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摘  要 : 本文旨在研究环境条件下微生物对石油污染土壤的修复情况。从矿井周边土样定向筛选出两株绿脓

杆菌，摇瓶降解实验发现，两菌混合培养 10 d 原油降解率达到 95.67%，比单菌培养提高至少 32%，即两菌对

原油降解具有协同作用。根据降解实验结果制备了混合修复菌剂，并且人工构建石油污染场地，展开中试场地

修复试验，模拟不同的操作条件下土壤中原油的降解情况。经 60 d 修复发现，添加了菌剂的场地，石油烃含

量下降趋势明显，每克土壤中石油烃含量从初始的 0.8%降至 0.1%–0.3%，其中额外添加有机肥作为补充碳氮

源的场地，总石油烃降解率最高，达到 85.28%。而未添加菌剂的对照组石油烃含量仅减少 25.85%。 

关键词 : 石油污染，生物修复，混合菌剂，协同作用，场地试验  
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Abstract:  We studied the remediation of petroleum-contaminated soils. Two Pseudomonas aeruginosa strains were 

·环境生物技术·



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  June 25, 2017  Vol.33  No.6 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

958 

screened from soil samples in the mine environment. The degradation rate of crude oil was 95.67% after 10 days by mixed 

culture of the two strains, which was 32% higher than that of single bacterium. It means that the two bacteria had 

synergistic effect on degrading crude oil. Based on the result, bacterial agent was prepared, and the oil pollution sites were 

artificially constructed to simulate the degradation of crude oil under different operating conditions. During the experiment, 

the petroleum hydrocarbon content of the sites after treating with the bacterial agent, decreased obviously in 60 days. The 

content decreased to among 0.1% and 0.3% from the initial 0.8% per gram of soil. Then, the site with organic manure as 

supplemental source of carbon and nitrogen had the highest degradation rate of 85.28%, compared to that without adding 

bacterial agent of only 25.85%. 

Keywords:  oil pollution, bioremediation, mixed bacterial agent, synergistic effect, field test 

 

近年来，随着社会的高速发展和科技的不

断进步，石油产品逐渐成为能源工业的主要原

料，且人们对于石油产品的需求也越来越高。

以我国为例，2012年全年石油消耗量为 4.7亿 t，

2015年增长到 5.43亿 t，2016年石油消耗量更是

达到 5.56亿 t，预计 2017年石油全年消耗量将高

达 5.8 亿 t。随着石油的大量开采利用，且受到

工艺和技术水平的限制以及突发事故的影响，

不可避免地导致大量的石油以及含油的废渣废

水进入到环境中，造成严重的环境危害，影响

生态平衡[1-3]。 

石油污染的修复技术有很多，如化学修复、

物理修复、生物修复等。其中生物修复是指利

用生物特别是微生物来催化降解环境污染物，

减小或最终消除环境污染的受控或自发过程，

是在微生物降解基础上发展起来的新兴环保技

术[4-7]。由于生物修复具有投资小、操作简单、

不易产生二次污染等优点，已成为一种经济效

益和环境效益俱佳的修复石油污染土壤或水体

的有效手段[8]。 

1  材料与方法 

1.1  石油烃降解菌筛选及优化 

1.1.1  菌株筛选 

从天津滨海新区大港油田，采集矿井周围

有明显溢油的土壤，采样点 6 处，土样总重约

100 g，用封口袋封装留存。将土样加入含有以

0.5%原油为单一碳源的无机盐培养基中，30 ℃、

220 r/min 条件下驯化培养；1 周后，可见摇瓶

内原油有明显降解。弃上清液，加入经高温灭

菌含 1%原油的无机盐培养基 100 mL，继续在

30 ℃、220 r/min 下 250 mL 摇瓶培养，重复   

2–3次。稀释、倒平板、涂板、划线、恒温培养

后挑取单菌落，4 ℃保藏[9]。 

所用培养基配方：Tryptic Soy Broth (TSB)

