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摘　 要　 为研究分离自海水的芽孢杆菌 ｄｈｓ⁃３３０ 产生物表面活性剂的培养条件和产物特
性，采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列分析鉴定菌种，对发酵培养基的碳源、氮源、ｐＨ 值和培养温度
进行优化，采用飞行时间质谱进行产物鉴定及抑菌圈法考察产物抑菌活性。 结果显示，该
菌株与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｏｊａｖｅｎｓｉｓ 菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的序列相似性为 ９９％。 菌株发酵液表面张力可由
７０ ｍＮ·ｍ－１降低至 ２７ ｍＮ·ｍ－１。 发酵培养基的最适碳源、有机氮源和无机氮源分别为甘
油、酵母膏和尿素；ｐＨ 值为 ６．５～７．０、温度为 ３０～３５ ℃条件下，菌体生长和生物表面活性剂
合成最为有利。 发酵产物为脂肽⁃糖脂混合型生物表面活性剂，对海洋污损微生物 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ ｄｈｓ０４ 有显著的抑菌活性。 菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 是能合成脂肽⁃糖脂混合生物表面活性剂、
具有海洋污损微生物防除潜力的优选菌株。
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　 　 生物表面活性剂是由微生物合成的具有表 ／界
面张力活性、既含亲水基团又含疏水基团的化合物。

与化学合成的表面活性剂相比，生物表面活性剂不

仅具有高效的起泡性和良好的破乳性，而且具有可

降解、低毒、结构多样等优势。 如在石油开采中添加

生物表面活性剂，降低水⁃原油⁃岩石间的界面张力，
是提高原油采收率的有效技术方法（ Ｊｏｓｈｉ ｅｔ ａｌ．，
２０１５）；某些生物表面活性剂具有抗菌活性（Ｇｕｄｉｎａ

生态学杂志 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｌｏｇｙ　 ２０１６，３５（５）：１３７８－１３８５ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＤＯＩ： １０．１３２９２ ／ ｊ．１０００－４８９０．２０１６０５．０１６



ｅｔ ａｌ．，２０１５）或抗病毒（Ｉｔｏｋａｗａ ｅｔ ａｌ．，１９９４）能力；某
些生物表面活性剂能抑制藻华的生长，有效控制赤

潮，降低赤潮灾害所带来的负面影响（ Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ．，
２００４）。 因此，生物表面活性剂在化工、医药、农业、
环境修复等领域具有广阔的应用前景（Ｂａｎａｔ ｅｔ ａｌ．，
２０１０）。

