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新疆奎屯排碱渠生物膜胞外聚合物与
As( Ⅲ) 的络合作用①
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摘 要: 新疆奎屯地区是地质背景高砷区，排碱渠水体砷( As) 污染严重，排碱渠中普遍发育的生物膜胞外聚合物
( EPS) 与 As之间的络合会影响砷的迁移扩散，进而影响到砷的生物毒性和生态风险。目前，排碱渠中普遍发育的
生物膜 EPS对水中 As的迁移转化及行为归宿的影响还完全不清楚。本文结合荧光猝灭滴定技术和等温微量热滴
定技术研究了该地区普遍发育的藻生物膜 EPS 与 As ( Ⅲ) 之间的相互作用。荧光猝灭实验表明: 排碱渠生物膜
EPS有 3 个荧光峰: 峰 A 属于含芳环基团的蛋白质Ⅱ; 峰 B 属于溶解性的微生物类蛋白质; 峰 C 属于类腐殖酸。
峰 A和峰 B统称为类蛋白质物质，其中峰 B被确定为类色氨酸物质。类蛋白物质与 As( Ⅲ) 具有较强的结合作用，
而类腐殖酸物质与 As( Ⅲ) 几乎没有结合能力。EPS与 As( Ⅲ) 荧光淬灭作用属于静态淬灭和动态碰撞淬灭，同时
存在的复合淬灭机制。EPS中含芳环基团的蛋白质Ⅱ和类色氨酸物质与 As( Ⅲ) 的结合常数 lgKb 分别为 3． 82 和
2． 22，说明 As( Ⅲ) 与前者的结合强度比后者大一个数量级，前者与 As( Ⅲ) 形成络合物的稳定性稍微大于后者。
As( Ⅲ) 可以与含芳环基团的蛋白质Ⅱ的多类位点结合，且在多类结合位点之间存在拮抗竞争作用，而类色氨酸物
质中只有一类位点参与 As的络合。等温微量热滴定实验结果经过 Independent 模型拟合，求得了 EPS和 As( Ⅲ) 络
合反应的热动力学参数: ΔH、ΔG、ΔS。负的焓变 ΔH和负的吉布斯自由能 ΔG证明 EPS与 As( Ⅲ) 间的络合反应是
一个自发进行的放热反应。随着络合反应进行，反应体系的无序度增加，反应为熵驱动。排碱渠生物膜 EPS 中的
类蛋白质在 As( Ⅲ) 的迁移转化及其生态风险中起着重要作用，而 EPS中的类腐殖酸物质不会对 As( Ⅲ) 的环境行
为产生显著影响。
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新疆奎屯垦区属于温带大陆性气候，土壤原生

盐碱化和次生盐碱化问题均很严重，为了解决盐碱

化问题，大力修建了田间排碱渠〔1 － 2〕。由于土壤中
砷含量平均值为 20． 21 mg·kg －1〔3 － 4〕，砷在盐碱水

体中高度迁移，排碱渠水中的砷含量往往也较高，存

在较高的水生生态系统风险。同时，排碱渠中由于
富含农田土壤淋洗出来的 N、P等养分，排碱渠中蓝
藻、绿藻等浮游生物生长旺盛，并形成大片的生物
膜。生物膜则主要由微生物细胞及其分泌的胞外聚
合物( EPS ) 组成。EPS 主要由多糖、蛋白质、糖羰
酸、腐殖质物质和脂质等物质构成，在生物膜中有大
约 90%的有机质都是由 EPS 构成〔5〕。由于具有羟
基、羧基、氢氧基、磷酰基、氨基、酰胺基等官能团，
EPS 与各种重金属阳离子具有一定的络合能

力〔5 － 6〕。EPS与重金属之间的络合会影响重金属在
水环境中的迁移扩散、水———沉积物界面的分配、重
金属对微生物、植物和动物的毒性，进而影响到重金
属的生物毒性和生态风险〔7〕。砷作为类金属，主要
以 5 价或 3 价的络阴离子存在，其与 EPS 之间相互
作用的性质与强度与重金属阳离子必然存在差异，

