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石油污染土壤的生态风险评价和生物修复 3

Ⅱ.石油污染土壤的理化性质和微生物生态变化研究

刘五星1 ,2　骆永明1 ,2­　滕　应1 ,2　李振高1 ,2　吴龙华1 ,2

(1 中国科学院南京土壤研究所土壤环境与污染修复重点实验室 ,南京　210008)

(2 土壤与农业可持续发展国家重点实验室 (中国科学院南京土壤研究所) ,南京　210008)

摘　要　　采用常规土壤理化分析、微生物培养法以及碳素利用法 (Biolog)和发光细菌生物毒性测定等

新兴微生态研究方法 ,研究了石油污染引起的土壤理化性质和微生物功能多样性等微生态的变化。结果表

明 ,石油污染使土壤有机质含量增加 ,pH降低 ,而对全磷、全钾、速效钾、全氮和水解氮无显著影响。平板计数

显示石油污染对土壤中的细菌总量没有显著影响 ,但由于石油污染物的刺激作用导致污染土壤中总烃降解

菌数以及芳烃降解菌数增加了几个数量级。Biolog的研究也表明 ,石油污染导致土壤微生物 Gini指数、McIn2
tosh指数和McIntosh均匀度等多样性指数增加 ,说明石油污染刺激了土壤中微生物的生长 ,使土壤中微生物多

样性增加。而生物毒性试验表明 ,石油污染土壤对发光细菌具有毒性 ,其 EC50为 1 950μg ml - 1。
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　　石油是由数百种化合物组成的复合体。按烃

组成一般可分为四类 :饱和烃 (包括正链烷烃、异构

烷烃和环烷烃) 、芳香烃 (包括单环、双环和多环芳

烃) 、胶质 (由嘧啶、喹啉、咔唑、噻吩、亚砜、氨基化

合物组成的复合体)及沥青质 (环烷酸、硫化物、多

元酚、脂肪酸、金属卟啉的复合物) [1 ]。随着石油的

生产和消费量的不断增加 ,在开采、炼制、贮运、使

用过程中石油及各种石油产品进入环境而造成的

污染问题日益严重。石油污染的土壤不仅影响植

物的生长 ,还对人、畜健康造成威胁。目前对于石

油污染土壤的修复主要有化学、物理以及生物修复

三种。其中生物修复具有成本低、效果好以及对环

境的二次污染小等优点 ,被认为是最有前景的修复

手段[2 ]。生物修复主要是利用土壤中的微生物将

有毒的有机物分解或降解成为低毒或无毒的物质

的过程。在土壤生态系统中 ,土壤中大量的微生物

作为分解者 ,是最活跃和具有决定性影响的组分之

一 ,几乎参与了土壤中的一切生物化学反应 ,在减

少或消除石油污染的毒性和降低土壤中的石油经

食物链或其他途径对人和其他生物造成的危害方

面起着关键作用。土壤受石油污染后 ,土壤的理化

性质、微生物群落结构、物种多样性等将受到影响。

因此 ,在进行微生物修复前 ,需要对土壤的理化性

质及微生物生态开展研究。然而利用传统的培养

技术在研究微生物生态方面面临很多问题 ,其中原

因之一是土壤中的大多数微生物 (90 %～99 %)是

不可培养的[3 ,4 ]。近年来 ,基于非培养的生物标志

物 (biomarker)的测定方法 (如磷脂脂肪酸等)已经应

用于微生物多样性的研究[5 ,6 ] ,使用该方法无须分

离培养就可反映包含那些传统方法不可培养的土

壤微生物的群落结构信息。但是 ,由于是通过非培

养的方法 ,因而无法获得有关微生物群落总体活性

与代谢功能的信息。目前 ,以群落水平碳源利用类

型为基础的 Biolog氧化还原技术为研究土壤微生物

群落功能多样性提供了一种简单、快速的方法[7 ]。

1991年 Garland和Mill开始将这种方法应用于土壤

微生物群落的研究[8 ]。本研究在分析石油污染土

壤理化性质变化的基础上 ,采用常规平板法及

Biolog等新兴技术 ,测试石油污染土壤的微生物生

态变化 ,以揭示石油污染对土壤理化性质和微生物
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群落结构及功能多样性的影响 ,并为石油污染土壤

