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脉冲电场促进黑曲霉生长提高产酶活性
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摘 要：为了探讨脉冲电场对黑曲霉生长和糖化酶活性的影响，研究采用响应面法设计脉冲电场工作参数（脉冲

强度 5~15 kV/cm、脉冲持续时间 10~100 µs和脉冲数 50~99）并对黑曲霉孢子悬液进行处理和培养。结果表明：

脉冲强度显著（P<0.05）影响菌丝干质量和产糖化酶能力，当脉冲强度为 12.975 kV/cm、脉冲宽度为 54 μs和脉冲

数为 66，黑曲霉的菌丝干质量和糖化酶活性分别为 28.05 mg和 18.01 U/mL，比对照（未采用脉冲处理）提高了

68.27% 和 14.71%；酯酶同工酶分析未显示出 PEF对黑曲霉有诱变作用，但 PEF处理明显刺激了黑曲霉孢子萌

发，使孢子萌发率增加了 77.8%~231%。该研究为黑曲霉菌等霉菌生物学性能的提高及其在实际生产中的应用

提供理论依据。
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黑曲霉（Aspergillus niger）是国际公认的生物技术中最

重要的微生物之一。从 1919年黑曲霉生产柠檬酸被工业

化开发，首次获得实际应用开始，至今黑曲霉一直是工业应

用中重要的研究对象[1]。目前，黑曲霉发酵产生的多种代谢

产物在发酵饲料、食品添加配料、工业酶制剂以及医药方面

都有重大作用[2-4]。黑曲霉是多种酶的来源，成为众所周知

的外源蛋白和酶的细胞生产工厂，其生产的糖化酶已经实

现了规模化工业应用[5]。而且，柠檬酸和许多黑曲霉的酶被

美国食品和药物管理局（Food and Drug Administration，

FDA）认为是GRAS（Generally regarded as safe）产品，此外，

黑曲霉还可用于生物转化和废物处理[1]。因此研究黑曲霉

菌种特性、培养环境、发酵体系，采用物理、化学和生物技术

等手段改造黑曲霉菌种，提高菌株对目标代谢物的生产能

力成为目前国内外研究的热点。研究黑曲霉菌丝生长形态

和特异性蛋白酶活性与高水平葡萄糖淀粉酶活性关系[6]，优

化生产工艺提高黑曲霉中壳聚糖产量和功能活性[7]，采

用 60Co射线和紫外辐照结合处理黑曲霉孢子获得环氧化物

水解酶（epoxide hydrolase，EH）高产菌株[8]。这些技术本身

具有一定限制，如产生不需要的化学残留物和需要很长时

间培养等。而脉冲电场作为非热处理技术，以其绿色环保，

节约能源和可提高某些微生物细胞活性和发酵能力，有望

发展为解决这些问题的可替代技术。

脉冲电场（pulsed electric field，PEF）处理是一种新

型的细胞电穿孔技术[9]。在外加 PEF 作用下，细胞膜上

形成小孔的过程即为电穿孔。在一定条件下形成的电穿

孔是不可逆的，使细胞死亡，可以有效杀灭食品中的多种

食源性，腐败性和致病性微生物，广泛用于果汁等流动和

果酱等半流动及鲜果和肉类保鲜贮藏及品质改善[9-12]；在

医学中作为联合治疗技术和直接治疗方法进行肿瘤细胞

杀灭[13-14]。在某些条件下，形成了可逆的膜电穿孔，细胞

是活的，但细胞透性增大，这利于组织中活性化合物和基

因提取[15]；利于果蔬干燥时水分散失，提高干燥速率[16]。

近年来 PEF对活细胞的刺激越来越受到广泛关注，用于

促进植物种子萌发[17-19]和改良菌种等，如用 PEF 处理酵

母，既可改变酿酒酵母的培养周期，促进细胞分裂同步

化[20]，也可增加酵母细胞生长和酒精生产率[21]，改善酵母
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发酵特性，提高酵母菌的代谢，成为刺激微生物反应（即

发酵）的积极工具[22]。目前，关于PEF对黑曲霉作用报道

较少，本研究以黑曲霉糖化酶高产菌株为作用对象，探讨

脉冲工作参数对黑曲霉生长和产糖化酶性能影响，力求

获得两者间的互作规律，为黑曲霉生产效能的提高提供

一种新的技术和方法。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验菌株：黑曲霉 AS3.4309，购买于中国科学院微

