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摘  要：【背景】菌种诱变尤其是化学诱变已有诸多报道，应用十分广泛，但大多都为常规诱变。这

样的诱变通常不对细胞做任何特殊处理，诱变过程随机、诱变不可控，导致诱变效率低下。【目的】筛

选出耐热的同步脱硫脱氮菌株，对菌种进行改良的耐热诱变，同时对诱变剂进入细胞内外的情况

进行较为详细的探讨。【方法】以脱氮硫杆菌(Thiobacillus denitrificans)为研究对象，对其同时进行

常规诱变和改良的耐热诱变。在改良的诱变中，诱变之前需先采用哌嗪 -1,4-二乙磺酸

(piperazine-1,4-diethylsulfonic acid, PESA)法将对数生长期的细胞处理成易感态，以此改变细胞膜的

透过性，然后分别加入不同体积(0.5‰−3.0‰)的诱变剂硫酸二乙酯(diethyl sulfate, DES)，在设定温

度 45 ℃诱变 20 min。在突变株的筛选上采用升温培养的方式在 47 ℃测试其耐热能力和脱硫脱氮

性能，以得到真正的耐热突变株。另一方面，在菌株诱变的同时，利用 S2O3
2−可终止 DES 诱变的

特性对诱变剂在细胞内外的分布状况进行分析，对不同方案下的实验结果进行较为深入的探讨。

【结果】在得到耐热的同步脱硫脱氮高性能突变株的同时，通过两种方案的对比实验，证实了改

变细胞膜透过性对诱变剂进入细胞内有明显的促进作用。达到同样的诱变效果所需诱变剂的剂量

中，改良的耐热诱变约为常规诱变的 1/10−1/9；诱变剂进入胞内的比率中，前者约占 DES 加入总

量的 41.8%−40.4%左右，而后者仅占 5.6%−4.4%；细菌的正突变率可能与进入胞内的诱变剂剂量

密切相关，改良的诱变中进入胞内的 DES 剂量更适合于得到较高的正突变率，但诱变剂剂量不能

决定单个突变如突变株的耐热性、硫化物高去除率等在哪种情况下或何时发生；证实了诱变剂进
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入胞内的最大剂量取决于细胞自身的承载能力，与诱变方案无关。产物分析实验表明，S2O3
2−可用

于终止 DES 诱变。【结论】对细胞先进行易感态处理后诱变，再通过升温复筛，最终得到 7 株耐

热能力提高的脱硫脱氮高性能突变株，为菌种诱变的相关研究提供新思路。 
关键词：脱氮硫杆菌；改良的耐热诱变；耐热突变株；诱变剂的分布状况 
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Abstract: [Background] Extensive studies have been carried out on strain mutagenesis, 
especially chemical mutagenesis, in strain breeding. However, most of these studies employ 
conventional mutagenesis, which usually does not involve any special treatment of target cells 
and has low mutagenic efficiency due to random and uncontrollable mutagenic process. 
[Objective] To screen thermotolerant strains for simultaneous sulfide and nitrate removal, we 
improved the mutagenic scheme on the target strain and studied the entry of mutagen into the 
cells. [Methods] Both conventional mutagenesis and improved mutagenesis were carried out for 
Thiobacillus denitrificans. In the improved mutagenesis, piperazine-1,4-diethylsulfonic acid 
(PESA) was used to treat the exponential-phase cells into a susceptible state before mutagenesis 
to change the permeability of cytoplasmic membrane, and then different volumes (0.5‰–3.0‰) 
of the mutagen diethyl sulfate (DES) were separately added into the cell suspension for 
mutagenesis at a set temperature of 45 ℃ for 20 min. The thermotolerance and sulfide and 
nitrate removal performance were tested at 47 ℃ to obtain the thermotolerant mutants. During 
the process of strain mutagenesis, we used S2O32−, which could terminate DES mutagenesis, to 
observe the distribution of mutagen inside and outside the cells and compared the experimental 
results under different mutagenic schemes. [Results] We obtained the thermotolerant mutants 
capable of simultaneously removing sulfide and nitrate. The comparison of the two mutagenic 
schemes proved that changing the permeability of cytoplasmic membrane promoted the entry of 
mutagen into the cells. To achieve the same mutagenic effect, the improved mutagenesis only 
needed 1/10–1/9 of mutagen required by conventional mutagenesis. The percentage of mutagen 
entering the cells was 41.8%–40.4% of the total DES added in the improved mutagenesis and 
only 5.6%–4.4% in the conventional mutagenesis. The forward mutation efficiency might be 
closely related to the dosage of mutagen entering the cells, and the dosage in the improved 
mutagenesis was more suitable for achieving higher forward mutation efficiency. However, the 
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dosage of mutagen did not determine under which circumstance or when individual mutation, 
such as thermotolerance or higher sulfide removal efficiency of mutants, probably occurred. The 
maximum dosage of mutagen entering cells depended on cell’s loading capacity and was 
independent of mutagenic schemes. The product analysis showed that S2O32− could be used to 
terminate the mutagenesis triggered by DES. [Conclusion] After treating the cells into a 
susceptible state, mutagenesis was carried out. And then through temperature-rise screening,   
7 thermotolerant mutants with high-performance for sulfide and nitrate removal were obtained, 
providing new ideas for research on strain mutagenesis. 
Keywords: Thiobacillus denitrificans; improved mutagenesis of thermotolerance; thermotolerant 
mutant; distribution of mutagen inside and outside cells 
 
 

油田采出废水中常含有高浓度硫化物(S2−, 
HS−, H2S)[1]。这些硫化物能强烈腐蚀生产设备，

直接排放则会污染环境、危害人体健康，因此

排放前需将这些有毒有害的污染物从废水中除

去[2]。生物法去除这些污染物常用到脱硫微生

物。一些自养型脱硫微生物如脱氮硫杆菌

(Thiobacillus denitrificans)[3-4] 、 排 硫 硫 杆 菌   
(T. thioparus)[5]、氧化硫硫杆菌(Acidithiobacillus 
thiooxidans)[6]等一般都具有良好的同步脱硫脱

