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石油污染土壤的生态风险评价和生物修复 3

Ⅰ1一株具有乳化石油能力的细菌分离鉴定

刘五星1 ,2 　骆永明1 ,2 　滕　应1 　李振高1 　吴龙华1

(1 中国科学院南京土壤研究所土壤与环境生物修复研究中心 ,土壤与农业可持续发展国家重点实验室 ,南京　210008)

(2 中国科学院研究生院 ,北京　100039)

摘 　要 　　以江汉原油为唯一碳源 ,经过 BH培养基富集培养 ,以血平板从不同石油污染土壤中分离纯

化获得多株细菌。通过测定这些细菌对柴油的乳化程度 ,发现菌株 X1321 具有较强乳化能力 ,其 1 h、24 h 的

乳化率分别为 80 %和 75 % ,明显高于文献报道。此外 ,该菌在以石蜡为唯一碳源的 BH培养基中生长较好 ,说

明其具有较强的分解石油的能力。经 Biolog 细菌自动鉴定仪鉴定 ,同时进一步通过 PCR 扩增获得该菌的 16S

rDNA ,并测序。对其 16S rDNA 分析表明 ,该菌株与 GenBank 中的醋酸钙不动杆菌同源性为 97 % ,确定该菌可

能为醋酸钙不动杆菌 ( Acinetobacter calcoaceticus) 。
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　　石油是由数百种化合物组成的复合体。根据性

质一般将其分为四类 :饱和烃 (包括正链烷烃、支链

烷烃和环烷烃) 、芳香烃 (包括单环、双环和多环芳烃

以及带有烷基侧链和融合的环烷烃) 、树脂 (由嘧啶、

喹啉、咔唑、噻吩、亚砜、氨基化合物组成的复合体)

以及沥青质 (环烷酸、硫化物、多元酚、脂肪酸、金属

卟啉的复合物) 。其中有些成分有致癌变、致突变、

致畸变作用 ,并能通过食物链在动植物及人体内富

集 ,被列为重点污染物[1 ] 。

石油污染对自然环境的破坏以及对人类健康造

成的威胁 ,使人们不得不寻找治理的方法。生物修

复由于具有不造成二次污染、费用低、原位降解污染

物等优点[2 ] ,因而是一种极有前途的技术。但是采

用生物修复石油污染的土壤面临石油难溶于水生物

可利用性低 ,单纯的石油降解菌难以与之接触从而

造成修复率低等问题。有研究表明 ,表面活性剂可

以乳化污染土壤中不溶性有机物 ,使它们的解吸附

增强 ,水溶性增加[3 ,4 ] 。然而 ,使用表面活性剂并不

总是增强不溶性有机污染物的降解性。Bruheim

等[5 ]的研究表明 ,化学表面活性剂的加入有时甚至

会使这些物质的降解性减弱。这可能是由于化学表

面活性剂的自身毒性 ,或是其使溶液中污染物浓度

的增加 ,从而对土壤中的微生物产生毒害作用 ,限制

了其在生物修复中的应用。生物表面活性剂是由微

生物产生的具有表面活性的两性化合物 ,与化学表

面活性剂相比其具有特异性强、高效、低毒、不污染

环境以及生产低成本等优点[2 ] 。利用其能够乳化原

油增强油的水溶性的特性 ,在清理储油罐以及二次

采油上已有成功的应用[6 ,7 ] 。

但是 ,目前对于石油污染土壤的生物修复研究主

要集中在高效石油降解菌的筛选与构建以及添加营养

物质、以及增加土壤中空气流通等方面[8～13]。筛选和

应用具有产生物表面活性剂能力的石油降解菌并通过

对其乳化条件的研究来增强污染土壤中油的生物可利

用性 ,进而对石油污染土壤修复实为鲜见。因此 ,本文

从油田土壤中分离出一株具有高效乳化能力的石油降

解菌并对其乳化条件进行了研究 ,最后还通过 Biolog

和 16S rDNA 序列分析对其进行了鉴定。

1 　材料与方法

111 　供试材料

分离菌种的土壤采自不同石油污染区 (南京花

园路汽车修理厂、山东寿关胜利油田清和采油厂、湖
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北荆门石化焦化装置) ;原油采自江汉油田钟市采油

厂 ,其基本理化性质见表 1。

表 1 　江汉原油基本性质

Table 1 　Basic properties of Jianghan crude oil

密度 (20 ℃)

Dentist

(g cm - 3)

API1)

