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摘 要： 研究了地塞米松胁迫条件下不同粒径好氧颗粒污泥（AGS）的物化特性和微观变化，

并结合胞外聚合物（EPS）和蛋白质组学进一步解析 AGS 对地塞米松的微观响应机制。结果表明，

AGS对 COD、总氮和总磷的去除率稳定升高至 88.3%、80.8% 和 76.1%，地塞米松的去除率也升高至

55.2%。TB-EPS层的蛋白质和多糖含量均较高，SMP-EPS层及 LB-EPS层含量较低，0.6~0.8 mm粒

径范围的 AGS 中脯氨酸（Pro）相对丰度最高，说明此粒径的 AGS 能够更好地抵御地塞米松的胁迫，

从而有利于 AGS粒径稳定增大。色氨酸类蛋白质在 0.6~0.8 mm的 AGS中相对丰度较高，说明其耐

药性较好。此外，粒径为0.6~0.8 mm和0.8~1 mm的AGS中α螺旋和β折叠结构占比相对较高，证明

AGS稳定性相对较好。AGS内部发挥关键作用的 KEGG通路为代谢途径，包括能量代谢、氨基酸代

谢以及脂质代谢等。差异蛋白数量最多的AGS组别为大于2 mm和小于0.6 mm的AGS，说明粒径的

差异越大，其内部优势微生物种群的差异也越大，相应的蛋白功能也存在明显差异。1~2 mm和0.8~
1 mm 的 AGS蛋白质组学特征相差较小，但 AGS内部代谢途径以及蛋白功能差别明显，结合 PCA 分

析推测0.8~1 mm的AGS内部正经历关键的微生物种群演替。
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Abstract： The physicochemical properties and microscopic changes of AGS with different particle 
sizes under dexamethasone stress were investigated, and the microscopic response mechanism of AGS to 
dexamethasone was further analyzed based on EPS and proteomics. The experimental results showed that 
the removal of COD, total nitrogen and total phosphorus by AGS steadily increased to 88.3%, 80.8% and 
76.1%, and dexamethasone removal increased up to 55.2%. The protein and polysaccharide contents of 
TB‑EPS were higher, while the contents in SMP‑EPS and LB‑EPS were relatively lower. The relative 
abundance of proline (Pro) in AGS with the particle size of 0.6-0.8 mm was the highest, indicating that 
AGS with this particle size could better resist the stress of dexamethasone, which was conducive to the 
stable increase of AGS particle size. Tryptophan‑like protein was relatively abundant in 0.6-0.8 mm AGS, 
implying that the dexamethasone resistance was good. In addition, the α‑helix and β‑sheet structures of 
proteins accounted for relatively high proportion in AGS with sizes of 0.6-0.8 mm and 0.8-1 mm, 
suggesting the relative stability of AGS. Through the analysis of KEGG pathway, metabolic pathway 
played a crucial role in AGS, including energy metabolism, amino acid metabolism and lipid metabolism. 
The AGS with the most differential proteins were those with the size greater than 2 mm and less than 0.6 
mm, indicating that the greater the difference in particle size, the greater the difference in the internal 
dominant microbial population, and the corresponding protein functions also presented significant 
differences. Furthermore, in AGS of 1-2 mm and 0.8-1 mm, the difference in proteomic characteristics 
was small, however, the differences in internal metabolic pathways and protein functions were significant. 
On the basis of PCA analysis, it was speculated that 0.8-1 mm of AGS was undergoing critical microbial 
population succession.

Key words： aerobic granular sludge; dexamethasone; extracellular polymeric substances; 
proteomics; microscopic response

