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研究报告 

一株高效聚磷解淀粉芽孢杆菌的分离鉴定及其除磷条件优化 

刘有华  魏慧  王倩楠  皮乔木  徐思琪  安贤惠  李联泰* 
江苏海洋大学江苏省海洋生物资源与生态环境重点实验室  江苏 连云港  222005 

摘  要：【背景】磷是引起水体富营养化的主要营养物质。生物除磷具有成本低、效率高且适用范围

广等特点，成为近年来水处理研究领域的热点。目前虽然有一些聚磷菌被筛选获得，但它们的除磷

效率不高，其除磷条件尚需优化。聚磷菌的固定化及回收利用也亟待研究。【目的】分离筛选并鉴定

高效聚磷菌株，优化除磷环境条件，研究吸附材料对所筛菌株除磷的影响，为聚磷菌的开发利用提

供理论依据。【方法】采用常规细菌分离筛选方法获得高效菌株，通过形态特征观察、生理生化实验

和 16S rRNA 基因序列分析对菌株进行鉴定；结合单因素试验、Box-Behnken Design 和响应面分析

优化除磷条件；通过测定海绵、无纺布和聚氨酯泡沫对聚磷菌的吸附作用评估该材料的固定化效果。

【结果】从连云港市某磷矿厂废水中分离筛选出一株高效聚磷细菌 P49，经鉴定为解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens)；优化后的最佳除磷条件为 pH 6.8、温度 31 °C、装液量 30.2%，在此条

件下 P49 除磷率可达 80.43%；应用聚氨酯泡沫的吸附效果优于海绵和无纺布。【结论】解淀粉芽孢

杆菌 P49 具有良好的除磷效果，可为生物除磷提供微生物资源，用聚氨酯泡沫吸附可实现对该菌株

的固定化和回收利用。 

关键词：聚磷菌，响应面分析，解淀粉芽孢杆菌，吸附材料，固定化 
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Abstract: [Background] Phosphorus is the main nutrient that causes eutrophication in water. Biological 
phosphorus removal has the characteristics of low cost, high efficiency and wide application range, and has 
become a hot spot in the field of water treatment research in recent years. Although some 
phosphorus-accumulating bacteria have been screened, their phosphorus removal efficiency is not high, the 
phosphorus removal conditions of the phosphorus-accumulating bacteria need to be optimized. 
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Immobilization and recycling of the phosphorus-accumulating bacteria are urgently needed to be studied. 
[Objective] Isolation, screen and identify high-efficiency phosphorus-accumulating strains, optimize the 
environmental conditions for phosphorus removal, explore the impact of adsorbent materials on the 
phosphorus removal of the bacteria, and provide a theoretical basis for the development and utilization of 
phosphorus-accumulating bacteria. [Methods] High-efficiency strains were obtained by routine isolation 
and screening of bacteria, and the strains were identified through morphological observation, physiological 
and biochemical experiments and 16S rRNA gene sequence analysis; Combined with single-factor 
experiments, Box-Behnken design and response surface analysis to optimize phosphorus removal 
conditions; The immobilization effect of the material was evaluated by measuring the adsorption effect of 
sponge, non-woven fabric and polyurethane foam on phosphorus-accumulating bacteria. [Results] A 
high-efficiency phosphorous-accumulating bacterium P49 was isolated and screened from the wastewater of 
a phosphate mine in Lianyungang city, which was identified as Bacillus amyloliquefaciens; The optimal 
conditions after optimization were pH 6.8, temperature was 31 °C, equipment the liquid volume was 30.2%. 
Under this condition, the phosphorus removal rate of P49 can reach 80.43%; The application effect of 
polyurethane foam was better than that of sponge and non-woven fabric. [Conclusion] Bacillus 
amyloliquefaciens P49 had a good phosphorus removal effect and provides microbial resources for 
biological phosphorus removal. Adsorption with polyurethane foam can achieve the immobilization and 
recovery of the strain. 

