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摘要: 为探索石油污染荒漠土壤石油降解微生物多样性、筛选高效石油降解菌，采用涂布平板法从石油污染荒漠土壤分离具有

石油降解能力细菌，采用细菌形态观察和 16S rRNA 基因序列分析其多样性，并设计特异性引物，对分离细菌降解相关基因进行

检测． 结果 表 明，分 离 的 37 株 细 菌 分 别 属 于 放 线 菌 纲 ( Actinobacteria ) 、γ 变 形 菌 纲 ( Gammaproteobacteria ) 、β 变 形 菌 纲

( Betaproteobacteria) 、芽孢杆菌纲 ( Bacilli ) 和 α 变形菌纲 ( Alphaproteobacteria ) ，分别占 35． 14%、32． 43%、13． 51%、13． 51%、
5． 41%，归属于 21 个属的 34 个种类． 优势菌属为假单胞菌属( Pseudomonas) 、红球菌属( Rhodococcus) 、微球菌属( Micrococcus) 、寡
养单胞菌属( Stenotrophomonas) 、无色杆菌属( Achromobacter) 和葡萄球菌属( Staphylococcus) ，占总数的 51． 35%，其中有 36 株细菌

能以石油为唯一碳源稳定生长，对原油有明显的降解能力． 在石油质量浓度为 1 500 mg /L 的基础培养基中，菌株 YM43 在培养 7
d 后对石油的降解率达 55． 47%，另有 8 株细菌的降解率不低于 30． 55%，11 株细菌的降解率介于 10． 05% ～ 28． 37%，18 株细菌

的降解率不高于 8． 05% ． PCR 检测表明，有 25 株细菌含有烷烃单加氧酶基因，6 株含芳烃双加氧酶基因，6 株含联苯双加氧酶基

因，4 株含萘双加氧酶基因，3 株含甲苯双加氧酶基因，2 株含邻苯二酚双加氧酶基因． 研究显示，石油污染荒漠土壤中可培养细

菌具有高度多样性，分离的菌株有较强的石油降解能力，其降解功能与所存在的降解基因有关．
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Abstract: Microbial resources are rich in soil environments． The most potential bacteria for oil degradation were isolated from areas
contaminated by oil． Biodegradation by microorganisms is more favorable than chemical treatment for dealing with oil pollution． In order to
explore the diversity of the degrading microorganisms of oil-contaminated desert soil and screen the efficient oil-degrading bacteria，the
spread plate method was used to isolate the oil-degrading bacteria． Bacterial morphology and 16S rRNA gene sequence analysis were used
to identify the isolates． The results indicated that the 37 isolated bacterial strains belonged to 21 genera and 34 species belonging to
Actinobacteria ( 35. 14% ) ， Gammaproteobacteria ( 32. 43% ) ， Betaproteobacteria ( 13. 51% ) ， Bacilli ( 13. 51% ) and
Alphaproteobacteria ( 5. 41% ) ． The six predominant bacterial genera were found to be Pseudomonas，Rhodococcus，Micrococcus，

Stenotrophomonas， Achromobacte and Staphylococcus， which
accounted for 51. 35% of the total isolated strains． Further
experiments revealed that 36 strains demonstrated good
adaptability to crude oil and grew well in medium using crude oil
as the sole carbon and energy source． After being cultured for
seven days in medium with an oil concentration of 1500 mg /L，

the oil-degrading rates of eight strains were not less than
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30. 55% ． The rates of 11 strains were measured to be between 10. 05% and 28. 37%，whereas the rates of 18 strains were not more than
8. 05% ． The highest rate was obtained by stain YM43． The PCR detection results showed that 25 strains of the isolated bacteria contained
alkane monooxygenase genes，six strains had aromatic dioxygenase genes，six strains existed biphenyl dioxygenase genes，four strains
contained naphthalene dioxygenase genes，while three strains contained toluene dioxygenase genes． Catechol dioxygenase genes were
detected in two strains． The conclusions illustrate that a high diversity of culturable oil-degrading bacteria existed in the oil-contaminated
desert soil，and the separated strains showed efficient oil degradation，which might be related with the hydrocarbon metabolism genes．
Keywords: desert soil; oil-degrading bacteria; 16S rRNA; diversity; degrading genes

