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摘  要： 从炼油厂污水池底泥中驯化、分离、筛选，得到 4 种优势石油降解菌。采用摇床培养，研究了各优势菌和混合

菌对石油烃的降解性能；采用黄豆、苜蓿和混合菌对石油污染土壤进行了植物-微生物联合修复试验。结果表明, 4 种菌和混合

菌 25 天可将初始质量浓度为 10000 mg/L 的石油烃依次降解 74.36%、54.36%、78.19%、62.17% 和 83.73%；运行 120 天, 苜

蓿、黄豆试验田污染土壤中的石油烃减少 46.83% 和 41.27%；外源混合菌的施加使两种植物的降解率分别提高到 67.14% 和 

56.92%。苜蓿或黄豆-土著微生物-外源混合菌联合修复石油污染土壤效果显著。 

关键词： 土壤；石油污染；黄豆；苜蓿；生物修复 

中图分类号： X53 

  

在原油生产、储运、加工和使用等过程中, 都会

有一些原油洒落地面,使土地受到污染，对环境产生严

重影响[1]。因此，石油污染土壤的治理研究受到国内

外专家学者的普遍重视[2-4]。目前，国内外采用的治理

方法主要有物理处理、化学处理和生物处理技术，其

中，石油污染土壤的生物修复以其操作简单、费用低

廉、场地适应性强、无二次污染等特点而倍受关注[5-11]。

国内有关石油污染土壤的生物修复大多还限于实验室

研究阶段[12-15]，利用植物与微生物联合修复的田间试

验研究报道甚少[16]。本文以黄豆、苜蓿为供试植物，

以自主分离的 4 株高效石油降解菌为外源菌，通过田

间模拟试验研究了植物-微生物对石油污染土壤的联

合修复作用，为石油污染土壤的原位修复提供技术支

持。 
  

1  材料与方法 
  
1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1  供试种子和土壤    黄豆（Glycine max）品种

陕豆 125，苜蓿（Medicago sativa Linn）品种为金王后，

均购于陕西洛川县种子公司。试验场地设在陕北黄土

高原洛川塬。土壤类型为粉质黏土，肥力适中，前茬

作物为蔬菜，土壤 pH 值为 7.2，总有机C 18.2 g/kg，

总N含量为 1.5 g/kg，总P含量为 1.3 g/kg，Na2O 16.6 

g/kg，K2O 23.1 g/kg,阳离子交换量（CEC）3.42 

cmol/kg，土壤中嗜油菌背景值为 2.7×103 cfu/g。 

1.1.2  试验用石油及底泥    原油由延安炼油厂提

供，相对密度 0.852 ~ 0.893，属于石蜡基原油。底泥

取自延安炼油厂污水池。 

1.1.3  培养基    牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 5 

g，蛋白胨 10 g，NaCl 5 g ，水 1000 ml；液体石蜡-

无机培养基：K2HPO4 1 g, KH2PO4 3 g, HgSO4•7H2O 

0.5 g, NH4NO3 0.1 g, CaCl2 0.002 g, FeCl3 适量，蒸馏水 

1000 ml，液体石蜡体积分数 1% 或 3% 或 5%；含

油培养基是将上述培养基中C源替换为 10000 mg/L 

的原油[17]。正十六烷、异辛烷和苯标准品购自 Aldrich 

Chemical。 

1.1.4  主要仪器    Oil-460 型红外分光测油仪 (北

京华夏科创仪器技术有限公司)，752 型紫外分光光度

计(上海光谱仪器有限公司), AL 204-IC 电子天平 (瑞

士梅特勒-托利多公司)，TOC-VCPH 总有机 C 测定仪 

(日本岛津公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  石油降解菌的驯化与分离    将经破碎处理

的底泥上清液 1 ml 接种到含 1% 液体石蜡-无机培

养基，(29 ± 1) ℃、120 r/min 摇床培养至培养液变浑

浊，取其中 1 ml 接种于含 3% 液体石蜡-无机培养基

中, 继续摇床培养至培养液浑浊，同样的方法可得到 

5% 液体石蜡-无机培养基培养液。取含 5% 液体石蜡-

无机培养基培养液 1 ml，经稀释后，接种于牛肉膏蛋

白胨培养基，(29 ± 1) ℃ 恒温箱培养 72 h，用环针挑取

不同菌落特征的菌株进行反复分离纯化，纯化后的菌株

保存于牛肉膏蛋白胨培养基斜面，4℃  冰箱保藏。 
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1.2.2  高效石油降解菌的筛选    各单菌株斜面于 

