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不同培养条件对黑曲霉细胞生长及水解特性的影响

研究 
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（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：本文研究了培养条件中不同种类、不同浓度的氮源和表面活性剂、发酵时间、温度、转速对黑曲霉全细胞生物量及水解

活性的影响规律。研究发现，氮源对于黑曲霉细胞中具有水解活性的诱导酶系的产生具有一定的促进作用，且作用结果因氮源种类不

同而异，其中酵母膏对黑曲霉具有最佳的培养效果；当酵母膏质量浓度为 1.5 g/L 时，黑曲霉生物量达到 1.35 g/L，且水解活性达到

66.45%。表面活性剂中 Triton X-100 培养的黑曲霉全细胞催化剂的水解活性表现最佳，当其含量为 0.5%时，黑曲霉水解催化效率达

到最大值。无机盐种类、浓度及培养温度和转速等条件对黑曲霉细胞生长和水解活性的影响也进行了研究，并确定具有水解活力的黑

曲霉细胞的最佳培养方法为：酵母膏 1.5 g/L，Triton X-100 0.5%；MgSO4·7H2O 1 g/L；KH2PO4 1 g/L，KCl 0.5 g/L；(NH4)2SO4 1.5 g/L；

KCl 0.5 g/L；无水 CaCl2 0.1 g/L；温度 35 ℃，转速 140 r/min。在该条件下，黑曲霉细胞生长量和水解效率分别达到 1.73 g/L 和 90.23%。 
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Abstract: The effects of different culture conditions, including different types and concentrations of nitrogen sources and surfactants, 

fermentation time, temperature, and rotation speed, on the biomass and hydrolytic activity of Aspergillus niger (A. niger) cells were studied in 

this paper. The results showed that different nitrogen sources enhanced the production of the induced enzymes with hydrolytic activities in A. 

niger cells, and the rate of enhancement by the different nitrogen sources were different. Among the tested nitrogen sources, yeast extract 

showed the best inducing effect on the cells. For yeast extract concentration of 1.5 g/L, the biomass of A. niger corresponds 1.35 g/L. Among the 

surfactants examined, the optimal hydrolytic activity was found in the A. niger cells cultured using Triton X-100. In the culture media with 0.5% 

Triton X-100, the hydrolysis efficiency of A. niger reached 58.12%. In addition, the effects of inorganic salts, culture temperature, and rotation 

speed were also investigated and the optimal conditions to cultivate Aspergillus niger cells with hydrolytic activities were as follows: yeast 

extract 1.5 g/L, Triton X-100 0.5%, magnesium sulfate heptahydrate 1 g/L, monopotassium phosphate 1 g/L, potassium chloride 0.5 g/L, 

ammonium sulfate 1.5 g/L, and anhydrous calcium chloride 0.1 g/L. The ideal culture temperature and rotation speed were confirmed as 35  ℃

and 140 r/min, respectively. Under the optimal culture conditions, biomass and hydrolysis efficiency of A. niger cells were 1.73 g/L and 90.23%, 

respectively. 
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黑曲霉(Aspergillus niger)是一种自然界中常见的

腐生真菌，属于半知菌类曲霉属，主要存在于粮食、

植物加工品以及土壤中[1]。其生长过程一般分为三个 

阶段：第一阶段为白色的绒状；第二阶段变成黄色或

者鲜黄色；第三阶段生成为黑色厚绒状，背面呈现无

色或者中央略带黄褐色的状态。黑曲霉不仅在外源基

因的表达上具有很强的能力，同时在重组子方面也具

有非常优异的遗传稳定性。由于黑曲霉生长繁殖快、

发酵周期短，不产生有毒有害的物质的特性，同时也

具备丰富的脂肪酶、蛋白酶等多种酶蛋白表达系统，

使得黑曲霉在酶制剂生产中得到了广泛重视，也是美
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国食品药品管理局已准许其作为食品工业酶的主要生

