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摘  要： 以石油为 C 源，经过富集培养从石油污染土壤中筛选出 15 株具有较强产生物表面活性剂能力的菌株。其中菌

株 BS-5 产生物表面活性剂的能力最强，该菌发酵液的表面张力可达 27.3 mN/m（空白发酵液表面张力为 54.5 mN/m）。通过

红外光谱分析发现该菌产生的生物表面活性剂为糖脂类物质。另外，通过正交试验对该菌的培养基条件进行初步优化，结果以

植物油 10 g/L、MgSO4 0.2 g/L、K2HPO4 1.0 g/L、KH2PO4 1.0 g/L、蛋白胨 1.0 g/L、FeSO4 0.05 g/L、CaCl2 0.02 g/L、初始 pH 

值 7.5 为最佳。通过16S rDNA 测序结果表明该菌为铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)。 

关键词： 生物表面活性剂；菌株筛选；正交试验；培养条件优化 

中图分类号： X172 

 

生物表面活性剂是微生物合成的具有双亲性(分

子结构中同时具有亲水性和亲油性基团)的一类化合

物[1]。微生物产生的生物表面活性剂包括许多不同的

种类[2]，如糖脂、脂肽、多糖-脂类复合物、磷脂、脂

肪酸和中性脂等。它们主要是由利用碳氢化合物作为 

C 源的微生物产生，并可以乳化这些 C 源，以利菌

体的吸收[3]。有研究表明，添加生物表面活性剂有利

于石油烃污染土壤的修复[4]。目前市场上大部分表面

活性剂都是化学合成的，使用化学表面活性剂可能会

产生二次污染。与化学表面活性剂相比，生物表面活

性剂由于具有降低表面张力、稳定乳化液、无毒、能

生物降解等特点，因此在石油工业和环境工程中展示

出独特的应用前景[5]。目前，生物表面活性剂已在石

油的降黏、提高原油采收率、重油污染土壤的生物修

复等领域得到广泛应用[6]。刘五星等[7]分离得到一株醋

酸钙不动杆菌 X13，该菌具有很强的乳化柴油的能力，

发酵液与柴油漩涡振荡均匀静置 24 h 后，乳化层所

占比例明显。有研究表明，用产生物表面活性剂菌株

的菌液直接进行石油污泥洗脱处理，石油去除率较好，

取得了很好的除油效果[8-9]。另外，它们在药物、食品、

化妆品、个人卫生用品及其他行业的应用也越来越广

泛。 

本文拟在平板分离石油污染土壤中优势菌株的基

础上，通过测定发酵液的表面张力从中筛选出具有较

强产生物表面活性剂的菌株。并利用薄层层析、红外

光谱分析和 16S rDNA 对菌株及表面活性剂的成分进

行鉴定。以及采用正交试验对株菌最优产生物表面活

性剂的培养条件进行初步优化，为后续的工业化生产

奠定基础。 
 

1  材料和方法 
 

1.1  供试材料 

1.1.1  富集培养基    (NH4)2SO4 5 g、葡萄糖 2 g、

KCl 1.1 g、NaCl 1.1 g、FeSO4 0.028 g、KH2PO4 1.5 g、

K2HPO4 1.5 g、MgSO4 0.5 g、微量元素 5 ml、原油 10 

g、去离子水 1000 ml、pH 7 ~ 7.5。微量元素溶液(g/L)：

ZnSO4 0.02、CaCl2 0.024、CuSO4 0.025、MgSO4 0.017。 

1.1.2  斜面培养基    牛肉膏 3 g、蛋白胨 10 g、NaCl 

5 g、琼脂 15 ~ 20 g、去离子水 1000 ml、pH 7.0 ~ 7.2。 

1.1.3  发酵培养基    柠檬酸钠 10 g、MgSO4 0.2 g、

K2HPO4 1.0 g、KH2PO4 1.0 g、NH4NO3 1.0 g、FeSO4 

0.05 g、CaCl2 0.02 g、去离子水 1000 ml、pH 7.0 ~ 7.2。 
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1.2  试验方法  

