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摘 要：为探究石油污染土壤中微生物群落结构特征及降污固碳潜力，该研究选取中国东部、中部、西北部、西南部 4个典型

油气田企业在役井场为研究区域，结合 16S rRNA高通量测序及生物信息学技术，研究不同油田表层土壤（0~20 cm）潜在降污、固

碳微生物群落结构变化规律及主要驱动环境因子，并针对降污、固碳相关代谢通路进行预测及功能注释。结果表明：（1）不同油

田土壤全量养分及微生物生物量大致呈东部油田最高，西南部及西北部油田较为接近，中部油田最低的规律。（2）研究区土壤微

生物优势菌为变形杆菌门、放线菌门、绿弯菌门、拟杆菌门，酸杆菌门。（3）基于VPA、RDA分析结果推测，微生物量碳、微生物量

氮、RubisCO 酶活性、总石油烃含量为影响污染土壤微生物群落结构变化的主要驱动环境因子，其中，TPH（r2=0.67、P=0.001）、

MBC（r2=0.36、P=0.004 2）、MBN（r2=0.74、P=0.003）和 RubisCO酶活性（r2=0.37、P=0.004 1）均与微生物群落结构具有显著相关性。

（4）KEGG数据库功能注释结果表明，不同油田污染土壤中与微生物固碳过程相关的代谢通路相对丰度均显著高于与石油烃等有

机物降解相关的代谢通路，且上述通路在不同油田间的相对丰度差异较小。研究结果为支撑新形势下石油石化行业减污增汇技

术发展具有重要意义。
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Abstract：In order to explore the characteristics of microbial community structure and the potential of pollution reduction
and carbon sequestration in petroleum contaminated soil, four typical oil and gas field enterprises in-service well sites of east⁃
ern, central, northwestern and southwestern China are selected as the research areas, combined with 16S rRNA high-through⁃
put sequencing and bioinformatics technology, the changes of microbial community structure and main environmental driving
factors of potential pollution reduction and carbon sequestration in surface soil (0~20 cm) of different oil fields were explored,
and the metabolic pathways related to pollution reduction and carbon sequestration were predicted and functionally annotated.



第5期

The results show that total nutrient and microbial biomass of soil in different oil fields generally exhibit the highest levels in
the eastern oilfields, relatively close levels in the southwestern and northwestern oil fields, and the lowest levels in the central
oil fields. The dominant bacteria in the soil of the study area were Proteobacteria, Actinobacteriota, Chloroflexi, Bacteroidota
and Acidobacteriota. Based on the results of VPA and RDA analysis, MBC, MBN, RubisCO enzyme activity and TPH were
the main driving environmental factors affecting the change of microbial community structure in contaminated soil. Among
them, TPH (r2=0.67, P=0.001), MBC (r2=0.36, P=0.004 2), MBN (r2=0.74, P=0.003) and RubisCO enzyme activity (r2=0.37,
P=0.004 1) were significantly correlated with microbial community structure. The functional annotation results of KEGG
database showed that the relative abundance of metabolic pathways related to microbial carbon sequestration in contaminated
soils of different oilfields was significantly higher than that of metabolic pathways related to the degradation of organic matter
such as petroleum hydrocarbons, and the relative abundance of the above two types of pathways was small among different
oilfields. The results are of great significance to support the development of pollution reduction and sink increase technology
in petroleum and petrochemical industry under the new situation.
Key words：oil pollution; pollution-reducing and carbon-fixing soil microorganisms; microbial community structure charac⁃
teristics; metabolic function

