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摘　要　为对比!"#$

菌种（犃犮犺狉狅犿狅犫犪狋犲狉ｓｐ）ＳＬＴＨＸ１１４株和%"&'()

（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾犪狏犲狊

犮犲狀狊）ＳＬＴＨＸ２１４株对原油降解特征的差异性，在４０℃恒温有氧实验室条件下，使用两株原油降解菌对塔里木

油田原油进行了生物降解模拟实验，分析了生物降解气组分、生物降解原油的族组分及生物标志化合物变化特

征。实验结果表明，革兰氏阴性ＳＬＴＨＸ２１４株对原油降解能力强于革兰氏阳性ＳＬＴＨＸ１１４株，ＳＬＴＨＸ１１４株

对原油中的饱和烃具有明显的降解作用，而ＳＬＴＨＸ２１４株更倾向于降解原油中的芳烃。对土壤石油污染修复

和菌种选择具有一定的指示意义。
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０　引　言

在原油的开采、储运过程中，油品的泄漏通常会

造成土壤污染，石油烃类污染已成为石油石化行业土

壤污染的主要形式之一。在众多石油烃污染土壤的

修复方法中，微生物修复法具有高效率低成本、无二

次污染、应用范围广泛及不破坏生态环境等优点，已

成为土壤修复的主流技术之一［１２］。

已报道原油降解菌共约１００余属２００多种，尚缺

针对革兰氏阴性菌（Ｇ－）和革兰氏阳性菌（Ｇ＋）石油

烃降解的系统对比研究。其中 Ｇ－假单胞菌属
（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊）和 Ｇ＋勿色杆菌属（犃犮犺狉狅犿狅犫犪犮狋
犲狉）

［３］均为较常见的原油降解菌［４６］。以往的部分报

道认为，假单胞菌属对原油降解效率更高［７８］，且对

苯、萘及荧蒽等高分子量多环芳烃有较强的降解能

力［９１１］，而勿色杆菌属对原油的降解效率相对偏弱，
但有较宽的烷烃降解谱［１２］。

本文通过从胜利油田油污土壤中分离筛培出的

纯菌黄色假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊）和勿色
杆属菌种（犃犮犺狉狅犿狅犫犪狋犲狉ｓｐ）在实验室条件下模拟土
壤环境中原油微生物降解。首次分析原油降解气组

分变化特征并结合降解油族组分及饱和烃生物标记

化合物特征，对比分析Ｇ＋和Ｇ－的降解特征，为原

油烃类污染土壤的微生物修复提供理论依据与技术

参考。

１　材料与方法

１．１ 原油样品及菌种来源

原油样品取自塔里木油田ＴＨ１３Ｃ井未遭受生

物降解的海相原油，饱和烃组分含量约为６９％，芳烃

含量２５．８％。菌种来自胜利油田现场油浸土壤，以

原油为唯一碳源，经富集和选择性培养获得的原油降

解菌。降解菌经分离获得两株纯菌，经鉴定分别为革

兰氏阳性勿色杆属菌种（犃犮犺狉狅犿狅犫犪狋犲狉ｓｐ）ＳＬＴＨＸ１１４
株和典型原油降解耗氧革兰氏阴性黄色假单胞菌
（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊）ＳＬＴＨＸ２１４株。培养基

配置及菌种富集如下［１３］：

１）配制液体培养基。取酵母膏０．５ｇ、胰朊胨

１．０ｇ、ＮａＣｌ０．５ｇ置于２００ｍＬ锥形瓶中，加入１００

ｍＬ蒸馏水配得液体培养基。平均分配到两个１００

ｍＬ锥形瓶中后封口并高温高压灭菌３０ｍｉｎ左右。

２）石油降解菌摇菌。待培养基灭菌完毕冷却至

室温，然后分别向两个锥形瓶中接入ＳＬＴＨＸ１１４株

和ＳＬＴＨＸ２１４株两种石油降解菌。使菌浓达到１０９

个／ｍＬ，于４℃下保存。

１．２ 原油生物降解模拟实验

将油气运聚地球化学示踪物理模拟子系统的管

线转换成并联模式，清洗高压管并干燥，微生物降解

模拟实验示意见图１。用蒸馏水将已经过酸碱处理
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过的石英砂反复冲洗后置于马弗炉内干燥。取适量

