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摘  要：【目的】以多环芳烃(PAHs)污染盐碱土壤为对象，分析比较翅碱蓬根际与非根际土壤细

菌群落多样性，为植物-微生物联合修复 PAHs 污染盐碱土壤提供依据。【方法】在胜利油田油井

附近采集翅碱蓬根际土壤和无翅碱蓬生长区域的裸地表层土壤，基于高通量测序技术分析样品中

微生物群落结构，并进一步运用 Real-time PCR 解析土壤中 PAHs 双加氧酶基因丰度。【结果】翅

碱蓬根际土壤盐含量为 22.51 g/kg，明显低于裸地土壤的 40.03 g/kg，土壤 pH 值差别不大，分别

为 8.20 和 8.22；根际土壤有机质和总氮含量分别为 24.41 g/kg 和 1.59 g/kg，C/N 值为 15，裸地

土壤有机质和总氮含量分别为 18.80 g/kg 和 0.71 g/kg，C/N 值为 26；高通量测序得到根际和裸

地土壤样品优质序列分别为 53 854 条和 30 312 条，在 97%相似水平下，根际土壤样品所得 OTU

数、Chao 1 指数和 ACE 指数分别为 5 934、11 461 和 15 555，分别高于裸地土壤对应指数的值

(4 262、8 262、11 186)，序列分析结果显示，根际土壤包含细菌 32 门 758 属，多于裸地土样

28 门 676 属，翅碱蓬根际土壤群落结构多样性均高于裸地土壤；PAHs 污染盐碱土壤中存在丰富

的微生物资源，有 Thioalkalispira、Halothiobacillus、Thiohalophilus 等多种嗜盐碱或耐盐碱微生

物，并在根际土壤中检测到了 PAHs 双加氧酶基因(PAH-RHDα)。【结论】Thioalkalispira、

Halothiobacillus、Thiohalophilus 等嗜盐碱或耐盐碱微生物是胜利油田 PAHs 污染盐碱土壤中的优

势菌属；翅碱蓬能有效降低根际土壤盐含量并改善 C/N 值，增加微生物群落结构多样性，提高

PAHs 关键功能基因的丰度，有助于促进嗜盐碱 PAHs 降解微生物在 PAHs 污染盐碱土壤的生物

修复中发挥作用。 
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Abstract: [Objective] Analysis and comparison of the bacterial community diversity in Suaeda roots 
rhizosphere and non-rhizosphere polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) contaminated saline soil to 
provide the basis for plant-microbial remediation of PAHs contaminated saline soil. [Methods] Soil 
samples were collected from Suaeda roots rhizosphere and non rhizosphere at an oil well site in 
Shengli oil field. Bacterial community structures were analyzed by high throughput sequencing, and 
further the abundance of PAH-ring hydroxylating dioxygenase (PAH-RHDα) genes in soil was detected 
by Real-time PCR. [Results] The salt content of Suaeda roots rhizosphere soil is 22.51 g/kg, which is 
significantly lower than the salt content (40.03 g/kg) in non rhizosphere soil. The pH of rhizosphere 
and non-rhizosphere soil were basically the same, which were 8.20 and 8.22. The organic matter 
content and total nitrogen content of rhizosphere soil is 24.41 g/kg and 1.59 g/kg, respectively, which 
made C/N 15. These contents of non rhizosphere soil are 18.80 g/kg and 0.71 g/kg, respectively, which 
made C/N 26. The bacterial communities were analyzed and at least 53 854 and 30 312 sequencing 
were obtained for rhizosphere and non-rhizosphere soil samples. At 97% similarity level, the OTU 
number, Chao 1 index and ACE index are 5 934, 11 461 and 15 555 respectively in rhizosphere soil 
sample, which are higher than the index values in non-rhizosphere soil (4 262, 8 262 and 11 186). 
The rhizosphere soil contains 32 phyla and 758 genera of bacteria, more than those in the bare soil 
(28 phyla and 676 genera). Bacteria abundance and diversity of Suaeda roots rhizosphere soil were higher 
than that of the non-rhizosphere soil. There are rich resources of haloalkaliphilic microorganisms in 
PAHs-contaminated saline alkali soil, such as Thioalkalispira, Halothiobacillus, Thiohalophilus, and the 
PAH-RHDα genes were detected in the rhizosphere soil. [Conclusion] Haloalkaliphilic bacteria such as 
Thioalkalispira, Halothiobacillus, and Thiohalophilus were the dominant microorganism in 
PAHs-contaminated saline alkali soil. Suaeda can reduce the salt content and improve the C/N value of 
rhizosphere soil effectively, simultaneously increase the diversity of microbial communities structure and 
the abundance of PAH-RHDα genes. Therefore, Suaeda was beneficial to promote halophilic PAHs 
degrading microorganisms play a role in bioremediation of PAHs-contaminated saline-alkali soil. 

