
CIESC Journal, 2017, 68(8): 3218-3224                                                            ·3218· 化工学报 2017 年 第 68 卷 第 8 期 | www.hgxb.com.cn

 
                                                             DOI：10.11949/j.issn.0438-1157.20170277 
 

黑曲霉 C2J6 对环己酮的细胞耐受性机制 

苏雪林 1，张梓涵 2，刘娅 1 
(1石河子大学食品学院，新疆 石河子 832000；2新疆维吾尔自治区产品质量监督检验研究院，新疆 乌鲁木齐 830011) 

摘要：鉴于黑曲霉 C2J6 在有机溶剂中的菌体生长和酶活性与其细胞耐受性有关，为揭示菌体对有机溶剂的耐受

规律和耐受性机制，考察了菌体对 15 种有机溶剂的耐受性，并从细胞水平上探究了菌体在疏水性较低的环己酮中

的耐受性机制。结果表明：黑曲霉 C2J6 可以在多种有机溶剂中生长产酶，lgP 为−0.24～3.0 的有机溶剂对菌体生

长及产酶有不同程度的抑制作用，而 lgP>3.0 的有机溶剂则起到相应的促进作用。环己酮胁迫下，细胞膜表面出

现破损，胞内细胞器有皱缩现象，细胞表面疏水性下降，胞外核苷酸浓度上升，细胞膜不饱和脂肪酸含量降低，

饱和脂肪酸含量增加。说明菌体对环己酮的耐受性涉及多个方面，多种耐受机制同时存在，使环己酮对细胞的毒

害大大降低，从而提高了微生物的耐受能力。 
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Tolerance mechanism of Aspergilus niger C2J6 to cyclohexanone 
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Abstract: The mycelium growth and enzyme activity of Aspergillus niger C2J6 in organic solvent are related to 
cell tolerance in the solvent. In order to reveal the regulation and mechanism of organic solvent tolerance, fifteen 
kinds of organic solvents were used to investigate the organic solvent tolerance of Aspergillus niger C2J6. Then 
the tolerance mechanism for cyclohexanone, which is a less hydrophobic solvent, was studied in the cellular level. 
The results indicate that Aspergillus niger C2J6 can grow in a variety of organic solvents for enzyme production. 
Organic solvents whose lgP are between −0.24 and 3.0 will inhibit the cell growth and enzyme production to 
different degrees, whereas organic solvents whose lgP are greater than 3.0 will promote the growth and production. 
Under the stress of cyclohexanone, the cell membrane is damaged. The intracellular organelles shrunk. The 
hydrophobicity of cell surface decreased. Extracellular nucleotide concentration increased. The content of 
unsaturated fatty acid decreased while the content of saturated fatty acid increased. These phenomena illustrate 
that cellular tolerance to cyclohexanone is influenced in many aspects, and there are variety of tolerance 
mechanisms working together which help to reduce the toxicity of cyclohexanone on the cells, so as to improve 
the tolerance of the microbes. 
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引  言 