重力 API

gravity

凝点

Solidifying

point ( ℃)

胶质

Colloid

( %)

沥青质

Asphaltum

( %)

采样日期

Sampling date

(yyyy2mm2dd)

01871 30120 + 28100 13155 0159 2004 - 02 - 08

　　1) American Petroleum Institute

112 　培养基

11211 　BH 培养基 (L ) 　　MgSO4 ·7H2 O 012 g ,

K2HPO4 110 g , KH2 PO4 110 g , FeCl3或 FeSO4 0105 g ,

NH4NO3 110 g ,CaCl2 0102 g ,碳源为江汉原油或文中

指出碳源 ,蒸馏水 1 000 ml ,pH 710～712。

11212 　血平板培养基 (L) 　　牛肉膏 3 g ,蛋白胨

10 g ,酵母膏 011 g ,NaCl 5 g ,蒸馏水 1 000 ml ,琼脂

18 g ,pH 714～716 ,倒平版时另加入 5 ml/ 100 ml 的

脱纤维羊血。

11213 　斜面培养基 (L) 　　蛋白胨 10 g ,葡萄糖

20 g ,酵母膏 011 g ,琼脂 18 g ,蒸馏水 1 000 ml ,pH

710～712。

113 　方法

11311 　具乳化能力的石油降解菌分离　　取 1 g 石

油污染土壤接入以 1 %江汉原油为唯一碳源的 BH

培养基中 ,恒温 30 ℃,180 r min - 1好氧振荡富集培养

7 d ,取不同稀释度的菌液涂血平板 ,挑取溶血圈大

的菌落进一步分离纯化。

11312 　降解石油性能的测定 　　在 BH 培养基中

以石蜡或萘为唯一碳源 ,接入一环分离得到的菌种 ,

装液量 50 ml/ 250 ml 三角瓶 ,30 ℃,180 r min - 1培养

3 d ,600 nm 处测 OD 值[14 ] 。

11313 　乳化性能测定　　取一平底试管 ,加 5 ml 柴

油和 5 ml 培养 5 d 的发酵液 ,漩涡振荡均匀 ,分别静

置 1 h、24 h 测量乳化液占整个溶液的比例[15 ] 。

11314　表面张力的测定　　采用环法测定表面张力 ,

仪器为 ZL22 界面张力仪(博山同业分析仪器厂) 。

11315 　菌体形态的观察及生理鉴定　　通过革兰

氏染色 ,显微镜观察菌体形态 ;在Biolog 96 孔革兰氏

阴性平板上培养 24 h 后 ,采用 Biolog 细菌自动鉴定

仪检测供试菌株的代谢指数。

11316 　菌体DNA 的分离纯化及 16S rDNA 的扩增与

序列分析 　　菌种自斜面接种到 LB 培养基中 ,

28 ℃,180 r min - 1 ,摇床培养 24 h。镜检确定无杂菌

后 5 000 r min - 1离心 15 min 收集菌体。菌体DNA 的

分离纯化使用 FastDNA Ò试剂盒。与传统的手工提

取相比 ,使用该试剂盒避免了匀浆、超声波等方法的

费力、耗时、低效的缺点 ,可以快速、稳定地裂解并纯

化样品[16 ] 。根据文献设计引物如下 : Primer 1 ,27f :

5′2AGAGTTTGATCCTGGCTCAG23′; Primer 2 , 1522r :

