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摘   要：日益增长的人类活动和工业生产带来的石油污染已成为严重的环境问题。微生物修复技

术绿色环保，在石油污染修复中备受关注。分子生物学技术的应用使微生物修复技术发生了迅猛

变革，并为高效降解菌剂的开发提供了资源，但目前还存在物种注释结果不够全面和精确、检测

灵敏度有限等缺点。其他微生物修复技术在提高石油污染物的降解效率以及减少其对环境的危害

等方面也具有相当大的潜力，特别是生物表面活性剂和生物刺激剂，修复周期较短，修复成本相

对较低，在未来可以大规模应用。另外，分子生物学与其他微生物修复技术的结合成为降解石油

污染物的有效工具。本文总结了分子生物学手段在石油污染环境中的应用，梳理了近年来微生物

修复石油污染方法的研究进展，讨论了现有微生物修复技术的修复效果，并对未来微生物修复技

术的发展方向进行了展望。 
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Abstract: Owing to human activities and industrial production, petroleum pollution has become 
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a serious environmental issue. Microbial remediation technology, characterized by its 
eco-friendly characteristics, has drawn significant attention in petroleum pollution remediation. 
The application of molecular biology technology has led to a drastic revolution in microbial 
remediation technology, providing resources for the development of highly efficient degrading 
agents. However, limitations such as the lack of precision in species annotation and the limited 
detection sensitivity still exist. Other microbial remediation technologies also have substantial 
potential in enhancing the degradation efficiency of petroleum pollutants and reducing their 
environmental harm, especially biosurfactants and bio-stimulants, which offer relatively shorter 
remediation periods and lower costs, promising large-scale application in the future. Moreover, 
the combination of molecular biology and other microbial remediation technologies may 
become an effective tool for petroleum pollutant degradation. This review summarized the 
application of molecular biology methods in petroleum polluted environments, reviewed the 
recent research progress on microbial remediation techniques for petroleum-contaminated sites, 
discussed the remediation effects of these microbial remediation techniques, and proposed the 
future development direction of microbial remediation technology. 
Keywords: petroleum contamination; microbial remediation; molecular biology; biosurfactant; 
biostimulation; combined remediation 

 
 

石油及其衍生产品在全球范围内广泛应

用。有研究预测，石油的消费量将从 2016 年的

8 500 万桶增加到 2030 年底的 1 亿桶以上[1]。

由于采油、运输以及使用过程中产生的泄漏

等问题，加上石油本身在自然环境中难以降

解 [2]，石油污染已经成为全球范围的环境问

题。石油污染对生态系统造成了许多负面影

响，如土壤肥力降低、生物多样性减少、地下

水污染和人类健康威胁等[3-4]。因此为了降低暴

露风险、修复受污染环境并恢复生态系统服务

功能，开发高效、环保的石油污染场地修复方

法至关重要。 

微生物修复技术作为一种独特且具有前景

的生物技术，在石油污染场地修复中得到广泛

应用。该技术利用微生物的降解能力将石油污

染物分解为无害或低毒性的物质 [5]。相对于物

理和化学修复方法，微生物修复过程中所需能

源较少，实现了减污和降低碳排放的目的(简称

减污降碳)，从而实现土壤的绿色可持续修复[6]。

随着生物信息学、分子生物学、基因工程等领

域的快速发展，扩增子、宏基因组、宏转录组

和基因芯片等生物技术手段相继被应用于石油

污染场地修复中。特别是基于高通量测序的研

究方法在挖掘石油降解微生物资源方面取得了

许多突破，使得科研人员不断发现具有高效降

解能力的功能微生物。此外，诸如生物刺激剂、

表面活性剂以及固定化微生物等传统修复方

法，通过改进材料使用和组合等方式也进一步

促进了修复效率的提升。 

本文对近年来分子生物学手段在石油污染

环境中的应用进行了总结，对微生物修复石油

污染土壤的研究进展进行了梳理，并讨论了基

于传统方法改进的微生物修复技术的修复效

果。同时，对微生物修复技术未来的发展方向

进行了展望，旨在为国内石油污染场地微生物

修复技术的优化提供有价值的参考和借鉴。 
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1  分子生物学技术 
随着二代高通量测序技术的发展，学术界