1.2.1  菌株富集与分离    称取石油污染土样 10 g，

加入 90 ml 无菌水，200 r/min 摇床振荡 2 h；静置 30 min

后取上清液 10 ml 接种到装有 100 ml 富集培养基的摇

瓶中，于 30℃、200 r/min 的恒温摇床上振荡培养 3 天，

以摇瓶中的培养菌液作为菌种，在同样条件下进行二

次转接培养。 

将二次培养的菌液做适当稀释，取适当稀释度的

菌悬液在细菌分离培养基上进行平板涂布分离，选择

生长较好的菌株进一步在平板上划线纯化，挑取单菌

落保存在斜面培养基上。 

1.2.2  菌体形态观察及 16S rDNA鉴定    通过革兰

氏染色，显微镜观察菌体形态；菌种自斜面接种到LB

培养基中，30℃、200 r/min摇床培养 24 h。镜检确定无

杂菌后 5000 r/min离心 15 min收集菌体。菌体DNA的分

离纯化使用FastDNA® 试剂盒。根据文献设计引物如

下：Primer 1，8f：5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’；

Primer 2，1541r：5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’

（f代表正向引物，r代表反向引物）。 Primer 1 和Primer 

2 用于DNA的PCR扩增和DNA 测序。16S rDNA的扩增

参照文献[6]描述的方法。 

1.2.3  发酵培养    将斜面保存菌株接种到发酵培

养基中，30℃、200 r/min 振荡培养 3 天。 

1.2.4  发酵液表面张力测定    采用环法测定发酵

液表面张力，仪器为山东海诺仪器有限公司生产的

ZL-2100 型全自动界面张力测定仪。 

1.2.5  薄层层析分析    取 20 ml发酵液 4000 r/min

离心 5 min，上清用等体积氯仿/甲醇 (2/1，v/v)混合，

静置 5 min，6000 r/min离心 10 min，取上清进行薄层

层析，展开剂为氯仿/甲醇/水 (65/15/2，v/v/v)[10]。显

色剂为：①苯酚-硫酸试剂；②钼酸铵-高氯酸显色剂
[11]；③0.5% 茚三酮丙酮溶液。 

1.2.6  红外光谱分析    取 200 ml发酵液 10000 

r/min离心 20 min，2 次，上清用盐酸调pH值为 2.0，再

用等体积的乙酸乙酯萃取，取上层萃取液于 50℃蒸去

溶剂，100℃ 烘干得生物表面活性剂粗品。粗品用二氯

甲烷溶解，而后过硅胶柱，用氯仿、氯仿/甲醇（2/1, v/v）

依次洗脱，收集并蒸去溶剂[12-13]。取生物表面活性剂

适量，KBr压片，用FT-IR 670 型红外光谱仪进行红外

光谱分析。  

1.2.7  培养条件优化    以发酵培养基为基础，对 C

源、N 源的种类及装液量、初始 pH 值、培养温度设置

不同的水平（表 1），其他成分及水平不变。种子液按

一定的接种量接于发酵培养基（250 ml 摇瓶）中，200 

r/min 培养 16 ~ 20 h，采用正交试验方法对各因素水平

进行初步优化，发酵结束后测定菌体发酵液的表面张力。 

 

表 1  试验因素水平表 [L25(65)] 

Table 1  Factors and levels in orthogonal experiment [L25(65)] 

水平 C 源 N 源 pH 装液量 (ml/250 ml) 温度 (℃) 

1 葡萄糖 蛋白胨 6.0 30 20 

2 糖蜜 硝酸铵 7.0 50 25 

3 植物油 酵母膏 7.5 100 30 

4 柠檬酸钠 尿素 8.0 150 35 

5 石蜡 豆粕粉 8.5 200 40 

 

