
书书书

第４１卷　第１１期 中　国　激　光 Ｖｏｌ．４１，Ｎｏ．１１

２０１４年１１月 犆犎犐犖犈犛犈犑犗犝犚犖犃犔犗犉犔犃犛犈犚犛 犖狅狏犲犿犫犲狉，２０１４

拉曼光谱技术研究铝胁迫下的土生隐球酵母细胞凋亡

李金金１　卢明倩１　张晶晶１　黄庶识２　陈丽梅１　年洪娟１
１ 昆明理工大学生物工程技术研究中心，云南 昆明６５０５００

２ 广西科学院生物物理实验室，广西 南宁（ ）
５３０００７

摘要　运用激光镊子拉曼光谱技术（ＬＴＲＳ）研究铝胁迫下土生隐球酵母细胞和线粒体拉曼光谱变化。细胞和线粒

体中与核酸、蛋白质和脂类相关的特征峰强度随着铝处理浓度和处理时间的增加而逐渐降低，表明细胞凋亡过程

中细胞和线粒体内的核酸、蛋白质和脂类生物大分子逐渐减少。线粒体内与细胞色素ｃ（Ｃｙｔｃ）相关的特征峰强度

随铝处理浓度增大和处理时间的延长而显著降低，说明线粒体中的细胞色素ｃ释放到线粒体外。线粒体的呼吸峰

随着铝浓度的增加和处理时间的延长而降低，说明线粒体的活性不断减弱，能量代谢受阻。因此，拉曼光谱实时监

测了铝胁迫细胞凋亡的动态过程及其线粒体的生理生化变化过程，并且揭示了铝诱导土生隐球酵母凋亡过程中线

粒体内细胞色素ｃ的释放行为，这些结果有助于了解酸性土壤中铝对生物的毒害机理。
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１　引　　言

