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摘要　建立了一种利用显微拉曼光谱原位定量技术筛选平板培养基上类胡萝卜素高产突变株的方法。为了消除

培养基背景信号对定量结果的影响，采用矢量校正算法对光谱数据进行预处理，得到了不含培养基干扰的菌落净

信号。比较了不同光谱收集方式对光谱重现性的影响，发现扫描方式较定点检测能获得重现性更好的菌落净信

号。利用共焦显微拉曼光谱分析了平板培养基上红酵母菌落中的类胡萝卜素，并用光镊拉曼光谱法进行验证，两

种方法所得类胡萝卜素１５１２ｃｍ－１拉曼峰值呈现良好的线性关系，说明了共焦显微拉曼光谱定量检测平板培养基

上菌落内类胡萝卜素的可行性。用该方法对红酵母诱变菌进行筛选，筛选出两株类胡萝卜素高产菌株。研究结果

表明该菌种筛选方法比传统方法更客观、高效。
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１　引　　言

类胡萝卜素是一类由多个异戊二烯单位构成的

化合物，具有抗氧化、提高免疫力、防止衰老和癌变

等特性，被广泛用于食品、医药和化妆品等领域。与

化学合成的产物相比，生物来源的类胡萝卜素具有

安全、生物利用度高等优点。红酵母能在细胞内积

累较高含量的类胡萝卜素，且生长速度快、生物量

高、发酵易于控制。因此，利用红酵母生产类胡萝卜

素受到广泛关注。但野生型红酵母类胡萝卜素的产

量仍不能满足工业生产需求，需要通过菌种选育和

培养条件优化等手段提高其类胡萝卜素的产量。研

究表明，化学诱变剂、紫外辐射等化学和物理手段可

以诱导红酵母基因发生突变，通过大量筛选突变菌

株可能获得具有优良性状的类胡萝卜素高产菌

株［１－２］。长期以来，诱变后的筛选一般是通过目测

观察平板上菌落的形态，挑选形态特殊的菌落经过

培养、发酵、产物的提取后再测定其目标产物的含

量，这种筛选方法具有很大的主观性和随机性，效率

低下，筛选到一个性状优良的菌株常常需要消耗大

量的人力和漫长的时间，因此，很有必要建立一种高

效、快捷的菌种筛选方法。

拉曼光谱是一种反映物质结构及含量信息的分

子振动光谱，具有快速、实时、无损分析等优势，在医

学和生命科学等领域的应用日益广泛［３－５］。近年发

展起来的共焦显微拉曼光谱，除了能快速无损分析

之外，还具有原位、分辨率高、可对样品内特定的小

区域进行扫描的优势。本课题组曾用光镊拉曼光谱

（ＬＴＲＳ）分析液体培养基（ＹＥＰＤ）中红酵母单细胞

内类胡萝卜素的含量，并获得了良好的定量结果［６］。

在此基础上，本文建立了用共焦显微拉曼技术对平

板培养基上红酵母菌落中类胡萝卜素进行原位定量

分析的方法，并用该检测方法从诸多红酵母诱变菌

株中筛选出类胡萝卜素高产菌株，为菌种筛选提供

了一种高效快捷的检测方式。此外，还利用矢量校

正算法［７］对拉曼光谱进行多因素校正，以消除培养

基和测量环境等因素的干扰，提高了平板培养基上

菌落内目标产物定量的准确性和重现性。

２　实验部分

２．１　菌株和培养基

红酵母菌株由广西大学应用微生物研究所提

供。发酵培养基每升含葡萄糖４０ｇ，酵母提取物

５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４８ｇ，ＭｇＳＯ４５ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４４ｇ，平板

