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高效聚磷菌的分离鉴定及除磷性能分析

王图锦,潘摇 瑾,刘雪莲

(重庆交通大学河海学院,重庆摇 400074)

摘要:从连续稳定运行的 AAO 污水处理系统曝气池污泥中分离筛选出 4 株聚磷菌(编号为 P1,P2,
P3,P4)进行吸放磷实验。 结果表明:4 株聚磷菌具有较强的去除污水中磷酸盐的能力,均表现出明

显的厌氧释放磷、好氧吸收磷的特征,其中 P1 细菌的吸放磷特征最为显著,对废水磷的最大去除率

可达到 75郾 51% ,P2、P3、P4 对磷的最大去除率分别为 8郾 77% 、47郾 26% 、30郾 19% 。 通过对 4 株细菌

的 16S rDNA 序列进行测序分析,鉴定出 P1、P2、P3、P4 分别属于微杆菌属、芽孢杆菌属、塚村氏菌

属、塚村氏菌属细菌。
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Study on screening of phosphate鄄accumulating organisms and analysis of
phosphorus removal characteristics

WANG Tujin, PAN Jin, LIU Xuelian
(School of River and Ocean Engineering, Chongqing Jiaotong University, Chongqing 400074, China)

Abstract: Four phosphate鄄accumulating bacterial strains, designated as P1, P2, P3, and P4, were separated from
biological sludge in a stably operated AAO system for phosphorus absorption and release experiments. The results
show that the four strains had high capabilities of removing phosphate from the waste water, and they exhibited high
levels of phosphorus release in the anaerobic stage and phosphorus absorption in the oxic stage. P1 had the most
significant phosphorus absorption and release characteristics. The maximum phosphorus removal rates of P1, P2,
P3, and P4 were 75郾 51% , 8郾 77% , 47郾 26% , and 30郾 19% , respectively. Through sequence analysis of 16S
rDNA, it was determined that P1 and P2 belonged to Microbacterium and Bacillus, respectively, and both P3 and
P4 belonged to Tsukamurella.
Key words: biological phosphorus removal; phosphate鄄accumulating organisms; wastewater; biological
identification

摇 摇 强 化 生 物 除 磷 系 统 ( enhanced biological
phosphorous removal,EBPR)广泛用于去除废水中的

磷酸盐,采用不同结构不同工艺的生物除磷污水处

理厂大多依据经验设计建造,缺乏对生物除磷微生

物学机理的深入了解,导致许多污水处理厂设计及

运行参数并不符合生物除磷系统最佳条件,出现除

磷效果差、污泥膨胀、剩余污泥过多、能耗高等诸多

问题[1-4]。 因此,加大对生物除磷系统中微生物特

别是聚磷菌的研究显得尤为重要,目前这方面也取

得 了 显 著 的 进 展。 聚 磷 菌 ( polyphosphate
accumulating organisms,PAOs)具有从废水中超量吸

收磷酸盐的能力,从而有效去除废水中的磷酸盐污

染物,对污水处理系统生物除磷起着关键性作用,聚
磷菌是生物除磷系统中主要的功能菌群之一。 目前

使用传统的纯培养方法以及非培养方法(如克隆文

库,FISH,DNA 指纹图谱等)对这类菌群进行了较多

研究。 被认为属于 PAOs 类群的微生物有:产碱杆

菌属[5鄄6]、肠杆菌属[7鄄8]、葡萄球菌属[9]、变形菌属[10]

等,在不同的生物除磷系统工艺以及不同的污水成

分下,PAOs 类群可能由不同的种群组成。 对生物除

磷机理的深入了解还有待于进一步分离聚磷菌,探
讨菌种去除污水中磷的机理。
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本研究从一个实验室稳定运行的 AAO 反应器

曝气池污泥中分离筛选出 4 株聚磷菌(P1、P2、P3、
P4),并对菌株去除废水中磷的性能进行了初步探

讨,为深入了解生物除磷微生物学机理提供技术支

持,同时为高效聚磷菌应用于工程实际打下基础。

1摇 试验方法

1. 1摇 聚磷菌的分离纯化

将 5mL 的活性污泥装入灭菌离心管内,加入几粒

2 ~3mm 直径的玻璃珠,在旋涡振荡器上充分振荡,使
活性污泥均匀分散在水中,采用涂布法分离纯化菌株。
采用的培养基配方为:酵母膏:0郾 3 g;酪蛋白:1郾 2 g;
CH3COONa·3 H2O:1郾 0 g; CaCl2 ·2 H2O:30 mg;
KH2PO4:20 mg,MgSO4 ·7H2O:100 mg;NaCl:100 mg;
pH:6郾 8 ~ 6郾 9;蒸馏水:1 000 mL;微量元素溶液

0郾 6 mL。
微量元素配方 (1L):H3BO3:0郾 15 g; FeCl3 ·

6H2O: 1郾 5 g; KI:0郾 03 g; CuSO4 ·5 H2O:0郾 03 g;
Na2MoO4·2 H2O:0郾 06 g;ZnSO4 ·7 H2O:0郾 12 g;
MnCl2·4 H2O:0郾 12 g;CoCl2·2 H2O:0郾 15 g。

