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摘　要　通过使用Ｈ２Ｏ２和Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２所形成的两种类Ｆｅｎｔｏｎ试剂对原油污染的土壤进行氧化

修复，在比较两种试剂氧化效果的基础上，采用１６ｓｒＤＮＡ技术对氧化后土壤中土著微生物的群落结构和功能

基因的影响进行了比较。结果表明：Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２所形成的类Ｆｅｎｔｏｎ试剂对原油的降解效果较好，原油

降解率达到５０．４８％；两种试剂氧化后土壤中的优势菌种均发生变化，由原来的放线菌门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）变为

变形菌门（犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪），同时氧化后土壤中的总功能基因含量下降，由原来的５８０９３１９３个分别下降到

３６２８２２１１个和３２３５５５２４个，而各种通路基因在总基因的占比变化不大。
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０　引　言

石油被广泛应用于生产及生活的各个领域，包括

工业、农业、交通运输业等，素有工业“血液”之称，目

前，全球石油总产量超过３０亿ｔ
［１３］。然而，在石油的

开采以及运输等过程中出现的“跑、冒、滴、漏”等现象

常导致其进入土壤和地下水进而造成污染［４５］。石油

是由烷烃、环烷烃、芳香烃等组成的混合物，具有高黏

度、低流动性、低挥发性和低生物降解性等特点，一旦进

入土壤和地下水将很难通过土壤和地下水的自我净化能

力去除［６］。现有石油类污染土壤的修复方法大体包括物

理法、化学法和生物法［７１１］。其中化学氧化法具有修复

污染物范围广、修复周期短、氧化剂易得等优点，是目前

处理地下水、沉积物和土壤石油污染的主流方法［１２］。

化学氧化技术中常用的化学药剂包括Ｏ３、ＫＭｎＯ４、

Ｎａ２Ｓ２Ｏ８和Ｆｅｎｔｏｎ试剂等，其中Ｆｅｎｔｏｎ试剂因其氧

化后不产生其他副产物而被广泛应用［１３］。在高浓度

石油烃污染土壤修复中通常采用化学氧化技术作

为预处理将高浓度的石油烃降低为低浓度的石油

烃，然后再采用微生物技术或自然监测法进行后

续修复［１４］。然而，化学试剂不仅能降解石油烃同

时也是一种杀菌剂，在氧化过程中不可避免地对

土著微生物造成影响，而致使后续的生物过程失

效。因此评价化学氧化后土壤中的微生物的群落

结构和功能基因的变化对后期的生物降解过程具

有重要的意义。

目前在对Ｆｅｎｔｏｎ试剂的研究中提出采用固体

Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２（溶于水后分解：Ｎａ２ＣＯ３１．５Ｈ２Ｏ２→

Ｎａ２ＣＯ３＋１．５Ｈ２Ｏ２）来替代 Ｈ２Ｏ２形成Ｆｅｎｔｏｎ试剂，

通过Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２缓慢释放 Ｈ２Ｏ２来避免与石

油烃反应时发生的自由基淬灭反应［１５］。因此，本研

究采用 Ｈ２Ｏ２和Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２所形成的两种类

Ｆｅｎｔｏｎ试剂对石油烃污染的土壤进行氧化处理，然

后通过１６ｓｒＤＮＡ高通量技术对土壤中土著微生物

的群落结构和功能基因进行分析。

１　实验部分

１．１ 试剂材料和仪器

过氧化氢（ω（Ｈ２Ｏ２）＝３０％，分析纯）、过碳酸钠

（Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２，分析纯）、四氯化碳（ＣＣｌ４，分析

纯）、七水合硫酸亚铁（ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，分析纯）、一水

合柠檬酸（Ｃ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ，分析纯），ＦａｓｔＤＮＡｋｉｔｆｏｒ

ｓｏｉｌ（ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ），ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液。

实验土壤采自新疆油田原油污染地区，挑除石

块、动植物残体后过２ｍｍ筛，密封后于－７０℃冰箱

保存。石油污染土壤的基本理化性质见表１。

表１　石油污染土壤的基本理化性质

原油含量／（ｍｇ·ｋｇ
－１） ｐＨ值 含水率（ω）／％ 总铁／（ｍｇ·ｋｇ

－１）总锰／（ｍｇ·ｋｇ
－１） 砂砾／％ 粉粒／％ 黏粒／％

４２３２６．２４ ７．６８ １．０３ １９８３．３１ ５２．１８ ８６．５６ １２．０６ １．３８
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实验所用仪器包括：ＫＨ６００ＴＤＢ型超声波清洗