Keywords: phosphorus-accumulating bacteria, response surface analysis, Bacillus amyloliquefaciens, 
adsorbent materials, immobilization 
 

众所周知，磷是引起水体富营养化的主要营养

物质[1]。研究表明，当水体中总磷浓度超过 0.02 mg/L

时会引起水体富营养化[2]，超过 0.1 mg/L 时藻类就

会迅速生长[3]，打破水环境原有的生态平衡，导致

水生生物大量死亡，加剧水环境污染，危害人类健

康[4-6]。传统的物理化学除磷工艺效率低、技术复

杂、易造成二次污染[7-8]，而生物除磷法具有成本

低、工作量小、效率高且适用范围广等特点[9]。自

Fuhs 等 [10]首次从活性污泥中分离得到聚磷菌以

来，微生物除磷工艺就得到迅速发展[11-13]，近年来

已成为水处理研究的热点。目前已有多种聚磷菌被

筛选出来，主要包括不动杆菌属(Acinetobacte sp.)、

假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas sp.) 、 葡 萄 球 菌 属

(Staphylococcus sp.) 和 微 丝 菌 属 (Microthrix sp.)  

等[14]。聚磷菌的发现和应用提高了生物除磷工艺

的效率，推动了生物除磷的发展，但与高效除磷的

要求还有一定的差距，还需筛选效率更高的菌株应

用于生产。 

由于聚磷菌的生长和聚磷过程受溶氧[15-16]、

温度[17-18]、pH 值[19-20]、初始磷含量[21]等不同理

化因素的影响较大，考察聚磷菌在不同理化条件

下的除磷特性并优化最佳除磷条件，是其在富营

养化水体中有效应用的前提。仅改善聚磷菌的除

磷条件后直接应用于水环境，难以保证其活性和

除磷效能[22]，而解决该问题的研究报道较少。微

生物的固定化可以提高聚磷菌的活性和除磷效 

能[23]。谢水波等[24]和庄志刚等[25]分别利用生物炭

和聚乙烯醇、海藻酸盐等吸附剂固定化聚磷菌，

已取得较好效果。但这些材料存在价格昂贵、小

球密度要求严格、不能重复使用等问题，在除磷

工艺中的应用有一定局限性。因此，寻找成本低、

操作简便、可回收利用的固定化材料也是亟待解

决的问题之一。 

本研究从磷矿厂废水中采集样品，分离筛选具

有较高除磷能力的聚磷细菌，通过研究其在不同理

化因素影响下的生长及除磷特性，利用响应面分析

获得最佳除磷条件；并采用不同吸附材料对该菌株

进行固定化处理，然后测定其除磷能力、评价其固

定化效果，以期为高效聚磷菌的开发和回收利用奠

定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品和吸附材料 

实验水样采自连云港市某磷矿厂废水，用于菌

株分离。海绵(4 kg/m3)、无纺布(25 kg/m3)、聚氨

酯泡沫(35 kg/m3)均购自本地市场。 

1.1.2  培养基 

(1) 牛肉膏蛋白胨培养基(g/L)：牛肉膏 5.0，

蛋白胨 10.0，NaCl 5.0，K2HPO4 0.01，琼脂 20.0 (固

体培养基添加)，pH 7.2。 

(2) 富磷培养基(g/L)[26]：CH3COONa 1.000，

MgSO4 0.082，FeSO4 0.004，CaCl2 0.060，(NH4)2SO4 

0.200，K2HPO4 0.074。pH 7.2。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

Taq DNA 聚合酶、dNTPs 和引物，生工生物

工程(上海)股份有限公司。细菌微量鉴定管，杭州

百思生物技术有限公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司；

紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有限责任

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株的分离、筛选和鉴定 

(1) 菌株的分离和筛选 

采用平板稀释涂布法将样品按 10−1−10−6 梯度

稀释后，将 10−4、10−5 和 10−6 这 3 个梯度分别涂布

于牛肉膏蛋白胨固体培养基上，28 °C 培养 24 h。

将平板内单菌落在 30−300 个范围且形态清晰的菌

落通过连续多次三区划线进行纯化，并接种于斜面

培养基在 28 °C 培养 24 h，然后转移至−7 °C 冰箱

保存，备用。 

将分离纯化后的菌株接入牛肉膏蛋白胨液体

培养基，28 °C、180 r/min 预培养 24 h。菌液经    

10 000 r/min 离心 10 min，无菌生理盐水洗涤、离

