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红球菌 !"#$ 脱除二苯并噻吩中有机硫的性能初探
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（南开大学生命科学学院 天津 5$$$2%）

摘 要：从孤岛油田分离到一株红球菌（ !"#$#%#%%&’ 67)）*845，能专一地切断二苯并噻吩

（*9:）中的 ;—8 键，沿 !8 途径代谢，生成二羟联苯。实验证明，以 "<的接种量脱除 =$!> ? -@
*9: 底物中的硫效果最佳。在此条件下，适宜菌株生长和脱硫的碳源为葡萄糖，氮源为硝酸

铵，初始 7A 为 BC"，生长温度为 5$D，%=--’( ? @ 的硫酸根离子能使其丧失脱硫能力。在上述

适宜条件下，培养 2" E 后 *9: 中 5!C$!<的硫被脱除。
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柴油等燃料油中的硫在燃烧时放出 8H"，致使空气污染，进而形成酸雨，所以严格限

制燃料油中的硫含量已成为当务之急，燃料油低硫化将是我国油品质量发展的重要趋

势［%，"］。二苯并噻吩（*I.+JK’LEI’7E+J+，*9:）是一种具有综合多芳香环结构的含硫杂环化

合物，其中五元噻吩环的两侧接有两个六元苄环，这类物质在环境中很难被生物降解。目

前工业上主要采用的加氢脱硫法（A*8）虽能有效地脱除油中的无机硫和部分有机硫，但

对油中 *9: 的硫却显得效率极低。因此，仅靠 A*8 很难满足日益严格的超低硫燃料油的

生产要求［5］。

生物脱硫（9*8）是利用细菌产生的酶选择性地对硫进行氧化，断裂 ;—8 键，将其分

解成可溶于水的物质，然后再从油品中分离出来。其研究通常以 *9: 作为模型化合物。

由于 9*8 的高度专一性和高效率，并且可在常温常压下操作，因此已受到广泛关注［!，=］。

从孤岛油田的高含硫油泥中分离到一株红球菌（!"#$#%#%%&’ 67)）*845，它能将 *9: 中

;—8 键上的硫脱除，而不破环 ;—; 键（俗称 !8 途径），为生物脱硫的发展奠定了基础。

本文报道了对该菌株的代谢途径分析，同时还研究了影响 *9: 脱硫的若干因素。

% 材料和方法

% &% 菌种

红球菌（!"#$#%#%%&’ 67)）*845 菌株由孤岛油田油泥中分离并保藏。

% &’ 培养基及培养方法

%(’(% 基础培养基（98M）：按文献［#］配制。

%(’(’ *9: 培养基：%->N-@ *9: 乙醇溶液过滤灭菌，用前加入到灭菌的 98M 中。

%(’($ 培养方法：将新鲜的液体菌种接到装有 =$-@ 培养基的 "=$-@ 三角瓶中，5$D，

"=$/N-IJ 旋转摇床培养。



! "# 试剂

!"#，$%羟基联苯（$%&"’），二苯并噻吩砜（!"#($），)*++,- 试剂均购于百灵威公司。

! "$ !"# 代谢氧化产物的收集及薄层层析［%］

将液体菌种以 $.加入含 !"# 的 "/0 摇瓶中，于 123 $224 5 6*7 培养不同时间，加入

定量的正己烷充分抽提，减压蒸馏浓缩至 8 9 $6:。取高效硅胶板（);$<=），用前在 >23活

化 1 ?。用定量毛细管（!:）将不同培养时间的氧化产物各取 1!: 点到硅胶板上，标样为：

!"#，!"#($，$%&"’。一次展层剂为环己烷：二氯甲烷（@：A），二次展层剂为环己烷：氯仿（<
B1），于 C!/86DEF6D-GF4 凝胶呈像系统 1><76 下照像并分析。

