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摘  要 : 表面活性素是一种新型生物表面活性剂，因其具有良好的表面活性、可生物降解及抗菌活性，在石油开

采、医药、农业和食品化妆品等领域具有广阔的应用前景。高产表面活性素菌株的获得和发酵过程优化是其商业

化生产的关键。文中考察了脂肪酸合成途径对表面活性素合成的影响，强化脂肪酸生物合成关键基因以及该途径

全部基因分别构建了高产表面活性素枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis THBS-2 和 THBS-8，并对发酵过程中氨基酸

种类及添加量、诱导剂异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG) 添加时间和添加量等条件对产物合成的影响进行考察，

获得优化的两阶段前体添加方案：发酵 3 h，加入 IPTG 和 L-亮氨酸，使其终浓度分别为 1.25 mmol/L、5 g/L；发

酵 24 h，添加 L-亮氨酸 (终浓度 5 g/L) 和浓缩培养基 5 mL。优化条件下，枯草芽孢杆菌 THBS-2 摇瓶发酵 48 h，
表面活性素产量高达 24 g/L；30 L 发酵罐中发酵 68 h，产物产量最高达到 34 g/L。研究结果为表面活性素的工业

化生产及应用奠定基础。 
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Abstract:  Surfactin has great potential applications in enhancing oil recovery, agriculture, pharmaceuticals, foods and 
beverages, and cosmetics due to its extraordinary surface activity, biodegradability, anti-bacterial activity and 
biocompatibility. Enhancing surfactin production by engineering surfactin-producer and optimizing culture conditions is the 
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key of its industrial production and subsequent applications. In this study, the effect of fatty acid synthesis pathway on 
surfactin synthesis was investigated, and Bacillus subtilis THBS-2 and THBS-8 with high surfactin titer were constructed by 
overexpressing key genes involved in the fatty acid synthesis pathway. To optimize culture condition, the amount and adding 
time of isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) and amino acids were studied, and a two-stage culture method was 
obtained: IPTG (final concentration: 1.25 mmol/L) and leucine (final concentration: 5 g/L) were  added at 3 h, leucine (final 
concentration 5 g/L) and condensed culture medium (5 mL) were added at 24 h. Applying this strategy, the surfactin titer of B. 
subtilis THBS-2 reached to 24 g/L in shake flask at 48 h and up to 34 g/L after 68 h fermentation in a 30-L fermentor. The 
results provide basis for large-scale production and broad application of surfactin. 

Keywords:  surfactin, Bacillus subtilis, fatty acid synthesis pathway, culture optimization 

表面活性素  (Surfactin) 是一类主要由芽孢

杆菌属合成的脂肽类生物表面活性剂，由亲水的

环 7 肽环 (由 Leu、Glu、Asp 和 Val 4 种、共 7
个氨基酸组成 ) 和疏水的脂肪酸链  (C13–C17) 
通过内酯键相连而成[1-3]。由于其结构独特，具有

可显著降低溶液表面张力、改变润湿性、改善界

面性质、可生物降解和抗菌活性等特点而在石油

开采、环境治理、医药农药、食品和化妆品等领

域具有良好的应用前景[4-7]。然而，微生物发酵生

产表面活性素效率低限制了其工业化生产和应用。 
针对表面活性素发酵产率低这一问题，众多

学者围绕产表面活性素菌株筛选、基因改造、培

养基及发酵条件优化等方面开展研究：Habe 等[8]

筛选得到一株表面活性素产量为 1.84 g/L 的枯草

芽孢杆菌 Bacillus subtilis NBRC 109107；姬杨等[9]