然而 EPS与砷的络合作用的信息还非常有限，尤其
是 EPS与砷相互作用的热动力学行为完全不清楚。
因此，非常有必要研究 EPS 与砷之间的相互作用，
获取相互作用常数，对于科学评估砷在排碱渠水体

中的环境行为归宿和生态风险具有重要意义。
EPS组成复杂，含有大量荧光官能团，如芳香结

构和不饱和脂肪酸链等，因而，可以用三维荧光激发

发射光谱( 3D-EEM) 对其结构进行表征，具有快速、
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灵敏、对荧光物质有高选择性的特点。借助
3D-EEM，可以获得 EPS 的官能团、结构、构型信息，
在 EPS与目标离子络合过程中，荧光光谱特征峰峰
值的变化信息会实时传递出来，可以获得络合的动

力学信息和结合强度。如果重金属与 EPS 中的荧
光官能团结合，其荧光强度会随着结合的重金属离

子数量的增加而逐渐降低，也就是发生荧光猝灭。
通过荧光猝灭曲线可以获取 EPS 与重金属离子结
合的稳定常数等重要参数。目前，3D-EEM 技术已
经被许多学者成功的用于研究 EPS 和其与金属离
子的结合能力〔8〕。
目前，等温滴定量热法( ITC) 已经成为快速测

量配体 －大分子亲和性的首选方法之一，可以用来
描述物理、化学、生物过程的热量变化，准确获得
EPS和重金属络合过程中的热力学信息，如熵变、焓
变、吉布斯自由能等。本文将结合 3D-EEM 技术与
ITC技术来研究新疆奎屯排碱渠生物膜 EPS 与砷的
相互作用，以深入了解排碱渠中生物膜对砷的迁移

转化及其生态风险的影响。

1 材料与方法

1． 1 胞外聚合物( EPS) 的提取与表征
本实验中 EPS从生物膜中提取，生物膜样品采

自新疆奎屯 123 团排碱渠中。将生物膜用去离子水
( 阻抗 18． 2 MΩ) 彻底清洗干净，至少洗 10 遍。立
即将 EPS用高速离心法提取，这个方法不会导致细
胞溶菌作用。在 4 ℃下，离心速度 12 300 r·min －1，

离心 20 min。离心后得到的上清液用 0． 22 μm 的
醋酸纤维素膜抽滤，然后经透析袋透析 24 h。制备
好的 EPS经冻干后，置于 － 20 ℃下保存备用〔5〕。

EPS浓度用总有机碳( TOC) 含量表示，采用湿
法非色散红外线吸收测定( TOC － 4100，日本岛
津) ; EPS中多糖含量采用 Lowry 法〔9〕测定，蛋白质

含量采用苯酚硫酸法测定〔10〕; EPS 的荧光性质用三
维荧光光谱仪( F － 7000，日本日立) 测定。测得的
荧光强度均去除去离子水空白。
1． 2 EPS荧光淬灭滴定实验
荧光淬灭滴定实验在盐度 15‰，pH = 8，25 ℃

下进行，EPS的 TOC值为 10 mg·L －1，将 3 mL EPS
溶液装入到 1 cm 石英比色皿中，用 66． 7 mmol·
L －1 As( Ⅲ) 溶液滴定，每次滴定 5 μL，磁力搅拌器
搅拌 15 min，使反应达到平衡后测定荧光特征峰荧

