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聚合物污染土壤的微生物固定化修复

刘江红 1，徐瑞丹 2，潘 洋 3，芦 艳 1

（1东北石油大学化学化工学院石油与天然气化工省高校重点实验室，黑龙江 大庆 163318；2厦门大学生命科学

学院，福建 厦门 361005；3同联集团沈阳抗生素厂，辽宁 沈阳 11012）

摘 要：从大庆油田采油污水污染土壤中筛选出以聚丙烯酰胺为唯一氮源和唯一碳源的 4 株聚丙烯酰胺降解菌

R1、R2、R3、Y3。通过游离菌与固定化菌降解聚丙烯酰胺效果的实验数据比较，证明了微生物固定化法降解聚

丙烯酰胺具有优势。因此，采用微生物固定法修复采油污水污染土壤，通过固定化颗粒的制备难易程度、强度、

费用及对聚丙烯酰胺和原油的去除率等条件，比较了 5 种包埋固定化制备方法，考察了优选出的包埋固化法对

土壤中污染物的降解能力。结果表明：PVA+海藻酸钠+添加剂法得到的固定化颗粒强度好，操作简单，不易破

损，且费用低，对土壤中聚丙烯酰胺去除率为 79.5%，对原油的去除率可达到 98.7%。对筛选出的 4 种菌株鉴定

得知 R1 为芽孢乳杆菌属，R2 为微球菌属，R3、Y3 为假单胞菌属菌株。
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Abstract：Four kinds of polyacrylamide(HPAM)-degrading bacteria R1，R2，R3 and Y3 were obtained
by separation and purification experiments from petroleum-contaminated soil of Daqing Oil Field，in
which HPAM is used as the only nitrogen source and the sole carbon source. In order to improve the
biodegradation effect of pollutants in oil fields and reduce the loss of bacteria， the bioremediation
method of immobilized microorganism was utilized. Five kinds of embedding immobilization methods
were compared，including difficulty degree of immobilized granules preparation，strength，cost and
removal rate of oil and HPAM. The degradation performance of embedding immobilization methods on
soil pollutant was investigated. The experimental results showed that the immobilized microorganism
granules made by polyvinyl alcohols (PVA)+sodium alginate+additives had high strength ， simple
operation ， not easy dilapidation and low cost. Degradation rate of HPAM reached 79.6% and
degradation rate of crude oil reached 98.7%. R1 was affiliated to Sporolactobacillus sp.， R2 was
affiliated to Micrococcus sp. and R3 and Y3 were affiliated to Pseudomonas sp.
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部分水解聚丙烯酰胺（ partially hydrolyzed
polyacrylamide，HPAM）以其良好的絮凝性被广泛

用来提高原油的采收率[1]，聚丙烯酰胺注入地下后，

少部分随原油被采出，而大部分存在于油层中，随
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原油吸附在土壤及岩石表面，导致油井周围的土壤

中含有大量的聚丙烯酰胺和原油，给环境带来危害
[2]。微生物降解以其特有的无害化处理将成为解决

聚丙烯酰胺引起环境污染潜在毒性的有效手段[3]。

然而，游离微生物在处理含聚污水的过程中菌体易

流失，且污水中的一些有害物质会对微生物产生毒

害作用[4]。而微生物固定化技术可以减轻或消除菌

体的流失，并且使微生物保持活性，可反复使用，

固定化后微生物对有毒物质的承受能力及对有机

物的降解能力都有明显的提 高[5]。因此微生物固

定化技术成为生物及环境领域的研究热点[6]。目前，

微生物固定化的制备方法可分为吸附法、共价法、

包埋法和交联法 4 种[7]。

作者采用微生物固定化方法处理聚丙烯酰胺污

染和石油污染的土壤，从污染土壤中筛选出聚丙烯

酰胺和原油高效降解菌，筛选出的菌株既可以以聚

丙烯酰胺作为唯一氮源又可作为唯一作为碳源被

利用，解决了之前研究中聚丙烯酰胺只能作为微生

物繁殖的氮源不能作为碳源的缺陷。并且选择包埋

固定化方法处理聚丙烯酰胺污染土壤。

1 实验材料

1.1 土壤样品

实验用土壤采自大庆油田采油四厂的一口聚丙

烯酰胺与原油污染的井场，在离地表约 5～20cm 处

取样，将取得的样品装入已经灭菌的样品袋中，密

封。过 40 目筛，样品放置于冰箱中 4℃保存。

1.2 培养基

（1）无机盐培养基(g/L)：K2HPO4·3H2O 1.0，
NH4NO3 1.0，KH2PO4 1.0，CaCl2 0.02，MgSO4·7H2O
0.5，FeCl3痕量。

