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摘  要：生物破乳菌在石油开采与加工行业的研究已经引起各界的广泛关注，然而由于生物破乳

菌菌体形态、表面性质和表面物质的复杂性，使菌体的破乳活性特征尚未被揭示。本文介绍了生

物破乳剂的来源、合成及破乳机制；归纳了影响生物破乳菌破乳活性的菌体形态、表面性质和表

面物质三方面因素的研究进展，特别是总结了相关研究的方法；最后在此基础上对今后研究方向

提出展望。 
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Research methods and progress of mycelial morphology, surface 
properties and surface substances affecting demulsifying 

activity of biological demulsifying bacteria 
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Abstract: The researches on biological demulsifying bacteria have aroused widespread interests in oil 
exploitation and refining industry. However, the characteristics of demulsifying activities of biological 
demulsifying bacteria were not revealed owing to its complexity of mycelial morphology, surface 
properties and surface substances. In this paper, the classification, biosynthesis and demulsification 
mechanism of biodemulsifiers were introduced, and then the research progresses were reviewed 
focusing on the influence of mycelial morphology, surface properties and surface substances on the 
demulsifying activity. The research methods concerned in this field were specially focused. Based on 
the above analysis, the future research directions were proposed. 
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原油在开采过程中有近 80%以原油乳状液的

形式存在，且大多是油包水(W/O)型[1]，原油乳状液

的破乳对原油开采、运输及加工十分重要[2]。目前

大多数油田对原油乳状液进行破乳主要是添加化

学破乳剂，但其具有选择性强、投加量大、难生物

降解等缺点[3]。与化学破乳剂相比，生物破乳剂具

有应用范围广、易于降解、对环境污染小并能通过

发酵生产等优点，受到了国内外研究者的普遍重 

视[4-6]。生物破乳剂是微生物代谢产生的，能使油水

分离的生物制剂，包括微生物代谢产生的具有两亲

性质的胞外产物和具有特殊表面性质和物质的生

物破乳菌。其中，生物破乳菌表面复杂的结构、丰

富的官能团和物质使得其具有更为高效的破乳性

能和更好的适应性，因而受到更多研究者的关注，

但这也是生物破乳剂研究的重点和难点。 

经过三十几年的研究发展，生物破乳菌的筛选

鉴定、培养优化以及破乳效果的表征研究取得了一

定的进展。在此基础上，生物破乳菌破乳活性的影

响因素研究成为一大热点。本文系统地归纳和阐述

了影响生物破乳菌破乳活性的菌体形态、表面性质

和破乳活性物质，有助于指导破乳活性物质的合成

和阐释生物破乳机理。 

1  生物破乳剂的来源、合成及破乳机制 

目前国内外研究发现的生物破乳剂种类丰富，

包括不同菌种的生物破乳菌和多种胞外产物。由表

1 可知，生物破乳菌来源广泛，多来源于受石油污

染的土壤、海水、海泥、活性污泥等环境样品[7-8]；

在种群方面，属主要包括 Dietzia、Rhodococcus、 

 

表 1  生物破乳剂的分类及破乳活性 
Table 1  Classification and demulsifying activity of biodemulsifier 

类别 

Category 

菌株 

Strain 

微生物来源 

Source of bacteria 

破乳活性 

Demulsifying activity 
参考文献

Reference乳状液 

Emulsion 

破乳率 

Demulsification 
ratio (%) 

生物破乳菌 

Biological demulsifying 
bacteria 

Ochrobactrum anthropi 
strain RIPI5-1 

受石油污染的沙岸 ME (W/O/W) 72 (8.5 h) [12] 

Dietzia sp. S-JS-1 受石油污染土壤 ME (W/O, O/W) 88.3, 76.4 (5 h) [13] 

Alcaligenes sp. S-XJ-1 受石油污染土壤 ME (W/O, O/W) 96.5, 49.8 (24 h) [14] 

Rhodococcus sp. PR-1 油田废水 ME (W/O) 100 (8 h) [15] 

Acinetobacer calcoaceticus  

受石油污染土壤 

 
ME (W/O) 

 
96 (24 h) 

 
[16] 

Acinetobacer 
radioresistants 
Micrococcus sp. 加油站土壤 ME (W/O, O/W) (T1/2=127.7,  

10.2 h) 
[17] 

Nocardia amarae 菌种库 ME (W/O) (T1/2=10.5 h) [18] 

