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摘要 污染场地酸性土壤环境和生物修复土壤酸化 使得酸性土壤环境石油烃生物降解效应影响与有效调控成为污染土壤修

复的重要内容 本文通过监测酸性和偏碱性土壤中微生物数量 !活性以及石油烃含量变化 探讨酸性环境对除油微生物及烃

降解效率的影响 通过投加富集菌液和生物载体 调控酸性土壤微生态环境 揭示微环境调控对于烃生物降解效应影响 研究

结果表明  为 1 ∗ 1的酸性土壤 对土著除油微生物活性和数量具有显著抑制性 烃降解处于停滞状态 投加富集菌液

未能有效地减弱酸性环境对除油微生物的强烈抑制作用 微生物数量在 内从 个减至  微生物 ƒ⁄ƒ∏

⁄活性很低 约 1生物载体的投加 能有效改善介质界面微生态环境 明显减弱酸性环境的抑制效应 减缓除

油微生物死亡速率 时土壤中降解微生物由原来的  ≅  个下降到 1 ≅  个第 石油烃的生物降解率为
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  污染土壤的酸碱环境 通过影响土壤结构 !营养

状况和微生物活性≈ 和酶活性≈进而影响石油烃

生物降解效率 土壤中石油烃的解吸有助于微生物

对石油烃的降解 而  通过影响土壤胶体的电荷

数量 !石油烃的形态分布≈和土壤有机质含量来影

响石油烃的解吸≈  大多数研究认为  为  ∗ 

的土壤不会影响微生物活性 最佳  值为 1 ∗

1≈ ∗   ≤ ≥≈认为  值在 1 ∗ 1

范围之外 微生物的活性通常才会下降 土壤  值

接近中性有利于生物修复 而酸性土壤中真菌占统

治地位 ⁄°
≈认为  在  ∗ 都是可行的 

尽管不同污染物 !不同降解方式也许会有所差异 甚

至有研究指出≈ 在  为 1 的强酸性粘土和

1 的碱性沙质土壤中 通过接种真菌 内五氯

苯酚的降解率均可超过   

尽管大多研究报道中油田污染区的土壤呈碱

性≈   但在酸雨沉降严重地区或热带雨林地

区 酸性污染场地仍然占有相当比例 土壤  值可

低至 1≈ 在 ∏ ≤≈的研究中指出 热带地区

的污染场地常常呈严重酸性 另外 石油烃微生物修

复过程中 由于石油烃组分的复杂性 !土壤介质的多

相性 !微生物降解的不完全性和环境条件的不适宜

性等造成的土壤酸化现象时常发生≈   对此多

数人认同的原因是≈  ∗  可能在缺乏电子受体

的情况下 微生物对中间产物脂肪酸的氧化难于进
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行 矿化不完全 导致短链烃脂肪酸在土壤中积累 

