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东营石油污染区微生物多样性
及优势菌假单胞菌对甲苯的降解

张暋晓

棬济宁医学院生物科学系棳山东 日照棽椃椂椄棽椂棭

暋暋张晓棳棻椆椄椂年椃月生棳理学博士暎棽棸棻棾年椂月毕业于山东大学微生物重点

实验室暎已在国内外相关刊物上发表斢斆斏论文棾篇棳核心期刊论文棻篇暎棽棸棸椄
年至棽棸棸椆年参与国家自然科学基金项目暟植酸酶耐热的分子机理研究暠研究椈
棽棸棸椄年至棽棸棸椆年参与山东省自然科学基金项目暟斘棳斚灢二乙酰胞壁质酶耐酸性

的分子改造暠的研究椈棽棸棸椆年至棽棸棻棽年参与国家青年科学基金项目暟恶臭假单胞

菌降解单环芳烃时的蛋白质表达研究暠的研究暎对菌种筛选鉴定暍斝斆斠暍基因突

变暍基因敲除暍蛋白纯化暍工程菌发酵暍动物免疫等实验技术精通棳能熟练运用各类 斝斆斠技术暍激光

共聚焦显微镜技术暍实时荧光定量技术暍蛋白抗体制备暍高效液相色谱暍蛋白质各类纯化技术暍蛋白

双向电泳暍斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚旚旈旑旂及各类生化实验等暎博士阶段研究方向为资源与环境微生物学棳运用

蛋白载体过量表达暍基因敲除暍荧光实时定量斝斆斠等技术棳确定几种与斢斚斢系统相关基因在恶臭假

单胞菌生物膜生成过程中的影响棳并进一步研究其在污水处理中的作用暎

暋暋摘暋要暋目的暋随着石油及其产品对环境的污染越来越受到重视棳利用土壤微生物修复方法治理石油污

染土壤得到了越来越多的关注暎土壤中各种微生物可以吸收暍降解和转化土壤中的污染物棳使污染物的浓度降

低或转化为无害的物质暎本实验研究了东营石油污染区微生物的多样性及假单胞菌对甲苯的降解暎方法暋对

山东东营胜利油田附近区域的土壤微生物群落通过分子生物学方法进行分析研究棳用大田实验研究了假单胞

菌对甲苯的降解暎结果暋确定了不同污染程度土壤中微生物多样性的变化棳证明污染程度不同的区域具有相

似的优势菌群暎随着污染程度变化棳微生物种类有所差异暎优势菌群具有良好的污染物降解能力暎结论暋对

污染区微生物多样性及菌群对有机物的降解的研究棳有助于利用生物降解的方法应对有机物的污染暎
关键词暋微生物多样性椈假单胞菌椈生物降解
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暋暋石油是一种由大量的烃类和少量其他有机物

