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野生型天然 rhlC基因缺失菌株铜绿假单胞A39-1的鼠李糖脂产物
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摘　要： 为了探究铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa ）A39-1菌株以不同碳源发酵所得鼠李糖脂抑菌活

性及结构组成，解析铜绿假单胞菌A39-1鼠李糖脂生物合成路径。利用牛津杯法检测鼠李糖脂对常见病原

菌的抑菌活性，采用液相色谱-质谱联用技术（LC-MS）检测与分析鼠李糖脂样品的同系物组成，通过第二代

测序技术（Illumina Hiseq）和第三代单分子测序技术（PacBio）测定和组装铜绿假单胞菌A39-1的全基因组序

列，注释分析鼠李糖脂合成相关基因。结果显示，菌株A39-1以甘油、葡萄糖、葵花籽油、菜籽油和调和油作

为唯一碳源发酵生产的鼠李糖脂具有抑菌活性；LC-MS检测为 4种单糖单脂（Rha-C8∶2、Rha-C9∶2、Rha-C11∶2和

Rha-C10）和 4种单糖双脂（Rha-C6∶1-C6∶1、Rha-C12∶1-C12∶1、Rha-C12-C14和Rha-C14∶2-C14∶2），Rha-C11：2为主要结构；

基因组预测到 algC、rmlA、rmlB、rmlC、rmlD、rhlA、rhlB相关鼠李糖脂合成基因，缺失编码合成双鼠李糖脂的

鼠李糖基转移酶Ⅱ基因 rhlC。研究表明，铜绿假单胞菌A39-1为野生型天然 rhlC基因缺失株，以不同碳源发

酵均能专一性产生单鼠李糖脂，且该单鼠李糖脂具有抑菌活性。本研究探索单鼠李糖脂抑菌活性，解析其组

成结构及生物合成路径，为开发水生动物疾病新型绿色防控药物提供新思路。
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水产养殖是中国养殖业的支柱产业之一，集

约化养殖模式有效提升了水产品产量，但同时也

带来了病害多发、产品品质下降和水体负担加重

等问题［1］。抗生素在治疗与预防水生动物疾病方

面使用普遍，但抗生素的不合理使用极易导致养

殖水环境污染和水产品药物残留等问题，引发多

重耐药风险，影响水产养殖可持续性健康发展。

因此，寻找安全高效且环境友好的抗菌药物成为

新的研究热点。

生物表面活性剂是植物或微生物通过自身

代谢分泌的两亲性分子，同时具有亲水和疏水基

团，有乳化、低毒、稳定性高、易降解和生物相容

性好等特点。根据亲水基团的差异，生物表面活

性剂可以划分为磷脂类、糖脂类、脂肽类、脂肪酸

类、多糖-蛋白复合物等［2］。在糖脂类生物表面活

性剂中，鼠李糖脂因具有高表面活性、无毒易降

解、金属螯合、广谱抗菌等特性而被广泛应用于

环境污染修复、农业生产、石油工业、生物制药及

化妆品生产等领域［3-6］。

已发现多种细菌都能产生鼠李糖脂，如伯克

氏 菌 属 （Burkholderia） 、假 单 胞 菌 属

（Pseudomonas）、肠杆菌属（Enterobacte）、希瓦氏

菌 属 （Shewanella） 、 四 联 球 菌 属

（Tetragenococcus）等，部分真菌也能产生鼠李糖

脂［7］。 目 前 ，铜 绿 假 单 胞 菌（Pseudomonas 

aeruginosa）是鼠李糖脂的主要生产菌，模式菌株

铜绿假单胞菌 PAO1 的全基因组测序于 2000 年

完成［8］。铜绿假单胞菌能够利用甘油、葡萄糖等
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亲水性碳源以及油脂、烷烃、原油等疏水性碳源