（2）分离、纯化培养基(g/L)：向上述（1）的

培养基中加入 HPAM 0.5，琼脂 1.5%～2.0%，调节

pH 值至 7.2。
（3）活化培养基(g/L)：HPAM 0.5，NaCl 0.5，

蛋白胨 6.0，尿素 9.0，KH2PO4 0.5，MgSO4 0.5。
（4）基础培养基(g/L)：向上述（1）的培养基

中加入 HPAM 0.5，调节 pH=7.0。
（5）菌种保藏斜面培养基：牛肉膏蛋白胨培养

基（细菌）和马丁氏培养基（真菌）。

2 实验方法

2.1 菌种筛选与鉴定

（1）菌种筛选 将 10 g 聚丙烯酰胺污染的土

壤样品加入到含聚丙烯酰胺 100 mg/L，葡萄糖 500
mg/L 的上述 1.2 节（1）的无机盐培养基中，HZQ-
X100 立式恒温振荡培养箱，120 r/min，35 ℃下培

养，待培养液变浑浊，吸取 5 mL 培养液，将移取

的液体加到含聚丙烯酰胺 300 mg/L，葡萄糖 300
mg/L 的培养基中放入恒温振荡培养箱继续培养，重

复上述过程直到细菌在含聚丙烯酰胺 500 mg/L，
葡萄糖浓度为 0 mg/L 的培养基中能生长为止。制作

上述 1.2 节（2）的分离、纯化培养基，接种环挑取

微生物培养液在培养基上划线，划线之后将培养基

放入温度为 35 ℃，转速为 120 r/min 的振荡培养箱

中培养，待长出菌落后，通过电镜观察菌株是否纯

化。

（2）菌种鉴定 微生物菌株的形态观察与生理

生化反应参照常见细菌系统鉴定手册[8]与伯杰氏细

菌鉴定手册。将菌株初步鉴定到属。

2.2 测定方法

（1）聚丙烯酰胺降解率的测定：采用淀粉-碘
化镉比色法测定聚丙烯酰胺的浓度。

（2）土壤原油含量的测定：分光光度法[9]。

2.3 菌体生物量的测定

采用 722 型可见分光光度计测定溶液的 OD660

值（光密度）来表示生物生长量的多少，OD值是

物质在溶液中吸收特定波长光线强弱的参数。在波

长为 660 nm 处对含聚丙烯酰胺的微生物培养液进

行光密度的测量，光密度值与菌群菌数成正比。将

单菌以 3%的体积比接入 1.2 节（4）的基础培养基

中，在 35 ℃、120 r/min 条件下放入振荡培养箱中

培养，以蒸馏水作为空白对照进行测定，以此作为

微生物菌群生长曲线的参考指标。

2.4 单一菌种与混合菌降解聚丙烯酰胺和原油的

效果比较

将活化后的单一菌种与 4 种单菌 R1，R2，R3，
Y3 的混合菌按照 3%的总体积分数分别加入上述

1.2 节（4）的基础培养基中，于 35 ℃、120 r/min
条件下放入振荡培养箱中培养。3 天后测 HPAM 与

原油的去除率，比较单一菌种与混合菌种对 HPAM
和原油的降解效果。

2.5 微生物固定化颗粒的制备

（1）制备湿菌体 将筛选出四种单菌的混合菌

作为固定化的菌体，将菌株依次接入 200 mL 的 1.2
节（3）所示的活化培养基中，经过 4 次连续活化。

取活化后的培养液 2 mL加入到 200 mL的富集培养

基中培养 2～3 天，富集培养基经离心机离心，得



化 工 进 展 2013 年第 32 卷·948·

到湿菌体。

（2）包埋法固定化颗粒的制备 4 种固定化方

法中包埋固定化法以其操作简单，对微生物活性影

响小，制作的固定化微生物小球的强度高等优点优

于其它 3 种固定化方法，所以本实验采用包埋法。

以蒸馏水配置一定浓度的包埋载体溶液，加入一定

量的湿菌体，用 5 mL 注射器吸取载体溶液，将载

体溶液滴入一定浓度的交联剂中，交联一定时间，

将固定化颗粒放入 200 mL 的 1.2 节（4）所示的基

础培养基中，35 ℃，120 r/min 振荡培养箱中培养降

解聚丙烯酰胺。

（3）5 种包埋固定化制备方法 采用 5 种包埋