自 2020 年初新型冠状病毒肆虐至今引发了全

球性危机，随着新型冠状病毒肺炎病例激增，人们

在对疫苗进行研发的同时，也将视线转向了特效

药［1］。2020年 6月 16日，世卫组织对涉及新冠肺炎

药物的最新研究结果显示，地塞米松（DEXA）是针

对新冠肺炎重症患者的有效药物，6 mg地塞米松可

以将新冠肺炎患者的死亡率降低 1/3。地塞米松属

于糖皮质类固醇激素，具有调节脊椎动物能量代

谢、免疫功能、应激反应等一系列的关键生理作用，

其自身具有成本低、性能安全、可用性广等优点。

近年来，国内外多篇报道在水体中发现了地塞米松

类药物污染［2］，结合疫情时代背景，来自医院、家庭

和制药厂含地塞米松的废水势必会越来越多地排

放至生态系统中，对环境和人体造成潜在危害。

目前全世界已有七十余座采用好氧颗粒污泥

（AGS）工艺的污水处理厂，而近三年好氧颗粒污泥

污水处理厂数量增加较快，好氧颗粒污泥技术正蓬

勃发展。好氧颗粒污泥在生物保留率、沉降性能以

及耐冲击负荷能力方面具有明显优势［3-4］。与活性

污泥法和生物膜法对比，好氧颗粒污泥的主要优势

集中体现在经济性、易操作性和可持续发展层面，

因而具有广阔的应用前景。

AGS 在抗生素和激素类药物胁迫下的理化特

性研究表明：雌激素会使 AGS 颗粒表面粗糙度降

低，孔隙率减少，同时也会影响内部菌群结构［5］；不
同浓度的磺胺嘧啶并不会影响AGS颗粒化过程，并

且药物浓度越高，形成的颗粒粒径越大［6］；双酚A会

影响AGS中胞外聚合物（EPS）的多糖和蛋白质结构

及含量，同时还会使颗粒粒径变小［7］。而对于环境

中降解糖皮质激素的行为研究还处于起步阶段，现

阶段采用的方法为好氧生物降解法与好氧/厌氧结

合法［8-9］。目前普遍认为生物转化和污泥吸附是去
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除污水中糖皮质激素类污染物的主要机制［10］。
粒径作为 AGS 由絮状污泥至颗粒态形成过程

中最为直观且显著的变化，除了反映宏观结构之外

还可以体现微观性质，作为研究宏观和微观的桥

梁，对该特征进行分析可以进一步掌握AGS内部微

生物细胞黏附情况及富集程度。为此，以不同粒径

的成熟AGS为研究对象，通过分析地塞米松胁迫条

件下AGS的物化特性和微观特征，并结合AGS中发

挥关键性作用的两个因素：EPS和蛋白质组学分析，

深入探究 AGS 粒径变化的调控因子，进一步解析

AGS对地塞米松胁迫下的微观响应机制。

1 材料与方法材料与方法

1. 1　实验装置及配水

实验采用序批式反应器（SBR），高为 1 m，内径

为 0. 08 m，有效容积近 4 L，曝气装置处于底部。运

行周期为 6 h，每日运行 4 个周期，通过定时器控制

周期内各个阶段的启动和停止。其中，进水为 30 
min，曝气时间由 187 min 逐渐增加到 198 min，沉降

时间由 15 min逐渐降低到 4 min，目的在于筛选沉降

性能良好的污泥。污泥龄为20 d，排水比为60%。

接种污泥取自某污水处理厂 A2/O 工艺的好氧

池，接种体积为 2 L。初始污泥的 MLSS 为 4. 5 g/L，
SVI30为 91 mL/g。实验采用人工模拟废水（见表 1），

碳源采用混合碳源，并投加适量的微量元素溶液：

FeCl3·6H2O、H3BO3、CuSO4·5H2O、KI、MnCl2·4H2O、

ZnCl2、CoCl2·6H2O、Na2MoO4·2H2O 浓度分别为 1. 5、
0. 15、0. 03、0. 03、0. 12、0. 058、0. 15、0. 06 mg/L。水

中地塞米松浓度始终保持在 20 μg/L，该浓度为目前

在环境中所能检测到的较高浓度。

1. 2　分析测试方法

1. 2. 1　常规指标分析方法

COD、TN、TP、MLSS 和 MLVSS 等指标均参照

《水和废水监测分析方法》（第4版）测定。

1. 2. 2　地塞米松浓度测试

地塞米松定量分析采用Aquity超高效液相色谱

仪连接配置 TurboV 离子源的三重四极杆液质联用

仪［11］。UPLC的色谱柱为C18柱，色谱柱前配置了在

线过滤器。流动相 A 为纯水（内含 0. 1% 甲酸），流

动相 B 为乙腈（内含 0. 1% 甲酸），液相流速为 200 
μL/min。进样量约20 μL，柱温保持在30 ℃左右。

1. 2. 3　EPS提取及测定

EPS 采用 NaOH 法提取，将 AGS 在 20 kHz 和 40 
W 条件下超声 30 s，在 4 ℃和 2 000g 转速下离心 15 
min，离心后的上清液使用 0. 45 μm玻璃纤维滤膜过

