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摘要!原位生物修复技术是解决石油污染海洋的重要途径之一" 采集 ! 个不同海域的海水水样#并对其理化性质进行分

析#并在此基础上通过外加营养物质研究其对石油烃降解菌生长$降解石油烃的效果等的影响" 结果发现#! 个采样点石油烃

降解菌种分布较少#仅分离出 " 株单菌 ! 个不同的菌属" 通过分析海水理化性质发现#石油烃降解菌种的数量和营养物质也较

少" 进一步研究不同的营养物质对石油烃降解菌生长的影响发现#磷氮元素对石油烃降解菌的生长具有显著促进作用%另外#

添加氮$磷源后菌的降解效果显著提高#可以达到 AQZQ[和 A:Z"[" 初步说明适量增加磷$氮元素对于原位生物修复石油污染

海洋十分重要"
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9作者简介!崔芹芹&):S! @'#工程硕士#讲师#研究方向为石油污染区域的生物修复#251M5,F,1))(R)"!&2*0%薛建良&):S! @'#博士#讲师#研究

方向为石油污染区域的生物修复#通讯联系人#bb@)!S'R)"!&2*0"

99随着海上石油开发及远洋石油运输等活动的持

续增多#海上溢油B泄油事故等频发#海洋石油污染

问题日益凸显#直接导致严重的海洋生态问题*) @'+

"

目前#生物修复技术因其处理效果好$成本低$

适应性强以及无二次污染等特点#成为处理石油污

染区域生态修复最具前景的技术之一*! @A+

" 生物修

复技术应用于其他环境介质的研究较多#如土壤石

油污染区域生态修复*> @Q+

" 然而#与其他环境介质

不同#海洋环境的特殊性导致生物修复技术的应用

受到一定的限制" 有研究表明#海水的盐度超过

!Z>[或低于 (Z>[都会影响海洋石油烃降解菌的

降解效果*S+

" 另外#海洋中的其他因素如温度$潮

汐等都会影响生物修复的效果*'#A#S+

" 因此#在生物

修复技术越来越受到重视的情况下#通过考察环境

的理化性质与土著石油降解菌生长$代谢等关

系*: @)(+

#以进一步提出一条切实可行的土著石油烃

降解菌修复石油污染海洋的生态的新途径"

笔者以采集的不同海域的海水样品富集并鉴定

,Q:,
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石油烃降解菌的种类#分析海域的理化性质与土著

石油烃降解菌生长的关系" 并在此基础上#通过添

加不同的营养物质#分析其对该水样中石油烃降解

菌种的增殖情况和降解石油烃效果的影响"

;<实验材料及方法

;>;<样品采集

选择青岛市西海岸部分海域作为石油烃降解菌

筛选的海域" 其中所有样品集中来自于 ! 个采样

点!黄岛客运码头采样点&K)'$黄岛前湾港采样点

&K''和唐岛湾&K!'#共计 !Q 个水样"

;>=<菌株的富集及鉴定

)Z'Z)9菌株的富集

在无菌操作台中#向锥形瓶中加入一定量无机

盐液体培养基#移取所选采集的水样 ! 0b#接种到

锥形瓶中" 之后添加 ) 0b柴油" 将该锥形瓶置于

!(i$)"( %0L 的恒温培养箱里培养 Q +" 取出锥形

瓶#按同样方法移取 ! 0b菌液#接种于新配置无机

盐液体培养基的锥形瓶中#同等条件下培养 Q +%重

复上述步骤 ! 次#即筛选富集完毕"

)Z'Z'9菌株的纯化及鉴定

利用接种环从上述富集完毕的菌液中提取一定

量菌液#在无机固体培养基中划线" 划线得到的含

有菌株的培养基置于 !(i恒温箱中培养 ! +" 从培

养基中选择形体不一样的进行分别挑选#用无菌液

稀释后#继续上述方法培养" 重复上述步骤 ! V

A 次#直到固体培养基中只含 ) 种菌为止#完成水样

中石油烃降解菌的分离纯化" 将获得的各个单一菌

株进行鉴定#通过 JI4<@)( 柱式真菌 Ì?提取装

置进行提取#)SK %XI?通过 U.X扩增仪进行扩增"

