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摘　要：为了有效预防和治理某油田因石油开发而造成的土壤污染，通过实验室选择性富集培养，从该油田石油污染
土壤中筛选出了一组降解石油污染的优势菌群，开展石油污染土壤的微生物修复实验．在实验室条件下考察４种方法分别
对高、中、低３种污染浓度的土壤样品的石油降解率的影响，确定出３种土壤样品的最佳处理方法．实验结果显示，３种土壤
样品在最佳处理方法下，经过３３ｄ降解，其石油烃降解率可达３７．９３％～７５．７０％，说明本实验培养出的优势菌群能够对该
油田的油污土壤进行修复，探索了该油田微生物修复技术应用的可行性．
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　　自某油田开采石油以来，在取得经济效益的同

时，也产生了石油污染土壤等环境问题．在石油的

勘探、石油的开采、石油的运输、石油的储存及使用

过程中，引起了石油对土壤的污染［１］．石油污染物

可使土壤理化性质发生改变，植物的生长发育受到

影响，粮食大幅减产，并且食用该污染土地上的植

物产品会损害人类的健康［２］．随着国家对环保工

作的日益重视，油污土壤的治理工作已经成为热点

问题．

该油田的石油成分主要属于烷烃、环烷烃、芳

香烃３类，降解速度基本规律是：正构烷烃 ＞支链

烷烃＞芳香烃＞环烷烃＞支链芳香烃．石油污染物
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中毒性较强、降解难度较大的为苯、庚烷、异丁烯、

