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四环素和铜离子对生物除磷中微生物胞外聚合物 
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摘  要：微生物胞外聚合物是保护细胞抵御外界有毒有害物质的“天然保护膜”，而胞外聚合物会受到各种

污染物质的影响。选取四环素和铜离子作为污染物，研究其对污水生物除磷中微生物胞外聚合物中蛋白质和

多糖的影响。结果表明，四环素作用 36 h 时，蛋白质和多糖含量最大分别为 78.39 mg/gVSS 和 15.48 mg/gVSS；

铜离子作用 48 h 时，蛋白质和多糖含量最大分别为 75.93 mg/gVSS 和 14.12 mg/gVSS。三种混合物浓度配比分

别为 0.297、0.894 和 2.676 时，36 h 时蛋白质含量最大分别为 75.60 mg/gVSS、68.81 mg/gVSS 和 70.02 mg/gVSS，

多糖含量最大分别为 12.77 mg/gVSS、12.10 mg/gVSS 和 13.49 mg/gVSS。作用时间增长，胞外聚合物出现先增加

后减小的现象，主要因为污染物投加初期微生物分泌更多聚合物抵抗不利环境，而后期由于微生物失活最终

导致微生物胞外聚合物减少。混合物浓度增加，微生物胞外聚合物中蛋白质三维荧光强度逐渐减弱。该研究

对揭示污染物对生物除磷微生物的影响具有一定的意义。
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Abstract：Extracellular polymers of microorganisms are natural protective membranes that protect cells against external toxic and 

harmful substances，but can be affected by various contaminants. Tetracycline and copper ions were selected as contaminants to study 

their effects on protein and polysaccharides in microbial extracellular polymers during biological phosphorus removal. The results 

showed that the maximum contents of protein and polysaccharide were 78.39 mg/gVSS and 15.48 mg/gVSS，respectively，at 36 h with 

tetracycline，and 75.93 mg/gVSS and 14. 12 mg/gVSS，respectively，at 48 h with copper ions. Three concentration ratios（0.297，0.894 

and 2.676） were formulated using a mixture of tetracycline and copper ions，and at 36 h，the maximum protein content  was 75.60 

mg/gVSS，68.81 mg/gVSS and 70.02 mg/gVSS，respectively，while the maximum polysaccharide content was 12.77 mg/gVSS，12.10 
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mg/gVSS and 13.49 mg/gVSS，respectively. The extracellular polymer increases and then decreases as the time of action increases，

mainly because the microorganisms secrete more polymers to resist contaminants at the beginning，while microbial deactivation later led 

to a decrease in microbial extracellular polymers. The three-dimensional fluorescence intensity of proteins in the microbial extracellular 

polymer gradually decreased as the concentration of the mixture increasing. This study has implications for studying impacts of pollutants 

on biological phosphorus removal microorganisms. 

Keywords：tetracycline；copper ion；extracellular polymeric substances；biological phosphorus removal

