
  土 壤 (Soils), 2009, 41 (4): 505600~606 

 

高效除磷工程菌 Pseudomonas putida GM6-PPK1 

的构建及其除磷能力研究
①
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摘  要： ppk1 基因编码的多聚磷酸盐激酶主要负责多聚磷酸盐的合成，其表达量的高低直接决定聚磷菌的聚 P 能力

的强弱。Pseudomonas putida GM6 是从 EBPR 好氧池活性污泥中分离获得的一株具有聚 P 能力的菌株，该菌株含有两个编

码多聚磷酸盐激酶的基因（ppk1 和 ppk2）。通过 PCR 从高效聚磷菌株总 DNA 中扩增得到了 ppk1 及其启动子，并定向克

隆到 pBBRMCS-5 载体上，构建了重组质粒 pMEPE-PPK，在辅助质粒 pRK2013 的帮助下，通过三亲接合将 pMEPE-PPK 转

移到原始菌株 GM6 中，获得的工程菌 P. putida GM6-PPK1。GM6-PPK1 除 P 能力较原始菌株 GM6 和对照菌株 GM6-P5 

提高了 54%，生长能力较原始菌株也有一定增强。通过模拟 EBPR 工艺，发现 GM6-PPK1 在厌氧/好氧交替的环境条件下

强化表达不但提高了菌体好氧段的吸 P 能力，而且厌氧段 P 的释放和 PHA 的合成较之原始菌株也有显著增加。 

关键词： 强化生物除磷；多聚磷酸盐；；多聚磷酸盐激酶；基因工程菌 
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近年来，我国的江河、湖泊及近海海域的 N、P 污

染尤其是 P 污染日趋严重，导致水华、赤潮频繁发生，

给工农业生产和人们的生活带来了严重的影响。目前，

强化生物除 P 工艺（enhanced biological phosphorus 

removal, EBPR）是大规模污水处理厂常用的废水除 P 

方法[1]。EBPR 的机理是通过厌氧和好氧交替运行使

得聚磷菌（phosphorus accumulating organisms, PAOs）

在厌氧条件下分解多聚磷酸盐（polyphosphate, polyP）

的同时聚集聚羟基烷酸（polyhydroxyalkanoate, PHA），

在好氧条件下分解 PHA 聚集 polyP，从而使菌体内

含有超量的 P，随污泥排放而达到除 P 的目的[2]。该

工艺除 P 的关键就在于聚磷菌在厌氧/好氧交替的环

境中将无机磷酸盐转变为 polyP 达到“超量吸 P”的

效果。显然，EBPR 系统中聚磷细菌通过在交替厌氧/

好氧环境中利用体内的 polyP 与 PHA 之间物质和

能量的转化达到磷酸盐的去除作用[2-3]。一般认为，大

多数微生物有机体内 polyP 的水平由两种酶共同调

节：多聚磷酸盐激酶（PPK）和多聚磷酸盐酯酶（PPX）
[4-6]。其中 PPK 催化一个可逆反应将ATP中的 P 转变

为多 

 

 

 

聚磷酸盐中的 P：ATP + poly(Pn-1)→ poly(Pn) + 

ADP， 

ppk1 是 polyP 合成的关键基因，其表达量的高

低直接影响 PAOs 聚 P 能力的强弱，从而影响到菌

体内 PHA 含量的变化。 

恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida GM6）是本

实验室从 EBPR 好氧池活性污泥中分离获得的一株

高效聚 P 菌株[7]，该菌株含有两个编码多聚磷酸盐

激酶的基因（ppk1 和 ppk2）。有研究证实 ppk1 是从

一个独立的启动子开始转录的基因，这个基因不但具

有高效的催化 polyP 合成的能力，还能够对环境胁

迫作出响应[8]。由于 PPK 有多聚磷酸盐合成的重要

作用，本研究通过 ppk1 编码的多聚磷酸盐激酶强化

表达提高菌体聚 P 能力的途径成功构建了高效除 P 

工程菌。 
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1.1  供试材料 

1.1.1  菌株和质粒  本试验所使用的菌株和质粒

请参见表 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

表 1  供试菌株和质粒 

 

