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不同基质条件下透性处理对脱硫弧菌硫酸盐还原活性

的影响
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摘要: 乙醇透性处理 1 株普通脱硫弧菌 Desulfovibrio vulgaris Hildenborough ( DvH) 强化硫酸盐生物还原活性，研究不同基质条

件下透性处理程度对其硫酸盐还原活性影响． 当以 H2 为电子供体时，10% 乙醇处理的 DvH 硫酸盐还原活性最强，其次为

15% ; 当乙醇浓度 ＞ 15%时，DvH 硫酸盐还原活性显著降低． 当以乳酸为电子供体时，最佳乙醇浓度为 20%，其次为 15% 和

10%，乙醇浓度达到 25%时，DvH 仍保持一定的还原活性． 不同供体条件下 DvH 对透性处理程度的响应不同，是因为 H2 与乳

酸在细胞内发生氧化的位置不同，从而胞内电子传递途径不同． 确保供体与受体之间电子传递链的完整性是合理确定透性处

理程度及透性技术应用的关键．
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Abstract: The Desulfovibrio vulgaris Hildenborough ( DvH) cells permeabilized with ethanol were used as biocatalysts to enhance
hydrogenotrophic sulfate conversion． The effect of permeabilization extent of DvH cells on sulfate reduction was studied in the presence
of different electron donors． When hydrogen was used as an electron donor，the highest level of sulfate reduction activity attained in
cells treated with 10% ethanol ( V /V ) ，followed by 15% -ethanol treated cells． Furthermore，sulfate reduction activity markedly
decreased when the ethanol concentration exceeded 15% ． However，when lactate was used as the electron donor，the optimum ethanol
concentration of the permeabilizing reagent was 20%，followed by 15% and 10% ． Even when ethanol concentration reached 25%，
DvH cells remained their partial activity with lactate． In a word，sulfate reduction activity of DvH cells responded differently in the
presence of different donors． This was because the oxidation process of H2 and lactate occurred at different positions in DvH cells，and
consequently intracellular electron transport pathway differed． To ensure the integrity of the electron transport chain between the donor
and the accepter was a key factor for determining the permeabilization extent and for the application of cell permeabilization technology．
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细胞透性处理技术能够在不破坏细胞整体体系

的情况下，适当增强细胞壁膜的通透性，降低传质阻

力，提高生物催化效率． 透性处理过程简便，方法多

样，已成为生物转化、胞内物质提取、胞内酶原位分

析、固定化细胞制备等领域的有效技术手段
［1 ～ 3］，近

年来水 处 理 领 域 也 开 始 应 用 多 结 合 细 胞 固 定 技

术
［4 ～ 6］． 硫 酸 盐 还 原 菌 ( sulfate reducing bacteria，

SRB) 是革兰氏阴性菌( G － ) ，细胞壁可分为外膜和内

膜两层，脂类在整个细胞壁中占有的比例很高，可达

40%以上． 研究表明，利用有机溶剂适度增强其通透

性可以显著提高硫酸盐还原速率
［7］． 然而，细胞壁膜

通透性改变情况与透性处理方法、剂量以及微生物

类型密切相关． 即使采用相同透性处理方法，同一类

微生物、甚至同一微生物的不同生长阶段，也会由于

细胞壁、膜的组成和结构不同而有很大差别，这增加

了透性处理技术应用的不确定性． 目前，对于硫酸盐

还原菌透性处理及应用的研究较少，为此本研究针对

SRB 外 膜 特 性，以 1 株 普 通 脱 硫 弧 菌 Desulfovibrio
vulgaris Hildenborough ( DvH) 为代表菌株，采用乙醇
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为有机透性剂进行处理，比较分析分别采用 H2 和乳

