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红球菌 ./(0("(""12 !" # $%&’ 023()* 基因和 023$ 基因

在大肠杆菌中的共表达

李国强，马 挺，李京浩，李 红，刘如林"

（南开大学生命科学学院 天津 7$$$%C）

摘 要：二苯并噻吩（EF3）及其衍生物微生物脱硫的 !G 途径需要 ! 个酶（EHI)，EHIF，EHI2 :=@ EHIE）参与催化。其

中 EF3 单加氧酶（EHI2 ;+ EF36/J）和 EF36砜单加氧酶（EHI) ;+ EF3J# 6/J）都是黄素依赖型氧化酶，它们的催化反

应需要菌体中还原型的黄素单核苷酸（1/KL#），1/KL# 由辅酶黄素还原酶（EHIE）再生。因此，共表达 EHI)，EHIF，

EHI2 和 EHIE 可以提高整个脱硫途径的速率。构建了两个不相容性表达载体 *F)EE 和 *:K# 并在大肠杆菌中实现

了 ! 个脱硫酶基因的共表达。EHI)，EHIF，EHI2 和 EHIE 的可溶性蛋白表达量分别占菌体总蛋白质的 %M"N，

7M&N，7MCN和 C5N。共表达时的脱硫活性是单独用 *:K# 表达时的 &M! 倍，并对工程菌休止细胞脱除模拟柴油中

EF3 的活性进行了研究。
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化石燃料中含硫化合物的燃烧是环境污染的一

个重要来源，降低油品中的硫含量是世界各国急需

解决的问题。生物脱硫（F,;6E4HA-PA+,I:Q,;=，FEG）作

为传统加氢脱硫（LR@+;6E4HA-PA+,I:Q,;=，LEG）工艺的

补充，近年来一直是脱硫工业的热点［C，#］。C((# 年，

美 国 能 源 部 从 土 壤 中 分 离 得 到 的 !"#$#%#%%&’
("#$#%(#&’ ST3G5 是最具代表性的脱硫菌株，它能以

EF3 为唯一硫源生长，依靠 ! 步脱硫反应（!G 途径）

将 EF3 中的硫脱除。其中 EF3 单加氧酶 EHI2 和

EF3J# 单加氧酶 EHI) 是黄素依赖型氧化酶［7］。已

证明 !"#$#%#%%&’ )(*+"(#,#-.’ E6C 的无细胞抽提物需

要 K)EL 和 1/K 的加入才有脱硫活性，其中 $ ’
C$!9;-UV 的 1/K 能增加脱硫活性，超过 C$!9;-UV 的

1/K 则降低活性，推断 1/K 扮演催化角色。但是即

使 K)EL 和 1/K 存在的情况下，EHI2 和 EHI) 都没

有发现有氧化酶活性，后经证实在黄素氧化还原酶

（1WX）的存在下，氧化 K)EL 同时还原 1/K 作为

EHI2 和 EHI) 参 与 的 氧 化 反 应 的 电 子 受 体［!，&］。

W4,BY9AQY 等［"］在大肠杆菌中高表达了 /.0(.# "1(2)*.
氧化 还 原 酶，T:-:= 等［%］在 假 单 胞 菌 中 高 表 达 了

L*:2 氧化还原酶，尽管这两个黄素还原酶都是由外

源基因编码的但是两者都能提高工程菌的脱硫活

性。因此，证明黄素还原酶也是微生物脱硫的一个

限速酶。#$$C 年，/:QHAZ:+: 等［&］通 过 测 定 纯 化 的

EHIE K 末端氨基酸序列，设计引物从 !"#$#%#%%&’
)(*+"(#,#-.’ ST3G5 中克隆、表达了 $’3E 基因，该基因

编码一个大约 #$>E: 的蛋白质。本文通过构建两个

不相容的原核表达载体共表达了 !"#$#%#%%&’ H*?
EG67 $’3)F2 和 $’3E 基因，提高了工程菌的脱硫活

性。对它们的稳定性及表达情况进行了研究，还对

工程菌与红球菌的脱硫特性进行了比较。

+ 材料和方法

+,+ 材料

+,+,+ 菌株和质粒：实验用菌株和质粒见表 C。

+,+,- 培养基和试剂：FG/ 培养基见文献［5］，VF、

/( 培养基见文献［C$］。1/K、K)EL 和黄素氧化还

原酶（1WX P+;9 /.0(.# "1(2)*.）购自 G,[9: 公司，EF3、

EF3 GA-P;=4 和 #6LFX 购自 )B;+;H 公司，各种限制性

内切酶、3! EK) 连接酶、\-4=;] 酶、X2W 所用的高保

真 415 酶、@K3XH、̂ 6T:- 及 SX3T 均购自 3:\:W: 公

司，其余试剂均为进口或国产分析纯。



表 ! 供试用菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-, 0,%- *+ (1*, 23)4
’()"*+, "+- 5$",/*-, 61")"7(%)*,(*7, ’30)7%

