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摘要 ［目的］探索活性污泥胞外聚合物( EPS) 提取的最佳条件。［方法］比较研究了 5种方法( H2SO4 法、甲醛 － NaOH法、搅拌法、热提
法和 NaOH法) 对活性污泥 EPS的提取效果，同时确定了最适提取方法的最优提取条件。［结果］5 种提取方法中 NaOH法因其提取的
DNA含量较少，提取时间较短而比较适宜。以 NaOH法提取 EPS，在 pH为 11，提取时间为 10 min，搅拌速度在 80 ～ 120 r /min下提取效
率最高。［结论］确定 EPS的最适提取条件可为其研究提供理论基础。
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Abstract ［Objective］ To explore the optimal extraction conditions of extracellular polymeric substances ( EPS) from activated sludge．
［Method］The efficiency of five methods ( H2SO4，formaldehyde － NaOH，mixing，heating and NaOH) on the extraction of EPS was investi-
gated comparatively． The optimal extraction conditions of the most suitable method were determined． ［Result］NaOH method is the most effec-
tive in extracting EPS as DNA was less and the extraction time was shorter． The optimal extraction condition was pH of 11，extraction time of
10 minutes and agitation speed of 80 － 120 r /min． ［Conclusion］ The determined optimal extraction condition provided theoretical basis for
EPS study．
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活性污泥胞外聚合物 ( extracellular polymeric substances，
EPS) 是活性污泥细胞外的高分子聚合物，来源于细胞的分
泌溶解、大分子水解以及废水中吸附的有机物［1］，主要由多
糖、蛋白质、核酸、腐殖质及酯质等组成，其中作为主要组分
的糖类和蛋白质目前研究最广。EPS 是除细胞和水分以外
的第三大类活性污泥组成物质［2］，且属于阻碍污泥高效减容

和资源利用的关键物质，因此，它是优化废水生物处理工艺、
控制剩余活性污泥污染、促进剩余活性污泥资源利用的重要
研究对象之一［3 －4］。由于目前采用的 EPS 提取方法多种多
样，且不同研究人员由于研究目的、研究方向及研究手段的
不同而采取不同的提取方法，因此各研究所得结果也不尽相

同。目前常见的物理提取方法有高速离心、超声波和热提取
等，化学方法有 NaOH提取、EDTA 提取、阳离子交换树脂提
取、甲醛提取、戊二醛提取以及一些不同化学试剂的组合提
取等。为进一步明确提取方法的特点和对 EPS组成的影响，
笔者考察了 5 种方法( H2SO4 法、甲醛-NaOH 法、搅拌法、热
提法和 NaOH法) 对活性污泥 EPS的提取效果，同时对比分
析了各提取方法的特点和对 EPS 组分( 糖和蛋白质) 的影
响，以期为 EPS研究提供理论基础。
1 材料与方法
1． 1 材料 试验污泥取自哈尔滨文昌污水处理厂曝气池。
在实验室条件下采用间歇曝气培养，试验用水取自哈尔滨工

业大学二校区生活小区污水，污泥浓度为 2 ～4 g /L。

1． 2 方法
1． 2． 1 EPS 提取液的选择。取污泥样品 50 ml，在 4 000
r /min下离心 5 min，弃上清。称取湿泥 5 g，分别加入去离子
水、0． 9% NaCl 和缓冲溶液( 含 2 mmol /L Na3PO4、4 mmol /L
NaH2PO4、9 mmol /L NaCl和1 mmol /L KCl，pH 7． 0) 恢复体积
至 50 ml，再将此样品在 7 300 r /min( 6000 g) 下离心 5 min，弃
上清，以此洗去聚合物中的粘液。再次用去离子水、0． 9%
NaCl和缓冲溶液定容至 50 ml，按照下述 NaOH法对 EPS进
行提取。
1． 2． 2 EPS的提取方法筛选。
( 1) H2SO4 法:加入8%的H2SO4 溶液50 ml，用磁力搅拌