对环境微生物群落的识别能力得到了巨大提

升。二代测序技术通过大规模平行测序，能够

在短时间内获取大量的序列信息，从而显著提

高测序效率并降低成本[7-8]。该技术在生物学领

域广泛应用，能够全面、快速地解析生态系统

的组成和功能 [9]。十几年前，美国、欧洲等国

家和地区就开始利用相关的分子生物技术研

究石油污染场地中的微生物群落。相比之下，

国内在这方面的研究起步较晚，但越来越多的

研究者正在将基于高通量的分子生物技术应

用于降解途径诊断中，为石油污染场地的修复

带来了革新。 

1.1  扩增子技术 
扩增子技术是一种基于 PCR 扩增的分子生

物学方法，其通过设计特定基因(如 16S rRNA
基因)的保守区引物，将基因的高变区扩增富集

并进行测序，以分析环境中微生物群落的组成

和多样性[10]。扩增子技术的优势在于成本较低，

且能够平行、快速地分析大量环境样品，适用

于大规模样品的初步筛查，从而帮助科研人员

迅速获取环境微生物组成的信息。另外，结合

扩增子数据与环境因子进行关联性分析，可以

快速识别定位与石油污染物降解相关的微生物

类群，为高效降解菌株的筛选提供依据。然而，

扩增子技术也存在一些局限性，如对保守区引

物设计的依赖、扩增偏好性以及无法提供微生

物群落的定量信息等[11]。因此，为深入了解石

油污染场地中降解微生物的功能特征和降解机

制，需要结合其他组学技术的应用。 

1.2  组学方法 
1.2.1  宏基因组学 

宏基因组学是一种用于研究环境中所有微

生物群落基因组的高通量测序技术。该组学方

法不依赖于传统的实验室培养技术，且能够快

速获取大量遗传信息，因此能更准确地反映环

境微生物群落的组成和功能特征[12]。宏基因组

学还可以用于挖掘关键功能基因和代谢途径，揭

示微生物在环境中的功能作用和相互关系[13]，

从而帮助识别石油污染场地中存在的具有降解

功能的微生物类群，并揭示它们在污染物降解

过程中的作用机制。另外，宏基因组学具有表

征不可培养和未知生物体的优势[14]，能够帮助

挖掘石油污染场地中未知的降解基因和代谢途

径，从而为微生物修复提供新的靶点和策略。

然而，与扩增子技术类似，应用宏基因组也不

能准确测量环境中每个物种的丰度，只能给出

相对丰度，因此难以确定不同物种在石油污染

环境中的绝对数量变化。 
1.2.2  宏转录组学 

宏转录组学是一种研究环境中微生物群落

总 RNA 的技术，用于揭示微生物在特定条件下

的基因表达情况[10]。宏转录组学通过高通量测

序和生物信息学分析，能够捕捉微生物群落在

不同环境条件下基因表达的变化，从而反映出

微生物在污染物降解过程中的生理状态，为优

化修复条件提供理论参考[15]。此外，宏转录组

学还能揭示微生物的降解途径、代谢活性和调

控网络等功能特征，为深入了解石油污染物的

降解机制提供重要信息。与宏基因组学相比，

宏转录组学能够更加准确地反映微生物的活性

变化，从而为判断哪些微生物群落对污染物的

转化或降解有重要贡献提供了线索。因此，通

过比较不同菌株的基因表达特征，宏转录组学

可以辅助筛选出在污染环境下具有高适应性的

降解菌株，从而提高微生物修复的效果。虽然

宏转录组可以检测基因的表达情况，但其灵敏

度仍然受到限制，低表达的基因可能在检测过
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程中会被掩盖。 
1.2.3  宏蛋白组学 

宏蛋白组学是研究环境中微生物群落总蛋

白质的技术。宏蛋白组学通过对环境样品中微

生物总蛋白质进行高通量质谱分析和生物信息

学处理，可以揭示微生物群落在特定条件下的

蛋白质表达情况，从而提供对微生物群落生理

活动的整体了解[16]。宏蛋白组学在石油污染修

复中具有广泛应用。例如，通过宏蛋白组学技

术，科研人员可以识别石油污染场地中具有降

解功能的微生物的蛋白质表达情况，深入了解

它们在污染物降解过程中的功能活性，为修复

技术的优化提供依据。此外，宏蛋白组学还可

以挖掘石油污染场地中未知的降解酶和降解途

径，丰富了用于修复石油污染的微生物资源。

尽管如此，宏蛋白组在应用过程中也可能会存

在遗漏低丰度蛋白质的风险。 

1.3  基因芯片 
基因芯片是目前唯一能同时鉴定和定量参

与环境和生态响应过程关键微生物功能基因的

高通量技术，具有高密度、高度平行化的特点。

基因芯片通过将大量预定的核酸探针固定在固

相载体上，将探针与荧光标记的目标样品进行

杂交，能够实现对目标基因的快速检测[17]。基

因芯片到目前为止已经发展到第五代，开发了

包括 570 042 种寡聚核酸探针，可以靶向与生

物地球化学循环过程相关的 268 059 种编码基

因，包括碳、氮、硫和磷循环等[18]。此外，基

因芯片还可以用于筛选与有机污染物生物降解

相关的功能基因。芯片涵盖了 30 796 种与有机

污染修复相关的功能基因探针，可用于揭示降

解相关基因在污染条件下的表达模式和调控网

络，进一步解析微生物的降解能力和降解途径。

基因芯片的限制性在于只能关注已知基因，无

法揭示未知基因和新功能的发现。 

2  基于分子生物技术的降解微

生物挖掘 
近年来，不断有研究应用分子生物技术鉴

定出石油降解相关的关键微生物和基因。例如，

先前有研究从受石油烃污染的红树林沉积物中

分离到了柴油、十六烷和菲降解菌，通过 16S 
rRNA 基因扩增子测序鉴定降解菌为芽孢杆菌属

(Bacillus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、不动杆菌

属(Acinetobacter)和葡萄球菌属(Staphylococcus)[19]，

这些沉积物中的土著微生物在 1 个月之内对十

六烷(250 mg/kg)和菲(150 mg/kg)的降解率均大

于 99%，而对柴油(500 mg/kg)的降解率也达到

88%，表现出了优异的石油烃降解能力。此外，

表 1 列出了在石油污染环境中应用组学技术的

部分相关研究及关键降解微生物和基因。对于

土壤和沉积物污染环境，Bastida 等[20]利用蛋白

质组学的方法评估了堆肥改良剂增强土壤微生

物修复能力的潜力，结果表明堆肥辅助的微生

物修复效果的提升主要是由鞘氨醇单胞菌

(Sphingomonas)和一些未培养的细菌驱动的，这

些细菌具有丰富的分解代谢酶，如邻苯二酚

2,3-双加氧酶、顺式二氢二醇脱氢酶和 2-羟己二

烯二酸半醛水解酶。正是由于这些降解菌代谢

活性的提高，50 d 后土壤中多环芳烃和烷烃(2%
质量分数)的降解率达到 88%。此外，Atashgahi
等[21]和 Cabral 等[22]采用宏转录组技术分别从受

污染的土壤和红树林沉积物中挖掘出了高效降

解石油烃的基因。 
对于海洋污染环境，最近的一项研究利用

宏基因组学揭示了海洋微生物群落中总石油烃

代谢途径和基因丰度的差异，发现漏油事件后，

解环菌属(Cycloclasticus)、海命菌属(Marivita)
和亚硫酸盐杆菌属(Sulfitobacter)的相对丰度增

加，bphAa、bsdC、nahB、doxE 和 mhpD 等功 
 



 
 

叶振城 等 | 基于分子生物学的微生物修复技术在石油污染环境中的应用 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

743 

表 1  分子生物学技术在石油污染相关研究中的应用 
Table 1  Application of molecular biology techniques in research related to petroleum pollution 
Habitat/System Key microorganisms/Functional genes Contaminant Techniques References 
Soil Catechol 2,3-dioxygenases, 

cis-dihydrodiol dehydrogenase and 
2-hydroxymuconic semialdehyde 

Petroleum Metaproteomics [20] 

