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摘   要：【背景】近年来，随着海水养殖规模的扩大，养殖产品产生的排泄物与残留的饲料大

量积累，导致养殖水域的氮磷元素含量上升，水体富营养化加剧并对环境造成危害。【目的】

从红树林人工湿地中筛选出好氧反硝化聚磷菌株并研究各菌株的最佳除氮除磷效率，随后通

过响应面法构建菌群，进一步强化菌株去除污染物的能力。【方法】将前期筛选出的 5 株耐盐

异养硝化 -好氧反硝化菌通过异染颗粒染色和聚 -β-羟基丁酸 (poly-β-hydroxybutyric acid, PHB)
染色进行好氧反硝化聚磷菌的筛选，通过单因素试验明确各菌株的最佳除氮除磷条件，并利

用 Design-Expert 软件和 Box-Benhnken 响应面法进行配比试验。【结果】经过筛选获得 3 株耐

盐好氧反硝化聚磷菌，分别为肺无色杆菌(Achromobacter pulmonis) strain E43、氧化木糖无色

杆菌(Achromobacter xylosoxidans) strain J1 和食油假单胞菌(Pseudomonas oleovorans) strain 
F2，发现菌株 E43 具有聚磷功能，确定了耐盐好氧反硝化聚磷菌群的最优降解投加比例为

E43:J1:F2=1:1:4，验证结果显示该菌群的平均氨氮 (NH4
+-N)去除率和磷酸盐 (PO4

3−-P)去除率分

别为 91.28%和 93.03%。【结论】菌群的构建提升了 PO4
3−-P 的平均去除率，为后续在实际含

盐污水中的应用提供了前期基础。本研究是对好氧反硝化聚磷菌群构建的有效尝试，为构建

高效功能混合菌群提供一种科学的方法。  
关键词：氮；磷；好氧反硝化聚磷菌；细菌菌群；响应面法 
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Abstract: [Background] In recent years, the expansion of mariculture has caused the massive 
accumulation of excrement and residual feed, which has increased nitrogen and phosphorus 
content in aquaculture waters, aggravating eutrophication and causing harm to the environment. 
[Objective] To screen out the aerobic denitrifying phosphorus-accumulating strains from 
mangrove constructed wetlands, determine the optimal nitrogen and phosphorus removal 
efficiency of each strain, and then optimize the strain combination by response surface 
methodology to further improve pollutant removal. [Methods] From the 5 strains of 
salt-tolerant heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying bacteria isolated in our previous study, 
the aerobic denitrifying phosphorus-accumulating bacteria were screened by metachromatic 
granules staining and poly-β-hydroxybutyric acid (PHB) staining. The optimal nitrogen and 
phosphorus removal conditions of each strain were determined by single factor test. 
Box-Benhnken design was performed in Design-Expert to optimize the strain combination. 
[Results] Three strains of salt-tolerant aerobic denitrifying phosphorus-accumulating bacteria 
were screened out, which were Achromobacter pulmonis strain E43, Achromobacter 
xylosoxidans strain J1, and Pseudomonas oleovorans strain F2, respectively. E43 was found for 
the first time to have the function of phosphorus accumulation. The optimal strain combination 
was determined as E43:J1:F2=1:1:4. The average removal rates of ammonia nitrogen (NH4

+-N) 
and phosphate (PO4

3−-P) by this combination were 91.28% and 93.03%, respectively. 
[Conclusion] The bacterial strain combination improved the average removal rate of PO4

3−-P, 
which provided a preliminary basis for the subsequent application in the actual treatment of 
saline wastewater. This study is an effective attempt for the assembly of aerobic denitrifying 
phosphorus-accumulating bacteria and provides a feasible method for the assembly of efficient 
functional bacteria. 
Keywords: nitrogen; phosphorus; aerobic denitrifying phosphorus-accumulating bacteria; 
bacterial flora; response surface methodology 
 

随着海水养殖规模的扩大，养殖产品产生

的排泄物与残留的饲料大量积累，导致养殖水

域的氮、磷元素含量上升，水体富营养化加剧

并对环境造成危害 [1-2]，所以对于海水养殖中

氮、磷污染物的去除已迫在眉睫。传统的化学、

物理技术治理氮、磷污染存在成本高、具有二

次污染且适用性低等问题[3-4]，所以现阶段更多

利用活性污泥技术，但是活性污泥法中的微生

物在高盐浓度下 (>10‰)脱水或跨细胞膜渗透

压差异下分解，导致微生物活性降低或丧失，
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污染物的去除率会下降[5]。因此对于海水养殖

污水的处理，盐度成为重要的限制因素。同时，

活性污泥法中由于菌群对碳源的竞争，反硝化

细菌会利用挥发性脂肪酸作为反硝化作用的电

子供体以实现对硝酸盐的去除，而挥发性脂肪

酸是磷聚菌在厌氧阶段的能量物质，能量不足

会影响磷的持续厌氧释放，从而抑制微生物固

磷的作用，进一步限制了生物同时脱氮除磷的

效率[6]。好氧反硝化聚磷菌(aerobic denitrifying 
phosphorus accumulating organisms, ADPAO)则
能在好氧条件下以 NOx

