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柴油污染土壤烷烃降解菌的筛选及
降解特性研究
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摘要:从某炼油厂柴油罐区污染土壤中分离筛选出优势柴油降解菌 Ｌ１２ꎬ并经过形态学观察、生理生化试验以及 １６Ｓ ｒＤＮＡ

序列分析ꎬ鉴定为不动杆菌属(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ.ｓｐ)ꎮ 采用摇瓶实验研究了菌株 Ｌ１２ 对正十六烷的适宜降解条件ꎬ并考察了该菌对
柴油的降解能力ꎮ 结果表明ꎬ菌株 Ｌ１２ 最佳的培养初始 ｐＨ 为 ７、接种量为 ５％、摇床转速为 １５０ ｒ / ｍｉｎ、培养温度为 ３０℃ꎬ菌株可
耐受正十六烷质量浓度高达 ５ ０００ ｍｇ / Ｌꎮ 最优条件下培养 ７ ｄꎬ该菌株对正十六烷的降解率高达 ９０􀆰 ３３％ꎬ能将质量浓度为
３ ０００ ｍｇ / Ｌ 的柴油几乎完全降解ꎬ表明该菌具有良好的用于生物修复柴油污染土壤的潜力ꎮ
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化及深度处理ꎬ通讯联系人ꎬ９７２７８７４４５＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

　 　 石油开采、炼制、贮存及运输过程中ꎬ难免会发

生一些意外性的或操作性的失误导致石油泄漏ꎬ从
而造成土壤的石油污染[１]ꎮ 炼化企业的柴油罐区

也存在同样的情况ꎬ泄漏的柴油进入到土壤后ꎬ会破

坏土壤的性质ꎬ降低土壤的透气、透水性ꎮ 柴油为轻

质石油产品ꎬ主要包括烷烃、环烷烃、烯烃、芳香烃、
多环芳烃ꎬ柴油馏分中的碳原子数一般为 １０~２２ꎬ其
中柴油中烷烃占 ５０％ ~ ７０％ꎬ是柴油污染土壤的主

要污染物[２]ꎮ 土壤修复一般包括物理法、化学法和

生物法ꎬ生物修复法是通过土著微生物或生物强化

菌剂的代谢作用降解土壤中的污染物ꎬ因而具有操

作简便、经济高效的特点ꎬ近年来越来越受到重

视[３]ꎮ 笔者以柴油中的正十六烷为目标污染物ꎬ通

过环境微生物手段从柴油罐区筛选出 １ 株柴油优势

降解菌ꎬ并对其进行了菌种鉴定和降解特性研究ꎬ为
柴油罐区污染土壤的生物修复提供菌源和理论

依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌种来源

菌源采自某炼油厂柴油罐区污染土壤ꎮ
１􀆰 ２　 培养基

ＬＢ 培养基:蛋白胨 １０ ｇ、酵母膏 ５ ｇ、ＮａＣｌ １０ ｇ、
去离子水 １ ０００ ｍＬꎮ

无机盐培养基(ＭＳＭ 培养基):ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ５ ｇ、
Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ １ ｇ、ＮＨ４Ｃｌ １􀆰 １ ｇ、ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
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０􀆰 ２ ｇ、微量元素液 ２ ｍＬ、去离子水 １ ０００ ｍＬꎮ
１􀆰 ３　 菌种的富集和筛选

