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三维荧光光谱结合化学分析评价胞外多聚物的提取方法 3
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(北京工业大学环境与能源工程学院 , 北京 , 100124)

摘 　要 　采用高速离心法、EDTA法、阳离子交换树脂法 (CER)、甲醛法和甲醛 +NaOH法提取普通活性污

泥和好氧颗粒污泥的胞外多聚物 ( EPS) , 结合三维荧光光谱对五种方法进行评价 , 并对 EPS中的成分进行

分析. 结果表明 , 5个 EPS的三维荧光光谱峰值中 , 2个是类蛋白峰 , 2个是类富里酸峰 , 1个是类腐殖酸

峰. 匀浆对好氧颗粒污泥 EPS的提取必不可少. 甲醛严重干扰核酸的化学测定. 透析前后的 EPS提取液均

应作为分析对象. 单纯高速离心法无法有效提取 EPS. CER法不容易造成细胞破壁 , 是一种比较有效的方

法. 虽然甲醛 +NaOH法对 EPS的提取量最大 , 但对细胞的破壁程度也最大. EDTA会导致溶胞 , 并严重污

染 EPS. 甲醛 +NaOH法和 EDTA法都会严重干扰胞外蛋白的三维荧光光谱分析.

关键词 　胞外多聚物 , 三维荧光光谱 , 提取 , 污泥.

　　对胞外多聚物 ( EPS)通常以 EPS中核酸的相对含量作为检验细胞破坏程度的标准. EPS包含大量

芳香族结构和带有不同官能团的不饱和脂肪酸 [ 1 ]
, 这些官能团具有荧光性. 它们特有的荧光性质能够

为 EPS成分的结构、官能团和种类提供信息. 三维荧光光谱已经成功用于分析不同来源的溶解性有

机物 [ 2—4 ]
, Esparza2Soto和 Yu曾采用三维荧光光谱仪分析活性污泥中易提取的溶解性 EPS

[ 5, 6 ]
.

　　本试验采用高速离心法、EDTA法、阳离子交换树脂法 (CER )、甲醛法、甲醛 + NaOH法 5种常

见的 EPS提取方法 , 以普通活性污泥和好氧颗粒污泥为研究对象 , 提取测定 EPS中蛋白质、多糖和

DNA的含量 , 结合三维荧光光谱 , 对 EPS组分进行定性和定量分析 , 评价不同方法的提取效果.

1　EPS的提取和测定

　　以处理实际生活污水的普通活性污泥和好氧颗粒污泥为研究对象 : 普通活性污泥取自 A /O脱氮

中试装置 , 好氧颗粒污泥是在 SBR反应器中培养所得 , 表 1为五种常用的 EPS提取方法.

　　采用日立 F24500三维荧光光谱仪对不同方法提取到的 EPS进行定性和定量分析. 本试验中 , 三

维荧光光谱以 015nm为增量从激发波长 200nm扫描到 450nm, 以 10nm为增量从发射波长 250nm扫描

到 550nm , 扫描速度为 1200nm·m in
- 1

. 数据用 Matlab710处理.

表 1　五种 EPS提取方法的操作步骤

Table 1　Procedures for five EPS extraction methods

步骤 离心法 [ 7 ] EDTA法 [ 7 ] CER法 [ 7—9 ] 甲醛法 [ 7 ] 甲醛 +NaOH法 [ 7 ]

1 15m l ×2 15m l ×2 15m l ×2 15m l ×2 15m l ×2

2
用 1 ×PBS缓冲液清洗 , 弃去上清液. 好氧颗粒污泥需要匀浆 [9 ] (980r·m in - 1 , 4m in) , 其中 , CER法分别采

用匀浆和不匀浆两种处理进行对比 , 其它方法均只采用匀浆处理 ; 普通活性污泥的五种方法均不需要匀浆.

