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摘要: 为比较提取的 5种降解菌及混合菌修复柴油污染土的能力，利用超声萃取-紫外分光光度法对修复后柴油污

染土剩余油浓度进行测定，研究温度、pH、含水率及接种量等对柴油污染土降解效果的影响。结果表明，降解菌的

降解率随温度升高先增大后减小，且温度为 32 ℃时，六种组合柴油污染土的降解率均达到最大值；随 pH增大，苍

白杆菌属的降解率逐渐减小，铜绿假单胞菌的降解率逐渐增加，假单胞菌属、戈登氏菌属和混合菌的降解率先减小

后增大，博德特氏菌的降解率先增大后减小；随含水率增大，苍白杆菌属和混合菌的降解率先增大后减小，假单胞

菌属、戈登氏菌属、铜绿假单胞菌和博德特氏菌属的降解率呈上升趋势；随接种量增大，苍白杆菌属和混合菌的降

解率先增大后减小，假单胞菌属、戈登氏菌属、铜绿假单胞菌和博德特氏菌属的降解率先减小后增大。通过对比试

验建议使用混合菌修复柴油污染土，并给出了降解优化条件。
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Abstract: In order to compare the ability of self-extracted petroleum hydrocarbon degrading bacteria to
repair diesel contaminated soil，the concentration of residual oil in the repaired diesel contaminated soil
was measured by ultrasonic extraction ultraviolet spectrophotometry，and temperature，pH，water
content and inoculation amount of degrading bacteria on the degradation of diesel contaminated soil
were studied. The results showed that the degradation rate of degradation bacteria increased first and
then decreased with the increase of temperature，when the temperature was 32℃，the degradation rate
of six combinations reached the maximum；With the increase of pH，the degradation rate of Phytoph⁃
thora decreased gradually，the degradation rate of Pseudomonas aeruginosa increased gradually，the
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degradation rate of Pseudomonas，Gordonia and mixed bacteria decreased firstly and then increased，
and the degradation rate of Bordetella increased firstly and then decreased；with the increase of water
content，the degradation rate of Phytophthora and mixed bacteria increased firstly and then decreased，
the degradation rate of Pseudomonas，Gordonia，Pseudomonas aeruginosa and Bordetella showed an
increasing trend；with the increase of inoculation amount of degradation bacteria，the degradation rate
of Phytophthora and mixed bacteria increased first and then decreased，and the degradation rate of
Pseudomonas，Gordonia，Pseudomonas aeruginosa and Bordetella decreased first and then increased.
It was suggested that mixed bacteria should be used to repair diesel contaminated soil and the optimal
degradation conditions are given.
Keywords: diesel contaminated soil；Petroleum hydrocarbon degrading bacteria；mixed bacteria；bio⁃

