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摘  要: 【目的】筛选降解性能良好的产生物表面活性剂的菌株, 对其进行分类学鉴定, 

确定所产表面活性剂物质并对各影响因素进行评价。【方法】利用液体石蜡为底物筛选降

解性能良好的产生物表面活性剂菌株, 通过形态特征观察、生理生化测定、16S rRNA 基

因序列分析等实验确定菌株的分类地位。通过排油圈活性、表面张力值、薄层层析等方

法确定生物表面活性剂的性质, 分析碳、氮源和温度、pH、盐浓度各因素对菌株产生物

表面活性剂的影响。【结果】从大连新港采集的样品中分离得到一株产表面活性剂的嗜碱

菌株 3372, 经分类鉴定表明其是 Dietzia cercidiphylli 的新菌株。嗜碱菌 3372 发酵液粗提

物的排油直径为 6.1 cm, 表面张力可从 67.62 mN/m 降到 32.95 mN/m, 经薄层层析分析, 

初步鉴定为脂肽类表面活性剂。综合各因素对发酵液表面活性的影响, 菌株 3372 在 pH 为

9.0、适盐浓度为 3%的培养基中, 经 30 °C 培养可将发酵液表面张力值降到最低。【结论】

嗜碱菌 3372 是脂肽类生物表面活性剂产生菌的新成员, 其在高盐碱条件下产生表面活性

剂的特性在工业应用上有一定的潜力。 

关键词: 生物表面活性剂, 脂肽, 嗜碱菌, 迪茨菌属 
 
 
 
 



1574 微生物学通报 2012, Vol.39, No.11 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Characterization of an alkaliphilic biosurfactant-  
producing strain of Dietzia 
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Heilongjiang 150030, China) 
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Abstract: [Objective] Isolating and characterizing biosurfactant-producing bacteria. [Meth-
ods] Biosurfactant-producing bacteria were isolated by enrichment method. The morphologi-
cal, biochemical and physiological characteristics and 16S rRNA gene sequence were deter-
mined to identify the taxonomic position of strain 3372. The optimal conditions for the growth 
and biosurfactant production of strain 3372 were investigated. [Results] Strain 3372 was iso-
lated from marine water sample. It grows from pH 7.0 to 11.0 (optimum at pH 9.0), from 10 °C 
to 45 °C (optimum at 30 °C) and up to 12 % salinity. 16S rRNA gene sequence analysis 
showed that the strain belonged to the genus Dietzia and most closely related to Dietzia cer-
cidiphylli. Strain 3372 was able to grow and reduce the surface tension of culture broth to 
32.95 mN/m when cultured using paraffin as sole carbon source at pH 9.0 and 3% salinity. 
The biosurfactants produced by strain 3372 was identified as lipopeptides by thin layer 
chromatography. [Conclusion] Strain 3372 was a new alkaliphilic member of lipopep-
tides-producing bacteria, which has potential application in the processes where high pH is 
common. 

Keywords: Biosurfactant, Lipopeptides, Alkaliphiles, Dietzia sp. 

生物表面活性剂是一类具有表/界面张力活

性的微生物代谢产物, 是由亲水基和疏水基构成

的两亲化合物。与化学合成的表面活性剂相比, 生

物表面活性剂具有更好的选择性、可降解性、无

毒性并且更具环境兼容性。目前来源于细菌[1]、真

菌[2]、放线菌[3]的生物表面活性剂均已得到了不同

程度的相关报道, 且已成为医药、食品、化妆品、

环境治理以及微生物采油等领域的研究热点[4]。 

产生物表面活性剂的极端微生物由于其能够

在特定的严苛条件下生长, 且发挥降解优势而得

到国内外研究学者的广泛关注。其中耐热菌[5]、

嗜冷菌[6]、嗜盐菌[7]已有相关报道, 而嗜碱微生物

产生物表面活性剂的研究罕见报道。嗜碱微生物

是指菌株的最适生长 pH 在 9.0−10.0 之间, 而在

pH 6.5 左右时不能生长或仅能缓慢生长的微生

物[8], 在实际生产生活中碱性条件下产生物表面

活性剂的菌株在去除金属离子污染、处理工业废

水等研究领域更具应用开发价值[9−10]。本文从大

连新港采集的海水样品中筛选得到一株产生物

表面活性剂的嗜碱菌 3372, 对其分类学特性和所

产生物表面活性剂性质进行了分析, 提供了碱性

条件下产生物表面活性剂的新资源。 



陈露等: 一株产脂肽类表面活性剂的碱性 Dietzia 菌及特性研究 1575 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株来源: 产生物表面活性剂的菌株 3372

