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石油污染土壤自然老化过程中微生物菌群及

功能基因变化规律∗
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摘 要：本文旨在揭示新疆准东油田石油污染土壤自然老化过程中微生物菌群结构及芳香烃双加氧酶基因多态性及其

变化规律．采集同一采油区3个不同污染年限土壤样本及背景土，进行理化指标检测、16S rDNA V4-V5区扩增子测序

及芳香烃双加氧酶基因克隆文库构建与分析．扩增子测序分析结果显示，采油区不同背景土壤中原核微生物种类具有

极大的相似性，并且污染1年的土壤中微生物种类与背景土微生物种类相似性较大；污染3年和5年样本间有一定差异，

组内差异较小．克隆文库共获得46个芳香烃双加氧酶基因OTUs(Operational Taxonomic Units)，其Genbank注册号

为KY985598-KY985643，分为邻苯二甲酸双加氧酶基因、非培养放线菌芳香加氧酶基因、萘双加氧酶基因、多环芳烃

双加氧酶基因和苯甲酸双加氧酶基因5个基因类型，不同石油污染年限的土壤中双加氧酶基因类型会有显著性差异．对

不同污染年限土壤中微生物与环境因子进行相关性分析，结果显示：随石油污染年限的延长，土壤微生物群落结构及丰

度呈规律性变化．准东油田石油污染土壤当中部分种类微生物和功能基因可作为检测石油污染物老化程度的分子标准．
关键词：石油污染；多环芳烃；微生物群落；功能基因；双加氧酶
DOI：10.13568/j.cnki.651094.651316. 2020.03.02.0001
中图分类号：Q938.1 文献标识码：A 文章编号：2096-7675(2021)04-0472-09

引文格式：李兴海, 吕杰, 马媛, 等．石油污染土壤自然老化过程中微生物菌群及功能基因变化规律[J]. 新疆大学学报(自

然科学版)(中英文), 2021, 38(4): 472-480.

英文引文格式：LI X H, LYU J, MA Y, et al．Dynamic properties of microbial communities and aromatic dioxygenase

gene during oil-contaminated soils natural aging[J]．Journal of Xinjiang University(Natural Science Edition in

Chinese and English), 2021, 38(4): 472-480．

Dynamic Properties of Microbial Communities and Aromatic

Dioxygenase Gene during Oil-Contaminated Soils Natural Aging

LI Xinghai, LYU Jie, MA Yuan, LYU Guanghui

(School of Resource and Environment Sciences, Xinjiang University,Urumqi Xinjiang 830046, China)

Abstract： This paper aims to investigate the change rule of bacteria and aromatic dioxygenase gene diversity

in oil-contaminated soil with di■erent years from Zhundong oilfield, Xinjiang, China. The oil-contaminated and

background soils of three di■erent pollution years were collected in the same oil exploring area, and the soil physical

and chemical properties were detected. The V4-V5 hypervariable regions of bacterial 16S rRNA gene were amplified

and sequenced and the aromatic dioxygenase gene clone library were constructed with the di■erent soil samples.

The 16S rRNA gene sequencing results showed that the bacterial community structure and diversity are similarity

in di■erent background soils and the bacterial diversity in the soil polluted for 1 year is similar with that in the

background soils. There were some di■erences in bacterial community between the samples of 3 years and 5 years

of pollution, but there was little di■erence within the group respectively. 46 OTUs of aromatic dioxygenase gene

were obtained, and the GenBank accession numbers were KY985598-KY985643. After the homologous analysis, the

aromatic dioxygenase gene library were divided into five groups, which were phthalate dioxygenase gene, uncultured

actinobacterium aromatic oxygenase gene, naphthalene dioxygenase gene, PAH ring-hydroxylating dioxygenase

gene and benzoate dioxygenase gene. There were significant di■erences in the dioxygenase gene types in soils with

di■erent oil pollution years. The correlation between microbial community with environmental factors of soils with

di■erent pollution years were analyzed. The results showed that the microbial community structure and abundance
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changed regularly with the increase of pollution years. The paper implied that some microbial species and functional

genes can be served as a molecular standard to estimate the degree of aged oil sludge in contaminated soil of

