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摘　要　利用自主研发的固定化生物修复制剂开展溢油污染岸滩生物修复现场试验，以期解决传统干粉／

液态生物修复制剂在溢油污染岸滩难于现场应用的实际问题。现场试验结果表明：在为期１２３ｄ的修复过程

中，投加的两种固定化生物修复制剂对油砂石油烃降解效果显著，去除率分别为７３％和６９％，且潮间带修复效

果最佳；从微生物活性的角度看，投加固定化生物修复制剂的油砂中石油烃降解菌总数迅速增加，修复中后期

仍可维持在１０７个／Ｌ；据微生物群落多样性指数分析可知，投加固定化生物修复制剂的油砂中微生物群落结构

及代谢特征发生显著改变，均一性提高。
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０　引　言

随着油气行业的迅猛发展，海洋溢油风险日益加

剧［１４］。发生溢油事故后，一般首先采用收油机、消油

剂等应急手段清除大面积油污［５］。但应急处理后，仍

有残油随着潮汐的周期性冲刷进入岩基海岸、沙滩、

珊瑚礁和石沼等岸滩区域，威胁近海海域生态安全，

直接或间接影响人类生产、生活［６］。

生物修复技术因具有绿色友好、经济等特点逐渐

成为处理石油污染特别是岸滩油污的最优技术［５，７］。

国内外学者的研究热点集中在生物修复菌剂［５，８１１］及

营养剂开发［１２１３］等。但传统的液体／干粉形式生物修

复剂在海岸线环境中易被冲释，不利于土著生物竞

争，导致修复过程启动速度慢、失效速度快。据此，利

用固定化微生物技术开展溢油岸滩修复逐渐受到国

内外研究者的关注［１４１５］，但大部分研究仍停留在实验

室或现场小试阶段［１６２１］，大规模现场应用基本属于

空白。

本研究以“制剂固定化”为主体思路，设计及搭建

占地３００ｍ２ 的实景模拟溢油污染岸滩生物修复现场

试验系统。利用自主研发的固定化生物修复制剂开

展海岸线生物修复产品现场应用效果评价，为溢油污

染岸滩生物修复技术的现场应用提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１ 现场试验系统

溢油污染岸滩生物修复现场试验系统建于某油

田油泥砂净化处理厂厂区内，占地面积约３００ｍ２，由

潮间带试验池、平流式海水蓄水池、边坡系统及自动

控制系统四部分构成。系统工艺流程为：海水→平流

式海水蓄水池→潮间带试验池，溢油污染岸滩生物修

复现场试验系统平面布置，见图１。

图１　溢油污染岸滩生物修复现场试验系统平面布置

①潮间带试验池

潮间带试验池设置４套（如图１所示，分别命名

为试验池１～４）。单个海岸池长５．２ｍ×宽１．６ｍ×

深１．５ｍ。４０～６０目海沙以１５°铺设，用于模拟沙质

岸滩。岸滩与水下海岸分界线为最低潮水位。进出

水采用不同管线，管线末端设置筛网过滤器，以防止

进水口和出水口阻塞。

②平流式海水蓄水池

平流式海水蓄水池（如图１所示），长１１．０ｍ×

宽３．２ｍ×深１．５ｍ，采用气泵曝气。设置管线分支，

将海水直接经泵引入潮间带试验池，实现海水循环。
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③边坡系统

