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摘要：槐糖脂是一类由酵母菌代谢生产的糖脂型生物表面活性剂，具有优越的表/界面活性和稳定性，

且无毒、无刺激、易被生物降解，在众多领域具有良好的应用前景，被认为是最具潜力替代化学表面活

性剂的生物表面活性剂之一。历经 50 余年的研究，槐糖脂的发酵生产工艺日趋成熟，但产品的分离纯

化仍是难点。本文系统地综述了槐糖脂的结构、生物合成途径，重点关注近年来槐糖脂的发酵生产研究

现状，以及分离纯化研究现状。并对槐糖脂的发酵生产和分离研究进行了展望，旨在促进槐糖脂的规模

化生产与市场化发展。 

关键词：槐糖脂，生物合成，发酵生产，分离纯化 

 

槐糖脂(Sophorolipids，SLs)是一类由酵母菌

代谢产生的糖脂类生物表面活性剂，具有低毒性、

可生物降解、对环境友好等特性，是目前研究最

多，也最具有市场前景的生物表面活性剂之一[1]。

槐糖脂是由 Gorin 等于 1961 年在酵母菌 Torulopsis 

magnoliae 培养液中首次发现[2]，该酵母菌在 1968

年被重新鉴定为 Torulopsis apicola，也称 Candida 

apicola[3]。后又陆续发现 Starmerella bombicola 等

真 菌 也 可 分 泌 槐 糖 脂 [1,4] 。 迄 今 为 止 ， 欧 洲 的

Evonik、DSM 和 Croda 公司已经实现了槐糖脂的

工业化生产 [5]；日本的 Saraya 公司和比利时的

Ecover 公司也已经将槐糖脂应用到洗涤剂产品

中 ， 而 法 国 的 Soliance 公 司 ( 已 并 入 瑞 士 的

Givaudan 公司)和韩国的 MG Intobio 公司在化妆

品产品中添加了槐糖脂[5]。可见，槐糖脂的市场前

景十分广阔。 

天然酵母菌生产的槐糖脂有 20 种主要结构以

及 100 种次要结构[1]。槐糖脂结构(图 1)的复杂性

主要取决于槐糖脂酸型和内酯型结构的不同、槐

糖分子上 6′和/或 6″位置乙酰化程度的不同、槐糖

所连接脂肪酸种类的不同以及脂肪酸链与糖原连

接位点的差异(ω 或 ω-1 位点连接等)。槐糖脂具有

卓 越 的 表 /界 面 活 性 ， 在 临 界 胶 束 浓 度 (critical 

micelle concentration，CMC)为 40–100 mg/L 时，
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能将水的表面张力由72.8 mN/m降至40–30 mN/m[6]。

槐 糖 脂 的 亲 水 亲 油 平 衡 值 (hydrophile lipophilic 

balance，HLB)为 10–13，可用作水包油型乳液的

乳化剂。同时，槐糖脂拥有良好的耐盐特性和热

稳定性[7]。 

除了表现出良好的乳化、分散、增溶、自聚

合等表面活性外，槐糖脂还具有抑菌、抗癌、抗

炎、抗病毒、杀精等生物活性[1,6–7]。然而，结构

不同的槐糖脂在生物活性方面表现出相应的差

异。内酯型相比于酸型槐糖脂而言，具有更显著

的抑菌活性和抗癌活性[6]；而酸型槐糖脂在抗病毒

活性以及精子固定化性能上更具优势[8]；同时，随

着槐糖脂分子乙酰化程度的增强，其生物活性呈

现上升的趋势[9]。此外，酸型槐糖脂的疏水脂肪酸

链尾部包含-COOH 基团(图 1)，从而使其具备独

特的 pH 敏感性和自聚合性能[10]，而酸型槐糖脂的

开环结构也为其在高附加值领域，尤其是生物医

药领域的改性修饰提供了便利[11]。因此，为了发

挥不同结构槐糖脂独特的性能优势，槐糖脂的分

离纯化开始受到人们的广泛关注。本文将系统地

综述近年来槐糖脂的发酵生产以及分离纯化相关

的研究现状，并对相关研究进行展望，旨在促进

槐糖脂的市场化发展。 

 

 
 

图 1.  两大类槐糖脂的化学结构通式 

Figure 1.  Structure of sophorolipids. Left: acidic 
form; right: lactonic form. 

1  槐糖脂的发酵生产研究现状 

1.1  槐糖脂的生产菌株及其合成作用 

1.1.1  野生菌株：槐糖脂自 1961 年被首次发现 

后，因其卓越的表面活性和生物活性以及利用可

再生资源产出的环境友好型生产方式引起了各界

的广泛关注。在过去的几十年中，有关槐糖脂的

研究报告日益增加，不断有关于新型生产菌株的

文献报道，如表 1 所示，概述了生产槐糖脂野生

菌株的类型以及所产槐糖脂的主要结构。 

野生菌株分泌的槐糖脂可分为酸型和内酯型

两种类型，又以内酯型为主，而脂肪酸链与糖原

的连接则主要在 ω 和 ω-1 位点。其中，菌株

Pseudohyphozyma bogoriensis 和 Candida kuoi 的槐

糖脂产物具有其独特之处。P. bogoriensis 所产槐

糖脂为 22 碳的二乙酰化酸型槐糖脂，脂肪酸链在

C13 位点处羟基化与糖原连接，与传统槐糖脂结

构(ω 或 ω-1 连接)截然不同[14](图 2-A)。C. kuoi 等

除生产常见的槐糖脂混合物外，还生产槐糖脂聚

合产物[30]，即一个酸型槐糖脂分子的羧基与另一

个乙酰化的槐糖或是酸型槐糖脂在 C4″位置通过

酯键连接起来(图 2-B)。 

Starmerella bombicola 是已知槐糖脂生产菌株

中研究最多、产量最高、也是应用最广泛的野生

菌 株 ， 又 名 Torulopsis bombicola 或 Candida 

bombicola，由 Spencer 等[31]从大黄蜂蜂蜜中筛选

获得。通过系统地敲除菌株槐糖脂基因簇中负责

槐糖脂合成的基因，已经明确了 S. bombicola 合成

槐糖脂的生化途径，如图 3 所示[1,6–7]。 

以葡萄糖和植物油为碳源时，植物油在酵母

所产脂肪酶的作用下分解生成脂肪酸，这些脂肪

酸通常含有 16 或 18 个碳原子以及 1 个或 2 个不 
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表 1.  天然槐糖脂生产菌株种类及产物结构信息 

