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摘 要 采用纯培养结合蓝白斑筛选法从土壤中筛选到一株高效聚磷菌,初步鉴定为费氏柠檬酸杆

菌属( Citrobacter freundii ) , 命名为 GM1。GM1 在 LB、YG和 MOPS 培养基上均可正常生长, 其生长 pH 在 5 5 至

8 5之间,最适生长 pH 为 7 5。该菌在不同的培养基上最适生长温度不同, 在 LB 培养基上为 37 , YG 和

MOPS 葡萄糖培养基上为 30 。在好氧条件下MOPS 培养基培养 24 h 后, GM1 菌体含磷量为 11 5% ;上清液

磷浓度由 43 8 mg L- 1下降为 14 7 mg L- 1,磷去除率达 69% , poly P染色显示菌体中有异染粒。GM1 具有较强

的聚磷能力。
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水体富营养化是全球普遍存在的严重环境问

题,向水体大量输入氮、磷等营养物质是引起河流、

湖泊水华和海湾等赤潮的主要原因。在所有的营养

元素中磷被认为是引起水体富营养化的最关键因

素[ 1, 2]。大量的城市污水处理厂污水中氮、磷的超

标排放是引起水体富营养化的重要原因[ 1]。

为此, 有关城市污水处理厂的除磷研究早在 20

世纪 60年代初就引起了国外学者的重视。欧美国

家的学者在城市污水处理厂的微生物除磷方面进行

了大量的研究。研究内容主要集中在聚磷机理和工

艺两大方面。目前的研究热点主要有两方面: 一是

利用变性梯度凝胶电泳( DGGE)和荧光原位杂交技

术( FISH)等分子手段采用不依靠培养的方法研究增

强生物除磷工艺 EBPR( Enhanced biological phosphorus

removal)系统的微生物种群结构变化;二是利用基因

工程的方法研究与聚磷相关的基因[ 1]。但迄今为止

有关生物除磷机理的研究进展不快,主要问题有: 一

是对生物除磷的机理尚不清楚;二是对究竟是哪些

种群的细菌负责 EBPR系统的聚磷功能尚不完全了

解;三是筛选到的聚磷菌较少,而且这些聚磷菌在工

艺装置中尚不能表现出厌氧放磷好氧聚磷的特

点[ 1~ 3]。究其原因主要是环境工程师和微生物学家

缺少联合,研究工作存在严重脱节所致。因此,本文

从聚磷菌分离筛选入手, 从土壤中筛选出具有高效

聚磷特性的菌株 GM1, 并研究 GM1 的聚磷特性, 旨

在为生物除磷的基础研究打好基础。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 培养基 ( 1) LB培养基:酵母浸膏 5 g、蛋

白胨 10 g、NaCl 5 g、水 1 000 ml、pH 7 0 ~ 7 2。

( 2) YG培养基
[ 3]
: 酵母浸膏 1 g、葡萄糖 1 g、K2HPO4

0 3 g、KH2PO4 0 25 g、MgSO4 0 2 g、水 1 000 ml。

( 3)MOPS培养基[ 4] : 100 ml 的 10  MOPS 混合物

( 8 372 g MOPS+ 0 717 g tricine+ 30 ml去离子水, 10

mol L- 1的 KOH 调节 pH 至 7 4, 总体积到 44 ml,

0 01% 1 ml新制的FeSO4溶液,按下列顺序加溶液:

5 ml 1 9 mol L
- 1

NH4Cl, 1 ml 0 276 mol L
- 1

K2SO4,

0 025ml 0 02mol L- 1CaCl2!2H2O,0 21ml 2 5mol L- 1

MgCl2!6H2O, 10 ml 5mol L
- 1NaCl, 0 02 ml微量元素混

合液, 38 7ml去离子水,葡萄糖 0 1 g) ,取 50 ml置于

两个 500 ml 的三角瓶中, 向一个三角瓶中加入

0 008 7 g K2HPO4, 成为限磷培养基;向另一个瓶中

加入0 173 2 g K2HPO4, 成为磷过量的培养基。向两

种培养基中均加入 thiamine 溶液和去离子水, 分别
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用细菌滤器过滤后,分装于已灭菌的 150 ml的三角

