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摘要! 反硝化聚磷微菌由于具有同时脱氮和除磷的特点!能够最大程度的减少碳源需求!为解

决生物脱氮除磷工艺的碳源竞争矛盾提供了新的思路和方法" 以纯培养方式探讨了外源性碳

源%硝酸盐对反硝化聚磷菌#*3##$磷酸盐代谢活动的影响" 结果表明!好氧培养时!菌株

*3## 在外源碳源存在时发生了超量吸磷现象&缺氧培养时!菌株 *3## 可以利用硝酸盐而非

亚硝酸盐作为电子受体进行反硝化聚磷" 无外加碳源时!菌株 *3## 经历厌氧阶段后初期可

以利用硝酸盐氧化到亚硝酸盐的过程中产生的能量进行摄磷&但当亚硝酸盐的积累达到高峰

时!进入以亚硝酸盐为电子受体的反硝化阶段!由于亚硝酸盐氮不能作为氧分子的替代物进行

反硝化除磷!菌株*3## 实际上处于一个厌氧环境!会引发释磷&在厌氧条件下菌株*3## 具有

利用硝酸盐作为电子受体进行反硝化除磷的功能"

关键词! 碳源& 反硝化聚磷菌& 磷酸盐代谢

中图分类号! e@!<& 0@#>&&&&&&&文献标识码',

&&养殖污水处理再利用已是水产养殖业必须面

临的事实' 目前我国已有的养殖废水处理技术的

研究!但考虑的重点是去除有机物及氨氮转化为

硝酸盐!硝酸盐的毒性虽比氨氮低!但过度积累同

样会影响水生动物的生长' 当前对养殖废水处理

还没有考虑氮磷的去除!只是形式上的转化' 生

物反硝化除磷技术因为同时具有去除有机物&氮

和磷的优点而被广泛应用于生活污水的处理并取

得了良好效益' 生物反硝化除磷技术的本质是根

据微生物的生理代谢特点为其创造适合的生长环

境来达到废水处理的目的' 按照理想的除磷理

论!碳源"电子供体#和氧化剂"电子受体#不能同

时存在!否则会影响脱氮和除磷效果(#)

' 在这种

理论的指导下!水处理工艺都是按照厌氧 ;缺氧

;好氧或者厌氧;好氧的运行来实现生物的脱氮

除磷!并且认为聚
&

;羟基丁酸"B1R#在实现生

物除磷过程中起着关键作用!B1R的合成量直接

决定了生物除磷效率的高低($)

' 业界也认为缺

氧段硝酸盐的存在可能直接导致生物除磷的失

败(! ;=)

!因为在缺氧条件下!常规的反硝化微生物

可更快利用水体有机物进行反硝化作用!抑制了

聚磷菌合成 B1R!导致好氧聚磷菌在厌氧段"严

格上是缺氧环境#的无效释磷%好氧段缺乏碳源!

无法获得过量吸磷的能量来源!致使生物除磷系

统失败' 后来研究人员又发现(<)

!在一些脱氮工

艺中存在反硝化除磷现象!即硝酸盐可以作为电

子受体!它的存在可能更有利于简化生物脱氮除

磷工艺!并被认为是一种可持续发展工艺' 但关

于聚磷微生物是否可以直接利用外源性碳源超量

吸磷未见研究报道' 本试验研究了外源性碳源对

生物脱氮除磷的影响!以期为水产养殖的水质处

理提供新的思路'



&&& 水&产&学&报 !" 卷

#&材料与方法

!"!#菌株来源

菌株*3## 由重庆市荣昌县梅石坝渔场的池

塘底泥中分离获得!经选择性富集培养和平板划

线纯化!进行硝酸盐还原试验&多聚磷酸盐和聚
&

;羟基丁酸累积试验筛选出菌体内有 B1R和

B56LDB积累的菌株*3##!利用细菌自动分析鉴定

仪等方法对其进行种属鉴定!菌株 *3## 隶属于

假单胞菌属'

!"$#试验仪器

生物显微镜"(-jQB)0/f>%#!紫外分光光

度计"C12*Q(0B23C*(+/312-/(0D

.

