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有机溶剂对米曲霉及荧光假单胞菌细胞毒性的研究 
 

吴晖，杨美艳，赖富饶，李晓凤 

（华南理工大学食品与轻工学院，广东广州 510640） 

摘要：本文以米曲霉以及荧光假单胞菌为代表性霉菌及细菌型微生物，通过对菌体生长量、菌丝球大小以及显微观察，研究了

常见有机溶剂对具有催化活性的微生物细胞的生长毒性。研究发现有机溶剂对真菌和细菌的毒性与其 lgP 值有密切关联关系，且与具

体的溶剂种类有关。在针对米曲霉的研究中，正丙醇、叔丁醇和甲苯(lgP 值分别为 0.55、0.80、2.5)对菌丝球的形成有一定的抑制作

用；当正丁醇与氯仿(lgP 值分别为 0.82、2.00)存在时菌丝质量为 0， 即能完全抑制菌丝生长；丙酮，短链醇，长链烷烃等的存在对

菌丝体总质量(0.81±0.07）和菌丝形态没有明显改变，但对生殖期以及孢子形态有显著影响。对荧光假单胞菌而言，正丁醇、氯仿、

甲苯和辛烷（4.6 > lgP > 0.8）可以完全抑制菌体生长（OD560 < 1.17±0.05），其他溶剂存在时菌体生长与对照（OD560=2.27±0.05）无显

著差异；此外，有机溶剂会影响培养过程中细胞的形状和细胞间的排列方式。 
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(College of Light Industry and Food Sciences, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: Using Aspergillus oryzae and Pseudomonas fluorescens as representative types of mold and bacteria microbes respectively, the 

toxicity of commonly-used organic solvents to the cell growth of microbial cell with catalytic activities was investigated through measurement 

of microbe growth, hypha ball size and microscopic observation,. It was found that the toxicity of organic solvent to fungi and bacteria has close 

relationship to its lgP value and also related to the type of solvent. For A. oryzae, n-propanol (lgP value 0.55), t-butanol (lgP value 0.80) and 

toluene (lgP value 2.5) inhibited the formation of the hypha ball. No mycelium formed when n-butanol (lgP value 0.82) and chloroform (lgP 

value 2.00) existed in the culture, indicating that they could complestely inhibite the growth of hypha. Though the existence of acetone, short 

chain alcohols and long chain alkanes hardly changed the total mycelium quality（0.81±0.07）and hypha morphology, they have significant 

effects on reproductive period and spore morphology. For P. fluorescens, the solvents with lgP values ranged in 0.8~4.6, including n-butanol, 

chloroform, toluene and octane, completely inhibited the growth of cells（OD560 < 1.17±0.05）. Other solvents made no significant differences 

from the control（OD560=2.27±0.05）in the bacteria growth. In addition, organic solvent will affect the cell shapes and the arrangement of the 

cells in the process of culturing. 
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生物催化因具有选择性高、反应条件温和、环境

友好的特性而成为生物技术领域中一个快速发展的领

域。在过去的几十年中，生物催化技术已经发展成为

工业合成大宗化学品、医药中间体、活性药物等物质

的重要工具，并有望在医药、精细化工等领域取代传

统的化学合成路径成为主要合成手段。全细胞生物催 
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化是指利用完整的生物有机体（即全细胞、组织甚至

个体）作为催化剂进行化学转化的过程，这种反应过

程又称为生物转化。全细胞是生物催化剂的一种，（相

对于酶法合成而产生）作为酶的天然载体，可以省去

酶分离纯化及固定化等步骤，从而大大地降低生产成

本。但对于一些工业上重要的化合物，其底物或产物

大多数是水溶解度差或几乎不溶于水的因此生物催化

过程常受到底物溶解度低、底物/产物抑制生物催化剂

活性、产物进一步降解等限制，从而阻碍了生物催化

技术在一些重要工业过程中的应用。为解决这些问题，

广大研究者将注意力转移到有机溶剂、水-有机溶剂两

相体系、超临界流体、离子液体等非水相生物催化的

研究中，取得了很好的效果。 
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生物催化剂在非水介质中不仅能起催化作用，而

