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3株高效除磷细菌的分离鉴定及磷去除途径分析
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学院，西安  710049）

摘 要：从稳定运行的厌氧/好氧/缺氧序批式反应器（A/O/A-SBR）中筛选分离得到 3 株高效除磷

细菌，通过形态观察、生理生化试验及 16S rRNA 基因序列分析进行物种分析，确定 3 株细菌分别

为不动杆菌属（Acinetobacter）、克雷伯菌属（Klebsiella）和肠杆菌属（Enterobacter），NCBI 保存登录

号分别为 OL519151、OL519152、OL519153。以 pH 值、温度及碳源种类作为影响因子，分析细菌

生长特性和除磷率，同时分析无机磷和有机磷在细菌胞内、溶解性微生物产物（SMP）及胞外聚合

物（EPS）中的分布转化规律。结果表明：在最佳环境条件下，Acinetobacter sp. PK01、Klebsiella sp. 
PK02 和 Enterobacter sp. PK03 菌 株 的 最 高 除 磷 率 分 别 达 到 89.4%、85.43% 和 76.95%。 其 中 ，

Acinetobacter 对环境中磷的去除主要依靠吸收胞外无机磷，并以多聚磷酸盐的形式储存于体内，该

途径去除了基质中 54.93% 的磷；Klebsiella 对环境中磷的去除主要依靠 EPS 合成和吸附作用，该

途径去除了基质中 47.18% 的磷；Enterobacter 主要依靠多聚磷酸盐和 EPS 的合成作用，去除了基

质中 48.32% 的磷。
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Abstract: In the present study, three strains of high-efficiency phosphorus removal bacteria were screened and 
isolated from a stable anaerobic/aerobic/anoxic sequencing batch reactor (A/O/A-SBR). The species were 
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identified by morphological observation, physiological and biochemical tests and 16S rRNA sequence analysis. 
The three strains of bacteria were identified as Acinetobacter, Klebsiella and Enterobacter. The NCBI 
preservation accession numbers were OL519151, OL519152 and OL519153, respectively. The effects of pH 
value, temperature and the carbon source on cell grow and phosphorus removal were explored. Meanwhile, the 
distribution and transformation of inorganic phosphorus and organic phosphorus in bacterial cells, soluble 
microbial products (SMP) and extracellular polymers (EPS) were also investigated. The results show that the 
highest phosphorus removal efficiency of Acinetobacter sp. PK01, Klebsiella sp. PK02 and Enterobacter sp. 
PK03 were 89.4%, 85.43% and 76.95%, respectively, based on the optimal condition. The removal of 
phosphorus from the environment by Acinetobacter mainly relied on the absorption of extracellular inorganic 
phosphorus and stored in the body as polyphosphate, removing 54.93% of phosphorus from the matrix. The 
removal of phosphorus by Klebsiella mainly relied on EPS synthesis and adsorption. This route removed 
47.18% of phosphorus from the matrix. Enterobacter removed 48.32% of phosphorus, which mainly depend on 
the synthesis of polyphosphate and EPS.
Keywords: polyphosphate-accumulating organisms； Acinetobacter； Klebsiella； Enterobacter； transformation 
and distribution of phophorus

