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水体的富营养化已经成为世界各国共同面临的

重大环境问题，多数水体富营养化的控制因素为磷，

因此，污水除磷对防止水体富营养化尤为重要 [1 ]。目

前以生物除磷为主，出现不足再以化学法进行补充。

生物除磷就是利用活性污泥的超量磷吸收现象，

即微生物吸收的磷量超过微生物正常生长所需要的

磷量，通过污水生物处理系统的设计改进或运行方式

的改变使细胞含磷量相当高的细菌群体能在处理系

统的基质竞争中取得优势 [2 ]。生物除磷的过程是：厌

氧区，污水中的有机物被发酵产酸菌转化成乙酸，这

时聚磷菌将储存在菌体内的聚磷分解，释放出的能量

一部分用于聚磷菌在厌氧压抑条件下生存，另一部分

用于聚磷菌主动吸收乙酸、H +和 e -，使之以聚β-羟
丁酸的形式储存在菌体内，并使发酵产酸过程继续进

行。聚磷菌分解后的无机磷盐释放到聚磷菌外，即为

聚磷菌厌氧放磷。好氧区，聚磷菌将储存的聚β-羟
丁酸分解，释放出的大量能量用于聚磷菌生长、繁

殖。当环境中有溶解磷存在时，一部分能量用于聚磷

菌主动吸收磷酸盐，并以聚磷的形式储存在体内，此

即为聚磷菌的好氧吸磷。聚磷菌在厌氧条件下生长受

到抑制，一进入好氧区，活力将得到充分恢复，此时对

磷的吸收大大超过其正常生长所需的磷量，从而达到

除磷的目的 [3 ]。

对除磷起决定作用的是聚磷菌和发酵产酸菌。

聚磷菌既能储藏聚β-羟丁酸，又能积聚磷，一般只
能利用低级的低分子脂肪酸，不能直接利用和分解

大分子有机物；发酵产酸菌能够将大分子物质降解

为小分子物质，所以它的作用不可忽略 [3 ]。生物除磷

系统中，含量最丰富的聚磷菌是聚磷假丝酵母菌 [4 ]，

属于β-变形菌纲，通常形成 1. 0 ～ 1. 5µm的球杆菌
聚合体 [5 ]，菌体内储存多磷酸盐和聚羟链烷酸。遗憾

的是，这些聚磷菌尚未得到纯培养。不动杆菌属具有

典型聚磷菌的好氧 / 厌氧代谢途径，但它不是生物除
磷污泥中的典型种群。从污泥中分离到的菌，它们的

纯培养物在好氧 / 厌氧条件下，没有典型的聚磷菌代
谢途径。俊片菌属种 ( Lampropediaa) 只储存少量多聚
物，而且速度很慢。微半月聚磷菌 ( Microlunatus phos-
phovorus ) 具有典型的磷的吸收和释放，但不储存聚羟
链烷酸 [6 ]。通过克隆库 ( clone libraries ) 和荧光原位杂
交发现，实验室条件下，红环菌 ( Rhodocyclus ) 在磷含
量高的生物除磷体系中是优势种 [7 ]。好氧 / 厌氧交替
时，产生了磷的吸收和释放，但聚羟链烷酸和糖原质

的量没有变化，这表明存在聚磷菌的碳源竞争类群，

通常称为聚糖原菌 [8 ]。聚糖原菌属于γ-变形菌纲，通
常形成 2. 5 ～ 3. 5µm的球菌四联体。污泥中也存在高
效利用葡萄糖的类群，一般是 GC碱基对百分含量高
的革兰氏阳性菌，属于α-变形菌纲 [9 ]。

生物除磷系统中，有几种途径都可以产生能量。

糖原质是合成聚羟链烷酸的主要能量，厌氧三羧酸循

环也可能提供部分能量 [10 ]。对该系统生理生化特性
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进行深入研究，发现菌体内的多聚物使聚磷菌对基质

