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摘   要：新疆石油污染土壤中微生物多环芳烃(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)降解功能

基因研究甚少，且环境因子和功能基因之间相关性仍不清楚。【目的】揭示新疆石油污染砂质土

壤自然衰减过程中多环芳烃降解关键基因结构和变化规律。【方法】以新疆准东油田为研究区，

分析同一采油区不同石油污染年限土壤理化因子和多环芳烃含量变化，采用扩增子测序研究石油

自然衰减过程中多环芳烃降解酶基因结构变化规律，利用 Mental 检验探讨其环境驱动因子。【结

果】石油污染时间 1 年和 3 年的土壤中有多项理化指标与背景土存在显著性差异，而污染 5 年土

壤与背景土之间仅 2 项指标具有显著性差异，随石油自然衰减逐渐恢复至正常。石油污染 1 年的

土壤中 16 种多环芳烃除苊烯和䓛以外，其余 14 种多环芳烃均高于石油污染 3 年和 5 年土壤，多

环芳烃总量和含油率污染 1 年土壤均显著高于污染 3 年和 5 年的土壤，多环芳烃会在污染后短时

间内迅速被降解。扩增子测序结果显示，萘双加氧酶基因分类操作单元(operational taxonomic units, 
OTUs)序列随污染年限延长逐渐增多；芳环羟化双加氧酶基因 OTUs 序列 BLAST(basic local 
alignment search tool)比对注释为 6 类多环芳烃降解基因，随着污染年限延长呈现先升高后降低趋

势，污染 5 年土壤后 OTUs 急剧减少。Mental 检验结果显示，土壤可溶性有机碳和含水量会显著

影响功能基因结构，多环芳烃并不能显著影响功能基因结构。【结论】新疆准东油田石油污染砂
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质土壤自然衰减过程中多环芳烃降解基因结构主要受土壤可溶性有机碳和含水量影响。 

关键词：石油污染；多环芳烃；自然衰减；功能基因；动态特征 
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Abstract: There are few studies about the functional genes involved in the microbial 
degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in crude oil-contaminated soils in 
Xinjiang, and the correlations between environmental factors and functional genes remain 
unclear. [Objective] To reveal the structures and dynamic characteristics of key 
PAH-degrading genes during the natural attenuation of crude oil-contaminated sandy soils in 
Xinjiang. [Methods] We studied the variations in the physicochemical properties and the 
content of PAHs in the soils contaminated by crude oil for different years in the same oil 
production area in Zhundong Oilfield in Xinjiang. Amplicon sequencing was employed to 
study the dynamic characteristics of genes involved in the degradation of PAHs during the 
natural attenuation of crude oil-contaminated soils. Mental test was performed to explore the 
environmental driving factors. [Results] The soils contaminated by crude oil for 1 and 3 years 
had several physicochemical properties significantly different from the background soils, while 
that contaminated for 5 years had only 2 physicochemical properties significantly different, 
which gradually returned to normal levels with the natural attenuation of crude oil. Among the 
16 PAHs studied, the remaining 14 PAHs except acenaphthylene and chrysene in the soils 
contaminated by crude oil for 1 year had higher content than those in the soil contaminated by 
crude oil for 3 and 5 years. The total PAHs and crude oil content in the 1-year contaminated 
soils were significantly higher than those in the 3-year and 5-year contaminated soils, which 
indicated that PAHs could be rapidly degraded in a short time after contamination. The 
amplicon sequencing results showed that the operational taxonomic units (OTUs) of 
naphthalene dioxygenase gene gradually increased with the extension of pollution years. The 
OTUs of aromatic ring-hydroxylating dioxygenase gene were annotated by BLAST alignment 
into 6 types of PAH-degrading genes, which first increased and then decreased with the 
extension of contamination time. The OTUs of aromatic ring-hydroxylating dioxygenase gene 
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presented dramatically decreased diversity within 5 years of contamination. The Mental test 
results showed that the functional gene structures were significantly affected by soil soluble 
organic carbon and water content and not by PAHs. [Conclusion] The structures of 
PAH-degrading genes are mainly affected by soil soluble organic carbon and water content 
during the natural attenuation of crude oil-contaminated sandy soil in the Zhundong Oilfield of 
Xinjiang. 
Keywords: crude oil contamination; polycyclic aromatic hydrocarbons; natural attenuation; 
functional genes; dynamic characteristics 
 
 

