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摘　 要： 水体溶解性反应磷是浮游植物可直接利用的主要磷营养形式，细菌碱性磷酸酶催化的有机磷矿化过程则是维持

溶解性反应磷供给的重要途径． 通过总结细菌碱性磷酸酶的种类与分布特征，发现主要包括 ＰｈｏＡ、ＰｈｏＸ 和 ＰｈｏＤ ３ 种类

型细菌碱性磷酸酶，其中超过 ５０％的 ＰｈｏＸ 分布于细菌细胞的外部环境，对溶解性反应磷的循环再生尤为重要． 综述水体

产碱性磷酸酶细菌群落组成的研究进展，以及影响编码基因表达的环境因素，对比分析产碱性磷酸酶细菌群落鉴定方法

的特点及发展趋势． 细菌碱性磷酸酶编码基因的研究多关注寡营养海洋生态系统，对于同样存在磷限制问题的富营养化

湖泊生态系统鲜有涉及，而构建针对典型富营养化湖泊生态系统的细菌宏基因组数据库，则可为建立淡水生态系统细菌

碱性磷酸酶及其编码基因的研究方法奠定基础，有助于认识湖泊水华频发的微生物学驱动机制．
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磷是生命体必需的营养元素，也是水生态系统中最重要的生源要素之一． 在水生态系统中，一般能为生

物直接利用的只有溶解性反应磷（ｓｏｌｕｂｌｅ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ， ＳＲＰ），因此磷也是水生态系统维持初级生产

力的重要因子［１⁃２］ ． 水生态系统中溶解性反应磷的浓度通常较低，在一些寡营养的海洋水体中，溶解性反应

磷的浓度甚至仅处于纳摩尔级别［３⁃４］ ． 为了维持自身的生长与繁殖，水生微生物也进化出了不同的生存策略．
对于“严格寡营养性微生物（Ｓｔｒｉｃｔ ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈｓ）”来说，其可通过降低自身对于磷营养的需求来适应低磷环

境，如寡营养海洋中的原绿球藻（Ｐｒｏｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｓ）和远洋杆菌（Ｐｅｌａｇｉｂａｃｔｅｒ） ［５⁃６］ ． 而“机会营养性微生物（Ｏｐ⁃
ｐｏｒｔｕｎｉ⁃ｔｒｏｐｈｓ）”则有多种策略应对低磷环境［７］ ，最典型的就是“磷饥饿”响应策略． 水生生物在“磷饥饿”条
件下，可通过分泌碱性磷酸酶，酶解水体或自身细胞中的磷酸脂类有机磷，进而获得可直接利用的溶解性反

应磷［８⁃９］ ． 碱性磷酸酶能够促进水体有机磷的矿化，对于维持水生态系统中的初级生产力等具有重要的生态

学作用［１０］ ．
细菌是水生态系统中微食物网的重要组成部分［１１］ ，也是有机磷的重要矿化者［１２］ ． 现有的研究已获得了

海洋生态系统中细菌碱性磷酸酶的种类、亚细胞分布、活性和功能基因的表达及相关因素等方面的知

识［１３⁃２２］ ，但对淡水生态系统，尤其是湖泊中细菌碱性磷酸酶的研究还多处在关注其活性及其与环境因素关

系的层面［２３⁃３４］ ，缺乏对细菌碱性磷酸酶更为深入的认识．
我国是一个多湖泊国家，全国 １ ｋｍ２面积以上的湖泊有 ２７５９ 个，其中有 ６５１ 个位于长江中下游地区，且

大多数为浅水富营养化湖泊［３５］ ． 由于气候和人为因素的影响，浅水富营养化湖泊常爆发严重的蓝藻水华，
加上浅水湖泊本身具有的小幅高频的水动力扰动和差异显著的生态系统结构等生态特征，使得浅水富营养

化湖泊的物质循环和能量流通过程显著区别于海洋和深水湖泊． 而且，浅水富营养化湖泊生物的生长与繁

殖也常常受到磷营养的限制． 因此，研究细菌碱性磷酸酶编码基因对于揭示水体中有机磷矿化的微生物驱

动机制具有重要意义．
本文通过综述国内外有关细菌碱性磷酸酶及其编码基因的研究进展，阐述了细菌碱性磷酸酶在湖泊有

机磷矿化过程中的地位，总结了细菌碱性磷酸酶编码基因的特性、功能以及研究方法，分析了湖泊细菌碱性

磷酸酶的微生物学机制与研究前景，为我国湖泊富营养化机理的研究工作提供参考．

１ 水体碱性磷酸酶的来源

天然水生态系统中的碱性磷酸酶来源复杂，水体中的细菌、浮游植物、浮游动物、底栖生物和大型水生

植物都可以分泌碱性磷酸酶． 目前学者认同的观点是水生态系统中碱性磷酸酶主要来源于浮游藻类和细

菌［３６］ ，而且在不同的天然水生态系统中，这 ２ 种来源的碱性磷酸酶对水体总碱性磷酸酶活性的贡献也有差

异，通常浮游藻类产生的碱性磷酸酶活性要高于细菌产生的碱性磷酸酶活性，这与部分细菌附着于浮游藻

类颗粒上增加了浮游藻类碱性磷酸酶活性有一定的关系［３７］ ． 同时，在物种亲缘关系上，浮游植物中的大部

分藻类还是属于原核生物，与异养细菌在基因水平上有很好的遗传发育关系，例如微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ）和超

