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摘 要：为强化周丛生物富集磷的性能，采用斜生栅藻与周丛生物共培养，形成新型的具有高效富集磷能力的人工周丛生物，并

探究其特征与富集磷的机制。结果表明：与原周丛生物相比，人工周丛生物 7 d磷富集量由（2.26±0.14）mg·g-1显著提高到了

（6.79±0.45）mg·g-1。人工周丛生物有更为复杂的表面细胞结构以及更高的三维孔隙度，从而增加了表面磷的结合位点。人工周

丛生物中光合作用相关生物，特别是绿藻的相对丰度提高了 177.6%，从而增加了周丛生物胞内磷的吸附；胞外聚合物（EPS）中胞
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磷是一种生物圈内广泛存在的、生物体所必需的

基本元素，在有机体的生命活动中起着至关重要的作

用[1-2]。磷主要通过岩石的风化侵蚀、矿石的开采等

自然或人为途径移出而进入生态系统，并参与地球各

圈层内部或层间生物地球化学循环[3]。作为一种不可

再生和替代的元素，有限的磷矿被开采用于人类的生

产生活，包括制造磷肥、农药、洗涤剂等化工产业[4-5]。

并在随后参与的环境-生物-人体的循环过程中逐渐

向土壤和海洋沉积，过量磷的输入将造成土壤污染、

水体富营养化和水生生态系统服务功能恶化，并最终

危害生态环境，限制经济发展[6-7]。

周丛生物作为一种自然界广泛存在的环境友好

型生物磷捕获微生态系统[8-9]，具有一定的环境适应

性和自我恢复能力[10]，是水生食物网的重要环节，影

响着系统内的营养盐循环和能量流动及其在水体-沉
积物两相界面的迁移[11-12]。周丛生物是生长于土壤、

岩石、秸秆等淹水基质表面[13]，由自养和异养微生物

群落、微型动物及其表面裹挟着的胞外聚合物等非生

物物质组成，是有着复杂三维结构的微生物聚集

体[14-15]。特别是光合作用微生物作为周丛生物重要

的微生物组成，影响着周丛生物捕获和富集磷的能

力。自然周丛生物有限的磷富集能力，难以实现其对

污水中磷的持续去除。

斜生栅藻是广泛存在的淡水藻类，能够产生较多

的胞外聚合物增强藻细胞表面的黏附性，易附着于其

他生物表面，具有较高的污水磷去除能力[16-19]。因
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Abstract：Periphytic biofilm is a micro-ecosystem that widely exists in natural surroundings and has the ability for phosphorus（P）
entrapment and recovery. To further improve the efficiency of P entrapment by periphytic biofilms, a new type of artificial periphytic biofilm
was designed by co-culturing Tetradesmus obliquus and original periphytic biofilm, and the characteristics and mechanism of P entrapment
were also investigated. The results showed that compared with the original periphytic biofilm, the presence of Tetradesmus obliquus
significantly increased the ability of P entrapment using artificial periphytic biofilm, and the P accumulation contents increased from
（2.26 ± 0.14）mg · g-1 to（6.79 ± 0.45）mg · g-1 on the seventh day of the experiment. The artificial periphytic biofilm also had high
compactness of the surface cells and porosity, which was beneficial to increase surface P binding sites and enhance P entrapment using
artificial periphytic biofilms. Furthermore, the concentrations of intra-and extracellular P entrapped by the artificial periphytic biofilms
were increased, partly due to the increase in the relative abundance of photosynthetic microorganisms and the content of extracellular
polymeric substance（EPS）. The relative abundance of Chlorophyceae and contents of extracellular protein and polysaccharide in the
artificial periphytic biofilms increased by 177.6%, 84.6%, and 23.7%, respectively. Moreover, the expression of eight key metabolites
involved in histidine and vitamin B6 metabolic pathways were upregulated in artificial periphytic biofilms. The inclusion of Tetradesmus
obliquus optimized the community composition of original periphytic biofilms; in particular, the relative abundance of photosynthetic
microorganisms promoted the production of EPS and expression of key metabolites. As a result, the P entrapment capacity of the artificial
periphytic biofilm was improved. In conclusion, an artificial periphytic with high efficiency in P enrichment was designed and constructed,
which optimized the microbial community structure and function of the periphytic biofilm. This study provides a potential and promising
approach for entrapping P from high-P-concentration water and wastewater.
Keywords：periphytic biofilm; Tetradesmus obliquus; phosphorus; extracellular polymeric substance（EPS）

