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内容提要：近来利用微生物原位修复受石油污染的含水层已被广泛关注，然而地下水中含有许多离子成分，这

些无机离子对微生物降解有机污染物的影响机制还不清楚。本文采用批量实验研究了淄博齐鲁石化污染地下水

中常见的７种无机离子（ＮＯ３
－、ＰＯ４

３－、ＳＯ４
２－、Ｃｌ－、Ｃａ２＋、Ｍｇ

２＋、Ｆｅ３＋）对微生物生长及生物降解苯的影响规律，利

用高通量测序技术进一步探究了苯降解菌的种群特征。结果表明：７种离子都存在一个最适宜微生物生长的离子

浓度，低于或超过该浓度苯的去除率明显降低，其中 ＮＯ３
－、ＳＯ４

２－、Ｆｅ３＋最适宜浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，ＰＯ４
３－、Ｃｌ－、

Ｃａ２＋、Ｍｇ
２＋最适宜浓度分别为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、０．１ｍｏｌ／Ｌ、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ、２ｍｍｏｌ／Ｌ；从微生物含量及其变化幅度来看，地

下水环境中的ＮＯ３
－离子对微生物的生长及苯的去除影响最显著，其他离子的影响则较小，但微生物对Ｃｌ－的耐受

浓度较高。高通量测序结果显示驯化出的苯降解菌主要属于脱硫弧菌属（犇犲狊狌犾犳狅狏犻犫狉犻狅ｓｐ．）、脱硫芽胞弯曲菌属

（犇犲狊狌犾犳狅狊狆狅狉狅狊犻狀狌狊ｓｐ．）、不动杆菌属（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ．）和假单胞菌属（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．）中的菌株。研究结果可

为石油污染地下水的原位生物修复提供一定的科学依据。

关键词：无机离子；含水层；苯；微生物

　　微生物修复受石油污染的含水层，具有成本低、

操作简便、降解效率高、不产生二次污染等优点

（ＹｕａｎＪｉａｎｍｅｉｅｔａｌ．，２０１４），但微生物的生长受场

地环境因素的影响较大。微生物生长所必需的宏量

和微量营养元素至少有１１种（包括Ｎ、Ｐ、Ｋ、Ｎａ、Ｓ、

Ｃａ、Ｍｇ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ和 Ｃｕ）（ＺｈａｎｇＹｕｙａｎｅｔａｌ．，

２０１６）。这些元素不仅能为其提供营养物质，部分元

素组成的无机盐离子还可以为微生物降解石油烃提

供电子受体，如ＮＯ３
－、ＳＯ４

２－、Ｆｅ３＋等，电子受体不

同，微生物的代谢方式也不同（ＺｈａｎｇＱｉａｎ，２００９）。

在地下水环境中这些元素主要以无机盐的形式存

在，必须保持一定的数量、形式和比例以维持微生物

的生长。

能够降解石油烃的好氧微生物在环境中无处不

在，但在天然地下水环境下，微生物降解石油烃的速

度缓慢，为了激活土壤微生物，提高石油烃的降解

率，学者们展开了一系列的研究。研究发现Ｎ和Ｐ

是微生物降解石油烃所必需的营养元素，特别是对

于脂肪族化合物的降解（Ａｔｌａｓｅｔａｌ．，１９８１）。在添

加适当的氮、磷无机盐后，石油烃以相对较高的速率

被微生物降解（ＺｈｏｕＥｎｎｉｎｇｅｔａｌ．，１９９５；Ｄａｓｅｔ

ａｌ．，２００７）。除Ｎ、Ｐ外，其它营养元素对微生物的

降解也起到了重要的作用。研究表明硫酸盐对假单

胞菌属降解苯的影响较大，并且硫酸盐和磷酸盐对

微生物降解苯的影响高于氯化铵，当营养物浓度在

较低范围内时，细菌生长和苯的降解均受到限制

（Ｊｅａｎｅｔａｌ．，２００８）。研究还发现添加适当的盐可

以刺激微生物降解石油烃，但盐浓度过高时，石油烃

的降解反而被抑制（Ｕｌｒｉｃｈｅｔａｌ．，２００９）。目前的

研究已经证明无机盐的添加可以提高微生物的活
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性，从而促进苯的生物降解（ＬｉｎＣｈｉｗｅｎｅｔａｌ．，

