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摘　 要： 为了定量分析水中光合细菌（ＰＳＢ）菌体产量，为光合细菌污水资源化提供方法依据，采用 ＨＰＬＣ 法

分析 ＣｏＱ１０的质量，进而测得水中 ＰＳＢ 的菌体产量．实验结果表明， 色谱条件为： 色谱柱为 ＳｐｈｈｅｒｉｓｏｒｂＣ１８
（１０ ｃｍ×４ ６ ｍｍ ＩＤ） 柱；甲醇与无水乙醇为流动相，体积比 ９ ∶１；流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３５ ℃ ；紫外检测波长

２７５ ｎｍ；进样量 １５ μＬ；柱压 １６ ４ ＭＰａ．先用丙酮提取 ５ ｈ 后挥掉全部丙酮， 再用无水乙醇溶解，这一提取方

法对 ＣｏＱ１０的相对提取率最高．加外标检测法平均回收率为 ９９ １３％，相对标准偏差为 ０ ８１％ （ ｎ ＝ ５） ．不同培

养条件及生长时期的 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的含量十分稳定．废水中杂质、杂菌等干扰因素均不影响 ＣｏＱ１０的检测结

果．ＰＳＢ 质量浓度为（ Ｙ ＋３７ ４８７） ／ ２５ ４３１ ｇ ／ Ｌ，其中 Ｙ 为峰面积（Ｖ·ｓ） ．该方法简便易行， 结果准确， 可用于

水中 ＰＳＢ 菌体含量的定量分析．
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　 　 光合细菌（Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＳＢ） 是一类

以光作为能源、能在光照厌氧或黑暗好氧条件下利

用有机物、硫化物、氨等作为供氢体兼碳源进行光合

作用的微生物．ＰＳＢ 能有效处理高浓度有机废水［１］，
对淀粉、豆制品加工［２］、啤酒厂［３］、油脂工业等工业

废水及生活污水，处理效果好，对 ＣＯＤ 的去除率达

到６０％～９５％，且ＰＳＢ 菌体本身含有丰富的营养物质

和生理活性物质［４］，能够作为肥料、饲料、饵料［５］ 回

收利用，在处理废水的同时可实现污水资源化．然而，
由于废水中各种干扰物质的存在，使得废水中 ＰＳＢ



菌体产量的准确测量存在问题．
在纯培养条件下 ＰＳＢ 的定量检测方法包括显

微镜直接计数法、平板计数法、紫外分光光度法与

可见分光光度法、ＨＰＬＣ 法等．显微镜直接计数法随

机性大，不能宏观、全面地反应菌体数量，在废水处

理中一般不采用该方法．平板计数法计数周期长、
方法复杂，在废水处理中一般也不采用该方法．紫
外分光光度法与可见分光光度法受废水中杂质影

响较大，尤其是受色度的影响，因此这 ２ 种方法不

适合检测带有浊度或色度的废水．ＨＰＬＣ 法虽然方

法简便易行、精确、不受废水中杂质影响，但不能将

ＰＳＢ 作为直接检测物来分析．吴祖芳等的研究［６］表

明，ＰＳＢ 中含有一种特征物质 ＣｏＱ１０
［７］（ＣｏＱ１０又称

泛醌，化学名称为 ２，３－二甲氧基－５－甲基－６－癸异

戊烯基－１，４－苯醌）．其在 ＰＳＢ 中含量较高且相对

稳定，可以用它的含量来定量表征 ＰＳＢ 的菌体产

量．目前 ＣｏＱ１０的检测方法包括紫外分光光度法、可
见分光光度法、ＨＰＬＣ 法等．同样由于废水中杂质的

干扰，导致不能使用分光光度法分析 ＣｏＱ１０的质量．
可选的检测方法只有 ＨＰＬＣ 法，目前测定废水中

ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０质量的 ＨＰＬＣ 方法，国内外未见报道．
因此本文研究采用 ＨＰＬＣ 法分析 ＣｏＱ１０的含量以表

