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近年来，大量的氮、磷、钾等元素被排入各种水体的速

度远远超过其被消耗速度，水体的有机物不断积累，水生生

态平衡被打破，水体富营养化已成为全球问题并日趋恶化 [1]. 

在所有的营养元素中，磷对藻类生长尤为重要 [2]，以磷为限

制因子，当总磷浓度超过0.1 mg/L，藻类就会过度繁殖 [3]. 然

而，无限制排放的磷进入水体生态系统后，还会发生复杂的

吸附、固定和再释放过程，使污染水体更加难以治理 [4].  因

此，除去水体中积聚的磷是富营养化防治中亟待解决的关键

问题. 

近年来，生物除磷工艺的研究得到了迅速发展，生物除

磷是利用活性污泥中的聚磷微生物厌氧释磷和好氧（缺氧）

超量吸磷的特性，通过 厌氧和好氧阶段的交替培养达到除
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摘  要  海南东寨港红树林自然保护区生态环境与聚磷菌的聚磷过程好氧-厌氧交替环境高度一致. 为获得高效聚磷

菌，本研究随机采集该区域134份淤泥样品，通过BCIP蓝白斑筛选法、异染颗粒和PHB颗粒染色以及测定聚磷能力

相结合的方法进行筛选. 总共获得185株初筛菌株，其中42株菌的聚磷能力达20%以上，最高可达69.5%，有效聚磷菌

株分离率为22.7%. 利用Biolog微生物鉴定系统和16S rRNA基因序列分析鉴定菌株，发现所筛聚磷菌多为不动杆菌属

（Acinetobacter），也有芽孢杆菌属（Bacillus）、寡养单胞菌属（Stenotrophomonas）和假单孢菌属（Pseudomonas），并

且表现出一定的差异性. 本研究表明东寨港红树林具有丰富的聚磷微生物资源，可为修复磷富营养化水体恢复生态

平衡提供有效的候选菌种. （图3 表3 参28）
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Abstract   Dongzhaigang Mangrove Forest Nature Reserve, located in northeastern Hainan Island, is the major mangrove 
wetlands in China. The mangroves are evergreen trees that grow along the tropical or sub-tropical tidal shores or river 
estuaries. At high tide, they are totally submerged or only their tops are visible; when the tide recedes, they show themselves as 
dense thickets. The mangroves are periodically submerged by seawater, which have the same eco-environment of accumulation 
of large quantities of polyphosphate within their cells and the removal of phosphorus by Phosphorus Accumulating Organisms 
(PAOs). Thus, PAOs are selectively enriched in the bacterial community within the activated sludge of mangrove wetlands. 
In the present study, we screened 134 sludge samples isolated from the mangrove wetlands in Dongzhaigang and obtained 
185 isolates of PAOs through the methods of BCIP blue-and white-colored screening, Albert staining and Nile Blue staining, 
which determined if the polyP or polyhydroxybutyrate (PHB) is on accumulation. The results showed a phosphorus removal 
rate of 42 PAOs as higher than 20%, and the maximum removal efficiency for phosphorus higher than 80%. Biolog phenotype 
microarrays and 16S rDNA sequences analysis were conducted to identify the isolates of PAOs. The result showed the 
populations of PAOs constituted by the bacterial genera of Acinetobacter sp., Bacillus sp., Stenotrophomonas sp., Pseudomonas 
sp. genera etc., with Acinetobacter being dominant in the entire communities. In our study, Dongzhaigang Mangrove Forest 
Nature Reserve is rich in PAO strains resources with good diversity. In this study, PAOs isolated from Dongzhaigang Mangrove 
Forest Nature Reserve are important in enhanced biological phosphorus removal and can be a candidate strain for preventing 
eutrophication in water bodies.
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磷的效果. 在厌氧条件下PAOs降解体内的聚磷颗粒（Poly-P）
产生能量、释放出磷酸盐，同时吸收水中的有机物，并将其

转化为聚β-羟基链烷酸盐（PHAs）贮存于细胞内[5-7]. 为实现

微生物除磷工艺的有效实施，筛选出除磷能力较强的聚磷微

生物（Phosphorus accumulating organisms，PAOs）是首要目标. 