发酵产生鼠李糖脂，其中甘油被认为是高产鼠

李糖脂的优势碳源［9］，葡萄糖则是鼠李糖脂合成

的直接底物［10］。目前，已有诸多关于利用废油

脂、含糖废弃物、废塑料等废弃碳资源生产鼠李

糖脂的研究报道，多聚焦于资源再利用和鼠李

糖脂产量提升，而缺乏所产鼠李糖脂组分的报

道［11-12］。鼠李糖脂由一类同系物组成，如单糖单

脂（Rha-Cn）、单糖双脂（Rha-Cn-Cm）、双糖单脂

（Rha2-Cn）、双糖双脂（Rha2-Cn-Cm）等。据报

道，鼠李糖脂同系物的组成及分布不同会影响

乳化和抗菌性能［13］。而菌种、碳源种类、培养条

件和分离方法，都可能导致鼠李糖脂成分的多

样性［14］。现有技术中，主要采用比色法、色谱法

与质谱联用技术对鼠李糖脂进行定性定量检

测。数据显示，已鉴定出超过 60 种鼠李糖脂同

源物和同系物［15］。研究［16-17］表明双鼠李糖脂具

有更好的细胞相容性和生物降解速率，单鼠李

糖脂具有更优的表面活性和抑菌性能，有巨大

的研究价值和开发为水产新型抗菌制剂的潜

力。

本课题组前期从餐厨油污土壤中分离得到

的鼠李糖脂产生菌株，鉴定并命名为铜绿假单胞

菌 A39-1。以铜绿假单胞菌 A39-1 为发酵菌株，

探究其发酵不同碳源所得鼠李糖脂的抑菌活性，

通过液相色谱-质谱联用技术检测鼠李糖脂结构

组成，并通过全基因组测序分析其合成鼠李糖脂

所涉及的功能基因、关键酶及调控机制，为后续

鼠李糖脂应用开发提供科学数据。

1　材料与方法

1. 1　菌株来源

铜绿假单胞菌 A39-1 为本课题组前期从餐

厨油污土壤中分离筛选，经鉴定后将菌株保存于

-80 ℃ 超 低 温 冰 箱 。 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Staphylococcus aureus，Sa）、副溶血弧菌（Vibrio 

parahaemolyticus，Vp）、哈 维 氏 弧 菌（Vibrio 

harveyi，Vh）、荧 光 假 单 胞 菌（Pseudomonas 

fluorescens，Pf）和 产 气 荚 膜 梭 菌（Clostridium 

perfringens，Cp）均由上海海洋大学国家水生动物

病原库提供。

1. 2　主要试剂及仪器

LB 液体培养基：蛋白胨 10 g，酵母膏 5 g，

NaCl 10 g，加蒸馏水定容至1 L，调节pH为7.0，固

体培养基中添加琼脂粉20 g，121 ℃灭菌20 min。

发酵培养基：甘油/葡萄糖/葵花籽油/菜籽油/

大豆油/调和油/煤油 20 g，NaNO3 6 g，KH2PO4 

0.7 g，Na2HPO4·12H2O 0.9 g，CaCl2·2H2O 0.1 g，

MgSO4·7H2O 0.4 g，微量元素溶液 2 mL［FeSO4·

7H2O 2 g/L，MnSO4·H2O 1.5 g/L，（NH4）6Mo7O24·

4H2O 0.75 g/L］，加蒸馏水定容至 1 L，调节 pH 为

7.0，121 ℃灭菌20 min。

MIR-553 型 电 热 恒 温 培 养 箱 ，SANYO；

ZQLY-180 型振荡培养箱，上海知楚仪器有限公

司 ；Centrifuge 5430R 型 高 速 冷 冻 离 心 机 ，

Eppendorf；MSQ PLUS/U3000 型液相色谱-质谱

联用仪，Thermo Fisher。

1. 3　方法

1. 3. 1　菌株活化

在LB液体培养基中加入铜绿假单胞菌A39-
1的甘油保藏液（体积分数为1%），于37 ℃、180 r/

min下培养 18 h，对其进行活化。将 5种病原菌分

别接种于LB液体培养基中（体积分数为 1%），于

30 ℃、180 r/min培养20 h。

1. 3. 2　鼠李糖脂的发酵与提取

制备并高压灭菌以甘油、葡萄糖、葵花籽油、

菜籽油、大豆油、调和油、煤油为唯一碳源的发酵

培养基。将活化好的菌液分别接种至含不同碳

源的发酵培养基中，接种体积分数为 2%，37 ℃、

180 r/min连续发酵培养 144 h，每种碳源设置 3组

平行。

将菌液于室温、4 000 r/min 下离心 20 min 去

除菌体，上清液经 0.45 µm滤膜过滤。用 6 mol/L

盐酸调节上清液pH至2.0，于4 ℃冰箱中静置4 h。

上清液与等体积萃取剂［V（氯仿）∶V（甲醇）=2∶1］

振荡混匀，于分液漏斗中静置 12 h，取下层有机

相，置于 70 ℃恒温水浴锅中挥发，出现棕黄色固

体后于 60 ℃条件下干燥得到粗品，经研磨粉碎

得到鼠李糖脂精制样品［18］，用适量碳酸氢钠溶液

（pH=8.3）溶解，即得到鼠李糖脂溶液。

1. 3. 3　鼠李糖脂平板抑菌实验

取 200 µL浓度为 106 CFU/mL的金黄色葡萄

球菌、副溶血弧菌、哈维氏弧菌、荧光假单胞菌、

产气荚膜梭菌菌液分别均匀涂抹于LB固体培养

基上；用无菌镊子在每个平板上放 8个牛津杯，分

别吸取 100 µL 以不同碳源发酵生产的鼠李糖脂
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溶液加入到各牛津杯中，对照组加等量的碳酸氢