原油是一种复杂的混合物，含有多种不同类

别的化学物质，如烷烃、芳香烃和非烃类化合

物 [1]，其中芳香烃当中的多环芳烃 (polycyclic 
aromatic hydrocarbon, PAH)在环境中广泛分布，

是一种普遍存在的化学污染物，由于其环境持久

性、高毒性、诱变性和致癌性以及在食物链的生

物积累，可对人类健康和生态系统安全构成威

胁，因而引起社会广泛关注[2-3]。PAHs 家族包括

150 多种成员，其中 16 种被欧盟和美国环境保

护署列为优先考虑污染物[4]。石油在开采、生产、

运输、储存以及意外事件过程中会泄漏在环境当

中[5-6]，因此在石油勘探区的污染土壤中可检测

到高含量的烷烃和多环芳烃[1,7]。新疆作为我国

重要的石油产地，许多油田生产时间较长，因此

有大量历史遗留石油污染土壤有待修复。而微生

物修复是一种非常有前景的土壤清洁技术，利用

微生物新陈代谢将土壤中的污染物转化为 CO2、

H2O 和脂肪酸等无毒物质，从而降低有机污染物

对环境的影响。如果采用微生物修复技术，则修

复菌剂配伍及策略尤为重要，需要对石油污染状

况进行修复前评估。因此开展石油污染土壤自然

衰减不同阶段土壤微生物群落结构及功能基因

变化研究，对于未来判断石油污染程度及状况十

分必要。 
微生物降解多环芳烃的关键步骤在于苯环

结构的氧化开环，芳香烃双加氧酶具备氧化开环

的重要功能[8-9]。因此芳香烃双加氧酶基因可以

作为污染土壤细菌群落功能特征生物标记，用于

表征受污染场地的微生物修复潜力[10]。Shahi 等[11]

检测了石油污染土壤微生物修复过程中微生物

群落结构及功能基因的变化，结果显示微生物菌

群结构和功能基因多态性可以作为土壤修复过

程中的监测方法。Han 等[12]采用克隆文库法研究

PAH 污染土壤中 pdo1、nah 和 C12O 三个多环芳

烃降解基因的多态性及相对丰度，结果显示

pdo1 和 nah 基因丰度与 PAHs 含量呈正相关，可

以作为 PAHs 污染程度的指标物。李兴海等[13]

采用克隆文库法研究石油污染土壤自然衰减过

程中双加氧酶基因变化规律，研究发现其类型及

丰度会随石油自然衰减发生规律性的变化，可作

为检测石油污染物衰减程度的分子标准。 
本研究选择位于古尔班通古特沙漠腹地准

东油田作为研究区，采油区域生态环境十分脆

弱，油井周边渗漏的石油会影响砂质土壤物理化

学性质及土壤微生物群落及功能，但目前针对新

疆石油污染砂质土壤中芳香烃双加氧酶基因种

类及结构的研究鲜有报道。因此本研究选择萘双

加氧酶基因作为表征简单多环芳烃代谢[14]；同

时选择可以降解甲苯、间二甲苯、萘、苯并[a]
蒽和苯并[a]芘等物质的广谱芳环羟化双加氧酶

基因[15-19]，通过研究确定新疆准东油田石油污染

砂质土壤中多环芳烃双加氧酶基因种类以及原

油自然衰减过程中功能基因变化规律。此外，各

种环境变量调节着土壤多环芳烃代谢基因的空
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间分布，然而土壤理化因子和多环芳烃浓度与多

环芳烃代谢基因之间的相关性仍不清楚[20-21]，因

此本研究还针对原油自然衰减过程中功能基因

变化环境驱动因子开展研究。本研究的开展对于

未来评估石油污染衰减程度并制定相应的土壤

修复方案具有一定指导意义。 

1  材料与方法 
1.1  样品采集和处理 

2015 年 6 月在新疆古尔班通古特沙漠准东

油田(东经 88°40′–89°22′，北纬 43°40′–44°20′)同
一个采油区内采集 3 个不同石油污染年限土和

背景土。污染土和背景土之间距离超过 50 m，

尽可能排除挥发性有机烃对背景土壤的影响。按

照石油污染年限对样本进行编号，污染 1 年土样

编号为 ZD1，污染 3 年为 ZD3，污染 5 年为 ZD5，
土壤石油污染后再无污染。污染土壤编号为

ZD1A、ZD3A 和 ZD5A，背景土编号为 ZD1B、

ZD3B 和 ZD5B，3 次重复。采样时剥离掉 1–2 cm
表层土，排除空气中掉落杂质以及挥发性石油烃

影响，采样深度 20 cm。采集土样用车载冰箱带

回实验室，混匀后分为 2 份，一份进行理化性质

测试，另一份进行扩增子测序分析。 

1.2  土壤理化因子及多环芳烃含量测定 
石油污染土壤含水率(water content, WC)采

用烘干法测定[22]；土壤 pH 值、电导率(electrical 
conductivity, EC)、总氮(total nitrogen, TN)、总碳

(total carbon, TC) 、可溶性有机碳 (dissolved 
organic carbon, DOC)、总磷(total phosphorus, TP)
和总硫(total sulphur, TS)指标测定采用常规方法