心、重悬于富磷培养基中培养 24 h。采用国标钼酸

铵分光光度法[27] (GB 11893-1989)测定磷含量的变

化，挑选具有高效摄磷能力的菌株为目的菌株。 

(2) 形态和生理生化鉴定 

菌株 P49 的形态观察和生理生化鉴定根据《常

见细菌系统鉴定手册》[28]进行。 

(3) 16S rRNA 基因序列分析 

采用 SDS-碱裂解法[29]提取细菌基因组 DNA，

利用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCATGGCTC 

AG-3′)和 1492R (5′-ACGGTTACCTTACCTTGTTA 

CGACTT-3′)对分离自磷矿废水的菌株 P49 进行

16S rRNA 基因的 PCR 扩增。PCR 反应体系(25 µL)：

2×San Taq PCR Mix 12.5 µL，27F (25 μmol/L) 1 µL，

1492R (25 μmol/L) 1 µL，DNA 模板(10 mmol/L)   

1 µL，ddH2O 9.5 µL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 60 s，35 次循环；72 °C 

7 min；4 °C 保存。将 PCR 产物送生工生物工程(上

海)股份有限公司测序。 

所得的 16S rRNA 基因序列拼接完整后在

NCBI 中进行 BLAST 序列比对，查找相似性较高

模式菌株的 16S rRNA 基因序列，应用 MEGA 7.0

软件[25]进行聚类分析并构建系统发育进化树。 

1.2.2  细菌生物量、磷含量的测定及除磷率的计算 

采用光电比浊法[30]，在波长为 600 nm 处测定

菌悬液的吸光度值(OD600)用来表示细菌生物量。

利用国标钼酸铵分光光度法 [27]测定磷含量，取   

1 mL 菌液，10 000 r/min 离心 10 min，倾去上清液，

用无菌水洗涤菌体后再次离心。将得到的湿菌体细

胞在 120 °C 下高温消解，冷却后定溶，加入抗坏

血酸溶液和钼酸盐溶液充分混匀进行发色，室温放

置 15 min 后，在 700 nm 下测定吸光度并计算菌体

内磷含量。取 1 mL 菌液，10 000 r/min 离心 10 min，

取上清液进行 120 °C 高温消解和发色后，于   

700 nm 波长下测定吸光度并计算上清液中的磷含

量，然后根据公式(1)计算除磷率[31]。 

TP TP

TP

(%) 100
A B

R
A


                       (1) 

式中，R 为除磷率，ATP 为对照组的总磷浓度，BTP

为试验组上清液中的总磷浓度。 

1.2.3  生长曲线和聚磷曲线 

调节牛肉膏蛋白胨液体培养基的 pH 值为 7.2，

装液量为 30%，0.1 MPa 灭菌 20 min 后接种，在
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28 °C、180 r/min 培养 36 h，每隔 2 h 取样一次，

每次取样 4 mL，3 mL 用于测定 OD600，1 mL 用于

测定除磷率，并制作生长曲线和聚磷曲线。 

1.2.4  聚磷菌除磷条件的优化 

(1) 单因素试验 

除分别单独设置温度(20、25、30、35 和 40 °C)、

pH 值(4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0，用 HCl 和

NaOH 调节)、初始磷含量(3.0、5.0、7.0 和 9.0 μg/mL，

用 K2HPO4 调节)、装液量(30%、40%、50%和 60%

的 250 mL 三角瓶)外，其他基本条件相同：牛肉膏

蛋白胨培养基、pH 7.2、装液量 30%，而且同上灭

菌接种后，在 28 °C、180 r/min 培养 24 h，每个处

理设置 3 次重复，每次取样 4 mL，3 mL 用于测定

OD600，1 mL 用于测定除磷率。 

(2) 响应面法优化 

采用 Design Expert 8.0.6 对显著影响聚磷菌除

磷率的 pH、温度和装液量进行编码，以除磷率为

响应值，采用 Box-Behnken 中心组合试验设计响

应面试验[32]。试验因素的设计水平及编码见表 1。 

1.2.5  不同吸附材料对菌株生长和除磷的影响 

以海绵、无纺布、聚氨酯泡沫为吸附材料，切

割成 1 cm3 的方块后 0.1 MPa 灭菌 20 min，向装液 

 
表 1  Box-Behnken Design 试验的因素及水平 
Table 1  Factors and levels in Box-Benhnken design 
experiment 

