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藻茵生物膜胞外聚合物(EPS)与A13+的配位作用机理木 
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摘 要 利用三维荧光光谱(3DEEM)和傅立叶转换红外光谱(FTIR)研究了藻菌生物膜EPS与A1”的相互作用机理． 

3DEEM结果表明，生物膜EPS含有3个荧光峰．其 中，峰A(Ex／Em=225～235 nm／300～330 nm)和峰B(Ex／Em=275~280 

nm／325～330 nm)荧光较强，属类蛋白峰，峰C(Ex／Em=335 nm／432～434 rim)荧光较弱，属类腐殖酸峰．峰A和峰B都能不 

同程度地被AP+猝灭，它们的条件稳定常数(1ogK)分别为5．89和6．95．AP 一EPS体系的峰A和峰B荧光强度明显受溶液pH 

值的影响．在PH为2～4之间时，荧光强度随pH的增大而增大，在4~7之间随pH的增大而减小，在7～11Z间随pH增大而增 

大．FTIRY~谱图分析表明，A1”主要与EPS中所含的一NH一、c—0等发生强的配位作用．图6参21 
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Abstract Three．dimensional excitation emission matrix fluorescence spectroscopy f3DEEM 1 and fourier transform infrared 

(FTIR)spectroscopy were used to study the extracellular polymeric substances(EPS)produced by alga—bacteria biofilm． 

Three excitation／emission(Ex／Em)fluorescence peaks at Ex／Em 225~235／300~330 am(Peak A1，275~280／325～330 nm(Peak 

B)，and 335／432~434 am (Peak C)were identifed in the 3DEEM，respectively．Peaks A and B were referred to as protein一 

1ike fluorescence and peak C as humic．1ike fluorescence．The fluorescence intensity at both peaks A and B decreased as Al 

concentration increased．The values of logK(conditional stability constant)for peaks A and B were 5．89 and 6．95．respectively． 

It was also found that solution pH strongly affected the fluorescence intensity at peaks A and B for the Al 一EPS complexation． 

The fluorescence intensity at peaks A and B increased consistently with solution pH increasing from 2 to 4，decreased with 

solution pH increasing from 4 to 7．and increased again with solution pH increasing from 7 to l1．FTIR analysis demonstrated 

tbat—_NH— and C— O groups in EPS were responsible for binding with Al”．Fig 6．Ref21 

Keywords extracellular polymeric substance(EPS)；A1”；three-dimensional excitation emission matrix(3DEEM)； 

fluorescence quenching；Fourier transform infrared spectroscopy；biofilm；conditional stability constant 

CLC X172：Q936 

微生物胞外聚合物(Extracellular polymeric substances， 

EPS)是由微生物细胞分泌的一种主要由蛋白质、多糖等成分 

组成的聚合物．EPS具有大量电负性基团，可以与多种金属阳 

离子具有很强的配位络合作用【l_ ．例如，Liu等对活性污泥 

中提取的EPS对重金属的吸附作用的研究表明，1 mg EPS大 

约去除0．25～1．48 mg金属离子 l 41．因为微生物在地表环境中普 

遍存在，且生物量巨大，所以EPS在环境中普遍存在．有研究 

表明，滩涂中每kg沉积物中EPS的含量达到四百多mgt ．由于 
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EPS与重金属离子之间很强的络合作用及在水土环境中的广 

泛存在，EPS对重金属等污染物的迁移、转化具有十分重要 

的影响l11．然而，目前关于EPS与重金属相互作用的研究大多 

数是关于活性污泥所产生的EPS与重金属之间的络合作用_4_5】， 

而对 自然界普遍存在的天然生物膜产生的EPS与重金属之间 

相互作用的研究还相对有限，如，李鱼等研究了自然水体采 

集的生物膜对镉、镍、钴等金属的吸附【6' ． 

AP 在环境中普遍存在，环境中自由态Al”的增加会对 

生态系统产生毒害作用_8_．通常认为，不同化学形态的重金属 

在环境中的可迁移性及对生物的有效性和毒性有较大的差 

别，有机态的金属要比无机态的毒性小_9]．因此 ，研究EPS与 

A13+之间的络合作用对研究Al 在水环境中的行为归宿及正 

确评估AP 的生态毒理学效应具有重要意义． 

荧光光谱法由于具备灵敏度高、选择性好、信息量大且 
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不破坏样品结构等优点被广泛应用于研究各种含有荧光基 

团的物质与金属离子的相互作用．由于EPS中含有蛋白质、腐 

殖酸等荧光生色团，荧光光谱技术有望成为研究EPS化学性 

质及其与阳离子相互作用的重要手段．目前已经有少数研究 

者利用三维荧光光谱技术(3DEEM)对EPS的结构、基本性质 

进行了初步研究『10，“】．Sheng和Yu ll0]应用3DEEM描述了好氧 

活性污泥和厌氧活性污泥的EPS的荧光性质，发现了两个类 

蛋白峰和一个类腐殖酸峰．Adav和Lee【l1]利用3DEEM研究了 

用不同方法从颗粒污泥中所提取的EPS的荧光性质．他们的 

研究结果表明，不同的提取方法对所获取的EPS的组分及相 

应的荧光性质有着很大的影响．现有的少数研究大都是对活 

性污泥的基本荧光性质进行研究，鲜有应用荧光光谱技术 

来研究EPS与金属离子的配位作用． 

生物膜是微藻、细菌等在固体表面通过EPS等粘附并被 

EPS所包被在一起的膜状微生物聚合体．生物膜在水环境中 

普遍存在．本文的主要目的即是利用高灵敏度荧光光谱分析 

仪和FT．IR研究藻菌生物膜EPS的基本荧光特征及其与A1 的 

相互作用机理． 

[工] 