Table 1   Bacterial strains and plasmids used in this study 
 

菌株或质粒 性状 来源 

P. putida GM6 高效聚磷菌 参考文献[7]

E. coli DH5α ΔlacU169 (Φ80 lacZ ΔM15) 本实验室 

E. coli pRK2013 Kmr，辅助菌株 本实验室 

P. putida GM6-P5 PBBR1MCS-5, Gmr 本研究 

P. putida GM6-PPK1 ppk1 强化表达菌株 本研究 

pMD 18-T Ampr 本实验室 

pBBR1MCS-5 Gmr 本实验室 

pMEPE-PPK ppk1 强化表达质粒, Gmr 本研究 

 

1.1.2  试剂和仪器     限制性内切酶、DNA 

Marker、T4 DNA 连接酶、La-Taq DNA 聚合酶等均

购自 TaKaRa 公司；DNA 凝胶回收试剂盒和抗生素

等购自上海申能博彩公司。引物的合成及测序由上海

英骏生物技术有限责任公司完成。PCR 仪器型号为

MJ PT200 ，上清液中 P 浓度的测定采用岛津 

UV-PC2401 紫外可见连续光谱扫描仪。 

1.1.3  培养基  LB 培养基[9]，YG 培养基[10]，合

成废水：葡萄糖 0.3 g、蛋白胨 0.1 g、酵母粉 0.01 g、

CH3COONa 0.15 g、NaCl 0.05 g、K2HPO4 0.05 g、

MgSO4·2H2O 0.15 g、NH4Cl 0.18 g、H2O 1000 ml。 

1.1.4  抗生素及使用浓度  氨苄青霉素（Amp），

100 mg/L；头孢唑啉（Cefazolin），50 mg/L；庆大霉

素（Gm），30 mg/L。 

1.2  试验方法 

1.2.1  分子操作  质粒  DNA 的提取（碱裂解

法）、染色体总 DNA 的提取（高盐沉淀法）、酶连、

转化均按文献[9]操作。DNA 的回收参照回收试剂盒

说明书进行操作，, 上清 P 浓度的测定参考文献[11]