Zhundong oilfield.
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0 引 言

石油泄漏后会在环境中留下大量有机污染物[1]，其中芳香烃具有稳定的化学性质会持续对生物体造成毒

害[2−4]，这种情况会在环境中持续几十年[5]．石油中许多组分如多环芳烃(Polycyclic Aromatic Hydrocarbon,

PAH)卤代联苯和二恶英类等由于其强烈的致癌作用被列为高关注度污染物[6]．Shahi等[7]检测了石油污染土壤

微生物修复过程中微生物及功能基因的变化，结果显示微生物菌群结构和功能基因多态性可以作为土壤修复过

程中的监测方法．Han等[8]采用克隆文库法研究pdo1，nah和C12O三个多环芳烃降解基因在炼焦厂PAH污染土

壤中的多态性及相对丰度，结果显示pdo1和nah基因丰度与PAH含量成正相关，可以作为PAH污染程度的指标

物．以往研究表明，石油污染土壤修复过程中微生物菌群结构及PAH降解基因存在变化规律，那么石油污染土

壤自然老化过程中是否也存在变化规律有待研究．

微生物降解芳香烃的关键步骤在于苯环结构的氧化开环，这也是芳香烃降解的限速步骤，芳香烃双加氧酶

具备氧化开环的重要功能[9−10]．芳香烃双加氧酶隶属于Rieske型非血红素铁加氧酶家族[11]，其α亚基具有高度

保守结构域[12−13]，因此利用芳香烃双加氧酶α亚基的保守域设计通用引物，在环境样本多环芳烃降解功能菌群

研究中得到普遍的应用[14]．因此研究石油污染土壤自然老化过程中双加氧酶基因种类及丰度的变化规律，对于

评估石油污染土壤老化程度，并制定相应的修复方案具有一定应用价值．但目前针对新疆砂质土壤石油污染自

然老化过程中微生物菌群结构及双加氧酶基因的研究鲜有报道．

本文研究区域位于古尔班通古特沙漠腹地，就沙源而论，沙漠现代沉积物主要来自周围山系的各类碎屑及

盆地内台原高地的基岩风化剥蚀产物，因此沙漠各区域之间的沙物质矿物组成特征因地而异，但同一区域内沙

物质组成却较为相似[15]．因此本文采集同一个采油区域内不同原油污染年限的砂质土壤，采用高通量测序的方

法研究不同样本中微生物菌群结构变化规律，并采用克隆文库法分析芳香烃双加氧酶基因多态性，研究原油自

然老化过程中微生物菌群及功能基因变化规律．

1 材料与方法

1.1 材料

原油污染土壤样本采自新疆古尔班通古特沙漠准东油田(东经88°40′～89°22′，北纬43°40′～44°20′)．2015年

6月与油田工作人员沟通后，分别采集准东油田1个采油区内的三个不同年限原油污染和背景土壤样本，编

号为ZD1(污染5年)，ZD2(污染1年)，ZD3(污染3年)，三个样点污染土壤石油污染后再无污染，三个不同污染

年限土壤之间距离超过200 m，背景土壤与污染土壤样本之间距离超过50 m．三个石油污染年限土样编号

为ZD1A、ZD2A和ZD3A，相对应的背景土壤编号为ZD1B、ZD2B和ZD3B，每份土样各三份，背景土样作为

阴性对照．采样时剥离掉1～2 cm表层土，以去除空气中掉落杂质，采样深度20 cm，无菌聚丙烯样品袋密封，车

载冰箱运回实验室，-80 ◦C冻存备用．

1.2 试剂和仪器

土壤基因组DNA抽提试剂盒(MOBIO, USA)，LA Taq DNA聚合酶和rTaq DNA聚合酶(TaKaRa Bio, 大连

宝)，pUC18-T vector(生工, 上海)，DNA凝胶回收试剂盒(Axygen, 杭州)，E.coli DH5a 感受态细胞(全式金公司,

北京)，DNA Marker(全式金公司, 北京)、其它试剂均为国产分析纯．雷磁PHS-3E pH计(上海仪电, 上海)，DDs-

12a电导仪(上海虹益, 上海)，TC-412型PCR仪(TECHNE, UK)，DYCP-31DN型琼脂糖水平电泳仪(六一, 北京)，

凝胶成像仪(UVP, USA)，Hiseq2500测序仪(Illumina, USA)．

1.3 试验方法

1.3.1 土壤理化性质分析

石油污染土壤含水率(WC)采用烘干法测定[16]；土壤理化性状酸碱度(pH)、电导率(EC)、全氮(TN)、全

碳(TC)、可溶性有机碳(DOC)、全磷(TP)和全硫(TS)指标测定采用常规方法进行测定[17]；含油率(OC)采用比色

法测定[18]．
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1.3.2 土壤基因组DNA提取和16S V4-V5区扩增子测序分析

按照MO BIO® PowerSoil® DNA Isolation Kit的说明书进行土壤基因组DNA提取．提取土壤基因组DNA进

行电泳检测，并利用Nanodrop2000进行质量检测，DNA OD260/OD280的值均在1.8～1.9之间．将土壤DNA委托北

京诺禾致源公司进行16S V4-V5区扩增子测序分析，测序引物为515F：GTGCCAGCMGCCGCGGTAA；926R：CC

GYCAATTYMTTTRAGTTT[19]，3个生物学重复．

1.3.3 16S V4-V5区扩增子测序数据分析

16S V4-V5区扩增子测序分析，使用带Barcode的特异引物对样本进行扩增，扩增产物经电泳检测及纯化，

使用TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation Kit进行文库构建，文库经过定量合格后，使用HiSeq2500

