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摘  要 : 丝状真菌 (Filamentous fungi) 的发酵生产通常具有较高的工业应用价值，但其菌体形态是一个区别

于其他非丝状菌的一个重要发酵指标。针对目前形态分析的瓶颈，本研究使用琼脂糖凝胶对黑曲霉菌形进行固

定，利用平板实现菌球样本的大量制备，并结合图形处理软件自建自动化处理程序，实现了大量准确可靠的菌

体形态参数的获得，大大增加了形态数据处理通量及准确度。应用该方法于黑曲霉发酵生产糖化酶过程中不同

供氧水平及剪切水平下菌体形态的研究，通过大量形态数据定量阐明了黑曲霉在不同剪切水平下的分区域形态

分布特性，为进一步工业过程的形态优化提供了重要的研究方法。 
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Development and application of morphological analysis 
method in Aspergillus niger fermentation 

Wenjun Tang, Jianye Xia, Ju Chu, Yingping Zhuang, and Siliang Zhang 

State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China 

Abstract:  Filamentous fungi are widely used in industrial fermentation. Particular fungal morphology acts as a critical 
index for a successful fermentation. To break the bottleneck of morphological analysis, we have developed a reliable 
method for fungal morphological analysis. By this method, we can prepare hundreds of pellet samples simultaneously and 
obtain quantitative morphological information at large scale quickly. This method can largely increase the accuracy and 
reliability of morphological analysis result. Based on that, the studies of Aspergillus niger morphology under different 

生物技术与方法
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oxygen supply conditions and shear rate conditions were carried out. As a result, the morphological responding patterns of 
A.niger morphology to these conditions were quantitatively demonstrated, which laid a solid foundation for the further 
scale-up. 

Keywords:  Aspergillus niger, fungal morphology, image analysis, process control 

丝状真菌 (Filamentous fungi) 是一类被广

泛应用于工业生物过程的微生物，其中黑曲霉

Aspergillus niger由于具有较高的代谢活性及产

物分泌能力而成为一个典型，被应用于各种内

源及外源产物的生产，例如有机酸、酶、抗体

等的生产[1]。 

然而，丝状真菌的液体培养往往伴随着高

度非牛顿特性以及菌体形态的变化，其中菌体

形态的变化不仅仅较难检测及控制，并且其变

化会伴随着发酵液流变特性、传质特性及混合

特性的变化[2]。通常来说，丝状真菌的形态可以

分为分散菌丝 (Dispersed mycelia)、聚集成簇 

(Clumps)、成团结球 (Dense pellets) 三类[3]。对

于不同的黑曲霉发酵最终产物，往往有着不同

的最佳菌体形态。例如，对于发酵生产糖化酶 

(Glucoamylase)，通常认为菌球是最优的过程形

态，而对于柠檬酸的发酵生产则更多地偏向菌

丝形态[4-5]。 

对于菌体形态的控制往往也是发酵过程中

的一个难点。目前有文献报道的影响菌体形态

的因素包括接种量、接种方式、培养基组分、溶

氧水平、环境 pH、温度、搅拌转速、发酵罐规

模、发酵罐形式、搅拌形式与功率输入等[3,6-11]。

与其他离线参数不同，形态参数由于其特殊性，

需要有大量的数据支撑才能获得较为合理可信

的结果。然而，菌形数据的获取往往需要跨学

科的图形分析技术，加之样品制备的困难，最

终导致了菌形数据差异性较大、相对偏差较大，

难以进行准确的定量分析[12]。 

为了解决菌形数据获取的困难与菌形数据

重要性的矛盾，本文就丝状真菌发酵过程中的

菌体形态建立了大样本的样品制备方法和自动

图形分析方法，大大增加图形分析的效率以及

数据可信度。本文应用该方法对黑曲霉在不同

搅拌水平与耗氧水平下的形态分布进行了研

究，为今后菌体形态的研究提供了技术手段。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
本文使用 Aspergillus niger CBS513.88作为

