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石油污染土壤微生物治理技术发展方向 
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(1．清华大学环境科学与工程系，北京 100084；2．湖南省环境保护科学研究院重点实验室，长沙 410004) 

摘 要：采油废水和含油固体废弃物的排放 ，在一些区域造成了严重的土壤石油污染。经济而无二次污染的 

微生物石油污染土壤治理技术具有难以比拟的优势，其实质是通过对石油污染土壤微生物群落进行定向调 

控 ，充分发挥功能微生物的石油污染治理作用 ，强化对石油烃类污染物质的转化 ，从而达到石油污染治理和 

污染土壤修复的目的。 
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Strategy for Development of Technologies for 

oil．contaminated Soil Bioremediation 
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(1．Department of Environmental Science and Engineering，Tsinghua University，Beijing 100084； 
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Abstract：0il pollution in soil caused by the oil extraction wastewater and oil—contained solid wastes is becoming seri— 

OHS．Bioremediation by microorganisms characterized by being environmental—friendly and low cost is widely applied all 

over the world．Bioremediation is an application of microbial functions of the oil—polluted soil microbial community． 

By analyzing and manipulating the oil polluted soil microbial community structure purposely，its functions of degrading 

petroleum hydrocarbon could be strengthened for effective microbial oil—polluted soil bioremediation． 
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从人类开始开发石油资源，石油泄漏、含油废 

水和固体废弃物排放就 日益成为一个严重的环境 

问题。目前，全球石油总产量每年约22亿 t，其中 

约有 800万 t石油进入环境造成污染，我国每年有 

近 60万 t石油进入环境，污染土壤、地下水、河流 

和海洋 J。石油类污染物主要化学成分包括烷烃、 

苯、甲苯、二甲苯、复杂芳香烃、胶质和沥青质等 ]， 

这些物质中有些毒性很大，具有致癌、致突变和致 

畸变作用，能通过食物链在动植物体内富集，因而 

已被列为必须控制的重点污染物 J。除此之外，石 

油污染物进入土壤后会影响土壤的通透性，降低土 

壤质量，并阻碍植物根系的呼吸与吸收，影响农作 

物产量；海上溢油等会造成严重的石油污染和海洋 

生态系统的崩溃等 娟J。石油污染治理和污染环 

境修复因而成为世界范围内的重要课题。由于物 

理化学方法普遍存在消耗大、成本高和二次污染等 

问题，经济l生强且无二次污染的生物修复技术代表 

了石油污染治理技术的发展方向 “ 。 

1 石油污染土壤微生物治理技术 

石油污染土壤微生物治理是利用广泛存在、 

功能多样、易于调控的土壤微生物对石油污染物 

进行降解、转化、转移等作用而减少土壤中石油污 

染物质的存在，并恢复或部分恢复遭到破坏的土 

壤生态功能的过程。石油污染微生物土壤治理技 

术就是利用各种工程措施，创造条件激活或者维 

持土壤中功能微生物的高活性，使之发挥降解和 
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治理石油污染物质的作用，从而达到修复土壤的 