2  结果与讨论 
 

2.1  生物表面活性剂产生菌的筛选及鉴定 

在菌种筛选过程中，选择合理的培养基可以减少

筛选生物表面活性剂菌株的工作量。本试验采用石油

作为选择性培养基的唯一 C 源，对油泥样品中的微生

物种群经过富集培养、平板分离，共获得 57 株细菌，

并对各菌株进一步发酵培养，测定发酵液的表面张力，

得到产表面活性剂较强及稳定性较好的菌株 15 株，发

现这些菌株都能使发酵液的表面张力从 54.5 mN/m降

到 30 mN/m 以下（纯水的表面张力为 71.5 mN/m）(表

2)。说明这些菌株的代谢产物有明显降低表面张力的

作用，其中有 3 株菌使发酵液的表面张力分别降到

27.8、27.3、27.4 mN/m，而效果最好的一株菌编号为

BS-5。 

菌株 BS-5 菌落半透明，表面光滑，隆起；经过

革兰氏染色为G-、杆状、无芽孢。在此基础上利用 

FastDNA® kit 提取，并采用 PCR 扩增得到该菌株的 

16S rDNA。经测序，菌株的 16S rDNA 扩增片段长度 
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表 2  筛选菌株产表面活性剂的表面张力 

Table 2  Surface tensions of the strains screened producing biosurfactant 

菌株号 表面张力(mN/m) 菌株号 表面张力(mN/m) 

1 28.0 9 29.6 

2 28.3 10 29.3 

3 27.8 11 28.2 

4 28.2 12 29.4 

5 27.3 13 29.2 

6 29.7 14 30.0 

7 28.7 15 29.0 

8 27.4   

注：空白发酵液表面张力为 54.5 mN/m，纯水表面张力为 71.5 mN/m。 

 

为 1528 bp。在 GenBank 中的登陆注册号为 EU381200。

用 BLAST 程序对菌株 BS-5 的 16S rDNA 序列与 

GenBank 的核苷酸序列进行相似性分析，结果发现

菌株 BS-5 与铜绿假单胞菌的相似性为 99%，可以

判断 BS-5 菌株为铜绿假单胞菌  (Pseudomonas 

aeruginosa)。 

2.2 发酵液表面张力的变化与生长曲线 

以发酵培养 24 h的发酵液为种子液，4% 的接种量

接入新鲜发酵培养基中培养，每 4 h取样测其发酵液的

表面张力和生物量 (OD值) 变化，结果如图 1 所示。

图 1 表明该菌株在 4 h左右进入对数生长期，发酵液的

表面张力随菌体量的增加而降低。16 h后菌体量进入

稳定期，此时发酵液的表面张力达到最低值，且在 12 

h以后，发酵液的表面张力趋势一致，表明该菌株所产

的生物表面活性剂有较好的稳定性。 
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图 1  发酵液表面张力变化与生长曲线的关系 

Fig. 1  Changes of surface tension and cell growth  

in the culture with time 

 

2.3  生物表面活性剂成分分析 

生物表面活性物质经硅胶薄层层析，经特异性显

色剂处理显示糖脂斑点，可判断该菌株产糖脂类生物

表面活性剂。 

通过红外光谱对其产物进行测定（图 2），图中有

几个明显的吸收峰，分析表明存在着下列基团：

3403.61 cm-1波段吸收峰表明分子中有大量羟基存在；

3100 ~ 2900 cm-1波段吸收峰是糖类C-H的伸缩振动，

1400 ~ 1200 cm-1是C-H变角振动；1719.63 cm-1是C=O

的双键振动；1075.29 cm-1为C-O-C键伸缩振动，说明

分子中有一个五元环状内酯和糖苷键存在。根据图谱

分析和文献[14]，此菌所产的生物表面活性剂为一种

糖脂类物质，其分子的具体结构还有待进一步研究。 
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图 2  表面活性物质的红外光谱 

Fig. 2  Infrared spectrum of surfactant 
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2.4 培养条件优化 

