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摘要：【目的】了解ＵＶ诱导酵母细胞发生凋亡过程中生物大分子的变化及细胞凋亡的分子机制。【方法】应用单

细胞激光光镊拉曼光谱技术（ＬＴＲＳ），实时研究酵母细胞凋亡过程中拉曼光谱强度的动态变化，分析单个细胞凋

亡过程的生理生化变化。【结果】致死剂量ＵＶ照射酵母细胞后，细胞发 生 凋 亡。对 于 群 体 细 胞，归 属 于 核 酸 的

１０８５ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１，蛋白质的８５０ｃｍ－１，１４４０ｃｍ－１，１６０４ｃｍ－１，１６５０ｃｍ－１和脂类的１０８５ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１，

１４４０ｃｍ－１拉曼峰强度都随凋亡时间的延长而降低，反映酵母细胞在凋亡过程中，细胞内核酸、蛋白质、脂质等大

分子物质的含量随时间变化逐步减少；１６０４ｃｍ－１下降幅度最大，到凋亡后期下降６０％，反映细胞凋亡过程中能

量代谢受阻，呼吸产能活力下降，推测与麦角固醇结构与功能改变有关。单 个 细 胞 凋 亡 过 程 动 态 的 光 谱 变 化 显

示，归属于蛋白质等生物大分子的光谱强度也呈下降趋势，但是在９０～１２０ｍｉｎ和１２５～１６７ｍｉｎ时间段里，８５０

ｃｍ－１，１０８５ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１，１４４０ｃｍ－１和１６６５ｃｍ－１拉曼峰强度出现恢复性的上升和下降过程，说明群体细胞

平均后的光谱数据信息，掩盖了个体细胞凋亡过程中一些信息的变化，群体细胞 的 结 果 不 能 完 全 反 映 个 体 细 胞

真实的生理状态。【结论】ＬＴＲＳ基于单个细胞水 平 上 的 研 究，能 更 直 接、真 实 地 反 映 ＵＶ胁 迫 下 细 胞 内 生 物 大

分子变化的动态信息。
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０　引言

　 　 【研 究 意 义】作 为 模 式 生 物 的 酿 酒 酵 母

（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ），与 人 类 细 胞 在 基 因 结

构、代谢调控和信号传导途径等方面具有很高的同源

性［１］。因此，酵母在基础生物学、生物医学以 及 基 因

工程研究方面具有许多内在优势。自１９９６年酿酒酵

母基因组序列被公布以后［２］，研究发现，酵母存在与

多细胞生物凋亡调节相似的各种功能基因和基本的

凋亡机制，以酵母作为研究细胞凋亡的生物模型，有

助于加深对细胞凋亡机制的了解。【前人研究进展】
细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）是指细胞在一定的生理或病理

