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基于拉曼镊子的发酵过程单细胞分析:应用与展望*

王桂文**,黄庶识,陶站华
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摘要:微生物发酵是个复杂的过程,而细胞间的异质性对微生物发酵性能有重要的影响。通过单细胞分析了解

微生物细胞的异质性,利于发酵环境的优化,从而减少细胞间的异质性,提高发酵性能。整合显微拉曼光谱和

光学微操控的拉曼镊子是实时、无损、无须标记且快速灵敏的单细胞分析方法。本文重点回顾拉曼镊子在聚

酯、类胡萝卜素、脂肪酸、生物乙醇以及重组蛋白等发酵生产过程中的应用,并分析其在应用上存在的不足。在

克服自身不足、融合新的分析技术与数据处理方法后,拉曼镊子将是了解细胞异质性、认知复杂生物过程的有

力手段。
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0 引言

  已有研究显示,看似均一的微生物群体,其细胞

间却在遗传、生理、生化或者个体行为上存在很大的

差异[1],这种遗传上或表观上的异质性是微生物细胞

能够适应并生存于逆境,或持久生存并给人带来疾病

的基础[2,3]。该异质性对诸如抗生素或者杀菌剂抗

性的研究、工业发酵的生产力和稳定性、食物防腐的

有效性,以及病原微生物的致病潜力等都有非常重要

的影响[48]。传统上对微生物的认识多数是通过研究

其群体样品而得到的统计平均信息,但对微生物的深

入研究、认识微生物细胞与环境的相互作用,仅靠传

统的群体分析难以获得突破性进展,而技术的进步为

探测分析单个细胞甚至单分子提供了可能[9]。单细

胞分析技术的发展在认识细胞的异质性、拓展细胞生

物学研究深度等方面发挥了重要的作用[10],更有不

少报道综述有关单细胞分析在微生物领域的应用及

其分析方法[3,1014]。基于此,本文简单回顾基于单细

胞的代谢过程分析方法,并重点回顾拉曼镊子在微生

物发酵领域的一些应用进展,分析其在应用中所存在

的问题,认为拉曼镊子在克服自身不足、融合新的分

析技术与数据处理方法后,将是了解细胞异质性、认
知复杂生物过程的有力手段。

1 基于单细胞的代谢过程分析

  单细胞代谢分析可以提供细胞群体内单个细胞
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代谢异质性的信息。分析过程包含两方面:单个细胞

的分离与单个细胞的分析。目前的分析技术虽然已

经可以从单个细胞中测量出数百种代谢物,但样品的

制备仍然是单细胞代谢分析中的一个难题[15]。

  细胞的分离(即样品的制备)是进行单细胞分析

的前提,其目的是实现单个细胞的独立,便于后续分

析。传统的分离方法是梯度稀释,新发展的技术方法

主要有:(1)流式技术以及在此基础上衍生的各种方

法,包括流式细胞仪、微流控[16,17]与液滴微流控[18]