PE250进行测序．根据Barcode序列拆分各样品数据，使用FLASH软件[20]对样本进行拼接，并使用Qiime1.9.1软

件[21]对拼接数据进行质量控制，质控后Tags序列使用UCHIME软件去除嵌合体序列[22]，最终获得有效数据．利

用Uparse v7.0.1001软件[23]对所有样品有效数据按照97%的一致性进行聚类，聚类成为OTUs（Operational Tax-

onomic Units），筛选出现频数最高的序列作为不同OTU的代表序列．代表序列采用Mothur软件与SILVA数据

库[24]进行物种注释，在门、纲、目、科、属水平上统计各个样品的细菌群落组成．用Qiime1.9.1软件进行多样性分

析，R软件绘图．以获得的原油污染土壤样本细菌16S rRNA扩增子测序数据和土壤理化指标，采用CANOCO软

件进行微生物环境因子分析，研究石油污染土壤自然老化过程中微生物菌群变化规律．

1.3.4 芳香烃双加氧酶基因克隆文库构建及分析

以巢式引物Nid-for：TCCRMTGCCCDTACCACGG；Nid-rev1/Nid-rev2：GAASGAYARRTTSGGGAACA/

GCGSCKRKCTTCCAGTTCG进行两轮扩增[25]．先以Nid-for和Nid-rev1为引物进行第一轮扩增，25个循环，保

证PCR扩增产物在指数增长期，扩增结束后凝胶电泳检测扩增产物．PCR产物稀释50倍后作为模板，以Nid-

for和Nid-rev2为引物进行第二轮扩增，30个循环，每个样本平行扩增3次．混合每个样本的3个PCR反应平行样，

进行凝胶回收，回收产物与pUC18-T载体进行连接，转大肠杆菌感受态细胞，进行蓝/白斑筛选．每个样本随

机挑取96个白斑单菌落进行培养，提取其质粒DNA，构建准东油田不同年限石油污染土壤中芳香烃双加氧酶

基因片段克隆文库．阳性克隆委托上海生工生物科技有限公司进行测序分析，芳香烃双加氧酶基因序列信息

提交至GenBank数据库．将获得的芳香烃双加氧酶基因序列在GenBank中进行同源性比对，下载标准序列，使

用MEGA7软件以邻接法(Neighbor-Joining)进行聚类分析，并构建系统发育树[26]．

2 结果与分析

2.1 土壤理化因子测定和分析

土壤理化因子测定结果如表1所示．由表1可知，石油污染1年土壤与背景土之间，pH、含水率、全碳和全硫

具有显著性差异；石油污染3年土壤与背景土之间，电导率、全氮、可溶性有机碳、全硫具有显著性差异；石油

污染5年土壤与背景土之间仅电导率具有显著性差异．说明石油污染可改变土壤物理性质，但由于石油含氮化

合物较少，氮含量较低，因此总氮含量无显著性差异；由于含硫化合物较多，因此总碳含量和总硫含量有显著

性差异．但石油碳氢化合物并不能溶解在土壤溶液中，因此可溶性碳含量较低．石油污染土壤后，有机污染物

并不能直接溶解于土壤当中被微生物所利用，只能经过降解才能被利用．在所测8项土壤理化指标中，石油污

染1年，3年土壤与背景土壤有4项理化指标具有显著性差异，而石油污染5年土壤与背景土壤仅有1项具有显著