培养基，蛋白胨 17 g；大豆蛋白 3 g；NaCl 5 g；

葡萄糖 2.5 g；K2HPO4 2.5 g，加入 1 L去离子水

制成液体培养基。无机盐培养基  (Minimal 

medium, MM)，NH4NO3 1 g；NaCl 1 g；KH2PO4 

1 g；K2HPO4 1 g；MgSO4·7H2O 0.2 g；CaCl2  

0.02 g；FeCl3(或 FeSO4)：0.05 g，加入 1 L去离

子水制成液体培养基。向 100 mL MM培养液中

加 1 g原油即原油降解培养基。液体培养基中加

入质量分数 2%的琼脂即可制得固体培养基。 

1.1.2  协同降油能力实验  

在 100 mL MM液体培养基中添加 1% (W/V)

的初始原油 (1 g)，分为 3组进行实验，每组实

验的接种量均为 1 mL。即第 1 组单独添加  

6.32×10–2 mg/mL的实验室筛得，命名为绿脓杆

菌 SA1 (Pseudomonas aeruginosa SA1) 种子液 
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1 mL，第 2组添加细胞浓度为 6.32×10–2 mg/mL 

实验室筛得，命名为绿脓杆菌WB2 (Pseudomonas 

aeruginosa WB2) 种子液 1 mL，第 3组为混菌

体系 (绿脓杆菌 SA1/绿脓杆菌 WB2)，细胞浓度

均为 6.32×10–2 mg/mL种子液 1 mL。在 30 ℃、

200 r/min的条件下培养 10 d之后，测量各组的

原油降解率[10]。 

1.2  菌剂制备 

根据摇瓶降解实验结果，选取绿脓杆菌

SA1/绿脓杆菌 WB2两菌组合制备混合菌剂。具

体方法是首先分别将单菌 SA1和WB2在 100 mL

的 TSB培养基中活化 48 h，再将种子液浓缩至

40 mL 加入 160 mL 无菌水混匀，然后倒入   

200 mL/瓶 121 ℃的灭菌 20 min的固态培养基中

混匀，30 ℃培养若干天，分别得到菌种 SA1、

WB2 单一菌剂。将 2 种单一菌剂分别用草炭稀

释到相同的细菌数量级 (107 CFU/g)，再等质量

混匀即制得混合菌剂。其中固态培养基的配方

为麸皮、草炭、蒸馏水，质量比为 1∶1∶1。 

1.3  场地试验  

在天津滨海某地选取总面积约 40 m2场地，

分为 3组依次编号，展开溢油修复试验。场地填

充砾石、砂、粉砂、粘土 (百分比为：砾石(G)0.00；

砂(S)8.78；粉砂(T)50.3；粘土(Y)40.90)作为基  

质[11]。为模拟原油污染岸线，分别量取 7.0 kg原

油放入塑料容器中，再加入 7.0 L柴油，快速搅

拌至原油均匀分散后喷洒到各长为 4.5 m、宽为

3 m的修复场地，至每克土壤含油率为 0.8% (W/W) 

左右，依据相关标准 (GB15618-2008)，此时土

壤属于严重污染类型。本实验为双因素单水  

平[30]：控制因素为是否添加混合石油烃降解菌

剂及有机肥 (表 1)。其中，l号场地为对照组，

需向其中添加水溶性肥料  (NH4NO3 2.0 kg；

KH2PO4 0.4 kg)，混匀后铺撒；其余两个场地为

实验组，依次编号为 2、3，与 1 号相比需额外

添加 1.0 kg 的混合菌剂，混匀后铺撒；此外，    

3号需均匀铺撒 2.0 kg的有机肥，未分解的中间

产物和无机酸根可作为微生物降解石油烃的电

子受体[12]。并且每个场地分别插入温度电极，

实时记录温度变化情况。 

1.4  样品采集与测试  

1.4.1  采样方法 

为使所获得的样品具有代表性，在每一实

验场地间隔均等距离选取 3个样点，编号 A、B、

C。用柱状采样器分别采集直径为 5 cm、厚度为

5 cm的柱状样，混匀后均分成 4部分，每周取

样 1次，用于各个指标的检测。    

1.4.2  细菌计数方法 

采用细菌瓶法测试。即用分析天平称取 10 g

样品加入到装有 100 mL灭菌的无机盐培养基的

250 mL三角瓶中，振荡 15 min，静置 5 min，得

到 10–2浓度的稀释菌液，然后将稀释菌液用无菌

注射器逐级注入试剂瓶中 (每次注射量 1 mL)，

稀释后进行培养，直到最后一个细菌瓶无菌生 
 

表 1  各场地 (4.5 m×3 m) 的投料情况 

Table 1  The feeding situation of each site 

Classification 
Crude oil 

(kg) 
Diesel 

(L) 
Initial nutrient salt Bacterium agent 

(kg) 
Organic fertilizer

(kg) NH4NO3 (kg) KH2PO4 (kg) 

