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摘   要：鼠李糖脂(rhamnolipids, RLs)被认为是最具有应用潜力的生物表面活性剂之一。由于其单

鼠李糖脂与双鼠李糖脂的比例对其性能有着重要的影响，因此构建鼠李糖脂组分可调控的生产菌

更有利于其在不同的场景中应用。本研究通过敲除铜绿假单胞菌 PAO1 中编码鼠李糖基转移酶的

基因(rhlC)，获得只产单鼠李糖脂的菌株；然后通过将受阿拉伯糖诱导表达的 PBAD-rhlC 基因以整

合到染色体上的方式或在质粒上表达的方式进行回补，得到两种类型的回补菌株。结果表明，随

着阿拉伯糖诱导浓度的增加，回补菌株合成的鼠李糖脂中单鼠李糖脂所占的比例逐渐降低，表面

张力逐渐升高、临界胶束浓度(critical micelle concentration, CMC)值逐渐升高和乳化能力逐渐减弱。

未诱导的回补菌株可以产生少量的双鼠李糖脂，合成的鼠李糖脂的表面性能更优，而 0.10%阿拉

伯糖诱导的鼠李糖脂表现出更好的抑菌效果。 
关键词：铜绿假单胞菌 PAO1；单双鼠李糖脂比例；鼠李糖基转移酶Ⅱ (RhlC)；阿拉伯糖诱导 
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biosurfactants. The ratio of mono-RL to di-RL plays a significant role in determining its 
performance. Therefore, strains whose production of mono-RL and di-RL are manuplable, have 
advantage on applications in various scenarios. In this study, we developed a rhlC deletion 
mutant strain in Pseudomonas aeruginosa PAO1, which produced primarily mono-RL. 
Subsequently, we generated two complemented strains by integrating the arabinose-induced 
PBAD-rhlC gene, either directly into the chromosomes or expressing it on plasmids. Our results 
indicate that the ratio of mono-RL to di-RL synthesized by the complemented strain gradually 
decreased as the concentration of arabinose (the inducer) increased. Consequently, there was a 
decrease in emulsification ability and an increase in surface tension and critical micelle 
concentration (CMC) of the corresponding rhamnolipids. The complemented strains without 
inducer can produce a small amount of di-rhamnolipids, which enhanced the surfactant 
properties. Notably, the rhamnolipids induced by 0.10% arabinose exhibited the most potent 
antibacterial effect. 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa PAO1; ratio of mono- to di-rhamnolipid; rhamnosyltransferase 
Ⅱ (RhlC); arabinose induction 

 
 

生物表面活性剂是微生物在好氧或厌氧条

件下生长时，在其代谢过程中分泌出来的具有

一定表面活性的代谢产物。与传统的化学表面

活性剂相比，生物表面活性剂具有更强的表、界

面活性以及较低的生物毒性和易降解等优点[1]。

鼠李糖脂 (rhamnolipids, RLs)被认为是一种最

有前途的糖脂类生物表面活性剂，在 3 次采油、

医药、环境修复和农业等领域展示出了其商业

应用价值[2-3]。 

鼠李糖脂是由 1−2 个呈亲水性的鼠李糖分

子与 1−2 个呈疏水性的饱和或不饱和脂肪酸长

链 (C8−C16)通过 β-糖苷键相连接的化学结构

多样的同系物 [4]。在铜绿假单胞菌中，鼠李糖

基转移酶 I (rhamnosyltransferase I, RhlB)催化

R-3-羟基脂肪酸(R-3-hydroxyfatty acids, HAAs)

与 dTDP-L- 鼠 李 糖 反 应 合 成 单 鼠 李 糖 脂

(mono-RLs)，单鼠李糖脂在鼠李糖基转移酶Ⅱ 

(rhamnosyltransferase Ⅱ, RhlC)的作用下与另一

分子的 dTDP-L-鼠李糖缩合成为双鼠李糖脂

(di-RLs)[5]。不同的铜绿假单胞菌能够产生不

同比例的单、双鼠李糖脂混合物，并且其物理

化学特性不仅受同系物比例的影响，而且也受

到脂肪酸碳链长度和脂肪酸饱和度的影响[6]，

从而影响其应用效果[7]。 

已有研究表明鼠李糖脂同系物的比例不

同，其物理化学性质有所不同。Alves 等[8]研究

发现以单鼠李糖脂为主的鼠李糖脂样品 (96% 

mono-RLs/4% di-RLs)，相比于双鼠李糖脂为主

(28% mono-RLs/72% di-RLs)和单、双相对平衡

的鼠李糖脂样品(61% mono-RLs/39% di-RLs)具

有更好的驱油性、泡沫稳定性和润湿反转性，

并且在表面张力值、临界胶束浓度 (critical 

micelle concentration, CMC)值和乳化性能上均

高于后两种鼠李糖脂。Zhao 等[9]敲除铜绿假单

胞菌 SG 的 rhlC 基因，获得纯单鼠李糖脂样品，

发现纯单鼠李糖脂表现出更好的抗菌性能和对

原油的乳化能力。但这些研究对于单、双鼠李

糖脂性质的比较是基于不同菌种之间进行的，

每个菌种根据培养条件、碳源的不同产生的鼠

李糖脂组分差异也较大[10]。因此本研究以铜绿

假单胞菌 PAO1 作为初始研究菌株，通过敲除

鼠李糖基转移酶Ⅱ RhlC，使其产生的鼠李糖脂
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由单、双混合型转变为只产单鼠李糖脂，然后

