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摘  要: 为了更好地了解石油污染盐碱土壤翅碱蓬根围的细菌多样性, 采用 16S rRNA 基因克隆

文库方法对其进行分析, 在此基础上采用富集培养方法从该生境中分离筛选耐盐石油烃降解菌。

16S rRNA 基因克隆文库分析结果表明, 海杆菌属(Marinobacter)、食烷菌属(Alcanivorax)和假单胞

菌属(Pseudomonas)是该生境中的优势菌。他们可能在石油污染盐碱土壤翅碱蓬植物修复过程中起

重要作用。进一步采用富集培养方法, 从该生境中分离得到 8 株耐盐石油烃降解菌, 可以耐受

6%−10%浓度的 NaCl, 石油烃降解率在 32.3%−57.0%之间。经 16S rRNA 基因序列分析, 8 株菌隶

属于戈登氏菌属(Gordonia)、无色杆菌属(Achromobacter)、迪茨菌属(Dietzia)、芽胞杆菌属(Bacillus)

和假单胞菌属(Pseudomonas)。他们可能参与石油污染盐碱土壤翅碱蓬植物修复过程中的石油烃

降解。 
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Bacterial diversity and halotolerant petroleum-degrading 
bacteria of the rhizosphere of Suaeda salsa (L.) in  

petroleum-contaminated saline-alkali soil 
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Abstract: Bacterial community associated with Suaeda salsa (L.) rhizosphere in petro-
leum-contaminated saline-alkali soil was investigated by 16S rRNA gene clone library analysis. 
Halotolerant petroleum-degrading bacteria were further isolated by enrichment using petroleum as the 
sole source of carbon and energy. Marinobacter, Alcanivorax and Pseudomonas dominated Suaeda 
salsa (L.) rhizosphere in petroleum-contaminated saline-alkali soil as revealed by 16S rRNA gene clone 
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library analysis, which were likely to have a role in the phytoremediation of such soil by Suaeda salsa 
(L.). Eight halotolerant petroleum-degrading bacterial strains were isolated, which could grow up to 
6%−10% NaCl, and could degrade 32.3% −57.0% petroleum hydrocarbon in 3% NaCl over a period of 
14 days. They were identified to belong to the genus of Gordonia, Achromobacter, Dietzia, Bacillus and 
Pseudomonas by 16S rRNA gene sequence analysis. They may involve in the degradation of petroleum 
in the phytoremediation of such soil by Suaeda salsa (L.). 

Keywords: Petroleum-contaminated saline-alkali soil, Suaeda salsa (L.), Bacterial diversity, Halotolerant 
petroleum-degrading bacteria, 16S rRNA gene clone library 

我国大庆油田、胜利油田和大港油田的土壤均

有不同程度的盐碱化[1−2]。石油生产过程中容易发生

石油污染, 形成石油污染盐碱土壤, 亟待修复[3]。尽

管植物修复措施已经成功应用于石油污染土壤的修

复实践[4], 但是由于该类土壤含盐量高、pH 高, 植

物难以生长, 限制了传统植物修复措施的开展。翅

碱蓬对盐碱土壤具有较好的适应性 , 同时可以促

进土壤石油烃降解 , 对修复该类土壤具有明显效

果[5−6]。植物根围是土壤-植物-微生物相互作用的一

个特殊区域, 特别是根围微生物在有机污染物植物

修复过程中起着重要作用[7−8]。然而关于石油污染盐

碱土壤翅碱蓬根围的微生物多样性的研究罕见报

道, 特别对该生境中耐盐石油烃降解菌的认识十分

有限。 
本研究通过 16S rRNA 基因克隆文库方法对该

生境中的细菌多样性进行分析, 并进一步采用富集

培养方法分离鉴定耐盐石油烃降解菌, 以期为了解

该生境的微生物多样性提供线索, 为该类土壤的植

物修复提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 
供试土壤采自大港油田的盐碱化区域(38° 42' 

