的多肽链生物大分子，与生物的生长、代谢和繁殖等生命活动均密切相关。其中，酶也是蛋白质的一种，酶在细胞的正常代谢过程中是十分重要的，酶活性的改变会对生物的生理活动产生很大影响。目前国内关于磁场对微生物蛋白质尤其是酶产生效应的研究比较多。钟科军等[6]用不同强度的静磁场作用于超氧化物岐化酶(SOD)溶液后发现，SOD的活力随磁感应强度和作用时间不同而波动性升高并最终趋于稳定。刘建荣等[7]在厌氧流化床中，利用稳恒弱磁场对光合细菌（PSB）具有促进效应，激活了脱色酶活力，实验中发现磁场对PSB的pH值稳定性及热稳定性影响不大，但酶活力均提高40%左右。林建原等[8] 以酶的催化活性为检测指标，研究磁场对酶活力的影响。结果表明，选择适当的磁场条件作用酶溶液，酶分子的活性中心的结构以及与酶结合的蛋白质可能会发生变化，最终导致酶活力的变化，为磁场调控酶开辟了新途径。

（2）磁场致生物膜效应
生物膜是由蛋白质和类脂等成分组成的双层结构，它的主要功能是在生物细胞间和细胞内创造和维持一个稳定的化学组分区域，能选择性地和有效地进行生物膜两边的物质交换。外加磁场可以改变交换物质中带电离子的受力作用，因而影响了生物膜的渗透能力，从而对生物体内的新陈代谢作用和生物化学反应速度产生影响。外加磁场对微生物体内的酶以及生物膜影响的直接表现就是微生物数量和絮凝活性的变化。磁场对微生物数量的影响有可能与微生物趋磁性有关。趋磁性指的是某些微生物具有的向磁性特征。趋磁细菌是一类能够沿着磁力线运动的特殊细菌, 其细胞内含有对磁场敏感的磁小体，起了导向作用，并且可以借助自身鞭毛来运动[9]。趋磁性细菌最早是由美国科学家Blakemorels[10]于1975年发现。
（3）磁场对微生物分子结构的影响
磁场对生物分子结构会产生影响。例如，含有生物遗传密码信息的DNA便含有高键能的共价键和较低键能的氢键。前者结构稳定，保持生物的遗传特性，而后者键能比较低，容易受环境因素的影响，表现为遗传的变异。外加磁场的能量虽然较低，却能影响DNA中的氢键，并由此产生一些低等生物的遗传变异效应。但刘国民等[11]通过对鼠伤寒沙门氏菌的SOS显色试验及组氨酸缺陷型的Alnes诱变试验，研究了电磁场对微生物的影响，试验结果表明，设定的磁场条件对微生物无致突变作用。
（4）磁致生物自由基效应
自由基是带有孤对电子的原子或原子团，具有较大的化学活性。在许多生命活动中都伴随有自由基的产生、变化或消失。细胞的程序化死亡，光合作用，种子萌发过程中过氧化物酶体的活动等生命活动中都有自由基的活动。自由基带有未抵消的电荷和自旋磁矩，因此在外加磁场作用下，自由基会受到Lorentz力的作用，自旋磁矩又会受到磁力的作用，外加磁场也就通过自由基影响了生物的生理活动[12]。
1.3磁场对水中有机物降解作用
磁场可以利用其对水、其他溶剂以及溶解氧的作用直接降解有机物，在污水处理、饮用水净化等工艺中，不但能够取得较好的处理效果，并且由于能耗低，在处理过程中减少了新的杂质及某些有害物质的引入，使之成为一项节能、环保、经济效益突出的技术。姬文晋等[13]将磁场直接降解有机物的机理分为以下几种：
（1）磁效应促进氧气在水中溶解，并可能在水中产生活性氧。这些活性氧基团或物质具有较强的氧化性能，氧化水中的有机物，降低水中有机污染物含量。 
（2）磁场强化生物效应，促进微生物的繁殖代谢，提高了有机物的降解速率。有机污水的好氧生物处理，主要是微生物通过吸附氧化分解和合成的功能，来降低有机物，而微生物氧化的主要方式是脱氢作用，在特异的脱氢酶的催化下，通过一系列代谢将代谢物的氢最终传递给氧而生成水，而好氧生物处理污水的生理生化指标即微生物耗氧速度和脱氢酶活性的测定可用来判断功能微生物的活性。
（3）磁处理破坏有机物的共价键。有机物中都含有C、H及各种形式结合起来的分子团，是一种反磁性物质，在磁场作用下将发生磁化现象，磁极方向与外界磁场方向相反，当碳氢化合物经过磁场时，将呈现出分散状态，原来相邻分子由于受到磁场的影响可能变得相距较远，分子间原来的相对位置随之改变，分子链凝聚力破坏，使其易于分散，从而使共价键变形、松弛、断裂，形成低能量的小分子碎片或部分无机物，同时磁处理作用引起水体结构中氢键发生变化，也会对有机物降解造成影响。
（4）水中的有机物分子在流经磁场时由于吸收了能量，从稳定态向不稳定的激发态靠近，发生化学反应的机会增多，化学反应速率相应提高，因此磁处理可以在较短时间内降解有机物。 
（5）有机物所处的媒介—水溶剂在外界磁场作用下，理化性质会发生一定的变化，在液相化学反应过程中，通过溶剂的静电作用、笼效应等对化学反应过程产生影响，使有机物氧化降解的速率短时间内迅速提高[14]。 
2.活性污泥中主要生物种类
活性污泥是活性污泥处理系统中的主体作用物质，在废水生物处理中，通过处理系统中活性污泥或生物膜微生物的新陈代谢的作用，使活性污泥具有将有机污染物转化为稳定无机物的活力，在有氧的条件下，将废水中的有机物氧化分解为无机物，从而达到废水净化的目的。处理后出水水质的好坏同组成活性污泥的微生物的种类、数量及其活性有关。 
污水生物处理中起主要作用的是活性污泥，它由三大部分构成，分别是微生物、经微生物氧化后的残留物以及结合在污泥上不能被微生物分解的有机物。细菌、真菌、原生动物和后生动物构成了活性污泥的生物群体。
2.1微生物
2.1.1去除COD的微生物
化学需氧量（COD）是评价水中还原性物质多少的一个重要指标。各类有机物、硫化物等是水体中常见的还原性物质，其中以有机物的含量最高，其大小在一定程度上表征水体受有机物污染的程度。大量研究发现，能够降解COD的细菌有芽孢杆菌属（Bacillus）、假单胞菌属[15]（Pseudomonas）、褐螺菌属（Phaeospirillum）、红螺菌属（Rhodospirillum）、着色菌属（Chromatium）、红菌属[16]（Rhodobium）、黄杆菌属[17]（Flavoacterium）、产碱杆菌属[18-19]（Alcaligenes）、丛毛单胞菌属（Comamonas）、微球菌属（Micrococcus）、无色菌属（Achromatium）、节杆菌属（Arthrobacter）、弧菌属（Vibrio）等[20]，真菌有酵母菌[21]、霉菌[22]等[23]。
2.1.2除磷微生物
聚磷菌（polyphosphate accumulating organisms，PAOs）也称为摄磷菌，为污水处理工艺中一类特殊的兼性菌，能超量地摄取污水中的磷。聚磷菌是一个宽泛的类群，迄今已发现并分离出的具有聚磷能力的细菌和真菌达60多种，不动杆菌属（Acinetobacter）、假单胞菌属[24]（Pseudomonas）、红环菌属[25]（Rhodocyclus）和气单胞菌属（Aeromonas）被普遍认为是PAOs中的优势菌。
马放等[26]采用专性培养基，从稳定运行的A2O SBR反应器中分离得到1株高效的反硝化聚磷菌Q-hrb05。菌株Q-hrb05的16S rDNA基因序列 ( GU214826 )与已知的芽孢杆菌属Bacillus cereus ( DQ423486)的相似性最高，达到99 %，结合菌株Q-hrb05的生理生化鉴定结果，确定其为芽孢杆菌属。周明璟等[27]通过生化及16S r DNA对SBR中活性污泥分析表明，在15株菌株中，除2株为枯草芽孢菌纲外，其余为γ变形菌纲，其中Raoultella.sp占8株，假单胞菌属占5株，同时首次发现枯草芽孢杆菌有较高的除磷能力。
2.1.3脱氮微生物
污水生物脱氮是指在各种微生物的协同作用下，将污水中的氨氮转变成氮气而从污水中去除的过程。生物脱氮过程可为硝化和反硝化，起主要作用的微生物是硝化细菌和反硝化细菌。
（1）硝化细菌
一般把氨氮氧化为亚硝酸盐和硝酸盐的生物反应称为生物硝化作用，把能够进行生物硝化作用的细菌称为硝化细菌。这个过程由两类不同的细菌完成：一类是氨氧化菌（ammonium-oxidizing bacteria，AOB），也称为亚硝化细菌，这类细菌在生物硝化作用过程中专门负责将氨氮氧化为亚硝酸盐氮，实现亚硝化作用，是硝化作用中极为关键的步骤；另一类是亚硝酸氧化菌（nitrite-oxidizing bacteria，NOB），也称为硝化细菌，在生物硝化作用过程中负责将亚硝酸盐氮氧化为硝酸盐氮。目前的研究表明，活性污泥微生物群落中的硝化作用细菌主要是以变形菌门 ( Proteobacteria) 中β－变形菌纲( Betaproteobacteria) 的氨氧化细菌，硝化螺旋菌门(Nitrospira) 的亚硝化细菌和β－ 变形菌纲中亚硝化螺菌属(Nitrosospira) 的亚硝化细菌组成的[28]。
（2）反硝化细菌
反硝化是指，缺氧条件下，NO3－、NO2－在反硝化细菌的作用下被还原为N2的过程。大多数反硝化细菌是异养型兼性厌氧菌。目前国内外报道的反硝化菌包括产碱杆菌属(Alcaligenes)、芽胞杆菌属 (Bacillus)、异养球硫菌( Thiosphaera pantotropha)、丛毛单胞菌属( Comamonas)、假单胞菌属( Pseudomonas)[29]、草螺菌属 (Herbaspirillum)[30]、副球菌属( Paracoccus)、甲基杆菌属（Methylobacterium）、不动杆菌属( Acinetobacter sp.)[31]和代尔夫特菌属 (Delftia)等。
2.2原生动物
原生动物为单细胞动物，根据营养方式的不同将原生动物分为以下四类：寄生性营养，专门寄生在其它生物体内，并从被寄生生物中获取能量和营养；动物性营养，靠摄食真菌、细菌等为生，例如草履虫；营自养生活，体内有色素体，可进行光能自养生长，例如眼虫；腐生性营养，以可溶性有机物或死的机体为食。
鞭毛类、肉足类和纤毛类是活性污泥中常见的原生动物。鞭毛类如眼虫、滴虫、波豆虫等；肉足类如变形虫、表壳虫等；纤毛类与废水处理的关系最为密切，可分为固着型和游泳型两种，漫游虫、草履虫、管叶虫等属于游泳型；钟虫、吸管虫、累枝虫等属于固着型。
2.3后生动物
后生动物也称为多细胞动物，可以捕食原生动物，这类动物不经常出现在污水活性污泥系统中，只有在出水水质优异或污水处理系统较稳定的情况下才出现，轮虫、线虫等是常见的后生动物。轮虫靠摄食细菌、藻类、有机物颗粒、小的原生动物等为生。线虫通常被认为是污泥培养成熟的指示生物。
3.微生物群落研究方法
目前，科学家们通过借助于微生物分子生态学的原理和方法，对于复杂或者极端环境中的微生物生理或生态的认识正在逐步的提高和深入，尤其是近年来人类对不同生境中的微生物元基因组的研究越来越重视[32]。目前，国内外研究微生物群落常用的方法有 PCR-DGGE、荧光原位杂交（FISH）、宏基因组测序技术等。
3.1变性梯度凝胶电泳技术（DGGE）
DGGE的原理是：碱基序列组成上存在差异的DNA双螺旋解链时对变性剂浓度的要求不一样，当DNA双链发生解链时，其在聚丙烯酰胺凝胶中的电泳行为将会发生很大的改变。因此，将PCR扩增得到的等长但序列不同的DNA片段加入到含有变性剂梯度的凝胶中进行电泳时，序列组成不同的DNA片段便会在对应的变性剂浓度下发生变性，空间构型也随之发生变化，继而引起电泳速度下降，最后停滞在其相应变性剂梯度的凝胶中，经染色处理后便可以在凝胶上呈现分散的条带。
最先将PCR-DGGE应用到微生物群落结构的研究中的是Muyzer等人，他们认为PCR-DGGR技术在揭示微生物种群多样性及群落演替规律方面具有明显的优势[33]。近几年该技术也被广泛地用于污水生物处理系统内活性污泥菌群的研究。许玫英[34]等在国内首次采用PCR-DGGE技术对活性污泥中总的细菌类群的差异进行研究，实验结果表明釆用该技术将有助于更全面地了解氨氧化细菌的类群和功能，从而为提高污水生物处理系统的处理效果奠定了基础。国外Moura等[35]釆用该技术分析了个污水处理厂曝气池中微生物菌群的变化，结果表明不同季节收集的样品中的微生物的变化很大，温度、溶解氧等均能影响微生物群落结构，并进一步确定了所研究样品中的主要微生物种群。
PCR-DGGE技术分辨率高、重复性好、操作简便，实验结果比较可靠，能够提供微生物群落中优势类群的信息。但是，它也存在无法避免的缺陷，它对 500bp 以下的目的片段检出率很高，而500bp以上的片段则得不到较好的分离。而且，PCR-DGGE能有效分离的片段不是非常大，最多只能在1kb左右，对于碱基数相差很少的碱基（2-3个）很难分离，而且，条带比较明显的优势类群容易被检测到，而在群落数量上占据 1%以下的弱势类群则不容易被检测出来，这说明了微生物信息量的丰富度不足以被完全显示和反映，对于一些微生物多样性比较丰富的样品而言，虽然丰度较低、但确实存在于样品中、且可能发挥某种重要功能的微生物很可能被忽视，此外，如果实验条件选择不恰当，可能会出现DGGE的一条条带代表几种菌的情况，这样就有可能低估自然群落中微生物的多样性，而且由于DNA异源复合体的形成或某些微生物16S rDNA有多个拷贝，就会出现一种纯菌有多条DGGE条带的情况，这样就有可能高估微生物的多样性。
3.2荧光原位杂交（FISH）
荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH）技术主要是基于被检测染色体与带有荧光标记的核酸探针之间的同源互补性，通过对荧光物质的检测便可对待测样品进行定性或定量分析。
FISH技术无需纯培养和分离DNA或RNA，避免了由于核酸抽提和PCR扩增产生的一定程度偏差，能更确切地反映所检测样品中微生物的原位状况。但是FISH技术也存在一些问题：首先，FISH检测的特异性，探针的特异性关系到检测的可性度，因此探针的设计至关重要；第二，检测的假阳性，由于某些微生物，如假单胞菌属、蓝细菌属等自身能够产生荧光色素，这些荧光物质的存在会干扰FISH检测；第三，检测的假阴性，细胞壁的结构会对探针的渗透造成一定的影响，有些微生物的细胞壁较厚，使得探针无法进入细胞，就有可能导致杂交信号强度降低，部分微生物难以被检测出来。
3.3宏基因组测序技术
宏基因组即生境中全部微小生物遗传物质的总和。宏基因组学(Metagenomic)是研究环境样品中所有微生物基因组集合的技术和方法。它以环境样品中的微生物群体基因组为研究对象，以功能基因筛选和测序分析为研究手段，以微生物多样性、种群结构、进化关系、功能活性、相互协作关系及与环境之间的关系为研究目的。1991年Pace 等人[36]首次提出环境基因组学(Environmental  genomics)的概念，他们在对太平洋浮游生物进行系统分类时直接提取样品总DNA经酶切连入载体转化大肠杆菌构建了第一个噬菌体文库，经过筛选分析发现了15 种全新的细菌序列。第一次正式发表利用宏基因组文库发现新物种的报道。1998年 Handelsma等[37]首次提出并定义环境样品中的细菌和真菌的基因组总和称之为宏基因组(Metagenome)。利用宏基因组学技术了解环境微生物多样性、开发未可培养微生物的研究逐渐兴起。
宏基因组学技术不依赖培养，从微生物的天然环境中直接提取基因组遗传物质，对微生物群体进行研究分析，丰富了人们对于微生物群体生态和进化的认识，最大限度地挖掘微生物资源，使环境微生物的研究不只集中在“确定它们是什么”，还能绕过培养环节而聚焦于“确定它们能做什么”。宏基因组学技术是寻找新基因、开发新的生物活性物质、研究群落中微生物多样性的新途径，它的兴起填补了未可培养微生物研究的空白，成为国际微生物学研究的热点[38]。它第一次使人类得以研究占环境中99%的不可培养的微生物种群，成为微生物研究的最前沿领域。宏基因组学及其相关研究技术有效的解决了环境中绝大多数微生物难以培养的问题，将生物信息学的技术方法引入宏基因组学的研究中可以有效的揭示微生物群体之间或者微生物群体与环境之间的关系，为现代微生物生态学的应用研究扩展了思路，透过未曾有过的视角在微生物群落结构及功能层面上揭示了微生物的生态特征和功能。

目前环境微生物的宏基因组研究主要以基因芯片技术和高通量测序技术为代表[39]。这两种技术各有优势和缺陷。
基因芯片技术是基于已有的 DNA 序列设计芯片探针，所以它能从样品中筛选出已知物种或有明确功能的基因信息，经过系统分析得到这些已知物种或功能的生态分布或变化趋势，但是它无法检测到未知物种或功能基因，很难用于估算生境中的物种和个体总量。高通量测序技术（High-throughput sequencing）又称“下一代”测序技术（"Next-generation" sequencing technology），以能一次并行对几十万到几百万条DNA分子进行序列测定和一般读长较短等为标志。高通量测序技术的出现和广泛的应用极大地促进了微生物分子生态学的发展。相对而言，高通量测序技术是一种开放体系，对其合理运用可以获取某一特定基因的大多数操作分类单元及其个体数量、或者宏基因组中的大片段 DNA 的信息，从而能够准确的反映生境中微生物群落的组成、结构以及遗传进化关系等。目前宏基因组学在环境微生物研究中已经占据了主导地位[40-41]。毫无疑问，在过去的20 年中，DNA测序技术是驱动环境微生物学领域发展的关键技术之一。相对基因芯片技术，高通量测序技术的应用更为普遍[42-43]。高通量测序技术作为宏基因组学最为成熟的关键技术，其全面性、准确性以及信息的深入程度都令其他传统技术无法企及。目前，高通量测序已经应用于土壤[44-45]、海水[46]、植物[47]、人类肠道[48]等众多研究领域。高通量测序技术的出现和广泛的应用极大地促进了微生物分子生态学的发展。对于我们研究微生物与环境的关系、环境治理和微生物资源的利用有着重要的理论和现实意义[49-50]。
3.3.1新一代高通量测序技术

高通量测序技术进入市场，使DNA测序技术在2005年发生了重要转折，改变了测序的规模化进程。Illumina、Roche 和 ABI 公司都推出了各自的新一代DNA测序仪，主要技术革新有以下几点 ：（1）采用矩阵分析技术，实现了大规模并行化，使得矩阵上的 DNA 样本可以被同时并行分析；（2）不再采用电泳技术，使得DNA测序仪得以微型化，测序成本大大降低；（3）边合成边测序，测序速度大幅提高。与Sanger测序相比，第二代测序技术单次运行产出序列数据量大，所以又被通称为高通量测序技术。其技术原理是：首先构建DNA模板文库，将DNA固定在芯片表面或微球表面；然后通过扩增形成DNA簇或扩增微球；最后利用聚合酶或者连接酶进行一系列循环的反应操作，通过CCD相机采集每个循环反应中产生的光学事件信息，从而获得DNA片段的序列[51]。

以454 技术( Roche) 、Solexa 技术 ( Illumina) 和 SOLiD技术( ABI) 为代表的第二代高通量测序技术相继诞生，并且快速发展。这三个测序平台即为目前高通量测序平台的代表。对于高通量测序，其中的Illumina测序因其低错误率、低成本及高通量等优势，显示出了极大的发展潜力，因此可优先考虑[52]。本研究中宏基因组测序平台应用全球公认的通量最高、应用最广泛的Illumina 测序平台。

