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摘 要院从辽河油田和大庆油田石油污染土壤中分离筛选出两株高效石油降解菌 L10和 D6菌株袁经形态观察尧生理生化反应袁确定
此两株菌分别为芽孢杆菌属中的枯草芽孢杆菌渊Bacillus subtilis冤和地衣芽孢杆菌渊Bacillus licheniformis冤遥 采用室内盆栽培养方法袁
研究了石油烃的浓度和性质对两菌株降解活性的影响遥结果发现袁土壤中石油烃的含量和处理时间均影响微生物的降解效果袁在处
理 10 d时袁石油烃的去除率随着污染强度的增加而降低曰随着处理时间的延长袁微生物适应环境后袁在石油烃含量为 0.5%~2.0%
时袁石油烃的去除率随着浓度的增加而升高袁在石油烃含量为 2.0%~10.0%时袁石油烃的去除率随着浓度的增加而降低曰石油烃的性
质影响菌株的生物活性袁L10和 D6两菌株对稀油的去除效果明显高于对稠油的去除效果袁 各组分的去除率依次为烷烃跃芳烃跃胶质
沥青质袁两菌株对不同性质的石油烃中的烷烃尧芳烃和胶质沥青质的去除率不同遥
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Abstract院Petroleum-degrading strains L10 and D6 were obtained by selective enrichment culture from eight contaminated soil samples col原
lected from Liaohe and Daqing Oil Fields. The tests in shaking flasks showed that they could degrade petroleum hydrocarbon well and the re原
moval rates could reach 39.5% and 47.9% at 30 d. According to morphologic observation, physiological and biochemical characteristics, they
were identified as Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis respectively. Their removal abilities to petroleum were affected by petroleum忆s
concentrations and properties. At 10 d, the removal rates reduced with increasing concentrations of petroleum. With the treatment time pro原
longed, the removal rates increased at concentrations 0.5%~2.0% and reduced when the concentrations were 2.0%~10.0%, implying that ap原
propriate petroleum concentration stimulated the activities of microbes, but higher petroleum concentration restrained their activities. The
degradation rates of thin-oil by L10 and D6 were higher than those of viscous-oil under the same conditions. The removal rates of aromatics,
pectin and asphalt by L10 and D6 were different due to the petroleum properties. The order of removal rate for each component was alkanes跃
aromatics跃pectin and asphalt, with the removal rates being 62.96% ~78.67%, 16.76%~33.92% and 3.78%~15.22%袁respectively. So, it is
very important that petroleum properties and microbes characteristics are considered in bioremediation of contaminated soil.
Keywords:petroleum-degrading strains; isolation; degrading characteristrcs; removal rate

在我国，油田和石油工业区内大面积土地和邻近

水系受到石油烃类的严重污染。石油烃的主要化学成

分是烷烃、苯、甲苯、二甲苯和复杂芳香烃等，有些成

分有致癌、致突变、致畸的作用，并能通过食物链在动

植物及人体内富集，被列为重点污染物[1]。进入环境中

的石油，由于生物学的和某些非生物学（化学氧化）

的机制而逐步降解。大量研究表明，在自然界净化石

油烃类污染的综合因素中，微生物降解起着重要的作

用，目前已报道有多个种属具有分解和转化石油组分

的能力 [2~8]。这些微生物广泛分布于土壤和水体中，尤
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菌株 土壤编号 平均去除率/% 菌株 土壤编号 平均去除率/% 

L2 L1 23.4h D1 D4 33.5c 

L5 L1 20.2j D3 D3 27.3e 

L6 D2 25.8g D6 D4 47.9a 

L10 L4 39.5b D12 L3 31.6d 

L13 L3 26.9f D21 L1 22.5i 

 