degradation

引 言

柴油是一种由烷烃、烯烃、环烷烃、芳香烃、多

环芳香烃与少量硫、氮及添加剂组成的轻质石油产

品。柴油需求量随着社会经济发展而逐年增加。

由于人类的不合理利用和处置，大量柴油进入土

壤，不仅破坏土壤结构，引起土壤理化性质的变化，

从而影响农作物和植物的正常生长与发育，还对地

下水系统造成严重危害，威胁人们正常的生存和生

活。因此，柴油污染土壤的修复与治理已成为目前

人们最关注的问题之一。

土壤中柴油污染主要来源于以下几个方面：

（1）柴油在加工、运输、使用、贮存及处置过程中发

生的突发性泄露；（2）利用含油污水灌溉农田，随时

间延长柴油逐渐在土壤中积累而造成土壤污染；

（3）大量成分复杂的工业固体废物及生活垃圾在堆

放过程中，其中含有的柴油也会进入土壤；（4）含油

固体废物（含油泥浆、含油岩屑等）在堆放过程中，

由于雨水冲刷作用而使柴油进入周围土壤产生污

染。柴油具有较强的粘着力和较低的乳化力，可将

土壤颗粒聚合成较为致密的片层状或团状结构体，

导致土壤孔隙度降低，渗透阻力增加，透水性和透

气性减弱［1⁃2］。同时柴油富含的元素与无机氮、磷结

合并限制硝化作用和脱磷酸作用，从而使土壤有效

氮和有效磷含量减少［3］。柴油污染物通过降低土壤

水分和养分供应致使幼苗生理脱水和养分失衡，阻

碍植物正常生长［4］。通常用于石油污染土的修复技

术包括物理修复法、化学修复法、植物修复法，微生

物修复法，植物和微生物联合修复法等［5⁃9］。微生物

修复法即利用微生物的生长代谢活动来降解污染

物，以减少或最终消除污染物的过程［10⁃11］。与物理、

化学方法相比，生物修复对人类和环境造成的影响

小，是一种高效、经济和环境友好的修复技术［12］。

周宏飞等［13］通过设计不同柴油浓度下柴油降

解试验及土壤柴油降解试验，分析革兰氏阳性菌

（EGY）降解柴油的性能。结果表明 EGY 可作为高

效的柴油降解菌修复柴油污染土壤。李玉瑛等［14］

分析了土壤中柴油降解菌数量和 3种土壤酶活性等

生物活性指标与土壤中柴油去除率的相关性。结

果表明，土壤受到柴油污染后过氧化氢酶、脱氢酶

和脂酶的活性有所改变。韩寒冰［15］从茂名炼油厂

附近长期被柴油污染的土壤中分离出 1株能够以柴

油为唯一碳源的柴油降解菌株。 胡春辉等［16］在辽

河口湿地油田石油污染土壤中分离出一株耐盐柴

油高效降解菌株 L7，与其他菌株相比较，菌株 L7在
柴油中生长更加迅速。刘沙沙［17］从柴油污染土壤

中富集、分离、筛选出一株以柴油为唯一碳源的降

解菌株 DB，通过单因素试验对影响 DB降解柴油效

率的因素进行研究，结果表明菌种 DB是一株可以

用于柴油污染土壤生物修复的高效降解菌。

以上研究表明，土著微生物对柴油污染土有降

解能力。微生物修复技术是利用土壤中的土著菌

或向污染土壤中接种选育的高效降解菌，在优化的

环境条件下，加速石油污染物的降解。采用微生物

修复技术对土壤进行治理，能在去除污染物的同

时，恢复土壤菌群的多样性，有利于土壤营养循环

和区域生态系统的运转，而筛选出的特有菌种也可

以作为生物制剂继续开发利用［18］。

课题组在前期工作中已成功从石油污染土中

提取了 5种石油烃降解菌，并以降油培养基为基质

对分离得到的菌株进行了汽油降解率的试验研究，
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结果表明，筛选出的 5种高效石油烃降解菌分别为：