Pseudomonas aeruginosa 
MSJ 

受石油污染土壤 ME (O/W, W/O)  [19] 

胞外产物 

Extracellular products 

Paenibacillus alvei ARN63 油井 COE (W/O) 59 (48 h) [20] 

Bacillus mojavensis XH1 受石油污染土壤 ME (O/W) 87.2 (24 h) [21] 

Streptomyces sp. 海水、海泥 ME (O/W) 95 (24 h) [7] 

Bacillus subtilis 菌种库 COE (O/W) TOC 减少 51  

(16 min) 

[22] 

注：ME：模型乳状液；COE：原油乳状液；TOC：总有机碳；T1/2：半衰期. 

Note: ME: Model emulsion; COE: Crude oil emulsion; TOC: Total organic carbon; T1/2: Half-life. 
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Alcaligenes、Nocardia、Pseudomonas、Acinetobacer

等，生物破乳菌的系统发育树表明生物破乳菌主要

分布于放线菌门、厚壁菌门、变形菌门[9]。其中

Mycobacteria、Nocardia、Corynebacteria 菌体细胞

壁外具有蜡质层形成的独特细胞被膜结构，主要是

由长链脂肪酸和枝菌酸组成[10-11]。 

在生物破乳剂的合成研究中，为提高其产量和

破乳活性，已开展了大量的培养基优化研究。培养

基优化研究[12,20-21,23-25]主要包括碳源、氮源、无机

离子、生长因子、温度、pH、转速和接种量等。其

中，碳源和 pH 的影响最大。碳源多采用疏水性碳

源(烷烃[17,25]和脂肪酸酯 [26])，也有采用亲水性碳  

源[12,22]和复合碳源[21]。但碳源的成本较高是生物破

乳剂合成成本过高的一个主要原因，因此近年来有

研究者开始关注以废弃油脂为碳源来合成生物破

乳剂以降低合成成本[25,27]。pH 与生物破乳剂的种

类有关。黄翔峰等[28]研究指出在初始 pH 为 10.0

条件下培养 Alcaligenes sp. S-XJ-1，其生物破乳剂

产量最高。 

生物破乳剂的破乳活性与乳状液的类型和生

物破乳剂的种类有关。目前，公认的生物破乳剂破

乳机理主要是润湿作用和顶替作用。生物破乳菌细

胞表面具有活性使其在乳状液油水界面上占据一

个平衡位置，在破乳过程中，如果非连续相的两个

液滴在同一个细胞表面接触、润湿并铺展，则这两

个液滴在到达平衡前就会在细胞表面上凝聚；胞外

产物型破乳剂具有很好的表面活性，容易渗透到油

水界面，插入到油水表面乳化剂的空隙或部分取代

乳化剂从而降低界面膜的强度实现破乳[29-31]。也有

研究指出破乳菌表面的高疏水性和界面活性使其

容易吸附到油水界面取代乳化剂，降低界面膜强度

使其失稳，从而导致非连续相液滴聚结实现破   

乳[32]。如表 1 所示，生物破乳菌和胞外产物在破乳

过程中呈现不同的破乳特征。生物破乳菌对 W/O

型乳状液的破乳率较高，更适用于 W/O 型乳状液；

而胞外产物型破乳剂对 O/W 型乳状液的破乳率较

高，更适用于 O/W 型乳状液。推测原因是生物破乳

菌表面的高疏水性使其在 W/O 型乳状液的连续相

油相中迁移运动加快，更快到达油水界面，有利于

润湿和顶替作用从而表现出较好的破乳活性；胞外

产物分子量小，在 O/W 型乳状液的连续相水相中迁

移运动更快，更快到达油水界面，有利于顶替作用

从而表现出较好的破乳活性。生物破乳剂破乳机理

的研究还处在摸索阶段，可以引进微吸液管技   

术[33]、原子力显微镜(AFM)[33]和界面流变仪[34]等用

于破乳机理的深入研究。 

在生物破乳菌破乳过程中，菌体形态、表面性

质和破乳活性物质对破乳活性有一定的影响。研究

初期，研究者们多从宏观的菌体形态入手研究其对

破乳活性的影响规律及机理。 

2  生物破乳菌的菌体形态 

菌体细胞的形状、菌体细胞和乳状液分散相液

滴的相对大小和菌体细胞的完整性都会影响破乳

效果[29]。一般生物破乳菌的菌体形态呈椭球形[35]