滤得到溶解型胞外聚合物（SMP-EPS）；将剩余污泥

稀释至原体积，加入甲酰胺恒温振荡 1 h，在 4 ℃和

5 000g 条件下离心 15 min，将离心后的上清液采用

0. 45 μm 的玻璃纤维滤膜过滤，所得为松散附着型

EPS（LB-EPS）；再将污泥稀释至原体积，加入 4 mL、
1 mol/L的NaOH 后在恒温摇床上振荡 3 h，在 4 ℃和

10 000g的转速下高速离心 15 min，收集上清液即为

紧密结合型 EPS（TB-EPS）。蛋白质浓度采用考马

斯亮蓝法测定，多糖浓度采用硫酸-蒽酮法测定。

1. 2. 4　激光共聚焦显微镜分析

采用激光扫描共聚焦显微镜（CLSM）结合荧光

染色对AGS中的蛋白质、多糖以及总细胞的分布进

行观察。

1. 2. 5　三维荧光测试

采用日立F7000荧光分光光度计对EPS含量进

行分析，分析前确保EPS的TOC < 10 mg/L。设置增

量为 10 nm，激发波长（λEx）为 200～500 nm，发射波

长（λEm）为 200～550 nm。使用荧光区域积分法对数

据进行分析。

1. 2. 6　红外光谱测试

采用 Nicoletis 50 红外光谱仪对各组样品的蛋

白质二级结构进行分析。于-80 ℃下冰冻样品，再

进行冷冻干燥，探测波数设置为 600～4 000 cm-1。
使用OMNIC 8. 2对傅里叶红外数据进行分析，采用

PeakFit v4. 12对数据进行蛋白质二级结构解析，首

先需要对样品谱图进行基线校正，选取酰胺Ⅰ带的

谱带范围，采用五点 Savitsk Golay函数进行平滑，然

后进行傅里叶去卷积，最后将处理得到的谱图进行

分峰拟合。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1　污染物去除性能

随着培养时间的增长，AGS对污染物的去除能

表1　进水水质

Tab.1　The quality of influent mg·L-1

种类

CH3COONa
丙酸钠

NH4Cl
KH2PO4

浓度

465.2
1 172
152.8
29.25

种类

K2HPO4
MgSO4
CaCl2
EDTA

浓度

37.41
97
75
10
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力逐渐增强（见图 1）。其中对COD的去除效果最为

明显，从初始到第 75 天稳定期时，去除率从 72. 8%
提升至 88. 3%；TN去除率从刚培养的 56. 9%提升至

稳定期的 80. 8%，提升幅度最大，但去除性能仍弱

于常规条件下的AGS；TP去除率由初始的 54. 8%提

升至 73. 1%。推测地塞米松在 AGS 形成初期对反

应器内微生物造成了负面影响，微生物进行内部种

群演替，筛选出适应地塞米松药物胁迫的微生物。

进水中的地塞米松浓度始终保持在20 μg/L左右，随

着运行时间延长，AGS对其去除率由最初 16. 8%升

至 55. 2%，最终浓度可以降至 10 μg/L 以下，说明

AGS 对该药物具有一定去除效果。在 91 d 的运行

中，AGS 对常规污染物的去除效能逐渐提升，说明

AGS 内部微生物经过“筛选”后，除了适应性提高，

对药物的耐受能力也得到进一步提升。

2. 2　不同粒径AGS中EPS的特性变化

2. 2. 1　胞外聚合物组分和含量变化

按照组分和结合程度可以将 EPS 分为 SMP-

EPS、LB-EPS 和 TB-EPS。不同粒径成熟 AGS 的

EPS组分含量见表 2，不同粒径AGS中 TB-EPS的蛋

白质和多糖含量都占据突出地位，SMP-EPS及 LB-
EPS中二者含量都很低。对不同粒径AGS中各层蛋

白质进行分析可知，粒径>2 mm 的 AGS 中含量最

多，其次是 0. 6~0. 8 mm的AGS，小于 0. 6、0. 8~1、1~
2 mm 的 AGS 中蛋白质含量较为接近。通过对比 5
组不同粒径 AGS 的多糖含量可以发现，粒径>2 mm
的 AGS 中含量依旧最多，其次是小于 0. 6 mm 的