现代污水生物除磷法是利用聚磷菌超量摄取

磷酸盐，并以多聚磷酸盐的形式储存在其体内，通

过排放剩余污泥以实现磷的去除 [1]。在 Greenburg
等 1955 年首次提出活性污泥法除磷之后，1975 年

Fuhs 等 [2]系统性提出了聚磷菌（PAOs）的厌氧释磷—

好氧过度摄取磷酸盐生物机制。自此，强化生物除

磷（EBPR）工艺的研究得到迅速发展，例如，现有的

A/O[3]、AA/O[4]、UCT[5]、Bardenpho[6] 及 Phostrip 等

工 艺 [7]。 Candidatus Accumulimonas 和 Candidatus 
Accunulibacter 一直被认为是污水处理系统中典型

的 PAOs[8]，Wu 等 [9]对 23 个国家 269 个污水处理厂

活性污泥样本的微生物群落进行了分析，上述两种

细菌都被认定为活性污泥微生物群落 28 个核心物

种之一。然而，随着分子生物学研究的进步，研究

者已经从活性污泥中筛选得到了多种具有除磷功

能的微生物，包括 Acinetobacer[10]、Pseudomonas[11]、

Alcaligenes[7]、Tetrasphaera[12]等，说明以往的研究可

能忽视了其他微生物在活性污泥中对磷的去除

作用。

鉴于此，笔者从实验室活性污泥中筛选出 3 株

具备高效除磷能力的细菌，考察环境因素对菌株除

磷能力的影响，并对其除磷过程中磷的转化分布规

律进行全面分析。

1　试验材料与方法

1. 1　样品来源

取稳定运行的实验室厌氧/好氧/缺氧反应器

（A/O/A-SBR）中的活性污泥作为样品。反应器

SRT 控制在 16~20 d，DO＜1. 0 mg/L，MLSS 保持

在（3 120±200）mg/L，反应器温度控制在 26 ℃。试

验用水为人工配制的模拟生活污水，无水乙酸钠作

为碳源，氯化铵作为氮源，磷酸二氢钾作为磷源，维

持主要水质指标 COD 为 175 mg/L，TN 为 50 mg/
L，TP 为 6 mg/L。稳定期出水 COD 平均为 29. 06 
mg/L，TN 为 14. 32 mg/L，TP 为 0. 27 mg/L。详细

运行情况见文献[13]。
1. 2　培养基

Luria broth（LB）培养基（L）：酵母提取物 5 g，胰
蛋白胨 10 g，NaCl 5 g，pH 值为 7. 0~7. 2，固态培养

基加 20 g 琼脂粉 [14]。

富集培养基（L）：CH3COONa 5. 0 g，MgSO4·

7H2O 0. 5 g，CaCl2 0. 2 g，(NH4)2SO4 2. 0 g，KH2PO4 
8. 77~87. 74 mg，微 量 元 素 1 mL，pH 值 为

7. 2~7. 4。
筛选培养基（L）：牛肉膏 3 g，蛋白胨 10 g，NaCl 

5 g，KH2PO4 65. 81 mg，琼 脂 20 g，pH 值 为

7. 2~7. 4[15]。

缺 磷 培 养 基（L）：CH3COONa 3. 23 g，NH4Cl 
152. 80 mg，MgSO4·7H2O 81. 12 mg，K2SO4 17. 83 
mg，CaCl2·2H2O 11 mg，PIPES 缓冲液 7 g，微量元

素 1 mL，pH 值为 7. 2~7. 4。
富磷培养基（L）：CH3COONa 3. 23 g，NH4Cl 

305. 52 mg，MgSO4·7H2O 91. 26 mg，KH2PO4 
87. 74 mg，CaCl2·2H2O 25. 68 mg，PIPES 缓 冲 液

8. 5 g，微量元素 1 mL，pH 值为 7. 2~7. 4[16]。

微 量 元 素（L）：CuCl2·2H2O 35 mg，NiCl2·
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6H2O 36 mg，MgSO4·7H2O 5 000 mg，FeCl2·4H2O 
6 000 mg，CoCl2·4H2O 880 mg，H3BO3 100 mg，
ZnSO4·7H2O 100 mg 和  MnCl2·4H2O 500 mg[13]。

