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摘摇 要摇 耐冷菌、嗜冷菌等低温微生物广泛存在于极地、高山以及高纬度等土壤环境中,是石
油烃类污染物在低温条件下降解与转化的重要微生物资源. 利用低温微生物的独特优势,石
油污染土壤的低温生物修复技术的研究成为当前热点领域. 本文系统综述了低温石油烃降解
菌的分类及冷适机制,低温微生物对不同类型石油烃组分的降解特征和降解机理,低温环境
中接种降解菌、添加营养物质和表面活性剂等强化技术在石油污染土壤中生物修复的应用,
以及微生物分子生物学技术在低温微生物降解石油烃的研究现状,为拓展我国石油污染土壤
生物修复技术提供参考.
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Abstract: Cold鄄adapted microorganisms such as psychrotrophs and psychrophiles widely exist in the
soils of sub鄄Arctic, Arctic, Antarctic, alpine, and high mountains, being the important microbial
resources for the biodegradation of petroleum hydrocarbons at low temperature. Using the unique ad鄄
vantage of cold鄄adapted microorganisms to the bioremediation of petroleum hydrocarbon鄄contamina鄄
ted soils in low temperature region has become a research hotspot. This paper summarized the cate鄄
gory and cold鄄adaptation mechanisms of the microorganisms able to degrade petroleum hydrocarbon
at low temperature, biodegradation characteristics and mechanisms of different petroleum fractions
under the action of cold鄄adapted microorganisms, bio鄄stimulation techniques for improving biodegra鄄
dation efficiency, e. g. , inoculating petroleum鄄degrading microorganisms and adding nutrients or
bio鄄surfactants, and the present status of applying molecular biotechnology in this research field,
aimed to provide references to the development of bioremediation techniques for petroleum hydrocar鄄
bon鄄contaminated soils.
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摇 摇 油轮泄漏、石油加工企业排污、输油管道破裂等

石油烃类污染问题日益严峻,如何安全有效地对石

油污染的水、土壤环境进行修复,降低生态风险,逐
渐成为关注焦点. 生物修复(bioremediation)是指利

用生物特别是微生物的代谢潜能消除或减少污染地

区有害物质浓度的技术. 生物修复具有成本低、效果

好、对环境负面影响小、无二次污染等优点,越来越

多地被应用于土壤和水体的石油污染修复治理.
在影响生物修复石油烃类污染土壤的诸多因素

中,温度是限制石油烃类污染物的生物降解速率以

及效率的重要因素之一. 由于自然界中低温环境分

布广泛,80%以上生物圈为常年低于 5 益的永久低

温地区,因而从北极、高山、南极的土壤,以及阿拉斯

加的地下水、南极海水和海冰等低温环境获取石油

烃降解微生物逐渐成为研究热点[1-3] .
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1摇 低温石油降解菌的分类及冷适机制

低温微生物是指在极端低温环境下能够生长的

微生物,主要分为两类:一类是必须生活在低温条件

下,即在 0 益下生长繁殖,最适温度不超过 15 益,最
高温度不超过 20 益的微生物,称为嗜冷菌(psychro鄄
philes) [3];另一类是能在低温条件下生长,在 0 益 ~
5 益可生长繁殖,最高生长温度可达 20 益 的微生

物,称之为耐冷菌(psyhcortorphys) [3] . 研究表明,嗜
冷菌、耐冷菌广泛分布在冰、雪、水、土壤及岩石等低

温环境,主要包括真细菌、蓝细菌、酵母菌、真菌、放
线菌及藻类[4],其中细菌的种类和数量最多,其次

是酵母菌和丝状真菌[5-6] . 根据微生物生理生化以

及分子生物学特性分类,低温石油降解菌主要包括

诺卡氏菌属(Nocardia) [7]、假单胞菌属(Pseudoalter鄄
omonas)和科尔韦尔氏菌属(Colwellia) [8]、球状节杆

菌属(Arthrobacter globiformis) [9]、恶臭假单胞菌属

(Pseudomonas putida) [10]、沙门氏菌属 ( Salmonel鄄
la) [11]、变形菌门 ( Proteobacteria ) 及海洋杆菌属