Illumina公司的新一代测序仪Hiseq 2000和Hiseq 2500具有高准确性，高通量，高灵敏度，和低运行成本等突出优势，可以同时完成传统基因组学研究（测序和注释）以及功能基因组学（基因表达及调控，基因功能，蛋白/核酸相互作用）研究。Hiseq是一种基于单分子簇的边合成边测序技术，基于专有的可逆终止化学反应原理。测序时将基因组DNA的随机片段附着到光学透明的玻璃表面（即Flow cell），这些DNA片段经过延伸和桥式扩增后，在Flow cell上形成了数以亿计Cluster，每个Cluster是具有数千份相同模板的单分子簇。然后利用带荧光基团的四种特殊脱氧核糖核苷酸，通过可逆性终止的SBS（边合成边测序）技术对待测的模板DNA进行测序。
3.3.2宏基因组测序技术对微生物群落的研究应用
宏基因组学研究可通过宏基因组测序技术来实现，宏基因组测序即对环境中提取的总DNA进行全基因组测序，避免了传统微生物纯培养技术的弊端，提升了微生物资源可利用的空间。极大程度地揭示了环境样品微生物群落中微生物多样性、功能多样性及代谢多样性，是评估环境样品中微生物组成结构的最精确方法之一。宏基因组测序技术的应用推动了污水治理领域研究的发展，国内外有些研究者将此种方法用于某些污水生化处理系统中微生物群落的结构和功能解析过程中，它的应用可以确定微生物群落结构及功能与污染物去除效能之间的关系，从微生物生态学角度指示污水生化处理系统的性能，为系统的稳定运行和管理措施的有效实施提供理论依据。
宏基因组测序技术优势：微生物无需进行分离、培养，解决了环境中大部分微生物不能培养的天然局限性问题。客观还原微生物菌群结构。宏基因组测序技术无 PCR扩增环节，可以近乎完整、全面、客观的呈现微生物菌群的原始结构，并从整体上研究不同菌群的结构与功能关系。直接对微生物的基因进行研究。传统的微生物基因研究方法，往往需要构建大量的克隆筛选文库，才能获得微生物的功能基因，而宏基因组测序技术可以直接对微生物的功能基因进行深入研究[53-54]。
Ye 等人利用宏基因组测序技术比较了小试规模和全流程废水处理生物反应器中微生物群落结构、功能图谱和代谢途径的差异。应用Illumina HiSeq2000测序平台两个生物反应器的活性污泥样品宏基因组测序产生了将近12G的序列数据和60万条细菌16S rRNA paired-end序列。三种分子生态学手段获得的序列用于操作分类单元分类。其中，氨氧化古菌(AOA)和氨氧化细菌（AOB）的相对丰度被分析比较。宏基因组测序方法量化揭示活性污泥样品中AOA和AOB的整体情况是一个强有力的方法。研究发现两种生物反应器中AOB的含量比AOA高。代谢通路分析结果说明两个生物反应体系中微生物的代谢途径相似性较高，73.3%的功能共享途径[55]。
Albertsen等人以强化生物除磷系统为依托研究系统中的强化除磷微生物宏基因组。研究结果得到近18.2G 的数据用来分析群落结构和遗传潜力。qFISH作为非培养技术被用来评估群落结构。结果是可以定性的分析，但是一种针对于革兰氏阳性菌的标准DNA提取方法被确定下来，不应用qFISH技术是无法确定下来的。群落功能的遗传潜力研究结果显示参与磷代谢和生物膜形成的基因极其丰富，反应了EBPR工艺的选择性压力。与已知测序基因组的基因相对比拼接后的基因组中大多数Contigs显示出较低的相似性，强调了更多相关关键EBPR物 种 基 因 组 的 需 求 。 仅 有 一 株 与 磷 去 除 相 关 的Candidatus Accumulibacter的基因组和出现的物种相似度较高，可以进行详细的调查。宏基因组技术显示出它挖掘功能性方面的极大潜力，例如挖掘生物合成的潜力[56]。
田美等人运用了宏基因组技术，借助于新一代Illumina高通量测序技术，研究连云港大浦工业区废水处理厂百乐克活性污泥中的生物多样性，获得大规模的宏基因组数据（428588条高质量DNA序列），鉴定出47个门类、872个属及1351个物种。细菌域（289933条序列）中包含33个门，其中变形菌门Proteobacteria是生物量最丰富的门（62.54%），其次是拟杆菌门Bacteroidetes（11.29% ）、硝化螺旋菌门Nitrospirae（5.65%）和浮霉菌门Planctomycetes（4.79%），显示这些生物类群在百乐克废水处理系统中发挥着关键作用。在748个细菌属中，硝化螺菌属Nitrospira（5.60%）最为丰富，为活性污泥氮循环过程中的关键菌群。其次为芽单胞菌属Gemmatimonas（2.45%），是生物除磷过程的重要菌属。在古菌域（1019条序列）中鉴定出3个门及39个属。在真核域（1055序列），鉴定出10个门及60个属，其中，纤毛虫门Ciliophora是最大的门（257条序列）。同时，检测到448条病毒序列，主要为噬菌体。在百乐克活性污泥中，参与氮、芳香化合物和磷代谢的功能基因比例分别为2.50%、2.28%和1.56%。在氮代谢的4个过程中，反硝化相关基因所占比重最高，达到80. 81%，其次是氨化（12.78%）、硝化（4.38%）和固氮（2.04%）。在百乐克活性污泥中蕴藏着惊人的生物多样性，同时，参与氮、芳香化合物和磷代谢的功能基因非常丰富[57]。随后她又借助于不依赖扩增的宏基因组学研究原理，利用新一代高通量测序技术，系统比较A2O与百乐克活性污泥宏基因组中的生物群落与功能分类，并对比较分析做了首份报告，在百乐克和 A2O活性污泥宏基因组中，分别检测到47个和51个门类[58]。
3.3.3生物信息学在宏基因组测序领域的应用。
生物信息学（Bioinformatics）是一门综合交叉学科，整合了应用数学的数据分析理论，信息学的分析手段，统计学的统计分析基础和计算机科学的程序化应用研究等学科研究方法，对生物学问题进行研究分析和解释。
宏基因组测序技术逐渐被广泛应用，是因其具有大通量大数据量检测的优点，每测序一次都会产生近几个兆到上百个兆的数据信息，人为的分析这些数据是不可行的，而且分析过程中容易产生运算误差。因此，采用生物信息学的技术、原理及分析方法对宏基因组测序产生的大规模基因组序列数据进行整体的综合分析。
目前，宏基因组测序技术已经成功应用于多种领域，尤其是近几年在环境污染治理领域的研究更加凸显出此项测序技术的重要性，相应的生物信息学分析方法也得到了广泛的应用，基于传统的运算方法，一些新的运算方法也随之应运而生。在宏基因组测序分析过程中，数据的有效分析和处理过程是贯穿总体分析项目的主线，数据分析的好与差直接决定了项目结果的评判标准对与错。从测序的原始数据开始，经过质控筛选、去噪等过程，将错误的序列数据信息删除，保留有效且干净的数据信息。根据优化后的测序参数对序列进行拼接、注释等工作，生物信息学数据分析过程主要是数学算法的应用过程，不同的数学算法可以将DNA 序列片段按照不同的顺序连接到一起，连接基因序列的过程可以参考现有的基因组序列信息，一一对应进行拼接。得到的有序连接序列可以进入下一步的过滤筛选过程，并通过多种功能数据库对已知基因序列进行注释和分析，确定表达功能。
4.SBR工艺介绍
SBR（Sequencing Batch Reactor）即序批式活性污泥法，是一种按间歇曝气方式来运行的活性污泥污水处理技术。我国自上世纪80年代开始研究 SBR 技术，到目前为止已广泛应用于市政、处理化工废水、啤酒废水、制药废水等废水处理领域，生化反应效率高，除磷脱氮效果好[59]。

4.1 SBR法工艺流程
SBR工艺的核心是反应池，污水在反应池中按序列间歇进入每个反应工序，即流入、反应、沉淀、排放和闲置五个工序。污水流入反应池中达到预定容积后，进行去除BOD、硝化、反硝化及除磷等操作过程，同时可微量曝气，以保证顺利排泥。停止曝气和搅拌后充分沉淀，反应池起二沉池的作用，沉淀后上层清液经处理后排放，下层污泥作为种泥回流。排水后进入闲置工序，使污泥处于饥饿状态，使其在下个周期的反应中充分发挥活性。工艺流程图：
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4.2 SBR法工艺特点
（1）工艺简单，一个 SBR 反应器替代了普通活性污泥法中的厌氧池、曝气池、二沉池和污泥回流系统，占地少，投资省，基建和运行费低。
（2）能充分抑制污泥膨胀。由于 SBR 在时间上的理想推流状态，底物浓度梯度大且由于进水与反应阶段的缺氧与好氧状态的交替，既能抑制专性好氧丝状菌的过量繁殖，防止污泥膨胀[58]，又不会对多数微生物产生不利影响。 
（3）反应推力大处理效率高。采用理想的推流过程, 使得生化反应推动力和污染物去除效率同步达到最大化[60]。
（4）操作过程中交替出现厌氧、好氧和缺氧状态，有机物降解效率高，耐冲击负荷去磷除氮效果好。
（5）运行灵活、便于实现高度自动化。可根据水质及水量变化随时控制SBR工艺运行程序。
4.3 SBR工艺的影响因素[61]
（1）水中溶解氧（DO） 溶解氧的高低对除磷脱氮效果有较大的影响。若溶解氧偏低，出水中的NH4+- N值将会升高，若DO过低，在沉淀阶段就会出现厌氧状态，而有磷释放出来，致使出水中的磷含量升高。反应器中DO 亦不可过高，而DO过高会使污泥絮体变得细小而分散，出水混浊，而且将导致缺氧阶段溶解氧降不下来，反硝化反应受到抑制，而反应器中NO3-- N浓度高又将影响缺氧阶段磷的释放，降低除磷效果。
（2） 水中pH值 微生物活性与水中pH值关系密切，pH为6~9时生物活性最强。在硝化过程中，会产生部分H+，消耗反应器内混合液的碱度。很多工艺都向系统中加碱来维持pH稳定，保证氨氮的硝化程度，采用同步硝化反硝化脱氮也可解决这一问题。
（3）污泥龄 污泥龄短，排放污泥量大，可除去较多的磷。而为了提高氮的脱除量，就需要采用较长的污泥龄，因为硝化菌增殖速度较慢，没有足够长的污泥龄，就难以保证硝化菌有足够的数量。
（4）营养物 活性污泥系统中，微生物生长所需要的营养物要呈一定比例，通常所需有机物与氮、磷的比值为 BOD∶N∶P=100∶5∶1。
5.研究现状
磁场效应早期大多应用于无线电领域，而随着科学技术的发展和跨学科的 综合利用，磁性材料已在信息、化学、医学及生物领域得到了非常广泛的应用。目前，由于水资源匮乏导致的水环境问题日益突出，人们在继续探索现有的生物法水处理技术的同时，也逐渐尝试将磁性材料引入其中。该方向的研究主要集中在磁场效应对水体的絮凝、吸附等物理化学过程的强化作用，磁场对水中各种污染物去除率的影响，以及磁场对水中微生物的影响，包括磁场效应对微生物生长的作用以及对酶活性的影响。
5.1磁场对污染物去除效率的实验研究
Yasuzo Sakai[62]等人将磁分离技术和间歇式曝气活性污泥系统结合起来，实验发现：通过对高浓度的磁性污泥进行间歇式曝气，可以达到同步去除COD和氮化合物的效果。处理水与高浓度活性泥分离沉降只需5min，可同步去除89%以上的总凯氏氮和92%以上的溶解性COD。
Agnieszka Tomska[63]研究了磁场对生物法处理废水的加强作用。实验在两个同步运行的活性污泥反应器中进行，其中一个的污泥回流管上安装一对永磁体，构成磁性系统，而另一个不加磁，作为非磁性系统。在处理生活污水过程中，由永磁体产生的周期性的强度为40mT 磁场并没有对COD的去除产生明显的影响。而对氮化合物的转化却有着非常明显的作用，特别是凯氏氮的转化率，从磁性系统中凯氏氮的去除效率达到了91%-97%，而非磁性系统中的去除效率为82%-96%。有机氮和凯氏氮在20天中的变化对比实验表明，40mT 磁场周期性的作用于第二阶段的硝化菌，使该阶段的氧消耗速率有所增加。
易赛莉[64]采用了UASB 厌氧——磁化复合系统，与单独使用 UASB 厌氧处理相比，发现对于不同浓度范围的生活污水，其COD 去除率均有不同程度的提高，表明适当的磁场强度下，磁化处理对厌氧反应有促进作用。
雒文生[65]等在多年实验和工程实践的基础上，成功地将磁处理技术作为强化措施引入到桂林市南溪山医院污水处理站的人工生态系统工程中，有效地强化了南医人工生态系统处理有机污水的能力，明显消除了系统中鱼类的“浮头”和死亡现象，进一步提高了系统对地理位置，气候条件等环境因素的适应能力，增强了整个系统的处理效果。
5.2磁场对污泥胶体的稳定性和吸附性影响
周正[66]等人以吸附量和比吸附量作为污泥对葡萄糖吸附性能的评价指标, 通过特殊的放大成像系统观察污泥磁化后颗粒形态的变化发现：磁感应强度对 污泥颗粒形态，污泥的吸附性能以及聚沉速度都有不同程度的影响，磁场强度为0.09T，磁化30min聚沉速度具有最大的增幅，而磁场强度为0.045T时的污泥吸附性能最大。倪健源[67]研究发现经过恒定磁场处理后的活性污泥，结构相对紧密，沉降性能有所提高，高于对照组的活性污泥的沉降速度。
5.3磁场对水中微生物的作用研究
5.3.1磁场对水中微生物生长代谢的影响
磁场类型、磁场强度、作用时间及生物细胞结构的不同，所引起的生物学效应是不同的。例如，栗杰等人[68]通过对比不同强度磁场对微生物生长的影响发现：100mT场强作用下会对放线菌和真菌表现出正效应，而对细菌的生长显示出抑制作用，而在300mT场强作用下，不同类群的土壤微生物数量也有不同程度的增长。王祥三[69]等通过磁化处理污水的生物效应实验，发现磁通密度为 370mT 时，好氧微生物活性增加17.3%，水藻的初级生产力由对照样的每天 8.41g/m3 提高到每天 16.9g/m3。Hulya Yavuz[70]等人在生物流化床中引入磁场，以磁性聚苯乙烯颗粒作为微生物载体，污水处理效率有大幅度提高；
5.3.2磁场对微生物酶活性的影响
微生物对环境中的营养物质的吸收，以及在体内的利用都必须有酶参与，在废水生物处理中，微生物对废水中污染物质的分解和转化过程，实质上都是在不同酶的催化下进行的一系列复杂的生化反应过程。磁场可以影响微生物酶的活性，它可以使过氧化氢酶、过氧化物酶和三种磷酸酶的活性不同程度的升高，且磁场效应持续时间较长。韩庆祥[71]等人在研究磁场效应在水处理中的作用时发现：在的中等强度磁场（50mT 以下）增大了微生物酶的活性，使处理效率提高了11%左右。磁致生物效应则能诱导微生物的酶活和酶合成，促进微生物生长挂膜和新陈代谢。Koneracka[72] 等人经研究发现，如果将蛋白质和酶固定在磁性粒子表面，其活性可保持在原活性的90%以上。
SBR法是应用最为广泛的废水生物处理方法之一，对其微生物活性强化的研究，可以使污水厂在原有规模不变的条件下提高污水处理的效率，具有较大的实际应用价值和理论研究意义。随着科学技术的发展和跨学科技术的综合运用，通过磁生物效应降解废水中的污染物已经发展成为一门新兴的废水处理技术。磁场作用可以大大提高废水生物降解的效率，提高处理效果。但是，国内外对磁效应污水处理法的研究有很多问题尚需要进行研究和不断的证实。
虽然磁场的生物效应己经引起人们的广泛关注，但是磁场对微生物影响的研究还处于起步阶段。关于外加磁场对处理系统微生物影响的深入分析还很少，对群落结构及功能层面的研究几乎没有，存在一些尚需要完善和探讨的问题。
目前来说，磁技术在水处理中的应用仍然是个比较新的课题，磁技术与其它水处理技术构成的复合系统，可对现有处理系统进行强化，随着磁技术在生物学领域的发展，磁-生物法处理污水将是一项极具发展前景的技术。
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研究方案：（包括研究内容、研究方法、技术路线及可行性分析）
	（一）研究内容

以SBR法为背景工艺，以人工配制城市生活污水为处理对象，通过在反应器两端加磁铁来产生恒定磁场，具体研究以下方面：

1. 研究不同强度的磁场对SBR污水处理系统污染物去除率的影响，考察恒定磁场对活性污泥处理污水性能的影响，确定有利于污染物降解的最佳磁场强度。研究磁场对活性污泥性质的影响，即外加磁场的作用下，污泥形态、污泥的沉降速率等。
2. 利用目前先进的宏基因组测序技术寻找反应系统中微生物多样性及演替规律。深入解析磁处理前后微生物群落结构和功能的变化等。并结合污水处理效果阐述反应器内微生物群落的变化与CODcr、氨氮、总磷等去除率的关系。

（二）研究方法

1.实验工况设计

雒文生等研究了不同磁场强度对活性污泥处理能力与效率的影响，并明确给出不同强度磁场范围，即0～500 Gs为低等强度，500～1000Gs为中等强度，1000Gs 以上为高等强度。本实验设计A、B、C三组平行实验，从低、中、高三种不同的磁场强度来探究磁场对SBR处理污水的影响。导师曾指导郑书联等同学做过此类实验，发现磁场强度在1500Gs时处理效率和生物酶活性下降明显，故设计外加最大磁场强度为1500Gs。具体情况见表1。

表1 实验工况设计

序号

实验条件

序号

实验条件

序号

实验条件

A1

不加磁场

B1

不加磁场

C1

不加磁场

A2

外加磁场300Gs

B2

外加磁场300Gs

C2

外加磁场300Gs

A3

外加磁场600Gs

B3

外加磁场600Gs

C3

外加磁场600Gs

A4

外加磁场900Gs

B4

外加磁场900Gs

C4

外加磁场900Gs

A5

外加磁场1200Gs

B5

外加磁场1200Gs

C5

外加磁场1200Gs

A6

外加磁场1500Gs

B6

外加磁场1500Gs

C6

外加磁场1500Gs

实验工艺参数：（SBR法）MLSS：3000 mg/L左右；SV：30%左右；pH=6~8；DO=2~3mg/L；

本实验SBR工艺每天运行3个周期（8h/周期），进水0.5h，曝气4h，沉淀2h，排水0.5h，闲置1h。选用微型PLC（可编程序控制器）作为核心控制器件，使污水处理循环自动进行。所有反应系统都由PLC按照预先编制的程序自动控制，不需要操作人员干预。PLC可直接驱动一般的电磁阀和交流接触器的线圈，用软件编程实现定时和常规继电器的功能，有很强的现场适应能力。
2.污水来源及活性污泥培养与驯化

（1）实验用水

本实验采用人工模拟城市生活污水，其污染物比例COD：N：P 约为 100：5：1。经查文献，人工配水配方见表2。

表2  人工生活污水配方组成

配方成分

浓度（mg/L）

配方成分

浓度（mg/L）

C12H22O11
400

(NH4)2SO4
30

MnSO4.H2O

2.68

MgSO4.7H2O

180

FeCl3.6H2O

0.134

CaCl2
10.6

KH2PO4
41

K2HPO4
28

表3 人工配水水质指标  单位：mg·L-1
COD
TN
TP

300～400

30～40

5～6

（2） 活性污泥培养与驯化

实验工况运行前需进行活性污泥的培养和驯化，接种所需活性污泥取自泰安市某污水处理厂的回流污泥。驯化培养2周左右，驯化污泥过程中每三天测量各项水质指标和污泥指标，直至指标稳定，待系统稳定运行后，污泥呈棕黄色，易沉降，测得污泥浓度为 3000mg/L左右，污泥活性较好，代表污泥处于一种稳定状态，然后添加磁场进入平行试验系统的正常运行阶段。

3.实验装置

（1）磁铁的选择

磁性材料大致可分为顺磁性、反磁性及铁磁性材料。顺磁性材料，磁化强度与外在磁场成正比，且磁化率（即对磁场之敏感度）为正值；反磁性材料，磁化强度也与外在磁场成正比，但磁化率为负值；铁磁性材料，初时之磁化强度随外加磁场增加而明显提高，但外加磁场增加至某强度时，铁磁性材料之磁化强度会产生饱和的现象，亦即磁化强度不会再随外加磁场增加而提高。目前，铁磁性材料占市场之绝大多数，因其制备技术简易、成本低廉、应用范围广及磁化强度较其它二者高出许多，其中又以 Fe3O4为最常见之铁磁性材料。本实验选用铁磁性材料。

（2）磁场产生装置

经过一段时间的培养驯化，污泥处于稳定状态，此时添加磁场。如图1所示，磁场发生装置的支撑板可在两条滑道上前后移动，以此来调整磁铁和反应器之间的距离。
[image: image37.jpg]soR I AR