12" N, 117° 29' 23" E), 该处生长有大量的翅碱蓬。

按五点取样法选取翅碱蓬植株, 去除 0−5 cm 的表层

土壤 , 将根系挖出 , 轻轻抖落根系外围的大土块 , 

收集附着在根系上的土壤 , 置于冰盒中带回实验

室。样品分为两部分 : 一部分 4 °C 保存 , 用于土

壤微生物分析 ; 另一部分自然风干 , 过 2 mm 筛 , 

−20 °C 保存, 用于土壤理化性质分析。采用重量法[9]

测定总石油烃(Total petroleum hydrocarbon, TPH)含

量, 采用常规分析方法[10]分析土壤的含盐量、pH、

含水量、有机质、全氮、有效磷和有效钾等基本理

化性质, 结果如表 1 所示。 

1.2  16S rRNA 基因克隆文库分析 
采用 Zhou 等[11]报道的方法从土壤样品中提取

总 D N A 。 利 用 琼 脂 糖 凝 胶 回 收 试 剂 盒 ( O meg a 

Bio-tek Inc., GA, USA)进行 DNA 纯化。以细菌通用

引物 27F 和 1492R 进行 PCR 扩增[12]。引物 27F 为: 5′- 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′, 引物 1492R 为: 

5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′。PCR 扩增反

应体系(50 μL)包括: DNA 模板 2 μL, 10×PCR 缓冲溶

液 5 μL, 2.5 mmol/L dNTPs 混合溶液 4 μL, 10 mmol/L

引物各 1 μL, 5 U/μL Taq 酶 0.25 μL, ddH2O 36.75 μL。

扩增反应程序为 94 °C 10 min; 94 °C 1 min, 55 °C 

1 min, 72 °C 2 min, 30 个循环; 72 °C 7 min。PCR 扩

增产物采用 E.Z.N.A. Gel Extraction Kit 试剂盒

(Omega Bio-tek Inc., GA, USA)进行纯化, 按照产品

说明书经切胶、融化、硅胶柱吸附、漂洗、洗脱等

步骤获得纯化的 PCR 扩增产物。用 pGEM-T Easy 
 

表 1  供试土壤的基本理化性质 
Table 1  Physical and chemical properties of the soil 

TPH 含量 
TPH content (g/kg) 

含盐量 
Salinity (%) 

pH 含水量 
Moisture (%) 

有机质 
Organic matter (g/kg)

全氮 
Total nitrogen (mg/kg)

有效磷 
Available P (mg/kg) 

有效钾 
Available K (mg/kg)

10.5±2.5 1.8±0.1 8.3±0.1 15.3±5.9 17.4±3.4 418.5±12.0 27.9±2.4 750.0±67.9 
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vector system 试剂盒(Promega, Madison, WI, USA)
将 PCR 纯化产物与 pGEM-T Easy 载体连接, 热激法

转化 E. coli DH5α细胞, 涂布于含有 Amp/IPTG/X-gal
的抗性筛选平板, 37 °C 培养 12−16 h。用蓝白斑筛选

的方法挑取阳性克隆。 
采用扩增 rDNA 限制性酶切 (Amplified ribo-

somal DNA restriction analysis, ARDRA)对随机挑取

的阳性克隆进行分析。用 pGEM-T easy 载体克隆位

点的上、下游特异性引物 T7 和 SP6 重新扩增插入

片段, 验证阳性克隆。扩增产物用 MspⅠ和 RsaⅠ双

酶切。酶切反应体系 20 μL 包括 : PCR 扩增产物

10 μL, 10×酶切缓冲溶液 2 μL, 10 U/μL MspⅠ 
0.25 μL, 10 U/μL Rsa  0.25 μLⅠ , ddH2O 7.5 μL。37 °C
温浴 3 h, 2.5%琼脂糖凝胶电泳检测。酶切图谱相同