(Marinobacter) [12]、红球菌属(Rhodococcus) [13]、鞘脂

单胞菌属及鞘氨醇单胞菌属( Sphingomonas) [7, 14]

等;根据降解底物不同,低温石油降解菌可分为直链

烃降解菌[15-17]、芳香烃降解菌[18-21] 以及氯酚类降

解菌[22-23] . Hughes 等[24] 发现南极土壤中真菌具有

耐寒和石油降解的特性;王红旗等[25] 采用低温条

件,从大港油田的石油污染土壤中筛选出耐低温高

效菌株 D17 和 D24,对原油的解率分别为 47郾 6%和

39郾 8% ,经鉴定分别为红球菌属(Rhodococcus)和盐

单孢菌属(Natronococcus).
自然界中大多数微生物为中温性微生物,其适

宜的生长温度范围为 20 益 ~ 35 益,温度小于 8 益
或 10 益时微生物对烃类降解活性较低,其有效生物

降解温度阈值在 0 益左右[26] . 低温环境对微生物生

长以及对污染物代谢的影响主要表现在:1)温度降

低会引起细胞膜流动性、酶催化活性的减弱,物质转

运和代谢速率的降低,若温度低于细胞质冰点,还会

使细胞形成冰晶体对细胞结构造成严重损坏[27];2)
微生物通过调整编码代谢功能的基因表达以适应低

温环境[28],例如,低温环境能引起细胞内 tRNAs 修

饰的氨基酸过多,导致细胞内相关代谢酶含量减少,
影响细胞内扩散速率下降、分子构象改变,对底物吸

附能力下降,最终影响生物降解能力[29-31] .
低温微生物对环境的冷适机制与其独特的细胞

生理生化性质有关:1)细胞膜脂类中含有更多不饱

和脂肪酸或短链脂肪酸,使细胞膜的流动性增强,有
利于细胞内外的物质交换[32];2)冷激蛋白和冷适应

蛋白(cold鄄acclimatization protein)的诱导表达,影响

低温蛋白质合成的调节以及特异 mRNA 的翻译,使
蛋白质在低温下能保持结构上的完整性和催化功

能. 研究者在沙门氏菌和大肠杆菌等微生物体内发

现了 cspA 冷适基因[33-34],在低温直链烷烃降解菌诺

卡氏菌属体内也发现该基因及其相关蛋白的表

达[15];3)产生低温酶. 低温微生物能够产生不同类

型的同工酶以响应温度的变化,这些低温酶具有特

殊的分子适应机制和较高的催化活性,保证了生命

活动在低温下能够正常进行[35] .

2摇 低温微生物对不同石油烃组分降解特征

石油烃组分的生物可降解性除了与微生物种类

有关外,还与石油烃的组成、结构及理化性质密切相

关. 在低温条件下, 石油的一些物理化学性质发生

改变:石油粘度增加,碳原子数大于 10 的长链烃呈

不溶状或形成固体,短链石油烃蒸发缓慢,石油烃类

溶解度和扩散能力显著下降,导致石油烃的生物降

解速率显著下降[36-37] . 此外,不同类型的石油烃类

污染物,低温微生物对其降解特性不同. Atlas[36] 证
实在 10 益 条件下,轻质油的生物降解率(50% ~
60% )比重质油(30% ~ 40% )高,但是低温条件下,
轻质油不易挥发,所以轻质油的生物降解延滞期

(30 d)比重质油(14 d)长. Michaud 等[38] 从南极海

水中分离 2 株降解柴油的耐冷菌,20 益时能使 85%
烃类降解,而在 4 益时的生物降解率相对较低. Fer鄄
guson 等[39]研究表明,在低温(0 益、4 益)环境中接

