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反硝化除磷菌胞外聚合物的提取及除磷研究
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摘 要: 采用 4 种方法对反硝化除磷菌 ZQN4 的胞外聚合物进行了提取试验研究。结果表明，试验中超声波法是一种

较好的提取方法。好氧条件下，茵株 ZQN4 的胞外聚合物中蛋白质含量最高，约占总量的 80%0 ZQN4 对磷的去除率约

为 89.4%.其中有约 88%聚集在菌体内，另外约 12%聚集在胞外聚合物中，且大部分以 PO~--P 的形式存在，表明胞外

聚合物对除磷也有一定的贡献。
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Abstract: Four extraction methods were adopted to investigate the extraction efficiency of extracellular polymeric sub­

stances (EPS) from the denitrifying polyphosphate-accumulating organism (DPAO) strain ZQN4 ùhder aerobic condi­

tion. Experimental results inclicate that protein ,amounting to about 80% of total EPS content ,was the major component 

in EPS of strain ZQN4. Ultrasonic method was effective in strain ZQN4 EPS extraction. The removal of phosphorus by 

strain ZQN4 under aerobic condition was approximately 89. 4% , in which about 88% of the reduced phosphorus in the 

substrate was absorbed by strain ZQN4 , while 12 % of it was stored in the EPS , indicating the contribution of strain 

ZQN4 to phosphorus remova l. Moreover , the most of reduced phosphorus existed in the form of PO~- -P. 

Key words: denitrifying polyphosphate-accumulating organism; extracellular polymeric substances; extraction 
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反硝化除磷菌(DPAO ， denitrifying polyphosphate-accumulating organism) 能利用 O2或 N03 -N 作为

电子受体在好氧或缺氧条件下进行吸磷。由于 DPAO 能够做到一碳(胞内 PHA)两用(吸磷和反硝化) ，与

传统脱氮除磷工艺相比，节省 50% 的 COD 消耗量、 30%的曝气量以及减少 50%的污泥产量[IJ 。因此，将

DPAO 应用于低 C/N 生活污水的同步脱氮除磷中将具有非常大的优势。

胞外聚合物(EPS ， extracell ular polymeric substance) 由于其在菌体外所处的特殊位置以及特定的化学

组成，使 EPS 成为影响细菌特性的重要因素之一凶。 EPS 对富营养元素(如磷等)的环境生物化学效应，主
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要是指由微生物所分泌的 EPS 与富营养元素发生的包括配位、吸附、吸收和凝絮等在内的生物、化学和物理

的反应，以及由此反应过程所引起的富营养元素的迁移转化、分配、扩散和埋藏等状态的改变[吨。 EPS 对水

体中富营养元素的影响还反映了环境生物化学的循环和生物系统祸合的重要方面，是控制和调节水体与生

物之间物质输送和交换的重要途径，具有非常重要的研究价值。

但是，EPS 的提取效率在很大程度上受提取方法的影响。针对不同培养条件，不同菌株选择一种合适的提

取方法非常重要。因此，选用 4 种提取方法，进行对比试验，试图找出→种简单、有效地提取好氧条件下反硝化

除磷菌 EPS 的方法，同时对 EPS在废水生物除磷中的作用机理进行研究，以探讨和完善生物除磷机理。

1 试验

1. 1 菌株来源

试验所用菌株 ZQN4 是实验室保存的高效反硝化除磷菌。菌株 ZNQ4 能利用 O2 和 N03 -N 作为电子

受体进行反瞄化吸磷，经 16S rRNA 技术鉴定其属于 Bacillωφ(NCBI 登陆序列号: GU384234) 。将菌株

ZNQ4 在富磷培养基(8 mg • P/U向中好氧富集培养 24 h (140 r/min , 30 'C)后的菌液作为种子液待用。

1. 2 菌株的反硝化除磷效果

以 SBR 反应器稳定运行的条件为参考，取种子液 100 mL，离心 (8000 g , 8 mi口) ，用无菌蒸馆水洗涤，再

次离心后投加到不含乙酸铀的富磷培养基中，加入 KN03 ，使培养基中 NO卜N 含量为 30 mg/L，装人密闭

容器中，充氮气以除氧，摇床040 r/min , 30 'C) 中反应 180 mi日，期间每隔 30 min 取样，经 o. 22μm 滤膜过

滤后测培养液中 N03 -N 和 PO~- -P 含量。

1. 3 EPS 提取方法

采用 4 种方法提取菌株 ZNQ4 的 EPS，各方法具体操作如下:1)超声波法[5-6J 取 50 mL 种子液 40 W 

超声 2 min，然后离心 (20 000 g , 4 'C , 20 min) ，将其上清液再离心(10 000 g , 4 'C , 15 min) ，上清液即为