因现场试验开展期间为雨季，故在试验池及蓄水

池四周堆设边坡系统（如图１所示，边坡长约１５ｍ，

宽５０ｃｍ，坡度１∶３）以避免突发暴雨冲入试验区，保

障系统正常运行。

④自动控制系统

自动控制系统由工业用蠕动泵、微型调速器及外

置水循环系统构成。通过液位计监测蓄水池水位，当

达到设定低水位时，海水从蓄水池流向试验池；当达

到设定高水位时，海水从试验池流回蓄水池。根据潮

汐变化规律，模拟涨潮６ｈ，退潮６ｈ，并通过控制泵的

流速来实现仿自然节律。

１．２ 试验材料

１．２．１ 固定化生物制剂

①高效石油烃降解复合菌群

所用菌群为本实验室筛选自试验场石油污染土

壤的高效石油烃降解复合菌群，由弯曲芽孢杆菌

（犅犪犮犻犾犾狌狊犳犾犲狓狌狊，ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库 中 登 录 号 为

ＡＢ０２１１８５）、铜绿假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅

狊犪，ＧｅｎＢａｎｋ数据库中登录号为Ｚ７６６５１）、蜡样芽胞

杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊，ＧｅｎＢａｎｋ数据库中登录号为

ＡＥ０１６８７７）和人苍白杆菌（犗犮犺狉狅犫犪犮狋狉狌犿犪狀狋犺狉狅狆犻，

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中登录号为ＣＰ０００７５８）组成。该复

合菌群（按１∶１∶１∶１比例配置成的混合菌悬液）

９ｄ内对试验用原油（约１００００ｍｇ／Ｌ）的总石油烃

（ＴｏｔａｌＰｅｔｒｏｌｅｕｍＨｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ，简称ＴＰＨｓ）降解率

可达８２．３３％。

②固定化载体及改性

聚丙烯材料：首先，聚丙烯材料用超纯水清洗后置

于６０℃烘箱中烘干待用；将烘干的材料经０．２ｍｏｌ／Ｌ

ＨＣｌ溶液浸泡２４ｈ，去掉酸液，再用蒸馏水洗涤３次，

烘干后置入干燥器中备用，制得改性聚丙烯材料，命

名为改性固定化载体１。

沸石材料：首先，选取粒径为０．５～１．０ｍｍ的天

然沸石，经过１０％的 Ｈ２ＳＯ４ 溶液浸泡２０ｈ后调ｐＨ

至中性；将处理后的沸石置于４００℃的马弗炉中焙烧

９０ｍｉｎ；以５．０ｍｍｏｌ／Ｌ十六烷基三甲基溴铵［ＨＤＴ

ＭＡ，Ｃ１６Ｈ３３Ｎ（ＣＨ３）３Ｂｒ］作为有机改性剂，将煅烧后

的沸石浸泡４８ｈ，烘干后置入干燥器中备用，制得改

性沸石材料，命名为固定化载体２。

③固定化生物制剂制备

将上述高效石油烃降解复合菌群发酵培养至１５０Ｌ

后（测试菌液中含菌量为１０９～１０
１０个／Ｌ），分别与灭菌

的改性固定化载体１、２置于３０℃、转速１５０ｒ／ｍｉｎ的

摇床中，振荡培养２０ｈ后，在４０００ｒ／ｍｉｎ，３０℃条件

下离心２０ｍｉｎ，去掉上清液，下层沉淀用生理盐水清

洗两次后自然风干，即得到固定化生物制剂１、２。

１．２．２ 营养盐

试验添加的水溶性营养盐为硝酸盐、磷酸盐和水

溶性氮磷复合肥三种。三者的添加比例为１∶０．８∶１。

１．２．３ 海 水

试验所用海水取自试验区周边近海海域，海水水

质情况如下表１所示：

表１　近海海域水质情况 　ｍｇ／Ｌ

项目 数值

ＴＮ ２．０７３

ＴＰ １．８５２

氨氮 ０．３７５

硝氮 ０．６３７

ＣＯＤ １８８６

ＴＰＨｓ ０．０１７

注：总氮（ＴｏｔａｌＮｉｔｒｏｇｅｎ，简称 ＴＮ）；总磷（ＴｏｔａｌＰｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，简称