AGS，含量最低的是 1~2 mm的AGS。不同粒径AGS
中，蛋白质含量随着粒径的增大波动较小，而多糖

含量随着粒径增大波动较大，PN/PS 在不同粒径

AGS中也呈现一定范围内的波动状态，该比值影响

着污泥的表面电荷［12］，与 AGS 稳定性相关，各组

AGS 中该值为 1. 3 左右，稳定性相对较弱。相比常

规条件下培养的 AGS，投加地塞米松后所培养的

AGS中PS含量更高，地塞米松作为糖皮质激素会对

糖代谢过程造成一定影响，推测在 AGS 培养过程

中，多糖的分泌也受到该药物的影响。

2. 2. 2　胞外聚合物中氨基酸分析

氨基酸作为蛋白质的基本构成单位，其特性和

含量间接影响AGS的最终构成。图 2展示了不同粒

径AGS中氨基酸的丰度变化，氨基酸含量总体变化

趋势与蛋白质相似。脯氨酸（Pro）、天冬氨酸（Asp）
和缬氨酸（Val）相对丰度占比较大，Asp在不同粒径

AGS 中的相对丰度维持在 20% 左右，在大于 2 mm
的 AGS 中含量更高，作为 EPS 的重要组成成分，在

AGS 内发挥维持结构稳定的作用。Val 和 Pro 为疏

水性，二者含量的增加可以增强EPS的疏水性，有利

于增大粒径。在外界不利环境胁迫下，Pro 具有稳

表2 不同粒径AGS中 EPS的含量对比

Tab.2　Comparison of EPS contents in AGS with 
different particle sizes

粒径/mm
<0.6

0.6~0.8
0.8~1
1~2
>2

    注：    各粒径AGS的总EPS含量分别为177.87、176.11、
165.79、150.29、304.98 mg/g。

TB-EPS/%
PN

43.36
52.59
50.23
53.72
51.84

PS
47.66
39.82
45.17
39.95
40.72

LB-EPS/%
PN

3.79
3.08
1.51
2.30
3.25

PS
0.82
0.79
0.23
0.41
0.19

SMP-EPS/%
PN

3.46
2.62
2.16
2.5

3.34

PS
0.91
1.10
0.71
1.13
0.67

t/d
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91

100

80

60

40

20

0

去
除

率
/%

CODTNTP

a. 常规污染物去除效果

t/d
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91

25
20
15
10

5
0

浓
度

/（μ
g·L

-1 ）

进水浓度
出水浓度

b. 地塞米松去除效果

去除率
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50

40

30

20
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去
除

率
/%

图1　AGS颗粒化过程中污染物去除特性

Fig.1　Pollutants removal characteristics during AGS 
granulation
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定生物大分子、保护蛋白质完整性以及增强各种酶