图1  反应器与磁铁的位置示意图

朱雪松的研究表明，磁场对于污染物质 COD、氨氮及硝氮的去除率起促进作用的强度范围与磁场位型（相吸、相斥）的变化无关。对于同等强度磁场，相吸磁场效果更优。本实验所用磁场类型为相吸磁场。
所用SBR反应器长29cm，宽19cm，高19cm的，透明，容积15L。反应器用气泵和曝气头供气。反应器中磁感应强度大小用反应容器内壁所测磁场强度来表征，由于磁场强度随着与磁铁的距离增加而逐渐减弱，故通过调整平行磁铁之间的距离来调整磁感应强度，分别在容器内壁形成 300Gs、600Gs 、900Gs、1200Gs、1500Gs的磁场。

4.实验指标分析项目及测试方法
水质指标和污泥指标：按照规定的方法测定各项指标，每隔一天测定一次，每周分析一次数据，直至各项指标稳定后再测一周。
微生物群落：取加磁场前驯化稳定的和加磁场后运行稳定的活性污泥和水样，污泥取同一深度处。取出样品后立即用DNA提取试剂盒提取宏基因组DNA，编号，放置-80℃保存，实验结束后分别选取对COD、N、P去除效果最好的和对照组的DNA样品进行测序分析。
实验运行期间测定指标及方法如下表4。

表4 指标测定方法

序号

指标

测定方法

方法来源

检出限（mg/L）

1

磁场强度

高斯计测量

——
——

2

温度

温度计测量

——
——

3

pH

电极法

GB 6920-1986

0.01

4

CODcr
重铬酸钾法

GB 11914-89

——

5

氨氮

纳氏试剂比色法

HJ 535-2009

0.025

6

总磷

钼酸铵分光光度法

GB11893-89

0.01

7

总氮

碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法

HJ 636-2012

0.05

8

DO

溶解氧仪

——
——

9

沉降比SV

30min沉降法

——
——

10

MLSS

重量法

——
——

11

SVI

计算法

——
——

12

污泥形态

电子显微镜

——
——

13
脱氢酶活性
TTC-ETS分光光度计法
——
14
微生物群落结构和功能
宏基因组测序技术

——
——

    （1）磁场强度

    本实验采用高斯计测量磁场强度。
型号：CTS-27手持式数字高斯计/特斯拉计

技术指标：量程范围：0-0.2T（2000GS） 0-2T（20000GS）；

被测磁场：直流磁场（静态磁场）；

环境温度：5℃~40℃；

相对湿度：20%~80%（无凝露）；

供电电源：一节9V电池；

外型尺寸：160mm×88mm×36mm;

仪器重量：300g;

显示方式：3 1/2 LCD;

显示单位：mT毫特斯拉;

备 注：1mT(毫特斯拉)=10Gs(高斯)

（2）温度、pH测定

采用温度计、pH计测量

（3）CODcr的测定

    测定原理：在强酸性溶液中，用一定量的重铬酸钾氧化水样中还原性物质，过量的重铬酸钾以试亚铁灵作指示剂，用硫酸亚铁铵溶液回滴。根据硫酸亚铁铵的用量算出水样中还原性物质消耗氧的量。

样品测定：取约0.4g硫酸汞于加热管中，用移液管取20.00mL水样于加热管中，加入10.00mL重铬酸钾标准溶液，加沸石几粒，晃动均匀，并用纯净水做空白样。于加热管中加入30mL硫酸—硫酸银溶液，盖上冷凝管，放于恒温加热器上，179℃加热2h（待温度上升为179℃后开始计时2h）。待冷却后加入90mL纯净水（可先用少许纯净水由冷凝管上部缓缓加入，冲洗管壁后移入锥形瓶中，并用剩余纯净水冲洗加热管），移入锥形瓶内，加3滴试亚铁灵指示剂，用硫酸亚铁铵滴定，至溶液由黄绿色变为酒红色，记录消耗的体积，V空白、V1、V2… 

用滴定后的空白样加入10.00mL重铬酸钾，滴定至变色，记录数据V标，用来标定硫酸亚铁铵标准溶液的浓度。

    计算：硫酸亚铁铵标准溶液浓度C标=0.25（或0.025）*10/V标
          COD=（V空白-V水样）*C标*8*1000/V水样
    （4）氨氮的测定

    测定原理：水样中的氨与碘化汞和碘化钾的碱性溶液反应生成淡红棕色胶态化合物，在410~425nm范围内进行检测。

    校准曲线的绘制：吸取0、0.50、1.00、3.00、5.00和10.00mL铵标准使用液于50mL比色管中，加水至标线，加1.0mL酒石酸钾钠溶液，混匀。加1.5mL

纳氏试剂，混匀。放置10min后，在波长420nm处，用光程20mm比色皿，以水为参比，测量吸光度。由测得的吸光度，减去零浓度空白的吸光度后，得到校正吸光度，绘制以氨氮含量（mg）对校正吸光度的校准曲线。

表5 标准溶液的氨氮含量与吸光度的测定结果

氨氮标准溶液（mL）

空白样

0.50

1.00

3.00

5.00

7.00

10.00

吸光度

校正吸光度y

氨氮含量x（mg）

    样品测定：取5.00mL混合均匀的水样于50mL比色管中，稀释至标线，加1.0mL酒石酸钾钠溶液，混匀。加1.5mL纳氏试剂，混匀。放置后，在波长420nm处，用光程20mm比色皿，以水为参比，测量吸光度。以无氨水代替水样，做全程空白测定。

计算：由水样测得的吸光度减去空白试验的吸光度后，从校准曲线上查得氨氮含量（mg）。

氨氮（N，mg/L）=1000*m/V

式中：m—由校准曲线查得的氨氮量（mg）；

V一水样体积（mL）。

    （5）总磷的测定

    测定原理：钼锑抗分光光度法。在酸性条件下，正磷酸盐与钼酸铵、酒石酸锑氧钾反应，生成磷钼杂多酸，被还原剂抗坏血酸还原，则变成蓝色络合物，通常即称磷钼蓝。

校准曲线的绘制：取数支50mL具塞比色管，分别加入磷酸盐标准使用液0、0.50、1.00、3.00、5.00、10.0、15.0mL，加水至50mL。向比色管中加入1mL10%抗坏血酸溶液，混匀。30s后加2mL钼酸盐溶液充分混匀，放置15min。用10mm或30mm比色皿，于700nm波长处，以零浓度溶液为参比，测量吸光度。

表6 标准溶液的总磷含量与吸光度的测定结果

总磷标准溶液（mL）

空白样

0.50

1.00

3.00

5.00

10.00

15.00

吸光度

校正吸光度y

总磷含量x（mg）

    样品测定：吸取25.0mL混匀水样于50mL具塞比色管中，加过硫酸钾溶液4mL，加塞后管口包一小块纱布并用线扎紧，将具塞比色管放在大烧杯中，置于高压蒸汽灭菌锅中加热，待锅内压力达1.1kg/cm2（相应温度为120℃）时，调节电炉温度使保持此压力30min后，停止加热，待压力表指针降至零后，取出放冷。用水稀释至标线。向比色管中加入1mL 10%抗坏血酸溶液，混匀。30s后加2mL钼酸盐溶液充分混匀，放置15min。用10mm或30mm比色皿，于波长700nm处，以零浓度溶液为参比，测量吸光度。

计算：磷酸盐（P，mg/L）=m/V

     式中：m—由校准曲线查得的磷量（ug）；

           V—水样体积（mL）。

    （6）总氮的测定

测定原理：在120~124℃的碱性介质条件下，用过硫酸钾作氧化剂，不仅可将水样中的氨氮和亚硝酸盐氮氧化为硝酸盐，同时将水样中大部分有机氮化合物氧化为硝酸盐。而后，用紫外分光光度法分别于波长220nm与275nm处测定其吸光度，按A=A220-2A275计算硝酸盐氮的吸光度，从而计算总氮的含量。其摩尔吸光度系数为1.47×103L/（mol·cm）。

校准曲线的绘制：分别吸取0、0.50、1.00、2.00、3.00、5.00、7.00、8.00mL稍酸钾标准使用溶液于25mL比色管中，用无氨水稀释至10mL标线。加入5mL碱性过硫酸钾溶液，塞紧磨口塞，用纱布及纱绳裹紧管塞，以防迸溅出。将比色管置于高压蒸汽灭菌锅内，加热升温至120~124℃开始计时，使比色管在过热水蒸汽中加热30min。自然冷却，开阀放气，移去外盖，取出比色管并冷至室温。加入（1+9）盐酸1mL，用无氨水稀释至25mL标线。在紫外分光光度计上，以无氨水作参比，用10mm石英比色皿分别在220nm及275nm波长处测定吸光度。用校正的吸光度绘制校准曲线。

表7 标准溶液的总氮含量与吸光度的测定结果

总氮标准溶液（mL）

0.50

1.00

3.00

5.00

7.00

8.00

吸光度（A220）

吸光度（A275）

A220- A275
总氮含量x（mg）

样品测定：取10mL水样，余下步骤同校准曲线的绘制。

计算：总氮（mg/L）=m/V

    式中：m—从校准曲线上查得的含氮量（ug）；

V—所取水样体积（mL）。

（7）DO

采用美国HACH公司Sension6型溶解氧仪测定。

    （8）SV30的测定

用100mL量筒量取曝气池泥水混合液100mL（V1），静止沉淀30min，观察活性污泥在量筒中的沉降现象，到时记录下沉淀污泥的体积V2（mL）。

污泥沉降比计算：SV=V2/V1*100%

（9）MLSS的测定
将定量滤纸放于105℃烘箱或水分快速测定仪中干燥至恒重（1/10000 天枰称重），将已知重量的滤纸置于漏斗上，再把已知污泥体积的 100mL 量筒内的污泥全部倾入漏斗中，粘附于量筒壁上的污泥用蒸馏水冲洗，也一并倾入漏斗，过滤完毕后，将载有污泥的滤纸移入烘箱中 105℃至恒重，通过下式来计算：

MLSS=[(MP+MS)-MP]×10

式中  Mp—滤纸重量(g)； MS—烘干污泥重量(g)。

（10）SVI的测定

SVI（mL/g）=SV（%）×10（mL/L）/MLSS（g/L）

（11）污泥形态的检测

污泥形态的观察：制作污泥水压片，用显微镜观察污泥形态并记录拍照。
（12）脱氢酶活性的测定

测定原理：活性污泥法处理废水的实质就是酶促反应，而脱氢酶活性的高低直接关系到工艺降解有机污染物的水平，因此，测定脱氢酶活性可以直观的了解工艺废水处理能力。脱氢酶是一类氧化还原酶，它的作用是催化氢从被氧化的物体（基质AH）中转移到另一个物体（受氢体B）上：
AH+B⇄A+BH
为了定量地测定脱氢酶的活性，常通过指示剂的还原变色速度，来确定脱氢过程的强度。常用的指示剂有2,3,5－三苯基四氮唑氯化物（TTC）等，TTC在从氧化状态接受脱氢酶活化的氢而被还原时具有稳定的颜色红色，我们即可通过比色的方法，测量反应后颜色深度，来推测脱氢酶的活性。
标准曲线的绘制：从1mg/mL TTC液中分别吸取1、2、3、4、5、6、7毫升放入每个容积为50毫升的一组容量瓶中，以蒸馏水定容至50毫升，各瓶中TTC浓度分别为20、40、60、80、100、120、140μg/mL。每只带塞离心管内加入Tris-HCl缓冲液2mL＋2mL蒸馏水＋1mLTTC液（从低到高浓度依次加入）；对照管加入2毫升Tris-HCl缓冲液+3毫升蒸馏水，不加入TTC，所得每只离心管TTC含量分别为20、40、60、80、100、120、140μg。每管各加入1mL的10%硫化钠溶液，混合置于暗处20min，使TTC全部还原，生成红色的TF。在各管加入5毫升丙酮（或正丁醇和甲醇），抽提TF。放入37℃恒温振荡萃取10min。  在4000转/分下，离心10分钟。在分光光度计上，于485nm波长下测吸光度。测绘标准曲线。
表8  TTC标准曲线吸光度测定结果
TTC（μg）

吸光度值
0
20
40
60
80
100
120
吸光度
校正吸光度
测定步骤：取10mL活性污泥于具塞离心管中，4000r/min离心5min后弃去上清液，再加入蒸馏水至10mL并搅拌均匀，离心5min后弃去上清液。这样反复用蒸馏水洗涤离心处理3次，最后向离心管中加入蒸馏水至10mL并搅拌均匀。准备若干支试管，分3组做平行样。逐支向试管中加入0.5mL浓度为19.81g/L的葡萄糖溶液，2mLTris-HCl缓冲溶液，0.5mLTTC 溶液(4mg/mL)，2mL上述待测污泥混合液和0.5mL上清液。各试管摇匀后立即放入（37±1）℃恒温箱中培养2h。取出后迅速滴入2滴浓硫酸，摇匀以中止反应。然后向各试管中加入5mL甲苯，常温下振荡萃取。放置片刻，待溶液分层后，在4000r/min下离心5min，取上层有机溶剂于486nm处测定吸光度值。在上述条件下，吸光度值的大小表示了活性污泥脱氢酶活性的高低，lh产生1mgTF的量为一个酶活力单位。即把测量得到的吸光度值通过标准曲线换算成 TTC 浓度，再除以反应时间(2h) 和污泥浓度(MLSS)就得到污泥的脱氢酶活性。
（13）微生物群落检测
宏基因组测序流程：

[image: image38]
1）宏基因组DNA的提取

采用基因组试剂盒提取方法提取宏基因组DNA。所用试剂盒为Omega Bio-Tek公司生产的E.Z.N.A.® Soil DNA Kit，按照试剂盒说明书上的步骤进行操作，具体操作步骤如下。

移取500mg玻璃微珠到一个15mL离心管。0.2 - -1.0 g土壤样本添加到玻璃珠子。加1mL SLX-Mlus缓冲液。以最大转速旋转3-5min来溶解样品。加100uL DS缓冲液。旋转使彻底混合。在70℃下培养10min。在培养的时候短暂的旋转一下管子。在室温下以3000rpm离心3min。移取800uL上清液于一个新的2mL离心管。加270uL P2缓冲液。旋转使彻底混合。在冰上培养5min。在4℃下≥13,000 x g离心5min。小心的将上清液转移到一个新的2mL微量离心管。加0.7体积的异丙醇。来回颠倒管20-30次使彻底混合。在4℃下≥13,000 x g离心10min。小心抽提弃掉上清液。不要扰乱了DNA颗粒。在吸水纸上来回颠倒管1min使液体溜流走。加200uL洗脱缓冲液。旋转10秒。在70℃下培养10-20min使DNA颗粒溶解。加100uL HRT试剂。旋转使彻底混合。在室温下放2min。在≥13,000 x g离心2min。将干净的上清液转移到一个新的2mL微量离心管。加相同体积的XP1缓冲液。旋转使彻底混合。将HiBind® DNA Mini Column嵌入一个此工具包中提供的2mL收集管中。将得到的样本转移到HiBind® DNA Mini Column。在室温下10000 x g离心1min。弃去滤液，重新使用这个收集管。加300uL XP1缓冲液。10000 x g离心1min。弃去滤液和收集管。将HiBind® DNA Mini Column转移到一个新的2mL收集管中。加700uL SPW洗涤缓冲液。10000 xg离心1min。弃去滤液，重新使用这个收集管。重复以上两步骤再次SPW洗涤。在室温下≥13000 x g离心空的HiBind® DNA Mini Column2min。将HiBind® DNA Mini Column转移到一个干净的的1.5mL微量离心管中。加30-100uL 预先在HiBind®膜中间直接70℃加热的洗脱缓冲液。在70℃培养10-15min。≥13000 x g离心1min。重复以上两步骤再次洗脱。弃去HiBind® DNA Mini Column，-20℃保存洗脱的DNA。
完成基因组DNA抽提后，利用1.0%琼脂糖凝胶电泳检测抽提的基因组 DNA，观察，拍照。操作步骤：铺胶。称取0.4g琼脂糖于40mL TAE缓冲液中加热溶解，待溶液冷却至40℃左右时加入4mL溴乙锭,并将溶液倒入凝胶槽中，待其凝固后将胶块放入电泳槽中；上样。取1uL6×Loading Buffer与5uLDNA样品溶液充分混匀后导入胶孔中并以λ -hind Ⅲ为DNA  Maker, Maker上样量为8uL；电泳。50V电压下电泳40min后，用凝胶图像分析系统对胶块进行分析检测。
将处理好的DNA交由专门的测序公司进行高通量测序，及生物信息分析。

2）片段化

采用超声波法（Covaris M220）将宏基因组DNA随机打断，将DNA剪切成主带300bp左右的片段，后用电泳检测。

3）构建PE文库

连接“Y”字形接头；使用磁珠筛选去除接头自连片段；利用PCR扩增进行文库模板的富集；氢氧化钠变性，产生单链DNA片段。
4）桥式PCR

DNA片段的一端与引物碱基互补，固定在芯片上；另一端随机与附近的另外一个引物互补，也被固定住，形成“桥 (bridge)”；PCR扩增，产生DNA簇；DNA扩增子线性化成为单链。
5）Illumina Hiseq测序
加入改造过的DNA聚合酶和带有4种荧光标记的d NTP，每次循环只合成一个碱基；用激光扫描反应板表面，读取每条模板序列第一轮反应所聚合上去的核苷酸种类；将“荧光基团”和“终止基团”化学切割，恢复3'端粘性，继续聚合第二个核苷酸；统计每轮收集到的荧光信号结果，获知模板DNA片段的序列。
生物信息分析流程：

数据分析从下机原始序列开始，首先对原始序列进行拆分、质量剪切以及去除污染等优化处理。通过序列组装、基因预测，获得每个样本中所含有的基因，将所有样本的基因整合在一起，构建非冗余基因集。优化序列 mapping至基因集，可以获得每个基因的丰度信息。将基因与相关数据库，如 NR、KEGG、egg NOG、ARDB、CAZy 数据库进行比对，获得基因的物种注释信息与功能注释信息。在上述分析的基础上，可以进行相似聚类，分组排序，差异比较等多方向的统计分析和探索，并对结果进行可视化展示，挖掘数据中的有效信息，揭露隐含的规律，验证实验假设和发现新的问题。

[image: image39]
每天记录各项指标的测量数据。

表9  实验结果记录表

编号
水质指标

氨氮

测量值

1

2

3

平均值

总磷

测量值

1

2

3

平均值

COD

测量值

1

2

3

平均值

总氮

测量值

1

2

3

平均值

DO

测量值

1

2

3

平均值

活性污泥指标

SV30
测量值

1

2

3

平均值

MLSS

测量值

1

2

3

平均值

SVI

测量值

1

2

3

平均值

TTC
测量值
1
2
3
平均值
根据所得的数据绘制各项指标的折线图，形象直观地得到各项指标的变化趋势。
（三）技术路线


[image: image40]
（四）可行性分析:

有利条件：

1.本人广泛查阅了相关文献，并搜集了大量的资料，对该研究有比较全面的掌握，能够熟练运用所学知识从事该研究工作。

2.本人所在的实验室内有测定水质指标的常规仪器，如万分之一天平、pH酸度计、COD恒温加热器等。所需设备简单、实验所需材料均易买到。关于微生物学方面的实验借助微生物实验室。

3.指导老师付伟章副教授具有多年的教学及实践经验，可以给予我及时、正确的指导和帮助。而且导师曾指导过郑书联等同学做过相关方面的简单实验研究，取得了较好的结果，提供了良好的实验基础。

4.关于微生物学方面的实验得到了生科学院丁延芹副教授的指导，在丁教授的指导下我可以顺利完成微生物学实验。
不利条件：

1.对宏基因组测序技术还不够熟悉，需进一步查阅文献加强学习，并向专业人员学习请教。

    2. 因实验室不具备宏基因组测序的条件，需委托专业测序公司进行测序工作，宏基因组测序成本较高，增加了实验成本。
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山东农业大学
硕士研究生培养计划表（二）
(学位论文开题报告及计划)

题目：生物炭对粪肥施用土壤中重金属铜锌的生物有效性的影响研究
学    号：  2015120135   

姓    名：      王磊     

专    业：   环境工程    

研究方向:    环境生物学  
指导教师：  王金花  副教授  

填表日期： 2016 年 3 月 15 日
说    明
9、 开题报告在教研室、专业或学院范围内举行，须适当请有关专家参加，于第三学期前完成。
10、 本表在开题报告通过论证后填写，一式三份（可复印），本人、导师、学院（原件）各一份。
11、 本表用钢笔填写或打印（但不能打印后向表上粘贴），字迹要清楚。
12、 根据需要可自行加页。
选题依据
（包括选题目的、意义、国内外研究现状分析等，并附主要参考文献及出处）
	2、 选题目的、意义
在经济全球化发展的进程中，环境污染问题凸显，生态环境破坏严峻，对人类的生存环境和健康造成了严重的威胁，其中土壤环境质量逐年恶化，严重影响了人类的生命安全，尤其在发展中国家，如中国[1]和印度[2]，土壤污染正在加剧。重金属污染是造成土壤环境质量恶化的重要原因之一，含重金属的不同污染物通过各种途径进入土壤，造成了严重的土壤重金属污染。