生物表面活性剂根据结构特点主要有糖脂类、
脂蛋白和脂肽类、脂肪酸磷脂及中性脂、高分子生物

表面活性剂和微粒生物表面活性剂等五类 （ Ｒｏｎ
ｅｔ ａｌ．，２００１），可由多种不同菌属的微生物合成。 如

分歧杆菌、诺卡氏菌、棒状杆菌等合成海藻糖脂，假
单胞菌、伯克霍尔德氏菌等合成鼠李糖脂，酵母菌合

成槐糖脂等糖脂类表面活性剂；芽孢杆菌合成表面活

性素、伊枯草菌素等脂肽类表面活性剂；乙酸钙不动

杆菌合成 Ｅｍｕｌｓａｎ、Ｂｉｏｄｉｓｐｅｒｓａｎ 等高分子表面活性剂

等。 目前的研究主要集中在生物表面活性剂产生菌

的筛选优化，及新型生物表面活性剂的开发、剖析与

改性（Ａｌ⁃Ｗａｈａｉｂｉ ｅｔ ａｌ．，２０１４；Ｖｉｊａｙａ ｅｔ ａｌ．，２０１４）。
海洋环境微生物往往具备优越的抗逆性，能适

应多变的温度、ｐＨ、盐度及局部污染等不利的自然

条件，成为筛选资源微生物的研究热点（Ｄａｓｈ ｅｔ ａｌ．，
２０１３）。 已发现能合成生物表面活性剂的海洋微生

物包括芽孢杆菌、假单胞菌、红球菌、酵母菌等多个

菌属（Ｓａｔｐｕｔｅ ｅｔ ａｌ．，２０１０），活性产物成分包括脂肽

类、糖脂类、胞外多糖等多种类型。 本研究从渤海湾

海水样品中筛选获得了一株产生物表面活性剂的芽

孢杆菌 ｄｈｓ⁃３３０，对其分类学特性、产物合成条件、产
物结构及其抑菌活性进行了初步探索，提供了合成

脂肽⁃糖脂混合型生物表面活性剂的新资源，为海洋

环境修复和海洋工程污损防治等重要应用提供了新

思路和新方法。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌株来源　 水样采自渤海湾，筛选获得菌株

ｄｈｓ⁃３３０。 指示菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ｄｈｓ０４ 为海洋污

损细菌，由本实验室分离并保藏。
１ １ ２　 培养基　 发酵培养基：葡萄糖 ３１．５ ｇ，酵母

提取物 １ ｇ，尿素 ５ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ０． ８ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４ ·
１２Ｈ２Ｏ ３ ｇ，ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ ０． １５ ｇ，微量元素溶液

１ ｍＬ，定容至 １ Ｌ 并调整 ｐＨ 至 ７．０。 其中，微量元

素溶液：ＣａＣｌ２ ７．５ ｇ·Ｌ－１，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ２ ｇ·Ｌ－１，
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ ２ ｇ·Ｌ－１。

血琼脂平板培养基：购自天津润泰科技发展有

限公司。
ＬＢ 培养基：蛋白胨 １０ ｇ，酵母提取物 ５ ｇ，ＮａＣｌ

１０ ｇ，定容至 １ Ｌ 并调整 ｐＨ 至 ７．０。 固体培养基中

添加琼脂粉 ２０ ｇ。
异养菌培养基： 牛肉膏 ３ ｇ， 蛋白胨 １０ ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４ ０．０５ ｇ，海水 ０．５ Ｌ，蒸馏水 ０．５ Ｌ，调整 ｐＨ 至

７．２。 固体培养基中添加琼脂粉 ２０ ｇ。
１ １ ３　 试剂 　 ＰＣＲ 反应试剂与 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购

自大连宝生物公司，细菌基因组提取试剂盒购自天

根生化科技有限公司。 其他试剂为国产分析纯

产品。
１ ２　 方法

１ ２ １　 菌株产表面活性剂能力的筛选和测定　 应

用排油圈法对菌株产表面活性剂能力进行初筛，将
划线分离的单菌落接种于 ２０ ｍＬ 发酵培养基中，３０
℃、１８０ ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养 ２４ ｈ；取直径 ９０ ｍｍ 培养

皿加入适量蒸馏水，在蒸馏水表面滴加 ３ ｍＬ 液体石

蜡形成油膜，取 ３００ μＬ 发酵培养液加入油膜中心，
形成排油圈，测定排油圈的直径。 比较表面张力值

对菌株进行复筛，使用科诺全自动表面张力仪、采用

白金板法测定发酵液的表面张力值。
１ ２ ２　 菌种 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定　 采用细菌基因组提取

试剂盒提取菌株基因组，以基因组为模板进行 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增，引物为通用引物：

ｆｄ１：５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′
ｒｐ２：５′⁃ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′
ＰＣＲ 反应体系（２５ μＬ）：１０×Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ ２．５ μＬ，

２．５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｄＮＴＰ ２ μＬ，上、下引物各 １．５ μＬ，模
板 ０．３ μＬ，ｅｘＴａｑ 酶 ０．２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １７ μＬ。 ＰＣＲ 反

应条件：９８ ℃ ２ ｍｉｎ；９８ ℃ １０ ｓ、５４ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ ３
ｍｉｎ 进行 ３０ 个循环；７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃ 保存。
引物合成及 ＰＣＲ 产物测序均由苏州金唯智生物科

技有限公司完成。 所测序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 核酸序列

数据库中进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列 ＢＬＡＳＴ 比对，并使用

ＭＥＧＡ ５．１ 软件构建系统发育树。
１ ２ ３　 发酵条件影响　 以 ＯＤ６００和发酵液排油圈直

径为指标，以发酵培养基为基础，分别考察不同碳

源、有机氮源、无机氮源、初始 ｐＨ 值及温度对生物

表面活性剂合成的影响。
１ ２ ４　 表面活性剂产物提取　 将培养 ４８ ｈ 的发酵

液于 ４ ℃、８０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ，取上清液；用 ６
ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＨＣｌ 溶液调节上清液 ｐＨ 至 ２．０，静置于
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４ ℃过夜；４ ℃、１００００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２０ ｍｉｎ，取沉淀，
并用 ｐＨ ２．０ 的 ＨＣｌ 溶液洗涤沉淀 ３ 次，３７ ℃烘干沉

