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摘要：【目 的】利 用 光 镊 拉 曼 光 谱 技 术（Ｌａｓｅｒ　Ｔｗｅｅｚｅｒｓ　Ｒａｍａｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＬＴＲＳ）研 究 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）细胞内主要生物大分子含 量 的 动 态 变 化，探 寻 监 测 微 生 物 代 谢 状 态 变 化 的 有 效 工 具。
【方法】收集分批培养过程不 同 时 间 点 金 黄 色 葡 萄 球 菌 细 胞 的 拉 曼 光 谱，观 察 其 特 征 峰 依 赖 时 间 的 变 化 特 点。
【结果】归属于核酸的特征峰，如６６７ｃｍ－１峰，７２４ｃｍ－１峰，７８１ｃｍ－１峰，８０９ｃｍ－１峰和１　５７４ｃｍ－１峰在整个分批

生长阶段持续降低，在对数生长期下降幅度尤其剧烈，反映了对数生长期细胞分裂快速，ＤＮＡ复制活跃；与蛋白

质相关的特征峰，如８５０ｃｍ－１峰，１　００１ｃｍ－１峰和１　６６２ｃｍ－１峰，在对数生长期显著增强，而到稳定期 峰 强 度 基

本维持恒定。【结论】光镊拉曼光谱技术能实时监测生物样品内生物大分子的含量，是单细胞水平上研究微生物

代谢状态变化的有效工具。
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０　引言

　　【研 究 意 义】金 黄 色 葡 萄 球 菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ）简 称 金 葡 菌，是 临 床 上 重 要 的 病 原 菌，是 引

起临床感染及手术切口感染的主要致病菌之一，可引

起局部化脓 感 染，也 可 引 起 肺 炎、伪 膜 性 肠 炎、心 包

炎，甚至败血症、脓毒症等全身感染［１］。它在 生 长 过

程中，由于外部环境的不断变化，细菌细胞必需实时

对环境信号 的 刺 激 作 出 响 应，表 现 为 细 胞 形 态 的 改

变，细胞内生物大分子组成及含量的变化。金葡菌的

代谢状态对其耐药性以及对宿主的毒力作用均有重

要影响。因此，深入了解金葡菌生长过程中细胞内生

物大分子的变化对理解其致毒机理以及感染的预防

和治疗具有重要意义。【前人研究进展】生物样品中

的主要成分（核酸、蛋白质、脂类、碳水化合物）可以对

入射光进行非弹性散射，产生特征性的拉曼光谱。一

个生物样品的拉曼光谱包含上千个像素点，可以同时

涵盖多种物质成分的信息［２］；另外，由于每种物质的

特征峰强度与该物质的浓度成正比，所以拉曼光谱可

以同时反映细胞中多种生物大分子含量的动态变化

情况。由于拉曼光谱技术在灵敏度、分辨率、无损伤

等方面具有的优势，该技术日益在细胞生物学［３］、微

生物学［４］、医学诊断［５－６］，药物研究［７］等领域显示出良

好的应用前 景。光 镊 拉 曼 光 谱 技 术（Ｌａｓｅｒ　Ｔｗｅｅｚｅｒ
Ｒａｍａｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＬＴＲＳ）将光镊技术和拉曼光谱

技术结合起来，其原理是利用高度汇聚的激光束，囚

禁溶液中的 活 细 胞，同 时 激 发 细 胞 内 分 子 的 拉 曼 散

射［８－９］。该技术充分结合了共焦显微、光镊、拉曼光谱

的优点，进一步提高了检测的灵敏度、准确度。【本研

究切入点】研究微生物与环境相互作用过程中细胞内

生物大分子变化特点的传统方法，是对收集的大量微

生物样本破碎细胞后分别提取核酸、蛋白质、脂类等

成分，再对每种成分分别定量［１０－１１］。这种方法样本需

求量大，处理过程复杂，而且无法获得单细胞水平生

物分子动态变化的信息。因此，本研究拟利用ＬＴＲＳ
技术表征金葡菌分批培养各阶段的代谢状态。【拟解

决的关键问题】通过监测并分析金葡菌在不同时间点

拉曼光谱特征峰的变化，获知细菌细胞内不同生物大

分子的实时动态变化规律。

１　材料与方法

１．１　菌种

　　金黄色 葡 萄 球 菌 ＡＴＣＣ　６５３８购 自 中 国 普 通 微

生物菌种保藏管理中心。

１．２　培养基

　　ＬＢ液体培养基：胰蛋白胨１０．０ｇ／Ｌ，酵 母 提 取

物５．０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ　１０．０ｇ／Ｌ。ＬＢ固体培养基在液体

培养 基 的 基 础 上 添 加１５ｇ／Ｌ琼 脂 粉。各 培 养 基 于

１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

１．３　细菌培养及样品制备

　　挑取ＬＢ固 体 培 养 基 上 的 金 葡 菌 单 菌 落 接 种 于

ＬＢ液体 培 养 基 中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ过 夜 培 养 后，以

１０％比例 转 接 于 含 有５０ｍＬ　ＬＢ液 体 培 养 基 的２５０
ｍＬ摇瓶中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ培养３１．５ｈ。分别于１．
５ｈ，３．０ｈ，４．５ｈ，６．０ｈ，７．５ｈ，９．０ｈ，１０．５ｈ，１３．５
ｈ，１６．５ｈ，１９．５ｈ，２２．５ｈ，２５．５ｈ，２８．５ｈ和３１．５ｈ
取１ｍＬ菌液用于测定菌体密度和拉曼光谱。

