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摘要!利用植物>微生物联合修复炼油厂的含油污泥#分析了修复过程中总石油烃质量分数"脱氢酶活性和生物毒性的变

化$ 结果表明#植物>微生物联合修复的总石油烃降解率比自然修复提高了 !(_?Z]#在修复过程中#其脱氢酶活性最高为

)Z[_?[

.

OA&O-0'#是自然修复+?@_[

.

OA&O-0',的 ?_'? 倍$ 植物>微生物联合修复的生物毒性&苯酚的毒性当量浓度'由最初

值 " "Z! 1OACO降低至 ' @Z) 1OACO$ 因此#植物>微生物联合修复是处理含油污泥的有效方法#可应用于生产实际$
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99在石油的开采"运输"精炼和储存过程中会不可

避免地产生含油污泥+),

#通常包含水"油和有毒有

害的固体+' >!,

$ 目前#对含油污泥的处理主要包括

物理法&高温分解"高温蒸汽法"溶剂萃取法等'"化

学法&加氯氧化"臭氧氧化"湿空气氧化等'和生物

修复&微生物修复和植物修复'$ 与生物修复相比#

传统的物理"化学修复方法费用较高并且会破坏污

染场地的理化性质#造成环境的二次污染#对于污染

面积大且污染程度较轻的土壤基本上难以应用和奏

效+?,

$ 因此#在各种修复技术中#生物修复得到公

众的广泛认可+#,

$

生物修复是一种低耗"高效和环境安全的技术#

它主要依靠细菌"真菌甚至高等植物的自然代谢过

程降解"去除环境中的污染物质$ 生物修复的形式

包括微生物修复"植物修复"土地耕作"堆肥"土壤A

泥浆处理+@,

$ 植物修复可直接或间接地吸收"分离

或降解有机污染物#从而有效去除含油土壤中的总

石油烃&8*8%4P,8-*4,610&+-*3%-J*.7#:nc'$ 在植物

生长的过程中#其根际微生物也可和植物协同降解

有机污染物+",

$ 目前#植物>微生物联合修复技术

可以将植物修复与微生物修复两种方法的优点相结

合#从而强化根际对有机污染物的降解效果$

笔者通过驯化筛选石油降解微生物#采用植

物>微生物联合修复含油污泥#分析了修复过程中

总石油烃含量"脱氢酶活性和生物毒性的变化#为含

油污泥的治理提供了可行的方案$

?@材料与方法

?F?@油泥的来源与性质

供试油泥取自陕西延长石油&集团'有限责任

公司$ 其理化性质如表 ) 所示#:nc质量分数为

'' [?! 1OACO$

?FA@细菌的驯化与筛选

供试细菌分离自该炼油厂#在实验室用培养基

进行驯化$ 所用的液体培养基配方如下! %̀/4)( O#

$OFa

?

(_# O# c̀
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(_(! O#) ((( 1D超纯水#Pc"_(
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$ 固体培养基!
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在液体培养基的基础上加入 )_#] b'_(]的琼脂

粉$ 将含有菌源的污泥接入装有 )(( 1D培养基的

'#( 1D三角瓶中#在 !"h")[( -A12.条件下于摇床

&水浴恒温振荡器#Fcg>[' 型'中培养 " +%然后取

一定量的上述培养液#接入装有 )(( 1D新鲜培养基

的 '#( 1D三角瓶中#!"h")[( -A12.条件下于摇床

中培养 " +%如此反复 ! 次$ 用接种环沾取富集培养

液于固体平板上划线%经过多次划线纯化后#将得到

的纯菌接种至装有 )(( 1D新鲜培养基的 '#( 1D三

角瓶中#并向其中添加 (_# OAD原油#在 !"h"

)[( -A12.条件下于摇床中培养 " +#如此驯化至微

生物能适应 ? OAD质量浓度的原油$ 将驯化后的微

生物保存在斜面培养基上$

?FB@含油污泥生物强化修复试验方案

根据供试油泥的基本理化性质#本次处理的油

泥 Pc和含水率均较高#氮"磷质量分数较低#油泥

的:nc质量分数较高#不适合用生物法直接对其处

理$ 采用先向其中投加锯末来增加污泥的保水能力

和增大石油与微生物的接触面积#还可以与石油形

成共降解$ 添加锯末的质量与湿污泥的质量比是

!j)(#并按照 P&总有机碳'jP&水解氮'jP&水解

磷'为 )(( j)( j)向其中投加氮"磷#氮源采用

c̀

?

