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有机溶剂对黑曲霉 Aspergillus niger GIM 3.25 

的毒性影响 
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摘要：有机溶剂对微生物细胞的毒性作用会影响全细胞催化剂在有机介质中催化反应的效率和稳定性。本文研究了 11 种 logP

值不同的有机溶剂对黑曲霉 Aspergillus niger GIM 3.25 的孢子、菌丝球和催化效率的毒性作用，结果表明：所研究的有机溶剂中，甲

醇、乙腈、甲苯、叔戊醇对微生物的孢子形态产生明显的改变；其中甲醇、乙腈、甲苯会导致孢子变形甚至破裂，叔戊醇致使孢子的

形态完全变化，孢子的直径变小，表面变光滑。与对照组相比，有机溶剂还对 Aspergillus niger GIM 3.25 菌丝成球状况、菌丝质量和

所成菌丝的催化效应产生损害作用，其中丙酮、异丙醇、异辛烷的毒性作用最低，甲醇、乙腈、氯仿毒性作用较高；氯仿甚至抑制了

菌丝球的形成。有机溶剂对孢子和菌丝体的毒性作用未与有机溶剂的 logP 值呈现出相关关系。本研究将为推动真菌全细胞催化剂在

非水介质中的广泛应用及具有溶剂抗性真菌菌株的筛选提供良好的依据和参考。 
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Abstract: The toxic effects of 11 kinds of organic solvents on microbial cell were investigated. It was found that methanol, acetonitrile 

and methylbenzene had evident toxic effects on the surface morphologies of A. niger spores, forcing the spores deformation and even rupture. 

After incubated with t-Amyl alcohol, the morphology of the A. niger spores showed significant changes in both surface and size. Organic 

solvents also affected the mycelium morphology, the growth of A. niger and their catalytic abilities. Methanol, acetonitrile and chloroform had 

the higher toxicities than other solvents, while acetone, isopropanol and isooctane had lower cell toxicities. No evident relationship between 

solvent toxicity and the logP values of the solvents was found in this research. 
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微生物全细胞催化剂是一种新型的绿色催化剂，

采用完整细胞的整体酶系替代需分离纯化的酶。与纯

酶法相比较，该方法不需要复杂的酶纯化和固定的过

程，且回收和再利用都非常方便。相对于商业酶来说，

全细胞催化剂既能有效节省资金成本，又能高效地保

护生态环境；此外，全细胞催化剂能完整地保存内部

辅助因子以及酶的分子结构，实现酶与酶之间的耦合

作用，表现出对外部的环境更高的耐受能力[1~2]以及更 
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高效的催化活力[3]。目前，已有多种多样的微生物菌

种用于全细胞催化反应的报道。其中，曲霉类是研究

比较多的一类全细胞催化剂俩元菌种。例如，研究表

明黑曲霉可以产生 19 种脂肪酶，是一种理想的全细胞

催化剂来源。 

霉菌的生长状况与培养条件紧密相关，当置于固

体培养基中静置培养时，真菌的菌丝会分枝生长，长

成絮状；当置于液体培养基中振荡培养时，菌丝间碰

撞接触的机率会大大增加，菌丝会彼此紧密地缠绕并

凝聚成球，即真菌菌丝球体[4]。随着菌丝球的不断扩

大、密实，致密的菌丝球结构会阻止菌丝球内外的物

质交换过程，导致菌丝球中心发生自溶，形成典型的

中空菌丝球结构。菌丝球的密度较大，菌体的比表面

积大大增加，因此，菌丝球的沉降速度非常快，固液
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分离操作步骤相对简单，且能有效地避免菌体流失
[5~7]。随着培养时间增加，培养基内营养物质逐步降低，

