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　　摘要 : PHA、糖原和多聚偏磷酸盐这三种多聚物在聚磷菌 ( PAO s) 体内的代谢和生长有着很重要的作用 , 它们同时也

影响污水处理强化生物除磷系统的处理效果 , 因此需要对胞内聚合物进行分析测定。本文介绍了监测 PHA、糖原和多

聚偏磷酸盐的常用定量和定性方法 , 以及部分方法的提取手段、预处理过程、测定原理以及注意事项。
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　　Abstract: Three intracellular polymers, poly2β2hydroxyalkanoate (PHA) , glycogen and poly2metaphosphate, in the polyphosphate

accumulating organism s ( PAO s) p lay a very important role in vivo metabolism and growth, which also affect the treatment effect

of the enhanced biological phosphorus removal system s. Therefore it is necessary to analyze the intracellular polymers. This paper

introduced the conventional methods to qualitatively and quantitatively determ ine PHA, glycogen and poly2metaphosphate as well

as their extrications, p retreatment, the determ ination p rincip les and matters need attention.
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1　引　言
水体富营养化与氮磷的含量密切相关 , 一般认

为总氮含量大于 012mg/L 或总磷达到 0102mg/L

时 , 水体将富营养化 , 藻类会大量繁殖 , 造成水质

恶化。由于氮、磷均是产生水体富营养化的主要因

素 , 所以污水处理工艺中的脱氮除磷技术就成为防

治水体富营养化的关键因素。除磷的方法主要有物

理法、化学法和生物法三大类。其中物理法由于成

本太高、技术复杂而很少被应用 ; 化学法去除效率

高 , 但污泥产率很大 ; 生物法是最为经济有效和常

用的方法。

生物法可以通过两种途径来实现生物除磷 : 一

种是仅仅依靠微生物在其自身生长过程中需要磷 ,

从而达到除磷的目的 , 但这种方法很难去除掉更多

的磷。另外一种方法则是通过控制反应器中的反应

条件使得微生物能够聚集过量的超过其自身生长所

需要的并且以多聚磷酸盐颗粒 ( Polyphosphate,

Poly2P) 的形式在体内储存的磷 , 具有此类除磷特

征的工艺被称为强化生物除磷 ( Enhanced B iologi2
cal Phosphorus Removal, EBPR ) 工艺 , 而 “过量

摄磷 ”正是 EBPR工艺的核心机理。这类微生物被

称为聚磷菌 ( Polyphosphate accumulating organism s,



PAO s)。

与聚磷菌新陈代谢密切相关的胞内多聚物有三

种 : 聚羟基烷酸 ( Poly2β2hydroxyalkanoate, PHA )、

糖原 ( Glycogen) 和多聚偏磷酸盐 ( Polyphosphate,

Poly2P)。聚磷菌在厌氧条件下分解体内多聚偏磷

酸盐和糖原 , 产生能量 , 吸收细胞外的挥发性脂肪

酸 (例如乙酸、丙酸等 )。同时多聚磷酸盐水解成

的正磷酸盐释放至体外 , 造成厌氧释磷。糖原降解

也提供还原力用于合成聚羟基烷酸 ( Poly2β2

hydroxyalkanoate, PHA )。好氧或缺氧时 , 聚磷菌

利用在厌氧时积累在体内的 PHA, 过量吸收水中

的正磷酸盐转化为聚磷颗粒 , 累积在细胞中 , 其他

能量使得聚磷菌生长繁殖和糖原恢复 [ 1 ]。由下表

可知三种胞内聚合物在不同条件下的变化趋势及其

作用。EBPR系统效果的好坏与聚磷菌体内的多聚

物密切相关 , 它们在 PAO s内的变化对其正常代谢

