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摘要：【目的】了解溶菌酶触发芽孢杆菌孢子萌发的异质性及其机制，为认识芽孢（Ｓｐｏｒｅ）萌发机制和杀灭芽孢提

供参考。【方法】应用拉曼光谱和微分干涉差（ＤＩＣ）显微镜成像技术高通量分析大量 单 个Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ（Ｂｓ）

和Ｂ．ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ （Ｂｍ）芽孢经溶菌 酶 触 发 的 萌 发 动 态。【结 果】溶 菌 酶 浓 度 和 温 度 越 高，芽 孢 萌 发 越 快，孢 内

ＣａＤＰＡ开始快速释放时 间（Ｔｌａｇ）、快 速 释 放 所 需 时 间（ΔＴｒｅｌｅａｓｅ）和 芽 孢 皮 层 水 解 所 需 时 间（ΔＴｌｙｓ）越 短；低 于

２０℃，Ｂｓ芽孢萌发的ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值是２５℃时的４倍以 上。ＳｐｏＶＡ蛋 白 高 表 达 菌 株 的ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值 和 普 通 菌 株 基 本 相

同，而缺少皮层水解酶的菌株ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值高于普通菌株。９５℃处理１５ｍｉｎ的孢子，其Ｔｌａｇ、ΔＴｒｅｌｅａｓｅ和ΔＴｌｙｓ值是对

照的２倍以上。Ｂｓ芽孢萌发的异质性明显，不仅表现在芽孢间，也表现在菌株间。Ｂｍ芽孢对溶菌酶更敏感，芽

孢间的异质性显著低于Ｂｓ。【结论】溶菌酶触发的芽孢萌发在物种、菌株和单细胞层面都存在显著的异质性；溶

菌酶浓度和温度对芽孢萌发有重大影响；皮层水解酶也可能参与溶菌酶触发的芽孢萌发进程。
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０　引言