分离自中国大连新港受溢油污染的海水样品。 

1.1.2  培养基: 2216 人工海水培养基: NaCl 19.45 g, 
MgCl2 8.8 g, Peptone 5.0 g, Na2SO3 3.24 g, CaCl2 
1.8 g, Yeast extract 1.0 g, KCl 0.55 g, NaHCO3 
0.16 g, Ferric citrate 0.1 g, KBr 0.08 g, SrCl2 
0.03 g, H3BO3  0.02 g, Na2HPO4 8.0 mg, Na2SiO3 
4.0 mg, NaF 2.4 mg, NH4NO3 1.6 mg, 蒸馏水

1 000 mL, 固 体 培 养 基 中 加 入 1.5% 的 琼 脂 , 
pH 7.4−7.8。 

产表面活性剂培养基: 在 2216 人工海水培养

基中加入 1% 的液体石蜡作为碳源, 1×105 Pa 高

温灭菌 15 min。 

1.2  菌株分类鉴定 
1.2.1  形态学特征: KOH 法确定菌株的革兰氏反

应, 相差显微镜观察菌体形态、大小。 
1.2.2  生长特征: 在 4 °C−50 °C 范围内测定各菌

株在各个温度下的生长量; 在最适生长温度下, 
测定菌株在不同 pH 培养基中的生长量; 在最适

生长温度和最适 pH 条件下, 测定不同 NaCl 浓度

下菌株的生长量, 菌株的生长量以 OD600 表征。 
1.2.3  生化特征: 参照文献[11]测定了菌株 3372
的氧化酶、过氧化氢酶、酯酶、酪蛋白、淀粉酶、

明胶水解、硫化氢产生、吲哚产生以及硝酸盐和

亚 硝 酸 盐 还 原 性 质 , 所 用 培 养 基 用 无 菌 的

1 mol/L NaOH 调节 pH 至 9.0。 
1.2.4  糖醇利用: 在 2216 人工海水培养基中加

入 10 g/L 的糖醇, 接种后振荡培养 2 d 后测定菌

液吸光度(OD600), 与基础培养基相比较, 吸光度

加倍或更多为阳性, 吸光值增加不足一倍为弱阳

性, 其余为阴性。 
1.2.5  16S rRNA 基因序列分析: 使用细菌 16S 

rRNA 基因通用引物进行菌落 PCR, 引物序列如

下 : 27f: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′; 

1492r: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′。 PCR
反应条件为: 95 °C 5 min; 95 °C 45 s; 55 °C 30 s; 

72 °C 1 min; 共 30 个循环; 72 °C 5 min。PCR 产

物 送 北 京 诺 赛 公 司 测 序 , 将 得 到 的 序 列 用

GenBank 中 的 BLAST 进 行 数 据 库 比 对 , 用

MEGA 4.0 软件包[12]中的 Kimura 2-parameter法计

算遗传距离, 用 Maximum-likelihood 法构建系统

发育树, 重复抽样 1 000 次分析系统树各分支的

置信度。 

1.3  表面活性剂的萃取与分析 
1.3.1  表面活性剂的萃取: 取发酵液, 10 000 r/min

离心 30 min, 疏水层用等体积正己烷萃取其中残

余的液体石蜡, 用氯仿:甲醇=2:1 (V/V)等体积萃

取 3 次, 用滤纸过滤后收集合并有机相, 40 °C 旋

转蒸发仪减压蒸干即得表面活性剂粗品, 适量点

样于硅胶板上, 经展层液展开、显色, 取其斑点

溶于氯仿: 甲醇=1:1 (V/V), 离心后去硅胶 , 冷

冻、干燥, 得米黄色疏松状物质即为生物表面活

性剂纯品。 

1.3.2  表面活性剂的定性分析: 将表面活性剂提

取样品进行薄层层析, 采用德国 Merk 硅胶薄层

层析板 0.3 µL 上样, 烘干, 用氯仿:甲醇:乙酸:

水=65:25:4:4 (V/V/V/V)作为展层剂, 表面分别喷

苯酚-浓 H2SO4 试剂(糖脂呈棕色)、溴百里香酚

蓝-NaOH 试剂(磷脂呈蓝绿色)、茚三酮-丁醇试剂

(脂肽呈紫红色)等显色剂, 110 °C 烘烤 20 min, 观

察显色结果, 根据显色斑点计算 Rf 值。 

1.3.3  表面张力值的测定: 发酵液以 10 000 r/min

离心 30 min, 利用 JYW-200A 表面张力仪测定上

清液的表面张力, 与空白培养基的表面张力进行

比较。 

1.3.4  排油圈活性的测定: 取直径 90 cm 的培养

皿, 加水 20 mL, 滴加 4 mL 液体石蜡, 待形成稳

定油膜后加入 100 µL 发酵液于油膜中心, 测定排

油圈直径。 
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2  结果与分析 

2.1  菌株分离与形态学特征 
将海水样品用产表面活性剂培养基进行富集

培养, 30 °C 振荡培养 5−7 d, 取富集培养物在

2216 人工海水固体培养基上进行稀释涂布获得

单菌落, 将各单菌落接入液体产表面活性剂培养

基, 30 °C 振荡培养 48 h, 比较各发酵液表面张力

值和排油圈大小, 得到具有良好表面活性的菌株

3372。 
菌株 3372 菌落呈圆形, 粉红色, 中间凸起, 边

缘整齐透明。细胞大小为(0.5−1.0) μm×(2.0−4.0) μm
的规则短杆状(图 1), 革兰氏阳性, 不运动, 不产

芽孢。 

2.2  菌株生理生化特性 
菌株 3372 能在 pH 7.0−11.0 的条件下生长, 最

适生长 pH 9.0; 生长的温度范围为 10 °C−45 °C, 
最适生长温度 30 °C; 最高能耐受 12%的 NaCl, 
在含有 3% NaCl 条件下生长量最高。 

菌株 3372 不能分解淀粉、酪蛋白、明胶、

Tween 20、Tween 40、Tween 60、Tween 80。氧

化酶、吲哚产生试验结果为阴性, 触媒、硫化氢

产生、硝酸盐还原结果为阳性; 菌株 3372 能够利

用葡萄糖、麦芽糖、果糖和甘露糖, 不能利用蔗

糖、乳糖、甘露醇、木糖、木聚糖、果胶、可溶

性淀粉、支链淀粉和纤维素。 

2.3  基于 16S rRNA 基因的系统发育分析 
测序得到菌株 3372 的 16S rRNA 基因序列, 

含有 1 368 bp, 其 GenBank 登录号为 JQ687534。

将菌株 3372 的 16S rRNA 基因序列与 GenBank

中的序列进行比对, 发现与 Dietzia 属成员具有较

高的序列相似性, 用 Maximum-likelihood 方法构

建的系统发育树(图 2)表明与 Dietzia cercidiphylli 

YIM 65002T 种亲缘关系密切, 序列相似性达到了

99.9%, 其 次 与 Dietzia natronolimnaea CBS 

107.95T 种序列相似性为 99.6%。 

 
图 1  菌株 3372 细胞形态(1 000×) 
Fig. 1  Phase contrast micrograph of strain 3372 show-
ing the cell morphology (1 000×) 

 

 
图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 3372 与相关菌株的系统发育树 

Fig. 2  Maximum-likelihood phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing the  
relationships between strain 3372 and related species 
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2.4  表面活性剂性质 
表面张力值: 离心除菌后的发酵液表面张力

为 32.95±0.5 mN/m, 而 发 酵 前 空 白 培 养 基 为

67.62±0.5 mN/m, 表明培养过程中细菌产生的代

谢产物中有表面活性剂。 
排油圈直径: 离心除菌后的发酵液经过萃取

旋干得到的表面活性剂粗品, 其排油圈直径为

6.1 cm。 
表面活性剂提取物经 TLC 展层后用茚三酮-

丁醇试剂显色, Rf = 0.78 处有紫红色斑点, 表明菌

株 3372 产生的表面活性剂主要是脂肽类表面活

性剂物质(图 3)。 

 
图 3  菌株 3372 所产表面活性剂 TLC 的显色结果 
Fig. 3  TLC result of biosurfactants produced by strain 
3372 
Note: 1: Fiter layer; 2: Supernatant fluid. 