有竞争优势。生物除磷不是某种微生物作用的结果，

可能是几种微生物共同作用的结果，所以至今都没获

得聚磷菌的纯培养 [8 ]。需要用一定的方法对聚磷菌及

其内含物的种类进行鉴定。作者主要介绍了聚磷菌体

内多聚物的几种染色方法，包括对多磷酸盐采用的吕

氏亚甲基蓝染色，奈瑟氏染色，DAPI染色法；对聚

β-羟丁酸采用的苏丹黑染色法；对聚羟链烷酸采用
的尼罗蓝染色法。

1 聚磷菌体内多聚物的结构
聚磷菌主要的体内多聚物是多磷酸盐、聚羟链烷

酸和糖原质 [11 ]，也有一些特殊的菌，如 M. phospho-
vorus 在体内储存海藻糖、多磷酸盐和糖原质，但不储

存聚羟链烷酸 [6 ]。

1. 1 多磷酸盐

首先在迂回螺菌中发现多磷酸盐，所以多磷酸盐

又被称为“迂回体”。它是正磷酸单体由酯键结合形成

的线性链状或环状多聚物，末端羟基微酸性，中间羟

基强酸性，聚合化程度变化非常大。小分子量的多磷

酸盐能与金属阳离子或小分子蛋白结合，而高分子量

的多磷酸盐能和其他多聚物，如蛋白质、核酸结合。

多磷酸盐常作为磷库 (核酸的组分 ) 和能源库 (形成
ATP)。目前广泛认可的生物除磷模式认为，磷释放和
聚羟链烷酸储存是代谢相关的，即菌体内多磷酸盐的

降解为无氧条件下将碳源转化为聚羟链烷酸提供了

部分能量 [11 ]。

菌体两端或一端有颜色较深的异染颗粒

图 2 白喉杆菌用 albert染色图 1 白喉杆菌用美蓝或奈瑟氏染色 (Neisser stain )

1. 2 聚羟链烷酸

聚羟链烷酸存在于细胞质中，由一层膜包裹，是

0. 2 ～ 0. 5µm的颗粒 [12 ]。聚磷菌中的聚羟链烷酸是典

型的二元多聚物，主要是由 3 -羟基丁酸和 3 -羟基
戊酸盐组成，也有少量的 3 -羟基 - 2 -甲基丁酸和
3 -羟基 - 2 - 甲基戊酸盐 [13 ]，多聚物的具体组分由

碳源的性质和浓度决定。菌体内聚羟链烷酸最常见的

储存形式是聚β-羟丁酸，它是 3 -羟基丁酸的类脂
多聚物，也有其他羟基酸的多聚物。厌氧条件下，聚磷

菌在菌体内储存聚羟链烷酸，好氧条件下，储存的聚

羟链烷酸用于菌体的生长和糖原质的形成 [11 ]。其分

子结构见图 3 [14 ]。

1. 3 糖原质和海藻糖

糖原质是分枝状的多聚物，由葡萄糖单体通过

α( 1→4) 和α( 1→6) 糖苷键形成，比聚羟链烷酸颗粒
更小更分散。厌氧条件下，糖原质降解，聚磷菌利用产

生的能量把脂肪酸转化为聚羟链烷酸，好氧条件下，

重新形成糖原质 [11 ]。

只在 M. phosphovorus 中发现海藻糖，主要由培养
基中的酵母膏形成，好氧 /厌氧交替培养时，海藻糖的

图 3 聚羟链烷酸的分子结构

m = 1、2和 3，n 为单体链节数目，R 为侧链；当 m = 1, R是

- CH3 时，为 PHB
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表 1 多聚物染色方法及结果