’()"*+
!"#$#%#%%&’ 8’9: ;*$-，$’( < ，6/) ［=］

) > %#*+ ?@A&（8B:） C9#,-. "’$/0（ 190190）23* $%,（8B:） D3E"F%+
) > %#*+ 8GH! "’$!&I（ 194, <

4 ）15%6& 57$6&（ *3%9-1#60）2816JK 9"+9 & 15*6& ’&-)LL !"M"N"
［:’913;:K -1#60 *3%*<= >&H］

) > %#*+ ?@A&9.?O88 ) > %#*+ 0?A&（8B:）2*(1 .?O88 !1*, ,(0-P
) > %#*+ ?@A&9."8& ) > %#*+ 0?A&（8B:）2*(1 ."8& !1*, ,(0-P
) > %#*+ ?@A&9 ."DA ) > %#*+ 0?A&（8B:）2*(1 ."DA !1*, ,(0-P
) > %#*+ ?@A&9.?O88 < ."DA ) > %#*+ 0?A&（8B:）2*(1 .?O88 "+- ."DA !1*, ,(0-P

5$",/*-
.B!A=" BQ.)%,,*3+ E%7(3)，M"+)，*3% .)3/3(%)，.?N:AA #1+ D3E"F%+
.?O8:R BQ.)%,,*3+ E%7(3)，O/.)，")"#*+3,% .)3/3(%)，.&HO #1+ ［J］

.?O88 $’(8 S)3/ !"#$#%#%%&’ 8’9: *+ .?O8:R，O/.) !1*, ,(0-P

."DA $’(O?6 S)3/ !"#$#%#%%&’ 8’9: *+ .B!A="，M"+) !1*, ,(0-P

."8& $’(8 S)3/ !"#$#%#%%&’ 8’9: *+ .B!A="，M"+) !1*, ,(0-P

."OA $’(O S)3/ !"#$#%#%%&’ 8’9: *+ .B!A="，M"+) !1*, ,(0-P

."?: $’(? S)3/ !"#$#%#%%&’ 8’9: *+ .B!A="，M"+) !1*, ,(0-P

."6L $’(6 S)3/ !"#$#%#%%&’ 8’9: *+ .B!A="，M"+) !1*, ,(0-P
6/)，O/.) "+- M"+) *+-*7"(% )%,*,("+7% (3 71$3)3/P7%(*+（:L"FT/@），"/.*7*$$*+（HR"FT/@）"+- M"+"7*$$*+（:L"FT/@）)%,.%7(*E%$P>

!"# 红球菌基因组的提取及基因扩增

红球菌基因组 8DO 的提取参照文献［&&］。依

据 U%+?"+4 中已报道的 8?! 脱硫酶 $’(O?6 及 $’(8
基 因 开 放 阅 读 框（ 序 列 登 录 号 为 VR==HR 和

OWHKJR:=）序列的两端保守序列，设计以下引物：上

游 引 物 .O?6&：HX9UO6U6O!O6@6.6.A（ B$5 #）

O6!6OO6OO69:X；下 游 引 物 .O?6A：HX96!A66..@
（)%#N#）O6!!U6U6O6!O69:X；上 游 引 物 .8&：HX9
OOO6A6.@.（ CD3 #）OU!OO U6UOUOUUOO6!669
:X；下 游 引 物 .8A：HX9OO!A66..@（ )%#N #）