的生物修复奠定基础。

1　材料与方法

111　土样采集

　　供试土样采自南京近郊某炼油厂附近的耕层土

壤(0～20 cm) ,土壤类型为潮土。将土壤中油含量小

于临界值 500 mg kg - 1[8]的土样看作清洁土壤 ,油含量

高于此值视作污染土壤。采集方法为多点取土后混

匀 ,两种土壤各采 3个样 ,经室温下阴凉处风干 ,过

2 mm筛。其基本理化性质采用常规方法分析[9]。

112　土壤中油含量的测定

采用重量法[1 ]测定。即将 10 g风干过筛的土

壤与等体积的无水 Na2SO4混匀 ,用称重的 K2D瓶装

入适量二氯甲烷 (DCM)经索氏提取 24 h。然后将抽

提液在减压旋转蒸发仪上减压蒸干 ,重新称量 K2D

瓶并计算出油含量。

113　土壤微生物数量测定

11311　土壤中细菌、真菌及放线菌的数量测定　　

采用稀释平板法[10 ]。

11312　土壤中总烃降解菌和芳烃降解菌数量的测

定　　参照最大或然数 (Most probable number ,MPN)

法[11 ]。

114　土壤微生物活性和功能多样性分析

11411　土壤微生物提取和酶联免疫吸附 ( Enzyme2
linked immunosorbnent assay , ELISA)测定 　　采用革

兰氏阴性 ( G- ) Biolog板 ,具体方法参照文献[12 ]。

11412　Biolog数据处理方法　　采用 95个孔吸光度

的平均值 (Average well color development ,AWCD)来表

示微生物的平均活性。计算公式为 :AWCD = [ ∑( Ci2
R) ]/ 95 ,其中 , Ci 为除对照孔外各孔吸光度值 , R 为

对照孔吸光度值。用计算微生物群落功能多样性公

式[13]来分析土壤微生物功能多样性 (见表 1)。

表 1　基于 Biolog分析的多样性指数

Table 1　Diversity indices based on Biolog

多样性指数

Indices of diversity

用途

Purpose

公式

Formula

备注

Note

Shannon指数

Shannon indices
评估丰富度 H′= - ∑Pi·ln ( Pi)

Pi为第 i孔的相对吸光值与整个平板相对吸光值总和

的比率 S 为发生颜色变化的孔的数目
Shannon均匀度

Shannon evenness

通过 Shannon指数算出的均

度
J H =

H′
lnS

S 为发生颜色变化的孔的数目

Gini指数

Gini indices

用于评估某些最常见种的

优势度的指数
D = 1 - ∑( Pi)

2 Pi同上

McIntosh指数

McIntosh indices

基于群落物种多维空间距

离的多样性指数
U = ( ∑ni

2) ni为第 i孔的相对吸光值

McIntosh均匀度

McIntosh evenness

由 McIntosh 指数计算得出

的均匀度
J U =

N - U

N - N/ S
N为相对吸光值总和 , S 为发生颜色变化的孔的数目

115　土壤生物毒性分析

11511　土壤水浸提液　　参照丁克强等[14 ]略有改

动。具体方法为 :按水土比 1∶1加入无菌蒸馏水 ,在

25℃下 ,在振荡机上往复振荡 (120 r min - 1) 1 h 后 ,

离心 30 min (4 000 r min - 1) ,过滤备用。

11512　土壤二氯甲烷 (DCM)浸提液　　称 510 g过

2 mm筛的风干土壤样品 ,用 DCM索氏提取 16 h ,减

压旋转浓缩至 5 ml ,加入 5 ml 二甲基亚砜 (DMSO) ,

然后将该混合物继续浓缩至 5 ml备用。

11513　生物毒性测定与计算 　　采用明亮发光细

菌 ( Photobacterium phosphoreum)法测定 ,具体方法参

照 Jacob等[15 ]。毒性计算 :将样品的发光输出 (mV)