通过回补 PBAD 启动子调控下的 rhlC 基因，利用

不同浓度的阿拉伯糖来诱导 rhlC 基因的表达，

从而控制双鼠李糖脂的合成，获得不同单、双

鼠李糖脂比例可调控的菌株及相应鼠李糖脂样

品。同时测定具有不同单 /双鼠李糖脂比例的

鼠李糖脂的理化性质及其抑菌能力，为鼠李糖

脂的后续应用提供理论依据。本研究进一步将

PBAD 启动子调控下的 rhlC 基因整合至 rhlC 缺

失突变株的基因组 attB 位点上，获得的菌株避

免了抗生素的使用，使其更适用于实际生产。

本研究结果将为实现特定结构比例鼠李糖脂的

生产调控和应用选择提供参考和指导，推动鼠

李糖脂产业的按需定制。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种及质粒 

所用菌株和质粒如表 1 所示。铜绿假单胞

菌(Pseudomonas aeruginosa) PAO1、大肠杆菌

(Escherichia coli) DH5α 和 S17-1λpi 、质粒

pRK2013、pK18Gm、pHERD20T、pSW196 和

pFLP2 均由本实验室保存。铜绿假单胞菌和大

肠杆菌均利用 LB 培养基(g/L) (蛋白胨 10，酵母

提取物 5，NaCl 10，固体培养基添加 15 g/L 的

琼脂粉)进行培养。大肠杆菌的抗生素使用浓度

为：庆大霉素 10 µg/L、氨苄青霉素 100 µg/L；
铜绿假单胞菌的抗生素使用浓度为：庆大霉素

100 µg/L。 
 
表 1  文中所用菌种及质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Description Sources or references 

Plasmids   

pRK2013 Helper plasmid for mobilization of non-self-transmissible 
plasmids 

Lab 

pK18Gm Suicide vector used for generation for markerless deletion 
strain in Pseudomonas aeruginosa, Gmr 

Lab 

pHERD20T For gene complementation in P. aeruginosa, Carbr Lab 

pKrhlCGm For rhlC deletion in P. aeruginosa, Gmr This work 

pRhlC Plasmid pHERD20T with rhlC, Carbr This work 

pSW196 Mini-CTX lacZ with PBAD promoter [11] 

pFLP2 FLP recombinase expressing plasmid, Apr [12] 

Strains   

Escherichia coli strains DH5α F−, φ 80dlacZ ΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, 
endA1, hsdR17 (rK-, mK+), phoA 

Lab 

Escherichia coli S17-1λpir thi pro hsdR hsdM+ recA RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 λpir, Gmr [13] 

Pseudomonas aeruginosa strains 
PAO1 

Wild type (WT) strain [14] 

ΔrhlC PAO1 with deletion in rhlC This work  

ΔrhlC/pRhlC rhlC in frame deletion with pRhlC expressing araC-PBAD-rhlC This work  

ΔrhlC/attB:rhlC rhlC in frame deletion with araC-PBAD-fur inserted at attB site 
of PAO1 chromosome 

This work 

Apr, Carbr and Gmr indicate resistance to ampicillin, carbenicillin and gentamycin, respectively. 
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1.1.2  主要试剂 