Site 1 7.0 7.0 2.0 0.4 0 0 
Site 2 7.0 7.0 2.0 0.4 1.0 0 
Site 3 7.0 7.0 2.0 0.4 1.0 2 
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长为止，根据生长指示和稀释倍数计算出细菌

的数目。其中以细菌瓶内培养液变浑浊并出现

乳化现象、颜色由红变黄为生长指示，37 ℃恒

温培养箱培养 5 d后，按 MPN法进行计数[13]。 

1.4.3  土样石油烃含量测试 

使用气相色谱工作站对样品中石油烃含量

进行分析，具体做法是首先取 10 g烘干的土样

置于小烧杯中，加入适量的正己烷进行多次萃

取，萃取液转移至干净的烧杯中，然后在通风

橱放置一段时间，待正己烷挥发后，烧杯中残

留的即为土样中所含的石油烃，然后方可进行

色谱测试[10]。 

2  结果与分析 

2.1  石油烃降解菌鉴定  

实验筛选得到两株具有降解石油能力的菌

株分别命名为 SA1 (菌种保藏编号：CGMCC 

No.12142)、WB2 (菌种保藏编号：CGMCC 

No.12141)，提取基因组，16S rDNA PCR扩增

得到相关序列，通过邻接法分别构建了菌株和

同源性较高的菌株的系统进化树[5,14-15]。由图 1A

可知，和菌株 SA1 同源性最高的都属于绿脓杆

菌 Pseudomonas aeruginosa，同源性达到 99%，

由 B图可知，和菌株 WB2同源性最高的也都属

于绿脓杆菌，同源性达到 99%。 

结合形态鉴定并根据 16S rRNA序列，鉴定

菌株 SA1为绿脓杆菌，菌株 WB2为绿脓杆菌。 

同时对分离得到两株菌在 TSB 培养基下的

生长特性进行了研究，如图 2、图 3所示。图 2

表示菌株 SA1在 TSB培养基下的生长特性，其

中 A、B、C、D依次表示温度曲线、pH曲线、

盐浓度曲线及最适条件下菌株生长曲线。从图

中可知，菌株 SA1 生长的最适温度、酸碱度和

盐浓度依次为 28 ℃、pH 7和 0.5% NaCl。并且， 

 

 
 

图 1  菌株 SA1 和 WB2 16S rRNA 基因序列系统进化树 

Fig. 1  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of strain SA1 and strain WB2. (A) Strain SA1. (B) 
Strain WB2. 
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在最适条件下 SA1 35 h生长曲线到达稳定期。

图 3 表示菌株 WB2 在 TSB 培养基下的生长特

性，由图可知 WB2生长的最适温度、酸碱度和

盐浓度依次为 35 ℃、pH 7和 2% NaCl，且在最

适条件下 18 h生长曲线到达稳定期。 

2.2  协同降油实验结果 

在无机盐培养基中添加 1% (W/V) 的初始

原油 (1 g)，分为 3组进行实验，每组实验的接

种量均为 1 mL。实验发现两菌混合 10 d原油几

乎完全降解，气相色谱检测降解率达到 95.67%，

比活力为 1.51×103 mg/mg，即每毫克菌体降解

1.51×103 mg 原油。并且肉眼可见培养基中产生

大量气泡。然而，单菌培养情况下，WB2原油降

解率 65.34%，比活力为 1.03×103 mg/mg。SA1原

油降解率仅为 26.71%，比活力为 4.2×102 mg/mg。

各体系对原油的降解能力如图 4 所示。针对混

合实验组展开进一步研究：将实验结束后的培

养基取样离心、细胞重新悬浮，加入到 0.5%体

积比的原油培养基中进行降解发现只有少部分

的石油烃被降解，降解效率与单菌 SA1 相当， 

 

 
 

图 2  菌株 SA1 生长特性 

Fig. 2  Growth characteristics of strain SA1. (A) Temperature chart. (B) pH chart. (C) Salinity chart. (D) Growth 
curve chart. 
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图 3  菌株 WB2 生长特性 

Fig. 3  Growth characteristics of strain WB2. (A) Temperature chart. (B) pH chart. (C) Salinity chart. (D) Growth 
curve chart. 