除以对照样的发光输出为相对发光强度 T3 (以 %表

示) ,然后求出样品浓度与相对发光强度之间的方

程 ,用样品的 EC50表征样品的毒性。

2　结果与分析

211　土壤中油含量与基本理化性质

　　由表 2可知 ,污染土壤中的油含量显著高于清洁

土壤 ,也明显高于临界值 500 mg kg - 1。石油污染对土

壤理化性质的影响表现在 ,污染使土壤有机质显著增

加、pH显著降低 ,而对其他理化性质没有显著影响。

石油是一种含碳的有机化合物 ,因此石油污染后土壤

中的有机质含量明显增加。有机质是土壤有机碳总

和的反映 ,一般而言其含量是土壤潜在肥力的表现 ,

但这种由于石油污染而引起的有机质提高 ,并不能完

全释放出有效养以供植物吸收利用。因此 ,对于石油
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污染的土壤不应该用有机碳指标来判断土壤肥力。

关于石油污染对土壤 pH的影响 ,Leahy等[16]认为土

壤微生物在降解石油烃时会产生羧酸类中间产物 ,可

能会使pH在一段时间内降低。由于大多数土著微生

物的最适 pH在中性附近 ,而本试验清洁土壤 pH为

811 ,污染后 pH有所降低而更接近中性 ,可能更有利

于土壤中微生物对石油的降解。尽管有研究[17]认为

石油污染会导致土壤中氮素不足 ,为固氮微生物提供

选择优势 ,从而导致在石油污染地区土壤中有效氮的

浓度增加。但本文所研究的土壤 ,在受到石油污染后

其中的全氮和水解氮均没有显著变化。刘五星(1)曾

对不同油田 46个土壤中的全氮和水解氮进行分析 ,

也发现土壤中的氮含量与油含量之间没有对应关系。

另外 ,从表 2还可以看出 ,石油污染对土壤的全磷、全

钾和速效钾含量没有显著影响 ,这可能与石油的化学

组成有关 ,因为组成石油的化学元素主要为碳

(83 %～87 %)、氢 (11 %～14 %)、硫 (0106 %～018 %)、

氧(0108 %～1182 %)等(1)。有研究表明 ,土壤中生物

可利用的C∶N∶P在 120∶10∶1时有利于土壤中微生物

对石油污染物的降解 ,石油烃污染导致土壤中的碳含

量大幅度增加 ,因此会使氮、磷含量严重不足[20]。尽

管如此 ,Trindade 等[19]的研究表明 ,在不同处理的石油

污染土壤中烃降解菌占整个细菌的比例为 72103 %～

99167 % ,而本文的研究也表明土壤受到石油污染后

石油烃降解菌是土壤中的绝对优势菌。由此可见 ,

石油污染土壤后导致的氮、磷缺乏 ,为固氮微生物提

供选择优势 ,从而导致土壤中有效氮的浓度增加是

不可能发生的。因此在进行石油污染土壤修复时需

要添加相应的氮、磷营养元素来增强土壤中微生物

的活性 ,从而加快石油的分解。

(1) 刘五星.石油污染土壤的微生物生态特征和生物修复研究.中国科学院博士学位论文 ,2006

表 2　土壤中的油含量与主要理化性质1)

Table 2　Oil contents and physico2chemical properties of the soils

土样
Type of

soils

油含量
Oil content

(mg kg - 1)

pH
(H2O)

有机质
O1M1

(g kg - 1)

全氮
Total N

(g kg - 1)

水解氮
Hydrolysable N

(mg kg - 1)

全磷
Total P

(g kg - 1)

全钾
Total K

(mg kg - 1)

速效钾
Available K

(mg kg - 1)

污染土壤
Contaminated soil

12 170±630 Aa 714±012 Aa 4814±811 Aa 2186±1155 Aa 97113±15190 Aa 0181±0105 Aa 21123±0191 Aa 13110±812 Aa