《京都议定书》签订以来，以全球变暖为代表的气

候问题已成为最受关注的环境问题与发展挑战之

一[1-3]。石油和天然气行业是传统的碳排放“大户”，据

国际能源署发布的《2022年二氧化碳排放报告》[4]显

示，全球二氧化碳排放量约 368亿 t/a，其中石油和天

然气排放的二氧化碳约113亿 t/a，占全球碳排放总量

的近1/3。目前，全球各大石油公司相继提出“碳中和

目标”及相应的碳减排举措[5，6]，主要包括优化产业结

构、减少直接碳排放、清洁能源替代、碳捕集与封存和

生态系统碳汇等。

陆地生态系统固碳是最经济可行和环境友好的

降碳途径之一[7]，土壤作为陆地生态系统最大的碳

库[8，9]，其碳储量相当于大气、植物碳库的 2~3倍 [10]。

我国土壤碳储量和固碳潜力巨大，其碳储量约为100~
160 Pg C（相当于 3 000亿 t CO2），年固碳速率约为

2.8亿 t CO2
[11-13]。据此，提高土壤生态系统碳储量和

固碳能力，已成为全球变化研究的热点和焦点。

传统上，土壤有机碳储量的研究集中在植物源碳

对土壤有机碳库的重要贡献等方面[14，15]，然而，“土壤

微生物碳泵”[16，17]等新概念强调了微生物在土壤有机

碳存储中的积极作用，逐渐将土壤有机碳库的主要贡

献转向微生物源碳的周转和调控过程，研究热点主要

集中在土壤碳汇和各组分的周转及其微生物响应机

制[18，19]。双碳背景下，石油石化场地污染形势较为严峻，

石油污染对土壤微生物群落产生选择性压力，导致其

形成独特的群落结构。近年来石油烃降解微生物在

碳代谢中的作用受到越来越多国内外学者的关

注[20-23] ，但石油烃污染胁迫下土壤生境中是否存在固

碳微生物及其固碳机制方面研究则鲜有报道。据此，

本研究将传统生物修复技术关注的重点由“石油烃等

污染物降解微生物”扩展至“降污、固碳微生物群体”，

开展石油污染土壤降污、固碳微生物群落结构特征与

代谢功能研究，对支撑新形势下石油石化行业减污增

汇技术发展具有重要意义。

综上，本研究以我国典型油气田企业在役井场石

油污染表层土壤为对象，利用高通量测序技术及生物

信息学分析手段，开展污染土壤潜在降污、固碳微生

物群落结构分析，揭示潜在降污、固碳微生物群落与

环境因子的响应关系及环境解释度，预测及注释微生

物降污、固碳相关代谢通路，为解析石油烃等有机污

染物胁迫下土壤生境中的微生物降污、固碳理论及其

协同作用机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 研究区及样品基础信息

本研究选取我国东部、中部、西北部及西南部地

区4个典型油气田企业在役井场为研究区域，各研究

区开发阶段、地理位置、气候类型、土壤类型等见

表 1。于2023年9月，在各研究区在役井场随机选取4
处不同污染区块为采样点，分别设置10 m×10 m的样

方，利用五点采样法采集石油污染表层土壤（0~20 cm）
约 1 kg，充分混匀后装入无菌自封袋中，用冰袋冷藏

运回实验室。本研究共计采集供试土壤样品16个，分

别以E1~E4表示东部某油田样品、M1~M4表示中部

某油田样品、NW1~NW4 表示西北部某油田样品、

SW1~SW4表示西南部某油田样品。

样品去除动植物残体及砾石后平均分为 3份，一

份自然风干后过 2 mm筛，用于测定土壤理化指标及

总石油烃含量；一份置于-20 ℃冰箱保存，用于测定土

壤微生物量碳氮及 1,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶

（RubisCO酶）活性；最后一份置于-80 ℃超低温冰箱

保存，用于土壤微生物多样性测序。土壤理化指标、

宋佳宇，等 石油污染土壤微生物群落结构及降污固碳潜力 91
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总石油烃含量、微生物量碳氮、RubisCO酶酶活性均

在收到样品后一周内完成测试。

1.2 土壤理化生指标及分析测试方法

本研究测定的指标分为物理、化学、生物 3类指

标，其中，物理指标为土壤含水率；化学指标包括土

壤 pH、总磷（TP）、总氮（TN）、土壤有机碳（SOC）4种；

生物指标包括微生物量碳（MBC）、微生物量氮（MBN）
2种。每个样品设置3个平行。样品理化生指标及分

析测试方法见表2。
表2 样品理化生指标及测试方法

Table 2 Physiochemical and biochemical indexes of samples and
determination methods

指标分类
物理指标

化学指标

生物指标

测定指标
含水率

土壤pH
TP
TN
SOC

MBC
MBN

测试方法
烘干法（105 ℃）[32]

1∶2.5水土比电位法[32]

碱熔-钼锑抗分光光度法[32]

凯氏定氮法[32]

燃烧法[32]

熏蒸提取法[32]

熏蒸提取法[32]