且具有许多在水介质中不具备的新特点，比如非水介

质中脂肪酶结构“刚性”增强，使其区域选择性和立体专

一性等大大提高，增强了酶的热稳定性等；长期以来，

人们认为非水介质对细胞有毒害作用，细胞在有机溶

剂中不能存活。上世纪80年代末，有研究人员将细菌

细胞置于有机溶剂体系中进行反应，发现细菌细胞可

以在有机溶剂中存活。之后研究人员致力于对细胞的

耐有机溶剂性质以及有机溶剂对细胞的毒害机理之研

究[1,2]，同时有机溶剂的选择也成为全细胞非水相催化

的研究热点。由于全细胞催化技术利用的是微生物在

生长期间分泌的一种或多种酶类，因此研究有机溶剂

对微生物生长期间的细胞毒性对促进全细胞非水相催

化的发展具有重要的意义。 
米曲霉（Aspergillus oryzae）是一种好气性真菌，

属于半知菌亚门、曲霉属，菌丝一般呈黄绿色，后为

黄褐色，培养适温为37 ℃。米曲霉的菌丝由多细胞组

成，是一类产复合酶的菌株，除产蛋白酶外，还可产

淀粉酶、糖化酶、纤维素酶、植酸酶等，广泛应用于

食品、饲料、生产曲酸、酿酒等发酵工业。荧光假单

胞菌（Pseudomonas fluorescens）分类学上属于细菌域、

变形菌门、γ-变形菌纲假单胞菌目、假单胞菌科的假单

胞菌属。细胞为直的杆菌，大小为0.7~0.8×2.3~2.8 μm，

不产芽孢，革兰氏染色阴性。生长温度范围4~37 ℃，

最适生长温度是25~30 ℃。广泛分布于自然界，如土壤、

水、植物及动物活动环境中。该菌生化能力活跃，可

降解许多人工合成化合物，常被用于环境保护。我们

的前期研究表明，米曲霉及荧光假单胞菌均具有催化

活性[3,4]。本文分别以这两种微生物为代表，通过对菌

体生长量、菌丝球大小以及细胞的显微镜观察，研究

了非水相生物催化领域常见有机溶剂对其细胞生长的

毒性影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

米曲霉（Aspergillus oryzae 3.5232）和荧光假单胞

菌（Pseudomonas fluorescens GIM1.209）分别购自中

国微生物菌种保藏中心（CCGCC）和广东省微生物研

究所（GDIM），有机溶剂及其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  菌体的诱导培养及毒性试验 
米曲霉：从4 ℃保存的菌种斜面上用接种环勾取一

环米曲霉菌丝于马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）上，

28 ℃下培养60 h，得到成熟孢子。往平皿中加入10 mL
无菌水，用涂布棒从PDA上刮取米曲霉孢子，6层无菌

纱布过滤,获得米曲霉孢子悬液。向500 mL锥形瓶中加

入100 mL发酵液和2 mL孢子悬液，180 r/min，28℃下

培养48 h后，倒入培养皿中拍照，观察菌丝球形态，并

随机取样进行显微镜观察。发酵液配方为：0.1%（此

处均为质量百分比）酵母浸膏、0.5% (NH4)2SO4、0.1% 
K2HPO4、0.02% MgSO4·7H2O、0.5% 吐温80。 

荧光假单胞菌：种子液（m/V）：1%葡萄糖、1%
牛 肉 膏 、 1% 蛋 白 胨 、 0.5% K2HPO4 、 0.02% 
MgSO4·7H2O、0.5% NaCl、pH 7.0±0.1。发酵液（m/V）：
0.1% 酵母浸膏、0.5% (NH4)2SO4、0.1% K2HPO4、