土壤重金属污染是指人类活动将重金属带入土壤中，引起土壤重金属含量明显高于背景含量，并造成生态环境质量恶化的现象[3]。引起土壤重金属污染的原因众多，成因也比较复杂，不同重金属元素来源差别很大，即使同种重金属元素其来源也往往不尽相同。环境科学中常见的重金属有汞、镉、镍、铬、矾、砷、硒、铁、锰、铜、锌、铅等。目前，研究较多的是镉(Cd)、铅(Pb)、铜(Cu)、锌(Zn)和汞(Hg)。其中污染土壤的重金属主要包括生物毒性显著的汞(Hg)、镉(Cd)、铅(Pb)、铬(Cr)和类金属砷(As)等元素，以及有一定毒性的锌(Zn)、铜(Cu)、镍(Ni)等元素。

重金属具有富集性，可在土壤中富集，被植物吸收后进入食物链，进而对人体和动物健康造成危害。在农业生产上，重金属污染不仅使土壤肥力下降，还可能使农产品重金属含量超出国家标准，危害人畜健康[4]，严重影响环境质量和经济的可持续发展。

生物炭通常指树木、农作物废弃物、植物组织或动物骨骼等生物质在无氧或者部分缺氧及相对低温(<700℃)条件下热裂解炭化形成的一类多孔、高度芳香化、难溶性的同态物质，含C元素60%以上，由H、O、N、S等元素组成[5]。生物炭具有巨大的比表面积以及发达的孔隙结构，表面含有大量官能团和负电荷，对有机物、重金属阳离子等有较强的吸附能力，在土壤中能够有效钝化重金属离子。生物炭制炭技术成熟，原料来源广泛，价格低廉，性质稳定，能够在土壤中长期存在，表现出其他材料及药剂无法比拟的优势。在治理土壤重金属污染，改善土壤状况等方面具有广阔前景。

生物炭添加到土壤中，通过以下途径，可以改变土壤理化性质，改善微生物生存环境，从而改良土壤。①提高土壤持水能力。生物炭通过提高土壤的孔隙度来降低水分的渗透速率，增大土壤的水截留潜力；另外，添加到土壤中可以增加有机碳含量以及土壤有机质或腐殖质含量[6]，从而也能增强土壤的持水能力。②提高土壤pH。生物炭的灰分中含有K、Ca、Mg等矿质元素，所以生物炭一般呈碱性。另外，生物炭含大量的有机官能团能够吸收土壤中的H+，可以通过提高土壤的碱基饱和度，提高土壤的pH值[7]。③改善土壤阳离子交换能力(CEC)。土壤CEC是衡量土壤肥力的重要指标，反映土壤吸持和供给可交换养分的能力。④改善土壤营养条件。生物炭本身含有N、P、K、Ca、Mg等营养元素，在土壤中缓慢释放，可以作为肥料提高土壤养分。另外，生物炭能够强烈吸附土壤水溶液中的铵态氮、硝态氮、K、P及气态氨等不同形态存在的营养元素[8]，从而有效促进植物对营养成分的吸收。⑤提高土壤有机碳水平。生物炭富含有机碳，可以提高土壤有机碳水平，从而提高土壤的C/N比，增加土壤对氮素及其他养分元素吸持容量[9]，有利于通过配合施肥培肥土壤。⑥增强土壤微生物的活性。生物炭疏松质轻，能降低表层土壤容重，防止土壤板结，也为土壤微生物提供良好的生存环境，增强微生物的活动能力。

生物炭的施用一方面可以通过表面吸附固定重金属，还可以使其因形成氢氧化物、碳酸盐和磷酸盐沉淀从而能够显著影响土壤中重金属的形态和迁移行为[10]。生物炭对土壤中重金属生物有效性的改变受生物炭性质以及重金属自身特性的影响。骨炭对重金属Pb、Cu、Cd和Zn均有一定的固定效果，由于含磷丰富，可以与铅形成磷酸盐沉淀，对铅污染土壤的修复效果更好[11,12]。施加松木生物炭可提高土壤pH值，使得土壤中重金属Pb、Cd的酸可提取态含量下降，残渣态含量增加，对重金属生物有效性降低的效果：700℃生物炭>500℃生物炭>300℃生物炭[13]。侯艳伟等[14]报道施加400℃制备的鸡粪生物炭或木屑生物炭后土壤中不同重金属元素化学形态响应状况不同，其中Cu、Zn的生物有效态比例增加，而Cd、Pb的生物有效态比例略有降低。Beesley等[15,16]研究发现施加硬木400℃制备的生物炭可以有效地固定土壤中的Cd、Pb,却不能有效固定土壤中的Cu、As,生物炭施入土壤后，土壤孔隙水pH增加，使得As的生物有效性增加，同时土壤中增加的溶解有机质与铜结合，导致Cu在孔隙水中的浓度和生物有效性增加。

目前，农田耕种中以畜禽粪便作为肥料仍是较为经济实惠的施肥手段，且较为普遍。由于高含量重金属铜锌添加剂饲料的大量使用，导致规模化养殖场畜禽粪便中重金属铜锌含量很高，而畜禽粪便施肥可能造成土壤重金属铜锌污染，影响农作物的产量，并最终影响人类的健康。研究表明，生物炭可能对土壤重金属具有不同程度的钝化作用，但在畜禽粪便施肥条件下添加生物炭对土壤中重金属铜锌环境行为的有效性影响研究鲜见报道。本论文通过实验研究向施加粪肥的农田土壤中添加不同量的生物炭，研究不同用量的生物炭单施及其分别与发酵鸡粪、发酵猪粪等处理混合施用对土壤中铜锌有效性的影响以及对小麦幼苗吸收积累铜锌量的影响。
二、国内外研究现状
1、生物炭对重金属的吸附作用

生物炭对重金属有很强的吸附能力。陈再明等研究发现，在350℃、500℃、700℃下用水稻秸秆制备的生物炭对Pb2+的最大吸附量分别为65.3 mg/g、85.7 mg/g和76.3 mg/g，是原秸秆生物质的5-6倍、活性炭的2-3倍[17]。重金属在生物炭表面的吸附是一个迅速的过程，在短时间内即可达到吸附平衡，且该过程似乎与生物炭的种类无关。这与粘土矿物的吸附过程类似[18]。生物炭表面一般带负电荷，具有很高的CEC，可以增加土壤对重金属的静电吸附量；此外生物炭表面含有丰富的含氧官能团，可以通过与重金属形成表面络合物增加土壤对重金属的专性吸附量。因此，向土壤中添加生物炭可同时提高重金属的静电吸附和专性吸附量，增加土壤对重金属的固定能力。有研究显示，土壤中施用生物炭后，Zn和Cd的浓度明显下降，尤其是Cd的浓度降低了10倍，植物毒害也显著降低[19]，土壤对Pb2+的吸附量增大，且随生物炭量增加吸附量显著增加[20]。用一次平衡法研究由花生秸秆、大豆秸秆、稻草和油菜秸秆制备的4种生物炭对采自江西和广西的2种红壤吸附Cu，结果表明，添加生物炭提高了红壤对Cu的吸附量，生物炭对Cu吸附的促进作用随生物炭添加量的增加而增加[21]，其主要机制是生物炭较大比表面积的吸附作用、表面各种基团较强的配位能力和表面的离子交换反应。
生物炭对重金属离子的吸附效果也与表面结构等性状密切相关，并且吸附量随着溶液pH值的大小以及溶液中陪伴电解质浓度的改变而变化。在某些情况下，生物炭提高污水pH，通过沉淀作用去除重金属是其固定重金属的一种重要方式。Tong等[22]报道了生物炭的碱度越大，吸附反应过后电锻废水的pH和铜的去除率也越高。在溶液pH较低时，生物炭去除铜主要通过表面吸附；随着pH值的升高，靠沉淀作用除去的铜比例越来越大；pH超过6.0时，铜在生物炭表面形成沉淀成为被除去的主要方式。Cao等[23]证实生物炭吸附后因沉淀减少的Pb的量(84-87%)要远高于因表面吸附而减少的Pb的量(13-16%)。

2、生物炭对土壤重金属形态及迁移转化的影响

生物炭的施用能够显著影响土壤中重金属的形态和迁移行为，生物炭能降低土壤中Pb、Cd的酸可提取态含量，因而降低重金属的生物有效性，对重金属表现出很好的固定效果[24,25]，如加入30 g/kg和50 g/kg的生物炭后，土壤酸溶性的Cu(II)浓度从43.07%降到18.83%和11.03%[26,27]。水稻秸秆生物炭施加到土壤后，酸溶态的Cu(II)和Pb(II)含量随生物炭施加量的增加可降低19.7%和18.8%，而酸溶态的Cd(II)的降低量为5.6%[28]。林爱军等[29]采用分级提取的方法研究了施加骨炭对污染土壤重金属的固定效果，结果表明，土壤施加10 mg/kg骨炭后水溶态、交换态、炭酸盐结合态和铁锰氧化物结合态Pb的浓度都显著下降，而有机结合态Pb的浓度显著上升，表明骨炭可以吸附固定土壤中的Pb，改变Pb的化学形态，降低Pb的生物可利用性，Cd、Zn和Cu都有类似的结果。LukeBeesley[30]用橡木、欧洲白蜡树、梧桐树、桦木和樱桃树在400℃下制备生物炭，施入土壤后，土壤沥出液中Cd和Zn的浓度分别降低了300倍和45倍。

因此，向受重金属污染的农田土壤中施加生物炭，通过改变重金属形态，降低了土壤重金属的生物有效性，使其固定在土壤中，减少了农作物对重金属的吸收。周建斌等[31]研究结果表明，镉污染土壤经棉秆生物炭修复后，小白菜可食部镉质量分数降低49.43%-68.29%，根部降低64.14%-77.66%。王宁研究发现，生物炭修复的土壤中生长的黑麦草体内重金属Cr、Ni、Cd含量明显较低[32]，As污染土壤经生物炭处理后种植西红柿，其根与幼苗中的As的砷含量显著降低，西红柿中的As含量低于3 μg/kg，As毒性及转移风险均达最小[33]，说明生物炭可以减少农作物对重金属的吸收，提高农作物的品质。

3、生物炭降低重金属生物有效性的作用机制

植物体内重金属含量的降低直接体现了生物炭降低重金属的生物有效性的作用。研究显示生物炭添加到重金属污染土壤后，不仅可以直接吸附或固持重金属离子，从而降低土壤溶液中重金属离子浓度；还可以通过影响土壤的pH值、CEC、持水性能等理化性质来降低重金属的移动性和生物有效性，减少其向植物体内的迁移，降低重金属对植物的毒性，从而减少周围环境造成的影响。

生物炭具有很大的比表面积、表面能和结合重金属离子的强烈倾向，因此能够较好地去除和钝化土壤中的重金属。安增莉[34]等认为生物炭对土壤中重金属的固持机理主要为以下三种：①添加生物炭后，土壤的pH值升高，土壤中重金属离子形成金属氢氧化物、碳酸盐或磷酸盐而沉淀[35]；②金属离子与碳表面电荷产生静电作用；③金属离子与生物炭表面官能团（特别是含氧、磷、硫、氮的官能团）形成特定的金属配合物，这种反应对于与特定配位体有很强亲和力的重金属离子在土壤中的固持非常重要[36-38]。Cao等发现生物炭对铅的吸附是一个双Langmuir-Langmuir模型，84%-87%是由于铅沉淀，13%-16%是表面吸附；添加未处理的粪便和200℃热解产生的生物炭处理中铅主要以β-Pb9(PO4)6形式沉淀，其中后者吸附效果最好（达到680 mmol/kg Pb）[37]。Wang等发现竹炭对水溶液中Cd2+的吸附行为最适合Langmuir吸附模型，最大吸附力达12.8 mg/g[39]；而刘创发现竹炭对溶液中镉离子的吸附行为符合Freundlich吸附模型[40]；吴成等认为玉米秸秆生物炭对重金属离子的吸附与水化热差异有关，水化热越大，水合金属离子越难脱水，越不易与生物炭表面活性位点反应[41]。

重金属进入土壤后，通过溶解、沉淀、凝聚、络合吸附等各种反应，形成不同的化学形态，表现出不同的活性[42]。但是土壤化学性质（pH，Eh，CEC，元素组成等）、物理性质（结构和质地、黏粒含量、有机质等）和生物过程（细菌、真菌）及其交互作用都会影响重金属在土壤中的形态和有效性。已有众多研究显示生物炭施加土壤中可以改善土壤的理化性质：提高土壤孔隙度和表面积、土壤离子交换能力、pH值，降低土壤容重，增强土壤团聚性、保水性和保肥性[43-46]，为土壤微生物生长与繁殖提供良好的环境并增强微生物的活性，减少土壤养分的淋失，促进养分的循环，并且可以增加土壤有机碳的含量[47-50]。这些性质的改良都有利于促进土壤中有害物质的降解和失活，使土壤中的重金属离子形态发生变化，减少其毒害作用。

4、生物炭降低重金属污染有效性的影响因素

生物炭添加到土壤中，可以改变土壤的形态，固持土壤中的金属离子，降低重金属的移动性和有效性，减少其向植物根系的迁移，降低土壤污染对植物的毒性，对于修复重金属污染土壤具有很大的潜力。王卫汉等进行了改性纳米碳黑用于重金属污染土壤改良的研究，与对照相比土壤添加了不同比例的改性纳米碳黑培养60天后，有效态铜含量、锌含量分别有相应的明显降低[51]。但是由于土壤环境的复杂性和特殊性，生物炭对重金属生物有效性的作用还受到众多因素的影响，主要可以归纳为以下几个方面：

（1）生物炭的原料和制备工艺。生物炭的制备原料是决定其结构组成及理化性质的基础，Shinogia等证明动物生物质来源的生物炭比植物生物质来源的生物炭C/N比更低，灰分含量、阳离子交换量和电导率更高[52]。Uchimiya等还发现山核桃壳制备的酸性活性炭和生活垃圾制备的碱性生物炭在酸性土壤中对铜的吸附好于在碱性土壤中[53]。

生物炭的制备工艺主要分为：缓慢氧化、热裂解、碳化作用、气化作用等[54]。缓慢氧化是延续历史上传统的土窑、砖窑或钢制窑隔绝氧气燃烧的方法。热裂解（在缺氧或有限供氧环境中热分解生物质）是工业上生产生物炭的主流方法。生物质在不同温度及不同升温速度下热裂解都可生产生物炭，但是其产量、性质及特征不同[55]。高温热裂解比低温热裂解的生物炭具有较高pH值、灰分含量、孔隙度及比表面积，较低的CEC和持水性(WHC)[56-60]。目前，普遍认为热解温度升高，比表面积、灰分含量增大[58]，而CEC是增大还是减小也存在争议，而pH值主要取决于其制备原料。

（2）生物炭本身的pH、CEC、有机质含量以及表面官能团性质。通常情况下，土壤pH值、CEC、有机质含量越高越不利于重金属向有效态转化。由于生物炭本身具有较高的pH、CEC和有机质含量，施加于土壤中可以提高土壤的pH、CEC和有机质含量[61]。Uchimiya等研究不同温度产生的生物炭对水和土壤中的Cd2+，Cu2+，Ni2+和Pb2+的作用，发现高温热解能够使生物炭表面的脂肪族等消失并形成吸附能力强的表面官能团，同时随着生物炭的pH升高，其对重金属离子的固定和吸附作用加强[36]。说明生物炭对重金属离子的吸附与生物炭的表面官能团和pH值有关。官能团可能与亲和特定配位体的重金属离子结合形成金属配合物，有些亲水性含氧官能团还能促使生物炭吸附更多的水分子，形成水分子簇，从而有利于重金属离子向生物炭微孔的扩散，减少重金属离子向土壤溶液中的扩散；而土壤pH的升高促使重金属离子形成碳酸盐或磷酸盐等而沉淀，或者会增加土壤表面的某些活性位点，从而增加对重金属离子的吸持。

（3）重金属的形态与性质。重金属形态是决定其对生物有效性的基础，而重金属的总量并不能真实评价其环境行为和生态效应，其在土壤中的形态含量及其比例才是决定有效性的关键。研究表明，酸可提取态是植物最容易吸收的形态，可还原态是植物较易利用的形态，两者为重金属有效态，其生物有效性高；可氧化态、残渣态分别是植物较难利用和几乎不能利用的形态，迁移性和生物有效性低[62,63]。已有的研究结果认为生物炭的施入对土壤中重金属离子的形态和迁移行为的作用如下：生物有效性高的水溶态、交换态、碳酸盐结合态和铁锰氧化物结合态重金属的浓度都显著下降；植物较难利用的有机结合态、残渣态重金属的浓度显著上升，从而降低吸收到植株体内的重金属含量[29,51,64,65]。

（4）土壤类型。在生物炭-土壤-植物系统中，由于土壤的黏、壤、砂质类型的不同，其理化性质差异很大，对生物炭影响重金属有效性作用的发挥会产生极大影响。例如，Uchimiya等研究生物炭修复土壤中铜的吸附等温线及阳离子的释放时发现，在粘土和碱性土壤中，生物炭对铜有显著的吸附能力；在侵蚀土壤、酸性肥沃土壤中对铜的吸附能力较弱[53,66]。Beesley等在被镉、砷、锌、铜等污染的棕色土地区和含镉、砷、锌、铜和铅较高的城市土中，添加450℃热解硬木材产生的生物炭与土以30%体积比混合进行柱淋溶试验，镉和锌的分别减少了300和45倍[67,68]。
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	研究方案：（包括研究内容、研究方法、技术路线及可行性分析）

一、研究内容

本文以施用粪肥土壤中的铜、锌为主要污染物，通过向污染土壤中添加生物炭，同时运用各种重金属有效性的分析手段，结合大田试验与室内盆栽试验，研究了生物炭对粪肥使用土壤中重金属有效性的影响。

试验的主要内容分为以下几个方面：

1、实验土壤的基本理化性质的测定：

pH、含水率、有机质含量、全氮、全磷、全量铜、全量锌、有效态铜、有效态锌、以及通过改进的BCR连续提取法（BCR为欧洲共同体参考物机构(European Community Bureau of Reference)的简称）测定的各形态的重金属铜锌。首先测定试验准备土壤中的pH、含水率、有机质含量等，从而确定土壤的基本理化性质。然后用改进的BCR法测定各试验处理小组土壤中的各形态重金属的含量，通过对比各处理小组土壤中各形态重金属的含量，分析和总结生物炭对粪肥施用土壤中重金属形态变化的影响。

2、粪肥的基本理化性质的测定：

pH、全氮、全磷、全量铜、全量锌、有效态铜、有效态锌。通过测定粪肥中的pH、全氮、全磷、全量铜、全量锌等，确定实验所施用的粪肥的基本理化性质，从而确定粪肥中重金属的含量，以及各形态重金属所占的比例。

3、生物炭的理化性质的测定：

pH、比表面积、孔径分布，元素组成、土壤阳离子交换量(CEC)测定，扫描电镜(SEM)分析。通过测定生物炭的pH、比表面积、孔径分布，元素组成等，来确定生物炭的基本理化性质，为实验分析做依据。

4、生物炭对重金属离子的吸附解吸动力学实验：

通过设计并完成生物炭对水中重金属离子的吸附解吸实验，初步考察生物炭对重金属的吸附能力，从而综合各生物炭的基本性质及其吸附性能来说明生物炭对重金属的吸附形式与反应机制，并为后面实验做理论基础。
5、植物地上部分和地下部分重金属含量：

运用消解法测定盆栽试验种植的小麦的地上部和地下部重金属的含量，通过对比各处理条件下，小麦幼苗不同部位重金属的含量，来分析生物炭对粪肥施用土壤中重金属的迁移的影响，以及土壤中过量重金属对小麦幼苗生长的影响。
二、研究方法

1、土壤的基本理化性质的测定：
pH：

土壤pH的测定按照1:5（土壤/去离子水）的比例测定，取约1.6 g自然风干的土壤样品置于15 mL的聚丙烯小瓶中，加入8 mL去离子水，于磁力搅拌器上搅拌3 min，静止30 min后测定溶液pH。

含水率：
土壤含水率采用镍坩埚烘干法进行测定，用105℃电热恒温干燥箱烘干2 h的镍坩埚称取过60目筛的风干土壤5.00 g，再将风干土壤放入105℃干燥箱烘干4 h至恒重，在干燥器中冷却至室温后称重，计算含水率。