的克隆子归为一个操作分类单元(Operational taxo-
nomic unit, OUT)。采用 ABI 3730 XL DNA analyzer
测序仪(Applied Biosystems, CA, USA)对阳性克隆进

行测序分析。 

1.3  耐盐石油烃降解菌的富集和分离 
将 20 g 根围土壤接入 180 mL 以石油烃为唯一

碳源的无机盐培养基中 [13]。置于 30 °C 恒温摇床

120 r/min 富集培养 30 d。取 20 mL 富集培养液, 接

入 180 mL 以石油烃为唯一碳源的新鲜无机盐培养

基中。重复上述操作, 不断提高培养基中的 NaCl 浓

度至 3%。采用稀释平板涂布法和平板划线法, 从含

有 3% NaCl 的以石油烃为唯一碳源的无机盐培养基

平板上分离纯化单菌落。 

1.4  耐盐石油烃降解菌的生长特性和降解特性 
将分离得到的菌株接种到牛肉膏蛋白胨培养基

平板上, 观察菌落形态。以 10%的接种量接种到含

有 2%−10% NaCl 的牛肉膏蛋白胨液体培养基中 , 

30 °C 恒温摇床 120 r/min 培养 96 h, 测定培养液

OD600, 考察菌株对 NaCl 的耐受能力。分别以 10%

的接种量接种到含有 3% NaCl 的以石油烃、正十六

烷 和 多 环 芳 烃 萘 为 唯 一 碳 源 的 无 机 盐 培 养 基 中 , 

30 °C 恒温摇床 120 r/min 培养 14 d。以不添加任何

烃类底物的接菌培养液做空白对照 , 测定培养液

OD600, 结合稀释平板计数法, 换算为细菌浓度, 考

察菌株在以烃类底物为唯一碳源无机盐培养基中的

生长情况。采用三氯甲烷提取培养液中残留的石油

烃 , 以未接菌 的培养 液做 空白对 照 , 重 量法测定

TPH 含量, 考察菌株对石油烃的降解能力。 

1.5  耐盐石油烃降解菌的鉴定 
采用细菌 DNA 提取试剂盒(Omega Bio-tek Inc., 

GA, USA)提取菌株基因组 DNA。DNA 纯化、PCR

扩增、PCR 产物的连接转化、阳性克隆子的筛选和

测序分析同 1.2。 

1.6  序列分析 
将得到的序列用 Bellerophon 程序[14]和 Mallard

程序 [15]进行分析 , 剔除嵌合体序列。相似性高于

97% 的 序 列 归 为 同 一 OTU 。 用 BLAST 程 序 与

GenBank+EMBL+DDBJ+PDB 数据库中已有的序列

进行比对, 获得相似性较高的 16S rRNA 基因序列。

通过 ClustalW 程序进行多序列比对, 用 MEGA 4.0

软件采用 Neighbor-Joining 方法和 Jukes-Cantor 模型

进行系统发育分析, 构建系统发育树。同时重复取

样 1 000 次进行自展值(Bootstrap)分析来评估系统发

育树的拓扑结构的稳定性。按公式 C =1−n/N (其中

n 为文库中仅出现过一次的 OTU 数量 , N 为文库库

容)计算文库覆盖率。通过 Analytic Rarefaction 1.3

软件绘制稀缺性曲线。本研究中克隆文库和纯菌

株的 16S rRNA 基因序列在 GenBank 数据库中的

登录号分别为 : JF727666−JF727748 和 JF727657− 

JF727665。  

2  结果与分析 

2.1  16S rRNA 基因克隆文库分析 
对石油污染盐碱土壤翅碱蓬根围土壤微生物构

建 16S rRNA 基因克隆文库, 采用 MspⅠ和 RsaⅠ双

酶切进行 ARDRA 分析, 进一步对代表克隆进行测

序分析, 共获得 83 个 OTU。Analytic Rarefaction 软

件分析结果表明, 该克隆文库的稀缺性曲线均趋于

平缓(图 1)。克隆文库覆盖率为 65.1%。这表明克隆

文库库容较大, 挑取的克隆子可以较为充分地反映

该土壤样品中的微生物多样性。 

将获得的 166 个 16S rRNA 基因序列进行系统

发育分析, 结果如图 2 所示。部分序列无法确定所 
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图 1  16S rRNA 基因克隆文库稀有度曲线 
Fig. 1  Rarefaction curves for 16S rRNA gene clone library 

