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摘　要：为了为汽油污染土的微生物修复提供优良菌种，以ＬＢ培养基为基质，从石油污染土中对
汽油降解菌进行了分离鉴定，以降油培养基为基质对分离得到的菌株进行汽油降解率的测定，以培
养温度、培养基ｐＨ值及培养时间为参数对５种具有优良汽油降解性能的菌株进行单因素试验，基
于单因素试验结果进行三因素三水平的正交试验后，以汽油降解率为响应值对试验结果进行响应
面分析，筛选出具有优良降解性能的菌株，并确定了菌株降解汽油的最佳条件。结果表明：从石油
污染土中分离出了９种具有汽油降解性能的菌株，其中，铜绿假单胞菌、假单胞菌属、苍白杆菌属、
博得特氏菌属以及戈登氏菌属具有优良降解性能，这５种菌降解汽油的最优条件为：铜绿假单胞
菌、假单胞菌属、苍白杆菌属、博得特氏菌以及戈登氏菌的最佳培养温度均为３２℃，培养基ｐＨ值
均为７．０，培养时间均为２０ｈ，降油培养基中的汽油降解率分别为７０．１２％、７６．４２％、７５．６６％、
７７．５０％和７３．２２％。
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　　石油是一种重要的能源，对经济和人民的生活
水平都有很大的推动作用，但在石油的开采、加工以
及运输过程中会发生石油泄漏等问题，资料表明，中
国目前直接进入到环境中的石油约有６×１０５ｔ，对
土壤以及地下水造成严重污染。而汽油是用量最大
的轻质石油产品之一，汽油物质进入土壤后，主要从
两个方面对土壤的理化性质造成影响：一是会影响
土壤的通透性，使得土壤的结构遭到破坏［１］；二是汽
油中的反应基能够与土壤中的无机氮和磷结合并限
制土壤的硝化作用和脱磷酸作用，导致土壤中有机
质的碳氮比和碳磷比增大［２４］。此外，汽油中的某些
烃类具有致病变、致癌甚至致畸形的作用，通过污染
土进入人体后，大量积累会严重危害到人体的健
康［５］。因此，汽油污染土的治理和修复一直受到高
度重视。

传统的污染土治理方法有物理法和化学法，物
理修复法主要有挖掘填埋法、电解法、洗涤法和气体
吹脱法等，但物理法所用的设备价格昂贵且可能破
坏土壤的结构和组分。化学法主包括氧化剂氧化
法、萃取法、热分解法和光化学氧化法等，主要技术
是利用化学浸出进行除油，但此方法有可能对土体
造成二次污染［６］。

生物修复法是一种绿色节能的方法，主要利用
微生物及其他生物，将土壤中的有毒烃类污染物降
解为二氧化碳和水等无毒无害物质，从而达到修复
土壤的目的［７］。研究发现，有大量微生物能够以石
油中的烃类作为唯一碳源进行繁殖生长，微生物繁
殖较快且比表面积大，因此，微生物修复污染土成为
研究热点［８］。目前，关于原油生物降解的研究主要
集中在降解菌的筛选与鉴定［９１０］和生物降解机
理［１１１２］。闫志宇等［１３］分离筛选出的菌株犅犪犮犻犾犾狌狊
狊狌犫狋犻犾狌狊Ｌ３能高效降解乙草胺。Ｇｕｏ等［１４］从柴油
污染的土壤中分离出两种耐寒的石油烃降解菌株
ＣＨＤ１和ＣＨＤ２。而汽油作为用量最大的石油提取

物，对土壤造成的污染也最多。
已有研究表明，多种微生物都能对汽油烃类物

质进行降解，但降解能力存在较大差异，因此，筛选
降解汽油烃能力较强的菌种将会大大提高污染土的
修复效率［１５］。笔者通过从石油污染土中的微生物
进行分离鉴定以及通过正交试验和响应面分析对其
降解汽油性能进行测定和优化，从而为汽油污染土
的生物修复法提供优良菌种。

１　材料与方法
１．１　土壤样品

石油污染土来源于甘肃省成县油气管道转换
站，图１所示为采集的土样。主要取自表层以下２～
１５ｃｍ处的污染土。

图１　汽油污染土
犉犻犵．１　犌犪狊狅犾犻狀犲犮狅狀狋犪犿犻狀犪狋犲犱狊狅犻犾　

１．２　培养基
ＬＢ培养基：酵母浸出粉５ｇ／Ｌ，胰蛋白胨１０ｇ／

Ｌ，氯化钠１０ｇ／Ｌ，琼脂１５ｇ／Ｌ，配制２００ｍＬ，ｐＨ值
调节为７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

