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摘 要：为研究嗜盐石油烃降解菌在石油烃污染修复中的应用可行性，研究了来自胜利油田油泥中的一株嗜盐石油烃降解菌

Halomonas sp.1-3在不同NaCl浓度条件下的生长特性及对石油烃的降解特性。结果表明：菌株在NaCl浓度低于 6%条件下培养

时表现为延滞期短，快速达到稳定期后随即进入衰亡期；中高盐度（≥9%）条件下培养时延滞期延长，达到稳定期的时间滞后，但稳

定期时间长。低盐条件下菌株对石油烃的降解启动快，但不持续；当NaCl浓度为 5%~10%时，菌株对石油烃有长效的降解，NaCl
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油田开采区多位于盐碱区域，长期的石油开采造

成了大量的石油污染盐碱土壤[1]，其修复治理研究备

受关注。微生物修复是重要的石油烃污染土壤的修

复方法，Pseudomonas、Arthrobacter、Alcaligenes、Coryne⁃

bacterium、Flavobacterium、Achromobacter、Micrococcus、

Nocardia以及Mycobacterium等高效石油烃降解菌株

在以往研究中均有报道[1-2]。然而，上述微生物主要

为非耐盐微生物，在盐碱环境中无法正常发挥降解作

用。高盐环境中的石油烃降解只能通过耐盐或嗜盐

的石油烃降解微生物来实现[3]。目前对耐盐石油烃

降解菌的报道主要集中在 Halomonas、Alcanivorax、

Marinobacter、Haloferax、Haloarcula、Halobacterium 等

属中[4-5]。不同属来源的菌株对高盐的耐受及对石油

烃的降解特性有较大差别，这些不同种属来源菌株的

耐盐范围多集中在 12%~25%[4-6]，有些菌株对盐的耐

受性更高[7]，但降解污染物的最佳盐浓度多在 5%~
10%[4，6]，高盐会导致微生物的代谢活性降低而使降解

效率下降[8]。

尽管国内外研究人员对高盐环境下石油烃的微

生物降解过程进行了许多探索，但这些研究多针对石

油烃的某些组分的降解[4，9-10]。虽然也有嗜盐菌对原

油降解研究的相关报道[7，11]，但未见盐度变化与嗜盐

菌降解不同石油烃组分之间的相关性的研究。本文

研究了胜利油田油泥中筛选出的一株盐单胞菌

（Halomonas sp.1-3）的耐盐生长性能以及盐度变化对

菌株降解石油烃的特性的影响，对我国部分油田的高

聚、高黏石油烃降解修复具实际指导意义。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验所用菌株分离自胜利油田孤岛采油厂产生

的油泥。菌株经分离并纯化后，加入 30%（V∶V）灭菌

甘油，-80 ℃超低温保存。对其进行16S rDNA测序并

在NCBI中通过Blast同源性比对，初步鉴定为盐单胞

菌，命名为Halomonas sp.1-3。
试验用原油取自胜利油田孤岛采油厂，基本参数

为：密度 0.948 3 g·cm-3，运动黏度（50 ℃）309.5 mm2·
s-1，蜡含量5.1%，庚烷沥青质含量3.2%。

石油烃（C10~C40）标准溶液：ρ=31 000 mg·L-1，各

正构烷烃浓度均为 1 000 mg·L-1，溶剂为正己烷，购自

浓度为 5%时菌株对石油烃降解率最高，对C10~C35不同碳数石油烃的降解率为 55%~85%；当NaCl浓度大于 10%时，随着NaCl浓
度的升高降解率迅速降低，其中碳链较短的石油烃（C10~C14）降解率呈明显下降趋势，而长链石油烃（C29~C36）降解率呈上升趋势。

研究表明，菌株Halomonas sp.1-3在盐碱环境中对石油烃具有良好的降解效果。

关键词：嗜盐菌；Halomonas sp.；石油降解；耐盐生长；降解特性
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Characteristics of petroleum degradation by the halophilic bacterium Halomonas sp. 1-3
ZHAI Shuanli, HOU Xinran, ZHANG Qiang*, LI Qi, LI Tianyuan, XING Yingna, FU Xiaowen
（Ecology Institute, Qilu University of Technology（Shandong Academy of Sciences）, Shandong Provincial Key Laboratory for Applied
Microbiology, Jinan 250103, China）
Abstract：To explore the feasibility of using halophilic petroleum-degrading bacteria for the remediation of petroleum-contaminated soil,
the growth and total petroleum hydrocarbon（TPH） degradation performance of a halophilic petroleum-degrading bacteria named
Halomonas sp. 1-3, which was selected from the Shengli Oil Field in previous research, was investigated in the present study. The strain
showed a short lag phase before the stationary phase, followed by a decline phase soon when cultured at low salinity. When cultured at
salinity higher than 9%, the lag phase was prolonged, and the stationary phase was delayed but more stable. The TPH degradation process
started promptly but stopped quickly when cultured at low salinity conditions, while the process continued when cultured with salinity
between 5% and 10%. The highest degradation rate was between 55% and 85% for different TPH components with 5% salinity. However,
the degradation rate declined with increasing NaCl concentration. The degradation rate showed different trends with varied TPH
components, especially with the artificially divided two groups according to their different carbon contents, C10~C14 and C29~C36, with the
former exhibiting a declining degradation rate, while the latter showed an opposite trend with increasing NaCl concentration. The results
indicated Halomonas sp. 1-3 had an effective degradation effect on petroleum hydrocarbons in a saline-alkali environment.
Keywords：halophilic bacteria; Halomonas sp.; petroleum degradation; salt-tolerant growth; degradation characteristic
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1.2 培养基

