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光学技术的创新应用：细菌芽孢萌发机理研究
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摘要 了解细胞生命活动途径并阐释其功能和分子机制是当前生命科学与物理科学交叉领域面临的重要科学挑战

之一，而光学技术的创新与应用，能够通过监测单个细胞生理变化的细节来实现上述目标。细菌芽孢是一种特殊的

休眠体，从休眠态转向营养生长的萌发过程是一种特别的细胞生理过程。光学技术和单细胞分析在芽孢萌发研究中

的应用与发展，对认识芽孢萌发机理及其异质性发挥了极其重要的作用。就拉曼光谱、微分干涉差显微术、荧光成像

和拉曼成像等技术的基本原理及其在细菌芽孢萌发中的应用与进展，前景与存在问题进行了简要述评。
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Abstract To define the biophysical pathways of cellular life and to elucidate the molecular mechanisms that carry
out cellular and biological functions is one of the current significant scientific challenges in the intersection field of
life and physical sciences. The novel application of optical techniques, sensing physiological changes in the details
of individual cells, can help to meet these requirements. Bacterial spores belong to a cell type responding to adverse
growing conditions, and the germination of spores from dormant to vegetative state is a special process of physiology.
The application and development of optical techniques and single-cell analysis has played an extremely important
role in understanding the mechanism of spore germination and heterogeneity. Raman spectroscopy, differential
interference contrast microscopy, fluorescence imaging and Raman imaging are reviewed, and major unanswered
questions are also discussed.
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1 前 言
细菌芽孢是细菌细胞为应对不良生长条件而在细胞内形成的休眠体。芽孢内核通常含有和营养细胞

的原生质基本相同的物质，但由于含水量很低，均处于休眠状态。最重要的一类小分子物质是 2，6-吡啶二

羧酸(DPA)与钙离子(Ca2+)的络合物 CaDPA，约占芽孢干重的 10％，对芽孢的各种抗性起着关键的作用 [1-2]。

芽孢对辐射、热、干燥、极端 pH值、静水压和一些有毒化学物品等有很强的抵抗能力，在一定条件下，芽孢在

休眠状态下可以保持活力数年至数十年之久 [3]。但芽孢对外界环境又极为敏感，一旦感受到外部存在适宜

萌发的条件，即开始萌发，恢复到营养细胞状态。芽孢萌发早期是芽孢膜透性的变化；其次是 CaDPA的释
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放，折光性逐渐消失，芽孢核内 CaDPA被水置换，含水量增加，导致芽孢抵抗热能力降低；随后，芽孢皮层内

肽聚糖水解，芽孢核进一步摄取水分膨胀，胞壁也随之肿胀，芽孢核内蛋白质恢复流动性，酶的活性也得到

恢复；最后，大分子物质(核糖核酸、脱氧核糖核酸、蛋白质)开始合成，芽孢转到细胞的生长阶段，逐渐生长成

一个新的营养细胞 [2,4-5]。

芽孢萌发是芽孢转向营养生长的关键第一步，芽孢一旦萌发，就丧失了原有的抵抗力，是杀灭芽孢类细

菌的良机 [6]。了解芽孢萌发的机制，寻找抑制芽孢萌发或者杀灭芽孢的新方法，防止食物变坏和疾病的产

生，在食品工业和临床上有极其重要的价值；其次，在一些产芽孢细菌中，某些菌株可以使动植物致病，研究

芽孢萌发可以分析其生理功能的变化和致病原因。因此，研究芽孢的萌发机制具有特别重要的意义。

对芽孢的萌发机制已经进行了大量的研究 [4-5,7-8]，但还有很多未知的领域有待深入研究 [2,4]，而创新的技

术方法在该领域的应用将进一步加速这一研究进程。特别是近年来拉曼光谱、微分干涉差(DIC)显微术、荧

光成像和拉曼成像等技术结合单细胞分析在芽孢萌发研究中的应用与发展，对认识芽孢萌发机理及其异质

性发挥了极其重要的作用。这些新技术在芽孢萌发研究中可提供对细胞无侵害且动态实时的监测，而且可

以通过几种技术的联合应用实时监测萌发过程中不同细胞成分的空间分布信息，以及单细胞萌发过程中的

动态变化信息，与传统方法相比能够获知更多的萌发信息，更为高效和准确。本文就上述方法的基本原理

及其在细菌芽孢萌发中的应用与进展、前景与存在问题做简要述评。

2 监测细菌芽孢萌发进程的常规方法
孢内 CaDPA的释放过程是芽孢萌发的标志性事件，常规的研究方法是以光学手段为主，通过监测 DPA

释放、折光率的改变或者蛋白质的降解来获知萌发状态，包括光学显微镜 [9]、紫外-可见光谱 [10]、红外光谱 [11]、

荧光光谱 [6,12]和放射性标记 [13]等方法。

光学显微镜是一种非定量测量方法，基于孢子折光率或者孢子大小的变化。紫外-可见光谱是基于芽孢

萌发过程折射率的变化而引起的可见光谱范围的吸光度值降低，最常用的是测量群体芽孢萌发过程 600 nm
处的光密度(OD600)的变化，当其强度下降了 60%意味着 DPA的完全释放 [14]，这是监测芽孢萌发最常用的方