代谢分泌物不断增加，菌丝球最终会全部破碎[8]。 

有机溶剂是一种常用的非水相介质，用于脂溶性

化合物的转化反应。在由菌丝体制备成全细胞催化剂

用于有机介质的反应过程中，有机介质可能会通过多

种途径影响全细胞催化剂的活性。例如，有研究表明，

有机溶剂可以通过改变霉菌孢子表面的电势以及霉菌

的某些正常代谢活动，让菌丝无法正常成球[9]。它们

还会影响细胞内各种连接酶的构象，破坏细胞膜并影

响细胞的基础代谢，从而对细胞产生一定的毒害作用，

毒性的大小由溶剂本身的性质和微生物遗传的生物结

构共同决定的[10]。一方面，有机溶剂作用于细胞膜中

的磷脂双分子层，改变膜的流动性和渗透性，导致质

子和离子的渗透性突然增大，质子的动力不足，能量

无法进行传导[11]，胞内的 pH 调控失去控制[12]，致使

大分子渗透；此外，有机溶剂会直接作用于镶嵌在磷

脂双分子层中间的蛋白质，使膜的流动性大大增加
[13]，导致微生物的正常新陈代谢受到干扰，微生物失

稳，甚至死亡。另一方面，一些耐受微生物体内存在

一定的特异性耐受机制，包括细胞膜耐受机制[14]、细

胞膜上的溶剂泵出机制[15]、细胞内的有机溶剂转化和

降解机制[16]等，能使细胞内有机溶剂的含量低于致死

阈值，从而具有一定的耐受性。有趣的是，细胞对不

同有机溶剂的临界毒性浓度点非常相似，约为 200 

mmol/L 左右[17]；膜上的溶剂浓度取决于水相中的溶

剂浓度和有机溶剂的疏水性，而有机溶剂对微生物毒

性差异性，主要取决于溶剂进入细胞膜的难易程度不

同。目前，常用 logP 值作为有机溶剂的疏水常数，来

表征有机溶剂的极性。研究人员已经针对酶和有机溶

剂 logP 关系进行了大量的研究，发现强极性溶剂易破

坏酶的结构，毒性作用较大，而弱极性的溶剂相对比

较温和，表现的毒性作用也较小。然而，有关全细胞

催化活性与有机溶剂毒性作用之间的关系的研究甚

少，且由于微生物的耐受机制造成的溶剂毒性特异性，

目前毒性相关机理尚不明确。为了使全细胞催化剂能

更好地被应用于非水介质中的各种化学反应，研究有

机溶剂毒性作用对微生物细胞活性的影响非常必要。 

基于此，本文以黑曲霉细胞为研究对象，以非酯

型儿茶素酰化反应为模型，探讨了有机溶剂对黑曲霉

孢子、菌丝球和催化效率的毒性影响。本文所做研究

有望为非水介质中的全细胞转化研究提供良好的参

考。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

黑曲霉 Aspergillus niger GIM 3.25，购自广东省微

生物菌种保藏中心。 

1.2  主要试剂 

甲醇、乙腈、丙酮、异丙醇、四氢呋喃、叔戊醇、

氯仿、甲苯、石油醚、正己烷、异辛烷，均为市售分

析纯。丙酸乙烯酯（Vinyl propionate，VP），纯度大于

98%，购自日本 TCI 公司；非酯型儿茶素（表没食子

儿茶素 EGC、表儿茶素 EC），纯度高于 98%，购自南

京景竹生物科技有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  全细胞催化剂制备方法 

将黑曲霉接种于马铃薯葡萄糖琼脂斜面培养基

（PDA）中，于 28 ℃的恒温培养箱中培养 60 h，连

续活化两次后，用无菌水溶解孢子，制成孢子悬浮液

（1×10
8
/L），即得霉菌种子液。将种子液以 2%的体积

当量接种发酵培养基中（5 g/L (NH4)2·SO2；1 g/L 

K2HPO4；0.2 g/L MgSO4·7H2O；5 g/L酵母浸膏；5 g/L

大豆油），于 37 ℃、180 rpm的恒温摇床中培养 48 h，

即得到霉菌的发酵液。将发酵液用双层 100 目的滤布

过滤或用布氏漏斗进行抽滤，用蒸馏水反复冲洗多次，

于-45 ℃真空冷冻干燥 24 h，得到的冻干菌体即为全

细胞催化剂。 

1.3.2  有机溶剂对黑曲霉孢子的影响 

在全细胞催化剂的种子液制备阶段向 PDA 培养

基中分别加入1%体积当量的11中 logP值不同的有机

溶剂（甲醇，乙腈，丙酮，异丙醇，四氢呋喃，叔戊

醇，氯仿，甲苯，石油醚，正己烷，异辛烷），待培养

基凝固后，划线接种黑曲霉，用保鲜膜包好以免有机

溶剂挥发，于 28 ℃恒温培养 60 h；当黑色的曲霉孢

子形成后，用无菌水将培养基上生长出来的黑曲霉配

制成霉菌的孢子悬浮液，置于-45 ℃中进行真空冷冻

干燥；在干燥后的菌体粉末上涂上一层薄薄的金，用

Zeiss EVO18 扫描电子显微镜在 10000 伏的加速电压

下进行二次电子模式分析。扫描电镜观察的放大倍数

统一设为 4500 倍。 

1.3.3  有机溶剂对霉菌菌丝球形成的影响 

向发酵培养基中分别加入 1%体积当量的 11 种

logP 值不同的有机溶剂，接种正常培养的黑曲霉种子

液，用保鲜膜封住锥形瓶瓶口放置有机溶剂挥发，置

于 37 ℃恒温振荡培养 48 h，观察黑曲霉菌丝球的形成

状况，拍照并记录。将菌丝球经布氏漏斗进行抽滤，
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分开菌体和培养液，用蒸馏水对黑曲霉反复进行清洗

