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氢氧化钠对苏云金芽孢杆菌芽孢及其萌发的影响*

EffectofNaOHontheBacillusthuringiensisSpores
andItsGermination

陈欢君1,2,周暋泉3,王晓春2,张云开1**,王桂文2**
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西大学农学院,广西南宁暋530004)
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China;2.GuangxiAcademyofSciences,Nanning,Guangxi,530007,China;3.CollegeofAgricul灢
ture,GuangxiUniversity,Nanning,Guangxi,530004,China)

摘要:暰目的暱了解碱对细菌芽孢及萌发的影响及机制,进一步认识芽孢的抗性,为寻找更好的杀灭芽孢的方法提

供理论参考。暰方法暱应用单细胞拉曼光谱采集经 NaOH 处理后的单个苏云金芽孢杆菌(Bt)芽孢的拉曼光谱,

并应用微分干涉差显微镜成像术分析其萌发动态。暰结果暱1.0mol/LNaOH 处理30min、45min和60min后,

Bt芽孢的存活率分别为25.0%、3.6%和1.8%左右;芽孢吡啶二羧酸(DPA)和蛋白质的特征峰有微弱的降低,

蛋白质二级结构毩螺旋特征峰(1280/1652cm–1)的位置和信号强度与对照没有明显的差异。在10mmol/L丙

氨酸下,单个芽胞开始大量释放CaDPA的时间(Tlag)、快速释放CaDPA所需的时间(殼Trelease)和芽胞皮层水解

所需的时间(殼Tlys)分别是对照的3.5~5倍、12~13倍和1.5~2倍;在月桂胺触发下,Tlag值和殼Trelease 值分别

是对照的4倍和11倍左右。外源CaDPA无法触发处理30min后的芽孢的萌发,而对照则萌发极快。暰结论暱

NaOH 处理没有破坏Bt芽孢的内膜,也没有引起成孢内CaDPA泄漏,但令与芽孢萌发相关的蛋白质受损,受损

最严重的是皮层水解酶,对芽胞萌发产生严重的影响。

关键词:苏云金芽孢杆菌芽孢暋拉曼光谱暋DIC成像暋碱暋芽孢萌发

中图分类号:Q935,Q937暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2017)03灢0303灢08

Abstract:暰Objective暱TodeterminetheeffectandmechanismofalkalionBacillusthuringiensis
(Bt)sporesanditsgerminationandtofurtherunderstandtheresistanceofsporescanprovidea
theoreticalreferenceforseekingbetterwaystokillbacterialspores.暰Methods暱Single飊cellRa灢
manspectroscopywasusedtoanalysisthesporestreatedbyalkaliatroomtemperature,and
differentialinterferencecontrast(DIC)microscopyimagingwasusedtomonitorthekineticsof

sporegermination.暰Results暱TheviabilityofBt
sporeswas25.0%,3.6%and1.8%,respective灢
ly,whentreatedwith1.0mol/LNaOHfor30,
45and60min.Therewasslightlydecreasedin灢
tensityat Raman bandsfrom dipicolinicacid
(DPA)andproteins,whiletherewasnoevident
differenceonthepositionsandintensitiesof毩飊
helicalstructures(1280,1652cm-1)between
treatedanduntreatedspors.Whentreatedspores
germinatedinL飊alanine,thetime,Tlag,atwhich
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sporesbeganreleaseofthegreatmajorityoftheir1暶1chelateofCa2+andDPA (CaDPA),the
timeperiods,殼Trelease,atwhichasporegerminatingcompletedthereleaseofthegreatmajority
ofitsCaDPA,andthetimeperiods,殼Tlys,atwhichasporecompletedthehydrolysisofpepti灢
doglycancortex,wasabout3.5~5,12~13and1.5~2timesoftheuntreatedspores,respec灢
tively.TheTlagand殼Treleasevalueswereabout4and11timesofuntreatedsporeswhengermina灢
tedwithdodecylamine.However,treatedsporesdidnotgerminateinexogenousCaDPA.暰Con灢
clusion暱TheseresultsindicatethatalkalidoesnotdisrupttheBtsporespermeabilitybarrierand
thesporedoesnotloseitsDPA,butsomeproteinsimportantinsporegerminationaredamaged
byalkali,andthecortex飊lyticenzymesarethetargetofalkalidamagewhichhasagreateffect
onthegerminationofBtspores.
Keywords:Bacillusthuringiensis,Ramanspectroscopy,DICmicroscopyimaging,alkali,spore
germination

