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摘  要: 太湖水体中不同形态磷含量与磷转化细菌的关系研究结果显示: 太湖水体中总磷和活性磷的含量分别为0.113mg/L

和0.011mg/L; 无机磷和有机磷分解菌在底泥中达6.73×105cells/g, 而在水体中仅为71cells/ml, 且存在明显的时间和空间差异; 

根据菌落形态特征, 分离筛选了3株有代表性的无机磷转化菌和7株占优势的有机磷分解菌. 3株无机磷转化菌经鉴定分别与巨

大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)、假单孢菌(Pseudomonas sp.)和类芽孢杆菌(Paenibacillus sp.)比较接近. 而7株有机磷分解菌

则分别与为苏云金芽孢杆菌(Bacillus thurigiensis)、短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)、芽孢杆菌(Bacillus sp.)、无芽孢杆菌

(Bacterium sp.)、氧化微杆菌(Microbacterium oxydans)腊状芽孢杆菌(Bacillus cereus)、简单芽孢杆菌(Bacillus simples)接近; 太

湖水体中磷分解细菌主要归属于芽孢杆菌属(Bacillus)和假单孢菌属(Pseudomonas), 对细菌降解性能进行研究的结果显示: 无

机磷分解细菌对太湖水体活性磷的贡献显著大于有机磷分解细菌的贡献率.  
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Abstract: The average contents of total phosphorus and active phosphorus concentration were 0.113mg/L and 0.011mg/L, 

respectively; the inorganic phosphorus-degrading bacteria and organic phosphorus-degrading bacteria in the sediment was 6.73×105 

cells/g dry sediment, but it was only 71cells/g in the water, and there was also significant temporal and spacial difference. According 

to the bacteria group’s shape, 3 representative inorganic phosphorus-degrading bacteria and 7 dominant organic phosphorus- 

degrading bacteria were isolated. Identification showed that the 3 representative inorganic phosphorus-degrading bacteria were 

similar to Bacillus megaterium, Pseudomonas sp. and Paenibacillus sp. The 7 dominant organic phosphorus-degrading bacteria were 

similar to Bacillus thurigiensis, Bacillus pumilus, Bacillus sp., Bacterium sp., Microbacterium oxydans, Bacillus cereus and Bacillus 

simples. The phosphorus-degrading bacteria of Lake Taihu were classified into Bacillus and Pesudomonas. The contribution of 

inorganic phosphorus-degrading bacteria for the aquatic bioavailable phosphorus was greater than that of organic 

phosphorus-degrading bacteria. 
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水体富营养化已成为一个世界性的环境问题, 高浓度氮、磷的不断增加, 一方面造成水体中藻类的

过量繁殖[1], 同时也造成了底泥中相应物质的积累. 即使随后采取有效的措施来削减外部的进入, 湖泊

的富营养化状态也将在相当长的时间内持续存在, 因为底泥由于生物、物理、化学作用(尤其是浅水水体) 
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而释放大量的营养盐阻碍这些湖泊生态系统的恢复[2-3]. 因此, 富营养化湖泊中磷的形态、来源及其与蓝

藻水华之间的关系受到人们的极大关注. 目前, 有关湖泊内源释放营养盐的研究大部分集中在水体磷的

浓度、底泥中营养盐含量与释放、水—沉积物界面营养盐的源、汇关系与转换等问题上[4-5]. 而对其中的

一些过程, 如微生物参与的水体磷循环转化过程[6-7]、水华过程中限制性营养盐的补偿途径[8-9]等研究逐渐

受到研究人员的关注 . 研究表明 , 水体中磷的主要存在形式是溶解性有机磷(DOP)和悬浮态颗粒磷

(Sestonic P), 可分别占到总磷的 12%-30%和 62%-82%, 生物可直接利用的溶解性反应磷仅占 5%-8%[10]. 
很显然, 这样的磷含量是不能满足水体中大量藻类生长繁殖所需. 一般认为水体中生物有效磷是在细菌