法进行微生物的固定化，5 种包埋固定化法制备微

生物固定化颗粒的条件如表 1 所示。

按照表 1 中的制备条件制备固定化颗粒，比较

5 种包埋法制备微生物固定化颗粒的难易程度、小

球强度和韧性以及制备费用，从中选择一种制备费

用低廉、制备容易、强度和韧性都较好的包埋方法。

2.6 微生物固定化颗粒降解 HPAM 和原油的效果

以固定化颗粒对聚丙烯酰胺的降解率与对原油

的去除率来比较几种包埋固定化方法。按照表 1 中

的 5 种包埋固定化制备方法，制作固定化颗粒，各

称取 10 mL载体与湿菌体的混合物制得的固定化颗

粒，分别放入 200 mL 的 1.2 节（4）所示的基础培

养基中，在 35 ℃，120 r/min 振荡培养箱中培养 3
天，测聚丙烯酰胺的降解率。

2.7 微生物固定化处理采油污水污染土壤

取大庆油田采油四厂的一口井场取回的聚丙烯

酰胺与原油污染土壤，先除去其中的砖块、瓦砾等

杂物后自然风干，再将土样过 40 目筛，得到颗粒

大小均匀的土样，将土壤样品加入到 1.2 节（1）所
示的 200 mL 基础培养基中，测得培养基中聚丙烯

酰胺浓度为 500 mg/L，原油浓度为 733.21 mg/L。
取10 mL PVA+海藻酸钠+添加剂法制得的载体与湿

菌体的混合物制得的固定化颗粒放入上述培养基

中，在 35 ℃，120 r/min 振荡培养箱中培养，每 3
天测聚丙烯酰胺的降解率，并采用分光光度法测原

油含量。

3 结果与讨论

3.1 菌种筛选结果

经分离纯化得到 4 株对聚丙烯酰胺有降解效果

的菌种，即 R1、R2、R3、Y3。菌落图片和菌株电

镜扫描图片如图 1 所示。参照《伯杰氏细菌鉴定手

册》及《常见细菌系统鉴定手册》，可以初步鉴定：

R1 为芽孢乳杆菌属，R2 为微球菌属，R3、Y3 为假

单胞菌属菌株。

3.2 标准曲线绘制

以 HPAM 标准溶液浓度为横坐标，可见分光光

度计测得的OD420值为纵坐标绘制的 HPAM 浓 度

-吸光度标准曲线。曲线的线性回归方程为

y=0.0386x+0.0019，R2=0.9995。测定待测溶液吸光

度值，即可从线性回归方程计算出待测溶液的实际

HPAM 浓度。

3.3 单菌生物量的测定

以 OD660 值代表细菌的生物量，菌体生长量越

多，培养基越浑浊，OD660值越大。因此，OD660值

越大。表示菌体生物量越多。微生物生长曲线如图

2 所示。

如图 2 所示，微生物的生长曲线反映一种微生

物在一定生活环境中的生长繁殖和死亡规律。由图

2 的生长曲线可以看出，4 种菌体在含 500 mg/L 聚

丙烯酰胺的培养基中生长繁殖，菌体经历了停

表 1 5 种包埋法制备微生物固定化颗粒的条件

包埋方法 包埋剂/g
蒸馏水

/mL

湿菌体与载

体质量比
交联剂 交联时间

海藻酸钠+活性炭粉 海藻酸钠 2，活性炭 0.5 48 1∶2 4%的CaCl2 24 h

海藻酸钠包埋与戊二醛交联结合 海藻酸钠 2，活性炭 0.5 48 1∶2 4%的CaCl21.0%的戊二醛 戊二醛交联 1～2 天

PVA+海藻酸钠+添加剂 PVA10，海藻酸钠 1

SiO2 3，CaCO3 0.3

90 1∶2 2%的CaCl2饱和硼酸溶液 CaCl2与饱和硼酸共同交联 24 h

PVA 冷冻 PVA 4，海藻酸钠 1 45 1∶2 4%的 CaCl2 于冰箱冷冻室在−15 ℃下冷冻过夜，

再在室温下解冻，重复冷冻解冻 4 次

明胶一戊二醛 明胶 20 100 1∶2 1.0%的戊二醛 戊二醛交联 2 天
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(a) R1 菌落照片和菌株电镜扫描照片