钠溶液，于 30 ℃下培养 24 h后，观察抑菌圈形成

情况，每组实验设置3个平行。

1. 3. 4　鼠李糖脂和抗生素对病原菌最小抑菌浓

度（MIC）对比

采用倍比稀释法，设置鼠李糖脂终浓度为

1 000、500、250、125、62.50、31.25、15.63、7.80、

3.91、1.95 mg/L，于 24 孔板分别检测其对金黄色

葡萄球菌、副溶血弧菌、哈维氏弧菌、荧光假单胞

菌、产气荚膜梭菌的最小抑菌浓度（Minimal 

inhibit concentration， MIC）。同时设置阳性对照

与阴性对照，于 30 ℃下培养 24 h 后进行观察并

记录，每个实验设置3组平行。

将 4种抗生素（恩拉霉素、硫酸黏菌素、土霉

素钙、速达肥）溶于无菌水经 0.22 µm 滤膜除菌

后，以上述方法检测其对病原菌的MIC。

1. 3. 5　液相色谱-质谱联用分析（LC-MS）

参考 DÉZIEL 等［19］的方法，以乙腈水溶液溶

解鼠李糖脂标准品与样品，采用 Thermo Fisher 

MSQ PLUS/U3000 型液相色谱 -质谱联用仪检

测，色谱柱型号为 AcclaimTM 120 C1，实验条件及

洗脱条件见表1。

1. 3. 6　铜绿假单胞菌A39-1全基因组测序分析

按照细菌基因组 DNA提取试剂盒说明书提

取铜绿假单胞菌A39-1基因组DNA， 通过琼脂糖

电泳和核酸蛋白测定仪检测基因组的纯度、浓度

及完整性，将检验合格的DNA样品送至上海派森

诺生物科技有限公司，通过 Illumina 测序平台和

PacBio平台进行全基因组测序和拼接组装，对铜

绿假单胞菌A39-1的全基因组序列进行生物信息

学分析，重点预测鼠李糖脂合成及调控基因。

2　结果

2. 1　菌株A39-1发酵不同碳源生产的鼠李糖脂

对病原菌抑菌活性

采用牛津杯法检测铜绿假单胞菌 A39-1 分

别以 7种碳源发酵生产的鼠李糖脂对 5种病原菌

的抑菌活性（图 1）。菌株 A39-1 在以甘油、葡萄

糖、葵花籽油和菜籽油作为发酵碳源时，其生产

的鼠李糖脂对金黄色葡萄球菌、副溶血弧菌、哈

维氏弧菌、荧光假单胞菌、产气荚膜梭菌都具有

抑制效果；当以调和油为发酵碳源时，其生产的

鼠李糖脂对除金黄色葡萄球菌外的其他 4种病原

菌具有抑制效果；而以煤油和大豆油为发酵碳源

时，其生产的鼠李糖脂对 5种病原菌均没有抑制

效果。根据本实验结果，菌株 A39-1在以甘油作

为唯一碳源发酵生产的鼠李糖脂对 5种病原菌的

抑制效果优于以其他碳源发酵生产的鼠李糖

脂。

2. 2　最小抑菌浓度（MIC）测定

试验测定铜绿假单胞菌 A39-1 以甘油发酵

的鼠李糖脂对 5 种病原菌的 MIC，并与常见的 4

种抗生素药物（恩拉霉素、硫酸黏菌素、土霉素

钙、速达肥）进行对比。鼠李糖脂对金黄色葡萄

球菌的 MIC 为 15.63 mg/L；对产气荚膜梭菌的

MIC 为 3.91 mg/L；对副溶血弧菌、哈维氏弧菌和

荧光假单胞菌的MIC为7.80 mg/L（表2）。

在实验测定范围内，恩拉霉素对金黄色葡萄

球菌的 MIC 为 31.25 mg/L；对产气荚膜梭菌的

MIC 为 62.50 mg/L；对副溶血弧菌和哈维氏弧菌

的MIC为 250 mg/L（表 3）。硫酸黏菌素对产气荚

膜梭菌的MIC为 62.50 mg/L（表 4）。土霉素钙对

金黄色葡萄球菌的 MIC为 15.63 mg/L；对产气荚

膜梭菌的 MIC 为 7.80 mg/L；对荧光假单胞菌的

MIC 为 3.91 mg/L（表 5）。速达肥对金黄色葡萄

球菌、哈维氏弧菌和荧光假单胞菌的 MIC 为

1.95 mg/L；对产气荚膜梭菌和副溶血弧菌的MIC

为3.91 mg/L（表6）。

表1　LC-MS检测条件
Tab. 1　LC-MS detection conditions

条件 Condition

实验条件
Experiment condition

洗脱条件
Elution requirement

项目 Content

柱温

检测模式

检测波长

采集范围

95%超纯水

5%~90%乙腈

5%乙腈

参数 Parameter

25 ℃

负离子模式

254 nm

100~1 000 m/z

1 min

12 min

8 min
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1. 碳酸氢钠溶液；2. 调和油；3. 大豆油；4. 菜籽油；5. 葵花籽油；6. 葡萄糖；7. 煤油；8. 甘油。
1. Sodium bicarbonate solution； 2. Blend oil； 3. Soybean oil ； 4.  Canola oil ； 5. Sunflower oil ； 6.  Glucose ； 7.  Kerosene ； 8. Glycerinum.