种石油降解微生物,在试验开始阶段有 6 d 的停滞

期,其生物降解动力学符合 Trefy鄄Franzmann 模型.
近年来,国内外学者针对烷烃、芳香烃类石油组

分的低温微生物降解的研究取得很大进展. Deppe
等[40]发现,北极的细菌共生体可以在 4 益降解晶体

直链 C24、C34 和萘. Whyte 等[17] 分离了 Rhodococcus
spQ15 菌株,能在 0 益和 5 益条件下降解多种短链

烷烃及十六烷、二十八烷、三十二烷等长链烃.
Churhchill 等[41]分离到一种能够降解三环、四环芳

香烃和脂肪烃类化合物的耐冷分枝杆菌. Mohn
等[42]研究发现,嗜冷多环芳烃(PAHs)降解菌在 7
益下对多环芳烃(PAHs)的去除率为 39% ,而高于

20 益时去除率为 31% . Farrell 等[43] 也在南极筛选

到能够降解甲苯的假单胞细菌. 研究表明,温度对不

同结构组成的石油烃生物降解特征无显著影响,低

38014 期摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 王世杰等: 低温微生物修复石油烃类污染土壤研究进展摇 摇 摇 摇 摇 摇



温与常温环境中一致:碳链较短的烷烃比长链烃容

易降解,直链烷烃比支链烷烃容易降解,分子量较大

的环烷烃和芳香烃较难被生物降解[44-45],带有取代

基的芳烃较难降解:Yakimov 等[12] 证明低温微生物

对环烷烃、烷基取代烃、直链烷烃的生物降解率依次

增大,Siron 等[26]在对低温海水( -1郾 8 益 ~ 5郾 5 益)
分散原油的降解研究中发现,菲降解的半衰期为

1郾 5 ~ 1郾 7 d,二甲基菲为 2郾 4 ~ 7郾 5 d.

3摇 低温微生物降解石油烃类污染物的机理

近年来,低温微生物降解石油烃类污染物的机

理研究主要包括以下两方面:1)通过分子生物学手

段对微生物降解基因的研究;2)针对不同结构的石

油烃类污染,研究其降解途径及降解产物. 通过对低

温微生物石油烃降解质粒的序列分析,发现了辛烷

质粒(OCT 质粒)、甲苯鄄二甲苯质粒(TOL 质粒)、萘
质粒(NAH 质粒)和控制甲苯、对位或间位二甲苯的

XYL 质粒[46],由此证明低温微生物降解石油烃的功

能基因主要存在于线粒体或质粒上. Whyte 等[47] 从

南极石油污染土壤中分离一株拥有 alk 代谢途径的

耐冷假单胞菌 B17,能够降解链烷烃,同时携带降解

萘的 NAH 质粒使其能够降解甲苯和萘. 许多研究结

果发现,细菌能够通过转化、转导、接合方式,使携带

降解基因的质粒在不同细菌间水平转移,尤其是存

在于接合质粒上的降解基因向原位细菌群落中的传

播具有更大的可能性[48-49] .
研究发现,低温微生物对石油烃类的降解途径

与嗜温微生物相似,主要受到石油烃化学组成和结

构的影响,通常分为烷烃和芳香烃两类进行研究. 烷
烃好氧生物降解一般由烷烃羟化酶基因(alkB)及其

同源体编码的烷烃羟化酶启动,第一步反应通常是

烷烃在加氧酶的催化下转化为相应的醇[50-51] . Luz
等[52]发现,南极和巴西土壤中土著微生物的烷烃单

加氧酶基因 Rh alkB1 和 Rh alkB2 出现频率最高,而
恶臭假单胞菌烷烃单加氧酶基因 Pp alkB 仅出现在

南极. 微生物降解芳香烃主要有两种方式:一是在酶

作用下,直接将分子中环状结构打开,然后进一步分

解,其中羟基化双加氧酶对苯环的羟基化,是影响多

环芳烃降解的关键步骤;二是由微生物先除去芳香

族化合物侧链上的基团,转变为儿茶酚酸或 2,5鄄二
羟基苯甲酸后进一步降解. Whyte 等[47] 研究表明,
萘降解途径通常有质粒编码和染色体编码两种,其
降解基因组成 3 个操纵子,上游操纵子(nah1)编码

的酶使萘氧化成水杨酸,下游操纵子(nah2)编码的

酶催化水杨酸间位裂解转化成 TCA 循环中间物丙

酮酸和乙醛,第 3 部分编码调控蛋白 NahR. 上游、下
游操纵子受位于中间的 nahR 所编码调控蛋白的正

调控,NahR 可由水杨酸诱导,并可调控 Nah 高水平

表达.

