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１前言

早在 １９世纪初叶，人们发现，某些微生物细胞具有一种吸

附在固体物质表面的天然倾向和特殊功能，并以这种方式被

束缚，固定起来。当时，曾利用这种方式被吸附的微生物细胞，

在滴滤反应系统内生产醋酸犤１、２犦。此后，有人将类似的方法用于污

水处理犤３犦。

从 ６０年代开始，国际上固定化酶的研究迅速发展起来，到

７０年代，作为酶源的微生物菌体本身的固定化，即固定化微生

物，也引起了人们极大的注意。

所谓固定化技术，是指利用化学或物理手段将游离的细胞

（微生物）或酶，定位于限定的空间区域并使其保持活性和可

反复使用的一种基本技术 犤４犦。包括固定化酶技术和固定化细胞

技术。

２固定化细胞的制备方法

固定化细胞的制备方式是多种多样的，任何一种限制细胞

自由流动的技术，都可以用于制备固定化细胞，国内外不同的

研究工作者用不同的分类方法，因此，很难对此作出精确的分

类。一般来说大致可以分成吸附法、共价结合法、交联法和包

埋法等４大类，其中以包埋法使用最为普遍。

２．１吸附法

很多细胞都有吸附到固体物质表面，或其他细胞表面的能

力，这种吸附能力可以是天生具有的，也可以是经过处理诱导

产生的，依靠这种吸附能力，人们发展起许多廉价而又有效的

固定化方法。吸附法可分为物理吸附法和离子吸附法，前者是

使用具有高度吸附能力的硅胶、活性炭、多孔玻璃、石英砂和纤

维素等吸附剂将细胞吸附到表面上使之固定化。这是一种最

古老的方法，操作简单，反应条件温和，载体可以反复利用，但

结合不牢固，细胞易脱落。后者根据细胞在解离状态下可因静

电引力（即离子键合作用）而固着于带有相异电荷的离子交换

剂上，如ＤＥＡＥ－纤维素、ＤＥＡＥ－ｓｅｐｈａｄｅｘ、ＣＭ－纤维素等。

利用细胞的表面吸附能力，早在１８２０年，就有人用此法由

酒精生产“速酿酸”。接下来有人用此生产啤酒、酒精、生化药

物和用于污水处理等方面。

２．２共价结合法

共价结合法是细胞表面上功能团和固相支持物表面的反

应基团之间形成化学共价键连接，从而成为固定化细胞。该法

细胞与载体之间的连接键很牢固，使用过程中不会发生脱落，

稳定性好，但反应条件激烈，操作复杂，控制条件苛刻。有人用

此法将卡尔酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｌｕｔｅｕｓ）固定在已活化的多孔玻

璃珠上 犤５犦，虽然细胞已经死亡，但仍然保留生产尿酐酸的活

性。利用此法制备的固定化细胞，细胞大多死亡。
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表１固定化载体的性能比较
Ｔａｂｌｅ１Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｆｏｒｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃａｒｒｉｅｒｓ

载体 ＳＡ ＰＶＡ 明胶 琼脂 ＡＣＲＭ
强度 较好 好 较差 差 好

传质性能 较好 好 差 差 差

耐生物分解性 较好 好 差 无 好

对生物性 无 适中 无 无 强

固定难易 易 易 易 易 较难

价格 较贵 便宜 较贵 便宜 贵

２．３交联法

交联法与共价结合法一样，都是靠化学结合的方法使细胞

固定化，但交联法所采用的载体是非水溶性的。如采用戊二醛

或偶联苯胺等带有两个以上的多功能团交联剂与细胞进行交

联，可形成固定化细胞，但反应条件激烈，对细胞活性影响大。

千烟一郎曾用此法制得具有天门冬氨酸活力的固定化大

肠杆菌细胞 犤６犦，也有人用此法制得具有葡萄糖异构酶活力的固

定化细胞。

２．４包埋法

包埋法是细胞固定化最常用的方法。按照包埋系数的结构

可分为凝胶包埋和微胶囊法，即将细胞包裹于凝胶的微小格子

内或半透膜聚合物的超滤膜内，该方法操作简单，对细胞活性

影响较小，制作的固定化细胞球的强度较高，目前被广泛地用

于废水处理。

３固定化细胞载体的特性

人们对一种较为理想的固定化载体有以下 ５个要求：ａ．

具有高的载体活性，即固定化酶或微生物的活性回收率要高；

ｂ．材料容易获得；ｃ．价格便宜；ｄ．操作制备方便，能适用于大

规模生产；ｅ．有较高的机械强度，能较长时间使用和重复使

用。

目前，所采用的载体主要有以下几种：琼脂、明胶、海藻酸

钙（简称ＳＡ）、聚乙烯醇（简称ＰＶＡ）和丙烯酰胺（简称ＡＣＲＭ）牞

其性能比较如表１。

⑴在５种包埋剂中，琼脂机械强度极差，无实际工程应用

价值。

⑵ＡＣＲＭ凝胶中未聚合的单体对生物有毒，且在聚合过程

中发热，对细菌杀伤大；传质性能较差，固定化细胞小球内的微

生物增殖不好；固定操作不易。

⑶明胶强度较低，内部结构密实，传质性能较差。

⑷ＳＡ凝胶和ＰＶＡ凝胶，机械强度较好；电镜观察表明内

部呈多孔结构，对生物的毒性小，固定操作容易。

对ＳＡ凝胶和ＰＶＡ凝胶进一步的研究表明，ＰＶＡ凝胶的机

械强度优于ＳＡ凝胶，但ＳＡ凝胶的传质性能比ＰＶＡ凝胶好。

现阶段，有学者成功地运用了以ＰＶＡ为载体主要成分，适

量添加少量海藻酸钠和活性炭 犤７、８犦，其优点是可克服两液滴粘

连现象，有助于颗粒成型，改善通透性，增加固定化颗粒的孔

隙，达到吸附和包埋的双重效果。另有学者采用无纺布—ＰＶＡ

复合载体对优势菌种进行包埋固定降解有机物，取得了理想的

效果。

４固定化细胞技术的应用

目前，固定化细胞技术已经在工业，医学，化学分析，环境

保护，能源开发及理论研究等方面得到了广泛的应用，本文主

要论述其在环境保护中处理有机废水方面的应用研究。

４．１固定化细胞处理含苯酚等芳香族有机废水的研究

４．１．１苯酚的降解

Ａｎｓｅｌｍｏ等 犤９犦研究了用琼脂、海藻酸钙、卡拉胶和聚乙烯

酰胺等载体包埋固定化微生物降解苯酚。随后，他们又以聚氨

酯泡沫为载体固定镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．菌丝体，在完全混合器

中降解酚。结果表明，与游离菌相比，固定化细胞降解苯酚的速

率要大得多，且固定化细胞生物产量低。

周定等 犤１０犦人对固定化微生物法处理含酚废水进行了研

究，他们利用海藻酸钙包埋热带假丝酵母 （Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｌｓ牘牞

采用固定化微生物法连续处理含酚废水，进水酚浓度为 ３００

ｍｇ·Ｌ－１，出水酚浓度小于０．５ｍｇ·Ｌ－１，与悬浮生物法（如活性

污泥法）相比，酚的容积负荷可提高１倍以上，污泥发生量可减

少９０％。

孙艳等 犤１１犦对一种耐酚菌种及其固定化细胞降解含酚废水

性能进行了比较研究，结果表明，固定化细胞的降解效果明显

高于游离细胞。

４．１．２芳香族类化合物的降解

Ｓｈｒｅｖｅ等 犤１２犦利用固定化假单胞菌降解甲苯，研究了固定化

细胞生长和底物降解过程动力学，并与游离细胞进行了比较，

结果表明，固定化细胞体系的半饱和常数（Ｋｓ）增加了３０倍，细

胞的最大比生长牗μｍ牘降解了２倍。

Ｂｏｋｈａｍｙ等 犤１３犦利用固定化混合微生物体系降解蒽醌－２－

磺酸钠（ＳＡＳ），并与游离微生物体系进行了比较。结果表明牞当

稀释率０．００５ｈ－１时，固定化细胞体系与游离细胞体系ＳＡＳ的

最大降解率分别为８９和５９ｍｇ·Ｌ－１·ｈ－１。

Ｌｅｅ等 犤４犦用海藻酸钙凝胶包埋固定化 Ｐｉｍｅｌｏｂａｃｔｅｒｓｐ．细菌

进行了降解吡啶的研究。结果表明牞与游离细胞相比，固定化细

胞的降解速率和对吡啶毒性的承载力并没有提高，这与大多研

究者的结论相反。但由于固定化细胞具有较高的生物浓度，所

以其体积降解率较高，鉴于固定化细胞具有较高的生物浓度和

可以重复利用，他们认为固定化细胞降解吡啶是可行的。

黄霞等 犤１５犦以ＰＶＡ－无纺布混合载体包埋固定化优势菌种

用于降解吡啶、异吡啶和喹啉，结果表明，３种难降解有机物经
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固定化细胞处理８ｈ后，降解率均在９０％以上。
４．２固定化细胞处理农药、杀虫剂废水的研究

