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提要   采用平板分离法,从黄海海域分离到一株聚磷菌, 编号为 YSR-3, 对其进行了部分生

理生化特性以及分子特性的研究。结果表明, YSR-3菌体呈杆状,大小为 315Lm @ 1Lm,革兰

氏染色阴性,好氧生长;显微镜下观察能运动。最适培养条件为:氯化钠浓度 3%,生长温度为

24e ,起始 pH值为 615。该菌能在细胞内累积多磷酸盐形成异染粒。16S rDNA鉴定结果表

明, YSR-3属于 C-变形菌纲、盐单胞菌属 (H alomonas)。与盐单胞菌属中的其他已知种比较,

YSR-3具有其特性:对氯霉素和卡那霉素敏感、淀粉水解呈阳性、反硝化和几丁质降解呈阴性、

能将葡萄糖作为唯一碳源和能源。
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  水体的富营养化越来越引起人们的注意, 多

数水体富营养化的控制因素为磷, 因此将水体中

的磷除去对防止水体富营养化尤为重要 (王莉红

等, 2003)。目前主要使用生物法除磷,它利用活

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 (聂福胜, 2004)。聚磷菌对生

物除磷起决定性作用, 其中含量最丰富的聚磷菌

是聚磷假丝酵母菌 ( Saunders et al, 2003)。而其

他一些属,如不动杆菌属具有典型的聚磷菌的代

谢途径,但它不是生物除磷污泥中的典型种群;

俊片菌属只储存少量多聚物,而且速度很慢; 微半

月聚磷菌具有典型的磷的吸收和释放 ( Santos et

al, 1999)。目前尚未见到聚磷菌获得纯培养的报

道 ( Zeng et al, 2003)。本文中报道从海洋中分离

到的一株聚磷菌的分离、鉴定以及在系统发育中的

地位,为水体的生物除磷补充有关基础理论资料。

1 材料与方法
111 样品的采集与富集

2004年 8月, 采用无菌界面取样器, 取黄海

冷水团附近海域 (北纬 34b45c, 东经 123b00c, 水

深 75m )的底泥。富集方法见文献 (卫扬保等,

1994;高峻等, 2004)。

112 菌株的分离纯化

基本培养基: 2216培养基 ( Zobe l,l 1946) , 以

0101mol /L奎尼酸铁溶液代替磷酸高铁, 加量为

2m l/L, pH 615、113e 灭菌 20m in; 固体培养基加

琼脂 20g /L。

取富集瓶中上层液体 011m l于平板内, 均匀

涂布, 24e 恒温箱静置培养 2) 3天。待出现单

菌落后,分别挑取各单菌落, 在相同条件下划线

分离 3次以上,临时编号为 R1、R2、R3,,。

113 电镜观察
挑取单菌落用无菌海水适当稀释制成菌悬
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液,不固定不负染,直接滴铜网, 干燥皿中过夜干