铝是地壳中含量最丰富的金属元素，约占地壳

总质量的７％，通常它在土壤中主要以无毒的固定

态硅酸盐或氧化物的形式存在。在ｐＨ低于４．５的

酸性土壤中，铝主要以 Ａｌ３＋形态存在，这一形态被

认为是对生物毒性最强的形态［１］。随着工业的发

展，我国酸雨污染呈加速上升趋势。酸雨降低了土

壤的ｐＨ值，导致有毒性的铝逐渐释放出来，严重影

响农作物的生长和产量，因此备受学者的关注。

铝对细胞的毒害途径之一是诱导细胞凋亡，细

胞凋亡是生物体内绝大多数细胞在一定发育阶段由

基因调控的、自主的、有序的死亡过程，它对组织进

化、器官发育和机体自身稳定的维持起着重要作用。

细胞凋亡也会由生物或者非生物的胁迫诱导产生，

关于细胞凋亡的机理在动物中研究比较清楚［２－４］。

近期研究发现，铝胁迫也会导致植物出现一些类似

凋亡的特征，比如大量产生活性氧（ＲＯＳ）、线粒体功

能障碍、线粒体膜电位丧失、线粒体肿胀、ｃａｓｐａｓｅ３

蛋白酶激活［５－１０］。但是，在微生物中铝毒诱导细胞

发生凋亡的机制还鲜有报道。

前期研究发现，铝胁迫能够导致土生隐球酵母

发生细胞凋亡［１１］。本研究应用激光镊子拉曼光谱

（ＬＴＲＳ）研究不同浓度铝毒胁迫和铝毒胁迫处理不

同时间后土生隐球酵母细胞和线粒体的拉曼光谱变

化，以揭示铝毒诱导土生隐球酵母发生凋亡过程中

细胞和线粒体中物质的变化规律，从而加深铝胁迫

对生物细胞毒害机理的认识。

２　材料和方法

２．１　材　　料

土生隐球酵母菌株ＢＳＬＬ１１分离自云南保山

茶园酸性土壤中［１２］。

ＧＭ培养基：１ｇ／Ｌ蛋白胨，０．５ｇ／Ｌ酵母提取

物，２０ｇ／Ｌ葡萄糖，ｐＨ值为３．５。

含Ａｌ３＋的ＧＭ 培养基：配制２×ＧＭ 液体培养

基，称取１ｇ蛋白胨，０．５ｇ酵母提取物，２０ｇ葡萄糖，

用５００ｍＬ蒸馏水溶解，将ｐＨ值调节到５．０，１１５℃

下灭菌３０ｍｉｎ（如需配制固体培养基，需加入２０ｇ琼

脂粉）。配制Ａｌ３＋溶液，用蒸馏水溶解ＡｌＣｌ３·７Ｈ２Ｏ，

调节铝浓度至所需浓度的２倍，调节ｐＨ 至３．０，

１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ。高压灭菌后，在超净工作台上

趁热将等体积的２×ＧＭ培养基和Ａｌ３＋溶液混合，即

得到所需Ａｌ３＋浓度的ＧＭ液体培养基。

２．２　激光镊子拉曼光谱系统

实验所用ＬＴＲＳ系统由ＴＥ２０００Ｕ倒置生物显微

镜（Ｎｉｋｏｎ公司）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）、摄照相机系统、干涉陷波

滤波器（ＨＮＦ）、台式电脑、监视显示器以及系统透镜

组成。７８０ｎｍ的激光束被导入倒置显微镜油浸物镜

（Ｎ．Ａ．１．３０，１００×），聚焦后在焦点附近形成一个单

光束光势阱来俘获单个细胞，同时这束激光也用于激

发被囚禁细胞产生拉曼散射。系统分辨率为６ｃｍ，激

光波长为７８５ｎｍ，收集拉曼光谱，并校正系统。

２．３　铝胁迫酵母细胞的存活率和拉曼光谱测定

２．３．１　不同浓度铝处理酵母细胞的存活率测定

分别取１ｍＬ的酵母悬浮液，在等体积、终浓度

分别为０，２０，５０，１００，１５０，２００ｍＭ的铝溶液中进行处

理，２８℃、１００ｒｐｍ条件下缓慢振荡６ｈ后，离心去掉

上清液，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ＮａＣｌ８ｇ，

ＫＣｌ０．２ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ３．６２ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．２４ｇ，

ｄｄＨ２Ｏ１Ｌ，调节ｐＨ至７．４）洗涤３次。用０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ悬浮酵母菌体细胞，使酵母悬浮液稀释为每毫升

１０４个细胞，取１００μＬ菌液涂布于ＧＭ 固体培养基

上，于２８℃培养３ｄ，直至平板上不再长出新菌落为

止，计数活菌落数，计算细胞存活率。

２．３．２　２００ｍＭ 铝对细胞处理不同时间的细胞存

活率测定

取１ｍＬ的酵母悬浮液，然后用浓度为２００ｍＭ

的铝离子溶液处理，２８℃、１００ｒｐｍ条件下缓慢振

荡，分别在０，２，４，６，８，１２ｈ时间点取样，离心去掉

上清液，用０．０１ ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次，然后用

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ悬浮酵母，将酵母悬浮液稀释为每

毫升１０４ 个细胞后，取１００μＬ菌液涂布于ＧＭ固体

培养基上，在２８℃下培养３ｄ，直至平板上不再长出

新菌落为止，计数活菌落数，计算细胞存活率。

２．３．３　铝胁迫群体细胞的拉曼光谱测定

分别取０，２０，５０，１００，１５０，２００ｍＭ铝离子溶液

处理后的酵母细胞悬浮液和２００ｍＭ铝离子溶液处

理０，２，４，６，８，１２ｈ的酵母细胞悬浮液２００μＬ于石

英载玻片样品池中，入射激光强度为１８ｍＷ，积分

时间为２０ｓ，光镊子随机俘获单个酵母细胞测定拉

曼光谱，共测定３０个细胞。

２．３．４　２００ｍＭ 铝胁迫不同时间单个细胞的拉曼

光谱测定

测定单个酵母细胞时，取酵母细胞悬浮液５μＬ
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于样品槽中，再加入配制好的 ２００ ｍＭ 铝溶液