0.02% MgSO4·7H2O、0.5%大豆油、pH 7.0±0.1。从斜

面勾取一环菌种至种子液中，培养 24 h 后接种到发酵

液中，接种量为 2%（V/V），参考文献[25]的方法，同

时加入 1%（V/V）有机溶剂，180 r/min，30 ℃，摇瓶

培养 48 h 后立即测定其 OD560值，以空白发酵液为对

照[5]。 
1.2.2  米曲霉干菌丝的制作以及菌体质量测定 

将得到的菌丝培养液经布氏漏斗抽滤，两倍培养

液体积的蒸馏水冲洗菌丝，且用布氏漏斗去除洗液。

再用 4 ℃丙酮浸没湿菌体约 1 min 后，抽滤去除丙酮，

反复操作两次，以去除菌体表面的水分，从而得到干

菌丝，称重得到菌体质量。 
1.2.3  显微镜观察 

从加有不同有机溶剂的培养基中取少量菌体于载

玻片上，加盖盖玻片后置于显微镜下观察。显微镜购

自广州明美电子有限公司，型号 MD130，米曲霉放大

倍数为 10×40 倍，荧光假单胞菌为 10×100 倍油镜。 

1.3  数据统计分析 

采用 SPSS 10.0 和 Sigma Plot 10.0 进行数据处

理，平行组误差用误差棒表示。 

2  结果与讨论 

2.1  有机溶剂对米曲霉菌落的分布及细胞生

长量的影响 

有机溶剂往往在低浓度时即对微生物的生长都具

有不同程度的毒性，但其不同种类有机溶剂对细胞的

毒性影响因素的研究甚少。在生物催化研究中，lgP
用来表示有机溶剂的极性参数。一般地，lgP 越低，

溶剂疏水性越弱，对酶分子失活能力越强。因此，常

常用来推测有机溶剂对酶的毒性[6]。因此本实验中尝

http://baike.baidu.com/view/1448731.htm
http://baike.baidu.com/view/374294.htm
http://baike.baidu.com/view/374294.htm
http://baike.baidu.com/view/126787.htm
http://baike.baidu.com/view/262972.htm
http://baike.baidu.com/view/5086246.htm
http://baike.baidu.com/view/5086246.htm
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试用 lgP 参数来表征有机溶剂的疏水性对细胞生长的

影响。 
León R[2]等揭示了细胞的生物活性与溶剂的 lgP

之间的关系，认为当有机溶剂的 lgP 低于临界点时，

细胞无催化活性或者活性非常弱；大于此临界点时则

显示出生物活性；临界点随着不同的微生物而不同。

总的来说，有机溶剂的 logP 低于 2 则不适合于生物催

化系统，当 lgP 介于 2~4 时，微生物细胞的生物催化

能力有较大的差异；相比之下在高 lgP 值有机溶剂中，

微生物细胞显示出相对较高的催化活性。 
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图1 不同有机溶剂对米曲霉菌丝成球的影响 