条件下，由多种基因控制的有序的自主死亡过程，涉

及系列基因激活、表达以及调控等作用。生物体通过

细胞凋亡的方式，清除对有机体无用的细胞，参与机

体的防御机制，清除入侵的病菌，保持生命正常代谢

运动，是生物体适应生存环境的一种策略。作为一种

低等真核单细胞生物的酵母，直到１９９７年才首次被

发现其 在 死 亡 时 具 有 与 多 细 胞 生 物 类 似 的 凋 亡 表

现［３］；之 后 又 发 现，通 过 外 源 性 化 合 物 Ｈ２Ｏ２［４］、

ＨＯＣｌ［５］、蔗糖［６］等 处 理 以 及 ＵＶ 照 射［７，８］可 诱 导 酵

母发生凋亡。ＵＶ能够破坏机体细胞中ＤＮＡ的分子

结构，造 成 细 胞 死 亡［９］，而 细 胞 基 因 组ＤＮＡ的 损 伤

在ＵＶ诱导的细胞凋亡中扮演重要角色。当 ＵＶ照

射 细 胞 后，ＤＮＡ 作 为 ＵＶ 的 一 个 主 要 靶 标，引 起

ＤＮＡ损伤，诱导细胞内Ｐ５３等多种凋亡调控基因表

达增加，导致 细 胞 凋 亡［１０～１２］。单 细 胞 激 光 光 镊 拉 曼

光谱技术（ＬＴＲＳ）是 实 时 研 究 细 胞 凋 亡 过 程 其 内 含

物结构和含量改变的一种单细胞分析工具，可以实时

检测溶液 中 单 个 活 细 胞 生 理 生 化 变 化 过 程［１３，１４］，可

应用于药物诱导细胞凋亡的研究。通过分析细胞内

生物大分子 脂 类、核 酸 和 蛋 白 质 的 拉 曼 特 征 峰 的 改

变，可知其表征的大分子结构或含量的改变并检测细

胞的凋亡［１５，１６］。【本研究切入点】ＵＶ辐 射 引 起 酵 母

细胞ＤＮＡ损伤进而导致酵母凋亡，由于酵母细胞凋

亡过程的复杂性以及实时损伤检测方法的局限性，本
研究应 用ＬＴＲＳ实 时 观 测、记 录 ＵＶ照 射 后 酵 母 细

胞凋亡过程中的光谱变化，探知ＤＮＡ的损伤以及细

胞状态的变化。【拟解决的关键问题】通过研究酿酒

酵母在致死 ＵＶ剂 量 照 射 后，在 ＹＥＰＤ培 养 基 培 养

过程中，不同时间点几个特征峰强度变化的趋势，了

解ＵＶ诱导酵母发生凋亡过程的生物大分子变化以

及细胞凋亡的分子机制。

１　材料和方法

１．１　菌种

　 　 酿 酒 酵 母 （Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ，菌 种 保 藏 编 号：

ＡＴＣＣ２４８５９）在ＹＥＰＤ培养基中进行复苏活化，置于

－７０℃下１５％甘油中保存。

１．２　培养基

　　ＹＥＰＤ培 养 基（Ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｐｅｐｔｏｎｅ　ｄｅｘｔｒｏｓｅ
ｍｅｄｉｕｍ）：酵母膏１０．０ｇ／Ｌ，葡萄糖２０．０ｇ／Ｌ，蛋白

胨２０．０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值为６．０，４种成

份分别于１２１℃、１５ｍｉｎ灭菌后再混合，４℃条件下保

存备用（不超过１４ｄ）。

１．３　酵母细胞培养

　　挑 取 单 菌 落 于 ＹＥＰＤ液 体 培 养 基 中，２９℃，１５０
ｒ／ｍｉｎ培养过夜活化，然后释液涂板，３０℃培养４８ｈ。

挑取单菌落在新鲜的ＹＥＰＤ液体培养基中培养１２ｈ
后，按１％的接种量接种于新鲜的ＹＥＰＤ液体培养基

中，２９℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培 养８ｄ。１５００ｒ／ｍｉｎ离 心，去

上清液后，沉淀用５０ｍＭ，ｐＨ值为７．５的无菌Ｔｒｉｓ

４１１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．２，Ａｐｒｉｌ　２０１５
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缓冲液洗涤３次后用Ｔｒｉｓ缓冲液悬浮，４℃黑暗保存

备用。

１．４　酵母同步细胞分离

　　应用Ｐｅｒｃｏｌｌ连 续 密 度 梯 度 分 离 法［１３］分 离 酵 母

同步细胞，２ｍＬ聚丙烯离心管中加入Ｐｅｒｃｏｌｌ等渗贮

备液，角式转头、１９３２０ｇ离心１５ｍｉｎ形成Ｐｅｒｃｏｌｌ连

续密度梯度，将酵母细胞悬浮物铺在Ｐｅｒｃｏｌｌ梯 度 液

顶部，２５℃、４００ｇ离心６０ｍｉｎ使细胞分层，穿刺法取

出细 胞，Ｔｒｉｓ缓 冲 液 离 心 漂 洗，重 复３次，最 后 用

Ｔｒｉｓ缓冲液悬浮，４℃保存备用。

１．５　ＵＶ处理酵母细胞以及凋亡检测

１．５．１　不同剂量ＵＶ胁迫酵母细胞后的存活率

　　取０．５ｍＬ酵母同步细胞悬浮液，用Ｔｒｉｓ缓冲液

稀释２０倍，分别吸取２ｍＬ细胞溶液到编号１～７号

的培养皿（Φ１８ｍｍ）中，摇动培养皿使液体均匀铺在

培养皿底部，然后分别置于１５Ｗ，２６５ｎｍ紫外灯下

１０ｃｍ 照 射 处 理，照 射 时 间 根 据 紫 外 照 射 照 度 计

（ＺＤＺ－１，上海市嘉定学联仪器厂）在测定点上的测定

数据计算，照射过程中转动培养皿，使每个细胞得到

均匀照 射；１～７号 的 处 理 强 度 分 别 是０Ｊ／ｍ２，３０
Ｊ／ｍ２，６０Ｊ／ｍ２，９０Ｊ／ｍ２，１２０Ｊ／ｍ２，１５０Ｊ／ｍ２，１８０
Ｊ／ｍ２。随后离心收集酵母细胞，分别用Ｔｒｉｓ缓冲悬液

