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摘 � � � � 要
对比研究了处于胶体和溶解状态的有机物对生物膜胞外聚合物组成和含量的影

响. 研究发现, 不同基质条件对胞外聚合物的总量、多糖和蛋白质含量产生影响,

另外, 基质条件也会对生物膜的表面结构造成一定的影响.
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生物膜是由微生物细胞、细胞外高分子物质 ( EPS) 组成, 这些高分子物质主要来

源于细胞内分泌、细胞自溶和从废水中吸附得来. 由于 EPS 是生物膜最主要的成分,

EPS的组成和数量会影响生物膜的很多性质, 例如空隙率、扩散性、强度、导热性、吸

附性能和微生物代谢活性等. 但是, 对于生物膜 EPS的研究还很少, 对 EPS 数量和特

性的了解非常有限[ 1] , 特别是关于废水中不同基质条件对 EPS组成和数量的研究还没

有报道. �

城市污水中含有蛋白质、脂类、碳水化合物、腐殖质、核酸以及别的有机化合物,

这些有机污染物在废水中以溶解、胶体和颗粒状态存在, 而且各种状态所占的比率根据

废水的来源变化很大, 但是约占 COD 30%的有机物与胶体物质有关[ 2] .

本文主要对比研究了处于胶体状态和溶解状态的有机物对生物膜 EPS 组成和数量

的影响.

1 � 实验部分

1�1 � 实验装置
实验在两个完全相同的曝气生物滤池中进行, 滤池的内径为 5�5cm, 高度为 2�0m,

内部装填直径为 2 � 4mm的页岩陶粒. 空气和配制的废水从滤池底部进入, 空气和废水

流速分别为10和 0�6m�h- 1. 配制的废水中含有氮源和有机碳源以及一些微量元素 (表

1) . 两个滤池的废水除了有机碳源以外, 其它组成完全一致. 在滤池 A中以葡萄糖作

为唯一的溶解性有机碳源, 而滤池 B分别以淀粉和葡萄糖作为胶体态和溶解态有机碳

源, 两种物质分别构成废水中一半的 COD. 当两个滤池的运行达到稳定状态以后, 从

滤池的不同高度处取出生长有生物膜的陶粒, 进行生物膜 EPS的提取和组成测定.
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表 1� 实验过程中配水的组成 (用时稀释 20 倍)

Table 1� The composition of concentrated synthetic wastewater

组 � 分
浓度/ g�l- 1

滤池 A 滤池 B

NaHCO3 10 10

(NH4) 2SO4 4�97 4�97

MgCl2�6H2O 0�16 0�16

CaCl2 0�02 0�02

KH2PO4 0�0015 0�0015

组 � 分
浓度/ g�l- 1

滤池 A 滤池 B

K2HPO 4 0�04 0�04

FeCl3�6H2O 0�005 0�005

葡萄糖 0�50 � 6�00 0�25 � 3�00

淀粉 � 0�24 � 2�88

1�2 � EPS的提取及组成测定[ 3]

在EPS提取过程中, 第一步冲洗: 目的是收集粘性物质. 取约10g的陶粒连同 20ml

的去离子水一起放入离心试管中, 先将轻轻震荡后于 3500 r�min- 1
离心 10min, 收集上

清液作为粘性物; 第二步洗脱: 目的是得到囊状物质. 向冲洗完成后的离心试管中再加

入20ml含有 0�22%甲醛的 8�5%的 NaCl溶液, 用调速搅拌器于 300r�min- 1下搅拌 1min,

得到囊状物质; 第三步提取: 将洗脱的物质与细胞分离. 将经过洗脱的离心试管在室温

下于 12000r�min- 1下离心 30min, 收集上清液; 第四步过滤: 得到 EPS. 将离心得到的

上清液用 0�22�m 的醋酸纤维膜过滤, 以保证得到的样品中不含有细胞; 第五步透析:
去除甲醛. 由于提取过程中使用的甲醛会干扰蛋白质的测定, 因此, 所有的样品都应当

利用透析的方法去除甲醛. 利用切割分子量为 8000 � 12000的大孔透析膜在盛有 2L 去

离子水的大烧杯中连续搅拌透析, 最佳透析时间为 5 � 7h.