(b) R2 菌落照片和菌株电镜扫描照片

(c) R3 菌落照片和菌株电镜扫描照片

(d) Y3 菌落照片和菌株电镜扫描照片

图 1 菌落照片和菌株电镜扫描照片(×10K)

图 2 单菌在含聚丙烯酰胺的培养基中生长曲线图

滞期、对数期、稳定期和衰亡期。

3.4 混合菌的优势

由图 3、图 4 可知，R1、R2、R3、Y3 四种单

菌组成的混合菌对 HPAM 和原油的去除率都明显

高于 4 种单菌，混合菌对 HPAM 的降解率在第 3 天

基本保持稳定，达到 55%以上，对原油的去除率可

达到 75%以上。这可能是由于单一菌种不具备一整

套完整的酶系统或基因成分降解这些不易降解的

有机物，而微生物群落中不同基因的拥有者却可能

发生基因交换或重组，从而导致新的降解途径的实

现。

3.5 微生物固定化

（1）5 种包埋方法比较 对 5 种包埋法的制备

难易程度、固定化后小球的强度和韧性及制作成本

进行对比，结果如表 2 所示，海藻酸钠包埋与戊二

醛交联结合法与明胶-戊二醛法这两种方法制作费

用高，且明胶-戊二醛法操作较困难，制成的固定化

颗粒形状不规则，海藻酸钠包埋与戊二醛交联结合

法制备的小球韧性、强度一般。因此排除海藻酸钠

包埋与戊二醛交联结合法与明胶一戊二醛法这两

种方法，选用其余 3 种制备费用低廉的方法测定固

定化微生物颗粒降解 HPAM 和原油的 效果。

5 种包埋法制备固定化颗粒的难易程度、小球

图 3 混合菌与单菌对聚丙烯酰胺降解率的比较

图 4 混合菌与单菌对原油去除率的比较
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表 2 5 种包埋固定化方法的比较

