
摘 要：以陕北地区石油污染土壤为研究对象，利用微生物修复法对油污土壤进行了修复处理，对修复过程中不同组分烃浓度的

变化、土壤四种酶活（多酚氧化酶、过氧化氢酶、脱氢酶、脂肪酶）、微生物对不同组分烃的代谢活性等生物因素进行了测定，并利用

SPSS软件对不同组分烃的浓度变化及土壤生物性因素进行相关性分析。研究结果表明，微生物修复技术可有效去除土壤中不同组
分烃，修复进行 11周，土壤中烷烃、多环芳烃去除率分别为 46.8%和 39.9%。修复处理可提高土壤过氧化氢酶、脂肪酶活性，以及土
壤微生物对烷烃、多环芳烃的代谢能力，土壤多酚氧化酶和脱氢酶活性呈先升后降的趋势。相关性分析结果表明，烷烃的降解与微

生物对烷烃的代谢活性、土壤脱氢酶和过氧化氢酶活性相关，多环芳烃的生物降解与脱氢酶和过氧化氢酶活性相关；微生物修复作

用可提高土壤中不同组分烃与微生物活性之间的相关关系。
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Impacts of bioremediation on microbial activities in petroleum contaminated soil
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Abstract：Biodegradation of petroleum hydrocarbons in oil-polluted soil is carried out by various microorganisms. But little information is
available for the relationships between hydrocarbon degradation and soil enzyme and microbial metabolic activities. In this study，petroleum
contaminated soils which were collected from the North of Shaanxi Province of China were treated by using the bioremediation method. The
changes of different fractional of petroleum hydrocarbons were determined using the gravimetry method. Four enzyme activities（polyphe原
noloxidase，catalase，dehydrogenase，and lipase）were determined by the method of spectrophotometry and titration. The hydrocarbon de原
grading activities of soil microorganisms were determined by Biolog（MT2）Micro Plates assay. The correlations between the different frac原
tional of hydrocarbons and biotic factors were analyzed by using SPSS 19.0 software. Results showed that bioremediation was an effective
method for removal of petroleum hydrocarbons，which promoted respectively 46.8% and 39.9% degradation of alkanes and polycyclic aro原
matic hydrocarbons（PAHs）after 11 weeks of remediation. The catalase and lipase activities，as well as the hydrocarbon utilization abilities
of soil microorganisms were enhanced during bioremediation. However，polyphenoloxidase and dehydrogenase activites increased firstly and
then decreased. The correlation analysis results indicated alkane degradation was related to alkane metabolic activities，as well as dehydro原
genase and catalase activities. PAHs degradation was related to dehydrogenase and catalase activities. The results suggest that bioremedia原
tion enhanced the correlation relationships between the different fractional hydrocarbon degradation and soil microbial activities.
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利用微生物修复法处理土壤具有成本低、无二次

污染等优点，目前已成为一种广泛采用的土壤修复技

术[1-2]。修复过程中土壤的微生物活性，尤其是降解菌的
代谢能力对石油烃的降解起着关键作用[3-4]。文献报道
的用于表征土壤微生物活性的指标主要包括土壤酶

活、腺嘌呤核苷三磷酸（Adenosine-triphosphate，ATP）
含量以及耗氧速率（Oxygen uptake rate，OUR）等[5]。由
于土壤酶在有机物分解和有毒物质降解等重要代谢

过程中起着催化剂的作用，因此可利用土壤酶活性指

示土壤微生物活性的变化。

对于石油烃降解菌的研究，一般采用最大可能计

数法或者平板计数法[6-7]。这些方法只能用于测定土壤
中降解菌数量的多少，不能反映降解菌的实际代谢活

性。Biolog法具有灵敏度高、分辨力强、测定简便、无
需分离培养纯种微生物即可进行测定等优点，是目前

已知的研究微生物代谢功能多样性的重要方法，已被

广泛应用于评价土壤及水体中微生物群落功能的多

样性[8-11]。但是，以石油烃不同组分作为自定义碳源，
利用 Biolog法对石油烃降解菌代谢活性进行研究的
工作，文献报道相对较少。

本研究利用微生物修复法对陕北某地受石油污

染的土壤进行了实验室修复研究，修复过程中沿程测

定烷烃和多环芳烃浓度变化以评价修复效果。利用

Biolog-MT2板测定降解菌对不同组分石油烃的代谢
能力，同时测定了土壤的四种酶活以表征土壤微生物

活性；利用 SPSS软件分析土壤酶活、降解菌活性及不
同组分烃之间的相关关系。研究结果可为明确微生物

修复过程中不同组分烃的去除特性、土壤微生物活性

变化规律提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试土壤和石油烃降解菌
石油污染土壤取自陕北某油井附近受石油污染