进行。PHA 含量的测定参考文献[12]进行。 

1.2.2  ppk1 强化表达菌株的构建  P.putida GM6 

中得到的 ppk1 基因的全长为 2220 bps（GenBank 

Accession No. DQ133537），利用 OMIGA 软件分析该

基因上下游序列发现 ppk1 上游 100bp 是它的启动

子序列，所以选取包含启动子在内的 2350 bps 序列

设计引物，并参照 pBBR1MCS-5 质粒[13]多克隆酶切

位点添加特异性酶切位点，引物序列为  ppk1-F：

TTGGTACCCCCTGACCGCTTTTAAACGT  （(下划

线 为  KpnⅠ I 位 点 ） 和  ppk1-R ： 

GTTCTAGATAACGCGC   GGTCAGGATC  （下划

线为 XbaⅠ I 位点）。 以 GM6  总 DNA 为模板，

进行 PCR 扩增，扩增条件：94℃ 5 min；94℃ 1 min、

60℃ 1 min、72℃ 2.5 min，30 个循环；72℃ 10 min。

质粒 pBBR1MCS-5 与扩增片段分别 KpnI、XbaI 双

酶切，经 T4 DNA 连接酶连接后，转入 E. coli DH5α

感受态细胞中，挑选阳性转化子，作为三亲接合的供

体菌 E. coli DH5α pMEPE-PPK。同时将 pBBR1MCS-5 

质粒转入 E. coli DH5α 中，作为阳性对照。 

采用三亲接合，将三亲本 E.coli DH5α pMEPE- 

PPK 或 E. coli DH5α pBBR1MCS-5、GM6 和 E. coli 

pRK2013 分别接入加有相应抗生素的 LB 液体培养基

中培养至对数生长期，并按 1:2:1 的体积比在滤膜上混

合，然后置于无抗的 LB 平板中静置培养 36 h，稀释

涂布于选择性平板（Amp、Gm 和 Cefazolin）筛选转

移接合子。 

1.2.3   质粒稳定性试验     （1） （1）将含有 

pBBR1MCS-5 和 pMEPE-PPK 质粒的强化表达菌株

分别接种于不含 Gm 抗性的 LB 和 YG 培养基中，

经 4 次转接后分别涂布于含有 Gm 抗性和无 Gm 

抗性的 LB 和 YG 平板上，观察质粒稳定性。 

（2）将含有 pBBR1MCS-5 和 pMEPE-PPK 质

粒的对照强化表达菌株分别经含有抗性的 LB 培养

基富集后，经无菌水洗涤 3 次，以初始 OD600nm 值 

0.1 转接入无  Gm 抗性的合成废水中连续传代  3 

次，观察质粒稳定性。  

1.2.4  生长情况和除 P 能力  将 GM6 及含有 

pBBR1MCS-5 和 pMEPE-PPK 质粒的强化表达菌株

经 LB 培养基富集至对数期后分别以一定的接种量

接种至合成废水中，使他们的初始 OD600nm 均为 0.1，

于 28℃ 好氧培养，每隔一定时间取样，分别测其生
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酶连 

KpnI 与 XbaI  双酶切

ppk1  

pMEPE-PPK 

ppk1 

KpnI 与 XbaI  双

M  1  2  3  M  

长情况和上清液 P 浓度的变化情况。菌体内多聚磷酸

盐颗粒采用奈氏染色法进行观察[14]。 

1.2.5  模拟 EBPR 工艺循环[15]  将待测试菌株

经 LB 培养基富集后，无菌水洗涤 3 次，收集菌体

转入装有 250 ml 合成废水的厌氧瓶中，使菌体最终的

OD600nm值达到 2.5 左右，28℃ 厌氧搅拌培养 2.5 h，

转入 28℃ 恒温摇床，好氧培养 4 h。离心培养液，收

集菌体，取 50% 菌体接入新的合成废水中，重复上

述循环。经两循环驯化后，分别定时取样测定上清液

中 P 含量的变化及厌氧与好氧中、末期 PHA 的含量。 

2  结果与分析 

2.1  ppk1 强化表达质粒构建和菌株的获得 

2.1.1  ppk1 表达质粒的构建  为了使得 ppk1 能够

在 P. putida GM6 中实现强化表达，我们采用了质粒      

表达提高其拷贝数的策略。pBBR1MCS-5 是一个能够

在多种微生物中复制的广宿主质粒，将带有自身启动

子的 ppk1 基因克隆至该质粒中，构建了可以在 GM6 

中表达的重组质粒 pMEPE- PPK，质粒的构建路线见

图 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1  重组质粒 pMEPE-PPK 的构建策略 

Fig. 1  Construction strategy of the recombinant plasmid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  重组质粒 pMEPE-PPK 的构建策略 

Fig. 1  Construction strategy of the recombinant plasmid 

 

