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摘　要　胞外聚合物 (EPS)是一种环境友好的净水剂，高效提取 EPS可以为吸附重金属离子及抗生素提供更多

的吸附位点。本研究采用不同的络合剂去除二价阳离子以提高 EPS的提取量，对柠檬酸钠 (SC)法、草酸钠

(SO)法、乙二胺四乙酸二钠 (EDTA-2Na)法和酒石酸钾钠 (SS)法提取的 EPS特性进行对比。草酸钠法整体提取

效率高，对 EPS的组分和性质影响小，吸附效果好。柠檬酸钠和 EDTA-2Na法对 EPS的大分子成分造成不同程

度的破坏，尤其是 EDTA-2Na法明显改变了 EPS的荧光特性。结合红外光谱和 XPS分析证明 EPS中各官能团与

蛋白质、多糖等物质密切相关。研究为进一步发掘利用络合剂对二价阳离子络合提取胞外聚合物及后续应用提

供理论依据和技术支持。
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活性污泥法作为主要的污水处理手段，已广泛应用于全国各地的污水处理厂。胞外聚合物

(extracellular polymeric substances，EPS)作为活性污泥中重要组成部分，主要是聚集类微生物在代谢

过程中分泌的高分子聚合物，其中蛋白质和多糖占其总量的 70%~80%，而核酸、腐殖质、糖醛

酸、脂类和氨基酸等物质的含量相对较低 [1]。因此，EPS上的羧基、磷酰基、巯基、酚类和羟基可

为有机物、重金属和抗生素等提供吸附位点 [2]。与传统的去除方法相比，EPS具有环保、可再生、

无毒、可降解等优点，同时可以实现污泥的资源化利用[3]。

在对 EPS的诸多研究中，从活性污泥中高效提取 EPS是目前研究的主要方向。常用的提取方

法包括物理提取法 (加热法、高速离心法、超声法)和化学提取法 (酸法、碱法、EDTA法和离子交

换法)。由于 EPS与活性污泥絮体结合紧密，从而保护污泥絮凝体中的微生物不受外界环境变化的

影响[4]，因此，如何破坏 EPS与活性污泥絮体的连接成为提取的关键。其中物理提取法的缺点主要

是 EPS产率低和蛋白质在高温下变性。化学提取法虽然提高了提取效率，但也可能污染提取的

EPS或在随后的分析阶段造成影响。例如在高 pH(>10)条件下，碱法导致更多的细胞裂解和大分子

破坏。EDTA法中残留试剂在分光光度测定过程中对蛋白质的干扰，以及 EDTA难以降解严重污染

环境[5]，此类方法对于污泥处理过程中 EPS的常规提取不是很有效。
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在本研究中，对柠檬酸钠 (SC)、草酸钠 (SO)、EDTA-2Na和酒石酸钾钠 (SS)4种络合剂提取

EPS的效果进行了比较，利用 Ca2+和 Mg2+作为 EPS分子中不同负电荷位点连接的桥梁以稳定活性

污泥絮体结构 [6]，通过络合剂对 Ca2+、Mg2+进行络合，破坏活性污泥絮体结构进而使 EPS释放 [7]。

再对 4种络合剂提取的 EPS含量和各组分特性比较，借助离子色谱仪、三维荧光光谱、红外光

谱、X射线光电子能谱等表征分析手段，对相关二价阳离子浓度、EPS的光谱和能谱特性进行了

表征和分析，以阐明不同络合剂提取的 EPS分子结构特性。本研究结果以期为后续深入发掘络合

剂对二价阳离子络合的胞外聚合物提取及应用提供参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验污泥样品来源

本研究所使用的活性污泥来自于合肥市经济开发区某污水处理厂二沉池，将取得的污泥立即

运回实验室保存。对污泥进行预处理操作：将取回的污泥静置 30 min后在 4 000 r·min−1 下离心

10 min，将含有悬浮杂质的上清液弃除；用 0.85%的氯化钠溶液恢复至原体积，轻轻搅拌使污泥恢

复悬浮状态；在 6 500 r·min−1 下离心 10 min，弃除上清液除去悬浮杂质，重复上述操作 3次，将清

洗好的污泥经 100 W超声 5 min后完成对污泥的预处理。

 1.2    EPS的提取方法

将预处理好的污泥按以下方法提取 EPS并设置对照组。取适量预处理后的污泥加入适量

0.85%的氯化钠溶液作为对照组，轻轻搅拌后污泥恢复悬浮状态。在 25 ℃、180 r·min−1 的振荡培养

箱中振荡 60 min。取适量预处理后的污泥分别加入不同浓度 (60、75、90、105和 120 mmol·L−1)的
柠檬酸钠、草酸钠、酒石酸钾钠溶液，轻轻搅拌后污泥恢复悬浮状态。通过研究发现在络合相同