胞外聚合物普遍存在于活性污泥絮体内部和

表面，附着于微生物的表面，对微生物生命活动具

有一定的保护功能，可以抵御对微生物细胞有毒害

作用的杀菌剂和有毒物质 [1]。同时，胞外聚合物具

有富集环境中营养物质的功能，在胞外各种酶的催

化下，将营养物质降解为微生物可吸收利用的小

分子物质 [1]。而在污水生物处理过程中，胞外聚合

物会受到污水中各种环境因素的干扰，如抗生素、

重金属及农药等，破坏胞外聚合物结构和功能，从

而威胁微生物的生命安全，影响到污水处理的效 

果 [2]。因此，研究环境因素对胞外聚合物的影响具

有重要意义。

胞外聚合物中蛋白质和多糖为主要成分，两者

占胞外聚合物总量的 70%~80%。四环素类抗生素

是目前医疗和养殖业用量最大的抗生素之一，通过

人类及动物排泄物等途径进入城市污水管网，在全

球多地区的污水处理厂中均有此类抗生素检出 [3]。

在污水处理过程中，四环素通过氢键和范德华力与

胞外聚合物中的蛋白质结合，从而改变蛋白质的结

构，使胞外聚合物丧失功能，影响污水处理效果 [4]。

铜离子在畜禽养殖中被大量使用，促进动物生长同

时增强动物的抗病能力，进入动物体内的铜离子部

分随排泄物排出进入污水处理设施。胞外聚合物

表面含有大量带负电荷的基团，在污水处理过程

中，铜离子可以与带负电的基团发生络合沉淀和离

子交换，从而改变或破坏胞外聚合物内部结构，对

污水处理产生不利影响 [5]。然而，污水中的污染物

往往不是单独存在，研究表明混合物会形成更复杂

的作用 [6]。污水生物除磷是污水生物处理极其重

要的部分，而污水中四环素和铜离子往往以混合的

形式存在。因此，研究四环素和铜离子对污水生物

除磷微生物胞外聚合物的影响具有重要意义。然

而，四环素和铜离子形成的混合污染物对生物除磷

过程中微生物胞外聚合物联合作用的研究却极其

缺乏。

该实验选用四环素和铜离子作为典型污染物，

研究四环素、铜离子及其混合污染物对生物除磷微

生物胞外聚合物的影响。首先测定单独四环素和

铜离子作用下，胞外聚合物中蛋白质和多糖含量的

变化；再利用直接均分射线法 [7] 设计 3 种不同浓

度配比的四环素和铜离子的混合污染物，测定不同

浓度配比下混合污染物对微生物胞外蛋白质和多

糖的含量，并结合三维荧光研究蛋白质的变化，为

科学评价四环素和铜离子对微生物胞外聚合物的

作用风险提供依据和数据参考。

1  材料与方法

1.1 实验装置及运行

该实验选用序批试活性污泥反应器，通过厌

氧 - 好氧交替运行的方式实现生物除磷。实验用

水为人工配制的模拟污水厂进水，配药成分如表 1

所示。通过微电脑时控装置自动控制反应器运行，

运行周期为 360 min，其中包括进水 20 min、厌氧

75 min、好氧 180 min、沉淀 60 min、出水 5 min 和闲

置 20 min。

表 1 实验用水配方

主要成分 g/L 微量元素 mg/L
烯丙基硫脲 0.004 硼酸 0.150

蛋白胨 0.005 乙二胺四乙酸 10.000
磷酸二氢钾 0.037 钼酸钠 0.060

三水合乙酸钠 0.454 碘化钾 0.180
氯化铵 0.070 六水合氯化钴 0.150
酵母膏 0.005 三氯化铁 1.500

二水合氯化钙 0.095 硫酸锌 0.120
硫酸镁 0.095 氯化锰 0.120

1.2 投加污染物及样品采集测定方法

各反应器投加四环素浓度依次为 0 mg/L、0.01 

mg/L、0.1 mg/L、0.5 mg/L、1 mg/L、5 mg/L、10 mg/L、20 

mg/L；铜离子浓度依次为0 mg/L、0.1 mg/L、0.5 mg/L、

1 mg/L、5 mg/L、10 mg/L、20 mg/L、40 mg/L；反应器
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编号分别为 1*、2*、3*、4*、5*、6*、7*、8*。该实验

每隔 12 h 取样取至 96 h，包括各阶段水样和污泥

混合样。胞外聚合物中的蛋白质和多糖分别采用

BCA 法测定和蒽酮法测定；MLSS采用重量法测定；

正磷酸盐采用钼锑抗分光光度法测定。

1.3 污染物抑制效应分析

每周期的比吸磷率即该周期厌氧阶段末期与

好氧阶段末期的正磷酸盐含量之差与MLSS的比值。

利用比吸磷率的抑制率表示生物除磷微生物受抑

制程度，污染物作用时比吸磷率的抑制率 M，其计

算如公式（1）所示：
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式中  M ——‌�污染物作用时比吸磷率的抑制