作用下, 分解 DOP 释放出 PO4
3-, 而藻类则吸收利用 PO4

3-[11]. 水体中磷的循环与再生依赖于细菌等微生

物对颗粒态、溶解态有机质的分解释放[12]. 因此, 水体中活性微生物的数量决定了有机质的分解速率和

营养盐(N、P)的再生速率. 本研究选择太湖不同生态类型的湖区, 通过不同时期水体中各种形态磷含量、

分布特征、磷分解细菌数量、藻类生物量等的同步检测, 分析了水体中磷的循环与磷分解细菌之间的关

系, 以及一些环境因子对此过程的影响, 为深入认识湖泊水体中磷的生物地球化学循环的过程、藻华爆

发机理提供理论依据.  

1 材料与方法 

1.1 采样位点  

根据太湖的水文特征和富营养化程度, 借助全球定位系统(GPS), 在太湖选取 32 个代表性采样点 (图 1). 
采样日期为 2005 年 1 月至 2005 年 12 月, 每月中旬采样 1 次. 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2  样品的采集 

每月中旬定点采集水下0.5m处左右水样, 微生物样品的采集, 将水样注入经酸浸泡、清洗干净、预

先灭菌的玻璃瓶中, 带到实验室后立即处理. 其它水样用预先洗干净的塑料瓶采集.  
1.3  样品的分析 

无机磷分解菌用传统的平板法分离和计数[13]湖水经稀释后涂布在无机磷琼脂培养基(以磷酸钙作为唯

一的磷源)上, 无机磷培养基组成: 葡萄糖 10g, Ca3(PO4)2 25g, (NH4)2SO4 0.5g, MgSO4·7H2O 0.3g, NaCl 0.3g, 

图1 采样点分布 
Fig.1 Sampling sites in Lake Taihu
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KCl 0.3g, FeSO4 0.03g, MnSO4·H2O 0.03g, 琼脂 13g, pH7.2 的蒸馏水1000ml, 115℃灭菌20min. 细菌在30℃
培养 48h 后计数, 将特异性的菌落挑出并纯化培养.  

有机磷分解细菌的计数用最大或然数法(most probable number, MPN), 用无菌水对湖水水样进行 10
倍梯度稀释, 稀释液按 10%的浓度接种到有机磷的液体培养基中, 30℃暗培养 7d 后, 进行显色反应, 根据

反应结果查 MPN 表, 推算每水样中有机磷分解细菌的数量. 有机磷培养基以卵磷脂作为唯一的磷源, 具

体成分与无机磷培养基相似, 仅是用 0.2g 卵磷脂和 5g CaCO3 代替磷酸钙. 有机磷分解菌的分离用稀释涂

平板法.  
1.4 磷细菌的生理生化特征测定 

根据菌落特征来挑取有机磷和无机磷分解菌, 结合细胞形态特征和氧化酶、接触酶试验来区分归类[10]. 
用这个方法, 分离了7 株占优势的有机磷分解菌和3 株有代表性的无机磷分解菌, 并根据伯杰氏细菌鉴定手

册对这些菌的生理生化特征进行了初步测定[14].  
1.5 其它理化参数的测定 

温度用水温计现场直接测定; 水体中活性磷、总磷用紫外分光光度计测定; 叶绿素 a 用 90%丙酮萃

取荧光分光光度法测定; DOC 用 1020A 型 TOC 仪(美国生产)测定. 具体操作参照文献[15].  
1.6 主要磷细菌的分子特征测定 

将所分离的菌株在有机磷选择性培养基平板上划线, 30℃培养 3d, 活化及检查纯度后, 转接到有机

磷液体培养基中, 30℃培养 48h 后离心收集菌体, 分别用无菌水和 TE buffer 洗 2 次后, 加入 400µl 含溶菌

酶 (10mg/ml) 的 TE buffer, 37℃保温过夜, 提取总 DNA, 检查纯度和浓度后, 于 4℃保存备用.  
PCR 扩增 : 采用细菌 16SrDNA 通用引物进行基 因 扩 增 ( 正 向 引 物 为 27F: 5’-GAGAGTTTGA- 

