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现代污水生物强化除磷法是通过聚磷菌超量摄

取废水中的磷$以聚磷酸盐的形式积累于细胞内$然

后作为剩余污泥排出$从而实现磷的去除%在该过

程中聚磷菌起着关键的作用$目前研究表明假单胞

菌属!

PK9-I$<$/0K

"是生物除磷的重要功能菌$是

厌氧*好氧条件下的主要菌种之一(

*

)

$并在试验过程

中一直保持着较为稳定的优势地位(

(

)

%目前$仅发

现其超量吸磷反应的电子受体有
(

类$一类是以
a

(

为电子受体$在好氧条件下完成吸磷$另一类是以

'a

!

^

'

'a

(

^为电子受体$在缺氧条件下完成吸磷$

前者称为好氧聚磷菌!

5PJ

"$后者称为反硝化聚磷

菌!

ePJ

"

(

!

)

%同时$该过程受到溶氧'有机物'

Q

_

值(

"

)

'厌氧时间(

>

)

'金属离子(

+

)以及
'a

!

^

'

'a

(

^浓

度(

A

)等因素的影响%目前$生物除磷仍处于发展阶

段$生物除磷效果不稳定$大多数学者集中于除磷工

艺的改进$而相关的机理研究还不够成熟%对聚磷

机理研究的最大障碍是高活性聚磷菌的获得$至今

分离'鉴定的聚磷菌仍然是极少数(

N

)

$新的分离方法

仍在不断探索中(

@

)

%而人们利用分子工具对污水反

应器的调查结果表明污水微生物具有多样性$许多

未培养微生物被发现在脱磷中扮演着重要角色(

*)

)

%

为达到较好的除磷效果$大多数城市污水处理

厂采用生物化学协同除磷工艺$充分利用生物除磷

费用低'化学除磷出水磷浓度低且比较稳定的优点%

用于废水除磷的化学药剂主要有铝盐'铁盐和石灰%

铁盐是良好的化学同步除磷药剂$有三价铁盐和亚

铁盐
(

种形式$人们关注了其在除磷中的作用(

**?*(

)

$

并对生化联合除磷工艺中主要参数的控制指标进行

了试验研究$但对其机理分析不够深入%
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"还

原是地球上最早的呼吸形式之一(

*!

)

$不少的微生物

种类都具有以
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"为电子受体的能力或潜能%

迄今$研究人员已经从各种厌氧环境中分离得到了

种类不同的
U9
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"还原微生物$包括活性污泥中的

铁还原微生物(

*"

)

%活性污泥中的铁还原微生物与

聚磷菌有无关系'聚磷菌能否以
U9
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"为电子受体

以及
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"的生物化学协同除磷具体情况如何$至

今未见研究报道%

微生物可培养性低的主要生态学原因是细菌共

同协作的自然生存方式的崩溃'生境的极度营养化

和生态位巨变等%混合培养'稀释培养和模拟自然

培养等研究手段和策略$可在不同程度上解决可培

养性低的问题%该实验采用稀释培养法从活性污泥

中筛选'分离出以
U9
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"为电子受体的高活性聚磷

菌$并对其进行生理生化特征'

*+V.e'5

进化分析

和厌氧聚磷特性研究$旨在为丰富聚磷菌种'进一步

深入研究聚磷机理和充分发挥
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"的生物化学

协同除磷作用以及实现高效低耗的除磷奠定基础%
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菌株的分离及纯化

分别取
+

份活性污泥原液逐级稀释至
*)

^"

$将

稀释后的活性污泥分别加于牛肉膏蛋白胨液体培养

基的培养皿中$

(AZ

厌氧静置培养
@7

$然后好氧培

养
*>7

!即参照
5

*

a

工况驯化培养"%将扩大培养

后的菌液分别涂布在
WJ

固体培养基上$重复以上

条件驯化培养
*I

%挑取单菌落纯化至菌落特征一

致$无异常菌落出现者$可认为是单菌落%挑取单一

菌落接种到斜面培养基上保存'备用%

@?E

!

菌株的内聚物染色

将单一菌落分别接种于
WJ

固体平板培养基

上$

(AZ

下厌氧培养
@7

$进行
P_J

染色$再好氧培

养
*>7

$进行
Q

$%

E

?P

染色%将具有双染色特征的菌

株接种在甘油管中保存'备用%

@?F

!

具有还原
V&

"

#

#的聚磷菌株的筛选

活化具有双染色特征的菌株$接种于充满经稀

释
*)

倍的柠檬酸铁和无铁液体培养基的试管中$厌

氧避光
(AZ

静置培养$观察培养基颜色变化%

@?G
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菌株的
>H8(+!:

分析

提取目标菌总
e'5

$以总
e'5

为模板扩增其

*+V.e'5
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反应体系!
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W
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聚合酶!
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"

)&>

,

W

$模板
e'5(

,

W

%

反应程序&

@"Z

预变性
><3/

$

@"Z

变性
!)K

$

>>Z

退火
!)K

$

A(Z

延伸
*)<3/

$

!)