光强度，再进行下次滴定，直到荧光强度基本不变为

止。测得的荧光强度均去除去离子水的荧光空白，
实验重复进行 3 次。荧光光谱图使用 Sigma Plot
10． 0 绘制。
1． 3 ITC实验

ITC( TA 仪器，美国) 实验在盐度 15‰，pH = 8，
25 ℃下进行，EPS 为 10 mg·L －1，将 1． 25 mL 经脱
气处理的 EPS溶液注入到样品池中，用 22． 2 mmol·
L －1As ( Ⅲ) 溶液( 脱气处理) 滴定，滴定次数为 25
次，每次滴定体积为 10 μL，滴定时间间隔设为 300
s，参比池中放入 1． 25 mL脱气处理去离子水。测得
的反应热均扣除 EPS 滴定 15‰盐水的空白。实验
设 3 次平行。生成热数据用 Launch Nano Analyze
软件分析，以 Independent model 进行拟合。

2 结果与讨论

2． 1 EPS组成特征
EPS中蛋白质含量为 300． 15 mg·g －1，多糖含

量为 528． 30 mg·g －1。从图 1a 可以看出，EPS 含
有 3 个荧光峰，峰 A ～峰 C 的激发波长 /发射波长
分别为 225 /332 ～ 334 nm，275 ～ 280 /333 ～ 334 nm
和 260 /448 ～ 450 nm。分析各峰的位置可知: 峰 A
位于 I 区( 含芳环基团的蛋白质Ⅱ) ; 峰 B 位于Ⅴ
区( 溶解性的微生物类蛋白质) ; 峰 C 位于Ⅳ区( 类
腐殖酸)〔11〕。峰 A和峰 B统称为类蛋白峰物质，峰
B可进一步确定为类色氨酸物质〔5〕。
2． 2 荧光淬灭机制和淬灭常数计算
从图 1 和图 2a 可以看出，当加入一定浓度的

As( Ⅲ) 时，峰 A和峰 B 淬灭效果明显。当 As( Ⅲ)
浓度达到 2． 67 × 10 －3 mol·L －1时，峰 A 和峰 B 的
荧光强度分别下降了 75． 43%和 32． 71%，这说明
As( Ⅲ) 与峰 A络合作用较强，而与峰 B络合作用较
弱。峰 C的荧光强度没有因为 As( Ⅲ) 的滴定而下
降，说明类腐殖酸物质与 As( Ⅲ) 之间几乎没有发生
吸附、络合等反应。
为获取峰 A、峰 B的类蛋白质物质与 As( Ⅲ) 之

间的络合作用常数，应用 Stern-Volmer 模型、修正型
Stern-Volmer模型及 Hill 方程对荧光猝灭数据进行
了拟合。
荧光淬灭机制分为动态淬灭和静态淬灭，为了明

确 EPS和各离子淬灭的淬灭机制及淬灭常数，荧光强
度数据一般用 Stern-Volmer方程( 1) 进行拟合〔12〕。
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图 1 藻 EPS 加入 As( Ⅲ) 前( a) 和加入后( b) 的激发 －发射矩阵荧光光谱
Fig． 1 The EEM fluorescence spectra of EPS before ( a) and after ( b) adding As ( Ⅲ)

图 2 EPS和 As( Ⅲ) 络合作用的荧光峰荧光强度变化( a) 和 Stern-Volmer方程拟合( b)

Fig． 2 Change of fluorescence intensity of the peaks of EPS titrated with As ( Ⅲ) ( a) and fitting plots using the

Stern-Volmer equation ( b)

表 1 EPS与 As(Ⅲ) 反应的 Stern-Volmer方程及修正型 Stern-Volmer方程参数
Tab． 1 The parameters for Stern-Volmer and the modified Stern-Volmer models for the interaction between EPS and As (Ⅲ)

EPS
Stern-Volmer 模型

Ksv ( 103 L·mol － 1 ) Kq ( 1011 L·mol － 1·s － 1 ) Ｒ2

修正型 Stern-Volmer模型
lgKa f Ｒ2

峰 A 1． 18 1． 18 ± 0． 09 0． 970 2． 43 ± 0． 16 1． 84 0． 985

峰 B 0． 19 0． 19 ± 0． 018 0． 986 2． 23 ± 0． 33 1． 08 0． 962

F0 /F = Ksv〔As( Ⅲ) 〕+ 1 = Kqτ0 + 1 ( 1)