生物研究所。

试验试剂：马铃薯葡萄糖（PDA,potato dextrose agar）

液体培养基：马铃薯200 g切成小块，加适量水煮沸30 min

过滤，滤液中加 20 g蔗糖，用蒸馏水补至 1 000 mL；培养

基加入 20 g琼脂即为固体培养基。察氏培养基：蒸馏水

1 000 mL，硝酸钠 3 g，蔗糖 30 g，磷酸氢二钾 1 g，硫酸镁

（MgSO4 ·7H2O）0.5 g，氯化钾 0.5 g，硫酸亚铁 0.01 g，琼脂

20 g，加热溶解。蛋白胨：1 g蛋白胨，蒸馏水溶解，定容至

1 000 mL，灭菌备用。

试验仪器：SW-CJ-2G型超净台，苏州江东精密仪器

有限公司；ECM830 型脉冲发生器，美国 BTX 公司；

JS-2000W-A 型交流电源电压转换器，上海景赛电子科

技有限公司；SPX-300-F生化培养箱，上海龙跃仪器设备

有限公司；血球计数板（QIUJING，25格×16格），上海求

精生化试剂仪器有限公司；E100型显微镜，上海维翰光

电科技有限公司；Megafuge 8R 台式高速冷冻离心机，

Thermo Fisher美国公司；DH5000-AB 干燥箱，德州市昊

诚实验仪器有限公司；THZ-98A 恒温振荡培养箱，上海

一恒科学仪器有限公司；UV752N 紫外可见分光光度

计，上海佑科仪器仪表有限公司；HH-42水浴锅，福州精

科仪器仪表有限公司；DYCZ-24A 电泳仪，北京市六一

仪器厂；Chemixrsf化学发光凝胶成像仪，美国Bio-Rad伯

乐公司等。

1.2 试验方法

1.2.1 黑曲霉的活化和孢子悬液制备

黑曲霉接种于斜面培养基上，28 ℃培养 7 d，4 ℃保

存。向上述培养物加适量无菌蛋白胨，用接种针刮下培

养物，无菌纱布滤去菌丝体，使孢子分布均匀，用血球计

数板计量 3次孢子数，求其平均值，得到孢子浓度为 4.2×

106个/mL的菌悬液。

1.2.2 菌悬液的PEF处理及培养

吸取 150 µL孢子悬液于电击杯（聚碳酸酯材质，两

电极间距 2 mm）中进行脉冲处理：取 100 µL 放入装有

25 mL PDA 液体培养基离心管中，28 ℃、150 r/min

培养 60 h，测定菌丝干质量；另取 10 µL接于装有 30 mL

PDA 液体培养基的锥形瓶中培养 108 h，测定糖化酶

活性；取 2 µL进行微室培养（察氏培养基）10~12 h，显微

镜下观察孢子萌发；取 1 µL接于 PDA固定平板中央，观

察菌丝生长，以未进行 PEF处理的黑曲霉为对照。所有

试验重复3次。

1.2.3 指标测定方法

1）菌丝干质量测定[23]：用定量滤纸过滤培养物，

70 ℃烘干至恒质量。

2）糖化酶活性的测定：培养后的菌液，4 ℃ 5 700 r/min

离心 20 min，上清液即为粗酶液[24]，酶活性测定采用 3,5-

二硝基水杨酸法[25]。

酶活性单位为 pH值 5、40 ℃和 15 min反应时间分解

淀粉产生1 µmol 葡萄糖（0.18 mg）所需酶量[24]。

3）黑曲霉孢子萌发测定[26-27]：菌丝长度比孢子直径

一半长时，认为孢子已萌发。

孢子萌发率=已萌发孢子数目/（已萌发孢子数+未萌

发孢子数）×100%。

4）同工酶测定

孢子悬液接于装有 25 mL PDA 液体培养基的锥形

瓶中培养 72 h，过滤并收集菌团，蒸馏水冲洗，吸干。称

菌丝团放入预冷的研钵，加适量石英砂和 0.1 mol/L pH

值 8.0 Tris-HCl提取液（1 g菌丝/ 2 mL提取液）冰浴研磨，

低温浸提 0.5 h或过夜。12 000 r/min 4 ℃离心 15 min，上

清液用于酯酶（EST）同工酶分析[28]。

聚丙烯酰胺凝胶电泳：分离胶质量分数12%，pH值 8.9；

浓缩胶 5%，pH值 6.8，电泳缓冲液为Tris-Gly pH值 8.3系

统；初始电压 160 V，分离胶电压为 240 V。染液配制参

考文献[29]稍作修改：50 mg固蓝B盐(氯化四氮邻二甲氧

基苯胺)，溶于 150 mL 0.1 mol/L pH 值 6.2磷酸缓冲液，过

滤；50 mg α-乙酸萘酯和 50 mg β-乙酸萘酯溶于 1 mL丙

酮，倒入固蓝溶液中，边倒边搅拌。电泳结束后将胶转移

至染色液中，37 ℃黑暗染色至褐色条带清晰，水漂洗，

7%的醋酸固定，用凝胶成像仪拍照。

1.2.4 试验设计

依据脉冲仪器性能、菌液承受能力和前期试验研究

结果选择脉冲参数和参数范围。采用三因素五水平中心

组合设计（central composite experimental design，CCD）确

立脉冲强度（5~15 kV/cm）、脉冲持续时间（10~100 µs）和

脉冲数（50~99）3个脉冲参数组合，以黑曲霉菌丝干质量

和产糖化酶活性为主要响应指标，研究这些指标在不同

脉冲参数下的变化规律，优化脉冲工艺。各变量的编码

值和实际值如表1。

1.2.5 统计分析

所有结果用平均值表示。数据统计分析和建模均由

Design Expert 10.0.7统计分析软件（Stat-Ease公司，明尼

阿波里斯市，美国）完成。试验数据进行多元回归和显著

性分析（P<0.05）。从回归模型中生成响应面图，直观反

映响应值与自变量之间的关系，确定最优条件。

2 结果与分析

PEF处理技术可以产生多种生物学效应，如杀灭食

源性和腐源性致病菌，从而被广泛用于液态食品加工中；

增加植物和肉类等固态食品传质，改善加工中的传质品

质；促进植物种子的代谢活动，提升种子活力；提高物料
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2.1 PEF参数对黑曲霉菌丝干质量和产糖化酶活性影响

