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低浓度鼠李糖脂单糖脂在近中性溶液中的聚集行为 
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摘要：研究了临界胶束浓度(CMC)附近鼠李糖脂单糖脂在近中性溶液中的聚集体粒径分布.结果发现,单鼠李糖脂在低于 CMC和高于 CMC时均

能形成聚集体,根据粒径大小分为粒径在 5000nm左右的大粒子、200~500nm的中等粒子和 40nm左右的小粒子.当 pH≤7且浓度低于 CMC时,中

等粒子的粒径随单鼠李糖脂浓度增大而减小,且聚集体在分布上由大粒子向小粒子转变.随着 pH 值升高,中等粒子的粒径也同样由大变小,且分布

上大粒子和中等粒子均向小粒子转变.该结果被认为是聚集体中的单鼠李糖脂分子密度和分子的离解性质随浓度或 pH变化所致. 
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Aggregation of monorhamnolipid with concentrations near CMC in neutral solution. TAN Fei, LIU Zhi-feng, 

ZHONG Hua*, ZENG Guang-ming, YUAN Xing-zhong (College of Envirnmental Science and Engineering, Key 

Laboratory of Environmental Biology and Pollution Control, Ministry of Education, Hunan University, Hunan 410082, 

China). China Environmental Science, 2014,34(11)：2912~2916 

Abstract：Size distribution of monorhamnolipid aggregates in neutral pH solutions with rhamnolipid concentration near 

critical micelle concentration (CMC) was studied. Aggregates were formed when rhamnolipid concentration was either 

below or above CMC. Three types of aggregates which were large (d=5000nm), medium (d=200~500nm) and small 

(d=40nm) in size were found. When pH was below 7.0 and the rhamnolipid concentration was below CMC, size of the 

medium-size aggregates decreased with increasing rhamnolipid concentration, and large-size and medium-size aggregates 

transformed into small-size aggregates. With the increase of solution pH, size of the medium-size aggregate also 

decreased, and large-size and medium-size aggregates transformed into small-size aggreqates. These observations were 

assumed to result from change of density and dissociation degree of monorhamnolipid molecule in the aggregates with 

rhamnolipid concentration and solution pH. 
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生物表面活性剂是一种具有亲水和亲油性

的两亲性分子,具有增溶、分散、润湿、渗透特

性.鼠李糖脂是铜绿假单胞菌的次级代谢产物,具

有表面活性剂的通性,在液相环境中浓度增加能

发生聚集.由于生物表面活性剂具有良好的环境

友好性及生物可利用性,在越来越多的生活和工

业(如材料、生命、制药等)领域得到应用研究
[1-4]

. 

在浓度和溶液 pH 值变化时,生物表面活性

剂所形成的聚集体的结构也会发生变化.Imura

等
[5]
发现在高浓度时,随浓度继续升高,甘露糖赤

藻糖醇脂依次形成海绵晶格、双连续立方晶格和

膜结构.Ishigami 等
[6]
研究了鼠李糖脂单糖脂和

二糖脂在水或磷酸缓冲液中的聚集行为,结果发

现在 pH 4.3~5.8时,其聚集物主要以双层膜的胶

囊(Vesicle)形式存在于液相中;当 pH 值升高至

6.0~6.5,溶液中出现了鼠李糖脂分子的双层膜结

构(Lamella),并伴随有脂状颗粒物的存在;随着溶

液 pH值升高至 6.8以上,聚集物发生了有膜结构

和脂状颗粒物向胶束(Micelle)的转化.Champion

等 

[7]
用冷场透射电镜进一步确定了在不同 pH值

的水溶液中 60mmol/L鼠李糖脂聚集物的原始形

态,并发现了随着 pH 值的升高,聚集物依次发生 
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了双层膜或管状结构、大型双层膜或单层膜胶

囊、小型单层膜胶囊以及胶束的转化. 

以上关于鼠李糖脂在溶液中聚集形态的研究

集中在较高的鼠李糖脂浓度范围内(均高于 CMC),

而对 CMC 附近的鼠李糖脂的聚集行为鲜有涉及.