Soil Bam-like genes (AbcA and AbcD) Benzene Metatranscriptomics [21] 
Mangrove 
sediment 

catA Crude oil Metatranscriptomics [22] 

Seawater bphAa, bsdC, nahB, doxE, mhpD Petroleum hydrocarbons Metagenomics [23] 
Seawater NAD(P)-dependent dehydrogenase, 

short-chain alcohol dehydrogenase 
family genes, acyl-CoA dehydrogenase 
encoding genes 

Petroleum hydrocarbons Metagenomics [24] 

Seawater alkB, nagG, pchCF Petroleum hydrocarbons Geo-chips [25] 
Seawater phdCI gene encoding carboxylate 

isomerase 
Hydrocarbon Geo-chips [26] 

Seawater catA Polycyclic aromatic 
hydrocarbons 

Metatranscriptomics [27] 

Groundwater Benzylsuccinate synthase genes Toluene Metatranscriptomics [28] 
Groundwater Burkholderiales, Rhodococcus Naphthalene, fluorene Metaproteomics [29] 
Groundwater Reyranella, Novosphingobium, 

Microbacterium, Sphingomonas, 
Acidovorax, and Bordetella 

Petroleum hydrocarbons Metagenomics [30] 

 
能基因显著富集，表明这些细菌属和功能基因

对海洋石油污染环境具有很强的适应性，可能与

石油污染物的生物降解密切相关[23]。Song 等[24]

采用宏基因组学鉴定出与石油烃代谢相关的短

链醇脱氢酶编码基因和酰基辅酶 A 脱氢酶编码

基因。McFarlin 等[25]利用第五代基因芯片解析

了北极海水中的原油生物降解途径，发现与石

油降解相关的基因 alkB、nagG、pchCF 的相对

丰度随着石油浓度的增加而增加。此外，还有

研究通过这些组学方法发现了海洋环境中其他

与石油烃降解相关的功能基因，例如 catA 和

phdCI[26-27]。 
对于地下水污染环境，有研究通过宏转录

组学发现在受苯系物污染的地下水中，参与甲

苯分解代谢的苄基琥珀酸合成酶基因在污染源

附近高度表达，证实了含水层中苯系物存在持

续的生物降解[28]。Herbst 等[29]利用宏蛋白组学

结合稳定性同位素分析，鉴定出伯克氏菌目

(Burkholderiales)是驱动地下水污染物萘降解的

关键微生物，而芴的降解主要与红球菌属

(Rhodococcus)有关。此外，Cai 等[30]则通过宏

基因组学鉴定出微杆菌属(Microbacterium)、鞘

氨 醇 单 胞 菌 属 (Sphingomonas) 、 食 酸 菌 属

(Acidovorax)和鲍特氏菌属(Bordetella)具有降解

地下水石油烃的能力。 
除了这些已报道的研究，笔者所在的研究

团队曾对河南省某一已经关闭的炼油厂进行污

染土壤的采集分析，该炼油厂主要为长链石油

烃污染。通过对土壤样品进行扩增子测序，发

现高污染水平会导致土壤微生物 α 多样性下

降，但不同类别微生物的相对丰度对污染浓度

增加表现出不同的变化模式。通过网络分析发
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现在重油罐区中形成了专门用于降解各种有机

