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摘 要：【目的】探究不同浓度石油烃条件下微生物群落结构特征，定向培育高效石油烃降解微

生物菌群，并挖掘具有石油烃降解功能的菌株资源。【方法】以 0#柴油作为唯一碳源，通过逐级

提高其浓度对石油污染土壤样品进行逐级驯化，共进行 5 代驯化。基于 16S rRNA 基因扩增子测

序技术揭示微生物群落结构变化，利用稀释涂布和平板划线法分离纯化具有石油烃降解潜力的菌

株。通过改进 2,6-二氯靛酚培养体系验证实验筛选高效降解菌株。【结果】随着驯化过程中 0#柴

油浓度的升高，在 7 000 mg/L 条件下拟杆菌门(Bacteroidota)、芽孢杆菌门(Bacillota)等具有石油烃

降解功能的细菌门相对丰度显著升高。共分离得到 58 株细菌，分属于 4 门 22 科 25 属。其中，

假单胞菌门(Pseudomonadota) 31 株，占比 53.45%；放线菌门(Actinomycetota) 13 株，占比 22.41%；

芽孢杆菌门(Bacillota) 11 株，占比 18.97%；拟杆菌门(Bacteroidota) 3 株，占比 5.17%。同时，筛

选获得 18 株具有潜在石油烃降解功能的菌株。【结论】通过逐级驯化培养，成功富集获得 7 个在

7 000 mg/L 0#柴油浓度下石油烃降解率超过 70% 的驯化菌群。扩增子测序表明，不同浓度的 0#

柴油明显改变了微生物群落结构，并筛选得到 18 株能以 0#柴油作为唯一碳源进行生长的细菌，

为微生物修复石油污染土壤提供了潜在的菌种资源。
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Abstract: [Objective] To investigate the structural characteristics of microbial consortia in 
different concentrations of petroleum hydrocarbons, cultivate efficient petroleum hydrocarbon-
degrading microbial consortia, and mine the strain resources capable of degrading petroleum 
hydrocarbons. [Methods] We used 0# diesel as the sole carbon source to domesticate oil-
contaminated soil samples through five successive generations by gradually increasing the 0# 
diesel concentration. The structural changes of microbial consortia were uncovered by 16S rRNA 
gene amplicon sequencing. The strains with petroleum hydrocarbon-degrading potential were 
isolated and purified via dilution plating and streaking. Finally, the improved 2, 6-dichlorophenol 
indophenol (DCPIP) cultivation system was employed to identify efficient degrading strains.
[Results] During domestication, when the concentration of 0# diesel was raised to 7 000 mg/L, the 
relative abundance of petroleum hydrocarbon-degrading bacteria including Bacteroidota and 
Bacillota significantly increased. A total of 58 bacterial strains belonging to 25 genera, 22 families 
of 4 phyla were isolated, including 31 (53.45%) strains of Pseudomonadota, 13 (22.41%) strains of 
Actinomycetota, 11 (18.97%) strains of Bacillota, and 3 (5.17%) strains of Bacteroidota. From the 
isolated strains, 18 petroleum hydrocarbon-degrading strains were screened out. [Conclusion] 
Through gradient domestication, seven natural microbial consortia were successfully enriched, 
achieving over 70% degradation of petroleum hydrocarbons at 7 000 mg/L of 0# diesel. Amplicon 
sequencing revealed that varying 0# diesel concentrations altered the microbial consortium structure. 
Additionally, 18 strains capable of using 0# diesel as the sole carbon source were identified, 
providing potential microbial resources for the bioremediation of oil-contaminated soil.
Keywords: petroleum hydrocarbon degradation; gradient domestication; microbial consortium; 
bacterial isolation

石油作为众多行业的重要能源与原材料[1]，

具有不可替代的地位。然而，石油泄漏造成的

污染因具有高度的顽固性、三致效应(致癌、致

畸、致突变)[2]，已被列为优先控制的污染物[3]。

据统计，欧洲约有 280 万个站点受污染影响[4]，

其中烷烃污染占比 22%−24%，与苯系物、多环

芳烃一起占 45%[5]。在我国，经统计的石化场地

中有 42 个开展了土壤污染调查，28 个进行了地

下水污染调查，均检出不同程度的石油烃污染[6]。

针对土壤与地下水石油烃污染，常规修复

手段涵盖物理、化学及生物修复。物理和化学

修复虽具快速起效的优势，却因成本高昂及可
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能诱发的二次污染问题而备受关注[7]，例如化学

氧化剂高锰酸钾与过氧化氢便存在生物安全隐

患[8]。相较之下，生物修复凭借低成本、易于操

作、生态风险低以及广泛的适用性等突出优势

被视作极具潜力的修复技术[9]。生物修复主要借

助微生物的代谢作用，将污染物转化为低毒或

无毒物质，是一种环保的修复策略[10]。众多实

验和实际应用已证实微生物修复可有效降解土

壤中的石油烃等污染物。鉴于石油烃污染的广

泛性和严重性，开展微生物群落结构与石油烃

浓度的相关性研究、石油烃高效降解菌株的分

离以及生物修复技术研究具有重要意义。

多年来，国内外学者在微生物降解石油烃

领域已取得诸多重要成果，研究集中在功能菌

株筛选、降解性能评估、基因与代谢途径解析

及微生物与环境互作等方面。已鉴定超过 70 个

属、200 种降解石油烃的微生物[11]，包括细菌、

真菌与藻类，其中假单胞菌属(Pseudomonas)、

不动杆菌属(Acinetobacter)等细菌应用广泛，产

表面活性剂微生物也因能提高降解效率而备受

关注[11-14]。在石油烃污染场地修复方面，实际

应用成果显著。 1989 年， Exxon 石油公司

Valdez 油轮在阿拉斯加海滩溢油，首次大规模

应用微生物修复技术，通过添加营养物质刺激

本土微生物降解石油烃，取得了一定效果[15]。

国内在胜利油田、辽河油田和吉林油田的微生

物修复工程累计处理超过 1.2 万 t 污染土壤，取

得了巨大的经济和生态效益[16]。姚贞先等[17]通

过定向驯化高效石油降解菌系，使石油污染土

壤总石油烃降解率较空白对照提升了 81.23%。

现有石油烃降解微生物研究成果虽多，但

仍存在不足。一方面，不同浓度石油烃对微生

物群落结构的影响机制尚不明确，导致石油烃

污染场地微生物修复策略的精准性不足。另一

方面，当前多数石油烃降解菌株依赖传统分离

培养法获得，而针对高浓度石油烃降解菌株的

筛选研究相对稀缺。因此本研究运用梯度驯化

法逐步提升石油烃浓度，助力微生物菌群适应

高浓度污染环境，强化其对石油烃污染物的降

解效能。同时，探究不同浓度石油烃作用下微

生物群落结构的演变规律，加深对微生物群落结

构与石油烃浓度关联性的认知，以期为石油烃污

染场地微生物修复策略的优化奠定理论基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　石油烃污染样品的采集