Keywords: Saline soil, PAHs, Bioremediation, Suaeda, Bacterial community 

多环芳烃(Polycyclic aromatic hydrocarbons，

PAHs)是一类广泛存在于环境中的具有“三致”效应

的持久性有机污染物，研究表明，土壤至少承担

了 90% PAHs 污染[1]。其中，采油区原油污染导致

的土壤 PAHs 污染存在浓度高、分布广等特点，其

潜在风险备受关注[2-3]。 

生物修复技术因其成本低、条件温和、二次

污染效应小等优点，是最有潜力的土壤污染治理

技术[4]。然而，研究表明盐碱化和 PAHs 污染的双

重胁迫改变了土壤理化性质、微生物群落结构及多

样性，导致非嗜盐的 PAHs 高效降解菌难以在盐碱

化 PAHs 污染土壤修复中发挥有效作用[5-6]。翅碱蓬

是滨海盐碱地和河口地区常见的植物，已用于研究

海滨湿地保护和盐碱土生态修复[7]。有研究表明，

翅碱蓬对盐碱化土壤有良好的适应能力，同时能富

集土壤中 PAHs[8]。另外，植物根际是土壤-植物-根
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际微生物相互作用的重要区域，根际促生菌、PAHs

降解菌和植物之间良好的平衡状态能有效提高土

壤修复效率[9]。近年来已有报道筛选出了能在盐碱

条件下降解 PAHs 的细菌，如 Ochrobactrum sp. 

VA1[10]、Martelella sp. AD-3[11]、Planococcus sp. 

