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1 株聚磷菌株的鉴定及其积累聚–β–羟基丁酸酯的条件 
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摘 要：从 SBR活性污泥中筛选、分离出 1株有聚–β–羟基丁酸酯(PHB)积累能力的聚磷细菌（将其命名为“LB4”），

通过形态、生理生化及 16S rDNA方法分析，鉴定该聚磷细菌为鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)。采用厌

氧、好氧交替培养方法，研究影响其积累聚–β–羟基丁酸酯 (PHB)的因素。结果表明：在厌氧初始阶段，当 pH为 

8.0，COD 为 2 000 mg/L，培养温度为 35 ℃时，通过批式补料方式短期限制磷元素对其进行培养，最有利于该菌

株积累 PHB，PHB的最高积累量可达菌体干重的 32.6%。 
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Abstract: LB4, a phosphate-accumulating strain with the ability of poly–β–hydroxybutyrate(PHB) granules accumulation, 
was isolated from activated sludge of SBR in treatment equipment of wastewater. Through the analysis from 
morphological, biochemical characteristics, and identification using 16S rDNA sequence approach, LB4 was proved to be 
a subspecies of Acinetobacter baumannii. The influence factors for PHB accumulation were investigated by alternative 
cultivation of anaerobic-aerobic cycle. The results showed that the favourite conditions for the strain to accumulate PHB 
at the beginning of anaerobic phase was at temperature 35 ℃, pH 8.0, COD 2 000 mg/L, and with short-term phosphorus 
inhibition, the maximum accumulation of PHB could reach to that of 32.6% dry weight of the strain. 
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聚–β–羟基丁酸酯(PHB)是许多细菌利用不平

衡营养供给物生长时产生的碳源类贮藏物[1]，因具

有不可替代的生物可降解性、生物相容性和压电

性，被用于生产优良的生物降解塑料、生物相容性

材料和环保高分子材料[2–3]，在农业、食品业和生

物医药领域具有广阔的发展前景[4–5]，但其广泛应

用受到高生产成本的限制。马忠友等[6] 以工厂污水

为原料，利用丝状细菌生产PHB，PHB含量达细胞

干重的37.24%，不仅大大降低了PHB的生产成本，

还使污泥得到了合理利用。调节活性污泥中溶解氧

的浓度，可使PHB含量由26%提高到37%[7]。以食品

工业废水为原料，通过优化碳氮比，PHB含量可达

到菌体干重的33%[8]。聚磷菌是污水处理中起脱氮

除磷作用的主要菌群。PHB作为活性污泥中聚磷菌

细胞内积累的能源物质，在生物除磷过程中起着

“能量转换器”的关键作用[9]。如果能利用脱磷工

艺剩余污泥中的聚磷菌群来累积PHB，不仅能节省

大量发酵培养菌群的费用，还可为剩余污泥的处置



 
 