或短杆状[36]，冯志强等[35]认为椭球形的外形是固体

破乳剂的有利形状，有利于破乳，但其机理尚不明

确，有待进一步研究；大小介于 0.3 µm−10.0 µm 之

间[37]，油田乳状液中稳定乳状液分散相液滴直径一

般大于 100 nm[38]。有研究者发现生物破乳剂 HRB-4

的菌体细胞短轴约 0.2 µm，长轴约 0.8 µm，比一般

粗乳状液的液滴尺寸(0.2 µm)要大许多，有利于分

散相液滴在其表面润湿、铺展以及聚结，有利于破

乳，因而具有较高的脱水率，且脱出污水较清[37]。 

多数研究结果还表明菌体细胞越完整，其破乳

效能越好[15,36]。黄翔峰等[36]研究发现 Alcaligenes sp. 

S-XJ-1 菌体细胞破碎程度与破乳率呈现负相关

(R2=0.88)；超声波破碎红球菌 PR-1 菌体细胞后，

其破乳能力仅为完整菌体细胞的 33%[15]，推测原因

是完整的菌体细胞可以通过吸附架桥作用加速液

滴聚集聚并过程从而提高破乳率。但 Fernandes 等[39]

的研究表明 Acinetobacer sp. LBBMA LU3 菌体细胞

的完整性对菌体的破乳活性没有影响。综上所述，



黄翔峰等: 生物破乳菌形态、表面性质和物质特征研究方法与进展 1353 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

不同的生物破乳菌，其菌体细胞的完整性与其破乳

活性的关系不同。 

由上可知，生物破乳菌的菌体形态确实在一定

程度上影响其破乳活性。然而随着研究的深入，越

来越多的研究表明生物破乳菌的表面性质对破乳

活性也有一定的影响。 

3  生物破乳菌的表面性质 

菌体细胞表面的基本性质主要是带电性(Zeta

电位)和疏水性[40-41]，研究结果表明它们对破乳活性

都有一定的影响。 

3.1  带电性 

Zeta 电位值表征分散在水中颗粒的带电性[42]，

反映颗粒之间相互排斥或吸引力的强度[43]。关于油

珠 Zeta 电位对乳状液的稳定性影响研究较多[44-46]，

而生物破乳菌细胞表面的 Zeta 电位对破乳性能的

影响研究相对较少。生物破乳菌菌体细胞表面常带

负电，Zeta 电位值一般在−30–−50 mV 之间。有研

究认为菌体表面所带电荷与乳状液分散相液滴所

带电荷相反，且 Zeta 电位值绝对值越大，越有利于

破乳[40-41]。Ly 等[40]研究发现 Lactococcus lactis subsp. 

lactis LLD16 和 LLD18 在 pH 4.5 时分别对应的 Zeta

电位为−40 mV 和−16 mV，它们对以阳离子为乳化

剂的乳状液都有破乳效果，观察到加入 LLD16 的乳

状液分层效果较加入 LLD18 的更明显。以上研究表

明，与乳状液液滴带电性相反的菌体细胞会促进分

散相液滴的聚结和凝聚，且其 Zeta 电位绝对值越

大，聚结和凝聚现象越明显。 

3.2  疏水性 

大多数研究认为菌体细胞表面疏水性是决定

生物破乳菌破乳活性的最重要因素之一，而且菌体

细胞表面疏水性越高，其对 W/O 型破乳效果越好，

推测原因在于对于 W/O 型乳状液，菌体细胞表面疏

水性越高，其在乳状液油相中的迁移运动越快，因

而能够更快地转移到油水界面[26,32]。Huang 等[26]研

究发现 Alcaligenes sp. S-XJ-1 的菌体细胞表面疏水

性与对 W/O 型乳状液的破乳率呈线性正相关，且

R2=0.88 ； 马 挺 等 [15] 利 用 具 有 很 强 疏 水 性 的

Rhodococcus sp. PR-1 进行破乳，其培养液对 W/O

型模型乳状液的破乳率高达 100%，其后研究用正

十六烷萃取菌体细胞表面的疏水性物质后，其破乳

能力仅为完整菌体细胞的 52%。但 Fernandes 等[39]