耐有机溶剂微生物是一类新颖的极端微生物。

这类微生物为了能在极端环境中生存，渐渐形成了

自身独特的结构和生理特征，其中一些微生物还能

产生耐受极端环境的酶类等代谢产物，如耐有机溶

剂脂肪酶、蛋白酶等，给非水相酶催化领域的应用

和发展带来了新的突破口。因此，耐有机溶剂酶类

已经成为生物催化领域中的一个研究热点。其中，

研究有机溶剂对微生物的毒害及微生物对有机溶剂

的耐受性机理成为关键。已有研究表明，有机溶剂

对微生物的毒害存在菌体特异性[1]，毒害的大小与

有机溶剂的 lgP 值有关[2-7]。lgP 表示有机溶剂在辛

醇和水中的分配系数，lgP 值越低，表示该溶剂的

疏水性越强。此外，还与有机溶剂的化学性质有

关[8]，如 E. coli 在含有辛烯的培养基中不能存活，

但在同等 lgP 值的甲基环六烷存在下，却可以生存。

通常微生物对有机溶剂的耐受机理包括细胞形态变

化[9]、囊泡外排[10-11]、改变细胞膜磷脂的结构和组

成[12-15]等。微生物体内存在多种耐受机制，这些机

制一般不是单独存在，而是多种机制共同发挥作用

来应对复杂的生存环境。 
目前，我国对耐有机溶剂微生物及其耐受性机

制的研究尚处于起步阶段，关于微生物对有机溶剂

的单一耐受性机制报道较多，但对具体微生物综合

耐受机制的研究相对较少。本文以有机溶剂耐受菌

黑曲霉 C2J6 为受试菌株，选取多种不同 lgP 值的有

机溶剂作为菌体培养基的碳源，了解菌体对不同有

机溶剂的耐受规律，然后从中选取 lgP 值较低、耐

受性较好的环己酮培养菌体，从细胞水平上探讨其

多种耐受性机制，以期为后续从代谢组学和蛋白质

组学角度的深入研究提供参考。此外，掌握微生物

对有机溶剂的耐受性机制，有利于靶向提高微生物

细胞的耐受性，对于开发极端微生物资源、充分利

用微生物特殊生理功能，开发全细胞催化剂[16]和环

境修复菌株、促进绿色化工、环境污染修复、酶制

剂的开发等具有重要的理论意义和应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
有机溶剂耐受菌黑曲霉 C2J6，源自葡萄，由本

实验室自行分离。 
1.2  实验药品 

对硝基苯酚棕榈酸酯：分析纯，Sigma；亚油

酸甲酯、亚麻酸甲酯：色谱纯，Sigma；正庚烷：

色谱纯，Fisher Scientific；石油醚、丙醇、甲苯、

正己烷、乙醇、乙酸乙酯：分析纯，西陇化工厂

有限公司；吡啶、丙酮、乙酸、环己酮、苯酚、

四氯化碳、苯、二氯甲烷、异丙醇：分析纯，北

京化工厂。 
1.3  实验设备 

OLYMPUS-CX41 生物显微镜，北京卓信伟业

科技有限公司；UH5300 双光束分光光度计，日本

日立（HITACHI）公司；JEM-1400 透射电镜，日

本电子株式会社；Vortex-genie 2 通用旋涡混匀器，

北京卓信伟业科技有限公司；GC-450 气相色谱仪，

德国布鲁克(Bruker)公司；MS-320 气相色谱-四级

杆质谱系统，德国布鲁克(Bruker)公司。 
1.4  培养基 

固体培养基：马铃薯粉 6 g·L−1，琼脂 20 g·L−1，

葡萄糖 20 g·L−1，蒸馏水 1 L，121℃灭菌 20 min。 
液体培养基：葡萄糖 10 g·L−1，蛋白胨 5 g·L−1，

KH2PO4 1 g·L−1，MgSO4·7H2O 0.5 g·L−1，蒸馏水 1 L，
121℃灭菌 20 min。 

发酵培养基：FeSO4·7H2O 0.01 g·L−1，KH2PO4 
0.5 g·L−1，NH4Cl 0.5 g·L−1，MgSO4·7H2O 0.5 g·L−1，

CaCl2 0.1 g·L−1，KCl 0.1 g·L−1，K2HPO4 1.0 g·L−1，

橄榄油乳化剂(4%聚乙烯醇:橄榄油=3:1)10 g·L−1，

NaCl 10 g·L−1，蒸馏水 1 L，121℃灭菌 20 min。 
1.5  菌体干重测定 

将不同 lgP 值的 15 种有机溶剂按 1%添加到黑

曲霉发酵培养基中，经发酵培养后的液体在恒重的

滤纸上真空抽滤，得到菌丝体后用蒸馏水冲洗 3 次，

于烘箱中 70℃干燥至恒重，冷却后称量，计算菌丝

体干重。 
1.6  脂肪酶活性测定 

以对硝基苯酚棕榈酸酯为底物，在分光光度计

405 nm 波长下测定脂肪酶活性[17]。 
1.7  菌体细胞形态观察 

细胞切片的制备：将黑曲霉细胞放入盛有戊二

醛固定液的离心管中固定 24～48 h，用磷酸缓冲液

冲洗菌体后加入锇酸再固定 90 min，清洗，酒精脱

水。再用等比例的树脂和酒精浸泡菌体，期间更换

树脂。60℃包埋 48 h 使树脂聚合，切成 70 nm 的切

片备用。 
切片染色：切片用醋酸铀染色 5 min，再用 0.02 

mol·L−1 NaOH 染色 2 min，重蒸水洗去多余的染色

液，干燥后用透射电镜观察。 
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1.8  细胞表面疏水性检测 
细胞的表面疏水性采用微生物碳氢吸附能力