1.3 土壤总石油烃测试方法

土 壤 总 石 油 烃 (total petroleum hydrocarbons，
TPH)参照《土壤和沉积物 石油烃（C10~C40）的测定

气相色谱法》(HJ 1021-2019)测定。测试方法如下：称

取10.00 g新鲜土壤样品于研钵中，加入适量硅藻土研

磨至流砂细粒状，利用快速溶剂萃取仪（AES-350型，

美国赛默飞世尔科技公司）萃取研磨后样品，萃取剂

为丙酮-正己烷混合液（体积比1∶1，色谱级），萃取条

件为：萃取压力 1 500 psi，萃取温度 120 ℃，静态萃取

5 min，淋洗体积60%，氮气吹扫60 s，循环2次，收集萃

取液。萃取液经100 mL超纯水振荡（RS-2A型，常州

上特仪器有限公司）洗涤2次后保留上层有机相，利用

无水硫酸钠（优级纯）脱水后旋转蒸发（RV 10型，德

国 IKA公司）浓缩至1.00 mL，即得待测样品。

利用气相色谱法测定待测样品中总石油烃含量，

色谱柱选择毛细管色谱柱（DB-5MS型，柱长30 mm×
内径 0.32 mm×膜厚 0.25 μm）。仪器条件为：进样口

温度 300 ℃，检测器温度 325 ℃，不分流进样，进样量

1 μL。色谱柱升温程序设置为：初始温度 50 ℃保持

2 min，以40 ℃/min升温至230 ℃，以20 ℃/min升温至

320 ℃保持 20 min；载气为高纯氮气（纯度≥99.999%，

流量为1.5 mL/min）。
样品中总石油烃含量见表3。

表3 不同油田污染土壤样品总石油烃含量
Table 3 Total petroleum hydrocarbon content of contaminated soil

samples in different oil fields (mg/kg)

样品编号

E1
E2
E3
E4
M1
M2
M3
M4

总石油烃含量

43.04±9.72 p
247.53±23.51 m
784.85±21.28 h
1 266.18±16.26 f
896.33±17.37 g
1 636.67±58.54 c
2 726.67±33.92 b
3 950.04±30.65 a

样品编号

NW1
NW2
NW3
NW4
SW1
SW2
SW3
SW4

总石油烃含量

117.37±8.89 o
224.33±14.73 n
270.92±27.73 l
323.56±30.66 k
426.57±22.73 j
770.74±52.33 i

1 420.89±33.90 e
1 600.41±39.59 d

注：不同字母代表显著性差异（P<0.05）。

1.4 RubisCO酶活性测定方法

1.4.1 样品前处理

称取新鲜土壤样品 1.00 g，加入 10 mL磷酸盐缓

冲液（0.01 mol/L，pH 7.2~7.4），置于多管漩涡振荡器

（UMV-1型，北京优晟联合科技有限公司）中震荡30 s
后，4 000 r/min离心（5427-R型，德国Eppendorf公司）

15 min，所得上清液即为待测样品。

1.4.2 RubisCO酶酶联免疫分析方法

利用土壤 1, 5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶

（RubisCO）ELISA试剂盒（上海瑞番生物科技有限公

司）测定RubisCO酶活性，测定方法严格参照试剂盒

说明书，具体如下：（1）设置标准品孔。在 96孔酶标

板中设置6个标准品孔，每孔加入50 μL标准品，浓度

梯度依次为0、5、10、20、40、80 U/L，每个梯度设置 5个

平行。（2）加样。设置16个样品孔及1个空白孔，样品

孔中加入待测样品 10 μL 后再加入样品稀释液 40
μL，每个样品设置5个平行。（3）温育。标准品孔和样

品孔均加入辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，
HRP）标记的检测抗体100 μL，封板膜封板后在37 ℃下

温育（HH-4型，江苏省金坛市友联仪器研究所）60 min。
空白孔除不加样品及酶标抗体外，其余步骤相同。（4）
洗板。每孔注入洗液 350 μL，浸泡 1 min后置于自动

