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一种适合于电动修复长链烷烃污染土壤的

中间底物降解菌及其应用

(57)摘要

本发明属于环境有机污染物电动修复技术

领域，具体涉及一种适合于电动修复长链烷烃污

染土壤的中间底物降解菌及其应用。中间底物降

解菌为蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus)W1，已

于2015年11月26日保藏于中国典型培养物保藏

中心，其保藏登记号为CCTCC M2015705。采用本

发明菌株在电动修复过程中，原始污染底物降解

效率下降时施用筛选得到的蜡样芽胞杆菌

(Bacillus cereus)W1，可有效提高污染物降解

速率，恢复并延续高效的长链烷烃及其降解中间

产物的降解过程。
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1.一种适合于电动修复长链烷烃污染土壤的中间底物降解菌的应用，其特征在于：中

间底物降解菌蜡样芽孢杆菌（Bacillus  cereus）W1用于修复降解经长链烷烃污染的土壤；

所述中间底物降解菌为蜡样芽孢杆菌（Bacillus  cereus）W1，已于2015年11月26日保

藏于中国典型培养物保藏中心，其保藏登记号为CCTCC  NO：M  2015705。

2.按权利要求1所述的适合于电动修复长链烷烃污染土壤的中间底物降解菌的应用，

其特征在于：中间底物降解菌蜡样芽孢杆菌（Bacillus  cereus）W1用于电动修复降解经长

链烷烃污染的土壤。

3.按权利要求1所述的适合于电动修复长链烷烃污染土壤的中间底物降解菌的应用，

其特征在于：所述中间底物降解菌蜡样芽孢杆菌（Bacillus  cereus）W1用于电动修复降解

经长链烷烃污染的土壤的中间底物。

4.按权利要求1、2或3所述的适合于电动修复长链烷烃污染土壤的中间底物降解菌的

应用，其特征在于：所述长链烷烃为正十六烷和正十四烷；所述的中间底物为正十六烷、正

十四烷原始污染物及其降解的中间产物的混合物。
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一种适合于电动修复长链烷烃污染土壤的中间底物降解菌及

其应用

技术领域

[0001] 本发明属于环境有机污染物电动修复技术领域，具体涉及一种适合于电动修复长

链烷烃污染土壤的中间底物降解菌及其应用。

背景技术

[0002] 随着石油需求量与开采量的不断增加，占石油总含量20％-50％以上的烷烃类物

质成为土壤环境有机污染的主要污染物之一。其中，难挥发、低溶解性的长链烷烃因其在自

然条件下难以被生物降解，故对环境造成持久性的污染危害。针对长链烷烃的理化特性，该

类污染物的去除涉及物理、化学及生物等多种方法。生物方法中的微生物修复技术，通过向

污染土壤中施加特异性的功能降解菌进行生物放大处理，有效刺激长链烷烃的代谢作用。

随着近年来人们对石油烃类降解功能微生物的广泛研究，目前已分离得到近200余种的微

生物降解菌，包括不动杆菌属(Acinetobacter)、芽孢杆菌属(Bacillus)、诺卡氏菌属

(Nocardia)、分支杆菌属(Mycobacterium)、微球菌属(Mirococcus)、假单胞菌属

(Pseudomonas)及弧菌属(Vibrio)等。然而，由于污染土壤环境中微生物群落的易变性，导

致功能降解菌的有效降解过程难以稳定地持续进行。同时，高浓度污染物对降解菌造成更

大的环境压力，其代谢活性受到限制。

[0003] 利用初始污染土壤修复过程中的混合污染底物进行筛选得到的功能降解菌具有

该时刻土壤内污染底物的高效特异性降解能力。将此降解功能菌施加入该时刻污染土壤中

进行微生物修复，有效扩展微生物菌剂代谢谱，促进长链烷烃中间产物降解的同时降低其

潜在毒性及二次污染风险，实现原始污染物的深度降解乃至完全矿化过程；此外，中间产物

可作为所用功能菌对原始长链烷烃降解的共代谢底物，促进长链烷烃的进一步降解。

[0004] 污染土壤的组合修复模式是延续高效修复过程的有效方法，特别是针对于难降解

的持久性有机污染物。通过强效的电动修复处理长链烷烃污染土壤，可以有效降低初始污

染物浓度；当长链烷烃在电动修复作用下达到一定降解程度时，施加利用该时刻混合污染

底物筛选得到的功能降解菌，有效加快长链烷烃的降解效率及其降解深度，获得良好的长

链烷烃污染土壤的修复效果。

发明内容

[0005] 本发明目的在于提供一种适合于电动修复长链烷烃污染土壤的中间底物降解菌

及其应用。

[0006] 为实现上述目的，本发明采用的技术方案为：

[0007] 一种适合于电动修复长链烷烃污染土壤的中间底物降解菌，中间底物降解菌为蜡

样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1，已于2015年11月26日保藏于中国典型培养物保藏中心，

