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燃料油的微生物脱氮
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摘 要：燃料油中含有一些有机氮化物，其含量虽不如硫化物多，但足以影响油品的颜色和抗氧化安定性，也能在

催化裂化等原油精制过程中造成催化剂中毒，缩短催化剂的使用寿命。同时，有机氮化物具致癌、致突变性，在燃

料油燃烧过程中转变为氮氧化物，形成酸雨污染环境。传统的加氢脱氮操作复杂，成本高，因此人们日益重视微生

物脱氮。综述微生物脱除燃料油中芳香氮化合物的机理、调控及咔唑降解基因的分子遗传学研究进展，并对未来

的研究方向提出了作者的见解。
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燃料油中含有一些杂环的芳香氮化物，该物质可转变

为氮氧化物，进而形成酸雨污染环境；它的存在会影响油品

的颜色及抗氧化等性能，也能在原油精炼过程中造成催化剂

中毒而降低产量［%］。传统的加氢脱氮法需在高温高压条件

下进行，不仅成本高，不安全，也易改变原油的其它组分［#，&］。

微生物脱氮是微生物利用自身的酶类切除芳香氮化物中的

氮元素供其生长繁殖，从而达到脱氮的目的。其特点是在常

温常压下进行，能耗小，成本低，不改变燃料油其它组分，可

安全生产，已成为当今燃料油精炼行业中的研究热点。本文

综述了国内外有关微生物降解芳香氮化物的研究情况，包括

微生物脱氮的机理、调控及其应用。

! 燃料油中的芳香氮污染物及其脱除方法

燃料油是不同种类有机分子的混合物，其中也有含硫或

氮的杂环芳香烃。燃料油中的含氮化合物主要分两种：碱性

氮化物和非碱性氮化物。所谓碱性氮化物是指在冰乙酸溶

液中能与高氯酸反应的氮化物，目前已经分离鉴定的碱性氮

化物主要是嘧啶、喹啉及其衍生物；非碱性氮化物主要包括

吡咯、吲哚、咔唑及其烷基衍生物。石油中的总氮量（质量含

量）通常在 $J$#K ’ $J5K，其中非碱性类占总氮的 ($K ’
(7K。国产油含氮量偏高，通常在 $J%K ’ $J7K［%，#，!］。因

此，燃料油的脱氮已成为摆在人们面前的一个新的课题。

燃料油中的含氮杂环化合物以咔唑为主。咔唑是一种

诱变剂，尽管其本身的毒性不强，但很易变为有致癌活性的

衍生物。近年来又发现一些二氮杂苯并咔唑类化合物，也具

有明显致癌性，其中 %%6氮杂6二苯并（+，:）咔唑及 %6氮杂6二
苯并（3，:）咔唑为中强致癌物［7］。咔唑的燃烧能直接导致氮

氧化物的形成，氮氧化物的释放会形成酸雨。而且，咔唑还

是一种极强的加氢脱硫抑制剂。因此，咔唑和其它氮化物的

去除将显著提高催化裂化的范围和精炼油产量。实验证明，

去除原油中 8$K的氮，可以使汽油产量提高 #$K，还能减少

设备的腐蚀，降低精炼费用［%，"］。

目前，去除含氮杂环芳香化合物主要有 ! 种方法：酸洗

法、加氢法、吸附法和微生物降解法。酸洗法需消耗一定数

量的化学品，又遗留了处理酸废液（渣）的问题；加氢法成本

高，且会改变石油的其它组分；吸附法虽然脱氮效果好，但操

作工艺繁琐，自动化程度低，吸附剂难以再生［#，&］。因此，芳

香氮化物的去除应主要依靠微生物技术来解决。

目前微生物脱氮的研究主要集中于石油中的非碱性氮

化物，尤其是咔唑及其烷基衍生物。而碱性氮化物用溶解提

取法较易分离［(］。已有报道以咔唑为唯一氮源的培养基富

集的微生物能降解柴油中多种烷基咔唑，形成无毒的水溶性

产物［5］。

" 微生物降解芳香氮化物的生化途径

能降解石油中氮化物的微生物可从烃污染的土壤或水

中分离到。从自然界分离的 !"#$%&’&()" )#*$+,(&") 能选择

性地降解喹啉和甲基喹啉而不损失燃料油的热值［8，%$］。有

报 道 称 -).,//$"、0)(12&’&()"、-$*32&/%#*,)、4&’)’&()"、
-#,5,#*,(.3,)、62&%&.&..$"、7#**)1,)、89.&:).1#*,$’ 和 ;"<#*+,//$"
等属 的 菌 能 降 解 非 碱 性 类 氮 化 物［%，%%，%#］，而 62&%&.&..$"、
=&.)*%,)、8&*)>#//) 和 ?#"$/@&:).1#*,$’ 等属的菌能降解碱性类