5′2AAGGAGGTGATCCAGCCGCA23′(上海博亚生物技

术有限公司) (f 代表正向引物 , r 代表反向引物) 。

Primer 1 和 Primer 2 用于DNA 的 PCR 扩增和DNA 测

序。16S rDNA 的扩增参照文献描述的方法。序列

测定由上海博亚生物技术有限公司完成。

2 　结果与讨论

211 　具乳化能力的石油降解菌分离

以往在分离生物表面活性剂产生菌时 ,常采用

传统方法测定菌株的排油活性、表面张力、乳化活性

等 ,该方法工作量大、效率低。最近有人根据生物表

面活性剂能够溶血的原理 ,将加入羊血的培养基作

为平板 ,将菌株逐个点种 ,适温培养 1～2 d ,挑选溶

血的单菌落[17 ] 。本研究通过采用以原油为唯一碳

源的培养基富集以及含去纤维羊血的培养基分离。

根据溶血圈的大小初步得到 9 株具有较大溶血圈的

细菌菌株 ,分别命名为 : X221 , X322 , X526 , X1321 ,

X1421 ,X1521 ,X1622 ,X1721 ,X1722。

212 　各分离菌株乳化能力的测定

选用含有柠檬酸、乙酸、乙醇、柴油、原油、液体

石蜡为唯一碳源的 BH 培养基[13 ] ,接入一环菌种 ,

30 ℃、180 r min - 1培养 5 d ,测定各菌在不同碳源中

的乳化能力。由表 2 可以看出 ,在以柠檬酸为碳源

时 X1321 菌株在 1 h 和 24 h 后的乳化能力最高 ,1 h

可达 80 % ,24 h 为 75 % ,显著高于文献报道的 1 h 和

24 h 均为 64 %的乳化能力[13 ] 。从实验结果还可看

出 ,不同碳源对同一菌株的乳化性能影响很大 ,因此

在做石油污染土壤修复实验时可考虑添加不同的碳

源来增强油污的水溶性。

213 　各菌株分解石油能力

多环芳烃、长链烷烃和饱和环烷烃是土壤石油

污染的主要成分。液体石蜡 (C162C38) 是一种饱和链

烷烃和环烷烃的混合物 ,其结构组成类似于石油污

染土壤中烃的复合物[14 ] ,因此将分离得到的 9 个菌

株接入以石蜡和萘为唯一碳源的培养基中用来研究

细菌对烃的降解作用。发现 9 株细菌都能在以石

蜡为唯一碳源的BH培养基中生长 ,但均不能在萘
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表 2 　碳源对几种细菌乳化能力的影响

Table 2 　Effect of source of carbon on emulsifying activity of bacteria

菌株

Strain

碳源 Carbon sources

柠檬酸

Citric acid ( %)

乙酸

Acetic acid ( %)

乙醇

Ethanol ( %)

柴油

Diesel oil ( %)

原油

Crude oil ( %)

液体石蜡

Paraffin ( %)

1 h 24 h 1 h 24 h 1 h 24 h 1 h 24 h 1 h 24 h 1 h 24 h

X221 9 9 1 0 3 3 1 1 1 0 8 4

X322 4 0 4 0 1 0 1 0 1 0 1 0

X526 2 0 7 3 6 3 6 5 5 2 0 0

X1321 80 75 8 1 3 1 4 3 7 0 5 0

X1421 0 0 17 3 3 0 1 0 1 0 3 1

X1521 56 47 50 50 1 0 52 42 2 0 24 19

X1622 1 0 10 4 4 4 41 24 5 1 6 1

X1721 26 13 0 0 6 4 39 22 0 0 6 3

X1722 14 6 5 1 64 60 7 0 8 2 3 0

中生长。由于细菌培养液的浊度反映了细菌的生物

量的多少 ,也间接反映了该菌对石蜡的分解能力。

因此采用比浊法筛选具有较强降解原油能力的菌

株。摇瓶 71 h 后 ,测定培养液的 OD600 nm值。实验

表明在 9 个菌株中 ,培养液 OD 值均大于 012 ,说明

这 9 株细菌均有一定的分解石油的能力。其中菌株

X526、X1321、X1622、X1721、X1722 等 5 株细菌生长较

好 ,又由表 1 可以看出 X1321 菌具有较强的乳化能

力 ,而图 1 表明菌株 X1321 在以石蜡为碳源的BH培

养基中生长较好 ,可以初步确定 X1321 菌株有较强

的乳化和分解石油的能力。因此选择菌株 X1321 作

进一步研究。

图 1 　不同烃降解菌株在 BH培养基上的生长情况

Fig11 　The absorbtion of hydrgoncarbon2

degarding bacteria on BH medium

214 　不同碳源对菌株 X1321 发酵液表面张力的影响

采用环法测定菌株 X1321 在柠檬酸等 6 种不同

碳源的 BH培养基中培养后的发酵液及水的表面张

力。经测定水的表面张力为 7211 mN m - 1。由表 3

可见 ,菌株 X1321 在柠檬酸等 6 种碳源中生长均能

降低水的表面张力 ,而在以柠檬酸为碳源的 BH 培

养基中表面张力最低。低的表面张力可增加石油的

水溶性 ,便于石油降解菌与之作用 ,起到加快石油降

解的效果。

表 3 　菌株 X1321 发酵液的表面张力

Table 3 　Surface tension of culture fluid of strain X1321 (mN m - 1)

