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一株产生脂肽的枯草芽孢杆菌的分离鉴定及脂肽对原油的作用 

王大威 1, 刘永建 1*, 林忠平 2 , 杨振宇 3, 郝春雷 1 
(1大庆石油学院石油工程学院, 大庆 163318) 

(2北京大学生命科学学院 北京 100871) (3大庆油田勘探开发研究院 大庆 163712) 

摘要: 从大庆油田地层水中分离到一组能高效产生生物表面活性剂的菌株, 采用 sfp 基因 PCR 鉴定

的方法从中分离到一株芽孢杆菌 ZW-3, 该菌株能够产生大量表面活性物质, 采用细菌生理生化鉴定

结合 16S rDNA序列的系统发育学分析确定该菌株为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis), 通过薄层层析

色谱(TLC)、高效液相色谱(HPLC)分析其代谢产物, 初步鉴定为脂肽(Lipopeptide); 该脂肽生物表面

活性剂理化性质显示它能使培养基的表面张力从 68.92mN/m 降低 25.19mN/m、原油/水的界面张力

从 23.53mN/m 降低到 4.57mN/m, 与 1.8%的 NaOH 溶液复配可以将油水界面张力降低到

1.2×10−3mN/m, 其临界胶束浓度为 33.3mg/L(3.24×10−5mol/L), 并具有较好的乳化活性和发泡性能 , 

说明该菌株代谢的脂肽生物表面活性剂在提高石油采收率中具有广泛的应用前景。 
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生物表面活性剂是 20世纪 70年代后期国际生物

工程领域中发展起来的一个新课题 , 由于其可以媲
美化学合成表面活性剂的性能 , 以及易降解低毒害
的特点 , 生物表面活性剂越来越受到重视。脂肽
(Lipopeptide)表面活性剂是其中重要的一类。1968年, 
Arima等[1]首次发现 Bacillus Subtilis IFO3039能够产
生脂肽类生物表面活性剂 , 可显著降低水的表面张
力(从 72mN/m 降低到 27mN/m), 临界胶束浓度达到
1.28×10−5mol/L, 是迄今报道的效果最好的生物表面
活性剂之一, 被名为表面活性素(Surfactin)。它是由一
个 LLDLLDL共 7个短肽手性序列的亲水基团和β-羟
基脂肪酸的疏水基团形成的内酯环 , 具有马鞍型的
结构。由于其特殊的化学组成和两亲型分子结构, 表
现出多种生理功能 [2,3]: 帮助微生物细胞粘附于烃类
物质表面进行解烃代谢; 降低表面张力, 促进微生物
吸收和代谢疏水性物质 , 以利于微生物在水不溶性
物质中生存; 多种脂肽具有抗微生物和昆虫活性 [4]。

由于脂肽及其它生物表面活性剂具备多种活性 , 因
此它们可以应用于石油开采、环境治理、医药、食品、

化妆品、农业等众多工业领域中。 
基于脂肽表面活性剂优良的功能和广泛的用途 , 

有必要研究快速筛选和鉴定代谢脂肽类表面活性剂

的菌株的方法。但是目前关于脂肽类生物表面活性剂

研究的报道还很少。本研究采用血平板、排油活性检

测等方法从大庆油田地层返排水中分离到一组代谢

表面活性剂的菌株 , 并根据表面活性素(Surfactin)代
谢过程的关键酶 Sfp 基因(枯草芽孢杆菌磷酸泛酰巯
基乙胺转移酶基因, 其编码蛋白 SFP“枯草芽孢杆菌
磷酸泛酰巯基转移酶”属于 4-磷酸泛酰巯基乙胺基转
移酶超家族)设计引物, 采用 Sfp 基因 PCR 鉴定的方
法从中分离到一株芽孢杆菌, 能够在 45℃下 2天内产
生大量高表面活性物质 , 其发酵液可降低原油界面
张力为 4.57mN/m, 采用 16S rDNA 序列的系统发育
学分析确定该菌株为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis), 
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结合薄层层析色谱(TLC)、高效液相色谱(HPLC)分析
其代谢产物 , 确定为表面活性素 (Surfactin), 并对菌
株代谢的脂肽类生物表面活性剂的临界胶束浓度

