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摘要　为了探究枯草芽孢杆菌萌发后孢子响应甲醛胁迫过程的生理反应及其耐受甲醛机理，利用激光光镊拉曼光

谱（ＬＴＲＳ）系统研究不同浓度甲醛胁迫萌发后孢子２ｈ的响应过程。结果显示，营养细胞和萌发后孢子对甲醛都具

有耐受能力，但萌发后孢子对不同浓度甲醛胁迫产生的生理响应效应不同；当萌发后孢子在不含甲醛的培养基中

生长时，与生物大分子相应的特征峰强度增加先经历０～０．５ｈ的延缓期，接着１．５～２．０ｈ是一个快速上升的过

程；当分别用０．４，０．８和１．０ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛胁迫萌发后孢子时，相应特征峰强度都有一个先上升后下降的过程，峰

强下降的时间拐点分别是１．５，１．０和０．５ｈ。光谱分析结果表明，０．４ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛的胁迫会对细胞造成轻度伤

害；０．８ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛胁迫会抑制孢子ＤＮＡ的复制，造成膜脂碳氢链断裂；１．０ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛胁迫时，细胞在０．５ｈ

内对甲醛产生了剧烈的胁迫响应，导致生物大分子含量在０．５～２．０ｈ内严重下降，细胞受到严重伤害。
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１　引　　言