有机质含量：
土壤有机质含量采用灼烧法进行测定，将烘干后的土壤放入马弗炉中，400℃恒温灼烧24 h，冷却土壤至105℃后，在干燥器中冷却至室温后称重，计算有机质含量。

全氮：

土壤中全氮的测定采用的是凯氏定氮浓硫酸、高氯酸消煮法，称取过100目筛的风干土壤0.50 g，将土壤送入干燥的凯氏瓶底部，先加入5 mL浓硫酸，煮沸，冷却后再加入1 mL高氯酸，继续煮沸至土壤呈灰白色，即各种含氮有机化合物转化为氨态氮；消煮完毕，冷却，用NaOH碱化后蒸馏出来的氨用硼酸吸收，以甲基红-溴甲酚绿混合指示剂，用盐酸标准溶液滴定，求出土壤中全氮的含量。

全磷：

土壤中全磷的测定用硫酸高氯酸消煮法。

全量铜锌：

土壤中全量铜锌的测定引用国家标准法GBT17138-1997土壤质量铜、锌的测定火焰原子吸收分光光度法。

有效态铜锌：

土壤中有效态铜锌的测定引用国家农业行业标准NYT890-2004土壤有效态锌、锰、铁、铜含量的测定二乙三胺五乙酸(DTPA)浸提法。
改进的BCR法提取流程（1.0000 g样品）如下:
弱酸可溶态(As):

向样品中加入40 mL 0.1 M HAc溶液，22±5℃下连续振荡16 h;3000 r/min下离心20 min，过滤出上清液，加5 mL去离子水洗涤残余物，再于3000 r/min下离心10 min，过滤出上清液;将所有上清液于50mL比色管中定容，ICP-OES测定重金属浓度。

可还原态(Oxid):

向上一步残渣中加入40 mL 0.5 M NH2OH·HCl溶液，22±5℃下连续振荡16 h;3000 r/min下离心20 min，过滤出上清液，加5 mL去离子水洗涤残余物，再于3000 r/min下离心10 min，过滤出上清液;将所有上清液于50 mL比色管中定容，ICP-OES测定重金属浓度。

可氧化态(Redu):

向上一步残渣中加入10 mL 30%的过氧化氢溶液（调节至pH=2-3），22±5℃下连续振荡l h:再加入10 mL 30%的过氧化氢溶液，加热至85±2℃连续振荡l h;加入50 mL 1.0 M NH4OAC溶液(pH=2)，22±5℃下连续振荡16 h;3000 r/min下离心20 min，过滤出上清液，加5 mL去离子水洗涤残余物，再于3000 r/min下离心10 min，过滤出上清液;将所有上清液于50 mL比色管中定容，ICP-OES测定重金属浓度。
残余态(RES):

王水消解，遵循IS0规范(11466)。将澄清液于50 mL比色管中定容，ICP-OES测定重金属浓度。

2、粪肥的基本理化性质的测定：

pH、全氮、全磷、全量铜锌、有效态铜锌测量方法同上。

3、生物炭的理化性质：

pH：

取未用酸清洗过的生物炭样品，按照《GB/T12496.7-1999木质活性炭试验方法-pH值的测定》方法来测定样品的pH值

比表面积和孔径分布：

生物炭的孔径分为三类：孔径小于2 nm的为微孔，在2-50 nm之间的为过渡孔（或称中孔），大于50 nm的为大孔。比表面积是指单位质量或单位体积的某种物质的总表面积（外表面积加上内表面积即孔隙表面积）。由于内孔的存在，总表面积可能是外表面积的几倍、数十倍，甚至达到数百倍。生物炭的比表面积及孔径分布用根据BET方法，在液氮温度(77K)条件下用比表面积及孔径分布仪测定。

元素组成：

用元素分析仪测定生物炭C、H、N、O元素的百分含量。样品平行测定2次，用平均值计算各种生物炭中有机质组分的H/C和(O+N)/C的原子比。

CEC测定：

阳离子交换量(CEC)采用乙酸钠交换法测定。在50 mL离心管中加入过1 mm筛孔的生物炭5.00 g，然后加入33 mL 1 mol/L NaAc（pH为8.2），振荡5min，离心，弃去上清液。重复操作4次。然后以同样方法，用乙醇洗涤样品3次，最后一次尽量除尽上清液。加入33 mL 1 mol/L NH4Ac，振荡5 min，离心，将上清液倾入100 mL容量瓶中；重复操作两次，最后用NH4Ac溶液定容。用原子吸收分光光度计测定溶液中Na+浓度。
扫描电镜(SEM)分析：

生物炭样品的形貌特征利用扫描电子显微镜测试。将少量的生物炭样品用导电双面胶固定在样品台上，然后喷金，最后用扫描电镜观察样品形状和表面特征。
4、生物炭对重金属离子的吸附动力学实验：
考虑到我国铜锌污染的普遍性和严重性，以及同为畜禽粪便中主要的高浓度重金属，常以复合污染的形式存在。故实验中选取Cu2+离子和Zn2+离子作为重金属的代表，来研究生物炭对两种金属离子的吸附效果。使用CuSO4·5H2O（分子量249.5）以及ZnSO4·7H2O（分子量287.56）分别配置成1000 mg/L的储备液，密封避光储存。参考土壤中金属污染情况，将溶液中的初始Cu2+离子和Zn2+离子浓度分别设置为200 mg/L和250 mg/L，研究中溶液中pH参考土壤中的pH，使用1 M HCl和NaOH调节溶液的pH。

5、盆栽试验设定：

5.1实验材料：

1、从泰安市山东农业大学马庄试验田取回的农田土壤，供试土壤取自0-10cm耕层土壤，纬度位置：东经117°00′42.0″，北纬36°01′26.2″。

2、粪肥取自山东省泰安市新泰县楼德镇下的养殖场和农田，粪便在取回时已经有一定时间的堆肥发酵。

3、实验所用的生物炭是在450-500℃下制备的稻壳炭，购置于上海孚祥生物科技有限公司。

4、实验所用种子为山农优麦3号。

5、实验所用肥料选自山东宝源生物有限公司生产的双宝双螯合复混肥料。

6、实验所用试剂为分析纯的CuSO4·5H2O和ZnSO4·7H2O等试剂。
5.2实验方法与步骤：

1、土壤预处理：

在马庄试验田采用四分法获取混合土壤，带回后将土壤自然风干，挑去植物根系、石块等杂物，磨碎后过20目筛子混匀备用。

2、粪便预处理：

将从新泰市楼德镇采回的鸡粪和猪粪放置在南校区试验田晾晒风干。自然风干后，剔除石砾和植物残体并带回实验室。再将粪便研磨过2 mm筛，储存于塑料密封袋中备用。

3、实验设置：

实验设置四个处理方案

（1）、土壤加外源重金属。

由于实验所采土壤的重金属背景值较低，故模拟外源重金属污染与原土壤进行对照实验。向处理好的农田土壤加入外源CuSO4溶液、ZnSO4溶液进行污染处理。所加入的铜、锌重金属的量分别为200 mg/kg、250 mg/kg。同时做三个平行实验，共3个盆栽。
（2）、土壤加外源重金属加粪肥。

处理好的农田土壤加入外源CuSO4溶液、ZnSO4溶液进行污染处理。所加入的铜、锌重金属的量分别为200 mg/kg、250 mg/kg。再分别加入5%(50 g/kg)处理好备用的鸡粪和猪粪。同时每个做三个平行实验，共6个盆栽。
（3）、土壤加外源重金属加生物炭。

处理好的农田土壤加入外源CuSO4溶液、ZnSO4溶液进行污染处理。所加入的铜、锌重金属的量分别为200 mg/kg、250 mg/kg。再分别加入1%(10 g/kg)和5%(50 g/kg)的生物炭。同时每个做三个平行实验。共6个盆栽。
（4）、土壤加外源重金属加粪肥加生物炭。

处理好的农田土壤加入外源CuSO4溶液、ZnSO4溶液进行污染处理。所加入的铜、锌重金属的量分别为200 mg/kg、250 mg/kg。再分别加入5%(50 g/kg)处理好备用的鸡粪和猪粪。每个加粪肥的处理再分别加入1%(10 g/kg)和5%(50 g/kg)的生物炭。同时每个做三个平行实验。共12个盆栽。

进行盆栽试验时，具体方法为：将事先研磨并过2 mm尼龙筛的粪肥和风干土壤放于盆前。先向土壤中加入外源CuSO4溶液、ZnSO4溶液并充分混匀。然后按照各实验处理，将土壤与粪肥和生物炭按照一定比例充分混匀。装于盆栽实验所用花盆中，保持混匀后每盆土壤混合物重量1000 g左右。装土过程中，不断振动试桶，使土壤松紧合适，并灌水100 mL，然后室温静置一周后播种，盆底覆盖纱布防止水分和土壤流失。进行播种时，先将桶中的堆肥和土壤混合样倒出，再次搅拌均匀后填装进盆中，均匀的播入小麦种子100粒，置于温室中培养20 d。每一处理设置三个重复。期间每日早8点给予光照，晚8点关闭光照，并称重补加蒸馏水，保持小麦正常生长。温度控制在20℃-35℃之间。为排除实验条件的差异，每天随机变换摆放位置。

试验结束后，仔细的剥去塑料盆，留取小麦。清理根系时，经自来水洗漆除去根系多余堆肥和土壤后，用去离子水洗剂数次至小麦根系干净后。用不锈钢剪刀将根系和地上部分分开，用尺子测量地上部和地下部的长度，并分别称量地上部和地下部的鲜重。称鲜重后，将植物样品放在通风并且干燥的地方进行风干，在105℃杀青30 min，60℃烘24 h至恒质量，分别称量地上部和地下部的干质量。同时测定实验所用土壤中全锌、全铜及锌和铜有效态的含量以及pH值等基本理化性质。

5.3植物地上部分和地下部分重金属含量测定：

小麦地上部与地下部均采用HNO3-HClO4消解法，称取研碎样品0.3 g于聚四氟乙烯消煮管内，加入l mL双氧水和5 mL浓硝酸，常温下静置6-8 h，以80℃消煮1 h，再以120℃消煮2-2.5 h，待消煮液完全澄清之后，将温度调至130℃开盖赶酸，赶酸完毕之后向消煮管中加水，转移至容量瓶中，定容至50 mL，待测，同时做空白实验。采用火焰原子吸收分光光度法测定。
三、技术路线

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



四、可行性分析
1、本人所属的实验室仪器设备齐全，拥有：火焰原子吸收分光光度计、消解仪、万分之一天平、培养箱等本研究所需的大部分仪器 ；
2、本人查阅了相关文献，对该研究有比较全面的掌握；且实验室有多人已经熟练掌握该方面实验，可以提供技术支持。

五、时间安排
时间
安排
2015.03－2015.04 
准备实验
2015.04－2015.08 
土壤和植物中重金属含量的测定
2015.09－2015.11 
生物炭吸附动力学实验
2015.12－2016.01 
补充实验及文章撰写
2016.03－2016.05 
毕业论文撰写 
六、预期研究结果与创新之处
1、实验预期研究结果：

