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基于含蜡状芽孢杆菌的生物刺激￣生物强化联合
体系降解石油污染物

邓振山ꎬ高　 飞ꎬ刘玉珍ꎬ魏婷婷ꎬ余天飞ꎬ王　 华ꎬ刘鑫垚ꎬ边　 丹

(延安大学 生命科学学院ꎬ陕西 延安ꎬ７１６０００)

摘　 要:为了探讨生物刺激、生物强化及其联合体系对石油污染物的去除能力ꎬ选择

最佳的修复策略ꎬ更好地发挥微生物修复的优势.以一株蜡状芽孢杆菌石油降解菌为

例ꎬ以有机营养物、无机营养物和混合营养物为底物ꎬ进行生物刺激、生物强化试验及

联合降解试验.结果显示ꎬ不同修复方式在不同时段的降解效果不同ꎬ生物刺激方式

在第 ５ 天时混合营养物降解效果最好ꎬ降解率达到 ４０.９８％ꎬ在 １０ ｄ 不同营养物的降

解率存在明显的差距ꎬ而在处理 ２０ ｄ 后ꎬ降解率基本一致ꎬ达到 ８０％.生物强化的处理

结果中ꎬ以混合营养物为底物时ꎬ表现出了优异的降解效果ꎬ降解率达到 ９０.２３％.研
究表明:不同时期不同的修复策略有表现出了对原油的不同去除能力ꎬ也为实践中选

择合理的修复方式提供科学的理论指导.
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０　 引　 言

石油烃由复杂的饱和烃类和不饱和烃类组

成ꎬ在生产、运输、精炼、产品加工过程中会发生许

多石油泄漏事件ꎬ对土壤微生态环境和地下水安

全造成严重的破坏ꎬ进一步对人体健康产生影响ꎬ
因此石油污染物防治问题亟待解决[１￣２] .生物修复

较好的弥补了化学修复和物理修复存在的成本

高、存在二次污染等问题[３] .生物修复主要指微生

物修复ꎬ包括生物刺激、生物强化、固定化微生物

和微生物￣植物联合修复等修复策略[４] .生物刺激

和生物强化是目前使用的两种较好的生物修复方

法ꎬ二者同时是互补的生物修复方法.生物刺激是

指通过添加氮源、磷源来激活石油中本身蕴藏微

生物ꎬ提高石油的降解效果ꎻ生物强化是指在生物

刺激的基础上添加外源石油降解菌达到降解石油

的一种方法ꎬ生物强化在具有生物刺激修复的众

多优势的同时也具有微生物修复的特点[５￣６] .
我们从陕北某采油厂附近的含油土壤中ꎬ分

离筛选到一株能高效降解石油烃类物质的细菌.
本文对该菌株进行了分子生物学分类鉴定ꎬ对不

同 ｐＨ、含油率对其降解能力的影响进行了初步分

析ꎬ通过测定不同降解策略的石油降解率ꎬ进一步

对该菌株在生物刺激￣生物强化体系下的应用价

值进行评估ꎬ为利用微生物修复含油污染过程中

采取合理的修复方法提供一定的理论依据.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

　 　 降解菌来源由延安大学生命科学学院微生物

实验室之前筛选获得ꎬ原油(主要组成成分为烷

烃ꎬ是一种粘稠的深褐色液体)由陕西安塞某石

油公司提供ꎬ２×Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(Ｄｙｅ)从康为世

纪公司购买ꎬ引物由上海生工生物工程公司合成.
１.２　 培养基

基础培养基:牛肉膏 ３. ０ ｇꎬ蛋白胨 １０. ０ ｇꎬ
ＮａＣｌ ５.０ ｇꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７.２ꎬ１２１ ℃灭菌

２０ ｍｉｎꎬ配制固体培养基需另加入 １５.０ ~ ２０.０ ｇ
琼脂.