由于 EPS 最主要的成分为蛋白质和多糖. 所以在实验过程中测定 EPS中多糖和蛋

白质的含量, 另外, 由于 DNA的数量一般用来评价提取过程的优劣, 因此, DNA 的含

量也进行了测定. 蛋白质的测定利用考马丝亮蓝法[ 4] , 多糖利用苯酚�硫酸比色法[ 4] ,

DNA测定选用 DAPI 荧光比色法[ 5] .

用扫描电子显微镜对生物膜的表面结构进行观察, 确定不同基质条件对细胞与 EPS

相互结构的影响.

2 � 结果与讨论

不同基质条件对生物膜细胞外聚合物组成和含量的影响见图1.

2�1 � 基质条件对EPS总量的影响

本文将多糖和蛋白质的数量和认为是EPS的总量. 从图 1可以看到, 滤池中EPS的

含量沿滤池高度逐渐下降, 但是在滤池达到 100cm 以后, 这种下降趋势变得很不明显,

甚至在滤池 B中 EPS的含量略有上升. 由于滤池底部废水中含有大量的有机物, 微生

物细胞处于较高的食物/微生物 ( F/M) 条件, 细胞合成量大. 从反应器处理性能上看,

进水中大部分有机物在滤池底部 70cm处得到去除, 废水的总有机碳 ( TOC) 沿滤池高

度逐渐下降. 有研究表明, 在较高的 F/ M 条件下, 微生物细胞不能够将可以得到的所
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有的碳源用于细胞合成, 多余的含碳基质可以被转化成胞内储存粒子和在 EPS 中积累

的胞外高分子
[ 6, 7]

. 在低的 F/M 条件下, 储存物质的减少反映了细胞可以得到的碳源

的下降. 另一方面, 在滤池的上部, 由于细胞可以得到的食物较少, 细胞内源代谢造成

的细胞自溶作用较强, 这会增加 EPS 的含量. 所以, 内源代谢的增强可能是滤池上部

EPS停止下降的一个原因.

对比两个滤池, 由于滤池 A 中以葡萄糖作为唯一的有机碳源, 葡萄糖属于小分子

有机物, 可以较容易地通过 EPS和细胞膜; 而滤池 B选用淀粉和葡萄糖作为有机碳源,

淀粉只有被水解成较小分子才能够进入 EPS 和细胞内. 在反应器处理性能方面, 在两

个滤池中, 进水有机物的 90%都能够在滤池底部 70cm 内被去除. 也就是在这一区域内

两个滤池 EPS总量相关较大, 这就是说细胞利用较高浓度的小分子的溶解态有机物时,

产生的胞外聚合物会比利用较大分子量的胶体态有机物时产生的聚合物要多.

2�2 � 基质条件对多糖产生量的影响
EPS中比率最高的物质是多糖, 但是, 也有一部分关于活性污泥和生物膜中 EPS的

研究显示, 蛋白质是胞外聚合物中主要成分[ 8� 10] . 这种差异可能是由于不同的研究者

利用的提取方法不同造成, 目前对于 EPS的提取并没有一种标准方法, 这就导致了不

同研究者得到的结果没有可比性.

对于两个滤池来说, EPS中多糖的含量随柱高增加而逐渐降低 (图 1) , 由于多糖是

EPS主要成分, 并且有研究显示细胞物质能量的储存多以碳水化合物的形式存在, 因

此, EPS总量随滤池高度的变化可以用多糖在不同的 F/M 条件下的储存作用来解释.

2�3 � 基质条件对蛋白质产生量的影响
对于使用淀粉和葡萄糖作为有机碳源的滤池来说, 在反应器底部 100cm内 EPS中,

蛋白质的含量随滤池高度的增加逐渐降低, 而在滤池的上部, 蛋白质的含量维持在一个

较低的水平, 变化不大 (图 1) . 在滤池的底部, 淀粉的水解过程发生的很快, 在最开

始的 40cm处超过 90%的淀粉被水解.