２００μＬ，混匀后盖上盖玻片，光镊子随机捕获单个

酵母细胞，于０，２０，４０，６０，８０，１００，１２０ｍｉｎ时间点

分别测定光谱，实时监测２ｈ，入射激光强度为

３ｍＷ，积分时间为６０ｓ，为避免激光长时间对细胞

的照射，不测光谱的时候遮挡激光，按同样方法重复

测定１０个细胞。

２．４　铝胁迫离体线粒体的拉曼光谱测定

２．４．１　酵母线粒体的提取

酵母线粒体的提取参照金建玲等［１３］提出的方

法并进行优化。将收集的菌体用ｐＨ 值为７．５的

０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液（５０ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ碱

溶液与４０．３ｍＬ的０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ混合，加水定容

至１００ｍＬ）洗涤３次，加入预处理缓冲液（ｐＨ８．０，

含 ０．１ ｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ、１％ β 巯 基 乙 醇 的

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液），在２８℃、１００ｒｐｍ条件下振

荡９０ｍｉｎ；将上述溶液以５０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，弃去

上清，沉淀用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗２次，以５０００ｒｐｍ

离心５ｍｉｎ，收集沉淀；向沉淀中加入酶解缓冲液

（ｐＨ７．４，含４０ｍｇ／ｍＬ蜗牛酶、４ｍｇ／ｍＬ纤维素

酶、０．９ｍｏｌ／Ｌ山梨醇的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液，蜗

牛酶和纤维素酶均购于上海楷洋生物技术有限公

司），混匀后在３２℃、１６０ｒｐｍ条件下处理４ｈ；以

５０００ｒｐｍ 离 心 ５ ｍｉｎ，去 掉 酶 解 缓 冲 液，用

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗１次，取沉淀，加入原生质体裂

解液［ｐＨ７．５，含１０ｍＭ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（１．２１ｇ／Ｌ

Ｔｒｉｓ碱，ｐＨ８．０）、５ｍＭ／ＬＥＤＴＡ、０．３５ｍｏｌ／Ｌ山

梨醇的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液］，混匀后加入５倍体

积的玻璃珠涡旋振荡１５ｍｉｎ；４℃、１５００ｇ条件下离

心１０ｍｉｎ，去沉淀，用原生质体裂解液洗涤２次，每

次均弃去沉淀收集上清溶液，将所得上清液在４℃、

１８０００ｇ条件下离心２０ｍｉｎ，收集沉淀；加入线粒体

洗涤缓 冲液 （ｐＨ ７．５，含 １０ ｍＭ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ、

２ｍＭ／ＬＥＤＴＡ、０．５ｍｏｌ／Ｌ山梨醇的０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ溶液），在４℃、１５００ｇ条件下离心１０ｍｉｎ，去

