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土壤石油微生物降解影响因子的正交实验分析

齐永强 王红旗 刘敬奇

（北京师范大学环境科学研究所，环境模拟与污染控制国家重点实验室，北京，%$$’#4）

摘 要 利用微生物来降解土壤中的石油类污染物，是当前应用前景最好的土壤石油处理方法。多种因素同时制约着石油

类污染物的生物降解。为了定量化各因素对彼此的影响，探求促进正向作用、抑制负向作用的途径，为各因素制定适宜的施

用时间顺序以及施用量，以最大限度地加快降解速度，笔者设计了本文中的生物降解实验。结果表明，使用多因素复合处理

方法可以在土壤石油处理中收到很好的效果；在实验的不同阶段，各影响因素的重要性及最优水平也会不同程度地变化。
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在矿产开发过程中，落地原油和一些井下作业

的污染常常造成严重的土壤石油污染。这些原油大

多散落在油井周围，造成了严重的环境污染和生态

破坏。近年来，世界各国开始重视土壤中石油污染

的处理技术研究。其处理方法按其性质可分为P种
（李文利等，%"""）：物理方法、化学方法和生物方法。

!$世纪’$年代以前的落地石油治理所使用的主要
是前两种方法，这些方法所需时间短、见效快，有一

定的实效，但存在较明显的缺陷：治理不彻底、费用

昂贵或者引起二次污染，所以目前多数只是作为生

物治理方法的辅助手段。微生物法利用生物自我调

控机制以及微生物对污染物的综合净化功能处理土

壤中的石油类污染物，使它们在生物的新陈代谢过

程中得到较为彻底的转化和降解，而且最终产物是

QR!和水，不会产生二次污染，是应用前景最为乐观

的土壤石油污染物处理方法（何良菊等，%"""）。但
所需处理时间较长、对分子量较大的石油组分处理

效果不太理想。所以现在倾向于联合运用多种技

术，进行复合生物处理，以充分发挥多种技术的联合

优势。

由于微生物降解依靠的是特定菌种的生理过

程，相对于物理和化学方法处理而言，受环境因素影

响的程度更大。这些因素包括污染物的性质和浓

度、氧气、温度、湿度、土壤物理化学条件等。为了强

化石油污染的生物治理过程，缩短污染治理周期，有

必要对不同因素间的相互促进、相互制约的作用机

制进行研究，将各因素之间的相互影响定量化，探求

促进正向作用、抑制负向作用的途径，为各因素制定
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适宜的施用时间序列，以最大限度地加快降解速度，

因此设计了如下的复合生物降解实验。

! 实验设计

!"! 实验土样及油样
石油污染土样取自大庆油田杏二联合处理站附

近某采油井井台周围。土样经碎散、除杂、过筛（!
""）、混均，密封储存在试料袋内 ，以备试验使用。
实验用油样为杏二联合站经脱水流程处理后的原

油。油样经#$%&蒸馏以去除易挥发烃类对实验的
影响（’())*，#%%%），置于棕色试剂瓶中备用。

!"# 实验方法
实验代表性地选取了+个影响石油烃降解的因

素：, 代表土壤石油污染强度；-代表营养物
（./0.1$、2#/310）；4表示氧化剂（$5/#1# 溶
液）；’表示表面活性剂（678%）；9表示温度；:表
示土壤含水率；;表示土壤透气性。并将其控制在
不同的水平，以考察不同因素不同水平下油污土壤

