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摘( 要：针对钻井泥浆中的石油烃类污染物，利用实验室分离筛选出的高效石油烃降解菌株，深入

研究 H*B* 对石油烃生物降解的影响。研究表明：H*B* 的适宜一次加入浓度为 *"" L4 N O；菌株生长处

于停滞期和对数期时，每 E3. 和 *3. 向含油泥浆中加入 H*B* 为最佳；加入 H*B* 的钻井泥浆中，石油类

污染物的的降解率从 !E’ #P提高到 E!’ #P。H*B* 的深度氧化和供氧的双重作用对泥浆中石油烃类污

染物的生物降解起到明显促进作用。
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( ( 随着石油天然气勘探行业的不断发展，油气田废

弃泥浆已成为石油天然气工业的主要污染源。对于钻

井废水及废泥浆中石油烃类污染物如何处理，一直是

困扰石油工业的难题。微生物治理技术由于生产费用

低、不产生二次污染而被视为一项具有广阔发展前景

的高新技术［#］。而利用微生物对石油烃污染物进行

治理时，由于石油烃类化合物的水不溶性，限制了活性

微生物与底物的作用，使烃类污染物的生物降解速度

缓慢，治理过程延续的时间较长。

针对上述问题，研究采用氧化技术与生物治理技

术相结合，以 H*B* 作为氧化剂，研究了 H*B* 对生物

法治理钻井泥浆中石油烃类污染物的影响。为工业上

加速微生物处理钻井泥浆中石油烃类污染提供良好的

实践依据。

#( 材料和方法

#’ #( 材料

#）钻井泥浆

钻井泥浆来源于川东钻探公司钻井废泥浆，石油

烃含量为 E"" R # !"" L4 N O，#*# S 高压蒸汽灭菌后

使用。

*）实验菌株

实验所用菌株是实验室采自含油污染土壤，通过

分离纯化、诱变得到的一株［#］具有高效降解石油烃性

能的好氧菌株 TTC#*。

!）主要实验试剂及仪器

0’ 主 要 试 剂：U*HVBG，)HG2&，)0*>BG，202&*，

W4>BG，均为分析纯，H*B* 为化学纯。

X’ 主要仪器：VH> R*D 型 YH 计，HZ[ R F#"" 型振

荡培养箱，H[#" 型溶氧仪。

#’ *( 方法

#’ *’ #( H*B* 对 TT R#* 的毒性实验方法

在平 行 * 组，装 有 #"" LO 浓 度 分 别 为 "、

#"" L4 N O、*"" L4 N O、!"" L4 N O、G"" L4 N O、D"" L4 N O
H*B* 的*D" LO三角瓶中，分别接入 #"P 停滞期（培养

G 3）TT R#*菌液，和对数期（培养 *" 3）TT R#* 菌液。

培养 G 3 后，采用平板菌落计数法［*］，对各培养液中的

活菌体进行计数并计算存活率。

存活 率（P）\（ 培 养 前 活 菌 数 R 培 养 后 活 菌

数） ] #""P N 培养前活菌数

#’ *’ *( 过氧化氢酶（2QK）活力的测定方法

2QK 活力测 定［!］用 紫 外 分 光 光 度 法，取 "’ #P
H*B* 的磷酸盐缓冲液（"’ # L%& N O，YH \ +’ "）*’ I LO，

置 !" S下，保温 !" L6/，立即放入 +D* 型分光光度计，

加入稀释酶液 "’ # LO，在 *G" /L 波长处测定该混合

体系 在 # L6/ 内 光 吸 收 值 的 变 化。蛋 白 质 浓 度 用

^.0A1%.A 的方法测定，以牛血清白蛋白作标准，每 L4
蛋白在 # L6/ 中内使 H*B* 在 *G" /L 处吸光值减少
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!" !!#个单位的酶量定义为一个 $%& 酶活单位（’·

() *#蛋白质）。

#" +" ,- .+/+ 的测定方法

吸取 待 测 试 液 0 (1 于 锥 形 瓶 中，加 入 蒸 馏 水

0! (1。再 用 移 液 管 加 入 2 (34 5 1 的 .+6/7 溶 液 +
(1，摇匀。用 !" !!+ 87 (34 5 1 的 9:;/7 溶液滴定至

粉红色，记录消耗的体积数 <，计算 .+/+ 量。计算公

式为：

.+/+（() 5 1）= !" !!+ 87 > < >, 7!! = #! <
当待测液悬浮物多和有菌体时，先进行离心再

测定。

#" +" 7- ?. 值的测定方法

在 , 种条件下（ 未加 .+/+、加 入 .+/+、振 荡 供

氧），分别取 00 (1 石油烃含量为 @!! * # ,!! () 5 1 的

灭菌后的废泥浆，接种 +! (1 AA * #+ 菌液，添加 +0
(1 非碳培养基，在转速为 #0! B 5 (C;，温度为 ,+ D的

条件下 ，处理 82 E，用 ?. 计每 #+ E 测一次 ?. 值。

#" +" 0- 石油烃含量测定方法［7］

石油醚做萃取剂，将萃取液在 , !!! B 5 (C;，#! D
下离心 #! (C;。稀释定容后采用 FGHI0+ 型紫外分光

光度计，以石油醚为参比，检测波长 ++@ ;(，测定萃取

液吸光度，根据回归方程计算石油烃含量。回归方程

如下：

! = !" !,7 #" J !" !!+ 7（ 适用范围为浓度（! *
#!!）() 5 1 的萃取液）"