规律

2.1.1 PEF作用对黑曲霉菌丝干质量和产糖化酶活性影响

PEF处理对黑曲霉菌丝干质量和产糖化酶性能有明

显影响，不同参数效果不同。未经 PEF处理的黑曲霉菌

丝干质量和糖化酶活性分别为（16.67 ± 1.25）mg 和

（15.70±0.31）U/mL；PEF处理后，菌丝干质量和糖化酶活

性最大达（34.58±0.94）mg和（19.70±1.61）U/mL，比对照

分别增加了 107%和 25.47%（见表 1）。在个别参数下菌

丝干质量和糖化酶活性比未处理低，从表 1不难看出，在

低电场强度处理下菌丝干质量未增反而下降；而脉冲数

较高的处理下，产酶活性下降。Zhao 等采用 20 kV/cm、

100和 200 ms的短时间 PEF处理酿酒酵母细胞，发现 α-

葡萄糖苷酶、N -乙酰-β-糖苷酶和 α-甘露糖苷酶活性增

加；当 PEF处理时间超过 200 ms时，观察到了蛋白团聚

体的形成，同时发现这些酶活性降低甚至完全丧失[31]。

在本研究中，脉冲处理个数高，脉冲作用时间积累效应导

致黑曲霉产糖化酶活性的下降，与上述研究结果一致。

因此，寻求脉冲参数及参数间相互作用对响应指标影

响规律，确立脉冲参数与响应指标间的量化关系尤为重要。

2.1.2 PEF作用参数与两响应指标回归方程建立与分析

用统计分析软件对表 1结果进行回归分析和显著性

检验，建立了脉冲强度、脉冲时间和脉冲数 3个自变量和

黑曲霉菌丝干质量、产糖化酶活力 2个响应指标关系的

二阶多项式方程：

Y1=29.94 + 2.60X1-0.013X2 + 0.61X3-1.06X1X2-4.24X1X3 +
0.010X2X3 -4.28X12-2.43X22-5.19X32 （1）

Y2=18.38-0.63X1+0.020X2-0.77X3+8.750×10-3X1X2-
1.31X1X3-0.15X2X3-0.84X12-1.46X22-1.08X32 （2）

式中 X1，X2，X3分别为脉冲强度、脉冲持续时间和脉冲数

的编码水平；Y1为黑曲霉菌丝干质量，mg；Y2为糖化酶活

力，U/mL。

采用方差分析评价两模型的充分性和适合度，以相

应的P值评价模型的显著性（表 2）。黑曲霉菌丝干质量

（Y1）F值为 6.89，糖化酶活性（Y2）F值为 12.02，F值较大，

说明了模型的正确性；P<0.01，模型均显著；两模型失拟

项均不显著，且决定系数R2分别为 0.861 2和 0.915 4，值

较高，表明该模型可用。方程能反映和预测试验选定参

数范围内 3个脉冲参数与 2个响应指标间的关系。

回归系数检验显示：对黑曲霉菌丝干质量影响最大

的因素是脉冲强度（P<0.01），其次是脉冲数和脉冲持续

时间。根据回归模型方差结果绘制 3D 效果图：从图 1a

可以看出，曲面比较陡，表示脉冲强度与脉冲数互作时，

对黑曲霉菌丝干质量影响显著(P<0.01)。而脉冲强度与

脉冲宽度互作、脉冲宽度与脉冲数互作对黑曲霉菌丝干

质量的影响不显著（表2）。

与菌丝干质量略有不同，影响糖化酶最大的因素是

脉冲数（P<0.01），其次是脉冲强度（P<0.05）和脉冲宽度。
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干燥速率；增加细胞内活性物质提取率；生物大分子改性

和刺激酵母细胞生长等。而要达到以上某种特定效应的

前提是执行相应的PEF加工参数[30]。研究获得了PEF工

作参数对黑曲霉生长和产糖化酶活性关系。
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10.00

10.00

10.00

10.00

10.00

10.00

10.00

脉冲宽度

Pulse width
Z2/µs

-

28

28

82

82

28

28

82

82

55

55

10

100

55

55

55

55

55

55

55

55

脉冲数

Pulse number
Z3

-

60

89

60

89

60

89

60

89

75

75

75

75

50

99

75

75

75

75

75

75

响应结果 Response result

黑曲霉菌丝干质量

Dry weight of Aspergillus niger
mycelium Y1/mg

16.67±1.25

9.66±0.47

20.66±1.70

15.42±1.70

19.07±1.63

29.40±1.62

16.06±0.81

23.51±2.49

17.60±1.70

12.47±1.63

20.66±1.63

21.80±1.24

21.80±2.49

10.15±2.16

17.84±2.05

27.62±2.49

30.41±0.47

34.49±1.25

26.49±2.49

34.58±0.94

26.49±0.94

糖化酶活力

Activity of
glucoamylase
Y2/ (U·mL-1)

15.70±0.31

15.95±0.12

16.55±0.91

15.07±0.18

16.54±0.92

15.92±0.54

12.75±0.66

16.55±0.77

11.30±0.02

16.18±0.56

15.59±0.71

13.56±0.80

14.74±1.72

16.47±0.45

13.98±0.85

18.61±0.44

18.58±0.86

17.76±0.53

17.81±0.82

17.87±0.59

19.70±1.61

表1 试验设计与实测结果
Table1 Experimental design and measured results
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综合响应曲面图和测定结果表，只有脉冲强度和脉冲数