B-1[12]等。上述微生物资源的不断发现和研究，提

高了运用生物修复方法治理 PAHs 污染盐碱土壤的

可行性。因此，探究 PAHs 污染盐碱土壤的翅碱蓬

根际细菌多样性、群落结构及其相互作用关系，对

PAHs 污染土壤的植物-微生物联合修复研究和实

践，具有重要的现实意义，然而目前鲜有相关报道。 

传统的富集培养和平板培养方法所能分离获

得的土壤微生物不超过总数的 1%，大部分细菌无

法培养鉴别。通过现代生物技术提取并分析 DNA，

如高通量测序、PCR-DGGE 等技术，能更准确地

反映微生物群落结构，已被广泛应用于环境微生

物相关研究。细菌降解 PAHs 主要通过 PAHs 起始

双加氧酶作用于苯环，在苯环上加入两个氧原子

后逐渐开环降解，该步骤是 PAHs 降解的限速步

骤。PAHs 起始双加氧酶是由多个亚基组成多聚体

蛋白质，其中α亚基(RHDα)相对保守，通常采用实

时荧光定量 PCR (Real-time PCR，RT-PCR)测定该

功能基因的含量来反映功能基因的丰度[13]。 

本研究以胜利油田油井周边 PAHs 污染土壤为

研究对象，分别采集翅碱蓬生长区域和无翅碱蓬

生长区域污染土壤样品，在分析比较其土壤含盐

量及其他理化性质的基础上，利用高通量测序技

术对不同土壤中的微生物群落结构进行分析，鉴

别盐碱化 PAHs 污染土壤中的优势菌群，分析翅碱

蓬和根际微生物之间的相互作用关系，采用实时

荧光定量 PCR 测定并比较不同土壤中 PAHs 双加氧

酶基因的含量，为植物-微生物联合修复盐碱化

PAHs 污染土壤提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品采集 

供试土样于 2015 年 10 月采自胜利油田的油井

周围(37°26′56″N，118°22′37″E)，分别选择距井口

5 m 处的碱蓬生长区域和无碱蓬生长区域的土壤

进行样品采集，所选的不同采样区域中心相距

30−50 cm。采集表层(0−20 cm)土壤作为样品，

每个区域采集 3 个平行样，将其充分混匀作为一个

样品，编号分别为样品 1 (根际土壤)和样品 2 (裸地

土壤)。其中，碱蓬根际土壤采集时将根系挖出，

轻轻抖落根系外围的大土块，只收集附着在根系

上的土壤。样品采集后分成两部分，一部分 4 °C

保存用于 PAHs 含量和理化性质分析，另一部分

−20 °C 保存用于生物分析。 

1.2  主要试剂和仪器 

FastDNA® Spin Kit for Soil 试 剂 盒 ， MP 

Biomedicals；2×Taq PCR Master Mix、SYBR Premix 

Ex TaqTM Ⅱ、pMD18-T 连接试剂盒，宝生物工程(大

连)有限公司。 

Fastprep24 样品均质系统，MP Biomedicals 公

司；Bio-Rad IQ5 Real-time PCR Detection System，

Bio-Rad 公司。 

1.3  土壤 PAHs 含量和理化性质测定 

将采集的土壤样品进行处理，经自然风干、

研磨过筛(1 mm)后，测定土壤的理化性质和 PAHs

含量[14]。土壤的含水量、pH、可溶性盐含量、有

机质以及氮磷钾含量等基本理化性质采用标准分

析方法分析[9]。 

1.4  土壤微生物 DNA 提取和高通量测序 

根据 FastDNA® Spin Kit for Soil 试剂盒的操作步

骤提取土壤微生物总 DNA，MiSeq 高通量测序由生

工生物工程(上海)股份有限公司完成。PCR 所用的引

物为已经融合了 MiSeq 测序平台的 V3−V4 通用引

物，341F 引物为：5′-CCTACGGGNGGCWGCAG-3′；

805R 引物为：5′-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3′。 

1.5  Real-time PCR 分析 

实验所用革兰氏阴性细菌(Gram-negative，GN)

和革兰氏阳性细菌(Gram-positive，GP) PAH-RHDα

基因引物分别为 PAH-RHDα GN F/PAH-RHDα GN R

和 PAH-RHDα GP F/PAH-RHDα GP R (GP)，16S rRNA

基因引物为 968F/1401R，各引物序列如表 1 所示。 
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表 1  引物序列 
Table 1  Primer sequences 

引物 

Primer 

序列 

Sequence (5′→3′) 

目的基因大小 

Amplicon size (bp) 

参考文献 

Reference 
PAH-RHDα GN F GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA 306 [13] 