氯化氢、碳酸氢钠、98%浓硫酸、氯化

钠、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾和乙酸乙酯购自

北京化工厂有限责任公司；无水乙醇购自天津

市康科德科技有限公司；L-(+)-阿拉伯糖和苔

黑酚购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

大豆油购自益海嘉里食品营销有限公司；DNA
聚合酶购自宝日医生物技术(北京)有限公司；

限制性内切酶购自西安佰奥莱博生物科技有限

公司。 
1.1.3  主要仪器设备 

离心机、紫外分光光度计和 PCR 仪(艾本

德(上海)实验室科技有限公司 )；漩涡振荡器

(杭州米欧仪器有限公司)；振荡培养箱(上海昱

泉仪器有限公司)；液相色谱系统(Agilent)。 

1.2  单鼠李糖脂合成菌株的构建及单、双

鼠李糖脂诱导合成菌株的构建 
菌株构建所用载体及菌种见表 1。通过敲

除鼠李糖基转移酶Ⅱ RhlC，可以获得只产生单

鼠李糖脂的菌株。因此首先构建用于敲除 rhlC

基因的自杀性质粒 pKrhlCGm：以铜绿假单胞

菌 PAO1 菌 株 的 基 因 组 为 模 板 ， 分 别 以

rhlCup-F、rhlCup-R 和 rhlCdown-F、rhlCdown-R
为引物扩增 rhlC 基因的上、下游片段，回收纯

化后分别用 BamH I/Xho I 和 Xho I/Hind Ⅲ进行

双酶切，回收纯化后与用 BamH I/Hind Ⅲ双酶

切回收的 pK18Gm 载体进行连接，转化 E. coli 
DH5α，利用菌落 PCR 验证和测序分析，得到

自杀性质粒 pKrhlCGm。利用 PAO1、助质粒

pRK2013 和自杀性质粒 pKrhlCGm 进行三亲结

合，在 PAO1 菌株中通过 2 次同源重组实现

rhlC 基因的敲除。首先在 PIA+LB+Gmr 筛选平

板上得到单交换突变株，然后通过 20%蔗糖板

进行反向筛选，得到不含抗性的双交换突变

株，经 PCR 验证得到 rhlC 基因敲除菌株。 

PBAD 启动子可以在阿拉伯糖诱导条件下调

控基因的表达强度，因此本研究将 rhlC 基因置

于 PBAD 启动子调控之下，通过不同浓度的阿拉

伯糖诱导控制 rhlC 基因的表达，从而控制双鼠

李糖脂的合成量，获得可产生不同比例单、双

鼠李糖脂的诱导合成菌株。为了验证这一设想

的可行性，首先构建了 PBAD-rhlC 基因表达载

体，即以铜绿假单胞菌 PAO1 菌株的基因组为

模板，pHERD_rhlC-F 和 pHERD_rhlC-R 为引

物，PCR 扩增包含完整 rhlC 基因的 DNA 片

段，将该片段回收纯化后与 pHERD20T 质粒分

别用 EcoR I/Hind Ⅲ进行双酶切，连接，转化

E. coli DH5α，利用菌落 PCR 验证和测序分析，

得到过表达载体 prhlC，由于质粒 pHERD20T 具

有阿拉伯糖诱导的 PBAD启动子，因此将 rhlC基

因克隆到 pHERD20T的 PBAD启动子之后，该质

粒中 rhlC 基因的表达受阿拉伯糖的诱导。再利

用 150 mmol/L MgCl2制备铜绿假单胞菌 rhlC 基

因敲除菌株的感受态细胞，通过热激转化将

PBAD-rhlC 基因过表达载体 prhlC 转入到敲除株

的感受态细胞中，在含有庆大霉素的 LB 培养

基上筛选转化子，通过 PCR 验证得到阳性转化

子，从而实现了在诱导菌株中通过质粒表达方

式对 rhlC 基因进行诱导。 
其次，考虑到诱导菌株中存在质粒时需要

在生产过程中添加抗生素，因此本研究通过质

粒 pSW196 将 PBAD-rhlC 基因整合到 rhlC 基因

缺失突变株的染色体上，从而实现了基因的诱

导是在染色体上稳定遗传的，不再需要抗生素

来维持。pSW196 质粒是由具有将目的基因整

合到染色体上的特异性 attB 位点的质粒

mini-CTX lacZ 衍生而来，具有阿拉伯糖诱导

的 PBAD启动子。根据 rhlC基因及两侧的序列设

计引物 minirhlC-F 和 minirhlC-R，用菌株 PAO1
基因组为模板，PCR 扩增 rhlC 基因片段，连接
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到 pSW196 载体 PBAD 启动子之后，得到重组载