异戊烷、多环芳烃中的苯并ａ芘、苯并ａ蒽等［３］．

石油污染土壤的修复方法主要有物理修复、化

学修复及生物修复３种，其中最有生命力，最具代

表性的技术为生物修复技术［４］．由于微生物修复

技术较前２种修复方式更加有效，所以这里采用的

实验方法是微生物修复．陈立等［５］开展的油污土

壤原位修复实验（纯微生物修复方法），在陕北地

区获得了较好的效果．笔者结合某油田石油污染土

壤的实际情况，采用４种处理方法分别对该油田不

同污染浓度的表层原污土开展了生物修复实验研

究，探索了生物修复技术在该油田进行应用的有效

性、可行性，以期为生物修复技术在后续现场实地

处理中，能较好处理该油田油污土壤提供科学

依据．

１　实验材料与方法

１．１　实验材料

土壤样品采自该油田被石油污染的土壤，均为

表层原污土，经测试分析对比后，最终选择 Ｊ１，Ｊ６，

Ｊ７这３个不同污染浓度的典型污染点土壤为本次

实验用样品（表１）．

表１　土壤样品来源及含油量

样品编号 样品来源 总石油烃／（ｍｇ／ｋｇ） 含油量／％ 污染浓度

Ｊ１ 采油垃圾堆放点表层原污土 １７２２６３．５ １７．２０ 高浓度

Ｊ６ 采油废水污染点表层原污土 ６６８６．０ ０．６７ 低浓度

Ｊ７ 输油管线破裂点表层原污土 ４０５６９．０ ４．０６ 中浓度

　　菌种的筛选和优势菌群的构建：取典型污染点

的混合污染土样１０ｇ，加１００ｍＬ蒸馏水及１ｍＬ原

油，３０℃摇床培养５～７ｄ，摇床转速１００ｒ／ｍｉｎ．之

后接种到以石油为唯一碳源的选择培养基平板上，

选择生长良好的菌株在平板上分离和纯化，获取石

油降解菌．放线菌和真菌分别用不同的选择性培养

基进行培养，并用石油为碳源进行筛选．将筛选得

到的细菌、放线菌、真菌等石油降解菌进行初步石

油降解实验，即先向无机盐培养基中按１％的比例

添加原油，再按１％的比例接种经过２４ｈ培养的菌

悬液，摇床培养．５ｄ后取出，用三氯甲烷萃取分

析．从分析结果判断菌群对石油的降解情况，从而

构建出优势降解菌群．

本项实验选择了修复区大部分土样所培养的

嗜油微生物细菌和培养的放线菌、真菌类进行了强

化、驯化、组合优化实验多达２０余组次，进行了大

量的实验，选出了一组降解石油污染的优势菌群．

通过室内筛选培养放大认为，适宜于降解该油田土

壤中石油污染物的优势菌群包括：细菌类（主要为

假单胞菌属、微球菌属、放线菌属）、真菌类（毛霉、

青霉、曲霉）等菌群．

其中优势细菌类均可利用（降解）（ｎＣ８～

ｎＣ１６）之间的烷烃，及部分芳烃（主要为萘、苯）．优

势真菌类利用（降解）烷烃的种类各异，每株真菌

利用烷烃的专一性强，一旦一株真菌利用专一烷烃

则生长旺盛，产生的生物量比细菌多．真菌利用的

芳烃主要为苯、二甲苯．

本次实验所用化学试剂及主要仪器设备：

化学试剂：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，ＮＨ４ＮＯ３，ＣａＣｌ２，

ＦｅＣｌ３，ＫＨ２ＰＯ４，Ｋ２ＨＰＯ４，ＫＣｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４，ＣａＣＯ３，