对 Acinetobacer sp. LBBMA LU3 的研究发现菌体细

胞表面疏水性不是决定其对 W/O 型乳状液破乳活

性的重要因素。上述研究表明，菌体细胞表面疏水

性与破乳活性的关系受菌种类型、培养条件和乳状

液等因素的影响。 

大多数生物破乳菌的菌体表面疏水性对其破

乳活性至关重要，因此可以对其进行调控来提高疏

水性。主要的调控手段是改变碳源和 pH，Huang

等[26]以不同的植物油为碳源研究发现以葵花籽油

为碳源培养其疏水性最高；黄翔峰等[28]研究发现在

初始 pH 为 10.0 条件下培养 Alcaligenes sp. S-XJ-1，

其菌体细胞表面疏水性最高。碳源影响菌体细胞表

面物质构成，从而影响细胞表面疏水性；pH 影响

疏水性的机理尚不明确，有待进一步研究。 

4  生物破乳菌的破乳活性物质 

生物破乳菌表面物质的组成决定其表面性质，

因此有必要从生物破乳菌的表面物质入手考察表

面物质对表面性质甚至是破乳活性的影响。大多研

究表明生物破乳菌在代谢过程中会产生破乳活性

物质，破乳活性物质在破乳过程中起关键作用[15,47]，

因而对其进行提取与鉴定有助于揭示破乳机理和

调控破乳活性物质的合成。 

4.1  生物破乳菌破乳活性物质的提取与鉴定 

由于破乳活性物质类型尚不明确，所以从生物

破乳菌表面提取破乳活性物质是比较困难的。目前

研究者多借助胞外产物的提取方法，如表 2 所示，

胞外产物的提取方法主要采用有机溶剂萃取法。常

用的萃取剂有氯仿[19-20]、甲苯[22]、甲醇[19-20]、乙   

醇[21]等极性有机溶剂，这些溶剂可以单独使用，也
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可以混合使用。对生物破乳菌表面破乳活性物质的

提取，研究者首先从化学试剂提取破乳活性物质后

菌体对破乳活性的影响入手。Huang 等[14]用氯仿乙

醇淋洗 Alcaligenes sp. S-XJ-1 使其破乳活性几乎完

全丧失，认为氯仿乙醇可以提取破乳活性物质，但

并未验证淋洗物的破乳活性；其后续研究发现用二

氯甲烷-蒸馏水能从 Alcaligenes sp. S-XJ-1 表面洗脱

出破乳活性物质，但残余菌体仍有较高活性，提取

并不完全[39]；最后发现用二氯甲烷和碱能充分提取

破乳活性物质[38]。 

由于生物破乳菌表面破乳活性物质的提取困

难，其相应的鉴定研究较少。研究者多借鉴胞外产

物的鉴定方法，由表 2 可知，鉴定方法主要有色谱

法、光谱法、质谱法等。对生物破乳菌表面破乳活

性物质的鉴定，研究者首先从较为简单的定性方法

入手，逐渐进行定量深入分析。Huang 等[47]利用 TLC 
 

表 2  生物破乳剂破乳活性物质的提取鉴定 
Table 2  Extraction and identification of demulsifying active substances of biodemulsifier 

类别 
Category 

生物破乳剂 
Biodemulsifier 

菌株 
Strain 

提取范围 
Extraction 

range 

提取方法 
Extraction 

method 

纯化方法 
Purification

method 

鉴定方法 
Identification 

method 

破乳活性物质 
Demulsifying 

active substances 

参考文献
Reference

异位鉴定 
Heterotopic 
identification 

胞外产物 Paenibacillus 
alvei ARN63 

无菌培养液 氯 仿 - 甲 醇

溶液(2:1，体

积比) 

蒸发有机溶

剂 

TLC、FT-IR 脂肽 [20] 

Bacillus 
mojavensis 
XH1 

无菌培养液 乙醇 柱层析 TLC、UV-vis 蛋白质 

脂肽 

[21] 

Streptomyces 
sp. 