无机营养盐培养液: ＮａＣｌ １０. ０ ｇꎬ ＮＨ４Ｃｌ
０.５ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ０.５ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４ １.０ ｇꎬＭｇＳＯ４ ０.５ ｇꎬ
ＣａＣｌ２ ０.０２ ｇꎬＫＣｌ ０.１ ｇꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７ꎬ
１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ.

有机营养物培养液蛋白胨 １０ ｇ 卵磷脂 ３ ｇ
ｐＨ ７ꎬ１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ.

混合营养物培养液:ＮａＣｌ ８.０ ｇꎬＮＨ４Ｃｌ ０.５ ｇꎬ
ＫＨ２ＰＯ４ ０.５ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４ １.０ ｇꎬＭｇＳＯ４ ０.５ ｇꎬＣａＣｌ２ ０.
０２ ｇꎬＫＣｌ ０.１ ｇ ꎬ蛋白胨 ５.０ ｇ 卵磷脂 １.０ ｇꎬ ｐＨ ７ꎬ
１２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎ.
１.３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 分子生物学鉴定

菌株用液体基础培养基在 ２８ ℃ꎬ培养 ４８ ｈ
后ꎬ用灭菌的 １.５ ｍＬ 离心管 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心ꎬ
１０ ｍｉｎ后收集菌体ꎬ采用上海生工生物工程公司

生产的细菌基因组 ＤＮＡ 快速提取试剂盒提取石

油降解菌总 ＤＮＡ 提取ꎬ以此为 ＤＮＡ 模板ꎬＰＣＲ 扩

增 １６Ｓ ｒＲＮＡꎬ引物为:
Ｐ１(５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴ ＧＧＣＴ￣

ＣＡＧＡＡＣＧＡＡＣＧＣＴ￣３′)
Ｐ６ ( ５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧ ＴＴＡＣ￣

ＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣ￣３′)
ＰＣＲ 反应体系和反应条件(如表 １、表 ２ 所

示)均参照产品 ２×Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(Ｄｙｅ)提供的

体系和条件进行扩增ꎬ部分条件稍有改动.

０２
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表 １　 ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

试剂 ５０ μＬ

２×Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(Ｄｙｅ) ２５ μＬ
Ｐ１ ２ μＬ
Ｐ６ ２ μＬ

模板 ＤＮＡ ２ μＬ
无菌去离子水 １９ μＬ

表 ２　 ＰＣＲ 反应条件

Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

步骤 温度 / ℃ 时间

预变性 ９４ ５ ｍｉｎ
变性 ９４ ３０ ｓ
退火 ５５ ３０ ｓ
延伸 ７２ ３０ ｓ

终延伸 ７２ ３ ｍｉｎ

ＰＣＲ 扩增产物用质量分数为 １％的琼脂糖凝

胶ꎬ９０ Ｖ、４０ ｍｉｎ 水平电泳ꎬ凝胶成像系统 ＵＶ 拍

照ꎬ检查扩增结果.扩增产物送至上海生工生物工

程公司进行测序ꎬ所获得的序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ
获取序列号.测序结果在韩国 ＥＺｔａｘｏｎ 数据库进行

比对ꎬ用软件 ＭＥＧＡ５.２ꎬ构建系统发育树[７￣８] .
１.４　 石油烃降解酶基因的检测

取活化后菌液各 ０.５ ｍＬ 分别接种到牛肉膏

蛋白胨液体培养基中ꎬ３０ ℃ １６０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ２４ ｈꎬ
１２０００ ｒ / ｍｉｎ １０ ｍｉｎ 离心浓缩菌体ꎬ根据试剂盒说

明书提取基因组 ＤＮＡ 和质粒 ＤＮＡ. 以这些 ＤＮＡ
为模板ꎬ体外扩增石油降解基因(如表 ３ 所示)ꎬ
基因类型主要参考文献[９￣１０]ꎬ分别为降解基因芳

环加氧酶 Ｃ２３Ｏꎬ芳环羟化酶 ＱＨＭꎬ烷烃羟化酶

ａｌｋ Ｂꎬ长链烷烃降解单加氧酶 ａｌｍ Ａꎬ烷烃羟化酶

ｐ４５０ 基因ꎬＰＣＲ 反应条件 ９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ꎬ
４５ ｓꎻ５５ ℃ꎬ４５ ｓꎻ７２ ℃ꎬ９０ ｓꎻ７２ ℃ꎬ７ ｍｉｎ( ａｌｍ Ａ
退火温度为 ５０ ℃).