聚磷菌是对具有“超量吸磷”特征的一类微生物的总称. 所

谓“超量吸磷”，是指它们可以把多余的磷以多聚磷酸盐的

形式储藏在体内，以备在不良环境中提供营养与能量[8]. 1975
年，Fuhs和Chen等首次从过量除磷的Baltimore Back River污
水厂的活性污泥中分离得到了几株聚磷菌，经鉴定分别为不

动杆菌属（Acinetobacter）和莫拉氏菌属（Moraxella）[9]. 至今

已有多种具备聚磷能力的微生物被筛选出来. 多项研究表

明，常见的聚磷微生物菌群主要分布在不动杆菌属、气单胞

菌属（Aeromonas）、假单胞菌属（Pseudomonas）、产碱杆菌

属（Alcaligenes）和肠杆菌属（Enterobacter）[10-13]. 

海南海口东寨港红树林自然保护区是我国面积较大、种

类较多的典型分布区 [14].  研究发现东寨港红树林湿地生态

系统蕴含着丰富的微生物资源，不同植被下土壤微生物群落

结构和多样性存在显著性差异 [15]. 红树林微生物与植物的相

互作用，在环境修复和净化环境等方面发挥着不同程度的作

用 [16-17]，尤其是红树林为潮滩湿地生物群落，长期遭受海水

周期性浸淹，其生态环境与聚磷菌的聚磷过程好氧-厌氧交

替环境高度一致，为聚磷菌提供了生息繁衍的环境. 本研究

着重挖掘东寨港红树林土壤中蕴藏的聚磷微生物资源，以期

能够筛选到高效聚磷微生物[18]，为进一步将其应用到富营养

化水体的修复，解决水体磷富营养化问题，恢复生态平衡提

供有效菌种资源. 

1   材料与方法

1.1 样品采集
试验淤泥样品若干份，分别于2013年11月至2015年3月在

海南东寨港红树林（110°32′-110°37′E，19°51′-20°1′N）随机采

集. 退潮后，去除淤泥表面约3-5 cm厚的薄层；用铁铲取得深

度为5-10 cm的淤泥样品，将采集的淤泥拣去根系后，装入样

品袋中，并记录样品编号、采集时间、采集地点等. 

1.2 培养基
YG培养基、葡萄糖-MOPS固体培养基、合成 废水培养

基，培养基的配置参照文献[19-20]. 
1.3 聚磷菌的筛选

称取5 g淤泥样品置于含玻璃珠和100 mL无菌水的锥形

瓶中，振荡10 min，直至淤泥全部打散. 在无菌条件下，将混

合液梯度稀释为10-1、10-2、10-3的悬液，各取200 µL涂布于YG
固体培养基上，28 ℃倒置培养16-24 h. 从平板中挑出形态不

同的菌落，在YG固体培养基的平板上进行点板，置于28 ℃
恒温倒置培养16 h. 

在葡 萄 糖 -MOPS限磷 和过磷平板 上均 涂布100 µL 5-
溴-4-氯-3-吲哚基-磷酸盐（BCIP），待晾干后，将目标菌转接

至限磷平板和过磷平板上，同一菌株的位置一一对应，再分

别倒置于28 ℃厌氧和好氧培养箱中，培养16 h. 选取在限磷和

过磷平板上都产生蓝斑的菌株划线纯化，最后得到的纯化菌

株为初筛聚磷菌 [21]. 为进一步鉴定是否为聚磷菌，对初筛菌

株进行PHB颗粒和异染颗粒染色来辅助检验菌株特性 [22-23]. 

1.4 聚磷能力的测定
将待测菌株接种于5 mL LB培养基中，于28 ℃下振荡培

养过夜. 将菌液按1%的比例转接至合成废水培养基中，于28 
℃好氧培养16 h后，取菌液于6 000 r/min离心15 min，测定上

清中总磷浓度，与原始培养基比较以得到菌株的聚磷能力. 