假单胞菌属（Pseudomonas）、戈登氏菌属（Gordo⁃
nia）、苍白杆菌属（Phytophthora）、铜绿假单胞菌

（Pseudomonas aeruginosa）和博德特氏菌属（Borde⁃
tella），五种菌的汽油降解率均超过 60%［19］。但是未

对 5种石油烃降解菌对柴油污染土的降解效果进行

相关研究，本文以人为拌制的柴油污染土为研究对

象，通过后期加入提取的五种降解菌及其混合菌，

研究温度、pH、含水率及接种量对柴油污染土降解

能力的影响，为柴油污染土的微生物修复技术提供

科学依据。

1 试验概况

1.1 试验材料

试验土样取自重庆大学 B区操场地下车库基坑

土，去除碎石、树枝树叶等杂质，碾碎，105 ℃烘干，

依次通过 30目标准筛，人工加入 0号柴油制成 5%
的柴油污染土，阴凉通风处自然风干，将土壤样品

封装放入干燥器保存待用。

试验所用降解菌为实验室提取的细菌［20］。试

验采用 10%菌悬液，湿重法配制［19］。具体方法：取

保存的纯菌种复活于 LB平板，挑取单菌落培养于

LB 液体培养基，32 ℃、200 r/min振荡培养 20 h，
4 000 r/min离心 30 min，去上清液，称菌体湿重，用

质量浓度为 0.85%的无菌生理盐水配制质量分数

为 10%的菌悬液。混合菌悬液配制：5种降解菌的

菌悬液组成混合菌悬液，每种降解菌均占混合菌悬

液体积的 1/5。5种石油烃降解菌和混合菌均采用

人工注射并搅拌的方式加入污染土。

1.2 试验方案

参考 5种降解菌混合菌降解汽油污染土的试验

结论：多因素正交试验中，5种降解菌（与文中相同）

混合菌降解 95号汽油污染土的最佳降解条件：温度

32 ℃，pH7，接种量 1 mL和含水率 25% ［20］。改变温

度（30、32、35 ℃）、pH（6.5、7、8）、含水率（20%、25%、

30%）及接种量（0.3、1、2 mL）4个影响因素，以 5种降

解菌及其混合菌为基础分别设置六种试验组合（表

1），恒温恒湿培养箱中生物修复 11 d后利用紫外分

光光度法进行柴油污染土降解率测定，为排除柴油

和水分蒸发对试验结果的影响，试验设置对照组。

1.3 测试方法

采 用 紫 外 分 光 光 度 法 测 定 柴 油 污 染 土 降

解率［21⁃22］。

污染土壤中剩余油含量测定：向降解后污染土

中加入石油醚，100 W 超声萃取 30 min，萃取后

4 000 r/min 离心 30 min，用 1 mol/L 盐酸进行酸化，

稀释上清液，注入比色皿中，最大吸收波长 229 nm
处测定其吸光度值。通过测定 17、34、51、68、85
mg/L柴油浓度的紫外吸收值，绘制标准曲线，根据

标准曲线拟合得到方程，继而求得柴油降解率。柴

油降解率的计算公式为：

η=
(C 0 - C 1 )

