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生物小分子刺激石油污染地下水中
土著菌的降解特性
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摘要:基于石油污染地下水微生物降解机制,针对我国东北某石油污染地下水低温、低氧、
寡营养环境的特点,采集石油污染地下水,研究生物小分子物质刺激石油污染地下水中土著

菌降解石油烃效率.结果表明:以石油烃为唯一碳源,在无机盐基础营养液中分别添加生物

小分子氨基酸和有机磷源时,氨基酸类物质抑制土著菌降解石油烃,其中抑制能力为甘氨酸

(-20.49%)>谷氨酸(-7.81%)>丙氨酸(-4.88%);有机磷酸脂类促进土著菌降解石油

烃,其中促进能力为卵磷脂(7.91%)>甘油磷酸二钠(7.01%)>磷酸三乙脂(0.03%);
进一步补充生物小分子碳源可提升土著菌降解效率,其中提升能力为蔗糖(8.03%)>葡萄糖

(6.01%)>麦芽糖(2.91%);在石油烃初始质量浓度为10mg/L的地下水中添加无机盐、
卵磷脂和蔗糖,作用7d时,受生物小分子物质刺激作用,降解率可提升至77.26%;联合

16SrRNA扩增子测序,对刺激前后土著菌进行高通量测序,证明生物小分子促进土著菌群协

同代谢降解石油烃时,石油烃优势菌属丰度和功能基因表达呈正效应关系.
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Abstract:Basedonthemicrobialdegradationmechanismofpetroleumcontaminatedgroundwaterand
thecharacteristicsoflowtemperature,lowoxygen,andoligotrophicenvironmentsinacertain
petroleum contaminatedgroundwaterin NortheastChina,wecollectedpetroleum contaminated
groundwaterandstudiedtheefficiencyofindigenousbacteriadegradingpetroleumhydrocarbonsin
petroleumcontaminatedgroundwaterstimulatedbymicrobialsmallmoleculesubstances.Theresults



showthatwhenpetroleumhydrocarbonsareusedasthesolecarbonsourceandbiologicalsmall
moleculesubstancessuchasaminoacidsandorganicphosphorussourcesareaddedtotheinorganic
saltbasednutrientsolution,aminoacidsubstancesinhibitthedegradationofpetroleumhydrocarbons
byindigenousbacteria,withinhibitoryabilityofglycine(-20.49%)>glutamicacid(-7.81%)>
alanine(-4.88%).Organicphosphatelipidspromotethedegradationofpetroleumhydrocarbonsby
indigenousbacteria,with promotingabilityoflecithin (7.91%)>disodium glycerophosphate
(7.01%)>triethylphosphate (0.03%).Furthersupplementingbiologicalsmallmoleculecarbon
sourcescanimprovethedegradationefficiencyofindigenousbacteria,withtheenhancementabilityof
sucrose(8.03%)>glucose(6.01%)>maltose(2.91%).Addinginorganicsalts,lecithin,and
sucrosetogroundwaterwithaninitialmassconcentrationof10mg/Lofpetroleumhydrocarbon,after
7dofstimulation,thedegradationratecanbeincreasedto77.26% duetothestimulationof
biologicalsmall molecule substances.Combined with 16SrRNA amplicon sequencing,high-
throughputsequencingisperformed onindigenousbacteriabeforeandafterthestimulation,

demonstratingthatthereisapositivecorrelationbetweentheabundanceofdominantpetroleum
hydrocarbongeneraandtheexpressionoffunctionalgeneswhenbiologicalsmallmoleculespromote
thesynergistic metabolism anddegradationofpetroleum hydrocarbonsbyindigenousbacterial
communities.
Keywords:biologicalsmallmolecule;bio-stimulation;indigenousbacteria;petroleumpollutionof
groundwater;degradation