造成土壤酸性增加 土壤  值下降 在封闭或扩散

效果较差的系统中 烃的矿化产物 ≤  的滞留也可

能使酸度增加 而在堆肥处理或添加了锯木屑 !稻草

等的土地翻耕中 微生物对这些有机质的降解会直

接导致土壤酸度的增加≈ 

土壤具有一定的缓冲能力≈ 土壤的成分 !结

构和性质是造成其缓冲能力有所差异的主要因

素≈ 但土壤的缓冲能力是有限的≈ 因此在修复

过程中 评价土壤酸性环境烃降解效率对于修复技

术选择和修复效果评价具有重要价值 

基于酸性土壤生物修复研究现状与存在问题的

分析 本文通过偏碱性和酸性土壤环境微生物特性

和石油烃含量等的动态变化研究 评价酸性环境对

石油烃微生物降解抑制效应 量化抑制程度 探讨抑

制机理 通过投加富集菌液和生物载体 种方式对

烃降解与微生物活性作用效果研究 揭示改善介质

界面微生态环境 可以抵消酸性环境的抑制效应 

1  材料与方法

111  供试土壤

供试土壤采自胜利油田已放置 的油泥沙表

层 的土壤 经 筛后的筛下组分 参照土

壤农业化学分析方法和环境微生物学测试方法 对

供试土壤的基本理化和生物学特性进行了测定 结

果如表 所示 

表 1  供试土壤的基本理化和生物学特性

×  2

¬

含油率  1 速效 °#  1

含水率  1 腐殖质#  1

饱和含水率  1 烃降解菌数个#  1 ≅ 

 1 ƒ⁄活性#  1

速效 #  1

  荧光双醋酸酯ƒ∏ ⁄ƒ⁄

  由表 可知 对土壤石油烃生物降解而言 含油

率和  值适宜 含水率和速效 !°偏低 供试土壤

中已存在一定数量和活性的土著烃降解菌 

采用 ≤2  ≥ 和原油族组分柱层析测定方法 

对供试土壤中石油烃的组分进行了定性和定量分

析 测定结果见图 和表  

由图 和表 可知 原油组分以 ≤ ∗ ≤的饱和

烷烃为主 饱和烃约占石油烃总量的   而胶质

和沥青含量低于   仅占小部分 已有研究指

出≈ 饱和烃生物降解速率最高 其次是分子量较

低的芳香烃 分子量较高的重质芳香烃 !胶质和沥青

则难以降解 供试土壤石油烃组分中易生物降解烃

类占大部分 因此该污染土壤有利于生物降解的

开展 

图 1  供试土壤石油烃的 ΓΧ2ΜΣ分析

ƒ  ≤2  ≥ ¬
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表 2  供试土壤中石油烃的组分分布/ %