有着重要作用。

表 　聚磷菌中多聚物的变化和作用

Tab1　Changes and roles of polymers in PAO s

多聚物名称
厌氧段 好氧 / 缺氧段

变化趋势 作用 变化趋势 作用

聚羟基烷酸 增加 减少
提供碳源和能源来合成
糖原和细菌的生长繁殖

糖原 减少
产生 ATP和还原力 , 合成

PHA
增加

多聚偏磷酸盐 减少
为厌氧下聚磷菌吸收

VFA、合成 PHA提供能量
增加 去除水中磷酸盐

　　在 PAO s代谢的研究中 , 由于胞内多聚物的重

要性和模型预测的需要 , 常常对 PHA、糖原和多

聚偏磷酸盐进行分析和测定 , 但采用的方法各不相

同。本文总结了聚磷菌胞内多聚物的常用定量和定

性监测方法 , 介绍了一些方法的预处理步骤和测定

过程中的注意事项。旨在根据不同的测定目的和要

求 , 结合各种方法的优缺点及实验室实际情况 , 供

研究者参考。

2　聚磷菌胞内多聚物的分析测定
211　PHA的分析测定

聚羟基烷酸是一种可生物降解的聚合物 , 通常

由于一些营养元素的缺乏而在微生物体内成为碳源

和能源物质。近年来 , 应用污水处理中活性污泥来

合成 PHA成为研究热点 , 不同污水成分和微生物

种类 , 得到的 PHA成分和含量是有差异的。

聚磷菌在厌氧时合成的 PHA是典型的二元多

聚物 , 具体组分由碳源的性质和浓度决定。当碳源

为乙酸时 , PAO s将在厌氧段积累大量的聚β羟基

丁酸盐 ( PHB )。若丙酸为底物中唯一碳源时 ,

PAO s将吸收丙酸转化为聚 32羟基戊酸盐 ( PHV )

和聚 32羟基 222甲基戊酸盐 ( PH2MV) [ 2 ]。

测定 PHA的方法有很多种 , 例如重量法和染

色法是比较早期的分析 PHA的方法。重量法测定

时需要的活性污泥量大 , 这种方法目前没有研究继

续使用。染色法常用于快速检测系统污泥中是否存

在 PHA的合成和分解。之后很多仪器分析法开始

应用在 PHA的定量和结构的分析上 , 例如液相色

谱法、气相色谱法、气质联用、核磁共振、傅立叶

红外光谱分析等等 [ 3 ]。在污水的 EBPR的研究中 ,

聚磷菌代谢中的 PHA最常用的定量测定方法为气

相色谱法和紫外分光光度法 , 这两种方法都需要提

取胞内的 PHA。

目前主要的提取方法有四种 [ 4～6 ] : 1、有机溶

剂萃取法。普遍应用的是氯代烃 (如三氯甲烷、

二氯甲烷等 ) 和丙酮等。在 EBPR 研究中 , 提取

PAO s体内 PHA 的方法普遍采用的是将酸化甲醇

(将硫酸溶于甲醇中 , 并含有苯甲酸钠作为内标物

质 ) 和氯仿溶剂加入到一定量的冻干污泥中 (通

常为 30mg干泥或者将 10mL已知污泥浓度的混合

液冷冻干燥 ) , 加热消解细胞 , 使 PHA溶于消解液

中。冷却后用水清洗并萃取甲醇 , 使得 PHA留在

氯仿相中。2、化学试剂法。林东恩等人 [ 7 ]用改进

的氨水法提取污泥中的 PHB, 试验结果表明 , 这

种方法较氯仿提取来说能够减小对环境的污染。但

是这种方法在 EBPR系统中很少应用 , 原因在于氨

水法在提取率上偏低 , 不适合聚磷菌模型预测与拟

合试验。郑裕东等人 [ 8 ]在考察活性污泥生物合成

的 PHA的结构表征时 , 采用的提取方法是次氯酸

钠提取、氯仿固定。可见 , 氨水法和次氯酸法是化

学试剂法中最常用的。除此之外 , 表面活性剂也能
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成功破胞提取 PHA。3、机械破碎法。例如高压匀

浆法可以成功破坏细胞壁 , 使微生物体内 PHA释

放出来。此法通常与化学试剂法一同使用。4、酶

法。通过专一性酶除去破碎细胞后的核酸、脂类和

蛋白质等 , 提高提取后 PHA的纯度。

21111　气相色谱法

PHA的气相色谱法首先需要对菌体进行有机

溶剂萃取 , 预处理之后吸取含有污泥中 PHA的氯

仿相注入气相色谱 , 由峰面积得到所含的 PHA质

量 [ 9 ]。

气相色谱采用 F ID 检测器 , 常用氮气作为载

气 , 也有文献用氦气作为载气来测定 PHA
[ 10 ]。炉

温采用程序升温 , 根据不同的机型和色谱柱调整最

佳色谱条件 , 将 PHA的各组分区别开。出峰的顺

序为 PHB、PHV、PH2MV, 其他的 PHA组分由于

在聚磷菌体内很少成为代谢产物 , 所以不需考虑。

例如 , 图 1 为 PHB 2co2PHV ( SIGMA2ALDR ICH )

