
油田在开采、运输过程中造成的泄漏，会直接严
重污染土壤、地下水等环境。石油烃在进入土壤后，使
土壤的透气性和渗水性降低，阻碍植物根系的吸收与

呼吸，引起根系腐烂，进而导致死亡。而石油烃类物质
属于难生物降解性物质，在环境中一般需要较长的时

间才能被降解。
对石油污染土壤的修复有物理的、化学的和生物
的方法[1-3]。其中生物修复技术由于没有二次污染、费
用低、原位降解污染物等优点而受到人们的高度重
视，也取得了一定的进展[4-5]。目前大多数生物修复是
采用向土壤中添加 N、P等营养物质以促进土著微生
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摘 要：从石油污染土壤中富集分离、筛选出 3株高效降解石油的微生物菌株，通过生理生化特性研究及 16S rRNA基因序列分
析，确定 3株菌均属于红球菌属（Rhodococcus sp），研究和比较了它们与实验室保存的 4株菌（分别属于 Gordonia sp，Comamonas sp，
Pesudomonas sp）降解石油的能力。这 7株菌株对石油的不同组分具有不同的降解能力，对 7株菌进行不同的组合用以研究复合菌
群对石油的降解。结果表明，由两株 Rhodococcus sp，一株 Gordonia sp和一株 Pesudomonas sp组成的复合菌群 D，降解石油的能力超
过任何单一菌株和其他组合菌群。混合菌群 D在 5 d的培养中能降解 70.3%的石油总量和 71.4%的芳香化合物。混合菌群 D能降
解 99．8％的 C13－19烷烃，92．6 ％的 C20－26烷烃，82．2％的 C27－32烷烃以及 90．2％的植烷。在实验室模拟条件下，对土壤中石油的降解率
达到 50%以上。降解土壤中石油的最适温度为 10~30 ℃、pH值为 6.5~9.5，接种量需要在 106 CFU·g-1以上。
关键词：石油污染土壤；降解菌；复合菌群；生物修复
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物生长，进而达到降解石油污染物的目的。也有报道
向土壤中投加能降解石油的菌剂来提高石油污染生

物修复效率，而且效果非常显著[6-9]，如美国环保局在

处理阿拉斯加 Exxon valdex石油泄漏事故中，通过投
加石油降解微生物的方法，在短时间内消除了石油

污染，为石油污染的生物修复提供了第一个成功的例

证[10]。人工接种微生物菌剂技术已广泛应用于环境有
机污染物的处理[11-12]，由于石油的难降解性以及生物

修复容易受环境因素的影响[13]，虽然降解石油的微生

物已有许多报道，但筛选高效、对环境适应能力强的
微生物菌株仍是研究工作的重点。
本研究通过分离、筛选降解石油不同组分的高效

菌株，并构建高效降解石油的菌群，以期提高石油污

染土壤的生物修复效率，为石油污染土壤的生物强化

修复积累知识和提供指导。

1 材料与方法

1.1 供试土壤
供试土壤为潮土，取自山东东营胜利油田马朗村

某油井附近含石油土壤（0~20 cm），土壤样品采集后，
用塑料袋封装，带回实验室，除去其中根系、沙砾等杂
物，再过 20目筛。供试土壤理化性质见表 1。

1.2 液体培养基
无机盐培养基：（NH4）2SO4 2 g；K2HPO4·3H2O 2 g；

NaH2PO4·H2O 0.6 g；MgCl2 0.5 g；NaCl 1g；CaCl2 0.02 g，
蒸馏水 1 L，pH 7.2。LB 培养基：牛肉膏 5 g，蛋白胨
10 g，蒸馏水 1 L，pH 7.2。
1.3 菌种筛选与鉴定
取一定量的石油污染土壤于 250 mL三角瓶中，
加入 100 mL无机盐培养基，30 ℃摇床培养 7 d，然后
将培养液进行稀释，取稀释液接种到以石油为唯一碳

源的无机盐平板，30 ℃培养 1周，挑选生长良好的菌
落在 LB培养基平板上进一步分离、纯化，获得石油
降解菌的纯培养。
将分离纯化得到的菌株进行形态观察、生理生化