　　【研究意义】部分杆菌属细菌会通过在细胞内形

成休眠体芽孢（Ｓｐｏｒｅ）的方式来应对环境胁迫。由于

富含２，６－吡啶二羧酸（Ｄｉｐｉｃｏｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ，ＤＰＡ）与钙离

子（Ｃａ２＋）的络合物ＣａＤＰＡ，且含水量极低，芽孢对逆

境有极强的抵抗能力［１－３］。芽孢的休眠 期 可 以 很 长，
但对外界环境却极其敏感，只要一感受到适宜的条件

就开始萌发，恢复到营养细胞状态。而一旦萌发，芽

孢就丧失原有的抵抗力，这是杀灭芽孢类细菌的好时

机［４］。因此，了解芽孢萌发机理和规律，对抑制 其 致

病性、维护人类健康及生命安全具有极其重要的理论

意义与应用价值。【前人研究进展】已知的芽孢萌发

机制是营养性萌发剂（Ｇｅｒｍｉｎａｎｔｓ）与芽孢内膜上 的

受体蛋白结合，触发芽孢启动系列 萌 发 事 件［５－６］。除

营养性萌发剂以外，溶菌酶、盐类、高压、ＣａＤＰＡ和阳

离子表面活性剂（如月桂胺Ｄｏｄｅｃｙｌａｍｉｎｅ）等其它非

营养性 化 学 试 剂 或 物 理 因 素，也 可 以 触 发 芽 孢 萌

发［６－８］。其中，溶菌酶触发的芽孢萌发是 比 较 特 殊 的

非营养萌发方式。已有研究显示，溶菌酶通过水解芽

孢的肽聚糖 皮 层 引 起 孢 内ＣａＤＰＡ释 放 进 而 完 成 芽

孢萌发［６］。但芽孢衣对芽孢有保护作用，溶菌酶无法

越过这道屏障水解芽孢皮层，因而对溶菌酶触发的芽

孢萌发研究较少，所研究的对象主要是食品工业上的

污染菌［９－１１］，对芽孢杆菌属芽孢的研究极少［１２］。芽孢

的萌发机 制 已 有 大 量 报 道［５－６，１３－１４］，创 新 的 技 术 方 法

在该领域的应用加速其研究进程，特别是近年来拉曼

光谱、微分干 涉 差（ＤＩＣ）显 微 术、荧 光 成 像 和 拉 曼 成

像等技术并结合单细胞分析在芽孢萌发研究中的应

用与发展，对认识芽孢萌发机理及其异质性发挥极其

重要的作用［１５］，并 大 大 地 拓 展 了 研 究 对 象［１６－１８］。另

外，细菌芽孢经营养萌发剂触发的萌发存在显著的异

质性，即在相同的萌发条件下，有的芽孢萌发极快，有
的芽孢萌发则可能需要几小时甚至几天时间［１４，１６－１８］。

而单细胞分析显示，芽孢间的萌发差异主要体现在芽

孢接受外源 萌 发 剂 刺 激 到 孢 内ＤＰＡ开 始 释 放 的 时

间（Ｔｌａｇ），而 胞 内ＤＰＡ大 量 释 放 阶 段 则 具 有 较 强 的

同质性［１９］。【本研究切入点】对芽孢萌发的异质性研

究已经有不少报道［７，１９－２１］，但是对溶菌酶触发的芽孢

萌发异质性研究还未见报道，因此本文从该方面入手

研究芽孢萌发的异质性。【拟解决的关键问题】应用

拉曼光谱与ＤＩＣ成 像 技 术，从 单 细 胞 水 平 上 分 析 溶

菌酶触发的芽孢萌发方式，了解细菌芽孢的非营养萌

发规律、机制及其异质性。

１　材料与方法

１．１　菌株

　　枯 草 芽 孢 杆 菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ，Ｂｓ），巨 大 芽

孢 杆 菌 （Ｂ．ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ，Ｂｍ），相 关 菌 株 信 息 见

表１。

１．２　芽孢制备

　　Ｂｍ芽孢的培养方法［２２］：菌株接入ＬＢ固体培养

基，３０℃条件下活化２４～３６ｈ。挑取单菌落，转接到

ＬＢ液体培养基，２００ｒ／ｍｉｎ，过夜培养；按１％（Ｖ／Ｖ）
的比例转入 产 孢 培 养 基（ＣＣＹ），３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ培

养４８～６０ｈ，镜检芽孢率达到９９％后收集孢子。

　　Ｂｓ芽孢的 培 养 方 法：活 化 的 菌 株 涂 板 在 无 抗 生

素的２×ＳＧ培养基琼脂平板，３７℃条件下培养２～３
ｄ，转到２３℃下再培养数天［２３］。用无菌水洗取菌苔，
用于收集孢子。

　　芽孢收集：５　０００ｒ／ｍｉｎ离 心 收 集、纯 化 芽 孢，无

菌水洗涤１０次，４℃避光保存备用。

　　芽孢采用脱衣液７０℃处理３０ｍｉｎ去掉芽孢衣，
无菌水洗１０次。脱衣液组成为０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ，

０．１ ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，０．１ ｍｏｌ／Ｌ 二 硫 苏 糖 醇，１％
（Ｗ／Ｖ）十二烷基硫酸钠［２９］。
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表１　实验所用菌株及其性质

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｔｒａｉｎｓ　ｕｓｅｄ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

性质
Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ
（Ｂｓ） ＰＳ８３２ 野生型，源自１６８菌株

Ｗｉｌｄ　ｔｙｐｅ，ａｐｒｏｔｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｓｔｒａｉｎ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｓｔｒａｉｎ　１６８
［２４］

ＰＳ３４１１ ＳｐｏＶＡ蛋白高表达（４倍）菌株
Ｓｐｏｒｅｓ　ｈａｖｅ　ａ　４－ｆｏｌｄ－ｅｌｅｖａｔｅｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＳｐｏＶＡ　ｐｒｏｔｅｉｎ

［２５］

ＰＳ３６４０
ｓｐｏＶＡＣ基因遗传改造菌株
Ｓｔｒａｉｎ　ｈａｓ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ－ｂａｓｅ　ｃｈａｎｇｅ（Ｔ　ｔｏ　Ａ）ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｉｂｏｓｏｍｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｐｏＶＡＣｇｅｎｅ

［２６］

ＦＢ１１０
芽孢无皮层水解酶ＳｌｅＢ
Ｓｔｒａｉｎ　ｌａｃｋｓ　ｃｏｒｔｅｘ－ｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ　ＳｌｅＢ

［２７］

ＦＢ１１１
芽孢无皮层水解酶ＣｗｌＪ
Ｓｔｒａｉｎ　ｌａｃｋｓ　ｃｏｒｔｅｘ－ｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ　ＣｗｌＪ

［２７］

ＦＢ１１３
芽孢同时缺少皮层水解酶ＣｗｌＪ和ＳｌｅＢ
Ｓｔｒａｉｎ　ｌａｃｋｓ　ｃｏｒｔｅｘ－ｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ　ＣｗｌＪ　ａｎｄ　ＳｌｅＢ