−-N 为电子受体，利用 
聚-β-羟基丁酸(poly-β-hydroxybutyric acid, PHB)
提供能量，将环境中吸收的无机磷酸盐在体内

固定为多聚磷酸盐，即同时完成反硝化和聚磷

两个独立的过程[7-8]，因此好氧反硝化聚磷菌的

发现突破了传统微生物脱氮除磷的限制。目前，

国内外学者陆续从 A/O/A-SBR反应器的活性污

泥[9]、对虾养殖池水与底泥[10]、好氧生物反应

池[11]中发现并鉴定出好氧反硝化聚磷菌，并通

过单因素试验确定了其特性。 
好氧反硝化聚磷菌包括多种菌株，如假单胞

菌(Pseudomonas sp.)[12-16]、不动杆菌(Acinetobacter 
sp.)[17-20]、芽孢杆菌(Bacillus sp.)[21-22]和气单胞

菌(Aeromonas sp.)等[13,23]，以往的研究主要集中

在单株菌的脱氮除磷的功能上，然而不同菌株

之间存在多种交互作用，包括互利共生、侵害

和竞争等，因此，筛选多株具有协同作用的好

氧反硝化聚磷菌，采用合适的方法构建高效的

好氧反硝化聚磷菌群，利用菌株的协同作用增

强菌群的代谢潜力，使菌群对污染物的去除效

果更加显著是提高菌群对污染物去除能力的一

种有效方法[24-25]。 
响应面法 (response surface methodology, 

RSM)是一种回归分析方法，将多个二次回归方

程应用于试验设计，研究多个因素之间的相互

作用，以找到整个区域的影响因素和响应值的

最佳组合[26]。目前，响应面法已成熟地应用于

探究微生物对污染物去除的最优环境条件组合

方面，用于解析不同环境因素对污染物去除的

影响。安卫娟等[27]利用响应面法探讨了沙雷氏

菌在硫酸铵浓度、pH 及乙烯雌酚浓度等因素下

对乙烯雌酚去除的最优环境条件；刘有华等[28]

利用响应面法探究了聚磷菌 P6-1 在温度、pH
和装液量 3 个因素下的最大除磷率，发现三因

素的作用强度依次为温度>pH>装液量；Yang
等[29]通过修正的响应面法探讨了微藻处理废水

的最佳工艺，并根据模型估算出在自然条件下

处理废水所需的微藻数量。然而少见利用响应

面法研究混合菌群构建中不同菌种配比的报

道。目前，对于菌群的构建主要是通过不同菌

种混合培养来实现，通过对比单一菌种进行菌

群功能的验证。这种菌群构建方法一方面不能

确定不同菌株之间是否为协同作用；另一方面

也未考虑菌株间的最优配比。因此，本研究在

前期筛选、纯化出的多株耐盐异养硝化-好氧反

硝化菌的基础上进一步筛选具有聚磷功能的菌

株，通过单因素试验确定各菌株的最佳除氮除

磷效率，随后利用响应面法调节不同菌株的配

比，构建高效耐盐好氧反硝化聚磷菌群，用于

提高海水养殖等含盐污水中氮、磷的去除效率。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

为同步实现反硝化和聚磷两个独立的过

程，从前期构建的红树林人工湿地试验系统中

筛选纯化到 5 株互不拮抗的耐盐异养硝化-好氧

反硝化细菌[30]，通过特异性染色验证其是否具

有聚磷功能，5 株菌分别为锡那罗州弧菌(Vibrio 
sinaloensis) W37 (MT605274) 、 肺 无 色 杆 菌
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(Achromobacter pulmonis) E43 (MT669639)、脱

氮 卓 贝 尔 氏 菌 (Zobellella denitrificans) A63 
(MT669820) 、 食 油 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 
oleovorans) F2 (MT669819)和氧化木糖无色杆菌

(Achromobacter xylosoxidans) J1 (MT669818)。 
筛选鉴定的阳性对照菌则选用具有聚磷能

力的枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) NCIB 3610。 
1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 

异染颗粒染色液：甲液：甲苯胺蓝 0.15 g，
孔雀绿 0.2 g，冰醋酸 1 mL，95%酒精 2 mL，

用超纯水稀释至 100 mL；乙液：碘 2 g，碘化

钾 3 g，超纯水稀释至 300 mL。 
尼罗蓝-丙酮储备染液：10 mg 尼罗蓝试剂

溶于 0.5 mL 丙酮中，并用超纯水稀释至 20 mL
备用。 

LB 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提

取物 5.0，氯化钠 5.0，pH 7.2。LB 固体培养基

是在 LB 液体培养基的基础上加入 15−20 g/L 的

琼脂，121 ℃灭菌 20 min。 
富氮富磷培养基(g/L)：CH3COONa 3.090，

NH4Cl 0.509，K2HPO4 0.044，MgSO4 0.100，
NaCl 20.000，微量元素溶液 2.0 mL，pH 7.0−7.5，
121 ℃灭菌 30 min。 

缺磷培养基(g/L)：CH3COONa 3.090，NH4Cl 
0.509，MgSO4 0.100，NaCl 20.000，微量元素

溶液 2.0 mL，pH 7.0−7.5，121 ℃灭菌 30 min。 
富磷培养基 (g/L) ： CH3COONa 3.090 ，

NH4Cl 0.509，K2HPO4 0.150，MgSO4 0.100，
NaCl 20.000，微量元素溶液 2.0 mL，pH 7.0−7.5，
121 ℃灭菌 30 min。 

