
摘 要：筛选获得一株生物表面活性剂产生菌，经生理生化与 16S rDNA 鉴定，获得菌株为铜绿假单胞菌 147（Pseudomonas
aeruginosa 147）。发酵产物经过薄层色谱、红外扫描分析其发酵产物为糖脂类生物表面活性剂（Biosurfactant, BS），单因素最佳发酵
条件优化为碳源、氮源和碳氮比分别为花生油、硫酸铵和 25颐1,最佳培养温度为 30 益，pH值为 8，NaCl浓度为 5 g·L-1。在最佳条件下
培养 36 h，发酵液的表面张力值比原来降低了 42.08 mN·m-1，且能平稳保持至 144 h。在 108 h细菌生物量最大，为 2.63 g·L-1，此时产
生的糖脂最多，可达 2.02 g·L-1。生物表面活性剂对不同环数的多环芳烃类物质（荧蒽、芘、苯[a]芘）的增溶效果实验表明：随生物表
面活性剂添加量的增大，不同 PAHs溶解度均增大；相同浓度生物表面活性剂添加条件下，高环多环芳烃（苯[a]芘）的增溶效果低于
低环多环芳烃（荧蒽、芘）。
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Abstract：A biosurfactant-producing bacterium was isolated and identified as Pseudomonas aeruginosa 147 by physiological and biochemi原
cal characteristics and 16S rDNA sequencing. The fermentation products were assigned to glycolipid by Thin Layer Chromatography（TLC）
and Fourier Transform Infared Spectroscopy（FT-IR）analysis. The optimal conditions for the strain to produce biosurfactants were peanut
oil as initial carbon source,（NH4）2SO4 as nitrogen source, carbon to nitrogen ratio of 25颐1, pH 8, temperature of 30 益, and 5 g·L-1 NaCl. Un原
der these conditions, the surface tension of the fermentation broths could be reduced by 42.08 mN·m -1, compared with the control, and
stayed stable for 144 hours. During 108 hours of incubation, the bacterium achieved the maximum biomass（2.63 g·L-1）and had the
maximum fermentation product（2.02 g·L-1）. The solubilization of different polycyclic aromatic hydrocarbons（PAHs）（fluoranthene, pyrene,
benzene [a] pyrene）was increased with the addition of the fermentation products. At the same rates of fermentation products, enhanced sol原
ubilization of PAHs with high-ring（benzene [a] pyrene）was lower than that with low-ring（fluoranthene, pyrene）.
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多环芳烃（Polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs）
是一类由 2个或 2个以上苯环组成的稠环化合物。其

水溶性低，易吸附于固体颗粒，能够长期存在于环境

中，是一类持久性有机污染物[1-2]，也是美国国家环境
保护局（U.S. Environmental Protection Agency）确定的
优先控制的污染物。由于 PAHs高脂溶性，低生物可
利用性，使得人们将其用于环境中的修复措施和效果

存在局限。因此通过利用表面活性剂的胶团化作用，

显著提高疏水性有机化合物在水相中的表观溶解度，

从而提高其生物有效性，促进修复效果的表面活性剂

强化修复技术（Surfactant enhanced remediation，SER）
引起人们的关注[3-5]。

目前在有机污染修复过程中使用的多为化学表
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面活性剂。由于化学表面活性剂不易降解、易造成

二次污染、对土壤微生物产生毒害风险，限制了其在

环境修复中的应用[6]。生物表面活性剂以其具有降低
表面张力、稳定乳化液等的作用，其主要成分糖脂、

磷脂、脂蛋白或脂肽类化合物、高分子化合物和脂多

糖，能够被生物完全降解，安全无毒，且用量少，发酵

成本低，逐渐成为研究热点[7]。已有文献报道通过筛
选产表面活性剂的细菌，并将其应用于多环芳烃污

染的修复[8]。
生物表面活性剂合成方式包括动植物细胞内提

取法、酶合成法、微生物发酵法。然而，动植物细胞

内提取法受到原料来源的制约，难以大规模生产，

酶合成法所用酶制剂的价格亦极大限制了其发展。

相比而言，微生物发酵以其生产工艺简单、经济安

全的特点，成为重要的生物表面活性剂来源。目前，

已有很多微生物被发现能够产生生物表面活性剂，

如细菌类球拟酵母（Torulopsis bombicola）、枯草芽孢
杆菌（Bacillus subtilis）、铜绿假单胞菌（Pseudomonas
aerug-inosa）[9]，其中铜绿假单胞菌已有 Pseudomonas
cepacia CCT6659[10]、Pseudomonas aeruginosa S6[11]等见
诸报道。它们产生的生物表面活性剂是目前在多环

