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微生物降解烷烃效率分析

徐威庆1,刘 婷1,王吉利1,石宇佳1,2,迟崇哲2,张玉玲1

(1.吉林大学 新能源与环境学院,长春130021;2.长春黄金研究院有限公司,长春130012)

摘要:针对我国东北某石油污染地下水低温、低氧和寡营养的环境特点,开展微生物降解烷

烃实验.通过批序静态实验确定刺激土著微生物发挥降解作用的营养基质成分,考察

维生素B(VB)、维生素C(VC)和维生素H(VH)对土著功能降解菌生长及微生物降解烷烃的

影响.实验结果表明:VB1,VB3,VC和VH对土著微生物的生长有抑制作用,VB6和VB12促
进土著微生物生长;维生素对微生物降解烷烃影响主要表现为VB6,VB12和VH对烷烃降解

在一定程度上有促进作用,维生素组分优化后烷烃降解率为73.91%~89.60%,其中VB12
促进作用最明显,5μg/L的VB12促进微生物的生长效果最好;当地下水中烷烃质量浓度为

10mg/L时,在10℃、低氧条件下,加入高效维生素的最佳营养基质7d时烷烃降解率可达

91.17%;烷烃的降解规律符合二级降解动力学方程,R2均大于0.900;相比于未受营养基质刺

激作用,当优化后的维生素高效刺激土著菌降解烷烃时,烷烃优势菌属的相对丰度显著提高.
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Abstract:In view oftheenvironmentalcharacteristicsoflow temperature,low oxygenand
oligotrophicgroundwaterpollutedbyoilinacertainareaofNortheastChina,anexperimenton
microbialdegradationofalkaneswascarriedout.Wedeterminedthenutrientmatrixcomponentsthat
stimulatedthedegradationofindigenous microorganismsthroughbatchstaticexperiments,and
investigatedtheeffectsofvitaminB(VB),vitaminC(VC)andvitaminH (VH)onthegrowthof
indigenousfunctionaldegradingbacteriaand microbialdegradationofalkanes.Theexperimental
resultsshowthatVB1,VB3,VCand VH haveinhibitoryeffectsonthegrowthofindigenous
microorganisms,VB6andVB12promotethegrowthofindigenousmicroorganisms.Themaineffects



ofvitaminsonmicrobialdegradationofalkanesarethatVB6,VB12andVHhaveapromotingeffecton
thedegradationofalkanestoacertainextent,thedegradationrateofalkanesis73.91%—89.60%
aftertheoptimizationofvitamincomponents,amongthem,VB12hasthemostobviouspromoting
effect,and5μg/LVB12hasthebestpromotingeffectonthegrowthofmicroorganisms.Whenthe
massconcentrationofalkaneingroundwateris10mg/L,thedegradationrateofalkanescanreach
91.17%after7dofaddingtheoptimalnutrientmatrixofhigh-efficiencyvitaminsunder10℃andlow
oxygenconditions.Thedegradationlawofalkanesconformstothesecond-orderdegradationkinetic
equation,R2isabove0.900.Comparedtothenonnutrientmatrixstimulation,therelativeabundance
ofalkane-dominantbacteriaissignificantlyincreasedwhentheoptimizedvitaminseffectivelystimulate
thedegradationofalkanesbyindigenousbacteria.
Keywords:alkane;groundwater;biologicalstimulation;indigenousmicroorganisms;vitamin

地下水中的土著微生物广泛分布在地下水体、岩性介质表面和微孔等空间中,以兼性和厌氧微生

物为主[1-2].由于其长期存在于地下水中,因此对地下环境的适应能力强,当地下水遭受有机污染后,
以有机污染物为碳源或辅助代谢物的土著功能微生物常发生定向响应,降解有机污染物,使其在地下

水系统中的含量降低.地下水环境具有低温、低氧和寡营养等特点,土著微生物不仅代谢缓慢,而且

缺少降解反应发生的必要条件,导致其对有机污染物降解效率低[3-4].通过向含水层中投加微生物代

谢必需的营养、能量和代谢过程所需的电子供/受体等物质,可强化土著功能微生物代谢能力和菌群

丰度,加速烷烃的降解和转化作用,有利于降解地下水中的烷烃[5-9].
维生素作为一类生长因子和代谢辅助物质,不仅可提高微生物的代谢活性[10-11],还能以辅酶的形

