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摘要 以石油污染土壤中分离的细菌和真菌为供试微生物 研究不同微生物组合对矿物油芳烃组分降解及降解率与微生物生

长间的关系 将不同组合的微生物接种到加有柴油浓度为  的液体培养基中  ∗  ε 经摇床连续培养 于  ∗

内连续取样 进行微生物生长动态检测 于  ∗ 定期取样 研究微生物生长状况与矿物油降解率动态变化 同时 以草

甸棕壤 ∗ 制备的土壤悬浮液为土壤微生物对照 以灭菌培养基为非生物降解对照 结果表明 试验前期约 外源

菌的降解效果优于土壤微生物 试验中 !后期 土壤微生物降解优势增大且保持持续 试验结束时 土壤微生物处理的液体培

养基中芳烃降解率最高达 1  显著高于其它 组处理 
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Κεψ ωορδσ:    

  土壤污染是目前公认的世界性环境问题之一 

土壤环境承担着越来越多来自不同污染源的污染负

荷≈ 其中 矿物油是一类重要的土壤有机污染物 

随着经济的发展 矿物油的生产与消耗量不断增加 

年资料显示 全球每年矿物油的消耗量超过 

亿≈ 生产 !运输和使用等过程中的不慎操作或事

故泄漏而进入土壤环境中的矿物油 常会造成严重

的土壤污染 因此 污染土壤的修复与治理是一项十

分重要而艰巨的任务≈ ∗  

有关矿物油污染土壤的生物修复已有报

道≈ ∗  研究表明 石油污染生物修复过程中芳烃

组分的降解是生物修复技术开发的关键问题之一 

也是目前石油污染土壤生物修复技术尚未完全解决

的问题 主要是因为芳烃组分的难降解性 以及降解

过程中可能的中间产物对土壤的毒性等≈ ∗  为

此 本文以柴油为供试化学品 通过模拟实验手段研

究在不同的微生物组合条件下 芳烃组分的生物降

解情况及微生物与芳烃降解率间的相关关系 研究

矿物油中芳烃组分的生物降解 为难降解组分的生

物修复提供理论依据 
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1  材料和方法

1 1  试验材料

 供试化学品  号重柴油 采自抚顺石油

二厂 正己烷 !无水硫酸钠 !氯化钠 !浓硫酸等化学试

剂 均为分析纯 购自天津市康科德科技有限公司 

 供试微生物  外源细菌 株 即醋酸细菌

 Αχετοβαχτερ !产碱细菌 Αλχαλιγενεσ !微球

菌( Μιχροχοχχυσ  !节细菌 Αρτηροβαχτερ 和

芽孢杆菌( Βαχιλλυσ 

外源真菌  株 即头孢霉   Χεπηαλοσποριυ µ

 !头孢霉  Χεπηαλοσποριυ µ 曲霉   Ασ2

περγιλλυσ  !曲霉   Ασπεργιλλυσ 和镰刀菌

 Φυσαριυ µ  外源细菌和外源真菌均为本实验

室从石油污染土壤中富集筛选的优势保存菌种 

土壤微生物悬浮液的制备 土壤采自中国科学

院沈阳生态站  ∗  表层鲜土草甸棕壤 取

鲜土于 三角瓶中 加入 经灭菌的

液体培养基 于摇床上振荡 取下静置 

用 移液管吸取上清液各 分别加到经灭菌

的液体培养基中 

 基本培养基  为液体培养基 各组分配比

如下 蒸馏水  ≥#  1≤≤