酸为电子供体条件下，透性处理程度对 DvH 硫酸盐

还原活性的影响，并探讨了作用机制，以期为此项技

术的应用提供支撑．

1 材料与方法

脱硫弧菌是 SRB 的典型菌属，能够利用 H2 作

为无机电子供体，也能利用有机物( 如乳酸) 为电子

供 体． 研 究 选 用 脱 硫 弧 菌 的 代 表 菌 种 DvH
( DSM644) ，购自德国微生物保藏和细胞培养中心

( DSMZ) ，培养基采用 Medium 63［8］．
透性处理步骤: 将1 500 mL 30℃培养 72 h 的菌

液在9 000 r·min －1 4℃下离心 15 min ( 日立 CR22G，

日 本 ) ，收 集 菌 体，用 80 mmol·L －1
磷 酸 盐- 2

mmol·L －1 Na2S 缓冲液( PsBS，pH 7. 0 ) 离心洗涤两

次，用 50 mL PsBS 重新悬浮． 取 5 mL 菌悬液分别

加入 50 mL 不同乙醇浓度的透性试剂中摇匀，4℃下

静置接触 30 min，离心洗涤后重新悬浮于适量 PsBS
即得透性处理的细菌． 透性试剂为 PsBS 添加乙醇

制得，乙醇浓度为 0% ～40% ( 体积浓度) ，通过调节

透性剂中的乙醇浓度来控制透性处理程度． 不含乙

醇的 PsBS( 即 0%乙醇) 同步处理的细菌为对照，所

有操作在无菌厌氧环境下进行．
硫酸盐代谢活性检测: 反应瓶体积 500 mL，培

养基 350 mL，反应瓶置于 30℃ 恒温摇床，振荡速度

100 r·min －1 ． 活性测试基础培养基每升含有如下组

分: Na2HPO4·12H2O 2. 15 g，KH2PO4 0. 54 g，NH4Cl
1. 0 g，MgSO4 0. 06 g，Na2SO4 1. 42 g，混合维生素及

微量元素 2 mL，NaHCO3 0. 168 g，Na2S 2. 4 mmol．
当 用 H2 为 电 子 供 体 时，基 础 培 养 基 中 添 加 2
mmol·L －1 NaAC，与 HCO －

