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专一性脱硫菌脱硫活性比较与基因保守性研究

熊小超%，# 李望良%，# 李 信% 邢建民%" 刘会洲%

（% 中国科学院过程工程研究所 分离科学与工程青年实验室 生化工程国家重点实验室 北京 %$$$5$）

（# 中国科学院研究生院 北京 %$$$!1）

摘 要：对几株能专一性脱除二苯并噻吩（FG8）中硫元素生成 #9羟基联苯的细菌，即短芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()*+$’）H9
6、德氏假单孢菌（,’*&-./.0"’ -*%"1%*%-$$）H95、小球诺卡氏菌（2.#")-$" 3%.(*)&%"）H91、球形芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’45"*)$#&’）
H9%6、红平红球菌（65.-.#.##&’ *)785).4.%$’）IJJ:59% 和戈登氏菌（9.)-.0$" 0$8$-"）IJJ:K9% 展开研究。对照研究发现它

们对 FG8 及其衍生物的代谢活性存在着一定的差异。为了从基因水平分析造成这些差别的原因，对这几株菌的脱

硫基因展开了研究。根据 65.-.#.##&’ *)785).4.%$’ L48J5 脱硫基因的保守区设计引物，MNH 扩增了 H96、H95 的脱硫基

因。测序结果表明脱硫基因高度保守，与 L48J5 的相关脱硫基因相似性在 11O以上。为了进一步验证不同专一性

脱硫菌的脱硫基因的保守性，MNH 扩增、克隆了 IJJ:K9% 和 H91 的整个脱硫操纵子，结果表明脱硫基因在这两株菌

中也是高度保守的。与 L48J5 的相关脱硫基因相比较：H91 的 -’:7 与 L48J5 的 -’:7 同源性为 11P6O，IJJ:K9% 的

-’:7 与 L48J5 的 -’:7 的同源性为 11P1O；H91 和 IJJ:K9% 的 -’:G 的同源性与 L48J5 的 -’:G 都是 11P1O；H91 的 -’:N
与 L48J5 的 -’:N 同源性是 11P1O，IJJ:K9% 的 -’:N 与 L48J5 的 -’:N 同源性为 11P%O。对比研究认为专一性脱硫嗜

温菌的脱硫基因的起源可能相同。
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加氢脱硫（RFJ）是目前工业上普遍使用的脱硫

方法，但是该方法难以脱除复杂环状有机分子，例如

被用作生物脱硫（GFJ）中的模型化合物———二苯并

噻吩（FG8）中的硫。生物脱硫具有选择性高、反应

条件温和，并且能够有效脱除 FG8 及其衍生物中的

硫的优点［%］。目前发现的具有特异性脱硫途径的细

菌 有 革 兰 氏 阳 性 细 菌（4S ），如 红 平 红 球 菌

（65.-.#.##&’ *)785).4.%$’）L48J5［#］、芽孢杆菌 !"#$%%&’
TD)［3］、戈登氏菌 9.)-.0" TD)［!］等，以及革兰氏阴性