核酮糖单磷酸（ＲｕＭＰ）途径是存在于许多甲基

营养菌中的甲醇、甲酸、甲胺和甲醛等一碳化合物的

碳同化途径［１］。６磷酸己酮糖合成酶（ＨＰＳ）和６磷

酸果糖异构酶（ＰＨＩ）是ＲｕＭＰ途径的两种关键酶，

这两种酶普遍存在于甲基营养菌中。然而，在含甲

醛的培养基上生长时，非甲基营养菌枯草芽孢杆菌

可以诱导ＨＰＳ和ＰＨＩ的表达
［２］，同时，编码这两种

酶的任何一个基因受损，都会导致对甲醛中毒敏感；

洋葱伯克氏菌（犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犪犮犻犪ＴＭ１）以香草醛

为碳源生长时，通过氧化去甲基化反应产生甲醛诱导

ＨＰＳ和ＰＨＩ酶的表达，将甲醛转变为细胞组分，表明

ＲｕＭＰ途径并不仅存在于甲基营养细菌中，也存在于

在非甲基营养菌中，枯草芽孢杆菌的ＲｕＭＰ途径可被

甲醛诱导行使脱毒功能［３～５］。但是，非甲基营养菌同

化甲醛的机制还不完全清楚。

芽孢杆菌的孢子（内生孢子或称芽孢）是由芽孢

杆菌营养细胞形成的对热、辐射和化学试剂等有很

强抗性的休眠体。２，６二羧酸吡啶（ＤＰＡ）约占整个

孢子干重的１０％左右，在孢子抗性和稳定性方面有

很重要的作用［６］，孢子一旦失去ＤＰＡ就会变得非常

不稳定而失去抗性［７］。孢子对外界环境甚为敏感，

一旦其探测到外部存在适宜萌发的条件，激发孢子

的萌发，接着启动一连串萌发事件发生，包括ＤＰＡ

释放，接着孢子核心含水量提高，孢子核内蛋白质恢

复流动性，酶的活性也得到恢复，这时孢子失去其休

眠特性，抗性跟着丧失［８］，这时的孢子称之为萌发后

孢子（ｇ．ｓｐｏｒｅ）；孢子也能对一些称之为萌发剂的

营养性物质如丙氨酸、嘌呤核苷等产生响应而触发

其萌发；萌发后孢子如果有后续的营养物质供应，就

会启动孢子后续的系列代谢活动，随后是细胞大分

子物质如ＲＮＡ、蛋白质、ＤＮＡ等的合成，最后转到

细胞的出芽生长阶段，逐渐生长成一个新的营养细

胞。尽管孢子在结构和化学成分上均有别于营养细

胞，但其含有与营养细胞一样的遗传物质及功能性

蛋白质，所以萌发后的孢子能否被甲醛诱导表达

ＨＰＳ和ＰＨＩ仍不清楚。

激光光镊拉曼光谱（ＬＴＲＳ）系统是共焦显微、

光学陷阱和拉曼光谱分析联用的技术，ＬＴＲＳ能够

通过聚焦的激光束俘获悬浮在液体中的单个细胞或

亚细胞器收集其拉曼光谱，从而获得单个孢子的生

物化学成分，也能够动态监测该孢子由于外界环境

变化导致内部生理生化的变化。由于拉曼光谱技术

能无损伤、无入侵地分析研究对象，具有高度灵敏性

的独特优势，在血液学［９～１３］、肿瘤学［１４］、微生物

学［１５］等生物医学领域得到广泛应用。本文应用

ＬＴＲＳ系统作为研究工具，实时记录枯草芽孢杆菌

萌发后孢子响应不同浓度甲醛胁迫过程的拉曼光

谱，通过这些光谱数据，分析萌发后孢子生物大分子

光谱振动频率和强度变化的特征，从分子水平深入

探讨枯草芽孢杆菌细胞同化甲醛过程中体内物质含

量的变化规律，为阐述非甲基营养菌同化甲醛代谢

机理提供线索，也为探索微生物代谢甲醛机制研究

提供一种分析方法。

２　材料与方法

２．１　孢子的培养和制备

菌株为枯草芽孢杆菌菌株（ＣＧＭＣＣ１．１０７），购

自中国普通微生物菌种保藏中心。培养基为２×ＳＧ

培养基，每升含１６ｇ营养肉汤ＮＢ，０．５ｇＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ，２ｇＫＣｌ，琼脂１７ｇ，ｐＨ值７．０，经高温高压

灭菌２０ｍｉｎ，冷却至５５℃后再加入１ｍｍｏｌ／Ｌ的

Ｃａ（ＮＯ３）２，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｎＳＯ４，１ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＦｅＳＯ４ 及质量分数为０．１％的葡萄糖。
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枯草芽孢杆菌画线接种到２×ＳＧ 平板上，

２８℃培养１５天，收获孢子。从平板上刮下孢子放

入无 菌 水 洗 两 次，再 用 无 菌 磷 酸 盐 缓 冲 液

（０．０３ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．２）洗两次，其间５０００ｇ离心

５ｍｉｎ，沉淀物加无菌磷酸盐缓冲液（０．０３ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ值７．２）配成１０
９ｓｐｏｒｅ／ｍＬ芽孢悬液，置４℃冰