沉淀；将上述上清液在４℃、１８０００ｇ条件下离心

２０ｍｉｎ后收集沉淀，所得沉淀即为线粒体，加入线粒

体洗涤缓冲液悬浮线粒体。

２．４．２　不同浓度铝胁迫细胞后单个线粒体的拉曼

光谱测定

将土生隐球酵母涂板培养３６ｈ，挑取单菌落至

新鲜ＧＭ培养基上培养２４ｈ，按１％的接种量接种

到新鲜的ＧＭ 液体培养基中，２８℃、２００ｒｐｍ条件

下培养２４ｈ，离心收集菌体，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗

２～３ 次，在等体积、终浓度分别为 ０，５０，１００，

２００ｍＭ的铝离子溶液中进行处理，２８℃、１００ｒｐｍ

条件下缓慢振荡 ６０ ｍｉｎ，离心去掉处理液，用

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次，称湿重，提取酵母线粒

体。分别取提取的酵母线粒体悬浮液２００μＬ于石

英载玻片样品池中，入射激光强度为１８ｍＷ，积分

时间为２０ｓ，光镊子随机俘获单个酵母线粒体测定

拉曼光谱，共测定２０个线粒体。

２．４．３　不同浓度铝胁迫细胞后群体线粒体的拉曼

光谱测定

分别取 ０，５０，１００ 和 ２００ ｍＭ 铝胁迫酵母

６０ｍｉｎ后，提取其线粒体，然后取线粒体悬浮液

２００μＬ于石英载玻片样品池中，入射激光强度为

１８ｍＷ，积分时间为６０ｓ，光镊子随机俘获单个线粒

体测定拉曼光谱，共测定２０个线粒体。

２．４．４　５０ｍＭ铝胁迫单个线粒体的拉曼光谱测定

将活化的土生隐球酵母划线培养３６ｈ，挑取单

菌落至新鲜培养基中培养２４ｈ，按１％的接种量接

种到新鲜的ＧＭ 液体培养基中，２８℃、２００ｒｐｍ条

件下培养２４ｈ，离心收集菌体，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

洗２～３次，称湿重后提取线粒体。取线粒体悬浮液

５μＬ于样品槽中，再加入配制好的５０ｍＭ 铝溶液

２００μＬ，混匀后盖上盖玻片，光镊子随机捕获单个线

粒体，在０，２０，４０，６０，８０，１００ｍｉｎ时间点分别测定

光谱，实时监测１００ｍｉｎ，入射激光强度为３ｍＷ，积

分时间为６０ｓ，为避免激光长时间对线粒体的照射，

不测光谱的时候遮挡激光，按同样方法重复测定１０

个线粒体。

２．５　数据处理

将收集到的光谱数据以ｓｐｅ格式导入软件

ＭｉｃｒｏＯｒｉｇｉｎ８．０ 进行前 处 理 后，通 过 自 编 的

Ｍａｔｌａｂ程序进行去背景平滑，利用ＲａｍａｎＢａｓｅｌｉｎｅ

软件进行基线校正。数据通过狋检验进行显著性分

析（犘＜０．０５）。

３　结果与分析

３．１　铝胁迫导致土生隐球酵母存活率下降

不同浓度铝处理６ｈ后，随着铝浓度的增大，土

生隐球酵母细胞的存活率逐渐下降，当铝浓度为

５０ｍＭ时，存 活 率 为 ７１．６％。当 铝 浓 度 达 到

２００ｍＭ时，细胞存活率下降为１６．８％（图１）。

用２００ｍＭ 浓度铝处理不同时间后，土生隐球

酵母细胞的存活率会随着时间的增加而逐渐降低。

当处理１ｈ后，存活细胞为处理前的６２．８％；当处
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图１ 不同浓度铝胁迫６ｈ后酵母的存活率

Ｆｉｇ．１ Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｙｅａｓｔｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

Ａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｆｏｒ６ｈ

理２ｈ后，存活率下降到４２．５％，而当处理时间达到

６ｈ后，酵母细胞大部分死亡，存活率仅为１６．８％

（图２）。这些结果说明酵母的死亡随着铝处理浓度

的增加和处理时间的延长而增加。

图２ ２００ｍＭ铝处理酵母不同时间的存活率

Ｆｉｇ．２ Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｙｅａｓｔｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２００ｍＭ

Ａｌｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

３．２　铝处理酵母群体细胞的拉曼光谱

用０，２０，５０，１００，１５０，２００ｍＭ铝处理酵母群体

细胞６ｈ后，７２１，８７２，１０８１，１３０１，１４４５，１６０４，１６５７

和１７４６ｃｍ－１这几个谱峰的强度随着铝浓度的增加

而降低（图３）。用２００ｍＭ铝处理酵母群体细胞不

同时间后，上述几个谱峰的强度也随着处理时间的

延长而降低（图４），说明以上谱峰强度的变化对处

理浓度和处理时间有明显的依赖性。

７２１ｃｍ－１谱峰归属于腺嘌呤和蛋白质侧链

Ｃ－Ｓ键的反式构象，８７２ｃｍ－１谱峰是色氨酸环呼吸

振动引起的，１０８１ｃｍ－１谱峰来源于双链ＤＮＡ的骨

架磷酸基团的ＰＯ－２ 对称伸缩振动，１３０１ｃｍ
－１谱峰

是腺嘌呤、胞嘧啶和脂类 ＣＨ２ 扭曲引起的谱线，

１４４５ｃｍ－１谱峰是由脂类和蛋白质侧链的ＣＨ２ 弯曲

振动共同产生的谱线，１６０４ｃｍ－１谱峰归属酪氨酸和

苯丙氨酸，１６５７ｃｍ－１谱峰是蛋白质主链酰胺Ⅰ的

α螺旋引起的谱线，１７４６ｃｍ
－１谱峰归属Ｃ＝Ｏ结构

（表１）。图３和图４结果说明，随着铝浓度增加或

随着铝处理时间的延长，酵母群体细胞中与蛋白质、

图３ 不同浓度铝处理酵母群体细胞６ｈ后的

平均拉曼光谱图

Ｆｉｇ．３ ＡｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｙｅａｓｔｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｆｏｒ６ｈ

图４ ２００ｍＭ铝处理群体细胞不同时间后的

平均拉曼光谱图

Ｆｉｇ．４ ＡｖｅｒａｇｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄ

ｗｉｔｈ２００ｍＭＡｌｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

核酸、脂类相关的谱峰强度在不断降低，反映了酵母

凋亡过程中细胞内的核酸、蛋白质和脂类的含量均

随铝浓度和处理时间增加而减小，显示了细胞凋亡

过程中这三类生物大分子的变化趋势。

表１ 酵母细胞的拉曼谱峰归属表［１４－１６］

Ｔａｂｌｅ１　ＴｅｎｔａｔｉｖｅａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｐｅａｋｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｙｅａｓｔｃｅｌｌｓ
［１４－１６］

Ｒａｍａｎ

ｂａｎｄ／ｃｍ－１
Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

ＤＮＡ／ＲＮＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌｉｐｉｄ

７２１ Ａ Ｃ—Ｓ

８７２ Ｔｒｐ

１０８１ Ｏ＝Ｐ＝Ｏ

１３０１ Ｃ，Ａ ＣＨ２ｓｔｒｅｔｃｈ

１４４５ ＣＨ２ｂｅｎｄ ＣＨ２ｂｅｎｄ

１６０４ Ｔｙｒ，Ｐｈｅ

１６５７ ＡｍｉｄｅⅠαｈｅｌｉｘ

１７４６ Ｃ＝Ｏｓｔｒｅｔｃｈ

３．３　铝处理单个细胞不同时间的拉曼光谱分析

如图５所示，一个酵母细胞用２００ｍＭ 铝胁迫

１１１５００２４



李金金等：　拉曼光谱技术研究铝胁迫下的土生隐球酵母细胞凋亡

后，在０，２０，４０，６０，８０，１００，１２０ｍｉｎ时间点的拉曼

光谱表明，随着铝处理时间的增加，７２１，８７２，１０８１，

１３０１，１４４５，１６０４，１６５７和１７４６ｃｍ－１的拉曼谱峰强

度呈逐渐降低的趋势，这与铝胁迫群体细胞的变化

趋势是一致的。为了描述酵母细胞中生物大分子的

含量随铝处理时间变化的规律，应用单因素方差分

析方法对８个谱峰强度变化进行比较分析（图６）。

结果显示，８个拉曼谱峰强度随铝处理时间增加而

逐渐降低［图６（ａ）～（ｈ）］，但是不同的谱峰变化趋

势有所差异。铝胁迫１００ｍｉｎ和未胁迫（时间为零）

时的峰强度相比，７２１［图６（ａ）］，１３０１［图６（ｄ）］，１４４５

［图６（ｅ）］，１６０４［图６（ｆ）］和１７４６ｃｍ－１［图６（ｈ）］谱峰

表现出显著差异，分别降到对照值的 ７０．０％，

６８．５％，７０．５％，６３．２％和６６．９％。８７２［图６（ｂ）］，

１０８１［图６（ｃ）］和１６５７ｃｍ－１［图６（ｇ）］谱峰是在

１２０ｍｉｎ时呈显著差异，分别降到对照值的７２．９％，

７１．２％和７９．１％。这些结果反映了酵母凋亡过程

中大分子的变化趋势是一个渐进的过程，但不同成

分的降低并不随铝胁迫的时间延长而趋于同步。

图５ ２００ｍＭ铝胁迫单个细胞随时间变化的拉曼光谱图

Ｆｉｇ．５ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆａｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙ２００ｍＭＡｌ