其保藏登记号为CCTCC  M2015705。

[0008] 蜡样芽孢杆菌(Bacillus  c  ereus)W1。所述降解菌，根据其形态、生理生化特性及
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16S  rRNA的分子生物学鉴定分析证实属于厚壁菌门中芽孢杆菌属中的蜡样芽孢杆菌，将其

命名为蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1。

[0009] 蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1CCTCC  M  2015705属革兰氏染色阳性菌，菌体

细胞呈杆状，大小为1.0-1.2×3.0-5.0μm，产芽孢，芽孢呈圆形或柱形，无荚膜，运动，菌落

呈近似圆形，质地软，呈稍有光泽的白色，属好氧细菌，最适生长温度为30℃±1℃，最适生

长pH为7.2，能利用果糖、葡萄糖，能使明胶、淀粉水解。

[0010] 一种适合于电动修复长链烷烃污染土壤的中间底物降解菌的应用，中间底物降解

菌蜡样孢胞杆菌(Bacillus  cereus)W1用于修复降解经长链烷烃污染的土壤。

[0011] 所述中间底物降解菌蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1用于采用电动修复降解

经长链烷烃污染的土壤。

[0012] 所述中间底物降解菌蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1用于采用电动修复降解

经长链烷烃污染的土壤的中间底物。

[0013] 所述长链烷烃为正十六烷和正十四烷；所述的中间底物为正十六烷、正十四烷原

始污染物及其降解的中间产物的混合物。

[0014] 所述蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1用于长链烷烃污染土壤的微生物修复，

经电动修复后当正十六烷残留量达到70％-75％或正十四烷残留量达到60％-65％或二者

混合的残留量达到65％-70％时，向污染土壤内接入蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1，

在微生物数量达108-109CFU·g-1，土壤湿度为25％-30％，土壤pH为7.0-8.0，培养温度为

25-35℃的初始土壤环境条件下进行污染土壤的微生物修复。

[0015] 本发明所具有的优点包括：

[0016] 1)本发明蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1CCTCC  M  2015705用于电动修复长

链烷烃污染土壤修复中间过程的继续深度降解，具有广泛的代谢谱。不仅可以代谢原始长

链烷烃(正十六烷及正十四烷)污染物，还具有降解经电动修复后土壤中残留的中间产物的

能力。该菌株可以此中间产物作为唯一的碳源和能源物质生长繁殖，有利于长链烷烃污染

物的深度降解，减小因其中间产物积累所引起的二次污染的风险。本发明具有高效、环保及

与电动修复技术组合使用等优点，为难降解长链烷烃污染土壤的修复提供新的微生物资

源。

[0017] 2)本发明所得蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1对于经电动修复后的正十六烷

污染土壤、正十四烷污染土壤以及二者混合污染土壤均表现较好的深度降解效果。在经电

动修复对正十六烷、正十四烷及二者混合物的降解率分别达到25％-30％，35％-40％及

30％-35％后，接入蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1进行微生物修复，较单独持续使用

电动修复或单独持续使用该蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1进行微生物修复相比，降

解率均得到显著提高；同时，长链烷烃降解中间产物脂肪酸的含量比例明显减少，表明蜡样

芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1的施用既加快了原始长链烷烃的代谢，又促进了其中间产

物的深度降解。

附图说明

[0018] 图1为本发明实施例提供的蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1的16S  rDNA部分

序列，片段长度为1448bp。
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[0019] 图2为本发明实施例提供的蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1与电动修复组合

模式下对正十六烷污染土壤的修复结果。

[0020] 图3为本发明实施例提供的蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1与电动修复组合

模式下对正十四烷污染土壤的修复结果。

[0021] 图4为本发明实施例提供的蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1与电动修复组合

