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摘要：【目的】在生理状态下利用激光镊子拉曼光谱系统对单个酿酒酵母孢子萌 发 过 程 进 行 实 时 监 测，探 讨 掩 盖

在群体平均信息下的个体生命信息。【方法】将葡萄糖溶液加入酿酒酵母孢子悬液中诱导孢子萌发，在孢子萌发

过程中每隔３０ｍｉｎ取样并利用激光镊子拉曼光谱系统测定单个酵母孢子的拉曼光谱。【结果】单细胞实时平均

拉曼光谱可显示孢子萌发过程中细胞内生物分子的变化：萌发期内分别归属于ＤＮＡ、蛋白质的７２２ｃｍ－１，１００６

ｃｍ－１峰的峰高基本不变，随后在生长期上升明显，说明生长期胞内开始大量复制ＤＮＡ，并合成蛋白质；归属脂类

的１７５１ｃｍ－１峰的减弱趋势明显，可能是胞内脂类物质消耗造成的。整个萌发生长过程中，源自葡糖糖和海藻

糖的８５８ｃｍ－１，９０８ｃｍ－１，１０８４ｃｍ－１，１１１８ｃｍ－１等峰强度先下降后上升，表明在适宜的生长条件下，海藻糖可能

转化为单糖被细胞吸收利用，当营养物质逐渐被消耗时，细胞会再次累积海 藻 糖 以 抵 抗 外 界 不 利 条 件。【结 论】

激光镊子拉曼光谱技术可反映胞内生 物 大 分 子 的 活 动 规 律，获 知 单 个 酵 母 孢 子 萌 发 过 程 中 物 质 变 化 的 丰 富 信

息，是探索单个活细胞实时生化变化的有效工具。
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０　引言

　　【研究意义】酿酒酵母孢子形成是指营养细胞经

过减数分裂形成子囊孢子的过程，是酵母生活史的一

个阶段，这时酵母由二倍体变成单倍体，从而完成有

性繁殖的准备工作。酵母的生孢过程一般是在氮源

和发酵碳源缺乏，同时又存在非发酵碳源（如乙酸盐）
的条件下发 生。休 眠 状 态 下 的 孢 子 在４℃的 条 件 下

可存活数月或数年。而一旦接触葡萄糖和其他必需

营养成分，孢 子 会 重 新 进 入 有 丝 分 裂 和 营 养 细 胞 生

长，这一过程就是孢子的萌发。酵母孢子的萌发过程

会伴随一系列生物大分子的变化，揭示这些生物大分

的动态变化规律具有一定的学术意义。【前人研究进

展】研究孢子萌发过程中生物分子变化的传统方法涉

及细胞破碎、成分提取及核酸、蛋白质和脂类等的体

外定量［１～３］。这 些 常 规 方 法 工 作 量 大，样 品 处 理 复

杂，而且会破坏细胞和胞内大分子物质活性，无法实

现对萌发过程的实时动态监测。【本研究切入点】光

学技术具有快速、无损和高效的特点，在化学以及生

物学分析 领 域 得 到 广 泛 应 用［４，５］。激 光 镊 子 拉 曼 光

谱技术是将光学操控与显微拉曼光谱相结合用于单

细胞探测的新技术，可以在接近生理状态下获得单个

活细胞或细胞器的拉曼光谱，而根据拉曼光谱特征峰

的位置、线宽和强度可以分析样品的分子组成及结构

信息，从而获知掩盖在群体平均信息下的个体生命信

息［６，７］。而且利 用 激 光 镊 子 拉 曼 光 谱 技 术 研 究 单 个

酿酒酵母孢子萌发过程未曾有报道。【拟解决的关键

问题】用激光镊子拉曼光谱系统测酵母孢子萌发的光

谱变化，探索萌发过程中生物大分子的活动规律，获

取实时的生化变化信息。

１　材料与方法

１．１　激光镊子拉曼光谱系统

　　激光光镊拉曼光谱系统如文献［８，９］所述，把一

束７８０ｎｍ 的 半 导 体 激 光 导 入 倒 置 生 物 显 微 镜

（ＴＥ２０００Ｕ，Ｎｉｋｏｎ），经 油 浸 物 镜（１００×，Ｎ．Ａ．＝
１．３）聚焦形成一个单光束势阱用以囚禁目标，同时用

束光激发被俘获目标粒子的拉曼散射。再把拉曼散

射光聚焦进光谱 仪（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ）的 输 入

狭缝，然后用光谱仪耦合到电荷耦合器件ＣＣＤ（Ｓｐｅｃ－
１０，Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）上，并用液氮冷却ＣＣＤ温