式广泛参与到微生物的碳、氮、磷等元素的代谢循环途径中[12].如维生素C(VC)可以向各种酶促和非

酶促反应提供电子,改善铁、钙和叶酸的利用;维生素H(VH)可通过改变细胞膜的通透性,促进谷氨

酸向胞外分泌,从而降低了谷氨酸的反馈抑制作用[13];维生素B1(VB1)可以促进碳水化合物和脂肪的

代谢,在能量代谢中起辅助酶作用;维生素B3(VB3)可以加氢还原和脱氢氧化,在生物氧化过程中发

挥递氢体的作用;维生素B6(VB6)在蛋白质代谢中参与氨基酸的代谢,可将色氨酸转化为烟酸;维生

素B12(VB12)可参与生物DNA的合成并促进甲基化反应,作为辅酶以腺钴胺和甲钴胺形式参与微生

物多种重要代谢活动,在许多微生物之间流通和交换,实现对微生物生长与代谢活动的调控[10,14].本

文以烷烃污染地下水中的土著微生物菌群为研究对象,考察不同种类维生素的生物刺激效果,识别出

能刺激土著微生物菌群高效降解烷烃的维生素种类及最佳含量,并分析各种维生素作用下土著微生物

菌群的生长情况、烷烃降解效果以及微生物群落的响应特征.

1 实 验

1.1 主要仪器

Trace/ISQ6890/5973型气相色谱-质谱联用仪(美国ThermoScientific公司);U-T3型紫外可见

分光光度计(上海屹谱公司);TGL-20M 型台式高速离心机(湖南湘仪公司);BSD-250型恒温振荡培

养箱(上海博迅实业有限公司);ETC811型荧光定量PCR仪(北京东胜创新生物科技有限公司).
1.2 主要材料

维生素试剂:抗坏血酸(VC)、盐酸硫胺(VB1)、烟酸(VB3)、吡哆醇(VB6)、钴胺素(VB12)、生物

素(VH)等生化试剂均购于上海国药集团化学试剂有限公司.
石油烃污染地下水:采集于中国东北地区某石油开采区,地下水的水化学类型为 HCO3-Ca·Na,

微偏碱性,pH=6.99~8.36,处于还原状态;溶解氧质量浓度为0.3~0.7mg/L,属厌氧环境;地下

水中石油烃质量浓度为10mg/L,主要由烷烃和芳香烃组成,其中烷烃以C10~C31为代表的正构烷烃、
带支链烷烃以及环烷烃为主,芳香烃以菲和萘的取代物为主,除有机污染物外,地下水中还存在严重

的Fe,Mn,NH3-N超标问题.
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微生物菌群:石油烃污染地下水中存在的土著微生物菌群,未进行刻意富集培养.
1.3 研究方法

1.3.1 维生素种类识别与最佳含量

取58mL含有10mg/L的烷烃污染溶液于60mL密闭棕色玻璃瓶中,分别加入不同种类的维生

素,使VC,VB1和VB3的质量浓度分别为25,50,100,200μg/L,VB6,VB12和VH的质量浓度分别为

5,10,25,50μg/L.同时设置空白对照组(有微生物和石油烃,不添加维生素)和无菌对照组(有维生素

和石油烃,无微生物).所有处理设置3个平行样,在10℃的黑暗环境中,以120r/min振荡培养,7d
后测定各样品中微生物量和石油烃质量浓度.地下水中微生物量由紫外分光光度计测定OD600值确定.
石油烃质量浓度采用气质联用仪进行测试,测试条件:进样器和检测器的温度分别为300,330℃,进样

量0.2μL,载气为氦气,流速20mL/min,不分流进样.使用 DB-624色谱柱(20m×0.18mm,

1.00μm)进行分离,先60℃保持2min,10℃/min上升至250℃,保持2min,以20℃/min上升至

280℃,保持10min,再继续以30℃/min上升至300℃,保持30min,烷烃碎片设置为57,71,85[15].
1.3.2 维生素生物刺激效果分析

取58mL含有10mg/L的烷烃污染溶液于60mL密闭棕色玻璃瓶中,加入1.3.1节获得的最佳

维生素组分,同时设置空白对照组和无菌对照组,所有处理设置3个平行样,在10℃的黑暗环境中,
以120r/min振荡培养,分别在第1,2,3,4,5,6,7天的相同时刻测定地下水中微生物量和石油烃质量

浓度,分别对维生素投加前、投加后7d的地下水样本进行16SrRNA测序,分析维生素投加下石油烃

污染地下水中的土著微生物群落响应特征.

