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摘要：【目的】旨在构建一株优良的工程菌株，对血红蛋白基因在柴油的生物脱硫领域的应用做初步的探索。

【方法】以德 氏 假 单 胞 菌（ ./012(3(-$/ 20*$4&0*2&&）LF# 为 出 发 菌 株，通 过 基 因 工 程 的 手 段，构 建 透 明 颤 菌

（ 5&#’0(/"&**$）血红蛋白基因表达质粒并电击导入原始菌株，得到重组菌 . > 20*$4&0*2&& LF#F&。【结果】LF#F& 菌

株的 2M 差光谱在 !$" ;@ 处有特征峰出现，表明血红蛋白在脱硫菌中得到了有效表达。LF#F& 菌株和 LF# 菌

株相比，生长得到改善，相同培养条件下菌体密度比 LF# 提高了 &%N，最大脱硫活性能够达到 LF# 的 & J! 倍。

在实际 柴 油 脱 硫 实 验 中，LF#F& 菌 株 能 将 柴 油 的 硫 含 量 降 至 "’ J’ @,4O，脱 硫 率 达 到 ’" J"N，而 LF# 仅 为

3K J&N。【结论】LF#F& 是在较低溶氧条件下仍能保持较高的菌体密度和脱硫活性的基因工程菌株，具有良好

的应用前景，该研究为血红蛋白基因在生物脱硫工业的应用提供参考。
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随着 世 界 经 济 的 发 展 和 人 类 对 能 源 的 持 续 开

发，低硫石油燃料日益减少，高硫石油的开发使用成

为必然。然而硫可使某些催化剂中毒，腐蚀金属设

备，并且高硫石油燃烧产生的硫氧化物排入大气，形

成酸雨，直接危害人类健康和生态 环 境［$］。因 此 对

石油产品进行低成本、高效率的脱硫方法研究就成

为热点。生物脱硫技术（P?9QD-+=R+:?S<.?9;，PT0）选择

性高，专一性强，反应条件温和，能够有效脱除二苯

并噻吩（Q?UD;S9.6?976D;D，TPC）及 其 衍 生 物 中 的 硫，

是催化加氢深度脱硫技术的重要补充，因此越来越

受到国内外研究者的关注［&］。

专一性生物脱硫是一个复杂的耗氧过程，为了

维持一定的脱硫速率，该过程需要保持较高的通气

量，但过高的通气量有可能造成油品不必要的挥发。

透明颤 菌 血 红 蛋 白（ 5&#’0(/"&**$ 6D@9,=9U?;，VWU）是

一种氧结合蛋白，它能提高菌体细胞对氧的利用率，

在菌体密度增加的条件下，不增加系统的供氧量，仍

能使细胞的代谢和生长正常进行，促进细胞更好的

进行产物合成，从而提高细胞中目的产物的产量和

收率［) ( !］。有关血红蛋白基因（ 5&#’0(/"&**$ 6D@9,=9U?;
,D;D，6+)）的应用已有一些文献报道，如 &%%% 年于慧

敏等［3］在产聚!F羟基丁酸酯（XWP）的大肠杆菌中表

达 6+)，大大提高了菌体浓度和细胞中的 XWP 含量。

&%%K 年熊小 超 等［’］构 建 了 异 源 表 达 血 红 蛋 白 的 红



球菌 !""#$%&% !"#，提 高 了 菌 株 对 氧 的 利 用 率，脱 硫

速率得到提高。’(($ 年张立国等［)］利用 !"# 在非硫

细菌中的表达，使得基因工程菌的菌体密度比对照

菌增加了 ’*+ , -’+。

德氏假单胞菌（ $%&’()*)+,% (&-,./&-(//）.%$［$］（/!
(&&&01’& 2 1）是由中国科学院过程工程所分离得到

的一株革兰氏阴性脱硫菌。目前国内外尚无该菌的

血红蛋白基因工程菌构建方面的研究报道。因此，

本研究拟以 .%$ 菌为出发菌株，通过基因工程的手

段，将血红蛋白基因 !"# 表达质粒导入原始菌株，构

建出在较低溶氧条件下仍能保持较高的菌体密度和

脱硫速率的基因工程菌。以期为生物脱硫提供优良

的菌株，并为生物脱硫的工业应用提供参考。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 质粒：本实验所采用质粒 34.155［1］和 36#7%
!"# 分别由中国农业科学院生物所的陈明研究员和