OU6!!!!6O66!6!66UO9:X。其中 $’(8 基因的引物

包括了它的核糖体结合位点（)#,）。56N 反应条件：

JKY H/*+；JLY LH,，H=Y LH,，IAY KR,（ $’(8）或

:/*+（ $’(O?6），:R 个 循 环；IAY &R/*+，LY 终 止。

56N 产 物 由 大 连 !"M"N" 公 司 测 序。 并 提 交

U%+?"+4 进 行 8DO 序 列 比 对，蛋 白 序 列 采 用

8DO/"+LZR 和 6$0,("$[&Z= 以及 D6?\ 相关数据库软

件进行分析。

!"$ 细胞裂解及酶活性测定

不同体积的培养物 &LRRRF 离心 A/*+ 收集菌

体，将 菌 体 重 悬 在 &T&R 体 积 的 裂 解 缓 冲 液 中

〔HR//3$T@ !)*,9G6$（.G=ZR），&R] 蔗 糖，:RR//3$T@
D"6$，:/FT/@ 溶菌酶〕，室温 A1，超声波破碎细胞，

&KRRRF 离心 :R/*+ 弃沉淀，上清 ^ ARY备用。

在 :/@ H//3$T@ 的磷酸盐缓冲液（.GIZH）中加

入 &R"/3$T@ 8,_O?6， HR"/3$T@ 8?!， RZR&"/3$T@
CN5，HR"/3$T@ C‘D 和 :R"/3$T@ DO8G，AHY不同时

间取 &RR"@，等体积正己烷抽提，离心，有机相取 H"@

进样，由 G5@6 定量测定 8?! 含量。酶活定义（V）

为每小时每毫克蛋白降解 8?! 的量（"/3$）。由于

DO8G 被 CN5 氧化成 DO8，所以 CN5 活性由每分钟

6:LR吸光度的减少量来计量。在 :/@ AR//3$T@ 磷酸

盐缓冲液（.G=ZR）中加入 &R"/3$T@ 8,_8，HRR"/3$T@
C‘D 和 ARR"/3$T@ DO8G。吸光度值转化成 DO8G
浓度的公式$a KZAA b &R:（/3$T@）^ & 7/^ &，酶活定义