率，%；

      I ——‌�污染物作用时比吸磷率；

      I0 ——空白对照组的比吸磷率。

采用 Logistics 函数 [8] 拟合污染物浓度和比吸

磷率抑制率值，获得浓度效应曲线。Logistics 函数

如公式（2）所示。
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式中  R ——抑制效应，%；

      Wmax ——‌�污染物作用时比吸磷率的最大抑

制效应，%；

      W0 ——‌�污染物作用时比吸磷率的最小抑制

效应，%；

      α ——污染物潜在抑制效应常数；

      C ——污染物浓度，mg/L；

      C0 ——污染物半数效应浓度即 EC50，mg/L。

利用 Logistics 函数拟合四环素和铜离子的浓

度和比吸磷率抑制率值获得浓度 - 效应曲线，得到

四环素和铜离子的半数效应浓度分别为7.455 mg/L 

和 8.464 mg/L。

1.4 不同配比的混合物实验设计

利用直接均分射线法（EquRay）设计 3 种不同

配比的四环素和铜离子混合物，分别为 L1、L2 和

L3，其配比值分别为 0.297、0.894 和 2.676。根据稀

释因子法 [9] 在每个浓度配比下设计 9 组（含空白

对照组）四环素和铜离子混合物，混合物浓度依次

为 0 mg/L、0.339 mg/L、0.692 mg/L、1.412 mg/L、2.882 

mg/L、5.882 mg/L、12.005 mg/L、24.500 mg/L、50.000 

mg/L，对应 9 个反应器，反应器编号分别为 1*、2*、

3*、4*、5*、6*、7*、8*、9*。

2  结果与讨论

2.1 四环素对生物除磷中微生物胞外聚合物中蛋

白质和多糖的影响

在生物除磷反应器中投加不同浓度四环素后

微生物胞外聚合物中蛋白质和多糖的变化情况如

图 1 所示。由图 1 可知，投加四环素后，在 0~36 h

各反应器的蛋白质和多糖均出现增加趋势，并在

36 h 达到最大值，此时各反应器的蛋白质浓度最大

达到 78.39 mg/gVSS；多糖浓度最大达到 15.48 mg/

gVSS。而在 36~96 h 时，蛋白质和多糖含量均出现

逐渐减少的趋势。当四环素作用时间为 96 h 时，

各反应器的蛋白质浓度最低降至 13.83 mg/gVSS；

多糖浓度最低降至 4.62 mg/gVSS。

          （a）不同浓度四环素作用下蛋白质的变化情况          （b）不同浓度四环素作用下多糖的变化情况

图 1 不同浓度四环素作用下胞外聚合物组成成分变化
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根据微生物胞外聚合物中蛋白质和多糖含量

变化可知，蛋白质和多糖均出现先增加后减少的趋

势。前期含量增加可能是由于投加四环素初期，活

性污泥中的微生物受外来污染物刺激，分泌更多聚

合物在微生物表面形成更严固的网状结构保护层，

用于抵抗不利的外界环境 [10]。随后含量减少可能

是由于随着四环素的持续输入，胞外聚合物中更多

的蛋白质与四环素以氢键和范德华力结合，胞外聚

合物蛋白质中更多结合位点被四环素占据，导致胞

外聚合物肽链结构被严重破坏 [11]；同时四环素能

够特异性地结合到微生物体内核糖体 30S 亚基中

A 的位置，有效阻止了胺基酰 -tRNA 与核糖体上

此位置的联结，进而抑制肽链的进一步增长，最终

导致蛋白质的合成受阻，进而使微生物丧失功能，

蛋白质和多糖含量均下降 [12]。

2.2 铜离子对生物除磷中微生物胞外聚合物中蛋

白质和多糖的影响

生物除磷反应器中投加不同浓度铜离子后微

生物胞外聚合物中蛋白质和多糖的变化情况如图

2 所示。由图 2 可知，投加铜离子后，在 0~12 h 各

反应器的蛋白质出现小幅度的下降；在 12~48 h 各

反应器的蛋白质出现增加趋势，并在 48 h 达到最

大值，此时各反应器的蛋白质浓度最大达到 75.93 

mg/gVSS。在0~48 h各反应器的多糖出现增加趋势，

并在 48 h 达到最大值，此时各反应器多糖浓度最

大达到 14.12 mg/gVSS。而在 48~96 h 时，蛋白质和

多糖含量均出现逐渐减少的趋势。当铜离子作用

时间为 96 h 时，各反应器的蛋白质浓度最低降至

15.22 mg/gVSS；多糖浓度最低降至 4.98 mg/gVSS。

根据微生物胞外聚合物中蛋白质和多糖含量

变化可知，初期蛋白质含量小幅度减低，可能是反

应器进水中铜离子迅速与蛋白质结合，导致蛋白质

结构改变失活形成聚沉 [13]。随后蛋白质和多糖均

出现先增加后减少的趋势。前期增加可能是因为

铜离子的加入产生了不利的环境条件，刺激微生物

分泌更多的胞外聚合物，保护微生物细胞减少污染

物对微生物的不利影响 [10]。随后蛋白质和多糖含

量减少，可能是由于铜离子的持续投加，胞外聚合

物表面的大量带负电的基团与铜离子发生离子交

换、络合沉淀，改变或破坏胞外聚合物内部结构 [14]；

同时，蛋白质是铜离子的强配体，蛋白质的氨基酸

侧链与铜离子通过静电作用相结合，破坏蛋白质结

构使蛋白质失活，进而使微生物丧失功能，蛋白质

和多糖含量下降 [15]。

2.3 三种浓度配比混合物对微生物胞外聚合物蛋

白质和多糖的影响

2.3.1  不同浓度配比下微生物胞外聚合物蛋白质

和多糖含量变化

三种浓度配比四环素和铜离子的混合物对生

物除磷中微生物胞外聚合物中蛋白质和多糖的影

响如图 3 所示。由图 3 可知，三种配比下蛋白质和

多糖均出现先增大后减小的现象。混合物投加初

期对微生物产生刺激作用，微生物为了保护细胞不

受污染物的毒害作用分泌更多的胞外聚合物，形成

保护屏障，从而蛋白质和多糖均出现不同程度的增

加。随反应时间增加，微生物胞外聚合物遭到破坏，

蛋白质和多糖呈现不同程度的下降趋势。因此，投

加三种配比混合物，微生物胞外聚合物中蛋白质和

多糖均出现了先增加后逐渐减小的现象。

            （a）不同浓度铜离子作用下蛋白质的变化情况        （b）不同浓度铜离子作用下多糖的变化情况

图 2 不同浓度铜离子作用下胞外聚合物组成成分变化
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                  L1- 蛋白质                        L2- 蛋白质                        L3- 蛋白质