3 共同作为同化碳源( DvH
以 H2 为电子供体代谢时，不能以无机碳为单一碳

源
［9 ～ 11］) ，并添加 2 mg·L －1

的生物素( 维生素 H，过

滤除菌) 促进菌体生长，上方气室充满 H2 /CO2 =
9 /1的混合气( 微正压) ． 其中 NaHCO3 及 Na2S 分别

配制 20 mmol·L －1、240 mmol·L －1
高浓度储备液，独

立灭菌冷却后在厌氧环境下加入，必要时用 HCl 调

节 pH 至 7. 5． 当用乳酸做电子供体时，添加乳酸钠

4. 7 g·L －1，不加 NaHCO3 和 NaAC，气室充满高纯

N2． 硫酸盐浓度采用比浊法
［12］

测定．

2 结果与分析

2. 1 以 H2 为电子供体的 SO2 －
4 还原

不同浓度乙醇处理的 DvH 在以 H2 为电子供

体、可增殖条件下的硫酸盐浓度变化曲线如图 1
所示．

图 1 以氢气为电子供体时硫酸盐浓度变化曲线

Fig． 1 Profiles of sulfate concentration variation

with H2 as an electron donor

由图 1 可见，对照细菌和低浓度乙醇 ( 10% ～
15% ) 处理的 DvH 硫酸盐还原速率逐步提高( 斜率

绝对值逐渐增大) ． 透性处理增强 DvH 硫酸盐还原

速率，这与细胞壁膜通透性增强后胞内 H2 浓度提

高，氢化酶可接触的有效基质浓度增大有关
［13］，本

课题组之前的研究结果也表明，适度透性处理后氢

化酶活性显著提高
［7］． 结合透性细菌增殖能力的检

测结果
［7］，可以解释这一现象: 当乙醇浓度 ＜ 15%

时，DvH 细菌具有增殖能力，随着生物量逐渐增大，

还原速率逐步提高． 然而上述 3 种细菌的硫酸盐还

原速率在不同时间段内变化规律不同，0 ～ 42. 5 h 期

间，与对照细菌相比，10% 和 15% 乙醇处理的细菌

的硫酸盐还原速率 ( 斜率) 较大，这是由于此阶段

DvH 增殖较少，透性处理增大 H2 胞内浓度和氢化

酶活性这一因素的影响占主要地位． 而 72. 5 h 之

后，对照细菌的硫酸盐还原速率超过 15% 乙醇处理

的细菌、但仍低于 10% 乙醇处理的细菌． 这说明

72. 5 h 之后，由于对照细菌和 10% 乙醇处理细菌的

增殖加速，细菌增殖成为提升硫酸盐还原速率的主

导因素． 上述因素综合作用的结果表明，10% 乙醇

处理的细菌由于兼具细胞通透性增强和增殖能力有

效保持两个因素，其还原速率在整个间歇运行阶段

最大． 115. 5 h 后其还原速率减缓，是由于 SO2 －
4 浓

度变低所致．
与低浓度乙醇处理不同，当乙醇浓度为 20% 和

25%时，DvH 硫酸盐还原速率较低，且反应速率( 斜

率) 变化幅度不大． 当乙醇浓度增大到 30% ～ 40%
时，几乎未检测到发生硫酸盐还原过程，此时细胞质

流失严重，氢化酶活性丧失
［7］．
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2. 2 以乳酸为电子供体的 SO2 －
4 还原

