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石油污水灌区的微生物生态

及其降解石油的研究

刘期松 齐恩山 张春桂 杨桂芬 许立新 姜晴楠
�中国科学院林业土壤研究所�

近半世纪以来
,

随着石油工业的迅速发

展
,

石油废弃物和石油对农田
、

河流
、

湖泊
、

港

口
、

海湾及海洋的污染增加了
�

这严重地影

响着工农业
、

水产和环境质量
�

在消除这种

污染的综合因素方面
,

微生物起着重要作用
�

�� � � �
,

� � � � � � ��
�� ��

一

�� �  �� � �� �   �
〔, , 和

� � � � � �� � �� ��� 对油污染和海洋生态
,

特别

是细菌自然净化方面做了大量工作
�

� �� � � � � � � 和 � � � � �� � �� � �� � � ��
‘� , 采用

土壤耕作法使土壤中微生物经过十八个月之

后降解了石油中的烷烃
、

芳烃 �� 一�� 外
�

他

们认为该法可用来处理地表的石油废弃物
�

� � �� � � � ��� � � �
〔� ‘, 和 �

�

�� �
�� � 〔�,

研究

土壤中油的降解
,

选择美国东部
、

中部和西南

部三个不同地区
,

施人六种油
,

栽培大头菜和

蚕豆
,

一年内平均各地区各类油品的浓度大

大减少
,

减少了 ��
�

�一��  
�

我国灌区较多
�

沈�阳�抚�顺�灌区主要

以炼油厂含油废水灌概为主
,

灌溉二十万亩

水稻田
,

历时四十余年尚未发现石油的显著

积累和经常性的损害 �� 
�

因此
,

要弄清灌区

微生物生态和净化能力
,

为改进污灌设施提

供数据
�

我们研究了石油污染区微生物类群的组

成
,

分布和降解石油的能力
,

测定降解石油的

解脂酶以及利用石油形成的生物量
,

为进一

步净化污水探求出途径
�

材料和方法

一
、

材扦

采样地点

�一� 重污染区 � 采自污灌三十 年 以上

的重污染区
,

抚顺三宝屯四队场院水稻田
,

砂

质土
,

含芳烃 �� �
�

� � ��
,

烷烃 � �
·

� �� �
·

�二� 中污染区
�
采自污灌 巧一�� 年的

中污染区
,

深井子公社韩家壕兴隆三队
,

壤

土
,

含芳烃 � �
�

�� � �
,

烷烃 � � �即�
�

�三 � 轻污染区
� 采自汪家公社 大 甸子

大道东
,

为轻质壤土
,
含芳烃 � �

�

� �� �
,

烷烃

� � ����
·

梁样时间

第一次为五月初
,

插秧前 � 第二次为七
、

八
、

九月 � 第三次为十月中旬
,

收割后
�

第一
、

三次为表土
,

第二次为稻田的水和土
�

二
、

方法

�一� 微生物分离 � 采用 � �� � �� �阅 介

绍的石油微生物分离法
,

计数用平板稀释法
�

培养基
� 细菌采用 � ��� �� � 修 改 的 无

机盐培养基 ��� � � 真菌酵母用 � ��衅 培

养基 � 固氮菌用 �� � � 培养基
�

以上均加页
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岩油 �
�

� 外 作碳源
�

与此同时
,

为了获得污染区微生物类群

组成
,

采用了五种培养基进行比较
�

细菌用

肉膏蛋白陈培养基和酪素培养基 � 真菌用马

丁
‘

培养基和萨氏 ���� ��
��� �� 培养 基 � 固氮

菌用 � ��� ! 培养基
�

�二 � 浊度 法
� 采 用 ��� � ��� �

�

� � ��� �

法 ��� � � �
〔切以浊度为降解的间接指标

�

培养

基 为 � � � �� � �

��
�

, 克�
、

�担 � � 、

��
�

� 克�
、

� � ��
�

·

�� �� ��
�

� 克 �
、

� � � ����
�

� 克�
、

� � � �

��
�

� 克 �
、

�
� �� �

·

�
�� �迹量�

、

� � � �� ��� 多

� 滴 �
、

� �
�� � �

�� 克�
、

自来水 �� 升�
、
� �

�� �
�

真菌 � � �� �
,

固氮菌不 加 � �
,
� �

� �

每一份 ��� 毫升� 灭菌后分别加大庆原油约

。
�

�一 � 毫升
,

轻质柴油 �
�

�一 � 毫升
,

接种分

离的单一菌株
�

振荡 �往复振荡 �� 次 �分�培

养
,

�� ℃ � 天
,

最后观察微生物利用石油形

成的混浊度�即生物量�
�

�三� 微生物降解石油的测 定 方 法
� 培

养细菌和真菌采用上述浊度 法 的液 体 培 养

基
,

培养固氮菌采用费多罗夫 �奴
及叩�� � 培

养基
�

取液体培养基 �� 毫升置 � �� 毫升三角

瓶中
,

加 � �一 � � 毫克油
,

约占 �
�

� �一 �
�

� � 的

基质
,

振荡培养
,

�� ℃
,

� 天
�

�
�

幸取培养液中的油
� 用处理 过 的 二

氯甲烷或四氯化碳萃取未被降解的残油
�

�
�

萃取油的测定
� 用 , 一 �� 毫 升 四氯

化碳洗烧杯中上述残渣
,

将溶液置石英槽 中
,

以四氯化碳作参比
�

于 ��
一

�� � 红外分光光

度计上在 � � � �一� �� �
� � 一‘

��
�

� � , ‘� � 扫描
,

测定各点 � �  �� � 一‘

��
�

� �那� � 的吸光强度
�

�四� 生物量的测定法
�
将含有 原 油 或

柴油的液体培养液经二氯 甲烷萃取后
,

剩余

之培养液作生物量测定
,

用凯氏法定氮
,

计算

成蛋白质的含量
�

�五� 解 脂 酶 的 测 定 � 根 据 �� �� �� 

��� 夕� �
。, ,和 � � � � � �

� ��� � �� �� � � � �
。� , 测定脂

酶活性方法
,

采用着色脂肪法和 � � �

�� 去垢

剂 ��� ���法
�

�六� 固
�

氮活性的测定
� 乙炔气 相 层 析

法和凯氏定氮法
�

�七 � 菌株鉴定
� 细菌按��� 白捷氏细菌鉴

定手册))( 第 8 版)
,

真菌按《常见与常用真菌》

一书鉴定
.

实验结果和讨论

一
、

不同程度石 油污染区微生物的计数

与类群

表 1 重污染区水稻田中的微生物计数〔数/l 克上或 l 毫升水 )

采样 次数

~ 一~
第 一 次 第 三 次

竺生二生一一一二上互上
木 什 } 水 }

.
工 } 术

_
一

竺
—

细 菌

第 二 次 采 样
7K

}
土

A . 重污 染区(三宝屯)

B . 中污染区 (韩家壕)

(:.
‘

轻污染区 (汪家公社)

t
.
3大 10

,

1

.

9 丫 10
’

2

.

6 火 10
,

2

.

5 火 10
4

9
.
3 火 10

2

斗
.
5 火 10

3

3
.
9 火 10

‘

2

.

8 丫 10
4

1
.
0 火 10

4

1
.
8 丫 10

,

1 3 只 10
,

1

.

2 火 10
,

…
细一

…
一真一

…
一一

…

真 菌

A . 重污染区

B . 巾污染区

C . 轻污染区

2
.
3 火 10

‘

1

.

8 只 1 0
‘

1

.

4 火 1 0
4

2
.
5 荞 10

3

7
.
4 丫 10

2

1
.
5 又 10

2

1
.
8 火 10

3

3
.
0 火 10

4

3
.
0 又 10

,

1

.

6 火 10
3

3
.
0 丫 10

3

2
.
1 火 10

」

固 氮 菌

A . 重污染区

B . 中污染区

C ·

轻污染区

1
.
3 又 10

,

1

.

0 只 1 0
,

1

.

7 火 1 0
,

1

.

6 K 1 0
礴

1

.

1 火 10
3

1
.
9 火 10

3

2
.
6 丫 10

,

9

.

2 火 10
4

1
.
1 火 10

‘

9

.

5 丫 10
,

1

.

8 火 10
,

1

.

9 火 10
,
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(一) 石油灌区不同污染程度水 稻 田 中

的微生物计数结果如表 1
.

从表 l的结果可以看出
,

第一
、

三次采样

分析不同程度的石油污染区中的细菌
、

真菌
、

固氮菌的计数都在同一数量级
,

不表明污染

程度的差别
.
但在 7 月灌溉期间

,

第二次所

采水样中的细菌
、

真菌
、

固氮菌的计数显示了

重污染区
、

中污染区和轻污染区的差别
.A 区

大于 B 区和 c 区
.
从土壤中的微生物数量来

看
,

土著嗜油微生物区系已在长期灌溉中形

成
,

其原因主要是由于利用石油污水长期泡

田
、

串灌
、

搬运的结果
,

构成了比较系统的污

灌区微生物生态
,

使微生物数量在重
、

中
、

轻

灌区分布一致
.
污水中油分和养分(氮

、

磷)

在灌溉过程中的自净和土壤
、

植物的吸收附

着等变化
,

引起微生物数量的波动
.
这种波

动是随污水水质而转移
,

污水浓度(油分
、

养

分)高的含菌数多
,

低的则少
.