器在 300 r /min下搅拌 1 h，再在 7 300 r /min下离心 10 min，
过 0． 45 μm滤膜待用。
( 2) 甲醛-NaOH法:加入甲醛 0． 15 ml，搅拌 30 min后加

入 0． 04%氢氧化钠 50 ml，用磁力搅拌器在 300 r /min下搅拌
1 h。于 7 300 r /min下离心 10 min，过 0． 45 μm滤膜待用。
( 3) 搅拌法: 加入 0． 9% NaCl 溶液 50 ml，用磁力搅拌器

高速搅拌 1 min。于 7 300 r /min下离心 10 min，过 0． 45 μm
滤膜待用。
( 4) 热提法: 加入 0． 9%NaCl溶液 50 ml，放入 80 ℃水浴

中提取 30 min，在 7 300 r /min下离心 10 min，过 0． 45 μm滤
膜待用。
( 5) NaOH 法: 加入 0． 9% NaCl 溶液 50 ml，用 1 mol /L

NaOH将 pH调至 11，再慢速搅拌 10 min，7 300 r /min下离心
10 min，过 0． 45 μm滤膜待用。
( 6) 对照法: 加入去离子水 50 ml，用磁力搅拌器在 300

r /min下搅拌 1 h，再在 7 300 r /min 下离心 10 min，过 0． 45
μm滤膜待用。
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1． 2． 3 EPS 组分分析方法。EPS 提取量以 DNA、多糖和蛋
白质含量之和来表征，提取方法对污泥细胞的破坏程度以核

酸含量来表征。多糖采用蒽酮法测定，以葡萄糖作为标准
品［5］; 蛋白质采用 Lowry法测定，以牛血清蛋白为标准品［6］;
DNA采用紫外吸收法测定［7］，测定溶液在 260 nm的吸光度，
DNA 浓度( mg /L) 的计算公式为 ρDNA = A260 /0． 020。
2 结果与分析
2． 1 不同提取液对 EPS提取的比较分析 对于 EPS 提取
过程所用的提取液，有的文献报导选用蒸馏水或去离子

水［8］，有的选用低浓度 NaCl 溶液［9］，有的则选用缓冲溶
液［5］。选用的提取液不同，对 EPS各组分提取结果也不尽相
同。文中分别采用去离子水、0． 9% NaCl 和缓冲溶液作为提
取液，三者对 EPS各组分提取效果见图 1。

图 1 不同提取液对 EPS提取效果的影响

从图 1可见，不同提取液对 EPS各组分提取效果影响很
大。其中 0． 9% NaCl 溶液所提取的 EPS 总量高达117． 3
mg /g VSS，而缓冲溶液及去离子水所提取 EPS 的量分别为
63． 4 和 51． 2 mg /g VSS，仅为 0． 9% NaCl 溶液所提取的
54. 0%和 43． 6%。同样，0． 9% NaCl 溶液所提取的蛋白质量
也远高于另外 2种提取液。对于多糖的提取，0． 9% NaCl 溶
液虽然也比缓冲液及去离子水的提取效率高，但并不十分明

显。EPS中 DNA 的主要来源是破裂的细胞，因此常用 DNA
作为判断胞内物质破坏程度的指标［10］。图 1 中 0． 9% NaCl
溶液、缓冲溶液及去离子水所提取的 DNA 量分别为 12. 8、
10. 9和 11． 4 mg /g VSS，分别占所提取 EPS 总量的 10. 9%、
17． 2%和22． 3%，可见虽然 0． 9%NaCl溶液提取的 DNA含量
略高，但所占 EPS总量的百分率最低。综合上述结果，选用
0． 9%NaCl溶液作为 EPS的提取液。

