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摘   要：【背景】由微生物产生的生物表面活性剂(biosurfactant，BS)具有低毒性、高效性、生物

可降解性等多种特性，能在一定程度上缓解化学表面活性剂所造成的环境问题，因此筛选高产、

安全的 BS 生产菌株备受研究者的关注。【目的】从泡菜水中筛选能代谢合成药食两用型 BS 的微

生物菌株。【方法】运用滴崩法和排油圈法从传统发酵食品泡菜水中筛选出产 BS 的菌株，通过形

态观察、生理生化鉴定、rDNA ITS 序列分析等方法确定菌株的种类，并采用液滴塌陷直径、乳化

活性和乳化稳定性鉴定 BS 的功能特性。【结果】从重庆市垫江区家用泡菜水中筛选到一株可产 BS

的曼式毕赤酵母(Pichia manshurica) YM-7，该生物表面活性剂可使液滴直径提高 27.5%，使磷酸盐

缓冲液界面张力下降 49.21% (71.87 mN/m 降至 36.50 mN/m)，提取液与植物油等比例混合放置 8 d

后乳化指数可达 63.0% (空白对照放置 6 d 后降为 0)。【结论】从泡菜水中成功筛选出产表面活性剂

的曼式毕赤酵母 YM-7，其合成的表面活性剂具有良好的乳化性能，在食品、药品和化妆品等领域

具有一定的应用潜能。 

关键词：曼式毕赤酵母；生物表面活性剂；菌株筛选；乳化性  
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Abstract: [Background] Biosurfactants produced by microorganisms have many characteristics, such 

as low toxicity, high efficiency and biodegradability, which can alleviate the environmental problems 

caused by chemical surfactants. Therefore, the screening of high-yielding and safe biosurfactant- 

producing strains has attracted more attention. [Objective] To screen biosurfactant-producing strains for 

medicine and food use from pickled vegetable. [Methods] A biosurfactant-producing strain obtained 

from pickled vegetables by the method of drop collapse and oil displaced circle, and this strain was 

identified by morphological observation, physiological and biochemical identification, rDNA ITS 

sequence analysis. The composition and functional properties of biosurfactants were identified and 

determined by the method of droplet collapse diameter, emulsification activity and chemical analysis. 

[Results] A biosurfactant-producing strain, Pichia manshurica YM-7, was screened from household 

pickled vegetables in Dianjiang District, Chongqing. The biosurfactant increased the droplet collapse 

diameter by 27.5%, and decreased surface tension of phosphate buffered saline by 49.21% (from      

71.87 mN/m to 36.50 mN/m). The emulsification index of the biosurfactant extracts reached 63.0% after 

being mixed with vegetable oil in equal proportions at 8 days (the control droped to 0 after being placed 

for 6 days). [Conclusion] P. manshurica YM-7, an excellent biosurfactant-producing strain, was 

successfully screened from the pickled vegetable, and its biosurfactant has good emulsifying properties 

for certain application prospect in food, medicine and cosmetics industy. 

Keywords: Pichia manshurica; biosurfactant; strain screening; emulsification 

生物表面活性剂(biosurfactant，BS)是一种

主要由微生物(细菌、真菌、酵母)产生的表面

活性化合物，包括糖脂、脂肽、脂蛋白、磷脂

和大分子聚合物等 [1]。与化学合成的表面活性

剂相比，BS 不仅具有低毒性、生物可降解性、

乳化性、抑菌性、抗生物膜性等多种优良性  

能[2]，而且在极端温度、pH 值和盐度下也能够

保持较强的稳定性，同时，BS 在相对较低的浓

度下也具有优于化学表面活性剂的应用性能[3]。

目前，BS 被报道在生物医学、食品和化妆品工

业中都具有广泛的应用前景[4]。由于 BS 的诸多

优点，使得挖掘选育稳定、高产的 BS 生产菌株

逐渐成为国内外学者的研究目标。 

随着国内外学者对 BS 研究的深入，能代谢

生成 BS 的各种来源的菌株不断被挖掘。目前发

现能代谢合成 BS 的菌属包括假单胞菌属

(Pseudomonas sp.)、芽孢杆菌属(Bacillus sp.)、

红 球 菌 属 (Rhodococcus sp.) 、 分 枝 杆 菌 属

(Mycobacterium sp.)、不动杆菌属(Acinetobacter 

sp.)和乳酸杆菌属(Lactobacillus sp.)等 [5]。相对

于细菌而言，现报道有关生产 BS 的真菌种类

稀少，主要集中在酵母菌 (yeast) 和曲霉菌
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(Aspergillus sp.)。酵母菌是槐糖脂的主要生产