微藻（ｐｉｃｏｐｌａｎｋｔｏｎ） ． 更为广泛的定义认为细菌应包括异养细菌和原核藻类［３８］ ．
水体中的碱性磷酸酶主要分布于细菌或藻类细胞的胞内和胞外［３９］ ． 胞内碱性磷酸酶主要分布于细胞

内膜、周质和细胞质． 胞外碱性磷酸酶包括附着于细胞外膜的碱性磷酸酶和水体溶解态碱性磷酸酶． 很多种

细菌和浮游藻类分泌的胞外碱性磷酸酶既能附着在细胞表面，又能以溶解态存在于水体中［４０］ ． 细菌是水生

态系统中胞外碱性磷酸酶的主要产生者［４１］ ，其胞外碱性磷酸酶活性通常对湖泊水体的碱性磷酸酶活性有相

当比例的贡献［４２］ ，在水生态系统的有机磷矿化过程中起着重要作用．

２ 细菌碱性磷酸酶及其编码基因

２．１ 细菌碱性磷酸酶的种类

细菌碱性磷酸酶的种类多样，根据碱性磷酸酶蛋白序列的相似度和底物的不同，可主要分为 ３ 种类型：
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ＰｈｏＡ、ＰｈｏＸ 和 ＰｈｏＤ［１３］ ．
ＰｈｏＡ 是研究最早的一种磷酸单脂酶，最初发现可由大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）表达合成． ＰｈｏＡ 是一种

二聚体蛋白，其活性部位有用于磷酸催化的 ２ 个 Ｚｎ２＋和 １ 个 Ｍｇ２＋组成的辅基团． 这种碱性磷酸酶蛋白可通

过细菌胞膜上的‘Ｓｅｃ’蛋白通道分泌到胞外或细胞周质中［４３］ ．
碱性磷酸酶 ＰｈｏＸ 和 ＰｈｏＤ 是近年来的研究热点，其编码基因最早分别发现于霍乱弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌ⁃

ｅｒａｅ） ［４４］和枯草杆菌（Ｂｕｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）的基因组［４５］ ． 与碱性磷酸酶 ＰｈｏＡ 不同的是，这 ２ 种碱性磷酸酶均为单

体蛋白，且碱性磷酸酶 ＰｈｏＸ 的活性部位有 ２ 个 Ｆｅ３＋与 ３ 个 Ｃａ２＋作为辅基［４６］ ，２ 种磷酸酶的分泌通道均是双

精氨酸（Ｔｗｉｎ ａｒｇｉｎｉｎｅ）蛋白通道［４７⁃４９］ ． 同时，ＰｈｏＸ 和 ＰｈｏＤ 的底物不仅有磷酸单脂类，还包括磷酸二脂类化

合物． 因此，这 ２ 种酶既是磷酸单脂酶，也是磷酸二脂酶［１３］ ．
研究表明，３ 种细菌碱性磷酸酶功能区域的蛋白序列相似性较低（图 １），同种碱性磷酸酶的蛋白序列之

间也有一定分异［５０］ ． 目前，普遍认为在海洋和土壤生态系统中，碱性磷酸酶 ＰｈｏＤ 基因序列的多样性和丰度

要高于其他 ２ 种酶的基因序列［１３，２０，５０］ ．
除以上 ３ 种主要的细菌碱性磷酸酶，细菌还可能合成多种其他碱性磷酸酶，如 ＰｈｏＺ［５１］ 、ＰｈｏＶ［５２］ 等，不

过目前仍缺乏针对这些潜在基因的表达与蛋白功能鉴定的研究．

图 １ 碱性磷酸酶 ＰｈｏＡ、ＰｈｏＸ 和 ＰｈｏＤ 的最大似然系统发育树［５０］

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ ＰｈｏＡ， ＰｈｏＸ ａｎｄ ＰｈｏＤ［５０］

２．２ 细菌碱性磷酸酶的亚细胞分布与功能途径

细菌碱性磷酸酶的亚细胞分布特征对于认识细菌碱性磷酸酶的功能有重要意义，通过生物信息学手段

可有效推算碱性磷酸酶蛋白的亚细胞分布． 最初，针对革兰氏阴性细菌的研究认为，碱性磷酸酶只分布于细

胞周质（Ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃ） ［５３⁃５５］ ． 随后的研究发现，细菌碱性磷酸酶还分布于细胞表面与胞外环境中［５６⁃５７］ ． Ｌｕｏ
等［１３］通过对全球海洋调查（Ｇｌｏｂａｌ Ｏｃｅａｎ Ｓａｍｐｌｉｎｇ， ＧＯＳ）基因组数据库中细菌碱性磷酸酶编码基因序列的
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生物信息学推算发现（图 ２），在 ３７３３ 个细菌碱性磷酸酶基因序列中，有 １５１８ 个（４０．７％ ）序列来自于细胞质