降油培养基：ＮａＣｌ１０ｇ，ＮＨ４Ｃｌ０．５０ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４０．５０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＭｇＳＯ４０．５０ｇ，
ＣａＣｌ２０．１ｇ，ＫＣｌ０．１０ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，蒸馏
水１０００ｍＬ，９５号汽油４ｇ，ｐＨ值７．２，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ。
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１．３　实验方法
１．３．１　菌种的分离与鉴定　称取石油污染土１．０ｇ
放入到装有９．０ｍＬ的无菌生理盐水的试管内，在漩
涡混合器中充分混匀，此时，溶液的稀释度为１０－１。
利用梯度稀释法对其继续进行稀释，稀释的梯度分
别为１０－２、１０－３、１０－４和１０－５。用移液器从１０－３、
１０－４和１０－５这３个梯度中吸取２０μＬ的稀释液，然
后，在超净工作台内将其接种到灭菌过的ＬＢ培养
基中进行涂布，涂布均匀后，将培养基放入３２℃的
培养箱内倒置培养２４ｈ［１６１７］。培养完成后，观察并
记录菌落形态，挑取不同形态的单菌落接种到固体
培养基中，重复多次。对菌种进行纯化后，分别进行
生理生化实验，然后，将纯化后的菌株接种于相应的
培养基斜面，在培养箱内培养２４ｈ后，保存于４℃
的冰箱内。对每个菌种的ＤＮＡ进行提取［４，１８１９］，利
用细菌的通用引物进行ＰＣＲ扩增，得到约１５００ｂｐ
条带后，通过Ｓａｎｇｅｒ法进行测序（擎科兴业生物有
限公司完成），将得到的序列利用ＢＬＡＳＴ软件与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列进行同源性比对，从而确
定菌株的类别。
１．３．２　优良降解菌株的筛选　将纯化后的菌种在超
净工作台内接种到２００ｍＬ的ＬＢ液体培养基中，然
后置于３２℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的摇床内进行扩大培养，培
养２４ｈ后，测定菌液在６００ｎｍ处的吸光度。吸取２
ｍＬ菌液，接种到２００ｍＬ的降油培养基内，同样在
３２℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的摇床内进行培养，在培养２、４、６
ｄ后，分别对培养基内的汽油含量进行测定，并计算
最终的汽油降解率。每个菌种做３组平行试验，结
果取平均值，从而对具有高效汽油降解能力的菌种
进行筛选。
１．３．３　汽油降解率的测定方法　将降解后的培养液
放入离心机内离心（转速为１００ｒ／ｍｉｎ），２０ｍｉｎ后
提取上清液到新的灭菌过的锥形瓶内，每１Ｌ上清
液加入５ｍＬ硫酸进行酸化，然后加入４０ｍＬ的石
油醚，将培养基内残余的汽油提取后对其质量进行
测定，汽油降解率的计算式为［２０］

汽油降解率＝（犿０－犿１）／犿０×１００％
式中：犿０为初始汽油的质量；犿１为培养基中残余的
汽油质量。
１．３．４　菌种降解性能的测定

１）单因素试验　以ＬＢ培养基作为基质，按照
表１的３组实验方案进行菌种的培养，培养２０ｈ
后，吸取２０μＬ菌液加入到降油培养基内培养６ｄ
后，对培养基中残余汽油含量进行测定，计算并记录
汽油降解率。

２）在单因素试验的结果之上，对具有高效汽油
降解能力的菌种进行三因素三水平的正交实验，然
后按照实验方案所列的培养条件进行培养［３，２１］。利
用Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ软件对实验结果进行分析以及最
优求解从而确定菌种降解汽油的最佳培养条件。