1. 3　菌种富集与筛选

1. 3. 1　 菌 种 富 集 驯 化　 从 A/O/A-SBR 中 取 10 
mL 活性污泥转移至装有 90 mL 超纯水和玻璃珠的

锥形瓶中，充分振荡以打碎活性污泥。以 8 000 
r/min 离心 5 min 后弃掉上清液，用超纯水水洗 3 次。

处理后的样品转入装有 100 mL 富集培养基的锥形

瓶中，在 30 ℃下以 150 r/min 振荡培养。每 12 h 取

10 mL 菌悬液转入新的装有 90 mL 富集培养基的锥

形瓶中，培养基磷梯度变化为 2、5、8、10、15、20 mg/
L（以 P 浓度计）。

1. 3. 2　菌种筛选与纯化　取 1 mL 富集培养基中

的菌悬液，采用稀释涂布法分别在筛选培养基上培

养 3~5 d，挑取形态清晰的单菌落纯化，直至菌落特

征一致，无异常菌落出现，最后划线接种至 LB 固体

培养基中保存备用。

对各菌株进行除磷率分析：挑取菌种接种至 50 
mL LB 培养基中过夜培养，以 8 000 r/min 离心后用

超纯水洗涤 3 次，重悬菌种并置于 50 mL 缺磷培养

基中预培养，即 30 ℃、150 r/min 培养 12 h。收集菌

液在 8 000 r/min 离心后用超纯水洗涤 3 次，重悬菌

种 并 按 照 5% 接 种 至 50 mL 富 磷 培 养 基 中 ，在

30 ℃、150 r/min 条件下培养。整个过程在无菌条件

下进行，每 2 h 取 2 mL 样品先测定 OD600，经过 0. 45 
μm 滤膜过滤后用于后续磷分析，试验重复 3 次。

1. 4　菌株生长特性

1. 4. 1　菌株的生理生化特性　菌株生理生化特性

的鉴定方法参照文献[17]。
1. 4. 2　菌株生长的环境条件　菌种预培养后按照

5% 接种至 50 mL 富磷培养基中，控制培养条件：pH
值（5、6、7、8、9），温度（20、25、30、35、40 ℃），碳源

（乙酸钠、丙酸钠、琥珀酸钠、柠檬酸钠和葡萄糖）。

每 4 h 取 2 mL 样品先测定 OD600，经过 0. 45 μm 滤膜

过滤后用于后续磷分析，试验重复 3 次。

1. 5　16S rRNA基因序列的克隆与分析

选取目标菌种，使用 TSINGKE 细菌 DNA 提取

试剂盒提取菌株总DNA，利用细菌菌种鉴定通用引物

27F/1492 R进行PCR扩增，通用引物序列为（27F:5’- 
AGTTTGATCMTGGCTCAG-3’; 1492R: 5’ - 
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’）。 提 取 测 序

过程全部交由北京擎科生物科技有限公司完成。

测序结果提交至 GenBank，并进行 BLAST 比对，采

用 Clustal X 进行多序列比对，使用 MEGA4. 1 软件

中的 NJ法构建系统发育树。

1. 6　菌株的磷去除途径分析

菌种预培养后按照 5% 接种至 50 mL 富磷培养

基中，设置平行培养基共 24 个，pH 值控制在 7. 0~
7. 2，温度控制在 30 ℃，碳源采用乙酸钠。取样：将

50 mL 培养液转移至无菌离心管中，在 4 ℃ 下以

10 000 r/min 离心 10 min，提取上清液测定 COD、乙

酸、无机磷（IP）及总磷（TP）。其中，TP 与 IP 浓度

差值代表 OP 浓度，IP 浓度代表基质（培养基固定成

分）中的 P 浓度（CBS-IP），OP 浓度代表 SMP 中的 P 浓

度（CSMP-OP）。剩余底物利用 0. 01 mol/L NaCl 重悬

至 50 mL 后 在 60 ℃ 水 浴 加 热 20 min，在 4 ℃ 以

10 000 r/min 离心 10 min，收集上清液测定 COD 来

表征 EPS 的量，并测定 IP 和 TP。这里的 IP 浓度代

表 EPS 中 IP 浓度（CEPS-IP），OP 浓度代表 EPS 中 OP
浓度（CEPS-OP）。离心底物利用 0. 01 mol/L NaCl 重
悬至 10 ml后以 120 W 在超声破碎仪中破碎 10 min，
取 1 mL 收集液用于测定 IP 和 TP。这里的 IP 浓度