燥。透射电镜 (日立 H8100)下观察,发现 YSR-3

菌体内有致密颗粒,作为本实验的试验菌株。

114 致密颗粒组分鉴定

11411 DAPI染色 ( Z illes et al, 2001)   在培养
液中加入 DAPI, 使其终浓度为 1mg /L, 混匀, 8h

后用荧光显微镜 ( OLYMPU S BH-2)观察。

11412 能谱分析   将滴有培养液的铜网置于
透射电镜 ( JEX 2000FX JEOL, 200kV )下观察, 使

用能谱仪 ( EDS system m icro-ana lyse, TRACOR

SerieⅡ )分析颗粒的元素组成,以菌体中无颗粒

的区域和铜网的空白区域作为对照。

115 种子液制备
挑取单菌落接种于基本培养基, 24e 恒温振

荡 ( 180r/m in)培养 12h, 按装瓶量体积的 10%进

行移种。移种后,以下试验无特别说明均按以上

条件培养。

116 绘制生长曲线

移种后培养,每隔 1h取样, 用 7300型分光光

度计测 OD 480nm (徐德强等, 1995)。

117 最适培养条件
11711 盐度   将种子液移种到含氯化钠为
0%、015%、1%、2%、3%、5%、8%、11%、14%、

17%、20%、23%的淡水基本培养基培养 (W /V ),

每隔 6h取样,测 OD 480nm。

11712 温度   移种后, 置于 4e 、15e 、24e 、

30e 、37e 、45e 恒温箱静置培养, 每隔 6h取样,

测 OD 480nm。

11713 起始 pH值   将种子液移种到起始 pH

值为 4、5、615、7、715、8、9、10的基本培养基培养,

每隔 6h取样,测 OD 480nm。

118 菌种鉴定

11811 生理生化特性   部分生理生化指标的
测定均参照参考文献 (东秀珠等, 2001)进行, 同

时使用 B IOLOG试剂盒进行鉴定。

11812 16S rDNA的 PCR扩增及序列分析   
引物设计: 上游引物为 5c-AGAGTTTGATCATG-

GCTC-3c, 下游引物 5c-TAAGGAGGTGATCCAAC-

CGC-3c( Ryu ji et al, 1995 ) , 对 YSR-3进行 16S

rDNA的PCR扩增。细菌总 DNA的抽提方法参

照《精编分子生物学实验指南》(奥斯伯等,

2001)。 16S rDNA的 PCR扩增条件为 ( 1) : 94e
1m in, 50e 2m in, 72e 3m in, 35个循环。PCR产

物切胶后用胶回收试剂盒回收 (鼎国生物技术有

限公司 ) ,送华大基因上海鼎安生物科技有限公

司进行测序。在 GenBank数据库中进行相似序

列检索, 用 C lusta lx 软件进行序列分析, 应用

Phylip-316软件构建进化树。
2 结果
211 形态观察
菌落呈浅褐色, 正反面颜色相同, 大小 1)

115mm,表面光滑湿润,圆形,边缘整齐, 从侧面看

没有丘状突起。电镜观察照片见图 1a, 菌体为杆

状,大小 315Lm @ 1Lm, 有的菌体一端有致密颗

粒,有的菌体两端都有致密颗粒。革兰氏染色呈

阴性, 通过显微镜观察和半固体穿刺说明菌体能

够运动。

212 致密颗粒成分鉴定

经 DAPI染色后用荧光显微镜观察结果见图

1b,箭头所示为菌体内的致密颗粒, 而且不容易

瘁灭, 说明该致密颗粒的组分是多磷酸盐 ( Smo-l

ders et al, 1994)。同时能谱分析见表 1, 表明致密

颗粒的组成元素为: 磷、镁、硫、钾、钙、氧,而磷占

总量的 5517%, 是主要成分。与菌体中无颗粒的

区域和铜网的空白区域相比, 致密颗粒的磷含量

最高。以上结果说明该致密颗粒是异染粒。

a b

图 1 YSR-3菌体照片

F ig1 1 Photos of stra in YSR-3

a 透射电镜观察照片,箭头所示深黑色颗粒为

异染粒, 标尺 1Lm; b DAPI染色照片,

箭头所示为异染粒,标尺 115Lm

213 最适培养条件

该菌的生长曲线见表 2, 培养至 12h左右进

入生长稳定期,最高 OD 480nm接近 118。该菌最适
盐度、温度、起始 pH 见表 3。盐度: 能在盐度为

50) 230的基本培养基上生长, 20) 50生长状况

都比较好, 本实验选取海水配制培养基, 盐度大

约为 30; 温度: 能在 4) 45e 的条件下生长, 在
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24) 30e 生长都比较好,但最适温度为 24e ; 起

始 pH: 能在起始 pH 值为 4) 10的培养基上生

长, 615) 8生长都比较好,但最适 pH为 615。

表 1 YSR-3菌体内颗粒的能谱分析

Tab11 Energy spectrom eter ana lys is of the intrace llu lar g ranu le o f strain YSR-3

元素 颗粒中元素含量 (% ) 细胞质中元素含量 (% ) 铜网中元素含量 (% )

P 5517 2167 01 31

M g 14147 12100 71 06

S 81 27 7177 01 31

K 15193 1100 01 29

Ca 51 63 5140 01 28

O ) 66112 91175

表 2 YSR-3的生长状况

Tab1 2 G row th o f strain YSR-3 in different tim e

培养时间 ( h) 0 2 3 5 9 11 12 18 25

OD 480nm 0 01 409 01926 11288 11 602 11694 11737 11 751 11 746

表 3 N aC l浓度、温度、起始 pH值对 YSR-3生长的影响

Tab1 3 E ffect o f NaC l concentration, temperatu re and in itia l pH on the grow th of stra in YSR-3

