
 

DOI:10.7524/j.issn.0254-6108.2021102505
邢玥, 吴蔓莉, 刘泽梁, 等. 高浓度含油废水中不同组分烃的生物强化去除特性[J]. 环境化学, 2023, 42（2）: 567-574.

XING Yue, WU Manli, LIU Zeliang, et al. Removal efficiencies of different components of crude oil by bioaugmentation[J]. Environmental

Chemistry, 2023, 42 （2）: 567-574.

高浓度含油废水中不同组分烃的生物强化去除特性 *

邢    玥　吴蔓莉 **　刘泽梁　段旭红　易    宁　肖贺月

（陕西省环境工程重点实验室，西北水资源与环境生态教育部重点实验室，西安建筑科技大学环境与市政工程学院，西安，

710055）

摘　要　为探究石油烃降解菌群对高浓度含油废水中不同组分烃的生物降解特性，向含油水相中接种石

油烃降解菌群 LW-10(Accession number: SRR15082184)进行降解实验. 利用 GC-MS研究了 LW-10对原油

中不同组分烃的降解性能，采用流式细胞术检测降解体系中的菌量变化. 利用 qPCR技术对控制不同组

分烃降解的关键基因进行检测. 结果表明，原油浓度为 5000 mg·L−1 的含油废水中接种 LW-10降解 17 d，
对原油中烷烃和多环芳烃组分的降解率分别为 96.7%和 28.4%. 体系中的降解菌总浓度与高活性菌浓度

由接种时的 1.0×108 cfu·mL−1 增加至 2.1×109 cfu·mL−1 和 8.3×108 cfu·mL−1. 检测的 3种石油烃降解功能基因

中，烷烃单加氧酶基因 alkB2拷贝数由 1.06×108 copy·mL−1 变为 2.84×108 copy·mL−1；芳烃双加氧酶基因

Ahd 由 1.06×108 copy·mL−1 降低至 1.65×107 copy·mL−1；氧化还原酶基因 PA4513由 4.09×106 copy·mL−1 增加

增加至 9.26×108 copy·mL−1. 结果表明降解菌群 LW-10对含油废水中的烷烃组分具有高效降解能力，对多

环芳烃组分的降解能力较差. LW-10在降解石油烃过程中通过同化作用发生增殖，不同组分烃的降解效

果与石油烃降解功能基因之间存在正相关关系.
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Abstract　 The  aim  of  this  study  is  to  investigate  the  biodegradation  efficiencies  of  different
components of crude oil  and functional gene shift  by inoculating petroleum degrading flora LW-10
(Accession  number:  SRR15082184)  in  the  oily  aqueous  phase.  The  bacterial  numbers  in  the
degradation systems were detected by flow cytometry.  The copy numbers of functional genes were
determined  by  using  real-time  polymerase  chain  reaction  (qPCR).  Results  showed  that  petroleum-
degrading  flora  LW-10  isolated  from  the  petroleum-contaminated  soil  was  composed  by
Acinetobacter,  Pseudomonas,  Pandoraea,  Achromobacter,  Olivibacter,  Rhodococcus,  and
Leucobacter. After 17 d of inoculation, the numbers of the total bacteria and highly active bacteria in
the systems increased from 1.0×108 cfu·mL−1 to 2.1×109 cfu·mL−1 and 8.3×108 cfu·mL−1, respectively.
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The  degradation  rates  of  alkanes  and  polycyclic  aromatic  hydrocarbons  (PAHs)  were  96.7%  and
28.4%,  respectively.  For  hydrocarbon  degradation  functional  genes  detected,  the  copy  numbers  of
alkane  monooxygenase  genes  AlkB2  changed  from  1.06×108  copy·mL−1  to  2.84×108  copy·mL−1;
aromatics  dioxygenase  genes Ahd  decreased  from  1.06×108  copy·mL−1 to  1.65×107  copy·mL−1;  the
oxidoreductase  gene  PA4513  increased  from  4.09×106  copy·mL−1 to  9.26×108  copy·mL−1.  Results
suggested that flora LW-10 had high degradation capacity towards alkane components in the aqueous
phase,  but  its  degradation  ability  towards  PAHs  is  poor.  Also,  the  flora  LW-10  proliferated  in  the
process  of  degrading  petroleum  hydrocarbons.  There  is  a  positive  correlation  between  the
degradation  effects  of  different  components  and  the  function  genes  that  encode  the  enzymes
controlling hydrocarbon biodegradation.
Keywords　 oily  wastewater， petroleum-degrading  flora， degradation  gene， real-time  PCR，
degradation bacteria number.