/4#磷源采用Ic

'

na

?

$

预处理之后油泥的理化性质如表 ) 所示$

表 ?@油泥的理化性质

油泥
含水

率A]

P&水解氮'A

&1O-CO

>)

'

P&水解磷'A

&1O-CO

>)

'

原泥999 [(_)[ 9#[# )#_#'

预处理之后 #[_?@ ![[Z[ )!?_Z#

油泥 Pc

P&:nc'A

&1O-CO

>)

'

P&总有机碳'A

&O-CO

>)

'

原泥999 [_(# ''[?! #!

预处理之后 "_)# )"?#Z ?"

预处理后#分别向花盆中加入相同质量的油泥#

并向花盆中加入适量过硫酸钾浸泡的黑麦草种子$

试验设置如下!对照组只有油泥%实验组 ) 为油泥=

锯末%实验组 ' 为油泥=锯末 =混合菌液%实验组 !

为油泥=锯末=黑麦草%实验组 ? 为油泥 =锯末 =

混合菌液=黑麦草$

?FC@分析方法

含油量检测方法!采用气相色谱测定 :nc质量

分数$ 取 #_( O油泥样品于 )(( 1D锥形瓶#加入

'( 1D二氯甲烷和 '( 1D超纯水#在摇床上以

)[( -A12.振荡 )' 0$ 在数控超声波清洗器中以

?( CcS功率超声 ' 0#然后使含有二氯甲烷的石油

溶液经过无水 %̀

'

Fa

?

滤纸#并多次用二氯甲烷润

洗#最终定容于 #( 1D容量瓶$ :nc质量分数采用

安捷伦气相色谱&M/@[Z(L型#美国生产'进行测

定#测定条件如下+Z,

!色谱柱初始温度为 ?(h#保持

(_# 12.%以 )#hA12. 升温至 )#(h#保持 ' 12.%以

)(hA12.升温至 'Z(h#保持 # 12.%进样口温度为

!((h#Y5f检测器温度为 !((h%分流进样#分流比

为 #j)#进样量为 )

.

D%氢气流量为 !( 1DA12.%空

气流量为 !(( 1DA12.%载气`

'

速度 '[ 1DA12.$

油泥的生物毒性监测方法!油泥的生物毒性采

用明亮发光细菌&n0*8*J%38,-261P0*7P0*-,61'法检

测+)( >)),

$ 具体如下!

$

土壤二氯甲烷浸提液!称

#_( O过 ' 11筛的风干土壤样品#用二氯甲烷索氏

提取 )@ 0#减压旋转浓缩至 # 1D#加入 # 1D二甲基

亚砜#然后将该混合物继续浓缩至 # 1D备用+)(,

$

%

分别向 Z@ 微孔板中将 )((

.

D样品溶液暴露于

)((

.

D新培养的处于对数期的菌液中#放入微孔板

生物发光检测仪中#高速振荡 !( 7#摇匀#暴露

)# 12.后测其发光值$

&

计算用阳性对照&苯酚>

P0,.*4'的当量浓度表示$ 为了便于不同样品间进行

比较#用产生相同抑制率阳对照>苯酚浓度表示$ 先求

出样品的/?

#(

#再根据苯酚的/?

#(

值进行折算$

油泥的脱氢酶活性检测方法!油泥的脱氢酶量

采用氯化三苯基四氮唑&::/'方法来检测+)',

$

A@结果与讨论

AF?@强化生物修复对 S$W质量分数及各组分的

影响

强化修复过程中含油质量分数的变化情况如

图 ) 所示$ 由图 ) 可以看出#所有实验组油泥含油

质量分数都有一定下降#但下降的幅度不同$ 经过

)'( + 的修复#自然修复&对照'"添加营养助剂"微

生物修复"植物修复"植物>微生物联合修复对 :nc

的降 解 率 分 别 为 !#_@)]" ?@_Z?]" @)_@#]"