淀；向烘干后的沉淀中加入甲醇溶解，超声 ２０ ｍｉｎ，
取上清液，重复该操作一次，合并上清液，冷冻干燥

去除甲醇后，得到的黄褐色疏松状粉末即为表面活

性剂产物。 方法参考文献（Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。
１ ２ ５　 表面活性剂产物的质谱鉴定　 表面活性剂

产物采用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）分析鉴定其成分。 质谱仪为 ＳＣＩ⁃
ＥＸ ４８００（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司），基质为 α⁃
氰⁃４⁃羟肉桂酸（α⁃ｃｙａｎｏ⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ），１
μＬ 样品与等体积的基质混匀，风干，置于仪器离子

源进行测定。 质量扫描范围为 ４００ ～ ４０００。 方法参

考文献（Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。
１ ２ ６　 表面活性剂产物的平板抑菌实验　 挑取新

鲜的指示菌单菌落，接种于异养菌液体培养基中，３０
℃、１８０ ｒ · ｍｉｎ－１ 培养过夜；将指示菌培养物按

１ ∶ １００稀释混入尚未凝固的异养菌固体培养基中，
快速混匀后倒至平板；待平板干燥后，在平板中心处

滴加 １０ μＬ 表面活性剂产物溶液，待液体吸收后倒

置于 ３０ ℃静置培养 ４８ ｈ；培养完成后，取出培养皿

测量抑菌圈直径。

２　 结果与分析

２ １　 菌株的初步分类及生长特性

从渤海湾海水样品中分离得到 １ 株产生物表面

活性剂能力较强的菌株 ｄｈｓ⁃３３０。 在 ＬＢ 固体培养基

上 ３０ ℃培养 ２４ ｈ，菌落呈白色，不规则，边缘不整

齐；在血平板上形成溶血圈。 对菌株基因组 １６Ｓ ｒＤ⁃
ＮＡ 基因片段进行 ＰＣＲ 扩增，测序并经 ＢＬＡＳＴ 比

对，选出数据库中具有代表性的近缘细菌的序列构

建系统发育树（图 １）显示，ｄｈｓ⁃３３０ 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｏ⁃
ｊａｖｅｎｓｉｓ 亲缘关系最近，可鉴定为芽孢杆菌。
　 　 由图 ２ 可见，ｄｈｓ⁃３３０ 在 ０ ～ ２４ ｈ 处于对数生长

期，ＯＤ６００持续增大，至 ２４ ｈ 进入稳定期，发酵液排油

圈直径达 ３ ｃｍ，表面张力降低至 ２７ ｍＮ·ｍ－１，表明

此时发酵液已具有较高的表面活性；２４ ｈ 后排油圈

直径持续增大，至发酵 ４８ ｈ 达最大值 ７ ｃｍ，此时表

面活性剂产量达最高值；４８ ｈ 后 ＯＤ６００逐渐降低，细
胞生长进入衰亡期，菌体裂解形成芽孢。
２ ２　 培养基和培养条件对产表面活性剂的影响

以发酵培养基为基础，分别以 ３１．５ ｇ·Ｌ－１葡萄

糖、３０ ｇ·Ｌ－１蔗糖、３２．２ ｇ·Ｌ－１甘油、２８．４ ｇ·Ｌ－１淀

粉和 ４０ ｇ·Ｌ－１糖蜜为碳源，在 ３０ ℃、１８０ ｒ·ｍｉｎ－１

条件下培养 ｄｈｓ⁃３３０ 菌株 ４８ ｈ，测定发酵液 ＯＤ６００值

和排油圈直径，比较不同碳源对菌株生长和发酵液

表面张力的影响（图 ３ａ）。 葡萄糖和甘油为碳源时，
ＯＤ６００值和排油圈直径均较大，表明其适合被菌株利

用进行生长代谢和生产表面活性产物。 以蔗糖为碳

源时，ＯＤ６００值很高但排油圈直径最小，表明其具有

图 １　 菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 系统发育树
Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ ｄｈｓ⁃３３０
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图 ２　 菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 的生长动力学曲线
Ｆｉｇ．２　 Ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ｄｈｓ⁃３３０

