
农业环境科学学报 2010,29(10):1999-2004
Journal of Agro-Environment Science

摘 要：从石油污染的盐碱土壤中分离获得 2 株真菌，并对其生理生化性质进行初步研究。将 2 株菌扩大培养，制成混合菌剂，通过

盆栽试验，以石油烃降解率、脱氢酶活性和土壤的微生物多样性等为指标，研究了不同剂量的混合菌剂对石油污染土壤修复的作

用。结果表明，添加菌剂各处理的石油烃降解率、脱氢酶活性和微生物多样性明显高于对照；石油烃降解率随菌剂加入剂量的增大

而提高，加入 8%的菌剂，70 d 石油烃降解率可达 63%，是对照组的 1.44 倍。
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Abstract：Two strains of fungi were isolated from petroleum-contaminated saline soil and their physiological characteristics were investigat－
ed. The bioremediation of petroleum-contaminated soil was studied using the mixed cultures of the isolated strains. The biodegradation effi－
ciency, dehydrogenase activity and microbial diversity of the studied soil were monitored for different treatments in pot experiments. The re－
sults showed that compared with the control（CK）, addition of mixed microbes notably improved the biodegradation efficiency and dehydroge－
nase activity and stimulated both the abundance and diversity of the soil microbe. The biodegradation rate increased with higher inoculation
amount of microbial consortium. With addition of 8% microbial mixture, the total concentration of petroleum hydrocarbon decreased by 63%
after 70 days of incubation, which was 1.44 times higher than that of CK.
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石油勘探、开采、加工及运输等生产过程和意外

事故会导致数量不等的石油和含油固体废弃物排放

到周围土壤中，使土壤生态系统受到不同程度破坏[1-3]，

对石油污染土壤的修复已成为环境修复的重要课题。
生物修复是通过投加或刺激土壤中的生物来降解污

染物，并不破坏植物生长所需的土壤环境，具有环境

友好、不产生二次污染的特点[4]。绝大多数微生物生长

的 pH 值范围介于 6～8 之间，中性最为适宜，但是在

实际的土壤环境中，偏酸性或偏碱性的情况并不少

见[5]，尤其油田区更为突出，因其土壤含盐量高、碱度

大，影响微生物修复效果。
基于以上问题，本文直接从石油污染盐碱土中分

离降解石油的真菌，制备成真菌菌剂，加入土壤生态

系统后，具有适应性强、竞争力强的特点。通过实验室

内盆栽，模拟修复石油污染盐碱土，以修复过程中的

石油烃降解率、土壤脱氢酶的活性和土壤生态微生物

多样性为指标，检验、检查了两株真菌修复石油污染

的作用。对于利用真菌和真菌-植物联合修复石油污

染盐碱土生态具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

供试土壤：取自天津大港油田，多点取样，表层
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0~20 cm 石油污染盐碱土，自然风干，过 100 目筛，混

合均匀备用。其总石油烃含量 21 000 mg·kg-1，基本

理化性质参照国家标准[6]测定，如表 1 所示。

主要培养基：PDA（马铃薯）培养基；马丁孟加拉

红-链霉素培养基。
有机肥：诺沃肥（胰岛素生产的发酵残渣）。
土壤营养调理剂：磷酸二氢铵-钙粉（1∶1）。

1.2 试验方法

1.2.1 耐盐碱石油降解真菌筛选

石油降解真菌的富集、分离、纯化：取 5 g 石油

污染土样接入装有 100 mL PDA 培养基的 250 mL
三角瓶中，于 28 ℃，160 r·min-1 条件下，摇床培养 5
d；待培养液浑浊后，吸取 5 mL 培养液重新转接入