研究菌株。  

1.2  培养基组分 
固体培养基：固体土豆培养基 (CM0139，

Oxoid，UK) 

发酵培养基：45.1 g/L 一水葡萄糖，10 g/L 

麦芽糖糊精， 0.1 g/L CaCl2·2H2O， 1.0 g/L 

MgSO4·7H2O，2 g/L柠檬酸，3 g/L (NH4)2SO4，

3 g/L KH2PO4，1.5 g/L NaH2PO4·H2O，0.04 g/L 

MnSO4·H2O ， 0.02 g/L ZnCl2 ， 0.015 g/L 

CuSO4·5H2O，0.015 g/L CoCl2·6H2O，0.3 g/L 

FeSO4·7H2O。 

补料培养基：同发酵培养基，其中一水葡

萄糖浓度增加为 163.9 g/L。 

1.3  主要仪器及软件 
5 L高级生物反应器 (上海国强生化工程技
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术有限公司)，AE2000 倒置显微镜  (Motic)，

5DMarkII 数码单反相机  (Canon)， Image-Pro 

Plus v6.0 (Media Cybernetics)。 

1.4  发酵培养 
使用固体土豆培养基富集孢子。孢子使用

灭菌超纯水洗入无菌摇瓶，使用血球计数板技

术。最终接种浓度为 105个/mL。 

反应器发酵采用平行发酵，对于不同耗氧

水平研究固定转速为 400 r/min，分别通入含氧

气 20%、40%、60%的富氧空气；对于不同转速

进行考察，固定转速分别为 300 r/min、450 r/min、

500 r/min和 600 r/min。发酵周期均为 144 h。 

1.5  菌丝观察 
选取与菌球分离的菌丝样品，稀释后使用

乳酸酚棉兰染剂进行染色，染色后直接观察。 

1.6  自动菌球形态分析方法的建立 
1.6.1  取样与形态固定化 

固定剂由 40% (V/V) 甲醛与 60% (V/V) 乙

醇组成，取 1 mL固定剂并与样品 1∶1体积混

合后于 4 ℃保存。固定剂中的甲醛及乙醇成分

可以灭活菌体，停止胞内的代谢反应。避免由

于菌体继续生长或死亡自溶而对形态分析结果

产生影响[13]。 

1.6.2  样品分离、洗涤与稀释 

取一定量样品，稀释至 10 mL。静置 5 min

使菌球与菌丝结构分离。小心吸取上部菌丝样

品，重新加入去离子水多次洗涤。重复 4−5 次后

可获得较为纯净菌球样品。最终定容体积 5 mL。 

1.6.3  菌球拍摄 

将菌球与菌丝样品分别小心倒至一次性平

皿中。配置 20 mL 0.5% (W/V) 琼脂糖凝胶溶液，

加热至溶液呈完全透明。将琼脂糖凝胶倒入菌

球与菌丝样品中，覆盖全部平板并立即将其混

合均匀。静置于室温中直至完全凝固。由于琼

脂糖凝胶凝结后呈浅白色，因此凝胶层不宜太

厚，以覆盖平板为准。 

对于菌球样品，首先使用数码相机对整个

平皿进行拍摄，用于菌球浓度计算。其后使用

倒置显微镜对单个固定的菌球进行拍摄，用于

菌球结构分析。 

对于菌丝样品，则使用倒置显微镜对菌丝

团进行拍摄，用于菌丝结构分析。 

1.6.4  自动化图形分析与数据输出 

本文的图形分析及数据输出全部使用

Image Pro Plus v6.0 (Media Cybernetics, 
Singapore) 软件。 

菌球浓度统计：利用标尺预先确定拍摄照

片的像素点与实际长度比例。调用 “Contrast 

enhancement”手动调节对比度，增加菌球与背景

的差异性。随后调用“Segmentation”，选择“HIS”