氮能力，使用它们可以很方便地去除废水中的

硫化物。这些菌株通常需在常温(20−35 ℃)下才

能充分发挥其脱硫脱氮性能，一旦温度升高到一

定范围如 40−45 ℃，其脱硫能力会大大降低[7]。

然而，含硫废水从油井中的平均出井温度约为

60 ℃，处理过程中温度虽有下降，一般也不低

于 45−50 ℃[8]。若采用生物法进行废水脱硫，

就需要相应的功能菌株至少能耐受 45 ℃的温

度。工业生产和科研中使用的自养型脱硫脱氮

菌种的耐热性能却少有报道能达到或超过

45 ℃。在嗜温性能上，大多数脱硫菌株属于嗜

中温菌(15−45 ℃)，45 ℃对于多数细菌来说已

是生命活动的极限温度[7,9]。这些菌株在 45 ℃下

基本停止生长，其脱硫脱氮性能非常弱。用这

些菌株很难去除油井采出废水中的硫化物，这

就要求筛选出耐热能力达到或超过 45 ℃且脱硫

脱氮性能不低于原始菌株的新菌株。 
获得这些新菌株的常规方式通常是生理性

适应或各种诱变。前者需要相关条件不断强化

刺激，相关刺激取消后，其性能就会衰退。获

得稳定性状的途径则通常采用诱变的方式：单

因素诱变或复合诱变[10-11]。菌种诱变的工作量

大、操作烦琐、效率低下，尤其是化学诱变的

效果差、致死率高、正变率低，不易得到目的

菌株[12]。其中的原因及解决办法则是科研工作

者们一直在努力探索的问题。细胞结构生物学

家们认为，细胞对进出胞内的物质有严格的限

制选择性，这种限制选择性主要通过细胞壁和

细胞膜的功能来实现，这限制了诱变剂进出细

胞的自由度[13]。据目前已有文献[14-15]来看，

已报道的常规诱变则不对细胞的选择透过性做

任何处理，而是忽略或未考虑这些影响因素，

这样的诱变过程只能得到随机的、难以预测的

结果。一直以来，鲜有关于诱变时菌株细胞对

于诱变剂的选择性和透过性等方面的研究报

道。诱变剂能否进入细胞内以及进入胞内的剂

量，对诱变的效果有决定性的影响。因此，本

文尝试改进菌株耐热诱变的方法，通过改变细

胞膜对化学诱变剂的透过性来提高诱变剂对

DNA 的接触和诱变概率，以提高筛选获得耐热

突变高性能菌株的效率，同时对诱变剂进入细
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胞内的状况进行研究，考察诱变发生之前的中

间过程及其对诱变效果的影响。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

脱氮硫杆菌(T. denitrificans) LG-1，本实验

室保存。 

1.2  培养基 
脱硫脱氮自养菌无机盐培养基，参照文献

[16]进行配制。 
脱硫脱氮自养菌无机盐硅胶平板培养基[16]：

取 5 mL 灭菌无机盐培养基溶液[16]，均匀涂布

于已紫外灭菌(≥30 min)的硅胶平板上，待培养

液渗透吸收 30 min 以上且倒置无水滴滴下时，

紫外灭菌 30 min 以上，待用。 
硅胶平板：参照文献[16]制作。 

1.3  主要试剂和仪器 
0.1 mol/L 哌嗪-1,4-二乙磺酸(piperazine-1,4- 

diethylsulfonic acid, PESA)缓冲液配制：参照文

献[17]并做出改进：甘油 12%、0.3 mol/L CaCl2 

15%、PESA 母液 2%。其中，甘油和 CaCl2溶液

121 ℃湿热灭菌 30 min，PESA 母液经 0.22 μm 无

菌滤膜过滤除菌，各组分按上述比例分别添加，

以无菌去离子水补齐所需体积。 
PESA 母液配制[17]：3.024 g PESA 溶于 8 mL

去离子水中，5 mol/L KOH 调 pH 6.7，定容至

10 mL，0.22 μm 无菌滤膜过滤除菌，分成若干

小份，2 mL/小份，−20 ℃冻存，可根据需要量

倍增或倍减。 
DES，色谱纯，菌株诱变剂，天津江天化

工有限公司生产；Na2S2O3，色谱纯，用于终止

DES 诱变，天津第一化学试剂厂生产。 
超微量分光光度计，IMPLEN 公司生产；

场发射扫描电镜，ZEISS 公司；X 射线衍射仪

(X-ray diffractometer)，Rigaku 公司；气相色谱

仪(gas chromatograph, GC)，Agilent 公司。 

1.4  菌株诱变过程 
1.4.1  绘制菌株的生长曲线 

将菌株 LG-1 接入无机盐培养基 [16]，于

(30±1) ℃避光厌氧静置培养，定时取样，660 nm
波长处测其光密度值 OD660，以培养时间为横坐

标，以光密度 OD660 为纵坐标绘制生长曲线，

确定菌株的对数生长期。 

1.4.2  菌株易感态制备 
参照文献[17]并改进，对培养至对数生长期

(此时菌液光密度值 OD660 约为 0.2−0.3)的细胞进

行易感态制备。取 40 mL 菌液冰浴预冷 15 min，
4 ℃、3 000 r/min 离心 15 min，弃上清，40 mL 
PBS 缓冲液(pH 7.0)悬起菌体沉淀，再以同样的

转速、温度和时间离心，重复 3 次，空干残余

液体，收集管底菌体泥，用 10 mL 冰浴 0.1 mol/L 
PESA 缓冲液重悬菌体，冰浴 15 min 后再以

4 ℃、3 000 r/min 离心 15 min，弃上清，空干

残余液体，再用 1 mL 冰浴 PESA 缓冲液悬起管

底菌体沉淀，制成易感态细胞，此易感态细胞

需在冰浴下或−20 ℃存放，且最多存放 10 h，
所以通常为现用现制备。 

1.4.3  菌株的单因素耐热诱变 
取新鲜制备的易感态细胞各 10 mL，分别

加入冰浴 DES 0、5、10、15、20、25、30 μL，

每个体积下的样品制备两份。分别混匀，先冰

浴 2 min，再 45 ℃热激 2 min，然后立即转入冰

浴 2 min[17]。其中第一份立即按照 1.6.1 节所述

进行处理。另一份转入 45 ℃、100 r/min 避光振荡

诱变 20 min。按 2 倍 DES 体积分别加入 1.0 mol/L 

Na2S2O3 终止诱变[18]，再以 1 500 r/min 离心    
5 min，取上层菌液，弃下层沉淀，向菌液中分

别加入无机盐培养基 10 mL，于黑暗处 45 ℃、

100 r/min 振荡培养 2 h 后，以 PBS 缓冲液(pH 7.0)
梯度稀释后取 10−5、10−6稀释液各 100 μL，分别
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涂布于紫外灭菌的硅胶平板培养基[16]，45 ℃黑

暗静置培养 96 h，计数各平板培养基长出的单

菌落，绘制 DES 诱变存活曲线。分别挑取单

菌落接种至试管无机盐培养基中 120−150 r/min
避光振荡培养 96 h，考察筛选到的各单菌株的

脱硫脱氮性能，挑选出耐热能力超过且脱硫脱

氮性能不低于原始菌株的突变株，绘制正突变

曲线。 

1.5  菌株耐热突变遗传性状的筛选 
耐热突变株的升温测试：为避免筛到假阳

性突变株例如生理适应性菌株，将初筛得到的

耐热(45 ℃)高性能脱硫菌株接种于无机盐硅胶

平板培养基[16]，47 ℃避光静置培养，120 h 后

考察生长情况，反复 3 次。挑取平板上长出的

单菌落无菌转入试管无机盐培养液[16]中，无须

再避光，47 ℃静置培养 120 h，测其脱硫脱氮

能力。此温度下的脱硫性能若低于原始菌株，

需在 45 ℃下进一步考察其脱硫效率：若某一突

变菌株 47 ℃不生长，可将其重新涂布于硅胶平

板培养基[16]后 45 ℃培养，进行传代实验，考察

其生长情况和在液体培养基中的脱硫脱氮能

力，进一步排除假阳性菌株。 
最终选取耐热性状稳定、脱硫性能良好的

突变株用于去除油井废水(45 ℃≤T≤47 ℃)中的

硫化物。 

1.6  诱变发生前 DES 在细胞内外的分布

状况分析 
1.6.1  样品预处理 

将 1.4.3 节得到的第一份样品以 1 500 r/min、
4 ℃离心 5 min，取上层菌液和下层沉淀(记为“沉
淀 1”)分别处理。先将上层菌液以 3 000 r/min、
4 ℃离心 15 min，弃上清，收集底部菌体，用

