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摘要  研究二次低能离子束诱变对石油污染土壤中微生物原油降解能力及产表面活性剂能力的影响。选取经

一次低能粒子束诱变筛选出的高效产表活烃降解菌 23A 作为出发菌株，对其进行第二次低能离子束注入诱变。

二次诱变后可以产生降解原油效果更好的菌株，并且能降低表面张力，所筛选出的菌 23A-3，对原油的降解率

比出发菌高 17.3%，产生的表面活性物质使表面张力低于出发菌 25%。结果表明：利用低能离子束对烃降解

微生物进行二次诱变改良是可行的，对烃降解菌降解水平的进一步提高具有现实意义，同时也丰富了离子束

生物工程学的技术路线。 
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随着石油工业的发展，石油在开采、运输和使

用过程中的泄漏以及含油废弃物的排放引起的土壤

污染问题日益严重。环境中的石油污染危害表现在

土壤中对植物根系的损害，造成植物的死亡，石油

的某些有害成分在粮食中形成积累，并进入食物链；

同时污染地下水体，危急人类健康[1-3]。因此，石油

污染土壤的修复研究越来越受到人们的重视。在诸

多石油污染土壤的治理方法中，微生物修复技术被

公认为是治理石油污染的较好方法，特定的微生物

在生长过程中会以石油作为营养物质，对其进行分

解利用，产生无害的代谢产物。另外，微生物在生

长代谢过程中也会产生表面活性物质，这种物质能

进一步促进微生物对石油的分解，因此微生物修复

技术以其工艺简单、成本低、效果好以及不引起二

次污染等优点日益受到广泛关注[4-7]。获得高效、广

谱、稳定、适应性强的石油降解菌株是进行生物修

复石油污染土壤的关键。因此，诱变改良选育出高

效产表面活性剂烃降解菌的研究至关重要[8]。低能

离子束作为一种诱变源，具有损伤轻、突变率高、

不易回复突变等优点[9]，已经广泛的应用于育种领

域[10-11]。本研究以低能离子束为诱变源，以表面张

力和烃降解率为筛选指标对诱变菌种进行了诱变和

筛选。 

1 实验材料和方法 

1.1 出发菌 

烃降解菌 23A，由大庆油田污染土壤中分离出

烃降解菌株 23，经低能离子束诱变（一次诱变）

筛选出诱变菌 23A，该菌有较高的产表面活性剂

和降解原油的能力。经生理生化以及 16SrDNA 分

子鉴定，出发菌 23A 为革兰氏阴性杆状铜绿假单

胞菌。 

1.2 培养基 

1.2.1  种子培养基  KH2PO4 1 g，Na2HPO4 1 g，

MgSO4·7H2O 0.4 g，NaNO3 1 g，NH4Cl 1.25 g，牛肉

膏 0.5 g，蛋白胨 1.0 g，酵母膏 1.0 g，微量元素 5 mL，

蒸馏水 1000 mL，pH 7.0－7.2。 
1.2.2  肉胨培养基  牛肉膏 1.5 g，蛋白胨 5 g，酵

母膏 0.05 g，NaCl 2.5 g，琼脂粉 9 g，蒸馏水 500 mL，

pH 7.0。 
1.2.3  无机盐培养基  MgSO4·7 H2O 0.2 g，K2HPO4 

1.0 g，KH2PO4 1.0 g，NH4NO3 1.0 g，FeSO4 0.05 g，

CaCl2 0.02 g，蒸馏水 1000 mL，pH 7.0－7.2。 
1.2.4  烃降解摇瓶培养基  无机盐培养基+2 g原油。 
1.2.5  产表面活性剂培养基  无机盐培养基+13 g

葡萄糖。 
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1.2.6  实验用油  大庆油田南 6-40-丙 619 井。 
产表活培养基在 115℃，其他培养基在 121℃下