产菌之一[2]。作为工业化产酶的常见菌种之一，黑曲

霉所产的酶种类众多，如酸性蛋白酶、淀粉酶、纤维

素酶、果胶酶和 β-葡萄糖苷酶等。它所生产的的酶类

产量高、活性高，目前已经广泛用于医药工业、食品

工业和废水的处理等领域[3~6]。在微生物最初开始应用

于制备抗生素类的药品，但随着生物催化技术的飞速

发展，微生物细胞作为酶抑制剂、免疫调剂和拮抗剂

在生物制药等多个研究领域也获得了广泛的重视[7]。

与酶法相比，全细胞催化既承继了酶法的条件温和、

产物得率高、环境友好的反应特点，又克服了传统化

学催化法需要在高温高压下，由酸或碱催化完成，对

设备要求高，且对环境造成污染的缺点；同时，全细

胞催化还具有成本低廉、催化剂及反应介质都可以重

复利用等优势，有利于工业化生产，能够有效推动微

生物在在医药、食品和化妆品等工业中的广泛应用。

但迄今为止全细胞催化剂的开发研究较之酶法相对较

少，为了丰富全细胞催化理论，本实验以黑曲霉进行

生物转化，主要涉及其发酵性能的研究，例如培养条

件中不同种类、不同浓度的氮源和表面活性剂、发酵

时间、温度、转速对黑曲霉全细胞生物量及水解活性

的影响规律。 
黑曲霉是具有多种酶类表达体系的微生物，以往

研究多集中于其发酵性能[8,9]，迄今为止未见作为全细

胞催化剂性能的研究报道。基于此，本研究通过采用

不同的培养条件，研究了黑曲霉全细胞的生长量变化

及其水解活性的影响规律。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 
黑曲霉 Aspergllus niger，华南理工大学食品安全

与检测中心保藏菌种。 
1.1.2  主要试剂 

芸香叶苷购自日本 TCI 公司；营养肉汤，广东环

凯微生物科技有限公司；酵母浸膏，北京奥博星生物

技术有限责任公司；Tween 80、Tween 60、Tween 20、
Span 80、Span 60 和 Triton X-100 均购自本地试剂公

司，均为分析纯；甲醇购自德国 Merck 公司，为色谱

纯。其余试剂均购自本地试剂公司。 
1.1.3  仪器与设备 

Waters 高效液相色谱仪，配备 Waters 600 控制器、

2996 光电二极管阵列检测器、717 Plus 自动进样器；

色谱柱：4.6×250 mm (5 μm) Zorbax SB-C18 分析型色

谱柱（Agilent Technologies Co, Ltd, USA）；YXQ-LX
立式压力蒸汽灭菌锅，上海博讯实业有限公司医疗设

备厂；SW-CF-IF 超净工作台，苏州安泰空气技术有限

公司；Alpha 1-4LD plus 真空冷冻干燥机，德国

Martin-Christ 公司；SKY-211B 全温摇床柜，上海苏坤

实业有限公司；HZQ-F100 全温浴振荡培养箱，苏州

培英实验设备有限公司；FA2204B 型电子天平，上海

精密科学仪器有限公司；Thermo Micro17微量离心机，

上海纳诺实业有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌种培养方法 
黑曲霉孢子的获取：将接种于马铃薯琼脂培养基

中的黑曲霉菌丝放入 28 ℃恒温培养箱中培养 60 h，获
取黑曲霉孢子，用适量的无菌水溶解孢子，把孢子悬

浮液（接种量为 3%，V/V）接种到发酵培养基中。 
发酵培养基配方（g/L）：10，表面活性剂 Triton 

X-100；2，柚皮苷；2，酵母膏；1，MgSO4·7H2O；1，
KH2PO4；0.5，KCl；1.5，(NH4)2SO4；0.5，KCl；0.1，
无水 CaCl2；200 mL 培养基装于 500 mL 锥形瓶中，

