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石油烃污染地下水中微生物群落结构的影响研究 
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【摘要】石油烃是通过采集北京某石油烃污染场地土壤样品筛选分离降解菌，将培养的菌悬液按不同比

例添加到地下水样中，分析不同比例菌悬液对地下水样中细菌群落结构的影响，研究可利用石油污染物作为

碳源和能量来源的细菌。研究结果表明，菌悬液的添加对地下水样中细菌结构有明显影响，与受石油烃污染

的原水样相比，24 h 后变形菌门和厚壁菌门的相对丰度分别由 88%提高到 97%和由 0.4%提高到 34.2%。24h
后假单胞菌属和芽孢杆菌属相对丰度分别由 67%上升至 99%和 0.2%上升至 32.3%，地下水样品中的优势菌

为石油烃相关降解菌，研究结果可为石油污染土壤及地下水的生物修复提供理论依据。 
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【Abstract】Petroleum hydrocarbon is a common pollutant which has high toxicity and transport property in 
groundwater. Considering the current supervision demands of groundwater pollution in China, this paper studies the 
bioremediation method of petroleum hydrocarbon contaminated groundwater. The degradation bacteria were 
screened and separated through the soil samples collected at a petroleum hydrocarbon contaminated site in Beijing, 
China. The cultivated bacterial suspension was added by different proportions into the groundwater samples. The 
influence of different proportions of bacteria suspension on the bacteria community structure in groundwater samples 
was analyzed, and the bacteria which could use petroleum pollutants as carbon sources and energy sources were 
studied. The research results showed that addition of bacterial suspension could have significantly effects on the 
bacterial structure in groundwater sample. Compared with the raw water samples contaminated by petroleum 
hydrocarbons, the relative abundance of Proteobacteria and Firmicutes phylum level increased respectively from 88% 
to 97% and 0.4% to 34.2% after 24 hours. The relative abundance of Pseudomonas and Bacillus genus level increased 
respectively from 67% to 99%, and 0.2% to 32.3% after 24 hours. The advantage bacteria in groundwater samples 
were considered as petroleum hydrocarbon-related degradation bacteria. The research results could provide 
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theoretical basis for the bioremediation of petroleum contaminated soil and groundwater. 
【Keywords】Contaminated site; Groundwater; Petroleum hydrocarbon; Degradation bacteria 
 