表 ３　 石油降解基因引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｇｅｎｅ

石油降解基因 引物序列 ５′￣３′

Ｃ２３Ｏｆ ＣＣＧＡＧＡＡＣＴＡＣＣＣＧＴＴＧＣＴ
Ｃ２３Ｏｒ ＡＣＣＡＣＡＴＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＣＴＣＧ
ＱＨＭｆ ＣＣＧＡＧＡＡＣＴＡＣＣＣＧＴＴＧＣＴ
ＱＨＭｒ ＡＣＣＡＣＡＴＣＴＣＡＧＡＣＴＡＣＣＴＣＣ
ａｌｋ Ｂｗｆ ＡＡＹＡＣＮＧＣＮＣＡＹＧＡＲＣＴＮＧＧＶＣＡＹＡＡ

　 　 续表

石油降解基因 引物序列 ５′￣３′

ａｌｋ Ｂｗｒ ＧＣＲＴＧＲＴＧＲＴＣＨＧＡＲＴＧＮＣＧＹＴＧ
ａｌｍ Ａｆ ＧＧＮＧＧＮＡＣＮＴＧＧＧＡＹＣＴＮＴＴ
ａｌｍ Ａｒ ＡＴＲＴＣＮＧＣＹＴＴＮＡＧＮＧＴＣＣ

Ｐ４５０ｆ ＴＧＴＣＧＧＴＴＧＡＡＡＴＧＴＴＣＡＴＹＧＣＮＭＴ
ＧＧＡＹＣＣ

Ｐ４５０ｒ ＴＧＣＡＧＴＴＣＧＧＣＡＡＧＧＣＧＧＴＴＤＣＣＳＲ
ＹＲＣＡＶＣＫＲＴＧ

１.５　 不同初始条件降解试验

为了解筛选得到的降解菌对在不同环境条件

下的降解性能.本文主要就初始 ｐＨ、含油率两个

因素对石油降解菌降解效果的影响进行了研究.
在 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中加入无机盐培养液 １００ ｍＬꎬ
ｐＨ 试验中ꎬ初始 ｐＨ 值分别为 ３ ~ ９ꎬ含油率的质

量浓度为 ０.５ ｇ / Ｕꎻ含油率试验中ꎬ含油率的质量

浓度( ｇ / Ｌ) 为:０. ５、１. ０、１. ５、２. ０、３. ０、４. ０、５. ０ꎬ
ｐＨ７.０ꎬ以 １６０ ｒｐｍꎬ３０ ℃ꎬ在培养 ０、５、１０、１５、２０ ｄ
后ꎬ量取 ５ ｍＬ 测量石油浓度[１１￣１２] .
１.６　 生物刺激￣生物强化试验

以不同的营养物为底物ꎬ在 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中

加入营养物 １００ ｍＬꎬ加入原油 ０.５ ｇ(加入少量石

油醚ꎬ避免原油沾在锥形瓶壁上)ꎬ使锥形瓶中原

油质量浓度为 ０.５ ｇ / Ｌ.生物刺激实验为:原油＋有
机营养物(ｂ)ꎬ原油＋无机营养物(ｃ)ꎬ原油＋混合

营养物(ｄ)ꎬ原油＋无菌水(自然降解)ꎻ生物强化

实验为:在生物强化的各组实验中加上降解菌 Ｔ￣
０４ꎬＴ￣０４ 加入时浓度均高于 １.０×１０６ Ｃｆｕ / ｍＬꎬ分别

加入 ５ ｍＬ.其中无菌水实验组为对照组.以 １６０
ｒｐｍꎬ３０ ℃ ｐＨ ７.０ 摇瓶培养ꎬ在培养 ０、５、１０、１５、
２０ ｄ 后ꎬ量取 ５ ｍＬ 测量石油浓度[１３￣１５] .
１.７　 石油降解率的测定