采样点位于天津市北辰区天重道路与高峰

路交叉口南侧遗留厂房东侧的石油烃污染地块。

经前期场地调查，该区域存在地下埋藏柴油储

油罐泄漏，土壤和地下水存在不同程度的石油

烃污染(89.1−2 470.0 mg/kg)。在泄漏点周围设置

6 个采样点(表 1，采样点用天津 90 坐标系定

位)，使用 30 钻机进行土壤钻探，采集不同深度

的土壤岩心样品(地表至地下 12 m 范围内，地表

0 m 及地下−2 m、−5 m、−8 m、−10 m、−12 m

处岩心土壤各取样 1 kg，每个采样点 6 份)，共

36 份。样品经冰袋冷藏运输返回实验室，并在

实验前于 4 ℃冰箱中保存。

1.2　培养基

以梯度提升方式向无机盐培养基 (mineral 

salt medium, MSM)[18]添加不同浓度的 0#柴油(第

一代：200 mg/L，第 2 代：800 mg/L，第 3 代：

2 000 mg/L，第 4 代：5 000 mg/L，第 5 代：    

7 000 mg/L)作为唯一碳源(0#柴油购自中国石油

加油站，主要成分包括饱和烷烃约占 89.6%、芳

香烃约占 8.0% 及少量的醇、酸、烯等氧化

物[19])，对采集样品进行 5 代梯度驯化。使用分

离筛选培养基 (在第 4 代驯化培养基加 18 g

琼脂制备分离平板 (90 mm)，无菌 0#柴油以覆

盖每个平板 0.125 g 的方式添加)，分离第 5 代驯

化培养液中的可培养细菌，筛选出具有石油烃

降解潜力的菌株。LB 培养基[20]用于分离菌株的

纯化和常规培养。

1.3　主要试剂和仪器

无机盐培养基，山东拓普生物工程有限公
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司；LB 培养基，ThermoFisher Scientific 公司。

微量分光光度计，ThermoFisher Scientific

公司；PCR 仪、凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；台

式高压灭菌锅，上海申安医疗器械厂；生物安

全柜，上海博讯医疗生物仪器股份有限公司。

1.4　菌群驯化

从每个采样点不同深度的土壤样品中各取

10 g，充分混匀。取混匀后的土壤 10 g，加入含

90 mL 无菌生理盐水和玻璃珠的 250 mL 摇瓶

中，于 30 ℃、180 r/min 的恒温摇床孵育 2 h，

制备成土著菌源悬浮液。向装有 90 mL 第 1 代

驯化培养基的 250 mL 摇瓶中加入 10 mL 土著菌

源悬浮液。在 30 ℃、180 r/min 培养 7 d 后，依

据梯度压力驯化法，将 10 mL 培养液转移至

90 mL 第 2 代驯化培养基中。重复此过程，直至

第 5 代驯化培养 7 d 后终止定向驯化，如图 1 所

示。在第 3、4、5 代驯化阶段结束后，从各浓

度梯度的培养液中取样，用于驯化菌群保藏、

后续微生物群落结构分析，以及测定驯化菌群

对 0#柴油中总石油烃的降解能力。每个混合土

样设置 3 个重复。

1.5　DNA 提取和 16S rRNA 基因扩增子

测序

在不同样品的第 3、4、5 代驯化阶段，共

收集了 54 个驯化菌群样本。通过 4 ℃、4 000 r/min

离心 2 min 后收集菌体，并利用基因组提取试剂

盒提取总 DNA，使用微量分光光度计检测 DNA

浓度。细菌 16S rRNA 基因 V3−V4 区域使用引

物 338F (5ʹ -ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3ʹ)

和 806R (5ʹ -GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3ʹ)

图1　0#柴油逐级提升浓度驯化微生物菌群示意图

Figure 1　Schematic diagram of domesticated microbial consortia with increasing concentrations of 0# diesel.

表1　污染区域采样点及信息

Table 1　Location of sampling points

Sample points (m)

S1 (0, −2, −5, −8, −10, −12)

S2 (0, −2, −5, −8, −10, −12)

S3 (0, −2, −5, −8, −10, −12)

S4 (0, −2, −5, −8, −10, −12)

S5 (0, −2, −5, −8, −10, −12)

S6 (0, −2, −5, −8, −10, −12)

Date

2023-08-11

2023-08-11

2023-08-11

2023-08-11

2023-08-11

2023-08-11

Geographical coordinates

X=309 709.341, Y=96 000.111

X=309 725.705, Y=96 990.718

X=309 738.788, Y=95 983.205

X=309 746.227, Y=95 996.159

X=309 733.360, Y=96 003.879

X=309 716.797, Y=96 013.128
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进行扩增[21]；真菌 ITS 序列的 ITS1 区域使用引