有研究报道, 分子量大于 106道尔顿的高分子, 不能穿过生物膜中由 EPS构成的框

架结构[ 11] , 只有更小的分子才能够透过细胞膜进入细胞内部. 也有研究表明, 具有胞

外水解活性的酶通常位于细胞聚集体的框架结构中
[ 12]
. Daniellson

[ 13]
等人报道, 生物膜

EPS在生物膜的形成过程中, 蛋白质在生物膜附着到载体表面上起作用. 另外, 在很多

关于活性污泥絮体EPS的研究中, 显示蛋白质在活性污泥絮体的絮凝作用中起到主要

作用. 而对于利用葡萄糖的滤池来说, EPS 中蛋白质的含量随反应器高度的变化不太

明显. �
2�4 � 基质条件对DNA产生量的影响

生物膜 EPS中 DNA的含量变化很大, 同时标准偏差与平均值之间的比值也较大.

DNA构成了EPS 总量的 1 � 15% , 但是从图1中很难建立DNA沿滤池高度和与基质条件

之间的关系. EPS中的 DNA主要来自于微生物细胞的自溶作用, 在一般情况下 EPS中

DNA含量应当较少, 所以可以利用所提取样品中 DNA的含量来判断提取过程中是否造

成大量的细胞破碎, 将细胞内的物质引入到 EPS 中. 因此, 可以利用 DNA 的含量来评

判提取方法的优劣.
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图 1� 不同基质条件对生物膜胞外聚合物组成和含量的影响

Fig. 1 � The effect of substrate conditions on compositions of extracellular polymeric substances in biofilms

2�5 � 基质条件对生物膜表面结构的影响
图2是从滤池底部 10cm处取出的生物膜载体的扫描电镜照片. 照片显示, 在两种

生物膜中杆菌都占主要地位, 同时没有发现丝状菌的存在. 通过对比可以发现, 利用葡

萄糖作为有机碳源的生物膜中的微生物, 以一种相对独立和松散的形式存在; 相反, 在

废水中含有胶体态大分子有机物的生物膜中的微生物, 细胞大多缠绕在以胞外聚合物形

成的、紧密的网状结构中间, 在这些网状结构中间也存在着大量的沟道. 从图 2的对

比, 我们认为溶解态和胶体态有机物会对生物膜中细胞与 EPS结构造成一定的影响.

图 2 � 不同基质条件对滤池中生物膜表面结构的影响

Fig. 2 � Surface morphological characteristics of biofilms taken from 10cm port of both filters using a

scanning electron microscope. ( left from filter A and right from filter B)
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3 � 小结

( 1) 在两个滤池中, 生物膜 EPS的含量随有机物浓度降低的过程逐渐下降.

( 2) 多糖是EPS中最重要的组成部分, 溶解态有机物的生物膜EPS中多糖的含量要

高于胶体态有机物的生物膜.

( 3) 胶体态有机物的生物膜 EPS中, 多糖的含量要高于溶解态有机物的生物膜 EPS

中蛋白质的含量, 同时蛋白质含量的变化与胶体态有机物的水解过程相一致.

( 4) EPS中 DNA的含量与所利用的有机碳源没有相关性.

( 5) 不同的基质条件对生物膜的表面结构产生一定的影响.
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EFFECTS OF SUBSTRATE CONDITIONS ON COMPOSITIONS OF

EXTRACELLULAR POLYMERIC SUBSTANCES IN BIOFILMS

LI Jiu�yi � ZUOHua � LUAN Zhao�kun � ZHU Bao�xia � JIA Zhi�ping
(State Key Laboratory of Environmental Aquat ic Chemistry, Research Center for

Eco�Environmental Sciences, the Chinese Academy of Sciences, Bei jing, 100085)

ABSTRACT

The effects of colloidal and soluble organic matters on the amounts and compositions of extra�
cellular polymeric substances ( EPS) in biofilms were studied in bench�scale biof ilters. The results
of experiments indicated that the amounts of carbohydrates and protein in biofilm EPS, as well as

total EPS, were significantly influenced by the difference of substrate conditions. The surface

properties of biofilms, observed by a scanning electron microscope, were to some extent affected by

the substrate conditions.

Keywords: biofilm, extracellular polymeric substancs, colloidal organic matter, soluble or�
ganic matter.
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