ＮａＣｌ，可溶性淀粉、蔗糖、乳酸、盐酸、酵母膏、牛肉

膏、乙酸钠、琼脂、液体石蜡、石油醚、三氯甲烷等均

为分析纯．添加的锯末经高温消毒并经紫外灯照射．

玻璃器皿：１５０，２５０ｍＬ具塞三角瓶，２５０ｍＬ

烧杯、１２５和１０００ｍＬ磨口细口试剂瓶，各种不同

类型的细菌培养试管、培养皿、橡胶塞等等．

主要仪器设备：ＱＺＤ－１型电磁振荡器、ＫＱ２１８

超声波清洗器、生物恒温培养箱、高速离心机、高压

蒸汽灭菌器、无菌实验室、生化培养箱、ＨＺ１５０Ｌ恒

温摇床培养箱、奥林巴斯生物显微镜、岛津 ｕｖ－

２５５０紫外分光光度计、电热干燥箱及各种化学分

析用玻璃仪器．

１．２　实验方法

１．２．１　分析测试方法

本次实验中所采用的分析测试方法：

石油烃含量的测定：采用紫外分光光度法．

细菌的培养优选：采用文献［６－９］介绍的

方法．

６７
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细菌的初步鉴定：采用文献［１０］中的方法．

１．２．２　实验条件的选择

根据该油田所在地区的历年来天气情况的相

关资料，统计出 ６～８月份 ３个月的平均温度为

２６．７℃，故实验温度选择为２７℃．

本次实验的条件选择为采用 Ｊ１，Ｊ６，Ｊ７这３个

不同污染浓度的土壤样品，经风干后，磨土机磨碎

并过２９７μｍ筛，充分混合均匀．实验温度为２７℃．

分别采用以下４种方法进行实验：（１）污染土样 ＋

无机盐溶液，模拟原位微生物修复；（２）污染土

样＋无机盐＋优势菌群菌液修复；（３）污染土样 ＋

无机盐＋优势菌群菌液＋锯末，锯末的作用是使菌

种获得更多的空间和附着物，利于氧气进入；（４）

污染土样＋无机盐＋优势菌群菌液＋锯末＋曝气，

曝气法可为菌种提供更多氧气．这４种方法中（１）

和（２）方法用于对比原位修复和投加优势菌群修

复的效果；（２）～（４）方法可对比不同供氧条件下

的微生物修复微环境，便于对比分析何种处理手段

适合何种浓度的油污土壤，为后续的实际处理打下

坚实基础．

１．２．３　实验步骤

１）将分离筛选的土著石油污染优势降解菌群

在培养基中２７℃下放大培养５ｄ（培养基为液体：

Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，

ＮＨ４ＮＯ３１．０ｇ，ＣａＣｌ２０．０２ｇ，ＦｅＣｌ３微量、石油

１％～５％，水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ

备用）．

２）用１２个２５０ｍｌ烧杯，每个烧杯中加入１００ｇ

风干过２９７μｍ筛的Ｊ１，Ｊ６，Ｊ７土壤样品．每个土壤

样品４个烧杯，分别是土 ＋无机盐、土 ＋无机盐 ＋

优势菌液、土＋无机盐 ＋优势菌液 ＋锯末、土 ＋无

机盐＋优势菌液 ＋锯末 ＋曝气（２ｈ／ｄ）．锯末的添

加量为５％，培养好的菌液加１０ｍｌ，加入１５ｍｌ液

体培养基．

３）每２ｄ保持含水量２５％，补加一半菌液一半

无机盐培养液并用玻璃棒搅拌，每天对每组的曝气

样品进行曝气２ｈ．

４）２７℃温箱内培养，在０，２，４，６，８，１２，１５，２０，

２５，３３ｄ分别取出约１ｇ左右样品，５０～６０℃烘干

研碎，紫外分光光度法测定其中的石油含量．

２　结果与讨论

２．１　Ｊ１样品（高浓度）不同处理方法的降解率

Ｊ１样品为高油污含量的土壤，使用不同处理

方法的降解率见表２，不同处理方法分别贡献的降

解率见表３．

表２　Ｊ１样品不同运行天数下的降解率

处理方法
降解率／％

０ｄ ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ １２ｄ １５ｄ ２０ｄ ２５ｄ ３３ｄ

土＋无机盐 ０ １．２３ １．９５ ２．８０ ３．０３ ３．０７ ３．４６ ５．１３ ６．９６ ８．０９

土＋无机盐＋优势菌液 ０ ３．３４ ６．９５ ９．８８ １１．９６ １３．９９ １７．６５ ２０．４９ ２１．２７ ２１．６３

土＋无机盐＋优势菌液＋锯末 ０ ５．６４ １３．３１ １７．７２ ２１．２２ ２７．８４ ２８．３１ ２９．６４ ３１．０６ ３１．２７

土＋无机盐＋优势菌液＋锯末＋曝气 ０ ６．６８ １５．４９ １６．７９ １７．５３ ２４．４４ ３０．９０ ３３．４１ ３７．７４ ３７．９３

表３　Ｊ１样品不同运行天数下分别贡献的降解率

处理方法
降解率／％

０ｄ ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ １２ｄ １５ｄ ２０ｄ ２５ｄ ３３ｄ
平均贡献／％