TCCTGGCTCAG-3’, 反向引物为 1495R: 5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’), 95℃预处理 5min, 95℃变

性 1min, 55℃复性 2 min, 72℃延伸 2min, 进行 30 个循环, 72℃延伸 10min. PCR 产物经检测纯化后, 直接

用 Taq DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit 测序, 电泳及数据收集用 Applied Biosystems DNA 
Sequencer(model377)自动进行. 将所测 16S rDNA 序列经校对后, 在 GenBank 数据库中进行 BLAST 比较. 
所测序列进入 GenBank 数据库进行相似性分析, 并与 GenBank 中的相近序列在 ClustalX(1.8)程序包中进

行多重序列匹配排列(Multiple Alignments)分析, 最后形成一个多重序列匹配列阵, 用 MEGA3 程序包中

的 Neighbor-Joining 法构建系统进化树. 计算模型为 Kimura2-parameter, 计算次数为 1000 次. 测定的序列

登录在 EMBL 核酸序列数据库中, 登录号为 DQ45737-DQ45746.  
1.7 磷分解细菌释磷能力的测定 

磷释放能力通过以下方法来估计, 将所选的细菌接入无机磷和有机磷液体培养基中(培养基配方同

上, 不加琼脂), 150r/min 振荡培养. 经 30℃培养一定时间后, 培养物剧烈振荡, 使吸附的细菌释放, 然后

静置 3min, 让 CaCO3 或 Ca3(PO4)2 沉淀, 菌体生长量的测定: 无机磷液体培养基和有机磷液体培养基中细

菌生长量的测定在日产岛津分光光度计上进行, 分别以无菌无机磷液体培养基和有机磷液体培养基为参

照, 测定波长 600nm 处的 OD 值[16]. 经 10000r/min 离心 10min, 去除细菌生物量后, 测定上清液中的生物

活性磷. 磷释放能力用细菌的生长量和培养液中水溶性磷含量来表示[17].  
1.8 数据处理 

所有实验数据在 Grapher 和 SPSS for windows 11.5 统计软件上进行处理.  

2 结果分析 

2.1 水体中磷的季节变化 

2005 年太湖水体中的总磷和活性磷的的年平均值分别为 0.136±0.0698mg/L 和 0.007±0.0025mg/L 
(平均值±标准差, n=222). 总磷的含量保持全年都比较丰富的状态, 而且每个季节都比较稳定(最大值

0.167mg/L, 最 小 值 0.11mg/L); 而 活 性 磷 含 量 相 对 较 低 , 变 化 较 大 , 最 小 值 0.002mg/L, 最 大 值

0.016mg/L, 两者相差 8 倍(图 2). 根据磷含量计算得出的湖泊富营养综合指数(TSI)达 81.3, 远高于富营

养化的临界指数值(TSI)54[18], 说明湖泊仍处于超富营养状态. 然而, 太湖从 2000 年起, 已经开始了零
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点排放行动, 几年过去了, 而湖泊水体的总磷含量仍然居高不下, 浅水湖泊的内源性释放可能是富营

养的主要营养负荷之一.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 2005 年各月太湖水体中总磷(a)和活性磷(b)的浓度(各采样点的平均值) 
Fig.2 Variety of total phosphorus(a) and water soluble inorganic phosphorus(b)in Lake Taihu in 2005 

 