方式。通过调整合适的亮度阈值进行二值化，

使菌球与背景分别呈全白色与全黑色。最后利

用 “Count/Size”工 具 统 计 后 得 到 菌 球 直径 

(Marco-D) 以及菌球个数 (N)。 

菌球结构分析：利用显微测微尺预先确定

拍摄照片的像素点与实际长度比例。利用“Best 

fit equalization”对全图进行自动优化。在

“Segmentation”中选择 HSI设置合适的亮度阈值

进行二值化，将识别对象标记为白色，背景标

记为黑色。最后同样利用“Count/Size”设置所需

参数，进行统计。通常的统计参数包括菌球直

径 (Micro-D)、菌球核心直径 (Core-D)、菌球投

影面积 (A)、圆形度 (R) 等。 

Image Pro-Plus软件可以将过程中所有的操

作记录为函数进行调用，函数语法为 Basic。在
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确定图形处理过程中参数值后，可以利用函数

编辑分析所用函数，形成宏代码，并嵌套于循

环中可以实现自动连续的图形处理及数据输

出。循环部分的代码如下： 
Dim numDocs As Integer 
Dim i As Integer 
ret= IpDocGet (GETNUMDOC,0,numDocs) 
For i=0 To numDocs-1 
...... 
Next i 

1.6.5  形态参数定义 

不同形态参数的定义包括于表 1与表 2内。

这里归纳的参数大都为直接参数，即可以直接

由 Image Pro Plus给出。其中 Filamentous Length 

(Fl) 与 Filamentous Ratio (Fr) 是衡量菌球结构

主要的参数，与菌球的比表接触面积及产物产

量直接关联。而 Growth Rate (G) 则可以用于表

述菌丝的生长活性，表征了丝状真菌在反应器

内的老化程度。 
 

表 1  常规菌球形态参数 
Table 1  Some common pellet parameters obtained by image analysis 

Classification Name Definition 

Size 

Projected area (A) The projected area of an object 

Perimeter (P) The number of pixel around an object 

Maximum diameter (dmax) The length between two farthest pixels in the object  

Minimum diameter (dmin) The length between two closest pixels in the object 

Mean diameter (dmean) 
Taking 5° as a step-length, calculate the Feret Diameter of the object. Take 
the average value of all 72 Feret Diameters of this object as a mean diameter

Count Number (N) The amount of pellet in a certain volume of broth 

Shape 
Filamentous length (Fl) The length of hairy part of a pellet. Calculated as: Fl=(dmax–dmin)/2 

Filamentous ratio (Fr) 
The volume ratio of the whole pellet and the core part. Calculated as: 
Fr=(dmean/dmin)2 

 
表 2  常规菌丝形态参数 
Table 2  Some common hyphae parameters obtained by image analysis 

Classification Name Definition 

Size 

Projected area (A) The projected area of an object 

Hyphae width (W) The width of projected hyphae, which is the diameter of a real hyphae 

Hyphae length (L) The total pixel number of a skeletonized object 

Count Branch number (Bs) The branch number of a single mycelium 

Shape Growth unit (G) Hyphae growth rate, defined as: G=L/Bs 

 

2  结果与分析 

2.1  方法比较 
传统的菌形观察方式较为简易，主要流程

包括：1) 取样后稀释；2) 选取单个菌球于载玻

片；3) 烘烤定型；4) 显微观察并拍摄。 

其中可能包括的问题有：1) 没有灭活步

骤，样品会因为持续的代谢反应发生形态变化；
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2) 针对单个菌球进行操作，可能由于操作原因