第 40卷第 2期                  赵美等 1株聚磷菌株的鉴定及其积累聚–β–羟基丁酸酯的条件                   203 

提供新方法。笔者以1株从活性污泥中获得的具有

PHB合成能力的聚磷菌为对象，研究其积累PHB的

部分影响因素，旨在为实现剩余污泥的资源化和降

低PHB生产成本提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

取哈尔滨文昌污水处理厂的活性污泥，通过序

批式活性污泥法驯化，待其成熟后进行分离、纯化，

获得菌株。 

1.2 方 法 

1.2.1 菌株的培养及培养基和模拟废水的配制 

将保存的菌株经斜面活化后，采用厌氧、好氧

序批式活性污泥法[10]培养，所得菌体用于测定菌体

干重和PHB积累量。 

斜面培养基的配制：称取酵母膏 10 g，蛋白胨

10 g，牛肉膏 5 g，(NH4)2SO4 5 g，琼脂 20 g，加入

1 L蒸馏水，调 pH至 7.0，121 ℃灭菌 20 min。 

种子培养基的配制：称取牛肉膏 8 g，胰蛋白

胨 5 g，NaCl 5 g，葡萄糖 1 g，加入 1 L蒸馏水，

调 pH至 7.2～7.4，121 ℃灭菌 20 min。 

自配模拟废水：称取 CH3COONa 1 335 mg，

(NH4)2SO4  280 mg，K2HPO4·3H2O 75 mg，NaCl 220 

mg，CaCl2 125 mg，MgSO4·7H2O 27 mg，FeCl3·3H2O 

10 mg，加入 1 L蒸馏水，121 ℃灭菌 20 min。 

1.2.2 菌种的鉴定 

菌株的形态、生理生化鉴定参照文献[11–12]。 

用16S rDNA测序进行分类学鉴定。参照文献

[13] ， PCR 扩 增 菌 株 的 16S rDNA 。 运 用

Clustal.X1.8.1软件进行DNA序列同源性比较，比对

结果采用Vector NTI软件进行系统发育分析。 

1.2.3 影响菌株合成 PHB 能力的因素研究 

以乙酸为碳源，在 30 ℃条件下，研究初始 pH、

培养温度、初始 COD 浓度、营养条件对菌株生长

及 PHB积累的影响。 

1.2.4 PHB 的表征分析 

PHB定量测定：按照文献[14]得到 PHB产品，

采用 Law等的方法[15–16]测定样品中的 PHB含量，

用不含 PHB的氯仿作空白对照。 

元素分析：用元素分析仪(VarioEL Ⅲ型，德国

Bruker公司)分析所提取样品中C、H元素的含量(质

量百分比)。 

紫外吸收光谱分析：在波长 180～300 nm测定

光密度。 

红外光谱表征：在光谱分辨率 2 cm–1下，于

4 000~400 cm–1进行红外光谱(傅立叶变换红外光谱

仪，AVATAR–360，美国 Nicole公司)检测。 

2 结果与分析 

2.1 聚磷菌株的鉴定结果 

菌落为圆形，中央较厚，边缘圆整，呈淡黄色，

不透明，表面光滑；菌株不具有运动性，无鞭毛；

革兰氏阴性，无芽孢；扫描电镜下观察菌体呈球杆

状，两端钝圆，细胞大小为(0.9~1.6) µm×(1.5~2.5) 

µm(图 1)。菌株的生理生化特性见表 1。 

 
图 1 菌株的电镜观察结果(×20 000) 

Fig. 1 Electron micrograph of the strain (×20 000)  
表 1 菌株的生理生化特性 

Table 1 Physiological and biochemical characteristics of the strain 
鉴定项目 生理生化特性 鉴定项目 生理生化特性

触酶 + 4 ℃生长 微弱 
甲基红 + 30 ℃生长 + 
V.P – 45 ℃生长 + 
吲哚 – 60 ℃生长 – 
明胶液化 微弱 pH 5.7生长 + 
乙酸氧化 + 2% NaCl生长 微弱 
葡萄糖产酸 微弱 7% NaCl生长 – 
硫化氢  – 

 

运动性 – 

“+”示阳性；“–”示阴性。  
菌株 16S rDNA 序列分析结果(图 2)表明，该

聚磷菌与序列号为 EU760628 和 EU760625 的不动
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杆菌属菌株的同源性高达 99%。结合菌株形态特征
和生理生化鉴定结果，鉴定菌株 LB4为鲍曼不动杆

菌(Acinetobacter baumannii)，并命名为 Acinetobacter 
baumannii LB4。 

 

 
600        500       400        300        200       100        0 

图 2 LB4 菌株的系统发育树 
Fig.2 Phylogenetic tree of the strain LB4  

2.2 聚磷菌合成 PHB 能力的影响因素 

2.2.1 pH 对合成 PHB 能力的影响 

由表 2可以看出，初始 pH 8.0最利于 LB4积

累 PHB，积累量达 229.6 mg/L，占细胞干重的

19.2%。可见，控制初始 pH微碱性，对 A. baumannii 

LB4合成 PHB有利。 

表2 不同条件下LB4的菌体(1 L)的干重和PHB质量 
Table 2 Strain dry weight and PHB mass under 1 L of LB4 with 