培养基在此基础上每升再加琼脂２０ｇ。

２．２　实验装置

采用光镊拉曼光谱系统［８－９］对液体中红酵母单

细 胞 进 行 拉 曼 光 谱 测 定。一 束 二 极 管 激 光

（７８５ｎｍ）经过滤波后导入倒置的生物显微镜

（ＮｉｋｏｎＴＥ２０００Ｕ）中，经数值孔径为１．３０的１００倍

油浸物镜聚焦在焦点附近形成一个单光束光势阱

（光镊）捕获目标。

对于生长在平板培养基上的红酵母菌落，采用

常规共焦显微拉曼光谱并结合扫描方式进行光谱测

定。为实现扫描，在激光进入显微镜之前增加电控

扫描对镜。扫描对镜电压信号的改变可驱动扫描对

镜移动，从而实现激光光斑在狓轴和狔 轴的移动，

对镜电压值的调节可通过信号发生器控制。本实验

中，在狓轴方向和狔轴方向的扫描频率分别设定为

８Ｈｚ和６Ｈｚ，电压设为２．５Ｖ，光斑扫描面积为

３０μｍ×３０μｍ。

２．３　培养基背景光谱信号的扣除

生长在平板培养基上的菌落厚度较小，因此入

射光激发的拉曼散射同时来源于菌落和培养基两部

分，即为菌落和培养基的混合光谱。来自于培养基

的光谱对总光谱的贡献很大，需要排除。然而，由于

每次收集光谱时菌落的厚度和激光照射的深度不同

以及不同部位培养基所含的水分不同，收集到的混

合光谱中包含的培养基信号并非常量，无法用常规

方法排除。为解决上述问题，本文采用矢量校正算

法对光谱信号进行校正。根据相关文献［７，９］，该方

法不仅能扣除培养基信号，还可以扣除混合在培养

基中不易察觉的其他背景信号。现将矢量算法的基

本思想描述如下：从数学角度来看，由狀个数据点组

成的培养基和菌落的混合拉曼光谱以及平板培养基

的光谱均可看作一个狀维的空间矢量（分别记作犆

和犕）。菌落和培养基的混合矢量可分解成与培养

基矢量犕 平行和垂直的两个矢量（投影），其中与培

养基矢量犕 平行的投影（记为犆ｐｒｏｊ，犕）可反映混合光

谱信号中来自于培养基犕 的信息，将其扣除后就可

获得与培养基不相关的菌落的拉曼光谱犅，即

犅＝犆－犆ｐｒｏｊ，犕． （１）

　　此外，由于周围环境因素如温度、湿度可影响培

养基中水的含量，水的信号对拉曼光谱也有一定影

响。因此在信号预处理中采用双重校正过程，即先

分别扣除混合光谱和培养基光谱在水矢量犠 方向

的投影来消除水的贡献信号：

犆′＝犆－犆ｐｒｏｊ，犠， （２）
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犕′＝犕－犕ｐｒｏｊ，犠， （３）