微生物修复作为一种集绿色、环保、低成本等优点为一体的石油烃污染地下水处理技术,能很好

地解决地下水中石油烃污染反弹问题,因此受到人们广泛关注[1-4].受限于地下水环境低温、低氧和寡

营养等特点,微生物缺少生长代谢必要条件,石油烃降解效率低[5],通过向含水层中投加微生物代谢

必需的营养、能量和电子供/受体等物质,强化土著功能微生物代谢能力和菌群丰度,有利于地下水中

石油烃的降解[6-7].目前,人们已开展了一系列基于生物刺激的石油烃修复药剂研究:Liao等[8]以鼠李

糖脂和皂苷为表面活性剂进行生物刺激,发现随着表面活性剂浓度的增加,土著微生物的数量增加,
对石油烃的降解明显增加;Wu等[9]用氮磷物质进行周期性的生物刺激,使难降解石油烃的去除效率

提高了10.4%~25.5%;吴仁人等[10]发现谷氨酸、脯氨酸和赖氨酸等氨基酸混合物对石油烃降解菌

GS3C的代谢促进作用最好,赖氨酸和脯氨酸最关键.
基于内在土著微生物系统,快速净化石油污染地下水原位强化修复的关键是具有高效刺激性、良

好生物降解性能和迁移性能的生物刺激有效成分.生物小分子物质结构简单,易溶解、扩散和渗透,
具有多种生物化学功能,可提供碳、氮、磷等营养组分,并能进入细胞体内被微生物利用,解除石油烃

对微生物生长的抑制作用、保护和修复细胞.在实际应用中,单一物质生物刺激对土著微生物菌群的

作用效果有限,能在生物刺激过程中发挥不同功能的多物质复合生物刺激更能高效发挥作用[11-12].本

文以石油烃污染地下水中土著微生物为研究对象,在基础营养盐基础上,考察不同有机生物小分子生

物刺激特性,研究适用于实际地下水环境条件的易于摄取、稳定性好的靶向生物小分子刺激剂,分析

有机小分子生物刺激剂作用下土著微生物群落的响应关系,研究结果可为石油烃污染地下水原位土著

微生物修复技术研发和工程实施提供科学依据,具有实际应用意义.

1 实 验

1.1 主要仪器

紫外可见分光光度计(U-T3型,上海屹谱公司);全功能酶标仪(SynergyH1M 型,美国宝特公

司);气质联用仪(6890/5973型,美国Agilent公司);荧光定量聚合酶链反应(PCR)仪 (ETC811型,
北京东胜创新生物科技有限公司).
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1.2 主要材料

甘氨酸、谷氨酸、丙氨酸、卵磷脂(自大豆提取)、甘油磷酸二钠、磷酸三乙脂、葡萄糖、蔗糖、
麦芽糖、正己烷、磷酸二氢钾、磷酸氢二铵、七水硫酸镁、氯化钠和硝酸钾等均为国产分析纯试剂.

石油污染地下水样采自中国东北某石油开采区,污染水样石油烃质量浓度为10.00mg/L,石油

烃主要成分是烷烃和芳香烃,烷烃以C10~C31为代表的正构烷烃和带支链烷烃为主,芳香烃以萘和萘

的取代物为主;微生物为石油烃污染地下水土著微生物菌群,未进行富集培养.实验用基础营养盐配

方:磷酸二氢钾50.00mg/L,磷酸氢二铵50.00mg/L,七水硫酸镁150.00mg/L,氯化钠10.00mg/L,
硝酸钾10.00mg/L.
1.3 方 法

1.3.1 高效生物小分子刺激剂识别与最佳含量优化

1)高效氨基酸识别与最佳含量优化.移取适量石油污染水样于100mL密闭棕色玻璃瓶中,接种

2mL菌悬液,用石油烃污染地下水和超纯水,复配补足为石油烃质量浓度10.00mg/L的100mL水

样,先按照无机盐配方加入基础营养盐,再加入不同种类的氨基酸(甘氨酸、谷氨酸和丙氨酸)使其质

量浓度分别为0.10,1.00,5.00,10.00,20.00mg/L,同时设置不添加氨基酸的空白对照组和添加氨基

酸的无菌对照组,所有处理均设置3个平行样,于10℃黑暗环境,120r/min振荡培养7d后,利用全

功能酶标仪和紫外可见分光光度计分别测定微生物DNA含量和石油烃的质量浓度.
2)高效生物小分子磷源识别与最佳含量优化.在氨基酸优化基础上,移取适量石油污染水样于

100mL密闭棕色玻璃瓶中,接种2mL菌悬液,复配补足为石油烃质量浓度10.00mg/L的100mL
水样,先按照无机盐配方加入基础营养盐,再加入不同种类生物小分子磷源(卵磷脂、甘油磷酸二钠和