组成的复杂混合物椲棻椵暎石油中 常见的污染物质

为苯暍甲苯暍乙苯和棾种异构体二甲苯棬以上芳烃合

称斅斣斉斬棭椲棽灢棾椵暎随着石油的开采和对其用量的增

加棳许多的石油及其加工品进入到环境中棳对环境

造成了严重的污染棳也给人类及其它生物带来了危

害暎
土壤石油污染的来源主要包括椇在石油的开

采暍运输及使用过程中溢出和泄漏的石油直接进入

到土壤棳对土壤造成严重的污染椈含油矿渣的渗入椈
石油冶炼暍石油化工厂的生产过程中的可挥发成分

进入大气后通过降尘进入土壤中椈含油污水的灌

溉椈工业垃圾的渗入等暎
国内外很多研究表明棳石油及其产品进入土壤

后棳能够降低土壤中微生物的多样性棳使微生物群

落结构和组成发生改变棳降解菌群逐渐成为群落中

的优势菌群椲棿椵暎随着石油及其产品对环境的污染

越来越受到重视棳相关的治理方法得到了广泛应

用棳主要包括棾类椇物理暍化学和生物治理暎其中棳
利用土壤微生物修复方法治理石油污染土壤得到

了越来越多的关注椲椵暎土壤的微生物修复是利用

土壤中的各种微生物对污染物进行吸收暍降解和转

化棳从而使污染物的浓度降低或转化成无害的物

质暎大部分降解石油的微生物是在好氧的条件下棳
将有机物逐步降解棳但也有一部分微生物可以在厌

氧的条件下利用各种石油烃类物质做能量棳使石油

污染物被降解暎斅斣斉斬的有氧降解主要是通过单

加氧酶棬主要是真核微生物棭或双加氧酶棬主要原核

微生物棭将原子氧引入芳香环中棳形成中间物邻苯

二酚棳邻苯二酚再通过邻位或间位途径引起芳香环

的断裂棳 终形成三羧酸循环的中间产物进入三羧

酸循环暎在厌氧条件下棳将微生物芳香环还原并能

使其开环生成脂肪酸暎
目前已发现自然界中能够降解石油污染物的

微生物包括细菌暍真菌和藻类等共棻棸棸多个属棳棽棸棸
多个种椲椂椵暎其中降解石油污染物的细菌有棽椄个

属棳主要包括假单胞菌属暍节杆菌属暍产碱杆菌属暍
棒状杆菌属暍黄杆菌属暍芽孢杆菌属暍微球菌属暍微
杆菌属等暎常见的降解石油的真菌主要包括木霉

属暍青霉属暍曲霉属暍毛霉属及假丝酵母属暍毕赤氏

酵母菌属等共 椄个属椲椃灢椄椵暎
土壤微生物多性包括在栖息地中微生物分类

群的多样性和在微生物分类群内的遗传多样性棳以
及包括群落结构的变异性暍相互作用的复杂性暍营
养水平和共位群数量暍功能多样性在内的生态多样

性椲椆灢棻棽椵暎随着分子生物学的发展棳各种分子生物学

手段棳如斠斊斕斝棳斠斄斝斈棳斄斠斈斠斄棳斢斢斆斝和斈斍斍斉
等方法已经被广泛应用于土壤微生物多样性的研

究棳越来越多的降解微生物新物种得到鉴定和应

用椲棻棾灢棻 椵暎
已有的研究报道表明石油类污染物能够改变

土壤微生物的多样性及其群落结构组成棳进而导致

土壤功能的变化椲棻椂灢棻椃椵暎本论文对石油污染区微生

物群落多样性进行了研究棳并对其中降解菌假单胞

菌对甲苯的降解做了分析棳以期应用于石油烃污染

土壤微生物修复的实际工作暎
棻暋研究方法

棻棶棻暋土壤样品的采集以及土壤中原有微生物种类

的研究

土样于棽棸棻棻年棻棸月采自山东东营胜利油田

油井周围棾旊旐棳棻棸旊旐 以及东营市区个椂个采样

点暎用不锈钢土钻分别取表层棸暙棽棸斻旐 土壤棳将
采集的土壤样品用无菌采集袋保管于采集箱中立

即带回实验室棳将同样的 份土样混匀暍分装棳置于

棿曟保存暎称取定量土样加热蒸馏出总挥发性有机

物质棳以此代表土样中总污染物含量棳所测土样中

总石油污染物含量如表棻所示暎表中可以看出棳在
距离钻井 近的棾旊旐采样区棳污染物含量 高棳而
市区因为大气污染等各种因素影响棳其污染物含量

在不同区域变化较大暎
表棻暋各采样点石油污染物含量

采样点

编号

棾旊旐 棻棸旊旐 市区

棻 棽 棾 棿 椂 棻 棽 棾 棿 椂 棻 棽 棾 棿 椂
石油量

棬旐旂棷旊旂棭 棿 棿棸 棽 棻棽 棸 棻棸 棾 棽棸 椄 棻棸 棾棸 棻 棽 棻棸 棾 棻

暋暋采用土壤基因组 斈斘斄 提取试剂盒棬斖斝斅旈旓灢
旐斿斾旈斻斸旍旙棭按指示方法提取土壤中总 斈斘斄 后利用

通 用 上 游 引 物 棬棫灢斄斍斄斍斣斣斣斍斄斣斆斆斣斍斍斆斣灢
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斆斄斍灢棾棫棭和 下 游 引 物 棬棫灢斄斆斍斍斆斣斄斆斆斣斣斍斣灢
斣斄斆斍斄斆斣斣灢棾棫棭进行斝斆斠扩增后进行电泳分析棳
用凝胶成像系统 棬斅旈旓灢斠斸斾棭拍照棬图棻棭棳对凝胶图