对短小芽孢杆菌BA06发酵培养基组分进行优化，

表面活性素产量由 1.43 g/L 提高到 6.48 g/L；Sun
等[10]用诱导型启动子 Pspac 替换基因组中表面活

性素合酶原启动子 PsrfA，表面活性素产量提升了

约 10 倍 (3.87 g/L); Wu 等[3,11]在枯草芽孢杆菌

168 中通过整合表面活性素合成激活因子、敲除

竞争途径、强化脂肪酸前体供应等多个策略协同

改造，将表面活性素产量提高到 12.8 g/L。笔者

课题组经由菌株筛选[12-13]、培养条件优化[13]、人

工强诱导型启动子 Pg3 设计并替换基因组中原启

动子 PsrfA 增强表面活性素合酶表达[14]、导入透

明颤菌血红蛋白提高细胞低氧状态下生长及能量

利用[15]、强化表达 β-羟基脂肪酸合成路径中限速 

酶提高脂肪酸前体供应[16]，得到了目前文献报道

表面活性素产量最高  (13.3 g/L) 的基因工程菌

B. subtilis TS1726Y。虽然工程菌株的表面活性素

产量较天然生产菌株已有大幅提高，但发酵产率

仍难以满足商业化生产的要求。为此，在前期研

究基础上，力图通过强化 β-羟基脂肪酸合成途径，

结合优化培养条件进一步提高基因工程菌表面活

性素发酵产量。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
以产表面活性素枯草芽孢杆菌 THY-7 基因组

为模板，用表 1 所列引物扩增脂肪酸途径相关基

因构建表 2 所列的质粒和表 3 中本研究所使用的

菌株。 

1.2  培养基 
枯草芽孢杆菌种子培养基及脂肽发酵培养基

配方见文献[13]。 
浓缩培养基  (g/L): 红糖  (食用级，市售 ) 

350，NaNO3 125。 
上述培养基于 121 ℃、20 min 高温高压灭菌。 

1.3  培养方法 
1.3.1  种子培养 

从平板上挑取产表面活性素枯草芽孢杆菌单

菌落接种于种子培养基，37 ℃、200 r/min 培养

16–18 h。 
1.3.2  摇瓶发酵培养 

测定种子液生物量 (OD600)，并接种于装有 
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表 1  本研究中所使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Sequence (5′–3′) Restriction sites 
yngH-F CACGGATCCATGTTTACAAAAGTACTGATC BamHⅠ 

yngH-R AACTCTAGATTATAGGTGCTGTTTCA XbaⅠ 
accAD-F CCCTCTAGAAAGGAGATGTTAAAGGATATATTCACG XbaⅠ 
accAD-R ACAGACGTCTTAGTTTACCCCGATATATTGATCTTC AatⅡ 

fabD-F CACCCTAGGAAGGAGGAGAATGAGTAAGATTGCATTTTTAT AvrⅡ 
fabD-R CACTCTAGATTAAGCATTATCATTCTCCTCCTTA XbaⅠ 
fabHB-F TATCCTAGGAAGGAGGAGAATGTCAAAAGCAAAAATTACA AvrⅡ 
fabHB-R ACATCTAGATTACATCCCCCATTTAATAAGCAAT XbaⅠ 
Pg3-F ATATCTAGAAGCTATTGTAACATAATCGGTACGG XbaⅠ 
Pg3-R CACGACGTCAGATCCTTCCTCCTTTAATTGGGAA AatⅡ 
fabGF-F ATATCTAGAATGCTTAATGATAAAACGGC XbaⅠ 
fabGF-R CACGACGTCTTATAGGTGCTGTTTCAAAAAGTCA AatⅡ 
fabZ-F ATAGACGTCAAAGGAGGAAGGAATGCTTGATACTCAGCAAAT AatⅡ 
fabZ-R ACACCCGGGTTATTCTCCGAGGGCAAAAGTCAGTT XmaⅠ 
fabI-F CACCCCGGGAAAGGAGGAAGATGAATTTTTCACTTGAAGGCCGTA XmaⅠ 
fabI-R ATACCATGGTTAGCGGGCAGTGATATGGAAACCA NcoⅠ 

Underlined sequence: restriction sites. Sequence in italitics: ribosome binding site. 
 