0暋引言

暋暋暰研究意义暱芽孢是部分细菌在遇到不良生长条

件时形成的休眠体。由于含水量极低,而且富含2,6飊
吡啶二羧酸与钙离子结合形成的 CaDPA 络合物(约
占细胞干重10%),再加上孢外厚厚的芽孢衣,芽孢

对辐射、高温、干燥、极端pH 值、静水压和一些有毒

化学品等有很强的抵抗能力,是细菌的一种生存策

略[1飊2]。另外,芽孢内核富含的一组小的酸溶性蛋白

质(Smallacidsolubleproteins)也对 DNA 起保护作

用[3]。由于芽孢的强抗逆能力,常规的灭菌方法如巴

氏灭菌、熏蒸灭菌、煮沸灭菌无法将细菌芽孢彻底杀

灭,而采用高温高压或者一些物理手段如紫外线来灭

菌,可能对灭菌对象(如器械、食品等)产生破坏或者

受条件限制无法实施。对于细菌芽孢的控制,一方面

是设法让芽孢萌发使其失去各种抗性,然后使用常规

的方法将其灭杀;或者是设法抑制或者破坏芽孢的萌

发,使其无法萌发或者无法进一步生长。因此了解芽

孢的抗性,了解杀菌剂对芽孢的杀灭机理,对寻找更

为有效合理的芽孢杀灭方法有重要意义。暰前人研究

进展暱已有大量的文献报道如何杀灭细菌芽孢及其杀

灭机制,包括辐射、热处理和各种化学药剂[1],其中杀

灭芽孢的化学药剂种类繁多,应用广泛[4]。强碱类物

质不是常用的、直接的消毒剂,但通常以一定比例出

现消毒剂中。萌发是芽孢进一步繁殖生长的重要起

点,与萌发相关的任何途径或者部件受损芽孢就可能

无法萌发而失去繁殖能力。芽孢既可以由营养萌发

剂来触发,也可由非营养性物质或物理因素来触发,
萌发剂受体、CaDPA释放通道蛋白、皮层水解酶等参

与其中[5飊7]。通过观察处理后的芽孢萌发过程,可以

了解到各种灭菌措施或化学药剂杀灭活芽孢的机制。
拉曼光谱是一种分子振动光谱,具有实时、快速、无损

分析的优势,可以提供丰富的分子结构和组成信息,

在生物医学及微生物单细胞分析领域有广泛的应

用[8飊9]。多细胞实时微分干涉差(Differentialinter灢
ferencecontrast,DIC)显微镜术实现了单细胞水平高

通量分析单个细菌芽孢的萌发动态,对认识芽孢的萌

发机制起到很大的促进作用[7,10飊12]。苏云金芽孢杆

菌(Bacillusthuringiensis,简称 Bt)具有独特的杀

虫特性,能高效灭杀鳞翅目幼虫而对哺乳动物几乎无

害,是目前应用最广泛、生产规模最大的微生物杀虫

剂[13飊14]。Bt与蜡状芽孢杆菌(B.cereus)、炭疽芽孢

杆菌(B.anthracis)虽在宿主范围以及对农业和人

类健康的影响方面有很大差异,但是在遗传上十分相

近[15]。已有文献从群体水平报道强碱对枯草芽孢杆

菌(B.subtilis)芽孢萌发的影响,认为强碱并不直接

杀灭芽孢,而是使皮层水解酶失活,从而使芽孢无法

萌发[16],但没有在单细胞水平上展开研究,无法了解

具体的芽孢萌发细节,也不清楚碱处理对芽孢的其它

组件是否产生影响。暰本研究切入点暱应用单细胞拉

曼光谱分析 NaOH 处理后的单个 Bt芽孢孢内主要

成分和结构的变化,应用实时 DIC显微镜从单细胞

水平监测 NaOH 处理后 Bt芽孢的萌发动态和萌发

参数。暰拟解决的关键问题暱追踪分析经 NaOH 处理

后的单个Bt芽孢在不同萌发剂触发下的萌发动态,
获知 NaOH 处理对Bt芽孢与芽孢萌发的影响,从单

细胞水平进一步了解强碱类物质对芽胞的杀灭机制。

1暋材料与方法

1.1暋实验菌株及培养基

暋暋菌株:苏金云芽孢杆菌(B.thuringiensis)HD飊1
菌株,HD飊1为库斯塔克亚种,购自中国普通微生物

菌种保藏中心,编号为 AS1.1014。

暋暋种子培养基(LB):蛋白胨10g/L,酵母提取物5
g/L,NaCl10g/L,pH 值7.4~7.6。

暋暋液体培养基(CCY):谷氨酰胺20mg,酸水解干
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酪素1g,酶水解干酪素1g,酵母提取物0.4g,甘油

0.6g,去离子水定容至1000mL,在定容前添加以

下终浓度的微量元素:MgCl2·6H2O0.5mmol/L,

MnCl·4H2O0.01 mmol/L,FeCl3 ·6H2O0.05
mmol/L,ZnCl2 0.05 mmol/L,CaCl2 ·6H2O0.2
mmol/L,KH2PO4 13 mmol/L, K2HPO4 26
mmol/L。121曟,20min灭菌。

