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摘  要 : 土壤中的微生物主要有细菌、放线菌、真菌三大类群，微生物在石油污染的土壤中发挥着维持生态

平衡和生物降解的功能。文中以四川省遂宁市射洪县某废弃油井周围不同程度石油污染土壤为供试土壤，首先

对各组供试土壤的基本理化性质进行测定分析；然后采用平板菌落计数法测定了供试土壤中三大类微生物数量

的变化，结果表明：相比未被污染的对照土壤，石油污染的土壤中细菌、放线菌、真菌数量均减少，并且土壤

中可培养微生物的数量与土壤含水量呈正相关；再采用 454 焦磷酸测序技术对土壤中的细菌群落多样性及变化

进行 16S rRNA 基因分析。在所有供试的 4 个土壤样品中，共鉴定出不少于 23 982 个有效读取序列和 6 123 种

微生物，相比于未被污染的对照土壤，石油污染土壤中细菌的种类更加丰富，主要优势门类为酸杆菌门、放线

菌门、拟杆菌门、绿弯菌门、浮霉菌门和变形菌门。但不同土壤样品中优势菌群的群落结构有所差异，石油污

染的土壤中，酸杆菌门、放线菌门和变形菌门的数量最多，未被石油污染的土壤中，放线菌门、拟杆菌门和变

形菌门的数量最多。 
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Influence of oil pollution on soil microbial community 
diversity 

Xiaolou Li 
Sichuan Vocational and Technological College, Suining 629000, Sichuan, China 

Abstract:  Bacteria, actinomycetes and fungi are the three major groups of soil microbes. Soil microbes play a critical role 
in ecological and biodegradation processes in petroleum-contaminated soils. Based on the actual situation, this study took 
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the oil polluted soil around the abandoned oil well in Shehong County, Suining City, Sichuan Province as the test soil. First, 
we determined the physiochemical properties of the tested soil; then we analyzed the changes of physiochemical properties 
and the three major microbes in petroleum contaminated soils. The number of the three major microbes in contaminated 
soils was relatively fewer than uncontaminated samples, and the water content of the soil was in positive correlation with 
the number of microbes. Also we assessed the soil bacteria community diversity and changes therein in 
petroleum-contaminated soils using 454 pyrosequencing of 16S rRNA genes. No less than 23 982 valid reads and 6 123 
operational taxonomic units (OTUs) were obtained from all 4 studied samples. OTU richness was relatively higher in 
contaminated soils than uncontaminated samples. Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes 
and Proteobacteria were the dominant phyla among all the soil samples. However, the prokaryotes community abundance of 
phyla was significantly different in the four samples. The most abundant OTUs associated with petroleum-contaminated soil 
sample were the sequences related to Acidobacteria, Actinobacteria and Proteobacteria, whereas the most abundance 
sequences with uncontaminated sample were those related to Actinobacteria, Bacteroidetes and Proteobacteria. 

Keywords:  petroleum contaminated soil, 454 pyrosequencing, 16S rRNA, microbial community diversity 

 