性差异，说明随着污染年限增加，石油有机污染物不断被微生物降解矿化，自然老化5年后，污染土壤理化性质

逐渐接近背景土壤．

2.2 不同石油污染年限土壤细菌多样性变化

将不同污染年限土壤样本中的OTUs代表性序列在SILVA数据库中进行比对，将不同样本中微生物在门、

纲、目、科、属5个不同的分类水平进行统计，共从土壤样品中检测出细菌29门、63纲、113目、218科、383属．

石油污染样本共检测获得29门，背景土壤检测出21门，石油污染土壤中所包含细菌门的数量大于背景土壤，其

中在门水平样本丰度前10的如图1(a)所示，其中放线菌门(Actinobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)和厚壁菌

门(Firmicutes)占样本91.68%～97.64%，为3个优势门，其余门丰度较低．污染1年和5年土壤与背景土，放线菌门、

变形菌门和厚壁菌门均存在显著性差异；污染3年土壤与背景土仅厚壁菌门存在显著性差异．结果显示随油泥

自然老化土壤中放线菌门逐渐降低，而变形菌门和厚壁菌门逐渐增多．
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表 1 准东油田土壤理化性状

Tab 1 Soil properties of oil-contaminated and background soil in Zhundong oilfield

样品 酸碱度 含水率 电导率 含油率 全氮 全碳 可溶性有机碳 全磷 全硫

pH WC(%) EC(ms/cm) OC (mg/g) TN（g/kg） TC（g/kg） DOC（g/kg） TP（g/kg） TS（g/kg）

ZD1A 8.46±1.12a 0.57±0.07b 0.17±0.06c 16.24±0.32b 0.19±0.02b 19.00±1.64c 0.03±0b 0.14±0.04b 0.46±0.05bc

ZD1B 7.13±0.18ab 0.47±0.06b 0.61±0.05b nd 0.22±0.03b 13.50±1.37cd 0.02±0.01b 0.27±0.11ab 0.25±0.09c

ZD2A 6.05±0.57b 1.20±0.17a 0.60±0.08b 36.40±3.60a 0.24±0.06b 57.10±9.20a 0.04±0.02b 0.16±0.02b 0.79±0.17b

ZD2B 8.82±0.69a 0.44±0.08b 0.48±0.05b nd 0.21±0.05b 3.20±0.38d nd 0.24±0.14ab 0.25±0.10c

ZD3A 7.55±0.37ab 0.89±0.33ab 1.83±0.02a 7.50±0.79c 0.52±0.06a 35.70±3.07b 0.20±0.03a 0.47±0.08a 1.55±0.23a

ZD3B 8.20±0.50a 0.45±0.12b 0.54±0.07b nd 0.22±0.05b 23.80±4.02bc 0.03±0.02b 0.29±0.09ab 0.24±0.12cd

nd 为未检测到.