进行测定[23]；含油率(oil content, OC)采用比色法

测 定 [24] ； 多 环 芳 烃 (polycyclic aromatic 
hydrocarbon, PAHs)采用高效液相色谱法进行测

定[25]。采用 R 语言对土壤理化因子和多环芳烃

含量利用 LSD 法进行多重比较检验并绘图。 

1.3  土壤基因组 DNA 提取及功能基因扩增

子测序 
采用 MO BIO® PowerSoil® DNA Isolation 

Kit 对土壤基因组 DNA 进行提取，进行琼脂糖

凝胶电泳检测和紫外分光光度检测，合格后委托

北京诺禾致源公司进行功能基因扩增子建库分

析。芳香烃双加氧酶基因扩增子引物选择萘双加

氧酶基因(naphthalene dioxygenase, nah)和芳环羟

化 双 加 氧 酶 基 因 (aromatic ring-hydroxylating 
dioxygenase, nid)通用引物，前期已验证其有效性。

nah 基因扩增引物为 NAH-F 和 NAH-R[26]；nid 基

因扩增引物为 Nid-for 和 Nid-rev1/Nid-rev2 的巢式

引物[16,27]。nah 基因以带有 barcode 的 NAH-F 和

NAH-R 进行扩增，30 个循环；nid 基因先以 Nid-for
和 Nid-rev1 为引物进行第 1 轮扩增，25 个循环，

保证 PCR 产物在指数增长期，扩增结束后凝胶电

泳检测扩增产物；产物稀释 50 倍后作为模板，以

带有 barcode 的 Nid-for 和 Nid-rev2 进行第 2 轮扩

增，30 个循环，琼脂糖凝胶检测并回收相应的扩

增条带，委托北京诺禾致源公司采用 HiSeq2500
测序平台进行测序分析。最后将测序原始数据上

传至 NCBI 的 SRA 数据库，nah 基因测序原始数

据编号为 PRJNA869211，nid 基因测序数据编号为

PRJNA869302。 

1.4  多环芳烃功能基因扩增子测序及数据

处理 
针对 nah 和 nid 基因片段扩增子下机原始数

据，根据 barcode 序列和 PCR 扩增引物序列拆分

各样本数据，截去 barcode 和引物序列后使用

FLASH V1.2.7[28]对每个样本的 reads 进行拼接，

得 到的拼接 序列为原 始 tags 数 据。使用

QiimeV1.9.1[29]对原始 tags 数据进行质控，将原

始 tags 从连续低质量值(默认质量阈值≤19)碱基

数达到设定长度(默认长度值为 3)的第 1 个低质

量碱基位点截断，进一步过滤掉其中连续高质量
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碱基长度小于 tags 长度 75%的 tags，获得高质量