物 1737F (5ʹ -CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-

3ʹ)和 2043R (5ʹ-GCTGCGTTCTTCATCG-3ʹ)进行

扩增[22]。PCR 反应由北京百迈客生物科技有限

公司完成。对获取的高质量 DNA 片段构建文

库，利用 Illumina NovaSeq 6000 测序。对得到

的原始序列数据经过滤、去噪、拼接等处理后

进行操作分类单元 (operational taxonomic unit, 

OTU)聚类分析(相似性 97%)，注释物种，得到

OTU 数量及分类信息。结合多样性指数、物种

组成等分析方法，研究不同时间点驯化菌群的微

生物群落结构差异和功能。上述生物信息学分析

在百迈客云平台(https://www.biocloud.net)完成。

1.6　菌株分离纯化

在生物安全柜内利用分离筛选培养基对第 5

代驯化样本中的高效石油烃降解菌株进行分离。

取 1 mL 富集培养物进行连续梯度稀释至 10−7，

并分别取 10−4、10−5、10−6 三个稀释梯度的菌液

100 μL 涂布到分离筛选培养基平板上，在 30 ℃

恒温培养箱中正置培养，直至形成可见菌落。

选取在平板上生长速度较快、菌落较大且

形态各异的单菌落，在 LB 平板上进行多次划线

分离纯化，并重复该操作 3 次以获得纯培养。

1.7　驯化菌群对 0#柴油中总石油烃降解

率的测定

以正己烷为萃取剂，采用液液萃取的方法

萃取柴油培养基中的柴油，萃取后的柴油含量

通过气相色谱仪进行测定。色谱条件：Agilent 

HP-5 (30 m×0.25 mm×0.25 μm)色谱柱；温度程

序为 50 ℃ 恒温 6 min，以 80 ℃/min 升温至

300 ℃，恒温 13 min；氦气载气流速为 4 mL/min；

进样量为 1 μL，进样温度为 320 ℃，分流比为

2:1；检测器为 FID 检测器，检测器温度 330 ℃，

氢气流量：40 mL/min，空气流量 350 mL/min，

尾吹气流量 30 mL/min。

总石油烃(total petroleum hydrocarbons, TPH)

降解率计算如公式(1)所示。

TPH降解率=(C0−Ct)/C0×100% (1)

式中：C0 为未接种菌的驯化培养基中 TPH 的质

量浓度，mg/L；Ct 为接种菌后驯化培养基中

TPH 的质量浓度，mg/L。

1.8　分离菌株生物信息学分析

1.8.1　分离菌株系统发育分析

分离菌株基因组 DNA 模板提取方法见 1.5

节，采用通用引物 27f 和 1492r[23]扩增细菌的

16S rRNA 基因并测序，PCR 反应由北京擎科生

物科技股份有限公司完成。在测序结果成功拼

接后，将拼接序列上传至 NCBI 网站，利用其在

线 BLAST 功能进行相似性比对。利用 MEGA 

11[24]软件，通过最大似然法构建细菌系统发育

树[25]，采用 Kimura 双参数法[26]计算进化距离，

用 MEGA 11 软件中 Phylogeny 内的 bootstrap 值

评估分支稳定性，重复 1 000 次，其余参数为默

认设置。

1.8.2　分离菌株最近菌或模式菌功能基因

分析

运用 BLAST 方法将分离菌株的近缘模式菌

(如没有则选取非模式菌)基因组注释文件与从

NCBI 等数据库获取的已知石油烃降解相关酶蛋

白序列进行比对[27]。利用 makeblastdb 工具建立

本地 BLAST 数据库，运行 blastp，参数设置为：

E-value≤0.000 1，identity≥40%，coverage≥50%。

1.9　分离菌株石油烃降解功能验证

分离菌株在 LB 液体培养基中于 30 ℃、

180 r/min 培养，直至 OD600>1.0。取 1 mL 菌液，

4 ℃、4 000 r/min 离心 2 min 后收集菌体，用

0.9% 无菌生理盐水洗涤，重复 3 次以去除残留

培养基，并调整至 OD600 值为 1.0，制备成细胞

悬浮液。采用 2,6-二氯靛酚 (2,6-dichlorophenol 

indophenol, 2,6-DCPIP)作为指示剂，按照修改自

Kubota 等[28]的方法验证分离菌株的石油烃降解

能力。2,6-DCPIP 实验体系置于 5 mL EP 管中，

在 30 ℃、180 r/min 条件下培养，连续 5 d 观察

并记录颜色的每日变化。实验体系各组分具体
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为：MSM 培养基 1 500 μL, 2,6-DCPIP (37.5 mg/L) 

100 μL, FeCl3·6H2O (150 mg/L) 100 μL, 细胞悬

浮液(OD600=1.0) 100 μL、0#柴油 10 μL。

1.10　数据分析

使用 GraphPad Prism 软件进行单因素方差

分 析 (one-way analysis of variance, one-way 

ANOVA)，并采用邓肯法 (Duncan)进行多重比

较 ， 显 著 性 水 平 分 别 设 定 为 P<0.05、 P<

0.01、P<0.001 和 P<0.000 1。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　驯化菌群对 0#柴油中总石油烃的降

解效果

六个采样点的混合样品，每个样品取 3 个

重复进行菌群定向驯化。考虑到实验时间和成

本的限制，同时避免柴油梯度设置过大导致微

生物难以适应环境压力，本研究选择进行 5 代

梯度驯化。其中第 3、4、5 代驯化微生物菌群

对不同浓度 0#柴油中总石油烃(total petroleum 

hydrocarbons, TPH) 的降解效果如图 2 所示。

第 3 代驯化菌群对 2 000 mg/L 的 0#柴油中 TPH

的降解效果较好，每个样品的 3 个驯化菌群 7 d 

TPH 降解率均值均超过 70% (图 2A)；第 4 代

驯化菌群中，仅 S3 号样品的 3 个驯化菌群对

5 000 mg/L 的 0#柴油中 TPH 的 7 d 降解率均值

超过 60% (图 2B)；第 5 代驯化菌群中，S2、S3

号样品各自的 3 个驯化菌群对 7 000 mg/L 的 0#

柴油中 TPH 的 7 d 降解率均值超过 70%，S5、

S6 号样品的 3 个驯化菌群降解率均值超过 60% 

(图 2C)。这表明逐级提高 0#柴油浓度驯化石油

烃污染土著菌群，富集石油烃降解功能菌株的

方式是合理的，可以为后续功能菌株分离筛选

提供材料。

图2　驯化菌群对不同浓度0#柴油中TPH的降解效果。A：第3代驯化菌群对2 000 mg/L 0#柴油中TPH的降

解率；B：第4代驯化菌群对5 000 mg/L 0#柴油中TPH的降解率；C：第5代驯化菌群对7 000 mg/L 0#柴油

中TPH的降解率。不同小写字母表示处理间差异显著(P<0.05)。

Figure 2　 The degradation effect of domesticated microbial consortia on TPH in 0# diesel of different 

