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摘  要: 黑曲霉(Aspergillus niger)是曲霉属黑曲霉群霉菌, 为低等真核生物。黑曲霉是集安全和具有许多活性

强大酶系等诸多优点于一身的优良工业发酵用菌种。前期研究分离得到一株黑曲霉 Aspergillus niger xj, 其液

体培养代谢物对根癌农杆菌、青枯雷尔氏菌、腐霉等常见农业病原菌有抑制作用。本文对黑曲霉的抗菌活性

组分分离研究进行简要综述, 对于进一步开发和利用黑曲霉这一真菌资源, 研究开发新型的环境友好微生物

杀菌剂具有较大的理论和实践意义。 
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ABSTRACT: Aspergillus niger is a fungus of lower eukaryotes. Aspergillus niger is a safe and excellent 

industrial fermentative strain, which can produce high levels of active enzymes. The former research had 

isolated an Aspergillus niger xj, of which the metabolites of liquid culture had an inhibitory effect on 

Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia solanacearum, Pythium Pringsheim, and other common agricultural 

pathogen. This paper briefly reviewed the separation of Aspergillus niger antimicrobial active ingredients. The 

present study showed a theoretical and practical significance for the further development and utilizing of this 

fungus and development of new environmentally friendly fungus bactericides. 
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1  引  言 

黑曲霉(Aspergillus niger)是曲霉属黑曲霉群霉菌, 为

低等真核生物。菌丝体由具有横隔的分支菌丝构成, 菌丛

黑褐色, 顶囊球形, 小梗双层, 分生孢子球形, 平滑或粗

糙。曲霉在发酵、食品、粮食储藏、医药及饲料工业等方

面都有着十分重要的地位。其中的黑曲霉是集安全和具有

许多活性强大酶系等诸多优点于一身的优良工业发酵用菌

种。黑曲霉含有多种活性非常强大的酶系, 因此是重要的

工业发酵菌种, 可以用于生产多种酶, 有胞外酶也有胞内

酶。如糖化酶、淀粉酶、酸性蛋白酶、果胶酶、葡萄糖氧

化酶、过氧化氢酶、核糖核酸酶、脂肪酶、纤维素酶、橙

皮苷酶、柚苷酶等。该菌种广泛应用于生产酶制剂(蛋白酶、

果胶酶、淀粉酶)。在发酵工业中地位不凡, 用途非常广泛
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[1]。黑曲霉是公认的安全(GRAS)微生物, 利用黑曲霉生产

的酶制剂不仅安全、可靠, 而且生长比较快、发酵周期也

较短, 具有非常明显的优越性。我国酶制剂工业生产用菌

种中, 黑曲霉占了 17种中的 3种, 即黑曲霉UV11变异株、

CP85211和 3350, 分别用于糖化酶、果胶酶和酸性蛋白酶

的生产[2]。 

黑曲霉酶类在工业上的作用已愈来愈受到人们的重

视, 但将黑曲霉运用在抑菌作用方面的研究报道较少。 

2  黑曲霉对病原菌抑制作用 

在国外, Farooqahamed等[3]发现黑曲霉中的抗菌物质

壳聚糖对蜡状芽孢杆菌和大肠杆菌有抑制作用。Yoko等[4]

从 Aspergillus niger FKI-2342发酵液中提取分离得到 6种

化合物 Tensyuic Acids A , B, C, D, E, F, 以 Bacillus subtilis 

PCI 219, Micrococcus luteus PCI 1001, Escherichia coli 
NIHJ, Xanthomonas oryzae KB 88, Mucor racemosus IFO 
4581和 Candida albicans ATCC 64548作为指示菌, 对这 6

