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一株假单胞菌(Pseudomonas sp.)石油脱有机氮分析 
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摘  要: 为了探讨咔唑降解菌在石油中的脱氮性能, 从研究咔唑降解菌 Pseudomonas sp. XLDN4-9 在双液相系统中降解

咔唑的性能出发, 分别考察了 XLDN4-9 休止细胞体系对原油、润滑油及柴油的脱氮效果, 并借助于 GC-MS 分析了柴油

中咔唑及其衍生物的降解状况。结果表明, 正十四烷-水系统有利于咔唑的降解; 以低氮柴油代替正十四烷, 2 g/L 咔唑

可在 15 h 内降解 95.2%; XLDN4-9 休止细胞体系对原油、润滑油、柴油均有显著脱氮效果。在柴油脱氮过程中, 发现 3 

天后, 99%的咔唑被降解, 四种单甲基咔唑的降解率为 63.4%~87.6%, 二甲基咔唑共降解了 15%。 
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Abstract: Biodenitrogenation of petroleum oil was investigated by a previously isolated carbazole-degrader Pseudomonas sp. 
XLDN4-9. In a tetradecane-aqueous phase system, biodegradation of carbazole was enhanced by the presence of n-tetradecane. 
And strain XLDN4-9 was capable of absorbing 95.2% of 2 g/L carbazole dissolved in diesel within 15 hours. Significant 
denitrogentation of crude oil, diesel and lubricanting oil was detected by strain XLDN4-9. Removal of carbazole, 
methylcarbazole, and dimethylcarbazole in diesel was confirmed by using GC-MS. After 3 days, 99% of carbazole and 15% of 
dimethyl carbazole was degraded. And the removal rate of 1-, 2-, 3-, and 4-methyl carbazole was determined to be 63.4%, 
87.6%, 78.4%, and 66.5% respectively. 
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石油中含氮量通常为 0.02%~0.8%, 我国原油的

含氮量偏高, 最高可达 2%[1]。石油中含氮化合物分

为碱性氮化物和非碱性氮化物, 碱性氮化物主要有

吡啶、喹啉及其同系物等, 非碱性氮化物主要有吡

咯、吲哚、咔唑及其同系物等, 在原油中非碱性化

合物约占含氮化合物总量的 70%~75%[2]。石油中的

含氮化合物在油品加工过程中可引起贵重的催化剂

中毒, 在油品储藏时则降低油品的抗氧化稳定性。
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石油燃烧后含氮化合物以 NOX 的形式排入大气 , 

是酸雨的成因之一。含氮化合物释放到环境中对人

体危害较大, 毒理学实验表明咔唑对鼠生殖细胞具

致突变性[3]。 

石油脱氮技术是石油化工行业的一个活跃的研

究方向 , 石油微生物脱氮技术是一项有潜力的技

术。国际上对微生物的脱氮研究集中于石油中非碱

性含氮化合物的降解, 咔唑成为研究的模式化合物, 

主要原因一是由于咔唑及其衍生物在石油氮化物中

所占比例较高, 二是由于石油中的碱性含氮化合物

较非碱性含氮化合物更易通过有机溶剂提取等方法

去除。虽然与其他含氮有机化合物相比, 咔唑较难

被微生物降解[2], 国际上有多个研究小组从土壤、水

样、活性污泥中筛选获得咔唑降解菌 [4−6]。其中对

Pseudomonas resinovorans strain CA10 开展的研究

最为深入, 其咔唑代谢途径[7]、咔唑降解质粒与咔唑

降解基因簇 carAaBCAcAd[8,9]、咔唑降解关键酶的晶

体结构[10−12]被相继报道。 

国际上针对模式化合物咔唑的生物降解的研究

趋于深入 , 但关于石油生物脱氮的进展则报道较

少。Fedorak 等曾以混合菌群处理原油[13]。Riddle 等

构建了耐有机溶剂的重组菌株 MB1332, 在含

10%(V/V)二甲苯的双液相系统及柴油-水双液相系

统中降解高浓度(0.8%)的咔唑[14]。KilbaneⅡ等曾分

别利用喹啉降解菌 Pseudomonas ayucida IGTN9m 与

咔唑降解菌 Sphingomonas sp 处理页岩油, 研究其中

喹啉、咔唑的降解状况[15,16]。 

假 单 胞 菌 菌 株 XLDN4-9(Pseudomonas sp. 