concentrations. A: Degradation rate of TPH in 2 000 mg/L 0# diesel by the third generation domesticated 

microbial consortia; B: Degradation rate of TPH in 5 000 mg/L 0# diesel by the fourth generation domesticated 

microbial consortia; C: Degradation rate of TPH in 7 000 mg/L 0# diesel by the fifth generation domesticated 

microbial consortia. Different lowercase letters indicate significant differences among treatments at the 0.05 level.
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2.2　0#柴油影响下微生物 α多样性的演替

采用 Shannon 指数和 Chao1 指数来反映微

生物 α 多样性对不同浓度 0#柴油影响的响应。

单因素方差分析(one-way ANOVA)结果表明，微

生物群落 α 多样性在不同培养阶段呈现出显著差

异(图 3)。随着富集传代过程的推进，微生物群落

α 多样性明显升高。高浓度组(5G 组)的细菌群落

Shannon 指数显著高于 0#柴油低、中浓度组(3G、

4G 组)，而低、中浓度组之间 α 多样性差异并不显

著，低、中、高组在 Chao1 指数上差异并不显著

(图 3A、3B)。对于真菌群落，高浓度组(5G 组)的

真菌群落 Shannon 指数和 Chao1 指数显著高于 0#

柴油低、中浓度组(3G、4G 组)，而低、中浓度组

之间 α 多样性差异并不显著(图 3C、3D)。

2.3　不同浓度 0#柴油对驯化菌群群落结

构的影响

2.3.1　不同浓度 0#柴油对门水平驯化菌群

群落结构的影响

为了进一步了解微生物群落结构与石油烃

降解效果的关系，对各个驯化菌群中的微生物

群落组成进行了分析(图 4)。随着驯化培养基中

石油烃浓度的升高，降解石油烃的功能微生物

被富集。在 2 000 mg/L 0#柴油条件下，细菌群

落组成方面，各驯化菌群的组成结构在门水平

上差异较大，无明显规律(图 4A)，但以假单胞

菌门(Pseudomonadota)细菌为主，平均相对丰度

为 83.1% (图 4B)；真菌群落组成方面，各驯化

菌群的群落组成结构在门水平上差异不大(图

4C)，平均相对丰度>10.0% 的有 3 个门，壶菌门

(Chytridiomycota)、子囊菌门(Ascomycota)、担子

菌门(Basidiomycota)平均相对丰度分别为 53.2%、

31.7% 和 10.0%，总计占比达 94.9% (图 4D)。菌

群驯化过程中，随着唯一碳源 0#柴油的浓度升

高，各驯化菌群群落结构在门水平上趋于相似

(图 4A、4C)。在 7 000 mg/L 0#柴油条件下，细菌

平均相对丰度>10.0% 的有 3 个门，分别为假单胞

菌门(Pseudomonadota)、拟杆菌门(Bacteroidota)、

芽孢杆菌门 (Bacillota)，平均相对丰度分别为

23.8%、20.6% 和 22.3%，总计占比 66.7% (图 4A、

4B)；真菌平均相对丰度>10.0% 的有 5 个门，分

别 为 子 囊 菌 门 (Ascomycota)、 壶 菌 门

图3　各代驯化菌群真菌和细菌α多样性分析。A：细菌的Shannon指数；B：细菌的Chao1指数；C：真菌

的Shannon指数；D：真菌的Chao1指数。****：P<0.000 1；ns：无显著性差异。3G：2 000 mg/L 0#柴油；

4G：5 000 mg/L 0#柴油；5G：7 000 mg/L 0#柴油。

Figure 3　 Analysis of fungal and bacterial alpha diversity in each generation of domesticated consortia. A: 

Shannon index of bacteria; B: Chao1 index of bacteria; C: Shannon index of fungi; D: Chao1 index of fungi. ****:  

P<0.000 1; ns: Not significant. 3G: 2 000 mg/L 0# diesel; 4G: 5 000 mg/L 0# diesel; 5G: 7 000 mg/L 0# diesel.
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图4　驯化微生物菌群门水平组成。A：3、4、5代驯化菌群中细菌群落门水平组成结构；B：各代驯化群
落中细菌门水平平均相对丰度变化；C：3、4、5代驯化菌群中真菌群落门水平组成结构；D：各代驯化群落中
真菌门水平平均相对丰度变化。A、C图中微生物群落相对丰度为3个重复的平均值。3G：2 000 mg/L 0#柴油；
4G：5 000 mg/L 0#柴油；5G：7 000 mg/L 0#柴油。
Figure 4　 Phylum-level composition of domesticated microbial consortia. A: The composition structure of 
bacterial communities at the phylum level in the 3rd, 4th, and 5th generation domesticated microbial consortia; B: 
Changes in average relative abundance of bacterial community phylum in each generation of domesticated 
microbial consortia; C: The composition structure of fungal communities at the phylum level in the 3rd, 4th, and 
5th generation domesticated microbial consortia; D: Changes in average relative abundance of fungal community 
phylum in each generation of domesticated microbial consortia. The relative abundance of microbial communities 
in figures A and C is the average of three replicates. 3G: 2 000 mg/L 0# diesel; 4G: 5 000 mg/L 0# diesel; 5G:         
7 000 mg/L 0# diesel.
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(Chytridiomycota)、unclassified_Fungi、担子菌门