瓶中。

1 1 2 供试土样 南京市卫岗菜园土壤(黄棕

壤)。

1 2 方法

1 2 1 聚磷菌株的分离和筛选 ( 1) 菌种的分

离:称取一定量的土样置于 150 ml盛有蒸馏水的三

角瓶中,加入若干玻璃珠,于 30 摇床摇 5 h。吸取

上清液 0 5 ml 于盛有 4 5 ml无菌水的试管中, 混

匀,制成浓度梯度为 10
- 1
、10

- 2
、10

- 3
、10

- 4
、10

- 5
、

10- 6的菌悬液。从各浓度菌悬液中分别吸0 1ml于

YG平板上,每个稀释度涂布三块平板, 于 30 培养

箱培养 2~ 3 d。从 18块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划线纯化, 然后

再转接到YG的斜面培养基上,于30 培养箱培养3

d。将所有的斜面试管取出, 放于 4 冰箱保藏。

(2)蓝白斑筛选方法
[ 5]
: 从 18块平板中挑出形态不

同的菌落, 将其分别点接于限磷和磷过量的MOPS-

葡萄糖培养基, 于 30 培养 1~ 2 d。观测蓝白斑的

生长情况。

1 2 2 菌株的生理生化鉴定 根据∀常见细菌系

统鉴定手册#和∀一般细菌常用鉴定方法#进行鉴
定[ 6, 7]。

1 2 3 菌体 poly P 的鉴定 ( 1) 吕氏美蓝染色

法[ 8] :按常规方法制片;滴加吕氏美蓝染液, 5 min或

更长;用水冲去染液,吸干,备油镜镜检;异染粒呈深

蓝色, 菌体其他部分呈浅蓝色。 ( 2) Albert 染色

法[ 8] :按常规方法制片;用甲液染 5 min。倾去甲液,

用乙液冲去甲液, 并染 1 min, 水洗; 吸干, 备油镜镜

检;异染粒呈黑色,菌体其他部分呈绿色。

1 2 4 菌体生长曲线 ( 1)好氧培养方法:在 250

ml的锥形瓶中装100 ml的培养基,于 30 的摇床中

培养。( 2)生长曲线制作[ 9] :按上述方法培养, 每2 h

测定OD值( 600 nm)。( 3)不同培养基中菌体的生长

量[ 9] :将菌种分别接到装有100 ml LB培养基、YG培

养基和 MOPS培养基的 250 ml三角瓶中, 于 30 摇

床中培养 2 d。( 4)对照菌: 在进行好氧培养聚磷效

果测定时,以 E coli 作对照菌。

1 2 5 菌体含磷量测定 将菌株 GM1接种在含

液体培养基的试管中 30 过夜, 按 1%的量加入两

个250 ml的锥形瓶中, 于 30 的摇床中好氧培养,

在不同的生长阶段分别测定菌体的生长量, 菌体的

含磷量及上清液的磷浓度。( 1)取 50 ml菌悬液于

50 ml的离心管中,以12 000 r min- 1离心 5 min,用无

菌水溶解, 再离心, 重复 3次得湿菌体, 于 105 烘

干测菌体干重。( 2)在无菌条件下, 取好氧培养到一

定阶段的菌液 80 ml, 12 000 r min
- 1
离心 5 min,用无

菌水洗去菌体上的培养基,用无菌水溶解, 再离心,

重复 3次得湿菌体; 将菌体用无菌水溶解后, 用过硫

酸钾进行消解, 按总磷测定方法测菌体含磷量。

( 3)上清液测取好氧培养后的菌液在 12 000 r min- 1

离心 5 min, 取上清液按总磷的测定方法测磷浓

度[ 10]。

1 2 6 总磷的测定 采用钼酸铵分光光度

法[ 10]。

1 2 7 培养基初始 pH值与GM1生长关系研究

培养基按MOPS 培养基的配制方法配制后, 在无菌

操作条件下用 NaOH 或 HCl溶液分别调节 pH 值至

5 5、6 0、6 5、7 0、7 5、8 0、8 5。将 GM1 接种于装

有 3 ml MOPS- 葡萄糖培养基的试管中,在 30 摇

床中过夜。将培养的菌液按 1%接种量加入上述锥

形瓶中, 置于 30 的摇床中培养, 每隔 2 h 测定 OD

值, 每隔 4 h测定菌体含磷量及上清液的磷浓度。

1 2 8 GM1在不同生长时间的除磷效果研究

将 GM1接种于装有 3 ml MOPS- 葡萄糖培养基的试

管中,在 30 摇床中过夜。将培养的菌液按 1%接

种量接至 7个装有 200 ml MOPS培养基的 500 ml锥

形瓶中, 置于 30 的摇床中培养,每隔 4 h取一个锥

形瓶测定菌体含磷量及上清液的磷浓度。

