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摘 要: 从嗜酸氧化亚铁硫杆菌 (Acidithiobacillus ferrooxidans, A.f菌)中提取胞外聚合物 (Extracellular Ploymeric

Substances, EPS) 的方法有很多, 但不同方法提取的 EPS 成分及含量都有较大区别。通过对比 NaOH 法、EDTA

法、超声法、离心法提取 A.f 菌 EPS 的研究, 分析高效提取 A.f 菌 EPS 方法的同时, 得到 EPS 成分及含量在不

同提取方法下的变化情况。实验结果表明, 对于未驯化和驯化处理的实验组, 超声法提取的 EPS最多, 分别达到

37.1 mg · g−1、55.3 mg · g−1;同时其对细菌自身的破坏最小,测得的核酸占比分别为 8.7%、8.1%。4种提取方法在

A.f菌驯化前后,提取的 EPS中多糖与蛋白质的比例范围分别为 2.71∼3.49和 3.24∼5.58。该实验结果可为模拟 EPS

来探索 EPS对 A.f菌浸出电子废弃物中金属的影响提供参考。
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0 引言

EPS(Extracellular Ploymeric Substances, 胞外聚

合物)指的是细菌或真菌在一定条件下分泌于细胞

外的一些高分子有机物, 主要包括蛋白质、多糖、

核酸 [1-2]。A.f菌 (Acidithiobacillus ferrooxidans,嗜酸

氧化亚铁硫杆菌)是一种化能自养菌,专性好氧,革

兰氏阴性, 最佳生长 pH 值为 1.5∼3.5, 最佳生长温

度为 25∼35 ◦C [3]。作为一种典型的浸矿细菌, A.f

菌会根据生长环境的变化分泌一些 EPS 来保护自

身更好的繁殖。目前,细菌 EPS的提取方法主要有

物理法 (离心法、加热法、超声法)、化学法 (EDTA

法、NaOH法、阳离子交换树脂提取法),提取对象主

要是好氧/厌氧污泥、生物膜等常见物质 [4-6]。关于

A.f菌 EPS的研究主要集中于 EPS介导的 A.f菌浸

矿机制上。王利等 [7] 研究了在添加 Fe3+ 及 A.f菌

与否、A.f菌失活与否、EPS脱离菌活体细胞与否等

6 组组合条件下, 紫金山铜矿样浸矿过程中氧化还

原电位变化的规律,结果表明, EPS对金属硫化矿的

生物浸矿过程离不开分泌它的活体细胞。Yu 等 [8]

研究了 A.f菌浸出黄铜矿中氧化还原电位、黄钾铁

矾和 EPS 的关系和影响, 结果表明, 细菌氧化的铁

离子容易吸附在黄铜矿表面的 EPS表层,而有黄钾

铁矾的 EPS层是弱离子扩散壁垒,会阻碍生物进一

步浸出黄铜矿中的金属。为了深入探究 A.f菌浸出

电子废弃物中金属的作用机理,鉴于金属在矿物和

电子废弃物中的不同存在形态 [9], 有必要先对 A.f

菌 EPS进行高效提取,对比分析 A.f菌驯化前后,其

EPS 成分组成及变化情况, 为下一步揭示 A.f 菌浸

出电子废弃物中金属的机理做准备。

1 材料与方法

1.1 材料

实验用菌种筛选自江西德兴某铜矿酸性废

水中, 所用 9K 培养基成分包括: (NH4)2SO4 3.0 g,

K2HPO4 0.5 g, MgSO4 0.5 g, KCl 0.1 g, Ca(NO3)2
0.01 g, FeSO4·7H2O 42 g, 去离子水 1 L。培养液经

H2SO4 调节初始 pH值为 2.0,所得菌种经 16S RNA

鉴定为 A.f菌 [10]。驯化用覆铜板购自上海某线路板

厂。实验过程中使用的其他试剂主要有 EDTA、氢

氧化钠、蒽酮、葡萄糖、无水碳酸钠、酒石酸钠、碳
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酸氢钠、硫酸铜、牛血清白蛋白、二苯胺、冰醋酸、