标样与内标物质的气相色谱谱图。笔者采用的气相

系统是安捷伦 6890N, 色谱柱为 DB 21柱 , 进样口

温度 200℃, 氮气做载气 , F ID检测器工作温度为

250℃。炉温采用程序升温 , 首先在 80℃保持

2m in, 然后以 8℃ /m in的速度升到 160℃, 并保持

2m in。如图所示 , PHB的保留时间约为 21840m in,

PHV的出峰为 31820m in, 内标物约在 51885m in时

出现峰值。气相色谱法测定聚磷菌中的 PHA最大

的优点在于能够将 PHA的不同组分测定分别表示 ,

且精确度较高。缺点是仪器设备贵重 , 而且预处理

的时间长也较麻烦。

图 1　测定 PHA的出峰图

Fig11　Analysis of PHA with GC

21112　分光光度法

同气相色谱法 , 紫外分光光度法测定首先也采

用如前所述的有机溶剂萃取法。之后在溶有 PHA

的氯仿中直接加入浓硫酸 (或者先将氯仿蒸发后

再加入浓硫酸 ) , 然后在 100℃下加热 10m in, 混合

液中将生成巴豆酸 , 冷却后用紫外分光光度计在

235 nm下测定其吸光度。同时做不加污泥的空白

试验和标准品试验 , 然后根据回归曲线得到 PHA

的含量 [ 11～13 ]。

紫外分光光度法的应用远远不如气相色谱法 ,

缺点在于精确度不够 , 标准曲线的线性回归率常远

远偏离 1, 测定污泥样品时加标回收率也常偏离

100%。其次 , 在测定时 , 氯仿的蒸发最好需要特

殊装置对其回收 , 否则污染环境。再者 , 这种手法

不能确定 PHA的组成成分 , 若聚磷菌的底物确定

为单一底物时 , 常采用这种方法。而当聚磷菌为混

合碳源时 , 并不能将 PHB或者 PHV /PH2MV一一

定量 , 只能知道 PHA的总量。

21113　化学染色

用化学染色法能直观简便地得知 PAO s体内

PHA的变化。对聚β羟基丁酸国内多采用苏丹黑

( Sudan black) 染色法。田淑媛等人 [ 14 ]在研究其活

性污泥工艺流程中 , 大量采用此染色法 , 他们认为

直接染色简单快速 , 便于生物除磷系统的日常监

测 , 而不需要复杂的过程和类似气象色谱等仪器。

如图 2所示 , 笔者用苏丹黑染色法检测生活污

水为底物的强化生物除磷系统中的污泥 , 污泥取样

的时间为厌氧 2h后。具体方法是在涂片固定后 ,

用 3g/L的苏丹黑乙醇溶液染色 10m in后用水和二

甲苯冲去多余的苏丹黑 , 再用 5g/L的番红水溶液

复染 1到 2m in, 最后水洗吸干后镜检。因为苏丹

黑在脂类中的溶解度比在染料中的高 , 所以染色后

PHB呈现黑色 , 菌体由于复染呈现红色或粉红色。

但是苏丹黑由于也能与其他脂类物质结合 , 所以用

苏丹黑染色 PHB的特异性一般。

图 2　苏丹黑染色图

Fig12　Staining of anaerobic sludge with Sudan black
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　　对于聚羟基烷酸的染色 , 也可采用尼尔蓝