的表层土（0~10 cm）。土样经过除杂、研磨、过筛（2
mm），充分混匀后置于自然环境下，备用。土壤的理
化性质如表 1所示。土壤中总石油烃（TPH）浓度为
40 013 mg·kg-1，其中，烷烃 25 988 mg·kg-1，占总石油
烃浓度的 64.9%，多环芳烃 5323 mg·kg-1，占总石油烃
浓度的 13.3%。

实验研究中所用的 12株菌是前期从甘肃庆阳、
陕北子长和陕北清涧石油污染土壤中分离出来的石

油烃降解菌[12]，包括 5株假单胞菌属、2株芽孢杆菌、3
株无色产碱杆菌、1株黄杆菌，1株不动杆菌。

1.2 实验方案设计及测定方法
将 12株菌制成 OD值为 1.0（600 nm处测定值）

的混合菌悬液：将实验室保存的 12株单株降解菌分
别接种至 50 mL牛肉膏蛋白胨液体培养基中，置于恒
温水浴振荡培养器中 30 益、130 r·min-1培养 1 d，在
4 益、10 000 r·min-1条件下离心 10 min，弃去上清液，
向离心管加入 30 mL PBS缓冲液，摇匀，在相同条件
下离心 10 min，弃去上清液。如此反复 3次，用 PBS
调节每株菌的菌悬液 OD 值为 1.0（600 nm 处测定
值），取等量单株菌悬液混合即制得混合菌悬液[12]。

称取 900 g供试土壤装于圆形瓷盆中，向土壤中
投加 12 株混合菌悬液 10 mL（OD600=1.0），使土壤中
外加降解菌个数为 108 cfu·g-1，同时向土壤中加入
（NH4）2SO4和 KH2PO4调节土壤 C/N/P=100/10/1，对土
壤进行微生物修复处理（BAS）。另取 900 g供试土壤，
不进行任何处理作为控制实验（CK）。每种处理 3个
平行。室温条件下，连续进行 11周的修复，修复期间
每天翻动土壤保持透气性。

每周取 2 g土样，利用超声波萃取法提取土壤中
的总石油烃[4]，利用重量法测定烷烃和多环芳烃含量
的变化[13]。

土壤酶活性的测定参照《土壤酶及其研究法》[14]：
利用三苯基甲胺（TF）法测定脱氢酶活性，酶活性以 1
g土壤产生 1 滋g TF的量表示；脂肪酶活性测定采用
对硝基苯基丁酸-异丙醇法，酶活性以 滋g PNP·g-1干
土表示；多酚氧化酶测定采用比色法，酶活性以 1 g
土壤中紫色没食子素的毫克数表示；利用高锰酸钾滴

定法测定过氧化氢酶，酶活性以 1 g干土消耗的高锰

表 1 石油污染土壤的理化性质
Table 1 Physical and chemical properties of the petroleum-

contaminated soil
理化指标 实测值 测定方法

pH 8.38 pH电极法
含水率 Moisture content/% 3.73 烘干法

全盐量 Total salt/mg·kg-1 2585 重量法

有机质 Organic Matter/% 13.88 重铬酸钾氧化-容量法
TOC/% 7.65 TOC分析仪

总磷 Total P/mg·kg-1 657.1 钼锑抗比色法

钾 Total K/mg·kg-1 18 114.5 火焰光度法

钠 Total Na/mg·kg-1 13 041.2 火焰光度法

氯 Chlorine/mg·kg-1 60.4 硝酸银滴定法

总石油烃 TPH/mg·kg-1 40 013 重量法

烷烃 Alkanes/mg·kg-1 25 988 重量法

多环芳烃 PAH/mg·kg-1 5323 重量法
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酸钾（0.1 mol·L-1）体积数表示。

降解菌代谢活性的测定：利用 Biolog MT2板分析
土壤中可降解烃类微生物的代谢活性时，共设 2种碳
源，分别是正十六烷烃和混合多环芳烃（菲 1 g、蒽 0.1
g、芘 0.1 g，用二氯甲烷溶解并定容至 100 mL）。

取修复第 1~11周的土壤样品 1 g，加入 99 mL无
菌蒸馏水，振荡 20 min 后沉降 30 min，取 150 滋L 上
清液接种到MT2板的微孔中，在微孔内分别加入 5 滋L
正十六烷烃、3种多环芳烃混合物作为碳源，其中第
1个孔不加任何碳源，作为对照。将接种好的 MT2板
放入恒温培养箱中（25 益），每隔 24 h 于 590 nm 处
测定光度值，测定时间为 168 h。根据文献方法计算孔
的平均颜色变化率（Average well color development，
AWCD）[15]。

