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摘  要: 模炼油厂污泥中分离得到 1 株生物表面活性剂产生菌 C-3, 根据其生理生化特性和 16S 
rDNA 序列相似性分析, 将其鉴定为铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)。初步研究了其产生物

表面活性剂的最适条件, 在以植物油为碳源、30°C、初始 pH 8、Ca2+浓度 20 mg/L、250 mL 三角

瓶中装 75 mL 发酵液的条件下, 最利于菌株的生长和生物表面活性剂产生。它的成分为糖脂类物

质, 临界胶束浓度(CMC)为 50 mg/L, 具有很好的增溶效果。 
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Abstract: A biosurfactant producing bacterial strain C-3 was isolated from the sludge of a petroleum refin-
ery and identified as Pseudomonas aeruginosa. The optimal conditions for the growth and biosurfacant pro-
duction of strain C-3 were investigated. The results showed that strain C-3 could grow well and produce the 
largest amount of biosurfacant under the following conditions: seed-oil as sole carbon source, 30°C, initial 
pH 8, Ca2+ concentration of 20 mg/L, 75 mL medium in 250 mL Erlenmeyer flask. The biosurfactants pro-
duced by strain C-3 was identified as lipopeptides, showing high surface activity and emulsifying efficiency 
with critical micelle concentration (CMC) being 50 mg/L. 
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生物表面活性剂(Biosurfactant)是由微生物产生
的一类具有表面活性的生物大分子物质 [1], 包括糖
脂、脂肽、脂蛋白、磷脂以及中性类脂衍生物等。

与化学类表面活性剂相比, 生物表面活性剂除了具
有良好的降低油水界面张力、乳化、发泡和消泡的

性能外, 还具有易生物降解、对环境无毒害等优点, 
因而在诸多领域, 如化妆品、食品和医药等, 以及微

生物采油中有广泛的应用潜力[2]。据估计, 到 2010
年, 生物表面活性剂的销售额将达到 2 亿美元, 占
表面活性剂市场份额的 10%左右[3]。但目前生产表

面活性剂的主要问题在于产量太低, 提取纯化费用
相当可观, 目前, 生物表面活性剂的成本比化学表
面活性剂的成本高 3~10倍[4]。所以降低生产成本、

选育表面活性剂的高产菌株、优化发酵培养条件、
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开发经济有效的回收工艺, 是目前研究的重点[5]。因

此, 本试验从炼油厂污泥中筛选了 1 株表面活性剂
产生菌 C-3, 研究了其生理生化特性及产物特性 , 
并对其发酵条件进行了初步研究, 以求在优化条件
下提高表面活性剂产量, 将来应用于生产实践中可
以降低生产成本、提高生产效率。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 
细菌富集培养基(g/L): (NH4)2SO4 5, 葡萄糖 2, 

KCl 1.1, NaCl 1.1, FeSO4·7H2O 0.028, KH2PO4 1.5, 
K2HPO4 1.5, 酵母粉 0.5, 微量元素溶液 5 mL, 可
溶性淀粉 20, pH 7.5。 

微量元素溶液(%): ZnSO4 0.029, CaCl2 0.024, 
CuSO4 0.025, MgSO4·7H2O 0.017。 

发酵培养基(g/L): (NH4)2SO4 5, 葡萄糖 2, KCl 
1.1, NaCl 1.1, FeSO4·7H2O 0.028, KH2PO4 1.5, 
K2HPO4 1.5, 酵母粉 0.5, 微量元素溶液 5 mL, 植
物油 10 mL, pH 7.5。 

优化碳源培养基(g/L): (NH4)2SO4 10, NaNO3 2, 
MgSO4·7H2O 0.3, KH2PO4 10, Na2HPO4 4, pH 7.5, 
碳源视需要添加, 终浓度均为 10 g/L。 

血平板培养基: 购于南京便诊商务科技公司。 

1.2  菌株的分离 
称取污泥10 g, 加入90 mL无菌水, 摇床振荡2 h; 

静置 30 min 后取上清液 10 mL接种到装有 90 mL
富集培养基的摇瓶中, 于 30°C、160 r/min 的恒温摇

床上振荡培养 3 d, 以此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血平板上
进行平板涂布分离, 选择透明圈较大的菌株在平板
上划线纯化得到单菌落, 用接种针挑取单菌落接种
于血平板上, 30°C培养 24 h, 观察菌落, 若周围出现
透明圈, 则初步认定该菌株具有产表面活性剂的能
力。再对菌株进行排油圈实验, 将菌株接种到摇瓶
培养基中(成分同富集培养基), 30°C、160 r/min 振 
荡培养 3 d~5 d。取一培养皿, 加水, 水面上再加 
0.1 mL石蜡油形成油膜, 在油膜中心加摇瓶发酵液, 
中心油膜被挤向四周形成一圆圈, 圆圈直径与表面
活性剂含量和活性成正比。观察圆圈直径大小, 直
径>3 cm的菌株保留做进一步研究[6−9]。 

