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Abstract：To elucidate the role of Mucor mucedo EPS in the remediation of polycyclic aromatic hydrocarbon（PAH）pollution, the extracted
concentration of EPS（TOC）and the content of proteins（PN）, polysaccharides（PS）, humic acid（HC）, and DNA in EPS were determined
after the exposure of M. mucedo to different concentrations of benzo[a]pyrene（BaP）. Three-dimensional fluorescence spectroscopy（3D-
EEM）and flourier transform infrared spectroscopy（FTIR）were used to verify the changes in the concentration of proteins when different
concentrations of BaP were used, and scanning electron microscopy（SEM）was employed to study the changes in the structure of EPS. The
results showed that the changes in the concentration of TOC, PN, PS, and HC showed the same trend as the exposed BaP concentrations in⁃
creased, and their content increased initially, and then decreased. When the concentration of BaP was 40 mg·L-1, the concentration of TOC,
PN, PS, and HC produced by unit biomass reached the maximum values of 1 407.2 mg·g-1, 700 g·g-1, 564 g·g-1, and 174 g·g-1, respective⁃
ly. According to the results of 3D-EEM, when the concentration of BaP was 40 mg·L-1, the intensity of fluorescence protein（peak A and
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摘 要：为了明确毛霉胞外聚合物（Extracellular polymertic substances，EPS）在多环芳烃修复中的作用机理，研究了不同浓度苯并

[a]芘（BaP）诱导下毛霉EPS的提取量（TOC）和主要化学成分含量（糖类、蛋白质、腐植酸和DNA）的变化规律，采用三维荧光光谱

（3D-EEM）、傅里叶红外光谱（FTIR）和扫描电镜（SEM）等方法分析了不同条件下EPS蛋白含量和自身结构的变化。结果表明，当

BaP 浓度为 40 mg·L-1时，单位生物量所产生的毛霉 EPS 的提取量、糖类含量、蛋白质含量和腐植酸含量均达到最大值，分别

为 1 407.22 mg·g-1、700 g·g-1、564 g·g-1和 174 g·g-1；3D-EEM结果显示，当BaP浓度为 40 mg·L-1时，荧光类蛋白质（峰A和峰B）强

度分别达到最大值 68.91 a.u和 245.6 a.u；FTIR分析结果表明，在BaP的诱导下，与空白相比，EPS的细胞质蛋白质酰胺Ⅰ带和酰胺

Ⅱ带向长波方向发生了红移现象；SEM分析结果显示，随BaP浓度的增大，毛霉EPS表面逐渐呈现板结现象，当BaP浓度为 40 mg·
L-1时，毛霉EPS呈毛绒状，孔隙达到最大。以上分析结果表明，BaP破坏毛霉EPS原有结构，低浓度BaP促进真菌EPS的分泌，EPS
中的蛋白质和多糖在毛霉代谢降解BaP过程中起到了主要作用。
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多 环 芳 烃（Polycyclic aromatic hydrocarbons，
PAHs）是一类普遍存在于环境中，性质稳定、难于降

