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摘要：【目的】优化霍氏肠杆菌 B4 产表面活性剂的液体发酵条件，结合有机试剂萃取、高效液相色谱技术分

离纯化所产表面活性剂，并利用质谱分析技术鉴定其结构，进一步研究其促进黄瓜吸收叶面肥的效果，为新型肥

料的研制提供理论依据。【方法】利用正交试验优化霍氏肠杆菌 B4 产表面活性剂的发酵条件，主要包括碳源、氮

源、初始 pH、发酵温度、接种量、转数和发酵时间，不同处理的评价指标为发酵液的表面张力值，具有最低表面

张力的处理为最佳的发酵条件；利用有机试剂萃取后旋转蒸发获得表面活性剂的粗提物；利用高效液相色谱技术，

在柱温 50℃、进样量为 20 μL、流速 0.5 mL·min-1
、检测波长为 210 nm 条件下分离纯化表面活性剂，并结合傅里

叶红外光谱技术分析其所含的不同官能团；在流速 10 μL·min-1
、毛细管电压 3.88 kV、锥孔电压为 53 V、离子源

温度 100℃、脱溶温度 150℃条件下，利用质心模式进行全扫描，根据已有的质谱数据鉴定所产表面活性剂的结构；

通过水培和盆栽试验，验证该表面活性剂提高黄瓜吸收叶面肥的效率。【结果】正交试验结果表明，在添加 4%（v/v）

甘油、3 g·L-1
硝酸钠、初始 pH 6.0、6%接种量、35℃、200 r/min、发酵 96 h 的条件下，发酵液的表面张力下降

到 44.10 mN·m-1
，为最优的发酵优化条件。在该优化条件下，生物表面活性剂的粗产物产量高达 12.14 g·L-1

，粗产

物可使纯水的表面张力值最低降到 34.14 mN·m-1
。液相分离结果表明，经有机试剂萃取粗提的生物表面活性剂在

1.62—2.33 min 处有典型的特征峰，说明该组分为生物表面活性剂粗提物中的主要成分。傅里叶红外光谱分析结

果表明，纯化的生物表面活性剂中含有-CH2、-CO 和 C-O 等官能团，判断其为含碳链的生物表面活性剂。液质联用

分析结果表明，m/z 701.54 处为[M+Na]
+
，m/z 723.74 处为[M-H+2Na]