种化合物抗菌活性进行测定, 研究发现只有 Tensyuic acid 

C对 6个指示菌中的 Bacillus subtilis显示了一定的抗菌活

性, 而其他 5种化合物未检测到抗菌活性。 

在国内, Song等[5]从狗牙根 Cyndon dactylon叶子分离

得到一株内生真菌 Aspergillus niger IFB-E003, 其能产生

4 个 γ-萘-吡喃酮类化合物 rubrofusarin B, fonsecinone A, 

asperpyrone B和 aurasperone A。这 4个化合物对细菌枯草

芽孢杆菌 (B. Subtilis), 大肠杆菌(E. coli)和荧光假单胞杆

菌(P. fluorescence)以及真菌(红色发癣菌 T. rubrum和白色

念珠菌 C. albicans)的(minimum inhibitory concentration, 

MIC)为 1.9～31.2 μg/mL。其中化合物 aurasperone A的抗

菌效果最好, 对 B. Subtilis, E. coli和 P. fluorescence的MIC

分别为 1.9, 7.8, 1.9 μg/mL, 而阳性对照抗菌素 KKB8 的

MIC为 0.45, 3.9, 3.9 μg/mL; aurasperone A对真菌 T. rubrum

和 C. albicans的MIC为 3.9和 1.9 μg/mL, 而阳性对照酮康

唑的 MIC均为 3.9 μg/mL; 另外, 李祝[6.7]等从土壤中分离

得 到 一 株 Aspergillus niger xj, 其 对 根 癌 农 杆 菌

(Agrobacterium tumefaciens) 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus) 、 青 枯 雷 尔 氏 菌 (Ralstonia 

solanacearum), 5 种 常 见 病 原 真 菌 腐 霉 (Pythium 

Pringsheim)、茄病镰刀菌 (Fusarium solan)、绿色木霉

(Trichoderma viride) 、 西 瓜 炭 疽 病 菌 (Colletotrichum 

orbiculare)、桔青霉(Penicillium citrinum)均具有抑制作

用, 并对 Aspergillus niger xj 抗根癌农杆菌发酵条件进

行了优化。 

果树细菌性根癌病菌(Agrobacterium tumefacies)引起

根癌病分布于世界各地, 是一种危害极大的世界性病害, 

直接影响了果树产品的生产[8]。据报道美国由原核植物病

原菌所造成的作物损失中, 果树和葡萄的根癌病排列第一; 

我国的葡萄根癌病在北方地区 13 个省均有不同程度发生, 

严重的果园植株发病率为 90%以上[9-13]。此病的防治受到

世界各国的关注, 国际上主要应用细菌在其代谢过程中产

生的细菌素来对根癌农杆菌的生长起到预防和抑制的作用, 

虽然细菌素作为生防制剂能维持生态平衡, 适应病害生态

系, 而且耐突变, 但生防细菌不耐旱, 寿命短, 必须贮藏

和随制随用[14]。而 Aspergillus niger xj能有效抑制根癌农

杆菌。 

3  黑曲霉活性段的分离及纯化 

Aspergillus niger xj 能产生哪些抑制根癌农杆菌的活

性成分？这些成分是什么, 如何分离、提取, 作用方式及作

用机制是什么？我们根据前期的工作基础, 结合生产实际, 

选择根癌农杆菌 Agrobacterium tumefaciens T-37、青枯雷

尔氏菌(Ralstonia solanacearum)及腐霉(Pythium Pringsheim)

等常见病原菌作为指示菌。利用有机溶剂多步萃取法, 提

取黑曲霉的活性成分。 

3.1  溶剂提取法 

溶剂提取法是根据发酵产物中各化学组分在溶剂中

的溶解度各不相同, 选用对活性组分溶解度较大, 对其余

组分溶解度较小或不溶的溶剂, 将有效组分从发酵产物内

溶解出来的方法。溶剂可分为水、亲水性有机溶剂及亲脂

性有机溶剂, 被溶解物质也有亲水性及亲脂性的不同[15]。

因此, 我们就可以通过对发酵产物成分结构分析, 去选择

合适的溶剂。总的说来, 只要天然产物成分的极性与溶剂

的极性性质相当, 就会在其中有较大的溶解度, 即所谓“相

似相溶”规律, 这是选择适当溶剂从天然产物中提取目标

组分的重要依据。 

3.2  微波辅助萃取 

微波萃取又称微波辅助提取, 是指使用适合的溶剂

在微波反应器中从天然药用植物、矿物、动物组织中提取

各种化学成分的技术和方法[16,17]。1980年, Ganzler[18-20]首

先报道了利用微波萃取技术从土壤、种子、食品、饲料中

分离各种类型化合物的样品制备新方法, 并与传统的水蒸

气蒸馏、索氏抽提等技术比较, 微波萃取技术可以缩短实

验和生产时间、降低能耗、减少溶剂用量以及废物的产生, 

同时可以提高收率和提取物的纯度降低实验操作费用和生

产成本。 

微波萃取技术在国内外受到了广泛关注。郦和生等[21]