Fig.1 The influence of different organic solvents on the 

mycelium ball of A. oryzae 

注：a~h：对照、丙酮、正丙醇、叔丁醇、甲苯、辛醇、

异辛烷、正庚烷。 
从图 1a 中可以清楚地看到，有氯仿和正丁醇存在

的情况下培养基清亮，无菌丝生长。对照中的米曲霉

菌丝在外力持续震荡的作用下团聚成相对较大的光滑

的球形，其间夹杂少许小的球体。图 1b、g、h 中菌丝

球体体积小于对照，但球体分布密度稍大；图 1c、d、
e 中菌丝球体体积很小且分布密度高。除了丙酮与正

辛醇，当有机溶剂的 lgP 值小于 0.82 时，米曲霉菌丝

在强极性溶剂的作用下难以团聚成大的菌丝球，当

lgP 值大于 2 时，有机溶剂极性较弱，菌丝体受其影

响较小，仍能形成较大的菌丝球，但比对照小，说明

弱极性的有机溶剂对米曲霉菌丝球的形成有一定影

响，但影响不及强极性溶剂的大。图 1f 中出现了乳白

色浑浊的现象，分析原因可能是正辛醇完全阻止了菌

丝球的形成，使其均匀分布于培养基。 
菌丝成球的内在生理因素研究近年来才刚刚起

步。Braun和Vecht-Lifshitz认为，菌丝成球不仅仅是机

械外力导致的，还可能是特定代谢活动引起的[7]。丝状

菌成球条件有种属差异，但人们普遍认可两种成球类

型: 孢子聚集型和非孢子聚集型(菌丝体聚集), 米曲霉

属于孢子聚集型。Li Z J[8]等认为，菌球长到一定大小

后在特定的搅拌速率下继续生长要耐受更大的流变压

力，经过一段时间后菌球会改变形态以适应环境，比

如变得更光滑。薛维纳等的实验也得到这一结论，黑

曲霉发酵时当小菌球持续在较高的搅拌压力下菌球变

的光滑、致密，酶活较低[9]。本实验在有机溶剂存在的

情况下，米曲霉菌丝成球受阻，球体粗糙，其可能的

原因有二：一是有机溶剂可能改变了米曲霉孢子的表

面电势，从而阻碍其正常成球；二是有机溶剂的存在

可能改变了米曲霉的某些代谢活动，影响其菌丝正常

成球。 

 
图2 不同有机溶剂对米曲霉菌丝体质量的影响 

Fig.2 The influence of different organic solvents on the 

mycelium weight of A. oryzae 

注：1~10：对照、丙酮、正丙醇、叔丁醇、正丁醇、氯仿、

甲苯、辛醇、异辛烷、正庚烷。 

结合图 1 的结果，从图 1 中可以看出，米曲霉菌

丝生长量与有机溶剂的 lgP 值没有呈现规律性的相关

性。不过，除甲苯之外，有机溶剂的 lgP 值在 0.82~2.9
范围内对米曲霉的生长完全抑制，毒性最大。在这一

范围，有机溶剂对荧光假单胞菌的毒性也是最明显的

（图 5），说明有机溶剂对真菌与细菌的生长毒性无明

显差异。在其它出现了菌丝生长的处理中，菌丝体质

量相对对照无显著差异，说明丙酮、正丙醇、叔丁醇、

甲苯、异辛烷和正庚烷对米曲霉的生长只有轻微的抑

制作用。 

2.2  有机溶剂对米曲霉菌丝形态的影响 

正常的米曲霉菌丝体无色透明或呈明亮的颜色，

但不呈暗污色；可育的分枝分生孢梗茎以大体垂直的

方向从特化的厚壁的足细胞生出，光滑或粗糙，通常

无隔膜；顶端膨大形成顶囊，具不同形状，从其表面

形成瓶梗，或先产生梗基，再从梗基上形成瓶梗，最

后由瓶梗产生分生孢子。从图 3d 可以看出，除叔丁醇

的加入导致菌丝直径变小，且无明显分枝外，其他有

机溶剂的加入对米曲霉菌丝形态无明显影响。 
Martin[10]在米曲霉工程菌发酵产重组脂肪酶时发

现，在分批发酵中，菌丝直径由 2.8~2.9 m 增加到

4.0~4.4 m，直径增加了 1.5 m，尤其是菌丝尖端（被

认为脂肪酶产生区），菌丝及尖端膨大的同时伴随脂肪
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酶生成速率增加米曲霉野生菌株脂肪酶分批发酵中直

径始终维持在 2.9 m 为验证菌丝直径随生活史变化是

否为该工程菌固有的生理特性，Martin 又做了分批补

料麦芽糖实验，发现该菌株在产酶时期菌丝仍是变粗，

由 1.0 m 增加到 2.5 m，但给予氧胁迫后菌丝直径由

2.5 m 变为 1.0 m，酶产量急剧下降。因此该菌株尖端

膨大是跟产酶相关的，当产酶受环境胁迫时，菌丝直

径即变小。Swapnil[11]发现米曲霉分批补料发酵中，通

过控制碳源流加速率，造成碳源限制可有效控制生物

量及菌体形态。鉴于通过营养控制可以有效控制菌体

形态及产酶量，结合上面的实验结果，可以考虑通过

筛选不同的有机溶剂作为不同全细胞生物催化酰化反

应的非水相溶剂，来有目的的调控霉菌的产酶，从而

得到目的酰化产物。 
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图3 有机溶剂对米曲霉菌丝形态的影响 

