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摘要:通过鼠李糖脂对假单胞菌 GP3A 菌株降解芘的增溶和降解实验，研究了在鼠李糖脂作用下，菌体细胞表面疏水性和脂多

糖含量的变化、菌体表面基团与生物表面活性剂分子的 键 合 作 用 以 及 相 应 疏 水 底 物 的 增 溶 和 降 解 ． 结 果 表 明，当 鼠 李 糖 脂 浓

度高于其临界胶束浓度(60 mg·L － 1 ) 时，能显著增加疏水底物芘的表观溶解度; 生物表面活性剂能通过溶出细胞壁的成分脂

多糖，来增加菌体表面疏水性; 当细胞表面疏水性由 12% 增大到 55% 时，菌体 6 d 的生物量由 4. 4 × 106 CFU·mL － 1
增大到 1. 2

× 107 CFU·mL － 1 ，芘的生物降解率由 16% 增大到 44% ; 生物表面 活 性 剂 也 能 与 菌 体 形 成 氢 键，有 利 于 菌 体 与 底 物 的 亲 和，进

一步促进疏水底物降解 ． 在 未 加 生 物 表 明 活 性 剂 的 体 系 10 d 芘 的 平 均 残 留 率 为 81% ，而 添 加 浓 度 为 20、50、200 和 500

mg·L － 1
鼠李糖脂的体系芘的平均残留率分别下降为 57%、41%、33% 和 26% ，生 物 表 面 活 性 剂 的 加 入 显 著 缩 短 了 芘 生 物 降

解的半衰期，提高了芘的生物降解效率 ．
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Abstract:The effect of rhamnolipids on pyrene degradation by Pseudomonas sp． GP3A was investigated to explore the interrelationships
of biosurfactant，hydrophobic substrate and degrading bacteria． The cell surface hydrophobicity，lipopolysaccharide，hydrogen bond，

bacterial biomass and pyrene degradation were determined． The results showed that the apparent solubility of pyrene was enhanced
significantly when the concentration of rhamnolipids was higher than critical micelle concentration (CMC) of 60 mg·L － 1 ． Biosurfactant
can increase the cell surface hydrophobicity by releasing the component of the cell wall-lipopolysaccharide; With the increase of cell
surface hydrophobicity from 12% to 55% ， bacterial biomass increased from 4. 4 × 106 CFU·mL － 1 to 1. 2 × 107 CFU·mL － 1 ，

corresponding with the increase of pyrene degradation from 16% to 44% ． Meanwhile，hydrogen bond was formed between biosurfactant
and bacteria，which was beneficial to hydrophobic substrate degradation． The half-life of pyrene was shorten significantly． The average
residual rate of pyrene in 10 days was 81% without rhamnolipids，but decreased to 57% ，41% ，33% and 26% ，respectively with the
addition of 20，50，200 and 500 mg·L － 1 of rhamnolipids．
Key words:rhamnolipid; cell surface hydrophobicity; lipopolysaccharide; pyrene; biodegradation

生物表面活性剂是一类在微生物代谢过程中分

泌的有一定生物活性的物质，与合成表面活性剂一

样，生物表面活性剂也是由亲水基和疏水基两部分

组成，疏水基一 般 为 脂 肪 酰 基 链; 亲 水 基 有 多 种 结

构，包括中性脂的酯或醇官能团、脂肪酸或氨基酸的

羧基、磷脂中含磷的部分以及糖脂中的糖基等 ． 根据

其化学结构特点，生物表面活性剂分为:糖脂类、含

氨基酸类脂、磷脂、脂肪酸、结合多糖、蛋白质及脂的

聚合物
［1］． 由于化学表面活性剂的毒性和在环境中

的持久性，同时可能对降解微生物产生毒害作用，带

来二次污染 等 问 题
［2，3］，人 们 越 来 越 青 睐 于 用 生 物

表面活性剂来促进难溶 的 疏 水 底 物 的 降 解
［4 ～ 6］． 对

于促进作用的报道国内外已经很多
［7 ～ 10］，并且对于

加入生物表面活性剂后促进底物降解作用的原因的

报道主要集中在其增溶能力上，而对于生物表面活

性剂与疏水性底物和降解菌这三者之间的相互作用

的报道却很少，这一方面的研究将有利于进一步促
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进生物表面活 性 剂 在 污 染 环 境 中 的 应 用 ． 因 此，本