1.3  菌株的鉴定 
通过形态学、生理生化实验及其 16S rDNA的相

似性分析, 参照文献[10]将菌株初步鉴定到属。基因

组DNA采用CTAB法提取[11]。16S rDNA扩增引物为
细菌 16S rDNA通用引物, 正向引物: 5'-AGA GTT 
TGA TCC TGG CTC AG-3' (E. coli 27F), 反向引物: 
5'-TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T-3' (E. coli 
1492R)。PCR产物(1.5 kb左右)采用V-Gene公司的凝
胶回收试剂盒切胶回收, 连接至pMD18-T Vector, 
转化大肠杆菌, 挑取阳性克隆测序, 测序由上海英
骏生物技术有限公司完成。将测序结果与

GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)及其Ribosomal 
Database Project II (http://rdp.cme.msu.edu)上的相关
16S rDNA序列进行同源性比对分析, 采用BioEdit、
MEGA 3.0 等软件进行系统进化分析 , Kimura2- 
Parameter Distance模型计算进化距离, 用 Neighbor- 
Joining 法构建系统发育树, 1000 次随机抽样, 计算
自引导值(Bootstrap)以评估系统发育树的置信度。 

1.4  表面张力测定 
采用环法测定表面张力, 仪器用 JYW-200 表界

面张力仪(河北省承德市鼎盛试验机公司)。 

1.5  表面活性剂的提取和成份鉴定 
取培养后菌株发酵液, 10000 r/min离心 20 min

去除菌体; 上清液用 12 mol/L 浓 HCl 调 pH 至 2.0, 
出现絮状沉淀, 4°C 静置过夜, 10000 r/min 离心 
30 min收集沉淀。用 pH 2.0的 HCl洗涤一次, 随后
将该沉淀溶于 1 mol/L NaOH溶液, 使最终 pH值为
7.0, 冷冻干燥, 得浅褐色疏松状固体表面活性剂粗
品。将粗品置 CH2Cl2中抽提, 后减压蒸干, 1 mol/L 
NaOH溶液溶解, 形成多泡液体; 再用Whatman No.4
滤纸过滤, 滤液再次加 HCl调 pH至 2.0, 将得到的沉
淀离心, 真空冷冻干燥去除残留水分, 即得成品[12−14]。

对提纯得到的产物进行红外光谱(FT-IR)分析。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株的分离和鉴定 
经富集培养, 血平板、排油圈法初筛, 摇瓶发酵

测定表面张力复筛, 从扬子石化炼油厂工业污泥中
筛选出 1株菌株, 命名为菌株 C-3, 其可将水的表面
张力从 75.2 mN/m降至 33.2 mN/m。菌株 C-3为杆
状, 大小为(0.5~0.8)μm×(1.5~3.0) μm, 革兰氏阴性, 
能运动, 有极生鞭毛, 不产芽孢(图 1)。LB固体平板
上 30°C培养 48 h, 菌落呈淡黄色、圆形、不透明、
边缘平整、表面湿润光滑。菌株生理生化特性见 
表 1。 

http://rdp.cme.msu.edu/
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表 1   菌株 C3 的生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics 

of C-3 

Physiological and 
biochemical character-

istics 
Results 

Physiological and 
biochemical character-

istics 
Results

Gram stain − Catalase test + 

M.R. test − Use of nitrate + 

V.P. test + H2S production − 

Indole test − NH3 production − 
Gelatin liquefaction 

test + Sucrose fermentation + 

Phenylalanine dehy-
drogenase test − Maltose fermentation + 

Citrate test + Lactose fermentation + 

Starch hydrolysis test − Glucose fermentation + 

Cellulose hydrolysis 
test − Mannitol fermenta-

tion + 

图 1  菌株 C-3 电镜照片(×4000) 
Fig. 1  Electronic micrograph of strain C-3(×4000) 
 

通过将菌株 16S rDNA序列(GenBank 登录号
EU862322)与GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
及其Ribosomal Database Project II (http://rdp.cme. 
msu.edu)上的相关 16S rDNA序列进行同源性比对分
析, 发现与C-3 序列同源性最高的绝大多数为假单
胞菌属的菌株 ,  选取相关菌株的 16S rDNA序列 

注: +: 利用或呈阳性反应; −: 阴性反应. 
Notes: +: Positive; −: Negative. 