模式下对长链烷烃(正十六烷和正十四烷混合)污染土壤的修复结果。

[0022] 图5为本发明实施例提供的蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1与电动修复组合

模式下对正十六烷污染土壤修复过程中正十六酸的含量变化。

具体实施方式

[0023] 下面结合附图及实施例对本发明做进一步的详细说明。

[0024] 本发明功能菌在电动修复长链烷烃污染土壤一定时间后对其残留的原始污染物

及其降解中间产物均具有较高的代谢活性，并能提高长链烷烃污染土壤修复过程的整体效

率。在电动修复过程中，原始污染底物降解效率下降时施用筛选得到的蜡样芽孢杆菌

(Bacilluscereus)W1，可有效提高污染物降解速率，恢复并延续高效的长链烷烃及其降解

中间产物的降解过程。

[0025] 实施例1蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1的分离、筛选及鉴定

[0026] 菌源样品来自于辽河油田油井周边长期受石油污染土壤，称取5.0g土壤，加入

100ml无机盐培养基，震荡30min后室温静置10min，吸取上清液至含有0.5g·L-1经电动修复

后总降解率达到65％-70％的正十六烷和正十四烷降解混合底物(此时正十六烷和正十四

烷的降解率分别达到70％-75％和60％-65％)的无机盐液体培养基中富集培养5d，在含

0.5g·L-1上述底物的无机盐固体培养基上划线分离，挑选长势良好的菌落继续划线纯化三

次，将最终纯化的单菌落在斜面培养基上保存。

[0027] 所述无机盐液体培养基的组成为：0.5g·L-1NaCl，0 .2g·L-1MgSO4，1 .0g·L-

1NH4NO3，1.5g·L-1K2HPO4，0.5g·L-1KH2PO4，0.01g·L-1CaCl2，0.02g·L-1FeSO4，1L蒸馏水，pH

值7.0-7.2，121℃灭菌30min。

[0028] 所述无机盐固体培养基的组成为：0.5g·L-1NaCl，0 .2g·L-1MgSO4，1 .0g·L-

1NH4NO3，1.5g·L-1K2HPO4，0.5g·L-1KH2PO4，0.01g·L-1CaCl2，0.02g·L-1FeSO4，15g·L-1琼

脂，1L蒸馏水，pH值7.0-7.2，121℃灭菌30min。

[0029] 将分离所得单菌株进行长链烷烃降解功能验证：将纯菌株接种于含有1.25g·L-1

正十六烷及1.25g·L-1正十四烷的液体无机盐培养基中，30℃震荡培养7天，测定烷烃残留

量。结果表明，所分离的单一菌株即蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1对正十六烷及正十

四烷均具有较高的降解活性。

[0030] 提取长链烷烃(正十六烷和正十四烷混合物)污染土壤经电动修复后土壤内残留

的混合底物，将分离的单一菌株接种至含有的该混合底物的无机盐液体培养基中，混合底

物浓度为1.0g·L-1，30℃震荡培养7天，混合底物得到有效降解，表明所分离的单一菌株即

蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1对经电动修复后残留的正十六烷和正十四烷及其不完

全降解产物具有较好的代谢活性。

[0031] 所分离的单一菌株即为蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1，已于2015年11月26
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日保藏于中国典型微生物保藏中心，其保藏登录号为CCTCC  M  2015705。蜡样芽孢杆菌

(Bacillus  cereus)W1属革兰氏染色阳性菌，菌体细胞呈杆状，大小为1.0-1.2×3.0-5.0μ

m，产芽孢，芽孢呈圆形或柱形，无荚膜，运动，菌落呈近似圆形，质地软，呈稍有光泽的白色，

属好氧细菌，最适生长温度为30℃±1℃，最适生长pH为7.2，能利用果糖、葡萄糖，能使明

胶、淀粉水解。

[0032] 对所分离的上述菌株进行分子生物学鉴定：提取上述菌株蜡样芽孢杆菌

(Bacillus  cereus)W1的总DNA，进行16S  rDNA的PCR扩增，采用细菌扩增通用引物：8f：5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’及1492r：5’-TACGGHTACCTTGTTACGAC  TT-3’。PCR反应条件为：94