原油是一种由各种烃类和有机化合物组成的

复杂混合物，原油泄露会带来非常严重的环境问

题[1-2]。尽管原油工业会带来相应的经济效益，但

石油泄露会影响并改变土壤微生物群落结构和生

物地球化学循环，同时对土壤肥沃的可持续性和

环境质量带来非常严重的负面影响。石油污染物

进入土壤后会影响植被的生长和人类的健康[3]。 

土壤作为微生物主要的栖息地，是地球环

境中生物多样性最丰富的地方 [4]。土壤微生物

对维持环境生态系统平衡发挥着至关重要的作

用。此外，土壤中微生物群落的多样性与其周

围的生态系统密切相关，是保持土壤生产力的

重要组分之一。近年来，在污染土壤领域有很多关

于土壤中微生物的物种多样性[5]、遗传多样性[6]、

结构多样性[7]和功能多样性[8]的研究。 

随着科学技术的不断进步，现代分子生物

学方法能够极大地帮助我们了解微生物群落及

其多样性[9]。但是对于一些微生物成分复杂的样

品，分子生物学方法只能检测样品中的一些优势

菌群，而不能鉴定样品中微生物种类及含量[10-11]。

由罗氏公司发明的 454 焦磷酸测序技术可以对

细菌的 16S rRNA 基因进行焦磷酸测序并分析，

从而能够鉴定出样品中细菌的种类及含量。该技

术能够克服一般分子生物学方法的局限性，并有

效地检测环境中细菌的种群和含量[12-13]。目前该

技术已在各种环境中，如废水、生物淤泥及石油

污染土壤等样品中检测了细菌群落及多样性[14]。 

通过研究石油污染对土壤中的微生物群落

影响并评估这些土著微生物降解石油的能力，

能够为环境污染的生物修复技术起到强有力的

指导作用。本研究首先对各组供试土壤的基本

理化性质进行测定分析；然后采用平板计数法

测定在不同程度石油污染的土壤中细菌、放线

菌及真菌数量的变化；再采用 454 焦磷酸测序

技术测定在不同程度石油污染的土壤中原核微

生物群落结构及其多样性，为石油污染土壤的

微生物修复提供有效的生物修复策略。 

1  材料与方法 

1.1  供试土壤、样品处理及理化参数的测定 
本次实验以四川省遂宁市射洪县某废弃油

井周围不同程度石油污染土壤作为供试土壤。
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在本研究中，一共采集了 4 个土壤样品，均来

自同一废弃油井地区。其中 2 个样品分别随机

取自靠近废弃油井周围的土壤，另外 2 个样品

分别取自离油井 100 m (石油轻度污染土壤组) 

处和 1 500 m (未被石油污染对照组) 处的土壤。

所有土壤样品均采集于离地表层 20 cm 处，每

个样品均分为 3 等份，一份用来测定土壤中的

基本理化组分及石油的含量，一份用来测定土

壤中 3 大类微生物数量，一份用来测定土壤中

细菌群落的多样性及结构。 

采用烘干法[15-16]测定土壤的含水率，步骤

为：称取 10 g筛好的土样，装入铝盒称重，打

开铝盒盖，于 105 ℃干燥 8 h，再盖上铝盒盖，

称重。以如下公式计算含水率：土壤含水率

(%)=(湿土重–烘干土重)/烘干土重×100%[16]；采

用电位计法[17-18]测定土壤 pH；采用凯氏定氮法[19]

测定土壤中的全氮含量；采用酸溶-钼锑抗比色 

法[17]测定土壤中的全磷含量；采用重铬酸钾容量

法[17]测定土壤中的有机质含量；采用手持电导率

仪测定土壤浸出液的电导率 (FiveEasy30，Mettler 

Toledo，Sweden)[17]；采用超声-紫外法[17]测定土

壤中石油的含量。表 1 列出了这些土壤的基本

成分及特性。 

1.2  土壤中可培养微生物数量的测定 
采用选择性培养基及平板菌落计数法对土

壤中三大类微生物的数量分别进行测定。分离

细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 5 g，蛋

白胨 10 g，琼脂糖 15 g，氯化钠 5 g，单蒸水定

容至 1 000 mL pH 7.2，0.1 MPa，121 ℃灭菌后

倒板；分离放线菌采用改良后的高氏 I 号培养

基：KNO3 1 g，FeSO4·7H2O 0.01 g，K2HPO4  

0.05 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，NaCl 0.5 g，琼脂

18 g，淀粉 20 g (先加入少量水调制成糊状)，单

蒸水 1 000 mL，0.1 MPa，121 ℃灭菌后倒平板。

临倒平板时加入重铬酸钾溶液，以抑制细菌和

霉菌的生长，同时调节 pH 7.2–7.4；分离真菌采

用酸性马铃薯琼脂培养基：称取 200 g新鲜马铃

薯，洗干净后去皮切碎，加入 1 000 mL单蒸水

煮沸 30 min，然后采用纱布过滤，滤液定容至  

1 000 mL，再加 15 g葡萄糖和 15–20 g琼脂，充分

溶解后趁热再次纱布过滤，分装三角瓶，0.1 MPa，

121 ℃灭菌后倒平板备用。 

1.3  细菌 16S rRNA 基因的提取及 PCR 扩增 
采用 E.Z.N.A. Soil DNA Kit (OMEGA，

Georgia，GA，USA) 从 1 g土壤中提取微生物

总基因组 DNA，每组样品分别提取 3次后合并

在一起。细菌的 16S rRNA基因大约由 1 540个

核苷酸组成。在本文中采用的 16S rRNA基因扩

增的通用引物为：正向序列 fD1 (5′-AGA 

GTTTGATCCTGGCTCAG-3′)，反向序列 E533R 

(5′-TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3′)[19]。PCR扩

增的产物为 16S rRNA 基因上 1–500 bp的 DNA

片段。PCR 扩增反应的总体积为 20 μL，包括   

5 ng DNA模板，5 μmol/L引物 (0.8 μL)，2.5 mmol/L 

dNTPs (2 μL)，4 μL 5×Fast Pfu缓冲液，和 0.4 μL 

Fast Pfu 聚合酶 (Applied Biosystems，California，

CA，USA)。PCR扩增反应程序为：94 ℃，2 min，

1个循环；然后 94 ℃，30 s；55 ℃，30；72 ℃，1 min

的条件下进行 35个循环，最后 72 ℃，10 min。PCR

产物的分子量为 450 bp，采用 2%琼脂糖凝胶鉴定。 

1.4  细菌 16S rRNA 基因的焦磷酸测序及数

据分析 
PCR 产物用 PCR 纯化试剂盒 (OMEGA，

USA) 进行纯化，采用罗氏 454焦磷酸测序仪器 

(Roche 454 Life Sciences，Branford，CT，USA) 

