
西北地区是我国重要的石油生产地，石油的开采

在给当地带来经济效益的同时，不可避免地带来环境

污染问题。目前西北地区的石油污染土壤问题十分严

重，许多学者对当地的石油污染情况进行了调查研

摘 要：利用微生物法对石油污染黄土壤进行实验室模拟修复研究，通过测定修复过程中的不同组分烃、不同形态氮和有效磷含

量，石油烃降解菌数量对修复效果及影响因素进行了评价。结果发现，经过 5周的修复处理，生物刺激法处理的土壤中总石油烃、烷
烃、多环芳烃的去除率分别为 14.54%、21.98%、33.14%，土壤铵态氮含量由初始添加的 210.4 mg·kg-1降低至 97.2 mg·kg-1，土壤硝态
氮含量在修复过程中基本保持不变。经过生物刺激修复的土壤中石油烃、烷烃、多环芳烃降解菌数分别为 1.60伊105、3.09伊105、7.08伊
103，而未经修复处理的土壤中三种烃降解菌数量分别为 2.69伊104、2.57伊104、4.07伊103。结果表明利用生物刺激法可有效去除黄土壤
中的石油烃。影响石油污染黄土壤生物修复作用的限制性因素为土壤中铵态氮和有效磷含量，与未经修复处理的石油污染土壤相

比，生物刺激处理使土壤中烃降解菌数量增加。
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Degradation of petroleum hydrocarbons during the bioremediation of cultivated loessial soil
WU Man-li, ZHANG Chen, QI Yan-yun, YE Xi-qiong, ZHU Chang-cheng
（School of Environmental and Municipal Engineering, Xi忆an University of Architecture and Technology, Key Laboratory of Northwest Water
Resources, Environment and Ecology, Ministry of Education, Xi忆an 710055, China）
Abstract：A microcosm study was conducted to assess the effects of bioremediation and limiting factors on petroleum hydrocarbon degrada原
tion during the remediation of oil-contaminated soil. The contents of petroleum hydrocarbons, nitrogen（total N, nitrate N, and ammo原
nium N）, available phosphorus, and hydrocarbon-degrading microorganisms were measured during bioremediation. The correlations be原
tween petroleum hydrocarbon degradation and influential factors were analyzed using SPSS 19.0. Biostimulation was more effective than
bioaugmentation in removing petroleum hydrocarbons from the cultivated loessial soil and degraded 14.54%, 21.98%, and 33.14% of the to原
tal petroleum hydrocarbons（TPH）, alkanes, and polycyclic aromatic hydrocarbons（PAHs）respectively within five weeks. The ammonium
N content of the soil decreased from 210.4 mg·kg-1 to 97.2 mg·kg-1, and the nitrate N was unaffected. The populations of TPH-, alkane-,
PAH-degraders reached 1.60伊105, 3.09伊105, and 7.08伊103 CFU g-1 soil, respectively, in the biostimulation treatment, which was greater
than those in the control treatment. Correlation analysis indicated that bioremediation was limited by the contents of available phosphorus
and ammonium N, which were related to TPH and alkane degradation.
Keywords：petroleum contaminated cultivated loessial soil; bioaugmentation; biostimulation; ammonium nitrogen; hydrogen-degrading popu原

lation; limiting factor
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究[1-2]。刘培等[3]的调查结果表明，陕北某采油区油井
周围石油烃含量高达 10 850~13 488 mg·kg-1，是土壤
背景值的 21~27倍，石油污染使土壤在有机质含量、
总烃含量及生态毒性等方面均达到重度污染水平，污

染情况十分严重。因此，如何有效去除黄土壤中的石

油污染物，已经成为当地亟需解决的主要环境问题。

利用微生物修复法处理石油污染土壤具有成本

低、无二次污染等优点，目前已成为广泛采用的土壤

修复技术 [ 4 -5]。微生物修复技术包括微生物强化
（Bioaugmentation）和微生物刺激（Biostimulation）两种
方法[6-7]。微生物强化是指通过向污染场地中投加高效
降解菌以加快污染物降解的方法。一般在功能性降解