法（MATH）[18-19]，测定 3 次，求平均值。计算公

式如下 
600 600

600

100%A A
A

−= ×对照样品 实验样品
细胞表面疏水率

对照样品
    

(1) 
1.9  菌体胞外核苷酸测定 

调整黑曲霉发酵液光密度在 0.1～1.0 范围内，

在波长 260 nm 下测定吸光值。260 nm 下 1 mg·ml−1 

DNA 吸光值为 0.02，1 mg·ml−1 RNA 吸光值为

0.022，核苷酸的浓度计算公式如下 
DNA

DNA 0.02
AC =                  (2) 

RNA
RNA 0.022

AC =                   (3) 

式中，C 为核苷酸浓度，mg·ml−1；A 为样品吸

光值。 
1.10  细胞膜脂肪酸组成分析 

细胞膜脂肪酸首先进行甲酯化[20]，再用气相色

谱仪测定其中脂肪酸含量。脂肪酸甲酯化步骤：将

待测细胞置于圆底烧瓶中，加入 8 ml 2% NaOH 溶

液，烧瓶放入沸水浴中加热回流，直到烧瓶中油滴

消失。再加入 7 ml 5% BF3 溶液，继续沸水浴 2 min，
停止加热，迅速冷却至室温。然后加入约 20 ml 正
庚烷溶液，振摇 2 min，待分层后，吸取上清液 5 ml
于试管中，加入 3～5 g 无水 Na2SO4，振摇 1 min，
静置 5 min，得到上层液体待测。GC 分析检测条件：

采用 DB-23 毛细管柱（美国 Agilent 公司产品，柱

长 30 m，内径 0.25 mm，内膜厚度 0.25 µm）。起始

温度 140℃，以 4℃·min−1升至 240℃，保持 8 min，
流速 1 ml·min−1，采用氢火焰离子检测器温度 200
℃，进样量 2 µl，样品自动进样检测。 

2  结果与分析 

2.1  菌体对有机溶剂的耐受规律 
为了考察有机溶剂对黑曲霉 C2J6 的影响，选

取了 15 种不同 lgP 值的有机溶剂，包括醇类、醚类、

醛类、酮类等。有机溶剂对应的 lgP 值[21-22]见表 1。
将有机溶剂按 1%加入到发酵培养基中，再分别接

入 2%的黑曲霉 C2J6 种子液，28℃、150 r·min−1下

摇床振荡培养 72 h。以没有加入有机溶剂的发酵培

养基为空白对照。测定菌体干重及脂肪酶活力，结

果如图 1 所示。 
由图 1 可知，C2J6 在 15 种不同有机溶剂中均 

表 1  有机溶剂的 lgP 值 
Table 1  lgP values of organic solvents 

Solvent lgP Solvent lgP 

ethanol −0.24 dichloromethane 1.25 

acetone −0.23 phenol 1.50 

acetic acid −0.23 benzene 2.00 

isopropanol 0.074 toluene 2.50 

propanol 0.28 tetrachloromethane 3.00 

ethylacetate 0.68 hexane 3.50 

pyridine 0.71 petroleumether 4.00 

cyclohexanone 0.96   

 

