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摘要:从石油污染土壤中分离筛选获得一株产生生物表面活性剂菌株 Y8A,经生理生化实验、16S rDNA序列分析等将其鉴定为芽孢杆菌属

(B acil lus sp. ) . Y8A能在 22h内将发酵液的表面张力从 68. 3mN#m - 1降到 23. 5 mN# m - 1.经 TLC和傅立叶红外光谱分析, 菌株 Y8A产生的生

物表面活性剂为脂肽类. 20m g# L- 1 C a2+和 Fe2+能显著促进其生长和表面活性剂的产生;菌株 Y8A在 20~ 30e , pH 5~ 12范围内产生表面活

性剂的能力较强; LB培养基中添加 1%乳糖对生长的影响不大,但能够明显促进 Y8A产生生物表面活性剂,而葡萄糖、蔗糖抑制表面活性剂的

产生. Y8A能够促进石油降解菌 Y1D和 F1-1对石油的降解和功夫菊酯降解菌 ZZH对功夫菊酯的生物降解.
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Abs tract: A b iosu rfactan t-producing bacterium Y8A w as iso lated from th e petroleum-pol luted soi.l Stra inY8A w as iden tified asBac illu s sp. accord ing to

itsm orpho log ical featu res, physiolog ical and b iochem ical characteris tics and 16S rDNA sequences. S train Y8A cou ld decrease the su rface ten sion of th e

m ed ium from 68. 3mN#m - 1 to 23. 5mN#m - 1 after 22h incubat ion. The b iosurfactant p roduced by strainsY8A w as iden tified as lipopept ide by TLC and

Fourier trans form in frared sp ectroscopy ( FTIR) . 20m g# L- 1 Fe2+ andC a2+ cou ld p rom ote the grow th ofY8A and p roduction of b iosurfactan t. Add ition of

1% lactose in LB m ed ium w as help fu l to the produ ct ion of b iosurfactan t by strain Y8A although no obviou s promot ion to the grow th w as observed. Strain

Y8A grew better and p roducedm ore b iosu rfactan t at 20~ 30e , pH 5~ 12. Y8A cou ld enhan ce the b iodegradation of petroleum-o ilby Y1D and F1-1 and

the b iodegradat ion of in secticide by ZZH.

Keywords: b iosu rfactan t; isolation and ident ification; ferm en tat ion cond it ion opt im izing; b iorem ed iation

1 引言 ( Introduct ion)

生物表面活性剂 ( B iosurfactant)是微生物在一

定条件下产生的一些具有一定表 /界面活性, 集亲

水基和疏水基结构于一体的两亲化合物 (左晶等

2005) .正是由于具有这种既亲油又亲水的两亲性

分子结构, 生物表面活性剂才能具有分散、加溶、润

湿、渗透等性能. 生物表面活性剂促使烃类在水溶

液中有效分散, 调节微生物细胞与烃类的有效接

触, 促进细胞对烃类的吸收. 与化学合成的表面活

性剂相比,它们除了具有降低表面张力、稳定乳化

液和发泡等相同特性外, 还具有一般化学合成表面

活性剂所不具备的无毒、可生物降解等特性

( N itschke et al. , 2007 ), 有利于环境保护. 因此, 近
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年来对生物表面活性剂的研究日益增多, 并在石油

污染的生物降解与生物修复、提高原油采收率等领

域得到广泛应用 (M akkar et al. , 2003; M aria et a l. ,

2005) . 1968年, A rima等首次发现 Bacillus subtilis

IFO3039能够产生脂肽类生物表面活性剂 ( Arim a

et al. , 1968) . Kyung-H ee Sh in等研究表明, 通过添

加生物表面活性剂可促进对菲污染土壤的修复作

用 ( Kyung et al. , 2006). 表面活性剂的自然降解过

程还没有定论,其用于土壤修复后对土壤成分是否

有影响的研究还很少 ( Catherine et al. , 2005). 本文

从胜利油田分离出一株高产表面活性剂细菌,研究

了其生理生化特性、产表面活性剂的条件, 以及在

促进石油和农药降解中的作用.