研究选取了一种常见的生物表面活性剂鼠李糖脂，

以 4 个苯环的多环芳烃(PAHs) 代表物芘为底物，分

析生物表面 活 性 剂 与 底 物 及 降 解 菌 之 间 的 相 互 作

用，从生物表面活性剂、疏水底物、降解菌三方面来

探求生物表面活性剂的作用过程和作用机制，以期

为生物表面活性剂促进 PAHs 等污染环境的修复提

供理论支持 ．

1 材料与方法

1. 1 实验菌株

假 单 胞 菌 GP3A 菌 株 ( Pseudomonas sp．
GP3A) :是课题组从长期受石油污染土壤中筛选得

到的 1 株 芘 降 解 菌
［11］，在 GenBank 的 登 录 号 为

EU233280．
取 1 mL 保存在含芘的无机盐培养基的菌液，接

种到 50 mL 营养肉汤培养基中于35℃、150 r·min － 1

摇瓶培养 12 ～ 24 h 后，8 000 r·min － 1
离心 10 min 收

集菌体，用无菌水洗涤 3 次后，再用 50 mL 无菌水将

洗涤后的菌体悬浮为均匀的菌悬液，此菌悬液为每

次实验的接种物 ．
1. 2 试剂及培养基

主要试剂:芘( pyrene) 购自 Sigma 公司，纯度为

98% ; KDO(2-keto-3-deoxyoctonic acid) ，购自 Sigma
公司; 正十六烷(AR，96% ) ; 无水硫酸钠:分析纯，

在马弗炉中于450℃ 灼 烧 4 h，放 防 潮 箱 中 备 用; 正

己烷等有机溶 剂 均 为 分 析 纯，重 蒸 后 使 用; 医 用 脱

脂棉，用 二 氯 甲 烷 抽 提 72 h，通 风 橱 风 干 后 放 防 潮

箱; 所有萃取过程用到的玻璃器皿先用重铬酸钾洗

液清洗，静置过夜，然后依次用自来水、蒸馏水冲洗，

放入烘 箱 中 于 120℃ 烘 干，最 后 用 锡 纸 封 口，放 置

备用 ．
无机盐 基 础 培 养 液 (MSM)［12］:①MgSO4 水 溶

液:22. 5 g MgSO4·7H2O，蒸馏水 1 L; ②磷酸盐缓冲

液:8. 5 g·L － 1 KH2PO4 ，21. 75 g·L － 1 K2HPO4·H2O，

33. 4 g·L － 1 Na2HPO4·12H2O，5. 0 g·L － 1 NH4Cl，蒸

馏水 1 L; ③FeCl3 水溶液:0. 25 g FeCl3·6H2O，蒸馏

水 1 L; ④CaCl2 水溶液:36. 4 g CaCl2·2H2O，蒸馏水

1 L; ⑤微 量 元 素 溶 液:39. 9 mg MnSO4·H2O，42. 8
mg ZnSO4·H2O，34. 7 mg ( NH4 ) 6Mo7O24·4H2O，蒸

馏水 1 L． 取上述 MgSO4 水溶液 3. 0 mL、磷酸盐缓冲

液 5. 0 mL、FeCl3 水 溶 液 1. 0 mL、CaCl2 水 溶 液 1. 0
mL、微量元素溶液 1. 0 mL，蒸馏水定容至 1 L( 为了

防止产生沉淀，先加入约 800 mL 蒸馏水，再加入各

种无机盐溶液) ． 新 鲜 配 置 的 无 机 盐 培 养 基 (MSM)

自然 pH 值为 6. 8 ～ 7. 0; 在 121℃ 和 101. 33 kPa 灭

菌 15 ～ 20 min．
营养肉汤培养基:10 g 蛋 白 胨，5 g 牛 肉 膏，5 g

NaCl，1 L 蒸馏水，调 pH 为 7. 0．
芘无机盐培养液:以正己烷配制 5 g·L － 1

的芘储

备溶液，取 0. 06 mL 的 芘 储 备 液，置 于 灭 菌 的 100
mL 三角瓶中，待正己烷挥发完毕加入经高压蒸汽灭

菌 20 mL MSM，如 无 特 殊 说 明，本 实 验 中 芘 的 初 始

浓度均为 15 mg·L － 1 ; 同时，设一个不加菌、不加表

面活性剂的芘无机盐培养液作为对照实验，与实验

瓶一起振荡培养 ．
1. 3 实验方法

1. 3. 1 生物表面活性剂的分离提纯和结构表征

鼠李糖脂:从浙江大学孟琴老师处购买鼠李糖

脂发酵液，预 处 理 后 酸 沉 淀 冷 冻 干 燥 法 提 纯
［13］，预

处理方法为:先将鼠李糖脂发酵液10 000 r·min － 1
离

心 20 min，然后用硫酸铵沉淀和冰盐水(NaCl 溶液)

