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摘要:从长庆油田安塞地区的含油土壤中筛选得到 １ 株高效石油烃降解酵母菌ꎬ对其进行了生理、生化以及 ＩＴＳ 序列分析ꎬ
并研究了其降解特性和对原油四组分的降解情况ꎮ 结果表明ꎬ筛选得到的目标酵母菌 Ｙ４ 为水生假丝酵母(Ｃａｎｄｉｄａ ａｑｕａｅｔｅｘｔｏｒｉｓ)ꎬ
通过对降解条件进行响应面优化研究ꎬ得到该菌最佳降解条件为:ｐＨ 为 ７􀆰 ２、温度为 ３０℃、接种量为 ６􀆰 ２５％ꎬ在该条件下ꎬ酵母

菌 Ｙ４ 具有较好的石油烃降解能力ꎬ在石油污染修复领域具有巨大的应用潜力ꎮ
关键词:石油烃降解ꎻ微生物修复ꎻ酵母菌ꎻ原油四组分ꎻ响应面分析
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　 　 石油作为我国的重要能源ꎬ其造成的污染目前

还无法杜绝[１]ꎬ近年来ꎬ土壤碳氢化合物污染被认

为是全球关注的主要问题[２]ꎮ 消除这些物质是减

少其对生态系统和人类健康负面影响的必要条

件[３]ꎮ 从环境友好的角度来看ꎬ生物修复具有成本

效益、多功能性和环境安全性ꎮ 从技术上讲ꎬ该方法

是基于微生物降解或解毒有机污染物的能力[４－５]ꎮ
石油污染的土壤氧气含量低、营养物质匮乏ꎬ大

部分微生物难以生存ꎬ细菌因其普遍性和广泛性而

被认为是降解石油烃最重要的微生物[６]ꎬ目前相关

研究主要集中在细菌上ꎬ但是真菌因在难降解长链

或多环芳烃方面的良好降解能力而受到了极大关

注[７－９]ꎬ酵母菌作为兼性厌氧菌ꎬ需氧量小ꎬ对营养

物质要求低ꎬ能承受高污染负荷且耐高渗透压ꎬ可成

为修复含油土壤的优势真菌[１０]ꎮ 倪娜等[１１] 从胜利

油田石油污染的土壤中筛选分离得到降解柴油的假

丝酵母ꎬ发现其对直链烷烃有很好的降解效果ꎮ 邓

超等[１２]对芘降解酵母菌进行了研究ꎬ发现其 １５ ｄ
对芘降解率可达 ６３％ꎮ 笔者从被原油污染的土壤

中分离到 １ 株能够利用石油烃的酵母菌ꎬ并对其降

解条件以及对原油四组分的降解情况进行研究ꎬ为
酵母菌在环境修复中的实际应用提供依据ꎮ
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验样品

原油采自长庆油田安塞地区某采油井场储油

池ꎻ含油土壤取自长庆油田安塞地区某采油井场内

被原油污染的土壤ꎮ
１􀆰 ２　 培养基

马丁 氏 培 养 基: ＫＨ２ＰＯ４ １ ｇ、 ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
０􀆰 ５ ｇ、蛋白胨 ５ ｇ、葡萄糖 １０ ｇ、１％的孟加拉红水溶

液 ３􀆰 ３ ｍＬ、蒸馏水 １ ０００ ｍＬ、自然 ｐＨꎬ灭菌后的培

养基中加入链霉素 ３０ μｇ / ｍＬꎮ
酵母培养基 ( ＹＰＤ):酵母浸粉 １０ ｇ、蛋白胨

２０ ｇ、葡萄糖 ２０ ｇ、蒸馏水 １ Ｌꎬ自然 ｐＨꎬ(固体培养

基需加入 １５~２０ ｇ 琼脂粉)ꎮ
无机盐培养基:Ｋ２ＨＰＯ４ １ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４ １ ｇ、ＭｇＳＯ４􀅰

７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５ ｇ、ＮＨ４ＮＯ３ １ ｇ、ＣａＣｌ２ ０􀆰 ０２ ｇ、ＮａＣｌ ５ ｇ、蒸
馏水 １ Ｌ、ｐＨ ７􀆰 ０ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 酵母菌分离筛选及纯化