XLDN4-9)为课题组从土壤中分离的一株咔唑降解

菌 , 其 咔 唑 降 解 基 因 簇 carAaBCAcAd 与 P. 

resinovorans strain CA10 具 99%的同源性[17]。本文

旨在探讨咔唑降解菌在石油中的脱氮性能, 从研究

XLDN4-9 在双液相系统中降解咔唑的性能出发, 分

别考察了 XLDN4-9 休止细胞体系对原油、润滑油及

柴油的脱氮效果, 并借助于 GC-MS 分析了柴油中咔

唑及其衍生物的降解状况。 

1  材料和方法 

1.1  菌株与培养条件 
菌株 XLDN4-9(16S rRNA 基因序列 GenBank 

Accession No. AY278245)以添加葡萄糖的咔唑无机

盐培养基在 30oC, 120 r/min 往复振荡培养。1 L 无机

盐培养基中含 12 g K2HPO4、11 g KH2PO4、2.0 g 

Na2SO4、2.0 g KCl、0.2 g MgSO4·7H2O, 微量金属盐溶

液 1 mL, pH 7.0。１Ｌ无机盐培养基中添加葡萄糖 10 g, 

咔唑 500 mg, 含微量金属盐 FeCl2·4H2O 0.3 g, 

CoCl2·6H2O 0.038 g, MnCl2·4H2O 0.02 g, ZnCl2 

0.014 g, H3BO3 0.0124 g, Na2MoO4·2H2O 0.04 g, 

CuCl2·2H2O 0.0034 g。 

1.2  休止细胞制备 
将菌株 XLDN4-9 培养至指数中后期, 4oC 离心

培养液(5000 r/min, 15 min), 收集菌体细胞以 0.15 

mol/L 的磷酸钾缓冲液 (pH 7.0) 冲洗 2 遍, 重悬于

缓冲液, 调节细胞浓度备用。 

1.3  双液相系统反应 
    反应在 250 mL 磨口瓶进行。以休止细胞磷酸盐

悬浮液作水相, 油相与水相体积之比为 1:1, 总体积

固定为 20 mL, 反应系统置于往复式摇床, 30oC, 转

速为 120 r/min。 

咔唑浓度根据水相体积计算, 正十四烷-水系统

中加入咔唑使之达到 5.0 g/L, 休止细胞浓度约合

4.75 g 干菌体/L; 水-柴油系统咔唑浓度为 2.0 g/L(用

作溶剂的柴油本身总氮含量 1.71 mg/L), 休止细胞

浓度约合 4.95 g 干菌体/L。 

反应中设置 3 个平行, 并设两种对照, 即(1)其

他反应条件相同, 但不加菌体(2)其他反应条件相同,

但以 20 mL 磷酸盐缓冲液代替油水两相。在每个取

样点反应结束后向瓶中加入一定体积的乙酸乙酯 , 

溶解并稀释反应体系中残留的咔唑, 充分振荡后使

静置分层, 取有机相待分析。 

1.4  油品脱氮实验 
实验中所用原油、润滑油、柴油样品由克拉玛

依石化公司提供。 

油品脱氮实验采用双液相反应系统, 在 500 mL
磨口瓶中进行。反应条件同 1.3。原油、润滑油脱氮

实验, 称取油样 3 g, 加正十四烷 6 mL, 与休止细胞

悬浮液等体积混匀; 柴油脱氮实验, 取柴油 5 mL 以正

十四烷稀释 1 倍, 与休止细胞悬浮液 10 mL 混匀。处

理时间为 6 d, 设至少 2 个平行, 并设不接菌体对照。

实验结束后将整个反应瓶中的液体离心, 12000 r/min

离心 30 min, 取上层油相用于样品分析。 



1082    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 June 25, 2008  Vol.24  No.6 

  

Journals.im.ac.cn 

1.5  检测方法 
正十四烷中的咔唑定量分析使用气相色谱仪

(安捷伦 1790, HP-5 毛细管柱)。分析条件：FID 检测

器, 进样器、检测器温度 280oC、柱温 170oC。 

柴油中加入的咔唑与原油、润滑油、柴油中的

氮含量分析, 均采用微库仑法分析总氮(WK-2D 微

库仑分析仪, 江苏电分析仪器厂产)。分析条件: 偏

压 120 mV, 放大倍数 140 倍, 积分电阻 0.4 K。 

柴油脱氮实验中咔唑与烷基咔唑定量分析, 采

用气相色谱质谱联用仪 (Finnigan Model SSQ-710 

GC-MS), 配置 HP-5MS 毛细管柱, 采用 Xcallibur 数

据分析系统[18]。 

2  结果 

2.1  正十四烷对咔唑降解的影响 
在柴油中直链烷烃 C14-C16 可占到 40%以上[19], 

为了认识石油中烷烃类有机溶剂对咔唑降解性能的影

响, 设计了相比为 1:1 的正十四烷-水双液相系统, 比

较了 5 g/L 咔唑在该系统与纯水相的降解的差别(图

1)。实验结果表明, 咔唑的降解速率在双液相系统中比

在纯水相中高, 正十四烷的存在有利于咔唑的降解。 

 