(Basidiomycota)、被孢霉门 (Mortierellomycota)，

平均相对丰度分别为 29.6%、29.2%、15.9%、

12.8% 和 10.7%，总计占比 98.2% (图 4D)。

与低浓度相比，高浓度驯化菌群中细菌的

假单胞菌门(Pseudomonadota) (图 5A)和真菌的

壶菌门(Chytridiomycota) (图 5B)平均相对丰度显

著下降；而细菌的拟杆菌门 (Bacteroidota) (图

5C)、芽孢杆菌门(Bacillota) (图 5D)，真菌的担

子 菌 门 (Basidiomycota) ( 图 5E)、 unclassified_

Fungi (图 5F)、被孢霉门(Mortierellomycota) (图

5G) 平 均 相 对 丰 度 显 著 上 升 ， 子 囊 菌 门

(Ascomycota)变化不显著(图 5H)。这表明细菌的

假单胞菌门 (Pseudomonadota)和真菌的壶菌门

(Chytridiomycota)对高浓度 0#柴油较为敏感，子

囊菌门(Ascomycota)对 0#柴油浓度变化不敏感，

而 拟 杆 菌 门 (Bacteroidota)、 芽 孢 杆 菌 门

(Bacillota)细菌，以及担子菌门(Basidiomycota)、

unclassified_Fungi、被孢霉门(Mortierellomycota)

真菌可能对高浓度 0#柴油具有较高的耐受性和

更强的代谢能力。0#柴油浓度通过改变环境导

致了细菌和真菌群落的重构，使 3、4、5 代驯

化菌群的细菌和真菌群落显著区分。

2.3.2　不同浓度 0#柴油对驯化菌群属水平

群落组成的影响

菌群驯化过程中，随着唯一碳源 0#柴油的

浓度升高，细菌与真菌的某些属均表现出显著

变化(图 6)。具体而言，细菌假单胞菌门中的不

动杆菌属 (Acinetobacter) (图 6A)、假单胞菌属

(Pseudomonas) (图 6B)、食碱菌属 (Alcanivorax) 

图5　不同浓度0#柴油压力下各代驯化菌群中细菌、真菌门水平平均相对丰度变化。A−H：假单胞菌门、

壶菌门、拟杆菌门、芽孢杆菌门、担子菌门、unclassified_Fungi、被孢霉门、子囊菌门在各代驯化微生物

菌群中相对丰度差异性分析。*：P < 0.05；**：P<0 .01；***：P<0 .001；****：P<0.000 1；ns：无显著

性差异。3G：2 000 mg/L 0#柴油；4G：5 000 mg/L 0#柴油；5G：7 000 mg/L 0#柴油。

Figure 5　 Changes in average relative abundance of bacteria and fungi in each generation of domesticated 

microbial consortia under different concentrations of 0# diesel pressure. A−H: Analysis of relative abundance 

differences of Pseudomonadota, Chytridiomycota, Bacteroidota, Bacillota, Basidiomycota, unclassified_Fungi, 

Mortierellomycota, and Ascomycota in each generation of domesticated microbial consortia. *: P<0.05; **: P<

0.01; ***: P<0 .001; ****: P<0.000 1; ns: Not significant. 3G: 2 000 mg/L 0# diesel; 4G: 5 000 mg/L 0# diesel; 

5G: 7 000 mg/L 0# diesel.
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(图 6C)、小棒菌属(Parvibaculum) (图 6D)以及拟

杆菌门中的黄杆菌属(Flavobacterium) (图 6E)的

平均相对丰度显著下降。真菌担子菌门中的原

隐球菌属(Saitozyma) (图 6F)和子囊菌门中的镰

图6　各代驯化微生物菌群中部分细菌和真菌属

Figure 6　Changes in the average abundance of some bacteria and fungi at the genus level in each generation of 

domesticated microbial consortia. A − L: Analysis of the relative abundance differences of Acinetobacter, 

Pseudomonas, Alcanivorax, Parvibaculum, Flavobacterium, unclassified_Lachnospiraceae, unclassified_ 

Muribaculaceae, Saitozyma, Fusarium, Mycothermus, unclassified_Fungi and Mortierella in each generation of 

domesticated microbial consortia. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1; ns: Not significant. 

3G: 2 000 mg/L 0# diesel; 4G: 5 000 mg/L 0# diesel; 5G: 7 000 mg/L 0# diesel.
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孢菌属(Fusarium) (图 6G)的平均相对丰度也显著