!&’ ()* 代谢氧化产物的定量分析

取经抽提的氧化产物，用 HDGF4- >22 &’:I 进行定量分析。

! "+ 菌体生长量及 ()* 降解量的测定

培养液菌体浓度以 !">22值来表示。$%&"’ 生成量以离心后培养液与 )*++,- 试剂反

应后在 >A276 下的 !" 值计算。!"# 的降解量以其残留量表示，不同时间的产物用正己

烷充分抽提，&’:I 法定量。以 $%&"’ 生成量作为衡量菌株脱硫能力的主要指标。菌体

浓度受脱硫副产物硫酸根的影响较大，作为辅助参考指标为宜。

, 结果和讨论

, "! ()* 代谢途径分析

,&!&! 薄层层析：不同培养时间（2?，=2?，@2?，A$2?）产物抽提液的薄层层析图谱（图 A）。

可以看出，在培养过程中，!"# 的浓度（即显色的深浅）有明显变化，@2? 和 A$2? 的 !"# 斑

点色度明显低于 =2?，同时有 $%&"’ 和 !"#($ 斑点出现。这意味着 !/1 菌株降解 !"# 走

了一个特异的有机硫化合物氧化途径，即 =/ 途径［@］（图 $）。

图 ! 不同发酵时间 ()* 发酵抽提液的薄层层析图

;*EJA #:I KL LF46F7GDG*K7 FMG4DNG- *7 O*LLF4F7G *7NP+DG*K7 G*6F-

A J!"#；$J IQ；1 J 2?；= J =2?；< J @2?；>J A$2?；RJ !"#($；@J $%

&"’J

图 , (-.# 菌株代谢 ()* 基本途径示意图

;*EJ$ #?F 6FGD+K8*-6 SDG?TDU KL !"# +U !/%1

,&!&, &’:I 分析：$= ? 的培养液成分分析见图 1，不同时间培养液中 !"# 和 $%&"’ 含量

见表 A。色谱分析表明，$=? 培养液中同时含有剩余的 !"# 及新生成的 $%&"’，但从表 A
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图 ! 高效液相色谱测定发酵液中的成分谱图

!"#$% &’(’)*"+,("-+ -. (/’ 012(1)’ 3)-(/ 34 5678 ,+,249"9

:$ ;(,+<,)< 9,*=2’ -. &>?；>$ ;(,+<,)< 9,*=2’ -. @A5>6；8$

;,*=2’ ,.(’) @B/$

可以看出，随着培养时间的延长，&>? 含量逐

渐降低，@A5>6 不断增加，且二者的消长呈现

一定的比例，C@/ 后有 %BDEBF 的 &>? 被转

化，表明菌株己将 &>? 氧化为 @A5>6，从而特

异性地脱除 &>? 中的有机硫。

表 " 高效液相色谱法测定不同时间

发酵液中 #$% 和 &’($) 的含量

?,32’ G &’(’)*"+,("-+ -. (/’ 0-+(,"+9 -. (/’ &>? ,+< @A5>6

"+ (/’ 012(1)’ 3)-(/ 34 5678 ,+,249"9

!’)*’+(’<

("*’H/

I’*,"+<’) -.

&>?H（!#H*7）

6)-<10("-+ -.

@A5>6H（!#H*7）

?/’ ),("- -.

<’912.1)"J,("-+HF

E KEDEE E E

@B BKDLG GDMB NDCN

BN %MDBG ND@% @GDGN

C@ %@DMN G%DNC %BDEB

?/’ ),("- -. <’912 .1)"J,("-+"9 0-*=1(’< O"(/ (/’ )’<10(2-)-. &>?