微量元素溶液配制：准确称取 50.0 g EDTA、

2.2 g ZnSO4、5.5 g CaCl2、5.06 g MnCl2、5.0 g 
FeSO4、1.57 g CuSO4、1.61 g CoCl2，加 1 L 超

纯水溶解，pH 7.0。 
EDTA、乙酸钠和氯化铵，上海麦克林生化

科技股份有限公司。高压灭菌锅，上海申安医

疗器械厂；笔式盐度计，衡欣科技(深圳)股份有

限公司；流动注射分析仪，DeChem-Tech. Gmbh
公司。 
1.2  方法 
1.2.1  好氧反硝化聚磷菌株的筛选与鉴定 

异染颗粒是聚磷菌的营养贮藏物，贮藏

高能磷酸盐，主要组成部分是多聚偏磷酸，

因其对碱性染料亲和性强，通过异染颗粒染

色液染色后可观察到清晰的黑色物质，从而

可判断菌株是否具有聚磷作用[31]。聚-β-羟基丁

酸(poly-β-hydroxybutyric acid, PHB)则属于类脂

质的碳源类储存物，是聚磷菌用以合成储能的物

质，PHB 的降解代谢为生物合成提供碳源，并

通过三羧酸循环(tricarboxylic acid cycle, TCA 
cycle)产生三磷酸腺苷 (adenosine triphosphate, 
ATP)，为细胞活动和聚对苯二甲酰对苯二胺

(poly-p-phenylene terephthamide, Poly-P)大量合成

提供能量[32-33]。尼罗蓝是一种荧光染料，能特异

性地对 PHB 进行染色，通过荧光显微镜观察荧

光的强弱来判断 PHB 的含量。因此通过异染颗

粒和 PHB 染色共同鉴定所筛选菌为好氧反硝化

聚磷菌。 
异染颗粒染色：在超净台中将涂片固定，

加甲液染 5 min，倒去甲液，用乙液冲去甲液，

用乙液染 1 min，水洗，吸干后进行镜检。 
PHB 定性染色：将尼罗蓝的丙酮溶液稀释

至 0.25 mg/L，将细胞涂于载玻片上，用火焰固

定。冷却后加入一滴尼罗蓝溶液，放入 50 ℃烘

箱中，待烘干后用 8%冰醋酸脱色 1 min，然后

用蒸馏水清洗，加盖玻片后置于荧光显微镜的

激发白光 WB 的 450−480 nm 波长下观察[34]。 
将经过异染颗粒和 PHB 染色鉴定后，对具

有黑色颗粒和荧光的菌株进行聚磷性能的初步

鉴定。将菌株 E43、J1 和 F2 分别接种于 LB 液

体培养基中，30 ℃、200 r/min 培养 24 h 制备

种子液，确保种子液的 OD600≈0.5。随后取 2 mL
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种子液接种在富磷培养基中，30 ℃、200 r/min
培养 30 h，之后取 5 mL 培养菌液在 8 000 r/min、
4 ℃条件下离心 10 min，收集上清液测定培养

液中剩余 PO4
3−-P 的浓度。 

1.2.2  好氧反硝化聚磷菌最佳除氮除磷效率所

需环境条件的确定 
将菌株 E43、J1 和 F2 分别接入缺磷培养基

中进行预培养，培养物在摇床上 30 ℃、200 r/min
预培养 24 h 后 8 000 r/min 离心 10 min，用无

菌超纯水洗涤菌体细胞，再次离心后菌液保存

备用。 
活化种子液制备：取少量目标细菌菌液接种于

25 mL 异养硝化培养基中，200 r/min、30 ℃培

养过夜，制备目标细菌活化种子液(OD600≈0.5)。 
首先于超净台中分别接种 3 mL 种子液，采

用单因素试验法设置各菌株在不同类型碳源

(葡萄糖、蔗糖、果糖、乙酸钠和柠檬酸钠)、初

始盐度(0‰、10‰、20‰和 30‰)、碳氮比(C/N) 
(2、4、6、8 和 10)、氮源(NH4Cl、KNO3 和 NaNO2)、
氮磷比(N/P) (5、15、30 和 60)等因素下 30 ℃、