2 材料和方法 (M ater ia ls andmethod)

2. 1 土壤样品及菌株

石油污染土壤采自山东胜利油田, 用于分离产

表面活性剂的微生物和进行生物修复试验. 试验菌

株 Bacillus sp. Y8A, Chryseobacterium sp. Y1D , Sphin-

gomonas sp. F1- 1为本研究分离, 功夫菊酯降解菌

Bacillus sp. ZZH为本实验室分离保藏.

2. 2 培养基

无机盐培养基 (MM培养基 g# L
- 1

): NH4NO3#

6H2O 1. 0, KH2 PO4 1. 0, K 2HPO4 1. 0, M gSO4# 7H2O

0. 2, CaC l2# 2H 2O 0. 02, FeSO4# 7H2O 2. 5 @ 10
- 5
, pH

7. 0.

富集培养基: 100mL MM培养基中加入 015mL

液体石蜡, pH 7. 0.

发酵培养基: 即 LB培养基 ( g# L
- 1

), 酵母粉

5, 蛋白胨 10, N aC l 10, pH值 7. 0.

血琼脂培养基: 购于南京普朗医药设备有限

公司.

2. 3 生物表面活性剂产生菌的分离、筛选

称取石油污染土壤 2g,加 100 mL无菌水, 摇床

上振荡 2 h. 取上清液 10 mL接种到装有 90 mL富

集培养基的摇瓶中,于 30 e 、170 r#m in
- 1
的恒温摇

床中振荡培养 3 d,取培养液转接到富集培养基中,

转接 2次.取富集液进行稀释,将不同浓度的稀释液

分别涂布在血琼脂培养基上,经培养后选择产生溶

血圈的菌落,在 LB平板上划线纯化,获得初筛纯培

养菌株. 再根据排油能力 ( Adria et al. , 1998; L in

et al. , 1998)和表面张力的测定进一步筛选产生表

面活性剂能力强的菌株.

2. 4 菌株的鉴定

对分离纯化得到的菌株进行生理生化试验、

16S rDNA序列同源性分析等, 确定其分类地位. 生

理生化试验参照文献 (东秀珠等, 2001), 菌株的 16S

rDNA克隆参照文献 ( Sambrook et al. , 2002)进行.

正向引物: 5. -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3. ; 反

向引物: 5.-TACCTTGTTACGACTT-3. . 16S rDNA序

列由 Inv itrogen公司测序.在 RDP数据库比对分析,

选取同源性较高的序列根据 B ioedi,t MEGA3. 1软件

采用邻接法构建系统进化树.

2. 5  发酵条件对菌体生长及表面活性剂产生的

影响

液体种子按 1%接种量接于 50mL发酵培养基

中, 一定温度下 170 r#m in
- 1
摇床培养 24 h, 分别从

碳源,通气量、初始 pH值、培养温度、金属离子等几

个方面进行研究. 发酵结束后测定菌体发酵液的

OD600及表面张力值.

2. 6 分析测定方法

菌体生物量的测定: 采用比色法 (范秀荣等,

1993)测定培养液的 OD600.

表面张力测定: 采用环法 JYW-200A自动界面

张力仪 (承德实验机有限责任公司生产 )测定表面

张力,每个样品测定 3次, 取其平均值.具体方法参

见文献 ( Cooper et al. , 1981) .

乳化性能测定: 取两个刻度试管, 一支加入

5mL石蜡和 5mL水作为空白对照,另一支加入 5mL

石蜡和 5mL菌体发酵液,用 AS2060B型超声波发生

器 (天津奥特赛恩斯仪器有限公司 )处理 30m in, 然

后一定时间内分别测量乳化液和油相的体积. 相同

实验条件下 3次重复取平均值.