体。再根据质粒 mini-CTX lacZ 相关文献中的

实验方法，并用检测引物 (attB2 和 CTX1；
attB4 和 attB5)进行 PCR 验证，根据文献中提供

的经验值片段大小，验证质粒整合在铜绿假单

胞菌染色体 attB 位点[11]。 
所涉及引物见表 2。 

1.3  鼠李糖脂的发酵与提取 
鼠李糖脂的合成：将在 LB 中过夜培养的

铜绿假单胞菌分别以 3%的接种量接种至 MS 培

养基(100 mL 三角瓶：20 mL MS 培养基添加

1.2 g 大豆油作为碳源)，37 ℃、200 r/min 培养

2 d，得到鼠李糖脂发酵种子液。再将种子液

以 6%的接种量接种到新的三角瓶中(250 mL 三

角瓶：50 mL MS 培养基添加 3 g 大豆油)，并添

加不同浓度的阿拉伯糖(0%、0.10%、0.25%、

0.50%、0.75%和 1.00%)，37 ℃、200 r/min 培

养 4 d。 
鼠李糖脂的提取：首先将 15 mL 发酵液倒

入 50 mL 离心管，10 000 r/min离心 10 min；取

10 mL 上清，用 6 mol/L 的 HCl 调至 pH 为 2.0
左右进行酸化，然后加入等体积乙酸乙酯，漩

涡振荡仪振荡 15−20 min 后 8 000 r/min 离心    
10 min；吸出有机相，再次加入 8 mL乙酸乙酯

抽提，合并 2 次抽提的有机相，挥发掉有机相

后获得鼠李糖脂样品。 

1.4  苔黑酚法测定鼠李糖脂浓度 
将鼠李糖脂样品溶解于 10 mL 0.05 mol/L

的 NaHCO3 溶液中，根据样品浓度进行适当稀

释后，取 200 µL稀释样品至干净玻璃试管中，

加 1.8 mL 苔黑酚试剂(0.19%苔黑酚，溶剂为

53%硫酸)。煮沸 20 min，冷却后在 421 nm 下

测定其吸光值，根据鼠李糖标准曲线计算水解

液中鼠李糖的浓度。本研究中利用液相色谱-
质谱仪(liquid chromatograph-mass spectrometer, 
LC-MS)测定 PAO1 等在大豆油为碳源时产生的

单双鼠李糖脂的组成成分，并根据其组分比例计

算其换算系数为 2.3，鼠李糖含量×2.3 即为鼠李

糖脂的浓度[15]。 

1.5  薄层层析法分析鼠李糖脂的组分 
准备溶解于乙酸乙酯的 5 g/L 的鼠李糖脂

样品，毛细管点样于硅胶板上，展开剂为氯

仿 :甲醇 :乙酸=6.5:1.5:0.2，显色剂为 5%的硫

酸乙醇[16]。 

 
表 2  rhlC 基因缺失突变株和互补菌株构建及验证所用引物 
Table 2  Primers used in this study to construct and identify rhlC-deleted mutant and its complementary 
strain 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
rhlCup-F ACGTGGATCCGAGAAGTTTCACTGGAGC 570 
rhlCup-R AGCTCTCGAGTTCGCCAAGGTGTTCCA 
rhlCdown-F AGCTCTCGAGTCGGCGAAACGCATT 493 
rhlCdown-R ACGTAAGCTTCGCCAACTGATGGAAATG 
pHERD_rhlC-F ATCTGATAAGAATTCATGGACCGGATAGACAT 1 095 
pHERD_rhlC-R GCCAGTGCCAAGCTTCGATTCGTTCTACTTCCTCG 
minirhlC-F GGAATTCATCATGGACCGGATAGAC 988 
minirhlC-R CCCCGGGTCGCCGACTAGGCCTTGG 
attB2 GTCGCCGCCGGCGATGC 450 
CTX1 CCTCGTTCCCAGTTTGTTCC 
attB4 CGCCCTATAGTGAGTCG 950 
attB5 CGCCCCAACCTCGCTGG 
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1.6  鼠李糖脂的 HPLC-MS 样品制备 
将鼠李糖脂样品用 0.05 mol/L NaHCO3 溶

液溶解稀释至 500 μg/mL，再与乙腈等体积混

合，使乙腈的终浓度为 50%，经 0.2 μm 滤器过

滤后用于上机检测。 

1.7  鼠李糖脂的表面活性能力测定 
鼠李糖脂表面张力的测定采用表面张力仪

进行测量，并根据苔黑酚法定量溶液中的鼠李

糖脂浓度稀释为 1 g/L 的鼠李糖脂溶液进行测

量，同时将鼠李糖脂样品进行系列稀释，根据

不同浓度鼠李糖脂样品的表面张力值，计算该

样品的临界胶束浓度(CMC)值。鼠李糖脂的乳

化效果使用 E24 乳化系数来表征，取等体积的

1 g/L 鼠李糖脂溶液与大豆油，涡旋振荡 5 min，
静置 24 h 后测定乳化所占总体积的百分比[17]。 

1.8  鼠李糖脂抑菌作用测定 
利用抑菌圈法测定不同阿拉伯糖浓度诱导

条件下所产生的鼠李糖脂的抑菌能力。被测试菌

株为一株革兰氏阴性菌大肠杆菌(Escherichia coli) 
DH5α 和两株革兰氏阳性菌：枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis) A186 和金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus) RN4220。鼠李糖脂浓

