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摘　要　通过实验室选择性富集培养，从中原油田石油污染土壤中获得了能以中原原油为碳源快速生长的石油降解
菌群。结合黑麦草（Ｒｙｅｇｒａｓｓ）和苜蓿（Ａｌｆａｌｆａ），采用该降解菌群对原油污染土壤进行了原位生物联合修复实验。接入降解
菌的实验区分种植黑麦草、种植苜蓿、未种植区，另设黑麦草区和空白区。经过 ９９ｄ的生物修复，石油烃累计降解率达
４３２７％ ～６７３８％，尤以 ２个微生物植物联合区修复效果为最佳，而空白区的累计降解率不足 ２．５％，说明所选菌群对中原
油田污染土壤有明显的降解作用。实验结果表明，接入的降解菌一般经过 １～３ｄ的适应期后发挥作用；修复过程中易溶
盐、ＮＯ－３、Ｃｌ

－
等易溶物质只有极小部分随水进入下部土层（５０ｃｍ）；由于苜蓿草的根部可能具有固氮作用，使得实验层中的

ＮＨ＋
４ 含量比其他实验区的大。实验过程中对包括温度、水、氧气、营养元素等影响修复的因素进行了优化。
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　　中原油田长期大量开采石油资源的同时，对周
围地区的土壤环境造成严重污染，不仅破坏了土壤

的结构，使土壤功能下降，还对土壤生态系统产生了

严重的危害
［１，２］
。随着国家对环保要求的提高，石

油污染土壤的治理工作也逐渐成为热点问题。对石
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油污染土壤的治理，传统的物理和化学处理方法会