3 —
15m l 2% EDTA,

4℃, 3h

CER (70g·g - 1VSS,4℃) ,

避光 , 600 r·m in - 1 , 4h

0106m l 3615%

甲醛 , 4℃, 1h

0106m l 3615%

甲醛 , 4℃, 1h

4 — — — —
6m l 1mol·l - 1

NaOH, 4℃, 3h

5 4℃, 20000G离心 , 20m in

6 012μm水析滤膜 , 真空抽滤 , 25℃

7 4℃, 3500Dalton透析膜 , 透析 24h; PBS缓冲液每 3h更换一次 ; 透析前后的样品均作为分析对象.

　注 : 15m l ×2表示 1个样品 15m l, 每种方法作两组平行样.
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2　依据化学测定结果评价不同 EPS提取方法

　　采用考马斯亮蓝法测定胞外蛋白质 , 以牛血清蛋白作为标准液 ; 采用苯酚 2硫酸法测定胞外多糖 ,

以葡萄糖为标准液 ; 采用二苯胺比色法测定核酸 , 以脱氧核糖核酸为标准液.

　　每种方法做两组平行. 普通活性污泥和好氧颗粒污泥的胞外蛋白、多糖和核酸含量平均值见表 2.

表 2　单位质量污泥 EPS组分含量 (mg·g- 1VSS)

Table 2　Constituents of EPS in each gram of sludge

提取方法
蛋白质 多糖 核酸

透析前 透析后 透析前 透析后 透析前 透析后

普通活性

污泥

离心 8145 8114 2108 1135 0101 0101

EDTA 13171 11157 20149 15139 0181 0104

CER 21100 20157 5139 2169 0111 0106

甲醛 16146 15119 15160 14181 0112 0101

甲醛 +NaOH 30173 21109 23107 18157 0191 0117

好氧颗粒

污泥

离心 6184 6144 1199 1124 0103 0103

EDTA 122121 99135 22111 13110 0168 0110

CER, 匀浆 151120 149170 19198 15145 0113 0113

CER, 不匀浆 14100 12100 14160 13129 0112 0106

甲醛 77168 70137 18156 17114 0105 0103

甲醛 +NaOH 209160 171170 92110 65111 0158 0141

211　基本操作步骤对 EPS提取的影响

　　匀浆的目的是使微生物聚集体能够充分分散 , 以利于 EPS的充分提取. 在本实验中 , 只对好氧

颗粒污泥采用匀浆. 因为普通活性污泥已经很分散 , 具有较大的比表面积 , 能够充分与药剂和树脂等

接触 , 如果进行匀浆 , 反而容易破坏絮体细胞. 而好氧颗粒污泥的比表面积相对较小 , 颗粒的大小直

接影响微生物与药剂和树脂的接触. 采用 CER法分别对匀浆和不匀浆进行对比 , 匀浆后提取到的蛋

白质和多糖均高于不匀浆所得 (表 2).

　　Fr«lund
[ 8 ]和 McSwain

[ 9 ]在 EPS提取过程中均没有采用透析 , 而 L iu
[ 7 ]在六种提取方法中都采用了

透析. 本试验中五种提取方法均采用透析 , 透析的主要目的是去除甲醛等提取剂 , 以避免其对 EPS

组分的测定产生影响. 但透析会使样品浓度发生少许的变化. 由表 2可以看出 : 透析后较透析前 EPS

组分的含量有所减小. 对于 EDTA法、甲醛法和甲醛 +NaOH法 , 透析后核酸含量大幅度减小 , 说明

甲醛和 EDTA分子严重干扰核酸的化学测定.

212　各提取方法的优劣

　　高速离心在 EPS的提取中是必不可少的一步. 对比普通活性污泥和好氧颗粒污泥的 EPS数据可

以看出 , 离心法对普通活性污泥 EPS的提取有一定效果 , 而对好氧颗粒污泥 EPS的提取效果不好.

由此推断 , 普通活性污泥 EPS结合较为松散 , 容易脱落 , 而好氧颗粒污泥 EPS的结合紧密 , 不容易

被提取 , EPS对污泥好氧颗粒化起到很大作用. 由表 2可以看出 , 与离心法相比 , 其它方法对两种污

泥 EPS的提取量都很低 , 单纯采用高速离心法不能够有效地提取 EPS, 需要进一步对样品进行化学或

物理处理 , 破坏 EPS与细胞的结合.

