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要!针对石油污染问题"选育高效石油降解菌"为石油污染生物修复提供菌种资源和技术支持%通过连续富

集传代培养"从石油污染土壤样品中分离出高效石油降解菌
S:B#

%经过形态学*生理生化以及
"&:*̂ @N

序列

分析"鉴定
S:B#

为赤红球菌!

DQHAH.H..GI7G$B7

#%该菌的最佳培养条件是培养温度
!$m

*初始培养
R

O

值
Ak$

*

石油质量浓度
D

4

/

Y

"

A<

降解率可达
&Di

%经气相色谱!

PT

#分析"该菌可有效降解碳
"M

*

"D

*

"&

*

"A

的正构烷

烃%因此"赤红球菌
S:B#

在开发研制石油污染生物修复菌剂方面有较好的应用前景%

关键词!石油'生物降解'菌种鉴定'降解率
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石油是人类生产*生活中不可或缺的重要能源和工业原料%石油在开采*生产和运输过程中"常伴随

由石油泄漏造成的环境污染%据估计"全世界范围内每年约有上千万吨的石油进入水体*土壤等自然环

境中(

"B!

)

%石油的主要成分是烷烃*苯*甲苯和二甲苯等复杂芳香烃"如进入食物链会对动物和人体造成

损伤%因此"治理石油污染势在必行%石油污染处理常用的方法有物理*化学以及微生物修复法(

M

)

"物

理*化学修复一般存在成本高*操作复杂*易造成二次污染等缺点"而微生物修复则具有操作简单*作用时

间长*安全等优点(

D

)

%微生物降解石油已成为当前石油污染生物修复的重要方法之一(

&BA

)

%因此"本文拟

筛选针对降解石油的微生物"以期为环境中石油污染生物修复提供新的菌种资源%
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材料与方法
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样品采集

石油污染样品采自石油污染的土壤%采集距地表
"$;H

左右土层的土壤"装入灭菌袋中"在实验室

中除去杂物"低温保存"备用%

"?"?#

!

石
!

油

石油样品取自唐海冀东油田"室温下为黑色黏稠状物"密度为
$?C#M

4

/

HY

"

D$m

时黏度为
C?ADHH

#

/

7

"

正构烷烃含量
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%密封保存%
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培养基

牛肉膏蛋白胨培养基!简称
EL

培养基#&蛋白胨
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!固体培养基加
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琼脂粉#%
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培养基!简称
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培养基#&蛋白胨
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酵母粉
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%石油培养基&无机盐基础培养基!简称
b:b

培养基#

(

C

)加石油
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值
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A?D
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主要仪器与设备

电子分析天平
N#"$E

型"德国赛多利斯公司!

:,*8(*3)7

#'

LaKB̂ NF

凝胶成像系统"美国伯乐公司

!

L3(B̂,<

#'

KYQbE5:

光学显微镜"日本奥林巴斯公司!

K-

9

H

R

)7

#'

AD#

型紫外可见分光光度计"上海光

谱仪器有限公司'

F:g

,

气相色谱
B

质谱联用仪"美国赛默飞世尔科技公司!

=01*H(

#'

:aPbN#B"&EX

型

高速台式离心机"美国西格玛有限公司!
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方
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石油降解菌的筛选

将
D

4

土壤样品加入
"$$HY

石油培养基中"

!$m

*

"D$*

/

H3+

摇床培养
A<

"连续富集培养
!

次%采

用平板划线法进行分离"

!$m

培养箱培养
MC0

%选择不同形态的单菌落"分别接种于
EL

固体平板"

!$m

培养箱培养
MC0

%对平板细菌进行涂片观察"确认无杂菌后"接种到
EL

固体斜面进行保存%

将纯化的单菌株于
EL

液体培养基中活化"吸取
"$HY

菌液加入到
"$$HY

石油培养基中"对照组直

接加入
"$HY

灭菌后的
EL

液体培养基"每株菌
!

个平行"

#Dm

*

"C$*

/

H3+

培养
A<

"期间观察石油形态

的变化"并于第
A

天测石油的降解率%
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石油降解菌的鉴定

"?#?#?"

!

形态学观察
!

将菌株在细菌生长固体平板培养基上培养
MC0

"经番红染色后"用显微镜观察细

胞形态(

C

)

%

"?#?#?#

!

生理生化鉴定
!

参照3常见细菌系统鉴定手册4

(

%

)进行鉴定%

D##

第
!