磷酸三乙脂)使其质量浓度分别为0.10,1.00,5.00,10.00,20.00mg/L,同时设置不添加小分子磷源

的空白对照组和添加小分子磷源的无菌对照组,所有处理均设置3个平行样,于10℃黑暗环境,

120r/min振荡培养7d后,利用全功能酶标仪和紫外可见分光光度计分别测定微生物DNA含量和石

油烃质量浓度.
3)高效电子供体辅助碳源识别与最佳含量优化.在生物小分子磷源优化基础上,移取适量石油污

染水样于100mL密闭棕色玻璃瓶中,接种2mL菌悬液,复配补足为石油烃质量浓度10.00mg/L的

100mL水样,先按照无机盐配方加入基础营养盐,再加入不同种类辅助电子供体(葡萄糖、蔗糖和

麦芽糖)使其质量浓度分别为0.10,1.00,5.00,10.00,20.00mg/L,同时设置不添加小分子辅助碳源

的空白对照组和添加小分子辅助碳源的无菌对照组,所有处理均设置3个平行样,于10℃黑暗环境,

120r/min振荡培养7d后,利用全功能酶标仪和紫外可见分光光度计分别测定微生物DNA含量和石

油烃质量浓度.
1.3.2 复合生物小分子作用效果分析

移取适量石油污染地下水置于1L密闭棕色玻璃瓶中,接种20mL菌悬液,复配补足为石油烃质

量浓度10.00mg/L的1L水样,按照无机盐配方加入基础营养盐和生物小分子(卵磷脂10mg、蔗糖

10mg),同时设置空白对照组和无菌对照组,所有处理均设置3个平行样,于10℃黑暗环境,120r/min
振荡培养,每隔12h利用全功能酶标仪和紫外可见分光光度计分别测定微生物DNA含量和石油烃质

量浓度.同时分别对复合生物小分子投加前和投加后7d的地下水样本进行16SrRNA测序,分析复合

生物小分子投加对石油烃污染地下水中微生物群落的影响,用荧光定量PCR仪进行16SrRNA 扩增,
由上海生物工程有限公司对微生物多样性测序和宏基因组高通量测序.

2 结果与讨论

2.1 高效生物小分子刺激剂识别与最佳含量优化

2.1.1 高效氨基酸识别与最佳含量优化

氨基酸是蛋白质的构件分子,氨基酸类营养透过细胞膜直接被微生物吸收时必然影响蛋白质的合

成速度,对微生物的生理活动也产生相应影响,在无机盐基础上,添加氨基酸对土著菌生长和石油烃
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降解的影响如图1所示.由图1(A)可见,以石油烃为唯一碳源,丙氨酸、甘氨酸和谷氨酸均在一定程

度上刺激微生物生长,氨基酸添加量与微生物生物量明显相关,当氨基酸质量浓度为5mg/L时,刺激

微生物生长效果最佳,甘氨酸、谷氨酸和丙氨酸刺激下微生物生物量分别达到3.35,3.78,2.08ng/μL,
推测与氨基酸组成相关,甘氨酸、谷氨酸、丙氨酸成分和微生物生长相关表达蛋白的氨基酸组成相似,
菌体利用相似组分氨基酸,刺激微生物生长,刺激作用与相关蛋白相似度有关.由图1(B)可见,添加

的3种氨基酸均可抑制石油烃降解,其中抑制能力为甘氨酸>谷氨酸>丙氨酸.吴仁人[13]研究表明,
添加甘氨酸会明显促进正十六烷降解,排除了谷氨酸作为微量氮源促进降解的可能性;Sørensen等[14]

研究表明,当未添加甘氨酸时,其他氨基酸混合物不影响鞘氨醇单胞菌对异丙隆的降解,可见不同微

生物对微量生长因子需求的种类和数量不同,推测甘氨酸、谷氨酸和丙氨酸作为氮源满足土著菌中非

降解菌生长需求,与降解菌产生营养竞争关系,从而影响降解效果.