(CMC, critical micelle concentration)、乳化活性、降
低表/界面张力能力、乳化原油稳定性及发泡性能等
对原油的作用进行了研究。 

1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌 株 和 材 料 : Bacillus subtilis 菌 株
ATCC21332 由中国农科院土壤肥料所菌种保藏中心
购买;  Bacillus subtilis 菌株 ZW-3 由大庆油田勘探
开发研究院微生物采油研究室分离保存。地层水、原

油样品(相对密度 0.8583, 粘度 19.38 mPa·s, 含蜡量
23.56%, 含沥青胶质 13.0%)取自大庆油田第一采油
厂 51-斜 13井。 
1.1.2  标准品: Surfactin 标准品购自德国 Fluka 公司
(Sigma) 
1.1.3  培养基: ○1 细菌种子培养基(g/L): 葡萄糖 5.0, 
牛肉膏 3.0, 蛋白胨 10.0, 硫酸镁 2.0; ○2 细菌发酵培
养基(g/L): 可溶性淀粉 20.0, 硫酸铵 6.0, 硫酸镁 0.3, 
氯化钙 0.08., 酵母粉 0.6, 磷酸二氢钾 2.0, 磷酸氢二
钠 8.0, 初始 pH7.2。 

1.2  菌株的分离 
1.2.1  富集培养 :  将油水样和油土样按 3%的接种
量分别接种到富集培养基中 , 120r/min, 根据大庆油
田地质温度 45℃下振荡培养 3d。 
1.2.2  血平板筛选:  利用生物表面活性剂能够溶血
的特性 , 将富集培养液用划线和涂布分离方法接种
于血平板上, 37℃培养 24～48h, 挑选溶血圈大且透
明的单菌落接种斜面上, 作进一步研究。 
1.2.3  复筛摇瓶培养:  将初筛的菌株活化培养后接
种于摇瓶培养基中, 120r/min, 37℃振荡培养 3d, 发酵
液离心后进行复筛和表面活性的测定。 
1.2.4  生物表面活性剂排油活性测定 : 取一直径
150mm培养皿, 加 30mL煤油, 在煤油中心慢慢加入
0.lmL 的摇瓶发酵液, 中心煤油被挤向四周形成一圆
圈, 圆圈直径与表面活性剂含量成正比。将驱油圈直
径大于 4 cm的菌株保留作进一步的研究。 

1.3  sfp 基因的 PCR 扩增[5] 

提取细菌基因组 DNA, 以其为模板 PCR扩增 sfp
基因。扩增引物按照 Feng-Chia Hsieh[6]报道的引物

f(5′-ATGAAGATTTACGGAATTTA-3′)和 r(5′-TTATA- 

AAAGCTCTTCGTA-3′)(上海生工生物工程有限公司
合成), PCR体系采用 20μL, 条件: 94℃ 10min; 94℃ 
1min, 46℃ 30s, 72℃ 1min, 25个循环; 72℃ 10min。
扩增的 PCR 产物连接到载体 PMD18-T(TAKARA)上, 
转化 E.coli DH5α。序列测定由北京三博远志生物公
司完成。 

1.4  细菌鉴定及生理生化分析 
生理生化实验方法参见文献[7]。DNA 提取参照

Marr r tu r [ 8 ]的方法。采用熔点法 [ 9 ] (T m 值法 )测定
(G+C)mol%含量。以细菌基因组 DNA为模板 PCR扩
增 1 6 S  r D N A ,  扩增引物采用细菌通用引物
B14926(5′-CCGGATCCAGAGTTTGATCCTGGTCAG
AACGAACGCT-3′)和 B14927(5′-CGGGATCCTACG- 
CCTACCTTGTTACGACTTCACCC-3′)(上海生工生
物技术有限公司合成)。PCR 反应体系选用 20 μL 反
应体系, 条件: 94℃ 10min; 94℃ 45s, 55℃ 60s, 72℃ 
70s。30个循环; 72℃ 10min。扩增的 PCR产物连接
到载体 PMD18-T(TAKARA)上, 转化 E.coli DH5α。
提取有 16S rDNA插入的质粒并测序, 序列测定由北
京三博远志公司完成。 