C 0
× 100% （1）

式中，C 0为对照组柴油浓度；C 1为试验组柴油浓度。

2 结果与分析

2.1 温度

温度不仅影响石油烃的物理状态，还对微生物

的活性以及柴油污染土的挥发性有着直接影响。

适宜的温度是降解菌降解土壤中柴油的重要条件。

以 pH 7、含水率 20%、接种量 1 mL为基础，通过改

变温度得到不同温度条件下柴油污染土的降解规

律，温度对柴油污染土降解率的影响如图 1所示。

由图 1可知，苍白杆菌属（组合 C）降解柴油污

染土的效果最为明显，为 25.7%。在所研究温度范

围（30~35 ℃）内，随温度升高，6条曲线的变化趋势

大致相同，降解率均先增大后减小；温度为 32 ℃时，

六种组合降解率均达到最大值。

为进一步研究温度以外因素对柴油污染土降

解率的影响规律，选取表 2所示 7个具有代表性的

降解条件进行试验。温度为 32 ℃时，六种组合下 7
个系列的柴油污染土的降解率如图 2所示。由图 2

表 1 六种组合成分汇总

Table 1 Summary of six combinations

组合编号

A
B
C
D
E
F

降解菌种类

假单胞菌属

戈登氏菌属

苍白杆菌属

铜绿假单胞菌

博德特氏菌属

混合菌

污染物

50 g 5%的柴油

污染土
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可知，与 5种降解菌降解汽油污染土得到的结论一

致［20］；六种组合里系列五和六的降解效果相对明

显，且由系列三、五和六的降解率比较可知，同一温

度下，含水率对降解菌降解柴油污染土的能力有较

大影响。

2.2 pH

pH对微生物代谢过程影响显著。降解菌与大

多数微生物一样，一般情况下，适宜生长的 pH范围

为 6~8。极端 pH环境中不利于微生物生长，并且

容易影响生物修复效果。以温度 32 ℃、含水率

20%、接种量 1 mL为基础，通过改变 pH得到不同

pH下柴油污染土的降解率的影响规律，pH对柴油

污染土降解率的影响如图 3所示。

由图 3可知，上述降解条件下，pH为 6.5时，假

单胞菌属（组合 A）降解柴油污染土的效果相对明

显，为 30.25%；pH为 7时，苍白杆菌属（组合 C）降解

柴油污染土的效果相对明显，为 25.7%；博得特氏菌

属（组合 E）达到最大值；假单胞菌属、戈登氏菌属

（组合 B）和混合菌（组合 F）降至最小值；pH为 8时，

铜绿假单胞菌（组合D）降解柴油污染土的效果相对

明显，为 28.75%。在所研究 pH范围（6.5~8）内，随

着 pH不断增大，组合 C降解柴油污染土的降解率

逐渐减小；组合 D的降解率逐渐增大。这是因为试

验所用五种降解菌的最适 pH存在差异，从而随着

pH升高，六种组合的降解率呈现不同规律。

为进一步研究同一 pH降解条件下其他因素对

降解菌降解柴油污染土的影响规律，选取表 3所示 7
个具有代表性的降解条件进行试验。pH为 7时，六

种组合下 7个系列的柴油污染土的降解率如图 4所
示，由图 4可知，六种组合里系列 f和 g的降解效果

相对明显且由系列 c、f和 g比较可知，同一 pH下，含

水率对降解菌降解效果的影响更加显著。可能原

因是 pH为 7时铜绿假单胞菌降解柴油污染土的能

力优于其他四种降解菌。

2.3 含水率

土壤含水率是影响微生物降解石油烃的主要

环境因素之一。微生物的新陈代谢均需要水分来

图 1 温度对柴油污染土降解率的影响

Fig.1 Effect of temperature on degradation rate of diesel con⁃
taminated soil

表 2 温度为 32 ℃时六种组合下 7个系列降解条件

Table 2 Seven degradation conditions of six combinations

at 32 ℃

系列编号

一

二

三

四

五

六

七

因素

接种量/mL
1
0.3
1
2
1
1
1

pH值

6.5
7
7
7
7
7
8

含水率/%
20
20
20
20
25
30
20

图 2 温度为 32 ℃时六种组合下 7个系列柴油污染土降解率

Fig.2 Degradation rate of 7 series of diesel contaminated soil
under six combinations at 32 ℃

图 3 pH对柴油污染土降解率的影响

Fig.3 Effect of pH on degradation rate of diesel contaminat⁃
ed soil
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维持，但是含水率过高又会导致土壤空隙变小，通

透性和氧气的供给不足。此外，土壤中的水分会在

土壤颗粒表面形成水膜，降低污染物在土壤颗粒上

的吸附，增加了微生物与污染物的接触几率，提高

降解效率。以温度 32 ℃、pH7、接种量 1 mL为基

础，通过改变含水率得到不同含水率下柴油污染土

降解率的影响规律，含水率对柴油污染土降解率的

影响如图 5所示。

由图 5可知，上述降解条件下，含水率为 20%
时，苍白杆菌属（组合 C）降解柴油污染土的降解效

果相对明显，为 25.7%；含水率为 25%时，混合菌

（组合 F）降解效果相对明显，为 40.14%；含水率为

30%时，六种组合的降解率均在 30%以上，说明相

对于另外两种含水率，含水率为 30%更有利于降解

菌降解。六种组合里假单胞菌属（组合A）降解效果

相 对 显 著 ，为 38.68%。 在 所 研 究 含 水 率 范 围

（20%~30%）内，随着含水率逐渐增大，假单胞菌

属、戈登氏菌属（组合 B）、铜绿假单胞菌（组合 D）和

博德特氏菌属（组合 E）降解柴油污染土的降解率逐

渐增大；组合 C和 F的降解率先增大后减小，当含水

率为 25%时，降解率达到最大值。分析原因可能是

含水率超过土壤液限，含水率过高导致土壤空隙变

小，通透性和氧气供给不足，从而影响降解菌的降

解能力。

为进一步研究含水率以外影响因素对柴油污

染土降解率的影响规律，选取表 4所示 7个具有代

表性的降解条件进行试验。含水率为 20%时，六种

组合下 7个系列柴油污染土的降解率如图 6所示。

由图 6可知，组合 E中系列②的降解效果最为显著，

为 31.93%；比较①、④和⑦３个系列可知，同一含水

率水平下，pH对降解菌降解柴油污染土的能力影响

最大，这可能与五种降解菌最适降解条件有关，由

前期试验发现本文所用五种降解菌的最适降解条

件的 pH为 7［20］。

2.4 接种量

由于试验设计的降解环境为一个总营养物质

定量的土壤环境，总的降解效果与接种量有很大关

系，当初始接种少量的微生物时，初始的降解效果

表 4 含水率为 20%时六种组合下 7个系列降解条件

Table 4 Seven degradation conditions of six combinations

with water content of 20%

系列编号

①
②
③
④
⑤
⑥
⑦

因素

接种量/mL
1
0.3
1
1
1
2
1

温度/℃
32
32
30
32
35
32
32

pH值

6.5
7
7
7
7
7
8

图 5 含水率对柴油污染土降解率的影响

Fig.5 Effect of water content on degradation rate of diesel
contaminated soil

图 4 pH为 7时六种组合下 7种系列柴油污染土降解率

Fig.4 Degradation rate of 7 series of diesel contaminated soil
under six combinations at pH 7

表 3 pH为 7时六种组合下 7个系列降解条件

Table.3 Seven series of degradation conditions under six

combinations at pH 7

系列编号

a
b
c
d
e
f
g

因素

接种量/mL
0.3
1
1
1
2
1
1

温度/℃
32
30
32
35
32
32
32

含水率/%
20
20
20
20
20
25
30
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可能不太明显，但随着后期微生物的生长繁殖，微