像进行分析暎

图棻暋不同采样点土样总斈斘斄的斈斍斍斉分析

电泳图像棬图棻棭分析表明棳土壤样品基因组中

共有 棾个不同的带型棳每个土样均含有棻 暙棾 种

不同条带棳且相同采样区各土样均存在同样的高丰

度的条带棳表明各土样具有相似的优势菌群棳种类

数目变化不明显棳这些优势菌群在不同程度的石油

污染土壤中均能够较好地生存繁殖暎同时在不同

样品采集区域的微生物群落呈现出较大的差异棳体
现在某些条带的增加棳缺失以及条带深浅的变化

上暎在靠近采油井的地区棳样品条带较少棳微生物

种类较其他地方有所下降棳在市区棳微生物种群增

多棳变化较为明显暎越靠近污染源棳所存在的微生

物越适应于石油污染环境棳趋向于某些稳定种类占

了主导优势而其他微生物的生长受不同程度抑制棳
微生物种类有所减少暎而在市区棳环境复杂棳各种

污染物成分多样棳导致微生物种群数目明显增多暎
棻棶棽暋不同污染程度土壤微生物群落相似性分析

依据图棻中微生物种群分布棳利用斒斸斻斻斸旘斾群

落相似性系数计算工具棳通过 斢斝斢斢棻棸棶棸可以得

到棾个不同土壤生境之间微生物群落的相似性系

数暎如表棽棳表棾棳表棿所示棳在同类采集区域的不

同采样点棳各微生物群落的相似性系数较高棳表明

在相似的石油污染区域棳微生物群落相似性较大棳
微生物种类和数量的差异性较小暎

表棽暋距井口棾旊旐采样点微生物相似性比较棬旔棷棩棭
采样点 棻 棽 棾 棿 椂

棻 棻棸棸
棽 椆 棶棾 棻棸棸
棾 椆棽棶棻 椄椆棶椆 棻棸棸
棿 椆椂棶棾 椆棻棶 椆棸棶棾 棻棸棸

椄椄棶棾 椄椃棶椃 椃棽棶椆 椆棾棶棿 棻棸棸
椂 椆椃棶椆 椆 棶棿 椆棻棶椃 椆棿棶棽 椆椂棶棻 棻棸棸

表棾暋距井口棻棸旊旐采样点微生物相似性比较棬斝棷棩棭
采样点 棻 棽 棾 棿 椂

棻 棻棸棸
棽 椆 棶棾 棻棸棸
棾 椆椃棶棻 椆棽棶 棻棸棸
棿 椆棻棶棾 椄椃棶 椄椆棶椃 棻棸棸

椆棽棶 椆椂棶棻 椆棸棶椃 椄椃棶椆 棻棸棸
椂 椄椆棶 椆 棶棻 椆棿棶棾 椆棽棶椄 椆棻棶椃 棻棸棸

表棿暋市区采样点微生物相似性比较棬斝棷棩棭
采样点 棻 棽 棾 棿 椂

棻 棻棸棸
棽 椆椃棶椃 棻棸棸
棾 椆椂棶棻 椆椄棶棽 棻棸棸
棿 椆 棶棿 椆棻棶椄 椆棸棶棿 棻棸棸

椆棽棶椃 椄椆棶椂 椄椄棶椃 椆棾棶棾 棻棸棸
椂 椆椂棶椆 椆棿棶棿 椆棽棶棽 椆椂棶椆 椆棻棶棽 棻棸棸

暋暋对不同采集区域的微生物群落进行比较 棬表
棭发现棳不同采样区域的土壤中微生物含量以及

种类差异较大棳表明污染物含量对微生物菌群生长

的影响比较显著棳在较为严重的污染区棳微生物种

类趋向减少棳优势菌生长状况良好棳较轻污染区具

有更为优良的竞争优势暎对优势菌种棻椂斢条带进

行序列分析棳经 斘斆斅斏数据库比对棳发现这些微生

物包括假单胞菌属棬斝旙斿旛斾旓旐旓旑斸旙棭棳节杆菌属棬斄旘灢
旚旇旘旓斺斸斻旚斿旘棭棳鞘氨醇单胞菌属棬斢旔旇旈旑旂旓旐旓旑斸旙棭棳以
及一些不可培养微生物等暎假单胞菌属的几种微