稀释破乳以去除发酵液中的细菌、蛋白类物质以及

残油，再将经过上 述 预 处 理 的 上 清 液 酸 化 ( pH 在 2
以下) ，离心收集沉淀，将收集到的淡黄色沉淀物冷

冻干燥，将此提纯物保存在 － 20℃ 冰箱中 ．
生物表面活性剂的结构表征采用德国布鲁克公

司 Esquire HCT PLUS 大容量离子阱 LC-MS． 质谱条

件:ESI 源; 采 用 全 扫 描 一 级 质 谱，m / z 扫 描 范 围:

100 ～ 800; 选 择 离 子 全 扫 描 二 级 质 谱，m / z 扫 描 范

围:100 ～ 800; 电 喷 雾 毛 细 管 喷 口 电 离 电 压

－ 128. 5 V; 检测方式为负离子检测 ．
1. 3. 2 生物表面活性剂对芘的增溶作用测定

取正己 烷 配 制 的 5 g·L － 1
的 芘 储 备 溶 液 0. 03

mL 放入 25 mL 磨口三角瓶，待正己烷挥发完全后，

加入 10 mL 含不同浓度(20、50、60、80、100、200、
300、400 和、500 mg·L － 1 ) 的生物表面活性剂溶液，

水浴超声溶解 2 h，超声过程中通过换水以保持水温

恒定，然后 25℃ ，50 r·min － 1
摇床振荡 24 h 后，将溶

液转移至离心管中10 000 r·min － 1
离心 15 min 以分

离未溶解的芘，取 5 mL 离心后上清液，用 2 mol·L － 1

的 HCl 溶 液 调 pH 为 2. 0，等 体 积 的 正 己 烷 萃 取 2
次，在40℃ 水浴旋转蒸发至约 5 mL 后过无水硫酸钠

( 大约 3 g) ，用正己烷定容并测定芘含量 ．
1. 3. 3 芘的测定

用气 相 色 谱 法 测 定 芘
［14］． 用 Agilent 6890N 气

相色谱仪(FID，HP-5 毛细管柱) 测定，此方法的回

收率为 90% ～ 105% ． 参 数 设 置: 进 样 口 的 温 度 是

5412
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280℃ ，检测器的温度为300℃ ，程序升温:始温80℃ ，

恒温 2 min，15 ℃·min － 1
升到280℃ ，恒温 3 min; 载

气 N2 2 mL·min － 1 ，H2 40 mL·min － 1 ，空 气 400

mL·min － 1 ; 不分流进样，进样量 1 μL．
1. 3. 4 芘的残留率的测定

在培养过程中(240 h) 每 24 h 定时取样测定培

养基中芘的残留率 ． 对于含有生物表面活性剂的降

解体系，在萃取前先要用 2 mol·L － 1
的 HCl 将培养液

pH 调至 2. 0，水 样 中 芘 用 等 体 积 正 己 烷 萃 取 2 次，

在40℃ 水 浴 旋 转 蒸 发 至 约 5 mL 后 过 无 水 硫 酸 钠

( 大约 3 g) ，用正己烷定容，然后用气相色谱法测定

芘的残留率，气相色谱仪的参数设置见 1. 3. 3 节 ．

芘残留率(% ) = 培养后芘的含量

初始芘的含量
× 100%

1. 3. 5 细胞表面疏水性的测定

细胞表面疏水性根据菌细胞与正十六烷之间的

黏附作用来 测 定
［15］:离 心 收 集 菌 体，蒸 馏 水 洗 涤 2

次，再悬浮于其中使得菌悬液在 400 nm 处的光密度

为 1. 0 左右，在直径为 10 mm 的试管中依次加入 4
mL 细胞悬液和 1 mL 正 十 六 烷，盖 紧 后 涡 旋 振 荡 1
min，室温下放置 30 min，用注射器小心移取底层水