图1　菌株A39-1发酵不同碳源生产的鼠李糖脂对病原菌的抑制作用
Fig. 1　Inhibitory effect of rhamnolipid produced by P.  aeruginosa A39-1 with

different carbon sources on pathogenic bacteria

表2　鼠李糖脂对5种病原菌最小抑菌浓度
Tab. 2　MIC of rhamnolipid on five pathogens

菌株
Strain

Sa

Cp

Vp

Vh

Pf

鼠李糖脂浓度 Rhamnolipid concentration/（mg/L）

1 000

-

-

-

-

-

500

-

-

-

-

-

250

-

-

-

-

-

125

-

-

-

-

-

62.50

-

-

-

-

-

31.25

-

-

-

-

-

15.63

-

-

-

-

-

7.80

+

-

-

-

-

3.91

+

-

+

+

+

1.95

+

+

+

+

+

0

+

+

+

+

+

CON

-

-

-

-

-

注：“+”表示培养基出现浑浊，有目标菌株生长；“-”表示培养基澄清，无目标菌株生长。

Notes： “+” indicates that the medium is turbid and the target strain is growing； “-” indicates that the medium is clear and the target strain is 
not increasing.

表3　恩拉霉素对5种病原菌最小抑菌浓度
Tab. 3　MIC of enramycin on five pathogens

菌株
Strain

Sa

Cp

Vp

Vh

Pf

恩拉霉素含量 Enramycin concentration/（mg/L）

1 000

-

-

-

-

+

500

-

-

-

-

+

250

-

-

-

-

+

125

-

-

+

+

+

62.50

-

-

+

+

+

31.25

-

+

+

+

+

15.63

+

+

+

+

+

7.80

+

+

+

+

+

3.91

+

+

+

+

+

1.95

+

+

+

+

+

0

+

+

+

+

+

CON

-

-

-

-

-

注：“+”表示培养基出现浑浊，有目标菌株生长；“-”表示培养基澄清，无目标菌株生长。

Notes： “+” indicates that the medium is turbid and the target strain is growing； “-” indicates that the medium is clear and the target strain is 
not increasing.
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2. 3　液相色谱-质谱分析（LC-MS）

利用液相色谱串联质谱法对铜绿假单胞菌

A39-1分别以甘油、葡萄糖和葵花籽油为唯一碳

源发酵生产的鼠李糖脂进行检测。由色谱图可

以看出，在同一色谱条件下， 3 种鼠李糖脂的色

谱主峰出峰时间一致（图 2），但同一出峰时间质

谱图却不相同（图 3），即鼠李糖脂同系物结构不

同。

按照糖环与脂肪酸链的构成比例，鼠李糖脂

可划分为单糖双脂、双糖单脂、双糖双脂和单糖

单脂 4种结构。根据各质谱图中离子的质荷比、

元素组成计算及现有文献研究［15， 20］，确定了 3 种

鼠李糖脂样品中的同系物组分及结构（表 7）。铜

绿假单胞菌A39-1以甘油发酵生产的鼠李糖脂中

共检测到 8 种同系物，其中包括 4 种单糖单脂

（Rha-C8∶2、Rha-C9∶2、Rha-C11∶2、Rha-C10）和4种单糖

双 脂（Rha-C6∶1-C6∶1、Rha-C12∶1-C12∶1、Rha-C12-C14、

Rha-C14∶2-C14∶2），Rha-C11∶2 为主要结构；在以葡萄

糖发酵生产的鼠李糖脂中共检测到 5种同系物，

包括 3 种单糖单脂（Rha-C9∶2、Rha-C10、Rha-C12∶1）

和 2种单糖双脂（Rha-C10-C10∶2、Rha-C12-C14），Rha-
C10为主要结构；在以葵花籽油发酵生产的鼠李糖

表4　硫酸黏菌素对5种病原菌最小抑菌浓度
Tab. 4　MIC of colistin sulfate on five pathogens

菌株
Strain

Sa

Cp

Vp

Vh

Pf

硫酸黏菌素含量 Colistin sulfate concentration/（mg/L）

1 000

+

-

+

+

+

500

+

-

+

+

+

250

+

-

+

+

+

125

+

-

+

+

+

62.50

+

-

+

+

+

31.25

+

+

+

+

+

15.63

+

+

+

+

+

7.80

+

+

+

+

+

3.91

+

+

+

+

+

1.95

+

+

+

+

+

0

+

+

+

+

+

CON

-

-

-

-

-

注：“+”表示培养基出现浑浊，有目标菌株生长；“-”表示培养基澄清，无目标菌株生长。

Notes： “+” indicates that the medium is turbid and the target strain is growing； “-” indicates that the medium is clear and the target strain is 
not increasing.