活性的作用，同时该物质还有渗透调节的功能［13］。
因此，推测该物质可以在地塞米松胁迫条件下维持

AGS 的结构稳定。Pro 在 0. 6~0. 8 mm 的 AGS 中相

对丰度最高，间接说明该组样品能够更好地抵御地

塞米松胁迫，从而有利于粒径稳定增大。

2. 3　光谱分析

2. 3. 1　三维荧光光谱分析

三维荧光光谱作为一种光谱指纹技术，在水质

监测、化学成分分析等领域得到了广泛应用，可以

定性和定量地识别 AGS 中具有荧光强度的物质。

根据不同激发/发射波长将有机物的荧光区域划分

为 5 个部分即区域Ⅰ~Ⅴ，分别表示酪氨酸类蛋白

质、色氨酸类蛋白质、富里酸类物质、溶解性微生物

代谢产物和腐殖酸类物质。通过该方法对 5个样品

的 EPS进行分析后发现，样品之间的最大差异体现

在各组分的含量不同。其中TB-EPS荧光强度表现

最为明显，SMP-EPS和LB-EPS相对较弱。

通过对不同样品 EPS荧光区域进行积分（见图

3）可知，SMP-EPS 和 LB-EPS 主要蛋白为酪氨酸类

和色氨酸类，并且 5 组组分的荧光强度在这两种

EPS中呈相似的变化趋势，也间接说明在 SMP-EPS
和 LB-EPS 中物质交换相较于 TB-EPS 更频繁。通

过对 TB-EPS 进行观察可知，该层中酪氨酸类蛋白

质的含量占比明显减少，溶解性微生物代谢产物的

含量占比升高。溶解性微生物代谢产物的产生与

外界不利环境的刺激、微生物的死亡速度加快以及

微生物的生长代谢等因素有关［14］，因此可推测地塞

米松对TB-EPS层存在刺激作用。

色氨酸可以调控相关蛋白质的合成途径从而

抑制蛋白质的降解［15］，而该类物质在 TB-EPS 层始

终含量相对稳定，这可能与AGS保持结构稳定密切

相关。溶解性微生物代谢产物包括能量代谢产物、

氨基酸以及多糖等物质，前述分析显示地塞米松会

刺激 AGS 分泌多糖，推测 TB-EPS 层的溶解性微生

物代谢产物的增加是由于多糖含量的增加及酪氨

酸类蛋白质分解。研究表明，大量溶解性微生物代

谢产物会对污泥活性产生负面影响［16］。从图 3 可

知，0. 6～0. 8 mm 的 AGS 中 SMP 占比较少，且色氨

酸类蛋白质的相对丰度较高，这也间接说明该粒径

范围内的AGS稳定性和耐药性均较好。

a. SMP-EPS

Ⅴ

<0.6 mm0.6~0.8 mm0.8~1 mm1~2 mm>2 mm

Ⅰ

Ⅱ

ⅢⅣ

6050403020100-10

b. LB-EPS

c. TB-EPS

Ⅴ

Ⅰ

Ⅱ

ⅢⅣ

6050403020100-10

Ⅴ

Ⅰ

Ⅱ

ⅢⅣ

6050403020100-10

<0.6 mm0.6~0.8 mm0.8~1 mm1~2 mm>2 mm

<0.6 mm0.6~0.8 mm0.8~1 mm1~2 mm>2 mm

图3　不同粒径AGS分层EPS荧光区域积分

Fig.3　Integration of fluorescence region in EPS with 
different particle sizes of AGS

相对丰度/%
0 20 40 60 80 100

>2

1~2

0.8~1

0.6~0.8

<0.6

粒
径

/mm

ProLysIeuIlePheMetValCys-sTyrAlaArgThrGlyHisSerGluAsp

图2　不同粒径AGS的EPS中氨基酸丰度变化

Fig.2　Variations of amino acid abundance in EPS with 
different particle sizes of AGS
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2. 3. 2　傅里叶红外光谱分析

蛋白质功能的实现关键在于蛋白质本身复杂

的空间结构。蛋白质的二级结构由α螺旋、β折叠、

β 转角等特定的构象组成，其中 α 螺旋出峰范围为

1 660～1 650 cm-1，β 折叠出峰范围为 1 640～1 610 
cm-1，β 转角出峰范围为 1 695～1 660 cm-1，无规则

卷曲出峰范围为 1 650～1 640 cm-1［17］，这些结构由

蛋白质中的多肽主链骨架原子沿一定的轴盘旋或

折叠而成［18］。二级结构中不同氨基酸出现的频率

及倾向会导致其占比不同，而二级结构的占比不同

也会对 AGS 的结构和功能造成影响。通过二阶导

数谱结合去卷积和曲线拟合等处理方法，可以定量

求出蛋白质的二级结构分布，结果见图4。

由图 4可知，不同粒径的 AGS 中四种二级结构

均存在，不同之处在于分布占比。β折叠在5组AGS
中均占比最大，它作为AGS中三维结构的重要组成

部分，通过自身的扭转和折叠，暴露出更多的疏水

基团，加强了AGS表面疏水性能，有助于污泥聚集。

α 螺旋在 0. 6～0. 8、0. 8～1 mm 这两组粒径的 AGS
中占比较高，分别为 24. 1%、24. 5%，该结构为规则

的蛋白质二级结构，且该结构具有一定刚性，可以

发挥维持 AGS内部蛋白质骨架稳定的作用，与 β折

叠性质一致。β转角在<0. 6 mm和>2 mm的AGS中

占比较大，分别为 31. 9%、32%，在 0. 8~1 mm的AGS
中占比较小（19. 9%），该结构属于非重复性结构，在

β转角中第一个残基的C=O与第四个残基的N—H
氢键键合，形成紧密的环，使该结构更稳定，有利于

提高蛋白质的柔韧性［19］。无规则卷曲在 1~2 mm的

AGS 中占比相对较高（27. 4%），该结构的柔性构象

可以改变肽链走向，连接相对刚性的结构。有研究

表明，当α螺旋占比低、β折叠和无规则卷曲含量高

时，蛋白质分子结构相对松散，会使分子内部疏水

部位暴露造成表面强疏水性［20］。不同粒径AGS中α
螺旋/（β折叠+无规则卷曲）比值分别为 0. 27、0. 50、
0. 44、0. 17 和 0. 27，表明粒径为 1～2 mm 的 AGS 内