氮化物［%&］。细菌对许多氮化物的降解都是通过最初的酶促

步骤产生二羟化的中间产物，然后以间位（’#1)6）或者是邻

位（ &*12&6）裂解苯环，再进入中心代谢途径———/EF 循环。

微生物可通过这种外围途径扩大底物的摄取范围。

"#! 碱性类氮化物的降解

能 降 解 碱 性 氮 化 物 的 主 要 是 !"#$%&’&()"，也 有

62&%&.&..$"、=&.)*%,)、8&*)>#//) 和 ?#"$/@&:).1#*,$’ 等。嘧啶、

喹啉及其衍生物的降解主要是有氧降解，也有一些是厌氧降



解。以 !"#$%&’&()" 降解喹啉为例（图 !），菌株通常对喹啉

进行单羟化，形成 "#羟喹啉。第二个单加氧酶继续将其变为

"，$#二羟喹啉，进而变为 $#羟香豆素。然后，裂解环形成 "，

%#二羟苯丙酸，再进一步降解。其它的喹啉降解途径都经历

芳香环的氧化和环的裂解。异喹啉的降解途径至今还不清

楚，但是代谢产物的质谱分析表明 !#氧#!，"#二氢异喹啉是

最初的氧化产物［!&，!’］。

图 ! 喹啉的降解途径
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"#" 非碱性类氮化物的降解

在非碱性类氮化物中，吡咯和吲哚很容易被微生物降

解，而咔唑则很难降解。吲哚可由儿茶酚途径降解或直接转

变为色氨酸，也可经龙胆酸盐途径被降解。*+,)+-.#(#" 属的

一个菌株可由以下途径降解吲哚：吲哚（ )874;6）< 吲哚酚

（)874=1; ）< 吲 哚 满 二 酮（ )2-.)8）< 氨 基 苯 甲 酸（-8./5-8);)>
->)7）< 龙胆酸（*68.)2)8)> ->)7）［!］。

虽然咔唑相对难降解，但有报道已分离到降解咔唑的菌

株［!?，!@，!$］。 例 如，A-.4［!@，!B］ 等 分 离 到 的 !"#$%&’&()"
/#"-(&0&/)(" CD!E。首先是咔唑双加氧酶（CDFGH）催化的转

角双氧化（-8*:;-5 7)4=1*68-.)48）生成 "，%#二羟基#"I#氨基联苯

（"I#-J)84K)L/681;#"，%#7)4;），再在环裂解酶 C-5M 的催化下以

间位裂解方式裂解双醇环，进一步在水解酶 C-5C 作用下水

解成 "#羟#"，&#二烯戊酸和氨基苯甲酸，分别经 C-5GN( 和

D8.DMC 等酶的作用后，进入 OCD 循环（图 "）。最初的转角双

氧化很难进行，这可能就是咔唑难被微生物降解的原因。这

种氧化模式不仅针对咔 唑，也 发 生 于 咔 唑 的 类 似 物 氧 芴

（7)K68P43:5-8）的降解中［"E］。

CDFGH 是一种复合双加氧酶，它的底物范围很广，能催

化不同的氧化反应，如：转角双氧化、顺式双羟化、单氧化

等［"!］。它由末端加氧酶 C-5D-（!%"QG-）、铁氧还蛋白组分

C-5D>（!%QG-）和铁氧还蛋白还原酶 C-5D7（%@QG-）组成［""，"%］。

虽然已知的大多数复合双加氧酶的末端加氧酶组分是由大

（!）、小（"）两个亚基组成，但 CDFGH 的末端加氧酶组分只有

一种蛋白 C-5D-，C-5D- 与其它复合双加氧酶的末端加氧酶

组分的大亚基有 "@R S %ER的同源性，是一种新型的末端加

氧酶［"E］。C-5D- 是三聚体，每个单体都有一个［"(6#"A］簇结合位

点和一个 (6 原子结合位点。C-5D> 和 C-5D7 是单体，TDGU
和 TDG,U 都可作为 C-5D7 的电子供体，但 TDGU 比 TDG,U
活性更高。C-5D7 可 被 TDGU 和 TDG,U 还 原，C-5D> 可 被

