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样品磷化氢含量与某些微生物群落及酶活的关系

刘志培，王宝军，贾省芬，刘双江
（中国科学院微生物研究所 北京 ’$$$%$）

摘 要：探讨了样品中磷化氢含量与不同微生物群落及几种酶活性的关系。结果表明，样品的磷化氢含量与厌氧

微生物总量、有机磷细菌、反硝化细菌、碱性磷酸酶活性及脱氢酶活性呈显著的正相关关系，其相关系数（!#）分别

达到了 $E6-，$E6$，$E"6，$E.6 和 $E%#；而与好氧异养微生物总量、无机磷细菌、硫酸盐还原菌、酸性磷酸酶的关系
不大。此结果说明，相关类群的微生物在磷化氢的产生中可能起重要的作用。
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磷化氢（GH-）是 IJK:;等 ’6%%年首次在自然环
境中检测到它的存在［’］，自此这种还原性气态磷化

合物不断在各种环境中发现，如土壤［#］、沼泽［-］、稻

田土壤［!］、大气［D］、海底沉积物［"，.］、淡水湖沉积物［%］

等。这些研究成果表明，磷化氢广泛存在于自然环

境中，同时在磷的生物地球化学循环中的确存在价

态的变化，而且这种价态变化在磷循环中可能起重

要的作用［-，!，6］，这与传统的磷循环理论明显不同。

磷化氢在样品中的含量差异非常大，从 - A*·L*7 ’［D］

到 #’-$. A*·L*7 ’［%］不等，但造成这种差异以及磷化

氢的产生机制尚不清楚。虽然在他们的综述中，

MNJ<+和 OJP+,P:J,J［’$］提出了生物产生磷化氢的观点，
但由生物还原磷酸盐形成磷化氢一直受到质疑［’’］，

至今为止的任何试图分离能够还原磷酸盐到磷化氢

的微生物都以失败告终。俞志明等［.］报道磷化氢含

量与有机磷化合物含量密切相关，在我们［%］的前期

工作中，发现磷化氢含量与总有机碳、还原糖、有机

磷化合物含量密切相关，但没有见到有关磷化氢含

量与微生物群落及活性相关分析的报道。在本文

中，主要探讨磷化氢含量与相关的微生物种群如好

氧异养菌总量、厌氧异养菌总量、硝化细菌、反硝化

细菌、硫酸盐还原菌、无机磷细菌、有机磷细菌，以及

磷酸酶和脱氢酶的关系，为探讨微生物在磷化氢形

成中的作用以及富集分离磷酸盐还原菌提供线索。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 样品：共采集不同厌氧环境样品 ’#个，具体

为太湖底泥 "个［具体采样位点为 Q’（’#$R’-S#$E%T
8，-’R-#S-$E’TU）、Q#（’#$R’#S!DE6T8，-’R-$S#$E-T
U）、Q-（’#$R$#S’"E%T8，-’R#.S’$E.TU）、Q!（’#$R’-S’!T
8，-’R’-SD$TU）、QD（’’6RD.S#DT8，-’R’#S-DTU）和 Q"
（’#$R#"S ’’T 8，-’R$’S D.T U），底泥表层以下 ’$ &
’DC9，Q’位点有陆源排污口］；京郊稻田土壤 ! 个
（分别为相距约 ’$$9的 !个位点表层以下 $ & DC9、
D & ’$C9、’$ & ’DC9和 ’D & #$C9）和某污水处理厂污
泥（初次沉淀污泥和浓缩污泥），每个分成 #份。其
中 ’份装入聚四氟乙烯瓶中，密封以隔绝空气，瓶外
包三层黑色塑料袋以避光，置于 7 .$V下保存，用于
磷化氢的测定；另一份装入采样袋中，用于化学分析

和微生物分析。样品的 ?H、氧化还原电势（8>）采用
?H计实时测定，含水率采用 ’$DV烘干至恒重计算，
并以此计算样品的其他指标［%］。

!"!"# 培养基：!WX培养基：用于好氧异养菌总量
和厌氧异养菌总量的测定。"硝化培养基：用于硝
化细菌的测定，其组成为（*YW）：（UH!）# 4Z!，#E$；

U:1<，#E$；[*4Z!·.H#Z，$ED；/#HGZ!，’E$；\J4Z!