洗板机（RT-3000型，北京维欣仪奥科技发展有限公

司）洗板5次。（5）显色。每孔加入底物A、B各50 μL，

研究区

东部某油田

中部某油田

西北部某油田

西南部某油田

开发阶段

开发中后期

开发中后期

开发中后期

开发中后期

地理位置

38°43'00''N，117°30'00''E

37°09'53''N，107°37'11''E

42°55'15''N，89°25'53''E

31°74'24''N，104°46'12''E

气候类型

季风半湿润气候

半干旱/干旱气候

温带大陆性气候

亚热带季风气候

平均
海拔/m

<5

1 000~1 400

500~1 000

250~1 500

年平均
气温/℃

14~16

6~14

9~10

17~20

年平均
降水量/mm

500~600

200~400

<100

1 200~1 300

土壤类型

以草甸土和滨海盐土为主[24，25]

以栗钙土、棕壤、褐土为主[26，27]

以钙层土、漠土为主[28，29]

以赤红壤、红壤、黄壤为主[30，31]

表1 研究区开发阶段、环境气象信息和土壤类型
Table 1 The development stage, environmental meteorological information and soil type in the study areas
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37 ℃避光孵育 15 min。（6）测定。加入终止液50 μL，
15 min内测定各孔450 nm波长吸光度（OD值）（Syner⁃
gy H1型，美国BioTek公司）。（7）样品RubisCO酶活

性值计算。以标准品浓度为横坐标，对应OD值为纵

坐标绘制标准品线性回归曲线，按照曲线方程计算各

样品浓度值，即为样品RubisCO酶活性值。

样品中RubisCO酶活性见表4。
表4 不同油田污染土壤样品RubisCO酶活性

Table 4 RubisCO enzyme activity in different oilfield contaminated
soil samples (U/L)

样品编号
E1
E2
E3
E4
M1
M2
M3
M4

酶活性
72.25±2.39 b
39.73±1.25 ij
53.21±3.04 f
45.57±1.87 g
42.84±3.06 h
77.12±2.31 a
38.84±2.81 jk
67.26±2.69 c

样品编号
NW1
NW2
NW3
NW4
SW1
SW2
SW3
SW4

酶活性
36.23±3.36 k
70.28±1.48 b
60.50±2.05 d
41.95±2.94 hi
30.91±1.26 l
57.27±1.83 e
45.94±2.49 g
61.83±2.09 d

注：不同字母代表显著性差异（P<0.05）。

1.5 高通量测序

1.5.1 土壤样品DNA提取

根据 DNeasy® 96 PowerSoil® Pro QIAcube® HT
Kit说明书提取样品微生物群落总 DNA，利用超微

量分光光度计（NanoDrop 2000型，美国赛默飞世尔

科技公司）和 1% 的琼脂糖凝胶测定 DNA 浓度和

纯度。

1.5.2 高通量测序与微生物多样性分析

采用引物 338F（5'-ACTCCTACGGGAGGCAG⁃
CAG-3'）和 806R（5'-GGACTACHVGGGTWTCTA⁃
AT-3'）对样品 16S rRNA基因的V3~V4可变区进行

PCR扩增。扩增反应程序为：95 ℃预变性3 min，95 ℃
变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，29个循环，

72 ℃最终延伸 10 min。PCR扩增体系（20 μL）为：5×
FastPfu Buffer 4 μL，2.5 nmol/L dNTPs 2 μL，FastPfu
Polymerase 0.4 μL，BSA 溶液 0.2 μL，引物 338F 和

806R各0.8μL，模板DNA10 ng，加无菌ddH2O至20μL。
利用Miseq PE300平台（美国 Illumina公司）进行样品

微生物多样性测序，测序平台由上海美吉生物医药科

技有限公司提供。

使用 fastp（https://github.com/OpenGene/fastp，ver⁃
sion 0.20.0）及 FLASH（http://www.cbcb.umd.edu/soft⁃
ware/flash，version 1.2.7）软件对原始测序序列进行质

控及拼 接 ；根据 97%的相似度，选择UPARSE 软 件

（http://drive5. com / uparse/，version 7.1）对序列进行

OTU聚类并剔除嵌合体；利用RDPclassifier(http://rdp.
cme.msu.edu/，version 2.2)对每条序列进行物种分类

注释，比对 Silva 16S rRNA 数据库（v138），设置比对

阈值为 70%。使用R语言软件（version 3.3.1）绘制分

别绘制 Venn 图及群落组成图；使用 R 语言软件

（version 3.3.1）vegan 包(2.4.3)进行方差膨胀因子分

析并绘制冗余分析图；利用 PICRUSt2 软件（http://
huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy）结合KEGG数据