2.1.2  强化表达 ppk1 工程菌的构建  通过三亲

接合作用将 pMEPE-PPK 转移到 P. putida GM6 中，

在含有 3 种抗生素的平板（Amp、Gm 和 Cefazolin）

上 筛 选 得 到 的 接 合 子 即 为 工 程 菌 ， 命 名 为 

GM6-PPK1。采用同样的方式将空载体 pBBR1MCS-5 

转移到 GM6 中作为对照命名为 GM6-P5。提取质粒

验证工程菌，并用 KpnI、XbaI 双酶切，重组表达载

体电泳得到约 2400 bps 和 4700 bps 两条片段（图 

2），其大小与理论值相同，经测序后确认其与 

GenBank 中发表的 ppk1 基因序列完全相同。 

2.2  质粒 pMEPE-PPK 稳定性实验 

考虑在后续除 P 实验中无法大规模添加抗生素，

所以进行质粒稳定性实验以确定 GM6-PPK1 在低营

养培养基中的稳定性。由图 3 可知，经 LB 传代 4 

次后分别涂布于含有 Gm 和无 Gm 的 LB 上，细菌

数量基本没有减少；但涂布于 YG 平板上，含有 Gm 

的平板细菌没有生长（图 3a）。经 YG 培养基传代 4 

次后分别涂布于含有 Gm 和无 Gm 的 LB 上，质粒

丢失约 20%；而涂布于含有 Gm 的 YG 平板上，细

菌基本没有生长（图 3b）。将 LB 富集的菌体经无菌

水洗脱后转入合成废水传代 3 次后稀释涂布于 LB 

和 YG 含有 Gm 和无 Gm 的平板上，发现在 LB 

平板上质粒基本没有丢失，而 YG 培养基上基本不生

长（图 3c）。说明强化表达菌株在 LB 培养基中培养

的质粒稳定性要强于 YG 培养基，因此可以使用经 

LB 富集后转接于无抗性的合成废水中进行强化表达

菌株生长能力和除 P 能力变化的测定。 
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2.3  强化表达工程菌株  GM6-PPK1 生长及除 P   

能力 

2.3.1  多聚磷酸盐染色法观察  采用奈氏染色法

对 GM6-PPK1 与 GM6-P5 聚 P 情况进行染色，可以

明显观察到两株菌中多聚磷酸颗粒的差异（图 4）。

GM6-PPK1 中存在明显的多聚磷酸盐颗粒，而 

GM6-P5中的多聚磷酸盐颗粒却不明显，表明 ppk1 强

化表达促进了 polyP 的合成。 

2.3.2  GM6-PPK1 生长及除 P 能力的变化  以初

始 OD600nm 为 0.1 的接种条件下 GM6-P5 与原始菌

株 GM6 在合成废水培养基中生长情况比较接近，随

着培养时间的延长两菌株的 OD 值逐渐增加，培养至 

6 h 时均到达最大生长量，OD 值约为 0.68，在随后 
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图 3  GM6-P5与GM6-PPK1质粒稳定情况（平板计数）

Fig. 3  Plasmid stability test of GM5-P5 and GM6-PPK1 
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（a.M: λ-HindⅢ marker，1: ppk1 扩增片段；b. M: λ-HindⅢ marker，1: 重组质粒 pMEPE-PPK KpnⅠ与 XbaⅠ双酶切片段， 

2: 重组质粒 pMEPE-PPK，3: 质粒 pBBR1-MCS5） 

图 2  ppk1 基因和重组质粒 pMEPE-PPK 的电泳图谱 

Fig. 2  Agrose gel electrophoresis of ppk1 gene and the recombinant plasmid pMEPE-PPK 
   

长 2.2  质粒 pMEPE-PPK 稳定性实验 

考虑在后续除 P 实验中无法大规模添加抗生素，所以

进行质粒稳定性实验以确定 GM6-PPK1 在低营养培

养基中的稳定性。由图 3 可知，经 LB 传代 4 次后

分别涂布于含有 Gm 和无 Gm 的 LB 上，细菌数量

基本没有减少；但涂布于 YG 平板上，含有 Gm 的

平板细菌没有生长（图 3a）。经 YG 培养基传代 4 次

后分别涂布于含有 Gm 和无 Gm 的 LB 上，质粒丢

失约 20%；而涂布于含有 Gm 的 YG 平板上，细菌

基本没有生长（图 3b）。将 LB 富集的菌体经无菌水

洗脱后转入合成废水传代 3 次后稀释涂布于 LB 和 

YG 含有 Gm 和无 Gm 的平板上，发现在 LB 平板

上质粒基本没有丢失，而 YG 培养基上基本不生长

（图 3c）。说明强化表达菌株在 LB 培养基中培养的

质粒稳定性要强于 YG 培养基，因此可以使用经 LB 

富集后转接于无抗性的合成废水中进行强化表达菌株

生长能力和除 P 能力变化的测定。  
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图 3  GM6-P5与GM6-PPK1质粒稳定情况（平板计数） 

Fig. 3  Plasmid stability test of GM5-P5 and GM6-PPK1 
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（a: LB 传代 4 次计数；b: YG 传代 4 次计数；c: 合成废水传代 3 

次计数） 

图 3  GM6-P5 与 GM6-PPK1 质粒稳定情况（平板计

数） 

Fig. 3  Plasmid stability test of GM5-P5 and GM6-PPK1  

 