1.2暋芽胞制备

暋暋菌株在LB固体培养基活化24~36h,挑取单菌

落,转接入 LB液体培养基,200r/min过夜培养,取

1%菌液转入产孢培养基(CCY),200r/min,培养

48~60h。上述培养过程均在30曟下进行。镜检芽

孢率达到99%后,5000r/min离心10min收集、纯
化芽孢,无菌水洗涤10次。最后用无菌水悬浮,4曟
保存备用。

1.3暋NaOH处理与芽孢萌发

1.3.1暋芽孢 NaOH 处理

暋暋取OD 600=10.0的BtHD飊1芽孢0.2mL,5000
r/min离心10min,去上清,加入1mL1.0mol/L的

NaOH,25曟下处理30min、45min或者60min;常
温下8000r/min离心2min,去掉上清部分,加入

2灡0mL50mmol/L磷酸盐缓冲液(pH 值为7.4)中
和,无菌去离子水洗3次。用0.1mL无菌水悬浮后

放4曟冰箱保存备用。用无菌去离子水代替 NaOH
做同样处理,作为对照。

1.3.2暋芽孢存活率的测定

暋暋将处理过的芽孢稀释10-3~10-6倍,吸取0.1
mL均匀涂布在LB培养基平板上,每个梯度3个平

板,30曟暗培养24~36h,选择50~300个菌落范围

内的平板计数,统计 NaOH 处理后能在 LB培养基

上形成的菌落数,以不处理的芽孢为对照,计算能长

成菌落的芽孢培养率,作为芽孢的存活率。

1.3.3暋拉曼数据采集

暋暋本实验室自主搭建激光光镊拉曼光谱系统,如

Xie等[17飊18]所描述。将波长780nm 的激光束导入倒

置显微镜(TE2000U,Nikon),激光光束经油镜聚焦,
形成光势阱来捕获细胞,成像聚焦进光谱仪并被

CCD检测。用聚苯丙乙烯微球(直径约 2.0毺m)进
行系统校正。

暋暋芽孢悬浮于无菌水中,放入样品槽内,在100倍

显微镜物镜下,光镊随机捕获单个芽孢,收集目标芽

孢拉曼光谱,信号积累时间为10s,每个样品收集50
个光谱,5个背景光谱。单个芽孢光谱经系统系数校

正,减去背景并经5点相邻平滑,用 Matlab自编程序

读取1017cm–1峰的总面积。

1.3.4暋芽孢萌发实时观测

暋 暋 待 分 析 的 Bt 芽 孢 用 无 菌 水 稀 释 为 108

个芽孢/mL,经70曟水浴30min、0曟冰浴15min热

激处理,吸取2毺L菌液滴加在盖玻片上,真空干燥,
将盖玻片固定在自制的恒温平台上,加入预热好的萌

发剂。对DIC显微镜(OlympusIX81)加以改造,接
入高性能CCD,实现实时监测芽孢萌发过程[12]。根

据实验需要,每6s采集一幅 DIC 图像,持续观察

60~120min。

暋暋监测以下几个方面的芽孢萌发:(1)营养萌发,50
mmol/L丙氨酸和25mmol/LHepes缓冲液(pH 值