下降。与此同时，芽孢杆菌门中的 unclassified_

Lachnospiraceae ( 图 6H) 和 假 单 胞 菌 门 中 的

unclassified_Muribaculaceae (图 6I)，子囊菌门中

的 Mycothermus (图 6J)、unclassified_Fungi (图

6K)以及毛霉菌门中的孢霉属 (Mortierella) (图

6L) 的 平 均 相 对 丰 度 显 著 上 升 。 这 表 明

unclassified_Lachnospiraceae、 unclassified_

Muribaculaceae 细 菌 ， 以 及 Mycothermus、

unclassified_Fungi、孢霉属真菌可能对高浓度

TPH 具有较高的耐受性和更强的代谢能力。

2.4　菌株分离与鉴定结果

由于真菌的分离筛选易引发实验室污染，

而细菌的分离和验证过程更为成熟和便捷，因

此本研究仅针对细菌进行分离。通过稀释涂布

和平板划线培养，在分离筛选培养基平板中从

第 5 代驯化菌群的 6 个样品的 3 个重复共 18 个

驯化菌群中，共分离获得 58 株细菌。从形态上

观察，培养基中的菌落主要为圆形，颜色主要

有绿色、白色、黄色和红色等。

对纯化成功的菌株进行 16S rRNA 基因的双

向测序，并对获得的 16S rRNA 基因序列进行比

对分析。58 株细菌的 16S rRNA 基因 GenBank

序列号为 PV571834−PV571891 (JGXF-1−JGXF-

58)，分属于 4 门 7 纲 13 目 22 科 25 属 50 个种。

菌株主要分布在 4 个门，其中 31 株分属于假单

胞菌门，占总数的 53.45%；放线菌门 13 株，占总

数的 22.41%；芽孢杆菌门 11 株，占总数的

18.97%；拟杆菌门 3 株，占总数的 5.17% (表 2)。

为了探究这些菌株间的进化关系，采用

MEGA 11 软 件 ， 运 用 最 大 似 然 (maximum 

likelihood, ML)法构建了系统发育树(图 7)，揭示

了它们的进化关系。

2.5　分离菌株生物信息学分析

分析微生物的功能基因对于了解分离菌株

是否具有石油烃降解功能以及理解石油降解菌

株的代谢机制至关重要。研究石油烃污染物生

物降解的一些重要基因包括 ladA、alkB、almA、

nagAaAbAcAd 和 tmoABCDE 等[29]。为了进一步

了解分离菌株的功能基因情况，以分离菌株亲

缘关系最近的模式菌或菌株基因组信息为参考，

利用本地 BLAST 分析功能基因的赋存情况，从

而进一步评估菌株的石油烃降解潜力。分析结

果如图 8 所示，ladA、alkB、almA 基因在鞘氨

醇杆菌属 (Sphingobacterium)、短波单胞菌属

(Brevundimonas)、农杆菌属(Agrobacterium)、无

色杆菌属(Achromobacter)、食烷菌属(Alcanivorax)、

假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas)、 不 动 杆 菌 属

(Acinetobacter)、微杆菌属(Microbacterium)、戈

登氏菌属 (Gordonia)、红球菌属 (Rhodococcus)、

冢村氏菌属(Tsukamurella)等属中广泛存在，这

也与袁林杰等[30]的综述中提到的降解石油烃微

生物一致。

2.6　菌株功能验证

基 于 2, 6- 二 氯 靛 酚 (2,6-dichlorophenol 

indophenol, 2,6-DCPIP)氧化还原指示剂来验证

0#柴油的生物降解性已被广泛使用。大多数石

油相关碳氢化合物很容易通过需氧微生物降解。

Hanson 等[31]首次将一种基于电子受体的筛选技

术应用于该领域，通过在培养基中添加 2,6-

DCPIP，利用其颜色变化从蓝色(氧化态)到无色

(还原态)，有效评估微生物对底物的利用效率。

2,6-DCPIP 实验表明，58 株菌中有 18 株菌

具有良好的石油烃降解功能(图 9，表 3)，其中

有 9 株菌降解速率较快，分属于 Pseudomonas、

短 芽 孢 杆 菌 属 (Brevibacillus)、 Acinetobacter、

Gordonia、Tsukamurella、芽孢杆菌属(Bacillus)、

Arthrobacter 7 个属(图 9，表 3)。这 18 株菌可作

为潜在的生物修复菌剂，然而其对 0#柴油中具

体组分的利用及其在不同环境条件下对石油烃

的降解能力还需在后续研究中进一步探讨。
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表2　分离菌株最近菌或模式菌信息

Table 2　Information on the most similar type strain or strain of isolated bacteria

Strains
JGXF-1
JGXF-2
JGXF-3
JGXF-4
JGXF-5
JGXF-6
JGXF-7
JGXF-8
JGXF-9
JGXF-10
JGXF-11
JGXF-12
JGXF-13
JGXF-14
JGXF-15
JGXF-16
JGXF-17
JGXF-18
JGXF-19
JGXF-20
JGXF-21
JGXF-22
JGXF-23
JGXF-24
JGXF-25
JGXF-26
JGXF-27
JGXF-28
JGXF-29
JGXF-30
JGXF-31
JGXF-32
JGXF-33
JGXF-34
JGXF-35
JGXF-36
JGXF-37
JGXF-38
JGXF-39
JGXF-40
JGXF-41
JGXF-42
JGXF-43
JGXF-44
JGXF-45
JGXF-46
JGXF-47
JGXF-48
JGXF-49
JGXF-50
JGXF-51
JGXF-52
JGXF-53
JGXF-54
JGXF-55
JGXF-56
JGXF-57
JGXF-58

The most similar type strains or strains
Agrobacterium pusense LMG 25623T

Brevundimonas pondensis LVF1T

Stenotrophomonas acidaminiphila JCM 13310T

Pseudomonas aeruginosa JCM 5962T

Agrobacterium tumefaciens ATCC 4720T

Brevundimonas diminuta ATCC 11568T

Escherichia fergusonii ATCC 35469T

Tsukamurella tyrosinosolvens DSM 44234T

Tsukamurella conjunctivitidis HKU72T

tenotrophomonas acidaminiphila JCM 13310T

Rhizobium rhizogenes K599
Escherichia fergusonii ATCC 35469T

Brevibacillus nitrificans DA2T

Klebsiella pneumoniae ATCC 13884T

Agrobacterium divergens R-31762T

Bacillus licheniformis SCDB 14
Gordonia amicalis DSM 44461
Agrobacterium pusense LMG 25623T

Achromobacter veterisilvae LMG 30378T

Aeromicrobium tamlense SSW1-57T

Pseudomonas aeruginosa JCM 5962T

Acinetobacter gyllenbergii FMP01T

Flavobacterium alkalisoli XS-5T

Sphingobacterium puteale M05W1-28T

Microbacterium paraoxydans NBRC 103076T

Brevundimonas pondensis LVF1TT

Brevundimonas intermedia VKM B-1499T

Enterobacter hormaechei DSM 16687T

Pseudomonas nitroreducens LMG 21614T

Acinetobacter calcoaceticus NCTC 12983T

Sphingomonas echinoides ATCC 14820T

Bacillus polymyxa ATCC 842
Bacillus megaterium ATCC 14581
Serratia marcescens ELP1.10
Acinetobacter baumannii ATCC 19606
Pseudoalteromonas tunicata D2
Achromobacter denitrificans LMG 1231
Rhodococcus erythropolis R138
Staphylococcus pasteuri FDAARGOS_1069
Gordonia alkanivorans NBRC 16433
Acinetobacter gyllenbergii JGXF-41
Brevibacillus nitrificans DA2T
Brevibacillus nitrificans DA2T
Bacillus licheniformis SCDB 14
Tsukamurella tyrosinosolvens DSM 44234T