中国科学院过程工程所的熊小超博士惠赠。

! "! "# 主要试剂和仪器：48. 引物由上海生工生物

工程技 术 有 限 公 司 合 成。9:54、!;%5<= 聚 合 酶、回

收与连接试剂盒、限制性内切核酸酶购自宝生物大

连工程公司（5<><.<）。二苯并噻吩（?@5）购自美国

"ABC< 公司；二羟基联苯（’%DE9FGHEIA3DJKEL，’%M@4）购

自日本 58N 公司。正已烷和甲 醇 为 色 谱 纯，其 余 试

剂均为分析纯。

! "! "$ 培养 基：无 机 盐 培 养 基（@"7）及 !@ 培 养 基

参考文献［&(］。

! "# 菌株培养

大肠杆 菌（ 0%12&3/12/, 1)-/）?M0!采 用 !@ 培 养

基，于 -)O，转速为’(( P B的摇床中培养。德氏假单

胞菌采用 @"7 培 养 基，其 中 加 入( Q’ CCGLR!的 ?@5
作为硫源，于 -(O，转速为’(( P B的摇床中培养。

! "$ 脱硫基因启动子及血红蛋白基因的克隆

! "$ "! 引 物：根 据 .%$ 的 脱 硫 基 因 启 动 子 序 列

（6JK@<KS :G 2 ?T(U’&0*）和 透 明 颤 菌 血 红 蛋 白 基 因

序列（6JK@<KS :G 2 !’&U)(）分别设计引物（表 &），扩

增目的基因。

! "$ "# 基 因 的 克 隆： 48. 扩 增 .%$ 脱 硫 质 粒

（&’( SI的线状 质 粒）的 大 小 为)’- I3的 脱 硫 基 因 启

动子 片 段（4(%4）及 大 小 为**& I3的 36#7% !"# 上 的

血红蛋白基因片段（ !"#）。扩 增 的 !"# 不 含 启 动 子

序列，为使 !"# 能在 .%$ 菌株中有效表达，因此克隆

.%$ 脱硫基因启动子，使 !"# 的表达受 4(%4 的调控。

实验方法参考文献［&&］。

表 ! 引物的名称和序列

5<ILJ & 4FACJF K<CJ <K9 VJ=WJKXJ

4FACJF "J=WJKXJ（0Y!-Y） "AZJRI3 .JV[FAX[AGK VA[J

4(%4 & 8;;665;888;888;;;88 &1 56+"
4(%4 ’ ;558568;6558;586865;56 ’’ $%7"
!"# & 5;;8568;688;68;;;88; ’( $%7"
!"# ’ 88;;6855;558;;8868 &$ 8/+9#