（1）生物炭可以有效的吸附粪肥施用土壤中的重金属；

（2）生物炭可以影响粪肥施用土壤中重金属的有效性；

（3）生物炭可以减少植物中重金属的含量；
2、创新之处

利用室内实验和大田实验相结合的实验方法，用生物炭做为钝化剂，研究了生物炭对粪肥施用土壤中过量的重金属铜锌的有效性的影响，及生物炭对粪肥施用土壤中重金属的吸附能力。
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4.本领域教学科研平台获批的文件（按“校内教学科研平台情况表”提供）；
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5.本领域与校外单位签订的校外实践基地协议书（按“校外实践基地清单表”提供）；（待更新）
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6.本领域专业学位授权点建设的相关文件（按“文件清单表”提供）。
山 东 农 业 大 学 文 件
山农大校字〔2013〕12 号
山东农业大学关于印发《山东农业大学研究生学位授予工作实施细则》等文件的通知
各单位、各部门：
《山东农业大学研究生学位授予工作实施细则》、《山东农业大学研究生指导教师工作条例》、《山东农业大学研究生奖学金管理办法》、《山东农业大学研究生教学工作管理规定》、《山东农业大学关于研究生选修课程的规定》、《山东农业大学关于研究生课程考核及成绩管理的规定》、及违纪处理规定》、《山东农业大学关于推荐应届本科毕业生免试攻读硕士学位研究生的暂行办法》、《山东农业大学硕博连读研究生选拔工作试行办法》、《山东农业大学研究生国家奖学金管理暂行办法》、《山东农业大学关于研究生学位论文抽检工作办法》已经校长办公会研究通过，现予以印发，望认真遵照执行。
山东农业大学
2013 年1 月11 日
山东农业大学研究生学位授予工作实施细则
根据《中华人民共和国学位条例》和《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》，结合我校具体情况，制订本细则。
第一章 硕士学位
第一条 申请学位的条件
凡按国家规定参加入学考试或选拔，坚持四项基本原则，热爱祖国，遵纪守法，品行端正，完成培养方案规定学分，达到培养要求，并通过硕士学位论文答辩的研究生，可向校学位评定委员会申请硕士学位。
第二条 申请材料
申请人提出学位申请时，应向院学位评定分委员会送交下列材料：
（一）研究生课程成绩单。
（二）《山东农业大学硕士学位申请与审批登记表》。
（三）研究生论文、论文工作原始记录。
（四）发表的论文等材料。
第三条 硕士学位课程与要求
（一）思想政治理论课。要求掌握马克思主义、毛泽东思想和邓小平理论的基本原理。
（二）基础理论课和专业课。按培养方案的要求掌握坚实的基础理论和系统的专门知识。
（三）外国语。要求比较熟练地阅读本专业的外文资料，具有一定的听说能力和写作能力。
（四）专题讨论与实践教育。研究生应按培养要求完成文献综述或研究进展报告。
申请学位者必须修完培养方案中所规定的必修课程和选修课程，并取得规定的总学分，方可申请论文答辩。跨专业申请者或未具有本科学历的研究生，需补修所申请专业的本科主干课程2—3 门，成绩合格后，方认可其申请资格。
第四条 学位论文
（一）学位论文的基本要求
1.论文应反映作者阅读文献资料广泛，综合分析能力强，清楚本领域学术动态并具有较坚实的基础理论和系统的专门知识。
2.掌握课题相关的研究方法和技术，具有独立从事科研工作的能力。
3.论文的基本观点、结论具有一定的理论意义或实践意义。
4.论文表述须通顺、简练、准确、数据可靠，图表清晰，实事求是，引用他人资料或结论必须加以说明。
5.论文工作应在导师的指导下由研究生独立完成，并有一定的创新。与他人合作的课题，其学位论文必须是自己独立完成的部分。学位论文是一篇系统完整的论文，不是几篇发表或未发表论文的拼合。
6.研究生要尽早进入实验室开展研究工作。
（二）论文写作
1.学位论文包括摘要、引言、实验材料和方法、试验结果分析、讨论或结论、参考文献、外文摘要附录等。
2.学位论文封面应有以下内容：山东农业大学硕士学位论文、论文题目、院别、专业、研究生姓名、导师姓名及职称、日期。左上角注明分类号，右上角注明授予硕士学位单位代码和研究生学号。论文写作格式按照《山东农业大学博士、硕士学位论文写作基本规范和格式要求》。
第五条 学位论文答辩时间和学位授予
每年有两个时间段受理学位申请，分别在六月和十二月。在规定日期前通过论文答辩，按要求上交有关申请材料，经学院学位评定分委员会和学校学位评定委员会审核通过，可于当年六月或十二月毕业并授予学位。
第六条 答辩资格审核
学位申请人必须在论文答辩前二个月提交正式申请。学院成立2-3 人的资格审核小组，对申请人的资格、课程学习（根据培养方案审核，包括必修课科目、成绩、学分）、发表论文等情况、论文原始记录、必修环节及政治思想品德等方面进行审核，并送研究生处核准。资格审核合格者，学院为申请者聘请论文评阅人和答辩委员会委员，组织论文答辩会。资格审核不合格者，取消本次论文答辩资格。
第七条 论文评阅人及论文答辩委员会
（一）硕士论文评阅聘请2-3 位评阅人。评阅人应是责任心强，学风严谨，在本学科领域学术造诣较深，近年来在科学研究中取得优异成绩，并具有副教授以上职称的专家（其中校外专家至少1 人）。指导教师（包括指导小组成员）不能作为论文评阅人。答辩前评阅人姓名应对申请人保密，并密封传递，一律寄送给院学位评定分委员会秘书或答辩秘书。
（二）答辩委员会由5 名具有高级职称的在职专家组成，其中校外专家至少1 人。答辩工作由学位点统一组织，论文评阅人允许有1 人任答辩委员会委员。导师不能任答辩委员会委员。
（三）寄送申请者论文、聘书、组织答辩及答辩接待等事宜均由答辩委员会秘书负责办理，申请答辩者不得参与。答辩委员会秘书一般由研究生秘书或由责任心强的教师担任。
第八条 论文评阅
论文答辩前半个月，论文答辩秘书应将研究生论文寄送到论文评阅人手中。评阅人对论文是否达到硕士学位水平进行认真、细致地评阅，写出详细的学术评语。
评阅人在评阅论文时，可参考以下几个方面：
（一）论文选题的理论价值和实践意义。
（二）实验设计是否正确，实验手段与方法是否先进，实验结果是否可靠，统计计算和结果分析是否科学严密。
（三）研究结果的理论价值和实践意义，在理论和技术上有无创新。
（四）对论文水平的评价。
（五）论文存在的主要问题和不足。
（六）根据论文水平和由论文所反映出的研究生的综合水平，提出是否同意进行论文答辩的建议。
两名论文评阅人中如有一人认为论文没有达到相应的学术水平，可增补一名评阅人，若仍认为论文没有达到相应的学术水平，学院不再为申请人组织论文答辩。若论文存在剽窃、抄袭或造假等学术不端行为，学院不予组织答辩，并做严肃处理。学院应将此情况写出书面材料，报送校学位评定委员会。校学位评定委员会或研究生处每年抽取一定数量的学位论文进行复审，并作为评审研究生培养质量的依据之一。
第九条 论文答辩
（一）论文答辩的组织工作由学院有关学位点安排，学位申请人不得参与。
（二）论文答辩按答辩程序公开举行（保密课题除外），答辩委员会秘书应做详细记录。
（三）论文答辩委员会在做出是否建议授予学位的决议时，必须坚持标准，公正合理，实事求是。表决采取无记名投票方式，经全体成员的三分之二以上（含三分之二）同意方可通过。未通过者可在半年后至一年内修改论文，重新申请答辩一次。答辩委员会对未通过者应做出是否重新答辩的决议，并在决议书内写明。如未做出决议，任何个人不得同意重新答辩。
（四）论文答辩结束后，答辩秘书将所有答辩材料提交院学位评定分委员会，待讨论审查通过后，送交研究生处学位办公室。由学位办公室汇总后提交校学位评定委员会审批。
（五）论文答辩通过后，申请者应按要求向学位办公室提交有关材料。
（六）获准重新答辩的研究生，如果重新答辩未通过，则不能再申请答辩。
第十条 学校为获得硕士学位人员建立永久性学位档案。
第二章 博士学位
第十一条 申请学位的条件
凡按国家规定参加入学考试或选拔，坚持四项基本原则，热爱祖国，遵纪守法，品行端正，修满必须的学分，达到培养要求，并通过博士学位论文答辩的研究生，可向校学位评定委员会提出申请博士学位。
第十二条 博士学位课程与要求
（一）思想政治理论课。要求较好地掌握马克思主义、毛泽东思想和邓小平理论的基本原理。考试与成绩评定由具有副教授以上专业技术职务的马克思主义理论课教师主持进行。
（二）基础理论课和专业课。要求掌握坚实宽广的基础理论和系统深入的专门知识。
（三）外国语。外语课重点培养博士研究生综合运用语言的能力。
（四）实践教育。博士研究生在学期间，实行博士研究生学术交流和学术报告制度，要按培养要求完成相应学分。根据学科特点，鼓励博士研究生在学期间参加教学、生产或社会实践。
申请学位者必须修完培养计划所规定的博士学位课程并通过学科综合考试，取得规定学分，完成必修环节，方可申请论文答辩。
第十三条 学位论文
（一）学位论文的基本要求
1.博士学位论文应表明作者具有独立从事科学研究工作的能力；所研究的课题在科学技术上做出创造性的成果；论文的基本论点、结论具有较高的理论价值或实践意义；对论文所涉及的问题应具有坚实宽广的基础理论和系统深入的专门知识。
2.论文必须文句通顺、简练、数据可靠、图表清晰，准确地表达研究成果，实事求是地提出结论，引用他人资料或结论必须加以说明。
3.学位论文应在导师的指导下由研究生独立完成。与他人合作的课题，其学位论文应是自己独立完成的部分。学位论文是一篇完整系统的学术论文，不是几篇论文的简单拼合。
4.研究生要尽早进入实验室开展研究工作。
（二）论文写作
1.学位论文包括论文题目、目录、中英文摘要、引言、正文、结论、参考文献及附录等。
2.按照国家的统一规定学位论文封面应有以下内容：
在封面的左上角注明论文分类号、UDC、密级；右上角注明授予学位单位代码、研究生学号。学位论文、论文题目（中、英文）、研究生姓名、导师姓名、职称、申请学位级别、专业名称、论文提交日期、论文答辩日期、学位授予单位和日期、答辩委员会主席及论文评阅人等按统一格式书写。论文写作格式按照《山东农业大学博士、硕士学位论文写作基本规范和格式要求》。
第十四条 学位论文答辩时间和学位授予
每年有两个时间段受理学位申请，分别在六月和十二月。在规定日期前通过论文答辩，按要求上交有关申请材料，经学院学位评定分委员会和学校学位评定委员会审核通过，可于当年六月或十二月毕业并授予学位。
第十五条答辩资格审核
学位申请人必须在论文答辩前两个月提交正式申请。学院成立2—3 人的资格审核小组，对申请人的资格、课程学习（根据培养计划审核，包括必修课程科目、成绩、学分）、论文原始记录、必修环节及政治思想品德、发表论文等进行全面审核并送研究生处核准。资格审核合格者，学院为申请者聘请论文评阅人和答辩委员会委员，组织论文答辩会。资格审核不合格者，则取消本次学位论文答辩资格。
第十六条论文评阅人及论文答辩委员会
（一）博士论文评阅聘请3-5 位评阅人。评阅人应是责任心强，学风严谨，在本学科领域学术造诣较深，近年来在科学研究中有成绩的教授或相当职称的专家，并有半数以上为博士生导师，其中校外专家至少1 人。指导教师（包括指导小组成员）不能作为论文评阅人。
答辩前，评阅人姓名应对申请人保密，并密封传递。
评阅人中若有2 人认为论文没有达到相应的学术水平，则不允许参加本次答辩。若有1 人认为论文没有达到相应的学术水平，可增补一名评阅人，若仍认为论文没有达到相应的学术水平，申请人不能参加本次论文答辩。若论文存在剽窃、抄袭或造假等学术不端行为，学院不予组织答辩，并做严肃处理。学院应将此情况写出书面材料，报送校学位评定委员会。
（二）论文答辩委员会由5－7 人组成。答辩工作由学科点统一组织。答辩委员会委员应为教授或相当职称的专家，其中半数以上为博士生导师；其中校外专家至少2 人。评阅人中最多有2 人任论文答辩委员会委员。导师不能任答辩委员会委员。
（三）寄送论文、聘书、组织答辩及答辩接待等事宜均由答辩委员会秘书办理，申请人不得参与。答辩委员会秘书由研究生秘书或讲师以上职称的教师担任。
第十七条论文评阅
论文答辩前一个月，论文答辩秘书应将博士论文寄送到论文评阅人手中。论文评阅人对论文是否达到博士学位水平进行认真、细致地评阅，并写出详细的学术评语。
评阅人在论文评阅时，可参考以下几个方面：
（一）论文在理论、技术或方法上的创新及难度。
（二）论文是否接触学科前沿，理论意义或实践意义如何。
（三）文献阅读的广泛性。
（四）掌握专业知识的坚实、宽广和系统、深入性，及其对知识的运用能力。
（五）试验设计的周密、合理性，数据的完整可靠性，方法的科学性。
（六）论据的充分、可靠性，结论分析的合理性及其应用前景。
（七）论文反映出的独立工作能力、实验操作技能及工作量。
（八）论文写作及存在的主要问题。
（九）提出结论性评语。
评阅人将评阅意见书寄送给院研究生秘书。研究生处每年抽取一定数量的论文，隐去导师和研究生姓名等进行盲评。
第十八条论文答辩
（一）论文答辩的组织工作由学院安排，学位申请人不得参与。
（二）论文答辩应该按照答辩程序公开举行（保密课题除外），答辩委员会秘书应做出详细记录。
（三）论文答辩委员会在做出是否建议授予学位的决议时，必须实事求是，公正合理，坚持标准。决议采取无记名投票方式，经全体成员的三分之二（含三分之二）以上同意方可通过。
（四）论文答辩结束后，答辩秘书将博士学位审批材料等提交院学位评定分委员会讨论审核通过，然后由学院统一送研究生处学位办公室，由学位办公室汇总提交校学位评定委员会审批。
博士生本人应按要求向学位办公室提交其他上报材料。
（五）博士学位论文如未达到博士学位水平，但已达到硕士学位水平，申请人又未获得过硕士学位的，答辩委员会可以做出建议授予硕士学位的决议。已经通过的博士学位论文或摘要应当公开发表（保密课题除外）。
（六）获准重新答辩的研究生如果重新答辩未通过，则不能再申请答辩。
第十九条学校为获得博士学位人员建立永久性学位档案。
第三章学位评定委员会及其他
第二十条 校学位评定委员会的任务
审核通过授予学士学位人员名单；做出授予硕士学位的决定；做出授予博士学位的决定；通过授予名誉博士的名单；做出撤销违反规定而授予学位的决定；研究和处理学位授予中的争议和其他事项；审核和遴选研究生导师；研究学位与研究生教育中的有关重大问题。校学位评定委员会办公室（简称学位办）设在研究生处。
第二十一条学位评定委员会组成
校学位评定委员会主席由在职的校长担任、副主席由在职的有关副校长担任。委员由各学科专业的专家、教授和研究生导师组成。校学位评定委员会组成经校长办公会研究确定后，报省学位委员会备案。学位评定委员会按院设分委员会。院学位评定分委员会至少
由5 人组成。分委员会在校学位评定委员会领导下，协助校学位评定委员会工作。
第二十二条 院学位评定分委员会对博士、硕士学位申请人的资格进行审查；向校学位评定委员会提出建议授予硕士、博士学位的人员名单；根据国家教育部和国务院学位委员会的要求确定研究生入学考试科目和范围；督导硕士、博士研究生课程教学和论文答辩委员会组成以及论文评阅人名单；向校学位评定委员会推荐新遴选导师名单等。
第二十三条 院学位评定分委员会在做出授予学位的建议时，以无记名投票方式，经全体成员的三分之二以上同意为通过。校学位评定委员会在做出授予学位的决议时，以无记名投票方式，经全体成员的三分之二以上同意为通过。经校学位评定委员会审查通过者，可授予相应学位。授予博士学位的人员名单应在本单位公示三个月，无异议者方可颁发博士学位证书。
第二十四条校学位评定委员会做出授予硕士学位、博士学位的决定后，颁发学位获得者相应的证书。学位证书生效的日期为校学位评定委员会作出决定的日期。
第二十五条授予名誉博士学位需经校学位评定委员会讨论，经三分之二以上同意为通过，并报国务院学位委员会批准。
第二十六条研究生论文答辩费用从研究生经费中支付。费用包括：
（一）聘请外单位专家参加答辩时需要的住宿、交通费用。
（二）论文评阅费。
（三）论文答辩费。
（四）其他有关的必需费用。
第二十七条 对授予学位的决定持有不同意见的学术团体或个人可以向校学位评定委员会提出异议。
第二十八条本细则自发布之日起施行,由研究生处负责解释。
山东农业大学研究生指导教师工作条例
为了充分发挥研究生导师（以下简称导师）在研究生教育中的主导作用，提高研究生导师队伍的水平，特制定本条例。
一、导师资格审核
凡我校博士学位授权学科专业的教授，均可申请招收培养博士研究生。凡我校硕士学位授权学科专业的教授、副教授，均可申请招收培养硕士研究生。学校根据申请招收研究生导师的往年实绩和每年的科研项目、经费等有关情况审核确定本年度招生资格。
二、导师资格条件
（一）硕士生导师
1.坚持四项基本原则，政治思想好，教书育人、为人师表、作风正派，具有严谨的治学态度和良好的职业道德，能认真履行导师职责。
2.年龄在57 岁以下，副教授以上或相应职务的教学、科研人员，身体健康，40 岁以下副教授应具有博士学位。
3.有较高的学术水平和独立指导研究生进行科研工作的能力，目前承担有较重要的科研项目，有明确的研究方向，并作为课题的主要负责人，有较充足的科研经费（具体经费要求由各学院确定）。近三年在国内外重要学术刊物发表3 篇以上的学术论文，或有正式出版的专著，或有厅级以上的科研成果（论文、成果排名具体要求由各学院确定）。
（二）博士生导师
1.坚持四项基本原则，热爱研究生教育事业，熟悉国家有关研究生教育的政策、法规，教书育人、为人师表、作风正派，具有严谨的治学态度和高尚的科研道德，能认真履行导师职责，每年能保证有半年以上的时间在国内指导博士生。
2.必须是学校聘任的、具有教授职务（或相应专业技术职务）的教学、科研人员。身体健康，能担负起指导博士生的责任。年龄在57 岁以下。50 以下教授原则应具有博士学位。
3.有较高的学术造诣和丰富的科研工作经验，能及时掌握本学科的前沿领域及发展趋势。
近三年在国际和国家级高水平的学术期刊上，发表本专业论文至少3 篇，其中1 篇被SCI、EI、SSCI 收录，或者至少出版1部高水平的学术著作（第一作者）。或有重要的科研成果，获得国家科技成果奖（前4 位），或省部级科技成果一等奖（前3 位），或省部级科技成果二等奖（前2 位），并产生了一定的经济和社会效益。
4.所从事的研究方向特色突出，优势明显，承担国家级或省部级科研项目或其它重要项目。有较充足的科研经费（具体经费要求由各学院确定）。
5.有培养硕士研究生经验，至少已完整培养过一届硕士研究生或参加博士生指导小组工作并完整地协助指导过一届博士研究生，培养质量高。能承担研究生的教学任务，主讲过硕士研究生专业或专业基础课程，教学效果好，并能为博士研究生开设学位课或学科前沿的课程。
三、导师的职责
（一）导师是研究生教育的第一责任人。导师应遵守上级和学校有关学位与研究生教育方面的政策法规，教书育人，言传身教。
（二）导师要对研究生进行爱国主义、集体主义、社会主义和遵纪守法教育，导师要了解并掌握研究生的政治思想表现，做好研究生的政治思想工作，注重研究生政治素质及综合素质的培养，关心研究生的全面成长和人身财产安全。
3.在学院的统一领导及导师组的统一安排下，制定与修订本专业研究生培养方案和教学计划，承担研究生入学考试的命题、阅卷及复试工作。
4.按照本专业研究生培养方案的要求，全面指导和关心研究生的业务学习和科学研究，指导研究生制定培养计划，定期检查和指导研究生课程学习；安排研究生教学与科研实践；确定学位论文的研究选题，指导文献阅读，审定开题报告和试验设计，检查研究生的科学研究进展并帮助解决科研过程出现的问题；指导研究生学位论文写作；切实把好培养质量关。
5.承担研究生课程教学，并为研究生开设专题讲座。参加研究生开题报告、论文综述报告和科研进展报告等培养环节的工作。
6.参加研究生的中期考核和毕业鉴定，对研究生做出客观、准确、公正、全面的评价，协助学院做好优秀研究生的推荐选拔工作和优秀学位论文的推荐评选工作。协助做好研究生的就业指导工作。
四、实行导师资助制
1.招收博士研究生的导师（每年每导师博士生总招生人数限3 名以内）按招收第一个博士生1 万元/生/3 年（社科类按标准的1/3 交，下同）、招收第二个博士生按2 万元/生/3 年、招收第三个博士生3 万元/生/3 年的标准上交学校财务，上交经费用于建立博士研究生创新基金和补贴研究生生活。
2.根据导师课题经费情况和研究生实际助研情况，导师每月应至少给予硕士研究生100 元，博士研究生300 元的科研津贴。
五、导师工作的管理与考核
1.实行导师招生资格审核制后，每年根据导师基本条件和履行职责情况对申请招收研究生的导师进行招生资格审核。对不能履行导师职责或因科研项目、经费等原因不具备招生资格时，停止研究生招生资格。退休前三年不再批准招收新研究生（学科急需的优秀人才除外）。
2.学校每三年评选一次优秀研究生指导教师，名额为导师总数的10—15%，由各学院在全面考核、民主测评的基础上组织推选。
对所指导的研究生取得突出成绩的，优先评选优秀指导教师。对指导的研究生受纪律处分，或因课程不及格而受处理，或中期考核不合格，或论文评阅、答辩出现问题的，或论文抽检结果较差，不能评为优秀指导教师，并视情况减少或停止招收研究生。
3.对指导的研究生获国家级和省级优秀博士论文或硕士论文的导师，学校给予相应奖励。奖励办法为，对获得省级和国家级优秀博士论文的导师，分别与获得省和国家科技进步二等奖同等对待；对获得省级硕士论文的导师，与获得省级科技进步三等奖同等对待。
六、本条例自发布之日起施行，由研究生处负责解释。
山东农业大学研究生奖学金管理办法
为贯彻落实国家教委、财政部教财[1996]85 号《关于提高普通高等学校研究生奖学金标准的通知》的通知精神，结合山农大办字[2007]12 号文件及我校实际情况，现将新的研究生奖学金管理办法公布如下。
第一条研究生奖学金分为普通奖学金、优秀奖学金和单项奖学金。普通奖学金按月发放，优秀奖学金、单项奖学金按学年评定、发放。凡具备以下条件，又不享受工资待遇的国家（省）计划内研究生均可享受本办法规定的奖学金。
第二条 享受普通奖学金的条件：
（一）热爱社会主义祖国，拥护中国共产党的领导；
（二）遵守国家有关法律和学校的规章制度；
（三）勤奋学习，各门课程学习成绩合格。
凡在校学习期间，德智体全面发展，课程学习成绩突出、科研能力强的研究生除享受普通奖学金外还可享受优秀奖学金。
第三条 普通奖学金标准
(一) 博士研究生
1．入学前没有参加过实际工作(指应届毕业生及其他非在职人员，下同)，或参加实际工作累计时间不满两年者，每生每月210 元。
2．入学前为国家正式职工，大学毕业后，参加实际工作累计时间满两年以上者，每生每月230 元；大学毕业后，参加实际工作累计时间满四年以上者，每生每月250 元。
(二) 硕士研究生
1.入学前没有参加过实际工作和参加实际工作累计时间不满两年者，每生每月170 元。
2.入学前为国家正式职工的，大学毕业后，参加实际工作累计时间满两年以上者，每生每月190 元；大学毕业后，参加实际工作累计时间满四年以上者，每生每月210 元。
第四条 享受普通奖学金的研究生，同时享受省政府规定的粮、油、副食品价格补贴。
第五条 根据教财(1996)85 号文件第三条“各学校对研究生发放普通奖学金时，原则上可按规定标准向下浮动50 元，由学校集中掌握”的精神，结合我校实际情况，按每人每月下浮30 元标准，由学校集中掌握，用于设立优秀奖学金。
第六条 优秀奖学金的评选和比例
(一) 中期考核优秀奖学金
由各学院按中期考核结果评出一、二等奖学金，考核优秀者（15%）获一等奖学金800 元；考核良好者（55%）获二等奖学金500 元。
(二) 优秀学位论文奖学金
根据研究生的政治表现、论文期间的工作及学位论文质量进行综合测评，评为校级研究生优秀学位论文者（15%）同时获优秀论文奖学金600 元。
（三）优秀毕业生奖学金
根据三年在校表现，按25%比例评选校级优秀毕业生，同时获奖学金600 元，省级优秀毕业生从评出的校级优秀毕业生中推荐，省级优秀毕业生奖学金1500 元(校级和省级优秀毕业生奖金不重复享受，就高计算)。
（四）发表学术论文及专利、成果等奖学金
在奖学金总额中减去以上三种奖学金为发表学术论文及专利、成果等奖学金，将奖学金数额分至学院，由学院制定发表学术论文及专利、成果等奖学金奖励办法。由学院提供奖励名单。
第七条 特殊贡献奖：
（一）在校级以上(含校级)各类活动和竞赛中的获奖人员。
奖励标准为200 元-800 元；
（二）对在研究生各项工作中做出突出成绩的先进个人，按当年毕业生人数的10%奖励，每人200 元。每学年评选一次。
（三）对国家、社会、学校有特殊贡献，事迹突出的研究生，此奖项个人申请，学院推荐，由研究生处组织专家评审后奖励，奖励标准不超过2000 元。
第八条 受到纪律处分者不享受优秀奖学金评选资格，另外视情况停发普通奖学金。受到严重警告者，停发二个月普通奖学金；受到记过处分者，停发半年普通奖学金；受到留校察看处分者，停发一年普通奖学金。
第九条 奖学金评定工作由研究生处负责总体安排，各学院具体实施。
（一）研究生处下发年度评优工作安排意见；
（二）各学院成立奖学金评定小组；
（三）各学院召开研究生大会布置奖学金评定事宜；
（四）个人在总结的基础上向学院奖学金评定小组提出参评奖学金奖项申请；
（五）学院评定小组对研究生个人申请进行评定；
（六）学院将评定结果在院内公示后上报研究生处；
（七）研究生处对学院评定结果审核；
（八）由研究生处向财务处提交享受奖学金的名单。
第十条 本办法自发布之日起施行，原《山东农业大学研究
生奖学金标准及管理办法》(山农大办字[2007]12 号文件)同时废止。