200 r/min 振荡培养 48 h，每隔 8 h 取 5 mL 培养

菌液在 8 000 r/min、4 ℃条件下离心 10 min，
收集上清液测定培养液中剩余的 NH4

+-N 和

PO4
3−-P 的浓度，每组试验做 3 个重复。 

1.2.3  响应面优化菌群配比设计 
利用筛选鉴定到的耐盐好氧反硝化聚磷

菌，根据耐盐好氧反硝化聚磷菌最佳除氮除磷

效率的环境条件，运用 Design-Expert 10.0.7.0

软件设计响应面实验方案，分别选择菌株 E43、J1、
F2 的接种量为自变量，以 NH4

+-N 去除率和

PO4
3−-P 去除率为响应值，采用 Box-Benhnken 法

设计三因素三水平的响应面配比分析试验，每

种菌的最低添加比例和最高添加比例均为 1%
和 5%。具体步骤为添加不同比例的菌株种子

液于富氮富磷培养基中，在 30 ℃、200 r/min
条件下振荡培养，48 h 后取 5 mL 培养菌液在

8 000 r/min、4 ℃条件下离心 10 min 收集上清

液，测定培养液中剩余 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的浓

度来计算每个配比方案菌群的除氮、除磷率。 
1.2.4  NH4

+-N 和 PO4
3−-P 含量的测定与数据

分析 
NH4

+-N 和 PO4
3−-P 的含量均使用流动注射

分析仪进行测定，所得数据均利用 Excel 与

Origin 2021b 计算分析。 

2  结果与分析 
2.1  好氧反硝化聚磷菌的筛选鉴定 

本研究中 5 株菌均为实验室前期鉴定出的

异养硝化-好氧反硝化菌，通过异染颗粒染色和

PHB 染色验证是否为聚磷菌，结果见图 1。 
五株菌中 E43、F2 和 J1 的异染颗粒染色和

PHB 染色均出现黑色颗粒和荧光，即可确定菌

株 E43、F2 与 J1 具有聚磷能力。在前期的研究

中这 3 株菌均被鉴定为耐盐的异养硝化-好氧反

硝化菌[30]，因此可将这 3 株菌鉴定为好氧反硝

化聚磷菌。 
 

 
 

图 1  菌株 E43 (A)、J1 (B)和 F2 (C)的 PHB 染色结果 
Figure 1  PHB staining results of strain E43 (A), J1 (B) and F2 (C). 
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随后对 3 株菌及阳性对照菌聚磷性能进行

比较研究，发现菌株 E43、J1 和 F2 的 PO4
3−-P

去除率分别为(71.03±0.24)%、(77.04±0.42)%和

(73.50±3.10)%，阳性对照菌的 PO4
3−-P 去除率

则为(66.04±0.88)%，即可初步判断除磷能力大

小为 J1>F2>E43>阳性对照菌。 

2.2  好氧反硝化聚磷菌的单因素试验结果 
2.2.1  不同碳源对菌株除氮除磷的效果 

对比 E43、J1 和 F2 这 3 株菌对碳源(葡萄

糖、蔗糖、果糖、乙酸钠和柠檬酸钠)的利用情

况(图 2，图 3)可知，乙酸钠更利于菌株进行脱

氮除磷，3 株菌的 NH4
+-N 的平均降解率达到

94.70%，对于 PO4
3−-P 的平均降解率达到

95.77%。乙酸钠作为小分子碳源更容易为微生

物所利用，3 株菌均在以乙酸钠为碳源时实现

了最佳的除氮除磷效率且无亚硝酸的累积，说

明菌株的硝化与反硝化作用较强。本研究结果

与蔡曼莎等[35]、鲍林林等[36]的研究结果一致。

可见菌株 E43、J1 和 F2 的最佳碳源为乙酸钠。 
2.2.2  不同氮源对菌株除氮除磷的效果 

对比 E43、J1 和 F2 这 3 株菌对不同氮源

(NH4Cl、KNO3 和 NaNO2)的利用情况(图 4)可
知，在以 NH4Cl 为氮源时，3 株菌的 NH4

+-N 平

均降解率能达到 96.70%，3 种氮源中最佳；同时， 
 

 

 
 

图 2  不同碳源对菌株 E43 (A)、J1 (B)和 F2 (C)脱氮效率的影响 
Figure 2  The effects of different carbon sources on nitrogen removal rate of strain E43 (A), J1 (B) and F2 (C). 
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图 3  不同碳源对菌株 E43 (A)、J1 (B)和 F2 (C)这 3 株菌除磷效率的影响 
Figure 3  The effects of different carbon sources on phosphorus removal rate of strain E43 (A), J1 (B) and 
F2 (C). 

 

 
 

图 4  不同氮源对菌株 E43 (A、B)、J1 (C、D)和 F2 (E、F)除氮、除磷效率的影响   A、B：分别为

不同氮源条件下菌株 E43的除氮和除磷效率. C、D：分别为不同氮源条件下菌株 J1的除氮和除磷效率. 
E、F：分别为不同氮源条件下菌株 F2 的除氮和除磷效率.  
Figure 4  The effects of different nitrogen sources on nitrogen and phosphorus removal rate of strain E43 
(A, B), J1 (C, D) and F2 (E, F). A, B: The nitrogen and phosphorus removal rate of strain E43 under different 
nitrogen source conditions. C, D: The nitrogen and phosphorus removal rate of strain J1 under different 
nitrogen source conditions. E, F: The nitrogen and phosphorus removal rate of strain F2 under different 
nitrogen source conditions.  
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3 种氮源对于菌株 PO4
3−-P 的去除效率相近，平

均降解率达到 96.57%。在不同氮源条件下，由

于微生物体内利用 NH4
+-N 的酶具有高效的催

化作用，NH4
+-N 作为无机氮源会比其他氮源更

容易被微生物快速利用，从而满足细菌快速生

长的需求[37]。本研究结果与肖倩[38]的研究结果

一致。可见菌株 E43、J1 和 F2 的最佳氮源为

NH4Cl。 

2.2.3  碳氮比对菌株除氮除磷的效果 
当 C/N 从 2 逐渐升至 6 时，E43、J1 和 F2

这 3株菌对 NH4
+-N的去除作用不断增强且平均

降解率达到 90.00%，其中菌株 E43 和 J1 能达

到 96.00%以上，但升至 8 时 NH4
+-N 去除效率

有所下降(图 5)，除氮的研究结果与 Xu 等[39]相

似。E43、J1 和 F2 这 3 株菌在 C/N 为 2 时除磷

效果均不佳，平均降解率分别为 76.55%、68.86% 

 