征废水中 ＰＳＢ 的菌体含量，排除各种干扰因素，拟
建立定量分析废水中 ＰＳＢ 菌体产量的方法，以期

为 ＰＳＢ 在废水中的检验与定量分析提供科学依据．

１　 试　 验

１ １　 材料

试验所采用的光合细菌为球形红假单胞菌

（Ｒｐ． ｓｐｈａｅｒｏｉｄｓ），购于中科院微生物研究所．试验

采用活性污泥模拟废水中各杂菌， 污泥取至处理

生活污水 Ａ ／ Ｏ 工艺的二沉池．试验废水采用浊度

较大，有机物质含量较多的人工配水来模拟大豆

废水．试验仪器与药品：冰箱（ＢＣＤ－２１６ＳＴ， Ｈａｉ⁃
ｅｒ）；超声波清洗器（ＨＳ３１２０， ＢＥＮＣＨＴＯＰＣＬＥＡＮ⁃
ＥＲＳ）；高效液相色谱（Ａｇｉｌｅｎｔ １２００， Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｉｅｓ， Ｉｎｃ．） ．ＣｏＱ１０ 标准品（ Ｓｉｇｍａ 公司生产）；
甲醇、无水乙醇、乙腈、丙酮均为色谱纯．
１ ２　 方法

ＣｏＱ１０标准样品的制备：取 ＣｏＱ１０ 标准样品

３０ ｍｇ，加入无水乙醇 ４０ ｍＬ，在 ５０ ℃水浴中震荡

溶解．放冷后，转移至 １００ ｍＬ 容量瓶中，用无水乙

醇稀释至刻度摇匀，作为标准品母液，将母液分别

稀释为 ３ ０、２ ５、２ ０、１ ５、１ ０ ｍｇ ／ Ｌ．所有样品均

经 ０ ４５ μｍ 膜过滤待用．
纯培养基中 ＣｏＱ１０的提取方法：取 ２ ５ ｍＬ 发

酵液在 １１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件下离心 １０ ｍｉｎ，分离

上清和菌体．菌体用去离子水洗至中性，得到菌体

细胞待用．ＣｏＱ１０的提取采用冻融辅助超声法［８］，
将菌体细胞放入冰箱冷冻区冷冻 ２４ ｈ 后提取溶

剂．样品均经 ０ ４５ μｍ 膜过滤后取上清液进行

ＨＰＬＣ 分析．杂质中 ＣｏＱ１０的提取方法为：分别取

７ ２００ ｍｇ ／ Ｌ 的 大 豆 废 水、 １６０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＰＳＢ、
７ ２００ ｍｇ ／ Ｌ的大豆废水加 １６０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＰＳＢ，
ＣｏＱ１０的提取方法同上．杂菌中 ＣｏＱ１０的提取方法：
取 ２ ５ ｍＬ 质量浓度为 １０ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 的活性污泥，
在１１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的条件下离心 １０ ｍｉｎ，分离上清和

菌体．菌体用去离子水洗至中性，得到菌体细胞，
ＣｏＱ１０的提取方法同上．不同培养条件 ＣｏＱ１０的提

取方法：将 ＰＳＢ 在纯培养基中纯培养 ７ ｄ，光照－
溶解氧条件分别为光照－厌氧、黑暗－好氧、自然

光－ 微好氧． 分别取不同培养条件的发酵液

２ ５ ｍＬ，ＣｏＱ１０ 的提取方法同上． 不同生长时期

ＣｏＱ１０的提取方法：将 ＰＳＢ 在纯培养基中培养，光
照－溶解氧条件为自然光－微好氧．分别在第 ２４、
４８、７２、９６ ｈ 取发酵液 ２ ５ ｍＬ，ＣｏＱ１０的提取方法

同上．安静等研究［９］表明 ＰＳＢ 生长前 ３６ ｈ 为延滞

期，３６～７２ ｈ 为生长期，从 ７２ ｈ 开始进入稳定期，
９６ ｈ 以后细胞进入衰亡期．加样回收率试验方法：
采用外标加样回收法，取已知含量的 ＣｏＱ１０样品 ５
份，精密称定，分别置具塞的锥形瓶中，加同量的

