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摘要：用拉曼镊子观察单个即发活性干酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）细胞在 "6%7葡萄糖溶液中的活化过程，收集其

拉曼光谱。结果发现，在某一批次的产品中，酵母细胞的 !#82 9:; ! 峰强度随着细胞的活化而显著增加，$#!9:; !、

8$"9:; !、!%$# 9:; !等源自葡萄糖或葡萄糖基的信号峰也会随细胞的生长而增强，随后增强的还有 !2#"9:; !、

!2209:; !、!$8!9:; !等源自脂类物质的峰，而源自蛋白质及脂类的 !%%%9:; !、!22$9:; !、!8$$ 9:; ! 等峰的信号强度

基本不变，酵母细胞代谢活跃的标志峰 !8%# 9:; !也基本不变。该批次产品中，!% 次实验有 / 次观察到上述现象，

而在别的批次产品中并没有观察到该现象。用单细胞拉曼光谱实时记录了这一特殊的生长现象。
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光学技术的进步，突破了以往受物质低浓度的

影响，可以获得灵敏的检测信号，为在诸如生物物

理、生物医学等领域的应用开启了新的机遇。新的

方法或技术的出现，可以获知很多以往无法得到的

信息。作为一种很有应用潜力的工具，拉曼光谱正

在生命科学研究领域广泛应用，从拉曼光谱的特征

峰的位置、强度和线宽可以获得样品的分子组成及

结构信息［!］。通常我们对类似酵母个体大小的生命

活动的认识都是通过研究其群体样品而得到的统计

平均信息。在微生物学领域，已有多种方法和技术

用于研究单个微生物细胞［"］，但由于人为的用物理

或化学方法固定或标记目标细胞，细胞或细胞周围

的环境发生改变，甚至细胞死亡，可能会对细胞的生

理带来了未知的影响。拉曼镊子（MI:I) NO((P(’Q）技
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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，可以在接近其自然的生理状态下

研究单个细胞或细胞器，得到的是接近自然生理状

态的单个活细胞的拉曼光谱，获知很多掩盖在群体

平均信息下的个体生命信息［! " #］。

面包酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）是进行细胞

研究和分子生物学研究的模式生物，也是和我们日

常生活息息相关的普通微生物。研究发现，当酵母

细胞生长在营养物质缺乏、生长受限制的环境时，可

能会在胞内积累特殊的物质（如海藻糖），以适应环

境，应对胁迫［$］。我们在用拉曼镊子观察活性干酵

母单细胞活化过程中，当以 %&’(葡萄糖溶液作为

培养基时，在某个批次的即发活性干酵母中曾观察

到这样一种现象：酵母细胞能正常的活化与初步生

长，部分细胞在萌生子代细胞一定的时间后生长停

滞，在记录其细胞生长的实时拉曼光谱中，与糖类物

质有关的拉曼信号峰在加入溶液 %’)*+ 后逐步升

高，而后出现并逐渐增强的有 ,-!%.)/ ,，,--$.)/ ,，

,01,.)/ ,，,#-1.)/ ,等源自脂类物质的峰，而蛋白质

类物质的信号峰基本不变。本文用拉曼镊子记录了

这种特殊的生长现象，既可实时观察单个细胞活化

过程的光谱变化，又可获知细胞间的差异。

! 材料与方法

!"! 实验系统

本实验所用的拉曼镊子系统如文献所描述［!，-］：

不同的是光谱仪为 234.567869%!’’*（:.59+，;2:），衍

射光栅参数为闪耀波长 01’ +)，每毫米 0’’ 线。光

谱仪耦合到电荷耦合器件 <<=（234.>,’，86*+.459+
?+@56A)4+5@，;2:）上，<<= 用液氮冷却到 / ,%’B。

去除离轴的散射光的针孔大小为 ,1’!)。样品槽

由一个厚 - ))，中心有一个直径为 0 )) 的孔的玻

璃板构成，底部用 ’&, )) 厚的石英玻璃密封，含有

细胞的培养液就放置在样品槽里，加入样品后上部

用盖玻片密封。

!"# 实验方法

研究对象为广州梅山马利酵母有限公司生产的

梅山 即 发 活 性 干 酵 母（ ?+@57+5 7.5*C4 D6E E47@5，
! F #)%)+,*,")），生产日期为 %’’- 年 ,’ 月。培养液为