 
 

图 5  不同碳氮比对菌株 E43 (A、B)、J1 (C、D)和 F2 (E、F)除氮、除磷效率的影响   A、B：分别

为菌株 E43 在不同碳氮比下对 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的除氮和除磷效率. C、D：分别为菌株 J1 在不同碳

氮比下对 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的除氮和除磷效率. E、F：分别为菌株 F2 在不同碳氮比下对 NH4
+-N 和

PO4
3−-P 的除氮和除磷效率 

Figure 5  The effects of different C/N ratio on nitrogen and phosphorus removal rate of strain E43 (A, B), J1 
(C, D) and F2 (E, F). A and B represent the nitrogen and phosphorus removal rate of strain E43 on NH4

+-N 
and PO4

3−-P under different carbon to nitrogen ratios. C and D represent the nitrogen and phosphorus 
removal rate of strain J1 on NH4

+-N and PO4
3−-P under different carbon to nitrogen ratios. E and F represent 

the nitrogen and phosphorus removal rate of strain F2 on NH4
+-N and PO4

3−-P under different carbon to 
nitrogen ratios. 
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和 61.60%，但随着 C/N 的不断增加，除磷效率

有所增高但变化不大，均能达到 89.93%以上。

综合比较后选择 C/N 为 6 作为 3 株菌的最佳碳

氮比。 
2.2.4  氮磷比对菌株除氮除磷的效果 

如图 6 所示，当 N/P 逐渐升高时，PO4
3−-P

的降解率能达到 100%，说明当环境中有充足的

电子受体时，好氧反硝化聚磷菌可以实现对

PO4
3−-P 的高效去除，但与此同时也会大幅降低

对 NH4
+-N 的降解率(图 6)。当 N/P 为 60 时，E43、

J1 和 F2 这 3 株菌对 NH4
+-N 的平均降解率分别

只有 63.84%、60.82%和 72.65%；而当 N/P 为 15
时，此时 E43、J1 和 F2 这 3 株菌的除氮、除磷

效果得到较好的平衡，NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的平

均降解率能达到 97.00%和 84.00%。综合比较后

选择 N/P 为 15 作为 3 株菌的最佳氮磷比。 

 

 
 

图 6  不同氮磷比对菌株 E43 (A、B)、J1 (C、D)和 F2 (E、F)除氮、除磷效果的影响   A、B：分别

为菌株 E43 在不同氮磷比时对 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的除氮和除磷效率. C、D：分别为菌株 J1 在不同氮

磷比时对 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的除氮和除磷效率. E、F：分别为菌株 F2 在不同氮磷比时对 NH4
+-N 和

PO4
3−-P 的除氮和除磷效率 

Figure 6  The effects of different N/P ratios on nitrogen and phosphorus removal rate of strain E43 (A, B), 
J1 (C, D) and F2 (E, F). A, B: The nitrogen and phosphorus removal rate of strain E43 on NH4

+-N and 
PO4

3−-P at different nitrogen to phosphorus ratios. C, D: The nitrogen and phosphorus removal rate of strain 
J1 on NH4

+-N and PO4
3−-P at different nitrogen to phosphorus ratios. E, F: The nitrogen and phosphorus 

removal rate of strain F2 on NH4
+-N and PO4

3−-P at different nitrogen to phosphorus ratios.  
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2.2.5  盐度对菌株除氮除磷的效果 
E43、J1 和 F2 这 3 株菌在盐度范围为

0‰−30‰之间均能生长，在盐度为 0‰时，除

氮除磷效率并不高，随着盐度的升高，除氮除

磷效率也在上升，在盐度为 20‰时，48 h 时

NH4
+-N、PO4

3−-P 的平均降解率达到最大值，分

别为 94.82%、96.00%以上(图 7)，但在盐度为

30‰下，除氮除磷效率开始下降。本研究结果

与张培玉等[40]的研究结果一致。可见菌株 E43、
J1 和 F2 的最佳盐度为 20‰。 

 

 
 

图 7  不同盐度对菌株 E43 (A、B)、J1 (C、D)和 F2 (E、F)除氮、除磷效果的影响   A、B：分别为

菌株 E43 在不同盐度时对 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的除氮和除磷效率. C、D：分别为菌株 J1 在不同盐度时

对 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的除氮和除磷效率. E、F：分别为菌株 F2 在不同盐度时对 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的

除氮和除磷效率 
Figure 7  The effects of different salinities on nitrogen and phosphorus removal rate of strain E43 (A, B), J1 
(C, D) and F2 (E, F). A, B: The nitrogen and phosphorus removal rate of strain E43 on NH4

+-N and PO4
3−-P 

at different salinities. C, D: The nitrogen and phosphorus removal rate of strain J1 on NH4
+-N and PO4

3−-P at 
different salinities. E, F: The nitrogen and phosphorus removal rate of strain F2 on NH4

+-N and PO4
3−-P at 

different salinities. 
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综合以上结果可知 E43、J1、F2 这 3 株菌的

