
第 ３９ 卷第 ２４ 期

２０１９ 年 １２ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．２４
Ｄｅｃ．，２０１９

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：国家自然科学基金项目（３１４７０５７１， ３１１７０５７５）；哈尔滨师范大学研究生创新基金项目（ＨＳＤＳＳＣＸ２０１８⁃５０）

收稿日期：２０１８⁃０９⁃２７； 　 　 网络出版日期：２０１９⁃０９⁃１７

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｋａｋｕ３００８＠ １２６．ｃｏｍ

ＤＯＩ： １０．５８４６ ／ ｓｔｘｂ２０１８０９２７２１０１

王拓，唐璐，栾玥，张淼，陈佳欣，郭长虹．小黑麦对石油污染盐碱土壤细菌群落与石油烃降解的影响．生态学报，２０１９，３９（２４）：９１４３⁃９１５１．
Ｗａｎｇ Ｔ，Ｔａｎｇ Ｌ，Ｌｕａｎ Ｙ，Ｚｈａｎｇ Ｍ，Ｃｈｅｎ Ｊ Ｘ，Ｇｕｏ Ｃ Ｈ．Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｔｉｃａｌｅ （Ｔｒｉｔｉｃａｌｅ ｈｅｘａｐｌｏｉｄｅ Ｌ．） ｇｒｏｗｔｈ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ
ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ⁃ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓａｌｉｎｅ⁃ａｌｋａｌｉ ｓｏｉｌ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１９，３９（２４）：９１４３⁃９１５１．

小黑麦对石油污染盐碱土壤细菌群落与石油烃降解的
影响

王　 拓，唐　 璐，栾　 玥，张　 淼，陈佳欣，郭长虹∗

哈尔滨师范大学生命科学与技术学院， 黑龙江省分子细胞遗传与遗传育种重点实验室， 哈尔滨　 １５００２５

摘要：为了研究小黑麦对石油污染盐碱土壤中的细菌群落与石油烃降解率的影响，采用高通量测序技术，设置 ０ ｇ ／ ｋｇ，１ ｇ ／ ｋｇ 和

５ ｇ ／ ｋｇ 三个石油浓度，以未种植小黑麦的土壤作为对照，对 ６ 组不同处理的盐碱土壤样品的细菌群落结构及其多样性进行测

定，并分析土壤中的石油烃降解率。 结果表明：在土壤石油浓度为 １ ｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｇ ／ ｋｇ 时，小黑麦根际土壤中的石油烃降解率相较

对照组分别提高了 ３６．６７％和 ３３．２０％。 从 ６ 个土壤样品中分别获得 ２１３９８—２７８９９ 条测序序列。 在石油污染土壤中，小黑麦根

际土壤的细菌群落多样性和丰度均大于对照组的土壤。 同时，在 “门”，“纲”，“属”的分类水平上，小黑麦根际土壤细菌群落中

的一些根际细菌的相对丰度增加了，主要包括变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门 （Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、γ⁃变形菌纲 （Ｇａｍｍａ⁃
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、烷烃降解菌科⁃未命名菌属（Ａｌｃａｎｉｖｏｒａｃａｃｅａｅ＿ｎｏｒａｎｋ）、黄单胞菌属（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）、亚硝化单胞菌⁃不可培养菌属

（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅ）等。 有一些相对丰度增加的根际细菌是以石油及石油分解物为碳源的微生物。 本研究证明种植

小黑麦改变了石油污染盐碱土壤根际土壤细菌群落结构组成和多样性，促进了降解石油微生物群落的构建，显著提高了盐碱土

壤石油污染的降解效果。 研究结果为石油污染盐碱土壤的植物修复奠定了理论基础。
关键词：石油污染盐碱土壤；细菌群落；小黑麦；石油烃降解率； 高通量测序
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石油是当下社会经济发展不可或缺的主要能源之一，广泛运用在各行各业，为人类生活带来便利［１］。 然