箱避光保存待用。

２．２　萌发后孢子的制备

取２．１节制备的细菌孢子稀释至１０７ｓｐｏｒｅ／ｍＬ

的芽孢悬浮液，７０℃激活处理３０ｍｉｎ后，０℃冰水中

冰浴１５ｍｉｎ，加入１０ｍｍｏｌ／Ｌ丙氨酸溶液，３７℃孵育

２ｈ左右，在相差显微镜下观察９９％以上孢子失去

折光性完全变黑时，表明这些孢子完全释放 ＤＰＡ

完成萌发，形成萌发后孢子，停止孵育、５０００ｇ离心

５ｍｉｎ，无菌磷酸盐缓冲液（０．０３ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．２）

清洗两次，去上清液，沉淀物用磷酸缓冲液悬浮，

４℃避光保存，备用。

２．３　营养细胞和萌发后孢子吸收与耐受甲醛能力

的测定

２．３．１　耐受甲醛能力测定

将营养杆菌细胞和制备好的萌发后孢子，根据

光学密度（ＯＤ）值，算出每毫升营养细胞和孢子数，

分别梯度稀释后涂在含有不同浓度（０，０．４，０．６，

０．８，１．０和１．５ｍｍｏｌ／Ｌ）甲醛的２×ＳＧ培养基平板

上，每个浓度三个平行对照，２８℃培养２４ｈ，菌落计

数，分别除以０浓度甲醛处理组的菌落数，计存

活率。

２．３．２　吸收甲醛能力测定

分别将ＯＤ值一样的萌发后孢子和营养细胞菌

体放入体积为１０ｍＬ，浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醛

溶液中，每个样品重复３次，以没有放细胞的甲醛溶

液作对照，分别在３，６，９和１２ｈ取出６００μＬ菌液，

离心去菌体，菌液稀释１０倍与Ｎａｓｈ试剂按物质的

量比１∶１混匀，３０℃保温３０ｍｉｎ，测４１０ｎｍ处ＯＤ

值，再根据标准曲线计算出处理液残存甲醛浓度。

２．４　萌发后孢子拉曼光谱测定

２．４．１　ＬＴＲＳ

实验系统如文献［１５］描述，由尼康倒置生物显

微镜（ＴＥ２０００Ｕ，Ｎｉｋｏｎ）配备波长为７８０ｎｍ的半导

体激光器（ＳＡＣＨＥＲ，７７５～７９０ｎｍ，５００ｍＷ）、拉曼

光谱仪（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ）、电荷耦合器件

（ＣＣＤ，Ｓｐｅｃ１０，ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）、摄照像机

系统、干涉陷波滤波器（ＨＮＦ）、台式计算机、监视显

示器以及系列透镜组成。７８０ｎｍ的激光束被导入

倒置显微镜 油浸 物镜 ［数值 孔径 （ＮＡ）１．３０，

１００×］，聚焦后在焦点附近形成了一个单光束光势

阱来俘获细胞，同时这束激光也用于激发被囚禁细

胞产生拉曼散射。系统分辨率６ｃｍ－１，用７８０ｎｍ

激光捕获悬浮于无菌水中的聚苯乙烯小球（直径

２μｍ）记录拉曼光谱并校正系统。

２．４．２　拉曼光谱测定

依次将萌发后孢子与含有不同浓度（０，０．４，０．８

和１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）甲醛的培养基混匀后，放入拉曼样

品池中，３７℃控温，在０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ时间

点随机俘获萌发后孢子，连续实时测定３０个孢子的

拉曼光谱，每个孢子测定的积分时间为３０ｓ，入射激

光功率１７ｍＷ。

２．５　数据处理

直接将光谱数据以ｓｐｅ格式导入软件 Ｍｉｃｒｏ

Ｏｒｉｇｉｎ８．０进行前处理。应用自编的 Ｍａｔｌａｂ程序

去背景，进行７点平滑，利用基于多项式拟合的拉曼

光谱基线校正软件进行基线校正，截取 ６００～

１８００ｃｍ－１的指纹区作图谱分析，找出差异明显的谱

峰，分析它们随时间变化的趋势。

３　结果与分析

３．１　萌发后孢子耐受及代谢甲醛能力

图１（ａ）是枯草芽孢杆菌萌发后孢子和杆状营

养细胞在０～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛浓度范围的耐受能

力。图中曲线显示两种细胞随着甲醛浓度的增加，

耐受能力不断下降，营养细胞先是缓慢地下降，直到

浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时其存活率大约有３０％，到

１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时已经完全不能生长；经萌发剂（Ａｌａ）

诱导萌发后的孢子在０．４～１．０ｍｍｏｌ／Ｌ之间有一

个平台式的耐受浓度范围，表明孢子在甲醛胁迫下

有一定范围的耐受能力，但是其耐受甲醛能力远比

杆状营养细胞低。

图１（ｂ）是 萌 发 后 孢 子 和 营 养 细 胞 在

０．６ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛处理液中对甲醛的吸收曲线。如

图所示，对照组（ＣＫ，没有浸泡孢子的甲醛溶液）甲

醛浓度在１２ｈ内自然蒸发的过程，甲醛浓度减少远

低于处理组；萌发后孢子与对照组相比，随着时间的

增加其甲醛浓度差异很少，说明萌发后孢子不能吸

收甲醛；营养细胞在３ｈ时甲醛浓度迅速降低一半，

６～１２ｈ时缓慢降低，直至稳定，说明营养细胞具有

吸收、代谢溶液里甲醛的能力。
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图１ 枯草芽孢杆菌杆状营养细胞和萌发后孢子的耐受甲醛能力（ａ）及其代谢甲醛能力（ｂ）

Ｆｉｇ．１ Ａｂｉｌｉｔｙｏｆｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄｇ．ｓｐｏｒｅｓｏｆ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊（ａ）ｔｏｌｅｒａｔｉｎｇａｎｄ（ｂ）ｅｔａｂｏｌｉｚｉｎｇｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ

３．２　甲醛胁迫萌发后孢子生长过程的拉曼光谱

３．２．１　不含甲醛培养基

图２（ａ）是萌发后孢子在２×ＳＧ培养基中生长

２ｈ，在０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ时间点的平均光

谱；图２（ｂ）是选取图２（ａ）中的６３２，７１４，７７０，７８０，

８４０，９９０，１０８３，１２４１，１３２３和１４４６ｃｍ－１共１０个特

征峰的强度随时间变化的趋势图，各特征峰归属见

表１。如表１所示，６３２，７１４，１２４１，１３２３和１４４６ｃｍ－１

归属蛋白质的特征峰，其中６３２ｃｍ－１是蛋白质苯丙

氨酸（Ｐｈｅ）的信号峰，代表蛋白质的酰胺Ⅰ，同时也

是碳水化合物Ｎ乙酰基葡萄糖谱峰；７１４ｃｍ－１是蛋

白质Ｃ－Ｓ伸缩振动，同时是膜磷脂／腺嘌呤Ｃ－Ｎ

伸缩振动峰；１３２３ｃｍ－１是蛋白质Ｃ－Ｈ 变形振动，

也是多聚核苷酸链振动峰；１４４６ｃｍ－１是碳水化合

物、蛋白质和脂质的ＣＨ３，ＣＨ２ 和Ｃ－ＯＨ 弯曲振

动。７７０ｃｍ－１和９９０ｃｍ－１分别归属Ｄ葡萄糖和碳

水化合物。７８０，８４０和１０８３ｃｍ－１归属核酸
［１６，１７］。

图２ 萌发后孢子在不含甲醛培养基中的拉曼光谱及特征峰强度的变化趋势。（ａ）萌发后孢子在培养基中

０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ时间点的拉曼光谱；（ｂ）拉曼特征峰峰强随时间的变化趋势

Ｆｉｇ．２ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓｉｎ０ｍｍｏｌ／ＬＨＣＨＯｍｅｄｉｕｍａｎｄｔｈｅｔｒｅｎｄｏｆｂａｎｄｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓ．（ａ）Ｒａｍａｎ

ｓｐｅｃｔｒａｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓｉｎｍｅｄｉｕｍａｔ０，０．５，１．０，１．５ａｎｄ２．０ｈ；（ｂ）ｔｒｅｎｄｏｆｂａｎｄｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓ

表１ 萌发后孢子拉曼光谱特征峰的归属

Ｔａｂｌｅ１ ＶｉｂｒａｔｉｏｎａｌａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｆｏｒｓｏｍｅＲａｍａｎｂａｎｄｓｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓ

Ｒａｍａｎｂａｎｄｓ／ｃｍ－１ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

６３２ Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ（Ｐｈｅ）／ＮａｃｅｔｙｌＤｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ

７１４ Ｃ－Ｓｓｔｒｅｔｃｈｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ；Ｃ－Ｎｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｈｅａｄ／ａｄｅｎｉｎｅ

７７０ Ｄｇｌｕｃｏｓｅ

７８０ ＤＮＡ：Ｏ＝Ｐ－Ｏ

８４０ βｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＤＮＡ

９９０ ＣＨ２ｏｆｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ

１０８３ Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ：ｓｔｒｅｔｃｈｏｆＯ＝Ｐ－Ｏ

１２４１ ＡｍｉｄｅＩＩＩ（ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ）

１３２３ ＣＨ２ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ；ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｈａｉｎｏｆＤＮＡｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ

１４４６ ＣＨ３，ＣＨ２，Ｃ－ＯＨｂｅｎｄｉｎｇｍｏｄｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓａｎｄｌｉｐｉｄｓ
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　　如图２（ｂ）所示，萌发后孢子在２×ＳＧ培养基