污染物的网络模块[模块中主要包括沙壤土杆菌

属(Ramlibacter)、食酸菌属(Acidovorax)、多环螺

菌属(Polycyclovorans)、假单胞菌属(Pseudomonas)
和溶杆菌属(Lysobacter)]，以及专门用于甲烷和

甲基氧化的网络模块[模块中主要包括生丝微

菌 属 (Hyphomicrobium) 、 苯 基 杆 菌 属

(Phenylobacterium)、甲基杆菌属(Methylobacter)
和甲基暖菌属(Methylocaldum)]，表明了这些微

生物在重污染区域中存在互作关系以及它们对

石油烃具有较强的降解潜力[31]。通过宏基因组

测序进一步对土壤样品进行功能基因注释，解

析了石油污染物降解的代谢通路。研究发现脂

肪酸降解通路、苯甲酸降解通路以及甲苯降解

通路中相关基因在场地不同污染区域的分布均

较为完整，从而为石油烃污染物的生物自然降

解提供了有力的证据支持。 
相比于传统培养筛选的方法，这些分子生

物学技术避免了培养、纯化、筛选等烦琐的步

骤，同时还可以检测到低丰度甚至难以培养的

微生物种类，极大地拓展了降解微生物资源的

挖掘，从而帮助研究人员深入挖掘与石油污染

物降解相关的关键微生物，并表征这些微生物

在污染物降解过程中的动态变化，为高效降解

菌剂和降解策略的开发提供了基础。从 Web of 
Science 数据库的检索结果来看，宏基因组和宏

转录组方法在石油降解微生物的鉴定识别中应

用较多，特别是在海洋和地下水环境中。尽管

宏蛋白组和基因芯片可以识别石油污染场地中

的降解途径，但由于价格与操作等原因，这两

种组学方法在实际研究中应用相对较少。另外，

目前的研究更多关注石油污染环境中微生物群

落、降解物种相对丰度的变化，对降解过程的

代谢通路、降解机制等关注相对较少。 
尽管这些组学方法的应用拓展了微生物资

源的挖掘，但这些方法在实际应用中还存在以

下瓶颈：采用分子生物学方法对降解微生物进

行鉴定很大程度上是基于现有数据库的注释，

但由于目前仍然存在许多微生物尚未被鉴定和

记录，导致现有数据库不够全面，无法涵盖所

有可能的微生物资源，在实际应用中面临物种

注释可信度的问题；不同组学方法在应用过程

中存在的缺点在上文已经提及，这些缺点也可

能导致一些重要的降解微生物、基因和途径被

遗漏；另外，从现场采集合适的样品并保持其

原始特性对于分子生物技术的应用至关重要，

但样品采集和处理过程中可能会引入外来微生

物或导致原有微生物群落的改变，加之样品保

存条件苛刻(−20 ℃以下)，保存不当也会影响最

终的分析结果；数据的处理上，测序数据上游

处理产生的数据量庞大，高度依赖于高性能的

计算机进行处理，在下游数据处理过程中，不

同的数据分析方法可能导致不同的结果，单一

的分析方法可能会产生误导性的结论。 
对于上述问题，可以通过以下方法进行改

进。利用纳米孔测序和单分子实时测序等三代

测序技术取代二代测序可以产生更长的序列读

数[32]，更好地捕捉物种的信息，从而提高物种

注释的准确性和全面性。还可以采用多重注释

策略来保证注释结果的准确性，将不同的数据

库和工具结合使用，进行交叉验证，可以有效

减少误差并获得更全面的物种注释结果。单一

组学方法的应用缺陷可以通过同时采用两种以

上的多组学联合技术来进行克服，这有助于促

进科研人员对石油生物降解过程的内在生物学

机制进行完整、多维度的认识[33]。另外，条件

允许时，在采样现场采用基于第三代测序的便

携式纳米孔测序仪 MinION 进行野外现场微生

物测序可以保证后续分析不受样品保存的影

响。在对微生物数据进行分析处理的过程中，
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应同时采用多种分析工具进行数据处理，并根

据实际情况和专业知识对结果进行合理解读，

这样可以避免分析方法的偏好性，从而得出正

确的结论。 
综上所述，基于分子生物技术的降解微生

物资源挖掘为石油污染环境修复提供了快捷、

高效的研究手段和方法，且能够快速定位与石

油降解相关的微生物类群，便于构建高效降解

菌剂。然而，实际污染场地的条件与实验室条

件差异巨大，这导致高通量测序得到的降解微

生物在实际污染场地中的修复效果可能不稳

定。因此，对这些组学方法得到的降解微生物

应该进一步通过实验室实验来验证其在不同污

染条件下的降解效果，以保证所获得的降解菌

株的可靠性。同时还要在实际应用中对这些降

解微生物进行长期监测和管理，以确保其生态

安全性和稳定性。 

3  微生物修复方法及其基于分

子生物技术的优化应用 
除了高效降解微生物资源的挖掘外，其他

微生物修复方法也可以提高石油污染的修复效

率。这些方法包括表面活性剂、固定化微生物、

生物刺激、基因工程菌和植物-微生物联合修复

等(图 1)，在石油污染修复中得到了广泛的应用。

近几年来，研究者们在这些修复技术的基础上

通过改进材料使用、组合方式和应用策略等方

面，进一步促进了修复效率的提升。本部分综

述了近几年来改进的微生物修复技术及其对石

油污染物的降解效果，并进一步探讨了如何将

分子生物技术应用于微生物修复技术的优化。 

3.1  微生物修复技术 
3.1.1  生物表面活性剂 

由于石油烃疏水性较强容易被土壤中的有 

 

 
 
图 1  不同微生物修复方法的修复机制   A：高效降解微生物. B：生物表面活性剂. C：基因工程菌的

降解机制. D：固定化载体. E：生物刺激. F：藻类-微生物协同作用 
Figure 1  Mechanism of different microbial remediation methods. A: Degrading microorganisms. B: 
Biosurfactants. C: Genetically engineered bacteria. D: Immobilized microorganisms. E: Biological 
stimulation. F: Algae microbial synergism. 
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机物所吸附，导致游离在土壤水中的石油烃较