内，６４１ 个（１７．７％ ）来自于细胞周质，１１００ 个（２９．５％ ）来自于胞外环境，４３９ 个（１１．８％ ）来自于细胞外膜，还
有 ３５ 个（１１．８％ ）来自于细胞内膜． 有超过 ７０％的细菌碱性磷酸酶分布于细胞内部． 对于 ３ 种主要的碱性磷

酸酶，超过 ４０％的 ＰｈｏＤ 和 ＰｈｏＡ 均分布于细胞质内，超过 ５０％的 ＰｈｏＸ 序列则分布于细胞外部环境． 细菌碱

性磷酸酶的这些亚细胞分布特征可能暗示 ＰｈｏＡ、ＰｈｏＸ 和 ＰｈｏＤ 有着不同的有机磷矿化途径．

图 ２ 基于 ＧＯＳ 细菌基因组数据库推算的细菌碱性磷酸酶的亚细胞分布（改自文献［１３］）
Ｆｉｇ．２ Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ

ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＧＯＳ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｄａｔａｂａｓｅ（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ［１３］）

根据 Ｌｕｏ 等［１３］的研究，Ｗｈｉｔｅ［１５］将细菌碱性磷酸酶利用溶解态有机磷的途径归纳为 ３ 种（图 ３）：（１）小
分子磷脂类有机磷经细胞周质内的磷脂运输系统（ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｓｔｅｍ，ｕｇｐ）传输至细胞质内，
由分布于细胞质内的碱性磷酸酶（主要是 ＰｈｏＡ 和 ＰｈｏＤ）分解；（２）进入细胞周质的小分子有机磷脂类化合

物由间质内的碱性磷酸酶分解；（３）细菌产生胞外碱性磷酸酶（主要是 ＰｈｏＸ）利用胞外环境中的有机磷，产
生的部分无机态正磷酸盐再由细菌吸收利用． 其中，第一种途径对于细菌吸收磷营养可能最为重要．
２．３ 碱性磷酸酶的编码基因及功能细菌研究

生态学中，常将调控生物地球化学循环的某些关键酶的表达基因作为标记物，采用分子生物学的手段，
研究具有这些功能基因的微生物的多样性、群落结构、丰度以及相应的功能表达． 例如，氨单加氧酶编码基

因（ａｍｏＡ）作为分子标记物，被广泛用于研究环境中的氨氧化细菌和古菌群落［５８⁃５９］ ． 同样，将碱性磷酸酶编

码基因作为标记物也为更好地认识碱性磷酸酶功能细菌及其功能特性提供了便利［１３⁃１４］ ．
Ｓａｋｕａｒｉ 等［６０］首次采用变性梯度凝胶电泳法（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＧＧＥ），研究有机和

化学肥料影响下土壤中碱性磷酸酶编码基因的多样性，并发现与洛蒂根瘤菌（Ｍｅｓｏｒｂｉｚｏｂｉｕｍ ｌｏｔｉ）和荧光假单

胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）的碱性磷酸酶编码基因相似度较高的基因序列． Ｓｅｂａｓｔｉａｎ 等［１４］ 通过聚合酶链

式反应（ｐｌｏｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）与基因克隆方法，结合分析全球海洋调查基因组数据库发现，寡营

养海洋水体中碱性磷酸酶 ＰｈｏＸ 编码基因 ｐｈｏＸ 在细菌基因组中分布的广泛性要明显高于碱性磷酸酶

ＰｈｏＡ，碱性磷酸酶编码基因 ｐｈｏＸ 普遍分布于不同门类的细菌中，主要包括变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌

门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）等（图 ４）． 但 Ｌｕｏ 等［１３］运用生物信息

学手段对全球海洋调查基因组数据库中 ｐｈｏＡ、ｐｈｏＸ、ｐｈｏＤ 共 ３７３３ 条碱性磷酸酶基因的研究却发现，３ 种碱

性磷酸酶编码基因均分布于不同门类的细菌中，其中以变形菌门占多数，ｐｈｏＡ 基因在拟杆菌门和绿菌门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）中的比例要高于其他 ２ 类基因，而 ｐｈｏＸ 基因在蓝细菌门中的比例也要高于 ｐｈｏＡ 和 ｐｈｏＤ 基因．
目前，采用 ｐｈｏＸ 基因研究碱性磷酸酶 ＰｈｏＸ 及其功能细菌的研究较多． Ｚａｈｅｅｒ 等［６１］ 通过对 ＧｅｎＢａｎｋ 中
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图 ３ 海洋细菌利用溶解性有机磷（ＤＯＰ）的 ３ 种主要途径（改自文献［１５］）
Ｆｉｇ．３ Ｔｈｒｅｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｕｓｉｎｇ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＤＯＰ）

