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摘要：在实验室条件下，研究了生物菌剂的投加量、投加方式及环境温度对石油污染土壤的修复作用 %结果表明，土壤中石油
烃的降解效果与生物菌剂的投加量呈正相关，当生物菌剂投加量为 #&’ ()·*)+ "时，修复 ,- .后，石油烃的降解率为 -!/ %012
34分析结果表明，石油污染原土中烷烃的含量最高为 -5&"/，其次为烯烃，含量为 "’/，还含有少量的胡萝卜烷、烷基萘、甾
烷和藿烷 %添加生物菌剂修复 ,# .后，峰的数量由 65个减少为 ",个，表明异构烷烃、烯烃、胡萝卜烷全部被降解，残留的物质
为较难降解的正构烷烃、藿烷和甾烷，呈现前高后低的峰形，即接种细菌优先降解高碳组分，将长链的烷烃降解为短链的烷

烃，随着生物菌剂投加量的增加，土壤中残留石油烃的含量逐渐降低 %一次加入生物菌剂修复 ,- .后的峰高明显低于分 5次
加入的相应值，故一次性全部加入生物菌剂是最佳的投加方式 %温度是限制石油污染土壤生物修复的重要环境因素，当温度
为6#7，第 ,- .的降解率可达 -#/，当温度为5#7，第,- .的降解率可达 ’#/，温度高有利于土壤中石油烃的降解，加快修复
速率 %
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随着我国石油工业的发展，受石油污染土地的

面积不断扩大，污染程度也日益严重 %由于石油的主
要成分有烷烃、苯、甲苯、二甲苯等多种复杂芳香烃，

这些物质毒性大，有的有致癌致突变作用，进入土壤

后难以去除，而且会随着径流进入周围的流域和地

下水［"］，从而给油田及周围的生态环境带来了严重

的环境问题 %石油污染的生物修复技术由于生产费
用低、不产生二次污染而被视为一项具有广阔前景

的高新技术，近十几年来，在国外得到较大发展 %目
前大多数研究是通过添加 J、\等营养物质刺激土
壤中土著微生物的活性，来实现污染土壤的生物修

复［5］，但由于土著微生物的生长缓慢、数量有限，往

往使生物修复过程受到限制 %向石油污染土壤中投
加环境适应强、降解效能高的菌种或菌群是提高石

油污染土壤生物修复效率的主要手段 %在这方面已
取得一定的研究成果，例如美国 ]0N公司的一项专
利技术就是利用混合菌群来促进石油烃的降解［6］，

^>?WPB等［,］也报道了几种对 \9HW发挥高效降解能
力的菌株 %魏小芳等［$］在采用外源微生物修复石油
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污染土壤时发现，外源微生物加速了土壤中石油污

染物的降解，胡晓芳等［!］研究表明，在含油量为 "#
$ %"#的原油污染土壤中喷撒菌液，修复 &"’ (后，
降解率高达 )’#以上 *向石油污染土壤中投加高效
菌种或生物菌剂是一种切实可行的原位修复技术，