培养温度 37 ℃，摇瓶转速 180 r/min，培养时间 60 h，
pH 自然。 
1.2.2  全细胞催化剂制备方法 

摇瓶培养 48 h 后，抽滤除去培养液得到湿菌体。

湿菌体用蒸馏水洗涤 3 次。菌体残留的培养基被洗去

后，-45 ℃真空冷冻干燥 24 h 获得冻干菌体即为黑曲

霉全细胞催化剂。4 ℃条件下储存备用。 
1.2.3  黑曲霉全细胞水解反应模型 

向 5 mL 锥形瓶中加入 32.8 mmol (20 mg)黄酮粉

末、1 mL 甲醇，震荡使其完全溶解，随后加入 1 mL
醋酸-醋酸钠缓冲液（pH 5.0），再分别加入 20 mg 不

同培养条件下得到的全细胞催化剂，混合均匀，置于

全温摇床柜中（35 ℃，120 r/min）。反应 12 h 后取样，

每次取样 50 μL，12000 r/min 离心 2 min 后取上清液

20 μL，用甲醇稀释 50 倍，过 0.45 μL 有机相滤膜。

HPLC 进样 20 μL，供高效液相色谱检测分析。 
1.2.4  黑曲霉水解效率、生物量的计算 
1.2.4.1  黑曲霉水解效率 

根据水解反应前后黄酮底物峰面积的差值与反应

前黄酮类化合物峰面积的比值来计算水解反应效率

（hydrolytic efficiency）： 
反应效率 HE%=[S-S0]/[S0]×100% 
式中：S 和 S0分别表示反应前后底物峰面积。 

1.2.4.2  生物量 
将 1.2.2 制得的黑曲霉全细胞催化剂置于精密天
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仪器：Waters 高效液相色谱仪；配备 PDA 紫外

检测器；检测波长为 360 nm。色谱柱：4.6×250 mm 5 
μm Zorbax SB-C18 分析型色谱柱。 

分析条件：20%乙腈-水溶液（含 0.1%磷酸）；流

速：0.9 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：20 μL。 

2  结果与讨论 

2.1  不同氮源对黑曲霉生物量及水解特性的

影响 

氮源是菌体合成氨基酸、蛋白质、核酸和细胞质

的主要成分，也是合成各种含氮代谢产物的重要原料。

为了了解氮源对 Aspergllus nige 的生物量及其水解催

化效率的影响，本研究对氮源进行了探究。 

 
图1 不同氮源对黑曲霉生物量及水解催化效率的影响 

Fig.1 Effects of different nitrogen sources on the biomass and 

hydrolysis catalytic efficiency of Aspergillus niger 

在培养基中其它成分不变的情况下，固定各氮源

质量浓度为 2 g/L，分别以酵母膏、胰蛋白胨、细菌学

蛋白胨、硫酸铵、硝酸钾、硝酸钠、尿素、牛肉膏、

氯化铵和硫酸铵+酵母膏（1:1）10 种物质作为氮源，

发酵培养，比较不同氮源对 Aspergllus niger 生物量及

产酶的影响。如图 1 所示，当培养基中不添加氮源时，

其生物量受到严重的抑制作用，为 0.025 g/L，说明氮

源对于微生物的生长有着显著的影响。在 10 种不同氮

源的培养基中，除了硫酸铵、硝酸钾、硝酸钠和尿素

之外，在添加其余 6 种氮源的培养基中，Aspergllus 
niger 均能较好的生长。从底物的转化率方面来看，所

有培养基都呈现出一定的催化效果，说明氮源并不是

Aspergllus niger GIM 3.25 产生具有催化活力酶的决定

性因素，只起着一个促进的作用。对比底物转化率可

以发现，以酵母膏为氮源培养的 Aspergllus niger GIM 
3.25 的催化活力最高，达到 65.6%，因此，选取酵母

膏为氮源。 

2.2  不同浓度酵母膏对黑曲霉生物量及水解

特性的影响 

 
图2 不同浓度酵母膏对黑曲霉生物量及水解活性的影响 

Fig.2 Effects of different concentrations of yeast on the biomass 

and hydrolysis activity of Aspergillus niger 

以酵母膏为氮源，分别考察 0.5、1.0、1.5、2.0、
2.5、3.0 和 3.5 g/L 7 个质量浓度的酵母膏对 Aspergllus 
nige 的生物量及其水解效果的影响。如图 2 所示，