%&’(葡萄糖溶液，’&%%!) 滤膜过滤灭菌。

酵母样品用 !%B的 %&’( 葡萄糖溶液快速溶

解，取 %’’!G 加入样品槽，样品槽放在 !’B的显微

镜恒温平台上。,’’ 倍油浸物镜随机寻找单个细

胞，光镊俘获单个酵母细胞，把细胞提升至石英片上

方 $!)，用 ,% )H 激光激发细胞，收集拉曼光谱，收

集时间为 %’ @，得到带背景的酵母单细胞拉曼光谱，

移开细胞约 ,1!)，保持激光束聚焦高度不变，用同

样的时间收集背景拉曼光谱。从加入葡萄糖培养液

起，每隔 ,’ )*+ 收集 , 次拉曼光谱，直到细胞萌发，

持续观察同一个细胞，收集光谱的间隙，把激光功率

降为 % )H。以无菌水代替 %&’(葡萄糖溶液做对

照实验。

为检验群体内细胞间的差异，每次随机收集 -
个细胞的光谱，重复 ! 次，共收集 ,% 个细胞的光谱。

同样以无菌水代替 %&’(葡萄糖溶液做对照实验。

已知样品的拉曼光谱收集，激光功率 # )H，收

集时间 ,’ @，重复 1 次，取平均值。对照样品有：葡

萄糖，分析纯生化试剂，无水晶体；高纯度海藻糖，由

南宁市中诺生物技术有限公司惠赠，纯度 I JJ(，为

含二分子水的结晶。

!"$ 数据处理

用光谱仪自带的软件 H*+234.!% 将光谱数据转

换为 :2<?? 数据，输入软件 K*.69 L6*M*+ 0&’ 处理。

每个细胞测得的光谱 !7.N（"）先减去来自溶液、盖玻

片和光学部件的背景光谱 !OM（"），再经系统响应函

数 -（"）校正得到酵母细胞的实际光谱：!7.5（"）P
［!7.N（"）/ !OM（"）］-（"）。

# 结果与分析

#"! 持续观察单个细胞的拉曼光谱变化

图 ,: 是持续观察单个酵母细胞活化过程的拉

曼光谱。光谱反映了酵母胞内物质的组成与变化，

表 , 是其主要信号峰可能对应的分子基团的指认。

从图 ,: 中可以直观地看到，持续观察单个细胞，其

拉 曼 光 谱 的 变 化 特 点 是 1!%.)/ ,，01%.)/ ,，

,!0-.)/ ,，,10,.)/ ,等拉曼信号峰在逐渐增强，特别

是 ,!0- .)/ ,的拉曼信号强度显著增加，而源自蛋白

质、脂类的 $1%.)/ ,，,’’’.)/ ,，,’!’.)/ ,，,0’!.)/ ,，

,011.)/ , 等 峰 基 本 不 变。 从 图 ,Q 中 看 到，

,!0- .)/ ,的信号强度从 %’ )*+ 后开始显著升高，而

,011 .)/ ,的信号强度基本不变。产生上述这种现

象的原因可能是活性干酵母在葡萄糖溶液中活化，

受生长条件的限制，在胞内累积某些物质。而生长
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图 ! 单个活性干酵母细胞以葡萄糖作为单一营养物质生长时的实时拉曼光谱（"），及 !#$% &’( !