表１　单因素试验方案
犜犪犫犾犲１　犛犻狀犵犾犲犳犪犮狋狅狉狋犲狊狋狆犾犪狀

组别 定量 变量

改变温度／℃ 培养基ｐＨ值为７，培
养２０ｈ ２６、２９、３２、３５、３８

改变培养基
ｐＨ值

温度为３２℃，培养
２０ｈ ６．０、６．５、７．０、７．５、８．０

改变培养时间／
ｈ

温度为３２℃，培养基
ｐＨ值为７．０ １２、１６、２０、２４、２８

２　结果与分析
２．１　汽油降解菌的分离与鉴定

从汽油污染土中共分离出９株菌株，除了菌１
和菌５形态特征较为明显之外，其余在平板上的特
征较为相似。将这９种菌株进行编号为菌１～菌９，
并对其进行形态学观察，这９种菌上的特点见图２。

图２　菌落在平板上的形态特征
犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犮狅犾狅狀犻犲狊狅狀犳犾犪狋狆犾犪狋犲狊　

对每种菌进行分离纯化后进行生理生化实验，
结果如表２所示。

利用ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）
中的Ｂｌａｓｔ对测序结果和己知序列进行比对，分析其
相似度，具体的鉴定结果为：菌１为铜绿假单胞菌
（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪），菌２为假单胞菌属
（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊），菌３为苍白杆菌属（犘犾犲狌狉狅犫犪犮狋犲狉），菌
４为博得特氏菌属（犅狅狉犱犲狋犲犾犾犪），菌５为戈登氏菌属
（犌狅狉犱狅狀犻犪），菌６为同温层芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊），菌７
为洛菲不动杆菌（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉），菌８为琼氏不动杆
菌（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犼狌狀犻犻），菌９为暹罗芽孢杆菌
（犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉犿犻狊），且相似率均大于９９．９％。
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表２　菌株的生理生化反应特点
犜犪犫犾犲２犘犺狔狊犻狅犾狅犵犻犮犪犾犪狀犱犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狊狋狉犪犻狀狊

菌种 菌落形态 革兰氏
染色

芽孢
染色 好氧程度 过氧化

氢酶 氧化酶 淀粉
水解

吲哚
实验

果聚糖
形成 运动性 精氨酸

双水解酶
菌１ 青色光滑不透明 — — 专性需氧 ＋ ＋ — — — ＋ ＋
菌２ 白色不透明 — — 专性需氧 ＋ ＋ — — — ＋ ＋
菌３ 白色光滑不透明 — — 专性好氧 — — ＋ ＋ — ＋ —
菌４ 米色光滑不透明 — — 专性需氧 ＋ ＋ ＋ ＋ — — —
菌５ 淡橙色光滑不透明 ＋ — 好氧 ＋ — — — — — ＋
菌６ 白色光滑不透明 ＋ ＋ 兼性厌氧 ＋ ＋ — — — ＋ —
菌７ 灰白光滑 — — 专性需氧 ＋ — ＋ ＋ — — —
菌８ 淡黄湿润不透明 — — 专性需氧＋ ＋ — ＋ ＋ — — —
菌９ 乳白不透明 ＋ ＋ 兼性厌氧 ＋ ＋ — — — — —
注：“＋”表示阳性；“—”表示阴性。

２．２　优良降解菌的筛选
对９株菌在降油培养基内培养６ｄ后的汽油降

解率进行测定，结果见表３。
根据表３可知，菌１、２、３、４、５的汽油降解率均

超过６０％，证明菌１、２、３、４、５降解汽油的能力较
好，即铜绿假单胞菌、假单胞菌菌属、苍白杆菌属、博
得特氏菌属以及戈登氏菌属对汽油有着较好的降解
能力，且这５种菌无致病性，对环境无污染性。

表３　９株菌株的汽油降解率
犜犪犫犾犲３　犌犪狊狅犾犻狀犲犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳狀犻狀犲狊狋狉犪犻狀狊

菌种
编号

汽油含量／（ｇ·Ｌ－１）
０ｄ ２ｄ ４ｄ ６ｄ

汽油降
解率／％

菌１ ４ ３．２９４ １．５２ １．１９０ ７０．２５
菌２ ４ ２．８９３ １．２８ １．０２５ ７４．３７
菌３ ４ ３．４１ １．３６２ １．１１２ ７２．２０
菌４ ４ ２．７８ １．１８５ ０．９９５ ７５．１３
菌５ ４ ３．３２５ １．４８ １．２０１ ６９．９８
菌６ ４ ３．４５２ １．９８２ １．４２０ ６４．５０
菌７ ４ ３．７８ ２．０３１ １．９８０ ５０．５０
菌８ ４ ３．８２ ２．１２２ １．８５７ ５３．５７
菌９ ４ ３．９５ ２．０９５ １．８８０ ５３．００