少，难以被微生物降解[34]。为了提高石油烃的

可利用性，需要将其转化为微生物能够利用的

碳源[35]。表面活性剂的分子结构具有亲水和疏

水两性，可以通过增加界面的表面积来降低油

水界面的张力。因此，在石油污染修复中应用

表面活性剂可以达到提高有机污染物生物利用

性的目的，使其更容易被微生物降解。 
传统使用的表面活性剂以化学表面活性剂

为主，包括 β-环糊精、聚氧乙烯醚(Tween-80)
和十二烷基硫酸钠等[36]，也包括一些生物表面

活性剂，例如糖脂类、脂肽类表面活性剂等。

通常来说，这些传统表面活性剂的适用范围有

限，且无法在高温高盐的极端环境中发挥最佳

效果。最近一项研究报道的热稳定表面活性剂

则可以克服该缺陷[37]。该表面活性剂由芽孢杆

菌(Bacillus sp.) SGD-AC-13 制备而成，属于脂

肪烯烃，具有高达 160 ℃的热稳定性，优于大

多数由细菌和酵母产生的生物表面活性剂

(125−130 ℃)[38-39]。此外，该热稳定表面活性剂

还能适应 50 g/L 的 NaCl 浓度，因此对于海洋

环境中的石油污染修复具有良好的潜力。但是

该生物表面活性剂由于由长链脂肪烯烃组成，

具有一定的生物毒性，在实际应用中应采取相

应措施来降低其毒性。Zargar 等[40]报道了一种

对环境条件适应性较广的生物表面活性剂，该

表面活性剂由芽孢杆菌(Bacillus sp.) IITD106
产生，为皂苷类物质，在温度 30−70 ℃、盐度

0−150 g/L 和 pH 4.0−10.0 的条件下依然具有较

高的稳定性；使用该皂苷类表面活性剂后，培

养基的表面张力降低到了 54%，明显提高了石

油烃的生物利用性。因此，该生物表面活性剂在

不同污染条件的场地中具有广泛的应用前景。 
除了从特定的微生物中提取生物表面活性

剂外，还可以通过表面改性的方法构造具有新

性质和功能的表面活性剂。例如，Christopher
等[41]利用表面修饰技术提高了由马拉加芽孢杆

菌 (Bacillus malacitensis)产生的脂肽生物表面

活性剂表面结构中极性氨基酸的含量，改性后

的表面活性剂能够更加有效地螯合多环芳烃。使

用该改性表面活性剂与活性炭的组合 28 d 后，

土壤中总石油烃的去除率达到了 61.8%，在难降

解芳香烃污染的土壤中具有良好的应用前景。 
总之，近年来这些改进的生物表面活性剂

与传统使用的表面活性剂相比在环境友好性、

适应性以及有效性方面具有一定的优势。首先，

这些生物表面活性剂是由天然生物来源提取

的，与人工合成的化学表面活性剂相比，在保证

发挥降解作用的同时更容易被环境中的微生物

降解，减少了对环境的持久污染，更加环保[42]；

其次，这些生物表面活性剂具备在恶劣且传统

表面活性剂难以发挥效果的环境中(例如高温、

高盐等)表现出更高的稳定性和适应性的潜力，

适用范围更加广泛[43]；最后，通过表面改性的

生物表面活性剂由于表面结构发生了针对性的

变化，与传统表面活性剂相比，在降解特定污

染物方面更加有效。 
虽然这些生物表面活性剂在实验室中表现

出良好的潜力，但其在实践应用中仍存在一些

挑战和限制。例如，生物表面活性剂的生物毒

性和对生态系统的影响需要进一步评估和监

测，避免其对土著微生物甚至降解菌株产生毒

性影响。对于具有生态毒性的生物表面活性剂，

在实际应用过程中应采用靶向释放技术，针对

性地将表面活性剂释放到特定的污染源区域，

将表面活性剂的影响控制在一定的范围内。另

外，可以通过表面修饰技术改变生物表面活性

剂的分子结构和性质，从而减少其对环境的毒

性。还可以结合具有特定降解能力的微生物，

在生物表面活性剂发挥作用后，将其与石油污
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染物一同生物降解，从而避免其对环境产生长

期毒害作用。这些生物表面活性剂的存储也是

需要重点关注的问题。对于不易于储存的表面

活性剂，可以考虑通过向场地投加产生生物表

面活性剂的微生物并加以刺激来原位产生大量

的生物表面活性剂。此外，生物表面活性剂的

生产成本较化学表面活性剂高，这限制了其在

微生物修复中的大规模应用。在今后的应用中

则可以考虑通过将廉价的废物材料作为发酵培

养基底物、优化发酵参数等方式降低生物表面

活性剂发酵生产的成本，同时选择成本和损耗

更低的分离纯化方法[42]。 
3.1.2  固定化载体 

固定化技术是利用物理或化学方法将微生

物固定在限定的空间内，避免微生物处于游离

状态以保持其生物活性。目前常用的固定微生

物的方法包括吸附法、包埋法、交联法和共价

结合法[44]。微生物固定化载体材料按照其性质

可以分为无机载体材料、有机载体材料和复合

载体材料等[45]。这些载体在吸附微生物的同时

为它们提供了良好的生长环境。然而，传统载

体材料在应用中难免会出现微生物失活、降解

效果有限以及有毒代谢产物积累等问题。为此，

研究者致力于开发更稳定、高效和环保的天然

植物材料作为载体。 
近年来，不断有新的植物材料被探索并应

用于微生物固定。例如，国内学者研究发现，

使用凤眼莲秸秆和浒苔生物碳作为载体能有效

固定微生物，并促进碳氢化合物的降解。经过

30 d，凤眼莲秸秆和浒苔生物碳固定的微生物

分别使土壤中的石油烃和海水中的柴油降解率

达到 52%和 57%[46-47]。此外，固定载体的尺寸

也会影响石油烃的降解效率。Hajieghrari 等[48]

将铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)固定

在不同网眼大小的椰子纤维上，研究了不同尺

寸的椰子纤维对烷烃降解的影响。结果显示，

网眼大小在 1.19−2.38 mm 之间的椰子纤维能有

效保护降解细菌免受烷烃毒害，并提高微生物

活性。与直接将细菌接种到土壤中相比，将细

菌固定在最佳尺寸的椰子纤维中能将十六烷的

降解率提高 50%。某些固定载体在发挥吸附作

用的同时还具备其他一些特性。例如，Martins
等[49]在软木材料传统应用的基础上进行了创新

研究，同时研究其吸附和激发特性，发现粒径

0.3−1.0 mm 大小的软木颗粒不仅能有效吸附烷

烃，还能通过激发浑浊红球菌 (Rhodococcus 
opacus) B4 和 泊 库 岛 食 烷 菌 (Alcanivorax 
borkumensis) SK2 等碳氢化合物降解菌的生长

活性来进一步促进烷烃的降解。与未使用软木

吸附剂的处理相比，软木吸附剂的存在使得   
R. opacus 和 A. borkumensis 对正构烷烃的降解

分别提高了 6%和 24%，对降解微生物具有良好

的激发作用。 
综上所述，这些植物材料作为固定载体可

以提高微生物修复石油污染的有效性和可行

性。它们具有生物相容性、化学稳定性和低成

本的特点，能够满足不同微生物种植的需求，

在石油污染修复中具有广泛前景。然而，虽然

这些固定化载体能够有效提高微生物对石油的

降解率，但将它们应用到实际大规模场地修复

中还存在一定的限制。例如，上述报道的这些

载体主要是通过吸附的方式来固定降解微生

物，吸附法虽然对微生物的活性影响较小，但

固定微生物的数量受载体影响较大，且附着强

度较弱，在大规模应用中可能会导致固定效果

不稳定[44]。另外，这些载体材料在前期虽然能

表现出优异的固定效果，但由于这些天然植物

材料容易被微生物降解，在修复后期可能会导

致固定化微生物的泄漏与扩散，从而使修复效

果降低。鉴于包埋法具有较高的固定化强度且
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可以将微生物与外界环境隔离，在实际应用中