 
属类群, 标记为“Unclassified bacteria”。该土壤样品

具有较高的微生物多样性 , 包括 Actinobacteria、

“Unclassified bacteria”、Nitrospira、Planctomycete、

Verrucomicrobia 、 Acidobacteria 、 Firmicutes 、

Chloroflexi、γ, α, δ-Proteobacteria 和 Bacteroidetes
共 12 个类群。其中γ-Proteobacteria 是优势类群, 占

该克隆文库的 43.4%。 
对获得的 16S rRNA 基因序列构建系统发育树, 

结果如图 3 所示。OTU Bac760 为克隆文库中的优势

OTU, 占克隆文库的 18.1%, 与分离于底泥的海杆菌

(Marinobacter) CF6-10 具有 98.7%的序列同源性[16]。

OTU Bac669 占 克 隆 文 库 的 10.8%, 与 食 烷 菌

(Alcanivorax) Oha-1 具有 99.5%的序列同源性。OTU 
Bac486 占 克 隆 文 库 的 3.0%, 与 假 单 胞 菌

(Pseudomonas) BSs20169 具有 99.4%的序列同源性。 

2.2  耐盐石油烃降解菌的分离 
通过富集驯化及分离纯化等步骤, 进一步经过

复筛, 共得到菌落形态明显不同的 8 株耐盐石油烃

降解菌, 其表型特征如表 2 所示。获得的 8 株菌可

以在 6%−10% NaCl 的环境中生长, 说明他们对高盐

环境具有一定的耐受性。特别是菌株 H1 可以耐受

10%的 NaCl, 显示出对高盐环境具有较好的耐受

性。8 株耐盐石油烃降解菌以烃类为唯一碳源和能

源生长的生物量和石油烃降解率如表 3 所示。8 株

菌均可以利用石油烃和正十六烷做为唯一碳源和能

源生长, 特别是菌株 H2 还可以利用多环芳烃萘做

为唯一碳源和能源生长。8 株菌的石油烃降解率在

32.3%−57.0%之间, 其中菌株 H1 的石油烃降解率最

高, 显示出较强的降解能力。 

 

 
图 2  16S rRNA 基因克隆文库中的微生物类群 

Fig. 2  Microbial groups identified from 16S rRNA gene clone library 
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图 3  16S rRNA 基因克隆文库的系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequences of the obtained clones 
注: A: 放线菌门, 未确定的细菌, 硝化螺旋菌门, 浮霉菌门, 疣微菌门, 酸杆菌门, 厚壁菌门和绿弯菌门; B: γ, α, δ-变形菌门和拟杆菌

门; 括号内为序列登录号; 标尺代表 0.05 进化距离单位; Bootstrap 值(百分值)标注在分支处. 
Note: A: Actinobacteria, Unclassified bacteria, Nitrospira, Planctomycete, Verrucomicrobia, Acidobacteria, Firmicutes and Chloroflexi; B: γ, 
α, δ-Proteobacteria, and Bacteroidetes. GenBank accession numbers are given in parentheses. The scale bar indicates the 0.05 evolutionary 
distance unit. Bootstrap values (percent) are shown at branch nodes. 
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表 2  耐盐石油烃降解菌的菌落形态和 NaCl 耐受能力 
Table 2  Colony morphology and NaCl tolerance of the halotolerant bacteria 