Table 1.  Wild sophorolipid-producing strains and their main type of products 
Microorganism Strains origin Main components 

Candida apicola[2,12] Sow thistle petals, Canada Mono- and nonacetylated lactonic form 
Pseudohyphozyma 
bogoriensis[13–14] 

Leaf surface of Randia malleifera, Indonesia C22 diacetylated acidic form, OH at C13 

Candida floricola[15–16] Dandelion and azalea, Japan C18:1 diacetylated acidic form (ω-1) 
Candida batistae[17] Larva of digger bee, Brasil C18:1 acidic form (ω) 
Wickerhamiella domercqiae*[18] Oil-containing wastewater C18:1 diacetylated lactonic form (ω-1) 
Wickerhamiella anomalus[19] Thai fermented food C18:1 /C20 SLs 
Candida riodocensis[12] Pollen and nectar of solitary bee C18:1 diacetylated acidic and monoacetylated lactonic forms
Candida stellata[12] Wine grapes, Germany C18:1 diacetylated acidic form 
Candida kuoi[12,20] Grape juice C18:1 diacetylated acidic and monoacetylated lactonic forms
Candida rugosa[21] Petroleum hydrocarbon-contaminated soil, India C18:1 monoacetylated lactonic forms 
Rhodotorula mucilaginosa[21] Petroleum hydrocarbon-contaminated soil, India C18:1 diacetylated acidic form 
Candida tropicalis[22] Petroleum hydrocarbon-contaminated site, India C20:4 monoacetylated lactonic form 
Candida albicans[23] Ocean university of China C18:1 diacetylated lactonic form 
Cyberlindnera 
samutprakarnensis[24] 

Cosmetic industrial waste C18:0 nonacetylated lactonic and C16:0 diacetylated 
lactonic forms (ω-1) 

Cryptococcus sp. VITGBN2[25] Wastewater effluent, India C18:1 diacetylated acidic form 
Lachancea thermotolerans[26] Gut of Apis mellifera, Iran Acidic and lactonic forms mixture 
Rhodotorula babjevae[27–28] Agricultural field, India C11:0/C13:1 nonacetylated acidic, C13:1/C15:3/C16:0/C18:2 

nonacetylated lactonic and C18:0 diacetylated lactonic 
forms 

Starmerella bombicola[29] Bumblebee honey, Canada C18:1 diacetylated lactonic form (ω-1) 

*: W. domercqiae was identified as S. bombicola in recent years[1]. 
 

 
 

图 2.  槐糖脂结构 

Figure 2.  Structure of sophorolipids. A: C22:0 sophorolipid[14]; B: Di- and trimeric sophorolipids produced by C. 
kuoi[30]. 
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图 3.  槐糖脂生物合成 

Figure 3.  Biosynthesis of sophorolipids[1,6–7]. A: sophorolipids biosynthetic pathway; B: sophorolipids 
biosynthetic-related genes in S. bombicola. 
 

饱和键。脂肪酸链进入细胞后在 CYP52M1 细胞色

素 P450 单加氧酶的催化作用下在 ω或是 ω-1 位置

接入羟基生成羟基脂肪酸。与此同时，胞内 C6′

磷酸化的葡萄糖在 UDP-葡萄糖焦磷酸化酶的催
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化作用下生成二磷酸尿苷葡萄糖(UDP-葡萄糖)。