表5　土霉素钙对5种病原菌最小抑菌浓度
Tab. 5　MIC of oxytetracycline calcium on five pathogens

菌株
Strain

Sa

Cp

Vp

Vh

Pf

土霉素钙含量 Oxytetracycline calcium concentration/（mg/L）

1 000

-

-

+

+

-

500

-

-

+

+

-

250

-

-

+

+

-

125

-

-

+

+

-

62.50

-

-

+

+

-

31.25

-

-

+

+

-

15.63

-

-

+

+

-

7.80

+

-

+

+

-

3.91

+

+

+

+

-

1.95

+

+

+

+

+

0

+

+

+

+

+

CON

-

-

-

-

-

注：“+”表示培养基出现浑浊，有目标菌株生长；“-”表示培养基澄清，无目标菌株生长。

Notes： “+” indicates that the medium is turbid and the target strain is growing； “-” indicates that the medium is clear and the target strain is 
not increasing.

表6　速达肥对5种病原菌最小抑菌浓度
Tab. 6　MIC of Stafac on five pathogens

菌株
Strain

Sa

Cp

Vp

Vh

Pf

速达肥含量 Stafac concentration/（mg/L）

1 000

-

-

-

-

-

500

-

-

-

-

-

250

-

-

-

-

-

125

-

-

-

-

-

62.50

-

-

-

-

-

31.25

-

-

-

-

-

15.63

-

-

-

-

-

7.80

-

-

-

-

-

3.91

-

-

-

-

-

1.95

-

+

+

-

-

0

+

+

+

+

+

CON

-

-

-

-

-

注：“+”表示培养基出现浑浊，有目标菌株生长；“-”表示培养基澄清，无目标菌株生长。

Notes： “+” indicates that the medium is turbid and the target strain is growing； “-” indicates that the medium is clear and the target strain is 
not increasing.
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脂中检测到 8 种同系物，其中包括 5 种单糖单脂

（Rha-C7∶1、Rha-C11∶2、Rha-C12∶1、Rha-C14∶2、Rha-

C16∶1）和 3种单糖双脂（Rha-C6-C6、Rha-C8-C8、Rha-

C8∶1-C10∶1），Rha-C7∶1为主要结构。

2. 4　铜绿假单胞菌A39-1全基因组结构

铜绿假单胞菌 A39-1 基因组序列总长为

6 374 121 bp，染色体 GC 含量为 66.61%，编码 66

个 tRNA 和 16 个 rRNA。共预测到 5 824 个开放

阅读框（Open reading frames，ORFs），所占碱基数

量为 5 469 138 bp。铜绿假单胞菌 A39-1 基因组

的染色体信息已上传至GenBank数据库，登录号

为CP068238。

2. 5　毒力因子（VFDB）分析

铜 绿 假 单 胞 菌 A39-1 基 因 组 在 VFDB

（Virulence factors of pathogenic bacteria， VFDB）

数据库注释到 210个与黏附作用、抗菌活性、抗吞

噬作用、铁摄取、蛋白酶、群体感应及分泌系统相

关的毒力基因（表8）。

图2　菌株A39-1分别发酵3种碳源所产鼠李糖脂的液相色谱图
Fig. 2　Liquid chromatography figure of rhamnolipid produced by P.  aeruginosa A39-1 from three carbon sources
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表7　菌株A39-1分别发酵3种碳源所产鼠李糖脂的组成及相对含量
Tab. 7　Composition and relative content of rhamnolipids produced by P.  aeruginosa A39-1 from

