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摘要:以原油降解率为目标ꎬ考察了 ５ 株石油烃降解菌对原油的降解情况ꎬ确定铜绿假单胞菌、氧化微杆菌、中间苍白杆菌

３ 株菌接种量以体积比 １ ∶１ ∶１混合后ꎬ原油降解率最高达 ７４􀆰 １６％ꎮ 其中ꎬ铜绿假单胞菌、氧化微杆菌对饱和烃均有明显的降解

作用ꎬ中间苍白杆菌只能够降解部分烷烃ꎮ 探究了不同盐度对筛选出的 ３ 株菌的影响ꎬ结果表明ꎬ当液体培养基中盐质量浓度

从 １０ ｇ / Ｌ 上升到 ５０ ｇ / Ｌ 时ꎬ３ 株菌均能生长ꎬ随着含盐质量浓度的增加ꎬ菌株浓度依次减少ꎬ生长活性减弱ꎬ细胞膜通透性变

大ꎬ细胞失水ꎬ导致细胞表面出现褶皱和凹痕ꎬ细胞壁变薄ꎬ细胞质减少ꎬ严重影响了细胞的活性ꎮ
关键词:含油污水ꎻ石油烃降解菌ꎻ原油降解率ꎻ微观结构
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　 　 油田开发后期注水开发已成为油田增产稳产的

重要技术ꎬ注水开发的同时产生了大量的含油污水ꎬ
污水的有效处理及处理后水资源的再利用对油区生

态环境有着极其重要的影响ꎬ含油污水处理后回注

是其最佳选择ꎮ 目前对含油污水中石油烃的去除方

法有增溶、蒸发、光化学分解和微生物降解等[１－３]ꎬ
其中ꎬ生物法具有成本低、操作简便、无二次污染等

优点ꎬ是含油污水处理技术中最有发展前景的处理

技术[４－６]ꎮ 然而含油污水的含盐量普遍较高ꎬ常规

微生物难以适应ꎬ在一定程度上影响了其在含油污

水污泥处理中的应用ꎮ 优选耐盐微生物菌种及其组

合是微生物处理含油污水、污泥能否规模化应用的

关键ꎮ
近 １０ 年来ꎬ国内外科研人员开展了大量油田含

油污水及海洋石油污染的微生物处理研究工作ꎬ研
究表明ꎬ石油烃的生物降解率和盐度存在密切关系ꎮ
Ｂａｄｅｊｏ 等[７]研究了 ＮａＣｌ 对分枝杆菌(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐ)降解菲的影响ꎬ在高达 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的条件下ꎬ
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该菌株对菲的降解效果显著降低ꎮ 刘永波等[８] 从

石油污染土壤中筛选出 １ 株轻度嗜盐菌 Ａｌｃａｌｉｇｅｎ￣
ａｃｅａｅ.ｓｐꎬ在 ＮａＣｌ 质量分数为 ３％、柴油质量浓度为

４００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ９６ ｈ 柴油生物降解率可达 ６０􀆰 ４２５％ꎮ
笔者以含油污水为研究对象ꎬ利用 ５ 株单菌株筛选

出 １ 组高效降解石油菌群ꎬ初步研究了筛选菌株的

耐盐特性ꎬ以期为微生物处理高含盐含油污水提供

理论基础与技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌种来源

石油烃降解菌来源于课题组前期从陕北吴起采

油厂石百万联合站里的含油污泥中筛选分离得到ꎬ
分别为 Ａ－寡养单胞菌(Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐ Ｈｏｍｏｎａｓ)、Ｂ－铜绿

假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)、Ｃ－氧化微杆菌

( Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｏｘｙｄａｎｓ )、 Ｄ － 中 间 苍 白 杆 菌

(Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｍ)、 Ｅ －侧孢短芽孢杆菌

(Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｔｅｒｏｓｐｏｒｕｓ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基

ＬＢ 培养基:ＮａＣｌ １０􀆰 ０ ｇ、酵母浸粉 ５􀆰 ０ ｇ、蛋白

胨 １０􀆰 ０ ｇ、蒸馏水 １ ０００ ｍＬ、 ｐＨ ７􀆰 ２ꎬ １２１℃ 灭菌

３０ ｍｉｎꎮ 该培养基用于菌种的活化和斜面保存ꎮ
无机盐液体培养基: ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ５ ｇ、 Ｋ２ＨＰＯ４