和 !$))&’( ! 峰强度的变化（*），插图为光镊俘获的单个细胞，*+, - )!’。

表 ! 酵母细胞的主要拉曼信号峰及其可能

对应的生物大分子（基团）［" # !$］

峰值 来源及可能对应的生物分子

)#. 葡萄糖或葡萄糖基，可能起因于骨架

$). 葡萄糖或葡萄糖基，可能起因于骨架

/!) 腺嘌呤

0). 酪氨酸1或葡聚糖（2—3，2—2，2—4 弯曲）

!555 苯丙氨酸（苯环呼吸峰）

!5#5 苯丙氨酸（2—4 键）

!5)5—!!)5
糖类（主要是吡喃糖环的 2—2，2—3 键伸展振动

模）及蛋白质、脂类（2—2，2—6 键伸展振动模）

!#$% 葡萄糖或葡萄糖基

!%.)—!%05
24. 124# 变形振动模，!%#0 &’( !主要来源于碳氢链，

而 !%%) &’( !来源于脂肪链

!$5% &’( ! 酪氨酸和苯丙氨酸（ !!2 2键振动模）

!$)) &’( ! 蛋白质（酰胺 7，!!2 3键伸展振动）

在无菌水中的对照细胞，则没有这种现象。

$%$ 随机选择 !$ 个细胞的拉曼光谱

图 . 是随机选择 !. 个细胞的平均拉曼光谱

（"），及 !#$%&’( !、!$))&’( ! 峰的信号强度变化图

（*）。从中可见，群体细胞的 !#$%&’( !、!$))&’( ! 峰

平均趋势和单个细胞的（图 !）是基本相同的，随着

细胞的生长，!$))&’( !的信号强度基本没有变化，而

!#$%&’( !的信号强度从 .5 ’89 后开始增强且很显

著。对照细胞的 !#$%&’( ! 峰基本不变，!$))&’( ! 的

信号 强 度 在 平 缓 地 减 弱。 至 于 对 照 细 胞 的

!#$%&’( !信号，应是源自酵母细胞壁的糖类物质的

拉曼信号，!$))&’( ! 的减弱可能是胞内物质消耗造

成的。

从 图 .* 看 到，同 一 时 间 点 的 不 同 细 胞，

!#$%&’( !的光谱信号强度差异比较大，如在 :5 ’89
时，!#$%&’( !的平均峰高为 .)#;!，标准差为 $!;/，最

小值为 !)#;%，最大值为 #.:;0，细胞之间差异显著

（! < 5;5)）。说明面包酵母在葡萄糖溶液中活化

时，细胞间生长状态是明显不同，对物质的积累量有

所差异。

$%& 酵母细胞累积物质初步分析

酵母 细 胞 累 积 的 是 什 么 物 质 呢？ 图 # 是

$5 ’89、!55 ’89 和 .% = 的光谱与 .5 ’89 时的差异光

谱，从中看到：在活化的前 !55 ’89 出现并逐渐增强

的信 号 峰 是 )!0&’( !，)#!&’( !，$)#&’( !，05/&’( !，

!5!:&’( !，!5)#&’( !，!#$%&’( !，!%#.&’( !，!%%0&’( !，

!)$!&’( !等，而 !55’89 以后才出现的峰是 $!.&’( !，

0#)&’( !，0$!&’( !，!.:%&’( !，!):/&’( !，!$)!&’( !，

!/%)&’( !等 峰。对 比 单 糖 与 多 糖 的 拉 曼、红 外 光

谱［!#，!%］，及葡萄糖、海藻糖的拉曼光谱峰位置（图

#），面 包 酵 母 细 胞 累 积 的 物 质 峰，如 )!0&’( !，

)#!&’( !，$)#&’( !，05/&’( !，0#)&’( !，!5!:&’( !，

!5)#&’( !，!#$%1!#$$&’( !，!%%0&’( !等峰与海藻糖的
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主要峰接近，可能是由于累积的糖类在胞内以糖颗