可以考虑将吸附法与包埋法联合使用，来克服

这些天然植物材料的缺陷。 
3.1.3  生物刺激 

在碳氢化合物污染修复过程中，微生物通

常受到养分、氧气有效性、pH 值、温度以及碳

氢化合物的可利用性等环境因素的限制。为了

克服这些限制，生物刺激被用来改变微生物的

外部生长环境[50]。传统的生物刺激方法主要包

括通气、添加营养剂和共代谢生长基质等[34]。

有研究表明电子受体也可以刺激微生物的降解

作用[51]。最常见的电子受体是氧气，主要用于

刺激微生物的好氧降解途径，而诸如 Fe3+、

HCO3
−、NO3

−和 SO4
2−等电子受体主要用于改善

微生物的厌氧降解作用。例如，Mu 等[52]研究

发现在受多环芳烃污染的海洋沉积物中添加

HCO3
−可以使多环芳烃的降解率达到 85%，与

未投加电子受体的处理相比降解率提高了大约

18%。此外，为了促进海洋沉积物中石油烃的

降解，Marzocchi 等[53]在沉积物中通入了电化学

通气管，并在此基础上引入电缆细菌，以改善

缺氧沉积物与含氧上覆水之间的长距离电子传

递，从而激发缺氧沉积物中的硫酸盐去除，加

速石油烃的降解。与不使用电化学通气管和电

缆细菌的处理相比，结合电化学通气管和电缆

细菌的方法可以将烷烃的降解率提高 46%。 
在石油污染环境中，一些具有降解潜力的

微生物可能处于可存活但不可培养的状态，这

降低了石油污染的生物修复效率。为解决这一

问 题 ， Bodor 等 [54] 利 用 来 自 藤 黄 微 球 菌

(Micrococcus luteus)的胞外有机物(extracellular 
organic matter, EOM)作为刺激剂。EOM 中含有

复苏促进因子(recovery promoting factor, Rpf)，
能够逆转微生物的低活性状态，从而提高污染

土壤的净化效率。与仅进行生物刺激处理相比，

在生物刺激的基础上加入 EOM 以及降解强化

菌株红串红球菌(Rhodococcus erythropolis) PR4
和庆笙红球菌(Rhodococcus qingshengii) KAG C，

能够在 60 d 内将润滑油的降解率提高 15%。这

是因为 EOM 中的 Rpf 可以重新激活对 EOM 响

应的降解细菌[如假单胞菌属(Pseudomonas)、丛
毛 单 胞 菌 属 (Comamonas) 、 窄 食 单 胞 菌 属

(Stenotrophomonas)以及戈登氏菌属(Gordonia)]
的活性，从而提升对污染物的降解效果。此外，

肉骨粉作为一种动物来源的营养添加剂，与其

他添加剂相比更适合刺激微生物的活性。国内

有研究[55]发现，在添加肉骨粉的情况下，微生

物能够在 99 d内将碳氢化合物含量降低 91.2%，

与传统使用尿素的效果相当。然而，使用尿素

会导致土壤酸化，而肉骨粉处理下的土壤 pH
可以保持在与自然衰减修复相当的水平，避免

了 pH 值剧烈变化对微生物活性的影响。 
这些刺激策略和刺激剂的应用可以有效提

高石油污染物的降解效率。特别是胞外有机物

和肉骨粉等刺激剂，来源于天然有机物或生物

提取物，具有低成本的优势以及良好的可降解

性，不会造成持久性的环境负荷。目前相关的

研究都只是重点关注这些刺激剂对石油污染物

的降解效果。然而，在实际应用中，这些刺激

剂的长期稳定性也是一个关键的问题。在自然

环境中，生物刺激剂可能受到温度、湿度、pH
等因素的影响[56]，导致其活性下降或失效，加

之这些生物刺激剂都是有机生物材料，在应用

过程中可能会被生物不断利用降解，从而可能

导致后期修复效果不佳。生物刺激剂对不同类

型的石油污染和环境条件可能有不同的适用

性，但目前相关研究都只考虑刺激剂在特定污

染环境下的效果，对这些刺激剂在其他污染环

境是否适用尚不可知，应进一步加强对生物刺

激剂的系统模拟评估，评估自然环境中不同条
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件，包括污染物类型、浓度、温度、湿度和 pH
等因素对刺激剂的影响，并持续跟踪刺激剂的

活性和降解情况。条件允许时，可以考虑采取

小批量现场试验以确定生物刺激剂的实际应用

效果。对于生物刺激剂，尤其是微生物，其在

实际场地中可能需要时间来适应并建立适合污

染修复的种群。因此，可以考虑预先对生物刺

激剂和土著微生物进行适应性培养，之后共同

投加到污染场地中，以提高刺激剂和微生物在

现场的活性和降解效率。此外，某些类型的刺

激剂，例如电子受体，在发挥作用后会产生代

谢产物，这些代谢产物可能会对环境造成二次

污染，进一步导致修复效果降低或修复成本提

高。因此，在实际应用前，应对所选择使用的

刺激剂进行全面的代谢产物评估，分析刺激剂

产生的代谢产物的性质和可能的环境影响。针

对可能产生有害代谢产物的刺激剂应谨慎选

择，必要时可以考虑结合投加菌剂的方法，引

入其他降解菌或途径，促进代谢产物的进一步

降解或转化。 
3.1.4  基因工程菌 

利用基因工程技术，科研人员可以构建具

有增强污染物降解能力的高效工程菌，从而提

高对污染物的降解效率。常用的构建基因工程

菌的策略包括：诱导突变、基因克隆、基因表

达调控以及基因敲除等[57]。基于这些策略，研

究者们构建了不同类型的石油高效降解基因工

程菌。例如，有研究通过增加铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa) N6P6 菌株中群体感

应基因 LasI 和 RhlI 的表达促进了酰基高丝氨酸

内酯酶的合成以及细胞生物膜的形成，从而提高

了多环芳烃的生物转化[58-59]。Muneeswari 等[60]

利用香坊肠杆菌 (Enterobacter xiangfangensis) 
STP-3 进行转座子诱导实验，在 2 500 个突变体

中筛选出 2 个高产脂蛋白生物表面活性剂的突

变株 M257E. xiangfangensis 和 M916E. xiangfangensis。与野生

型菌株相比，这 2 个突变株的表面活性剂产量

分别提高 98%和 134%，对含油污泥中的石油降

解率分别达到 82%和 88%。与其他基因操作方

法相比，转座子技术具有更高的操作效率和适

用性，可实现全基因组范围内的基因筛选和功

能研究，在高效降解菌株的筛选研究中具有一

定的技术优势。另外，Ji 等[61]通过基因克隆的

手段将甲酸脱氢酶基因 fdh 导入大肠杆菌

(Escherichia coli)并成功诱导表达，最终基于醋

酸钙不动杆菌(Acinetobacter calcoaceticus)产生的

胞内酶和功能表达的甲酸脱氢酶构建出可进行还

原性辅酶 1 (nicotinamide adenine dinucleotide, 
NADH)再生的混合酶制剂。对于含油量为 10% 
(质量分数)的污泥，使用该混合酶制剂 12 h 后，