Fig.3 The influence of organic solvents on the mycelial 

morphology of A. oryzae 

注：a：水，b：丙酮，c：正丙醇，d：叔丁醇，g：异辛

烷，h：正庚烷，j：甲苯。 

2.3  有机溶剂对繁殖期米曲霉细胞形态的影

响 

米曲霉正常的分生孢子头呈放射状，直径

150~300 μm，也有少数为疏松柱状。分生孢子梗 2 mm
左右。近顶囊处直径可达 12~25 μm，壁薄，粗糙。顶

囊近球形或烧瓶形，通常 40~50 μm。小梗一般为单层，

12~15 μm，偶尔有双层，也有单、双层小梗同时存在

于一个顶囊上。分生孢子幼时洋梨形或卵圆形，老后

大多变为球形或近球形，粗糙或近于光滑。通过显微

镜观察可以发现，加入了正丁醇，正辛醇和氯仿的发

酵液清亮，无任何菌丝生长；在有菌体生长的发酵液

中，加入清水，正庚烷和异辛烷的发酵液中有产孢结

构，且正庚烷和异辛烷中产孢结构的梗基只生于顶囊

的上部，为畸形产孢结构[12,13]；而加入了丙酮和叔丁

醇的发酵液中可见菌丝顶端膨大成球形，但尚未形成

产孢结构，说明丙酮和叔丁醇并未完全抑制，而只是

延缓了米曲霉的生殖生长；加入正丙醇和甲苯的发酵

液中未见产孢结构。这就说明有机溶剂对米曲霉生殖

生长是有影响的，并且在有菌体生长的几个处理中，

随着所加入有机溶剂lgP值的增大，有机溶剂对米曲霉

生殖生长的抑制作用逐渐减小，当溶剂lgP值达到 4.7
时，米曲霉可正常进入生殖生长阶段。 

有机溶剂对米曲霉菌丝形态影响不明显，但对生

殖生长却影响较大，是因为菌丝生长的最适环境条件

对其无性繁殖可能是最适的，但对其有性繁殖一般不

合适[14]。 

2.4  有机溶剂对荧光假单胞菌生长量的影响 

   
a            b            c 

   
d            e            f 

   
g            h            i 

  
j              k 

图4 有机溶剂对荧光假单胞菌生长量的影响 

Fig.4 The influence of organic solvents to the growth of P. 

fluorescens cells 

注：a：CK，b：n-propanol，c：n-butanol，d：t-butanol，

e：isopentanol，f：n-heptane，g：octane，h：isooctane，i：acetone，

j：chloroform，k：toluene。 
图 4 表明了有机溶剂对细菌生长量的影响。对照

中的发酵液呈均匀的乳白色，为荧光假单胞菌发酵液

在 30℃、180 r/min 下培养 48 h 后因细菌菌体生长而

造成的乳白色浑浊。图中可以清楚看到，分别加入了

1%（V/V）正丁醇、氯仿、甲苯和正辛烷的四份培养

基清亮，没有出现类似空白对照中的浑浊；加入了异

辛烷与正庚烷的发酵液有浑浊现象，但是浑浊程度不

如对照。其他几种有机溶剂对发酵液浑浊度的影响不

大，即细菌的生长量影响不大。 
图 5 通过对不同发酵液 OD560值的测定，直接证

实了有机溶剂对荧光假单胞菌生长量的影响。从图中

http://baike.baidu.com/view/190518.htm
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可以看出，当有机溶剂的 lgP 小于等于 0.8 时，发酵