取 １０􀆰 ０ ｇ 含油土壤ꎬ加入 １００ ｍＬ 灭菌马丁氏

培养基中 ( 含 ３０ μｇ / ｍＬ 链霉素 )ꎬ 置 于 ２８℃、
１４０ ｒ / ｍｉｎ 摇床中培养 ２ ｄ 后ꎬ取 １ ｍＬ 培养液于

１００ ｍＬ 灭菌马丁氏培养基中ꎬ相同条件继续富集培

养 ２ ｄꎮ 然后用稀释涂布法进行分离纯化ꎬ将分离出

的单菌分别在 ＹＰＤ 液体培养基中培养ꎬ并将其培养

的种子液按照体积比 ３％接种到原油质量分数为

１％的无机盐培养基中ꎬ在 ３０℃、１４０ ｒ / ｍｉｎ 下进行降

解反应ꎬ７ ｄ 后ꎬ测定菌株对石油烃的降解率ꎬ选出

目标菌株ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 菌株鉴定

生理生化实验:参照周德庆«微生物学实验手

册» 和金卫根等[１４]、李德宇[１５] 的生理生化实验

方法ꎮ
分子鉴定:将目标菌株送至陕西中科羽瞳生物

科技有限公司进行 ＩＴＳ 分子鉴定ꎬ并用 ＭＥＧＡ 软件

构建系统发育树ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 石油烃降解率的测定

采用重量法测定ꎬ参考吴曼莉等[１３]的实验方法ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 生长曲线测定

挑取酵母菌接到 １００ ｍＬ 液体 ＹＰＤ 培养基中ꎬ
２８℃、１４０ ｒ / ｍｉｎ 摇床培养ꎬ当 ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０ 时ꎬ取

５ ｍＬ 培养液到 １００ ｍＬ 液体 ＹＰＤ 培养基中ꎬ继续摇

床培养ꎬ每隔 ２ ｈ 取样测定 ＯＤ６００值ꎬ不加菌培养基

为参比ꎬ绘制生长曲线ꎮ

１􀆰 ３􀆰 ５　 降解菌降解特性研究

取上述对总石油烃降解率最高的菌株为目标菌

株ꎬ对其降解特性进行研究ꎮ
(１)单因素实验

固定初始 ｐＨ 为 ７􀆰 ０、温度为 ３０℃、摇床转速为

１４０ ｒ / ｍｉｎ、菌剂接种量为 ３％ꎬ考察初始 ｐＨ(４􀆰 ０、
５􀆰 ０、６􀆰 ０、７􀆰 ０、 ８􀆰 ０、 ９􀆰 ０)、温度 ( １５℃、２０℃、２５℃、
３０℃、３５℃、４０℃)、菌种接种量(１％、３％、５％、７％、
９％、１１％)对菌株 ７ ｄ 的降解特性的影响ꎮ

(２)响应面优化

在单因素试验的基础上ꎬ对 ３ 个因素的较佳水

平进行响应面试验设计ꎮ 以石油降解率为响应值ꎬ
用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件处理试验数据ꎬ构建数