度至－１２０℃。

１．２　孢子的培养与制备

　　实验对象为广西科学院生物中心筛选的６＃ 酵母

菌株。将生长于ＹＭ斜面上的６＃ 酵母菌接种于ＹＭ
液体培 养 基 中，在２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ摇 床 预 培 养１８
ｈ；再以１０％接种量２次转接至ＹＭ 液体培养基，在

相同的条件下培养至对数生长期；培养物经离心、ＰＢ
漂洗，加入生孢培养基，在上述条件下培养６ｄ左右，

直到生成孢子；将生孢培养物离心收集，ＰＢ漂洗后，

悬浮于蜗牛 酶 溶 液 中，３３℃水 浴 处 理６ｈ，加 入 终 浓

度为１％的Ｔｗｅｅｎ　８０，并装入０．５ｍｍ玻璃珠低速振

荡２ｈ，静 置 取 上 清 液 低 速 离 心、漂 洗，最 后 用 含 有

Ｔｗｅｅｎ　８０的ＰＢ重悬孢子，置４℃冰箱保存待用。

１．３　孢子萌发

　　现配ＹＭ培 养 基：酵 母 提 取 物＋蛋 白 胨＋麦 芽

糖９份体积，葡萄糖１份体积，分开配装。取１．２节

制备的孢子悬浮液，离心取沉积物 即 孢 子，置 于 ＹＭ
中，在镜下调整至适宜观察光谱的浓度，３０℃孵育３０
ｍｉｎ，同时将葡萄 糖 溶 液 置 于３０℃培 养 箱，然 后 将 葡

萄糖加入，置于２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养，每１５ｍｉｎ
取样２ｍＬ，其中１ｍＬ样品立即４℃离心，ＰＢ洗涤

６２１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．２，Ａｐｒｉｌ　２０１５
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去除培养基，重悬置于４℃冰箱短暂保存用于拉曼光

谱检测，另１ｍＬ用于测量ＯＤ６００值。

１．４　拉曼光谱测量与数据处理

　　用光镊捕获单个孢子，先提升到样品槽上方１０

μｍ 的焦点附近，以１５ｍＷ 激发功率和３０ｓ曝光时

间采集拉曼光谱，每种样品各收集４０个孢子的光谱，

５个背景溶液的光谱。原始光谱扣除背景，基线校正

以后得到单个细胞的拉曼光谱，在此基础上，统计每

组细胞样品 的 平 均 光 谱，定 性 分 析 不 同 组 间 光 谱 差

异，然后利用 Ｍａｔｌａｂ　７．１软件编写 程 序 对 孢 子 萌 发

过程物质变化做定量分析。

２　结果与分析

２．１　形态学确定

　　６＃ 酵母孢子的不同形态（萌发和生长）的分布通

过折光率进行说明。一般孢子溶液中有９５％孢子具

有折 光 性，在 含 糖 的 培 养 基 中 孵 育３０ｍｉｎ后，仅

４５％的孢子仍然有折光性，其它孢子出现半折光或完

全黑暗。而萌发率在３０ｍｉｎ时达５５％，６０ｍｉｎ时已

接近８５％，９０ｍｉｎ时达９５％，１２０ｍｉｎ时达到１００％。
由图１可知，孢子在萌发过程前期表面会变得粗糙不

平，但是体积形态变化极其微 小；在９０ｍｉｎ后，体 积

略有增大，在１５０ｍｉｎ开始大量出芽。而且在０～９０
ｍｉｎ，细 胞 群 体 的 吸 光 度 快 速 降 低，接 近１５％；在

１２０～２４０ｍｉｎ吸光度持续增加（图２）。结 合 图１与

图２反映的信息，可将孢子萌发过程以９０ｍｉｎ为分

界点，分为萌发期和生长期两个过程，需结合具体情

况分别处理其两个过程光谱，然后做进一步的研究和

讨论。

图１　６＃ 酵母孢子萌发过程中形态变化

　 　Ｆｉｇ．１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｃｈａｎｇｅ　ｏｖｅｒ　ｔｈｅ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　６＃ｙｅａｓｔ