土壤环境存在着丰富的微生物资源，也是石油降

解微生物重要来源之一． 石油污染导致土壤理化性

质改变，同时也导致土壤微生物群落结构及多样性发

生改变［1-2］． 不同污染土壤环境来源的微生物有一定

差异，王新新等［3］从石油污染盐碱土壤的翅碱蓬根

周围 分 离 到 8 株 细 菌，分 别 属 于 戈 登 氏 菌 属

( Gordonia) 、无色杆菌属 ( Achromobacter ) 、迪茨菌属

( Dietzia ) 、芽 孢 杆 菌 属 ( Bacillus ) 和 假 单 胞 菌 属

( Pseudomonas) ，16S rRNA 基因克隆文库分析发现优

势 菌 包 括 海 杆 菌 属 ( Marinobacter ) 、食 烷 菌 属

( Alcanivorax) 和假单胞菌属． Saadoun［4］从柴油污染

土壤里分离石油降解菌包括假单胞菌属、不动杆菌属

( Acinetobacter ) 、芽 孢 杆 菌 属 和 放 线 菌 属

( Actinomyces) ． Al-Saleh 等［5］从科威特海岸沿线分离

出 272 株石油降解菌，主要为假单胞菌属，芽孢杆菌

属，葡萄球菌属( Staphylococcus) ，不动杆菌属，考克氏

菌属 ( Kocuria ) 和 微 球 菌 属 ( Micrococcus ) ． 吴 常 亮

等［6］用传统分离培养及 PCR-DGGE 技术研究了印度

洋表层海水石油降解细菌多样性，共得到 29 个属 51
株不同细菌，主要包括 α 亚群和 γ 亚群，其中食烷菌

属占 18%，新 鞘 氨 醇 杆 菌 属 ( Novosphingobium ) 占

10%，海杆菌属占 6%，海链藻属 ( Thalassospira ) 占

6%，首次发现有降解能力的 Sinomonas、Knoellia 和

Mesoflavibacter． 信艳娟等［7］对大连湾海水、海泥和海

绵样品采集分离筛选 50 株原油降解菌，形态观察和

16S rRNA 基因分析表明属于 22 属，其中 6 株是潜在

新菌． 韩平等［8］对胜利油田滩涂区土壤石油降解菌

进行了筛选和鉴定，利用 PCR-DGGE 技术分析菌群

多样性，优势菌群主要为 γ 变形菌纲，其次为 α 变形

菌 纲 ( Alphaproteobacteria ) 、 ε 变 形 菌 纲

( Epsilonproteobacteria) 、放线菌纲 ( Actinobacteria) 和

黄 杆 菌 纲 ( Flavobacteria ) ，属 于 盐 单 胞 菌 属

( Halomonas) 、食烷菌属和海杆菌属，未培养优势菌

Sulfurovum、Gillisia 和 Arcobacter．
我国西部土壤荒漠化对当地生态环境影响较

大，研究荒漠土壤微生物多样性，分离高效石油降

解菌株，对加强荒漠区石油污染环境生态恢复意义

重大． 该研究采用涂布平板法对西部石油污染荒漠

土壤 可 培 养 细 菌 进 行 分 离，经 过 细 菌 形 态 学 及

16S rRNA基因系统发育分析，研究可培养细菌群落

结构和多样性，分析菌株的石油利用及降解能力，

分析分离菌株石油降解相关基因多样性，以期为荒

漠区石油污染土壤的生物修复提供理论基础及菌

种资源．
1 材料与方法
1． 1 试剂及仪器

TaqDNA 聚合酶、Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽

提试 剂 盒 ( 上 海 生 工 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司 ) ，

GelRed 核酸染料( 北京优尼康生物科技有限公司) ，

dNTP、Agarose Regular ( TaKaRa Biotechnology) ，其他

试剂为国产和进口分析纯．
IS-RDH2 恒 温 振 荡 器 ( 美 国 精 骐 有 限 公 司 ) ;

Neofuge 15R 台式高速冷冻离心机( 上海力申科学仪

器有限公司) ; TC-96 /G /H 基因扩增仪( 杭州博日科

技有限公司) ; Tanon-3500 凝胶图像处理系统 ( 上海

天能科技有限公司) ; Oil460 红外分光测油仪 ( 北京

华夏科创仪器股份有限公司) ．
1． 2 样品及培养基

石油污染土壤样品来源于甘肃玉门油田，取样深

度为 10 cm 左右，土壤样品用无菌袋密闭保存．
基础培养基: NH4NO3 3 g，K2HPO4 1． 5 g，KH2PO4

1． 5 g，NaC1 0． 5 g，MgSO4·7H2O 0． 1 g，CaCl2 0． 01 g，

FeC12 0． 01 g，蒸馏水 1 L，pH 为 7． 0．
富集培养基: 基础培养基 + 石油．

1． 3 石油降解菌富集和分离

称取 10 g 石油污染土样加到装有 100 mL 无菌

水的 250 mL 锥形瓶中，于 30 ℃，150 r /min 条件下恒

温振荡 3 ～ 4 h，使土样中微生物均匀分散于水中，静

置 30 min，取上述混合液以不同石油浓度培养液进行

驯化: 吸取 1 mL 种子液于 100 mL 石油浓度为 500
mg /L 的培养液中，30 ℃、150 r /min 恒温振荡培养 3
d，吸取 1 mL 上述培养液于 100 mL 较高石油浓度培
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养液中，培养 3 d，如此反复，石油浓度由 500 mg /L 逐

渐增加为 1 000、2 000、3 000 mg /L，取末次驯化培养

液，稀释 10、102、103、104 倍，吸取 200 μL 涂布于 LB
培养基，30 ℃ 恒温培养，选择不同菌落形态的优势

菌，在 LB 平板上划线分离，纯化后再筛选具有降解

性能的菌株，－ 80 ℃下保藏．
1． 4 细菌 16S rRNA 基因序列测定及系统进化分析

用 Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取

细菌总 DNA，采用 16S rRNA 基因通用引物( 27F: 5'-
AGA GTT TGA TCC TGC TCA G-3'; 1492R: 5'-GGT
TAC CTT GTT ACG ACT T-3') PCR 扩增目的片段．
PCR 反应体系: 10 × Buffer 5 μL、MgCl2 ( 25 mmol /L)