灭菌 20 min。 

1.3 样品处理及离子注入 

1.3.1  样品制备  使用活化培养基将菌株 23A 活

化培养 24 h，菌液用生理盐水稀释至相应倍数后，

取 0.1 mL 涂布于 90 mm 平皿上，置超净工作台吹

干。 
1.3.2  离子束注入处理  离子注入在南京工业大学

离子束生物工程实验室采用离子束生物工程装置进

行。注入参数（从一次诱变时的注入参数中，根据

致死率以及正突变率等数据选取的最佳注入参数）：

20 keV N+，脉冲式注入，间隔 10 s，每个脉冲 30

个单位，每个单位注入剂量为 2.5×1013 /cm2，注入

速度约为每秒 2 个单位，靶室真空度约为 10-2 Pa，

束流 400 [12]。注入剂量分别为 0（真空对照）、

30、60、90、120、150 个单位，并做 3 个平行

样。 
1.3.3  存活率统计  注入完成后，立即用 1 mL 无

菌水清洗平皿，稀释 100 倍后，取 0.1 mL 菌液涂于

肉胨平板上，35℃培养 24 h，使用稀释平板计数法

统计菌落数，各剂量处理均与空白对照组对比，求

得相对存活率。存活率（%）=各处理剂量的总单菌

落数/真空对照的总单菌落数×100。 
1.3.4 发酵液表面张力的测定  挑取真空对照和各

剂量处理的单菌落，接于肉胨培养基斜面上，35℃

培养24 h后保存于4 ℃冰箱中备用；同时接于10 mL

种子培养基中，135 r/min 转速于 35℃摇床培养 2 d；

以 2%的接种量将发酵液接种于 25 mL 产表面活性

剂液体培养基中，每个菌做 3 个平行，以相同条件

培养 3 d，取各处理的产表活培养基发酵液，用表面

张力计测定表面张力大小，取平均值。本实验所采

用的是上海衡平仪器仪表厂生产的BZY-1型全自动

表面张力仪。 
1.3.5 突变率统计  把各剂量处理的发酵液表面张

力值分别于真空对照组比较，统计出正突变效率（表

面张力值比出发菌降低≥5.0%）。 
1.3.6 石油烃降解率的测定  用石油醚对培养液中

的残余油进行萃取（其中有 3 瓶培养液未接菌株，

作为空白对照，用于数据的矫正，排除非生物降 

 

解的原油烃消耗），再用活化后的颗粒状无水硫酸

钠脱水，过滤后用旋转蒸发仪蒸干，转至预先衡重

的小瓶中，采用重量法测定培养液中残余油含量，

与对照培养液比较计算原油降解率。降解率的计算

公式： 
降解率 r=（m1-mi）/m1×100% 

 
式中，m1 为初始加入到培养基中的石油量，mi为培

养 i 天后剩余的石油量[13,14]。 
1.3.7 最佳注入剂量  根据菌株的存活率和突变率

确定最佳注入剂量。 

2 结果和分析 

2.1 最佳注入剂量的确定 

在之前一次诱变中发现，随着辐射剂量的增加，

生物体的存活率呈现“马鞍型”波动曲线[15]，如图

1 所示。二次诱变后，存活率没有明显表现出“马

鞍型”波动曲线，但在整体上，随着注入剂量的增

加，微生物的存活率呈下降趋势，并且二次诱变后

的存活率明显高于一次诱变。这说明存活率曲线出

现“马鞍型”需要满足一定的条件。经过一次注入

后，菌体细胞对离子束注入产生了一定的抵抗能力，

造成存活率明显高于一次诱变，并且呈现出不明显

的“马鞍型”。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 一次诱变和二次诱变后的存活率 
Fig.1  Survival rate of primary and secondary mutation 

二次诱变后，各注入剂量下的正突变率略高于

一次诱变（见表 1）。正突变率在注入剂量为 90 个

单位时达到最高值，而存活率为 44.5%，相对较高，

所以，最佳照射剂量确定为 90 个单位，这与一次诱

变时所选取的最佳照射剂量相同。 
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表 1 两次诱变后不同注量下的正突变率 
Table 1  Positive mutation rate in different dose after inducing mutations twice 