将菌株 ZW-3的 16S rDNA序列输入 GenBank核
酸序列数据库进行比对 , 采用 MEGA4.0 软件进行
16S rDNA同源性分析。 

1.5  脂肽生物表面活性剂的分离及鉴定 
脂肽表面活性剂的提取和高效液相色谱分析方

法参照文献[10]; 薄层层析分析方法参照文献[11]。 
纯化样品采用高效液相色谱进行检测 , 流动相

A(40％乙腈＋60％10mmol/L醋酸铵, pH6.9), 流动相
B(乙腈), 进行梯度洗脱, 0～10 min内 B相由 10％变
到 25％, 流动相 1.0mL/min、反相 C18柱、紫外 215nm
检测即可。 

1.6  脂肽生物表面活性剂的理化性质 
脂肽生物表面活性剂临界胶束浓度 (CMC)测定

方法见文献[12]。脂肽生物表面活性剂乳化活性的测
定方法参照文献[13]。采用 TVT2 滴体积界面张力仪
和旋滴界面张力仪分别对地层水、培养基、发酵液于

45℃下测定界面张力。 
取去离子水、细菌培养基、ZW-3 菌株发酵液各

10ml分别和等体积原油于 30ml乳化管中, 用 Ployron
均质机 10000r/min均质混合 1min, 45℃放置, 最初 2h
观察一次, 放置 7天观察乳化液分离效果以测定脂肽
发酵液乳化原油的稳定性。 

利用泡沫发生器分别使发酵液和化学发泡剂-十
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二烷基磺酸钠起泡在 20℃和 50℃下测定两者的半衰
期以确定脂肽发酵液泡沫稳定性。 

2  结果和讨论 

2.1  菌种发酵液排油活性测定 
    通过排油圈实验从大庆油田油水样中分离到具
有良好驱油活性的 8 株菌株 , 分别命名为 ZW-1～
ZW-8, 在 8个菌株中, ZW-3的排油圈最大, 其直径可
达 6 cm, 有必要进行进一步的研究。 

2.2  菌种发酵液表面张力的测定 
采用 TVT2滴体积界面张力仪对 8株具有较强驱

油活性的菌株的发酵液的表面张力进行测定 , 结果
见表 1, 从表中可以看到 ZW-3、ZW-6 菌株发酵液具
有较强的降低表面张力的能力 , 分别将表面张力从
68.32mN/m 降低到 25.19mN/m 和 29.51mN/m, 由于
ZW-3 的排油圈最大 , 表面张力降得最低 , 故选定
ZW-3菌株作进一步研究。 

 
表 1  菌种发酵液表面张力的测定 

Table 1  Surface tension determined under fermenting liquids 

Sample number Surface tension/(mN/m)

Aseptic water 68.92(0.0795) 

Bacterial fermentation culture medium 68.32(1.6471) 

ZW-1 42.82(0.3125) 

ZW-2 36.56(0.0872) 

ZW-3 25.19(0.2544) 

ZW-4 31.59(0.2147) 

ZW-5 45.25(0.3102) 

ZW-6 29.51(0.0614) 

ZW-7 33.48(0.3145) 

ZW-8 47.24(0.2514) 

Note: Standard Deviations(σ-1), n=5 
 

2.3  sfp 基因的 PCR 扩增 
sfp 基因 PCR 产物电泳(图 1)显示 8 株生物表面

活性剂代谢菌株中, ZW-3 在 675 bp 处有条带, 与正 

 

图 1  Sfp 基因的 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR product profiles of Sfp gene. M. λDNA/HindⅢ+EcoR 
I; 1. ZW-1; 2. ZW-2; 3. ZW-3; 4. ZW-4; 5. ZW-5; 6. ZW-6; 7. 
ZW-7; 8. ZW-8; 9. Bacillus subtilis ATCC 21332; 10. Dis-
tilled water. 