第十一条 本办法由研究生处负责解释。
山东农业大学研究生教学工作管理规定
加强研究生课程教学工作的管理，是保证研究生培养质量的重要环节。为进一步搞好课程教学管理，确保教学工作顺利进行，特作如下规定：
一、研究生处根据各专业研究生培养方案下达教学任务，任课教师由各学院推荐报研究生处批准。课程和任课教师一经确定，中间不得任意改变。研究生处向各学院下达教学任务书后，各学院要将每门课程的教学任务通知到每位任课教师。
二、研究生任课教师要求具有较高的教学水平和学术水平，治学严谨，教学效果良好，有一定的教学经验，硕士研究生任课教师要求由副教授以上专业技术职务的教师担任，博士研究生任课教师要求由教授以上专业技术职务的教师担任，任课教师要具备坚实系统的理论基础，熟练地掌握课程的基本内容，把握重点和难点，掌握一定数量的参考书以及其它中外文参考资料。能较好地掌握所开课程的教学方法和教学手段，思想品德良好，身体健康。
研究生任课教师要坚持教书育人，为人师表，准时上课，严格课堂纪律，在教学过程中，不准散布违犯四项基本原则和违犯中央方针政策的言论。三、接受研究生课程的任课教师，要根据研究生培养方案和教学大纲要求，提前选好教材和参考书，制订讲授本课程详细的授课计划，填写教学进度计划表，经分管院长审查签字后于开课前交学院研究生秘书处存档。
四、任课教师应按计划进行授课、实验、实习和考核等，不得擅自停课、调课，不得随意增减学时。因故需调、停课者应事先填写调停课单，并经研究生处批准。
五、公共基础课及选课人数较多的课程，由研究生处统一安排上课时间及地点。专业课和选课人数较少的课程，由学院安排上课时间及地点，学院要将每学期本院课程表报研究生处备案，以备检查。
六、教材的选用与购置。教材是教学的基本工具，任课教师要根据教学大纲和学科的发展，尽量选用国家教育部推荐及同类院校使用效果较好的教材。同一门课程的各开课教师，应使用同一教材，不得各行其是。任课教师在开课前选好教材和参考书，并与教材供应站联系，做好教材预定工作。
七、一门课程原则上由一位教师独立完成讲授，确有必要需两人以上讲授一门课程时，由任课单位确定一名教师负责，共同讨论制订出统一的授课计划，填写统一的教学进度计划表。要求分工明确，内容衔接，不得各自独立制订计划，防止重讲或漏讲内容。
八、为使研究生掌握坚实的基础理论和系统的专门知识，课程的基本内容要相对稳定，并有足够的深度和较大的覆盖面，特别要注意反映本学科的基本内容与国内外最新学术动态。课堂讲授要重点突出，内容系统，条理清楚，针对学生的实际接受能力研究教学方法，注重培养学生的自学能力以及分析问题、解决问题的能力，注重动手能力和技术操作能力训练与培养。
九、各任课单位及教师必须严格执行研究生处下达的教学计划，不得随意增设课程。根据情况确需增加课程的，由教师在开课前一学期提出申请，由学院提出意见，任课单位组织论证并提出可行性意见，研究生处批准后方能开课，未经研究生处批准的课程及成绩一律不予承认。
十、实行研究生教学管理定期评估制度。在教学实施过程中，将由任课单位及研究生处组织有关专家对教学内容、教学方法、教学环节、课程考试，教学效果及教书育人等方面进行考察评价，评议不合格的课程及任课教师要及时调整。
十一、本规定自发布之日起施行，由研究生处负责解释。
山东农业大学关于研究生选修课程的规定
为加强我校研究生课程管理，保证研究生选课工作正常进行，提高培养质量，根据上级有关文件精神，结合我校实际，特制定本规定。
一、新生在入学第一周内，在导师指导下，按照培养方案要求和各专业的课程设置，制定适合自己研究方向的培养计划，《博士（硕士）研究生培养计划表（一）》一式三份，一份存学院研究生办，一份存研究生处培养科，一份学生自存。
二、新生在入学后第二周内，参照已制定的培养计划表，以院为单位在网上完成第一学期的选课任务；研究生课程原则上要求在入学后三学期内完成，每学期选课以不超过七门课（12—15学分）为宜。
三、课程一经选定，一般不予变动，因故必须变动时，需由研究生本人提出书面申请，导师及分管院长同意，研究生处批准后方可退选或改选。未办理退选手续而不参加考试者按无故缺考论处，成绩记零分。办理退选手续后方可改选课程。改选或加选课程同正常选课手续相同。开课二周后不再办理改选手续。
四、研究生必须在规定的时间内修完列入培养计划的全部课程。入学前两年内经研究生处批准学习的研究生课程，入学后可申请免修。免修课程需由本人申请并提供有关课程学习和考试成绩（包括试卷）的证明材料，经导师、任课教师、学院审核并签署意见，报研究生处审批后方可免修。
五、经过自学要求参加某门选修课程考试的研究生，应在该课程结束前四周提出申请，经导师和研究生处同意后，由研究生处在该课程考试前两周通知任课教师，并在规定的时间内参加考试。
六、对于列入培养方案必须学习而本校又不能开出的课程，由指导教师与研究生共同提出申请，经分管院长同意，研究生处批准后方可联系选修，具体联系事宜由研究生本人或导师负责办理。外出选修课程所需费用从导师的研究生培养经费中支付。选修校外课程一般不得超过两门。学习结束后，研究生需将经过该校研究生教学主管部门审核后的考试成绩单及试卷交研究生处培养科。
七、凡申请选修研究生课程的人员，必须提前到研究生处培养科办理选课登记手续，否则不安排考试，不提供成绩证明。
八、本规定自发布之日起施行，由研究生处负责解释。
山东农业大学关于研究生课程考核及成绩管理的规定
为使研究生培养工作逐步规范化、科学化，促进研究生全面系统地复习和巩固所学知识，提高分析问题和解决问题的能力，检查所学知识的掌握程度和教学效果，改进教学内容和方法，不断提高教学质量。根据上级有关文件精神，结合我校实际，特制定本规定。
一、研究生必须根据培养方案和培养计划的规定通过课程考核。考核成绩均以百分制评分。考核合格后，方可取得学分，学位课程考试成绩以70 分为合格标准，非学位课程考试成绩以60分为合格标准。
二、课程考核的方法与时间：研究生课程考核，一般采用闭卷考试，亦可采用闭卷与开卷相结合的方式进行，但开卷部分的比例不得超过50%，研究生课程的平时测验与期中考试由任课教师根据需要确定；公共课课程的期末考试均按研究生处规定的统一时间进行，未经研究生处同意，不得提前考试；专业课程的考试由教学单位统一安排。考试时间一般为120 分钟。两位以上教师讲授同一门课程的，由最后一位授课教师会同前任课教师统一命题考试。
三、命题要求：任课教师要根据教学大纲要求进行命题，考试课程名称要与下达课程计划名称一致。命题内容应包括基本概念，基础理论，综合运用所学知识分析与解决问题以及对所学课程某些领域的进展评述等几个部分，要坚持理论联系实际，重视考核研究生分析问题和解决问题的能力。试题要有一定的深度和广度，难易适度，份量得当。考试前不允许指明考试重点，暗示考题范围。如同一门课程，既是某专业的学位课又是另一专业的非学位课时，应在命题的难易程度和题量方面有所区别，并在考题上加以注明。各门考试课程，在命题的同时要写出评分标准和标准答案。要做好试卷的保密与保存工作。考试使用统一的试卷纸和草稿纸。
四、考试结束后教师要及时评卷，公共课（包括有条件的专业课）尽量采用集体分题评阅方式，成绩复查无误后，于考试结束一周内在网上上传成绩，并打印“研究生课程成绩单”，由主讲教师签字、教学单位审核盖章后报送研究生处培养科，试题及试卷统一交研究生秘书处归档。成绩单不得由研究生本人或他人转交，成绩单不得涂改，成绩填错而需改正的须任课教师签字加以说明。两人以上合讲的课程由该门课程负责教师填写成绩单。无试卷者其成绩不予承认。
五、考试纪律：研究生必须严格遵守考试纪律，不允许以任
何方式作弊，凡闭卷考试，均实行单人单桌，并有两名以上教师监考。违反考试纪律者按《山东农业大学研究生课程考试纪律及违纪处理规定》处理。因故不能参加考试者，必须经导师及学院领导批准，报研究生处同意后方能缓考。无故不参加考试者，按旷考论处，成绩记零分。
六、重修重考：考试不及格者，一律随下一级重修重考，学位课程经重修重考仍不及格者，在毕业前给予一次补考机会，补考不及格者，按结业处理。选修课重修重考不及格者要另选别的相近的专业选修课。
七、跨专业的研究生应按规定补修相应的本科课程并参加考试，只记考试成绩，不计学分。
八、严格成绩管理，未经研究生处同意，任何人不准为他人提供成绩证明。
九、本规定自发布之日起施行，由研究生处负责解释。
山东农业大学研究生课程考试纪律及违纪处理规定
一、考试纪律
第一条 考生必须携带有效证件（研究生证、身份证）按时进入考场，按规定座位就坐，并将证件置于课桌上方备查，迟到15 分钟者不得进入考场，作旷考论，考试开始后30 分钟以内不得离开考场。
第二条 参加闭卷考试，除带任课教师指定的考试用具外，不准携带任何书籍、笔记、图表、草稿纸等物，已带入者应放在指定位置。通讯设备必须关闭。
第三条 保持考场安静，考生不得离开座位任意起立与走动，有问题时应在原座位举手示意，等待教师处理。
第四条 考生必须在规定的时间内交卷，不得随意延长时间。交卷后，考生应立即离开考场。
二、违纪处分规定
第五条 在考场有下列行为之一者，视为考试违纪，给予警告或严重警告处分。
（一）不按指定位置就坐，且不听从监考教师调动；
（二）不按规定将书包以及与考试有关的笔记、资料放在指定地点，且不听从监考教师劝告；监考教师要求出示研究生证明拒绝出示；
（三）未关闭通讯设备；
（四）考试过程中未经监考教师同意而擅自进出考场。
第六条 在考试过程中，有下列行为之一属考试作弊，视其情节给予记过或留校察看处分。
（一）抄袭或偷看邻座答卷、稿纸；
（二）故意移动答卷让邻座偷看和抄袭；
（三）传递与考试内容有关的纸条，或进行与考试内容有关的谈话或相互对答案；
（四）闭卷考试中翻看书籍、笔记、资料或夹带与考试内容
有关的东西；开卷考试中交换书、笔记本或有关考试的资料（包括交换的双方）；
（五）参与集体作弊。
第七条 有下列行为之一者属考试严重作弊，给予勒令退学处分。
（一）请人代考或代他人考试；
（二）涂改他人试卷姓名占为己有；
（三）组织集体作弊；
（四）第二次受违纪处分者。
第八条 有下列情形之一，加重处分：
（一）违纪后，认错态度不好者；
（二）对检举人、证人威胁或打击报复者。
第九条 对犯错误的研究生，要批评教育，热情帮助，严格要求。处理时要持慎重态度，坚持调查研究，实事求是，处分要适当。处理结论同本人见面，允许本人申辩、申诉和保留不同意见。研究生在处理结论与本人见面后五天内，可向有关部门提出书面申诉，有关部门在接到申诉后的十五日内复审完毕并予以答复。一旦处分决定文件下达后不得更改。
三、本规定自发布之日起施行，由研究生处负责解释。
山东农业大学关于推荐应届本科毕业生免试攻读硕士学位研究生的暂行办法
一、总 则
第一条 根据教育部《关于印发〈全国普通高等学校推荐优秀应届本科毕业生免试攻读硕士学位研究生工作管理办法（试行）〉的通知》（教学〔2006〕14 号）文件精神，为加大拔尖创新人才选拔力度，引导学生全面拓展综合素质，激励在校学生勤奋学习、积极创新、全面发展，特制定本办法。
第二条 学校成立以分管研究生工作的校长为组长，纪委、研究生处、教务处、学工处等职能部门负责人、教师代表为成员的推荐免试工作领导小组，负责全校推免工作计划、名额分配，对学院推免工作进行指导、监督、管理等工作。学校推免工作领导小组办公室设在研究生处，负责推免工作文件下发、材料收取等工作。
学院成立由党政主要负责人及各方面代表参加的推荐免试工作小组（不少于7 人），全面负责本学院的推荐免试硕士研究生工作。
二、推 荐
第三条 推免工作要坚持公开、公平、公正原则，坚持德、智、体全面衡量，实行择优选拔。在对考生学习和科研能力综合测评基础上，突出对考生创新精神、创新能力和专业能力倾向等的考查。推免生名额分为学术型和专业学位两个部分。学术型名额用于推荐优秀应届本科毕业生攻读学术型硕士学位研究生；专业学位名额专门用于推荐优秀应届本科毕业生攻读硕士专业学位研究生。专业学位研究生推免名额不得用于学术型研究生。
第四条 推免生基本条件
（一）推免生必须从我校纳入国家普通本科招生计划录取的
当年应届本科毕业生中选拔（不含专升本、第二学士学位、独立学院学生）。
（二）具有高尚的爱国主义情操和集体主义精神，社会主义信念坚定，社会责任感强，遵纪守法，积极向上，身心健康。
（三）勤奋学习，刻苦钻研，成绩优秀，并同时符合以下条件：①学术型推荐免试研究生前三年必修环节学习成绩（按加权平均成绩排名）位于所在专业排名前30%，且必须完成教学计划规定的各个教学环节；专业学位推荐免试研究生前三年必修环节学习成绩（按加权平均成绩排名）位于所在专业排名前50%，且必须完成教学计划规定的各个教学环节。②CET-6 考试成绩≥426分或CET-4 考试成绩≥497 分，英语专业通过TEM-4。 若报名人数不足时，经学校推免工作领导小组批准，可以适当放宽英语成绩，但CET-4 考试成绩不得低于426 分。对学习成绩专业排名的要求可以视当年招生计划数进行适当调整。
（四）诚实守信，学风端正，无任何考试作弊和剽窃他人学术成果记录；品行表现优良，无任何违法违纪受处分记录。
（五）对有特殊学术专长或具有突出培养潜质者，经三名以上本校本专业教授联名推荐，经学校推免工作领导小组严格审查，可不受综合排名限制，但学生有关学术专长或培养潜质的证明材料和教授推荐信要进行公示。
（六）对在由学校正式组织参加的省级及以上竞赛中获得优异成绩的学生，经学校推免工作领导小组批准后学习成绩可适当放宽。
第五条 推荐工作程序
（一）报名：符合条件的考生填写《山东农业大学推荐免试研究生申请表》，并将加盖教务部门公章的学习成绩单、四六级原件及复印件等材料报所在学院。
（二）学院考核：学院推免工作小组组织本院申请推免学生的审核及面试工作，根据下发的推免名额确定本单位的推免生名单，并在学院网站及公告栏公示。
（三）学校审核：学院将公示后的推免生名单，由分管院长签字，加盖学院公章后，连同推免生的相关材料报学校推免工作领导小组审核。学校将全部推免生在研究生处网页以及公告栏内张贴公示。公示期满后，学院组织推免生填写《全国推荐免试攻读硕士学位研究生登记表》，学校审核后将相关材料上报山东省教育招生考试院。
三、附 则
第六条 对在申请推免生过程中弄虚作假、不能按期毕业或不能获得学士学位证书者，取消其推免生资格。
第七条 所有我校应届毕业生获得推免资格者，必须在我校参加当年全国硕士研究生招生考试网上报名和现场确认，否则，取消录取资格。
第八条 本办法自发布之日起施行，由研究生处负责解释。
山东农业大学硕博连读研究生选拔工作试行办法
第一章 总 则
第一条 为了进一步提高我校博士生的培养质量，推进研究生培养方式的改革，健全我校研究生选拔与培养体系，吸收优秀硕士生攻读博士学位，根据教育部和国务院学位委员会有关文件精神，结合我校实际，特制定本办法。
第二条 硕博连读是指从我校已完成规定课程学习并且成绩优秀，具有较强创新精神和科研能力的在读硕士研究生中择优遴选博士研究生。
第三条 硕博连读研究生从我校在读二年级优秀全日制学术型硕士研究生中选拔。
第四条 硕博连读研究生选拔工作在具有博士学位授予权的学科中进行。
第五条 硕博连读研究生名额由学校根据当年博士招生计划进行分配，纳入当年招生计划。
第二章 选 拔
第六条 选拔条件
硕博连读研究生的选拔工作坚持德、智、体全面衡量，择优录取，保证质量，宁缺毋滥的原则。
硕博连读研究生申请人须具备以下条件：
（一）拥护中国共产党的领导，具有正确的政治方向，热爱祖国，愿意为社会主义现代化建设服务，遵纪守法，品行端正。
（二）申请硕博连读的硕士研究生必须是推荐为免试攻读硕士学位的研究生，或参加硕士研究生入学考试，复试后总成绩排在本学科前40％。经导师组综合考察，认定其综合素质高、有较大发展潜力者，可不受综合排名限制。
（三）完成规定的课程学习任务，成绩优良。课程学习成绩平均80 分以上，其中80 分以下课程不超过2 门（但不能低于70 分），在学期间无不及格现象。
（四）定向硕士研究生须提供定向培养单位同意的书面证明。
（五）具有学士学位，身体和心理健康状况符合我校招生规定。
第七条 选拔程序
（一）符合选拔条件的研究生提出申请，填写《山东农业大学硕博连读研究生申请表》，并按要求提供相关证明材料。
（二）学位点导师组按照选拔条件对申请人进行资格审查，并对申请人的思想政治表现、科研能力、学术潜力和身体素质等进行全面考核，提出拟选拔名单。
（三）学院成立由党政领导、教授委员会主任等为成员的选拔工作领导小组（不少于7 人），选拔工作领导小组对各学位点拟选拔人员进行审核并组织答辩，选拔工作领导小组成员的2/3以上同意者方为通过。最终确定名单在本单位范围内公示三个工作日无异议后，报学校研究生主管部门。
（四）学校研究生招生工作领导小组负责审定录取名单，并进行公示。
第八条 各学院可以根据本办法制定本单位选拔硕博连读研究生的实施细则，领导小组名单和实施细则报学校研究生招生工作领导小组审批、备案。
第三章 录取及培养
第九条 经学校审批确认具有博士生资格的硕博连读生作
为录取的博士生上报国家教育部，注册为博士研究生后享受博士生待遇。
第十条 硕博连读研究生应修完硕士专业培养方案的全部
学位课程并取得相应学分，博士课程按培养方案执行。
第十一条 硕博连读生博士阶段全部按计划内培养，其学籍
及管理办法根据相应在校身份按照学校有关规定执行。
第十二条 硕博连读研究生修业年限不少于五年。
第四章 学位授予
第十三条 硕博连读研究生修完博士研究生课程，考试成绩合格，通过博士学位论文答辩，经校学位评定委员会批准授予博士学位。
第十四条 硕博连读研究生论文水平未达到博士学位的学术水平，但已达到硕士学位的学术水平并通过硕士学位论文答辩，经校学位评定委员会批准授予硕士学位。
第五章 其他
第十五条 获得硕博连读资格的硕士研究生，即可开始在博士生导师指导下从事科研活动。
第十六条 获得硕博连读资格的研究生，在未办理博士入学手续之前，若违反校纪校规受到处分，取消其攻读博士学位的资格。
第十七条 硕博连读研究生本人申请放弃博士学位或在培养过程中出现不宜继续培养情况者，经学校批准后，可转为相应年级硕士研究生，在完成硕士学位（毕业）论文并通过答辩后，经校学位评定委员会批准授予硕士学位。
第十八条 本办法自发文之日起施行，由研究生处负责解释。
山东农业大学研究生国家奖学金管理暂行办法
第一章 总 则
第一条 研究生国家奖学金由中央财政出资设立，用于奖励普通高等学校中表现优异的全日制研究生，旨在促进研究生培养机制改革，提高研究生培养质量。根据《国家中长期教育改革和发展规划纲要（2010—2020 年）》、《关于印发<研究生国家奖学金管理暂行办法>的通知》（财教[2012]342 号），结合山东农业大学实际情况，制定本办法。
第二条 成立山东农业大学研究生国家奖学金评审领导小组，负责制定学校研究生国家奖学金管理办法和名额分配方案，统筹领导、协调、监督评审工作，裁决学生对评审结果的申诉。
各学院成立研究生国家奖学金评审委员会，负责本院研究生国家奖学金的申请和评选组织、评选具体标准的制定和初步评审等工作。
第二章 奖励标准与基本条件
第三条 博士研究生国家奖学金奖励标准为每生每年3 万元；硕士研究生国家奖学金奖励标准为每生每年2 万元。
第四条 研究生国家奖学金基本申请条件：
（一）热爱社会主义祖国，拥护中国共产党的领导；
（二）遵守宪法和法律，遵守学校规章制度；
（三）诚实守信，道德品质优良；
（四）学习成绩优异（成绩前50%，无不及格课程），科研成绩显著（有论文、专利、成果等），发展潜力突出（不符合前两项者，需两名专家推荐）。
第三章 国家奖学金的名额分配
第五条 每年学校根据教育部下达的研究生国家奖学金名额，结合各学院研究生规模、培养质量、学科（专业）特点以及上一年度研究生国家奖学金执行情况，确定各学院研究生国家奖学金年度分配名额。
第六条 研究生国家奖学金名额向基础学科和国家亟需的学科（专业）倾斜。各学院要综合考虑研究生国家奖学金和其他研究生奖学金的名额分配、评审和发放工作，充分发挥各类奖学金的激励作用。
第四章 评审程序
第七条 研究生国家奖学金每年评审一次，实行等额评审，坚持公开、公平、公正、择优的原则，严格执行国家有关教育法规，杜绝弄虚作假。凡取得正式学籍、已注册的全日制二、三年级研究生在规定学制年限内均有资格申请。硕博连读研究生在注册为博士研究生之前按硕士生身份申请，注册为博士生身份后，按照博士身份申请，录取类别为计划内定向、单位委托培养的研究生不参与国家奖学金评审。
第八条 申请者需如实填写《研究生国家奖学金申请审批表》，向所在学院评审委员会提出申请。
第九条 各学院国家奖学金评审委员会由以下人员担任：各学院教授委员会成员、分管研究生的书记、院长、研究生导师代表、研究生秘书、研究生代表。各学院国家奖学金评审委员会不低于九人组成。各学院评审委员会要切实加强管理，认真做好研究生国家奖学金的宣传和评审工作，确保研究生国家奖学金用于奖励特别优秀的研究生。
对申请者的评价内容与计分标准：
（一）政治思想、日常表现及对学院贡献（博士、硕士都占15 分）；
（二）课程学习成绩（博士占20 分，硕士占30 分）；
（三）科研成绩与学术水平（博士占65 分，硕士占55 分），根据申请者的论文、专利、研究进展等进行定量评价（论文、专利、成果等计分标准由各学院根据学科实际制定）。
根据以上评价内容与计分标准对申请者进行排序，博士研究生按照学校分配奖学金名额的2 倍做为参加评选答辩的候选人，硕士研究生按照学校分配奖学金名额的1.5 倍做为参加评选答辩的候选人。确定答辩候选人时，各学院应注意学科间平衡。各学院评审委员会主任委员负责组织申请国家奖学金的学生进行公开答辩，由学院研究生国家奖学金评审委员会全体委员进行票决，以得票数量做为最终评审结果，现场公布结果，评审过程要公开、公平、公正。
第十条 研究生国家奖学金实行公示制度，各学院评审委员
会确定推荐获奖学生名单后，应在本单位内通过网络、宣传栏等方式张榜公示，公示时间不少于五个工作日。公示无异议后，相关材料报研究生国家奖学金领导小组终审，审核结果在全校范围内公示，公示时间不少于五个工作日，公示无异议后上报省级主管部门。
第十一条 对研究生国家奖学金评审结果有异议的学生，可在学院评审委员会公示阶段向所在学院评审委员会提出申诉，学院评审委员会应及时研究并予以答复。如学生对学院评审委员会作出的答复仍存在异议，可在学校公示阶段向学校研究生国家奖学金评审领导小组提请裁决。
第五章 奖学金发放、管理与监督
第十二条 学校将当年研究生国家奖学金一次性发放给获奖学生。研究生获得国家奖学金情况记入学生学籍档案，并颁发国家统一印制的荣誉证书。
第十三条 学校严格执行国家相关财经法规和本办法的规定，对国家奖学金实行分账核算，加强资金管理，专款专用，不得截留、挤占、挪用，同时接受财政、审计、纪检监察、主管机关等部门的检查和监督。
第六章 附 则
第十四条 本办法自发布之日起施行，由山东农业大学研究生国家奖学金评审领导小组授权学校研究生处负责解释。
山东农业大学关于研究生学位论文抽检工作办法
为提高研究生教育质量，强化学位与研究生教育的质量意识，逐步建立与完善我校研究生教育质量保障机制，培养符合国家建设需要的高层次人才，特制定本办法。
一、抽检原则
（一）遵循《中华人民共和国学位条例》的有关原则与规定；
（二）有利于反映研究生培养质量的真实状况；
（三）有利于加强博士、硕士学位授权点建设；
（四）有利于建立和完善研究生教育质量监督机制。
二、抽检对象
研究生学位论文抽检对象为我校当年博士、硕士学位申请者的学位论文或近二年内获得博士、硕士学位者的论文（含学术学位研究生的学位论文和专业学位研究生的学位论文）。其中重点抽检有以下特点的学位论文：
（一）新批准的学位授权点的学位论文；
（二）当年指导学位论文超过3 篇的导师所指导的论文；
（三）在同行专家中有较大争议的学位论文；
（四）非全日制研究生和同等学力申请学位人员的学位论文；
（五）在前一次学位论文抽检中，论文评阅质量较差的学位授权点的学位论文；
（六）有抄袭、引文不当等学术失范嫌疑的学位论文；
（七）虽已授学位，但在学位论文的评阅和答辩中，专家评价较差的学位论文；
（八）其他有质量问题的学位论文。
三、抽检办法
（一）学位论文抽检实行“双盲制”匿名评阅办法。随机抽取3-5 名专家为评阅人。
（二）论文评阅人要有丰富的研究生培养经验，至少已完整培养一届研究生。硕士学位论文评议人必须是同学科学位授权点研究生指导教师，博士学位论文评议人必须是同学科学位授权点的博士生指导教师。
四、评议指标
（一）论文选题；
（二）文献综述；
（三）基础理论与专业知识；
（四）科研成果与创新能力；
（五）写作能力与学风。
论文评阅人按评议指标逐项评议，采用百分制打分，并写出评议意见，做到定量与定性相结合。研究生处对评议分数和评议意见进行登记与汇总，确定论文最终档次，档次分为“优秀”、“良好”、“合格”、“不合格”等四档。
五、意见反馈及结果处理
（一）学位论文抽检的结果，将报送校学位评定委员会和主管校领导，正式通知抽检所涉及的学位授权点、学位论文指导教师和各院的分管领导、各学位评定分委会，并通过适当途径公布结果。
（二）对于抽检不合格的论文，下一年度将继续抽检其指导教师指导的学位论文。连续两年指导的学位论文抽检不合格，指导教师暂停研究生招生资格。
（三）已获学位的论文经抽检，被评阅专家确认是抄袭，或有充分证据证明由他人代写，学校将取消已授予该论文作者的学位资格，并暂停其导师的招生资格。
（四）学位论文抽检结果将作为考察学科建设、评估研究生招生规模与培养质量、选聘导师等方面的重要依据。
六、本办法自发布之日起施行，由研究生处负责解释。
山东农业大学校长办公室 2013 年1 月11 日印发
 山东农业大学校长办公室文件 