+
，将该生物表面活性剂鉴定为鼠李糖脂，其

结构式为 Rha-Rha-C10-C12。黄瓜水培结果表明，与只喷清水（CK）和只喷氨基酸（AA）的处理相比，添加生物表

面活性剂的氨基酸叶面肥处理（AAB）的株高分别增加了 79.59%和 32.90%，鲜重分别增加了 43.03%和 23.98%。盆

栽试验结果表明，与 CK 和 AA 处理相比，AAB 处理的植株叶绿素含量分别提高了 11.72%和 10.69 %。【结论】利用

正交试验获得了霍氏肠杆菌 B4 产生物表面活性剂最佳液体发酵条件，在该条件下生物表面活性剂产量达到 2.07 

g·L-1
，并将其主要成分鉴定为鼠李糖脂（Rha-Rha-C10-C12），该物质可显著提高黄瓜对叶面肥的吸收效率，具有很

好的应用前景。 
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Abstract: 【Objective】 The objective of this study is to optimize the biosurfacants produced by Enterobacter hormaechei B4, 
to purify the biosurfacants through organic reagent extraction and high performance liquid chromatography, to identify the 
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biosurfacants by HPLC-MS, and to evaluate the efficiency of improving foliar fertilizer absorption, which will provide theoretical 
basis for the development of new fertilizers. 【Method】 The optimization of biosurfacants production by Enterobacter hormaechei 
B4 was carried out by orthogonal experiment, and the major parameters were used in this study, including the carbon resources, 
nitrogen resources, initial pH, temperature, inoculum amount, revolutions, and incubation time. The evaluation index of different 
treatments was the surface tension value of the fermented liquid, and the treatment with the lowest surface tension was the optimum 
experimental group. The crude biosurfacants were extracted by extracted by organic regents and then concentrated by using vacuum 
rotary evaporation apparatus with water bath at 60 centigrade. Different functional groups contained in the purified biosurfacants 
were analyzed by Fourier infrared spectrum, which could provide favorable information for analyzing the structure. The purification 
of the biosurfacants was performed by liquid chromatography methods, and the HPLC conditions are: column temperature of 110 oC, 
sample size with 20 μL, flow rate of 0.5 mL·min-1. The identification of the purified biosurfacants was carried out by HPLC-MS, and 
the condition was as following: flow rate of 10 μL·min-1, the velocity of capillary voltage of 3.88 kV, cone voltage of 53V, ionization 
temperature of 100 oC, dissolution temperature of 150 oC, under the condition of using full scan mode in the center of mass, and the 
full scan under centroid model was used to collect the mass spectrometry data, and the biosurfactant structure was identified based on 
existing mass spectrometric data. In the end, the purified biosurfactant was used to evaluate the efficiency of improving foliar 
fertilizer absorption by cucumber through hydroponic culture and pot experiments.【Result】The results indicated that the optimum 
condition for biosurfactant production is listed as follow: 4% (v/v) glycerol, 3 g·L-1 sodium nitrate, initial pH 6.0, inoculum of 6%, 35 
oC, 200 rpm and 96 h, under which the surface tension value of the fermented liquid decreases to 44.10 mN·m-1 and the production of 
the crude biosurfacants was 12.14 g·L-1. Meanwhile, the crude biosurfacants extracts could decrease the surface tension value of pure 
water to 44.10 mN·m-1, and this condition is considered as the optimum fermentation condition. The liquid phase separation results 
indicate that the crude biosurfacants extracted by organic reagent have typical characteristic peaks at 1.62-2.33 min, which also 
showed that it is the main component in the crude extract of the biosurfactant, and it also could decrease the surface tension value to 
47.00 mN·m-1 at the concentration of 0.10 g·L-1. The FRIR analysis results indicate that the purified biosurfacants contain various 
functional groups including -CH2、-CO and C-O, and it is considered as biosurfacants with carbon chains. The HPLC-MS analysis 
results show that m/z 701.54 is [M+Na]+, and m/z 723.74 was [M-H+2Na]+, and the biosurfactant is identified as rhamnolipid, and its 
structure is Rha-Rha-C10-C12. By comparing to the CK (Water) and AA (Amino acids) treatments, the plant height in AAB (Amino 
acids and biosurfacants) increased by 79.59% and 32.9% and fresh weight increased by 43.03% and 23.98%, respectively. The 
chlorophyll contents  in AAB increase by 11.72% and 10.69%, respectively, by comparing to the CK and AA, in the pot experiment.
【Conclusion】In brief, the condition for the biosurfacants production secreted by Enterobacter hormaeche is optimized, under which 
the production of the crude biosurfacants is 12.14 g·L-1, and the main component of the biosurfacants produced by Enterobacter 
hormaeche is identified as rhamnolipid (Rha-Rha-C10-C12), which can enhance foliar penetration and will have a good application 
prospect.  
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0  引言 

【研究意义】生物表面活性剂是微生物代谢产生

的一类结构各异且具有表面活性的物质，根据其生化

特性和分子量等参数，通常可以分为糖脂、磷脂和脂

肪酸、脂肽或脂蛋白、高分子表面活性剂和颗粒表面

活性剂等几大类[1]。表面活性剂都具有改变界面状态

的作用，在溶剂中加入很少量时，能够显著降低固、

液、气界面间的界面张力，从而产生润湿或者反润湿、

乳化或者破乳、分散或者凝集、起泡或者消泡、以及

增溶等一系列作用[2]。由于日益严重的环境问题，人

们将更多的目光投向了生物表面活性剂。因为生物表

面活性剂毒性低、易降解，且在强酸、强碱，浓盐，

极限温度下仍具有表面活性[3-4]。更重要的是其高效

性，具有低临界胶束浓度，却能表现出很高的表面

活性[4]。因此生物表面活性剂在石油、采矿、食品、

化妆品、造纸、纺织、涂料、节能技术、洗涤保洁、

精细化工生产以及陶瓷工业中都有广泛的应用。【前

人研究进展】大量的研究表明，生物表面活性剂结

构上是一个两性分子，通常含有一个亲水基团和一

个疏水基团，疏水部分有很多饱和或不饱和的碳链，

亲水部分则是多变的，包括单糖、低糖、多糖、短

肽、磷酸基等[3,5]。获得高纯度生物表面活性剂是研

究其特性的必要前提。SHANMUGASUNDARAM
等 [6]采用了 HPLC 的方法从 Pontibacter korlensis 
SBK-47 菌株中纯化出了一种新型的生物表面活性
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剂，并结合 MALDI-TOF 和核磁共振的方法将其鉴定