对照菌株一致, 可以初步判定为枯草芽孢杆菌, 但需

要做系统发育学的进一步分析。 

2.4  菌株 ZW-3 的形态及生理生化鉴定 

ZW-3 菌株平板生长菌落呈圆形, 菌落粗糙, 不

透明 , 无闪光 , 扩张 , 污白色 , 细胞杆状 , 大小为

0.7～0.8μm×2～3μm。经鉴定表明, 该菌株呈革兰氏

阳性 , 杆状 , 能形成芽孢 , 厌氧条件不生长 , 甲基红

试验阳性, 硝酸盐还原试验阳性, 葡萄糖培养能产酸

不产气, 可液化明胶, 水解淀粉, 水解酪素。ZW-3基

因组 DNA中(G+C)mol%的含量为 42.2%。  

2.5  系统发育学分析 

将菌株 ZW-3的 16S rDNA 测序结果与 Genbank

中现有的菌种的 16S rDNA 基因序列进行比对, 选择

BLAST比对结果中相似度最高的 24条 16S rDNA, 利

用 MEGA4.0 软件进行多重序列比对绘制进化树, 图

2表明 ZW-3与枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的同源

性最高, 为 99.7%, 因此结合生理生化特性初步判定

ZW-3 是枯草芽孢杆菌 , 拟命名为枯草芽孢杆菌

ZW-3(Bacillus subtilis ZW-3)。 

2.6  脂肽生物表面活性剂的薄层层析结果 

通过 sfp基因的 PCR扩增、系统发育学分析确定

ZW-3菌株为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis), 同时菌

种发酵液表面张力的测定也显示该菌株具有较强降

低表面张力的能力, 说明其代谢了表面活性物质, 根

据文献[10]所知枯草芽孢杆菌代谢多为脂肽类生物表

面活性剂 , 鉴于脂肽类生物表面活性剂所具有的优

良特性, 因此试采用文献[10]中的方法对 ZW-3 菌株

的代谢产物进行纯化 , 将纯化后的物质进行薄层层

析, 使用氯仿/乙酸为展开剂, 以 Surfactin 标准样为

对照, 层析结果如图 3 所示, 样品与 Surfactin 相当, 

并且只呈现 1 个斑点, 证明样品被纯化, 菌株代谢产

物初步鉴定为表面活性素(Surfactin)。 
 

 
图 3  脂肽生物表面活性剂的薄层层析 
Fig. 3  The thin-layer chromatogram of Surfactin. 1. Standard of 
Surfactin; 2. Lipopeptide from B. subtilis fermented broth. 
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图 2  依据 16S rRNA 基因序列构建的菌株 ZW-3 和相关属菌种的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of ZW-3 and related bacteria1species. The tree was constructed according to 16S rRNA gene sequence with MEGA4.0 software. 

 

2.7  脂肽生物表面活性剂的 HPLC 检测结果 
细菌发酵液经纯化后得到脂肽纯品采用HPLC与标

准品进行检测。由图 4 可见, 脂肽经 HPLC 分离后出现
了 3个主要的峰, 保留时间分别为 6.212min、7.769min、
9.727min, 标准品 HPLC结果在 6.136、7.643、9.586min
处也各有 3个峰, 根据文献[11]说法, 这 3个峰可能是表
面活性素(Surfactin)的同系物, 因此初步认定纯化样品中
保留时间为 6.212、7.769、9.727min 的峰为表面活性素

(Surfactin), 采用 HPLC对从发酵液中提纯的脂肽生物表
面活性剂的含量进行测定 , ZW-3 的脂肽产率为
111.6mg/L, 在已报道的文献中是较高的。 

2.8  脂肽生物表面活性剂的理化性质及对原油的作用 
2.8.1  脂肽表面活性剂临界胶束浓度(CMC)的测定: 
实验结果表明, 随着脂肽浓度的增加, 界面张力逐渐
下降, 当稀释 30 倍时, 即脂肽浓度为 33.3 mg/L 时, 
界面张力降到最低为 3.4 mN/m, 再继续增加浓度界面 

 
图 4  脂肽生物表面活性剂的 HPLC 检测 

Fig. 4  HPLC Examination of Surfactin. A: Standard of Surfactin; B: Lipopeptide from B. subtilis fermented broth. 
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 Bacillus subtilis BHP6-1(AY162131) 
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张力不再下降, 因此, 脂肽的临界胶束浓度(CMC 值)

约为 33.3mg/L(3.24×10−5mol/L)。由图 5 的曲线也可

以看出脂肽水溶液的浓度在 33.3mg/L 时界面张力有

一个突变点(根据 CMC 的定义: 在 CMC 浓度以下表

面活性剂不再聚集成胶束 , 从而表面张力或界面张

力会突然开始上升), 因此, 也可以确定 ZW-3菌株产

生 的 脂 肽 生 物 表 面 活 性 剂 的 CMC 值 约 为

33.3mg/L(3.24×10−5mol/L)。如此低的 CMC值说明该

脂肽表面活性剂在稀释浓度下是很有效的 , 因为它

在很低的浓度时就可以达到临界胶束浓度 , 从而使

界面张力降到最低 , 这对表面活性剂的使用是非常

有利的。 

 

图 5  脂肽表面活性剂的 CMC 值 
Fig. 5  CMC of the lipopetide biosurfactant. 