×  ≤∏ ∏

¬ 

回收率 饱和烃 芳香烃 胶质 沥青

1 1 1 1 1

112  富集菌液和生物载体制备

富集菌液和生物载体是利用自行研制的生物富

集系统 使用液体石蜡作为唯一碳源和能源 用供试

土壤中土著微生物作为接种菌培养而得 载体材料

为柱状活性炭 制备的菌液中复合除油微生物的数

量为  ≅  个ƒ⁄ 活性为 1生

物载体表面附着生长的除油微生物数量为 1 ≅

个湿活性炭 ƒ⁄ 活性为 1湿活

性炭 

113  试验设计

为了量化酸性环境对石油烃微生物降解的抑制

效应 研究能够减弱抑制效应措施 评价措施的可行

性 探讨抑制效应的作用机理 通过构建微生物降解

系统 监测降解菌数量和活性的动态变化 考察石油

烃的降解效果 量化抑制效应弱化程度 确认措施的

可行性 

根据供试土壤物化特性 调节含水率在  左

右 温度控制在  ε 每 翻耕充氧并调节含水

率 试验设计如表 所示 各系统均含 土 调节

 !和 号成酸性 号投加 富集菌液 号

投加 生物载体 

114  测定方法

土壤含油率和原油组分的测定  土壤含油

率测定用超声波加索氏抽提法≈ 原油组分测定用

族组分柱层析法≈ 原油组分定性测定采用 ≤2

 ≥分析≈ 

土壤基本物化性质的测定  土壤含水率测

定采用烘干法 土壤  测定采用电位法 水土比为

1Β 速效氮测定采用  2代氏合金蒸馏法 速

效磷测定采用碳酸氢钠浸提2钼锑抗比色法≈ 

表 3  对照实验设计

×  ⁄ ¬

编号 号 号 号 号 号

实验目的
考察实验条件下石油

烃的挥发程度

考察酸性环境下石油烃

自然降解的受抑制程度

考察富集菌液对抑

制效应的削弱程度

考察生物载体对抑

制效应的削弱程度

土壤  1 ∗ 1 1 ∗ 1 1 ∗ 1 1 ∗ 1 1 ∗ 1

∃ 1 ∗ 1 1 ∗ 1 1 ∗ 1

    水溶液浸泡 灭菌 土壤未调  但  的测定受残留 的影响呈碱性 调节土壤  呈酸性 与原土  的差值

  土壤微生物学特性的测定  土壤烃降解菌

数量的测定采用三管法  ° 以液体石蜡为唯一

碳源 培养一周计数≈ 土壤微生物活性采用荧光

素双醋酸酯ƒ∏ ⁄ƒ⁄法 称取 

土样 放入 灭菌后   的磷酸缓冲液中 

于  ε ! 的摇床中培养  后加入

的 ƒ⁄ 溶液 1于摇床中显色

1 离心 取上清液测其 

波长处的吸光度值 计算单位重量干土的

ƒ⁄活性 

2  实验结果

211  酸性土壤环境对石油烃降解的影响

为考察酸性环境对土著微生物降解石油烃的影

响 监测偏碱性的 号和呈酸性的 号系统中土壤

微生物数量活性和含油率的动态变化 结果见图

 ∗  

由图 可知 偏碱性土壤中除油微生物经过适

应期后 第 起数量迅速增长 达到 数量级 

图 2  2 号和 3 号土壤中除油微生物的数量

ƒ  ∏ ∏  

图 3  2 号和 3 号土壤中微生物的 Φ∆Α活性

ƒ  ƒ⁄ √∏ 
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图 4  1 号 !2 号和 3 号土壤的石油烃含量

ƒ  °∏ ∏  

而酸性土壤中除油微生物数量急速下降 第 未能

检出 由图 可知 偏碱性土壤中微生物 ƒ⁄ 活性

持续上升 而酸性土壤中则一直很低 几乎为  由

此可见 酸性土壤环境中微生物数量和活性都受到

强烈抑制作用 

根据图 含油率的变化 计算 时 号 !号

和 号系统的除油率 结果见表  

表 4  1 号 !2 号和 3 号系统的除油率(49δ)/ %

×  ⁄ ∏    

系统编号 号 号 号

除油率 1 1 1

  由表 可见 无生物作用的 号系统仅靠挥发

作用含油率就下降 1  对比 号和 号可见 

号酸性环境中含油率的下降主要靠挥发 基本无生

物作用 而偏碱性土壤号扣除挥发作用后生物

降解导致 1 的除油率 较高温度 ε 的水

浴和较频繁的翻耕导致挥发作用较强 原油组分以

≤ ∗ ≤的较易挥发饱和烷烃为主 大分子难挥发

的胶质和沥青质含量偏低 又致使挥发作用较强 

以上结果表明 土著除油微生物在酸性土壤环

境  1中不仅活性很低 而且难以存活 酸性

土壤环境对石油烃的微生物降解具有极其严重的抑

制效应 

212  富集菌液和生物载体投加对抑制效应的影响

为考察改善微生态环境对酸性环境中受抑制的

除油微生物的影响 通过添加富集菌液或生物载体 

提高初始除油微生物的数量 提供生长附着的载体 

试验土壤  值 !石油烃含量 !微生物数量与活性的

动态变化监测结果见图  ∗ 所示 

由图 可知 酸性土壤中除油微生物的数量均

呈下降趋势 但投加富集菌液和生物载体都减缓了

下降的幅度 号 时数量才降为    °的

  

图 5  3 号 !4 号和 5 号土壤中除油微生物的数量

ƒ  ∏ ∏ 

图 6  3 号 4 号和 5 号土壤中微生物的 Φ∆Α活性

ƒ  ƒ⁄ √∏  

图 7  3 号 !4 号和 5 号土壤的石油烃含量

ƒ  °∏ ∏  

减小速率为 1约为 号速率 1的一半 

号到 时土壤中除油微生物数量仍保持在 数

量级   °的减小速率为 1是 号的  

对照图 和图 可知 偏碱性环境中微生物 ƒ⁄活

性为 1 ∗ 1 干土 酸性环境中约为

1干土 只占前者的  ∗  

根据图 含油率的变化 计算 时各系统的

除油率 结果见表  

表 5  1 号 !3 号 !4 号和 5 号的除油率(49δ)/ %

×  ⁄∏  ∏  

   

编号 号 号 号 号

除油率 1 1 1 1
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  由图 和表 可知 扣除挥发作用引起的含油