菌数量较少的污染土壤中，利用微生物强化法进行修

复效果较好[8-10]。微生物刺激是指通过向污染场地添
加烃降解菌生长所需的氮磷等营养元素以及 H2O2、O2
等电子受体，通过刺激微生物的生长而达到加速降解

石油污染物的目的[11-13]。多数研究认为，当土壤的碳氮
磷比为 100/10/1时，降解菌的活性最强，有利于土壤
中污染物的去除[14-15]。

在对油污土壤进行生物修复处理时，石油烃的去

除效果既与土壤湿度、pH、通氧量、养分等土壤环境
因素有关，也受土壤功能性微生物数量和活性的影

响。杨茜等[13]的研究结果发现，在对陕北地区黄土壤
进行生物修复时，通过补充氮磷进行生物刺激的修复

效果好于投加降解菌进行的生物强化修复。Haghol原
lahi A等[16]的研究结果表明，在利用生物法对沙子、黏
质土、粗粒土中的石油烃分别进行 270 d的修复时，
存在于沙子中的石油烃去除率可达到 70%以上，而黏
质土中石油烃的去除率仅为 23.5%，说明土壤有机质
是影响石油烃去除的重要影响因素。研究还发现当土

壤湿度为 10%时，对石油烃去除效果较好。继续增加
土壤湿度对石油烃的去除无显著性的影响。

尽管文献对影响石油烃去除的因素进行了研究

报道，但是，不同因素对土壤中石油烃去除效果的影响

程度存在差异。文献对于影响修复效果的限制性因素

报道相对较少。本论文利用微生物强化和微生物刺激

两种方法对西北地区石油污染黄土壤进行模拟修复

研究，以期确定适合黄土壤中石油污染物去除的生物

修复方法，并利用 SPSS软件分析土壤营养物质、降解
菌数量及不同组分烃之间的相关关系，以期明确影响

黄土壤中石油烃降解的限制性因素。研究结果对于探

明黄土壤中石油烃的微生物去除特性及影响石油烃

去除的限制性因素具有重要的理论和现实意义。

1 材料与方法

1.1 供试土壤及测定方法
石油污染土壤采自甘肃庆阳某油井周围，土样经

除杂、碎散、过筛（0.85 mm）、混匀后密封储存在塑料
袋中，以备实验使用。

土壤性质测定方法：土壤含水率、总有机碳、总

氮、铵态氮、硝态氮、有效磷的测定方法见“土壤分析

技术规范”[17]，土壤中石油烃的测定采用超声波提取-
重量法测定[18]，利用层析法分离总石油烃中的烷烃和
多环芳烃并采用 GC-MS进行测定[19]。石油烃、烷烃、
多环芳烃降解菌数量的测定采用最大可能计数法[20]。
测定结果如表 1所示。

1.2 石油烃降解菌群的富集筛选
取 5 g 石油污染土壤接种于含有 50 mL灭菌的

磷酸盐缓冲溶液中，150 r·min-1、30 益振荡培养 2 h。
吸取 5 mL培养液，转接到以石油烃为唯一碳源的
100 mL PBS缓冲液中，相同条件下振荡培养 7 d。如
此连续富集培养 3 次，将最后一次培养液在 4 益、
10 000 r·min-1条件下离心 10 min，弃去上清液，向离
心管中加入 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 5次。用 PBS调
节混菌悬液 OD值为 1.0（600 nm处测定）。
1.3 实验方案设计

生物强化修复处理（BA）：向 800 g供试土壤中加
入 1.2 中获得的石油烃降解菌群混菌悬液 10 mL
（OD600=1.0），使土壤中外加降解菌个数为 108 cfu·g-1。

表 1 石油污染土壤的生物与理化性质
Table 1 Physical and biochemical properties of

the petroleum-contaminated soil
测定指标 数值 测定方法

总石油烃/mg·kg-1 18 800 超声萃取-重量法
烷烃/mg·kg-1 13 266 GC-MS
多环芳烃/mg·kg-1 3066 GC-MS
含水率/% 5.3 重量法