(N ile blue) 染色法。早在 1982年 , O stle等人就

用尼尔蓝染色 PHB , 结果表明在 460nm的激发波

长下 , PHB将发荧光 , 糖原和多聚磷酸盐都不会

被染上 , 他们认为 N ile B lue染色比苏丹黑更具有

特异性。进行尼尔蓝染色后 PHA 颗粒将发荧光 ,

若与 DAP I ( 4′, 62D iam idino222phenylindol) 染色

结合 , 即可知具有 PHA 的菌体占全菌的百分含

量 [ 15 ]。当菌体内的 PHA含量越高 , 其染色后的荧

光越明显。Levantesi等人 [ 16 ]在实验室的小型生物

除磷反应器中的污泥中 , 应用了尼尔蓝染色结合荧

光原位杂交 ( Fluorescence In situ Hybridization,

F ISH) 的方法 , 在大量试验中 , 证实了在厌氧段

中聚磷菌能大量富集 PHA颗粒于体内。

212　糖原的分析测定

糖原是由葡萄糖通过化学键而聚合在一起的多

聚物。在厌氧时 , 聚磷菌体内的糖原能通过 ED途

径分解产生还原力 , 使得 PAO吸收的 VFA转化生

成 PHA。在好氧阶段 , PHA除了为吸磷提供能源、

为生长繁殖提供碳源以外 , 它还将重新合成糖原。

糖原的定量方法包括把聚合物水解和测定葡萄

糖两个步骤。然而区别这些聚合物、其他存在的碳

氢化合物和葡萄糖是不可能的 , 所以 , 大多数现有

的关于活性污泥的研究都不是定量糖原 , 而是定量

总碳水化合物。

PAO s的糖原测定常采用液相色谱法 , 蒽酮法

和氧化酶法。除此之外 , 葡萄糖的测定还可以应用

斐林法、碘量法、旋光法、半胱氨酸 - 硫酸法等

等 [ 17～19 ]。

21211　液相色谱法

高效液相色谱法测定糖原的预处理与测定

PHA气相色谱法时的第一个步骤一样 , 需要冻干

污泥。之后在定量的干污泥中加入稀盐酸 (通常

是 016mol/L) 在密封的玻璃管中 100℃消解 5个小

时左右 , 冷却后离心 , 采用 0145微米膜过滤后的

滤液 20～200μL注入色谱分析葡萄糖含量。流动

相一般使用浓度很小的硫酸。检测器采用折光率检

测器 , 也可采用紫外吸收检测器或荧光检测器。

液相色谱法的应用较广泛 , 特别是在国外。J

Keller等人对聚磷菌进的系列研究中 , 富集培养了

PAO s[ 20 ] , 在此基础上提出了聚磷菌的厌氧丙酸代

谢模型 [ 21 ]
, 此外 , 他们还讨论了聚磷菌和聚糖菌

竞争影响因素 [ 22, 23 ]
, 以及反硝化聚磷菌的特性 [ 24 ]

等。在这些试验过程中 , 他们大多采用了液相色谱

法。由于预处理中需要加入稀盐酸 , 所以消解液的

离子键力很大 , 需要对消解液用酸性氧化铝的填料

进行固相提取 , 导致预处理的成本增加。

21212　蒽酮法

糖类在强酸 (如硫酸 ) 的作用下会生成糖醛 ,

在冷水浴或冰水浴的污泥样品中加入蒽酮试剂 , 混

合冷却后 , 移至沸水浴中加热 10m in后迅速冷却。

在此过程中 , 蒽酮可与糖醛起反应 , 反应后混合液

呈蓝绿色 , 其深浅与糖的浓度成正比 , 可在 620

nm用分光光度计测得其吸光度 , 通过葡萄糖标准

样品的曲线可得知糖原的浓度。

顾国维、陈银广等人 [ 25, 26 ]在研究强化生物除

磷系统中多采用蒽酮法测定糖原。此法不需要将污

泥冻干 , 节省了稀盐酸消解污泥的时间。但是 , 蒽

酮显色剂不稳定 , 需要保存在冰箱中 , 最好是现配

现用。同时 , 糖原在测定过程的冷却和加热时间与

蒽酮的氧化还原作用密切相关 , 所以在实验中需要

准确控制时间和反应温度的一致性 , 以保证结果的

准确性。

21213　氧化酶试剂法

在 EBPR系统中 , 除了液相色谱法和蒽酮法的

应用 , 研究者也较常用氧化酶法测定糖原。Carval2
ho等人 [ 27 ]在研究反硝化除磷过程中 , 使用此法对

系统中糖原分析。Filipe等人 [ 28 ]在不同 pH值条件

下 PAO s的动力学和化学计量学厌氧模型研究中 ,

测定糖原使用的是 SIGMA公司的葡萄糖酶试剂盒。

Levantesi等人 [ 16 ]消解细胞后 , 也是用葡萄糖试剂

盒对糖原进行测定。

氧化酶试剂的测定原理可用下式表示 :

β2D葡萄糖 +O2 + H2 O
GOD

D2葡萄糖酸 + H2 O2 (1)

H2 O2 + 42AAP +苯酚
POD

红色醌化物 + H2O (2)

上式中 , GOD为葡萄糖氧化酶 ; POD为过氧

化物酶 , 42APP为 42氨基安替吡啉。生成红色的醌

类化合物颜色的深浅与葡萄糖含量成正比 , 可以在

505nm下测定其吸光度 , 然后在葡萄糖的工作曲线

上得到浓度值。由此原理衍生出来的酶 - 荧光法、

酶 -发光法、酶 -电极法也能应用在 EBPR系统的

糖原测定中。它的缺点在于 , 预处理的过程同液相

色谱一样 , 需要冻干污泥和稀盐酸消解细胞 , 结果

的表达和测量上却达不到液相色谱那样精准。

213　多聚偏磷酸盐的分析测定

多聚偏磷酸盐在 EBPR系统中起到碳源和磷源

的作用 , 它是由正磷酸盐单体以酯键结合形成的线
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性或环形聚合物。由于它对某些染料有特殊反应 ,