粒或无定形状态存在，不同于溶液或结晶状态，因而

峰的位置和信号强度有偏移。!"#$%&’ !，!()!%&’ !，

!(*+%&’ !，!)(!%&’ !，!+"(%&’ ! 等峰在单糖和寡糖中

没有找到对应的峰，但在脂蛋白，甘油酯类物质中可

以观察到这几个峰：!"#$%&’ !（,-$ 变形振动，,-#

非对 称 变 形 振 动），!"".%&’ !（,-$ 变 形 振 动），

!)(!%&’ !（脂类的 !!, ,），!+"$%&’ !（—,-$—,//0

中 !!, /）的伸缩振动）［!(，!)］；而!()!%&’ !源自糖蛋白

的酰胺基团（—,/1-—）。由此推测酵母细胞在前

期主要吸收葡萄糖，累积以葡萄糖为基本单元的寡

糖或多糖，后期可能逐步转化为复杂的糖蛋白、糖脂

肪，而糖类物质和脂类物质均为细胞的能量储备物

质。图 # 的插图 2 也显示，$" 3 后的细胞内累积了

很多颗粒状物质，萌生的子代细胞仅生长到一定阶

段，没有脱离母细胞。

图 $ （4）!$ 个在 $5葡萄糖溶液中活化细胞的平均拉曼光谱（阴影部分为标准差），（6）!#)"%&’ !峰（ !!#)"）、

!)((%&’ !峰（ !!)((）平均信号强度变化（误差线为标准差，%789:7; 为 . 个对照细胞）。

图 # 单个酵母细胞在 $<=5葡萄糖溶液培养 )= &>8（4），!== &>8（6），$" 3（,）与 $= &>8 时的差异光谱，

及海藻糖（二水）和葡萄糖晶体的拉曼光谱。插图为酵母细胞在培养 $= &>8（?）与 $" 3（2）后的 @A, 图像（标尺 B (!&）。
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在同样实验条件下，用同一批次的产品，在 !"
次重复实验中有 # 次观察到上述现象，但在别的批

次产品中没有观察到。这是一种特殊的生长现象，

相关研究有待进一步的探索。

在以 $%& 培养基进行的酵母活化实验中观察

到，!’"()*+ !会随着细胞活跃生长而增强，是酵母细

胞代谢旺盛的标志，但在图 !,、图 -, 和图 ( 中都没

有观察到 !’"()*+!信号强度的明显变化，可能是受营

养物质的限制，酵母细胞无法活跃生长。在裂殖酵母

中，该峰也只有在生长条件很好的情况下才出现［.］。

! 小结

作为拉曼光谱技术与激光镊子结合的拉曼镊

子，对研究处于溶液中接近其生理状态的单个细胞

或细胞器，具有明显的优势。即发活性干酵母细胞

在 -/"0葡萄糖作为唯一的营养物质的溶液中基本

可以完成活化，单细胞实时拉曼光谱显示，来源于葡

萄糖 或 葡 萄 糖 基 的 强 信 号 峰 1!2)*+ !，1(!)*+ !，

’1()*+ !，!"!.)*+ !，!"1()*+ !，!3(-)*+ ! 和 !(’3)*+ !

等峰会随细胞的生长而增加，而源自蛋白质及脂类

的 !""")*+ !，!331)*+ ! 和 !’11)*+ ! 等峰的信号强度

基本不变，酵母细胞代谢活跃的标志峰 !’"()*+ ! 也

基本不变。我们首次应用单细胞拉曼镊子实时观察

了这一现象。同样实验条件下，用同一批次的产品

做的 !" 次实验中有 # 次观察到了该现象，而在别的

批次产品中没有观察到这种现象。结果显示，拉曼

镊子既可以获知单个酵母细胞生长过程的实时生化

变化，又可以获知细胞之间的差异，是进行单活细胞

分析的实用工具，在实时观察单个细胞对某些物质

的合成与分解过程，或者单个细胞对药物或有毒物

质的反应等领域具有很好的应用潜力。
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稿件规范化与标准化

专论与综述论文的撰写要点

专论与综述是本刊重要栏目之一，主要反映国内外微生物学各分支学科研究最新成果和进展，其内容

要求新颖丰富，观点明确，论述恰当，最好包含作者自己的工作内容和见解。因此，作者在动笔之前必须明

确选题，一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉及的各个方

面，在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势。即掌握其内在的精髓，深入到专题研究的

本质，论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望，提出合乎逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外，作

者也可以采用以汇集文献资料为主的写作方法，辅以注释，客观而有少量评述，使读者对该专题的过去、现

在和将来有一个全面、足够的认识。

需要特别说明的是：在专论与综述中引用的文献应该主要是近 1 年国内外正式发表的研究论文，引用文

献数量不限。
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