而鼠李糖脂作为一种高效的表面活性剂,在 CMC

附近即表现出较强的表面活性,Zhang 等
[8]
研究表

明,浓度低于 CMC 的鼠李糖脂单糖脂对烃类就表

现出了较强的增溶作用.另一方面鼠李糖脂相对

于一般的化学表面活性剂生产成本要高,使其在

低浓度下发挥作用可提高其应用潜力,弥补生产

成本高的不足.鼠李糖脂属于阴离子表面活性剂,

不同 pH 值下鼠李糖脂的离解度不同,前人研究
[9]

表明即使在适合微生物生长的中性 pH值附近,pH

值的变化也可能显著影响鼠李糖脂在水溶液中的

形态.因此,在近中性 pH环境中浓度在 CMC附近

鼠李糖脂聚集行为的研究对它在有机污染生物修

复中的应用具有实际意义.基于此,本文针对鼠李

糖脂中重要的一类——鼠李糖脂单糖脂(简称“单

鼠李糖脂”)在无机盐溶液中的聚集行为进行了研

究,考察了近中性 pH 条件下(6~8),浓度在 CMC附

近单鼠李糖脂的聚集体粒径差异,以求进一步揭

示低浓度鼠李糖脂的聚集行为. 

1  材料与方法 

1.1  试剂 

本研究采用的生物表面活性剂为单鼠李糖

脂 ,采用 Zhong 等
[10]
的方法制得,主要成分为

RhaC10C10、RhaC10C12-H2 和 RhaC10C12(物

质 的 量 比 0.80:0.08:0.12). 实 验 用 纯 水 由

Lanconco Water Pro PS 纯水机(Kansas, USA)制

取,电阻率 18.2MΩ·cm.其他试剂均为分析纯. 

1.2  单鼠李糖脂 CMC的测定 

作为背景溶液的 MSM 溶液成分包括 NaNO3 

(0.20%), KH2PO4 (0.15%), Na2HPO4·12H2O (0.15%), 

MgSO4 (0.01%), FeSO4·7H2O (0.001%).  

称取一定量的膏状单鼠李糖脂溶解至MSM

溶液中,并用 MSM 稀释成不同浓度的单鼠李糖

脂溶液 ,溶液的表面张力采用界面张力仪(JZ- 

200A,承德仪器厂)之 Du Noüy环法于 30℃下进

行测定.在单鼠李糖脂浓度0~70μmol/L范围内表

面张力测定的灵敏度<2μmol/L,并且连续 3 次测

定误差在±0.1mN/m 之内.通过溶液表面张力与

单鼠李糖脂浓度之间的关系曲线得到该生物表

面活性剂在MSM中的 CMC. 

1.3  单鼠李糖脂粒径测定 

通过微量注射器用 20%的 NaOH 将不同浓

度的单鼠李糖脂 MSM溶液的 pH 值调至 8.0.将

溶液通过 0.22μm 的微孔滤膜(Millex-HV 系

列,Millipore Products, Billerica, Ma., U.S.)过滤,

以除去溶液中灰尘等大颗粒杂质.滤液在带有纸

盖的小烧杯中静置 2h使其中的单鼠李糖脂聚集

体重新达到分配平衡,然后测定聚集体的粒径分

布.据以往类似实验结果,在 pH 8.0时溶液中单鼠

李糖脂聚集体的粒径远小于 0.22μm(后面的实验

结果也证实了这一点),因此可以认为过滤对单

鼠李糖脂聚集体没有截留.之后用微孔滤膜过滤

后的 20% HNO3溶液通过微升级移液枪逐步调

节单鼠李糖脂的 pH 值至各目标值,在每个目标

值下,溶液静置 2h使单鼠李糖脂聚集体重新达到

分配平衡后,进行粒径测定.由于硝酸浓度很高,

加入硝酸溶液的体积相对于单鼠李糖脂溶液体

积可忽略不计,故认为调节时单鼠李糖脂浓度不

变 .粒径测定仪器为 Zetasizer Nano ZEN3600 

(Malvern Instruments, Malvern, U.K.)微粒粒径测

定仪.测定基于溶液微小粒子的动态光散射原理,

其激光源为 633nm 的 He-Ne 激光灯,工作功率

4.0mW.样品由边长约 1mm的 DTS-0012 四棱柱

聚苯乙烯样品池盛装,样品池插入恒温测样室中

30℃下进行测定,散射光于与光路呈 173°角处由

接收器收集.粒子粒径通过累计量法进行计算,最

终数据由仪器自带软件在 SOP 模式下分析获得.