2.3  强化表达工程菌株  GM6-PPK1 生长及除 P   

能力 

2.3.1  多聚磷酸盐染色法观察  采用奈氏染色法

对 GM6-PPK1 与 GM6-P5 聚 P 情况进行染色，可以

明显观察到两株菌中多聚磷酸颗粒的差异（图 4）。

GM6-PPK1 中存在明显的多聚磷酸盐颗粒，而 

GM6-P5中的多聚磷酸盐颗粒却不明显，表明 ppk1 强

化表达促进了 polyP 的合成。 

       
  

         

（A: GM6-P5；B: GM6-PPK1） 

图 4  GM6-P5 与 GM6-PPK1 neisser 奈氏 染色照片（1000×） 

Fig. 4  Optical microscope graphs of GM6-P5 and GM6-PPK1 
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的 6 h 内 OD 值基本趋于稳定并逐渐降低进入衰亡

2.3.2  GM6-PPK1 生长及除 P 能力的变化  以初

始 OD600nm 为 0.1 的接种条件下 GM6-P5 与原始菌

株 GM6 在合成废水培养基中生长情况比较接近，随

着培养时间的延长两菌株的 OD 值逐渐增加，培养至 

6 h 时均到达最大生长量，OD 值约为 0.68，在随后

的 6 h 内 OD 值基本趋于稳定并逐渐降低进入衰亡

期（图 5）。同时，两菌株的上清液 P 含量也较接近，

除 P 效率也基本差异不显著，随着时间的延长上清液

P 浓度逐渐下降，当菌株到达最大生长量时上清液 P

浓度降到最低，由最初的 10.5 mg/L 降到 4.9 mg/L，

在随后的 6 h 内上清液 P 浓度逐渐上升。因此， 

pBBR1MCS-5 质粒的转入并没有对原始菌株 GM6 

产生显著影响。而 GM6-PPK1 与原始菌株相比在生

长情况和聚 P 能力上都有了明显的变化。GM6-PPK1 

生长较为缓慢，10 h 才达到最大生长量，但其最大生

长量要比原始菌株高出 10% 左右。上清液 P 含量也

随着时间的延长逐渐下降，当菌株到达最大生长量时

上清液 P 浓度降到最低 1.9 mg/L，这比原始菌株的聚

P 能力增强 54%。由此可见，ppk1 基因的强化表达  

不但提高了菌体的聚 P 能力，同时也促进了菌体的生

长。 
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图 4  GM6-P5 与 GM6-PPK1 neisser 奈氏 染色照片（1000×） 

Fig. 4  Optical microscope graphs of GM6-P5 and GM6-PPK1 
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图 5  菌株在合成废水中培养时的生长(a)和 P 的去除能力(b) 

Fig. 5  Growth of strains and their phosphorus removals in synthetic wastewater 
 

2.3.3  模拟EBPR运行条件下 GM6-PPK1 生长及除

P 能力的变化      结果（图 6）表明在厌氧段末期

ppk1 强化表达菌株的释 P 量为 1.74 mg/L，较之原始

菌株的 1.04 mg/L 增加了 67.31%，而 PHA 的合成量

增加了  24.34%；好氧条件下  GM6 原始菌株与 

GM6-PPK1 都不断吸收废水中的 P 合成 polyP，上清

液中的 P 浓度和菌体内 PHA 的含量逐渐下降，好氧

末期达到最低，分别为  5.14 mg/L、3.15 mg/L 和 

21.79%、17.93%。这一方面说明在 EBPR 工艺中厌

氧段释 P 能力越强，合成的 PHA 越多，菌体在好氧

阶段吸收上清液中的 P 就越多，菌体消耗的 PHA 也

就越多；另一方面，ppk1 基因的强化表达，不但增强

了菌体的除 P 能力，也在一定程度上提升了 C、P 循

环代谢的能力，使得菌体有更好的除 P 和除 COD 的

能力。 

 

 

阶段吸收上清液中的 P 就越多，菌体消耗的 PHA 也就越多；另一方面，ppk1 基因的强化表达，不但增强了

菌体的除 P 能力，也在一定程度上提升了 C、P 循环代谢的能力，使得菌体有更好的除 P 和除 COD 的能力。 
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图 6  厌氧/好氧交替环境下菌体生长及除 P 能力（a）与 PHA 合成能力（b）的变化 

Fig. 6  Growth, phosphate removal and PHA synthesis ability of strains under aerobic and anaerobic conditions 