脱氧 -D-核糖、2,2’-联喹啉 -4,4’-二羧酸。

1.2 方法

1.2.1 EPS提取法

分别用离心法、超声法、EDTA法、氢氧化钠法

4种方法对驯化前后的 A.f菌 EPS进行提取。每种

提取方法的优劣以胞外聚合物提取后细胞的破壁程

度来表征,即溶液中测得的核酸量越大,细胞破裂的

程度就越大,其对应的提取方法越差 [11]。

1.2.2 EPS成分分析法

本实验针对每种提取方法得到的 EPS 进行了

成分分析。采用 Bicinchoninic Acid (BCA) 法测定

EPS 中蛋白质的含量 [12], 蒽酮法测定 EPS 中多糖

的含量 [13], 二苯胺法测定 EPS中核酸 (DNA)的含

量 [14]。实验过程中得到的数据采用 Excel 及 Ori-

gin8.0软件进行处理。

2 结果与分析

2.1 EPS提取效率

前期的研究结果表明, A.f 菌在 9K 培养基中

生长 4∼5天后可达到稳定期 [15]。实验过程中设置

对照组, 以覆铜板作为驯化因子对其中一组菌种

做驯化处理, 另一组不做处理。待 A.f 菌正常生长

至第 5 天时, 分别用不同方法提取其 EPS, 结果如

图 1 所示。当 A.f 菌不做驯化处理时, 用超声法提

取的 EPS含量最高,达到 37.1 mg · g−1,用 NaOH法

提取的 EPS含量最少,只有 24.5 mg · g−1,两者差了

12.6 mg · g−1; 而当 A.f菌经过驯化处理后, 相应地,

超声法提取的 EPS含量变为 55.3 mg · g−1, NaOH法

提取的 EPS含量则为 39.6 mg · g−1。从 2种条件下

提取的 EPS 含量来看, 不论 A.f 菌驯化与否, 用超

声法都能提取最多的 EPS 含量, 而 NaOH 法提取

的 EPS 含量最少。此外, 驯化后, A.f 菌 EPS 的提

取量得到了不同程度的增加。有研究表明, 微生物

EPS的分泌可以降低外界环境对该微生物正常生长

的影响, 并且外界环境越恶劣, 其分泌的 EPS 就越

多 [16]。Jiao等 [17] 研究表明,在细菌浸出矿物时,细

菌 EPS除了含有蛋白质、多糖、核酸等大分子有机

物外,还含有无机金属离子。在本实验中,向培养液

中加入覆铜板作为驯化因子,因培养液中 Cu2+含量

的不断增加,一方面, A.f菌需要不断地产生 EPS来

抵抗外界环境的影响,另一方面,增加的 Cu2+ 含量

也会被 EPS所吸附,最终导致产生的 EPS含量高于

未驯化的 A.f菌。这一现象可以被前人的研究结果

很好的解释。
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图 1 不同方法提取 A.f菌 EPS含量对比
Fig. 1 Comparison of EPS contents in different extraction