目的。 

目前石油污染土壤治理措施主要包括： 

1．1 土壤中引入具有石油降解功能的“外来”微 

生物 

研究表明，环境中存在的能降解石油组分的 

各 种微生 物 ，包括 Acinetobacter，Bacillus， 

Aeromicrobium，Aeromonas，Alcaligenes，Brevibacteri— 

um，Burkholderia，Corynebacterium，Gordonia，Diet— 

zia，Enterobacteriaceae，Flavobacterium，Micrococcus ， 

Mycobacterium，Vibrio，Ochrobactrum，Pseudomonas， 

Rhodococcus，Serratia，Xanthomonas mahophilia等 

属的细菌，以及Amorphoteca，Aspergillus，Coriolopsis 

rigida，Fusarium，Graphium，Neosartorya，Paecilomy— 

ces，Penicillium，Pleurotus ostreatus ，Talaromyces， 

Trametes villosus，Candida，Candida，Pichia，Yarrow一 

等真菌。这种措施将这些功能微生物大量培 

养后，直接投加到石油污染环境中，以求人为维持 

这些降解微生物的高数量和活性、获得高效降解 

石油污染物的效果。但是实践结果往往是，菌种 

投加后修复效果不能持久，仅在短时间内具有一 

定的效果。 

1．2 激活土壤中原本存在的具有治理石油污染 

功能的微生物 

尽管土壤中存在能够降解石油污染物质的微 

生物，但是在通常情况下，其种群大小和活性一般 

较低。向石油污染土壤中投加营养物质、电子受 

体、固体介质和表面活性剂等，目的在于提高土壤 

中原本存在的微生物的活性和作用，从而强化对 

石油污染土壤的治理和修复。例如，投加营养物 

质可以促进微生物的生长，从而加快石油烃类物 

质的降解 ；投加电子受体可以增加土壤中氧气 

以及硝酸盐和碳酸盐等电子受体，从而促进氧化 

还原反应的进行以及石油烃类物质的降解和转 

化；投加表面活性剂可以增加石油烃类污染物质 

的表观溶解度，促进微生物对石油烃类物质的获 

取和降解 。 

这些措施是目前石油污染土壤修复技术的主 

要方式，得到了广泛应用，并且为石油污染土壤修 

复做出了重要的贡献。但是总体上，这些方法对 

石油污染土壤修复效果一般为 30％ ～50％，而无 

法保持在更高水平。要提高石油污染土壤治理技 

术的效率，必须突破该技术发展的瓶颈，采用更适 

合微生物群落调控的技术方法来强化微生物治理 

石油污染物质的功能。 

2 石油污染治理技术发展的瓶颈 

石油污染土壤微生物治理技术也具有其他污 

染生物治理技术相类似的瓶颈。例如，在土壤等 

各种环境中，微生物通过信号转递，对空间和营养 

的相互竞争和依赖等而形成微生物群落。任何微 

生物的生长繁殖和功能发挥都是在微生物群落中 

发生和进行的，因此，土壤中石油污染物的降解和 

治理表观上也是土壤微生物群落的一种作用和功 

能的发挥。但是，到目前为止，很少有将石油污染 

土壤修复技术研究、开发和应用置于微生物群落 

背景下来进行。究其原因，是由于传统微生物培 

养方法和微生物群落分析手段难以全面研究土壤 

微生物的真实规律。 

传统上对微生物的检测和认知是通过显微观 

察以及对微生物生理生化特性的研究来完成的。 

工作的前提是微生物已经被人工从其所处的环境 

中选择性地分离培养，并且具有相当的活性。这 
一 要求使传统的方法具有以下致命缺陷： 

①人类设定的富集培养条件不能完全反映微 

生物在自然界中所处的环境，在 自然环境中具有 

活性的对污染治理起作用的微生物由于不能适合 

人类实验室环境和培养条件而无法在培养基中生 

长，所以人们无法分离培养 自然界中所有的微生 

物。研究表明，能够或已培养分离的微生物只占 

可能微生物总种类的0．1％ ～1％[17 J。 

②人工选择性富集对不同微生物富集效果不 

完全相同，所以利用人为设定的培养基或者培养 

条件会优先选择和富集适合于这些培养基和培养 

条件的微生物，从而导致所培养富集的各种微生 

物的相对数量与实际环境中的相对数量出现偏 

差，使检测到的微生物在种类、数量和功能上并不 
一 定准确地反映环境中的真实情况。 

由于这些限制，人们无法准确了解所投放的 

“外来高效微生物”是否能够完全适合于各种石 

油污染土壤环境，更无法确定这些外来微生物是 
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否能够很好地为土壤微生物群落所“接纳”而长 

