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摘 要 采用&’、&’()*+,对铜绿假单胞菌（!"#$%&’&()")#*$+,(&")）-./#0的野生菌株进行
诱变，筛选出一株糖脂产量较高的菌株)1%，可将产量由%2"3／)提高至4253／)。并对其摇瓶发酵
工艺进行了初步研究，较高产量（52$03／)）的适宜发酵条件为：植物油46，尿素#2!6，一定量的
无机盐，0%7，初始89值为5，搅拌转速!##!!%#:／;*<，发酵周期!=。
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众所周知，食品加工的许多过程都必需借

助表面活性剂的作用而进行，如作为乳化剂、乳

化稳定剂、破乳剂、保湿剂、防腐剂等，目前所用

的大多为化学表面活性剂，存在不可生物降解

等缺点。而利用微生物发酵技术制备的生物表

面活性剂（包括糖脂、磷脂、脂肽及脂多糖等），

则具有低毒性和良好的生物降解性［"，!］。目前

研究最多的是由微生物分泌到胞外的糖脂类生

物表面活性剂，如由铜绿假单胞菌产的鼠李糖

脂［0!@］，具有便于回收、表面活性优等特点。

南京理工大学生物工程研究所分离到"株
产鼠李糖脂的铜绿假单胞菌-./#0，它可使发
酵液的表面张力降至!@24;>／;，糖脂产量为

%2"3／)。文中研究了&’、&’()*+,对菌株

-./#0的诱变育种，并对诱变后所获最优菌株

)1%的摇瓶发酵工艺进行了初步研究。

" 材料与方法

&’& 出发菌株
铜绿假单胞菌（!"#$%&’&()")#*$+,(&")）

-./#0分离自从南京炼油厂采集的油污中，自
行保存。

&’( 培养基
斜面保藏培养基：肉汁培养基［4］。

诱变后筛选培养基：血平板［A］，蓝色凝胶

平板［5］。

种子培养基（3／)）：牛肉膏0，（>9%）!.B%
"，>C>B0 "，>C!9DB% "2!， E9!DB% "，

F3.B%·A9!B#2#"，+C+,!#2##!，自来水定容

至")，89425!A2#。
发酵培养基（3／)）：碳源（柴油、液体石蜡、

植物油、甘油、葡萄糖）0#，氮源（（>9%）!.B%、

>C>B0、>9%+,、>9%>B0、尿素、蛋白胨、牛肉

膏）"，磷源（>C!9DB%GE9!DB%H"2!G"）

"24!!2%，F3.B%·A9!B#2#"，+C+,!#2##!，自
来水定容至")，89!!"#。

&’% 诱变方法［)］

"202" &’诱变方法
将细菌培养液于5###:／;*<下离心@;*<，

倾去上清液，用生理盐水调整菌体浓度至"#4!
"#A个／;)，取菌悬液@;)于平皿（直径$I;）
中，将平皿置于磁力搅拌器上，分别作"#、!#、

0#、%#、@#J紫外线照射处理（紫外灯事先预热

0#;*<，功率为!@K，照射距离为0#I;），同时
设立未照射组，将经紫外线处理后的菌悬液接

种于新鲜的肉汁液体培养基［4］中避光培养%L。
对上述培养液进行稀释，取各稀释度的菌悬液

#2!;)涂平皿，0#7恒温培养（用黑布包裹，避
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免光修复），!!"#后计数。计算不同照射时间
的相对致死率。