式中: F0 和 F 分别为淬灭剂加入前后，EPS 各峰的

荧光强度; Ksv为荧光淬灭常( L·mol － 1 ) ; Kq 为生物

分子淬灭速率常数( L·mol － 1·s － 1) ; 〔As( Ⅲ) 〕为
As( Ⅲ) 浓度( mol·L －1 ) ; τ0 为生物大分子的荧光寿

命，取值 1． 0 × 10 －8s。
如图 2b所示，As( Ⅲ) 滴定 EPS 峰 A、B 的荧光

猝灭数据可以用 Stern-Volmer 方程很好地拟合( Ｒ2

为 0． 951 ～ 0． 986) 。随着 As( Ⅲ) 的加入，只有峰 A
的 F0 /F值增长较为明显，峰 B的 F0 /F 值增长幅度
较小。这说明 EPS中的峰 A与 As( Ⅲ) 有较强的络
合作用，而峰 B与 As( Ⅲ) 络合相对较弱。结合表 1

列出了相关 Stern-Volmer 方程的拟合参数，可以看

出在 EPS与 As( Ⅲ) 络合中，峰 A 的 Kq 值比 2． 0 ×

1010大一个数量级，峰 B 的 Kq 值小于 2． 0 × 1010，这

说明 EPS与 As( Ⅲ) 荧光淬灭作用属于静态淬灭和

动态碰撞淬灭同时存在的复合淬灭机制〔12〕。

为了定量衡量 EPS 与各离子络合形成的络合

物的稳定性，荧光淬灭数据进一步用修正型 Stern-

Volmer方程( 2) 拟合，

F0 / ( F0 － F) = 1 / f Ka〔As( Ⅲ) 〕+ 1 / f ( 2)

式中: f为 EPS 荧光峰被淬灭剂配位的荧光基团比
例; Ka 为条件稳定常数。
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图 3 EPS和 As( Ⅲ) 络合作用的修正型 Stern-Volmer

方程拟合

Fig． 3 The fitting plots for the fluorescence quenching data

of EPS titrated with As ( Ⅲ) using the modified

Stern-Volmer equation

图 3 为 F0 / ( F0 － F) 与 1 /As( Ⅲ) 的线性拟合结

果，具有较好的线性关系( Ｒ2 为 0． 962 ～ 0． 985 ) 。
峰 A、峰 B 与 As 作用的 lgKa 值为 2． 43 和 2． 23，明
显小于与阳离子结合的条件稳定常数，这是由于

EPS上大多数带负电的官能团更易于通过静电相互
作用与阳离子稳定结合。朱江鹏等〔13〕通过荧光淬

灭滴定法研究 As的有机物洛克沙胂与腐殖酸的相
互作用，腐殖酸中的类富里酸荧光峰与洛克沙胂发

生静态淬灭作用，55 ℃时，lgKa 为 2． 65。这与本实
验有相似的结论。但 EPS 与 As( Ⅲ) 的条件稳定常
数相对于 EPS 与重金属阳离子间的条件稳定常数
要低很多。枯草芽孢杆菌的 EPS 与 Cd( Ⅱ) 络合的
lgKa 值为 4． 5 ～ 10． 3〔14〕; 集胞藻 EPS 中的类蛋白质

与 Cu( Ⅱ) 络合的 lgKa 值为 6． 4 ～ 9． 24〔15〕; pH =8． 0
时，嗜酸性氧化亚铁硫杆菌( ATCC23270) EPS 和 Hg
( Ⅱ) 络合的 lgKa 值为 5． 12 ～ 5． 36〔16〕; pH 为 8 时，
中国科学院地球化学研究所生物膜中提取的EPS

图 4 EPS和 As( Ⅲ) 络合作用的修正型 Hill方程拟合
Fig． 4 The fitting plots for the fluorescence quenching data of