等;(2)能够可逆和非动态地定位单个或多个单细胞

的永久固定方法,包括3D微腔,0维、1维和2维禁

锢等;(3)单个或多个单细胞被固定并根据需要释放

的动态定位方法,通常使用的是外部刺激法,包括机

械微操作、光学微操作(光镊)、散射力(辐射压力)、光
电镊子、电泳微操作等[11]。

  根据基本属性,单细胞的分析技术有两大类:一
类是能够对细胞实行动态、无损分析的技术,包括无

须标记的微光谱化学分析(如拉曼光谱、共振拉曼、表
面增强拉曼、相干拉曼和红外显微光谱等分子振动光

谱方法,以及X射线等)、电化学分析以及荧光介导

的微分析(如需要荧光染色的流式细胞仪、荧光显微

镜、荧光寿命成像、荧光相关光谱等);另一类是非动

态的、破坏性的分析技术,即质谱和核磁共振等[11],
具体的方法和应用参见Ishii等[12]、Rubakhin等[15]、

Fritzsch等[19]、Zenobi[20]和 Hodzic[21]的综述。不断

出现的新技术和新方法,大大地促进了单细胞分析的

发展,提高了人们对生物细胞异质性的认识。然而,
很多技术方法的样品制备过程比较复杂,且需要较长

的分析时间,限制了其发展应用。因此,可以快速提

供细胞信息、实时显示微生物细胞即时生理反应且又

简便灵敏的分析方法,是未来重点发展的方向。其

中,拉曼镊子技术因具有非接触、无须标记、无损等优

点,且具有对单个细胞实施分离和动态分析的能力,
在生物医学领域得到了广泛的应用。

2 拉曼镊子在微生物发酵中的应用

  拉曼光谱是一种分子振动光谱,其效应来源于光

的非弹性散射,直接反映物质分子振动/旋转振动状

态[22,23],在应用于生物材料研究时具有以下独特优

势:一是水分子的拉曼效应很弱,基本上不影响生物

细胞的拉曼分析;二是样品无须特别处理,对样品没

有破坏性;三是实时、快速;四是样品需要量极少,可
以在单细胞甚至亚细胞水平检测,因此其在生物医学

领域有着广泛的应用[2428]。在微生物发酵领域,拉曼

光谱主要应用在发酵进程的总体监控方面[2936],在单

细胞水平开展的研究较少。单个细胞的拉曼光谱包

含核酸、蛋白质、多糖和脂类等细胞物质的固有特性

信息,是细胞基因型、表型和生理状态的表现[3740]。
单细胞拉曼光谱为细胞分析提供了一种便利的、无损

的定位手段,可以在亚微米尺度(单细胞水平)探测细

胞的生理状态[24],分析化学因子对细胞的影响[41,42]。

  拉曼镊子(Raman
 

tweezers,也称Laser
 

tweezers
 

Raman
 

Spectroscopy)是激光镊子与显微拉曼的结

合,融合了无接触光学操控和拉曼分析的优势,可在

接近自然的生理状态下研究单个细胞或细胞器,或判

别不同类型、不同状态的细胞[37,4345]。与一般的显微

拉曼相比,拉曼镊子有以下优点:(1)光镊可以将单个

活细胞固定在焦点附近进行长时间监测(图1);
(2)细胞处于光束焦点位置,优化了散射光的收集光

路,获得更高的信噪比(图1插图A),得到的是被俘

获细胞生化组分光谱信息的叠加;(3)常规的共焦拉

曼光谱采集前需要预处理微生物细胞,费时费力且对

细胞的生理状态带来未知的影响,而拉曼镊子直接将

样品细胞悬浮在无菌水或者生理溶液中,省时省力且

能保持细胞正常的生理状态。

  插图 A为处于光阱或者黏附在盖玻片的Cupriavidus
 

necator单个细胞的拉曼光谱对比

  Inset
 

A:Singlecell
 

Raman
 

spectra
 

of
 

Cupriavidus
 

neca-
tor

 

cells
 

while
 

trapped
 

or
 

adhered
 

onto
 

cover
图1 拉曼镊子的基本构成[46,47]

Fig.1 Basic
 

composition
 

of
 

Raman
 

tweezers[46,47]

  Chan[37]、Redding等[43]和Snook等[48]较为详细

地回顾了拉曼镊子的应用,但比较宽泛。因此,本部

分结合笔者小组在微生物发酵领域所做的一些探索,
重点回顾拉曼镊子在微生物发酵领域的一些应用。

2.1 发酵过程单个细胞的实时监测

  实时无损无标记生理分析是拉曼镊子的优势之

一,因而其可以长时间对同一个细胞进行实时监测,
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获知微生物细胞实时的生理变化。拉曼镊子主要监

测有特殊产物的细胞或者是有明显指纹峰的物质,甚
至定量分析单个细胞产特定物质的生理过程,比如乙

醇发酵[39]或者物理(化学)胁迫下细胞的动态生化变

化[49]。Peng等[39]通过实时分析单个酵母细胞的发

酵过程,发现酵母细胞启动好氧发酵3
 

min内就能产

生乙醇,而且在高浓度底物下,发酵起始阶段胞内的

乙醇浓度高于胞外(胞内外实时乙醇浓度比为1.5左

右,图2),胞内累积的乙醇随着胞外底物浓度的降低

而释放。Singh等[49]实时观察单个酵母细胞在热处

理和高渗透溶液下的应激反应,观测到迟滞期的酵母

细胞转入含10%葡萄糖的培养液后33
 

min开始生

成甘油和乙醇,在39
 

min生成速率达到峰值,单个细

胞生成约300
 

amol的甘油和700
 

amol乙醇。

  当拉曼镊子系统中使用双光镊或者多光镊俘获

细胞时,可以在相同的生理条件下记录多个微生物单

细胞的实时光谱,了解细胞间的生长动力学和异质

性[50]。由于拉曼光谱的信号比较弱,要获得较强的

拉曼信号,需要较强的激光激发,因此实时分析主要

应用在较短时间内的监测。

  图2 10%(W/V)葡萄糖底物发酵时单个酵母细胞内外

乙醇浓度变化的拉曼镊子监测[39]