浮细胞，将 悬 浮 液 稀 释 为１０４个 细 胞／Ｌ，分 别 取１００

μＬ菌液涂布于ＹＥＰＤ固体培养基上，３０℃培养２ｄ，
每个处理重复３次，统计菌落数并计算存活率，确定

致死ＵＶ照射剂量。

１．５．２　致 死 ＵＶ剂 量 处 理 酵 母 细 胞 凋 亡 的 ＤＡＰＩ
检测

　　吸取２ｍＬ酵母同步细胞悬浮液置于培养皿中，
以１２０Ｊ／ｍ２强度ＵＶ照射，离心收集酵母细胞，２ｍＬ
Ｔｒｉｓ缓冲液悬 浮，然 后 将 细 胞 悬 浮 液 转 到 含１０ｍＬ
ＹＥＰＤ培养基的２５ｍＬ三角瓶中，３０℃培养，于０ｈ，

１ｈ，２ｈ，３ｈ和４ｈ的时间点吸取０．５ｍＬ细胞液进

行凋亡检测，以未照射 ＵＶ的细胞做对照。按ＤＡＰＩ
（４，６－Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，４，６－二 氨 基－２－苯 基

吲哚）试剂盒说明，将母液用甲醇稀释１０倍，制备成

１～２μｇ／ｍＬ的ＤＡＰＩ工作液，按说明书操作步骤进

行细胞染色，最 后 用 试 剂 盒Ｂｕｆｆｅｒ　Ａ重 悬 细 胞。荧

光显微镜下３４０／３８０ｎｍ紫外光激发，镜检并拍照。

１．６　酵母细胞拉曼光谱收集及数据处理

１．６．１　致 死 剂 量 ＵＶ照 射 酵 母 细 胞 的 群 体 拉 曼 光

谱测定

　　以１２０Ｊ／ｍ２强 度 ＵＶ照 射 酵 母 细 胞，离 心 取 上

清液，Ｔｒｉｓ缓冲液悬浮，吸取１０μＬ悬浮液置于样品

池内（预 先 加 入１５０μＬＹＥＰＤ培 养 基），１００×油 镜

下，分别在０ｈ，１ｈ，２ｈ，３ｈ和４ｈ的时间点，以光镊

子随机捕获酵母细胞并测定其拉曼光谱，每个时间点

测定３０个 细 胞。激 光 强 度 为１６ｍＷ，激 发 波 长 为

７７８ｎｍ，积 分 时 间 为２０ｓ。０ｈ时 间 点 样 品 池 内 用

Ｔｒｉｓ缓冲悬液替代。

１．６．２　致 死 剂 量 ＵＶ照 射 单 个 酵 母 细 胞 的 拉 曼 光

谱测定

　　载玻片加入１５０μＬ　ＹＥＰＤ培 养 基 后，将 以１２０
Ｊ／ｍ２强度ＵＶ照射 酵 母 细 胞 悬 浮 液２μＬ注 入 样 品

池中，盖上盖玻片，１００×油镜下，以光镊子捕获单个

酵母细胞，实时测定单个酵母细胞的拉曼光谱。激光

强度设定为３．５ｍＷ，激发波长为７７８ｎｍ，积分时间

为６０ｓ，每隔７ｍｉｎ记录一次光谱，记录后，将激光挡

住，将细胞从光镊子中放出来，到下一个时间点再重

新俘获细胞进行测定，连续测定４ｈ，重复测定１０个

细胞。

１．６．３　光谱数据处理

　　光谱数据用自编软件进行去背景平滑，导入Ｏｒｉ－
ｇｉｎ８．１软 件 处 理 后，应 用Ｒａｍａｎ　Ｂａｓｅｌｉｎｅ软 件 进 行

基线校正，应用Ｏｒｉｇｉｎ８．１软件截取６００～１８００ｃｍ－１

信号峰集中的指纹区作图分析。

２　结果与分析

２．１　不同强度ＵＶ胁迫酵母细胞后存活率

　　图１结果显示，不同强度 ＵＶ胁迫酵母细胞，其

存活率 随 着 ＵＶ强 度 增 加 而 逐 步 降 低，当 ＵＶ强 度

达到１２０Ｊ／ｍ２时，酵母细胞的存活率为１．０９％，接近

于０，１２０Ｊ／ｍ２是 酵 母 细 胞 的 致 死 强 度，酵 母 细 胞 存

活率与ＵＶ强度之间存在依赖关系。

　　图１　不同强度ＵＶ胁迫酵母细胞后的成活率

　　Ｆｉｇ．１　Ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｙｅａｓｔ　ａｆｔｅｒ　ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＵＶ　ｄｏｓｅｓ