度为 1 g/L，挖孔法进行抑菌实验。利用灭菌的

200 μL 枪头宽头在培养基(60 mL LB+40 mL 水

琼脂混菌)表面插入并取出上层水琼脂，再滴

加 50 μL 鼠李糖脂样品(1 g/L)。正置放于 37 ℃
培养箱，过夜培养。 

2  结果与分析 
2.1  不同阿拉伯糖诱导浓度对鼠李糖脂组分

的影响 
鼠李糖脂的合成包括 3 个关键基因 rhlA、

rhlB 和 rhlC，当 rhlC 基因缺失后，菌株只能合

成单鼠李糖脂。因此当将 rhlC 基因置于 PBAD

启动子调控之下的质粒 pRhlC 转入到 rhlC 基因

缺失突变株中，通过不同的阿拉伯糖浓度(0%、

0.10%、0.25%、0.50%、0.75%和 1.00%)诱导

时，由于 rhlC 基因的表达量不同，就可以产生

具有不同单/双鼠李糖脂比例的鼠李糖脂(图 1)。
通过薄层层析分析野生型 PAO1、ΔrhlC 突变

株，以及不同阿拉伯糖浓度诱导条件下获得的

鼠李糖脂样品的组成，结果如图 1 所示，Rf 值

约为 0.9 的斑点是单鼠李糖脂，Rf 值约为 0.6 的

斑点是双鼠李糖脂[18]，在野生型菌株 PAO1 中

以双鼠李糖脂为主(右一)，而在 ΔrhlC 突变株

中只产生单鼠李糖脂(左一)，随着阿拉伯糖诱

导浓度的增加，0%、0.10%、0.25%、0.50%、

0.75%和 1.00% (左二到右二)，单鼠李糖脂的占

比逐渐减少。并且在诱导浓度为 0%时(即未诱

导时)，由于质粒的本底表达，因此产生的鼠

李糖脂样品中也出现了少量的双鼠李糖脂，而

当阿拉伯糖的诱导浓度≥0.25%时，产生的鼠李

糖脂样品以双鼠李糖脂为主。 

2.2  鼠李糖脂可控菌株合成的单、双鼠李

糖脂的表面性能测定 
鼠李糖脂为一种阴离子生物表面活性剂，具 

 

 
 
图 1  野生型菌株 PAO1、∆rhlC 突变株以及在不

同阿拉伯糖诱导浓度下∆rhlC 突变株回补菌株合

成的鼠李糖脂的薄层层析分析  
Figure 1  Thin-layer chromatographic analysis of 
rhamnolipids synthesized by wild-type strain PAO1, 
∆rhlC mutant strain and complemented strains 
induced by different arabinose concentrations.  
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有表面活性剂的所有表面活性表征。表面活性

剂的水溶液，当其浓度达到一定阈值时，溶液

的物理化学性能即发生突变，该浓度阈值即被

称为表面活性剂的临界胶束浓度(CMC)。表面

活性剂稀溶液随浓度增加，表面张力急剧降

低，当达到 CMC 值后，再增加浓度，表面张

力不再改变或改变很小。根据这一特性测量

50−500 mg/L 一系列浓度梯度的不同诱导条件

下的鼠李糖脂样品，结果如表 4 所示，鼠李糖

脂的 CMC 值约为 28−39 mg/L，而已知化学表

面活性剂的 SDS、SDBS 和油酸钠的 CMC 值分

别为 2 200、488、365 mg/L。可见，鼠李糖脂

的 CMC 值是远低于化学表面活性剂的，较低

浓度的鼠李糖脂即可很好地改变溶液的表面性

能。在阿拉伯糖诱导条件下，回补菌株的双鼠

李糖脂比例逐渐增加，鼠李糖脂水溶液的 CMC
值和表面张力呈现出增加的趋势，乳化能力呈

现出降低的趋势(表 3)，而未经阿拉伯糖诱导的

回补菌株表现出相对较低的表面张力、CMC 值

和相对较强的乳化性能。乳化能力是表征表面

活性剂表面活性的另一个指标，已有研究表

明，鼠李糖脂的乳化性能受到自身浓度以及结

构组成的双重影响。本研究采用 500 mg/L 的鼠

李糖脂测定其乳化性能，该浓度远远大于 

 
表 3  鼠李糖脂性能测定结果 
Table 3  The properties of rhamnolipids 
RLs from 
strain 

Surface tension 
(mN/m) 

CMC 
(mg/L) 

Emulsifying 
activity 

ΔrhlC 30.3 30.1 70.8 
0% ara 31.1 27.9 84.2 
0.10% ara 31.8 31.6 75.0 
0.25% ara 31.8 35.1 57.1 
0.50% ara 32.4 36.5 57.1 
0.75% ara 33.7 34.5 54.6 
1.00% ara 36.1 39.1 54.2 
PAO1 32.4 37.5 55.4 