清洁土壤
Clean soil

280±120 Bb 811±012 Bb 2514±712 Bb 0186±0122 Aa 69160±21151 Aa 0179±0104 Aa 19158±1184 Aa 16613±9319 Aa

　　1) 表中同一列数据后的小写字母为 5 %显著差异水平 ,大写字母为 1 %显著差异水平 The lower case letters stand for 5 % significant level of dif2

ference and the capital letters for 1 % significant level of difference

212　土壤中细菌、真菌、放线菌、总烃降解菌和芳香

烃降解菌的数量

　　表 3显示 ,两种土壤中的细菌、放线菌数量不存

在显著差异。但石油污染土壤中真菌、总烃降解菌

和芳香烃降解菌的含量较清洁土壤中高 ,其中污染

土壤中总烃降解菌和芳香烃降解菌较清洁土壤中的

菌高出两到三个数量级 ,经统计差异显著。可能原

因是污染土壤中的石油丰富了土壤中的碳源 ,从而

刺激微生物生长 ,特别是烃降解菌的大量繁殖。

Forsyth等[20]研究表明 ,当土壤中内源性烃降解菌高

于 106 cfu g - 1时 ,土壤中石油类污染物自身降解速度

会较快。由表 3可知 ,该土壤受到石油污染后 ,在石

油烃类物质的选择作用下总烃降解菌高达 1811 ×

106cfu g - 1 ,而芳烃降解菌数也有6198×106 cfu g - 1 ,说

明在今后的修复中可以不用考虑在其中添加烃降解

菌。

表 3　土壤中细菌、真菌、放线菌、总烃降解菌和芳香烃降解菌数量1)

Table 3　Biomass of bacteria ,fungi ,actinomycetes ,hydrocarbon2degrader and PAHs2degrader

土样
Type of soils

细菌
Bacteria

(×105 cfu g - 1)

放线菌
Actinomecetes

(×104 cfu g - 1)

真菌
Fungi

(×103 cfu g - 1)

总烃降解菌数
Hydrocarbon2degraders

(×105 cfu g - 1)

芳烃降解菌数
PAH2degraders

(×104 cfu g - 1)

污染土壤
Contaminated soil

180±43 Aa 79±86 Aa 570±238 Aa 181±91 Aa 698±31 Aa

清洁土壤
Clean soil

138±83 Aa 384±214 Aa 23120±4135 Ab 2119±1153 Ab 01342±01462 Bb

　　1) 表中同一列数据后的小写字母为 5 %显著差异水平 ,大写字母为 1 %显著差异水平 The lower case letters stand for 5 % significant level of dif2

ference and the capital letters for 1 % significant level of difference
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213　微生物群落结构分析

21311　平均吸光值 (AWCD)的变化　　在评价微生

物群落结构中 ,Biolog体系的检测原理是根据微生

物利用碳源引起指示剂的颜色变化来检测和判断不

同土壤的微生物群落结构。这种方法简单快速 ,并

能得到大量原始数据 ,目前已被国际上广泛用于评

价不同作物、草地、森林等土壤中的微生物生态特

征[21 ]。供试的两种土壤的平均吸光值 (AWCD)随时

间的变化趋势如图 1所示。可见 ,污染土壤与清洁

土壤的平均吸光值 (AWCD)均随着培养时间的延长

而升高。然而 ,污染土壤的 AWCD始终显著高于清

洁土壤 ,直至 100～120 h 时 AWCD 达到稳定。而

AWCD是反映微生物群落整体活性的有效指数之

一[22 ]。这说明石油污染丰富了土壤中的碳源 ,从而

刺激了土壤中微生物的生长。

图 1　土壤微生物群落温育过程中 AWCD变化

Fig11　AWCD changes during incubation of soil microbial community

21312　土壤微生物群落功能多样性分析　　由表 4

可以看出 ,污染土壤中的各项微生物多样性指数均

高于清洁土壤 ,其中污染土壤中的 Gini 指数、McIn2
tosh指数和 McIntosh 均匀度显著高于清洁土壤 ,差

异显著 ( p < 0105) 。这与通常认为污染导致土壤中

微生物多样性降低相反。Leahy和MacNaughton[15 ,23 ]