２．２　酵母细胞凋亡的ＤＡＰＩ检测

　　正常细胞的细胞膜有半通透性，ＤＡＰＩ可以透过

细胞膜进入细胞内，与细胞核的ＤＮＡ产生非嵌入结

５１１广西科学　２０１５年４月　第２２卷第２期



合，产生比ＤＡＰＩ自身强２０多倍的荧光，在紫外光激

发下产生蓝色荧光。细胞凋亡过程中，细胞膜通透性

逐渐增加，发生凋亡的细胞摄 取ＤＡＰＩ染 料 量 增 加，
会产生更强的蓝光荧光。通过比较细胞荧光强度以

及细胞核形态变化，可以鉴别细胞是否发生凋亡。

　　用１２０Ｊ／ｍ２强度的 ＵＶ（致死强度）照射酵母细

胞后，在ＹＥＰＤ中培养，对不同培养时间点的细胞进

行ＤＡＰＩ染色，随着培养时间的延 长，酵 母 细 胞 逐 步

呈现出典型的 细 胞 凋 亡 形 态（图２）。正 常 酵 母 细 胞

经ＤＡＰＩ染色后，细胞核发出较弱 的 蓝 色 荧 光，核 形

完整，染色质均匀（图２ａ）；ＵＶ处理后的酵母细胞，在

ＹＥＰＤ培养表达０ｈ和１ｈ后，ＤＡＰＩ染 色 结 果 与 正

常酵母细胞差异不大（图２ｂ和图２ｃ），说明在细胞凋

亡初始阶段，膜通透性没有增加，随着培养时间的延

长，细胞核的荧光越来越明亮，细胞核边缘不规则；培
养４ｈ后，细胞核向外周聚集，核内 的 染 色 质 凝 聚 呈

新月状分布于核内周边，有的细胞核破裂形成碎片，
细胞出现明 显 的 凋 亡 特 征，表 明 细 胞 进 入 凋 亡 的 后

期。说明酵母 被 致 死 剂 量 的 ＵＶ辐 射 之 后，随 着 处

理时间的延长，细胞因ＤＮＡ损伤而产生的有序变化

凋亡过程中，ＤＮＡ降解，染色质片段逐步断裂，从外

观上看，细胞质膜在整个过程中保持了良好的完整轮

廓，但是通透性明显增加，进入细胞的染料随之增加，
蓝色荧光更加明亮。

图２　不同时间点的ＤＡＰＩ染色荧光图

　　Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ＤＡＰＩ　ｐｈｏｔｏｆｌｕｏｒｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｙｅａｓｔ　ｃｅｌｌｓ　ｆｒｏｍ　０

ｈ　ｔｏ　４ｈ

　　（ａ）０Ｊ／ｍ２，０ｈ；（ｂ）１２０Ｊ／ｍ２，０ｈ；（ｃ）１２０Ｊ／ｍ２，１ｈ；（ｄ）

１２０Ｊ／ｍ２，２ｈ；（ｅ）１２０Ｊ／ｍ２，３ｈ；（ｆ）１２０Ｊ／ｍ２，４ｈ

２．３　１２０Ｊ／ｍ２强度ＵＶ胁迫酵母细胞凋亡过程的拉

曼光谱

　　用 致 死 剂 量１２０Ｊ／ｍ２强 度 ＵＶ 照 射 酵 母 细 胞

后，将酵母细胞在培养基中进行孵育，在细胞凋亡过

程中，不同时间点的平均拉曼光谱及其主要特征峰强

度变化趋势如图３所示。随着培养时间的延长，酵母

细胞的几个拉曼光 特 征 峰 强 度 呈 下 降 趋 势（图３ｂ），
到凋亡晚期，除了１６０４ｃｍ－１峰强度下降大约６０％以

图３　１２０Ｊ／ｍ２　ＵＶ胁迫酵母后的拉曼光谱

　　Ｆｉｇ．３　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ａｆｔｅｒ　ＵＶ　ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　１２０