Aspergllus niger GIM 3.25发酵60 h后的生物量随着酵

母膏质量浓度的增加呈现出先增加后减少的趋势，当

酵母膏质量浓度在 2.5 g/L 时，生物量达到最大值，为

1.55 g/L。其原因可能在于酵母膏浓度过高时，大于了

Aspergllus niger GIM 3.25 的细胞液内浓度，细胞为了

减小浓度差而过度吸水，使得细胞吸水过多而死亡，

从而使得生物量下降。而底物转化率也随着酵母膏质

量浓度的增加呈先增加后趋于平缓的趋势，在 1.5 g/L
时出现达到最大。总体来说，酵母膏质量浓度对于

Aspergllus niger GIM 3.25 的催化活性影响较小，因此，

综合考虑，选用 1.5 g/L 酵母膏为氮源的质量浓度。 

2.3  不同种类表面活性剂对黑曲霉生物量及

水解特性的影响 

表面活性剂是指加入少量能使其溶液体系的界面

状态发生明显变化的物质，具有固定的亲水亲油基团，

在溶液的表面能定向排列。根据亲水基团的性质，表

面活性剂可以分为非离子型、阳离子型、阴离子型和

两性离子型。表面活性剂不仅能诱导酶的产生，而且

能够对细胞膜的通透性产生影响[10]。有研究发现，

Tween 80 对菌丝连接酶存在着释放作用[11,12]。但是同

时，Tween 85 也被发现在酶总活力不变的情况下，增

加游离酶的产量同时降低胞内酶的产量[13]。因此需要

选择合适的表面活性剂来获得 Aspergllus niger 最佳的
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图3 不同种类表面活性剂对黑曲霉生物量及水解活性的影响 

Fig.3 Effects of different types of surfactants on the biomass 

and hydrolysis activity of Aspergillus niger 

如图 3 所示，本实验研究了非离子型(Tween 80、
Tween 60、Tween 20、Span 80、Span 60 和 Triton 
X-100)、阳离子型(CTAB)、阴离子型(SDS)和两性离