生物的降解效果逐渐明显；当初始接种大量的微生

物时，则初始降解效果会很明显，但随着后期菌体

的过度繁殖，菌体对土壤中营养物质的相互竞争将

导致营养物质短缺，致使微生物的新陈代谢和生长

速率减缓，影响了菌悬液对石油烃的吸收降解，可

能导致总的降解效果不是很理想。以温度 32 ℃、含

水率 20%、pH7为基础，通过改变接种量得到不同

接种量下柴油污染土的降解规律，接种量对柴油污

染土降解率的影响如图 7所示。

由图 7可知，上述降解条件下，接种量为 0.3 mL
时，博得特氏菌属（组合 E）的降解效果相对明显；接

种量为 1 mL时，苍白杆菌属（组合 C）的降解效果相

对明显；接种量为 2 mL，铜绿假单胞菌（组合 D）的

降解效果相对明显。在所研究接种量范围（0.3~1
mL）内，随着接种量逐渐增大，假单胞菌属（组合

A）、戈登氏菌属（组合 B）、组合 D和 E降解柴油污

染土的降解率先减小后增大；苍白杆菌属和混合菌

（组合 F）的降解率先增大后减小。分析原因可能与

五种降解菌自身生长繁殖速度以及降解柴油污染

土速度有关。

为进一步研究接种量以外的影响因素对柴油

污染土降解率的影响规律，选取表 5所示 7个具有

代表性的降解条件进行试验。接种量为 1 mL时，六

种组合下 7个系列柴油污染土的降解率如图 8所
示。由图 8可知，六种组合里系列 6和 7的降解效果

相对显著，且由系列 3、6和 7三者降解条件的比较

可知，同一接种量条件下，含水率对降解菌降解柴

油污染土的效果影响更为显著。

3 结 论

（1）在所研究温度范围（30~35 ℃）内，随着温

度升高，降解菌降解柴油污染土的降解率先增大后

减小；温度为 32 ℃时，5种降解菌及其混合菌的降解

率均达到最大值且铜绿假单胞菌和混合菌降解柴

油污染土的降解效果相对显著；同一温度条件下，

表 5 接种量为 1 mL时六种组合下 7个系列降解条件

Table 5 Seven series degradation conditions of six combi⁃

nations with 1 ml inoculum

系列编号

1
2
3
4
5
6
7

因素

含水率/%
20
20
20
20
20
25
30

温度/℃
32
30
32
35
32
32
32

pH值

6.5
7
7
7
8
7
7

图 8 接种量为 1 mL时六种组合下 7个系列柴油污染土降

解率

Fig.8 Degradation rates of seven series of diesel contaminat⁃
ed soils under six combinations with 1 ml inoculum

图 6 含水率为 20%时六种组合下 7个系列柴油污染土降

解率

Fig.6 Degradation rate of 7 series of diesel contaminated soil
under six combinations with water content of 20%

图 7 接种量对柴油污染土降解率的影响

Fig.7 Effect of inoculation amount of degradation bacteria on
degradation rate of diesel contaminated soil
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含水率对降解菌的降解能力有较大影响。

（2）在所研究 pH范围（6.5~8）内，随着 pH增

大，苍白杆菌属降解柴油污染土的降解率不断减

小，铜绿假单胞菌降解柴油污染土的降解率不断增

大；pH为 7时，博德特氏菌属的降解率达到最大值；

假单胞菌属、戈登氏菌属和混合菌的降解率降至最

小值；同一 pH下，含水率对降解菌的降解效果影响

更加显著。

（3）在所研究含水率范围（20%~30%）内，随着

含水率逐渐增大，苍白杆菌属和混合菌的降解率先

增大后减小；假单胞菌属、戈登氏菌属、铜绿假单胞

菌和博德特氏菌属降解柴油污染土的降解率逐渐

增大；同一含水率水平下，pH对降解菌的降解能力

影响最大。

（4）在所研究接种量范围（0.3~1 mL）内，随着

接种量增大，苍白杆菌属和混合菌的降解率先增大

后减小；假单胞菌属、戈登氏菌属、铜绿假单胞菌和

博德特氏菌属降解柴油污染土的降解率先减小后

增大；同一接种量条件下，含水率对降解菌的降解

效果影响更为显著。

由前期气相色谱 ⁃质谱联用仪（GC⁃MS）的结果

分析可知，经过微生物修复，柴油组分中分子量较

大的烃化物含量逐渐降低；小分子烃类含量增大。

另外，随着降解时间的延长，土壤中的柴油组分逐

渐降低且未检测到新的、国际上规定优先去除的污

染物质生成。由此可知，经过混合菌的生物降解，

土壤的污染程度有所改善。
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