为7.4),37曟 萌 发;(2)非 营 养 萌 发,45 mmol/L
CaDPA,30曟;或 者 0.8 mmol/L 月 桂 胺 和 25
mmol/LHepes缓冲液(pH 值为7.4),45曟。CaD灢
PA触发的芽孢不需要热激处理。

暋暋细菌芽孢的萌发过程经历3个阶段,通过 DIC
成像方法可以很直观地观察到芽孢萌发的这3个进

程[11飊12]。将CaDPA开始快速释放的时间、完全释放

的时间点和肽聚糖皮层完全水解的时间点分别定义

为Tlag、Trelease和Tlys,则CaDPA快速释放所需要的

时间 曶T release=T release-T lag,皮层水解所需时间

曶Tlys=Tlys-Trelease,将Tlag、Trelease 时对应的芽孢相

对亮度定义为Ilag、Irelease (以加入萌发剂时的初始亮

度为100%,以萌发结束后20min的亮度为0,参见

结果部分和文献[12])。

2暋结果与分析

2.1暋NaOH处理对Bt芽孢的影响

暋暋虽然在日常生活中较少用强碱作为杀菌剂,但强

碱还是杀灭芽胞的有效手段。图1显示,1.0mol/L
NaOH 处理一定时间后绝大多数的芽孢都失去了活

力,30min、45min和60min后Bt芽孢的可培养率

分别为25.0%、3.6%和1.8%左右。拉曼光谱数据

显示,NaOH 处理后芽孢吡啶二羧酸(DPA)的特征

峰1017cm-1峰和蛋白质的特征峰1650~1670
cm-1的峰强度仅有微弱的降低,芽孢内部的 DPA 极

少泄漏,和Setlow等[16]的发现基本相同。而蛋白质

二级结构毩螺旋特征峰(1280/1652cm–1)的位置

和信号并没有明显的改变。图2是Bt芽孢的拉曼光

谱,其 中 662cm-1,825cm-1,1017cm-1,1397
cm-1和1572cm-1是源自CaDPA的典型特征峰,而

1652cm-1是来自蛋白质酰胺栺的二级结构 毩螺

旋[19飊20]。图中显示,即使是处理60min的芽孢,除因

为少量CaDPA泄漏而导致的拉曼光谱信号减弱外,
蛋白质峰,特别是1652cm-1峰的强度和位置并没有
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明显的改变,说明 NaOH 处理并没有导致芽孢内蛋

白质结构发生明显改变。

暋暋(a)芽孢存活率;(b)蛋白质特征峰(1650~1670cm-1);
(c)CaDPA特征峰(1017cm-1)
暋暋(a)SurvivalofNaOH飊treatedspores;(b)Ramanbands
fromproteins(1650~1670cm-1);(c)Ramanbandsfrom
CaDPA(1017cm-1)
暋暋图1暋NaOH 处理后Bt芽孢的存活率及拉曼峰的平均信
号强度