生物表面活性剂是微生物在一定条件下产生的代

谢产物，不同的微生物生长所需最佳环境不同，可以

通过优化发酵条件及各种营养物质使生产菌最有效地

产生物表面活性剂。C 源是构成细胞物质和供给微生

物生长发育所需要的能量，为细胞和代谢产物中 C 的

来源提供营养物质。本试验采用正交实验方法，在原

发酵培养基的基础上，对培养基的 C 源、N 源以及装

液量、初始 pH 值、培养温度等条件进行了优化（接种

量 4%，200 r/min）。 

发酵液表面张力值的方差分析见表 3。由表中可

以看出，各因素对发酵液表面张力的影响主次顺序为：

C源＞温度＞装液量＞pH＞N源，并且C源、装液量和

温度 3 因素对发酵液的表面张力影响较大，C源达到

极显著水平（F＞F0.01），装液量和温度达到显著水平

（F0.05＜F＜F0.01），为主要影响因素。N源和pH两因素

对发酵液表面张力的影响程度较小，未达到显著水平

（F＜F0.05），为次要因素。其中，在C源为糖     蜜、

N源为蛋白胨、初始pH值 7.0、温度 35℃、装液量 100 

ml的条件下，发酵液的表面张力可达到 25.2 mN/m。 
 

表 3  正交试验结果的方差分析 

Table 3  A xperiment 

方差 性 

NOVA analysis results of orthogonal e

来源 偏差平方和 自由度 F 值 显著

C 源 1227.38 4 29.58 ** 

N 源 97.85 4 2.36  

pH 264.49 4 6.37  

装液量 317.54 4 7.65 * 

温度 637.09 4 15.35 * 

误差 41.5 4   

    注  表示极显 ＜0.01），* 表示显著 (p 0.05）。 

试验通过不同的 C 源和 N 源来对菌株 BS-5

进行

 

原油为唯一 C 源，从石油污染土壤中

分离

考文献： 
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本

发酵培养，然后测其表面张力，发现培养基中 C

源的改变对表面张力的影响特别显著，根据结果选取

植物油为最佳 C 源；蛋白胨为最佳 N 源；根据能使发

酵液表面张力降到最低时各因子水平的组合，此次优

化结果为：植物油、蛋白胨、初始 pH 值 7.5、温度 35℃，

装液量选用 150 ml（空白发酵液表面张力为 44.1 

mN/m）。为了实验室摇瓶发酵的方便，装液量选用

100 ml。其最优方案还需进一步研究。 
 

3 结论 

本试验以

获得一株产表面活性剂较强的菌株BS-5。经 16S 

rDNA 基因序列分析结果，判断 BS-5 菌株为铜绿假

单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)。该菌能显著降低发

酵液表面张力，在分离培养基中发酵培养 3 天，可使

发酵液的表面张力降为 27.3 mN/m（空白发酵液表面

张力为 54.5 mN/m）。另外，经过红外光谱和薄层层

析分析，初步鉴定该菌产生的生物表面活性物质为糖

脂类物质。通过正交试验方法对该菌株的培养条件进

行了初步优化。该菌有较强的产生物表面活性剂的能

力，具有潜在的应用价值。 
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Abstract： Biosurfactant producing strains were screened through enrichment from the oil sludge with crude oil as sole carbon source and 15 

strains which could produce higher yield of biosurfactant were obtained. Strain BS-5 could produce highest biosurfactant and be able to reduce the 

surface tension of fermentation broth to 27.3 mN/m (the surface tension of pure water is 71.5 mN/m). Analytic results by FT-IR showed that the 

biosurfactant of the strain was a kind of glycolipid. In addition, the cultural conditions of the strain were primarily optimized by using orthogonal 

experiment method. The best result was: vegetable oil 10 g/L, MgSO4 0.2 g/L, K2HPO4 1.0 g/L, KH2PO4 1.0 g/L, peptone 1.0 g/L, FeSO4 0.05 g/L, 

CaCl2 0.02 g/L and initial pH 7.5. The strain was identified as Pseudomonas aeruginosa according to microscope observation and the 16S rDNA gene 

sequence. 

Key words： Biosurfactant, Strain screening, Orthogonal experiment method, Cultural condition optimization 

 