学回归模型ꎬ获得目标菌株的最佳降解条件ꎬ且得到

３ 个因素之间的交互影响ꎮ 响应面试验因素水平如

表 １ 所示ꎮ
表 １　 响应面试验因素水平表

水平
因素

ｐＨ 温度 / ℃ 接种量 / ％

－１ ６ ２５ ３

０ ７ ３０ ５

１ ８ ３５ ７

１􀆰 ３􀆰 ６　 降解菌对石油四组分的降解

参考李红[１６]和国家标准«石油烃沥青四组分测

定法» [１７]中所述的方法ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 酵母菌筛选结果

通过对含油土壤中微生物进行分离筛选ꎬ得到

Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ４ 等 ４ 株酵母菌ꎬ各菌株对总石油烃的

降解效果如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 ４ 株酵母菌对石油烃的降解效果

菌株 Ｙ１ Ｙ２ Ｙ３ Ｙ４

降解率 / ％ ４０􀆰 １６ ４３􀆰 ０３ ６２􀆰 ０２ ６９􀆰 ８４

由表 ２ 可知ꎬ４ 株酵母菌均具有一定的降解石

油烃能力ꎬ其中 Ｙ４ 的降解率最高ꎬ达到了 ６９􀆰 ８４％ꎬ
降解效果良好ꎬ后续实验以菌株 Ｙ４ 作为目标菌株ꎮ
２􀆰 ２　 菌株 Ｙ４ 的鉴定

２􀆰 ２􀆰 １　 菌株的形态学特征

Ｙ４ 在 ＹＰＤ 培养基上的菌落形态和细胞形态如

图 １ 所示ꎮ 由图 １(ａ)中可以看出ꎬ菌落形态呈乳白

􀅰２１１􀅰



２０２２ 年 １ 月 韩宇星等:高效石油烃降解酵母菌的筛选鉴定及其降油特性优化研究

色ꎬ不透明ꎬ表面光滑ꎬ黏稠ꎬ边缘齐整ꎮ 由图 １(ｂ)
中可以看出ꎬ细胞呈椭圆形半透明状ꎬ直径约 １５ μｍꎮ

(ａ)菌落形态 (ｂ)细胞形态

图 １　 菌株 Ｙ４ 菌落形态

２􀆰 ２􀆰 ２　 生理生化结果

Ｙ４ 生理生化结果如表 ３ 所示ꎮ
表 ３　 菌株 Ｙ４ 生理生化结果

糖发酵

葡萄糖 乳糖 蔗糖 麦芽糖

＋ ＋ ＋ ＋

糖同化

葡萄糖 乳糖 蔗糖 麦芽糖 蜜二糖 鼠李糖

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

其他

ＶＰ
甲基红

实验

过氧

化氢

硫化氢

实验

尿素

实验

明胶

液化

淀粉

水解

柠檬

酸盐

－ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　 　 注:“＋”表示阳性ꎬ“－”表示阴性ꎮ

２􀆰 ２􀆰 ３　 分子鉴定结果

Ｙ４ 的 ＩＴＳ 序列经 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ鉴定 Ｙ４ 为假丝酵

母菌属ꎬ且与水生假丝酵母(Ｃａｎｄｉｄａ ａｑｕａｅｔｅｘｔｏｒｉｓ)
的同源性达到 ９９􀆰 ７８％ꎬ结合生理生化试验结果ꎬ确
定 Ｙ４ 为水生假丝酵母(Ｃａｎｄｉｄａ ａｑｕａｅｔｅｘｔｏｒｉｓ)ꎬ用
ＭＥＧＡ 软件构建其相关种属的系统发育树ꎬ如图 ２
所示ꎮ

图 ２　 基于 １６ＳｒＲＮＡ 序列构建的菌株 Ｙ４ 系统

发育树

２􀆰 ３　 酵母菌 Ｙ４ 生长特性研究

目标菌株 Ｙ４ 具有最高石油烃降解率ꎬ其生长

规律如图 ３ 所示ꎮ

图 ３　 菌株 Ｙ４ 的生长曲线

由图 ３ 可知ꎬＹ４ 的对数生长期为 ２ ~ １２ ｈꎬ稳定

期为 １２~１８ ｈꎬ原油降解实验中ꎬ接入的菌要数量较

多而且活性较高ꎬ故选择培养到 ８ ~ １０ ｈ 的菌进行

实验ꎮ
２􀆰 ４　 菌株 Ｙ４ 降解条件优化结果

对影响微生物降解石油烃的环境条件进行研

究ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ

(ａ)ｐＨ

(ｂ)温度

(ｃ)接种量

图 ４　 不同因素对菌株 Ｙ４ 降解效果的影响

ｐＨ 的变化会影响环境中微生物对营养物质的

可利用性[１８]ꎬ影响硝化作用、氮的转化以及酶的活
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性ꎮ 由图 ４(ａ)可知ꎬ在 ｐＨ 为 ４􀆰 ０ ~ ７􀆰 ０ 时降解率逐

渐增加ꎬｐＨ 为 ７􀆰 ０ 时ꎬ降解率达到 ７０％左右ꎻｐＨ 高

于 ７􀆰 ０ꎬ降解率开始下降ꎮ 故最佳降解 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ꎮ
温度会影微生物的生长代谢ꎬ温度太高和太低