为 Pointifatin。TOMASZ 等[7]从北极的斯瓦尔巴德岛

群岛分离获得了一株产生物表面活性剂的恶臭假单胞

菌 BD2，采用乙酸乙酯萃取法提取了所产生物表面活

性剂并结合 UPLC–MS 方法将其鉴定为鼠李糖脂。

INÈS 等[8]利用枯草芽孢杆菌所产的表面活性剂来处

理被石油污染的土壤并取得了很好的修复效果，而

JULIANA 等[9]从圆球形假丝酵母分离纯化到了一种

生物表面活性剂，将其应用于重金属污染土壤的修复

并取得了较好的效果。【本研究切入点】目前，关于

生物表面活性剂的纯化与鉴定的报道比较多，但大多

数都来源于芽孢杆菌属及假单胞菌属，而关于霍氏肠

杆菌生产生物表面活性剂还鲜有报道；另一方面，关

于生物表面活性剂的应用，主要集中在石油污染土壤

的修复、重金属污染土壤修复以及水污染处理等领域，

而关于生物表面活性剂在促进植物吸收叶面肥方面的

研究还鲜有报道。【拟解决的关键问题】本研究通过

正交试验优化霍氏肠杆菌 B4 产生物表面活性剂的条

件，提高生物表面活性剂的产量，结合萃取和液相色

谱技术获得了纯度较高的生物表面活性剂，利用傅里

叶红外扫描和 HPLC-MS 技术，鉴定出了该生物表面

活性剂结构。获得霍氏肠杆菌液体发酵产表面活性的

最优条件并研究其基本的理化特性，纯化和鉴定出生

物表面活性剂主要成分，评估其对作物吸收叶面肥的

促进作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株  所用菌株B4 由江苏省固体有机废

弃物资源化高技术研究重点实验室从大庆油田被石油

污染的土壤中筛选获得，并鉴定为霍氏肠杆菌

（Enterobacter hormaechei），菌株的 16S rRNA 基因

序列在 NCBI 上的保存号为 KF015738.1。 
1.1.2  培养基  试验所用培养基均在 1.05 kg·cm-2、

灭菌 20 min 后使用，培养基如下。 
LB 培养基：酵母提取物 5 g·L-1，氯化钠 10 g·L-1，

蛋白胨 10 g·L-1。原始发酵培养基：NaNO3 4.0 g·L-1，

CaCl2·H2O 0.1 g·L-1，Na2HPO4·2H2O 3.0 g·L-1，KH2PO4 
3.0 g·L-1，MgSO4·7H2O 0.2 g·L-1；酵母提取物 2.0 g·L-1，

甘油 3%（v/v），每升发酵培养基含 2 mL 微量元素

溶液；其中微量元素溶液配方：NaMoO4·2H2O 0.05 
g·L-1，FeCl3·6H2O 0.08 g·L-1，ZnSO4·7H2O 0.75 g·L-1，

CoCl2·6H2O 0.08 g·L-1，FeSO4·7H2O 0.5 g·L-1，

CuSO4·5H2O 0.075 g·L-1，MnSO4·H2O 0.75 g·L-1，H3BO3 
0.15 g·L-1[9]。 
1.2  方法 

1.2.1  种子液制备  用 250 mL的三角瓶装 20%的液

体 LB 培养基。将接好种的三角瓶放入摇床上培养，

培养条件为 37℃，转数 170 r/min，培养 24 h 左右。 
1.2.2  表面活性剂的发酵时间优化及正交优化试验   

（1）发酵时间的优化  用 250 mL 的三角瓶盛装

50 mL 的发酵培养基，接种 5%（v/v）种子液，分别

发酵 24、48、72、96、120 和 144 h，每个处理设 3
次重复，35℃、200 r/min 条件下培养。取样测定发酵

液的 pH、OD600。培养结束后，取适量发酵液于 50 mL
离心管中，10 000×g、4℃条件下离心 15 min，取上

清液测定表面张力值（表面张力值的测定采用铂金板

法，在 23℃室温下测量），将离心下来的菌体放入 105
℃的烘箱烘干 24 h 至恒重后，每个处理 3 次重复，测

量时取其平均值。  
（2）正交优化试验  采用五因素四水平 L16（45）

进行正交试验，选择碳源、氮源、初始 pH、发酵温度

和接种量作为 5 个因素，选择 2%、3%、4%、5%（v/v）
的甘油作为碳源的 4 个水平，选择 2 g、3 g、4 g、5 g 
NaNO3作为氮源的 4 个水平，选择 6.0、6.5、7.0、7.5
作为 pH 值的 4 个水平，选择 31℃、35℃、39℃、43
℃作为温度的 4 个水平，选择 1%、2%、4%、6%（v/v）
作为接种量的 4 个水平。将发酵液的表面张力值作为

参考量，每个处理 3 次重复并取其平均值。 
1.2.3  生物表面活性剂基本性质测定   取上清液

1 000 mL，分装于称好重量的 8 个组培瓶中，放置在

-80℃冰箱预冻 4—5 h 后，转入真空冷冻干燥仪中，

冻干后称重。绘制表面张力值随粗生物表面活性剂浓

度的关系图，得到所产生物表面活性剂临界约束浓度

下的表面张力值[11]。 
1.2.4  生物表面活性剂的提纯及特性研究  萃取：参

照 GHOJAVAND 等[12]的方法，将上清液用 1 mol·L-1

的 HCl 溶液调节 pH 至 2.0，再用与发酵液等体积的

氯仿和甲醇 2﹕1（v/v）混合溶剂萃取，再用发酵液

1/2 体积的混合溶剂萃取。将两次的萃取液混合用旋

转蒸发仪在 40℃下进行浓缩，得到棕色黏稠固体后

将其刮下。 
排油圈大小测定按 MORIKAWA 等[13]的方法作

适当的调整：往柴油中滴入几滴尼罗红染色剂并混合

均匀。将 0.1 g 的提纯物溶于入 50 mL（含 0.01 g 碳

酸钠的超纯水作为检测液），在直径 15 cm 的玻璃平
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皿中加入 40 mL 去离子水，加入 10 μL 柴油使其完全