［２７］

Ｂ．ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
（Ｂｍ）

ＱＭ　Ｂ１５５１ 野生型
Ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ

［２８］

１．３　芽孢萌发

　　芽孢基本 萌 发 温 度 为２５℃，在 不 同 温 度 试 验 中

选择１６℃、２０℃和２５℃。将待分析的 芽 孢 用 无 菌 水

稀释成每毫升芽孢液约含１０８ 个芽孢，吸取２μＬ滴

加在盖玻片上，真空干燥，将盖玻片固定在自制的恒

温平台上。滴加预先恒温到实验所需温度的溶菌酶

溶液。溶菌酶溶液浓度在不同浓度试验中选择１．００

μｇ／ｍＬ，２．５０μｇ／ｍＬ，３．７５μｇ／ｍＬ，５．００μｇ／ｍＬ以

及１０．００μｇ／ｍＬ。

１．４　芽孢萌发监测

１．４．１　拉曼光谱监测

　　应用单细胞激光拉曼光谱系统聚焦在单个芽孢

上采集拉 曼 光 谱［２１］。激 光 功 率 为５ｍＷ，连 续 采 集

拉曼光谱直到 芽 孢 萌 发 后１５～３０ｍｉｎ，积 分 时 间 为

１５ｓ。

１．４．２　微分干涉差（ＤＩＣ）显微术监测

　　采用与文献［２１］类似的ＤＩＣ显微术监测大量单

个芽孢的萌发动态，具体实验系统参见文献［３０］。芽

孢的核心是 一 个ＣａＤＰＡ的 巨 型 仓 库 并 且 水 的 含 量

非常少，折射率高，ＤＩＣ显微镜将其转换成一个振幅

图像，可通过ＣＣＤ将其记录下来。在萌发过程中，芽
孢内部主要 的 大 分 子 物 质ＣａＤＰＡ大 量 释 放 并 与 周

围水分子进行置换，使得折射率发生改变［３１］。

　　将 倒 置 ＤＩＣ显 微 镜 加 以 改 造，并 接 入 高 性 能

ＣＣＤ，实现同步输出芽孢萌发监测过程的拉曼光谱和

ＤＩＣ图像。通过自编ＶＣ程序，根据实验需要，每６ｓ
采集一幅ＤＩＣ图像。图像处理：用 Ｍａｔｌａｂ软件编写

程序，识别芽孢图像，以单个芽孢为中心，读取芽孢范

围内２０个象素位点的灰度值，作为芽孢图像信号积

分，依时间函数 绘 制 成 芽 孢 萌 发 过 程 的 实 时ＤＩＣ信

号强度变化曲线。通过统计不同时间段的芽孢萌发

数来计算芽孢的群体萌发率。

　　芽孢的萌发监测时间一 般 为６０～９０ｍｉｎ，部 分

芽孢的萌发监测时间根据萌发进展有所调整。本文

相关数据分析和讨论均限于实验监测的时间范围内。

　　本实验设定芽孢与溶菌酶开始接触的时间为０，
孢内ＣａＤＰＡ开始快速释放的 时 间 为 迟 滞 时 间Ｔｌａｇ，

ＣａＤＰＡ释 放 完 毕 的 时 间 为Ｔｒｅｌｅａｓｅ，芽 孢 皮 层 完 全 溶

解的 时 间 为Ｔｌｙｓ。定 义ＣａＤＰＡ释 放 需 要 的 时 间 为

△Ｔｒｅｌｅａｓｅ＝Ｔｒｅｌｅａｓｅ－Ｔｌａｇ、皮层溶解所需时间为△Ｔｌｙｓ＝
Ｔｌｙｓ－Ｔｒｅｌｅａｓｅ。其 中Ｔｌａｇ值 反 映 的 是 芽 孢 启 动 萌 发 的

速度，△Ｔｒｅｌｅａｓｅ和△Ｔｌｙｓ值分别反映ＣａＤＰＡ释放和皮

层溶解的快 慢，是 反 映 单 个 芽 孢 萌 发 进 程 的 主 要 参

数。参数Ｉｌａｇ和Ｉｒｅｌｅａｓｅ分 别 是Ｔｌａｇ和Ｔｒｅｌｅａｓｅ时 芽 孢 的

ＤＩＣ亮度值（以０ｍｉｎ时 的 亮 度 为１，芽 孢 萌 发 后 实

验记录终点的亮度为０），前者间接反映Ｔｌａｇ时芽孢的

ＣａＤＰＡ含量，后 者 间 接 反 映Ｔｌｙｓ时 芽 孢 皮 层 的 水 解

程度和芽孢的吸水程度。

２　结果与分析

２．１　溶菌酶浓度对芽孢萌发的影响

　　在较低的溶菌酶浓度下，芽孢需要经过一定的时

间才开始萌发。溶菌酶浓度越高，芽孢萌发的迟滞期

越短。在１．００μｇ／ｍＬ浓度下，９０ｍｉｎ观察期内仅有

约７％的芽孢萌发，而在１０．００μｇ／ｍＬ浓度时，９８％
以上的芽孢 在１０ｍｉｎ内 萌 发（图１ａ）。读 取 单 个 芽

孢的ＤＩＣ亮度，以时间为函数，建立单个芽孢的萌发

动态曲线（图１ｂ、ｃ），结果显示，芽孢的亮度在芽孢与

溶菌酶接触后缓慢降低，紧接着是快速降低；溶菌酶

浓度越高，芽孢的亮度变化越快。

４０１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．２，Ａｐｒｉｌ　２０１６



　　溶 菌 酶 浓 度Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ：（ｂ）１０．００μｇ／

ｍＬ；（ｃ）２．５０μｇ／ｍＬ

　　图１　Ｂｓ芽孢在 不 同 溶 菌 酶 浓 度 下 的 群 体 萌 发 曲 线（ａ）

及７个不同芽孢的萌发动态（ｂ，ｃ）

　　Ｆｉｇ．１　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ　ｓｐｏｒｅｓ　ｔｒｉｇ－
ｇｅｒｅｄ　ｂｙ　１．００μｇ／ｍＬ，２．５０μｇ／ｍＬ，３．７５μｇ／ｍＬ　ａｎｄ　１０．００

μｇ／ｍＬ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ（ａ）ａｎｄ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　７ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