EPS titrated with As ( Ⅲ) using the modified Hill equation

与 Hg( Ⅱ) 络合的 lgKa 值为 3． 98 ～ 4． 28〔5〕。EPS与
As( Ⅲ) 的淬灭常数均比 EPS 与其他重金属离子络
合的要小，EPS与 As( Ⅲ) 的相互作用较弱。
2． 3 结合常数和结合位点数计算
为了定量衡量 EPS 与各离子的结合常数( Kb )

和结合位点数( n) ，荧光淬灭数据用修正型的 Hill
方程( 3) 拟合〔17〕:

lg〔( F0 － F) /F〕= lgKb + nlg〔As( Ⅲ) 〕 ( 3)

式中: Kb 为结合常数; n 为结合位点数。如图 4 所
示，lg〔( F0 － F) /F〕与 lgAs( Ⅲ) 有很好的线性关系
( Ｒ2 ＞ 0． 96) ，As 与峰 A 的结合位点数 n 大于 1，为
1． 31，说明 As可以与含芳环基团的蛋白质的多类位
点结合，且在多类结合位点之间存在拮抗竞争作

用〔15〕; 峰 B的结合位点数接近 1，为 0． 98，说明类色
氨酸物质中只有一类位点参与 As( Ⅲ) 的络合。峰
A、B相对应的荧光基团与 As的结合常数 lgKb 分别

为 3． 82 和 2． 22，说明 As与含芳环基团的蛋白质Ⅱ
的结合能力比与类色氨酸物质的结合能力大一个数

量级。
2． 4 EPS与 As(Ⅲ) 相互作用的热动力学
图 5a和 5b分别为 As( Ⅲ) 滴定 EPS 溶液生成

的热随时间变化曲线及其 Independent model拟合曲
线。拟合得到的热力学参数如下: 结合系数 Ka，

( 1． 274 ± 0． 34) × 103 L·mol － 1 ; 焓 变 ( ΔH ) 为
－ 1． 828 ± 0． 087 kJ·mol － 1 ; 熵变( ΔS) 为 80． 7 J·
mol － 1·K －1 ; 吉布斯自由能( ΔG) 为 － 25． 89 kJ·
mol － 1。熵变 ΔS为正值，说明反应体系的无序度增
加。由于 |ΔH | ＜ ＜ |TΔS | ( T为热力学温度，298． 15
K) ，说明络合反应主要为熵驱动。Sheng 等〔18〕研究

EPS与 Cu( Ⅱ) 络合的热力学信息表明，活性污泥
EPS和 Cu ( Ⅱ ) 的结合系数 Ka 值为 ( 1． 274 ±

0． 34) × 103 L· mol － 1，这再次说明了 EPS 与 As
( Ⅲ) 的络合能力要小于其与重金属阳离子的络合。
Nancollas等〔19〕研究 Cu ( Ⅱ) 吸附在 EPS 和 EPS －
矿物复合物的 TΔS值超过 － ΔG的值，表明 Cu( Ⅱ)
与 EPS 形成了内层表面络合物。Cd( Ⅱ) 和 2 个羧
基和 2 个磷酰基配体的典型的内层络合作用的熵变
为 70 J·mol － 1·K －1和 130 J·mol － 1·K －1〔20〕。本
研究中，EPS-As( Ⅲ) 的熵变 ΔS 为 80． 7 J·mol － 1·
K －1，推测 EPS某些羧基和磷酰基及 As(Ⅲ) 作用可能
也有内层络合物产生。负的焓变和吉布斯自由能说
明 EPS与 As(Ⅲ) 相互反应是一个自发的放热反应。
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图 5 As( Ⅲ) 滴定 EPS溶液的生成热速率 －时间曲线( a) 及 Independent 模型拟合曲线( b)

Fig． 5 The generating heat rate-time curves for the titration of As ( Ⅲ) into EPS solution ( a) and Independent

model fitting curve ( b)