最终得到的粒子粒径为体积平均粒径,各类粒子

所占百分比为体积百分比. 

2  结果与讨论 

2.1  单鼠李糖脂溶液 CMC 

表面活性剂的临界胶束浓度CMC是指溶液

中表面活性剂分子开始大量形成胶束时的表面

活性剂浓度
[11]

.当表面活性剂的浓度高于 CMC
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时,溶液中的表面活性剂分子由于疏水基的范德

华力作用将会发生聚集,形成亲水基在表面、疏

水基在核心的胶束结构,使溶液系统的能量达到

最低状态.在溶液和空气的相界面生物表面活性

剂分子也达到饱和,增加其浓度不会使溶液的表

面张力继续降低.在单鼠李糖脂浓度低于 CMC

时,溶液表面张力 γst(mN/m)和浓度 C(μmol/L)的

对数值符合线性关系 γst=b-alnC;当单鼠李糖脂

浓度高于 CMC 时,溶液表面张力和液相浓度的

关系用常数方程 γst=γst0表示,其中 γst0通过表面张

力数据的标准方差最小化计算得到
[12]

.  

由图1可见,在单鼠李糖脂浓度低于CMC时

随浓度升高,溶液的表面张力急剧下降,直至单鼠

李糖脂浓度降低至 CMC 时,表面张力将不再随

单鼠李糖脂浓度变化,维持在一个稳定值.低于

CMC和高于 CMC时,溶液表面张力 γst和单鼠李

糖脂浓度C之间的关系分别为 γst=69.8-7.379lnC 

(C≤70μmol/L)和 γst=35.4 (C≥80μmol/L),联立上述

两个方程得出单鼠李糖脂的 CMC 为 75μmol/L,

这与之前Mata-Sandovala等
[13]
的研究结果一致. 
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图 1  MSM溶液中鼠李糖脂浓度与表面张力之间关系 

Fig.1  Relationship between surface tenstion and 

concentration of monorhamnolipid in MSM 

2.2  单鼠李糖脂在MSM溶液中的粒径分布 

由图2可见,不同pH值和浓度下单鼠李糖脂

可以是 1 个、2 个或 3 个粒径范围的聚集体.通过

对Zetasizer Nano ZEN3600仪器软件对图线的积

分分析,可以得到每类聚集体的平均粒径及其体

积占所有粒子总体积的百分比. 

单鼠李糖脂在 MSM 中的聚集体可能的形

态共有 3种,分别粒径 5000nm 左右的大粒子 c、

粒径 200~500nm 的中等粒子 b 和粒径 40nm 左

右的小粒子 a, 且即使在浓度低于 CMC 

(75μmol/L)时也检测到了聚集体的存在.由图 3

可见,在各 pH值下,随着单鼠李糖脂浓度的增加,

大粒子 c 粒径保持 5000nm 左右没有明显变化,

中等粒子 b在浓度低于 CMC时随浓度的增加粒

径减小,在高于CMC时基本不变.除了 pH=6.0的

情况,小粒子 a 的粒径随浓度没有明显变化(左

图).对于粒子的分布,在某一pH值下,随着浓度的

增加,一般地有大粒子 c 和中等粒子 b 的体积百

分比减小,而小粒子 a 的体积百分比增加(右图).