代表细菌胞内 IP 浓度（CIN-IP），OP 浓度代表细菌胞

内 OP 浓度（CIN-OP）。根据浓度计算培养基中各部分

P 质量变化，各部分 P 质量与培养基中 TP 质量的比

值代表了不同途径下的除磷率，从而分析细菌培养

过程中 P 的转化分布。培养基中 TP 质量计算式为

MTP=MBS-IP+MSMP-OP+MEPS-IP+MEPS-OP+
                   MIN-IP+MIN-OP

式中：MTP 为培养基中总磷质量；MBS-IP 为培养基基

质中无机磷质量；MSMP-OP为培养基 SMP 中有机磷质

量；MEPS-IP为培养基 EPS 中无机磷质量；MEPS-OP为培

养基 EPS 中有机磷质量；MIN-IP为培养基细菌胞内无

机磷质量；MIN-OP为培养基细菌胞内有机磷质量。

剩余收集液过 0. 45 μm 滤膜后测定细菌干重。

上述取样测定过程每 4 h 进行一次，试验重复 3 次。

1. 7　分析方法

常规分析采用国标法，IP 分析采用钼锑抗光度

法，TP 分析采用过硫酸钾消解钼锑抗光度法，通过

TP 与 IP 的差值测定 OP 的含量 [18-19]。根据之前的研

究，COD 被用作表示 SMP 和 EPS 总量的单位，其中

SMP 的量为水体中总 COD 减去乙酸钠的 COD 当

量 [13, 20]，COD 分析采用快速密闭催化消解分光光度

法 [18]，乙 酸 钠 通 过 HPLC(Japan) 和 Aminex HPX-

87H 色谱柱进行定量 [21]。利用 Excel完成 OD600和除
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磷率之间的相关性分析。

2　试验结果与讨论

2. 1　菌株的筛选

从筛选培养基中分离得到 6 株不同形态的细

菌，分别以 1~6 标记，对这 6 株细菌进行吸磷试验。

先将 6 株菌种置于缺磷培养基中进行预培养，目的

是先消耗细菌体内的磷酸盐，然后再转接到富磷培

养基中，富磷培养基中的磷浓度达到了 20 mg/L 左

右（一般生活污水中磷浓度小于 10 mg/L）。所有细

菌的除磷率及 OD600如图 1 所示，可以看出，5 号菌株

的除磷率最高，16 h 内除磷率已经达到了 78. 89%，

24 h 后除磷率达到了 88. 22%。其次是 2 号和 6 号，

24 h 的除磷率都达到了 75% 以上。

2. 2　菌株的鉴定

2. 2. 1　菌株的生理生化特性　选取除磷率最高的

3 株细菌，分别为 2、5、6 号，根据除磷率分别命名 5
号为 PK01，2 号为 PK02，6 号为 PK03，并对 3 株菌种

进行生理生化分析，如表 1 所示。

2. 2. 2　 16S rRNA 基 因 测 序 分 析　 菌 株 PK01、
PK02 和 PK03 的 16S rRNA 基因扩增片段长分别

1357、1451、1532 bp。通过在 GenBank 中进行 Blast
比 对 ，菌 株 PK01 与 Acinetobacter tandoii

（KU877626. 1）同 源 性 达 到 了 99%，PK02 与

Klebsiella pneumoniae（MN989349. 1）同源性达到了

99%，PK03 与 Enterobacter cloacae（KJ541760. 1）同

源 性 达 到 了 99%。 Acinetobacter、Klebsiella 和

Enterobacter 同属于 γ-变形菌纲，但 Acinetobacter 属

于莫拉菌科，一直被认为是聚磷菌的主要菌属 [22]，然

而 Klebsiella 和 Enterobacter 属于肠杆菌科，有关聚

磷功能的研究鲜有报道。通过下载与各菌株同源

性较高的 16S rRNA 基因序列进行 ClusrerW 聚类分

析，使用 MEGA4. 0 构建系统发育树，如图 2 所示。

根据生理生化分析和 16S rRNA 基因序列比对结

果，将 3 株细菌分别命名为 Acinetobacter sp. PK01、
Klebsiella sp. PK02 和 Enterobacter sp. PK03。
2. 3　菌株除磷环境条件