!$%$" &’()*+,诱变方法
取适当稀释的菌悬液于含有（-$!.、

-$".、-$%.、-$/.、-$0.）)*+,的牛肉膏蛋白
胨液体培养基中浸泡%1后再经紫外诱变%-2，
大量稀释终止作用，稀释涂布，同时设立未添加

组作对照，取各稀释度的菌悬液-$"3)涂平
皿，%-4恒温培养（用黑布包裹，避免光修复），

!!"#后计数。计算不同剂量间的相对致死率。

!"# 测定方法

!$/$! 生物量测定
用干重法测定。将一定体积的培养液在

5---6／3*7下离心"-3*7，收集细胞，洗涤，

8-!804干燥，称重。

!$/$" 鼠李糖脂含量的测定
鼠李糖的测定采用苯酚9硫酸法，测定出鼠

李糖的含量乘以相关系数%，记为鼠李糖脂的
产量［!-］。

!$/$% 表面张力的测定
采用吊环法，仪器为:;<!-"型全自动界

面张力仪（博山同业分析仪器厂）。

" 结果与讨论

$"! 诱变筛选结果

"$!$! &’诱变
将不同致死率下得到的菌悬液通过血平板

（观察菌落周围溶血圈的大小，溶血圈越大产量

越高）、蓝色凝胶平板（观察菌落周围蓝色晕圈

的大小，蓝色晕圈越大产量越高）及摇瓶试验

（直接测定糖脂产量）的复筛确定每个致死率下

正变幅度较大的菌株，并最终确定&’诱变后
产糖脂量最高的菌株，结果见表!。
表! 不同剂量的%&对菌株及糖脂产量的影响

菌株编号
剂量

／2
原糖脂产量

／=·)<!
诱变后糖脂

产量／=·)<!
致死率

／.
最大正变

幅度／.
>?! !- /$! /$% 0@ 0
>?" "- /$8 8A !"
>?% %- 0$0 @0 %0
>?/ /- /$A 58 !A
>?0 0- /$@ A% !/

从结果可知，不同剂量的&’处理有一定
的正诱变效果，菌株>?%的糖脂产量达到0$0
=／)，正诱变幅度最大。

"$!$" &’()*+,诱变
以菌株>?%继续进行&’()*+,的复合诱

变，复筛的方法同"$!$!，结果如表"所示。
表$ 不同剂量的’()*对菌株糖脂产量的影响

菌株编号
剂量

／2
原糖脂产量

／=·)<!
诱变后糖脂

产量／=·)<!
致死率

／.
最大正变

幅度／.
)?! -$! 0$0 0$5 /% 8
)?" -$" 8$- /A !-
)?% -$% 8$" 08 !%
)?/ -$/ 8$5 80 "%
)?0 -$0 0$@ @8 %

由表!和表"可知，&’()*+,处理的变异
株)?/的糖脂产量可达到8$5=／)，&’和&’
()*+,诱变使总体正变幅度达到80$5.。同
时对菌株)?/的摇瓶发酵工艺进行了初步研
究。

$"$ 发酵培养基的优化

"$"$! 碳 源
铜绿假单胞菌能利用多种碳源生产鼠李糖

脂，包括水溶性碳源（葡萄糖、甘油、乙醇等）和

水不溶性碳源（植物油、柴油、液体石蜡、稠环芳

烃等）［!!］。实验中选取了柴油、液体石蜡、植物

油、甘油、葡萄糖作为微生物的碳源进行发酵培

养，添加量为!.。磷源（BC"DEF/GHD"EF/I
!$"G!）"$"=／)，J=KF/-$-!=／)，+C+,"-$--"
=／)，接种后培养@#，测定其糖脂产量，结果见
图!。

图! 不同碳源对糖脂产量的影响

由图!可知，在所测定的碳源中，植物油和
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甘油能使菌株产生大量的糖脂，液体石蜡所产

糖脂含量最少。这说明这株铜绿假单胞菌能同

时利用水溶性和水不溶性碳源进行糖脂生物表

面活性剂的生产。

!"!"! 氮 源
以#$的植物油为碳源，研究了添加%"!$

的不同氮 源（（&’(）!)*(、&+&*,、&’(-.、

&’(&*,、尿素、蛋白胨、牛肉膏）对糖脂产量的
影响，实验结果见图!。各种氮源（有机氮和无
机氮）对菌株产糖脂量无显著影响。

图! 不同氮源对糖脂产量的影响

!"!", 磷 源
磷源对微生物的生长非常重要，同时在发

酵液中同时又可作为/’缓冲剂。实验中测定
了该菌在磷源（&+!’0*(12’!0*(3#"!1#）浓
度分别为#"4、#"5、!"%、!"!和!"(6／7的培养
液中产生糖脂的变化。