因素 

Factor 

A pH B 温度 

Temperature (°C) 

C 装液量 

Liquid loading (%)
−1 6.0 25 30 

0 7.0 30 40 

1 8.0 35 50 

量为 75 mL/250 mL 三角瓶、pH 为 6.8、接种量为

1%的富磷培养基中分别加入 0 (对照组)、2、4、6

和 8 cm3 的吸附材料(即 0−8 块)，在 31 °C、180 r/min

条件下培养 24 h，取出吸附材料，然后吸取 4 mL

菌液测定 OD600 和除磷率。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离、筛选及鉴定 

2.1.1  菌株的分离、筛选 

通过分离筛选得到 6 株具有除磷效果的聚磷

菌，编号分别为 P29、P49、P59、P79、H-1 和 H-2。

经过除磷测试，发现菌株 P49 除磷率为 72.18%，

显著高于其他菌株(表 2)。 

2.1.2  聚磷菌 P49 的菌株鉴定 

(1) 菌株 P49 的形态特征观察和生理生化特性 

聚磷菌 P49 菌落呈圆形，乳白色，表面光滑，

边缘不整齐，不透明。显微镜观察菌体呈杆状，革

兰氏阳性，产芽孢，无荚膜，无鞭毛，大小为

(2.12±0.23) μm×(0.71±0.04) μm，见图 1。菌株 P49

的生理生化特性见表 3。 
 

表 2  6 株聚磷菌除磷率的比较 
Table 2  Comparison of phosphorus removal rate of    
6 phosphorus-accumulating bacteria 

菌株 

Strain 

除磷率 

Phosphorus removal rate (%) 
P29 58.79 

P49 72.18 

P59 60.51 

P79 63.28 

H-1 47.34 

H-2 62.68 
 

 

 
 

图 1  菌株 P49 形态特征观察 
Figure 1  Observation of morphological characteristics of strain P49 
注：A：菌落形态；B：革兰氏染色；C：芽孢染色 

Note: A: Colony morphology; B: Gram staining; C: Spore staining 
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表 3  菌株 P49 的生理生化反应结果 
Table 3  Results of physiological and biochemical 
reactions of strain P49 

项目 Items 结果 Results 

硝酸盐还原 Nitrate reduction + 

淀粉水解 Starch hydrolysis − 

明胶液化 Gelatin liquefaction + 

醋酸盐 Acetate + 

麦芽糖 Maltose + 

甘露醇 Mannitol + 

乳糖 Lactose − 

葡萄糖 Glucose + 

甘露糖 Mannose + 

阿拉伯糖 Arabinose − 

肌醇 Inositol − 

蔗糖 Sucrose + 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative 

 

(2) 菌株 P49 的系统发育地位 

以菌株 P49 基因组 DNA 为模板，利用 16S 

rRNA 基因通用引物进行 PCR 扩增，测序得到菌株

P49 的 16S rRNA 基因序列，其大小为 1 454 bp，序

列提交到 GenBank 数据库获得登录号为 MW093395。 

将该序列在 NCBI 中进行 BLAST 序列比对，采用

MEGA 7.0 软件与数据库中相似性较高的模式菌株

进行了系统发育进化分析，并绘制系统发育树  

(图 2)，结果表明，菌株 P49 与解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens) FXH73 的亲缘关系最