#?_'(]"@@_)(]#实验组比自然修复分别提高了

))_!!]"'@_(?]")[_#Z]"!(_?Z]$ 微生物修复

对:nc的降解率比添加营养助剂提高了 )?_Z)]#

植物>微生物联合修复比植物修复提高了 )_Z(]#

这是因为微生物一般通过接触并吸附石油"分泌胞

外酶"石油污染物的吸收及胞内代谢完成对石油污

染物代谢#因此微生物修复含油污泥的作用明

显+)! >)?,

%植物修复比添加营养助剂提高 "_'@]#植

物>微生物联合修复比微生物修复提高了 ?_?#]#

-(Z-
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这是由于植物在对:nc的吸收"转运和代谢过程中

起到重要的作用+)#,

$ 强化修复前后 :nc各组分质

量分数如表 ' 所示$ 结果表明#采用植物>微生物联

合修复来降解含油污泥明显优于自然修复$ 经过

)'( +的修复#自然修复和植物>微生物联合修复各

组分质量分数都有一定的降低#但各组分降解的程

度不同$ 石油烃的碳链较短组分&/

))

b/

)#

'#自然

修复和植物>微生物联合修复的质量分数都比较

低#植物>微生物联合修复仅仅比自然修复提高了

( b"_"[]&( b@(_@ 1OACO'#原因是浇水的冲刷作

用和少量空气中细菌的降解以及总石油烃的挥发共

同作用的结果$ 在石油烃的碳链中等长度组分

&/

)@

b/

'#

'#植物>微生物联合修复比自然修复提高

了 )!_[[] b@"_[!]&)!"_' b"["_@ 1OACO'#其原

9999999

).对照%'.营养助剂%!.微生物修复%?.植物修复%

#.植物>微生物修复

图 )9强化修复过程中含油质量分数的变化

表 A@强化修复前后石油各组分的变化

碳原

子数

各组分质量分数A&1O-CO

>)

'

修复前 修复后的对照 植物>微生物修复后

)) )"# ( (

)' ?"[_!?!?! 9#"_")?(' '@_?(@!"

)! ""Z_#"?(! )@"_!##Z! )(@_"!'!@

)? "[(_Z))!Z '??_)[?!( ')?_#)""@

)# Z((_![@[' )[#_#?"!! )@'_[?Z[)

)@ ))Z"_?@#@" ?Z'_'"!Z[ )#@_(@!!Z

)" "Z?_??"!# @Z?_#!"[( )##_"()"!

)[ Z)@_!@)[( !!#_'"(#[ '([_("#'#

)Z ZZ'_[[Z[? ?@(_(?Z#) )'!_Z[ZZ?

'( )(!)_!'(#Z #'?_!Z'"Z )'Z_[(Z"?

') Z?#_#[?@[ @!"_[?Z(! )#(_@?Z(@

'' ZZZ_([Z#! @(@_''?[@ )!#_??("!

'! )()[_(#)"# "Z[_))('Z )##_#@"Z#

'? ))[[_!?!!? )(@#_'["!? '""_")Z!"

'# [[@_)")"( ['?_(#(@! !")_'@)'[

'@ )(Z[_")Z!) )(#(_(#'#' Z(@_"""@(

'" ))#@_!'#'[ )()[_@!@!! Z["_![?""

'[ )'![_#!??[ ))!#_("(#( [##_[@##?

'Z [[)_''"!) [!'_"'#[Z "Z?_?!@)@

因是植物&黑麦草'的吸附或富集作用"细菌的降解

和转化作用以及一些微生物对植物生长的促进作用

使得植物修复的效果有所提高+)@,

$ 在对照组和实

验组中#石油烃碳链较长组分&/

'@

b/

'Z

'的质量分

数均变化不大#这是由于经过驯化的细菌对其降解

能力很差且植物也无法吸附这些组分的石油+)",

$

AFA@强化修复过程中脱氢酶活性变化

实验过程中脱氢酶的活性变化如图 ' 所示$ 由

图 ' 可以看出#脱氢酶的活性在 ( + 到 !( + 急剧增

长#在 !( + 到 )'( + 急剧降低并逐步趋于稳定$ 在

修复的第 !( +#所有实验的脱氢酶活性都达到了最

大值#植物>微生物联合修复的脱氢酶的活性最高

+)Z[_?[

.