而，在石油开采、储运和使用过程中，油溢渗漏等事故导致石油污染日益严重［２］。 大量的石油烃类化合物进

入土壤，会影响和改变土壤结构的组成，生物化学循环以及土壤微生物群落多样性，对土壤肥力的可持续性和

环境造成严重的负面影响［３］。 另外，许多石油开采区的地理位置往往位于海域盐碱滩或内陆盐碱土区域，从
而导致盐碱土受到原油溢油污染的现象广泛出现，例如墨西哥湾曾发生石油泄漏和溢油事故污染了当地盐碱

土［４］。 目前，这种盐碱土石油污染所造成的土壤环境恶化已经成为一类突出的环境问题。
植物修复是用特定的植物来清除或降低土壤中污染物质的一种技术，这种技术依赖于植物的生长，植物

的生长状态直接影响修复效果。 有研究表明，盐碱胁迫和石油污染会改变土壤环境，导致大部分植物难以在

石油污染的盐碱土壤中生长，无法在环境修复中有效的发挥作用［５］。 小黑麦（Ｔｒｉｔｉｃａｌｅ ｈｅｘａｐｌｏｉｄｅ Ｌ．），是普通

小麦和黑麦属间杂交和染色体加倍而人工合成的物种，具有光合作用能力旺盛、抗逆性强等优点［６⁃８］。 我们

在之前的研究中，筛选到了在石油污染的盐碱土壤中可以较好地存活并生长的小黑麦品种［９］，并将其作为本

研究的修复植物。 同时，石油污染盐碱土的植物修复研究无法忽略土壤中的微生物群落，尤其是植物的根际

微生物被认为在植物修复进程中起到关键作用。 土壤微生物群落可以敏感地察觉出土壤环境的改变，其中细

菌作为土壤微生物中重要的组成成分，它的群落结构组成可以反映出土壤的理化性质，以及对不良环境的耐

受性［１０］。 修复植物可以提高土壤对污染物的降解作用，且修复过程会使土壤微生物的结构呈现出明显的变

化［１１］。 研究石油污染土壤细菌的群落结构和多样性对植物修复的响应会为了解污染土壤的修复机制提供一

定的帮助。
本研究采用高通量测序技术，分析小黑麦种植对不同浓度石油污染的盐碱土壤中根际细菌群落结构及多

样性的影响，同时测定了土壤石油烃的降解率，以揭示石油污染盐碱土壤的植物修复过程中根际细菌群落结

构的变化规律，为石油污染盐碱土壤的植物修复技术提供科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验植物及土壤的制备

小黑麦 （Ｔｒｉｔｉｃａｌｅ ｈｅｘａｐｌｏｉｄｅ Ｌ．） 哈师 ２ 号种子，由哈尔滨师范大学分子细胞遗传与遗传育种实验室提供。
盆栽实验所需土壤取自黑龙江省大庆市盐碱样地，土壤取回后经风干，过筛，得到无石块和杂物的盐碱土，留
以使用。 石油污染盐碱土壤的制备：根据实验设计中 １ ｇ ／ ｋｇ、５ ｇ ／ ｋｇ 的石油浓度，称取相应质量的石油（采自

大庆油田）和盐碱土壤（土壤基础理化性质：ｐＨ 值 ９．０、磷 ２１．１ ｍｇ ／ ｋｇ、钾 １７６ ｍｇ ／ ｋｇ、有机物 １８．２２ ｇ ／ ｋｇ），用一

定量的石油醚完全溶解石油，将石油—石油醚溶液按相应浓度倒入对应的盐碱土壤中，搅拌混匀后放在通风

处，待石油醚挥发彻底即可制成实验所需土壤。
１．２　 盆栽实验方案

设定 ０ ｇ ／ ｋｇ、１ ｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｇ ／ ｋｇ 三个石油浓度的处理组，将种植小黑麦的不同石油浓度实验组记为 Ｘ０、Ｘ１、
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Ｘ５，并以对应的石油浓度的未种植小黑麦的土壤作为对照组，分别记为 ＣＫ０、ＣＫ１、ＣＫ５，每个处理设置 ４ 个重

复。 将制备好的土壤分装入各花盆中，定量称取 ０．５ ｋｇ 土 ／盆，每盆播种 １０ 粒小黑麦种子。 待小黑麦种植 １．５
个月后测定小黑麦的株高，并取其根际土，土样去除大土块、植物残体等杂质，装入密封袋，一部分放于－８０℃
用以高通量测序，另一部分自然风干，用于石油烃含量测定。
１．３　 土壤石油烃含量的测定