４􀆰 ８ ｇ、 ( ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ １􀆰 ０ ｇ、 ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ ０􀆰 ００２ ｇ、
ＭｇＳＯ４ ０􀆰 ２ ｇ、柠檬酸钠 ０􀆰 ５ ｇ、酵母浸粉 ０􀆰 １ ｇ、蒸馏

水 １ ０００ ｍＬꎮ
原油降解培养基:无机盐液体培养基 １ ０００ ｍＬ、

原油 １ ｇꎬ１２１℃灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ 该培养基用于石油降

解率的测定ꎮ
葡萄糖无机盐培养基: 无机盐液体培养基

１ ０００ ｍＬ、葡萄糖 ２０ ｇꎬ１１５℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ 该培养

基用于菌株的耐盐驯化ꎮ
１􀆰 ２　 原油降解率的测定

将活化后的单菌株在 ＬＢ 培养基中隔夜培养

后ꎬ各菌液以 ２ ｍＬ 的接种量接种至常温原油降解培

养基中ꎬ在 ３７℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 的摇床里培养 ７ ｄꎬ以
ＣＣｌ４ 作为萃取溶剂ꎬ通过 ＯＩＬ－４６０ 型红外测油仪测

定原油降解率ꎬ计算原油降解率:
降解率 ＝ [(Ｃ０ － Ｃｔ) / Ｃ０] × １００％ (１)

式中:Ｃ０ 为培养基中加入的初始原油质量浓度ꎬ
ｍｇ / ＬꎻＣ ｔ 为接入菌株降解 ７ ｄ 后培养基中原油质量

浓度ꎬｍｇ / Ｌꎮ

１􀆰 ３　 原油组分的 ＧＣ－ＭＳ 分析

将培养 ７ ｄ 后的原油降解培养基中样品转移至

分液漏斗中ꎬ用 １００ ｍＬ ＣＨ２Ｃｌ２ (原油培养基与

ＣＨ２Ｃｌ２ 的体积比为 １ ∶１)充分润洗培养基后将溶液

转移至分液漏斗中ꎬ充分震摇分液漏斗 ３ ｍｉｎꎬ使原

油溶解至 ＣＨ２Ｃｌ２ 中ꎬ静置 １０ ｍｉｎꎬ取下层有机相ꎬ加
入适量无水 Ｎａ２ＳＯ４ 以去除有机相中水分ꎬ最后用针

筒式滤膜过滤器吸取 １ ｍＬ 溶液至样品瓶中ꎮ
ＧＣ－ＭＳ 运行条件:采用 ＦＩＤ(氢焰离子化)检测

器ꎬ色谱柱为 ＨＰ－ＰＯＮＡ(５０ ｍ×２００ μｍ×０􀆰 ５ μｍ)ꎬ
升温程序为: 初始柱温为 ８０℃ꎬ 恒温 ５ ｍｉｎꎬ 以

５℃ / ｍｉｎ 的升温速率升至 １６５℃ꎬ恒温保持 ２ ｍｉｎꎻ再
以 ５℃ / ｍｉｎ 升温至 ３００℃ꎬ保持 １０ ｍｉｎꎬ进样口温度

为 ２５０℃ꎬ分流比为 ５０ ∶１ꎮ
１􀆰 ４　 菌株生长曲线的测定

挑取单菌接入到 １００ ｍＬ ＬＢ 培养基中富集培养

２４ ｈꎬ接入 １ ｍＬ 菌液至 ＮａＣｌ 质量浓度为 １０ ｇ / Ｌ 的

葡萄糖无机盐培养基中进行培养ꎬ再依次接入 ＮａＣｌ
质量浓度为 ２０、３０、４０、５０ ｇ / Ｌ 的培养基中培养ꎬ利
用比浊法每隔 ６ ｈ 测量微生物的生长ꎬ观察菌株的