图1 氨基酸刺激下微生物生长状况(A)和降解石油烃规律(B)

Fig.1 Microbialgrowthstatus(A)anddegradationlawofpetroleumhydrocarbon(B)understimulationofaminoacid

2.1.2 高效生物小分子磷源识别与最佳含量优化

生物小分子磷源物质提供必需的磷元素以调节菌体内的磷摄取平衡,提高微生物代谢能力.在无

机盐基础上,添加生物小分子磷源物质对土著菌生长和石油烃降解的影响如图2所示.由图2可见:以

石油烃为唯一碳源,添加0.1~10mg/L的甘油磷酸二钠刺激微生物生长,生物量为1.23~3.35ng/μL,
仅在5mg/L时石油烃降解率有所上升,降解率为67.34%,推测甘油磷酸二钠刺激了土著微生物中与

降解微生物处在营养竞争中的非降解菌群的生长;当添加0.1~20mg/L的磷酸三乙脂刺激时,石油

烃降解率略降低;当添加10~20mg/L的卵磷脂时,可刺激微生物生长,生物量可达3.81ng/μL,正

向刺激石油烃降解,降解率可达68.46%.卵磷脂是细胞膜主要组成物质,细胞膜调控细胞新陈代谢

过程,推测补充卵磷脂直接提升了降解菌群的自我修复能力、信息传递能力、抵御外部侵害能力以及

再生能力等,作为两性分子的卵磷脂在调节菌体内磷摄取平衡的同时,具有表面活性剂的性质,能改

良溶解度和流动性以提高石油烃生物可利用度,因此选用10mg/L的卵磷脂作为最佳生物小分子

磷源.

图2 生物小分子磷源刺激下微生物生长状况(A)和降解石油烃规律(B)

Fig.2 Microbialgrowthstatus(A)anddegradationlawofpetroleumhydrocarbon(B)

understimulationofbiologicalsmallmolecularphosphorussources
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2.1.3 高效电子供体辅助碳源识别与最佳含量优化

部分碳源类物质可作为电子供体,驱动微生物代谢过程,在卵磷脂的基础上,添加电子供体辅助碳

源生物小分子物质对土著菌生长和石油烃降解的影响如图3所示.由图3可见:在添加0.1~20mg/L麦

芽糖刺激下,微生物迅速生长,生物量与麦芽糖质量浓度呈正相关,在添加5~10mg/L麦芽糖刺激

下,石油烃降解率为70.06%~72.11%;在添加0.1~5mg/L葡萄糖刺激下,微生物的生长量降低,降

解效率最高上升至75.06%;添加1~20mg/L蔗糖刺激微生物生长,生物量为1.23~3.35ng/μL,生物

量与蔗糖的质量浓度呈正相关,但仅在蔗糖质量浓度为10mg/L时,石油烃降解率上升,为77.26%.
推测在较低质量浓度时,蔗糖和石油烃作为竞争碳源,抑制了微生物对石油烃的降解作用,在10mg/L
时,降解微生物迅速生长,蔗糖作为电子供体驱动代谢过程,反应体系主要发生蔗糖的降解作用,微

生物主要利用蔗糖作为碳源抑制石油烃降解,因此选用10mg/L的蔗糖作为最佳电子供体辅助碳源.
Schukat等[15]研究了葡萄糖共代谢对一氯苯胺降解的影响,发现添加葡萄糖可促进有关苯胺降解的酶

生成.本文研究表明,加入共代谢基质葡萄糖、蔗糖和麦芽糖均可在一定程度上促进土著微生物的降

解性能.

图3 辅助电子供体刺激下微生物生长状况(A)和降解石油烃规律(B)

Fig.3 Microbialgrowthstatus(A)anddegradationlawofpetroleum
hydrocarbon(B)understimulationofauxiliaryelectrondonors

2.2 复合生物小分子刺激作用效果分析

在添加和未添加复合生物小分子的石油烃污染地下水中,土著微生物状况及石油烃降解效果如

图4所示.由图4(A)可见:当未添加复合生物小分子时,土著微生物生长较慢,2d内微生物量达到

峰值0.71ng/μL,之后土著微生物生长处于稳定期,微生物量维持在0.31~0.61ng/μL;在添加复合

生物小分子后,土著微生物快速生长,2d内地下水中土著微生物量从0.07ng/μL增加到4.07ng/μL,

图4 复合刺激下微生物生长状况(A)和降解石油烃规律(B)