& *& 不同因素对菌株降解 #$% 的影响

& *& *" 不同 &>? 浓度的影响：接种量 @F，

同时在 >;P 中分别加入不同浓度的 &>? 培

养 ML/，实验结果见表 @。表明 &>? 浓度对菌

体生长和脱硫能力有直接影响，&>? 量越大，

脱硫效率越低。当 &>? 浓度大于 KE!# Q *7
后，@A5>6 的生成量基本不再增加，菌体的最

终浓度反而下降，说明一定量的菌体只能脱

除一定量的 &>?，而且 &>? 浓度过大不利于

菌体的生长。综合来看，在接种量 @F 条件

下，KE!# Q *7 的 &>? 浓度最佳。

表 & 不同初始 #$% 浓度培养 +,- 后脱硫及细菌生长情况

?,32’ @ &’912.1)"J,("-+ ,3"2"(4 ,+< (/’ 9(),"+ #)-O(/ 1+<’) <"..’)’+( &>? 0-+0’+(),("-+

&>? 0-+0’+(),("-+H（!#H*7） G @ K GE KE GEE

8’22 0-+0’+(),("-+H!"LEE EDEMM ED@CK EDL@N GD@B@ @DN%E @DKEC

@A5>6 =)-<10("-+H!"LGE EDELG EDECE ED@BG EDLKK @DLBM @DLBG

&.&.& 不同碳源的影响：以 >;P 培养基为基础培养基，以 &>? 为唯一硫源，考察了一定

浓度的不同碳源对 &;A% 菌株生长和脱硫的影响。经过 K 天培养，测定最终菌体浓度及生

成 @ R 5>6 的量，以确定适宜碳源。结果如图 B 所示、可以看出，该菌能利用甘油、葡萄
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糖、蔗糖、乙醇和乙酸钠为碳源进行生长繁殖并脱硫。从菌体生长和 ! " #$% 生成量均高

角度考查，葡萄糖为最适碳源。乙醇能大大提高菌株的脱硫活性，但菌体的生长一般，这

可能是因为乙醇可溶解 &$’，大大增加了菌体与 &$’ 的接触几率，且乙醇能促进脱硫酶

的调节［(］。

图 ! 不同碳源对菌株生长和脱硫能力的影响

)*+,- .//0123 4/ 5*//06072 186947 34:6103 47

2;0 +64<2; 4/ 2;0 3268*7 875 503:=/:6*>82*47 4/ &$’

!?0== 1471072682*47；"%645:12*47 4/ !@#$%,

"#"#$ 不同氮源的影响：以 &$’ 为唯一硫

源，选取 A#-?=、A#-ABC、DABC、牛肉膏和蛋

白胨作为不同氮源进行实验，结果见图 E。

表明有机氮源试验组中的 !@#$% 生成量极

低，推测有机氮源中含有干扰细菌脱硫的含

硫氨基酸［FG］。无机氮源不但能使菌体良好

生长，而且其 !@#$% 生成量也极显著，该试验

中 A#-ABC 是较好的氮源。

"#"#! 含硫化合物的影响：一般代谢途径的

终产物会对底物的代谢产生抑制作用，硫酸

根对 &$’ 的代谢也不例外［FG］。对硫酸根的

抑制作用进行了测试，结果如图 H 所示。可

以看出，硫酸根对 &I@C 菌株的脱硫能力有明显抑制作用。随着硫酸根浓度的增加，!@#$%
生成量显著降低，当硫酸根的浓度大于 FEJ4=KL 时，!@#$% 生成量几乎降为零。这意味着

在菌株 &I@C 脱硫过程中，应采取加入 ?8! M 等方法将脱硫过程的副产物硫酸根从反应体

系中及时除去。

图 % 不同氮源对菌株生长和脱硫能力的影响

)*+,E .//0123 4/ 5*//06072 7*264+07 34:6103 47

2;0 +64<2; 4/ 2;0 3268*7 875 503:=/:6*>82*47 4/ &$’ 图 & 硫酸根浓度对菌株脱硫的抑制作用

)*+,H N7;*9*2*47 4/ 503:=/:6*>82*47 /4 2;0 3268*7 9O IB! "
-

"#"#% 不同接种量的影响：以 &$’ 为唯一硫源，不同的接种量培养 (H;，实验结果见表 C。

由表 C 可见，!P的接种量最佳，接种量过大会造成菌体生长营养匮乏，并不利于脱硫能力

的发挥，过小则会造成脱硫效率太低，不能最大程度地脱除相同量底物中的硫。
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表 ! 不同初始细胞浓度培养 "#$ 后脱硫及细菌生长情况