含量的阳离子时所需要的 EDTA与柠檬酸的物质的量浓度比约为 0.7:1[8]，本研究将 ETDA-2Na浓度

梯度设为 40、50、60、70、80 mmol·L−1。在 25 ℃、180 r·min−1 的振荡培养箱中振荡 60 min。通过上

述方法处理后，将样品在 11 000 r·min−1、4 ℃ 下离心 20 min，上清液通过 0.45 μm滤膜后收集。

 1.3    EPS的成分分析

以蛋白质、多糖、DNA 之和来表示 EPS提取总量，以牛血清白蛋白作为标准物质，用考马斯

亮蓝 -G250测定蛋白质 [9]；葡萄糖作为标准物质，用蒽酮 -硫酸比色法测定多糖   [10]；小牛胸腺

DNA作为标准物质，用二苯胺法测定 DNA [11]。通过紫外可见分光光度法测定各络合剂提取 EPS中

蛋白质、多糖和 DNA 的吸光度。对需要测定的参数均测定 3次后取平均值，带入标准曲线计算。

 1.4    EPS的表征方法

研究中使用离子色谱仪 (CIC-D160型，盛瀚，青岛)测定 Ca2+、Mg2+的含量；三维荧光分光光

度计 (F-7 000，日立，日本)测定分析各样品的波长；将处理好的各样品溶液进行冷冻干燥，利用

傅里叶变换红外光谱仪 (Nicolet Is20，赛默飞，美国)与 X射线光电子能谱分析仪 (K-Alpha，Thermo
Scientific，美国)测定；最后所得的数据通过 Origin 2021作图。

 1.5    EPS吸附实验

有研究[12] 表明，向 50 mL 10 mg·L−1 四环素溶液中加入 100 mg EPS，在 pH=6、25 ℃、180 r·min−1

的振荡培养箱中振荡 60 min后，吸附达到平衡。所有实验均进行 3次，在进入高效液相色谱测试

之前通过 0.45 μm过滤器过滤。通过测试取平均值计算吸附去除率。

 2    结果与讨论

 2.1    各络合剂提取 EPS的总量

图 1为各络合剂在不同提取条件下的 EPS各组分含量。对照组 EPS提取量为 (37.01±1.78) mg·g−1

(以 MLSS计)。在草酸钠、柠檬酸钠、酒石酸钾钠的浓度为 120 mmol·L−1 时，EPS提取量最高，分
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别为 (193.12±3.08)、 (223.61±3.44)、 (124.93±2.37) mg·g−1；ETDA-2Na浓度为 60 mmol·L−1 时，EPS提

取量最高，为 (208.32±5.54) mg·g−1，但 DNA含量过高说明对细胞的破坏程度较大，使细胞内的蛋

白质和多糖释放导致测试值过高 [13]；在对活性污泥微观结构研究时发现  EPS 在絮体层级 (外层)和
菌胶团层级 (内层)的组分有所差异，在内层 EPS的蛋白质含量更多 [14]。络合剂通过对絮体结构进