随后，在葡萄糖基转移酶 UGTA1 的作用下，已活

化的葡萄糖(UDP-葡萄糖)的 C1′接至羟基脂肪酸

的羟基位置，生成葡萄糖脂；另一个活化葡萄糖

的 C1′在葡萄糖基转移酶 UGTB1 的催化作用下与

葡萄糖脂的 C2′相连从而生成无乙酰化的酸型槐

糖脂。接着，无乙酰化的酸型槐糖脂在乙酰转移

酶的作用下在 C6′及 C6″处随机乙酰化，生成单/

双乙酰化酸型槐糖脂混合物。酸型槐糖脂混合物

经 MDR 转运蛋白代谢至胞外，在胞外内酯酶的作

用下，脂肪酸链的羧基端与糖原的 C4"连接，但也

有少部分是在 C6′或 C6″处形成酯环[7]，以合成内

酯型槐糖脂混合物。 

当在槐糖脂生产过程中仅提供亲水碳源(葡

萄糖)时，葡萄糖糖酵解生成丙酮酸，丙酮酸经丙

酮酸脱氢酶系作用生成乙酰辅酶 A 用以从头合成

槐糖脂生产所需的脂肪酸[1]；而当在槐糖脂发酵生

产过程中仅以疏水物质(植物油)作为碳源时，脂肪

酸经过 β-氧化为细胞自身生存提供物质和能量的

同时，也通过糖异生途径生成槐糖脂合成所需的

葡萄糖[7]。 

1.1.2  S. bombicola 诱变菌株及基因工程菌株：

目前，野生型 S. bombicola 生产槐糖脂的产量可

达 400 g/L 以上[32]，但研究者仍期望使用菌株改

造技术以获得更高的产量。Ichihara 等[1]的专利

报道 S. bombicola 的∆pxa1、∆pxa2 和∆fox2 定向

突变体的槐糖脂产量为野生型菌株的 360%。然而，

在某些应用领域和地区，转基因生物(genetically 

modified organisms，GMOs)产品的生产和销售受

到限制[33]，因此，传统的诱变育种仍然是获得性

能优异菌株不可或缺的方法，同时高通量筛选技

术的快速发展极大地增加了高性能突变体的可

能性[34]。常压室温等离子体(atmospheric pressure 

and room temperature plasma，ARTP)技术是近几

十年发展起来的一种全细胞诱变技术，它比化学

诱变剂或紫外线辐射具有更大的 DNA 损伤和更

高的突变率[35]，被应用于 S. bombicola 菌株诱变

以提高槐糖脂产量。ARTP 技术孵育的突变体的

槐糖脂产量为野生菌株的 115%–140%[36–38]，同

时产物中酸型和内酯型槐糖脂的比例也随之改

变。Ma 等报道的突变体 A6-9 的内酯型槐糖脂产

量为野生菌株的 174%，A2-8 的酸型产物产量为

原来的 152%[38]。同时，ARTP 技术和化学诱变

剂的联用能使突变体的高产性能得到显著提升，

Chen 和 Tian 等[39]联用 ARTP 技术和 NaNO2 诱变

剂获得的 Ncbio 5 突变体的产量、产率及碳源转

化率为野生菌株的 126%、127%和 135%。此外，

通 过 低 能 离 子 束 注 入 随 机 诱 变 技 术 [40]获得的  

W. domercqiae (后被鉴定为 S. bombicola[1])最佳正

向突变菌株的槐糖脂产量为野生型的 184%，达

135 g/L。 

除提升槐糖脂的产量外，随着槐糖脂应用领

域的不断拓展，具有特定结构或功能的槐糖脂已

成为新的目标。因此，研究者们利用基因工程技

术对 S. bombicola 进行了改造，如表 2 所示。 

Van Bogaert 等[41]通过敲除参与脂肪酸 β-氧化

的多功能酶 2 型(mfe-2)的编码基因，使得所提供

碳 源 花 生 四 烯 酸 ( 二 十 碳 四 烯 酸 ) 无 法 转 化 为

C16–C18 脂肪酸，从而合成得到 ω-C20:4 槐糖脂(图

4-A)，再通过酸水解途径获得目的产物 20-羟基二

十 碳 四 稀 酸 (20-hydroxyeicosatetraenoic acid ，

20-HETE)。Saerens 等[42]为了获得分子结构中不含

有乙酰基团的槐糖脂产物，将负责编码乙酰转移

酶的 at 基因敲除，但该措施使得槐糖脂的总产量



1128 Yujing Tang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(5) 

actamicro@im.ac.cn 

下降了 84.8%。Roelants 等[5]通过过表达或敲除表

达内酯酶的 sble 基因，实现了内酯型槐糖脂或酸

型槐糖脂的归一化生产。Van Renterghem 等[43]为

获得不受环境 pH 影响的槐糖脂产物，通过选择性

的敲除基因[at sble]和[at sble fao1]，分别获得了非

对 称 Bola 型 槐 糖 脂 (non-symmetrical bolaform 

SLs，nsBola SLs)(图 4-C)和对称 Bola 型槐糖脂

(symmetrical bolaform SLs，sBola SLs)(图 4-D)。

Takahashi 等 [44]通过敲除编码脂肪醇氧化酶的基

因，使得 S. bombicola 突变体无法将十四烷醇转化

为脂肪酸，从而合成获得了烷基槐糖脂(图 4-B)和

Bola 型槐糖脂(图 4-E)。 

 

表 2.  S. bombicola工程菌株及槐糖脂产物 

Table 2.  Engineered S. bombicola strains and SLs products 
Engineered strains Purpose Main component Yield/(g/L) 

Δmfe-2[41] To obtain 20-HETE 20-HETE SLs 19 

Δat[42] To obtain SLs without acetyl groups Nonacetylated lactonic form 5 

oe sble[5] To obtain lactonic SLs Diacetylated lactonic form 139 

Δsble[5] To obtain acidic SLs Acidic form mixture 124 

∆at∆sble[43] To obtain SLs independent on pH nsBola form 63 

∆at∆sble∆fao1[43] sBola form 20 

∆fao1[44] To identify the function of fatty alcohol oxidase FAO1 Alkyl SLs and Bola form 27 

 

 
 

图 4.  部分 S. bombicola工程菌株生产槐糖脂的结构 

Figure 4.  Structure of sophorolipids produced by engineered S. bombicola strains. A: 20-Hydroxyeicosatetraenoic 
acidic sophorolipid[41]; B: alkyl sophorolipids[44]; C: non-symmetrical bola-form sophorolipid[43]; D: symmetrical 
bola-form sophorolipid[43]; E: bola-form sophorolipid[44]. 
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1.2  槐糖脂的发酵工艺 

S. bombicola 作为槐糖脂的最佳生产者，其发

酵生产相关研究十分广泛，尤其是在发酵培养条

件的优化和新型发酵工艺的开发方面，大量研究

者进行了广泛的探索。 

1.2.1  发酵参数优化：(1) 培养基成分。碳源：S. 