3 μL、dNTP ( 2． 5 mmol /L) 1． 5 μL、DNA 模版 1 μL、
引物 27F ( 50 μmol /L ) 0． 25 μL、引物 1492R ( 50
μmol /L) 0． 25 μL 和 TapDNA 聚合酶 1 μL，加无菌水

补至 50 μL． 反应循环参数如下: 94 ℃预变性 5 min;

94 ℃变性 50 s，56 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，30
个循环; 最后 72 ℃延伸 10 min． PCR 产物送至上海

生工生物工程公司测序，在 EzTaxon 基因库中进行模

式种比对，通过 CLASTAL X 和 MEGA 4 软件构建系

统发育树．
1． 5 菌株生长特性及石油降解效果检测

挑取 纯 化 的 单 菌 落 于 LB 液 体 培 养 基 中，于

30 ℃、150 r /min 振荡培养 24 h，8 000 r /min 离心 10
min，收集菌体，用生理盐水冲洗两遍，菌体重悬后以

2%接种量分别接入以原油为唯一碳源和能源的基础

培养基中，30 ℃，180 r /min 培养 3 d，采用稀释涂板

法对比初始接入菌落数和培养 3 d 后细菌菌落数的

变化，以此 反 映 细 菌 在 原 油 基 础 培 养 基 中 生 长 特

性，继续培养 7 d，用四氯化碳多次萃取培养液剩余

原油，将萃取液分别用无水硫酸钠 ( 300 ℃ 烘 2 h)

过滤除水，硅酸镁去除动植物油干扰，收集于 25 mL
刻度试管并定容至刻度，采用红外分光光度法测定

培养基中残油含量，每组 3 个平行，并作对照( 以不

加菌的含油培养基为对照试验) ，石油降解率( η) 的

计算公式:

η = ( C1 － C2 ) /C1 × 100%
式中: C1为空白样中石油浓度，mg /L; C2 为采集样品

中石油浓度，mg /L．
1． 6 石油降解相关基因检测

根据常见微生物烷烃单加氧酶基因保守序列，合

成 3 对特异性引物 ALK1，ALK2 和 ALK3［9］，并根据

部分芳烃降解基因设计 15 对芳烃双加氧酶引物( 见

表 1) ，进行特异性 PCR 扩增． PCR 反应体系: 10 ×
Buffer 5 μL、MgCl2 ( 25 mmol /L ) 3 μL、dNTP ( 2． 5
mmol /L) 1． 5 μL、DNA 模版 1 μL、引物 1 ( 50 μmol /L)

0． 25 μL、引物 2 ( 50 μmol /L) 0． 25 μL 和 TapDNA 聚

合酶 1 μL，加无菌水补至 50 μL． 反应循环参数如下: 94
℃预变性 5 min; 94 ℃变性 1 min，56 ～62 ℃退火 1 min，

72 ℃延伸 1 min，30 个循环; 72 ℃继续延伸 10 min．

表 1 石油降解基因检测引物

Table 1 Primers for PCR detection of the oil-degrading related genes

降解基因 引物 序列( 5' ～ 3') 参考菌株 片段大小 /bp

烷烃单加氧酶

ALK1F CATAATAAAGGGCATCACCGT
Pseudomonas aureofaciens RWTH529 ( AJ520560) 185

ALK1R GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC
ALK2F GAGACAAATCGTCTAAAACGTAA

Acinetobacter sp． 2769A ( AJ009585) 271
ALK2R TTGTTATTATTCCAACTATGCTC
ALK3F TCGAGCACATCCGCGGCCACCA

Rhodococcus erythropolis NRRLB-16531 ( AJ009586) 330
ALK3R CCGTAGTGCTCGACGTAGTT

芳烃双加氧酶

Ahd-327F23 GCAGCTATACCTGTCCGTTCCAC
Pseudomonas aeruginosa PAO1 ( AJ009580) 314

Ahd-618R21 TGAGCTTCCAGTTGCCTTCGT
Ahd-408F19 CGAACGGCCACTACAGCTT

Rhodococcus erythropolis PR4 ( NC_012490． 1) 305
Ahd-694R23 TCTCGAATACGGAGGCATTACGG
Ahd-569F21 CCATGTCATTACCGAACGCTA

Acinetobacter baumannii ATCC 17978 ( CP000521． 1) 429
Ahd-977R21 CCTGCGTCGATATTGAGCATC

联苯双加氧酶

Bd-76F21 CGATTTCTACACCCGCGTGCT
Pseudomonas aeruginosa PAO1 ( AJ009580) 319

Bd-374R23 TACAGCGGGTTGCTCAGTTCGAT
Bd-52F22 ATTTCGAACAAAACCCGCACCA

Rhodococcus jostii RHA1 ( CP000431． 1) 350
Bd-380R21 TTCACCAGGTTTCTCACCGTC
Bd-569F21 CCATGTCATTACCGAACGCTA