1 ƒ≥ #   1 ° 1

 ≥ #  1  1  ° #

 1葡萄糖 1酵母膏 1 值

1 将培养液分装于 三角瓶中 每瓶 

置于高压锅中 于 °灭菌 1

1 2  试验方法与设计

绘制柴油标准曲线  向 容量瓶中分

别加入  ! ! ! ! ! ! !和 标准油储备

液即柴油浓度为 的储备液 用正己烷定

容至刻度线 1 以正己烷为参比 经空白校正后在

处检测吸光值 以浓度为 ξ 轴 ,吸光

值为 ψ轴绘制标准曲线 

实验设计  向经高压蒸汽灭菌 °

1冷却后的基本培养基中各加 1柴油即

柴油浓度为  分别用 组不同组合的微

生物种液进行接种 外源混合细菌  外源混合真

菌  外源混合细菌与真菌  !土壤微生物悬浮

液 和不接菌对照 ∂  接种量均为 ( ς/

ς 将上述各组处理随机地摆放到温控摇床上 在

 ε ∗  ε 条件下恒温培养 

实验分 个阶段  ∗ 和 后 细菌计数 

 ∗ 取样频率为 后 取样频率减少 分别

于  ! ! ! ! ! !和 取样 真菌计数 

 ∗ 取样频率为  ∗ 为 后 取样

频率同细菌 微生物计数采用稀释平板法 细菌用

牛肉膏蛋白胨培养基 真菌用马铃薯葡萄糖培养

基≈ 以 活细胞数目对培养时间作图 绘制微

生物对数生长曲线 及矿物油降解率动态 每个处

理设 个重复 实验周期为 

矿物油的提取与测定  矿物油的提取与测

定采用紫外分光光度法 参照文献≈  为

芳烃组分在紫外区的特征吸收波长 测得结果主要

代表柴油中芳烃组分的矿物油含量 因此 可通过标

准曲线计算不同处理中矿物油组分的浓度 进而求

出矿物油中芳烃组分的降解率 

芳烃降解率  (χ  χτ)/ χ ≅  

其中 χ为 时柴油浓度 χτ为 τ时柴油浓度 

2  结果与讨论

2 1  微生物生长动态

2 1 1  细菌的对数生长曲线

图 上为  ∗ 内处理  外源细菌 ! 

外源细菌 真菌和 土壤混合菌中细菌的对数

生长曲线 与处理 和 相比 处理 中细菌的对数

生长曲线具有明显的延迟期 !对数增长期和稳定期 

其中  ∗ 为延迟期  ∗ 为对数增长期  ∗

出现一段稳定期 ∗ 细菌生长呈轻度上

升 进入一个新的增长阶段 这可能是由于细菌由消

耗基础培养基中的碳源 转为以柴油中较易利用的

烃类为碳源的结果 对数生长曲线说明本实验所提

供的营养和环境条件对土壤细菌的生长繁殖十分适

宜≈ 

由图 上可见 处理  !的细菌对数生长曲

线在  ∗ 内体现的生长特征基本一致 这与 组

处理初始接种量和接种菌株类型有关 组处理菌

株为相同的细菌菌株 接种量相同 与处理 相比 

本实验对  !处理的初始接种量相对较大 基数较

高 这些细菌生长的延迟期很可能在营养液培养期

就已经提前发生 结果导致试验开始的初期细菌总

数较大 延迟期特征不明显 对数增长期和稳定期的

阶段特征也不明显的现象 由图 可见  ∗ 内

处理 中细菌数量始终略高于处理 但两者间差

异不显著 其原因可能是在营养条件充分时 由于

真菌与细菌间的共生关系 从而促进了细菌的生长 

混合菌种间的这种协同作用在生物降解中所起到重
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图 1  培养期  !和 处理中细菌的对数生长曲线

ƒ  ∏√

      