图６ ２００ｍＭ铝处理细胞后拉曼谱峰强度随时间的变化趋势图

Ｆｉｇ．６ ＶａｒｉａｔｉｏｎｔｒｅｎｄｏｆｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＲａｍａｎｐｅａｋｓ

３．４　铝胁迫细胞后线粒体的拉曼光谱分析

单个线粒体的拉曼光谱（图７）显示了磷酸离子

Ｏ Ｐ Ｏ的对称伸缩振动（１０８１ｃｍ－１）、苯丙氨

酸特征峰（１００４ｃｍ－１）、蛋白质和脂类的Ｃ－Ｈ振动

模型（１４４５ｃｍ－１）、蛋白质酰胺Ｉ振动（１６５７ｃｍ－１）

的谱峰，说明线粒体主要由蛋白质、核酸、脂类等生

物大分子组成。具体每个峰的归属如表２所示。

７５０、１１３０、１３２０、１５８７ｃｍ－１分别归属吡咯呼吸环伸
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缩振动、吡咯半环对称伸缩振动、ＣｍＨ 变角振动、

ＣａＣｍ对称伸缩振动
［１７］，是Ｃｙｔｃ的特征峰。酵母

线粒体光谱也表征了７５０ｃｍ－１和１１３０ｃｍ－１这两个

Ｃｙｔｃ的特征峰（图７）。

图７ 铝胁迫细胞后单个线粒体的拉曼光谱图

Ｆｉｇ．７ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｓｉｎｇｌｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

ｏｆｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡｌ

表２　线粒体以及Ｃｙｔｃ的拉曼谱峰归属表
［１４－１６］

Ｔａｂｌｅ２　ＴｅｎｔａｔｉｖｅａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｐｅａｋｆｒｏｍｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｎｄＣｙｔｃ
［１４－１６］