(二) 为了反映重污染区微生物的数量
,

类群状况
,

我们选用了五种营养丰富的不加

油的培养基进行微生物的培养
.
结果见表 2

.

五种培养基经过五次计数分析
,

证明重

污染区在高温灌水时期除真菌外
,

细菌
、

固氮

菌菌数均比同期在无机盐油培养基上的高
.

(三) 优势微生物类群

将三次采样分离出的优势微生物类群和

特殊类群 (如放线菌或形态特殊的微生物菌

落 )进行鉴定
,

结果如表 3
.

二
、

解脂酶的反应

微生物降解脂肪族
,

解脂酶具有专一的

科 学
·

( 总 163 ) 3
·

催化作用
.
根据 A

.
L
.
M ill (1978)

『, ,
的资

料指 出解脂酶的菌株有的降解石油
,

有的降

解力弱
,

经过我们分析也得到相同的结果
.

用 T w een 法测定 126 株细菌
,

具有解脂

酶的 67 株
.
测定 71 株真菌

,

具有解脂酶的

63 株
.
固氮菌中则没有解脂酶

.
用脂肪染

色法测定
,

12
6 株细菌中有 74 株 具 有 解 脂

酶
,

7 1 株真菌中有 58 株具有解脂酶
.
58 株

固氮菌中有15株具有解脂酶
.
它们在分解油

时起着催化作用
.

三
、

石 油污 灌区微生物降解石 油的能力

(一 ) 混浊度试验的结果

微生物利用原油和轻质柴油中碳源和培

养液中的氮源繁殖
,

形成一定的生物量
,

使液

体混浊
.
利用混浊试验作为微生物降解石油

的生物指标结果如表 4
.

J
.
D
.
W
alk er 和 B

.
A ustin 等 ( 1974

,

1 9 7 6

,

1 9 7 7
)

〔‘, , 3 ,“ ,
进行了类似的工作

.
从表

4 看出在两种不 同培养基上分离出的微生物

只有一部分对石油具有降解力
.
但是真正能

大量降解石油的微生物还不多
,

其原因主要

是培养的时间太短(7 天)
.
根据 A

.
L
.
M ill s

等(1978)
〔习 的报道并非所有生长在油洋菜培

养基上的微生物都能降解油
.

(二) 对原油和轻柴油的降解试验

D
.
E
.
H ughe (197 5)

、

D
a v

i d
(
1 9 7 5

)

‘“·, ,

进行了油的降解
.
我们从分离的微生物总数

522 株中选出 13 5株细菌
,

7 8 株真菌
,

6 5 株

固氮菌进行了对原油和轻质 柴 油 的 降 解 试

验
.
经过液体培养恒温振荡

,
7 天后用二氯

表 2 盆污染区水稻田中微生物在不加油培养基上的计数(数/毫升 )

一
一泄

基

}
一一
-些匕一蔓-一-- 一

}一一粤澳一一…一里塾蔓一
-

二竺一-一二七
乙

}一
一

止一
一

{一- 兰一一 {一一兰一山卜一一生
-
一{

一一

一一兰一一
”月 22 日

}
“

·

4 火 1 0
’

}

‘
·

2 火 ’0
, 。

}

3 火 ’0
1

”

}

‘
·

“火 ’0
。

“月 3‘日
}

”
·

6 火 ‘0
‘。

}

2

·

’火 ‘o
’。

}

6 火 ‘o
}

o
}

2
·

7 火 ’o
‘

”月 ” 口
}

‘
·

4 火 飞。”

}

2 丫 ‘o
‘。

1

‘
·

‘火 ’。
’

}

3
·

5 又 ’0
’

}

2
·

7 火 ‘0
‘

”月 ’3 日
1

“丫 10
’“

}

‘
·

‘义 ‘0 ”

1

2
·

2 火 ’o
’