　　EDTA法对 EPS的提取能力比高速离心法高 , 透析前核酸的含量远高于透析后 , 次于甲醛 +

NaOH法. 这主要是由于 EDTA可以去除细胞膜上的阳离子 , 导致溶胞从而使得核酸的含量较高 [ 1 ] .

　　CER法对细胞的破壁程度较小. 从提取到的蛋白质和多糖含量可以看出 , CER法对 EPS有一定

的提取效果 , 较甲醛 +NaOH法略小.

　　甲醛法和甲醛 +NaOH法的区别在于是否加 NaOH, 但提取结果却有很大的不同. 由表 2可知 ,

甲醛法透析前后核酸含量变化较大 , 说明甲醛严重干扰二苯胺法测定核酸.

　　甲醛 +NaOH法是在样品中加入适量的 NaOH, 使 pH值升高 , 导致 EPS酸性基团裂解 , 并与 EPS
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的阴离子基团互相排斥 , 因此 , EPS水溶性增加提取量也更多 [ 1 ]
. 从表 2可以看出 , 无论是普通活性

污泥还是好氧颗粒污泥 , 甲醛 +NaOH法提取到的 EPS含量相对于其它方法要高 , 但是较高的核酸含

量说明 NaOH对细胞的破壁作用较大.

3　依据三维荧光光谱分析结果评价不同 EPS提取方法

　　一般而言 , 天然环境中各种溶解有机质激发 /发射 ( Ex/Em )荧光峰的位置可以归纳为 : (1) Peak

A: Ex/Em = 225—240 /340—350nm; ( 2 ) Peak B: Ex/Em = 240—270 /370—440nm; ( 3 ) Peak C:

Ex/Em = 260—290 /300—350nm; (4) Peak D: Ex/Em = 310—360 /370—450nm; (5) Peak E: Ex/Em

= 350—440 /430—510nm. 其中 , (1)和 (3)为类蛋白荧光峰 , (2)和 (4)为类富里酸荧光峰 , (5)为类

腐殖酸荧光峰 [ 2, 6, 10—13 ]
. 三维荧光光谱图中最主要的峰点归纳为表 3和表 4. 图 1和图 2分别为普通

活性污泥和好氧颗粒污泥用不同方法提取的 EPS的三维荧光光谱图.

表 3　普通活性污泥 EPS三维荧光光谱分析结果

Table 3　Fluorescence spectra parameters of normal activated sludge EPS samp les

普通活性

污泥

Peak A Peak C Peak D

Ex/Em HA Ex/ Em HC Ex/Em HD

HA /VSS HC /VSS HD /VSS

离心 a) 24010 /35310 21719 28010 /35510 24418 33010 /41310 24619 4127 4180 4184

离心透析 23010 /34110 19616 28010 /34110 9715 — — 3186 1191 —

EDTA — — 28010 /44610 17014 36010 /44610 29712 — 3134 5183

EDTA透析 b) 23010 /34310 22216 28010 /34010 11715 — — 4136 2130 —

CER 23010 /34110 28117 28010 /34810 18413 30010 /40810 177 1814 1210 1116

CER透析 23010 /34010 20314 28010 /33810 11712 — — 1313 7166 —

甲醛 c) 24010 /36110 29918 28010 /35210 47612 33010 /40610 28018 5188 9134 5150

甲醛透析 23010 /33910 21113 28010 /33910 11511 — — 4114 2126 —

甲醛 +NaOHd) — — — — 32010 /38810 1955 — — 3813

甲醛 +NaOH透析 23010 /34710 98014 28010 /34410 1768 — — 1912 3417 —

　注 : a) 离心法在透析前还有 Peak B 25010 /43510, 28417; b) EDTA法透析后还有 Peak B 24010 /41310, 90164; c) 甲醛法在透析

前还有 Peak B 25010 /44410, 30317; d) 甲醛 +NaOH法在透析前还有 Peak B 24010 /37910, 97158和 Peak E 41010 /47010, 23713.

