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ｐＨ值为３．０的环境中有较高的存活数（＞２．０７亿 ＣＦＵ／ｍＬ）
和存活率（＞４１．６％），具有较强的耐酸性。对这１４株芽孢
杆菌进行３ｍｇ／ｍＬ猪胆盐的培养液处理２ｈ，结果发现，８株
菌株（Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ１４、Ｊ２１、Ｎ７、Ｎ１０、Ｎ２６）在３ｍｇ／ｍＬ胆盐环境
中有较高的存活数 （＞１．００亿 ＣＦＵ／ｍＬ）和存活率
（＞３３．７％），其中５株菌株来源于鸡盲肠内容物，３株菌株来
源于牛新鲜的瘤胃内容物。

根据菌体产酶特性和对病原菌的抑菌效果，Ｊ２、Ｊ３、Ｊ１４具
有较强的产淀粉酶和蛋白酶的特性，Ｎ７和 Ｎ１０产纤维素酶
能力较强，５株芽孢杆菌均有抑菌作用。经其形态特征、菌落
特征、生理生化特征分析，初步鉴定Ｊ３为地衣芽孢杆菌，Ｊ１４、
Ｊ２为蜡样芽孢杆菌，Ｎ７、Ｎ１０枯草芽抱杆菌。
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　　摘要：培养６～３０ｈ，随着菌体数量的迅速增加，菌株ＢＳ－８表面张力从６３．２ｍＮ／ｍ快速下降为３９．４ｍＮ／ｍ，其表
面活性剂产生方式为生长相关型；以葡萄糖为碳源，对菌株ＢＳ－８的培养液经离心、沉淀、显色，显示其表面活性剂为
脂肽类物质，从培养液中分离纯化得到表面活性剂的产量为０．５８ｇ／Ｌ，其临界胶束浓度（ＣＭＣ）为９０ｍｇ／Ｌ；在 ｐＨ值
４～９、温度２０～７０℃、ＮａＣｌ浓度１％～６％的条件下，菌株ＢＳ－８产生物表面活性剂的稳定性较强。
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　　生物表面活性剂是利用酶或微生物等，通过生物催化和
生物合成等技术，从微生物、植物或动物上得到的具有表面活

性的物质，按化学结构不同分为糖脂类、脂肽和脂蛋白类、磷

脂和脂肪酸类、聚合表面活性剂类和微粒表面活性剂等五大

类［１］，其类型既与菌株有关，也与作为底物的碳源有关。有

研究表明，碳源对微生物表面活性剂的产量和结构具有决定

性作用，烃类物质的存在尤其是烃链长度对培养液中表面活

性剂的浓度也会有显著的影响［２］。不同的生物表面活性剂

具有不同的分离、提取和浓缩方法，有的生物表面活性剂用乙

酸乙酯提取，有的用二氯甲烷或甲醇与三氯甲烷按１∶２的比
例提取。生物表面活性剂有较强的理化稳定性，可被应用于

极端环境下，如地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｌｉｃｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍ）产生的脂
肽可以在７５℃条件下耐热 １４０ｈ，铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏ

ｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）产生的类蛋白表面活性剂在ｐＨ值为１．７～
１１．４范围内均非常稳定［３］。生物修复被烃类和原油污染的

土壤是生物表面活性剂的一个重要应用，同时还可用于受铀、

铬和铅等毒性重金属污染地区的生物修复［４］。笔者所在课

题组从长期受石油污染的土壤中筛选到１组产生物表面活性
剂的菌株，对具有较高表面活性剂产量及活性的菌株 ＢＳ－８
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）产生物表面活性剂进行提取、纯化，并对影响表
面活性剂稳定性的因素进行探讨，为生物表面活性剂及其产

生菌在石油污染土壤的生物修复中提供一些理论依据。

１　材料与方法

１．１　菌株
降解菌ＢＳ－８从长期受石油污染的土壤中筛选到［５］。

１．２　培养基
ＬＢ培养基：胰蛋白胨 １０ｇ／Ｌ、酵母提取物 ５ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ

１０ｇ／Ｌ、琼脂 ２０ｇ／Ｌ，ｐＨ值 ７．０；发酵培养基：葡萄糖
２０．０ｇ／Ｌ、（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２．０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ、
ＫＨ２ＰＯ４２．０ｇ／Ｌ、Ｎａ２ＨＰＯ４２．０ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２·Ｈ２Ｏ０．００５ｇ／Ｌ，
ｐＨ值７．０～７．２。
１．３　表面张力的测定［６］

采用圆环法测定表面张力。室温下，用ＪＹＷ－２００Ａ自动
表面张力测定仪测定上清液的表面张力，３次重复。

—５６３—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１０期



１．４　菌株ＢＳ－８产表面活性剂与菌体生长的动态关系
将菌株ＢＳ－８以１０％的接种量接种到发酵培养基中，在

３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，每隔６ｈ取样，用紫外分光光度
计测定发酵液的 Ｄ６００ｎｍ，并测定离心后发酵上清液的表面
张力。

１．５　菌株ＢＳ－８产生物表面活性剂的性能分析
１．５．１　生物表面活性剂的定性分析　将菌株 ＢＳ－８活化后
接种到发酵培养基中，于３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养４８ｈ，
将培养液于４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２０ｍｉｎ，收集上清
液，用６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ将其ｐＨ值调至２～３，置于４℃冰箱中过
夜，观察其是否会产生白色沉淀，若出现白色沉淀，则上清液

中含脂肽类或脂蛋白类表面活性剂；若没有白色沉淀，则表明

菌株产生了糖脂类表面活性剂［７］。

为进一步确定表面活性剂的性质，通过显色反应分析表

面活性剂的类型。通过双缩脲、茚三酮显色反应确定上清液

中含肽键的脂肽、脂蛋白类表面活性剂；通过莫氏试验验证上

清液中是否含糖或糖的衍生物。用乙酸乙酯萃取上清液中的

表面活性剂，萃取液浓缩作硅胶薄层层析，展开剂为三氯甲

烷－甲醇（体积比为９∶１），显色剂为苯酚－硫酸－无水乙醇
（比例为３ｇ∶１０ｍＬ∶２５ｍＬ），糖脂类表面活性剂显棕色斑
点；显色剂为含 ０．５％茚三酮的无水丙酮溶液，脂肽、脂蛋白
类表面活性剂显红色斑点［８］。

１．５．２　生物表面活性剂的提取与纯化　菌株 ＢＳ－８活化后
接种到发酵培养基中，３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７２ｈ，发酵
液于１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃下离心 ２０ｍｉｎ，以去除菌体；上清液
用 ６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调ｐＨ值至２．０，４℃下静置１２ｈ，再次离心收
集沉淀；用少量稀ＨＣｌ洗涤沉淀，１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ将沉淀ｐＨ值
调至７．０，冷冻干燥得到表面活性剂粗品［９］。

将表面活性剂粗品用 ＣＨ２Ｃｌ２萃取，减压蒸馏后溶于
００１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，滤纸过滤，再次用６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ将滤液 ｐＨ
值调至２．０，出现沉淀时于１００００ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ，真空
干燥得到纯化的生物表面活性剂［１０］。

１．５．３　表面活性剂的临界胶束浓度（ＣＭＣ）的测定　临界胶
束浓度指表面活性剂分子在溶剂中形成胶束时的最低浓度，

是表面活性剂性能的一个重要指标。当溶液达到临界胶束浓

度时，溶液的表面张力降到了最低，此时表面活性剂浓度再增

大，溶液的表面张力也不会再下降，而且形成大量的胶团。

ＣＭＣ对应的溶液表面张力就是表面活性剂能达到的最小表
面张力。

用纯化得到的表面活性剂样品制成０、１０、２０、３０、４０、５０、
６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０ｍｇ／Ｌ系列浓度的表面活性剂水
溶液，在室温（２５±１）℃下测量各浓度表面活性剂水溶液的
表面张力，以表面活性剂浓度为横坐标、溶液表面张力为纵坐