平铺在水面开后，再在中央滴加 1 μL 生物表面活性

剂，并在紫外成像仪下拍照。 
1.2.5  傅里叶红外光谱分析  将萃取获得的粗表面

活性剂，利用傅里叶变换红外光谱仪 NEXUS870（美

国 NICOLET）分析其中含有的功能团，扫描的分辨率

为 4 cm-1，扫描波段设置为 400—4 000 cm-1。 
1.2.6  液相分离  液相色谱分离纯化生物表面活性

剂按照 LIN 等 [14]的方法进行并做适当的调整。采用

高效液相色谱法（Agilent 1260）进行分离提纯，试验

所用色谱柱为 Agilent C18（9.4 mm×150 mm，5 μm）。

将萃取过的生物表面活性剂溶于色谱纯甲醇（天津光

复化学试剂公司）流动相 A 为色谱纯乙腈，流动相 B
为 0.1%乙酸水溶液，流动相 A 梯度增加，40 min 内

从 50%上升到 100%，流速 0.5 mL·min-1，柱温 50℃，

进样量为 20 μL，检测波长为 210 nm。 
分离过程中收集 2—4 min 分离出来的洗脱液，进

行富集。 
1.2.7  液质联用（HPLC-MS） 生物表面活性剂采用

HABA 等[15]的方法进行 HPLC-MS 分析，并稍作修改。

将粗生物表面活性剂和液相分离样品采用液质联用仪

（美国 Thermo Scientific, Q-Exactive），液相部分条

件同上，色谱柱流出组份进入质谱仪的流速为 10 
μL·min-1。毛细管电压 3.88 kV，锥孔电压为 53 V，离

子源温度 100℃，脱溶温度 150℃。全扫描是在质心模

式下，采样周期时间为 1 s 和扫描时间为 0.1 s，m/z
范围 110—1 000。 
1.2.8  高效叶面肥的配制  本研究采用的叶面肥由

江阴市联业生物科技有限公司提供，是商品叶面肥的

半成品（未添加表面活性剂），是由病死家禽及屠宰

场下脚料酸水解而制成的氨基酸叶面肥。 
将氨基酸水解液稀释成 500 倍后，再利用 KOH

调 pH 至 7 左右，一部分氨基酸溶液加入提纯的生物

表面活性剂，进一步研究生物表面活性剂提高植物叶

片吸收氨基酸水溶肥的效果。 
1.2.9  黄瓜试验 

（1）水培试验  标准浓度霍格兰培养液：四水硝

酸钙 945 mg·L-1，硝酸钾 506 mg·L-1，硝酸铵 80 mg·L-1，

磷酸二氢钾 136 mg·L-1，七水硫酸镁 493 mg·L-1，铁盐

溶液 2.5 mL，微量元素 5 mL，pH=6.0。其中，铁盐

溶液：七水硫酸亚铁 2.78 g，乙二胺四乙酸二钠 3.73 g，
蒸馏水 500 mL，pH=5.5；微量元素液：碘化钾 0.83 
mg·L-1，硼酸 6.2 mg·L-1，硫酸锰 22.3 mg·L-1，硫酸锌

8.6 mg·L-1，钼酸钠 0.25 mg·L-1，硫酸铜 0.025 mg·L-1，

氯化钴 0.025 mg·L-1。 
黄瓜水培试验于 2016 年 8—9 月在南京农业大学

资环学院人工气候室进行，选用黄瓜品种为津优 1 号。

将种子用去离子水浸泡 3—4 h，浸泡完之后用 2%的

过氧化氢浸泡 3—4 min 消毒，并放在网格上使其部分

淹没水中放到光照室育苗，发芽后长到两叶一心进行

移苗。用 1/4 的浓度的标准霍格兰配方作为基础液，

两周后换成 1/2 浓度的霍格兰营养液，采用 1 L 的白

色塑料容器。等黄瓜苗长出两片真叶后，挑选长势相

同的黄瓜进行处理，作 CK（喷洒清水）、AA（喷施

稀释 500 倍的氨基酸水解液）、AAB（在 AA 的基础

上加上 1.0 g·L-1 的生物表面活性剂）3 个处理，每个

处理作 5 次重复，每片叶子均反面喷 3 下，正面喷一

下（预计 0.75 mL 量），每一周换一次霍格兰营养液，

2016 年 8 月 16 移苗，9 月 20 号收获。测量不同处理

植株的株高、叶片数、鲜重和干重，鲜重直接用吸水

纸擦干根上的液体称量，干重则将植株放入信封，并

在 105℃条件下烘至恒重，称量植株重量。 
（2）盆栽试验  黄瓜盆栽试验于 2016 年 9—10

月在南京农业大学资源环境学院温室进行，土壤取

自江苏省江阴市联业农场的水稻土。土壤 pH、有机

碳、铵态氮、硝态氮、总氮、速效磷、速效钾含量

均采用常规方法测定[12]。种子前期处理同水培试验，

利用营养土和蛭石混合作为育苗基质，长出两叶一

心后移苗。 
使用 4 kg 规格的塑料盆，每盆装 4 kg（±10 g）

供试土样，每盆添加 1.75 g 硫酸钾、4.00 g 过磷酸钙、

1.28 g 尿素作为基肥（为体现处理差异，供试土壤选

尽量贫瘠的）。喷肥处理同水培试验，2016 年 9 月 6
日第一次喷施，处理同1.2.6.1的叶面肥处理过程，2016
年 10 月 14 日收获。分别测量株高、叶绿素两个参数。