２００７），但在实际受污染含水层中，如何有效地激活

场地微生物、寻找促进微生物降解苯的最佳无机盐

条件还需进一步的研究。

本文利用深层岩溶裂隙灰岩中驯化出的微生

物，研究了不同浓度的阴阳离子（ＮＯ３
－、ＰＯ４

３－、

ＳＯ４
２－、Ｃｌ－、Ｃａ２＋、Ｍｇ

２＋、Ｆｅ３＋）对微生物活性的影

响以及对微生物降解苯的影响规律，以评估场地地

下水环境对微生物降解苯的适宜性，并通过高通量

测序技术对可降解苯的微生物种群特征展开了进一

步的探究。研究结果可为石油污染地下水原位生物

修复提供基础的数据支撑。

１　材料与方法

１１　研究区域概况

研究区位于山东省淄博市临淄区（图１），含水

岩组由奥陶系碳酸盐岩组成，在石灰岩裸露区，地表

和地下岩溶发育，地势南高北低，南部为低山丘壑河

谷地形，北部接山前倾斜平原，区域内地貌的形成是

地层岩性、地质构造、气象水文等因素综合作用的产

物，按其形态可分为构造剥蚀岩溶低山丘陵、剥蚀堆

积山麓坡地、河谷冲击平原和山前冲洪积平原（Ｌｉｕ

Ｓｏｎｇｌｉｎ，２０１３）。采样区地下水中的主要有机污染

物为苯，污染物浓度呈西高东低的特点，且污染范围

不断扩大，地下水受污染情况严峻，保护与修复势在

必行。

１２　实验材料

实验仪器：离子色谱仪；气相色谱质谱仪

（Ａｇｉｌｅｎｔ７９８０ＡＧＣ）；ＳＨＺＢ水浴恒温振荡器；紫

外分光光度计。

图１　淄博市取样点地理位置图

Ｆｉｇ．１　ＬｏｃａｔｉｏｎｍａｐｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｉｎｔｓｉｎＺｉｂｏ

化学试剂：苯（ＧＲ）、ＮａＣｌ（ＧＲ）、Ｎａ２ＳＯ４（ＧＲ）、

ＫＨ２ＰＯ４（ＧＲ）、ＮａＮＯ３（ＧＲ）、Ｃａ（ＯＨ）２（ＧＲ）、Ｍｇ

（ＯＨ）２（ＧＲ）、Ｆｅ（ＯＨ）３（ＧＲ）。

实验所用的菌悬液是从当地深层岩溶裂隙含水

层介质中培养驯化出的可降解苯的混合微生物，实

验用水均为灭菌的去离子水。

１３　实验方法

１３１　批量实验

在若干个５０ｍＬ 安捷伦瓶中，加入５ｍＬ 在

６００ｎｍ紫外波长下吸光值相同（ＯＤ６００）的菌悬液，后

分别加入不同浓度的无机盐溶液（ＮＯ３
－、ＰＯ４

３－、

ＳＯ４
２－、Ｃｌ－、Ｃａ２＋、Ｍｇ

２＋、Ｆｅ３＋）各３０ｍＬ，最后加入

５ｍＬ浓度为４０ｍｇ／Ｌ的苯溶液提供碳源。取少量

溶液测定各瓶中苯的初始浓度后，放入几粒玻璃珠，

用聚四氟乙烯膜密封后加盖，在２５℃下恒温避光震

荡，另设置两组平行样。７ｄ后取出、静置２ｈ，取中

间清液测定苯的浓度；因吸光值与细菌生长量成正

比，所以再取适量溶液在６００ｎｍ紫外波长下测定吸

光值（ＯＤ６００），从而估计细菌的生长情况。

１３２　高通量测序

对可降解苯的菌悬液进行高通量测序，使用引

物对５１５Ｆ（ＧＴＧＹＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ）８０６Ｒ

（ＧＧＡＣＴＡＣＮＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ）对 细 菌 １６ｓ

ｒＲＮＡ基因的Ｖ４区进行扩增，按其标准化程序进

行检测。

２　结果

２１　地下水无机离子特征

依据研究场地地下水监测的主要指标及影响微

生物生长的主要营养元素，选择了７种无机离子进

７６２
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行分析，监测数据如表１所示。分析发现各采样点

水样中的无机离子浓度变化不大，均符合地下水质

量标准（ＧＢ／Ｔ１４８４８２０１７）中的Ⅲ类标准，但其中的

Ｃｌ－、Ｃａ２＋和 Ｍｇ
２＋浓度较高，可以从侧面反映地下

水受到了石油污染。研究发现，地下水中有机污染

物浓度越高，越容易分解产生大量ＣＯ２，与岩土中的

ＣａＣＯ３、ＭｇＣＯ３作用生成Ｃａ
２＋、Ｍｇ

２＋，使水中Ｃａ、

Ｍｇ浓度升高（ＷｕＸｕｄｏｎｇ，１９９８）。

表１　场地地下水的无机离子浓度

犜犪犫犾犲１　犐狀狅狉犵犪狀犻犮犻狅狀犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犻狀犵狉狅狌狀犱狑犪狋犲狉

采样点 ＮＯ３－（ｍｍｏｌ／Ｌ）ＰＯ４３－（ｍｍｏｌ／Ｌ）ＳＯ４２－（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃｌ－（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｆｅ３＋（ｍｍｏｌ／Ｌ）Ｃａ２＋（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｍｇ２＋（ｍｍｏｌ／Ｌ）

１ ０．３１ ０．０３ ０．６３ １．４７ ０．００５ ４．４２ １．９２

２ ０．２８ ０．０５ ０．９０ ２．７４ ０．００５ ３．４５ １．４３

３ ０．３０ ０．０４ １．００ ２．４５ ０．００３ ４．９３ １．４１

平均值 ０．３０ ０．０４ ０．８４ ２．２２ ０．００４ ４．２７ １．５９

２２　阴离子对生物降解苯的影响

图２ａ所示，随着 ＮＯ３
－浓度逐渐增加，微生物

含量 ＯＤ６００值迅速增大，由０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时的０．０２

增加到０．０５，与之相对应，苯的去除率也由４７％快

速增加到６７％；当ＮＯ３
－浓度超过０．４ｍｍｏｌ／Ｌ后，

ＯＤ６００值和苯的去除率均开始下降，说明微生物降解

苯的最适 ＮＯ３
－浓度在０．４ｍｍｏｌ／Ｌ左右。场地地

下水中ＮＯ３
－浓度在０．３０ｍｍｏｌ／Ｌ，接近最适浓度，

图２　无机阴离子浓度对微生物降解苯的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｒｇａｎｉｃａｎｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｂｅｎｚｅｎｅ

适宜微生物的生存。苯的去除率、微生物含量及其

变化幅度同样显示，ＮＯ３
－不仅是微生物生长的重

要氮源，同时也是微生物降解苯的主要电子受体

（Ｈｕｇｏｅｔａｌ．，２０１９）。ＰＯ４
３－可为微生物的生长提

供重要的营养元素，是主要的营养盐之一。图２ｂ所

示ＰＯ４
３－浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＯＤ６００值最大，但

并不是去除苯的最佳浓度。场地地下水中ＰＯ４
３－浓

度约为０．０４ｍｍｏｌ／Ｌ，远低于微生物生长和苯去除

８６２
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的最佳浓度。ＮＯ３
－和ＰＯ４

３－的实验结果与已有的

结论相似（ＷａｎｇＷｅｉ，２０１２），即高浓度的 ＮＯ３
－和

ＰＯ４
３－对微生物降解苯起到抑制作用；ＰＯ４

３－对微生

物生长的促进作用并不明显，高浓度时的抑制作用

更显著。

图２ｃ所示，ＳＯ４
２－ 浓度在０．４ｍｍｏｌ／Ｌ左右时

为微生物生长的最适浓度，场地地下水中ＳＯ４
２－浓

度在０．６～１ｍｍｏｌ／Ｌ，均超过最适浓度，微生物的生

长及对苯的降解均受到了一定程度的抑制。图２ｄ

所示，微生物对 Ｃｌ－的耐受程度在０．３ｍｏｌ／Ｌ左右，

超过这一耐受度后，ＯＤ６００值明显下降，苯的去除率

随之减少。场地各采样点的地下水中Ｃｌ－浓度远低

于０．３ｍｏｌ／Ｌ，说明污染场地微生物生长未受到Ｃｌ－

的影响。

２３　阳离子对生物降解苯的影响

如图３ａ所示，Ｆｅ３＋浓度对微生物降解苯的影响

较小，ＯＤ６００ 值 随 Ｆｅ
３＋ 浓 度 增 大 而 增 大，超 过

０．４ｍｍｏｌ／Ｌ后，微生物的生长和苯的去除率均呈缓

慢下降的趋势，说明高浓度的Ｆｅ３＋对微生物的生长

图３　无机阳离子对微生物降解苯的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｏｒｇａｎｉｃｃａｔｉｏｎｓｏｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｂｅｎｚｅｎｅ

有一定的抑制作用，但影响较小。场地地下水环境

中Ｆｅ３＋浓度约为０．００４ｍｍｏｌ／Ｌ，远低于微生物生长

的最适浓度，对微生物降解苯的影响也较小。

场地地下水中 Ｃａ２＋ 浓度约为４．２７ｍｍｏｌ／Ｌ，

Ｍｇ
２＋ 浓度约为１．５９ｍｍｏｌ／Ｌ。图３ｂ所示，随着

Ｃａ２＋浓度超过２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＯＤ６００值呈下降的趋势，

苯的去除率随之降低。图３ｃ中 Ｍｇ
２＋浓度达到２．０

～３．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，微生物生长的最好，超过最适浓

度后，微生物的生长受到了抑制，与研究发现的高浓

度 Ｍｇ
２＋可以抑制生物膜形成，影响微生物生长的

结果一致（ＺｈｏｕＧａｎｇｅｔａｌ．，２０１４）。

２４　高通量测序

菌悬液的高通量测序结果，经分类学鉴定分属

２个门３个纲３个目４个科及４个属。结果显示菌

悬液中可降解苯的微生物主要属于脱硫弧菌属

（犇犲狊狌犾犳狅狏犻犫狉犻狅 ｓｐ．）、脱 硫 芽 胞 弯 曲 菌 属

（犇犲狊狌犾犳狅狊狆狅狉狅狊犻狀狌狊 ｓｐ． ）、 不 动 杆 菌 属

（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ．）和假单胞菌属（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

ｓｐ．）中的菌株。不动杆菌属（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ．）和

９６２
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ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｏｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ／ｄｚｘｂ／ｃｈ／ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ ２０１９年

假单胞菌属（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．）等都是石油烃降解

中常见的微生物（Ｖａｒｊａｎｉｅｔａｌ．，２０１７）。基于１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的高通量测序技术揭示了菌悬液中苯降