表 2  本研究中所使用的质粒 
Table 2  Plasmids used in this study 

Plasmid name Descriptions Sources 
pJMP-yngH ColE1 ori, repA, KanaR(Bs), AmpR(Ec), Pg3-yngH [10] 
pJMP-YAD ColE1 ori, repA, KanaR(Bs), AmpR(Ec), Pg3-yngH-accAD This study 
pJMP-YD ColE1 ori, repA, KanaR(Bs), AmpR(Ec), Pg3-yngH-fabD This study 
pJMP-YHB ColE1 ori, repA, KanaR(Bs), AmpR(Ec), Pg3-yngH-fabHB This study 
pJMP-YDHB ColE1 ori, repA, KanaR(Bs), AmpR(Ec), Pg3-yngH-fabD-fabHB This study 
pJMP-YDHBGF ColE1 ori, repA, KanaR(Bs), AmpR(Ec), Pg3-yngH-fabD-fabHB-Pg3-fabG-fabF This study 
pJMP-YDHBGFZI ColE1 ori, repA, KanaR(Bs), AmpR(Ec), Pg3-yngH-fabD-fabHB-Pg3-fabG-fabF-fabZ-fabI This study 

 
表 3  本研究中所使用的菌株 
Table 3  Strains used in this study 

Strains Genotype References or sources 
E. coli TOP10 Applied for harvesting plasmid Solarbio (Beijing, China) 
THY-7 Wild type, CGMCC No. 8906 [12] 
THBS-1 THY-7/Pg3-srfA, CmR [14] 
THBS-2 THBS-1carrying plasmid pJMP-yngH [16] 
THBS-3 THBS-1carrying plasmid pJMP-YAD This study 

THBS-4 THBS-1carrying plasmid pJMP-YD This study 

THBS-5 THBS-1carrying plasmid pJMP-YHB This study 

THBS-6 THBS-1carrying plasmid pJMP-YDHB This study 

THBS-7 THBS-1carrying plasmid pJMP-YDHBGF This study 

THBS-8 THBS-1carrying plasmid pJMP-YDHBGFZI This study 
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50 mL 发酵培养基的 500 mL 摇瓶中，使接种后