  

石油是由烷烃、多环芳烃、以及少量沥青和树脂组成的复杂混合物. 在石油开采、炼制等生产过

程中产生的废水中含有一定数量的原油，这些石油类污染物质以浮油、分散油、乳化油和溶解油等形

式存在于水体中[1]，如果不经处理直接排放，会对地表水及土壤等环境介质造成污染. 目前对于含油废

水的处理主要包括浮选、生物降解、膜分离、高级氧化等技术[2]. 其中，在微生物降解基础上发展起来

的生物处理法具有操作简单，成本低，不易产生二次污染等优点，是一种环境友好型的处理技术[3 − 4].
生物处理法是利用微生物的新陈代谢分解废水中有机物和某些无机毒物（如氰化物、硫化物），并

将其转化为稳定无害物质的一种污染处理方法[5]. 在利用生物法处理含油废水时，能否筛选出对毒性

物质耐受性强且具有降解作用的功能菌是方法成功与否的关键. 一些研究工作对于接种降解菌强化处

理含油废水进行了报道[6 − 8]. 由于石油烃的复杂性和降解异质性，多数情况下，靠单一的微生物菌种很

难实现其完全降解. 将不同种属的降解菌进行组合，构建结构稳定、功能广泛的高效微生物菌群，可以

弥补接种单株菌强化方法上的不足，有望成为生物法净化含油废水的有效途径. 然而，在降解机制探究

方面，很难阐明复杂菌群中各种菌株的详细功能作用和细微结构[9 − 12].
石油烃降解功能基因是指微生物产生的对于石油烃具有特定降解作用的酶编码基因，通过对功能

基因进行测定，可用于分析微生物对石油烃的生物降解潜势[13 − 15]. 在好氧条件下，烷烃单加氧酶基因

alkB2 和多环芳香烃末端双加氧酶基因 Ahd 是微生物代谢石油不同组分的主要酶系控制基因[16]. 检测

石油烃降解功能关键基因是评价石油烃生物降解潜势的重要依据.
本文以采自陕北地区的陈旧性石油污染土壤作为石油烃降解菌源，通过富集培养获得石油烃降解

菌群 LW-10，通过向高浓度含油废水中接种降解菌群 LW-10 进行强化处理，探究了石油烃不同组分的

生物去除特性、降解菌在含油废水中的生长情况以及石油烃降解关键功能基因的变化规律. 研究可为

探明水体中石油烃的生物去除特性提供理论基础，同时可为接种降解菌群强化去除水体中原油提供技

术支撑.

 1    材料与方法（Materials and methods）

 1.1    石油烃降解菌菌源

石油烃降解菌菌源为采自陕北志丹县（北纬 36°47'44.97"，东经 108°28'24.65"）油井场区受石油污染

的黄绵土，土壤中的含油量为 26633 mg·kg−1. 土壤的理化性质测定方法参考《土壤农化分析》[17]. 测定结

果见表 1[18].
 1.2    石油烃降解菌群的筛选和鉴定

以上述土壤作为石油烃降解菌菌源，以灭菌的 L9 作为富集培养基，采用富集培养法筛选石油烃降

解菌群. 将获得的降解菌群溶于 PBS 缓冲液中，并调节菌悬液的光密度值为 OD600=1.0 备用，石油烃降

解菌群悬液记为 LW-10（Accession number: SRR15082184）. 详细的富集培养方法见文献 [18]. 
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表 1    土壤基本理化性质[18]

Table 1    Basic physical and chemical properties of the soil
 

指标
Index

含量
Content

测定方法
Assay method

含水率/% 4.5±0.3 烘干称重法

pH 7.69±0.05 pH电极法

氧化还原电位/mV 137±5 电位法

氨氮/（mg·kg−1） 13.02±0.41 靛酚蓝

硝氮/（mg·kg−1） 0.45±0.03 紫外分光光度法

全氮/（g·kg−1） 0.61±0.10 元素分析仪

石油烃/（mg·kg−1） 26633±325 重量法
 
 