Ｒａｍａｎ

ｂａｎｄ／ｃｍ－１
Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

ＤＮＡ／ＲＮＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌｉｐｉｄ

７５０ Ｔｒｐ

８７２ Ｔｒｐ

１００４ Ｐｈｅ

１０３１ Ｐｈｅ

１０６４
ＳｋｅｌｅｔａｌＣ－Ｃ
ｓｔｒｅｔｃｈ

１０８１ Ｏ＝Ｐ＝Ｏ

１１３０ Ｃ－Ｃ

１３０１ Ｃ，Ａ ＣＨ２ｓｔｒｅｔｃｈ

１４４５ ＣＨ２ｂｅｎｄ ＣＨ２ｂｅｎｄ

１６０４ Ｔｙｒ，Ｐｈｅ

１６５７ ＡｍｉｄｅＩαｈｅｌｉｘ

１７４６ Ｃ＝Ｏｓｔｒｅｔｃｈ

　　图８的结果显示，酵母细胞用铝胁迫后，随着铝

浓度的增加，其线粒体拉曼光谱各个峰的强度明显

减弱。Ｃｙｔｃ松散地结合在线粒体内膜外侧磷脂上，

不能自由通过线粒体外膜。当线粒体膜通透性转运

孔（ＭＰＴＰ）不断开放，线粒体膜电位（ΔΨｍ）降低时，

线粒体膜完整性被破坏，这促使Ｃｙｔｃ从线粒体内

膜上脱落下来释放到细胞质中［１８］。细胞色素ｃ的

特征峰７５０ｃｍ－１和１１３０ｃｍ－１的强度随着铝浓度的

增加而不断下降。用５０、１００、２００ｍＭ 的铝处理

６０ｍｉｎ后，这两个特征峰的强度与对照相比分别下

降了１５％、５０％、８０％。这说明随着铝浓度的不断

增加，线粒体中的细胞色素ｃ不断减少。归属核酸

的谱峰如１０８１ｃｍ－１和１３０１ｃｍ－１的强度随着铝胁

迫浓度的增加而降低，当用５０、１００、２００ｍＭ的铝处

理６０ｍｉｎ后核酸的峰强度与对照相比下降了３０％、

５０％、８０％，这说明随着铝浓度的不断增加，ＤＮＡ的

完整性不断被破坏，含氮碱基含量不断减少，线粒体

的核酸含量减少。代表蛋白质的谱峰如８７２、１００４、

１０３１、１４４５、１６０４和１６５７ｃｍ－１的强度随着铝浓度的

增加而降低，与对照相比，用５０、１００、２００ｍＭ的铝

处理６０ｍｉｎ后其峰强度分别下降约２０％、４０％、

８０％，说明线粒体中的蛋白质含量减少。１０６４、

１３０１、１４４５和１７４６ｃｍ－１谱峰归属线粒体主要成分

磷脂，表明处理的铝浓度越高，线粒体磷脂的谱峰强

度越低，线粒体主要成分磷脂含量越低。此外，

１６０４ｃｍ－１是线粒体的呼吸特征峰，随着铝浓度增

加，这个呼吸特征峰强度随之降低。由于谱峰的强

度与线粒体的代谢活动密切相关，它的变化反映线

粒体的呼吸水平［１９－２０］，可以作为衡量线粒体生物活

性的一个敏感标准谱峰，当线粒体的能量代谢受阻

时，１６０４ｃｍ－１谱峰的强度明显下降甚至消失。铝诱

导酵母细胞凋亡过程中，观察到１６０４ｃｍ－１谱峰的

强度明显下降，说明铝胁迫使得线粒体的功能受损，

从而造成细胞能量代谢受阻。

图８ 不同浓度铝处理酵母细胞６０ｍｉｎ后线

粒体拉曼光谱图

Ｆｉｇ．８ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｙｅａｓｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙＡｌｆｏｒ６０ｍｉｎ

图９显示一个典型的离体线粒体用５０ｍＭ 铝

胁迫后的拉曼光谱。随着铝处理时间的增加，酵母

线粒体主要拉曼谱峰７５０，８７２，１００４，１０３１，１０６４，

１０８１，１１３０，１３０１，１４４５，１６０４，１６５７和１７４６ｃｍ－１的

峰强度呈逐渐降低的趋势。

图１０是用５０ｍＭ铝处理了１０个酵母线粒体后

１２个拉曼谱峰强度随时间的变化趋势。与对照相

比，实验组的１０个酵母线粒体暴露在５０ｍＭ铝离子
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李金金等：　拉曼光谱技术研究铝胁迫下的土生隐球酵母细胞凋亡

溶液中８０ｍｉｎ后，７５０［图１０（ａ）］，８７２［图１０（ｂ）］，

１００４［图１０（ｃ）］，１０３１［图１０（ｄ）］，１０６４［图１０（ｅ）］，

１０８１［图１０（ｆ）］，１１３０［图１０（ｇ）］，１３０１［图１０（ｈ）］，

１４４５［图１０（ｉ）］，１６０４［图１０（ｊ）］，１６５７［图１０（ｋ）］和

１７４６ｃｍ－１［图１０（ｌ）］处的峰强度和对照相比有显著

差异（犘＜０．０５），其峰强度分别降到对照值的

６２．７％，７５．４％，７５．２％，７８．３％，６９．５％，７５．１％，

７４．４％，６７．２％，７３．９％，７２．５％，７８．１％和７５．７％。

图９ 一个典型离体线粒体暴露在５０ｍＭ铝溶液中

随时间变化的拉曼光谱图

Ｆｉｇ．９ Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆａｔｙｐｉｃａｌｓｉｎｇｌｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ５０ｍＭＡｌ

