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海洋石油的勘探开发, 石油加工产品的生产、使
用及排放 , 海上溢油事故等 , 使石油成为海洋环境
的主要污染物之一。据估计, 全世界每年约有 1.0×
1010 kg 的石油进入海洋环境中, 中国每年排入海洋
的石油达 1.15×108 kg, 并且呈逐年增长的趋势[1-2]。

2010 年 4 月和 7 月先后发生的墨西哥湾钻井平台漏
油事故和大连新港储油码头输油管道爆炸事故给当

地旅游业、水产养殖业及海洋生态环境造成了灾难

性的损害。这两次事故将会像历次溢油事故一样, 对
环境和人类健康产生长期负面影响, 其危害可长达
十几年甚至几十年[3]。 

目前, 消除海洋石油污染的方法主要包括物理
修复、化学修复和生物修复。其中 , 生物修复
(bioremediation)是指通过生物催化降解环境污染物, 
减少或最终消除环境污染的受控或自发过程[4]。该领

域的研究目前多集中在石油污染土壤和城市污水的

生物修复方面, 针对海洋石油污染的生物修复研究
相对较少[5-6]。 

海洋不同于相对静止的土壤环境和相对封闭的

废水体系, 它是一个运动、开放的系统。海水的流动
性、海洋环境的多变性给受污染水体和岸滩的生物

修复造成了很大的困难。例如, 海水的流动很容易造
成投加的生物修复剂流失, 使区域内降解菌的浓度
降低; 外源微生物往往由于对环境变化适应能力弱
而在与土著微生物的竞争中处于劣势。这迫使我们

寻求使外源微生物在受污染区域长期稳定存在的有

效方法。 
微生物固定化技术是采用化学或物理方法, 将

游离细胞定位于限定的区域内, 使其保持活性并可
反复利用的技术[7]。这种技术具有微生物密度高、作

用时间长、抗不良环境能力强、微生物流失少等优

点。将石油降解微生物利用固定化技术进行处理制

备成固定化石油污染修复菌剂, 可以在一定程度上
克服海洋石油污染生物修复方面遇到的困难, 已成
为海洋石油污染应急处置中很有前景的研究方向。 

目前, 固定化微生物技术已广泛应用于有机废
水及重金属废水污染的治理, 同时研究还涉及大气
和土壤的污染治理[8]。近几年, 微生物固定化技术也
逐渐应用到石油污染的生物修复中, 并展示出良好
的治理效果。作者针对该技术及其应用实例进行了

介绍 , 并提出今后的研究重点 , 以期为研究改进海
洋溢油生物修复技术提供新的启示。1 

1  固定化细胞的制备方法 

固定化细胞制备方法按照固定化载体与作用方

式的不同, 主要可分为吸附法、包埋法、交联法和共
价结合法等。 

1.1  吸附法 
吸附法是依靠带电的微生物细胞和载体之间的

静电、表面张力和黏附力的作用, 使微生物细胞固定
在载体表面和内部形成生物膜的方法, 可分为物理
吸附法和离子吸附法。此法较为简便, 活力损失小, 
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但细胞与载体作用力小, 易脱落[9]。 

1.2  包埋法 
包埋法是将微生物细胞包埋在凝胶的微小空格

内或埋于半透膜聚合物的超滤膜内。可分为凝胶包

埋法和半透膜包埋法两种。凝胶包埋法是将细胞包

埋在各种凝胶内部的微孔中而使细胞固定的方法 ; 
而半透膜包埋法是将细胞包埋在由各种高分子聚合

物制成的小球内而使细胞固定的方法。此法简单, 条
件温和, 稳定性好, 包埋细胞容量高[10]。 

1.3  交联法 
交联法是利用双功能或多功能试剂, 直接与细

胞表面的反应基团(如氨基、羟基、巯基、咪唑基)
发生反应, 使其彼此交联形成网状结构的固定化细
胞, 其结合力是共价键。此法制备麻烦, 活力损失较
大, 但细胞与载体结合较紧[11]。 

1.4  共价结合法 
共价结合法是使细胞表面上功能团和固相支持

物表面的反应基团之间以化学共价键的形式连接 , 
从而制成固定化细胞的方法。此法的优点是细胞与

载体结合紧密, 不易脱落, 但制备较难, 且活力损失
较大[11]。 

对用于海洋石油污染生物修复的微生物固定化

方法的选择, 需要考虑的主要因素是:  
(1) 固定化方法要对微生物细胞破坏程度小 , 

尽可能保留微生物的活性, 最好能对微生物适应不
利环境的能力有所提高;  

(2) 固定化方法要有良好的稳定性 , 微生物细
胞不易脱落;  

(3) 固定化方法要有较小的空间位阻 , 有利于
微生物与石油中各种组分的结合;  