芳烃污染土壤修复，石油污染修复等应用较多[12]，生
物表面活性剂在增溶多环芳烃时具有生物降解性、

低毒性、适应极端环境的优势[13]。
本研究以 PAHs为目标污染物，筛选产生物表面

活性剂的菌株，并分析发酵产物为生物表面活性剂，

优化发酵条件，探讨菌株产生的生物表面活性剂对典

型多环芳烃荧蒽、芘、苯[a]芘的增溶作用，研究结果将
为 PAHs污染环境的修复技术研究提供菌株资源和
基础理论支撑。

1 材料与方法

1.1 供试土壤
采集南京炼油厂附近土样、北京某加油站附近土

样、南京某河底淤泥和南京某湖底淤泥为土壤样品。

1.2 供试培养基与试剂
富集培养基：（NH4）2SO4 10.00 g，KCl 1.10 g，

KH2PO4 3.40 g，K2HPO4 4.40 g，MgSO4 0.50 g，EDTA
1.00 g，酵母粉 0.50 g，液体石蜡 5.00 mL，pH 7.0~7.4，
FeSO4·7H2O 0.01 g，用蒸馏水定容到 1.00 L。

LB液体培养基：10.00 g 蛋白胨，5.00 g 酵母粉，
10.00 g氯化钠，用无菌水定容至 1.00 L。

LB固体培养基：在 LB液体培养基加入 15.00~

20.00 g琼脂粉。
无机盐培养基：（NH4）2SO4 1.00 g，NaCl 10.00 g，

KH2PO4 0.20 g，K2HPO4 0.80 g，MgCl2 0.50 g，CaCl2 0.05 g，
FeCl2 0.01 g。

血平板培养基：购自南京便诊生物科技有限公司。

实验试剂：甲醇为色谱纯，花生油为食用级，其他

试剂均为分析纯。

1.3 细菌筛选和鉴定
1.3.1 表面活性剂产生菌血平板初筛

取 5.00 g新鲜土样置于装有 45 mL富集培养基
的 250 mL三角瓶中，28 益、150 r·min-1摇床培养 7 d，
待培养液混浊后，吸取 5 mL培养液重新转接入新的
富集培养基中，按上述条件培养，转接 3次。后经浓度
梯度稀释，100滋L涂布于血平板，30益培养 48 h，选择
透明圈较大的菌落，分离纯化，4 益保存。
1.3.2 表面张力仪复筛

将上述纯化的菌种接种于 LB 液体培养基中，
200 r·min-1、30 益培养 96 h后，用表面张力仪测定细
菌发酵液的表面张力[14]。
1.3.3 细菌鉴定

基于细菌形态与生理生化结果，根据《伯杰氏细

菌鉴定手册》做出初步鉴定。同时将菌株用 LB液体
培养基培养至对数生长期，离心法收集菌体，并采用

SDS-CTAB法提取总基因组 DNA，以细菌通用引物
27F和 1492R进行 16S rDNA的 PCR扩增，运用分子
学鉴定菌株[15]。
1.4 生物表面活性剂的提取、鉴定和临界胶束浓度测定

取培养 72 h的细菌发酵液在 4 益、5000伊g离心
30 min，取上清液用 1 mol·L-1 HCl调节 pH为 2.0，然
后加入等体积的三氯甲烷/甲醇（2颐1，V 颐V）混匀，萃取
三次合并有机相，用无水硫酸钠干燥后，45 益旋转蒸
发除去有机溶剂，得到浅黄色浆状物，即为生物表面

活性剂粗产物[10]。
薄层色谱：取 0.2 g提取的上述粗产物溶于 1 mL

的氯仿中，点样于硅胶 G板进行薄层色谱分析，三氯
甲烷/甲醇/水（65颐15颐1，V 颐V）为展开剂，用不同的显色
剂显色。（1）苯酚-硫酸试剂：3 g苯酚与 5 mL硫酸溶
解于95 mL乙醇中，如果显棕色斑点，则有糖脂存在，
反之糖脂不存在；（2）茚三酮显色剂：0.5 g茚三酮溶于
100 mL丙酮中，如果斑点显红色，则有脂肽存在，反
之脂肽不存在[16-17]。