图 ３　 不同碳源、氮源对菌株生长及发酵液表面活性的影响
Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ
ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

对菌株生长的促进作用、但不利于表面活性产物的

合成。

比较 １ ｇ·Ｌ－１酵母膏、１ ｇ·Ｌ－１蛋白胨、３ ｇ·Ｌ－１

玉米浆、１ ｇ·Ｌ－１牛肉膏和 １ ｇ·Ｌ－１豆粕为有机氮源

时（图 ３ｂ），玉米浆作为有机氮源时，ＯＤ６００值和排油

圈直径均最小，不利于菌株生长和产物合成。 菌株

在含豆粕的培养基中细胞浓度最高，但表面活性较

低，表明豆粕促进细胞生长、但抑制表面活性产物的

生成。 酵母膏作为有机氮源时，细胞生长良好，且发

酵液排油圈直径最大，是最适有机氮源。 以 ８．７ ｇ·
Ｌ－１ ＮＨ４ Ｃｌ、１０． ８７ ｇ·Ｌ－１（ＮＨ４ ） ２ＳＯ４、６． ５９ ｇ·Ｌ－１

ＮＨ４ＮＯ３、１７ ｇ·Ｌ－１ ＮａＮＯ３和 ４．９４ ｇ·Ｌ－１尿素为无

机氮源时（图 ３ｃ）可见，尿素作为无机氮源时，ＯＤ６００

值较高，排油圈直径最大，是菌株合成生物表面活性

剂的最适无机氮源。
　 　 调节发酵培养基初始 ｐＨ 值 ５．５～ ８．５，在 ３０ ℃、
１８０ ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养 ｄｈｓ⁃３３０ 菌株 ４８ ｈ，测定发

酵液 ＯＤ６００值和排油圈直径，比较不同 ｐＨ 值对菌株

生长和发酵液表面张力的影响（图 ４ａ）。 培养基初

始 ｐＨ 值在 ６．０～７．５ 时，发酵液排油圈直径均大于 ５
ｃｍ，具有较强的表面活性。 其中，ｐＨ 值在 ６．５ 时，
ＯＤ６００值最高，ｐＨ 值在 ７．０ 时，排油圈直径最大，表明

初始 ｐＨ 值在 ６．５ ～ ７．０ 对菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 的菌体生长

和产物合成最为有利。

图 ４　 不同 ｐＨ 值和温度对菌株生长及发酵液表面活性的
影响
Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
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　 　 调节培养温度，在 ｐＨ ７．０ 的发酵培养基中、１８０
ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养 ｄｈｓ⁃３３０ 菌株 ４８ ｈ，测定发酵液

ＯＤ６００值和排油圈直径，比较不同温度对菌株生长和

发酵液表面张力的影响（图 ４ｂ）。 菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 在

３０～３５ ℃的培养条件下，菌株生长和表面活性剂合

成能力最佳；温度高于 ３５ ℃或低于 ３０ ℃时，ＯＤ６００

值和排油圈直径均降低，不利于菌株生长和产物

生成。
２ ３　 胞外活性物质的提取和定性检测

ｄｈｓ⁃３３０ 菌株在发酵培养基中培养后的胞外液，
经酸沉淀、甲醇萃取、冷冻干燥获得黄褐色粉末，是
菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 发酵表面活性产物的粗提物。 采用

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术对提取的表面活性产物进行了

质谱分析（图 ５），ｄｈｓ⁃３３０ 菌株产物特征峰对应的物

质如表 １ 所示。 同时检测到糖脂和脂肽两类物质，
表明产物为脂肽⁃糖脂混合型生物表面活性剂。 从

图 ５ａ 可以看出，ｄｈｓ⁃３３０ 所产糖脂类物质为鼠李糖

脂，谱图中最高峰出现在质子化峰值 ｍ ／ ｚ ＝ ６５５．２９７
处，代表了糖脂类主要产物［Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ１０：１ －Ｃ９：１ ＋
Ｎａ］ ＋ 加合离子。 其他含量较少的峰出现在 ｍ ／ ｚ
５４５． ３６５、 ５８３． ２８６、 ５９５． ２８６、 ６０９． ３５４、 ６３３． ４００、
６６９ ３１７、６８３． ３３１、 ６９９． ２８７ 对应 ［ Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ１２：１ ＋

