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摘 要：从含硫土壤中分离筛选出一株专一性脱硫菌 ’DI9#，经生理生化指标和 #"J *KLM 序列分析鉴定其属于枯草

芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）。用 N>))’I 试剂显色和气相色谱9质谱联用分析表明，该菌株通过“!J”途径脱除有机硫。

实验发现 ’DI9# 的最佳脱硫活性在 :%O，在此温度下 4$P 内能脱除约 %Q/==?67R ST5 中的有机硫。’DI9# 菌株对有

机硫化合物的利用情况和柴油脱硫前后烃组分比较都进一步证明该菌株适合于柴油生物脱硫。利用休止细胞对

不同组分柴油的脱硫研究表明，脱硫菌株 ’DI9# 对精制柴油中的 ST5 类化合物的降解能力强。因此，该菌株对精制

低硫柴油的深度脱硫具有应用意义。
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含硫燃料会污染环境，各国对燃料中硫含量提

出日益严格的要求［#］。最新《世界汽车燃油规范》规

定使用无硫或硫含量为 / & #%=H7R 的汽油和柴油。

$%%$ 年我国实施的新燃油标准（NT$/$9$%%%）规定，

柴油中硫化物的含量不得超过 $%%=H7R（ V %Q$W），

目前正在制定新的标准即含硫量不大于 /%=H7R（资

料来 源：剑 桥 能 源 协 会 ）［$］。 传 统 的 加 氢 脱 硫

（X-D*?9D(I+6Y+*>Z,G>?A，以下简称 XSJ）对石油中的少

量有机硫很难脱除。生物脱硫（T>?9D(I+6Y+*>Z,G>?A，

以下简称 TSJ）可以脱除 XSJ 技术难脱除的残余有

机硫。TSJ 技术在美国和日本开发较早，国内近年

来开展了此项研究，并取得了一定的成绩［: & "］。

二苯并噻吩（ST5）是石油馏分中有机硫化合物

的代表。TSJ 的早期工作主要集中于对可降解 ST5
微生物的筛选，最初筛选到的菌株不能专一性的脱

除 ST5 中的硫元素，降低了烃的燃烧值［4］。美国筛

选的专一性脱硫菌 [N5J.，可通过“!J”途径［.］将 ST5
降解为 $9羟基联苯（$9XT\），其特点是硫被氧化为

硫酸盐进入水相，没有热值的损失［;］。

目前所报道的用于脱硫的菌株多为诺卡氏放线

菌型的菌株如红球菌［.］，本文则首次报道一株以

“!J”途径脱硫的菌株———枯草芽孢杆菌（ !"#$%%&’
’&()$%$’）’DI9# 的筛选、鉴定及其对柴油的脱硫特性

研究，表明该菌株适合于脱除低硫柴油中的 ST5 及

其衍生物，对精制低硫柴油的深度脱硫有应用价值。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌种：脱硫菌株 ’DI9# 从胜利油田高硫油井

附近的油浸土壤中分离得到，诱变和驯化后交由中

国普通微生物菌种保藏中心（3N233）保藏。

%&%&’ 培养基：!基本培养基：葡萄糖的质量浓度

为 #%Q%H7R，其 它 成 分 的 质 量 浓 度 分 别 为 LX!36
$Q%H7R，]X$\ !̂ "Q:H7R，]$X\ !̂ .Q%H7R，2H36$·"X$%
%Q$H7R，微量元素溶液母液和维生素溶液母液的加

入量各为 #Q%=R7R，_X 值 4Q% & 4Q$。微量元素母液

含有 %Q/H7R ’(36$·!X$^，%Q/H7R ‘A36$，%Q/H7R 2A36$·
!X$^，%Q#H7R L,2? !̂·$X$^，%Q%/H7R 3+36$，%Q%/H7R
L,a !̂·$X$^，和 #$%==?67R X36。维生素母液含有