图 1  有机溶剂对菌体干重及脂肪酶活性的影响 
Fig. 1  Effect of organic solvents on dry mass and lipase 

activity of C2J6 

有生长和脂肪酶活，但在不同有机溶剂中的表现有

所差异。与对照相比，添加乙醇的培养基中，菌体

的生长和产酶情况最差，干重较对照低 71.67%，脂

肪酶活力比对照低 94.94%；而在添加四氯化碳、正

己烷和石油醚的情况下，菌体生长和产酶能力较好，

菌体干重分别增加了 26.67%、51.11%和 63.33%，

脂肪酶活力分别增加了 2.43%、7.57%和 15.90%。

根据溶剂 lgP 发现其值在−0.24～3.0 之间时，有机

溶剂对菌体生长及产酶有不同程度的抑制；而

lgP>3.0 时，则呈现出促进作用。图 1 中，黑曲霉

C2J6菌体干重及脂肪酶活性与 lgP值并没有严格的

相关性，说明菌体生长和产酶能力与不同有机溶剂

的特性有关[23]，还与菌体自身的结构有关。图 2 将

有机溶剂对黑曲霉的毒性与有机溶剂的疏水性参数

lgP 进行关联，以脂肪酶活性作为有机溶剂抑制黑

曲霉细胞活性的响应。由图 2 可知，有机溶剂的 lgP
与有机溶剂对脂肪酶活性的抑制作用存在一定的关

联性，其相关系数 R2=0.944。随着 lgP 值的增大，

有机溶剂对脂肪酶的抑制作用逐渐减小，这可以作 
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图 2  脂肪酶活性与有机溶剂 lgP 的关系 

Fig. 2  Relationship between lipase activity and organic 
solvent lgP 

为选择有机溶剂进行非水相酶催化的依据。 
2.2  环己酮对细胞形态、菌体生长及酶活力的影响 

从 15 种有机溶剂中选取 lgP 值较低、有机溶剂

耐受性相对较好的环己酮，将其分别以 1%和 5%的

比例添加于发酵培养基中，观察细胞形态，测定菌

体干重及脂肪酶活力。由图 3 及图 4 可知，透射电

镜下正常黑曲霉 C2J6 的细胞结构完整清晰，细胞

膜分明，表面饱满光滑，结构致密，紧贴细胞膜的

外围黏附着一圈大小均一的小颗粒状代谢产物，没

有褶皱，菌体生长良好，产酶能力较强。添加 1%
环己酮后整个细胞仍然清晰可见，但细胞切面呈现

不规则的椭圆形，细胞膜内外边缘都出现了晕圈，

细胞膜边界模糊不清，外层细胞膜多处有破损，内

层细胞膜基本保持完整，菌体干重减小了 13.37%，

脂肪酶活力下降了 32.84%。而 5% 培养的细胞，细

胞虽然较完整，但胞内细胞器有皱缩现象，细胞器

只约占整个细胞的 1/3，其外部被一层不规则薄膜

包裹，菌体干重和酶活力仅为对照组的 49.42%及

41.67%。实验表明黑曲霉在环己酮的存在下，细胞 

 

图 4  不同浓度环己酮对 C2J6 菌体干重及 
脂肪酶活性的影响 

Fig. 4  Effect of cyclohexanone on dry mass and lipase 
activity of C2J6 

形态会发生变化，且环己酮浓度越高对细胞的破坏

越严重，菌体生长变差，产酶能力减弱。这可能是

因为细胞通过改变自身形态及细胞比表面积来抵御

有机溶剂的毒害，使得菌体能够生长，同时也保

持了部分脂肪酶活性。这与 Zhang 等[24]的研究结

果相似。  
2.3  环己酮对细胞表面疏水性的影响 

细胞表面疏水性能够影响细胞吸收及降解疏

水性物质，并影响细胞在界面的黏附性。有机溶剂

对多数微生物细胞有破坏作用，迫使细胞表面疏水

性下降。环己酮浓度对菌体细胞表面疏水性的结果

见图 5。由图 5 可知，菌体细胞的表面疏水性随环

己酮浓度和发酵时间出现较大差异。随着发酵时间

的延长，细胞表面疏水性总体呈下降趋势。其中 1%
的环己酮中细胞表面疏水性下降得最为明显。当环

己酮浓度逐渐增大，发酵 24 h 的表面疏水性已由 

 

图 3  C2J6 在环己酮中的细胞透射电镜图 

Fig. 3  Transmission electron microscope images in cyclohexanone of C2J6 
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图 5  环己酮中各发酵时间下的细胞表面疏水性 