土壤中石油烃含量的测定采用索式萃取重量法进行［１２⁃１３］。 在每种石油浓度处理组中各取一定质量（ｍ１）

的风干土样（研磨过筛 １ ｍｍ）与 １ ｇ 无水硫酸钠混合，搅拌均匀后，用滤纸包裹并放入索氏提取器中，滴加 ０．６
ｍＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 到滤纸包上，于 ５０℃下用二氯甲烷回流 ５ ｈ。 取下接收瓶，冷却后，将接收瓶中的二氯甲烷提

取液倒入分液漏斗中。 摇晃振动分液漏斗 １—２ ｍｉｎ，静置分层，将其下层的二氯甲烷提取液用 １０ ｇ 无水硫酸

钠过滤脱水，将滤液滤入蒸发皿（称取重量 ｍ２）。 将蒸发皿置于 ５０℃的烘箱中烘干，待其恒重时称取重量

（ｍ３）。 根据土壤样品的质量变化计算出石油烃降解率。 石油烃降解率计算公式为：［ｍ０ －（ｍ２ －ｍ３） ×１０００ ／
ｍ１］ ／ ｍ０×１００％，ｍ０为土壤中添加的石油浓度。
１．４　 土壤 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增和高通量测序

土壤样品的 ＤＮＡ 提取采用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ， Ｎｏｒｃｒｏｓｓ， ＧＡ， Ｕ．Ｓ．），称取 ０．３—
０．５ ｇ新鲜土壤样品，按试剂盒规定的实验步骤提取土壤总 ＤＮＡ。 利用细菌引物对 ５１５Ｆ⁃ ９０７Ｒ 区进行 ＰＣＲ 扩

增，引物序列分别为 ５１５Ｆ（５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ⁃ ３′），９０７Ｒ（５′⁃ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ⁃ ３′）。 接头

后的引物含有不同的 Ｂａｒｃｏｄｅ 以区分不同样品。 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬ：５ ×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ，ｄＮＴＰｓ（２． ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２ μＬ，正向引物 ０．４ μＬ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ），反向引物 ０．４ μＬ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ），０．４ μＬ Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶，
ＤＮＡ 模板量 １０ ｎｇ。 ＰＣＲ 扩增条件：９４℃ ３ ｍｉｎ；９４℃ ２０ ｓ，５５℃ ２０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，２０ 个循环；７２℃ ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ
结束后，引入 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 桥式 ＰＣＲ 兼容引物进行第二轮扩增。 对 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖电泳，并采用琼脂糖试剂

盒回收，ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ （Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ）检测试剂盒对回收的 ＤＮＡ 精确定量，每一样品 ＤＮＡ 量取 １０ ｎｇ，
按 １∶１ 等量混合后采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｍｉｓｅｑ 平台测序。
１．５　 数据分析及处理

根据 Ｂａｒｃｏｄｅ 序列拆分各样品数据，截取 Ｂａｒｃｏｄｅ 和引物的序列使用 ＦＬＡＳＨ 对其进行拼接。 高通量测序

数据使用 ＱＩＩＭＥ 进行数据处理：利用 ＵＰＡＲＳＥ 软件对全部有效序列进行聚类，默认以 ９７％序列相似性对序列

聚类获得操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）。 采用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ２．１２ 对 ９７％相似度水平的 ＯＴＵ
代表序列进行分类学分析，得到每个 ＯＴＵ 对应的物种分类信息，并在界、门、纲、目、科、属水平上统计各个样

品的细菌群落组成。 基于物种分类分析，绘制物种分类条形图和物种丰度热图。 利用 ＱＩＩＭＥ １．８ 软件进行样

品 Ａｌｐｈａ 多样性分析，计算 ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 等物种多样性指数［１４⁃１６］。 基于 Ａｌｐｈａ 多样性指数进

行稀释性分析。 在分析细菌群落结构时，将样品中无法鉴定到这个分类水平的类群统称为未知类群

（Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ），将相对丰度较低的类群合并，统称为其他类群（Ｏｔｈｅｒｓ），然后绘制不同分类水平上细菌类群的