!%%=H7R 泛 酸 钙，$%%=H7R 肌 醇，!%%=H7R 烟 酸，

!%%=H7R 盐 酸 吡 哆 醇，$%%=H7R 对 氨 基 甲 苯 和

%Q/=H7R 维生素 T#$。"选择培养基：在上述基本培

养基中加入一定浓度的 ST5 或其它含硫有机化合

物。

%&%&( 试剂：二苯并噻吩（ST5），!9甲基二苯并噻吩

（2ST5），!，"9二 甲 基 ST5（S2ST5），苯 并 噻 吩

（T(AZ?GP>?_P(A(，T5），:9甲基苯并噻吩（2T5），噻吩

（5P>?_P(A(，5），$9甲基噻吩（25），$，/9二甲基噻吩



（!"#）和 $%甲基硫茚（"#&）购自 ’()*)+ 公司；苯

硫醚（ ,-./01.2/34）、苯硫酚（ ,-./5-41/3）、芴（ 637/8.14）、

二 苯 并 呋 喃（ 9.:41;/678014， !<=）和 噻 吨%>%酮
（#-./?01,-41%>%/14，#@#)）购自 ’398.A- 公司；各种限

制性内切酶、#B 连接酶、C(* 所用的高保真 !&’ 聚

合酶、9&#C2、@%D03 及 EC#F 均购自 #0G0*0 公司。

!"# 专一性脱硫菌株的筛选

从山东孤岛油田、新疆独山子炼油厂等地采集

被高硫原油污染的土壤样品 HI 个。分别称取 JD 样

品接种在 KILM 选择培养基（含 IN$OLL/3PM !<#）中，

于 HIQ，$II8PL.1 恒温振荡培养 B9。培养物自然沉

降 $-，取上清转接到同样培养基中，同样条件培养

B9。取上述培养物，室温下 KIIID 离心 JIL.1，取上

清液作 F.::’2 分析（!<# 经“B+”途径降解后，生成

的产物 $%R<C 与 $，S%二氯醌%B%亚胺在碱性环境下

反应生成蓝色靛酚衍生物）。取 F.::’2 反应呈阳性

的培养物涂于选择培养基琼脂平板上，HIQ静置培

养 $ T H9，挑取单菌落接种于上述相同的选择培养

基中，HIQ，$II8PL.1 恒温振荡培养 $9，挑选生长状

态良好的菌株培养物做 F.::’2 分析，有蓝色反应的

菌株即为能够专一性断裂 !<# 中的 (%+ 键，生成

$%R<C与硫酸盐的目的菌株。

!"$ 生理生化指标的测定

各项生理生化指标的测定均参照参考文献［JI，

JJ］以及《常见细菌系统鉴定手册》［J$］的方法进行。

!"% !&’ ()*+ 的扩增、测序和系统发育树的构建

JS+ 8*&’ 的扩增参照文献［JH］描述的方法，

C(* 产物连接到 5FU" #%402V W4A,/8 上，序列测定由

大连宝生物公 司 完 成（测 序 号 #X+JHOJ）。将 菌 株

=92%J 的 JS+ 8*&’ 序列递交 F41<01Y 进行序列比

对，将从数据库中获得的 $$ 种不同芽孢杆菌的 JS+
8*&’ 序列用 (372,03 Z W482./1 JN[ 和 "4D0$NI 进行各

序列间的同源性和进化距离的分析与比较，并构建

系统发育树。

!", -./ 脱硫实验

取活化的 =92%J 种子液以 J\接种量接入 KILMP
KIILM 的摇瓶中，加入终浓度 IN$OLL/3PM 的 !<#。

HIQ振荡培养，不同时间取样分析菌体浓度及菌株

脱硫活性。

!"& 生物催化剂的制备和柴油脱硫实验

将菌株在以 IN$LL/3PM !<# 为单一硫源的基本

培养基中培养 B[-，离心收集细胞。IN>\的生理盐

水 洗 涤 两 次，用 INISOL/3PM 的 GR$C)B%&0$RC)B

（5RONK）重新悬浮细胞成浓度为 JJDPM 的休止细胞，

加入 J\（ZP]）的葡萄糖，制备成生物催化剂，用于

柴油脱硫。取此生物催化剂 KILM 接入 KIILM 的摇