行破坏提取更多内层的蛋白质，尤其是随着柠檬酸钠和草酸钠法浓度的提高，内层 EPS的提取量

也随之增加，所提取的蛋白质含量最高 [15]。在 4种络合剂中，ETDA-2Na法提取的多糖含量最

高 [16]。草酸钠和酒石酸钾钠法提取的 DNA含量低，这说明对细胞的损害较低 [17]。柠檬酸钠法提取

的 DNA含量较高，可能是由于菌胶团中的细胞更替产生大量的 eDNA(extracellular DNA)导致的 [18]。

综上所述，草酸钠法在 4种络合剂中提取效率最高。

 2.2    络合剂对钙镁离子的释放效果

使用离子色谱仪测定不同络合剂对钙镁离子的释放效果，以说明 EPS中各组分含量的差别。

图 2为各络合剂在不同浓度下对钙镁离子的释放效果。柠檬酸钠、草酸钠和 ETDA-2Na法对钙镁离

子的释放效果明显高于酒石酸钾钠法，说明这 3种络合剂与钙镁离子形成络合物，从而破坏了活

性污泥的絮体结构 [19]。同时络合剂自身携带的钠离子通过离子交换提高这一过程 EPS的释放率 [20]。

从钙镁离子来看，钙离子的浓度明显高于镁离子的浓度，说明钙离子比镁离子更倾向于与污泥聚

合物结合 [21]，在 EPS与细胞的桥接中发挥主要作用 [22]。其中 ETDA-2Na法释放的钙镁离子浓度明

显高于其他络合剂。有研究表明，随着钙离子从活性污泥中的释放，胞外多糖含量也随着增加 [23]。

 

图 1    各络合剂不同浓度下所得 EPS 的组分含量

Fig. 1    The contents of extracted EPS compositions by the complexing agent at different concentrations

 

   第 6 期 费维繁等：不同络合剂对二价阳离子络合的胞外聚合物的提取效果比较 1843    
环
境
工
程
学
报
版
权
所
有



这也导致 ETDA-2Na法提取的多糖含量高。随着络合剂浓度的提高，钙镁离子的浓度增长趋于平

缓，可能是由于络合剂浓度过高钙离子在污泥中形成了沉淀[24]，而镁离子则倾向于与蛋白质结合[25]。

 2.3    EPS三维荧光光谱分析

使用三维荧光光谱对各络合剂最高提取量下的 EPS进行分析，去除瑞利散射 [26] 处理所得的数

据，结果如图 3所示。存在 4个明显的荧光峰：色氨酸类荧光峰A(Ex/Em=275~296 nm/340~380 nm)[27]；
腐殖酸类荧光峰 B(Ex/Em=320~370 nm/410~460 nm)[28]；富里酸类荧光峰 C(Ex/Em=210~240 nm/410~
450nm)[29]；酪氨酸类荧光峰 D(Ex/Em=220~235 nm/310~340 nm)[30]。由此可知，提取的 EPS组分中含

有色氨酸类蛋白质、酪氨酸蛋白质、类腐殖酸和富里酸。不同络合剂提取的 EPS的荧光特性存在

显著差异。A、D区域为蛋白质类物质，草酸钠和柠檬酸钠法所提取 EPS在 A区域的荧光强度明显

高于 EDTA-2Na和酒石酸钾钠法。其中草酸钠和柠檬酸钠法所提取的 A峰峰值是酒石酸钾钠法的

1.4倍，是 EDTA-2Na法的 4.2~6.1倍。B、C区域为腐殖酸类物质，草酸钠提取的 EPS在 B区域荧

光强度是柠檬酸钠法的 1.4倍、EDTA-2Na法的 2.8倍、酒石酸钾钠法的 1.7倍。这说明草酸钠法对

腐殖酸类物质也有着高的提取效率。同时，EDTA-2Na法明显破坏活性污泥中的蛋白质结构，使得

相应 EPS荧光强度减弱。这也很好地解释了前文中不同络合剂所提取的蛋白质含量差异。

 2.4    EPS的红外光谱分析

使用傅里叶红外光谱对各络合剂最高提取量下 EPS进行分析，结果如图 4、图 5和表 1所示。

从图 4中可以看出，4种络合剂处理的样品均在 3 400 cm−1 左右存在宽峰，此处属于蛋白质或多糖

羟基中的 O—H和 N—H伸缩振动峰 [31]；在 1 650~1 630 cm−1 的峰是酰胺Ⅰ区的 C=O伸缩振动峰，

 

图 2    各络合剂不同浓度下对钙镁离子的释放

Fig. 2    Release of calcium and magnesium ions by the complexing agent at different concentrations
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为典型的蛋白质类物质 [32]；1 410~1 390 cm−1