·.H#Z，$E!；1)4Z!·DH#Z，$E$D；[A4Z!·#H#Z，

$E$’；1:1Z-，DE$；?H.ED。#反硝化培养基：用于
反硝化细菌的测定，其组成为（*YW）：葡萄糖，’$E$；
/UZ-，#E$；酒石酸钾钠，$E#；1:1<#·#H#Z；?H .E!
& .E"E$培养基 8：用于硫酸盐还原菌的测定，其组
成为（ *YW）：/H#GZ!，$ED；UH!1<，’E$；U:#4Z!，

’E$；1:1<#·"H#Z，’E$；[*1<#·.H#Z，#E$；如酸钠，

-ED；酵母粉，’E$；(+CNP];C :C;^，$E’；Q>;N*<_CN<<;C



!"#$，%&’；()*+,·-./+，%&0& 1.用 2!+.调到 -&3，
最后 4种组分通过过滤除菌，在培养基灭菌后加入。

!无机磷培养基：用于无机磷细菌的测定其组成为
（567）：葡萄糖，’%&%；（2.,）/ *+,，%&0；85*+,·

-./+，%&4；2!9:，%&4；;9:，%&4；()*+,·-./+，

%&%4；8<*+,·./+，%&%4；（9!）/（=+,）/，’%；琼脂
粉，’0。"有机磷培养基：用于有机磷细菌的测定，
其组成为（567）：葡萄糖，’%&%；（2.,）/ *+,，%&0；

85*+,·-./+，%&4；2!9:，%&4；;9:，%&4；()*+,·

-./+，%&%4；8<*+,·./+，%&%4；9!9+4，’%；磷酸甘
油酯，/&%；琼脂粉，’0。
!"# 磷化氢的测定
样品的处理与分析按照文献［’/］所述的方法进

行，气相色谱条件与文献［’4］所述相同，每个样品重
复测定 4次，取平均值。
!"$ 微生物群落的计数测定
好氧异养菌总量、厌氧异养菌总量、硝化细菌、

反硝化细菌和硫酸盐还原菌的计数测定采用最大可

能数法（8=2）［’0］；无机磷细菌和有机磷细菌的计数
测定采用菌落计数法（9(>）［’0］。
!"% 脱氢酶（&’）的测定
脱氢酶（?.）的测定按照文献［’3］所述方法进

行。将 /5 土壤与 /@7三苯基四氮唑氯化物（AA9）
溶液（%&’5 AA9 ’%%@7B ’，’%%@@C:67 AD#E FGHH)D，1.
-&3）在无菌试瓶中于 4%I温箱中静置培养 /,J，加
入 /%@7丙酮室温黑暗下继续培养 /J，过滤后测定
滤液在 0,3<@ 处的吸收值。根据吸收值，从甲替
（A(，AA9的还原产物）标准曲线查出其含量。脱氢
酶酶活单位（>）定义为在上述条件下每还原 ’#5
AA9所需的酶（土壤）量。

图 ! 磷化氢含量与厌氧微生物（(）、有机磷细菌（)）和反硝化细菌（*）的相关性分析
(#5K’ L):!M#C<EJ#1E F)MN))< 1JCE1J#<) "C<M)<ME !<$ !<!)DCF#" @#"DCF)E（O），CD5!<#" 1JCE1J!M)P$#EEC:Q#<5 F!"M)D#!（R）!<$ $)<#MD#HS#<5 F!"M)D#!（9）K

!"+ 磷酸酶的测定
磷酸酶的测定按照文献［’-］所述方法进行，酸

性磷酸酶的测定采用乙酸盐缓冲液（ 1. 0&%，
%&’@C:67），碱性磷酸酶的测定采用 AD#EP.9:缓冲液
（1.T&0，%&’@C:67）。磷酸酶酶活单位（>）定义为文