  Fig.2 Raman
 

tweezers
 

monitoring
 

of
 

intracellular
 

and
 

extracellular
 

concentrations
 

of
 

ethanol
 

in
 

individual
 

yeast
 

cells
 

during
 

fermentation
 

in
 

YM
 

media
 

after
 

supplementation
 

of
 

10%
 

(W/V)
 

glucose[39]

2.2 发酵过程大量单个细胞的分析

  要较好地反映完整的群体发酵过程,需要分析大

量的单个细胞,但是拉曼镊子难以对多个单细胞实施

长时间的实时监测。因此,不同的学者应用拉曼镊子

针对不同的发酵(培养)阶段随机选择一批细胞进行

分析,从拉曼光谱的角度展示发酵过程单个细胞胞内

物质的变化动态,既可以获知发酵的总体进程,又可

以获知发酵过程不同阶段或同一阶段细胞间的差异,
发现蛋白质二级结构的改变,该技术比常规的分子生

物学手段更加简便快捷。其中涉及的主要光谱分析

手段一是直接读取蛋白质、脂类、核酸或者目标产物

的特征峰信号强度,二是把细胞光谱信息作为一个数

据整体,结合化学计量学,判别细胞所处的生理状态,
通过影响因子来分析引起差异的原因。

2.2.1 特殊产物发酵

  微生物细胞通常会在胞内累积聚酯、色素等物

质,由于这类物质通常有比较特殊的拉曼特征峰,是
拉曼镊子研究的便利对象。

2.2.1.1 聚酯

  聚β羟基丁酸(PHB)是一种生物塑料[5153]。已

有针对PHB合成的研究主要是基于群体细胞水平

在宏观层面上探索,比如优化发酵环境[54,55],应用显

微拉曼进行定量检测[56]以及分 析 其 含 量 的 异 质

性[57]。笔者所在的小组[5861]应用拉曼镊子分析C.
 

necator
 

H16菌株PHB累积过程,并跟踪胞内核酸、
蛋白质的代谢动态。Tao等[59]的实验结果显示迟滞

期与对数生长前期是胞内生物大分子代谢的活跃时

期,而PHB在发酵后不久即开始产生,在对数初期

开始大量累积,表明该菌株启动PHB合成的因素并

非营养因子的匮乏(图3)。

  图3 C.necator
 

H16菌株的生长曲线及胞内RNA
 

(782
 

cm-1)、DNA
 

(1
 

574
 

cm-1)、蛋 白 质 (1
 

650
 

cm-1)、PHB
 

(1
 

732
 

cm-1)等物质的特征峰强度随发酵进程的变化动态

  Fig.3 Growth
 

curve
 

of
 

C.necator
 

H16
 

strain
 

and
 

char-
acteristic

 

peak
 

intensity
 

change
 

of
 

intracellular
 

RNA(782
 

cm-1
 

),DNA(1
 

574
 

cm-1),protein
 

(1
 

650
 

cm-1),and
 

PHB
 

(1
 

732
 

cm-1)
 

with
 

the
 

fermentation
 

process
  单个细胞主要生物大分子特征拉曼峰分析显示,
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RNA是PHB合成过程代谢中最为活跃的生物大分