}

‘
·

o 丫 ’0
‘

}

1
·

2 丫 ‘0
“

”月 27 日
}

6 火 ’0
‘

1

5

·

7 又‘O
‘

{

5

·

”火 ‘o
}

1
·

’只 ’O
}

注: I

—
肉膏蛋白陈 11

—
酩素 n l
—

马丁培养基 IV

—
Sabouroud培养基 v

—
Ashby’: 培养基
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表3 在不同程度的污染区中徽生物的类群

2 卷 〕 期

污污染区样品品 微 生 物 类 群群

细细细 菌菌

重重污染区土样样
一

遐单咚菌履四。2 2
:
醋酸细菌属 (237

,

2 4 4
)

,

乳酸杆菌属 (444)
,

芽胞杆菌属(6)
,

分枝杆菌属 (24
,,

〕〕〕u 少
,

黄 什菌属 仁艺) Y少少

水水 样样 产碱菌属(17 8
,

1 8 3
,

2 0 7
)

,

假单胞菌属(2 18
,
2 夕3 )

,

不动细菌属 (208
,

2 1 0
)

,

醋酸细菌属 (33 1)))

中中污染区 土样样 无色细菌属(255)
,

芽胞杆菌属(91)
,

产碱菌属(459w )
,

节细菌属 (459R)
,

不动细菌属(247)
,

假假
单单单胞菌属(z斗8

,
3 斗8 ,

3 5 6
)

,

芽胞杆菌属(350夕夕

轻轻污染区土样水样样 假单胞杆菌属(264)
,

黄单胞菌属臼80
,

4 8 3

,
3 夕8)

,

气单胞菌属(380夕夕

真真真 菌菌

重重污染区区 烟曲霉(76)
,

黄绿青霉(271
,
2 0 1

)

,

白边青霉(339)
,

产黄青霉(202)
,

宛氏拟青霉(203
,

2 0 8

)))

中中污染区区 常现青霉(79
,

8 8
)

,

宛氏拟青霉(283)
,

桔青霉(2 85)
,

黄柄曲霉 ( 399w 399G )))

轻轻污染区区 宛氏拟青霉(99
,

1 0 7
,

1 1 4
,
4 1 5

)

,

牵连青霉(294)))

放放放 线 菌菌

重重污染区区 柠橡色诺卡氏菌属(29)
,

未定菌属(13)))

微微微 嗜 氮 菌菌

欧欧欧文菌属“37)
,

不动菌属(502)
,

无色细菌属( 10 斗)
,

邻单胞菌属(496)
,

节细菌属 (433)
,

固氮菌属属

(((((4 14)))

表 4 混 浊 度 试 验

试验菌株数
- 一止竺龚竺一一!一一兰竺宜色竺

—F ! % I F ! %
油 洋 菜 培 养 基 上 分 离 的 菌 株

月烤连
连

Q
l夕.

…
一勺,乙�/一」勺乙,、�、1、

O
,‘
, ..,1�了

2
1乡一,

,
.

n
,广n‘U�巧

, .‘,�一j,‘,1只八曰百
卫

�立
,‘工
�、一,乙

�
l

�、O八gU11一/‘U只�,j,‘d
‘

菌菌细真

固氮菌

总计

肉 膏 蛋 白 陈 培 养 基 上 分 离 的 菌 株

,‘,l,才凡、争�

细 菌

真 菌

固 氮 菌

总 计

62
.
74

77 3

8斗6

2 7
!

一、
0
nU,l

矛

…
3今j�jl,勺乙产02,j,妇一了

3
气乙1且1工魂j,l,

J,j ,l�、一,�
]q
�

注: F 表示培养液混浊度与对照比较有大量细胞体和菌膜的观测

甲烷萃取
,

采用红外分光光度计测定
,

结果见

表 5.

表 5 的数据说明微生物对原油的降解力

比对轻质柴油的降解力要低
.

四
、

微生物利用石油 形成生物量的测定

我们测定残油量时
,

同时测定培养液中

的菌体 (蛋白质的测定)
,

作为微生物降解石

油的一个指标
,

结果如表 6
.

从表 6 的结果看出
,

细 菌 利 用 柴油 在

100 一40 0 鸿/ml 中有 16 株
,

利用原油只有

2 株
.
而固氮菌利用原油和柴油形成生物量

在 10 0一400拌g / m l 中的有 10 株和 一3 株
,

多
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表 s 石油污液区微生物对石油的降解

菌 类 试验菌株数

细 菌

真 菌

固 氮 菌

合 计

…画遍遍{墨互…遍遂!过} 56 14‘·

4

}

“,

{

“,
·

‘

1

3 0

1

3 8
·

5

{

‘5
1

’9
·

2

}

5

}

7

·

7

!