图 1  咔唑在正十四烷-水双液相系统及纯水相中的降解 
Fig. 1  Degradation of carbazole in aqueous phase (□) and 

in the presence of n-tetradecane (■) 
In tetradecane-aqueous phase, 10 mL tetradecane was mixed with 
equal volume of resting cell suspension in a 250 mL screw-cap 
Erlenmeyer flasks, shaking at 30oC, 120 r/min. Cell density 
corresponding to 4.75 g dry cell /L was used. Data is the mean and 
standard deviation of independent triplicates 

 
2.2  以柴油作溶剂咔唑的降解 

石油是多种有机溶剂的复杂混合物, 以低氮柴

油直接作为有机溶剂更能反映出石油中的复杂成分

对咔唑降解的影响。在柴油-水双液相系统中, 经过 15 

h 的处理, 溶于低氮柴油(总氮 1.71 mg/L)中的 2.0 g/L

的咔唑可被菌株 XLDN4-9 休止细胞体系降解

95.2%(图 2), 根据降解曲线计算[16]咔唑的比降解速

率为 0.481 mg/min/g dry cell。 

2.3  石油脱氮 
在双液相系统反应的基础上, 将 XLDN4-9 的休

止细胞体系分别用于处理原油、润滑油、柴油, 在 6

天的处理过程中, 图 3 记录了原油的总氮变化。经

过 6 d 处理, 三种油品总氮均明显下降, 以原油脱氮

效果最显著, 见表 1。 

为了确定油品中被脱除的总氮来源 , 借助于

GC-MS 考察了柴油中咔唑及其衍生物的降解状况。

结果表明, 在处理 3 d 后, 柴油中的咔唑(100 μg/g 油)

可被降解 99%以上, 四种甲基咔唑被不同程度地显

著降解(见表 2)。GC-MS可分辨出 13种二甲基咔唑(总

量 880 μg/g 油), 降解程度不一, 总降解率为 15%。三

甲基咔唑的量变化不显著, 总降解率小于 5%, 在测

定误差范围内, 因此其可生物降解性尚有待验证。 

 

图 2  Pseudomonas sp. XLDN4-9 对溶于柴油中的咔唑的

降解 
Fig. 2  Degradation of 2 g/L carbazole dissolved in diesel by 

resting cells of Pseudomonas sp. XLDN4-9 
Ten-milliliter diesel with total nitrogen 1.71 mg/L was mixed with 
equal volume of resting cell suspension in a 250 mL screw-cap 
Erlenmeyer flasks, shaking at 30°C, 120 r/min. Cell density 
corresponding to 4.95 g dry cell /L was used. Data is the mean and 
standard deviation of independent triplicates 

3  讨论 

在双液相生物处理系统中, 有机相可作为非极

性化合物的良好溶剂 , 形成疏水化合物的贮藏库 , 

化合物在水相中的浓度取决于其在非水相-水相的 
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图 3  Pseudomonas sp. XLDN4-9 对原油的脱氮曲线 
Fig. 3  Denitrogenation in crude oil by Pseudomonas sp. 

XLDN4-9 
Five-gram oil diluted with 5 mL tetradecane was mixed with equal 
volume of resting-cell suspension in a 500 mL screw-cap 
Erlenmeyer flask, shaking at 30°C, 120 r/min. Cell density 
corresponding to 3.4 g dry cell /L was used. Data is the mean and 
standard deviation of independent triplicates 

表 1  Pseudomonas sp. XLDN4-9 对三种油品处理 6 d 的

脱氮效果 
Table 1  Denitrogenation in petroleum oil by Pseudomonas 

sp. XLDN4-9 within 6d-treatment 

Petroleum 
types 

Total nitrogen 
of controls 

(mg/L) 

Nitrogen 
removal 

(%) 

Cell density 
(g dry cell /L)