tags 序列，其中 nah 基因获得 181 条分类操作单

元(operational taxonomic units, OTUs)序列，nid
基因获得 123 条 OTUs 序列。 

1.5  多环芳烃功能基因比对分析 
将 nah 和 nid 基因所获所有 OTUs 序列使用

transeq 软件翻译为蛋白质序列，去除非连续性

序列，并将蛋白质序列与 NCBI NR 数据库进行

比对，再去除非多环芳烃降解酶基因序列，此时

nah 基因剩余 102 条序列，nid 基因剩余 112 条

序列，后续对数据进行抽平进行分析。使用

usearch 进行多样性指数计算，R 绘制 nah 和 nid
基因 α 多样性箱线图以及理化因子和多环芳烃

含量柱状图，添加显著性(P<0.05)标记；pheatmap
函数(pheatmap 包)绘制基因相对丰度前 35 聚类

热图；基于 Bary_curtis 距离进行主坐标分析

(principal co-ordinates analysis, PCoA)。BLAST
同源性比对选取与 nah 和 nid 基因相似性较高的

序列作为标准序列，利用 MEGA 7 软件采用邻

接法进行聚类分析构建系统发育树。通过 Bioenv
函数(vegan 包)分析影响石油污染土壤多环芳烃

降解酶基因多样性的环境因子和多环芳烃组合，

并进行 Mantel 检验。研究石油污染土壤自然衰减

过程中功能基因结构变化驱动因子。 

2  结果与分析 
2.1  土壤理化因子测定和分析 

土壤理化因子测定结果如图 1 所示，在所测

8 项土壤理化指标中，石油污染 1 年土壤与背景

土之间，pH、含水率、电导率、总碳、可溶性

有机碳和总硫 6 项指标具有显著性差异；石油污

染 3 年土壤与背景土之间，含水率、电导率、总

氮、总碳、可溶性有机碳、总磷和总硫 7 项指标

具有显著性差异；石油污染 5 年土壤与背景土之

间仅 pH 和电导率具有显著性差异(P<0.05)，说

明石油污染土壤能显著地改变土壤理化性质，随

着污染年限增加，有机污染物不断被微生物降解

矿化，自然衰减 5 年后，污染土壤理化性质逐渐

接近背景土壤。石油污染 1 年土壤中总碳含量显

著高于污染 3 年和 5 年土壤，但可溶性碳却是污

染 3 年土壤显著高于污染 1 年和 5 年土壤，污染

5 年土壤中可溶性碳含量与背景土中无显著性

差异，说明石油碳氢化合物并不能直接溶解在土

壤溶液中，而是需要微生物进行降解形成可溶性

碳进行利用。此外污染 3 年土壤总氮、总磷和总

硫含量均显著高于其他样本，可能与污染石油成

分不同有关。 
石油污染土壤中多环芳烃含量测定结果如

图 2 所示，结果显示在测试的 16 种多环芳烃中，

石油污染 1 年的土壤中除苊烯和䓛以外的 14 种

多环芳烃含量均高于石油污染 3 年和 5 年土壤，

其中苊、芴、苯并[a]蒽和苯并[g,h,i]苝含量显著

高于石油污染 3 年和 5 年土壤(P<0.05)；此外萘、

蒽、荧蒽、芘、苯并[k]荧蒽、二苯并[a,h]蒽和茚

并[1,2,3-cd]芘含量显著高于石油污染 3 年土壤

(P<0.05)，且污染 5 年土壤中含量与污染 1 年和

3 年土壤均无显著性差异；菲、苯并[b]荧蒽和苯

并[a]芘含量在 3 个污染年份之间均无显著性差

异。多环芳烃总量和土壤含油率均为污染 1 年土

壤>污染 5 年土壤>污染 3 年土壤，并具有显著性

差异，推测是因为污染之初散落在土壤中原油的

总量不同，自然衰减过程中烷烃、多环芳烃逐渐

降解矿化，石油中极难降解的沥青类物质残留在

土壤中所致。实验结果还显示，TPAHs/OC 比率

为污染 3 年土壤>污染 5 年土壤>污染 1 年土壤，

推测为多环芳烃自然挥发和降解速度比石油烷

烃较慢造成，石油自然降解过程中其含量与土壤

含油率比例会逐渐增高，自然降解一定时间后，

会被土壤微生物降解成小分子物质，其与含油率

比例随之降低。 
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图 1  准东油田石油污染和背景土理化性质 
Figure 1  Soil properties of oil-contaminated and background soil in Zhundong oilfield. The different 
lowercase letters indicate significant differences between soil samples (P<0.05). The same below. The letter 
abbreviations represent different soil properties. WC: Water content; EC: Electrical conductivity; TN: Total 
nitrogen; TC: Total carbon; DOC: Dissolved organic carbon; TP: Total phosphorus; TS: Total sulphur. 
 

 
图 2  准东油田石油污染土壤中多环芳烃含量 
Figure 2  Polycyclic aromatic hydrocarbons content in oil-contaminated soils of Zhundong oilfield. The letter 
abbreviations represent different polycyclic aromatic hydrocarbons. Nap: Naphthalene; Acy: Acenaphthylene; 
Flu: Fluorene; Ace: Acenaphthene; Phe: Phenanthrene; Ant: Anthracene; Fla: Fluoranthene; Pyr: Pyrene; Chr: 
Chrysene; BaA: Benz[a]anthracene; BbF: Benzo[b]fluoranthene; BkF: Benzo[k]fluoranthene; BaP: 
Benzo[a]pyrene; DahA: Dibenz[a,h]anthracene; BghiP: Benzo[g,h,i]perylene; IcdP: Indeno[1,2,3-cd]pyrene; 
TPAHs: Total polycyclic aromatic hydrocarbons; OC: Oil content. 
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2.2  不同石油污染年限土壤芳香烃双加氧