图２　孢子萌发吸光度变化

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

２．２　不同萌发阶段孢子的拉曼光谱

　　从 图３可 以 看 出，源 自 蛋 白 质 的１００６ｃｍ－１，

１２６４ｃｍ－１，１６０８ｃｍ－１，１６５７ｃｍ－１峰，源 自 脂 类 物 质

的１３０４ｃｍ－１，１７５１ｃｍ－１峰和代表核酸的７２２ｃｍ－１

峰的信号强度在孢子萌发过程中基本不变。其中各

峰所代表物质的归属见表１。

　　图３　孢子萌发的平均拉曼光谱

　　Ｆｉｇ．３　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｎｇ　ｓｐｏｒｅｓ　ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ

ｅｖｅｒｙ　１５ｍｉｎ

表１　酵母孢子及萌发后的主要拉曼谱峰归属

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｅａｋ　ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　６＃ｙｅａｓｔ

峰位置
Ｐｅａｋ　ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ（ｃｍ－１）

归属
Ｐｅａｋ　ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

７２２ 腺嘌呤Ａｄｅｎｉｎｅ

７８３ ＤＮＡ　Ｏ－Ｐ－Ｏ 伸缩振动，Ｕ、Ｃ、Ｔ环 呼 吸 振 动
ＤＮＡ　Ｏ－Ｐ－Ｏ　ｓｔｒ．；Ｕ，Ｃ，Ｔ　ｒｉｎｇ　ｂｒ．

８１７ ＲＮＡ　Ｏ－Ｐ－Ｏ伸缩振动ＲＮＡ　Ｏ－Ｐ－Ｏ　ｓｔｒ．

８５２ 葡萄糖Ｃ－Ｏ，Ｃ－Ｃ，Ｃ－Ｈ弯曲振动Ｇｌｕｃｏｓｅ
Ｃ－Ｏ，Ｃ－Ｃ，Ｃ－Ｈ　ｂｅｎｄ

１００６ 苯丙氨酸苯环呼吸峰Ｐｈｅ　ｒｉｎｇ　ｂｒ．

１０５０～１１５０
糖类、蛋白 质 及 脂 类Ｃ－Ｃ伸 缩 振 动Ｃａｒｂｏｈｙ－
ｄｒａｔｅ，ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄ　ｌｉｐｉｄ　Ｃ－Ｃ　ｓｔｒ．

１３０１ 脂类ＣＨ２扭曲振动Ｌｉｐｉｄ　ＣＨ２ｔｗｉｓｔ
１６０８ 酪氨酸和苯丙氨酸Ｃ＝Ｃ键振动Ｔｙｒ，Ｔｒｐ　Ｃ＝Ｃ
１６６２ 蛋白质酰胺Ⅰ带Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＡｍｉｄｅⅠ
１７５１ 脂类Ｌｉｐｉｄｓ

　　由于我们采集拉曼光谱的光斑大小固定不变，而
生长阶段细胞体积增大明显，局部细胞内物质的浓度

可能会降低，可能导致激光镊子拉曼系统检测结果不

准确。文献［１０，１１］的研究表明１４４７ｃｍ－１峰代表蛋

白质、脂质、糖类的ＣＨ变形振动，其强度在细胞各种

代谢条件下基本不变，因而采用该峰归一化可有效减

小因细胞体积变化造成的影响。生长阶段６＃ 酵母孢

子的平均拉曼 光 谱 以１４４７ｃｍ－１归 一 化 后 的 结 果 见

图４（ａ）。而 从 未 经 归 一 化 处 理 的０～１６５ｍｉｎ的

１４４７ｃｍ－１峰高变化趋势（图４ｂ）可以看出，加入葡萄
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糖０～９０ｍｉｎ后１４４７ｃｍ－１峰高几乎没有变化，９０～
１６５ｍｉｎ逐渐降低。在生长阶段１４４７ｃｍ－１峰高降低

是由于细胞体积变化引起的，这进一步证实了进行光

谱数据归一化处理的必要性。另外，孢子的拉曼光谱

在萌 发１５０ ｍｉｎ发 生 明 显 变 化：１２６４ｃｍ－１，１３０４
ｃｍ－１峰变宽，出现７８５ｃｍ－１、８１７ｃｍ－１和１５８１ｃｍ－１

峰，产生上述现象的原因可能是孢子在出芽后，细胞

生长状态明显不同，胞内累积某些物质的量有所差异

所致。

　　图４　孢子萌发归一化的平均拉曼光谱（ａ）和孢子萌发原

始光谱中１４４７ｃｍ－１峰的变化（ｂ）

　　Ｆｉｇ．４　（ａ）Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｎｇ
ｓｐｏｒｅｓ　ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ　ｅｖｅｒｙ　１５ｍｉｎ；（ｂ）Ｃｈａｎｇｅ　ｉｎ　１４４７ｃｍ－１　ｐｅａｋ