的互作效应 3D响应曲面图的凸起幅度较强，互作效应显

著P< 0.05，与对黑曲霉干质量作用结果一致（图 1b）。综

合脉冲参数对 2个响应指标影响可知，脉冲强度对两指

标影响显著，这与当前研究认为 PEF的作用主要取决于

电场强度[32]结果一致。另外，脉冲数与脉冲强度的互作

也显著影响两指标变化，应用时也需重点考虑。

2.2 PEF对黑曲霉菌落形态特征的影响

PEF 处理对黑曲霉菌落生长形态产生了明显影响

（图 2）。在表 1脉冲参数处理下，所有菌落虽然都呈圆形

生长，但未处理的菌落(图 2中 0)可见清晰的菌落圈；而

PEF处理后，有些菌落圈隆起高，出现星状褶皱，菌落圈

较难分辨，孢子数量显著增加，孢子颜色没变但孢子周围

出现明显不同的深黄色(图 2中 PEF-7和 PEF-11分别为

表 1中序号 7和 11处理)。说明，PEF不但刺激了黑曲霉

生长，也影响其代谢。

2.3 PEF对黑曲霉孢子萌发的影响

显微镜下观察和统计黑曲霉孢子萌发情况（图 3）。

未经PEF处理的黑曲霉孢子萌发率为 14.06%±0.59%，采

用表 1 中 PEF 工作参数处理后，孢子萌发率为 25.00%±

0.33%~46.54%±0.55%，比对照增加了 77.8%~231%。据

此认为PEF促进菌丝生长原因之一是刺激了孢子萌发。

2.4 PEF对EST同工酶的影响

PEF处理在某些条件下可能对菌株产生诱变作用[33]，

为了检测PEF处理后的黑曲霉是否发生质变，基于菌落形

态特征观察，对生长褶皱、颜色和疏密度等表现出差异的

处理和对照同时收获孢子，进行酯酶同工酶酶谱分析。

由图 4a 和 4b 可知，黑曲霉的 EST 同工酶出现了 10

条谱带，标记为EST-01~EST-10，其迁移率为0.267~0.750。

EST-01~ EST-05条带强度明显强于其他条带，说明这 5

条条带对EST活性贡献较大。而EST-08~EST-10条带最

弱，对EST活性贡献最小。同工酶是基因表达产物，是遗

传与变异的重要指标；而酯酶同工酶由于易于检测，且具

有高度多态性，被作为遗传研究中常见的标记物，广泛用

于微生物、昆虫和植物物种鉴定及分类与进化研究

中[34-36]。本文，PEF处理组与对照组的EST-01~EST-08的

脉
冲
强
度

Pules
str

ength/(k
V•

cm
-1 )

图1 PEF脉冲数和脉冲强度两参数互作对黑曲霉菌丝干质
量和产糖化酶活性的影响

Fig.1 Influence from the interaction of the pulse intensity and
pulse number of PEF on Aspergillus niger mycelium dry eight

and activity of glucoamylase

图3 PEF对黑曲霉孢子萌发的影响（×400）
Fig.3 Influence of PEF on Aspergillus niger spore germination

（×400）

0（CK) PEF-11

0（CK) PEF-7 PEF-11

图2 PEF对黑曲霉菌落形态特征的影响
Fig.2 Influence of PEF on Aspergillus niger colony shape feature

a. 脉冲数和脉冲强度互作对黑曲
霉菌丝干质量的影响

a. Influence from the interaction of
the pulse intensity and pulse num-

ber of PEF on Aspergillus niger my-
celium dry weight

b. 脉冲数和脉冲强度互作对产糖
化酶活性的影响

b. Influence from the interaction of
the pulse intensity and pulse num-
ber of PEF on Aspergillus niger

mycelium activity of glucoamylase

农业工程学报 (http://www.tcsae.org) 2019年

注：脉冲宽度固定在0水平。
Note: Pulse width fixed at 0 level

项目

Item

模型Model

X1
X2
X3
X1 X2
X1 X3
X2 X3
X12

X22

X32

失拟项

Lack of fit

标准差

Standard deviation

平均值

Mean value

变异系数

Variable coefficient

F值F value

Y1

6.89

6.50

1.668E-004

0.36

0.64

10.10

5.625E-005

18.60

6.00

27.32

0.99

3.77

21.81

17.29

Y2

12.02

7.64

7.818E-003

11.52

8.678E-004

19.49

0.26

14.56

43.40

23.72

1.52

0.84

16.07

5.23

P值 P value

Y1

0.002 9

0.028 9

0.989 9

0.563 2

0.443 0

0.009 8

0.994 2

0.001 5

0.034 3

0.000 4

0.506 0

Y2

0.000 3

0.020 0

0.931 3

0.006 8

0.977 1

0.001 3

0.621 6

0.003 4

<0.000 1

0.000 7

0.329 4

表2 PEF参数对黑曲霉菌丝干质量和产糖化酶活性影响的
方差分析

Table 2 Variance analysis from influence of PEF parameters
on Aspergillus niger mycelium dry weight and activity of

glucoamylase

注：P < 0.01(极显著)；P< 0.05(显著)。
Note: P< 0.01 ( extremely significant ); P < 0.05(significant).
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迁移率都相同。说明PEF处理并未对黑曲霉的EST同工