Fig.4 Microbialgrowthstatus(A)anddegradationlawofpetroleum
hydrocarbon(B)undercompoundstimulation

之后保持在2.26~3.83ng/μL,7d内土著微生物量的增长量最高可达5.73倍. 由图4(B)可见:由

于地下水中有效碳源含量明显降低,因此土著微生物对石油烃的降解在3d后趋于平缓,土著微生物

在3d内对添加与未添加复合生物小分子的石油烃污染地下水的降解率分别为77.26%和60.10%;
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相比于未添加复合生物小分子,土著微生物对石油烃的降解效率在3d内增加了17.16个百分点,石

油烃降解效果明显提升,之后随着地下水中石油烃的消耗,微生物能利用的有效碳源含量明显降低,
导致地下水中土著微生物量下降,但石油烃降解效率基本保持不变.
  根据复合刺激药剂的含氮量和含磷量,计算出添加物质的氮磷比(n(N)∶n(P))为3.19∶1.微生

物细胞的化学组成和营养类型决定了细胞的营养需求,石油降解菌主要是化能异养菌,在异养菌的生

长繁殖过程中,营养物质的供给平衡应与细菌细胞的元素组成相对应,添加药剂的氮磷比为3.19∶1
与细胞元素组成中氮磷比约4.67∶1相近,药剂刺激下石油烃降解过程呈现较好的稳定性,与

文献[16]结果相符.由于未添加有机氮源物质刺激,微生物对氮源供给敏感,药剂氮磷比可进一步优

化,同时受限于微生物代谢特性和适应能力差异,因此即使添加了磷源和碳源也未实现石油烃降解效

率的大幅度提升.
复合刺激前后微生物降解石油烃动力学拟合结果如图5所示,由图5可见,复合刺激后二级降解

动力学方程拟合效果最佳,动力学方程为y=0.0033x+0.0167,R2>0.9000.在无机盐基础上,不

同生物小分子物质促进降解效果(以促进降解率增长的百分数表示促进降解效果)如图6所示.由图6
可见,按对石油烃降解刺激降解效果排列,生物小分子磷源类物质:卵磷脂>甘油磷酸二钠>磷酸三

乙脂;电子供体辅助碳源物质:蔗糖>葡萄糖>麦芽糖;氨基酸物质抑制降解效果:甘氨酸>谷氨酸

>丙氨酸.卵磷脂满足微生物生长所需磷元素的同时,可促进石油烃溶解,改变其生物利用度,磷素本

身没有电子移动功能,复合蔗糖作为电子供体参与氧化还原反应,驱动代谢过程,提高了石油烃降解效

率,作为磷源的卵磷脂和作为电子供体的蔗糖刺激降解效果相似,分别刺激增长了7.91和8.03个

百分点.

图5 复合刺激前后微生物降解石油烃动力学规律

Fig.5 Dynamiclawofmicrobialdegradation
ofpetroleumhydrocarbonsbefore
andaftercompoundstimulation

图6 生物小分子物质刺激降解增长百分数

Fig.6 Percentageofdegradationgrowthunder
stimulationofbiologicalsmallmolecules

2.3 复合生物小分子刺激下微生物群落响应特征

2.3.1 微生物群落组成变化

在复合生物小分子刺激下,石油烃污染地下水中微生物群落组成发生了明显变化,结果如图7所

示.由图7可见:在微生物门水平上,复合生物小分子投加后Proteobacteria(变形菌)相对丰度基本不

发生变化,Actinobacteria(放线菌)的相对丰度降低了0.68个百分点,Bacteroidetes(拟杆菌)的相对丰

度升高了5.34个百分点;在微生物属水平上,优势菌属Pseudomonas(假单胞菌)的相对丰度在复合

生物小分子投加后由61.89%下降至55.49%,微生物菌属Janthinobacterium(詹森菌)、Dyadobacter
(成对 杆 菌)、Rhizobium (根 瘤 菌)、Caulobacter(柄 杆 菌)、Brevundimonas(短 波 单 胞 菌)、