要的作用≈ 

图 下为  ∗ 处理  ! 和 的细菌对

数生长曲线 可见 ∗ 各组处理中细菌数量

继续增长 在大约 时处理 中细菌数量达到最

高值 此后略有回落 后在较高数量级上保持稳

定至实验结束 处理  !的细菌数量达到最高值的

时间迟于处理  分别为 和 此后在这一数

量级上保持稳定生长至实验结束 组处理细菌数

量最高点出现时间的不同与各处理中细菌生长的微

环境条件及起始阶段生长状况有关 处理 中细菌

在试验前期生长旺盛 又因为提供给微生物生长的

营养是一定的 因此 其最高点出现的最早 

由图 下还可看出 在 的试验期内 处

理  !和 中细菌始终保持在较高的数量级下稳

定生长 直到试验结束时仍未见衰亡期出现 这表明

随着时间的延长 微生物对污染环境的适应性普遍

增强 并能够利用矿物油作为能源维持生长 虽然处

理中细菌总数在实验初期明显低于其它处理 但

这些细菌很强的生长适应性使得它们最终与外源细

菌在数量上达到了同一水平 这充分表现了土壤细

菌较强的适应性特征 

2 1 2  真菌的对数生长曲线

图 上为  ∗ 处理  !和 中真菌的对

数生长曲线  ∗ 内 处理 未稀释的原液中真

菌菌落数检出值均  个 至实验结束均为 

检出 这可能是由于土壤真菌群的初始基数过低 以

及土壤细菌的竞争等原因导致真菌种群无法维持增

长 一般说来 真菌的生长和适应性不及细菌 生长

延迟期较长  ! 处理中真菌的生长状况为  ∗

内维持初始水平  ∗ 出现下降 后逐

渐回升 此后维持波动性缓慢上升状态 中外源真

菌的数量总体高于  说明在污染状态下真菌和细

菌混合培养对真菌生长有抑制作用 这可能与外源

细菌的营养竞争有关 这与上述细菌生长情况不同 

由此可知 外源细菌与真菌间是一种偏利共生的

关系 

由图下可见 中真菌的数量经过实验初

图 2  培养期处理  !和 中真菌的对数生长曲线

ƒ  ∏√∏

      

期的增长上下波动后 ∗ 逐渐回升 此后再

次出现波动 但始终保持在同一数量级水平直至实

验结束 中真菌数量经过实验初期较快的增长和

短期下降后 从 起大幅增长 至 出现最高

值 在数量上明显高于处理  后处理 中真菌

数量开始下降直至 时停止 并在这一数量级上

保持至实验结束 中真菌数量在 的明显下降

很可能与营养的转型有关 由于处理 中为单一真

菌 无外来食物竞争者 真菌首先利用营养液中的可

溶性营养组分 当这些组分被逐渐耗尽时 加入的矿

物油组分成为替代碳源 但其对污染物的利用需要

一个适应过程 这个过程可能对真菌整体的生长产

生一些影响 并在真菌数量上有所体现 而处理 一

期 环   境   科   学



开始就与共存的细菌产生营养竞争 这一过程很可

能使它们较早地去利用其它物质维持自身的生长 

这两种情况在真菌的生长曲线上得到反映 

2 2  矿物油芳烃组分的降解作用

2 2 1  非生物降解

表 为对照处理 ∏∗ 芳烃组分降解率

结果 试验至 时的芳烃降解率为    此后 

降解率缓慢增加并于 后趋于平稳 测得  ! !

降解率分别为 1  1 和 1  在

此期间中 同步取样进行处理 ∂ 原液微生物计数 

结果均为  这表明样品中矿物油芳烃组分的减少

属于非生物降解作用 其中包括挥发作用 !光解作

用 很可能还存在吸附损失 实验进行到 后 由

于多次采样的空气暴露 导致样品染菌 实验终止 

表 1  对照样品中柴油芳烃组分的降解率

×  ⁄  

取样时间    

芳烃降解率  1 1 1 1

2 2 2  微生物降解

实验进行至 时 采样测得处理  ! !  ! 