该技术在国外起步较早，已开发出多种商品生物菌

剂，并应用于实际的修复工程中，取得良好的修复效

果［+］*生物菌剂在我国处于研发阶段，相关报道较
少，本研究分析了生物菌剂的投加量、投加方式及环

境温度对石油污染土壤生物修复的影响，以期为后

期的现场修复试验提供理论 *

! 材料与方法

!"! 试验材料
!"!"! 供试土壤
采用陕北某油田采油井附近表层的原油污染原

土 *试验前经过碎散、除杂、过筛及混匀处理 *
!"!"# 生物菌剂
以油田附近的含油土壤为菌源，以原油为唯一

碳源进行筛选分离，得到的高效石油降解菌［,］，将文

献［,］中斜面培养的 -./0菌株进行活化，在无菌条
件下，高速离心后，弃去上清液，离心管内的菌体在

无菌室内0+1干燥 %, 2制成固体生物菌剂备用 *
!"# 试验方法
!"#"! 处理方法
取一定量固体生物菌剂加入到无菌缓冲溶液，

使固体菌剂全部溶解制成菌悬液；把富集培养基按

一定比例加入到膨松剂锯末后湿热灭菌；然后把菌

悬液加入灭菌后的培养基和锯末中并在培养箱中培

养 /%2制成扩大菌剂；最后将配制好的菌剂接种到
被石油污染的土壤中 *
!"#"# 分析方法
石油烃（345）含量采用 6789:0"’ 非分散红外

石油分析仪测定 *石油组分采用气相色谱:质谱联用
仪测定，气相色谱（;7）为 3<=>?/’’’型，质谱（8@）为
ABC=D?<，柱子 EF:"，长 0’ G，固定相为 ’H/"!G厚，
测试相对分子质量范围为 0’ $ %"’，前 !H&’ GIJ为溶
剂峰 *分析条件为：&’’1开始每 GIJ 上升 &’1至
/’’1，再以"1KGIJ上升到/,’1，保留&’1，质谱与
气相色谱连接温度为/"’1 *电导率采用电导率仪测
定；L5值采用精密 L5试纸测定；含水率采用恒重
法测定 *
!"$ 试验设计
为研究生物菌剂对石油污染土壤生物修复的作

用，进行不同接种量、不同接种方式及不同温度条件

下的生物修复模拟试验 *试验在盆钵（直径为 &" >G，
高 &" >G）中进行，每组试验用土& ’’’ D，各组试验的
具体处理措施见表 &，每一组做 /个平行样 *在前期
研究的基础上［)］，所有土样均采用每天翻耕 &次，每
天加水 /’ GM，同时为了避免土壤表面干化，用空气
加湿器加湿，使土壤水分保持 &"#左右 *间隔一段
时间采样，并测定土壤中石油含量、电导率、含水率

及 L5值，随着土壤中石油去除率的降低，采样间隔
逐渐增大 *

表 ! 各组试验处理措施

3=NO? & EIPP?<?JQ O=NB<=QB<C Q<?=QG?JQ

项目
生物菌剂的

投量KGD·RDS &
温度

K1
水分

K#
接种方式

处理

措施

’（7T） /’ &, 翻动

’H’& /’ &, &次全部加入 翻动
接种量试验 ’H/ /’ &, &次全部加入 翻动

’H% /’ &, &次全部加入 翻动
’H! /’ &, &次全部加入 翻动
’H/ /’ &, 分 /次加入 翻动

接种方式试验 ’H% /’ &, 分 /次加入 翻动
’H! /’ &, 分 /次加入 翻动

温度影响试验
’H/ /’ &, &次全部加入 翻动
’H/ 0+ &, &次全部加入 翻动

# 结果与分析

#"! 生物菌剂的投加量对土壤中石油烃降解的
影响

由图 &和图 /可知，石油污染浓度为 %H0 D·RDS &

的土壤，控制生物菌剂的投加量分别为 ’H’&、’H/、
’H%、’H! GD·RDS &干土，降解 ,( 后的石油烃去除率
分别为 /#、&’#、/"#、%’#，而不加菌的控制土
样 7T的石油烃的去除率仅为 0#，第 %, (的降解率
分别为 %+#、!,#、+)#、,+#，远高于不加菌的
7T（&!#）*大量研究表明［&’］，引进外源菌实现修复
的关键是解决外源菌和土著菌之间的竞争问题，从

本试验结果可以看出接种微生物与土著菌种可以稳

定共存，而且土壤中石油烃的降解效果与生物菌剂

的投加量呈正相关，生物菌剂投加量为 ’H! GD·RDS &

时，降解效果最好，投加量为 ’H’& GD·RDS &时，初期

降解效果微弱，/’ (后可能由于接种细菌进一步繁
殖，效果明显提高 *
根据美国环境保护局以及其他研究者的报

告［&&］，土壤微生物对石油类污染物的降解遵循一级

反应，即：OJ! U OJ!’ S "3·#
式中，! 为土壤中石油含量（GD·RDS &）；"3 为基

质去除常数（(S &）*
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图 ! 不同投加量的条件下土壤中残留石油烃浓度曲线