近，相似性达 98.8%以上。结合形态特征观察和生

理生化反应结果，初步确定菌株 P49 为解淀粉芽

孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)。 

2.2  聚磷菌 P49 的生长曲线和除磷曲线 

菌株 P49 在 28 °C、180 r/min 条件下培养 36 h，

在此过程中每 2 h 取样一次，测定其 OD600 和除磷

率的结果如图 3 所示。由图 3 可以看出，0−4 h 为

延滞期，菌体生长比较缓慢；4−20 h 为对数期，

菌体生长呈指数增加；20−24 h 为稳定期，并在   

22 h 时菌体生长量达到最大值；24 h 后进入衰亡

期。除磷曲线基本与生长曲线同步，但 24 h 后除

磷率仍然增加。从总体来看，随着培养时间的增

长，生物量先上升后下降；而除磷率由于生物量

的增多也随之升高，并且在生物量下降后仍能保

持高效除磷。 

 
 

 
 
图 2  菌株 P49 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetics tree based on 16S rRNA gene sequence of strain P49 
注：括号内为菌株的 16S rRNA 基因序列在 GenBank 中的登录号；分支结点处数字为 Bootstrap 值；标尺的数据为进化距离 

Note: Numbers in parentheses represent the accession numbers in the GenBank for the 16S rRNA gene sequences of the strain; Numbers 
on the branches refer to bootstrap values; The data of the scale (0.005 0) represents sequence divergence 
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图 3  P49 的生长曲线和除磷曲线 
Figure 3  Growth curve and phosphorus removal curve of strain P49 
 

2.3  聚磷菌 P49 除磷条件的优化 

2.3.1  单因素试验 

(1) pH 对菌株生长量与除磷率的影响 

pH 对菌株 P49 的影响见图 4。随着 pH 的升高，

菌株的生长呈先上升后下降的趋势，并在 pH 7.0

时生长量达到最大(P<0.05)。从除磷的角度来看，

pH 在 6.0−8.0 时均有不错的除磷效果，其中在 pH 

7.0 时效果最佳，与其他 pH 值相比差异达到显著

水平(P<0.05)。 

(2) 初始磷含量对菌株生长量与除磷率的影响 

不同起始磷含量下菌株 P49 的生长和除磷结

果见图 5。从图 5 可以看出，在 3−9 μg/mL 范围内

随着初始磷含量的升高，菌株生长量也随之显著升

高，并在 9 μg/mL 时达到最大(P<0.05)。然而除磷

效率与之相反，随着初始磷含量升高，除磷率反而 
 

 
 

图 4  pH 对菌株 P49 的生长和除磷率的影响 
Figure 4  Effect of pH on growth and phosphorus 
removal rate of strain P49 
注：不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: The difference of small letters is significant (P<0.05) 

呈下降趋势。 

(3) 温度对菌株生长量与除磷率的影响 

不同温度对菌株生长量与除磷率的影响如图 6

所示，温度对菌株生长和除磷率的影响表现一致，

二者均随温度的升高呈先上升后下降的趋势，并在

30 °C 时生物量和除磷率均达到最大(P<0.05)。 

(4) 装液量对菌株生长量与除磷率的影响 

装液量对菌株生长量与除磷率的影响如图 7

所示，菌株生物量和除磷率随着装液量的增加均呈

下降趋势，并在 30%装液量时达到最高(P<0.05)。

说明装液量越少，溶解氧越多，有利于菌株 P49

生长和除磷。 

2.3.2  响应面法优化及其验证 

(1) 响应面法优化 

Box-Behnken Design 试验结果见表 4，总共 
 

 
 

图 5  初始磷含量对菌株 P49 的生长和除磷率的影响 
Figure 5  Effect of initial phosphorus content on growth 
and phosphorus removal rate of strain P49 
注：不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: The difference of small letters is significant (P<0.05) 
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图 6  温度对菌株 P49 生长和除磷率的影响 
Figure 6  Effect of temperature on the growth and 
phosphorus removal rate of strain P49 
注：不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: The difference of small letters is significant (P<0.05) 
 

 
 

图 7  装液量对菌株 P49 的生长和除磷率的影响 
Figure 7  Effect of liquid loading on growth and 
phosphorus removal rate of strain P49 
注：不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: The difference of small letters is significant (P<0.05) 

表 4  Box-Behnken Design 试验结果 
Table 4  Results of Box-Benhnken design experiments 

编号 

No. 