生长情况ꎮ
１􀆰 ５　 菌株细胞膜通透性的测定

将各菌株以 １ ｍＬ 接种量接入不同盐含量葡萄

糖无机盐培养基中ꎬ于 ３７℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养

至对数期ꎬ取菌悬液于 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 转速下离心

１５ ｍｉｎꎬ收集沉淀菌体ꎬ用蒸馏水清洗菌体 ３ 次ꎬ然
后滤纸吸干水分ꎮ 称取各盐度下 ０􀆰 １ ｇ 菌体放入

５０ ｍＬ 小烧杯中ꎬ加入 １５ ｍＬ 蒸馏水ꎬ静置 ３０ ｍｉｎ
后ꎬ利用 ＤＤＳ－１１Ａ 型电导仪测定电导率(Ｌ１)ꎮ 然

后于 １００℃水浴加热 １５ ｍｉｎ 以灭掉菌体活性ꎬ待温

度冷却至室温ꎬ再测其电导率(Ｌ２) [９]ꎬ计算细胞膜

的相对通透性:
细胞膜的相对通透性(％) ＝

(Ｌ１ － 蒸馏水电导值) / (Ｌ２ － 蒸馏水电导值) (２)

１􀆰 ６　 菌株细胞微观结构观察

以铜绿假单胞菌为例ꎬ将菌株在不同 ＮａＣｌ 质量

浓度的葡萄糖无机盐培养基中培养至对数期收集菌

体ꎬＰＢＳ 缓冲溶液洗 １ ~ ２ 次后收集菌体沉淀ꎬ置于

１􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ２􀆰 ５％戊二醛溶液ꎬ冰箱中固

定过夜ꎬ离心倒掉固定液ꎬ加入 １％锇酸溶液固定

１~２ ｈꎬ分 ２ 份ꎬ１ 份在临界点干燥、喷金ꎬ在 ＳＵ８０１０
型扫描电镜上观察ꎻ另 １ 份用包埋剂包埋ꎬ样品经切

片、染色后在 Ｈ－７６５０ 型透射电镜中进行观察ꎮ
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２　 结果与讨论