的生物降解效果，以及各因子间的相互影响和作用，

以探求降解速度最大化的途径。

采取七因素四水平的正交实验方案设计实验，

受试的+个影响因素及其不同水平如表!所示：

表! 各因素的水平列表

$%&’(! )*+,-..%/,-0+’’(1(’+

水平数 污染强度（,）／5 营养物（-） 氧化剂（4） 表面活性剂（’）／< 温度（9） 含水率（:）／5 扰动状况（;）

! % +=／%／% % % #%&恒温 #= 无扰动

# ! +=／!>?／%>? %>= %>= 夏季室温 != 翻土!次／$@

$ = +=／0／!>= ! ! — — —

0 !% +=／8／$ !>= $ — — —

注：表中各因素不同水平划分的标准为：,A加入的原油占原土重的质量百分比；-A油／./0.1$／2#/310的不同比例；4A每隔一天加入

的/#1#溶液占原土重的质量比（B／CB·#@）；’A加入的表面活性剂占原土重的质量百分比。

实验中，分别于第%、0、8、!+、$?、+$天各提取土
样=B，以紫外分光光度法测定土壤样品中石油烃的
浓度，考察石油污染物在不同的环境条件组合下的

生物降解程度，同时取土样!B用稀释平板法测定
细菌总数。

# 实验结果与分析
从表#和图!中可以看出，在+$@的实验中，

多数样本有较为明显的降解过程，最多的可以达到

D$>8?5。不同样本的降解模式各不相同，如$号样
本在第0天、第8天和第!+天的降解率差别很小，
而!、=和D号样本的降解率则随时间推移有显著的
提高。为了深入探讨影响生物降解的每种因素所占

的权重以及最优配比，有必要对各次提取所得数据

进行正交实验分析。

（!）计算各因素每个水平的降解量之和与平均
降解量：其中E行表示每个因素的!水平所对应的
数据之和，!行为其平均值，即有

EF!G!，!!F!G!／0；
同理，EEF!G#，!#F!G#／0；EEEF!G$，!$

F!G$／0；EHF!G0，!0F!G0／0
（#）分析各因素对降解量影响的大小：表$中最

后一行是同一因素的!!，!#，!$，!0中最大值减去最
小值之差，为极差"。直观上而言，因素的极差越
大，则该因素对实验指标的影响也就越显著，即为影

响降解量的主要因素。因此，就表$而言，因素,
（污染强度）是主要因素，其余依次为4（氧化剂

/#1#）、’（表面活性剂）、9（温度）和-（营养物），初

期湿度和扰动状况对实验结果的影响不大。

（$）取最优水平组合：利用正交表的综合可比
性，在表$中比较每个因素在不同水平下试验指标
的平均值!!，!#，!$，!0的大小，选择其中最大者，
得最优水平组合为———,$40’$9#，因为在该水平
下油烃的降解量最大。

（0）结果分析：以%!8天，8!$?天和$?!+$
天分别代表实验的早期、中期、晚期$个时间段，则
降解的初期阶段，因素,为污染强度对于油烃的降
解产生最主要的影响，其最优施用量为水平$，这说
明污染强度的大小对微生物降解石油烃有很大的影

响，当石油烃的浓度过高时，就会抑制微生物降解能

力。这有可能是因为一次性加入过多的石油烃会导

致大部分微生物因不能适应新的环境而死亡。因素

4为氧化剂在初期的重要程度与因素’（表面活性
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表! 不同采样时间各样品中油烃的含量（"）以及降解率

#$%&’! ()&*+,-’,-$,..’"/$.$-)+,/$-’+0-1’2$34&’2$-.)00’/’,--)3’2

样本号
第!天

含油量

第"天

含油量 降解率

第#天

含油量 降解率

第$%天

含油量 降解率

第&’天

含油量 降解率

第%&天

含油量 降解率

$ %()’ "(*+ &’(%) )(#’ ’!(’$ )(!+ %$($* $(*% %#(") !("* +&(#’

) $%(** $%($) )(") $’(’# "(+* $’(+% &()% $’(&) %(!! $"(’’ $’("’

& #(** *()) &#(#+ *(!! "$("# "(+& ")(&’ "("" "#(!) &("+ *+($%

" )’(+* )’(+* !(!! )’(#* !(&% )’(’# $(!! )’(&* )()& )"(#$ %(+"

* ’(!$ "($’ &!(%# )(+* *!(+% )($" ’"("# $(#’ ’+($! $("+ %*($#

’ $+("+ $’(&) $’()# $&(%$ )+(’* $&(&’ &$("% $)(#! &"(&) $!(&! "%($"