2 结果与讨论

2.1 维生素刺激下土著微生物生长状况

以最佳无机盐成分为基础进行维生素优化,维生素刺激下微生物群落在7d时的生长状况如图1

图1 维生素刺激下微生物生长状况

Fig.1 Microbialgrowthundervitaminstimulation

所示.由图1可见,VB1,VB3,VC和 VH 对土著微生物的生长有抑制作用,抑制程度由强到弱为

VC>VB3>VH>VB1.石油烃降解菌通常依赖氧化石油烃获得碳源和能量,此类微生物使用氧化酶

将石油烃氧化为可代谢产物,从而实现石油烃分解[16].VC具有抗氧化能力,可中和氧化剂,抑制氧

化反应,当VC存在于石油烃污染的地下水时,可能会干扰土著微生物的氧化作用,抑制它们对石油

烃的降解过程;VB3经代谢会生成尼克酸和尼克酸的衍生物,这些代谢产物在高浓度下可对微生物产

生毒性作用,干扰它们的生长和代谢过程,说明 VB3会抑制微生物生长.土著微生物的生长状况与

VB1,VC和VH质量浓度之间没有明显的相关性,但与VB3的质量浓度在一定程度上呈负相关,即随

着VB3质量浓度的增加,微生物的OD600值逐渐减小.高质量浓度的VB3对一些微生物具有毒性,当微

生物环境中VB3的质量浓度过高时,可干扰微生物的细胞代谢和生长,导致微生物受到损害.VB6和

VB12对微生物的生长有促进作用,VB12参与微生物DNA的合成和促进甲基化反应[17],可提高微生物

对不同营养物质的利用能力,从而实现促进微生物快速生长.随着VB6和VB12质量浓度的增加,土著

0101   吉 林 大 学 学 报 (理 学 版)   第62卷 



微生物的OD600值呈先增大后减小再增大最后趋于稳定的状态.VB6和VB12在微生物中具有抗氧化作

用,有助于减轻氧化应激对微生物的不利影响,对在降解石油烃的环境中生存和生长的土著微生物起

重要作用.5μg/LVB12和25μg/LVB6条件下的微生物生长情况(OD600=0.02092,0.02330)相对

较好,表明VB12和VB6在这两个质量浓度下可能对微生物的生长有积极影响,综合考虑经济成本,选

择5μg/LVB12为最佳维生素质量浓度.
2.2 维生素刺激下土著微生物对正构烷烃降解效果的影响

维生素刺激下微生物降解烷烃规律如图2所示.

图2 维生素刺激下微生物降解烷烃规律

Fig.2 Microbialdegradationofalkanesundervitaminstimulation

  由图2可见,添加维生素对正构烷烃的降解率有影响,在不同维生素的不同质量浓度条件下,降

解率存在差异,随着维生素质量浓度的增加,正构烷烃的降解率一般呈上升趋势.不同质量浓度的

VB1,VB3和VC刺激微生物降解正构烷烃的降解率为73.91%~85.56%,其中100μg/LVB1条件下

的正构烷烃降解率最高,表明维生素VB1对正构烷烃降解具有显著的促进作用,200μg/LVC条件下

的正构烷烃降解率最低,比未添加维生素略低,可见VC有抑制作用,这是由于微生物降解烷烃的营

养基质主要通过各种无机盐参与,VC在中性和碱性条件下,易受光线、金属离子铁和铜的影响而被破

坏所致.因此,VC对正构烷烃降解无明显影响[18].虽然VB1对微生物的生长和代谢通常是必需的,
但在大多数自然环境中,微生物可获得足够的VB1满足其生长需求,而无需额外供应,说明VB1的供

应通常不会成为限制微生物降解石油烃的因素.5μg/LVB12,10μg/LVH和25μg/LVB6条件下的

降解率分别为89.60%,89.27%和88.97%,说明VB12,VH和VB6在特定质量浓度下对正构烷烃降解

  a.未添加维生素;b.5μg/LVB12;c.10μg/LVH;

d.25μg/LVB6;e.100μg/LVB1;

f.100μg/LVB3;g.20μg/LVC.