部蛋白质疏水性能较好，有利于粒径的进一步增大

以及微生物的进一步聚集。而 0. 6～0. 8、0. 8～1 
mm的AGS中α螺旋和β折叠占比相对较高，疏水基

团暴露较多，蛋白质刚性更强，说明这两组 AGS 内

部更加稳定。

2. 4　不同粒径成熟AGS的PCA主成分分析

蛋白质是生命活动的直接体现者。当细胞状

态改变或细胞受到外界刺激时，细胞中蛋白表达量

也会发生变化，这种变化其实是为了适应外界环境

的改变。蛋白质组学是系统分析基因组表达蛋白

的有力分子工具，是揭示蛋白质在不同环境胁迫下

动态响应的最佳策略之一。通过研究 AGS 蛋白质

水平，有助于推断微生物的代谢途径，同时也为

AGS蛋白质水平研究提供可靠的实验数据基础。

PCA 主成分分析可以有效识别数据中最“主

要”的元素和结构，通过分析不同样品物种、蛋白、

COG 和 KEGG 代谢功能等组分，运用特征值分解方

法，将多组数据的差异反映在二维坐标图上，坐标

轴取能够最大反映方差值的两个特征值。结果表

明，不同样品中微生物群体间均有差异，粒径<0. 6、
0. 6～0. 8、1～2、>2 mm 的间距相对较近，AGS 组成

较为相似，粒径为 0. 8~1 mm 的 AGS 与其他几组样

品的功能差异最大，表明该条件下的AGS性质的特

殊性。此外，该粒径 AGS 内部结构更加稳定，结合

蛋白质组学内容可推测，该粒径范围内的AGS内部

可能正经历着种群筛选替换过程，变化较为剧烈，

因此与其他粒径AGS的差异较大。

2. 5　蛋白质组及代谢通路分析

对鉴定到的 2 458 种蛋白进行 COG 数据库比

对。COG 是由 NCBI 创建并维护的蛋白数据库，其

根据细菌、藻类和真核生物完整基因组的编码蛋白

系统进化关系而分类构建。通过比对可以将某个

蛋白序列注释到某一个COG中，每一簇COG由直系

同源序列构成，从而可以推测该序列的功能。功能

分别为 A：RNA 加工和修饰，B：染色质结构和动力

学，C：能源生产和转换，D：细胞周期控制、细胞分

裂、染色体分割，E：氨基酸转运和代谢，F：核苷酸转

β折叠

β转角

α螺旋

无规则卷曲

45403530252015105

<0.6 mm0.6~0.8 mm0.8~1 mm1~2 mm>2 mm

图4　不同粒径AGS蛋白质二级结构占比

Fig.4　Secondary structure distribution of AGS proteins 
with different particle sizes