库预测样品中微生物群落基因功能并进行功能注

释，利用 OriginPro 2016 软件绘制代谢通路相对丰

度图。

1.6 数据统计方法

图表中数据以均值±标准差（n=3）形式表示，利用

SPSS 20.0软件单因素方法进行统计分析。

2 结果与讨论

2.1 不同油田污染土壤理化生指标变化

不同油田污染土壤样品理化生指标变化情况见

图 1。由图 1可知，不同油田土壤基础理化生指标整

体存在较大地域差异。从物理指标来看，土壤含水率

呈现东部油田>西南部油田>西北部油田>中部油田的

趋势，分别为 23.75%±1.12%、12.43%±0.22%、6.28%±
0.09%、5.36%±0.37%。从化学指标来看，研究区土壤

平均pH呈碱性，除东部油田土壤pH<8.5外，中部、西

北部及西南部油田土壤pH均>8.5，在8.53~8.74之间；

土壤有机碳含量方面，东部油田最高，有机碳含量为

(60.25±0.94) g/kg，其次为中部油田，有机碳含量为

(38.68±1.90) g/kg，西南部及西北部油田有机碳含量

最低，分别为(15.15±0.54) g/kg和(4.19±0.02) g/kg；东
部油田土壤TN含量最高，达(3.44±0.07) g/kg，中部、

西北部、西南部油田土壤 TP含量差异不大，分别为

(0.56±0.02)、(0.75±0.03)和(0.70±0.03) g/kg；东部、中部

油田土壤 TN 含量较为接近，分别为 (1.30±0.05)和
(1.72±0.02) g/kg，西南部与西北部油田土壤TN平均

含量基本一致，分别为(0.58±0.04)和(0.46±0.06) g/kg。
从生物指标来看，不同油田土壤MBC及MBN变化趋

势基本相似，均为西南部油田（MBC 为 (1 575.85±
182.43) mg/kg，MBN为(184.26±4.03) mg/kg）高于东

部、中部及西北部油田（MBC分别为(2 308.96±184.73)、
(393.56±29.13)、(341.17±49.51) mg / kg；MBN分别为

(35.13±1.27)、(20.70±1.74)、(12.56±0.37) mg/kg）。
综上，不同油田土壤pH均呈碱性，其全量养分及

微生物生物量大致呈东部油田最高，西南部及西北部

较为接近，中部油田最低的趋势，表明东部油田土壤

质量和营养状况最优[33]。

2.2 不同油田污染土壤微生物群落结构变化

Alpha多样性指数是用于评价土壤微生物群落多

样性和丰富度的综合性指标[34]，常用的度量指数包括

Shannon、Sobs、Ace等指数。其中，Shannon指数代表
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样品群落多样性，其数值越高，反映对应样品的群落

多样性越丰富；Ace、Sobs指数代表样品群落丰富度，

其数值越高，反映对应样品的物种数越多。不同油

田污染土壤样品Alpha多样性变化情况见表5。由表

5可知，所有样品覆盖度（Coverage）均在0.97以上，表

明所得测序结果可以代表土壤样品所提取DNA中的

研究区

东部油田

中部油田

西北部油田

西南部油田

样品编号

E1
E2
E3
E4

M1
M2
M3
M4

NW1
NW2
NW3
NW4

SW1
SW2
SW3
SW4

Shannon
6.71
6.69
6.22
5.90

5.63
5.53
5.46
5.26

4.85
5.77
5.80
5.78

3.85
4.07
4.61
4.56

Ace
4 859.73
4 740.41
4 277.82
4 892.10

1 746.65
1 906.62
1 985.44
1 739.92

1 347.80
2 545.89
2 235.53
3 186.91

934.18
817.60
1 234.40
1 342.06

Sobs
3 359.00
3 302.00
2 983.00
2 710.00

1 389.00
1 493.00
1 516.00
1 315.00

1 033.00
2 089.00
1 782.00
2 388.00

680.00
548.00
939.00
991.00

Coverage
0.98
0.97
0.97
0.97

0.99
0.99
0.98
0.99

0.99
0.98
0.98
0.97

0.99
0.99
0.99
0.99

表5 不同油田污染土壤样品Alpha多样性指数
Table 5 Alpha diversity index of contaminated soil samples from different oil fields
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细菌微生物群落的真实情况。不同油田土壤微生物