最佳脱氮除磷条件为：碳源为乙酸钠、盐度为

2%、C/N 为 6、氮源为 NH4Cl、N/P 为 15。在该

条件下，初始 NH4
+-N 浓度为(113.03±1.13) mg/L、

初始 PO4
3−-P 浓度为(7.99±0.64) mg/L 时，E43

的 NH4
+-N 去除率为 98.02%，PO4

3−-P 去除率为

88.76%；J1 的 NH4
+-N 去除率为 97.12%，PO4

3−-P
去除率为 86.52%；F2 的 NH4

+-N 去除率为

97.07%，PO4
3−-P 去除率为 84.27%。3 株菌 E43、

J1 和 F2 对环境条件的要求相似，这为构建菌群

提供了有利条件。 

2.3  响应面试验结果分析 
2.3.1  Box-Benhnken 试验结果 

Box-Benhnken 试验结果如表 1 所示，共  
17 组试验。17 个试验点可分为 2 种类型：一种

是析因点，共有 12 个不同的析因点；另一种是

以零点为中心进行 5 次零点试验，以此来估算

试验的误差。 
2.3.2  响应面优化数据分析 

利用 Design-Expert 10.0.7.0 软件对响应面

试验结果进行二次线性回归拟合, 得到 NH4
+-N 

[公式(1)]和 PO4
3−-P [公式(2)]去除率数学模型

式，响应模型方程如下： 
Y(N)=62.31‒3.06A‒7.55B‒4.22C+4.01AB+ 
1.86AC‒ 6.65BC+2.05A2+11.55B2‒1.56C2  (1) 
Y(P)=88.23‒11.45A+1.23B+2.17C+11.23AB+ 
14.80AC‒22.06BC‒7.70A2‒13.98B2‒9.59C2  (2) 
式中 Y(N)和 Y(P)为菌群对 NH4

+-N 和 PO4
3−-P 去

除率的预测响应值；自变量 A、B 和 C 分别为

菌株 E43、J1 和 F2 接种比例。 
两个回归模型的方差分析结果见表 2。表 2

中 NH4
+-N 去除率的回归模型 P=0.009 4 (<0.01)

且 F=6.87，说明该模型是极显著的。 

 

表 1  响应面分析试验方案与结果 
Table 1  Experimental scheme and results of RSM 
方案 
Programme 

A：菌株 E43 添加比例 
A: Addition proportion  
of strain E43 (%) 

B：菌株 J1 添加比例 
B: Addition proportion  
of strain J1 (%) 

C：菌株 F2 添加比例 
C: Addition proportion  
of strain F2 (%) 

除氮率 
Nitrogen  
removal  
rate (%) 

除磷率 
Phosphorus  
removal  
rate (%) 

1 5 5 3 69.71 67.15 
2 3 5 5 54.04 43.65 
3 5 3 1 58.88 42.72 
4 5 3 5 56.82 79.23 
5 3 3 3 59.37 85.99 
6 3 1 5 79.44 87.44 
7 3 3 3 54.38 86.47 
8 5 1 3 79.81 40.10 
9 3 3 3 65.94 89.86 
10 1 3 5 63.02 69.57 
11 3 5 1 78.47 85.99 
12 3 3 3 65.94 88.89 
13 3 3 3 65.94 89.92 
14 1 5 3 63.99 70.53 
15 3 1 1 77.25 41.55 
16 1 1 3 90.15 88.41 
17 1 3 1 72.51 92.27 
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表 2  除氮率与除磷率方差分析 
Table 2  Variance analysis of nitrogen and phosphorus removal rate 
来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Degree of freedom

方差 
Variance 

F 值 
F value 

P 值 Prob>F 
P value 

显著性 
Significance

N P N P N P N P N P N P 
Model 1 523.61 6 042.66 9 9 169.29 671.41 6.87 87.56 0.009 4 <0.000 1 ** ** 
A: E43 74.74 1 048.47 1 1 74.74 1 048.47 3.04 136.74 0.125 0 <0.000 1  ** 
B: J1 456.59 12.08 1 1 456.59 12.08 18.54 1.58 0.003 5 0.249 7 **  
C: F2 142.77 37.66 1 1 142.77 37.66 5.80 4.91 0.046 9 0.062 2 *  
AB 64.47 504.62 1 1 64.47 504.62 2.62 65.81 0.149 7 <0.000 1  ** 
AC 13.77 876.67 1 1 13.77 876.67 0.56 114.33 0.479 0 <0.000 1  ** 
BC 177.13 1 946.43 1 1 177.13 1 946.43 7.19 253.84 0.031 5 <0.000 1 * ** 
A2 17.75 249.37 1 1 17.75 249.37 0.72 32.52 0.424 0 0.000 7  ** 
B2 561.51 823.43 1 1 561.51 823.43 22.80 107.39 0.002 0 <0.000 1 ** ** 
C2 10.25 386.90 1 1 10.25 386.90 0.42 50.46 0.539 4 0.000 2  ** 
Error 172.38 53.67 7 7 24.63 7.67       
Lack of fit 61.37 39.63 3 3 20.46 13.21 0.74 3.76 0.582 4 0.116 5   
Pure error 111.01 14.04 4 4 27.75 3.51       
Total 1 695.99 6 096.33 16 16         
*：P<0.05，差异显著；**：P<0.01，差异极显著；N：除氮率；P：除磷率. 下同 

*: Significant value (P<0.05); **: Extremely significant value (P<0.01); N for nitrogen removal rate; P for phosphorus removal rate. 
The same below. 