% #(*# *(%* &)(+’ "(+" ")(") "(’) "’()$ "(&’ "+()$ &($" ’&(&%

# )#(’’ )#(’’ !(!! )#(’’ !(!! )#(*) !("+ )#(&+ !(+" )%(+# )(&+

+ %(!) "(!! ")(+# &("$ *$("! )(+$ *#(*$ $(#! %"(&# !(#! ##(’$

$! )$()# $’(*) ))(&* $*(’& )’(*’ $*(’& )’(*’ $*(&$ )#(!& $"(!) &"($!

$$ #(*# *(#+ &$(&$ *(&& &%(#+ *(&’ &%(*% &("# *+("% )(!" %’()’

$) )#(&+ )%(’* )(’! )’(&+ %(!* )&(’! $’(## ))(%+ $+(%& )!(+# )’(!+

$& ’()" &(%’ &+(%" )($) ’’(!! $(’# %&($" )(!$ ’%(%* $(’% %&()*

$" $#(+$ $"(!& )*(#) $"()$ )"(#* $&(#) )’(+! $&(%+ )%($! $)(#* &)(!*

$* +(+) ’(** &&(++ *(*" ""($% *(&) "’("$ *("! "*(*% "(#! *$(’&

$’ &!(!" )#(%’ "()+ )%(++ ’(#) )%(#* %()+ )%(%$ %(%’ )%(’! #($)

注：含油量单位为,；降解率单位为-。

图$ 各样本油烃降解率变化图
./,($ 01,23435/67235168591:3;<=1:354/88121755/;1:
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表! 第"天降解量的正交表

#$%&’! ()*+,-,.$&*$%&’,/*+’"*+0$1’20’-)$0$*3,.

样本号 ! " # $ % & ’ ()

* * + , + + * + +-./

+ , 0 * + * + + 1-0+

, + 0 , , + + * ,-,+

0 0 + * , * * * 1-11

2 * , * 0 + + * *-32

. , * , 0 * * * ,-*/

/ + * * * + * + +-3,

3 0 , , * * + + 1-11

4 * * 0 , * + + ,-1+

*1 , , + , + * + 0-/2

** + , 0 + * * * +-.4

*+ 0 * + + + + * 1-/0

*, * 0 + * * * * +-03

*0 , + 0 * + + * 0-33

*2 + + + 0 * + + ,-,/

*. 0 0 0 0 + * + *-+4

5 *1-1* 4-/. 2-*1 *1-*4*2-*2*4-33*4-*0 —

55 *+-+**1-4+**-,0 .-2+ ++-,,*/-.**3-,2 —

555 *,-+0 4-+4 4-*. **-*1 — — — —

56 +-1, /-2+ **-33 4-.3 — — — —

!* +-21 +-00 *-+3 +-22 *-34 +-03 +-,4 —

!+ ,-12 +-/, +-30 *-., +-/4 +-+1 +-+4 —

!, ,-,* +-,+ +-+4 +-// — — — —

!0 1-2* *-33 +-4/ +-0+ — — — —

" +-31 1-32 *-.4 *-*2 1-41 1-+3 1-*1 —

注："7同一因素的!*，!+，!,，!0最大值减去最小值之差，称极差。

剂）接近，其最优施用水平为0，强氧化剂8+9+的加
入，一方面必然导致土样中的部分烃类污染物发生

氧化降解，另一方面8+9+的分解可以使土壤中分
子氧浓度上升，进而增强好氧微生物的活性，促进石

油烃的生物降解。因素$（表面活性剂）对油烃的降
解也具有比较重要的影响，其最优施用水平为,，这
有可能是由于表面活性剂能增强有机化合物的亲水

性，使原本吸咐在土壤胶体上的污染油进入土壤溶

液，从而增强了污染油的生物可利用性，使生物降解

速度得到大幅提高，同时由于较多表面活性剂会抑

制微生物的生长，反而不利于油烃的降解。这种抑

制效果也被:;<=)>?等在研究了非离子表面活性剂

@=)<ABC7*11对杂酚油污土壤微生物降解的影响时
所证实（#;==)D=D，*442）。因素"（营养物）在这一时
期也具有一定重要性。相比之下，另外,个因素
（%、&、’）在实验初期的影响比较弱。