新鲜 PDA 培养基中，与上述培养条件相同，连续转

接重复富集培养 4 次。用无菌枪头取富集培养液

0.5 mL 于马丁孟加拉红-链霉素固体培养基平板上

涂布，28 ℃培养 48~56 h；用接种环挑取单菌落，划

线纯化，经过显微镜检查，确定得到单一的纯菌落，

将纯菌株转接于 PDA 斜面上，28 ℃培养 24 h 后，于

4 ℃保存菌种。
石油降解真菌的复筛：取装有 2 mL 无菌水的试

管，将试验菌接入其内，摇匀，制成菌悬液；取孟加拉

红-链霉素固体培养基平板 3 个，分别吸取 1 mL 石油

（用石油醚稀释，0.2 μm 超滤膜过滤除菌）放入其内，

用无菌玻璃涂布棒将石油均匀涂布整个平板（平板变

成黑褐色）；用无菌镊子夹取小片无菌滤纸，放入上述

已涂石油的平板上，然后将约 0.1 mL 菌悬液滴在小

滤纸片上，28 ℃培养 48~56 h，观察滤纸片周围颜色

变化，变淡者，即为石油降解菌真菌，滤纸片周围变淡

的圈越大，降解石油的效率就越高。
1.2.2 微生物生理生化测定

（1）形态特征

采用稀释平板法。将每株真菌用无菌蒸馏水稀释

10 倍后，取 0.2 mL 用无菌玻璃涂布棒均匀涂布于

PDA 平板上，28 ℃培养 48~56 h，对菌落形态进行观

察并记录。
（2）碳源利用试验[7]

被测碳源为葡萄糖、果糖、乳糖、麦芽糖、山梨醇

和可溶性淀粉。挑取供试菌种 1 环接入无菌水中，摇

匀制成菌悬液；然后吸取 1 mL 菌悬液放到无菌培养

皿内，将冷至 45 ℃左右的无碳源基础培养基约 15
mL 倒入培养皿内，摇匀并静置冷却；同法，每株菌制

平板 2 个；待表面干燥后，在上述平皿底分成 7 个小

区，1 个小区为对照，其余 6 个小区标注试验用碳源，

将米粒大小碳源按标记加到带菌平板上，先正放 4 h，

然后 28 ℃下倒置培养 48 h，观察结果。
（3）氮源利用试验[7]

被测氮源为硝酸钾、硫酸铵、尿素。培养基为无氮

源基础培养基，方法同碳源利用试验。
（4）过氧化氢酶试验[7]

斜面挑取 1 环待试菌置于洁净试管内，滴加 3%
过氧化氢溶液 2 mL，于 0.5 min 内观察，产生气泡为

阳性。
（5）脱氢酶试验[7]

挑取斜面菌种 1 环待置于洁净离心管内，加入 4
mg·mL-1 的 TTC（氯化三苯基四氮唑）溶液 3 mL，密封离

心管盖，置于暗处 37℃培养 24 h；同时设置对照，不接

菌株。以 4mg·mL-1 的 TTC 溶液为参比，485 nm 比较空

白和样品的 OD 值，样品 OD 值大，则脱氢酶活性高。
（6）产脂试验[7]

取装有 20 mL 产脂培养基的 50 mL 三角瓶，向其

内接供试菌，28 ℃培养 4 d。嗅觉检查。
（7）产酸试验[7]

将供试菌株划线接种于生酸培养平板上，28 ℃
保温培养 10 d，菌落周围形成透明圈的为阳性。
1.2.3 菌剂的制备

混合菌剂的培养采用三级扩大培养法。在28 ℃，

160 r·min-1 振摇条件下，将两种菌先分别培养，第三

级时混合培养，都是 PDA 培养基。经显微镜检查菌落

数达到一定浓度之后，以腐植酸粉末为载体将混合菌

液吸附于载体上（载体与菌液的质量比为 4∶1）制备成

菌剂，密封于聚乙烯塑料袋内，室温保存。
1.2.4 土壤盐碱改良及模拟原位修复处理

土壤盐碱改良：取 4 kg 浇 3 次透水（即花盆底部

有水渗出）后自然风干的土样，加入 3%土壤营养调理

剂充分混合均匀。
模拟原位修复处理：将改良后的土壤装入花盆，

每盆 300 g，按照 0%（质量百分数，以下同）、2%、4%、
8%的比例加入真菌混合菌剂，分别记为 CK、1、2、3，

混合均匀后于室温下培养，隔日浇水 50 mL。每个处

表 1 土壤基本理化性质

Table 1 Physical and chemical properties of soil

指标
水解氮/
g·kg-1

有效磷/
g·kg-1

有效钾/
g·kg-1

有机质/
% pH 含盐量/

%

测定值 0.42 0.03 49.83 2.09 8.68 2.9
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图 1 菌株 DF-3 的菌体形态照片

Figure 1 The cell form and structure of Strain DF-3

图 2 菌株 DF-M 的菌体形态照片

Figure 2 The cell form and structure of Strain DF-M

理设置 3 个平行。分别于第 3、7、14、21、28、35、70 d 测

定石油烃降解率、脱氢酶活性。各处理的第 70 d 土壤

样品提取总 DNA，进行聚合酶链式反应（Polymerase
Chain Reaction，PCR）和变性梯度凝胶电泳（Denatured
Gradient Gel Electrophoresis，DGGE） 分析土壤微生物