（V）为每分钟每毫克蛋白氧化 DO8G 的量（"/3$）。

!"% !"#& 基因表达

将重组质粒 .?O88 转化 ) Z %#*+ ?@A&（8B:）宿

主菌，筛选转化子，获得工程菌 ) Z %#*+ ?@A&9.?O88。

挑取单菌落接种至 ‘J 培养基中，:IY 培养过夜。

将此种子液以 A]的接种量接种至 HR/@ 补加 RZA]
葡萄糖的 ‘J 培养基中，:IY培养至 E;KRR 约 &ZR 左

右，HRRRF 无菌离心 &R/*+，用 ‘J 培养基洗涤菌体一

次，将沉淀转移至补加 RZA]阿拉伯糖（因为此菌株

不是阿拉伯糖缺陷型，所以应把阿拉伯糖的浓度从

RZRA]提高到 RZA]）的 ‘J 培养基中，:IY继续培

养，定时取样做 ’8’95OUB 分析。

!"’ 双质粒在大肠杆菌中的共表达

为了验证共表达蛋白的可溶性，收集按蛋白最

大表达量时的条件（即 RZA] ")"#*+3,%，RZA//3$T@
\5!U，&KY过夜）培养的菌体，HRRRF 离心 &R/*+，菌

体沉淀用生理盐水洗涤 A 次，重悬在 &RR//3$T@ 的

磷酸盐缓冲液（.GIZH）中，超声波破壁后 &HRRRF 离

心 :R/*+ 去除菌体碎片和包涵体蛋白，取少量上清

加入等体积 A b ’8’ 加样缓冲液，&RRY加热 H/*+ 后

立即点样，’8’95OUB 分析。

KIA @\ U039c*"+F 59 3* > T 6%93 >+%1#D+#*#2+%3 /+7+%3（ARRK）LK（A）



!"# $%&’%() *+,’ 分析

脱硫酶纯化后送晶美生物工程有限公司免疫家

兔，制备 !"#$、!"#% 和 !"#& 的多克隆抗体。’(")(*+
,-.) 分析参考文献［/0］。

!"- ./0 脱硫实验及脱硫产物的测定

!"-"! 生长细胞［1］：分析 !%2 和 034%5 存在下的细

胞培养物，生长细胞取培养液 678!9，加 78!9 18:
磷酸终止反应，等体积正己烷充分抽提，离心，上清

进行 459& 检测（休止细胞直接取上层有机相 7!9
进样）。

!"-"1 休止细胞：7888; 离心 /8<=+ 收集菌体，重悬

于 07<9 磷酸盐缓冲液中（>4?@6，含 08!<.-A9 BCD
和 E8!<.-A9 D$!4），加 入 ?7<9 正 十 六 烷（ 含

8@FG):!%2）。E8H 088*A<=+ 振荡培养，不同时间取

有机相 /@7<9 进行 459& 检测 !%2 和产物。

1 结果

1"! 重组质粒的构建

>%$!E8 和 >I201J（ K ）是两个含有不同的复制

区的原核表达载体，前者含有 5/7$ 复制子和氨苄

青霉素抗性基因，后者含有 &.-I/ 复制子和卡那霉

素抗性基因。BL5 基因 !"#! 的 5&L 产物经回收纯

化、$%&"和 ’()L"双酶切、再回收纯化后与经相

同酶切的 >%$!E8 相连，构建表达质粒 >%$!!，其中

!"#! 基因受阿拉伯糖操纵子调控；BL5 基因 !"#! 和

!%2 脱硫酶基因 !"#$、!"#%、!"#&、!"#$%& 的 5&L 产

物经回收纯化、*!+"和 ’(),"双酶切、再回收纯化

后与经相同酶切的 >I201J（ K ）相连，构建表达载体

>J!/、>J$0、>J%E、>J&6 和 >JD0，载体上的外源基因

都受 2? 启动子调控。

1"1 !"#. 基因表达条件的确定

不同情况下 ’ @ ()-. %90/3>%$!! 表达的聚丙烯

酰胺凝胶电泳结果显示（图略）。经阿拉伯糖诱导的

菌体在 7<=+ 就能诱导出目的带，且大小和用 M52N
诱导 ’ @ ()-. %90/3 >J!/ 所 表 达 的 !"#! 一 致。经

5OJ<JP=J <J")(* M<J;(* 扫描分析得知在 08<=+ 表达

的目的带就占整个蛋白总量的 0/@6:，随着诱导时

间的延长，表达的目的蛋白就会越多。此外由图 0
得知，’ @ ()-. %90/3>%$!! 过量表达的 !"#! 也是高

度可溶性的。实验表明：大量表达 !"#! 酶的大肠杆

菌无细胞抽提物酶活性 07 倍于野生型红球菌的酶

活，最大活性可达 Q@71!<.-A<=+A<;。
1"2 重组质粒共转化大肠杆菌 /31!（.42）

质粒的不相容性使两种复制区不同的质粒能在

一起共存、表达，同时由于它们有不同的启动子和抗

性标记，便于筛选和分别控制表达。等量 >JD0 和

>%$!! 共转化大肠杆菌 %90/（!IE）感受态细胞，在

同时含有 /88<;A9 氨苄青霉素和 E6<;A9 卡那霉素

的双 抗 性 9% 平 板 上 筛 选 单 菌 落，获 得 工 程 菌

’ @ ()-. %90/3>%$!! K >JD0。E?H过夜培养后，抽提

质粒，进行 5&L 分析，结果均为阳性，这表明在持续

双抗选择压力存在下，质粒 >JD0 和 >%$!! 确实能

在宿主菌中共存。将含有 >JD0 和 >%$!! 表达质粒

的共转化子在氨苄青霉素3卡那霉素双抗 9% 培养基

中，以不含任何抗生素的 9% 培养基为对照。隔时

取样，分别涂布含双抗性和不含抗性的 9% 平板，

E?H培养过夜，数各平板上的菌落数，计算双抗性板

上菌落数与无抗性板上菌落数之比（即总活菌中同

时含有两种质粒的工程菌的比例），结果表明共转化

子在无抗性培养基中连续培养 /FO，仅 /8:的后代

菌体还能同时耐受两种抗性，说明此时大部分菌体

中质粒之一已经丢失；在双抗性培养基中连续培养

/FO，仍有 17:以上的后代菌能同时含有两种质粒。

同样传代培养 6 代后仍有 17:以上的后代菌能同

时抗两种抗生素。

图 ! 共表达可溶性产物的 5.567894 图

B=;R/ S!S35$NI .T ’ R ()-. %90/3>%$!! K >JD0 =+UVP(U ,W J*J,=+."(

J+U M52NR CR 5*.)(=+ <.-(PV-J* G(=;O) <J*X(*；/R ’ R ()-. %90/
（!IE）；0R ’ R ()-. %90/3 >J$0 =+UVP(U ,W 8@0<<.-A9 M52N；ER ’ R

()-. %90/3>%$!!）=+UVP(U ,W 8@0: J*J,=+."(；6R ’ R ()-. %90/3 >J&6

=+UVP(U ,W 8@0<<.-A9 M52N； 7R ’ R ()-. %90/3>J%E =+UVP(U ,W

8@0<<.-A9 M52N；FR ’ R ()-. %90/3>%$!! K >JD0 =+UVP(U ,W 8@0:

J*J,=+."( J+U 8@0<<.-A9 M52N J) /FH R

1": 双质粒在大肠杆菌中的共表达

由共表达蛋白的 S!S35$NI 图谱（图 /）可以看

出，在 61X!J、67X!J、E1X!J 和 0EX!J 处有新增蛋白

质带，经 ’(")(*+ ,-.)（图 0）验证，表明 61X!J、67X!J、
E1X!J 处的新增蛋白带分别为脱硫酶 !"#$、!"#& 和

!"#%，说 明 实 现 了 !"#$%& 和 !"#! 的 共 表 达。经

5OJ<JP=J <J")(* M<J;(* 扫描分析得知：可溶性的 !"#!