群落多样性及丰富度存在差异，其中，东部油田样品

Shannon、Ace及Sobs指数均高于其他 3个油田，表明

该区域土壤微生物物种丰度及多样性最高，其次为中

部及西北部油田，西南部油田最低。

对不同油田的16个土壤样品进行16S rRNA基因

V3~V4区测序，共获得 2 587 096条优化序列，以 97%
的核酸相似性聚类，得到 6 309个操作性分类单元

（operational taxonomic units，OTU），其包含 6 门，62
纲，234目，446科，996属，2 195种，不同油田污染土

壤样品属水平物种Venn图见图2。由图2可知，研究

区土壤样品检测到的共有属水平物种数为456个，占

属水平物种总数的 45.78%。特有属水平物种数东部

油田最多（2 715个），其次为中部油田（2 230个），西

北部和西南部油田特有属水平物种数较少，分别为

605个和377个。

将OTU平均相对丰度小于 1%的门水平物种归

入其他类别（others），绘制不同油田污染土壤样品门

水平微生物群落结构图，见图3。如图3所示，不同油

田样品相对丰度前2的门水平优势物种类别相同，均

为变形杆菌门（Proteobacteria，东部、中部、西北部、西南

部油田样品平均相对丰度分别为 42.25%、33.89%、

22.99%和40.52%）、放线菌门（Actinobacteriota，东部、

中部、西北部、西南部油田样品平均相对丰度分别为

29.93%、23.61%、26.78% 和 29.62%）；相对丰度排名

第 3的门水平物种种类略有不同，其中，东部及中部

油田为绿弯菌门（Chloroflexi，东部及中部油田平均

相对丰度分别为 7.07%和 19.19%），西北部油田为拟

杆菌门（Bacteroidota，平均相对丰度为 14.94%），西南

部油田为酸杆菌门（Acidobacteriota，平均相对丰度为

11.94%）。

上述5个优势菌门均为已报道的石油污染土壤中

常见优势物种[35-44]，且亦被发现具备较强的固定CO2

能力[45-51]，多通过卡尔文循环、还原性三羧酸循环等微

生物固碳途径实现光合碳固定[34]，为我国东部平原[46]、

北部草原[52]、西北部黄土高原[53]、西南部农田[54]等陆地

生态系统碳固定的特征微生物。据此，推测变形杆菌

门、放线菌门、绿弯菌门等5个优势菌门为石油污染土

壤中潜在降污、固碳微生物物种，可能兼具降解石油

烃等有机物及固定二氧化碳的双重能力，该推测有待

进一步论证。

2.3 不同油田污染土壤潜在降污、固碳微生物群落

与环境因子的相关性分析及环境解释

为明确环境因子对研究区土壤降污、固碳微

生物群落结构的影响，本研究选取 TPH 代表石油

烃污染因素类环境因子，选取土壤 pH、含水率、

SOC、TN、TP 等 5 种理化指标代表土壤因素类环

境因子，选取 MBC、MBN、RubisCO 酶活性等 3
种微生物指标代表微生物因素类环境因子。将上

述 3类 9种环境因子进行方差膨胀因子（variance in⁃
flation factor，VIF）分析，剔除具有共线性关系（VIF>
10）的环境因子，筛选后环境因子（VIF<10）如表 6
所示。
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选取 VIF 筛选后环境因子进行 VPA（variance
partitioning analysis）方差分解分析（图 4），定量评估