细菌（4E ）假单孢菌 ,’*&-./.0"’ TD)［"］。以 L48J5 作

为研究对象，“四硫途径”脱硫的相关基因被识别与

克隆［6］。F07 序列分析表明，脱硫相关基因包含 3
个基因 -’:7、-’:G 和 -’:N。它们分别编码 3 种酶：

FTU7、FTUG 和 FTUN。这 3 个基因同向转录，-’:7 的

终止密码和 -’:G 的起始密码重叠，在 -’:G 和 -’:N
之间有一个 %$-D 的间隔。

%112 年，F.@=T9I</’T. 等［2］以 多 株 65.-.#.##&’
TD)作为研究对象，阐明了在红球菌中 -’: 基因型的

高度保守性。#$$$ 年 FV</,. 等［5］运用 MNH9F44: 手

段研究了石油污染土壤的菌群改变情况，他比较了

32 个 -’:7 序列，证明其高度保守。其中的 3$ 个序

列与 L48J5 的相似性超过 15O，另两个序列稍有差

别，还有 " 个序列的相似性为 1"O。LTC== 等［1］研究

了嗜热菌 ,"*0$("#$%%&’ TD) 7%%9# 的脱硫相关基因，

分别命名为 8-’:7、8-’:G 和 8-’:N，但是结果表明它

们与红球菌 L48J5 的脱硫基因的同源性并不如前所

述的那么高：8-’:7 编码的蛋白 8WTU7 与 FTU7 的同

源性为 6!P"O；8-’:G 编码的蛋白 8WTUG 与 FTUG 的

同源性为 "!P%O；8-’:N 编码的蛋白 8WTUN 与 FTUN
的同 源 性 为 "%P"O。 另 外 已 经 报 道 的 !"#$%%&’
’&(8$%$’ 的脱硫基因（4.@G<@X <++.TT=’@ 7G$262!"）的

同源性与 L48J5 的脱硫操纵子的同源性不到 2$O，

这与文献报道的脱硫基因高度保守也不相符。

本实验室已经从土壤中分离出几株具有专一性

脱硫途径的细菌，分别是短芽孢杆菌（!"#$%%&’ ()*+$’）
H96、德氏假单孢菌（,’*&-./.0"’ -*%"1%*%-$$）H95、小球

诺卡氏菌（2.#")-$" 3%.(*)&%"）H91 和球形芽孢杆菌

（!"#$%%&’ ’45"*)$#&’）H9%6［%$］、红平红球菌（65.-.#.##&’
*)785).4.%$’）IJJ:59% 和戈登氏菌 IJJ:K9%（ 9.)-.0$"
0$8$-"）等［%%］。随 后 开 展 了 脱 硫 相 关 基 因 的 研 究，



!""#$%& 的 ’ 个脱硫结构基因（!"#()*）分别为 &+’、

&+, 和 &+-./。( 基 因 和 ) 基 因 与 $%&!&’&’’("
)*+,%*&-&./" 012"$ 的相关基因的同源性为 &,,3，*
基因的同源性为 443［&&］。本文首先对这几株专一

性脱硫菌脱硫活性进行比较。随后为了从基因水平

研究这几株菌的脱硫代谢之间的差异，开展了脱硫

相关基因的研究。其中 5%$ 是迄今为止仍然保持高

脱硫活性的不多见的革兰氏阴性（16 ）菌，脱硫相关

基因未见报道。它能脱除含硫量为 -7&89:! 的加氢

脱硫柴油中 7;3的硫［&-］，可见菌株 5%$ 具有很好的

应用开发前景。因此本文对 0")(!&1&23" !).34/)!//
5%$ 和 53’/..(" 6*)7/" 5%7 的脱硫相关基因进行了扩

增与序列分析。为了进一步验证脱硫基因在不同专

一性脱硫菌中的保守性，对 !""#<%& 和 5%4 的脱硫

基因进行了克隆与序列测定。

! 材料和方法

!"! 实验材料

!"!"! 专一性脱硫菌和质粒：本实验采用的菌株见

表 &。=1#>%2 质粒载体购于 ?@A8B9C 公司。

表 ! 专一性脱硫菌株

2C/DB & "=BEFGFE HBIJDGJ@FKCLFAM /CELB@FC
)CELB@FC "AJ@EB "L@CFM NAO

53’/..(" 6*)7/" *1>** ,;P& 5%7
0")(!&1&23" !).34.).!// *1>** ,;P, 5%$
8&’3*!/3 9.&6)*(.3 *1>** ,P$& 5%4

$%&!&’&’’(" )*+,%*&-&./" *1>** ,7Q’ !""#$%&
:&*!&2/3 2/,/!3 *1>** ,P,, !""#<%&

!"!"# 试剂和仪器：二苯并噻吩（R)2）、苯硫醚、

R)2砜纯度为 443，Q，7%二甲基二苯并噻吩（Q，7%
R>R)2）纯 度 为 4;3，以 上 试 剂 均 是 美 国 (E@AI
S@9CMFEI公司产品；二羟基联苯（-%T)?）为日本的

