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摘　要　以长安大学渭水校区未被污染的粉质壤土为研究对象，通过土壤灭菌、添加由石油污染土壤红三叶

草（犜狉犻犳狅犾犻狌犿犚犲狆犲狀狊犔犻狀狀）根际修复区分离筛选得到的４株以原油作为惟一碳源和能源的高效石油烃降解菌（动

性杆菌、藤黄微球菌、蜡状芽孢杆菌和短小芽孢杆菌），调控反应温度与石油烃初始浓度，研究在土壤中添加优势石

油烃降解菌后石油烃降解动力学及其影响因子。结果表明：优势石油烃降解菌对土壤中石油烃降解起主导作用，

在４０ｄ内，在２０００ｍｇ／ｋｇ石油烃浓度下添加石油烃降解菌其石油烃降解率是灭菌条件下的２倍左右，土壤中石

油烃降解菌降解量为３６～２７１ｍｇ／ｋｇ，非灭菌处理半衰期时间短于灭菌处理；在设定的实验温度范围内，石油烃降

解速率随着温度增加逐渐加快，在（３８±１）℃时残留量最小为１６６２ｍｇ／ｋｇ，半衰期最短；土壤中的石油烃在浓度为

２０００ｍｇ／ｋｇ时降解最快，随着初始浓度的增加，石油烃降解速率呈递减趋势，半衰期逐渐增长。
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０　引　言

烃类污染物积聚在动物和植物组织会使动物和

植物死亡或发生突变。通常用于土壤修复的技术包

括物理修复法（如焚烧法、隔离法、换土法、超声清洗

法等）［１２］，利用豆科、禾本科或观赏植物修复法［３］，微

生物修复法［４］，植物和微生物联合修复法［５］等。前人

的研究表明利用土著微生物降解土壤中的石油烃效

率低，因土著微生物适应石油烃需要一个长期过程，

而在植物修复过程中，能给微生物提供良好的微生态

环境［６］。土著微生物在修复过程中成活困难、活性难

提高，致使治理过程延续时间较长成为微生物修复技

术的一个突出缺点。植物修复过程中植物的根际区

为微生物提供了良好的生存环境，微生物数量在石油

烃污染植被区较未种植被区多［７］。在处理石油烃污

染土壤过程中，仅靠土壤中的土著微生物无论从处理

效果还是处理时间都远远不够，往往需要接入高效降

解菌剂。根际区菌种较直接从土壤中提取的菌种具

有较好适应性，因此，寻找能够在植物根际区较好生

长的高效石油烃降解菌是推进石油烃污染土壤植物

和微生物联合修复技术发展的一个重要举措。关于

石油烃在自然条件下添加根际外源菌降解研究较少。

本文研究在土壤中添加根际外源微生物石油烃降解

的动态规律及影响因素，旨在为植物和微生物联合修

复石油烃污染土壤提供参考依据。

１　材料与方法

１．１ 材料与仪器

１．１．１ 实验试剂与仪器

试剂、材料：牛肉膏、蛋白胨、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＣａＣｌ２、

ＣＣｌ４、ＫＨ２ＰＯ４、无水Ｎａ２ＳＯ４、麸皮。

仪器：ＨＺＳＨ恒温水浴振荡器、ＴＤＬ８０２Ｂ离心

机、ＵＶ２４５０紫外可见分光光度计、电导率仪、ｐＨ

计、氧化还原电位仪。

１．１．２ 供试土壤的采集与性质

实验选用长安大学渭水校区未被污染０～２０ｃｍ

粉质壤土作为供试土壤。采集土壤经去除碎石、败叶

等杂物、自然风干、研碎、１ｍｍ筛筛分，自然风干后，

储存于广口瓶中备用。按常规分析方法测定各供试

土样的有机质含量（重铬酸钾氧化外加热法）、土壤粒

级分布（比重计法）、ｐＨ值（水土质量比为５∶１，电位

法）、电导率（水土质量比为５∶１，电导率仪测定法）、

氧化还原电位（水土质量比为５∶１，氧化还原电位计

测定法）、有效钾（四苯硼钠比浊法）、有效氮（碱解扩

散法）、有效磷（碳酸氢钠法）［８］。供试土壤基本物理

化学性质如下：粉粒（９０．８％）、黏粒（９．２％）、有机质

（２．３％）、ｐＨ值（７．２４）、氧化还原电位（２０２ｍＶ）、电
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导率（１２８μＳ／ｃｍ）、有效钾（１４．３ｍｇ／ｇ）、有效氮