相，测量其在 400 nm 处的吸光度 ． 应用下面的公式

来计算细胞表面的疏水性(A) :

A(% ) =
T0 － T x

T0

× 100%

式中，T0 表示振 荡 前 细 胞 悬 液 在 400 nm 处 的 吸 光

度; T x 表示振荡后下层水相在 400 nm 处的吸光度 ．
每个样品测 3 次，取其平均值 ．
1. 3. 6 生物表面活性剂对菌细胞表面脂多糖 流 失

的影响

在培养过程中每 24 h 定时取样测定培养基上

清液中脂多糖 ( lipopolysaeeharide，LPS) 含量 ． 在此，

脂多糖含量是 以 其 中 所 含 的 2-酮-3-脱 氧 辛 酮 糖 酸

(KDO) 表示，KDO 含量以硫代巴比妥酸法测定
［16］，

具体操作为:将培养基在8 000 r·min － 1
离心 10 min，

以去除培养基中鼠李糖脂的干扰 ． 取 0. 1 mL 离心后

的上清液，加入 0. 036 mol·L － 1
的 H2SO4 溶液，100℃

下加热 20 min，使 KDO 从脂多糖聚合物中释出，冷

却 后 加 入 0. 025 mol·L － 1 HIO4 试 剂 ( 用 0. 125

mol·L － 1
的 H2SO4 配 制 ) ，室 温 放 置 20 min，然 后 加

入浓度为 2% 的亚砷酸钠溶液，室温放置 2 min，再

加入 2 mL 的 硫 代 巴 比 妥 酸 试 剂，混 合，100℃ 加 热

20 min． 冷却，在 548 nm 处测定其吸光值 ．
1. 3. 7 细胞表面疏水性对菌体生长量和芘残 留 率

的影响

移取在营养肉汤富集培养基中培养到对数生长

期的菌体(12 ～ 24 h) ，无菌操作下离心收集菌体，然

后加入不同浓度生物表面活性剂溶液，置于往复式

摇床35℃、150 r·min － 1
振荡 1 h 后，8 000 r·min － 1

离

心收集菌体，得到表面疏水性不同的菌体细胞 ． 将所

得的菌体细胞接种于以芘 (15 mg·L － 1 ) 为唯一碳源

和能源的基础无机盐培养基中，35℃、150 r·min － 1

摇床培养 6 d 后，测定菌体的生物量和芘的降解率，

生物量采用平板稀释活菌计数法测定，每种待测溶

液选用 3 个合适的稀释度( 分别为 106、107、108 ) ，

每个稀释度作 3 个平行，选择菌落数在 30 ～ 300 之

间的平板进行计数 ． 芘生物降解采 用 1. 3. 4 节 的 方

法测定 ．
1. 3. 8 菌体表面基团与生物表面活性剂分子 的 键

合作用观察

将进行芘生物降解 72 h 的培养基离心得到的

菌体用 MSM 溶液洗涤 2 遍，除去未紧密吸附的鼠李

糖脂分子，再次离心得到的菌体置于冷冻干燥机中

于 － 50℃ 以下冷冻干燥 24 h，完全脱去水分后进行

红外吸收光谱的测定 ． 干燥后菌体的红外吸收光谱

采用 Nicolet 6700 傅立叶变换红外光谱仪测定 ． 称取

l ～ 2 mg 菌体样品于玛瑙研钵中，充分研磨后，再加

入大约 200 mg 干 燥 溴 化 钾 粉 末，继 续 研 磨 2 ～ 3
min，在压片机下压片成型后，置于红外光谱仪的光

路中，在4 000 ～ 400 cm － 1
区 间 扫 描，绘 制 红 外 吸 收

光谱图 ．

2 结果与讨论

2. 1 生物表面活性剂的结构表征

生物表面活性剂鼠李糖脂是菌体的发酵产物，

组分相对复杂，其分子结构一般有两部分组成:一部

分为疏油亲水的极性基团，通常为 1 ～ 2 分子的鼠李

糖构成，另一部分是由疏水亲油非极性基团，一般为

1 ～ 2 分子具 有 不 同 碳 链 长 度 的 饱 和 或 不 饱 和 脂 肪

酸构成
［17，18］． 电喷雾电离(ESI) 在离子化过程中不

涉及任何高能量的激发过程，因此对样品的破坏程

度较小，可以 提 供 各 组 分 的 分 子 量 的 相 关 信 息 ． 在

此，本研究采用电喷雾电离质谱(ESI-MS) 技术来分

析所提纯的生物表面活性剂的成分 ． 图 1 表示的是

提取物溶于甲醇的质谱图 ． 从图 1 中可以看出，此提

纯的 鼠 李 糖 脂 的 同 系 物 主 要 由 m / z 为 479、503、
649 的物 质 构 成，还 包 括 一 些 丰 度 较 低 的 m / z 为