图 2 不同提取方法对 EPS提取效果的影响

2． 2 不同提取方法对 EPS提取的比较分析 由图 2可知，

对照方法的提取产量最低，提出的 EPS 总量仅为 8． 5 mg /g
VSS，同时该方法所提取的 DNA 含量也最低，为 0． 7 mg /g
VSS。虽然该方法提取效率低，与 EPS 中 DNA 的实际含量
可能相差甚远，但由于其提取步骤温和，无大量细胞自溶现

象发生，结果能较好地反映污泥中 EPS 的相对组成，可作为
细胞自溶程度的评价依据。其余方法提取出的 DNA 比例都
高于对照值，这可能是由于提取过程中对细胞造成了或多或

少的损坏。在这 5种提取方法中，热提法所提取的 EPS总量
最高，其次为甲醛-NaOH法，再次为 NaOH法，H2SO4 法提取

效率较低，而搅拌法最低。比较几种提取方法所提取的 DNA
含量可以看出，尽管搅拌法所提取的 DNA最少，效果较为温
和，但其对多糖、蛋白质及 EPS 总量的提取效率均为最低。
而热提法所提取的多糖及 EPS总量在 5种方法中均为最高，
但其提取的 DNA 含量也为最高，达到了 28． 6 mg /g VSS，可
见此方法造成的细胞自溶较为严重。甲醛-NaOH法和 NaOH
法对 EPS均有较高的提取率，这是因为 NaOH 会导致溶液
pH增加，从而加强 EPS酸性基团的分离和带负电荷 EPS分
子之间的排斥，因此增加了 EPS 在水中的溶解性，易于提取
更多的 EPS［10］。相比较而言，甲醛-NaOH法较 NaOH法提取
的 EPS总量略高，同时所提取的 DNA 也较 NaOH法提取的
略高，说明其提取过程对细胞造成的损害也略高于 NaOH
法。另外，从提取方法可见，甲醛-NaOH法是首先加入甲醛，
搅拌 30 min 后加入 NaOH 再搅拌 1 h，而 NaOH 法则只需用
NaOH将 pH调至 11，再慢速搅拌 10 min即可，在提取时间上
远优于甲醛-NaOH法，因此该试验 EPS的提取选用 NaOH法。
2． 3 NaOH法提取条件下不同影响因素对 EPS及各组分的
影响

2． 3． 1 不同 pH 对 EPS 及各组分的影响。调节污泥的 pH
值分别为 7、8、9、10、11、12，以 NaOH 法在 80 r /min 下搅拌
10 min对 EPS进行提取。

图 3 不同 pH对 EPS提取效果的影响

从图 3可以看出，随着 pH增加，EPS的提取效率逐渐增
加。当 pH =7时，EPS的提取效率最低，仅为 79 mg /g VSS，
其中多糖为 8． 2 mg /g VSS，蛋白质为 60． 5 mg /g VSS，DNA
为 10． 3 mg /g VSS，与 pH =11时的提取量119． 1 mg /g VSS相
比，下降了 33． 7%，其中多糖下降了 37． 9%，蛋白质下降了
35． 8%，DNA下降了 11． 2% ; pH = 8、pH = 9 和 pH = 10 时，
EPS的提取效率较 pH = 11 时分别下降了 30． 0%、24． 3%和
8． 1%。pH =12 时 EPS提取效率为119． 4 mg /g VSS，与 pH =
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11时相差不多，其中多糖为 12． 8 mg /g VSS，蛋白质为 94
mg /g VSS，DNA为 12． 6 mg /g VSS。
总体来看，pH值极大地影响着 EPS的组分。随着 pH值

的升高，多糖和蛋白质的浓度均上升，EPS 的提取效率呈上
升趋势。分析认为，该趋势可能导致 EPS中带负电的功能基
团( 如氨基酸、羧基、磷酰基等) 浓度升高，从而使 EPS表面负
电荷增多，最终影响污泥特性。
2． 3． 2 不同提取时间对 EPS及各组分的影响。调节 pH值
为 11，以 NaOH法在 80 r /min下对 EPS进行提取，不同提取
时间对 EPS提取效果的影响见图 4。
从图 4可以看出，提取的前 10 min内多糖及蛋白质含量