暋暋Fig.1暋SurvivalofBtsporesandaveragedintensitiesof
Ramanbands

暋暋图2暋NaOH 处理后单个Bt芽孢的平均拉曼光谱

暋暋Fig.2暋RamanspectraofindividualB.thuringiensisHD飊
1spores

2.2暋NaOH处理对单个Bt芽孢萌发的影响

2.2.1暋营养萌发

暋暋拉曼光谱数据显示 NaOH 处理后的芽孢蛋白质

的二级结构并没有发生显著的变化,但其存活率却显

著降低,预示着强碱处理影响到芽孢的萌发能力。图

3a是处理后的芽孢在50mmol/L丙氨酸触发下的

群体萌发曲线,图中显示多数对照芽孢在20min内

萌发,而 NaOH 处理严重影响Bt芽孢的萌发,萌发

缓慢,NaOH 溶液处理30min、45min和60min后,
芽孢 在 其 120 min 观 察 期 内 的 萌 发 率 依 次 为

64灡4%、52.8%和50.7%左右。

暋暋图3b~c显示单个芽孢的萌发动态,没有经过

NaOH 处理的芽孢萌发极其快速,每个芽孢的萌发

动态曲线基本类似;萌发参数显示(表1),CaDPA 快

速释放的启动时间(Tlag)仅为9min左右,CaDPA
快速释放所需的时间(殼Trelease)约为1.3min左右。
然而处理后的芽孢,Tlag和殼Trelease值显著增加,分别

是对照的3.5~5倍和12~13倍;芽孢皮层水解所需

要的时间(殼Tlys值)也增加,是对照的1.5~2倍。不

同处理时间的殼Trelease值基本接近,随着处理时间的

延长而有升高趋势。值得关注的是 CaDPA 释放的

过程,即殼Trelease值,单个芽孢的动态曲线显示碱处理

芽孢Tlag后的CaDPA释放普遍存在两个阶段,即图

中Tlag~T1和T1~Trelease阶段。定义快速释放的

第二个阶段的开始时间为T1,相应的芽孢相对亮度

为I1,殼T1=Trelease-T1。显然,Tlag~T1 阶段明

显长于T1~Trelease阶段,前者约是后者的6倍。参

数Ilag和I1,是Tlag和T1时芽孢的相对亮度,它的大

小间接反映Tlag和T1时孢内的CaDPA含量[21]。进

一步分析发现,在Tlag前已有15%~20%的 CaDPA
释放到孢外,而Tlag~T 1阶段释放的 CaDPA 约为

整个萌发过程的34%~37%,T1 ~ T release阶段为

44%~52%,显然主要的CaDPA是在T1 ~Trelease 阶

段(2.3min左右)释放的。上述结果表明,NaOH 处

理显著影响BtHD飊1芽孢的营养萌发。

2.2.2暋非营养萌发

暋暋测试CaDPA 和月桂胺等非营养萌发剂触发的

芽孢萌发,结果发现外源CaDPA无法触发 NaOH 处

理后的Bt芽孢,而对照芽孢却萌发极其快速,98%的

芽孢在20min内萌发(图4a)。月桂胺触发的芽孢

萌发与丙氨酸触发的萌发类似,NaOH 处理30min
的芽孢在其120min观察期内的萌发率仅20%左

右,处理60min的芽孢几乎都不萌发(图4b)。单个

芽孢的动态曲线显示,NaOH 处理的芽孢其Tlag 后

CaDPA释放也普遍存在两个阶段(图4d)。处理30
min的芽孢,Tlag和殼Trelease值是对照的4倍和11倍

左右,Tlag~T1阶段释放的 CaDPA 约为整个萌发

过程的 40% 左右,T 1~T release阶段为 30% 左 右

(表2)。
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(a)萌发曲线;(b)对照;(c)NaOH 处理30min;(d)NaOH 处理60min
(a)Sporegerminationcurves;(b)Contrast;(c)TreatedwithNaOHfor30min;(d)TreatedwithNaOHfor60min

图3暋NaOH 处理后Bt芽胞的丙氨酸萌发曲线及单个芽胞的萌发动态

Fig.3暋 L飊alaninegerminationofalkali飊treatedBtspores(a)andgerminationkineticof10individualspores(b~d)

表1暋NaOH处理不同时间后Bt芽孢在丙氨酸触发下的萌发参数(平均值暲标准差)

Table1暋Germinationparametersofalkali飊treatedB.thuringiensissporestriggeredby50mol/LL飊alanine(mean暲standarddevia灢
tion)

碱处理时间
Treatment
time(min)

Tlag
(min)

T1
(min)

Trelease
(min)

Tlys
(min)

殼Trelease
(min)