此外，石油污染样本共检测获得371属，背景土壤检测出282属，其中污染1年土壤检测获得306属，污染3年252

属，污染5年307属，与其对应的背景土分别为244、241和219属，石油污染土壤当中检测获得的属数量均大于背

景土．属水平丰度前10分布如图1(b)所示，结果显示随油泥自然老化红球菌属(Rhodococcus)、Pseudarthrobacter、

考克氏菌属(Kocuria)、Alkanindiges和芽球菌属(Blastococcus )5个属的细菌丰度逐渐降低，而Parvibaculum和假

诺卡菌属(Pseudonocardia)逐渐增多．石油污染1年土壤当中红球菌属占26.4%，为石油污染物降解主要菌群，随

着石油的自然老化，石油有机污染物含量变化，导致降解污染物微生物菌群发生了变化．

(a) 门水平相对丰度 (b) 属水平相对丰度

图 1 准东油田不同年限石油污染土壤和背景土壤中细菌门和属水平相对丰度

Fig 1 Relative abundance of soil bacterial community at the phylum and genus levels in oil-contaminated and

background soils with three di■erent pollution years of Zhundong oilfield

(a) UPGMA聚类分析 (b) 非度量多维尺度分析

图 2 准东油田不同年限石油污染土壤和背景土壤中微生物种类UPGMA聚类和非度量多维尺度分析

Fig 2 UPGMA cluster and NMDS analysis of bacterial community at OTU levels in oil-contaminated and back-

ground soils with three di■erent pollution years of Zhundong oilfield
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对石油污染土壤和背景土壤中物种注释结果和OTUs的丰度信息基于Weighted Unifrac距离矩阵进行UPGMA

(Unweighted Pair-group Method with Arithmetic Mean) （图2(a)）聚类分析和无度量多维标定法(Non-Metric

Multi-Dimensional Scaling, NMDS) (图2(b))统计分析，分析结果如图2所示，展示不同石油污染土壤和背景土壤

中原核微生物种类在组间和组内差异．准东油田同一采油区不同背景土壤中原核微生物种类具有较大的相似

性，并且石油污染1年土壤中的微生物种类因为污染时间较短，跟背景土中微生物种类具有较大相似性．随着污

染年限的延长，微生物群落结构发生变化，但有别于背景土壤，且污染3年和5年样本间有一定差异，但组内差

异较小．

2.3 芳香烃双加氧酶基因系统发育分析

芳香烃双加氧酶基因克隆文库测序结果与NCBI核酸数据库进行BLAST同源性比对，去除嵌合子片段后，

最终基因片段46条，基因登陆号：KY985598-KY985643．BLAST同源性比对选取相似性较高的序列作为标准序

列，利用MEGA 7软件采用邻接法聚类分析构建系统发育树(图3)．

图 3 准东油田不同年限石油污染土壤中芳香烃双加氧酶基因系统发育分析

Fig 3 Phylogenetic analysis of aromatic dioxygenase gene fragments in oil-contaminated and background soils

with three di■erent pollution years
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聚类结果显示，准东油田石油污染土壤中获得的芳香烃双加氧酶基因，聚类成5个类群，在图中标注为Cluster