EPS，保存在 20 'C冰箱中待测。 2)醇析法的 取 50 mL种子液离心(2 694 g , 4 'C , 30 min) 。向沉淀中加

人 50 mL 去离子水，搅拌过夜，离心， EPS 释放到上清液中。加人 3 倍体积乙醇(95%乙醇和 5%甲醇)溶液

于冰箱过夜，离心收集沉淀，重溶于 50 mL 去离子水中。乙醇沉淀步骤重复 2 次。 3)硫酸法和甲醒 NaOH

法 提取方法的详细步骤按照文献[8J进行。试验中不考虑提取时间变化对结果的影响，因此将提取时间固

定为 1 的吨。

为比较 4 种不同提取方法的有效性，在搅拌过程中都采用相同的搅拌速率 300 r/min。

1. 4 EPS 成分测定

1)蛋白质采用上海生工改良 Bradford 蛋白质定量检测试剂盒。 2)多糖[10-11] 采用 3 ， 5 二硝基水杨

酸法(DNS ， 3 , 5-dinitrosalicylic acid)测定多糖含量 o 3)核酸 采用紫外吸收法测 DNA 含量。在紫外分光

光度汁上测定 260 nm 处的吸光度，DNA 浓度(mg/U的计算公式[12J 为 ρDNA=A260 run/O. 020 。

1. 5 EPS 对磷的去除

将菌株 ZNQ4 在富磷培养基中好氧培养 24 h 后，测定细菌干重 (DW ， dry weight content) ，然后经

O. 22μm微孔滤膜过滤，检测滤液中总磷(TP)和 PO~- -P 浓度。同时，提取菌株 ZNQ4 的 EPS，测定 EPS 中

TP 和 PO~--P 含量浓度。

1. 6 化学分析方法

DW取富集培养后的菌液 100 mL, 8 000 g , 8 min 离心，元菌蒸馆水洗涤 3 次，弃上清液后在 105 'C烘

干 2 h，烘干前后重量差除以菌液体积 100 mL，即为 DW(g/L) 0 TP ， PO~--P 和 N03 -N 含量按照标准方
法[13J进行。

2 结果与讨论

2.1 菌株 ZQN4 的反硝化除磷效果

菌株 ZQN4 在缺氧状态下的反硝化吸磷结果如图 1 所示。由图 l 可以看出，在初始 N03 -N 浓度

30 mg/L ， PO~--P 浓度为 8 mg/L 条件下，经 180 min 缺氧反应后，培养液中剩余 N03 -N 浓度为

3.04 mg/L , PO~--P 浓度为 2.63 mg/L，即菌株 ZQN4 缺氧吸磷量为 5.37 mg/L，反硝化量为 26.96 mg/L , 
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8 说明菌株 ZQN4 存在明显的同步反硝化吸磷现象。 30

2.2 4 种 EPS 提取方法的比较

采用 4 种方法提取的 EPS 成分如表 1 所示，各成分所占国"

比例如图 2 所示。可以看出，菌株 ZQN4 的 EPS 中蛋白质的 E 

含量最高，占总量的 80%左右，其次为 DNA 和多糖。 EPS 的

提取效率很大程度上取决于提取方法的选择，试验中 4 种提

取方法测得的 EPS 各成分含量差别很大。其中蛋白质浓度

顺序为:超声波法〉甲醒 NaOH 法〉醇析法>硫酸法;多糖

浓度顺序为:醇析法〉硫酸法〉甲醒-NaOH 法〉超声波法;
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DNA含量顺序为:硫酸法〉醇析法〉甲M-NaOH 法〉超声

波法。这与以往对于纯培养活性污泥的研究结果有所不同， Sutherland[叫认为多糖是 EPS 中含量最高的物

质。但也有研究发现在污水处理厂的活性污泥 EPS 中蛋白质含量最高[15J 。

表 1 4 种方法提取的 EPS成分比较 == 多 1m =0叫A =}]fr'iI员

EPS 成分 超声波法甲醒-NaOH 法硫酸法醇析法

蛋白质/DW/Cmg. g-l) 304. 20 265. 80 243. 50 251. 60 :::\ r t』wvJ l 

多糖/DW/Cmg. g-l) 9.47 10. 60 11. 20 11. 80 .:(:'S 

飞牛矿、、

DNA/DW /Cmg. g-l) 46.32 55.39 65. 66 60. 27 ‘~ 

DNA/多糖 4. 89 5.23 5.86 5.11 
主仨

一

DW，菌体干重。 二 20

试验中，超声波法对菌株 ZNQ4 的 EPS 提取总量最高，其次 。
-N"OH 忧的 rW1Ji 

为甲M-NaOH 法和醇析法。在 4 种提取方法中，超声波法提取 挝JtUiìL
的蛋白质含量最高，而核酸和多糖含量相对最少，说明超声波 罔2 4种 h 法扼取的EPS成分比例

