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摘 要：以筛选得到的红球菌 HIJK*LM 为对象，研究其在不同浓度的有机硫化合物二苯并噻吩（I57）存在下的脱

硫能力，以及在 $N#==’(OP I57 和不同浓度 /:# HQ!同时存在下的脱硫情况。当 I57 浓度高达 2==’(OP 时，菌株仍能

生长，而且检测出产物 #6羟基联苯（#6R5S）的存在，说明该菌株具有耐受较高浓度 I57 的能力。当 I57 和 /:# HQ!

同时存在时，I57 为菌株 HIJK*LM 所利用，并且也检测出 #6R5S，并非如文献所报道的红球菌在无机硫存在下不

代谢 I57，表明该菌株能够耐受一定浓度的无机硫酸盐。对相关脱硫基因的克隆和测序结果显示，完整脱硫基因

!"#*5T、其上游调控序列和 !"#I 的序列与模式菌株 $%&!&’&’’(" )*+,%*&-&./" UV7H% 的同源性分别是 00W、4$$W和

4$$W。

关键词：二苯并噻吩，生物脱硫，红球菌，有机硫，硫酸盐

中图分类号：M01"；M3% 文献标识码：* 文章编号：$$$462#$0（#$$"）$!6$"326$!

目前，由于低硫含量的原油储量不断减少，所以

有必要精炼高硫含量的原油，以减少燃烧后二氧化

硫的排放量，从而避免对环境造成严重的污染［4］。

传统的加氢脱硫法（REBG’B8-+(F+G>X:.>’@，简称 RIH）

成本较高，而且难以脱除化石燃料中的含硫杂环化

合 物。 而 生 物 脱 硫 方 法（5>’B8-+(F+G>X:.>’@，简 称

5IH）条件温和、设备简单、且具有高度的专一性，能

够脱除燃料中杂环含硫化合物中的有机硫，且不损

失燃料的热值，是一种很有前途的脱硫方法，应用前

景十分广泛［#］。二苯并噻吩（I>Y8@X’.Z>?Z8@8，简称

I57）是化石燃料中含有的一种典型的有机含硫化

合物，从而被选作微生物脱有机硫反应的模式化合

物。

通过对模式菌株红球菌（$%&!&’&’’(" )*+,%*&-&./"
UV7H%，简称 UV7H%）的生物脱硫分子机理的研究，发

现脱硫菌株中存在一个 4#$ [Y 的质粒；脱硫基因

!"#*、65 和6T 已被克隆和表达［1，!］。其中 I-XT 催化

两步连续的单加氧反应，将 I57 转变成为 I57Q#
［"］。

I-X*和 I-X5 将 I57Q# 转化成 #6R5S 和亚硫酸盐。

I-XT 和 I-X* 均 是 末 端 加 氧 酶，其 催 化 活 力 需 要

!"#I 的表达产物黄素还原酶来提供 9\/R#
［2］。

Q=’G>等［3］报道，在进行生物脱硫的过程中，如

果培养基中含有硫酸盐，红球菌将会先利用硫酸盐，

因而不降解 I57；]Z88 等［%］也有类似的报道，指出

当在含 I57 的培养基中加入硫酸盐时，戈登氏菌将

不会利用 I57，表明硫酸盐能够抑制脱硫酶的产生。

S>BB>@,.’@ 等［0］认为，筛选对无机硫不敏感的脱硫菌

株有利 于 生 物 脱 硫 的 应 用。本 文 研 究 了 红 球 菌

HIJK*LM对 I57 和硫酸盐的耐受性，并且对其脱

硫基因及上游调控序列进行了克隆和测序。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 菌 株 和 质 粒：红 球 菌 $%&!&’&’’(" -?)
HIJK*LM是本实验室筛选分离得到的一株能在