酶基因分布 
原始数据通过质控拼接、核酸序列翻译以及

数据库比对，去除非芳香烃双加氧酶基因的

OTUs 序列，最后 nah 基因剩余 102 条 OTUs 序

列，nid 基因剩余 112 条。将 2 个基因剩余序列

进行 OTUs 分布 Venn 图绘制(图 3)。结果显示

nah 基因污染 1 年土壤 3 个样本共 92 条，污染 3
年 94 条，污染 5 年 96 条，污染 1 年和 3 年共有

87 条，污染 1 年和 5 年共有 87 条，污染 3 年和

5 年共有 89 条，3 个年限共有 83 条，实验结果

显示随污染年限延长，nah 基因多样性逐渐增

多，但增幅并不明显，其核心基因种类在 3 个不

同污染年份中相似。nid 基因污染 1 年 62 条，污

染 3 年 91 条，污染 5 年仅 7 条，污染 1 年和 3

年共有 44 条，污染 1 年和 5 年共有 2 条，污染

3 年和 5 年共有 4 条，3 个年限共有 2 条，推测

污染 5 年后大分子量多环芳烃多数已被降解开

环，因此 nid 基因 OTUs 数随即下降。 

2.3  不同石油污染年限土壤芳香烃双加氧

酶基因 α 多样性分析 
根据所获 nah 和 nid 基因 OTUs 序列丰度进

行 α 多样性指数的计算，结果如图 4 所示。nah

基因丰富度指数(richness index)、ACE、Chao1、

Shannon 和 Simpson 指数在石油污染不同年限土

壤中均无显著性差异。nid 基因丰富度指数和

ACE 指数为污染 3 年土壤>污染 1 年土壤>污染

5 年土壤，3 个不同污染年限之间均具有显著性

差异(P<0.05)；Chao1、Shannon 和 Simpson 指数

为污染 3 年土壤>污染 1 年土壤>污染 5 年土壤，

污染 3 年和 1 年之间无显著性差异，但与污染 5

年之间有显著性差异(P<0.05)，说明污染 3 年土

壤中 nid 基因种类最多，基因多样性最高。 

2.4  不同石油污染年限土壤芳香烃双加氧

酶基因 β 多样性及构成分析 
根据所获 nah 和 nid 基因 OTUs 代表性序列

丰度表，基于 Bary_curtis 距离矩阵进行 PCoA
分析(图 5)，展示不同石油污染土壤中 nah 和 nid 

 
 

 
 
 

图 3  准东油田不同年限石油污染土壤 nah和 nid基因 Venn 图 
Figure 3  Venn diagram of nah and nid gene in oil-contaminated soils with different pollution years of 
Zhundong oilfield. 
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图 4  准东油田不同年限石油污染土壤 nah和 nid基因 α 多样性 
Figure 4  The alpha diversity index of nah and nid gene in oil-contaminated soils with different pollution years 
of Zhundong oilfield. The different lowercase letters indicate significant differences between soil samples 
(P<0.05). 
 
基因多态性在组间差异。结果显示，3 个不同

石油污染年限土壤中 nah 和 nid 基因结构均存

在显著性差异(P<0.05)。对于 nah 基因，石油

污染 1 年和污染 5 年土壤中基因 OTUs 序列结

构较为类似，结构均较为发散，石油污染 3 年

nah 基因结构与其余 2 个样本差异较大；对于

nid 基因 OTUs 序列，3 个石油污染年限土壤组

基因结构组内差异较小，但不同样本彼此之间

均存在显著性差异。选取 2 个芳香烃双加氧酶

基因 OTUs 代表性序列丰度前 35 个序列数值

进行 log2 对数变换后，绘制聚类热图(图 5)。
结果显示，对于 nah 基因，相对丰度前 35 nah
基因序列在不同污染年限土中均有存在，聚

类结果显示污染 1 年和 3 年结构较为类似，

与 β 多样性分析结果相似；对于 nid 基因，相

对丰度前 35 基因序列在不同污染年限土中相

对丰度显著不同，且污染 5 年后 nid 基因种类

稀少，聚类结果显示污染 1 年和 5 年结构较

为类似，结果显示随多环芳烃降解，多环芳

烃含量减少，芳环羟化双加氧酶基因 OTUs
逐渐减少。  

2.5  不同石油污染年限土壤芳香烃双加氧

酶基因聚类分析 
将 102 条 nah 基因序列和 112 条 nid 基因

核酸序列分别采用 BLASTp 程序与本地 NCBI 
NR 数据库进行比对，并选取得分最高的序列信

息作为本研究扩增子序列基因名。其中 nah 基

因 序 列 名 均 为 萘 双 加 氧 酶 (naphthalene 
dioxygenase)，nid 基因引物扩增则获得 6 类基

因序列，分别为芳环羟化双加氧酶 (aromatic 
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ring-hydroxylating dioxygenase)占 48.83%、多环

芳烃环羟基化双加氧酶(PAH ring-hydroxylating 
dioxygenase)占 25.95%、邻苯二甲酸双加氧酶

(phthalate dioxygenase)占 17.54%、末端双加氧

酶 α 亚基(alpha subunit of terminal dioxygenase 

component)占 4.67%、Rieske 型铁硫中心结构域

蛋白(rieske 2Fe-2S domain-containing protein)占
3.01% ， 苯 甲 酸 1,2- 双 加 氧 酶 (benzoate 
1,2-dioxygenase)仅在污染 3 年和污染 5 年土壤

中含有少量序列。 
 

 
 

 
 
 

图 5  准东油田不同年限石油污染土壤 nah和 nid基因主坐标分析图和相对丰度聚类热图 
Figure 5  Principal co-ordinates analysis and the relative abundances heat map of nah and nid gene in 
oil-contaminated soils with different pollution years of Zhundong oilfield. A: Principal co-ordinates analysis 
of nah gene. B: Principal co-ordinates analysis of nid gene. C: Heat map of nah gene. D: Heat map of nid 
gene. 
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将 nid 基因 6 种类型基因的相对丰度在 3 个