２􀆰 １　 单菌株及菌株复配降解率测定结果

各菌株能够降解的主要组分可能不同ꎬ以原油

为唯一碳源ꎬ７ｄ 后 ５ 株菌单独存在和组合后对原油

的降解率如表 １ 和表 ２ 所示ꎮ
表 １　 各单菌株对原油降解率的影响

菌种
寡氧

单胞菌

铜绿假

单胞菌

氧化

微杆菌

中间苍

白杆菌

侧孢短芽

孢杆菌

降解率 / ％ ４９􀆰 ９１ ６２􀆰 ４０ ５７􀆰 ３８ ５４􀆰 ６５ ６０􀆰 ２２

表 ２　 菌株间不同组合对原油降解率的影响

混合菌株 Ａ＋Ｂ Ａ＋Ｃ Ａ＋Ｄ Ａ＋Ｅ Ｂ＋Ｃ

混合比例 １ ∶１ １ ∶１ １ ∶１ １ ∶１ １ ∶１

降解率 / ％ ５７􀆰 ７４ ６１􀆰 ７９ ４８􀆰 ２９ ６４􀆰 ３４ ６７􀆰 ６６

混合菌株 Ｂ＋Ｄ Ｂ＋Ｅ Ｃ＋Ｄ Ｃ＋Ｅ Ｄ＋Ｅ

混合比例 １ ∶１ １ ∶１ １ ∶１ １ ∶１ １ ∶１

降解率 / ％ ６３􀆰 ３０ ５８􀆰 １８ ６３􀆰 ０５ ６０􀆰 １６ ６７􀆰 ２５

混合菌株 Ａ＋Ｂ＋Ｃ Ａ＋Ｂ＋Ｄ Ａ＋Ｂ＋Ｅ Ａ＋Ｄ＋Ｅ Ａ＋Ｃ＋Ｄ

混合比例 １ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１

降解率 / ％ ６６􀆰 １７ ６３􀆰 ６３ ６８􀆰 ７６ ６５􀆰 ６６ ６４􀆰 ８４

混合菌株 Ａ＋Ｃ＋Ｅ Ｂ＋Ｃ＋Ｄ Ｂ＋Ｃ＋Ｅ Ｂ＋Ｄ＋Ｅ Ｃ＋Ｄ＋Ｅ

混合比例 １ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１

降解率 / ％ ６３􀆰 ５９ ７４􀆰 １６ ６１􀆰 １６ ６６􀆰 ２３ ５６􀆰 ２８

混合菌株 Ａ＋Ｂ＋Ｃ＋Ｄ Ａ＋Ｂ＋Ｃ＋Ｅ Ａ＋Ｂ＋Ｄ＋Ｅ Ａ＋Ｃ＋Ｄ＋Ｅ Ｂ＋Ｃ＋Ｄ＋Ｅ

混合比例 １ ∶１ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ ∶１ １ ∶１ ∶１ ∶１

降解率 / ％ ５５􀆰 ３４ ６４􀆰 ９８ ６０􀆰 １６ ５３􀆰 １０ ６３􀆰 ７７

混合菌株 Ａ＋Ｂ＋Ｃ＋Ｄ＋Ｅ

混合比例 １ ∶１ ∶１ ∶１ ∶１

降解率 / ％ ５８􀆰 ０８

　 　 注:Ａ:寡养单胞菌ꎬＢ:铜绿假单胞菌ꎬＣ:氧化微杆菌ꎬＤ:中间苍

白杆菌ꎬＥ:侧孢短芽孢杆菌ꎮ

从表 １ 中可以看出ꎬ在投加单一菌种菌液时ꎬ寡
养单胞菌(Ａ)、铜绿假单胞菌(Ｂ)、氧化微杆菌(Ｃ)、
中间苍白杆菌(Ｄ)和侧孢短芽孢杆菌(Ｅ)对原油的

降解率分别为 ４９􀆰 ９１％、６２􀆰 ４０％、５７􀆰 ３８％、５４􀆰 ６５％、
６０􀆰 ２２％ꎮ 从表 ２ 中可以看出ꎬ进行复配后的大部分

混合菌对原油的降解率在 ６０％以上ꎬ相对于单菌降

解效果显著ꎮ 在所有复合菌中ꎬ降解效果最好的是

铜绿假单胞菌(Ｂ)、氧化微杆菌(Ｃ)和中间苍白杆

菌(Ｄ)的混合ꎬ其原油降解率为 ７４􀆰 １６％ꎬ降解率较

３ 株单菌有明显提高ꎬ说明此 ３ 株菌在环境中有一

定的协同作用ꎮ
铜绿假单胞菌(Ｂ)、氧化微杆菌(Ｃ)和中间苍

白杆菌(Ｄ)体积比对原油的降解结果如表 ３ 所示ꎮ
表 ３　 ３ 株菌体积比对原油降解率的影响

体积比 １ ∶１ ∶１ １ ∶２ ∶２ １ ∶４ ∶４ ２ ∶１ ∶１ ２ ∶１ ∶２

降解率 / ％ ７４􀆰 １６ ６９􀆰 ０６ ６７􀆰 ０３ ７１􀆰 ８２ ６６􀆰 ８５

体积比 ２ ∶４ ∶１ ４ ∶１ ∶４ ４ ∶２ ∶１ ２ ∶２ ∶１

降解率 / ％ ６９􀆰 ４８ ６４􀆰 ５９ ６３􀆰 ５０ ７２􀆰 ６１

由表 ３ 可知ꎬ铜绿假单胞菌(Ｂ)、氧化微杆菌

(Ｃ)和中间苍白杆菌(Ｄ)的接种量体积比为 １ ∶１ ∶１、
２ ∶１ ∶１和 ２ ∶２ ∶１时原油降解率都在 ７０％以上ꎬ其中 １ ∶
１ ∶１降解效果最佳ꎬ降解率为 ７４􀆰 １６％ꎮ
２􀆰 ２　 原油组分 ＧＣ－ＭＳ 分析结果

以质谱谱库 ＮＩＳＴ ＭＳ 检索结果进行定性分析ꎬ
结果如图 １~图 ５ 所示ꎮ 由图 １ ~图 ５ 中可以看出ꎬ
原油的 ＧＣ －ＭＳ 分析结果表明ꎬ原油组分主要为