??0李国强等：红球菌 ,/)!)()((0" ">R !S3E !"#$%& 基因和 !"#! 基因在大肠杆菌中的共表达 R A微生物学报（088F）6F（0）



占总蛋白总量的 !"#，比单独表达时（$!%&#）偏小，

而 ’()*、’()+ 和 ’(), 的可溶性蛋白分别占表达总

量的 -%.#、/%0# 和 /%!#，大 量 的 ’()*、’()+ 和

’(), 以包涵体的形式存在，这可能是因为启动子过

强所致。经测定全蛋白浓度为 &%1"23425。

图 ! 共表达可溶性产物的 "#$%#&’ ()*%
6738 $ 9:(;:<= >?@; @A ! 8 "#$% +5$!BC+*’’ D CEF$ 7=GHI:G >J
E<E>7=@(: E=G KLMN8 O8 L<@;:7= 2@?:IH?E< P:73Q; 2E<R:<；!8 ! 8 "#$%
+5$!（’S/）7=GHI:G >J T%$# E<E>7=@(: E=G T%$22@?45 KLMN E; !.U；

$8 ! 8 "#$% +5$!BC+*’’ D CEF$ 7=GHI:G >J T%$# E<E>7=@(: E=G
T%$22@?45 KLMN E; !.U 8

表 ! +$,-./ 和 +$,+ 共表达菌株的酶活性分析

ME>?: $ *I;7V7;J E=E?J(7( @A ’()*+, E=G ’()’

W;<E7=（C?E(27G）
L<@;:7=

4（23425）
MQ: C<@GHI;7@=
@A $BX+L4!2@?

’()*+,
EI;7V7;J4Y

! 8 "#$% +5$!（’S/，
CEF$，C+*’’），7=GHI:G
>J T%$#E<E E=G
T%$22@?45 KLMN

$%/" 1.%! !$%T/

! 8 "#$% +5$!（’S/，
CEF$，C+*’’），7=GHI:G
@=?J >J T%$22@?45 KLMN

$%$1 -"%T. 0%."!