(4) 固定化方法要尽量降低成本, 简化流程, 以
利于大范围应用。 

以上 4种方法各有优缺点: 其中, 共价结合法和
交联法由于制备较难, 活性保留低, 成本高, 细胞无
存活力 , 空间位阻较大等缺点 , 不太适合用于海洋
石油降解菌的固定化。而吸附法和包埋法由于具有

制备较易, 成本低, 活性保留高, 细胞有存活力等特
点, 其应用潜力较大。然而, 吸附法需克服与微生物
结合力低 , 细胞易脱落的缺点; 而包埋法则需要解
决空间位阻较大的问题。 

 
表 1  4 种固定化方法的比较[12] 

指标 吸附法 包埋法 交联法 共价结合法 
制备的难易 易 适中 适中 难 
结合力 弱 适中 强 强 
活性保留 高 适中 低 低 
固定化成本 低 低 适中 高 
存活力 有 有 无 无 
稳定性 低 高 高 高 
空间位阻 小 大 较大 较大 

 

2  固定化细胞常用载体 

固定化细胞常用载体主要包括有机高分子载

体、无机载体和复合载体, 其中有机高分子载体又分
为天然有机高分子载体和合成高分子载体。 

2.1  有机高分子载体 
2.1.1  天然有机高分子载体 

天然高分子载体包括海藻酸盐、明胶、卡拉胶、

海绵、琼脂等, 一般对生物无毒性, 传质性能好,但强
度较低[13]。 

其中海藻酸盐具有化学稳定性好、无毒、包埋

效率高且价格低廉等优点, 是一种广泛应用的固定
化介质[11]。但是海藻酸钙包埋细胞时, 凝胶颗粒的稳
定性和机械强度较差, 需要对其固定化工艺进行改
进(如组合固定化技术)后才能最终应用于海洋溢油
环境修复。 
2.1.2  合成有机高分子载体 

合成有机高分子载体材料一般强度较大, 但传
质性能差 , 在进行固定化时 , 由于聚合物网络的形
成条件比较剧烈, 对微生物细胞的损害较大[14]。常见

的载体有聚乙烯醇、聚丙烯酰胺等。聚丙烯酰胺凝

胶在包埋细胞时, 由于交联过程中的放热以及交联
试剂本身的毒性, 细胞在固定化过程中往往失活[15]。
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聚乙烯醇凝胶具有机械强度高、化学稳定性好、抗

微生物分解、对细胞毒性小、廉价易得等一系列优

点, 因而具有较大的利用价值[11]。 

2.2  无机载体 
无机载体如硅藻土、高岭土、多孔陶珠、多孔

玻璃、氧化铝、活性炭等, 具有机械强度大、对微生
物无毒性、不易被微生物分解、耐酸碱、成本低、

寿命长等特性, 因而也是一类重要的载体材料[15]。 

2.3  复合载体 
由有机载体和无机载体相结合 , 以实现性能  

互补[16]。 
对用于海洋石油污染修复的微生物固定化载体

的选择, 主要应该考虑的是:  
(1)固定化载体机械强度好, 能在一定时间内抵

御波浪的冲刷, 沙石的碰撞摩擦等破坏作用;  
(2)固定化载体要无毒无害, 本身对环境不造成

污染, 最好是经过较长时期之后能够自然分解;  
(3)固定化载体还要廉价易得, 以利于降低成本。 
以上几种固定化载体中, 比较有应用潜力的是

用作包埋法载体的海藻酸盐、卡拉胶、聚乙烯醇等

和用作吸附法载体的硅藻土等。 
另外 , 随着研究的深入 , 国内外的学者还开发

出了一些新型固定化方法用于生物催化剂(包括酶和
微生物)的固定化, 如溶胶-凝胶固定化法、膜固定化
法、超微载体固定化法、无载体固定化法、亲和配

基固定化法、絮凝吸附固定化法、组合固定化技术

等。其中, 组合固定化技术可以克服单一固定化技术
本身所固有的缺点 , 扬长避短 , 代表了固定化技术
的最新方向[17]。但同时也要看到, 组合固定化技术工
艺流程较长 , 技术要求较高 , 又对其广泛应用会造
成一定影响。在实际应用中, 需要根据不同应用环境
要求, 综合考虑所用微生物的特点设计方案。 

3  固定化技术在石油污染生物修复方

面的应用研究 

在石油污染微生物修复方面, 国内外专家已经
取得了很多成果, 在实际应用中也取得了一定的功
效。但将微生物与固定化技术相结合, 制备固定化微
生物修复剂并用于海洋溢油污染修复的研究并不多