菌液作用 ０ ２．１１ ５．００ ７．０８ ８．９３ １０．９２ １４．１９ １５．３６ １４．３１ １３．５４ １０．１６

锯末作用 ０ ２．３ ６．３６ ７．８４ ９．２６ １３．８５ １０．６６ ９．１５ ９．７９ ９．６４ ８．７６

曝气作用 ０ １．０４ ２．１８ －０．９３ －３．６９ －３．４０ ２．５９ ３．７７ ６．６８ ６．６６ １．６６

　　由表２和表３可知：

１）Ｊ１样品的土＋无机盐的原位微生物降解率

在３３ｄ的降解实验中一直较低，最终为８．０９％，可

见在原位微生物修复条件下，含油污量高的污染土

壤很难降解．

２）Ｊ１样品的土＋无机盐 ＋优势菌液处理方法

下，３３ｄ的降解实验中降解率均高于土＋无机盐的

原位微生物降解率，其石油烃降解率最终为

７７
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２１．６３％．加入优势菌液后，最终降解率提高了

１３．５４％，平均贡献的降解率达１０．１６％，证明培养的

优势降解菌群对高油污土壤具有较好的修复效果．

３）Ｊ１样品的土＋无机盐 ＋优势菌液 ＋锯末处

理方法下，３３ｄ的降解实验中降解率均高于土 ＋

无机盐＋优势菌液处理方法的降解率，其石油烃降

解率最终为３１．２７％．加入锯末后，最终降解率提

高了９．６４％，平均贡献的降解率达８．７６％，证明加

入锯末对提高高油污土壤的降解率作用较大．这是

因为锯末等支撑物的加入可达到疏松土壤的目的，

为微生物提供生长空间和氧气，有利于微生物

降解．

４）Ｊ１样品的土＋无机盐 ＋优势菌液 ＋锯末 ＋

曝气（２ｈ／ｄ）处理方法下，总体上在前期（０～１２ｄ）

降解效果比不曝气的方法差，后期的降解效果则远

高于不曝气的方法．这是因为非常高浓度的石油污

染物对微生物是有毒的，可以阻碍微生物的生长和

复制，导致降解实验前期参与降解的微生物数量较

少，需要的氧气浓度较低，曝气方法导致氧气浓度

过高，对石油降解菌有抑制作用，所以前期降解效

果比不曝气的方法差．后期微生物经过一段驯化能

产生代谢污染物的能力，使原本不能够转化或转化

非常慢的污染物被代谢降解，微生物的这种适应性

促使嗜油菌数量增加，需要的氧气浓度较高，曝气

方法提供的充足的氧气可加快微生物的降解进程，

所以后期的降解效果则远高于不曝气的方法．由表

５可知曝气作用平均贡献的降解率仅为１．６６％，证

明曝气对提高高油污土壤的降解率作用较小．

５）可见，对于高油污土壤 Ｊ１，最佳处理为土 ＋

无机盐＋优势菌液 ＋锯末 ＋曝气方法，在３３ｄ的

降解实验中最佳降解率为３７．９３％．土著优势降解

菌群的贡献是主要的，锯末的贡献较大，曝气的贡

献较小，对于高油污土壤的处理也可以考虑只采用

土＋无机盐＋优势菌液＋锯末的方法．

但总体上３７．９３％的降解率偏低，说明大量的

石油污染物还附着于土壤颗粒中，所以对于高浓度

的油污土壤 Ｊ１，应首先采用焚烧或热脱附等手段，

使其浓度降低后，再采用微生物等其他手段处理．

２．２　Ｊ６样品（低浓度）不同处理方法的降解率

Ｊ６样品为低油污含量的土壤，使用不同处理

方法的降解率见表４，不同处理方法分别贡献的降

解率见表５．

表４　Ｊ６样品不同运行天数下的降解率

处理方法
降解率／％

０ｄ ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ １２ｄ １５ｄ ２０ｄ ２５ｄ ３３ｄ

土＋无机盐 ０ ３．２９ ４．３２ ９．７１ １５．６６ ２０．９７ ２６．７９ ２８．８１ ２９．１８ ３５．５５

土＋无机盐＋优势菌液 ０ ２１．７２ ２７．０４ ３８．７９ ４１．０７ ４５．３１ ５８．４７ ６５．９０ ６６．３０ ６７．５７

土＋无机盐＋优势菌液＋锯末 ０ １１．８９ １９．４５ ４４．９３ ５０．１０ ５４．９９ ６１．０９ ６６．６４ ６８．１８ ７３．３０

土＋无机盐＋优势菌液＋锯末＋曝气 ０ １０．６６ １４．０２ ５４．６６ ６７．４９ ７１．７９ ７２．７３ ７５．１１ ７５．１５ ７５．７０

表５　Ｊ６样品不同运行天数下分别贡献的降解率

处理方法
降解率／％

０ｄ ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ １２ｄ １５ｄ ２０ｄ ２５ｄ ３３ｄ
平均贡献／％