对从黑曲霉提取壳聚糖进行了系列研究, 确定的最优提取

条件为: 菌丝体:碱液体=1:10(v:v), 微波火力为 480 W, 消

解时间为 20 min, 碱浓度为 20%, 醇水比为 1:1(v:v)。壳聚

糖的脱乙酰度为 88%, 特性粘数为 1.132 dL/g, 。 

3.3  超声提取法 

超声提取法超声波是一种高频机械波。频率范围在

15~60 kHz的超声常被用于过程强化和引发化学反应[22]。
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利用超声波增大物质分子运动频率和速度, 增加溶剂穿透

力, 提高药物溶出速度和溶出次数, 缩短提取时间的浸取

方法[23]。超声波在有机物降解和天然药物的有效成分提取

等方面已有了一定的应用。超声波提取速度快、收率高, 已

被许多中药分析过程选为供试样处理的手段[24,25]。 

宋丹丹等[26]对黑曲霉多糖超声波提取工艺进行了优

化研究, 黑曲霉在 75 , ℃ 固液比 1:25, 超声功率 400 w时

具有最大的多糖得率, 可达到 5.69%。张尊听[27]等研究了

野葛根中黄酮类化合物的提取。结果表明, 采用超声萃取

法从野葛根中提取异黄酮活性成分具有省时、节约能源、

总黄酮提取率和产品纯度高的优点。 

3.4  高速逆流色谱分离技术 

高速逆流色谱分离技术是一种不用任何载体或支撑

体的液—液分配色谱技术, 该技术分离效率高产品纯度高, 

不存在载体对样品的吸附和污染, 具有制备量大和溶剂消

耗少等优点[28,29]。可广泛应用于生物工程、医学、医药、

化工、食品等领域[30]。上世纪年代后期各国学者迅速认识

到该技术的应用和开发价值, 并广泛应用于天然药物成分

的分离制备和分析中有报道用该技术研究生物碱、黄酮、

葱醒、香豆素等成分的分离都取得了较好的效果[31]。 

3.5  大孔树脂吸附法 

大孔树脂吸附分离技术是近代发展起来的一类有机

高聚物吸附剂, 在 21 世纪初始逐渐应用于天然产物有效

成分的提取和分离, 是使用吸附剂从发酵产物选择性吸

附, 一种新的消除无效成分的提取精制工艺[32]。此外, 大

孔吸附树脂还可应用于中药有效成分样品组成含量测定

前的预分离, 该方法具有设备简单、操作方便生产周期

短、能源省、成本低、产品纯度高、不吸潮及不加辅料等

优点, 因此大孔树脂吸附法在研究和生产中的应用日益

广泛, 将这种方法应用于中药有效成分的分离取得了相

当显著的成果[33-35]。 

3.6  离子交换色谱 

离子交换色谱分离主要是是通过带电荷溶质与固体

或液体离子交换剂中可交换的离子进行反复多次交换而达

到分离, 它在离子色谱中应用最广泛[36]。其主要填料类型

为有机离子交换树脂, 以苯乙烯二乙烯苯共聚体为骨架, 

在苯环上引入磺酸基形成强酸型阳离子交换树脂, 引入叔

胺基而成季胺型强碱性阴离子交换树脂, 此交换树脂具有

大孔或薄壳型或多孔表面层型的物理结构, 以便于快速达

到交换平衡[37,38]。离子交换树脂耐酸碱, 可在任何 pH范围

内使用, 易再生处理, 使用寿命长, 缺点是机械强度差、易

溶胀、易受有机物污染[39]。 

3.7  硅胶色谱 

硅胶的表达式为 SiO2·XH2O。层析用硅胶是一种多孔

性物质 , 它的硅氧环交链结构表面上密布极性硅醇基

(—Si—OH), 这种极性的硅醇基能和许多化合物形成氢键

而产生吸附。 

3.7.1  薄层层析 

薄层层析是一种微量、快速的层析方法[40]。它不仅可

以用于纯物质的鉴定, 也可用于混合物的分离、提纯及含

量的测定。还可以通过薄层层析来摸索和确定柱层析时的

洗脱条件[41]。根据分离的原理不同, 薄层层析可以分为两

类用吸附剂铺成的薄层所进行的层析为吸附薄层层析用纤