溶液中 OD600 为 0.2，37 ℃、200 r/min 培养一定

时间后取出在无菌超净台中加入诱导剂后继续摇

床培养，48 h 取样检测表面活性素产量。每组 3 个

平行，取平均值。 

1.3.3  30 L 自动发酵罐培养 

30 L 发酵罐装液量为 10 L，调节 pH 至 7.2，

灭菌后冷却待用。 

测定种子液生物量，并取适量接入发酵罐

使发酵罐中 OD600 为 0.2，温度控制为 37 ℃，通

风 0.63 m3/h，转速≥250 r/min，发酵罐罐压保

持 0.06 MPa，发酵过程取样测定生物量和表面

活性素产量。 
1.3.4  IPTG 及前体 

IPTG 配制成 100 mmol/L IPTG 母液，过滤

除菌，−20 ℃保存。 

亮氨酸 (Leu)、天门冬氨酸  (Asp)、缬氨酸

(Val)、谷氨酸  (Glu) 和福临门大豆油  (Oil) 常 

温保存。氨基酸在添加前放置于紫外灯下照射

0.5 h。 
1.3.5  两阶段补料方法 

添加 IPTG 时，同时加入经紫外线照射的 Leu 

(终浓度为 5 g/L)；发酵 24 h 时，加入 Leu (终浓

度为 5 g/L)和浓缩培养基 (5 mL)。 

1.4  表面活性素含量的测定 
将发酵液离心 (13 000 r/min，3 min)，上清

液待测。 

表面活性素产量通过高效液相法 HPLC-UV 

定量测定[12]。采用 LC-20AT (Shimadzu，Kyoto，

Japan) 系统，色谱柱为 Amethyst C18-P column  

(5 μm，4. 6 mm×250 mm)，流动相为 95%甲醇和

10%水 (含有 0.1%三氟乙酸)，进样量 20 µL，流

速 1.0 mL/min，柱温 40 ℃，采用紫外检测器检测，

检测波长 205 nm。表面活性素标准品购自 Sigma

公司，含 4 种同系物。 

2  结果与分析 

2.1  强化脂肪酸合成途径构建高产表面活性

素菌株 
表面活性素是以胞内合成的多种前体 (脂肪

酸、Leu、Glu、Asp 和 Val) 为底物合成的[17-18]，

其分子结构中包含一条脂肪酸链和一个环 7 肽

环。作为表面活性素合成的重要前体，胞内脂   
肪酸和氨基酸含量直接影响表面活性素产物的  
合成。 

脂肪酸合成是所有生物体内共有的，其中乙

酰 CoA 到丙二酰 CoA 的反应为脂肪酸合成的限

速步骤，由羧基转移酶、生物素羧基载体蛋白和

生物素羧化酶形成的乙酰辅酶 A 羧化酶复合体催

化进行 (图 1)。本课题组前期工作[16]表明，枯草

芽孢杆菌中的生物素羧化酶Ⅱ(GeneID 939474，

KEGG 数据库中标注为 yngH，NCBI 数据库中标

注为 ldeHA) 是该限速步骤的关键酶，过表达该

基因的工程菌 B. subtilis TS1726Y 中表面活性素

产量达到 13.3 g/L，这是目前文献报道的最高产

量。在此基础 (THBS-2，即 B. subtilis TS1726Y)

上，过表达该复合体另一组分 (羧基转移酶基因

accAD) 构建基因工程菌 THBS-3。摇瓶发酵显示

2 株含质粒的基因工程菌生物量差异不大 (图 2A)，

都较出发菌株略低。3 株菌株表面活性素产量差

异明显，THBS-3 最高产量为 10.7 g/L (图 2B)，比

出发菌株 THBS-1 提高了 11.7%，但对比 THBS-2，

产量减少了 18%。这可能是因为作为乙酰 CoA 羧

化酶的重要组成成分，生物素羧化酶与羧基转移

酶需共同存在形成复合体，进而催化丙二酰 CoA

的生成，该过程 (图 1B) 由生物素羧化酶和羧基

转移酶各催化 2 个独立的半反应[19]，而由羧基转

移酶催化的第 2 个反应是可逆的[20-21]，过表达羧

基转移酶可能强化了该反应的逆反应过程，从而

影响了表面活性素的合成。在 THBS-2 的基础上，

强化脂肪酸合成途径中其他基因分别构建了工程
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菌 THBS-4、THBS-5、THBS-6、THBS-7 和 THBS-8 