图 1摇 厌氧培养装置

1. 2摇 聚磷菌的筛选与吸放磷实验

将涂布分离获得的菌株转接到 100 mL 分离纯

化用培养基中进行富集培养,取富集培养后的菌液

于离心机上 4 000 r / min 离心 10 min,离心管底的菌

泥使用模拟废水洗涤一次并离心,洗涤后的菌泥转

移到装有 100 mL 模拟废水的锥形瓶中,充分振荡,
使菌体细胞均匀分散在模拟废水中。 将锥形瓶与氮

气钢瓶连接组成厌氧培养装置,进行厌氧释放磷实

验,装置如图 1 所示。 向锥心瓶中连续充氮气,为充

分认识菌株在连续厌氧培养下释放磷的特征,于
30益水浴中厌氧连续培养 3 h,每隔 1 h 从锥形瓶中

取一次样,取得菌液于 10 000 r / min 离心 10 min,上
清液用于测定 PO3-

4 鄄P 含量。 厌氧培养结束后将菌

液转移到恒温振荡器中,于 200 r / min,30益 好氧培

养,每隔 1 h 取样 1 次,连续好氧培养 10 h,每次取得

的样品于 10 000 r / min 离心 10 min,取上清液立即测

定 PO3-
4 鄄P 含量。

吸放磷实验中采用的模拟废水配方如下:
蛋白胨 0郾 1 g,酵母膏:0郾 01 g; CH3COONa·

3 H2O:0郾 925 g; KH2PO4 ·3 H2O:65郾 51 mg;NaCl

0郾 05 g; MgSO4·7 H2O:153郾 7 mg;NaHCO3:0郾 075 g;
CaCl2·2 H2O:33郾 1 mg。
1. 3摇 菌种的 16S rDNA 序列测定与系统发育树分析

PCR 简易 DNA 模板的制取:使用无菌牙签从纯

菌落中挑取少许,置于 30 滋L 的无菌水中混匀,使用

98益高温加热 5 min,菌液转移到 1郾 5 mL 离心管中,
于 10 000 r / min 离心 5 min,取上清液备用。

使用 16S rDNA 引物[11] 进行 PCR 扩增。 正向

引物为 8F 序列: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG,反向

引物为 1495R 序列: CTACGGCTACCTTGTTACGA。
25 滋L 的 PCR 反应体系为:简易 DNA 模板 2 滋L,
10xbuffer(Mg2+)2郾 5 滋L,10 mmol / L dNTP 0郾 5 滋L,10
pmol / L 引物各 1 滋L,2郾 5 U TaqDNA 聚合酶。 以无

菌的 TE 缓冲液取代模板作空白对照。
PCR 温度设置:95益 预变性 5 min;94益 变性 1

min;56益退火 1 min,72益延伸 1 min 30s,共 35 个循

环,最后 72益延伸 10 min 结束反应。 PCR 产物取 5
滋L 作琼脂糖凝胶电泳检测。

PCR 产物 16S rDNA 测序工作交由上海生工生

物工程技术有限公司完成。 将测得序列用 Blast 软
件提交 GenBank,与 GenBank 中的已知序列进行同

源性分析, 选取同源性较高的序列用 Clustal x
(1郾 8)软件比对,用 MEGAversion 2 中的 Kimura2鄄
Parameter Distance 模型计算进化距离,用 Neighbor鄄
Joining 法构建系统发育树。

2摇 结果与讨论

2. 1摇 菌株吸放磷实验结果

通过涂布分离法获得 55 株纯菌株,对菌株作吸

放磷试验得到具有较强除磷能力的 4 株细菌,其吸

放废水中磷能力测定结果如图 2 所示。

图 2摇 菌株吸放磷能力测定结果

由图 2 可见,4 株细菌具有明显的厌氧释放磷、
好氧超量吸收磷的特征,在前 3 h 厌氧培养条件下,
4 株聚磷菌释放磷,使得废水中磷浓度升高,转入好

氧培养后,聚磷菌从废水中超量吸收磷,废水中磷含

量下降明显。 4 株菌株除磷效果如表 1 所示。 模拟

废水初始 PO3-
4 鄄P 质量浓度为 8郾 91 mg / L,P1 号细菌
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除磷效果最好,厌氧释磷,废水中磷质量浓度增高

1 mg / L达到 9郾 91 mg / L,好氧培养条件下超量吸收

磷,废水最低磷质量浓度达到 2郾 18 mg / L,P1 在好氧

条件下吸收的磷量是厌氧条件下释放磷量的 7郾 7
倍,吸磷量远高于释磷量,P1 对废水中磷的最大去

除率达到 75郾 51% 。 此外,P2、P3、P4 的除磷率分别

为 8郾 77% 、47郾 26% 、30郾 19% 。
表 1摇 菌株除磷效果

菌株
初始磷质量

浓度 / (mg·L-1)
3 h 磷质量

浓度 / (mg·L-1)
13 h 磷质量

浓度 / (mg·L-1)
磷去除
率 / %

P1 8郾 91 9郾 91 2郾 18 75郾 51
P2 8郾 91 9郾 74 8郾 12 8郾 77
P3 8郾 91 10郾 11 4郾 70 47郾 26
P4 8郾 91 10郾 24 6郾 22 30郾 19