Acinetobacter baumannii ATCC 17978 ( CP000521． 1) 451
Bd-999R20 ACCTTACGGGACTGAACACC

108
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续表

降解基因 引物 序列( 5' ～ 3') 参考菌株 片段大小 /bp

甲苯双加氧酶

Td-44F21 AAGCACGCTATCTCGACGACA
Pseudomonas stutzeri DSM 10701 ( CP003725． 1) 315

Td-337R22 TCTTGTAACGGAAACTCATGGT
Td-141F21 CGTCATCGACAAGCACGGCAT

Rhodococcus erythropolis PR4 ( NC_012490． 1) 309
Td-430R20 ACGGTGGCCCCATCCAACCC
Td-102F20 TTTACCGATGCAGGTCAAGC

Acinetobacter baumannii AB307-0294 ( CP001172． 1) 427
Td-508R21 CAGGAGGGCATCCATAACCAA

萘双加氧酶

Nd-64F21 TTCTTAAATTCCGGCGACGAG
Pseudomonas stutzeri CCUG 29243 ( CP003677． 1) 425

Nd-469R20 TTCCATTTATCCTCCCGAGT
Nd-538F21 GCCATATCGCCCAGAACTTCG

Rhodococcus jostii RHA1 ( CP000431． 1) 301
Nd-817R22 TTGAGCACCTCCAGATGATCCG
Nd-546F21 CCATGTCATTACCGAACGCTA

Acinetobacter baumannii ATCC 17978 ( CP000521． 1) 429
Nd-954R21 CCTGCGTCGATATTGAGCATC

邻苯二酚
双加氧酶

C23d-332F23 CACCATCCGGGCATTTCTTCGAG
Pseudomonas putida pDK1 ( AB434906． ) 480

C23d-791R21 CTCCACCGCAGAACACTTCGT
C23d-13F21 CGTTTCGACATCGCGCACCTC

Rhodococcus opacus B4 ( AP011115． 1) 563
C23d-556R20 CACGCGCCGATCTCCACGTT
C23d-189F21 GCAAGGTTCAACTTTACGTGA

Acinetobacter baumanniiAB307-0294 ( CP001172． 1) 511
C23d-679R21 GTTCATATGTAATCCGCCTCC

2 结果与分析
2． 1 石油降解菌分离鉴定及多样性分析

采用富集培养方法，以石油为唯一碳源和能源，

从石油污染土壤分离到石油降解菌 37 株 34 种，其

中，革 兰 氏 阳 性 菌 18 株，革 兰 氏 阴 性 菌 19 株．
16S rRNA基因序列分析表明其属于放线菌纲、γ 变形

菌纲、β 变形菌纲、芽孢杆菌纲和 α 变形菌纲，其中放

线菌纲细菌 13 株，占 35． 14%，γ 变形菌纲 12 株，占

32． 43% ，β 变形菌纲 5 株，占 13． 51% ，芽孢杆菌纲

5 株，占 13． 51% ，α 变形菌纲 2 株，占 5． 41% ． 主要

包括假单胞菌属、红球菌属 ( Rhodococcus) 、微球菌

属、寡养单胞菌属 ( Stenotrophomonas) 、无色杆菌属

和 葡 萄 球 菌 属． 较 多 的 还 有 短 波 单 胞 菌 属

( Brevundimonas) 、短 状 杆 菌 属 ( Brachybacterium ) 和

沙雷氏菌属( Serratia) ( 见表 2 ) ，其系统发育分析结

果见图 1．
表 2 石油降解菌 16S rRNA 序列分析

Table 2 Analysis of 16S rRNA gene sequence of the oil-degrading bacteria

菌株 基因库登录号 属名 参考菌株 相似度 /%
YM01 AY170848 无色杆菌属( Achromobacter) Achromobacter spanius LMG 5911 99． 92
YM02 AP008934 葡萄球菌属( Staphylococcus) Staphylococcus saprophyticusATCC 15305 100． 00
YM03 AB009936 葡萄球菌属( Staphylococcus) Staphylococcus cohniiATCC 49330 100． 00
YM05 APJC01000042 红球菌属( Rhodococcus) Rhodococcus equiNBRC 101255 100． 00
YM07 AJ783958 血杆菌属( Sanguibacter) Sanguibacter marinus 1-19 99． 76
YM08 X80748 节杆菌属( Arthrobacter) Arthrobacter agilis DSM 20550 99． 26
YM09 X79289 红球菌属( Rhodococcus) Rhodococcus erythropolis DSM 43066 99． 92
YM10 EU573216 寡氧单胞菌属( Stenotrophomonas) Stenotrophomonas chelatiphaga LPM-5 99． 48
YM11 D55729 动性球菌属( Planococcus) Planomicrobium okeanokoitesIFO 12536 99． 66
YM12 CP007597 寡氧单胞菌属( Stenotrophomonas) Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 100． 00
YM13 D87677 气球菌属( Aerococcus) Aerococcus urinaeequi IFO 12173 99． 93
YM14 JQ246444 假单胞菌属( Pseudomonas) Pseudomonas kunmingensis HL22-2 99． 55
YM15 BAMA01000316 假单胞菌属( Pseudomonas) Pseudomonas aeruginosa JCM 5962 100． 00
YM16 AB009939 葡萄球菌属( Staphylococcus) Staphylococcus equorum ATCC 43958 100． 00
YM17 HE613446 无色杆菌属( Achromobacter) Achromobacter mucicolens LMG 26685 99． 85
YM18 AKKL01000058 普罗维登斯菌属( Providencia) Providencia burhodogranariea DSM 19968 99． 40
YM19 AB061685 沙雷氏菌属( Serratia) Serratia marcescensKRED 99． 56
YM20 JMPQ01000005 沙雷氏菌属( Serratia) Serratia marcescensATCC 13880 99． 63
YM22 FM201274 假单胞菌属( Pseudomonas) Pseudomonas baetica a390 99． 77
YM25 GQ250440 短波单胞菌属( Brevundimonas) Brevundimonas olei MJ15 100． 00
YM28 JALV01000036 寡氧单胞菌属( Stenotrophomonas) Stenotrophomonas maltophilia MTCC 434 99． 61
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续表