　　

的研究也曾发现同样的结果。这可能与供试土

壤来自长江外滩 ,质地偏砂 ,土壤肥力总体较低

有关。而受石油污染后 ,由于土壤中碳源的量

和种类增加导致细菌活力增强 ,最终使土壤中

微生物多样性增加。

214　生物毒性

试验表明 ,两种土壤的水浸提液均对发光细菌

的发光没有抑制作用 ,说明试验所用的土壤中不存

在水溶性有毒物质。由于试验所用的土壤中主要污

染物为不溶于水的石油类物质 ,因此利用通常用来

提取有机物的溶剂二氯甲烷 (DCM)进行抽提。又由

于 DCM对发光细菌具有强毒性 ,因此在用 DCM提

取后 ,再在提取物中加入对发光细菌低毒的二甲基

亚砜 (DMSO) ,然后通过旋转蒸发去除 DCM ,以获得

DCM提取物的 DMSO溶液。以 DMSO为对照 ,以不

同浓度的 DMSO溶液进行毒性试验。试验表明 ,清

洁土壤的 DCM/ DMSO提取物对发光细菌发光强度

没有影响。结合水浸提液毒性试验 ,说明该土样的

水浸液和有机溶剂提取液均对发光细菌没有毒性。

而污染土壤的 DCM/ DMSO提取液对发光细菌的发

光产生明显抑制作用 ,具体数据见表 5。用 5 %～

011 %的污染土壤 DCM/ DMSO提取液浓度的对数值

与 T3 (相对发光强度 ) 之间求得相关方程 : T3 =

16165 - 25135lgC。式中 ,C为土壤提取液的浓度 ,T3

为相对发光强度 ,经计算 ,决定系数 R2 = 01928 ,这

表明发光细菌相对发光强度和土壤中 DCM/ DMSO

提取物浓度具有良好的相关性。由表 5可见 ,随着

土壤提取液浓度的缩小 ,相对发光强度显著升高。

根据以上方程可以算出 ,当相对发光强度为 50 %时

加入的土壤提取液浓度为 01195 %。故该土壤的

EC50为 1 950μg ml - 1。根据谢思琴等[24 ]的研究 ,

HgCl2的 EC50值为 01126μg ml - 1。这说明本试验所

用的石油污染土壤 1 950μg ml - 1的毒性值与

01126μg ml - 1的HgCl2毒性相当。

表 4　土壤微生物功能多样性指数1)

Table 4　Functional diversity indices of soil microbial community

土样

Type of soils

Shannon指数

Shannon index

Shannon均匀度

Shannon evenness

Gini指数

Gini index

McIntosh指数

McIntosh index

McIntosh均匀度

McIntosh evenness

污染土壤
Contaminated soil

41514±01141 Aa 11001±01036 Aa 01984±01001Aa 81238±01955Aa 01976±01005 Aa

清洁土壤
Clean soil

41083±01193 Aa 01901±01458 Aa 01972±01005Ab 41760±01479Bb 01928±01015 Ab

　　1) 表中同一列数据后的小写字母为 5 %显著差异水平 ,大写字母为 1 %显著差异水平 The lower case letters stand for 5 % significant level of dif2

ference and the capital letters for 1 % significant level of difference
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表 5　石油污染土壤的生物毒性

Table 5　Biotoxicity of the petroleum2contaminated soil

提取液浓度

Concentration of extract ( %)
T3 ( %)