2 结果与分析

2 1 高效聚磷菌株 GM1的分离和鉴定

2 1 1 蓝白斑筛选与 poly P 染色 从18块平板

中共挑出形态不同的菌落 24个,接种到限磷和磷过

量的两种蓝白斑筛选培养基上。由表 1可知, 在限

磷平板上呈蓝斑, 在高磷平板上呈白斑的有 14个菌

落; 高磷低磷平板上均呈白斑的有 4个菌落; 在高磷

和低磷平板上均显蓝色的菌落 6个。将两种平板上

均呈蓝斑的 6个菌落筛选出来,即为初选聚磷菌
[ 5]
,

命名为GM1、GM2、GM3、GM4、GM5、GM6。将这 6株

菌分别在LB和YG培养基上好氧培养 24 h后,测定

菌体含磷量和进行 poly P 染色。由表 2 分析可知,

好氧培养后这 6株菌的聚磷量均明显高于对照菌

株, 菌体含磷量在 2 72% ~ 11 5%之间; GM1、GM5、

GM6菌体含磷量均高于 8%, 其中菌株 GM1菌体含

磷高达 11 5% (以菌体干重计) ,好氧培养时菌体磷

含量在 6株菌中最高。poly P 染色结果表明, GM1、
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GM3、GM5、GM6 染色后菌体中均含 poly P, 而 GM2

和GM4的菌体磷含量小于 4% ,聚磷能力相对其他

4株菌较弱,因此,并不能将蓝白斑筛选时两种培养

基上均呈蓝斑, 作为聚磷菌筛选的唯一依据[ 5]。本

研究中采用蓝白斑筛选结合好氧培养和 poly P 染色

来筛选聚磷菌。poly P 染色结果如图 1所示。由图

1可以看出, GM1吕氏美蓝染色结果菌体呈浅蓝色,

异染粒深蓝色;Albert染色结果菌体显浅绿色, 异染

粒呈黑色。本文将 GM1选出做进一步的研究。

2 1 2 GM1菌株的生理生化特性[ 6] 该菌在不

同培养基上最适生长温度不同, LB 培养基为 37 ,

YG和MOPS- 葡萄糖培养基为30 (见图2)。

表 1 蓝白斑筛选聚磷菌

Table 1 Screening Phosphorus accumulating organism ( PAOs) by the blue and white spot method

培养基

Medium

蓝菌落菌号

Number of blue colony

白菌落菌号

Number of white colony

低磷的MOPS

Pi limitation

1, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 2, 6, 11, 13

磷过量的MOPS

Pi excess

3, 5, 9, 15, 18, 22 1, 2, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 21, 23, 24

表 2 6 株聚磷菌好氧培养 24 h菌体含磷量1)

Table 2 Phosphorus contained in PAOs after 24h aerobic incubation

培养基

Medium

聚磷菌PAOs

GM1 GM2 GM3 GM4 GM5 GM6
E coli

LB培养基 LB medium 11 5 2 54 6 59 3 98 8 15 8 43 1 76

YG 培养基YG medium 9 54 2 72 5 35 3 32 8 78 9 32 2 31

1) 磷含量为菌体干重含磷百分数 Phosphorus content: Percentage of phosphorus against the bacteria on a dry weight basis

图 1 GM1 菌体的吕氏美蓝染色( a)和 Albert染色( b)显微镜照片(  1 000)

Fig 1 A photo of GM1 strain staining withLoeffler∃ s methylene blue ( a) andAlbert ( b) (  1 000)

图 2 GM1在不同温度下的生长结果

Fig 2 Effect of temperature on GM1 growth
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将该菌株在 LB培养基上培养, 菌落半固体状, 呈圆