bombicola 发酵过程中，单一的亲水性底物(如葡萄

糖)或疏水性底物(如植物油)均可作为碳源用于生

产槐糖脂，但两者混合使用时，槐糖脂的产量更

高。由于 S. bombicola 具有较强的耐渗透能力，发

酵培养基的初始糖浓度通常可在 100 g/L 及以上。

疏水性底物的成分最终会影响到槐糖脂产物的化

学结构(脂肪酸链的长度及不饱和键数量)，考虑到

槐糖脂生化合成途径中单加氧酶 CYP52M1 进行

脂肪酸羟基化衍生时对底物的亲和程度，油酸

(C18:1)是最佳选择。为获得高的槐糖脂产量，同时

考虑到生产成本，富含油酸的向日葵油(75%)和菜

籽油(65%)通常用作槐糖脂发酵的疏水型碳源[43]。 

氮源：酵母提取物是槐糖脂发酵生产过程中

最常用的有机氮源，它富含含氮有机物、非含氮

有机物、金属离子和维生素，对酵母细胞的生长

和槐糖脂的合成具有重要影响。用尿素或蛋白胨

替代酵母提取物时，不利于生物量的积累和槐糖

脂的生产。但需要谨慎选择酵母提取物的使用剂

量，低浓度酵母提取物(1 g/L)下的发酵使得生物量

短时间内就累积到稳定期，有利于槐糖脂的生产；

而高浓度的酵母提取物(10 g/L)则会延长微生物的

生长期，使得发酵过程偏向于生物量的累积[34,45]。 

金属离子：金属离子对槐糖脂的生产起着重

要作用，更准确地说是对参与槐糖脂生化合成酶

的产生起着关键作用。例如：Fe2+是保持 CYP52M1

细胞色素 P450 单加氧酶高效性的必不可少的金属

离 子 ； Mg2+ 可 能 是 葡 萄 糖 转 移 酶 UGTA1 和

UGTB1 的辅助因子[46]。在实际生产中，添加 Fe2+

能促进酸型槐糖脂的合成，而 Mg2+有利于内酯型

槐糖脂的合成，此外添加一定量的 Cu2+也有利于

槐糖脂总产量的提升[47]。但某些金属离子，如 Ni2+

的使用对槐糖脂的生产往往带来负面影响[48]。 

(2) 操作参数。pH：在 S. bombicola 的指数生

长期，发酵液的 pH 会急剧下降，最终将维持在

2.2 左右。Gobbert 等[49]测定了发酵 pH 为 2.4–7.0

槐糖脂的产量，发现当发酵液的 pH 维持在 3.5 时，

槐糖脂的产量最高。因此，在后续的槐糖脂生产

研究中，pH 3.5 也是研究者们常用的发酵参数之

一[50–52]。同时，较低的发酵液 pH 和槐糖脂本身具

备的抗微生物能力能够保护发酵过程免受污染，

使得长时间的发酵生产成为可能。 

温度：S. bombicola 的最佳生长温度是 28.8 °C 

(national collection of yeast cultures，UK)。Gobbert

等[49]指出槐糖脂合成的最佳温度是 21 °C。但在实

际发酵生产过程中，槐糖脂生产中使用的温度一

般均为 25 °C 或 30 °C。 

(3) 生理参数。生物量：在槐糖脂发酵过程

中维持高浓度的生物量是获得高产量槐糖脂的

必要条件。Gao 等[53]使用 15 倍浓度的 YM 培养

基(葡萄糖浓度除外)作为 S. bombicola 的培养基

质，使得发酵罐中生物量迅速增长至最高值，是

常规培养的 6 倍左右。随后向发酵罐中流加葡萄

糖和菜籽油，槐糖脂产率达到了 3.7 g/(L·h)，为

常规培养条件下的 1.5–5.8 倍，是现有报道中的

最高产率。 

溶解氧：在槐糖脂的整个发酵过程中，氧的

供应非常重要，酵母细胞在指数生长过程中对氧

限制非常敏感，良好的通气条件对槐糖脂的生产 
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十分重要[7]。同时，槐糖脂生化合成的第一步，即

脂肪酸的羟基化衍生过程中，CYP52M1 细胞色素

P450 单加氧酶的催化反应需要使用氧分子(图 3)。

Guilmanov 等 [54]通过摇瓶实验研究了通气量对  

槐糖脂产量的影响，发现氧的传递效率为 50–    

80 mmol/L O2/(L·h)时，槐糖脂产量达到最大值。 

1.2.2  流 加 发 酵 工 艺 ： 流 加 发 酵 (fed-batch 

fermentation)是槐糖脂生产过程中最常用的发酵

工艺之一。相比于传统的批次发酵工艺，流加发

酵 中 槐 糖 脂 的 产 量 显 著 提 升 ， 其 中 又 以 碳 源    

(如：葡萄糖、植物油和脂肪酸酯等 )的流加为   

主[9,43,52–53,72]。Davila 等[50]发现，在亲水性碳源(葡

萄糖)供应充足的条件下，流加脂肪酸酯等疏水碳

源更有利于提高槐糖脂的产量，流加菜籽油酯(脂

肪酸甲/乙醇酯)与流加菜籽油(脂肪酸甘油酯)相

比，可将槐糖脂产量从 255 g/L 提升至 340 g/L。

然而，油脂酯类衍生物的价格昂贵，且在代谢途

径中易于产生的甲醇/乙醇，使得槐糖脂的生产过

程变得危险，因此未得到广泛的应用。另一种新

颖的两步流加-批次发酵方法被 Daniel 等[55]报道，

他们发现 S. bombicola 无法消耗乳清废液中的乳

糖 ， 故 而 在 第 一 步 发 酵 中 利 用 Cryptococcus 

curvatus ATCC 20509 分解乳糖，随后破碎细胞释

放胞内油脂(single-cell oil，SCO)并得到细胞碎片，

使用这种菌体破碎液作为第二步的发酵原料并在

后续发酵过程中流加菜籽油，使得槐糖脂的产量

达到了 422 g/L。但同样的工艺条件下(使用 C. 

curvatus 菌体破碎液作为第二阶段的发酵原料)，

不流加菜籽油仅使用葡萄糖作为第二阶段发酵

生产的碳源，槐糖脂产量低至 12 g/L，产率仅为

0.06 g/(L·h)[73]。可见，无论在批次发酵还是在流加

发酵过程中，油脂对槐糖脂的高产具有重要影响。 

槐糖脂发酵生产过程中，原料(植物油脂和葡

萄糖)成本占总生产成本的 10%–30%[74]，因此，降

低原料的成本有利于进一步降低槐糖脂的生产成

本。近年来，大量的研究致力于使用农工业废弃

物(如：糖蜜、秸秆、甘蔗渣、煎炸废油、厨余废

物等)作为碳源进行槐糖脂生产[56–61]。为了进一步

提升这些废弃物的使用效率，往往需要对其进行

预处理，包括：酸碱水解[61,75]、酶水解[57,66]等。此

外，在以这些废弃物为原料的发酵过程中流加传

统的底物，如葡萄糖、大豆油、油酸等可进一步

提升槐糖脂的产量。例如：Kaur 等[57]通过向厨余

废物水解液中流加葡萄糖和油酸将槐糖脂产量提

高至原来的 3.3 倍。 

虽然研究者们在槐糖脂的流加发酵工艺生产

中取得了卓越的成效，但流加发酵工艺仍然具有

不足之处。与批次发酵相同，流加发酵在微生物

接种后的 2 d 内几乎没有槐糖脂产出，这将降低整

个发酵过程中的生产效率；流加发酵过程中的高

产率状态往往无法维持，槐糖脂的生产阶段一般

维持 200 h 左右就不得不因为发酵液黏度过高而

终止；发酵批次的切换使得发酵设备长时间停止

运行，后续需要清洁、灭菌等，大大增加了运营

成本[64]。为了降低发酵批次切换的频率，进一步

减少前期准备时间，提升槐糖脂的产率，研究者

引入了循环发酵的概念[76]，并开发了半连续发酵

工艺和连续发酵工艺[62,64]，有效地提升了设备的

利用率。 

1.2.3  半连续发酵工艺：在半连续发酵工艺中，

反应器中的产物累积到一定浓度后，部分富含产

物的发酵液将被排出进入下游分离工序，然后新

鲜的培养基加入反应器中，在补充营养物质的同

时还有助于降低发酵液的粘度，有利于发酵的进
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行，如此循环往复，直至槐糖脂产量开始大幅度