废水 （７ ２００ ｍｇ ／ Ｌ）、ＰＳＢ （１６０ ｍｇ ／ Ｌ），ＣｏＱ１０的提

取方法同上．

２　 结果与讨论

２ １　 色谱条件

流动相的选择：选用的色谱柱为 Ｓｐｈｈｅｒｉｓｏｒｂ
Ｃ１８ （１０ ｃｍ×４ ６ ｍｍ ＩＤ） 柱，柱温 ３５ ℃，紫外检

测波长 ２７５ ｎｍ，进样量 １５ μＬ．流动相分别为甲醇

和水、甲醇和乙腈、无水乙醇和水、甲醇和无水乙

醇．当流动相为甲醇和水时，检测不到 ＣｏＱ１０标准

品．当流动相为甲醇和乙腈时，两者任意比例关系

下，色谱峰或者不出峰，或者峰型不对称．当流动

相为无水乙醇和水时，由于无水乙醇粘度大，
ＣｏＱ１０标准品的保留时间长，柱压特别高．当流动

相为甲醇和无水乙醇时，色谱峰峰型对称出峰较

好，因此对甲醇与无水乙醇的比例进行深入研究．
分别配制甲醇与无水乙醇的体积比为 １ ∶１、３ ∶２、
４ ∶１、９ ∶１ 进行实验，随着流动相甲醇比例的增加

ＣｏＱ１０标准品的保留时间缩短，当甲醇和无水乙醇

比例为 ３ ∶２ 时，在 ２８ ７７３ ｍｉｎ 出峰，当两者比例

为 ４ ∶１ 时，在 ２３ ２５７ ｍｉｎ 处出峰，当两者比例为
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９ ∶１时，在 ２１ １８３ ｍｉｎ 处出峰．综合比较后发现，不
同比例甲醇与无水乙醇为流动相时峰型都很好，
出峰时间选择甲醇与无水乙醇的比例为 ９ ∶１．

流速的选择：当流速为 ０ ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时，ＣｏＱ１０

标准品的保留时间超过 ３５ ｍｉｎ，保留时间过长．当
流速为 １ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， 柱压过高． 当流速为

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时， ＣｏＱ１０ 标 准 品 的 保 留 时 间

２１ １８３ ｍｉｎ，柱压 １６ ４ ＭＰａ．综合比较，选择流速

为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ．
综合上述结果，本文提出的色谱条件： 色谱

柱为 ＳｐｈｈｅｒｉｓｏｒｂＣ１８ （１０ ｃｍ×４ ６ ｍｍ ＩＤ） 柱；甲
醇与无水乙醇（体积比 ９ ∶１） 为流动相；流速为

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱 温 为 ３５ ℃； 紫 外 检 测 波 长 为

２７５ ｎｍ；进样量为 １５ μＬ；柱压为 １６ ４ ＭＰａ．在此

条件下，色谱出峰快、峰型良好．采用如上确立的

ＨＰＬＣ 检测方法，获得 ＣｏＱ１０标准品谱图与标准曲

线分别见图 １ 与图 ２，由图可见，ＣｏＱ１０标准品的保

留时间为 ２１ １８３ ｍｉｎ，ＣｏＱ１０标准品密度与峰面积

具有良好的相关性．
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图 １　 ＣｏＱ１０标准品 ＨＰＬＣ 色谱图

２ ２　 提取溶剂的选择

由于 ＣｏＱ１０为细胞内物质，其提取效果的好
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图 ２　 ＣｏＱ１０标准曲线

坏直接关系到产品的收率，许芳等研究表明采用

乙醇与丙酮对 ＰＳＢ 中 ＣｏＱ１０提取效果较好．本文

对菌体细胞分别采用：１）无水乙醇提取 ５ ｈ；２）丙
酮提取 ５ ｈ；３）丙酮提取 ５ ｈ 后，挥发去除全部丙

酮，用无水乙醇溶解．不同提取溶剂对 ＣｏＱ１０提取

率的影响见图 ３，可见，先用丙酮提取 ５ ｈ 后，挥发

掉全部丙酮，再用无水乙醇溶解，这一提取方法相

对提取率最高．
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图 ３　 不同溶剂对 ＣｏＱ１０提取率的影响