ｂｙ ｍａｒｉｎｅ ｂａｃｔｅｒｉａ（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ［１５］）

的 ｐｈｏＸ 基因对应的蛋白序列的系统发育分析发现，ｐｈｏＸ 基因的蛋白序列可分为 ２ 种类型（ＰｈｏＸ⁃Ｉ 和 ＰｈｏＸ⁃
ＩＩ），其中 ＰｈｏＸ⁃Ｉ 类型主要包括部分 α 变形菌门（α⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和 γ 变形菌门（γ⁃ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）． Ｚａｈｅｅｒ
等［６１］还证实同种细菌的 ｐｈｏＸ 基因在基因组中存在水平迁移现象，例如，洛蒂根瘤菌 ＭＡＦＦ３０３０９９ （Ｍｅｓｏｒｂｉ⁃
ｚｏｂｉｕｍ ｌｏｔｉ ｓｔｒａｉｎ ＭＡＦＦ３０３０９９）基因组中就有 ２ 种不同的 ｐｈｏＸ 基因． 还有不少学者也发现了一些蓝细菌携

有新的 ｐｈｏＸ 基因［１８⁃１９，２２，６２⁃６３］ ，并借此研究 ｐｈｏＸ 基因的表达与影响因素．
对海洋和土壤生态系统的细菌基因组数据库的研究表明，碱性磷酸酶编码基因 ｐｈｏＤ 的丰度要高于

ｐｈｏＡ 和 ｐｈｏＸ 基因［１３，２０，５０］ ． 近年来，细菌 ｐｈｏＤ 基因也开始成为学者研究的热点． Ｋａｇｅｙａｍａ 等［６４］ 从嗜盐隐杆

藻（Ａｐｈａｎｏｔｈｅｃｅ ｈａｌｏｐｈｙｔｉｃａ）的基因组中成功克隆了一种 ｐｈｏＤ 基因，并发现这种 ｐｈｏＤ 基因的表达受盐度胁

迫的影响要高于磷营养的限制． Ｌｕｏ 等［２０］对北太平洋亚热带环流的基因组数据库分析发现，透光层和深海

水体中 ｐｈｏＤ 基因的丰度要明显高于 ｐｈｏＡ 基因． 也有不少学者通过设计 ｐｈｏＤ 基因探针，从土壤中获取 ｐｈｏＤ
基因的信息，并以此研究施肥等因素对细菌碱性磷酸酶编码基因及其细菌的影响［５０，６０，６５］ ． 随着学者对蓝藻

水华问题的关注，一些研究也发现了水华优势蓝细菌种中 ｐｈｏＤ 基因的存在，最典型的就是鱼腥藻

（Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ．） ［６６］ ．
研究表明，部分产碱性磷酸酶细菌的基因组中可能有两种甚至多种碱性磷酸酶编码基因． 例如，海洋细

菌物种 ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＳＣＢ４９ 和副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）的基因组中就同时含有 ｐｈｏＡ
和 ｐｈｏＸ 两种基因［１４］ ，而 Ｍｅｓｏｒｂｉｚｏｂｉｕｍ ｌｏｔｉ ｓｔｒａｉｎ ＭＡＦＦ３０３０９９ 的基因组中有 ２ 种不同的 ｐｈｏＸ 基因［６１］ ． 相反，
基因组中仅有 １ 个碱性磷酸酶编码基因的细菌物种常用作研究基因表达与影响因素的模式生物，如玫瑰杆

菌（Ｓｉｌｉｃｉｂａｃｔｅｒ ｐｏｍｅｒｏｙｉ）和鲁杰氏菌（Ｒｕｅｇｅｒｉａ ｐｏｍｅｒｏｙｉ）２ 种细菌，其基因组中只有 １ 种 ｐｈｏＸ 功能基因［１４，２１］ ．
２．４ 碱性磷酸酶编码基因表达的环境因素

２．４．１ 正磷酸盐浓度　 作为细菌可直接吸收利用的磷源和碱性磷酸酶的酶促产物，正磷酸盐浓度的高低会影

响碱性磷酸酶编码基因的表达． Ｗａｎｎｅｒ［４３］总结正磷酸盐浓度对大肠杆菌 ｐｈｏＡ 基因表达影响的机理． 当大肠

杆菌处于磷限制状态时，其会进行甘油磷酸盐吸收基因和碱性磷酸酶 ＰｈｏＡ 基因的表达，同时也会开启一种
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图 ４ 海洋细菌 ｐｈｏＸ 基因对应磷酸酶蛋白的最大似然进化树（改自文献［１４］）
Ｆｉｇ．４ Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｆｏｒ ｐｕｔａｔｉｖｅ ＰｈｏＸ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｏＸ（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ［１４］）