红外扫描分析（Fourier transforminfrared spectrome原
ter，FT-IR）：将生物表面活性剂粗产品溶于三氯甲烷

1718



第 32卷第 1期2016年 9月
后，在制备型硅胶薄板上进行分离，依照显色带位置

刮下目的硅胶层，用三氯甲烷/甲烷（1颐1，V 颐V）提取后
于 40 益下减压蒸干，得到部分纯化的生物表面活性
剂。将上述生物表面活性剂溶于甲醇，采用 KBr压片
法（1~2 mg样品+200 mgKBr，干燥处理后研细），混合
压成透明薄片后红外扫描分析测定[18-20]。

发酵产物临界胶束浓度测定（Critical micelle con原
centration，CMC）：精确称取上述提取所得的产物粗
品溶于蒸馏水中，配制成不同浓度梯度（0耀500 mg·L-1）
的产物溶液，测定溶液的表面张力，并依据表面活性

剂浓度-表面张力曲线求得临界胶束浓度值。
1.5 细菌发酵条件优化
1.5.1 测定指标

发酵液表面张力值以吊环法测定[21]，乳化性能采
用超声体积比法测定[22]。发酵液培养后，离心收集菌
体，于 105 益烘干至恒重后称重，以菌体干重表示生
物量。发酵液培养后，离心收集上清液，用等体积乙酸

乙酯萃取 2次后，45 益减压蒸干，将残余物溶于等体
积的 0.05 mol·L-1 NaHCO3中，以硫酸苯酚法[23]测定糖
脂含量。

1.5.2 碳源对菌株生长及产生表面活性剂的影响
取 150 mL三角瓶，每瓶中加入 50 mL无机盐培

养基，分别加入 10 g·L-1的葡萄糖、甘油、花生油、可
溶性淀粉、液体石蜡、麦芽糖、乳糖、蔗糖（对照组不加

碳源）。3 d后分别测定发酵液的表面张力值、乳化性、
生物量、糖脂含量。每个处理三次重复。

1.5.3 氮源对菌株生长及产生表面活性剂的影响
以碳源实验中获得的最优碳源作为选定碳源，取

10 g碳源加入 1 L不含（NH4）2SO4无机盐培养基中。取
150 mL三角瓶，每瓶中加入 50 mL上述培养基，分别
加入 2 g·L-1的硝酸钠、硫酸铵、脲、硝酸铵（对照组不
加氮源）。3 d后分别测定发酵液的表面张力值、乳化
性、生物量、糖脂含量。每个处理三次重复。

1.5.4 碳氮比对菌株生长及产生表面活性剂的影响
取 150 mL三角瓶，每瓶中加入 50 mL含不同碳

氮源的无机盐培养基。固定氮源为 2 g·L-1，分别加入
已优化的碳源，控制比例为 1、5、10、15、20、25、30、
35、40（对照组不加氮源）。3 d后分别测定发酵液的表
面张力值、乳化性、生物量、糖脂含量。每个处理三次

重复。

1.5.5 温度对菌株生长及产生表面活性剂的影响
取 150 mL三角瓶，每瓶中加入 50 mL上述已优

化的无机盐培养基。控制摇床温度在 15 益、20 益、25

益、30 益、35 益、40 益。3 d后分别测定发酵液的表面张
力值、乳化性、生物量、糖脂含量。每个处理三次重复。

1.5.6 pH对菌株生长及产生表面活性剂的影响
取 150 mL三角瓶，每瓶中加入 50 mL上述已优

化的无机盐培养基。控制培养基 pH为 4、5、6、7、8、9、
10、11、12、13。3 d后分别测定发酵液的表面张力值、
乳化性、生物量、糖脂含量。每个处理三次重复。

1.5.7 NaCl浓度对菌株生长及产生表面活性剂的影响
取 150 mL三角瓶，每瓶中加入 50 mL上述已优

化的无机盐培养基。控制培养基 NaCl浓度为 0、5、
10、15、20、25、30、50、80、120、160 g·L-1。3 d后分别测
定发酵液的表面张力值、乳化性、生物量、糖脂含量。

每个处理三次重复。

1.5.8 菌株 147发酵动态图
取 150 mL三角瓶，每瓶中加入 50 mL上述已优

化的无机盐培养基。在 12、24、36、48、60、72、84、96、
108、120、132、144 h 后分别测定发酵液的表面张力
值、乳化性、生物量、糖脂含量。每个处理三次重复。