生物在环境中广泛存在棳可催化多种污染物的降

解棳包括一些不易被其他微生物降解的有机物质暎
对单环芳烃和多环芳烃的降解棳假单胞菌都发挥着

重要作用暎
表 暋距井口棾旊旐暍棻棸旊旐及市区采样点

微生物相似性比较 棬斝棷棩棭

采样点
棾旊旐 棻棸旊旐 市区

棻 棽 棾 棻 棽 棾 棻 棽 棾
棾旊旐灢棻 棻棸棸
棾旊旐灢棽 椆 棶棾 棻棸棸
棾旊旐灢棾 椆棽棶棻 椄椆棶椆 棻棸棸
棻棸旊旐灢棻 椄棸棶 椃椆棶椄 椄棽棶棾 棻棸棸
棻棸旊旐灢棽 椃椄棶棾 椄棽棶棻 椃 棶椃 椆 棶棾 棻棸棸
棻棸旊旐灢棾 椃椆棶棾 椃 棶棽 椃棾棶棿 椆椃棶棻 椆棽棶 棻棸棸
市区棻 椂 棶棽 椂棿棶椃 椂棽棶棽 椂椄棶椃 椂椃棶棻 椂椆棶棿 棻棸棸
市区棽 椂棸棶 椂棾棶棽 椂棻棶棿 椂椆棶 椂椄棶椄 椂椂棶棽 椆椃棶椃 棻棸棸
市区棾 椂棽棶 椂棻棶椄 椂棸棶椆 椂椃棶棾 椂 棶椄 椂椃棶椃 椆椂棶棻 椆椄棶棽 棻棸棸

棽棻
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棻棶棾暋假单胞菌对单环芳烃的降解

将分离的假单胞菌培养后分别接种入棻旊旂不

同甲苯含量的土样中棳置于大田中棳在椃暙椆月份测

定甲苯降解状况发现棳接种恶臭假单胞菌后棳在棻
周内甲苯含量下降较快棳然后逐渐趋于缓慢降低状

态棳采集土样稀释平板涂布发现棳如表椂所示棳接种

后可培养微生物中主要为假单胞菌棳菌落数在棾斾
后开始急剧下降棳 终趋于稳定暎由于 初的高浓

度底物甲苯的挥发以及其被大量微生物迅速代谢棳
随着物理条件的变化导致部分假单胞菌死亡棳剩余

菌种对甲苯的代谢趋于平稳棳假单胞菌成为该土样

中优势菌暎
表椂暋每克土样中可培养微生物菌落数

时间 棾斾 椃斾 棽周 棻个月 棽个月

菌落数斻旀旛棷旐旂土 棻棸椄 棻棸 棻棸棿 棻棸棿 棻棸棿

棽暋结论

选取东营不同地区不同污染程度的土壤棳测定

土壤中微生物的多样性棳发现相似的取样区域范围

内棳微生物种群基本保持稳定棳种类和数目较为相

似暎而在污染较为严重的区域棳微生物种群较生态

环境复杂的市区土壤中的微生物群落更为简单棳具
有明显的优势菌群棳主要是假单胞菌棳节杆菌棳鞘氨

醇单胞菌以及一些不可培养的未知微生物暎
对甲苯污染土壤接种假单胞菌后研究椃对微

生物菌群的影响棳发现接种初期由于假单胞菌能迅

速降解甲苯棳所以土壤中微生物主要是假单胞菌椈棽
周后逐渐发现其他微生物棳 终各微生物形成稳定

群落棳假单胞菌作为降解菌占据优势地位暎
强化生物修复可短期内增强降解作用棳但增加

的微生物在本研究中并不能长期大量在野外存活暎
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