2150 0113

1100 15194

0150 27154

0125 41177

0110 85173

3　讨　论

本文通过从南京近郊某炼油厂附近采集受到石

油污染的土壤以及邻近的清洁土壤 (对照) ,研究了

石油污染对土壤理化性质和微生物生态的影响。从

现场来看 ,石油污染场地上寸草不生 ,而邻近的清洁

土壤上长有许多植被 ,说明石油污染对局部的生态

环境产生了严重影响。另外 ,通过发光细菌生物毒

性试验表明 ,石油污染土壤的 DCM/ DMSO提取液对

发光细菌也具有一定毒性。对两种土壤的理化性质

分析表明 ,石油污染使土壤有机质显著增加、pH显

著降低。而对全氮、水解氮、全磷、全钾以及速效钾

含量无显著影响。由于石油污染导致土壤中的碳含

量大量增加 ,而前人研究表明土壤中生物可利用的

C∶N∶P在 120∶10∶1时有利于土壤中微生物对石油

污染物的降解。故对于该石油污染土壤自身修复来

说 ,土壤中 N、P严重缺乏。因此 ,在对该石油污染

土壤进行修复时 ,需要补充适量 N、P营养元素来满

足土壤中微生物的生长繁殖需求 ,从而加快石油的

分解。对于土壤 pH来说 ,该处的清洁土壤为偏碱

性 ,受到污染后由于代谢中间产物的影响使土壤 pH

降低而近中性 ,更有利于土壤中土著微生物对石油

的降解。

通过对两种土壤中多种微生物数量研究 ,表明

在污染土壤和清洁土壤中细菌、放线菌数量无显著

差异 ,但石油污染使土壤中真菌、总烃降解菌和芳香

烃降解菌显著增加。其中污染土壤中总烃降解菌和

芳香烃降解菌数量较清洁土壤中的菌量高出两到三

个数量级 ,总烃降解菌含量高达 1811 ×106 cfu g - 1。

因此 ,今后在对该处土壤进行生物修复时无需添加

外源的烃降解菌。同时 ,利用碳素利用法对两种土

壤的生物多样性进行了研究 ,结果表明污染土壤的

AWCD始终显著高于清洁土壤 ,并且各项微生物多

样性指数如 Gini 指数、McIntosh 指数和 McIntosh 均

匀度显著高于清洁土壤。这组数据也进一步证明了

受到石油污染后该土壤中微生物具有较强的活性 ,

可能在不投加石油降解菌的情况下就具有较强的自

身修复能力。
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ECO2RISK ASSESSMENT AND BIOREMEDIATION OF PETROLEUM CONTAMINATED SOIL
Ⅱ. CHANGES IN PHYSICO2CHEMICAL PROPERTIES AND MICROBIAL ECOLOGY OF

PETROLEUM CONTAMINATED SOIL

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

(1 Key Laboratory of Soil Environment and Pollution Remediation , Institute of Soil Science , Chinese Academy of Sciences , Nanjing　210008 , China)

(2 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture , Institute of Soil Sciences , Chinese Academy of Sciences , Nanjing　210008 , China)

Abstract　Routine analyses and new biotechnologies ,such as sole carbon source utilization tests (Biolog) ,were applied to

investigate changes in physico2chemical properties and microbial ecology of petroleum contaminated soil . Results show that

petroleum contamination did not affect much soil hydrolysable N ,total N ,total P ,available K and total K. But the observed in2
creases in soil organic matter and decreases in soil pH ,might have led to changes in microbial ecology of the soil . Although there

was no significant difference found between the clean and the contaminated soils in numbers of cultivable heterotrophic bacteria

and actinomycetes ,hydrocarbon2degraders and PAHs2degraders in the contaminated soil were about 100 to 1 000 times higher in

number than in the clean soil . Community level physiological profile using Biolog sole carbon source utilization tests was used to

investigate effect of petroleum on soil microbial diversity. Diversity indices , such as Gini index ,McIntosh index ,and McIntosh

evenness ,increased in the contaminated soil . The above results indicate that petroleum contamination increased microbial diversity

of the soil . Besides ,the acute bio2toxicity test by the luminous bacteria method showed that the DCM/ DMSO extract from the

petroleum contaminated soil is toxic to the bacteria and only 1 950μg ml - 1 in EC50.

Key words　Petroleum;Soil contamination ;Soil physico2chemical properties ;Microbial ecology
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