时间发挥高效的作用。另一方面，由于无法准确 

了解石油污染治理中占优势的“土著”功能微生 

物的种类、数量和分布，也就无法有的放矢地向石 

油污染土壤中投加营养元素等各种刺激物以对功 

能微生物进行定向激活，并维持其高效作用。其 

结果是，尽管我们知道微生物在生物修复技术中 

起着关键作用，是石油污染环境生物修复的主要 

实施者，但由于上述限制，微生物群落在传统生物 

技术研究发展中一直被当作“黑箱”E18]。所以不 

了解微生物群落结构和功能、及其随环境条件变 

化的演替规律，要找到最佳的微生物降解石油污 

染物质的条件是比较盲 目的。总之，传统微生物 

检测和认知方法的缺陷严重限制了对污染治理和 

环境修复工艺中微生物群落的了解，导致了对各 

种微生物、尤其是难培养微生物的功能，以及微生 

物群落结构和演替规律缺乏系统的认知，这极大 

地制约了污染治理和环境修复技术的研发和应 

用，是阻碍这些技术发展的瓶颈。 

要充分利用微生物降解石油烃类污染物质的 

功能，有的放矢地激活和强化微生物对石油污染 

物的降解作用，首先必须对土壤中的微生物群落 

构成及其功能进行详细的了解。最近以来发展的 

提高微生物可培养性技术手段、分子微生物生态 

学、以及环境基因组等理论、方法和技术为突破限 

制石油污染土壤微生物治理技术发展的瓶颈提供 

了可能。 

3 研究污染土壤微生物群落结构和功能 

的新方法 

3．1 研究微生物群落结构的分子微生物生态学 

方法 

分子微生物生态学 自其名称于 1990年在德 

国被提出以来，已经得到了长足的进步，并发展成 

为--1'7系统的科学，其各种方法已经成为微生物 

群落分析的有力手段。分子微生物生态学技术利 

用微生物自身组成成分(DNA／RNA等)中“家族特 

异性”结构的种类和数量(拷贝数)来分析各种环 

境中微生物的种类和数量，从而分析微生物群落结 

构和生物多样性。并在此基础上，分析微生物群落 

的变化和演替规律，研究和开发微生物群落定向调 

控措施，开发和应用相关环境微生物技术。 

分子微生物生态学分析方法包括：基于 PCR 

扩增的分析方法和不利用 PCR的分析方法。其 

中基于 PCR扩增的方法包括目前在微生物群落 

分析中被广泛应用的DGGE／TGGE技术，通过变 

性剂甲酰胺和尿素或温度形成的线性梯度丙稀酰 

胺凝胶电泳对双链 DNA分子进行分离和分析， 

以确定自然环境中微生物群落结构和遗传多样 

性 ；扩 增 性 rDNA 限 制 性 酶 切 片 段 分 析 

(ARDRA)技术是依据原核生物 rDNA序列的保 

守性，将扩增的rDNA片段进行酶切，通过酶切图 

谱来分析菌问多样性u ；末端限制性酶切片段长 

度多态性(T—RFLP)分析是将 PCR扩增反应所用 

引物的一端或两端进行荧光标记，利用能识别特 

定 DNA序列的限制性核酸内切酶处理群落 16S 

rDNA的PCR扩增产物，基于不同种群 16S rDNA 

序列的差异，得到长度与数量不同的末端被标记 

的DNA片段，并进行检测_2 ∞J。应用最为广泛 

的、不依赖于 PCR的分子微生物生态学方法是荧 

光原位杂交(FISH)分析技术，利用荧光标记的特 

异核酸探针与细胞内相应的靶 DNA分子或 RNA 

分子杂交，通过荧光显微镜或共聚焦激光扫描仪 

下观察荧光信号，来确定与特异探针杂交后被染 

色的细胞或细胞器的形态和分布u ，或者结 

合了荧光探针的 DNA区域或 RNA分子在染色体 

或其他细胞器中的定位。 

尽管分子微生物生态学技术本身还存在诸如 

PCR反应误差等各种缺陷，由于其不受微生物是 

否可培养的限制，不受宿主状态的干扰，具备特异 

性强，效率高的特点，为突破石油污染治理技术发 

展瓶颈提供了有效的技术手段 J。 

3．2 环境基因组学方法 

环境基因组学方法则主要通过构建石油污染 

土壤中微生物群落元基因组文库，对文库中 16S 

rDNA以及各种功能基因的分析，研究其中微生 

物种类、数量和各种功能微生物的存在和分布，为 

研究和开发环境微生物群落资源提供崭新的技术 

手段和方法。 

3．3 提高污染土壤微生物可培养性 

微生物的不可培养性是由于对微生物生长条 
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件及其规律性的认识严重不足，而采取了偏离微 

