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摘  要：研究了交、直流电场对黄孢原毛平革菌 Phanerochaete chrysosporuim 的生长、细胞通透性及其所分泌的漆酶、

木质素过氧化物酶及锰型过氧化物酶活力的影响. 结果表明，施加 50 Hz, 50 mA 交流电可显著地促进 Phanerochaete 
chrysosporium 的生长，经过 10 d 的培养，其干菌重为对照组的 1.72 倍；施加交、直流电都能够使细胞的通透性增强；

施加交、直流电场在短时间内可显著提高 3 种胞外酶的活力，而时间过长则导致活力降低，电流强度为 10 mA 时的

适宜加电时间为 10 h. 
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1  前 言 

在污水处理或污染土壤修复的生物反应体系中，施

加电场可以提高污染物的降解速率[1,2]. She 等[3]以细菌

Enterobacter dissolvens 为研究对象，考察了外加电场下

E. dissolvens 菌在活性、生长、底物代谢等诸方面所受

影响. 结果表明，以电解水反应为主的电极反应可显著

提高 E. dissolvens 菌的生长速率和代谢活性. 该研究为

电场强化的生物修复技术提供了基础.  
本研究考察真菌在电场作用下的细胞生长、细胞通

透性和胞外酶活的变化. 所研究的真菌为黄孢原毛平革

菌 Phanerochaete chrysoporium，它属于白腐真菌，能够

产生丰富的胞外木质素降解酶系如漆酶(Laccase)、木质

素过氧化物酶 (Lingin peroxidase)和锰型过氧化物酶

(Manganese peroxidase)等[4]. 该酶系对多环芳烃类污染

物具有很强的降解能力，在石油烃和多环芳烃污染土壤

的修复中具有广泛的应用[5−8]. 考察了施加交、直流电场

的情况下，Phanerochaete chrysosporium 的细胞生长、

细胞通透性和胞外酶反应的变化，为电场强化的土壤生

物修复技术开发及应用提供基础. 

2  材料和方法 

2.1 微生物 

Phanerochaete chrysosporium (CGMCC 5.0776)来
源于中国普通微生物保存中心. 
2.2 培养方法 

培养基在 121℃高压灭菌处理 15 min. 菌种的固体

培养基为马铃薯琼脂培养基，液体培养基为限氮型培养

基[9]，培养温度为 30℃. 真菌接种到装有 100 mL 液体

培养基的 250 mL 摇瓶中，80 r/min，30℃培养. 孢子悬

浮液接种量为 5 mL (调整 OD650=0.5，经血球计数，孢

子数约 107 个/mL). 
2.3 电刺激实验 

在图 1 所示的电刺激培养装置中进行电刺激实验，

摇瓶容积 250 mL，铂金电极直径 0.3 mm，电极间距 5 
cm，电极浸入液面下 2 cm. 施加电场为非均匀电场. 实
验在经过灭菌的液体培养基中进行. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 电刺激培养装置示意图 
Fig.1 Schematic view of the electro-stimulating  

apparatus for fungi cultivation 

2.4 分析检测 

2.4.1 真菌生物量的检测 
进行培养真菌平行实验. 检测真菌生物量时，将中

性滤纸干燥后称重. 每次检测将整瓶培养液过滤，把滤

纸和残留的真菌菌体在 105℃下干燥 8 h 后，在干燥器

中冷却至室温，使用 1/10000 g 电子天平称重，得到真

菌菌体干重. 
2.4.2 细胞通透性检测 

Pt electrode
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以 MW=38200 的异硫氢酸荧光素 - 右旋糖苷

(FITC-Dextran, Sigma)为荧光大分子底物，分析菌液荧

光强度的变化. 真菌培养 6 d 后开始实验. FITC-Dextran
在菌液中的初始浓度为 25 mg/L，避光培养，1 h 后开始

取样. 每次取 2 mL 培养液，经 10000 r/min 离心 10 min，
取上清液 1.5 mL，使用荧光分光光度计(F-4500，Hitachi)
检测，激发波长 488 nm，发射波长 520 nm. 
2.4.3 酶活检测 

培养 6 d 后开始施加电场. 所有样品在检测前都进

行离心(10000 r/min)处理 10 min，取 0.2 mL 离心过的粗

酶液，加入到 0.8 mL 测定溶液中，酶活检测使用分光

光度法. 测定波长分别为：漆酶 590 nm，木质素过氧化

物酶 310 nm，锰型过氧化物酶 420 nm. 
漆酶酶活测定溶液：pH 4.5, 0.1 mol/L 酒石酸钠缓

冲溶液，含 5 mmol/L 2,2-azinobis(3-ethybenzo-thiazoline- 

6-fulfonic acid) (ABTS)和 0.1 mol/L 乳酸. 
木质素过氧化物酶酶活测定溶液：pH 3.0, 0.1 mol/L

酒石酸钠缓冲溶液，含 0.4 mmol/L 的藜芦醇(Veratryl 
alcohol)，引发剂为 54 mmol/L 的 H2O2 6 µL. 