Gordonia amicalis strain DSM 44461
Pseudomonas aeruginosa JCM 5962T

Tsukamurella tyrosinosolvens DSM 44234T

Alcanivorax dieselolei CGMCC 1.3690
Bacillus licheniformis ATCC 14580
Staphylococcus pasteuri DSM 10656
Alcaligenes faecalis ATCC 8750
Acinetobacter baumannii ATCC 19606
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117
Bacillus polymyxa ATCC 842
Pseudomonas aeruginosa JCM 5962T

Rhodococcus qingshengii CS98
Gordonia alkanivorans NBRC 16433

GenBank accession number
GCA_900102105.1
GCA_017487345.1
GCA_001431595.1
GCA_000615485.1
GCA_011684035.1
GCA_000204035.1
GCA_000026225.1
GCA_900104775.1
GCA_007858475.1
GCA_001431595.1
GCA_016864595.1
GCA_000026225.1
GCA_003710965.1
GCA_000163455.1−
GCA_002074115.1
GCA_012395955.1
GCF_900102105.1
GCA_900496975.1−
GCA_000615485.1
GCA_001682515.1
GCA_008000935.1
GCA_003627955.1
GCA_001552495.1
GCF_017487345.1
GCA_027922165.1
GCA_001729705.1
GCA_900188285.1
GCA_900444805.1
GCA_033842725.1
GCA_022811565.1
GCA_006094495.1
GCA_030291735.1
GCA_009035845.1
GCA_003568825.1
GCA_902859715.1
GCA_000696675.2
GCA_016599795.1
GCA_000225505.1
GCA_001682515.1
GCA_003710965.1
GCA_003710965.1
GCA_002074115.1
GCA_900104775.1
GCA_012395955.1
GCA_000615485.1
GCA_900104775.1
GCA_014644575.1
GCA_034478925.1
GCA_003970495.1
GCA_958448115.1
GCA_009035845.1
GCA_002849715.1
GCA_022811565.1
GCA_000615485.1
GCA_015099595.1
GCA_000225505.1
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3　讨论　讨论

逐级驯化使微生物菌群对石油烃污染的适

应和降解能力呈现出复杂且有序的变化。随着

驯化代数的增加及石油烃浓度的逐步提升，微

生物群落结构发生显著改变，反映了微生物面

对环境压力的适应性进化。在石油烃浓度升高

的初期，微生物对石油烃的利用率先下降后上

升，体现了菌群的适应过程(图 10)。在高浓度石

油烃条件下，微生物可能通过水平基因转移获

图7　第5代驯化菌群分离细菌基于16S rRNA基因序列构建的系统发育树

Figure 7　Phylogenetic tree of bacteria isolated from the fifth generation of domesticated microbial consortia 

based on 16S rRNA gene sequences. The color range indicates the classification of the phylum level.
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得高效降解基因，从而在高浓度石油烃环境中

获得竞争优势[32-33]。同时，微生物菌群内部存

在协同作用，例如分泌表面活性剂以降低石油

烃的表面张力，或产生生长因子和维生素以促

进其他微生物的生长代谢，从而提高菌群的整

体降解能力[34-35]。逐级驯化还可能涉及微生物

细胞膜结构和功能的改变，增强其对石油烃的

耐受性和摄取能力，例如转运蛋白的适应性变

化使得石油烃更容易被运输到细胞内进行降

解[36-37]。逐级驯化法为微生物菌群提供了一个

逐步适应高浓度石油烃环境的过程，使其在生

理、生化和生态层面进行调整和优化，从而实

现对石油烃污染的高效降解。

通常情况下，随着 TPH 浓度的升高土壤细

菌的操作分类单元 (operational taxonomic unit, 

OTU)数量和 α 多样性会降低[38-39]。研究表明石

油烃浓度大于 565 mg/kg 会对微生物多样性产生

抑制作用，属于高浓度污染[40]。也有研究发现，

石油烃浓度大于 20 000 mg/kg 会显著降低土壤

微生物多样性，而在 4 000−20 000 mg/kg 之间时微

生物多样性无显著变化，但浓度大于 20 000 mg/kg

时微生物多样性会显著降低[41]。本研究发现在

2 000 mg/L 和 5 000 mg/L 0#柴油条件下，微生

物群落的 α 多样性变化不显著，而在 7 000 mg/L

条件下显著高于前两组(图 3)。与以往研究结果

存在差异，其原因可能包括：(1) 在高 TPH 浓度

图8　分离菌株功能基因分析。红色方框表示存在对应基因，X代表基因在基因组上的拷贝数，颜色渐变

对应于ln (X+1)值。

Figure 8　Functional gene analysis of isolated strains. The red box indicates the existence of the corresponding 

gene, X represents the copy number of the gene on the genome, and the color gradient corresponds to the ln (X+1) 

value.
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图9　分离菌株0#柴油降解功能定性分析

Figure 9　Qualitative analysis of the degradation function of 0# diesel by isolated strains. Red solid circle: The 
strains have the ability to degrade 0# diesel.

表3　潜在功能菌株降解石油烃潜力(以2,6-DCPIP褪色程度表征)

Table 3　The potential of potential functional strains to degrade petroleum hydrocarbons (characterized by the 

degree of 2,6-DCPIP fading)

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Strains

Pseudomonas aeruginosa JGXF-4

Tsukamurella sp. JGXF-8

Brevibacillus nitrificans JGXF-13

Agrobacterium divergens JGXF-15

Achromobacter sp. JGXF-19

Pseudomonas aeruginosa JGXF-21

Acinetobacter sp. JGXF-22

Bacillus polymyxa JGXF-32

Acinetobacter baumannii JGXF-35

Pseudoalteromonas tunicata JGXF-36

Gordonia alkanivorans JGXF-40

Acinetobacter gyllenbergii JGXF-41

Brevibacillus sp. JGXF-42

Tsukamurella sp. JGXF-45

Pseudomonas aeruginosa JGXF-47

Tsukamurella sp. JGXF-48

Bacillus licheniformis JGXF-50

Arthrobacter paraffineus JGXF-54

2,6-DCPIP fading degree

+++

++

+++

+

+

+++

+++

+

++

+

+++

+

+

+++

+++

+

+++

+++

+++和橘色：2,6-DCPIP完全褪色；++和蓝色：2,6-DCPIP褪色程度中等；+和绿色：2,6-DCPIP褪色程度较低。

+++ and orange: 2,6-DCPIP is completely faded; ++ and blue: 2,6-DCPIP is moderately faded; + and green: 2,6-DCPIP is slightly 

faded.