1 简介 
地下水是我国的重要水资源，主要用于农业灌

溉、工矿企业及城镇生活用水。我国有 400 多个城

市使用地下水作为饮用水。据统计，我国北方城市

65%的生活用水、50%的工业用水、33%的农业灌溉

用水均来源于地下水。 
石油类组分是地下水中最为关注的污染物，受

污染的地下水难以检测和控制。寻找经济高效修复

技术降解地下水中烃类污染物具有重要意义。生物

修复是一种环境友好的修复方法，其原理主要是刺

激微生物对污染物的降解。微生物修复被广泛应用

于处理石油烃污染的土壤和地下水[1,2]。自然界中已

发现的石油降解微生物有 100 多个属、200 多种，主

要包括细菌（假单胞菌、芽孢杆菌等）、真菌（曲霉

菌、青霉菌等）、放线菌（Streamomycetes、Nocardia
等）、酵母菌等[3]。 

微生物修复技术包括微生物强化和微生物刺激
[4,5]微生物强化是指在污染介质中添加可降解细菌，

加速污染物降解的方法[6,7]。微生物刺激是指在污染

介质中添加氮、磷营养物和 H2O2、O2 等电子受体，

通过刺激生物生长来加速降解速度的方法[8-10]。土壤

中微生物的种类不同，其分解有机污染物所需的条

件也不同，因此生物强化的效果比生物刺激的效果

要好，而对于降解菌功能较差的污染土壤，微生物

强化具有有效的修复效果[6,7,11]。加入到污染介质中

的外源微生物会受到土著微生物的竞争拮抗，影响

生物强化处理的效果[12,13]。Ueno 和 Wu 从石油污染

土壤中分离出具有降解石油能力的本土微生物，并

将富集的微生物加入到石油污染土壤中，取得了满

意的效果[6,13]。 
已发现数百种微生物能降解石油烃化合物，最

常见的属包括假单胞菌属、无色杆菌属、节杆菌属、

微球菌属、诺卡氏菌属、不动杆菌属、短杆菌属、棒

状杆菌属、黄杆菌属、产碱杆菌属、芽孢杆菌属、分

枝杆菌属和红球菌属等[14]。Sathishkumar 等从石油

污染土壤中分离出 57 株石油降解细菌[15]包括芽孢

杆菌属、棒状杆菌属和假单胞菌属。高等研究了不

同盐度和原油浓度土壤中微生物群落的变化[16]，并

通过 DGGE 对土壤中活性细菌种类进行分析。研究

结果表明，放线菌、γ-变形菌、厚壁菌门在石油烃降

解中起主导作用。微生物群落结构对生态系统功能

的强弱和特点起着决定性的作用[17]ShahiA 等研究

发现，微生物群落结构的变化与石油烃的去除有关。 
土壤污染防治在我国越来越受到重视，由于时

间限制，2016 年以前，我国在工业污染场地应用微

生物修复技术较少。2016 年，我国颁布了《土壤污

染防治行动计划》，2018 年，又颁布了《中华人民

共和国土壤污染防治法》，提出了基于风险的土壤

及地下水污染控制与修复思路与方法。对于石油烃

污染场地的修复与调控，研究石油烃污染介质中微

生物群落的变化具有重要意义。 
本研究针对石油污染地下水中微生物群落结构

的变化，从污染土壤中筛选并富集优势菌，将纯化

的优势菌以不同比例的菌悬液添加至污染场地采集

的地下水样中，对微生物群落结构的变化进行分析

评价，研究结果可为石油污染场地的微生物修复提

供理论依据。 
2 材料和方法 
2.1 土壤和地下水样品 
本实验所用的土壤和地下水样品取自中国北京

的一家化工厂，根据土壤和地下水调查结果，该地

点受到了石油烃的污染。 
2.2 培养基 
分离培养液组成为（g/L）MgS04·7H2O，0.7；

KCl，0.7；Na2HPO4·12H2O，2.13；KH2P04，1.08；
NH4Cl，2.13g/L。纯化培养液组成为：MgS04·7H2O，

0.7g/L；KCl，0.7g/L；Na2HPO4·12H2O，2.13g/L；
KH2P04，1.08g/L；NH4Cl，2.13g/L；琼脂 1.8%～2.0%。

Luria-Bertani 培养液组成为（g/L）：胰蛋白胨 10%，

酵母提取物 5%，NaCl10%。将苯经除菌、过滤后加

入培养物作为碳源。 
2.3 实验方法 
（1）隔离 
将 10mL 苯溶液、90mL 分离培养基和 1g 受石

油烃污染的土壤样品混合制成混合液，加入 250mL
锥形瓶中，30℃条件下以 180r/min 振荡培养一周，

得到菌悬液。在培养板中配制含有 10mL 苯溶液和

90mL 无菌净化培养基的培养基。在净化后的培养基
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上均匀涂 200μL 菌悬液，将培养基置于培养箱中，