2. 3. 1　pH 值对 3 株细菌生长及除磷率的影响　初

始 pH 值会影响细胞在培养基中的氧化还原电位和

带电状态，从而影响微生物对营养物质的吸收和酶

促反应，因此，pH 值的变化会对菌株的除磷效果产

生影响 [16]。由图 3 可以看出，菌株 PK01、PK02 和

PK03 都能够在 pH 值为 7~9 的条件下生长，并且具

有较好的除磷效果，除磷率与 OD600 的相关系数 R2

分别为 0. 924 3、0. 939 2 和 0. 966 3，表明 3 种细菌可

以较好地适应中性和碱性环境，同时表明，其磷去

除效能与生长代谢显著相关。许多研究表明，在有

氧吸磷过程中，低 pH 值会抑制磷的吸收、PHA 的利

用和生物量的增长，表明较高的 pH 值更有利于

PAOs 的除磷效果 [23-24]。在 pH 值为 7 时，PK01 和

PK03 的平均除磷率分别达到 88. 23% 和 75. 69%，

PK02 的平均除磷率达到了 82. 45%，然而，当 pH 值

为 8 时，PK02 展示出了更好的磷去除效果，去除率

达到了 85. 43%。同时，在 pH 值为 6 时 PK01 平均

除磷率也达到了 81. 56%，说明 PK01 对 pH 值变化

的适应性更强。

图 1　菌株 1~6的除磷率和OD600

Fig. 1　Phosphorous removal rate and OD600 of strains
1-6

表 1　细菌 PK01, PK02, PK03的生理生化特征

Table 1　Physiological and biochemical characteristics of 
strain PK01, PK02 and PK03

项目

菌落形状

菌落颜色

菌落透明度

菌落表面

菌落黏度

细胞形态

氧化酶试验

甲基红试验

V-P 试验

明胶液化试验

柠檬酸盐利用试验

糖发酵试验

硝酸盐还原试验

吲哚试验

淀粉水解试验

产硫化氢试验

PK01
圆形扁平

黄色

半透明

光滑

较黏

杆状

+
+
+
+
+
+
+
+
-
+

PK02
圆形突起

乳白色

半透明

光滑

较黏

杆状

-
-
+
-
+
+
+
-
-
-

PK03
圆形小突起

淡黄色

半透明

光滑

较黏

杆状

-
+
+
-
+
+
+
-
-
-
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2. 3. 2　温度对 3 株细菌生长及除磷率的影响　生

物除磷系统受温度影响十分明显，之前有研究分析

了夏季（26. 7±1. 4） ℃、秋季（19. 7±2. 0） ℃和冬季

（16. 4±0. 7） ℃ EBPR 系统生物除磷性能的变化，

结果表明，随着温度降低，常规 PAOs 的丰度和系统

磷去除性能显著提升 [25]。然而，由图 4 可以看出，3
株细菌在 20~40 ℃的除磷率变化基本都呈现出正

态分布的规律，在 25 ℃时,PK01 和 PK03 的除磷率

达到最高 ,分别为 89. 4% 和 76. 95%；在 30 ℃时 ,

PK02 的除磷率达到最高（82. 45%）。PK01 和 PK03
的 OD600 在 20~40 ℃的变化范围较小，分别保持在

1. 355~1. 553 和 1. 293~1. 040 7，表明在该温度变

化范围内 PK01 和 PK03 可以稳定生长。PK02 的生

长 受 温 度 影 响 较 大 ，OD600 在 30 ℃ 达 到 最 高

（1. 425），在 20 ℃ 和 40 ℃ 分 别 仅 达 到 0. 885 3 和

0. 713，3 株细菌除磷率与 OD600 的相关系数 R2 分别

达到 0. 895 2、0. 979 和 0. 801 7，表明温度影响 3 株

细菌的生长代谢，从而改变了其除磷率。

2. 3. 3　碳源对 3 株细菌生长及除磷率的影响　碳

是微生物生长代谢最重要的营养物质，不同类型的

碳源组成成分及分解速率并不相同，从而影响聚磷

菌的活性。利用乙酸钠、丙酸钠、琥珀酸钠、柠檬酸

钠和葡萄糖考察不同碳源对 3 株细菌除磷率的影

响。由图 5 可以看出，乙酸钠和丙酸钠都可以作为 3
株除磷细菌的优质碳源，3 株菌的除磷率都达到了

70%，甚至 80% 以上。琥珀酸钠只能被 PK01 和

PK02 有效利用，除磷率分别为 84. 21% 和 63. 10%。

以柠檬酸钠和葡萄糖作为碳源时，PK03 也表现出

较好的除磷率，分别达到了 59. 75% 和 77. 13%。图 3　pH值对 3株细菌生长及除磷率的影响

Fig. 3　Effects of pH value on growth and phosphorus 
removal rate of three strains

图 4　温度对 3株细菌生长及除磷率的影响

Fig. 4　Effects of temperature on growth and phosphorus 
removal rate of three strains

图 2　3株细菌的系统发育树

Fig. 2　The phylogenetic trees of three strains

图 5　碳源对 3株细菌生长及除磷率的影响

Fig. 5　Effects of carbon source on growth and 
phosphorus removal rate of three strains
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2. 4　菌株的磷转化途径