液的 OD560值与对照差（OD560=2.27±0.05）异不显著，

丙酮对真菌和细菌的毒性都较小，王振斌等在研究有

机溶剂对肿瘤细胞的细胞毒作用时也发现丙酮对所研

究的 3 株肿瘤细胞毒性较小；当 lgP 大于 0.8 时，发

酵液的 OD560值随着 lgP 值增大而增大，即细菌的生

长量随着所加入的有机溶剂极性的减小而增大，受溶

剂的影响越小。当 4.6 > lgP > 0.8 时，发酵液的 OD560

值不到对照的一半，与对照差异显著，这与图 6 中的

直观表现是一致的。但是荧光假单胞菌生长量受溶剂

极性的影响也不是完全根据其 lgP 值的变化而变化

的，例如所研究的异辛烷与正庚烷，虽然两者的 lgP
值相同（都为 4.7），但是发酵液发酵后的 OD560值却

相差了约 1.0，两者对细胞生长量的影响差异显著；正

丁醇与异丁醇，两者的 lgP 值均为 0.8，但是发酵液的

OD560值却相差了约 1.0，两者对细胞生长量的影响差

异显著。因此在一定范围内，荧光假单胞菌的生长量

随着 lgP 值的变化而有规律变化，但同时也与具体的

有机溶剂种类相关。 
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图5 纯有机溶剂对荧光假单胞菌的毒性 

Fig.5 Toxicity of pure organic solvents to P. fluorescens 

注：1~10：对照，丙酮，正丙醇，叔丁醇，正丁醇，氯仿，

甲苯，辛烷，异辛烷，正庚烷。 

2.5  有机溶剂对荧光假单胞菌细胞形态的影

响 

在前面的研究基础上，选取对细胞生长量影响最

小（所培养微生物 OD560 值最高 2.266）的丙酮（lgP 
-0.23）以及对细胞生长量影响最大（所培养微生物

OD560值较低 0.558）的甲苯（lgP 2.5）进行显微镜观

察，以等量的无菌水为阴性对照，进一步研究有机溶

剂对荧光假单胞杆菌细胞形态的影响，同时选取最利

于发挥细胞催化活性的疏水性溶剂正己烷（lgP 3.5）
为阳性对照。从图 6 可以看到，加入无菌水的细胞呈

大小均一的杆状无规则分布，而加入 1%丙酮培养的

细胞长度呈数倍增长，宽度无明显变化；1%甲苯的存

在对单个细胞本身的形态无显著影响，但多个细胞会

头尾相连成一条条长链；正己烷对细胞生长无显著影

响，即细胞毒性小，这从一方面证明了全细胞催化剂

在正己烷为疏水溶剂时催化效率最高的原因[15,16]。显

微镜观察的结果表明，溶剂的极性越大越能促进细胞

的伸长生长，极性越小，溶剂对细胞形态的影响越小。 

  
a                   b 

  
c                   d 

图6 有机溶剂对荧光假单胞菌细胞形态的影响 

Fig.6 Influence of organic solvents on cell shapes of P. 

fluorescens  

注：a~d：水、丙酮、甲苯、正己烷。 

3  结论 

本文研究了常见有机溶剂对两株具有酰化合成活

性的微生物细胞的生长毒性。研究发现当有机溶剂的

lgP 值在 0.8~2.9 范围内时，其对真菌和细菌的毒性作

用都是最强的；同时发现，但 lgP 值不是唯一的判断

标准，该细胞毒性还与具体的溶剂种类有关。有机溶

剂对米曲霉菌丝成球影响各异，但不影响菌丝体总质

量，虽然其对米曲霉的菌丝形态没有明显改变，但对

生殖期以及孢子形态有显著影响。对荧光假单胞菌来

说，正丁醇、氯仿、甲苯和正辛烷可以完全抑制菌体

生长，部分溶剂对细菌形态也有一定的影响。本文从

直观的角度研究了有机溶剂对微生物的生长毒性，为

全细胞的非水相催化更好的发展提供了细胞角度的论

证。为了更好的解释这些表面现象形成的机理，胞壁

的组成成分、疏水性以及表面电荷等因素的变化都值

得深入研究。 
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