3808



独学渊 等 || 微生物学报, 2025, 65(8)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

下，微生物的协同作用更为显著[42]。部分微生

物能够将石油烃大分子分解为小分子，为其他

微生物提供营养，从而促进多种微生物的生长，

使得一定范围内高浓度 TPH 条件下这种协同作

用增强，原先低相对丰度难以检测的微生物相

对丰度升高，导致微生物多样性升高。(2) 高

TPH 浓度可能改变了微生物群落的组装机制，

例如增强了生态位分化和物种共存的机会，促

进了微生物群落的水平基因转移(horizontal gene 

transfer, HGT)，使得原本不具备烃类降解能力的

微生物获得了代谢潜能，其相对丰度提升导致

微生物多样性升高[43]。不同代际驯化菌群在不

同浓度 0#柴油下的降解效果与群落结构密切相

关。拟杆菌门和芽孢杆菌门中的许多细菌是已

知具有石油烃降解能力的优势菌[44-45]。面对高

浓度(5 000 mg/L 和 7 000 mg/L)的 0#柴油，多数

驯化群落(19/36)对石油烃仍保持较高的降解率 

(>60%)，表明在驯化过程中群落结构进一步调

整和优化以适应高浓度石油烃环境的压力。优

势降解群落的富集和群落结构的优化是高效降

解石油烃的关键，本研究验证了逐级驯化法的

科学性和有效性，为功能菌株的筛选和实际污

染修复应用提供了理论和实践依据。

本研究通过逐步提高石油烃浓度模拟微生

物的自然适应过程，较好地平衡了群落多样性

和降解效率。通过逐级驯化提高菌株的适应性，

同时保留了丰富的微生物多样性，有利于群落

面对不同环境和污染类型时展现出更强的适应

性和协同降解能力。在功能菌株筛选方面，采

用改进后的 2,6-DCPIP 验证方法，操作简便、快

速高效。相比气相色谱法检测石油烃降解率筛

选菌株，该方法能够快速筛选出高效降解菌株

且节约成本，为大规模筛选提供了实用的技术

手段。

然而本研究仍有一些需要进一步深入探讨

的问题。(1) 研究报道了极端环境下高效降解石

油烃的微生物菌株[46-48]，而本研究主要集中在

常温条件，对微生物在不同环境条件下降解特

性及适应机制的研究不足。后续研究将拓展至

不同环境条件下，系统研究微生物的降解特性

及其适应机制。例如，通过模拟高温、低温、

高盐等极端环境，分析微生物的生长曲线、降

解效率和代谢产物的变化，揭示其在不同环境

下的适应策略。(2) 部分研究从基因层面分析了

石油烃降解相关基因在群落中的分布和表达[49]，

而本研究虽涉及部分功能基因分析，但在基因

表达和调控机制方面的研究有限。后续研究需

加强这一领域，以深入理解群落降解石油烃的

内在机制。(3) 本研究筛选出的 18 株具有石油烃

降解功能的菌株，尤其是降解速率较快的 9 株，

为开发生物修复菌剂提供了潜在候选菌株，但

图10　不同浓度0#柴油条件下，驯化菌群降解率

差异性分析。**：P<0 .01；***：P<0 .001；****：

P<0.000 1 。 3G ： 2 000 mg/L 0# 柴 油 ； 4G ：

5 000 mg/L 0#柴油；5G：7 000 mg/L 0#柴油。

Figure 10　 Analysis of the degradation rate 

differences of domesticated microbial consortia under 

different concentrations of 0# diesel. **: P<0.01; 

***: P<0 .001; ****: P<0.000 1. 3G: 2 000 mg/L 0# 

diesel; 4G: 5 000 mg/L 0# diesel; 5G: 7 000 mg/L 0# 

diesel.
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在实验室优化和扩大培养方面的研究不足。后

续研究将加强对这些功能菌株的实验室优化和

扩大培养研究。通过优化培养条件(如碳氮比、

pH 值、温度等)，提高菌株的降解效率和稳定

性，并进一步用于石油烃污染土壤和水体的

修复。

4　结论　结论

本研究采用逐级驯化法，通过逐步提高 0#

柴油浓度定向驯化了高效石油烃降解微生物菌

群，并筛选出具有石油烃降解功能的菌株。逐

级驯化过程显著提高了微生物菌群对石油烃的

降解能力，7/18 的第 5 代驯化菌群在 7 000 mg/L

的 0#柴油中 7 d 内 TPH 降解率超过 70%，表明

该方法能有效富集石油烃降解功能菌株。

微生物群落分析显示，在驯化过程中随着

0#柴油浓度的升高，微生物群落结构发生显著

变化。在高浓度石油烃的影响下，拟杆菌门和

芽孢杆菌门等降解功能菌门的相对丰度增加，

表明这些微生物对高浓度 TPH 具有更高的耐受

性和代谢能力。同时，真菌群落中壶菌门和担

子菌门的相对丰度显著上升，进一步证实了微

生物群落演替与石油烃降解功能增强密切相关。

本研究通过稀释涂布和平板划线法从第 5 代驯

化菌群中分离出 58 株细菌。基于 16S rRNA 基

因序列分析发现，这些菌株分属 4 门 7 纲 13 目  

22 科 25 属。结合 2,6-DCPIP 验证实验，筛选出

18 株功能菌株，主要分属于假单胞菌属、不动

杆菌属、戈登氏菌属和冢村氏菌属等，显示出

较高的石油烃降解潜力，其中 9 株菌降解速率

较快，可作为潜在的生物修复菌剂。

本研究揭示了逐级驯化中微生物群落的演

替规律及其对石油烃降解能力的影响。逐级驯

化法模拟了微生物对污染物的自然适应过程，

加速了群落的进化，提高了其对高浓度石油烃

的降解效率，为石油烃污染场地的生物修复提

供了理论依据和技术支持。
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