菌液作用 ０ １８．４３ ２２．７２ ２９．０８ ２５．４１ ２４．３４ ３１．６８ ３７．０９ ３７．１２ ３２．０２ ２８．６５

锯末作用 ０ －９．８３ －７．５９ ６．１４ ９．０３ ９．６８ ２．６２ ０．７４ １．８８ ５．７３ ２．０４

曝气作用 ０ －１．２３ －５．４３ ９．７３ １７．３９ １６．８０ １１．６４ ８．４７ ６．９７ ２．４０ ７．４２

　　由表４和表５可知：

１）Ｊ６样品的土＋无机盐的原位微生物降解率

在３３ｄ的降解实验中有较高的降解率，在后期为

３０％以上，可见原位微生物修复条件下，含油量小

的污染土壤中油污容易被分解．

２）Ｊ６样品的土＋无机盐 ＋优势菌液处理方法

下，３３ｄ的降解实验中降解率均高于土 ＋无机盐

的原位微生物降解率，其石油烃降解率最终为

６７．５７％．加入优势菌液后，最终降解率提高了

３２．０２％，平均贡献的降解率达２８．６５％，证明培养

的优势降解菌群对低油污土壤具有非常好的修复

效果．
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３）Ｊ６样品的土＋无机盐 ＋优势菌液 ＋锯末处

理方法下，在初期（０～４ｄ）降解效果比不加锯末的

方法差，中后期的降解效果则高于不加锯末的方

法．整体上锯末等支撑物的加入可达到疏松土壤的

目的，为微生物提供生长空间和氧气，有利于微生

物降解．但因为低油污含量的土壤中参与降解的微

生物数量很多，种类很多，突然增加氧气浓度后，不

同种类的微生物对氧气浓度需求不同，甚至会因为

氧气浓度的突然提高而对某些石油降解菌产生抑

制作用，所以需要一定的适应期才能达到所有参与

降解的微生物均能活力最强，本次实验中的适应期

为４ｄ．过了适应期后，所有参与降解的微生物均达

活力最强状态，所以中后期的降解效果高于不加锯

末的方法．由表７可知锯末作用平均贡献的降解率

为２．０４％，证明加入锯末对提高低油污土壤的降

解率作用较小．

４）Ｊ６样品的土＋无机盐 ＋优势菌液 ＋锯末 ＋

曝气（２ｈ／ｄ）处理方法下，在初期（０～４ｄ）降解效

果比不曝气的方法差，后期的降解效果则远高于不

曝气的方法．其原因类似于加入锯末的方法在初期

（０～４ｄ）降解率有所下降，而在中后期降解率大大

提高的情况．由表７可知曝气作用平均贡献的降解

率为７．４２％，证明曝气对提高低油污土壤的降解

率作用较大．

５）可见，对于低油污土壤 Ｊ６，最佳处理为土 ＋

无机盐＋优势菌液 ＋锯末 ＋曝气方法，在３３ｄ的

降解实验中最佳降解率为７５．７０％．土著优势降解

菌群的贡献是主要的，锯末的贡献较小，曝气的贡

献较大，对于低油污土壤的处理也可以考虑只采用

土＋无机盐＋优势菌液＋曝气的方法．

２．３　Ｊ７样品（中浓度）不同处理方法的降解率

Ｊ７样品为中等油污含量的土壤，使用不同处

理方法的降解率见表６，不同处理方法分别贡献的

降解率见表７．

表６　Ｊ７样品不同运行天数下的降解率

处理方法
降解率／％

０ｄ ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ １２ｄ １５ｄ ２０ｄ ２５ｄ ３３ｄ

土＋无机盐 ０ ３．９４ ３．９４ ７．６９ ７．７６ １０．９９ １２．９９ １３．３３ １６．６８ ２０．２９

土＋无机盐＋优势菌液 ０ ４．０８ ４．８６ ２１．６１ ３１．５６ ３５．３７ ３９．９５ ４１．７６ ５３．４９ ５９．７８

土＋无机盐＋优势菌液＋锯末 ０ １３．２５ １６．２３ ２１．９６ ３４．４７ ４１．０２ ４６．０８ ４８．１５ ５０．０７ ５５．１３

土＋无机盐＋优势菌液＋锯末＋曝气 ０ ６．９４ １２．２７ ２１．２５ ２９．３３ ４０．４３ ４８．３１ ４９．１２ ４９．２３ ５４．５６

表７　Ｊ７样品不同运行天数下分别贡献的降解率

处理方法
降解率／％

０ｄ ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ １２ｄ １５ｄ ２０ｄ ２５ｄ ３３ｄ
平均贡献／％