中，与蛋白质、核酸、脂类和碳水化合物相关的信号

峰峰强随着时间的增加，首先经历一段缓慢上升过

程，这是萌发后孢子对新环境的一个短暂适应过程，

此间曲线平坦稳定，显示其内部代谢功能恢复、α／β
酸溶性蛋白质水解、细胞器逐步完善的过程，为后续

的出芽生长做必要物质准备，时间大约１．５ｈ；但归

属于碳水化合物摇摆振动的９９０ｃｍ－１峰强在０．５ｈ

时达到一个比较高的 水平，归属于 葡 萄 糖 的

７７０ｃｍ－１峰在０～２．０ｈ范围的增加有别于其他峰

强变化，近似线性增加，表明萌发后孢子为了满足逐

步完善细胞器骨架所必须的糖分，首先摄取培养基

中一定数量的糖分转化为细胞的多糖化合物。接着

１．５～２．０ｈ阶段是一个快速上升的过程，是萌发后

孢子转到细胞的生长阶段，代谢活跃，细胞生长所需

的各种酶、辅酶、结构蛋白质、ＲＮＡ、碳水化合物和

脂类等物质在积累，ＤＮＡ复制，细胞体积增大，为增

殖创造物质条件。

３．２．２　０．４ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基

图３（ａ）是萌发后孢子在浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ甲

醛的培养基中生长２ｈ，在０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ

时间点的平均光谱；图３（ｂ）是选取与图２（ｂ）相同的

１０个特征峰强随时间变化的趋势图。在０～１．５ｈ

时间范围内，代表蛋白质、脂类和核酸的特征峰变化

特点类似于萌发后孢子在不含甲醛的培养基中的变

化趋势，也是一个缓慢上升过程，但相对来说，大部

分谱峰峰强增加的幅度更大，尤其是 １４４６ 和

１３２３ｃｍ－１谱峰；９９０ｃｍ－１和７７０ｃｍ－１峰变化趋势

在０～１．５ｈ范围则和对照的一致。在１．５ｈ后所

有峰强都有一个平缓下降过程，所以０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的

甲醛作用于萌发后孢子体内成分下降的临界点是第

１．５ｈ。这种变化趋势反映了萌发后孢子在受到甲

醛胁迫初期做出较强烈的响应模式，细胞内的蛋白

质和核酸的含量都明显增加，膜的透性增加。推测

是由于细胞受到甲醛胁迫后，很多基因的表达水平

上升，细胞内代谢水平增加，碳水化合物、可溶性糖、

氨基酸、功能性酶等物质积累也跟着增加，随着时间

推移，逐步消耗前期积累的物质，到临界点后，细胞

受到损害，所以曲线的走势开始下降。图１（ａ）显示

萌发后孢子在０．６ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛平板上大约只有

５０％的存活率，提示曲线在１．５ｈ后的下降趋势有

可能还与低浓度甲醛对细胞造成轻度伤害有一定相

关性［１８］。

图３ 萌发后孢子在０．４ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基中的拉曼光谱及特征峰强度的变化趋势。（ａ）萌发后孢子在

０．４ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基中０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ时间点的拉曼光谱；（ｂ）特征峰随时间的变化趋势

Ｆｉｇ．３ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓｉｎ０．４ｍｍｏｌ／ＬＨＣＨＯｍｅｄｉｕｍａｎｄｔｈｅｔｒｅｎｄｏｆｂａｎｄｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓ．（ａ）Ｒａｍａｎ

ｓｐｅｃｔｒａｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓｉｎ０．４ｍｍｏｌ／ＬＨＣＨＯｍｅｄｉｕｍａｔ０，０．５，１．０，１．５ａｎｄ２．０ｈ；（ｂ）ｔｒｅｎｄｏｆｂａｎｄｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓ

３．２．３　０．８ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基

图４（ａ）是萌发后孢子在０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醛的

培养基中生长２ｈ，在０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ时间

点的平均光谱；图４（ｂ）是选取与图２（ｂ）相同的１０

个特征峰强随时间变化的趋势图。和０．４ｍｍｏｌ／Ｌ

甲醛培养基中细胞光谱的变化相比，该浓度甲醛对

萌发后孢子的处理造成细胞体内成分下降的临界点

提前到了第１．０ｈ，即０～１．０ｈ时间范围内大部分

特征峰呈缓慢增加趋势，１．０ｈ以后缓慢下降，这种

变化除了和０．４ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛作用具有类似胁迫效

应外，稍高浓度甲醛胁迫作用下细胞已经受到一定

伤害，代谢作用下降。７１４ｃｍ－１归属于膜磷脂和蛋

白质的Ｃ－Ｓ伸缩振动，在０．５ｈ后即呈明显下降趋

势，推测０．８ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛胁迫细胞后，甲醛作用于

膜脂的碳氢链，致其断裂；７８０ｃｍ－１归属于核酸的

Ｏ＝Ｐ－Ｏ对称伸缩振动，结果显示代表ＤＮＡ的拉

曼谱峰一开始就慢慢下降，显示在整个过程中ＤＮＡ

不能进行复制。这说明０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醛从开始

就对萌发细胞的核酸、蛋白质和脂质产生影响，但大

部分谱峰下降的临界时间点是第１．０ｈ。
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图４ 萌发后孢子在０．８ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基中的拉曼光谱及特征峰强度的变化趋势。（ａ）萌发后孢子在