的多样性。
1.2.5 分析方法

土壤中总石油烃含量 （Total petroleum hydrocar
bons content，TPH）采用重量法[8]测定。用索式提取法

提取土壤总石油烃，计算每克干土中总石油烃含量，

从而可计算石油烃降解率。

石油烃降解率=（M1-Mi）×100%
M1

式中：M1 为第 1 d 土壤中总石油烃含量；Mi 为第 i d
土壤中总石油烃含量。

脱氢酶活性测定采用改进的 TTC-脱氢酶活性测

定方法[9]，将 1 h 产生 1 μg TF（三苯基甲膳）的量定义

为一个酶活力单位。
土壤中真菌多样性的分子生物学分析：对处理第

70 d 不同土壤样品进行总 DNA 提取，然后进行

PCR-DGGE （PCR 仪和 Dcode 突变检测分析系统，

Bio-Rad 公司）分析。土壤样品总 DNA 的提取和纯化

使用试剂盒（ZR Soil Microbe DNAKitTMD6001，USA）。
将纯化所得总 DNA 作为模板，使用 26S rDNA 中 D1/
D2 区特异性引物[10]，进行两轮扩增。第一轮 PCR：上

游引物NL-1（5′-GCATATCAATAAGCGGA GGAAAAG-
3′）和下游引物NL-4（5′-GGTCCGTGT TTCAAGACGG-
3′）。第二轮 PCR：上游引物 NL1-GC（5′-CGCCCGCC
GCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGG .GCATATCAATAA
GCGGAGGAAAAG-3′）和下游引物 LS2（5′-ATTCCC
AAACAACTCGACTC-3′）扩增目的片段。每 50 μL 反

应体系中上游与下游引物各 1 μL，dNTPs 1 μL，Taq
酶 1 μL，模板 4 μL，缓冲溶液 5 μL，双蒸水 37 μL。并

设置阴性对照和阳性对照。94 ℃ 10 min 预变性；

94 ℃ 45 s，65 ℃退火 45 s，以后每个循环温度降低

1 ℃，直至退火温度为 55℃，72℃ 1 min 延伸，并且在

55 ℃进行 20 个循环，72 ℃最终延伸 10 min。扩增产

物用琼脂糖检验。扩增产物进行 DGGE 分析。电泳

所用聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8%，变性梯度为 30%～
60%。使用电泳缓冲溶液为 1×TAE。电泳条件：60 ℃
恒温，160 V 电泳 3 h，然后用 EB 染色 30 min，紫外