333、476、677、530、531． 对各种离子分别进行二级
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图 1 鼠李糖脂的质谱图

Fig． 1 Mass spectrum(MS) of rhamnolipids

表 1 鼠李糖脂同系物中各组分的结构1)

Table 1 Structures of the rhamnolipid congeners

编号 鼠李糖脂类型 m / z 二级质谱主要特征碎片离子

1 RhC10 333 163［M-C10 -1］
－ ，169［M-Rh-1］－

2 RhC10 C8 476 169［M-RhC8 -1］
－ ，333［M-C8 -1］

－ ，311［M-Rh-1］－

3 RhC8 C10 476 141［M-RhC10 -1］
－ ，311［M-Rh-1］－ ，305［M-C10 -1］

－

4 Rh2 C10 480 163［M-RhC10］
－ ，169［M-Rh2 -1］

－ ，247［M-C10 -H2 O-CO2］
－

5 RhC10 C10 504 163［M-RhC10 C10］
－ ，169［M-RhC10 -1］

－ ，333［M-C10 -1］
－ ，339［M-Rh-1］－

6 RhC10 C12:1 530 197［M-RhC10］
－ ，333［M-C12:1］

－ ，365［M-H-Rh-1］－ ，367［M-Rh］－

7 RhC12∶ 1 C10 530 169［M-RhC12:1 -1］
－ ，359［M-C10 -1］

－ ，365［M-H-Rh-1］－ ，367［M-Rh］－

8 RhC12 C10 532 169［M-RhC12 -1］
－ ，361［M-C10］

－ ，367［M-H-Rh-1］－

9 RhC10 C12 532 197［M-H-RhC10 -1］
－ ，333［M-C12］

－ ，367［M-H-Rh-1］－

10 Rh2 C10 C8 622 247［M-C10 C8 -H2 O-CO2］
－ ，479［M-C8］

－

11 Rh2 C8 C10 622 247［M-C10 C8 -H2 O-CO2］
－ ，451［M-C10］

－

12 Rh2 C10 C10 650 247［M-C10 C10 -H2 O-CO2］
－ ，309［M-C10 C10］

－ ，339［M-H-Rh2］
－ ，479［M-C10］

－

13 Rh2 C12 C10 678 247［M-C12 C10 -H2 O-CO2］
－ ，367［M-Rh2 -1］

－ ，507［M-C10］
－ ，531［M-Rh］－

14 Rh2 C10 C12 678 197［M-H-Rh2 C10 -1］，247［M-C12 C10 -H2 O-CO2］
－ ，367［M-Rh2 -1］，479［M-C12］

－ ，531［M-Rh］－

1)Rh 表示一个鼠李糖分子; C n 表示一个碳链长度为 n 的烷基脂肪酸分子; C n∶ 1 表示一个碳链长度为 n 的含一个不饱和键的烷基脂肪酸分子

质谱分析来进一步推定它们的结构及是否含有同分

异构体 ． 表 1 给出的是各组分的分子离子峰、相应的

特征离子碎片 ． 从表 1 可知，提取物中存在 14 种鼠

李糖脂组分，由 1 ～ 2 分子的鼠李糖和 1 ～ 2 个含有

β 羟基的碳链长度为 8 ～ 12 的脂肪酸组成 ．
2. 2 生物表面活性剂对芘的增溶作用

图 2 是水相中芘的表观溶解度随生物表面活性

剂浓度变化曲线 ． 由图 2 可知，当鼠李糖脂浓度在临

界胶束 浓 度 (CMC = 60 mg·L － 1 ) 以 下 时，增 溶 作 用

很微弱，而当其浓度大于 CMC 时，增溶的效果明显

改善，芘的溶解度随着鼠李糖脂浓度的增加几乎呈

线性增大 ． 因为当溶液中的生物表面活性剂浓度低

于 CMC 时，是以单体的形式存在于体系中
［19］，而这