生物表面活性剂的萃取与分析: 取发酵液,

12000 r#m in
- 1
离心 20 m in去除菌体; 上清液用浓

HC l调 pH值至 2. 0,出现絮状沉淀, 4 e 静置过夜,

然后 12000 r#m in
- 1
离心 15m in收集沉淀;用 pH 2.

0的酸水洗涤 1次,随后将该沉淀溶于 N aOH 溶液,

使最终 pH 为 7. 0, 用 CH 2 C l2抽提, 取有机相, 待

CH2C l2挥发后得固体表面活性剂粗品 ( Cooper

et al. , 1981) .

薄层层析 ( TLC)分析:取表面活性剂粗品,溶于

二氯甲烷中, 将样品点在硅胶板上, 以氯仿 /甲醇 /

水 ( VBVBV= 65B15B2)为展开剂展开,用不同的显色

剂显色: ¹苯酚-硫酸试剂  糖脂类显棕色斑点; º

茚三酮显色剂  脂肽类显红色; » 蒽酮硫酸显色剂
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 糖脂类显黄色.

生物表面活性剂的 FT-IR分析: 采用德国布鲁

克光谱仪器公司生产的 TENSOR27傅立叶红外光

谱仪.

原油的测定: 采用重量法, 参考文献 (麦伟清

等, 1999) .

功夫菊酯的测定: 全量萃取待测样品. 待测样

品 30mL, 加入 5mL二氯甲烷, 剧烈振荡 5m in, 静

置分层, 用移液管小心吸取上层二氯甲烷层, 下层

水相再加入 5 mL二氯甲烷提取 1次; 合并 2次收

集的有机相, 加入 5g无水 N a2 SO 4,除去有机相中的

少量水分. 用 SH IMADZU型号为 UV- 2401PC紫外

分光光度计测定,功夫菊酯在波长为 230nm处具有

最大吸收峰.

2. 7 生物表面活性剂产生菌的应用

2. 7. 1 表面活性剂产生菌在石油污染土壤生物修

复中的应用  石油污染土壤风干后过筛混匀, 分为

6组进行对比试验, 每组设计 5个平行: ¹ 加入产生

物表面活性剂菌株 Y8A菌液; º 加入烷烃降解菌株

Y1D菌液; » 加入芳香烃降解菌株 F1-1菌液; ¼加
入 Y 8A和 Y 1D菌液; ½加入 Y8A和 F1-1菌液; ¾

加入 Y8A、Y1D和 F1-1菌液. 土壤为 500g,接菌量

均为 1. 1 @ 10
8
个 # g

- 1
, 混匀, 以不加菌液土壤为对

照.容器表面覆盖塑料薄膜, 扎孔通气, 30e 培养
30d,采用重量法测定土壤中原油残留量.

2. 7. 2 表面活性剂产生菌在促进功夫菊酯生物降

解中的作用  将 Y8A和功夫菊酯降解菌 ZZH (本实

验室分离、保存 )接种在加入 100mg# L
- 1
功夫菊酯

(质量浓度为 99. 7% )的 MM 培养基 ( 30mL)中, 接

种量为 1%, Y8A和 ZZH的接种比例为 1B1. 30e ,

170r#m in
- 1
摇床培养 2d后测定功夫菊酯的降解率.

3 结果 (R esults)

3. 1 菌株的分离、筛选

石油污染土壤经过富集培养、血平板初筛, 排

油活性以及表面张力测定复筛, 最终获得一株高效

产生表面活性剂的菌株 Y8A. 菌株在发酵培养基中

培养 24h后,可将发酵培养基的表面张力由起始的

68. 3mN#m- 1
下降到 32. 4mN#m- 1

.

3. 2 菌株的鉴定

3. 2. 1 菌株 Y8A的生理生化特性  Y8A在 LB平

板上培养 2d后菌落呈淡黄色、圆形、不透明、边缘不

平整、表面扁平、湿润粗糙. 菌体呈长杆状, 革兰氏

染色阳性,菌株的生理生化特性见表 1.