1$^下专一脱除有机含硫化合物中的硫的菌株，使

用的 培 养 基 是 在 基 本 无 机 盐 培 养 基（5:-:( H:(.-
\8B>+=，5H\）［4$］中添加 I57 作为硫源的 5H\I 培养

基。 生 理 生 化 鉴 定 HIJK*LM 为 $%&!&’&’’("
)*+,%*&-&./"。在 V8@5:@[ 中的 42H GI/* 序列检索号

为 *_$33%!2。在 I/* 重组操作中，选用的受体菌

株大肠杆菌（ 0"’%)*/’%/1 ’&./ ）IR"!，由本实验室保

藏；克隆载体 ?\I4%67 购自 7:‘:]: 公司；P5 培养



基［!!］中添加氨苄青霉素的浓度是 !""!#$%&。

!"!"# 试剂和仪器：二苯并噻吩（’()*+,-./(-0/*+*，
’12）购自 3(#%4 公司，纯度为 567，用无水乙醇配

制成 8"%%-9$& 的母液备用。所有限制性内切酶和

’:; 聚合酶均购自大连 24<4=4 公司。>?@AB" 紫外

分光光度计购于日本岛津公司。

!"# $%&’()* 菌株基因组和大质粒的提取

具体操作参照文献［!!］中提取基因组 ’:; 和

质粒的常规方法。

!"+ ,-. 扩增

采用常规方法，根据已发表的序列［C］设计引物，

!""!& 反应体系包括："D6%%-9$& E:2F，"DB+%-9$& 引

物"，"DB+%-9$& 引物#，AD8 > ’:; 聚合酶。按以

下程序分别对完整脱硫基因 !"#;1G、上游调控序列

和 !"#’ 基 因 进 行 FG= 扩 增：$完 整 脱 硫 基 因

!"#;1G（&; $%& 酶）：5BH I"J，8CDCH I"J，KAH
8%(+，反 应 I" 个 循 环；%上 游 调 控 序 列 的 扩 增

（’()*+,"- ’:; 聚合酶）：5BH B8J，CIDAH B8J，KAH
!%(+，I" 个循环；& !"#’ 基因的扩增（ ./ $%& 酶）：

5BH B8J，85H B8J，KAH !%(+，I" 个循环。

!"/ 脱硫酶 %01% 的酶活检测

参照文献［!A］的方法，使用 >?@AB" 紫外分光光

度计在 IB"+% 下检测 ’J,’ 的酶活。

!"2 高效液相色谱检测方法

高 效 液 相 色 谱（ L(#/ F*MN-M%4+O* &(PQ(E
G/M-%4.-#M40/R， LF&G）样 品 处 理 方 法 为：取 样

"D8%&，加入 !%& 的无水乙醇混匀 A S I%(+ 后，用

!A"""M$%(+ 高速离心 A"%(+，将上清用 "DB8!% 的有

机相滤头过滤，滤过液作为 LF&G 分析的样品。

;#(9*+. !!"" 3*M(*J 高压液相仪配置有可变波长

紫外检测器（?T’），LR0*MJ(9 U’3 柱子（填料颗粒

8!%、柱长 !""%%、直径 BDC!%）和自动进样系统。条

件为：流动相为甲醇 V水 W 6"VA"，流速为 "DK%&$%(+，

柱子恒温 I"H，于 A6"+% 检测物质的吸收峰。

# 结果

#"! %34 对菌体生长和产物生成的影响

以 87的接种量，把种子液加入到含有不同浓

度 ’12（"D! S !"%%-9$&）的 13X 培养基中，在 I"H摇

床上进行振荡培养。在不同的时间段内取样测定菌

体的浓度，同时取样 "D8%&，置于 Y A"H冰箱中待使

用 LF&G 检测培养液中的 ’12 浓度和 A@L1F 浓度。

由图 ! 可以看出，当 ’12 浓度高达 C%%-9$& 时，

菌株还能够生长；在浓度为 !"%%-9$& 时，菌株生长

严重受到抑制，几乎不生长；当 ’12 浓度为 A%%-9$&
时，摇 床 培 养 5C/ 后 所 获 得 的 菌 体 浓 度 最 高，达

8D6I#$&。从图 ! 中也可以看出，随着 ’12 浓度增

加，菌株的生长周期延长。用 "DA%%-9$& ’12 培养

的菌株的生长周期最短，B"/ 后就进入了衰退期；在

含 "D8%%-9$& ’12 的培养液中生长时，菌株在 8"/
左右进入衰退期；用 A%%-9$& ’12 培养液培养的菌

株在 !A"/ 才到达衰退期，比 "DA%%-9$& 的生长周期

延长了 A 倍左右。而且，’12 浓度越高，菌体的生长

周期越长，这是由于高浓度 ’12 会对细胞的生长产

生抑制作用。

图 ! 菌体在不同 %34浓度的培养液中的生长情况

Z(#[! \M-]./ -N )4O.*M(4 OQ9.(^4.*E ](./ ^4M(-QJ O-+O*+.M4.(-+J -N ’12

在 "D! S !"%%-9$& 的 ’12 浓度下，A@L1F 的生

成情况如图 A 所示。在含有 "D8%%-9$& 和 !%%-9$&
的 ’12 培 养 液 中 生 成 的 A@L1F 浓 度 最 高，达 到

"DB%%-9$&。当 ’12 的 浓 度 为 B%%-9$& 和 C%%-9$&
时，培养液中也检测出了 A@L1F 的存在，表明其中

还是有部分的 ’12 被利用，这说明菌体在高浓度的

’12 下也能够生长。在 ’12 浓度为 !"%%-9$& 时，几

乎没有产生 A@L1F，说明 !"%%-9$& 的 ’12 抑制了细

胞的生长。

图 # 在含不同 %34浓度的培养液中所产生的 #563,
Z(#[A FM-EQO.(-+ -N A@L1F (+ ./* OQ9.QM* ](./ E(NN*M*+. O-+O*+.M4.(-+J -N

’12

#"# 无机硫对微生物脱除有机硫的影响

在 13X 培养基中，加入 "DA%%-9$& 的 ’12，同时
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加入不同浓度的 !"# $%&，于 ’()摇床中培养 &#* 后