three carbon sources respectively

类型
Type

甘油

葡萄糖

葵花籽油

单糖单脂Glycerin Rha-Cn

单糖双脂 Glycerin Rha-Cn-Cm

单糖单脂 Glucose Rha-Cn

单糖双脂 Glucose Rha-Cn-Cm

单糖单脂Sunflower oil Rha-Cn

单糖双脂 Sunflower oil Rha-Cn-Cm

同系物
Homolog

Rha-C8∶2

Rha-C9∶2

Rha-C11∶2

Rha-C10

Rha-C6∶1-C6∶1

Rha-C12∶1-C12∶1

Rha-C12-C14

Rha-C14∶2-C14∶2

Rha-C9∶2

Rha-C10

Rha-C12∶1

Rha-C10-C10∶2

Rha-C12-C14

Rha-C7∶1

Rha-C11∶2

Rha-C12∶1

Rha-C14∶2

Rha-C16∶1

Rha-C6-C6

Rha-C8-C8

Rha-C8∶1-C10∶1

分子式 
Formula

C14H28O7

C15H24O7

C17H28O7

C16H30O7

C18H30O9

C30H54O9

C32H60O9

C34H64O9

C15H24O7

C16H30O7

C18H32O7

C26H44O9

C32H60O9

C13H22O7

C17H28O7

C18H32O7

C20H34O7

C22H38O7

C18H32O9

C22H38O9

C24H42O9

M
M

302

316

347

333

390

558

588

616

316

333

360

501

588

290

347

360

386

414

392

447

474

金属离子
Metal ion

[M+H]+

[M+Na]+

[M+Na]+

[M+2Na]+

[M+Na]+

[M-H+2Na]+

[M+K]+

[M+K]+

[M+Na]+

[M+2Na]+

[M-H+2Na]+

[M+K]+

[M+K]+

[M+Na]+

[M-H+2Na]+

[M+Na]+

[M-H+2Na]+

[M+Na]+

[M-H+2Na]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+Na]+

m/z 
m/z

303

339

366

379

413

603

627

649

339

379

405

540

627

313

335

366

405

409

459

393

448

497

相对丰度
Relative 

abundance/%

25.69

35.03

44.42

17.75

5.42

3.09

15.04

4.51

17.69

42.17

6.31

4.57

3.26

20.72

51.70

21.06

16.94

9.57

4.92

36.25

6.37

3.58

图3　菌株A39-1分别发酵3种碳源所产鼠李糖脂的质谱图
Fig. 3　Mass spectra of rhamnolipids produced by P.  aeruginosa A39-1 from three carbon sources
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2. 6　鼠李糖脂合成及调控基因预测

铜绿假单胞菌合成鼠李糖脂的过程是由不

同基因相互协调完成的生理过程，而不是一个简

单的催化反应。根据报道，结合基因组注释到的

鼠李糖脂相关合成基因，预测菌株 A39-1合成鼠

李糖脂的路径（图 4）。在铜绿假单胞菌A39-1基

因组中能预测到 algC、rmlA、rmlB、rmlC 和 rmlD

基因，葡萄糖-6-磷酸在这些基因编码形成的酶系

的作用下转化为 dTDP-L-鼠李糖；鼠李糖基转移

酶系Ⅰ中的 RhlA（rhamnosyltransferase subunit 

A）负责将酰基载体蛋白转化为 β-羟基烷酰基-β-

羟 基 烷 酸 （HAAs） ； 随 后 ， RhlB

（Rhamnosyltransferase subunit B）将 一 分 子 的

dTDP-L-鼠李糖连接到一分子的 HAAs 上，形成

单鼠李糖脂。通常，单鼠李糖脂由鼠李糖基转移

酶Ⅱ（Rhamnosyltransferase subunit C，RhlC）催化

合成双鼠李糖脂。但在菌株 A39-1 的基因组中

并没有预测到编码该酶的 rhlC基因，因此其不能

合成双鼠李糖脂。此外，在铜绿假单胞菌 A39-1

基因组中有常见的参与鼠李糖脂合成过程的转

录调节因子 MvfR 以及作为反应调节器的 AlgR，

RpoN、RpoS、PhoB、DksA 等。所以，铜绿假单胞

菌A39-1为 rhlC基因缺陷株，能够专一性的产生

单鼠李糖脂。

3　讨论

在水产养殖“减量用药”“减抗替抗”的发展

背景下，开发新型绿色、安全有效的抗菌制剂具

有重要的现实意义。本研究发现菌株 A39-1 所

产单鼠李糖脂对金黄色葡萄球菌、副溶血弧菌、

哈维氏弧菌、荧光假单胞菌、产气荚膜梭菌具有

抑菌活性，其中以甘油作为唯一碳源发酵所得鼠

李糖脂的抑菌活性最佳。恩拉霉素、硫酸黏菌

素、土霉素钙及速达肥均为养殖中预防动物疾病

与促生长的常用抗生素。恩拉霉素可抑制细菌

细胞壁的合成，对革兰氏阳性菌有较强抑制作

用， 如鸡源产气荚膜梭菌［21］。硫酸黏菌素为多肽

类抗生素，对革兰氏阴性菌有较强抑制作用，如

大肠杆菌、变形杆菌等［22］。土霉素钙为四环素类

抗生素，对包括葡萄球菌、产气荚膜梭菌在内的

多种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌有效［23］。速

达肥的主要成分为维吉尼霉素，主要抗金黄色葡

萄球菌等革兰氏阳性菌，可促进水产养殖动物生

长和提高免疫防御能力［24］。以该 4种抗生素为阳

性对照，测定鼠李糖脂最小抑菌浓度，发现其

MIC 低于 4种抗生素，表明鼠李糖脂具有良好抑

菌性能。早在 1996 年，STANGHELLINI 等［25］就

发现铜绿假单胞菌产生的鼠李糖脂可以高效裂

表8　菌株A39-1基因组VFDB分析结果统计
Tab. 8　VFDB analysis results from statistics of P.  aeruginosa A39-1 genome

类别
Content

黏附
Adhesive

抗菌活性 
Anti-microbial

抗吞噬作用
Antiphagocytosis

铁摄取
Ion acquistion

蛋白酶
Protease

群体感应 
Quorum sensing

分泌系统 
Secretory system

相关基因
Gene

flgN、flgM、flgL、flgK、flgJ、flgI、flgH、flgG、flgF、flgE、flgD、flgC、flgB、motA、motB、motC、motD、
fliA、fliR、fliQ、fliP、fliO、fliN、fliL、fliM、fliK、fliJ、fliI、fliG、fliF、fliE、fliS、fleN、fleR、fleS、fleQ、flhA、

flhB、flhF

Wzz、waaA、waaC、waaF、waaG、waaP

pilM、pilN、pilO、pilP、pilV、pilT、pilF、pilB、pilC、pilW、pilX、pilE、pilQ、pilY1、pilY2、fimT、fimU、
chpA、chpC、chpD、chpE、tapU、tapT、pilG、pilH、pilI、pilJ、pilK、pilS、pilR、pilU