ONR7a培养基（人工模拟海水培养基）[12]：每升含

NaCl 22.79 g、KCl 0.72 g、Na2SO4 3.98 g、TAPSO 1.30
g、NH4Cl 0.27 g、Na2HPO4·7H2O 0.72 g、NaBr 83 mg、
NaHCO3 31 mg、H3BO3 27 mg、NaF 2.6 mg、MgCl2 ·
6H2O 11.18 g、CaCl2·2H2O 1.46 g、SrCl2·6H2O 24 mg、
FeSO4·7H2O 2.8 mg，其中NaCl的浓度根据 1.3.2小节

以及1.3.3小节的试验设计进行调整。

原油培养基：在 250 mL 锥形瓶中加入 100 mL
ONR7a培养基，添加终浓度为 1%（m∶m）的原油，调节

pH为7.2，121 ℃灭菌30 min。
菌种活化培养基：胰蛋白胨10 g、酵母提取物5 g、

NaCl 100 g，蒸馏水定容至1 000 mL，121 ℃灭菌30 min。
1.3 试验方法

1.3.1 菌种活化

从-80 ℃冰箱取出菌种，室温自然解冻后接种

100 μL至 100 mL灭菌的菌种活化培养基，置于 30 ℃
摇床中，150 r·min-1条件下活化培养48 h。

培养结束后菌液于 4 ℃、8 000 r·min-1下离心 5
min，弃上清液，收集菌体，再用灭菌的 PBS溶液洗涤

菌体 2次，最后用灭菌 PBS溶液重悬并稀释至OD600
值为 1.0（约 7.2×107 CFU·mL-1），用于进行菌株的耐盐

培养试验及石油烃降解试验。

1.3.2 Halomonas sp.1-3耐盐培养试验

试验设置 6个NaCl浓度梯度，以获取适宜菌株培

养的NaCl浓度范围，调节原油培养基的NaCl终浓度

分别为 3%、6%、9%、12%、15%、18%，在 100 mL培养

基中接种 5%（V∶V）活化并重悬后的菌种，30 ℃、150
r·min-1恒温摇床培养，每个处理设置 3组平行，每隔

12 h取样并测定600 nm 波长下的吸光值。

1.3.3 Halomonas sp.1-3菌株在不同NaCl浓度条件下

对石油烃的降解

为研究菌株适宜降解石油烃的NaCl浓度范围，

试验参照文献[13-14]选择 5个 NaCl浓度梯度进行。

调节原油培养基的NaCl终浓度分别为 1%、5%、10%、

15% 和 20%，100 mL 培养基接入 10% 活化并重悬的

菌种，摇床中 30 ℃、150 r·min-1条件下培养 15 d，以不

接菌为对照，每个处理设置 3组平行，测定菌株在不

同盐度条件下对石油烃的降解率及残留成分的组成。

1.3.4 Halomonas sp.1-3对石油烃表观降解率测定方法

用 25 mL二氯甲烷萃取降解体系中的石油烃，室

温 25 ℃、300 W条件下超声振荡 10 min，置于分液漏

斗中静置分层，取下层萃取液，上层溶液继续重复萃

取 2次后，混合 3次萃取液并加入足量的无水硫酸钠

脱水，抽滤去除硫酸钠，旋蒸至二氯甲烷完全挥发，室

温放置 2 d至恒质量，以不接菌的原油培养基的萃取

油样为对照，质量法计算石油烃的表观降解率[15]：

降解率=（对照原油质量-处理原油质量）/对照原

油质量×100%
此条件下石油烃的回收率为（98.72±0.87）%。

1.3.5 石油烃组分的测定

样品按照 1.3.4小节的方法萃取、脱水后，石油溶

液旋蒸浓缩至约 1 mL，转移至硅酸镁填料柱净化，12
mL正己烷淋洗净化柱，收集淋洗液，再次旋蒸浓缩并

定容至 1.0 mL。GC-MS（Agilent 7890A，美国）分析萃

取液中的石油烃组分，色谱条件为：顶空进样器进样，

HP-5 苯基-甲基聚硅氧烷柱（30 m×0.25 mm×0.25
μm）色谱柱分离；初始柱温为 50 ℃，保持 2 min，然后

以 40 ℃·min-1的速率升至 230 ℃，再以 20 ℃·min-1的

速率升至 320 ℃保持 20 min；载气（高纯 N2）流速为

1.5 mL·min-1，氢气流速 30 mL·min-1，空气流速 300
mL·min-1；进样口温度 300 ℃，不分流进样；检测器温

度325 ℃，进样量1 μL。按生态环境部标准《土壤和沉