外蛋白质和多糖的含量增加，提升了周丛生物胞外磷的富集。周丛生物体系代谢产物的定量分析也表明：人工周丛生物中涉及

到组氨酸和维生素B6代谢途径的 8种关键代谢物质表达量上调。研究表明，斜生栅藻的引入改进了周丛生物的群落组成，尤其

提高了光合自养微生物的丰度，促进了EPS的产率和关键代谢物质表达量的上调，最终提高了周丛生物的磷富集能力。
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此，为提高周丛生物富集磷的能力，本研究将斜生栅

藻与周丛生物共培养，以形成新型的具有高效富集磷

能力的人工周丛生物，并进一步探究其高效捕获富集

磷的机制及新型人工周丛生物的特征。本研究的目

的在于为含磷污水提供一种新型、高效的磷去除技

术，为削减水体中磷的负荷服务，为农业面源污染和

水体富养化的治理提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 试验材料

斜生栅藻（Tetradesmus obliquus）购自中国科学院

水生生物研究所淡水藻种库。培养基为 BG11，培养

条件：温度 25 ℃、光照强度 2 000 lx。原种分离来源：

1960年湖北黄石卫校。

1.2 试验方法

1.2.1 人工周丛生物构建

斜生栅藻培养液离心收集藻细胞，于Wood Hold
培养基（WC）中培养至指数生长期，用无菌水按照 ycell=
（191.92×OD680-0.954 5）×105的吸光度与细胞浓度的