!"#$% &’()* +, (*-."/"/# 012 3+/3*/4(.4"+/ "/ 5+"6 +/

7",,*(*/4 8.34*(". 7+5* 3+/7"4"+/

图 " 不同投加量的条件下石油烃去除率

!"#$9 &’()* +, 012 7*#(.7.4"+/ (.4* +/ 7",,*(*/4

8.34*(". 7+5* 3+/7"4"+/

以时间为横坐标，6/! 为纵坐标，对试验点作线性回
归，则直线的截距为 6/!:，斜率为 "0，可以得到表 9
给出的动力学方程和油的半衰期（油半衰期的计算

公式：#%;9 < 6/ 9;"0）$从表 9 可以看出，接种生物菌
剂后土壤中石油烃修复周期与不加菌剂的 &= 相
比，缩短 >:: 7左右，而且随着生物菌剂投加量的增
大，基质去除速率 "0 值逐渐增加，半衰期逐渐减

少，最佳的接种量为 :?@ -#·A#B % $
表 " 不同投加量条件下土壤石油污染物半衰期

0.86* 9 2.6,C6",* +, 4D* E*4(+6*’- 3+/4.-"/./4 "/ 5+"6

+/ 7",,*(*/4 7+5* 3+/7"4"+/

编号
投加量

;-#·A#B % 动力学方程式 $9 "0 值
半衰期

;7
% &= ! < F9F @*B :?::9 9G # :?H@ :?::9 9G >:I
9 :?:% ! < F:9 >*B :?:>: 9 # :?H@ :?:>: 9 9>
> :?9 ! < F>% I*B :?:>J > # :?H@ :?:>J > %H
F :?F ! < F 9:> B :?:FG F # :?H@ :?:FG F %G
G :?@ ! < F 9HH% B :?:@: F # :?HJ :?:@: F %%

为了进一步验证投加生物菌剂的作用，对不同

投加量条件下，降解 FI7后土样进行萃取，萃取液通
过 K&CLM分析其组分分布，谱图见图 > $可以看出，
与 &=图谱相比，添加生物菌剂降解 FI 7后，所有谱
图的出峰数量明显减少，说明土壤中大部分的石油

组分被接种生物降解，而且在 >G -"/后出峰的高碳
石油污染物基本完全被降解，只是投加量较低时，土

壤中会残留高浓度的低碳石油烃，随着菌剂投加量

的增加，出峰早的低碳石油污染物的含量减少，当菌

剂投加量达到 :?@ -#·A#B %时，峰形基本与基线相

平，进一步说明提高生物菌剂的投加量，可以提高修

复效率，降低土壤中残留石油烃的含量 $

图 # 不同投加量的条件下降解 $% &后土壤中残留石油烃总离子图

!"#$> 0N&+, (*-."/"/# 012 3+/3*/4(.4"+/ "/ 5+"6 ’/7*( 7",,*(*/4

7+5* 3+/7"4"+/5

污染土壤中石油烃的组分非常复杂，K&CLM分
析结果表明石油污染原土中烷烃的含量最高为

I9?%O，其次为烯烃，含量为 %@O，还含有少量的胡
萝卜烷、烷基萘、甾烷和藿烷，但未检测到单环苯系

物，魏小芳等［G］研究的石油污染原土中也未检测到

单环苯系物，与本试验测定结果一致 $表 >给出了不
同投加量条件下降解 FI 7后，土壤中烷烃和烯烃的
降解率 $荷质比（&; ’）可以用来表示不同化学结构
的 物 质，&; ’ 为 GJ 时 表 示 该 物 质 存 在
&2>—&29—&29—&2[ ]9 —的结构，&; ’ 为 HJ 时表