Ｊ／ｍ２　ｄｏｓｅ

　　（ａ）不同时间点 的 群 体 细 胞 平 均 拉 曼 光 谱；（ｂ）主 要 特 征

峰强度变化趋势

　　（ａ）Ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ａｔ　ｄｉｆ－

ｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ　ｐｏｉｎｔｓ；（ｂ）Ｔｈｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｔｒｅｎｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍａｉｎ　ｃｈａｒａｃｔｅｒ－

ｉｓｔｉｃ　ｐｅａｋｓ
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外，其它光谱 下 降 大 约２０％。８５０ｃｍ－１峰 归 属 于 酪

氨酸的对羟苯基环呼吸振动，１０８５ｃｍ－１峰归属于核

酸的Ｏ＝Ｐ－Ｏ伸缩振动和脂类的Ｃ－Ｃ扭曲旋转，

１２６０ｃｍ－１峰归属于蛋白质的酰胺Ⅲ以及脂类的ＣＨ
变性振 动，也 包 括 ＤＮＡ 的 胞 嘧 啶 和 腺 嘌 呤，１３００
ｃｍ－１峰归属于脂类的ＣＨ２扭曲和腺嘌呤，１４４０ｃｍ－１

峰归属于脂类和蛋白质的ＣＨ 变性振动，１６０４ｃｍ－１

峰归属于酪氨酸和苯丙氨酸，１６５５ｃｍ－１峰归属于酰

胺Ⅰα?螺旋［１７，１８］，上述光谱的变化结果和我们之前利

用乙醇胁迫 酵 母 凋 亡 过 程 的 光 谱 变 化 趋 势 一 致［１９］，
反映酵母细胞内生物大分子核酸、蛋白质和脂类的含

量随着细胞凋亡加重而减少。

　　比较致死剂量ＵＶ照射的酵母在ＹＥＰＤ培养基

生长情况，未经 ＵＶ照 射 的 正 常 细 胞 在 ＹＥＰＤ培 养

基生长过程中，其几个主要拉曼特征峰的变化趋势与

ＵＶ处理的酵 母 有 明 显 不 同（图４），８５０ｃｍ－１，１３００
ｃｍ－１，１４４０ｃｍ－１和１６６５ｃｍ－１峰强在０～３ｈ是逐渐

上升，增加值大约２０％，之后呈下降趋势，１０８５ｃｍ－１

峰强则在１～２ｈ和３～４ｈ呈下降趋势，上述几个拉

曼峰总体趋势是上升的，１６０４ｃｍ－１（图４ｃ）峰强变化

趋势和１０８５ｃｍ－１峰（图４ｂ）类似，但是其总体趋势是

保持一种平衡的变化。本研究所用的细胞是经离心

后纯化的同步细胞，我们之前的研究结果显示，这些

同步细胞在ＹＥＰＤ培养基中正常生长的延滞期大约

３ｈ，在这期间，细胞的合成代谢活跃，核糖体、各种酶

类和 ＡＴＰ的 合 成 加 速，之 后 进 入 细 胞 分 裂 增 殖 阶

段，细胞内主要大分子含量呈下降趋势，细胞光谱变

化趋势基本反 映 细 胞 的 生 长 状 态。而 致 死 剂 量 ＵＶ
照射的酵母细胞，ＤＮＡ受到严重损伤，细胞在培养过

程中感受到相应的信号刺激，启动细胞凋亡控制开关

的开启，引起细胞凋亡［２０］。因此，ＵＶ处理过的酵母

细胞在ＹＥＰＤ中 表 达 培 养，表 现 出 与 正 常 细 胞 不 同

的生长状态，并通过归属于不同生物大分子光谱强度

随时间延长而下降而体现出来（图３）。

　　在细胞ＤＮＡ受损严重时，Ｃａｓｐａｓｅ－３被激活，从

而介导细胞凋亡［２１］。细胞凋亡过程中最早发生的含

半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ　ａｓｐａｒｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）水解活化事件，启动Ｃａ－
ｐａｓｅｓ活化后，开 启 细 胞 死 亡 程 序，进 一 步 活 化 下 游