个循环$

A(Z

继续

延伸
><3/

$

"Z

保温
(7

%

P2C

反应产物经
*&)\

琼脂糖凝胶电泳
;J

染色后$用紫外分析仪检测%

用上海生工的
O'Bi *̂))e'5

胶纯化试剂盒回收

琼脂糖凝胶上的
P2C

产物$用
D0M0C0PLe*@?D

载体试剂盒进行连接$转化
;&6$%3e_>

0

的感受态

细胞$然后在含氨苄青霉素
5<

Q

*

BPDb

*

j

=

0%

的平

板上筛选白斑$并进行菌体
P2C

初步检测$再经碱

裂解法提取质粒$其产物进行电泳检测%

*+V.e'5

的测序由上海生工完成%用
JW5VD

软件$将测定

得到的
*+V.e'5

全序列递交于
b9/J0/T

$并与

b9/J0/T

*

;LJW

*

eeJ,

中的已知序列进行同源性

分析%

@?H
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厌氧聚磷菌株的聚磷特性研究

活化具有还原
U9

!

>

"的聚磷菌株$接种于充满

经稀释
*)

倍的柠檬酸铁液体培养基的试管中$厌氧

避光
(AZ

静置培养$每
>7

测定培养基中上清液磷

浓度'沉淀磷浓度'菌体含磷量'

U9

!

$

"浓度和菌

ae

值%

测定方法参照国家环保总局颁布的标准分析方

法%磷采用钼锑抗分光光度法
A))/<

测定#

U9

!

$

"

采用邻菲啉分光光度法
>*)/<

测定#

ae

值采用

分光光度
+))/<

测定#聚磷菌的菌体含
P

量的测

定方法为$取菌悬液以
*())).

*

<3/

离心
*)<3/

$用

无菌水溶解$再离心$重复
!

次得湿菌体$于
*)>Z

烘至恒重$称菌体干重%在无菌条件下$取菌液用超

声波破碎菌体!破碎条件&输出功率为
())X

$工作

时间
"K

$间隔时间
"K

$共破碎
*N)

次"后$再用过硫

酸钾进行消解$按总磷测定方法测菌体含磷量%

E

!

结果与分析

E?>
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菌株的筛选和分离

从
+

份样品中共分离纯化出
!+

个形态不同的

菌落$经
P_J

染色和
Q

$%

E

P

染色$具有双染色特征

即含
P_J

颗粒和异染颗粒的单菌落
N

株$初步判断

具有聚磷特征$分别编号为
5P!

'

5P"

'

5P>

'

5PA

'

5PN

'

5P@

'

5P*)

'

5P**

%

初选的
N

株聚磷菌经厌氧培养
!I

后$

5P!

'

5PA

'

5P**!

个试管中的颜色变浅$见图
*0

$没有编

号的试管为无菌对照组#培养
AI

后$

5P!

'

5PA

'

5P**

试管中颜色完全变白$见图
*R

%已知可溶性

U9

!

>

"到可溶性
U9

!

$

"的氧化还原电势!

d)&AA#

"

同
a

(

还原为水的氧化还原电势 !

d)&N(#

"很接近$

厌氧条件下$不少微生物具有利用
U9

!

>

"进行呼吸

获能的能力%培养基颜色变白表明其中的柠檬酸铁

被还原$

5P!

'

5PA

'

5P**

菌株具有还原
U9

!

>

"的

功能%

图
>

!

菌株
:SE

厌氧培养颜色

E?@

!

菌株
:SE

的
>H8(+!:

鉴定

菌株
5P!

序列测定结果的基因登录号为

_L+(NA)!

%在
b9/J0/T

上用
J%0K8

程序对菌株进

行核苷酸同源性比对$菌株
5P!

与
PK9-I$<$/0K

<$KK9%335D22J55 @̂@

(

*>

)的同源性为
@@\

$菌株

5P!

系统发育进化树如图
(

%

图
@

!

基于假单胞菌属内
>H8(+!:

序列同源性构建的系统发育树

N"*
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!!

从图
(

中可以看到菌株
5P!

与菌株
PK9-I$<$/0K

<$KK9%335D22J55?@@

聚到一起$亲缘关系较近%根据

形态观察'生理生化和
*+V.e'5

序列比对确定菌株

5P!

为
PK9-I$<$/0K<$KK9%33

%假单胞菌属是生物

除磷的重要功能菌$其好氧聚磷和反硝化聚磷特征

也有不少的研究报道%本实验分离假单胞菌属的聚

磷菌作为研究对象$具有代表性$旨为大规模污水处

理厂的工程化应用打下良好的基础%

E?E

!

菌株
:SE

的厌氧聚磷特性

如图
!

$菌株
5P!

在有
U9

!

>

"的培养基中比在

无
U9

!

>

"的培养基中生长好%这是由于在厌氧条

件下$菌株利用
U9

!

>

"作为呼吸链末端电子受体$

氧化体内的基质$进一步转化为其生长发育和功能

发挥所需的能量$从而使
U9

!