A B C 除磷率 

Phosphorus removal rate (%)
1 −1 0 −1 78.1 

2 −1 −1 0 71.2 

3 −1 1 0 67.2 

4 −1 0 1 68.4 

5 1 0 −1 63.6 

6 1 −1 0 55.2 

7 1 1 0 72.0 

8 1 0 1 60.8 

9 0 −1 −1 65.2 

10 0 1 −1 69.2 

11 0 −1 1 62.0 

12 0 1 1 76.8 

13 0 0 0 80.8 

14 0 0 0 77.2 

15 0 0 0 80.4 

16 0 0 0 81.6 

17 0 0 0 79.6 

 
17 个试验点，包括 12 个析因点试验和 5 个零点试

验。其中零点试验重复 5 次，用来估算误差。 

运用 Design Expert 8.0.6 软件对模型进行二次

回归拟合后，得到回归方程：R=79.92−4.15A+ 

3.95B−1.00C+5.20AB+1.70AC+2.70BC−7.06A2−  
6.46B2−5.16C2，回归模型的方差分析见表 5。

 

表 5  回归方程的方差分析 
Table 5  Variance analysis of regression equation 
方差来源 

Source of variance 

平方和 

Sum of square 

自由度 

Degrees of freedom 

方差 

Variance 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

显著性 

Significance 

回归模型 Regression model 974.39 9 108.27 11.54 0.002 0 ** 

A 137.78 1 137.78 14.68 0.006 4 ** 

B 124.82 1 124.82 13.30 0.008 2 ** 

C 8.00 1 8.00 0.85 0.386 6  

AB 108.16 1 108.16 11.53 0.011 5 * 

AC 11.56 1 11.56 1.23 0.303 7  

BC 29.16 1 29.16 3.11 0.121 3  

A2 209.87 1 209.87 22.36 0.002 1 ** 

B2 175.71 1 175.71 18.72 0.003 4  ** 

C2 112.11 1 112.11 11.95 0.010 6 * 

残差 Residuals 65.69 7 9.38    

失拟项 Lack of fit 54.36 3 18.12 6.40 0.052 4  

纯误差 Pure error 11.33 4 2.83    

合计 Total 1 040.08 16     
注：R2=0.936 8，Adj R2=0.855 6，Pred R2=0.146 7；*：差异显著，P<0.05；**：差异极显著，P<0.01 

Note: R2=0.936 8, Adj R2=0.855 6, Pred R2=0.146 7; *: Significant difference, P<0.05; **: Extremely significant difference, P<0.01 
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如表 5 所示，模型 P 值<0.01，F 值=11.54，