子。在较高碳浓度下,细胞核酸物质长时间维持在较

高的水平;即使仅提供有限的碳源,H16细胞还是将

部分碳源用于合成PHB
 

,而不是将所有的碳源完全

用于细胞生长[58]。在不同的氮源下,PHB快速合成

期也是胞内生物大分子的活跃期,氮源主要影响

RNA和 蛋 白 质 的 代 谢 进 而 影 响 PHB 产 物 的

合成[60]。

  不同碳氮比条件下的PHB发酵分析显示,在高

氮环境下细胞的RNA含量(782
 

cm-1 峰)和蛋白质

含量(1
 

656
 

cm-1 峰)一直处于较高的水平,两者呈

线性正相关关系。但蛋白质含量(1
 

656
 

cm-1 峰)与

PHB含量(1
 

732
 

cm-1 峰)呈负相关关系,胞内活跃

且含量高的RNA
 

有可能加强蛋白质的合成,进而削

弱PHB
 

的合成。在高碳氮比环境下,核酸以及蛋白

质的合成受阻,导致碳源的代谢途径从三羧酸循环转

向PHB合成路径[61]。

2.2.1.2 类胡萝卜素

  微生物可以产生各种色素。其中生物来源的类

胡萝卜素是一类重要的天然色素,比化学合成的类胡

萝卜素具有更低的毒性和更高的生物利用度。类胡

萝卜素是异戊二烯类化合物,具有多个共轭双键结

构,在1
 

157,1
 

524
 

cm-1 附近各有一个典型的、强烈

的特征峰。Tao等[40]采用拉曼镊子对圆红冬孢酵母

的类胡萝卜素进行实时定量监测发现,类胡萝卜素和

脂质的积累主要发生在指数期的后期和静止阶段,即
当细胞生长受到营养限制时;同时,类胡萝卜素浓度

随核酸浓度的变化而变化,在培养的第一阶段增加,
在培养的最后阶段减少。袁玉峰等[62]利用拉曼镊子

对红酵母合成类胡萝卜素进行分析,考查氮源和碳源

对类胡萝卜素产量的影响,发现适宜红酵母细胞生长

和类胡萝卜素合成的氮源和碳源分别是酵母粉+胰

蛋白胨、葡萄糖。王雪等[63,64]用拉曼镊子分析红法

夫酵母内虾青素含量,优化了红法夫酵母生产虾青素

的条件。孙美娟等[65]应用拉曼镊子对圆红冬孢酵母

合成油脂和类胡萝卜素进行定量分析,考察不同碳氮

比、碳磷比以及碳硫比对圆红冬孢酵母油脂和类胡萝

卜合成能力的影响,结果表明随着碳氮比、碳磷比和

碳硫比的升高,圆红冬孢酵母细胞内油脂含量均逐步

增加,而类胡萝卜素的含量均显著降低。

2.2.1.3 脂肪酸

  脂类物质也是学者们研究的重点对象,微藻因能

够合成和储存可以转化为生物柴油的脂类(如脂肪酸

和三酰甘油TAG)而重新引起学者的重大关注。Wu
等[66]应用拉曼镊子对产油微藻的脂质谱进行直接

的、无须标记的在体定量分析,测定微藻内组成脂质

的不饱和度和转变温度,为微藻的脂质浓度提供相对

快速的监测。Wang等[67]采用类似的技术在单细胞

水平定量表征了微藻产油过程,发现传统群体层面细

胞油脂分析方法难以揭示的规律,即单个细胞水平的

TAG含量与脂类不饱和度呈显著的负相关关系。单

细胞TAG定量技术直接跳过细胞培养环节,因此能

够分析未培养的微生物。

2.2.1.4 葡萄球菌黄素

  陶站华等[68]分析单个金黄色葡萄球菌细胞内葡

萄球菌黄素相对含量,并考察吲哚浓度及培养时间对

色素含量的影响。其群体和单细胞水平的光谱数据

均表明,吲哚可剂量依赖性地抑制葡萄球菌黄素的合

成;在分批培养中,群体中大多数细胞的色素含量在

对数生长中期同步达到最大值,各个时间点的群体内

部细胞间色素含量的异质性较小。用1
 

523
 

cm-1 特

征峰强度表征胞内葡萄球菌黄素的相对含量,显示在

22—37℃时,温度对葡萄球菌黄素合成的影响不大;
中性pH最有利于葡萄球菌黄素的合成;在一定浓度

范围内(0.2—5.0
 

g/L),葡萄糖可剂量依赖性地促进

葡萄球菌黄素的合成,黄酮则可剂量依赖性地抑制葡

萄球菌黄素的合成[69]。

  上述研究显示,拉曼镊子能够在单细胞水平可靠

地分析微生物细胞特殊产物的含量,既可以监测有特

殊拉曼峰的产物发酵动态,又可以同时获知发酵过程

胞内主要生物大分子的变化动态。

2.2.2 重组蛋白发酵

  重组蛋白质发酵是将携带重组质粒的工程菌培

养至一定密度,经诱导后获得目的蛋白的一种手段。
该技术过量表达目的基因,从而获得大量廉价的目的

蛋白,因而单个细胞的拉曼信号可能会有明显的不

同,可通过拉曼光谱方法监测其发酵进程,从而省去

蛋白提取、电泳等繁杂的环节,为分析细胞的发酵过

程开辟新的可能性。Xie等[70]最先在大肠杆菌和毕

赤酵母两种不同的表达系统中监测斑马鱼β生长抑

素的表达,发现单个大肠杆菌或者毕赤酵母相关蛋白

峰的信号强度随着发酵时间的增加而增强,与凝胶电

泳和蛋白印迹分析结果相符。Chan等[71]监测髓鞘

少突胶质细胞糖蛋白在大肠杆菌中的表达,发现该蛋

白质表达主要发生在第2小时内,相对于第1小时表

达的蛋白质增加470%,而第3小时相对第2小时增
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加230%,表明3
 