!"#$% & ’%()$*)+,-".,/0 "#,$,.1 "02 .3% (.+",0 4+/5.3 )02%+ 2,**%+%0. (%%2 6/$)7%

!3% 8+/8/+.,/0 /* ,0/9)$"#,$,.1:; <=> <=? > @ ? ><

A%$$ 9/09%0.+".,/0:!"B<< >=C>? >=?>B >=?D< >=?E? >=BF& >=D@&

@GHIJ 8+/2)9.,/0:!"B>< >=&B? >=E>@ @=?&? @=F@> @=BD< @=?<B

%&%&# 不同初始 8H 值的影响：以 ’I! 为唯一硫源，培养 EB3，实验结果见表 C。可见初始

8H 低于 B=@ 的酸性环境对 ’KG& 菌株的生长有抑制作用。初始 8H 在 D L@ M F=B 时 ’KG& 的

生长和脱硫能力均有大幅度提高，但是从菌体浓度和 @GHIJ 生成量两方面考虑，初始 8H
为 F=@ 时适宜。从表中还可看出，在培养过程中，溶液 8H 值均有一定程度的下降，这可

能是由于菌体代谢产酸所致，因此应通过加入适量 A"AN& 等方法缓冲 8H 值，以防止培养

基酸化而影响脱硫效果。

表 ’ 不同初始 () 培养 "#$ 后培养液的 () 及细菌生长、脱硫情况

!"#$% C !3% 8H /* .3% 9)$.)+% #+/.3 "02 .3% (.+",0 4+/5.3 )02%+ 2,**%+%0. ,0,.,"$ 8H

O0,.,"$ 8H ?L@ B L@ D L@ D LB F L@ F LB E L@

P,0"$ 8H &LC & LF C LD ? L> ? L? ? LE B L&

A%$$ 9/09%0.+".,/0:!"B<< < LD?F > LBD@ @ LB&C @ LBCE @ LB?B @ LBCC @ LB&@

@GHIJ 8+/2)9.,/0:!"B>< < L?F? > L?DF @ LC&E @ LCC> @ LDDB @ L?B@ @ L&?E

%&%&* 不同温度的影响：温度是细菌生长的一个重要因素，因为细胞内各酶系的功能均

与温度有着直接关系。由图 D 可见，在 &<Q培养得到的菌体浓度最大，@GHIJ 生成量最

多，因此，’KG& 菌株生长和脱硫的适宜温度应为 &<Q。

图 * 温度对菌株生长和脱硫的影响

P,4LD R**%9. /* .%78%+".)+% /0 .3% 4+/5.3 /*

.3% (.+",0 "02 2%()$*)+,-".,/0 /* ’I!

图 + 细菌生长与脱硫的动态曲线

P,4LF !3% 9)+(% /* .3% (.+",0 4+/5.3 "02 2%()$*)+,-".,/0

% ,! 菌株生长和 ’I! 降解的动态研究

在适宜生长条件下观察了细菌生长与脱硫的动态，结果如图 F。可以看出，’KG& 菌株
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培养 !"# 后，"$%&’ 的生成量增长明显变缓，但菌体浓度仍继续增长，直到 (")# 后才趋于

恒定。这可能是因为 !"# 后培养液中产生了一定浓度的硫酸根为菌体生长提供硫源，从

而抑制菌株的脱硫活性。因此应通过控制发酵终点，或在一定时间后进行分批补料、调整

*%、去除硫酸根等方法促进 "$%&’ 的生成。

+&, 脱硫率 的 提 高 还 可 从 酶 学、发 酵 工 艺 控 制，以 及 分 子 生 物 学 等 方 面 加 以 改

进［((，("］。可以相信，微生物脱硫技术将在未来环保领域发挥重要作用。
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