关系，配制成浓度为 1.5×108 cell·mL-1的藻细胞悬液；

同时选取周丛生物约 1 g置于新鲜的灭菌的WC培养

液中，另按照 1∶100（V/V）接种处于指数生长期的斜

生栅藻悬液于培养装置内共培养，光照强度 1 800 lx，
温度（25±1）℃；待载体表面的周丛生物成片取下

时，即形成新型的周丛生物。同时，取适量周丛生物

与人工周丛生物，利用三维荧光光谱（3D-EEM，

Three-Dimension excitation emission）和傅里叶红外

光谱（FTIR，Fourier transform infrared）测定其胞外聚

合物（EPS）的特征。

1.2.2 磷富集试验

人工周丛生物进行一周短期的磷富集试验，探究

人工周丛生物富集磷含量的变化。高磷培养液的配

制：以 WC培养基为基础，将其 K2HPO4浓度提高至 5
mg·L-1。原周丛生物与人工周丛生物均设置3个平行

（1 g周丛生物溶于 100 mL培养液）。一周的富集期

间，每隔 24 h取样 1次，将取得的培养液经 0.45 μm的

滤膜过滤后，进行磷浓度测定，并拟合周丛生物磷吸

附曲线。通过光学显微镜、扫描电子显微镜（SEM，

Scanning electron microscope）、X射线能谱分析（EDX，

Energy dispersive X-ray spectroscopy）分析周丛生物表

面的结构和磷素分布，同时选取原周丛生物为对照。

1.3 样品测定

水体磷含量测定采用钼锑钪比色法。使用土壤

DNA 提取试剂盒（Omega Bio-tek，Norcross，GA，U.S.
A.）进行DNA提取，然后由第三方测序公司完成周丛

生物 16S rRNA与 18S rRNA的测序。周丛生物中EPS
采用阳离子交换树脂（CER，Cation exchange resin）提

取，并采用蒽酮比色法和考马斯亮蓝法测定其胞外多

糖和蛋白的含量[20]。3D-EEM 采用三维荧光分光光

度计（Hitachi F-7000，日本）分析测定，扫描范围为激

发波长（Excitation，Ex）200~450 nm，扫描间隔为 5
nm，发射波长（Emission，Em）为 250~600 nm，扫描间

隔为 1 nm，扫描速率为 2 400 nm·min-1。将透析后的

EPS溶液冷冻干燥，取适量干燥样品压片，采用傅里

叶红外光谱仪（Nicolet iS50，Thermo Fisher，美国）分

析测定，FTIR测定条件为：测试范围 200~450 cm-1，分

辨率 4 cm-1，扫描次数 32次。同时，使用超高效液相

色谱仪（Vanquish，Thermo Fisher，美国）进行非靶向代

谢组学测定。

1.4 数据分析

试验数据均采用 3次重复的平均值±标准误差的

形式表示。水体磷含量数据分析由Excel 2013完成。

3D-EEM接近拉曼峰和瑞利散射区域的数据的校正及

周丛生物群落结构分析由R 4.0.3完成，并由MATLAB
2015完成三维可视化。FTIR及代谢组学数据由R 4.0.3
完成并进行可视化。采用单因素方差分析（ANOVA）
进行显著性差异分析，P<0.05表示具有显著差异。

2 结果与讨论

2.1 周丛生物富集磷含量的变化

周丛生物富集磷含量的变化如图 1所示，与原周

丛生物相比，人工周丛生物磷富集能力显著提高。7

图1 原周丛生物和人工周丛生物7 d磷富集含量变化

Figure 1 Phosphorus（P）enrichment content by original and
artificial periphytic biofilms during seven days
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d 的磷富集试验中，第 1 d，对比原周丛生物（0.74±
0.09）mg·g-1的磷富集能力，人工周丛生物富集磷的