ｓｐｏｒｅｓ（ｂ，ｃ）

　　应用拉曼光谱对芽孢的溶菌酶萌发过程进行验

证发现，与营养萌发类似［２４］，溶菌酶触发的萌发动态

是典型的三 相 态，ＤＩＣ图 像 亮 度 变 化 与 孢 内ＣａＤＰＡ
含量变化一致（图２），所得结果与文献［２１，２４，３０］类

似。因此ＤＩＣ成像分析方法适用于实时监测溶菌酶

触发的芽孢萌发动态。

　　图２ａ是５个 芽 孢 的 ＣａＤＰＡ 拉 曼 光 谱 特 征 峰

１　０１７ｃｍ–１的信号强度（反映的是芽孢内ＣａＤＰＡ的

含量）变化动 态 曲 线，图２ｂ是ＤＩＣ成 像 同 时 记 录 的

同一芽孢的亮度变化。结果显示，溶菌酶萌发过程单

个芽孢的ＤＩＣ图 像 亮 度 与 孢 内ＣａＤＰＡ含 量 变 化 对

应，芽孢的亮度急速降低的过程就是孢内ＣａＤＰＡ快

速释放的过程，孢内ＣａＤＰＡ完全释放，１　０１７ｃｍ–１峰

则完全消失；之 后ＤＩＣ图 像 亮 度 随 着 芽 孢 皮 层 溶 解

缓慢下降，并逐渐保持基本不变。

　　萌发参数（表２）显 示，溶 菌 酶 浓 度 越 低，芽 孢 萌

发越慢，孢内ＣａＤＰＡ的快速释放时间（ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值）和

芽孢皮层水 解 的 时 间（ΔＴｌｙｓ值）越 长。２．５０μｇ／ｍＬ
时的Ｔｌａｇ值 分 别 是３．７５μｇ／ｍＬ、１０．００μｇ／ｍＬ的４
倍和２０倍左右，ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值和ΔＴｌｙｓ值分别是后两者的

２．５０倍 和１．５～３．０倍 左 右。当 溶 菌 酶 浓 度 达 到

１　０００μｇ／ｍＬ时，芽孢几乎是接触到溶菌酶溶液就开

始水解皮层，并快速释放ＣａＤＰＡ，而且几乎没有观察

到皮层水解的过程（Ｔｌｙｓ）。参数Ｉｌａｇ显示，溶菌酶浓度

越低，在Ｔｌａｇ前 孢 内 已 经 缓 慢 释 放 的ＣａＤＰＡ越 多。
上述结果说明高浓度溶菌酶触发芽孢快速释放孢内

ＣａＤＰＡ并 水 解 芽 孢 皮 层，但 当 溶 菌 酶 的 浓 度 高 于

３．７５μｇ／ｍＬ时，ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值基本相同。

　　图２　拉曼光谱（ａ）与ＤＩＣ成像（ｂ）实时同步监测同一 芽

孢的萌发过程

　　Ｆｉｇ．２　Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ－ｔｒｉｇ－

ｇｅｒｅｄ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｏｒｅｓ　ｆｏｌｌｏｗｅｄ　ｂｙ
Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（ａ）ａｎｄ　ＤＩＣ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ｉｍａｇｉｎｇ（ｂ）

２．２　温度对芽孢萌发的影响

　　如 图３所 示，在５．００μｇ／ｍＬ溶 菌 酶 溶 液 作 用

下，温度降低，ＰＳ８３２芽孢的萌发速度明显降低；芽孢

在２５℃、２０℃和１６℃下，９０ｍｉｎ内 的 萌 发 率 依 次 是

９９．９％、９６．２％和８６．７％。萌发参数（表３）显示，温

度主要 影 响Ｔｌａｇ、Ｔｒｅｌｅａｓｅ和Ｔｌｙｓ值；相 应 地，ＤＰＡ完 全

释放和皮层水解结束所需的时间随温度降低而升高，
特别是低于２０℃（包括２０℃）后，ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值是２５℃的

４倍以上。

２．３　湿热处理对芽孢萌发的影响

　　ＰＳ８３２芽孢经９０℃水浴处理１５ｍｉｎ后，４０ｍｉｎ
内的萌发率与对照相当（图４，５．００μｇ／ｍＬ溶菌酶），
但芽孢萌发明显推迟，其Ｔｌａｇ值约为对照的２倍，孢

内ＣａＤＰＡ快速 释 放 所 需 的 时 间（ΔＴｒｅｌｅａｓｅ）和 皮 层 水

解的时间（ΔＴｌｙｓ）是对照的２．５倍左右（表４）。ＣａＤ－
ＰＡ开始快 速 释 放 时 芽 孢 的 ＤＩＣ亮 度（Ｉｌａｇ）低 于 对

照，而ＣａＤＰＡ完 全 释 放 时 的 亮 度（Ｉｒｅｌｅａｓｅ）则 高 于 对

照。Ｂｍ孢子在８５℃水 浴 处 理１５ｍｉｎ，所 得 结 果 类

似（数据没有给出）。
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表２　２５℃时不同溶菌酶浓度下芽孢杆菌孢子的萌发参数

Ｔａｂｌｅ　２　Ｍｅａｎ　ｖａｌｕｅｓ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｄｅｃｏａｔｅｄ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｏｒｅｓ　ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　ｂｙ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｌｙ－
ｓｏｚｙｍｅ　ａｔ　２５℃