U.X扩增完成后使用 Ì?测序仪进行测定" 测定

结果使用eb?K;程序和#82*e$-D中的基因数据库

进行比对#得到结果"

;>?<各种培养基的制备

)Z!Z)9无机盐培养基

无机盐液体培养基组成!I$

'

YUW

A

(Z" EBb#

fY

'

UW

A

(Z' EBb#I$IW

!

AZ( EBb##EKW

A

(Z! EBb#

.$.3

'

(Z() EBb#c,KW

A

(Z() EBb#酵母粉 (Z> EBb#蒸

馏水 ) ((( 0b#LY为 QZ' VQZA" 制备固体培养基

时#在此基础上添加琼脂 )> V'( E"

)Z!Z'9各种营养物质培养基

普通无机盐培养基&?'!即上述无机盐液体培

养基%多碳源培养&e'!即在上述无机盐液体培养基

基础上添加 (Z) E酵母粉%多氮源培养基&.'!即在

上述无机盐液体培养基基础上添加 (ZA EI$IW

!

%多

磷源培养基& '̀!即在上述无机盐液体培养基基础

上添加 (Z(" EI$YUW

A

"

;>@<各指标的分析方法

)ZAZ)9海水基本理化性质测定方法

LY!LY测定法%盐度!重量法%含油率!红外分

光光度法%;W.!非色散红外光谱法%有效氮!紫外分

光光度法%有效磷!钼酸铵分光光度法"

)ZAZ'9海水中石油烃降解菌的菌种数量测定方法

参照最大或然数&#*67L%*N$N3,-50N,%##UI'

测定石油烃降解菌数量*))+

"

)ZAZ!9石油烃降解率测定方法

石油烃降解率采用紫外分光光度法测定*)'+

"

其步骤为!取一定量的待测海水水样#加入一定量的

'>[的硫酸酸化" 然后取 > 0b已酸化的样品转移

到 >(( 0b的分液漏斗中#并加入 > 0b正己烷" 振

荡分液漏斗 ' 01-#静置分层" 上层正己烷萃取液移

至比色管中#下层水样放至原水样中" 振荡原水水

样#重复上述步骤 ! 次" 得到的萃取液在 ''> -0波

长下测定其吸光值" 依据标准曲线法算出其浓度"

石油烃的降解率为!

)

=*&@

(

R@

)

'U@

(

+ k)(([

式中!

)

为去除率#[%@

(

为初始质量浓度#0EBb%@

)

为剩余质量浓度#0EBb"

=<结果与讨论

=>;<菌株的鉴定

从每个待测样品中取一定量的水样加到无机盐

培养基中#并添加一定量的柴油作为筛选剂" 经培

养$富集$筛选等步骤后#进行U.X@̀__G分析"

通过对 _̀_G的条带进行切胶回收测序后#得

到了各样品中的菌种#结果如表 ) 所示"

表 ;<各水样中可能存在的菌种#登录号$

采样点 99最相似菌种&登录号'

K) 动杆菌属&Y<"Q(Q(AZ)'

假单胞菌属& <̀'S:(>QZ)'

假单胞菌属I:@>&GJ)(Q)Q>Z)'

K' 红球菌属&GJ!'"A:)Z)'

动杆菌属&Y<"Q(Q(AZ)'

假单胞菌属&Y#(!(::'Z)'

K! 动杆菌属&dI"()A':Z)'

动杆菌属&Y<"Q(Q(AZ)'

从表 ) 中可以看出#! 个采样点分类出菌株种

类较少#仅有 " 株单菌 ! 个不同的菌属" ! 个不同

,S:,



'()" 年 ! 月 崔芹芹等!营养物质对海洋土著石油烃降解菌生长影响分析

的菌属分别是假单胞菌属&,H41N;A;('HHZ['$动杆

菌属&.M&(45;I'M54LHZ['$红球菌属&X8;N;M;MM1HHZ['