PAH-RHDα GN R AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT 

PAH-RHDα GP F CGGCGCCGACAAYTTYGTNGG 292 

PAH-RHDα GP R GGGGAACACGGTGCCRTGDATRAA 

968 F AACGCGAAGAACCTTAC 433 [15] 

1401 R CGGTGTGTACAAGACCC 

 
实验对 GN 和 GP 两种 PAH-RHDα 基因进行

PCR 退火温度的优化，退火温度范围为 47−58 °C。

根据 Cébron 报道的相关 PCR 程序进行条件的优化

且将最终优化条件用于 RT-PCR[13]。普通 PCR 反应

体系为(50 μL)：2×Taq PCR Master Mix 25 μL，模

板 DNA 1 μL，引物 10 μmol/L 各 1 μL，补加 ddH2O

至总体积为 50 μL。RT-PCR 体系为(20 μL)：10 μL 

SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ，引物 10 μmol/L 各

0.4 μL，DNA 模板 1 μL，加 ddH2O 至总体积为

20 μL。PCR 反应条件为：95 °C 5 min；95 °C 30 s，

PAH-RHDα GN 50 °C 30 s/16S rRNA 55 °C 30 s，

72 °C 30 s，30 个循环；72 °C 5 min。RT-PCR 的循

环数为 40。每个样品设 3 个平行。利用 pMD18-T 载

体构建双加氧酶标准质粒和 16S rRNA 标准质粒[16]。 

将双加氧酶标准质粒和 16S rRNA 标准质粒分

别稀释为 10−1−10−8 梯度浓度，作为制作标准曲线

DNA 模板，每一个梯度设置 3 个平行，将配置好

的体系放入 Bio-Rad iQ5 实时荧光定量 PCR 仪扩增

目的基因，以梯度稀释液中 DNA 的拷贝数的对数

作为横坐标，以 Ct 值作为纵坐标制作标准曲线。 

1.6  数据分析和数据处理 

将所得序列数据用 FLASH 1.2.3 和 Prinseq 

0.20.4 软件进行质量控制，再通过 Mothur 1.30.1 软

件进行校正，去除嵌合体及靶区域外序列，最后

采用 Uclust 1.1.579 软件进行 OTU (Operational 

taxonomic units)聚类分析，采用 RPD classifier 软件

贝叶斯算法对 97%相似度水平的 OTU 代表序列进

行分类学分析，统计各样品的菌落组成，分类可

信度用 Bootstrap 方法估算。分析所用数据库有

RDP classifier 数据库(16S rRNA 基因)、Sliva 数据

库(16S rRNA 基因)和 Unite ITS 数据库。样品丰富

度稀疏分析图利用 Mothur 1.30.1 软件绘制。 

2  结果与分析 

2.1  土壤的理化性质和 PAHs 含量 

不同土壤样品的理化性质和 PAHs 含量如表

2 所示。 

根际土壤中 PAHs 含量低于裸地土壤，两种土壤

中 PAHs 含量均高于 1 000 μg/kg，参照 Maliszewska- 

kordybach 对欧洲农业土壤 PAHs 含量与分布所划分 

 

表 2  不同土壤样品中 PAHs 含量和土壤理化性质 
Table 2  Total PAHs content and physicochemical properties of soils 

样品编号 

Sample 
code 

PAHs 含量 

PAHs content 
(μg/kg) 

含水率 

Moisture 
(%) 

pH 
盐含量 

Salinity 
(g/kg) 

有机质 

Organic matter 
(g/kg) 

全氮 

Total nitrogen 
(g/kg) 

有效磷 

Available P 
(mg/kg) 

有效钾 

Available K 
(mg/kg) 

碳氮比

C/N 

1 1 065.33 15.90 8.20 22.51 24.41 1.59 29.07 571.88 15 

2 1 309.02 10.55 8.22 40.03 18.80 0.71 38.94 434.19 26 

注：样品编号 1：碱蓬根际土壤样品；样品编号 2：无碱蓬生长区域土壤样品(裸地). 

Note: Sample 1: Soil samples in the seepweed rhizosphere; Sample 2: Soil samples in the nudation. 
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表 3  样品各项 Alpha 多样性指数 
Table 3  The Alpha diversity index of the sample 

样品编号 

Sample code 

文库覆盖率 

Coverage 

Chao 1 指数 

Chao 1 index 

ACE 指数 

ACE index 

Shannon 指数 

Shannon index 

Simpson 指数 

Simpson index 

1 0.944 11 461 15 555 7.01 0.002 9 

2 0.927 8 262 11 186 6.77 0.004 2 
 

 
 

的 4 个等级，这两种土壤的 PAHs 污染水平均为严重

污染[17]。 

两种土壤样品的 pH 和可溶性盐含量表明其均

为盐碱土壤，对比发现不同土壤的 pH 值差别不

大，但翅碱蓬根际土壤的盐含量显著低于裸地土

壤。翅碱蓬根际土壤有机质和总氮含量分别高于

裸地土壤，且 C/N 值为 15，低于裸地土壤样品的

26，说明翅碱蓬根际土壤 C/N 值更适于 PAHs 降解

微生物发挥作用。根际土壤的有效磷含量略低于

裸地土壤，而有效钾的含量相对较高。 

2.2  序列数据预处理及 OTU 聚类分析 

由 MiSeq 双端测序所得样品数据经质量控制，

去除非靶区域序列、嵌合体、短片段序列等，使

得质控后序列长度大部分分布在 400−600 bp 之

间，满足序列分析要求。质控后，根际土壤高质

量序列数为 53 854 条，高于裸地土壤的高质量序

列数 30 312 条。 

根据 Barcode 标签对样品进行序列拆分，去冗

余处理后获得 16S rRNA Unique reads，并在 97%相

似度下将其聚类为用于物种分类的 OTU，统计得到

各个样品在不同 OTU 中的丰度信息，根际土壤产

生 5 934 个 OTU，裸地土壤产生 4 262 个 OTU。 

2.3  不同样品 Alpha 多样性分析 

Alpha 多 样 性 分 析 指 标 包 括 文 库 覆 盖 率

(Coverage)、Chao 1 指数、ACE 指数、Shannon 指

数和 Simpson 指数，各指数的值如表 3 所示。 

样品 1 和 2 的文库覆盖率均大于 92.7%，说明

样本中序列没有被测出的概率低，本次测序结果

能够代表样本的真实情况。根际土壤的 Chao 1、

ACE 和 Shannon 指 数 值 均 高 于 裸 地 土 壤 ， 而

Simpson 指数值低于裸地土壤，表明两种土壤中的

物种丰度和多样性存在明显差异。 

OTU 水平下，结果显示根际土壤包含 5 934 个

OTU，高于裸地土壤的 4 262 个 OTU，不同样品中

共有和特有的 OTU 数目用 Venn 图显示，如图 1 所

示。由图 1 可知，有 2 250 个 OTU 是根际土壤和裸

地土壤中共有的，分别特有 3 684 和 2 012 个

OTU，两种土壤样品总共有 7 946 个 OTU，共有

OTU 数目占全部的 28.32%，相同的 OTU 所占比例

较低，说明两种样品之间存在较大差异性。 

2.4  土壤微生物分类及分析 

根际土壤测序获得 32 门(亚门) 64 纲 128 目

241 科 758 属土壤细菌，裸地土壤测得 28 门(亚门) 