叶绿素测量采用 SPAD-502 叶绿素仪测量第一片新长

成叶，选取叶片上 5 个点（去除偏差较大的点），取

平均值。 
1.3  数据分析 

采用 Excel 2003、SPSS 16.0 软件进行数据分析，

并利用 Excel 2003 作图，P≤0.05 时为显著相关。 

2  结果 

2.1  表面活性剂生产条件优化 

分别选取了 pH、发酵液 OD600、上清液表面张力

值、菌体的干重 4 个参数，来确定菌株最佳的发酵时
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间，结果如表 1 所示。其中 pH 在前 6 天变化都不大，

第 6 天以后 pH 开始呈下降趋势。发酵上清液的表面

张力值在第 4 天先降至一个最低的值，随后逐渐上升。

OD600在前 5 天不断上升，随后逐渐下降；菌体干物重

与 OD600变化呈正相关关系。菌体的干重和 OD600数值

都反映了菌体数量，前 2 天 B4的干重和 OD600都快速

增加，3 d 后 OD600数值增长速率小于干物重。上清液

的表面张力值最低出现在第 4 天，说明在此发酵时间所

产的表面活性剂最多，所以最终选择 4 天为发酵时间。 
通过正交试验优化了 E. hormaechei B4 产表面活

性剂的条件（因素水平如表 2），正交试验结果如表 3

所示。在所有组合试验中，组合 A2B1C2D3E4中的上清

液表面张力值降到最低，进一步说明在 4%甘油、3 
g·L-1 NaNO3、初始 pH6.0、6%接种量和 35℃条件下，

E. hormaechei B4 所产的生物表面活性剂最多。鉴于

RD>RA>RC>RE>RB，说明碳源的量对表面活性剂的产

量影响最大，而 pH 都选在了中性范围左右所以影响

不是很大。温度的 K2<K3<K4<K1，表明温度要处于一

定的范围内，低于 35℃会导致表明活性剂产量降低。

pH 的波动较小，不需要特殊讨论。在接种量方面

K4<K2<K1<K3，该结果表明接种量与生物表面活性剂

产量并不存在线性关系。 
 

表 1  E. hormaechei B4 产表面活性剂的天数优化 

Table 1  Optimization on days of biosurfactant production by E.hormaechei B4 

时间 Time (d) 项目 
Item 1 2 3 4 5 6 7 

pH 5.48 5.49 5.45 5.43 5.40 5.47 4.93 

表面张力值 
Surface tension value (mN·m-1) 

55.90±0.26 53.92±0.25 51.11±0.41 49.67±0.09 55.29±0.16 62.4±0.61 56.61±0.12 

OD600 0.159 0.292 0.319 0.332 0.352 0.293 0.298 

菌体干重 Dry cell weight (g·L-1) 0.150±0.023 0.313±0.056 0.347±0.016 0.497±0.034 0.506±0.054 0.475±0.043 0.483±0.071

 
表 2 L16（4

5
）正交试验因素水平表 

Table 2  Table of factors and levels during the optimization process 

水平 
Level 

温度(A) 
Temperature (oC) 

pH(B) 
 

NaNO3(C) 
Sodium nitrate (g) 

甘油(D) 
Glycerol (%，v/v) 

接种量(E) 
Inoculation (%，v/v) 

1 31 6.0 2 2 1 

2 35 6.5 3 3 2 

3 39 7.0 4 4 4 

4 43 7.5 5 5 6 

 
2.2  生物表面活性产量及其基本性质 

在最优条件下，1 L 发酵液中粗生物表面活性剂产

量可高达 12.14 g，表面张力随粗生物表面活性剂浓度

的关系如图 1 所示。在标准测量条件下，纯水的表面

张力值为 72.25 mN·m-1，粗生物表面活性剂的溶度在

达到 50 g·L-1 时候溶液时达到了最小表面张力值，即

生物表面活性剂浓度高于了其临界约束浓度，得到最

低表面张力为 34.14 mN·m-1，在粗生物表面活性剂浓

度为 10 mg·L-1时表面张力值就降到 47 mN·m-1，充分

说明了此表面活性剂的高效性，具有很好的应用前景。 
为了进一步研究菌株生成的生物表面活性剂的特

性，利用有机试剂萃取法萃取上清液中的生物表面活

性剂，萃取结果表明，1 L 上清液经过萃取后可获得

2.07 g 纯度较高的生物表面活性剂，而且固体比较黏

稠。排油圈大小可进一步表明该表面活性剂产物具有

很好的表面活性，可以形成显著的排油圈。结果表明，

1 μL 提纯的生物表面活性剂可以获得直径 8 cm 的排

油圈，结果如图 2 所示，说明提纯的生物表面活性剂

具有很强的表面活性。 
2.3  液相分离结果 

液相分离图谱如图 3 所示，从液相分离结果可以

得出，经过有机试剂萃取过后获得的生物表面活性剂

的纯度可观，出峰时间为 1.62—2.33 min，说明这一

部分为提纯后的生物表面活性剂的主要成分。根据液

相色谱分离结果，利用仪器的回收系统回收 1.62—
2.33 min 的液体，用于后续的分析。 
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表 3  E. hormaechei B4 产生物表面活性剂正交试验结果 