见。在土壤、废水等的石油烃(包括多环芳烃)污染生
物修复方面, 已经有一些专家开展了将降解菌制备

成固定化制剂的研究, 取得的成果和经验值得借鉴。
鉴于微生物环境修复科学内涵的一致性, 其中对土
壤石油污染的修复技术可以研究应用于岸滩石油污

染的生物修复, 而对废水石油污染的修复技术可以
研究应用于海洋水体石油污染的修复。 

张秀霞等[18]采用 PVA—H3BO3 法固定化芽孢杆

菌属石油降解菌 Y-13, 并制备成微球制剂。产品具
有良好的机械强度、弹性和渗透性、较高的比表面

积和孔容, 致密的孔隙结构。实验证明球形固定化细
菌制剂的降解率比游离细菌、片状的固定化细菌制

剂都要高; 固定化细菌对 pH值的适应性也比游离菌
更强[18]。该方法选择包埋法, 使用对环境无毒的聚乙
烯醇为载体材料, 采用改良的工艺对石油降解菌进
行固定化, 并综合考虑了固定化制剂的机械强度和
制备成本。通过加入活性炭来增加载体孔径, 提高通
透性 , 减小了传质阻力 , 利用了活性炭本身的吸附
作用, 提高了降解效率。 

张秀霞等[19]将高效石油降解菌株通过表面吸附

固定化方法固定在生物大分子仿生合成得到的纳米

多孔氧化硅载体上 , 构建出固定化微生物制剂 , 并
进行了土壤污染的模拟实验。发现固定化微生物对

石油污染物的降解率明显提高。重复降解实验证明, 
该方法构建的固定化微生物对石油污染物的降解率

保持稳定[19]。该实验采用的是吸附法固定化技术, 载
体与微生物的结合并不牢固 , 容易脱落 , 但其载体
材料无毒无害 , 微生物活力损失小 , 有应用于海洋
环境的潜力。 

邵娟等[20]用秸秆做载体固定嗜碱芽孢杆菌降解

原油, 其原油去除率高于单纯投加菌液或者菌液与
秸秆混合物的原油去除率。实验中还发现加入无机

盐离子能够促进嗜碱芽孢杆菌更好地固定于秸秆而

生长, 从而提高了其原油去除率。该方法采用了廉价
易得的农作物秸秆作为载体 , 成本低廉 , 无毒无污
染, 微生物活力损失小, 而且秸秆具有密度小, 可以
漂浮的特点, 用于海面浮油的微生物降解将具有十
分明显的优势; 同时秸秆可以有效吸附油污 , 对微
生物与石油污染物的有效接触有很大帮助。 

王坤等[21]利用海藻酸钠包埋法固定化酚类有机

物降解优势菌 , 并用于处理焦化废水 , 得到了很好
的有机物降解效果 , 在特定实验条件下 , 原水样中
的 COD降解率达到 62％。该方法制得的固定化颗粒
机械强度完全能够满足污水处理工艺长时间运行的

需要 [21], 并且采用了多菌株共固定化的方法, 制得
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了复合微生物固定化菌剂, 可以有效利用不同优势
菌之间的协同降解效应 [22], 提高降解有机污染物的
范围和效率。 

朱文芳等[23]将高效除油工程菌固定于颗粒活性

炭上 , 组装成固定化微生物反应柱 , 研究发现该反
应柱对含油废水的降解效果比游离细胞有明显提高, 
并发现微生物经过固定化后, 对 pH变化的耐受力显
著增强。该方法在处理含油废水时同时利用了活性

炭的吸附作用和微生物的降解作用, 提高了整体的
降解效率 , 但因需要特殊的废水处理设备 , 在应用
于海水石油污染的修复时会有一定的局限性。 

许振文等[24]利用海藻酸钠包埋法固定化铜绿假

单胞菌 ZW8 制成固定化微生物菌剂, 在实验室条件
下进行多环芳烃蒽的降解实验。实验结果表明, 与未
固定化的菌株相比, 固定化菌株对蒽有更好的降解
效果。同时实验还采用在制备固定化菌剂过程中加

入硅藻土作为吸附剂的方法, 提高了固定化细胞降
解性能。许振文等[24]认为加入硅藻土细粉, 可以降低
固定化细胞的疏漏 , 增加细胞在载体中的分散性 , 
还可使固定化颗粒表面吸附更多的底物, 利于菌种
分解底物, 从而提高蒽降解率。这一现象也有可能是
因为硅藻土的存在增大了载体的孔径, 提高了通透
性, 减小了传质阻力。 

王新[25]等采用聚乙烯醇、海藻酸钠和活性炭分

别对 3 种降解菌进行单独固定和混合固定, 并用于
降解有机污染土壤中的多环芳烃芘及苯并[α]芘, 结
果显示, 固定化微生物对污染物的降解效果明显好
于游离菌, 同时混合固定菌的降解效率普遍高于单
菌固定的降解效率。该方法采用了混合菌群进行固