献所述标准条件下每分钟释放 ’#@C: =+,
4 B 所需的

酶（土壤）量。

# 结果

#"! 样品的磷化氢含量及其与某些微生物种群的
关系

在所有样品中均检测到了磷化氢［T］，最低的是

来自于太湖 A0位点的沉积物（’,&T0 U /&/0 <56V5），
最高的是来自于污水处理厂的沉淀污泥（/’4%-&, U
0-&T’<56V5），比已报道的最高样品（3T0 <56V5）［-］高
出很多。为了探讨样品磷化氢含量差异与微生物种

群及其数量的关系，首先分析了样品的好氧异养菌

总量及厌氧异养菌总量，结果表明，样品的磷化氢含

量与好氧异养菌总量的关系不大（表 ’），其相关性
系数（!/）只有 %&,%；但与厌氧异养菌总量的关系非
常密切（图 ’PO），其与厌氧异养菌总量之对数的相
关性系数（!/）达到了 %&W/，说明了样品的厌氧微生
物数量越高其磷化氢含量也越高，表明了厌氧微生

物在磷化氢产生和积累中的作用。好氧异养菌及厌

氧异养菌分别是所有好氧菌及厌氧菌的总称，各有

很多的种群，为了探讨哪些种群的微生物与磷化氢

含量具有关系，进一步测定样品中不同类群厌氧微

生物及好氧微生物的种群数量，特别是与磷代谢相

关的类群及主要的厌氧微生物类群，并分析它们与

样品磷化氢含量的关系，表 ’的结果表明，磷化氢含
量与无机磷细菌（X=R）、硝化细菌及硫酸盐还原菌
（*LR）之间的相关性系数（!/）均小于 %&,，说明样品
中这些微生物种群数量的多少与其磷化氢含量的关

系不大，表明这些微生物种群在磷化氢的产生中不

具有重要的作用；但样品的磷化氢含量与其有机磷

细菌（图 ’PR）及反硝化细菌（图 ’P9）之间呈显著的
正相关关系，相关性系数（!/）分别达到了 %&W% 和
%&3W，说明环境样品中有机磷细菌数量越高其磷化
氢含量也越高，表明了该类群微生物在磷化氢产生

中的作用，而有机磷细菌是环境中与有机磷化合物
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代谢相关的微生物种群，该结果与磷化氢含量与有

机磷化合物含量呈正相关关系的结果［!，"］相吻合的；

此外，结果还表明，样品中的反硝化细菌数量越高其

磷化氢含量也越高，即反硝化细菌越多越有利于磷

化氢的产生，说明了反硝化细菌在磷化氢产生中的

作用。

表 ! 样品的磷化氢含量、某些微生物种群含量及相关性
#$%&’ ( )*+,-*./’ 0+/1’/1 $/2 /34%’5, +6 ,+4’ 4.05+%.$& -+-3&$1.+/, +6 ,$4-&’,