30℃条件下培养一周。 
（2）纯化 
接种环用酒精灯火焰灭菌，挑取冷却后的接种

环，划线接种于纯化后的培养基上，倒置培养箱，

30℃培养 3d，重复 3 次，获得降解菌供实验用。 
3 结果与讨论 
通过对分离纯化的平板进行测序，并与数据库

中的细菌序列进行比对，选定的细菌属为芽孢杆菌

（Bacillus）。 
3.1 地下水微生物群落高通量测序 
微生物的生长受温度、振荡速率、碳源浓度等

因素影响，以苯浓度 2000mg/L 为最佳对数悬浮液，

在 40℃、180r/min 条件下进行富集，将菌悬液分为

5 组，分别以 1%、5%、10%、15%、20%的投加量

加入石油烃污染地下水样中，振荡加入菌悬液，碳

源浓度为 100mg/L 时，在 40℃、180r/min 条件下进

行富集，最后将菌悬液加入到石油烃污染地下水样

中。40°C 培养 24 小时，每隔 2 小时用紫外分光光

度计在 600nm 处测量吸光度，得到生长曲线（图 1）。 
3.1.1 测序质量评价 
图 2 可以直观的展示样品间的物种多样性差

异。 
图 2 显示各处理的稀释曲线趋于平缓，说明测

序数据量平缓、合理，所有样品中的微生物多样性

均被捕获，扩增出的序列可以反映各样品的细菌群

落结构。 
3.1.2 多样性指数 
多样性指数是评价土壤微生物群落丰富度和均

匀度的综合指标。ACE 和 Chao1 指数可用于衡量物

种丰富度。图 3 和表 1 显示了本研究中的 ACE 和

Chao1 指数。ACE 和 Chao1 指数越大，表明土壤微

生物群落丰富度越高[18]Shannon 指数越大，Simpson
指数越小，表明土壤植物群的均匀度越高[19,20]本实

验中，ACE 和 Chao1 指数值随时间推移呈现下降趋

势。 

 
图 1  微生物的生长曲线 

 
图 2  样品的稀释曲线 
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图 3  ACE 和 Chao1 指数结果 

表 1  不同样品中微生物群落多样性 

No. Shannon Coverage (%) No. Shannon Coverage (%) 

6-1 0.860238 0.998778 0-4 1.023375 0.998747 

24-1 0.539569 0.999279 6-4 0.663037 0.998998 

0-2 2.082046 0.998434 24-4 1.25776 0.999499 

6-2 0.790283 0.998653 0-5 2.020168 0.998904 

24-2 0.349139 0.99953 6-5 0.423286 0.999029 

0-3 1.711897 0.998559 24-5 0.846339 0.999467 

6-3 0.723491 0.998872 300 1.409682 0.999342 

24-3 0.947346 0.999436    

 
表 1 为地下水样品中微生物群落多样性测定结

果，经生物强化处理的样品的 Shannon 指数值低于

原水样，说明在石油烃污染地下水中添加降解菌可

以抑制土著微生物的生长，降低土壤微生物的丰富

度和均匀度，与齐等的研究结果一致[21]。15 个样本

的 Coverage 指数均超过 99％，表明测序结果可以代

表样本中细菌的真实分布情况[3]。 
3.1.3 土壤微生物群落结构变化 
（1）门级 
降解石油烃的主要细菌群包括变形菌门、厚壁

菌门、放线菌门和拟杆菌门[3,9,10,18,22]。对各样品的相

对门丰度进行分析，结果如图 4 所示。变形菌门和

厚壁菌门是所有样品中的优势门，是石油烃污染土

壤中常见的微生物门[3,22,23]与原水样相比，1%、5%

和 10%菌悬液中变形菌相对丰度分别由 94%、91%
和 88%上升至 97%、99%和 97%；15%和 20%菌悬

液中厚壁菌相对丰度分别由 0.4%和 2.7%上升至

34.2%和 16.9%。 
（2）属级 
图 5 为地下水样品中的优势菌属，在加入菌悬

液前，Pseudomonas、Azovibrio 和 Proteiniphilum 为

优势菌属，相对丰度分别为 67%、17%和 9.4%；当

在 24 小时后将菌悬液加入地下水样品中时，优势菌

为 Pseudomonas 和 Bacillus，样品中 Pseudomonas 的
丰度分别由 67%上升至 90%、99%、96%和 76%。

在投加比例为 1%、5%、10%的地下水样品中，芽孢

杆菌的相对丰度分别由 3.1%降至 2.1%、7.1%降至

0.6%、4.9%降至 2.1%；而在投加比例为 15%和 20%
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的样品中，芽孢杆菌的相对丰度分别由 0.2%升高至

32%、由 2.2%升高至 16.9%。石油污染土壤的优势

菌种有假单胞菌、无色杆菌、芽孢杆菌和不动杆菌

[9,10,14-16,18,22]。本次试验地下水样品中变形菌和假单

胞菌为优势菌种，研究结果表明本研究分离纯化的

菌株能够利用石油烃作为碳源和能量进行生长。 

 

图 4  地下水微生物门类相对丰度 

 

图 5  地下水中绦虫属微生物的相对丰度 

 
4 结论 
（1）从石油烃降解菌中筛选、分离、纯化得到

具有降解石油烃能力的芽孢杆菌受污染的土壤。 
（2）添加不同比例的菌悬液后石油烃污染地下

水样品中的群落结构发生了明显变化，在门水平上，

变形菌门（Proteobacteria）为优势菌，在属水平上，

假单胞菌（Pseudomonas）和芽孢杆菌（Bacillus）为

优势菌。 
（3）地下水样品中的优势菌为石油烃相关降解

菌，研究结果可为石油污染土壤及地下水的生物修

复提供理论依据。 
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