酶形成明显遗传变异。另外，酯酶活性可作为微生物细

胞代谢性能的指标，图中编号 7~9样本EST-01和EST-02

条带颜色比对照深，11~16号样本与对照无明显差异，而

其他样本比对照浅。这一结果表明 PEF 影响了黑曲霉

的代谢性能。

注：编号 1~3为对照(表 1中序号 0)，4~24为PEF处理组( 4~6为表 1 中PEF-1; 7~9为PEF-7; 10~12为PEF-8; 13~15为PEF-9; 16~18为PEF-11; 19~21为PEF-12; 22~
24为PEF-13 )，每组处理三次。共有10条谱带，命名为 EST-01~EST-10，酶带迁移率为0.267~0.750。
Note: Number 1—3 are blank control groups( The serial number is 0 in Table 1 ), and number 4—24 are the PEF treatment groups( in Table 1，number 4—6 is PEF-1,
number 7—9 is PEF-7, number 10—12 is PEF-8, number 13—15 is PEF-9, number 16—18 is PEF-11, number 19—21 is PEF-12, number 22—24 is PEF-13 ), every
treatment group are process by three times. There are 10 bands named from EST-01 to EST-10, and the band mobility changed from 0.267~0.750.

图4 PEF对黑曲霉酯酶同工酶影响
Fig.4 Influence of PEF on esterase isozyme of Aspergillus niger