 

 
 
图 4  各体系对原油的降解能力 

Fig. 4  The crude oil removal ratio of different strains. 

远远低于混合菌群。然后，在细胞悬液之中分

别重新加入 WB2、SA1发现，加入 SA1的菌群

对原油降解能力没有明显变化，然而加入 WB2

的混合菌群重新获得了降解石油污染物的能力

并且降解过程中随着生物表面活性剂的产生而

出现大量气泡。这说明在上步实验的最后，能

有效降解石油污染物的菌株WB2在培养体系中

含量很少，而存活的细胞主要是 SA1，并且菌

株 SA1生长过程中产生大量表面活性剂。 

根据以上实验结果及文献考察，推断协同

降解机理可能为：菌株 SA1 生长过程中产生大
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量表面活性剂，这些表面活性物质降低了培养

体系中的表面张力，使细胞与底物的接触变得

容易，降解酶活性增强，促进 WB2对原油的降

解以及菌株 WB2 的进一步生长[16-17]，即菌株

SA1和 WB2对原油降解具有协同作用[18-20]。 

2.3  场地试验结果分析 

2.3.1  温度变化 

温度是决定微生物种群和数量的重要环境

因子，对于好氧菌来说最佳的石油降解温度一

般认为在 15–30 ℃之间[13]。试验过程中，各试

验池基质的表层温度随时间的变化基本一致，

这主要是由现场气温所决定。由于中试时间选

在 7、8 月份进行，在整个试验周期内，3 个试

验场地的温度均随着环境温度的变化而波动，

温度大致维持在 30 ℃上下浮动，处于好养石油

烃降解菌适宜生长的温度范围内 (如图 5 是每

天上午 10时记录值)。 

2.3.2  含水率的变化 

环境介质中的水分条件是影响微生物活性

的重要因素之一，适宜的水分环境能够促进微

生物的生长，反之，对微生物的生长产生抑制

作用[21-22]。实验过程中每周取样 1 次，采用烘 

 

 
 

图 5  实验过程中温度变化情况 (上午 10 时)  

Fig. 5  The temperature change during the experiment. 

干法测试每个样品的含水率，从而估计试验过

程中菌体生长的水分环境。试验过程中各场地

的土壤含水率在 15%–30%之间浮动 (图 6)，能

够保证石油烃降解菌正常的生长繁殖。 

2.3.3  pH值的变化  

环境介质的 pH 是影响微生物活性的重要

因素之一[23]。一般认为，环境中好氧石油烃降解

菌的适宜 pH范围为 6.5–9.0[13]，但石油烃降解菌

的活性也会影响基质中的 pH，这主要是由于微

生物在好氧代谢石油烃污染物过程中，会产生较

多的长链或短链的有机酸等中间产物，并最终氧

化成 CO2，这都可能导致基质 pH的降低[6, 24-25]。

这表明，基质 pH的高低，也可以从侧面反映微

生物的活性。在 60 d的修复时间内，各试验场

地的 pH波动不大，基本保持在 6.70–7.35之间，

图 7可知试验 2、3土样 pH值略低于试验 1。 

2.3.4  石油烃降解菌菌数的变化 

实验过程中 3 块场地土壤初始石油烃降解

菌密度约为 100个/g (图 8)，随着原油的添加，

3个场地石油烃降解菌菌数均增加，其中相较于

2、3 号场地，1 号在额外补充碳源氮源的情 

 

 
 

图 6  场地水分条件变化情况 

Fig. 6  The moisture content change during the 
experiment. 
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图 7  实验过程中基质 pH 的变化情况 

Fig. 7  The pH change during the experiment. 

 

 
 

图 8  石油烃降解菌密度变化 

Fig. 8  Density variation of petroleum hydrocarbon 
degrading bacteria. 