ｏｆ　ｒａｗ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　６＃ｃｅｌｌｓ

２．３　生物分子变化分析

　　结合图３和图４中孢子的平均拉曼光谱数据分

别计算各物质的特征峰强度变化，孢子萌发全过程生

物大分子变化见图５。由图５ａ可见，７２２ｃｍ－１、１００６
ｃｍ－１峰变化曲线几乎平行，在萌发前２ｈ，ＤＮＡ、蛋白

质相关峰变化缓慢，随后开始上升，且变化明显，说明

在营养物质充足的条件下，孢子开始萌发，萌发期内

生物大分子含量基本不变，生长期胞内开始复制大量

ＤＮＡ，并合成蛋白质。再结合图１可发现，７８５ｃｍ－１

峰是在出芽后 开 始 出 现，说 明ＤＮＡ含 量 大 幅 增 加。
由图５ｂ可见，１７５１ｃｍ－１峰的减弱趋势明显，可能是

胞内脂类物质消耗造成的。

　　另外，分析孢子萌发过程中糖类物质变化，发现

随着孢 子 的 萌 发，８５６ｃｍ－１，９１６ｃｍ－１，１０８１ｃｍ－１，

１１２１ｃｍ－１信号缓慢减弱，对比海藻糖的拉曼光谱峰

位置（图６）可 知，８５８ｃｍ－１，９０８ｃｍ－１，１０８４ｃｍ－１，

１１１８ｃｍ－１等峰与溶液状态的海藻糖的主要峰接近，
推断原因是海藻糖以糖颗粒或无定形状态存在于细

胞中。而出芽生长之后这些信号开始不同程度增加

（图７），说明 在 适 宜 的 生 长 条 件 下，海 藻 糖 可 能 转 化

为葡糖糖被细胞吸收利用；而当营养物质逐渐被消耗

时，细胞会再次累积海藻糖以抵抗外界不利条件。

　　图５　６＃ 孢子萌发过程拉曼光谱峰强度的变化

　　Ｆｉｇ．５　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｒａｍａｎ　ｐｅａｋｓ　ｆｒｏｍ
ｓｐｏｒｅｓｏｖｅｒ　ｔｈｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　　图６　６＃ 酵母孢子（Ａ）、葡 糖 糖（Ｇ）和 海 藻 糖（Ｔ）溶 液 的
拉曼光谱

　　Ｆｉｇ．６　Ｒａｍａｎ　ｐｅａｋｓ　ｏｆ　ｓｐｏｒｅｓ（Ａ），ｇｌｕｃｏｓｅ（Ｇ）ａｎｄ　ｔｒｅ－
ｈａｌｏｓｅ（Ｔ）ｓｏｌｕｔｉｏｎ

８２１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．２，Ａｐｒｉｌ　２０１５



　　图７　孢子萌发过程中对应海藻糖拉曼峰值变化

　　Ｆｉｇ．７　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔｒｅｈａｌｏｓｅ　Ｒａｍａｎ　ｐｅａｋｓ

３　结论

　　与传统的化学分析手段相比，激光镊子拉曼光谱

技术用于研究溶液中的单个细胞或细胞器具有明显

的优势。本实验单细胞实时平均拉曼光谱结果显示

出孢子萌发过程中细胞内累积物质的变化：萌发期内

归属于ＤＮＡ、蛋白质 的７２２ｃｍ－１和１００６ｃｍ－１峰 的

峰高基本不变，随后生长期上升明显，说明生长期胞

内细胞开始复制大量ＤＮＡ，并合成蛋白质；归属于脂

类的１７５１ｃｍ－１峰减弱趋势明显，可能是胞内脂类物

质消耗造成的。整个萌发生长过程中，源自葡糖或海

藻糖的８５８ｃｍ－１，９０８ｃｍ－１，１０８４ｃｍ－１，１１１８ｃｍ－１

等峰强度先下降后上升，表明在适宜的生长条件下，
海藻糖可能转化为葡糖糖被细胞吸收利用，当营养物

质逐渐被消耗掉时，细胞会再次累积海藻糖以抵抗外

界条件。研究结果显示，利用激光镊子拉曼光谱技术

可实时跟踪酵母孢子萌发生化动力学过程，反映胞内

生物大分子的活动规律，获知单个酵母孢子萌发过程

中物质变化的丰富信息。说明此技术是探索单个活

细胞实时生化变化的实用工具，为基础微生物学领域

提供新的研究方法。
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