由于分子中羧基的存在, 单鼠李糖脂属阴离子

表面活性剂,在水溶液中能够离解,它在常温下的

离解平衡常数 Ka=10
-5.6[6]

,在实验 pH 6.0, 6.5, 7.0, 

7.5, 8.0时,单鼠李糖脂在MSM中的离解度分别

为 71.5%, 88.8%, 96.2%, 98.8%,和 99.6%.不考虑

无机盐等其他因素的影响,在固定 pH 下,单鼠李

糖脂的离解度是一定的,其粒径的变化由浓度的

变化引起.随着浓度的升高,粒子的粒径减小,粒

子表面单位面积单鼠李糖脂分子密度增加,同时

小粒子的数目增加,这对于系统的热力学稳定性

有利. 

a pH6.5 25µmol/L 

b pH7.0 100µmol/L 

c pH8.0 100µmol/L
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图 2  不同 pH和浓度条件下单鼠李糖脂在MSM溶液中

的聚集体体积频度分布 

Fig.2  Size volume distribution of monorhamnolipid 

aggregates under different conditions of pH and 

rhamnolipid concentration 
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图 3  单鼠李糖脂在不同 pH值的MSM溶液中的聚集体粒径及体积分布 

Fig.3  Size of co-aggregates and volume distribution in MSM of monorhamnolipid with different pH 

●和 ,聚集体 a;○和 ,聚集体 b;▼和 ,聚集体 c 

由于单鼠李糖脂的离解度受溶液 pH值的影响

较大,pH值对单糖脂聚集体的粒径分布有较大影响.

各浓度下,大粒子 c的体积百分比基本随 pH值的增

加而降低,至 pH 8.0时完全消失;中等粒子 b的体积

百分比基本随 pH值的增加而降低,在 pH 6.5至 pH 

7.0段降低迅速,并且在 pH7.5时完全消失;小粒子 a
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的体积百分比随pH值的增大而增加,直至pH8.0时

聚集体完全以小粒子形式存在(右图).随着MSM溶

液pH值的增大,溶液中离子态的单鼠李糖脂比例增

加,聚集体表面单鼠李糖脂分子之间的静电斥力增

大,使得胶团曲率变大,粒径变小,同时也促进了大粒

子向小粒子的转化.因此,随着 pH 的增加,单糖脂的

粒子 b 的粒径在各浓度下都有减小的一般规律,同

时大粒子和中等粒子向小粒子转化.Champion 等研

究表明,在高浓度(60mmol/L)的单鼠李糖脂溶液中,

随pH值从6.0增大到8.0,其聚集形态发生了由大型

双层膜胶囊、大型单层膜胶囊、小型单层膜胶囊直

至胶束的变化
[14]

.而本研究显示,在低浓度下(CMC

左右),随着 pH 值的增加其聚集形态也发生了由大

到小的变化,与之一致. 

以上结果表明,对于生物表面活性剂鼠李糖

脂单糖脂,在其浓度低于 CMC 时溶液中形成了

多种粒径的聚集体.一般认为,低分子表面活性剂

形成的胶束粒径在 10nm 以下,但本研究中的单

鼠李糖脂在低浓度范围内能够形成粒径达

5000nm 的大型聚集体结构,而在高浓度范围内,

却没有发现粒径小于 10nm 的聚集体.这与单鼠

李糖脂分子结构有关.单鼠李糖脂的亲水基/疏水

基比例较小,在分子构型上可能形成了和磷脂分

子 POPE 类似的亲水基位于顶角的正三角形结

构
[14]

,这样的构型使得单糖脂分子在溶液中形成

的聚集体表面曲率更小,疏水基之间的作用更强,

形成的聚集体粒径也比较大.因此低于 CMC 形

成的这种聚集体很可能不是实际意义上的胶束

结构,而是其它的结构形式,如与磷脂分子或甘露

糖赤藻糖醇酯等生物表面活性剂分子类似,形成

双层膜和胶囊结构
[15-16]

. 

3  结论 

3.1  在浓度低于和高于CMC时,单鼠李糖脂在溶液中

均能形成聚集体,但两种聚集体结构上可能存在差别. 

3.2  随着浓度和 pH 值的增加,聚集体的粒径均有

由大变小的一般规律,且小粒径聚集体的体积百分

比增加,这分别是单鼠李糖脂聚集体分子密度的改

变以及单鼠李糖脂的离解引起的分子电性变化所

导致的结果. 
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