10 mL 冰浴 PBS (pH 7.0)悬起菌体，再以同样的

转速、温度和时间离心，反复 3 次。最后以冰

浴无菌水 10 mL 悬起菌体，进行超声波细胞破

碎(100 W，破碎 10 min)，然后于 4 ℃、1 500 r/min
离心 10 min，弃上清，取下层沉淀，以相同的

温度、时间和转速离心上清液共 3 次，每次弃

上清，收集并用无菌水洗涤沉淀，得到沉淀 2 样

品。向每份沉淀 2 样品中分别加入无菌水调至

10 mL，再分别加入 2 倍于初始 DES 体积的

1.0 mol/L Na2S2O3 溶液[18]。待二者反应后，按

文献[19-20]所述测试溶液中残余 S2O3
2−对应的

光密度值，根据 S2O3
2−的光密度 OD217-浓度 c

标准曲线[19]得到溶液中残余的 S2O3
2−浓度，从

而间接得到进入胞内 DES 的量。 
同理，对沉淀 1 样品也分别洗涤离心后加

无菌水调至 10 mL，再分别加入 2 倍于初始 DES
体积的 1.0 mol/L Na2S2O3 溶液[18]。待反应后，

测试溶液中残余 S2O3
2−对应的光密度值，从而

间接得到胞外 DES 的量。 
比较胞内和胞外 DES 的量，分析这种控制

诱变剂进入细胞的方式对诱变效果可能产生的

影响。 

1.6.2  光密度OD217-S2O32−浓度 c标准曲线[19] 
精密称取 Na2S2O3·5H2O 50.5 mg 置于 50 mL

容量瓶中，加无菌水溶解并定容，避光保存。

精密量取上述新鲜配制的溶液 0.2、0.4、0.6、
0.8、1.0、1.2 mL 分置于 25 mL 容量瓶中，定

容。217 nm 波长下采用超微量分光光度法[20]

测量各溶液的光密度值，绘制 OD217-S2O3
2−浓度

c 标准曲线。 

1.7  常规诱变过程 
取新鲜培养的对数生长期细胞(OD660≈0.2−0.3)

各 10 mL，分别加入 DES 0、50、100、150、
200、250、300 μL，每一体积下的样品分别制

备两份，混匀。其中第一份立即按 1.6.1 节所述

进行处理。另一份按常规方式于 45 ℃、100 r/min
避光振荡诱变 20 min。以 2 倍 DES 体积分别加

入 1.0 mol/L Na2S2O3终止诱变[18]，再以 1 500 r/min
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离心 5 min，取上层菌液，弃下层沉淀，向菌液

中分别加入无机盐培养基溶液 10 mL，于 45 ℃、

100 r/min 黑暗处振荡培养 2 h 后，以 PBS (pH 7.0)
梯度稀释后取 10−5、10−6稀释液各 100 μL，分别涂

布于紫外灭菌的硅胶平板[16]，45 ℃黑暗处静置

培养 96 h，计数各平板上长出的单菌落，绘制

DES 诱变存活曲线。分别挑取单菌落转入试管

无机盐培养基溶液[16]，120−150 r/min 避光振荡

培养，考察筛选到的各突变株的脱硫脱氮性能，

挑选出耐热能力、脱硫脱氮性能均超过原始菌

株的突变株，绘制正突变曲线。 

1.8  参数的检测与计算 
样液中硫化物的检测方法参照文献[21]，对

废水硫化物(以 S2−计)含量进行测定，按公式(1)
计算废水硫化物(以 S2−计)的浓度值： 

y=0.952 9x+0.057 5, R2=0.999 4 (n=6)   (1) 
其中，y 为废水 S2−光密度值 OD665，x 为废水

S2−浓度(μg/mL)，检测范围为 0.02−0.80 μg/mL。 
根据公式(1)计算得到废水中硫化物(以 S2−

计)的各浓度值，按公式(2)计算废水 S2−去除率： 
r=(m−n)/m×100%                   (2) 

其中，r 为 S2−去除率(%)，m 为废水 S2−初始浓

度(μg/mL)，n 为废水 S2−残余浓度(μg/mL)。 
细菌存活率：x=y/z                  (3) 

其中，x 为细菌存活率，y 为诱变后的活菌数，

z 为诱变之前的原始活菌总数。 
正突变率：a=b/c                    (4) 

其中，a 为细菌的正突变率，b 为诱变之后得到

的耐热性能超过且脱硫能力不低于原始菌株的

突变株数目，c 为诱变之后得到的耐热性能超过

原始菌株的突变株总数。 

2  结果与分析 
2.1  菌株的诱变曲线 

实验研究表明，原始菌株在无机盐培养基

中生长的延迟期约为 0−24 h，对数生长期约为

24−72 h，72 h 后进入稳定期(生长曲线图略)。 
对处于对数生长期的细胞参照 Xia 等[22-24]

报道的常规诱变方法进行诱变，结果如图 1 所

示。可以看出，随着 DES 加入量增加，菌株的

存活率一直在降低。当加入量达到 300 μL 时，

其存活率降低到 4.7%，继续增大加入量细菌将

全部死亡。同时，随着 DES 用量增加，菌株的

耐热正突变率先增大后减小。当 DES 用量为

200 μL 时，菌株的正突变率达到最大值 18.9%。

此后随着 DES 用量继续加大，正突变率迅速减

小，这可能是由于 DES 用量增加，细胞快速死

亡所致。当 DES 加入量为 300 μL 时，菌株耐

热正突变率减小到 0.9%，逐渐趋于 0。与下述

的改良诱变相比，不对细菌进行透过性处理，

而只是采用常规方式诱变，结果是低效的。 
相较而言，对菌株先进行易感态处理，然

后诱变，结果表明(图 2)，细胞膜对非营养物质

的透过率增加。随着诱变剂用量增加，有更多

DES 透过细胞膜进入胞内，提高了 DES 与 DNA
接触和诱变的概率。DES 对 DNA 的作用主要

是负向的，导致 DNA 损伤[7,9]，菌株存活率逐步 

 

 
 
图 1  基于常规诱变的菌株诱变结果 
Figure 1  Mutagenic result of the strain based on 
the conventional mutagenesis. 
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图 2  基于改良诱变方案的菌株诱变曲线 
Figure 2  Mutagenesis curve of the strain based on 
the improved mutagenic scheme. 