２ ３　 外标加样回收率及检测限实验

采用上述确立的检测方法及提取方法，并进

行外标加样实验，加样回收率见表 １．平均回收率

为 ９９ １３％，相对标准偏差为 ０ ８１％ （ ｎ ＝ ５）．实
验表明，上述方法精密度高，重复性好，可用于

ＣｏＱ１０的提取与检测．
表 １　 加样回收率（ｎ＝５）

样品中 ＣｏＱ１０质量 ／ ｍｇ 对照品中加入 ＣｏＱ１０质量 ／ ｍｇ ＣｏＱ１０总质量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％

６ ４０ ３ ２０ ９ ６０ ９９ １７

６ ４０ ６ ４０ １２ ８０ ９９ ２３

６ ４０ ９ ６０ １６ ００ ９９ ０１

６ ４０ １２ ８０ １９ ２０ ９９ ２１

６ ４０ １６ ００ ２２ ４０ ９９ ０４

　 　 表 ２ 样品中 ＣｏＱ１０ 质量检测限试验可见，当
ＣｏＱ１０质量浓度低于 ９ ６ ｍｇ ／ Ｌ 时，检测结果出现

很大的偏差，当 ＣｏＱ１０质量浓度高于２２ ４ ｍｇ ／ Ｌ时，
由于质量浓度过高也出现很大的偏差，可重复性

差，因此对 ＣｏＱ１０ 质量浓度的检测限为 ９ ６ ～
２２ ４ ｍｇ ／ Ｌ．当 ＣｏＱ１０ 质量浓度低于 ３ ２ ｍｇ ／ Ｌ 时，
应先浓缩再进行检测，当 ＣｏＱ１０ 质量浓度高于

２２ ４ ｍｇ ／ Ｌ时，应先稀释再进行检测．
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２ ４　 不同培养条件与培养时期对 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０

质量的影响

ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的含量是否稳定将直接关系到

检测方法的可行性．ＰＳＢ 培养条件光照－溶解氧组

合的不同可能导致 ＰＳＢ 代谢类型不同，不同代谢

类型的 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的质量可能不同［１０］ ．同一种

微生物在不同的生长时期，由于细胞代谢活力、对
不良条件的抵御能力、菌体体积的不同可能引起

ＣｏＱ１０含量不同．不同培养条件及培养时期 ＰＳＢ 内

ＣｏＱ１０质量的研究见图 ４ 和图 ５．
表 ２　 检测限试验

样品中 ＣｏＱ１０质量浓度 ／ （ｍｇ·Ｌ－１） 回收率 ／ ％

３ ２０ ７０ １５±２ ８９

９ ６０ ９９ １７±０ ９２

２２ ４０ ９９ ０４±０ ８４

２５ ６０ ８０ ０１±２ ３７
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图 ４　 不同培养条件每克烘干后 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的质量

　 　 由图 ４ 可见，黑暗－好氧、光照－厌氧、自然光－
微好氧条件下，每克烘干后 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的质量分

别为（４１ ２±１ ７）、（４１ ６±１ ３）、（４１ ３±２ ３） ｍｇ，
不同培养条件下每克烘干后的 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的质

量稳定．
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图 ５　 不同培养时期每克烘干后 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的质量

　 　 由图 ５ 可见，在不同培养时期迟缓期、稳定期、
对数期、衰亡期每克烘干后 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的质量分

别为（３９ ８±１ ４）、（４１ ４±２ ０）、（４０ ３±１ ８）、（４０ １
±１ ９） ｍｇ．不同培养时期每克烘干后 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０

的质量稳定．

２ ５　 废水中干扰因素对 ＰＳＢ内 ＣｏＱ１０质量的影响

废水中的糖类、蛋白质、脂类等杂质的存在可

能干扰 ＣｏＱ１０的检测．处理污水过程中不可避免地

会感染杂菌，杂菌的菌群中可能含有 ＰＳＢ，因此杂

菌的存在也可能干扰 ＣｏＱ１０的检测．废水中干扰因

素的研究见图 ６ 和图 ７．
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图 ６　 发酵液、大豆废水、发酵液＋大豆废水中每克烘干后

ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的质量

　 　 由图 ６ 可见，发酵液、大豆废水、发酵液＋大豆

废水中每克烘干后 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０ 的质量分别为

（４１ ５±１ ５） 、０、（４０ ３±１ ９）ｍｇ．废水本身不含有

ＰＳＢ，废水中杂质的存在不干扰 ＣｏＱ１０的检测．
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图 ７　 发酵液、杂菌、发酵液＋杂菌中每克烘干后 ＰＳＢ 内

ＣｏＱ１０的质量

　 　 由图 ７ 可见，发酵液、杂菌、发酵液＋杂菌中每

克烘干后 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０ 的质量分别为 （ ４１ ５ ±
２ １）、（６１ ２±０ ０１）、（４１ ０±１ ７）ｍｇ．杂菌中 ＣｏＱ１０

的含量十分的少，与废水中 ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０的质量不

在同一数量级上，因此杂菌的存在不干扰 ＣｏＱ１０的

检测．
由图 ４～７ 可见，不同培养条件及培养时期的

ＰＳＢ 内 ＣｏＱ１０质量分数非常稳定，废水中的杂质以

及杂菌等干扰因素均不影响 ＣｏＱ１０的检测．表明本

方法可用于水及废水中 ＣｏＱ１０质量的检测，从而可

用于分析水及废水中 ＰＳＢ 的产量．
２ ６　 ＰＳＢ 菌体产量的换算

由图 １ 可知，ＣｏＱ１０质量浓度与峰面积关系为

Ｙ ＝ ６２３ ３２Ｘ － ３７ ４８７．
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其中： Ｘ 为 ＣｏＱ１０的质量浓度，ｇ ／ Ｌ； Ｙ 为峰面积，
Ｖ·ｓ； Ｒ ２ ＝ ０ ９８４ ８）．

ＣｏＱ１０质量分数为

ｗ（ＣｏＱ１０） ＝
ρ（ＣｏＱ１０）
ρ（ＰＳＢ）

× １００％．

　 　 由图 ４ 和图 ５ 可知，ＣｏＱ１０质量分数为 ４ ０８％．
由式（１）、（２） 可得，峰面积与 ＰＳＢ 质量浓度

的关系为

ρ（ＰＳＢ） ＝ Ｙ ＋ ３７ ４８７
２５ ４３１

．

３　 结　 论

１）利用 ＨＰＬＣ 法分析水与废水中 ＣｏＱ１０的质

量来定量表征 ＰＳＢ 的产量，建立了一个定量表征

水及废水中 ＰＳＢ 含量的方法．提出色谱条件为： 色

谱柱为 ＳｐｈｈｅｒｉｓｏｒｂＣ１８ （１０ ｃｍ×４ ６ ｍｍ ＩＤ） 柱；
甲醇与无水乙醇为流动相，体积比 ９ ∶１；流速为 １
ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３５ ℃；紫外检测波长 ２７５ ｎｍ；进样

量 １５ μＬ；柱压 １６ ４ ＭＰａ．
２）先用丙酮提取 ５ ｈ 后挥掉全部丙酮再用无

水乙醇溶解这一提取方法对 ＣｏＱ１０的相对提取率

最高． 平均回收率为 ９９ １３％，相对标准偏差为

０ ８１％（ ｎ ＝ ５）．不同培养条件及培养时期 ＰＳＢ 内

ＣｏＱ１０的含量十分稳定．废水中杂质、杂菌等干扰因

素均不影响检测结果．
３）ＰＳＢ 质量浓度为（ Ｙ ＋３７ ４８７） ／ ２５ ４３１ ｇ ／ Ｌ，

其中 Ｙ 为峰面积，Ｖ·ｓ，可用上述方法定量分析水

中 ＰＳＢ 的菌体产量．
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