2.2 太湖水体中磷的空间分布 

对太湖不同生态类型湖区水体中磷含量的统计分析表明(图 3), 太湖水体磷在不同生态类型湖区内

存在显著差异, 总体表现为临近岸边的湖湾处, 营养盐含量普遍高于受人类干扰少的湖心区, 活性磷的

含量在不同湖区间差异更为显著, 无论是草型湖区还是藻型湖区, 水体磷酸根含量都显著高于较贫营养

的湖心区(梅梁湾: 0.011mg/L, 贡湖湾: 0.0091mg/L).  
2.3 太湖磷分解细菌的分布 

按季节对有机磷分解菌(OPB)和无机磷转化菌(IPB)进行了采样分析的结果表明, 有机磷分解菌的年

平均数量为, 表层底泥中 5.31×105cells/g(以干泥计), 水体中仅有 7.54×103cells/ml. 在秋冬季节分布较多, 
且不同采样点之间差异显著 , 能在磷酸钙琼脂培养基上生长的无机磷转化菌在表层沉积物中约为

7.36×105cells/g 以干泥计), 在水体中约为 5.46×105cells/ml(图 4). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

2.4 磷细菌的特征 

2.4.1 水体中可培养磷分解细菌的初步鉴定 太湖水体中磷分解细菌的菌落类型很少, 在 3 种不同营养类

型湖区连续 1 年的采样分析中总共只出现 17 种菌落类型．由于某些种出现频率很低, 而另有一些培养困

难, 在多次的接种过程中逐渐死亡, 因此仅对 10 类菌落(表 1)进行了初步鉴定. 结果表明它们大致属于假

单胞菌属(最有可能是荧光假单孢菌 Pseudomonas fluorescens)和芽孢菌属(最有可能是巨大芽孢杆菌

Bacillus megaterium)两类.  

图 4 太湖不同湖区中磷分解细菌分布 
Fig.4 Distribution of bacteria of phosphorus 

decomposition in Lake Taihu 

图 3 太湖不同生态类型湖区磷分布 
Fig.3 The phosphrous distribution in different

ecological types in Lake Taihu 
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表 1 太湖水体中可培养磷分解细菌的菌落特征 
Tab. 1 The morphological characteristics of dominant cultivable Phoshorus-degrading bacteria 

in the water of Lake Taihu 

 IPB1 IPB2 IPB3 OPB1 OPB2 OPB3 OPB4 OPB5 OPB6 OPB7 
直径(mm) 3-5 1-3 3-5 1-3 <1 1-3 <1 1-2 2-4 1-3 
形状 圆形 圆形 圆形 圆形 不规则 不规则 圆形 圆形 不规则 圆形 
隆起 隆起 突起 隆起 突起 隆起 突起 隆起 突起 扁平 突起 
边隆 全缘 全缘 波状 丝状 全缘 全缘 波状 波状 全缘 全缘 
均一性 奶油状 膜状 脆性 膜状 奶油状 奶油状 膜状 膜状 奶油状 奶油状

表面 光滑 光滑 颗粒状 光滑 波状 皱褶 光滑 颗粒状 波状 皱褶 
光泽 有光泽 不透明 不透明 暗淡 不透明 不透明 有光泽 不透明 不透明 不透明

颜色 浅黄 褐色 白色 黄色 白色 白色 黄色 浅黄 乳白 黄色 

根据菌落形态和磷酸钙及卵磷脂琼脂培养基中水解圈的大小, 挑选了 7 株有机磷分解菌和 3 株无机磷

转化菌, 对它们的形态和生理生化特征进行了测定(表 2).  
 

表 2 磷转化细菌的形态和生理生化特征 
Tab.2 The morphological and biochemical characteristics of phosphobacteria 