菌株 基因库登录号 属名 参考菌株 相似度 /%
YM29 JTLO01000001 肠杆菌属( Enterobacter) Enterobacter ludwigii EN-119 100． 00
YM32 ACQB01000091 不动杆菌属( Acinetobacter) Acinetobacter baumannii ATCC 19606 100． 00
YM33 EU888308 代尔夫特菌属( Delftia) Delftia lacustris DSM 21246 100． 00
YM35 GL883089 短波单胞菌属( Brevundimonas) Brevundimonas diminuta ATCC 11568 99． 77
YM36 EU391388 假单胞菌属( Pseudomonas) Pseudomonas brassicacearumATCC 49054 99． 77
YM38 KM359785 微杆菌属( Microbacterium) Microbacterium proteolyticumRZ36 99． 10
YM39 DQ491453 微球菌属( Micrococcus) Micrococcus flavusLW4 99． 92
YM40 AB618146 纤维单胞菌属( Cellulomonas) Cellulomonas pakistanensis NCCP-11 99． 32
YM41 AF177667 鲍特氏菌属( Bordetella) Bordetella hinzii LMG 13501 98． 80
YM42 FJ423763 微球菌属( Micrococcus) Micrococcus terreus V3M1 99． 92
YM43 X79289 红球菌属( Rhodococcus) Rhodococcus erythropolis DSM 43066 100． 00
YM46 AY170848 无色杆菌属( Achromobacter) Achromobacter spanius LMG 5911 99． 93
YM47 FR832424 微球菌属( Micrococcus) Micrococcus cohniiWS4601 99． 92
YM48 ATWM01000024 ( Serinicoccus) Serinicoccus marinus DSM 15273 97． 22
YM52 AJ537574 短状杆菌属( Brachybacterium) Brachybacterium muris C3H-21 98． 32
YM54 AJ537574 短状杆菌属( Brachybacterium) Brachybacterium murisC3H-21 100． 00

注: 括号内为 GenBank 登录号; 分支点上的数字为自展值百分比; 线段 0． 02 为核苷酸替换率．

注: 括号内为 GenBank 登录号; 分支点上的数字为自展值百分比; 线段 0． 02 为核苷酸替换率．

图 1 石油降解菌系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of the oil-degrading bacteria
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2． 2 降解菌在石油培养基中生长特性及降解率测定

菌株接种在以石油为唯一碳源和能源的培养基

中，除 Brevundimonas sp． YM35 生长缓慢外，其余 36
株均能 很 好 生 长 ( 见 表 3 ) ，其 中 Achromobacter sp．
YM01、Staphylococcus sp． YM02、Rhodococcus sp．
YM05、Rhodococcus sp． YM09、Pseudomonas sp．
YM15、Serratia sp． YM20、Pseudomonas sp． YM22、
Brevundimonas sp． YM25、 Stenotrophomonas sp．
YM28、Enterobacter sp． YM29、Acinetobacter sp． YM32、
Pseudomonas sp． YM36、Micrococcus sp． YM39、
Rhodococcus sp． YM43、Achromobacter sp． YM46 等 15

株细菌生长快速． 用红外分光法测定培养基中残余

油量，对照组中残余石油量为 1 234． 62 mg /L，萃取率

为 82． 31%，发现 8 株细菌培养 7 d 后的降解率不低

于 30． 55%，其中 Rhodococcus sp． YM43 降解效果最

好，降 解 率 达 55． 47%，其 次 为 Acinetobacter sp．
YM32、Enterobacter sp． YM29、Rhodococcus sp． YM09、
Micrococcus sp． YM39、Pseudomonas sp． YM15、
Brevundimonas sp． YM25 和 Serratia sp． YM20，降解

率 分 别 为 45． 91%、39． 80%、38． 85%、35． 75%、
33． 84%、30． 98% 和 30． 55%． 11 株 细 菌 降 解 率 在