形,表面光滑,边缘平整,半透明。生理生化鉴定该

菌株是革兰氏阴性菌,能运动,对苯丙氨酸脱氨酶反

应、氧化酶反应和赖氨酸脱羧酶反应呈阴性, 对H2S

试验、柠檬酸盐试验、V P 试验、甲基红试验、吲哚试

验、精氨酸脱羧酶反应、L 阿拉伯糖试验以及硝酸盐

还原反应呈阳性
[ 6]
(表 3)。根据上述结果, 将 GM1

初步鉴定为费氏柠檬酸杆菌( Citrobacter f reundii ) [ 6]。

表 3 GM1 菌株生理生化鉴定1)

Table 3 Biological and chemical ident if icat ion of GM1 strain

项目 Item
鉴定结果

Identify resulting
项目 Item

鉴定结果

Ident ify resulting

革兰氏染色Gram staining - 吲哚试验 Indol test +

苯丙氨酸试验Phenylalanine test - 氧化酶试验Oxidase test -

硫化氢试验 Sulfureted hydrogen test + 硝酸盐试验Nitrate test +

柠檬酸试验Citric acid test + 精氨酸脱羧酶试验 Arginine decarboxylose test +

V P 试验 Voges Proskauer test + 赖氨酸脱羧酶试验 Lysine decarboxylase test -

甲基红试验Methyl red test + L 阿拉伯糖试验 L arabinose test +

1) + :阳性反应 Positive; - :阴性反应Negative

2 1 3 GM1 16S rDNA序列分析及同源性比较

以GM1总 DNA为模板, 利用对细菌 16S rDNA 特异

的引物进行 PCR 扩增, 得到长约 1 5 Kb 的 PCR 扩

增产物, 将该产物直接进行序列测定(图3)。

TGCCTGCAGGTCGACGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATG

CAAGTTCGGGCGGTAACACGGGGAGCTTGCTCCCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG

GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCA

AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAC

GGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT

CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

CGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACC

ACAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG

GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAA

TCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT

CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA

AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA

AACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCC

TGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG

TGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGAT

TGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTT

AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTG

CCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACA

CGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGT

AGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTA

CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTA

GGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT

AAATCTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTC

图 3 GM1 16S rDNA核苷酸序列

Fig 3 The sequence of 16S rDNA fragments of GM1
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用BLAST 程序对 GM1的 16S rDNA序列和 Gen

Bank中已登陆的 16S rDNA 序列进行核苷酸同源性

比较,结果发现与已报道的费氏柠檬酸杆菌属( Cit

robacter f reundii ) 16S rDNA序列(登陆号 AF025365)的

同源性达到 98%, 结合 GM1 的生理生化鉴定结果

(表 3) ,初步鉴定其为费氏柠檬酸杆菌属( Citrobacter

f reundii )。

2 2 培养基对 GM1菌体生长的影响

由图 4可以看出, GM1在三种不同的培养基上

均生长良好, GM1生长在MOPS培养基上时,在 6~ 8

h处于对数生长期, 8~ 14 h进入稳定生长期; 在 LB

培养基上生长时 8~ 14 h处于对数生长期;在 YG培

养基上生长时, 在10~ 12 h进入对数生长期。说明

GM1培养条件并不苛刻, 这对菌株的工程化应用

有利。

图 4 不同培养基对 GM1 生长的影响

Fig 4 Effect of media on GM1 growth

2 3 培养基初始 pH对 GM1菌体生长的影响

由图 5可知, GM1在 LB中 37 下生长时, 培养

基初始 pH 值在 6 5~ 8 5之间均生长正常, 最适生

长 pH为 7 5。

图 5 培养基初始 pH 值对 GM1 生长的影响

Fig 5 Effect of init ial pH in medium on GM1 growth

2 4 GM1的除磷效果

从图 6可以看出, 在培养过程中菌体磷含量持

续上升, 培养 24 h 后达 11 5% (以菌体干重含磷

计) ; 从上清液中磷的浓度看, 磷的浓度不断降低, 培

养 24 h后,溶液中的磷浓度最低, 为14 7mg L- 1;从

磷的去除率看, 磷的去除率不断升高, 24 h 后为

69%,而对照菌 E coli 的菌体含磷量为 2 45%, 小

于 3% [ 11]。说明 GM1具有高效聚磷能力。

图6 不同培养时间 GM1 的聚磷量(接种时,

菌体磷含量为 1 59% )