标绘制曲线，以确定表面活性剂的临界胶束浓度。

１．６　影响生物表面活性剂稳定性的因素
取纯化的表面活性剂样品溶于蒸馏水中，配制成浓度为

１００ｍｇ／Ｌ的溶液，研究ｐＨ值、温度、盐浓度等理化因子对其
稳定性的影响。

１．６．１　温度对生物表面活性剂稳定性的影响　分别将
１００ｍｇ／Ｌ表面活性剂溶液加热到 ２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、
９０、１００℃，保持２ｈ，冷却至室温后测定溶液的表面张力，观

察其热稳定性。

１．６．２　 ｐＨ值对生物表面活性剂稳定性的影响　分别将
１００ｍｇ／Ｌ表面活性剂溶液的ｐＨ值调至３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１，然后测定其表面张力，考察其对酸碱的耐受度。
１．６．３　ＮａＣｌ浓度对生物表面活性剂的影响　分别在
１００ｍｇ／Ｌ表面活性剂溶液中加入一定量的 ＮａＣｌ，混匀，使
ＮａＣｌ浓度为１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％，静置
２４ｈ后测其表面张力，考察其对盐的耐受度。

２　结果与分析

２．１　表面活性剂的产生与菌体生长的动态关系
菌株ＢＳ－８在发酵培养基中振荡培养，定时取样，测定

发酵液的Ｄ６００ｎｍ及离心上清液的表面张力，以培养时间为横
坐标、发酵液的表面张力为纵坐标绘制 ＢＳ－８的菌体生长与
产表面活性剂的动态关系（图１）。由图１可知，菌株 ＢＳ－８
在培养６ｈ后进入对数期，并开始产生表面活性剂，６～３０ｈ
间菌体数量迅速增加，发酵液的表面张力随菌体密度的增大

而降低，表面张力快速下降 （从 ６３．２ｍＮ／ｍ下降为
３９．４ｍＮ／ｍ）；３０～５４ｈ间细菌密度较高，并维持在一稳定范
围内，随着菌体密度缓慢增长，表面张力持续下降但降速减

慢。发酵液的表面张力也降至最低（３４．１ｍＮ／ｍ）；５４～７２ｈ
间，菌体数量有所下降，表面张力有所增加。说明生物表面活

性剂的产生与菌体生长过程密切相关，菌株 ＢＳ－８的表面活
性剂产生方式为生长相关型。

２．２　菌株ＢＳ－８产生物表面活性剂的性能分析
以葡萄糖为碳源，将菌株ＢＳ－８培养后的离心上清液ｐＨ

值调至２～３，４℃冰箱中过夜，观察到有白色沉淀产生，经硅
胶薄层层析后，含０．５％茚三酮的无水丙酮溶液显红色斑点，
判断上清液中含脂肽、脂蛋白类表面活性剂。菌株 ＢＳ－８振
荡培养７２ｈ，从发酵离心上清液中提取表面活性剂，测得表面
活性剂的含量为０．５８ｇ／Ｌ。

将纯化后的表面活性剂配制成不同浓度的水溶液，测定

菌株 ＢＳ－８产生的表面活性剂的ＣＭＣ，结果见图２。郑新伟
筛选到的菌株所产表面活性剂的 ＣＭＣ为 １３０ｍｇ／Ｌ，菌株
ＢＳ－８的表面活性剂ＣＭＣ为９０ｍｇ／Ｌ，两者均比一般的化学表
面活性剂的ＣＭＣ值低１～２个数量级，所以在性能上更具优越
性［１０］。图２表明，表面活性剂的浓度从０增大到３０ｍｇ／Ｌ时，
表面张力快速下降，从６８．７ｍＮ／ｍ降到４１．８ｍＮ／ｍ；随着表
面活性剂浓度的增大，表面张力下降幅度变小，当表面活性剂