（２４．４７ｍｇ／ｇ）、有效磷（０．３９ｍｇ／ｇ）。

１．２ 实验方法

１．２．１ 几个实验

①外源微生物对石油烃降解实验

共有１８个处理，将样品分成两组，其中一组在高

温灭菌器中进行温度１１５℃、压力１００ｋＰａ、时间为

３０ｍｉｎ湿热灭菌；另一组在１００ｇ消毒土样中添加混

合菌群５ｍＬ（利用筛选自红三叶草石油污染修复区

根际土壤中的优势石油烃降解菌动性杆菌（犘犾犪狀狅犿犻

犮狉狅犫犻狌犿犆犺犻狀犲狀狊犲（Ｔ））、藤黄微球菌（犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊犔狌

狋犲狌狊）、蜡状芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犆犲狉犲狌狊）和短小芽孢杆

菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犘狌犿犻犾狌狊）），后三种菌株已经保藏并分别

申请了专利，上述菌种按照种子液混合体积比例为

１∶１∶２∶１，细菌数量为４．８×１０７个／ｍＬ）。称取处

理过的土样，按２０００ｍｇ／ｋｇ石油烃浓度称取延长炼

油厂的脱水原油与上述土样进行混匀处理，每个处理

均按照５％质量分数拌入灭菌麸皮，按照Ｃ、Ｎ、Ｐ比例

为１００∶５∶１比例拌入（ＮＨ４）２ＳＯ４和ＫＨ２ＰＯ４作为

Ｎ源和Ｐ源。实验前把各组土壤含水量均调节为饱

和含水量的６０％，土壤颗粒处理均匀，培养温度为

（２７±１）℃，实验过程中利用称重法进行补水，保持含

水量基本恒定。

②温度对土壤中石油烃微生物降解影响实验

共有２７个处理，按照控制温度分为三组：（２７±１）

℃、（３３±１）℃、（３８±１）℃；石油烃浓度均为５０００

ｍｇ／ｋｇ，土壤含水量同上，添加营养物质和麸皮量同

上实验。

③初始污染物浓度对土壤中微生物降解影响实验

共有３６个处理，土壤含水量同上，添加营养物质

和麸皮量同上，石油烃初加入量为２０００，５０００，

７０００，１００００ｍｇ／ｋｇ，充分混匀放置于９０ｍｍ培养皿

中，在（２７±１）℃恒温培养箱内进行培养。

以上３个实验中每个处理均重复３次，在添加污

染物后０，５，１０，１５，２０，２５，３０，３５，４０ｄ分别取一个处

理的样品测定土壤中的石油烃残留量。

１．２．２ 实验测定

于三角瓶２５ｇ土样中加５０ｍＬＣＣｌ４，上回流热

浸１ｈ，浸提液经无水Ｎａ２ＳＯ４干燥后过滤至１００ｍＬ

容量瓶中。继续用２×２０ｍＬＣＣｌ４热浸两次，每次

０．５ｈ，滤液经干燥后合并倒入５０ｍＬ 容量瓶，用

ＣＣｌ４定容后，用紫外可见分光光度计测定吸光度值，

根据测定的吸光度与浓度关系计算土壤的石油烃含

量。利用紫外分光光度法在２６０ｎｍ波长测定石油烃

含量。土壤中石油烃平均回收率分别为８２％～

１０５％，标准偏差分别为３％～１０％。

１．２．３ 数据处理

前人研究表明，微生物的降解动力学过程可以用

零级、一级反应模型、Ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ模型、Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模