AWCD=[撞（C蚤-R）]/95
式中：Ci 为第 i 个反应孔的 OD 值；R 为对照孔的
OD值。
1.3 数据统计分析和处理

利用 SPSS 19.0软件对不同组分烃的降解率、降
解菌的活性以及 4种土壤酶活的测定数据进行统计
分析，利用双变量法进行相关性分析，在 P约0.01水平
对降解菌代谢活性、土壤微生物活性及烃降解率进行

相关分析[12]。

2 结果与讨论

2.1 微生物修复对不同组分烃的去除作用
微生物修复法对土壤中不同组分烷烃的去除情

况如图 1a所示。经过 11周的修复，土壤中烷烃的浓
度由 25 988 mg·kg-1降低为 13 800 mg·kg-1，总去除率
为 46.8%；在自然条件下修复的土壤（CK）中烷烃浓
度由 25 988 mg·kg-1降低为 23 700 mg·kg-1，总去除率
为 8.8%。研究结果表明，微生物修复作用可有效去除
土壤中大部分烷烃。

土壤中多环芳烃的降解情况如图 1b所示。修复
11周后，土壤中多环芳烃的浓度由 5323 mg·kg-1降
低为 3200 mg·kg-1，去除率为 39.9%；自然条件下修复
的土壤（CK）中多环芳烃浓度由 5323 mg·kg-1降低为
5000 mg·kg-1，去除率为 5.6%。与控制实验相比，微生
物修复作用可有效去除土壤中的多环芳烃。

经过 11周的修复，烷烃的总去除率为 46.8%，多
环芳烃的总去除率为 39.9%，表明在利用微生物法修
复石油污染土壤时，对土壤中不同组分烃的去除效果

存在差异，烷烃比多环芳烃更易降解。实验结果与文

献所得的研究结果一致[16-17]。
利用下式计算烷烃、多环芳烃的周降解率，绘制

降解率随时间变化的曲线，所得结果如图 2所示。
R i =第（i-1）周石油烃含量-第i周石油烃含量

第（i-1）周石油烃含量 伊
100%（i臆11）

根据图 2可知，烷烃周降解率在修复的前 4周较
大，多环芳烃周降解率在修复的最后 4周较大。
2.2 土壤酶活变化

修复过程中土壤酶活的变化情况如图 3所示。利
用微生物法进行修复处理的土壤中（BAS）多酚氧化
酶活性在第 2周时达到最大，随后降低；脱氢酶活性
在第 4、5周时最大，第 6周开始降低；过氧化氢酶活
在修复的前 4周呈增加趋势，第 4周后保持不变；脂
肪酶活性在修复第 2周急剧增加，此后 10周内均保
持较高的活性。

未经处理的控制土壤（CK）中脱氢酶、过氧化氢
酶、脂肪酶活性在修复期间基本保持不变；多酚氧化

酶活性呈先降低后稳定的趋势。

与不经修复处理的土壤（CK）相比，经过微生物

图 1 土壤中不同组分烃的浓度变化
Figure 1 The concentrations of different fractional petroleum

hydrocarbons in the soil
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图 2 土壤中不同组分烃的周降解率
Figure 2 The weekly degradation efficiencies of different fractional hydrocarbons in the soil

修复处理的土壤中过氧化氢酶、脂肪酶活性均显著提

高；多酚氧化酶、脱氢酶活性都呈先增加后降低的趋

势，且在修复后期（7~8周后）这两种酶的活性已明显
低于自然放置的土壤中的酶活性。

过氧化氢酶可以促进土壤微生物对过氧化氢的降

解作用[18-19]，脂肪酶能将土壤中羧酸脂类有机化合物水
解为可溶性物质[20-21]。多酚氧化酶、脱氢酶都属于氧化
还原酶，可催化有机化合物的氧化还原反应[22-24]。文献
报道脱氢酶在石油烃的氧化和转化过程中起着非常

重要的作用[25]。土壤脱氢酶和多酚氧化酶在修复前期
活性增加，可能是由于投加的降解菌很快适应石油污

染物的胁迫环境，对土壤中存在的石油烃存在较好的

降解性能；在修复后期两种酶活性降低，可能是由于

在修复过程中降解的石油烃组分减少，难降解石油烃

组分及有毒代谢产物的积累，导致了土壤微生物活性

降低。

2.3 石油烃降解菌代谢活性变化
分别以正十六烷烃和多环芳烃为自定义碳源，利
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（a）多酚氧化酶 Polyphenoloxidase；（b）过氧化氢酶 Catalase；（c）脱氢酶 Dehydrogenase；（d）脂肪酶 Lipase
图 3 修复过程中土壤酶活的变化情况