锰型过氧化物酶酶活测定溶液：pH 4.0, 0.1 mol/L
琥 珀 酸 钠 缓 冲 液 配 制 100 µmol/L 
3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone hydrochloride 
(MBTH)，含 5 mmol/L 3-dimethylaminobenzoic acid 
(DMAB), 0.2 mmol/L MnSO4⋅H2O，反应时加入 54 
mmol/L 的 H2O2 6 µL 作为引发剂. 

3  结果与讨论 

3.1 交、直流电场对 P.chrysosporium 生长的影响 

分别施加不同电流强度的交流和直流电场，定期取

样，测定其中的真菌干重，实验结果如图 2 所示. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 电场对黄孢原毛平革菌生物量的影响 
Fig.2 Effect of electric field on biomass production of Phanerochaete chrysosporium

从图 2(a)可知，施加交流电场显著地提高了菌生物

量，其中电流强度为 50 mA 时的效果最佳，经过 10 d
培养，真菌干重为对照组的 1.72 倍. 而从图 2(b)可知，

直流电场下的真菌干重低于对照组，而且电流强度越

高，与对照组的差距越大. 在 100 mA 直流电场下，经

过 10 d 培养后的真菌干重仅为对照组的 1/5. 类似的现

象也出现在细菌 Enterobacter dissolvens 体系中，该体系

中长时间施加直流电场导致培养基溶液酸化以及细胞

穿孔是生物量降低的主要原因[10].  
3.2 电场电解刺激对细胞通透性的影响 

真菌的细胞膜包括 3 种组分：质膜、外周质膜空间

和细胞壁，其中细胞壁具有明显的多孔性. 细胞壁主要

由等量的葡聚糖(Glucan)、几丁质(Chitin)和甘露糖蛋白

(Mannoprotein)组成. 葡聚糖组成了细胞壁的微纤维网

络，提供了细胞壁的刚性. 甘露糖蛋白能够共价连接到

葡聚糖上，在膜的最外层形成了无定性层，通过二硫键

决定细胞壁的多孔性. 葡聚糖酶侧链和甘露糖蛋白氢键

与离子相互作用，加强了细胞壁的完整性和稳定性[11]. 
在微生物体系中，施加电场往往会导致细胞通透性

的变化，甚至造成细胞壁和细胞膜的损伤及胞内蛋白的

泄漏，这是导致其生长和代谢特性变化的重要因素[12,13]. 
为此，采用 FITC-Dextran 作为荧光大分子物质，通过真

菌对荧光大分子物质的吸收以检测细胞的通透性. 通过

测定 FITC-Dextran 在菌液中荧光强度的变化来考察电

场对于细胞通透性的影响，实验结果如图 3 所示.  
从图 3(a)可知，在交流电场下，当电流强度为 20

和 50 mA 时，6 h 后，细胞荧光强度开始低于对照组，

18 h 后降至对照组的约 80%和 70%，而 100 mA 的电流

强度下，细胞荧光强度 1 h 后即低于对照组，18 h 后降

至对照组的 38%. 
从图 3(b)可知，施加 10 mA 的直流电场时，细胞荧

光强度在 10 h 后才开始下降，18 h 后降至对照组的
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74%；而在 20 和 100 mA 电流下，荧光强度持续变化，

18 h 后分别降为对照组的 60%和 3%. 
上述结果表明，无论施加交流还是直流电场，均导

致细胞对 FITC-Dextran 的摄取率提高，表明施加电场导

致 Phanerochaete chrysosporium 细胞通透性增加，原因

还需要进一步深入研究.
 