采用钼锑抗分光光度法 [24]测定上清液中磷浓度. 将分别在

厌氧和好氧条件下能观察到PHB或poly P的菌株进行聚磷能

力的测定，筛选具有较高聚磷能力的菌株. 除磷率＝[(ATP-
BTP)/ATP] × 100%. 式中，ATP为未接种聚磷菌合成废水培养

液中的总磷浓度，BTP为接菌好氧培养后合成废水培养液中

的总磷浓度. 

1.5 菌株鉴定
菌株的形态鉴定参照文献[25]，并制备菌株扫描电镜玻

片，喷金后观察其形态，制备方法参照文献[26]. 利用Biolog
系统对菌株的生理生化特性进行鉴定 [27]. 同时对分离的聚磷

菌进行16S rDNA序列分析，采用试剂盒法提取菌株DNA，利

用细菌16S rDNA序列通用引物F27/R1492进行PCR扩增，并对

纯化的PCR产物进行序列测定（上海生工生物工程公司）. 测

序结果用BLAST软件与GenBank中已登录的16S rDNA序列

进行同源性分析，同时运用MEGA5.0和Clustalx1.83构建进化

树. 

2   结果与分析

2.1 聚磷菌株的筛选
微生物淤泥样品的采集需要考虑采集的时间、气候、采

集点的植被以及受污染的严重程度等因素. 为保证尽量能收

集不同生境的淤泥样品，本研究在2013年11月至2015年3月期

间，在海南东寨港红树林保护区内进行了10次采样，每次采

集10-15份样品. 经过稀释涂平板，从YG固体培养基上挑选

不同形态的菌落，经多次分离纯化和BCIP蓝白斑筛选后，

如果发现在限磷和过磷平板上均显蓝斑的菌株即初步判定

分离株为聚磷菌，总共获得185株初筛菌株，通过聚磷率测

定，其中有42株菌株的聚磷能力达20%以上，有效聚磷菌株

分离率为22.7%（分离率＝有效聚磷菌株总数 /初筛菌株总数

×100%）. 

东寨港红树林复杂的生态环境以及周围生活污水和虾

塘养殖废水的无限制排放，使得每次 采集的淤泥样品必须

及时处理，否则会影响出菌率，并且菌种的聚磷能力也会有

所下降，所以采取少量多次的采集方式，以最大限度的筛选

到有效聚磷菌. 

2.2 聚磷菌形态及内聚物染色的观察
在YG固体培养基上，菌落多呈淡黄色，表面光滑湿润，

边缘整齐；有些菌落呈乳白色，粘性较强. 菌体形态观察照

片见图1，所筛菌株均为革兰氏阴性菌，形态各异，大部分呈

短杆状，也有长杆状和球形菌. 

研究表明，BCIP蓝白斑筛选法是用于检测所筛菌株中

是否含有多聚磷酸盐激酶（PPK），而菌株能否在好氧培养

条件下合成poly P颗粒以及在厌氧条件下合成PHB颗粒，也
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是鉴定所筛菌株是否具有聚磷能力的重要因素. 通过好氧-

厌氧培养菌株，进而分别对菌株进行poly P颗粒和PHB 颗粒

染色来检测poly P和PHB合成情况. Poly P染色结果如图2A、

2B，菌体呈浅蓝色，异染颗粒呈深蓝色；PHB染色结果如图

2C、2D，菌体呈红色，类脂粒呈蓝黑色. 

图2  聚磷菌内聚物的染色. Poly P 染色：A-菌株SC36，B-菌株SC24；PHB
染色：C-菌株SE64，D-菌株SC45. 
Fig. 2  Result of dying inclusion of phosphate accumulating bacterial. Poly 
P staining: A- strain SC36, B- strain SC24; PHB staining: C- strain SE64, D- 
strain SC45.

2.3 聚磷菌的聚磷能力
聚磷菌在好氧阶段能大量吸收培养液中溶解性的磷酸

盐，在体内合成多聚磷酸盐，但在相同的条件下不同细菌超

量吸收磷酸盐的能力是不同的，通过对菌株一定时间的好氧

培养后测定培养液中剩余磷的多少来确定优势聚磷菌. 在所

筛42株有效聚磷菌中，有26株菌株的除磷率在20%-30%，13
株菌株的除磷率在30%-40%，3株菌株的除磷率在50%以上，

其中磷的去除率最高可达到69.5%（表1）. 