表 4　好氧颗粒污泥三维荧光光谱分析结果

Table 4　Fluorescence spectra parameters of aerobic granular sludge EPS samp les

好氧颗粒

污泥

Peak A Peak C Peak D

Ex/Em HA Ex/ Em HC Ex/Em HD

HA /VSS HC /VSS HD /VSS

离心 23010 /34710 20017 28010 /35110 36319 34010 /44510 11219 7184 1412 4141

离心透析 23010 /33810 11818 28010 /33310 14311 — — 4164 5159 —

EDTAa) — — — — — — — — —

EDTA透析 b) 23010 /33510 16314 28010 /33310 16013 — — 6138 6126 —

CER不匀浆 c) 23010 /32610 17411 28010 /34210 21719 34010 /41610 12117 2216 2813 1518

CER不匀浆透析 23010 /29210 18616 28010 /33810 13014 — — 2413 1619 —

CER匀浆 d) 23010 /33310 23215 28010 /34210 26313 34010 /41810 11812 3012 3412 1514

CER匀浆 , 透析 23010 /29510 26917 28010 /33510 17110 — — 3510 2212 —

甲醛 23010 /34510 34614 28010 /35110 58915 34010 /43810 96185 1315 2310 3178

甲醛透析 23010 /33210 21313 28010 /33810 16914 — — 8133 6162 —

甲醛 +NaOHe) — — — — 32010 /39010 1609 — — 6219

甲醛 +NaOH透析 24010 /34710 36316 29010 /34510 1682 — — 1412 6517 —

　注 : a) EDTA法透析前只有 Peak E 37010 /45210, 19012; b) EDTA法在透析后还有 Peak B 24010 /41810, 95135; c) CER法 (不匀

浆 )在透析前还有 Peak B 24010 /44110, 87128; d) CER法 (匀浆 )在透析前还有 Peak B 24010 /43910, 88117; e) 甲醛 +NaOH法在透

析前还在 Peak E 42010 /46810, 33018.
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图 1　不同方法提取普通活性污泥 EPS的三维荧光光谱图

F ig11　EEM fluorescence spectra of normal activated sludge EPS for the different extraction methods

　　透析对三维荧光光谱有较大的影响 , 对于不同的方法其影响不同. 表 5归纳了五种提取方法透析

前后三维荧光光谱峰点的位置变化.

　　由表 5可见 , 无论是普通活性污泥还是好氧颗粒污泥 ( EDTA法除外 , 透析前 EPS三维荧光光谱

的峰点除了类蛋白质峰 Peak A和 Peak C外 , 还出现了 Peak B, Peak D和 Peak E, 分别为类富里酸峰

和类腐殖酸峰 ). 透析后峰点种类发生了变化 , Peak B , Peak D和 Peak E消失 , 只出现 Peak A和

Peak C, 这是由于在透析过程中 , 分子量相对较小的富里酸和腐殖酸发生了转移.

　　高速离心法为物理法 , 不干扰三维荧光光谱 ; CER法和甲醛法均不干扰胞外蛋白的测定 , 适合

采用三维荧光光谱分析.

　　对于 EDTA法 , 透析前普通活性污泥的三维荧光光谱图中只有 Peak C和 Peak D, 好氧颗粒污泥

的三维荧光光谱图中只有 PeakE; 透析后两种污泥的三维荧光光谱图中均含有 Peak A, Peak B 和

PeakC. 说明 EDTA对胞外蛋白的三维荧光光谱分析有干扰.