称取 ５ ｇ 受柴油污染土壤样品为菌源ꎬ将其加

入到灭菌后的 １００ ｍＬ ＬＢ 培养基中ꎬ置于恒温摇床

培养ꎬ摇床转速为 １５０ ｒ / ｍｉｎꎬ温度为 ３０℃ꎮ 培养

２４ ｈ 后以 ５％的接种量转接入新鲜的培养基中ꎬ继
续培养 ２４ ｈꎬ重复操作 ２ 次ꎮ 将富集后的菌液以 ５％
的接种量接种至正十六烷无机盐培养基中进行驯

化ꎬ培养基中正十六烷的质量浓度分别为 ５００、
１ ０００、２ ０００、３ ０００、５ ０００ ｍｇ / Ｌꎮ 取驯化后的菌液进

行梯度稀释ꎬ然后于正十六烷质量浓度为 １ ０００ ｍｇ / Ｌ
的无机盐平板上进行涂布ꎬ培养 ３ ｄ 后ꎬ挑取生长明

显、菌落较大的菌株进行编号ꎬ并将这些菌株分别接

种至 １ ０００ ｍｇ / Ｌ 的正十六烷无机盐培养基中培养

７ ｄ 后ꎬ利用气相色谱法测定剩余正十六烷浓度ꎬ计
算出各菌株对正十六烷的降解率ꎬ然后挑选出降解

效果最好的菌株[４]ꎮ
１􀆰 ４　 菌种的鉴定

１􀆰 ４􀆰 １　 形态学观察

将菌株培养液以 １０ 的倍数进行稀释ꎬ经番红染

色后ꎬ在光学显微镜下对细菌进行观察ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 生理生化试验

生理生化试验参照«常见细菌系统鉴定手册»[５]ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 分子生物学鉴定

(１)１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序

将筛选出的正十六烷优势降解菌株以 ５％的接

种量接种至培养基中培养 ７ ｄꎬ然后取出 ２ ｍＬ 培养

液于离心管中贮藏ꎬ送至中国科学院水生生物研究

所进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析ꎮ
(２)构建系统发育树

将测序结果输入到 ＮＣＢＩ 网站进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ
挑选出同源性最高的菌株ꎬ运用 ＭＥＧＡ７􀆰 ０ 软件构

建系统发育树ꎮ
１􀆰 ５　 降解性能研究

１􀆰 ５􀆰 １　 降解正十六烷的影响因素

微生物降解正十六烷受到多种因素的影响ꎬ以
正十六烷作为唯一的碳源和能源物质ꎬ通过单因素

实验分别考察不同温度、ＮａＣｌ 质量分数、初始 ｐＨ、
初始正十六烷质量浓度、溶解氧以及接种量对正十

六烷去除效率的影响[５]ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ２　 对柴油降解能力的评价

在培养基初始 ｐＨ 为 ７􀆰 ０、接种量为 ５％、３０℃下

进行培养ꎬ将筛选出的优势菌的悬菌液接入柴油培养

基中ꎬ振荡培养 ７ ｄ 后ꎬ对于质量浓度为 ３ ０００ ｍｇ / Ｌ

的柴油降解前后各组分的 ＧＣ－ＭＳ 分析结果进行

比较ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 菌种鉴定

２􀆰 １􀆰 １　 菌落形态和生理生化试验

从柴油污染土壤样品中筛选出 １２ 株可以明显

降解正十六烷的菌株ꎬ将其分别编号为 Ｌ１ ~ Ｌ１２ꎬ其
中 Ｌ１２ 降解能力最好ꎬ对初始质量浓度为 １ ０００ ｍｇ / Ｌ
的正十六烷培养 ７ ｄꎬ降解率高达 ９０􀆰 ３３％ꎬ选作为