1.6 生物表面活性剂对多环芳烃增溶效果
25 mL三角瓶中加入过量的苯并[a]芘、芘、荧蒽

和 10 mL不同浓度的生物表面活性剂粗产物溶液，然
后加入 0.02%的叠氮化钠抑制微生物的生长。盖好塞
子并用封口膜封口后，25 益、50 r·min-1振荡 48 h后，
将溶液转移至离心管中 5000 r·min-1离心 15 min，取
上清液加入等体积的二氯甲烷颐正己烷=1颐1（V 颐V）萃
取 3次，收集洗脱液并于 40 益浓缩至干，用甲醇定容
到 2 mL，过 0.22 滋m孔径滤膜后 HPLC分析[24]。

2 结果与讨论

2.1 生物表面活性剂产生菌的筛选和鉴定
经过血平板初筛得到 25株菌株，表 1是表面张

力仪复筛结果。可以发现 147号细菌发酵液的张力值
明显低于其他菌株，选择 147细菌作为目标菌株。

观察菌株培养特征及形态特征，可见菌体细长

且长短不一，菌落较小，为扁平、湿润的菌落。部分

生理生化指标如表 2。经 16S rDNA 测试并与
GenBank中已登录的核苷酸序列号进行同源性比较，
发现菌株 147 与 Pseudomonas aeruginosa DSM50071
同源性为 99%，采用 MEGA 5.10 软件 NJ 方法构建
147的 16S rDNA系统发育树见图 1。结合生理生化特
征结果，将菌株 147 鉴定为铜绿假单胞菌（Pseu原
domonas aeruginosa），该菌株 GenBank 登录号为
KU921686。

石金礼，等：生物表面活性剂产生菌的筛选及产物性能研究 1719
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（标尺代表每 1000个核苷中有 5个核苷替代）
（The scale represents 5 nucleotide substitution in each of the 1000 nucleotides.）

图 1 147菌株 16S rDNA基因序列系统发育树
Figure 1 Phylogenetic tree established using the neighbor-joining method, based on 16S rDNA sequence of strain 147 and the related strains

表 1 细菌复筛结果
Table 1 Bacterium screening

细菌编号
Bacterium number

细菌来源
Source of bacteria

表面张力值 Surface
tension value/mN·m-1

117 加油站 Gas station 52.33依0.23
127 加油站 Gas station 54.70依0.12
136 加油站 Gas station 62.97依0.09
147 加油站 Gas station 33.10依0.06
157 加油站 Gas station 51.87依0.29
167 加油站 Gas station 52.27依0.09
177 加油站 Gas station 51.33依0.27
187 加油站 Gas station 51.87依0.18
196 加油站 Gas station 49.20依0.12
225 湖底淤泥 Lake bottom silt 57.43依0.20
245 湖底淤泥 Lake bottom silt 60.30依0.06
255 湖底淤泥 Lake bottom silt 59.27依0.35
265 湖底淤泥 Lake bottom silt 59.73依0.03
275 湖底淤泥 Lake bottom silt 57.37依0.87
285 湖底淤泥 Lake bottom silt 57.87依0.23
295 湖底淤泥 Lake bottom silt 53.40依0.10
471 河底淤泥 River bed silt 68.00依0.06
472 河底淤泥 River bed silt 65.27依0.23
473 河底淤泥 River bed silt 66.30依0.26
951 炼油厂 Refinery 63.07依0.23
952 炼油厂 Refinery 59.27依0.20

1071 炼油厂 Refinery 68.60依0.40
1151 炼油厂 Refinery 67.20依0.06
1261 炼油厂 Refinery 69.90依0.31
2105 炼油厂 Refinery 44.27依0.33
注：数值是三次测定的平均值依标准误。
Note：Values are given as means 依 SD from triplicate determinations.

表 2 147菌株的生理生化特性
Table 2 Physiological characteristics of strain 147

注：+表示阳性反应; -表示阴性反应。
Note：+ Indicates positive reaction; - Indicates negative reaction.

项目
Item

结果
Result

项目
Item

结果
Result

革兰氏染色
Gram stain

- 淀粉水解
Starch hydrolysis

-

明胶液化
Gelatin hydrolyzation

+ 糖发酵实验
Carbohydrate fermentation test

+

H2O2实验 C
atalase test

+ 硫化氢实验
Hydrogen sulfide test

甲基红反应
Methyl red reaction

- -

2.2 147细菌产生表面活性剂的物质结构鉴定
通过薄层色谱分析显示，苯酚-硫酸试剂有棕色

斑点，加入茚三酮显色剂则无明显变化。这说明该菌

株主要产糖脂类生物表面活性剂，不产生或者产生少

量的脂肽类物质。

将菌株 147产物提纯，红外光谱仪（FT-IR）分析物
质结构，结果如图 2。该物质在 3 701.72 cm-1处有吸收
峰，表明分子中有羟基存在；2 858.77~2 927.56 cm-1