Table 3  The orthogonal experiment results of the biosurfacants production by E. hormaechei B4  

试验标号 
Test number 

A B C D E 表面张力值 
Surface tension value (mN·m-1)

① 1 1 1 1 1 60.78±0.49 

② 1 2 2 2 2 60.41±0.56 

③ 1 3 3 3 3 59.94±0.48 

④ 1 4 4 4 4 47.24±0.14 

⑤ 2 1 2 3 4 44.10±0.04 

⑥ 2 2 1 4 3 50.87±0.42 

⑦ 2 3 4 1 2 49.41±0.27 

⑧ 2 4 3 2 1 59.01±0.13 

⑨ 3 1 3 4 2 54.00±0.64 

⑩ 3 2 4 3 1 53.03±0.25 

⑪ 3 3 1 2 4 54.78±0.37 

⑫ 3 4 2 1 3 60.45±0.68 

⑬ 4 1 4 2 3 58.91±0.49 

⑭ 4 2 3 1 4 57.36±0.46 

⑮ 4 3 2 4 1 54.62±0.64 

⑯ 4 4 1 3 2 49.24±0.58 

均值 K1 Mean value K1 57.093 54.832 53.480 55.970 56.140  

均值 K2 Mean value K2 50.847 55.085 53.447 58.225 53.265  

均值 K3 Mean value K3 52.990 54.250 57.965 50.858 56.510  

均值 K4 Mean value K4 55.805 52.568 51.813 51.683 50.820  

极差 R Range value R 6.246 2.517 6.125 7.367 5.690  
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图 1  粗生物表面活性剂浓度与其溶液表面张力的关系 

Fig. 1  The relationship between the concentration of crude 

biosurfactant and surface tension value 

 
 
图 2  生物表面活性剂排油圈试验 

Fig. 2  The graph of the oil-displaced circle  
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图 3  生物表面活性剂液相分离图 

Fig. 3  HPLC chromatogram of biosurfactant extracts produced 

by E. hormaechei B4 

 
2.4  红外扫描结果分析 

利用傅里叶红外光谱法分析了提纯的生物表面活

性剂，结果如图 4 所示。由图 4 可知，在波数 1 770 cm-1

处有 C=C 键的伸缩吸收带，这说明在该表面活性剂中

含有不饱和碳碳双键；在 2 941 cm-1附近显著为 CH2

和 CH3基中 C-H 键的伸缩振动吸收带；1 045—1 100 
cm-1的伸缩振动明显表示有 C-O-C 的存在，说明该表

面活性剂中存在糖苷键；在 3 410.8 cm-1 处的典型特征

峰，说明该化合物中存在大量的不饱和氢；在 1 384.6 
cm-1 处的伸缩振动则表明该表面活性剂中有二甲基的

存在。这些都与 HEYD[17]等用红外扫描研究鼠李糖脂

性质的结果相一致。 
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图 4  萃取后粗表面活性剂红外扫描图 

Fig. 4  FTIR-ATR spectra for biosurfactant extracts produced 

by E. hormaechei B4 

 
2.5  液质联用鉴定结果 

E. hormaechei B4 粗生物表面活性剂的总离子色

谱如图 5 所示，结果表明在 7—9 min 时间段有较多的

杂峰，这些杂峰可能是一些蛋白质、核酸、类脂寡糖

等。有机试剂萃取后用高效液相色谱分离的物质在

7.58 min 处出峰，故将 7.58 min 的出峰物质进行质谱

分析，分析结果如图 6 所示，根据其质谱数据的特征

峰，推测 m/z 701.54 为[M+Na]+， 而 m/z 723.74 为

[M-H+2Na]+，根据文献[18-19]报道的结果，推测该位置

结构式为 Rha-Rha-C10-C12。在总离子流图中其他没有

分离检测出的物质可能是 Rha-Rha-C10-C12 的一些同

系物，有待进一步研究。 
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图 5  粗生物表面活性剂 LCMS 总离子流图 

Fig. 5  Total ion current diagram of crude biosurfactant 
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图 6  纯化的生物表面活性剂质谱图 

Fig. 6  Analysis result of the purified biosurfactant by HPLC-MS 

 
2.6  黄瓜促生试验结果 

2.6.1  水培试验  黄瓜水培试验结果如图 7 所示，

结果表明 AAB 处理的株高为（129±2.74）cm，而

AA 处只有（97.10±8.51）cm，CK 则更矮小，只有

（71.87±2.80）cm，AAB 处理比 CK 处理增长了

79.59%，比 AA 处理增长了 32.90%；叶片数也要很

大程度的增长，AAB 处理的平均叶片数达到了

（19.0±1.15）cm，比 CK 和 AA 处理分别增长了

39.24%和 18.74%。在整个植株的质量方面 AAB 处

理也有很大增长，AAB 植株的平均鲜重为 52.94 g，
AA 和 CK 分别只有 42.70 g 和 37.01 g，AAB 与 AA
和 CK 相比，分别增长 23.98%和 43.03%；干重与鲜