２．３　菌株降解性能的测定
２．３．１　单因素试验结果　培养温度对５种菌的汽油
降解率的影响如图３所示。由图３可知，培养温度
对５种菌的汽油降解率的影响趋势大致相同，当温
度小于３５℃时，随着培养温度的升高，汽油降解率
呈现上升趋势，当温度大于３５℃，汽油降解开始下
降，对于这５种菌来说，３５℃是较为合适的培养
温度。

培养基的ｐＨ值对５种菌的汽油降解率的影响

图３　培养温度对５种菌汽油降解率的影响
犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狅犳犮狌犾狋狌狉犲狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀狋犺犲犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀

狉犪狋犲狅犳犳犻狏犲犽犻狀犱狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪
　

如图４所示。由图４可知，培养基ｐＨ值对５种菌
的汽油降解率的影响趋势大致相同，除了菌４在培
养基ｐＨ为７．５时汽油降解率达到最大值，其余４种
菌均在培养基ｐＨ为７时，汽油降解率达到最大值。

图４　培养基狆犎值对汽油降解率的影响
犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犲犱犻狌犿狆犎狅狀犵犪狊狅犾犻狀犲犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲　
培养时间对５种菌汽油降解率的影响如图５所

示。由图５可知，菌１在培养２４ｈ时汽油降解率达
到最大值，超过２４ｈ后开始下降，菌１在２０、２４ｈ的
汽油降解率较为稳定，但超过２４ｈ后开始下降，其余
３种菌的汽油降解率均在培养２０ｈ时达到最大值。
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图５　培养时间对５种菌汽油降解率的影响
犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳犮狌犾狋狌狉犲狋犻犿犲狅狀狋犺犲犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳

犳犻狏犲犽犻狀犱狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪
２．３．２　正交实验结果　基于单因素试验结果确定的
正交实验的因素和水平如表４所示。

表４　实验因素和水平
犜犪犫犾犲４　犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犳犪犮狋狅狉狊犪狀犱犾犲狏犲犾

水平 犃
培养温度／℃

犅
培养基ｐＨ值

犆
培养时间／ｈ

－１ ２９ ６．５ １６
０ ３２ ７．０ ２０
１ ３５ ７．５ ２４

根据设计的正交实验方案进行实验后，对每组
的残余汽油量进行测定后对汽油降解率进行计算，
得到的正交实验结果如表５所示。

将实验数据录入软件进行分析，菌１～菌５的
正交实验结果的方差分析如表６～表１０所示。

表５　５种菌降解率研究的正交实验结果
犜犪犫犾犲５犗狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾狉犲狊狌犾狋狊狅犳犳犻狏犲犫犪犮狋犲狉犻犪犾犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊

序号 犃 犅 犆
汽油降解率／％

菌１ 菌２ 菌３ 菌４ 菌５
１ ０ ０ ０ ７０．１８ ７６．４２ ７５．６８ ７７．４６ ７３．２５
２ －１ １ ０ ６９．０２ ７３．１９ ７２．１５ ７５．１３ ６８．８１
３ －１ ０ １ ６９．３３ ７３．３６ ７２．２３ ７５．１２ ６８．８５
４ －１ ０ －１ ６９．３１ ７３．２１ ７２．１１ ７５．０３ ６８．７２
５ ０ １ １ ６９．４３ ７３．４０ ７２．２４ ７４．４７ ６８．９２
６ １ ０ －１ ６９．２９ ７３．２９ ７２．１７ ７５．１１ ６８．７９
７ ０ ０ ０ ７０．１２ ７６．３８ ７５．６７ ７７．５０ ７３．２６
８ １ －１ ０ ６９．２４ ７３．３０ ７２．１５ ７５．０８ ６８．８４
９ １ １ ０ ６９．３６ ７３．３８ ７２．２６ ７４．４８ ６８．８７
１０ ０ ０ ０ ７０．１８ ７６．４５ ７５．６６ ７７．６１ ７３．２５
１１ ０ ０ ０ ７０．２ ７６．４３ ７５．６８ ７７．５２ ７３．２５
１２ ０ －１ －１ ６９．３４ ７３．２５ ７２．２０ ７５．０２ ６８．７４
１３ ０ １ －１ ６９．３９ ７３．３８ ７２．１６ ７５．０３ ６８．７９
１４ －１ －１ ０ ６９．２４ ７３．３３ ７２．１１ ７５．１０ ６８．８０
１５ １ ０ １ ６９．３８ ７３．３９ ７２．２８ ７４．４９ ６８．９１
１６ ０ －１ １ ６９．３５ ７３．３６ ７２．２０ ７５．１４ ６８．８８
１７ ０ ０ ０ ７０．１５ ７６．４２ ７５．６７ ７７．６１ ７３．２４