采用 ｏｉｌ￣４８０ 型红外测油仪测量石油降解率ꎬ
取 ５ ｍＬ 样品用 １５ ｍＬ 四氯化碳萃取 ３ 次ꎬ合并萃

取液ꎬ将萃取液经无水硫酸钠吸收水分后ꎬ转移到

容量瓶用四氯化碳定容至 ５０ ｍＬꎬ 测定其浓

度[１６￣１７] .降解率计算公式:
石油烃降解率＝[(空白试验中石油烃质量浓

度￣接菌培养液中石油烃质量浓度) /空白试验中

石油烃质量浓度]×１００％

２　 结果分析

２.１　 菌株生理生化反应和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定

　 　 通过对之前从石油污染土壤中筛选获得的高

１２
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效石油降解菌 Ｔ￣０４ １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定ꎬ采用邻接法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ)构建进化树ꎬ通过细菌形态学

观察(图 １)ꎬ菌落形态近似圆形、质地软、白色菌

落、革兰氏阳性ꎬ菌落大ꎬ表面粗糙、扁平、不规则ꎬ
结合构建的系统发育树(图 ２)分析该菌可能为蜡

状芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ).

图 １　 菌株 Ｔ￣０４ 的菌落形态特征

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｔ￣０４

图 ２　 菌株 Ｔ￣０４ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段

序列系统发育分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ Ｔ￣０４ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｐａｒｔｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.２　 降解基因的检测分析

降解菌石油降解关键酶的基因有的存在于基

因组 ＤＮＡꎬ有的则存在于质粒上.本实验分别对降

解菌 Ｔ￣０４ 基因组 ＤＮＡ 和质粒的 ５ 种主要关键酶

基因进行检出.从图 ３ 中可以看出在降解菌 Ｔ￣０４
基因组 ＤＮＡ 中成功检测出了 １ ６００ ｂｐ 左右的

Ｃ２３０ꎬ２００ ｂｐ 和 １ ０００ ｂｐ 的 Ｐ４５０ꎬ １００ ｂｐ 和

７００ ｂｐ的 Ａｌｋ Ｂ ８００ ｂｐ 的 ＱＨＭ ６００ ｂｐ 的 ＡｌｍＡ 在

质粒中检出了ꎬ１ ０００ ｂｐ 的 ８００ ｂｐ 和 ３００ ｂｐ 的

Ｐ４５０、１ ２００ｂｐ 的 Ａｌｋ Ｂ １ ６００ ｂｐ 和 １ ２００ ｂｐꎬ
１ ０００ ｂｐ的 ＱＨＭ ８００ ｂｐ ＡｌｍＡ.

ａ－质粒 ＤＮＡꎬｂ－基因组 ＤＮＡꎬ１￣５ 分别为 Ｃ２３Ｏ、Ｐ４５０、
Ａｌｋ Ｂ、ＱＨＭ、ＡｌｍＡ 降解酶基因 ꎬＭ 为 Ｍａｋｅｒ

图 ３　 降解基因 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ＰＣＲ

２.３　 不同条件降解效果分析

通过不同时间的摇瓶发现在第 １０ ｄ 时摇瓶

中的原油黑色基本消失ꎬ说明已被降解ꎬ成为絮

状ꎬ在降解 ２０ ｄ 后絮状原油消失ꎬ完全成为与土

壤颜色接近的浑浊液ꎬ在锥形瓶瓶底有降解后的

沉淀出现如图 ４.