2*0 公司生产；;3< RN( 聚合酶和限制性内切酶均

为 2CUC5C 公司产品；?*5 所用的引物由 2CUC5C 公

司合成。实验中的正己烷和甲醇为色谱纯，其余试

剂为分析纯。2#*TN# ?*5 仪由英国 2BEVMB 公司生

产。

!"# 脱硫特性分析

!"#"! 细菌培养：脱硫细菌生长培养基为 )">［&&］。

其中加入 ,+&88AD:! 二苯并噻吩（R)2）或相应含硫

化合物作为硫源。固体平板由 &+;3的琼脂制成。

细菌在 ’,W、转速为 -,,@:8FM 的摇床上培养。

!"#"# 细菌生长和脱硫活性测定：菌体的生长情

况用比浊法测定，R)2 和 T)? 采用外标法定量［&&］。

脱硫 比 活 性 用 每 克 细 胞 每 小 时 代 谢 R)2 的

量［!8AD:（9·V）］表示。

!"$ 细菌总 %&’ 的提取

分别将单菌落接种于 )"> 液体培养基中，按

XFDIAM 方法［&’］提取总 RN(。

!"( )*+ 与 )*, 脱硫基因的 -.) 扩增和序列测定

为了成功扩增出脱硫基因，首先对在 1BM)CM.
上已 经 公 布 53’/..(" "(6,/./" 的 脱 硫 基 因（1BM)CM.
CEEBIIFAM NAO (),P7PQ;）与 012"$ $%&!&’&’’(" I=O

（1BM)CM. CEEBIIFAM NAO !’P’7’）的脱硫操纵子进行保

守性比对，根据保守区设计引物 =@F8B@& 和 =@F8B@-。

=@F8B@& 的 序 列 是 ;Y%1(122*12*1(**(1121%’Y，
=@F8B@- 的序列是 ;Y%1*21(11211 2(2**1((*%’Y。

?*5 反 应 以 5%7、5%$ 的 总 RN( 为 模 板，以

=@F8B@& 与 =@F8B@- 为引物，在 2#*TN# ?*5 仪上进

行。反应体系：去离子水 &’&!!，&, Z 反应缓冲液

-,!!，-;88AD:! >9*D- &-!!，上、下游引物（-;!8AD:!）

各 Q!!，&,88AD:! HN2? 溶液 -!!，Q,3 二甲基亚砜

-;!!，模板 &!!，;3< 酶 &!!，反应总体积 -,,!!，反应

前分装为 Q 管。反应条件：4QW $8FM；4QW &8FM，

;;W &8FM，P-W -8FM，’, 个循环；P-W &,8FM。同时

设立不加模板 RN( 作为阴性对照反应。反应结束

后取部分 ?*5 产物在 ,+P;3 琼脂糖凝胶上进行电

泳分析。?*5 产物送 2CUC5C 公司测序。设计引物

=@F8B@’、=@F8B@Q 对 !"#( 进行扩增，=@F8B@’、=@F8B@Q
的序列分别是 ;Y%(21(*2*((*((*1(*((%’Y和 ;Y%
2*(21((112212**221*%’Y。 设 计 引 物 =@F8B@;、

=@F8B@7 对 !"#* 进行扩增，=@F8B@;、=@F8B@7 的序列分

别 ;Y%(21(*(*212*(**21((%’Y 和 ;Y%2*(11(
1121((1**111%’Y。其他操作与上述步骤相同。

!"/ )*0 与 12234*! 脱硫基因的克隆与序列测定

根据 012"$ 的脱硫基因序列设计引物如下：上

游 引 物 是 ;Y%1(*((1*22*((*1((*2*(***(((
**(*%’Y，下 游 引 物 是 ;Y%*2*((1*22*1**21(((
*(***2*(2**(*%’Y，上下游引物的 ;Y端均设计了

=/2H"酶切位点，其目的是方便克隆的酶切分析。

?*5 采 用 冷 启 动 法，反 应 条 件：4QW &8FM；4QW
&8FM，;QW &8FM，P-W Q8FM，’, 个循环；P-W &,8FM，

QW保存。取 &,!! 产物进行电泳分析。?*5 产物上

样电泳，利用 RN( 纯化回收试剂盒进行回收，回收

物取 &!! 和 -!! 进行凝胶电泳分析以确认回收物的

浓度。然后按如下体系进行连接；- Z @C=FH DF9CLFAM
/JGGB@ ;!!、2Q RN( DF9CIB &!!、=1#>%2 [BELA@ &!!、纯