! "% 血红蛋白基因表达质粒的构建与鉴定

克隆到的 4(%4 和 !"# 测序验证后经酶切连接构

建载体 37?%4(%4% !"#，37?%4(%4% !"# 与 34.155 质粒

均用 8/+9#和 56+"双 酶 切，连 接 转 化 至 0 2 1)-/
?M0!感受态，在0($BRC! ;C3 的 !@ 平板上培养筛

选含表达质粒的重组菌。表达质粒酶切鉴定后命名

为 34.%4(%4% !"#。构建 图 谱 如 图 &。实 验 方 法 参 考

文献［&&］。

! "& ’()*(!"#* $%& 在原始菌 )*+ 中的表达与鉴定

制备 .%$ 菌 的 感 受 态 细 胞，质 粒 34.%4(%4% !"#
电击 转 化 原 始 菌。 电 转 参 数 为 &0 S\RXC，*((%，

’0$]。-(O温育& D后在含有 ;C3 的 @"7 培养基平

板上培养* 9，挑 取 蓝 色 菌 落 培 养，提 质 粒 并 酶 切 验

证。携带有重组表达质粒 34.%3(%4% !"# 的脱硫重组

菌命名为 .%$%’。

! ", 分析方法

! ", "! 重组菌的 8^ 差光谱测定：血红蛋白类物质

的 8^ 差光 谱 在*&1 KC左 右 具 有 特 征 吸 收 峰，可 以

作为 \MI 的 快 速 检 测 方 法［1］。将 培 养 到 对 数 后 期

的 .%$%’ 细胞以 $((( P B 离心&( CAK，收集菌体后重

悬于 磷 酸 盐 缓 冲 液（&(( CCGLR!，3M) Q0）中，进 行 超

声波破碎。同时设立原始菌 .%$ 作为阴性对照。具

体方法参考文献［U，&’］。

! ", "# 生长细胞脱硫活性的测定：.%$%’ 菌株和 .%$
菌株以 *+的接种量接种于( Q’ CCGLR! ?@5 的 @"7
培养基中培养，设定不同摇床转速培养，以考察 .%$%
’ 菌株和 .%$ 菌株的生长及脱硫差异。按不同时间

取样测 定 菌 体 生 长 和 脱 硫 活 性。 菌 体 生 长 量 以

9:U(( 值表示，脱 硫 活 性 采 用 高 效 液 相 色 谱（M4!8）

进行定量分析（外标法），重复 - 次取平均值，具体方

法参考文献［&(］。

! ", "$ 静息 细 胞 脱 硫 活 性 的 测 定：菌 体 培 养)’ D，

离心收集 菌 体，用 生 理 盐 水 重 悬，制 成 细 胞 浓 度 为

U Q( B 9FE XJLLR! 的静息细胞脱硫催化反应剂，加入终

浓度为& CCGLR!的 ?@5 进 行 脱 硫 反 应，每 ’ D 取 样

进行 M4!8 分析测定脱硫活性，重复 - 次取平均值。

)’(&李焕杰等：血红蛋白基因在脱硫菌 .%$ 中的表达及其在柴油脱硫中的应用 2 R微生物学报（’((1）*1（$）



图 ! 血红蛋白基因表达载体 "#$%#!"#% $%& 的构建图谱

!"# $ % &’()*+,-*"’( ’. !"# /01+/))"’( 123)4"5 16786$%&8 !"# $

! &’ &( 柴 油 脱 硫 活 性 的 测 定：取 7898: 菌 株 和 789
菌株 的 静 息 细 胞 分 别 与 柴 油 样 品（ 硫 含 量 为

;:< => 4#?@）混合（油水相体积比 % A B）进行柴油脱硫

反应，每: C取 油 相 进 行 硫 含 量 的 测 定，以 柴 油 中 的

硫含量（4#?@）降低来表示对柴油的脱硫活性。硫含

量的测定方法采用 76D8:<< 微库仑仪进行 分 析，重

复 E 次取平均值，具体方法参考文献［%<］。

) 结果

) &! 脱硫基因启动子及血红蛋白基因的克隆

分别以 789 脱硫质粒和 1FGH8 !"# 质粒载体为

模板，扩 增 得 到 $%& 1+’4’*/+ 的 6&7 产 物 大 小 约 为

I:; J1，!"# 的 6&7 产 物 大 小 约 为BB% J1，与 预 计 大

小相符，说明产物是特异的。选出扩增得到目的片

9:<% K,3(L"/ @" /* 32 $ ? ’()* +,(-.#,./.",(* 0,1,(*（:<<M）BM（9）
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段的重组质粒，测序分析结果与 !"#$%#& 报道的序

列一致。

! "! 血红蛋白表达载体 #$%&$!"#& $%& 的酶切鉴定

用 ’ () 的方法构建表达载体并对构建成功的载

体进行酶 切 验 证。 将 *+,-+!"#- $%& 转 化 原 始 菌 ,-
.，通过 /0* 抗 性 和 蓝 斑 筛 选 到 含 有 该 表 达 载 体 的