仪（昆山市超声仪器有限公司）、ＬＤ５１０Ｂ型低速大容

量离心机（江苏同居科技仪器有限公司）、Ｏｉｌ４８０型

红外测油仪（北京华夏科创仪器股份有限公司）、７９００

型ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ）、ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭＳＴ 微型荧光

计（美国ＰｒｏｍｅｇａＧｌｏＭａｘＰｒｏｍｅ）。

１．２ 分析方法

土壤含油率的测定采用超声萃取法［１６］，即称取

干重为５ｇ的土壤于ＥＰＡＶＯＡ瓶中，然后在瓶中加

入１０ｍＬＣＣｌ４溶液后于１００Ｗ的超声波条件下超声

１０ｍｉｎ；随后在８００ｒ／ｍｉｎ的离心机中进行离心

５ｍｉｎ；将上清液通过盛有１ｃｍ厚度的无水硫酸钠

（３００℃干燥２ｈ）长颈玻璃漏斗（漏斗颈部塞有少许玻

璃棉）收集至锥形瓶中；然后重复上述步骤至样品液

无色。最后上清液通过稀释于红外测油仪中进行

测定。

１．３ 土壤微生物的测序

采用ＦａｓｔＤＮＡｋｉｔｆｏｒｓｏｉｌ试剂盒对土壤中的

ＤＮＡ进行提取，完成基因组ＤＮＡ抽提后，利用１％

琼脂糖凝胶电泳检测抽提的基因组ＤＮＡ，再使用带

有ｂａｒｃｏｄｅ的特异引物进行ＰＣＲ扩增；参照电泳初步

定量结果，将ＰＣＲ产物用ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭＳＴ进行检

测定量，之后按照每个样本的测序量要求，进行相应

比例的混合。

１．３．１ Ｍｉｓｅｑ文库构建

Ｍｉｓｅｑ文库构建主要包括以下步骤：

１）通过ＰＣＲ将Ｉｌｌｕｍｉｎａ官方接头序列添加至目

标区域外端；

２）使用凝胶回收试剂盒切胶回收ＰＣＲ产物；

３）ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液洗脱，２％琼脂糖电泳检测；

４）氢氧化钠变性，产生单链ＤＮＡ片段。

１．３．２ Ｍｉｓｅｑ测序

Ｍｉｓｅｑ测序主要包括以下步骤：

１）ＤＮＡ片段的一端与引物碱基互补，固定在芯

片上；

２）以ＤＮＡ片段为模板，芯片上固定的碱基序列

为引物进行ＰＣＲ合成，在芯片上合成目标待测ＤＮＡ

片段；

３）变性、退火后，芯片上ＤＮＡ片段的另一端随

机与附近的另外一个引物互补，也被固定住，形成“桥

（ｂｒｉｄｇｅ）”；

４）ＰＣＲ扩增，产生ＤＮＡ簇；

５）ＤＮＡ扩增子线性化成为单链；

６）加入改造过的ＤＮＡ聚合酶和带有４种荧光标

记的ｄＮＴＰ，每次循环只合成一个碱基；

７）用激光扫描反应板表面，读取每条模板序列第

一轮反应所聚合上去的核苷酸种类；

８）将“荧光基团”和“终止基团”化学切割，恢复３′

端黏性，继续聚合第二个核苷酸；

９）统计每轮收集到的荧光信号结果，获知模板

ＤＮＡ片段的序列。

１．４ 实验设计

实验共分３组，分别为空白组（ＣＫ）、Ｈ２Ｏ２形成

的类Ｆｅｎｔｏｎ试剂组（ＨＰ）和Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２形成

的类Ｆｅｎｔｏｎ组（ＳＰＣ），每组称取所采集土壤样品

１００ｇ于２５０ｍＬ锥形瓶中，实验前分别配置０．５Ｍ的

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和０．５Ｍ的Ｃ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ溶液，过

程中依次加入柠檬酸溶液和硫酸亚铁溶液，然后加入

Ｈ２Ｏ２溶液和 Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２固体，最后补充去

离子水使水土比控制为１∶１。药剂添加后，将锥形

瓶置于恒温摇床中于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ下反应２ｄ，实

验配方如表２。

表２　实验配方

编号 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ／ｍＬ Ｃ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ／ｍＬ Ｈ２Ｏ２（ω＝３０％）／ｍＬ Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２／ｇ 去离子水／ｍＬ