山农大办字〔2014〕34号 

山东农业大学校长办公室 

关于印发《山东农业大学研究生奖学金、 

助学金管理办法》的通知 

各单位、各部门： 

现将《山东农业大学研究生奖学金、助学金管理办法》予以印发，望认真贯彻执行。 

山东农业大学校长办公室 

2014年9月23日 

山东农业大学 

研究生奖学金、助学金管理办法 

为鼓励研究生在校期间勤奋学习、刻苦钻研、全面发展，根据山东省财政厅、山东省教育厅《关于完善研究生教育奖助政策体系的通知》(鲁财教[2013]66号)精神，全面深化我校研究生奖助体系改革，本着“长远谋划，分步实施”的改革思路，结合我校目前实际，特制定本办法。 

第一章 总则 

第一条 进一步强化导师责任制和导师资助体制，导师需从科研经费中拿出一定资金资助研究生；创造条件，逐步过渡到以研究生导师资助为主的研究生奖助体系。 

第二条 研究生奖助体系由研究生国家奖学金、研究生助学金、研究生学业奖学金、研究生社团活动奖和研究生“助教、助研、助管”（以下简称“三助”）津贴组成。 

第三条 研究生奖助体系资助对象为国家研究生招生计划内的全日制研究生。 

第四条 获研究生奖助体系资助必须具备以下基本条件： 

（一）热爱祖国，热爱社会主义，拥护中国共产党的领导； 

（二）遵守国家有关法律和学校的规章制度； 

（三）诚实守信，道德品质优良；
（四）按时注册，在学校规定的基本学制内。 

第二章 研究生助学金 

第五条 研究生助学金用于补助研究生基本生活支出。研究生助学金发放范围覆盖国家研究生招生计划内的所有全日制研究生（有固定工资收入的除外）。 

第六条 研究生助学金标准 

(一) 博士研究生 

博士研究生助学金为每生每月1500元,按12个月发放。 

(二) 硕士研究生 

硕士研究生助学金为每生每月900元,按12个月发放。 

第三章 研究生学业奖学金 

第七条 博士研究生学业奖学金等级、标准及比例 

一等学业奖学金：6000元/年，评选比例为20%； 

二等学业奖学金：4000元/年，评选比例为30%； 

三等学业奖学金：3000元/年，评选比例为50%； 

第八条 硕士研究生学业奖学金等级、标准及比例 

一等学业奖学金：5000元/年，评选比例为20%； 

二等学业奖学金：3000元/年，评选比例为30%； 

三等学业奖学金：2000元/年，评选比例为50%； 

第九条 评选程序 

研究生处根据各学院研究生招生人数分配各获奖等级人数， 各学院根据实际情况制定具体条件与办法，公示后报研究生处备案。 

第四章 研究生国家奖学金 

第十条 研究生国家奖学金由中央财政出资设立,用于奖励学业成绩特别优秀、科学研究成果显著、社会公益活动表现突出的研究生。博士生奖励标准为每生每年30000元，硕士生奖励标准为每生每年20000元。学校根据上级主管部门分配的指标和学校国家奖学金评选办法组织评选。 

第五章 研究生社团活动奖学金 

第十一条 研究生社团活动奖学金奖励在研究生社团活动中做出特殊贡献的先进个人。 

（一）对在研究生各项工作中做出突出成绩的先进个人，按当年毕业生人数的10%奖励，每人200元。每学年评选一次。 

（二）在校级以上(含校级)各类活动和竞赛中获得奖励的研究生。奖励标准为200元-800元； 

（三）对国家、社会、学校有特殊贡献，事迹突出的研究生。此奖项由个人申请，学院推荐，研究生处组织专家评审，奖励标准不超过5000元。 

第六章 研究生津贴 

第十二条 在研究生专项奖助经费中，一部分由学校统筹，用于研究生“三助”津贴和特殊困难研究生补助。 

第十三条 对科研项目少，课题经费不足的年轻导师（不超 过40岁），可向学校提出申请，由学校为研究生提供每生每月200元的科研津贴，连续申请不得超过三年。 

第十四条 助管津贴标准根据实际岗位和绩效由用人单位提出，由研究生处审批。 

第七章 组织管理 

第十五条 奖学金评定工作由研究生处负责总体安排，各学院具体实施。 

（一）研究生处下发年度评优工作安排意见； 

（二）各学院成立奖学金评定工作领导小组，领导小组由教授委员会主任、学院党政领导、导师代表组成； 

（三）各学院召开研究生大会布置奖学金评定事宜； 

（四）个人在总结的基础上向学院奖学金评定工作领导小组提出参评奖学金奖项申请； 

（五）学院奖学金评定工作领导小组对研究生个人申请进行评定； 

（六）学院将评定结果在院内公示后上报研究生处； 

（七）研究生处对学院评定结果审核； 

（八）由研究生处向财务处提交享受奖学金的名单。 

第十六条 因考试违纪、作弊，违反《山东农业大学研究生学术道德行为规范实施细则》规定等，受到纪律处分者，取消学业奖学金评选资格，视情况停发助学金。受到严重警告及以下处分者，停发两个月助学金；受到记过处分者，停发半年助学金； 受到留校察看处分者，停发一年助学金。 

第十七条 研究生奖学金评选中，发表论文或取得的成果在评选中的加分只能使用一次；国家奖学金获得者不重复享受当年的学业奖学金。 

第十八条 本办法自2014-2015学年第一学期入学的收费研究生开始施行，校长奖学金及优秀推荐免试研究生奖励办法按原文件执行。 
第十九条 本办法由研究生处负责解释。
	山东农业大学校长办公室 2014年9月23日印发 


山东农业大学校长办公室文件
山农大办字〔2014〕55号 

山东农业大学校长办公室 

关于印发《山东农业大学学位论文作假行为 

处理实施细则（试行）》的通知 

各单位、各部门： 

现将《山东农业大学学位论文作假行为处理实施细则（试行）》予以印发，望认真贯彻执行。 

山东农业大学校长办公室 

2014年12月31日 

山东农业大学 

学位论文作假行为处理实施细则（试行） 

根据《中华人民共和国学位条例》、《中华人民共和国高等教育法》及教育部《学位论文作假行为处理办法》（教育部令第34号），结合学校实际，制定本实施细则。 

第一条 为建设良好学风，提高人才培养质量，规范我校学位论文的管理，严肃处理学位论文作假行为，凡向我校申请博士、硕士、学士学位所提交的博士、硕士学位论文和本科学生毕业论文（毕业设计），出现本实施细则所列作假情形的，依照本实施细则进行处理。 

第二条 学位申请人应当恪守学术道德和学术规范，在指导教师指导下独立完成学位论文。 

第三条 指导教师作为第一责任人，对其指导的学位申请人进行学术道德、学术规范教育，对其科学研究和论文撰写过程予以指导，对学位论文是否由其独立完成进行审查把关。 

第四条 学院应加强对学位申请人的学术规范教育，健全学位论文审查制度，杜绝学位论文作假行为。 

第五条 有下列行为之一者，视为学位论文作假。 

（一）购买、出售学位论文或者组织学位论文买卖的； 

（二）由他人代写、为他人代写学位论文或者组织学位论文代写的； 

（三）剽窃他人作品和学术成果的； 

（四）伪造、篡改数据以及剽窃他人研究数据的； 

（五）有其他严重学位论文作假行为的。 

第六条 学位论文作假行为的处理 

（一）学位申请人的学位论文出现购买、由他人代写、剽窃或者伪造数据等作假情形的，经学校学位评定委员会审核确认后，学校依据《学位论文作假行为处理办法》(中华人民共和国教育部令第34号)和《山东农业大学研究生学术道德行为规范》（试行）（山农大办字〔2007〕12号）的规定取消其学位申请资格；已经获得学位的，撤销其学位，并注销学位证书。取消学位申请资格或者撤销学位的处理决定向社会公布。 

（二）为他人代写学位论文、出售学位论文或者组织学位论文买卖、代写的人员，若为在校学生，学校给予开除学籍处分；若为校内的教师和其他工作人员的，学校给予开除处分或者解除聘任合同。 

（三）指导教师未履行学术道德监察、学术规范教育、论文指导和审查把关等职责，其指导的学位论文存在作假情形的，学校将视情节轻重给予处理。情节较轻的给予停招、警告、记过处分，情节严重的，将给予降低岗位等级直至给予开除处分或者解除聘任合同。 

第七条 发现学位论文有作假嫌疑时，由学校相应职能部门按照以下程序，进行调查、认定和处理。 

（一）研究生处（教务处）负责对学位论文作假行为进行处理，并受理有关的书面实名举报，根据问题的性质和严重程度， 决定是否进行调查。 

（二）研究生处（教务处）和相关职能部门组织有关专家成立调查小组，对有作假嫌疑的学位论文进行调查。调查时与学位申请人有利害关系的人员应回避。当事人可以进行书面陈述和申辩，口头申辩无效。 

（三）调查结束后，研究生处（教务处）会同校内有关职能部门，根据相关规定将处理意见整理成书面报告，报学校学位评定委员会会议审议，做出处理决定。 

（四）处理决定以书面形式通知当事人。当事人如对处理决定有异议，可在处理决定发文公布后五个工作日之内，提出申诉，或申请行政复议，或提起行政诉讼。 

（五）所有相关参与人员有责任对学位论文作假嫌疑行为的有关情况、调查过程、调查资料进行保密，未经认定之前，不得私自传播、散布，以保证当事人的名誉及合法权益不受侵害。 

第八条 本细则如有与国家法律及学校上级主管部门法规、条列、办法等相违背之处，按国家法律及学校上级主管部门法规、条列、办法等执行。 

第九条 本实施细则自发布之日起施行，由研究生处负责解释。
	山东农业大学校长办公室 2014年12月31日印发 


资环学院研究生培养环节管理
硕士研究生从入学到毕业三年学习时间须依次完成以下各环节培养：
1. 导师选择：研究生入学面试时经师生双向选择定好导师，第一年（硕士一年级）不允许再换导师，确因导师调离或其他原因需调换导师，并有新导师同意接收的，可从硕士二年级起调换，应由原导师提出申请，经导师组研究同意，院（系）批准，变更研究生的指导关系，并报研究生处备案。
2. 选课：研究生入学后两周内须根据各自专业培养方案，在导师指导下选课，填写培养计划表一，一式三份，交院2份，同时提交电子版。研究生的课程学习必须按照《硕士生培养计划表（一）》，如有特殊情况需要变更学习计划，需由本人提出申请，导师和分管院系领导同意，报研究生处批准。
3. 课程学习：一般在第一学期～第三学期，尤其要重视公共课程学习，努力考出好成绩，坚决杜绝不及格现象的出现，出现不及格课程，则严格按照《资环学院评优管理办法》规定执行。
4. 预开题：为了保证开题质量，各专业须进行预开题， 具体时间由各专业自行安排。
5. 开题：开题需准备的资料有：2篇综述，开题报告书面材料及Powerpoint文档。开题时需进行综述汇报及开题报告幻灯片讲述。时间安排：土壤学：9月底；植物营养学：10月份；土地资源管理：11月份；土地制图学与地理信息工程11月份；环境科学、环境工程：8月份。
6. 第一次学术报告：每位研究生在中期考核前须进行一次学术报告，报告内容可以是开题时的综述，也可以是课题进行情况汇报。
7. 中期考核：每级研究生入学后第三学期进行，具体办法按照《山东农业大学研究生中期考核办法》执行，考核内容和指标详见《山东农业大学研究生中期考核指标与评分标准》、《中期考核综合测评评分表》。
8. 第二次学术报告：每位研究生在中期考核后还须进行一次学术报告，报告内容为课题进行情况。
9. 实践环节：主要包括教学实践、社会实践和生产实践。教学实践从入学后第二学年开始进行，包括承担一个教学班的实验课指导、批改作业、辅导答疑等任务。总工作量不少于120学时，课堂实际面对学生时间不少于20学时。教研室（研究室）主任和指导教师对研究生的教学实践及其效果进行考核，写评语，成绩合格者计1学分。社会实践活动由各学科点组织，在寒暑假完成，主要进行社会调查、技术服务、科技扶贫、人才培训、军民共建等活动，完毕后写总结报告，合格者计1学分。研究生的生产实践，由导师根据研究生的研究方向安排。生产实践可结合研究生的论文工作进行。
10．预答辩：毕业当年的5月中旬左右，学校和学院将组织预答辩，预答辩不合格者将延期答辩和授学位。
11. 毕业答辩：须经导师同意、院（系）学位评定分委员会和研究生处审核合格。  其中在读期间发表论文要求：博士研究生在校期间须在 SCI、EI、SSCI 收录学术刊物或国家级学会最高学术刊物（限一种）上发表不少于一篇研究论文（必
须为学位论文内容、第一署名单位必须为山东农业大学）；硕士研究生在校期间须在省级或省级以上学术刊物上发表不少于一篇研究论文（学位论文内容、第一署名单位必须为山东农业大学），方可申请学位论文答辩。论文答辩按《山东农业大学研究生学位授予工作实施细则》的要求举行。通过学位论文答辩，经校学位评定委员会作出授予学位的决定后，可获得硕士学位。特别注明：我院规定的一级学术期刊具体见校研究生网页。另注：自2008届研究生开始，毕业研究生的学位论文初稿务必于5月15日前完成并上交到院里，由院里统一评审合格后再送出评审，否则不予安排答辩。
                                        山东农业大学资源与环境学院
                                             2008年1月1日
资环学院研究生评优管理办法
为促进我院研究生工作的制度化、规范化，增加工作的透明度，使研究生的管理走上正规化的轨道，为广大研究生创造良好、浓郁的学术氛围和积极向上的生活学习氛围，使研究生的奖罚有据可依，量化可行，经各方面反复磋商,特颁布《资环学院研究生奖罚管理条例》(试行)。
本条例采用计分方法。即为每位研究生每次参加各项活动的表现评分(表现好加分，表现差减分)，研究生的评优及中期考核将依据个人课程成绩所得分数加或减本条例所累积分数予以准确、综合评估。
办法全文如下： 
1. 鼓励广大研究生积极参加科研活动，发表科研文章。
（1）研究生以第一作者在二级及二级以下刊物上每发表一篇科研文章，加1分；（翻译类文章不计分）。
（2）研究生以第一作者在一级刊物上每发表一篇文章，或被EI检索，加2分；
（3）研究生以第一作者公开发表的学术文章若被SCI，SSCI索引的，一次性加4分。
（4）研究生以第一位次获专利发明或有重大科研成果者，一次性加3分； 

科研文章累积加分最多为5分。
发表文章以见刊或者缴纳版面费为有效，只有接收函不计入加分项目。
2. 鼓励研究生重视课程学习，坚决杜绝不及格现象。
    研究生每出现一门不及格课程（包括公共课程和专业课程），减1分，并且优先奖项评比中若为优秀、良好的按降一级处理。
    硕士研究生公共学位课程，包括英语、政治结业考试成绩列全校前20名者（包括并列），每门次加1分。
3. 鼓励研究生充分发挥聪明才智，踊跃参加校内外各项科技竞赛活动。
对于积极参加科技竞赛者，加0.3分；在校级科技竞赛中获三等奖者，加0.5分；获二等奖者，加0.8分；获一等奖者，加1.2分；入围省级或全国科技竞赛的作者，加1.5分，获奖者加2分。 
参加科技竞赛活动累积加分最多为2分。
3. 学习之余，鼓励研究生参加各种文体活动，保持充沛的体力和饱满的精力。
积极参加学院组织的各项活动者，每次加0.2分；
积极参加学校组织的各项活动者，每次加0.3分；
在校级（含省级）比赛中获三等奖（或第三名）者，每人次加0.4分；二等奖（或第二名）者，每人次加0.6分，一等奖（或第一名）者，每人次加0.8分。
参加各种活动累积加分最多为1分。
要求全体研究生必须参加的院校集体活动（包括会议等），无故缺勤者每人次扣0.3分；确有事须请假，每学期每人请假不得超过2次。缺勤扣分累计最多为1分。
4. 督促研究生按时缴纳住宿费
   对于无故延期或不缴纳住宿费的研究生，在其补缴住宿费之前每次评优减1分。
5. 结合学校期中考核办法，特别制定以下几条加减法办法，（仅限于中期考核）
（1）担任校或院研究生会主席之一或兼职，加2分。  
（2）担任校或院研究生会各部部长（或主要负责人），加1分
（3）担任校或院研究生会普通职务，加1分。
（4）通过英语六级者加2分。
（5）不遵守纪律，受到点名批评者，每次减0.5分。
（6）受到校、院通报批评者，每次减1-3分。
（7）收到警告以上处分者，减5-10分。
注明：研究生会学生干部作为活动的组织策划者，不再累积加分；但是作为参加者，可与其他同学一样酌情加分。（例如仅组织策划元旦晚会不加分，但是在晚会中演出节目可加分）
为便于统计计分，请各位同学随时将自己参加活动情况、发表文章情况以书面形式交给研究生秘书老师，延期不报，后果自负。
本办法未涉及的方面，将逐学期补充添加，以趋完善。
另，本办法所计分数是评优的主要依据，但不是全部，导师组及同学互评也是依据之一。本规定中的加减分数会根据每年的实际情况进行合理调整，尽量体现公平性。
本办法自公布之日起执行。
                                    资源与环境学院
                                    2010年3月1日
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