NaCl 耐受 
NaCl tolerance 菌株 

Strains 
菌落形态 

Colony morphology 2% 4% 6% 8% 10% 

H1 鲜红色, 表面湿润, 不透明, 圆形, 凸起 + + + + + 

H2 白色, 表面湿润, 透明, 圆形 + + + − − 

H3 浅黄色, 表面干燥, 略透明, 边缘不规则 + + + + − 

H4 浅黄色, 表面湿润, 透明, 圆形 + + + + − 

H5 浅黄色, 表面湿润, 透明, 边缘不规则 + + + + − 

H8 棕黄色, 表面干燥, 略透明, 边缘不规则 + + + + − 

H18 白色, 表面干燥, 不透明, 圆形 + + + − − 

H20 橘红色, 表面湿润, 不透明, 圆形, 凸起 + + + + − 

 
表 3  耐盐石油烃降解菌以烃类为唯一碳源和能源生长的生物量和石油烃降解率 

Table 3  Biomass and petroleum degradation of the halotolerant bacteria with hydrocarbons as 
sole sources of carbon and energy 

生物量 
Biomass [log(cell/mL)] 菌株 

Strains 无烃类底物对照 
Control without hydrocarbon 

石油烃 
Petroleum

正十六烷 
n-Hexadecane 

萘 
Naphthalene 

石油烃降解率 
Petroleum degradation (%) 

H1 7.1±0.1 a 8.8±0.1 b 8.5±0.3 b 7.2±0.1 a 57.0±2.8 

H2 7.4±0.0 a 8.7±0.3 b,c 9.0±0.2 b 8.3±0.3 c 41.5±2.3 

H3 7.7±0.2 a 8.9±0.6 b 8.8±0.3 b 7.8±0.1 a 37.6±0.3 

H4 7.7±0.0 a 9.1±0.4 b 8.9±0.3 b 7.8±0.2 a 37.4±6.6 

H5 7.7±0.1 a 8.5±0.3 b 8.9±0.4 b 7.7±0.1 a 38.6±2.3 

H8 7.7±0.1 a 8.7±0.5 b 8.7±0.1 b 7.7±0.1 a 39.8±11.8 

H18 7.1±0.1 a 8.5±0.1 b 8.4±0.4 b 7.4±0.1 a 32.3±6.2 

H20 7.2±0.2 a 8.3±0.1 b 8.3±0.2 b 7.3±0.1 a 35.7±3.7 

注: 数据为平均值±标准差. 每行不同小写字母表示显著差异 (P<0.05). 
Note: Values are shown as means ± standard deviation. Different lowercase letters in the same row indicate significant difference (P<0.05). 

 
采用 16S rRNA 基因序列分析对所获得的 8 株

耐盐石油烃降解菌进行鉴定 , 构建系统发育树(图

4)。菌株 H1 与土地戈登氏菌(Gordonia terrae) 

DSM43249T 的同源性最高(99.7%)。菌株 H2 与少见

无色杆菌(Achromobacter insolitus) LMG6003T 的同

源 性 最 高 ( 9 9 . 0 % ) [ 1 7 ] ,  但 是 与 拉 氏 无 色 杆 菌

(Achromobacter ruhlandii) ATCC15749T、反硝化无色

杆菌(Achromobacter denitrificans) DSM 30026T 和木

糖氧化无色杆菌 (Achromobacter  xylosoxidans) 