ＣＫ ０ ０ ０ ０ １００

ＨＰ ０．６ ０．６ ０．６ ０ ９８．２

ＳＰＣ ０．６ ０．６ ０ ０．６２ ９８．８

２　结果与讨论

２．１ 两种氧化方式对原油的降解效果比较

氧化后土壤中的原油含量如图１所示，由图１可

见，ＳＰＣ组对原油的降解效果明显好于 ＨＰ组，其中

ＳＰＣ组经过氧化后原油含量从４２３２６．２４ｍｇ／ｋｇ降

解到２０９６０．３３ｍｇ／ｋｇ，相应的降解率达到５０．４８％，

而 ＨＰ组氧化后的原油含量为２７６８９．３３ｍｇ／ｋｇ，降

解率为３４．５８％。占升等
［１５］应用 Ｈ２Ｏ２和Ｎａ２ＣＯ３·

１．５Ｈ２Ｏ２活化Ｎａ２Ｓ２Ｏ８对ＰＡＨｓ污染的土壤进行降
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解，得出Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２活化好于 Ｈ２Ｏ２，这可能

是由于Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２为有载体的Ｈ２Ｏ２，在反应

的过程中缓慢释放 Ｈ２Ｏ２，进而避免了氧化剂产生的

自由基间的淬灭反应，导致其降解效果更好。

图１　氧化后各组的原油含量

２．２ 两种氧化方式对土著微生物多样性的影响

氧化反应后，对３个样品土壤中的Ａｌｐｈａ微生物

多样性分析，计算的Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ａｃｅ、Ｃｈａｏ、

Ｃｏｖｅｒａｇｅ等指数如表３所示。

表３　土壤样品微生物群落多样性指数

样品

名称
Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ａｃｅ Ｃｈａｏ Ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＣＫ ３．１００８４５０．０９７２５１２８３．１２６８４１２８７．８３３３３３０．９９９３０４