式中下标ｐｒｏｊ，犠 表示某个矢量在水矢量方向的投

影，所获得的光谱用来校正含有培养基信号的混合

光谱，最后所获得的光谱信号是菌落的净信号，即

犅′＝犆′－犆′ｐｒｏｊ，犕′． （４）

２．４　菌落与单细胞中类胡萝卜素含量的相关性测定

２．４．１　菌株的培养

为了获得不同类胡萝卜素含量的红酵母菌落，

用划线法将红酵母菌株接种于平板培养基上，２８℃

下培养３６ｈ后置于４℃冰箱中低温培养使其缓慢

合成类胡萝卜素。从置于冰箱的时刻算起，依次培

养１，２，３，…，７ｄ，取不同培养时间的平板进行菌落

的拉曼光谱检测，每个时间点检测３个平板。

２．４．２　拉曼光谱测定和数据处理

在３０ｍＷ激发功率和６０ｓ曝光时间下采用扫

描方式采集平板培养基上红酵母菌落的拉曼光谱。

每个平板上选取４个形态大小大致相同的菌落，每

个菌落在其不同的区域采集５个光谱，扫描范围至

少覆盖菌落８０％的面积。再以相同曝光时间和光

强采集３个背景光谱，用矢量校正算法对光谱进行

背景扣除。扫描完毕后把菌落挑取下来，用无菌水

重悬，每个菌落采用光镊拉曼光谱法检测５０个细胞

的光谱，积分时间为５ｓ，再以相同方式采集５个背

景光谱，用原始光谱减去背景光谱以达到背景扣除

的目的。

２．４．３　相关性曲线的绘制

以不同培养时间平板上红酵母菌落拉曼光谱的

１５１２ｃｍ－１的峰值作为纵坐标，以各菌落中５０个单

细胞拉曼光谱１５１２ｃｍ－１的峰值的平均值作为横坐

标，进行线性拟合。

２．５　菌种的诱变和筛选

在直径为７５ｍｍ的培养皿中，加入３ｍＬ处于

对数生长期的菌液，以距离为２３ｃｍ，功率为１１Ｗ

的紫外灯照射，照射时间分别为 ２，２．５，３，…，

４．５ｍｉｎ。然后将菌液以一定比例稀释后涂布于

ＹＥＰＤ平板上，２８ ℃避光培养２ｄ后进行菌落

计数。

犚ｆ＝犆ｏ－犆ｒ／犆ｏ×１００％， （５）

式中犚ｆ为致死率，犆ｏ为原菌涂活细胞浓度，犆ｒ为辐

射后菌液活细胞浓度。根据（５）式绘制致死率曲线。

根据致死率曲线，选取合适的诱变剂量处理红

酵母菌液，涂布平板，培养至形成大小适宜的菌落后

用拉曼光谱技术进行突变株的筛选。从收集到诸多

菌落的光谱中挑选出若干类胡萝卜素拉曼光谱信号

较强的菌落进行液体发酵培养，最后进行菌体生物

量和类胡萝卜素含量测定以确定高产菌株。

３　结果与分析

３．１　光谱校正结果

图１ （ａ）β胡萝卜素标准品的拉曼光谱；（ｂ）平板培养基

上红酵母菌落的原始光谱；（ｃ）常规方法对原始光

谱背景扣除后的拉曼光谱；（ｄ）矢量校正算法对原

始光谱背景扣除后的拉曼光谱

Ｆｉｇ．１ （ａ）Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆβｃａｒｏｔｅｎｅｓｔａｎｄａｒｄ；（ｂ）

ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｇｌｕｔｉｎｉｓｃｏｌｏｎｉｅｓ

ｇｒｏｗｉｎｇｏｎｓｏｌｉｄｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ；（ｃ）Ｒａｍａｎ

ｓｐｅｃｔｒｕｍａｆｔｅｒｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｆｏｒｏｒｉｇｉｎａｌ

ｓｐｅｃｔｒｕｍｂｙｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ；（ｄ）Ｒａｍａｎ

ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｆｔｅｒ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｓｕｂｓｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ

ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒｕｍｂｙｖｅｃｔｏｒｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

图１（ａ）是β胡萝卜素标准品的拉曼光谱图，类

胡萝卜素最强的三个特征峰是位于１００５、１１５５、

１５１２ｃｍ－１的谱峰，分别代表 ＣＨ３ 键、Ｃ－Ｃ键和

Ｃ＝Ｃ键的伸缩振动，其中１５１２ｃｍ－１峰附近没有其

他物质信号干扰，峰形尖锐，适宜利用峰值进行类胡

萝卜素的定量分析［１０］。图１（ｂ）是平板培养基上红

酵母菌落的原始光谱，由于培养基的背景荧光较强，

菌落中类胡萝卜素的拉曼信号几乎被荧光覆盖。图

１（ｃ）和（ｄ）分别是用常规背景扣除方式（即菌落和培

养基的混合光谱减去相应培养基背景光谱平均值）
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和矢量校正算法对原始光谱进行背景扣除后的拉曼