(基因型如表 3 所示)，摇瓶发酵结果 (图 2C) 显

示，过表达该途径相关基因均能促进表面活性素

合成，说明强化脂肪酸前体的合成是提高菌株表

面活性素合成能力的有效措施，这一结论与 Wu

等[11]在枯草芽孢杆菌 168S12 中强化酮脂酰 CoA

和支链脂肪酸途径进而提高表面活性素产量一

致。进一步，当脂肪酸合成途径所有基因同时过

表达 (即 THBS-8)，表面活性素产量最高，达到

13.7 g/L，对比出发菌株 THBS-1 提高了 46.7%。

但实验发现，THBS-8 菌株多次摇瓶发酵时，批次

间误差大，产量不稳定，因此，后续针对表面活

性素产量高且稳定的 THBS-2 菌株进行发酵条件

优化。 

2.2  诱导剂 IPTG 对表面活性素积累的影响 
高产表面活性素菌株 THBS-2 中用于强化表

面活性素合酶以及脂肪酸合成的启动子 Pg3 受

IPTG 诱导[14]，为此，对 IPTG 的添加时间和添加

量进行考察。 
首先，分别于不同发酵时间加入 IPTG，发

酵结束 (60 h) 时检测发酵液中生物量和表面活

性素含量，结果如图 3 所示。发酵不同时间加入

IPTG 对生物量影响差异不显著。在 0–4 h 内，随

着 IPTG 加入时间的延迟，表面活性素产量逐渐

增加，4 h 时达到最高；IPTG 超过 4 h 添加，表

面活性素产量显著下降。综合考虑生物量和产物

产量，选择 3 h 添加 IPTG，此条件下可获得 12 g/L

产物。 

随后，于发酵 3 h 加入不同剂量 IPTG，发酵

结束 (60 h) 时发酵液中生物量和表面活性素产

量如图 4 所示。加入不同剂量 IPTG 对生物量影

响差异不显著，但对产物产量影响显著。诱导剂

添加量低  (终浓度 1.0 mmol/L) 或高  (终浓度

1.75 mmol/L 或 2.0 mmol/L)都不利于产物合成，

当加入终浓度为 1.25 mmol/L IPTG 时，表面活性

素产量最高。 
 
 

 
 
 

图 1  枯草芽孢杆菌中脂肪酸合成途径 
Fig. 1  Fatty acids synthesis pathway in B. subtilis. 

 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

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

2382 

 
 

图 2  基因工程菌株摇瓶发酵生产表面活性素 
Fig. 2  Surfactin production by engineered strains in flask culture. Time-course profiles of cell growth (A) and 
surfactin titer (B) by THBS-1, THBS-2 and THBS-3. (C) Surfactin production by all improved fatty acid biosynthesis 
B. subtilis in shaking flask culture at 60 h. 

 

 
 

图 3  IPTG 添加时间对生物量 (A) 和表面活性素 (B) 的影响  
Fig. 3  Effect of IPTG addition time on biomass (A) and surfactin production (B). 
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图 4  IPTG 添加量对生物量 (A) 和表面活性素 (B) 的影响  
Fig. 4  Effect of IPTG concentration on biomass (A) and surfactin production (B). 
 

2.3  不同氨基酸对表面活性素积累的影响 
表面活性素由环 7 肽环和脂肪酸组成，以

图 5A 所示分子结构为例，表面活性素分子中含

有 Leu、Glu、Asp 和 Val 4 种氨基酸，且其摩尔

比约为 4︰1︰1︰1。发酵 3 h 摇瓶中分别添加 0.2 g
表面活性素组成氨基酸 (Leu、Glu、Asp、Val) 以
及等比例混合氨基酸，发酵 48 h 表面活性素产量

如图 5B 所示。补充 Leu 的实验组产量比对照组

提高了约 25%，此外，添加 Val 及混合氨基酸的

实验组表面活性素产量略优于对照组，而添加 Glu
和 Asp 对 THBS-2 合成表面活性素呈现负作用，

这可能是由于外源添加 Glu 会抑制 TCA 循环、脂

肪酸 β 氧化和电子传递[22]，进而影响表面活性素

的合成。发酵过程中添加 Leu 和 Val 能有效促进

表面活性素合成，这一结果与文献报道一致。姬

杨等[9]在对短小芽孢杆菌 BA06 发酵产表面活性

素的培养条件进行优化时，发现 Val、Tyr、Gly、
Phe、Glu 和 Thr 这 6 种氨基酸中 Val 和 Tyr 更有

利于表面活性素合成。此外，朱玲燕等[23]在以葡

萄糖培养基发酵合成表面活性素研究中，发现添

加 Leu 显著提高表面活性素产量。同样，Yao 等[24]

也发现培养基中添加 Leu 和 Lys 能提高发酵液中

表面活性素产量。 

2.4  Leu 添加时间及添加量对表面活性素积累

的影响 
由 2.3 结果可知，4 种氨基酸前体中，Leu

对提高表面活性素产量效果显著。本节对 Leu 添

加时间和添加量进行优化，结果如图 6 所示。对

比发酵开始即加入 Leu，在发酵 3 h 或 6 h 加入

Leu 对产物合成有更显著的促进作用，但这二者 
 

 
 