定化, 利用了微生物之间的协同效应 [22], 得到了很
好的效果。 

王新[26]等同样采用聚乙烯醇、海藻酸钠和活性炭

对真菌进行了固定化, 并采用莲藕型载体成功解决了
真菌菌丝体较大, 需要一定的生存空间和相对大的好
氧空间, 而球形和片形的载体无法满足的问题。 

Quek 等[27]利用聚氨酯泡沫塑料(PUF)吸附法固
定化 Rhodococcus sp. F92 制成微生物固定化菌剂, 
并进行了原油和成品油的降解实验, 结果表明固定
化微生物和游离微生物对烷烃的降解效果都能接近

90%, 表明该固定化方法对降解菌的降解能力并未
造成影响, 同时作者认为聚氨酯泡沫对溢油具有吸
附作用, 可以阻止浮油向海滩和海岸线的迁移。 

Oh 等 [28]利用能吸附石油的聚氨酯塑料作为载

体固定化石油降解酵母细胞, 并制成可漂浮的泡沫
材料, 用来清除溢油污染后的海面油膜。该方法同时
利用了聚氨酯的吸附作用和微生物的降解作用。Oh
等测定了不同固定化技术条件下微生物降解石油的

能力, 包括聚氨酯直接固定化、几丁质包埋-聚氨酯
固定化、缓释肥包埋-聚氨酯固定化技术。结果表明, 
各种技术条件下固定化微生物都有着与游离细胞一

样好的石油降解能力, 并发现几丁质-聚氨酯固定化
方法的降解能力可以在较长时间内保持较高水平。

该技术结合了几丁质、缓释肥、聚氨酯等多种材料, 
在延长微生物作用时间、提高效率和稳定性等方面

取得了较好的效果, 在海面溢油生物修复方面有较
大的应用潜力。 

Gentili 等[29]利用虾的废料中的几丁质和脱乙酰

壳多糖薄片分别作为烃类降解菌的固定化载体, 制
备固定化制剂。实验结果表明, 几丁质和脱乙酰壳多
糖可以提高固定化细菌的存活力和降解活性, 用几
丁质构建的菌剂在储存和生物降解方面都有着很好

的表现。该方法所用材料廉价易得, 无污染, 但吸附
法结合力较弱, 其应用效果可能会受影响。 

Rahman 等 [30]利用海藻酸钙包埋法固定化石油

烃降解菌群 , 实验结果表明 , 固定化过程并未显著
影响微生物的生物降解能力, 并且在 150 天的重复
使用实验中固定化生物降解菌群的降解能力也未显

著衰退。该实验采用多种石油降解菌, 并对固定化菌
剂进行了重复使用实验, 证明了该方法的有效性和
稳定性。 

Díaz 等[31]利用聚丙烯纤维作为载体吸附固定化

石油降解微生物菌群 MPD-M。结果表明, 固定化显
著提高了微生物菌群对石油的降解率, 并且与游离
微生物菌群相比, 固定化微生物菌群在不同盐度环
境中表现得更加稳定。在 180 g/L的高盐环境下, 固
定化微生物菌群的降解效果比游离微生物菌群高

4~7倍。亲油性载体的使用也提高了微生物对石油的
利用效率。该技术使石油降解菌群可以在极宽的盐

度范围内使用, 大大扩展了石油降解菌群的使用范
围和环境适应能力。 

4  小结和展望 

固定化微生物技术将高效石油降解微生物定位

于限定的区域内, 有效克服游离的微生物在海洋溢
油污染生物修复过程中容易流失等问题, 提高微生
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物适应海洋复杂环境的能力, 进而提高溢油修复效
果, 其应用前景广阔。 

今后的研究方向主要集中在 3个方面:  
(1) 寻找合适的固定化载体 
应用于海洋溢油污染的固定化载体首先应是环

境友好型载体 , 其本身对环境无污染; 同时还要具
有一定的机械强度; 与微生物结合紧密; 传质阻力
小并且廉价易得。 

(2) 开发新的固定化技术 
微生物固定化技术要尽可能保持微生物的活性, 

对微生物细胞破坏程度较小; 还要降低成本 , 简化
工艺流程 , 以利于大范围应用; 另外要向复合菌群
和组合载体固定化方面开展研究, 充分利用多种微
生物之间的协同降解效应和多种载体的优点。 

(3) 海洋溢油微生物固定化的应用技术研究 
积极开展中试实验和污染现场实验, 根据不同

海洋环境开发具有针对性的固定化微生物菌剂。例

如针对海面溢油的修复开发可以漂浮的固定化菌剂

技术, 针对海洋环境中营养盐缺乏的情况开发固定
化菌体-缓释营养盐复合制剂等, 最终开发出一整套
系统化针对溢油污染的高效生物修复工艺体系, 为
溢油污染的治理修复提供有效的技术保障。 
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