a、Cluster b、Cluster c、Cluster d和Cluster e，分别对应5个芳香烃双加氧酶基因类别，为邻苯二甲酸双加氧酶基

因、芳香加氧酶基因、萘双加氧酶基因、多环芳烃双加氧酶基因和苯甲酸双加氧酶基因．此外Cluster a分为4个

小类群，彼此间序列相似度小于90%；Cluster b分为2个小类群，彼此间序列相似度为80%；Cluster c分为2个小

类群，彼此间序列相似度为71%；Cluster d分为3个小类群，彼此间序列相似度小于70%；Cluster e分为2个小类

群，彼此间序列相似度为57%．从聚类结果可以看出每一类基因当中不同的小类群会按照污染年限聚类在一起，

表明不同类型基因在不同污染年限土壤当中碱基序列存在差异．

将不同石油污染土壤样本所获基因类型，基因类型OTU数，编码蛋白质序列数以及所占比例进行统计(表2)．

结果所示ZD2A(1 a)样本占比最大的为多环芳烃双加氧酶基因(56.25%)，ZD3A(3 a)样本占比最大的为邻苯二甲

酸双加氧酶基因(47.06%)，ZD1A(5 a)样本占比最大的为萘双加氧酶基因(69.24%)．PAH-RHD基因随着时间推

移，比例逐年减少；萘双加氧酶基因在3 a时出现，随污染时间增加比例增大．ZD2A(1 a)和ZD3A(3 a)样本

中，PAH-RHD基因和邻苯二甲酸双加氧酶基因占据绝对优势，二者共占据85%以上的OTUs．当时间达5 a之久

苯甲酸双加氧酶基因和萘双加氧酶基因大量出现，共占据80%以上的OTUs．说明随着污染年限的延长，多环芳

烃降解的功能基因在不同污染年限土壤样本中的相对丰度会发生相应的变化，显示了微生物群体功能随石油自

然老化成分改变的变化趋势．

表 2 准东油田不同年限石油污染土壤中所含芳香烃双加氧酶基因类型

Tab 2 The aromatic dioxygenase gene types of oil-contaminated and background soils with three di■erent

样点 污染年限 基因类型 OUT数 氨基酸序列的数量 百分比

ZD2A 1 a

多环芳烃双加氧酶基因
9 8 56.25%

(PAH-RHD gene)

邻苯二甲酸双加氧酶基因
6 6 37.50%

(Phthalate dioxygenase gene)

芳香加氧酶基因
1 1 6.25%

(Aromatic oxygenase gene)

ZD3A 3 a

邻苯二甲酸双加氧酶基因
8 8 47.06%

(Phthalate dioxygenase gene)

多环芳烃双加氧酶基因
7 6 41.18%

(PAH-RHD gene)

萘双加氧酶基因
1 1 5.88%

(Naphthalene dioxygenase gene)

苯甲酸双加氧酶基因
1 1 5.88%

(Benzoate dioxygenase gene)

ZD1A 5 a

萘双加氧酶基因
9 9 69.24%

(Naphthalene dioxygenase gene)

苯甲酸双加氧酶基因
2 2 15.38%

(Benzoate dioxygenase gene)

芳香加氧酶基因
1 1 7.69%

(Aromatic oxygenase gene)

多环芳烃双加氧酶基因
1 1 7.69%

(PAH-RHD gene)

2.4 微生物环境因子分析

将石油污染土壤和背景土中微生物群落前10门和前10属与土壤理化因子进行冗余分析，从图4可知，土

壤WC、TC和OC是污染三年土壤ZD3A微生物群落组成的主要影响因子，TS、EC、TN、TP和DOC是ZD2B微生

物群落组成的主要影响因子．从图4(b)可得考克氏菌属、芽球菌属、Alkanindiges、红球菌属和Pseudarthrobacter为

污染1年土样ZD2A微生物菌群优势属，迪茨氏菌属(Dietzia)和假单胞菌属(Pseudomonas)为污染3年土样ZD3A微

生物菌群优势属，Parvibaculum和假诺卡菌属为污染5年土样ZD1A微生物菌群优势属．分析结果表明随着石油

污染的自然老化，石油污染土壤中微生物菌群结构会随底物谱变化而发生规律性的变化．
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(a) 微生物群落优势门与土壤理化因子冗余分析 (b) 微生物群落优势属与土壤理化因子冗余分析

图 4 准东油田不同年限石油污染土壤和背景土壤中微生物群落优势门及属与土壤理化因子冗余分析

Fig 4 Redundancy analysis to show correlation between soil properties and dominant bacterial phyla and genera

of oil-contaminated and background soils with three di■erent pollution years of Zhundong oilfield