产生与所用染料不同的颜色 , 因此得名异染颗粒。

聚磷菌正是由于体内有多聚磷酸盐的存在 , 才表现

出过量吸磷的现象。

在河流湖泊底泥中 , 多聚偏磷酸盐的测定一般

是通过 32
P核磁共振、软 X射线荧光光谱技术、酶

解等方法来实现 [ 29 ]。其中 32
P核磁共振常用于早期

的聚磷菌内的多聚磷酸盐的结构分析。 Pereira等

人 [ 30 ]采用核磁共振的研究结果表明 , 聚磷菌内的

多聚磷酸盐是由钾镁和蛋白质等物质构成。所以目

前 EBPR研究中 , 人为配水投加了大量的钾盐和镁

盐 , 使得 PAO s在合成多聚偏磷酸盐时有丰富的营

养元素。

对于聚磷菌多聚磷酸盐的定量测定 , 通常先将

其转化为正磷酸盐 , 然后用标准方法测定正磷酸盐

的含量。测定时可用高氯酸或者硝酸在高温高压下

消解细胞。豆俊峰等人 [ 12 ]在研究厌氧释磷的动力

学时 , 污泥在 120℃下烘干 , 然后用高氯酸振荡提

取胞内的聚磷 , 然后通过浓硫酸转化为正磷酸盐 ,

最后用钼锑抗分光光度法测定。正磷酸盐的测定方

法可以参见标准水质检测方法和采用离子色谱测

定。笔者认为 , 若是需要同时测定 PHA、糖原和

多聚偏磷酸盐时 , 用冷冻干燥法将污泥干燥是比较

可取的方法。

染色法在多聚磷酸盐的分析中应用很广 , 如

Kong等人 [ 31 ]在实际污水处理系统中采用奈瑟氏染

色活性污泥 , 由染色结果分辨出其中的 PAO s, 并

在此基础上分析聚磷菌的形态特征。奈瑟氏染色的

结果是多聚磷酸盐颗粒呈紫黑色 , 菌体为黄棕色。

图 3　甲苯胺蓝染色图

Fig13　Staining of aerobic sludge with toluidine blue

注 : 笔者以乙酸钠和丙酸交替碳源下富集聚磷菌 , 此污泥用于

多聚磷酸盐染色 , 取泥时间为好氧结束。

　　而笔者则使用甲苯胺蓝对异染颗粒染色 (如

图 3所示 ) , 反应的甲液中含有甲苯胺蓝染料、乙

醇、冰醋酸和孔雀绿。乙液采用的碘和碘化钾的混

合水溶液。涂片后用甲液染色 5m in, 复染用乙液。

特征染色的结果是异染颗粒呈黑色 , 其他部分呈暗

绿或浅绿色。蔡天明等人 [ 32 ]也运用此法于高效聚

磷菌株的生理生化鉴定和聚磷特性研究。

L iu等人 [ 33 ]在研究生物除磷过程中多聚磷酸盐

的变化趋势时 , 使用的是 DAP I ( 4′, 62D iam idino2
22phenylindol) 染色。高浓度 (如 50～100mg/L )

的 DAP I染色 10分钟左右或者用低浓度 (如 1～

3mg/L) 的 DAP I染色 1h, 菌体将在荧光汞灯紫外

激发模块下发灰白色光 , 多聚磷酸盐颗粒将呈现亮

黄色光 , 且这种亮黄的荧光不容易衰减 [ 34 ]。用

DAP I染色聚磷能与荧光原位杂交等方法结合 , 以

进一步探明聚磷菌的分子生物学特性。

3　结　语
　　纵观 EBPR系统聚磷菌体内多聚物的各种测定

方法 , 一类是定性说明 , 大多采用染色法。例如 ,

用苏丹黑或尼尔蓝染色 PHA, 多聚磷酸盐可采用

奈瑟氏染色法、甲苯胺蓝染色法和 DAP I染色法。

另一类是定量测定 , 这类方法的前处理通常步骤较

繁琐 , 如 PHA的气相色谱法、糖原的液相色谱法

等方法。

PHA、糖原和多聚磷酸盐这三种多聚物在聚磷

菌体内的代谢和生长有着很重要的作用 , 由于环境

的变化 , 它们在细胞中处于频繁的变化中。在建立

不同条件下 PAO s的生化模型和动力学模型时 , 需

要对三种胞内聚合物分析测定 , 以揭示 EBPR系统

的变化规律与胞内聚合物之间的相互关系。 PAO s

胞内聚合物的常用检测手段预处理和测定程序中 ,

每一种方法适用范围和目的不同。未来测定方法将

集中在如何简化预处理步骤和开发新的测定方法 ,

以深入考察胞内聚合物的其他特性 , 如分子结构与

排列等。
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