h内蛋白质的表达开始平稳。

  卢明倩等[72]研究甲酸脱氢酶(FDH)重组蛋白在

大肠杆菌细胞中的表达水平,FDH的特征峰1
 

004,

1
 

355,1
 

455和1
 

667
 

cm-1 随着IPTG诱导时间的延

长而增强,峰信号强度的增加值所反映的FDH表达

量增多与SDSPAGE电泳分析结果一致。

  周冰等[73]分析大肠杆菌所表达的蚕豆Vicia
 

fa-
ba

 

L.
 

1433b可溶性蛋白与包涵体蛋白的结构差

异,以及不同温度下两种蛋白在重组菌中的表达水

平,结果表明:16℃下诱导的1433b可溶性蛋白特

征峰强度明显强于28℃下诱导的,而包涵体蛋白的

特征峰强度则相反。黄庶识等[74]实时分析不同温度

下上述两种蛋白的动态表达水平时发现:28℃培养条

件下,重组菌蛋白质过量表达并以形成包涵体为主;

16℃条件下以可溶性蛋白为主,且在该温度下表达的

蛋白质能正确折叠,有利于细胞形成稳定的可溶性

蛋白。

  上述文献表明,拉曼镊子对单个活细胞中蛋白质

表达等生物过程的实时、无损和定量监测具有足够的

敏感性。

2.2.3 生物乙醇发酵

  通过追踪单个酵母细胞特征拉曼峰信号强度的

变化,可有效地分析葡萄糖、乙醇等物质的变化,以及

胞内核酸、脂类及蛋白质等生物大分子含量及蛋白质

结构的变化。

2.2.3.1 不同发酵过程下的动态分析

  彭立新等[75]监测活性干酵母活化与生长过程:
酿酒活性干酵母复水活化后,核酸类物质迅速增加,

RNA在第6小时达到最大值;蛋白质和脂类物质从

第6小时开始快速增加,在第9小时达到最大值,而
后呈下降趋势;胞内乙醇则是在第9小时开始出现,
在第9—12小时期间大量生成。

  李自达等[76]分析500
 

L发酵罐木薯淀粉浓醪乙

醇发酵过程中酵母细胞内物质的变化,结果显示酵母

细胞为适应浓醪发酵环境会调整细胞的生理状态和

胞内组分:随着乙醇浓度的升高,酵母细胞累积蛋白

质和脂类物质,蛋白质二级结构逐渐以无规则卷曲为

主;在发酵后期,部分酵母细胞在胞内累积大量的嘌

呤类物质。

  pH值是影响酵母乙醇发酵的重要因子。覃赵

军等[77]从拉曼光谱学角度对不同初始pH值的乙醇

发酵过程进行分析,结果显示发酵后期,在pH 值为

3.0的条件下,胞内脂类和蛋白质的拉曼信号最强,

表明在低pH值环境下部分底物被转化为胞内储藏

物质;主成分分析显示,pH 值对酵母细胞生理状态

的影响始于发酵初始阶段;1
 

440和1
 

600
 

cm-1 峰一

直是影响主成分PC1、PC2和PC3分值的主要特征

峰,说明pH条件可能影响酵母细胞的脂类物质合成

和呼吸代谢,进而影响底物的代谢方向和产物的

合成。

  覃赵军等[78]分析不同氮源对酵母乙醇发酵的影