石油污染年限进行多重比较分析(图 6)，结果显

示芳环羟化双加氧酶、多环芳烃环羟基化双加

氧酶和邻苯二甲酸双加氧酶不同污染年限土壤

中存在显著性差异，芳环羟化双加氧酶基因相

对丰度随着污染年限延长逐年增加，污染 5 年土

壤显著高于污染 1 年和 3 年；多环芳烃环羟基化

双加氧酶随着污染年限延长逐年减少，污染 5 年

土壤显著高于污染 1 年，污染 3 年与其余 2 类样

本均无显著性差异；邻苯二甲酸双加氧酶基因则

为污染 3 年土壤>污染 1 年土壤>污染 3 年土壤，

污染 5年土壤显著低于污染 1年和 3年(P<0.05)。
说明随着石油污染时间的延长，多环芳烃降解的

功能基因在不同污染年限土壤样本中的相对丰

度会发生相应的变化，显示了微生物群体功能随

石油自然衰减成分改变的变化趋势。 
2.6  不同石油污染年限土壤芳香烃双加氧

酶基因系统发育分析 
采用 CD-hit 软件对 nah 基因剩余 102 条序

列和 nid 基因剩余 112 条序列按照 97%的相似

性进行去冗余分析，去冗余后 nah 基因剩余 8
条基因序列，nid 基因剩余 31 条。将 2 个基因

序列与 NCBI 核酸数据库分别进行 BLAST 同源

性比对，选取相似性较高的序列作为标准序列

采用邻接法构建系统发育树(图 7，图 8)。图 7
聚类分析结果显示准东油田萘双加氧酶基因扩

增子测序所获 OTUs 聚类为 3 个 cluster，其中

Cluster1 与来源于假单胞菌属(Pseudomonas) 

 

 
 

图 6  准东油田不同年限石油污染土壤 nid类基因相对丰度 
Figure 6  Relative abundance of different nid-like genes in oil-contaminated soils with different pollution 
years of Zhundong oilfield. A: Column stacking diagram of the relative abundance of different nid gene types. 
B: Box-plot of different nid gene types, P<0.05. 



 

 

 

2466 LÜ Jie et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(6) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

的 nah 基因相似性较高，Cluster2 与荧光假单胞

菌(Pseudomonas fluorescens)的 nah 基因相似性

较高，而 Cluster3 与罗尔斯通氏菌属(Ralstonia)
的 nah 基因相似性较高。通过计算准东油田 nah
基因源于罗尔斯通氏菌属仅占 0.02%，其余全部

来源于假单胞菌属。 
图 8 聚类分析结果显示，准东油田芳环羟化

双加氧酶基因扩增子测序所获 OTUs 聚类为 4
个分支，其中有 2 个芳环羟化双加氧酶基因分

支、1 个邻苯二甲酸双加氧酶分支和 1 个多环芳

烃环羟基化双加氧酶分支。其中邻苯二甲酸双

加氧酶基因分支与红球菌属微生物质粒上相关

基因相似性较高；多环芳烃环羟基化双加氧酶

基因分支包含 4 类基因类型，与分枝杆菌科的分

枝杆菌属 (Mycobacterium)和分枝菌酸杆菌属

(Mycolicibacterium)微生物基因组相关基因相似

性较高；此外芳环羟化双加氧酶基因分支 1 还

含有 Rieske 型铁硫中心结构域蛋白基因序列信

息，说明该分支基因含有 Rieske 型铁硫中心结

构域蛋白。 

2.7  不同石油污染年限土壤芳香烃双加氧

酶基因与环境因子相关性分析 
将 nah 和 nid 基因列表进行合并，采用

Bioenv 函数对 3 个不同石油污染年限土壤芳香

烃双加氧酶基因结构距离矩阵和土壤理化因子

及多环芳烃浓度距离矩阵相关系数进行计算，分

析影响石油污染土壤中芳香烃双加氧酶基因结

构的土壤理化因子及多环芳烃种类组合(表 1，
表 2)。土壤理化因子与功能基因 Bioenv 分析结

果显示(表 1)，土壤可溶性有机碳和土壤含水量

是影响石油污染土壤中芳香烃双加氧酶基因结

构的主要因素组合，相关系数最高为 0.590 7，
Mantel 检验显示污染土壤可溶性有机碳和含水

量对功能基因结构变化具有显著影响，此外土壤

总硫、可溶性有机碳、电导率和含油率因子组合

也对功能基因结构具有显著性影响(P<0.05)。 

 

 