解，具有潜在的致畸、致癌、致突变作用的持久性有机

污染物，对生态环境和人类健康都带来了极大的威

胁[1]，而苯并[a]芘（Benzo[a] pyrene，BaP）是 PAHs中具

有代表性的强致癌物质之一。微生物具有很强的

PAHs分解代谢能力和较高的代谢速率，且具有成本

低、效率高、不易造成二次污染等优点[2]。通过改进

菌种的筛选技术，从 PAHs污染的土壤中筛选出高效

降解 PAHs的细菌、真菌和藻类等[3]，如 Li等[4]利用微

生物菌群降解石油污染土壤和泥浆中的 PAHs，去除

率分别达到 50.1％和 55.4％。自然界中已探明具有

降解 PAHs能力的细菌包括分支杆菌属、芽孢杆菌属

和假单胞杆菌属等[5]。与细菌相比，真菌能降解PAHs
的种类相对较少，但降解 PAHs的效率却往往高于细

菌，尤其在降解环数较高的 PAHs 方面具有明显优

势。在降解 PAHs 的过程中，微生物的胞外聚合物

（Extracellular polymertic substances，EPS）在 降 解

PAHs方面引起研究者的极大兴趣。

微生物 EPS是细菌或真菌分泌体外的一类有机

高分子多聚化合物，主要聚集在细胞外部形成保护层

以抵制外界环境的压力，同时也起到储备碳源和能源

的作用。EPS可以提高多环芳烃等疏水性物质的传

质作用而有利于生物降解，通过范德华力或者乳化作

用解吸PAHs，增强PAHs的生物可利用性。同时有些

菌种的EPS由于本身含有氧化还原酶，能直接实现对

多环芳烃的降解[6]。Zhang 等[7]通过研究 EPS 对生物

膜的控制形成及菲、芘的生物降解行为，提出EPS可

以提高难溶性 PAHs的生物利用度从而增强生物降

解效率。Zhang 等[8]发现 EPS 具有线性晶体结构，含

有较丰富的羟基、羧基及氨基等官能团，对污染物

PAHs的去除起到一定的作用。同时，EPS中多种官

能团在溶液中离子化所表现出表面负电荷性，可以促

进蛋白质-多糖反应、疏水反应、氢键、离子反应的发

生[9]，进而可以增强EPS与BaP的相互作用，增加BaP

的溶解量。

为了更好地认识PAHs对微生物EPS的性质的影

响，以毛霉（Mucor sp.）为研究对象，以 BaP为目标污

染物，用加热法提取毛霉EPS，研究 PAHs对毛霉EPS
主要成分和特性的影响，探索在BaP作用下毛霉EPS
的变化特征，进一步完善 PAHs污染土壤的微生物降

解机理。

1 材料与方法

1.1 实验用菌及培养

毛霉（Mucor sp.）菌种由中国科学院沈阳应用生

态研究所土壤污染生态组提供。培养基配方：斜面培

养基（PDA）：马铃薯去皮后洗净，称取 200 g 切成小

块，加 1 L水煮沸 20 min，滤去土豆块，冷却后加入 20
g葡萄糖，用水定容至 1 L，pH自然，1.013 25×105 Pa，
灭菌 30 min。种子培养基：蔗糖 4.0%，（NH4）2HPO4
0.4%，KH2PO4 0.1%，MgSO4 · 7H2O 0.05%，维生素 B1
0.005%，pH 6.5。在 250 mL 三角瓶中装入液体种子

培养基 150 mL，高压蒸汽灭菌 20 min，冷却后接入筛

选出的菌种，在摇床上振荡培养，培养温度 25 ℃，转

速120 r·min-1，培养至菌丝球长好为止[10]。

1.2 毛霉对苯并[a]芘的降解实验

将已经在斜面上驯化好的真菌转接到液体培养

基中，30 ℃培养 3 d。制备成菌悬液，按 10% 接种量

接种到 BaP浓度均为 10、20、40、80、120 mg·L-1的 30
mL种子培养基中，30 ℃、130 r·min-1下振荡培养，取

样分析培养基中BaP的残留浓度。

1.3 毛霉生物量的测定

由于毛霉菌体呈球状，所以测定生物量所用菌体

采用整瓶培养物全部过滤，于 110 ℃下烘干至恒质

量，使用万分之一天平称量毛霉的生物量。

1.4 毛霉EPS的提取方法

取培养后的菌体培养液 30 mL，于 2000 r·min-1离

心 10 min，弃去上清液，补充无菌水至原体积，于

2000 r·min-1离心 3 min，弃去上清液，补充无菌水至

peak B）reached the maximum value of 68.91 a.u and 245.6 a.u. The analysis of FTIR showed that compared with that of the blank control,
the cytoplasmic protein amideⅠand amide Ⅱ bands of the EPS shifted to the long wave direction under the induction of BaP. The results of
SEM indicated that the increase in BaP concentration gradually hardened the EPS surface, the EPS was wool-like, and the voids reached
the maximum number when the concentration of BaP was 40 mg·L-1. These findings show that BaP can break the original structure of M.
mucedo EPS, low concentrations of BaP can promote the production of fungus EPS, and PN and PS might play a major role during the meta⁃
bolic degradation of BaP by M. mucedo.
Keywords：extracellular polymer; benzo[a]pyrene; M. mucedo; physicochemical property; variation characteristic
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原体积，重复 2次，去除液体培养基中的杂质，然后用