"—油浓度（() 5 1）- !—吸光度

+- 结果与讨论

+" #- .+/+的适宜一次加入量

+" #" #- 不同浓度 .+/+ 对 AA *#+ 的毒性实验

.+/+ 是强氧化剂，其浓度过高将会对微生物产生

杀灭作用。因此，在考查 .+/+ 对烃类污染物的微生

物降解促进作用之前，应首先确定其适宜的加入量，以

避免 .+/+ 的 加 入 量 过 大 而 影 响 微 生 物 的 正 常

生长［0］。

如图 # 所示为菌株 AA * #+ 在不同过氧化氢浓度

下的存活曲线。当 .+/+ 浓度小于 +!! () 5 1 时，对停

滞期（菌体生长 ! * 7 E）和对数期（菌体生长 7 * +@ E）

的菌 体 活 细 胞 数 影 响 很 小；当 .+/+ 浓 度 大 于

+!! () 5 1时，菌体活细胞数量呈现明显下降趋势，且

对数生长期的菌体细胞的存活率明显大于停滞期。因

为当 .+/+ 浓度低于 +!! () 5 1 时，对细胞的破坏主要

是生理毒性作用和氧化蛋白质的活性基团，而对细胞

膜的破坏很小；当 .+/+ 浓度高于 +!! () 5 1 时，其对

菌体细胞的毒性作用增强，菌体细胞膜易被破坏［2］。

且停滞期菌体细胞还未生长，高浓度的 .+/+ 会杀灭

菌体细胞，使活细胞数量减少；对数期的菌体生长速率

大，同时具有更强的 .+/+ 耐受能力［I］。

图 #- .+/+ 浓度对细胞存活率的影响

+" #" +- 不同浓度 .+/+ 对 AA *#+ 过氧化氢酶活性

影响

- - 过氧化氢酶（$%&）是过氧化酶体系中的重要酶类

之一，也 是 众 多 氧 活 性 物 质 清 除 剂 的 一 种，它 可 将

.+/+分解为 .+/ 和 /+，从而清除 .+/+对细胞的毒性

作用。由于研究体系中 .+/+ 浓度较高，过氧化氢酶

作为 .+/+ 的清除剂，起到催化 .+/+ 分解、加速其深

度氧化的作用。

如图 + 所示：当 .+/+ 浓度较小时过氧化氢酶活

性随 .+/+ 浓度增大而增大，当 .+/+ 浓度为 +I+ () 5 1
时活性最高，而后活性下降。这是因为少量的 .+/+

可以作为酶的激活剂，在一定条件下能够加速酶的反

应，但超过一定量就会成为抑制剂，不利于细胞生长甚

至杀死细胞［@］。

图 +- 不同 .+/+ 浓度下过氧化氢酶活性

通过不同浓度 .+/+ 对 AA *#+ 菌株毒性实验、及

对过氧化氢酶活性影响实验结果可知，当 .+/+ 浓度

为 +!! () 5 1 时，其对菌体细胞毒性较小，此时过氧化

氢酶活性较高，对 .+/+ 可能产生的毒性具有清除作

用。 因 此 选 择 .+/+ 的 适 宜 一 次 加 入 浓 度

为+!! () 5 1。

+" +- 接入菌株 AA *#+ 时 .+/+ 消耗情况

图 ,，7 可以看出，.+/+ 刚加入体系中时其消耗

较慢，这是因为细胞内的酶系对 .+/+ 有一个适应期。

在 + 个生长期的体系中分别在 @ E，+ E 时体系中的

.+/+ 基本被菌体消耗完。由于停滞期时菌体细胞不

生长，且对外界不良条件反应敏感，而对数期的菌体细

#,#第 #! 期- - - - - - - - - - - - - - - 霍丹群，等：- .+/+ 对生物法治理石油烃类污染物的影响
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胞生长迅速，且酶系活跃，代谢旺盛，细胞耗氧量大，因