处的吸收峰表明存在糖类 C-H 的伸缩振动，1400~
1200 cm-1处是 C-H变角振动，1 734.39 cm-1处是 C=O
的双键振动，而 1 070.04 cm-1处为 C-O-C键伸缩振
动，因此该物质中有一个五元环状内酯和糖苷键存在。

由此进一步证明该生物表面活性剂含糖脂类物质。

发酵产物临界胶束浓度是指分子在溶剂中缔合

形成胶束的最低浓度。临界胶束浓度（Critical micelle
杂000006645 孕seudomonas citronellolis（T）DSM 50332T（type strain）Z76659杂000639965 孕seudomonas delhiensis（T）RLD-1 DQ339153杂000427988 孕seudomonas knackmussii（T）B 13 AF039489杂000824948 孕seudomonas panipatensis（T）Esp-1 EF424401杂000395038 孕seudomonas jinjuensis（T）Pss 26 AF468448杂000626936 孕seudomonas nitroreducens（T）IAM 1439 AM088473杂000416841 孕seudomonas psychrotolerans（T）type strain：C36 AJ575816杂000003555 孕seudomonas alcaligenes（T）IAM12411 D84006杂000009281 孕seudomonas pseudoalc aligenes（T）LMG 1225T（type strain）Z76666杂000010130 孕seudomonas alcaliphila（T）AL15-21 AB00583

杂001350578 孕seudomonas oleovorans（T）RS1 DQ842018杂001170797 孕seudomonas benzenivorans（T）type strain：DSM 8628 FM2082653杂000444074 孕seudomonas segetis（T）FR1439 AY770691杂003610433 孕seudomonas segetis（T）FR1439 AY770691
杂000428789 孕seudomonas stutzeri（T）ATCC 17588 AF094748杂000007012 孕seudomonas resinovorans（T）LMG 2274T（type strain）Z76668

杂000437396 孕seudomonas balearica（T）SP1402 U26418杂000514601 孕seudomonas otitidis（T）MCC10330 AY953147杂000010427 孕seudomonas aeruginosa（T）DSM50071 X06684147
杂003288366 孕seudomonas aeruginosa（T）type strain：DSM50071 HE978271

0.005
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图 3 不同浓度生物表面活性剂溶液的表面张力
Figure 3 Surface tensions of biosurfactant solution at

different concentrations
表 3 碳源对 147细菌生长以及生物表面活性剂产量的影响

Table 3 Effect of carbon sources on growth and biosurfactant production by strain 147

注：数值是三次测定的平均值依标准误；不同小写字母代表不同处理间差异显著（P<0.05）。
Note：Values are given as means 依 SD from triplicate determinations; different lowercase letters indicate significant difference between treatments（P<0.05）.

concentration，CMC）可以作为表面活性剂表面活性的
一种度量，CMC越小，改变表/界面性质，起到增溶、乳
化等所需的浓度就越低。从图 3可以看出：糖脂在 0~
300 mg·L-1时，表面张力值随着糖脂浓度的升高而降

低，且在 300 mg·L-1时达到最小值；在 300~500 mg·L-1

时，表面张力值变化不大。可得发酵粗提产物的

CMC为 300 mg·L-1，明显低于普通化学表面活性剂
十二烷基磺酸钠（SDS）的 2200 mg·L-1[25]，能在较低
浓度下使用，因而在医药、食品、化工等行业具有广

阔应用前景。

2.3 147细菌发酵条件优化
2.3.1 碳源的影响

碳源对细菌的生长与发酵产物量有重要影响。铜

绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）可在多种类型
碳源下产生生物表面活性剂，包括甘油、乙醇、植物油

等。由表 3可知，以花生油为碳源，细菌发酵液的降低
值为 39.12 mN·m-1，明显高于其他碳源类型；乳化值
为 34.17%，稍高于其他碳源，此时细菌生物量最大，
糖脂含量最高，为 0.30 g·L-1。虽然花生油作为碳源，
能够促进菌株产生更多生物表面活性剂，但如果用于

