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摘要：以受污染土壤为样品，利用传统的微生物筛选、分离技术，通过液体富集培养，固体平板纯化，将土壤中存活的土著微生物进行分离纯化，并进行菌种鉴定。土壤中这些存活的土著微生物少数是由于形成芽胞，能够进行微弱的代谢活动，维持自身的生命体征，具有很强的抗不良环境能力，能够在石油烃污染的恶劣环境中存活。除此之外，多数存活下来的土著微生物都是能够良好地利用石油烃化合物为碳源，具有很强烃解能力的属种，可以为土壤修复提供可靠的菌种资源。
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土壤中生存的大部分土著微生物由于无法利用碳源，或摄取不到足够的氮磷钾等元素，或受到污染物毒害使自身活力受到抑制甚至死亡，而部分微生物属种能利用石油烃为碳源大量繁殖，微生物细胞个体代谢旺盛，呈现出迅速增殖趋势，继而发展成为优势菌群。在长期被原油污染的土壤中，微生物可逐步改变自身的条件以适应环境，进行选择性富集并发生遗传变异。因此，污染土壤中存在着可降解石油烃的微生物，它们对环境的适应性强且污染过程中己经历一段自然驯化期，因而是生物降解的首选菌种[1]。本试验以长期被石油污染的土壤中的微生物为菌源，从中分离纯化出高效的具有原油降解作用的菌种。对分离得到的菌种开展菌种降解原油实验，通过对原油去除率比较筛选出功能性菌种，并与进口药剂Oil-Gator进行除油效果对比[2]。
1菌种分离纯化
1.1菌种分离纯化用培养基的制备
菌种的富集培养采用液体LB培养基，配制如下：酵母提取物（酵母浸粉）0.5%，胰蛋白胨1%，氯化钠0.75%，调节pH值至7，分装于锥形瓶中高压湿热灭菌。

菌种的分离、纯化采用固体LB平板培养基；（固体LB培养基为：液体LB培养基中添加1.8%的营养琼脂，完全溶解后高压湿热灭菌，倒入灭菌后培养皿，无菌操作台中冷却至室温）。

菌种的贮藏采用固体LB斜面培养基（固体LB培养基为：液体LB培养基中添加1.8%的营养琼脂，完全溶解后高压湿热灭菌，倒入灭菌后试管，无菌操作台中倾斜放置，形成斜面，冷却至室温）。

1.2菌种分离纯化

取大庆油田北I-2联合站附近污油回收池边10cm表层土壤，用于菌种的分离筛选工作。由于土壤样品取自野外，取样时室外温度较低，土壤含水量小，因此土壤中的优势微生物活力受到很大抑制。鉴于此，土壤样品在从野外取回后先进行简单的驯化，即在室温下补充蒸馏水使土壤中土著微生物充分繁殖，然后再开展菌种分离工作。菌种富集、分离和纯化过程如下：

取5g原油污染土壤样品（或1g污油降解素）置于液体LB富集培养基中，在30℃，200r/min的条件下液体富集培养；连续培养4代，每代培养至指数生长末期后以1-2%的接种量进行转接；当最后一代培养结束后，用微量移液器移取50µL细胞培养液涂布于平板培养基上，为确保获得高度分散的单菌落，采用连续涂布的方法，共涂布5块平板；平板置于30℃环境中，经过约28-32h培养后形成单菌落；根据单菌落的外观形态，包括菌落形状、颜色、中央隆起程度、边缘形状及透明程度等感官指标，挑取优势生长，数量居多，且形态不同并且高度分散的单菌落至LB营养琼脂斜面上画线培养；待斜面上形成菌苔后置于4℃冰箱中保存、备用；革兰氏染色、镜鉴，判断斜面是否为纯菌；不纯菌株通过平板划线或液体富集培养后涂布进行二次纯化。最终，从土著微生物中共分离出8支纯培养微生物菌株，编码为S1-S8。
2菌种功能特性试验

原油降解能力评价方法：采用液体培养方式，以原油作为唯一碳源，接种固定量不同菌液，33°C恒温振荡培养120h后，测定剩余原油含量，考察菌剂的原油降解能力。对从土壤中分离出来的8支菌种S1-S8及从Oil-Gator中分离出的5支菌种OG1-OG5进行原油降解实验。实验主要分为菌种活化、降解原油、取样检测分析三个阶段。

2.1培养基配制

盐溶液：硫酸镁0.2%，磷酸二氢钾0.1%，硝酸铵0.25%，溶解后调节pH值至7。每个250 ml的锥型瓶中装100 ml培养基，封口，在121-126ºC下湿热灭菌25min。