下降时发酵终止。Marchal 等[62]进行了 7 个周期的

循环发酵试验，反应器初始装液量为 2 L，疏水碳

源(菜籽油乙酯)的流加速率为 2.1 g/h。每完成 1

个发酵周期(96 h)，将移出一定量发酵液至反应器

中剩余发酵液体积为 1 L，随后加入 1 L 的新鲜培

养基，开始新一批次的发酵培养，连续 7 个切换

周期完成后，总计发酵时长 672 h。最佳情况下(第

7 周期)，槐糖脂产率可达 2.34 g/(L·h)，碳源转化

率高达 0.74。半连续发酵工艺的开发能有效缩短

批次切换过程中所需的辅助时间，降低槐糖脂的

生产成本，同时能在一定程度上降低产物的抑制

效应并缓解发酵过程中的泡沫问题。但半连续发

酵工艺仍存在不足之处，生产过程中发酵液的外

排导致了生物量的损失，这需要额外的时间和物

质能量来使细胞重新生长至稳定期(时间较批次

发酵短)，然后才能重新开始槐糖脂的生产。另外，

工业规模上进行间歇性地取出发酵液和补充新鲜

培养基存在操作困难，易染菌等风险。因此，研

究者们对发酵工艺的优化进行了进一步探索。 

1.2.4  连续发酵工艺：为了减少生物量在循环发

酵过程中的损失，研究者们开发了连续发酵工艺。

在连续发酵工艺中，酵母细胞保留在反应器内，

而产物可随发酵液流出而实现分离。因此，连续

发酵也称“产物原位分离”发酵，这在一定程度上

降低了产物抑制效应，同时也避免有害代谢废物

的积累。该发酵工艺中，如何高效快速地保留(回

收)菌体细胞显得尤为重要。Palme 等[63]将超声波

强化沉降(ultrasonic enhanced settling，USE)技术用

于槐糖脂发酵过程中菌体的原位分离(图 5-A)，在

不影响细胞活力的前提下，细胞分离率最高可达

99%，但存在槐糖脂回收率较低(约 10%)等问题。

为了提高槐糖脂的回收率，Dolman 等[64]设计了一

个独立的重力分离单元，开发了一种新颖的槐糖

脂连续发酵生产工艺(图 5-B)，并且能适应槐糖脂

相密度的变化。该工艺在顶部分离情况下能够连

续运行 42 d，共分离获得 623 g 槐糖脂。作者认为

槐糖脂相位于反应器的顶部或底部取决于发酵液

中葡萄糖浓度是否超过 50 g/L，但另有学者报道

发酵液中疏水底物含量的多少才是决定槐糖脂相

位置的决定因素[65–66]。Liu 等[65]首次报道了基于泡

沫浮选分离的槐糖脂连续发酵工艺(图 5-C)，通过

调控体系中疏水底物与槐糖脂的比例，联用两级

分离器，短时间内即可回收 75%的槐糖脂。整个

发酵工艺运行 221 h 后共获得 777 g 槐糖脂，回收

率高达 91%，生物量损失控制在 1%以下，与批次

发酵相比，产量提高了 41%。Wang 等[66]利用餐饮

泔水的酶水解物作为底物，并进行葡萄糖和油酸

的流加，利用分液漏斗作为简易分离器，开发了

利用废弃物生产槐糖脂的连续发酵工艺(图 5-D)。

取样静置 1–2 min 确定反应器内槐糖脂已累积至

可沉淀水平，将全部发酵液泵入分离单元，静置

10–15 min，通过控制管道的开关，将槐糖脂相排

出发酵系统，而上部含微生物的发酵液泵回反应

器内，流加底物后进行新一轮发酵。整个发酵过

程(480 h)几乎没有生物量损失，槐糖脂的回收率

高达 93%，槐糖脂产率相比于(流加-)批次发酵提

升了 2–6 倍。连续发酵工艺能够在最大程度上保

留(回收)菌体细胞，实现槐糖脂的高效生产。但与

半连续发酵相同，工业规模上的连续发酵工艺存

在操作困难，易染菌等风险。 

泡沫控制一直是生物表面活性剂发酵生产过

程中的难点[32]，Wang 等[66]指出，疏水性底物(油

酸)的加入可有效消除槐糖脂发酵过程中产生的 
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图 5.  槐糖脂连续发酵生产工艺 

Figure 5.  Continuous fermentation process of sophorolipids production. A: in situ cell separation by applying 
ultrasonic enhanced setting (UES)[63]; B: gravity separation process adapted to density change of sophorolipids 
phase[64]; C: foam flotation separation process of sophorolipids[65]; D: gravity separation process of sophorolipids 
with funnel as simple separator[66]. 
 
 

泡沫。但在发酵中后期，泡沫量增大，必须向反

应器中加入较多的油酸才能维持发酵工艺的正常

运行，由此导致分离单元中槐糖脂相无法聚集，

只能进一步加大油酸的投入使得槐糖脂相聚集在

分离器的上部得以分离，也因此造成了油酸的浪

费。为了解决泡沫问题对槐糖脂发酵的困扰，固

态发酵工艺的研究引起了众多学者的兴趣。 

1.2.5  固态发酵工艺：与传统的沉浸式液体发酵

相比，固态发酵可避免泡沫问题的产生[69]，尤其

是在生物表面活性剂的发酵过程中，槐糖脂固态

发酵工艺的研究几乎全部以废弃物基质作为底

物。Jiménez-Peñalver 等[69]在以冬化油饼和甜菜糖

蜜作为底物的固态发酵工艺研究中发现，对基质

进行间歇搅拌能够使槐糖脂的产量提升 31%。同

一课题组后续构建了以聚氨酯泡沫(polyurethane 

foams，PUF)为支撑，以硬脂酸和糖蜜为碳源的固

态发酵工艺[71]，通过优化 PUF 基床的比表面积和

持水能力等发酵参数，获得了最佳槐糖脂产量

0.211 g/g。然而，固态发酵工艺也不可避免地存在

不足之处，例如：生物反应器的设计、发酵参数

的监测以及槐糖脂的提取方式等。Jiménez-Peñalver

课题组发现固态发酵槐糖脂产量与微生物的累积

耗氧量呈线性关系[69,71]，线性系数由具体的发酵

工艺条件决定，这意味着有望实现槐糖脂固态发
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酵生产产量的在线检测。 