Ｃ１０ ~Ｃ２７之间的直链烷烃ꎮ 对微生物降解后原油的

对比分析得出:铜绿假单胞菌(Ｂ)和氧化微杆菌

(Ｃ)均对饱和烃的降解作用显著ꎬ图谱中代表直链

烷烃的峰数量减少ꎬ峰值下降ꎬ说明在这 ２ 株单菌的

作用下ꎬ直链烷烃的种类和含量均明显减少ꎮ 中间

苍白杆菌(Ｄ)降解后的饱和烃组分中ꎬＣ１０和 Ｃ２７的

直链烷烃已完全消失ꎬ对 Ｃ１６、Ｃ１９、Ｃ２１和 Ｃ２３的直链

烷烃没有明显的降解作用ꎬ同时图谱中有 Ｃ８、Ｃ１３和

Ｃ１７的直链烷烃生成ꎬ说明这 ２ 株菌能够利用长链烷

烃组分进行生长代谢ꎬ将长链烷烃降解为中短链烷

烃ꎮ 从图 ５ 中可以看出ꎬＢ、Ｃ 和 Ｄ ３ 株单菌混合后

的残油组分中ꎬ仅剩 Ｃ１０和 Ｃ２３ ２ 种烷烃未完全降解ꎬ
Ｃ１０的存在是由于长链烷烃被降解时ꎬ断裂成数量较

　 　 　 　 　 　 　

图 １　 原油降解前的分析结果
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图 ２　 铜绿假单胞菌(Ｂ)对降解后原油的

分析结果

图 ３　 氧化微杆菌(Ｃ)对降解后原油的分析结果

图 ４　 中间苍白杆菌(Ｄ)对降解后原油的

分析结果

图 ５　 Ｂ、Ｃ 和 Ｄ 菌混合后对降解后原油的

分析结果

多的 Ｃ１０未被及时降解ꎮ 与单一菌株图谱比较ꎬＣ２３

在 ３ 株菌单独降解原油时ꎬ未能全部被降解ꎬ因此ꎬ３
株单菌混合后 Ｃ２３仍未被完全降解ꎮ 总体而言ꎬ３ 株

菌混合后降解原油时无明显的抑制作用ꎬ更趋于相

互协同ꎮ
２􀆰 ３　 菌株耐盐特性

筛选出的铜绿假单胞菌、氧化微杆菌、中间苍白

杆菌在 ＮａＣｌ 质量浓度分别为 １０、２０、３０、４０、５０ ｇ / Ｌ
条件下的生长情况如图 ６~图 ８ 所示ꎮ

１—１０ ｇ / Ｌꎻ２—２０ ｇ / Ｌꎻ３—３０ ｇ / Ｌꎻ４—４０ ｇ / Ｌꎻ５—５０ ｇ / Ｌ

图 ６　 铜绿假单胞菌在不同盐质量浓度

培养基中生长曲线

１—１０ ｇ / Ｌꎻ２—２０ ｇ / Ｌꎻ３—３０ ｇ / Ｌꎻ４—４０ ｇ / Ｌꎻ５—５０ ｇ / Ｌ

图 ７　 氧化微杆菌在不同盐质量浓度

培养基中生长曲线

１—１０ ｇ / Ｌꎻ２—２０ ｇ / Ｌꎻ３—３０ ｇ / Ｌꎻ４—４０ ｇ / Ｌꎻ５—５０ ｇ / Ｌ

图 ８　 中间苍白杆菌在不同盐质量浓度

培养基中生长曲线

从图 ６~图 ８ 中可以看出ꎬ铜绿假单胞菌、氧化

微杆菌和中间苍白杆菌均能在含盐质量浓度为

１０ ｇ~５０ ｇ / Ｌ 的培养基中生长ꎮ 其中ꎬ铜绿假单胞

菌在耐盐驯化过程中适应性最强ꎬ与其余 ２ 株菌相

比ꎬ无论是进入对数期生长期还是菌体生长情况都

有明显优势ꎬ而中间苍白杆菌在驯化阶段适应性始

终表现较弱ꎮ 随着盐度的升高ꎬ３ 株菌菌浓降低ꎬ生
长速率明显变慢ꎮ 这是因为盐度升高对细菌生长速

率具有一定的冲击ꎬ细菌用于生长繁殖的营养物质

和能量会增加ꎬ细胞会产生新的酶系统ꎬ合成特定溶
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质以此适应新环境ꎬ该过程需要微生物对细胞能量