C-5D7 还原，C-5D- 可被 C-5D>、C-5D7 和 TDGU 还原［""，"&］。

图 " !"#$%&’&()" *#"+(&,&*)(" $%!& 中的咔唑降解途径
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’ 咔唑降解基因的分子遗传学研究进展

A-.4 等［!B，"’］确定和克隆了 !"#$%&’&()" /#"-(&0&/)(" CD!E
中负责咔唑降解的基因。通过应用底物发光类似物 "，%#二
羟联苯，在 1",2#/-,2-) ,&+- 中筛选表达间位环裂解方式酶的

基因库，确定了编码整个咔唑降解途径的基因（图 %），编码

上游 代 谢 酶 的 基 因 组 成 ,)/*)*)3)345*,*% 基 因 簇，两 个

,)/*) 基因除一个碱基对不同外，其余完全相同，因此 ,)/*)
编码的酶有可能是咔唑降解过程的限速酶，基因重叠能提高

这种酶的拷贝数［"&，"?］。操纵子的缺失和互补分析显示 ,)/3)
和 ,)/34 共同编码间位环裂解酶 C-5M［"@］。HF(@ 与其它的降

解酶没有同源性，对于咔唑双加氧酶的活性不是必需的［"?］。

,)/671 基因簇位于 ,)/ 基因簇下游。另外，CD!E 的 )(8*35
基因簇位于 ,)/ 基因簇的上游 "!QK 左右。有趣的是，)(8* 基

因的 ’I端部分碱基与 VA’,)/" 一起由复制型转座转到紧接

,)/*) 基因的上游，形成融合开放阅读框（HF(）———HF(B 和

VA’,)/!，这表明了 ,)/ 基因和它附近基因有新的遗传结构存

&"E! WV A/-8#2/-8 #8 )+ + X*,8) 9-,/&4-&+&.-,) :-(-,)（"EE?）&?（?）



图 ! 咔唑降解质粒 "#$%& 中 !"# 和 "$% 基因簇的基因排列
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在。BCD$!%E 与 BCD$!%; 只有一个碱基对的差异（BCD$!%E 中的

J 在 BCD$!%; 中被 8 取代）。而 !"#& 基因的 DL端与 I:!M 的 DL
端相比，I:!M 缺少 !"#& 基因的 DL端的 ;N%16 长的 OP9，而且