当以乳酸为电子供体时，透性处理程度对 DvH
硫酸盐还原活性的影响见图 2． 从中可知，当乙醇浓

度为 20%时，DvH 的硫酸盐还原活性最大，其次为

10%和 15% 乙 醇 处 理 的 细 菌． 比 较 分 析 10% 和

20%乙醇处理 DvH 的代谢活性，与以 H2 为电子供

体的情况显著不同: 一方面，具有增殖能力的 10%
乙醇处理的细菌的硫酸盐浓度变化曲线未出现斜率

绝对值增大的情况，这可能是由于某种原因导致细

菌增殖较慢或者菌体浓度低，使得增殖效应未得到

体现; 另一方面，基本丧失增殖能力
［7］

的 20% 乙醇

处理的 DvH，在 20 ～ 83. 5 h 期间始终维持较高的还

原速率，平均为 11. 4 mg·L －1·h －1 ． 当乙醇浓度提高

到 25%时，尽管 DvH 完全失去增殖能力，其仍具有

一定的硫酸盐代谢活性． 上述现象从氢化酶活性和

细菌增殖能力变化两个方面无法充分解释．

图 2 以乳酸为电子供体时硫酸盐浓度变化曲线

Fig． 2 Profiles of sulfate concentration variation with

lactate as an electron donor

3 讨论

硫酸盐在 SRB 生物体内的还原需要转移 8 个

电子，其代谢是多种酶参与的一系列复杂过程． H2

从能量角度而言是极佳的电子供体，乳酸是研究

SRB 最“经典”的电子供体，可用于培养几乎所有的

SRB，且以乳酸为电子供体培养的脱硫弧菌转为以

H2 为电子供体培养时几乎不存在延滞期
［14］． 同时，

H2 和乳酸是研究硫酸盐还原菌以无机和有机电子

供体生长的两种典型电子供体，因而选用这两种电

子供体进行比较研究具有很强的针对性和代表性．
SRB 以 SO2 －

4 为电子受体的代谢过程中，SO2 －
4

的还原发生在细胞质内
［15］，即对于完整细胞而言，

SO2 －
4 需要穿过细胞壁膜进入细胞质才能实现还原，

透性处理强化细胞壁膜通透性，促进了 SO2 －
4 由胞

外到胞内的传质． 尽管由于两组实验采用的初始细

菌浓度可能不同，无法从还原速率的绝对值进行比

较，但由 2. 1 和 2. 2 节的结果可知，在不同的电子供

体条件下，透性处理程度对于 DvH 的硫酸盐还原活

性的响应差别很大: 当以 H2 为电子供体时，乙醇浓

度超过 15%即对代谢过程产生较大负面影响; 而当

以乳酸为电子供体时，透性剂中乙醇的最高允许浓

度却较高，表现为 20%乙醇处理的 DvH 代谢速率最

快，25%乙醇处理的 DvH 仍具有一定的还原能力．
分析不 同 基 质 条 件 下 电 子 传 递 链 可 以 解 释 这 一

区别．
脱硫弧菌以 H2 /乳酸为电子供体时电子传递过

程如图 3 所示． 全序列 DvH 共有 6 种氢化酶
［16］，4

种位于细胞周质，一般认为这 4 种氢化酶参与完成

H2 的氧化
［17，18］． 当以 H2 为唯一电子供体时，H2 在

细胞周质空间被氧化
［14］，释放质子，形成跨膜的质

子梯度． 电子通过细胞色素 C3 ( TpI-C3 ) 传递到细胞

内部，经过一系列复杂的过程实现硫酸盐还原( 图 3
中实线所示路径) ．

当脱硫弧菌以乳酸等有机物作为电子供体时，

存在两种电子传递过程，且 2 种过程可同时作用．
第一种是乳酸氧化产生的还原力通过位于细胞质内

的［NiFeSe］氢 化 酶 产 生 H2 并 释 放 到 细 胞 周 质

区
［19］，在细胞周质区内，H2 消耗过程与以 H2 为唯

一电子供体的过程相同( 图 3 路径①) ． 第二种是在

细胞质内一系列酶的作用下，电子从供体( 乳酸) 一

步步传递到受体( SO2 －
4 ) ，无 H2 参与环节，即电子传

递链完全位于细胞质内( 图 3 路径②) ． 动力学和热

力学条件协同控制电子流在这两种途径流经的比

例
［20］，但研 究 证 明 产 生 H2 的 环 节 不 是 必 需 的，

Odom 等
［21］

构建了 1 株普通脱硫弧菌的突变菌株，

能以乳酸 /SO2 －
4 生长，但不能利用 H2 做电子供体，

证明 H2 的产生不是必需环节． 普通脱硫弧菌具备

上述两种代谢途径是在进化过程中，为了适用环境

条件改变以便于迅速做出响应而形成的
［14］．

经过乙醇透性处理，DvH 细胞壁膜受到不同程

度的损伤． 在以 H2 为电子供体条件下，乙醇浓度

10% ～15%时，细胞壁外膜通透性增强，细胞膜仍保

持完整，周质空间氢化酶完成 H2 的氧化过程，同时

将电子传递给膜内相关酶完成硫酸盐的还原过程．
当乙醇浓度高于 15% 时，细胞壁破坏严重，周质空

间的氢化酶流失，甚至细胞质流失，导致以 H2 为唯

一电子供体的电子传递链被打断，SO2 －
4 还原无法完

成． 而当以乳酸为电子供体时，即使较高浓度乙醇
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图 3 脱硫弧菌以 H2 /乳酸为电子供体时电子传递过程示意［20，22］

Fig． 3 Schematic diagram of electron transfer process of Desulfovibrio with H2 / lactate as an electron donor

破坏了细胞壁的完整性，菌体仍可以采用第二种代

谢途径( 图 3 路径②) 完成由乳酸到 SO2 －
4 的电子传

递，实现 SO2 －
4 还原，因而乙醇的最高允许浓度可达

到 25% ． 进一步提高乙醇浓度时，由于细胞膜被破

坏，细胞质流失严重，无论采用哪一种电子供体，

DvH 的硫酸盐还原活性都基本丧失．
通过增强 SRB 细胞壁膜通透性促进硫酸盐还

原是一种有效的手段． 为避免透性处理技术应用的

盲目性，应根据所采用的电子供体代谢特点，有针对

性地确定透性处理程度，确保代谢过程电子传递链

的完整性，否则代谢无法完成．

4 结论

( 1) 乙醇透性处理普通脱硫弧菌 DvH，可显著

提高其硫酸盐还原速率． 以 H2 为电子供体时，10%
乙醇处理的 DvH 代谢活性最强，乙醇浓度超过 20%
时 DvH 硫酸盐代谢活性损失较大; 当以乳酸为电

子供体时，最佳乙醇浓度为 20%，乙醇 浓 度 达 到

25%时 DvH 仍保持一定的硫酸盐还原活性．
( 2) H2 与乳酸在细胞内发生氧化的位置不同，

决定了两种基质下，透性处理程度对 DvH 硫酸盐代

谢活性的影响不同． 确保供体与受体之间的电子传

递链完整性是确定合理透性处理程度及透性技术应

用的关键．
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