试验（方法参见文献[14]）及 16S rDNA序列同源性比
对分析，确定其分类地位。

菌株的 16S rDNA 序列分析 [15]：提取细菌的总

DNA，然后以细菌的 16S rDNA通用引物进行 PCR扩
增。PCR 扩增引物 F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTC
AG-3′，R：5′-AAGGAGGTGATCCAGCCG CA-3′，由
金斯瑞生物科技有限公司合成。PCR 反应体系为：
10×Taq buffer 2.5 μL，Mg2+（25 mmol·L-1）1.5 μL，dNTP
（2.5 mmol·L-1）1.5 μL，5＇ 端引物（10 pmol μL·L-1）2
μL，3＇端引物（10 pmol μL·L-1）2 μL，模板 DNA 1 μL，
Taq DNA聚合酶（5 U μL·L-1）0.5 μL，H2O 15.5 μL，总
体积 25 μL。PCR反应条件：94 ℃预变性 5 min，94 ℃
变性 30 s，52 ℃褪火 30 s，72 ℃延伸 1 min 30 s，30个
循环，补充延伸 10 min。PCR 产物采用试剂盒
（Axyprep DNA Gel Extraction Kit，Axygen Biosciences）
纯化后进行测序。测序结果在 GenBank数据库中进
行同源性检索。
1.4 菌株降解石油能力的测定
将试验菌株接种到 5 g·L-1原油的无机盐培养基

中，5 d后用石油醚和正己烷萃取，然后分别采用重量
法[17]、紫外法[18]、GC法[19]分析其对石油的降解。
1.5 高效复合菌群的构建
将分离的菌株和实验室保存的其他菌株分别在

LB液体培养基中 30 ℃振荡培养 30 h，用灭菌的蒸馏
水洗涤二次，然后悬浮在灭菌的 0.1 mol·L-1（pH 7.2）
磷酸缓冲液中，并将不同的菌株调节到相同的浓度。
然后进行不同的组合，不同菌株的菌悬液等比例混合

后接种到以石油为唯一碳源的培养基中，30 ℃振荡
培养 5 d后分别采用重量法、紫外法、GC法分析其对
石油的降解，根据降解率确定高效复合菌群。
1.6 复合菌剂对灭菌和未灭菌土壤中石油的降解
菌悬液的制备：将菌株分别接种到液体 LB 培

养基，摇床培养至对数生长后期，离心收集菌体并

用灭菌的蒸馏水洗涤二次，最后用 0.1 mol·L-1（pH
7.2）磷酸盐缓冲液重悬，然后等比例混合就得到复
合菌群菌悬液。
试验设置 3组处理，分别为：对照（未灭菌土+灭

活降解菌剂 D）；处理 1（灭菌土+菌剂 D）；处理 2（未
灭菌土+菌剂 D）。每盆装土 0.1 kg（盆上口径 8.5 cm，
下口径 5.0 cm，高 7.5 cm），复合降解菌剂 D的加入量
为 106 CFU·g-1，于 30 ℃下培养，每日喷水使土壤含水
量在 20%。薄膜封口，留有少许气孔，以维持通气量。
每 5 d取样测定土壤中石油的含量。土壤和菌剂的灭
菌均采用高压蒸汽灭菌。每个处理设 3个重复，取 3
次重复的平均值。

表 1 供试土壤的理化性质及含油量组分
Table 1 Physico-chemical properties of soil tested and oil

concentration and fraction percentages

土壤

类型
pH 含水量/g·kg-1

全 N/
g·kg-1
全 P/
g·kg-1
含油量/
g·kg-1
饱和烃/

％
芳香烃/

％

潮土 H 7.8 45 0.19 0.23 44.6 66 12
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1.7 土壤 pH对石油污染生物修复的影响
向试验土壤中添加 HCl或 NaOH，调节土壤的