3 结 论

排碱渠生物膜 EPS 的荧光组分主要为类蛋白
物质和类腐殖酸物质。EPS 与 As( Ⅲ) 间的反应是
一个自发的放热反应。类蛋白物质与 As( Ⅲ) 具有
较强的结合作用，而类腐殖酸物质与 As( Ⅲ) 几乎没
有结合能力。EPS中含芳环基团的蛋白质Ⅱ比类色
氨酸物质与 As( Ⅲ) 的结合能力大一个数量级，前者
与 As ( Ⅲ ) 形成络合物的稳定性稍微大于后者。
As( Ⅲ) 可以与含芳环基团的蛋白质Ⅱ的多类位点
结合，且在多类结合位点之间存在拮抗竞争关系，而

类色氨酸物质中只有一类位点参与 As 的络合。排
碱渠生物膜 EPS中的类蛋白质在 As( Ⅲ) 的迁移转
化及其生态风险中起着重要作用，而 EPS 中的类腐
殖酸类物质不会对 As( Ⅲ) 的环境行为产生显著的
影响。
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Complexation of As ( Ⅲ) with Extracellular Polymeric Substance from
Biofilm in the Salt-discharging Channel in Kuytun，Xinjiang

LIN Qing-hua1，2， ZHANG Dao-yong1，3

( 1． State Key Laboratory of Environmental Geochemistry，Chinese Academy of Sciences，Guiyang 550002，Guizhou，China;
2． University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China;

3． College of Environment，Zhejiang University of Technology，Hangzhou 310014，Zhejiang，China)

Abstract: There is a heavy arsenic pollution in the salt-discharging channel due to the geological background in
Kuytun，Xinjiang． The complexation between extracellular polymeric substance of the algal biofilm and As ( Ⅲ) in-
fluences the transportation and diffusion of arsenic and further affects the biological toxicity and the ecological risk
of arsenic． At present，the effects of the widespread biofilm on the transport and fate of arsenic in channel are com-
pletely unknown． In this study，the interaction of extracellular polymeric substance of the algal biofilm and As ( Ⅲ)
was investigated by fluorescence quenching test and isothermal titration calorimetry． The results of fluorescence
quenching test showed that the fluorescent components of extracellular polymeric substance were composed of three
fluorescence peaks: Peak A belonged to aromatic protein Ⅱ，Peak B belonged to soluble microbial by-product-like，
and Peak C belonged to humic acid-like． Peak A and B were collectively referred to protein-like substance，and
peak B was further intended to be tryptophan-like substance． There was a strong complexation between the protein-
like substance and As ( Ⅲ) ，while the interaction between As ( Ⅲ) and the humic-like substance was ignorable．
Both static quenching and dynamic collision were involved in fluorescence quenching of extracellular polymeric sub-
stance by As ( Ⅲ) ． The binding constant，lgKb，for interaction of As ( Ⅲ) with the aromatic protein-like substance
and tryptophan-like substance were 3． 82 and 2． 22 respectively，indicating the binding affinity of As ( Ⅲ) to the
former is one order of magnitude greater than the latter． Multiple sites were involved in competition for binding As
( Ⅲ) in the aromatic protein-like substance，and only one class of binding sites were taken part in tryptophan-like
substance for their complexation with As ( Ⅲ) ． The data obtained from isothermal titration calorimetry test were fit-
ted by independent model，and the thermal dynamic parameters ΔH，ΔG and ΔS of complexation reaction were ac-
quired． Negative enthalpy change ΔH and negative Gibbs free energy ΔG proved that the complexation between ex-
tracellular polymeric substance and the As ( Ⅲ) is a spontaneous exothermic reaction． The degree of disorder in the
complexing reaction increases，and the reaction is driven by entropy． The protein-like substance in the biofilm in
salt-discharging channel may have significant effects on environmental fate and risk of arsenic，while the role of hu-
mic acid-like substance in extracellular polymeric substance is ignorable．
Key words: salt-discharging channel; arsenic pollution; biofilm; EPS; fluorescence quenching; isothermal titra-
tion calorimetry; Kuytun; Xinjiang
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