#!纯水

器"-,R3(+3(@%%%<%$#!烘箱"0,+j(Q(4D

##$.#&高压蒸汽灭菌锅"0,+j(Q-0D!>?%#!石

英双重纯水蒸馏器"上海申生 #?#%8#!台式离心

机"太仓华美 Ca--D#?m#!超净工作台"上海淀

山 湖 08'D(0#' 电 子 天 平 " Q2CC-2*

C(-2+8(,R#%"D+#!磁力搅拌器'

!"%#培养基()*

牛肉膏蛋白胨固体培养基"UA-#$牛肉膏 !%

蛋白胨 #%%蒸馏水 # %%% E-%琼脂 #%%T1>7%'

富磷肉汤培养基 " UA-#$牛肉膏 !%蛋白胨

#%%磷酸二氢钾 %7=%蒸馏水 # %%% E-%T1>7%'

合成废水培养基 " UA-#$"+1

"

# $0(

"

%7#%

+F

$

0

$

(

!

!%7#%QU0(

"

,>1

$

(!%7$%+F,:,!1

$

(!

%7?%m1

$

B(

"

!%7%<%微量元素溶液 # E-'

硝酸盐培养基"UA-#$除m+(

!

%7#= 外!其余

成分含量同合成废水'

无外加碳源时!菌株 *3## 的磷酸盐代谢特

性测定!要将合成废水培养基中的 +F,:,!1

$

(

去除'

!"&#试剂

二苯胺试剂$二苯胺 %7= U溶于 #%% E-硫酸

中!用 $% E-蒸馏水稀释'

格里斯氏试剂$甲液是将对氨基苯磺酸 %7= U

溶于 #=% E-醋酸"#%O#%乙液是将
,

;萘胺 %7#

U溶于 $% E-蒸馏水!然后加入稀醋酸"#%O##=%

E-'

苏丹黑R试剂$甲液是将苏丹黑 R%7! U 溶

于 #%% E-醇">%O#!用力振荡!过夜过滤%乙液

是二甲苯%丙液是 %7=O番红水溶液'

阿尔培氏试剂$甲液是将甲苯胺兰 %7#= U!孔

雀石绿 %7$ U溶解于 $ E-@=O乙醇中!再加入蒸

馏水 #%% E-及 # E-乙酸!放置 $" H 过滤%乙液

是将碘化钾 ! U 溶于 #% E-蒸馏水中!再加碘 $

U!待完全溶解后加蒸馏水至 !%% E-'

萘瑟氏试剂$甲液是将美兰 # U 溶于 @=O乙

醇 $ E-加冰乙酸 = E-蒸馏水 @= E-!混匀过滤%

乙液是将俾斯麦褐 %7$ U 溶于 #%% E-!#%% S蒸

馏水中'

!"'#分析项目及检测方法

B1R$苏丹黑 R染色法%细菌浓度$干燥恒重

法%磷酸盐浓度$钼锑抗分光光度法%+(

!

D+浓

度$酚二磺酸分光光度法%B56LDB$阿尔培氏法和

奈瑟氏法%+(

$

D+浓度$+;"# ;奈胺# ;乙二胺

光度法'

!"(#试验方法

标准曲线制定&&"## 硝酸盐标准曲线的制

定(?)

!是在一组 =% E-比色管中!用分度吸管分

别加入硝酸盐氮标准使用液 %&%7#%&%7!%&%7=%&

%7>%&#7%%& =7%%& #%7%% E-"含硝酸盐氮 %&

%7%%#&%7%%!&%7%%=&%7%%>&%7%#%&%7%!%&%7%=%&

%7%>%&%7#%% EU#!加水至约 "% E-!加 ! E-氨水

使成碱性!稀释至标线!混匀' 在波长 "#% IE处!

以水为参比!以 #% EE%7%# P%7#% EU 比色皿测

量吸光度' 由测得的吸光度值减去零浓度管的吸

光度值!分别绘制不同比色皿光程长的吸光度对

硝酸盐氮含量"EU#的校准曲线'

"$# 亚硝酸盐标准曲线的制定' 配制方法同

前!但于波长 ="% IE处!用光程长 #% EE的比色

皿!以水为参比!测量吸光度'

"!# 磷酸盐标准曲线的制定' 配制方法同

前!但于 >%% IE波长处!以零浓度溶液为参比!测

量吸光度'

预培养&&取菌株 *3## 斜面菌苔两环接种

至 =% E-肉膏蛋白胨液体培养基中活化 < H后转

接到 #=% E-富磷肉汤!摇床培养"!% S!#=% NA

EGI#$" H后!菌悬液于 #% S!= %%% NAEGI条件下

离心 = EGI!去上清液!沉淀用无菌生理盐水洗涤

两次后用少量灭菌生理盐水配成菌悬液备用'

外源性碳源对菌株 *3## 磷酸盐代谢的影

响*@+

&&"## 取预培养 $" H的菌悬液 < E-加入

到 #=% E-富磷肉汤中!摇床培养"!% S!#=% NA

EGI#!< H!按时取样分析培养基中磷酸盐浓度及

不同时间点的单位体积的菌体干重!计算不同时

%!"$
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间点细菌体内磷酸盐占菌体干重的比例'