ＨＰ ３．３７９９７３０．０６０１１０２１８．２７６２２５２１７．５５５５５６０．９９９３５５

ＳＰＣ ３．１３８５１１０．０９３２４８２１３．０８３６８５２１９．０７１４２９０．９９９３６３

Ｃｈａｏ和Ａｃｅ指数表征样品微生物群落丰度，数

值越大丰度越高，从表３得出，两种氧化剂均使微生

物群落丰度降低，未进行氧化的ＣＫ组，其Ｃｈａｏ指数

和Ａｃｅ指数分别为２８７．８３３３３３和２８３．１２６８４１，而

经过 ＨＰ和ＳＰＣ氧化处理后的Ｃｈａｏ和Ａｃｅ则降低

到２１０～２２０，且这两种氧化方式对微生物群落丰度

的影响相差不大。Ｓｈａｎｎｏｎ指数和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数表

征微生物的多样性及均匀性。由表３可知，经过氧化

处理后Ｓｈａｎｎｏｎ指数变化不大，即说明氧化后对微生

物的多样性影响不大。比较两种氧化剂氧化后的

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数发现，ＨＰ氧化后其Ｓｉｍｐｓｏｎ指数降低，

这表明经过ＨＰ氧化后土壤中的微生物群落均匀性

变差，而ＳＰＣ氧化后的Ｓｉｍｐｓｏｎ指数则变化不大。

通过对图２的３个土壤样品ＯＵＴ分布物种Ｖｅｎｎ

图可以得出ＣＫ组、ＨＰ组和ＳＰＣ组共有的 ＯＵＴ有

１４６个，经过氧化处理的ＨＰ和ＳＰＣ组均与未进行氧化

处理的空白组共有的ＯＵＴ有１６６（１４６＋２０），且经过

ＨＰ和ＳＰＣ氧化后的物种大部分是相同的。

图２　土壤样品ＯＵＴ分布Ｖｅｎｎ图

在门水平分析土壤样品中的微生物群落结果组

成，如图３所示，化学氧化后，土壤中的优势菌种发生

变化，未进行氧化的ＣＫ组，其优势菌种为放线菌门

（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）占整体的４７．１６％，其次为变形菌门

（犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪）和绿弯菌门（犆犺犾狅狉狅犳犾犲狓犻）分别占总

体的３１．５４％和１８．５８％。而经过ＨＰ和ＳＰＣ氧化后

土壤中的优势物种均变为了变形菌门（犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲

狉犻犪），放线菌门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）则变为次级优势种

群，但所占的比例各有不同，在 ＨＰ组中占８０．６６％，

而在ＳＰＣ组则占据６１．１６％。其次ＣＫ组中存在的

异常球菌栖热菌门（犇犲犻狀狅犮狅犮犮狌狊犜犺犲狉犿狌狊）（１．４６％）

则在氧化后消失。有研究表明［１７］放线菌门（犃犮狋犻

狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）可以在高温，低含水量的条件下形成孢

子，被认为是对有机质分解均有良好作用的菌门。在

本研究中放线菌门在长期原油污染土壤中形成了优

势菌属，具有一定的原油降解能力，但经过化学氧化

后此菌门变为次一级的优势物种，因此若后续进行生

物修复，可能化学氧化具有一定的影响。

图３　不同氧化处理后样品中微生物群落结构组成（门水平）

２．３ 氧化后功能基因变化情况

氧化后功能基因变化采用ＫＥＧＧ基因组数据库

进行分析，具体包括细胞过程通路、新陈代谢通路、遗

传信息处理通路、环境信息处理通路、人类病症相关

通路和生物体系统通路［１８］。不同氧化方式氧化前后

·９３·　２０１９年２月　　　　　　　　高春阳等：Ｆｅｎｔｏｎ氧化对微生物群落结构和功能基因的影响



在ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ功能分类上所含基因数目和丰度

情况如图４所示。从图４可看出两种氧化剂氧化后

在基因数量上均出现降低的现象，未进行氧化的ＣＫ

组总基因数量为５８０９３１９３个，而经过 ＨＰ和ＳＰＣ

氧化后总基因数量则分别下降到３６２８２２１１个和

３２３５５５２４个，其中对控制新陈代谢通路上的基因影

响最大，由ＣＫ的３４９７５８９５个分别降低到２０７７５１４６

和１９４２４７３２个，ＳＰＣ对基因数量的影响更大。这是

由于氧化剂也是杀菌剂，氧化过程中致使一部分的土

著微生物死亡所致［１４］。然而在各种基因在总体基因

的丰度上变化不大，其中ＨＰ氧化后在细胞过程通路

和环境信息处理通路占比略有增加，分别从原占比的

３．７４和１６．３增加到５．６８和１７．７６。

图４　氧化前后在ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ功能分类上

所含基因数目和丰度情况

３　结　论

１）Ｈ２Ｏ２和Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２形成的类Ｆｅｎｔｏｎ试

剂对原油污染土壤的石油类降解率分别为３４．５８％和

５０．４８％，Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２所形成的类芬顿试剂降

解效果更好。

２）Ｈ２Ｏ２和 Ｎａ２ＣＯ３·１．５Ｈ２Ｏ２形成的类Ｆｅｎ

ｔｏｎ试剂氧化后均对土壤中的土著微生物丰度产

生影响，表征微生物群落丰度的Ｃｈａｏ和 Ａｃｅ指数

有原来的２８７．８３３３３３和２８３．１２６８４１降低到

２１０～２２０，且氧化后土壤中的优势微生物种群发

生变化，原来的放线菌门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）变为次级

优势种群，而变形菌门（犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪）成为新的优

势种群。

３）氧化后土壤中的总基因数量降低，两种氧化方

式氧化后总基因数量由５８０９３１９３个分别下降到

３６２８２２１１个和３２３５５５２４个，而各种通路基因在总

基因的占比变化不大，其中 ＨＰ氧化后在细胞过程通

路和环境信息处理通路占比略有增加，分别从原占比

的３．７４和１６．３增加到５．６８和１７．７６。
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展研究，高振兴［７］通过实验证明应该降低回注水中的

ＣＯ２组分，因为它会加速地层方解石的溶解速率。回注

标准的更新及判定其对地层造成的影响需要开展更多因

素更深入的研究佐证。此外，回注井的安全是建立在做

好通道隔层的加固的基础之上，应加强监测工作。

页岩气采出水的回用目前均未复配压裂液，其处理

技术的选择取决于所复配压裂液时各企业执行的标准，

因污水产生的行业限制，多为企业标准。开发现场多使

用化学氧化、杀菌、化学絮凝等技术，页岩气开采时，周边

环境有自然水体时，以一定比例掺复配压裂液使用，可以

更好的使复配压裂液的黏度、张力、配伍性指标达到要

求。采出水的回用是“十三五”节水减排的环保需求。

目前，因页岩气开采具有周期短的特性，在技术

储备方面，要结合地方标准，并考虑撬装化处理设施，

便于移动作业。少数具有前瞻性的开采单位，已经积

极筹备基于达标处理的页岩气污水处理平台。本文

强调地方外排标准中新增ＴＤＳ、氯化物等指标，需页

岩气开采单位重点关注并积极开展小试、中试研究，

做好技术调研及储备。

特别强调做好脱盐技术的储备方案，建议选择适

度脱盐、逐级浓缩、多种技术耦合的脱盐工艺流程以

降低运行成本，提高脱盐效率及产水水质。

我国页岩气储量丰富，具有较大的开发潜力，现

场处理技术的选择不仅要考虑多撬装化处理设施，还

应在技术集成、装置一体化、处理成本控制等方面深

入研究。也为压裂液复配后，残余无法回用的废水的

达标处理做技术储备。
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