b. 酶谱模式图

b. Enzymatic pattern diagram

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516171819 20 21222324

强带 较强带 较弱带 弱带

Rf

0.267
0.342
0.367
0.429
0.450

0.475
0.500
0.650
0.708
0.750

EST-01
EST-02
EST-03
EST-04
EST-05
EST-06
EST-07
EST-08
EST-09
EST-10

a. 电泳酶带图

a. Enzyme electrophoretic band diagram

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

2.5 工艺参数的优化验证

黑曲霉菌丝干质量和黑曲霉糖化酶活性在相应约束

条件下都应达到最大值，即Y1max和Y2max确立为目标函数，

经Design Expert 10.0.7 统计分析软件对两个回归模型分

别优化求解。在此基础上，利用多目标决策理论及非线

性优化方法，综合目标函数采用线性加权法进行规划求

解，由于糖化酶活性是主要目标，其加权系数K2取0.6，则

黑曲霉菌丝干质量的加权系数K1为0.4[16]。获得综合优化

条件为脉冲强度12.974 95 kV/cm、脉宽为 53.517 μs、脉冲

数 66.052，相应的黑曲霉菌丝干质量为 28.662 mg，糖化

酶活性为 17.746 U / mL。经修正，选择脉冲强度为

12.975 kV/cm、脉宽为 54 μs、脉冲数 66，获得黑曲霉的菌

丝干质量和糖化酶活性分别为 28.05 mg和18.01 U/mL，

与预测值基本一致，表明优化结果合理可靠，比对照提高

了68.27%和14.71%，可以作为进一步试验研究的指导。

3 讨 论

3.1 PEF对黑曲霉作用机理分析

PEF处理影响黑曲霉分生孢子活力，增加柠檬酸产

量[37]。在本研究中，PEF处理后产糖化酶能力增强，菌丝

干质量增加，这与PEF刺激孢子萌发有关，与对萌发中和

萌发后代谢刺激也有关。PEF 处理酵母细胞研究中发

现，PEF 处理促进细胞中锌离子、镁离子和钙离子积

累[38-39]，促进果糖等物质吸收，刺激酵母细胞代谢[22]。以

及造成细胞代谢过程中酶的变化，如 PEF处理新鲜蓝莓

提高了花青素浓度，改变了其在蓝莓中的分布，可能通过

影响反应动力学中涉及的分子，如酶，改变花青素降解的

机制[11]。作为一种丝状真菌，黑曲霉孢子萌发常需要较

长的延滞期，因此缩短孢子萌发时间，可以提高发酵效

率，而PEF处理可以通过改变细胞膜组分排列，产生电穿

孔，增加细胞膜渗透性或激活转运蛋白质[40]，增加对水

分、离子和有益营养物质的吸收运转，活化代谢过程中的

酶，促进细胞代谢，从而促进生长，提高其产酶性能。

3.2 PEF参数优化

PEF可以刺激细胞代谢，也可以杀死细胞。这主要

取决于脉冲工作参数。研究认为PEF的作用主要取决于

电场的强度，Sotelo等研究了中、轻度 PEF（电场强度 0.3

和 2.5 kV/cm，脉冲频率 100 Hz，脉冲宽度 20 μs）处理樱

桃提高了其可食品质且不影响益生菌的生长[41]。电场强

度 5.0 kV/cm，脉冲宽度 20 μs，电场频率 1 Hz下处理酵母

细胞 15 min后培养 20 h，镁和锌的积累比对照分别增加

了 1.5倍和 2倍[38]，过高电场强度会使细胞损伤严重，甚

至死亡。因此，高的电场强度(10~80 kV/cm)常被用于巴

氏杀菌，使微生物膜破坏到无法修复的程度，最终死

亡[42]。影响果汁质量最重要的电学参数不只电场强度，

还有处理时间[10]，用于有机物提取研究中，使细胞膜发生

可逆穿孔，增加细胞渗透性的脉冲强度范围在 1~10 kV

之间，脉冲数在 5~50之间[42-43]。可见，PEF作用中脉冲工

艺参数确立的重要性。本文研究同样得出脉冲强度对黑

曲霉生长和产糖化酶活性能力影响最突出，并且与脉冲

个数互作效应明显。因此，在对不同类型，不同发育时期

等不同特点细胞进行 PEF处理时，对参数进行选择和优

化是首要任务，研究为该技术在今后工厂化应用中提供

理论基础。

4 结 论

1）PEF处理黑曲霉孢子，不同的电场强度、脉冲宽度

以及脉冲数会导致黑曲霉菌丝干质量和生产糖化酶的能

力有所改变，电场强度和脉冲数及其相互作用是影响两

指标的主要参数。电场处理后的黑曲霉，其细胞膜通透

性和酶活性会增大，代谢速度变快，可以更好的促进孢子

萌发。脉冲强度为12.975 kV/cm、脉宽为54 μs、脉冲数66，

获得黑曲霉的菌丝干质量和糖化酶活性分别为 28.05 mg

和18.01 U/mL。
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2）酯酶同工酶分析未发现PEF对黑曲霉有诱变的作

用，只是通过刺激黑曲霉生长，影响细胞代谢而影响其生

长和产糖化酶能力，可见PEF技术是不破坏黑曲霉本质，

且处理过程简单，生产效率高，是一种有前景的用于提高

生物工程菌发酵效率的有力工具。
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Abstract: Aspergillus niger is an important microorganism in biotechnology and its metabolites play an important role in fermenting

feed, food ingredients, enzymatic production and medicine; it is known as a cell-production plant for heterologous proteins and en-

zymes. Glucoamylase produced by Aspergillus niger is widely used to hydrolyze starch into glucose in brewery industry, calcium lactate