积物石油烃（C10-C40）的测定气相色谱法》（HJ 1021—
2019）中的方法进行结果分析和计算。

2 结果与讨论

2.1 菌株Halomonas sp.1-3耐盐生长特性

利用 MEGA 7.0.26 软件 Neighbor-joining 法构建

了该菌株基于 16S rDNA 序列同源性的系统发育树

（图 1）。结果显示，与菌株序列相似性最高的为

GeneBank中公布的伸长盐单胞菌Halomonas elonga⁃

ta strain BA-AB8KJ185379.1，初步鉴定该菌株为盐单

胞菌，命名为Halomonas sp.1-3。
菌株 Halomonas sp.1-3 在不同 NaCl浓度下的生

长特征见图 2，由图 2可知，3% NaCl条件下培养时生

长适应期较短，迅速进入对数生长期，36 h时菌体浓

度达到最高，随后立即进入衰亡期，最终保持较低的

菌体密度。在 6%NaCl 条件下，菌株在培养 24~60 h
时维持在稳定期，但 60 h后菌密度迅速下降。从 9%
开始，随着NaCl浓度的增加，延滞期逐渐延长，对数

期的生长变慢，菌株培养达到稳定期的时间逐渐延

长，但稳定期也更长。

嗜盐菌在低盐浓度条件下细胞内外离子浓度平

衡被打破，细胞吸水膨胀，最终引起胞壁破裂，菌体自
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溶，细胞密度迅速下降。NEIFAR 等[12]将 Halomonas

在 10% NaCl的条件下培养，结果显示接种 6 d后达到

稳定期，而且稳定期能够持续较长时间，与本文结论

一致。高盐度条件下细胞生理活性下降，菌体对高盐

生长环境的适应期较长，延滞期延长[16]。

2.2 不同 NaCl浓度条件下 Halomonas sp.1-3对石油

烃的表观降解

在 NaCl 浓度 1%~20% 范围内菌株 Halomonas

sp.1-3对石油烃的降解率随NaCl浓度的升高呈现先

升高后降低的趋势，NaCl浓度为 5% 时，15 d后的降

解率最高，显著高于其他盐度和反应时间下的降解率

（图3）。NaCl浓度为1%时石油烃降解启动早，但不具

有持续性，随着菌体的快速衰亡，降解过程迅速终止。

NaCl 浓度为 5%~10% 时降解效率高，表明菌株在中

盐度条件下对石油的降解效果最佳，与中等NaCl浓

度条件下菌株繁殖迅速并能保持较高的细胞浓度的

结果一致。黄中子等[17]也发现嗜盐菌对有机物的降

解在NaCl浓度为 5%左右时降解过程启动快，随着盐

度的升高，降解过程启动延迟，终降解率逐渐降低。

NaCl浓度大于 10%时，菌株Halomonas sp.1-3对石油

烃的降解率随NaCl浓度的升高而降低。高盐条件下

虽然有较高的细胞浓度，但石油烃降解相关基因的表

达受到抑制，导致嗜盐菌对石油烃的降解能力随着盐

分的升高而降低[8]。WANG等[18]对嗜盐菌群在高盐环

境下降解 PAHs的研究也证明了降解代谢基因的转

录水平随着盐度的增加而降低，高盐度会限制嗜盐菌

图1 菌株Halomonas sp.1-3基于16s rDNA序列同源性构建的系统发育树

Figure 1 Phylogenetic tree of strain Halomonas sp.1-3 based on 16S rDNA sequence homology

图2 Halomonas sp.1-3在不同NaCl浓度下的生长曲线

Figure 2 Growth curves of strain Halomonas sp. 1-3 in different
NaCl concentration cultures
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图3 不同NaCl浓度条件下Halomonas sp.1-3对石油烃的降解

Figure 3 Petroleum- degradation by strain Halomonas sp.1-3
under different NaCl concentrations
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群落中的微生物活性。