7$4-&’ )89（/:;<:） =8>（?)@;:）$ A)>（BCD;:）% @.15.6.’5（?)@;:） 7E>（?)@;:）0

7’2.4’/1
#( 9!F!9 G HF9I "FJ K (LM JFM K (LJ IF" K (LH (F! K (LM

#I HNF9! G JFJ! HF" K (LM 9F" K (LJ IFN K (LH 9FM K (LJ

#9 MIF(I G JFHM (F! K (L! (F" K (LJ "FI K (LH 9FJ K (LJ

#H (IHF(I G MF!" (FJ K (LM (FJ K (L9 (FJ K (LH (F( K (L9

#J (HF"J G IFIJ HF( K (LM (FM K (LI (FL K (LI (FJ K (LH

#M MMF!L G JF(9 9F! K (LJ IFI K (LI 9F! K (L( !FH K (LH

)$22O ,+.&
L P J04 I9NHFHN G (JFMM IFM K (L! "FI K (LJ "FI K (LJ (FI K (LM

J P (L04 NJLFHH G "FNH (F( K (L! (FI K (LJ 9F! K (LJ (F( K (LM

(L P (J04 M!IFML G !FJJ (F( K (L! L (F( K (LM IF9 K (LJ

(J P IL04 "JMF9" G !F9M (F( K (L! L 9F! K (LH (F" K (LJ

=01.Q$1’2 ,&32:’
)5’0.-.1$1’2 I(9L!FH G J!F"( IFM K (L" L (FI K (LM IFM K (L"

B+/0’/15$1’2 (HLJJFJ G H9F!M (FJ K (L(L L (FJ K (L! 9FI K (LN

B+55’&$1.+/ 0+’66.0.’/1,（!I） — LFHL（" R LFLI"） LFLJJ（" R LFHM） LF9L（" R LFLMM） LF9(（" R LFLML）
$：=8>，=’5+%.0 *’1’5+15+-*.0 %$01’5.$S %：A)>，A/+5:$/.0 -*+,-*$1’T2.,,+&Q./: %$01’5.$S 0：7E>，73&6$1’T5’230./: %$01’5.$S

"#" 磷化氢含量与某些酶活性的相关性分析
我们的初步研究结果［"］，样品的磷化氢含量与

其总碳、还原糖、有机磷化合物含量呈显著的正相关

关系，为了探讨样品磷化氢含量与这些化合物代谢

相关的酶类的关系，分析测定了样品的脱氢酶活性

及磷酸酶活性，并分析了它们与磷化氢含量的关系，

结果（图 IT=）表明，磷化氢含量与脱氢酶活性呈显
著的正相关性，其相关性系数（!I）达到了 LF"I，说
明样品的脱氢酶活性越高其磷化氢含量也越高，脱

氢酶是一类能够酶促脱氢反应的酶类，可以使各种

有机物如碳水化合物（还原糖）、有机酸、氨基酸、醇

类、胡敏酸等脱氢，产生 @=U8等化合物，作为供氢
体为生化过程的还原反应提供充足的还原力，而磷

化氢含量与脱氢酶活性呈显著的正相关系，表明了

磷化氢的产生是一个还原过程。图 IT> 的结果表
明，磷化氢含量与碱性磷酸酶活性呈显著正相关性，

其相关性系数（!I）达到 LF!N，碱性磷酸酶的活性越
高其磷化氢含量也越高；但与酸性磷酸酶活性关系

不大，其相关性系数（!I）只有 LFHL（图 ITB）。

图 " 磷化氢含量与脱氢酶活性（$）、碱性磷酸酶活性（%）和酸性磷酸酶活性（&）的相关性分析
C.:SI E’&$1.+/,*.-, -*+,-*./’ 0+/1’/1, $/2 2’*O25+:’/$,’ $01.Q.1O（=），$&<$&./’ -*+,-*$1$,’ $01.Q.1O（>）$/2 $0.2.0 -*+,-*$1$,’ $01.Q.1O（B）S

’ 讨论
微生物是生态系统的最重要的组成部分，更是

元素的生物地球化学循环的推动者之一，如果没有

微生物的存在则所有元素的生物地球化学循环将无

法进行和完成，生态系统中的微生物群落结构和种

群数量以及微生物的代谢活性和酶活性表征着生态

系统的功能及营养元素循环的速率和强度，不同的

微生物群落具有不同的生态学功能，同时生态环境

条件也对微生物群落的组成及功能产生深刻的影

响，在好氧条件下主要以好氧菌的好氧呼吸为主，而

在厌氧条件下主要以厌氧菌的厌氧呼吸为主，如硫

L(M VAD W*.T-’. #$ %& S ;’($% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（ILLM）HM（H）



酸盐还原菌和反硝化细菌进行的产硫化氢作用和脱

氮作用，将 !"#
$ % 或 &"’