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

溶菌酶浓度
Ｌｙｓｏｚｙｍｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｇ／ｍＬ）

Ｔｌａｇ
（ｍｉｎ）

Ｔｒｅｌｅａｓｅ
（ｍｉｎ）

Ｔｌｙｓ
（ｍｉｎ）

ΔＴｒｅｌｅａｓｅ
（ｍｉｎ）

ΔＴｌｙｓ
（ｍｉｎ） Ｉｌａｇ（％） Ｉｒｅｌｅａｓｅ（％）

萌发率＊

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

Ｂｓ　 ＰＳ８３２　 １．００ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ７．０（９０ｍｉｎ）

２．５０　 ４７．２±１７．７　４９．２±１７．２　５２．５±１８．１　２．１±２．１　 ３．３±２．３　６６．２±１０．７　２２．９±６．１　 ８３．６（９０ｍｉｎ）

３．７５　 １２．１±４．８　１２．８±４．７　１５．１±５．５　 ０．８±０．９　 ２．３±１．５　７３．２±１０．１　２０．９±７．４　 ９６．２（６０ｍｉｎ）

１０．００　 ２．５±１．４　 ３．１±１．５　 ３．８±１．８　 ０．８±０．７　 ０．８±０．６　 ８０．７±９．１　１８．３±１０．７　 ９９．９（２０ｍｉｎ）

１　０００．００　 ０．９±１．０　 １．６±１．２ ／ ０．６±０．２ ／ ８７．１±１０．６　６．２±９．０　 ９９．９（１５ｍｉｎ）

ＦＢ１１０　 ３．７５　 ４４．４±１０．０　４９．２±１１．０　５６．５±１１．２　４．８±２．１　 ７．３±３．３　 ６７．８±６．３　２７．８±６．７　 ８１．２（９０ｍｉｎ）

ＦＢ１１１　 ３．７５　 ３７．９±１８．９　４１．２±１７．９　４４．６±１８．１　３．３±２．９　 ３．４±１．６　６０．８±１２．９　１７．１±６．５　 ６９．８（９０ｍｉｎ）

ＦＢ１１３　 ３．７５　 ２０．７±１１．４　２４．１±１２．１　２８．５±１２．９　３．３±１．５　 ４．４±４．６　 ６９．９±９．１　２０．１±６．３　 ９１．１（９０ｍｉｎ）

ＰＳ３４１１　 ３．７５　 ６．２±２．５　 ７．４±２．５　 ９．４±３．１　 １．２±０．７　 ２．０±１．０　６６．０±１０．６　１５．９±４．３　 ９９．８（３５ｍｉｎ）

ＰＳ３６４０　 ３．７５　 ２３．０±１１．５　２４．２±１１．４　２６．５±１１．６　１．２±０．８　 ２．３±１．０　５８．６±１０．４　２０．４±５．５　 ９１．２（６０ｍｉｎ）

Ｂｍ　 ＱＭ　Ｂ１５５１　 １．００　 ２７．５±３．７　２８．４±３．９　３１．６±３．５　 ０．９±０．８　 ３．２±１．９　 ７４．５±７．５　２４．５±８．６　 ９９．９（５０ｍｉｎ）

５．００　 １１．４±３．７　１２．２±３．６　１４．７±３．９　 ０．８±０．７　 ３．３±１．８　７７．４±１０．１　２６．２±８．７　 １００．０（５０ｍｉｎ）

１００．００　 １．５±０．７　 １．８±０．８　 ２．２±０．９　 ０．３±０．１　 ０．４±０．４　 ９１．５±４．９　１１．５±８．８　 １００．０（１０ｍｉｎ）

注：＊括号内为观察时间

Ｎｏｔｅ：＊ｔｈｅ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｐｅｒｉｏｄｓ　ｗｅｒｅ　ｌｉｓｔｅｄ　ｉｎ　ｂｒａｃｋｅｔｓ

　　图３　Ｂｓ芽孢在 不 同 温 度 下 的 群 体 萌 发 曲 线（ａ）及８个

不同芽孢的萌发动态（ｂ，ｃ）

　　Ｆｉｇ．３　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ　ｓｐｏｒｅｓ　ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　ｂｙ
５．００μｇ／ｍＬ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ　ａｔ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ａ）ａｎｄ　ｔｈｅ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　８ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　ｓｐｏｒｅｓ　ｕｎｄｅｒ　２０℃（ｂ）ｏｒ
１６℃（ｃ）

　　图４　湿热处理后芽孢的群体萌发曲线（ａ）及８个不同芽

孢的萌发动态（ｂ，ｃ）

　　Ｆｉｇ．４　Ｓｐｏｒｅ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｗｅｔ－ｈｅａｔｅｄ　ｓｐｏｒｅｓ　ｗｉｔｈ　ｔｒｉｇ－

ｇｅｒｉｎｇ　ｏｆ　５．００μｇ／ｍＬ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ（ａ）ａｎｄ　ｔｈｅ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｋｉ－
ｎｅｔｉｃ　ｏｆ　８ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　ｓｐｏｒｅｓ　ｕｎｔｒｅａｔｅｄ（ｂ）ｏｒ　ｔｒｅａｔｅｄ　ａｔ　９５℃ｆｏｒ

１５ｍｉｎ（ｃ）

６０１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．２，Ａｐｒｉｌ　２０１６



表３　ＰＳ８３２芽孢在不同温度下的萌发参数

Ｔａｂｌｅ　３　Ｍｅａｎ　ｖａｌｕｅｓ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　Ｂ．ｓｕｔｉｌｉｓ　ＰＳ８３２ｓｐｏｒｅｓ　ａｔ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｔｌａｇ
（ｍｉｎ）