NaC l浓度 (W /V% ) OD 480nm 温度 ( e ) OD 480nm 起始 pH值 OD 480nm

0 0 4 01336 4 01 088

015 01466 24 21 01 5 11 646

2 11565 30 11 91 61 5 11 949

4 11643 45 01332 7 11 942

5 11519 71 5 11 925

14 11195 8 11 923

23 01269 9 1158

10 11 489

214 菌种鉴定结果

21411 部分生理生化特性   淀粉水解, 硝酸

盐还原和脲酶呈阳性; 反硝化, 明胶液化和几丁

质降解呈阴性。试剂盒的鉴定结果见表 4, 与传

统方法鉴定的结果相同。

与盐单胞菌属中几个典型种进行比较, 见表

5(李卫等, 2003) ,该菌有一些相同的生理生化特

征,如反硝化呈阴性; 脲酶呈阳性; 不能利用丙二

酸;不能液化明胶;能将 D-半乳糖、甘油和 L-亮氨

酸作为唯一碳源和能源。同时与典型种也有不

同的反应,如能够水解淀粉;能将 D-葡萄糖、D-甘

露糖、B-羟丁酸、C-羟丁酸和肌醇作为唯一碳源和

能源。

21412 16S rDNA的 PCR扩增及序列分析   

利用该引物扩增出约 115kb的特异条带, 见图 2。

测序结果见图 3,根据测序结果使用 GenBank数

据库进行同源性比较, 结果发现序列与数据库中

H alomonas属中的 marine bacter ium B5-7有较高

的同源性, 相似值为 99%。利用 GenBank数据库

对同源序列进行多重比较并进行进化树的构建,

见图 4,结果确定该菌株的分类地位属于盐单胞

菌属 (H alomonas)。在 GenBank数据库中的序列

登录号为 AY734435,编号为 YSR-3。
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表 4 菌株 YSR-3的 BIOLOG试剂盒鉴定结果

Tab14 Identifica tion o f strain YSR-3 w ith B IOLOG reagent

菌株 YSR-3的阳性结果 菌株 YSR-3的阴性结果

  吐温 40, 吐温 80, N-乙酰葡糖胺, L-阿

拉伯糖, D-果糖, D-半乳糖, D-葡萄糖, 肌醇,

D-甘露糖醇, D-甘露糖, D-阿洛酮糖, D-山梨

糖醇,甲基丙酮酸, 单甲基琥珀酸, 乙酸, D-

葡糖酸, B-羟丁酸, C-羟丁酸, A-酮戊酸, D,

L-乳酸,丙酸, 琥珀酸, 溴代琥珀酸, D-丙氨

酸, L-丙氨酸, L-丙氨酰甘氨酸, L-天冬氨

酸, L-谷氨酸, L-亮氨酸, L-脯氨酸, L-焦谷

氨酸, C-氨基丁酸, 2-氨基乙醇, 2, 3-丁二醇,

甘油

  水, A-环糊精,糊精, 糖原, N-乙酰半乳糖胺, 阿东糖醇, D-阿拉伯糖

醇,纤维二糖, 赤藓糖醇, L-岩藻糖, 龙胆二糖, D-乳糖, 麦芽糖, 蜜二糖,

B-甲基-D-糖苷, D-蜜三糖, L-鼠李糖, 蔗糖, D-海藻糖, 松二糖, 木糖醇,

顺乌头酸,柠檬酸, 甲酸, D-半内酯酸内酯, D-半乳糖醛酸, D-氨基葡糖

酸, D-葡糖醛酸, A-羟丁酸, 羟基苯乙酸, 甲烯基丁酸, A-酮基丁酮酸, A-

酮戊二酸,丙二酸, 奎尼酸, D-糖二酸 ,琥珀酰胺酸,葡糖醛酰胺,丙氨酸

酰胺, L-天冬酰胺, 甘氨酰-L-天冬氨酸, 甘氨酰-L-谷氨酸, L-组氨酸, L-

羟脯氨酸, L-鸟氨酸, L-苯丙氨酸, D-丝氨酸, L-丝氨酸, L-苏氨酸, D, L-

肉碱,狗尿酸, 肌苷,尿苷, 胸苷, 苯乙胺, 腐胺, D, L-磷酸甘油,葡糖-1-磷

酸,葡糖-6-磷酸

表 5 菌株 YSR-3与盐单胞菌属中其他几个种的比较

Tab1 5 Comparison of pheno typ ic features of stra in YSR-3 and som em embers o f g enusH alom onas

特  征 A B C D E F G H

淀粉水解 - - - - V + - +

脲酶 + - + + + + + +

硝酸盐还原 + - V - - + + +

明胶液化 - - - - - + - -

肌醇 + - - - V + - +

葡萄糖 +

蔗糖 + + - + - - -

注: A为 H 1elongata ATCC33173; B为 H1halmophila NCMB1971; C为 H1subglaciescola UQM2926; D为 H1halodurans
ATCC29686; E为 H1merid iana ACAM23324; F为双岛盐单胞菌; G为 CM 1; H为 YSR-3。 + : 阳性; - : 阴性; V为可变特征