菌液作用 ０ ０．１４ ０．９２ １３．９２ ２３．８ ２４．３８ ２６．９６ ２８．４３ ３６．８１ ３９．４９ ２１．６５

锯末作用 ０ ９．１７ １１．３７ ０．３５ ２．９１ ５．６５ ６．１３ ６．３９ －３．４２ －４．６５ ３．７７

曝气作用 ０ －６．３１ －３．９６ －０．７１ －５．１４ －０．５９ ２．２３ ０．９７ －０．８４ －０．５７ －１．６６

　　由表６和表７可知：

１）Ｊ７样品的土＋无机盐的原位微生物修复在

３３ｄ的降解实验中有较高的降解率，最终为２０％

以上，可见在原位微生物修复条件下，含油量中等

的污染土壤中油污较易被分解．

２）Ｊ７样品的土＋无机盐 ＋优势菌液处理方法

下，３３ｄ的降解实验中降解率均高于土 ＋无机盐

的原位微生物降解率，其石油烃降解率最终为

５９．７８％．加入优势菌液后，最终降解率提高了

３９．４９％，平均贡献的降解率达２１．６５％，证明培养

的优势降解菌群对中等油污土壤具有很好的修复

效果．

３）Ｊ７样品的土＋无机盐 ＋优势菌液 ＋锯末处

理方法下，在前中期（０～２０ｄ）降解效果高于不加

锯末的方法，后期的降解效果则比不加锯末的方法

差．这是因为锯末等支撑物的加入可达到疏松土壤

的目的，为微生物提供生长空间和氧气，有利于微

生物降解，所以在前中期降解效果高于不加锯末的

方法．但随着降解的进行，可能是因为锯末已不能

为微生物提供更多的有机质，微生物在降解后期不

９７
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能得到较为充足的营养，营养物质比例的失衡逐渐

成为限制微生物降解的主要因素，使后期的降解效

果比不加锯末的方法差．由表７可知锯末作用平均

贡献的降解率为３．７７％，证明加入锯末对提高中

等油污土壤的降解率作用较小．

４）Ｊ７样品的土＋无机盐 ＋优势菌液 ＋锯末 ＋

曝气（２ｈ／ｄ）处理方法下，在３３ｄ的降解实验中整

体上降解效果比不曝气的方法差．这是因为中等浓

度的油污土壤中参与降解的微生物数量和种类较

适中，在不曝气的情况下就基本满足了石油降解菌

的氧气需要，曝气反而因氧气浓度过高对石油降解

菌产生抑制作用．由表９可知曝气作用平均贡献的

降解率为－１．６６％，证明曝气不能提高中等油污土

壤的降解率，反而使降解率降低．

５）可见，对于中等油污土壤 Ｊ７，最佳处理为

土＋无机盐 ＋优势菌液方法，在３３ｄ的降解实验

中最佳降解率为５９．７８％．土著优势降解菌群的贡

献是主要的，锯末和曝气并不能使降解率提高．

３　结论

１）适宜于降解该油田土壤中石油污染物的菌

群包括：假单胞菌属、微球菌属、放线菌属、真菌类

（毛霉、青霉、曲霉）等菌群．

２）在高、低、中 ３个浓度的油污土壤降解中，

加入优势降解菌群可使降解率分别提高１３．５４％，

３２．０２％，３９．４９％，说明本实验培养出的优势降解

菌群对该油田的油污土壤具有较好的修复效果．

３）对不同浓度的油污土壤，优势降解菌群对

提高降解率的贡献都是主要的；对高浓度油污土

壤，添加锯末对提高降解率的贡献较大，平均为

８．７６％；对低浓度油污土壤，增加曝气对提高降解

率的贡献较大，平均为７．４２％；对中浓度油污土壤，

只需使用优势降解菌群修复，锯末和曝气并不能使

降解率提高．
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