10． 05% ～28． 37%之间，18 株细菌降解率不高于8． 05%．

表 3 菌株在石油中的生长特性及降解能力

Table 3 The growth characteristics of oil-degrading bacteria in oil medium

菌株 生长特性 降解率 /% 菌株 生长特性 降解率 /%

Achromobacter sp． YM01 + + + 3． 13 Brevundimonas sp． YM25 + + + 30． 98

Staphylococcus sp． YM02 + + + 12． 49 Stenotrophomonas sp． YM28 + + + 25． 72

Staphylococcus sp． YM03 + 8． 05 Enterobacter sp． YM29 + + + 39． 80

Rhodococcussp． YM05 + + + 28． 37 Acinetobacter sp． YM32 + + + 45． 91

Sanguibacter sp． YM07 + + 13． 54 Delftia sp． YM33 + 3． 26

Arthrobacter sp． YM08 + 4． 37 Brevundimonas sp． YM35 － 0． 49

Rhodococcus sp． YM09 + + + 38． 85 Pseudomonas sp． YM36 + + + 4． 11

Stenotrophomonas sp． YM10 + 3． 08 Microbacterium sp． YM38 + 3． 66

Planococcus sp． YM11 + + 23． 43 Micrococcus sp． YM39 + + + 35． 75

Stenotrophomonas sp． YM12 + + 4． 10 Cellulomonas sp． YM40 + 3． 89

Aerococcus sp． YM13 + + 13． 41 Bordetella sp． YM41 + + 21． 41

Pseudomonas sp． YM14 + 3． 32 Micrococcus sp． YM42 + 2． 71

Pseudomonas sp． YM15 + + + + 33． 84 Rhodococcus sp． YM43 + + + + 55． 47

Staphylococcus sp． YM16 + + 3． 54 Achromobacter sp． YM46 + + + 14． 67

Achromobactersp． YM17 + + 3． 45 Micrococcus sp． YM47 + + 10． 05

Providencia sp． YM18 + 3． 21 Serinicoccus sp． YM48 + + 15． 98

Serratia sp． YM19 + + 4． 14 Brachybacterium sp． YM52 + 4． 70

Serratia sp． YM20 + + + 30． 55 Brachybacterium sp． YM54 + 3． 12

Pseudomonas sp． YM22 + + + 14． 95

注:“ －”表示菌落数低于对照组的 2 倍;“ +”表示菌落数为对照组的 ＞ 2 ～ 4 倍;“ + +”表示菌落数为对照组的 ＞ 4 ～ 6 倍; “ + + +”表示菌
落数为对照组的 ＞ 6 ～ 10 倍;“ + + + +”表示菌落数高于对照组的 10 倍．

2． 3 石油降解相关基因检测

根据文献［9］所报道的主要石油降解菌烷烃单

加氧酶基因通用引物，用 PCR 扩增对烷烃降解相关

基因进行了检测发现，有 25 株细菌具有烷烃单加氧

酶基因，见表 4 和图 2( a) ． 其中，有 14 株革兰氏阳性

菌，即 Staphylococcus sp． YM02、Staphylococcus sp．

YM03、Rhodococcus sp． YM05、Sanguibacter sp． YM07、
Arthrobacter sp． YM08、Rhodococcus sp． YM09、
Aerococcus sp． YM13、Staphylococcus sp． YM16、
Microbacterium sp． YM38、Micrococcus sp． YM39、
Cellulomonas sp． YM40、Rhodococcus sp． YM43、
Brachybacterium sp． YM52、 Brachybacterium sp．
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YM54; 有 11 株革兰氏阴性菌，即 Achromobacter sp．
YM01、Stenotrophomonas sp． YM10、Pseudomonas sp．
YM14、Pseudomonas sp． YM15、Providencia sp． YM18、
Serratia sp． YM19、Serratia sp． YM20、Pseudomonas
sp． YM22、Acinetobacter sp． YM32、Brevundimonas sp．
YM35、Pseudomonas sp． YM36．

根据常见石油降解菌芳烃双加氧酶、联苯双加氧

酶、甲苯双加氧酶、萘双加氧酶和邻苯二酚双加氧酶

基 因 序 列，设 计 特 异 性 引 物，PCR 检 测 到 菌 株

Rhodococcus sp． YM09、Pseudomonas sp． YM14、
Pseudomonas sp． YM15、Acinetobacter sp． YM32、和

Pseudomonas sp． YM36 具有芳烃双加氧酶和联苯双

加氧酶基因，Rhodococcus sp． YM09、Pseudomonas sp．
YM14、Pseudomonas sp． YM15、Acinetobacter sp． YM32
具有萘双加氧酶基因，YM14 和 YM32 具有甲苯双加

氧酶和邻苯二酚双加氧酶基因，其余结果详见表 5、
图 2( b) ( c) ．

选 取 高 效 降 解 菌 Rhodococcus sp． YM09，

Pseudomonas sp． YM15，Acinetobacter sp． YM32 和

Rhodococcus sp． YM43 的 PCR 产物送至上海生工生

物工程公司测序，在 NCBI 基因库中进行 Blast 比对，

结果 表 明，从 YM32 中 扩 增 出 的 ALK2 序 列 与

Acinetobacter baumannii XH860 ( CP014538． 1 ) 的烷烃

单加氧酶序列相似度为 96． 61% ; 从 YM09 和 YM43
中扩增出的 ALK3 序列与 Rhodococcus erythropolis PR4
( AP008957． 1 ) 和 Rhodococcus erythropolis R138
( CP007255． 1 ) 的烷烃单加氧酶序列相似度分别为