石英砂和４０ｍＬ原油充分搅拌混合后平均装于４个

高压管中并编号 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ 和 Ｍ４ 号。向 Ｍ１ 和 Ｍ２

号高压管中各加入２０ｍＬ石油降解菌ＳＬＴＨＸ１１４

株，向 Ｍ３ 和 Ｍ４ 号高压管中各加入２０ｍＬ石油降解

菌ＳＬＴＨＸ２１４株。最后在 Ｍ１ 号和 Ｍ３ 号高压管中

各加入２０ｍＬ微生物营养液
［１４］。密封高压管，常压、

温度调节至４０℃。每隔１周通空气并在第４周和第

８周分别收集原油降解气及中间降解原油样品，对气

体组分、油样族组分、饱和烃色质进行定量分析。同

时设置 Ｍ０作为空白对照样。接种ＳＬＴＨＸ１１４株并

加入营养液的高压管发生泄漏导致 Ｍ２ 号实验数据

无效。

图１　微生物降解模拟实验示意

１．３ＧＣＭＳ、ＧＣＦＩＤ分析

气体 组 分 分 析 使 用 美 国 Ｖａｓｓｏｎ 公 司 的

ＵＳ１０９１７０１３７８９０Ａ型微量气相色谱仪，每次进样

２ｍＬ。检测条件：进样温度为２００℃，检测器（ＦＩＤ）温

度３１０℃，气体分析温度为５０℃，运行时间２０ｍｉｎ；以

氦气为载气，流速１ｍＬ／ｍｉｎ
［１５］。

降解的油水混合物进行油水分离，用正己烷沉淀

沥青质，然后用硅胶氧化铝柱色层分离出饱和烃、芳

烃和非烃。

饱和烃色质分析用 ＴＲＡＣＥＧＣＵＬＴＲＡ 色谱

仪，连接ＴｈｅｒｍｏＤＳＱＩＩ质谱仪，使用３０ｍ长、ＨＰ５

型、直径０．２５ｍｍ、膜厚０．２５μｍ的毛细管柱。Ｈｅ作

为载气，１ｃｍ３／ｍｉｎ恒流。程序升温：５０℃恒温５ｍｉｎ；

５０～２２０℃，４℃／ｍｉｎ；２２０～３２０℃，２．０℃／ｍｉｎ；３２０℃

恒温２５ｍｉｎ，气化室温度３００℃。

２　结果与讨论

对空白对照样 Ｍ０接种ＳＬＴＨＸ１１４株的 Ｍ１、接

种ＳＬＴＨＸ２１４株，并加入微生物营养液的 Ｍ３ 以及

接种ＳＬＴＨＸ２１４株的 Ｍ４ 模拟样品进行第４周降解

气组分、第４周及第８周原油族组分以及相关生标化

合物变化特征分析。

２．１ 降解气组分变化特征

微生物在对原油降解过程中常伴随着ＣＯ２ 的产

生［１６］。本模拟实验中，随着降解时间的增加，第４周

取得模拟气样组分特征如图２所示。接种两种原油

降解菌ＳＬＴＨＸ１１４株和ＳＬＴＨＸ２１４株的模拟实验

过程中所产生的降解气ＣＯ２ 含量均较高（１８．２６％～

９０．５１％）。对比两种原油降解菌模拟实验降解气组分

差异，发现接种ＳＬＴＨＸ２１４株的 Ｍ３ 和 Ｍ４ 降解气中

ＣＯ２ 表现出高异常现象（分别为８７．３６％和９０．５１％），

而烃类组分相对较低。而接种ＳＬＴＨＸ１１４株的 Ｍ１

中ＣＯ２ 含量（１８．２６％）远低于接种ＳＬＴＨＸ２１４株的

气样，而烃类组分（Ｃ２～Ｃ５）含量相对较高，表明菌株

ＳＬＴＨＸ２１４对原油的降解能力相对更强。

注：Ｍ１为接种勿色杆菌并加入微生物营养液；Ｍ３ 为接种黄

色假单胞菌并加入微生物营养液；Ｍ４ 为接种黄色假单胞

菌；Ｍ０为空白对照样。

图２　两种原油降解菌模拟实验降解气组分对比

２．２ 原油族组分变化特征

微生物降解原油各组分的难易程度一般为：饱和

烃＞芳烃＞胶质和沥青质，其中芳烃具有数量庞大、

结构独特、机理复杂等特征［１７１８］，且其溶解性强，迁移

能力高，会对土壤及地下水造成较大危害［１９］。

通过模拟实验第４周和第８周降解原油与原始

油样族组分对比分析见图３，降解原油中芳烃组分明

显降低，饱和烃、非烃和沥青质含量相对增加，其中饱

和烃含量变化较非烃和沥青质小，表明两种原油降解

菌对原油中饱和烃和芳烃均有降解，但芳烃组分降解

具有相对优势。对比两种降解菌在模拟第４周降解

原油的族组分含量差异，Ｍ３ 和 Ｍ４ 样品中芳烃组分

含量（分别为１７．８％和１３．８％）低于 Ｍ１（２０．３％），而

饱和烃含量较高，表明菌株ＳＬＴＨＸ２１４对芳烃的降

解强度和速率可能高于菌株ＳＬＴＨＸ１１４，体现出不

同菌株对原油的降解作用具有速度效应。随着降解

时间的增加，第８周测得的３个模拟油样的各族组分
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含量趋于稳定，菌株ＳＬＴＨＸ１１４对原油的降解程度