methods

2.2 EPS提取效果
不同提取方法会导致提取的 EPS 成分及含量

有所差别。由于溶液中 DNA的含量只能来源于已

破裂的细胞, 因此, 测溶液中 DNA 的含量可以反

映出每种提取方法对细胞本身的破坏程度。Liao

等 [18] 研究认为, 溶液中 DNA 在 EPS 中的比例在

2%∼15%内属正常。因而 DNA在 EPS中的比例常

常被用来判断每种提取 EPS方法的优劣。本实验对

于溶液中核酸含量的测定结果如图 2所示。在 A.f

菌未驯化组中, NaOH法提取的 EPS中核酸含量高

达 17.3%,这已超出其正常范围,超声法提取的 EPS

中核酸含量则为 8.7%;而在 A.f菌驯化组内, NaOH

法提取的 EPS中核酸含量为 14.1%,较驯化前有了

一定程度的下降,超声法提取的 EPS中核酸含量则

变为 8.1%。从图中可以看出, A.f菌驯化组内,不同

方法提取的 EPS中核酸含量普遍低于 A.f菌未驯化

组。可能的原因为 A.f菌驯化后,其对 Cu2+ 的抗性

增强, A.f菌细胞自身不容易破裂,导致溶液中核酸

含量普遍低于 A.f菌未驯化组。4种提取方法中,除

了 NaOH法在提取过程中对 A.f菌自身伤害较大外,

其余 3种方法提取的 A.f菌 EPS中含有的核酸含量

基本都在 10%左右。结合已得到的结论,即超声法

对于 A.f菌 EPS的提取效率最高,在本次对比实验

中,超声法在提取 A.f菌 EPS的过程中,在提取出较

多 EPS的同时,对 A.f菌自身伤害最小。因此,后续

在提取 A.f菌 EPS时,可以选择超声波法高效温和

的提取。
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图 2 不同方法提取 A.f菌 EPS中核酸含量对比
Fig. 2 Comparison of nucleic acid contents in different extrac-

tion methods

2.3 EPS成分分析
分别采用蒽酮法、BCA法、二苯胺法测定 A.f

菌 EPS中多糖、蛋白质、核酸的浓度。相应标准物质

在不同波长条件下吸光度的线性关系如图 3所示。
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图 3 相应标准物质在不同波长条件下的吸光度曲线
Fig. 3 The absorbancy curves of standard substances under dif-

ferent wavelengths

由图 3(a)可见,葡萄糖含量与 625 nm波长下的

吸光度线性关系可近似拟合成:

y = 0.006 02x (1)

式中,相关系数 R2 = 0.997 > 0.99,说明该标准曲线

拟合程度较好 [19],可以用作本次实验 A.f菌 EPS中

多糖含量的测定。

图 3(b)表示的是不同蛋白质含量在 650 nm波

长下吸光度的标准曲线,可由下列方程表示:

y = 0.007 57x− 0.011 (2)

相关系数 R2 = 0.995 > 0.99,说明该拟合方程适合

本次实验 A.f菌 EPS中蛋白质含量的测定。

图 3(c)表示的是不同核酸含量在 595 nm波长

下吸光度的标准曲线,线性方程如下:

y = 0.009 2x− 0.006 4 (3)

相关系数 R2 = 0.996 > 0.99,表明该线性方程可以

用于本实验 A.f菌 EPS中核酸含量的测定。

依据图 3中各标准曲线的方程,将实验过程中

测得的 A.f菌 EPS样品中各有机物的吸光度分别代

入其中,得到蛋白质、多糖、核酸在 A.f菌 EPS中的

含量,结果如图 4所示。
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图 4 不同方法提取 A.f菌 EPS中各有机物含量对比
Fig. 4 Comparison of organic substance contents in different

extraction methods

由图 4 可见, 不论 A.f 菌驯化与否, 其 EPS 中

多糖的含量最高,其次是蛋白质,核酸含量在 A.f菌

EPS中最低。对于 4种不同的提取方法,超声法提取

的多糖含量高于其余 3种方法。经计算,在未驯化的

A.f菌中,超声法、EDTA法、离心法、NaOH 法提取

的 EPS中多糖与蛋白质含量比例分别为 3.26, 3.49,

2.71, 3.17,其多糖与蛋白质的比例范围在 2.71∼3.49

之间。而在驯化的 A.f菌中,对应的多糖与蛋白质含
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量比例分别为 3.24, 4.23, 5.58, 5.41,其多糖与蛋白质