都会影响其活性ꎮ 由图 ４(ｂ)可知ꎬ菌株 Ｙ４ 在 ３０℃
时对石油烃降解效果最好ꎬ降解率为 ７３􀆰 ４５％ꎮ

由图 ４(ｃ)可知ꎬ接种量在 ５％ ~ ９％时ꎬ降解率

曲线呈平缓趋势ꎻ当接种量从 ５％提升到 ９％时ꎬ降
解率仅提升了 ３􀆰 ６３％ꎮ 考虑到成本以及操作的方

便性ꎬ最佳接种量取 ５％ꎮ
２􀆰 ５　 响应面试验结果

响应面优化试验方案及结果如表 ４ 所示ꎮ 利用

软件对 １７ 个实验点和相应的降解率进行多元回归

拟合ꎬ得到的回归模型方差分析结果如表 ５ 所示ꎮ
表 ４　 响应面实验方案与结果

序号 ｐＨ(Ａ) 温度(Ｂ) / ℃ 接种量(Ｃ) / ％ 降解率 / ％

１ －１ －１ ０ ６４􀆰 ３６

２ １ －１ ０ ６６􀆰 ２３

３ －１ １ ０ ５７􀆰 ７８

４ １ １ ０ ６０􀆰 ７６

５ ０ ０ ０ ７７􀆰 ５８

６ ０ ０ ０ ７６􀆰 ３３

７ －１ ０ １ ７８􀆰 ２６

８ １ ０ １ ８０􀆰 ３３

９ ０ －１ －１ ５８􀆰 ８８

１０ ０ １ －１ ４０􀆰 ７９

１１ ０ －１ １ ７０􀆰 ５７

１２ ０ １ １ ６７􀆰 ６７

１３ ０ ０ ０ ７６􀆰 １３

１４ －１ ０ －１ ５２􀆰 ３４

１５ １ ０ －１ ５７􀆰 ３

１６ ０ ０ ０ ７５􀆰 ４９

１７ ０ ０ ０ ７６􀆰 ５１

表 ５　 回归模型方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

模型 １６５５􀆰 ３６ ９ １８３􀆰 ９３ ６６９􀆰 ６９ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ａ １０􀆰 ３５ １ １０􀆰 ３５ ３７􀆰 ６９ ０􀆰 ０００５ ∗

Ｂ ２００􀆰 ４０ １ ２００􀆰 ４０ ７２９􀆰 ６６ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｃ ６７９􀆰 ７０ １ ６７９􀆰 ７０ ２４７４􀆰 ８１ <０􀆰 ０００１ ∗∗

ＡＢ １􀆰 １１ １ １􀆰 １１ ４􀆰 ０５ ０􀆰 ０８４０ 不显著

ＡＣ ２􀆰 ７７ １ ２􀆰 ７７ １０􀆰 ０９ ０􀆰 ０１５６ ∗

ＢＣ １２􀆰 ９２ １ １２􀆰 ９２ ４７􀆰 ０６ ０􀆰 ０００２ ∗∗

Ａ２ ５６􀆰 ７２ １ ５６􀆰 ７２ ２０６􀆰 ５２ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｂ２ ４０４􀆰 ８１ １ ４０４􀆰 ８１ １４７３􀆰 ９４ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｃ２ ２１９􀆰 ８１ １ ２１９􀆰 ８１ ８００􀆰 ３３ <０􀆰 ０００１ ∗∗

残差 １􀆰 ９２ ７ ０􀆰 ２７ 　 　 　

失拟项 １􀆰 ４２ ３ ０􀆰 ４７ ３􀆰 ７７ ０􀆰 １１６１ 不显著

纯误差 ０􀆰 ５０ ４ ０􀆰 １３ 　 　 　

总变异 １６５７􀆰 ２８ １６ 　 　 　 　

　 　 注:∗表示差异显著 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示差异极显著 ( Ｐ <

０􀆰 ０１)ꎮ

对表 ４ 中的数据进行多元非线性回归拟合ꎬ得
到二次回归方程为:

Ｒ ＝ ７６􀆰 ５１ ＋ １􀆰 １４Ａ － ５􀆰 ０１Ｂ ＋ ９􀆰 ２２Ｃ ＋ ０􀆰 ５３ＡＢ ＋

０􀆰 ８３ＡＣ ＋ １􀆰 ８ＢＣ － ３􀆰 ６７Ａ２ － ９􀆰 ８１Ｂ２ － ７􀆰 ２３Ｃ２

　 　 由表 ５ 可知ꎬＰ<０􀆰 ０００ １ꎬ该模型项显著性极高ꎬ
且该模型失拟项 Ｐ ＝ ０􀆰 １１６ １>０􀆰 ０５ꎬ差异性不显著ꎬ
说明该建模可行ꎮ Ａ、Ｂ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２ 对应的响应值

