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摘要!利用色谱?质谱联机$<7’=/%(柱层析分析方法(浊度法和微生物脱氢酶法)确定土

壤残油污染物的构成(油污土壤优势降解菌(残油降解过程中微生物活性及其动态变化&研究

结果表明)长期残留在淄河滩土层中的石油烃类主要由沥青质(胶质构成)占总烃类的D(E!
C(E&经过@(F生物降解试验)残油降解率仅为!(E&污染土层中的主要优势菌为球菌和杆

菌)菌群鉴定为黄假单胞菌$!"#$%&#’&#"(%(芽孢杆菌$)"*+,,-(%等&据微生物脱氢酶动态变

化的初步研究结果)微生物脱氢酶活性变化可作为衡量微生物活性变化的重要指标&
关键词!残油&生物降解&脱氢酶&
中图分类号!GDA>&H"A!!!!文献标识码!I
文章编号!>(((?!)C)$!((!%(!?(>C>?(B
作者简介!李广贺$>@BC?%男)教授)博士生导师)>@@!年在中国地质大学$北京%获得博士学

位&研究方向为水体污染控制理论与修复工程&*JK+1%*%1L."-:13L.5+&2F5&03

!!油田区(石油化工区土壤石油烃类由于量大面

广)危害主要表现在*$>%影响植物及农作物的生长)
降低土质)甚至造成土壤荒废&特别是沸点在>B(!
!"BM范围内的烃类)如汽油和煤油对植物的毒害

最大)它能穿透到植物的组织内部)破坏植物的正常

生理机能&高分子烃不能穿透到植物组织内部)但它

能够形成一层薄膜)阻碍植物的蒸腾(呼吸和光合作

用&对其他生物的危害)主要是使生物营养与输导系

统产生混乱&另外)石油进入土壤后)影响土壤的通

透性)阻碍植物根部的呼吸和营养元素的吸收)引起

根部腐烂&$!%通过食物链)危害人类健康&多环芳烃

$GIN:%)如强致癌物苯并$+%芘具有致癌性&$)%影
响水色(水味和溶解氧+>,&$A%污染地下水)威胁安全

供水&
据对污染土壤的油含量调查)英国!(世纪D(!

"(年代关闭的炼油厂(储油罐区等发现多处石油烃

污染的土壤)在调查区内一处仅!((((K! 的面积

上)土 壤 中 多 环 芳 烃$GIN:%最 高 质 量 分 数 达

!@"((O>(?D)残留在土壤中的GIN:高达!(!!CD
PL&美国约有)((((((个地下储存罐存放石油类产

品)其中B(((((个地下储油罐可能正在向地下泄

漏石油&德国(荷兰和澳大利亚等有大量的污染土层

等待治理&我国石油污染土层状况并不乐观)尤其是

全国各地地下储油罐星罗棋布)油品泄漏所造成的

土壤与环境污染时有发生&值得注意的是)我国过去

对污染土壤的环境问题关注不够)缺乏必要的监测信

息而无法准确统计&据目前所掌握的资料显示)我国

部分石油化工区土壤残油质量分数高达B(!"AO
>(?D!@A(A@O>(?D)油田区质量分数一般为C(O
>(?D!>!(O>(?D)油田重污染区土壤石油类质量分

数可 高 达>((((O>(?D以 上$背 景 值 为!C&AO
>(?D%&土壤污染构成了地下水的主要污染源)造成

局部地区地下水石油化工有机污染)威胁饮水安全)
降低地下水的使用功能)造成极大的经济损失(生态

灾害(农业生产与饮水安全保障的破坏)成为困扰环

境领域重要的社会与环境问题+!!>(,&

>!土壤残油构成

土壤残油的成分构成时空上变化明显&归纳起

来主要原因包括*$>%易溶和易挥发组分所占的比

例&亨利常数高的石油烃类在环境中易挥发扩散到

大气中)而辛醇?水系数$.$Q%较低的石油烃类)则
随 水分运移进入地下水&另外)植物吸收(化学和生
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表!!油污土壤石油烃/$R.%2-抽提!柱层析分析结果

S+T%2> 7$KU$323-:$6,2:1F5+%U2-,$%25K13U$%%5-2F:$1%
T;/$R.%2-2R-,+0-1$3+3F0$%5K3J0.,$K+-$L,+U.;

取样点 # $ % &
石油烃总量""KL >A>&( CC&C ""&B >)C&"
烷烃含量"KL !>&D >"&D @&A !>&D
芳烃含量"KL >B&A >(&B @&@ >D&(
胶质含量"KL )C&( !D&B !!&C A>&B
沥青含量"KL )C&( !A&D !D&D A!&A
回收率"E C(&> C@&! CC&D C"&D