　　菌体密度的测定方法：将菌液用无菌水适当稀释

后测量６００ｎｍ处的吸光度ＯＤ６００。用于拉曼光谱测

定的菌液先经过５　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，以ＰＢＳ
洗涤２次，然后按照１０μＬ菌液稀释为１ｍＬ待测样

品的比例以ＰＢＳ稀释，加入０．１％（Ｖ／Ｖ）Ｔｗｅｅｎ　８０
涡旋振荡１ｍｉｎ以制备单细胞悬液。

１．４　光谱收集及数据处理

　　实验中所用的光镊拉曼光谱系统按 照 文 献［１０－
１１］所述方法建立。将细菌悬液置于样品槽内，１００×
油浸物镜下光镊随机俘获单个细胞，将目标细胞提升

至石英片上方５μｍ左右，激光强度调整为４５ｍＷ，
信号累积时间为３０ｓ，收集目标细胞的拉曼光谱。此

时收集的光谱是带有背景的细胞拉曼光谱。再于细

胞附近以相同条件收集背景拉曼光谱，每个样品收集

３０个单细胞的拉曼光谱，３个背景光谱。

　　光 谱 的 预 处 理 采 用 Ｍａｔｌａｂ　７．０编 写 的 程 序 进

行，每个 细 胞 的 原 始 光 谱 分 别 经 过 背 景 扣 除，５点

Ｓａｖｉｔｚｋｙ－Ｇｏｌａｙ平 滑，基 线 校 正，得 到 细 胞 的 实 际 光

谱。光谱 图 的 绘 制 及 光 谱 数 据 的 统 计 分 析 在 软 件

Ｏｒｉｇｉｎ　８．５中进行。

２　结果与分析

２．１　生长曲线

　　由金葡菌ＡＴＣＣ　６５３８生长曲线（图１）可知，０～
１．５ｈ为延滞期，１．５～９ｈ为对数期，９ｈ到培养终点

均为稳定期。

２．２　拉曼光谱

　　分别选取延滞期（１．５ｈ），对数生长期（３．５ｈ）和

稳定期（１９．５ｈ）金 葡 菌 拉 曼 光 谱 的 平 均 光 谱（３０个

细胞的单细胞光谱的平均），进行特征峰的归属指认

（表１）及不同生长阶段拉曼光谱差别的比较（图２）。

２３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



由图２可以看到，不同生长阶段金葡菌的拉曼光谱差

别明显，例 如，随 着 培 养 时 间 的 推 移，６６７ｃｍ－１，７２４
ｃｍ－１，１　００１ｃｍ－１，１　５７４ｃｍ－１以 及１　６６２ｃｍ－１等 特

征峰强度都有不同程度的变化。

图１　金黄色葡萄球菌的生长曲线

Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
表１　金黄色葡萄球菌拉曼光谱主要特征峰归属［１２?１３］

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍａｊｏｒ　Ｒａｍａｎ　ｂａｎｄｓ　ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏ－
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　ｃｅｌｌｓ

峰位置
Ｐｅａｋ

ｐｏｓｉｔｉｏｎ（ｃｍ－１）
峰归属
Ｐｅａｋ　ａｓｉｇｎｍｅｎｔ（ｃｍ－１）

６６７ 鸟嘌呤环呼吸振动 Ｇ　ｒｉｎｇ　ｂｒ．
７２４ 腺嘌呤Ａｄｅｎｉｎｅ

７８１ 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．

８０９ ＲＮＡ　Ｏ－Ｐ－Ｏ伸缩振动ＲＮＡ　Ｏ－Ｐ－Ｏ　ｓｔｒ．
８５０ 酪氨酸 Ｔｙｒ
１　００１ 苯丙氨酸苯环呼吸峰Ｐｈｅ　ｒｉｎｇ　ｂｒ．
１　０９４ ＤＮＡ　Ｏ－Ｐ－Ｏ伸缩振动 ＤＮＡ　Ｏ－Ｐ－Ｏ　ｓｔｒ．
１　２４４ Ａ，Ｕ　ＮＨ２环模 Ａ，Ｕ　ＮＨ２ｒｉｎｇ　ｍｏｄｅ