重组菌 ,-.-1。

! "’ %&(&! 菌株的 )* 差光谱分析

将 ,-.-1 菌株 的 无 细 胞 提 取 液 经 过 2%1 31 4) 还

原作用处理后通入 54 气体，随 着 54 的 通 入，溶 液

由无色变为浅红色。)66 #0 7 866 #0之间的差光谱

如图 1 所 示，在)’9 #0左 右 有 一 明 显 的 波 峰 出 现。

54 差光谱结果表明，:;< 在 ,-.-1 菌株中得到了有

效表达。

图 ! %&(&! 菌株的 )* 差光谱

=>? @ 1 54-A>BB"C"#D" E*"DFCG0 HB ,-.-1 DH#F%>#>#? $%& @

! "+ %&(&! 菌株和 %&( 菌株生长状况的对比

,-.-1 菌 株 与 ,-. 菌 株 在 含 有 6 (1 00HIJK L$M
的 $3N 培养基中的生长情况如图 O。其中 %、< 分别

表示转速为166 P ?、.6 P ?的情况菌体生长情况。由

图可见，,-.-1 菌株表现出较高的生长速率，受摇床

转速影响较小。进入生长静止期，,-. 菌的 ’(Q66 为

Q (.，低 转 速 下 仅 为 Q ()；而 重 组 菌 ,-.-1 则 能 达 到

. (’，低转速下进入对数期有所延 迟，但 生 长 后 期 仍

能达到 . (6，菌体密度比原始菌提高了约 16R。

! ", %&(&! 菌株和 %&( 菌的脱硫活性比较

! ", "- ,-.-1 和 ,-. 生 长 细 胞 脱 硫 活 性 比 较：考 察

了 $%& 的表达对脱硫菌体生长过程中脱硫活性的影

响。图 ) 表示的是菌体在生长过程中发酵液的 L$M
消耗和 1-;$+ 生成情况。在转速166 P ?（图 )-/）的

情况下，,-.-1 菌体在8) S几乎能将培养基中的 L$M
降解 9.R，而 ,-. 菌 株 在 T1 S 时 L$M 的 降 解 率 为

.6R。当摇 床 转 速 降 为.6 P ?（图 )-$），虽 然 ,-.-1
和 ,-. 的 脱 硫 活 性 都 下 降 得 十 分 明 显，但 ,-.-1 菌

图 ’ %&(&! 菌株与 %&( 菌株的生长比较曲线

=>? @ O !CHUFS DGCV" HB ,-.-1 %#A ,-.（%：166 P ?；<：.6 P ?）

株受的影响相对较小，在T1 S时仍能降解培 养 基 中

98R的 L$M，而 ,-. 还 不 到 Q6R。表 明 ,-.-1 菌 株

比 ,-. 菌株在低溶氧条件下有着更高的脱硫活性。

图 + %&(&! 菌株与 %&( 菌株在摇床转速为 !.. / 0（1）和

(. / 0（2）下的生长过程脱硫比较曲线

=>? @ ) 5HGCE"E HB L$M A"EGIBGC>W%F>H# <X ?CHU>#? D"IIE HB ,-.-1 %#A ,-.

%F 166 P ?（/）%#A .6 P ?（$）@

! ", "! ,-.-1 和 ,-. 静 息 细 胞 脱 硫 活 性 比 较：为 了

减少菌体生长对脱硫作用的影响，进一步考察了 ,-

916’李焕杰等：血红蛋白基因在脱硫菌 ,-. 中的表达及其在柴油脱硫中的应用 @ J微生物学报（1669）)9（.）
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! 菌株及 "#!#$ 菌株静息细胞脱硫活性 的 差 异。如

