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摘要 使用大庆油田石油污染土壤中分离出优势菌种革兰氏阴性  !黄杆菌属 Φλαϖοβαχτεριυ µ  在实验室可控条件下 研究

了该菌种对苯的降解规律和特点 研究发现 微生物对苯浓度耐受范围 1 ∗ 1 #  大于 1# 时 对该菌株产

生明显的抑制作用 降解体系在  为 1 ∗ 1之间达到对苯的较高降解水平 最佳降解率出现在苯初始浓度 1 ∗ 1

# 之间 苯在微生物细胞内外的浓度变化趋势呈现一致  Π Π为有机溶剂苯在细胞膜和水相中的分配系数的比值

的变化能够较好的表征苯在微生物细胞内外的降解趋势和毒性变化 当体系中苯的初始浓度大于 1# 时 苯的降解率

与 Π值变化趋于一致 
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  石油污染土壤修复技术主要是物理 !化学和生

物的手段 其中 使用微生物方法治理土壤石油污染

出现于 世纪 年代后期 研究发现 使用微生物

降解土壤中的石油污染组分 费用低 !效果好 !无二

次污染 是比较理想的修复手段≈  因此 微生物

对有机污染物质的代谢 !转化及降解作用 是环境污

染研究中最活跃的领域之一 然而 土壤2有机污染

物2微生物系统仍然是一个黑箱 微生物降解有机污

染物质的机理 尤其是石油中各种组分及各组分之

间的降解机理 !规律仍不清楚 

苯作为石油烃类污染物质中的重要组分之一 

具有强烈 /三致0作用 日益得到人们的重视和关

注≈  鉴于土壤石油污染物组分复杂 各种因素交

错影响着石油烃的微生物降解 因此有必要分别探

讨石油中的不同组分的生物降解规律 从而为解决

土壤石油污染提出整体解决方案和建议 本研究通

过实验室模拟 探索石油烃类组分中苯与土壤微生

物之间的作用关系 探讨其内在的规律性 从而为高

效降解土壤石油污染组分中的多环芳烃类物质提供

理论依据和技术支持 

1  材料和方法

111  实验材料和方法

微生物是从大庆油田石油污染土壤中分离出的

优势 菌 种 革 兰 氏 阴 性  ! 黄 杆 菌 属

Φλαϖοβαχτεριυ µ  经长期驯化培养 

根据向培养液中添加苯初始浓度的不同分为 

个组 每组 个 在生化培养箱中避光进行培养 将

 菌液接种入装有 培养基的 三角

瓶中 温度  ε 培养时间为 

菌株细胞外苯的分离测定  将 发酵

后的培养液 通过 1Λ微孔滤膜 真空抽滤
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去除溶液中的微生物 无菌低温 ε 保存截留了菌