Ｃａｓｐａｓｅ，将凋亡信 号 放 大，并 向 下 游 传 递，整 个 过 程

涉及系列基因的 激 活、表 达 以 及 调 控［２２，２３］。Ｃａｓｐａｓｅ
直接作用于胞骨架调节有关的酶或蛋白，裂解核纤层

蛋白，凝胶原蛋白等，改变细胞结构，导致细胞染色质

的固缩。凋亡细胞特征性表现包括ＤＮＡ裂解为２００
ｂｐ左右的片段，染 色 质 浓 缩，蛋 白 质 构 象 改 变，细 胞

膜活化，膜的完整性和通透性受到破坏或改变，影响

糖和氨基酸等的吸收，引起核苷酸、氨基酸、蛋白质以

及Ｋ离子渗漏等［２４，２５］。所以，在整个凋亡进程中，归
属于蛋白质、核酸、脂类物质的光谱呈下降的趋势，提
示酵母细胞凋亡过程中，膜通透性增加，胞内蛋白质、
核酸逐 步 从 细 胞 膜 漏 出 胞 外，使 其 胞 内 含 量 逐 步

降低。

图４　正常生长的酵母细胞的拉曼光谱

　　Ｆｉｇ．４　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　ｙｅａｓｔ　ｃｅｌｌｓ　ａｆｔｅｒ　ｇｒｏｗｔｈ　ｉｎ
ＹＥＰＤ

　　（ａ）不同时间点 的 群 体 细 胞 平 均 拉 曼 光 谱；（ｂ和ｃ）主 要

特征峰强度变化趋势

　　（ａ）Ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ａｔ　ｄｉｆ－
ｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ　ｐｏｉｎｔｓ；（ｂ　ａｎｄ　ｃ）Ｔｈｅ　ｃｈａｎｇｅ　ｔｒｅｎｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍａｉｎ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　ｐｅａｋｓ
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　　在酵 母 凋 亡 过 程 中，归 属 腺 嘌 呤 的７２１ｃｍ－１，

１２６０ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１峰 强 随 着 凋 亡 的 进 程 而 降 低