后置于-45 ℃环境下进行真空冷冻干燥以去除多余的

水分，得到冻干菌丝，称重得到菌体的质量；用所得

的菌丝球全细胞催化非酯型儿茶素与 VP 的酰化反

应，分析催化剂活性及反应效率。 

1.3.4  有机溶剂体系对黑曲霉全细胞催化剂催

化活性的影响 

在 11 种不同 logP 值的有机溶剂中选择对非酯型

儿茶素溶解性较高的有机溶剂作为黑曲霉全细胞催化

非酯型儿茶素与丙酸乙烯酯反应的反应介质，用 24 h

后的底物转化率衡量有机溶剂对正常全细胞催化剂转

化活性的影响。 

2  结果与分析 

2.1  有机溶剂培育对菌丝球形态的影响 

黑曲霉的培养条件和方式对其菌落形成状况影响

很大，固态静止培养会形成顶部带有黑色球形孢子的

发达菌丝，液体振荡动态培养因会增加菌丝碰触的机

会，促使菌丝相互缠绕形成了小球体，菌丝球的外表

光滑、致密，阻碍了球体内外正常的物质交换，导致

内部菌丝因缺乏足够的营养物质而发生自溶，因此，

菌丝球呈典型的内部空心状态。 

    
0-对照    1-甲醇      2-乙腈     3-丙酮 

    
4-异丙醇   5-四氢呋喃   6-叔戊醇    7-氯仿 

    
8-甲苯    9-石油醚   10-正己烷  11-异辛烷 

图1 不同有机溶剂对黑曲霉菌丝成球的影响 

Fig.1 The influence of different organic solvents on the mycelium 

balls of A. niger 

注：培养皿的直径为6 cm。 

有机溶剂对菌丝球的影响既表现在抑制菌丝的生

长，使黑曲霉无法在发酵液中正常代谢致使菌丝产量

少，又表现在会抑制曲霉菌丝成球、使培养液浑浊甚

至出现絮状沉淀等非正常现象。有机溶剂的毒害作用

由溶剂本身的性质和微生物遗传的耐受能力共同决定
[18]。图 1 中 0 号是没有加入任何有机试剂的对照试验

组，该组的培养基清亮，黑曲霉在外部振荡作用下可

以缠绕、聚合成光滑的小菌丝球，球体数量很多，且

颜色偏黄。3、4、11 号中的培养基清亮，菌丝球体表

面光滑，直径略小于对照组，球体数量也少于对照组

少。4、9、10 号中的菌丝球体直径约只有对照组的一

半，但菌丝球体的数量很多，10 号培养液清亮，而 6、

9 号的培养液浑浊。5、8 号的培养液略带浑浊，菌丝

球数量明显少于对照组，其中 5 号菌丝球体的个体小、

表面粗糙、大小不一，8 号菌丝球体的直径约为对照

组的一半，但表面光滑。1、2、7 号明显受到了有机

溶剂的抑制作用；1 号出现絮状沉淀，并伴有极少数

的直径微小的褐色菌丝球体；2 号无絮状沉淀，形成

了少量直径较小的褐色菌丝球体；7 号培养基清亮，

无菌丝的生长。可见，所研究的有机溶剂中丙酮、异

丙醇、异辛烷对黑曲霉球化的抑制作用最低，甲醇、

乙腈、氯仿严重影响了黑曲霉菌丝成球化，其他溶剂

都在一定程度上对黑曲霉菌丝球的形成起到毒性作

用；然而，所研究有机溶剂的毒性作用与有机溶剂的

logP 值并未呈现出相关关系。 

2.2  有机溶剂培育对黑曲霉菌丝球质量的影

响 

 
图2 不同有机溶剂对黑曲霉菌丝体质量的影响 

Fig.2 The influence of different organic solvents on the mycelium 