荧光仪测定不同峰值处的荧光强度． 

1．4 A1 — 时EPS的猝灭实验 
取 10 mg／L的EPS溶液置于10 mL／b烧杯中，用微量加样 

器不断加入A1”，同时用磁力搅拌器持续搅拌．EPS溶液中 

的AP 的浓度控制在0．2～60 gmol／L．溶液的pH始终保持在4士 

0．05．用同步荧光测定不同AP+时荧光峰的荧光强度． 

1．5红外样品的制备 
EPS~I]用冷干燥技术制备，EPS溶液与AP发 生配位作用 

后用红外灯烘干，并用KBr压 片后用FTIR仪(岛津IR-408)~定． 

2结果与讨论 
2．1生物I]~EPS的荧光性质 

从 图1可 以看出，藻菌生物膜 的EPS含有2个主要 的荧 

光峰，峰A：Ex／Em =225~235 nm／300～330 nm；峰B：Ex／Em 
= 275～280nm／325～330nm；当EPS的浓度达~lJ40 mg／L时，检 

测到了峰C(Ex／Em=335 nm／432～434 nm)，根据峰的位置和 

以往学者们的研究⋯， ”]，峰A位于11区(含芳香基团的蛋白 

质)，峰B位于Iv区(溶解性微生物副产物类)，峰C位于v区(类 

Em／nm Em／nm Em／nm 

图1不同浓度EPS的3DEEM荧光光谱图 

Fig．1 3DEEM ofsolutions containing different amours ofEPS 

1材料与方法 
1．1生物膜EPS的提取 

藻菌生物膜采集 自中国科学院地球化学研究所内的池 

塘．生物膜 EPS用高速冷冻离心法分离⋯， ]，这 种方法被 

证实为不破坏细胞[21．将生物膜 用去离子水洗涤干净后在4 

℃、20 000 r／min离4~,20 min．离心后取上清液冷冻干燥获得 

EPS样品，放入冰箱保存备用． 

1．2荧光测量参数设置和数据分析 
EPS的荧光特征用F-4500荧光仪(Hitachi，Japan)检测． 

3DEEM荧光测量时荧光仪参数设置如下：带通：Ex=5 am， 

Em=10 nm；响应时问：自动；扫描速度：l 200 nm／min；扫描 

光谱进行仪器自动校正．激发波长范围为Ex=200-400 am 

(间隔5 nm)，发射波长为Em=250～550 nm(间隔2 nm)．所测结 

果均扣除实验空白(即相同条件下去离子水的3DEEM)．使用 

SigmaPlot 2000 fSystat Software，Inc)绘StJ3DEEM荧光光谱图， 

使用Origin 7．0分析二维荧光光谱数据及红外光谱数据． 

1_3溶液pH对Al， 与EPS配位作用的影响 
在10 mL 10 mg／L的EPS溶液中加入A1针溶液使其最终浓 

度达到1 mmol／L，用HC1和NaOH溶液将EPS—A1”溶液的pH分 

别调节为2～11．每个EPS溶液样品加入的酸碱试剂最多不超 

过50 pL．EPS．A1抖溶液用磁力搅拌器搅拌15 min后用F一4500 

腐殖酸)．峰A和峰B都属于类蛋白的荧光峰，峰C属于类腐殖 

酸的荧光峰．与Sheng等的研究结果『l4]相比较，峰B发生蓝移 

大约10nm． 

从图1-a～C还可以看出，藻菌生物膜EPS的类蛋白质成分 

含量较高，而类腐殖酸物质很低，因此对EPS与Al”相互作用 

的荧光光谱的研究主要以两个类蛋白峰为研究对象． 

2．2 pH对A1一EPS配位能力的影响 
在水环境中，pH不仅是影响荧光峰强度和位置的主要 

pH 

图2 pH对EPS与A1 配位作用的影响 
Fig．2 Effect ofsolution pH on binding ofEPS with A1 
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a／on a／cm 

N6 EPS与AJ 反应煎a)和反应后(b)的FTIR谱图 

Fig．6 FTIR spectra ofEPS before(a)and after(b)binding with At” 

环境中藻菌生物膜的EPS是Al 的强配位体． 2004，25(2)：247-251 

2．4 EPS与AP 作用的红外特征 z 。 Y，N。 DJ． luo esce“ce study of the interaction of Suwannee 
由图6一a可以看出，EPs主要有N—H和0一H的伸缩振动 f ulv i c a c id 1
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3结 论 2008，154：1120～1126 
3．1藻菌生物膜EPS的荧光峰主要由类蛋白物质产生． 12 G i G，c。 。 ·Co P i 。“ofthe comple atio“potential of 
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