菌株

Strain

碳源 Carbon sources

柠檬酸

Citric

acid

乙酸

Acetic

acid

乙醇

Ethanol

柴油

Diesel

oil

原油

Crude

oil

液体

石蜡

Paraffin

X1321 4912 6111 5911 5411 5618 5418

215 　菌株 X1321 的分类鉴定

经过革兰氏染色 ,显微镜观察表明其为革兰氏

阴性 ( G- ) ,杆状 ,019～1162115～215μm ,无芽孢。

在此基础上将菌株 X1321 细胞悬液接种到 95 种碳

源的 Biolog 阴性板微孔中 ,培养 24 h 后 ,测定其“代

谢指数”。表 4 为菌株 X1321 对 95 种底物的利用情

况。经 Biolog 细菌鉴定系统分析 ,菌株 X1321 为醋

酸钙不动杆菌 ( Acinetobacter calcoaceticus ) ,相似率

(SIM INDEX)为 01826。

216 　16S rDNA序列分析

利用 FastDNA Òkit 提取 ,并采用 PCR 扩增得到

该菌株的 16S rDNA。经测序 ,菌株的 16S rDNA 扩增

片段长度为 1 441 bp。在 GenBank 中的登记注册号

为AY800383 。用BLAST程序对菌株X1321的16 S
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rDNA 序列与 GenBank、EMBL ( Europe Molecular Biolo2
gy Laboratory) 、DDBJ (DNA Data Bank of Japan) 的核苷

酸序列进行相似性分析 ,结果发现在 GenBank 中

X1321菌株与接受号为 X8165711 的醋酸钙不动杆菌

16S rDNA 基因的相似性为 97 %。Biolog 细菌自动鉴

定仪主要根据被测菌的“代谢指数”,将其与 Gen2
Bank 数据库中的 1 500 多种细菌鉴定信息进行比

较 ,即可鉴定到种。结合 Biolog 和 16S rRNA 基因序

列分析的结果 ,可以初步判断 X1321 菌株为醋酸钙

不动杆菌 ( Acinetobacter calcoaceticus) 。由于该菌是在

羊血平板上分离得到 ,因此其具有溶血性 ,这点与标

准菌株的不溶血性存在差异[18 ] 。1998 年 Goluszko

等[19 ]也发现了类似的问题 ,这说明醋酸钙不动杆菌

的某些菌株也存在溶血性能。

表 4 　X1321 菌株对 Biolog 板上 95 种碳底物的利用能力1)

Table 4 　Strain X1321′s capabilities of using 95 types of carbon substrates on Biolog