% 还原，如果环境中存在一

类能将 ("#
’ %还原产生 ()’ 的微生物，那么这一过

程也应在厌氧或缺氧条件下进行，已有很多研究报

道证实磷化氢主要来源于厌氧环境［’，*，+,］，特别是

厌氧发酵过程可以产生磷化氢［+*］更值得注意，众所

周知，厌氧发酵过程是一个厌氧微生物的代谢过程，

从侧面反映了微生物在磷化氢产生中的作用，我们

的结果表明，磷化氢含量与好氧微生物的关系不大

（表 +），但与厌氧微生物数量的对数之间的相关系
数（!$）达到了 -.*$（图 +/0），说明它们之间的关系
非常密切，该结果表明样品的微生物数量越高其磷

化氢含量也越高，也就是越有利于磷化氢的产生和

积累，说明了厌氧微生物在磷化氢的形成中发挥了

重要的作用；进一步分析磷化氢含量与不同厌氧微

生物群落的相关性发现，磷化氢含量与其他厌氧微

生物群落的关系不大（表 +），只有与反硝化细菌数
量呈现一定的相关性，其相关系数（!$）为 -.1*（图
+/2），反硝化细菌是一群既能进行好氧呼吸又能进
行厌氧硝酸盐呼吸的兼性厌氧微生物，表现更多的

代谢多样性，他们在磷化氢产生中可能有一定的作

用，但还有待于进一步探讨。在所分析的微生物群

落中，磷化氢含量还与有机磷细菌数量密切相关，其

相关系数（!$）达到了 -.*-（图 +/3），而与其他微生
物群落的关系并不密切。有机磷细菌是一类能够进

行有机磷化合物分解代谢的微生物，他们分解有机

磷化合物释放磷素，但所释放的磷并不是以简单的

磷酸盐形式存在，该结果也与俞志明等［4］以及我们

前期［,］的磷化氢含量与有机磷化合物含量密切相关

的结果相吻合。在我们的探讨中还发现，磷化氢含

量与脱氢酶活性及碱性磷酸酶活性密切相关，相关

系数（!$）分别为 -.,$和 -.4*（图 $/0、3），脱氢酶是
一类能够酶促脱氢反应的酶类，在生态系统中主要

起着氢的中间传递体的作用，可以使各种有机物如

碳水化合物（还原糖）、有机酸、氨基酸、醇类、胡敏酸

等脱氢，特别是碳水化合物和有机酸更易于脱氢，在

脱氢过程中离析的氢可以转移给氧或其他受氢体，

更重要的是可以形成 &05（(）)等还原性辅酶，为
生态系统的还原反应（如硫酸盐还原、硝酸盐还原，

可能包括磷酸盐还原）提供充足的还原力。可以设

想，在生态系统中，厌氧微生物（反硝化细菌）、有机

磷细菌、脱氢酶、碱性磷酸酶等或通过有机偶联作用

在磷化氢的产生中都扮演重要的角色。

致谢 南京大学王晓蓉教授等在样品的磷化氢分析

测试提供了大力帮助，在此表示衷心的感谢！
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

《基因组 !》（生命科学名著）
!"#$%"& & 〔英〕0%1% 23456 著
袁建刚 等译 + 7 #) 7 #",.+. 7 */8%",$, &##*%* $,%##元
基因组学曾是生命科学前沿，如今已逐步成为大学基础课。本书以清晰而简明的写作风格将基

因组学的新观点与研究基因表达的传统方法相结合，为基因组作为生命蓝图所起的重要作用提供了

最新理解。全书从四个方面展开论述，分别为：基因组、转录组和蛋白质组，基因组研究，基因组功能

和基因组的复制与进化。

本书在《基因组》的基础上对原有章节进行重排，更新、扩增了大量内容，使背景资料更充实。本

书采用大量的图表，形象而简洁，适合各层次的学生使用，是一本适合作教材的“基因组学”读物。

本书可作为生物类及相关本科生和研究生的课程教材，也可供专业科技人员阅读。
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