废水的强化生物除磷理论[12鄄14] 指出:在厌氧培

养条件下,聚磷菌将胞内存储的多聚磷酸盐分解,以
正磷酸盐的形式释放到废水中,同时利用废水中的

有机物用于合成聚 茁 羟基丁酸( PHB)贮存能量。
在好氧培养条件下,聚磷菌储存的聚 茁 羟基丁酸分

解提供能量,用于聚磷菌从废水中超量吸收磷酸盐合

成多聚磷酸盐颗粒,在好氧培养阶段聚磷菌吸磷量远

高于厌氧释磷量,从而废水中的磷酸盐污染物得以去

除。 本研究分离纯化获得的 4 株细菌具有典型的吸

放磷特征,可以判定 4 株细菌属于聚磷菌类群。
2. 2摇 菌株的 16S rDNA 扩增结果

4 个菌株 P1、P2、P3、P4 的 16S rDNA 扩增结果

如图 3 所示,结果表明 PCR 产物均单一明亮,大小

约为 1 500 bp。

M—1 Kb ladder DNA Marker;Nc—阴性对照

图 3摇 16S rDNA 扩增结果

2. 3摇 菌株 16S rDNA 的序列测定与系统发育树分析

将 P1 菌株的 16S rDNA 核酸序列在 GenBank
作 BLAST 比对,结果表明该序列与 Microbacterium
oxydans(DQ105974)最为接近,相似度达到 99郾 9% 。
同时与 Microbacterium saperdae(Y17236),Microbacterium
luteolum ( Y17235 ), Microbacterium maritypicum
(AJ853910),Microbacterium paraoxydans(AJ581908)
相似度均达到 99% 以上。 选择同源性最高的 10 个

16S rDNA 全序列构建系统发育树,结果如图 4 所示。
由图 4 可见,P1 菌株与 Microbacterium maritypicum
(AJ853910) 与 Microbacterium oxydans (DQ105974)
严格聚为一族,根据同源性分析结果将 P1 菌株鉴定

为微杆菌属细菌。
P1 菌 16S rDNA 测序结果如下:

摇 摇 摇 摇 摇 摇 GACGTCGTGATGTGCAGTCGAACGGTGACACGGAGCTTGCTCTGTGGGATCAGTGGCGAACGGG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 TGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGGAT
摇 摇 摇 摇 摇 摇 ATGTGACGTGACCGCATGGTCTGCGTCTGGAAAGAATTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 CTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCAC
摇 摇 摇 摇 摇 摇 ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 CAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGACGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 AAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
摇 摇 摇 摇 摇 摇 TACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 CTGTGAAATCCGGAGGCTCAACCTCCGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 AGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 ATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGT
摇 摇 摇 摇 摇 摇 AGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAAC
摇 摇 摇 摇 摇 摇 GCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 CACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATAC
摇 摇 摇 摇 摇 摇 GAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
摇 摇 摇 摇 摇 摇 TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTA
摇 摇 摇 摇 摇 摇 ATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
摇 摇 摇 摇 摇 摇 ATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGCGAGG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 TGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 AGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCG
摇 摇 摇 摇 摇 摇 TCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTGTGGAGGGAGCCGCTAGATA
摇 摇 摇 摇 摇 摇 CGCCCCCA

·56·



图 4摇 根据 P1 菌株 16S rDNA 序列构建的系统发育树

摇 摇 此外,经鉴定菌株 P2 属于芽孢杆菌属细菌,P3
为塚村氏菌属细菌,P4 为塚村氏菌属细菌。 本实验

获得的 4 株细菌具有聚磷菌明显的厌氧释磷、好氧

吸磷特征,在现有文献中还未见报道这几个属的聚

磷菌,本研究表明聚磷菌是一个宽泛的微生物类群,
在不同地域、不同污水处理系统中存在不同的聚磷

菌类群发挥除磷功能。

3摇 结摇 论

a. 本研究分离获得的 4 株聚磷菌具有典型的

厌氧释磷、好氧吸磷特征,在厌氧培养条件下,4 株聚

磷菌向废水中释放磷,使得废水中磷浓度略有升高,
转入好氧培养后,4 株聚磷菌从废水中超量吸收磷,
废水中磷浓度持续下降,约 10 h 后浓度趋于稳定。

b. P1 号聚磷菌除磷效果最为显著,对废水中

磷的最大去除率可达到 75郾 51% 。 P2、P3、P4 号聚

磷菌最大除磷率分别为 8郾 77% 、47郾 26% 、30郾 19% 。
c. 对 4 株聚磷菌作 16S rDNA 的测序分析,并

将 16S rDNA 核酸序列在 GenBank 中作核酸序列鉴

定出比对,P1 菌株为微杆菌属的细菌,P2 为芽孢杆

菌属细菌,P3 为塚村氏菌属细菌,P4 为塚村氏菌属

细菌。
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