菌株 IPB1 IPB2 IPB3 OPB1 OPB2 OPB3 OPB4 OPB5 OPB6 OPB7

细胞形状 圆形 杆状 杆状 杆状 杆状 杆状 圆形 圆形 杆状 圆形 

革兰氏染色 G- G+ G+ G+ G+ G+ G+ G+ G+ G+ 

芽孢 - + - + + + - - + - 

氧化酶试验 - + + + - + + - - - 

接触酶试验 + + + + + + + + + + 

氧化葡萄糖产酸、产气 - W + + + W + - - - 

发酵葡萄糖产酸、产气 - W + - + W + - + - 

氧化麦芽糖产酸、产气 - + + - + W + - - - 

氧化蔗糖产酸、产气 W - - + - - + - - - 

氧化甘露醇产酸、产气 W - - W W - - - W - 

氧化甘露糖产酸、产气 - W - W W - - W - - 

甲基红试验 - - - - W - - - + - 

V. P 试验 - - - - - - - - - - 

吲哚试验 - - - - W W W W - - 

硝酸盐还原 - - - - - W + + - - 

明胶液化 + + + W W W + + - W 

柠檬酸盐利用 W + + + + + + + + - 

硫化氢产生 - - - + + W + + - - 

运动性 - W W + + W - + - - 

* 30℃培养 48h, ＋: 阳性, －: 阴性, W: 反应弱.  
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以分离菌株的总DNA为模板, 利用细菌16S rDNA的通用F341和R907引物进行PCR扩增, 得到长约

800bp左右的PCR扩增产物并进行测序. 用BLAST程序对所用菌株的16S rDNA序列和Genbank中已登录

的序列进行核苷酸同源性比较, 构建的系统发育树(图5), 表明这些菌株大体上分别属于芽孢杆菌属和假

单胞菌属.  
2.4.2 优势菌株的磷分解能力   各菌株的解磷能力OPB1与OPB7很接近, OPB4与OPB5比较类似, 而

OPB2、OPB3和OPB6都差别不大, 因此只选择了其中一个菌株进行研究. 磷释放能力可用释放出的生物

活性磷来衡量, 它们或溶解在培养液里, 或被细菌吸收. 分离菌株IPB1和OPB1的生长速率都比较高, 同

时培养基中磷酸根的含量也相当高, 而IPB3细菌的生长量并不明显, 但释放的生物活性磷的量却相对较

大, 说明菌株IPB3自身吸收的量比较低, 同等条件下对磷的释放能力更强(图6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 5 磷转化细菌的系统发育分析(用最近距离法, bootstriping; 1000 次, 分叉处的数字表示稳定性, 括号内

的数字表示该菌株在 EMBL 上的登录号, 最上方的 bar 表示 5%的遗传距离) 

Fig.5 Phylogenetic tree of phosphorus bacteria 
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图6 磷分解细菌的生长和降解情况 
Fig.6 Growth and decomposition curves of phosphorus release bacteria 

 
通过比较有机磷分解细菌和无机磷分解细菌的解磷能力, 可以发现有机磷分解菌矿化卵磷脂积累的

生物活性磷浓度不足 10μg/ml, 而无机磷分解细菌在好氧条件下能分解产生 90μg/ml 以上的生物活性磷. 
此外, 有机磷分解菌的繁殖速率也远远高于有机磷细菌分解的速度. 这可从一个侧面说明, 矿化卵磷脂

的酶可能是一些诱导酶, 它们在生物活性磷缺失的条件下可被诱导, 而溶解无机态磷的物质可能是一些

酸性物质, 因而不会受到高浓度活性磷的抑制. 