简记为  ∗ 芳烃组分的降解率分别为

1  1  1  和 1  其中 和

处理的降解率与空白对照1  相当 这说明

此时处理  !中芳烃组分的去除基本上为非生物

作用的结果 微生物对此几乎没有贡献 而处理 和

的降解率明显高于对照 说明投加的微生物已经

参与了芳烃的降解过程 这部分降解率中包括非生

物降解和生物降解 部分 

实验进行至 时 处理中芳烃组分的降解率

分别增至 1  1  1 和 1  处

理 的芳烃降解率低于其它 组外源微生物处理 

这一结果证明了预先经过污染环境驯化的微生物 

因对污染环境较强的适应性 从而具有较强的氧化

能力 这与 和 ≥等人描述的适应性现

象十分相似 微生物的适应性对分解环境中的污染

物十分重要 它决定污染物最初的降解速率≈ ∗  

试验进行至 时 处理 土壤微生物中芳

烃组分的降解率增强 比较  ∗ 处理芳烃组分降

解率 值 依 次 为 1  ! 1  ! 1  和

1  1时 中芳烃组分的降解率达到最高

值  ∗ 芳烃降解率依次为 1  !1  !

1 和 1  之后 处理 的这种降解优势

一直持续至 试验终止见图  时 处理

 ∗ 的降解率平均值依次为 1  !1  !

1 和 1  对最终实验结果进行最小差异

显著性检验法≥⁄检验 结果表明  !   !  

 !  ! 及  ! 间均存在显著性差异 π 

1 仅  !间差异不显著 可见 在较长时间的

生物修复过程中 土壤微生物的优势要大于外源微

生物 这与 利用堆肥法进行石油烃污染土

壤的生物修复中所得到结论相似≈ 

图 3  微生物处理中柴油芳烃组分的降解曲线

ƒ  ⁄ ∏√

2 

2 2 3  芳烃组分降解率与微生物生长状况的相

关性

将降解率结果与各组微生物处理联系起来比较

发现 实验结束时外源混合菌 的降解率

最低 无降解优势 其降解效果不及单独细菌 或

单独真菌 处理 相反表现出一定的拮抗效应 由

图 可见 前 内各处理中芳烃降解速率较快 

后 降解速率逐渐减慢 除去非生物作用对矿物

油的降解按 1 计算后 处理  ∗ 中纯生

物作用产生的降解率分别为 1  !1  !

1 和 1  可见 生物降解对矿物油芳烃

组分的去除起主导作用 

将芳烃降解率与微生物对数生长曲线相对比发

现 降解率与土壤微生物的生长适应能力具有明显

相关性 由细菌生长曲线图 可见 尽管试验初期

各处理的细菌数量不等 尤其是土壤微生物的细菌

数量在显著低于外源细菌的条件下 在 后与其

他各组细菌的数量达到基本趋同的水平 这说明 当

给土壤微生物提供适宜的条件时 土壤微生物的生

长适应能力将明显加强 从而其降解污染物的能力

也大大增强 实际上 土壤混合培养物中微生物的种

类远多于外源菌 其协同降解的能力必然大于外源

菌 因此 在污染环境的生物修复中起重要作用 
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3  结论

微生物的对数生长特征受微生物的类型影

响 细菌的对数生长曲线特征与真菌完全不同 细菌

对数生长周期比真菌短 此外 生长环境及起始接种

量影响微生物生长曲线形态 !完整性及微生物记数

达最高值的时间 

在矿物油芳烃组分的去除过程中 同时存在

非生物降解与生物降解两种作用 非生物降解最少

占芳烃降解率的 1  

降解率与各微生物作用具有相关性 实验后

期 外源混合菌的降解效果不及单独细菌或单独真

菌 混合菌未表现出协同降解作用 实验结束

时 显著性≥⁄检验结果表明土壤微生物的降解

优势显著大于外源微生物 π  1 对矿物油芳

烃组分的降解有明显优势 

实验扣除矿物油芳烃的非生物降解作用按

1  计算后 生物作用产生的降解率在

1  ∗ 1  生物降解作用在矿物油芳烃组

分的去除中占有主导地位 
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