对 200 ng纯化后的 PCR产物进行测序。所得序
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列用 Mothur[20] (v.1.21.1) 软件处理分析。为了

改善焦磷酸测序数据的质量以及消除随机测序

错误的影响，我们从测序的数据库中删除了一

些有缺陷的数据，包括：q 平均值小于 25，有

效读取序列小于 200 bp等[21]。然后将所得到的

序列与 Mothur 提供的 RDP 参考序列和分类系

统进行比对和分类。采用基于序列相似度的方

法将序列分为不同的操作分类单位 OTUs 

(Operational taxonomic units，即 OTUs，序列相

似度大于 97%可定义为同一种 OTU)，每一个

OTU 通常被视为一个微生物物种。相似性小于

97%就可以认为属于不同的种，相似性小于

93%–95%，可以认为属于不同的属。样品中的

微生物多样性和不同微生物的丰度都是基于对

OTU的分析。 

1.5  数据统计 
采用 SPSS 17.0 统计软件对供试土壤基本

成分的数据进行分析统计。采用 GraphPaD 

Prism 5 作图软件及 t-test 对供试土壤微生物数

量进行作图统计。 

2  结果与分析 

2.1  供试土壤理化性质研究 
4 种土壤样品的物理化学特性如表 1 中所

示。所有土壤样品的 pH均大于 7，其中石油污

染的土壤 pH高于未被污染的土壤。在所有的样

品中，未被污染的土壤含水量最高，并且土壤

含水率与石油含量呈反向变化。石油污染的土

壤中，全磷、全氮含量均降低，这一结果与金

文标等[22]的研究相符合，他们认为石油污染土

壤后，土壤中氮素下降，而固氮微生物可以提

高土壤中的含氮量，适当增加固氮微生物的含

量可以起到提高土壤肥力的作用。在石油污染

的土壤中，土壤有机质的含量显著增加，导致

这一现象的原因与石油本身的成分相关。石油

是由各种烷烃、环烷烃、芳香烃混合形成的有

机化合物，所以石油污染后会造成土壤中的有

机质含量增加。以上这些测试结果表明，在石

油污染的土壤中，其土壤的基本成分发生了一

定的改变。 

2.2  供试土壤中可培养微生物数量的测定 
从图 1 中可以看出，石油污染土壤中含有

的细菌、放线菌及真菌的数量相比于未被污染

的对照组均有所减少，并且土壤中总的可培养

微生物数量与土壤中水分的含量呈现出明显的

正相关趋势。另外在未被污染的土壤中放线菌

的数量远远大于另外 3 种土样的数量，表明在

被石油污染的土壤中，放线菌的生长受到抑制。 
 

表 1  供试土壤的基本理化性质分析 
Table 1  The basic properties of the tested soil samples used in this study 

Parameter Oil polluted soil 1 Oil polluted soil 2 Oil slightly polluted soil Unpolluted soil 

Sampling spot 
Near the 

Abandoned well 
Near the Abandoned

well 
Abandoned well 

100 meters 
Abandoned well 

1 500 meters 
pH 8.52±0.18 8.39±0.15 7.59±0.04 7.38±0.03 
Water content (%) 13.28±0.39 16.14±0.30 20.40±0.41 23.60±0.46 
Total nitrogen content (%) 0.96±0.02 0.82±0.02 1.25±0.02 1.24±0.02 
Total phosphorus content (%) 0.22±0.01 0.32±0.01 0.38±0.01 0.39±0.01 
Organic content (%) 7.86±0.31 8.03±0.18 6.01±0.21 3.86±0.25 
Oil content (%) 53.0±0.50 45.3±0.20 6.30±0.30 0.30±0.20 
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图 1  供试土壤中各种微生物的数量与含水量的关系 
Fig. 1  Relationship between the quantity of microorganisms and the water content in the tested soil samples. 
 