ＴＰ）；化学需氧量（ＣｈｅｍｉｃａｌＯｘｙｇｅｎＤｅｍａｎｄ，简称ＣＯＤ）。

１．２．４ 海 砂

试验所用海砂取自试验区周边海滩，每套试验池

需海砂１０．０ｔ（压实后体积），共计４０．０ｔ。

１．２．５ 原 油

试验所用原油样品取自试验区所在油田，其动力

黏度为３６７．２ｍＰａ·ｓ，相对密度为０．９７２ｇ／ｃｍ
３。样

品中饱和烃、芳香烃、沥青质、非烃的质量分数分别

为：３７．５１％，３０．２１％，８．３３％和１６．１５％。

１．３ 试验设计

岸滩海沙斜面坡度按１０°铺设完成后，分别称取

２０ｋｇ试验区原油并加入４０Ｌ柴油，用电动搅拌器快

速搅拌至原油均匀分散后，将原油混合液转移至喷雾

器中，于暮潮时均匀喷洒于各试验池海沙表面，冲刷

１５ｄ，保证海水、沉积物及原油污染物的物化性质达

到稳定。

模拟溢油污染１５ｄ后，于暮潮时向试验池２岸

滩表面均匀投加固定化生物修复制剂１，向试验池３

岸滩表面均匀投加固定化生物制剂２，固定化生物修

复制剂的投加量均为０．５ｋｇ／ｍ
２；向试验池４的潮间

带表面均匀投加营养盐，投加量为０．７ｇ／ｍ
２；试验池

１为空白对照组，不做任何处理。

１．４ 样品采集与分析方法

１．４．１ 样品采集及测试指标

每个试验池分潮上带（Ａ）、潮间带（Ｂ）、潮下带
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（Ｃ）３个采样区块随机采集５ｃｍ×５ｃｍ的柱状样，每

个区块采集３个平行样。均匀分切后，一部分立即用

于石油烃降解菌总数和微生物群落多样性测定；一部

分用于石油烃组分测定。采样区块剖面见图２。

图２　采样区块剖面

１．４．２ 分析方法

①石油烃降解菌总数测定

采用改进的 ＭＰＮ法测定，在９６微孔板中进行。

计算方法参见易绍金等［２２］的方法。

②微生物群落多样性测定

微生物群落代谢活性特征运用ＢｉｏｌｏｇＥＣＯｐｌａｔｅ

ＴＭ进行分析。参照杨永华等
［２３］及Ｂｉｏｌｏｇ公司提供

的分析方法完成。将油砂浸提液用８通道加样器加

入ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ微平板（１５０μＬ／孔）中，保持３１℃培

养。每隔２４ｈ在波长设定为５９０ｎｍ的Ｂｉｏｌｏｇ细菌

自动读数仪中读取数据，共计培养２１６ｈ。

③ＴＰＨｓ测定及质量控制

测定方法：油砂样品自然风干后，去除杂物后混

匀，取１０．００ｇ样品于４０ｍＬ带聚四氟乙烯衬盖的

ＶＯＡ瓶中，加入３０ｍＬ二氯甲烷超声提取１０ｍｉｎ，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离提取液；共提取３次，