由一个 & 碱基取代了 9J。在被删除的 ;N%16 长的 OP9 中没

有正向重复序列（O:0）或反向重复序列（B:0），这可能利于其

在同源重组或转座中删除。I:!M 的 %L端与 !"# 基因没有同

源性。89;Q 的 $!% 基因和 !"# 基 因 都 位 于 咔 唑 降 解 质 粒

689:; 中。689:; 的核苷酸序列中，$!% 和 !"# 基因簇均位于

R%=1 的转座子 ’"FNRN 中。此外，发现 % 个编码调节子的开

放阅读框，其中的 I:!EE 和 I:!E% 也位于 ’"FNRN 中［E;，EN］。

在 &$(")#*+!$#)% 06$ 9OA; 菌株中，编码二组分 9()OI 的

!"#&,- 基 因 的 表 达 需 要 氨 基 苯 甲 酸 盐 的 诱 导。 而 在

./)01*2*"!/ %)/("*3*%!"/ 89;Q 中，位于 689:; 的 !"# 基因由

A-()启动子转录成一单独的 7:P9。I:!E% 的产物（9():）对

于氨基苯甲酸盐诱导的 A-()转录是必需的，$!%&! 基因的转录

也需要氨基苯甲酸盐的诱导，这暗示了转座的 A-() 启动了氨

基苯甲酸盐诱导的，9(): 调控 $!% 基因的转录［;M，E;，EF，EN］。

通过对 $!%& 基因产物的底物特异性研究，构建了携带

$!%&!，&$ 和 &1，只表达 $!%& 编码蛋白的质粒。该工程菌能

降解多种芳香化合物，包括咔唑，P4甲基咔唑，P4乙基咔唑，

二苯呋喃、二苯并噻吩、荧烷、吩嗪、吩噻嗪、氧杂蒽、联苯、

萘、菲、蒽、荧蒽［EF］。在重组的 89:OI 系统中，虽然铁氧还

蛋白 8-,9* 对于电子传递是不可缺少的，但其它一些还原酶

也可取代铁氧还蛋白还原酶 8-,93。这表明 89:OI 可能与

其它的 氧 化 还 原 体 系 的 电 子 传 递 有 所 差 别，在 8-,9* 和

8-,9- 间有更严格的识别机制［EE］。

’ 国内微生物脱氮的研究进展

目前，国内对微生物降解含氮杂环化合物的研究还处于

起步阶段，总结原因主要有一下几点：（;）相关机构的重视不

够。石油中含有一定量的非烃化合物，如含硫化合物、含氮

化合物、含氧化合物等，其中硫化物的含量较多，氮化物少于

硫化物，而且所包含的种类也比较少。因此，相关的研究人

员都致力于燃料油中有机硫化物的脱除，从而忽略了氮化

物，孰不知氮化物对油品的影响丝毫不亚于硫化物。（E）对

咔唑代谢途径的研究进展缓慢。目前已发现的咔唑降解菌

中只有 ./)01*2*"!/ 06$ 89;Q 的代谢途径较清楚，其他菌株

对咔唑的降解途径均不明。这可能是由于咔唑代谢产物含

量较低，且大多极性强，挥发性差，沸点高，使得常用的化合

物定性分析方法（如 &84SC）行不通。这严重阻碍了对咔唑

代谢途径的研究，与生物脱硫的研究相比，至今人们对有机

氮代谢途径和机理的认识仍然很少，使得微生物脱氮技术难

以投入实际应用。

已 有 报 道，李 力、于 波 等 筛 选 到 一 株 金 色 单 胞 菌

-4%5/)*2*"!/ 06$ TUOPFEM，在其分解咔唑过程中也发现了终

产物邻氨基苯甲酸，但此微生物的有机氮利用谱与已报道的

假单胞菌 ./)01*2*"!/ 06$ 89;Q 不同。而且，初步研究结果

还发现此菌株具有降解有机硫的特性，且性状稳定［D］。目前

本实验室已筛选到专一性降解咔唑的 ./)01*2*"!/ 06$ OP4;
菌株，正在进行脱氮性能的研究。计划构建只保留咔唑降解

第一步反应的突变或重组菌株，避免繁琐的后处理问题和燃

烧值的损失。因此，需要对咔唑降解过程中的酶进一步表

征，并通过遗传操作优化酶系的组成和表达。

( 总论

在目前全球对清洁燃料要求日趋严格的形势下，微生物

脱氮研究将在油品加工领域迅速发展。微生物脱氮可有两

种应用：除氮和降低催化剂中毒。除氮工艺经济与否受部分

含氮碳氢化合物损失的影响。目前的咔唑降解途径类似于

微生物脱硫中二苯并噻吩（O<J）降解的 V+3-7- 途径［%Q］，脱

除氮的同时裂解碳骨架，损失燃烧值，因此无实用价值。或

许我们可以氨基酸的形式回收咔唑氮，用于诸如色氨酸合成

等方面。但是，人们应该更关注可替代的咔唑降解代谢修饰

途径，如 6*$!%1(*(1)/ 06$能释放嘧啶中的氮为氨［M］，类似微生

物脱硫中的“FC”途径［EW，EM］。我们应该致力于找寻微生物脱

氮的“FC”类似途径，只有这样，才能构成商业化微生物脱氮

的基础。总之，在碳氢化合物的炼制过程中，加氢精制仍占

主导，微生物技术并没有被广泛应用。燃料油中氮硫含量的

严格限制迫使我们控制含氮硫的杂环芳香化合物含量。已

有报道，脱氮有助于深度脱硫。韩国 CV 公司发现，加氢脱硫

前预脱除石油中的含氮极性化合物能大大改进加氢脱硫效

率，而且可使加氢脱硫的氢耗比常规技术少 ;QX Y EQX，同

时延长催化剂寿命。目前已知微生物能选择性地氧化石油

中低浓度的含氮和含硫组分，如果攻克主要的工艺技术难

关，同步生物脱氮和脱硫 将 在 石 油 精 炼 中 得 到 大 规 模 的

应用。
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