 
降低。当 DES 加入量为 30 μL、诱变 20 min 时，

菌株存活率仅剩 5.2% (4/77)，继续增加 DES 的

量，细菌将全部死亡。另一方面，随着 DES 用

量增加，菌株的耐热正突变率呈现先增加后锐

减的趋势。当 DES 用量增加到 20 μL 时，正突

变率达到最大值 24.2%，诱变效果显著。然而

文献报道的 DES 单因素诱变的最大正突变率仅

5.56%[24]。新方案得到的正变率也比本实验中的

常规诱变高出 5.3% (24.2%−18.9%)，这个提高

值可能与进入胞内的诱变剂的量有关。由此可

见，改变细胞膜的透过性以提高诱变剂向胞内

的渗透进而提高正变率是可以实现的。只有正

变率提高了，才能从中筛选到性能优异的耐热

突变株。 
本实验的特色之处在于对诱变剂进入细胞

内采取措施进行了控制，而不是像常规方法那

样只是将二者简单混合，让诱变剂随机进入细

胞。这样处理过的细胞，当诱变剂进入胞内时

受抑制的程度显著降低，因而有更多 DES 进入

胞内。量化实验表明，胞内适量 DES 有利于提

高细胞的正变率，结果是这种改良诱变的正变

率比传统诱变提高了 5.3%。 
另外，从两种方案的诱变剂用量对比也可

以看出，对细菌进行易感态处理后，达到同样

的 诱 变 效 果 ， DES 用 量 只 需 常 规 诱 变 的

1/10−1/9，而后者需要更多 DES。实际上常规

诱变中，大部分 DES 被截留在细胞膜外，只有

极少量能进入胞内发挥诱变作用，并且进入胞

内的 DES 可能也不是最适剂量，因而正变率低。 

2.2  突变株的耐热特性 
菌株经易感态处理并诱变后，经反复筛选并

经传代验证，选出 7 株耐热性能(45 ℃≤T≤47 ℃)
超过且脱硫能力不低于原始菌株的典型突变株

(表 1)。实验表明，原始菌株在 30 ℃对废水中

硫化物(以 S2−计)的去除率最高，达到(98.5±0.2)%，

与文献报道的结果基本一致[25-26]；当温度升至

35 ℃ 时，其对硫化物的去除率快速降至

(82.7±0.1)%；当温度为 45 ℃时，菌株几乎不生

长 或 生 长 极 其 缓 慢 ， 脱 硫 效 率 低 下 ， 仅

(9.3±0.2)%，可见温度对菌株的脱硫能力影响很

大。经诱变筛选得到的 7 个突变株耐热能力均

达到 45 ℃，且在同一温度(35、45、47 ℃)下的

脱硫性能均优于原始菌株，诱变效果显著。这

可能是由于突变株的耐热性能提高[27]，因此其

对硫化物的处理效果受温度升高影响不大。也

可能是由于突变株基因组中与硫代谢相关的基

因通过突变得到加强而提高[28]。将这些突变株

分别在其相应耐受温度和 30 ℃交替培养连续

传代 12 次，证实其耐热性能和脱硫脱氮能力稳

定，未发生性状衰退现象，说明其性能为诱变

遗传所获得，而非生理适应性变化。 
在 7 个突变株中，mut 17、mut 43、mut 67

这 3 个突变株均从 47 ℃分离得到，它们在 47 ℃
长势良好且脱硫脱氮性能超过原始菌株。mut 
43 和 mut 17 是耐热能力最强且脱硫效率相对

较高的 2 个突变株，可耐受温度 47 ℃，此时的

S2−去除率分别为(58.5±0.2)%和(56.1±0.3)%，

而 45 ℃的 S2−去除率分别为 (84.4±0.2)%和 
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表 1  突变株的耐热性能及脱硫能力 a 
Table 1  Respective thermotolerance and sulfide removal efficiency of each mutanta 

菌株 
Strain 

S2−去除率 Removal efficiency of S2− (%) 耐受温度 c 
Tolerable temperature 

(℃)c 

诱变剂量 
Mutagenic dosage 
(μL) 

35 ℃   45 ℃ 47 ℃ 

原始菌株 
LG-1Original strain LG-1 

 98.5±0.2b  35 −d 

原始菌株 LG-1 
Original strain LG-1 

82.7±0.1 9.3±0.2 2.4±0.3 35 − 

突变株 mut 5 
Mutant mut 5 

92.3±0.3 84.1±0.2 38.9±0.2 45 10.0 

突变株 mut 9 
Mutant mut 9 

88.7±0.1 83.8±0.3 43.4±0.2 45 15.0 

突变株 mut 17  
Mutant mut 17 

86.9±0.3 82.1±0.1 56.1±0.3 47 20.0 

突变株 mut 43  
Mutant mut 43 

91.2±0.1 84.4±0.2 58.5±0.2 47 10.0 

突变株 mut 67  
Mutant mut 67 

90.8±0.2 83.1±0.2 50.7±0.3 47 20.0 

突变株 mut 79 
Mutant mut 79 

92.6±0.3 85.8±0.1 36.4±0.2 45 15.0 

突变株 mut 92 
Mutant mut 92 

87.6±0.3 82.1±0.2 33.7±0.2 45 25.0 

a：表 1 中未列出硝酸盐氮的去除率；b：30 ℃下原始菌株的 S2−去除率；c：各菌株的耐受温度为其能在无机盐硅胶平

板培养基[16]上生长的极限温度；d：表 1 中“−”表示不对该菌株进行诱变。 
a: The removal efficiency of N-nitrate was not listed in table 1; b: The removal efficiency of S2– catalyzed by the original strain 
at 30 ℃; c: The tolerable temperature of each strain was the maximum value at which it could grow on the inorganic substance 
silica gel culture medium[16]; d: “−” in table 1 indicated that mutagenesis for the strain was not carried out. 
 
(82.1±0.1)%。因此它们都适合作为“中高温”含
硫废水处理工程中的功能菌来使用。其中 mut 
43 是从 DES 加入体积为 10.0 μL 的诱变中筛选

得到，mut 17 为从 DES 加入体积为 20.0 μL 的

诱变中筛选得到，二者的电镜照片分别如图 3、
图 4 所示。 

mut 5、mut 9、mut 79 和 mut 92 这 4 个突

变株为 45 ℃筛选得到。它们在 47 ℃长势不好，

但按 1.5 节所述经多轮复筛，证实其为耐热突

变株，其耐热性能为诱变遗传所获得而非生理

适应性变化。其中，mut 79 在耐受温度 45 ℃的

突变株中脱硫效率最高，为(85.8±0.1)%，并且

在所有突变株中脱硫效率也最高(45 ℃)。mut 
79 筛选自 DES 加入体积为 15.0 μL 的诱变中，

mut 5 筛选自 DES 10.0 μL 的诱变中。由此可见，

脱硫效率高的菌株耐受温度的能力不一定强，

反之亦然，耐热能力强的菌株脱硫效率不一定

最高。对于单个菌株而言，单因素诱发的突变

可能发生在 DNA 上的不同位点，以某一性状为

主：或耐热能力强，或脱硫效率高，双向正突

变(耐热且脱硫能力强)发生于一个细胞上的概

率很低[28]。 
通过对突变株的耐热能力、硫化物最高去

除率和最大正变率对应的 DES 加入体积数(图 2，
表 1)进行对比可以看出，最耐热的突变株对应

的加入体积数与最大正变率对应的体积数并不

必然一致。同样地，硫化物去除率最高的突变

株对应的加入体积数与最大正变率对应的体积 
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图 3  突变株 mut 43 扫描电镜照片(40 000×) 
Figure 3  SEM image of mutant mut 43 (40 000×). 
 

 
 
图 4  突变株 mut 17 扫描电镜照片(40 000×) 
Figure 4  SEM image of mutant mut 17 (40 000×). 
 