瓶中，加入 JKLM 精制柴油。HIQ振荡培养，不同时

间取样分析总硫含量。

!"0 分析方法

!"0"! 菌体浓度分析：细胞浓度的测定利用细胞干

重与细胞悬液在 SSI1L 的光密度（!"SSI ）之间的线

性关系［JB］。

!"0"# =92%J 菌株脱硫活性的测定：!<# 中的硫被

“B+”途径微生物利用后终产物为 $%R<C。F.::’2 试

剂与 $%R<C 反应生成蓝色靛酚衍生物。!"K>K 比色

后，通过标准曲线可以得出培养物中 $%R<C 的摩尔

浓度，终产物 $%R<C 的浓度反映了菌种的脱硫活

力［JB］。

!"0"$ =92%J 菌株降解 !<# 的代谢产物分析：将

=92%J 菌株接入含有 INKBLL/3PM !<# 的基本培养基

中，培养 B[-，用乙酸乙酯萃取培养液。取 $!M 萃取

液，采用 CU ’7,/2V2,4L F(P^%"022 >JI 气相色谱%质
谱联用仪分析。

!"0"% 硫含量的分析：柴油中的硫元素的质量浓度

用 ZG%$! 微库仑仪测定。

!"0", 硫组分的分析：柴油中的含硫组分用 F(%
’U! 联用定性分析测定。

# 结果

#"! 筛选、诱变和驯化

从 JSI 个菌株中筛选出一株对 !<# 具有专一

性脱硫能力的菌株，将其接入基础盐加 !<# 的富集

培养基中，$[ T HIQ振荡培养 $9。取上述培养液离

心，收集细胞，再用生理盐水洗涤后制成适当浓度的

菌悬液。分装 JILM 菌悬液在培养皿中，置 HIZ 紫

外灯下，距 $IAL 照射 J T SL.1，每隔 HI2 取样。不同

紫外线（_‘]‘）处理时间的菌液梯度稀释后涂布在

培养皿上，与没经照射的对照细胞涂布培养皿一起

培养 $9。通过这些培养皿上生长的菌落数可以计

算不同照射时间的致死率。选致死率在 OI\左右

的存活细胞进行单菌落扩大培养后，接入摇瓶作脱

硫能力对比。从对比实验中选出脱硫能力强的突变

株，将该突变株接至基础盐加 !<# 的富集培养基中

反复传代培养驯化，脱硫活力可提高 JI\ T BI\，

将驯化 J 个月后得到的菌株编号为 =92%J。

#"# 形态特征

菌株 =92%J 革兰氏染色为阳性，好氧，杆状细

胞，细胞壁较厚，周生鞭毛，产芽孢（位于细胞中部），

KIJ马 挺等：脱硫菌 =92%J 的分离鉴定及其对柴油脱硫特性的研究 ‘ P微生物学报（$IIS）BS（J）



图 ! 菌株 "#$%! 的电镜照片

!"#$% &’()*+,- .")+,#+/01 ,2 3*+/"- !435%

6：70,+(（89::: ; ）；<：&/+’= >/)*(+"?. )(’’ @"*1,?* 30,+(（9:::: ; ）$

图 & 根据 !’( )*+, 序列同源性构建的系统发育树

!"#$8 A1=’,#(-(*") *+(( >/3(4 ,- %B7 +CD6 3(E?(-)(3 1,.,’,#=

&F,’?*",-/+= 4"3*/-)(3 31,@(4 "- *1( 2"#?+( @(+( )/’)?’/*(4 >= .(#/ 8G:；<,,*3*+/0 H %:::G </+，:G:% 3?>3*"*?*",- 0(+ -?)’(,*"4($

菌体大小为（:GI J %G:）!. ;（9 J K）!.，平均长度

LGB!.。在选择培养基平板上培养 LK1 后可形成直

径为 % J 8.. 的菌落，干燥，边缘不齐，黄色或乳白

色；培养 M81 后菌落突起，边缘皱褶，金黄色或暗红

棕色。

&-. 生理生化特征

表 % 为菌株 !435% 的主要生理生化特征。

表 ! "#$%! 菌株的生理生化特征

N/>’( % N1( )1/+/)*(+3 ,2 01=3",’,#= /-4 >",)1

!
!!