造成二次污染，同时处理成本高，这样使得治理不彻

底，且增加了经济负担。目前，生物技术已成为国内

外环境治理技术的研究热点，日益受到广泛关

注
［３，４］
。其中微生物和植物修复技术克服了物理和

化学方法的缺点，取得了不错的效果。孙东平等
［５］

的研究结果显示，从油污土壤中筛选的高效石油降

解菌，对石油污染物的降解效果显著；蔺昕等
［６］
研

究认为植物的吸收和代谢对多环芳烃（ＰＡＨｓ）的降

解起明显作用；刘继朝等
［７］
通过盆栽实验研究了植

物修复中原油田污染土壤的效果。这些研究更多地

集中在室内实验的基础上，现场原位修复或原位实

验的研究鲜有报道，陈立等
［８］
在陕北地区利用纯微

生物的方法进行了石油污染土壤原位修复实验，取

得了良好的效果。笔者在以往研究的基础上，结合

刘继朝等人针对中原油田土壤特点筛选的植物，开

展微生物植物联合的生物技术原位修复中原油田石

油污染土壤的研究，探索生物技术在中原地区石油

污染土壤原位修复的有效性、生态性，以期为石油污

染土壤的生物修复提供科学依据。

１　实验材料和方法

１．１　实验区背景

实验区位于中原油田某采油井场旁，该油井

１９９１年因发生井喷爆裂事故，对周围的土壤产生污

染。据调查，当时漏出原油和高盐水约 ２００～

３００ｍ３，被污农田７０００余 ｍ２。本次修复 ０～２５ｃｍ

的土壤，其类型为潮土，含有少量 ２～１０ｍｍ的小砾

石或小姜石，容重为 １５３ｇ／ｃｍ３；自然含水量

１６３％；ｐＨ为７４；含盐量为１２４３～１８６５０ｍｇ／ｋｇ，

石油 含 量 为 ７６７７～５０２８８ ｍｇ／ｋｇ，平 均 为

２８９８２５ｍｇ／ｋｇ；其下部 ２５～５０ｃｍ的土壤石油含量

为３１３６ｍｇ／ｋｇ，ｐＨ为８．５；含盐量为１２４３ｍｇ／ｋｇ。

１．２　所需植物

根据参考文献［７］在实验区所做的石油污染土

壤修复实验效果，确定黑麦草（Ｒｙｅｇｒａｓｓ）和苜蓿（Ａｌ

ｆａｌｆａ）作为本次修复植物。

１．３　添加剂

麦糠麦秸、尿素和复合肥。

１．４　实验仪器

ＱＺＤ１型电磁振荡器、ＫＱ２１８超声波清洗器、生

物恒温培养箱、高速离心机、高压蒸汽灭菌器、无菌

实验室、生化培养箱、ＨＺ１５０Ｌ恒温摇床培养箱、奥

林巴斯生物显微镜、７５２Ｎ紫外可见光栅分光光度

计、电热干燥箱及各种化学分析用玻璃仪器。

１５　分析方法

石油烃含量的测定：土壤中石油烃含量的测定

采用紫外分光光度法。

降解石油微生物细菌培养优选方法：土壤微生

物细菌培养采用《土壤微生物研究法》
［９］
，和参考文

献
［１０?１２］介绍的方法，细菌初步鉴定采用《常见细菌

系统鉴定手册》
［１３］
中的方法。

２　实验过程

２１　菌群制剂的分选和配置

采用细菌的选择性培养基和富集培养基，对实

验场石油污染土壤的样品进行菌种、菌群的培养分

离，选择优化出实验用降解土壤石油的土著菌种、

菌群。选择优化出的土著细菌初步鉴定主要为：假

单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、微球菌属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）、