Figure 3 The changes of four enzyme activities in the different treatment soil
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图 4 土壤微生物对烷烃、多环芳烃的代谢活性
Figure 4 The hydrocarbon metabolic activities of soil

microorganisms in the soil

用 Biolog法对石油烃降解菌的代谢活性进行了测定，
所得结果如图 4所示。AWCD值表征了微生物对两种
碳源的代谢能力。在分别以两种烃作为碳源的情况

下，AWCD值在生物修复处理后的 1~2 周内达到最
大，之后开始下降。以正十六烷烃为碳源时，CK和
BAS处理的土壤 AWCD值范围分别为 0.17~0.49 和
0.17~1.15；以多环芳烃为碳源时，CK和 BAS处理的
土壤AWCD值范围分别为 0.07~0.17和 0.07~0.24，且
经过生物修复处理的土壤 AWCD值大于未经生物修
复处理的土壤。研究结果说明微生物修复作用可提高

土壤微生物对不同组分石油烃的代谢能力，同一处理

中土壤微生物对正十六烷烃的利用能力强于对多环

芳烃的利用能力，且修复前期土壤微生物对碳源的代

谢活性较强。

2.4 相关性分析
利用 SPSS 19.0软件对土壤酶活、不同组分烃浓

度变化、降解菌的代谢活性进行相关性分析，所得结

果如表 2所示。
在自然放置的土壤（CK）中，烷烃的降解与多环芳

烃浓度、微生物对多环芳烃的代谢活性、多酚氧化酶

活性呈显著正相关（相关系数 R 分别为 0.969、0.719、
0.901），与微生物对烷烃的代谢活性、脂肪酶活性呈
负相关（R 分别为-0.474、-0.855）；多环芳烃的浓度
与土壤微生物对多环芳烃的代谢活性、多酚氧化酶

活性正相关（R 分别为 0.722、0.937），与微生物对烷
烃的代谢活性，脂肪酶活性负相关（R 分别为-0.610、
-0.851）。在自然放置的土壤中，尽管烷烃、多环芳烃
的降解与一些生物因素的代谢活性有关，但烷烃、多

环芳烃的去除效果较差（图 1）。
在经过生物修复处理的土壤（BAS）中，烷烃的降

解与多环芳烃的浓度、总菌数、多酚氧化酶活性、脱氢

酶活性正相关（R 分别为 0.888、0.863、0.978、0.459），
与微生物对烷烃的代谢活性、过氧化氢酶、脂肪酶活

性负相关（R 分别为-0.488、-0.746、-0.892）；多环芳
烃的降解与总菌数、多酚氧化酶、脱氢酶活性正相关

（R 分别为 0.861、0.876、0.724），与过氧化氢酶、脂肪
酶活性负相关（R 分别为-0.434、-0.683）。

由于在修复过程中，自然放置的土壤中烷烃、多

环芳烃浓度变化不大，而生物修复处理的土壤中烷

烃、多环芳烃的去除效率较高（图 1）。因此，在分析影
响土壤中烷烃、多环芳烃降解的生物因素时，可以以

自然放置土壤的相关性为基准，从经过生物修复处理

的土壤中扣除自然放置土壤中的相关性测定结果。通

过比较可知，土壤微生物对烷烃的代谢活性、土壤脱

氢酶和多酚氧化酶活性变化与烷烃降解存在较强的

相关关系，而脱氢酶和多酚氧化酶活性与多环芳烃降

解存在较强的相关关系。此外，微生物修复作用可提

高土壤中这 4种酶活之间的相关性。
3 结论

（1）经过 11周的修复，土壤中烷烃、多环芳烃去
除率分别为 46.8%、39.9%，自然放置的土壤中烷烃、
多环芳烃去除率分别为 8.8%和 5.6%。利用微生物修
复技术可有效去除土壤中的不同组分烃。

（2）微生物修复处理可以改变土壤中多酚氧化
酶、脱氢酶、过氧化氢酶、脂肪酶 4种酶的活性，土壤
中 4种酶活之间的相关性增强。土壤微生物对正十六
烷烃、多环芳烃的代谢活性显著提高。

（3）烷烃的降解与微生物对烷烃的代谢活性、土
壤脱氢酶和多酚氧化酶活性相关；多环芳烃的生物降

解与脱氢酶和多酚氧化酶活性相关。微生物修复作

用可提高土壤中这 4种酶活与烃代谢活性之间的相
关性。
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表 2 各项指标相关性分析

Table 2 Correlation analysis of different Indicators

注：Alkane.烷烃浓度；PAH.多环芳烃浓度；TC.总菌数；PPO.多酚氧化酶浓度；CAT.过氧化氢酶浓度；DHA.脱氢酶浓度；LIP.脂肪酶浓度；
AWCD-a.以烷烃为底物；AWCD-p.以多环芳烃为底物。**表示 0.01水平下显著相关；*表示 0.05水平下显著相关。
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