型、Ｍｏｎｏｄ无生长模型等多种模型描述，但当有微生

物存在、初始污染物浓度较高的条件下，微生物降解

动力学过程应用一级反应模型可以较好模拟。

石油烃在土壤中微生物降解的一级降解动力学

方程表达式如下：

犆狋＝犆０ｅｘｐ（－ｋ狋） （１）

式中：犆狋为狋时刻污染物的浓度，ｍｇ／ｇ；犆０为初始浓

度，ｍｇ／ｇ；ｋ为一级反应速率常数，ｄ
１；狋为时间，ｄ。

其半衰期公式如下：

犜１／２ ＝
０．６９３

ｋ
（２）

２　实验结果

２．１ 微生物对土壤中石油烃的降解研究

（２７±１）℃时微生物对石油烃的降解情况见表１。

表１　（２７±１）℃时微生物对石油烃的降解

时间／ｄ
灭菌土壤 灭菌加外源降解菌 外源微生物降解

残留量／（ｍｇ／ｋｇ） 降解率／％ 残留量／（ｍｇ／ｋｇ） 降解率／％ 降解量／（ｍｇ／ｋｇ） 降解率／％

０ １９４０ ０ １９４０ ０

５ １８９９ ２．１１ １８６３ ３．９７ ３６ １．８６

１０ １８６２ ４．０２ １７９４ ７．５３ ６８ ３．５１

１５ １８２９ ５．７２ １７２６ １１．０３ １０３ ５．３１

２０ １８００ ７．２２ １６５９ １４．４８ １４１ ７．２７

２５ １７７５ ８．５１ １５９３ １７．８９ １８２ ９．３８

３０ １７３６ １０．５２ １５２９ ２１．１９ ２０７ １０．６７

３５ １７０５ １２．１１ １４６６ ２４．４３ ２３９ １２．３２

４０ １６７５ １３．６６ １４０４ ２７．６３ ２７１ １３．９７
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　　由表１可以看出，土壤中添加的石油烃降解菌有