 
2.8.2  脂肽表面活性剂乳化活性和降低表面张力能
力的测定: 将脂肽发酵液进行系列稀释, 测定不同稀
释度发酵液的乳化活性和降低表面张力能力 ,  结果
如表 2 所示, 该脂肽乳化能力较强, 其原液乳化活性
为 2.89U, 随着稀释度的升高, 溶液乳化活性逐渐下
降, 当稀释 10倍时乳化活性为 1.36U, 仍能达到有关
文献报道 [15]的生物表面活性剂发酵原液乳化活性水 

 
表 2  不同稀释度的发酵原液乳化活性测定值 

Table 2 The emulsifying value of different dilutions of lipopeptide 

Dilutions of 
lipopeptide solution 

Emulsifying 
value/U 

Surface 
tension/(mN/m) 

0 0 68.36(0.0746) 
1 2.89(0.0825) 25.04(0.2541) 

2−1 2.54(0.1295) 25.10(0.3328) 
3−1 2.12(0.5374) 25.13(0.3004) 

5−1 1.56(0.3621) 25.60(0.2328) 

10−1 1.36(1.3541) 26.15(0.2741) 

50−1 0.33(0.8546) 57.91(1.9079) 

100−1 0.15(0.1124) 67.51(0.1686) 

Standard Deviations(σ-1), n=5 

平; 同时该脂肽具有很强的降低表面张力的能力, 其
原液可将表面张力从 68.36mN/m 降低到 25.04mN/m, 
即使稀释 10倍时还可以降低表面张力到 26.15mN/m。
以上结果说明该脂肽生物表面活性剂具有很好的乳化

活性和降低表面张力能力, 在微生物采油、环境生物
修复和食品工业等领域将有广阔的应用前景。 
2.8.3  脂肽表面活性剂降低界面张力能力的测定 : 
采用 TVT2滴体积界面张力仪对大庆油田地层水、培
养基、发酵液以及稀释溶液的油水界面张力进行测定, 
结果如图 6 所示, 菌株发酵液与地层水和培养基比较, 
将油水界面张力分别从 27.88mN/m 和 23.53mN/m 降
低到 4.57mN/m, 即使稀释 10 倍 , 仍可以达到
12.16mN/m, 说明该脂肽表面活性剂具有较强的降低
油水界面张力的能力。  

 

图 6 菌株 ZW-3 发酵液界面张力测定 
Fig. 6  Interfacial tension determined under fermenting liquids.  
A: Aseptic water; B: Culture medium; C: Bacterial fermentation 
fluid; D: Dilutes two times; E: Dilutes five times; F: Dilutes ten 
times. 
 

在石油开发中, 碱(氢氧化钠、碳酸钠)与表面活
性剂二元复合驱(Alkali-Surfactant, AS)是一项应用广
泛、且廉价的提高采收率技术。该技术的机理在于原

油中的酸性物质(如羧酸)可以与碱中和, 在油水界面
形成活性物质 , 同时外加的表面活性剂与之产生协
同效应进一步产生超低界面张力(<10−2mN/m), 从而
提高原油采收率。在研究工作中, 将表面活性剂与不
同浓度的碱进行复配测定其降低油水界面张力的能

力是表征表面活性剂在提高原油采收率中作用的重

要参数。因此为研究菌株 ZW-3代谢的脂肽表面活性
剂的性能, 获得超低界面张力, 实验使用旋滴界面张
力仪对发酵液/原油的界面张力进行测定, 1.5h观察油
滴拉长情况。根据大庆油田原油的具体特点, 加入浓
度 0.8%、1.0%、1.3%、1.5%、1.8%、2.0%(Wt/V)的
NaOH溶液与发酵液复配进行分析。 
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从图 7 中可以看到 f5 和 f6 两个组合分别达到
1.2×10−3mN/m 和 1.4×10−3mN/m, 是超低界面张力 , 
尽 管 后 期 界 面 张 力 会 恢 复 , 但 也 可 维 持 在
3.5×10−2mN/m 这样较低的水平 , 说明该脂肽对降低
界面张力具有较强的能力 , 同时和碱的加入成一定
的线性关系 , 在微生物提高原油采收率中具有一定
的应用价值。  