含量为（2.48±0.22）mg·g-1；第 7 d，相较于原周丛生物

（2.26±0.14）mg·g-1的磷富集含量，人工周丛生物富集

磷的含量提高到（6.79±0.45）mg·g-1。此结果表明，斜

生栅藻构建的人工周丛生物对磷的富集能力优于原

周丛生物，可以用于污水中磷的去除。

2.2 周丛生物群落组成和丰度

斜生栅藻的加入改变了周丛生物微生物群落的

结构和组成，如图 2（a）所示，周丛生物中原核生物主

要由蓝细菌、变形杆菌、拟杆菌及厌氧绳菌组成。与

原周丛生物相比，人工周丛生物明显提高了蓝细菌和

α-变形菌的相对丰度。蓝细菌作为周丛生物主要的

光合作用微生物，在以太阳光为能量进行生长、繁殖

的光合作用过程中可以大量吸收和同化水体中的磷，

具有较高的磷富集能力。以上结果说明，蓝细菌相对

丰度的提高，可以提升人工周丛生物群落富集磷的能

力[21]。

图 2（b）中原周丛生物与人工周丛生物的真核生

物群落组成和丰度显示，旋毛纲和绿藻为主要真核生

物。与原周丛生物相比，人工周丛生物中绿藻纲相对

丰度显著提高了 177.6%。在周丛生物中，蓝细菌和

绿藻这类光合作用生物可自身“奢侈”吸收磷，其光合

作用会提高水体 pH值，并促进周丛生物表面碳酸钙

沉淀，诱导钙磷共沉积，从而表面富集磷[22]。此外，周

丛生物中光合作用生物代谢和光合过程产生的氧气、

有机物为细菌的生长和繁殖提供氧气及营养物质，而

细菌则为光合生物提供其生长所需要的碳源和维生

素[23]。由此，人工周丛生物通过提高其光合作用生物

的相对丰度增强其对磷的捕获，同时还可以促进周丛

生物群落内部生物之间的相互作用关系，增强周丛生

物体系对磷的富集能力[24]。

2.3 周丛生物空间结构特征

采用光学显微镜、扫描电子显微镜及X射线能谱

仪（SEM-EDX）观察周丛生物表面结构及其元素分

布，探究高效富集磷的人工周丛生物较原周丛生物表

面形态学特征的变化。如图 3所示，原周丛生物表面

较为光滑，细胞排列疏松，且以丝状藻细胞为主。而

人工周丛生物表面较为粗糙，丝状藻细胞周围镶嵌着

其他藻细胞，细胞排列较为紧密，三维网状孔隙度高，

表面磷元素含量高且元素分布更加均匀。光学显微

镜及 SEM-EDX的结果表明，人工周丛生物更为复杂

的表面细胞结构、更高的三维孔隙度、更多胞外聚合

物的分布，为周丛生物提供了更多的捕获磷的结合位

点[25]。

2.4 EPS含量及其活性官能团特征

EPS在周丛生物磷捕获中发挥着重要作用，是胞

外磷捕获的主要地点，可通过胞外多糖中部分带电的

糖残基及胞外蛋白中一些带电基团的相互作用捕获

和富集磷[26]。如图 4所示，与原周丛生物相比，具有

图2 人工周丛生物与原周丛生物微生物群落的组成及相对丰度

Figure 2 Relative abundance and composition of prokaryotic and eukaryotic microorganisms of artificial and original periphytic biofilms
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图3 扫描电子显微镜与X射线能谱图

Figure 3 SEM-EDX images of original periphytic biofilms and artificial periphytic biofilms

（a）原周丛生物Original periphytic biofilms

（b）人工周丛生物Artificial periphytic biofilms

图4 原周丛生物和人工周丛生物胞外聚合物（EPS）组分和含量
Figure 4 Concentration of polysaccharide，protein and phosphate

in extracellular polymeric substances（EPS）of original and
artificial periphytic biofilms
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高效富集磷能力的人工周丛生物的EPS中蛋白含量

显著提高了 84.6%，而胞外多糖含量变化幅度较小，

提高了 23.7%。与周丛生物吸附磷能力的变化一致，

人工周丛生物EPS中磷含量也显著增加。这说明人

工周丛生物大幅提高了EPS的含量，从而提高了磷捕

获能力。

周丛生物 EPS中天然存在来自蛋白质或腐植酸

的荧光类物质，因此可利用EPS中天然荧光探针表征

其与磷元素的分子间作用。如图 5（a）和图 5（b）所

示，周丛生物EPS的 3D-EEM光谱有A、B、C 3个特征

峰，Ex/Em分别为 260 nm/366 nm、230 nm/340 nm、225
nm/297 nm，主要是来源于蛋白质中色氨酸和酪氨酸

残基[26-27]。从荧光强度可以判断周丛生物EPS的 3D-
EEM光谱A峰表征了色氨酸物质，相较于B峰和C峰

表征的酪氨酸类物质含量更高。高效富集磷的人工

周丛生物，其A、B、C特征峰的荧光强度较原周丛生

物均有不同程度的增强，峰A、B、C分别提高了 6.4%、

6.6%和 3.7%，说明人工周丛生物可以通过提升胞外

蛋白中色氨酸类物质与酪氨酸类物质的含量提升其

对磷的捕获与吸附能力。

如图 5（c）和图 5（d）所示，原周丛生物和人工周

丛生物与 5 mg·L-1磷溶液混合振荡反应后，均不同程

度地降低了A、B、C特征峰的荧光强度，说明EPS与磷

相互作用能诱导荧光猝灭。原周丛生物和人工周丛

生物荧光的谱峰 A、峰 B 和峰 C 分别下降了 22.2%、

37.8%、29.1%和 14.2%、16.1%、19.6%，说明磷与周丛

生物EPS形成了非荧光类络合物[28]。另外，荧光谱峰

A、B、C的位置在磷的作用下也发生了小幅的红移，特

别是峰 A 的 Ex/Em 由原来的 225 nm/297 nm 红移到

230 nm/296 nm。综上所述，与原周丛生物相比，人工

周丛生物通过提升胞外蛋白中色氨酸类物质与酪氨

酸类物质的含量提升其对磷的捕获与吸附能力。

3D-EEM 光谱证实了周丛生物 EPS 中色氨酸类

物质和酪氨酸类物质的残基参与了EPS与磷元素的

相互作用。已知色氨酸类和酪氨酸类物质残基中存

在官能团—NH2和—COOH，因此结合 FTIR技术进一

步揭示周丛生物EPS中与磷相互作用的色氨酸类和

酪氨酸类物质残基的关键结合位点。如图 6所示，周

丛生物 EPS在 3 377 cm-1处的宽吸收峰，主要是 EPS
中纤维素上羟基（—OH）的伸缩振动；2 927 cm-1与

2 873 cm-1处的吸收峰则来自于饱和碳链上—CH2—

的反对称伸缩振动和对称伸缩振动；1 655 cm-1 和

1986
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1 540 cm-1处的吸收峰分别来自典型的蛋白质酰胺Ⅰ
带和Ⅱ带中 C=O和—NH2的伸缩振动；1 074 cm-1处