图１０ ５０ｍＭ铝处理酵母线粒体后１２个拉曼谱峰的峰强度随时间增加的变化趋势图

Ｆｉｇ．１０ ＶａｒｉａｔｉｏｎｔｒｅｎｄｏｆｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＲａｍａｎｐｅａｋｓ

４　讨　　论

目前检测细胞凋亡的方法有很多，但是这些检

测方法都无法获知细胞凋亡的内部变化。ＬＴＲＳ具

有非破坏性，非标记性，检测速度快等优点，可以实
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时、无损伤测定细胞受胁迫后单个细胞以及胞外线

粒体动态的生理生化变化过程，近几年在生命科学

研究领域得到了广泛应用［２１－２５］。由于生物大分子

如核酸、蛋白质、脂类等都具有特异的拉曼光谱，从

这些特征的光谱中可以获得它们的组织结构及生理

状态等信息。关于细胞凋亡机理的研究报道对大分

子物质包括蛋白质、核酸和脂类的变化规律还知之

甚少。在酿酒酵母中，乙酸可以激活内源性的核酸

内切酶，有规律地将染色质上的 ＤＮＡ 剪切成

２００ｂｐ整数倍的小片段。凋亡细胞加速膜内磷脂组

分的双向运动，导致膜质双层的不对称性丧失，膜上

出现许多微孔，细胞膨胀，细胞膜的强度降低，使得

细胞膜渗透性增加，降解的ＤＮＡ通过细胞膜扩散

到细胞外，这可能也是铝胁迫导致土生隐球酵母细

胞中核酸含量降低的原因。乙酸胁迫细胞凋亡过程

中，乙酸抑制某些蛋白质的合成，同时上调表达可以

水解蛋白质的酶如半胱氨酸蛋白酶家族，部分蛋白

质也因为膜透性增加而外流，造成胞内蛋白质的含

量相对减少［２６］。另外，细胞内脂类的减少可能是不

饱和脂肪酸被氧化而引起的。

线粒体和细胞色素ｃ在细胞凋亡中发挥着重要

的作用。胞外离体线粒体约１μｍ左右，可被高度

会聚的激光镊子所捕获。而线粒体内含有丰富的细

胞色素，具有较强的拉曼光谱信号，激发的拉曼光谱

可被连续记录，实现在非标记条件下，对线粒体实时

监测。Ｔａｎｇ等
［２７］曾利用ＬＴＲＳ监测到小鼠单个线

粒体在Ｃａ２＋作用下因细胞肿胀而引起内含物的释

放过程和单个肿胀线粒体的生物活性。Ｃｈｉｕ等
［２８］

研究酵母离体线粒体１６０２ｃｍ－１这个生命特征峰的

存在和反应与活的酵母细胞相同，当加入呼吸抑制

剂（如叠氮化钠）时，这个生命特征峰的强度会降低。

Ｋａｋｉｔａ等
［２９］利用拉曼光谱观察到活的酵母细胞中

的线粒体和离体线粒体细胞色素ｂ和细胞色素ｃ的

氧化还原态随着呼吸的变化而变化。经典的研究方

法主要是测定线粒体中细胞色素ｃ含量或者是利用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞色素ｃ从线粒体到细胞质中

的释放［３０］。本研究利用激光拉曼光谱技术观察铝

胁迫引起土生隐球酵母细胞和线粒体中生物大分子

的动态变化过程，实时监测了铝胁迫引起细胞色素

ｃ的变化规律，这些研究结果有助于了解铝胁迫对

生物的毒害和引起细胞凋亡的机理。

５　结　　论

ＬＴＲＳ能够通过聚焦光束囚禁悬浮液中的单个

活体土生隐球酵母和线粒体，收集其拉曼光谱信号，

所测到的拉曼光谱强度可以反映细胞和线粒体中主

要生物大分子物质（核酸、蛋白质、脂类）和线粒体中

细胞色素ｃ在铝胁迫后的动态变化规律，通过观察

线粒体的呼吸特征峰的变化了解线粒体的呼吸水

平，从而了解酸性土壤中铝产生生物毒性的机理。
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