其是受石油污染的环境中。分离筛选对石油具有降解

能力的菌株，是研究微生物降解石油的机理及对污染

水域或土壤进行生物修复的基础。

本文针对辽河油田和大庆油田的重污染区石油

污染土壤，进行了除油细菌的分离、鉴定及其降解特

性研究，为微生物在石油污染土壤治理中的应用提供

菌种资源和理论依据。

1 材料与方法

1.1 样品来源及石油降解细菌的富集尧分离和纯化
样品采自辽河油田和大庆油田不同程度石油污

染土壤，土壤编号从 L1到 L4和 D1到 D4，污染程度

依次增大，L代表辽河油田土样，D代表大庆油田土

样。将 10 g土样加入 100 mL无机盐（MM）培养基

中，30℃，180 r·min-1摇床培养 3~5 d后，吸取 1 mL

转接至新鲜培养基中，连续富集，转接多次后，用接种

环蘸取少许富集培养液，在加富培养基平板上直接划

线分离[9]。在平板上选择不同形态特征的菌落，重新转

接至以石油为惟一碳源的MM培养基中，摇床培养以

验证是否具有石油降解能力，培养液变浑后，重新分

离、纯化。

无机盐（MM）培养基（g·L-1）：MgSO4·7H2O 0.5，

CaCl2 0.02，KH2PO4 1.0，NH4NO3 1.0，FeCl3 0.05，原油

（大庆油田）10，用 4 mol·L-1NaOH调节 pH至 7。

加富 MM培养基：在 MM培养基中分别加 0.1%

酵母膏和 0.1%蛋白胨，用于菌株的平板培养和斜面

保存。

1.2 石油降解菌的筛选
将纯化后的菌株在斜面培养基上培养，用无菌水

制成菌悬液，取 1 mL 接种至装有 50 mL 无机盐

（MM）培养基的 150 mL三角瓶中，在旋转摇床上培

养，转速为 180 r·min-1，温度 30℃。培养 30 d后，按

文献[10]测定培养液中的原油残留量，每一处理重复 3

次，对照为不接菌的无机盐（MM）培养基，计算平均

降解率。

1.3 石油降解菌的鉴定
微生物菌株形态观察和生理生化反应参照文献[11、12]

进行。

1.4 降解菌株除油能力实验
1.4.1不同含油量对除油效果的影响

实验所用土壤，取自辽河油田未污染土壤，土壤

风干后，研磨，过孔径为 40目筛。将石油(大庆油田)与

土壤逐步混匀，土壤中石油烃含量 (质量比) 分别为

0.5%、1.0%、2.0%、4.0%、6.0%、8.0%和 10.0%，菌的接

种量为 1.0%，以未接菌的土壤作为对照。实验在花盆

中进行，每盆装土 500 g，通过定时称重土壤加水，维

持含水率为 25%。室温下渊20~25 益冤下培养，在 10、

20、30 d后分别采样，用红外分光测油仪测定土壤中

残留的石油烃含量，所有处理重复 3次。菌株对土壤

中石油烃的去除率 =（CK 含油率 - 不同处理含油

率）/CK含油率×100%[13]。

1.4.2石油烃的性质对除油效果的影响

土壤处理方法及含油量测定同 1.4.1，土壤中石

油烃分别为辽河油田（稠油）和大庆油田（稀油）原

油，原油性质见表 1。土壤中石油烃的含量（质量比）

为 2.0%，菌的接种量为 1.0%，分 6个处理，分别为处

理 1（稠油 + L10）、处理 2（稠油 + D6）、处理 3（稀油

+L10）和处理 4（稀油 + D6），同时设定只加辽河和大

庆石油烃的处理作为对照，30 d时测定各处理石油烃

的去除率并进行族组分分析。

2 结果与分析

2.1 石油降解菌的降解能力比较
通过富集培养，分离得到 10株在无机盐（MM）

表 2 分离细菌对石油的去除率

Table 2 The removal rates of petroleum by the isolates

注院表中不同小写字母表示在 P<0.05时袁各菌株之间降解率差异显著

表 1 原油性质分析
Table 1 The characters of the crude oil

来源 烷烃/% 芳烃/% 胶质和沥青质/% 

大庆油田 56.32 20.61 6.84 

辽河油田 38.64 16.58 19.76 
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图 2 石油烃浓度对 D6菌株去除率的影响
Figure 2 Effects of petroleum concentrations on

its removal rates by strain D6

固体培养基中长势良好的菌株，分别命名为：L2、L5、

L6、L10、L13、D1、D3、D6、D12和 D21。利用摇瓶实验对此 10

株菌进行进一步降解能力比较，各菌株的去除效果见

表 2。由表 2可以看出，去除率较高的菌株 L10、D1和

D6 均分离自污染程度较重的土壤样品，30 d 后此 3

株菌的去除率分别达到 39.5%、33.5%和 47.9%；去除

率较低的菌株 L2、L5和 D21分离自污染程度较轻的土

壤样品，去除率仅为 23.4%、20.2%和 22.5%。不同去

除率的降解菌在不同样品中的这种分布规律，与石油

污染物对高效石油降解菌的选择性富集作用有关，污

染物的浓度越高，则这种富集作用就越强，此结论与

任随周[14]等报道的结论一致。

2.2 高效石油降解菌的鉴定结果
分别采用形态学观察和生理生化实验对 2株降

解率较高的菌株 L10和 D6进行鉴定。其形态特征为：

均为革兰氏染色阳性，有芽孢；L10 菌体细胞大小为

(0.7~0.8)滋m×(2.0~3.0)滋m，单个或短链排列，周生鞭

毛，芽孢椭圆形，中生；D6菌体细胞大小为(0.5~0.8)

滋m×(1.3~2.0)滋m，单个或短链排列，周生鞭毛，芽孢

柱形，中生。生理生化反应实验结果如表 3所示。

鉴定结果与《伯杰氏细菌鉴定手册》《常见细菌

系统鉴定手册》比较，初步确定 L10和 D6菌株分别为

芽孢杆菌属中的枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）和
地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）。
2.3 降解菌株在土壤中的除油能力
2.3.1 不同含油量对除油效果的影响