 
2.5  培养条件对产表面活性剂的影响 

考察了不同碳、氮的利用对于菌株 3372 产生 

表面活性剂的影响, 如表 1 所示, 当以 1%的液蜡

为碳源时, 发酵液表面张力值可降到 32.87 mN/m, 
当氮源选择 Tryprone 时, 发酵液的表面张力值降

低到最低。 
菌株 3372 产生表面活性剂的最适反应温度

为 30 °C (图 4A); 在 pH 8.5−10.5 范围内发酵液表

面活性都较稳定, 当 pH 为 9.0 时(图 4B)可将发酵

液表面张力值降至最低; 当 NaCl 浓度为 3%时, 
发酵液表面张力值降至最低, 大于 3%时表面张

力值只是小幅度增加(图 4C)。 

3  讨论 

随着生物表面活性剂在实际生产生活中的应

用领域越来越广泛, 各种来源的产生物表面活性

剂菌株的相关报道也层见迭出。近年来关于生物

表面活性剂的研究很多, 细菌来源的生物表面活

性剂中嗜盐菌、嗜热菌的相关研究居多, 而嗜碱

菌产生物表面活性剂的研究罕见报道。本研究分

离得到一株产生物表面活性剂的嗜碱菌株 3372, 
属于迪茨菌属(Dietzia), 系统发育分析表明菌株

3372 与 Dietzia cercidiphylli 的亲缘关系最近, 但

其一些生理生化特征却与 Dietzia cercidiphylli 模

式菌 DSM 45140 有差异, 包括生长条件、硝酸盐

还原、H2S 产生、糖醇的利用等, 表明菌株 3372
是不同于模式菌株 DSM 45140 的 Dietzia cer-
cidiphylli 中的新菌株(表 2)。 

 
表 1  不同碳、氮源表面张力值的比较 

Table 1  Effects of different carbon source and nitrogen source on the surface tension of the culture 
碳源 

Carbon source 
表面张力值 

Surface tension (mN/m) 
氮源 

Nitrogen source 
表面张力值 

Surface tension (mN/m) 
葡萄糖 Gluecose 48.86 胰蛋白胨 Tryprone 33.92 
果糖 Fructose 48.53 硝酸铵 NH4NO3 45.68 
甘露糖 Mannose 49.08 硝酸钠 NaNO3 55.04 
甘油 Glycerin 42.12 氯化铵 NH4Cl 58.48 
橄榄油 Olive oil 40.61 硫酸铵 (NH4)2SO4 60.74 
液蜡 Liquid paraffin 32.87 硝酸钾 KNO3 57.27 

  酵母膏 Yeast extract 40.57 
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图 4  温度、pH 和盐度对菌株 3372 产生物表面活性剂的影响 
Fig. 4  Effect of some factors on the activity of the biosufactants produced by strain 3372 

 
 
表2  菌株3372与近缘标准菌株生理生化差异比较
Table 2  Different morphological and physiological 

characteristics of strain 3372 and related species 
菌株 
Stains 理化特性 

Characteristics 1 2 3 
Temperature range for  
growth (°C) 10−45 10−37 10−45

pH range for growth 7−11 6−9 6−10 

Tolerance to NaCl (%, W/V) 12 10 10 

Urea hydrolysis − + + 

Nitrate reduction + − − 

H2S production + − + 

Hydrolysis of Tween 80 − + ND 

Hydrolysis of starch − − + 

Utilization of    

Maltose + + − 

Sucrose − W − 

Lactose − + − 
Note: 1: Strain 3372; 2: Dietzia cercidiphylli DSM 45140[13] ; 
3: Dietzia natronolimnaea DSM 44860[14]. +: Positive; −: 
Negative; W: Weak; ND: No data. 
 

1968 年 Arima[15]等首次发现 Bacillu subtilis 

IFO3039 能够产生脂肽类表面活性剂, 可显著降

低水的表面张力, 此后又有多种不同菌属来源的

产脂肽菌被相继报道, 包括: Staphylococcus[16]、

Escherichia[17]、Brevibacterium[18]等, 有关嗜碱菌

产生脂肽类表面活性剂还未见报道。Dietzia 菌属

的菌株有报道与石油烃降解相关[19], 是进行生物

修复的关键降解菌, 例如, Pleshakova 等[20]利用

Dietzia maris 不仅促进石油污染的降解效率, 而

且还刺激本土微生物进行共同修复。Miyo Na-

kano 最近报道了 Dietzia maris 可产生蜡酯表面

活性剂[21], 而该属菌株产脂肽类生物表面活性剂

的能力之前未见有关报道。该菌株 3372 是首次

报道 Dietzia 菌属可以在碱性环境下利用液蜡为

唯一碳源产生脂肽类表面活性剂, 其在碱性条件

下表现出良好的表面活性和排油活性, 展示了

Dietzia 菌属在生物修复过程中的应用潜力, 并且

菌株所产的生物表面活性剂结构及机理尚未确

定, 具有进一步研究的价值。 
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