pH分别为 4.5、5.5、6.5、7.5、8.5、9.5、10.5。试验设置处
理和对照（加等量的 0.1 mol·L-1（pH 7.2）磷酸盐缓冲
液），于 30℃下培养，每日喷水使土壤含水量在 20%。
每 5 d取样测定。每个处理设 3个重复，取 3次重复
的平均值。试验用土壤及接种量和 1.5节相同。
1.8 温度对石油降解的影响
试验设置处理和对照，分别于 10、20、30、40 ℃下
培养，每日喷水使土壤含水量在 20%。每 5 d取样测
定。每个处理设 3个重复，取 3次重复的平均值。试验
用土壤及接种量和 1.5节相同。
1.9 土壤中石油的提取与测定
参照文献方法[17]做如下修改：称取土样 5 g，于 40

℃下烘干 24 h，碾碎，置于具塞试管中，加入石油醚5
mL，剧烈振荡 30 s，放入超声波水浴中混匀 10 min，
重复操作 1次。上层有机相用移液器取出，残渣再用
10 mL石油醚混合提取，合并两次萃取液，以 3 000 r·
min-1离心 10 min，取出上清液，用紫外分光光度法和
石油重量法，测定其对原油中芳香烃的降解率和对原

油总量的降解率。剩余液在旋转蒸发仪上蒸干后，用
正己烷溶解，经孔径 0.45 μm的针头过滤器过滤，用
GC检测烷烃降解谱。
色谱条件：气相色谱仪为 Thermo trace GC UL－

TRA，色谱柱为 TRB-5，FID检测器。80℃保持 5 min，
以 3℃·min-1升至 165℃，保持 2 min，然后以 5 ℃·
min-1升至 270℃，保持 10 min。进样口温度 250℃，检
测器温度 280℃，无分流比。

2 结果与分析

2.1 降解菌株的分离和鉴定
从石油污染土壤中共分离得到 14 株石油降解

菌，通过石油降解实验，筛选出 3株降解效率高的菌
株，其生理生化特性结果见表 2。菌株的形态和生化
特征以及 16S rDNA序列测定表明，这 3株菌均属于
Rhodococcus sp。
2.2 菌株对石油的降解
本研究筛选得到的 3株菌以及实验室保存的其
他4株菌对石油的降解效果见表 3，其中菌株 4、5为
Gordonia sp、菌株 6为 Comamonas sp、菌株 7为 Pesu－
domonas sp[20]。这 7株菌对原油的降解能力各有不同，
菌株 1、2、3能有效降解 C13-26的中长链正构烷烃，菌

株 4、5对 C26-32的超长链烷烃的降解效率较高，菌株

6、7主要降解芳香烃。植烷是支链烷烃中最重要的异
戊二烯类化合物的代表，较难降解，菌株 1、2对其降
解率在 50%以上。结果表明这 7株菌在降解石油的方
式上存在多样性。

2.3 复合降解菌群的构建
不同菌株之间往往存在协同效应，利用混合菌群

提高石油的降解已有许多报道[13，19-20]。选择筛选到的 3
株菌以及实验室保存的其他 4株菌进行组合构建石
油降解微生物菌群。表 4为部分组合方案及其对石油

表 2 降解菌株形态学观察和生理生化结果
Table 2 Morphological，physiological and biochemical characteristics of strains