2. 4. 1　菌体、SMP 及 EPS 的产量　通过好氧除磷

试验测定分析了 3 株细菌的磷转化分布过程，图 6
显示了 3 株细菌的菌体干重、SMP 和 EPS 浓度的变

化。PK01 的细菌干重在 12 h 达到 6. 05 mg 后趋于

平稳，PK03 的积累速率较为缓慢，但在 24 h 后仍达

到了 6. 73 mg，PK02 表现出更高的积累量，在 24 h
达到了 9. 22 mg，说明 PK02 在同一环境下对外界基

质的利用似乎更偏向于细胞合成。3 株细菌 SMP
和 EPS 的产量变化表现出了相似的增长趋势，24 h
时 PK01、PK02 和 PK03 的 SMP 分别达到了 34. 38、
30. 8、34. 33 mg COD/L，EPS 分别达到了 81. 15、
128. 84、88. 67 mg COD/L。有研究表明，在碳源不

足的条件下，EPS 会部分水解转化为 SMP，而在碳

源充足的条件下 EPS 和 SMP 浓度持续升高并趋于

稳定，且 EPS 浓度始终高于 SMP[13, 26]。 3 株细菌

EPS 的产量自始至终要高于 SMP，可能与培养基营

养物充足有关。同时可以发现，PK02 的干重和

EPS 产量要高于 PK01 和 PK03，这也说明 PK02 将

外界基质用于自身合成和代谢的效率要高于其他

菌株，符合 Klebsiella 菌属共有的特征，其一直以生

物膜形成能力而闻名 [27]，且该菌属合成分泌 EPS 的

特性与其糖类和蛋白质的高合成代谢相关 [28]。

2. 4. 2　磷转化分布　通过测定菌体和环境中的总

磷（TP）与无机磷（IP），将培养基中的磷分成培养基

中溶解性无机磷（BS-IP）、培养基中溶解性有机磷

即 SMP 中的有机磷（SMP-OP）、细菌胞内无机磷

（IN-IP）、细菌胞内有机磷（IN-OP）、EPS 中无机磷

（EPS-IP）和 EPS 中有机磷（EPS-OP），24 h 磷转化

分布如图 7~图 9 所示。在 50 mL 反应体系中，3 株

细菌的初始 BS-IP 分别为 0. 963 5、0. 963 5、0. 977 8 
mg，分别占体系的 98. 94%、98. 97%、98. 49%。

PK01 的磷转化分布如图 7 所示，24 h 后 BS-IP

总 量 降 低 到 0. 095 5 mg，SMP-OP 总 量 达 到 了

0. 018 3 mg，培养基中的总磷大量减少，仅占整个反

应 体 系 的 11. 59%。 IN-IP 和 IN-OP 分 别 增 长 到

0. 539 7、0. 145 8 mg，胞内无机磷和有机磷分别占

整个反应体系的 54. 93% 和 14. 84%，说明 PK01 将

胞外无机磷吸收到胞内，一部分用于细胞合成代

谢，大部分 IP 作为多聚磷酸盐存在于体内，一般菌

体含磷量只有菌体干重的 2%，而聚磷菌在增殖过

程中可以大量吸收溶解态正磷酸盐，在胞内积累多

聚磷酸盐，使磷积累达到细胞干重的 6%~8%[29]，而

PK01 胞内总磷的质量占据细胞干重的 11. 33%，证

明其具有更高效的聚磷能力。EPS-IP 和 EPS-OP
分别增加到 0. 092、0. 091 1 mg，仅占据了反应体系

的 9. 37% 和 9. 27%。

PK02 的磷转化分布如图 8 所示，24 h 后 BS-IP
总 量 降 低 到 0. 145 3 mg，SMP-OP 总 量 达 到 了

0. 024 mg，培养基中的 TP 仅占据整个反应体系的

17. 16%，虽然基质中的无机磷大量降低，但 PK02
的胞内磷却远远低于 PK01。其中，IN-IP 和 IN-OP
分别达到了 0. 165 9、0. 186 1 mg，占据整个反应体