降解率可达 35.6%。该混合酶制剂可以连续提

供还原态 NADH 给石油烃降解酶，可以有效提

高降解效率，在含油污泥的大规模修复中具有

良好的应用前景。还有研究将基因工程构建的

微生物全细胞传感器用于监测石油污染物，可

进一步评估污染物的生物可利用性和环境污染

物毒性，具有简单和经济的优势[62-63]。 
基因工程技术为生物修复提供了强大的工

具，使科研人员能够按照场地需求来构建具有

增强污染物降解能力的高效工程菌，为解决石

油污染等环境问题提供了新的思路和方法。然

而，目前相关研究还只是重点关注对工程菌降

解通路和关键酶的改造，全细胞的代谢网络改

造与优化还很欠缺。另外，考虑到实际污染场

地条件复杂，将基因工程菌应用于大规模石油

污染场地修复还面临一些挑战和瓶颈。例如，

目前基因工程菌在真实污染场地中可能会面临

不同的环境压力以及与土著微生物之间的竞

争，从而导致其无法发挥最佳效果。对此，需

要进行更多包含不同环境梯度的模拟试验来评
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估基因工程菌对复杂环境的适应潜力，并可以

考虑将基因工程菌与固定化载体相结合，以确

保基因工程菌在复杂环境中具有足够的生存能

力。此外，基因工程菌在实际应用中还存在安

全性问题[64]，在修复污染的同时可能会引入新

的基因或代谢产物，从而对环境造成潜在的影

响。对此，在导入目标降解基因的同时应考虑

能够引导自动灭活的基因，在达到特定修复目

标时引导工程菌自动灭活。灭活后如何处理残

留的 DNA 也是一个关键的问题。在实际应用中

可以结合降解酶以及紫外线处理等方法，促进

残留 DNA损伤和降解，以防止未被灭活的 DNA
在环境中传播和产生潜在的安全风险。解决了

上述这些安全性问题才能保证基因工程菌在原

位污染修复中的大规模应用，否则建议将基因

工程菌仅应用于异位修复。构建完基因工程菌

后，大规模获取工程菌的成本也是限制其实际

应用的重要因素。现代发酵工艺的应用则可以

缩减大规模培养的成本，该工艺配备有自动化

控制系统，可以提供更好的培养条件，从而在

较短的时间内生产出大量的基因工程菌，并显

著降低获取基因工程菌的成本。 
3.1.5  植物/藻类-微生物联合修复 

植物-微生物联合修复技术是利用植物、土

壤和微生物的协同作用来促进彼此对环境的适

应性，从而提高对石油烃污染物降解能力的修

复技术[65]，具有环境友好和社会认可度高的优

点。一方面，植物根系可以为微生物提供良好

的生存环境；另一方面，微生物通过降解石油

烃可以为植物提供充足的碳源，并降低石油烃

对植物的毒害作用。目前，小麦、油菜、杨树

和苎麻等植物已成功应用于土壤修复[66]。 
近年来，研究人员发现了一些新的高效植

物-微生物联合体，包括植物生长促进菌群[酸胞

菌(Acidocella)、伯克霍尔德菌(Paraburkholderia)

和酸杆菌(Acidobacterium)-紫花苜蓿联合体][67]、

根 际 促 生 菌 [ 假 节 杆 菌 (Pseudarthrobacter 
phenanthrenivorans) 和 固 氮 螺 菌 (Azospirillum 
oryzae)-玉米联合体][68]等。这些联合体不仅能

显著提高石油污染物的降解率，还具备促进植

物生长的特性，使得它们在修复受石油污染的

土壤中更具适用性和应用潜力。为了更高效地

去除土壤中的石油烃，Zhang 等[69]在鸢尾花-微
生物联合修复体系中引入了微米级磁铁矿，并

结合外源电极形成导电网络。该导电网络能够

消耗细胞外电子，提高功能性微生物的活性，

从而促进多环芳烃、二甲苯和嘧啶的降解。与

不添加磁铁矿和外源电极的对照组相比，这种

改进的联合修复体系将石油烃的降解率提高了

174%–232%，具有经济成本可控、现场应用可

行的优点。此外，研究人员还发现，将大型藻

类墨角藻(Fucus vesiculosus)与其附生的烃氧化

菌共同暴露于被碳氢化合物污染的水生环境

中，经过 6 d 处理后可消耗 80%的石油烃[70]。

而小球藻(Chlorella sp.) MM3 和弗罗茨瓦夫红

球菌 (Rhodococcus wratislaviensis)的联合体则

能够在 30 d 内完全降解土壤中 10 mg/L 的菲、

芘和苯并芘混合物[71]。 
尽管植物/藻类-微生物联合修复技术在石

油污染的绿色修复中具有巨大的应用潜力，但

植物/藻类-微生物联合修复技术通常需要较长的

修复周期，无法在短时间内彻底修复污染场地，

对于一些亟须修复的场合不太适用。植物-微生

物联合修复技术在实际应用中的适用性也容易

受到环境条件的限制。例如，在高度污染或难

以种植植物的场地，该技术的应用可能不太实

际。植物-微生物联合修复体系在降解效果方面

的长期稳定性也是值得关注的问题。由于易降

解的组分在前期率先被植物和微生物降解，导

致后期残留的都是难以降解的石油组分，这些
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难降解组分对植物和微生物活性的负面影响可