··6



冯 萱，等：地塞米松胁迫下好氧颗粒污泥微观响应特征 第 39 卷 第 19 期www. cnww1985. com

运和代谢，G：碳水化合物的运输和代谢，H：辅酶转

运和代谢，I：脂质运输和代谢，J：翻译、核糖体结构

和生物转化，K：转录，L：复制、重组和修复，M：细胞

壁/细胞膜/包膜生物发生，N：细胞运动，O：翻译后修

饰、蛋白质周转、伴侣蛋白，P：无机离子的运输和代

谢，Q：次级代谢物的生物合成、运输和分解代谢，R：

一般功能预测，S：未知功能，T：信号转导机制，U：胞

内运输、分泌和囊泡运输，V：防御机制，W：细胞外

结构，Y：核结构，以及Z：细胞骨架。比对结果显示，

注释蛋白数为 1 939个，共得到 23个功能分类（如图

5所示），其中大多数鉴定蛋白参与的功能分类主要

包括能量生产和转换（335），氨基酸转运和代谢

（274），翻译、核糖体结构和生物转化（284），脂质运

输和代谢（133），以及翻译后修饰、蛋白质周转、伴

侣蛋白（124）。

KEGG数据库中丰富的通路信息将有助于从系

统水平了解基因的生物学功能，如代谢途径、遗传

信息传递以及细胞过程等一系列复杂的生物功能。

根据 KEGG 层级（KEGG BRITE）数据库，如图 6 所

示，brite A中细胞过程功能蛋白有 241个，环境信息

处理功能蛋白有 364 个，遗传信息处理功能蛋白有

317个，人类疾病功能蛋白有 320个，代谢功能蛋白

有 2 828个，有机系统功能蛋白有 252个。其中代谢

分类下的蛋白占大多数（65. 4%），其中参与能量代

谢功能的蛋白占 390 个、参与碳水化合物代谢功能

的蛋白占 520个、参与氨基酸代谢功能的蛋白占 371
个。Chen等［21］发现，使用地塞米松的样品中最常见

的COG功能簇为功能预测、能量生产和转化以及氨

基酸运输和代谢，将单基因映射到 KEGG 通路数据

库中，发现大多数注释基因参与代谢途径，与本文

实验结果一致。AGS 作为对新型污染物具有较好

去除性能的生物处理方式之一，在地塞米松胁迫下

依旧可以发挥较好的污染物去除能力，同时也表现

出颗粒粒径增大、内部保持稳定等良好特性。结合

文献推测，AGS 内部发挥关键作用的 KEGG 通路为

代谢途径，其中包括能量代谢、氨基酸代谢以及脂

质代谢等。

代谢被归类成不同的代谢途径，以最大限度地

获取能量或减少能量的使用。氨基酸是由氮、碳、

氢和氧以及可变侧链组成的有机化合物，氨基酸代

谢对于AGS生命活动过程提供能源至关重要；碳水

化合物是共价连接到蛋白质（糖蛋白）或脂质（糖

脂）上的葡萄糖的修饰形式，参与细胞重要功能，并

作为细胞膜的组成部分。地塞米松作为一种合成

的抗炎和免疫抑制剂糖皮质激素药物，已广泛用于

治疗异常免疫反应和炎症。长期使用地塞米松会

导致一些不良反应，虽机制尚不明确，但会使能量

代谢和氧化过程受到影响而发生改变［22］。地塞米

松的存在可能有助于部分微生物脂质代谢的激

活［23-24］；糖皮质激素会影响以下三条代谢途径：甘油

磷脂代谢、嘌呤代谢和谷胱甘肽代谢［25］，推测地塞

米松作为该类药物之一，也会影响AGS内部相关代

蛋白数量/个
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图6　KEGG 注释统计
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谢通路。

2. 6　差异蛋白分析

表 3 为不同样本组之间差异蛋白的数量统计

（蛋白总数为 2 278个）。使用R语言中 t. test函数计

算样本间差异显著性 p 值，显著差异表达蛋白的筛

选标准为：p<0. 05 &（FC<0. 50或 FC>2. 00）。

由表 3可知，差异蛋白数量最多的 AGS 组别为

“>2 mm vs <0. 6 mm”，差异蛋白数量为 511个，其中

上调 286 个、下调 225 个。地塞米松会激活部分微

生物的脂质代谢，脂质代谢通路中的脂肪酸生物合

成通路（Fatty acid biosynthesis）属于上调状态，其中

参与该通路的上调蛋白分别为：AMP结合结构域蛋

白质（AMP‑binding domain‑containing protein）、乙酰

辅酶 A 羧化酶羧基转移酶亚基 β（Acetyl‑coenzyme 
A carboxylase carboxyl transferase subunit beta）、丙二