 

 

 

 

 

 

 
图 3 电场对黄孢原毛平革菌细胞通透性的影响 

Fig.3. Effect of electric field on cell membrane permeability of Phanerochaete chrysosporium 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4 电场对培养基 pH 值的影响 
Fig.4 Effect of electric field on pH of culture medium

3.3 电场对培养液 pH 的影响 

在微生物体系中施加电场还有可能导致培养体系

pH 发生变化，影响其生长和代谢行为. 为此，考察了在

培养体系中分别施加不同电流强度的交流电和直流电

后，培养体系 pH 的变化结果如图 4 所示.  
从图 4 可知，施加交流和直流电场均导致培养体系

pH 下降，且电流强度越高，pH 降低幅度越大. 施加 100 
mA 交流电场 10 d 后，培养体系的 pH 从最初的 4.8 降

低到 3.0，而施加 100 mA 直流电场 10 d 后则使培养体

系的 pH 值降低至 2.0. 培养体系 pH 值降低主要是由于

水电解反应使体系中 H+浓度提高所致. 而交流电场中

由于 H+能够部分地被同一电极所产生的 OH−所中和，

故体系 pH 降低幅度低于直流电场. 综上所述，施加电

场导致培养体系的 pH 值降低，这会直接影响菌的生长

及其胞内代谢和胞外反应，值得逐一深入研究. 
 

3.4 电场对 Phanerochaete chrysosporium 培养体系胞

外表观酶活力的影响 

分别施加不同强度的交流和直流电场，定时取样，

测定漆酶、木质素过氧化物酶和锰型过氧化物酶的活

性，结果如图 5 所示.  
从图 5(a)可知，施加电场后，Laccase 酶酶活先提

高，后降低，其中 10 mA 直流电场的刺激效果最佳，10 
h 后的酶活为对照组的 3.3 倍，而施加 20 和 50 mA 交流

电 10 h 后则酶活仅为对照组的 2.5 和 1.7 倍. 
类似的情况也出现在木质素过氧化物酶[图 5(b)]和

锰型过氧化物酶[图 5(c)]上，施加电场后木质素过氧化

物酶和锰型过氧化物酶酶活的变化均是先升高而后降

低，最后甚至低于对照组. 施加 10 mA 直流电时酶活提

高最显著，其次是 50 和 20 mA 交流电. 
Mester 等[14]对真菌体系的研究结果显示，加电初期 
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图 5 电场对黄孢原毛平革菌胞外酶活性的影响 
Fig.5 Effect of electric field on extracellular enzymatic activity of Phanerochaete chrysosporuim 

胞外酶活的增加可能是由于电解过程产生的⋅OH 自由

基和 H2O2 导致体系的氧化还原电势降低等所致. 而细

菌体系持续加电会导致培养体系 pH 降低，菌体表面损

伤，由此影响到最终菌体的生长和代谢行为[3,15,16]. 本工

作所研究的 Phanerochaete chrysosporium 结果表明，不

同类型和不同强度的电场对于细胞的生长及其胞外酶

活力的影响是多样的，需要系统地加以研究. 

4  结 论 

考察了不同强度的交、直流电场对 Phanerochaete 
chrysosporium 的生长、细胞通透性及其胞外酶活力的影

响. 结果表明，施加交流电可显著促进 Phanerochaete 
chrysosporium 的生长，在本实验中最佳电流强度为 50 
mA. 施加交、直流电都能使细胞的通透性增强，施加电

场也会导致培养体系 pH 值降低. 施加交、直流电场在

短时间内可以促进漆酶、木质素过氧化物酶和锰型过氧

化物酶酶活的提高. 
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Effect of Electric Field on Cell Growth, Permeability and                          
Extracellular Enzymatic Reactions of Phanerochaete chrysosporium 

WANG Fu-yuan1,  MIAO Chang-chun2,  HAN Hui-long1,  JIN Wen-biao2,  LIU Zheng1 

(1. Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China;                              
2. Shenzhen Graduate School, Harbin Institute of Technology, Shenzhen, Guangdong 518055, China) 

Abstract: The effect of electric field on the cell growth and permeability of Phanerochaete chrysosporium, and extracellular enzymatic 
activity of laccase, lignin peroxidase and manganese peroxidase, squeezed extracellularly out of Phanerochaete chrysosporium, was 
experimentally investigated, respectively. The application of 50 Hz alternating current of 50 mA enhanced the growth of Phanerochaete 
chrysosporium, giving a 1.72 fold increase in cell dry weight after 10 d culture. The cell permeability was also increased when exposed 
to either DC or AC. The enzymatic activity of laccase, lignin peroxidase and manganese peroxidase was firstly increased and then 
reduced when exposed to DC, and the suitable operation time was 10 h for DC of 10 mA.  
Key words: electrostimulation; Phanerochaete chrysosporium; laccase; lignin peroxidase; manganese peroxidase 