 
图 7  准东油田不同年限石油污染土壤中 nah基因系统发育分析 
Figure 7  Phylogenetic analysis of naphthalene dioxygenase gene fragments in oil-contaminated soils with 
different pollution years of Zhundong oilfield. The numbers at nodes indicate the bootstrap values based on 
neighbor-joining analyses of 1 000 resamples date sets. Bar: 0.01 sequence divergence. The numbers in 
parentheses are accession numbers of sequences. 
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图 8  准东油田不同年限石油污染土壤中 nid基因系统发育分析 
Figure 8  Phylogenetic analysis of aromatic ring-hydroxylating dioxygenase gene fragments in 
oil-contaminated soils with different pollution years of Zhundong oilfield. The numbers at nodes indicate the 
bootstrap values based on neighbor-joining analyses of 1 000 resamples date sets. Bar: 0.1 sequence divergence. 
The numbers in parentheses are accession numbers of sequences. 
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表 1  环境因子组合与不同石油污染土壤中多环芳烃降解基因结构的相关关系 
Table 1  Correlation between different combination of environmental variables and aromatic dioxygenase gene 
structure in different oil-contaminated soils of Zhundong oilfield 
Different combination of environmental factors Correlation coefficient Mantel test 

rM P 
DOC 0.518 9 0.296 3 0.102 7 
DOC WC 0.590 7 0.480 8 0.005 1 
TS DOC WC 0.571 2 0.460 0 0.009 5 
TS DOC EC OC 0.564 0 0.451 7 0.010 6 
TS DOC WC EC OC 0.538 5 0.428 1 0.014 0 
TS DOC WC EC pH OC 0.537 2 0.531 5 0.002 1 
TS DOC WC EC pH OC TPAHs 0.505 3 0.428 1 0.011 2 
TN TS DOC WC EC pH OC TPAHs 0.473 6 0.379 9 0.020 4 
TN TC TS DOC WC EC pH OC TPAHs 0.431 9 0.378 4 0.016 6 
TN TC TP TS DOC WC EC pH OC TPAHs 0.382 2 0.314 0 0.037 9 
The letter abbreviations represent different soil properties are shown in figure 1 note. 

 

多环芳烃含量与功能基因 Bioenv 分析结果

显示(表 2)，16 种多环芳烃中芴、苯并[a]蒽和

苯并[a]芘组合对石油污染土壤中芳香烃双加氧

酶基因结构影响最大，相关系数为 0.483 1，但

差异均不显著，此外其余 13 种多环芳烃因子组

合均未对芳香烃双加氧酶基因结构产生显著性

影响。实验结果显示多环芳烃虽具毒性且环境

持久，但因其含量相较其他石油烃较低，因此

不能显著影响本研究所扩增多环芳烃降解基因

结构。 
 

表 2  多环芳烃组合与不同石油污染土壤中多环芳烃降解基因结构的相关关系 
Table 2  Correlation between PAH combination variables and aromatic dioxygenase gene structure in different 
oil-contaminated soils of Zhundong oilfield 
Different combination of PAHs Correlation 

coefficient 
Mantel test 
rM P 

Fla 0.414 1 0.290 8 0.050 6 
Flu Fla 0.426 8 0.243 2 0.066 0 
Flu BaA BaP 0.483 1 0.204 6 0.117 9 
Flu BaA BaP IcdP 0.475 2 0.203 3 0.115 1 
Flu Ant Fla BaA IcdP 0.481 1 0.195 9 0.127 7 
Flu Ant Fla BaA BaP BghiP 0.465 6 0.213 6 0.103 1 
Flu Ant Fla BaA BaP BghiP IcdP 0.464 1 0.217 0 0.101 7 
Flu Ant Fla BaA BaP DahA BghiP IcdP 0.435 3 0.193 1 0.125 0 
Acy Flu Phe Ant Fla BaA DahA BghiP IcdP 0.404 9 0.220 1 0.098 2 
Nap Acy Flu Ant Fla BaA BkF DahA BghiP IcdP 0.395 1 0.228 8 0.094 8 
Nap Acy Flu Phe Ant Fla BaA BaP DahA BghiP IcdP 0.386 6 0.213 1 0.105 8 
Nap Acy Flu Ant Fla Pyr BaA BkF BaP DahA BghiP IcdP 0.360 6 0.221 4 0.098 3 
Nap Acy Flu Ace Phe Ant Fla Chr BaA BaP DahA BghiP IcdP 0.336 7 0.165 5 0.160 4 
Nap Acy Flu Phe Ant Fla Pyr Chr BaA BkF BaP DahA BghiP IcdP 0.320 2 0.175 0 0.143 4 
Nap Acy Flu Ace Phe Ant Fla Pyr BaA BbF BkF BaP DahA BghiP IcdP 0.287 8 0.164 0 0.168 6 
Nap Acy Flu Ace Phe Ant Fla Pyr Chr BaA BbF BkF BaP DahA BghiP IcdP 0.243 5 0.126 1 0.181 5 
The letter abbreviations represent different polycyclic aromatic hydrocarbons are shown in figure 2 note. 
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3  讨论与结论 
微生物对石油烃的降解在石油自然衰减过