的峰是糖醛酸中的羧酸盐基团 [33]；1 350~1 250
cm−1 的峰主要是由氨基酸的 C—O和 C—H伸

缩振动产生的 [34]；1 150~900 cm−1 的峰与多糖

中的 C—O、C—C的伸缩振动有关，可以用

来反映其多糖的含量与结构 [35]，EDTA-2Na法

在此波段强于其余络合剂，其多糖含量最

高。通过红外光谱分析表明 EPS的主要组成

是蛋白质和多糖。

4种络合剂在最高提取量下的红外谱图峰

型大致相同。在具体波峰段如酰胺Ⅰ区域 (1
700~1 600 cm−1)存在较大差异，对酰胺Ⅰ区分

峰拟合分析，依据已有研究将酰胺Ⅰ区划分[36]：

β-折叠带 (1 600~1 637 cm−1)、无规则卷曲带 (1 637~1 645 cm−1)、α-螺旋带 (1 646~1 660 cm−1)、β-转角

带 (1 661~1 680 cm−1)、反向平行 β-折叠 (1 681~1 700 cm−1)，拟合结果如表 1、图 5所示 [37]。α-螺旋、

β-转角、β-折叠对聚集性能起正面作用，而无卷曲折叠和反向平行 β-折叠对聚集性能起负面作用[38]。

从分峰结果来看，4种络合剂提取的 EPS的聚集有利结构均超过 70%，其中柠檬酸钠法的聚集有利

结构为 96%、草酸钠法的有利结构为 84%。α-螺旋/(β-折叠+无卷曲折叠)的比例可以反应蛋白质二

级结构的紧密程度，若该值越低则蛋白质二级结构越松散 [39]，吸附点位越多。4种络合剂提取的

 

图 3    各络合剂最高提取量下所得 EPS的 EEM光谱

Fig. 3    EEM spectra of EPS extracted by the complexing agent at the highest extraction volume
 

图 4    各络合剂最高提取量件下所得 EPS的红外光谱

Fig. 4    Infrared spectra of EPS extracted by the complexing
agent at the highest extraction volume
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EPS均有较低的 α-螺旋/(β-折叠+无卷曲折叠)值，在柠檬酸钠和草酸钠法的蛋白质二级结构中，有

利结构 β-转角明显高于其他络合剂提取的 EPS，更有利于后续吸附离子、抗生素。EDTA-2Na法提

取的 EPS蛋白质中 β-折叠含量 (70.4%)最高，且没有反向平行 β-折叠这也与前人的研究 [16] 结果一

致，可能是由  ETDA-2Na使 EPS 中蛋白质二级结构破坏所导致的。只有酒石酸钾钠法提取的

EPS蛋白质中发现了无规卷曲。以上结果表明，不同络合剂提取的 EPS具有不同的蛋白质二级结

构。相似百分比分析结果表明，草酸钠和柠檬酸法提取的蛋白质二级结构相似度最高。

 2.5    EPS的 XPS光谱分析

由于 EPS的官能团种类丰富，需要进一步借助于 XPS确定并加以验证。由于草酸钠与柠檬酸

钠法提取量高且根据上述研究发现其各项结果相似。因此，对这 2种络合剂最高提取量下 EPS进

行 XPS图谱分峰拟合比较，其结果如图 6所示。

由图 6(a)和图 6(b)可以看出，提取的 EPS中 C元素主要以 4种形态存在且含量相似：分别为

284.8 eV处 C—C、C—H占总量 60%~70%[40]，主要为脂质或氨基酸侧链的烃基类；286.4 eV处

C—O、C—N占总量的 15%~20%，来源于蛋白质中的酰胺键和醇类；288.1 eV处 C=O占总量的

表 1    各络合剂最高提取量条件下蛋白质二级结构的含量变化

Table 1    Changes in the content of protein secondary structure at the highest extraction volume of each complexing agent

络合剂
二级结构含量/%

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无卷曲折叠 反向平行β-折叠

草酸钠 21.28 40.32 22.84 0 15.56

柠檬酸钠 15.82 44.72 32.63 0 3.79

EDTA-2Na 12.09 70.40 17.52 0 0

酒石酸钾钠 17.73 46.22 9.42 24.13 2.51

 

图 5    各络合剂最高提取量件下蛋白质二级结构分峰图

Fig. 5    Peak splitting of protein secondary structure at the highest extraction volume of each complexing agent
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9%~15%，来自于羧基、羰基、酰胺和半缩醛中；288.9 eV处 O=C—OH、O=C—OR含量最少不到