菌，包括假丝酵母(Candida bombicola)[6]、球拟

酵 母 (Torulopsis bombicola)[7] 和 丝 孢 酵 母

(Trichosporon asahii)[8]。 

已有许多 BS 的研究和专利报道[9]，主要集

中在 BS 的成分组成[4]、应用特性[10]、发酵优 

化[11-12]等方面。阻碍其工业化生产和应用的根

本原因在于难以获得具有卓越 BS 生产能力的

工业菌株，无法实现菌株产量突破性的提升[1]，

其次是菌株本身的安全性受到质疑。因此选用

遗传背景清晰的益生菌是降低其安全隐患和提

升市场接受度的有效方法。益生菌的筛选最重

要的一点就是严格把控菌种来源，从安全无公

害的基质中分离所需菌株，Fracchia 等[5]从白菜

中分离得到乳杆菌 CV8LAC (Lactobacillus sp. 

CV8LAC)，该菌株所产的 BS 可使水的表面张

力从 70.92 mN/m 降到 47.68 mN/m；Zakaria[13]从

埃及乳制品中分离得到 10 种乳酸杆菌，从中提

取的 BS 表现出较高的抗菌和抗黏附性能；

Madhu 等[14]从一种以大米为原料的发酵产品中

分离得到植物乳杆菌 CFR2194 (Lactobacillus 

plantarum CFR2194)，该菌株所产的 BS 表现出

优越的乳化性能，对食源性致病菌具有较好的

抑制作用。本文通过测定排油圈直径、液滴直

径和乳化指数，从中国传统发酵食品泡菜中筛选

出具有较强产 BS 能力的酵母菌株，并对该菌株

进行生理生化鉴定和 rDNA ITS 序列分析以确定

其种类。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源 

泡 菜 水 取 自 重 庆 市 垫 江 区 永 安 镇

(30°21′13.26″N，107°30′44.22″E)。 

1.1.2  培养基 

基础培养基 (g/L)：牛肉膏 8.0，蛋白胨

10.0，酵母粉 4.0，葡萄糖 20.0，乙酸钠 5.0，柠

檬酸氢二铵 2.0，K2HPO4 2.0，MgSO4·7H2O 

0.2，MnSO4 0.04。pH 7.0−7.5。 

酵母浸出粉胨葡萄糖(yeast extract peptone 

dextrose，YPD)固体培养基(g/L)：蛋白胨 20.0，

酵母粉 10.0，葡萄糖 20.0，NaCl 5.0，琼脂

15.0−20.0。pH 7.0−7.2。 

种子培养基 (g/L)：蛋白胨 10.0，酵母粉

5.0 ，葡萄糖 10.0 ， NaCl 5.0 ， MgSO4·7H2O 

0.2，K2HPO4 2.0。pH 7.0−7.2。 

培养基所需试剂均为分析纯，购自北京索

莱宝科技有限公司。 

1.2  菌株筛选 
1.2.1  富集培养 

将泡菜水样品按 3% (体积分数)的接种量

接种到基础培养基，在 30 °C、150 r/min 条件

下摇瓶培养 3 d。 

1.2.2  滴崩法平板初筛 

将富集培养液涂布在 YPD 固体培养基上，

30 °C 培养 24 h 后，挑取单菌落进行划线，

30 °C 培养 48 h，利用 BS 能够降低油界面张力

的特性，分别滴一滴植物油在菌苔和无菌生长

的 YPD 固体培养基上静置 30 s，观察植物油的

扩展情况，选取油滴扩展状态良好的菌株进行

下一步验证。 

1.2.3  排油圈法复筛 

利用排油圈法检测菌株产物的表面活性，

将初筛得到的菌株分别接入基础培养基，

30 °C、150 r/min 培养 48 h，10 °C、8 000 r/min

离心 5 min 得到菌体沉淀，在蒸馏水中洗涤 2 次

后悬浮在 pH 7.0 的 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液

(phosphate buffered saline，PBS)中，在 25 °C、

120 r/min 条件下洗脱 4 h，再次离心后得到的
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上清液用 0.22 μm 的滤膜过滤得到 BS 粗提    