（29 ± 1）℃ 恒温箱培养 72 h 活化后，分别接种到 

100 ml 牛肉膏蛋白胨培养基，于 (29 ± 1) ℃、120 

r/min 摇床扩大培养 2 天。取 1#、2#、6#、8# 菌扩

大培养菌悬液（含菌量为 1011 ~ 1013 cfu/ml）2 ml 分

别接种到  100 ml 石油烃初始质量浓度为  10000 

mg/L 的含油无机盐培养基中；取 4 种菌株扩大培养

液各 2 ml 作为混合菌，接种到上述含油无机盐培养

基中，摇床培养 25 天。不同时期取样，用 15 ml 的

石油醚（60 ~ 90℃，256 nm 处透光率≥80%）萃取 3 

次，萃取液经无水硫酸钠干燥后转入 50 ml 比色管

中，定容至刻度。以石油醚作为参比液，用 752 紫

外分光光度计测定不同时期培养液中石油烃质量浓

度 (C，mg/L；λmax= 256 nm, 1 cm 石英比色皿) [18-19]。

实验另设不接种微生物空白对照组 (CK),每一处理 

3 次重复计算平均降解率。 

1.2.3  田间试验    试验田分为黄豆试验区（H01，

HJ01），苜蓿试验区（M01，MJ01）和无植被对照区

（K01）。“01”是指于 15 cm 深的耕作土层拌入质量分

数为 1% 的原油。具体方法为：利用环刀法测定供试

土壤的体积质量，通过含水率测定结果计算出供试土

壤的平均密度，进而计算出各试验区所需加入的原油

质量。将计算量的原油均匀地喷洒在地面，待原油大

部分下渗后用锄头从不同方向反复锄动并用铁耙反复

耙耱，当日喷灌浇水一次，次日早、晚各锄、耙一次，

第 3 日再次锄、耙、耱，多点取样测定土壤中石油烃

初始质量浓度，然后下种。“J01”是指试验区土壤中除

拌入质量分数为 1% 的原油外，分别于下种后的 30、

50、70、和 90 天各施上述分离筛选的外源混合菌一

次，施菌剂量为 1 L/m2，菌悬液含菌量为 1012 ~1014 

cfu/ml。每块试验区面积 4 m × 4 m，黄豆的行距 40 

cm，株距 20 cm，共 9 行，每行 15 株；苜蓿的行距 

30 cm，每行点种 400 粒。各试验区均设一组平行试

验区。播种前，生育季节和施菌后适时灌溉，采用常

规田间管理。于每次施菌后的第 10 天取样,统计各试

验区嗜油细菌的数量；测定不同时期土壤中石油烃的

质量浓度，根据污染土壤中石油烃初始质量浓度计算

石油烃降解率。 

1.3  分析方法 

微生物计数采用稀释平板计数法。土壤中石油烃

含量采用非分散红外分光光度法测定[20]。 

1.4  菌株的鉴定 

根据细菌分类手册的标准,对分离到的菌株进行初

步的形态观察和相关生理生化试验，初步鉴定到属[21]。 
 

2  结果与讨论 
  
2.1  高效石油降解菌的筛选与降解性能 

  实验选用的 8#、6#、2#、1# 4 株纯化单菌株及其混

合菌株（H＃），于 5、10、15、20 和 25 天时的石油

烃降解率测定结果见表 1。  

 

