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摘 要：从胜利油田被原油污染的土壤中筛选到一株能有效降解模型化合物二苯并噻吩（IJ@）的菌株。根据常规
的形态分析、生理生化性状及 <BK *I,(序列分析，将其鉴定为根癌土壤杆菌（!"#$%&’()#*+, (+,)-&’*)./ LMD）。该菌不
能以十二烷、十六烷、液体石蜡和萘作为唯一碳源和能源生长，具有工业应用的潜力。对该菌株 IJ@降解能力的初
步研究表明，C!7内可将 C##04NO的 IJ@降解至 <C#04NO。对降解产物的分析表明，根癌土壤杆菌降解 IJ@的途径
与 P%8101路线及 !/K路线不同。
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由于环境保护的压力，世界各国对成品油的含硫量限

制日趋严格，因而石油产品的深度脱硫技术受到石油炼制工

业的极大重视，成为当前炼油技术研究的热点［<］。

石油生物催化脱硫是利用微生物产生的酶选择性地将

油品中含硫化合物转化为水溶性硫化物，然后油水分离以实

现油品脱硫的目的［"］。与加氢脱硫相比它具有投资少、运行

成本低和容易脱除噻吩类化合物等优点［D］。近年来，国内外

科学工作者以 IJ@为模型化合物，筛选培育出一批能够有
效降解杂环硫的菌株，主要分为两类，一类菌株只将 IJ@中
的 R/K键断裂，最终使 IJ@降解生成 " ?羟基联苯和亚硫酸
盐，其降解历程称为 !/K 路线，如 01$2$’$’’+/ )#3(1#$4$5*/ S/
"［!］、01$2$’$’’+/ )#3(1#$4$5*/ P("/C/<［C］等菌株；另一类菌株将

IJ@中的一个苯环破坏，而 R/K键依然保存，含硫的部分变
为水溶性有机物 D/羟基/"/甲酰基/苯并噻吩，其降解历程称
为 P%8101路线，如 01*6$%*+, ,)5*5$(* T*134: <［B］。
本文从胜利油田油井附近土壤采样，进行了生物催化脱

硫菌种选育，得到了一株对 IJ@有降解效果的菌种，对该菌
种的分类地位进行了鉴定，并初步研究了它对 IJ@的降解
能力。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌源：被含硫较多的原油污染的泥土。

$%$%& 培养基：基本盐溶液：每升蒸馏水中加入 ,1" SMT!

!4，（,S!）" KT! "4，U4KT!·>S" T #V"4，R1R&" #V##<4，E:KT!·

>S"T #V##<4，)!为 >V#。富集培养基：基本盐溶液中加入

<W的大豆蛋白栋和 #V<W的 IJ@。筛选固体培养基：富集培
养基中加 "W的琼脂粉在培养皿中制成固体平板。脱硫试

验培养基：每升基本盐溶液中加入 <#4蔗糖，#V##<4生物素，
#V##<4谷氨酸。
$%& 脱硫微生物的富集、筛选和纯化
从每个土样中称 C4土放入 C#0O已加入 #V<WIJ@的基

本盐溶液中，在 "AX、"##*N0+3条件下培养 !8，转入 C#0O富
集培养基中，在上述条下培养 D8后取 C0O培养物转入 C#0O
新鲜的富集培养基中，如此往复 !次，取最后的培养物 <0O
稀释 <#B倍涂布到筛选培养基平板中，培养箱中 D#X下培养
D8，选择能把 IJ@降解为水溶性物质的菌落做进一步研究。
$%# 菌种鉴定
将筛选到的降解菌进行传统的形态及生理生化性状鉴

定。参照文献［>］的方法测定其 <BK *I,(序列，利用 JO(K@
软件在非重复的 Y:3J132 Z .UJO Z MIJ基因库中进行同源
性比较并将其鉴定到种。

$%’ 菌株生长曲线的测定
取该菌株的培养物，以空白样作参比测出其最大吸光

度。以生长 !A7后的菌株为接种菌，分别接种 <#瓶，摇床培
养。每隔一段时间取一瓶培养物稀释 <#倍，在其最大吸光
度波长处测定培养物的吸光度。以吸光度为纵坐标时间为