Fig. 5  Hydrophobicity of C2J6 in cyclohexanone at different 
fermentation time 

60%降至 32%，发酵至 120 h 时，5% 环己酮中细

胞的表面疏水性已降至 15%。可见，环己酮对细胞

表面疏水性随浓度增加及发酵时间延长，毒害作用

明显增大。环己酮胁迫下，细胞膜结构发生变化[25]，

导致细胞膜疏水性下降，细胞膜的流动性降低，这

样就能减少有机溶剂进入细胞内部，从而减弱有

机溶剂对细胞带来的影响，增强细胞的有机溶剂

耐受性。 
2.4  环己酮对胞外核苷酸浓度的影响 

脱氧核糖核酸（DNA）是微生物体内重要的遗

传物质之一，一般只存在于微生物细胞内部，但在

受到各种胁迫下，胞内的遗传物质会释放到胞外。

环己酮浓度对黑曲霉 C2J6 胞外核苷酸的影响见图

6，当环己酮浓度为 1%时，菌体胞外核苷酸浓度已

经达到了 70 µg·ml−1左右，但随着发酵时间的延长

其浓度变化不大。在 2%～3%环己酮中，胞外核苷

酸的浓度随时间的变化先增加后减小。当环己酮浓 

 

图 6  不同浓度环己酮对 C2J6 胞外核苷酸的影响 

Fig. 6  Effect of concentration of cyclohexanone on 
extracellular nucleotides of C2J6 at different fermentation time 

度为 4%时，发酵 24 h 后胞外核苷酸的含量已经达

到了 165 µg·ml−1 左右。在 5%环己酮中，胞外核苷

酸浓度先增加后减小，发酵 72 h 后，核苷酸浓度呈

下降趋势，但含量还是远大于发酵 48 h 的。总体而

言，随着发酵时间的延长和环己酮浓度的增加，黑

曲霉 C2J6 胞外核苷酸浓度呈上升趋势。说明，环

己酮影响了黑曲霉 C2J6 细胞膜，使得胞内的核苷

酸泄漏，从而使胞外核苷酸浓度增加。 
2.5  环己酮对细胞膜脂肪酸的影响 
2.5.1  环己酮浓度对细胞膜脂肪酸的影响  将

C2J6 分别在浓度为 1%和 5%的环己酮下发酵培养

72 h，细胞膜脂肪酸变化情况见表 2。与不添加环己

酮的黑曲霉 C2J6 细胞膜脂肪酸相比，多不饱和脂

肪酸含量随着环己酮的浓度增加而减少，其中当添

加 1%环己酮时，亚麻酸、亚油酸和油酸的含量分

别降低了 4.19%、1.43%和 15.71%。当添加 5%的环

己酮时，亚麻酸、亚油酸和油酸的含量分别降低了

6.28%、2.82%和 24.22%，其中，油酸含量降低得最

多。同时，饱和脂肪酸含量均有不同程度的增加。

当添加 1%、5%的环己酮时，反式油酸的含量分别

增加了 15.66%、28.63%。与对照相比，细胞膜脂肪

酸的不饱和度降低，5%比 1%环己酮下的不饱和度

更低。 

表 2  添加不同浓度环己酮的 C2J6 脂肪酸的组成 
Table 2  Fatty acid compositions of C2J6 in different 

concentration of cyclohexanone 
 Concentration of fatty acid/% 

Concentration of cyclohexanoneFatty acid 
Structural 
formula Control 

1% 5% 

capric acid C10：0 1.65 4.14 3.43 

myristic acid C14：0 0.54 4.25 4.32 

α-linolenic acid C18：3n3 25.04 20.85 18.76 

elaidic acid C18：1n9t 4.46 20.12 33.09 

oleic acid C18：1n9c 45.92 30.21 21.70 

linoleic acid C18：2n6c 19.09 17.66 16.27 

arachidonic acid C20：4n6 3.31 2.78 2.43 

degree of unsaturation/Δ·mol−1 1.76 1.59 1.53 

Note: degree of unsaturation/Δ·mol−1=[1×(monoene%)+2×(diene%)+ 
3×(triene%)+4×(tetraene%)]/100. 