生物生长实际需要的培养条件所造成的，这些偏 

离可以包括： 

①采用了对很多微生物生长有害的高浓度营 

养基质。 

②采用了诸如恒温、恒湿和非扰动培养环境 

等简化了的培养条件。 

③割裂了环境中微生物之间的相互关系。 

④忽视了生长缓慢的微生物。 

这些偏差导致了环境中的微生物在实验室中 

不能生长和被培养，致使无法了解和发挥污染环 

境中微生物的功能，也无法准确了解污染环境中 

微生物群落结构和动态变化 。 

同时，虽然分子生态学等免培养方法能够提 

供较为完整的微生物群落结构，但是要想得到某 
一

具体种类微生物的生理生化性质和对特定污染 

物的降解功能，必须利用传统的培养分析方法进 

行确定。为了从环境中得到尽量多的目标微生 

物，一种可行的方法就是充分模拟微生物生长环 

境，提供微生物生长所必需的条件，提高微生物的 

可培养性，使难培养的微生物得以培养，进而利用 

这些微生物细胞来研究其功能特性。 

提高微生物可培养性的方式包括改进培养措 

施和开发新型培养技术。其中改进培养措施的方 

法包括：利用贫营养培养基；维持微生物问的相互 

作用；供应适宜的电子供体和受体；分散微生物细 

胞；延长培养时间；利用琼脂替代物；改变培养温 

度等。新型的微生物培养技术包括：“稀释培养 

(dilution culture)”和“高通量培养(high-through— 

put culturing)”；“扩散盒(diffusion growth cham— 

ber)培养”；“细胞包囊(cell encapsulation)”；和 

“序列引导分离(sequence-guiding isolation)”等方 

法和技术 。 

采取这些措施和新技术能够极大地提高环境 

中微生物的可培养性，获取更多微生物，尤其是功 

能微生物细胞，有利于研究和利用污染土壤中微 

生物的功能。例如，在石油污染土壤修复技术的 

研发中，直接采用导致石油污染的采油废水为培 

养基，通过超声分散将聚集在内部的微生物分离， 

以及利用变化的温度对微生物进行培养获取了约 

2 000株石油污染土壤微生物菌株。对这些微生 

物菌株的初步鉴定结果表明，其中约 20％菌株的 

16S rDNA序列与已知微生物的 16S rDNA序列同 

源性低于96％，可能代表了前人所未培养的微生 

物新种。这些结果证明了提高微生物可培养性思 

路的有效性。对获得的新型微生物进行各种石油 

污染治理功能的筛选，可以获得新型、高效的功能 

微生物。 

4 发展石油污染土壤微 生物治理技术 

思路 

如前所述，微生物社会在群落中，对一些微生 

物在空间占有、营养获取等方面施加影响就可能 

影响群落中其他的微生物，进而改变整个群落结 

构和总体功能表现，所以石油污染土壤治理技术 

实际上是对微生物群落的定向调控：限制抑制性 

微生物的种群大小和功能，增大和发挥功能微生 

物的种群大小和作用，使之成为对石油污染治理 

有利的群落 。 

具体在工程应用上，首先应利用分子微生物 

生态学等免培养技术手段了解石油污染土壤中微 

生物群落结构，了解其中具有石油降解或者乳化 

等功能的微生物种类、数量和分布，从而确定对该 

微生物群落的定向调控方法。例如，根据微生物 

群落特异性基因分布的特征图谱 ，分析群落中占 

优势的、功能微生物组成。然后利用“序列引导 

分离”等通过微生物可培养性方法和手段，大量 

培养这些已培养或者未培养的微生物，获取这些 

微生物细胞，研究其功能特性以及影响其降解石 

油污染物功能的因素。在此基础上，有的放矢地 

开发相关工程技术措施，在石油污染土壤中创造 

相应的、能激活和维持微生物功能的环境条件，以 

发挥这些微生物的石油污染治理作用，强化对石 

油污染土壤的修复。 

另一方面，也可根据微生物群落结构分析，了 

解其中各种微生物的相互关系和相对数量比例。 