456 降解初期（第7!80）各因素重要性及其最优
水平分析

选取第0天作为实验初期的代表，对其进行正
交分析（表,）。
（*）计算各因素每个水平的降解量之和与平均
降解量：其中5行表示每个因素的*水平所对应的
数据之和，!行为其平均值，即有

5#!$*，!*#!$*／0；

同理，55E!F+，!+E!F+／0；555E!F,，!,E!
F,／0；56E!F0，!0E!F0／0
（+）分析各因素对降解量影响的大小：表,最
后一行是同一因素的!*，!+，!,，!0中最大值减去最
小值之差，为极差"。直观上而言，因素的极差越
大，则该因素对实验指标的影响也就越显著，即为影

响降解量的主要因素。因此，就表,而言，因素!
（污染强度）是主要因素，其余依次为#（氧化剂

8+9+），$（表面活性剂），%（温度），"（营养物），初期

湿度和扰动状况对实验结果的影响不大。

（,）取最优水平组合：利用正交表的综合可比
性，在表,中比较每个因素在不同水平下试验指标
的平均值!*，!+，!,，!0的大小，选择其中最大者，得
最优水平组合为———!,#0$,%+，因为在该水平下
油烃的降解量最大。

（0）结果分析：以1!3天，3!,.天和,.!/,
天分别代表实验的早期、中期、晚期,个时间段，则
降解的初期阶段，因素!为污染强度对于油烃的降
解产生最主要的影响，其最优施用量为水平,，这说
明污染强度的大小对微生物降解石油烃有很大的影

响，当石油烃的浓度过高时，就会抑制微生物降解能

力。这有可能是因为一次性加入过多的石油烃会导

致大部分微生物因不能适应新的环境而死亡。因素

#为氧化剂在初期的重要程度与因素$（表面活性
剂）接近，其最优施用水平为0，强氧化剂8+9+的加
入，一方面必然导致土样中的部分烃类污染物发生

氧化降解，另一方面8+9+的分解可以使土壤中分
子氧浓度上升，进而增强好氧微生物的活性，促进石

油烃的生物降解。因素$（表面活性剂）对油烃的降
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解也具有比较重要的影响，其最优施用水平为!，这
有可能是由于表面活性剂能增强有机化合物的亲水

性，使原本吸咐在土壤胶体上的污染油进入土壤溶

液，从而增强了污染油的生物可利用性，使生物降解

速度得到大幅提高，同时由于较多表面活性剂会抑

制微生物的生长，反而不利于油烃的降解。这种抑

制效果也被"#$%&’(等在研究了非离子表面活性剂

)%&$*+,-.//对杂酚油污土壤微生物降解的影响
时所证实（0#%%&1%1，.223）。因素4（营养物）在这一
时期也具有一定重要性。相比之下，另外!个因素
在实验初期的影响比较弱。

!"! 降解中、后期各因素重要性及其最优水平分析
如上述，第5、.6、!7、6!天的油烃降解情况，得

到的最优条件组合分别为8!09:94.、0.8!49;9、

8!094.;9和4.8!09:9，各因素极差（重要性）的
变化见图9。随着时间的推移，各因素对微生物降
解影响的程度会发生变化，并且因素的最佳配比在

不同时期也呈现差异性。

图9 各因素对降解量的影响随时间变化图

<&=>9 )?1&@A*%$#+’1#+B*A$&@#CC1D1CE*F$?1F#’$*%E
.G污染强度；9G营养物；!G氧化剂；HG表面活性剂；

3G温度；7G含水率；6G土壤透气性

.GA*CCI$&*+；9G+I$%&1+$；!G*,&B#+$；HGF#’#+$；

3G$1@A%#$I%1；7GJ#$1%#$&*；6GB&E$I%K#+’1

实验中、后期各因素的重要性都发生了一些变

化。因素8为污染强度的显著性逐渐被营养物取
代，但是最优水平基本保持在!，这是因为向原土中
加入过多石油可能会致死相当数量的微生物，从而

使参加降解活动的微生物总量减少，造成降解率偏

低的现象；但当石油浓度不太高时，能够存活的微生

物数量较多，并且随着时间的推移，这部分微生物逐

渐适应新的环境，利用已有的营养源生长繁殖，从而

使具有降解油烃功能的微生物总量增加，降解速度

得到明显加快。据:&KKC1等人的研究：当向土壤中
添加油泥使土壤中烃浓度达到.>9L!.>3L时，土
壤的呼吸强度增大，当浓度达到./L时，土壤的呼
吸强度继续增大，但当烃浓度达到.3L时，土壤的
呼吸强度则开始下降，表明油污浓度太高会抑制微