等" 假单胞菌属&,H41N;A;('HHZ['也是报道中易产

生表面活性剂的菌属" 其中#K) 采样点发现的主要

是假单胞菌属&,H41N;A;('HHZ['#共 ' 种单菌%K'

采样点分别发现了假单胞菌属&,H41N;A;('HHZ['$

动杆菌属&.M&(45;I'M54LHZ['$红球菌属&X8;N;M;MM1H

HZ['各 ) 株菌种"

=>=<海水理化性质分析

为进一步探讨所选海域石油烃降解菌种降解石

油烃的潜力#首先分析海水理化性质#并对海域的海

水理化性质进行了分析#结果如表 ' 所示"

表 =<海水水质基本性质

LY

!

温度B

i

!

含油率B

[

#

盐度B

[

#

;W.B

[

!

有效氮质量浓

度B&0E,b

@)

'

K) >Z> )>Z> )Z!) !Z)( )ZS! (ZQ>A |(Z'A)

K' "Z> )SZ> )Z"! !Z!' )Z:) )ZS>( |(Z!):

K! "Z> )!Z> )Z'S !Z)> )Z"S (Z>A! |(Z))"

有效磷质量浓

度B&0E,b

@)

'

;W.B

有效氮#

;W.B

有效磷#

石油烃降解菌B

&个,0b

@)

'

K) (Z)'" |(Z(!" )'Z(! Q)Z:A ))A |'Q

K' (Z)(> |(Z()! AZ!' Q"Z)' 'SS |!A

K! (Z))' |(Z('Q )>ZA( QAZ"" AQ |)S

99注!

#

均为平均值"

从表 ' 中可以看出#各采样点采集到的海水水

样中石油烃降解菌的数量十分有限" K)$K' 和 K!

采样点中石油烃降解菌的数量仅分别为 &))A |

'Q'$&'SS |!A'$&AQ |)S'个B0b" 另外#所研究的

海域海水样品中各营养物质较少" 其中#有效氮质

量浓度仅为 (Z>A V)ZS> 0EBb#有效磷质量浓度仅

为 (Z)(> V(Z))' 0EBb" 在水样中#各种营养物质

组成失衡 ;W.B有效氮最小仅为 AZ!'#;W.B有效磷

比仅为 Q)Z:A VQ"Z)'"

从石油烃降解菌的数量和营养物质的质量浓度

来看#所选择的海域中营养物质质量浓度较低和比

例失衡是石油烃降解菌的数量较少的重要原因"

=>?<不同营养盐添加条件下石油烃降解菌变化情

况分析

为考察营养物质对不同海域石油烃降解菌的影

响#从 ! 个采样点各选出 ) 个代表性的海水水样#从

中各取 ) 0b加入到 A 种不同的培养基中*分别为

普通无机盐培养基&?'$多碳源培养&e'$多氮源培

养基&.'和多磷源培养基& '̀+" 并分别培养 !$"$

: +和 )' +#测定石油烃降解菌数量的变化#其结果

如图 ) V图 ! 所示"

)/?%'/e%!/.%A/`

图 )9K) 菌种生物量变化趋势图

)/?%'/e%!/.%A/`

图 '9K' 菌种生物量变化趋势图

)/?%'/e%!/.%A/`

图 !9K! 菌种生物量变化趋势图

从图 ) V图 ! 可以看出#! 个不同采样点的水样

中石油烃降解菌在不同的培养基进行培养后均显著

增多" 以采样点 K) 为例#在 ?$e$.$`A 种培养基

分别培养 )' +后#石油烃降解菌数量从 )'( 个分别

增大到 > :(($S :(($)' Q(( 个和 '( :(( 个" 从这个

数值上来看#营养物质对生物生长的促进作用也不

尽相同" 特别是#在增加磷源的培养基中#石油烃降

解菌生长迅速#经过 )' + 的培养#石油烃降解菌生

长高出普通无机盐培养基中的 A 倍" 当基本碳源足

够的情况下#其促进石油烃降解菌生长的作用大小

排序为!磷源r氮源 r碳源" 其他采样点水样中石

油烃降解菌生长也有同样的规律"