>

"还原为
U9

!

$

"%如

图
"

$菌株
5P!

在无
U9

!

>

"的培养基中$表现出典

型的厌氧释磷特征$前
>7

上清液磷浓度逐渐上升$

菌内磷浓度逐渐下降$释磷量为
!&+N<

=

+

W

^*

%

在有
U9

!

>

"培养基的实验中$菌株
5P!

先厌氧释

磷$上清液磷浓度增加$菌内磷浓度下降$释磷量为

+]+(<

=

+

W

^*

$释磷量比无
U9

!

>

"的高#

*)7

之后

开始厌氧聚磷$上清液磷浓度下降$菌内磷浓度增

加$聚磷量为
>&N@<

=

+

W

^*

%

如图
>

所示$在有菌培养基中
U9

!

$

"浓度逐步

增加$增加量为
"&!@<

=

+

W

^*

%在无菌对照组中$

U9

!

$

"浓度较稳定$平均为
)&>*<

=

+

W

^*

%此现象

表明$

U9

!

>

"作为电子受体$被菌株异化还原为
U9

!

$

"%

U9

!

$

"浓度经历了一个由很缓慢变化到开始

明显增长的过程$这与水稻土中铁的微生物还原特

征相似$这主要是因为
U9

!

>

"成为厌氧条件下的主

要电子受体以及微生物铁还原活性的恢复都需要一

定时间$即
U9

!

>

"的异化还原有一个启动期$因此

U9

!

$

"浓度在启动期内只有微弱得增长%本实验

中$启动期约
*)7

$菌株
5P!

此时为厌氧释磷$磷浓

度上升%

*)7

之后
U9

!

>

"的异化还原进入快速期$

菌株
5P!

厌氧吸磷$上清液磷浓度下降%该实验中

上清液
U9

!

$

"浓度'菌体以及上清液磷浓度的变化

规律初步证实了菌株
5P!

能以
U9

!

>

"为电子受体

厌氧吸磷%

两种培养基中均有磷酸盐沉淀$整个培养过程

中磷酸盐沉淀略有变化$在有
U9

!

>

"的培养基中磷

酸盐沉淀比无
U9

!

>

"的培养基中略多%

!!

已知生物除磷过程中$厌氧释磷是好氧!或缺

氧"超量聚磷的基础$释磷速度越快$整体除磷效果

也越好%工程应用中厌氧参数的主要控制指标是厌

氧池水力停留时间!

5_CD

"$目前
5_CD

通常根据

经验来确定$缺乏更深入的研究%不适当的
5_CD

设置往往会造成生物除磷污水处理厂无法正常运

图
E

!

菌
X+

值曲线

图
F

!

培养基上清液和菌体磷浓度曲线

图
G

!

培养基上清液
V&

"

$

#浓度曲线

转$从各地实践和专家来看$仍然是不甚完美的工艺

影响污水处理厂脱氮除磷效果%实验表明$

U9

!

>

"

促进聚磷菌的生长'厌氧释磷和厌氧聚磷$在厌氧条

件下$既有厌氧释磷$又有厌氧吸磷%仅以经验来确

定厌氧时间是不够的$建议采用释磷情况的动态监

测$根据释磷情况合理分配厌氧'好氧时间$利用这

类菌和
U9

!

>

"的协同作用提高除磷脱氮效果%

生化协同除磷时$化学混凝沉淀与生物处理在

同一个反应器中进行$化学试剂是否对污水生物处

理系统性能产生影响成为国内外相关研究人员关心

@"*

第
!
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U9

"

>

#为电子受体的聚磷菌筛选%鉴定及聚磷特性
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的课题%但是$对化学絮凝药剂的投加位点$通常只

粗略的研究了前置'同步'后置投加$其中同步沉淀

是应用最广泛的$但缺乏对其精确投药位点的研究%

因此$可以在该研究基础上更为深入的研究除磷药

剂的投加方案$实现节能高效的达标除磷%目前$异

化
U9

!

>

"还原及其在污染治理中的作用受到关

注(

*+

)

$可在该研究基础上开发含铁工业废水再利

用$钢铁工业的酸洗废液是重要的
U92%

!

和
U9Va

"

的来源$只要来源稳定'纯度满足要求$就可通过以

废治废$大幅度降低除磷费用%

F

!

结
!

论

实验分离得到具有厌氧聚磷现象的聚磷菌$根

据形态观察'生理生化和
*+V.e'5

序列比对确定

菌株
5P!

为
PK9-I$<$/0K<$KK9%33

%进一步实验发

现&

U9

!

>

"促进菌株
5P!

的生长和厌氧释磷$菌株

5P!

能以
U9

!

>

"为电子受体厌氧聚磷%

研究初步揭示了菌株
5P!

能以
U9

!

>

"为电子

受体厌氧聚磷的现象$为进一步深入研究生物化学

协同除磷和充分利用含铁工业废水实现高效低耗的

城市污水处理提供了新的理论依据%
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