虽然废弃物可以大量低价购得，利用废弃物

取代传统基质作为发酵原料能够降低槐糖脂的生

产成本。然而，实际上利用废弃物作为发酵原料

会使得槐糖脂的成本增加。与传统发酵底物相比，

废弃物生产槐糖脂的效率更低(表 3)，需要投入更

多的原料、机械运转、人工费用以获得等量的槐

糖脂产物，同时废弃物的预处理成本也需要核算

加入槐糖脂的生产成本中。现已有餐厨废物生产

槐糖脂的计算机仿真经济分析报道[77]，但该仿真

评估依然与实际生产状况相去甚远，仅能作为参

考。总而言之，以废物基质作为发酵原料，使得 

 

表 3.  不同发酵工艺下的槐糖脂生产效率 

Table 3.  Production efficiency of sophorolipids under different fermentation processes 

Fed substrates 
Fermentation
scale 

Yield/(g/L) 
Productivity/ 
[g/(L·h)] 

Conversion 
ratio */(g/g) 

Quantitative methods 

(Fed) Batch Fermentation 

Glucose, rapeseed esters[50] 4 L 340  2.10 0.65 HPLC-ELSD 

Glucose, rapeseed oil[53] 10 L ＞200 3.70 0.66 Anthrone colorimetry 

Glucose, SCO, rapeseed oil[55] 3 L 422 0.80 0.84 Gravimetric  

Sugarcane molasses, soybean oil[56] 3 L 60 0.31 0.60 Gravimetric  

Food waste hydrolysates[57] 2 L 28.2 0.39 0.26 HPLC-ELSD 

Glucose, sunflower oil refinery 
waste[58] 

5 L 51.5 0.27 0.26 Gravimetric  

Rice bran, glucose, cottonseed oil[59] 7 L 131.5 0.67 0.44 RP-HPLC 

Soy molasses, oleic acid[60] 12 L 75 0.44 0.13 Gravimetric  

Glucose, tallow fatty acid[48] Shake flask 120 0.50 0.42 TLC 

Corn stover hydrolysates, yellow 
grease[61] 

3 L 52.1 0.31 0.34 Gravimetric  

Food waste hydrolysates, glucose, 
oleic acid[57] 

2 L 92.8 1.00 0.33 HPLC-ELSD 

Semi-continuous Fermentation 

Glucose, rapeseed esters[62] 4 L 266 (Cycle 
average) 

1.38 (Cycle 
average) 

0.43 (Cycle 
average) 

Anthrone colorimetry 

Continuous Fermentation 

Glucose, sunflower oil[63] 10 L 8.0 0.34 0.15 TLC semi-quantitative 

Glucose, rapeseed oil[64] 3 L 623 0.61 0.47 Gravimetric 

Glucose, rapeseed oil[65] 5 L 342 1.55 0.43 Gravimetric 

Food waste hydrolysates, glucose, 
oleic acid[66] 

2 L 1719.7 2.39 0.73 HPLC-ELSD 

Solid-state Fermentation 

Fed substrates Incubation time/h Yield /(g/g) 

Sunflower oil cake, motor oil[67] 384 0.32 

Sunflower oil cake, soybean oil[68] 384 0.40 

Winterization oil cake, sugar beet molasses[69] 192 0.24 

Safflower oil cake, soybean oil[70] 336 0.48 

Stearic acid, sugar beet molasses[71] 384 0.21 

*:  Total SLs (g)
Conversion ratio

Total carbon source provided (g)
 . 
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槐糖脂的生产朝着可循环的生物经济发展是可行

的，但它们目前无法与高效的传统基质发酵工艺

相竞争。针对废物基质设计改造更为强健、高产

的菌株，使得废物基质“真正”取代传统基质成为

可能。 

2  槐糖脂的分离纯化研究现状 

结构不同的槐糖脂具有各自独特的应用前

景[6]，为了充分发挥具有不同结构槐糖脂性能的优

越性，分离获得特定类型的产物具有重要意义。

然而，槐糖脂的下游处理过程中，产品的纯化成

本占据总生产成本的 60%–80%[1]。因此，为促进

槐糖脂的商业化应用，研究开发高效低成本的槐

糖脂分离纯化工艺十分重要。本章节将详细讨论

近年来报道的槐糖脂分离纯化工艺及技术(表 4)。 

2.1  重力分离 

槐糖脂的密度比发酵液的密度大，到了发酵

后期，大部分槐糖脂沉降在反应器底部，利用重

力分离的原理可分离获得槐糖脂[64,66,82]。但仍有一

部分槐糖脂溶解在发酵液中，为提升重力分离的回 

 
 

表 4.  槐糖脂分离纯化工艺的分离效率及优缺点 

Table 4.  The comparison of separation efficiency by different processes 
Separation techniques SL products Recovery/% Purity/% Advantages  Disadvantages 

Gravity[66] Mixture  93 n.a. Easy operation, high recovery rate, 
large-scale application 

Low purity 

Foam flotation[65] Mixture 91 n.a. Operating easily, high recovery 
rate, large-scale application 

Low purity 

Pentanol and Soxhlet 
extraction[78] 

SL-COOH ≤90 >95 mol% High purity, high recovery rate Possible by-product 
formation 

Double silica 
filtration[78] 

SL-COOH ≤60 >92 mol% Quick and easy operation Highly toxic solvent, 
impurities retained 

Preparative HPLC[18] C18:1 diacetylated 
lactonic form 

n.a. 100 100% purity, single molecular 
structure product 

Low instrument load, 
expensive 

Crystallization  
(ethanol solution)[79] 

acetylated lactonic 
form 

40 >90 High purity Low recovery rate, long 
time 

Crystallization (PBS 
solution)[80] 

Diacetylated lactonic 
form 

99.2 98.9 High purity, high recovery rate Initial product content 
more than 90% 

Crystallization (water 
solution)[5] 

Diacetylated lactonic 
form 

95 97 High purity, high recovery rate, 
large-scale application 

For S. bombicola 
engineering strain 
products 

Crystallization (mixed 
solvent)[78] 