!!"为!L土中的含量&

物化学作用会对石油烃的迁移和转化产生重要影

响#$!%人为因素的干扰加速了残油的挥发&淋滤&化
学和土层生物化学作用#$)%残留时间与来源&一般

残留时间短的石油化工裂解区&成品油罐区$汽油&
航空燃油&柴油%泄漏污染的土壤中的石油烃类大多

由低碳烃类构成’如VS*H’GIN:’饱和和非饱和

烷烃&含碳!!以上的烃类所占的比例相对较低&油
田原油污染区长期残留在土壤中的残油主要由高碳

烃类构成&
上述自然的&人为的因素造成残留在土壤中的

石油烃类中轻&重质组分所占的比例具有较大的差

异&总体上’残留时间长&挥发&淋滤作用强烈的土

层’以高碳烃类为主&由于其低溶解度&难降解性而

成为污染土壤修复的重点研究内容&为此’本次选择

具有近!(年污染历史的淄河滩油污土壤’研究残油

的基本构成&生物利用性&优势微生物&微生物活性’
为富含残油的土层修复奠定理论与技术基础&

利用/$R.%2-抽提&柱层析分析方法(!)对淄河

滩残油进行分析’结果表明$表>%’污染土层含油率

最低在)E以上’最高可达"&BE&根据我国石油天

然气行业标准’将正常原油和重质原油区分为烷烃&
芳烃&胶质和沥青&分析表明’残留在土层中的污染

物大部分为大分子&高沸点物质’胶质组分和沥青组

分的比例占BDE以上’而分子量相对较低的烷烃组

分和芳烃组分最多仅占)(E&色质联机检测到烃类

物质的样品中’石油污染物的沸点都很高’胶质和沥

青的比例较大’基本属于难降解污染物’理论上大大

降低了其生物可利用性&

!!油污土壤生物特性

土壤是微生物生活和繁殖的良好生态环境’每
克土中微生物总数一般达到>!>(亿个$以干土

计%&在 肥 沃 土 壤 中 细 菌 生 物 量 可 占 土 壤 质 量 的

(&(>BE!(&BE’真菌生物量可达(&(BE!(&BE&
由于土壤中存在的微生物种类多样’大多数未污染

土壤的复杂微生物群落都含有天然存在的石油烃降

解种属&已知的能够降解石油烃的微生物有!C属细

菌’)(属丝状真菌’和>!属酵母’共计"(属!((多

个种&

图>!石油降解菌筛选

W1L&> /0,22313L.;F,$0+,T$3JF2L,+F13LT+0-2,1+
XYAD(3K’培养"!.