化后的 ?*5 产物 ’!!，总体积 &,!!。在 &;W下连接

Q’P 微生物学报 >’,3 ?/’*&6/&.&9/’3 @/2/’3 -,,;，[ADOQ; NAO;



!"。用 #$#%& 法制备感受态细胞，然后用热击法进

行转化反应。通过蓝白筛选结合 !"#’!酶切提取

的质粒检验挑选出阳性克隆。然后将阳性克隆质粒

送至上海基康生物技术有限公司进行测序。

! 结果和讨论

!"# 细菌脱硫特性研究

这 ( 种专一性脱硫菌都可以在以 )*+ 等作为

唯一硫 源 的 基 础 培 养 基 上 生 长。初 始 菌 浓 度 为

$%,-- . -/0，初 始 底 物 )*+ 浓 度 为 -/&112%34，这

( 株菌的生长情况见图 5。

图 # 专一性脱硫菌在以 $%& 为硫源的生长情况

67895 +": 8;2<=" 2> ’:?@%>@;7A$=72B C$D=:;7$ 7B $ )*+ 1:’7@1

由图 5 可以看出各专一性脱硫菌在以 )*+ 为

硫源的培养基上生长状况各不相同，其中 4EEFGH5
生长最为旺盛。它们对 )*+ 代谢速率也不相同，脱

硫速率采用"12% )*+ 降解3"·8 干细胞表示。显示

出了各专一性脱硫菌脱硫速率的差异，IHG 的脱硫

速率最大，达到 0/J&；4EEFGH5 次之，为 !/J(；IH, 的

脱硫速率最低，为 5/&-。由以上可以看出生长状态

良好的细菌其脱硫速率并不一定高。

!"! ’()、’(* 脱硫相关基因的扩增和测序

IH,、IHG 的脱硫基因的 K#I 产物电泳结果分别

如图 & 和图 ! 所示。结果显示通过 K#I 扩增到了

! 个不同大小的 )LM 片段。通过与 )LM 标准比较

推测它们大小分别为：5/!，5/0 和 5/&NC 左右。K#I
的顺利扩增说明脱硫基因的保守性可能较高。

以 IH,、IHG 的总 )LM 为模板 K#I 扩增出来的

! 段)LM 片 段 进 行 了 序 列 测 定。 &’(M 的 长 度 是

5!,&CO，由起始密码 M+P 始，以终止密码 +PM 止，编

码的酶由 0(! 个氨基酸组成，分子量 0Q(,5。&’(* 长

度是 5-QGCO，编码的蛋白质是由 !,( 个氨基酸构成，

分子量 !GQG!。 &’(# 是 5&(0CO，编码一个分子量为

00GG-的由 05J 个氨基酸构成的蛋白质。IH, 、IHG
的这 ! 段基因与已公布的 RP+EG 的脱硫基因比较与

RP+EG 的相关脱硫基因的同源性超过了 QQS。

图 ! +,’ 扩增 ’() 的脱硫基因结果

6789& M1O%7>7D$=72B 2> ’:?@%>@;7A$=72B 8:B:? >;21 IH, CT K#I

U9 4$1$’$ )LM3!"#’! V )*+I# 1$;N:;?；5/ &’(M；&/#2B?:;W:’

?:X@:BD:；!/ &’(#9

图 - +,’ 扩增 ’(* 的脱硫基因结果与 .//01(#、’(2 脱

硫操纵子克隆

6789 ! M1O%7>7D$=72B 2> ’:?@%>@;7A$=72B 8:B:? >;21 IHG CT K#I $B’

$B$%T?7? 2> &’( D%2B:’ O%$?17’