℃5min，94℃1min，55℃1min，72℃3min，35个循环，72℃10min。PCR产物的测序结果经与

Genbank数据库blast比对分析可知，序列长度为1448bp(图1)；所得菌株与蜡样芽孢杆菌

(Bacilluscereus)具有较高同源性。

[0033] 实施例2蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1联合电动修复对长链烷烃污染土壤

的修复

[0034] 将蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1接种于牛肉干蛋白胨培养基中30℃、

180rpm恒温振荡培养3天，5000rpm离心收集菌体，采用pH  7.0的磷酸缓冲液清洗菌体，采用

无机盐培养基将菌体制备成菌悬液。将蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1菌悬液接种于

经电动修复后的污染土壤中，污染土壤中的长链烷烃初始含量为正十六烷1.0％(W/W)或正

十四烷1.0％(W/W)或二者混合物1.0％(W/W)(正十六烷0.5％(W/W)和正十四烷0.5％(W/

W))，土壤中蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1的浓度为3.6×108CFU·g-1，在土壤湿度为

25％-30％，土壤pH为7.3，培养温度为28-32℃的初始土壤环境条件下进行微生物修复处

理。

[0035] 电动修复处理在1.2V·cm-1电压梯度下利用倒极的处理方式完成，每2h进行一次

电极切换。试验设置电动(EK)、微生物(Bio-W1)及电动联合微生物(EK+Bio-W1)等处理。具

体相关参数设置见表1。

[0036] 测定结果表明：在正十六烷污染土壤中(图2)，使用蜡样芽孢杆菌W1在电动修复后

继续进行微生物修复的处理组在36天时的正十六烷降解率达到57.6％±2.0％，较持续进

行电动(EK)及微生物(Bio-W1)处理组降解率分别提高20.4％和22.8％。同样地，在正十四

烷污染土壤中(图3)，电动与蜡样芽孢杆菌W1组合处理组对正十四烷的降解率达到66.7％

±2.0％，较EK及Bio-W1组相比降解率分别提高15.9％和20.4％。蜡样芽孢杆菌W1在电动修

复后的施用还对正十六烷与正十四烷混合污染土壤的修复表现优势(图4)，处理36天时二

者的总降解率达到61.0％±3.3％，较EK及Bio-W1组分别提高16.0％和17.8％。由此表明，

蜡样芽孢杆菌W1在电动修复效率出现下降后的时刻接力进行微生物修复，充分利用其具有

的广谱代谢能力，有效保证了长链烷烃的快速降解状态。由于电动修复后长链烷烃降解的

中间产物一定程度上为蜡样芽孢杆菌W1提供了碳源及代谢酶诱导物，同时降低的长链烷烃

浓度也为功能菌株提供了较低选择压力的存活环境，所以使蜡样芽孢杆菌W1对长链烷烃的

降解速率较初始采用微生物修复(Bio-W1)相比平均提高0.3％·d-1。

[0037] 表1
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[0038]

[0039] 实施例3蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)W1联合电动修复对正十六烷的深度降

解作用

[0040] 试验布置如实施例2，将所制备的蜡样芽孢杆菌W1菌悬液接种于经电动修复后的

污染土壤中，污染土壤中的长链烷烃初始含量为1.0％(W/W)正十六烷。土壤中蜡样芽孢杆

菌(Bacillus  cereus)W1的浓度为3.6×108CFU·g-1，在土壤湿度为25％-30％，土壤pH为

7.3，培养温度为28-32℃的初始土壤环境条件下进行微生物修复处理。电动处理同实施例2

所述。

[0041] 试验测定结果如图5所示，根据链烷烃降解代谢原理，正十六烷经氧化脱氢过程产

生正十六酸，随后经β氧化过程进入三羧酸循环进而被完全矿化。通过测定EK及EK+Bio-W1

处理组中的正十六烷及正十六酸含量可知：在处理36天时，EK+Bio-W1组中正十六酸含量占

正十六烷降解含量的53.8％，较EK组中该比例减小9.3％，而EK+Bio-W1组中正十六烷的降

解率却较EK组高出20.4％，表明更多的正十六酸被代谢进入后期降解过程，这说明蜡样芽

孢杆菌W1对于正十六烷污染土壤的修复不只是有利于原始污染底物正十六烷的降解，更有

助于对正十六烷代谢中间产物的深入降解，从而达到深层净化修复长链烷烃污染土壤的效

果。
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图2

图3
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图4

图5
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