加热法提取EPS。将上述菌悬液放入60 ℃的水浴锅中

加热 30 min，然后样品在 8000 r·min-1下离心 10 min，
上清液经过 0.22 μm滤膜过滤后，得到的无色透明溶

液为 EPS 溶液[11]。取加热法提取的 EPS 样品，通过

mulit N/C 3000TOC测定仪测定。为了在生物量相同

的基础上进行EPS含量的比较，本文以单位生物量所

产生的TOC值代表毛霉EPS的含量，单位为mg·g-1。

1.5 苯并[a]芘的提取和测定方法[11]

培养基中BaP采用二氯甲烷萃取，将培养基溶液

过 0.45 µm水相滤器，然后向滤后溶液中加入等体积

的二氯甲烷，放入振荡器振荡 20 min，28 ℃，转速 170
r·min-1，全部移入 50 mL分液漏斗中，静置 30 min，分
层后将下层有机相存入烧杯，每一样品按此步骤重复

萃取 3次。将萃取液混匀，转移至烧杯中使用氮气吹

至近干，最后用 2 mL甲醇定容过 0.22 µm有机滤膜后

移入液相色谱专用进样瓶中。

采用高效液相色谱法（Agilent-1200 高效液相色

谱仪）测定。色谱仪主要设定参数为：流动相为 100%
甲醇；流速为 0.8 mL·min-1；VWD检测波长为 254 nm；

柱箱温度为35 ℃；进样量为10 μL。
1.6 分析方法

1.6.1 毛霉EPS组成成分含量测定

EPS中的糖类含量采用硫酸-苯酚法[8]测量；蛋白

质和腐植酸含量采用修正的 Folin-Lowry 法[12]测量；

DNA含量采用二苯胺法[13]测量。为了在生物量相同

的基础上进行比较，本文以单位生物量所产生的成分

含量代表毛霉EPS的组成成分含量，单位为 g·g-1。

1.6.2 EPS三维荧光光谱分析

提取的 EPS样品可直接进行三维荧光测定。荧

光光度计参数设定：发射扫描波长 250~650 nm，激发

扫描波长 200~550 nm，激发和发射狭缝宽度为 5 nm，

扫描速度为 12 000 nm·min-1，响应时间为自动方式，

扫描光谱进行仪器自动校正[14]。

1.6.3 EPS红外光谱分析

红外光谱测定方法：将提取到的EPS经真空干燥

（-60 ℃，24 h），取适量的粉末进行测定。用 NICO⁃
LET380傅里叶红外光谱仪，分辨率 4 cm-1，扫描次数

32次·min-1，测定范围4000~500 cm-1[15]。

1.6.4 EPS形貌特征分析

环境扫描电子显微镜检测（ESEM）：将准备好的

EPS样品冷冻干燥成粉末状，将制备好的EPS粉末粘

于样品台上，镀金后照相检测。

1.7 数据处理与分析

所有数据用Excel 2016统计，用Origin 2015处理。

2 结果与讨论

2.1 不同浓度BaP诱导下对毛霉EPS分泌量的影响

由图 1可见，当BaP的浓度为 0 mg·L-1时，单位生

物量产生的毛霉EPS的含量为 1080 mg·g-1，EPS含量

随着 BaP 浓度的增加而增加，当 BaP 的浓度增加到

40 mg·L-1时，单位生物量产生的毛霉EPS的提取量达

到最大值为 1407 mg·g-1，而当 BaP 浓度为 80 mg·L-1

开始，则单位生物量产生的毛霉EPS的提取量发生了

明显的降低，说明浓度小于 40 mg·L-1时在共代谢的

作用下可以促进真菌EPS的分泌，而过高浓度的BaP
则对毛霉EPS的提取起到抑制作用。多环芳烃具有

一定的毒性，同时也是一种可被微生物利用的碳源，

培养基中其他底物的存在可以对BaP的代谢降解产

生促进或抑制作用[16]。随着BaP浓度由 10 mg·L-1 增

加到 120 mg·L-1，毛霉对BaP的降解率呈明显下降趋

势，由 75.78%下降到 25.45%，这说明底物BaP的浓度

越高越难代谢。

EPS含有较丰富的羟基、羧基及氨基的官能团，

对污染物的去除起到很大的作用，可以促进蛋白质-
多糖反应、疏水反应、氢键、离子反应的发生[8]，进而

可以增强 EPS 与 BaP 的相互作用，增加 BaP 的溶解

量，故随着研究中BaP浓度的增大，代谢速率也增加。