程中发挥了重要作用，微生物通过产生一系列酶

来降解和利用石油有机污染物。多环芳烃因环境

持久及对人的高致癌性引起广泛关注，然而多环

芳烃时空分布及代谢基因和土壤理化因子相关

关系仍不清晰，因此需要研究石油污染自然衰减

过程中多环芳烃浓度及降解功能基因结构变化

的规律，指导石油烃污染土壤修复方案的制定。 

3.1  准东油田石油污染土壤自然衰减过程

中理化因子变化规律 
石油污染能显著改变土壤理化性质，如增加

土壤总碳含量，随污染年限增加，有机污染物会

不断被微生物降解矿化，含量降低。值得注意的

是石油污染土壤中总碳和可溶性有机碳含量变

化规律，说明古尔班通古特沙漠砂土中营养物质

匮乏，石油污染后，大量烷烃和芳香烃等有机污

染物增加土壤总碳含量，自然衰减过程中石油烃

经土著微生物降解转变为可溶性碳逐年被利用

并矿化[13]。研究中多环芳烃总量并未随石油自

然衰减逐年递减，可能与污染之初渗漏原油总量

有关。但污染 3 年和 5 年的土壤中 TPAH/OC 均

显著大于污染 1 年的土壤，说明多环芳烃自然降

解速度较烷烃缓慢，为环境持久性污染物[30]。

污染土壤理化因子测试结果显示，石油污染经过

一定年限自然衰减后，经土壤微生物自然修复，

部分指标会逐渐恢复至背景值。 

3.2  准东油田石油污染土壤中多环芳烃降

解基因结构变化特征 
芳香烃双加氧酶为微生物降解芳香烃氧化

开环关键限速步骤，隶属于 Rieske 型非血红素

铁加氧酶家族[31]。Rieske 型芳香环双加氧酶是含

有 Rieske[2Fe-2S]中心的多组分酶系统，多数由

末端氧化酶、还原酶和铁氧还原蛋白 3 部分组成，

部分缺少铁氧还原蛋白部分为双组分系统[32]。本

研究中萘双加氧酶基因为三组分系统，而扩增所

获 nidA-like 基因根据聚类分析结果显示为含有

Rieske[2Fe-2S]中心的末端氧化酶的双组分系 
统[8]。此外 nidA-like 基因引物根据来源于红树林

沉 积 物 中 Mycobacterium 、 Sphingomonas 、

Terrabacter 、 Sphingopyxis 、 Sphingobium 和

Rhodococcus 属微生物多环芳烃环羟基化加氧酶

基因进行设计，本研究从沙漠石油污染土壤中扩

增获得与 Mycobacterium 和 Rhodococcus 属多环

芳烃环羟基化加氧酶基因高相似性的基因序 
列[16]。此外 nid 基因结构随石油衰减变化程度大

于 nah 基因，随时间延长基因 OTUs 及多样性先

升高随后显著降低，表明大量多环芳烃类物质可

在污染前期一段时间内被降解，随后其含量下

降，导致芳香烃双加氧酶基因多样性也随之下

降，这与 Bacosa 等[5]的研究结果类似。实验结

果显示在寡营养环境中，石油烃降解微生物群落

和降解规律存在一定相似性。 

3.3  准东油田石油污染土壤多环芳烃降解

基因结构环境驱动因子 
原油组成和性质各不相同，但是烷烃和芳香

烃的比例可达 80%[33]，其中烷烃在原油中的比

例约为 50%–70%，芳香烃仅占 10%–30%[34]。研

究结果显示多环芳烃组合并未显著影响功能基

因结构组成，但污染土壤理化因子中可溶性有机

碳和土壤含水量会显著影响功能基因结构，推测

干旱沙漠土壤微生物需以水为介质降解多环芳

烃，降解产生的小分子物质溶解于水溶液同时增

加了土壤电导率，并最后作为其自身代谢的碳源

和能源物质，进入 TCA 循环供其生长所需能量，

并最终转化为 CO2 进行释放[35]。此外土壤总硫、

可溶性有机碳、电导率和含油率组合也会显著影

响功能基因结构，推测采集深度为 20 cm 的沙漠

土中，石油污染中多环芳烃存在厌氧降解，能以
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硫酸盐、二氧化碳作为最终电子受体，将石油烃

有机物转化为 CH4 等物质[36-37]，也正因如此土壤

总硫会显著影响功能基因结构，但强度小于有氧

降解途径。 
新疆准东油田石油污染砂质土壤中芳环羟

化双加氧酶基因类群及多样性均会随石油自然

衰减发生显著变化，而萘双加氧酶基因却无此变

化。石油污染土壤中多环芳烃相较土壤理化因子

并不能显著影响芳环羟化双加氧酶基因结构，土

壤可溶性有机碳和土壤含水量会显著影响功能

基因结构类型。 
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