殼T1
(min)

殼Tlys
(min)

Ilag
(%)

I1
(%)

Irelease
(%)

芽孢萌发率
Spore

germination(%)

0 9.2+7.9 / 10.5+8.0 12.5+8.3 1.3+0.3 / 2.0+0.8 97.5+2.3 / 24.7+5.6 97.8

30 48.4+26.962.0+27.164.2+27.167.5+27.415.8+11.3 2.1+1.3 3.3+1.7 84.5+11.960.4+12.6 29.0+9.1 64.4

45 47.3+29.661.0+28.163.3+28.166.9+27.716.0+11.8 2.3+1.4 3.6+2.2 88.7+11.563.5+13.5 29.2+9.3 52.8

60 32.8+30.247.6+32.2 50.1+32 54.3+31.417.3+16.0 2.5+2.6 4.2+1.9 88.1+14.467.7+14.5 35.1+10.4 50.7

表2暋NaOH处理不同时间后Bt芽孢在月桂胺触发下的萌发参数(平均值暲标准差)

Table2暋GerminationparametersofNaOH飊treatedB.thuringiensissporeswith0.8mmol/Ldodecylamine(mean暲standarddevia灢
tion)

碱处理时间
Treatment
time(min)

Tlag
(min)

T1
(min)

Trelease
(min)

殼Trelease
(min)

殼T1
(min)

Ilag
(%)

I1
(%)

Irelease
(%)

芽孢萌发率
Spore

germination(%)

Control 13.5+17.5 / 17.6+16.5 4.1+2.7 / 90.1+14.1 / 4.2+5.6 88.9

30min 59.5+29.4 72.9+29.7 75.0+29.4 15.4+11.3 2.1+1.7 70.9+11.0 33.0+20.2 5.3+7.4 20.0
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(a)CaDPA萌发;(b)月桂胺萌发;(c)对照;(d)NaOH 处理30min
(a)CaDPAgermination;(b)Dodecylaminegermination;(c)Contrast;(d)TreatedwithNaOHfor30min

图4暋Bt芽胞的非营养萌发(a,b)及单个芽胞的月桂胺萌发动态(c,d)

Fig.4暋Non飊nutrientgerminationofalkali飊treatedBtspores(a,b)andgerminationkineticof10individualspores(c,d)