均增长较快，此后多糖和蛋白质含量逐渐趋于稳定，而 DNA
含量则随着提取时间增加而略微上升。因此确定10min为

最佳提取时间，在此条件下 EPS 的提取效率为 117． 1
mg /g VSS，其中多糖、蛋白质和 DNA的提取量分别为 14． 5、
90． 5和 12． 1 mg /g VSS。

图 4 不同提取时间对 EPS提取效果的影响

注: a．搅拌速度对 EPS及各组分含量的影响; b．搅拌速度对各组分所占总 EPS总量比例的影响。

图 5 不同搅拌速度对 EPS提取效果的影响

2． 3． 3 不同搅拌速度对 EPS及各组分的影响。调节 pH值
为 11，以 NaOH法在不同速度下搅拌 10 min对 EPS 进行提
取，搅拌速度对 EPS提取效果的影响见图 5。

由图 5a可见，随着搅拌速度的增加，EPS的提取效率有
所增加，其中多糖和蛋白质含量有所波动，但整体呈略微上

涨趋势。相比于 80 r /min下 EPS总量的 117． 4 mg /g VSS，在
320 r /min下 EPS总量为 137 mg /g VSS，上升了 14． 3%。其
中多糖含量为 16 mg /g VSS，上升了 15%，蛋白质含量为 98
mg /g VSS，上升了 6． 1%。而 DNA含量则达到 23 mg /g VSS，
上升了 48． 7%。图 5b则更清楚地呈现出搅拌速度对 EPS各
组分所占比例的影响，其中 DNA 所占比例随着搅拌速度的
增加而明显增加，在 80 r /min 下占总 EPS 的 10． 1%，在 120
r /min下占 11． 2%，在 160 r /min下占 14． 2%，而到 300 r /min
时则占到总 EPS的 16． 8%。

评价分离提取方法对细胞的损害程度通常以 EPS中蛋
白质或 DNA 的相对含量作为检验标准。从图 5 可见，虽然
随着搅拌速度的增加 EPS的提取效率略微有所增加，但其中
DNA含量的增加更为明显，表明较高的转速对细胞的破坏程
度也较大，因此选用低于 120 r /min的搅拌速度更适于 NaOH

法提取 EPS。
3 结论与讨论
( 1) 不同的提取液对 EPS提取效果影响显著，0． 9%NaCl

溶液所提取的 EPS总量高达 117． 3 mg /g VSS，而缓冲溶液及

去离子水所提取的 EPS 量仅为 0． 9% NaCl 溶液所提取的
54． 0%和 43． 6% ; 同时 0． 9%NaCl溶液提取的 DNA所占 EPS
总量的百分率为三者中最低。
( 2) 比较5种提取方法对 EPS总量及各种组分提取效率

可见，NaOH法因其提取的 DNA 含量较少，提取时间较短而
较为适宜。
( 3) 以 NaOH法提取 EPS，随着 pH值的升高，多糖和蛋

白质的浓度均上升，EPS的提取效率呈上升趋势。提取作用
主要发生在前 10 min，在此时间内多糖及蛋白质含量增长均
较快，此后逐渐趋于稳定。搅拌速度对 EPS 组分中 DNA 的
提取影响更大，在 120 r /min 下所提取的 DNA 占总 EPS 的
11． 2%，而到 320 r /min时则占总 EPS的 16． 8%，这表明较高
的搅拌速度对细胞的破坏程度较大，因此低于 120 r /min的
搅拌速度更适于 NaOH法提取 EPS。
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4 植物群落对湿地水环境净化效果的影响因素分析
湿地水生植物研究表明，恢复沉水植物可以快速改善水