Ｔｒｅｌｅａｓｅ
（ｍｉｎ）

Ｔｌｙｓ
（ｍｉｎ）

ΔＴｒｅｌｅａｓｅ
（ｍｉｎ）

ΔＴｌｙｓ
（ｍｉｎ） Ｉｌａｇ（％） Ｉｒｅｌｅａｓｅ（％）

萌发率
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

２５℃ ５．１±２．９　 ５．８±２．９　 ７．０±３．２　 ０．７±０．７　 １．１±０．７　 ７１．５±１０．４　 １２．４±４．４　 ９９．９

２０℃ １２．６±６．３　 １５．５±７．０　 １７．５±７．２　 ２．９±１．６　 ２．０±１．２　 ７６．６±８．９　 １２．６±４．１　 ９６．２

１６℃ ２６．９±１０．７　 ３０．１±１０．９　 ３２．１±１０．８　 ３．２±０．８　 １．９±２．３　 ６３．４±１１．４　 １１．２±６．２　 ８６．７

注：５．００μｇ／ｍＬ溶菌酶，观察时间为６０ｍｉｎ

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｗａｓ　ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　ｂｙ　５．００μｇ／ｍＬ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ　ａｎｄ　ｆｏｌｌｏｗｅｄ　ｉｎ　６０ｍｉｎ

表４　经湿热处理后的ＰＳ８３２芽孢萌发参数

Ｔａｂｌｅ　４　Ｍｅａｎ　ｖａｌｕｅｓ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｗｅｔ?ｈｅａｔｅｄ　Ｂ．ｓｕｔｉｌｉｓ　ＰＳ８３２ｓｐｏｒｅｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｔｌａｇ
（ｍｉｎ）

Ｔｒｅｌｅａｓｅ
（ｍｉｎ）

Ｔｌｙｓ
（ｍｉｎ）

ΔＴｒｅｌｅａｓｅ
（ｍｉｎ）

ΔＴｌｙｓ
（ｍｉｎ）

Ｉｌａｇ
（％）

Ｉｒｅｌｅａｓｅ
（％）

萌发率
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ　 ５．０±２．３　 ５．８±２．９　 ６．３±２．９　 ０．８±０．７　 ０．５±０．６　 ７８．０±１１．８　 ８．６±７．０　 ９９．４

９５℃，１５ｍｉｎ　 ９．９±４．７　 １１．９±４．６　 １３．１±４．７　 ２．０±０．８　 １．３±０．９　 ７２．５±９．３　 ２０．８±７．３　 ９７．７

注：萌发条件为５．００μｇ／ｍＬ溶菌酶，２５℃

Ｎｏｔｅ：Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓ　ｗｅｒｅ　ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　ｂｙ　５．００μｇ／ｍＬ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ　ａｔ　２５℃

２．４　不同菌株的萌发动态

　　ＳｐｏＶＡ蛋白是处于芽孢内膜上控制ＣａＤＰＡ吸

收与释放的 关 键 蛋 白，ＰＳ３４１１、ＰＳ３６４０是 对ＳｐｏＶＡ
操控子进行改造的菌株［２５－２６］。在９０ｍｉｎ的观察期内

（图５，３．７５μｇ／ｍＬ溶 菌 酶），ＳｐｏＶＡ蛋 白 高 表 达（４
倍）的菌 株ＰＳ３４１１的 萌 发 很 快，同 样 是ｓｐｏＶＡＣ 遗

传改造菌株，ＰＳ３６４０菌 株 萌 发 也 较 快。但 除 萌 发 启

动时间不 同 外，ＰＳ３４１１、ＰＳ３６４０菌 株 的 萌 发 参 数 基

本相同（表２）。

　　皮层水解酶ＣｗｌＪ和ＳｌｅＢ是参与芽孢萌发进程

的两个重要酶，经 遗 传 改 造 后 的ＦＢ１１０菌 株 芽 孢 衣

上无ＳｌｅＢ酶，ＦＢ１１１菌株缺少ＣｗｌＪ酶，ＦＢ１１３菌 株

则两种酶都缺乏。图５ａ显示，在同样的溶菌酶 浓 度

下，ＦＢ１１３菌株萌发较快，ＦＢ１１０和ＦＢ１１１菌株的萌

发过程基本相同。萌发参数（表２）显示，皮层水解酶

基因改造的ＦＢ系列菌株的ΔＴｒｅｌｅａｓｅ和ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值明显

图５　不同的Ｂｓ芽孢菌株（ａ）和不同物种的芽孢萌发动态（ｂ～ｄ）
　　Ｆｉｇ．５　Ｓｐｏｒｅ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖａｒｉｏｕｓ　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ　ｓｔｒａｉｎｓ（ａ）ａｎｄ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　ｓｐｏｒｅｓ　ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　ｂｙ　３．７５
μｇ／ｍＬ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ（ｂ～ｄ）
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高于ｓｐｏＶＡ 改 造 的ＰＳ３４１１、ＰＳ３６４０菌 株 和 野 生 型