注量 / 2.5×1013·cm-2 
Fluence 

一次诱变正突变率 / % 
Positive mutation rate of primary mutation  

二次诱变正突变率 / % 
Positive mutation rate of secondary mutation 

30 14.4 18.8 

60 23.7 25.0 

90 32.4 36.4 

120 21.5 22.2 

150 10.8 20.3 

2.2 表面张力的比较 

二次诱变后，将注入剂量为 90 的平板用无菌水

冲洗，菌液稀释后涂于肉胨平板上，35℃培养 24 h
后，根据菌落的形态和是否产色素共挑去了 11 株不

同的菌种（23A-1－23A-11），培养并测定其各自发

酵液的表面张力（见图 2）。 

 
二次诱变后挑取的菌种 23A-1 的表面张力最低，为

27.2 mN/m，而出发菌的表面张力为 37.6 mN/m，

降低 27.7%，并且在挑取的 11 株中，有 8 株的表

面张力低于出发菌，这说明对菌种进行二次诱变仍

能获得使表面张力再次降低的菌种。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 诱变菌株和出发菌株的表面张力 
Fig.2  The surface tension of original strain and mutant strain 

2.3 石油总烃降解率 

将挑取的 11 个菌株进行原油降解实验，有 3
个菌株基本没有降解原油，其余 8 个菌株的原油降

解率如图 3 所示。在所挑取的菌株中，菌 23A-3 的

原油降解率高于出发菌，高出 17.3%，有两个菌株 
 

 
的原油降解率远远低于出发菌。离子束诱变是不定

向的，正突变和副突变均有，此次挑去的诱变菌具

有一定的随机性，菌 23A-3 的出现有一定的偶然性，

但符合离子束诱变的规律，它的出现也有一定的必

然性。图 4 为微生物培养 7 d 后对原油的降解效果。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 出发菌株和诱变菌株的石油总烃降解率 
Fig.3  Bio-removal efficiency rate of total petroleum hydrocarbon of original strain and mutant strain 
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                            CK               Original strain 23A      Mutant strain 23A-3 

图 4 摇瓶培养 7 天后的原油降解效果 
Fig.4  Degradation of crude oil after 7 d incubation 

3 结论 

由于一次诱变的效果不够理想，本实验对离子

束注入诱变选育得到产生物表面活性剂的高效石油

降解菌进行第二次诱变，确定了二次注入的参数和

最佳注入剂量。注入能量为 20 keV，在注入剂量为

90 个单位时，正突变率最高，存活率为 44.5%。二

次诱变后微生物的存活率远远高于一次诱变。结果

表明，二次诱变后能得到数量较多的高效产生物表

面活性剂的菌种，其中筛选出的菌 23A-1 的表面张

力最低，较出发菌降低达 27.7%，但是对原油的降

解率低于出发菌。在原油降解试验中，菌 23A-3 表

现出较高的原油降解效果，其高出出发菌 17.3%，

且产生的表面活性物质使表面张力低于出发菌

25%，接近菌 23A-1。可以发现，在本研究中，诱

变菌在产表面活性剂和烃降解能力方面表现并不一

致，这也说明表面活性物质只能在一定程度上提高

微生物对原油的降解率，而对降解率不起决定性作

用。可见，利用低能离子束对烃降解微生物进行二

次诱变改良是可行的，对烃降解菌降解水平的进一

步提高具有现实意义，也为石油污染土壤的现场修

复提供了优良的菌种和治理石油污染的新思路。 
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Secondary mutation of petroleum microbe with low-energy ion implantation 
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ABSTRACT  To study the effects of secondary mutation on the ability for degradation of petroleum hydrocarbon 

and producing biosurfactant, microorganism from the oil contaminated soil was implanted again with low-energy N+ 

ions. Mutant strain 23A, obtained after the primary mutation with the low-energy N+ which could efficiently degrade 

oil and produce biosurfactant, was implanted again with low-energy N+. Secondary mutant strain degrades oil better 

and reduces the surface tension of culture medium significantly. Compared with the original strain 23A, mutant strain 

23A-3 increases the degradation rate of total petroleum hydrocarbon by 17.3% and decreases the surface tension of 

culture medium by 25%. The results indicate that the secondary mutation has great potential to gain more effective 

microorganism. It has practical significance to improve the level of petroleum degradation further, and can enriche the 

technical route of ion beam bioengineering. 
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