‘8 *

}

2 7
·

6

}

”,
j

“3
·

6

.

} …
”4
.

1
”3

‘

8

�、�gU�lq曰,、�了201/
..1
邝一

* 固氮菌降解轻质柴油 20 弧 以上的菌株数

表 ‘

[一
�日1一一」n一一飞j月份

一

6

‘产一�气乙
O台一n
引

比一,J
感津卜一n,�匕一Q光一一一,

矛
J、�00�气工公一,‘.1�一匕�U

�乙夕一一、J冷左一一日比�一八”王卜一
J
汁川曰一一产O月jQO

�
7一O

�nU.自�曰刚j

‘

到陌一�乙,‘钾了nl一,�畜1
/了朋n甘

g3

.
口口QJ
.J,儿下O了.-:��.

8
‘U
6
巴一川一,�育入�峪

朋

O
匕以门1夕

1,l、
O

t玄弃.

一医洲n毛-4200
一七丫
0

O

.

比970军六Q曰6Q
1
]
一、
36

多较数胞株323细菌8斗2成的形
数牡39株-65菌菌菌菌试氮供细固真

表 7 在不同浓度的原油和柴油培养液中混合细菌和真菌降解石油和生成生物量
*

卜一
__\\ 混合菌 -

油 类
\

项目

~

一
一~

. 含油 的(% ) 含油量 (
, n g

)

利用油量

(m g )
利用率(% )

生物量

(
, , 1

9
)

1 2

.

0

1 6

.

5 2

1 3

.
8 多

1 2
.
斗O

,‘
,
1
口

只什��/O八,I
J
任�j八曰

70693036596870的印93
口口t
�
今一�/魂、,一一,

8
,j,�n0000

ljo门
00
1多
..

…
041今on�月传,J,‘哎ZA月

42

广0
000
护O门�

‘

1
工J
.

J门O..

…
0nU0.万O混合 细菌

混合细菌

混合 细菌

混合 细菌

混合真菌

轻质柴油

混合细菌

混合真菌

0
.
06

0 .06

19
.
50

19
.
50

弓
.
7 5

6
.
2 0

2 9
.
斗9

3 1
.
7 9

油原

* 表 7 中
,

混合菌的接种
,

首先把几种单一菌种制成悬浊液
,

将该液 1 毫升加于 50 毫升的培养液中
,

细菌培养 夕天
,

真

菌培养 14 天
,

然后取 出分析

于细菌数和真菌数
,

表明少数的固氮菌有降

解原油的能力
.

五
、

微生物利用石 油形成生物量的调控

因素

微生物利用石油形成新细胞
,

产生新的
、

具有活力的酶系统并继续降解石油
.
究竟这

些微生物对石油的最大利用与什么因素关系

最密切? 我们进行了细菌
、

真菌的纯培养(见

表 5) 和混合培养
,

结果见表 7
.

表 7 的混合培养结 果 表 明
,

混合菌 比

单一菌的 降 解力 强
,

同 A br ab an R e洲d 等

(197 2)
〔习 的工作近似

.
混合菌对柴油的利用

力是随着油量的增加而增加
,

直到形成最大

的生物量值 (330
.
3 毫克) 后才下降

.
它受环

境中(培养液 )氮源的限制
.
在本试验中加油

量是 让5多(v /v )
.
当加到 1

.
0务 的油量时

,

虽然降解油量的绝对值(137
.
6 毫克)增加了

,

但降解率(30
.
58 多)下降

,

形成生物量(277 毫

克/升 )也下降
.
作为被微生物分解的石油基

质
,

必须维持一个最适的碳源(油) 和 氮 源
.

油量低了不能形成新细胞
,

降解力就弱
.
油

量过高对微生物则产生抑制作用
,

寻求碳
、

氮
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加速石油降解有
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最适比例对调节污灌负荷
,

一定意义
.

灌负荷对油的净化将收到实际效益
.
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农作物对镐的吸收累积规律

董克虞 陈家梅 邓小莹
(北京市农业科学院 农业环境保护 、

气象研究所)

从食用含镐大米引起骨痛病以来
,

世界

各国对锅污染环境的问题极为重视
,

有关环

境中镐的研究也日益增多
.
镐来自地壳矿藏

中
,

由于人类的各种活动
,

使它通过种种途径

进入土壤
,

尔后又被植物吸收
,

再随食物进人

人体和动物体
,

最后还会回到地壳 中去
.
研

究作物吸收和累积镐的规律
,

对调整这一循

环过程保护人类免受危害
,

以及对作物污染