96． 63% 和 95． 70% ; 从 YM15 中 扩 增 出 的 序 列 与

Pseudomonas aeruginosa PAO1 ( AE004091． 2 ) 的芳烃

双加氧酶和联苯双加氧酶序列相似度分别为97． 89%
和 98． 97% ; 从 YM32 中扩增出的序列与 Acinetobacter
baumannii AB307-0294 ( CP001172． 1 ) ，Acinetobacter
baumannii ATCC 17978 ( CP000521． 1) 和 Acinetobacter
baumannii AB307-0294 ( CP001172． 1 ) 的甲苯双加氧

酶，萘双加氧酶和邻苯二酚双加氧酶序列相似度分别

为 98． 43%、97． 73%和 96． 07% ．

表 4 石油降解菌烷烃单加氧酶基因 PCR 检测

Table 4 PCR detection of the alkane monooxygenase genes of the oil-degrading bacteria

序号 菌株 ALK1 序列 ALK2 序列 ALK3 序列 序号 菌株 ALK1 序列 ALK2 序列 ALK3 序列

1 Achromobacter sp． YM01 + － + 20 Brevundimonas sp． YM25 － － －

2 Staphylococcus sp． YM02 － － + 21 Stenotrophomonas sp． YM28 － － －

3 Staphylococcus sp． YM03 － － + 22 Enterobacter sp． YM29 － － －

4 Rhodococcussp． YM05 － － + 23 Acinetobacter sp． YM32 － + +

5 Sanguibacter sp． YM07 － － + 24 Delftia sp． YM33 － － －

6 Arthrobacter sp． YM08 － － + 25 Brevundimonas sp． YM35 － － +

7 Rhodococcus sp． YM09 － － + 26 Pseudomonas sp． YM36 － － +

8 Stenotrophomonas sp． YM10 － － + 27 Microbacterium sp． YM38 － － +

9 Planococcus sp． YM11 － － － 28 Micrococcus sp． YM39 － － +

10 Stenotrophomonas sp． YM12 － － － 29 Cellulomonas sp． YM40 － － +

11 Aerococcus sp． YM13 － － + 30 Bordetella sp． YM41 － － －

12 Pseudomonas sp． YM14 － － + 31 Micrococcus sp． YM42 － － －

13 Pseudomonas sp． YM15 － － + 32 Rhodococcus sp． YM43 － － +

14 Staphylococcus sp． YM16 － － + 33 Achromobacter sp． YM46 － － －

15 Achromobactersp． YM17 － － － 34 Micrococcus sp． YM47 － － －

16 Providencia sp． YM18 － － + 35 Serinicoccus sp． YM48 － － －

17 Serratia sp． YM19 － － + 36 Brachybacterium sp． YM52 － － +

18 Serratia sp． YM20 － － + 37 Brachybacterium sp． YM54 － － +

19 Pseudomonas sp． YM22 － － +

注:“ +”表示具有石油烃降解基因;“ －”表示没有石油烃降解基因．

508



环 境 科 学 研 究 第 30 卷

表 5 石油降解菌芳烃类双加氧酶基因 PCR 检测

Table 5 PCR detection of the aromatic hydrocarbons genes of the oil-degrading bacteria

菌株
降解基因

芳烃双加氧酶 联苯双加氧酶 甲苯双加氧酶 萘双加氧酶 邻苯二酚双加氧酶

Rhodococcussp． YM05 － + － － －

Rhodococcus sp． YM09 + + － + －

Pseudomonas sp． YM14 + + + + +

Pseudomonas sp． YM15 + + － + －

Acinetobacter sp． YM32 + + + + +

Pseudomonas sp． YM36 + + － － －

Rhodococcus sp． YM43 + － + － －

注:“ +”表示降解基因阳性;“ －”表示降解基因阴性．

图 2 石油降解基因 PCR 检测琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 2 Electrophoresis of the oil-degrading genes of the oil-degrading bacteria