法一一这种物理方法可以有效地使 EPS从细胞表面脱落，同时减少了细胞的破裂和溶解。可以认为超声波

法提取的 EPS 比较完全，对细胞的破坏程度较小，是一种有效的提取反硝化除磷菌 EPS 的方法。

其次，甲醒-NaOH 法和醇析法对胞外蛋白的提取仅次于超声波法。这两种方法提取的多糖含量都多于

超声波法提取的 EPS 中多糖的含量，说明甲醒 NaOH 法和国事析法在提取菌株 EPS 的过程中对细胞造成了

或多或少的损坏，使得胞内部分的物质外流。

硫酸法提取的 EPS 中蛋白质含量最低，但 DNA 和多糖含量却较高。提取的 DNA 含量占提取量的

20.5% ，超出了正常范围，说明在提取菌株 EPS 过程中，化学作用使细胞遭到了较大破坏，致使胞内多糖和

DNA外流，提取效果较差。

水、蛋白质、核酸和脂类是细胞质和细胞核的主要成分。糖类作为营养碳源贮备只占很小的比例，所以

细胞破碎后会有大量的核酸放出而仅有少许糖类溶于提取液中，从而造成核酸和多糖比值升高。破碎程度

越大，比值越高[16J 。由表 I 可以看出， 4 种方法提取的 EPS 成分中，DNA/多糖比值最低的是超声波法，说明

超声波法对细胞的破坏程度较小。采用硫酸法提取的 DNA/多糖比值最高，说明细胞的破碎程度较大。

另外，EPS化学成分的不同和细胞壁也有着密切的关系。比如革兰氏阴性菌，是由内壁层和外壁层构

成的复杂细胞壁，致使蛋白质、核酸等大分子物质难以通过，造成胞外多糖在 EPS 中占主要成分。而本试验

中所用的菌株 ZQN4 属于革兰氏阳性菌，细胞壁结构松散，允许蛋白质、核酸分泌于胞外，由于缺少类脂载

体，不能分泌大量的多糖，从而造成多糖含量少，以蛋白质和核酸为主[15J 。

鉴于以上分析，可以认为超声波法提取的 EPS 比较完全，对细胞的破坏程度较小，是一种较好的提取反

硝化除磷菌 EPS 的方法。

2.3 EPS 对磷的去除作用 表 2 各种溶班中的磷含量

将菌株 ZNQ4 在富磷培养基中好氧培养 24 h 后，测定 参数 富磷培养基滤液 EPS 

DW，然后经 o. 22μm 微孔滤膜过滤，得到滤液。同时，采用 TP/Cmg.L-1) 8.87 0.94 0.98 

超声波法提取菌株 ZNQ4 的 EPS，测定滤液和 EPS 中的 TP ~O~-P/Cmg. L-
1 

和 PO~--P 含量浓度，各种溶液中的磷含量如表 2 所示。
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根据表 2 数据计算可知，菌株 ZQN4 对磷的去除率为 89.4% ，其中有 87.7%的磷被菌株吸收，有12.3%

的磷聚集在 EPS 中，且大部分以 POl- -P 的形式存在。有分析认为[叫，在好氧条件下， EPS 中的某些氨基

酸、糖类基团，以及 EPS 中吸附的原水中的钙、铁、镜等金属离子，可以通过离子交换和吸附等方式与基质中

的 PO~- -P 离子形成某些特定的化合物和络合物，从而聚集贮存于 EPS 中。张志超等[17J 采用甲醒-NaOH

法提取具有除磷能力的活性污泥 EPS，表明其 EPS 中主要含的是聚磷。他们认为，EPS 中含磷不仅是依靠

吸附磷酸盐或生物聚磷过程磷酸盐的滞留，而且 EPS本身可能也参与了生物聚磷过程。

EPS 去除富营养元素的作用机理存在很大差异，但在去除这些元素的过程中 EPS 所表现的行为方式基

本上都是通过其自身所特有的胶体带电性、疏松性和生物活性这 3 种方式来实现的。综上所述可知，菌株的

EPS对除磷有一定贡献，主要通过化学、物化和生化作用，将基质中部分磷聚集于 EPS 中。

3 结论

a. 反硝化除磷菌 ZQN4 在缺氧状态下存在明显的同步反硝化吸磷现象。

b. EPS 的提取效率很大程度上取决于提取方法的选择。试验中，超声波法是一种较好的提取反硝化除

磷菌 EPS 的方法，菌株 ZQN4 的 EPS 中蛋白质的含量最高，其次为 DNA 和多糖。

c. EPS 对除磷有一定的贡献。好氧条件下，菌株 ZQN4 对磷的去除率为 89.4%左右，其中有 88%左右

聚集在 ZQN4 菌体内，另外 12%左右的磷聚集在 EPS 中，且大部分以 POl- -P 的形式存在。
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