子型(SB3-14)表面活性剂对菌株的影响。在生物量来

看，除了十二烷基苯磺酸钠外，在其余的培养基中，

菌株均能正常的生长，尤其是在 Span 80 中，生物量

达到 6.43 g/L。原因在于十二烷基苯磺酸钠的粘稠度

过高，使得菌体无法生长。在催化效果方面，阳离子

型(CTAB)、阴离子型(SDS)和两性离子型(SB3-14)表面

活性剂都对水解酶的活力有较强的抑制作用，均低于

30%，原因可能在于离子型表面活性剂的带电基团与

蛋白质表面的带电氨基酸产生强烈的电荷相斥作用，

导致蛋白变性而失去活力。因此这三种表面活性剂不

能较好的促进 Aspergllus niger GIM 3.25 的产酶。而

Triton X-100 则表现出了最佳的催化活性，达到

55.68%。综合考虑，选择 Triton X-100 作为培养基配

方中的表面活性剂。 

2.4  不同浓度Triton X-100 对黑曲霉生物量及

水解特性的影响 

本实验以乳化剂 Triton X-100 为表面活性剂，分

别考察 0.25%、0.50%、1.00%、1.50%、2.00%、2.50%、

3.00%和3.50%等7个浓度对Aspergllus niger最佳的生

物量及其水解效果的影响。如图 4 所示，Aspergllus 
niger GIM 3.25 的生物量随着表面活性剂的添加量呈

先增加后减少的变化趋势，当浓度在 0.25%~1%时，

生物量增加，在浓度为 1%时达到最大，为 1.75 g/L，
之后随着浓度的增大，生物量开始减少。在催化效果

方面，催化效果随着 Triton X-100 含量的增加而增加，

然后趋于平缓。当表面活性剂 Triton X-100 含量超过

0.5%后，Aspergllus niger GIM 3.25 的催化活力不再增

加；当表面活性剂 Triton X-100 含量超过 3.00%后，

Aspergllus niger GIM 3.25 的催化活力随着 Triton 
X-100 用量的增加而小幅下降。 

 
图4 不同浓度Triton X-100对黑曲霉生物量及水解活性的影

响 

Fig.4 Effects of different concentrations of Triton X-100 on the 

biomass and hydrolysis activity of Aspergillus niger 

这可能是一方面非离子型表面活性剂在催化时具

有形成胶束的特性，当低于其临界胶束浓度的条件下，

可以激活相应的酶，因为非离子型表面活性剂 Triton 
X-100 在低浓度时可以与酶的活性中心产生相互作

用，帮助酶稳定在开放的构象，有利于底物进入活性

中心以及产物的释放，酶的活力得到提高，催化效果

加强[14]；当形成胶束后，高浓度的 TritonX-100 对其

水解酶活有不同程度的抑制作用，原因在于 Triton 
X-100 会进入酶的活性中心并与其紧密结合，使水解

酶的活性中心被占据，而无法催化其他底物的水解反

应，酶的活力受到抑制，催化效率下降[15]。因此，选

取浓度为 0.5%的Triton X-100 作为最适表面活性剂浓

度。 

2.5  不同发酵温度对黑曲霉生物量及水解特

性的影响 

温度是对于微生物生长及酶活性有着重要的影

响。因此在微生物的发酵过程中提供一个稳定且合适

的温度环境是必不可少的要素之一。在确保其他初始

发酵条件不变的情况下，选取 30 ℃、35 ℃、40 ℃和

45 ℃ 4 个温度点进行发酵培养，探究了不同温度对

Aspergllus niger 最佳的生物量及其水解效果的影响。

结果如图 5 所示，在生物量方面，Aspergllus niger 随
着发酵温度的上升而呈现先增加而后下降的趋势，催

化活力也有类似的规律。在 35 ℃时，生物量和催化活

力均达到最高，分别为 1.59 g/L 和 62.74%。可能的原

因在于，在一定的温度范围内，温度的升高，会加快

微生物的生长发育，使得产酶增加；当温度过高时，
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菌体易衰老，同时还会影响发酵液的物理性质和溶解

氧，从而间接影响酶的合成。选取 35 ℃作为发酵的最

宜温度。 
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图5 不同发酵温度对黑曲霉生物量及水解活性的影响 

Fig.5 Effects of different fermentation temperatures on the 

biomass and hydrolysis activity of Aspergillus niger 

2.6  不同发酵时间对黑曲霉生物量及水解特

性的影响 

 
图6 不同发酵时间对黑曲霉生物量及水解活性的影响 

Fig.6 Effects of different fermentation time periods on the 

biomass and hydrolysis activity of Aspergillus niger 

为了在最短的时间内获得高产量、高催化活性的

菌体，本实验对 36 h、48 h、60 h、72 h、84 h、96 h、
108 h、120 h、132 h、144 h 和 156 h 共计 11 个时间位