液[15-16]，将得到的 BS 粗提液进行排油圈实验

并测量排油圈直径，每个排油圈实验重复 3 次，

选择具有最大排油圈直径的菌株做进一步研究。 

1.3  菌株形态学观察及生理生化实验 
利用光学显微镜和扫描电子显微镜观察菌

株形态及细胞表面三维立体结构，并对其进行

生理生化检验[17]。 

1.4  菌株系统发育树的构建 
根据测序结果将菌株的 rDNA ITS 序列在

NCBI上进行BLAST分析，将结果导入MEGA-X

采用邻接法(neighbor-joining method)构建系统

发育树。 

1.5  BS 的提取及分析 
1.5.1  BS 的提取纯化 

将筛选菌株按 2%的接种量接种到 1 L 基础

培养基中，在 30 °C、150 r/min 条件下摇瓶培养

48 h，10 °C、8 000 r/min 离心 5 min 得到菌体沉

淀，用蒸馏水洗涤 2 次，悬浮在 100 mL pH 7.0

的 0.01 mol/L 的 PBS 中，在 25 °C、120 r/min

条件下洗脱 4 h，再次离心后取上清液，用 

0.22 μm 的滤膜过滤除菌即得 BS 粗提液。将 BS

粗提液分装到 9个试管中，每个试管 10 mL，再

将每个试管的 pH 值分别调至 2.0、3.0、4.0、

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 和 10.0，经实验观察，

液体开始出现浑浊的 pH 值为 4.0，从而判断该

提取液等电点在 pH 4.0 左右，离心后将沉淀冷

冻干燥放置−20 °C 冰箱中备用[14]。 

1.5.2  表面活性分析 

表面活性分析实验所用 BS 粗提液提取方法

参见 1.5.1。 

排油圈法[18]：取直径为 9 cm 的培养皿，加

40 mL 蒸馏水并在水面滴加 200 μL 的液体石

蜡，形成油膜后在其中央滴加 100 μL 的 BS 粗

提液，测量排油圈直径，实验重复 3 次。 

液滴塌陷直径测定[19]：用胶头滴管吸取 BS

粗提液，将其滴在石蜡板上，以 PBS 缓冲液为

对照，利用生物表面活性剂可降低水的界面张

力从而使液滴塌陷，记录塌陷后的液滴直径，

实验重复 3 次。 

表面张力测定：用 pH 7.0 的 PBS 缓冲液进

行菌体洗涤和产物洗脱得到 BS 粗提液，以 PBS

缓冲液为对照，采用吊片法利用表面张力仪测

定 BS 粗提液表面张力，实验重复 3 次。 

乳化稳定性测定[20]：分别移取 3 mL 的 BS

粗提液和 3 mL 植物油于试管中，剧烈振荡    

2 min，静置观察乳液析出情况，测量静置 1、

2、3、4、6、8 d 后的乳液高度，计算乳化指数

(emulsification index，EI)并以此衡量其乳化稳

定性，实验重复 3 次。 

乳化指数(EI)= 100%
液面总

乳化液高度
。

高度
 

1.5.3  遗传稳定性实验 

将需要检测的目标菌株在 YPD 固体培养基

上划线培养，30 °C 恒温培养 48 h，连续培养   

5 代后进行发酵实验，重复共计 5 次。 

1.6  数据分析 
实验所有数据均采用 IBM SPSS Statistics 

V25 软件进行分析，实验数据均以平均值±标准

偏差的形式表示，每个实验重复 3 次，统计比

较采用组内 t 检验，P<0.05 为显著差异。采用

OriginPro V8 软件绘制图表。 

2  结果与分析 

2.1  生物表面活性剂生产菌株的筛选 
挑取单菌落划线培养形成菌苔，在菌苔上

进行滴崩法实验，可观察到菌苔上油滴有明显

的扩展现象(图 1A)，以此为指标筛选出 8 株阳

性菌，命名为YM-1−YM-8。为进一步确定菌株

产生物表面活性剂能力的大小，将初筛得到的
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菌株分别接入基础培养基进行发酵培养，结果

表明 YM-7 菌株表面活性剂提取液的排油圈直

径最大达到(5.10±0.10) cm，与其他所选菌株排

油圈直径存在显著性差异(P<0.05)，因此选择

该菌株做进一步研究(图 1B)。 

2.2  YM-7 菌株的鉴定 
2.2.1  YM-7 菌株的形态及生理生化鉴定 

YM-7菌株菌落呈亮白色、圆形、隆起，表

面粗糙，无晕环。细胞大小为 (3.0−5.0) μm× 

(5.0−8.0) μm 的规则短杆状(图 2)，通过扫描电

子显微镜观察，该菌株可产生芽体，呈帽形，

而且细胞表面附着有白色物质(图 3)。 

对 YM-7 菌株进行生理生化鉴定，结果表

明，该菌株不可产生淀粉酶和明胶酶，可产生

过氧化氢酶，能分解蛋白胨中的色氨酸生成吲

哚，不能利用柠檬酸作为碳源，并且 YM-7 菌 
  

 
 