横坐标做出曲线，即为微生物的生长曲线。

$%( 脱硫试验
在 C#0O脱硫试验用培养基中加入 "C04 IJ@，实验在摇

床中进行，<A#*N0+3，温度 D#X。培养一定时间后用 #VA体积
的正己烷萃取反应后培养液中剩余的 IJ@，!X、<####*N0+3
离心 <C0+3，取 <"O正己烷相进气相色谱分析 IJ@含量。
$%) 代谢产物分析方法
脱硫试验进行 "8后，调整培养液的 )S至 "V#，然后加入

#VA体积的乙酸乙酯，充分震荡后，离心混合液，IJ@及其氧
化代谢产物被萃取在乙酸乙酯相中，取 <"O乙酸乙酯相进行



!"#$%分析。

! 结果

!"# 降解菌的筛选
从胜利油田孤岛采油厂油井附近土壤中，筛选到一株

&’(的降解菌，编号为 )*+*。该菌在含 ,-./ &’(的 -0.1富
集培养基中 *02摇床培养，并以不接种的含同样量 &’(的
富集培养液为空白对照，取样经色谱定量分析，结果表明：与

不接种的富集培养液相比，)*+*菌株 -34后把培养基中 506
的 &’(降解，从而初步证明 )*+*菌株具有降解 &’(的能力。
!"! 降解菌 $%"%的鉴定

)*+*菌落呈白色，粘稠状，表面光滑；细胞呈杆状，有周
生鞭毛，能运动，不形成芽孢，革兰氏阴性；不抗酸，氧化酶、

接触酶阳性；丙二酸钠、酒石酸钠产碱实验阳性，丙酸钠产碱

实验阴性；赤藓糖产酸实验阳性，松三糖和己醇产酸实验阴

性。

对该菌种做了 78% 9&:;寡核苷酸分析，其序列长度为
7*<5=>，在 !?)’@)A 中的登录号 为 ;B*83*,C。该 菌 的
78% 9&:;序列与 !?)’@)A中的其它 78% 9&:;序列的同源性
比较结果如下：与之 序 列 同 源 性 极 高 的 菌 种 包 括

!"#$%&’()#*+, &-%)#(*,&".* 78% 9D=EFE.@G 及 !"#$%&’()#*+,
(+,)/&’*).0 FH9@D) I-<等。根据 9&:; 同源性在系统发育中的
分类原则并结合表型特征，参考《’?9/?J， F $@))K@G EL
&?H?9.D)@HDM? ’@IH?9D@》第九版，并结合菌种的形态、生理生化
性状分析，最终将 )*+*菌株归类于土壤杆菌属，定名为根癌
土壤杆菌（!"#$%&’()#*+, (+,)/&’*).0）NO*。
!"% 菌株降解二苯并噻吩能力的测定
把菌株接种在脱硫试验用培养基中，进行 &’(的降解

实验（图 7）。从图 7可以看到，该菌株在生长曲线的指数期
和部分稳定期降解 &’(的速度最快。-34后，培养液中 &’(
的含量从 -00./P1下降到 7-0./P1左右。

图 # &’(降解曲线及菌株的生长曲线
QD/R7 (D.? IEK9F?F EL &’( IE)I?)H9@HDE) @)S I?GG IE)I?)H9@HDE)

!") 降解菌的碳源利用试验
用十二烷和十六烷分别代表石油组分中不同长度的直

链烷烃，用液体石蜡代表有支链的饱和烷烃，用萘代表不饱

和芳烃，以它们作碳源来考察菌种对石油中饱和烃和芳香烃

的作用。结果表明此菌种不能以上述烃类作为唯一碳源和

能源来支持生长，说明该菌株在脱除含硫化合物时不会明显

降低石油组分中各种烃的含量。因此，该菌株具有生物脱硫

的工业应用潜力。

图 % 四种化合物的质谱图
QD/R* (4? .@FF F>?IH9E/9@. EL H4? >9ESKIHF EL &’( S?/9@S@HDE)