法；或者监测萌发过程游离的吡啶二羧酸引起的 270 nm 处的吸光度升高。但紫外-可见光谱法灵敏度低、

特异性差，并且需要高浓度的孢子。衰减全反射红外光谱法(IR-ATR)反映的是萌发过程 DPA和芽孢蛋白

的降解，是一种非动态的监测手段，测量过程也需要大量的高浓度孢子。荧光光谱通过监测特殊的荧光染

料和芽孢孢内的核酸或者 DPA结合后荧光强度的增加从而监测芽孢的萌发动态，但游离的染料和孢内其他

物质与染料结合会增强背景信号，进而降低灵敏度，或者对萌发进程有所干扰 [15]。放射性标记则是在芽孢形

成过程引入放射性标记的 45Ca，尽管这种方法非常敏感，但不能提供快速实时监测 [13]。

常规的研究方法对认识芽孢萌发机理有很大贡献，但不能对单细胞萌发变化进行实时分析，存在局限

性。然而，随着光学技术的进步，不再受到以往物质浓度较低的影响，不只反映群体芽孢的萌发情况，可以

获得灵敏的检测信号，为其在生命科学领域的应用开启了新的机遇。

3 光学技术在细菌芽孢萌发机理研究中的创新应用
3.1 拉曼光谱

拉曼光谱是一种散射光谱，是对与入射光频率不同的散射光谱进行分析得到分子振动、转动方面的信

息，并应用于结构研究的一种分析方法。拉曼光谱谱峰清晰尖锐，样品无需特别处理，且由于水的拉曼散射

很微弱，是研究生物样品的理想工具 [16-19]。细菌芽孢所富含的 CaDPA，具有很强的特征性拉曼光谱 1573，
1450，1397，1017，825及 661 cm-1 等峰(图 1)，而 CaDPA从芽孢内核向胞外的释放是芽孢萌发的核心事件 [20]，

因此可通过监测 CaDPA的释放过程来实时观察芽孢的萌发过程。特别是结合了激光镊子的单细胞光镊拉

曼光谱(LTRS)技术 [21-22]，利用聚焦的光束捕获细胞实现非接触的细胞操控，操控过程中细胞的生存环境几乎

不变，可以实时动态地监测细胞变化，准确有效地反映样品内部特征。

Chen等 [23-24]应用 LTRS技术实时监测苏云金芽孢杆菌(B. thuringeneses)的萌发过程，当以 1017 cm－1

峰强度计算孢内 DPA含量时，发现芽孢萌发过程中 CaDPA的释放分为明显的两个阶段：缓慢释放的迟滞阶

段(Tlag)和快速释放阶段(Trelease)[图 1(b)]。Zhang等 [25]用拉曼光谱研究细菌芽孢的热失活过程，得到 CaDPA
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和蛋白质的拉曼光谱有明显变化，表示芽孢在热失活过程中核心部位的变化和部分蛋白质变性。单个监测

芽孢萌发的效率明显不高，随后发展了阵列式多光镊拉曼光谱，可以同步实时分析多个芽孢的萌发过程，观

察 CaDPA的释放动态 [26-27]。

此外，Chumanov小组 [28]将表面增强拉曼光谱(SERS)应用于芽孢萌发，发展了镜式夹心 SERS衬底，可

实时观测微量芽孢甚至单个芽孢的萌发过程 [29]。但是，与 LTRS的直接观测相比，这种方法存在操作复杂、

干扰因子多等不足，随着新技术的发展，这种方法并没有大量应用在芽孢萌发研究中。

图 1 (a) 单个芽孢的拉曼光谱 ; (b) 拉曼光谱与DIC成像同时监测同一单芽孢萌发的动态过程 [30]。灰色圆点曲线是芽孢DPA

特征拉曼峰 1017 cm–1的峰强随时间的变化动态(反映芽孢DPA含量变化)，黑色方块曲线是DIC图像强度变化动态。显示

DIC图像强度变化与芽孢孢内 CaDPA含量变化一致。图中 Tlag定义为芽孢萌发的起点，Trelease是DPA完全释放的时间点，

Tlys是芽孢皮层完全水解的时间

Fig.1 (a) Raman spectrum of a single bacterial spore; (b) typical kinetics of germination of individual wild-type B. subtilis