维素粉、硅胶、硅藻土为支持剂铺成的薄层, 属于分配薄

层层析。薄层层析中以吸附薄层为多用, 吸附薄层中常用

的吸附剂为氧化铝和硅胶[42]。 

在吸附薄层中, 化合物在吸附薄层上移动的速度与

展开剂的极性有关。展开剂的极性越大, 化合物移动的速

度越快;  展开剂的极性越小, 化合物的移动速度慢, 故选

择适当的展开剂是首要任务[43]。一般常用溶剂按照极性从

小到大的顺序排列大概为石油醚<己烷<苯<乙醚<THF<乙

酸乙酯<丙酮<乙醇<甲醇。使用单一溶剂, 往往不能达到很

好的分离效果, 往往使用混合溶剂通常使用一个高极性和

低级性溶剂组成的混合溶剂, 高极性的溶剂还有增加区分

度的作用[44]。 

3.7.2  硅胶柱层析 

与薄层层析的原理相似, 利用吸附剂对样品中各成

分吸附能力不同, 及展开剂对它们的解吸附能力的不同, 

使各成分达到分离[45]。柱层析关键在于柱子是否装好和淋

洗剂是否选择恰当。而淋洗剂的选择则是通过 TLC确定。

TLC 的作用除了跟踪反应进程, 检测试剂和原料纯度外, 

一个重要的用途就是为柱层析选择适当的淋洗剂[46,47]。 

最后利用硅胶柱层析、制备薄层等方法对萃取物进行

分离得到抗菌单体化合物。利用红外光谱、质谱、核磁共

振氢谱 1H-NMR和碳谱 13 C-N MR等波谱数据对单体化合

物的结构进行解析和鉴定。 

4  黑曲霉抑菌活性的检测 

活性测定主要通过研究提取物的抑菌圈大小、最小抑

菌浓度和最小杀菌浓度。抑菌活性的常用测定方法主要包

括纸片法、牛津杯法、K-B 法, 通过测定抑菌圈的大小测

定抑菌活性的大小[48]。也有通过平板计数、最小抑菌浓度

和杀菌浓度来判定抑菌活性的大小[49]。而抑菌机制研究主

要在细胞和分子水平探讨提取物对细胞亚结构的破坏和抑

制情况和细胞代谢关键环节的干扰情况。 

4.1  影响细胞壁或细胞膜正常功能 

提取物有效成分进攻微生物的细胞壁或细胞膜, 导

致了细胞膜功能受到影响, 细胞内容物外泄, 最终导致细

菌死亡。目前主要通过电导率测定、扫描电镜和透射电镜

观察细胞膜的结构来研究 Aspergillus niger 产抑菌活性成
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分对细胞膜的破坏情况[50]。 

4.2  影响能量代谢及还原酶系 

目前主要通过测定细胞的生长曲线的抑制情况, 细

胞周期的改变来初步研究细胞的能量代谢、物质代谢。再

根据细胞周期情况模拟代谢模型和对关键酶的破坏情况, 

比如测定丁二酸脱氢酶(SDH)及还原型辅酶(NADH)的活

性探讨对细胞呼吸和细胞膜功能的影响, 同时也可测定呼

吸过程的电子传递和氧化磷酸化过程的影响[51]。 

4.3  细胞蛋白质的破坏情况 

通过 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳研究抑菌液对菌蛋白

破坏情况, 得到抑菌液抑菌效果与蛋白质的破坏情况[52]。 

4.4  其他抑菌机制降解细胞壁 

破坏细胞质膜; 破坏膜蛋白; 胞内成分渗出; 胞质凝

结; 分子主动运输力损耗[53]; 抑制酶的作用, 作为抗代谢

物, 抑制核酸的合成等[54]。 

5  小  结 

本课题组前期分离到的 Aspergillus niger xj对果树细

菌性根癌病菌进行有效抑制, 预防及防止果树发病, 间接

提高了果实的产量和品质。本文一方面在理论上阐述了黑

曲霉液体培养产生的活性成分的种类、作用方式及作用机

制, 另一方面, 在实践上拓宽了黑曲霉的研究应用范围, 

为果树等生物防治提供了新途径。 
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