种单分子的表面活性剂对疏水性物质的分配相对很

弱，所以此时的被增溶物在水中的表观溶解度变化

很小或者只有稍稍增加; 但是而当中生物表面活性

剂浓度大于 CMC 时，表面活性剂已经形成胶束，胶

束通过疏水的微环境加强了对疏水性底物的分配作

用，使得表观溶解度显著提高
［19，20］．

在本研究中，当鼠李糖脂浓度达到 500 mg·L － 1

时，芘的溶解度增大了 44 倍以上 ． 在一定程度上生

物表面活性剂相对于化学表面活性剂而言有其优越

的性能 ． 鼠李糖脂对芘的增溶能力一方面是其具有

较低的 CMC，另一方面与其特殊的胶束结构特性有

关 ． 本实验中所使用的鼠李糖脂有一系列的同系物，

且在这些同系物中有些分子含有 2 个疏水烷基，这

些碳链占据了较大的空间，使得鼠李糖脂分子所形

成的胶束形式有可能不为球状，而可能为圆柱状或

者棒状，此种胶束内径较大，能容纳较多的疏水性有

机化合物分子
［21］．
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图 2 生物表面活性剂对芘的增溶作用

Fig． 2 Solubilization of pyrene by biosurfactant

2. 3 生物表面活性剂作用下芘的生物降解

图 3 显示了不同浓度生物表面活性剂浓度下芘

的 生 物 降 解 效 果，部 分 数 据 引 用 自 之 前 发 表 文

章
［22］． 由图 3 结果可知，在未加生物表面活性剂的

体系 中，芘 的 残 留 率 很 高，至 降 解 第 10 d 仍 然 有

81% 的芘残留在 体 系 中，并 且 在 第 5 d 后 芘 的 生 物

降解就基本停止 ． 加了生物表面活性剂的体系中，芘

的残留率随 着 生 物 表 面 活 性 剂 的 浓 度 的 升 高 而 降

图 3 生物表面活性剂对芘生物降解的影响

Fig． 3 Effect of biosurfactant on pyrene degradation

低，并且在第 7 d 后芘的残留率就基本无变化 ． 低浓

度的生物表面活性剂 (20、50 mg·L － 1 ) 对芘的增溶

效果虽然并不明显 ( 如图 2) ，但是对芘的生物降解

作用依然较明显，在降解第 10 d，芘的残留率分别为

57% 和 41% ，可能是由于生物表面活性剂的加入改

变了菌 体 细 胞 的 表 面 性 质，从 而 促 进 了 底 物 的 降

解
［23，24］; 在高浓度的生物表面活性剂存在时 (200、

500 mg·L － 1 ) ，芘的生物降解率显著提高，降解第 10
d，体系中芘的残留率分别为 33% 和 26% ． 这说明芘

生物降解率的提高不仅仅是因为生物表面活性剂对

疏水底物增溶而导致的，也有可能是生物表面活性

剂和降解菌体之间的相互作用而产生的
［16］． 空白对

照为只加芘于无机盐溶液中，第 10 d 空白组分的芘

的残留率仍高达 97% ．
表 2 是芘生物降解动力学方程，采用指数常数

模型进行拟合
［9］:

ln( c － c0 ) = A － at

式中，c 为底物浓度，mg·L － 1 ; c0、A 为常数; a 为动

力学常数; t 为培养时间，d．
表 2 芘生物降解动力学方程

Table 2 Degradation kinetic equation of pyrene

鼠李糖脂浓度

/mg·L － 1 动力学方程 t1 /2 / d R2

0 c = 3. 21e － 0. 347x + 11. 95 无法达到 0. 98
20 c = 12. 18e － 0. 093x + 3. 15 11. 08 0. 97
50 c = 12. 76e － 0. 178 x + 3. 22 5. 90 0. 96

200 c = 13. 51e － 0. 202 x + 2. 54 4. 96 0. 96
500 c = 15. 46 e － 0. 192 x + 0. 81 5. 22 0. 96