"$# 以氧为电子受体时的磷酸盐代谢特性$

取菌悬液加入到 #=% E-合成废水培养基中!置

摇床振荡培养 < H!定时取样分析培养基中磷酸盐

浓度变化!并对菌体进行 T56LDB染色'

"!# 以硝酸盐作为电子受体时的磷酸盐代谢特

性$取菌悬液接种至合成废水中!同时添加固体硝酸

钾!使培养基的硝酸盐氮浓度达到 $% EUA-左右!以

液体石蜡油封闭培养基液面!并用胶塞密闭瓶口进

行缺氧反应' 定时取样分析培养基中磷酸盐及亚硝

酸盐浓度变化!并对菌体进行 T56LDB染色'

无外加碳源时菌株*3## 的磷酸盐代谢特性

&&"## 以氧作为电子受体时的磷酸盐代谢特

性$取预培养好的菌悬液接种至 $ 瓶 $=% E-经除

氧处理后的合成废水中!密封瓶塞!厌氧反应 ! H

后!进行充气培养!溶解氧浓度 q" EUA-!培养时

间为 < H!定时取样分析培养基中磷酸盐浓度变

化!并对菌体进行 T56LDB染色'

"$# 以硝酸盐作为电子受体时的磷酸盐代谢

特性$取预培养好的菌悬液接种至 $ 瓶 $=% E-经

除氧处理后的合成废水中!密封瓶口!厌氧反应

! H后!迅速添加固体硝酸钾!使其浓度达到 $%

EUA-左右!进入缺氧反应阶段!定时间取样测定

培养基中亚硝酸盐和磷酸盐浓度!并对菌体进行

T56LDB染色'

$&结果与分析

$"!#标准曲线测定

磷酸盐测定的标准曲线为LZ@<F#@<K!3

$

Z

%7@@@ !%硝酸盐测定的标准曲线为 LZ#"F@!>K!

3

$

Z%7@@? =%亚硝酸盐氮测定的标准曲线为 LZ

%F##> >K!3

$

Z%7@@@ $' 各曲线的相关性均

良好'

$"$#外源性碳源对菌株\.!!磷酸盐代谢的影响

菌株 *3## 在富磷肉汤培养基中好氧培养

!< H!菌体干重从 $= EUA-增加到 >%% EUA-!培养

基中的磷酸盐浓度由试验开始时的 $@= EUA-下降

到试验结束时的 $=! EUA-!磷酸盐占菌体干重比

例随培养培养时间的增加呈逐渐上升!最大值出现

在培养时间为 $" H时"图 ##!此时干菌体内的磷酸

盐含量达 >O!而一般细菌体内磷酸盐含量为

#OP!O

(#%)

!结合菌体内的多聚磷酸盐染色结果

"图 $!图 !#!提示菌株*3## 在外源碳源存在时在

好氧培养过程中时发生了超量吸磷现象'

图 !#菌株\.!! 中磷酸盐占菌体干重的

比例随培养时间的变化

M37"!#+:;2,93/ /61:/41:,9;35=2H 8;37:9/6

492,35\.!! ,9=366;2;5935<E-,93/5930;

图 $#菌株\.!! 内多聚磷酸盐颗粒c! [[[ 倍

富磷肉汤培养基中好氧培养 !< H!阿尔培氏法!箭头所指为多

聚磷颗粒'

M37"$#+:;! [[[ 930;41:/9/ /61/>HDJ35492,35\.!!

/I T5H5JTH5N_JDNG:H \N5YH E9VG_E]GYH F9N5\G:!< H!,6\9NY.J

*9FU9IY!FNN5]GIVG:FY9JT56LDB7

图 %#菌株\.!! 内多聚磷酸盐颗粒c! [[[ 倍

富磷肉汤培养基中好氧培养 !< H!萘瑟氏法!箭头所指为多聚

磷颗粒'

M37"%#+:;! [[[ 930;41:/9/ /61/>HDJ35492,35\.!!

/I T5H5JTH5N_JDNG:H \N5YH E9VG_E]GYH F9N5\G:!< H!+9JJ69N.J

*9FU9IY!FNN5]GIVG:FY9JT56LDB7

&&合成废水培养基接种菌株 *3## 好氧培养

&!"$
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? H!培养基中磷酸盐的浓度显著降低"图 "#!磷

酸盐浓度从 $"7!" EUA-降至 #%7"? EUA-!即有

#!7?< EUA-磷酸盐从合成废水转移到了细菌内'

缺氧反应的整个反应周期可以分为两阶段!