高亲和性磷酸盐传输蛋白的编码基因 ｐｓｔ 的表达，直接吸收环境中低浓度的正磷酸盐，或者将环境中的有机

磷吸收至细胞内由 ＰｈｏＡ 酶解，部分有机磷甚至可直接用于合成细胞膜磷脂分子． 在磷酸盐过剩时，大肠杆

菌只需合成一种低亲和性磷酸盐传输蛋白 Ｐｉｔ，直接吸收环境中的磷酸盐．
Ｓｅｂａｓｔｉａｎ 等［１４，２１］通过对 ３ 种细菌，玫瑰杆菌、反硝化玫瑰杆菌 （Ｒｏｓｅｏｂａｃｔｅｒ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ） 和 Ｒｕｅｇｅｒｉａ

ｐｏｍｅｒｏｙｉ 基因组中 ｐｈｏＸ 基因表达的研究发现，这 ３ 种细菌的碱性磷酸酶 ＰｈｏＸ 基因的表达对磷限制有明显

的响应，过剩的正磷酸盐会显著抑制 ｐｈｏＸ 基因的表达． 同样苜蓿中华根瘤菌（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ）的 ｐｈｏＸ
基因表达对正磷酸盐浓度的响应也是如此［６１］ ． 此外，还有不少学者关注蓝细菌的碱性磷酸酶编码基因对正

磷酸盐浓度的响应，其结论都表明正磷酸盐的浓度是细菌碱性磷酸酶编码基因表达的调控因素［１８，６２⁃６３，６６⁃７０］ ．
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２．４．２ 有机磷类型　 作为碱性磷酸酶的底物，不同种细菌的碱性磷酸酶编码基因的表达对不同类型有机磷的

响应有所不同． Ｗｕ 等［４８］在巴氏杆菌 Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｓｔｒａｉｎ Ｘ⁃７３ 的基因组中克隆出了一种 ｐｈｏＸ 基因，
其表达的碱性磷酸酶可分解不同类型的有机磷底物，其中亲和性最好的有机磷底物是焦磷酸钠和三磷酸腺

苷． Ｓｅｂａｓｔｉａｎ 等［２１］ 发现不同类型的有机磷底物对 Ｒｕｅｇｅｒｉａ ｐｏｍｅｒｏｙｉ ＤＳＳ⁃３ 的 ｐｈｏＸ 基因的表达抑制程度不

同，亲和性越好的有机磷底物越能抑制 ｐｈｏＸ 基因的表达，如葡萄糖六磷酸和腺苷酸，这与亲和性好的有机

磷在碱性磷酸酶催化下分解效率高有关． 而 Ｈａｒｋｅ 等［６３］ 的研究则表明，铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）
ｐｈｏＸ 基因的表达会受到高浓度有机磷的抑制，但不同类型有机磷对其表达的抑制效果没有显著差异，而且

这种现象普遍存在于铜绿微囊藻不同的菌株中．
２．４．３ 金属离子　 金属离子对碱性磷酸酶基因表达的影响与金属离子的种类、浓度和碱性磷酸酶基因的类型

都有关． 由于 Ｚｎ２＋与 Ｍｇ２＋是碱性磷酸酶 ＰｈｏＡ 的辅基，一定浓度的 Ｚｎ２＋与 Ｍｇ２＋的存在会促进细菌 ｐｈｏＡ 基因

的表达． Ｌｕｏ 等［６８］通过对鱼腥藻 Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ． ＰＣＣ７１２０ ｐｈｏＡ 基因表达的研究发现，１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｍｇ２＋和 Ｃｏ２＋

可使 ＰｈｏＡ 的活性分别增强 １．６ 和 １．４ 倍，但同样浓度的 Ｚｎ２＋对 ＰｈｏＡ 的活性却有一定程度的抑制，这可能与

ｐｈｏＡ 基因的表达对 Ｚｎ２＋浓度的需求较低有关． 考虑到在添加乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｄｉａｍｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ，
ＥＤＴＡ）螯合所有游离态金属离子后，碱性磷酸酶 ＰｈｏＡ 的活性已无法检测，可以认为金属离子是碱性磷酸酶

编码基因表达的重要条件，其种类和浓度是影响碱性磷酸酶编码基因 ｐｈｏＡ 表达的重要因素．
对于碱性磷酸酶 ＰｈｏＸ 而言，其基因的表达受金属离子的影响又有所不同． Ｗｕ 等［４８］ 的研究发现，在向

处于磷饥饿状态的巴氏杆菌 Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｓｔｒａｉｎ Ｘ⁃７３ 培养基中加入 ＥＤＴＡ 螯合金属离子后，细菌碱

性磷酸酶 ＰｈｏＸ 的活性被明显抑制． 但分别加入一定浓度的不同二价金属离子后，Ｃａ２＋和 Ｃｏ２＋能重新促进

ｐｈｏＸ 基因的表达，而同样浓度的 Ｚｎ２＋和 Ｍｇ２＋对 ＰｈｏＸ 活性恢复的影响有限［４８］ ． Ｚａｈｅｅｒ 等［６１］ 对根瘤菌 Ｓｉｎｏ⁃
ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ 中 ｐｈｏＸ 基因表达的研究也证实 Ｃａ２＋较其他二价金属离子能更好地促进 ＰｈｏＸ 的活性．