3类环境因子对不同油田污染土壤微生物群落差异

的单独解释度和共同解释度，揭示不同类别环境因

子对菌群结构/功能特征变化的影响。VPA分析发

现，3 类环境因子共同解释了微生物群落变异的

47.13%，其中微生物因素类环境因子单独解释度最

高，为 21.98%，其次为石油烃污染因素类环境因子，

单独解释度为15.50%，单独解释度最低的为土壤因素

类环境因子，单独解释度仅为6.61%；微生物因素类及

石油烃污染因素类环境因子可共同解释 12.28%的微

生物群落变异。据此，推测MBC、MBN、RubisCO酶

活性、TPH为不同油田污染土壤生物群落组成和结

构变化的主要驱动环境因子。微生物量碳、微生物

量氮作为土壤碳库和氮库的重要组成部分，在调节土

壤碳氮循环中发挥着重要作用[55，56]，可能是导致研究

区土壤微生物群落变化的主要原因之一；卡尔文循环

参与土壤生态系统的CO2固定和初级产物的合成[57]，

是土壤自养微生物同化CO2的主要途径[58]，RubisCO酶

是控制其循环速率的关键限速酶[20]；石油类污染物是

影响土壤生态环境和微生物群落功能、结构的另一重

要因素[59-61]，刘志号等[62]、左小虎等[63]研究者均证实，

石油污染水平主要作用于土壤微生物碳代谢过程，与

碳代谢及碳固定相关的微生物群落基本可以代表石油

污染土壤的关键群落，上述结论与2.2节结论吻合。

此外，本研究中 3类环境因子的共同解释度相对

较低，尚有 52.87%的变异无法解释，这可能与其他未

测量但重要的环境因子[64]（例如，微生物间相互作用

等[65，66]）或方法[67]的局限性有关。

主要驱动环境因子（MBC、MBN、RubisCO酶活

性、TPH）与土壤微生物群落结构冗余分析（redundan⁃
cy analysis）结果显示（图5、表7），RDA轴 1和轴2的

解释变异量之和为34.65%（轴1、轴2分别解释变异量

的27.17%和7.48%），再次证实上述4种环境因子在一

定程度上影响土壤微生物群落的相对变化。同时，

TPH（r2=0.67、P=0.001）与微生物群落结构具有显著

相关性，MBC（r2=0.36、P=0.004 2）、MBN（r2=0.74、P=
0.003）、RubisCO酶活性（r2=0.37、P=0.004 1）次之，且

共同影响了微生物群落关系。

主要驱动环境因子

r2

P

MBC
0.36
0.042

MBN
0.74
0.003

RubisCO酶活性

0.37
0.041

TPH
0.67
0.001

表7 微生物群落组成与主要驱动环境因子相关性系数（门水平）
Table 7 Correlation coefficient between microbial community composition and main driving environmental factors (phylum level)

筛选后环境因子

VIF值

土壤pH

2.19

SOC

5.43

TN

6.43

TP

4.25

MBC

6.74

MBN

3.84

TPH

2.86

RubisCO酶活性

2.26

表6 VIF筛选后环境因子
Table 6 Environmental factors after VIF screening

2.4 不同油田污染土壤微生物潜在降污、固碳代谢

通路分析

基于2.2、2.3节结论，为进一步探究不同油田污染

土壤中潜在降污、固碳微生物基因功能信息，本研究

利用 PICRUST2 软件、KEGG基因数据库对比分析，

预测各样品中微生物群落基因功能[68]。KEGG数据

库[34]包括细胞过程、环境信息处理、遗传信息处理、人

类疾病、新陈代谢和机体系统共计6类一级代谢通路。
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不同油田污染土壤样品微生物一级代谢通路相对丰

度见表 8。由表 8可知，各样品微生物一级代谢通路

相对丰度呈新陈代谢>遗传信息处理>环境信息处理>

细胞过程>人类疾病>机体系统的规律，且新陈代谢通

路占比均高于76.00%，故后续重点针对该通路进行深

入分析。

样品名称

E1
E2
E3
E4
M1
M2
M3
M4
NW1
NW2
NW3
NW4
SW1
SW2
SW3
SW4

一级代谢通路

新陈代谢

78.26
79.17
77.52
78.10
78.65
78.29
77.95
77.57
79.43
78.38
78.54
78.56
77.32
78.33
79.68
79.71

遗传信息处理

6.67
6.28
6.95
6.61
7.11
6.62
6.54
6.55
6.79
6.89
6.68
6.41
5.89
6.33
6.39
6.38

环境信息处理

5.37
5.18
5.46
5.52
4.82
5.08
5.21
5.49
4.86
5.20
5.18
5.31
6.02
5.06
4.78
4.81

细胞过程

4.44
3.99
4.58
4.55
4.42
4.58
4.74
4.84
3.93
4.38
4.37
4.23
4.81
4.54
3.87
3.86

人类疾病

3.33
3.35
3.59
3.35
3.26
3.57
3.68
3.71
3.16
3.32
3.38
3.57
3.87
3.81
3.35
3.31

机体系统

1.93
2.02
1.91
1.86
1.75
1.86
1.88
1.84
1.82
1.84
1.85
1.92
2.09
1.94
1.93
1.94

表8 不同油田污染土壤样品微生物一级代谢通路相对丰度
Table 8 Relative abundance of primary metabolic pathways in different oilfield contaminated soil samples (%)