鉴定特征 菌株 1 菌株 2 菌株 3 鉴定特征 菌株 1 菌株 2 菌株 3

菌落形状 圆形 圆形 圆形 淀粉水解 + - -

菌落颜色 橙色 杏黄色 杏黄色 硝酸盐还原 - - -

菌落表面特征 湿润 湿润 干燥 明胶液化 - - -

革蓝氏染色 + + + V-P - - -

氧化酶 - - - 甲基红 - - -

接触酶 + + + 柠檬酸利用 + + +

酯酶 w + + 蔗糖 w + w

半乳糖 - - - 葡萄糖 w + +

表 3 各菌株对原油的降解率（%）
Table 3 Degradation efficiency of petroleum by

bacterial strains（%）

菌株 属名
降解率/%

总重量 芳香烃 C13-19 C20-26 C27-32 植烷

菌株 1 Rhodococcus sp. 44.4 30.4 93.2 91.4 43.1 92.1

菌株 2 Rhodococcus sp. 50.3 43.6 86.2 88.3 54.2 54.2

菌株 3 Rhodococcus sp. 38.8 64.2 87.3 90.3 37.4 0

菌株 4 Gordonia sp. 33.9 41.2 66.4 68.7 62.5 14.2

菌株 5 Gordonia sp. 43.1 56.5 63.9 73.3 73.2 22.2

菌株 6 Comamonas sp. 20.3 65.2 79.3 53.2 13.4 0

菌株 7 Pesudomonas sp. 30.3 75.2 77.3 36.4 22.4 7.2

注：菌株 1、2、3为本研究分离，菌株 4、5、6、7为实验室保存菌株。

注：“+”表示阳性，“-”表示阴性，“w”表示弱反应。
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的降解效果。通过对石油重量法、紫外法、GC法测定
分析，结果表明菌株 1、3、4、7构建的菌群 D对石油
的降解效果最好，在装液量 100 mL、总接种量 4 mL、
石油浓度 5 g·L-1的液体无机盐培养基中，7 d内石油
降解率达到 70.3%（重量法）、71.4%（紫外法），其降解
石油的效率远高于单一菌株和其他复合菌群。
2.3 复合菌剂对灭菌和未灭菌土壤中石油的降解
降解结果参见图 1。对照中石油的降解是由土著
微生物进行的，结果表明土著微生物对石油的降解非

常缓慢，在石油浓度为 44.6 g·kg-1的潮土 H中 30 d
后的降解率仅为 12.6%（紫外法为 15%）。而接种复合
菌群 D的处理对石油的降解明显提高，在灭菌和不
灭菌土壤中，接种菌剂对石油的降解率都达到了 50%
以上（紫外法为 61.2%）。在接菌处理中，石油的降解
主要发生在前 15 d中，在后 15 d降解非常缓慢。
2.4 土壤 pH对复合菌剂生物修复石油污染的影响
土壤 pH对复合菌剂生物修复石油污染的影响

见图 2。在 pH 4.5、pH 5.5土壤中，复合菌群对石油的
降解率较低，表明在偏酸性环境中，菌株的生长受到

很大影响。随 pH值的升高，菌剂对石油降解的强化
作用逐渐增强，其中 pH 6.5~9.5中性偏碱的土壤生物

修复效果较好，在 pH为 8.5时，生物强化降解率已经
增加到 64.9%（紫外法为 65.9%）。菌群 D总体上适合
中性偏碱的 pH环境，具有潜在的生物修复石油污染
土壤的能力。

2.5 温度对复合菌剂生物修复石油污染的影响
温度对微生物的影响是巨大的，影响着微生物的

生长和代谢活性。本研究的结果表明（图 3），该菌群
在进行石油污染土壤的修复时，对温度的适应范围较

表 4 部分菌群对原油中不同组分的降解率（%）
Table 4 Degradation efficiency of petroleum by multiple bacterial consortium（%）

菌群 菌株
降解率/%

总重量 芳香烃 C13-19 C20-26 C27-32 植烷

菌群 A 菌株 1、3、4、5 54 38.4 91.5 78.3 80.7 90.6

菌群 B 菌株 3、5、7 28.8 45.6 92.7 66.3 29.8 1.3

菌群 C 菌株 1、2、4、6 37.2 55.9 89.0 90.3 78.6 85.2

菌群 D 菌株 1、3、4、7 70.3 71.4 99.8 92.6 82.2 90.2

菌群 E 菌株 2、3、6、7 33.3 21.1 90.3 69.3 4.5 33.9

菌群 F 菌株 2、4、5、6、7 16.3 30 78.2 59.3 22.9 8.2

菌群 G 菌群 1、2、3、4、5、6、7 34 36.9 87.3 68.4 54.2 29.7
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广，其中在 20℃时对石油的降解效果最好，30 d内石
油降解率高达 61.4%（紫外法为 72.4%）；在 10 ℃和
30℃时也具有很好的降解效果，而 40℃显然抑制了
微生物的作用，不利于其对石油的降解。该菌群在低
温下对石油降解的良好效果对其用于石油污染土壤