表 1  分离菌对石油烃的降解率 

Table 1  Degradation ratio of petroleum by isolated microorganisms 
 

菌株 5 天 10 天 15 天 20 天 25 天 

1# 32.79 ± 1.21 c 47.16 ± 1.35 c 58.31 ± 1.57 c 66.42 ± 2.10 c 74.36 ± 2.56 c 

2# 27.67 ± 1.07 d 35.74 ± 1.09 d 42.63 ± 1.15 e 49.83 ± 1.43 e 54.36 ± 1.66 e 

6# 38.51 ± 1.34 b 53.86 ± 1.76 b 62.79 ± 2.12 b 70.68 ± 1.54 b 78.19 ± 2.49 b 

8# 28.38 ± 0.88 d 45.01 ± 1.14 c 51.23 ± 1.43 d 57.84 ± 1.85 d 62.17 ± 2.04 d 

H# 40.42 ± 1.89 a 55.49 ± 1.53 a 66.82 ± 2.14 a 75.36 ± 2.34 a 83.73 ± 2.08 a 

CK 12.03 ± 0.46 e 17.31 ± 0.62 e 20.21 ± 0.53 f 21.08 ± 0.77 f 21.16 ± 0.74 f 

注：表中数据为平均值 ± 标准差 (n = 3)；同列数据不同字母表示在 p＜0.05 水平上差异显著，下表同。 

 

  由表 1 可见，4 株菌对石油烃均有一定的降解能

力。 6# 和 1# 菌  10 天降解率达到  53.86% 和 

47.16%，25 天降解率为 78.19% 和 74.36%；8# 和

2# 降解速度相对较慢，但 25 天其降解率也分别达到

了 62.17% 和 54.36%。混合菌降解速度高于 4 种单菌

株，25 天降解率达到 83.73％。这可能是因为单一菌

株培养时只能代谢一定范围内不同种类的烃，对石油

这样一个复杂的混合物将具有不同酶活力的菌株进行

混合培养对石油烃降解会产生协同和共代谢作用。15 

天后由于挥发等非生物降解趋于缓慢，基本稳定在 

21% 左右。第 25 天 6#、1#、8#、2# 单菌和混合菌

生物降解率分别为 57.03%、53.20%、41.01%、33.20% 

和 62.57%，生物降解占主导地位。 

2.2  田间试验石油烃降解 

田间试验各处理单元土壤中嗜油细菌数统计结果

及石油烃降解率测定结果见表 2 和表 3。可见, 运行
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至 30 天各处理降解率与对照无显著差异，这是因为

这一时期黄豆、苜蓿均处于幼苗期，根系纤细、弱小，

根际增效作用不明显，石油烃的去除主要依靠自然挥

发的非生物降解和少量适应性较强的土著微生物的生

物降解。60 天 4 种处理的降解率明显高于对照，且 

HJ01、MJ01 区降解率分别较 H01、M01 高出 15.48% 

和 7.55%；90 天以后各处理石油烃降解速度明显加 

快，这与试验区嗜油菌数量的变化是一致的。至 120

天，M01 和 H01 处理的降解率分别高出对照 93.50% 

和 70.61%。这是因为这一时期植物本身可以吸收、积

累和降解部分石油烃，更重要的是植物根际圈已形成，

为微生物提供了旺盛的最佳生长场所，根际区的微生

物与植物形成共生作用并增加了生物酶的多样性或产

生特种酶，降解不能被细菌或真菌单独转化的有机物

（如芳香烃）；植物根区分泌物（糖、蛋白质、氨基酸

等低分子有机物）可刺激细菌的生长繁殖；植物的转

移氧化作用，使根区的好氧代谢加快进行[22]。100 天，

HJ01、MJ01 区嗜油菌数量分别较 H01、M01 区增加

了 33 倍和 34 倍；120 天，MJ01、HJ01 区的降解率

较 M01、H01 提高了 43.37% 和 37.92%，分别达到 

67.14% 和 56.92%。外源混合菌的投加对生物修复起

到了强化作用。这是因为供试菌（芽孢杆菌、假单孢

菌，节杆菌和微杆菌）是来自于微生物多样性的含油

底泥，它们不仅对石油烃具有强的降解能力，而且对

石油污染的环境有较强的适应性[23]。其次，植物根际

圈存在的丰富有机质营养物不仅为外源菌的生长、繁

殖提供了充足营养源，而且外源菌在对根际圈中的某

些有机质或石油烃代谢时，可能刺激某些原本不能转

化或转化石油烃非常慢的土著微生物利用石油烃[24]，

加快石油烃的降解。  

 