新陈代谢二级通路包括能量代谢及外源物质生

物降解2条通路。其中，能量代谢中与微生物固碳过

程密切相关的2条三级代谢通路分别为原核生物碳固

定及光合作用生物碳固定；外源物质生物降解涵盖21
条三级代谢通路，其中，苯酸盐降解、氨基苯甲酸酯降

解、苯乙烯降解等16条通路与石油烃等有机物降解过

程密切相关 .据此，本研究选取上述18条三级代谢通

路分别表征微生物固碳过程[69]和石油烃等有机物降

解过程[70, 71].不同油田污染土壤微生物降污、固碳相关

代谢通路功能注释及相对丰度见图6。
由图 6可知，全部样品中与微生物固碳过程相关

的代谢通路相对丰度均显著高于与石油烃等有机物

降解相关的代谢通路，且上述2类代谢通路占比在不

同油田之间差异较小，分别介于 9.28%~10.75% 和

1.36%~1.55%之间，表明石油污染胁迫下土壤碳代谢

微生物普遍存在且光合碳固定过程更为活跃。固碳

相关代谢通路方面，均注释到原核生物碳固定及光合

作用生物碳固定2条通路，其中，原核生物碳固定通路

平均相对丰度为 14.18%（东部、中部、西北部、西南部

油田分别为14.20%、15.31%、14.12%、13.10%），光合作

用生物碳固定通路平均相对丰度为 6.04%(东部、中

部、西北部、西南部油田分别为 5.89%、6.20%、6.63%、

5.45%)，推测土壤微生物光合碳固定的主要贡献者为

细菌等原核生物，该结论与Lu等[72]、Tian等[73]、韩亚西

等[74]研究结果相同。石油烃等有机物降解方面，注释

到相对丰度排名前 3的通路依次为苯酸盐降解(平均

相对丰度为6.86%，东部、中部、西北部、西南部油田分

别为 7.28%、6.55%、6.54%、5.09%)、氨基苯甲酸酯降解

(平均相对丰度为 3.04%，东部、中部、西北部、西南部

油田分别为2.96%、3.06%、2.61%、3.52%)、氯烷和氯烯烃

降解(平均相对丰度为2.64%，东部、中部、西北部、西南

部油田分别为2.43%、2.62%、2.49%、3.00%)。苯环类及

卤代烃类有机物降解通路相对丰度较高，表明石油烃

类难降解有机底物所产生的环境胁迫压力，激发了微

生物对底物碳源代谢酶系的选择性表达[75-77]。据此，进

一步证实不同油田污染土壤中存在具备降污、固碳功

能的微生物类群，与本课题组前期研究结论相符[71]。

目前，土壤固碳微生物的研究热点主要集中在农

田、森林、草原等无污染生境土壤的有机碳组分转化

及微生物互作关系[78]，针对石油烃等难降解有机物胁

迫下降污、固碳微生物类群共存及作用机制等方面的

研究鲜有报道，后续亟待围绕石油污染胁迫下碳代谢

微生物协同作用机制开展深入研究。

3 结论

不同油田土壤基础理化指标地域变化较大，土

壤全量养分大致呈东部油田>西南部油田>西北部油

田>中部油田的趋势；中部油田样品石油烃污染较为

严重；不同油田土壤微生物群落多样性及丰富度存在

差异。东部油田土壤样品 Shannon、Ace及 Sobs指数

均高于其他3个油田；土壤微生物优势菌为变形杆菌

门、放线菌门、绿弯菌门、拟杆菌门、酸杆菌门，以上门
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水平微生物推测为石油污染土壤中潜在降污、固碳微

生物物种；VPA、RDA 分析结果推测，MBC、MBN、

RubisCO酶活性、TPH可能为不同油田污染土壤生

物群落结构变化的主要驱动环境因子。KEGG数据

库功能注释结果表明，不同油田污染土壤微生物降

污、固碳相关代谢通路占比差异较小，分别介于

9.28%~10.75%和 1.36%~1.55%之间，表明不同油田污

染土壤碳代谢微生物普遍存在且光合碳固定过程更

为活跃。
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