将获得的 LW-10 菌群送往上海生工生物工程股份有限公司（www.sangon.com），采用 Illumina
MiSeq 进 行 高 通 量 测 序  . 测 序 所 得 结 果 利 用  QIIME、Mothur 进 行 序 列 过 滤 和 嵌 合 体 去 除 . 利 用

Usearch 软 件 依 据 97% 的 相 似 度 进 行 OTU（Operational  taxonomic  unit） 分 类 ， 在 python 中 利 用 ete3
package 绘制 LW-10 菌群组成的树状图.
 1.3    降解菌群 LW-10 对水相中原油的降解实验

向 6 个 50 mL 锥形瓶中分别加入 20 mL L9 培养基和 0.1 g 原油（取自长庆油田采油六厂），向其中

3 瓶中分别接种 1 mL OD600 =1.0（菌浓度为 1×108 cfu·mL−1）的 LW-10 菌悬液，另外 3 瓶不进行接种作

为控制实验（KB）. 放入恒温水浴振荡器中在 30 ℃、150 r·min−1 条件下进行 17 d 的降解实验.
 1.4    总石油烃及不同组分烃的测定方法

总石油烃的测定 降解 17 d 时，将 1.3 节中的降解体系转移至 50 mL 离心管中，以石油醚作为萃取

剂，利用超声波破碎仪（JY96-IIN，宁波新芝科技股份有限公司）进行提取，利用紫外光度法测定总石油

烃含量[19]，测定波长为 225 nm. 在进行标准曲线的绘制时，标准油为取自长庆油田采油六厂的原油，属

于石蜡基轻质原油，其基本理化性质为：密度（0.83±0.02）g·cm−1；蜡（15.46±1.23）%；胶质（6.03±0.85）%；

沥青质（2.2±0.2）%.
烷烃（C7—C40）和 16 PAHs 的测定 利用氧化铝硅胶层析柱[20] 从总石油烃中分离提取烷烃（Alks）

和多环芳烃（PAHs） . 根据美国国家环保局 EPA8270C[21,22] 方法利用气相色谱 -质谱联用仪（安捷伦

7890B  5977C 气 -质 联 用 仪 ） 测 定 上 述 分 离 中 的 烷 烃 和 16 种 PAHs 的 含 量 .  16 种 PAHs 标 准 品

（Accustandard，美国）；烷烃标准品（Sigma，美国）.
 1.5    降解体系中菌量的测定方法

在降解进行至 17 d 时，在 8000 r·min−1 条件下离心收集降解体系中的菌体，用 L9 培养基配制成

OD600=1.0 的菌悬液后稀释 10000 倍，取 450 μL 于 1.5 mL 离心管中，加入 10 μL SYBR Green I/PI 染液.
样品经过涡轮混匀振荡 15 s，于 35 ℃ 恒温金属浴中避光孵育 20 min，利用流式细胞仪 Accuri C6 测定

降解菌的数量和活性.
流式细胞检测参数 利用 CyFlow-SL 装置进行检测. 绿色荧光信号采集于 FL1=500 nm 通道. 设定

阈值为 600 收集荧光强度，计数率保持在 500 cell·s−1 以下，以 30 mL·min−1 的中速进行细胞计数[23].
 1.6    石油烃降解基因的测定方法

DNA 的提取与测定 利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒（天根生化科技（北京）有限公司，DP302）提

取降解体系中的 DNA，利用微量分光光度计（Nanodrop 2000，美国 Thermo Fisher Scientific 公司）检测

DNA 浓度与纯度.
荧光定量 PCR 测定  根据文献报道的 Ahd、PA4513、alkB2、基因定性检测引物（表 2），以提取的

DNA 为模板，在 Mastercycler ep gradient PCR 仪（德国，Eppendorf）上对降解基因进行 PCR 扩增. 以此为

靶序列设计高效特异性扩增 qPCR 引物，经由上海生工生物工程股份有限公司进行引物合成.
提取鉴定后重组质粒的 DNA，进行 10 倍梯度稀释获得梯度浓度标准品，以此为模板利用荧光定

量 PCR 仪（Bio-Rad iQ5，美国伯乐）构建测定降解基因的标准曲线（表 3 所示）. 以提取的降解体系中的
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DNA 为模板，利用相同的扩增程序进行起始拷贝数的定量测定. 扩增体系为：总体积为 20 μL，包括

10 μL 的 FastStart Essential DNA Green Master（美国，Roche 公司），上、下游引物各 0.4 μL（10 μmol·L−1），

3.2 μL ddH2O，6.0 μL DNA 模板，另设置无 DNA 模板的阴性对照. 扩增程序：95℃ 预变性 10 min，95℃

变性 10 s，退火温度保持 15 s，72 ℃ 延伸 10 s，共设 40 个循环. 熔解曲线程序：以 0.5 ℃·s−1 由 55 ℃ 升

至 95 ℃，每个温度下保持 5 s. 