的生物修复是十分重要的。
2.6 接种量对石油污染土壤生物修复的影响
接种量对石油污染土壤生物修复的影响见图 4，

总的来说，接种量与石油的降解速率呈正相关。但接
种量在 107～109 CFU·g-1土范围内，石油的降解率的差
异不明显。接种量 106 CFU·g-1土对石油污染土壤的
生物修复效果也比较好。

3 讨论

尽管土壤中有许多能降解石油不同组分的土著

微生物存在，但其降解效率还是很低的，而且数量上

也不占优势，这也是石油污染难于短时间内消除的原

因之一，接种高效降解菌是加速石油污染降解的必然

选择。Sanjeet Mishra等[20]研究了用 A. baumannii S30
pJES进行石油污染土壤的强化修复，结果表明90 d
中土壤中石油由 89.3 g·kg-1降到 53.9 g·kg-1。Kishore
Das等[22]用 P. aeruginosa M和 NM富集物以及 B. sub－
tilis菌株进行石油污染土壤的生物修复（120 d），结果
表明，相对于对照土壤，接菌的处理土壤中石油的降

解明显提高。 而且 P. aeruginosa 比 B. subtilis 更有
效。
石油是多种成分组成的化合物，但大多数微生

物菌株总是选择性地降解石油中的某一组分，使

用单一菌株也就不能有效地修复石油污染土壤，

因而复合菌群用于石油污染的生物修复受到人们的

重视[22-24]。但并不是将各种菌株简单地混合就可以达

到目的。本研究发现，各种复合菌群对石油的降解是
很不相同的，有的复合菌群具有较好的降解效果，而

有的菌群并不比单一菌株的降解效果好。由菌株 1、
菌株 3（Rhodococcus sp）、菌株 4（Gordonia sp）和菌株
7（Pesudomonas sp）组成的菌群在 5 d 时间内对石油
的降解率达到 70%左右，远高于任何一株单一菌株。
产生这种协同作用可能是由于这几株菌他们各自降

解石油中的不同组分，如菌株 1、2有效降解 C13-26的

中长链正构烷烃，菌株 4对 C26-32的超长链烷烃的降

解效率较高，而菌株 7主要降解石油中的芳香烃。它
们的生长底物之间没有竞争性，所以能很好的协同生

长。由于各不同的菌株降解石油不同的组分，它们联
合作用就对石油具有很高的降解率。Komukai -
Nakamura等[25]也观察到同样的现象。他们将降解烷
烃的 Acinetobacter sp、Rhodococcus sp菌株、一株降解
烷基苯的菌株 Pseudomonas putida和一株降解菲的菌
株 Sphingomonas sp进行不同的组合以研究烷烃降解
菌和芳香烃降解菌之间的相互作用。结果表明
Acinetobacer sp和 P. putida的组合是最有效的，能降
解石油中 40%的饱和烃和 21%的芳香烃。因此，利用
复合菌群修复石油污染土壤具有潜在的应用价值。

4 结论

（1）本研究从原油污染土壤中分离到 3株高效广
谱石油烃降解菌，经初步鉴定，它们均属于 Rhodococ－
cus sp。
（2）将筛选的上述 3株菌和实验室已有的另外 4
株菌进行不同的组合，以构建高效降解石油的复合菌

群，结果表明，菌株 1、3、4、7构建的菌群 D降解效果
最好，在装液量 100 mL、总接种量 4 mL、石油浓度5
g·L-1的液体无机盐培养基中，7 d内石油降解率达到
70.3%（重量法）、71.4%（紫外法），复合菌群之间的相
互协同作用使石油的降解作用大大提高。
（3）混合菌群在实验室模拟条件下，能够很好地
降解土壤中的石油。降解土壤中石油的最适温度为
10~30℃、pH值为 6.5~9.5，接种量需要在 106 CFU·g-1

以上。
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