U9 4$1$’$ )LM3!"#’! V )*+I#1$;N:;?；5/#%2B: 2> =": &’( 2O:;2B；

&/ &’(M；!/#2B?:;W:’ ?:X@:BD:；0/ &’(#9

!"! .//01(#、’(2 脱硫操纵子的 +,’ 扩增与克隆

K#I 扩增整个脱硫操纵子扩增出的 )LM 片段

约为 0/(NC。扩增出来的片段不仅包括脱硫基因，

还包括脱硫基因的上游和下游部分序列。由于 K#I
产物 的 两 端 都 有 !"#’!酶 切 位 点，而 载 体 上 和

RP+EG 脱硫操纵子上都没有 !"#’!酶切位点，因此

可以通过用 !"#’!酶切提取的质粒检验克隆是否

成功。图 ! 的结果显示酶切后电泳产生两条带，一

个约 !/-NC，另一个约 0/(NC。电泳结果与预测一

致，表明整个脱硫操纵子片段已克隆成功。

!"- .//01(#、’(2 脱硫基因的测序

核苷酸和氨基酸分析软件为 )LM1$B 和美国国

家 生 物 技 术 信 息 中 心（ L$=72B$% #:B=:; >2;
*72=:D"B2%28T RB>2;1$=72B， L#*R， "==O：33<<<9 BDC7 9
B%19B7" 9 82W3）的 *%$?= 程序。4EEFYH5、IHQ 脱硫基因