weight of A. niger cells 

注：0-对照，1-甲醇，2-乙腈，3-丙酮，4-异丙醇，5-四氢呋

喃，6-叔戊醇，7-氯仿，8-甲苯，9-石油醚，10-正己烷，11-异辛

烷。 

黑曲霉菌丝球的质量由球体的大小和密度共同决

定。有机溶剂会对菌丝生长和球化过程产生抑制作用，

从而无法形成正常的菌丝球。从图 2 可以看出黑曲霉

的菌丝球的生长量与有机溶剂的 logP 并未出现线性

关系；极性较大的甲醇（ logP=-0.76 ）和乙腈

（logP=-0.33）明显抑制黑曲霉的生长，但是极性同

样大的丙酮（logP=-0.24）仅有轻微的抑制作用，极
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性适中的氯仿和甲苯对黑曲霉的抑制作用显著，甲苯

甚至完全抑制了黑曲霉的正常生长，其他有机溶剂对

黑曲霉的生长过程都有一定程度的抑制作用，其中丙

酮、异丙醇、正己烷、异辛烷的毒性最小；推测有机

溶剂对黑曲霉生物量的影响与不同种类有机溶剂本身

的性质相关。 

2.3  有机溶剂培育对黑曲霉孢子形态的影响 

为了进一步确定有机溶剂对黑曲霉全细胞的毒

性作用机理，本实验接着通过 SEM 手段探测了有机

溶剂对黑曲霉繁殖体孢子形态的影响。分别向 PDA

培养基中加入了 11 种 logP 不同的有机溶剂，接种正

常的黑曲霉后，在适宜的条件下培养，直至黑曲霉长

出大量的孢子，用无菌水洗下孢子后进行真空冷冻干

燥，用扫描电镜进行分析。图中，扫描电镜的放大倍

数均为 4500 倍。 

  

a                            b 

  

c                           d 

  

e                          f 

图3 有机溶剂培育后的黑曲霉全细胞孢子图 

Fig.3 SEM photographs of freeze-dried A. niger spores 

after incubated in organic solvents 

注：a-对照组，b-甲醇，c-乙腈，d-丙酮，e-叔戊醇，f-甲苯。 

图 3 中 a 是正常黑曲霉孢子的扫描电镜照片，因

事先通过真空冷冻干燥脱水，图片中黑曲霉孢子表面

呈现出轻微的、均匀的褶皱，两端向内凹，形成了扁

平的“车轮”状，孢子的直径约为 3.2 um。图 b~f 分别

展示了黑曲霉在五种带有机溶剂的 PDA 培养基中培

育后的孢子的表面形态。c1、c2 分别是图 c 的局部采

集图。可以看出黑曲霉孢子被极性较强的甲醇和乙腈

培育后细胞形态破坏得最严重，经甲醇培育后，黑曲

霉孢子的褶皱现象严重且大量的孢子的细胞胞膜发生

了破裂，细胞结构被破坏；经乙腈培育后，黑曲霉的

孢子褶皱程度适中，但孢子个体大小不一，大孢子的

直径是正常孢子的一倍多，小孢子的直径不足正常孢

子的一半，且如 c1、c2 所示，孢子明显出现了变形；

在经相似 logP 的较强极性溶剂丙酮培育后，孢子生长

得较好，褶皱程度适中，孢子的整体细胞形态与对照

组的无异；在叔戊醇孵化体系中，黑曲霉的孢子的细

胞形态发生显著的改变，直径明显变小，约 1.8 um 左

右，孢子不再呈图 a 中的中心内凹的扁圆状“车轮”