 
用 Neighbour-Joining method构建系统发育树(图 2)。
由图 2可见, 菌株 C-3位于 Pseudomonas分支上, 与 

 

 

图 2  根据菌株 C-3 及其相关菌株的 16S rDNA 构建的系统发育图 
Fig. 2  Phylogenetic tree constructed by the neighbor joining approach based on the 16S rDNA of strain C-3 and related strains 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://rdp.cme/
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假单胞菌属模式种 Pseudomonas aeruginosa 同源性
达 98.4%, 结合表型特征、生理生化特性, 将菌株
C-3初步鉴定为铜绿假单胞菌。 

2.2  菌体生长与发酵液表面张力的关系   
菌体生长和培养液表面张力值之间的关系如图

3 所示, 菌株的生长量与发酵液表面张力呈反向相
关, 表面张力随着菌体生长而下降, 菌体浓度达到
最大时 , 表面张力达到最低 , 且在整个稳定期 , 发
酵液的表面张力变化不大。菌株 C-3 生长的延迟期
为 4 h, 4 h后进入对数生长期直至 48 h, 在 48 h, 菌
体浓度达到最大, 与之相应的培养液的表面张力达
到最小。 
 

 

图 3  菌株 C-3 的生长曲线和表面张力曲线 
Fig. 3  The relationship between growth of strain C-3 and 
surface tension 

 
2.3  不同碳源对菌体生长和产表面活性剂的影响 

在优化碳源培养基中分别加入 10 g/L 的碳源 
(乳糖、糊精、麦芽糖、淀粉、蔗糖、葡萄糖、植物
油)。接种 C-3 菌株进行培养。图 4 结果显示, C-3
在几种碳源中都能够很好的生长, 在以蔗糖和葡萄
糖作为碳源时, 表面张力明显大于另外几种碳源。 
当以植物油作为碳源时 ,  表面张力达到最低值 
32.1 mN/m, 推测原因是C-3作为表面活性剂产生菌, 
在利用植物油作为碳源时, 可以同时利用亲油性碳
源和亲水性营养源, 诱导了表面活性剂的合成。而
葡萄糖对某些适应性酶的合成具有抑制作用[15], 作
为碳源反而不利于表面活性剂的产生。 

2.4  温度对菌体生长和表面活性剂产生的影响 
在发酵培养基中, 接种菌株 C-3 进行培养, 培

养温度分别选取 20°C、25°C、30°C、37°C, 结果如
图 5 所示, 从 20°C~37°C, 菌株 C-3 均能很好生长, 
并产生表面活性剂, 说明其对温度有较好的适应能
力。30°C 为 C-3 的最适生长温度, 产生的表面活性
剂量最大, 发酵液表面张力值最低达到 32.4 mN/m。 

 

图 4  碳源对表面张力和菌株 C-3 菌体生长的影响 
Fig. 4  Effect of carbon source on growth of strain C-3 and 
surface tension of the culture 

 

 

图 5  温度对表面张力和菌株 C-3 菌体生长的影响 
Fig. 5  Effect of temperature on growth of strain C-3 and 
surface tension of the culture 

 
2.5  pH 值对菌体生长和表面活性剂产生的影响 

将发酵培养基的初始 pH值分别调至 2、4、5、

6、7、8、9、10、11、12, 接种菌株 C-3进行培养。

结果如图 6所示, C-3在 pH 2时, 生长受到抑制, 而

在 pH 4~12 之间, 生长良好, 发酵液表面张力显著

下降, 并且菌株生长量和发酵液表面张力值变化不 

 

 

图 6  pH 对表面张力和菌株 C-3 菌体生长的影响 
Fig. 6  Effects of pH on the on growth of strain C-3 and 
surface tension of the culture 
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大, 说明菌株 C-3具有很宽的 pH适应范围, 并且所
产表面活性剂产量稳定。在后续研究中选择 pH 8作
为菌株的最适合 pH。 

2.6  通气量对菌体生长和表面活性剂产生的影响 
在 250 mL三角瓶中分别加入 25 mL、50 mL、

75 mL、100 mL、125 mL、150 mL发酵培养基, 接

种 C-3 菌株进行培养。结果如图 7 所示, 在装液量

为 75 mL时, C-3生长情况最好, 发酵液表面张力值

最低, 在其他装液量条件下, 菌体生长浓度略有下

降, 表面张力有所上升, 说明菌株 C-3 对通气量有

一定的要求。 

 

 

图 7  通气量对表面张力和菌株 C-3 菌体生长的影响 
Fig. 7  Effects of oxygen on growth of strain C-3 and sur-
face tension of the culture 

 
2.7  金属离子对菌体生长和表面活性剂产生的影响 

在 LB 培养基中分别加入各种金属离子(Fe2+、

Ca2+、Zn2+、Mn2+、Cu2+、Mg2+ ), 使其终浓度均为
20 mg/L。其它培养条件不改变, 测定培养液的表面
张力值及菌体生长状况, 结果如图 8 所示, Fe2+、