示该物质存在 &2> &29 &

&2>

&2>

&29 &29
的结

构， &; ’ 为 GG 时 表 示 该 物 质 存 在
&2> !![ ]&2 &2 & —的结构 $从表 > 中可以看
出烯烃和异构烷烃比正构烷烃容易生物降解，只要

添加生物菌剂，降解 FI 7后未检测到异构烷烃，去
除率为 %::O，但能检测到少量的烯烃，当菌剂投加
量增加到 :?F -#·A#B %时烯烃才被完全降解 $正构烷
烃的含量随菌剂投加量的增加而降低，当投加量为

:?@ -#·A#B %时，正构烷烃的去除率达到 HJ?FO，表

9@9 环 境 科 学 >:卷



表 ! 不同投加量条件下土壤中烷烃和烯烃的峰面积 !与降解率!
!"#$% & ’%"( ")%" "*+ )%,-."$ )"/% -0 1($"*% 2 1($%*%

3* 4-3$ 5*+%) +300%)%*/ +-4% 6-*+3/3-*4

投加量

7,8·(89 :

降解 ;< +后不同烃类的降解率（=）
烷烃

正构烷烃

（!7 " > ?@）
异构烷烃

（!7 " > A@）

#7 B :C& !7= #7 B :C& !7=

烯烃（!7 " > ??）

#7 B :C& !7=
DE F &C&GC :;FGC ;:CGC
CGC: F@<GC <@GA CGC :CCGC HGC A<G?
CGF FH:GC <<G@ CGC :CCGC ?GC A<G@
CG; <:GC AHG? CGC :CCGC CGC :CCGC
CGH H:GC A@G; CGC :CCGC CGC :CCGC

明图 &中残留的物质峰应为正构烷烃，与原土土样
谱图对比，其余的峰均消失了 I
试验对每 (8干土投加 CGF ,8生物菌剂的这组

土样进行了降解过程监测，投加生物菌剂后，对修复

C、;、<、;C、;<+的土样进行 JDKLM分析，结果见图
;和表 ; I从图 ;可以看出，生物修复 ; +后，峰高明
显减低，组分分析表明，A<G?=的烯烃被降解，正构
烷烃和异构烷烃的降解率分别为 <@GA=和 ;:=，随
着修复时间的延长，异构烷烃、胡萝卜烷和烷基萘的

去除率大幅增加，修复 < +后去除率分别为 @;GA=、
A:GC=和 :CC=，而且植烷（’N，F，H，:C，:;K四甲基
十六烷，图 ;箭头所示）的峰基本消失，因为石油组
分中姥鲛烷 ’)（F，H，:C，:;，K四甲基十五烷，但本试
验中未检测到）和植烷的含量比较稳定，可以作为石

油生物降解指标之一 I图 & 中不加菌剂 DE土样修
复 ;< +后，仍可以检测到明显的植烷峰，而添加生
物菌剂修复 < +后，植烷峰基本消失，是生物菌剂强
化降解的有力证据 I修复 ;C + 后，异构烷烃、烯烃、
胡萝卜烷的峰均未检测到，峰的数量由 &F个减少为
:;个，表明异构烷烃、烯烃、胡萝卜烷全部被降解，
残留的物质为较难降解的正构烷烃、藿烷和甾烷，呈