industry and a variety of fermentation industry; it is regarded as a generally safe product by food and drug administrations. Although glu-

coamylase produced by Aspergillus niger has been studied for many years, there is still room for improvement such as enhancing glu-

coamylase activity, reducing energy and production costs. As such, Aspergillus niger still attracts research interest. Compared with chem-

ical mutation and recombination technology, the pulsed electric field is able to improve microbial activity and its fermentation ability

with limited chemical residues and short cultivation period. In this work, we cultured and processed aspergillus niger spore suspension

under different pulsed electric field in attempts to understand the responsive changes in its biological activities and glucoamylase pro-

duction. The pulsed electric fields we examined had pulse intensity: 5-15 kV/cm, pulse duration: 10-100 s and pulse numbers: 50-99,

and they were compared to the surface method. The results showed that both pulse intensity and pulse number affected the dry weight of

Aspergillus niger mycelium and the production of glucoamylase. When the pulse intensity and pulse width were 12.975 kV/cm and 54 μs,

respectively, and the pulse number was 66, the dry weight of Aspergillus niger mycelium was 28.05 mg and the productivity of the glu-

coamylase was 18.01 U/mL, increasing by 68.27% and 14.71% respectively up the control. Compared with clear colony circles of un-

treated colonies, the colonies processed by the PEF was round while the colony circles were hardly distinguishable from the star-shaped

folds and higher colony circles. The PEF treatment significantly increased the spore number, with a distinct dark yellow appearing

around the spores while the color of the spores remained unchanged. The observed colony morphology showed that the PEF treatment

boosted the growth of Aspergillus niger due to the change in its metabolism. Statistical analysis showed that PEF treatment improved the

spore germination rate by 77.8%-231%, thereby promoting mycelial growth. Esterase isozyme analysis showed that PEF treatment al-

tered the brightness and width of the bands but not the band number. It was also found that the PEF treatment affected the enzymatic ac-

tivity in all experiments although it did not have significant effects on genetic mutagen. This work provides a theoretical basis to improv-

ing enzyme synthesis of Aspergillus niger and its industrial production.

Keywords: electric field; enzyme; optimization; pulse electric field; Aspergillus niger; glucoamylase; esterase isozyme
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