优势菌株ꎬ其菌落形态与革兰氏染色后的照片如

图 １ 所示ꎮ 该菌菌落为圆形ꎬ个体较大ꎬ呈不透明的

乳白色ꎻ表面光滑湿润ꎬ有光泽ꎻ菌落略有凸起ꎬ边缘

平整ꎬ呈长杆状ꎮ 革兰氏染色呈阳性ꎬ葡萄糖、乙醇

发酵、淀粉水解、硝酸盐还原、反硝化试验呈阳性ꎬ接
触酶、甲基红、Ｖ－Ｐ 测定以及亚硝酸还原试验均呈

阴性ꎮ

(ａ)Ｌ１２ 菌落形态 (ｂ)革兰氏染色

图 １　 Ｌ１２ 菌落形态与革兰氏染色后的照片

２􀆰 １􀆰 ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序与系统发育树的构建

通过对菌株 Ｌ１２ 进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序得到长为

１ ４３９ ｂｐ 的基因片段ꎬ将其输入 ＮＣＢＩ 中进行 Ｂｌａｓｔ
比对ꎬ与 Ｌ１２ 菌株同源性达到 ９８％以上的均为不动

杆菌属ꎬ从中挑选出部分同源性较高的序列进行系

统发育树分析ꎬ利用 ＭＥＧＡ７􀆰 ０ 软件依据 Ｂｌａｓｔ 比对

结构构建系统发育树ꎬ由发育树可知ꎬＬ１２ 菌株与

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ ｓｔｒａｉｎ ＤＳＭ３０００７ 处于同一分

支中ꎬ并且这 ２ 株菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的同源性高达

９９􀆰 ９３％ꎬ因此可以初步将菌株 Ｌ１２ 归类为不动杆菌

属(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ.ｓｐ)ꎮ
２􀆰 ２　 降解条件的优化

２􀆰 ２􀆰 １　 培养温度的影响

培养温度与微生物的生长繁殖、代谢活动密切

相关ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ 由表 １ 中可以看出ꎬ当温度

由 １５℃上升至 ３０℃时ꎬ菌株对正十六烷的降解率逐

步提高ꎬ这是由于微生物反应和一般化学反应规律

类似ꎬ其反应速率都会随着温度的升高而升高ꎬ并且

在一定温度范围内温度越高ꎬ微生物活性也随之增
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强ꎻ当温度为 ３０℃时ꎬ降解率高达 ９０􀆰 ３３％ꎬ这时微

生物的活性最高ꎬ正十六烷降解效果最好ꎻ温度继续

升高至 ４０℃时ꎬ对正十六烷降解能力显著下降ꎬ降
解率由 ９０􀆰 ３３％下降至 ４９􀆰 ９６％ꎬ其原因是微生物降

解正十六烷反应依赖体内有关酶系的催化完成ꎬ温
度过高导致相关酶活性降低ꎬ所以目标菌株 Ｌ１２ 降

解正十六烷的最佳温度为 ３０℃ꎮ
表 １　 温度对菌株 Ｌ１２ 降解效果的影响

温度 / ℃ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０
降解率 / ％ ３０􀆰 ４１ ７１􀆰 ５３ ８５􀆰 ４２ ９０􀆰 ３３ ８８􀆰 ７６ ５０􀆰 ３４