的吸收峰与多糖衍生物中C—O、C—O—C有关，该峰

与1 655 cm-1和1 540 cm-1的峰同时存在，表明周丛生

物EPS中含有大量的羧基功能团[29]。综上，在周丛生

物EPS与磷元素的结合过程中发挥关键作用的活性

官能团为—NH2、—COOH和—OH。

2.5 人工周丛生物差异代谢路径分析

为了进一步探明人工周丛生物相比于原周丛生

物具有更高效捕获和吸收磷机制的原因，利用代谢组

学对原周丛生物及人工周丛生物的代谢产物进行了

定量分析。如图 7所示，在检测到的 510多种代谢物

中，9种涉及到组氨酸代谢、硫氨酸代谢、维生素B6代

谢的关键代谢物含量发生了明显的变化，除代谢物鹅

肌肽含量发生下调外，其他 8种代谢物（3-磷酸咪唑

甘油、L-组氨醛、1-甲基-L-组氨酸、L-组氨酸、鸟酐

酸酯、吡哆胺、吡哆醛和吡哆醇）含量均发生了上调。

根据前人的研究成果，周丛生物作为典型的藻菌

共生体，藻菌关系的有益作用可改善整体群落功能。

维生素B6是细菌为藻类提供生长以及维持形态的关

键代谢物[30]。在周丛生物差异代谢路径的分析中发

现，与原周丛生物相比，人工周丛生物涉及维生素B6
代谢路径中的吡哆胺、吡哆醛和吡哆醇的含量均发生

了上调。以上结果说明，人工周丛生物通过上调维生

素B6代谢，以增强细菌与藻类之间的相互作用关系，

进而提高周丛生物对磷的捕获和吸收能力。

在藻菌关系中，藻类为细菌提供生长所需的碳水

图5 胞外聚合物（EPS）的三维荧光光谱（3D-EEM）图

Figure 5 Extracellular Polymeric Substances（EPS）and Three-Dimension Excitation Emission（3D-EEM）of biofilms constructed by
artificial periphytic biofilms before and after P accumulation，and original periphytic biofilms before and after P accumulation
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（c）人工周丛生物富集磷后 （d）原周丛生物富集磷后
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图6 原周丛生物和人工周丛生物EPS的红外光谱图

Figure 6 FTIR spectra for EPS of original and artificial
periphytic biofilms
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化合物、氨基酸等营养物质，并通过释放这些物质吸

引细菌，以增强周丛生物中细菌和藻类的交流与合

作，建立密切的相互关系[31-32]。同时，藻类还可以分

泌相关物质，增加其生物膜的形成能力，进而维持周

丛生物中细菌与藻类之间的互作关系[11]。如图 7所

示，与原周丛生物相比，高效富集磷的人工周丛生物

涉及组氨酸代谢中的仅有鹅肌肽含量发生了下调，

3-磷酸咪唑甘油、L-组氨醛、1-甲基-L-组氨酸、L-组
氨酸、鸟酐酸酯的含量均发生了上调。综上所述，与

原周丛生物相比，人工周丛生物通过上调组氨酸代

谢、硫氨酸代谢和维生素B6代谢，调节细菌与藻类之

间的相互作用关系，进而提高其对磷的捕获和富集

能力。

3 结论

（1）以斜生栅藻构建的新型人工周丛生物，显著

提高了原周丛生物对磷的捕获和富集能力。在 7 d的

磷富集试验中，人工周丛生物的磷捕获能力提高了

200%。

（2）在影响周丛生物磷捕获能力的相关因素中，

人工周丛生物的绿藻相对丰度提高了 177.6%，EPS中

胞外蛋白含量提高了 84.6%；胞外多糖和蛋白中的活

性官能团—COOH、—OH和—NH参与了EPS与磷元

素的结合。

（3）人工周丛生物通过提高影响细菌与藻类之

间相互作用的氨基酸和维生素代谢物质的含量表达，

增强其对环境中磷的捕获能力。
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