图 5  氨基酸对表面活性素积累的影响 
Fig. 5  Effect of amino acids on surfactin production. (A) The molecular structure of surfactin. (B) Effect of adding 
different amino acids on surfactin production. 
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之间差异不显著，考虑到发酵操作方便性，于发

酵 3 h 加入 IPTG 时一同加入 Leu。分析图 6B 发

现，添加 Leu，使其终浓度为 1–5 g/L 时，发酵液

中表面活性素产量随着 Leu 添加量增加而增大，

而 Leu 添加量继续增大至终浓度为 6 g/L 时，表

面活性素产量并不能继续随之增加，因此，Leu
的最优添加量应为 5 g/L，此时表面活性素产量

（发酵 48 h）最高，达到 17.4 g/L。 

2.5  二次添加前体对表面活性素积累的影响 
为进一步提高表面活性素产量，发酵 24 h 时，

二次添加表面活性素前体和营养物 (Leu 终浓度

5 g/L、5 mL 大豆油、5 mL 浓缩培养基、5 g/L Leu+ 
5 mL 大豆油、5 g/L Leu+5 mL 浓缩培养基)，考察

其对产物积累的影响，结果如图 7 所示。二次添

加上述前体和营养物均能进一步提高产量，尤其

是同时添加 Leu (终浓度 5 g/L) 和浓缩培养基    

(5 mL) 能非常显著地促进表面活性素合成，发酵

48 h 时平均产量达到 24 g/L。 

2.6  优化条件下重组枯草芽孢杆菌合成表面

活性素 
通过优化上述各因素，得到 THBS-2 的优化 

 

 
 

图 6  Leu 添加时间、添加量对表面活性素合成的影响 
Fig. 6  Effects of Leu addition time (A) and concentration (B) on surfactin production. 
 

 
 

图 7  二次添加前体或营养物对表面活性素积累的  
影响 
Fig. 7  Effects of secondary addition of precursor and 
culture medium on surfactin production. 

培养策略：发酵 3 h，加入诱导剂 IPTG (终浓度为

1.25 mmol/L)和 Leu (终浓度为 5 g/L)；发酵 24 h，
二次添加 Leu (终浓度 5 g/L) 和浓缩培养基    
(5 mL)。 

采用优化前/后培养方案摇瓶发酵 B. subtilis 
THBS-2 菌株并每隔 12 h 测定发酵液中产物含量，

结果如图 8A 所示。优化前，表面活性素产量 60 h
达到最高，为 13.6 g/L；采用优化后的两阶段补

料法时，发酵时间缩短至 48 h 且产物产量最高达

到 24 g/L，这一结果与不加前体相比，表面活性

素产量提高了近一倍。 
将上述两阶段补料策略应用于 30 L发酵罐发

酵，结果如图 8B 所示。发酵前 8 h 菌株处于延迟

期，此阶段菌株在适应环境，发酵液中 pH 降低，  
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图 8  THBS-2 菌株二阶段优化培养条件下摇瓶 (A) 
和 30 L 发酵罐 (B) 发酵结果 
Fig. 8  Time course profiles of surfactin production by 
B. subtilis THBS-2 under the two-stage scheme of adding 
precursor in flask culture(A) and 30-L fermenter (B). 

 

而后进入菌体快速繁殖期，同时菌株开始合成表

面活性素，发酵液 pH 缓慢上升，发酵 68 h 后产

物不再进一步合成，表面活性素产量为 34 g/L，

这是已知文献报道的最高表面活性素产量。 

3  结论 

经过摇瓶发酵优化，利用优化后的两阶段前

体添加策略，B. subtilis THBS-2 摇瓶发酵 48 h，
表面活性素平均产量达到 24 g/L，30 L 发酵罐中

表面活性素产量最高达到 34 g/L。此结果为已有

报道中最高产量，实现了 30 L 发酵罐中表面活性

素高水平生产，有望实现枯草芽孢杆菌表面活性

素工业化生产。 
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