 

图 7  发酵液与碱复配界面张力的关系 
Fig. 7 Interfacial tension determined under fermenting liquids mixed 
with alkali. f1: 0.8%, f2: 1.0%, f3: 1.3%, f4: 1.5%, f5: 1.8%, f6: 
2.0% NaOH 

 
2.8.4  脂肽表面活性剂对原油的乳化作用 : 脂肽发
酵液乳化原油的稳定性实验显示, 去离子水、细菌培
养基与原油形成的乳化液在 1～2min 内迅速分离开, 
而 ZW-3菌株发酵液与原油形成的乳化液体积在最初
的 10h 内变化比较快 , 35h 以后 , 体积基本稳定在
11mL 左右 , 继续观察没有明显变化, 从乳化管的外
观看 , 加入该脂肽生物表面活性剂的原油对瓶壁的
脱附能力及溶解性增强 , 油水能够形成均匀的乳化
液, 粘度下降, 说明 ZW-3 菌株发酵液具有良好的乳
化效果。 

使用电子显微镜观察 ZW-3 菌株发酵液乳化管
中的油水混合情况 , 可以看到图 8 中乳化液既有油
包水 (W/O)的形式 , 也有水包油 (O/W)的形式 , 但主
要是水包油 (O/W)的形式 , 以上事实说明该脂肽的
乳化能力较强 , 最后可以形成稳定的水包油的乳化
液。这些特性有利于原油的增采、输送以及原油污

染的清除。  
2.8.5  脂肽表面活性剂的发泡性能: 菌株 ZW-3脂肽
发酵液的发泡性能与化学合成的十二烷基磺酸钠比

较测定结果见表 3, 结果表明, 菌株 ZW-3 发酵液的
泡沫稳定性在 20℃比十二烷基磺酸钠略差, 50℃时远
远好于十二烷基磺酸钠。由于采油的地层温度一般较

高, 性能优良的发泡剂应该在高温下保持稳定。ZW-3  

 

图 8  ZW-3 菌株发酵液对原油的乳化作用 
Fig. 8  The Photos of crude oil-water emulsion formed by fer-
menting liquids (10×40). A: 12h; B: 72h. 
 

表 3  菌株发酵液的发泡性能 
Table 3  Foaming property of fermenting fluids 

Surfactant 20  half life ℃

period /min 
50  half life ℃

period /min 
Foam 

 appearance 
Strain ZW-3  

fermentation fluid 336 35 Tiny and 
compact 

Sodium dodecylsul-
phonate 348 16 The size is 

different 

 
发酵液泡沫致密, 发酵成本低 , 易于生物降解 , 不会
造成污染, 说明菌株 ZW-3 的发酵液作为油田开采调
剖工艺中的发泡剂也是非常有前景的。 

3  结论 

3.1  脂肽生物表面活性剂代谢菌株的快速筛选 
近年来 , 人们一直采用血平板法和扩油圈法筛

选代谢脂肽生物表面活性剂的菌株 , 但这样不仅工
作效率低下 , 且不能有效将代谢脂肽的微生物从中
区分开。脂肽的生物合成是由表面活性素合成酶基因

操纵子(srf operon)复合多酶体系催化进行的, Sfp 基
因(枯草杆菌磷酸泛酰巯基转移酶基因)位于 srf 操纵
子的下游, 片段长 4kb, 是参与脂肽代谢的第二调控
元件 , 换言之 , sfp 基因在脂肽的合成中是必不可少
的。所以在本研究中, 我们针对 sfp 基因序列设计了
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探针, 通过 sfp基因 PCR从一组生物表面活性剂代谢
菌株中筛选到一株代谢脂肽的菌株 ZW-3, 实验发现
sfp 基因 PCR 结果稳定, 重复性强, 说明它是严格保
守的基因序列, 进一步利用 16S rDNA序列的系统发
育学分析确定 ZW-3 为枯草芽孢杆菌(Bacillus sub-
tilis), 并利用 HPLC鉴定代谢物为脂肽类表面活性剂, 
从而建立了一套快速分离检测代谢脂肽类生物表面