总有机碳/% 0.39 重铬酸钾容量法

总氮/g·kg-1 1.17 凯氏蒸馏-滴定法
铵态氮/mg·kg-1 0.84 靛酚蓝比色法

硝态氮/mg·kg-1 12.39 紫外分光光度法

有效磷/mg·kg-1 11.77 钼酸铵分光光度法

石油烃降解菌/MPN·g-1 soil 2.95伊105 最大可能计数法

烷烃降解菌/MPN·g-1 soil 2.95伊105 最大可能计数法

多环芳烃降解菌/MPN·g-1 soil 5.75伊102 最大可能计数法
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CK BA BS
a-总石油烃；b-烷烃；c-多环芳烃；不同字母表示同一时期

不同处理间差异显著（P<0.05），下同
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 cultivated loessial soil
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生物刺激修复处理（BS）：向 800 g 土壤中加入
1.202 3 g NH4NO3和 0.504 9 g KH2PO4，使土壤 C颐N颐P=
100颐10颐1。

自然衰减（CK）：取 800 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 5周
的修复。

每周取 2 g土样，分别对土壤中不同组分烃、不
同功能降解菌数、不同形态氮、有效磷含量进行测定。

1.4 数据统计分析和处理
利用 SPSS19.0软件对不同组分烃、土壤氮、磷营

养含量以及降解菌数量的测定数据进行统计分析处

理。利用单因素方差分析（ANOVA），在 P约0.05水平
时对总菌、石油烃、烷烃、多环芳烃降解菌数量、不同

形态氮及有效磷含量、不同组分烃含量进行显著性

检验，利用双变量法（Pearson相关系数）进行相关性
分析[21]。

2 结果与讨论

2.1 微生物修复对不同组分烃的去除作用
不同修复处理对土壤中总石油烃、烷烃、多环

芳烃的去除情况如图 1a、图 1b、图 1c所示。石油污
染土壤中初始石油烃、烷烃、多环芳烃的含量分别为

18 800依115.4、13 266依500.0、3066依333.3 mg·kg-1。经
过 5周的修复，自然衰减（CK）土壤中石油烃、烷烃和
多环芳烃的含量变为 18 033依233.3、13 516依316.7、
2416依50.6 mg·kg-1，三种烃的去除率分别为（4.08依
0.02）%、（-1.88依0.01）%、（21.23依0.07）%；生物强化处
理的土壤中（BA）石油烃、烷烃、多环芳烃的含量为
17 916依383.3、13 016依183.3、2050依116.7 mg·kg -1，去
除率分别为（4.70依0.03）%、（1.88依0.05）%、（33.14依
0.16）%；生物刺激处理的土壤中（BS）石油烃、烷烃、
多环芳烃的含量为 16 066依66.7、10 350依183.3、2050依
216.7 mg·kg-1，三种烃的去除率分别为（14.54依0.01）%、
（21.98依0.04）%、（33.14依0.13）%。相比自然衰减和生物
强化的修复处理，利用生物刺激修复可对黄土壤中总

石油烃、烷烃和多环芳烃起到较好的去除作用。

石油烃组分中，烷烃比多环芳烃易于被微生物降

解[11，14]。但在本研究中，三种不同处理土壤中的烷烃
去除率均低于多环芳烃去除率，可能的原因是由于

本次实验使用的是经过了一次生物修复处理的油污

土壤，一些易降解烃类已在第一期修复中大部分被

去除。

生物强化技术的核心是投加高效降解菌。但是

外源微生物添加至污染土壤中后一般会受到土著微

生物的竞争而发生拮抗，从而影响生物强化处理效

果[22-23]。因此，有研究认为从石油污染土壤中直接分离
出具有石油降解能力的土著微生物，将其富集后重新

投加到石油污染土壤中进行生物强化实验，会取得较

好的修复效果[10，24]。本次研究中，利用从石油污染土壤
中富集的降解菌对原污染土壤进行了生物强化修复，

吴蔓莉，等：生物修复对黄土壤中石油烃的去除作用及影响因素 1161
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对土壤中的多环芳烃起到了较好的降解作用，但是对