表 2  土壤中嗜油细菌数统计结果  

Table 2  Statistical figures of oilophilic bacteria in soil 

细菌数 (cfu/g) 处理

40 天 60 天 80 天 100 天 

K01 1.9 × 104 e 6.3 × 104 e 2.7 × 105e 7.8 × 104 e 
H01 2.1 × 104 d 1.6 × 105 c 4.5 × 105 c 6.1 × 105 c 
HJ01 2.3 × 105 b 3.4 × 106 a 9.5 × 106 a 2.1 × 107 a 
M01 2.4 × 104 c 1.3 × 105 d 3.5 × 105 d 5.4×105 d 
MJ01 2.6 × 105 a 3.1 × 106 b 8.1 × 106 b 1.9 × 107 b 

 

表 3  各处理区石油烃的降解率 

Table 3  Degradation ratio of petroleum in treatments  

细菌数 (cfu/g) 处理

30 天 60 天 90 天 100 天 

K01 20.21 ± 1.51 a 21.76 ± 1.78 d 23.62 ± 2.06 d  24.19 ± 2.11 e

H01 20.96 ± 1.41 a 24.61 ± 1.18 c 32.78 ± 2.17 c 41.27 ± 1.56 d

HJ01 21.07 ± 1.37 a 28.42 ± 1.23 a 42.89 ± 2.51 a 56.92 ± 2.28 b

M01 21.12 ± 1.56 a 23.97 ± 1.91 c 32.28 ± 2.20 c 46.83 ± 2.69 c

MJ01 21.17 ± 1.24 a 25.78 ± 1.32 b 37.64 ± 1.92 b  67.14 ± 3.51 a

 

2.3  降解菌株的鉴定 

   对实验选用的 4 株菌进行了菌体形态特征及生理

生化试验, 结果见表 4。根据常用细菌鉴定方法初步确

定 1# 为芽孢杆菌属，2# 为假单孢菌属，6# 为节杆

菌属，8# 为微杆菌属。

 

表 4  4 株试验菌株鉴定结果 

Table 4  Identifying results of the four testing strains 

菌株 颜色 形状 芽孢    革兰氏染色  需氧性      硝酸盐还原 氧化酶 接触酶 葡萄糖发酵 

1# 乳白 杆状 +         + 兼性厌氧         + + + + 

2# 乳白 短杆状 -         - 好氧           + + + - 

6# 乳白 短杆状 -         + 好氧           +  + - 

8# 淡黄 短杆状 -         + 好氧           + + + + 

  

3  结论 
  

(1) 通过梯度驯化分离筛选的 1#，2#，6# 和 8# 

高效石油降解菌，25 天石油烃降解率分别达到

74.36%、54.36%、78.19% 和 62.17%。初步鉴定 4 株

菌分别为：芽胞杆菌属（ Bacillus ），假单孢菌

（Pseudomonas），节杆菌属 （Arthrobacter），微杆菌

属（Microbacterium）。 

(2) 选用 4 株菌的混合菌为外源菌与苜蓿、黄豆

两种植物对石油污染土壤进行植物-微生物联合修复，

处理  120 天石油烃的降解率分别达到  67.14% 和 

56.92%，取得了较好的修复效果。 
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Abstract:  Four predominant bacteria that can degrade petroleum efficiently were obtained from the sludge in the sewage of Yan’an oil 

refinery by adapting, purifying and screening processes. The degradation efficiencies of petroleum hydrocarbon of four strains and their mixed strains 

were studied by the method of shaking cultivation. The bioremediation experiments of oil-contaminated soil were conducted by using soybean, alfalfa 

and the mixed strains. The results indicated that petroleum hydrocarbon of four strains and mixed strains reduced by 78.19%, 74.36%, 62.17%, 

54.36% and 83.73% respectively with the initial concentration of 10000 mg/L after 25 days. The petroleum concentrations in the experimental fields 

of soybean and alfalfa reduced by 46.83% and 41.27% respectively after 120 days of bioremediation. The introduced mixed microbes increased the 

biodegradation rate of two plants by 67.14% and 56.92% respectively. Soybean or alfalfa - soil microorganism- introduced mixed bacteria showed the 

significant effect in the combined bioremediation of oil-contaminated soil.  
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