! 8 "#$% +5$!（’S/，CEF$，
C+*’’），7=GHI:G @=?J
>J T%$#E<E

/%&. !$1%$! .%$!1

! 8 "#$% +5$!（’S/，
CEF$，C+*’’），=@; 7=GHI:G &%"& !/&%-. &%.&

! 8 "#$% +5$!（’S/，CEF$），
7=GHI:G >J T%$#E<E
E=G T%$22@?45 KLMN

$%0. /&%T! $%$!&

! 8 "#$% +5$!（’S/），
7=GHI:G >J T%$#E<E
E=G T%$22@?45 KLMN

/%0!! T T

!01 蛋白的酶活性分析

按照“实验方法”中的酶活性测定方法取 !TT!5
无细胞抽提液测定酶活性，反应时间为 !Q，KLMN 的

诱导 浓 度 为 T%$22@?45，阿 拉 伯 糖 的 诱 导 浓 度 为

$T2345。对不同培养条件下共表达质粒菌株的酶活

性进行了测定（表 $）。结果表明：共表达 &’(’ 和

&’(*+, 时，反 应 体 系 的 脱 硫 活 性 比 单 独 表 达

&’(*+, 时提高了 &%& 倍，说明 ! % "#$% 细胞内所提供

的 6OFX$ 很 有 限。从 表 $ 可 知，虽 然 C+*’’ 和

CEF$ 有一定水平的本底表达，但是其表达量很低。

只用 KLMN 诱导或只用阿拉伯糖诱导的菌体所产生

的酶的活性（0%."!Y 或 .%$!1Y）与同时用 KLMN 和阿

拉伯糖诱导的菌体所产生的酶的活性（!$%T/Y）相差

一倍。同时，由于 M- 启动子太强，KLMN 在 /-U诱导

时有大量的蛋白以包涵体的形式产生，其实不利于

菌体的生长和酶活性的发挥。所以，在下面菌体脱

硫的试验中，首先在低温条件诱导出可溶性酶，再采

用休止细胞脱硫的方法脱除 ’+M 中的有机硫。

!02 重组菌体的脱硫活性

由于 ! 8 "#$% 不以 ’+M 为唯一硫源进行生长繁

殖，其携带脱硫基因的质粒也不受硫酸根等产物的

抑制，因此可以先将菌体按上述探索的最佳产酶条

件培养产生大量可溶的脱硫酶，然后采用休止细胞

（Z:(;7=3 ,:??(）法脱除 ’+M 中的有机硫。此时，高浓

度的 菌 体 相 当 于 脱 硫 酶 的 载 体。 ! 8 "#$% +5$!B
C+*’’ D CEF$ 命名为 ! 8 "#$% O$0。将 T%022@?45 的

’+M溶解在正十六烷中制成模拟柴油，以产物 $B
X+L 的生成量为标准比较了 ! 8 "#$% +5$!BCEF$、! 8
"#$% O$0 与红球菌 ’WB/ 对模拟柴油的脱硫能力。

从图 / 可以看出，采用休止细胞法脱硫时，红球菌

’WB/ 脱硫速率最大，!$Q 即可生成 T%&022@?45 的 $B
X+L，推算脱硫率接近 !TT#；! 8 "#$% O$0 脱硫速率

较小，需要 $&Q 脱硫率才能接近 !TT#；但是，! % "#$%
+5$!BCEF$ 脱硫速率最小，且反应 $&Q 只能脱除约

$T#的硫。

图 3 ! 4 "#$% 5!1 和 +673 休止细胞脱模拟柴油的效果

比较

6738/ ,@2CE<7=3 @A (72H?E=;:G G7:(:? @7? G:(H?AH<7)E;7@= @A ! 8 "#$% O$0
E=G ’WB/ <:(;7=3 I:??(8

3 讨论

随着对菌体脱硫代谢原理研究的深入和基因工

程菌的开发，结合最佳脱硫工艺来进行脱硫实验有

可能成为将来生物脱硫领域的热点。本文发现共表

达菌株 ! 8 "#$% O$0 比单独表达菌株 ! 8 "#$% +5$!B
CEF$ 的脱硫活力提高了 &%& 倍。说明脱硫酶的活

性依赖于 6OFX$ 作为辅酶进行电子传递，而 ! 8 "#$%
中这种辅酶不足。因此，不仅脱硫酶的表达量是决

定工程菌脱硫速率的关键，细胞中 6OFX$ 的量也是

影响脱硫活力的重要因素。

红球菌 ’WB/ 产生的脱硫酶是胞内酶，且该酶的

量远远不及经过诱导的工程菌 ! 8 "#$% O$0，然而 ! 8
"#$% O$0 的脱硫速率远没有红球菌 ’WB/ 大，那么肯

"-$ 5K NH@B[7E=3 )* +$ 8 4 ,"*+ -%".#/%#$#0%"+ 1%2%"+（$TT.）&.（$）



定有一种机制制约着重组菌 ! ! "#$% "#$ 的脱硫反

应。结合以往的实验发现，红球菌 %&’( 细胞有强烈

的疏水特性，菌体大部分集中在油相中，模拟柴油的

乳化效果较好；而 ! ! "#$% "#$ 细胞呈亲水性，大部

分集中在水相脱硫，只是借助振荡作用偶尔接触有

机相中的 %)*。此外，与红球菌相比革兰氏阴性菌

（如 ! ! "#$%）的细胞壁薄，且没有肽聚糖层，也没有利

于接触有机相的枝菌酸和吸收大分子有机物的细胞

通道［+(］。这说明影响脱硫率的因素除了脱硫酶和

,"-.# 的量，还与菌体细胞对 %)* 的转运机制有

关。因此，%)* 向细胞的转运机制也是限制脱硫效

果的重要因素。

综上所述，要想提高工程菌的脱硫活性，除了提

高脱硫基因在异源宿主中的可溶性表达量外，还有

必要选择带有以下特征的宿主菌：! 生长速度快；

" 表面疏水、能吸收利用大分子有机物；# 能产生

表面活性物质以有利于菌体细胞接触有机相；$ 遗

传背景清楚，有一系列成熟的表达载体系统；% 宿

主菌具有黄素还原蛋白活性或有条件进行黄素还原

蛋白基因的共表达。
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