浓度增大到９０ｍｇ／Ｌ时，表面张力降到最低（３５．６ｍｇ／Ｌ），表
面活性剂浓度再升高，溶液的表面张力也不再降低。
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２．３　影响生物表面活性剂稳定性的因素
２．３．１　表面活性剂在不同温度下的稳定性　将１００ｍｇ／Ｌ表
面活性剂溶液分别加热到不同温度并保持２ｈ，室温时各溶液
表面张力的测定结果如表１所示。由表１可知，２０～７０℃之
间，表面活性剂溶液的表面张力随温度的变化不大，基本保持

在３６．２～３７．２ｍＮ／ｍ之间；当温度超过７０℃以后，表面张力
有较大提高。说明菌株ＢＳ－８在２０～７０℃具有良好的热稳
定性。

表１　不同温度下菌株ＢＳ－８产生的表面活性剂的稳定性

温度（℃） 表面张力（ｍＮ／ｍ）
２０ ３６．８
３０ ３６．２
４０ ３６．６
５０ ３６．９
６０ ３６．８
７０ ３７．２
８０ ３８．６
９０ ３９．８
１００ ４０．７

２．３．２　表面活性剂在不同 ｐＨ值下的稳定性　１００ｍｇ／Ｌ表
面活性剂溶液在不同ｐＨ值下保持２ｈ，各溶液表面张力的测
定结果如表２所示。由表２可知，ｐＨ值在４～９之间时，菌株
产生的表面活性剂表面张力随 ｐＨ值的变化不太明显，基本
稳定在３６．５～３７．５ｍＮ／ｍ；而当ｐＨ值＜４或ｐＨ值＞９时，表
面张力增加，强酸强碱影响表面活性剂的活性。但总的来说，

菌株ＢＳ－８产生的表面活性剂有较宽的酸碱范围。

表２　ｐＨ值对菌株ＢＳ－８产生的表面活性剂的稳定性的影响

ｐＨ值 表面张力（ｍＮ／ｍ）
３ ３８．３
４ ３６．９
５ ３６．６
６ ３６．８
７ ３６．９
８ ３６．８
９ ３７．２
１０ ３８．３
１１ ３９．８

２．３．３　表面活性剂在不同 ＮａＣｌ浓度下的稳定性　将 ＮａＣｌ
添加到含 １００ｍｇ／Ｌ表面活性剂溶液中，使其成为一系列
ＮａＣｌ浓度梯度的溶液，保持２ｈ，测定各溶液的表面张力，结

果如表３所示。表３表明，表面活性剂溶液的 ＮａＣｌ浓度在
１％～６％之间，溶液表面张力的变化随盐度的变化很小，表面
张力基本稳定在３６．５～３７．２ｍＮ／ｍ范围内，说明菌株 ＢＳ－８
产生的生物表面活性剂在ＮａＣｌ浓度为１％～６％之间有较强
的耐盐性；当ＮａＣｌ浓度＞６％时，表面张力增幅较大。

表３不同盐度下菌株ＢＳ－８产生的表面活性剂的稳定性

ＮａＣｌ浓度（％） 表面张力（ｍＮ／ｍ）
１ ３６．６
２ ３６．８
３ ３６．７
４ ３６．９
５ ３６．８
６ ３７．２
７ ３８．２
８ ３８．８
９ ４０．２

３　结论

菌株ＢＳ－８的表面活性剂产生方式为生长相关型，在培
养 ６～３０ｈ时，随菌体数量的迅速增加，表面张力从
６３．２ｍＮ／ｍ快速下降为３９．４ｍＮ／ｍ；之后，菌体密度缓慢增
长，表面张力持续下降但降速减慢。以葡萄糖为碳源培养菌

株ＢＳ－８，培养液中含脂肽、脂蛋白类表面活性剂，从培养液
中分离、纯化得到表面活性剂的产量为０．５８ｇ／Ｌ，表面活性剂
的ＣＭＣ为９０ｍｇ／Ｌ。表面活性剂在 ｐＨ值４～９、温度 ２０～
７０℃、ＮａＣｌ浓度１％～６％的范围内具有较强的稳定性。
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