液体选择性培养基：灭菌后的盐溶液在无菌操作条件下分别迅速加入1.00g外输油，配制成原油降解实验用液体选择性培养基。
2.2实验步骤

取自斜面上的菌种接种至含20mLLB液体培养基的摇瓶中，在33°C，200r/min条件下过夜富集培养至指数生长末期；以初级培养液为接种体，以1%的接种量接种至50mL液体培养基1中培养，控次级培养液OD600=1.0-1.1；以次级培养液为接种体，以1%的接种量接种至100mL液体选择性培养基中，在恒温振荡箱中进行原油降解，温度：37.5°C，转速：200r/min，培养时间：144h； 降解后的液体选择性培养基用定量的汽油萃取，萃取出的油相用分光光度计检测吸光度，计算出油含量即为剩余原油量。
原油降解率（%）=（起始油量-加菌处理后油含量）/起始油量×100%。
2.3试验结果
经过120h的原油降解实验，测定含油量，计算各菌种原油降解率，每个菌种平行测定3-5次，实验结果如表1和表2所示。

表1    OG1-OG5菌种降解原油实验结果

	菌剂
	OG1
	OG2
	OG3
	OG4
	OG5

	原油降解率/ %
	9.33
	9.39
	9.21
	9.10
	9.42


表2    S1-S8菌种降解原油实验结果

	菌剂
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S1-S3

	原油降解率/ %
	9.21
	9.55
	8.89
	4.21
	3.56
	2.10
	-
	-
	9.48


由表可知，OG1-OG5菌种降解原油能力接近，降解率在9.1%-9.42%之间浮动。 S1-S8菌种降解原油能力差别较大，其中S2菌种效果最佳，优于OG进口药剂中菌种的降油能力，S1菌种与之相当，S3稍弱。S4-S8菌种原油降解能力较差。
选取S1、S2、S3菌种作为土著活性菌种，进行混合培养后，考察其原油降解率。实验结果表明，以S1-S3菌种混合培养方式进行原油降解实验，其原油降解率达到9.48%，仅次于S2菌种单独培养方式的原油降解能力。为保证菌剂中菌种的多样性，使其能够有效地抵抗环境的冲击，确定菌剂培养方式为S1-S3混合培养。
取S1-S3菌种，委托天津科技大学生物工程学院发酵工程国家重点实验室进行菌种鉴定，结果表明，Oil-Gator中分离出的5支菌种OG1-OG5菌均为奥德赛芽胞杆菌，S1菌为蜡样芽胞杆菌，S2菌为溶血不动杆菌，S3菌为克氏葡萄球菌。由鉴定结果可知，S1和S2菌均为芽孢杆菌，环境条件恶劣时会形成芽孢，芽孢对热、干燥、辐射、化学消毒剂和其他理化因素有较强的抵抗力，因此，生命力顽强。
3菌种耐温性能

鉴于大庆地区冬夏温差较大，考察菌种的耐温性能，采用不同温度下恒温保存7d以上，然后37°C液体培养，测定不同培养时间的OD600值，观测菌种活性，结果见表3。
表3    不同菌种耐温性能试验结果

	菌剂
	保存温度

培养时间/h
	OD600

	
	
	-40℃
	-30℃
	-20℃
	40℃
	50℃
	60℃

	S1
	5.5
	0.052
	0.169
	0.169
	0.281
	0.013
	0.011

	
	8
	0.698
	0.480
	0.480
	0.249
	0.010
	0.011

	
	23
	1.187
	1.497
	1.497
	1.465
	0.018
	0.005

	S2
	5.5
	0.008
	0.007
	0.952
	0.011
	0.015
	0.012

	
	8
	0.009
	0.018
	1.340
	1.256
	0.011
	0.017

	
	23
	0.009
	0.081
	1.176
	1.732
	1.716
	1.679

	S3
	5.5
	0.008
	0.355
	0.099
	0.322
	0.006
	0.006

	
	8
	0.009
	0.643
	1.036
	1.172
	0.006
	0.006

	
	23
	0.007
	1.150
	1.990
	1.984
	0.109
	0.004


结果显示，S1菌种耐受温度范围为-40°C至40°C，S2菌种耐受温度范围为-30°C至60°C，S3菌种耐受温度范围为-30°C至50°C。由此可知，三菌种混合培养后得到的菌剂耐受温度范围更宽，适用性更广。

综上所述，为保证菌种的多样性，采用S1菌、S2菌及S3菌联合培养方式生产菌剂，命名为BR03。
4 结语

(1) 从污染土壤中分离纯化出3种具有降解原油作用的土著活性菌种S1、S2、S3，其中S1和S2菌种为芽孢杆菌，S3菌种为葡萄球菌。

(2) 与进口生物修复剂Oil-Gator中分离出的OG菌种相比，S2菌种降解原油能力优于OG菌种，S1菌种与之相当，S3稍弱。

(3) 确定菌剂培养方式为S1、S2及S3菌混合培养，菌剂命名为BR03，S1和S2菌均为芽孢杆菌，环境条件恶劣时会形成芽孢，菌种耐温性能试验表明三菌种混合培养后得到的菌剂耐受温度范围更宽，适用性更广。
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