２􀆰 ２􀆰 ２　 培养基初始 ｐＨ 的影响

初始 ｐＨ 对菌株 Ｌ１２ 降解效果的影响如表 ２ 所

示ꎮ 由表 ２ 中可以看出ꎬｐＨ 过高或过低对微生物的

生长代谢都不利ꎮ 目标菌株对 ｐＨ 的适应范围较

大ꎬ在中性、弱碱性条件下正十六烷去除率均较高ꎮ
当培养液的初始 ｐＨ 由 ５ 上升至 ７ 时ꎬ菌株的正十

六烷去除率也随之升高ꎬｐＨ ＝ ７ 时菌株的正十六烷

降解率达到最大 ９０􀆰 ３３％ꎬ这是因为 ｐＨ 在一定范围

内升高可以增加细菌细胞质膜的透性ꎬ使正十六烷

更容易进入细胞内部被利用ꎬ同时 ｐＨ 的适量提高

可以增强相关酶的活性ꎬ使正十六烷降解速率加快ꎬ
从而提高细菌对正十六烷的降解率ꎻｐＨ>７ 之后ꎬ随
着 ｐＨ 升高ꎬ降解率明显下降ꎮ 说明筛选出的目标

降解菌在 ｐＨ 为 ７ 条件下降解效果最好ꎮ
表 ２　 初始 ｐＨ 对菌株 Ｌ１２ 降解效果的影响

ｐＨ ５ ６ ７ ８ ９ １０
降解率 / ％ ６２􀆰 ４８ ７１􀆰 ４２ ９０􀆰 ３３ ８６􀆰 ５５ ８０􀆰 ３１ ５０􀆰 ７３

２􀆰 ２􀆰 ３　 正十六烷初始质量浓度的影响

正十六烷质量浓度对菌株 Ｌ１２ 降解效果的影响

如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 中可以看出ꎬ筛选所得优势菌

对初始正十六烷质量浓度在 １ ０００ ~ ５ ０００ ｍｇ / Ｌ 范

围内的底物降解能力均较强ꎬ其中底物质量浓度为

１ ０００ ｍｇ / Ｌ 时的降解率最高ꎮ 在设定的 ５ 个正十六

烷浓度梯度间ꎬ初始正十六烷质量浓度为 ５００ ｍｇ / Ｌ
时菌株降解正十六烷的效率相对较低ꎬ这是因为在

培养液中正十六烷的浓度不足ꎬ细菌生长缓慢ꎬ菌株

降解率相对较低ꎻ而当培养液中正十六烷的质量浓

度达到 １ ０００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ培养基中正十六烷质量浓度

提高ꎬ底物充足ꎬ菌株生长代谢能力旺盛ꎬ其降解率

也随之提高ꎻ然而当继续提高培养基中正十六烷质

量浓度时ꎬ菌株对正十六烷的降解率变化不大ꎬ所以

优势菌株能耐受较高质量浓度的正十六烷ꎬ耐受质

量浓度至少可以达到 ５ ０００ ｍｇ / Ｌꎮ

表 ３　 正十六烷浓度对菌株 Ｌ１２ 降解效果的影响

初始 Ｃ１６ 质量浓度 / (ｍｇ􀅰Ｌ－１) ５００ １０００ ２０００ ３０００ ５０００
降解率 / ％ ８０􀆰 ７８ ９０􀆰 ３３ ８９􀆰 ５６ ９０􀆰 ７８ ９􀆰 ８２