表 2    定性 PCR 扩增引物

Table 2    Qualitative PCR primers
 

目的基因
Target genes

引物序列（5’- 3’）
Primer sequence（5’-3’）

扩增尺寸/bp
Amplicon size

退火温度/℃
Annealing temperature

参考文献
Reference

芳烃双加氧酶基因Ahd
F: AACATTGGCACTGATTACGAT

340 54 [24]
R: GTAAACTACCGTCAAGTGCAT

氧化还原酶基因PA4513
F: GTGAAGAAAGTCTGGTTCCAGT

58 502 [25]
R: GCCAGTCGAAAACCTTGC

烷烃单加氧酶基因alkB2
F: GCGATCTTCTTCCTCGGCCAGT

60 334 [25]
R: CGCGCACCTTCGGGTCCATC

 
 

 
 

表 3    各目的基因标准曲线公式

Table 3    Standard curve formula of h target genes
 

目的基因
Target genes

标准曲线公式
Standard curve formula R2 E/%

芳烃双加氧酶基因Ahd Ct=−3.462 lgX0+39.395 0.997 94.5

氧化还原酶基因PA4513 Ct=−3.838 lgX0+43.436 0.999 82.2

烷烃单加氧酶基因alkB2 Ct=−3.247 lgX0+35.771 0.996 103.2
 
 

 2    结果与讨论（Results and discussion）

 2.1    石油烃降解菌群 LW-10
以原油为唯一碳源和能源，以 L9 为富集筛选培养基，利用富集培养法从石油污染土壤中筛选出的

石油烃降解菌群 LW-10（Accession number: SRR15082184）组成如图 1 所示.
 
 

图 1    石油烃降解菌群 LW-10
Fig.1    Petroleum-degrading flora LW-10 

 

降解菌群在门水平上的主要组成为：变形菌门（ Proteobacteria，54. 65% ）、拟杆菌门（Bacteroidetes，

34.42%）和放线菌门（Actinobacteria，10.83%）；在属水平上组成为:不动菌属（Acinetobacter，25.06%）、假

单 胞 菌 属 （ Pseudomonas， 2.25%） 、 伯 克 氏 菌 属 （ Pandoraea， 14.3%） 、 无 色 杆 菌 属 （ Achromobacter，
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8.57%） 、 橄 榄 菌 属 （ Olivibacter ，33.42%） 、 红 球 菌 属 （ Rhodococcus，6.02%） 、 白 杆 菌 属 （ Leucobacter，

2.86%）.
 2.2    LW-10 菌群对石油烃不同组分的降解效果

向高浓度含油废水（5000 mg·L−1）中接种 LW-10 菌群进行 17 d 的降解实验，对水相中原油的去除

率达到 89.6%. 不进行接种的控制实验中石油烃降解率为 36.6%（图 2a）. 说明筛选获得的石油烃降解菌

群对水相中原油具有高效降解能力. 未接种 LW-10 的控制体系中有 36.6% 的石油被去除，可能是由于

轻质油的挥发和光降解作用所致.
 
 

图 2    LW-10 菌群对石油烃不同组分的降解效果

Fig.2    The degradation effects of petroleum hydrocarbons by flora LW-10 

 

利用柱层析-GC/MS 测定体系中的 C7-C40 正烷烃和 16 种多环芳烃[26]. 经过 17 d 的降解，接种降解

菌群 LW-10 的体系中，C7-C40 正烷烃和 16 PAHs 的总量分别为 164.0 mg·L−1 和 3969.0 µg·L−1，而控制

实验（KB）中 C7-C40 正烷烃和 16PAHs 的总量分别为 4958.6 mg·L−1 和 5543.2 µg·L−1. 接种降解菌的体

系对正烷烃和 16 PAHs 的去除率分别达到 96.7 % 和 28.4 %（图 2b；图 2c），说明降解菌群 LW-10 对原

油中的正烷烃组分具有高效降解作用，对 16 种 PAHs 去除效果较差.
石油烃组分中，由于多环芳烃的稳定环状结构[27]，使得其生物可降解性低于烷烃组分. 本文中筛选