表 1 菌株 Y8A的生理生化特征

Tab le 1 Characterist ics ofY8A

特性 Y8A 特性 Y8A

革兰氏染色 + 过氧化氢酶 +

M. R.试验 - 硝酸盐利用 +

V. P.试验 + 产 H2 S -

吲哚试验 - 产氨 +

明胶液化 + 糖发酵 蔗糖 -

苯丙氨酸脱氢酶 - 麦芽糖 +

柠檬酸盐试验 + 乳糖 -

水解淀粉 - 葡萄糖 +

水解纤维素 - 甘露醇 +

3. 2. 2 16S rDNA序列同源性及系统发育分析  将

Y8A的 16S rDNA序列 ( EU 293156)在 RDP数据库

比对分析,选取数据库中同源性较高的 16SrDNA序

列,采用 B ioedi,t MEGA3. 1软件对 Y 8A进行系统发

育分析,构建系统进化树 (图 1) .结果表明, Y8A与

Bacillus pum ilus
(T )

( AF234854 ) 同 源 性 最 高

( 100% ),再结合以上生理生化特性,将 Y8A初步鉴

定为芽孢杆菌属.

图 1 根据 Y8A及其相关菌株的 16S rDNA构建的系统发育图

F ig. 1 Phylogenet ic tree constructed by the n eighbor join ing approach based

on the 16S rDNAs ofY8A and related strains

图 2 Y8A的生长曲线和表面张力曲线

Fig. 2 The relat ion sh ip betw een grow th of Y8A and surface tens ion

3. 3 发酵培养基及发酵条件的优化

3. 3. 1 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 2所示.
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菌体生长量与发酵液表面张力呈反比, 菌株 Y8A的

表面张力随着菌体生长而下降. 菌株 Y8A生长的延

迟期为 8h, 8h后进入对数生长期直至 22h, 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.在生长衰亡期,张力值比较稳定.

3. 3. 2 不同碳源对菌体生长和产表面活性剂的影
响  如图 3a所示, 在 LB培养基中加入蔗糖、葡萄

糖、乳糖、麦芽糖和木糖 (终浓度为 10 g# L
- 1

), 其中

葡萄糖、乳糖和麦芽糖对生长的影响不大, 而加入

蔗糖和木糖还不利于菌体的生长.乳糖能够明显降

低 Y8A 发酵液的表面张力, 最低 达到 28. 6

mN#m - 1
,麦芽糖和木糖对发酵液的表面张力影响

不大,而加入蔗糖、葡萄糖反而使发酵液表面张力

值升高.

图 3 环境因素对发酵液表面张力和菌体生长的影响

F ig. 3 E ffect of environm ental factors on grow th ofY8A and su rface ten sion of the cu ltu re

3. 3. 3 温度对菌体生长和表面活性剂产生的影响

 培养温度分别选取 20e , 25e 、30e 、37e , 不改

变其它发酵条件,结果如图 3b所示. 从图 3b可以看

出, 30e 为 Y8A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 28. 3

mN#m- 1
.但 20e 和 25e 时菌体生长和表面活性剂

的产生也较好, 表明其具有较宽的温度适应范围.

虽然 37e 对菌体的生长影响不大, 但明显影响表面

活性剂的产生.

3. 3. 4 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分别调至 4. 0、5. 0、5. 5、

6. 0、6. 5、7. 0、7. 5、8. 0、8. 5、9. 0、10. 0、11. 0、12. 0.

30e 培养 22h, 其它培养条件同上, 结果如图 3c所

示. Y8A具有很宽的 pH 适应范围, 但最适宜的 pH

为中性及偏酸,偏碱的环境对生长稍有抑制. pH 对

产生表面活性剂的影响与对生长的影响相一致, 但
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总的来说影响不显著. 在 pH 410时, 生长和产表面

活性剂均受到严重抑制.