相对丰度图。
实验数据采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 处理，显著性分析采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０ 统计软件单因素方差分

析（ＡＮＯＶＡ）得到各处理间数据差异［１４］，利用邓肯（Ｄｕｎｃａｎ）检验进行多重比较，显著差异水平 Ｐ ＜ ０．０５。

２　 结果与分析

２．１　 小黑麦对土壤石油烃降解作用的影响

对土壤的石油烃含量进行测定，并对土壤石油烃降解率进行了分析（图 １）。 结果表明，Ｘ１ 组的石油烃降

解率是 ５６％，而 ＣＫ１ 组的土壤石油烃降解率为 １９．３３％，表明在土壤石油浓度为 １ ｇ ／ ｋｇ 时，种植小黑麦提高了

土壤 ３６．６７％的石油烃降解率。 Ｘ５ 组的石油烃降解率是 ４４．２７％，而 ＣＫ５ 组的土壤石油烃降解率为 １１．０７％，
表明在土壤石油浓度为 ５ ｇ ／ ｋｇ 时，种植小黑麦提高了土壤 ３３．２０％的石油烃降解率。 因此，种植小黑麦组的石
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油烃降解率均显著高于无植物种植的对照组（Ｐ ＜ ０．０５）。
２．２　 土壤细菌多样性和群落结构分析

２．２．１　 土壤测序数据分析

为了解种植小黑麦对石油污染盐碱土壤的细菌群落结构的影响，利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 高通量测序技术，对
不同处理样品的细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 进行测序。 经优化后 ６ 个处理组分别得到 ２１３９８—２７８９９ 条序列。 基于样品

稀释性曲线（图 ２）， ６ 个土壤样品的 ＯＴＵｓ 数随着序列读取数量的增加先快速上升而后转变为缓慢地上升，
说明随着序列读取数量的增加 ＯＴＵｓ 数已经开始趋于平缓，此外，测序的覆盖度（Ｃｏｖｅｒａｇｅ 值）均大于 ９６％
（表 １），证明该测序量已可以代表样本中微生物的真实情况。

图 １　 石油烃降解率

Ｆｉｇ．１　 ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｔｏｔａｌ Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ Ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ（ＴＰＨ）

不同字母表示统计学上的差异（Ｐ＜０．０５）

图 ２　 样品稀释曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＴＵｓ

２．２．２　 土壤细菌多样性分析

通过计算土壤样品的 Ａｃｅ 指数（Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ）、Ｃｈａｏ１ 指数（Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ）、辛普森指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ）和香

农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ），对土壤细菌多样性进行了分析（表 １）。 Ａｃｅ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数可代表土壤细菌群落

的丰度，辛普森指数和香农指数可代表土壤细菌群落的多样性。 结果表明，Ｘ１ 组的细菌群落香农多样性指数

是 ６．２５，而 ＣＫ１ 组是 ５．９５；Ｘ５ 组的细菌群落香农多样性指数是 ５．９７，而 ＣＫ５ 组的土壤细菌群落香农多样性指

数为 ５．８４，表明在土壤石油浓度为 １ ｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｇ ／ ｋｇ 时，种植小黑麦均会提高土壤细菌多样性。 另外，从 Ｃｈａｏ１
指数也可以看出，种植小黑麦提高了土壤细菌的丰度。 在种植小黑麦以后土壤细菌群落的土壤的香农指数、
Ａｃｅ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数值显著增加，辛普森指数降低．说明向土壤中种植小黑麦进行修复处理可提高污染土壤

的微生物丰富度和均匀度。 以上结果表明，种植小黑麦提高了石油污染盐碱土壤细菌的丰度和多样性。

表 １　 不同处理组土壤细菌丰富度和多样性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

序列数
Ｒｅａｄｓ

９７％相似水平 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

分类单元
ＯＴＵ

Ａｃｅ 指数
Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

覆盖率 ／ ％
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＣＫ０ １５８１２ １６６８ ２３７４ ２３７４ ０．００５０ ６．１６ ９６．１４