3暋讨论

暋暋苏金云芽孢杆菌对强碱有较强的抵抗能力,即使

是1.0mol/LNaOH 处理60min仍然有约2%左右

的芽孢能在 LB培养基平板上形成菌落。但拉曼光

谱显示,与CaDPA和蛋白质相关峰的位置并没有明

显改变,只是强度有微弱的降低,与湿热处理明显不

同,后者引起与芽孢蛋白质二级结构相关的1220~
1290cm-1和1620~1680cm-1峰强度和位置的改

变[21]。虽然拉曼光谱数据显示蛋白质二级结构没有

明显的改变,但 NaOH 处理后芽孢的萌发受到严重

的影响。

暋暋芽孢萌发的几个阶段,都与相关蛋白质有关联。
第一个阶段的相关蛋白是感受营养萌发剂的萌发剂

受体 如 GerA、GerB、GerK 等 和 传 递 萌 发 信 号 的

GerC、GerD等蛋白[7]。Tlag值是芽孢接触到萌发剂

到开始大量快速释放 DPA 的时间,影响Tlag值的因

素包括热激活、单个芽孢上萌发剂受体的数量和萌发

剂的浓度[20]。在相同的萌发条件下,造成 NaOH 处

理后芽孢营养萌发的Tlag值显著增加的可能原因是

芽孢上能感受到萌发剂的受体蛋白数量减少,亦即

NaOH 可能令部分萌发剂受体受损、失去功能。

暋暋芽孢在接收到萌发信号后,经过相关的信号传递

(其传递机制尚未明了)后,打开芽孢内膜上的 CaD灢

PA释放通道,引起 CaDPA 快速释放。这是个独立

过程,与 萌 发 剂 浓 度、受 体 蛋 白 数 量 和 热 激 活 无

关[22]。目前已知的相关蛋白是SpoVA。SpoVA 蛋

白是孢子形成时摄取 CaDPA 的关联蛋白,与芽孢萌

发过程中的CaDPA 的释放也有关联[23]。图3和表

1的萌发参数显示,NaOH 处理后,多数芽孢的CaD灢
PA的快速释放变成两个阶段,殼T release值几乎增加

10倍,但是随着 NaOH 处理时间的增加,殼T release值

并没有显著增加,说明 NaOH 处理可能损伤Bt芽孢

上与CaDPA释放有关的通道以及相关的蛋白。

暋暋月桂胺是一种表面活性剂,其萌发机制是直接或

者间接打开芽孢内膜的CaDPA释放通道,引起DPA
和孢内小分子释放,和萌发剂受体和芽孢皮层水解酶

没有关系,但芽孢不会进一步形成营养细胞[24飊25]。经

NaOH 处理后的芽孢,月桂胺萌发和营养萌发基本

类似,进一步证明 NaOH 处理可能损伤了与CaDPA
释放有关的通道以及相关的蛋白。

暋暋Ilag是Tlag时芽孢的相对亮度,间接反映Tlag时

孢内CaDPA含量[21]。考察单个芽孢的萌发动态显

示(图3c~d),NaOH 处理后的芽胞Ilag值低于对照

芽胞,这和经湿热处理的芽孢萌发动态类似[21],说明

Tlag前已经有一定量的 CaDPA 缓慢地释放出来,约
为15%~20%,而对照为8%左右。在月桂胺萌发

中,Tlag前释放的CaDPA更多,达到30%左右,这些
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数据从另一个角度说明 NaOH 处理对 CaDPA 释放

通道以及相关的蛋白产生影响。

暋暋芽胞皮层肽聚糖水解是芽孢萌发的另一个关键

事件,只有随着皮层的水解,芽胞才能吸水更多的水

分并逐渐膨胀变大,进而最终完成萌发进程形成营养

细胞。此外,外源CaDPA 触发的芽胞萌发首先通过

激活芽胞衣上的皮层水解酶 CwlJ,进而触发孢内的

CaDPA释放。因此一旦皮层水解酶CwlJ受损,外源

CaDPA就无法触发芽孢的萌发。图4a显示 NaOH
处理30min后Bt芽孢在120min内没有萌发,说明

NaOH 处 理 令 CwlJ酶 完 全 失 去 功 能,这 应 当 是

NaOH 令芽孢失活的主要原因。表1的数据还显

示,在营养萌发中,NaOH 处理令芽孢萌发的 殼Tlys

值明显增加,约为对照的1.5~2倍,说明 NaOH 对

另一种皮层水解酶SleB也产生严重影响。

暋暋从上述的分析我们知道碱处理并没有破坏Bt芽

孢的内膜,也未造成孢内 CaDPA 的过多外泄,对芽

孢蛋白质的二级结构影响也不显著,这可能是得益于

CaDPA对芽孢的保护作用[26]。NaOH 处理60min
后98%以上的芽孢已经不能在营养培养基上形成菌

落(图1a),但多数芽孢在丙氨酸触发下仍能完成孢

内CaDPA的释放过程,虽然萌发缓慢(图3)。因此,

NaOH 处理对芽胞的营养萌发剂受体的功能损伤并

不严重,受损最严重的是皮层水解酶,其次是 DPA
释放通道及相关蛋白。

4暋结论

暋暋利用光镊拉曼技术分析 NaOH 处理对 Bt芽孢

的影响,并用 DIC显微镜成像技术对芽孢的萌发过

程进行监测,结果发现 NaOH 并没有破坏Bt芽孢的

内膜,蛋白质的二级结构变化不明显。1.0 mol/L
NaOH 处理30~60min后75%以上的芽孢无法形

成新的菌落,而50%以上的芽孢能在丙氨酸的触发

下萌发,但不能在外源 CaDPA 触发下萌发。因此,

NaOH 对参与芽胞萌发的重要相关蛋白质都有破坏

作用,受损最严重的是皮层水解酶,其次是 DPA 释

放通道及相关蛋白。
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