株的微孔滤膜 以正己烷2丙酮体积分数为 Β混

合液为提取液 采用超声萃取的方法提取培养液中

的苯 在紫外分光光度计下测定苯含量 

菌株细胞质内苯的分离测定  用正己烷2丙

酮体积分数为 Β混合液冲洗上步骤中抽滤后截

留了菌株的微孔滤膜 冲洗液收集于离心管内 反复

冲洗 次 将冲洗液以 离心 除去

上清液 用超声波细胞粉碎机打破细胞也可放入玻

璃珠 在混合振荡器上中速振荡 菌体破碎后 将溶

液转移至 比色管 以正己烷2丙酮体积分数

为 Β混合液定容 用紫外分光光度法 处测

定苯浓度 

菌株细胞膜上苯的含量测定  先将菌悬液

置于 1磷酸缓冲液中 用超声波破碎菌体 菌

体破碎后 先用 离心  ∗ 上清液

再以  ∗  离心 得到破碎的细胞

壁 !膜 沉淀物再用 1磷酸缓冲溶液 ! 的乙

醇分别清洗 次 然后在  的乙醇  溶液中皂

化 ε 振荡  ∗  再用  乙醇 !正己烷2丙酮

体积分数 Β混合液冲洗 最后定溶于 比

色管 紫外分光光度计 处测定苯的含量 

分别测定菌株细胞内外及膜上苯的含量 并且

计算出苯的降解率 公式如 

苯降解率 
因素水平 细胞外苯浓度 细胞质内苯浓度 细胞膜苯浓度

因素水平
≅   

  降解液的鉴定  取 发酵 的降解

液 加入 ≤≥ 放置 后振荡 高速离

心提取样品中的有机物 用色质联用测定提取液中

有机物 仪器型号 岛津 ≤2 色谱柱型号为 °2

≥∞2毛细管柱 ≅ Λ ≅ 1Λ 柱温从

 ε 以  ε 的速率升到  ε 采用 ∂ 

质谱检测仪 

112  Π的研究方法

从有机溶剂的深层次毒害机理来看 对微生物

的主要毒害位置是细胞膜 有机溶剂在细胞膜中的

浓度基本决定了毒性的大小≈  而有机溶剂在膜

中的浓度与通过 Π值来度量的极性密切相

关≈ ⁄等≈提出了一个参考公式 描述不同

极性的溶剂在膜中达到平衡时可能的浓度 

Π  1Π  1 ()

其中 Π 溶剂在细胞膜和水相中分配系数的对

数值 Π 溶剂在辛醇和水相中的分配系数的对

数值 

研究认为 Π值能很好地表征有机溶剂对

细胞毒性的影响≈ 但一些有机溶剂对细胞的毒性

随着有机溶剂的 Π值变化规律不完全一致 苯

的相关梯度并不明显≈ 笔者参考前人的研究成

果≈ 发现不同有机溶剂的 Π数值呈现出较好

的线形关系 如图 所示 

鉴于目前国际上提出了 Π的研究方法≈  

本实验借用Π的概念 进一步探索苯的微生物降

解与Π的关系 因为 Π与环境中有机物质的毒

性存在着一定的关系 苯的微生物降解及其毒性与

Π之间存在内在联系 定义如下 

Π =
χ
χ

()

其中 χ为溶剂苯在细胞膜的浓度 χ 为溶剂苯在

培养液正己烷2丙酮混合液中的浓度 

图 1  烷醇的 λγ Πµ/ ω变化

ƒ  ≤Π  

2  结果与讨论

211  实验结果

不同因素水平均指培养体系初始时刻条件

下 苯在菌株细胞内外的分布变化如图 和图 所

示图 中培养体系初始  值为 1 !苯初始浓度

为 1#  图  中培养体系初始苯浓度为

1# 相关系数 π ∴1 同时 经质谱检

测 发现降解液中有丁二酸生成 

212  苯的微生物降解与 − Π

图 为不同因素条件下 苯的浓度变化和 Π

变化 由图 可以明显看出 微生物细胞质内和细胞
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外的苯的浓度变化趋于一致 苯的浓度逐渐升高 微

生物细胞膜上苯的富集量逐渐减小 细胞质内苯的

含量逐渐升高 这说明苯可以比较容易的进入膜中 

从而在细胞内得到降解 这种变化与 ⁄ ≈的

    

图 2  不同因素条件下苯的浓度变化和 − λγ Π变化

ƒ  ≤  Π 

图 3  不同 πΗ条件下 ,苯的浓度变化及 − λγ Π变化

ƒ  ≤  Π 
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研究结论相一致 同时 Π值的变化也与苯在细