重新分配ꎬ所以用于生长繁殖的能量变小ꎬ生长速率

减慢[１０]ꎮ
２􀆰 ４　 盐质量浓度对菌株细胞膜通透性的影响

细胞膜的通透性能够反映细胞所处的生理状

态ꎬ一般细胞膜的通透性变化越小ꎬ表示细胞应对外

界不利环境时ꎬ维持正常生理活动的能力越强[１１]ꎮ
采用电导率法测定 ３ 株菌在不同盐度下细胞膜通透

性的变化规律ꎬ结果如图 ９ 所示ꎮ

１—铜绿假单胞菌ꎻ２—氧化微杆菌ꎻ３—中间苍白杆菌

图 ９　 不同质量浓度下 ３ 株菌的细胞膜通透性

由图 ９ 中可以看出ꎬ３ 株菌的细胞膜通透性随

着盐度增加呈递增趋势ꎮ 当盐质量浓度由 １０ ｇ / Ｌ
增加到 ５０ ｇ / Ｌ 时ꎬ铜绿假单胞菌、氧化微杆菌和中

间苍白杆菌 ３ 株菌细胞膜相对通透性分别由

７􀆰 １０％、１１􀆰 １２％、１２􀆰 ６９％增加到 １７􀆰 ７１％、２８􀆰 ２１％、
３１􀆰 ４４％ꎬ其中铜绿假单胞菌相比其余 ２ 株菌的增幅

相对较小ꎬ表明铜绿假单胞菌耐盐性优于氧化微杆

菌和中间苍白杆菌ꎮ 研究表明ꎬ耐盐菌株细胞在高

盐度冲击下ꎬ会通过复杂的调渗机制ꎬ如短期内在体

内积累某些相溶性溶质来适应环境ꎬ以维持细胞的

正常生长代谢活动ꎬ因而其细胞膜相对通透性并无

明显幅度的增加ꎮ
２􀆰 ５　 盐质量浓度对菌株细胞形态的影响

不同盐度下ꎬ微生物细胞形态也会呈现出多样

性ꎮ 为了观察盐质量浓度对耐盐菌株细胞形态的影

响ꎬ以耐盐性较好的铜绿假单胞菌为例ꎬ观察了葡萄

糖培养基中盐质量浓度分别为 １０、３０ ｇ / Ｌ 和 ５０ ｇ / Ｌ
时菌株成熟细胞的表征ꎬ结果如图 １０ 所示ꎮ

(ａ)１０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ (ｂ)１０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ

(ｃ)３０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ (ｄ)３０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ

(ｅ)５０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ ( ｆ)５０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ

图 １０　 铜绿假单胞菌在培养基中生长的

细胞的 ＳＥＭ 图

从图 １０(ａ)、图 １０(ｂ)中可以看出ꎬ细胞表面光

滑ꎬ大小基本均匀ꎬ细胞形状为棒状ꎬ表现出很好的

细胞生长同步性ꎻ从图 １０(ｃ)、图 １０(ｄ)中可以明显

看出ꎬ随着培养基中含盐质量浓度上升到 ３０ ｇ / Ｌꎬ细
胞的表面开始出现褶皱ꎬ细胞形状仍为棒状ꎻ从图

１０(ｅ)、图 １０( ｆ)中可以看出ꎬ当培养基中含盐质量

浓度上升到 ５０ ｇ / Ｌ 时ꎬ细胞表面凹痕十分明显ꎬ表
面粗糙度增大ꎬ细胞形状仍未改变ꎮ 这是由于铜绿

假单胞菌在高盐环境中时ꎬ细胞内渗透压低于细胞

外渗透压ꎬ引起细胞脱水ꎬ导致细胞变小ꎮ 实验结果

表明ꎬ细胞未受到高盐胁迫时ꎬ表面较为光滑、大小

均匀ꎬ生长状态良好ꎻ一旦受到外界高盐度胁迫ꎬ细
胞表面粗糙ꎬ并出现凹痕ꎬ这主要是由于高渗透压可

以改变细胞膜的表面结构ꎬ进而引起铜绿假单胞菌

的细胞表面的褶皱和凹陷ꎬ甚至细胞破裂及骨架塌

陷ꎬ最终导致细胞死亡ꎮ 晏荣军[１２] 利用原子力显微

镜(ＡＦＭ)观察了淡水生长的棕囊藻和海水培养棕

囊藻细胞ꎬ也得到了相似的结果ꎮ Ａｌｅｘｉｓ 等[１３] 使用

苯甲酸酯作为唯一碳源ꎬ利用激光扫描共聚焦显

微镜(ＬＳＣＭ)观察到铜绿假单胞菌处于高盐环境

中时ꎬ由于渗透压胁迫ꎬ导致生物膜厚度减少大

约 ５０％ꎮ
２􀆰 ６　 盐质量浓度对菌株细胞内部结构的影响

通过透射电镜(Ｈ－７６５０ 型)观察葡萄糖培养基

中盐质量浓度分别为 １０、３０ ｇ / Ｌ 和 ５０ ｇ / Ｌ 时菌株细

胞的内部结构ꎬ结果如图 １１ 所示ꎮ
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(ａ)１０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ (ｂ)３０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ

(ｃ)５０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ

图 １１　 铜绿假单胞菌在培养基中生长的

细胞的 ＴＥＭ 图

从图 １１ 中可以看出ꎬ当铜绿假单胞菌在含盐质

量浓度为 １０ ｇ / Ｌ 的葡萄糖培养基中生长时ꎬ细胞膜

及细胞壁结构完整且紧密结合ꎬ内部细胞质均匀ꎬ细
胞形态规则ꎮ 当含盐质量浓度升为 ３０ ｇ / Ｌ 时ꎬ细胞

的内部开始发生变化ꎬ菌体内结构不清且见不到其

他细胞器轮廓ꎬ细胞质明显减少ꎬ细胞内的颗粒物颜

色变浅ꎮ 当培养基中的盐质量浓度升高至 ５０ ｇ / Ｌꎬ
铜绿假单胞菌细胞受盐质量浓度影响破坏较为明

显ꎬ细胞壁明显变薄ꎬ但仍然保持完整ꎬ细胞质减少

得更为明显ꎬ且有的细胞中间出现中空、空泡现象ꎮ
这是由于细胞受到高盐胁迫后ꎬ干扰了细胞膜的选

择透过性功能ꎬ导致细胞膜的相对通透性增大ꎬ细胞

质及其他细胞内物质外流ꎮ

３　 结论

(１)铜绿假单胞菌、氧化微杆菌和中间苍白杆

菌接种量以体积比 １ ∶１ ∶１的比例混合后ꎬ原油的降

解率达到最高 ７４􀆰 １６％ꎮ ＧＣ－ＭＳ 分析结果表明ꎬ中
间苍白杆菌只能够降解部分烷烃ꎬ而铜绿假单胞菌

和氧化微杆菌则对饱和烃有明显的降解作用ꎮ
(２)当培养基中含盐质量浓度从 １０ ｇ / Ｌ 上升到

５０ ｇ / Ｌ 时ꎬ铜绿假单胞菌、氧化微杆菌和中间苍白

杆菌均表现出较好的耐盐性ꎬ各菌菌浓较前一梯度

减少ꎬ生长活性减弱ꎮ ３ 株菌的细胞膜通透性呈递

增趋势ꎮ
(３)观察铜绿假单胞菌细胞形态和内部结构表

明ꎬ随着盐质量浓度增加ꎬ细胞失水ꎬ导致细胞表面

出现褶皱和凹痕ꎬ细胞壁变薄ꎬ细胞质减少ꎬ严重影

响了细胞的活性ꎮ

参考文献

[１] Ｆｉｎｇａｓ Ｍ Ｆ.Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｉｌ ａｎｄ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１３ꎬ２(３):１０４－１１５.

[２] Ｚｈａｎｇ Ｂａｉｙｕꎬ Ｈｅ Ｚｈａｎｇꎬ Ｃｈｅｎ Ｂｉｎｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃ ａｒｏｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ ｉｎ ｏｆｆｓｈｏｒｅ

ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｗａｔｅｒ: Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｍａｔｒｉｘ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ２０１６ꎬ１４２(１１):０４０１６０５４.