spore measured by Raman spectroscopy and DIC images simultaneously. Normalized intensity of DIC images and height of

the Raman band at 1017 cm-1 of individual B. subtilis spore were followed by DIC microscopy (square symbol) and Raman

spectroscopy (circle symbol) respectively, indicating that the curve of the DIC image intensity is coincident with the curve

of the CaDPA level. Tlag is the the initiation of most CaDPA release, Trelease is the time of completion of spore CaDPA release,

and Tlys is the time when spore cortex hydrolysis is completed

3.2 微分干涉差显微镜术

1952年，Nomarski在相差显微镜原理的基础上发明了微分干涉差显微镜，也叫 Nomarski干涉差(NIC)
显微镜，是用于提高未染色透明样品中的对比度的光学显微镜照明技术 [31]。DIC显微镜以平面偏振光为光

源，经 Nomarski棱镜折射后分成两束，在不同时间经过样品的相邻部位，然后经另一 Nomarski棱镜使这两

束光汇合，将样品中厚度上的微小差别转化成明暗区别，增加了样品反差，得到类似浮雕效果的三维立体

像。观察活的或者未经染色的生物细胞或者组织时，具有特别的优势。细菌芽孢由于其孢内含有大量的

CaDPA，折射率高，在 DIC显微镜下形成高亮图像，其亮度与孢内 DPA的含量线性相关 [32]，萌发过程 DIC亮

度与 DPA的拉曼光谱特征峰 1017 cm-1的强度动态变化一致，而且可以观察到拉曼光谱无法观察到的芽孢

皮层水解过程[图 1(b)][30]。
DIC显微成像方法的优势是可实时高通量监测数百个芽孢的萌发过程，得到大量单个芽孢萌发过程DPA

快速释放、芽孢皮层溶解的信息[32]，极大地便利了对芽孢萌发机制的探究，在芽孢萌发领域有大量的应用[33-41]。

其中包括：定量区分芽孢湿热处理和营养生长过程孢内 CaDPA完全释放的不同 [32]，长时间观察超级休眠孢子

的缓慢萌发进程、提高对休眠芽孢的认识[37]，以及获知湿热处理对芽孢及芽孢萌发的影响机制[30]等。还应用在

芽孢杆菌属外的其他芽孢细菌上，包括 Clostridium perfringens[34,36]，Geobacillus stearothermophilus[42]。

3.3 相差显微镜术

相差显微镜术是 20世纪 30年代 Zernike在研究衍射光栅的时候发明的。利用物体不同结构成分之间

的折射率和厚度的差别，将通过物体不同部分的光程差转变为振幅差，经过相差物镜实现观测 [43]。相差显微

镜可以简单有效地将细胞内各种结构对光产生的不同折射作用转换为光密度差异，使镜下结构明显，影像

清楚，也是观察活的或者未经染色的生物细胞或者组织的优秀工具。与 DIC 成像类似，细菌芽孢富含的

CaDPA造成强折射，在相差环境形成高亮图像，Hashimoto等 [44]最早将其应用于观测单个芽孢的萌发过程，

发现其萌发曲线有两个阶段：1) 曲线快速降低阶段，推测可能是 DPA快速释放阶段；2) 缓慢降低阶段，认为
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是芽孢皮层水解与内核吸水所致。与拉曼光谱同步监测其萌发过程，1017 cm-1峰的强度变化动态与相亮度