Ｋ］ ＋、［Ｒｈａ⁃Ｃ１０⁃Ｃ１４ ＋Ｎａ］
＋（或［Ｒｈａ⁃Ｃ１２⁃Ｃ１２ ＋Ｎａ］ ＋ ）、

［Ｒｈａ⁃Ｃ１０：１⁃Ｃ１４：１ ＋ Ｋ］ ＋ （或 ［ Ｒｈａ⁃Ｃ１２：１⁃Ｃ１２：１ ＋ Ｋ］ ＋ ）、
［Ｒｈａ⁃Ｃ１２：１⁃Ｃ１４ ＋ Ｎａ］ ＋ （或 ［ Ｒｈａ⁃Ｃ１２⁃Ｃ１４：１ ＋ Ｎａ］ ＋ ）、
［Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ８⁃Ｃ８ ＋ Ｋ］ ＋、 ［ Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ１０：１⁃Ｃ１０：１ ＋ Ｋ］ ＋、
［Ｒｈａ⁃Ｃ１４⁃Ｃ１６ ＋ Ｋ］ ＋、 ［ Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ１０⁃Ｃ１２：１ ＋ Ｎａ］ ＋ （或

［Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ１２：１⁃Ｃ１０＋Ｎａ］
＋）加合离子。 鼠李糖脂类

物质质谱峰的分析参考 （ Ａｂｄｅｌ⁃Ｍａｗｇｏｕｄ ｅｔ ａｌ．，
２０１０；Ｎｉｅ ｅｔ ａｌ．，２０１０）。 结果表明，ｄｈｓ⁃３３０ 能够合

成多种不同结构的鼠李糖脂，以双鼠李糖脂为主，并
含有少量单鼠李糖脂，脂肪酸链长度和饱和度呈多

样性。
从图 ５ｂ ～ ５ｄ 可以看出，ｄｈｓ⁃３３０ 所产脂肽类物

质主要有 ３ 类组分。 ｍ ／ ｚ 处于 １０００～１１００ 的峰表示

表面 活 性 素 ｓｕｒｆａｃｔｉｎ 家 族， 峰 值 为 １０３０． ６２８、
１０４４ ６４３ 和 １０５８．６６，分子量依次相差 １４ Ｄａ，推测

为脂肪酸链相差 １ 个亚甲基（－ＣＨ２－）的同系物，分
别为 Ｃ１３－Ｃ１５的［ｓｕｒｆａｃｔｉｎ＋Ｎａ］ ＋加合离子。 ｍ ／ ｚ 位于

１４６０～１５４０ 的峰表示丰原素 ｆｅｎｇｙｃｉｎ 家族，峰值为

１４６３ ７８０ 和 １４８５． ７７５ 分别为 Ｃ１６⁃ｆｅｎｇｙｃｉｎ 的 ［Ｍ ＋
Ｈ］ ＋和［Ｍ＋Ｎａ］ ＋加合离子，且其肽环上 ６ 位氨基酸

是 Ａｌａ；１４７７．８００ 和 １４９９．７９７ 对应的是其 Ｃ１７的同系

图 ５　 ｄｈｓ⁃３３０ 菌株表面活性产物的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 检测图
Ｆｉｇ．５　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｂｉｏｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｄｈｓ⁃３３０
图 ａ～ ｄ 表示不同荷质比（ｍ ／ ｚ）范围下的离子强度。
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表 １　 ｄｈｓ⁃３３０ 菌株表面活性产物 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｂｉｏｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｄｈｓ⁃３３０ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
质谱峰 排布

鼠李糖脂

６３３．４００ ［Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ８ ⁃Ｃ８＋Ｋ］ ＋

６５５．２９７ ［Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ１０：１ ⁃Ｃ９：１＋Ｎａ］ ＋

６６９．３１７ ［Ｒｈａ⁃Ｒｈａ⁃Ｃ１０：１ ⁃Ｃ１０：１＋Ｋ］ ＋

６８３．３３１ ［Ｒｈａ⁃Ｃ１４ ⁃Ｃ１６＋Ｋ］ ＋

表面活性素

１０３０．６２８ Ｃ１３ ⁃Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋（７⁃Ｌｅｕ ／ Ｉｌｅ）
１０４４．６４３ Ｃ１４ ⁃Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋（７⁃Ｌｅｕ ／ Ｉｌｅ）
１０５８．６６０ Ｃ１５ ⁃Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋（７⁃Ｌｅｕ ／ Ｉｌｅ）
１０７４．６４０ Ｃ１５ ⁃Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ ［Ｍ＋Ｋ］ ＋（７⁃Ｌｅｕ ／ Ｉｌｅ）
丰原素