形，而呈现出中心略凹的近球形形态，且表面相对光

滑，无明显的褶皱出现；经甲苯培育后的黑曲霉孢子

直径相对变小，不再呈现从直径两端向内收缩的形状，

而是从四面八方向内收缩，略成四方体的形状。在其

他有机溶剂孵化的黑曲霉孢子形态状况与对照组相

似，未出现典型的形态特征。可以看出，甲醇、乙腈、

四氢呋喃、甲苯对孢子的形态的毒性较大，且在受到

不同有机溶剂培育后黑曲霉孢子的表面形态与有机溶

剂的 logP 值之间也未发现存在明显的关联关系。 

2.4  有机溶剂培育对黑曲霉全细胞催化效率

的影响 

研究接着探讨了经不同种类有机溶剂培育后，所

制备的黑曲霉全细胞在儿茶素酰化反应中的催化活性

的变化情况。表 1 表明，经甲醇、乙腈培育后，黑曲

霉振荡培养后即使生成了少量褐色的菌丝球，但所形

成的全细胞的催化效果极低；经四氢呋喃、甲苯、叔

戊醇培育后，菌丝球形态有明显的异常改变，全细胞

的催化效果也随之大大降低；经 logP 值相对较高的石

油醚、正己烷、异辛烷培育后，菌丝球形态变化程度

不大，全细胞的催化能力也会被一定程度地抑制；经

丙酮、异丙醇培育后，菌丝球形态仅发生了略微的变

化，全细胞的催化能力受有机溶剂的抑制作用较轻。

结合 2.1.1 和 2.1.2 的结果，可以看出黑曲霉在液态振

荡培养过程中，全细胞的催化效果与菌丝球的形成状

况密切相关，菌丝球形成状况好的组次对应的催化效

率也相对高，菌丝球形成状况异常的组次对应的催化

效率相对低；此外，除石油醚培育的黑曲霉全细胞之

外，全细胞的催化效率与菌丝体的质量呈较明显的正

相关的关系；以上发现均说明微生物全细胞的催化效
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果在微生物培养过程中会受有机溶剂毒性作用的影

响，不同有机溶剂的毒性作用与其种类有关，与溶剂

的 logP 值并未呈直接的相关关系。 

表1 不同有机溶剂培育对黑曲霉菌丝全细胞催化活力的影响 

Table 1 Acylation of non-gallated catechins by A. niger whole cells cultured in solvent-containing media 

Solvents logP 
EGC  EC 

V0/(mmol/h) Conversion/% V0/(mmol/h) Conversion/% 

Ck  35.63 95.73  33.29 94.15 

Methyl alcohol -0.76 NA NA  NA NA 

Acetonitrile -0.33 NA 3.2  NA NA 

Acetone -0.24 29.83 91.24  30.76 90.71 

Isopropanol 0.33 30.82 93.14  29.17 93.62 

Tetrahydrofuran 0.49 13.75 32.15  14.28 30.82 

Tert-amyl alcohol 1.15 18.75 50.73  17.84 48.23 

Chloroform 2.0 NA NA  NA NA 

Methylbenzene 2.5 19.83 40.27  17.36 38.71 

Petroleum ether 3.0 26.83 74.28  22.84 69.62 

n-hexane 3.5 28.74 83.21  28.70 82.38 

Isooctane 4.5 27.93 88.74  27.66 86.42 

注：NA表示未获得全细胞。 

2.5  有机溶剂反应介质对黑曲霉全细胞催化剂活性的影响 

表2 不同有机溶剂体系中黑曲霉全细胞催化剂的活力 

Table 2 Effect of solvents on Aspergillus niger whole cell catalyzed acylations of EGC and EC 