Ｘ０ １７３３７ １７９２ ２４５２ ２５００ ０．００４７ ６．２７ ９６．４３

ＣＫ１ １３８５８ １５１０ ２２３５ ２３１１ ０．００８３ ５．９５ ９５．７４

Ｘ１ １６５１０ １７１１ ２２９２ ２３４２ ０．００４６ ６．２５ ９６．５５

ＣＫ５ １７１１３ １６１２ ２２８６ ２２０１ ０．０１０９ ５．８４ ９６．６１

Ｘ５ １７０９２ １６４４ ２２９５ ２２９５ ０．００８２ ５．９７ ９６．８６
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２．２．３　 土壤细菌群落结构组成分析

在细菌群落“门”的分类水平上对土壤的细菌群落结构组成进行了分析（图 ３）。 结果表明，在 ６ 个土壤样

品中，放线菌门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ８． ３３％—２６． ６１％）、变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ２０． ００％—５１． １６％）、酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ １３．９６％—１７．０４％）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ６．５１％—２６．１２％）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ３．４０％—
７．３７％）占有主要优势地位。

图 ３　 门水平土壤细菌群落结构

Ｆｉｇ．３　 Ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌｓ

在无石油污染的盐碱的土壤中，与未种植小黑麦的对照组相比（ＣＫ０），种植小黑麦处理组（Ｘ０）的变形菌

门、芽单胞菌门、浮霉菌门和酸杆菌门的相对丰度较高，而放线菌门的相对丰度明显下降。 在 １ ｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｇ ／
ｋｇ 浓度的石油污染土壤中，Ｘ１ 和 Ｘ５ 土样中的变形菌门的相对丰度为 ３１．９４％和 ５１．１６％，而在 ＣＫ１ 和 ＣＫ５ 土

样中其相对丰度为 ２０．１５％和 ２０．００％。 酸杆菌门 Ｘ１ 和 Ｘ５ 土样中的相对丰度为 １６．３５％和 １５．７１％，在 ＣＫ１ 和

ＣＫ５ 土样中其相对丰度为 １３．９６％和 １４．６４％。 而放线菌门，拟杆菌门和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）较对照的相对丰

度有所降低。 在 ６ 个土壤样品中，不同土壤样品中的未分类种群的数值有一定的波动变化，种植小黑麦后相

对丰度显著增加。
在细菌群落 “纲” 的分类水平上发现 （图 ４），６ 个土壤样品中放线菌纲 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌纲

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 α⁃变 形 菌 纲 （ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 黄 杆 菌 纲 （ Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｉａ ）、 γ⁃变 形 菌 纲

（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、β⁃变形菌纲（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）占有主要优势地位。 种植小黑麦以后，γ⁃变形菌纲、β⁃
变形菌纲、芽单胞菌纲、δ⁃变形菌纲的相对丰度都有上升，而放线菌纲、黄杆菌纲、微酸菌纲、芽孢杆菌纲、热微

菌纲这几种菌纲的相对丰度都有降低。 在 Ｘ０ 组中，酸杆菌纲、β⁃变形菌纲、α⁃变形菌纲、γ⁃变形菌纲为主要分

类群。 在 １ ｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｇ ／ ｋｇ 石油浓度下，酸杆菌纲在 Ｘ１ 组中的丰度最高，为 １６．３５％；而 γ⁃变形菌纲在 Ｘ５ 土壤

样品中的丰度值最高，为 ２８．３３％。 除此之外，在石油污染的盐碱土壤中，黑麦草的种植提高了芽单胞菌纲、δ⁃
变形菌纲、鞘脂杆菌纲 、浮霉菌纲、硝化螺旋菌纲以及未分类的其他菌群的相对丰度。

进一步利用热图在细菌“属”的水平上进行了分析（图 ５）。 共统计了 ３６ 个主要优势菌属，与 ＣＫ０ 相比，
Ｘ０ 组的土壤样品中亚硝化单胞菌⁃不可培养菌属（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ，５．８３％）、噬纤维菌科⁃不可培
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图 ４　 纲水平土壤细菌群落结构

Ｆｉｇ．４　 Ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌｓ

养菌属 （Ｃｙｔｏｐｈａｇａｃｅａｅ ＿ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ，３． ３７％） 和芽单胞菌科⁃不可培养菌属 （Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ ＿ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ，
２．１９％）这三个菌属的相对丰度提高。 在 １ ｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｇ ／ ｋｇ 石油浓度下，与 ＣＫ１ 相比较，Ｘ１ 组中的亚硝化单胞