合并提取液，提取液采用全自动氮吹仪浓缩至１．００ｍＬ，

进行ＧＣＦＩＤ测试。

质量控制：按照每２０个样品为一分析批，每分析

批包含实验室空白、重复样、实验室空白加标和样品

基体加标等内部质控样各１个。重复样的相对偏

差＜２０％，实验室空白加标和样品基体加标回收率在

７０％～１３０％。

④石油烃组分测定

油砂样品中石油烃组分采用二氯甲烷超声提取，

氮吹浓缩至１．００ｍＬ后，用安捷伦７８９０Ａ型气相色

谱仪进行检测，检测器为火焰离子化检测器，ＤＢ５ＭＳ

毛细管气相色谱柱（柱长３０ｍ×内径０．３２ｍｍ×膜厚

０．２５μｍ）。仪器条件：进样口温度３００℃，检测器温度

３２０℃，升温程序为初始４０℃保持５ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ

升温至３００℃保持２０ｍｉｎ；载气分别为９９．９９％的高纯

氮气、高纯氢气和高纯空气，色谱柱流量１．５ｍＬ／ｍｉｎ，

氢气流量２５ｍＬ／ｍｉｎ，空气流量３００ｍＬ／ｍｉｎ，尾吹流

量２８．５ｍＬ／ｍｉｎ；不分流进样，进样量１μＬ。

采用的石油烃标准物质，包含３３种正构烷烃（从

ｎＣ８至ｎＣ４０）以及两种生物标记物姥鲛烷和植烷。

石油烃正构烷烃组分的含量采用仪器工作站的

校准方法进行定量。

石油烃分段组分的含量采用面积归一化方法定

量。依据标准物质色谱图中正构烷烃的保留时间，划

分石油烃组分的分段区间，建立各个区间内所有正构

烷烃峰面积的和与所有正构烷烃浓度的和之间的线

性回归方程，将样品中各个分段区间内所有峰面积加

和，代入相应的回归方程计算该分段区间内的石油烃

含量。

２　结果与讨论

２．１ 油砂表观修复效果

本次现场试验运行周期为１２３ｄ，其中试运行时

间为２０１６年７月１日—７月３１日，正式运行时间为

２０１６年８月１日—１０月３１日。运行期间，每天定时

对试验区温／湿度及降雨情况进行监测。整个现场试

验期间，平均气温２６℃，平均空气湿度７３％，良好的

温湿度环境有助于微生物生长代谢，为修复的成功奠

定良好基础。

正式运行期间，每隔７ｄ对暮潮时各试验池油

砂颜色变化情况进行图像采集。修复前（２０１６年８

月１日拍摄），４个试验池中油砂上均可看到清晰的

油迹，且“油”味明显。修复后（２０１６年１０月３１日

拍摄），试验池２、３油砂颜色明显变浅，看不到明显

的油污，且没有“油”味；而试验池１、４油砂颜色略微

变浅，且仍有明显“油”味。通过各试验池油砂的表

观变化可知，施加固定化生物制剂对原油去除效果

最优。

２．２ 油砂中各组分烃的去除效果

表２表示系统经过３个月的运行，４个试验池潮

上带、潮间带、潮下带油砂 ＴＰＨｓ去除率变化情况。

如表２所示，３个采样区块中油砂ＴＰＨｓ降解效果具

有相同的规律，即试验池２＞试验池３＞试验池４＞试

验池１。与空白对照组及仅施加营养盐组对比，投加

固定化生物制剂的试验池石油烃降解效果最优，表明

高效石油烃降解复合菌群经改性载体固定化后，大量

微生物吸附在载体孔道中形成高浓度可长期繁殖的

菌群，从而有效提升原油降解效果及环境耐受力，此

研究结果与ＬｕｚＥＢ等
［２４］及 ＴｅｒｒｙＪＭ 等

［２５］结论

一致。
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表２　各区块油砂ＴＰＨｓ去除率 ％

采样区块 试验池名称 ＴＰＨｓ去除率

潮上带（ａ）

试验池１＃ －１５．０５±１．３７

试验池２＃ ９５．００±２．７７

试验池３＃ ６６．６９±６．２４

试验池４＃ ５９．９２±５．５５

潮间带（ｂ）

试验池１＃ ３２．１４±２．３３

试验池２＃ ９８．２０±１．０２

试验池３＃ ８６．７４±５．７６

试验池４＃ ７７．１２±７．２４

潮下带（ｃ）

试验池１＃ －１０６．３４±８．１１

试验池２＃ ６９．７６±５．３７

试验池３＃ ５４．１２±７．７２

试验池４＃ ４６．２９±３．２４

修复前后油砂中原油各组分含量变化情况见图

３。按照采样区块分析，修复前后各试验池潮间带采

样区（见图３１ｂ、图３２ｂ、图３３ｂ和图３４ｂ）油砂中

Ｃ８～Ｃ４０链烃含量下降最为显著，其次为潮上带（见图