表６　菌１正交实验结果的方差分析
犜犪犫犾犲６　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪１

项目 平方和 自由度 均方 犉值 犘值 显著性
模型 ２．７１ ９ ０．３０ ９１．７５ ＜０．０００１ 
犃 ０．０１７ １ ０．０１７ ５．２１ ０．０５６４
犅 １．１２５×１０－４ １ １．１２５×１０－４ ０．０３４ ０．８５８４
犆 ０．００３２ １ ０．００３２ ０．９７ ０．３５６５
犃犅 ０．０２９ １ ０．０２９ ０．００１５３ ０．０２０９ 
犃犆 １．２２５×１０－３ １ １．２２５×１０－３ ０．３７ ０．５６０７
犅犆 ２．２５０×１０－４ １ ２．２５０×１０－４ ０．０６８ ０．８０１１
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续表６
项目 平方和 自由度 均方 犉值 犘值 显著性
犃２ １．０５ １ １．０５ ３２１．０８ ＜０．０００１ 
犅２ ０．８５ １ ０．８５ ２６０．１３ ＜０．０００１ 
犆２ ０．４８ １ ０．４８ １４６．４３ ＜０．０００１ 
残差 ０．０２３ ７ ３．２８５×１０－３
失拟项 ０．０１９ ３ ６．３５８×１０－３ ６．４９ ０．０５１３ 狀犮
纯误差 ３．９２×１０－３ ４ ９．８×１０－４

注：“”表示显著；“”表示极显著；“狀犮”表示不显著。

表７　菌２正交实验结果的方差分析
犜犪犫犾犲７　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪２

项目 平方和 自由度 均方 犉值 犘值 显著性
模型 ３４．５２ ９ ３．８４ ２０４２．５２ ＜０．０００１ 
犃 １．１２５×１０－４ １ １．１２５×１０－４ ０．０６０ ０．８１３７
犅 ０．０２１ １ ０．０２１ １１．１９ ０．０１２３ 
犆 ０．０１８ １ ０．０１８ ９．６１ ０．０１７３ 
犃犅 ０．０６８ １ ０．０６８ ３６．００ ０．０００５ 
犃犆 ６．２５×１０－４ １ ６．２５×１０－４ ０．３３ ０．５８２１
犅犆 ２．０２５×１０－３ １ ２．０２５×１０－３ １．０８ ０．３３３６
犃２ １０．９５ １ １０．９５ ５８３３．６８ ＜０．０００１ 
犅２ １０．４８ １ １０．４８ ５５８３．２６ ＜０．０００１ 
犆２ ９．３５ １ ９．３５ ４９８１．２４ ＜０．０００１ 
残差 ０．０１３ ７ １．８７８×１０－３
失拟项 ０．０１０ ３ ３．４０８×１０－３ ４．６７ ０．０８５４ 狀犮
纯误差 ２．９２×１０－４ ４ ７．３×１０－３

注：“”表示显著；“”表示极显著；“狀犮”表示不显著。

表８　菌３正交实验结果的方差分析
犜犪犫犾犲８　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪３

项目 平方和 自由度 均方 犉值 犘值 显著性
模型 ４３．１１ ９ ４．７９ １４４５２．７５ ＜０．０００１ 
犃 ８．４５×１０－３ １ ８．４５×１０－３ ２５．５０ ０．００１５ 
犅 ６．０５×１０－３ １ ６．０５×１０－３ １８．２５ ０．００３７ 
犆 ０．０１８ １ ０．０１８ ５４．４６ ０．０００２ 
犃犅 １．２２５×１０－３ １ １．２２５×１０－３ ３．７０ ０．０９６０
犃犆 ２．５×１０－５ １ ２．５×１０－５ ０．０７５ ０．７９１５
犅犆 ２．５×１０－５ １ ２．５×１０－５ ０．０７５ ０．７９１５
犃２ １２．８５ １ １２．８５ ３８７６２．１６ ＜０．０００１ 
犅２ １３．０７ １ １３．０７ ３９４３０．７５ ＜０．０００１ 
犆２ １２．６３ １ １２．６３ ３８０９９．２９ ＜０．０００１ 
残差 ２．３２×１０－３ ７ ３．３１４×１０－４
失拟项 １．８×１０－３ ３ ６×１０－４ ４．６２ ０．０８６８ 狀犮
纯误差 ５．２×１０－４ ４ １．３×１０－４