图 1和图 2显示了 L10和 D6 菌株在不同污染强

度和不同处理时间下，菌株对石油烃去除率遵循不同

的模式。从图 1和图 2中可以看出，在 10 d时石油烃

的去除率随着石油烃浓度的增加而降低；在 20 d和

30 d时石油烃的去除率在石油烃的含量为 0.5%~2.0%

时随着含量的升高而增大，在 2.0%时达到最大值，随

后仍表现出随着浓度的增加去除率降低的趋势。这说

明污染强度的大小对微生物降解石油烃能力有很大

的影响，当石油烃的浓度过高时，就会抑制微生物降

解能力；同样处理时间也影响着石油烃的去除率，在

处理 10 d时，0.5%浓度下微生物对石油烃的去除效

果最好，而在处理 20 d和 30 d时，石油烃的浓度为

2.0%时微生物的作用效果最好，这是因为刚刚加入的

微生物因不能适应新的环境所致，污染物浓度越高，

越不利于微生物的生长，从而使参加降解活动的微生

2.3.2 石油烃的性质对除油效果的影响

相同条件下，微生物对不同种类石油烃的降解能

力是不同的，研究表明原油的特性及组成影响其生物

可降解性，从图 3中可以看出，L10和 D6菌株对稀油

的降解效果明显高于稠油的降解效果，总烃的降解率

平均高 14.12%，土壤中石油烃各组分的去除率依次

为烷烃＞芳烃＞胶质沥青质，其中烷烃的去除率达到

62.96%~78.67%，芳烃的去除率为 16.76%~33.92%，

表 3 2株石油降解菌株的生理生化特性
Table 3 Physio-chemical characteristics of the two isolates

70
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0 0.5 1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

10 d
20 d
30 d

石油烃含量/%
图 1 石油烃浓度对 L10菌株去除率的影响
Figure 1 Effects of petroleum concentrations

on its removal rates by strain L10

60
50
40
30
20
10

0 0.5 1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
石油烃含量 /%
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30 d

注院野+冶表示逸90%菌株为阳性曰野-冶表示逸90%菌株为阴性遥

结果 结果 
特征 

L10 D6 
特征 

L10 D6 

好氧生长 + + 最适生长温度 25 ℃~35 ℃ 28 ℃~40 ℃ 

厌氧生长 - + 最适 pH 6.7~7.5 6.8~7.3 

接触酶活性 + + 生长：NaCl   

   2% + + 

V-P反应 + + 5% + + 

吲哚反应 - - 7% + + 

水解酪朊 + + 利用糖产酸： +  

液化明胶 + + D-葡萄糖 + + 

水解淀粉 + + L-阿拉伯糖 + + 

硝酸盐还原 + + D-木糖 + + 

水解酪氨酸 - - D-甘露糖 + + 

葡萄糖产气实验 - - D-甘露醇 + + 

利用：柠檬酸盐 + + 蔗糖 + + 

丙酸盐 - + 纤维二糖 - + 
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0.10
图 3 石油烃的性质对去除率的影响

Figure 3 Effects of petroleum properties on removal rates

烷烃 胶质沥青质烃 总烃

处理 圆 处理 3处理 1 处理 4

胶质沥青质的去除率为 3.78%~15.22%，这与齐永强

等研究结果相同[16]，碳数越多，降解越难进行。相同条

件下，石油烃组分的比例变化影响微生物对单个烃组

分的降解能力，在研究中发现，在稠油处理土壤中 D6

菌株对芳烃和胶质沥青质的去除率均高于 L10菌株，

而在稀油处理的土壤中 L10菌株对芳烃和胶质沥青质

的去除率却高于 D6菌株的去除率，这可能是由于不

同的原油，由于其烷烃、芳烃和胶质沥青质的含量以

及成分的不同而导致微生物具有不同的去除率，也可

能是由于不同微生物族组分的降解机制不同引起的，

因此在石油污染土壤的治理中应考虑用混合微生物

进行土壤修复。

3 结论

（1）从石油污染土壤中筛选得到两株高效石油降

解菌 L10和 D6，经鉴定确定为枯草芽孢杆菌（Bacillus
subtilis）和地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）。
（2）土壤中石油烃的含量和处理时间影响微生物

的降解效果。在处理前期即处理 10 d时，石油烃的去

除率随着污染强度的增加而降低；随着处理时间的延

长，在石油烃含量为 0.5%~2.0%时，石油烃的去除率

随着浓度的增加而升高袁在石油烃含量为 2.0%~10.0%

时，石油烃的去除率随着浓度的增加而降低。

（3）在相同的处理条件下，L10和 D6菌株对稀油

的降解效果明显高于稠油的降解效果，各组分的去除

率依次为烷烃＞芳烃＞胶质沥青质；在稠油处理土壤

中 D6 菌株对芳烃和胶质沥青质的去除率均高于 L10

菌株，而在稀油处理的土壤中 L10菌株对芳烃和胶质

沥青质的去除率却高于 D6菌株的去除率，所以在石

油污染土壤治理中应充分考虑油品及微生物自身的

特性。
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