PhzS、phzG1、phzF1、phzE1、phzD1、phzC1、phzB1、phzA1、phzM

mucA、mucB、mucC、mucD、mucE、mucP、algA、algF、algJ、algI、algL、algX、algG、algE、algK、alg44、
alg8、algD、algU、algW、algR、algQ、algZ、algC、algB

pchA、pchB、pchC、pchD、pchE、pchF、pchG、pchH、pchI、pchR、fptA、pvdS、pvdL、pvdH、pvdE、pvdF、
pvdO、pvdN、pvdM、pvdP、pvdA、pvdQ

aprA

lasA、lasB

lasI、rhlI

tagQ、tagR、tagS、tagT、icmF1/tssM1、dotU1、hsiJ1、fha1、hsiA1、hsiB1/vipA、hsiC1/vipB、hcp1、
hsiE1、hsiF1、hsiG1、hsiH1、clpV1、vgrG1a、vgrG1b、gspE、lspE、tse1、tse2、tse3、vipB/mglB、

毒力因子
VFDB

鞭毛

脂多糖

Ⅳ型菌毛

吩嗪生物合成

藻酸盐

铁蛋白

碱性蛋白酶

弹性蛋白酶

调节因子

Ⅳ和Ⅵ细菌分泌
系统
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解瓜果腐霉（Pythium aphanidermatum）和辣椒疫

霉（Phytophora capsici）的游动孢子，在生物防控

方面极具研究价值。关于鼠李糖脂的抗真菌活

性陆续多有报道，鼠李糖脂被证实可以有效抑

制葡萄灰霉病菌（Botrytis cinerea）［26］、甘蔗镰孢

菌（Fusarium sacchari）［27］ 和 大 豆 疫 霉 菌

（Phytophthora sojae）［28］。此外，刘韵怡等［29］发现

鼠李糖脂对寄生水霉的菌丝生长和孢子萌发具

有良好的抑制效果，为水生动物水霉病的防控提

供新思路。ABALOS 等［30］检测发现从铜绿假单

胞菌中提取的鼠李糖脂混合物对包括弗氏柠檬

酸 杆 菌（Citrobacter freundii）、黏 质 沙 雷 氏 菌

（Serratia marcescens）、产气肠杆菌（Enterobacter 

aerogenes）、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）在内

的近 20 种细菌具有优良的抑制活性。ALEKSI

等［31］ 发 现 赖 氨 酸 芽 孢 杆 菌 属 BV152.1 

（Lysinibacillus sp. BV152.1）生产的双鼠李糖脂具

有较强的抗生物被膜、抗菌和细胞毒性作用，当

鼠李糖脂浓度大于 62 μg/mL时，其对金黄色葡萄

球菌的生长具有抑制作用。鼠李糖脂的广谱抗

菌特性和优良抗菌效果表明其具备代替抗生素、

成为新型绿色安全抗菌制剂的潜在可能。

自然发酵条件下，鼠李糖脂是由同系物分子

组成的混合物。全基因组分析发现菌株 A39-1
基因组中含有合成鼠李糖脂所必须的相关基因，

如 algC、rmlABCD、fabB/F、fabG、fabA/Z、fabI/V、

fadD、fadA、fadB、fadE、rhlA、rhlB以及相关群体感

应调控基因，但并没有预测到编码鼠李糖基转移

酶RhlC的 rhlC基因，为天然 rhlC基因缺失株，以

不同碳源发酵均产生单鼠李糖脂。SOOD 等［32］

从土壤中分离得到 rhlC 基因缺失的铜绿假单胞

菌 CR1，该菌株同样只产生单鼠李糖脂，并且该

菌株基因组中缺乏典型的毒力基因。ZHAO

等［33］将铜绿假单胞菌 SG 的 rhlC 基因进行敲除，

构建了基因敲除菌株 SGΔrhlC，使得菌株产单鼠

李糖脂的能力得到提升。NICOLÒ 等［34］发现菌

株在以含长链脂肪酸的碳源发酵时，合成双鼠李

糖脂的关键基因 rhlC会延迟表达，因此产生更多

的单鼠李糖脂；而当以甘油或葡萄糖为碳源发酵

时，产物中双鼠李糖脂含量较多，表明碳源种类

可能影响合成鼠李糖脂的相关基因的表达。但

是在本试验条件下，当以甘油为碳源发酵时，产

生的主要是单鼠李糖脂，进一步说明 A39-1菌株

是一个合成双鼠李糖脂过程受阻的菌株。

图4　铜绿假单胞菌A39-1中鼠李糖脂的合成途径预测
Fig. 4　Synthetic pathway prediction of rhamnolipid in P.  aeruginosa A39-1
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铜绿假单胞菌作为鼠李糖脂的常规生产菌，