 
况下仅有少量土著菌能利用原油缓慢生长，石

油降解菌菌数增加较为缓慢，实验过程中达到

的最高值仅为 2.5×103个/g；2号、3号场地实验

过程中每克土样中菌数增加明显，菌密度能够

维持在 5×104个/g，且由于添加了额外的有机肥，

3号场地增加的幅度要高于 2号。 

2.3.5  总石油烃含量的变化 

实验过程中由于原油的添加，石油烃降解

菌的生长，各场地每克土壤中石油烃的含量均

呈下降趋势，其中试验 1 未添加外来菌剂，但

由于土著石油烃降解菌的生长利用原油，导致

石油烃含量缓慢降低，每克土壤的含油率由最

初的 0.8% (W/W) 左右降至 0.6% (W/W) 左右，

降解率将近 30%；而试验 2、3由于添加了高效

石油烃降解菌剂，石油烃含量下降趋势明显快

于试验 1，且 60 d 后总石油烃降解率分别达到

63.9%、85.2%。 

随着试验的进行，3 块场地的总石油烃含

量均出现下降趋势，其中相比于试验 1，试验 2、

3 场地土壤中总石油烃含量下降的趋势更为明

显 (图 9)；经土壤中微生物的生长代谢作用，

相较于试验 1，添加外源菌剂的试验 2、3土壤

中总石油烃降解率明显要高一些 (图 10)。与初

始土样相比试验 2、3土样色谱图峰的个数减少

及峰值明显减小 (图 11)，这意味着随着试验的

进行大多数石油烃组分被降解。此时试验 3  

土壤多环芳烃总量<10 mg/kg，达到农业用地  

标准[30]。 

 

 
 
图 9  各个场地样品石油烃含量的变化 

Fig. 9  The variation of total petroleum hydrocarbon 
ratio in samples of each site. 
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图 10  不同试验场地第 60 天的总石油烃降解率 

Fig. 10  The degrading ratio of total petroleum 
hydrocarbon in each site after sixty days. 

 

 
 

图 11  初始与 60 d 后土样气相色谱图 

Fig. 11  The comparison figure of gas chromatogram 
about soil samples. 
 

3  讨论 

生物修复技术是一种经济效益和环境效益俱

佳的治理石油污染土壤或水体的有效手段[4-5,22,26]。

本文从矿井周围溢油污染土样中筛得两株石油烃

降解菌，分别命名为 WB2 及 SA1，保藏编号为

CGMCC No.12141、CGMCC No.12142。根据 16S 

rDNA 序列与 Ezbiocloud 数据库内序列比对结果

可知，两株均属于绿脓杆菌 Pseudomonas 

aeruginosa。通过摇瓶降解实验发现将两株菌混合

后原油的降解能力达到 95.67%，比单菌降解提高

了至少 32%，这表明两株菌具有协同降油能力。 

为了进一步模拟环境条件下微生物对石油

污染土壤的修复情况，我们在滨海某地人工构

建了石油污染场地，并且根据协同实验结果制

备了混合修复菌剂，展开中试场地现场试验，

模拟不同的操作条件下土壤中原油的降解情

况，修复 60 d后发现，由于土著微生物的生长

代谢利用原油，导致未添加菌剂的场地石油烃

含量缓慢降低，由最初的 0.8%左右降至 0.6%左

右，降解率达到 30%；而添加了菌剂的场地，

石油烃含量下降趋势明显，每克土壤中石油烃含

量降至 0.1%–0.3%，其中额外添加有机肥作为补

充碳氮源的场地，总石油烃降解率最高，达到

85.28%，达到农业用地标准[30]。 

绿脓杆菌在自然界分布广泛，为土壤中存在

的最常见的细菌之一。各种水、空气、正常人的

皮肤、呼吸道和肠道等都有此菌存在。绿脓杆菌

在环境中大量存在，由于其对石油烃降解能力突

出，在国内外被广泛应用于石油污染物降解研

究，如 Varjani等[27-28]利用绿脓杆菌 Pseudomonas 

aeruginosa NCIM 5514生产表面活性剂，并且发

现此菌可以降解 C8-C36 降解率达到 60%；

Pugazhendi 等 [29]利用绿脓杆菌 Pseudomon 

asaeruginosa strain CEES1 与芽孢杆菌 Bacillus 

thermosaudia strain CEES2混合菌群 10 d使 90% 

PAH (1.5 g/L) 降解。本实验仅研究了环境条件

下微生物对石油污染土壤的修复情况，试验过程

中微生物群落变化及菌株间协同关系机理需要

进一步研究。 
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