　　Com te通过化学分析结合红外光谱分析表明 , EDTA会对提取到的 EPS造成污染 [ 14 ]
, 从而造成

EPS中类腐殖酸和类富里酸物质分析困难. 实际上是 EDTA
[ 7 ]、类腐殖酸和类富里酸 [ 15 ]都会与金属离

子形成稳定的复杂化合物 , 从而无法进行有效透析 , 造成三维荧光光谱在透析前后的规律与其它方法

不同. 三维荧光光谱结合化学分析表明 , 不提倡使用 EDTA法.
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图 2　不同方法提取好氧颗粒污泥 EPS的三维荧光光谱图

( a) 高速离心法 ; ( b) 高速离心法 (透析 ) ; ( c) EDTA法 ; ( d) EDTA法 (透析 ) ; ( e) CER法 (不匀浆 ) ;

( f) CER法 (不匀浆 +透析 ) ; ( g) CER法 (匀浆 ) ; ( h) CER法 (匀浆 +透析 ) ; ( i) 甲醛法 ; ( j) 甲醛法 (透析 ) ;

( k) 甲醛 +NaOH法 ; ( l) 甲醛 +NaOH法 (透析 )

F ig12　EEM fluorescence spectra of aerobic granular sludge EPS for the different extraction methods

表 5　透析前后三维荧光光谱峰点位置变化

Table 5　The change of the peak location of EEM fluorescence spectra

污泥类型 提取方法 透析前 透析后

高速离心法 Peak A, Peak B, Peak C, Peak D Peak A, Peak C

EDTA法 Peak C, Peak D Peak A, Peak B, Peak C

普通活性污泥 CER法 Peak A, Peak C, Peak D Peak A, Peak C

甲醛法 Peak A, Peak B, Peak C, Peak D Peak A, Peak C

甲醛 +NaOH法 Peak B, Peak D, Peak E Peak A, Peak C

高速离心法 Peak A, Peak C, Peak D Peak A, Peak C

EDTA法 Peak E Peak A, Peak B, Peak C

CER法 (不匀浆 ) Peak A, Peak B, Peak C, Peak D Peak A, Peak C
好氧颗粒污泥

CER法 (匀浆 ) Peak A, Peak B, Peak C, Peak D Peak A, Peak C

甲醛法 Peak A, Peak C, Peak D Peak A, Peak C

甲醛 +NaOH法 Peak D, Peak E Peak A, Peak C
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　　相对于甲醛法 , 甲醛 +NaOH法的三维荧光光谱中 , Peak A和 Peak C只在透析后出现 , 而甲醛

法在透析前后的三维荧光光谱图中 , 均出现了 Peak A和 Peak C, 说明 NaOH对 EPS胞外蛋白的三维

荧光光谱分析有干扰. 因此 , 甲醛 +NaOH法不适合结合三维荧光光谱使用.

　　三维荧光光谱结果表明 , EPS组分中除了含有蛋白质、多糖和核酸外 , 还存在一定量的富里酸和

腐殖酸 ; 透析前后的样品均应作为分析对象 , 以确定所选提取方法是否存在干扰三维荧光光谱分析的

物质 , 从而导致特征峰透析前后不同 ; 由表 3和表 4也可以看出 , 三维荧光光谱的峰值在透析后均有

所减小 , 这是由于透析造成 EPS成分流失 , 因此 , 透析前的样品更能说明 EPS的组分和含量.

　　由于 EPS中所含蛋白质的种类和含量不同 , 各种蛋白质所含有的氨基酸基团也不同 , 同一种蛋

白质可能含有不同发光基团和不发光基团 , EPS中腐殖酸和富里酸的种类和含量亦不同 , 不同提取方

法还存在各自的干扰 , 三维荧光光谱无法表征胞外多糖 , 因此 , 无法对表 3和表 4中三维荧光光谱的

分析结果与表 2中化学分析的结果进行绝对定量分析比较. 但是三维荧光光谱可以作为半定量手段进

行相对分析. 在不考虑 EDTA法和甲醛 +NaOH法的前提下 , 通过对表 3和表 4中的单位污泥量的峰

值取和进行比较分析发现 , 不论透析前后 , 按 EPS提取量大小排序均为 : CER法、甲醛法和高速离

心法 ; 好氧颗粒污泥 EPS大于普通活性污泥的 EPS; 经过匀浆的好氧颗粒污泥 EPS类蛋白质峰值较不

匀浆的有明显增加 , 富里酸和腐殖酸峰值变化不大 , 对结构比较紧密的好氧颗粒污泥而言匀浆必不可

少. 相对于化学分析 , 该法对 EPS成分和含量的确定具有操作简单、结果稳定直观、相对误差小等

明显优点.