菌株，特别是ＦＢ１１０菌株，其ΔＴｒｅｌｅａｓｅ、ΔＴｌｙｓ值分别是

ｓｐｏＶＡ 改造 菌 株 和 野 生 型 菌 株 的４倍 和３倍 以 上。

Ｉｌａｇ值显示，ＰＳ３６４０菌株在Ｔｌａｇ前已 经 缓 慢 释 放 了 较

大量的ＣａＤＰＡ。

２．５　巨大芽孢杆菌（Ｂｍ）芽孢的萌发动态

　　测试Ｂｍ芽孢在不同溶菌酶浓度下的萌发动态

（图６），发现Ｂｍ芽孢对溶菌酶的敏感程度比Ｂｓ高，
即使是仅１．００μｇ／ｍＬ，９５％以上的芽孢也在２０ｍｉｎ
内萌发。和Ｂｓ芽孢一样，溶菌酶浓度越低，Ｂｍ芽孢

萌发越慢，ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值和ΔＴｌｙｓ值越高。不同于Ｂｓ芽孢

的是，Ｂｍ芽 孢 一 旦 开 始 萌 发，９０％以 上 的Ｂｍ 芽 孢

在２０ｍｉｎ内完成萌发，其Ｔｌａｇ、Ｔｒｅｌｅａｓｅ和Ｔｌｙｓ值的标准

差（ＳＤ值）比Ｂｓ芽孢小得多（表２）。除Ｔｌａｇ、Ｔｒｅｌｅａｓｅ和

Ｔｌｙｓ值外，Ｂｍ芽孢在１．００μｇ／ｍＬ、５．００μｇ／ｍＬ溶菌

酶下的其他萌发参数基本相同。当溶菌酶浓度达到

１００．００μｇ／ｍＬ时，芽孢几乎是接触到溶菌酶溶液就

开始水解皮层，并快速释放孢内的ＣａＤＰＡ。

　　图６　Ｂｍ芽孢在不同溶菌酶浓度下的群体萌发曲线（ａ）

及５．００μｇ／ｍＬ溶菌酶下８个不同芽孢的萌发动态（ｂ）

　　Ｆｉｇ．６　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　Ｂ．ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ　ＱＭ
Ｂ１５５１ｓｐｏｒｅｓ　ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　ｂｙ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ
（ａ）ａｎｄ　ｔｈｅ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　８ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　ｓｐｏｒｅｓ　ｕｎｄｅｒ　５．００μｇ／ｍＬ

ｏｆ　ｌｙｓｏｚｙｍｅ（ｂ）

３　讨论

　　溶菌酶触发的细菌芽孢萌发是一条比较特殊的

萌发途径。与外源ＣａＤＰＡ触发的萌发类似，溶菌酶

通过水解芽 孢 皮 层 的 肽 聚 糖 引 起 孢 内ＣａＤＰＡ的 释

放过程，只不过前者是外源ＣａＤＰＡ激活芽孢衣上的

皮层水解酶进而触发芽孢萌发，而溶菌酶是直接水解

芽孢皮层触发芽孢萌 发［６］。虽 然 芽 孢 杆 菌 属 细 菌 的

溶菌酶萌发 不 是 主 要 的 芽 孢 萌 发 方 式［１４］，但 对 该 方

式的萌发规律和萌发机制进行研究有助于认识芽孢

的抗性机制与萌发机制。

　　实验结果显示，在同样条件下，溶菌酶浓度和溶

液温度是影响芽孢萌发的关键因素。浓度和温度越

高，芽孢 萌 发 越 快，孢 内ＣａＤＰＡ释 放 的 时 间 和 芽 孢

皮层水解的时间越短，这是因为较高的浓度和温度使

得溶菌酶能更快地水解芽孢皮层。在高达１００．００～
１　０００．００μｇ／ｍＬ的浓度下，溶菌酶不仅会水解皮层，
还会快速水解芽孢壁，引起芽孢内膜破裂，造成孢内

物质直接泄漏，这可能是细菌芽孢在高浓度的溶菌酶

下极速释放孢内ＣａＤＰＡ的原因（表２）。

　　虽然溶菌酶能通过直接水解芽孢皮层触发细菌

芽孢萌发，但本研究结果显示，芽孢的皮层水解酶也

可能参与溶菌酶触发的芽孢萌发进程：（１）缺少皮层

水解酶的ＦＢ系列菌株，其芽孢萌发的速度较慢，Ｔｌａｇ
值高于其它菌株（图５ａ、表１～２），显示皮层水解酶可

能促进溶菌 酶 触 发 的 芽 孢 萌 发，与 其 它 萌 发 途 径 类

似［１３］。（２）ΔＴｌｙｓ值随着溶菌酶浓度的升高而降低，推
测在较低的溶菌酶浓度时皮层水解酶也参与ＣａＤＰＡ
释放后 的 芽 孢 皮 层 水 解。（３）ＦＢ系 列 菌 株 的 孢 内