图 ４　 不同时期降解效果

Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

ｐＨ 微生物生长代谢有很大影响ꎬ是决定微生

物降解石油效率的主要因素之一.通过 ｔ 检验分

析ꎬ不同 ｐＨ 条件下 ｐ<０.０５ꎬ说明菌体浓度与降解

率之间均有显著性影响ꎬ间接反应出 ｐＨ 对降解

菌的降解率有重要影响.由图 ５ 可知ꎬ该菌株在

ｐＨ 为 ４~９ 的无机盐培养基上都可以生长ꎬ酸碱

度范围较广ꎬ可以很好地适应陕北黄土高原高盐

碱的土壤环境.在培养 ２０ ｄ 后ꎬ只有在 ｐＨ 为 ６ 和

７ 时降解率超过 ６０％ꎬ其他条件均未超过ꎬｐＨ 为 ４

２２
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和 ９ 时降解效 果 不 理 想ꎬ 分 别 为 ２６. ７１％ 和

２６.０１％ꎬ说明该菌株在偏酸或者偏碱的环境下生

长受到抑制. 在 ｐＨ ＝ ７ 时ꎬ 降解效果最好为

７８.８０％ꎬ为该菌株的最佳生长 ｐＨ 条件.

图 ５　 不同条件降解结果

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

初始含油率是另外一个决定微生物降解石油

效率的因素之一.通过 ｔ 检验分析ꎬ不同初始含油

率条件下ꎬｐ<０.０５ꎬ说明不同含油率与降解率之间

均有显著性影响ꎬ由图可知ꎬ在培养 ２０ ｄ 后ꎬ含油

率与降解率基本呈线性关系ꎬ当初始含油率超过

３.０ ｇ / Ｌ 后ꎬ降解率低于 ６０％.当初始含油率达到

５.０％ ｇ / Ｌ 时ꎬ降解率只有 ３２.５３％ꎬ当初始含油率

为 ０. ５％ ｇ / Ｌ 时ꎬ石油降解效果最好ꎬ降解率为

７９.６３％.
２.４　 生物刺激和生物强化降解效果

原油本身含有可降解石油烃的微生物ꎬ通过

生物刺激的方式可以激活这部分微生物发挥降解

石油的作用.在对照组中ꎬ无任何营养物存在的条

件下ꎬ石油降解率达到 ３４.５８％ꎬ从第五天到第 ２０
天降解率变化不明显.从图 ４ 中可以看出ꎬ不同的

营养刺激方式在不同时间段降解效果不同ꎬ可能

是石油中存在的降解菌对营养物质的利用能力不

同.在无机营养物的刺激下ꎬ第十天ꎬ降解率为 ４２.
１８％ꎬ而在第 ２０ 天降解率为 ８１.７６％ꎬ通过多因素

方差分析ꎬ在第 ５ ｄ 时ꎬ三组处理与对照组没有显

著性差异(ｐ>０.０５)ꎬ在第 １０ 天时ꎬ有机物和混合

营养物处理组ꎬ与对照相比ꎬ降解效果已经有显著

性差异(ｐ<０.０５)ꎬ而无机物处理对照相比仍未显

示出显著性差异(ｐ>０.０５)ꎬ可能是由石油中的降

解菌对有机营养物会优先利用造成的.在培养

２０ ｄ时ꎬ三个处理与对照相比ꎬ均有显著性差异(ｐ
<０.０５)ꎬ说明营养刺激对可以有效促进石油自身

蕴藏的降解菌发挥作用.在整个生物刺激实验中ꎬ
混合营养物与其他两种营养刺激方式相比ꎬ没有

表现出足够优秀的降解效果(ｐ>０.０５).
以无菌水和降解菌组合生物强化对组组ꎬ在

第 ５ 天时降解率为 ３０.７２％ 第 ２０ 天时降解率达到

５６.１２％ꎬ在三个分别以有机营养、无机营养物和

混合营养物为营养底物ꎬ同时加入降解菌 Ｔ￣０４ 的

实验组中ꎬ在第五天降解效果有较大差异ꎬ三个的

降解率分别为 ２７.９９％、４３.４１％ꎬ５１.２７％(如图 ６
所示)ꎬ在第 １０ 天时与第 ５ 天相比ꎬ三者降解率变

化不明显ꎬ降解率分别达到了 ３１.３９％ꎬ５１.５７％、
５３.０５％ꎬ在第 １５ 天时ꎬ有机营养物组降解效果发