4摇 分子生物学技术在低温石油降解微生物研究中

的应用

摇 摇 目前,利用分子生物学技术对石油烃降解菌进

行生物生态分析和基因测序,主要技术有:DNA 杂

交、PCR 扩增、指示基因、16S 和 23S rDNA 分子克隆

技术、荧光原位杂交技术(FISH)、变性梯度电泳技

术(DGGE)、温度梯度电泳技术(TGGE)、微生物呼

吸醌分析技术、微电极探测等. 针对不同类型的微生

物,通过上述技术可以筛选出大量具有抗逆性、高降

解能力的基因资源,以及难以降解芳香族化合物及

衍生物的部分降解基因.
利用分子生物学技术对低温石油降解菌进行定

性鉴定分析,研究微生物种群结构在不同环境中的

变化趋势是揭示微生物修复机理的重要内容. Ru鄄
bertoa 和 Vazqueza[53]对降解菌的 16S rRNA 测序以

及系统发育树分析,证明在低温条件下,南极土壤土

著细菌具有优先降解汽油的能力. Lucas 等[54] 从南

极土壤中筛选耐冷石油烃降解菌,通过 16S rDNA
鉴定分析,证明分别属于红球菌属(Rhodococcus)和
不动杆菌属(Acinetobacter). 研究表明,在低温以及

石油烃类污染共同胁迫下,土壤中的微生物种群发

生变化. Eriksson 等[55] 通过 RISA 分析揭示了低温

环境和烃类污染对微生物的选择性,而 Gerdes
等[56]通过 DGGE 和 FISH 技术研究发现,在 1 益的

低温石油污染环境中微生物多样性显著下降,优势

微生物种属为 酌鄄变形杆菌. Eriksson 等[55] 研究还发

现,低温环境下石油污染土壤的微生物除了数量、种
群结构发生变化外,其石油烃降解生物活性也发生

改变,在 7 益和-5 益条件下,表征微生物代谢活性

的 RNA / DNA 指标与烃类去除率、CO2 产生量显著

相关. 此外,应用分子生物学技术筛选石油烃组分降

解基因和质粒,是污染物微生物降解机理的重要研

究内容. Mishra 等[57]将编码荧光酶的 Lux 基因的质

粒导入 Acinetobacter baumannii S30 的石油烃降解微

生物中,在-70 益温度条件下保存 1 年,对原油的生

物降解率仍然很高,说明 Lux 基因重组后的菌株具

有较强的低温存活能力和降解活性;Kolenc 等[58] 将

嗜温菌的质粒通过结合作用转移到耐冷菌中,使其
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能够降解甲苯酸酯;Whyte 等[51] 通过基因克隆分

析,确定两株红球菌中所含的直链烷烃加氧酶基因

组,并确定了其降解机理.