响及其可能的分子机制。在有机氮源下,酵母细胞进

入新的发酵环境后立即快速合成RNA,并且含量显

著高于无机氮源下的,其RNA拉曼峰的最大平均强

度是初始平均强度的1.9—2.1倍(无机氮源的为

1.2—1.4倍);无机氮源下脂类物质和DNA的含量

高于有机氮源。有机氮源缩短酵母的迟滞期,促进胞

内RNA快速大量合成,促进与氮源代谢、乙醇发酵

相关基因的快速转录和表达,进而促进乙醇发酵。

  覃赵军等[79]分析高渗环境对酵母乙醇发酵代谢

的影响。高渗透压会显著影响782,1
 

301,1
 

602,

1
 

657
 

cm-1 峰所表征物质的合成时间和强度,进而

影响代谢方向,而耐高渗菌株能适应高渗环境,调整

胞内组分含量,实现高产发酵。不同渗透压下影响第

一主成分的主要特征峰是1
 

302—1
 

306
 

cm-1 和

1
 

443
 

cm-1 等源自脂类物质的拉曼峰,说明渗透压

影响胞内脂类物质的合成。

  在逆境发酵中,不管是普通菌株还是耐乙醇的菌

株,RNA物质往往在发酵前期就开始大量合成,而蛋

白质、脂类物质则是在乙醇大量合成的时候才开始大

量合成;蛋白质、脂类物质峰的升高与环境中乙醇浓

度有关,与菌株关联性不大,可能是酵母菌株应对逆

境的手段(结果待发表)。

2.2.3.2 蛋白质结构的变化

  拉曼镊子除可以监测胞内物质的总量变化外,还
可以监测发酵过程酵母细胞蛋白质二级结构的变化。

  赖钧灼等[80]在监测以葡萄糖为底物的乙醇发酵

动态过程中发现:在发酵前期,细胞1
 

662
 

cm-1 峰

(表征蛋白质酰胺Ⅰ的无规则卷曲)与1
 

652
 

cm-1 峰

(表 征 蛋 白 质 酰 胺 Ⅰ 的 α 螺 旋)的 强 度 之 比

(I1662/I1652)小于1,7
 

h后大于1,9—18
 

h基本维持

在同一水平,而后呈现上升趋势,说明发酵初期胞内

蛋白的二级结构以有序的α螺旋为主,随着发酵的进

行,酵母细胞蛋白质以无规则卷曲为主。在李自达

等[76]研究的高浓度底物酵母发酵后期,也出现了类

似的现象。而在以酵母粉为氮源的不同发酵阶段,部
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分细胞的蛋白质酰胺Ⅰ的二级结构以β折叠为主,也
有部分细胞以α螺旋为主,还有一部分细胞则是两者

基本均衡,而以其他物质为氮源的细胞则是以α螺旋

占绝对主导地位[78]。出现上述现象的原因有可能是

在较高浓度的乙醇环境下,酵母细胞为适应胞内外乙

醇环境的变化而改变蛋白质的二级结构。

2.2.4 发酵过程中细胞的异质性

  针对大量单个细胞的分析可以获知群体细胞的

生理状态以及细胞间的差异。

  在浓醪乙醇发酵中,胞内蛋白质和脂类物质(特
征峰1

 