生物的活性。即在适宜于微生物生命活动的油污浓

度范围内，增加土壤中的油烃量有利于增强微生物

对于污染油的降解。但是如果油烃浓度过高，又会

抑制生物活性。

营养物添加的重要性从实验初期的第3位上升
为后期的第.位说明在初期以化学氧化为主的阶段
过去之后，长期、缓慢、彻底的污染物去处还要依靠

消耗营养物的生物降解来进行；而其最优水平保持

在.，表明当有机物组成和含量变化不大时，微生物
所需要的营养物的量基本稳定（史家 等，.22!）。
氧化剂作为电子受体参与好氧微生物的生物化

学过程，其影响在实验初期比较明显，到了后期逐渐

降为第!位影响因子。这可能是由于能够直接被

M9N9降解的石油烃类在实验初期就已经被降解完

毕，而以后每9天加入的氧化剂只是作为生化反应
过程中的电子受体，并不能进行直接的氧化分解，故

而重要性降低。表面活性剂在中后期的地位逐渐上

升，这有可能是因为实验后期微生物对油烃的降解

逐渐转向与土壤胶体吸附能力强的分子。

!"# 各样品中细菌总数随时间的变化
随着时间的推移，各样本的细菌总数都呈现增

加的趋势，但是数量上升的模式有所不同。如样本

H、5、.9及.7都是先经历一段大幅度的减少，在中
期数量开始逐渐增多；而样本.和2的细菌数量在
实验初期就开始增多，与该时期样本.和2的石油
降解率较高刚好吻合。这是因为在实验初期样本

H、5、.9及.7的含油率最高，达到7>HL，高浓度的
石油使得土壤中的微生物难以生存，从而导致细菌

数量急剧减少；而样本.和2的含油率只有

/>79L，仅相当于样本H的.／./，大部分微生物在
该水平下很快适应并生长。到了实验中期，各样本

细菌数量明显增多，这是因为存活的微生物利用环

境提供的营养物质进行繁殖，理论上对外源营养物

的依赖性也相应增强，这与实验结论中因素0为营
养物在中后期成为重要影响因子的变化相一致（图

!）。
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图! 各样品细菌总数随时间的变化
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! 结论
（6）利用微生物，并结合一定的物理、化学方法
可以在土壤石油处理中收到很好的效果。实验结果

表明，适宜的温度、适量的营养、足够的氧供体有利

于提高微生物活性，提高土壤石油降解效率。

（9）利用微生物法处理土壤石油，污染强度的变
化对处理效果的影响最大。当土壤含油率为6%7:
时，降解率最高可以达到;!%;:；含油率为<%9:
时，降解率可以下降到<=%6:；而当含油率上升为

7%>:时，降解率明显下降为?%6:。
（!）在实验的初期、中期和后期，实验所预先选
定的=个因素对降解量影响的重要性都随时间发生
变化。在实验初期污染强度是首要因素，氧化物、营

养物和表面活性剂依次位于第9、!、<位；实验中期，
氧化物上升至第6位因子，温度取代表面活性剂居
第<位；到了实验后期，营养物成为最主要的影响因
素，污染强度、氧化物和表面活性剂分别位于第9、

!、<位。所以，不能笼统地说其中某个因子最主要，
应根据油烃所处的生物反应阶段控制降解条件。

（<）此次实验所选择温度、湿度以及扰动状况的

9个水平，在实验过程中对降解率的影响没有表现
出明显的差异性。这有可能是因为所选择的两个水

平对于微生物活性的影响基本一样，这三种因素的

最优水平组合还需深入研究。
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