多聚物 染色方法 颗粒颜色 红胞颜色

多磷酸盐

吕氏亚甲基蓝染色 粉紫色 蓝 色

奈 瑟 氏 染 色 紫黑色 黄棕色

DAPI染色 黄 色 蓝白色

聚β-羟丁酸 苏丹黑染色 黑蓝色 亮粉色

聚羟链烷酸
尼罗蓝染色 黄 色 无荧光

尼罗蓝染色 偏 红 无荧光

含量没有很明显的变化。在 M. phosphovorus 代谢中，
海藻糖的角色还不清楚 [6 ]。海藻的分子结构见图 4。

2 聚磷菌体内多聚物的染色

目前主要先对菌体染色，然后用光学或荧光显

微镜观察菌体内的多磷酸盐和聚羟链烷酸。染色方法

与化学分析结合能够推动生物除磷的研究，通过染色

首先知道污泥中聚磷菌和特征性颗粒的存在，进一步

的显微镜观察和化学分析确认多磷酸盐和聚羟链烷

酸之间的转化与整个污泥中菌体内被染色颗粒的关

系。所以说染色方法对与生物除磷有关的细菌的鉴定

和研究中有特别重要的意义。

通过涂片、微火固定等染色步骤，用显微镜观察，

能看到菌体内的颗粒着色或发荧光 ( 1 000 × )。虽然
染色改变了菌体的形态，但通常状况下还是能观察到

颗粒和细胞之间的差别以及颗粒的大小。好氧 /厌氧
培养时，对菌体分别染色，发现多磷酸盐颗粒和聚羟

链烷酸颗粒的数量有明显变化。好氧污泥中用电镜可

以观察到菌体内的糖原质颗粒 [16 ]，但糖原质的确定不

能单纯使用染色方法，必须结合化学分析。用电镜也

能观察到菌体内的多磷酸盐，同时观察到细胞周质空

间，细胞表面和细胞质中都有多磷酸盐的储存 [17 ]。

2. 1 多磷酸盐 (异染粒 )的染色

细胞内的多磷酸盐，也称迂回体或异染粒，通过

染色能观察到。常用染料的有效成分是亚甲基蓝，这

种带正电荷的染料对带负电荷的异染粒有很高的亲

和力。当异染粒与染料紧密结合，它的光学性质发生

改变，产生一种颜色，通过这种颜色就可以区分异染

粒和细胞。甲苯胺蓝和亚甲基蓝相似，也能用于异染

粒的染色。

用吕氏亚甲基蓝染色，特征性反应是颗粒粉紫

色，背景蓝色。当污泥中的菌体内储存大量多磷酸盐

时，这种染色方法的效果很好。

奈瑟氏染色时，需把亚甲基蓝溶解在酸性溶液

中，因为亚甲基蓝在 pH值较低 (大约 2. 8) 时才能与
多聚物结合，同时也能更好地区分多磷酸盐和细胞。

奈瑟氏染色，特征性反应是颗粒紫黑色，背景黄棕

色。对于观察多磷酸盐在菌体内储存量的变化，用奈

瑟氏染色法比吕氏亚甲基蓝染色法更有效，因为多磷

酸盐和细胞之间的差别很明显。好氧污泥中的细菌和

已获得纯培养的某些细菌都能在菌体内储存大量的

多磷酸盐，因此染色后，整个细胞呈黑紫色或粉紫

色。当菌体内储存了大量的多磷酸盐，吕氏亚甲基蓝

染色和奈瑟氏染色都出现以上典型现象 [18 ]。有报道

说，用亚甲基蓝对聚β-羟丁酸和对异染粒染色的结
果类似，得出这种结论可能是对染色结果的错误解

释。在一株不动杆菌中，菌体内储存了大量聚羟链烷

酸，用奈瑟氏染色却无任何上述典型染色结果。对丝

状细菌体内多磷酸盐染色，用奈瑟氏染色法更

有效 [18 ]。

DAPI这种荧光染料常用于 DNA的染色观察，菌

体内的多磷酸盐和脂类物质也能被高浓度的 DAPI
( 50 mg / L) 染色。DAPI染色后用荧光显微镜观察，

DAPI - DNA呈蓝白色，而 DAPI -多磷酸盐和 DAPI -

脂类呈黄色。菌体内多磷酸盐和脂类可以通过染色后

荧光的强度来区分：DAPI -脂类的荧光较弱，几秒

后就会猝灭，而 DAPI -多磷酸盐的荧光呈亮黄色，