数也可能不同。例如，47 ℃时 S2−去除率最大

的 mut 43 对应的加入体积为 10.0 μL，且它在

45 ℃的 S2−去除率仅次于 mut 79，它与最大正

变率对应的加入体积数(20.0 μL)并不一致。脱

硫效率最高的 mut 79 对应的体积数(15.0 μL)与
最大正变率对应的体积数也不相同。最大正变

率反映的是一种群体突变效应，而耐热能力或

S2−最高去除率反映的是一种单一突变现象，这

种不一致性并不矛盾。同一种诱变剂在不同加

入体积下分别得到了不同的突变性状：或耐热

能力强，或脱硫效率高，或正变率得到提高。

据此推测，DES 对 DNA 的诱变可能是非专一

位点诱变或无差别诱变。下一步的研究工作应

从两个方向着手：生理水平上，测试参与脱硫

的或耐热的关键酶活性；分子水平上，进一步

明确突变的精准位点，以进一步探究 DES 诱变

是特异性诱变还是无差别诱变。 

2.3  DES 在细胞内外的分布状况 
2.3.1  S2O32−的光密度 OD217-浓度 c 标准曲线 

S2O3
2−的光密度 OD217-浓度 c 标准曲线方

程：OD217=0.015 3c−0.001 2，R2=0.999 7 (n=6)，
S2O3

2−浓度在 8.00−40.00 μg/mL 范围内线性良

好，超过该范围则呈非线性。 
2.3.2  常规诱变中 DES 在细胞内外的分布

状况 
将 1.7 节得到的 S2O3

2−样品适当稀释后采

用超微量分光光度法[20]于 217 nm 波长下测溶

液紫外吸收值 OD217，再由标准曲线得到与胞内

和胞外 DES 分别反应后剩余 S2O3
2的量，如表 2

所示。将胞内、胞外 DES 分别用 S2O3
2−处理后，

测剩余 S2O3
2−的光密度值 OD217。由光密度值

基于标准曲线得到剩余 S2O3
2−含量(μg)，再将

其换算成体积(μL，表 2)，实验所用 S2O3
2−浓度

c=1.0 mol/L，以质量表示的含量不再显示。 
由表 2 数据可知，与胞内 DES 反应后的剩

余 S2O3
2−远高于与胞外 DES 反应后的剩余

S2O3
2−的量，从而与胞内 DES 反应的 S2O3

2−远

少于与胞外 DES 反应的 S2O3
2−的量。可以预测，

渗入胞内的 DES 的量远少于被截留在胞外的

DES。这一观点将被下面的实验结果所证实。 
另外，可以看出，如果将与胞内 DES 反应

的 S2O3
2−和与胞外 DES 反应的 S2O3

2−二者的量

进行加和(如 2.15+35.82)，此值远小于当初加入

的 S2O3
2−的总量(如 100 μL)。可能是因为与胞内

DES 的反应和与胞外 DES 的反应这两个反应体

系不同。具体原因有待进一步探索。 
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表 2  常规诱变中，S2O32−对应的光密度值 OD217 与其浓度的关系 
Table 2  Relationship between the optical density OD217 of S2O3

2− and its concentration in the conventional 
mutagenesis 
条目 
Item 

DES 加入量 
Dosage of DES added (μL) 

 0 50 100 150 200 250 300 
S2O32−加入量 
Dosage of S2O32− added (μL) 

0  
 

100 
 

200 
 

300 
  

400 
 

500 
 

600 
 

与胞内 DES 反应后的剩余 S2O32− OD217 值* 
OD217 of remaining S2O32− after reacting with intracellular DES* 

0  
 

0.185 
 

0.371 
 

0.372 
 

0.497 
 

0.311 
 

0.374 
 

与胞内 DES 反应后的剩余 S2O32−稀释倍数 
Dilution ratio of remaining S2O32− after reacting with intracellular 
DES 

0  
 
 

2 
 
 

2 
 
 

3 
  

 

3 
 
 

6 
 
 

6 
 
 

与胞内 DES 反应后的剩余 S2O32− 
Remaining S2O32− after reacting with intracellular DES (μL) 

0 
 

97.85 
 

196.29 
 

294.88 
   

393.29 
 

493.19 
 

592.99 
 

与胞内 DES 反应的 S2O32−**  
Dosage of S2O32− reacting with intracellular DES ** (μL) 

0  
 

2.15 
 

3.71 
 

5.12 
  

6.71 
 

6.81 
 

7.01 
 

与胞外 DES 反应后的剩余 S2O32− OD217 值* 
OD217 of remaining S2O32− after reacting with extracellular DES* 

0 
 

0.121 
 

0.241 
 

0.361 
  

0.482 
 

0.399 
 

0.477 
 

与胞外 DES 反应后的剩余 S2O32−稀释倍数 
Dilution ratio of remaining S2O32− after reacting with extracellular 
DES 

0  
 
 

2 
 

2 
 

2 
 
 

2 
 
 

3 
 
 

3 
 
 

与胞外 DES 反应后的剩余 S2O32− 
Remaining S2O32− after reacting with extracellular DES (μL) 

0  
 

64.18 
 

127.60 
 

190.73 
 

254.02 
 

315.93 
 

377.93 
 

与胞外 DES 反应的 S2O32−** 
Dosage of S2O32− reacting with extracellular DES** (μL) 

0 
 

35.82 72.40 109.27 145.98 184.07 222.07 

*数据较多，为便于计算，表 2 中与胞内/胞外 DES 反应后的剩余 S2O32−对应的 OD217 值均采用平均值(n=3)。**此组数值

为与 DES 反应的 S2O32−的量，它不能通过测光密度获得，而是由其加入量扣除剩余量而得到。 
* Due to the large amount of data, and for the convenience of calculation, the optical density OD217 of remaining S2O32− after 
reacting with intracellular/extracellular DES listed in table 2 was the average value (n=3). ** This group of parameters 
represented the dosage of S2O32− that reacted with DES, which couldn’t be obtained by measuring its optical density, but was 
obtained by subtracting the remaining dosage from its total dosage added. 
 

通过表 2 中的与胞内、胞外 DES 分别反应

的 S2O3
2−的量，计算出胞内 DES 和胞外 DES 的

量(以 μL 计)，由此断定常规诱变中 DES 在细胞

内外的分布状况(表 3)。基于表 3 数据至少可得

出如下结论。 
(1) 常规诱变中，细胞膜因未受影响而呈现

正常的选择透过性功能，其允许非营养物质

DES 进入胞内的概率非常小。随着 DES 用量增

大，也许是高浓度的胁迫，其渗入胞内的量逐

渐增加，从而与 DNA 接触并诱变的几率加大。

然而，其渗入胞内的量并不能无限增大，而是

有一个范围域。由表中数据可知，当溶液中 DES
加入量为 0−200 μL 时，其渗入胞内的总量从 0
增至 8.77 μL，增幅较大。结合图 1 可知，当溶

液中 DES 加入量为 200 μL 时，此时恰好可得

到最大正突变率(18.9%)，因此可认为 8.77 μL
接近其最佳渗入量。可见不是 DES 加入得越多

越好。从胞外与胞内 DES 量的对比可知，大部

分 DES 被截留在细胞膜外，只有极少量能渗入

细胞质内，200 μL 应是 DES 在溶液中的最佳加

入量，此时渗入胞内的量约占加入总量 4.4%。

如果继续增加其加入量，会有更多 DES 渗入胞 
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表 3  常规诱变中，DES 在靶细胞内外的分布状况  
Table 3  Distribution of DES inside and outside the target cells in the conventional mutagenesis 
条目 
Item 

DES 加入量 
Dosage of DES added (μL) 

 0 50 100 150 200 250 300 
S2O32−加入量 
Dosage of S2O32− added (μL) 

0 
 

100 
 

200 300 
 

400 
 

500 600  

与胞内 DES 反应的 S2O32−a 
Dosage of S2O32− reacting with intracellular DESa (μL) 

0 
  

2.15 
 

3.71 5.12 
 

6.71 
 

6.81 7.01 

胞内 DES 的量 b 
Dosage of intracellular DESb (μL) 

0 
 

2.81 
 

4.85 6.70 
 

8.77 
 

8.90 9.17  

与胞外 DES 反应的 S2O32−a  
Dosage of S2O32− reacting with extracellular DESa (μL) 

0 
 

35.82 
 

72.40 109.27 
 

145.98 
 

184.07 222.07 

胞外 DES 的量 b 
Dosage of extracellular DESb (μL) 