率减小后 投加菌液号的系统除油率为 1  

投加载体号的系统除油率为 1  

实验结果表明 酸性土壤环境严重抑制微生物

数量和活性 投加富集菌液和生物载体均难以减弱

对活性的抑制 虽然投加菌液可在一定程度上降低

菌的死亡速率 延长菌的存活寿命 但所起作用非常

有限 后土壤中的除油微生物全部死亡 生物载

体的投加可明显维持部分微生物的存活 后土

壤中除油微生物数量为 1 ≅  个干土 对速

效氮 !速效磷的分析数据速效氮  ∗ 

干土 速效磷  ∗ 干土表明 除 号系

统速效氮约 干土 速效磷约 干

土的营养水平偏低外 其他系统的氮磷营养都足以

满足微生物的需求 

3  分析讨论

311  酸性环境对土壤石油烃微生物降解的影响

实验结果表明  为 1的酸性土壤环境导致

土著微生物活性丧失 数量锐减 石油烃微生物降解

停止 适宜的酸碱环境≈对微生物生长至关重要 

鉴于实验所采用的原土属碱性土壤 土著菌群经过

较长时间演化 已适应试验土样的原始环境条件 试

验过程中酸碱环境的改变 导致微生物的不适应 造

成酸性土壤环境中微生物数量和活性锐减 已有研

究≈认为 土壤微生物对  值的变化敏感   

时 其活性随  下降而下降 基于本次实验结果 

烃降解微生物对  的变化可能比通常微生物更为

敏感 由图 和图 可知 后烃降解微生物数量

为  但 ƒ⁄活性不为  说明土壤中可能有对酸性

环境耐受性更强的非除油微生物存活 此结论还有

待进一步研究确认 

氢离子对土壤酶活性 !微生物活性具有抑制作

用≈  通过影响酶的电离基团 或引起酶的单向

失活 或改变酶与腐殖质 !粘粒等的吸附行为 或改

变土壤的结构 或影响营养物质的可利用性 从而抑

制酶的活性和微生物活性 在刘广深≈的研究中 

 对脲酶 !转化酶 !磷酸酶的最大抑制率分别为

1  !1  !1  而在本研究中  对土壤

微生物 ƒ⁄酶活的抑制率为 1  ∗ 1   

对微生物酶活抑制的严重导致微生物迅速死亡 

312  微生态环境调控对酸性土壤环境烃降解效应

的影响

土著微生物在长期演化中对环境已形成很强的

适应性和依赖性 当环境突然酸化 这种强适应性和

依赖性反成了继续生存的阻力 投加富集菌液并不

能有效地减弱酸性环境对微生物的强烈抑制效应 

而投加生物载体却可以减慢微生物死亡速率 维持

部分菌的存活 分析认为 菌液的添加仅提高了微生

物的初始数量 并没有明显改善其对酸性环境的适

应能力 没有降低死亡速率 因此没有实质性地延长

微生物在酸性环境中的存活时间 

生物载体的投加能削弱酸性环境抑制效应 分

析认为 在酸性环境下 土著微生物和载体附着微生

物栖居在固体载体表面 在凹面或缝隙等相对适宜

的微生态环境下生存 ≤1 1 ∏≈在其研究中

发现 在炎热干旱环境极其恶劣的沙漠地区 石子等

固形物与土壤接触界面附着生长着微生物 认为固

体介质表面的存在可能为微生物提供了一个相对适

宜的生存环境 

研究表明 生物载体的投加在一定程度上为微

生物的生存营造相对适宜微生态环境 改善微生物

生存大环境 降低酸性环境对微生物的抑制程度 促

进酸性土壤环境中烃生物降解效率 

4  结论

在  为 1的酸性土壤环境中 石油烃生

物降解停止 微生物 ƒ⁄ 活性受强烈抑制几乎为

 数量 内从 1 ≅  个干土迅速减至  

而偏碱性土壤中微生物数量和活性逐渐增长 

时数量达到  个 干土  时活性超过

1干土 石油烃生物降解率大于   土著

微生物对环境酸碱性突然改变的不适应 导致微生

物受到强烈抑制 从而石油烃生物降解受到显著影

响 

投加富集菌液 提高微生物初始数量到 

个干土 但因未能改善酸性土壤的微生态环境 

微生物数量持续下降 时减为  ƒ⁄ 活性很低

1干土 酸性环境对烃降解的严重抑制

效应未能得到有效减弱 石油烃的生物降解基本为

 生物载体为酸性土壤中微生物提供适宜的微生态

环境 微生物死亡速率减至酸性对照土样的  

时石油烃生物降解率达   可见投加生物载

体可在一定程度上有效降低酸性环境对微生物的抑

制效应 促进石油烃的生物降解 
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