图 ! &’(降解产物的色谱图
QD/R, (4? I49E.@HE/9@. EL H4? >9ESKIHF EL &’( S?/9@S@HDE)

!"* 二苯并噻吩降解产物分析
脱硫试验进行 ,S后，用乙酸乙酯萃取培养基中的 &’(

及其代谢产物，取 7!1进行 !"#$%分析。代谢产物的色谱图
如图 ,所示，其质谱图如图 *所示。各未知化合物的 !"#$%
解析如下：色谱图中保留时间为 *+-.D)的物质为溶剂；保留
时间为 70+*C.D) 的化合物在质谱图中其分子离子峰为
.PT7,,，特征峰为 .PT7,,、.PT70-、.PT55、.PT-7和 .PT,<，经质
谱计算机系统检索和人工谱图解析，并与纯化合物谱图核
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对，确定其为苯甲酸。保留时间为 !"#!$%&’、!$#$$%&’ 和
!(#(!%&’的化合物用同样的方法可以确定出其结构分别为
苯甲醛、苯乙醛和 ")羟基苯丙酸。色谱图中保留时间为
!*#""%&’的吸收峰，可确定其为 +,-。检测到的几种降解中
间产物和终产物与前人研究中报道过的 ./01%1路线及 ()2
路线中的中间产物均不相同，在 ()2路线中，终产物为 ")羟
基联苯和亚硫酸盐，在 ./01%1路线中，一个苯环被破坏，生
成 $)羟基)")甲酰基)苯并噻吩［*］。由此可以说明此菌种可能
遵从一种尚未发现的脱硫机理进行 +,-的降解。+,-降解
产物的乙酸乙酯萃取相中除 +,-外未发现含硫化合物，说
明有机硫被降解成极性较大的水溶性物质，从而与油相分

离。但水相中的含硫化合物可能由于浓度较低，并受到其它

组分的影响而较难检测到。因此，此菌种的脱硫机理尚待进

一步研究。

! 讨论

石油生物催化脱硫的研究已有一些相关报道，能够降解

模型化合物 +,-的菌种主要有：!"#$%&’&()" 345（假单胞菌
属）、*+,(#-&.)+-#/ 345（不动杆菌属）、0&/1(#.)+-#/,$’ 345（棒杆
菌属）、2/#3,.)+-#/,$’（短杆菌属）、2#,4#/,(+5（拜叶林克氏菌属）
和 67,8&.,$’（根瘤菌属）等细菌，以及 67&%&+&++$" #/1-7/&9&:,"
（红平红球菌）和 ;&+)/%,) 345（诺卡氏菌属）等放线菌，并基
本搞清楚了它们作用于 +,-的代谢过程中的中间产物，其
代谢途径主要有 ./01%1路线和 ()2路线。
本文以 +,-降解菌的筛选为目的设计了富集培养液，

利用该培养液分离到能有效降解 +,-的菌株，根据传统的
分类方法和分子生物学技术将其归类为根癌土壤杆菌

（*</&.)+-#/,$’ -$’#=)+,#("）。根癌土壤杆菌在生物催化脱硫
方面的研究尚未见文献报道。该菌株的碳源利用实验证明：

它不能以模型化合物十二烷、十六烷、液体石蜡和萘为唯一

的碳源生长，具有石油生物脱硫的工业应用潜力。对该菌株

降解 +,-的特点做了初步的研究，该菌株能把不溶于水的
+,-降解为水溶性的物质，利用 67)82方法定性推断出该
菌株降解 +,-的中间产物有苯甲醛、苯乙醛和 ")羟基苯丙
酸，终产物为苯甲酸。而以往报道过的 ./01%1路线的降解
终产物 $)羟基)")甲酸基)苯并噻吩，()2路线的终产物为 ")羟
基联苯，均与该菌株对 +,-的降解终产物不同，因此其降解
机理尚待进一步研究。
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