生变化最明显ꎬ降解率为 ７２.７５％ꎬ比其他两个的

降解率均高ꎬ在第 ２０ 天时ꎬ有机营养、无机营养物

和混合营养物为营养底物ꎬ降解率分别达到了

８１.０８％、８０.５７％、９０.２３％ꎬ通过多因素方差分析ꎬ
每一时期与对照组相比ꎬ以有机物营养物加降解

菌为处理组的在第 １５ 天有显著性差异(ｐ<０.０５)ꎬ
而分别以混合营养物和无机营养物为底物添加降

解菌的处理组ꎬ在第 ５ 天就与对照组有显著性差

异(ｐ<０.０５)与对照相比ꎬ降解效果已经有显著性

差异(ｐ<０.０５)ꎻ在培养 ２０ ｄ 时ꎬ三个处理与对照

相比ꎬ均有显著性差异(ｐ<０.０５)ꎬ在生物强化试

验中ꎬ混合营养物与其他两种营养刺激方式相比ꎬ
有更好地降解效果(ｐ<０.０５).

３　 结果讨论

通过对石油高效降解菌的菌株形态学观察和

１６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定ꎬ初步确定该菌株为蜡状芽孢杆

菌ꎬ之前也有人报道过利用蜡状芽孢杆菌处理石

油污染ꎬ如李淑彬[１８]等人研究显示利用蜡状芽孢

杆菌可以对不同的芳香烃类物质都具有一定的降

解能力ꎬ在 ３２ ｈ 内能将浓度分别为 １５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

３２



　 　 　 南华大学学报(自然科学版) ２０１８ 年 ４ 月

苯酚完全降解.花莉[１９] 等研究发现蜡状芽孢杆可

以代谢产生阴离子糖脂类表面活性剂ꎬ在单因素

降解试验中ꎬ蜡状芽孢杆菌与其他产表面活性剂

菌降解菌相比有更好的降解效果.本试验从降解

菌 Ｔ￣０４ 中检测出不同的降解酶基因ꎬ从基因层面

进一步验证了蜡状芽孢杆菌对石油的降解能力ꎬ
试验只是单纯的对基因进行了检测ꎬ后续工作需

要进一步对相关基因进行鉴定.

图 ６　 生物刺激和生物强化降解结果

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｂｉｏａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

微生物修复作为目前最为有发展前景的生物

修复方式ꎬ对营养条件的要求十分严格ꎬ通过不同

策略发挥石油降解菌的作用尤为关键.本实验通

过对生物刺激和生物强化方式两种策略的初步评

估ꎬ获得一些较重要意义的结果ꎬ对修复石油污染

具有一定的指导意义.今后的工作应当注重不同

营养物在土壤修复过程的作用是否与污水中保持

一致ꎬ同时也应在营养添加顺序和组合方式上给

予一定的注重.

４　 结　 论

本文筛选得到了一株蜡状芽孢杆菌ꎬ并对其

进行了分子生物学鉴定ꎬ由此可初步说明芽孢杆

菌具有降解石油的能力.本试验通过生物刺激和

生物强化两种方式进行降解实验ꎬ发现生物强化

比生物刺激的降解效果更好ꎬ混合营养物比单一

营养物更好.
在生物刺激时ꎬ第 １０ 天时ꎬ各营养物表现出

了不同的降解效果ꎬ而在第 １５ 天到 ２０ 天的结果

中ꎬ不同营养物的降解效果又趋于相同ꎬ说明不同

营养物质被微生物利用的阶段可能不同.
在生物强化处理中ꎬ以混合营养物为底物时

降解效果更好ꎬ降解率达到了 ９０.２３％ꎬ比不加菌

高出 １０％ꎬ但其他营养物在有无降解菌存在时ꎬ
降解效果区别不大ꎬ这可能与不同的菌对不同营

养物利用能力不同有关ꎬ同时因为是添加的单一

菌ꎬ对油污环境适应能力较差.
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