放线菌属（Ａｃｔｉｎｏｍａｙｃｅｓ）、真菌类的青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉ

ｕｍ）、曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）等等菌群。将这些降解菌

放大培养，直到测试菌液中含菌量为 １０１１～１０１５个／

ｍＬ，在修复工作前将培养好的菌液制剂存放于刷洗

干净的２５Ｌ的６个塑料桶中。

２．２　实验场地的设置

分４个实验区和 １个空白区，每区成长方形，

１号实验区为纯微生物修复区，６６７ｍ２；２号实验区

为黑麦草微生物联合修复区，２６７ｍ２；３号实验区为

苜蓿微生物联合修复区，２６７ｍ２；４号实验区为纯黑

麦草修复区，４００ｍ２；空白区，６６．７ｍ２，未作任何处

理，未加任何成分。

２．３　实验步骤

实验开始于 ２００９年 ７月 ４日，结束于 ２００９年

１０月１５日，实验分 ７步完成：第 １步，将待修复的

场地经过拖拉机 ２次翻耕，３次旋耕，并平整；第 ２

步，按１．０５ｋｇ／ｍ２，将准备好的麦糠麦秸均匀地撒

到土壤表层，将尿素和硝酸磷钾复合肥均匀撒到修

复土壤表层，用拖拉机进行旋耕，深度尽量控制在

２５ｃｍ左右；第３步，将配置好的菌剂用喷雾器按 ７５

ｍＬ／ｍ２均匀的喷洒在 １号、２号和 ３号实验区；第 ４

步，按７５ｍＬ／ｍ２将配置好的营养液，用喷雾器均匀

６８３２



第 １０期 陈　立等：中原油田石油污染土壤原位生物修复技术实验研究

的喷洒在各个实验区；第 ５步，利用拖拉机反复旋

耕，翻耕深度尽量控制在２５ｃｍ左右，使得修复土壤

与麦糠麦秸、化肥、菌液和营养液混合均匀；第６步，

将１号实验区表面覆盖薄膜，将准备好的的黑麦草

籽播种在２号、４号实验区内，将准备好的苜蓿籽播

种在３号实验区；第 ７步，定期取样，测试修复土壤

中石油烃含量、ｐＨ、含水量、土壤易溶盐、ＮＨ＋
４、

ＮＯ－３，取样方法采用同一深度的梅花状５分法，即在

每个实验区内的东西南北中方位的同一深度各取同

样量的土壤样，混合均匀后再行测试。

３　实验结果与讨论

３．１　修复土壤中菌群分布状况
天然土壤中含有丰富的微生物，分布着具有潜

在的降解石油能污染物的微生物。将这些微生物经

过驯化、放大培养，投加到土壤中，能克服其他外源菌

所面临的存活力较弱、与土著微生物之间存在竞争关

系等一系列问题，且使土壤中这类降解菌数目明显增

加，增强了降解石油污染物的能力。表１是在修复后
第９９天分析各实验区土壤微生物数量分布情况。

由表 １看出，１号、２号、３号实验区中的嗜油
菌数量明显比 ４号实验区的嗜油菌数量高，比空
白区的嗜油菌更高，其原因在于撒入的菌液含有大

量的嗜油菌，且修复土壤中经过一段驯化能产生代

谢污染物的能力，使原本不能够转化或转化非常慢

的污染物被代谢降解，微生物的这种适应性促使嗜

油菌数量增加
［１４］
。４号纯植物区的微生物总数为

空白区的９倍，这说明植物的根际效应促进了土壤
中微生物的生长繁殖。

３．２　修复土壤中石油的去除率
分别在播种 ０、３、１０、１８、２８、３６、４４、５６、７６和

９９ｄ取土壤样品测试，结果见表２和图１。
从表２、图１中可知，植物与微生物联合方法对

石油污染土壤具有明显的修复效果，第９９天石油烃
累计降解率分别达到了６７３８％和 ６５２７％，纯微生
物的修复效果也比较明显，第９９天累计降解率达到
了 ５７３４％，说明菌液的施加加速了生物修复的速
度；纯植物（黑麦草）４号实验区，第 ９９天石油烃的
降解率在４３５％之间，说明黑麦草的根系作用有助
于石油污染土壤修复。

微生物对石油污染物代谢的生理过程一般通过

接触并吸附石油、分泌胞外酶、石油污染物的吸收及

胞内代谢完成。它降解石油的关键是氧化酶对石油

的氧化
［１５］
。１号、２号、３号实验区在第 ３天污染土

壤中石油烃降解率就达到了 １１．７％以上，而 ４号实
验区石油烃降解率明显低于这３个实验区，说明加

表 １　９９ｄ土壤样品中微生物数量分布
Ｔａｂｌｅ１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｂｅｓｎｕｍｂｅｒｓｉｎｓｏｉｌｓａｍｐｌｅｓａｆｔｅｒ９９ｄａｙｓ

实验区
细菌（个／ｇ）

总　数 嗜油菌

真菌（个／ｇ）

总　数 嗜油菌

放线菌（个／ｇ）

总　数 嗜油菌

空白区 ７．１×１０５ ３．６×１０３ ７．６×１０５ ２．８×１０３ １．８×１０４ １．８×１０２

１号（纯微生物修复区） ６．２×１０７ ４．５×１０５ ８．１×１０６ ３．２×１０４ １．４×１０５ １．７×１０３

２号（黑麦草微生物联合修复区） ５．６×１０８ ６．４×１０７ ２．８×１０７ １．８×１０５ ３．１×１０５ ７．１×１０３

３号（苜蓿微生物联合修复区） ４．７×１０８ ５．５×１０７ ２．６×１０７ １．６×１０５ ２．９×１０５ ５．２×１０３

４号（纯黑麦草修复区） ２．８×１０６ １．９×１０４ １．４×１０６ ７．２×１０３ ４．２×１０４ ４．１×１０２

表 ２　各实验区土壤中石油含量随时间的变化情况
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｈａｎｇｅｏｆｏｉｌｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｔｈｅｓｏｉｌｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｌｏｔｓｗｉｔｈｔｉｍｅ （ｍｇ／ｋｇ）

实验区号 ０ｄ ３ｄ １０ｄ １８ｄ ２８ｄ ３６ｄ ４４ｄ ５６ｄ ７６ｄ ９９ｄ

１号 ３２４５．６ ２８６５．９ ２７４４．８ ２６５０．０ ２４３０．３ ２２９５．６ ２３３８．１ １７４０．６ １４６７．７ １３８４．６

２号 ２３９８．１ ２１００．８ １９６９．１ １８６２．４ １６９１．４ １６０３．６ １４７８．７ １１９６．２ ８８２．３ ７８２．３

３号 ３５１２．９ ３０８７．９ ２９２０．３ ２７６２．９ ２５１５．６ ２２９８．８ ２２０８．９ １８１６．５ １４７７．２ １２２０．０

４号 ２７３４．６ ２５９５．１ ２５７３．５ ２４６０．３ ２１８３．０ ２０４７．１ １９９１．１ １６０１．１ １６６１ １５５１．３

空白区 ２９７２．８ ２９６７．５ ２９３７．１ ２９７９．６ ３３２９．５ ２９１９．６ ２９１０．４ ３０４４．２ ２９３４．６ ２９０４．４

７８３２
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图 １　各实验区土壤中石油累积降解率随时间的变化

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｏｆｏｉｌｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅ

ｉｎｔｈｅｓｏｉｌｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｌｏｔｓｗｉｔｈｔｉｍｅ

入的优化菌液修复作用速度很快，其适应期１～３ｄ；
７６ｄ后１号、２号、３号实验区石油降解率增加变缓
主要是由于石油中易被微生物所利用的组分逐渐消

耗所致。

植物根际有着特殊的物理和化学性质，它是土

壤圈中一个重要微生态系统，其修复功能主要体现

在植物根系的吸收、转化作用及分解有机污染物的

作用
［１６］
。第３～１８天期间，４号实验区中污染土壤

中石油烃降解率虽低但仍在 ５％以上，这是由于加
入的营养液、化肥、麦糠麦秸以及翻耕等综合作用，

为原有土壤中的微生物提供了营养物质和氧气，激

化了原有土壤中微生物对其中的石油烃的降解作

用，第２８天后，油污土壤中石油烃降解率明显增加，
说明植物根系对污油土壤起到修复作用。

空白区中石油烃的降解率变化很小，实验期间没

有超过２５％，说明在自然状态下，石油中易被微生物
所利用的组分几乎被消耗殆尽。空白区中石油烃累

计降解率时高时低，１８、２８和５６ｄ其累计降解率为０，
实际情况是土壤中的石油含量比实验当天测试结果

要高，这可能与取样的不均一性有关，空白区中能见

到块状板结的土油块，取样时可能取到这种油块。另

外，土壤物质成分的不均一性和复杂性，也可能引起

这种情况的发生，从 １号实验区第 ４４天和 ４号实验
区第５６天石油烃累计降解率数值有突变可见一斑。
３．３　实验过程对下层土壤的影响

修复第９９天，对实验区下部土壤 ５０ｃｍ深度处
取样测试石油烃、易溶盐、ＮＨ＋

４、ＮＯ
－
３、Ｃｌ

－
含量，结

果见表３。
由表 ３可知，修复层的下部土壤石油烃含量未

有明显增加，说明修复层土壤中石油没有向下扩散

均被降解；易溶盐、ＮＯ－３、Ｃｌ
－
含量变化均为变化不

大，说明氮、磷等易溶盐营养物质只有极小部分随水

而进入下部土层。但是ＮＨ＋
４ 的含量变化不一致，种

有苜蓿的３号实验区，５０ｃｍ处土壤中含量增加明
显，说明苜蓿草的根部可能具有固氮作用，使加入的

大量化肥进入了土层下部，这为今后此类修复工作

对营养物质的要求和添加方法具有重要的意义。

３４　调控修复技术的影响因素
微生物生态修复技术是充分优化利用原位微生

物菌群，辅以植物、物理和化学方法并与地质环境相

结合，以微观效应改变宏观环境的原位修复技术。

应用该技术的关键是微生物和地质环境的相互结

合、相互依存、相互作用和调控。调控因素主要有温

度、水、氧气、营养元素、地质环境的改善等等。

３．４．１　土壤温度的调控
温度是影响微生物生长与存活重要因素之一，

微生物的活动强度、生化作用都与此相关。温度的

过高或过低都可抑制生长或导致微生物死亡，环境

中的微生物均在一定的温度范围内生存，温度的适

中可使细菌细胞中的生物化学反应速率加快。实验

区强化的微生物菌群大多为中温微生物（１３～４５
℃），２５～３８℃为最适生长温度。通过测试修复阶

表 ３　实验后各区土壤（５０ｃｍ深度）中石油烃、易溶盐、ＮＨ＋
４、ＮＯ

－
３、Ｃｌ

－含量

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｉｌ，ＴＤＳ，ＮＨ＋
４，ＮＯ

－
３，Ｃｌ

－ ｉｎｔｈｅｓｏｉｌｓ（５０ｃｍｄｅｅｐ）ｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｌｏｔｓａｆｔｅｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