与碱性磷酸酶 ＰｈｏＸ 相似，Ｃａ２＋ 也是碱性磷酸酶 ＰｈｏＤ 的辅基，而 Ｃａ２＋ 同样能很好地激发 ＰｈｏＤ 的活

性［６４］ ． 此外，还有一些学者也发现 Ｆｅ２＋ 和 Ｎａ＋ 等金属离子均能对细菌碱性磷酸酶编码基因的表达产生

影响［１４，６９］ ．
２．４．４ ｐＨ　 酸碱度是细菌碱性磷酸酶活性的重要影响因子． Ｌｕｏ 等［６８］ 发现鱼腥藻 Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ． ＰＣＣ７１２０ 的

ｐｈｏＡ 基因表达的最适 ｐＨ 值在 １０．５～１１．５，ｐＨ 值超过 １２．０ 后，已检测不出 ＰｈｏＡ 活性． Ｚａｈｅｅｒ 等［６１］ 研究也证

实根瘤菌 Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ 的 ＰｈｏＸ 蛋白的最适 ｐＨ 值范围也在 １０～１１ 之间． 还有一些研究也将此 ｐＨ 值

范围作为研究碱性磷酸酶编码基因表达的背景条件［１８，６２，６６，６８，７１］ ．
２．４．５ 盐度　 细菌碱性磷酸酶编码基因的表达不仅受磷、金属离子、酸碱度等的影响，盐度可能也是重要的影

响因子之一． Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ 等［７１］ 在喜盐菌 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ５９３ 的基因组中克隆了一种碱性磷酸酶编码基因

（ｈａａｌｐ），其表达的碱性磷酸酶在低于 ０．３ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ＋浓度的盐度环境中没有活性． 同样，Ｋａｇｅｙａｍａ 等［６４］ 发现

耐盐蓝细菌 Ａｐｈａｎｏｔｈｅｃｅ ｈａｌｏｐｈｙｔｉｃａ 的 ｐｈｏＤ 基因的表达不仅受磷限制，也受盐度的胁迫．
２．４．６ 其他环境因素　 此外，温度，碳、氮源等因素对纯种细菌碱性磷酸酶编码基因的表达也均有不同程度的

影响［１４，６３，６８］ ．

３ 产碱性磷酸酶细菌种群的研究方法

解磷细菌是指能够利用环境中非生物可直接利用磷的功能细菌，包括无机磷分解细菌和有机磷分解细

菌． 从解磷功能上看，产碱性磷酸酶细菌属于有机磷分解细菌的范畴． 迄今为止，已有大量关于海洋［７２⁃７３］ 、土
壤［７４⁃７８］和淡水生态系统［７９⁃８３］中有机磷分解细菌的研究，其中就包括产碱性磷酸酶细菌，这些研究采用的方

法主要分为传统的功能鉴定法和功能基因分子标记法．
３．１ 传统的功能鉴定法

传统的功能鉴定法主要是筛选环境中具有某种功能的微生物，包括样品的采集、选择性培养基分离培

养和筛选，平板培养、活菌计数，最大可能计数法，纯培养细菌的特定功能与生理生化特征鉴定，１６Ｓ ｒＤＮＡ 基

因系统发育分析等． 这些方法以功能选择性培养基为基础，辅以系统发育分析和培养基计数手段，研究环境

中具有某种功能的微生物的数量、多样性、功能活性以及生理生化特征，是经典的微生物生态学研究手段．
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目前，国内外有不少学者通过传统的功能鉴定法来研究生态系统中的产碱性磷酸酶细菌． Ｂａｒｉｋ 等［８４］ 利

用酚酞磷酸盐琼脂（ＰＰＡ）培养基对淡水养鱼塘中的产碱性磷酸酶细菌进行分离培养，并通过产碱性磷酸酶

细菌菌落的形态、颜色、革兰氏染色反应、过氧化氢酶反应等对其进行种属鉴定，发现芽孢杆菌是主要的产

碱性磷酸酶细菌． Ｂａñｅｒａｓ 等［８５］采用无磷矿物培养基（ＭＭ⁃Ｐ），从西班牙的 ２ 个富硫湖泊中分离了四株产碱

性磷酸酶的光合硫细菌，并研究了不同浓度的溶解性反应磷对其碱性磷酸酶活性的影响． Ｚｈｏｕ 等［８２］ 利用有

机磷培养基分离了 ６ 株有机磷分解细菌，通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因测序，对 ６ 株细菌的系统发育关系进行了分析，
并结合平板计数法和碱性磷酸酶活性，研究了这 ６ 株碱性产碱性磷酸酶细菌在太湖沉积物中的丰度及其与