样品的 CMC 值，以排除浓度带来的影响。由此

推测，含有少量双鼠李糖脂的单鼠李糖脂具有

更好的表面性能。 

2.3  鼠李糖脂可控菌株合成的单、双鼠李

糖脂的抑菌能力测定 
鼠李糖脂样品的抑菌能力是根据其抑菌圈

的大小来判断的。本研究选用大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌作为测试菌，分别

测定野生型菌株 PAO1、rhlC 基因缺失突变株

和 0%、0.10%、1.00%阿拉伯糖诱导条件下产

生的鼠李糖脂的抑菌能力。结果如表 4 所示，

鼠李糖脂样品对于革兰氏阴性菌大肠杆菌无抑

菌效果，而对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌和

枯草芽孢杆菌则表现出了较好的抑菌效果。 
通常根据抑菌圈的直径大小来判断鼠李糖

脂的抑菌效果，抑菌圈直径越大说明被测试菌

株对鼠李糖脂越敏感：抑菌圈直径>15 mm 为高

度敏感；10−15 mm 为中度敏感；<10 mm 为低

度敏感；无抑菌圈则为不敏感[19]。0.10%阿拉

伯糖诱导的菌株产生的鼠李糖脂表现出最佳的

抑菌效果，枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌都

表现出了对其高度的敏感性。但是随着阿拉伯 
 
表 4  鼠李糖脂的抑菌能力 
Table 4  Antibacterial activity of rhamnolipids 
Rhamnolipids 
(RLs) 

Inhibition 
zone of  
S.a (mm) 

Inhibition 
zone of 
B.s (mm) 

Inhibition 
zone of 
E.c (mm) 

RLs from strain 
ΔrhlC 

17.5 14.5 0.0 

RLs from strain 
0% ara 

15.0 13.5 0.0 

RLs from strain 
0.1% ara 

18.0 15.8 0.0 

RLs from strain 
1% ara 

11.5 10.0 0.0 

RLs from strain 
PAO1 

10.2 9.0 0.0 

S.a stands for Staphylococcus aureus, B.s stands for Bacillus 
subtilis, E.c stands for Escherichia coli. 
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糖浓度的进一步增加，产生的鼠李糖脂的抑菌效

果逐渐减弱。已有的研究表明，单鼠李糖脂因为

具有较高的疏水性、较低的临界胶束浓度(CMC)
和较低的亲水 -亲油平衡 (hydrophilic lipophilic 
balance, HLB)，能够更有效地阻碍细菌的相互作

用，从而表现出更好的抑菌能力[10]，但 0.10%阿

拉伯糖诱导产生的带有微量双鼠李糖脂的结果

优于纯单鼠李糖脂，再一次验证了鼠李糖脂中的

单/双鼠李糖脂比例对其应用的重要性，并且作为

一种有效且环保的杀菌剂，具有适宜的单双鼠李

糖脂比例的鼠李糖脂也更具有竞争力。 

2.4  鼠李糖脂可控菌株合成的单、双鼠李

糖脂组分的 HPLC-MS 分析 
通过薄层层析结果(图1)只能定性地鉴定出

单、双鼠李糖脂，因此本研究进一步通过

HPLC-MS 分析了不同鼠李糖脂样品的具体组

分，用 0.75%和 0%阿拉伯糖诱导浓度产生的鼠

李糖脂样品分别代表多双鼠李糖脂样品和多单

鼠李糖脂样品，与野生型 PAO1 和 rhlC 基因缺

失株产生的鼠李糖脂进行对比。结果如表 5 所 
 

 
表 5  鼠李糖脂的 HPLC-MS 结果 
Table 5  The HPLC-MS results of rhamnolipids 
Rhamnolipid  Retention 

time (min)  
Pseudo-molecular 
ion 

 Relative abundance (%) 
 WT ΔrhlC 0% 0.10% 0.75% 

<mono-RLs>         
Rha-C8-C8 10.84  447  0.03  0.10  ND  0.04 ND  
Rha-C8 12.49  305  0.02  0.07  ND  0.07 ND  
Rha-C8-C10 
Rha-C10-C8 

12.48  475  0.65  3.52  3.69  5.01 1.49  

Rha-C10 13.84  333  0.22  2.35  ND  0.45 ND  
Rha-C10-C10 13.92  503  14.59  76.20  69.90  66.60 32.61  
Rha-C10-C12:1  
Rha-C12:1-C10  

14.96  529  1.92  6.11  7.33  6.12 1.64 

Rha-C12 15.42  361  0.00  0.02  ND  0.29 ND  
Rha-C12-C10 
Rha-C10-C12 

15.43  531  0.65  11.63  12.08  10.23 2.40  

<di-RLs>         
Rha-Rha-C8-C8 10.70  593  0.17  ND ND ND ND 
Rha-Rha-C8-C10 
Rha-Rha-C10-C8 

12.04  621  3.61  ND 0.18 0.68 2.19 

Rha-Rha-C8-C12:1 
Rha-Rha-C12:1-C8 

12.74 647  0.97  ND 0.03 ND 0.36 

Rha-Rha-C10-C10 13.01  649  53.54  ND 5.98 3.88 52.89 
Rha-Rha-C10 13.24  479  0.03  ND ND 2.42 ND 
Rha-Rha-C12:1 13.91  505  0.61  ND ND ND ND 
Rha-Rha-C12:1-C10 14.13  675  8.33  ND ND ND ND 
Rha-Rha-C12-C10 
Rha-Rha-C10-C12 