造成菌球结构被改变或破坏；3) 较为极端的定

型方式 (烘烤)，会导致菌丝及菌球结构发生变

化；4) 单个载玻片上可以准备的样品量有限，

对于单个取样点需要花费较长的时间处理。其

中 1)和 4) 可以通过取样后立即测定及花费更

多精力得以克服，但 2) 和 3) 会对整个菌形分

析结果产生不可逆的影响。 

如图 1所示，传统烘烤方法制作的菌球样品，

其菌丝结构因烘烤而收缩卷曲，失去了原有的形

态特征。同时，相较于琼脂糖固定法，烘烤法得

到的菌球结构干瘪，已经无法得到其原有的菌球半

径，只能以变形后的圆半径作为近似值。从图 2

中可以看出，对于同一条件下的菌球样本，烘烤

法获得的菌球直径略大于琼脂糖固定法，这可能就

是由于采用圆半径而非球半径而产生的误差。 

对于一个菌球样本来说，由于在其发酵过

程中菌球的直径分布并不均一，因此需要有足

够的样本点来获取可信的菌球结构信息。从图 2

中可以发现，当仅以 5或 10个菌球为参考时，

其半径分布范围较大 (在图中表现为较大的误

差线)，而在获取 50及更多菌球样本后可以发现

其统计值已经逐渐稳定。因此，对于一个取样

点，需要至少 50个菌球样本以获取该点的平均

菌球结构信息。 

本文建立的琼脂糖凝胶固定法，相比传统

的烘烤法不仅通过对整个样品进行统一操作，

固定立体菌球结构，解决了传统烘烤法中存在

的问题，同时可以一次性制备 200 甚至更多的

菌球样本，大大地降低了在样品制备及预处理

过程中所花费的时间及人力。加之自动化图形

分析的应用，使得整个图形分析的通量大大增

加，从而使得菌球形态的分析更为高效、准确。 

 
 
图 1  不同预处理方法下微观菌球结构对比 
Fig. 1  Comparison of pellet structure using different 
pre-treatments. 
 
 

 
 
图 2  不同预处理方法及菌球测定次数对于菌形定

量数据的影响 (实心：烘烤法，空心：琼脂糖固定法) 
Fig. 2  Influence on quantified morphology data with 
different pre-treatments and measurement number. 
Solid: roasted; hollow: agar gel immobilized. 

 

2.2  菌形分析实例 1：不同耗氧条件下黑曲霉

形态变化 
在 5 L搅拌式生物反应器中，控制搅拌速率

恒定，调节进气中不同氧气比例[14-16]可以严格

地考察供氧对于菌球形态的影响。不同的菌体

形态会显著地影响发酵液流变特性，影响罐体

的混合及传氧特性[17-19]。 

每个供氧水平选取 100 个以上菌球进行定

量图形分析，获取菌球核心半径与菌球外菌丝长
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度，结果如图 3 所示，其中的误差线代表菌球半

径及外围菌丝长度的分布范围。可以看出，菌球

在不同供氧条件下其核心平均半径均为 90 μm左

右，其外围的菌丝长度也较为一致，为 125 μm左

右。这是由于在较大的菌球中，处于核心部分的

菌体会由于缺乏足够的氧气及底物而发生菌体自

溶，使菌球分散为数个较小的菌球。有文献报道

氧气在菌球中传递的临界长度为 50−75 μm[20]，这

与我们观测到的平均半径相一致。 

测定不同供氧水平下的糖化酶酶活，发现

最终的效价随供氧的增加而增加，说明糖化酶

的合成在此阶段受到供氧的限制。作为一种典

型的分泌型酶，糖化酶的合成需要大量的 ATP

用于合成氨基酸、肽键及蛋白折叠。这可能是

不同供氧条件下糖化酶产量差异的主要原因。

但是通过计算糖化酶相对底物及氧气的得率，

发现其并没有明显区别。 

最终结果表明，不同供氧水平下黑曲霉形

态没有发生明显变化，其产酶效率并没有明显

提高。 
 

 
 
图 3  不同供氧水平下菌球半径与菌球外菌丝长度

分布 
Fig. 3  The distribution of pellet diameter and 
filamentous length under different oxygen supply 
condition. 