０．８ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基中０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ时间点的拉曼光谱；（ｂ）特征峰随时间的变化趋势

Ｆｉｇ．４ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓｉｎ０．８ｍｍｏｌ／ＬＨＣＨＯｍｅｄｉｕｍａｎｄｔｈｅｔｒｅｎｄｏｆｂａｎｄｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓ．（ａ）Ｒａｍａｎ

ｓｐｅｃｔｒａｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓｉｎ０．８ｍｍｏｌ／ＬＨＣＨＯｍｅｄｉｕｍａｔ０，０．５，１．０，１．５ａｎｄ２．０ｈ；（ｂ）ｔｒｅｎｄｏｆｂａｎｄｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓ

３．２．４　１．０ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基

图５（ａ）是萌发后孢子在１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醛的

培养基中生长２ｈ，在０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ时间

点的平均光谱；图５（ｂ）是选取与图２（ｂ）相同的１０

个特征峰强随时间变化的趋势图。和前面几个浓度

处理组相比，几乎所有谱峰在０．５ｈ后出现下降趋

势，谱峰下降的临界时间点是第０．５ｈ，表明在很短

时间内大量外源甲醛被吸收进细胞内作用于细胞的

蛋白质、ＤＮＡ和脂类等生物大分子，破坏其高级结

构，抑制ＤＮＡ的合成，产生了剧烈的胁迫效应，导

致蛋白质、核酸、脂类等生物大分子含量严重下降，

最终导致细胞受到伤害。

图５ 萌发后孢子在１．０ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基中的拉曼光谱及特征峰强度的变化趋势。（ａ）萌发后孢子在

１．０ｍｍｏｌ／Ｌ甲醛培养基中０，０．５，１．０，１．５和２．０ｈ时间点的拉曼光谱；（ｂ）特征峰随时间的变化趋势

Ｆｉｇ．５ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓｉｎ１．０ｍｍｏｌ／ＬＨＣＨＯｍｅｄｉｕｍａｎｄｔｈｅｔｒｅｎｄｏｆｂａｎｄｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓ．（ａ）Ｒａｍａｎ

ｓｐｅｃｔｒａｏｆｇ．ｓｐｏｒｅｓｉｎ１．０ｍｍｏｌ／ＬＨＣＨＯｍｅｄｉｕｍａｔ０，０．５，１．０，１．５ａｎｄ２．０ｈ；（ｂ）ｔｒｅｎｄｏｆｂａｎｄｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓ

４　结　　论

１）属于非甲基营养菌的枯草芽孢杆菌的萌发

后孢子在０．４～１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醛胁迫下有一定

范围的耐受能力。但当孢子浸泡在０．６ｍｍｏｌ／Ｌ的

甲醛溶液里时，萌发后孢子不能吸收甲醛，而营养细

胞在０～１２ｈ内不断吸收溶液中的甲醛，表明营养

细胞在甲醛的诱导下，通过ＲｕＭＰ途径代谢甲醛进

行脱毒。

２）用ＬＴＲＳ系统分析萌发后孢子在不同浓度

甲醛胁迫下各种化学成分的变化，结果说明萌发后

孢子对不同浓度甲醛产生的生理响应效应是不同

的。在０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醛胁迫下，细胞体内成分

下降的时间拐点是第１．５ｈ，表明该浓度甲醛对细

胞会造成轻度伤害；０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醛胁迫细胞，

细胞体内成分下降的时间拐点提前到第１．０ｈ，在

０．５ｈ后表征膜脂碳氢链的峰强下降，在整个过程

中也发现ＤＮＡ可能不能进行复制，０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的

甲醛从开始就对萌发细胞的核酸、蛋白质和脂质产

生不利的影响；在１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醛胁迫下，谱峰

下降的临界时间点是第０．５ｈ，表明细胞对该浓度

甲醛产生了剧烈的胁迫响应，导致生物大分子含量

严重下降，最终导致细胞受到伤害。
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３）由于用丙氨酸等萌发剂诱导孢子萌发后形

成的群体孢子基本处于一致的生长周期，可以认为

它们是同步细胞，其群体生长大致接近单个细胞的

生长状况。所以图２（ｂ）也近似地描绘了单个萌发

后孢子在培养基中０～２．０ｈ的生长代谢过程。
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