(."3*+= 2,+ !435%

O1/+/)*(+"3*")3
C(3?’*3

!435% ! $ "#$%&’&"
O1/+/)*(+"3*")3

C(3?’*3
!435% ! $!! "#$%&’&"

!!70,+( 3*/"-"-# P P D"*+/*( +(4?)*",- P P

!!O/*/’/3( P P Q+,@*1 /* I:R P S

!!6-/(+,>") #+,@*1 T S Q+,@*1 /* 0UIGM P P

!!V$A$ P P Q+,@*1 @"*1 MWD/O’ T P
!!V$A$ X 0UB P P 7*/+)1 1=4+,’=3"3 P P
!!V$A$ Y 0UM T T Q’?*"- ’"E?(2/)*",- P P
!!Z$C$ P P O/3("- 4(),.0,3( P P

!!Q’?),3( ,["4/*",- T T Q’?),3( 2(+.(-*/*",- P P
O"*+/*( ?*"’"\/*",- P P ]=’,3( 2(+.(-*/*",- P P
P $ A,3"*"F(；5 $ D(#/*"F(；@$ S(/^ +(/)*",-$

&-/ 构建系统发育树

测得菌株 !435% 编码 %B7 +CD6 的基因序列有

%IL8>0，在 Q(-</-^ 中的登记注册号为 6_‘8:L‘B。

根据 %B7 +aD6 序列相似性构建系统发育树（图 8）。

其中 !435% 与 !()&’’#" "#$%&’&"（6!9998L‘）的亲缘关系

最近，相似性大于 ‘‘W，形成一个簇群。根据以上

特征分析，故将 !435% 分类为枯草芽孢杆菌，命名为

B:% Z6 N"-# *% (’ $ b+)%( ,&)-.$&.’./&)( 0&1&)(（8::B）LB（%）



!"#$%%&’ ’&()$%$’ !"#$%。

!"# $%&’( 菌株降解 )*+ 的代谢产物分析

图 & 是用气相色谱 ’ 质谱联用仪分析 !"#$% 降

解 ()* 的代谢产物得到的图谱。结果显示，()* 经

过 !"#$% 菌株降解后，部分被转化为 +$,)-，这与

“./”途径的最终产物一致，说明该菌株通过断裂 0$
/ 键的“./”途径降解 ()*。

图 , $%&’( 降解 )*+ 的代谢产物质谱图

!123& 4/$50 67 89: ;:8<=6>1?# 76@ ()* ":2@<"<816? =A !"#$%

!"- 不同温度下 $%&’( 菌株生长和脱硫动态曲线

B1@1;C@< 报道了嗜热枯草芽孢杆菌 DE$/+) 对

()* 的脱硫特性和效果［%F］，指出该菌在 &G H FGI下

%+G9 内能完全脱除 GJF.;;6>KL ()* 中的有机硫生

成 +$,)-，尤其在 FGI时活性最高。本文对 !"#$% 在

不同温度下的生长和脱硫动态做了分析（图 .）。发

现 !"#$% 的最佳脱硫活性在 &GI，在此温度下菌株

对数生长期为 &+ H M+9，NG9 内能脱除约 GJF;;6>KL
()* 中的有机硫；在 &MI情况下 !"#$% 最终菌浓不

变，但是生长对数期变短（+. H FO9），NG9 内只能降解

约 GJ&;;6>KL 的 ()*；+FI不是菌体生长的最适温

度，生长较 &GI缓慢，因而菌体在脱硫方面也受到

一定影响；值得一提的是 !"#$% 菌株，在 FGI时虽然

生长较为缓慢，但是能脱除约 GJ+;;6>KL ()* 中的

有机硫，这可能是因为在此温度下脱硫酶的活性受

到抑制，因而生长较为缓慢的缘故。我们可以根据

这个特点进一步驯化菌株，并改善脱硫工艺。

图 . 不同温度下 $%&’( 的生长和脱硫曲线

!123. *9: 2@6P89 <?" ":#C>7C@1Q<816? RC@S: 67 !"#$% <8 "177:@:?8 8:;T:@<8C@:#

!"/ $%&’( 对有机硫源的优先选择性

为了证明 !"#$% 菌株主要以 ()* 类化合物为硫

源，比较了菌株在不同硫化合物为单一硫源培养基

中的生长情况。这些硫化合物是 ()*，(4()*，邻甲

基苯磺酸（4-/），*U*V，4)*，4*，(4*，4*W，*，)*。

图 F 为 !"#$% 菌株在不同硫源的培养基中培养 .N9
后的菌体浓度比较，可以看出，!"#$% 优先选择 ()*
及其侧链取代物等有机硫化合物为硫源，而在苯并