此模型能较好地描述生物表面活性剂存在下芘

的生物降解过程 ． 同时，生物表面活性剂的加入缩短

了芘的半衰期，低浓度时(20、50 mg·L － 1 ) ，半 衰 期

会随着生物表面活性浓度的升高而大大缩短，但是

高浓度时(200、500 mg·L － 1 ) ，半衰期无明显变化 ．
2. 4 生物表面活性剂对菌体细胞表面疏水性以及

KDO 含量影响

加入生物表面活性剂会对菌体降解疏水性底物

产生影响，这种影响产生的原因可能是由于生物表

面活性剂特定的两亲分子结构对菌体细胞表面亲水

亲脂性能的改变所造成的
［23 ～ 25］，本研究就对生物表

面活性剂的加入改变菌体细胞表面疏水性以及其原

因进行了分析 ． 图 4 表示的是生物表面活性剂对菌

体细胞表面疏水性和 KDO 含量的影响，部分数据引

用自之前发表文章
［22］． 由图 4 可知，在未加生物表

面活性剂的体系中，菌体表面的疏水性有略微的增

加，对应的上清液中溶出的 KDO 含量也不明显，疏

水性 的 增 加 可 能 是 由 于 疏 水 性 底 物 诱 导 而 产 生

的
［26］，增强菌体 与 疏 水 性 底 物 的 接 触 ． 加 入 生 物 表

面活性剂 24 h 后，细胞表面疏水性就有了很大的提

高，并且随着生物表面活性剂浓度的增大而增大，这

有利于菌体与底物的亲和，从而使得降解菌更好地

摄取疏水性的底物; 培养 72 h 时菌体细胞表面疏水

性达到最大值，分别为 21%、66%、70%、81% ( 生
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物 表 面 活 性 剂 浓 度 分 别 为 0、 50、 200、 500
mg·L － 1 ) ．