3 讨论 

磷通常是控制湖泊生产力的最重要的营养元素[19]. 由于周围河流水体中携带的水溶性无机磷进

入太湖后, 流速降低, 部分与Fe3+、Al3+和Ca2+结合转变成水不溶性无机磷而沉积到底泥中, 部分被

藻类或其他水生植物吸收而转变成细胞中的有机成分如磷脂、核酸及脂酸等. 随着细胞的死亡和裂

解, 这些有机组分从生物有机体中释放出来, 或者悬浮在水体中, 或沉积于底泥. 因此, 不溶性无机

磷和有机磷是藻类生长的最主要来源[20], 对长江中下游湖泊的磷分布研究结果表明, 湖泊沉积物中

较难被生物利用的有机磷、碎屑钙磷、自生钙磷、闭蓄态磷等4种形态的磷占了总提取磷的大部分, 除

个别湖泊外, 在长江中下游湖泊的沉积物样品中4种形态都占总提取磷量的90%以上[21]. 这说明, 在

自然状态下(沉积物样品未经风干、磨碎), 沉积物较易发生释放的交换态磷、铝磷和铁磷的含量一般

不足沉积物中总磷含量的10%[21]. 在水生生态系统中, 生物能够直接利用的磷是无机正磷酸盐(即水

溶性磷)非常有限的. 而在太湖水体中, 组成生物细胞的有机磷是主要的磷存在形式, 水溶性磷只占总磷

的9.5%(图2); 底泥中, Ca-P是主要的存在形式. 因此, Ca-P的溶解和OP的矿化是湖泊水体磷来源的两个

重要方面.  
一般认为凡是能够产生酸性代谢产物的微生物都会对无机磷产生溶解作用[22]. 对太湖的长期观测结

果表明, 水体常年保持偏碱性的状态, 太湖湖水的年均pH为8.3, 底泥中为7.5. 这样的偏碱性环境适于

Fe-P的释放而不利于Ca-P的释放. 这也从一个方面解释了沉积物中Ca-P含量高, 而Fe-P较少的原因. 1、2
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号无机磷分解菌在葡萄糖氧化发酵试验的结果表现都偏阴性, 说明它们都不能产生足够的酸使溴麝香草

酚蓝呈黄色(表2). 虽然在甲基红试验中, 两株无机磷分解菌最终pH值为6.3和5.7, 说明pH值并非是磷释

放的唯一因素. 有机代谢物(包括有机酸)对磷酸盐阳离子的络合可能是另外一个重要的原因[23]. Nautiyal
也发现在pH高达12的碱性土壤中仍然分布着Ca-P溶解细菌, 它们通过产生有机化合物来络合钙离子而释

放磷[10].  
在太湖表层底泥中, 有大约6.73×105cells/g无机磷分解细菌(以干泥计), 而在水体中只有71cells/ml. 

筛选得到的菌株在实验条件下每天可释放63μg/ml以上的生物活性磷. 无机磷分解细菌的耗氧并通过氧

化还原电位的降低可促使铁结合鳞的释放[24], 对不溶性无机磷分解起到关键作用. 因此微生物能调节沉

积物—水界面磷交换的非生物过程[25].  
至于有机磷, 只有少部分溶解性有机磷组分如ATP和6-磷酸葡萄糖能被生物直接吸收. 大多数有机

磷组分不能被直接利用, 但可被细菌产生的胞外酶分解而转化为生物可利用磷[26]. 因为不溶性有机磷主

要是磷脂(细胞膜的组分)和核苷酸(DNA或RNA的组分), 水生微生物相应地进化发展出2种酶介导的磷再

生系统. 第一个系统被认为是磷限制式的快速激活反应, 这类酶能被几乎所有的浮游生物, 包括细菌、藻

类、真菌和浮游动物所分泌, 它的活性主要依靠于非特异的碱性磷酸酶(APA), 因为APA能被生物活性磷

强烈地抑制, 其在湖泊生态系统中的作用仅限制在磷缺失的时期[27]. 微生物在磷的循环过程中起重要作

用, 磷转化细菌对不溶性磷酸盐的分解, 使湖泊中可溶性磷含量增加, 同时磷细菌死亡后又会发生有机

磷的矿化, 成为湖泊中水合磷酸盐矿物沉积的重要途径.  

4 小结 

(1) 太湖水体中磷分解细菌数量与水体中生物活性磷含量无显著相关性, 这可能是由于水体中活性

磷的快速转化而造成的.  
(2) 从太湖水体中分离出7株有机磷分解细菌和3株无机磷分解菌, 通过形态观测、生理生化实验和序

列测定结果初步表明太湖中磷分解细菌主要归属于假单胞菌属(Pseudomonas)和芽孢杆菌属(Bacillus).  
(3) 不同磷分解细菌对水体活性磷的贡献率差异显著, 无机磷转化细菌对太湖水体生物活性磷的贡

献远高于有机磷转化细菌的作用.  
致谢: 感谢朱丽平师妹在样品测定过程中的热心帮助！ 
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