碱性磷酸酶活性的关系． 周纯等［８３］还利用传统方法分离的产碱性磷酸酶细菌，研究了其碱性磷酸酶活性对

蓝藻碎屑的响应．
以上利用传统的功能鉴定法将细菌选择性分离培养与碱性磷酸磷酸酶活性结合，有助于人们认识环境

中碱性磷酸酶功能细菌的种类与功能特性． 然而，这种传统的方法在很大程度上受培养基成分、培养时间和

菌株分离方法等的影响． 加之自然环境中仅有 ０．００１％ ～ ３％ 的微生物可以被分离培养［８６］ ，而且多数微生物

也缺乏可用于鉴定的形态特征． 因此，这种传统的功能鉴定法无法准确、全面地获取自然环境中碱性磷酸酶

功能细菌的多样性和生态功能等信息，更无法了解环境因子是如何影响生境中产碱性磷酸酶细菌的群落结

构和功能活性．
３．２ 功能基因分子标记法

随着分子生物学技术的飞速发展，利用功能酶的表达基因作为分子标记物研究功能微生物的多样性、
群落结构和功能活性已经在生态学中得到了广泛的应用． 最初，功能基因分子标记法是建立在细菌纯培养

的基础上，通过分子克隆手段将具有某种功能的细菌基因组中的某种功能基因克隆，再利用基因重组和表

达，进而验证功能基因的表达与所表达的功能酶的活性特性［４３⁃４４，４８，６４，７１］ ． 这种途径也是研究纯种产碱性磷酸

酶细菌及其编码基因的最常用手段． 从 １９８０ｓ 起，就有不少研究关注细菌碱性磷酸酶编码基因 ｐｈｏＡ 的功能

表达机制［４３，９３⁃９４］ ，大肠杆菌是最典型的研究对象． 随后，又有研究发现了其他纯种细菌基因组中的碱性磷酸

酶编码基因，最重要的如枯草杆菌（Ｂｕｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）的 ｐｈｏＤ 基因［４５］以及霍乱弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ）的 ｐｈｏＸ 基

因［４４］ ，这些研究的发现为不断认识细菌碱性碱性磷酸酶及其编码基因提供了新的思路． 同时，由于自然环

境中细菌碱性磷酸酶的种类多，目前的研究可能还没有全面认识到细菌碱性磷酸酶及其编码基因，以纯培

养细菌为基础的功能基因分子标记法还可能为我们发现更多新颖的碱性磷酸酶基因，完善细菌利用有机磷

的机理研究，因此这种方法方兴未艾．
Ｓａｋｕｒａｉ 等［６０］首次针对部分碱性磷酸酶编码基因设计了寡核苷酸探针，利用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 指纹图谱的手

段研究了施肥土壤中碱性磷酸酶编码基因的多样性与系统发育关系，证明了碱性磷酸酶编码基因可以作为

分子标记物研究环境中多样的产碱性磷酸酶细菌． Ｓｅｂａｓｔｉａｎ 等［１４］ 也根据细菌碱性磷酸酶编码基因 ｐｈｏＸ 的

序列，设计了兼并性核苷酸引物，同样从寡营养的海洋中直接扩增出了 ｐｈｏＸ 基因，并通过系统发育分析发

现这些基因与不同门类的纯种细菌 ｐｈｏＸ 基因具有相似性． 而后，Ｃｈｈａｂｒａ 等［６５］ 也利用 Ｓａｋｕｒａｉ 等［６０］ 设计的

引物研究了大麦根系碱性磷酸酶功能细菌的群落结构． 鉴于碱性磷酸酶编码基因 ｐｈｏＤ 基因在土壤生态系

统中可能占有较大的比例，Ｔａｎ 等［５０］设计了针对土壤 ｐｈｏＤ 基因的寡核苷酸探针，利用 ＤＧＧＥ 和高通量测序

的手段，研究了施肥对于土壤碱性磷酸酶功能细菌的群落结构和多样性的影响． 在湖泊细菌碱性磷酸酶基

因型多样性方面，Ｄａｉ 等［９５⁃９６］借助上述 ｐｈｏＸ 基因序列引物研究了太湖水体细菌碱性磷酸酶编码基因 ｐｈｏＸ
的基因型及其相关的环境因素，首次发现了太湖水生态系统中丰富而新颖的细菌碱性磷酸酶基因，从生物

学角度证明了细菌碱性磷酸酶在太湖有机磷矿化过程中的重要作用． 同样，Ｖａｌｄｅｓｐｉｎｏ⁃Ｃａｓｔｉｌｌｏ 等［９７］ 也通过

细菌碱性磷酸酶编码基因引物研究了墨西哥 Ａｌｃｈｉｃｈｉｃａ 湖的产碱性磷酸酶细菌种群． 这些研究通过设计碱

性磷酸酶编码基因的寡核苷酸探针，为全面研究环境中碱性磷酸酶功能细菌提供了新的途径．
碱性磷酸酶的编码基因多样，环境细菌的碱性磷酸酶编码基因序列间的保守性通常又较差，因此很难