期 邢清朝"等&一株高效石油降解菌的筛选及降解性能研究
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分子生物学鉴定
!

利用
GJ)

R

柱式细菌基因
F@N

抽提式试剂盒进行基因组总
F@N

的提取%

将提取的
F@N

用于
"&:*F@NET̂

扩增"正向引物
E.D

6

BNPNP===PN=TT=PPT=TNPB!

6"反向引

物
E*D

6

BNTPPT=NTT==P==NTPNT=B!

6%

ET̂

反应条件&

%D m

变性
M H3+

'

%D m " H3+

"

D# m

"H3+

"

A#m!H3+

"

!#

个循环'

A#m

延伸
"$H3+

%

ET̂

产物回收*连接*转化测序由金唯智公司完成%

将测序结果在
P1+L,+U

上进行比对"采用
bGPN&?$

软件构建系统发育树%

"?#?!

!

石油降解性能

"?#?!?"

!

菌株
S:B#

生长曲线
!

将体积分数为
Di

的种子液接入
YL

培养基中"

!$m

*

#$$*

/

H3+

摇床培

养"每
#0

取一次样"用分光光度计测定吸光度值!

KF

&$$

#"

!

个重复%

"?#?!?#

!

石油标准曲线测定
!

在
$?#D$

4

石油中加入少量正己烷"溶解*定容至
D$HY

"配成
D$$$H

4

/

Y

的标准溶液%将标准液梯度稀释成质量浓度
$

*

"$

*

#$

*

!$

*

M$

*

D$

*

"$$

*

"D$

*

#$$H

4

/

Y

%在分光光度计的

#$$

"

!$$+H

"对中间质量浓度标准液进行光谱扫描(

"$

)

"以确定最大吸收峰所用波长%在最大吸收峰波长下

测定不同质量浓度标准液的吸光度"以吸光度值为纵坐标"石油质量浓度!

H

4

/

Y

#为横坐标绘制标准曲线%

"?#?!?!

!

样品预处理
!

降解后的残油用正己烷进行萃取"在标准曲线测定条件下测定吸光度%

"?#?!?M

!

石油去除率计算
!

石油去除率
]

(!石油初始质量浓度
\

培养液石油质量浓度#/石油初始质量

浓度)

_"$$i

%

"?#?!?D

!

残油
PT

分析
!

在预处理残油中取
"HY

用于
PT

检测%检测条件参照王婧(

M

)研究中的
PT

条件%

"?#?M

!

菌株
S:B#

降解石油的影响因素

图
;

!

菌株
S:B#

对石油的降解作用

D#

@

<;

!

E18*(-1)H<1

4

*,<,83(+W

9

78*,3+S:B#

分别对环境温度*石油质量浓度和培养基初始
R

O

等影响因素进行研究"于第
A

天测石油的降解率"选出

S:B#

在各项指标中的最佳值"作为红球菌降解石油的最

佳条件%

=

!

结果与分析

=<;

!

石油降解菌筛选结果

通过连续富集传代培养的方法在样品中筛选出高效

石油降解菌
S:B#

"该菌株对石油降解作用明显"如图
"

所示"

#M0

内石油完全为絮状物"形成油水混合物%

=<=

!

石油降解菌筛选结果

#?#?"

!

形态学观察

图
=

!

S:B#

菌落形态与菌体光学图片
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@
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R
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49

,+<(

R

83;,-

R

0(8(

4

*,

R

0

(.78*,3+S:B#

S:B#

菌株在
EL

平板培养
#M0

"如图
#

!

,

#所

示"其菌落特征为&菌落圆形*边缘整齐*不透明*表

面凸起*干燥*颜色为橙红色%图
#

!

W

#是
S:B#

放大

"$$$

倍菌体图片"生长前期菌体为杆状"随培养时

间延长"菌体长度差异较大"变为椭球形%

#?#?#

!

生理生化鉴定

参照3常见细菌系统鉴定手册4

(

%

)中操作方法对

菌株
S:B#

进行以下试验项目的检测"结果如表
"

所示%细菌
S:B#

为好氧菌"不产芽孢"革兰氏染色

阳性"甲基红反应阴性"

>BE

反应阳性"氧化酶阳性"

接触酶阳性"不能液化明胶"能利用环糊精*柠檬酸

盐*核糖*

*

BFB

葡萄糖*

FB

果糖*丙酮酸*甘露糖"不能利用阿拉伯糖和棉子糖%这与孙磊等(

""

)分离的赤红

球菌!