的比例范围则在 3.24∼5.58 之间。这说明 A.f 菌驯

化与否对其 EPS中多糖、蛋白质的含量会产生较大

影响,特别是对驯化后的 A.f菌 EPS,其多糖与蛋白

质的比例普遍高于未驯化处理组。产生这一现象可

能的原因为驯化后 A.f菌为了耐受更高 Cu2+ 浓度,

产生了更多的 EPS来抵御高浓度 Cu2+ 对 A.f菌自

身生长的影响。此外,多糖在 EPS保护细菌自身生

长过程中可能起到非常重要的作用。Gehrke等 [20]

的研究表明, A.f 菌 EPS 中多糖的组成为: 甘露糖、

木糖、葡萄糖、鼠李糖、海藻糖等糖类。结合本实验

的研究结果,可以通过模拟 A.f菌 EPS的形式来探

索 EPS对 A.f菌浸出电子废弃物中金属的影响,排

除了在浸出过程中, A.f菌自身对 EPS产生的干扰。

3 结 语

不论 A.f 菌驯化与否, NaOH 法、EDTA 法、

超声法、离心法 4 种方法中, 提取 EPS 效率

最高的为超声法, 驯化前后分别能提取到

37.1 mg · g−1、55.3 mg · g−1 的 EPS。在提取过程中,

超声法对 A.f菌自身的伤害最小,驯化前后,培养液

中检测到的核酸占比分别为 8.7%、8.1%。4种提取

方法在 A.f菌驯化前后,提取的 EPS中多糖与蛋白

质的比例范围分别为 2.71∼3.49和 3.24∼5.58。依据

前人的研究结果,结合本实验得到的相关数据,可通

过模拟 A.f菌 EPS来探索 EPS对 A.f菌浸出电子废

弃物中金属的影响。
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Comparison on Different Methods Extracting Extracellular Polymeric
Substances from Acidithiobacillus ferrooxidans

GU Weihua, BAI Jianfeng, LU Liang, ZHANG Jiena, WANG Jingwei
(a. WEEE Research Centre; b. Shanghai Collaborative Innovation Centre for WEEE Recycling, Shanghai

Polytechnic University, Shanghai 201209, China)

Abstract: Many methods can extract extracellular polymeric substances (EPS) from Acidithiobacillus ferrooxidans (A. ferrooxidans),

and the components and contents are different when treated with different methods. The variation of EPS components and contents

was obtained, and the high efficiency of extracting EPS from A. ferrooxidans was also analyzed through comparing the methods of

NaOH, EDTA, ultrasound and centrifugation in extracting EPS from A. ferrooxidans. The experimental results indicated that ultrasound

method could extract the highest EPS content, and there were 37.1 mg · g−1, 55.3 mg · g−1 EPS in the unacclimated and domesticated

A. ferrooxidans groups, respectively. Accordingly, the nucleic acid proportion was 8.7% and 8.1% respectively, which illustrated that

ultrasound method was more friendly to A. ferrooxidans itself. The proportional regions of polysaccharide and protein were 2.71–3.49

and 3.24–5.58 in EPS which had already extracted by four extraction methods among the unacclimated and domesticated A. ferrooxidans

groups. These results can provided a reference for exploring the effect of simulated EPS in A. ferrooxidans bioleaching metals from

electronic waste.

Keywords: electronic waste; Acidithiobacillus ferrooxidans; extracellular polymeric substances; extraction

简 讯

上海第二工业大学荣获广东省科学技术奖特等奖

近日,上海第二工业大学参与的 “东莞横沥镇模具产业协同创新体系的建设与实践”项目,获得了 2016

广东省科学技术奖唯一的特等奖。早在 2012年,在上海教委科技发展中心的组织下,上海第二工业大学、上

海交通大学、东华大学 3所高校共同参与了横沥模具产业协同创新中心的建设。期间,借助横沥模具专业镇

的优势,充分发挥了上海高校的科技和人才优势,促进了产业科技创新,加快推进了产学研的紧密结合,取得

了可喜的成效。张展、何亚飞等参与的横沥协同创新中心建设,得到了国家工信部和广东省的高度认可,被

定义为 “横沥模式”并向全国推广。