系的 16. 81% 和 18. 86%，说明与 PK01 相比，PK02
体内无法过量积累多聚磷酸盐，胞内 TP 的质量仅

占据细胞干重的 3. 82%。EPS-IP 和 EPS-OP 分别

达到了 0. 292 9、0. 172 6 mg，说明 EPS 对水体中 IP
的吸附作用去除了反应体系中 29. 68% 的磷，EPS
对水体 TP 的去除率为 47. 18%。近年来大量研究

表明，EPS 参与了生物除磷过程，明确了 EPS 具有

一定的储磷功能，其不仅含有以细菌细胞分泌物或

代谢产物形式存在的 OP，同时也含有以高价阳离

子沉淀物或络合物形式存在的 IP[30]。而 Klebsiella
菌属 EPS 高产、高絮凝活性的特点有利于其对 IP 的

图 6　3株细菌的菌体干重、SMP和 EPS产量

Fig. 6　Biomass, SMP and EPS production of three strains

图 7　Acinetobacter sp. PK01的磷转化分布

Fig. 7　Phosphorus transformation and distribution of 
Acinetobacter sp. PK01

201



第  45 卷土 木 与 环 境 工 程 学 报（中 英 文）

吸附作用，因此，PK02 的磷去除途径可能更多地依

靠 EPS 的合成及其吸附作用。

PK03 的磷转化分布如图 9 所示，24 h 后 BS-IP
总 量 降 低 到 0. 136 5 mg，SMP-OP 总 量 达 到 了

0. 101 4 mg，培养基中的 TP 占据整个反应体系的

24. 11%，基质中的 IP 残余量和 PK02 接近，但 SMP
中的 OP 超过了 PK02 的 4 倍，且 SMP-OP 的增长在

12 h 后尤为明显，说明在对数期生长过程中，即繁殖

代谢最旺盛期间，PK03 利用了大量的 IP 合成 OP，

如磷脂、核酸和活性酶等。而 IN-IP 和 IN-OP 分别

达到了 0. 214 4、0. 157 7 mg，占整个反应体系的

21. 73% 和 15. 98%，胞内 TP 的质量占据了细胞干

重 的 5. 53%。 EPS-IP 和 EPS-OP 分 别 达 到 了

0. 114 3、0. 262 3 mg，说明 EPS 对于环境中磷去除

贡献了 38. 17%。

3　结论

1）从 活 性 污 泥 中 筛 选 出 3 株 高 效 除 磷 细 菌

PK01、PK02 和 PK03，通过形态观察、生理生化试验

及 16S rRNA 基因序列分析进行物种鉴定，将 3 株细

菌 命 名 为 Acinetobacter sp.  PK01、Klebsiella sp.  
PK02 和 Enterobacter sp.  PK03，登 录 号 分 别 为

OL519151、OL519152、OL519153。
2）Acinetobacter sp.  PK01 在 pH 值为 6~9 和温

度为 25~35 ℃时都表现出较好的除磷效果，在 pH
值 为 7、温 度 为 25 ℃ 时 除 磷 率 达 到 了 89. 4%；

Klebsiella sp.  PK02 和 Enterobacter sp.  PK03 更偏

向于在中性偏碱性环境下除磷，在 pH 值为 8、温度

为 30 ℃ 时 ，Klebsiella sp.  PK02 除 磷 率 达 到 了

85. 43%；Enterobacter sp.  PK03 更适应 20~30 ℃的

环境，在 pH 值为 7 且温度为 25 ℃时，其除磷率达到

了 76. 95%。3 株细菌在乙酸钠和丙酸钠作碳源时

都表现出较好的除磷率，Acinetobacter sp.  PK01 和

Enterobacter sp.  PK03 分别以琥珀酸钠和葡萄糖为

碳源时也表现出较好的除磷效果。

3）Acinetobacter sp.  PK01 对环境中磷的去除

主要依靠吸收胞外无机磷存储于体内，24 h 后 IN-IP
占环境总磷的 54. 93%；Klebsiella sp.  PK02对环境中

磷的去除主要依靠EPS合成和吸附作用，24 h后EPS-

IP 和 EPS-OP 占环境总磷的 47. 18%；Enterobacter 
sp.  PK03 的 EPS-IP 和 EPS-OP 共达到环境总磷的

38. 17%，而 SMP-OP 和 IN-OP 都高于前两种菌。
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