0 
 

46.84 
 

94.68 142.89 
 

190.90 
 

240.71 290.41 

理论计算与实际加入的差量 
Difference between calculated value and dosage  
added (μL) 

0 
 

−0.35 
 

−0.47 −0.41 
 

−0.33 
 

−0.39 −0.42 

DES 渗入胞内的比率 c 
Percentage of DES entering cellsc (%) 

0 5.6 4.9 4.5 4.4 3.6 3.1 

a：与胞内/胞外 DES 反应的 S2O32−的量来源于表 2 中的相应数据。DES 比重：ρ1=1.179 g/mL (20 ℃)。b：DES 渗入胞内

的量/胞外的量为通过计算与之反应的 S2O32−的消耗量而得到。c：DES 渗入胞内的比率为胞内 DES 的量与通过计算得

到的 DES 总量的比值，如：2.81/(2.81+46.84)×100%=5.7%，其余类推。 
a: The dosage of S2O32− reacting with intracellular/extracellular DES came from the corresponding value in table 2. The 
specific gravity of DES: ρ1=1.179 g/mL (20 ℃). b: The dosage of intracellular/extracellular DES was obtained by calculating 
the consumption of S2O32− that reacted with it. c: The percentage of DES entering the cells was the ratio of the dosage of 
intracellular DES to the total DES calculated, for example, 2.81/(2.81+46.84)×100%=5.7%, and so on for the rest. 
 
内，但增加趋势已明显减小，似乎逐渐接近饱

和。这时其对细胞的毒害作用也逐渐显现，并

超过对细胞的正向诱变作用[28]。当 DES 用量达

到 300 μL 时，其渗入胞内的量约为 9.17 μL，

结合图 1 可知，此时细胞仅存活 4.7%，对应的

正变率仅 0.9%，溶液中几乎无活菌。这些多余

的量(相对于 8.77 μL)除了对 DNA 造成损伤外，

也可能影响到细胞内的其他大分子物质如某些

蛋白酶的功能，这也许是存活率和正变率均快速

下降的主要原因之一。另一方面，虽然有 8.77 μL 
DES 进入细胞内，但可以假设这些 DES 并非全

部作用于 DNA。细胞有严格的自我保护机制，

有相应的酶系如降解酶、修饰酶、修复酶等保

护 DNA 不受损伤[7,9]。因此，进入胞内的 DES

在与 DNA 接触前可能先被胞内酶降解掉大部

分，只留下极少部分，这余下的极少部分进入核

内作用于 DNA，使之发生突变。 
(2) 从 DES 渗入胞内的比率来看，当 DES

用量为 0−200 μL 时，仅有约 5.6%−4.4%渗入了

胞内，细胞膜的正常功能限制了它的进入。当

DES 用量超过 200 μL 时，其渗入胞内的比率快

速下降，说明 200 μL 是本次诱变中 DES 加入

量的拐点，与上述结论一致。同时也说明渗入

胞内的 DES 有限，而胞外剩余较多。能渗入胞

内的 DES 最终会达到饱和，本次诱变的饱和量

为 9.17 μL，继续增大加入量，细胞将全部死亡

(图 1)。渗入比率变化不大也说明细胞能承载的

DES 可能是按一定比率增加，直至饱和，所以



 
刘怀珠 等 | 脱氮硫杆菌改良的耐热诱变及其诱变特性 179 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

溶液中加入过多量诱变剂如 DES 并不能起到太

大作用，只要确保能接近其最佳渗入量即可。

然而，现实实验中找到其最佳加入量并非易事。

如果想仅通过增加诱变剂的量来提高正变率不

易实现，必须通过其他途径来达到此目的，如

改变细胞膜的透过性等。 
(3) 需要指出的是，上文中提到的 DES 渗

入量如 8.77 μL、9.17 μL 等为实验体系中所有

个体细胞内 DES 渗入量的总和，而非单个细胞

内的渗入量，它是个统计学数值。下述的改良

诱变中也是如此。 

2.3.3  改良的诱变中 DES 在细胞内外的分

布状况 
与常规诱变中的样品处理类似，将 1.6.1 节

得到的 S2O3
2−样品适当稀释后在 217 nm 波长下

测其光密度值，再根据标准曲线得到与胞内和

胞外 DES 分别反应后剩余 S2O3
2−的量(表 4)。 

可以看出，用 S2O3
2−将胞外、胞内 DES 分

别“中和”处理后，测剩余 S2O3
2−对应的光密度

值，从标准曲线分别得到其对应含量，再计算

出与胞内、胞外 DES 分别反应的 S2O3
2−的量，

同理常规诱变，以体积计(μL)。首先可以看出， 

 
表 4  改良的诱变中，S2O32−对应的光密度值 OD217 与其浓度的关系 
Table 4  Relationship between the optical density OD217 of sodium thiosulfate and its concentration in the 
improved mutagenic scheme 
条目 
Item 

DES 加入量 
Dosage of DES added (μL) 

 0 5 10 15 20 25 30 
S2O32−加入量 
Dosage of S2O32− added (μL) 

0 
 

10 
 

20 
 

30 
 

40 
 

50 
 

60 
  

与胞内 DES 反应后的剩余 S2O32− OD217 值* 
OD217 of remaining S2O32− after reacting with intracellular DES* 

0 
     

0.160 
 

0.321 
 

0.484 
   

0.428 
   

0.546 
   

0.501 
 

与胞内 DES 反应后的剩余 S2O32−稀释倍数 
Dilution ratio of remaining S2O32− after reacting with 
intracellular DES 

0 
   
   

2 
 
 

2 
  
  

2 
  
  

3 
  
  

3 
  
  

4 
 
 

与胞内 DES 反应后的剩余 S2O32− 
Remaining S2O32− after reacting with intracellular DES (μL) 

0 
  

8.50 
 

16.99 
  

25.54 
  

33.91 
  

43.22 
  

52.88 

与胞内 DES 反应的 S2O32−** 

Dosage of S2O32− reacting with intracellular DES** (μL)  
0 
   

1.50 
 

3.01 
  

4.46 
 

6.09 
  

6.78 
  

7.12 
 

与胞外 DES 反应后的剩余 S2O32− OD217 值* 
OD217 of remaining S2O32− after reacting with extracellular DES* 

0 
 

0.299 
 

0.296 
  

0.440 
  

0.392 
  

0.480 
  

0.422 
 

与胞外 DES 反应后的剩余 S2O32−稀释倍数 
Dilution ratio of remaining S2O32− after reacting with 
extracellular DES 

0 
 

− 
 

2  
   

2 3 
  

3 
 

4 
 

与胞外 DES 反应后的剩余 S2O32− 
Remaining S2O32− after reacting with extracellular DES (μL) 

0 
 

7.91 
 

15.63 
   

23.23 
  

31.05 
  

37.99 
 

44.58 
 

与胞外 DES 反应的 S2O32−** 

Dosage of S2O32− reacting with extracellular DES** (μL)  
0 2.09 4.37 6.77 8.95 12.01 15.43 

*与表 2 中的光密度值类似，表 4 中与胞内/胞外 DES 反应后剩余 S2O32−对应的 OD217 值均采用平均值(n=3)。**此组数值

为与 DES 反应的 S2O32−的量，它不能通过测光密度获得，而是由其加入量扣除剩余量而得到。 
* Similar to the optical density in table 2, the OD217 of remaining S2O32− after reacting with intracellular / extracellular DES listed in 
table 4 was averaged (n=3). ** This group of parameters represented the dosage of S2O32− that reacted with DES, which couldn’t be 
obtained by measuring its optical density, but was obtained by subtracting the remaining dosage from its total dosage added. 
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与胞内 DES 反应后的剩余 S2O3
2−多于与胞外