菌⁃不可培养菌属（４．６３％）、噬纤维菌科⁃不可培养菌属（４．４２％）、烷烃降解菌科⁃未命名菌属（Ａｌｃａｎｉｖｏｒａｃａｃｅａｅ＿
ｎｏｒａｎｋ，２．６３％）的相对丰度明显增加；与 ＣＫ５ 相比较，Ｘ５ 组土壤样品中的烷烃降解菌科⁃未分类菌属、黄单胞

菌属（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）、亚硝化单胞菌⁃不可培养菌属、丛毛单胞菌科⁃未分类菌属（Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ）
这几个菌群的相对丰度增加。 种植小黑麦后在石油污染的土壤中有一部分菌属的数量相比未种植土壤更多，
比如硝化单胞菌⁃不可培养菌属、噬纤维菌科⁃不可培养菌属、芽单胞菌科⁃不可培养菌属、烷烃降解菌科⁃未命

名菌属、黄单胞菌属、丛毛单胞菌科⁃未分类菌属、浮霉状菌属（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｓ）、芽单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、丰
佑菌属（Ｏｐｉｔｕｔｕｓ）、水小杆菌属（Ａｑｕａｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、鞘氨醇单胞菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ），其中烷烃降解菌科⁃未命名菌

属、Ｓｕｂｇｒｏｕｐ＿６＿ｎｏｒａｎｋ、黄单胞菌属、亚硝化单胞菌⁃不可培养菌属、３４Ｐ１６＿ｎｏｒａｎｋ 这几个菌群的相对丰度比

较高。

３　 讨论

植物修复具有成本低、可进行大面积原位操作、无二次污染等特点，因而备受人们的青睐［１７⁃１８］。 但是针

对于石油污染的盐碱土壤环境，许多植物都无法正常生长，也就无法发挥出修复作用。 盐碱土壤的高盐含量

以及高 ｐＨ 值会影响植物的生长状况，所以本研究选取耐盐碱的小黑麦作为石油盐碱双重污染地区的修复植

物。 许多研究表明，种植植物能够增加土壤根际微生物的多样性与丰度，以提高土壤对污染物的消除修复能

力［１１］。 在石油烃污染的土壤中种植麒麟草、大叶钻天杨、深裂欧地草，显著改变了根际土壤细菌群落结

构［１９］。 种植狗牙根（Ｃｙｎｏｄｏｎ ｄａｃｔｙｌｏｎ）、马蔺（ Ｉｒｉｓ ｌａｃｔｅａ）等植物均可以提高土壤微生物的多样性，改善根际土

壤的微环境，降低土壤中的石油烃含量，从而有效地修复 ＰＨＣｓ 污染土壤［２０⁃２１］。 本研究发现，种植小黑麦不仅

显著提高了盐碱土壤的石油烃降解率，还增加了根际土壤细菌多样性和丰度，这与利用黄花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ
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图 ５　 各土壤样品在属水平上的细菌群落结构热图

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｉｅｍｓ ａｔ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｕｓ

热图的纵坐标表示的为不同的细菌菌属，横坐标表示的为每一个土壤样品，图中不同颜色色代表着菌属的丰度变化，越偏向红色丰度越高，

而越偏向蓝色丰度越低

ｆａｌｃａｔａ Ｌ．）和紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ．） ［２２］等植物进行盐碱土石油污染修复的研究结果相一致。 根据调查

研究发现，种植植物后对石油污染土壤的修复作用体现在以下几点，一是修复植物自身可以吸附利用有机污

染物，二是由于根系分泌物为微生物提供了营养，故增加了根际微生物的丰度，从而促进土壤中石油烃类化合

物的降解［２３］，三是植物根系可以通过向土壤中释放分泌物和氧气，同时打破土壤的物理化学结构，从而有效

增加污染土壤中的微生物群落，促进石油烃的降解［２４］。 这表明了植物修复的过程不仅是植物本身在起作用

还包含着土著微生物的参与以及植物与土著微生物之间的相互作用带来的影响。
土壤微生物是重要的土壤活性组成成分，在土壤的有机物质的分解和转化过程中发挥重要的作用［２５］。