（图３ａ），ＡＴＰ由腺嘌呤和磷酸分子组成，这几个峰的

降低可能 和 ＡＴＰ合 成 下 降 有 关。正 常 细 胞 受 到 辐

照 造 成 ＤＮＡ 受 损 时，细 胞 会 启 动 ＤＮＡ 的 修 复，

ＤＮＡ修复酶和ｐ５３蛋白表达增加，ＤＮＡ修复过程中

需要消耗ＡＴＰ［２６］，如果ＤＮＡ受损严重，细胞无法完

全修复ＤＮＡ，修复过程导致线粒体结构的严重破坏，
促使ＡＴＰ的合成进一步降低，使线粒体内的Ｃａ２＋、
细胞色素Ｃ外流到细胞质，促成细胞进入Ｃａｓｐａｓｅ凋

亡途径［２７］。

　　酵母细胞能量代谢与１６０４ｃｍ－１谱峰密切相关，
其强度的变化敏感反映酵母线粒体的代谢活性以及

呼吸水平［２８～３１］。酵母细胞凋亡过程中，１６０４ｃｍ－１谱

峰强度随时 间 变 化 而 呈 下 降 趋 势（图３ｂ），ＹＥＰＤ培

养１ｈ，１６０４ｃｍ－１峰强下降４０％，然后缓慢下降，４ｈ
后，总体下降６０％，表 明 在 细 胞 的 凋 亡 过 程 中，酵 母

线粒体呼吸产能的活力下降，造成细胞的能量代谢严

重受阻，推测１６０４ｃｍ－１谱峰强度变化与线粒体结构

受到 破 坏 相 关，与７２１ｃｍ－１，１２６０ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１

变化有 关 联 性。另 外，Ｈｕａｎｇ等［３２，３３］的 研 究 认 为，

１６０４ｃｍ－１特征峰在酵母细胞中主要来自麦角固醇的

贡献，该拉曼峰可以作为麦角固醇的标记。麦角固醇

在酿酒酵母中的含量可高达７％～１０％，是酵母甾醇

类中最主要的一种化合物，主要存在于细胞质膜磷脂

分子和蛋白质之间，对于细胞质膜结构的完整性，质

膜的流动性，细胞活力以及物质运输，膜蛋白的定位

活性等方面 起 着 重 要 作 用［３４］，酵 母 细 胞 凋 亡 过 程 中

１６０４ｃｍ－１特征峰的下降，可能与麦 角 固 醇 结 构 与 功

能变化有 关，进 一 步 影 响 质 膜 的 结 构 与 功 能，尤 其

是线粒 体 膜 的 功 能。在 细 胞 凋 亡 过 程 中 麦 角 固 醇

如何影响 质 膜 的 结 构 与 功 能 以 及 细 胞 活 性 有 待 深

入研究。

２．４　１２０Ｊ／ｍ２强度ＵＶ胁迫单个酵母细胞凋亡过程

的拉曼光谱

　　图５是对测定的１０个细胞的光谱进行平均并进

行归一化处理，结果显示，单个酵母细胞在连续测定

４ｈ的时间点上，６个特征峰强度随着培养 时 间 的 变

化而呈现出逐渐下降的趋势，总体变化趋势和下降的

幅度，与随机测定３０个群体细胞的结果类似，即８５０
ｃｍ－１，１０８５ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１，１４４０ｃｍ－１ 和 １６６５
ｃｍ－１峰强到了凋亡后期（４ｈ），下降２０％左右，１６０４
ｃｍ－１下降大约６０％（图３ｂ）。但是，单个细胞的拉曼

光谱变化趋势与基于群体细胞水平上的平均光谱变

化趋 势 在 细 节 上 明 显 不 同，８５０ｃｍ－１，１０８５ｃｍ－１，

１３００ｃｍ－１，１４４０ｃｍ－１和１６６５ｃｍ－１峰强在９０～１２０
ｍｉｎ和１２５～１６７ｍｉｎ的 两 个 时 间 段 里，出 现 上 升 再

下降的过程，而１６０４ｃｍ－１峰的下降显得平顺（图５）。

　　对 于 ＵＶ胁 迫 酵 母 细 胞 凋 亡 过 程 中，群 体 细 胞

生理变化的光谱数据是来自于群体细胞平均值，只反

映群体细胞水平上的平均结果。由于个体细胞之间

的异质性（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ），每个细胞都具有其独特性

的特征。因此，研究群体细胞得出的结果，其群体信

息会掩盖单个细胞内在差异性，不能真实反映出其个

体性的特征。另外，实时动态研究群体细胞生理生化

变化过程往往受到时间和研究手段的限制，无法选取

更多时 间 点 来 进 行 研 究，而ＬＴＲＳ可 以 实 现 单 个 酵

母细胞生理生化变化过程的实时监测［１４］。ＵＶ胁迫

酵母细胞后，ＬＴＲＳ可以实时监测单个细胞在ＹＥＰＤ
培养基中凋亡过程中的动态变化，利用光镊子捕获同

一个细胞，在０～４ｈ内，每隔７ｍｉｎ记录一次光谱数

据，获得每个细胞在４ｈ内生物大分子变化过程的实

时数据，可以真实反映出单个细胞在胁迫过程中的生

理变化特性和动态变化，可以发现基于群体水平上被

掩盖的 细 节，显 示ＬＴＲＳ技 术 在 单 个 细 胞 水 平 上 的

研究优势。

　　图５　１２０Ｊ／ｍ２强度ＵＶ胁 迫 单 个 酵 母 细 胞 后 不 同 时 间

点其主要特征峰强度变化趋势

　　Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｔｒｅｎｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍａｉｎ　Ｒａｍａｎ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　ｐｅａｋｓ

ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ　ｙｅａｓｔ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ　ｐｏｉｎｔｓ　ａｆｔｅｒ　ＵＶ　ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ

ｗｉｔｈ　１２０Ｊ／ｍ２　ｄｏｓｅ

　　酵母细胞在凋亡过程中，质膜结构的完整性以及

流动性发生改变，造成细胞内含物包括蛋白质、脂类、

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



核酸等大分 子 外 流，细 胞 活 性 以 及 能 量 代 谢 逐 渐 降

低。所以上述生物大分子的特征峰强度随着凋亡过

程的 推 进 而 不 断 下 降。ＵＶ照 射 引 起 细 胞ＤＮＡ损

伤，到启动细胞 凋 亡 过 程，涉 及 到ＤＮＡ修 复 以 及 凋

亡过程系列基因表达、相关酶的形成或者激活等复杂

的过程。在细 胞 启 动 凋 亡 以 后，Ｃａｓｐａｓｅ被 激 活，裂

解抑制物而激活内源性核酸内切酶，将ＤＮＡ水解为

寡核苷酸，这些核苷酸透过细胞膜使细胞内核酸物质

流失，凋亡晚期ＤＮＡ降解加剧，膜通透性更高，降解

的核酸扩散到细胞外，细胞核酸碱基的含量下降，表

现为归属于核酸拉曼峰强的下降。同样，尽管凋亡级

联反应过程需要系列促凋亡蛋白酶的参与，如热激蛋

白（ＨＳＰ）、促凋亡蛋白Ｂａｘ表达明显增强，但是胞内

蛋白质含量也呈下降趋势，原因是与细胞增殖相关的

一些蛋白的表达降低，蛋白质合成代谢减弱；在另一

方面，凋亡过程还伴随着某些蛋白的水解，如Ｃａｐａｓ－
ｅｓ成员被 水 解 激 活，然 后 催 化 其 他 蛋 白 质 水 解，最

终，伴随着细胞凋亡过程中膜通透性增高，胞内蛋白

质从胞膜内释放到胞外，总体上造成细胞内蛋白质含

量降低。因而，归属于蛋白质的峰强度随之下降。但

是，在这 个 过 程 中，在９０～１２０ｍｉｎ和１２５～１６７ｍｉｎ
的两个时间段里，尽管呼吸标志峰１６０４ｃｍ－１强度呈

下降趋势，显 示 细 胞 能 量 代 谢 和 活 性 在 下 降 中，８５０
ｃｍ－１，１０８５ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１，１４４０ｃｍ－１ 和 １６６５
ｃｍ－１拉曼峰强度反而出现恢复性的上升和下降过程

（图５），推测 与 凋 亡 相 关 蛋 白 酶 的 过 量 表 达 有 关，具

体何种酶表达以及这些酶的功能和作用有待进一步

研究。

　　近年来 的 细 胞 学 研 究 表 明，单 个 细 胞 的 特 定 行

为，以及细胞间个体化差异与异质性，对于生物体许

多关键生命过程起至关重要的作用。但是，许多实验

过程，尤其对于细胞内组分的分析研究，由于条件的

限制，对单细胞行为分析的难度比较大，都是基于大

量细胞平均测量所获得的结果进行验证，这种对细胞

群体的统计分析结果，掩盖了独立个体样本的行为以

及生命现象中单个个体存在的随机行为，不能完全正

确反映复杂生 物 体 系 的 全 面 真 实 信 息。基 于ＬＴＲＳ
的单个细胞分析技术，能够克服群体分析中平均结果

对个别信息掩盖的局限性，对于细胞学研究有重要的

意义。

３　结论

　　ＵＶ能够诱导酵母细胞发生凋亡，１２０Ｊ／ｍ２是酵

母细胞 的 致 死 强 度。致 死 剂 量 ＵＶ 照 射 酵 母 细 胞

后，采 用ＬＴＲＳ研 究 酵 母 细 胞 凋 亡 的 过 程 中 拉 曼 光

谱强 度 变 化，结 果 显 示，归 属 于 核 酸 的１０８５ｃｍ－１，

１３００ｃｍ－１、蛋 白 质 的８５０ｃｍ－１，１４４０ｃｍ－１，１６０４
ｃｍ－１，１６５０ｃｍ－１和 脂 类 的１０８５ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１，

１４４０ｃｍ－１拉曼峰强度都随凋亡时间的延长而降低，

反映酵母细胞在凋亡过程中，细胞内核酸、蛋白质、脂
质等大分子 物 质 的 含 量 随 时 间 变 化 逐 步 减 少；１６０４
ｃｍ－１下降幅度最大，到凋亡后期下降６０％，反映细胞

凋亡过程中能量代谢受阻，呼吸产能的活力下降，推

测与麦角固醇结构与功能改变有关。进一步实时研

究单个细胞凋亡过程动态的光谱变化，结果显示，８５０
ｃｍ－１，１０８５ｃｍ－１，１３００ｃｍ－１，１４４０ｃｍ－１ 和 １６６５
ｃｍ－１拉曼峰强度在９０～１２０ｍｉｎ和１２５～１６７ｍｉｎ时

间段里，出现恢复性的上升和下降过程，基于单个细

胞水平上的信息能够真实反映出细胞凋亡过程中细

胞生理动态变化，能够克服群体细胞平均后的数据信

息对个 体 的 某 些 信 息 掩 盖 的 缺 点，体 现ＬＴＲＳ在 单

细胞分析上的优势。
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