EPS在代谢降解 PAHs过程中的作用主要包括：固定

作用、增溶作用、保护作用和吸附作用。EPS可以通

过增加疏水性而增大 PAHs在土壤中的移动性，阻碍

微生物细胞同有害物质的直接结合消化[17]。Jia等[11]

发现毛霉是一种高效多环芳烃降解菌种，毛霉单独降

解 BaP 的降解率可达 81%，添加 EPS 后的毛霉降解

BaP 的降解率可达 88%，EPS 先与 PAHs 结合使其从

污染物体系中分离出来，转而使 PAHs到达微生物表

面进行降解，EPS可以一定程度上增强 PAHs的生物

可降解性。同时底物浓度的增加刺激毛霉代谢速率

的增长，毛霉 EPS 的含量呈先增大后减少的趋势，

EPS提取量不断变化的原因可能是受 BaP在其中的

解吸速度的影响。由于BaP在初始解吸速度较快且

容易解吸，解吸下的BaP浓度相对较高，溶液中生物

可利用的BaP底物浓度大，代谢速率快，此时解吸不

是降解的限制因素[15]。

2.2 不同浓度BaP诱导下对毛霉 EPS 主要成分的影响

由图 2可知，毛霉的EPS四种主要成分含量由高
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到低依次为糖类、蛋白质、腐植酸、DNA。随着BaP浓

度的增加，EPS中单位生物量所含的糖类、蛋白质和

腐植酸的含量均呈先增加后减少的规变化趋势，但是

DNA的量基本不变，原因是毛霉属于真核微生物，其

DNA多数在细胞核内，而实验采用加热法提取毛霉

EPS，对细胞损坏较小，不会破坏细胞核结构，故DNA
含量基本保持不变[18]。当 BaP 浓度为 40 mg·L-1时，

EPS中单位生物量产生的糖类含量为 700 g·g-1，蛋白

质含量为 563 g·g-1，腐植酸的含量为 174 g·g-1，均为

同类中的最大值。

毛霉菌对 BaP进行代谢的过程中其 EPS可有效

阻止化学物质进入细胞内，而且EPS中各种成分含有

影响微生物聚集体的黏附和沉降特性的官能团，与有

机物有效结合[19]。当BaP浓度小于 40 mg·L-1时，微生

物以 BaP 为碳源和能源，促进了 EPS 的产生；当 BaP
浓度达到 80 mg·L-1，微生物数量和EPS也逐渐减少，

因此微生物EPS的提取量以及糖类、蛋白质和腐植酸

的含量呈现先增大后减小的一般趋势。EPS中的葡

萄糖对微生物代谢降解土壤中BaP的中后期起到了

明显促进作用，EPS对BaP的代谢过程可以利用其中

的多糖部分进行增溶作用[18]。

2.3 不同浓度BaP诱导下对毛霉EPS红外光谱分析

将图 3 中的 b、c、d、e、f 与 a 比较可知，a 中 3346
cm-1处宽而大的蛋白峰在 b、c、d、e、f中分别为 3217、
3217、3360、3360、3382 cm-1，其中 b、c中的 C-O 键的

图1 不同浓度苯并芘诱导后毛霉EPS的提取量和降解率

Figure 1 EPS concentrations and PAHs degradation after
Mucor sp. induced by BaP

图2 不同BaP浓度下EPS各生化成分含量

Figure 2 The content of EPS in different BaP concentrations
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图3 以不同BaP作为底物的M. mucedo EPS的FTIR光谱

Figure 3 FTIR spectra of EPS from M. mucedo with different BaP
as substrate

（a）EPS：BaP，0 mg·L-1；（b）EPS：BaP，10 mg·L-1；
（c）EPS：BaP，20 mg·L-1；（d）EPS：BaP，40 mg·L-1；
（e）EPS：BaP，80 mg·L-1；（f）EPS：BaP，120 mg·L-1
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伸缩振动向低波数移动了 129 cm-1，C-O 键键长缩