植物生长可以影响其凋落物的产生和分解、根系的周转以及根系分泌物的产生等活动，这些活动能够影响土

壤碳和氮含量等微生物生长和繁殖提供所必需的碳源和能量，从而影响微生物群落结构［２６］。 同时，土壤中的

石油也会影响土壤的细菌群落组成。 Ｓｕｔｔｏｎ 等人对长期柴油污染土壤 ２６ 个样品微生物群落组成和多样性的

研究结果表明，变形杆菌、放线菌门、酸杆菌门和绿弯菌门是主要的微生物类群［２７］。 在 Ｌｉａｏ 等人的研究中发

现，华北油田中的优势菌为放线菌及拟杆菌［２８］。 而在本研究中，发现石油污染的盐碱土壤的优势细菌菌群是

放线菌门、变形菌门、酸杆菌门、拟杆菌门和绿弯菌门，这与他人的研究结果基本相符。 在种植小黑麦的土壤

中，还会发现变形菌门相对丰度明显增加，而放线菌门，拟杆菌门和厚壁菌门较对照的相对丰度有所降低。 变

形菌门由一群革兰氏阴性细菌组成，可以降解石油碳氢化合物［２９］。 在“纲”的分类水平上，种植小黑麦后 γ⁃
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变形菌纲、芽单胞菌纲、β⁃变形菌纲和 δ⁃变形菌纲的相对丰度有小幅度增加。 属于变形菌门的 γ⁃变形菌纲的

相对丰度增加幅度较明显。 Ｇａｏ 等人通过研究不同程度盐碱化和原油污染的土壤中微生物群落的变化，发现

γ⁃变形菌纲在修复石油污染土壤的过程中起着重要作用［５］。 同样，在放线菌门和酸杆菌门中也包含有特异的

碳氢化合物降解细菌，它们对于土壤中的碳、氮和其他的营养物质的循环有着重要的作用。 Ａｌｌｅｎ 的研究表

明，在长期石油污染的地区可以发现酸杆菌门，认为这部分细菌参与了污染土壤的修复过程［３０］。
本研究通过细菌菌属的相对丰度分析发现，在石油污染的盐碱土壤种植的小黑麦根际，亚硝化单胞菌属、

噬纤维菌科⁃不可培养菌属、芽单胞菌属、烷烃降解菌科⁃未命名菌属、黄单胞菌属和丛毛单胞菌科⁃未分类菌属

等优势度较高，而在无石油污染及未种植植物对照组中这些菌群的优势度较低，清楚地表明石油污染土壤中

含有独特的石油降解细菌群落，同时小黑麦的种植会增加石油降解细菌群落的相对丰度。 这些优势菌属中，
亚硝化单胞菌是一种氨氧化细菌，能把氨氧化为亚硝酸，在土壤氮循环中发挥着重要作用，有助于给植物提供

氮素［３１］。 而烷烃降解菌科⁃未命名菌属和黄单胞菌属则与石油污染物的降解有关，研究发现烷烃降解菌科⁃未
命名菌属是一种能够降解烷烃的嗜盐菌，可以利用石油烃组分作为碳源在中度至高盐环境中生长，同时在研

究中发现黄单胞菌是一种污染程度较低时的高效石油降解菌［３２⁃３４］。 在本研究中检测出来的丛毛单胞菌科是

一类有机物质的天然分解者，这与 Ｓｕｎ 等人的研究对次生污染（运移油）样品中丛毛单胞菌科含量显著的结

果相似［３５］。 本研究结果表明，在石油污染的中会出现一类独特的以石油及石油分解物为碳源的微生物群，例
如烷烃降解菌、黄单胞菌以及丛毛单胞菌等等，同时种植小黑麦会促进石油污染的盐碱土壤中这类微生物的

生长，加速对土壤中石油烃类污染物的降解。
综上所述，种植小黑麦不仅自身可以耐受石油盐碱的双重胁迫，还可以增加根际土壤细菌群落的多样性，

并通过构建良好的微生物群落结构来加强修复效果，从而在盐碱土壤中达到一个较高的石油烃的降解率。
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