 
失拟项(lack of fit) Prob>F 为 0.582 4 (>0.05)，
失拟项不显著。模型中的 B 和 B2 对除氮率影响

极显著(P<0.01)，而 C 和 BC 对除氮率影响显著

(P<0.05)。PO4
3−-P 去除率的回归模型 P<0.000 1

且 F=87.56，说明该模型是极显著的。失拟项

Prob>F 为 0.116 5 (>0.05)，失拟项不显著。模

型中的 A、AB、AC、BC、A2、B2 和 C2 对除磷

率影响极显著(P<0.01)，而 B 和 C 对除磷率影

响不显著(P>0.05)。以上数据表明除氮率和除磷

率的回归模型在整个回归区域的拟合度很好，

接近真实的响应曲面情况，模型建立合理。 
两个回归模型的可信性分析结果见表 3。

CV (变异系数)表示模型的精确度，CV 值越高，

模型可信度越低。如表 3 所示，本试验的除氮

率模型中 CV=7.30%，小于 10%，说明模型精

确度可信；Adeq Precision 为测量信噪比，其大

于 4 的比例为理想。本试验的 NH4
+-N 去除率模

型比率为 9.635，表示信号充足，说明该模型可

行。除磷率模型中 CV=3.77%，小于 10%，说

明模型精确度可信；R2=0.991 2 说明模型拟合度

较好，Adj R2=0.979 9，Pred R2=0.892 4，二者相

差小于 0.2，且模型的测量信噪比为 26.288， 
 

表 3  除氮与除磷模型可信性分析 
Table 3  Reliability analysis of nitrogen and 
phosphorus removal models 
Factor N P 
Std. Dev. 4.96 2.77 
Mean 67.98 73.51 
CV (%) 7.30 3.77 
PRESS 1 155.41 656.06 
‒2 Log-likelihood 87.62 67.79 
R2 0.898 4 0.991 2 
Adj R2 0.767 7 0.979 9 
Pred R2 0.318 7 0.892 4 
Adeq Precision 9.635 26.288 
BIC 115.96 96.12 
AICc 144.29 124.46 
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说明该模型可信度高。 
随后利用 Design-Expert 10.0.7.0 软件绘制

菌群配比条件的三维响应曲面图，响应面图中

的等高线形状和曲面坡度可以直接反映出两个

因素之间交互作用的强弱，等高线越接近椭

圆形且曲面坡度越陡，两者之间的交互作用

就越显著，等高线越接近圆形且曲面坡度平

缓，两者之间的相互作用就越小[28]。由图 8−10

可以看出，菌株 E43、J1 和 F2 两两之间的等高

线都为椭圆形，说明相互之间均对 PO4
3−-P 去除

率影响显著。响应面图均为开口向下的凸面，

因此响应值 R 存在极大值。因此，根据

Design-Expert 软件得出菌群 E43:J1:F2 最佳降

解投加比例为 1.000:1.017:3.945，模型对于菌群

的 NH4
+-N 和 PO4

3−-P 去除率预测值分别为

90.15%和 90.37%。 

 

 
 

图 8  E43 与 J1 投加量交互影响除磷率的响应面图(A)及等高线图(B) 
Figure 8  Response surface (A) and interaction contour (B) of the interaction of E43 and J1 dosage on 
phosphorus removal rate. 

 

 
 

图 9  E43 与 F2 投加量交互影响除磷率的响应面图(A)及等高线图(B) 
Figure 9  Response surface (A) and interaction contour (B) of the interaction of E43 and F2 dosage on 
phosphorus removal rate. 
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图 10  J1 与 F2 投加量交互影响除磷率的响应面图(A)及等高线图(B) 
Figure 10  Response surface (A) and interaction contour (B) of the interaction of J1 and F2 dosage on 
phosphorus removal rate. 