3 讨论
通过富集培养从石油污染土壤中筛选分离到 37

株细菌，其中，革兰氏阳性菌 18 株，革兰氏阴性菌 19
株，分属于细菌域 3 个门、5 个纲、21 个属、34 种，表

明该油田污染荒漠土壤石油降解菌株具有多样性．
其中假单胞菌属、红球菌属、微球菌属、寡养单胞菌

属、无色杆菌属和葡萄球菌属为荒漠土壤的重要菌

属，约占 51． 35%，与国内外相关报道有一定差异． 任

随周等［10］从广东某炼油厂石油污染土壤中分离筛选

到 28 株细菌，分别为短杆菌属、假单胞菌属、邻单胞

菌属和微球菌属，其中短杆菌属和假单胞菌属占绝对

优势． 史利荣等［11］从采油废水处理系统活性污泥中

分离纯化得到 200 株细菌，经 16S rRNA 基因序列系

统发育分析表明，所分离菌株分属于 5 个大的系统发

育类 群 的 23 个 属 39 个 种，其 中，α 变 形 菌 纲 占

2． 5%，β 变形菌纲占 2． 5%，γ 变形菌纲占 49． 5%，厚

壁门占 27． 5%，放线菌门占 18%，不动杆菌属是可培

养最优势菌属，进一步分析表明不动杆菌属、红球菌

属、芽孢杆菌属、肠杆菌属( Enterobacter) 、分支杆菌属

( Mycobacterium) 、克雷伯氏菌属 ( Klebsiella) 、假单胞

菌属、气单胞菌属( Aeromonas) 和硝酸盐还原菌均对

采油废水中石油类污染物具有不同程度降解作用，石

油降解率均在 30%以上，最高可达 84． 8% ．
此次从荒漠土壤分离优势菌中红球菌属、假单胞

菌属不仅种类占优势，而且菌株的降解效果明显，如

Rhodococcus sp． YM43 降解率为 55． 47%，Rhodococcus
sp． YM09 降解率为 38． 85% ． Pseudomonas sp． YM15
降解率为 33． 84%，这与文献［12-14］的报道一致，假

单胞菌属、红球菌属是许多土壤及水体分离的优势

菌，最初报道的石油降解菌也是假单胞菌属细菌，有

关其降解机制等有较多报道［12-14］． 不动杆菌属、肠杆

菌属、沙雷氏菌属、普罗维登斯菌属( Providencia) 、代
尔夫特菌属( Delftia) 和纤维菌属( Cellulomonas) 对原

油的 降 解 效 果 也 有 相 关 报 道［15-16］，此 次 分 离 的

Acinetobacter sp． YM32 降 解 率 为 45． 91%，

Enterobacter sp． YM29 对石油降解率为 39． 80% ． WU
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等［17］从石 油 污 染 的 盐 碱 地 土 壤 中 分 离 的 耐 盐 菌

Serratia sp． BF40 可降解污染土壤中 38% 的原油，当

添加表面活性剂后，降解率可达 59． 1% ． Providencia
sp． 3 对曲轴箱润滑油的降解率可达 75． 8%［18］，从石

化废水分离的 Delftia lacustris LZ-C，能够分解代谢

苯、甲苯、萘等多环芳烃，对重金属具有一定抵抗作

用［19］，纤维菌属 GPM2609 对多环芳烃荧蒽、芘和菲

的降解率分别为 15%、55%和 100%［20］． 此次分离样

品中有 3 株葡萄球菌属细菌———Staphylococcus sp．
YM02、Staphylococcus sp． YM03 和 Staphylococcus sp．
YM16，在原油中有较好生长，对原油的降解率分别为

12． 49%、8． 05% 和 3． 54%，这 与 其 他 文 献 报 道［21］

相似．
烷烃、芳香烃和多环芳烃分解主要依赖于细菌产

生的各种代谢酶，不同烃类的降解途径及代谢酶各不

相同，烷烃分解代谢常见的烷烃单加氧酶有膜烷烃羟

化酶、细胞色素 P450 加氧酶、铜离子依赖性烷烃羟化

酶等［22-23］，芳烃代谢相关的酶有芳烃双加氧酶［24-25］、
邻苯二酚双加氧酶［26］、甲苯双加氧酶［27］、联苯双加

氧酶［28］等． 通过特异性 PCR 检测发现，25 株细菌具

有烷烃单加氧酶基因，YM09、YM14、YM15、YM32、
YM36 和 YM43 具 有 芳 烃 双 加 氧 酶 基 因，YM05、
YM09、YM14、YM15、YM32 和 YM36 具有联苯双加氧

酶基因，YM09、YM14、YM15 和 YM32 具有萘双加氧

酶基因，YM14、YM32 和 YM43 具有甲苯双加氧酶基

因，YM14 和 YM32 还检测出邻苯二酚双加氧酶基

因，此结果表明细菌中石油烃分解降解基因具有多样

性． 有些菌株中没有检测到相应的烷烃及芳烃加氧

酶，可能是由于这些菌株的代谢相关基因与笔者所选

择的基 因 序 列 差 异 性 较 大 的 原 因，有 待 于 进 一 步

研究．
4 结论

a) 荒漠油田污染土壤可培养细菌具有丰富多样

性，分离的 37 株细菌属于放线菌门、γ 变形菌纲、β 变

形菌纲、厚壁菌门和 α 变形菌纲的 21 个属、34 种，主

要为 放 线 菌 纲 和 γ 变 形 菌 纲，分 别 占 35． 14% 和

32． 43% ．
b) 分离的细菌有不同的石油降解能力，其中

YM43 降解率可达 55． 47%，另有 8 株细菌降解率不

低于 30． 55%，11 株 细 菌 降 解 率 介 于 10． 05% ～
28． 37%，18 株细菌降解率不高于 8． 05% ．

c) 大部分降解菌中检测到石油降解相关基因，

25 株细菌具有烷烃单加氧酶基因，6 株细菌含芳烃双

加氧酶基因，6 株细菌含联苯双加氧酶基因，4 株细菌

含萘双加氧酶基因，3 株细菌含甲苯双加氧酶基因，2
株细菌含邻苯二酚双加氧酶基因．
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