证明模型极为显著。在方差分析中，模型的失拟项    

P 值=0.052 4>0.05，说明该模型选择较为合理。模

型中 A、B、A2、B2 对响应值影响极显著(P<0.01)，

AB、C2 对响应值影响显著(P<0.05)且 R2=0.936 8，

说明该模型拟合程度较好、误差较小，可以使用这

个模型对聚磷菌 P49 的最佳除磷条件进行分析和预

测。利用回归方程、方差分析结果和 Design Expert 

8.0.6 软件绘制三维响应曲面图，结果见图 8。 

响应曲面越陡，各因素间的交互作用就越强[33]。

如图 8 所示，pH、温度和装液量之间存在很强的

交互作用。当各因素大小从四周逐渐趋向中心点

时，曲面图呈凸起趋势，也就是说除磷率趋向最

大化时存在最大响应值。通过 Design Expert 8.0.6

对结果进行分析，当预测的响应值最大时，3 个

因素所对应的最佳值是 pH 6.768、温度 30.973 °C、

装液量 30.160%，在此条件下所预测的最大除磷率

为 80.83%。 

(2) 实验验证及结果 

为了证明拟合模型能够准确地对菌株 P49 的

除磷条件进行优化，将最佳培养条件调整为 pH 

6.8、温度 31 °C、装液量 30.2%，并在此条件下重

复 3 次实验。结果显示，平均除磷率为 80.43%，

与 预 测 值 80.83% 拟 合 度 良 好 ， 无 显 著 性 差 异

(P>0.05)，能够准确优化聚磷菌 P49 的除磷条件。 

2.4  不同吸附材料对菌体吸附量与除磷率的影响 

不同吸附材料对菌株吸附量的影响是通过培

养后取出吸附材料并测定液体中菌体浓度来实现

的，液体中菌体存量越小，说明吸附材料吸附的菌

体越多。不同吸附材料对聚磷菌生长与磷含量的影

响结果见图 9 和图 10。从图 9 可以看出，以聚氨

酯泡沫为材料吸附后培养液中的生物量显著低于

以海绵和无纺布为材料时的生物量，并表现出随材

料体积的增大，对菌株吸附量也越高。其中聚氨酯

泡沫在 8 cm3 时吸附率达 95.21%。对于除磷效果

而言，以聚氨酯泡沫为吸附材料时，其对除磷率和

生物量的影响趋势相同，并在体积为 8 cm3 时，水

中磷含量由 2.08 μg/mL 降低到 0.45 μg/mL，除磷

率达 78.37% (P<0.05)。 

3  讨论与结论 

聚磷菌在生物除磷工艺中扮演着重要的角色，

目前已报道的聚磷菌有不动杆菌属(Acinetobacte 

sp.)、假单胞菌属(Pseudomonas sp.)、葡萄球菌属

(Staphylococcus sp.) 和 微 丝 菌 属 (Microthrix sp.)  

等[14]。其中，郭丽英等[34]分离到的一株不动杆菌

属聚磷菌 RW 的除磷率为 79.35%；王春丽等[35]筛

选、分离得到的 2 株假单胞菌属聚磷菌 J4 与 J6 的

除磷率分别为 56%和 54%；南亚萍等[36]分离到的

金黄色葡萄球菌的除磷率为 98.2%；高春娣等[37]

研究的微丝菌 MPA223 对磷的去除率高达 98%。

后 2 株菌虽然除磷率较高，但其应用的安全性尚待

验证。本实验分离筛选获得的菌株 P49，除磷率达

到 72.18%，根据形态特征观察、生理生化反应及

16S rRNA 基因序列分析，将该菌株初步鉴定为解

淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)，这在聚

磷菌中未有报道。解淀粉芽孢杆菌在病原菌的抑

制、动物饵料的生产以及果蔬保鲜等方面有着广泛

的应用，是较为安全的菌属之一，但其聚磷作用尚

未见报道。聚磷菌 P49 的发现增加了聚磷细菌的

菌种资源，扩大了解淀粉芽孢杆菌的功能认知范

围，为生物除磷提供了有益的微生物资源。 

初始磷含量是影响聚磷菌除磷率的决定因素。

为满足聚磷菌的生长需求，环境中磷含量越高菌株

生长就越好[31]。但当磷含量达到一定量时，菌株

的生长会受到抑制，这是微生物生长受到了基质自

抑制作用所导致的[38]。然而对于除磷率来说，由

于聚磷菌在除磷过程中其聚磷量逐渐达到饱和，除

磷率反而下降。靳茹[39]和安健等[21]研究结果也表

明，高浓度 PO4
3–-P 反而会抑制聚磷菌的除磷活性。 

pH 值和温度是影响细菌除磷率的重要因素。

pH 值的变化会导致酶活性改变，由此引起细胞膜

电荷的变化，从而影响聚磷菌对营养物质的吸收， 
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图 8  pH、温度与装液量交互影响对除磷率影响的响应曲面和等高线图 
Figure 8  Response surface plots and contour line of effects of the interaction between pH, temperature and liquid 
loading on phosphorus removal rate 
注：A：pH 和温度对除磷率的交互影响；B：pH 和装液量对除磷率的交互影响；C：温度和装液量对除磷率的交互影响 

Note: A: Effect of pH and temperature interaction on phosphorus removal rate; B: Effect of pH and liquid loading interaction on 
phosphorus removal rate; C: Effect of temperature and liquid loading interaction on phosphorus removal rate 
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图 9  不同吸附材料对菌株 P49 生长的影响 
Figure 9  Effect of different adsorption materials on the 
growth of strain P49 
注：不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: The difference of small letters is significant (P<0.05) 