质，但是，影响沉水植物生长的因子很多，风浪、沉积物、光照
和透明度、温度、氧化还原环境、营养盐和鱼的牧食等都会对
沉水植物产生影响，从而最终影响植物群落对湿地水环境的

净化效果。
温度。温度是影响沉水植物繁殖体发芽和幼苗生长的

重要因素。季高华等［11］发现苦草种子在水温 18 ～ 22 ℃时，
经 4 ～5 d开始发芽，约 15 d，出苗率可达 98%以上，温度为
20 ℃时，发芽率达到最高。苏胜齐等［12］研究表明水温为 10
～35 ℃时，菹草顶枝光合作用净产氧量、毛产氧量都与温度
呈曲线相关，20 ℃附近菹草光合作用产氧量最高，其适宜的
生长温度为 15 ～25 ℃。
光照。湖泊中决定沉水植物能否生长的关键是水体的

光照条件，光合作用是沉水植物最重要的代谢活动。以太湖
五里湖为例［13］，2002 年对全湖进行了疏浚，平均水深达到
2. 1 cm，离岸 5 ～25 m处的水深已达 1． 6 ～ 2． 1 m，几乎都在
透光层以下，沉水植物无法生存。
藻类和沉水植物之间的竞争。富营养化的湖泊中，藻类

暂居优势，如果将沉水植物直接栽种下去，对沉水植物非常

不利。绝大多数藻类漂浮在沉水植物的上层，它们比沉水植
物更易获得光照。由于藻类对光线的吸收和散射，会使得湖泊
的透光层变得很浅，从而降低光合作用影响沉水植物生长。
营养盐浓度。目前报道出现蓝藻水华的湖泊，其营养盐

浓度范围大致相近，即 TN 在 1 ～10( 20) mg /L，TP在 0． 01 ～
0． 1( 0． 2) mg /L［14］。用氮磷比可以判断其中起限制作用的
营养元素。如果一个湖泊的营养盐浓度在该范围以外，蓝藻
水华就很难发生。根据我国湖泊和美国 Okeechobee湖资料，
确定了控制藻类暴发的总磷阈值为 0． 035 mg /L，总氮阈值为
0． 350 mg /L( 滇池) 和 1． 050 mg /L( 太湖) ［15］。
沉积物。沉积物不但提供沉水植物的附着基质，还供应

沉水植物生长发育所需的大量元素，其理化性质对沉水植物

有不可忽视的影响［13］。随着沉积物深度增加，沉积理化性
质对沉水植物的生长影响逐渐减弱。沉水植物繁殖体基本
分布在沉积物的表层，为满足植物体营养需求和植株固定，

根系不断向下发展，但表层沉积物对沉水植物早期的萌发和

生长起决定作用。
水位。湖泊水位变动是影响湖泊生态系统长期状态变

化的最主要因素［16］。湖泊水位变动的影响可涵盖从植物个
体到种群和群落分布这一连续过程，但其影响因物种而异，

主要表现为 2方面:①直接影响，表现在对水生生物生长及

对种群间竞争关系的影响;②间接影响，由于水位变化导致
了水体中的物化条件，如透明度、浊度、盐度、pH、悬浮与沉降
以及 DO等发生变化，对那些以水生植被为食的生物产生了
影响，进而间接地减小或增大了水生植被啃食的压力，改变

了水生植被的时空分布。
5 结论
水生植被在洪泽湖湿地水质保护及恢复中有十分重要

的作用。其对洪泽湖湿地水环境中 TN、TP、COD、Chla 的去
除作用和对 SD含量变化影响较明显，水生植物之间的竞争
可以抑制藻类的生长，减轻水体的富营养化情况。
水生植被对湖泊湿地水环境的净化效果受多种因素影

响，如湖水温度、湖泊水位、沉积物、光照、湖泊营养盐浓度以
及湖泊中藻类繁殖程度。但该研究未就影响因子对水生植
被净化效果的影响程度作定量分析，该工作有待进一步深入

研究。
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