实验区
石油含量

（ｍｇ／ｋｇ）

易溶盐

（ｍｇ／ｋｇ）

ＮＨ＋４

（ｍｇ／ｋｇ）

ＮＯ－３

（ｍｇ／ｋｇ）

Ｃｌ－

（ｍｇ／ｋｇ）

空白区 ３１３．６ １２４３ ９．１８ ３１．２３ ９３２．３３

１号 ３１０．７８ １２８９ １１．８３ ３２．４８ １０１７．０２

２号 ２９４．３７ １３０１ ７．４６ ２９．２７ ９０１．８７

３号 ３２４．５９ １１９０ ３３０．２３ ４５．１７ ９６５．１２

４号 ３１１．６７ １２７８ １２．３４ ３０．１８ ８９０．７８

８８３２
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段地表的最高和最低温度显示，该地区地表最高温

度在７—９月大多为３５℃以上，最低温度均大于 ２０
℃，昼夜温差不大。因此不用调控实验区土壤温度，
修复效果也是很好的。但是如在其他季节就需要采

取措施增温保温等。通过此次修复过程，也可得出

在该地区开展微生态修复技术的最佳温度时期应在

每年的 ６月下旬—９月中旬，使土壤温度保持在 ２５
℃以上，能保证微生物细菌的活力和繁殖力。
３．４．２　土壤中氧的调控

氧的供应成为微生物细菌降解有机物过程的重

要调控因子之一。环境条件的调控包括氧气的供

给，供氧量的多少能影响微生物细胞内许多酶的活

性和细胞的呼吸作用，控制着微生物的生长和对有

机物的降解能力。本次修复主要从４个方面对土壤
氧的供给进行了调控，首先是充分翻耕实验土壤层，

使其充分与大气混合。其次是保证实验土壤具有一

定的含水量，使含水量保持在 ２０％左右，水中提供
的氧。另外，实验区土壤中添加了麦糠麦秸，该类添

加剂不仅廉价易取，并能为土壤补充营养素，而且对

修复层土壤进行了改良增大了蓬松性和通透性，使

空气中的氧容易进入。加入的含氧营养元素

Ｋ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＮＨ４ＮＯ３、ＮＯ
－
３ 等

也提供了大量的氧。上述调控措施为微生物降解土

壤中的石油提供了充分的氧源。保证了微生物细菌

在降解土壤中石油所需要的氧气。

３．４．３　营养元素的供给
营养元素是参与微生物细胞组成、构成酶的活

性成分、物质运输系统以及提供生理活动所需的能

量。微生物细胞的组成主要元素是 Ｃ、Ｈ、Ｏ、Ｎ、Ｐ等
等，其中 Ｃ、Ｈ来自有机物如石油污染物。氧来自水
和空气及其他调控的氧源。而氮和磷及 Ｓ、Ｋ、Ｃａ、
Ｍｇ、Ｆｅ微量元素等等作为营养物质需要进行补充和
调控。因此，利用配置的营养液对实验区土壤进行

了 Ｎ、Ｐ、Ｓ、Ｋ、Ｃａ、Ｍｇ、Ｆｅ等元素的补充和调控；同
时，尿素和复合肥中也含有所需的大量营养元素，以

及添加的麦糠麦秸也补充其他生物素和营养盐。

４　结　论

由于撒入的菌液含有大量的嗜油菌，修复土壤

中经过一段驯化能产生代谢污染物的能力，原本不

能够转化或转化非常慢的污染物被代谢降解，且植

物的根际效应促进了土壤中微生物的生长繁殖，使

得撒有菌群的实验区中的嗜油菌数量明显比未撒入

菌群实验区的嗜油菌数量高，比空白区的嗜油菌

更高。

微生物、植物以及两者联合的方法对石油污染

土壤具有明显的修复作用，其中的石油烃降解率均

在４０％，以黑麦草与微生物联合技术修复效果为最
佳，其中石油烃降解率达 ６７３８％；自然状态下，土
著微生物对多年油污土壤的修复作用很弱，对石油

烃的降解率在 ２５％以下；加入培养放大的菌剂一
般需要１～３ｄ的适应期，而后才进入对数期发挥其
作用。

修复层的下部土壤石油烃含量未有明显增加，

易溶盐、ＮＯ－３、Ｃｌ
－
等易溶营养物质只有极小部分随

水而进入下部土层；苜蓿草的根部可能具有固氮作

用，使加入的大量化肥进入了土层下部，导致种植有

苜蓿草实验区 ５０ｃｍ土壤层 ＮＨ＋
４ 明显增大。这为

今后此类修复工作对营养物质的要求和添加方法具

有重要的意义。

修复期选择在 ６—９月，当地最低气温 ２５℃以
上，最高气温在３５℃以上，是修复的最佳气温区间；
翻耕作用、添加的麦糠麦秸、营养液以及化肥提供了

大量的氧，增强了微生物的生长的降解能力；同时，

配置的营养液、添加的麦糠麦秸、化肥提供了大量的

营养元素。
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