Crude oil 236.3±2.6 28.6 3.4 

Lubricating oil 693.4±5.4 17.0 7.0 

Diesel 570.0±4.0 12.5 4.6 

 
表 2  Pseudomonas sp. XLDN4-9 处理 3d柴油中甲基咔唑

的降解状况 
Table 2  Removal of methylcarbazoles in diesel by 

Pseudomonas sp. XLDN4-9 within 3d treatment 
 Controls (μg/g diesel) Removal (%)

1-Methyl carbazole 149.3 ±2.3 63.4 

3-Methyl carbazole 73.9±1.5 78.4 

2-Methyl carbazole 81.4±2.0 87.6 

4-Methyl carbazole 106.0±3.0 66.5 

 
分配以及由降解微生物参与的平衡的结果[21]。基于

这个原理, 由正十四烷-水构成的双液相系统可以促进

咔唑的生物降解过程。进一步的研究表明这种促进作

用与有机溶剂的辛醇-水分配系数(logKo/w)有关[20]。 

Riddle 等认为溶剂成分对脱氮酶系有毒害作

用。为了解除石油中的溶剂毒害作用, 他们将咔唑

降解基因簇 carAaBCAcAd 导入耐有机溶剂的宿主中, 

构建了耐有机溶剂的咔唑降解重组菌株 MB1332, 

使之分别在 含 10%(V/V)二甲苯的双液相系统及柴油-

水双液相系统中降解高浓度(0.8%)的咔唑[14]。在本研

究中 XLDN4-9 对溶于柴油中的咔唑的有效降解证明

了咔唑降解菌能够克服柴油中溶剂的毒性降解咔唑。

值得注意的是, 与在正十四烷-水系统中降解性能不同, 

在柴油存在时咔唑的比降解速率为 0.481 mg/min/g 干

菌体, 比在纯水相中 1.74 mg/ min/g 干菌体明显降低, 

表明虽然油品中的复杂成分并未完全抑制咔唑降解酶

系的活性, 但对酶的活性有干扰作用, 这一点在石油

油品脱氮实验结果中再次得到验证。 

国际上虽然针对某类含氮化合物的降解研究较

多, 尤其是对模式化合物咔唑的生物降解研究日趋

深入 , 但关于石油生物脱氮的结果却很少有报道 , 

原油[13]和页岩油[15,16]是被报道过的脱氮对象。由于

氮化物在石油各馏份中分布不均匀, 原油及页岩油

中非碱性含氮化合物相对含量较高, 比较适用于咔

唑降解菌脱氮, 在本研究中原油脱氮实验测得了最

高 的 脱 氮 率 。 KilbaneⅡ 等 曾 用 喹 啉 降 解 菌

Pseudomonas ayucida IGTN9m 的休止细胞体系处理

页岩油, 能够降解 68% 的喹啉, 但仅得到 5%的总

氮脱除率[15], 分析可能跟油品的氮化物的种类分布

有关。KilbaneⅡ等又利用咔唑降解菌 Sphingomonas 

sp.对页岩油脱氮, 去除了其中 95%的咔唑, 50%的

C1 咔唑, 发现对含更多烷基取代基的咔唑无效[16], 

但该文对总氮脱除率未作报道。本研究通过 GC-MS

分析, 发现咔唑降解菌不仅可以降解油品中的咔唑、

甲基咔唑 , 并且对二甲基咔唑也有降解能力 ; 

XLDN4-9 对咔唑、甲基咔唑也表现出更强的降解力。

Fedorak等曾报道一组种类未知的混合菌可以降解含 5

个取代基的咔唑, 表现出以下特征: 咔唑环上的烷基

取 代 基 数 目 越 少 , 越 易 被 微 生 物 降 解 , 即

C1>C2>C3>C4>C5[13], 但目前关于纯菌, 即咔唑降解

酶系对烷基咔唑的降解能力仅有少量报道[16,17]。受检

测手段的限制, 三甲基咔唑的可降解性仍有待验证。 

虽然本文用于脱氮的油品中烷基咔唑的总含量

尚不清楚, 但据报道烷基咔唑的含量在油品含氮化

合物中通常占决定优势[22], 咔唑降解菌对烷基咔唑

的降解性能应是未来生物脱氮领域的拓展方向; 另

外针对不同油品中氮化物种类分布的差异, 拓宽降

解菌的底物范围或者使用不同降解菌的组合是提高

总氮脱除率的研究方向。 
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