图 % 所示，在转速$&& ’ (（图 %#)）的情况下，"#!#$ 菌

株静息细胞在! *几乎能将 +,- 代谢完全，转化成 $#
.,/。"#!#$ 静 息 细 胞 在 $ * 的 最 大 脱 硫 活 性 为

$0 1$!234 +,- 5( 678 9:445*，而 "#! 菌株的最大脱硫

活性 仅 为;< 1%!234 +,- 5( 678 9:445*。 当 摇 床 转 速

降为!& (（图 %#,），"#!#$ 和 "#! 的 脱 硫 活 性 都 有 所

下降，但 "#!#$ 的 最 大 脱 硫 活 性 仍 能 达 到$= 1>!234
+,- 5( 678 9:445*，而 "#! 仅 为;& 1;!234 +,- 5( 678
9:445*，"#!#$ 是 "#! 的 $ 1= 倍。可 见，在 低 溶 氧 的 条

件下，引入了 血 红 蛋 白 基 因 的 "#!#$ 菌 株 仍 然 能 够

保持比较高的脱硫活性。

图 ! "#$#% 菌株与 "#$ 菌 株 静 息 细 胞 在 摇 床 转 速 为 %&&

’ (（)）和 $& ’ (（*）下的脱硫比较曲线

?@( A % B3C7D:D 3E +,- 6:DC4EC7@FGH@3I J8 7:DH@I( 9:44D 3E "#!#$ GI6 "#!

GH $&& ’ (（)）GI6 !& ’ (（,）A

% +! +, "#!#$ 和 "#! 对 柴 油 的 脱 硫 活 性 比 较：为 了

考察工程菌在实际应用中的脱硫性能，比较研究了

"#!#$ 菌株和 "#! 菌株对 柴 油 的 脱 硫 作 用。采 用 起

始硫含量为>$& 1% 2(5K的加氢后柴油，如图 L 所示，

"#!#$ 的 脱 硫 速 率 要 高 于 "#!。最 终，"#!#$ 能 将 柴

油的硫含 量 降 至0L 1L 2(5K，脱 硫 率 达 到 L0 10M，而

"#! 仅 为 %< 1$M。"#!#$ 远 远 低 于 经 过 相 同 条 件 下

"#! 菌株处理的柴油硫含量。

图 - "#$#% 菌 株 与 "#$ 菌 株 的 柴 油 脱 硫 比 较 曲 线（油 水

比 ./0）

?@( AL B3C7D:D 3E 6@:D:4 6:DC4EC7@FGH@3I J8 7:DH@I( 9:44D 3E "#!#$ GI6 "#!A

实验结果表明，与 "#! 菌株相比，引入血红蛋白

表达质粒 N/"#/!"## $%& 的脱硫工程菌株 "#!#$ 具有

更高的脱硫活性，能够明显降低柴油中的硫含量，比

原始菌株 "#! 更具应用价值。

, 讨论

德氏假单胞菌 "#! 是一株具有很好的应用前景

的石油生物 脱 硫 菌 株［;=］，其 生 长 过 程 专 一 性 好 氧，

然而在发酵的后期，菌体密度增大以及代谢产物的

积累会阻碍氧的传递，这势必会影响脱硫反应的进

行。 $%& 的异源表达在一定程度上能改善细胞在低

溶氧条件下的生长状况。本研究将携带有 $%& 的穿

梭质粒在 "#! 中得以表达，"#!#$ 菌株和 "#! 菌株相

比有更大的菌体量，不但在低溶氧的条件下脱硫活

性高于原始菌，在一般的脱硫过程中也表现出较高

的活性，是 "#! 的 $ 1= 倍。在柴油体系中的 脱 硫 也

达到了 L0 10M。因此 "#!#$ 是一株优良的脱硫工程

菌株。

生物脱硫技术能否成功地应用于石油工业，亟

待解决的问题是脱硫菌株的高密度发酵问题。应用

基因工程的方法可以对优良的微生物脱硫菌株进行

改造，构建能更有效脱除石油中硫化物的高效脱硫

工程菌，以期应用于超深度脱硫技术。本研究首次

利用 ’ A !()*+,()!,, "#!，运用基因工程的手段构建了

脱硫能力得到提高的血红蛋白基因脱硫工程菌 "#!#
$，为生物脱硫提供了一株优良的工程菌株，对于血

红蛋白基因应用于石油的生物脱硫领域作了初步的

探索，为脱硫工程菌的实际应用奠定了基础。
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