现前高后低的峰形，即接种细菌优先降解高碳组分，

将长链的烷烃降解为短链的烷烃，致使前部呈现较

高的低碳峰，但有研究表明多数细菌只能降解短链

烃，随着碳链的加长降解率随之降低，魏小芳等［?］报

道的修复后土壤的 JDKLM峰形就与本试验相反，土
壤中会残留大量的高碳组分 I另有研究表明海洋丝
状真菌对二十烷、二十四烷、二十六烷等高碳烃的降

解明显高于细菌［:F］，可见，寻求能降解高碳烃的细

菌是生物修复的关键，本试验菌株 MOF&属于邻单胞
菌属，纯烃试验结果表明该菌对石蜡（高碳烃）、苯、

甲苯、酚的降解率均较高，土壤修复试验中进一步说

明该菌对石油污染土壤中的高碳烃具有较高的降解

能力，消除高碳烃对土壤产生的污染强度大、透气差

的影响 I试验过程中还可以观察到褐色的油污原土，
添加生物菌剂修复后，逐渐变为黄色，土质松散，表

明该生物菌剂可以有效实现石油污染土壤的生物修

复 I随着修复时间的延长，残留峰高逐渐降低，如前
所述，如果加大菌剂投加量，有望加快修复速率 I需
要说明的是藿烷在前 < +没有被降解，;C +后降解
?&=，说明藿烷也是一种很稳定的物质，如果浓度较
高，就会长期残留在土壤中，本试验中由于含量较

低，修复 ;< +后完全被降解 I

图 " 添加生物菌剂后修复过程中土壤石油烃总离子图

P38I; !QD -0 )%,"3*3*8 !’R 6-*6%*/)"/3-*

3* 4-3$ +5)3*8 #3-)%,%+3"/3-*

表 " 添加生物菌剂后土壤中石油烃各组分分析

!"#$% ; 1*"$S434 -0 T%/)-$%5, NS+)-6")#-* "0/%) 3*-6$5,* ,36)--)8"*343,

降解

时间

烷烃

正构烷烃

（!7 " > ?@）
异构烷烃

（!7 " > A@）

1 B :C& !7= 1 B :C& !7=

烯烃

（!7 " > ??）
胡箩卜烷

（!7 " > :F?）
烷基萘

（!7 " > :F<）
藿烷

（!7 " > :A:）
甾烷

（!7 " > F:@）

1 B :C& !7= 1 B :C& !7= 1 B :C& !7= 1 B :C& !7= 1 B :C& !7=

第 C + A F??GC A<:GC : AA<GC ::A FHGC <;GC ::GF

第 ; + H ?F;GC <@GA ?@@GC ;:GC HGC A<G? ::& ?GC ;GC <HG; <FGC FG& AG?& :;GA

第 < + & ;<AGC <<G@ F;H @;GA ?GC A<G@ :CG@ A:GC CGC :CCGC <FGC FG& ?G@ ;AG:

第 ;C + A<:GC AHG? CGC :CCGC CGC :CCGC CGC :CCGC CGC :CCGC &AGC ?&GC &GC @&GF

第 ;; + F;FGC A@G; CGC :CCGC CGC :CCGC CGC :CCGC CGC :CCGC CGC :CCGC CGC :CCGC
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!"! 生物菌剂的投加方式对土壤中石油烃降解的
影响

试验分为 !、"两组，!组是将生物菌剂在试验
开始时一次加入，"组是在试验开始时加入一半量
的生物菌剂，在试验运行到 #$ % 时加入剩下的一
半，两组试验最终的生物菌剂投加量相同，分别对投

加量为 $&#、$&’、$&( )*·+*, -系列进行了试验，降

解 ’. %后，对土壤中残留的石油烃进行了 /0123分
析，结果见图 4 5从图可以看出，一次加入的峰高明
显低于分 #次加入的峰高，组分分析结果表明土壤
中主要残留正构烷烃及少量的藿烷没有被降解，以

正构烷烃为例，投加 $&# )*·+*, -时，!方式的残留
正构烷烃的峰面积为-6$ $$$，而 "方式相应的值为
#(- $$$，投加 $&’ )*·+*, -时，!方式的残留正构烷
烃的峰面积为.- $$$，而 "方式相应的值为-64 $$$，
投加 $&( )*·+*, -时，!方式的残留正构烷烃的峰面
积为(- $$$，而 "方式相应的值为-’# $$$，可见一次
性全部加入生物菌剂是最佳的投加方式，本试验结