 

 

 

 

 

 

就越多，菌体消耗的 PHA 也就越多；另一方面，ppk1 
基因的强化表达，不但增强了菌体的除 P 能力，也在
一定程度上提升了 C、P 循环代谢的能力，使得菌体
有更好的除 P 和除 COD 的能力。 

  

3  讨论   

无机多聚磷酸盐（polyP）是由无机正磷酸盐残基

通过高能磷酐键连接而成的线性多聚物，它的链长可

以由 3 至几百个磷酸盐残基构成。polyP 在自然界中

广为存在，具有数目繁多和类别各异的生物功能，包

括充当无机磷酸盐的贮藏物质，用作二价阳离子的螯

合剂，作为对 DNA 入侵作出免疫反应的可能成分，

构成细菌荚膜和一个对压力和营养不足做出调整应答

的调节因子[16-17]。在生物除 P 系统中无机 P 是以多聚

磷酸盐的形式从污水中分离出去，因此 PAOs 的多聚

磷酸盐聚合能力直接影响到系统的除 P 效果。通过 

ppk1 基因编码的多聚磷酸盐激酶的强化表达，高效除

磷菌 GM6 除 P 能力增强了 54%，在光学显微镜下可

以直观观察到 GM6-PPK1 中 polyP 的数目远远多于 

GM6 原始菌株，并促进了菌体在低营养状态下的生

长。聚羟基脂肪酸酯（PHA）是很多细菌合成的一种

细胞内聚酯，在生物体内主要作为细胞内 C 和能量的

贮藏性物质存在[18]。两种物质的存在及物质和能量的

相互转化对 PAOs 的聚P作用和生理生化性质起着至

关重要的作用。在模拟 EBPR 工艺的过程中，原始菌

株 GM6 和强化表达菌株 GM6-PPK1 都在厌氧条件

下分解 polyP 合成 PHA，好氧条件下分解 PHA 合

成 polyP，达到“超量吸 P”的除 P 效果，而且 ppk1 

强化表达菌株在厌氧条件下分解 polyP 合成 PHA，

好氧条件下分解 PHA 合成 polyP 的能力更强，这也

表征了多聚磷酸盐激酶在促进 P 代谢的同时也增强了 

PAOs 体内 C 的代谢。高效除 P 工程菌 P. putida 

GM6-PPK1 生物强化除 P 系统中具有潜在的应用前

景。    
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Enhancement of Phosphorus Removal by Overexpression 

of Polyphosphate Kinase 1  

 

in Pseudomonas Putida GM6 

 

LI Bo,  LIU Wei-dong,  LIU Juan,  ZHAO Xiao-li,  GAO Ya-ying,  CAO Hui,  CUI Zhong-li 

( Key Laboratory of Microbiological Engineering of Agricultural Environment, Ministry of Agriculture, Microbiology Department, College of Life Sciences, 

Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China) 

 

Abstract:  The Polyphosphate kinase responsible for poly-phosphate (polyP) synthesis is encoded by ppkl, the phosphate accumulating 

capacity of PAOs has a positive correlation with its ppkl gene expression level. Pseudomonas putida GM6 is an efficient phosphate accumulating 

strain isolated from EBPR system in the activated sludge aerobic pond, and ppk1 was cloned and characterized from GM6 previously. ppk1 gene and 

its promoter were amplified from the genomic DNA of GM6 by PCR. Recombinant plasmids pMEPE-PPK was constructed by ligating ppk1 gene and 

its promoter into broad host vector pBBRMCS-5. With the help of plasmid pRK2013, pMEPE-PPK was transferred into the strain GM6 to construct 

GM6-PPK1. The polyphosphate removal ability of GM6-PPK1 was increased by 54 % compared with strain GM6 and its growth was also enhanced. 

In order to stimulate the SBR technique, the strains were grown under anaerobic and aerobic conditions. Results showed that GM6-ppk1 has stronger 

phosphate absorption ability in aerobic condition and it releases more phosphate and syntheses more PHA in anaerobic condition. 

Key words:  Enhanced biological phosphorus removal, Polyphosphate, Polyphosphate kinase, Genetical engineered polyP accumulation 
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