实际生产，成本相对较高，近年来一些研究者尝试使

用成本较低的工业副产物如糖蜜、废润滑油等作为碳

源，发现也具有很好的促进微生物产生生物表面活性

剂的作用[26]。因此，后期会考虑选择用一些低成本碳
源进行发酵。

2.3.2 氮源的影响
细胞表面的物质合成需要氮源，氮源的种类会对

细菌细胞的生长和发酵产物的产量产生很大影响[27]。
由表 4可以看出，不同氮源对细菌发酵过程中表面
张力降低值的影响较小，可能与发酵液中的生物表

面活性剂含量已经达临界胶束浓度（CMC）有关[28-29]。
当氮源为硫酸铵时发酵液表面张力降低值最大，同时

乳化性、细菌干重、糖脂含量均达到最大值。这与钱晓

碳源
Carbon source

表面张力降低值
Surface tension reduction/mN·m-1

乳化性
Emulsification activity/%

细菌干重
Dry cell weight/g·L-1

BS重量
Bio-surfactant/g·L-1

对照 CK 14.64依0.85e 6.67依0.42g 0.19依0.03g 0.08依0.002e
麦芽糖 Maltose 35.27依0.45b 18.75依0.72c 0.92依0.04c 0.17依0.005c
花生油 peanut oil 39.12依0.68a 34.17依1.10a 1.68依0.04a 0.30依0.002a
甘油 Glycerol 26.95依0.52d 15.83依1.10d 0.54依0.07d 0.21依0.004b
蔗糖 Sucrose 31.96依0.87c 12.50依0.72e 0.26依0.03fg 0.13依0.001d
淀粉 Starch 31.67依0.82c 8.75依0.72fg 0.36依0.04ef 0.09依0.003e
葡萄糖 Glucose 30.99依0.72c 22.92依0.42b 1.12依0.04b 0.21依0.006b
乳糖 Lactose 31.14依1.43c 9.58依0.42f 0.30依0.04efg 0.09依0.003e

液体石蜡 Paraffin liquid 33.39依0.72bc 8.75依0.72fg 0.40依0.05e 0.09依0.003e

图 2 147菌株产的生物表面活性剂红外光谱图
Figure 2 Fourier transform infrared spectrum of biosurfactant

produced by strain 147
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图 4 温度对 147细菌生长以及生物表面活性剂产量的影响
Figure 4 Effect of temperature on growth and biosurfactant

production by strain 147

数值是平均值与三次重复的标准误

Values are given as means依SD from triplicate determinations

表 4 氮源对 147细菌生长以及生物表面活性剂产量的影响
Table 4 Effect of nitrogen source on growth and biosurfactant production by strain 147

注：数值是三次测定的平均值依标准误；不同小写字母代表不同处理间差异显著（P<0.05）。
Note：Values are given as means依SD from triplicate determinations; different lowercase letters indicate significant difference between treatments（P<0.05）.

氮源
Carbon source

表面张力降低值
Surface tension reduction/mN·m-1

乳化性
耘mulsification activity/%

细菌干重
Dry cell weight/g·L-1

BS重量
Bio-surfactant/g·L-1

对照 CK 5.43依1.22b 11.67依0.42d 0.40依0.07e 0.07依0.002d
硝酸钠 NaNO3 41.16依0.46a 32.92依0.42b 0.61依0.05d 0.36依0.001b
硫酸铵（NH4）2SO4 41.26依0.76a 41.25依0.72b 1.87依0.06a 0.45依0.005a

脲 Urea 40.39依1.05a 34.17依0.42a 0.89依0.06c 0.32依0.008c
硝酸铵 NH4NO3 39.82依0.37a 24.58依0.42c 1.26依0.06b 0.32依0.002c

表 5 碳氮比对 147细菌生长以及生物表面活性剂产量的影响
Table 5 Effect of C颐N ratio on growth of and biosurfactant production by strain 147

注：数值是三次测定的平均值依标准误；不同小写字母代表不同处理间差异显著（P<0.05）。
Note：Values are given as means依SD from triplicate determinations; different lowercase letters indicate significant difference between treatments（P<0.05）.

碳氮比
Carbon source

表面张力降低值
Surface tension reduction/mN·m-1

乳化性
Emulsification activity/%

细菌干重
Dry cell weight/g·L-1

BS重量
Bio-surfactant/g·L-1

1 24.44依0.44d 44.17依0.42c 0.73依0.07e 0.10依0.006h
5 36.22依0.54ab 44.58依0.42c 1.07依0.06d 0.77依0.001g