重很吻合，AAB、AA 和 CK 的平均干重分别为 4.73、
3.65 和 3.31 g，AAB 比 AA 和 CK 分别增长了 29.80%
和 42.86%。生物表面活性剂的加入使得黄瓜的生物

量有显著的增加，只喷施氨基酸水溶肥的 AA 处理

长势明显不如添加了生物表面活性剂的 AAB 处理

（图 8）。  
 

 
 

图 7  黄瓜水培结果 

Fig. 7  The hydroponic experiment results of cucumbers 



4358                中  国  农  业  科  学    50 卷 

b

b

a

40

60

80

100

120

140

CK AA AAB
处理 Treatments

株
高

 P
la

nt
 h

ei
gh

e 
(c

m
)

b b

a

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

干
重

 D
ry

 w
ei

gh
t (

g)

b

b

a

30

35

40

45

50

55

60

鲜
重

 F
re

sh
 w

ei
gh

e 
(g

)

b

b

a

10

12

14

16

18

20

22

叶
片
数

 T
he

 n
um

be
r o

f l
ea

ve
s

CK AA AAB
处理 Treatments

CK AA AAB
处理 Treatments

CK AA AAB
处理 Treatments  

 

图 8  水培黄瓜生物量 

Fig. 8  The biomass of hydroponic experiment cucumbers 

 

2.6.2  盆栽试验   利用盆栽试验进一步验证

E.hormaechei B4 所产生物表面活性剂的对黄瓜叶片

吸收叶面肥的效果，所用土壤的基本性质如表 4 所示。

结果表明，供试土壤的有机质含量比较高，而总氮和

速效磷和速效钾的含量并不是很高，该土壤比较适合

于叶面肥施用效果的研究。 
盆栽试验中，分别测定了不同处理中黄瓜的株高、

叶绿素含量，结果如图 9 所示。AAB 处理的平均株 
 

表 4  供试土壤的基本性质 

Table 4  the basic properties of soil used in this study 

pH 有机碳 
Total organic carbon 

(g·kg-1) 

硝态氮 
Nitrate 

(mg·kg-1) 

铵态氮 
Ammonium 

(mg·kg-1) 

总氮 
Total nitrogen 

(g·kg-1) 

速效磷 
Available phosphorus 

(mg·kg-1) 

速效钾 
Available potassium 

(mg·kg-1) 
6.35 5.51± 0.07 251.0±1.1 1.32±0.01 0.7910±0.011 14.72±0.82 93.00±0.78 
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图 9  盆栽试验结果 

Fig. 9  The pot experiment results of cucumbers 
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高为（164.97±0.09）cm，AA 与 CK 处理没有明显差