图3 最佳维生素质量浓度刺激下微生物

生长状况和降解烷烃规律

Fig.3 Microbialgrowthanddegradationofalkanesunder
stimulationofoptimalmassconcentrationvitamins

在一定程度上有促进作用.VB12促进作用最明显,主要原因为:1)VB12是以辅酶的形式存在,它可增

加叶酸的利用率,促进脂肪、碳水化合物和蛋白质

的新陈代谢,进而促进土著微生物的生长,提高烷

烃降解率;2)VB12含有钴元素,钴是一些微生物酶

的辅因子,这些酶在降解石油烃的过程中发挥作

用,适量的VB12可作为钴的来源,有助于维持此类

酶的活性,提高微生物降解石油烃的能力[10,19].石

油烃降解菌通常具有多样的代谢途径,VB6可能促

进了这些不同代谢途径中酶的活性,从而提高了微

生物对多种石油烃的降解效率.
最佳质量浓度维生素刺激下微生物生长状况和

降解烷烃规律如图3所示.综合土著降解菌的生长

规律、烷烃降解效果以及经济成本,5μg/LVB12的
效果相对最好,维生素组分优化后烷烃降解率为

73.91%~89.60%,综上考虑选用5μg/LVB12作
为微生物生长营养基质的成分.
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2.3 维生素刺激下微生物生长过程及石油烃降解特征

2.3.1 维生素刺激下微生物生长过程

维生素刺激前后土著微生物菌群生长和烷烃降解规律如图4所示.由图4(A)可见:微生物刺激

前,0~2d时微生物快速生长,OD600值逐渐升高,第2天达到0.0167,表明前期养分充足,有利于微

生物大量繁殖,处于对数增长期,之后 OD600值变化较小,说明微生物处于稳定增长期;维生素刺激

后,微生物在0~2d内快速生长,菌密度大幅度提升,与维生素刺激前微生物生长规律相似,但土著

微生物菌群生长速度更快,OD600值达到0.0273,是营养基质优化前的1.63倍.由图4(B)可见:维生

素刺激前,在降解初期降解率迅速提高,大约3d达到稳定,7d微生物对烷烃的降解率为49.82%~
51.39%,说明基础营养盐能有效刺激土著微生物菌群增长,持续发挥降解烷烃作用;维生素刺激后,
降解规律与刺激前相似,在降解初期降解率迅速提高,约3d基本达到稳定,与微生物生长曲线相符,

7d微生物降解烷烃的降解率约为91.17%,表明基础营养盐能有效刺激土著微生物菌群增长,持续发

挥降解烷烃作用,随着土著菌量的增加,烷烃降解效率增加.

图4 维生素刺激前后微生物生长状况(A)和降解烷烃规律(B)

Fig.4 Microbialgrowth(A)anddegradationofalkanes(B)beforeandaftervitaminstimulation

2.3.2 维生素刺激下土著微生物菌群对石油烃的降解特征

用烷烃质量浓度和降解时间拟合降解动力学方程,结果列于表1.由表1可见,微生物对烷烃的降

解过程符合二级动力学方程[20],R2均大于0.900,拟合曲线如图5所示.
表1 土著微生物降解烷烃动力学规律拟合结果

Table1 Fittingresultsofkineticlawofdegradationofalkanesbyindigenousmicroorganisms

物质 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20
K 6.7590 2.7488 3.6408 2.5204 1.7977 0.5230 5.0654 7.8158 5.0644 6.5611 8.3172
R2 0.9264 0.9025 0.9084 0.9172 0.9413 0.9076 0.9179 0.9221 0.9215 0.9348 0.9041
物质 C21 C22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31
K 3.1727 2.0573 1.1239 0.6395 0.9743 4.6076 11.4660 17.6480 14.6570 6.4368 2.2290
R2 0.9293 0.9125 0.9309 0.9495 0.9282 0.9400 0.9227 0.9560 0.9634 0.9009 0.9129

2.3.3 维生素刺激下土著微生物群落响应特征分析

微生物质量浓度和 Alpha多样性指数列于表2.由表2可见,经最佳维生素刺激后(A1),微生物

质量浓度为2.28mg/L,而原生地下水中的微生物质量浓度为0.56mg/L,增加了3.07倍,表明优化

后的维生素对微生物生长有显著促进作用,提供了更多种类和量的营养物质,为不同类型的土著微生

物提供了更多的资源,使它们更容易找到所需的营养物质,从而促进其生长和繁殖.Chao值为

108.59、Ace值为118.59,物种总数减少,原因是不同微生物种群之间存在竞争和合作作用,而优化

后可能会改变这些相互作用的动态,对某些微生物的生存和繁殖产生积极或消极影响,表明营养基质

对土著微生物菌群的组成具有选择性.Shannon指数为1.86、Simpson指数为0.32,说明优化后生物

多样性降低,通常提供更多种类和量的营养物质后,微生物之间的竞争更激烈,某些微生物可能更有

效地利用这些资源,而其他微生物在竞争中受到排挤,只有少数种类能在激烈的竞争中存活,最终导

致微生物群体的多样性降低,与Chao值和 Ace值的结果一致.在烷烃降解反应发生后(A2),微生物
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的质量浓度为9.54mg/L,是降解前的4.18倍,A2的操作分类单位(OTUs)数量也增加,表明土著

微生物的物种总数增加,菌群多样性提高,说明烷烃降解反应对微生物菌群的丰富度有积极促进

作用.