 
2.3.3  试验结果验证 

为了进一步验证该结果的可靠性，将最佳

的菌群配比优化为 E43:J1:F2=1:1:4，重复 3 次

试验。验证结果显示：优化配比的菌群的平均

NH4
+-N 和 PO4

3−-P 去除率分别为 91.28%和

93.03%，与模型的预测结果拟合度良好。 

3  讨论与结论 
将前期筛选的 5 株异养硝化-好氧反硝化菌

中通过异染颗粒及 PHB 颗粒染色试验，获得 3
株好氧反硝化聚磷菌株，分别为肺无色杆菌

(Achromobacter pulmonis) E43、食油假单胞菌

(Pseudomonas oleovorans) F2 和氧化木糖无色

杆菌(Achromobacter xylosoxidans) J1。目前好氧

反硝化聚磷菌的单一菌株大部分是从污水处理

厂各阶段污泥或城市河道中筛选得到[41]，而本

研究中的 3 株菌 E43、F2 与 J1 是从红树林人工

湿地系统中筛选得到，在前期试验中也证明具

有异养硝化-好氧反硝化的功能，此前未见从红

树林人工湿地中筛选出该特定功能菌株的报

道 [30]。反硝化聚磷菌的最适生长 pH 值在

7.0−8.0 之间[42]，红树林人工湿地中 pH 范围则

完全符合好氧反硝化聚磷菌的生长，同时由于

前期试验中红树林人工湿地作为筛选环境，在

运行过程中额外添加了充足的碳源为菌株的反

硝化过程提供充足的电子受体，以及充足的氮

源来满足菌株的繁殖，且人工湿地的上层是属

于好氧环境，具有充足的溶解氧，使菌株能完

整地实现反硝化脱氮和过量摄磷 2 个过程。可

见，正是由于红树林人工湿地中适宜的环境条

件筛选到具有耐盐能力的好氧反硝化聚磷菌。

在本研究中菌株 E43 被发现具有聚磷功能，有

研究表明菌株 E43 可降解石油[43]并具有反硝化

作用[34]，但未见报道其具有聚磷功能。本研究

丰富了该种属的生物信息，为生物脱氮除磷提

供了一个可利用的生物资源。然而对于菌株 F2
和 J1，目前已有研究证明 F2 和 J1 可以同时脱

氮除磷[44-47]。 
菌株 E43、J1 和 F2 在乙酸钠为唯一碳源、

NH4
+-N 为最佳氮源、盐度为 2%、C/N 比为 6、

N/P 为 15 的环境条件下，实现了最佳除氮、除

磷效果。靳茹[6]从某生活污水处理厂好氧池分离
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出一株好氧反硝化聚磷菌 Escherichia coli J16，
在最佳培养条件下，富氮富磷培养基的上清液 
NO3

−-N 浓度从 69.31 mg/L 降低到 4.08 mg/L，

脱氮率最高可达 94.11%；上清液 PO4
3−-P 浓度

从 8.9 mg/L 降低到 0.35 mg/L，除磷率最高可达

96.06%。与其他研究相比，菌株 E43、J1 和 F2

可以在初始 NH4
+-N 浓度为(113.03±1.13) mg/L、

初始 PO4
3−-P 浓度为(7.99±0.64) mg/L，在初始

氮浓度更高的情况下，也可以达到较好的除

氮、除磷效果；同时 3 株菌具有良好的耐盐能

力，在 2%的盐度条件下仍能高效地去除

NH4
+-N 和 PO4

3−-P，去除率与淡水内进行好氧

反硝化聚磷菌特性试验的马放等[9]和 Xu 等[11]

的研究结果相近。 

本研究利用响应面法对筛选出的 3 株好氧

反硝化聚磷菌进行分析，通过 Design-Expert 软

件设计出 17 组不同菌群配比的试验方案，分别

得出菌群配比对 NH4
+-N 去除效率与除磷效率

的二次回归模型，分析菌株 E43、J1 和 F2 的交

互影响，确定最优降解投加量为 E43:J1:F2 体积

比为 1:1:4，NH4
+-N 和 PO4

3−-P 的去除率分别为

91.28%和 93.03%。相较于单一菌株，菌群的构

建提高了对 PO4
3−-P 的去除率。 

菌群的构建，特别是针对具有特定功能菌

群的构建是目前的研究热点，随着微生物组学

技术的发展，已经成为了一个新兴的研究方向。

将具有特定功能且无拮抗作用的菌株进行组

合，通过不同菌株间的功能互补构建高效的菌

群，在污染物的去除方面存在较大的潜力[24]。

相较于单一菌种，菌群具备更多的优势，如能

够提高对环境污染物的去除效率；通过菌种间

的相互协同作用能够降低单一菌种的代谢负

担；能够提高对环境条件变化的抵抗能力，减

轻环境条件的胁迫等[48]。聂毅磊等[49]从养猪场

污水中筛选到 2 株好氧反硝化聚磷菌并应用于

人工污水的处理中，发现随着污水中的磷浓度

增加，2 株菌的磷去除率明显下降，但 2 株等

量配比复合菌的磷去除率高于单株菌；齐世鑫

等[50]构建了对好氧活性污泥具有强化作用的优

势菌群(B. subtilis:B. cereus:V. pantothenticus 质

量比为 35%:50%:15%)，当优势菌群投加量为

0.3 g/L 时，对于 CODCr 的去除率达到 72.9%，

空白组仅有 51.8%，且缩短了废水处理周期。

响应面法是对菌群构建的一次有效尝试，本研

究中构建菌群后提高了对 PO4
3−-P 的去除率，为

后续的应用提供了试验基础，比如在生物接触

氧化池、红树林人工湿地或者活性污泥中进一

步开展应用研究。 

响应面法在构建菌群方面具有独特的优

势，首先通过三维响应曲面图预测菌株之间交

互作用的强弱，并判断出菌株间的交互作用能

否对特定污染物的降解具有显著影响，从而预

测菌群对特定污染物的降解效率；其次根据响

应面法的回归方程预测菌群中各菌株的配比，

并通过验证试验得出菌群的最优配比。随着微

生物法处理各类环境污染的广泛应用，响应面

法则可以通过对菌群配比的优势，在针对重金

属污染、高氮磷污染和复杂有机物污染等不同

场景实现高效功能菌群的构建与应用。但在实

际污染环境中，各种环境因素都会对菌群功能

产生影响，所以对于菌群的功能稳定性还需要

进一步的研究。 

科学地构建菌群能带来诸多优势，但菌群

的构建面临着较多的挑战，如何构建高效的菌

群并保持菌群的高效性，仍存在较多需要解决

的问题：(1) 如何获取和筛选具有特定功能的单

一菌株；(2) 如何构建菌群及调控不同菌株间的

相互关系，提高菌群的代谢能力；(3) 自然环境
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条件如何保持菌群的稳定性；(4) 污水中微生物

成分复杂，如何降低其他微生物种类对菌群的

干扰等。 
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