 

 
 
图 10  不同吸附材料对磷含量的影响 
Figure 10  Effect of different adsorption materials on 
phosphorus content 
注：不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: The difference of small letters is significant (P<0.05) 

 
进而影响菌株代谢。有研究发现，当聚磷菌处于中

性偏碱时才能有效进行除磷[40-41]。Li 等[19]认为 pH 

7.25 是聚磷菌作用的一个临界值，当 pH>7.25 时，

有利于聚磷菌除磷；而 pH 小于这个值时，除磷系

统遭受破坏，除磷效果显著下降。本研究也有相似

的结果，当 pH<7.0 时菌株 P49 除磷效率较低，而

pH>7.0 时除磷效果较好。温度方面，20−35 °C 下

聚磷菌均能发挥除磷效能[18,38]，但温度过低或过

高都会影响除磷工作[42]。可能是由于低温会导致

菌膜凝胶，阻碍营养物质运输，从而影响菌株的

生长，而高温会使菌体内蛋白质、酶和核酸发生变

性、失活，导致细菌死亡。Li 等[17]研究发现，温

度过低(<10 °C)会明显降低聚磷菌的生长和除磷

效率。因此，利用菌株 P49 进行除磷时可将温度调

控在 30 °C。 

装液量是体现溶解氧的重要指标，而溶解氧又

是影响除磷效果的一个关键因素[15,43]。菌株在溶解

氧较高的环境中，菌体将部分磷用于生长，而剩余

的磷储存于异染颗粒中；随着溶解氧的减少，菌株

只能将储存于异染颗粒的磷分解用于菌体的生长，

此时菌株的生长逐渐下降[25]。然而对于除磷效率

来说，有氧条件有利于除磷效率的发挥[15]。安健

等[21]的研究表明，随着溶解氧浓度的增高，菌株

LY-1 的除磷活性也会不断增大，这与本研究结果

一致。 

优化聚磷菌除磷条件不仅可以了解聚磷菌除

磷过程中的特性，还能够提高聚磷菌的除磷效率。

方春玉等[22]通过响应曲面法建立了聚磷菌 P2 除磷

条件的二次多项数学模型，对 6 个影响因素进行优

化，证明了 pH、培养时间和初始 COD 含量的影

响最大。这与本研究结果不同，本研究发现对聚磷

菌 P49 的除磷效果影响最大的因素是 pH、温度和

装液量。因此，聚磷菌在富营养化水环境处理中能

否实现高效除磷成为解决这一系列问题的关键。 

微生物的固定化有助于目标微生物的投加、回

收和反复利用[23]。有研究利用一些化学试剂作为固

定化材料，如聚乙烯醇和海藻酸盐等[44-45]，也有研

究以生物炭等作为材料对微生物进行固定化[46-47]。

本文利用成本较低、操作简便、易于回收的海

绵、无纺布和聚氨酯泡沫作吸附材料，探究它们

的除磷效能。海绵、无纺布和聚氨酯泡沫本身不

具备除磷能力，但对微生物的负载量大、容积负

荷高，是当前生物处理技术中微生物载体理想的

材料。我们的研究表明，以聚氨酯泡沫作为材料

时，对聚磷菌的吸附效果和除磷效果均最佳，对菌

体的吸附率达 95.21%，吸附后水中磷含量能降低至

0.45 μg/mL，达到污水排放标准(<0.5 μg/mL)。这是

由于聚氨酯泡沫的传质性能好、生物亲和性高、

亲水性强、空间体积利用率大且易于流化，能将



刘有华等: 一株高效聚磷解淀粉芽孢杆菌的分离鉴定及其除磷条件优化 1483 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

微生物牢牢固定于载体上提高系统生物量，从而有

效缓解生物强化菌的流失[48-49]。以聚氨酯泡沫作为

固定化材料能有效提升聚磷菌对磷的去除[50]，将其

用于生物除磷工艺中，对富营养化水环境处理具

有广阔的应用前景。 
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