2.4 聚磷菌株的鉴定
Biolog微生物鉴定系统利用微生物对不同碳源进行呼吸

代谢的差异对菌株进行鉴定，能够鉴定超过2 650种常见的

好氧细菌、厌氧菌、酵母和丝状真菌等微生物，几乎覆盖了

所有重要的与人类、动物、植物相关的微生物. 研究发现所

筛聚磷菌多为不动杆菌属，也有芽孢杆菌属（Bacillus）、寡

养单胞菌属（Stenotrophomonas）和假单孢菌属（表2）. 据研

究发现，不动杆菌属为聚磷菌较优势的菌群，而其他种群也

相继被发现有聚磷能力[10-13]. 

表2  利用Biolog系统鉴定菌株结果
Table 2  Identification of strains by Biolog Phenotype MicroArrays

菌株
Strain

匹配菌株
Species ID

可能
PROB

相似性
SIM

位距
DIST

DT11A Acinetobacter tandoii 0.876 0.603 4.429
DT2C Bacillus oleronius 0.697 0.697 4.372
MS31 Staphylococcus haemolyticus 0.689 0.689 4.499
ONE4 Acinetobacter tandoii 0.689 0.689 4.47
SC24 Acinetobacter venetianus 0.711 0.711 4.111
SC36 Acinetobacter tandoii 0.881 0.64 3.838
SC3T Acinetobacter baumannii/gs 3 0.689 0.689 4.393
SD23 Acinetobacter tandoii 0.772 0.526 4.538
SE63 Acinetobacter tandoii 0.603 0.603 4.734
SE65 Acinetobacter tandoii 0.674 0.674 4.632
YA1 Acinetobacter ursingii 0.667 0.667 4.761
YA2 Acinetobacter tandoii 0.653 0.653 4.934
YA3 Paenibacillus xylanilyticus 0.575 0.575 4.982
YB7 Acinetobacter baumannii/gs 3 0.617 0.617 4.915
YC4 Pseudomonas putida biotype B 0.689 0.689 4.482
YC6 Acinetobacter tandoii 0.582 0.582 4.579
YC11 Acinetobacter tandoii 0.689 0.689 4.479
YE10 Acinetobacter tandoii 0.653 0.653 4.953

16S rDNA可以作为 最 常用的系 统 进 化 标 记分 子，越

来 越 多 微 生物 的16S rDNA序 列 被 测 定 并 收 入 国 际 基 因

数 据库中. 为分析所筛聚磷菌之间的亲缘性以及多样性，

克隆测序18株 细菌分离株的16S rDNA序列，将 获得的16S 

图1  筛选菌体形态观察. 革兰氏染色：A-菌株SC36，B-菌株SC24；扫描
电镜：C-菌株MS31，D-菌株SC24. 
Fig. 1  Observation of bacterial isolates under the optical microscope and 
scanning electron microscope. Gram staining: A- strain SC36, B- strain 
SC24; SEM micrographs: C- strain MS31, D- strain SC24.

表1  部分聚磷菌的聚磷能力测定（起始浓度：184.57 μmol/L）
Table 1  Phosphorus removal ability of some PAOs (initial concentration: 
184.57 μmol/L)

菌株
Strain D600 nm

上清总磷量
Total phosphorus 

in supernatant
(cP/μmol L-1)

除磷量
Phosphorus 

removal amount
(cR/μmol L-1)

除磷率
Phosphorus 
removal rate

(r/%)
SC36 0.380 56.26 128.31 69.5

DT12C 0.175 113.76 70.81 38.4
SE63 0.299 117.38 67.19 36.4
ONE4 0.213 122.16 62.41 33.8
SC24 0.184 127.31 57.26 31.0
SE65 0.235 131.53 53.04 28.7
MS31 0.265 133.62 50.95 27.6
YC6 0.267 134.08 50.49 27.4
SC3T 0.285 134.26 50.31 27.3
YE10 0.268 135.82 48.75 26.4
SC45 0.316 137.41 47.16 25.6