DES 反应后的剩余 S2O3
2−的量，则与胞内 DES

反应的 S2O3
2−少于与胞外 DES 反应的 S2O3

2−的

量，推测被截留在胞外的 DES 多于渗入胞内的

DES。与常规诱变相比，新方案中不仅加入

S2O3
2−的总量少(约为前者 1/10)，而且其与胞内

DES 发生反应的比例反而更高。 
同样可以看出，与常规诱变类似，与胞内

DES反应后的剩余S2O3
2−和与胞外DES反应后的

剩余 S2O3
2−之和不等于加入总量[以体积计，如

(8.50+7.91)≠10.00 μL 等]。同理，与胞内 DES 反应

的 S2O3
2 和与胞外 DES 反应的 S2O3

2−之和也不等

于开始加入 S2O3
2−的总量[如(1.50+2.09)≠10.00 μL

等]。胞内的反应和胞外的反应可能存在两套反应

体系，情况各不相同，具体原因有待分析。 
通过表 4 中的与胞内和胞外 DES 分别反应

的 S2O3
2−的量推算出渗入胞内的 DES 和被截留

在胞外的 DES 的量，由此判断改良诱变中 DES
在细胞内外的分布状况，列于表 5 中。对表 5
中数据分析如下。 

(1) 将细胞处理成易感态再诱变，只需少量

DES 即可达到同样的诱变效果，甚至高于常规

诱变。如前所述，在某一突变率或存活率下，新

方案所加 DES 只需常规剂量的 1/10−1/9 (2.1 节)。
可见对细胞进行易感态处理，确实改变了细胞

膜的透过性，细胞不再对 DES 有更高的识别度，

DES 更容易渗入细胞质内，进而造成诱变。 
(2) 即使在低浓度下，DES 也不能全部进

入细胞内，仍有一部分被截留在细胞膜外。当

DES 浓度升高后，其渗入胞内的量会显著增加，

也许是诱变剂高浓度胁迫的结果。当溶液中

DES 加入量为 0−20 μL 时，其渗入胞内的量从

0 增至 7.96 μL。结合图 2 可知，恰好此时正变

率达到最大值 24.2%，高于常规诱变的最大正变

率(18.9%)约 5.3% (2.1 节提及)，诱变效果显著。

于最大正变率而言，可能 7.96 μL 是比 8.77 μL
更合适的剂量，但有待验证。此后，当 DES 加

入量从 20 μL 增至 30 μL 时，其向胞内渗入的量

仍在增加，从 7.96 μL 增至 9.31 μL，但增幅显

著缩小，并且正变率也开始减小。可见溶液中

DES 最佳加入量为 20 μL，它向胞内的渗入量

约占总量的 40.4%，此时的正向诱变效应达到

最佳状态。可以看出，不论是改良的诱变还是

常规诱变，以其最大正变率对应的 DES 体积

数与其最佳加入量的对应关系，可以认为最大

正变率这一群体突变现象与渗入胞内的诱变

剂的量密切相关。相比较而言，胞内渗入量与

2.2 节中提到的单一突变现象如耐热能力提高或

S2−最高去除率可能并无直接对应关系，胞内渗

入量不能决定单一突变现象的发生。单一突变

现象可能与 DES 分子掺入 DNA 位点的随机性

有关[9,28]。 
继续增大 DES 加入量，细胞内逐渐接近饱

和。此过程中，过多诱变剂导致的致死效应逐

渐超过其正向诱变效应[28]。到 30 μL 时，菌株

存活率仅剩 5.2%，正变率为 0。 
(3) 改变细胞膜透过性可以增加 DES 渗入

量的另一个参数是 DES 渗入胞内的比率。一方

面，DES 用量在 0−20 μL 时，其渗入胞内的比

率约为 41.8%−40.4%。而常规诱变的这一数值仅

4.0%左右，约为前者的 1/10。很明显易感态细

胞更有利于诱变剂进入胞内，证明了对菌种诱

变的可行性。另一方面，当 DES 加入量超过 20 μL
时，DES 渗入胞内的比率同样快速下降，除了

与添加量急剧加大(而渗入量增加有限)有关外，

可能也与其致死率快速增加有关。常规诱变中，

DES 进入胞内只能依赖于随机性，而且需要较

大的量才能达到同样的诱变效果。而对细胞先

处理后诱变，诱变剂进入胞内的比率会加大，诱

变只需更少的剂量即可。 
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(4) 对比常规诱变(表 3)和改良诱变(表 5)
的结果可以看出，尽管不同方案达到同样的诱

变效果需要加入的诱变剂剂量不同，不管哪种

方案下，DES 在细胞内的致死剂量大致是相似

的，进入胞内的 DES 最多为 9.17−9.31 μL 之间，

细胞能承载的剂量不能超过这个范围，否则很

快全部死亡。由此可得出结论，不管哪种诱变，

进入胞内的 DES 剂量最终与诱变方案无关，可

能与细胞内所能承载的量有关。改变细胞膜的

透过性能减少诱变所需诱变剂的剂量、增加诱

变剂渗入胞内的比率并因此提高正突变率，但

并不能改变细胞所能承载的最终剂量。 

2.3.4  S2O32−终止 DES 诱变的产物验证 
(1) 产单质硫的验证 
S2O3

2−与 DES 反应后的产物溶液呈较强的

酸性，调 pH 至中性，以 6 000 r/min 离心 15 min，

取上清液和沉淀分别处理。其中的沉淀呈微黄

的乳白色，根据反应特性初步断定为单质硫

(S0)。参照文献[29-30]对其进行预处理：无菌去

离子水冲洗产物表面至无杂质存在，减压抽滤

后 80 ℃烘干 2 h，扫描电镜对其扫描分析，如

图 5 所示。产物呈近似菱形结构，表面光滑、

结构致密、杂质含量较少。 
对硫颗粒同时进行 XRD 结构分析。结果表

明，较强的衍射峰出现在 2θ为 23.082°、25.879°、
26.749°、27.769°和 28.680°处，如图 6A 所示，

空间群形式为 Fddd，对应 S0 的(222)、(026)、
(311)、 (040)和 (313)晶面族，与 S8 标准图谱

(08-0247) (图 6B)对比，出峰基本吻合，表明生

成 S0 的主要存在形式为 S8，即斜方硫，常温可

稳定存在。斜方硫已有诸多报道[30-32]，与本实

验中得到的结果一致。 
 
表 5  改良的诱变中 DES 在靶细胞内外的分布状况  
Table 5  Distribution of DES inside and outside the target cells in the improved mutagenic scheme 
条目 
Item 

DES 加入量 
Dosage of DES added (μL) 

 0 5 10 15 20 25 30 
S2O32−加入量 
Dosage of S2O32− added (μL) 

0 
 

10 
 

20 
 

30 
 

40 
 

50 
 

60 
 

与胞内 DES 反应的 S2O32−a 
Dosage of S2O32− reacting with intracellular DESa (μL) 

0 
 

1.50 
 

3.01 
 

4.46 
 

6.09 
 

6.78 
 

7.12 
 

胞内 DES 的量 b 
Dosage of intracellular DESb (μL) 

0 1.96 3.93 5.83 7.96 8.87 9.31 

与胞外 DES 反应的 S2O32−a 
Dosage of S2O32− reacting with extracellular DESa (μL) 