活性剂的枯草芽孢杆菌的方法。 

3.2  脂肽生物表面活性剂的 CMC 值及乳化活性 
实验结果表明 , 本文报道的脂肽生物表面活性

剂其 CMC 值约为 33.3mg/L, 低于很多其他的生物表
面活性剂和化学合成表面活性剂 , 临界胶束浓度
(CMC)可以看作生物表面活性剂在水的溶解度或者
是该表面活性剂要求达到最大表面活性的最小的浓

度, 因此如此低的 CMC 值说明 ZW-3 菌株代谢的脂
肽生物表面活性剂具有较高的表面活性剂 ; 同时其
发酵液乳化活性为 2.89U, 稀释 10倍后, 乳化活性为
1.36U, 仍能达到有关文献报道的生物表面活性剂原
液乳化活性水平 , 说明该脂肽生物表面活性剂具有
很好的乳化活性, 为其商业开发提供了保证。 

3.3  脂肽生物表面活性剂对原油作用的研究 
该脂肽表面活性剂具有较强的降低表/界面张力

的能力 , 发酵液可将表面张力从 68.92mN/m 降低

25.19mN/m, 油水界面张力由 27.88mN/m 降低到

4.57mN/m, 与 1.8%(WT/V)的 NaOH溶液复配可以将
油水界面张力降低到 1.2×10−3mN/m 这样超低的界面
张力水平 , 可以和大多数目前在石油开发中应用的
化学合成表面活性剂媲美 ; 同时对原油具有较强的
乳化作用和发泡性能。相对于化学表面活性剂, 生物
表面活性剂具有可生物降解、减少污染、无毒或低毒、

具有更好的环境相容性的特点 , 生物表面活性剂与
化学合成表面活性剂复合配伍进行石油开发 , 降低
化学表面活性剂用量 , 进而降低成本和减少环境污
染已经成为今后微生物采油技术的重要研究方向 , 
因此, 该脂肽表面活性剂的应用领域将非常广, 是一
种在微生物采油中很有应用前景的生物表面活性剂。 
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Isolation and identification of surfactin producing Bacillus Subtilis strain and 
its effect of surfactin on crude oil  

Dawei Wang1, Yongjian Liu1*, Zhongping Lin2, Zhenyu Yang3, Chunlei Hao1  
(1 Petroleum Engineering College,Daqing Petroleum Institute, Daqing 163318, China) 

(2 College of life Sciences,Peking University, Beijing 100871, China) 
(3 Daqing Exploration & Development Institute, Daqing 163712, China) 

Abstract: Strains producing biological surfactants were isolated from formation water of Daqing oil field, Heilongjiang 
Province, China. From which a lipopeptide producing strain ZW-3 was screened out by PCR of the sfp gene. The mor-
phology ,cultural characteristics ,physiological , biochemical properties and chemotaxonomy of strain ZW-3 were studied. 
The strain is rod shaped (0.7～0.8 μm×2~3 μm) , gram-positive, spore-forming and aerobic bacteria. Its (G+C) content 
was determined to be 42.2 mol%. Phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequence demonstrated that it was 
closely related to the genus Bacillus subtilis, and the metabolites of strain ZW-3 was analyzed by thin layer chromatog-
raphy and high performance liquid chromatography, the result indicated that the biosurfactant strain ZW-3 produced was 
surfactin. It could reduce surface tension of bacterial fermentation culture medium and water/oil- interfacial tension from 
68.82 mN/m to 24.88 mN/m and from 23.53 mN/m to 4.57 mN/m ,respectively, and its mixture with 1.8%NaOH could 
reduce water/oil- interfacial tension to an ultra low level (1.2×10−3mN/m), Its critical micelle concentration (CMC) was 
tested to be 33.3 mg/L(3.24×10−5 mol/L)at 25 , and it had excellent emulsifying(2.89U) and foaming property. All these ℃

results showed that this biosurfactant had great potential in pharmaceutics, environmental protection, cosmetic, oil recov-
ery and many other application fields. 
Keywords: Bacillus subtilis; polyphasic taxonomy; lipopeptide; biosurfactant; physico-chemical properties; crude oil 
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