２􀆰 ２􀆰 ４　 盐质量分数的影响

盐质量分数对菌株 Ｌ１２ 降解性能的影响如表 ４
所示ꎮ 由表 ４ 中可以看出ꎬ随着培养液中盐(ＮａＣｌ)
质量分数的升高ꎬ菌株对正十六烷降解能力逐渐降

低ꎬ且 ＮａＣｌ 质量分数越高ꎬ降解效果越不好ꎬ原因是

盐会影响细胞渗透压ꎬ当培养液中盐质量分数升高

时ꎬ细菌细胞内部渗透压小于外部渗透压ꎬ细胞内水

分向外流出而出现脱水现象ꎬ因而细菌对正十六烷

的降解反应减慢ꎬ降解率下降ꎮ 当培养液中 ＮａＣｌ 质
量分数为 ３％时ꎬ正十六烷降解率下降至 ５０％左右ꎬ
盐质量分数越高ꎬ降解效果越差ꎮ 当盐质量分数达

到 ９％时ꎬ菌生长困难、菌浓度低ꎬ此时去除率仅为

８􀆰 ０２％ꎬ所以该菌的适宜 ＮａＣｌ 质量分数为 ０％~１％ꎬ
耐受盐质量分数不超过 ３％ꎮ

表 ４　 盐浓度对菌株 Ｌ１２ 降解性能的影响

ＮａＣｌ 质量分数 / ％ ０ １ ３ ５ ７ ９
降解率 / ％ ９０􀆰 ３３ ８９􀆰 ５８ ５０􀆰 ４４ ２５􀆰 ２１ １０􀆰 ３５ ８􀆰 ０２

２􀆰 ２􀆰 ５　 溶解氧的影响

控制其他条件不变ꎬ改变锥形瓶中培养基的体

积相当于改变培养基中的溶氧量ꎬ溶解氧对菌株

Ｌ１２ 降解性能的影响如表 ５ 所示ꎮ 由表 ５ 中可以看

出ꎬ雏形瓶中培养液体积越大溶解氧浓度越低ꎬ相反

则越高ꎮ 随着培养基体积逐渐增大ꎬ菌株对正十六

烷的降解率逐步降低ꎬ这是因为在相同的摇床转速

下ꎬ随着锥形瓶中培养液体积增加ꎬ培养基中的溶氧

量会随之降低ꎬ菌株无法获得充足的氧气ꎬ其生命活

动会减慢ꎬ因此对正十六烷的利用速率也逐渐减慢ꎮ
由于培养基体积分别为 ６０、８０、１００ ｍＬ 时本菌株对

正十六烷降解率均大于 ９０％ꎬ所以可选择 １００ ｍＬ
为最佳培养基体积ꎮ

表 ５　 溶解氧对菌株 Ｌ１２ 降解性能的影响

培养基体积 / ｍＬ ６０ ８０ １００ １２０ １５０
降解率 / ％ ９０􀆰 ４５ ９０􀆰 ２５ ９０􀆰 ３３ ７３􀆰 ４２ ７０􀆰 ６７

２􀆰 ２􀆰 ６　 接种量的影响

接种量对菌株 Ｌ１２ 降解性能的影响如表 ６ 所

示ꎮ 由表 ６ 中可以看出ꎬ接种量为 ５％时菌株对正十

六烷的降解率为 ９０􀆰 ３３％ꎬ此时再增加接种量对提

高正十六烷的去除率并不明显ꎮ 一般来说ꎬ接种量

对细菌最为直接的影响反映在细菌延滞期的时长ꎬ
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接种量越大ꎬ细菌生长延滞期越短ꎮ 在相同培养条

件下ꎬ接种量赿大ꎬ越早开始进入对数生长期ꎬ也就

越早开始快速利用正十六烷ꎬ但是在达到 ５％以后

再提高接种量ꎬ菌株的正十六烷降解率提高不明显ꎬ
所以选用 ５％作为最佳接种量ꎮ

表 ６　 接种量对菌株 Ｌ１２ 降解性能的影响

接种量 / ％ １ ３ ５ ７ ９
降解率 / ％ ８５􀆰 ５６ ８７􀆰 ２４ ９０􀆰 ３３ ９０􀆰 ８７ ９１􀆰 ２３

２􀆰 ３　 菌株对柴油的降解性能

在培养基初始 ｐＨ 为 ７􀆰 ０、接种量为 ５％、３０℃条

件下ꎬ将优势菌 Ｌ１２ 的悬菌液接入柴油培养基中ꎬ振
荡培养 ７ ｄ 后ꎬ对于质量浓度 ３ ０００ ｍｇ / Ｌ 的柴油降

解前后各组分进行 ＧＣ－ＭＳ 分析ꎬ结果分别如图 ２
和图 ３ 所示ꎮ 同时通过各烷烃组分峰面积对比计算

出柴油中各组分的降解率ꎬ结果如表 ７ 所示ꎮ 结果

表明菌株对柴油中各组分有显著降解作用ꎬ尤其对

于烷烃组分降解效果更为明显ꎮ

图 ２　 柴油空白样品 ＧＣ－ＭＳ 谱图

图 ３　 柴油降解后样品 ＧＣ－ＭＳ 谱图

表 ７　 柴油样品中各烷烃组分的降解率

组分 降解率 / ％ 组分 降解率 / ％ 组分 降解率 / ％
Ｃ１０ ９９􀆰 ９６ Ｃ１４ ６４􀆰 ９４ Ｃ１８ ６５􀆰 ８６
Ｃ１１ ８７􀆰 ３６ Ｃ１５ ７０􀆰 ０６ Ｃ１９ ６４􀆰 ９６
Ｃ１２ ７７􀆰 １９ Ｃ１６ ８３􀆰 ９３ Ｃ２０ ６７􀆰 １７
Ｃ１３ ６７􀆰 ９１ Ｃ１７ ６１􀆰 ２１ Ｃ２１ ６９􀆰 ４７

３　 结论

(１)从柴油污染土壤中筛选得到 １ 株高效柴油

降解菌 Ｌ１２ꎬ经形态观察、生理生化特性和 １６Ｓ ｒＤＮＡ

序列分析ꎬ鉴定该菌为不动杆菌(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ􀆰 ｓｐ)ꎮ
(２)菌株 Ｌ１２ 降解正十六烷的最适宜条件为培

养温度为 ３０℃、 接 种 量 为 ５％、 培 养 基 体 积 为

１００ ｍＬ、初始 ｐＨ 为 ７ꎮ 该菌能耐受质量浓度高达

５ ０００ ｍｇ / Ｌ 的正十六烷ꎮ
(３)优势菌 Ｌ１２ 不仅能够高效降解饱和中长链

烷烃ꎬ而且在 ７ ｄ 内能将质量浓度为 ３ ０００ ｍｇ / Ｌ 的

柴油几乎完全降解ꎬ表明该菌具有良好的用于生物

修复柴油污染土壤的潜力ꎮ
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