果与钟毅等的研究成果一致［-7］5主要由于外投的生
物菌剂能很快适应环境，迅速发挥石油降解活性，采

用一次性加入生物菌剂，由于初期菌剂投量大，投加

#$ %后就能去除土壤中约 4$8的石油烃，一次投加
$&#、$&’、$&( )*·+*, -修复 ’. %后，石油烃的降解
率分别为 (.8、698、.68；而分 #次投加 #$ %后
仅 7$8左右的石油烃被降解，修复 #$ %时加入另一
半生物菌剂后，此时土壤中微生物群落结构已达到

平衡，不易改变，故石油烃降解率没有大幅度提高，

修复 ’. % 后，石油烃降解率分别为 4’8、(78、
6’8，低于一次接种的结果 5

图 # 不同投加方式降解 $% &后土壤中残留石油烃总离子图

:;*54 <=0 >? @A)B;C;C* <DE F>CFACG@BG;>C H>;I JC%A@

%;??A@ACG )AGK>% F>C%;G;>CH

!"’ 温度对生物菌剂降解土壤中石油烃的影响
大量的研究结果表明［-’］，温度是限制石油污染

土壤生物修复的重要环境因素，设计 #组试验，一组

试验在实验室内常温条件下进行，试验从 #$$(年 4
月 -日到 #$$( 年 ( 月 #6 日结束，室内平均温度为
#$L，另一组在恒温控制箱内进行，控制温度为
7$L，图 (给出了不同温度条件下，石油烃降解试验
结果 5结果表明温度对生物菌剂降解土壤中石油烃
有较明显的影响 5当高温（7$L）修复 7 %后，石油烃
的降解率高达 #9&.8，而常温（#$L）修复 7 %后，石
油烃的降解率仅为 68，由于温度高，细菌生长繁殖
速度快、代谢旺盛降解率高，高温修复 6 %后，降解
率达到 478，而常温条件下，细菌的生长繁殖速度
减缓，降解率仅为 6&68，表明较高的温度有利于石
油烃的降解 5这里需要说明的是修复 -$ % 后，常温
条件下，石油烃去除率迅速增加，表明接种细菌经过

一段时间的驯化，可以适应较低的环境温度，修复

’. %后，石油烃的降解率为 ($8，比高温条件的降
解率低 #$8 5

图 ( 不同温度条件下石油含量的变化规律

:;*5( 0J@MA >? @A)B;C;C* <DE F>CFACG@BG;>C ;C H>;I

JC%A@ %;??A@ACG GA)NA@BGJ@A F>C%;G;>CH

’ 结论

（-）接种微生物与土著菌种可以稳定共存，而且
土壤中石油烃的降解效果与生物菌剂的投加量呈正

相关，生物菌剂投加量为 $&( )*·+*, -时，降解效果

最好 5
（#）/0123分析结果表明石油污染原土中烷烃
的含量最高为 .#&-8，其次为烯烃，含量为 -(8，还
含有少量的胡萝卜烷、烷基萘、甾烷和藿烷，添加生

物菌剂修复 ’$ %后，峰的数量由 7#个减少为 -’个，
表明异构烷烃、烯烃、胡萝卜烷全部被降解，残留的

物质为较难降解的正构烷烃、藿烷和甾烷，呈现前高

后低的峰形，即接种细菌优先降解高碳组分，将长链

的烷烃降解为短链的烷烃，随着生物菌剂投加量的

’(# 环 境 科 学 7$卷



增加，土壤中残留石油烃的含量逐渐降低 !
（"）#次加入生物菌剂修复 $% &后的峰高明显
低于分 ’次加入的相应值，故一次性全部加入生物
菌剂是最佳的投加方式 !
（$）温度是限制石油污染土壤生物修复的重要
环境因素，温度高有利于土壤中石油烃的降解，加快

修复速率；常温条件下，接种细菌经过 #( & 的驯化
后，能适应较低的温度环境，修复 $% &后，石油烃的
降解率达到 )(*，比高温条件的降解率低 ’(* !
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