ＣａＤＰＡ快速释放的时间和皮层水解的时间比其他菌

株高；图５ｃ显 示，在Ｔｌａｇ后、ＣａＤＰＡ极 速 释 放 前，是

孢内ＣａＤＰＡ慢 速 释 放 的 过 程，ＦＢ菌 株 的 这 个 过 程

比较长，因而ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值高于其他菌株，也显示芽孢的

皮层水解酶参与了溶菌酶触发的芽孢萌发进程。对

于ＳｐｏＶＡ 蛋 白 高 表 达（４倍）的 ＰＳ３４１１菌 株，其

ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值和野生型菌株类似，高表达的ＳｐｏＶＡ蛋白

并没有加快孢内ＤＰＡ的释放，与表面活性剂十二胺

触发的萌发不同［１２］。

　　孢内丰 富 的ＣａＤＰＡ对 孢 内 蛋 白 质 和 核 酸 起 到

较好的保护作用，但湿热处理仍会损伤芽孢内膜和皮

层上与萌发相关的关键蛋白质和酶［２４］。本文结果显

示，９５℃水浴处理１５ｍｉｎ并不影响溶菌酶触发的整

体萌发，但 萌 发 启 动 推 迟，孢 内ＣａＤＰＡ释 放 所 需 的

时间和皮层水解的时间均比对照高出１倍多，Ｔｌａｇ时

的芽孢亮度（Ｉｌａｇ值）低于对照，说明ＣａＤＰＡ释放通道

结构可能受损导致Ｔｌａｇ前已经有较多的ＣａＤＰＡ缓慢

释放。这结果 与 营 养 萌 发 基 本 相 同［２４］，从 另 一 个 角

度证明湿热 处 理 确 实 破 坏ＣａＤＰＡ释 放 通 道 的 蛋 白

质结构。

　　溶菌酶触发的细菌芽孢萌发有着显著的异质性。
在物种水平上，Ｂｍ芽孢比Ｂｓ芽孢对溶菌酶更敏感，
在１．００μｇ／ｍＬ浓 度 下，９９％的Ｂｍ 芽 孢 在４０ｍｉｎ
内已经萌发，而Ｂｓ芽孢仅有极少数芽孢启动萌发（图

８０１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．２，Ａｐｒｉｌ　２０１６



１ａ）。而且，Ｂｍ物种的芽孢间异质性显著低于Ｂｓ物

种的，不管溶菌酶的浓度大小，９０％以 上 的Ｂｍ芽 孢

均在２０ｍｉｎ的时间范围内完成萌发，因此其萌发参

数的标准差较小（表２），说明芽孢间的差异较小。Ｂｓ
芽孢萌发的异质性较大，不仅表现在芽孢间，也表现

在菌株间。同样是ＳｐｏＶＡ 操控子改造菌株，在３．７５

μｇ／ｍＬ浓度下，ＰＳ３４１１菌株的芽孢萌发速度比野生

型菌株快，ＰＳ３６４０菌 株 萌 发 也 较 快。而 缺 少 皮 层 水

解酶 的 菌 株，除ＦＢ１１３菌 株 萌 发 较 快 外，ＦＢ１１０和

ＦＢ１１１菌株萌发较慢。上述结果显示菌株间的差 异

与其遗传背景没有必然的联系。

　　芽孢间的萌发异质性是芽孢萌发研究的兴趣点。
已有研究表明，对于超级休眠芽孢，在营养萌发中即

使是给予极好的萌发条件，启动萌发的时间可能需要

数小时，也可能需要数天［３２］。表２的数据显示，不同

萌发条件、不同菌株和不同物种下，芽孢间萌发的异

质性明显，主要表现在两个数据上：一是Ｔｌａｇ值，较高

的Ｔｌａｇ值往往伴 随 着 较 高 的 标 准 差（ＳＤ值），也 就 是

说越不容易萌发的芽孢群体，其芽孢间的萌发异质性

越大，这可能与芽孢内部的信号传导差异有关；二是

ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值，观 察 图１～６中 单 个 孢 子 的 萌 发 动 态，可

以发现在孢内ＣａＤＰＡ释放的Ｔｌａｇ～Ｔｒｅｌｅａｓｅ期间，有一

个ＣａＤＰＡ较慢释 放 和 一 个ＣａＤＰＡ极 速 释 放 过 程，
在不同的萌发条件下，极速释放的时间基本相同，约

为０．３～０．５ｍｉｎ（统计数据表中没有给出），因而影

响ΔＴｒｅｌｅａｓｅ值大 小 的 主 要 因 子 就 是 孢 子 启 动ＣａＤＰＡ
释放后的较慢释放过程，结合前面的分析，可知这个

过程与溶菌酶浓度、温度和菌株的皮层水解酶有关，
与ＳｐｏＶＡ 蛋白没有关系。

４　结论

　　本研究在群体水平和单个芽孢水平上，从温度、
浓度、菌株、物种以及受损芽孢等多方面分析溶菌酶

触发的芽孢杆菌的芽孢萌发动态。结果显示，芽孢需

要一定浓度的溶菌酶或者适当的处理时间来触发，单
个芽孢的动态与营养萌发剂触发的萌发基本相似；在
同样条件下，溶菌酶浓度和温度是影响芽孢萌发的关

键因素；溶菌酶直接水解芽孢皮层而触发芽孢萌发，
但皮层水解酶也可能参与了溶菌酶触发的芽孢萌发

进程。溶菌酶触发的细菌芽孢萌发在物种、菌株乃至

单细胞水平都存在明显的异质性。研究结果同时也

表明单 细 胞 分 析 可 以 应 用 于 芽 孢 萌 发 机 制 及 其 异

质性。
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