3 结 论

原油渗漏至土壤会改变土壤物理结构及化学性质，并在自然老化过程中改变土壤微生物菌群结构，通过分

析污染土壤自然老化过程中微生物菌群结构及功能基因得出如下结论．

3.1 石油污染年限与微生物多样性

对不同石油污染年限土壤样本16S V4-V5区扩增子测序分析，菌群结构结果显示随石油自然老化，原核微

生物种类会发生规律性的变化．在属水平上，污染1年土壤中的红球菌属和Alkanindiges，污染3年土壤中的迪茨

氏菌属和假单胞菌属，污染5年土壤中的Parvibaculum与其它石油污染和背景土壤样本中该属微生物丰度均存

在显著性差异，可以作为石油自然老化年限的指标性微生物．杨智等人[27]分离玉门油田污染荒漠土壤石油降

解菌时，红球菌为优势属．蔡萍萍等人[28]开展采油井场土壤微生物群落结构分布研究时揭示Alkanindiges为石

油污染的指示菌株．该两项研究证明落地石油自然老化过程土壤微生物会发生规律性变化，但未说明指示菌株

与石油自然老化年限之间的相关性．对石油污染土壤和背景土壤中微生物物种信息进行无度量多维标定分析，

结果显示背景土微生物种类具有极大相似性，并且污染1年的土壤中微生物种类与背景土也较为相似，污染3年

和5年的土壤微生物种类都和背景土具有显著的差异，揭示石油污染土壤中微生物群落会随着时间推移而发生

变化．因此可以推断随着污染年限的延长，有机污染物组分发生改变，微生物为了适应底物谱的变化群落结构

也随之发生改变，也证明石油降解菌并非有很广的底物谱．此外原油渗漏后所含烃类能给微生物提供充足碳源，

砂质土壤中原核微生物多样性往往大于背景土壤[29]．

3.2 石油污染年限与功能基因种类

选择nid基因通用引物[30]，该引物可以扩增除nid基因外其它类型的双加氧酶基因片段，具有较高的简并性．

采用该引物组扩增出不同污染年限砂质土壤中萘双加氧酶基因、邻苯二甲酸双加氧酶基因、芳香烃加氧酶基

因、PAH-RHD基因和苯甲酸双加氧酶基因5类不同的基因，本研究所获多个双加酶基因与国内外其它研究所获

双加氧酶基因具有较高的相似性，并且多来源于红球菌属(Rhodococcus)微生物，比对结果如基因FJ528993[31]，

AB031319[32]和DQ192653[25]．并且每个样点所获双加氧酶OTUs能很好地进行聚类，表明随着污染年限的延长，

功能基因类型也随之发生变化．石油污染1年的土壤中多环芳烃双加氧酶基因和邻苯二甲酸双加氧酶基因在克

隆文库中丰度较高，而污染5年的土壤中苯甲酸双加氧酶基因丰度较高．依照实验结果进行推测，说明石油污

染土壤后，由于所含多环芳烃对微生物胁迫作用，环境微生物迅速反应将其降解，以缓解环境胁迫．多环芳烃

双加氧酶为多环芳烃开环降解关键步骤酶分子，邻苯二甲酸双加氧酶则为芴、菲、蒽和芘多环芳烃降解代谢途

径关键节点，两个酶丰度较高，说明大量多环芳烃分子被开环降解，产生小分子的代谢产物进入相应的代谢途

径．随污染时间延长多环芳烃双加氧酶基因相对丰度减小，苯甲酸双加氧酶基因丰度升高，说明石油经过土壤

微生物降解成分发生了相应的改变，多环芳烃被降解产生的小分子物质通过苯甲酸代谢途径继续进行降解，最
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终进入三羧酸循环生成能量、H2O和CO2或参与微生物其它物质的合成．实验结果与Bacosa[33]等人研究墨西哥

湾石油污染海底沉积物中石油降解规律有相类似的研究结论，多环芳烃类物质在石油污染30天内迅速被代谢．

本文开展的新疆准东油田石油污染砂质土壤自然老化过程中微生物群落结构及功能基因变化研究，实验结

果显示微生物群落结构及功能基因会随着石油老化发生变化．推测为石油自然老化大分子有机污染物降解为

小分子物质，成分发生变化，不同微生物群落会响应外界环境因子变化，从而更好的利用不同碳源物质进行增

殖．因此在石油自然老化过程中微生物菌群结构和功能基因均会发生规律性变化．结果显示微生物群落和石油

污染物降解功能基因可以作为石油自然修复程度指标．
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