注：“”表示显著；“”表示极显著；“狀犮”表示不显著。

９４１第１期　　　　　　 　张娟，等：石油污染土中微生物的分离鉴定及降解特性



表９　菌４正交实验结果的方差分析
犜犪犫犾犲９　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪４

项目 平方和 自由度 均方 犉值 犘值 显著性
模型 ２４．３４ ９ ２．７０ １０９１．５０ ＜０．０００１ 
犃 ０．１９ １ ０．１９ ７５．０９ ＜０．０００１ 
犅 ０．１９ １ ０．１９ ７６．３２ ＜０．０００１ 
犆 ０．１２ １ ０．１２ ４７．４７ ０．０００２ 
犃犅 ０．０９９ １ ０．０９９ ４０．０４ ０．０００４ 
犃犆 ０．１３ １ ０．１３ ５０．８６ ０．０００２ 
犅犆 ０．１２ １ ０．１２ ４６．６５ ０．０００２ 
犃２ ６．８１ １ ６．８１ ２７４９．３８ ＜０．０００１ 
犅２ ７．０６ １ ７．０６ ２８４７．５０ ＜０．０００１ 
犆２ ７．１７ １ ７．１７ ２８９１．６７ ＜０．０００１ 
残差 ０．０１７ ７ ２．４７８×１０－３
失拟项 ３．８２５×１０－３ ３ １．２７５×１０－３ ０．３８ ０．７７５４ 狀犮
纯误差 ０．０１４ ４ ３．３８×１０－３

注：“”表示显著；“”表示极显著；“狀犮”表示不显著。

表１０　菌５正交实验结果的方差分析
犜犪犫犾犲１０　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪５

项目 平方和 自由度 均方 犉值 犘值 显著性
模型 ６９．１０ ９ ７．６８ ７９６２０．５１ ＜０．０００１ 
犃 ６．６１３×１０－３ １ ６．６１３×１０－３ ６８．５７ ＜０．０００１ 
犅 ２．１１２×１０－３ １ ２．１１２×１０－３ ２１．９１ ０．００２３ 
犆 ０．０３４ １ ０．０３４ ３５０．５２ ＜０．０００１ 
犃犅 １×１０－４ １ １×１０－４ １．０４ ０．３４２４
犃犆 ２．５×１０－５ １ ２．５×１０－５ ０．２６ ０．６２６３
犅犆 ２．５×１０－５ １ ２．５×１０－５ ０．２６ ０．６２６３
犃２ ２０．７０ １ ２０．７０ ２．１４７×１０５ ＜０．０００１ 
犅２ ２０．４３ １ ２０．４３ ２．１１×１０５ ＜０．０００１ 
犆２ ２０．６６ １ ２０．６６ ２．１４２×１０５ ＜０．０００１ 
残差 ６．７５×１０－４ ７ ９．６４３×１０－５
失拟项 ４．７５×１０－５ ３ １．５８３×１０－４ ３．１７ ０．１４７３ 狀犮
纯误差 ２×１０－４ ４ ５×１０－５

注：“”表示显著；“”表示极显著；“狀犮”表示不显著。

　　由表６～表１０可知，这５个模型的犉值分别为
９１．７５、２０４２．５２、１４４５２．７５、１０９１．５０以及７９６２０．５１，
且犘值都小于０．０００１，说明这５个模型的回归方程
极显著，且这５个模型的失拟项都不显著，说明这５
个模型都具有较好的模拟性，因此，这５个模型可以
对石油降解率进行分析和预测。
犉值的大小反映出因素对实验因变量的影响程