2.3  供试土壤中细菌群落多样性的研究 

表 2 表示样品经过 454 焦磷酸测序并分析

后的结果，其中从 4组样品中一共分析了 23 982个

有效读取序列。在所有的土壤样品中一共有   

6 246 个操作分类单位 (Operational taxonomic 

units，OTUs)。在两组石油污染的土壤中，其

OTUs数值均明显高于未被污染的土壤对照组。

Chao1丰富度估计量 (Chao1 richness estimator)、香

农-威纳多样性指数 (Shannon-Wiener diversity 

index)、辛普森多样性指数 (Simpson diversity 

index) 等测量数据均表明被石油污染后的土壤

中细菌的种类增加。 

2.4  供试土壤中微生物的群落结构分析 
根据测序结果，我们一共从 4 组土壤样品

中分析出 29 个不同的门类。其中，酸杆菌门 

(Acidobacteria)、放线菌门 (Actinobacteria)、拟

杆菌门 (Bacteroidetes)、绿弯菌门 (Chloroflexi)、浮

霉 菌 门  (Planctomycetes) 和 变 形 菌 门 

(Proteobacteria) 为优势菌群，共占据细菌总含量的

80%左右。然而在不同的土壤样品中，优势菌群的

群落结构有所差异。从图 2中可以看出，在石油污

染的土壤中，酸杆菌门 (Acidobacteria)、放线菌门 

(Actinobacteria) 和变形菌门  (Proteobacteria) 

的含量最多。在未被石油污染的土壤中，放线菌门 

(Actinobacteria)、拟杆菌门 (Bacteroidetes) 和变形菌

门 (Proteobacteria) 的含量最多。并且，在石油污染

的土壤中，变形菌门 (Proteobacteria)、浮霉菌门 

(Planctomycetes)、绿弯菌门 (Chloroflexi) 和酸

杆菌门 (Acidobacteria) 的含量明显多于未被污

染的对照组，而拟杆菌门 (Bacteroidetes)、放线

菌门  (Actinobacteria) 的含量则明显少于未被

污染对照组。 
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表 2  供试土壤样品中细菌群落的多样性 
Table 2  Diversity of bacterial community in the tested soil samples 

Sample Valid reads 
Cluster distance (0.03) 

OTU ACE Chao1 Coverage Shannon Simpon 

Oil polluted soil 1 4 907 2 138 8 325 4 326 0.64 6.92 0.005 

Oil polluted soil 2 4 824 1 956 6 230 4 260 0.61 5.93 0.012 

Oil slightly polluted soil 8 123 1 336 4 267 2 679 0.85 5.60 0.017 

Unpolluted soil 6 938 816 2 534 1 279 0.90 5.17 0.026 

Total 23 982 6 246 – – – – – 

–: Data not available. 
 
 
 
 

 

 
 

图 2  供试土壤样品中主要菌落的相对含量 
Fig. 2  Relative abundance of predominant bacterial composition in the tested soil samples. 

 
3  结论与讨论 

迄今为止，大量关于石油污染的生物修复

研究都集中在从油污土壤中分离出细菌的混合

物，然而却很少有人去研究油污土壤中微生物

的群落结构及其多样性。在本文中，我们分析

了四川省遂宁市射洪县某废弃油井周围油污 

土壤中各种微生物的群落结构及其多样性，实

验结果证明：相比于无油污对照土壤，油污土

壤中的微生物种类更加丰富，群落结构更加复杂。 

Sutton 等[23]的研究结果表明，在长期受柴

油污染的土壤中，其土壤中的微生物群落结构

及多样性发生了改变，土壤中的主要优势菌群
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有变形菌、厚壁菌门、放线菌、酸杆菌门和绿

弯菌门。然而，在我们的研究中，如图 2所示，

石油污染的土壤中主要的优势菌群有酸杆菌

门、放线菌门、拟杆菌门、绿弯菌门、浮霉菌

门和变形菌门，其中放线菌门和浮霉菌门对石

油的降解起到了重要的作用[23]。此外，相比于

未被污染的对照土壤组，石油污染的土壤组中

的酸杆菌门的含量明显升高，这可能是由于石

油污染组的土壤偏碱性导致的，这也与供试土

壤测量的 pH值结果相符合 (表 1)。因此，在不

同类型的油污土壤中，其微生物的群落结构和

主要优势菌群存在一定的差异。 

在本研究中，我们发现土壤中微生物的数

量与土壤的含水率表现出一定的正相关趋势，

这一结论与任芳菲等[24]的研究结果相符，为干

旱地区油污土壤的治理，增加油污土壤中微生

物含量，进而提高微生物的降解效率提供依据

和思路。油污土壤处于长期湿润和长期干燥两

种条件下，土壤中微生物的数量及多样性可能存

在差异，由于受条件限制，本文没有深入研究。 

本研究报告了石油污染的土壤中微生物多

样性的变化，并利用焦磷酸测序技术对石油污

染的土壤中原核微生物的群落结构及多样性进

行了分析。结果表明，相比于干净的土壤，油

污土壤中的微生物种类更加丰富，能够降解油

污的菌群明显增多，主要优势菌群发生改变。

这些数据能够帮助我们更好地了解和利用各种土

著微生物在石油污染土壤微生物修复中的作用。 
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