第一阶段为硝酸盐转化为亚硝酸盐阶段!发生在

反应前 = H!主要表现为硝酸盐氮浓度的下降伴随

着磷酸盐浓度的下降以及亚硝酸盐氮的积累!亚

硝酸盐氮由 % EUA-上升到 $%7<# EUA-!磷酸盐

则由 $"7=! EUA-减少为 #?7=< EUA-!下降了

=7@> EUA-!与同期进行的好氧组比较!其磷酸盐

减少量仅为其的 <%O%第二阶段为亚硝酸盐转化

为氮气!培养基中磷酸盐浓度略为上升'

图 &#缺氧R好氧培养时菌株\.!! 培养基中亚硝酸盐R磷酸盐含量的变化情况#外加碳源$

M37"&#.:,57;435539239;,5=1:/41:,9;</5<;592,93/5359:;0;=3E0=E2357 ,;2/-3</2,5/T3<35<E-,93/5/6

492,35\.!! 839:9:;12;4;5<;/6;T9;25,><,2-/54/E2<;

$"%#无外加碳源时菌株\.!! 磷酸盐代谢特性

图 = 是菌株*3## 在经历厌氧阶段后的磷酸

盐代谢情况' 培养基中硝酸盐浓度在前 $ H 迅速

从 $% EUA-降为近 % EUA-!磷酸盐浓度也随之下

降' 随后数小时!随着硝酸盐浓度的下降!磷酸盐

浓度却呈现上升趋势%试验结束时!培养基中磷酸

盐含量又回到试验开始时的浓度'

同期进行的好氧培养组!菌株在经历厌氧释

磷阶段后!在整个反应过程中培养基中的磷酸盐

含量呈直线下降趋势!至试验结束时!培养基中的

磷酸盐浓度只有开始时的近 @O!即培养基中

@%O的磷酸盐转移到了菌株*3## 细胞内'

图 '#菌株\.!! 培养基中硝酸盐和亚硝酸盐R磷酸盐含量变化#无外加碳源%厌氧+缺氧+好氧培养$

M37"'#.:,57;4355392,9;,5=539239;R1:/41:,9;</5<;592,93/5359:;0;=3E0=E2357 ,5,;2/-3<D,;2/-3<,5=

,5,;2/-3<D,5/T3<35<E-,93/5/6492,35\.!! 839:5/ ;T9;25,><,2-/54/E2<;

!&讨论

能量是生物进行一切生命代谢活动的基础'

反硝化是微生物适应缺氧环境的结果!缺氧环境

迫使微生物改变在好氧条件下的能量生成途径!

即在电子传递链的终端利用硝酸盐或亚硝酸盐取

代了分子氧作为电子受体!产生能量供生物各种

代谢活动提供能量(#%)

%生物体内的多聚磷酸盐是

'!"$
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一种能量储存库!将多余的能量以高能磷酸键的

形式储存在体内!以供机体在特殊时期利用' 由

此可见!生物聚磷与生物反硝化其实是生物的两

种不同生理活动过程!两者之间并没有直接的冲

突(##)

!一般的微生物在能量过剩时具有储存能量

的能力!但是不同微生物储存能量所采取的方式

不一样' 有的微生物以糖原颗粒的形式将能量储

存!有些微生物则在碳源充足而氮源不足时将能

量以 B1R的形式储存在菌体内(#$)

!而相当部分

微生物则采用多聚磷酸盐的形式储存多余能量!

这就是所谓的生物聚磷' 从理论上讲!当能量过

剩!并且微生物具有合成多聚磷酸盐的代谢途径

的条件下!就可以发生过量摄磷行为' 至于是利

用外源碳源还是菌体内的碳源如 B1R!可能并不

是生物是否过量摄磷的关键所在'

不同培养条件下的反硝化试验表明!菌株

*3## 具有利用硝酸盐作为电子受体进行反硝化

除磷的功能' 但在高浓度的亚硝酸盐存在时!细

菌虽然可以将亚硝酸盐还原为氮气!但不能与聚

磷作用相偶联' 尤其值得注意的是!细菌 *3##

在有硝酸盐和乙酸钠同时存在的条件!也发生了

磷酸盐的下降!这与目前大多数的研究结果相矛

盾(#! ;#=)

!原因有待进一步研究'