[３] Ｓｈａｎｔｉ Ｌａｍｉｃｈｈａｎｅꎬ Ｂａｌ Ｋｒｉｓｈｎａ Ｋ Ｃꎬ Ｒａｎｊａｎ Ｓａｒｕｋｋａｌｉｇｅ.

Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ￣ｅｎｈａｎｃｅｄ ｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃ ａｒｏｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｃａｒ￣

ｂｏｎｓ:Ａ ｒｅｖｉｅｗ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ２０１７ꎬ

１９９(ｓｅｐ.１):４６－６１.

[４] Ｓｔｒｏｎｇ Ｐ ＪꎬＢｕｒｇｅｓｓ Ｊ Ｅ. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｗｉｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ａｎｄ

ｄｉｓｔｉｌｌｅｒｙ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒｓ:Ａ ｒｅｖｉｅｗ[ Ｊ] .Ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２００８ꎬ

１２(２):７０－８７.

[５] Ｍａｒｇｅｓｉｎ Ｒꎬ Ｓｃｈｉｎｎｅｒ Ｆ. Ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ( ｎａｔｕｒａｌ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｂｉｏｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ) ｏｆ ｄｉｅｓｅｌ￣ｏｉｌ￣ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｏｉｌ ｉｎ ａｎ ａｌｐｉｎｅ ｇｌａｃｉｅｒ

ｓｋｉｉｎｇ ａｒｅａ[Ｊ] .Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００１ꎬ６７

(７):３１２７－３１３３.

[６] 涂书新ꎬ韦朝阳.我国生物修复技术的现状与展望[ Ｊ] .地理科

学进展ꎬ２００４ꎬ(６):２１－３３.

[７] Ｂａｄｅｊｏ Ａ ＣꎬＢａｄｅｊｏ Ａ ＯꎬＳｈｉｎ Ｋ Ｈꎬｅｔ ａｌ.Ａ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｙ

ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｒｏｍａｔｉｃ ｒｉｎｇ￣ｃｌｅａｖａｇｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ ｉｎ ｍｙｃｏｂａｃ￣

ｔｅｒｉｕｍ ｇｉｌｖｕｍ ＰＹＲ￣ＧＣＫ ｔｏ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓａｌｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｐＨ ｄｕｒｉｎｇ ｐｙ￣

ｒｅｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ[Ｊ] .Ｐｌｏｓ Ｏｎｅꎬ２０１３ꎬ８(２):１－８.

[ ８ ] 刘 勇 波ꎬ 温 玉 娟ꎬ 任 何 军. 嗜 盐 石 油 烃 高 效 降 解 菌

Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ.ｓｐ ＺＲ － １ 的选育与降解特性 [ Ｊ] . 轻工科技ꎬ

２０１８ꎬ(６):１０６－１０７.

[９] 信欣.耐盐菌株特性及其在高盐有机废水生物处理中的应用

[Ｄ].北京:中国地质大学ꎬ２００７.

[１０] Ｋｅｍｐｆ ＢꎬＢｒｅｍｅｒ Ｅ. Ｍｅｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ:Ｔｏｄａｙ ａｎｄ ｔｏ￣

ｍｏｒｒｏｗ[Ｊ] .Ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ Ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙꎬ１９９８ꎬ２３(６):３１９－３３０.

[１１] 张云起ꎬ刘世琦ꎬ杨凤娟ꎬ等.耐盐西瓜砧木筛选及其耐盐机理

的研究[Ｊ] .西北农业学报ꎬ２００３ꎬ１２(４):１０５－１０８.

[１２] 晏荣军.球形棕囊藻与溶藻细菌的关系研究[Ｄ].广州:暨南大

学ꎬ２００６.

[１３] Ｂａｚｉｒｅ ＡꎬＦａｒèｓ ＤｉａｂꎬＪｅｂｂａｒ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｏｎ

ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｅｎｚｏａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉ￣

ｎｏｓａ[Ｊ] .Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ＆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ

３４(１):５－８.■

􀅰９１１􀅰