58 纲 118 目 228 科 676 属土壤细菌，不同土壤中门

(亚门)分类水平下菌群组成和丰度情况如表 4 所示。

由表 4 可知，变形菌门(Proteobacteria)在两种土壤样

品中均是优势菌门，在根际土壤和裸地土壤中的相

对丰度分别是 55.22%和 46.96%，远高于次优势门。

根际土壤和裸地土壤的次优势门同为拟杆菌门

(Bacteroidetes)，相对丰度分别为 10.64%和 13.07%。 

 

 
 

图 1  不同样品中共有和独有的 OTU 数目 Venn 图 
Figure 1  Venn analysis for bacterial species (OTUs) of 
different samples 
注：序列按相似度高于 0.97 进行 OTU 聚类. 
Note: OTUs: The sequences are clustered according to the similarity 
above 0.97. 
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表 4  门水平分类下不同土壤样品中菌群丰度、相对丰度和相对丰度之比 
Table 4  Comparison of bacteria groups at phylum level 

菌群(门水平分类) 

Bacteria groups (phylum 
level) 

土壤样品 1 

Sample code 1 

土壤样品 2 

Sample code 2 相对丰度比值 

Relative abundance 
ratio 

Sequence 数 

Sequence 
number 

相对丰度 

Relative abundance 
(%) 

Sequence 数 

Sequence 
number 

相对丰度 

Relative 
abundance (%) 

Proteobacteria 29 738 55.22 14 233 46.96 1.18 

Bacteroidetes 5 732 10.64 3 961 13.07 0.81 

Actinobacteria 4 531 8.41 1 561 5.15 1.63 

Firmicutes 4 088 7.59 2 336 7.71 0.98 

Chloroflexi 3 053 5.67 2 308 7.61 0.75 

Planctomycetes 1 512 2.81 405 1.34 2.10 

Gemmatimonadetes 1 336 2.48 1 159 3.82 0.65 

Verrucomicrobia 958 1.78 283 0.93 1.91 

Cyanobacteria 897 1.67 2 935 9.68 0.17 

Spirochaetae 414 0.77 292 0.96 0.80 

Acidobacteria 399 0.74 141 0.47 1.57 

Chlorobi 220 0.41 180 0.59 0.69 

Nitrospirae 173 0.32 32 0.11 2.91 

Tenericutes 160 0.30 123 0.41 0.73 

Deinococcus-Thermus 154 0.29 66 0.22 1.32 

Chlamydiae 134 0.25 19 0.06 4.17 

Deferribacteres 90 0.17 29 0.10 1.70 

Euryarchaeota 65 0.12 114 0.38 0.32 

Candidate_division_TM7 50 0.09 36 0.12 0.75 

Lentisphaerae 37 0.07 14 0.05 1.40 

Elusimicrobia 31 0.06 16 0.05 1.20 

Candidate_division_WS3 25 0.05 10 0.03 1.67 

Unclassified 17 0.03 23 0.08 0.38 

Candidate_division_OD1 11 0.02 18 0.06 0.33 

Aquificae 9 0.02 − − − 

Fibrobacteres 5 0.01 1 0 − 

Crenarchaeota 5 0.01 1 0 − 

Thermotogae 3 0.01 − − − 

Synergistetes 3 0.01 14 0.05 0.20 

Dictyoglomi 2 0 − − − 

Armatimonadetes 1 0 − − − 

Fusobacteria 1 0 1 0 − 

Candidate_division_KB1 − − 1 0 − 

注：0：相对丰度小于 0.01%；−：未在该种类样品中检测到对应菌群；Unclassified：未分类序列. 
Note: 0: Relative abundance <0.01%; −: Not detected; Unclassified: Not classified. 
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不同样品中菌群相对丰度不同，表明样品的