酰辅酶 A 酰基载体蛋白转酰酶（Malonyl CoA‑acyl 
carrier protein transacylase），乙酰辅酶 A羧化酶羧基

转移酶亚基β参与脂肪酸生物合成步骤［26］。由此可

推测，脂质代谢在 AGS 内部也得到激活，且该对比

组也说明AGS粒径的差异越大，内部微生物所发生

的变化也越大，蛋白具有的功能差异也越明显。

由主成分分析可知，1～2 mm 组与 0. 8～1 mm
组的 AGS 差异最大，对其进行差异蛋白分析可知，

差异蛋白数量为 297 个，其中上调 146 个、下调 151
个。结合前文，糖皮质激素会影响甘油磷脂代谢、

嘌呤代谢和谷胱甘肽代谢，该对比组 KEGG 通路中

甘油磷脂代谢通路属于上调状态，其中乙醛脱氢酶

家族蛋白（Aldehyde dehydrogenase family protein）在

该通路中属于上调蛋白，该家族蛋白广泛参与多种

代谢途径［27］；嘌呤代谢通路属于上调状态，其中磷

酸核糖甲酰甘氨酸胺合酶（Phosphoribosylformylglyc‑
inamidine synthase）、核苷二磷酸激酶（Nucleoside 

diphosphate kinase）、含 PfkB 结构域蛋白质（PfkB 
domain‑containing protein）均为上调蛋白；谷胱甘肽

代谢通路也属于上调状态，其中异柠檬酸脱氢酶

（Isocitrate dehydrogenase，IDH）在该通路中属于上

调蛋白，异柠檬酸脱羧酶是三羧酸循环中的一种可

逆酶［28］。尽管在AGS粒径上二者相差较小，但是在

AGS内部代谢途径以及蛋白层面差别较明显，由此

推测地塞米松胁迫条件下，在该范围AGS粒径增长

过程中，AGS内部经历着比较关键的微生物种群筛

选过程，才会呈现出主成分分析差异过大的现象。

3 结论结论

①    地塞米松胁迫下的 AGS 对 COD 的去除率

从 72. 8%提升至 88. 3%，对地塞米松的去除率也从

最初 16. 8%升至 55. 2%，并且最终药物浓度可以降

至 10 μg/L以下。在地塞米松胁迫下，AGS由培养初

期到中后期经历了药物对颗粒内部的微生物物种

“筛选”，经过适应期后，AGS 的性能和耐药性都得

到了提升。

②    在不同粒径 AGS 中，TB-EPS 层的蛋白质

和多糖含量均在总 EPS 中占据突出地位。大于 2 
mm 的 AGS 中蛋白质含量最多，同时该粒径范围内

的 AGS 多糖含量依旧最多。各组 AGS 中 PN/PS 值

在 1. 3左右，稳定性相对较弱，在AGS形成过程中受

到地塞米松药物的刺激作用。脯氨酸（Pro）、天冬氨

酸（Asp）和缬氨酸（Val）在氨基酸中相对丰度占比较

大，其分别可以发挥维持结构稳定、增大EPS疏水性

表3　差异蛋白统计表

Tab.3　Statistical of differential proteins

名称

（A vs B）
0.6～0.8 mm vs <0.6 mm
0.8～1 mm vs <0.6 mm

0.8～1 mm vs 0.6～0.8 mm
1～2 mm vs <0.6 mm

1～2 mm vs 0.6～0.8 mm
1～2 mm vs 0.8～1 mm

> 2 mm vs <0.6 mm
> 2 mm vs 0.6～0.8 mm
> 2 mm vs 0.8～1 mm
> 2 mm vs 1～2 mm

均有定量

2 068
2 053
2 080
2 038
2 048
2 035
2 041
2 062
2 056
2 031

差异蛋白数

340
479
238
306
268
297
511
281
209
345

上调蛋白数

（均有定量）

190
254

91
170
102
146
286
137

96
169

下调蛋白数

（均有定量）

150
225
147
136
166
151
225
144
113
176

只在A组样

本中定量

91
94
67
83
73
86

105
84
90

115

只在B组样

本中定量

73
88
79

103
111
112
100

97
91
90

两组中均

无定量值

46
43
52
54
46
45
32
35
41
42
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的作用。脯氨酸在0. 6～0. 8 mm粒径范围的相对丰

度最高，间接说明在此粒径下AGS能够更好地抵御

地塞米松胁迫，有利于粒径稳定增大。

③    TB-EPS 层的荧光强度表现最为明显，

SMP-EPS 层和 LB-EPS 层表现相对较弱。TB-EPS
层中酪氨酸类蛋白质的含量占比明显减少，推测地

塞米松刺激AGS内部分泌多糖，间接导致该类蛋白

分解。色氨酸类蛋白质在 0. 6～0. 8 mm 的 AGS 中

相对丰度较高，说明该粒径范围内的AGS稳定性较

强，耐药性较好。不同粒径AGS内部均存在α螺旋、

β 折叠、β 转角以及无规则卷曲四类蛋白质二级结

构，不同之处在于 0. 6～0. 8、0. 8～1 mm 这两组的

AGS 中 α 螺旋和 β 折叠占比相对较高，说明这两组

AGS内部蛋白质结构刚性较强，稳定性相对更好。

④    粒径为 0. 6～0. 8、0. 8～1、>2 mm 这三组

AGS 样品组成较为相似，粒径为 0. 8~1 mm 的 AGS
与其他几组样品的功能间差异最大。AGS 内部发

挥关键作用的 KEGG 通路为代谢途径，其中包括能

量代谢、氨基酸代谢以及脂质代谢等。通过对差异

蛋白进行分析显示，差异蛋白数量最多的AGS组别

为“>2 mm vs <0. 6 mm”，说明在 AGS粒径的差异越

大，内部微生物所发生的变化越大，蛋白具有的功

能差异就越明显。
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