短，吸收峰发生红移与细胞中羰基、羧基、烷氧基、氨

基、羟基的存在有关[20]，而 d、e、f中C-O键的伸缩振动

向高波数移动了 14、14、36 cm-1，C-O键键长增加，吸

收峰发生蓝移则与大分子量物质分解形成小分子物

质有关[21]，说明在BaP诱导毛霉时EPS中的蛋白质参

加了反应。a中 1555 cm-1为酰胺（O=CN-H）Ⅰ带，是

C=O的伸缩振动，BaP诱导后从 1555 cm-1分别移动到

1646、1646、1621、1646、1632 cm-1，吸收峰发生蓝移，

与没有BaP诱导的毛霉EPS相比，这说明在不同BaP
浓度的诱导下，毛霉的代谢活性发生改变，蛋白质中

的羟基和酰胺基发生了变化，更多BaP大分子发生代

谢分解。Karunakaran 等[15]通过冰醋酸-离心法从污

泥中提取蜡样芽孢杆菌中的EPS，其光谱结果说明蜡

样芽孢杆菌EPS的细胞质蛋白质酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅱ
带分别在 1695 cm-1和 1545 cm-1。a中 1038 cm-1处峰

在不同浓度 BaP 诱导后的 b、c、d、e、f 中分别移至

1073、1069、1041、1073、1046 cm-1，说明EPS中多糖上

的-COO被消耗，减少了-COO的含量。由此说明，在

不同BaP浓度的诱导下，EPS的主要成分蛋白质和糖

类促进了毛霉代谢过程的进行。

2.4 不同浓度BaP诱导下对毛霉EPS三维荧光光谱分析

根据Chen等[22]对天然环境中各种溶解有机质激

发/发射（Ex/Em）荧光峰的位置进行归纳，由图 4 可

知，类蛋白荧光峰 Peak A：Ex/Em=230~240/300~400
nm；类蛋白荧光峰 Peak B：Ex/Em=230~290/350~400
nm。这两个峰据研究为蛋白质样峰，主要为芳族蛋