凝胶成像系统照相，用 Quantity-One 软件分析电泳

条带。

2 结果与分析

2.1 真菌分离结果

为了取得高效、彻底的生物修复效果，分离和筛

选污染物的高效降解菌种是生物修复的必然要求[11]。
本试验经过富集培养、分离、纯化以及选择性培养基

复筛试验的验证，从大港油田石油污染盐碱土壤中分

离得到 2 株可以以石油作为碳源的石油降解真菌。根

据菌株的菌体形态及菌落特征初步判断为酵母菌和

霉菌，分别编号为 DF-3 和 DF-M。将各菌株转接于斜

面培养基，4℃保存。菌株有待进一步鉴别。
2.2 真菌初步鉴定结果

采用常规方法对菌株 DF-3 和 DF-M 进行了菌

落和菌体形态观察，并进行拍照，见图 1、图 2。菌株

DF-3 和 DF-M 菌落光滑，粘稠，均无色，DF-3 菌体较

小，DF-M 菌体较大。生化鉴定结果见表 2。
2.3 各处理石油烃降解率

各处理不同时期的石油烃降解率如图 3 所示。各

处理的石油烃降解率随着培养时间的增加而不断增

2001
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表 2 菌株生化鉴定结果

Table 2 Identification results of biochemial characteristics of fungi

加，35 d 后变化速率开始减慢并趋于平缓。与 CK 处

理相比，添加菌的处理在 3 d 后即开始表现出较强的

降解能力，表明菌剂能快速适应环境。但是前 3 d 各

处理石油烃降解率差异不大，这可能与菌剂处于生

长适应期有关。有研究表明，添加复合菌剂需保证足

够的菌体适应期，一般可在 10 d 后达到高效降解周

期[12]。CK 处理中虽然没有加入菌剂，但是通过洗盐和

加入土壤营养调理剂等改良了土壤环境，刺激了土

著微生物的生长，使得石油烃降解率在 70 d 后达到

了 43.48%。而 2%、4%和 8%处理第 70 d 石油烃降解

率分别为 53.07%、57.20%、63.03%，分别是 CK 的

1.22、1.31、1.44 倍。各处理后期石油烃降解率趋于平

稳，原因可能是易被菌剂利用的石油烃减少，而有害

代谢产物积累，同时加入的真菌在周围环境影响下

也逐渐发生变异，降解石油烃的效率只能保持在一

定水平上。

2.4 各处理脱氢酶变化

生物体中绝大多数氧化还原反应都是在脱氢酶

及氧化酶的催化下进行。石油烃经脱氢酶催化氧化，

最后通过电子传递链而被氧化，此时通过氧化磷酸化

作用生成腺苷三磷酸（ATP），是异养生物体取得能量

的主要途径。微生物降解石油烃的过程中，石油烃通

过脱氢酶活化氢原子并传递给特定的受氢体，实现石

油烃的氧化和转化[13]。生物体的脱氢酶活性在很大程

度上反映了微生物的活性，而且能直接表示微生物细

胞对基质降解能力的强弱[14]。如图 4 所示，随着培养

时间的增加脱氢酶活性逐渐增大，说明修复过程中微

生物的活性逐渐增强，这也与石油烃降解率变化趋势

基本相同。但在 36 d 后，各处理的脱氢酶活性的变化

速率逐渐减小，4%和 8%处理的脱氢酶活性在末期甚

至有所降低，2%处理的脱氢酶活性仍缓慢增大，这可

能是由于在修复后期易降解污染物减少，难降解物质

积累以及有毒代谢产物增加，导致微生物活性降低，

而不同处理的微生物活性降低程度不同，造成了脱氢

酶活性变化的差异。

2.5 土壤微生物多样性的变化

以各处理第 70 d 的土壤样品总 DNA 为模板，使

用 26S rDNA 中 D1/D2 区的通用引物进行巢式扩增，

最终获得长约为 300 bp 的 26S rRNA 基因 D1/D2 区

扩增产物，以扩增产物进行 DGGE 分析，进一步分析

各处理中真菌种群的分布情况，结果如图 5 所示。图

5（a）中条带的多少反映出土壤中真菌种群多样性，条

带的粗细则反映了种群密度的差异。由图 5（b）可以

看出，各处理中真菌群落多样性明显不同，各种群密

度也存在差异。泳道 1（菌剂）仅有 2 条带，代表加入

的两种真菌，而且其他各处理中都有这 2 条带；泳道2
（CK）有 4 条带，其中有 2 条与菌剂中的 2 条相同，说

明菌剂中的真菌源于对照土样；泳道 5（8%处理）有 9

碳源利用 氮源利用
过氧化氢酶 脱氢酶 产脂 产酸

葡萄糖 果糖 乳糖 麦芽糖 山梨醇 水溶性淀粉 硝酸钾 硫酸铵 尿素

DF-3 + + + + + + + + + + + 多 -

DF-M + + + + + - + + + + + 微 -
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条带，说明 8%处理后增加了真菌的多样性，而泳道 3
（2%处理）和泳道 4（4%处理）分别有 5 条和 8 条泳

带，虽然也增加了条带，但不及 8%处理增加条带多。
这可以解释为什么加入的菌剂相对多，降解石油污染

的效果相对好。添加菌剂的各处理中都有菌剂的 2 条

带，表明分离得到的两株真菌在各处理土样中都能存

活并保持一定生物量（条带的粗细基本相同）和活性，

再一次证实从石油污染盐碱土中分离得到降油真菌

能较好地适应原污染环境并能充分发挥其降油、修复

污染土壤生态的作用。

3 结论

通过 2 株耐盐碱石油降解真菌对石油污染土壤

的修复作用研究，可初步得出以下结论。
（1）经过分离得到 2 株耐盐碱真菌，能适应盐碱

石油污染土壤，确有降解石油烃的作用。
（2）经过 70 d 的修复，土壤中各处理总石油烃

含量都有明显下降，CK、2%、4%和 8%处理石油烃降

解率分别达到 43.48%、53.07%、57.20%、63.03%；各处

理的土壤脱氢酶活性随着培养时间的增加逐渐增强，

其中添加菌剂处理的脱氢酶活性要远高于 CK。
（3）对比各处理，随着菌剂加入剂量的增加，石油

烃的降解率也明显提高，土壤生态也得到不同程度的

修复，表现为微生物的多样性增加。但是，为了降低修

复土壤生态的成本，加入 5%~6%的真菌菌剂是适当

的。用于实际土壤生态修复工程，还要考虑真菌-细

菌、真菌-细菌-植物联合修复，以达到低成本、高效、
快速修复石油污染土壤生态系统的目的。
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