10 36.39依0.84ab 45.00依0.23bc 1.55依0.06bc 1.34依0.005c
15 35.32依0.60bc 42.92依0.42d 1.45依0.19bc 1.17依0.007f
20 33.76依0.58c 45.83依0.42b 1.67依0.10b 1.22依0.005e
25 37.52依0.29a 47.08依0.41a 2.58依0.09a 1.74依0.006a
30 37.36依0.56a 44.58依0.42c 1.55依0.08bc 1.29依0.005d
35 35.22依0.43bc 42.50依0.27d 1.65依0.09b 1.43依0.007b
40 36.34依0.69ab 44.58依0.42c 1.32依0.04cd 1.17依0.011f

勇等[30]研究结果一致，硫酸铵是促进生物表面活性剂
生成的较好氮源。

2.3.3 碳氮比的影响
由表 5可以发现当碳氮比在 5以上时，表面张力

降低值与乳化性变化不大，而细菌干重与生物表面活

性剂含量却明显不同，说明当碳氮比大于 5时，该菌
株生物表面活性剂产量已经超过临界胶束浓度。细菌

干重在碳氮比为 25时最大，为 2.58依0.09 g·L-1，同时
生物表面活性剂含量也达到最大，为 1.74依0.01 g·L-1。
这与 Saimmai等[26]研究结果一致，25是 147菌株的最
适生长碳氮比，此时细菌的生物量达到最高，生物表

面活性剂产量也最高。

2.3.4 温度的影响
温度是影响菌株发酵产物产量的重要环境因素

之一。不同细菌的最适生长温度不同。一般细菌在 4
益停止生长，在 30 益左右生长良好。已报道的铜绿假
单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）最适温度一般在 27~
37 益[31-32]。由图 4可以看到，表面张力值、生物量和生
物表面活性剂产量都随着温度的升高呈现先升高后

降低的趋势，在 30 益时达到最大。乳化性在 15 益到
30 益时保持相对稳定，在 30 益到 40 益时乳化性降
低。实际上大多数铜绿假单胞菌的最佳培养温度都在

1722



第 32卷第 1期2016年 9月
27~37 益[31]，与实验结果相符。
2.3.5 pH的影响

pH值也是影响菌株发酵产物产量的因素之一。
由图 5可见，细菌的生物量在 pH=8 的时候达到最
大，且在 pH8~10的时候基本平稳；表面张力值、生物
表面活性剂含量与乳化性均在 pH=8 的时候达到最
大值，两侧均有不同程度的下降。因此该菌株倾向偏

碱性的条件生存，与强婧等 [11]筛选的 Pseudomonas
aeruginosa S6最适 pH一致。综合其他报道的生物表
面活性剂产生菌的最适 pH范围，大部分微生物都在
pH6.2~8之间。
2.3.6 NaCl浓度的影响

NaCl浓度通过改变细胞渗透压影响微生物的生
长与代谢[33-34]，从而影响发酵产物的产量。由图 6可

见，盐浓度在 0~5 g·L-1之间，细菌生长受到促进，而
当盐浓度大于 5 g·L-1时，细菌的生长受到抑制，糖脂
量与生物量趋势一致。菌株的生物量、生物表面活性

剂量、表面张力值与乳化性均在盐浓度为 5 g·L-1时呈
现最大，说明该菌株具有一定的耐盐性，与强婧等[11]研
究的生物表面活性剂产生菌 Pseudomonas aeruginosa
S6也能够耐盐相似。此外，本菌株在最高为 25 g·L-1

的盐浓度条件下依然能够存活，但此时已不能产生更

多的生物表面活性剂。

2.3.7 细菌发酵动态
在上述花生油 25 mL·L-1为碳源、硫酸铵 1 g·L-1

为氮源、NaCl浓度为 5 g·L-1、pH=8、温度保持为 30 益
的最佳培养条件下，追踪细菌 147的发酵动态（图7）。
菌株经过短暂的延滞期后进入对数生长期，108 h 后
进入稳定增长期，此时菌体所产生的生物表面活性剂

含量达到最大，此后生物表面活性剂含量减少，可能

是因为后期培养基内的碳源已经用尽，细菌开始以胞

外分泌物糖脂为碳源维持生命。而表面张力值与乳化

性在 24 h后达到最大，之后维持在稳定水平，说明细
菌在 24 h后产生的生物表面活性剂已到达生物表面
活性剂的临界胶束浓度，此后生物表面活性剂产量还

会增加，但是表面张力降低值与乳化性只维持在一定

范围内波动。

最佳培养条件下，本实验细菌生物量最高能达到

5.22 g·L-1（表 6），生物表面活性剂量达到 5.09 g·L-1。
相对已报道的几株铜绿假单胞菌（Pseudomonas
aeruginosa）合成生物表面活性剂的产率在 2.12~15.92
g·L-1范围内，本菌株的产表面活性剂能力居中。
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图 7 铜绿假单胞菌 147菌株的发酵动态
Figure 7 Dynamic curves of Pseudomonas aeruginosa