另外#不同采样点水样中石油烃降解菌的生长

存在差异" 以同一种培养基为例#在无机盐培养条

件下#K)$K' 和 K! 采样点的石油烃降解菌经过 )' +

,::,
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培养后#石油烃降解菌增殖迅速#分别增加了 A:$'A

倍和 !A 倍" 即使在不同的培养条件下#各采样点生

物增殖速度也不相同" 在多磷培养条件下#)' +

后#K)$K' 和 K! 水样中的石油烃降解菌数量分别是

'( :(($'A >(( 个和 )' )(( 个" 说明不同的石油烃

降解菌对培养条件的要求和适应情况差异较大"

?>?<不同营养条件下石油烃降解效果差异分析

以 K) 采样点的水样为研究对象#通过无机培养

基进行富集培养" 当生物浓度达到一定量之后#分

别取同样数量的石油烃降解菌悬浮液 A 份加入到

?$e$.$`A 种培养基中#并分别添加一定数量的柴

油作为降解目标物质#保证柴油的质量浓度为

)( 0EBb" 经过 Q +培养降解后#对残余的柴油进行

定量分析#结果如表 ! 所示"

表 ?<不同培养条件下石油烃去除率
[

? e . `

!AZ> !:Z: AQZQ A:Z"

从表 ! 中可以看出#在不同的培养条件下#菌群

的降解效果差异较大" 其中#在无机普通培养条件

下#石油降解率达到 !AZ>[#然而在碳源充足#添加

氮源和磷源的条件下#菌群的降解效果显著提高#分

别达到 AQZQ[和 A:Z"[" 这也说明氮磷元素对于

菌群降解石油烃的重要性"

?<结论

通过采集 ! 个不同海域的海水水样#分析了石

油烃降解菌种的种类#并进一步分析了添加营养物

质对各采样点石油烃降解菌种的生长和降解石油烃

效果的差异"

&)'通过对 ! 个采样点水样的分析发现#! 个采

样点石油烃降解菌种分布较少#仅分离出 " 株单菌

! 个不同的菌属" 分别是假单胞菌属&,H41N;A;('H

HZ['$动 杆 菌 属 & .M&(45;I'M54LHZ['$ 红 球 菌 属

&X8;N;M;MM1HHZ['"

&''通过分析 ! 个采样点采集水样的海水理化

性质发现#石油烃降解菌种的数量较少#仅为

&))A |'Q'$&'SS |!A'$AQ |)S 个B0b" 各样品中

的营养物质也较少" 有效氮质量浓度仅为 (Z>A V

)ZS> 0EBb# 有 效 磷 质 量 浓 度 仅 为 (Z)(> V

(Z))' 0EBb" 而且#各种营养物质组成失衡 .BI最

小仅为 AZ!'#.BU仅为 Q)Z:A VQ"Z)'" 这说明营养

物质的缺失对石油烃降解菌的生长有限制作用"

&!'通过添加不同营养物质进行研究发现#各

采样点的水样中石油烃降解菌在不同的培养条件下

均显著增多" 这说明营养物质对生物生长的促进作

用也不尽相同" 当基本碳源足够的情况下#其促进

石油烃降解菌生长的作用的大小排序为!磷源 r氮

源r碳源" 另外#不同采样点水样中石油烃降解菌

的生长存在差异"

&A'在不同的营养物质条件下#石油烃降解菌

的降解效果差异较大" 其中#在无机普通培养条件

下#石油降解率可以达到 !AZ>[#然而在碳源充足

的条件下#添加氮源和磷源的条件下菌群的降解效

果显著提高#分别达到 AQZQ[和 A:Z"[" 这也说明

氮磷元素对于菌群降解石油烃的重要性"
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