                  L1- 多糖                      L2- 多糖                        L3- 多糖

图 3 三种浓度配比混合物对生物除磷中微生物胞外聚合物组成成分的影响

三种配比下混合物投加初期，蛋白质和多糖浓

度逐渐增加。其中，配比为 L1 时最大分别为 74.60 

mg/gVSS 和 12.77 mg/gVSS；配比为 L2 时最大浓度

分别 68.81 mg/gVSS 和 12.53 mg/gVSS；配比为 L3

时最大浓度分别 70.02 mg/gVSS 和 13.49 mg/gVSS。

由此可见，当混合物配比为 L1 时，蛋白质和多糖

增加量最大，可能是由于铜离子占比高，四环素与

铜离子发生络合作用后，铜离子占主导作用，胞外

聚合物表面大量带负电荷的基团与铜离子结合，且

蛋白质是铜离子的强配体，为了保护细胞不受污染

物的毒害作用，从而初期刺激微生物分泌更多的胞

外聚合物 [10]。当混合物配比为 L2 时，四环素和铜

离子所占比例比较接近，四环素分子中含有酚羟

基和二甲基酰胺等基团与铜离子结合发生络合反 

应 [15]，导致投加混合污染物初期刺激微生物分泌

的胞外聚合物量较配比 L1 和 L3 少。当混合物配

比为 L2 时，四环素占比高，四环素与铜离子发生络

合作用后，四环素占主导作用，研究发现胞外聚合

物中主要成分蛋白质与四环素发生反应，而胞外聚

合物表面含有多种官能团与金属离子有更强的结

合能力，因此，反应初期刺激微生物分泌胞外聚合

物相对 L1 少 [16]。

2.3.2  三种浓度配比下微生物胞外聚合物的三维

荧光光谱

三种配比混合物作用下，3*、5*、7* 和 9* 反

应器微生物胞外聚合物的三维荧光光谱如图 4

所示。由图 4 可知，三维荧光光谱主要有两个区

域。其中区域Ⅰ为酪氨酸峰（Ex 为 200~250 nm，

Em 为 300~380 nm），区域Ⅱ为类色氨酸峰（Ex 为

250~300 nm，Em 为 300~380 nm），这两种均为芳

香类蛋白质荧光峰。三种配比混合物作用下，随混

合物浓度的增加，酪氨酸峰和类色氨酸峰荧光强度

均逐渐减弱。其中，配比 L2 中酪氨酸峰和类色氨

酸峰荧光强度比配比 L1 和配比 L3 的峰度减弱程

度更明显。三种配比混合物作用下，随混合物浓度

增加，微生物胞外聚合物中酪氨酸和类色氨酸荧光

强度逐渐减弱，说明四环素和铜离子混合物对酪氨

酸和类色氨酸的荧光产生了猝灭作用，且随着混合

物浓度的增加猝灭现象越显著。研究表明，四环素

或铜离子均可与酪氨酸、类色氨酸发生络合作用，

所生成的络合物不再发出荧光，因此酪氨酸峰和类

色氨酸峰荧光强度逐渐减弱 [16-17]。

3  结论

不同浓度四环素和铜离子分别单独作用下，微

生物胞外聚合物中蛋白质和多糖含量均出现先增

加后减少的趋势。三种配比的混合物作用下微生

物胞外聚合物中蛋白质和多糖含量也出现了先增

加后减少的趋势。其中，四环素和铜离子配比为

0.297 时，铜离子占比较大，混合物投加初期胞外聚
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合物中蛋白质和多糖增加量三种配比下相对最高；

四环素和铜离子配比为 0.894 时，四环素与铜离子

浓度相当，混合物投加初期胞外聚合物中蛋白质和

多糖增加量三种配比下相对最低。三种配比混合

物作用下，随混合物浓度增加，微生物胞外聚合物

中蛋白质三维荧光强度逐渐减弱。
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5  结论

针对遥感图像配准中如何快速有效去除错误

匹配的问题，提出一种基于面积比不变量的遥感图

像配准算法，该算法不需要迭代即可得到较为精确

的特征匹配，大大提升了遥感图像配准的效率。实

验结果证明，本文算法在均方根误差、准确率、召回

率、BPP（1.0）和运行时间等方面均表现出良好的

性能，是一种快速、有效的遥感图像配准算法。
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