Solvents logP 
EGC  EC 

Solubility/(mmol/mL) Conversion/% Solubility/(mmol/mL) Conversion/% 

Methyl alcohol -0.76 1605.30 95.98  824.49 96.20 

Acetonitrile -0.33 219.92 68.79  19.13 57.34 

Acetone -0.24 1802.42 55.68  1135.09 56.52 

Isopropanol 0.33 282.04 95.08  70.85 95.04 

Tetrahydrofuran 0.49 1694.14 74.18  1211.53 84.05 

Tert-amyl alcohol 1.15 121.87 97.10  23.84 NA 

Chloroform 2.0 25.04 NA  23.78 NA 

Methylbenzene 2.5 6.15 NA  1.29 NA 

Petroleum ether 3.0 6.16 NA  1.13 NA 

n-hexane 3.5 9.32 NA  0.86 NA 

Isooctane 4.5 6.42 NA  0.05 NA 

注：反应体系为异丙醇，EGC、EC浓度为30 mmol/L，丙酸乙烯酯浓度为600 mmol/L，脂肪酶LipozymeIM RM用量为40 mg/mL，

反应温度为50 ℃，振荡速度为200 rpm，反应时间为24 h，NA表示因溶解度较低，未测量。 

底物在有机溶剂中的溶解性以及有机溶剂对全细

胞催化剂的毒性作用是制约底物转化的两个关键因

素。溶剂 logP 值、底物溶解性以及有机溶剂对全细胞

的毒性作用均对催化效率产生较大的影响。表 2 中显

示，在有机溶剂的 logP 值低于 2.0 时，EGC 能很好地

溶解，在 logP 值低于 1.0 的有机溶剂中，EC 能有效

溶解于甲醇、丙酮、异丙醇、四氢呋喃中，但溶解性

并未随着 logP 呈现出线性关系，且在乙腈中的溶解度

并不好。在甲醇中，EGC 和 EC 溶解度都很高，且底

物转化率也很高，分别达到了 95.98%和 96.20%，说

明甲醇是种很好的媒介溶剂；在异丙醇中，EGC 的溶

解度明显高于 EC 的溶解度，且二者也均能实现较高

的转化率，分别达 95.08%和 95.04%，说明异丙醇更

易溶解羟基较多的底物，且异丙醇对催化剂的毒性作
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用不大；叔戊醇对 EGC 的溶解度和转化率都很高，

但对 EC 的溶解度较低；乙腈和丙酮对 EGC 的溶解度

均较大，但已经对 EC 的溶解度较低，二者对全细胞

催化剂的毒性均较强，会降低催化剂的的稳定性，影

响催化活力，导致底物的转化率受到了抑制[19]。在

logP 值较高疏水性溶剂中，EGC、EC 基本不溶，热

力学平衡难以向底物转化的方向进行。 

3  结论 

在非水介质中利用微生物全细胞作为催化剂时，

有机溶剂对微生物细胞的毒性作用将显著影响微生物

细胞催化反应的效率。通过研究不同有机介质对黑曲

霉的毒性影响结果表明，甲醇、乙腈、甲苯、叔戊醇

对微生物的孢子形态产生明显的改变，甲醇、乙腈、

甲苯会导致孢子变形甚至破裂，叔戊醇致使孢子的形

态完全变化，孢子的直径变小，表面变光滑。此外，

有机溶剂还对黑曲霉菌丝成球状况、菌丝质量和所成

菌丝的催化效应产生损害作用，其中丙酮、异丙醇、

异辛烷的毒性作用最低，甲醇、乙腈、氯仿毒性作用

很高，氯仿甚至抑制了菌丝球的形成。有机溶剂对孢

子和菌丝体的毒性作用未与有机溶剂的 logP 值呈现

出相关关系。在黑曲霉全细胞催化非酯型儿茶素酰化

反应中，有机溶剂培育及作为介质时均就会对催化剂

活性和反应效率产生显著影响。本研究将为全细胞催

化的应用推广及理论研究均提供良好的参考和借鉴。 
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