３１ａ、图３２ａ、图３３ａ和图３４ａ），降解效率最低的为

潮下带（见图３１ｃ、图３２ｃ、图３３ｃ和图３４ｃ）。主要

原因是潮间带属于间歇性海水淹没区域，与潮上带及

潮下带相比，潮间带溶解氧浓度及孔隙水中营养浓度

更高，可有效促进原油降解微生物的代谢活性。

２．３ 油砂中石油烃降解菌总数随修复时间的变化

情况

　　石油烃降解菌是石油烃生物降解的执行者，其数

量的高低直接反映生物修复过程中各种理化因素是

否适宜石油烃降解菌的生长和繁殖［２６］。石油烃降解

菌总数随修复时间的变化如图４所示。修复初期，４

个试验池油砂中石油烃降解菌总数均较低，维持在

１０３个／Ｌ；固定化生物修复制剂投加后，试验池２、３

油砂中石油烃降解菌总数迅速增加，由修复初期的

１．６６×１０２ 个／Ｌ和１．７９×１０２ 个／Ｌ分别增至修复中

期的４．５６×１０７个／Ｌ和１．７９×１０７个／Ｌ，修复后期始

终维持在１０７个／Ｌ左右，表明在改性后固定化载体的

保护下，投加的菌群可实现在现场海岸环境中的生长

繁殖，且受土著微生物的竞争影响较小；投加营养盐

后，试验池４的石油烃降解菌总数亦有较大幅度增

加，修复中期增至５．２２×１０５个／Ｌ，但由于水溶性营养

注：ａ表示潮上带、ｂ表示潮间带、ｃ表示潮下带

图３　修复前后油砂中原油各组分含量变化
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盐易冲释的特点，导致修复后期油砂中石油烃降解菌

总数有所下降，降至７．２４×１０３ 个／Ｌ。

图４　石油烃降解菌总数随修复时间的变化

２．４ 油砂中微生物群落多样性的变化情况

选取Ｓｈａｎｎｏｎ指数及Ｓｈａｎｎｏｎ均匀度指数表征

微生物群落代谢功能的多样性。研究者［２７］认为，多

样性高的微生物群落对环境中碳源的相对利用程度

更加充分，抵抗外界扰动的能力亦更强。修复期间生

物多样性指数变化数据分析结果如图５所示。

图５　修复期间生物多样性指数变化

从图５可以看出，４个试验池的生物多样性指数

存在较大差异。其中，空白对照组试验池１的Ｓｈａｎ

ｎｏｎ指数及Ｓｈａｎｎｏｎ均匀度指数在整个修复周期中

均最低，且变化不大，约为３．１５２±０．０２６和１．１７０±

０．０３７，表明试验池１中油砂的微生物物种及数量最

少，群落功能多样性最差；其次为投加营养盐的试验

池４，营养盐的投加使Ｓｈａｎｎｏｎ指数及Ｓｈａｎｎｏｎ均匀

度指数在修复初期有略微增加，分别由３．３０１±０．０１１

和１．２６９±０．０２５增至３．３９８±０．００２和１．４１１±０．０２５，

但修复中后期，均缓慢恢复到初始值３．３２８±０．００６２

和１．２６５±０．０５２。表明水溶性营养盐的投加可在修

复初期提升微生物的原油降解效率，但由于海水的冲

释作用导致营养盐含量迅速降低，抑制石油烃降解菌

的代谢活性；投加固定化生物制剂的试验池２和３的

生物多样性指数随修复时间的延长具有相似的变化

规律：修复初期迅速增加，中后期基本维持稳定，表明

固定化生物制剂的投加可显著提升修复区块微生物

群落代谢活性，且改性后的两种固定化载体均可有效

提升石油烃降解微生物的环境耐受性及石油烃降解

效率。以上研究结论与包木太等［２８］、ＰｅｔｒａＪＳ等
［２９］

的结论基本一致。

３　结　论

本研究应用固定化生物修复技术开展溢油污染

岸滩现场验证试验，取得良好修复效果，为自主研发

的两种固定化生物修复制剂工业推广及企业配伍提

供技术储备。

①各试验池油砂ＴＰＨｓ降解效率呈“试验池２＞

试验池３＞试验池４＞试验池１”的规律，其中，投加固

定化制剂的试验池油砂 ＴＰＨ 修复效果最优，对短、

中、长链烃均具有良好的降解效果，且在潮间带修复

效果最佳。

②各试验池油砂微生物活性与ＴＰＨｓ降解效果

具有相同规律。其中，投加固定化生物修复制剂的试

验池油砂中石油烃降解菌总数增加迅速，且修复后期

仍维持在１０７个／Ｌ。

③据微生物群落多样性指数分析可知，投加固定

化生物修复制剂的试验池油砂的微生物群落结构及

代谢特征均发生显著改变，均一性提升。
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