5%，其来源于酯键或羧基[41]。

由图 6(c)和图 6(d)可见，O元素的各官能团含量也同样相似，均以 3种形态存在。存在于羧

酸盐、酰胺等的 O=C，占总量的 55%~62%。存在于醇类、缩醛或半缩醛中的 C—O—C，其含量与

EPS中的多糖单体有关，柠檬酸钠法提取的多糖含量也略高于草酸钠法。最后还有少量的卫星峰[42]。

对图 6(e)和图 6(f)中 N元素各官能团进

行分析，同样其以 3种形态存在。分别为位

于胺基和酰胺的 C—N，均占总量的 70%以

上，这是由络合剂提取的蛋白质中的酰胺键

导致的 [43]。位于碱性氨基酸或氨基糖中的质

子化 N(Npr)含量占到总量的 7%~13%。最后

还有约 13%~20%的吡啶 N[44]。

 2.6    EPS对四环素的吸附分析

将 EPS加入 50 mL、pH为 6的四环素溶

液 (10  mg·L−1)中，研究不同络合剂提取的

EPS对四环素的吸附效果，结果如图 7所示。

草酸钠 (60.74%)和柠檬酸钠法 (61.41%)提取

 

图 6    2种络合剂最高提取量件下 XPS图谱分析

Fig. 6    XPS pattern analysis at the highest extraction volume of the two complexing agents

 

图 7    EPS对四环素吸附效果

Fig. 7    EPS adsorption to tetracycline
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的 EPS对四环素的吸附率明显高于 EDTA-2Na(48.99%)和酒石酸钾钠法 (30.21%)。EPS对四环素的

吸附主要是羟基等活性官能团参与了四环素的吸附过程 [45]，其主要来自多糖和蛋白质，是 EPS中

主要官能团。由于不同络合剂提取的 EPS中多糖、蛋白质含量各不相同，导致其对四环素去除率

有所差别。

经过对 4种络合剂提取的 EPS组分分析，柠檬酸钠和草酸钠法三维荧光光谱实验结果表明在

蛋白质的提取量上明显高于 EDTA-2Na和酒石酸钾钠法。对各官能团分布特征进行分析，4种络合

剂提取的 EPS红外光谱的峰型相似，柠檬酸钠和草酸钠法的 XPS谱图也同样反映出两者具有相似

的官能团，说明不同络合剂对 EPS官能团的种类无明显影响，但其吸收峰强度存在明显差异，这

也与 EPS各组分提取量的结果基本吻合。同时 EPS的含量越高，对四环素的吸附效果越好。

 3    结论

1)采用络合剂通过络合作用去除活性污泥中二价阳离子，破坏污泥絮体结构，与常规的提取

方法相比可以更高效提取 EPS。
2)草酸钠和柠檬酸钠法随着浓度的提高更有利于提取内层蛋白质，从而提高 EPS的提取量，

但柠檬酸钠法 DNA含量与草酸钠相比较高。EDTA-2Na法对 EPS中的蛋白质具有较强的破坏作

用；而酒石酸钾钠法提取量低、吸附效果差。

3)草酸钠法综合提取效率高，对 EPS的组分和各官能团影响较小，其疏松的蛋白质二级结构

为吸附提供有利条件，可以作为今后从活性污泥中提取 EPS非常有效的替代方法。
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Abstract      As  an  environmentally  friendly  water  purification  agent,  an  efficient  extraction  of  extracellular
polymeric substances (EPS) can provide more adsorption sites for heavy metal ions and antibiotics. In this study,
different complexing agents were used to remove divalent cations to increase the extraction amount of EPS, and
a comparison was  made among the  properties  of  extracted  EPS by sodium citrate  (SC),  sodium oxalate  (SO),
disodium  ethylenediaminetetraacetate  (EDTA-2Na)  and  sodium  potassium  tartrate  (SS)  methods.The  results
showed  that  the  sodium  oxalate  method  had  a  highly  overall  extraction  efficiency,  a  low  impact  on  the
composition  and  properties  of  EPS,  and  a  good  adsorption  effect.The  sodium  citrate  method  and  EDTA-2Na
method caused different degrees of damage to the macromolecular components of EPS, especially the EDTA-
2Na  method  obviously  changed  the  fluorescence  properties  of  EPS.The  combination  of  IR  spectroscopy  and
XPS analysis proved that the functional groups in EPS were close correlated with proteins, polysaccharides and
other  substances.This  study  can  provide  a  theoretical  basis  and  technical  support  for  the  future  in-depth
exploration of EPS extraction by complexation of divalent cations with complexing agents and the subsequent
applications.
Keywords    extracellular polymeric substances; extraction characteristics; divalent cations; protein secondary
structure; XPS analysis
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