DQHAH.H..GI7G$B7

#

:&B#

的生理生化特性基本上一致%

&##
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表
;

!

菌株
S:B#

生理生化鉴定结果

G+.&*;

!

E0

9

73(-(

4

3;,-,+<W3(;01H3;,-81787(.78*,3+S:B#

生理生化指标
S:B# DQHAH.H..GI7G$B7:&B#

生理生化指标
S:B# DQHAH.H..GI7G$B7:&B#

革兰氏染色
Z Z

柠檬酸盐
Z Z

好氧性
Z Z

核糖
Z @F

芽孢试验
\ \ NBFB

葡萄糖
Z Z

>BE

测定
Z Z FB

果糖
Z Z

甲基红试验
\ \

丙酮酸
Z @F

接触酶试验
Z Z

甘露糖
Z Z

氧化酶试验
Z \

阿拉伯糖
\ @F

明胶液化
\ @F

棉籽糖
\ @F

环糊精
Z @F

!!

注&0

Z

1表示阳性"0

\

1表示阴性"0

@F

1表示未做检测%

#?#?!

!

分子生物学鉴定

通过
"&:*̂ @N

测序"得到序列长度为
"D$$W

R

左右的的基因片段"将测序结果上传
P1+L,+U

"登陆号

为
bX!C$$"!

"并与
P1+L,+U

上的序列进行
L-,78

比对"与红球菌属同源性最高"相似度达到
%%i

%根据细菌

形态*生理生化特性*

"&:*̂ @N

测序结果构建
S:B#

的系统发育树!图
!

#"综合分析"鉴定该菌株为赤红球菌%

图
>

!

菌株
S:B#

的系统发育树

D#

@

<>

!

E0

9

-(

4

1+183;8*11(.78*,3+S:B#

#?#?M

!

菌株
S:B#

的生长曲线

图
E

!

菌株
S:B#

生长曲线

D#

@

<E

!

P*(V80;)*61(.78*,3+S:B#

如图
M

所示"测定了
S:B#

在
YL

培养基中培养
MC0

内的

生长量%结果表明"在
YL

培养基中"

$

"

&0

为细菌生长的延滞

期"

&

"

"&0

为对数生长期"

"&

"

MM0

为生长稳定期"

MM0

以后细

菌进入衰亡期%因此"后期试验采用培养
"&0

的菌液活性最高%

=<>

!

石油降解菌
TR5=

降解性能

#?!?"

!

最大吸收波长和标准曲线

通过紫外分光光度计进行光谱扫描发现"最大吸收波峰

在
##M+H

处"在
KF

##M

分别测定不同标准液吸光度值"标准曲

A##
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线如图
D

所示"相关系数
D

# 为
$?%%%"

"表明曲线拟合度很好%

图
F

!

石油标准曲线

D#

@

<F

!

:8,+<,*<;)*61(.

R

18*(-1)H

#?!?#

!

降解菌
S:B#

对石油的降解情况

图
J

!

S:B#

石油降解率

!

D#

@

<J

!

E18*(-1)H<1

4

*,<,83(+*,81(.78*,3+S:B#

取培养
"&0

的
S:B#

菌液"按体积分数
Di

接种量接入
YL

培养基"

!$m

*

#$$*

/

H3+

培养"在前期表现出很好的降解作用"

并且与对照组相比!图
&

#"

S:B#

试验组锥形瓶瓶壁上没有明显

的油膜%通过紫外分光光度法测得
S:B#

对石油的
A<

降解率达

到
DM?D&i

以上"因此可以作为石油污染生物修复的降解菌株%

#?!?!

!

PT

分析

如图
A

所示"菌株
S:B#

降解的石油组分在保留时间为

"#kC$

*

"!?%"

*

"M?#"

*

"&?A%

*

M!?"#H3+

的波峰均出现空白缺失"

这说明菌株
S:B#

对碳数为
"M

*

"D

*

"&

和
"A

的正构烷烃有很好

图
K

!

石油
PT

谱图

D#

@

<K

!

PTH,

R

(.

R

18*(-1)H

C##
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的降解效果'保留时间为
M!?"#H3+

的波峰缺失"但是多出保留时间为
M$?#%H3+

峰面积相似的波峰"这

可能是菌株
S:B#

将保留时间为
M!?"#H3+

的物质进行了降解"具体机理有待进一步试验验证%

=<E

!

石油降解菌
TR5=

降解条件优化

#?M?"