图 4 生物表面活性剂对菌体细胞表面疏水性

以及 KDO 含量影响

Fig． 4 Effect of biosurfactant on cell hydrophobicity and KDO

GP3A 是革兰 氏 阴 性 菌，脂 多 糖 位 于 细 胞 壁 的

最外侧，是菌体表面的主要组分之一，对细胞表面的

性质起着很重要的影响
［27］，因为菌体细胞壁中脂多

糖是与外界环境直接接触，它的含量高低与细胞表

面疏水性强弱有一定的联系 ． 脂多糖中的 O 侧链和

低聚糖会降低细胞表面的疏水性能，因此，细胞外膜

中的 脂 多 糖 含 量 越 低，其 疏 水 性 就 越 强
［27，28］． 本 研

究在芘生物降解过程 中 每 隔 24 h 取 样 测 定 菌 体 细

胞表面疏 水 性 以 及 脂 多 糖 含 量 的 变 化，如 图 4 所

示，随着疏水 性 的 增 大，上 清 液 中 脂 多 糖 含 量 也 增

多 ． 因此，菌体加入生物表面活性剂后疏水性的显著

变化可能是由于菌体细胞壁中脂多糖的溶出而导致

的
［16］． 另一方面，细 胞 表 面 疏 水 性 的 提 高 也 有 可 能

是由于生物表面活性剂的亲水端与弱疏水性的菌体

表面结合，而将疏水端伸向了环境，从而也使得菌体

表面疏水性有了很大的提高
［23］．

2. 5 细 胞 表 面 疏 水 性 对 菌 体 生 长 量 和 降 解 率 的

影响

从以上 数 据 可 知，在 加 入 生 物 表 面 活 性 剂 的

体系中，菌体细胞 表 面 疏 水 性 有 了 很 大 的 提 高，而

且疏水性 底 物 的 残 留 率 也 比 未 加 的 体 系 低 ． 但 这

是否一定就表明底 物 降 解 率 的 提 高 跟 菌 体 细 胞 表

面疏水性有关，还 有 待 进 一 步 的 实 验 验 证，因 为 加

入生物 表 面 活 性 剂 会 使 得 难 溶 底 物 的 溶 解 度 增

加，从而使得降解 菌 能 更 好 地 摄 取 底 物，促 进 底 物

的降解 ．
基于以上考虑，本研究设计了用不同浓度生物

表面活性剂处理菌体从而形成疏水性大小不同的降

解菌，然后再放入未加生物表面活性剂的芘的无机

盐体系中，来研究不同细胞表面疏水性的生长和芘

的生物降解情况，如图 5 所示，菌体细胞表面疏水性

越大，菌体生长的就越好，同时芘的生物降解率也越

高 ． 当细胞表面疏水性由 12% 增 大 到 48% 时，菌 体

6 d 的 生 物 量 由 4. 4 × 106 CFU·mL － 1
增 大 到 9. 5 ×

106 CFU·mL － 1 ，芘 的 生 物 降 解 率 由 16% 增 大 到

39% ，当细 胞 表 面 疏 水 性 增 至 55% 时，菌 体 生 物 量

增大到 1. 2 × 107 CFU·mL － 1 ，芘 的 生 物 降 解 率 此 时

达到了 44% ，这 表 明 了 菌 体 细 胞 表 面 越 疏 水，越 有

利于疏水基质的吸收转化 ．

图 5 细胞表面疏水性对 GP3A 生长和芘生物降解的影响

Fig． 5 Effect of cell hydrophobicity on the growth

of GP3A and pyrene degradation

2. 6 菌体表面基团与生物表面活性剂分子键合作

用的观察

图 6 为 GP3A 在不同浓度的生物表面活性剂存

在下降解芘 72 h 后的 菌 体 的 傅 里 叶 红 外 吸 收 光 谱

图 ． 3 400 cm － 1
附 近 的 峰 是 O—H的 伸 缩 振 动 引 起

的，2 900 ～ 3 300 cm － 1
处的振动为细胞壁上 来 自 蛋

白质的N—H键 的 伸 缩 振 动，也 可 属 于C—H伸 缩 振

动产生的
［29］; 1 651、1 548 cm － 1

处的谱峰是典型的

细胞中蛋白质酰胺Ⅱ带 (C—N伸展振动 与N—H的

弯曲 振 动 的 叠 加 ) 和 酰 胺 I 带 ( C O 的 伸 展 振

动)［30］． 波 数1 400 cm － 1
左 右 的 峰 对 应 的 是 饱 和 的

伯、仲、叔醇—OH的面内弯曲振动峰
［31］，表明了构

成菌体的化学结构中存在有羟 基 基 团 ． 1 240 cm － 1

附近的 谱 峰 是C—S和 P—O的 伸 缩 振 动 以 及C—O
与O—H的叠加吸 收 峰; 1 100 ～ 1 000 cm － 1

处 的 谱
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图 6 GP3A 在芘降解过程中的傅里叶变换红外吸收光谱图

Fig． 6 FTIR spectroscopy of GP3A during pyrene degradation

峰主要为—PO3－
4 、胺 基 中 的C—N的 伸 缩 振 动 以 及

糖环的振动吸收带
［31］，1 000 ～ 650 cm － 1

处的谱 峰

是C—H的面外弯曲振动所 引 起 的
［29］． 从 图 6 可 以

看出，相对于未加 鼠 李 糖 脂 的 体 系 中 而 言，菌 体 的

红外谱 图 在3 400、1 651、1 548 cm － 1
呈 现 出 明 显

的差异 ． 加了鼠李 糖 脂 的 体 系，此 三 处 的 谱 峰 明 显

增强和变宽，伸缩 频 率 下 降，推 测 可 能 是 由 于 菌 体

表面 LPS 中 的 低 聚 糖、鼠 李 糖 脂 分 子 中 的 鼠 李 吡

喃糖环、菌 体 细 胞 中 的 大 量 羟 基 基 团 以 及 蛋 白 质

中的氨基酸基团，发生了氢键作用
［29，32］，这些基 团

都富含羟基、氨基 和 酰 基，它 们 是 形 成 氢 键 的 供 体

或受体 ． 氢 键 的 形 成 可 能 有 利 于 菌 体 与 胶 束 态 溶

解的芘的接触，有 助 于 菌 体 摄 取 疏 水 性 的 底 物，从

而促进了底物的降解 ．

3 结论

(1) 本实验中所用到的生物表面活性剂的提取

物中包含 14 种鼠李糖脂组分，由 1 ～ 2 分子的鼠李

糖和 1 ～ 2 个含有 β 羟基的碳链长度为 8 ～ 12 的脂

肪酸组成 ．
(2) 当生物表面活性剂鼠李糖脂浓度高于临界

胶束浓度时，能显著增加芘的表观溶解度，而低于该

临界浓度的效果不明显 ．
(3) 生物表面活性剂能显著增大菌体表面的疏

水性，且这种增大作用在低浓度的时候就有明显表

现，菌体细胞壁中脂多糖的溶出是疏水性发生变化

的一个方面 ． 当菌体疏水性越大，生物量也越多，底

物的降解率也越高 ．
(4) 生物表面活性剂能显著促进疏水性底物芘

降解，缩短芘在降解体系中的半衰期 ．
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