孢子悬浮液  过滤离心  气生孢子 [7] 

Bacillus 
subtilis 

无菌培养液 甲苯溶液 蒸发甲苯溶

液 

GLC、IR 乙偶姻 [22] 

 鼠李糖脂 

溶液 

   鼠李糖脂 [48] 

Pseudomonas 
aeruginosa 
MSJ 

上清液 HCl 溶液 

氯 仿 - 甲 醇

溶液(2:1，体

积比) 

蒸发有机溶

剂 

 
GC-MS 

脂肪酸 

单糖 

[19] 

生物破乳菌 Alcaligenes sp. 
S-XJ-1 

 二氯甲烷 

NaOH 溶液

离心 TLC、FT-IR 
ESI-MS 

碳水化合物 

蛋白质，脂质 

[47] 

二氯甲烷 

蒸馏水 

硅胶柱层析 TLC、IR 

氨基酸分析 

肽类化合物 [49] 

氯 仿 - 乙 醇

溶液(2:1，体

积比) 

凝胶层析 TLC、FT-IR 脂肽 [14] 

Rhodococcus 
sp. PR-1 

菌体细胞   GC-MS 枝菌酸 [15] 

原位鉴定 
In situ  
identification 

生物破乳菌 Alcaligenes 
sp.S-XJ-1 

   IR、电位滴定 
XPS 
MALDI-TOF-
MS 

低聚谷氨酸类 [50] 

注：TLC：薄层色谱；FT-IR：傅里叶变换红外光谱；UV-vis：紫外可见分光光度法；GLC：气液色谱；IR：红外光谱；GC-MS：

气相色谱-质谱联用法；ESI-MS：电喷雾离子化质谱；XPS：X 射线光电子能谱；MALDI-TOF-MS：基质辅助激光解析串联飞行时

间质谱. 

Note: TLC: Thin layer chromatography; FT-IR: Fourier transform infrared spectrometer; UV-vis: Ultraviolet-visible spectroscopy; GLC: 
Gas-liquid chromatography; IR: Infrared spectrum; GC-MS: Gas chromatography mass spectrometry; ESI-MS: Electrospray ionization mass 
spectrometry; XPS: X-ray photoelectron spectroscopy; MALDI-TOF-MS: Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass 
spectrometry. 
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和 FT-IR 对从 Alcaligenes sp. S-XJ-1 表面提取的破

乳活性物质进行定性分析，表明破乳活性物质包含

氨基类物质和含糖类物质；再利用比色法定量分析

所含的大类物质组成，结果显示破乳活性物质中含

有碳水化合物 19.2%、蛋白 14.8%、以及脂类 11.3%；

同时利用 ESI-MS 鉴定破乳活性物质中分子离子峰

的特征及分布，表明提取的破乳活性物质以小分子

物质为主。 

菌体表面破乳活性物质的提取鉴定虽然借助

胞外产物的研究方法和技术取得了一定进展，但是

还存在一定的弊端，即提取的破乳活性物质的破

乳活性较原始生物破乳菌低，所以原位鉴定更为

合适。 

4.2  生物破乳菌破乳活性物质的原位鉴定 

生物破乳菌破乳活性物质的原位鉴定可以克

服提取鉴定存在的弊端，所以原位鉴定是真实表征

生物破乳菌表面破乳活性物质的重要步骤。近年

来，对微生物菌体细胞表面物质及官能团原位鉴定

的技术主要有红外光谱[51]、XPS[52-53]、电位滴定[54]、

以及 MALDI-TOF-MS[55]等。这些技术已被 Huang

等[50]引入原位鉴定了不同碳源培养的具有不同破

乳活性的 Alcaligenes sp. S-XJ-1 表面的官能团及物

质组成，再结合化学计量学及统计学方法发现菌体

表面含有相对丰富的蛋白和脂类有利于菌体破乳

活性的发挥，而多糖类物质则相反，此外还发现低

聚谷氨酸类物质为菌体表面破乳活性物质。 

5  结论与建议 

综上所述，生物破乳菌的菌体形态、表面性质

和破乳活性物质等都对破乳活性产生影响。其中关

键因素是菌体细胞的表面性质主要是指疏水性，基

础是菌体细胞表面的破乳活性物质，同时菌体的形

态对破乳活性也有一定的影响。但是目前各个影响

因素对破乳活性的影响机制研究及其影响因素之

间的交互作用研究还不够完善。因此在定量描述影

响因素与破乳活性的关系上，探究多种影响因素下

对生物破乳菌破乳活性的综合效应是一个值得继

续研究的方向。生物破乳菌破乳活性物质的成分复

杂，原位鉴定是其研究的重要方向。在今后的研究

中 ， 可 以 引 入 原 位 鉴 定 技 术 手 段 如 XPS 、

MALDI-TOF-MS、电位滴定等来确定更多生物破

乳菌的破乳活性物质。 
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