DT11A 0.258 137.59 46.98 25.5
YC4 0.206 140.04 44.53 24.1
YC11 0.278 140.53 44.04 23.9
SD23 0.292 143.16 41.41 22.4
YB3 0.235 143.30 41.27 22.4
YA3 0.270 143.62 40.95 22.2
YB7 0.222 144.33 40.24 21.8
YA2 0.290 144.75 39.82 21.6
YE2 0.218 145.96 38.61 20.9
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rRNA基因序列提交到GenBank数据中，获得相应的序列号

（DT11A：KU353544；DT12C：KU353545；MS31：KU353546；

ONE4：KU353547；SC3T：KU353548；SC24：KU353549；

SC36：KU353550；SD23：KU353551；SE63：KU353552；

SE65：KU353553；YA1：KU353554；YA 2：KU353555；

YB3：KU353556；YB7：KU353557；YC4：KU353558；YC6：

KU353559；YC11：KU353560；YE10：KU353561）. 对18株细

菌的16S rDNA序列进行聚类并采用邻接法构建系统发育树

（图3），发现18株分离菌株主要有5个分支，除菌株DT12C、

SC24、SE65和YC4均独立形成一个分支外，其他菌株之间具

有较高的相似性，均属于不动杆菌属，故而聚在一起. 虽然

采样点集中在东寨港红树林保护区，但因为采样时间和具

体位置的不一致，所获得的聚磷菌也表现出一定的差异性，

说明东寨港红树林聚磷微生物资源具 有很好的多元性. 经

BLAST软件与GenBank中已登录的16S rDNA序列进行比对，

发现所筛菌株与其匹配菌株同源性多为98%，可以认为是新

菌株，其中菌株SE63与Acinetobacter tandoii的同源性为96%
（表3），很可能是一个新种[28]. 

3   结  论

聚磷菌的发现为解决 水体中无机磷的富集问题起到了

至关重要的作用，国内外学者相继筛选了很多具有聚磷能力

的微 生物，但一般 都是从污水处理 厂的活性淤泥中筛选得

到，对红树林淤泥聚磷菌的研究鲜见报道. 本研究表明东寨

港红树林可培养的优势聚磷菌群为不动杆菌属，也发现有芽

孢杆菌属、寡养单胞菌属和假单胞菌属的菌株，筛选的聚磷

菌株的聚磷能力最高能达到69.5%.  从红树林获得的聚磷菌

株可为富营养化 水体的快速、高效处理提供有效的菌种资

图3  利用16S rDNA序列构建的部分聚磷菌的系统发育树. 
Fig. 3  Phylogenetic relationship between some PAOs based on the 16S rDNA sequences.

表3  利用16S rDNA 序列鉴定菌株结果
Table 3  Identification of strains by 16S rDNA sequence analysis

菌株
Strain

标准菌株
Standard strain

覆盖率
Query cover 

(r/%)

相似度
Similarity

(P/%)
DT11A Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 100 98
DT12C Stenotrophomonas maltophilia stain IAM 12423 100 99
MS31 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 99 98
ONE4 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 100 98
SC24 Bacillus anthracis strain Ames 100 99
SC36 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 100 98
SC3T Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 99 98
SD23 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 100 98
SE63 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 99 96

SE65 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens 
strain LMG 2683 99 99

YA1 Acinetobacter johnsonii stain ATCC 17909 99 99
YA2 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 100 98
YB3 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 100 98
YB7 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 99 98
YC4 Pseudomonas putida stain FI 99 99
YC6 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 99 98
YC11 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 99 98
YE10 Acinetobacter tandoii strain DSM 14970 99 98
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源，同时可以对筛选的聚磷菌株进行条件优化使得菌株表现

出更高的聚磷效果. 我们利用illumina第二代测序已经对聚磷

菌株SC36的基因组进行测序，鉴定克隆了3个ppk基因（数据

未列出），为后续利用基因工程手段进一步构建高效聚磷工

程菌用于各种富营养化水体的处理提供了获选基因资源. 与

此同时，对东寨港红树林聚磷微生物资源进行调查，也为认

识微生物在红树林生态系统中所扮演的角色，以及环境保护

中海洋磷循环的作用提供了必要的理论依据. 
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