陈敏等 犤８犦利用聚乙烯醇包埋活性炭和微生物的固定化技

术对有机磷农药水胺硫磷的降解进行了试验研究，结果表明牞
经固定的微生物对温度、ｐＨ值和水样水胺硫磷浓度的适应范
围扩大，在 ３个月的连续试验中，若水样初始 ＣＯＤＣｒ浓度
为 １３００—２５００ｍｇ·Ｌ－１，停留时间２４ｈ，在恒温摇床（３０℃，１５０
ｒ·ｍｉｎ－１）内降解，其去除率为５５％—７０％。

张小荷等 犤１６犦对水胺硫磷水样在固定化微生物生物降解前

后的性能评价指标进行了研究。

Ｐｏｒｔｉｅｒ等研究了固定化微生物处理含氯乙酸盐的杀虫剂生
产废水。进水氯乙酸钠浓度为６０００ｍｇ·Ｌ－１，停留时间为１０．９—
１６．２ｈ时，出水中氯乙酸钠小于１０ｍｇ·Ｌ－１，去除率达 ９９％，
ＴＯＣ去除率也达８９％。

Ａｉｔｋｈｏｚｈｉｎａ等研究了固定化假单胞菌用于除去残留在土
壤中的杀虫剂。

４．３固定化细胞处理印染废水和硝化、反硝化作用研究
韩树琴 犤１７犦等曾利用蜡状芽孢菌固定化细胞对染料酸性红

进行了脱色研究。

刘志培等 犤１８犦分别采用多孔硅酸盐材料吸附固定化和聚乙

烯醇包埋固定化混合菌细胞，进行了印染废水脱色的研究，并

取得了较高的使用价值。

Ｎｉｌｓｓｏｎ等 犤１９、 ２０犦用海藻酸钙固定假单孢反硝化菌

牗Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｄｅｎｉｆｉｃａｎｓ牘牞固定化细胞的ＮＯ３－Ｎ去除速率为自
由细胞的５０％。固定化后，细胞的存活比例很大，但内扩散是
脱氮过程的速度控制步骤。固定化细胞在低温下的活力保留

上升，热稳定性及储藏稳定性增加。在用固定床处理含氮地表

水的试验中，脱氮活力可稳定５３ｄ牞并且脱氮活性可以通过在
营养培养基中的活化而得到恢复。此法脱氮效果好，反硝化速度为

６６ｍｇ·ｈ－１·ｋｇ－１凝胶，容积负荷为３．６ｋｇ·ｍ－３·ｄ－１。此后，许多
工作者在此领域作出了大量的工作。

５固定化细胞技术的应用前景与展望

近年来固定化细胞技术以其独特的优点在有机废水处理

领域中引起了人们的普遍关注，进行了广泛的研究，但大多是

在实验室规模上进行的，要实用化，还有许多问题需要解决：

①针对不同的废水体系和所包埋的菌系细胞，选择合适

的包埋材料以提高处理能力，有关载体对细胞浓度、活性的影

响及其传质阻力的研究有待深入。因此，开发研究载体仍为固

定化细胞技术的重要课题之一。

②实际废水是一个十分复杂的混合体系，用单一菌株处

理，一般很难达到要求，因此，对于复杂的废水体系，是采用混

合菌，还是单一高效菌分级处理，有待进一步探索。

③固定化载体的成本及使用寿命是决定其经济可行性的

关键，开发适合固定化微生物的高效生化反应器也是一个急待

解决的问题。

④加强工业化连续处理废水的自动化成分，找出精确测

定载体中的细胞浓度的方法和较佳的动力学处理法，系统管理

优化设计，降低成本，将废水处理和回收偶联。

基因工程技术在水处理中的应用还很遥远，但有效地利用

遗传工程菌的降解潜力，防止其泄露而引起生态问题，开拓固

定化细胞技术应用新领域，仍是一个发展方向。包埋固定化微

生物在水处理中的应用研究尚处于初级阶段，随着该技术的不

断深入研究和发展，固定化细胞技术必将在废水生物处理领域

中获得广泛的应用。
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