变化动态一致，其芽孢亮度与孢内DPA的含量线性相关 [45-46]。

与DIC成像类似，相差显微成像同样可实时高通量监测大量单个芽孢的萌发过程，Kong等 [45-46]运用相差

显微镜监控芽孢萌发率以及在不同压强下芽孢萌发的异质性 [47]，精确测量萌发过程芽孢个体大小的变化 [48]。

3.4 荧光显微术

荧光显微镜是利用一定波长的光激发样品内部的荧光物质，发射出各种不同颜色的荧光，观察标本的

荧光图像。荧光显微镜对样品辨识度高且十分敏感，可对细胞内分子进行定性定位分析，主要应用于细胞

结构和功能及化学成分研究。

与应用荧光方法检测来监测芽孢萌发 [6,12]不同，Kong等 [49-50]将荧光显微镜应用于监测芽孢萌发过程核酸

的变化，根据核酸染色绑定待测量的萌发芽孢，在芽孢开始萌发时吸收核酸染料 SYTO 16并与核酸结合，主

要是脱氧核糖核酸(DNA)，在芽孢核心产生很强的荧光反应，获得高荧光信号。由于 SYTO 16不能渗透到休

眠孢子核，只有在内核 CaDPA完全释放后才能通过内膜通道进入芽孢内和核酸结合，可区分休眠孢子和正

在萌发的孢子。Zhang等 [50]在观察湿热处理芽孢的动态过程实验中发现，湿热处理过程中荧光强度增加，但

仍比营养萌发的强度低，表明湿热处理的休眠芽孢内部膜渗透性低且核酸受到损伤。

荧光显微术为观测芽孢内膜通道变化和孢内核酸动态分析提供一种新的手段[45,50]，操作简单，视场均匀。

3.5 拉曼成像

拉曼成像原理是根据生物分子中化学键或官能团是否存在判断物质，在单位面积内抽取特征峰进行峰

面积计算判定物质的含量，根据归一化结果进行图像重构 [51]。拉曼成像具有对组织无损伤、非侵袭、分辨率

高等特点，而且在拉曼光谱基础上揭示了细胞的空间分布及结构变化。对于分析芽孢萌发过程胞内不同分

子的变化更具优势。Kong等 [52]进行拉曼成像发现，CaDPA只分布在核心而蛋白质则贯穿整个芽孢，但是在

核心的浓度是最大的；细胞膜到核心的距离为 300 nm；在 CaDPA释放过程中蛋白质也在变化，只是变化的

幅度很小；无论是休眠还是萌发芽孢，CaDPA一直在核心。拉曼成像技术揭示芽孢内部分子分布信息，萌发

过程中内部物质的空间分布和动态变化过程，为研究芽孢萌发提供新的信息 [53]。

拉曼成像使高速扫描成为可能，利用光束来扫描，具有无振动、无漂移的特点，使图像更加清晰，为细胞

分析实验添加了有效的工具。

3.6 多种技术方法的综合应用

一种技术方法的应用获知的仅是单方面的信息，多种技术方法的交叉、整合，可以更好、更全面深入地

了解芽孢的萌发进程。图 2所示为显微拉曼、DIC显微镜和荧光显微镜的结合 [50]，同步分析同一个芽孢的萌

图 2 显微拉曼、DIC成像和荧光成像实验系统 [50]

Fig.2 Experimental setup combining Raman micro-spectroscopy, differential interference contrast microscopy and

fluorescence microscopy
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发过程，拉曼光谱收集的是 CaPDA的信息，DIC显微镜显示芽孢亮度和大小变化，而荧光显微镜采集的是荧

光物质与核酸结合，得到的是核酸变化的信息。实际上，目前多是应用两种或者三种光学手段来分析芽孢

萌发，比如相差显微镜，荧光显微镜和光镊拉曼光谱结合 [45]，拉曼光谱与 DIC结合 [30,32]，对认识芽孢的萌发机

制和异质性起到了极大的促进作用。

4 结束语
芽孢萌发是芽孢从休眠态向营养生长转变的关键起点，是认识芽孢抗性和寻找杀灭芽孢细菌的关键节

点。创新的光学技术大大促进了对芽孢萌发机制的认识，但也还有很多未知领域 [4]，包括营养萌发剂如何透

过芽孢内膜与受体结合，结合后与芽孢开始萌发往往有一段很长的滞后期，期间芽孢内部发生了哪些变化；

萌发剂受体和 GerD蛋白的作用是什么，它们之间如何相互作用；SpoVA通道的结构是什么，如何控制孢内

成分的释放；芽孢内膜精确状态；皮层水解酶如何调控，使得这些酶仅在芽孢萌发已经启动后才发挥作用。

新的光学技术与单细胞分析方法，能够以高分辨率来实时、同步分析多个单一芽孢萌发过程中芽孢的

折光率变化和分子成分的变化，能够通过单个芽孢的萌发细节发现生命活动的规律，但作为新兴技术，其技

术局限性是显而易见的，暂时还无法追踪萌发过程中小分子物质和蛋白结构的实时变化。随着物理理论技

术的日益发展，这一技术将会愈加成熟。同时，不同优势的技术手段互补将会完善原有的实验技术并拓展

研究的范围，从而使其应用更为广泛，具备了分析生命活动途径并阐释其功能和分子机制的能力，满足生命

科学与物理科学交叉学科研究中对阐释细胞基本生命活动途径的研究要求，是进行单细胞分析的优秀工

具。提高灵敏度、提升效率，探索发展新的光学技术也是未来的发展方向。
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