１　４５１
蛋白质／脂类 ＣＨ 变 形，ＣＨ２弯 曲 振 动 ｐｒｏｔｅｉｎ／
ｌｉｐｉｄ　ＣＨ　ｄｅｆ，ＣＨ２ｂａｎｄｉｎｇ

１　５７４ 腺嘌呤，鸟嘌呤环模 Ａ，Ｇ　ｒｉｎｇ　ｍｏｄｅ

１　６５２ 蛋白质酰胺Ⅰ带ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｍｉｄｅⅠｂａｎｄ

　　图２　不同生长阶段金黄色葡萄球菌细胞的拉曼光谱

　　Ｆｉｇ．２　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓｃｅｌｌｓ　ｄｕｒ－
ｉｎｇ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｇｒｏｗｔｈ　ｓｔａｇｅｓ

２．３　拉曼光谱特征峰的动态变化

　　细胞内每种生物大分子的不同基团都可能产生

拉曼散射，且散射强度与激发区域内物质分子的含量

成正比，因此不同特征峰强度的时间依赖性变化曲线

（图３）可以追踪 细 胞 内 主 要 生 物 分 子 含 量 的 动 态 变

化情况，提供细胞代谢状态的实时信息。按照不同特

征峰的归属类别（核酸或蛋白质）以及曲线的动态变

化趋 势 可 以 将 曲 线 分 成２组，Ａ 组 归 属 于 核 酸（图

３ａ），而Ｂ组则是来源于蛋白质（图３ｂ）的特征峰。总

体而言，源于核酸的拉曼光谱峰强度随着时间的推移

持续下降（Ａ组），在延滞期和对数生长期（１．５～９ｈ）
下降尤其剧烈，其中下降最明显 的３个 峰７２４ｃｍ－１

峰，７８１ｃｍ－１峰和８０９ｃｍ－１峰 在 对 数 生 长 期 将 近 结

束时（９ｈ）的 峰 强 度 降 低 为 对 数 生 长 期 起 始 时（１．５
ｈ）强度的１／２。这是由于在对数生长期，绝大多数细

胞处于细胞分裂状态，ＤＮＡ复制活跃，ＤＮＡ含量加

　　图３　金黄色葡萄球菌拉曼光 谱 各 特 征 峰 强 度 的 时 间 依

赖性变化

　　Ｆｉｇ．３　Ｔｉｍｅ　ｄｅｐｅｎｄａｎｔ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｂａｎｄ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ　ｏｆ

Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　ｃｅｌｌｓ
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倍，而稳定期细胞大多处于静止状态，ＤＮＡ含量仅相

当于复制期的一半。归属于蛋白质的特征峰强度（Ｂ
组，８５０ｃｍ－１峰，１　００１ｃｍ－１峰和１　６６２ｃｍ－１峰）在对

数生长期显 著 增 强，而 到 稳 定 期 峰 强 度 基 本 维 持 恒

定，其中，１　００１ｃｍ－１峰来源于蛋白质苯丙氨酸残基，
峰形尖锐，基本对称，周围没有其他物质峰的干扰，是
反映样品内蛋白质含量变化灵敏的标志。蛋白质含

量随生长时间而增加可能是细菌细胞对环境中营养

成分的消耗胁迫所作的响应，这种现象在其他细菌中

也可以见到［１４］。

　　以上结果表明，光镊拉曼光谱技术能实时追踪微

生物培养过程中细胞代谢状态的变化。与传统的检

测手段相比，基于拉曼光谱的方法具有以下优点：（１）
样品需求量小，１０μＬ或 更 少 体 积 的 菌 液 进 行 适 当

稀释后就可以满足测定需要；（２）样品处理简单，可以

对活细胞进行实时监测；（３）可以同时对样品中的多

种组分进行定量分析，对于每种组分，光谱中可以有

多个特征峰与之对应，定量结果相互验证，进一步提

高了结果的可靠性；（４）作为一种单细胞分析手段，可
以提供群体中细胞间异质性的信息。

３　结论

　　本文研究金黄色葡萄球菌分批生长时拉曼光谱

特征峰的时间依赖性变化特点。结果显示，归属于核

酸的特 征 峰，如６６７ｃｍ－１峰，７２４ｃｍ－１峰，７８１ｃｍ－１

峰，８０９ｃｍ－１峰和１　５７４ｃｍ－１峰随着培养时间的延长

而持续降低，在对数生长期下降幅度尤其剧烈，反映

了对数生长期细胞的快速分裂和ＤＮＡ的活跃复制；
同时，与蛋白质相关的特征峰，如８５０ｃｍ－１峰，１　００１
ｃｍ－１峰和１　６６２ｃｍ－１峰，在对数生长期显著增强，而

到稳定期峰强度基本维持恒定，体现了细菌细胞对环

境中营养物质消耗所作的响应。这表明光镊拉曼光

谱技术能实时监测微生物细胞内生物大分子的动态

变化，获取有关代谢状态的相关信息，与传统分析手

段相比，具有单细胞无损分析、提供信息丰富、样本需

求量小、高效可靠等优势。
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