Ca2+、Mn2+能够促进菌株 C-3 的生长及产生表面活
性剂, 其中, Ca2+的效果最为明显, 可使培养液表面
张力降至 31.9 mN/m。Zn2+对菌株 C-3的生长和产表 

 

 

图 8  金属离子对表面张力和菌株 C-3 菌体生长的影响 
Fig. 8  Effects of metal ions on growth of strain C-3 and 
surface tension of the culture 

面活性剂有明显抑制作用, Mg2+对菌体生长及产表

面活性剂基本没有影响。 

2.8  生物表面活性剂的提取与乳化性能测定 
前面的研究结果表明, 以植物油为碳源、30°C、

初始 pH 8、Ca2+浓度 20 mg/L、250 mL三角瓶中装

75 mL 发酵液的条件下, 菌株产生的生物表面活性

剂活性最高。提取在该条件下生产的生物表面活性剂, 

获得的产物为淡黄色粉状物质, 产量为 4.13 g/L。取

一刻度试管, 加 4 mL油和 4 mL表面活性剂溶液(浓

度与原始发酵液相同), 用 WH2 微型旋涡混合仪混

匀, 在避光低温下静置, 在不同时间测量乳化液和

油相体积。将发酵液与液体石蜡混合后, 每隔 12 h

检测乳化体积的变化, 连续监测 72 h, 结果发现发

酵液能完全乳化液体石蜡并可以维持 48 h, 48 h后

乳化体积仍能达到 80%以上。5 d后观察, 乳化体积

仍可维持在 50%以上, 说明菌株 C-3 产生的表面活

性剂乳化性能稳定, 具有很好的增溶效果。 

2.9  生物表面活性剂的 FT-IR 分析结果 
生物表面活性剂红外光谱扫描图(图 9)显示, 在

3359 cm−1 处有强吸收带, 表明分子中有大量羟基 
存在。2855 cm−1~2926 cm−1 之间和 1455 cm−1~ 
1317 cm−1之间的吸收带为碳链上 C-H 键的伸缩振

动吸收带。1052 cm−1为 C-O-C键振动吸收带, 说明

分子中有一个五元环状内酯结构和糖苷键存在。

1734 cm−1为C=C的伸缩振动吸收带, 表明分子中有

不饱和双键。推测该物质为糖与环脂结合形成的不

饱和糖脂类物质。 

2.10  临界胶束浓度(CMC)的测定结果  
将提取的表面活性剂分别稀释至 10 mg/L、 

25 mg/L、50 mg/L、75 mg/L、100 mg/L、150 mg/L

和 200 mg/L后, 测不同质量浓度的表面活性剂溶液

的表面张力, 结果发现, 当溶液浓度低于 50 mg/L

时, 随着浓度增加, 水的表面张力相应降低 , 当样

品浓度高于 50 mg/L 时, 增加样品浓度不能使水的

表面张力进一步降低(图 10), 表明样品的临界胶束

浓度约为 50 mg/L。最低可使水的表面张力降至 

33.5 mN/m。经过计算, 菌株 C-3所产生物表面活性

剂的 CMC值为 50 mg/L, 比一般化学表面活性剂的

CMC 值(SDS 2120 mg/L, 吐温 20600 mg/L)低 1~2

个数量级[16], 因此生物表面活性剂比一般的化学表

面活性剂在性能方面更优越。 
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图 9  菌株 C-3 产生的生物表面活性剂的红外吸收光谱图 
Fig. 9  FT-IR profile of biosurfactant from strain C-3 

 

 

图 10  临界胶束浓度的测定 
Fig. 10  The mensurment of CMC 

 

3  结论 

从扬子乙烯炼油厂废水中筛选出 1 株能够高效

产生表面活性剂的菌株 C-3。经形态观察、生理生
化特性测定及其 16S rDNA 序列和系统进化树的分
析 , 初步鉴定为铜绿假单胞菌  (Pseudomonas 
aeruginosa)。 

以植物油作为碳源可以显著提高菌株 C-3 的生
长和表面活性剂的产生; 在 20°C~37°C, pH 4~12范
围内, 菌株 C-3 生长和产生表面活性剂的能力较强; 
在容量为 250 mL三角瓶中装液量为 75mL, 适量加
入 Ca2+的条件下, C-3产生表面活性剂的能力最强。 

初步提取 C-3发酵产物, 产量为 4.13 g/L。用红

外光谱法(FT-IR)检测推断产物为具有亲水性糖基和
亲油性环脂类碳链的不饱和糖脂类物质。C-3 菌株
产物的 CMC值为 50 mg/L。 

综上所述, 本研究菌株 C-3 对于环境有很好的
适应性, 并且产表面活性剂的性能稳定, 产量上也
具有一定优势, 适合应用于生产实践中, 具有良好
的推广前景。 
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