包埋方法 制备难易 小球强度和韧性 费用

海藻酸钠+活性炭粉 操作较简单，成球容易，小球体积较小 小球有一定的韧性，但强度不好，易破碎 较低

海藻酸钠包埋与戊二醛交联结合 操作较简单，成球容易，小球体积较小 小球韧性、强度较一般 较高

PVA+海藻酸钠+添加剂 操作较简单，成球容易，小球体积较大 固定化小球韧性一般，但强度好，球体硬 低

PVA 冷冻 操作相对简便，较易成球，小球体积较小 强度一般，韧性很好 低

明胶一戊二醛 操作较困难，明胶黏性较大，不易成球，小球的形

状不规则

固定化小球强度很好，有韧性 较高

表 3 固定化颗粒降解 HPAM 和原油的效果

包埋方法 聚丙烯酰胺的降解率/% 原油去除率/%

海藻酸钠+活性炭粉 60.3 81.4

PVA+海藻酸钠+添加剂 78.2 98.3

PVA 冷冻 61.4 81.2

强度和韧性以及制备费用比较如表 2 所示。

（2）微生物固定化颗粒降解 HPAM 和原油的

效果 通过由表 2 筛选出的 3 种包埋固定化方法制

得的固定化颗粒对聚丙烯酰胺的降解率的测定，结

果如表 3 所示，海藻酸钠+活性炭粉法与 PVA 冷冻

法对聚丙烯酰胺降解率与对原油的去除率低于

PVA+海藻酸钠+添加剂法。因此，排除海藻酸钠+
活性炭粉法与 PVA 冷冻法两种方法。

综合表 2 与表 3，得知 PVA+海藻酸钠+添加

剂法制得的固定化颗粒的活性较好，操作简单，

强度好，不易破损，且费用低，PVA+海藻酸钠+
添加剂法对聚丙烯酰胺的降解率高于其它两种

包埋方法。因此选用 PVA+海藻酸钠+添加剂法对

含聚丙烯酰胺的土壤进行处理。张秀霞等[10]以天

然有机材料 YJ-05 为载体，采用吸附法制备固定

化 MM-7 对土壤中石油的降解率可达到 27.1%。

由之前的实验 3.4 节混合菌的优势可知，游离

的混合菌对 HPAM 降解率达到 55%以上，对原油的

去除率可达到 75%以上，而由表 3 得知在相同实验

条件下 PVA+海藻酸钠+添加剂法制得的固定化颗

粒对聚丙烯酰胺的降解率可达到 78.2%，对原油的

去处率可达到 98.3%。可见固定化后的菌株对聚丙

烯酰胺与原油的处理能力要远远强于没有固定化

的游离菌株。

PVA+海藻酸钠+添加剂法制得的固定化颗粒如

图 5 所示。图 5(a)为 10%PVA-1%海藻酸钠与湿菌体

按 1 ∶ 2 体 积 比 混 合 后 ， 加 入 3 % S i O 2 ，

(a) 不含活性炭的固定化颗粒

(b) 含活性炭的固定化颗粒

图 5 固定化颗粒

0.3%CaCO3。用 5 mL 注射器注射到 2%的 CaCl2 饱

和硼酸溶液中成球，CaCl2与饱和硼酸共同交联 24 h
后的固定化颗粒，颗粒并无拖尾现象。图 5(b)为在

相同制备方法时加入 3%的活性炭制得的固定化颗

粒，以增加固定化颗粒的通透性，提高微生物的活

性。

3.6 微生物固定化处理采油污水污染土壤

PVA+海藻酸钠+添加剂法制得的微生物固定化

颗粒处理采油污水污染的土壤，处理后的土壤样品

放入电热鼓风干燥箱中干燥后送回井场，固定化颗

粒降解土壤中 HPAM 和原油的效果实验结果如表 4
所示。由表 4 可以看出，PVA+海藻酸钠+添加剂法

制备的固定化颗粒对采油污水污染土壤进行处理，

固定化颗粒对 HPAM、原油的去除率分别为 79.5%
和 98.7%。
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表 4 固定化颗粒降解土壤中 HPAM 和原油的效果

时间

/d

HPAM 含量

/mg·L−1

HPAM 降解率

/%

原油含量

/mg·L−1

原油降解率

/%

0 500.05 0 733.21 0

3 102.51 79.51 9.5 98.7

6 22.21 78.3 1.51 84.1

9 7.62 65.7 0.36 76.2

12 3.21 57.8 0.09 75

15 1.41 56.1 0.04 55.6

18 0.62 56 0.02 50

21 0.27 56 0.01 50

4 结 论

（1）实验以筛选出以聚丙烯酰胺作为唯一碳

源和唯一氮源的菌株为目的，从含 HPAM 的土壤中

分离、纯化得到对 HPAM 具有高效降解能力的 R1、
R2、R3、Y3 四种单菌。对筛选出的单菌进行鉴定

可知：R1 为芽孢乳杆菌属，R2 为微球菌属，R3、
Y3 为假单胞菌属菌株。

（2）将 R1、R2、R3、Y3 混合，在 35℃，120
r/min条件下，混合菌对HPAM的降解率可达到 55%
以上，对原油的去除率达到 75%以上。明显高于 4
种单一菌种对 HPAM 和原油的去除率。

（3）为提高混合菌对聚丙烯酰胺与原油的去除

率，采用固定化法对混合菌进行固定化实验。比较

5 种包埋固定化法得知，PVA+海藻酸钠+添加剂法

对聚丙烯酰胺与原油的去除率高于其它 4 种包埋固

定化方法。PVA+海藻酸钠+添加剂法制得的固定化

颗粒的活性较好，操作简单，强度好，不易破损，

且费用低。

（4）游离的混合菌对 HPAM 与原油的去除率

可达到 75%与 55%以上，而 PVA+海藻酸钠+添加剂

法制得的固定化颗粒对聚丙烯酰胺与原油的去处

率可达到 78.2%与 98.3%。可见固定化后的菌株对

聚丙烯酰胺与原油的处理能力要远远强于没有固

定化的游离菌株。

（5）PVA+海藻酸钠+添加剂法制备的固定化颗

粒对采油污水污染土壤进行处理，聚丙烯酰胺的去

除率可达到 79.5%，原油的去除率可达到 98.7%。
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