度，犉值越大，表示因素对实验因变量的影响越显
著。由表６可知，对菌１的汽油降解率影响大小的
因素依次是：因素犃＞因素犆＞因素犅（培养温度＞

培养时间＞培养基ｐＨ值）；由表７可知，对菌２的
汽油降解率的影响大小的因素依次为：因素犅＞因
素犆＞因素犃（培养基ｐＨ值＞培养时间＞培养温
度）；由表８可知，对菌３的汽油降解率影响大小的
因素依次为：因素犆＞因素犃＞因素犅（培养时间＞
培养温度＞培养基ｐＨ值）；由表９可知，对菌４的
汽油降解率影响大小的因素依次为：因素犅＞因素
犃＞因素犆（培养基ｐＨ值＞培养温度＞培养时间）；
由表１０可知，对菌５的汽油降解率影响大小的因素
依次为：因素犆＞因素犃＞因素犅（培养时间＞培养
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温度＞培养基ｐＨ值）。
利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件联合求解这５个

模型，得到结果为：菌１的最佳培养温度为３２．１４℃，
培养基的最佳ｐＨ值为７．００，最佳培养时间为２０．１２
ｈ，在此条件下算出的石油降解率为７０．１６７４％；菌２
的最佳培养温度为３２．００℃，培养基的最佳ｐＨ值为
７．０１，最佳的培养时间为２０．０７ｈ，在此条件下算出的
汽油降解率为７６．４１６８％；菌３的最佳培养温度为
３２．０３℃，培养基的最佳ｐＨ值为７．００，最佳培养时
间为２０．０５ｈ，在此条件下算出的汽油降解率为
７５．６７６６％；菌４的最佳培养温度为３１．８４℃，培养
基的最佳ｐＨ值为６．９７，最佳培养时间为１９．８４ｈ，在
此条件下算出的汽油降解率为７７．５２４６％；菌５的最
佳培养温度为３２．０２℃，培养基的最佳ｐＨ值为
７．００，最佳的培养时间为２０．０６ｈ，在此条件下算出的
汽油降解率为７３．２５０６％。

由于这些最佳条件的参数在实际操作水平中很
难实现，考虑到因素对于结果的影响大小，做以下调
整：将菌１的培养温度调整为３２．１℃，培养时间调整
为２０ｈ，在此条件下再次进行实验得到的汽油降解
率为７０．１７％；将菌２的培养基ｐＨ值调整为７，培养
时间为２０ｈ，在此条件下进行实验得到的汽油降解
率为７６．４２％；将菌３的培养温度调整为３２．０℃，培
养时间为２０ｈ，在此条件下进行实验得到的汽油降
解率为７５．６６％；将菌４的培养温度调整为３１．８℃，
培养基ｐＨ值调整为７．０，培养时间为２０ｈ，在此条
件下进行实验得到的汽油降解率为７７．５０％；将菌５
的培养温度调整为３２℃，培养时间为２０ｈ，在此条
件下进行实验得到的汽油降解率为７３．２２％。

３　结论
１）从石油污染土中分离出的９种菌分别为：铜

绿假单胞菌、假单胞菌属、苍白杆菌属、博得特氏菌
属、戈登氏菌属、同温层芽孢杆菌、洛菲不动杆菌、琼
氏不动杆菌以及暹罗芽孢杆菌，均对汽油具有一定
的降解能力。
２）筛选出的高效汽油降解能力的５种菌为铜绿

假单胞菌、假单胞菌属、苍白杆菌属、博得特氏菌属
以及戈登氏菌属，５种菌的汽油降解率均超过６０％。
３）５种具有较高汽油降解能力的菌降解汽油的

最佳培养条件分别为：假单胞菌属、苍白杆菌属、戈
登氏菌属、铜绿假单胞菌以及博得特氏菌属的最佳
培养温度均为３２℃；培养基ｐＨ值均为７．０；培养时
间均为２０ｈ。铜绿假单胞菌、假单胞菌属、苍白杆菌
属、博得特氏菌以及戈登氏菌的汽油降解率分别为
７０．１２％、７６．４２％、７５．６６％、７７．５０％和７３．２２％，且这
５种菌对人体没有致病性，也不会对环境造成污染，
可为污染土的生物修复提供优良菌种。
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ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎｐｈｙｔｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ
ｃｏｍｂｉｎｅｄｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎＰＡＨｓｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｓｏｉｌ［Ｊ］．
ＥｃｏｌｏｇｙａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１７，２６（２）：
３２３３２７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

（编辑　王秀玲）
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