DSM10346T 同样显示出较高的序列同源性。因此, 

菌株 H2 仅可鉴定到属的水平, 进一步的鉴定还需

DNA 杂交等实验。菌株 H3 和 H8 与施氏假单胞菌

(Pseudomonas stutzeri) ATCC17588T 同源性最高,  

序列同源性分别为 99.3%和 99.9%。菌株 H4 和

H5 与黄色海假单胞菌(Pseudomonas xanthomarina) 
KMM1447T 同 源 性 最 高 [18], 序 列 同 源 性 分 别 为

98.9%和 98.6%。菌株 H18 与罕见芽孢杆菌(Bacillus 
barbaricus) VII-B3-A2T 同源性最高, 为 99.1%[19]。

菌株 H20 与海迪茨氏菌(Dietzia maris) DSM43672T

同源性最高, 为 99.8%[20]。 

3  讨论 

本研究发现γ-Proteobacteria 是石油污染盐碱

土 壤 翅 碱 蓬 根 围 的 优 势 类 群 ,  这 一 结 果 与 Lee

等 [ 2 1 ]的 报 道 一 致 。 进 一 步 的 分 析 表 明 海 杆 菌 属

(Marinobacter)、食烷菌属(Alcanivorax)和假单胞菌 
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图 4  石油污染盐碱土壤翅碱蓬根围的耐盐石油降解菌系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic tree of the halotolerant petroleum-degrading bacteria associated with Suaeda salsa (L.) rhizosphere in 

petroleum-contaminated saline-alkali soil 
 
属(Pseudomonas)是该生境中的优势菌。这与罗尔斯

通 氏 菌 属 (Ralstonia) 和 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 属

(Burkholderia)是烃类污染非盐碱土壤植物根际优势

菌的报道不同[22], 可能是由于本研究土壤具有较高

的盐碱化程度所造成的。这也进一步暗示了它们可

能是该生境中的特有种群。海杆菌属(Marinobacter)、

食烷菌属(Alcanivorax)和假单胞菌属(Pseudomonas)

均可以在高盐环境下降解烃类污染物[13,23−24]。因此, 

他们可能在石油污染盐碱土壤翅碱蓬植物修复过程

中起重要作用。 

进一步从该生境中分离得到 8 株耐盐石油烃降

解菌, 分别属于戈登氏菌属(Gordonia)、无色杆菌属

(Achromobacter)、迪茨菌属 (Dietzia)、芽胞杆菌属

(Bacillus)和假单胞菌属(Pseudomonas)。这 8 株菌均

具有在高盐环境下降解石油烃的能力 , 这与文献

报道一致[24−28]。特别是菌株 H2 还可以利用多环芳

烃萘做为唯一碳源和能源生长 , 暗示了该菌株对

芳香烃化合物的降解能力。因此, 他们可能参与石

油污染盐碱土壤翅碱蓬植物修复过程中的石油烃

降解。  

16S rRNA 基因克隆文库分析表明海杆菌属

(Marinobacter)、食烷菌属(Alcanivorax)和假单胞菌

属(Pseudomonas)是该生境中的优势菌, 尽管我们筛

选了多株耐盐石油烃降解菌, 但并未获得海杆菌属

(Marinobacter)和食烷菌属(Alcanivorax)的纯培养菌

株, 这可能是由于这两个属菌株的培养条件较为特

殊所致。进一步改良分离培养条件可能会分离得到

这两个属的菌株。尽管如此, 具有耐盐石油烃降解

能力的假单胞菌属 (Pseudomonas)菌株的成功分离

支持了 16S rRNA 基因克隆文库中该属菌株大量存

在的实验结果, 进一步暗示了该属在石油污染盐碱

土壤翅碱蓬植物修复过程中的重要作用。 

4  结论 

海杆菌属(Marinobacter)、食烷菌属(Alcanivorax)

和假单胞菌属(Pseudomonas)是石油污染盐碱土壤
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翅碱蓬根围土壤中的优势菌 , 他们可能在该类土

壤翅碱蓬植物修复过程中起重要作用。戈登氏菌

属(Gordonia)、无色杆菌属(Achromobacter)、迪茨

菌属(Dietzia)、芽胞杆菌属(Bacillus)和假单胞菌属

(Pseudomonas)等耐盐石油烃降解菌可能参与该类

土壤翅碱蓬植物修复过程中的石油烃降解。 
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