SL-COOH ≤80 100 High purity, high recovery rate Long time, energy 
consumption, no water 
in system 

Crystallization (ethyl 
acetate solvent)[81] 

C22:0 monoacetylated 
acidic form 

n.a. >95 High purity Long time, energy 
consumption 

Membrane filtration 
follow dialysis[5] 

Acidic forms 45 98 High purity Low recovery rate, 
membrane fouling 

Membrane filtration 
follow dialysis[43] 

Bola form 65 95 High purity Low recovery rate, 
membrane fouling 

Stepwise solvent 
extractions[82] 

SL-COOH/SL-ester 50/79 100 High purity, universality Need a lot of organic 
solvents 

n.a.: not available. 
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收率，加热能够促使发酵液中槐糖脂的沉淀[72,82]。

一般来说，所需的槐糖脂纯度取决于预期的应用，

重力分离所得槐糖脂含有大量水分，并含有少量

植物油、脂肪酸、色素等杂质，是槐糖脂的粗提

物。这类粗品槐糖脂常被应用于对产品纯度要求

不高的环境治理、石油回收等领域[83–84]。 

2.2  泡沫浮选 

泡沫分离是生物表面活性剂生产常用的分离

技术之一，surfactin 和鼠李糖脂已有通过泡沫浮选

工艺进行产物分离[1]的报道。槐糖脂由于起泡性差

且大部分产物自发沉降的特性无法通过泡沫浮选

进行分离。Liu 等[65]首次报道了槐糖脂的泡沫浮选

分离工艺(图 5-C)，通过调节发酵罐中菜籽油和槐

糖脂的比例使槐糖脂相的密度减小，槐糖脂在短

时间内不会自发沉降，该现象也被 Wang 等[66]报

道。富含空气和含油槐糖脂的发酵液被泵入两级

联用泡沫分离器中，在气泡的裹挟下，含油槐糖

脂以泡沫的形式浮在发酵液表面，分离后进入下

一个工作单元。泡沫分离器能在 12 min 内分离获

得 75%的槐糖脂，整个生产工艺的槐糖脂分离率

高达 91%，但所得产物含油 8%–12%，是槐糖脂

的粗提物。 

2.3  溶剂萃取 

溶剂萃取法是生物表面活性剂分离工艺中普

遍使用的方法。在实验室规模上，萃取槐糖脂最

常用的有机溶剂是乙酸乙酯。用等体积的乙酸乙

酯萃取槐糖脂发酵液 2–3 次，离心收集有机相，

将乙酸乙酯旋转蒸发后可获得黄色槐糖脂粗品，

再用正己烷洗涤粗品以去除油脂、脂肪酸等疏水

性杂质，所得固体放入真空干燥箱中过夜。萃取

法常用于槐糖脂重量法定量分析[65,73]，但萃取法

所得槐糖脂仍然含有水分，疏水性杂质也无法完

全去除，这往往会高估槐糖脂的产量。经典萃取

法(乙酸乙酯为萃取剂)不具备选择性，由该方法纯

化的槐糖脂仍然是成分复杂的混合物，无法实现

不同类型槐糖脂的分离。 

为了获得单一类型的槐糖脂，研究者们通常

会使用化学法对槐糖脂混合物进行“预处理”，将

结构复杂多样的混合物转变为某一类产物。Rau

等[85]和 Baccile 等[78]将槐糖脂混合物碱水解，解开

酯环并去除乙酰基团，使混合物转化为单一类型

的去乙酰化酸型槐糖脂(SL-COOH)，并用正戊醇

萃取产物，通过索氏提取器进一步去除产物中的

杂质[78]，但所得酸型槐糖脂中仍含有亲水性杂质。

近来，作者通过溶剂逐级萃取纯化技术分别获得

了纯度极高的酸型和内酯型槐糖脂[82]。槐糖脂混

合物在碱性甲醇溶液中发生反应获得 SL-COOH，

SL-COOH 在酸性甲醇溶液中又转变为内酯型槐

糖脂(SL-ester)。后续使用乙酸乙酯环己烷体系，

乙酸乙酯甲醇体系和二氯甲烷对两类槐糖脂进行

逐级萃取纯化，回收了约 50%的酸型和 80%的内

酯型槐糖脂[82]。萃取法分离纯化槐糖脂操作简单，

周期较短，能够快速制备产物，但需要使用大量

的有机溶剂，并且无法直接进行酸型和内酯型槐

糖脂的分离，需要借助化学修饰等预处理手段。 

2.4  层析技术 

柱层析是有机化合物分离纯化最常用最有效

的技术，它也被应用到槐糖脂的分离纯化中。用

于柱层析分离纯化的样品往往是已经通过溶剂萃

取技术去除了大部分杂质的槐糖脂粗品。粗提物

溶于有机溶剂并装填在硅胶柱上端，随后使用混

合溶剂对硅胶柱进行梯度洗脱，收集不同阶段的

层析液可获得分离产物。槐糖脂柱层析最为常用

的有机溶剂体系是三氯甲烷-甲醇体系[86]，三氯甲
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烷-丙酮溶剂体系也被报道可用于槐糖脂的柱层