图 1  可产生物表面活性剂的菌株的筛选   A：油滴在菌苔上的扩展现象；→：指向油滴扩展显著区

域。B：初筛菌株的排油圈直径；a−f：不同字母表示数据之间存在显著性差异(P<0.05)，相同字母表示

数据之间不存在显著性差异(P>0.05) 

Figure 1  Screening of strains with the capable of producing surfactants. A: The spread of oil droplets on lawn; 
→: There is a marked expansion of the oil droplets on the lawn. B: Diameters of oil displaced circle of primary 
screening strains; a−f: There are significant differences between the data represented by different letters (P<0.05) 
and there is no significant difference between the data represented by the same letter (P>0.05). 
 

 
 

图 2  YM-7 菌株的菌落和细胞形态   A：菌落图片；B：显微镜下细胞形态(400×) 

Figure 2  Colony morphology and cell morphology of YM-7 strain. A: Colony picture; B: Cell morphology 
under a microscope (400×). 
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图 3  YM-7 菌株的扫描电镜图 
Figure 3  SEM of strain YM-7. A: 5 000×; B: 20 000×. 
 

株发酵不产气，分解葡萄糖产生非丙酮酸的酸

性物质，在 1%的醋酸中仍可生长，具有较强的

酸耐受性(表 1)。 

2.2.2  YM-7 菌株系统发育树的建立 

采用 PCR扩增技术得到 YM-7菌株的 rDNA 

ITS基因序列，在GenBank登录号为MZ959801。

根据测序结果将菌株的 rDNA ITS 序列在 NCBI

上进行 BLAST 分析，结果表明 YM-7 菌株与曼

式毕赤酵母菌(P. manshurica)的相似性为 99%， 

 
表 1  菌株 YM-7 生理生化鉴定结果 
Table 1  Physiological and biochemical identification 
results of strain YM-7 

Test items YM-7 

Sugar decomposition test (acid production) + 

Sugar decomposition test (gas production) − 

Indole test + 

V-P test − 

Methyl red test − 

Starch hydrolysis test − 

Citrate utilization test − 

Contact enzyme test + 

Gelatin liquefaction test − 

1% acetic acid growth test + 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative. 

通过软件 MEGA-X 对菌株 YM-7 构建系统发育

树(图 4)，该菌株与曼式毕赤酵母在系统发育树

上处于同一分支，可初步鉴定菌株 YM-7 为曼

式毕赤酵母菌属，拟命名为曼式毕赤酵母菌

YM-7 (P. manshurica YM-7)。 

2.3  YM-7 菌株生长曲线及产物表面活性

鉴定 

2.3.1  YM-7 菌株生长曲线 

YM-7菌株产物的提取主要针对胞壁结合或

分泌到细胞表面的 BS，因此通过对菌株生长曲

线的测定判断达到最大生物量所需时间，从而

确定最低培养时间，尽可能提高目标菌株次级

代谢产物的产量。YM-7 菌株在 8−42 h 呈现出

持续性的增长，在 48 h 达到最大值，因此最佳

发酵培养时间应不低于 48 h (图 5)。 

2.3.2  YM-7 菌株产物对液滴塌陷直径的影响 

根据 BS 能够降低液体表面张力的特性，通

常采用测定表面张力、排油圈直径和液滴塌陷

直径的方式对菌株产物的表面活性进行表征，

其中液滴塌陷直径能够更简便直观地展示菌株

产 BS 的能力。将菌体生物表面活性剂粗提液滴

在石蜡板上，静置2−3 min，经过测量，BS粗提

液的液滴直径达到(10.20±0.26) mm，而对照组 
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图 4  菌株 YM-7 的系统发育树   T：模式菌株；括号内序列号：该菌株在 GenBank 上的注册号；分支

点数字：自展值；比例尺：遗传距离 

Figure 4  Phylogenetic tree of strain YM-7. T: Type strain; Serial number in parentheses: The registration 
number of the strain on GenBank; Branch point numbers: Bootstrap value; Scale: Genetic distance. 