14.45  677  12.66  ND 0.80 3.87 6.33 

Rha-Rha-C12:1-C12 
Rha-Rha-C10- C14:1 

15.05  703  1.09  ND ND ND ND 

Rha-Rha-C12-C12 15.62  705  0.88  ND ND ND ND 
Rha-Rha-C12 16.23  507  0.04  ND ND 0.31 ND 

<Ratio of mono-RLs to di-RLs>    15:68 100:0 93:7 89:11 21:34 
ND stands for not detected. 
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示，根据已有文献报道的不同鼠李糖脂组分的

质荷比[16]，本研究在野生型菌株 PAO1 合成的

鼠李糖脂样品中共鉴定出多达 19 种鼠李糖脂同

系物，并利用峰面积归一化法分析鼠李糖脂同

系物的相对丰度。 
其中野生型 PAO1 和 0.75%阿拉伯糖诱导

产生的鼠李糖脂主要为双鼠李糖脂，尤其是

Rha-Rha-C10-C10 的鼠李糖脂，相对丰度最高，

均大于 52%，∆rhlC 突变株合成的鼠李糖脂全

部为单鼠李糖脂，其中相对含量最高的一类为

Rha-C10-C10，达到 76.20%，回补菌株在 0%、

0.10%和 0.75%的阿拉伯糖浓度诱导条件下，

合成的鼠李糖脂同系物仍以 C10-C10为主，双鼠

李糖脂合成量逐渐增加，单鼠李糖脂所占比例

逐渐降低，但同系物的种类较 PAO1 明显减少，

更有利于产品的纯化。 

2.5  染色体上回补表达 rhlC 基因对单、双

鼠李糖脂合成的影响 
利用不同浓度的阿拉伯糖诱导质粒表达的

rhlC 基因虽然可以合成不同比例的单、双鼠李

糖脂，但在生产过程中需要添加抗生素以维持

质粒的稳定性。因此本研究随后又利用 pSW196
质粒构建了在染色体上诱导表达 rhlC 基因用于

合成单、双鼠李糖脂。构建原理为利用 pSW196
载体上的 attP 位点与 pFLP2 载体上表达的针对

FRT 位点的同源重组酶，分别前后进行 2 次同

源重组，在 rhlC 突变株的基因组 attB 位点上插

入可用 PBAD 诱导表达的 rhlC，原理如图 2 所

示，并利用 attB2 和 CTX1、attB4 和 attB5 引物

对两次同源重组结果分别进行 PCR 验证(表 2)，
得 到 ΔrhlC 突 变 株 的 染 色 体 回 补 菌 株

ΔrhlC/attB::rhlC。 

 

 
 
图 2  ΔrhlC/attB::rhlC 突变株构建示意图 
Figure 2  Schematic diagram of the construction of mutant strain ΔrhlC/attB::rhlC. The rhlC gene with a 
PBAD promoter was inserted into the attB site of the chromosome of strain PAO1. 
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利用 0%、0.10%、0.25%、0.50%、0.75%
和 1.00%阿拉伯糖浓度来诱导 ΔrhlC/attB::rhlC
菌株，并利用薄层层析来验证其产物中单双鼠

李糖脂的比例(图 3)。从图 3 可以看出，随着阿

拉伯糖浓度的增加，单双鼠李糖脂的比例与用

质粒回补 rhlC 时具有相同的趋势，即双鼠李糖

脂占比逐渐变大，证明在染色体上回补 rhlC 基

因同样可以获得需要的单双鼠李糖脂比例。而

且与利用质粒进行回补相比更具有优势的是，

利用染色体进行回补时，诱导体系中可以不使

用抗生素，进而在实际应用中减少生产成本和

避免环境污染。  

2.6  不同鼠李糖脂组分对其乳化性能的影

响及鼠李糖脂产量测定 
从上述质粒诱导的各项性能可以看出，利

用阿拉伯糖诱导时，其乳化性能的差别较大，

所以将染色体诱导菌株产生的鼠李糖脂的乳化

性能与质粒诱导菌株产生的鼠李糖脂的乳化性 
 

 
 
图 3  在不同浓度阿拉伯糖诱导条件下 ΔrhlC 突

变株染色体回补菌株合成的鼠李糖脂的薄层层析

分析  
Figure  3  Thin-layer chromatographic analysis of 
rhamnolipids synthesized by strains complementing 
the rhlC gene at the attB site under induction using 
varying arabinose concentrations. 

能进行比较(图 4)。发现两者趋势基本一致，

均为诱导浓度 0%时的乳化效果最佳，且随着

诱导浓度的增加，乳化性能下降。同时对两种

方式的诱导菌株与野生型菌株 PAO1 的单、双

鼠李糖脂产量进行了比较(图 5)，发现在染色体

上回补的可诱导菌株的产量略低于利用质粒回

补诱导的菌株，这可能是由于在抗生素的选择

压力下，铜绿假单胞菌倾向于产生更多鼠李糖 
 

 
 
图 4  鼠李糖脂乳化性能比较 
Figure 4  Comparison of emulsifying properties of 
rhamnolipids.  
 