如图,所示当磷源含量为!"%6／7时，糖
脂的产量最高，但磷源对糖脂产量影响不大。

图, 磷源含量对糖脂产量的影响

!"# 发酵条件的优化

!","# 接种菌龄的确定
接种液中种子的活力直接对发酵的效果产

生影响，适宜的菌龄应选择在对数生长后期，因

为处于这一时期的菌种对新的培养环境的适应

期缩短，接种后能迅速生长，有利于缩短发酵周

期。为寻找最佳接种菌龄，测定了该菌株的生

长曲线（如图(所示）。

图( 菌株78(的生长曲线

从图(得到，菌株发酵!%9左右达到了稳
定期，因此选用发酵#49处于对数生长后期的
发酵液作为接种液。

!","! 发酵液初始/’值对糖脂产量的影响
在最佳的碳、氮和磷源的条件下，研究了不

同初始/’下的发酵培养基对糖脂产量的影
响，其结果见图:。

图: 发酵液初始/’值对糖脂产量的影响

从图:可看出，菌株;)<%,在初始/’为

!!#!之间时，均能产糖脂。但是当发酵液的
初始/’值偏高或偏低时，菌株的糖脂产量不
高。在微碱性（/’=!5）环境下，产糖脂量较
多。这说明该菌株需要在稍碱性的初始/’条
件下才能大量合成糖脂。

!",", 其他条件对糖脂产量的影响
在上述试验的基础上，对碳氮比、温度、转

速、时间及接种量等因子采用多因素正交优选
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法（!""）以确定适宜的培养条件。根据试验结
果，采用直观分析作出因素和指标的关系图（图

#）。适宜的培养条件：$%&，’／(为$)*+，接种
量#,，-))!-%).／/01，发酵周期为-2。

图# 多因素正交试验

!"# 发酵动态

图3 菌株!4%发酵动态曲线

在优化后的条件下测定菌株!4%合成鼠
李糖脂的发酵动态曲线。表面张力在最初的

$!%5内就可将发酵液起始表面张力从"-6#
/(／/降至-"6#/(／/，此时菌体处于延滞
期，因此在菌体大量生长之前已经诱导生成了

糖脂类表面活性剂以利于增加植物油与菌体的

接触面积，使其更好地利用植物油。在整个发

酵过程中，78始终维持在3!9之间，说明微碱
性发酵液环境适合菌体产生大量的产物。整个

发酵周期只有-2。

$ 结 论

以产糖脂类生物表面活性剂的铜绿假单胞

菌野生菌株为出发菌株，对其进行 :; 和

:;<!0’=的诱变，筛选得到+株产量提高了

#"69,（#69>／!）的菌株!4%。对菌株!4%的
摇瓶工艺条件优化可使产量进一步提高至

96?$>／!。其最佳工艺条件为：植物油#,，尿
素)6-,，(@-8AB%)6++,，C8-AB%)6)?,，

D>EB%)6)+，’@’=-)6))-，$%&，初始78值为

9，搅拌转速-))!-%).／/01，发酵周期-2。该
菌株的筛选及发酵条件的确定为进一步工业化

应用研究奠定了基础。
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·广 告·

多种 密 度、浓 度 计 总有一款适合您

我厂专业生产多种型号的溶液密度计和溶液浓度计，可广泛地适用于酿

造生产、食品加工与发酵等工业生产过程中，对包括酸、碱、盐在内的多种溶液的

密度或浓度的自动在线检测。还有供室内使用的台式密度计（特别推荐）。

上 海 浦 东 新 区 三 海 智 能 仪 表 厂

厂址：上海张江高科技园区 电话：;:<-?J=>>J<;
网址：FFFO%),6)#O*$7 =>:<网络实名：密度计、溶液浓度计
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