此，为了更好地利用 !"#" 的深度氧化作用，当菌体细

胞生长处于停滞期和对数期时分别每 $ % 和 " % 向泥

浆中加入一次 !"#" 较为适宜。

图 &’ 停滞期泥浆中 !"#" 浓度变化

图 (’ 对数期泥浆中 !"#" 浓度变化

") &’ !"#" 对泥浆中石油烃生物降解效果的影响

") &) *’ !"#" 对泥浆中 ++ ,*" 活菌数的影响

图 - 中可以看出，加入 ".. /0 1 2!"#" 的泥浆中菌

体从第 "( % 时开始生长，较未加入 !"#" 的泥浆中菌

株提前了 *" %，且在 &3 % 后活菌数的增长十分迅速进

入了快速繁殖的生长对数期。没有加入 !"#" 的体系

中，由于泥浆表层具有一定的复氧性，活菌数也有所增

长，但是生长缓慢并没有出现活菌数高速增长的阶段。

在 43 %，加入 !"#" 的泥浆中的活菌数与振荡供氧5" %
时最大活菌数相近。

图 -’ 泥浆中活菌数随时间的变化

这是因为微生物总是利用溶于水中的氧化剂作为

电子受体，空气饱和的水中氧浓度仅为 $ , *. /0 1 2，

而加纯氧饱和的水中氧浓度也只有 (. , -. /0 1 2，这

样的浓度对于高需氧量的好氧生物菌群来说往往是不

够的。直接投加 !"#" 可以有效增大水中电子受体浓

度，加快生物代谢过程。利用 !"#" 作为氧源是行之

有效 的 方 式，其 深 度 氧 化 作 用 有 助 于 菌 体 细 胞 的

生长［4］。

") &) "’ !"#" 对泥浆 6! 值的影响

从图 3 可以看出，在降解的初期泥浆体系中的 6!
值因为中间产物脂肪酸的积累都有一个下降的过程，

而后 6! 值又逐步上升。其 6! 值上升的原因是因为

积累的中间产物脂肪酸随着 ! , 氧化的进行而被进一

步氧化降解［*.］。体系中生理碱性物质的存在也是 6!
上升的原因之一。没有加入 !"#" 的体系中 6! 值在

整个过程中变化幅度较大，尤其在 &3 % 后快速上升；

振荡供氧的体系中由于整个降解过程较快，因此，6!
的下降与上升都比其他 " 个泥浆体系早。整个降解过

程中未加入 !"#" 泥浆中 6! 的变化幅度为 *) 3(，而加

入了 !"#" 的泥浆中 6! 变化幅度小仅为 .) (-，泥浆体

系 6! 值上升幅度减小，这与 !"#" 的弱酸性有关。实

验说明 !"#" 对体系中的 6! 有一定的稳定作用，更有

利于微生物对石油烃的降解。这与魏德洲等研究的

《!"#" 在石油污染土壤微生物治理过程中的作用》中

结论具有一致性［**］。

图 3’ !"#" 对泥浆 6! 值的影响

") &) &’ !"#" 对泥浆中石油烃降解的影响

从图 5 可以看出，在降解开始 &3 % 内，未加 !"#"

和加入 !"#" " 个降解体系中的石油烃降解率差别不

大，此后石油烃降解率出现了明显的差别，这种差别随

着降解的进行逐渐增大。在 43 % 时，加入了 !"#" 降

解泥浆中的石油烃的含量由 * &.. /0 1 2 下降到了

""3) 4$ /0 1 2，降解率为 $&) *7；而没有加入 !"#" 的

泥浆中的石油烃含量由 * &.. /0 1 2 降到 $&*) &4 /0 1
2，降解率仅为 &$) *7。

!"#" 对石油烃降解的促进作用首先是因为过氧

化氢的直接氧化作用。烃类物质与氧反应的吉布斯自

由能表示，碳氢化合物的氧化反应因 "89 : .，从热力

学的角度讲是可以进行的。因此，由于强氧化剂 !"#"

的加入，必然导致部分烃类污染物发生氧化降解［*"］；

另一方面，加入 !"#" 能够及时补充泥浆中的溶解氧，

为微生物的生长繁殖和烃类污染物的降解过程提供充

足的电子受体，同时也能够稳定泥浆的 6! 值，从而大

"&* 重庆大学学报（自然科学版）’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 第 &. 卷
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幅度提高微生物的活性及其对烃类污染物的降解能

力。研究充分证明 !"#" 的直接氧化作用与深度氧化

作用结合有助于石油烃降解。

图 $% !"#" 对泥浆中石油烃降解的影响

&% 结% 论

’）在石油烃类污染物生物降解体系中，!"#" 一次

适宜加入浓度为 "(( )* + ,，此时 !"#" 对 -- . ’" 菌

株毒性较小、过氧化氢酶活性较高。

"）当生长处于停滞期和对数期时分别每 / 0 和

" 0向泥浆中加入一次 !"#" 较为适宜。

&）!"#" 的深度氧化作用有助于菌体细胞的生长，

同时还能够稳定生物降解体系的 1! 值。

2）在 34 0 时，加入 !"#" 的钻井泥浆中石油类污

染物的降解率从 &/5 ’6 提高到 /&5 ’6，!"#" 的加入

对泥浆中石油烃的生物降解起到明显促进作用。
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