韦娜等[13]的研究结果显示，Halomonas elogata在

盐度 3%~25%范围内对BRF的降解率随着盐度的升

高先升后降，其中 5% 盐度下的降解效果最佳，与本

文结果一致。HADDADI等[14]研究Halomonas降解苯

酚的性能时也得到类似结果，即 7% NaCl浓度时苯酚

的降解效率最高，降解率随着NaCl浓度的升高而降

低，生物量也随之降低。

2.3 Halomonas sp.1-3对不同碳链长度石油烃的降解

特征

复杂污染场地中污染物的毒性取决于污染物的

组合方式[19]，因此研究菌株对石油烃不同组分的降解

特性对其应用至关重要。菌株 Halomonas sp.1-3在

NaCl浓度为 1%、5% 以及 10% 条件下培养 15 d后对

不同碳链长度石油烃降解特性（图 4）表明，NaCl浓度

为 5%时石油烃中C10~C34的降解率在 55%~85%，说明

Halomonas sp.1-3底物范围较广，在石油污染修复方

面具有较好的应用潜力。1%和 10% NaCl浓度时降

解规律基本一致，对较短碳链（C10~C13）及较长碳链

（C27~C32）的石油烃有较高的降解效率。MNIF等[4]研

究了Halomonas对石油的降解，发现其降解范围广，

中长链烃降解较完全，但中短碳链的石油烃（C14、C16、

C18）有残留，与 MOHAMMAD 等[11]研究的 Halomonas

elongata对石油烃的降解特性有所差别。MOHAM⁃
MAD等[11]发现该菌能首先完全利用短链烃（C11和C12）

以及长链烃（C32和C33），中等链长的石油烃在培养过

程的后期逐渐被去除。研究结果的差异可能是由于

试验菌株虽然都属于盐单胞菌属，但不同的菌种来源

对石油烃降解有差异。原油性质差别也可能对降解

过程产生影响，本文所用石油样品黏度大、胶质含量

高，对生物降解会产生不利影响。

另外，本研究发现，菌株 Halomonas sp.1-3 对石

油烃降解初期会形成中间产物的明显积累，由于石油

组分复杂，中间产物引起的生物毒性的变化会影响生

物修复的效果，因此在应用该菌株进行生物修复时，

在考虑最适宜生物处理条件的同时，还要延长修复时

间，使石油烃尽可能完全降解。

2.4 Halomonas sp.1-3对石油烃不同馏分分段的降解

参考美国总石油烃标准工作组对石油烃组分的

划分，以及国内学者结合我国国情对石油烃污染风险

控制综合因素的考虑[20]，本研究对石油烃的碳链长度

分段并对不同NaCl浓度下降解特性进行分析。结果

显示（图 5），菌株Halomonas sp.1-3对石油烃降解 15
d后，NaCl浓度为 5%时各分段石油烃的降解率均最

高，显著高于其他NaCl浓度时相应碳链长度分段石

油烃的降解率，总降解率达到 63.5%。当 NaCl 在
10%~20% 范围时，C10~C14较短碳链的石油烃降解率

随着盐浓度的升高呈下降趋势，C15~C28中长链石油烃

的降解率差异不显著，而C29~C36长链石油烃降解率呈

上升趋势。文献中未见NaCl浓度升高对不同石油烃

馏分分段降解影响的报道，但黄新颜等[21]研究 NaCl
对沥青的侵蚀时发现，高盐导致饱和分、芳香分、胶质

减少，认为沥青中羧酸类和酚类等轻质含氧化合物在

盐离子溶液中会发生一定的溶解和电离，羧酸与Na+、

K+等碱金属离子生成的低价高级有机酸钾盐和钠盐

属于典型的皂类化合物，易溶于水，导致其生物有效

性提高。因此，本文中高NaCl浓度下中长碳链的石

油烃的降解率升高可能与其生物有效性的提高有关。

3 结论

（1）为较快获得降解菌Halomonas sp.1-3且保持

在培养液中的稳定性，该菌适宜在ONR7a培养基中

图4 菌株Halomonas sp.1-3对不同碳链长度石油烃的降解特性

Figure 4 Degradation characteristics of petroleum hydrocarbons with different carbon numbers by Halomonas sp.1-3
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NaCl 浓度为 9%~15% 条件下进行培养，培养时添加

质量分数为1%的原油。

（2）降解菌Halomonas sp.1-3在NaCl浓度为 5%~
10%时对石油烃降解效率较高，且能持续有效降解，

其中NaCl浓度5%时菌株对石油烃的降解效率最高。

（3）降解菌Halomonas sp.1-3对 C10~C35的石油烃

均有降解能力，且随着NaCl浓度的升高，短链的石油

烃（C10~C14）降解效率降低，而长链石油烃（C29~C36）的

降解效率逐渐升高。
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