从试验结果分析!这两种条件下!菌株 *3##

菌体内都积累了多聚磷酸盐颗粒' 经过富磷培养

后的菌株*3## 其菌体内的磷酸盐含量达到其菌

体干重的 >O!而一般的细菌其体内的磷酸盐含

量只占菌体干重的 #7=O P$7%O

(#<)

!这与

0_N9JH

(#>)等的结果差别较大!通过对生物除磷系

统中的假单胞菌的纯培养!发现这种细菌能够积

累磷酸盐! 其含量达到细 胞 干 重 的 !#O%

89GI9EF

(#?)及R_:HFI

(#@)的研究也发现能够过量

摄磷的不动杆菌体内磷酸盐含量也高达其细胞干

重的 $%O左右'

关于聚磷菌能够利用外源性碳源进行过量摄

磷的研究已有报道(#@ ;$$)

!国内学者在进行聚磷菌

磷酸盐代谢机理研究时!也是采用外源性碳源!而

不是内源性碳如 B1R等($$ ;$!)

' 在污水除磷的工

程当中!研究人员要实现生物除磷!活性污泥必须

经过厌氧阶段以合成B1R!且B1R的合成量决定

了聚磷微生物的最终除磷效果!并据此提出了目前

公认的生物除磷生化模型' 但活性污泥需要经厌

氧;好氧交替环境的运行方可实现生物除磷!这与

活性污泥复杂的微生物组成密切相关!只有通过这

种交替环境变化!才能使聚磷菌在竞争中取得优

势!因为在聚磷菌体内有大量的多聚磷酸盐!可在

厌氧条件下提供能量供机体进行新陈代谢!并具有

合成B1R的代谢途径!能够将环境中的小分子有

机酸转变成B1R!以便在缺乏碳源的好氧环境下作

为电子供体之用' 其它微生物由于菌体内没有多

聚磷酸盐!在厌氧环境不能提供能合成 B1R的能

量来源!在后续的好氧段有机物含量很低时!由于

无碳源可用而被逐渐淘汰' 这种厌氧;好氧交替

运行的方法!其实质就是一种选择性的微生物培养

方法' 单一的好氧活性污泥法不能达到较高的生

物除磷效果!可能是众多的好氧微生物共存消耗了

大量的有机物质!使聚磷微生物没有足够的能量来

实现超量吸磷而成为普通的好氧微生物' 因此!要

实现生物超量吸磷!微生物具备合成多聚磷酸盐的

代谢途径是决定性因素!而厌氧;好氧交替运行的

环境条件只是为聚磷微生物创造了一个有利环境

而已' 细菌合成B1R的能力可能只是微生物实现

超量吸磷的非必要条件' 也有研究者认为聚磷菌

能否合成聚磷与基质类型有关($!)

!在好氧条件下!

向培养基中添加乙酸盐也能诱导聚磷菌释磷' 这

与本试验的结果不一致!造成这种差异的原因可能

是研究对象不一致!前者以活性污泥为研究对象!

后者则是利用纯种菌株进行试验'

早期的研究认为硝酸盐在厌氧段的存在能够

影响微生物过量吸磷($" ;$<)

!因为缺氧环境易于富

集反硝化细菌!反硝化细菌能够优先利用环境中有

机物进行反硝化而导致聚磷菌在缺氧段得不到足

够的碳源用于后续好氧段的超量吸磷' 但反硝化

聚磷微生物的发现!使人们对生物除磷又有了新的

认识!并提出了与好氧聚磷类似的聚磷机理' 本文

也对筛选自池塘底泥的一株反硝化细菌进行了磷

酸盐代谢特性的验证性试验' 分别考察了其在同

时存在硝酸盐和乙酸钠的培养基,及按厌氧;缺

氧方式运行时的磷酸盐代谢特性' 发现该菌株能

够利用硝酸盐进行反硝化聚磷!但在高浓度的亚硝

酸盐存在时!细菌非但不能吸磷反而释磷!这与前

人研究结果一致($>)

' 细菌*3## 在硝酸盐和有机

物同时存在的条件下!也一定程度表现出了吸磷现

象!而对照反硝化细菌在硝酸盐和有机物共存的培

养基中的磷酸盐浓度基本没有变化!说明菌株

*3##能够利用外源性碳直接反硝化聚磷!这与目

*!"$
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前公认的反硝化聚磷机理也不一致' 虽然国外学

者曾报道过脱氮副球菌在有外源性碳源存在的条

下可以实现反硝化聚磷($?)

' 但有关菌株*3## 是

否具有聚磷特性还需作进一步的研究'

在本项目的研发过程和论文撰写过程中&得

到美国建明工业$珠海%有限公司李正博士的帮

助&在此表示感谢!
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