在此基础上，对已经培养的功能微生物进行大量 

培养，并按土壤微生物群落中微生物的相对功能 

和数量进行配伍，形成“人造微生物群落”，将这 

些人造微生物群落引入石油污染土壤中。由于该 

人造微生物群落中各种微生物的相对数量与石油 
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污染土壤中实际情况相近，理论上，其在石油污染 

土壤中应该具有更好的适应性；根据这些微生物 

的生长特性和发挥功能的条件 ，开发维持微生物 

功能的高效的技术措施，强化对石油污染土壤的 

修复和治理。 

总之，通过有效的调控微生物群落 ，最大程度 

地发挥微生物的环境友好作用，针对污染土壤和 

污染物的具体情况确定快速有效的解决方案，使 

得微生物修复技术能在工程上进行大面积的应 

用，是 目前迫切需要解决的问题。开发和利用快 

速有效的生态学分析方法确定土壤中的微生物群 

落结构和功能组成，有助于有的放矢地激发具有 

石油污染降解效能的微生物，同时抑制对降解过 

程有害的微生物和环境因素，最大程度优化微生 

物修复系统。未来的研究发展中，应当根据土壤 

中的微生物群落构成和功能构成，结合对传统培 

养分析方法的改造，利用不同的强化措施及其组 

合对微生物进行激活和强化，多种技术手段优化 

组合，最终达到加快石油污染土壤的治理进程的 

目的。 
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2007年中国科学院生物能源与过程国际研讨会通知 

随着环境问题，能源危机 日趋加重，对于可 

再生的清洁能源的研究已成为各国关注的重点， 

能够找到适合大规模工业化生产替代石油资源 

的能源资源是各国开展可再生能源研究的热点。 

工业生物技术作为当前可以看到的具有现实可 

行性的技术路线，引起各国的极度关注。生物能 

源与过程研究成为新兴的科研热点。 

为进一步加强中国在生物能源与过程领域 

的国际合作，通过对生物能源与过程开发利用重 

点研究领域、学科发展前沿、高新技术研发中的 

热点及难点进行研讨，促进科技人员，特别是中 

青年科技骨干与院外同行和海外学者之间的学 

术交流、合作和联系，及时沟通和了解国内外最 

新学术研究动态，中国科学院将召开“2007年 

中国科学院生物能源与过程国际学术研讨会”。 

大会将邀请国内外主要从事生物质能方面的专 

家、学者与会研讨在生物能源与过程领域中的重 

点、难点及热点。热诚欢迎国内外专家、学者参 

加此次研讨会。 

主办单位：中国科学院人事教育局 

承办单位：中国科学院青岛生物能源与过程研究所 

青岛市科技局 

会议时间：会期3天，2007年9月 17日～19日 

(9月16日报到，报到地点另行通知) 

会议地点：山东省青岛市 

会议主题： 

☆国内外生物能源发展现状 

☆生物液体燃料技术 

☆生物制氢技术 

☆生物质物理化学转化技术 

☆大中型沼气工程技术 

☆工业生物技术在生物能源领域中的应用 

☆生物基材料与化学品制备技术 

☆生物转化过程系统仿真 

征集会议论文摘要： 

稿件应是未在杂志上发表及全国学术会议 

上交流过的论文。论文请寄 2000字详细摘要， 

摘要包括“目的、方法、结果、结论”四部分；论文 

摘要中文或英文均可。采用 Word文档排版，摘 

要下方请附上第一作者简介。 

联系方式： 

秘书组：张瑞东(0532—81922792) 

刘 佳、苏繁星(0532．81922793) 

E—mail：zhangrd@ qibebt．ac．1311 
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传 真：0532—8 1922776 
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