达到与菌株ＳＬＴＨＸ２１４相同的效果。对比不同降解

时间 Ｍ３ 和 Ｍ４ 原油族组分的变化特征，第４周 Ｍ４

样品中芳烃组分含量明显低于 Ｍ３，至第８周两者各

组分趋于相同，表明营养液对微生物降解原油启动

有协助作用，随着降解时间的增加，降解速率趋于

稳定。

注：Ｍ０为原始油样；Ｍ１为接种勿色杆菌加入微生物

营养液；Ｍ３为接种黄色假单胞菌并加入微生物营养

液；Ｍ４为接种黄色假单胞菌；Ｍ１２、Ｍ３２和 Ｍ４２为降

解第８周原油。

图３　两种原油降解菌模拟实验第４周和

第８周降解油族组分对比

２．３ 生物标志化合物评价原油降解程度

生物标志化合物是原油中相对较难被微生物降

解的一类化合物，因不同化合物对微生物降解的敏感

性存在差异，因此常被用来评价原油微生物降解程

度。本文对饱和烃主要生物标志物———正构烷烃、类

异戊二烯烃和萜类化合物进行了对比分析。

通过对原始油样及生物降解原油的生物标志化

合物参数对比见表１，接种两种菌株的降解原油生标

参数Ｐｒ／ｎＣ１７、Ｐｈ／ｎＣ１８和（Ｐｒ＋Ｐｈ）／（ｎＣ１７＋ｎＣ１８）较

原始样品明显增大，表明正构烷烃已被微生物降解至

一定阈值，并开始与类异戊二烯烃同时被消耗。降解

原油中Ｐｒ／Ｐｈ比值远小于未降解油，表明姥鲛烷对生

物降解作用较植烷更敏感，降解速率更大，这与文献

报道一致［２０］。两种菌株对原油降解的不同阶段，上

述参数均未表现出明显差异。但通过比值参数Ｃ３０

αβＨ／（Ｐｒ＋Ｐｈ）变化特征来看，随着降解时间增大，该

参数表现出显著增大的特征，且在两种菌株之间也表

现出较大的差异。接种菌株ＳＬＴＨＸ１１４的降解油样

该参数在降解不同阶段均相应的高于接种菌株

ＳＬＴＨＸ２１４的降解油样，表明菌株ＳＬＴＨＸ１１４对饱

和烃降解更具优势，且两种菌株对原油的降解等级已

达到４级降解。

表１　不同原油降解菌不同时间降解原油中

主要生物标志参数对比

样

品

降解

时间／

周

Ｐｒ／

ｎＣ１７

Ｐｈ／

ｎＣ１８

（Ｐｒ＋Ｐｈ）／

（ｎＣ１７＋

ｎＣ１８）

Ｐｒ／

Ｐｈ

Ｃ３０Ｈ／

（Ｐｒ＋

Ｐｈ）

伽马

蜡烷／

Ｃ３０Ｈ

Ｔｓ／

Ｔｍ

Ｍ０ ０ ０．１２ ０．０１ ０．１０ １．８２ ０．０５ ０．２５１．３７

Ｍ１
４ ０．２８ ０．４１ ０．３４ ０．７０ ０．７５ ０．１２０．６５

８ ０．２８ ０．３８ ０．３３ ０．７５ ３．７４ ０．０６０．６４

Ｍ３
４ ０．２５ ０．４０ ０．３２ ０．６５ ０．３２ ０．０８０．７０

８ ０．２５ ０．３９ ０．３１ ０．７０ ２．９９ ０．０８０．６３

Ｍ４
４ ０．２６ ０．３９ ０．３２ ０．６９ ０．４７ ０．１２０．６３

８ ０．２６ ０．４０ ０．３３ ０．６８ １．６２ ０．０８０．６９

另外，与前人研究成果相反的是，两种菌株降解

原油的伽马蜡烷指数及Ｔｓ／Ｔｍ参数随生物降解而表

现出降低的趋势。因此，在严重生物降解原油油源对

比，沉积环境分析及成熟度评价时，上述参数均不

可用。

３　结　论

综上所述，革兰氏阴性的黄色假单胞菌（犘狊犲狌犱狅
犿狅狀犪狊犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊）ＳＬＴＨＸ２１４对原油的降解能力和

效率强于革兰氏阳性的勿色杆属菌种（犃犮犺狉狅犿狅犫犪狋犲狉
ｓｐ）ＳＬＴＨＸ１１４。两种原油降解菌均优先降解原油中

芳烃组分，黄色假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊）

ＳＬＴＨＸ２１４对芳烃的降解能力相对高于勿色杆属菌
种（犃犮犺狉狅犿狅犫犪狋犲狉ｓｐ）ＳＬＴＨＸ１１４，而勿色杆属菌种
（犃犮犺狉狅犿狅犫犪狋犲狉ｓｐ）ＳＬＴＨＸ１１４对原油中饱和烃组分

的降解能力相对强于黄色假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊
犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊）ＳＬＴＨＸ２１４，不同菌种对原油不同组分具

有选择性和互补性。自然生态环境中，Ｇ＋和Ｇ－不

是单独存在的，其合理菌群的构建，可为原油烃类污

染土壤的微生物修复提供理论依据与技术参考。对

上述两种原油降解菌的降解机理和土壤降解效率还

在进一步研究中。
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　　采用曝气生物滤池处理工艺，最佳水力停留时间

为６．７ｈ（流量２３Ｌ／ｈ），处理成本可降到３元／ｍ３

以下。
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