点对菌体的影响进行了探究。结果如图 6 所示，菌体

生物量和催化活性都在很短的时间内达到最高点，其

最大生物量和活性均出现在出现在 48 h，分别达到

1.75 g/L 和 58.33%。分析其原因，温度的升高增加了

分子运动活化能，因此细胞连接酶的活性中心与底物

分子直接的有效碰撞增多，与酶分子之间结合速度加

快，同时由于温度的升高，细胞的分裂速度加快，使

得细胞的生物量也出现增长。但是随着发酵培养时间

的延长，生物量和底物转化率在 156 h 内分别显著降

至1.02 g/L和33.56%。推测这是因为在48 h培养之后，

培养基中的代谢废物含量呈上升趋势，细胞的增殖和

全细胞水解酶的合成受阻。因此选取 48 h 作为发酵时

间。 

2.7  不同发酵转速对黑曲霉生物量及水解活

性的影响 

 
图7 不同发酵转速对黑曲霉生物量及水解活性的影响 

Fig.7 Effects of different rotation speeds during fermentation 

on the biomass and hydrolysis activity of Aspergillus niger 

在微生物生长过程中，转速能够对发酵液的保持

一个运动的状态，使得微生物在生长后避免沉积在一

起，影响生长。同时，在催化过程中，转速能够对底

物分子在酶活性中心的扩散程度产生硬性，因此本实

验对 80 r/min、100 r/min、120 r/min、140 r/min、160 
r/min、180 r/min和200 r/min 7个发酵转速对Aspergllus 
niger 最佳的生物量及其水解活性的影响进行了研究。

由图 7 可知，当初始发酵转速为 140 r/min 时，其催化

效果和生物量都略高于其他初始发酵转速下的转化率

和生物量。但是在 80 r/min 至 200 r/min 的范围内，转

化率和生物量均呈现先提高后略微下降。原因可能在

于，低转速能够加速氧溶解，改善通气效率，减少菌

丝抱团过紧等。而当处于高转速时，容易引起菌丝细

胞损伤，造成代谢异常，产量降低；当搅拌转速过低

时，菌丝容易抱团，形成菌丝团或菌球，不利于营养

物质的吸收和酶的分泌[16]。因此在该发酵条件下，选

取最适振荡速度以 140 r/min 为宜。 

2.8  验证试验 

通过以上试验，初步优化得到了 Aspergllus niger
产最佳生物量和催化活力的发酵培养基为：柚皮苷 2.0 
g/L，酵母膏 1.5 g/L，MgSO4·7H2O 1.0 g/L，KH2PO4 1.0 
g/L，KCl 1.5 g/L，无水CaCl2 0.1 g/L，表面活性剂Triton 
X-100 0.5%(V/V)、发酵温度 35 ℃、发酵振荡速度 140 
r/min。在此条件下培养 48 h，全细胞催化剂用量只需

使用优化前培养基培养的菌体用量的 1/3 即可达到高

于优化前黑曲霉全细胞催化剂 60 mg 催化效果的水
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平，大大提高了催化活性。 
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图8 初始培养条件与优化培养条件下黑曲霉的生长量和水解

活性对比 

Fig.8 Comparison of the biomass and hydrolytic activity of 

Aspergillus niger cultured under initial medium and optimized 

medium conditions 

3  结论 

本研究在前期研究的基础上，研究了不同培养条

件下黑曲霉全细胞的生长和催化特性，结果表明：不

同种类的氮源不仅对黑曲霉细胞的生长具有着极重要

的促进作用，同时对其水解效率的提高也有着不同的

促进作用；其中，酵母膏对于水解活力的促进作用最

佳，所培养细胞的水解效率达到 65.6%。0.5%的非离

子型表面活性剂 Triton X-100、发酵时间、发酵温度以

及发酵转速对 Aspergillus niger 的生物量及其水解活

性均有不同程度的影响。最佳培养条件为最适氮源酵

母膏，质量浓度为 1.5 g/L；最适表面活性剂为 Triton 
X-100，百分含量为 0.5%；最佳发酵时间是 48 h；最

佳发酵温度为 35 ℃；最佳发酵转速为 140 r/min。黑

曲霉全细胞催化剂具有易培养、制备简单、成本低廉

和催化效率高等特点，本研究工作将为黑曲霉为代表

的真菌催化剂在黄酮类化合物中的水解修饰反应提供

理论依据。 
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