光谱。常规方法背景扣除后，光谱信号较原始光谱

改善效果十分有限，而用矢量算法进行背景扣除后

的光谱，除类胡萝卜素的三个特征峰得到明显改善

之外，还可观察到来自蛋白质或核酸的１３３５ｃｍ－１

峰［１１］，蛋白质或脂类的１４４９ｃｍ－１峰
［１２］，蛋白质的

１６１７ｃｍ－１峰
［１２］和１６６７ｃｍ－１峰

［１３］，以及脂类的

１３７１ｃｍ－１峰
［１４］等，它们反映了红酵母菌落在生长

过程中其他生物分子的动态变化。综上所述，矢量

算法对改善光谱信号的效果十分明显，因此，本文中

平板上菌落的拉曼光谱信号都采用矢量校正算法进

行预处理。

３．２　光谱收集方式的确定

培养时间为３６ｈ的红酵母菌落直径为１００～

２００μｍ，而共焦显微拉曼光谱激发光斑直径为

２μｍ，二者面积相差上千倍，因此入射激光照射在

菌落的局部区域所得的数据能否反映整个菌落的光

谱信息是值得怀疑的。为解决上述问题，本文设计

了一个验证实验，通过比较定点检测和区域扫描两

种方式获得的１５１２ｃｍ－１谱峰峰值的变化情况确定

最终采取的光谱收集方式。上述两种方式均采集

５个光谱，光谱收集的位置如图２（ａ）所示，标号为

１～５的各点是定点检测时的光斑照射位置，而扫描

方式测定中，光斑扫描的范围是分别以上述各定点

检测位置为中心的５个矩形区域（图中为了显示清

晰，只标示了以定点检测位置５为中心的扫描区

域）。两种光谱收集方式的对比结果如图２（ｂ）所

示，其中曲线ａ和ｂ分别是用区域扫描和定点检测

获得的不同点或不同区域的红酵母菌落１５１２ｃｍ－１

谱峰 峰 值。由 图 可 知，定 点 检 测 各 点 获 得 的

１５１２ｃｍ－１谱峰峰值差异较大，而区域扫描各区域获

得的峰值的差异较小，原因在于定点收集到的光谱

信号只能代表菌落极小部分的信号，易受培养基和

测量环境等因素的干扰，因此各点类胡萝卜素拉曼

信号差异比较大，而区域扫描获得的光谱数据代表

较大面积扫描区域的平均值，因此获得的拉曼信号

差异较小。为减少实验误差，本文最终采用区域扫

描进行光谱收集，每个菌落扫描５个区域以覆盖

８０％以上的菌落信息。

图２ （ａ）平板上的红酵母菌落；（ｂ）区域扫描和定点检测获得的１５１２ｃｍ－１特征峰峰值对比图

Ｆｉｇ．２ （ａ）Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｇｌｕｔｉｎｉｓｃｏｌｏｎｉｅｓｇｒｏｗｉｎｇｏｎｓｏｌｉｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ；（ｂ）Ｒａｍａｎｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｏｎｔｒａｓｔａｔ

１５１２ｃｍ－１ｏｆａｒｅａｓｃａｎａｎｄｆｉｘｅｄｐｏｉｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓ

３．３　单菌落与单细胞中类胡萝卜素含量的相关性

分析

图３（ａ）是以区域扫描方式收集的在冰箱中放

置不同时间的红酵母菌落拉曼光谱。生长在平板培

养基上的红酵母菌落在４℃条件下可缓慢积累类胡

萝卜素，从图３（ａ）可知，随着在冰箱中放置时间的

延长，类胡萝卜素１００５、１１５５、１５１２ｃｍ－１的三个特

征峰峰值强度均呈增加趋势，直观地显示出红酵母

菌落中类胡萝卜素的积累情况。为了证明共焦显微

拉曼光谱法对平板上菌落类胡萝卜素定量检测的准

确性，采用本课题组已建立的基于光镊拉曼光谱的

单细胞类胡萝卜素定量检测方法［６，１０］进行验证，结

果如图３（ｂ）所示，以不同培养时间平板上红酵母菌

落的１５１２ｃｍ－１特征峰峰值作为纵坐标，以同一菌

落中５０个单细胞拉曼光谱１５１２ｃｍ－１峰值的平均

值作为横坐标，进行线性拟合，二者呈现良好的线性

关系，相关系数犚２ 为０．９３９５，说明共焦显微拉曼技

术可定量分析平板培养基上菌落的类胡萝卜素，为

后续实验中高产类胡萝卜素突变株的筛选奠定了技

术基础。
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图３ （ａ）在冰箱中放置不同时间的红酵母菌落拉曼光谱；（ｂ）各菌落与其单细胞１５１２ｃｍ－１谱峰峰值线性关系图

Ｆｉｇ．３ （ａ）Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｇｌｕｔｉｎｉｓｃｏｌｏｎｉｅｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｏｒｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ；（ｂ）ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＲａｍａｎｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓａｔ１５１２ｃｍ
－１ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｃｏｌｏｎｉｅｓａｎｄｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓ

３．４　菌种诱变和筛选结果

经紫外辐射后获得的致死率曲线如图４所示，

当照射时间为４ｍｉｎ时，致死率在９０％左右。一般

认为紫外诱变的致死率在８０％～９０％时为最佳，故

最佳诱变条件为紫外灯照射功率１１Ｗ，照射距离

２３ｃｍ，照射时间４ｍｉｎ。按照上述条件对红酵母进

行紫外诱变，诱变后的菌株经平板培养３６ｈ后取出

并进行原位拉曼光谱定量分析。最终从４００株诱变

菌落中筛选出５株拉曼信号较强的菌落进行发酵培

养，统一编号为Ｒ０１～Ｒ０５，测定诱变菌和野生菌的

生物量和类胡萝卜素的含量，结果如表１所示，所筛

选出 的 ５ 个 诱 变 株 的 生 物 量 和 类 胡 萝 卜 素

１５１２ｃｍ－１特征峰拉曼信号与野生菌株相比均有所

提高，其中Ｒ０１，Ｒ０４提高幅度较大，１５１２ｃｍ－１特征

峰峰值分别提高了１．６倍和１．３倍，生物量分别提

高了１５．８％和１７％。上述实验结果说明共焦显微

拉曼光谱技术可高效、快捷地筛选平板培养基上的

高产类胡萝卜素菌株。与基于目测、非定量的传统

筛选方法相比，本文所建立的筛选方法对菌落的取

舍标准不再是目测经验判断而是基于光谱测量结

果，使筛选过程变得量化和客观，大大提高了获得高

产菌株的概率，而且省去了后续的接种、培养、发酵

过程，极大地缩短了筛选周期，有望成为一种高通量

的突变株筛选方法，不仅适用于类胡萝卜素高产菌

株的筛选，也适用于其他目标代谢产物有较强拉曼

信号的菌株。

图４ 紫外诱变致死率曲线

Ｆｉｇ．４ Ｄｅａｔｈｒａｔｅｃｕｒｖｅｏｆｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｒａｄｉａｔｉｏｎｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

表１ 类胡萝卜素高产菌株筛选结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｈｉｇｈｙｉｅｌｄｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｔｒａｉｎｓ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒａｉｎ Ｗｉｌｄｓｔｒａｉｎ Ｒ０１ Ｒ０２ Ｒ０３ Ｒ０４ Ｒ０５

Ｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｔ１５１２ｃｍ
－１ｏｆｃｏｌｏｎｉｅｓ

ｏｎｓｏｌｉｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ
７８３ １３４７ １０１１ ８９８ １３１６ １２１８

Ｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｔ１５１２ｃｍ
－１ｏｆｓｉｎｇｌｅ

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
５７１８ １４９３１ ６９６４ ６６３７ １３２１３ ７８８１

Ｂｉｏｍａｓｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ／（ｇ／Ｌ） １３．５３ １５．６７ １５．８３ １５．４３ １５．３０ １４．４

４　结　　论

采用共焦显微拉曼光谱法分析平板培养基上红

酵母菌落中的类胡萝卜素，并用光镊拉曼光谱法测

定同一菌落内５０个红酵母单细胞胡萝卜素含量进

行验证，发现两种方法所得拉曼光谱类胡萝卜素

１５１２ｃｍ－１峰值呈现良好的线性关系，相关系数犚２

达０．９３９５，说明共焦显微拉曼光谱技术可直接检测

平板培养基上菌落的类胡萝卜素含量。用此方法对

红酵母诱变菌进行筛选，最终筛选出了两株类胡萝

卜素高产菌株，与野生菌相比，其类胡萝卜素含量分
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别提高了１．６倍和１．３倍，生物量分别提高了

１５．８％和１７％，说明了用共焦显微拉曼技术筛选类

胡萝卜素突变株的可行性，与传统筛选方式相比，该

方法更高效、快捷。此外，利用矢量校正算法对光谱

数据进行校正，得到了与目标浓度相关，不含培养基

背景干扰的菌落净信号，减少了实验误差。
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