图5 烷烃C10~C31的二级降解动力学方程拟合规律

Fig.5 Fittinglawofsecond-orderdegradationkineticequationsofalkanesC10—C31

表2 微生物质量浓度和Alpha多样性指数统计数据

Table2 StatisticaldataofmicrobialmassconcentrationandAlphadiversityindexes

样品 质量浓度/(mg·L-1) 数量 OTUs Shannon Chao Ace Simpson
A1 2.28 26394 95 1.86 108.59 118.59 0.32
A2 9.54 48626 159 2.93 159.75 159.86 0.11

  图6为维生素刺激前后土著微生物菌群的相对丰度.由图6(A)可见,门水平下,在石油烃降解过

程中,由于不同微生物种类的生长和代谢反应,可能会导致某些菌门的相对丰度增加,而其他菌门的

图6 维生素刺激前后土著微生物菌群的相对丰度

Fig.6 Relativeabundanceofindigenousmicrobialflorabeforeandaftervitaminstimulation

相对丰度减少, 因此这种变化可反映不同微生物群体的相对活跃性和适应性.维生素刺激后

Proteobacteria(变形菌)菌群相对丰度为38.58%,Firmicutes(厚壁菌)菌群相对丰度为58.19%,说明

营养基质优化后改变了土著菌的菌群丰度,Firmicutes高于Proteobacteria 对营养基质的响应程度,

Proteobacteria和Firmicutes菌门包含较多常见的石油烃降解菌,表明营养基质配方能成功刺激出具
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有石油烃降解能力的土著微生物.在烷烃降解反应发生后多样性增加,Proteobacteria菌群相对丰度

为85.85%,相对丰度显著增加,表明它们在降解过程中的活动性显著提高,在降解石油烃的过程中,
优 势 菌 门 由 Firmicutes 和 Proteobacteria 变 为 Proteobacteria 和 Bacteroidetes (拟 杆 菌).
Proteobacteria在石油烃降解过程中生物活性被激发,发挥主导降解作用.Proteobacteria菌群在石油

烃降解中的高相对丰度反映了它们在该过程中的重要性.
由图6(B)可见,属水平下,经维生素刺激后,Bacillus(芽孢杆菌)菌群的相对丰度为54.56%,

Aquabacterium(湖水水状杆菌)菌群的相对丰度为12.58%,与维生素刺激前相比,菌群相对丰度发生

了显著变化,表明营养基质优化后刺激了土著烷烃降解菌的活性.在烷烃降解反应发生后,菌群多样

性增加,主要以Pseudomonas(绿脓杆菌),Caulobacter(柄杆菌)和Variovorax(贪噬菌)为优势菌属,

Pseudomonas,Caulobacter和Variovorax 等菌属是常见的烷烃降解菌属,它们在烷烃降解中具有较高

的降解能力,这些菌属在刺激后相对丰度增加,从而增加了它们在微生物群体中的重要性.优化的营

养基质可能提供更多种类和数量的营养物质,有助于支持优势菌属的生长和代谢,它们在烷烃降解过

程中的生物活性被激发,证明了营养基质对刺激土著降解菌生长的可靠作用,适量营养物质的供应会

激发优势菌属的生物活性,从而促进烷烃降解过程.

3 结 论

1)在最佳营养基质基础上,向石油污染地下水中添加不同种类和质量浓度的维生素进行7d生物

修复,发现不同种类维生素对石油烃生物降解刺激效果不同.VB1,VB3,VC和VH对微生物的生长有

抑制作用,VB6和VB12对微生物的生长有促进作用,VC,VB1和VB3对正构烷烃降解率无明显影响,

VB6,VB12和VH在一定程度上促进了正构烷烃的降解.
2)当地下水中烷烃质量浓度为10mg/L时,在10℃、低氧条件下,加入5μg/L维生素VB12的

最佳营养基质,7d时烷烃降解率可达91.17%,烷烃的降解规律符合二级降解动力学方程,R2均大于

0.900.
3)加入最佳营养基质后,菌群相对丰度显著提高,表明加入高效维生素后的营养基质刺激了土著

烷烃降解菌的活性,生物活性在烷烃降解过程中被激发,证明了营养基质对刺激土著降解菌生长的可

靠作用.
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