其基因组学已被广泛研究，但是不同亚种的铜绿

假单胞菌毒力因子方面存在一定的差异。铜绿

假单胞菌A39-1基因组中共预测到 210个毒力因

子，其中含有编码鞭毛生物合成蛋白的 fliA、fliF、

fliG 等基因，这些基因对于细菌的定殖具有至关

重要的作用。TSOU等［35］发现 fliA能够使霍乱弧

菌（Vibrio cholerae）表达量上升，抑制转录调节因

子 HapR 的表达；ANNIE 等［36］发现艰难梭菌

（Clostridioides difficile）liC基因失活后，其细胞培

养上清液中毒性增强；FENG 等［37］认为 fliC 基因

是 荧 光 假 单 胞 菌（Pseudomonas fluorescens）

GcM5-1 的关键致病因子。此外，在菌株 A39-1
基因组中还包括Ⅲ、Ⅳ和Ⅵ型分泌系统，其在细

菌的定植和致病方面具有重要作用［38- 39］。Ⅵ型

分泌系统是革兰氏阴性菌重要的毒力因子［40］，菌

株 A39-1 基因组预测到Ⅵ型分泌系统所必须的

蛋白质合成基因 vipA和 vipB，说明铜绿假单胞菌

A39-1可能具有一定的致病性。若作为鼠李糖脂

大规模生产菌株，铜绿假单胞菌 A39-1的致病力

与安全性还有待进一步研究与评估。

铜绿假单胞菌 A39-1 为野生型天然 rhlC 基

因缺陷菌株，其所产单鼠李糖脂具有与抗生素相

当甚至更优的抑菌效果，表明鼠李糖脂有望开发

为新型安全高效的水产抗菌制剂，为水生动物疾

病防控提供新思路。同时对铜绿假单胞菌A39-1
的鼠李糖脂合成路径解析及毒力因子分析，为鼠

李糖脂的生产规范及以基因工程技术构建单鼠

李糖脂生产安全菌株提供理论基础。
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Structure and synthetic pathway analysis of rhamnolipid products from 

wild-type natural rhlC gene deletion strain Pseudomonas aeruginosa A39-1
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（1. College of Fisheries and Life Science， Shanghai Ocean University， Shanghai  201306， China； 2. National 

Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education， Shanghai Ocean University， Shanghai  201306， 

China； 3. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources， Ministry of Education， Shanghai 

Ocean University， Shanghai  201306， China； 4. China-ASEAN Belt and Road Joint Laboratory on Mariculture Technology， 

Shanghai Ocean University， Shanghai  201306， China）

Abstract: To explore the antibacterial activity and structural composition of rhamnolipids produced by 

Pseudomonas aeruginosa A39-1 fermentation with various carbon sources， as well as to analyze the 

rhamnolipid biosynthesis process， the inhibitory activity of rhamnolipids against pathogens was determined 

using the Oxford cup assay， the congener composition of rhamnolipid samples was detected and analysed 

using liquid chromatography-mass spectrometry （LC-MS）， and the whole genome sequence was 

determined and assembled using Illumina Hiseq and PacBio.  Genome sequence annotated and analysed 

rhamnolipid synthesis-related genes.  Rhamnolipids produced by strain A39-1 by fermentation with 

glycerol， glucose， sunflower oil， rapeseed oil and blended oil as the sole carbon source had antibacterial 

activity； LC-MS detection of rhamnolipids obtained by glycerol fermentation as four monosaccharide 

monolipids （Rha-C8∶2， Rha-C9∶2， Rha-C11∶2， Rha-C10） and four monosaccharide bilipids （Rha-C6∶1-C6∶1， 

Rha-C12∶1-C12∶1， Rha-C12-C14， Rha-C14∶2-C14∶2）， Rha-C11∶2 was the primary structure； The genome was 

anticipated to have genes for rhamnolipid synthesis related to algC， rmlA， rmlB， rmlC， rmlD， rhlA， rhlB， 

as well as the absence of gene rhlC encoding rhamnosyltransferase II synthesizes bi-rhamnolipids.  

Pseudomonas aeruginosa A39-1， a wild-type strain with a natural rhlC gene deletion， produced mono-
rhamnolipids exclusively by fermentation with different carbon sources， and the mono-rhamnolipids had 

antibacterial activity.  This study explores the antibacterial activity of mono-rhamnolipids， analyzes 

composition and biosynthesis pathways， and provides new ideas for the development of new green 

prevention and control medicines for aquatic animal diseases.

Key words: Pseudomonas aeruginosa A39-1； rhamnolipid； antibacterial； liquid chromatography-mass 

spectrometry； whole genome sequencing analysis
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