不易猝灭 [16 ]。所有用 DAPI 染色的菌体，都是使用

330 ～ 385 nm的激发光进行观察。用高浓度的 DAPI( 50

mg / L) 对菌体内的多磷酸盐染色时，会出现背景荧光

强度过高的问题 [19 ]，使用低 DAPI浓度 ( 1 mg / L)和长

时间 ( 1 h )的方法染色可以避免这个问题 [20 ]。用DAPI

染色后，区分菌体内多磷酸盐颗粒和脂类有一定难

度 [21 ]，对于这个问题，可以先用尼罗蓝染色观察菌

体内聚羟链烷酸的储存状况，再用 DAPI染色。DAPI

图 4 海藻糖的分子结构 [15 ]
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染色法能与荧光原位杂交结合，所以近几年在生物除

磷研究中使用 DAPI -多磷酸盐染色大大增加 [21 ]。

2. 2 聚羟链烷酸的染色

聚羟链烷酸用苏丹族染料染色后，再用相差显

微镜 ( 1 000 × )观察，发现它在菌体内呈具有折射性
的颗粒。在组织化学中，苏丹族染料常用于细胞内是

否存在脂类物质的检测。苏丹族染料可以进入脂类

物质内部，在脂类中的溶解性比在染料溶液中高，特

别是苏丹黑，能够将所有脂类物质染色，所以已被用

于聚β-羟丁酸的染色观察中 [22 ]。

用尼罗蓝对聚羟链烷酸颗粒染色效果更好。尼罗

蓝的氧化形式有尼罗红和尼罗粉 2种，这 2种形式在
水溶液中同时存在，尼罗红能溶于中性脂类 (该脂类
在 55℃呈液态，能被聚羟链烷酸吸收 )。尼罗蓝染色
后，使用 460 nm和 546 nm激发光观察，菌体内的聚羟
链烷酸颗粒发荧光。有报道说可以使用蔡司滤片 set 9
和 set 15对尼罗蓝染色结果进行观察，效果都不错，
用 set 9观察到的聚羟链烷酸颗粒呈黄色荧光；set 15
则偏红。细胞膜和其他细胞成分没有吸收足够的染

料，所以不发荧光。尼罗蓝不能用于糖原质和多磷酸

盐颗粒的染色，它对石蜡和脂肪这些脂类物质的着色

能力大于对聚羟链烷酸的着色能力 [23 ]。菌体内聚羟

链烷酸含量越高，尼罗蓝染色后的荧光越强，所以能

用于估计好氧 / 厌氧条件下聚羟链烷酸储存量的变
化，同时它的发射光强度很大，在低放大倍数下也能

观察到菌体内储存的聚羟链烷酸。

2. 3 多磷酸盐和聚羟链烷酸双染
Rees 等 [24 ]描述了在同一菌体中两种颗粒———聚

羟链烷酸和多磷酸盐颗粒的染色方法：先用尼罗蓝再

用亚甲基蓝对不动杆菌的纯培养物进行染色，观察

染色后的菌体，出现了多磷酸盐发亮光，聚羟链烷酸

发荧光。这种双染法已被用于生物除磷混合污泥的研

究中，有时结果也不是很满意 [10 ]，在有些生物除磷混

合污泥研究中出现了聚羟链烷酸荧光降低和多磷酸

盐反应的缺失，产生这种现象的原因还不清楚。多磷

酸盐聚合的程度在不同条件下和不同细菌中有很大

的差异，双染法能够区分聚磷菌内储存的多磷酸盐链

的长度和多磷酸盐 /聚羟链烷酸的比例。双染法可以

用来核对用这两种染料单独染色时所得到的结果。近

来有报道说将 DAPI染色法、苏丹黑染色法与荧光原

位杂交结合，可以用来观察同一细胞中储存的两种

颗粒 [25 ]。

以上介绍的染色方法各有利弊，需要继续改进，

这对于聚磷菌代谢途径和菌体内含多聚物的鉴定研

究是必需的，从而更好地应用于生物除磷。
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