301,1
 

440,1
 

654
 

cm-1)在发酵前、中期的细

胞间差异较小,而发酵后期(32,44
 

h)这两类物质的

含量显著增加,胞间差异明显增大;核酸类物质,在发

酵前、中期,782
 

cm-1 与1
 

094
 

cm-1 的信号峰强度

呈离散分布,但进入发酵后期后,核酸含量增加且在

细胞间的分布接近正态分布;嘌呤物质(特征峰1
 

480
 

cm-1)在发酵的前、中期胞内含量很少,胞间差异不

大,而在发酵的后期迅速增加,细胞间差异大且呈两

极分化,含量较少的细胞占多数,含量很高的细胞占

少数[76]。

  在PHB发酵中,直方统计分析显示,发酵前期

细胞间胞内PHB含量差异较大,发酵中期相对均

匀、胞间差异小,但发酵后期胞间差异显著
 [59]。根据

奇异值分布可知菌体的代谢方向、产物的差别自发酵

开始 就 不 一 致,并 且 随 着 发 酵 的 进 行 差 异 越 来

越大[60]。

3 存在的问题

3.1 荧光背景

  荧光对拉曼监测有非常严重的干扰[81],拉曼镊

子也存在同样的问题,特别是在溶液或者细胞有自发

荧光的时候,拉曼信号通常湮灭于荧光中。Cormack
等[82]发现使用拉盖尔高斯(LG)和 Holey高斯激光

时,可以减少拉曼系统中光学元件的背景荧光。另

外,也可以使用长波长的激光(比如1
 

064
 

nm)来激

发拉曼信号[83],或者通过数据处理来消除荧光的影

响[84]。其他荧光背景消除方法还有表面增强拉曼光

谱技术、傅立叶变换拉曼光谱技术,或者加入荧光淬

灭剂,但是后者可能会影响细胞的活性。

3.2 激光损伤

  激光长时间俘获同一个细胞可能会对细胞产生

伤害,特别是在激光功率比较大的时候。激光光损伤

主要包括光化学损伤(例如氧化、DNA损伤、细胞代

谢)和光热(热致)损伤,损伤的程度与使用的波长、细
胞类型有关。由于拉曼镊子的细胞处于溶液中,因此

减小了光热损伤,对细胞的损失主要是光化学损伤。

Singh等[49]使 用 能 量 较 低 的 长 波 长 近 红 外 激 光

(1
 

064
 

nm)用于俘获细胞,而用短波长的激光(532
 

nm或者785
 

nm)激发细胞的拉曼信号;或者是用同

一束激光俘获与激发细胞,在激发拉曼的时候用较高

功率而在俘获的时候用较低功率,以减少激光对被俘

细胞的伤害。

3.3 分析效率

  单个光镊的分析效率比较低,特别是长时间监测

细胞的实时动态时。为提高分析效率,陆续发展了双

光镊[50]或者多光镊的实验系统[85,86],可以在相同的

条件下同步监测多个细胞。对于大量单个细胞的非

实时在线分析,黄超等[87]、毛丽华等[88]将拉曼镊子

与微流控结合;Casabella等[89]发展了自动分析单个

细胞的拉曼镊子系统,实现单个细胞光谱信息的自动

采集;而Pilát等[90]将拉曼镊子与微流控系统结合,
发展了自动分析和在无菌条件下分选微生物细胞的

方法。除对实验系统的提升之外,Zhang等[91]在多

光镊拉曼镊子的基础上发展了一种基于压缩传感的

单次采集多焦拉曼光谱技术,将常规拉曼光谱的速度

提高2—3个数量级,并有望应用于监测大尺寸生物

系统的快速动力学研究。同时,Zhang等[92]还发展

了一种压缩感知框架下的分层稀疏方法,结合组内稀

疏性和组内选择策略进行光谱重建,有望在长时间同

步监测多个细胞的生物过程中得到广泛应用。

3.4 信号增强

  相对而言,拉曼镊子在一定程度上提高了信噪

比,获得了更好的信号,但信号弱依然是其需要克服

的弱点。为解决该问题,表面增强拉曼散射(SERS)、
共振拉曼光谱(RRS)、相干反斯托克斯拉曼光谱

(CARS)以及受激拉曼光谱(SRS)相继发展,将拉曼

信号增强几个数量级。Huai等[93]将光镊与SERS
结合应用于蛤蚌毒素的快速检测,

 

Ramser等[9496]将

光镊与共振拉曼结合应用于功能血红细胞和血红蛋

白的分析,以及细菌表达神经珠蛋白,但这些技术方

法很少应用到发酵分析领域。

3.5 数据处理与挖掘

  拉曼镊子得到包含核酸、蛋白质、多糖和脂类物

质等反映细胞固有特性的信息,是所有光谱信息的叠

加,如何把关键的信息提取出来是拉曼光谱分析的难

点[97]。由于同一个拉曼谱带有可能来源于几个不同
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的分子或基团,单变量分析严重限制了详细信息的获