解菌的多样性，可为探索含水层中苯降解微生物的

种群特征奠定基础，也可为进一步研究微生物生长

的适宜环境提供参考。

３　讨论

维持微生物的生长繁殖需一定量的营养物质，

碳源的供给是非常重要的，石油烃可为微生物生长

提供充足的碳源。环境中 Ｎ、Ｐ元素的缺乏是影响

污染场地微生物生长繁殖的主要原因之一。当氮磷

的投加比例接近细胞中氮磷元素的比例时，可以显

著提高有机污染物的降解效率（ＨｅＬｉａｎｇｊｕｅｔａｌ．，

２０１４）。比 如，以 ＮＨ４Ｃｌ 为 氮 源，Ｋ２ＨＰＯ４ 和

ＫＨ２ＰＯ４ 的混合物（２：１）为磷源时，微生物生长良

好（ＦｅｎｇＪｉｎｙａｎｇｅｔａｌ．，２０１０）。同样地，高浓度的

ＮＯ３
－和ＰＯ４

３－对微生物降解苯会起到抑制作用。

场地地下水中的 ＮＯ３
－浓度低于适宜浓度，ＰＯ４

３－

浓度过低，不利于场地微生物的生长繁殖。

除微生物生长所必须的Ｃ、Ｎ、Ｐ外，其它元素的

缺乏也可能使污染物的降解难以进行。研究发现，

ＳＯ４
２－除为微生物生长提供重要的营养元素外，还

可作为电子受体将苯降解为ＣＯ２（Ｅｄｗａｒｄｓｅｔａｌ．，

１９９２）。部分微生物还可利用Ｆｅ３＋为电子受体来降

解苯（Ｋｕｎａｐｕｌｉｅｔａｌ．，２００７）。另外，Ｃａ
２＋、Ｍｇ

２＋对

细菌生物膜的形成非常重要，也是微生物生长所需

的营养元素，它们可以通过相互的静电作用直接影

响生物膜的形成，并作为重要的细胞阳离子和酶辅

助因子间接影响生物膜的形成（Ｇｅｅｓｅｙｅｔａｌ．，

２０００；ＳｏｎｇＢｏｅｔａｌ．，２００６）。Ｃｌ
－不属于微生物生

长所必须的营养元素，但地下水中Ｃｌ－的存在会对

微生物降解苯起到抑制作用。ＳＯ４
２－、Ｆｅ３＋、Ｃａ２＋、

Ｍｇ
２＋、Ｃｌ－、ＰＯ４

３－均未达到最佳浓度，影响了微生

物的生长繁殖，限制了地下水中苯的生物降解。

另外，高通量测序的结果表明，脱硫弧菌属

（犇犲狊狌犾犳狅狏犻犫狉犻狅 ｓｐ．）和 脱 硫 芽 胞 弯 曲 菌 属

（犇犲狊狌犾犳狅狊狆狅狉狅狊犻狀狌狊ｓｐ．）的微生物占比较高。菌悬

液中存在的脱硫弧菌属（犇犲狊狌犾犳狅狏犻犫狉犻狅ｓｐ．）和脱硫

芽胞弯曲菌属 （犇犲狊狌犾犳狅狊狆狅狉狅狊犻狀狌狊ｓｐ．）可利用

ＳＯ４
２－、ＮＯ３

－，通过硫酸盐还原和硝酸盐还原降解

饱和烃和芳烃（Ｗｉｄｄｅｌｅｔａｌ．，２００１；Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎｅｔ

ａｌ．，２００１）。当ＳＯ４
２－、ＮＯ３

－浓度均达到０．４ｍｍｏｌ／

Ｌ时，微生物的生长和苯的去除率也都达到最大值，

但场地地下水中ＳＯ４
２－、ＮＯ３

－的浓度均未达到最适

浓度，对苯的生物降解有所限制。

４　结论

本文分析了不同无机离子对岩溶裂隙灰岩含水

层中苯降解菌的影响，评估了场地地下水环境对微

生物生长的适宜性，进一步探究了苯降解菌的种群

特征，得出以下结论：

（１）苯降解菌的最适无机离子浓度为：ＮＯ３
－

（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＰＯ４
３－ （０．２ ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＳＯ４

２－

（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｃｌ－ （０．１ｍｏｌ／Ｌ）、Ｆｅ３＋ （０．４ｍｍｏｌ／

Ｌ）、Ｃａ２＋（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｍｇ
２＋（２ｍｍｏｌ／Ｌ）；超过最

适的无机离子浓度，微生物的生长均出现了不同程

度的抑制，苯的去除率也随之降低。

（２）从微生物含量及其变化幅度来看，地下水环

境中的ＮＯ３
－离子对微生物的生长及苯的去除影响

最显著，其他离子的影响则较小。地下水环境中的

ＮＯ３
－ 可为微生物提供充足的氮源和电子受体，

Ｍｇ
２＋、Ｆｅ３＋、Ｃｌ－、ＰＯ４

３－、ＳＯ４
２－、Ｃａ２＋ 均未达到最

佳浓度，对微生物的生长及苯的降解有不同程度的

限制。从微生物的耐盐浓度来看，驯化出的场地微

生物对Ｃｌ－的耐受浓度较高。

（３）高通量测序结果显示：场地驯化出的苯降解

菌主要属于脱硫弧菌属（犇犲狊狌犾犳狅狏犾犫狉犻狅ｓｐ．）、脱硫

芽胞弯曲菌属（犇犲狊狌犾犳狅狊狆狅狉狅狊犻狀狌狊ｓｐ．）、不动杆菌

属（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉ｓｐ．）和假单胞菌属（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

ｓｐ．）中的菌株，对苯的生物降解起到了重要的作用。
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