!

培养温度对菌株
S:B#

石油降解性能的影响

图
L

!

培养温度对降解性能的影响

D#

@

<L

!

G..1;8(.;)-8)*181H

R

1*,8)*1(+

<1

4

*,<,83(+*,81

培养温度与微生物的生长繁殖*代谢活性有密切关

系(

"#B"M

)

%如图
C

所示"

#$

"

#Dm

"第
A

天石油降解率为

!$i

"

M$i

"降解率相对较低%其原因是温度较低时"细

菌代谢能力受到限制"导致其代谢产物活性较低"对石油

降解性能不高%随着培养温度的升高"石油降解效率显

著提高"在
!Dm

时达到最大值"降解率为
&D?"!i

'之后

随着温度的升高降解效果明显呈下降趋势%

在
!Dm

时降解效率最高"这与菌株最佳培养温度不

完全一致"其原因是微生物对石油烃的降解"主要借助酶

的催化作用"如环烷烃一般先被各种氧化酶氧化为醇"然

后通过脱氢酶转化为酮"最后再被氧化为酯酶或脂肪酸"

图
M

!

培养基初始
R

O

对降解性能的影响

D#

@

<M

!

G..1;8(.3+383,-

R

O6,-)1(+

<1

4

*,<,83(+*,81

而酶的活性只有在一定温度范围内才能得以发挥(

"D

)

"所

以石油降解温度与菌株
S:B#

的最适培养温度略有差异%

#?M?#

!

培养基初始
R

O

对菌株
S:B#

石油降解性能的影响

R

O

过高或过低对微生物生长代谢都是不利的%如图

%

所示"

R

O

值在
D?$

"

A?$

之间"菌株
S:B#

在第
A

天对石

油的降解率呈上升趋势%在
R

O

值为
A?$

时降解率最高达

&$i

'之后"随着
R

O

升高"石油降解率明显下降%这与申

圆圆的研究结果一致(

"&

)

%初始
R

O

可以影响微生物细胞内

的酶活性"进而影响其生物化学过程%因此"菌株
S:B#

降

解石油的最佳
R

O

值为
A?$

%

#?M?!

!

石油质量浓度对菌株
S:B#

石油降解性能的影响

石油作为微生物生长代谢底物"其质量浓度的高低对

图
;O

!

石油质量浓度对石油降解性能的影响

D#

@

<;O

!

G..1;8(.

R

18*(-1)HH,77;(+;1+8*,83(+

(+<1

4

*,<,83(+*,81

微生物降解性能有一定的影响%由图
"$

可知"随着石油质

量浓度的升高"菌株
S:B#

对石油降解率呈先上升后下降的

趋势"当石油质量浓度为
D

4

/

Y

时"第
A

天降解率最高为

&Di

%

石油质量浓度较低时"菌株生长底物不足"导致细菌

生长缓慢"石油降解率较低"该现象与朱杰等(

"

)的研究结

果一致%随着石油质量浓度增加"底物充足"菌株生长代

谢能力旺盛"其降解率也随之提高%但并不是石油质量浓

度越高越好"当石油质量质量浓度过高时"底物碳氮比失

调"菌株生长受到抑制"进而使微生物对石油降解的效果

显著下降%

>

!

结
!

语

微生物修复无残毒*低成本*见效快"成为解决石油污染的有效途径%本试验从石油污染的土壤样品

中分离到高效石油降解菌
S:B#

"以石油作为唯一碳源"能有效快速地清除瓶壁上的油污"使得培养基中

%##

第
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的石油形成油水混合物"这说明它能够快速将大分子的石油烃降解"在石油污染领域开展生物修复有较

高的研究价值和较好的应用前景%经菌体及菌落形态*生理生化特性和
"&:*̂ @N

基因序列同源性分

析"鉴定菌株
S:B#

为赤红球菌%

微生物作为环境修复的主体"其降解效率决定修复水平(

"A

)

%因此分别对菌株
S:B#

的培养温度*培

养初始
R

O

和石油质量浓度进行优化"确定在培养温度
!$m

*初始培养
R

O

值
A?$

*石油质量浓度
D

4

/

Y

时"赤红球菌
S:B#

对石油的降解率最高达到
&Di

%经
PT

分析"该菌可有效降解碳原子数量为
"M

*

"D

*

"&

*

"A

的烷烃%赤红球菌
S:B#

对石油的降解机理以及具体效果还有待进一步深入研究%
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