１４６３．７８０ Ｃ１６ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋（６⁃Ａｌａ）
１４７７．８００ Ｃ１７ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋（６⁃Ａｌａ）
１４８５．７７５ Ｃ１６ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋（６⁃Ａｌａ）
１４９１．８２０ Ｃ１６ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋（６⁃Ｖａｌ）
１４９９．７９７ Ｃ１７ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋（６⁃Ａｌａ）
１５０５．８４１ Ｃ１７ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋（６⁃Ｖａｌ）
１５１３．８１７ Ｃ１６ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋（６⁃Ｖａｌ）
１５２７．８３４ Ｃ１７ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋（６⁃Ｖａｌ）
１５２９．７９１ Ｃ１６ ⁃Ｆｅｎｇｙｃｉｎ ［Ｍ＋Ｋ］ ＋（６⁃Ｖａｌ）
ＢＳＡＰ⁃２５４
３４００．５２８ 未知

３４２２．５２６ 未知

３４３８．５０６ 未知

物。 峰值为 １４９１．８２０ 和 １５１３．８１７，也表示 Ｃ１６⁃ｆｅｎｇｙ⁃
ｃｉｎ 的［Ｍ＋Ｈ］ ＋和［Ｍ＋Ｎａ］ ＋加合离子，但其肽环上 ６
位氨 基 酸 是 Ｖａｌ； 其 Ｃ１７ 的 同 系 物 显 示 在 ｍ ／ ｚ
１５０５．８４１和 １５２７．８３７ 处。 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ 和 ｆｅｎｇｙｃｉｎ 的质

谱峰分析参考（Ｖａｔｅｒ ｅｔ ａｌ．，２００２）。 ｍ ／ ｚ 处于 ３４００～
３４５０，与文献（Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ．，２０１０）报道的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉ⁃
ｌｉｓ ＳＣ⁃８菌株产物相似，是一种新型脂肽类物质，具

图 ６　 ｄｈｓ⁃３３０ 菌株表面活性产物对 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ 的抑菌
效果
Ｆｉｇ．６　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｏｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｄｈｓ⁃３３０
ｏｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ

有抑菌活性（Ｙｅｏ ｅｔ ａｌ．，２０１１）。
２ ４　 表面活性剂产物的抑菌作用

采用平板抑菌实验考察菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 所产表面

活性剂的抑菌性能。 如图 ６ 所示，ｄｈｓ⁃３３０ 发酵表面

活性产物的粗提物溶液对海洋污损微生物 Ｂ． ｐｕｍｉ⁃
ｌｕｓ ｄｈｓ０４ 表现出较好的抑菌效果，形成明显的抑菌

圈，抑菌圈直径达 １６．２ ｍｍ。 这说明，菌株 ｄｈｓ⁃３３０
合成的脂肽⁃糖脂混合型表面活性剂具备抑菌能力，
可用于抑制某些污损微生物的生长。

３　 讨　 论

生物表面活性剂具有良好的表面活性且对环境

友好，应用前景广阔，因此筛选表面活性剂产生菌、
鉴定产物结构和功能以及开发其在化工、医药、环境

修复等领域的应用已成为研究热点。 本研究从渤海

湾海水样品中筛选出一株表面活性剂产生菌 ｄｈｓ⁃
３３０，可使发酵液表面张力值降低至 ２７ ｍＮ·ｍ－１，排
油圈最大直径可达 ７ ｃｍ。 经形态观察和 １６Ｓ ｒＤＮＡ
序列测定比对，初步鉴定该菌株属于 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．。
本研究分别考察了各 ５ 种碳源、有机氮源和无机氮