群落结构存在差异，计算各类细菌的相对丰度比

值(细菌在根际土壤中相对丰度与裸地土壤中相对

丰度之比)，比值越接近于 1，则说明该类细菌在不

同样品中的存在情况越相似，厚壁菌门(Firmicutes)

在根际土壤中的相对丰度为 7.59%，在裸地土壤中

为 7.71%，相对丰度高且接近，比值为 0.98，表明

厚壁菌门(Firmicutes)在两种土壤环境中均有较强

的适应性，实验用的两种土壤环境的不同不会影

响该类细菌在土壤的含量。另一方面，如蓝细菌

门 (Cyanobacteria) 在 根 际 土 壤 中 的 相 对 丰 度 为

1.67%，而在裸地土壤中为 9.68%，相对丰度是在

根际土壤中的 5.80 倍，差异明显，说明蓝细菌门

(Cyanobacteria)更适应地表裸露的土壤环境。相对

丰度比值小于 0.5 或大于 2.0 表明菌群在不同土壤样

品中存在显著差异，不同门类细菌在根际土壤中显

著高(比值大于 2.0)的有浮霉菌门(Planctomycetes)、

疣 微 菌 门 (Verrucomicrobia) 、 硝 化 螺 旋 菌 门

(Nitrospirae)、衣原体门(Chlamydiae)，显著低(比

值小于 0.5)的有蓝藻细菌门(Cyanobacteria)、广古

菌门(Euryarchaeota)。 

在属分类水平下，根际土壤中测得 758 属细

菌，其中优势菌属(相对丰度大于 1%)有 23 个属，

其 中 包 括 嗜 盐 碱 或 耐 盐 碱 优 势 菌 属 如

Thioalkalispira (3.35%)、Marinilabiaceae (2.44%)、

Salinimicrobium (1.76%)等。裸地土壤中测得 676 属

细菌，比根际土壤少 82 个属，其优势菌属有 24 个，

其中嗜盐碱或耐盐碱优势菌属有 Salinimicrobium 

(3.08%)、Marinilabiaceae (2.61%)、Halothiobacillus 

(2.31%)、Desulfobacteraceae (2.09%)、Caenispirillum 

(1.83%)等。根际土壤中丰度最高的前 50 个菌属相

对丰度总和为 61.47%，裸地土中为 63.65%，说明

丰度最高的前 50 个菌属已包含了土壤中的大部分

细菌。对两种土壤中相对丰度最高的前 50 个菌属

进行比较，发现有 32 个菌属相同。 

根据菌属在不同土壤样品中的相对丰度之比，

选择丰度较高(Sequence 数大于 100)且差异性较大

(相对丰度之比小于 0.5 或大于 2.0)的 53 个菌属进行

比较分析，结果如图 2 所示。从图 2 中可见，不同

土壤样品中的优势菌属(相对丰度大于 1%)分布不 
 

 
 

图 2  属水平分类下不同土壤样品中菌属丰度对比 
Figure 2  Comparison of bacteria groups at genus level 

注：虚线表示相对丰度等于 1%. 
Note: The imaginary line: Relative abundance=1%. 
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同，群落结构差异较大。比较发现，在根际土壤中

有 36 个菌属的相对丰度显著高于其在裸地土壤中

的相对丰度，而另外 17 个菌属的相对丰度显著低

于裸地土样品中的。其中 Thioalkalispira 在根际土

壤中的相对丰度为 3.35%，是该土壤中的次优势菌

属，而此菌属在裸地土壤中的相对丰度仅为 0.82%，

相差 4 倍。另外在根际土壤中的优势菌属，如

Coleofasciculus (1.42%) 、 Fusibacter (1.12%) 、

Desulfobulbus (1.14%)等均不能在裸地土中成为优

势菌；而在裸地土壤中的优势菌属，如 Phormidium 

(2.48%)、Lyngbya (2.42%)、Halothiobacillus (2.31%)、

Caenispirillum (1.83%)、Alteromonadaceae (1.29%)