Fig 6 Phosphorus concentration of GM1 in different times

3 结论与讨论

本研究从土壤中分离出一株高效聚磷菌株

GM1,生理生化鉴定为费氏柠檬酸杆菌属( Citrobacter

f reundii )。该菌株在 LB、YG和 MOPS培养基上均能

正常生长,在三种培养基上生长时最适生长温度不

同, 在 YG 和 MOPS 培养基上为 30 , 在 LB 上为

37 ,在 pH5 5~ 8 5 之间生长良好, 其最适 pH 为

7 5。GM1在MOPS液体培养基中好氧培养后体内的

总磷含量为 11 5%,对溶液中磷的去除率接近 70%,

上清液磷浓度从 44 5 mg L- 1降至 14 7 mg L- 1。

本研究筛选的 GM1,其聚磷能力远高于文献[ 5]

野生菌株MY 11和K3的菌体含磷量(MY 11和K3聚

集的 poly P 分别为每毫克蛋白含 500和 100 nmol磷

酸盐) ,已接近文献[ 5]突变菌株 K3 6的聚磷能力(菌

体干重含磷量 15%) ,故 GM1的 phoU基因可能已经

突变[ 5] ,所以聚磷能力很强。本研究中采用吕氏美蓝

和Albert染色法对菌体染色时[ 8] , Albert染色法较吕

氏美蓝法易于观察,在显微镜下的图像较为清晰。因

此,建议将 Albert染色法作为 poly P 染色方法。本文

在研究聚磷效果时, 需要测定菌体干重,本研究中采

用离心后菌体烘干测干重,所以应尽可能多培养一些

菌体,以增加干菌体重量,减少测量误差。

本文采用文献[ 5]中的蓝白斑筛选法进行聚磷

菌初步筛选,其机理是根据不同菌体在高磷和限磷

的MOPS培养基中生长时对 X Pi( 5 bromo 4 chloro 3
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indolyl phosphate)的分解情况不同, 来筛选 phoU基

因已发生突变的高效聚磷菌。但聚磷菌的聚磷能力

还与其在厌氧条件下的聚 PHB 的能力有关, 因此,

蓝白斑筛选时, 在高磷和低磷培养时均呈蓝斑的, 并

不一定聚磷能力就强。因此, 通过 poly P 染色来观

察菌体内的异染粒, 并通过好氧培养测定其菌体含

磷量,这样可以确保筛选出高效聚磷菌,而不需要通

过诱变来提高聚磷能力[ 5]。本文采用 poly P 染色、

蓝白斑筛选和好氧培养测菌体聚磷能力三种方法相

结合来筛选高效聚磷菌, 这种定性与定量相结合的

方法,增加了筛选方法的科学性和准确性,为聚磷机

理的研究提供了一种有效的方法,这对于生物除磷

的研究具有十分重要的意义。
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF STRAIN GM1 WITH HIGH CAPABILITY OF

ACCUMULATING POLY P

Cai Tianming Guan Libo Cui Zhongli Li Shunpeng

( Department of Microbiology , College of Life Science , Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China)

( Key Lab of Microbiological Engineering of Agricultural Env ironment , Ministry of Agriculture ,Nanjing 210095, China )

Abstract A strain of bacteria with high capability of accumulating poly P was isolated and screened from soils by using the

pure culture and blue and white colored screening methods. Identified as Citrobacter f reundii and named GM1, this strain could

grow normally in either LB,YG orMOPS media with pH ranging from 6 5 to 8 5. The optimal temperature and pH for its growth

were 30 and pH 7 5, respectively. After incubation aerobically in theMOPS medium for 24 hours, the phosphorus concentra

tion in GM1 reached 11 5% of its weight, while the concentration of phosphate in the medium declined from 43 8 to 14 7

mg L- 1, so the phosphate removing rate was 69% . At that time, poly P granules could be observed in thalli by the poly P stain

ing method, indicating that GM1 has a high capability of accumulating phosphate.

Key words PAO Isolation; Screening; Phosphorus concentration; Accumulating phosphate characteristic
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