较强的降解石油烃的能力。在４０ｄ内添加外源降解

菌的土壤中石油烃降解率为灭菌条件下的２倍左右，

土壤中微生物降解石油烃的含量为３６～２７１ｍｇ／ｋｇ。

土壤中石油烃降解的动力学参数见表２。

表２　土壤中石油烃降解的动力学参数

项目 灭菌 添加外源降解菌

降解动力

学方程
狔＝１９４０ｅｘｐ（－０．００３６狋）狔＝１９４０ｅｘｐ（－０．００８狋）

相关系数

（犚２）
０．９９８３ ０．９９９６

速率常数 ０．００３６ ０．００８

半衰期／ｄ １９３．５ ８６．６３

由表２中的降解动力学相关参数可以得到，石油

污染土壤中添加外源降解菌处理的降解速率常数大

于灭菌处理的，降解半衰期明显短于灭菌处理。从而

证明，土壤中添加的４株优势石油烃降解菌对土壤中

石油烃的处理有明显促进作用。

２．２ 温度对土壤中石油烃降解的影响

温度对土壤中石油烃降解的影响见图１。

不同温度土壤中石油烃降解动力学参数见表３。

图１　温度对土壤中石油烃降解的影响

由图１可看出，在（２７±１）～（３８±１）℃，土壤中

石油烃的降解速率随着温度的升高而逐渐加快。初

始石油烃浓度为５０００ｍｇ／ｋｇ，当温度为（３８±１）℃

时，土壤中石油烃降解速率最快，其土壤中石油烃的

残留量明显低于低温时的残留量，残留量最小为

１６６２ｍｇ／ｋｇ。

表３　不同温度土壤中石油烃降解动力学参数

温度／

℃
降解动力学方程

相关系数

（犚２）

速率

常数

半衰期／

ｄ

２７±１狔＝４６１６ｅｘｐ（－０．００６狋） ０．９９９９ ０．００６０ １１５．５０

３３±１狔＝４６１６ｅｘｐ（－０．０１７狋） ０．９９９６ ０．０１６５ ４２．００

３８±１狔＝４６１６ｅｘｐ（－０．０２５狋） ０．９９８７ ０．０２５４ ２７．２８

　　由表３可知，温度影响石油烃降解的半衰期。当

温度在（２７±１）～（３８±１）℃时，石油烃浓度在设定的

研究范围内，石油烃生物降解常数与土壤中石油烃浓

度呈负相关关系，与研究温度呈正相关关系。石油烃

降解半衰期与初始石油烃浓度呈正相关关系，与温度

呈负相关关系。在（３８±１）℃时，初始石油烃浓度为

５０００ｍｇ／ｋｇ时，土壤中石油烃降解半衰期最短，为

２７．２８ｄ，（２７±１）℃时土壤中的石油烃降解半衰期最

长，为１１５．５０ｄ，增幅达４．２３倍。

２．３ 初始浓度对土壤中石油烃降解的影响

石油烃初始浓度对土壤中微生物降解的影响见

图２。

图２　石油烃初始浓度对土壤中微生物降解的影响

不同初始浓度土壤中石油烃微生物降解动力学

参数见表４。

表４　不同初始浓度土壤中石油烃降解动力学参数

石油烃

浓度／

（ｍｇ／ｋｇ）

降解动力学方程

相关

系数

（犚２）

速率

常数

半衰期／

ｄ

２０００ 狔＝１９４０ｅｘｐ（－０．００８狋）０．９９９６ ０．００８０ ８６．６３

５０００ 狔＝４６１６ｅｘｐ（－０．００６狋）０．９９９９ ０．００６０１１５．５０

７０００ 狔＝６６６１ｅｘｐ（－０．００５８狋）０．９９９９ ０．００５８１１９．４８

１００００狔＝１０３４０ｅｘｐ（－０．００５６狋）０．９９９９ ０．００５６１２３．７５

由图２与表４可知，石油烃的初始浓度影响土壤

中添加外源降解菌对石油烃的降解能力。在２０００～

１００００ｍｇ／ｋｇ石油烃浓度范围内，土壤中的石油烃

为２０００ｍｇ／ｋｇ时降解速率最快，随着初始浓度增

加，石油烃降解速率减慢，通过动力学方程获得的半

衰期发现：随着初始浓度的增大，石油烃降解半衰期

逐渐增长。

３　讨　论

在本实验中，添加外源石油烃降解菌的土壤中，

石油烃降解速率大于灭菌条件的降解速率，证明了添
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加外源优势石油烃降解菌对土壤中石油烃的降解有

促进作用［９］。

从表１可知，土壤在灭菌条件下，石油烃含量也

出现减少，说明土壤中的石油烃除微生物降解外还存

在其他降解途径，主要包括挥发、光解等，这与李涛

等［１０］的研究结果一致。通过本实验可以验证土壤温

度是影响石油烃微生物降解的重要因素。在本实验

设定的（２７±１）～（３８±１）℃温度范围内，土壤中石油

烃的降解速率与温度呈正相关关系，半衰期与温度呈

负相关关系。原因可能是温度升高后有利于土壤中

石油烃降解菌的不断增殖，从而加快了微生物降解石

油烃的速度［１１］。温度主要通过两种方式影响有机物

类污染物的生物降解速率：一是通过改变石油烃降解

菌的生长速度来改变酶的活性；二是温度影响石油烃

的理化性质。

本实验中土壤中的石油烃随初始浓度的增加，降

解速率变小，半衰期变长，这与前人关于有机污染物

初始浓度对其降解速率的影响研究一致［１２］。原因可

能是在相同数量石油烃降解菌存在下，高浓度的石油

烃对微生物的毒害作用大、对微生物活性的抑制作用

较低浓度大。

在有些情况下，污染物浓度相对高时，缩短了微

生物适应时间，使微生物种群快速增加，从而加快了

污染物的降解；另一方面，某些易降解的化合物在高

浓度下其毒性会抑制微生物的活性。此外高浓度的

石油烃通常会导致土壤颗粒表面聚集较厚的油层，致

使营养物和氧缺乏而抑制油层内部石油烃的生物降

解。在较高的石油烃浓度下，由于营养、氧的传递限

制或挥发性烃产生的毒性而抑制了生物降解。即使

降解同一种石油烃，降解方法或降解菌不同，最合适

的石油烃浓度也会不同。Ｋ．Ｓ．Ｍ．Ｒａｈｍａｎ等也发现

当ＢｏｍｂａｙＨｉｇｈ原油浓度由１％升至１０％时，混合

石油烃降解菌对原油的降解率由７８％降至５２％
［１３］。

４　结　论

①土壤中添加外源优势石油烃降解菌对石油烃

的降解速率有促进作用，石油烃的降解半衰期减小；

②在设定的（２７±１）～（３８±１）℃温度范围内，随

着温度的升高，土壤中石油烃的降解速率逐渐加快，

半衰期逐渐减小；

③在设定的２０００～１００００ｍｇ／ｋｇ石油烃浓度条

件下，随着初始浓度增加，土壤中石油烃的降解速率

减小，半衰期增大。
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