图 2 YSR-3的 16S rDNA琼脂糖凝胶电泳图

F ig12 The electropho res is of 16S rDNA o f stra in YSR-3

1: M a rker; 2: YSR-3

3 讨论
一般情况下, 16S rDNA序列同源性为 98%

以上的可以认为是新菌株, 96% ) 97%的可以认

为是 新种, 93% ) 95% 的 可以认 为是 新属

( Devereux et al, 1990)。菌株 YSR-3与其他成员

同源性为 99% ,因此认为该菌株是盐单胞菌属中

的新菌株。

YSR-3属于盐单胞菌属, 并且具有聚磷菌的

特征, 这是目前报道的盐单胞菌属中其他菌所不

具有的特征,这对于研究海洋中磷的循环以及整

个地球上磷的循环都有一定意义。而且该菌在

盐度为 20) 50的培养基上生长良好,这对于海水

生物除磷可能会有更大的应用价值。对菌体内

致密颗粒形成过程的研究,可为生物除磷提供理

论基础,也可为生物矿化提供研究材料。

磷是生物必需的营养物质, 它既是细胞的构

成元素之一, 又参与其物质能量代谢活动, 对于

地球上所有的生物有非常重要的作用 (魏琛等,

2000;张清春等, 2005)。而聚磷菌在好氧条件下

能够超量吸收外界的磷,并以多聚磷酸盐的形式

储存在细胞内;厌氧条件下将细胞内储存的磷释

放 (田淑媛等, 2000)。聚磷菌这种对磷的吸收和
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图 3 菌株 YSR-3的 16S rDNA序列

F ig13 16S rDNA sequence o f strain YSR-3

图 4 YSR-3的 16S rDNA序列在 GenBank数据库中构建进化树

F ig1 4 The PHYLIP tree der ived from GenBank based on stra in YSR-3 16S rDNA sequence

释放, 可能影响地球上磷的迁移, 进而影响到整

个生物地球化学循环。

致谢   本文得到法国科研中心吴龙飞教授的

热心指导, 谨致谢忱。
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF AMARINE

POLYPHOSPHATE-ACCUMULATING BACTER IUM YSR-3

REN Sh-iY ing, WANG Z-iFeng, X IAO T ian, SergeN itsche

(K ey Laboratory ofM arine E co logy& Env ironm ental Sciences, Institute of Oceanology, Chinese Academy of

Sciences, Q ingdao, 266071; G raduate School, Ch inese Acad emy of S ciences, B eijing, 100039)

(K ey Laboratory ofMarine E cology& Environm en tal Sciences, Institu te of Oceanology, Ch inese A cad emy of

Sciences, Q ingdao, 266071)

(C entre d e Recherche enM atiàre CondensÜe etNanosciences, UPR 7251, CNRS, Campus d e Lum iny,

Case 913, 13288M arseille C ed ex 9, F rance)

Abstract  Stra in YSR-3, a polyphosphate-accumu lating bacterium, was recently isolated from theY ellow

Sea in Augus,t 2004. The ce ll is rod-shaped, 3. 5Lm @ 1Lm, Gram negative, aerobic, and ab le to move. In

certa in stages o f its g row th, the cell can accumu late po lyphosphate to fo rm metachromatic granu les. Based on

the 16S rDNA ana lysis, Stra in YSR-3 belongs to genusH alomonas, C-Proteobacteria. In addition to some

common traits o fH alomonas, the ce ll features its ow n specia l characters unlike o ther knownH alomonas spe-

cies. It is susceptible to some antibiotics, such as Kn and C .l The activ ity of amy lase is positive but that o f

den itrification is negat ive. The cell can use g lucose as a so le source o f carbon for the energy. The optim al

condition for the cell cultivat ion is 30 in salinity, 24e , 180r/m in, and initial pH at 615.
S tra in YSR-3 be longs to haloph ilic genusH alomonas, and can accumulate po lyphosphate in its body.

Th is trait has not so far repo rted in other stra ins o f genusH alomonas, and this polyphosphate-accumu lating is

important in the research o f phosphorus circulation in oceans, for being a potentia l actor for bio log ica lly remo-

ving phosphorus in seaw ater. Study ing the format ion and b iom ineralization of intracellular phosphorus g ranu les

in strain YSR-3 w ould e ffect ively help establish ing a b io log ical treatmen t procedure of phosphorus removal in

marine env ironmen.t

Key words  Polyphosphate-accumu lating bacterium, Po lyphosphate, H alomonas