有文献报道，细胞膜脂质成分影响细胞膜的运

动性和流动性，而细胞膜流动性主要取决于固醇与

磷脂的比例及饱和脂肪酸/不饱和脂肪酸的大小[26-27]。

由此推断，黑曲霉 C2J6 细胞膜不饱和脂肪酸含量

减少，饱和脂肪酸增加，导致细胞膜流动性发生变

化，可能是细胞为了抵御有机溶剂的毒害而产生的

有利调节。 
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2.5.2  发酵时间对细胞膜脂肪酸组成的影响  将
C2J6 在浓度为 1%环己酮下发酵培养 48 h 和 72 h，
以不添加有机溶剂的发酵培养为对照。由表 3 可知，

黑曲霉在环己酮中培养不同时间时，不饱和脂肪酸

的含量均有不同程度的降低。培养 48 h，细胞膜中

亚麻酸、亚油酸和油酸的含量分别降低了 3.79%、

1.22%和 13.91%。但培养 72 h，细胞膜中亚麻酸、

亚油酸和油酸的含量分别降低了 4.19%、1.43%和

15.71%。结合表 2，环己酮对黑曲霉 C2J6 细胞膜的

影响，一方面受到环己酮浓度的影响，另一方面也

受到发酵时间的影响。随着发酵时间的延长及环己

酮浓度增大，细胞膜不饱和脂肪酸的含量下降较多，

脂肪酸饱和度增大。这符合有机溶剂耐受机制的一

种 HA 机制(homeoviscous adaptation)[28-30]，黑曲霉

C2J6 在增大脂肪酸饱和度的同时，可以抵消有机溶

剂造成的流动性，减小对细胞的影响。 

表 3  在 1%环己酮中不同发酵时间下 C2J6 
脂肪酸组成的变化 

Table 3  Fatty acid compositions of C2J6 in 1% 
cyclohexanone at different fermentation time 

Concentration of fatty acid/% 

Control Cyclohexanone Fatty acid 
Structural 
formula 

48 h 72 h 48 h 72 h 

capric acid C10：0 1.62 1.65 3.51 4.14 

myristic acid C14：0 0.53 0.54 3.33 4.25 

α-linolenic acid C18：3n3 25.11 25.04 21.32 20.85 

elaidic acid C18：1n9t 4.43 4.46 18.42 20.12 

oleic acid C18：1n9c 45.95 45.92 32.04 30.21 

linoleic acid C18：2n6c 19.06 19.09 17.84 17.66 

arachidonic acid C20：4n6 3.29 3.31 3.55 2.78 

degree of unsaturation/Δ·mol−1 1.77 1.76 1.64 1.59 

Note: degree of unsaturation/ Δ·mol−1=[1×(monoene%)+2×(diene%)+ 
3×(triene%)+4×(tetraene%)]/100. 

3  结  论 

（1）黑曲霉 C2J6 可以在多种有机溶剂中生长

产酶，具有广泛的有机溶剂耐受性。但在不同有机

溶剂中生长情况和酶活性有差异。这说明有机溶剂

对黑曲霉的毒害不仅与 lgP 值有关，还可能与不同

有机溶剂的性质有关。 
（2）环己酮使细胞形态发生变化，疏水性降低，

胞外核苷酸浓度增加。黑曲霉 C2J6 通过调节细胞

膜脂肪酸组成等改变细胞膜的流动性，从而增强细

胞对有机溶剂的耐受性。实验表明，细胞膜上脂肪

酸成分的调节在有机溶剂耐受菌中发挥了重要的

作用。 

实验中的不足在于只从细胞水平上研究了环

己酮对黑曲霉 C2J6 的毒害及细胞耐受性机制，未

研究细胞对其他有机溶剂的耐受性。今后实验应对

其他有机溶剂的毒害及细胞耐受性机理进行研究，

还应该探讨细胞结构变化和耐受性间的关系，加强

分子水平、基因水平上菌株耐受性机理的研究，以

更加全面地诠释该菌属对有机溶剂的耐受特性，使

此类研究更具有实际应用价值。 
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