胞内的降解呈现出相似的变化 由此可推断  Π

可以较好的表征苯在微生物细胞内部的浓度变化 

从图 看到 相对于细胞内部的浓度变化 苯在

微生物细胞外即培养液中的浓度变化较为平缓 

这主要是因为培养液中苯的浓度比较大 细胞外酶

对于苯的降解要小于微生物细胞内的胞内代谢 细

胞膜对于苯的进出起到了屏蔽作用 将苯的浓度控

制在微生物细胞的耐受范围内 从而抑制了有机溶

剂苯对细胞的毒性 此外 在图  和中 细胞

质内苯的浓度变化曲线和 Π曲线在同一浓度水

平1# 附近各自存在一个拐点 

图 为不同  条件下 苯的浓度变化和 Π

变化 ∀由图 可见 在 1 ∗ 1区间内 微生物

细胞内部苯的浓度呈现出倒 型 微生物细胞质内

和细胞膜上苯的浓度变化趋势相似 随着  值逐

渐升高 微生物细胞膜上苯的富集量逐渐减小 该菌

株可能适合在微酸的环境中生长 但却不利于细胞

膜对苯的吸附 在实际工程应用中 需要考虑微生物

膜对生长环境的适应性≈ 它决定污染物最初的降

解速率和最终的降解效果 此外 微生物细胞膜和细

胞质上苯的浓度变化都呈现出先增加后降低见图

 和 但二者变化并不同步 当   中性

条件下 微生物细胞膜上苯的富集浓度最大 

综合分析 个不同因素下苯的浓度变化以及

Π的变化 可以看出 不同酸度条件下 有机溶剂

苯对微生物细胞膜的影响极为显著 这可能是因为

酸度的变化 引起细胞膜电位的变化 进而影响细胞

各组分的组成≈  导致苯进入细胞内部更加困

难 从而影响微生物对苯的降解 

213  苯的微生物降解与 Π的关系

图 为不同苯初始浓度下 苯的浓度变化和

Π变化图 从图 可知 实验结束时 苯初

始浓度为 1# 的样品组降解率最高 达到

1  当培养液中苯初始浓度大于 1 #

时 使得降解率迅速降低 对该菌株的生长产生明显

的抑制作用 这说明 培养体系初始苯浓度即苯污

染强度对其在细胞膜上的吸附量和降解效率有一

定的影响 苯初始浓度为  # 的样品组降解

率最低 只有 1  在 组不同苯浓度样品中 其

降解苯的总量是最高的 值得注意的是 苯初始浓度

为 1# 的样品组降解苯的总量接近于 

#的样品组 这可能是因为生物降解时间不

充足 未能完全释放出微生物降解有机溶剂苯的

潜力 

总体上说 微生物对苯的降解是先增加后减小 

当达到最大降解率后 开始小幅度逐渐降低 降幅比

较平缓 从图 中分析得出 微生物对苯的最佳降解

率出现在 1 ∗ 1#因素水平之间 与此

同时 苯在微生物细胞膜内的浓度也达到最大 此

外 当苯的初始浓度大于 1#时 苯的降解

率与 Π的变化开始趋于一致 

图 4  苯降解率与 Π之间的关系

ƒ      Π

图 5  不同 πΗ条件下 ,苯降解率与 Π之间的关系

ƒ     

 Π 

不同初始  条件下苯的初始浓度为 1

# 苯的降解率和 Π的关系 如图 所示 实

验结束时 苯初始  为 的样品组降解率最

高 达到 1  从降解趋势上看  在 1 ∗ 1 

苯降解率呈现出倒 型 Π的变化呈现出斜的倒 ∂

型偏态分布1 在  为 1 ∗ 1之间 微生物降

解体系达到对苯的较高降解水平     同时 Π

也达到峰值1 可以认为 Π和降解率有很好

的响应关系 具有一定的指示作用 当培养液中 

大于 1时 降解率迅速下降 这说明微生物对苯的

降解能力逐渐降低 降解体系不利于苯的降解 有机
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溶剂苯对该菌株的抑制作用开始增强 即毒性开始

增强 

结合以上  种条件下苯的降解率变化以及 Π

的变化分析 在不同  条件下 苯的降解率与 Π之

间的变化趋向于一致 但有一定的偏移 当苯的初始

浓度大于 1# 时 苯的降解率与 Π的变化会

有一些偏移 但其总体趋势相同 

3  结论

 苯的微生物降解率变化趋势是增加 当达

到最大值后 逐渐降低 降幅比较平缓 最佳降解率

出现在苯初始浓度 1 ∗ 1# 之间 大于

1# 时 对该菌株产生明显的抑制作用 

 苯在微生物细胞内外的浓度变化趋势呈现

一致 降解体系在  为 1 ∗ 1之间达到对苯的

较高降解水平 当  大于 1 时 降解率迅速

下降 

 当体系中苯的初始浓度大于 1#

时 苯的降解率与 Π值变化趋于一致 Π值的变

化能够较好的表征苯在微生物细胞内的降解趋势和

毒性变化 
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