0 2.09 4.37 6.77 8.95 12.01 15.43 

胞外 DES 的量 b 
Dosage of extracellular DESb (μL) 

0 
 

2.73 
 

5.71 
 

8.85 
 

11.70 
 

15.71 
 

20.17 
 

理论计算与实际加入的差量 
Difference between calculated value and dosage added (μL) 

0 
 

−0.31 
 

−0.36 
 

−0.32 
 

−0.34 
 

−0.42 
 

−0.34 
 

DES 渗入胞内的比率 c 
Percentage of DES entering cellsc (%) 

0 41.8 40.8 39.7 40.4 36.4 31.6 

a：与胞内/胞外 DES 反应的 S2O32−的量来源于表 4 中相应数据。b：DES 渗入胞内的量/胞外的量为通过计算与之反应
的 S2O32−的消耗量而得到。c：DES 渗入胞内的比率为胞内 DES 的量与通过计算得到的 DES 总量的比值，如：
1.96/(1.96+2.73)×100%=41.8%，其余类推。 
a: The dosage of S2O32− reacting with intracellular/extracellular DES came from the corresponding value in table 4. b: The 
dosage of intracellular/extracellular DES was obtained by calculating the consumption of S2O32− that reacted with it. c: The 
percentage of DES entering the cells was the ratio of the dosage of intracellular DES to the total DES calculated, for example, 
1.96/(1.96+2.73)×100%=41.8%, and so on for the rest.  
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图 5  单质硫的外观形态(10 000×) 
Figure 5  Appearance of elemental sulfur (10 000×).  
 

 
 
图 6  单质硫的存在形式 
Figure 6  Existence form of elemental sulfur. 

 
(2) 产物乙醇的验证 
对上述离心得到的上清液进行气相色谱

(GC)分析，结果如图 7 所示。标准谱图中，乙

醇出峰时间为 3.527 min；样品谱图中，产物出

峰时间 3.532 min。对比可知，样品峰出峰时间

与标准物出峰时间基本一致，由此断定样品的

产物之一为乙醇(C2H5OH)。 
结合上述单质硫的鉴定及溶液呈较强的酸

性，基于元素守恒原则[33]，推测 S2O3
2−与 DES

发生反应如下： 

(C2H5O)2SO2+S2O3
2−+H2O→ 

2C2H5OH+S↓+SO2+SO4
2−             (5) 

以 S2O3
2−终止 DES 诱变在细胞环境下即可

进行，不需要酸或碱参与，其对细胞的毒性最

小，与文献报道的结论一致[18]，这也是 S2O3
2−

可用于终止 DES 诱变的原因所在。 

3  讨论与结论 
菌株的 DES 诱变已有诸多报道[18,22-24]，不

同诱变要达到的目的可能不同。Xia 等[22-24]诱变

的目的是产量性状突变，本实验则是要得到能

稳定遗传的耐热性状且脱硫能力不会降低，虽

然目的不同，但都得到了理想的突变株，这体

现了 DES 诱变的无差别性、广泛性和适用性。

相较于产量性状突变，耐热性状突变对菌株的

淘汰率更高[27]，然而采用 DES 诱变结合合理的

方案设计，则容易得到耐热性状稳定的突变株。

本实验中，对细胞先进行易感态处理后诱变，

再通过升温复筛，最终得到 7 株耐热能力提高

且能稳定遗传的突变株。这些突变株的耐热能

力均达到 45 ℃，有些可达到 47 ℃，并且脱硫

脱氮性能不弱于原始菌株。 
正突变率是考察菌株诱变效果的一个重要

指标，只有正突变率得到提高，才能从中筛选

出性能优异的耐热突变株[28]。刘俊梅等[18,23-24]

报道了 DES 参与的诱变，不同诱变条件下得到

的正突变率差别很大。褚帅北等[23]报道的复合

诱变正变率最高可达 27.2%，但单因素如 DES
诱变的正变率则没有单独报道。刘俊梅等[18]报

道的复合诱变也缺少关于 DES 的单因素正变率

结果。李雅华等[24]报道了单因素 DES的正变率，

仅 5.56%，达不到本方案的诱变效果。这些报道

均未对细胞膜进行透过性改变，而只是将诱变

剂与靶细胞简单混合进行诱变，因而诱变效果

差。而本实验的改良诱变中，通过改变细胞膜 
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图 7  产物溶液的气相色谱分析结果   色谱条件为进样口：220 ℃；分流比：20:1；氢火焰离子化检

测器(FID)：240 ℃；进样量：1 μL；初始温度：40 ℃；初始保留时间：2 min；运行时间：10 min。 
Figure 7  GC analysis of the product solution. GC conditions: Injection temperature: 220 ℃; Split ratio: 20:1; 
Hydrogen flame ionization detector (FID): 240 ℃; Injection volume: 1 μL; Initial temperature: 40 ℃; Initial 
retention time: 2 min; Operation time: 10 min. 
 
的透过性，改变了 DES 渗入胞内的量，使其更

接近于最佳诱变剂量，由此得到的耐热正变率

达到 24.2%，比常规诱变(18.9%)提高了 5.3%，诱

变之前对细胞进行透过性处理提高了对非营养

物质的透过性，这也是首次在菌种诱变中对诱

变剂进出细胞进行干预，为菌种诱变提供了新

思路。 
DES 在细胞内外的分布实验表明，细菌的

最大正变率与渗入胞内的诱变剂剂量密切相

关。渗入胞内的剂量能影响到正突变率这一群

体突变参数，但不能决定突变株的单一突变如

耐热性或 S2−最大去除率等在哪种情况下或何

时发生。细胞可承载的诱变剂最大剂量取决于

细胞自身的承载能力，与诱变方案无关。诱变

中通过改变细胞膜的透过性，可减少诱变剂的

使用量、允许更高比率的诱变剂进入细胞内、

更容易得到适合于正向突变的胞内渗入量和相

应较高的正变率。 
DES 是菌株诱变中常用的诱变剂，其诱变尤

其是耐热诱变效果显著，但它是一种脂类，其

禁配物包括碱类化合物[34]。而硫代硫酸钠呈弱

碱性，诱变结束时可用于终止 DES 触发的诱

变 [18,24]，这样对细胞膜的伤害最小，对细胞的毒

性也最小。实验表明，按 2 倍 DES 体积加入   
1.0 mol/L S2O3

2−可完全消解掉所加 DES，与刘俊

梅等[18]、李雅华等[24]报道的结果相一致。然而

这些文献仅报道了以 S2O3
2−终止其诱变，并未

对 DES 在胞内或胞外的分布情况进行过研究。

本次实验针对这一状况进行定量分析，尝试了

解诱变发生之前的中间过程，以便能为菌种诱
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变提供指导。 
产物验证实验中得到的单质硫与文献[30-32, 

35]报道过的单质硫形态不同。这些文献报道的

单质硫是细菌代谢的主产物之一，在其生成过

程中，单质硫与其他物质共同形成近似球形混

合物颗粒[30-32,35]。而本实验中得到的单质硫则

是胞内或胞外提取的 DES 与 S2O3
2−反应后的产

物，与前者相比，杂质干扰较少，纯度更高、

晶体形状更规则。XRD 分析其晶体结构为斜方

硫 S8，与文献[30-32,35]报道的结果一致。而产

物成分分析表明，产物中除了单质硫外，还有

乙醇，这说明 S2O3
2−可用于终止 DES 诱变，也

说明了实验中用 S2O3
2−定量分析胞内、胞外

DES 的可行性。 
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