获得的降解菌群 LW-10 对原油中的正烷烃组分降解效果明显高于多环芳烃. 在后续构建多功能混合

菌群时，应分别以烷烃和多环芳烃为碳源筛选获得对不同组分烃具有特异降解能力的菌株，并将不同

类型菌株按一定比例混合后降解原油，通过测定石油不同组分的去除率以获得混合菌群的最佳配比.
 2.3    降解体系中细菌数量变化

本文利用流式细胞术测定体系中细菌总数和活细菌数量[]，结果如图 3a 和 3b 所示. 体系中降解菌

群 LW-10 的初始接种量为 1.0×108 cfu·mL−1，经过 17 d 的培养，降解菌总量增加至 2.1×109 cfu·mL−1，其

中高活性菌数量为 8.3×108 cfu·mL−1. 细菌总量约是初始接种量的 21 倍，高活性菌数量是初始接种量

的 8.3 倍，均明显高于初始接种菌的数量，说明接种的降解菌在降解石油烃的过程中发生同化增殖作

用. 体系中的总菌数多于活性菌数，有可能是由于 LW-10 在降解石油烃的过程中发生了细胞凋亡[28]. 
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图 3    降解体系中细菌数量变化
（3a. 流式细胞散点图, P5 为降解体系中总细胞数量；P1 为体系中高活性细胞数量；3b. 根据流式细胞图计算所得的体系中总菌数量和

高活性菌数量）

Fig.3    The numbers of petroleum-degrading microorganisms in the degradation systems
（3-a: Flow cytometry scatter diagram, P5 is the number of total cells in the systems, and P1 is the number of highly active cells
in the systems; 3-b: the total number of bacteria and the highly active bacteria in the systems which were calculated according

to the flow cytometers diagram） 

 

 2.4    石油烃降解功能基因变化

分别采用 Ahd、PA4513、alkB2 基因的特异引物对降解体系中石油烃降解功能基因进行实时定量

PCR 扩增，根据相应标准曲线计算得到 Ahd、PA4513、alkB2 基因拷贝数，得到降解体系中 3 种基因定

量检测结果（表 4） . 降解过程中，体系中控制烷烃降解的单加氧酶基因（alkB2）和氧化还原酶基因

（PA4513）拷贝数分别由 1.06×108、4.09×106 copy·mL−1 增加至 2.84×108 、9.26×108 copy·mL−1，然而，控制

多环芳烃组分降解的芳烃双加氧酶基因（Ahd）由 1.06×108 copy·mL−1 降低至 1.65×107 copy·mL−1. 体系中

烷烃单加氧酶基因拷贝数多于芳烃双加氧酶的基因拷贝数. 在降解过程中，烷烃单加氧酶基因（alkB2）

拷贝数增加，芳烃双加氧酶基因（Ahd）基因拷贝数显著减少. 结合烷烃和多环芳烃降解效果（图 2b；图

2c），说明石油烃降解菌群的基因表达情况可以指示其对不同组分烃的降解能力，降解过程中基因拷贝

数的变化与菌群对不同组分烃的降解能力有关.
 
 

表 4    石油烃降解基因变化

Table 4    The changes of petroleum hydrocarbon degradation genes
 

基因名称
Gene name

0 d拷贝数/（copy·mL−1）
0 d Copy number

17 d拷贝数/（copy·mL−1）
17 d Copy number

Ahd 1.06×108 1.65×107

PA4513 4.09×106 9.26×108

alkB2 1.06×108 2.84×108

 
 

 3    结论（Conclusion）

从石油污染土壤中筛选出的由多种门、属组成的复合型石油烃降解菌群 LW-10 可以降解水相中

高浓度原油，对烷烃组分具有高效降解能力，对多环芳烃的降解能力较差. LW-10 菌群代谢石油烃的

过程中发生细菌增殖. 降解过程中基因拷贝数的变化与不同组分烃的降解效果存在一致性，石油烃降

解功能基因的表达情况可以指示其对不同组分烃的降解能力. 本研究结果表明不同组分烃降解功能基

因的定量检测可为生物强化去除不同石油烃的菌群构建和修复效果评价提供科学依据.
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