白质样物质如酪氨酸（峰A）和色氨酸蛋白样物质（峰

B）相关，可以证明蛋白质是EPS的主要成分。荧光峰

Peak C：Ex/Em=350~381/350~390 nm，此峰位类腐植

酸所在区域。荧光峰 Peak D：Ex/Em=280~364/280~
367 nm，此峰位类可溶性微生物副产品所在区域。荧

光峰 Peak E：Ex/Em=240~245/494~498 nm，此峰位类

富里酸所在区域。

由图 4和表 1可知，当BaP的浓度由 10 mg·L-1增

加到 40 mg·L-1，对毛霉向胞外分泌蛋白都有一定的

促进作用，其中BaP的浓度为 40 mg·L-1时，蛋白峰强

度达到最大值；当BaP的浓度由 80 mg·L-1增加到 120
mg·L-1时，蛋白峰强度呈下降趋势，也就是说，大于

80 mg·L-1 的 BaP 抑制了毛霉向胞外分泌蛋白。当

BaP处于低浓度的时候，BaP不利于与毛霉菌体充分

接触，使得毛霉可利用的能源物质较少，菌体的生长

代谢较慢。随BaP浓度的不断增大，毛霉的代谢活性

不断增强，降解酶系较为活跃，所以蛋白峰强度明显

增加。真菌代谢降解 PAHs过程中，主要产生单加氧

酶，在此酶的作用下，氧原子被加入到多环芳烃分子

中，形成芳香氧化物。芳香氧化物经过结构重组形成

酚类，酚类通过环氧化物水解酶的作用形成反式双氢

乙醇，使苯环裂解，苯环数逐渐减少直至全部裂解开

环[23]。毛霉具有分泌多种胞外蛋白酶的能力[24]，而且

其胞外蛋白酶系对 PAHs 有相对较强的降解能力。

Zhu等[25]采用加热法分别提取污泥絮凝体、厌氧污泥

和好氧污泥中的 EPS，结果发现酪氨酸的激发/发射

波长（Ex/Em）在 220~230/340~370 nm，色氨酸的激发/
发射波长（Ex/Em）在 280/335~355 nm，并且发现类蛋

白峰强度的改变意味着其在生物代谢降解过程中发

挥重要作用。

2.5 不同浓度BaP诱导下对毛霉EPS形貌特征分析

由图 5可知，毛霉 EPS呈板结块状，四周凸起部

分呈锋利薄片状。随着BaP的浓度的改变，EPS粉末

片逐渐变得松散，而且孔隙也在增加，其中 40 mg·
L-1BaP诱导得到的毛霉EPS呈毛绒状，这时的孔隙量

和大小均达到最大值，而浓度由 80 mg·L-1 增加到

120 mg·L-1BaP 诱导的毛霉 EPS 粉末又逐渐变得板

结、成块、孔隙减少。EPS能够通过架桥作用使微生

物群体形成三维结构，使微生物间的结合更紧密，更

表1 不同浓度BaP诱导下毛霉EPS三维荧光光谱分析结果

Table 1 Different concentrations benzo[a] pyrene induced EPS dimensional fluorescence spectroscopy results
BaP

浓度/mg·L-1

0
10
20
40
80
120

Peak A
（Ex/Em）nm

—

230.0/317.0
230.0/350.0
230.0/325.0
240.0/400.0
240.0/350.0

强度/a.u
—

33.72
40.69
68.91
67.03
61.95

Peak B
（Ex/Em）nm
290.0/370.0
275.0/400.0
276.0/350.0
238.0/391.0
276.0/356.0
277.0/400.0

强度/a.u
109.80
202.30
241.20
245.60
227.90
154.74

Peak C
（Ex/Em）nm
365.0/369.0
381.0/386.0
370.0/376.0
350.0/352.0
375.0/380.0
371.0/377.0

强度/a.u
282.20
285.10
285.90
263.30
183.70
160.41

Peak D
（Ex/Em）nm
364.0/367.0
295.0/300.0
280.0/285.0
286.0/291.0
295.0/300.0
290.0/297.0

强度/a.u
271.30
478.10
387.40
303.60
248.20
220.60

Peak E
（Ex/Em）nm

—

243.0/496.0
244.0/496.0
242.0/494.0
243.0/496.0
245.0/498.0

强度/a.u
—

118.10
140.60
120.00
89.20
70.56
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好地进行生化作用，微生物颗粒结构更坚固。在EPS
含量增加的同时，在 BaP的影响下，毛霉 EPS粉末又

逐渐变得板结、成块、孔隙减少。EPS吸附BaP后，会

增大变松散，破坏了原有的结构的紊乱度[26]，从而有

利于 BaP的传质。Nielsen 等[27]认为 EPS与细胞表面

结合较紧密，主要利用其微生物细胞的荚膜、松散或

紧密结合的聚合物来吸附有机物，吸附有机物后的

EPS会发生变化，打破原有的结构。

3 结论

（1）污染物BaP的浓度由 0增加到 120 mg·L-1，毛

霉EPS的提取量呈现先增大后减小的一般趋势，提取

EPS中的糖类、蛋白质和腐植酸均呈先增大后减小的

规律性变化，而DNA的量基本不变，且各含量最大值

均发生在BaP为 40 mg·L-1时，说明BaP在小于 40 mg·
L-1时在共代谢的作用下可以促进真菌EPS的分泌。

图4 不同浓度BaP诱导下毛霉EPS三维荧光光谱

Figure 4 3D EEM fluorescence spectroscopy of M. mucedo with different BaP as substrate
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（2）由红外光谱和三维荧光光谱可知，随着污染

物BaP浓度的增加，毛霉EPS的蛋白峰强度呈先增大

后减小的趋势，在 40 mg·L-1BaP诱导下蛋白峰强度达

到最大值。而且毛霉EPS的细胞蛋白质酰胺带发生

了红移现象，说明在毛霉代谢 BaP时，EPS中蛋白质

和多糖起到了主要作用。

（3）通过扫描电镜照片分析，毛霉 EPS呈板结块

状，四周凸起部分呈锋利薄片状，随着污染物BaP的

浓度的增加，EPS粉末片又逐渐变得板结、成块、孔隙

减少，破坏了EPS原有的结构的紊乱度。
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