<０􀆰 ０００ １ꎬ影响极显著ꎬ交互项 ＡＣ、ＢＣ 影响显著ꎮ
多元回归方程式对应的响应曲面图和等高线图分别

如图 ５、图 ６、图 ７ 所示ꎮ 对此进行分析和评价ꎬ以确

定最佳混合菌配比ꎮ 以 Ｐ 值来判断菌株之间交互

影响大小顺序是:ＢＣ>ＡＣ>ＡＢꎮ

(ａ)响应面图

(ｂ)等高线图

图 ５　 ｐＨ 和温度的相互作用对降解率的影响

由主要因素的 Ｆ 值可以得知ꎬ３ 种因素对石油

烃降解率的影响顺序为:ｐＨ>温度>接种量ꎮ 根据分

析得出的最佳降解条件为: ｐＨ 为 ７􀆰 ２１、温度为

２９􀆰 ０４℃、接种量为 ６􀆰 ２５％ꎬ此时ꎬ降解率为 ８０􀆰 ００％ꎮ
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(ａ)响应面图

(ｂ)等高线图

图 ６　 ｐＨ 和接种量的相互作用对降解率影响

(ａ)响应面图

(ｂ)等高线图

图 ７　 温度和接种量的相互作用对降解率影响

通过验证试验对软件分析结果进行验证ꎬ根据

实际操作情况的可行性ꎬ调整 ｐＨ 为 ７􀆰 ２、温度为

３０℃、接种量为 ６􀆰 ２５％下进行实验ꎮ 最终得到 Ｙ４
的最佳降解率为 ８１􀆰 ６５％ꎬ与预测值基本一致ꎬ说明

该模型基本准确ꎮ 因此ꎬ菌株 Ｙ４ 的最佳降解条件

为:ｐＨ 为 ７􀆰 ２、温度为 ３０℃、接种量为 ６􀆰 ２５％ꎮ
２􀆰 ６　 原油四组分分析

石油烃成分复杂ꎬ含油数百中化合物[１９]ꎬ其成

分包括烷烃、芳烃、胶质、沥青质ꎬ但其主要成分是烷

烃(质量分数>５０％) [２０]ꎮ 原油四组分的质量分数

及其 ７ ｄ 石油烃降解情况如表 ６ 所示ꎮ
表 ６　 原油的四组分分析结果

组分 烷烃 芳烃 胶质 沥青质

质量分数 / ％ ７６􀆰 ０２ ８􀆰 ３７ ３􀆰 ２０ ４􀆰 ４４

降解率 / ％ ８３􀆰 ６５ ４３􀆰 ０７ ２８􀆰 ５７ １８􀆰 ６４

由表 ６ 可知ꎬＹ４ 对烷烃降解效果最好ꎬ在 ７ ｄ
内ꎬ降解率达到 ８３􀆰 ６５％ꎬ对难降解的芳烃、胶质、沥
青质也有一定的降解效果ꎬ降解率分别为 ４３􀆰 ０７％、
２８􀆰 ５７％和 １８􀆰 ６４％ꎬ如何提升对难降解物质的降解

效果是下一步要重点研究的问题ꎮ

３　 结论

(１)从安塞油田石油污染土壤中筛选出高效石

油烃降解酵母菌 Ｙ４ꎬ ７ ｄ 对石油烃的降解率为

６９􀆰 ８４％ꎬ通过生理生化实验以及 ＩＴＳ 序列分析ꎬ鉴
定 Ｙ４ 为水生假丝酵母(Ｃａｎｄｉｄａ ａｑｕａｅｔｅｘｔｏｒｉｓ)ꎮ

(２)通过单因素实验以及响应面试验ꎬ得到 Ｙ４
的最佳降解条件为:ｐＨ 为 ７􀆰 ２、温度为 ３０℃、接种量

为 ６􀆰 ２５％ꎬ此时ꎬ降解率可达 ８１􀆰 ６５％ꎮ 且 ３ 种因素

对石油烃降解率的影响顺序为:ｐＨ>温度>接种量ꎮ
(３)对 Ｙ４ 降解后的残油进行烷烃、芳烃、胶质、

沥青质等原油四组分分析ꎬ结果 Ｙ４ 对烷烃有较好

的降解特性ꎮ
(４)Ｙ４ 能很好地适应陕北黄土塬区油田污染

土壤高含油、偏碱性酸碱度和夏季温度在 ２５ ~ ３５℃
之间等特殊环境条件ꎬ表明降解陕北地区油田污染

土壤方面具有较高的实用价值ꎮ
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