2.3  菌形分析实例 2：不同转速条件下黑曲霉

形态变化 
从不同供氧条件下黑曲霉形态变化的结果

中我们可以知道，供氧水平对于菌体形态的影

响非常有限。因此，忽略搅拌过程中的不同供

氧水平，设计不同的搅拌强度来模拟不同的剪

切环境下菌球形态的分布情况。 

图 4 表现了在相同接种条件但搅拌水平不

同的情况下黑曲霉菌球形态的分布。通过对大

量菌球样本进行定量分析，可以看到其分布与

搅拌转速相关的明显区域性分布，菌球核心半

径与菌球外菌丝比例均随剪切水平的增加而明

显降低。在最低的剪切强度下，菌球半径的分

布较为分散 (表现为较大的误差线)，最大的菌

球核心半径达到 300 μm，并且其菌球外菌丝长

度在 150−250 μm之间。在逐步增加转速的过程

中，可以发现菌球的半径及外围菌丝长度分布

趋于集中。在 600 r/min时，其平均外围菌丝长

度仅为 75 μm，菌球半径普遍小于 100 μm。造

成这一形态分布特征的主要原因是丝状真菌的

菌球直径与流场中形成的小涡在长度尺度上相

一致[21]，因此小涡的剪切作用在丝状真菌上体

现得更为明显。而更小的细菌或者酵母则不易

受到小涡的影响。 

将产酶期不同时间点黑曲霉的菌体形态相

比较 (图 5)，可以发现其菌球半径有一个明显

的生长过程，但外围的菌丝长度却没有发生变

化。由于其核心半径的增加，外围菌丝的比表

接触面积也相应增加，理论上有利于糖化酶的

合成与分泌。然而，发酵中后期的菌丝出现明

显的老化，表现为组成菌球的菌丝结构变细、

不易染色 (图 6)，此时单位菌体的酶合成能力

明显降低。因此，对于菌形的分析不能仅仅局
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限于对于图形数据的理解，同时还需要考虑菌

体作为细胞的生长特性，才能实现真正的发酵

优化及放大[22-23]。最终最佳控制转速为 450 r/min，

总产量比最低的 300 r/min批次提高了 65.66%。

在最优的菌球形态下底物得率提高了 37.53%，

在 96 h达到最高比产物形成速率。 
 

 
 
图 4  不同剪切水平下黑曲霉菌球半径与菌球外菌

丝长度分布 
Fig. 4  The distribution of pellet diameter and 
filamentous length at different shear rate level. 
 
 

 
 
图 5  450 r/min 转速下不同阶段菌球半径与菌球外

菌丝长度分布 
Fig. 5 The distribution of pellet diameter and 
filamentous length at 450 r/min during different phases. 

 
 
图 6  不同发酵周期菌丝形态对比 
Fig. 6  Comparison of different hyphal morphology at 
different fermentation phases. 

 

3  讨论 

菌球形态数据的收集及处理是目前形态学

研究的一个重点，在发酵过程中获取大量且准

确的丝状真菌的菌体形态数据是实现形态控制及

发酵液流变特性控制的一个前提条件[6-7,24-25]。本

文建立的琼脂糖凝胶固定法实现了对于立体菌

球结构的固定，相较于原始的载玻片法不仅仅

减小了样品处理过程中所引入的误差，大大增

加了样品处理的通量，结合自建的图形分析程

序，使得短时间内获取真实可靠的形态分布数

据成为可能。 

通过大量形态数据的分析，我们发现在黑

曲霉产糖化酶的发酵过程中，其形态主要受到

搅拌带来的剪切输入的影响。过低的剪切会使

得菌球的直径分布过于分散、形态不一，增加

了生物过程的不均一性。剪切的逐步增加一方面

缩小了菌球直径的分布范围，另一方面也减小了

菌球外菌丝的长度。通过控制其剪切水平在一个

合理的范围内可以确保丝状真菌形成大小及比表

接触面积都较为合适的菌球结构。今后的研究将

以此为基础，探明在工业规模发酵生产过程中不

均一的剪切分布流场对于黑曲霉发酵形态的影

响，结合 CFD模型优化工业规模发酵过程。 
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