底物

Substrate

利用状况

Utilization

底物

Substrate

利用状况

Utilization

底物

Substrate

利用状况

Utilization

底物

Substrate

利用状况

Utilization

水 - D2蜜二糖 - p2羟基苯乙酸 - L2组氨酸 +

环糊精 v β2甲基2D2葡萄糖苷 - 衣康酸 - 羟基2L2脯氨酸 -

糊精 - 阿洛酮糖 - α2酮丁酸 v L2亮氨酸 v

淀粉 v D2棉子糖 + α2酮戊二酸 + L2鸟氨酸 -

吐温 40 + L2棉子糖 - α2酮戊酸 - L2苯丙氨酸 -

吐温 80 + D2山梨醇 - D ,L2乳酸 - L2脯氨酸 -

N2乙酰基2D 半乳糖胺 - 蔗糖 - 丙二酸 - L2焦谷氨酸 +

N2乙酰基2D2葡萄糖胺 - D2海藻糖 - 丙酸 - D2丝氨酸 v

侧金盏花醇 - 松二糖 - 奎尼酸 - L2丝氨酸 +

L2阿拉伯糖 v 木糖醇 - D2葡糖二酸 - L2苏氨酸 -

D2阿拉伯糖 - 甲基丙酮酸 + 癸二酸 + D ,L2肉碱 -

D2纤维二糖 - 单甲基琥珀酸 + 琥珀酸 - γ2氨基丁酸 +

赤藻糖醇 - 乙酸 + 溴丁二酸 + 尿苷酸 -

D2果糖 - 顺2乌头酸 + 琥珀酰胺酸 - 肌苷 -

L2果糖 - 柠檬酸 + 葡糖醛酰胺 - 尿苷 -

D2半乳糖 - 甲酸 - L2丙氨酸胺 v 胸腺嘧啶核苷 -

龙胆二糖 - D2乳糖酸内酯 - D2丙氨酸 + 苯乙胺 -

α2D2葡萄糖 - D2半乳糖醛酸 - L2丙氨酸 + 丁二胺 -

m2肌醇 - D2葡萄糖酸 - L2丙氨酰甘氨酸 + 22氨基乙醇 -

α2D2乳糖 - D2葡萄糖胺酸 - L2天冬酰胺酸 + 2 ,32丁二醇 -

乳果糖 - D2葡萄糖酸 - L2天门冬氨酸 + 丙三醇 -

麦芽糖 - α2羟基丁酸 - L2谷氨酸 + D ,L2α2磷酸甘油 -

D2甘露醇 - β2羟基丁酸 + 甘氨酰2L2天门冬氨酸 - l2磷酸葡萄糖 -

D2甘露糖 - γ2羟基丁酸 v 甘氨酰2L2谷氨酸 - 62磷酸葡萄糖 -

　　1) + :可利用 Available ; - :不能利用 Not available ;v :有微弱利用能力 Partly available

3 　结　语

从石油污染的土壤样品中经过富集培养 ,分离

得到一株具有乳化和分解石油能力的细菌 X1321 菌

株 ,经过 Biolog 鉴定和 16S rDNA 同源性比较鉴定为

醋酸钙不动杆菌 ( Acinetobacter calcoaceticus) 。醋酸钙

不动杆菌 X1321 具有较强的石油降解能力 ,其在以

石蜡为唯一碳源的 BH 培养基中 30 ℃、180 r min - 1

培养 3 d ,OD600 nm值可达 01566 ,同时该菌在以柠檬

酸为碳源的 BH发酵液也具有很强的乳化柴油的能

力 ,与柴油漩涡振荡均匀静置 1 h 和 24 h 后 ,乳化层
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的比例分别为 80 %和 75 %。同时在以柠檬酸为碳

源的 BH 培养基中培养后其表面张力为 4912

mN m - 1 ,显著低于纯水的表面张力 ,具有良好的表

面活性 ,可以增强石油的水溶性。该菌具有较强的

乳化和分解石油以及降低表面张力的能力 ,表明其

在生物修复石油污染土壤中具有较大的应用前景。

有关该菌的生态条件等有待进一步研究。
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ECO2RISK & BIOREMEDIATION OF PETROLEUM CONTAMINATED SOIL
Ⅰ. ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PETROLEUM2EMULSIFYING BACTERIA

Liu Wuxing1 ,2 　Luo Yongming1 ,2　Teng Ying1 　Li Zhengao1 　Wu Longhua1

(1 Soil and Environmental Bioremediation Research Center , State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture ,

Institute of Soil Sciences , Chinese Academy of Sciences , Nanjing 　210008 , China)

(2 Graduate School of the Chinese Academy of Sciences , Beijing 　100039 , China)

Abstract 　Crude oil is a kind of organic matter , relatively insoluble in water , which seriously affects its bioavailability. Some

bacteria are found to be able to produce biosurfacant , which can emulsify the crude oil and enable the bacteria to adhere to the

hydrophobic surface of the oil very strongly , thus enhancing bioavailability of the crude oil in the environment . It is reported that

bacteria with hemolytic circle in the blood plate show emulsifying activity. Therefore strains of the bacteria were isolated from the

petroleum contaminated soil through enrichment culture in BH medium with crude oil fromJianghan as the sole carbon source and

hemolytic activity assay on blood agar plates. Nine strains with high degrading and emulsifying ability were isolated. Strain X132
1 was found at the top of the list of the bacteria with emulsifying ability reaching 80 % and 75 % at 1h and 24 h respectively.

OD600 nm of the culture fluid with paraffin as the sole carbon source was used to indirectly measure petroleum2degrading abilities of

bacteria. The OD600 nm of strain X1321 was up to 01566. Besides its emulsifying ability and petroleum2degrading ability , strain

X1321 was chosen for ulterior research. Cell wall composition , morphology , metabolism Biolog Micro2station Identification Sys2
tem and the sequence analysis of 16S rDNA fragment amplified from total DNA of bacterium X1321 were used to identify the strain

of bacterium. The results show that the bacterium is G- and bacilliform. SIM (Similarity) in Biolog to typical Acinetobacter cal2
coaceticus is 01826 and 16S rDNA sequence homology with typical A. calcoaceticus in the genebank is 97 %. To sum up the

above2described characters , it can be concluded that strain X1321 is likely to be an A. calcoaceticus .

Key words 　Petroleum2degrading bacteria ; Emulsification ; Isolation and identification
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