strain 147 fermentation

数值是平均值与三次重复的标准误

Values are given as means 依 SD from triplicate determinations

图 5 pH对 147细菌生长以及生物表面活性剂产量的影响
Figure 5 Effect of pH on growth of and biosurfactant production

by strain 147

数值是平均值与三次重复的标准误

Values are given as means依SD from triplicate determinations
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图 6 NaCl浓度对 147细菌生长以及生物表面活性剂产量的影响
Figure 6 Effect of NaCl concentrations on growth of and

biosurfactant production by strain 147

数值是平均值与三次重复的标准误

Values are given as means依SD from triplicate determinations
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表 6 几株铜绿假单胞菌合成生物表面活性剂的产率比较
Table 6 Comparison of biosurfactant production by several

Pseudomonas aeruginosa strains

图 8 生物表面活性剂多环芳烃的增溶作用
Figure 8 Solubilization of polycyclic aromatic hydrocarbons

by biosurfactant

数值是平均值与三次重复的标准误

Values are given as means依SD from triplicate determinations

编号
Number

菌株
Strain

碳源
Carbon source

BS量 Bio-
surfactant/g·L-1 参考文献 Reference

1 LKY-5 花生油 0.15 李琳等，2015[35]

2 T-1 甘油/豆油 5.22 王大威等，2012[36]

3 P.142NF 正十六烷 0.19 Petrikov et al，2013[37]

4 LBM10 豆油 1.42 Prieto et al，2008[38]

5 J4 橄榄油 3.6 Wei et al，2005[39]

2.4 生物表面活性剂对多环芳烃增溶效果
图 8是水相中多环芳烃（苯并[a]芘、芘、荧蒽）的

表观溶解度随着生物表面活性剂浓度的变化曲线，当

生物表面活性剂浓度大于 300 mg·L-1时，各多环芳烃
的浓度随生物表面活性剂浓度增大而增大。这是由于

生物表面活性剂在 CMC（临界胶束浓度）以上时会形
成胶束，而胶束内的疏水性微环境对疏水性有机溶

剂具有较强的分配作用，可显著增大溶质的表观溶解

度[40]；当生物表面活性剂浓度低于 CMC时，生物表面
活性剂分子以单体形式存在，单分子的表面活性剂对

被增溶物的分配作用很弱，因而各多环芳烃在水中的

溶解度变化不大或者轻微增加。

此外，由图 8可得生物表面活性剂对三种多环芳
烃均具有增溶效果，且在 0~300 mg·L-1增溶效果不明
显，在 300~500 mg·L-1增溶明显；四环荧蒽、四环芘、
五苯环苯并[a]芘的增溶效果随着环数的增加而降
低，与杨建刚等[41]的研究结果一致。这可能的原因是
与多环芳烃的正辛醇-水分配系数（Octanol-water

partioning coefficient，Kow）相关，荧蒽 Kow<芘 Kow<
苯并[a]芘 Kow[42]，即 Kow值越大的多环芳烃，增溶效
果越低。

3 结论

本研究筛选获得了一株产生生物表面活性剂的

147 菌株，经鉴定为铜绿假单胞菌（Pseudomonas
aeruginosa），该菌株的发酵产物主要为糖脂类生物表
面活性剂。以产生物表面活性剂量的能力为指标，在

本研究的发酵条件下，该菌株的最适碳、氮源分别为

花生油与硫酸铵，最适碳氮比为 25颐1，最适发酵温度
为 30 益，最适盐浓度为 5 g·L-1，最适 pH值为 8。在上
述最适培养条件下，该菌株的细菌生物量最高达到

5.22 g·L-1，生物表面活性剂量达到 5.09 g·L-1，而且该
细菌能够在偏碱性（pH值为 8~13）条件下生存，具有
耐盐碱的特性。多环芳烃的溶解度随表面活性剂的浓

度增大而增大，生物表面活性剂对三环荧蒽、四环芘、

五环苯并[a]芘的增溶效果随着环数的增加而降低。实
验表明，147菌株产生物表面活性剂性能突出，可进
一步研究用于大规模工业生产。生物表面活性剂对多

环芳烃污染土壤具有增溶效果，该菌株可接入多环芳

烃污染的土壤增溶多环芳烃促进土著微生物修复。该

菌株具有耐盐、耐碱等特性，应用前景广阔。
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