噻吩，噻吩类化合物硫源中生长缓慢，这表明该菌株

适于脱除油品中的 ()* 类有机硫。

!"0 $%&’( 生物催化剂对精制柴油和焦化柴油脱硫

比较

精制柴油和焦化柴油是两种加工工艺生产的柴

油。本文所用的 % 号精制柴油硫含量 X%G;2KL。焦

化柴油硫含量 %GXXJN;2KL。图 O 是精制柴油与焦化

柴油中典型的有机含硫化合物分布与含量的比较。

二者含硫化合物的区别是焦化柴油中主要含硫醇

（U$/,）、噻吩和苯并噻吩及其侧链烷基取代物（0Y$
)*），精制柴油主要含 ()* 及其侧链烷基取代物

（0Y$()*）。
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图 ! "#$%& 对有机硫源的优先选择性

!"#$% &’()(’(*+",- .(-(/+"0* 0) .1-)1’ .01’/( 23 !4.56 .+’,"*

7879:：;，<54"=(+>3- 4"2(*?0+>"0@>(*(；79:：7"2(*?0+>"0@>(*(；8&A：

B5=(+>3- @’0@,*(.1-)0*"/ ,/"4；:C:B：:>"0D,*+>(*5E50*(；89:：F5=(+>3-

2(*?0+>"0@>(*(；8:：G5=(+>3- +>"0@>(*(；78:：G，%54"=(+>3- +>"0@>(*(；

8:H：G5=(+>3- +>"0@>(*(；:：:>"0@>(*(；9:：9(*?0+>"0@>(*($

休止细胞法脱除柴油中的有机硫是目前国内外

常用的方法［6<，6I］。图 I 是用 !4.56 制备的生物催化

剂对上述柴油脱硫前后硫含量的变化。从图 I 可

知，!4.56 菌株对焦制柴油脱硫能力很低，对精制柴

油的硫脱除率较强，6<> 之内使其硫含量从 E6J=#KL
降低到 %I%ME=#KL，脱除率 F<MIN。上述结果表明

脱硫菌株 !4.56 不适于降解焦化柴油中含量较多的

硫醇和苯并噻吩类化合物，而对精制柴油中含量较

多的 79: 类化合物的降解能力强。筛选或利用基

因工程手段构建脱除不同含硫底物的菌株对于深度

脱硫技术的广泛应用和科学指导性有着积极的促进

作用。

图 ’ 精制柴油与焦化柴油中典型有机含硫化合物的分布及含量比较

!"#$< O0=@,’".0* 0) +>( .1-)1’"/ 4".+’"21+"*# ,*4 /0*+(*+ "* ’()"*(4 4"(.(- 0"- ,*4 /0P"*# 4"(.(- 0"-

O6 =(,*. =(+>3-5；OG =(,*. 4"=(+>3-5 0’ (+>3-5；:>( ’(.+ =,3 2( 4(41/(4 23 ,*,-0#3$

图 ( "#$%& 对精制柴油和焦化柴油的处理效果

!"#$I Q))"/"(*/3 0) +>( +’(,+=(*+ 0) H1=2(’ 6 4"(.(- ,*4 /0P"*# 4"(.(-

23 !4.56 .+’,"*

) 讨论

目前，各国政府都开始采取各种脱硫措施以降

低燃料油中的有机硫，美国计划从 GJJ% 开始将柴油

中的硫含量从 F;J=#KL 降 至 GJ=#KL，欧 盟 计 划 从

GJJ% 开始将柴油中的硫含量从 6FJ=#KL 降至 %J=#K
L，日本则计划将柴油中的硫含量降至无硫水平。

然而，目前工业上常用的加氢脱硫法（R7A）存在成

本较高、高温、高压、专一性较差等缺点，不能针对某

些有 机 含 硫 化 合 物 如 烷 基 化 二 苯 并 噻 吩（S-P3-5
79:）进行深度脱硫。97A 技术作为传统 R7A 技术

的补充，能解决上述缺点，从而促使各国的燃料油低

TJ6 8S :"*# !" #$ $ K%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（GJJ<）;<（6）