得。如果把整个拉曼信息看成数学数据,则可以应用

常规的化学计量学方法来提取光谱特征信息,从而判

别细 胞 的 生 理 状 态。常 用 的 方 法 有 主 成 分 分 析

(PCA)和奇异值分解,两者都是一种简化数据集的技

术。通过PCA并分析主要PC的载荷与相关特征峰

的相关性,从中可以获知不同发酵阶段微生物细胞胞

内主要生物大分子的合成特点[5861,76,77,79]。Iwasaki
等[98]通过拉曼显微镜可视化分子特异性信息,用多

元曲线分辨率分析从拉曼光谱中提取隐藏的关键信

息,首次在微藻Euglena
 

gracilis蜡酯发酵中发现两

种不同形式的肉豆蔻酸酯的积累。此外,中科院青岛

过程与能源所提出“拉曼组”(Ramanome)概念(指特

定状态下一个细胞群体的单细胞拉曼光谱集合),并
以莱茵衣藻、微拟球藻等为模式,基于拉曼组技术,建
立可同时定量单个细胞中淀粉、蛋白质、甘油三酯含

量和脂质不饱和度的方法[99101]。

3.6 与其他技术的结合

  从前面的论述可以看出,拉曼镊子最适宜用于实

时监测的是目标明确的特征拉曼峰,但一般的细胞光

谱是整个细胞物质的叠加,影响了拉曼镊子实时监测

的应用。Wang等[102],Xu等[103]将拉曼光谱与稳定

同位素标记(SIP)结合(同位素的掺入改变了所掺入

分子键的拉曼带),通过氘化代谢底物推导物质循环

过程,获知物质代谢动态。Lu等[104]将拉曼镊子与人

工智能技术结合,实现微生物单细胞水平的快速准确

鉴定。

  拉曼镊子得到的主要信息是底物、产物和核酸、
蛋白质、脂类等生物大分子的信息,如果与单细胞测

序、基因表达分析或者组学分析相结合,广泛涵盖单

个细胞中的大多数成分,则可深入了解细胞异质性的

机制。

  此外,目前的研究还没有完全阐明细胞异质性对

生物性能的影响,但所有研究的最终目标是将其应用

到实际生产中,提高发酵性能。对拉曼镊子来说,在
相对短的时间内获取大量单个细胞的信息用于系统

生物学的建模[105],还需要提高系统的灵敏度和检测

数量。

4 展望

  微生物发酵是个复杂的过程,是大量单个细胞综

合表现的结果,但细胞间存在明显的异质性,通过单

细胞分析了解微生物细胞的异质性,有利于发酵环境

的优化,从而减少细胞间的异质性,提高发酵性能。
拉曼镊子融合了拉曼光谱和光学操控的优点,无破

坏、无须标记,可以监测单个细胞的实时生理状态,表
征微生物细胞的生理功能,还可以作为一种工具来分

析大群体中相对较小的单细胞群体(数千个细胞),以
获得样本异质性的统计信息,并在单细胞水平上研究

细胞动力学。本文重点回顾了拉曼镊子在监测乙醇

发酵、细胞色素、聚酯及脂肪酸发酵以及重组蛋白表

达等领域的应用进展,显示拉曼镊子实时监测发酵过

程中物质变化的能力以及从单个细胞水平上研究发

酵过程的潜能。由于细胞代谢快速、胞内成分多样,
以及拉曼技术还存在信号较弱、分析效率不高以及光

损伤等问题,拉曼技术不能完全、迅速和无损地监测

发酵过程多个单细胞的代谢物。即便如此,已有的研

究仍从分子光谱和单细胞角度为微生物发酵提供了

新的认识。因此,如能克服自身不足,融合新的分析

技术和数据处理手段,拉曼镊子将在微生物单细胞分

析领域发挥更大作用。将拉曼分析、微流控分选与组

学分析结合起来,则可同时获知更全面的信息,无疑

将推进生物单细胞分析及对其异质性的认识,提高对

复杂生物系统的认知。
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Singlecell
 

Analysis
 

of
 

Microbial
 

Fermentation
 

Based
 

on
 

Raman
 

Tweezers:Application
  

and
 

Prospect

WANG
 

Guiwen,HUANG
 

Shushi,TAO
 

Zhanhua
 

(Guangxi
 

Academy
 

of
 

Sciences,Nanning,Guangxi,530007,China)

Abstract:Microbial
 

fermentation
 

is
 

a
 

complex
 

processing,and
 

the
 

heterogeneity
 

between
 

cells
 

has
 

a
 

significant
 

impact
 

on
 

the
 

performance
 

of
 

microbial
 

fermentation.Understanding
 

the
 

heterogeneity
 

of
 

microbial
 

cells
 

through
 

singlecell
 

analysis
 

is
 

beneficial
 

to
 

the
 

optimization
 

of
 

the
 

fermentation
 

environment,thereby
 

reduc-
ing

 

the
 

heterogeneity
 

between
 

cells
 

and
 

improving
 

the
 

performance
 

of
 

fermentation.
 

Raman
 

tweezers,a
 

tech-
nique

 

that
 

integrates
 

Raman
 

microspectroscopy
 

and
 

optical
 

micromanipulation,is
 

a
 

realtime,nondestruc-
tive,labelfree,fast

 

and
 

sensitive
 

singlecell
 

analysis
 

method.This
 

article
 

focuses
 

on
 

reviewing
 

the
 

application
 

of
 

Raman
 

tweezers
 

in
 

the
 

fermentation
 

process
 

of
 

polyester,carotenoids,fatty
 

acids,bioethanol
 

and
 

recombi-
nant

 

proteins,and
 

analyzes
 

the
 

deficiencies
 

in
 

the
 

application.After
 

conquering
 

its
 

own
 

shortcomings
 

and
 

in-
tegrating

 

new
 

analytical
 

techniques
 

and
 

data
 

processing
 

methods,Raman
 

tweezers
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

a
 

more
 

powerful
 

method
 

to
 

reveal
 

the
 

cell
 

heterogeneity
 

and
 

to
 

recognize
 

the
 

complex
 

biological
 

processes.
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fermentation,Raman
 

spectroscopy,Raman
 

tweezers,heterogeneity,singlecell
 

analysis
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