源对菌株生长和产生物表面活性剂水平的影响，分
别优选甘油、酵母膏和尿素。 甘油是柴油生产的副

产物，其产量可观且价格便宜，与葡萄糖相比不受灭

菌过程的损耗，是优选的较廉价碳源；酵母膏和尿素

作为最适氮源，同时具备价格低廉的优势，能够降低

发酵成本，具有工业价值（Ｔａｎ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。 考察培

养环境 ｐＨ 和培养温度的影响，结果显示，菌株 ｄｈｓ⁃
３３０ 生长和生物表面活性剂合成的最适 ｐＨ 值为

６．５～７．０，最适温度为 ３０～３５ ℃。
芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．）是合成脂肽类生物表面

活性剂的最主要种属。 １９６８ 年 Ａｒｉｍａ 等首次发现

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＩＦＯ３０３９ 产生脂肽类物质，商品名为

表面活性素 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ，是已知最有效的生物表面活

性剂之一。 此后又有研究报道芽孢杆菌合成丰原素

（ｆｅｎｇｙｃｉｎ）、伊枯草菌素（ｉｔｕｒｉｎ）、地衣素（ ｌｉｃｈｅｎｙｓｉｎ）
等多种类型脂肽。 本研究通过 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 的

方法对菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 的表面活性产物进行了鉴定，
初步得到 ３ 类脂肽类物质，分别为 ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、ｆｅｎｇｙｃｉｎ
和一种类似 ＢＳＡＰ⁃２５４ 的未知物质。 同时，对 ｄｈｓ⁃
３３０ 产物的定性分析还获得两类糖脂类物质，分别

为双鼠李糖脂和单鼠李糖脂。 糖脂由亲水性糖基和

疏水性脂肪酸链组成，具有突出的乳化性和增溶性，
较好的洗油效率，在提高原油采收率（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，

３８３１杜　 瑾等：一株分离自海水的产生物表面活性剂菌株的鉴定及其发酵优化



２００７）和修复海上溢油污染（Ｈａｒｖｅｙ ｅｔ ａｌ．，１９９０）等
方面取得了很好的应用效果，但在 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 种属的

菌株中报道较少。 Ｃｈｒｉｓｔｏｖａ 等（２００４）首次报道了

一株具有鼠李糖脂合成能力的 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ，并能够降

解烃类物质。 最近，有研究报道了从油田地下废水、
油污土壤中分离的 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＴＵ２ （ Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１３）、ＴＨＹ⁃７（刘皓等，２０１３ａ）和 ＴＨＹ⁃８（刘皓等，
２０１３ｂ）菌株能够同时生成脂肽和鼠李糖脂混合生

物表面活性剂，其乳化和驱油活性可用于石油开采。
本研究中，ｄｈｓ⁃３３０ 是首次报道从海水中筛选获得产

脂肽⁃糖脂混合型生物表面活性剂的芽孢杆菌菌株。
脂肽和糖脂类物质除具有较强的表面活性，还

具有抑菌活性。 脂肽 ｓｕｒｆａｃｔｉｎ 能作用于微生物细胞

膜磷脂双分子层，改变细胞膜通透性和功能性，抑制

微生物生长（ Ｓｅｎ，２０１０）；ｆｅｎｇｙｃｉｎ 对抑制真菌起重

要作用（Ｏｎｇｅｎａ ｅｔ ａｌ．，２００５）；ＢＳＡＰ⁃２５４ 类似物是一

种具有抑菌活性的新型脂肽（Ｙｅｏ ｅｔ ａｌ．，２０１１）；鼠
李糖脂以细胞壁为作用靶点抑制致病菌生长（Ｄｉｎｇ
ｅｔ ａｌ．，２０１１）。 本研究中，菌株 ｄｈｓ⁃３３０ 发酵液粗提

物经 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 鉴定到上述物质，经平板抑菌

实验验证，其产物表现出对 Ｂ． ｐｕｍｉｌｕｓ ｄｈｓ０４ 的抑菌

活性。 Ｂ． ｐｕｍｉｌｕｓ 作为芽孢杆菌属，通过形成生物被

膜附着于海洋工程管网中，是常见的海洋污损微生

物（ Ｖｌａｄｋｏｖａ ｅｔ ａｌ．，２０１４）。 本研究中，Ｂ． ｐｕｍｉｌｕｓ
ｄｈｓ０４ 是本实验室从海水处理系统中分离到的附着

菌株，表明 ｄｈｓ⁃３３０ 产物可用于海洋工程中污损微

生物的防除，为海洋工程污损防治提供了新资源，但
其具体的抑菌机理、最佳抑菌条件及相关应用尚需

进一步研究。
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