　　综上所述 , 不同 EPS提取方法中 , 单纯高速离心无法有效提取 EPS. 匀浆对于 EPS同细胞结合紧

密的污泥 (如好氧颗粒污泥 )是非常必要的一步. 甲醛会严重干扰核酸的测定. 透析旨在消除甲醛和

EDTA等提取剂对 EPS测定及其对三维荧光光谱的干扰 , 但在透析后富里酸和腐殖酸流失 , 透析前的

样品更能说明 EPS的组分和含量 , 以透析前后的 EPS样品均作为分析对象 , 可以确定所采用的方法

是否适合结合三维荧光光谱使用. CER法对细胞壁的破坏作用相对较小 , 并且对三维荧光光谱没有

干扰. 甲醛 +NaOH法是五种方法中对 EPS提取量最高的一种方法 , 但 NaOH对细胞破壁严重 ; 在

NaOH的干扰下 , 透析前无类蛋白峰 , 只有类富里酸峰和类腐殖酸峰 , 透析后只有 2个类蛋白峰 , 其

它峰部分或全部消失. EDTA会导致溶胞 , 污染 EPS, 干扰化学测定 ; 在 EDTA的干扰下 , 不同污泥

透析前峰值类型混乱 ; 透析后出现 2个类蛋白峰和 1个类腐殖酸峰. 高速离心法、CER法和甲醛法适

合结合三维荧光光谱法分析 ; 而 EDTA法和甲醛 +NaOH法不适合. 由此可见 , 化学分析结合三维荧

光光谱分析 , 不论透析前后 , 按 EPS提取量大小排序均为 : CER法、甲醛法、高速离心法 ; 好氧颗

粒污泥 EPS大于普通活性污泥的 EPS; 因此 , 三维荧光光谱对 EPS成分和含量的确定具有操作简单、

结果稳定直观、相对误差小等明显优点.
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COM PAR ISO N O F THE EFF IC IENCY O F F IVE EXTRACELL ULAR

POLYM ER IC SUBSTANCES ( EPS) EXTRACT IO N M ETHOD S US ING

THREE D IM ENS IO NAL EXC ITAT IO N AND EM ISSIO N MATR IX( EEM )

FL UO RESCENCE SPECTRO SCO PY TO GETHER

W ITH CHEM ICAL ANALY S IS

GAO J ing2feng　　GUO J ian2qiu　　CHEN R an2n i　　SU Kai　　PENG Yong2zhen
(College of Environmental and Energy Engineering, Beijing University of Technology, Beijing, 100124, China)

ABSTRACT

　　The efficiency of five extracellular polymeric substances ( EPS) extraction methods was compared on nor2
mal activated sludge and aerobic granular sludge using three2dimensional excitation and em ission matrix

( EEM ) fluorescence spectroscopy. Three chem ical methods ( EDTA , formaldehyde, formaldehyde p lus

NaOH) , one physical method ( cation exchange resin) and a control method ( high speed centrifugation) were

tested. Five fluorescence peaks were identified in EEM fluorescence spectra of the EPS samp les. Two peaks

were attributed to the p rotein2like fluorophores, two peaks were attributed to the fulvic2like fluorophores and

one peak to the hum ic2like substance. Homogenization is absolutely necessary for the extraction of EPS from

aerobic granular sludge. Formaldehyde interfered with DNA content determ ination. Extract residues should be

removed from EPS by dialysis membrane filtration to avoid EPS contam ination. Compared with the other four

methods, the extraction ability of high speed centrifugation was relatively ineffective; the CER method was a

correspondingly effective method which was gentler and did not cause cell lysis; although the formaldehyde

p lus NaOH method wasmost effective in extracting EPS, the quantity of DNA was the highest. EPS contam ina2
tion due to NaOH and EDTA was pointed out by EEM fluorescence spectroscopy analysis.

　　Keywords: extracellular polymeric substances( EPS) , three2dimensional excitation and em ission matrix

( EEM ) fluorescence spectroscopy, extraction, sludge.