设计通用的针对所有细菌碱性磷酸酶编码基因的寡核苷酸探针，也就无法准确、全面地认识环境中的产碱

性磷酸酶细菌及其功能． 与 ＤＮＡ 指纹图谱技术相比，分析已有的细菌宏基因组和宏转录组数据库能够更为

全面的认识环境中的碱性磷酸酶及其编码基因．



戴江玉等：水体细菌碱性磷酸酶及其编码基因研究进展 １１６１　

近年来，随着环境宏基因组学研究的深入，人们已经积累了一些生态系统中的宏基因组和宏转录组数

据库，例如全球海洋调查基因组数据库（Ｇｌｏｂａｌ Ｏｃｅａｎ Ｓａｍｐｌｉｎｇ， ＧＯＳ） ［１３⁃１４，９８］ 、美国国家生物信息中心数据库

中 ｎｏｎ⁃ｒｅｄｕｎｄａｎｔ 蛋白数据库以及寡营养海洋（Ｎｏｒｔｈ Ｐａｃｉｆｉｃ Ｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌ Ｇｙｒｅ， ＮＰＳＧ）宏基因组和宏转录组数

据库［９９］ ． 学者们借助这些数据库，通过生物信息学分析手段，研究了海洋和土壤生态系统中碱性磷酸酶的

种类，碱性磷酸酶编码基因的多样性、相对比例、系统发育关系、功能表达以及与环境因素之间的关联． Ｓｅ⁃
ｂａｓｔｉａｎ 与 Ａｍｍｅｒｍａｎ［１４］通过对 ＮＰＳＧ 宏基因组数据库和 ＧＯＳ 宏基因组数据库的研究发现，海洋细菌碱性磷

酸编码基因 ｐｈｏＸ 的丰度要显著高于 ｐｈｏＡ 基因，而且 ｐｈｏＸ 在细菌不同门类中的分布要比 ｐｈｏＡ 更为广泛． 同
时，通过对海岸带宏转录组数据库［９８］ 研究推测，在富营养化的水体中碱性磷酸酶 ＰｈｏＡ 较 ＰｈｏＸ 分布更广．
随后，Ｌｕｏ 等［１３，２０］通过对全球海洋调查的基因组数据研究更为清晰地认识了海洋中 ３ 种碱性磷酸酶的相对

比例、亚细胞分布和系统发育关系． 这些研究都为全面认识不同环境中产碱性磷酸酶细菌提供了新的途径．

４ 研究展望

在寡营养的海洋生态系统中，处于“磷饥饿”状态的细菌通过碱性磷酸酶利用水体中的有机磷，维持海

洋生态系统的生产力和物质循环． 因此，碱性磷酸酶及其功能细菌在海洋生态系统中得到了广泛的关注． 现

有的研究通过海洋宏基因组数据库，对海洋生态系统中细菌碱性磷酸酶及其编码基因开展深入研究，从微

生物学角度阐释了海洋生态系统有机磷矿化与循环的机制． 实际上，湖泊生态系统中也普遍存在磷限制，细
菌碱性磷酸酶在湖泊有机磷矿化中的作用已经得到了证实［２６，４２，８０］ ． 然而，目前对于湖泊生态系统中碱性磷

酸酶功能细菌的研究方法还主要依靠传统的功能鉴定法，加之缺乏针对淡水生态系统细菌的宏基因组数据

库，使得人们对于湖泊生态系统中产碱性磷酸酶细菌及其编码基因的认识远滞后于海洋生态系统． 因此，急
需构建针对典型湖泊生态系统的细菌宏基因组数据库，运用生物信息学技术，分析湖泊生态系统中细菌碱

性磷酸酶的种类及其对应的功能细菌特征，不仅可对比富营养化淡水与寡营养海洋生态系统细菌碱性磷酸

酶的差异，还可为深入研究淡水生态系统细菌碱性磷酸酶及编码基因奠定基础．
目前，也有零星的关于湖泊生态系统中细菌碱性磷酸酶编码基因的研究报道［６３，９５⁃９７］ ，但还是缺乏全面认

识湖泊生态系统中产碱性磷酸酶细菌的多样性、丰度及与主要环境因子间关系的研究． 对于一些关键的科

学问题，如湖泊生态系统中有哪些主要的产碱性磷酸酶细菌与编码基因？ 其与海洋和土壤生态系统中碱性

磷酸酶编码基因的理论有何异同？ 影响湖泊中产碱性磷酸酶细菌及其编码基因分布的主导环境因素又有

哪些？ 同时，在我国长江中下游地区，绝大多数的湖泊为浅水湖泊，而这些浅水湖泊大多面临富营养化问

题［１００］ ． 蓝藻水华频发是富营养化浅水湖泊所面临的最严重的生态问题． 产碱性磷酸酶细菌与蓝藻水华的频

繁爆发之间是否有联系？ 有着何种联系？ 对上述问题的解答是揭示富营养化浅水湖泊中产碱性磷酸酶细

菌及其编码基因的分布、生态功能以及与湖泊环境因素之间关系的关键所在，目前，在富营养化湖泊生态系

统中，此类问题的研究还相对缺乏．
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