收集菌体，测定所产生的 #+,-. 浓度。由图 ’ 可以

看出，当 !"#$%&! /001234 时，菌体所产生的 #+,-.
的浓度变化不大。在含 (5#001234 6-7 的培养液

中，大约生成了 (5/&001234 的 #+,-.；当 !"# $%& 浓

度升到 8 9 /(001234，发酵液中 #+,-. 的浓度略有下

降。可以认为在菌体的整个生长过程中，利用 6-7
的浓度受所加入的 !"# $%& 浓度的影响不大，这不同

于 %01:; 等［<］和 =*>> 等［?］的报道。他们指出，当在

含 6-7 的培养基中加入硫酸盐时，红球菌和戈登氏

菌将不会利用 6-7，表明硫酸盐能够抑制脱硫酶的

产生。另据 %@*;:1 等［/’］报道，(58001234 无机硫能

完全抑制红球菌脱硫酶的活性。本实验室筛选出的

菌株 $6ABCDE 对硫酸盐不敏感的特性，将有利于

生物脱硫技术的开发与利用。

图 ! 不同浓度的 "#$%&’对菌株产生 $()*+ 的影响

F;GH’ IJJ>KL 1J M":;1N@ K1OK>OL:"L;1O@ 1J !"#$%& 1O L*> P:1QNKL;1O 1J #+

,-.

图 ’ +,- 扩增完整脱硫基因 !"#.*,、其上游调控序列

以及 !"#/ 序列的结果

F;GH& C0P2;J;K"L;1O 1J !"#C-R，NP@L:>"0 :>GN2"L1:S @>TN>OK> "OQ !"#6

US .R=

VH 4"0UQ"!6!C3$%&Q" 0":W>:；C+/H X>O> K2N@L>: !"#C-R；-+# H

AP@L:>"0 :>GN2"L1:S @>TN>OK>；R+’ H 6>@N2JN:;Y"L;1O G>O> !"#6H

$0! 脱硫基因和调控序列的克隆和测序

根据已发表的模式菌株 ZX7$? 的脱硫基因序列

设 计 引 物，用 .R= 的 方 法 扩 增 完 整 脱 硫 基 因

!"#C-R、其上游调控序列以及 !"#6 的序列（图 &）。

测序结果显示，红球菌 $6ABCDE 完整脱硫基

因 !"#C-R 与模式菌株 ZX7$? 的同源性是 [[\。该

基因的序列已提交 X>O-"OW 数据库，在 66-]3IV-43
X>O-"OW 中的序列号是 C^<?[/’_。

.R= 扩增上游调控序列所使用的 ’()*+,"- 6!C
聚合酶是一种具有高保真性的聚合酶，能大大地降

低由 .R= 反应所带来的实验误差。经过对上游调

控序列的双链测序后，得到了 &?<UP 的 6!C 序列，

其中后面的 /(#UP 位于 !"#C 基因内部，所以脱硫基

因上 游 调 控 序 列 实 际 上 为 ’?8UP，其 碱 基 序 列 与

ZX7$? 的同源性是 /((\。

脱硫酶 6@Y6 的酶活检测结果显示，转化子能使

!C6, 的光密度降低，把 !C6, 的氢传递给 FV!（图

8），因此认为脱硫基因 !"#6 已被正确克隆。测序结

果表明，该基因的大小为 8<[UP，与 ZX7$? 的 !"#6 基

因序列的同源性是 /((\，在 66-]3IV-43X>O-"OW
中的序列号是 C^<?[/’8。

图 1 /23/ 酶活检测

F;GH8 IOYS0> "KL;M;LS 1J 6@Y6

! 讨论

红球菌 $6ABCDE 是一株能够在 ’()下专一性

地脱 除 6-7 中 的 硫 原 子 的 菌 株。在 较 高 浓 度 的

6-7 的存在下，该菌株仍然能够生长并且脱硫，显示

出耐受 6-7 的特性。但据文献报道［<，?］，硫酸盐的

存在能够阻遏脱硫酶的形成，从而抑制了 6-7 的降

解。在 含 有 (5#001234 6-7 的 培 养 基 中，当 加 入

8 9 /(001234 !"# $%& 时，仍能测出 #+,-. 的生成，说

明该菌能够耐受较高浓度的硫酸盐。为了研究菌株

$6ABCDE耐受 6-7 和硫酸盐的分子机理，我们对

完整脱硫基因 !"#C-R、其上游调控序列以及 !"#6
基因进行了克隆和测序。与模式菌株 ZX7$? 比对后

发现，三者的同源性分别为 [[\、/((\ 和 /((\。

=>;K*0NL* 等［/&］指出，至今人们仍未纯化出任何相应

的作用于脱硫酶基因 !"# 调控位点上的阻遏或激活

?<8 微生物学报 ./-0 1%/)*+%*2*3%/0 4%&%/0 #((8，‘12H&8 !1H&



蛋白。因此还有待于在分子水平上进一步研究菌株

!"#$%&’。
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