异，AAB 却显著高于这两个处理，与 AA 和 CK 相

比分别增加了 26.93%和 25.52%。关于叶绿素含量

的差异，AAB 处理也有类似的趋势，AAB 处理的

比 AA 和 CK 处理的叶绿素含量分别增加了 10.69%和

11.72%。盆栽试验结果表明，E. hormaechei B4 合成

的生物表面活性剂对黄瓜叶片吸收氨基酸叶面肥有显

著的促进作用。 

3  讨论 

生物表面活性剂种类繁多，能够分泌生物表面

活性剂的微生物也多种多样，主要包括假单胞菌[7]、

芽孢杆菌[8]、乳酸菌[20]等，但是不同微生物所产生

物表面活性剂的量及其特性差异明显。目前，关于

生物表面活性剂在食品和农业方面应用的报道比较

多，GEORGE 等 [21]将海洋放线菌 Brachybacterium 
paraconglomeratum 中分离得到的糖脂类生物表面

活性剂应用到食品加工上时发现，该糖脂不仅可以

改善面包的风味，而且对大多数的细菌都具有拮抗

作用； SIDDHARTHA 等 [22]利用从铜绿假单胞菌

Pseudomonas aeruginosa SS14 纯化出来的鼠李糖脂来

防治玉米的穗腐病取得了比较理想的效果，而思斯

等 [23]从酶学角度研究了生物表面活性剂对提高纤维

素高效降解的机制。然而关于生物表面活性剂在促进

植物吸收叶面肥效率及其机制的研究还鲜有报道，而

关于霍氏肠杆菌（E. hormaechei）产生物表面活性剂

的优化及其产物的纯化鉴定更是报道甚少，所以本研

究关于霍氏肠杆菌 B4 生物表面活性剂的纯化鉴定及

其应用的研究是非常有意义的，将为新型肥料的研制

提供坚实的理论基础。 
为了使霍氏肠杆菌B4 产足够的生物表面活性剂，

必须优化菌株产生物表面活性剂的条件，主要包括碳

源、氮源及各种培养条件，而 C/N 是限制菌株产生生

物面活性剂的主要因素。生物表面活性剂的产生往往

开始于氮源快消耗殆尽的时期[24]，当氮源耗尽时生物

体内氮依赖型的酶促反应就无法进行，而碳源依旧充

足，就会产生很多碳链较长的烃类，从而成为生物表

明活性剂的疏水端 [25]。在产量与性质方面，E. 
hormaechei B4 菌株所产的生物表面活性剂可使纯水

的表面张力值从 72.25 mN·m-1降低到 34.14 mN·m-1，

说明该生物表面活性剂降低水表面张力的效果比较

好。到目前为止，最有效的生物表面活性剂在 0.005%
浓度可以将纯水的表面张力值降低到 27 mN·m-1 [26]，

E. hormaechei B4 产的生物表面活性剂和它比起来差

距不大，因此该生物表面活性剂具有很好应用潜能。

在最优培养条件下，E. hormaechei B4 发酵产生的直接

粗生物表面活性剂高达 12.14 g·L-1，有机萃取后可以

得到 2.07 g·L-1较纯的生物表面活性剂。EREIRA 等 [27]

用相同的方法萃取了枯草芽孢杆菌的发酵产物，只获

得了 1.76 g·L-1 的脂肽类表面活性剂，相比之下 E. 
hormaechei B4 有更强的产表面活性剂能力。在 10 
mg·L-1浓度条件下，霍氏肠杆菌 B4 分泌的生物表面活

性剂可使纯水的表面张力值降低到 47 mN·m-1左右，

进一步说明该生物表面活性剂在低浓度下就具有良好

的表面活性，所拍摄的排油圈结果更加直观的体现了

所产生物表面表活性剂的强大功能。 
微生物所产生物表面活性剂的表面比较多，主要

槐糖脂、鼠李糖脂、海藻糖脂、脂肽和脂蛋白等，在

具体研究前，必须对菌株所产的生物表面活性剂进行

纯化与鉴定。本研究结合 FTIR 和 HPLC-MS 技术，分

离纯化了霍氏肠杆菌 B4 分泌的生物表面活性剂，

FTIR 检测结果表明，该纯化的生物表面活性剂含有含

有-CH2、-CO 和 C-O 等官能团，与鼠李糖脂（Rha- 
Rha-C10-C12）所含的官能团比较吻合。而 HPLC-MS
分析结果表明，荷质比为 701.54 的碎片，与已有文献

报道的鼠李糖脂（Rha-Rha-C10-C12）比较吻合，最终

确定霍氏肠杆菌 B4 所产的表面活性剂为鼠李糖脂。

该鉴定结果，将为该生物表明活性剂的实际应用提供

理论依据。 
本研究采用了水培和盆栽试验来验证霍氏肠杆菌

B4 所产表面活性剂的提高黄瓜叶片吸收养分的效率。

叶面肥喷施液在作物叶面的润湿是养分进入叶片内部

的前提[28]，而覆有蜡质层的叶面具有低能表面的特

征，使叶面肥喷施液无法在叶面润湿，不利于作物叶

片对养分的吸收，表面活性剂则可以降低叶面肥的表

面张力，降低了喷施液与蜡质层之间的界面张力，从

而增加叶面肥在叶面的润湿作用。本研究中，黄瓜水

培结果显示添加了生物表面活性剂的比没有添加的鲜

重增加了 23.98%，干重增加了 29.80%。盆栽试验中

添加了生物表面活性剂的植株比没有添加的叶绿素含

量增加了 10.69%，进一步说明生物表面活性剂的添加

促进了植物对氨基酸叶面肥氮的吸收。总之，E. 
hormaechei B4 所产的生物表面活性剂对黄瓜吸收叶

面肥的促进是显而易见的，这与浙江大学 LIU 等[29]

研究得出鼠李糖脂可以提高氨基酸叶面肥吸收效率的

结果是一致。在盆栽试验中喷施氨基酸叶面肥的长势
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和喷清水的无明显差异。可能原因是水培黄瓜蒸腾量

大，气孔张开程度大更易吸收叶面肥。再者是盆栽期

间蚜虫危害比较严重，有研究表明部分生物表面活性

剂有杀灭蚜虫的功能[30]，喷施了生物表面活性剂的叶

面肥可能起到驱赶蚜虫和促进吸收的双重功效，使得

该处理长势要远远高于其他两个处理，这有待进一步

验证，今后也要对粗的生物表面活性剂进一步的提纯，

并进行相关的结构鉴定工作。 
近年来，环境污染及食品安全问题都受到社会的

广为关注，在绿色食品的生产中，考虑到化工生产表

面活性剂残留，以及其对环境产生的危害，高效、可

降解、无毒害的生物表面活性剂必然会受到广泛推崇。

所以，本研究的应用前景比较广阔。 

4  结论 

霍氏肠杆菌 B4 在优化后的发酵条件下，生物表

面活性产量较高。该菌所产的表面活性剂主要成分为

鼠李糖脂类物质，具有很好的表面活力，低浓度情况

下能有效降低水的表面张力。霍氏肠杆菌 B4 所产生

物表面活性剂能很好地促进黄瓜对氨基酸叶面肥的吸

收，喷施了添加 B4 菌株所产生物表面活性剂的氨基

酸叶面肥的黄瓜植株生物量有明显增长。 
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