3. 3. 5 通气量对菌体生长和表面活性剂产生的影
响  在 250mL三角瓶中分别加入 25、50、75、100、

125、150mL发酵培养基,其它发酵条件不改变. 如图

3d所示, 在装液量为 50mL时生长最好,培养液的张

力值最低, 而在其他装液量时, 生长和培养液的表

面张力都差不多.

3. 3. 6 金属离子对菌体生长和表面活性剂产生的

影响  在培养基中分别加入各种金属离子 ( Fe
2+
、

Cu
2 +
、Zn

2 +
、Mn

2+
、Ca

2 +
) , 使其终浓度均为 20

mg#L- 1
.其它发酵条件不改变, 22h后取样,测定发

酵液的 OD600及表面张力值. 图 3e结果表明 20

mg#L- 1
Ca

2+
能够显著促进 Y8A的生长和表面活性

剂的产 生, 使发 酵 液 表面 张 力降 低 ( 29. 7

mN#m- 1
) ,其次为 Fe

2+
;而 20 mg# L

- 1
Zn

2+
和 Cu

2+

抑制 Y8A的生长和表面活性剂的产生. 20 mg# L
- 1

Mn
2+
对 Y8A的生长和表面活性剂的产生有轻微的

促进作用.

3. 4 Y8A的表面活性剂的乳化性能

将发酵液与石蜡混合后,每隔 8h检测乳化体积

的变化,连续监测 48h. 结果表明与空白对照相比,

Y8A发酵液能很好的乳化石蜡, 混合后 24h内, 乳

化体积保持 100%.虽然随着时间的延长, 乳化体积

有所下降,但下降速度非常缓慢, 48h仍使乳化体积

达到 80% .也能使原油的乳化状态保持较长的时

间,放置 7d后, 乳化体积仍可以达到 70%.

3. 5 表面活性剂的定性分析

Y8A发酵产生的生物表面活性剂粗品 TLC分

析结果如图 4所示, 表面活性剂与茚三酮显色剂显

色后呈现紫红色,初步判定菌株产生的是脂肽类生

物表面活性剂.

如图 5所示,在 FT-IR谱图上, 3291. 23cm
- 1
是

由分子链间氢键引起的 NH 收缩振动谱带,

3071174cm
- 1
是 NH 基团的分子内氢键引起的 NH

伸缩谱带, 1653. 49cm
- 1
、1534. 97cm

- 1
分别为酰胺

谱带Ñ和Ò.这些特征吸收表明该表面活性剂分子

含有肽链. 谱图上 2960~ 2870 cm
- 1
和 1455 ~ 1380

cm
- 1
的两处吸收是脂肪族碳链的 C) H 伸缩振动,

1231. 19cm
- 1
和 699. 51cm

- 1
附近是内酯的特征吸

收,表明该表面活性剂分子含有脂肪酸分子. 因此,

该表面活性剂分子是脂肽类分子.

3. 6 生物表面活性剂产生菌的应用
3. 6. 1 促进石油降解作用  混菌试验结果 (表 2)

表明,将石油降解菌和生物表面活性剂产生菌种

Y8A共同接种于石油污染土壤中, 原油的降解率显

著增加.菌株 Y1D、F1- 1单独用于石油污染修复

时,石油的降解率分别为 48. 13% 和 43. 69%; 而添

加 Y8A后, 石油的降解率分别提高到 79. 62% 和

74. 51% . 说明 Y8A产生的生物表面活性剂对石油

表 2 Y8A对石油污染生物修复的促进作用

Table 2  Prom ot ion of b iorem ed iat ion of crud e oi-l pollu ted soil

处理 降解率 处理 降解率

A 12. 76% A+ B 79. 62%

B 48. 13% A+ C 74. 51%

C 43. 69% A + B+ C 83. 26%

  注: A: Y8A, B: Y1D, C: F1-1.
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降解具有促进作用.