的测序的结果显示，这 0 段序列的同源性很高，只有

个别的碱基不同。对 IHQ 而言，M 基因与 RP+EG 的 M
基因的同源性为 QQ/,S。共有 ( 个碱基发生了突

变；第 QJ 个碱基是 P 而不是 M，第 0JJ 个碱基是 #
而不是 +，第 (!( 个碱基是 P 而不是 M，第 (QG 个碱

基中 # 而不是 +，第 ,,0 个碱基是 P 而不是 M。这

(!J&--(，Z2%90( L29( 熊小超等：专一性脱硫菌脱硫活性比较与基因保守性研究



! 个碱基的改变导致了其所编码的蛋白有 ! 个氨基

酸发生了变化。即第 "" 个氨基酸由天冬氨酸突变

成了甘氨酸，第 #$% 个氨基酸由酪氨酸突变成了组

氨酸，第 #&’ 个氨基酸由谷氨酸突变成了甘氨酸，第

(%% 个氨基酸由缬氨酸突变成了丙氨酸，第 ((( 个氨

基酸由谷氨酸变成了甘氨酸。对 )**+,-# 而言，.
基因与 /01*2 的 . 基因的同源性为 ’’3’4；只有一

个碱基发生了突变，即第 "’" 个碱基从 0 突变成了

.，这样也导致了第 #"( 个氨基酸由缬氨酸变成了甲

硫氨酸。由于这些突变并没有改变反应的性质，因

此，以上列出的这些氨基酸并不是活性位点的氨基

酸。最近，56789:8 对 . 酶的研究表明 . 酶只有第

";! 个氨基酸残基的改变才会影响其活性，从而认

为第 ";! 个氨基酸残基才是其活性部位［#;］。这一

研究与上述结果是相符的。

<-’ 和 )**+,-# 的 = 基因与其它的同源性也很

高。二者的 = 基因与 /01*2 的 = 基因的同源性都高

达 ’’3’4。二者各有一处碱基发生了突变。<-’ 的

第 ’$! 处碱基由 . 突变成了 0。这样的变化导致第

"(( 处的氨基酸由天冬氨酸变成了甘氨酸。)**+,-#
的 = 基因的第 (2# 个碱基由 1 突变成了 0，但这样

的变化并没有导致其所编码的氨基酸序列的变化。

<-’ 与 /01*2 的 > 基 因 同 源 性 最 高，达 到

’’3’4。整个序列中，仅有一个碱基发生了突变，即

第 ($! 个碱基由 1 突变成了 >，这样的一个变化导

致其 > 酶上第 2’ 个氨基酸由丝氨酸变成了脯氨酸。

戈登氏菌 )**+,-# 的 > 基因与 /01*2 的同源性为

’’3#4，即 > 基因上有 ## 个碱基发生了突变。它们

依次是第 "2 个碱基由 0 突变成了 >，第 "’ 个碱基

由 > 突变成了 0，第 ’% 个碱基由 0 突变成了 .，第

’# 个碱基由 1 突变成了 0，第 ’( 个碱基由 0 突变成

了 1，第 #(’ 个碱基由 1 突变成了 0，第 #"# 个碱基

由 > 突变成了 1，第 #"( 个碱基由 0 突变成了 >，第

"’" 个碱基由 > 突变成了 1，第 2$" 个碱基由 0 突变

成了 1，第 ##"" 个碱基由 1 突变成了 >。这样的变

化导致其所编码的 > 酶的氨基酸有 & 处发生了变

化。即第 #" 个氨基酸由精氨酸变成了脯氨酸，第

(! 个氨基酸由精氨酸变成了缬氨酸，第 ($ 个氨基

酸由甘氨酸变成了色氨酸，第 "# 个氨基酸由色氨酸

变成了缬氨酸，第 ;; 个氨基酸由丝氨酸变成了苯丙

氨酸，第 (22 个氨基酸由甘氨酸变成了天冬氨酸，第

"&2 个氨基酸由脯氨酸变成了丝氨酸。

<-$、<-2、)**+,-# 和 <-’ 的脱硫结构基因的序

列结果分析表明这些细菌之间脱硫特性之间的差异

并不是由它们的脱硫结构基因不同引起的。上述实

验结果表明，即使不同的细菌之间的结构基因高度

保守，但是各自的脱硫活性和生长状况还是有一定

的差别。这与细菌本身的特性密不可分，例如辅酶

的供给、溶剂耐受性甚至是是否产生表面活剂都对

脱硫活性有影响。

虽然 ?@ABCD 的方法对于研究特定环境下的微生

物的生态组成和整个微生物群落的脱硫基因保守性

十分有效［2］，但是却很难建立单个微生物与脱硫基

因保守性之间的对应关系。上述研究再次证明了脱

硫结构基因在不同地域、不同细菌之间（包括革兰氏

阴性和革兰氏阳性细菌）是极其保守的，说明细菌可

能在一定程度上在利用 ?=1 作为硫源进化上有着

相关性。细菌在专一性降解 ?=1 作为唯一硫源时

表现出高度的经济利用原则：?=1 和它的类似物，如

?=1 砜或硫蒽-’-酮，能诱导脱硫酶的生成；相反，即

使在 ?=1 存在的情况下，硫酸盐或一些含硫化合

物，如甲硫氨酸与半胱氨酸等含硫氨基酸能强烈地

抑制脱硫酶的生成［#!］。?=1 在环境与微生物之间

的作用与一般环境污染物有所不同，?=1 不仅作为

降解型物质参与代谢，而且直接提供细胞生长和代

谢的硫源。一些对环境微生物的研究也表明，微生

物种间的基因的水平迁移是经常发生的［#$］。综合

以上分析可以推断；不同细菌的脱硫基因来源可能

相同，脱硫基因在这些细菌之间的转移也许是以整

个操纵子的形式进行。

! 结论

从脱硫代谢产物分析可以看出；虽然几株菌都

是专一性脱硫，并且都没有中间代谢产物积累，但其

生长情况和脱硫活性存在一定的差异。对照研究发

现短芽孢杆菌（ !"#$%%&’ ()*+$’）<-$、德 氏 假 单 孢 菌

（,’*&-./.0"’ -*%"1%*%-$$）<-2、小球诺卡氏菌（2.#")-$"
3%.(*)&%"）<-’、球 形 芽 孢 杆 菌（ !"#$%%&’ ’45"*)$#&’）

<-#$、红平红球菌（ 65.-.#.##&’ *)785).4.%$’）)**+2-#
和戈登氏菌（9.)-.0$" 0$8$-"）)**+,-# 的脱硫结构基

因和其他专一性脱硫菌一样与 /01*2 相关基因也是

高度同源的，显示出了在进化关系上的相关性。整

个研究表明，脱硫菌脱硫特性的差异并不是由于结

构基因引起的。因此，对细胞整体特性的改造、代谢

网络的分析和对脱硫结构基因调控区域的研究显得

十分必要。

文章 中 涉 及 的 脱 硫 基 因 的 测 序 结 果 已 提 交

0D7=A7E 数据库，<-$、<-2、<-’ 和 )**+,-# 在 ??=,F

$"& 微生物学报 :#8" ;$#).($.%.3$#" <$0$#" (%%!，G6HI;! J6I!



!"#$%&’(#)(* 中的核酸序列数据库索取号分别为

+,-./0.0、+,-./012、34502-16 和 34502-15。
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