应该注意到’微生物生存的环境生态对于优势

菌群筛选具有决定性作用&大量的研究表明’土壤中

的微生物总数随烃质量分数的增加而增加’但微生

物的多样性却下降了&表明微生物适应石油污染的

环境的能力的差别&造成差异的主要原因在于微生

物体内有组成酶和诱导酶二种酶&组成酶经常存在

于细胞内’不论底物存在与否&而诱导酶的合成依赖

于底物或底物结构类似物’它只有诱导剂存在时才

被微生物合成&土壤被石油烃污染以后’烃类污染物

能引导具备降解能力的微生物产生诱导酶’正是通

过这种自然选择以及基因突变作用’能够适应新的

微生物生态环境的微生物种属’在降解烃类物质的

过程中被逐渐富聚成为优势菌群&
目前&测定降解微生物的方法主要有*平板计数

法(B)&最或然数$=G’%法&浊度法&菌丝长度测量

法())&显微镜直接计数法&WYI$荧光素双醋酸脂%
水解活性分析法(D’")&磷 脂 分 析 法&ISG分 析 法&
Y’I探真技术&

浊度法主要是通过测定微生物在降解石油过程

中的浊度来确定微生物的生长&该方法由于简便快

速而得到较为广泛的应用&本文选择浊度法评价所

分离的污染土壤中优势菌种对于石油烃类污染物的

分散与利用状况&图>是利用浊度法对>D种污染土

层中的优势菌种对液蜡和萘的利用与生物生长状态&
由 图>可知’油污土层中>D种优势菌具有利用

!C>
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图!!优势降解菌电镜扫描照片

W1L&! *%20-,$3K10,$:0$U2U10-5,2:$6F2L,+F13LT+0-2,1+13U$%%5-2F:$1%

液蜡和萘作为碳源的能力&试验结果表明"编号为!
和B的优势菌对液蜡和萘具有较高的分散性和利用

性&表明油污土壤中的优势菌群具有降解石油烃的

能力&
通过对优势菌的电镜扫描#图!$"油污土层中的

主要优势菌为球菌%长杆菌和短杆菌&菌群鉴定为黄

假单胞菌#!"#$%&#’&#"($%芽孢杆菌#)"*+,,-($等&

)!残油生物可降解性与微生物活性

"&!!土壤残油生物降解性评价

土壤中石油污染物的微生物降解受其化学结构

和性质制约"尤其是烃类物质的溶解性&对于石油

烃"除了低分子芳烃%萘能溶于水"蒽和菲有中度溶

解性外"分子量高于!!C的芳烃很难溶于水"而烷烃

比芳烃的水溶性更小"7C 以下的烷烃微溶于水"7C
以上的烷烃几乎不溶于水&由于低分子烃类易挥发"
能积聚在土壤中的石油烃"绝大部分是高沸点%高分

子量组分&而且低水溶性的石油烃容易吸附在土壤

固体颗粒上"难于转移到油水界面"直接影响其可生

物利用性&由此"石油烃属于难生物降解污染物&研
究表明"短链烷烃的生物可降解性较好"碳原子数大

于!A的烷烃"随着分子量的增加"生物可降解性下

降&单环芳烃的生物可降解性较好"多环芳烃很难降

解&胶质和沥青是极性较强的高碳化合物"生物可降

解性很差’@">((&
由于淄河滩包气带土层中的残油绝大部分为高

沸点%大分子烃类"生物可降解性较差&在油污土层

中"石油污染物主要以非水溶相存在"胶质和沥青裹

挟分子量较低的石油烃"降低了它们的可利用性&在
实验室条件下"经过@(F"石油污染物生物降解了

>)O>(?D"仅占总量的!(E"充分表现初中致残油

生物难降解性&
"&#!微生物活性评价

油污土层生物修复是利用微生物将石油污染物

转化为无害或毒性较小物质"其转化过程中降解微

生物量和活性的测定结果成为监控生物修复效率的

重要指标&
测定微生物生物量和活性的方法多种多样"目

前还没有统一的%绝对可靠的方法&用微生物的数量

变化反映生物量的变化"表明微生物对底物及微生

物生态环境的适应能力"且操作简单"对于指导工程

实践具有一定意义&但微生物数量在一定程度上并

非准确反映微生物活性状况&利用直接的微生物活

性指标反映降解生物活性是十分必要的&注意到"微
生物体内含有各种各样的酶"能够催化石油烃进行

氧化反应"参加生物氧化的重要酶为氧化酶和脱氢

酶二大类"其中脱氢酶类尤为重要&脱氢酶使石油烃

的氢原子活化并传递给特定的受氢体"实现石油烃

的氧化和转化&在许多情况下"微生物对石油污染物

的降解或转化从脱氢开始"因此可以利用脱氢酶的

活性反映石油降解微生物的活性&表!和图)分别

为油污土壤修复试验过程中微生物数量和脱氢酶活

性的动态变化状况&
降解过程中"油污土层微生物数量具有较大的

波动性&分析主要原因是微生物环境生态具有较大

的差异性所致&试验!号样为模拟自然条件下石油

降解微生物的生长状况")号样为添加富集菌液"A
号样增投半腐熟堆肥&从微生物数量和脱氢酶活性

)C>
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表#!除油菌数量的动态变化

S+T%2! #+,1+-1$3:$6F2L,+F13LT+0-2,15K02%%:
个"L干土

$"F > " >A !C )B

!号样 >&))O>(B >&((O>(D !&D"O>(B "&))O>(C )&((O>("

)号样 >&!BO>(@ >&B(O>(@ >&)(O>(C >&)(O>(C D&))O>(D

A号样 >&))O>(B >&((O>(D "&D"O>(D A&((O>(B B&((O>(D

图)!微生物脱氢酶的动态变化

W1L&) #+,1+-1$3:$6F2.;F,$L23+:+0-191-;$6F2L,+F13L
T+0-2,1+

上分析#由于富集与油污土壤的微生物生态环境之

间具有较大的差异#造成富集菌对油污土壤环境的

适应性不强#使得)号样中增投的富集菌存活时间

很短#没有发挥高效除油的作用&A号样中增投的半

腐熟堆肥促进了真菌的生长#对细菌的繁殖形成竞

争&故此#A号样除油菌数量较!号样$)号样低#但
脱氢酶的活性相比较并无明显降低#真菌在这个过

程中发挥作用#增强了微生物的活性指标&由此可

见#微生物脱氢酶活性与微生物数量相比#更能反映

污染土壤生物修复过程中微生物的活性状态&需要

指出的是#这一结论仅是初步的研究结果#有待今后

进一步研究验证&

A!结论

柱层析分析结果表明#淄河滩残油绝大部分为

高沸点$大分子物质#胶质和沥青的比例占D(E!
"(E以上#基本属于生物难降解&在实验室条件下#
经过@(F降解试验#土壤中的残油生物降解量仅占

总量的!(E&
经过长期自然筛选#油污土层中优势菌具有降

解残油的能力&电镜扫描现实主要由球菌和杆菌构

成#微 生 物 种 群 鉴 定 结 果 为 黄 假 单 胞 菌%!"#/
$%&#’&#"(&$芽孢杆菌%)"*+,,-(&等&

根据油污土壤生物修复过程中的微生物数量和

脱氢酶活性的动态变化的初步研究结果#微生物的

数量和脱氢酶活性可以作为微生物对底物适应性的

指标#它们与石油烃的衰减有良好的相关性&但相比

较而言#微生物脱氢酶活性比微生物数量更能反映

污染土壤生物修复过程中微生物的活性状态&
正值沈照理教授"(华诞暨从事教育工作B(年

之际!谨将此文献给恩师!以此感谢多年来对我的教

诲"帮助和支持&恩师敏锐的科学思路"严谨的科学

作风使我终生受益&
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