能会在此时凸显出来，从而使降解速率逐渐变

慢[72]。对此，可以考虑将植物-微生物联合修复

技术与生物刺激的方法相结合，在修复后期通

过添加适当的生物刺激剂来促进微生物和植物

的活性提升，从而维持长期的降解效果。另外，

植物-微生物联合修复技术需要投入较高的成

本，包括植物引种、微生物添加、维护等费用，

限制了其在大规模应用中的可行性和经济性。在

实际应用中可以通过优先考虑本土优势植物及

其根际微生物的组合来降低此类成本。 

3.2  不同微生物修复技术的对比及其优化 
在实际应用中，影响上述微生物修复技术

选择的一个关键因素是修复周期。修复周期受

到多种因素的影响，包括污染物类型和浓度、

场地条件等[73]。但通常来说，基于传统方法改

进的生物表面活性剂、生物刺激以及菌剂的修

复周期相对较短，一般在数周到数月的时间内

就能完成修复。其次是固定化微生物，由于后

期来源于生物材料的载体存在被降解的风险，

导致降解效果降低，可能需要数月到数年的时

间来达到修复目标。新的植物-微生物联合体系

虽然降解效果有所提升，但相较于其他修复技

术，修复时间持续较久[74]，一般要数年时间才

能完成修复。 
改进后的微生物修复技术对石油的降解率

和降解速率也是其在实际应用中需要进行权衡

的两个重要因素。总体来说，对于有紧急修复

需求、需要在有限时间内完成修复以及高浓度

污染物存在的项目可以优先考虑以降解速率为

主，迅速减少污染物的含量，快速改善受污染

环境的状况，从而在短时间内减少污染物对环

境和生态系统的负面影响。在这种情况下，可

以选择以投加高效菌剂、改性生物表面活性剂

和生物刺激剂为主的短周期修复技术。当需要

长期修复污染区域或需要达到较高修复效果的

情况下，选择以降解率为主更有利于对污染环

境进行完整全面的修复。在这种情况下，可以

选择将这些改进的微生物修复技术联合使用，

以此保证降解效果的稳定性。 
影响微生物修复技术大规模推广应用到实

际中的另一个重要因素是成本。本综述中提到

的相关研究示例，例如固定化载体和生物刺激

剂等均来源于生物材料，材料本身以及加工过

程具有较低的成本。应用基因工程菌以及生物

表面活性剂的成本主要来源于目标产物的大规

模获取和分离纯化[75]。现阶段发酵工程已经相

当成熟，设备工艺也相对完善，大规模获取目

标菌株以及生物表面活性剂的成本虽然要高于

固定化载体和生物刺激剂的应用成本，但与传

统培养和提取的方法相比，成本已经大大降低。

相比于其他微生物修复技术，应用改进后的植

物-微生物联合修复体系的成本可能相对较高，

其修复成本主要源于植物引种、微生物添加、

期间维护等，但可以通过利用本土优势植物及

其根际微生物的组合来降低此类成本。基于不

同修复技术之间的对比，从业人员可以根据场

地实际情况以及修复目标等来确定最适合实际

应用场景的修复技术。 
分子生物技术不仅可以用来挖掘高效降解

微生物，还可以与这些改进的微生物修复技术

相结合，以此来提高微生物修复技术在实际应

用场景中的修复效果。例如，综合运用这些分

子生物技术，可以全面了解改性表面活性剂和

天然生物刺激剂与降解微生物之间的相互作用

机制，以及它们对降解基因的调控效应。通过

分析降解微生物的丰度、多样性、功能和基因

表达等特征的变化，可以为表面活性剂和生物

刺激剂使用的最佳浓度和剂量提供参考。固定

化微生物修复技术是载体与微生物共同作用的
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结果，所固定的微生物的降解能力对土壤修复

效果有重要的影响。因此，可以结合宏基因组、

宏转录组以及宏蛋白组技术对具备特定降解功

能的高效微生物进行筛选。此外，还可以通过

宏基因组和基因芯片探究不同尺寸的固定载体

对具有降解功能的微生物群落和基因的影响，

以此来确定最佳的载体尺寸，从而提高修复效

果。基因芯片的应用还可以快速筛选适用于特

定污染环境的降解基因，为高效基因工程菌的

构建提供了更加丰富的选择。植物-微生物联合

修复技术的修复效果很大程度上也依赖于降解

微生物的选择。通过分子生物技术，可以对改

进后的植物-微生物联合修复系统中微生物群

落的组成和功能进行深入研究，了解不同植物

和微生物之间的相互作用机制。这有助于筛选

适合的降解微生物，进而优化植物和降解微生

物的组合，提高修复效果。 

4  总结与展望 
分子生物学方法的应用促进了高效降解石

油的微生物资源的挖掘，为修复石油污染场地

奠定了基础。微生物修复技术，例如生物表面

活性剂、生物刺激剂等，也为修复石油污染场

地提供了更高效、环保和低成本的选择。然而，

在分子生物方法和微生物修复技术实际应用的

过程中还存在较多问题，例如，物种注释结果

不够全面和精确、检测灵敏度有限、修复技术

与本土微生物群落之间的互作机制不明确以及

难以在实际场地修复中发挥最佳降解效果等。

针对上述问题，未来可从以下几方面来深化微

生物修复石油污染的研究。 
(1) 提高微生物测序和物种注释的精度。相

比于二代测序技术，PacBio 和 Oxford Nanopore
等第三代测序技术具有更长的读长和更高的测

序精度。利用第三代测序技术，可以更深入和

准确地解析石油污染场地中微生物群落的功能

和代谢途径。未来研究还需要对下机数据处理的

算法进行改进，加强序列的质控和降噪处理，提

高对高质量数据的筛选。同时，不断完善和更新

物种数据库，利用机器学习和深度学习等人工智

能方法，对大规模的测序数据进行更精准的分析

和注释，从而提高物种注释结果的可信度。 
(2) 多组学方法联合使用。随着高通量测序

成本的不断降低，在未来的研究中将多组学技

术联合应用将有助于全面诊断石油降解过程中

的代谢途径和互作机制。通过直观地分析本土

微生物的丰度、多样性、基因表达水平和降解

酶等特征的变化，可以解析修复技术与本土微

生物之间的互作机制。另外，通过构建互作网

络模型加强对石油污染场地中微生物相互作用

机制的分析，有助于深入了解降解微生物之间

的合作与竞争关系，从而为构建高效降解复合

菌群提供理论依据。 
(3) 多种修复技术联合应用。实际污染环境

远比实验室模拟的环境复杂，单一修复技术可

能无法达到修复目标。因而在工程实际中为达

到最佳修复效率可以采用多种修复技术联合应

用的方式，避免单一修复方法存在的缺陷，并

在修复过程中形成协同效应，从而提高实际应

用中的修复效率。同时，可以借助于分子生物

方法，对微生物修复技术在实际场地中的应用

进行合理的调整和优化。 
(4) 研发持久稳定的新型生物材料。将现有

的生物材料与材料工程和合成技术相结合，探

究既来源于天然生物材料又具备持久稳定效果

的固定化载体和生物刺激剂，从而提高它们在

真实污染环境中的稳定性和耐降解性。但后续

如何降低合成材料的制作生产成本并确保材料

的环境友好性成为该技术领域需要重点关注的

瓶颈问题。 
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