 
的PBS缓冲液为(8.00±0.17) mm，液滴直径提高

了 27.50% (图 6)，结果表明，YM-7 菌株产物可

显著降低液体的界面张力。 

2.3.3  YM-7 菌株产物对液滴表面张力的影响 

用 PBS 缓冲液进行菌体洗涤和洗脱后得到

的 BS 粗提液表面张力为(36.50±0.19) mN/m， 

 

 
 
图 5  YM-7 菌株生长曲线 
Figure 5  Growth curve of strain YM-7. 

而 PBS 缓冲液为(71.87±0.10) mN/m，表面张力

下降 49.21%，研究结果表明 YM-7 菌株代谢生

成的 BS 能够显著降低液体表面张力。 

2.3.4  YM-7 菌株产物的乳化稳定性 

以 PBS 缓冲液为空白对照，YM-7 菌株产

物的乳化指数在 1–3 d 从 100%下降至 93.5%，

下降幅度小，在 3−8 d 下降速率增加，但与对

照组相比仍可保持较高乳化水平且稳定性良好

(图 7)。 

 

 
 
图 6  液滴塌陷直径测定   1−3：YM-7 菌株产生

的生物表面活性剂 

Figure 6  Droplet collapse diameter determination. 
1−3: YM-7-derived biosurfactant. 
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图 7  YM-7 菌株生物表面活性剂乳化稳定性   A：YM-7 菌株生物表面活性剂乳化稳定性。B：乳化稳

定性真实效果图；1：磷酸盐缓冲液；2：生物表面活性剂粗提液 

Figure 7  Surfactant emulsion stability of strain YM-7-derived biosurfactant. A: Surfactant emulsion stability 
of strain YM-7. B: Physical picture of surfactant emulsification stability (1 and 2 are phosphate buffered saline 
and BS extracts respectively). 
 
2.3.5  遗传稳定性结果分析 

将诱变得到的产生物表面活性剂菌株接种

到 YPD 固体培养基上，30 °C 培养 2 d，按照

1.5.1 的方法进行液态发酵和生物表面活性剂的

提纯，连续传代 5 次，测定提取液的排油圈直

径和乳化指数，测定方法同 1.5.2。结果表明，

YM-7 菌株具有较稳定的产生物表面活性剂能

力，排油圈直径保持在 5.0 cm 左右，而且乳液

静置 3 d 后乳化指数保持在 85%左右。 

3  讨论与结论 

基于生物表面活性剂低毒性、高效性、

生物可降解性等优点，挖掘选育稳定、高产

生物表面活性剂的生产菌株一直是国内外学

者的研究热点。本文通过富集培养，采用滴

崩和排油圈等方法，首次从重庆泡菜水中分

离得到可产表面活性剂的曼式毕赤酵母菌   

(P. manshurica) YM-7，并对其代谢合成的表面

活性剂的乳化性能进行分析，结果表明筛选获

得的曼式毕赤酵母菌 YM-7 代谢合成的生物表

面活性剂粗提液可显著降低液体的表面张力，

表现出优良的乳化性能，其中放置 8 d后的乳化

指数为 63.00%，表面张力降低 49.21%。 

本研究首次从发酵食品泡菜水中分离获得

产生物表面活性剂的曼式毕赤酵母菌，在一定

程度上保证了其产物的安全性，扩充了产生物

表面活性剂的菌种类型。将生物表面活性剂作

为乳化剂、保湿剂、洗涤剂用在食品和化妆品

工业中，对于提高和保持食品的营养价值、质

地外观以及提升化妆品和药品的递送效率具有

重要意义[9,21]。同时，虽然通过优化培养基和环

境条件可提高产物产量[22]，但实现生物表面活

性剂精准高效的工业化生产需通过相关的遗传

手段构建工业底盘才能从根本上解决问题，本研

究筛选获得的曼式毕赤酵母菌属于遗传背景非

常清楚的单细胞真核生物，为工程化具有卓越表

面活性剂生产能力且遗传稳定的工业菌株创制

提供了可能。目前已通过苯酚硫酸法、茚三酮显
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色法、双缩脲法初步判定生物表面活性剂粗提液

中含有糖类、氨基酸、多肽类物质，但化学法结

果易受粗提液中杂质影响而呈阳性，需进一步将

粗提液分离纯化并采用更精确手段进行结构表

征。后期研究将侧重于该菌株所产生物表面活性

剂的提取纯化、结构鉴定和安全性探究，研究菌

株最佳发酵条件和外部环境胁迫对其产量的影

响，以及如何通过分子生物学手段构建高产生物

表面活性剂的工程菌，为其今后工业化、规模化

生产奠定基础。 
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