烷烃和总石油烃的去除效果相对较差。利用生物刺激

法对黄土壤中不同组分石油烃的去除作用较好。

杨茜等[13]对陕北子长石油污染黄土壤进行生物
修复研究时发现，加入氮磷营养进行生物刺激好于投

加降解菌进行生物强化的修复效果。刘五星等[25]对南
京近郊炼油厂附近的污染潮土进行生物修复处理研

究表明，添加氮磷等营养后，土壤中烃降解菌明显增

加，石油降解速率显著加快，但接种菌剂以及定期翻

动对石油烃降解率没有显著影响。这些结果说明对于

西北地区石油污染的黄土壤及我国南方一些不同土

质的土壤，利用生物刺激法进行修复对石油烃的去除

效果好于生物强化修复。

2.2 土壤不同形态氮的变化规律
修复过程中土壤不同形态氮的变化情况如图

2a、图 2b、图 2c所示。
土壤中硝态氮的初始含量为 12.4依0.05 mg·kg-1。

整个修复过程中 CK、BA处理的土壤中硝态氮的含量
基本保持不变，BS处理中由于加入硝酸铵进行生物
刺激处理，使得土壤中硝态氮的含量增加至 248.2依
3.71 mg·kg-1，修复前 3周呈增加趋势，第 4周时开始
降低。说明本次修复中对硝态氮几乎不利用。

土壤中铵态氮的初始含量为 0.84依0.05 mg·kg-1，
BA 处理中铵态氮含量在第 1 周增加至 5.21依0.17
mg·kg-1，第 2 周后开始降低，修复 5 周后稳定在
1.38依0.08 mg·kg-1左右。BS处理中由于添加了硝酸
铵，使得土壤中铵态氮含量增加至 210.4依4.32 mg·
kg-1，修复 1周后，土壤中铵态氮含量降低为 171.6依
1.68 mg·kg-1。在此后的 3周内持续降低，修复第 5周
时降低为 97.2依0.43 mg·kg-1。说明在进行生物刺激处
理的土壤中微生物在降解石油烃过程中对铵态氮有

所利用。

一些研究认为，生物修复油污土壤过程中存在着

氮的迁移转化及利用过程。叶茜琼等[11]对西北地区石
油污染黄土壤的修复研究结果表明，合并生物强化与

生物刺激处理油污土壤可使总氮、氨氮含量呈先增

加、后降低的趋势，而硝态氮的含量在修复前期降低，

修复后期基本不变。本研究中，修复过程中消耗了铵

态氮，对硝态氮几乎不利用。可能是由于本次修复中，

对油污土壤进行了单独生物强化和生物刺激处理，其

土壤修复机制与同时进行生物强化和生物刺激修

复的机制有所不同，造成了对不同形态氮利用上的

差异。

2.3 土壤有效磷变化规律
如图 3所示，土壤中有效磷的初始浓度为 11.8依

0.14 mg·kg-1，在整个修复过程中，CK处理的土壤中
有效磷浓度保持在（12.3依0.15）~（15.6依0.50）mg·kg-1

之间，BA处理中，由于投加的菌悬液中有磷酸盐缓冲
液，使土壤中有效磷浓度增加至（22.2依1.20）~（26.2依
0.15）mg·kg-1，并在修复期间保持不变；BS 处理中
KH2PO4的添加使有效磷的浓度增加至 93.5依2.5 mg·
kg-1，在修复的第 4、5周降低至 84.1依1.53 mg·kg-1和
87.4依0.75 mg·kg-1。

许多文献研究认为，向土壤中添加氮磷营养有利

a-总氮；b-硝态氮；c-铵态氮
图 2 土壤中不同形态氮浓度变化

Figure 2 The changes of various of nitrogen in different treatments
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图 3 土壤中有效磷浓度变化
Figure 3 The changes of available phosphorus in

different treatments

于土壤中石油烃的去除[14-15，25]。然而，对于修复过程中
有效磷含量变化的研究，文献报道相对较少。本研究

中通过测定修复过程中有效磷的含量变化发现，生物

刺激修复过程中对有效磷有一定的消耗作用，而生物

强化修复过程中有效磷的含量基本保持不变。

2.4 土壤微生物变化规律
如图 4所示，修复处理前，污染土壤中总细菌数

和石油烃、烷烃、多环芳烃降解菌数量分别为 1.78伊
108 CFU·g-1和 2.95伊105、2.95伊105、5.75伊102 MPN·g-1。

与 CK与 BS相比，BA处理的土壤中石油烃降解
菌数量最多，在修复期间达到 1.10伊107 MPN·g-1并基
本保持不变；烷烃降解菌数在修复第 1周时达到最大
（2.85伊107 MPN·g-1），第 2周后开始迅速降低，修复结
束时降低至 2.96伊105 MPN·g-1；土壤中多环芳烃降解
菌数量在整个修复过程中基本保持不变。