different conditions 

因素 水平 菌体干重/
mg 

PHB/mg 
PHB质量占菌体
干重的比率/%

初始 pH  5 783.20  60.1  7.70 

  6 1 155.30 114.6  9.90 

  7 1 236.30 211.4 17.10 

  8 1 195.80 229.6 19.20 

  9 1 036.70 169.0 16.30 

 10 772.50  83.4 10.80 

温度(℃) 10 998.70 100.9 10.10 

 20 1 011.30 175.5 17.40 

 25 1 135.60 210.5 18.50 

 30 1 175.80 232.8 19.80 

 35 1 264.60 268.1 21.20 

 40 738.20  57.6  7.80 

初始 COD COD500 1 132.46 146.2 12.91 

 COD1 000 1 318.77 274.7 20.83 

 COD2 000 1 712.68 472.7 27.60 

 COD4 000 2 503.41 623.6 24.91 

营养条件 氮、磷限制 1 619.70 510.2 31.50 

 磷限制 1 621.50 528.6 32.60 

 氮限制 1 675.00 515.9 30.80 

 营养平衡 1 695.30 466.2 27.50 
 

2.2.2 温度对合成 PHB 能力的影响 

由表 2可知，培养温度为 35 ℃时，PHB浓度

达到最大值(268.1 mg/L)，同时，PHB 占细胞干重

的比率也达到最大值(21.2%)；当温度继续上升时，

两者均呈急剧下降趋势。这是因为温度升高，菌株

细胞的生长速率和代谢活动随之增加，但当温度高

到一定程度时会出现酶活性降低等现象，从而使细

胞代谢功能急剧下降，影响菌体的生长和 PHB 的

积累。 

2.2.3 碳源浓度对合成 PHB 能力的影响 

由表 2 可知，初始 COD4 000系统内的 PHB 积

累量最大，为 623.6 mg/L，但其积累的 PHB(占细

胞干重的 24.9%)较 COD2 000系统的(27.6%)少，这

是由于 COD4 000的细胞浓度较大，所以，采用 COD

为 2 000的碳源浓度最有利于积累 PHB。 

2.2.4 营养条件对合成 PHB 能力的影响 

由表 2可知，营养条件改变后，经过 9 h的厌

氧反应，氮磷限制、磷限制、氮限制条件下的 PHB

积累量均较营养平衡情况下有所增加，其中，短期

磷限制最利于提高 PHB的积累。 

2.3 PHB 的表征分析结果 

对所提取的 PHB 样品的元素进行分析，结果

表明，元素 C、H 的质量分数分别为 56.66%和

7.19%，而 PHB中元素 C、H的理论质量分数分别

为 55.81%和 7.02%，可见，样品测定值与理论计算

值的相对误差较小。 

625.0 

Abaum annii EU760625.seq 
LB4.seq 
Abaum annii EU760628.seq 
Abaum annii AY738399.seq 
Abaum annii AB109775.seq 
Abaum annii EU236731.1.seq 
Abaum annii EU584520.seq 
Abaum annii EF514909.seq 
Abaum annii EU734819.seq 
Abaum annii EU734819.seq 
Abaum annii FJ855135.seq 
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由图 3可见，所提取的 PHB样品在 225 nm处

有强吸收峰，与标准品的峰十分接近， 纯度较高。 

由图 4可见，所提取的样品在 1 724 cm–1处有强

吸收峰，与标准品的特征峰较一致(此峰为 PHB的羰

基吸收峰[17])，说明样品中含有 PHB。 

 
图 3 PHB 样品和标准品的紫外吸收光谱分析结果 

Fig.3 UV absorption spectra of PHB sample and reference substance   

 
399                1 360              2 330                3 290 

波数/cm–1 

图 4 PHB 标准品和提取样品的红外光谱分析结果 
Fig. 4 Infrared spectra of PHB reference substance and PHB sample  

3 结论与讨论 

微生物的生命活动和物质代谢都与 pH 密切相
关。pH值的变化会引起细胞膜电荷的变化和代谢过
程中酶活性的变化，从而影响到微生物对营养物质

的吸收[18]。目前，关于 pH对 SBR系统影响的研究
多数是通过批式试验全程控制 pH进行的，但全程控
制 pH在实际运行过程中并不容易实现，pH通常随
着反应的进行而改变，全程控制 pH得出的结论只能
反映 pH冲击负荷对系统的影响，而不能反映系统稳
定的运行状态。本试验中通过控制起始 pH考察稳定
运行的 PHB积累系统受 pH的影响，结果表明，初
始 pH 8.0 最利于 LB4 积累 PHB，积累量达 229.6 
mg/L，所以控制初始 pH微碱性，对A. baumannii LB4
合成 PHB有利。这与 Dionisi的研究结果[19]相符。 
聚磷菌在好氧条件下正常生长，所吸收的有机

物用来合成蛋白质、核酸等新的细胞物质和 PHB、
糖原、多聚磷酸盐等储藏性物质。为了提高胞内 PHB
的积累量，必须使细胞将所吸收的有机物尽可能地

转化为 PHB，减少其他物质的合成，因此，限制 N、
P等提供条件，使菌体中非 PHB成分的生成减少，
理论上能提高 PHB的含量[20]。本试验中短期磷限制

最有利于提高菌株 LB4对 PHB的积累量。这与王婧
等[21]的研究结论相符。通过营养平衡主体反应器驯

化，得到能够正常生长并积累 PHB较多的微生物种
群，再采用批式补料方式短期限制营养条件对其进

行单独处理，更有利于 PHB的积累。 
利用聚磷菌纯培养合成 PHB 离实际应用和工

业化生产还存在较大距离。将具有积累 PHB 的不
同聚磷菌进行混合培养，或采用废水除磷工艺剩余

活性污泥中的聚磷菌群直接积累生产 PHB，均具有
很强的可行性，有待研究。 
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