等均不是根际土壤中的优势菌，并且没有测序得到

Lyngbya 菌属序列。菌属 Denitromonas 在根际土壤

中的相对丰度为 0.19%，对比裸地土壤中的相对丰

度 0.01%，相差 19 倍；Leptolyngbya、Phormidium

在根际土壤和裸地土壤中的相对丰度差异分别是

50 和 100 倍。 

2.5  RT-PCR测定PAH-RHDα基因拷贝数和16S 

rRNA 基因拷贝数 

在退火温度为 47−58 °C 时，扩增得到 PAH-RHDα 

GN 基因，但未扩增到 PAH-RHDα GP 基因。根据

扩增退火温度条带清晰度，选取 50 °C 作为扩增

PAH-RHDα GN 基因的退火温度。利用 PAH-RHDα 

GN 基因反映土壤中微生物 PAH-RHDα 基因的情

况，所以下文中的 PAH-RHDα 基因代表的是微生物

中 PAH-RHDα GN 基因的情况。不同土壤样品中

PAH-RHDα和 16S rRNA 基因拷贝数如表 5 所示，根

际土壤样品的 PAH-RHDα 基因拷贝数和 16S rRNA 
 

表 5  不同土壤样品中 PAH-RHDα基因和 16S rRNA

基因拷贝数 
Table 5  Determination of PAH-RHDα and 16S rRNA 

gene copy number for samples 
样品编号 

Sample 
code 

PAH-RHDα 基因拷贝数 

PAH-RHDα genes copy 
(copies/g) 

16S rRNA 基因拷贝数

16S rRNA genes copy 
(copies/g) 

1 2.12×103 3.34×106 
2 − 9.21×105 

注：−：未检测到. 

Note: −: Not detected. 

基因拷贝数(2.12×103 copies/g 和 3.34×106 copies/g)

均高于裸地土壤(未检出和 9.21×105 copies/g)，说

明根际土壤中 PAHs 降解菌的降解作用优于裸地土

壤，并且其细菌数量也多于裸地土壤，与高通量

测序结果一致。 

3  讨论 

3.1  土壤 PAHs 污染状况及理化性质 

样品 pH 和可溶性盐含量表明，本研究中的两

种土壤均为盐碱土壤，与胜利油田盐碱土壤的污染

特征类似[12]。高世珍等[8]研究发现翅碱蓬对 PAHs

有吸收和富集作用，且根部的吸收能力最强达到

1.5 μg/g；杨红军等[18]研究发现翅碱蓬对 100 mg/kg

菲污染土壤有 42.86%的去除率。翅碱蓬对 PAHs 的

富集作用，可能是根际土壤中 PAHs 含量低于裸地

土壤的原因之一。 

翅碱蓬通过改善根际土壤盐碱环境，增加土

壤含 N 量，降低 C/N 比值，促进 PAHs 降解微生物

发挥作用。张立宾等[19]研究发现种植翅碱蓬能有效

降低盐碱土壤中的含盐量。土壤中 C/N 比为 12 时利

于土壤微生物对石油污染物的分解利用[20]。本研

究中两种土壤 C/N 比都大于 12，推测油田开采导

致的石油污染增加了土壤中的碳源，另一方面土

壤中降解石油烃、PAHs 的微生物在降解过程中消

耗 N 源，但 C 源过剩，从而使土壤 C/N 比升高[2]。

翅碱蓬根际土壤中的 C/N 比值为 15，有利于根际

降解微生物发挥作用，是根际土壤的 PAHs 含量低

于裸地土壤的主要原因。 

3.2  土壤样品微生物多样性分析 

原核生物基因组内的 16S rRNA 基因多样性会

导致群落多样性测定结果偏高，这种影响与 16S 

rRNA 基因的检测位置有关。Sun 等[21]研究发现在

97%的序列相似度下，V6 区域的检测结果受影响

程度最高，达 12.9%，V4−V5 区域受影响程度最低

为 3.0%。本研究利用 MiSeq 测序技术对 16S rRNA

的 V3−V4 区域进行测序分析，保证了 16S rRNA 基

因多样性对测序结果的影响程度最小。对比不同

土壤中的菌群信息发现，翅碱蓬根际土壤中的微
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生物种类和数量均高于相同地理环境中的裸地土

壤。推测其原因，一方面在于翅碱蓬对 PAHs 污染

盐碱土壤的改良作用，另一方面在于翅碱蓬与其

根际微生物之间的相互作用促进了降解微生物的生

长，提高了修复效果。高乃媛等[22]利用翅碱蓬修复

石油污染盐碱土壤得到类似结果。 

属分类发现根际土壤中固氮螺菌属(Azospira)