Sphingobium(鞘脂菌)和Novosphingobium(新鞘脂菌)的相对丰度有不同程度的增加;在复合生物小

分子投加后,石油烃污染地下水中大多数优势微生物具有石油烃降解能力,通过介导氧化还原反应而

氧化有机物的微生物占比明显提高,如Janthinobacterium 能参与无机电子供/受体的转化过程,具有

将多种复杂有机物作为能源和碳源进行生长的能力[17];Rhizobium 属于固氮菌,具有降解多种多环芳

烃的能力[18];Caulobacter具有通过介导氧化还原反应而氧化有机物的能力[19];Pseudomonas能将多
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种类型的碳氢化合物作为唯一的碳源和能源,能高效去除石油污染环境中的饱和脂肪烃[20].复合生物

小分子物质提供了更多种类和量的营养刺激,地下环境中石油烃降解功能微生物快速生长,激发了优

势菌属的生物活性,提高了土著微生物群落系统中无机电子供/受体的转换能力,达到高效降解石油

烃的目的.

图7 刺激前后微生物门(A)和属(B)水平上的群落组成

Fig.7 Communitycompositionofmicrobialphylem(A)andgenus(B)levelbeforeandafterstimulation

2.3.2 微生物群落代谢功能变化

微生物群落代谢功能基因丰度变化可反映复合生物小分子投加对微生物群落的影响,基于

FAPROTAX数据库功能预测微生物群落代谢功能如图8所示.

图8 刺激前后降解菌群功能基因组成

Fig.8 Functionalgenecompositionofdegradationmicrobialcommunitybeforeandafterstimulation

  由图8可见:复合生物小分子投加后,微生物群落有关碳、氮和硫循环方面的功能基因丰度分别

提高了3.68,5.86和0.89个百分点,其中微生物群落有关碳循环功能基因丰度变化主要与好氧化能

异养和化能异养相关,与氮循环功能基因丰度变化主要与硝酸还原和氮呼吸相关,与硫循环功能基因

丰度变化主要与硫化物的暗氧化相关;地下水环境中的石油类污染物的降解主要在化能异养型微生物

的参与下完成,在该过程中微生物以石油烃为碳源,通过参与硫和氮循环过程获得电子受体,将生物

无法直接利用的化学能转化为可直接利用的能量形式(即腺苷三磷酸(ATP))而氧化有机污染物[21];
微生物群落与石油烃代谢途径直接相关的功能基因丰度也有不同程度的提高,微生物群落有关碳氢降

解、脂族非甲烷碳氢化合物降解、芳香化合物降解和芳香烃碳氢降解基因的相对丰度在复合生物小分

子投加后分别提高了2.50,1.49,4.76和2.66个百分点,表明微生物对有利于石油烃降解的条件做出
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了积极响应,向地下水中投加复合生物小分子提高了微生物群落系统中无机电子供/受体的转换能力,加

强了微生物菌属间的共代谢机制,增强了微生物群落降解石油烃效率,达到高效降解石油烃的目的.

3 结 论

1)在营养盐基础上,向石油污染地下水中添加不同种类和浓度的生物小分子物质进行生物刺激

修复实验发现:添加氨基酸可抑制石油烃降解,添加生物小分子物质磷源和电子供体辅助碳源可刺激

石油烃降解,其中卵磷脂与蔗糖是最关键有效的营养刺激因子;

2)研究得到一个复合生物刺激剂配方:磷酸二氢钾50.00mg/L,磷酸氢二铵50.00mg/L,七水硫

酸镁150.00mg/L,氯化钠10.00mg/L,硝酸钾10.00mg/L,卵磷脂10.00mg/L,蔗糖10.00mg/L,
刺激剂作用7d时石油烃降解率由59.24%提升至77.26%,微生物降解石油烃二级动力学方程为

y=0.0033x+0.0167,R2>0.9000;

3)揭示了外加生物小分子物质实现高效降解效率的原因并确认关键菌属,外加生物小分子物质

刺激石油烃关键降解菌Proteobacteria丰度相对稳定,Bacteroidetes丰度明显提升,改善了降解体系

的微生物群落结构,强化了微生物相关代谢相应功能基因的表达,达到高效降解石油烃的目的.
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