5摇 低温条件下生物强化技术修复石油污染

土壤中石油类污染物的迁移、转化等环境行为

特征与石油密度、挥发性、溶解性和生物可降解性、
土壤类型等因素密切相关,其中影响石油污染土壤

生物修复效果的主要因素包括:pH、含水率、温度、
营养物、氧气含量、降解石油微生物的种类和数量

等. 在自然环境下,依靠自然衰减以及土著微生物降

解土壤中石油类污染物的效果较差,通过生物强化

措施能够显著提高石油类污染物的去除率,达到修

复目的. 目前常用的生物强化技术包括以下几种:
1)接种低温石油烃降解菌. 土壤中石油烃类污

染物的生物降解速率与土壤中微生物种类和数量有

关. 添加可降解污染物质的外源微生物可强化对污

染物质的降解,有助于达到理想的处理效果. Mohn
等[42]通过现场土壤修复试验证实,添加耐冷混合菌

刺激,极地寒冷地区土壤中超过 80%的石油烃被降

解.
2)添加营养物质. 生物可以利用的营养盐是限

制石油烃类污染土壤生物修复效果的重要因素之

一. Coulon 等[45]研究发现,通过施加含 N、P 的亲脂

性肥料到次南极污染土壤中,4 益和 10 益下总石油

烃及萘、二苯噻吩、菲、芘的含量显著降低,石油降解

菌丰度显著提高. 刘芳明等[59] 研究发现,希瓦氏菌

NJ49 生长和降解石油烃最佳条件分别为 pH 7郾 5,温
度 15 益,盐度 6% ,其中硝酸铵为最佳氮源,磷酸二

氢钾和磷酸氢二钾的混合物是最佳磷源.
3)添加表面活性剂. 研究表明,土壤中石油污

染物的固液两相传质过程是生物降解的限速步

骤[60] . Devare 和 Alexander[61]研究发现,污染土壤中

石油烃类污染物与土壤矿质、有机质等紧密吸附结

合,或渗入土壤孔隙中,影响石油烃类污染物以及微

生物在土壤中的运移. 南极耐冷降解菌 ANT23b 在

十六烷上生长时产乳化糖脂表面活性剂[62-63],有利

于石油烃类从土壤颗粒上解吸附,增加污染物的溶

解度以及与微生物接触的机会,提高对烃的利用性.
Yakimov 等[64]从南极罗斯海(Ross Sea)分离到 2 株

产生物表面活性剂的降解菌,以烷烃为唯一碳源进

行培养时,能够分泌胞外和联胞的海藻糖脂混合物,
将水的表面张力从 72 mN·m-1降到 32 mN·m-1,
提高了石油烃的溶解度. Margesin 和 Schinner[65-66]

对高山柴油污染土壤研究发现,在温度为 10 益时连

续培养 32 d,50 ~ 100 mg L-1的十二烷基磺酸钠能够

刺激耐冷微生物对柴油的降解,并且添加无机营养

物与接种耐冷微生物能显著提高石油烃降解率.
4)添加电子受体. 土壤、地下水环境中往往是

缺氧的,石油烃能够在厌氧环境下降解,但是通过添

加 O2、NO3
-、SO4

2-、Fe3+等电子受体,可以加大微生

物降解烃类污染物的速度. 通常自然界中饱和烃和

芳香烃类石油污染物主要通过好氧生物降解,其生

物代谢的第一步是加氧酶对底物的氧化,每氧化

3郾 5 g 石油需要消耗 1郾 4 L 氧气. Paudyn 等[67] 对北

极地区柴油污染土壤进行处理,通过土耕法增加氧

气含量,经过 3 年修复,80%以上的石油烃类污染物

被去除.

6摇 低温微生物修复石油烃类污染应用前景

随着低温环境下土壤石油污染的日益严重,以
及国内外对低温石油降解菌研究的逐渐深入,低温

微生物修复石油污染土壤成为研究热点,主要表现

在以下几个方面:1)由于土壤理化性质以及环境因

素等方面的差异,土壤中石油烃降解微生物的种类

不同,具有耐冷或嗜冷特性的微生物数量相对较少,
因而筛选低温条件下土壤石油降解微生物仍然是今

后研究的热点;2)不同微生物适应低温环境和降解

石油烃的机理各不相同,因而通过质粒转移、基因融

合等分子生物学技术构建工程菌,能够显著提高微

生物对环境的适应能力以及对不同石油烃组分的降

解能力;3)通过不同的强化技术能够显著提高低温

条件下土壤中石油烃的降解率,为实际工程应用提

供理论基础和技术支持. 在寒冷及低温环境条件下,
应用低温微生物对石油污染土壤进行修复具有非常

大的应用前景. Margesin 等[1] 对高山冰川区域长期

受柴油污染土壤的生物修复可能性研究发现,施肥

后土壤中柴油含量大幅度降低. Eriksson 等[55] 对石

油烃污染的极地和高山冻原土壤进行小规模的生物

降解实验,证明寒冷条件下烃污染土壤的生物修复

是可行的. 我国土壤石油污染情况非常严重,截至

2003 年底,我国落地原油、油砂、岩屑、泥浆等固体

废弃物累计堆存量 18郾 845伊106 t,占地面积 1郾 81伊
106 万 m2 [68],而我国大部分的油田开采区 10 月至

次年 2、3 月的平均气温低于 15 益,冬季冰期较长,
冻土深度较大,生物修复效率受温度影响较大. 因
此,筛选石油污染土壤中耐低温高效降解菌种,开展

低温下微生物修复污染土壤的研究具有重要的理论
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和现实意义,也将为解决环境问题提供一个全新的

视角和方法.
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