的相对丰度高达 2.73%，裸地土壤中仅为 1.11%，

这类菌具有固氮的作用，所以根际土壤环境的 N 含

量高于裸地土壤，与所测结果一致。属分类显示，

Halothiobacillus、Thiohalophilus、Halobacteroidaceae、

Halomonas 、 Thiohalomonas 、 Thiohalobacter 、

Thioalkalispira、Alkaliphilus、Geoalkalibacter 等有

过嗜盐或嗜碱报道的微生物为两类土壤中的优势

菌属，但在不同土壤中的相对丰度存在明显差异。

比较发现，翅碱蓬根际土壤中的盐含量明显低于

裸地土壤，微生物对土壤含盐量的适应能力不同，

导致了上述细菌在两种土壤样品中的丰度分布存

在差异，差异较大的菌属如 Rhodobacteraceae、

Thioalkalispira，在根际土壤中相对丰度 3.56%和

3.35%，裸地土壤中仅为 1.48%和 0.82%。Gutierrez

等[23]研究发现 Rhodobacteraceae 与低分子量 PAHs

的降解有关。 

添加功能菌可提高 PAHs 污染的修复效果，但

常规的功能菌难以在高盐碱土壤环境中发挥有效

作用，而翅碱蓬对此类土壤的适应能力和修复作

用大大提高了运用生物修复方法治理此类污染的

可行性。从整体上来看，根际土壤里的微生物丰

度和种类均比裸地土壤中的高，说明翅碱蓬根际

能够为微生物提供良好的生长环境，微生物资源

丰富，有待于进一步研究。在鉴别出的菌属中，

发现一些相对丰度较高的功能菌属，如海旋菌

(Thalassospira)、鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、

假 单 胞 菌 (Pseudomonas) 、 寡 养 单 胞 菌

(Stenotrophomonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)等，它

们在根际土壤样品中相对丰度依次为 0.79%、

0.46%、0.65%、0.41%、0.31%。上述菌属中，分

别有多种菌株已被文献报道，发现其有降解 PAHs

的功能并被筛选出来，如 Kodama 等[24]分离到具有

PAHs 降解功能的新型菌株 Thalassospira tepidiphila 

sp. ； Schuler 等 [25] 发 现 Sphingomonas sp. strain 

LH128 具有降解菲和苯并[a]蒽的功能；Ling 等[26]

报道了 Bacillus vallismortis JY3A 降解芘的相关研

究；Santos 等 [27]研究了 Pseudomonas aeruginosa 

312A 对蒽的降解作用。 

本研究对土壤样品中微生物的 16S rRNA 基因

进行检测，对比孙佳杰等[28]对天津滨海盐碱土壤

微生物生态特征的研究结果，发现本研究所得盐碱

土壤细菌数量偏低，这是由于土壤环境的不同导

致。本研究土壤样品的含盐量为 22.51−40.03 g/kg，

显 著 高 于 孙 佳 杰 等 研 究 所 用 样 品 的 含 盐 量

0.49−18.48 g/kg，而周宁一[29]指出细菌数量与土壤

盐含量呈显著负相关，土壤盐害程度越高，微生

物数量越少。对土壤样品中微生物降解 PAHs 的

PAH-RHDα 基因的检测结果显示翅碱蓬根际土壤中

存在着 PAH-RHDα基因，而在裸地土壤中没有检测

到 PAH-RHDα基因，说明了根际土壤中的翅碱蓬在

富集 PAH 的过程中也能够保留微生物降解 PAH 能

力。由于细菌主要通过 PAHs 起始双加氧酶对

PAHs 进行开环降解，PAH-RHDα 基因的存在可推

测此土壤样品中存在 PAHs 降解菌的可能性。 

综上所述，PAHs 污染盐碱土壤中蕴含着丰富

的微生物资源，通过生物刺激盐碱土壤土著微生

物或生物强化添加嗜盐 PAHs 高效降解菌，将在

PAHs 污染盐碱土壤的生物修复中发挥重要作用。 

4  结论 

(1) Thioalkalispira 、 Halothiobacillus 、

Thiohalophilus 等嗜盐碱或耐盐碱微生物是胜利油

田 PAHs 污染盐碱土壤中的优势菌属，存在丰富

的嗜盐碱或耐盐碱 PAHs 降解微生物资源；有些

菌属可能与 PAH 降解或耐盐碱相关，有待进一步

研究。 

(2) 翅碱蓬作为石油开采区盐碱土壤的优势植

物，能有效降低盐碱化土壤中的含盐量，增加土壤
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N、P、K 的含量并改善 C/N 值，增加微生物群落结

构多样性，提高 PAHs 关键功能基因的丰度，有助

于促进嗜盐 PAHs 降解微生物在 PAHs 污染盐碱土

壤的生物修复中发挥作用。 
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