硫化目标成为现实。

本文从油浸土壤中分离到一株专一性脱硫微生

物 !"#$%，经鉴定为枯草芽孢杆菌 ! & "#$%&&’"。该菌

可以 ’() 为唯一硫源，转化生成 *$+(,，说明该菌株

可通过断裂 -$. 键的“/.”途径脱除柴油中的 ’()。

目前所研究的能进行 (’. 的菌株有：玫瑰红球菌

()*+*,*,,#" -)*+*,)-*#"［%0］、 红 串 平 红 球 菌

()*+*,*,,#" & .-/%)-*0*&’"［%1］、球形诺卡氏菌 1*,2-+’2
3&*$.&#&2［*2］、嗜热芽孢杆菌 42.5’$2,’&&#" #3&［*%］、谷氨

酸棒杆菌 6*-/5.$2,%.-’#7 #3&［**］、戈登氏菌 8*-+*52
#3&［*4］、节杆菌 9-%)-*$2,%.- #3&［*/］、球形芽孢杆菌 ! &
"0)2.-’,#"［*5］、枯草芽孢杆菌 !2,’&&#" "#$%’&’"［%5］和草分

枝杆菌 :/,*$2,%.-’#7 0)’.’［*6］等等。我们分离的 !"#$
% 与 7898:;9< 等人报道的嗜热枯草芽孢杆菌 =>$.*(
不同［%5］，它是一株在 52?以上不能生长繁殖的常温

菌，因此它有可能是一株尚未被报道过的脱硫新菌

株。经过在 ’() 培养基中的不断传代、驯化，!"#$%
的脱硫能力正逐渐增强。

经 @2?处理 %A 后 !"#$% 依然存活，并在 42?依

然保持较强的生长和脱硫能力，说明芽孢杆菌的具

有很强的抗逆能力。此外，我们发现在 !"#$% 生长

过程中 ’() 消耗量明显大于 *$+(, 生成量，0/A 后

几乎检测不到 ’() 的存在，但是此时消耗的 ’() 并

没有转化为等量的 *$+(,，同时发现 !"#$% 不能利用

正构或异构烷烃作为生长所需的碳源（数据未给

出），这区别于一些能以碳氢化合物为碳源的经 /.
途径脱硫的菌株，说明（%）!"#$% 同时消耗 ’() 作为

其生长的碳源和硫源，因此该菌株很可能是集破坏

-$-键和 -$. 键的酶系于一身的菌株；（*）!"#$% 对

’() 的代谢并非全部生成 *$+(,，有可能降解为其

它终产物。目前我们正在研究枯草芽孢杆菌 !"#$%
脱硫的代谢途径、脱硫的关键步骤和限速酶，以确定

该菌和其它菌株（如红平红球菌 BC).0、嗜热芽孢杆

菌 =>$*( 和类芽孢杆菌 D%%$*）脱硫机理的异同点。

从脱硫酶最佳作用温度来看 !"#$% 的脱硫酶系有别

于嗜热枯草芽孢杆菌 =>$*(，据此结合脱硫酶的序

列分析可以推测催化的分子机制。

利用休止细胞制备的生物催化剂对不同组分柴

油的脱硫研究表明：脱硫菌株 !"#$% 不适于降解焦

化柴油中的硫醇和苯并噻吩类化合物，而对精制柴

油中的 ’() 类化合物的降解能力强。通过气相色

谱 E 质谱（C-$F.）分析证明该菌株对 ’() 的代谢产

物为 *$+(,，进一步的温度实验证明该菌的一些生

长和脱硫特性，最后对柴油的脱硫研究表明该菌株

适合于脱除低硫柴油中的 ’() 及其衍生物。该菌

株最具有特色的是其可在 52?条件下进行脱硫反

应，不仅可以据此改良脱硫工艺和条件，还可以根据

比较脱硫菌株的异同分析生物脱硫的底物摄取和酶

反应机理。因此，该菌株的发现对脱硫机理的完善

及精制低硫柴油的深度脱硫具有重要的理论意义和

应用价值。
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