析分离[87]。柱层析技术能够获得高纯度的槐糖脂

产物，但由于槐糖脂的结构过于复杂多样，并且

每种结构间的差异较小，故而单一结构槐糖脂通

过柱层析技术进行分离较为困难。同时，层析柱

荷载低、层析柱装填难、产物回收率较低、回收

周期长且需要使用大量有毒溶剂(如三氯甲烷)都

使得槐糖脂柱层析分离技术难以大规模应用。为

了克服上述技术难点，Baccile 等[78]报道了一种无

需硅胶柱装填的硅胶过滤纯化方法。通过交替使

用亲水的 60 硅胶和疏水的 C18 硅胶分别除去

SL-COOH 中的亲水性和疏水性杂质，产物一直保

留在流动的有机相中而被获得。该方法与传统硅

胶柱层析相比，无需装填硅胶柱，纯化过程方便

快捷，槐糖脂荷载量大(几十克)，产物回收率较高

(约 60%)，但在所得产品中会保留较多的杂质。 

薄层层析(thin layer chromatography，TLC)也

是槐糖脂常用的分离纯化技术之一。但该技术的

应用并不是为了获得纯化产物，而是为了对槐糖

脂进行定性分析[63]或是作为质谱分析的前端分离

手段[84]。槐糖脂 TLC 分析时最常用的展开剂体系

是氯仿：甲醇：水=65：15：2 (V/V/V)，在展开后

的硅胶板上喷洒硫酸-蒽酮溶液并于 110 °C 加热 

5 min 可观察到产物的显色[82]。 

当对槐糖脂的抗癌活性、炎症反应等医用潜

力进行深入探究时，槐糖脂的纯度和分离度要求

将进一步提高。制备型高效液相色谱通常用于分

离获得单一结构的槐糖脂纯净物[18]。与柱层析相

似，制备型色谱的样品荷载率低，分离纯化成本

高昂。 

2.5  低温结晶 

结晶法主要是针对在水中溶解度较低的乙酰

化内酯型槐糖脂的分离纯化方法。早在 20 世纪 60

年代，就已有从槐糖脂乙醇溶液中低温结晶获得

内酯型产物的报道[79]。为提升产物的回收率，Hu

等[80]改进了此方法，在低温下用 pH 6.5 的磷酸缓

冲液洗涤槐糖脂混合物以除去大部分酸型产物，

随后在 65 °C 用洗涤后的槐糖脂配置饱和溶液，再

降温使得内酯型产物析出，成功回收 99%以上内

酯型槐糖脂。但该方法要求混合物中内酯型产物

的含量大于 90%，酸型杂质超载将降低产品的纯

度及回收率。Roelants 等[5]针对内酯酶过表达基因

工程菌株生产的槐糖脂(99%二乙酰化内酯型)设

计了多级热水洗涤-低温结晶的产物回收方法，回

收率高达 95%，产物纯度为 97%。除内酯型槐糖

脂外，部分酸型产物也能通过结晶法进行纯化。

Baccile 等[78]通过调节溶剂的极性，使得 SL-COOH

晶体在–18 °C 环境下析出。最近，Solaiman 等[81]

报道了一种结构独特的单乙酰化酸型槐糖脂(图

2-A)的低温结晶分离。产物的乙酸乙酯萃取液在

–20– –18 °C 冷藏 18 h 以上，可析出晶体。低温结

晶法获得的产物纯度高，但由于维持低温环境

(4 °C 或–18 °C)需要耗费大量能源，并且结晶过程

需要较长时间，实际应用的可行性较低。 

2.6  膜过滤 

膜过滤分离纯化法适用于水溶性较好的酸型

和 Bola 型槐糖脂。Roelants 等[5]将酸型槐糖脂去

细胞发酵液通过两级膜过滤进行分离纯化，第一

步用 30 kDa 的超滤膜除去多糖、蛋白质和残留的

菌体碎片，并将滤液透析 5 次，可回收 78%的产

物；第二步，用 10 kDa 的超滤膜去除第一步产物

中的小分子杂质(糖、盐、小蛋白、多肽等)，并将

滞留物透析 4 次以除去色素杂质，该步骤的产物

回收率为 58%。Van Renterghem 等[43]采用同样的
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两级膜过滤分离方法对含有 2 个亲水槐糖基的

Bola 型槐糖脂(图 4-C)进行纯化，回收了 65%的产

物。然而，超滤膜的价格昂贵，且使用过程中存

在严重的膜污染问题(由于蛋白导致的)，这也限制

了该技术在实际中的应用。 

综上，槐糖脂的分离纯化方法种类多样，但

大多难以直接应用于大规模的槐糖脂制备，大型

精密设备的配备以及能源的消耗会导致生产成本

居高不下。为降低槐糖脂的生产成本，推进槐糖

脂的市场化应用，高效率低成本的分离纯化工艺

仍有待进一步探索。 

3  展望 

近年来，对槐糖脂应用研究的报道层出不穷，

槐糖脂在石油回收、环境保护、药物开发等诸多

领域表现出良好的应用前景。目前，槐糖脂纯品

(纯度 97%以上)和槐糖脂浓缩物(78%含量)的市场

价格分别估计为 38460 美元/t 和 25640 美元/t[77]，

远高于常规的化学表面活性剂。虽然槐糖脂的发

酵生产水平高于其它的生物表面活性剂(surfactin、

RHA 和 MELs 等)，但其产率和碳源转化率还有待

提高，对半连续切换工艺和连续发酵工艺进行优

化有望实现这一目的，例如：借助构建高密度细

胞培养工艺，可显著提升槐糖脂产率；同时优化

亲、疏水性碳源的添加比例，可进一步提升产物

产率及底物转化率。此外，构建或选育高效利用

工农业废弃物生产槐糖脂的工程菌株，提升其发

酵工艺生产水平也可进一步降低槐糖脂生产成

本，例如：联合使用 ARTP 技术和其它诱变技术

并结合高通量筛选技术，有望在获得高产量菌株

的同时实现单一种类槐糖脂的生产(酸型或内酯

型)。对于槐糖脂的分离纯化工艺，使用化学修饰

手段或借助特定生物酶催化手段将产物的复杂成

分归一化，并结合溶剂萃取技术可实现高效的分

离纯化目的，有望降低其生产成本。而该分离技

术的完善也有助于进一步开发槐糖脂高附加值领域

(如化妆品、制药、新材料等)的应用，提升其与化

学表面活性剂的竞争，有助于加速其产业化应用。 
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Biosynthesis and downstream processing of biosurfactant 
sophorolipids 

Yujing Tang, Xuwei Long* 
School of Environmental and Biological Engineering, Nanjing University of Science and Technology, Nanjing 210094, Jiangsu 
Province, China 

Abstract: Sophorolipids are glycolipids biosurfactants largely produced by various yeasts. They have excellent 

surface/interfacial activities and chemical stability even at extreme pH, temperature and salinity. More important, 

sophorolipids have many advantages over the chemical surfactants including non-toxic, non-irritating and 

easy-to-biodegrade, with many potential applications in many fields. Through the efforts made in the past five 

decades, the fermentation level of sophorolipids has been highly improved, but the downstream processing that 

counts for 60% to 80% of the total production cost, is still a challenge. This review highlights the properties and 

structures of sophorolipids, the biosynthesis pathway of sophorolipids, and the progress in fermentation and 

separation of sophorolipids in recent years. In addition, the prospects doe sophorolipids fermentation and separation 

towards their industrialization and commercialization are also addressed. 
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