 
 
图 5  发酵液中的鼠李糖脂浓度 
Figure 5  The concentration of rhamnosolipids in 
the fermentation broth. t-test of unpaired unequal 
variance was performed for testing differences 
between groups. *: P<0.05.  
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脂来保护自身。并且随着阿拉伯糖诱导浓度

(≤1%)的增加，诱导菌株鼠李糖脂的产量有所

降低，说明阿拉伯糖浓度对于菌体生长代谢也

有一定的影响，但是诱导菌株的鼠李糖脂的产

量都高于野生型 PAO1 菌株的产量，证明了其

在可以产生不同单双比例鼠李糖脂的同时具有

更好的应用开发前景。 

3  讨论与结论 
鼠李糖脂作为一类具有许多潜在应用的生

物表面活性剂，在近几年引起了广泛的关注。

同时，随着对鼠李糖脂的不断探索，其可应用

的领域愈发广泛，例如研究表明鼠李糖脂对白

血病、宫颈癌、乳腺癌和膀胱癌细胞具有细胞

毒性，可以起到一定的抗癌抗肿瘤功效，在医

学发展抗癌药物时具有重要地位[20-21]。鼠李糖

脂还可以在一定程度上抑制乳制品中生物被膜

的形成，从而延长乳制品的保质期[22]。鼠李糖

脂还具有免疫调节活性，可以使动物无法在体

内分泌促炎因子，同时因为鼠李糖脂本身具有

十分稳定的化学性质，使其可以合成用于药物

递送的纳米颗粒[23]。 
利用铜绿假单胞菌生产的鼠李糖脂往往含

有不同比例的单双鼠李糖脂，并且该比例受到

来自菌株和培养条件的双重控制，不同的生产

菌株以及多样的生产条件会影响鼠李糖脂的成

分和结构，例如，在同样使用甘油作为碳源培

养时，P. aeruginosa MN1 产生的鼠李糖脂的单

双比例为 76.48:23.52，而 P. aeruginosa GL1 则

为 69:31[24]；不同的碳源和氧气供应也会影响

鼠李糖脂产品的结构和组成[25]。因此目前调控

铜绿假单胞菌合成特定比例的单双鼠李糖脂产

品基本都选择了利用不同的菌株或者使用多种

培养条件，还有一些研究利用薄层层析分离再

提纯的方法。但是不同的菌株产生的鼠李糖脂

的同系物的种类有所不同，而脂肪酸链的差异

对性能的影响也十分显著，所以利用不同菌的

鼠李糖脂来代表不同比例进行研究，有一定的

局限性[26]。本研究在野生型菌株 PAO1 的基础

上敲除第 2 个鼠李糖基转移酶 RhlC，从而获得

单一合成单鼠李糖脂的突变菌株。通过将 rhlC
基因置于阿拉伯糖启动子调控下发现，不同的

诱导浓度可以形成不同比例的单双鼠李糖脂，

并且其组成也更接近于 rhlC 基因突变株所产生

的鼠李糖脂，鼠李糖脂同系物的种类远远低于

野生型菌株。这不仅可以控制单双鼠李糖脂的

比例，也能更好地反映单、双鼠李糖脂对表面

性能的影响，排除了菌株的影响，同时也简化

了生产步骤，从而在实际使用过程中具有可选

择性。 
0%和 0.10%阿拉伯糖诱导时，回补菌株仅

产生少量的双鼠李糖脂，但其表面活性和抑菌

效果均优于纯单鼠李糖脂，说明了少量的双鼠

李糖脂组分可以提升其性能。其中 0%阿拉伯

糖的诱导产生的鼠李糖脂表现出了更好的表面

活性能力，而 0.10%诱导的则表现出了更优的

抑菌能力，所以探索最佳的单双鼠李糖脂比

例，以便突出鼠李糖脂的某一种特性，使其能

更有效地应用于不同领域。同时，为了排除质

粒带来的抗生素的干扰，利用铜绿假单胞菌基

因组上的 attB 位点将 PBAD-rhlC 基因整合到染

色体上，在不同阿拉伯糖浓度诱导下，同样可

以合成单、双鼠李糖脂，并且不需要使用抗生

素，产量也无较大影响，不仅节省了成本，而

且减少了环境污染。诱导菌株在能达到产生不

同比例单双鼠李糖脂的预期的同时，其鼠李糖脂

的产量也优于野生型铜绿假单胞菌 PAO1，使其

在实际应用中具有更大的价值。 
本研究的结果将为特定比例的鼠李糖脂的

生产调控和应用选择提供启示和指导，在实际生
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产使用中，可以尝试不同的诱导表达载体，结合

不同的鼠李糖脂生产株或者培养条件，得到不同

单双鼠李糖脂比例的鼠李糖脂同系物产品。 
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