OA&O-0',#是自然修复+?@_[

.

OA&O-0',

的 ?_'? 倍#是微生物修复+)!)_#'

.

OA&O-0',的

)_#) 倍#是植物修复+Z'_)@

.

OA&O-0',的 '_)# 倍$

).对照%'.营养助剂%!.微生物修复%?.植物修复%

#.植物>微生物修复

图 '9强化修复过程中脱氢酶活性变化

有研究表明!微生物对石油污染物的降解或转

化从脱氢酶开始#因此可以利用脱氢酶的活性反映

石油降解微生物的活性$ 由于微生物体内含有能够

催化:nc进行氧化反应的多种酶类#其中包括氧化

酶和脱氢酶 ' 大类#脱氢酶使:nc的氢原子活化并

传递给特定的受氢体#从而实现 :nc的氧化和转

化+)[,

$ 这与本实验的结果相一致#在 ( + 到 !( +#

污泥中含有大量的 :nc#再加上前期投加了足量的

氮磷肥#营养条件充足#微生物经过短暂的适应期#

迅速达到对数期#微生物总数急剧增加#脱氢酶的活

性随之急剧升高#从而使总:nc的质量分数急剧减

少%而在 !( +到 )'( +#由于营养条件不充分和土壤

中难降解的物质的累加#微生物由对数期逐渐进入

到了稳定期甚至是衰亡期#此时微生物总数保持不

变甚至有所降低#导致脱氢酶的活性急剧下降#从而

使:nc的降解速度不断下降$

AFB@强化修复过程中油泥生物毒性的变化

目前#许多国家以土壤中:nc总量作为土壤受

-)Z-
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石油污染程度的评价标准$ 但土壤中 :nc总量不

足以反映土壤的真实毒性$ 因此#在评价植物对油

泥的修复效果时#综合考虑:nc总量和油泥生物毒

性对监控和评价植物修复结果更具意义$

经过 )'( +植物修复后的油泥生物毒性如图 !

所示$ 从图 ! 可以看出#随着实验的进行#各个实验

组含油污泥的生物毒性都在逐步的降低$ 在 ( + 到

!( +#自然修复的生物毒性变化不大#这是因为污泥

中原有的微生物不能较快速的降解石油#而实验组

生物毒性有了一定的降低#特别是植物>微生物联

合修复生物毒性由最初的 " "Z! 1OACO降低为

? @(? 1OACO#原因是植物根系可以向根际释放一些

酶类#如多酚氧化酶"脱氢酶等#直接或间接地参与

污染物的降解或脱毒+)Z,

$ 但是在 !( + 到 )'( +#生

物毒性变化速率降低#这说明#经过 )'( + 的修复#

石油成分中能被生物降解的部分已不多#包括一些

长链烷烃和微生物难以降解的沥青"胶质等#故生物

毒性变化不大$ 在 )'( +时#植物>微生物联合修复

的生物毒性数值最低#为 ' @Z) 1OACO&同时期自然

修复的生物毒性是 # Z[" 1OACO'#大约是最初的

!#]$ 微生物修复比植物修复能够更快地降低生物

毒性#这是由于对于生物毒性来说主要是由于有机

物引起的#而植物对有机物的吸附效果比细菌对有

机物的降解效果要差一些$ 因此#植物>微生物联

合修复与植物修复或微生物修复相比#可以较快地

降低生物毒性$

).对照%'.营养助剂%!.微生物修复%?.植物修复%

#.植物>微生物修复

图 !9强化修复过程中生物毒性的变化

B@结论

通过植物>微生物联合修复炼油厂的含油污

泥#其:nc的降解率比自然修复提高了 !(_?Z]#且

大于植物修复和微生物修复$

在植物>微生物联合修复过程中#其脱氢酶活

性最高为 )Z[_?[

.

OA&O-0'#是自然修复 +?@_[

.

OA&O-0',的 ?_'? 倍#大于植物修复和微生物修

复#说明植物>微生物可协同去除 :nc#具有良好的

修复效果$

通过植物>微生物联合修复的油泥的生物毒性

为 ' @Z) 1OACO#约是初始值的三分之一#低于植物

修复和微生物修复#因此植物>微生物联合修复处

理含油污泥的有效方法可应用于生产实际$
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