BS处理的土壤中，石油烃、烷烃降解菌数均在修
复第 2 周时达到最大，分别为 4.30伊107 MPN·g-1和
1.25伊107 MPN·g-1，第 2周后开始降低，修复结束时石
油烃和烷烃降解菌数分别降低至 1.60伊105 MPN·g-1

和 2.96伊105 MPN·g-1；土壤中多环芳烃降解菌在修复
第 1周时数量最多，由初始时的 5.75伊102 MPN·g-1增
加至1.60伊105 MPN·g -1，第 5 周时减少至 7.08伊103

MPN·g-1。
土壤微生物是利用生物法去除石油烃的核心资

源。许多文献对于修复过程中降解菌数量变化进行了

报道。杨茜[13]、Wu[19-20]、刘五星[25]等的研究结果表明，
添加氮磷等营养使土壤中的烃降解菌数量明显增加，

a-细菌总数；b-石油烃降解菌；c-烷烃降解菌；d-多环芳烃降解菌
图 4 土壤降解菌数量变化

Figure 4 The counts of hydrocarbon degraders in different treatments
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石油降解速率加快。尽管直接投加菌剂也会使土壤中

的降解菌数量增加，但是总体上接种菌剂的土壤中降

解菌数量比添加氮磷营养的土壤中少。

本研究中，生物刺激作用使土壤中多环芳烃降解

菌数量在修复前期显著增加，而生物强化处理的土壤

中总石油烃降解菌数多于生物刺激处理的土壤。但总

体上，与不经处理的土壤相比，生物强化和生物刺激

均可显著增加土壤中石油烃、烷烃降解菌的数量，研

究结果与文献报道基本一致。

2.5 相关性分析
本次研究中，利用生物刺激法（BS）可有效去除

石油污染黄土壤中的总石油烃、烷烃和多环芳烃。为

了进一步研究影响不同组分烃去除的主要因素，利用

SPSS19.0软件对生物刺激处理的土壤中不同组分烃
含量与降解菌数量以及氮磷含量进行相关性分析。所

得结果如表 2所示。
BS 处理中，土壤石油烃含量与土壤总氮、铵态

氮、有效磷浓度、细菌总数及烷烃降解菌数显著相关

（相关系数分别为 0.641、0.793、0.570、0.693、0.571）；
烷烃含量与土壤铵态氮浓度、石油烃降解菌数显著

相关（相关系数分别为 0.508、0.552）；多环芳烃含量
与有效磷浓度显著相关（相关系数为0.543）；土壤铵态
氮浓度与石油烃降解菌数量、烷烃降解菌数量和细菌

总数显著相关。结果表明，向土壤中添加铵态氮可刺

激土壤中石油烃和烷烃降解菌的生长，进而对土壤中

的石油烃和烷烃的降解起到促进作用。影响石油污染

黄土壤生物修复作用的限制性因素为土壤中铵态氮

和有效磷含量。

3 结论

（1）经过 5周的修复，生物刺激法处理的土壤中

石油烃、烷烃、多环芳烃去除率分别为 14.54%、
21.98%和 33.14%。与自然衰减和生物强化处理相比，
利用微生物刺激法可有效去除黄土壤中的石油烃。

（2）生物刺激修复处理的土壤中铵态氮浓度随修
复时间的增加而降低，土壤中硝态氮浓度几乎不发

生变化，石油烃降解过程中需利用铵态氮和有效磷，

对硝态氮几乎不利用。与自然衰减的土壤相比，生物

刺激可增加土壤中石油烃、烷烃、多环芳烃降解菌的

数量。

（3）影响石油污染黄土壤生物修复作用的限制
性因素为土壤中铵态氮和有效磷含量，向土壤中添加

氮磷营养可刺激土壤中烃降解菌的生长，从而对土壤

中不同组分烃的降解起到促进作用。
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