3. 6. 2 促进农药降解作用  拟除虫菊酯类农药是

一类高效、广谱农药, 且具有低毒性和能被生物降

解之特性,但其残留却给人们的健康带来了巨大的

威胁. 功夫菊酯是拟除虫菊酯类农药中的一种, 不

溶于水.

试验结果 (图 6)表明: Y8A能在含有农药的 LB

培养基中生长但几乎没有降解效果,功夫菊酯降解

菌 ZZH单独培养时, 功夫菊酯的降解率为 33. 7% ,

ZZH和 Y8A 共同培养时, 功夫菊酯的降解率为

8717% .结果表明生物表面活性剂产生菌能显著地

促进农药的降解.

图 6 生物表面活性剂产生菌 Y8A对农药降解的促进作用 ( a. Y8A在农药培养基中的生长; b.混菌后 Y8A对 ZZH有促进农药降解的作用 )

Fig. 6 B iosurfactant-p roducing bacteria Y8A can enhan cem ent the degradat ion of pesticide ( a. Y8A grow th in the m ed ium w ith pesticide; b.

enhancem ent of pesticide degradat ion of strain ZZH by m ixed cu lture)

4 讨论 (D iscussion)

目前已经报道的产生物表面活性剂的微生物

虽然较多,但其中大多数微生物产生表面活性剂的

能力较弱, 发酵液的表面张力主要集中在 30 ~ 35

mN#m - 1
之间. 有些生物表面活性剂产生菌如假单

胞菌等虽然使发酵液表面张力较低, 但需要较长培

养时间才能达到较低的表面张力值 (梁生康等,

2005) .

有关表面活性剂的应用研究有很多, 但在促进

农药残留降解方面还鲜有报道. 我国是一个农业大

国,农药的大量使用势必造成环境的污染. 拟除虫

菊酯类农药是一类广泛使用的农药, 不溶于水, 其

残留给人们的健康带来了巨大的威胁. 菌株 Y8A能

显著提高拟除虫菊酯降解菌 ZZH对拟除虫菊酯的

降解率,这对于农药土壤污染的生物修复作用具有

十分重要的意义.

石油烃类化合物的微生物降解是一个复杂的

过程, 影响石油烃降解的因子很多, 如石油烃的组

成、物理状态、温度、时间、供氧及营养物质等,其中

石油烃的物理状态对其降解有显著影响. 研究表

明,表面活性剂具有增溶、分散等作用, 能增加难溶

烃类化合物在水中的溶解度,乳化油类以利于油类

与微生物接触,从而促进了石油烃的降解 ( Cybu lsk i

et al. , 2003).菌株 Y 8A能利用石蜡产生表面活性

剂,其本身能用于石油污染的生物修复, 而且产生

的表面活性剂能促进石油的分解,这比利用其他底

物产生表面活性剂用于生物修复具有更大的意义.

5 结论 ( Conc lusions)

1)本研究从石油长期污染的土壤中分离出一

株产生物表面活性剂菌株 Y8A, 经形态观察、生理

生化实验、16S rDNA序列分析将其鉴定为芽孢杆菌

属 (Bacillus sp. ).

2)生物表面活性剂粗品经 TLC分析和 FT-IR

测定,判定为脂肽类生物表面活性剂.在 LB培养基

中加入 20mg# L
- 1
的 Ca

2 +
, 在温度为 30e 、pH 值为

7. 5、装液量为 50mL的条件下, Y8A产生表面活性

剂的能力最强, 发酵液表面张力值最小降到 23. 5

mN#m
- 1
.

3)本试验菌株能够促进烷烃降解菌 Y1D和芳

香烃降解菌 F1-1对石油的降解,使石油降解率分别

从 48113%、43. 69%上升到 79. 62%、74. 51%. 同

时,菌株 Y8A还能促进 ZZH 菌株对功夫菌酯的

降解.
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