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摘要　利用光镊拉曼光谱(LTRS)技术研究了不同环境因素对葡萄球菌黄素合成的影响.分别在温度范围为２２~
３７℃、pH范围为４．５~８．５、葡萄糖质量浓度范围为０~１０．０g/L以及黄酮质量浓度为０~１７５mg/L的条件下培养

金黄色葡萄球菌,利用拉曼光谱１５２３cm－１特征峰强度表征细菌细胞内葡萄球菌黄素的相对含量.结果表明:在

２２~３７℃范围内,温度对葡萄球菌黄素合成的影响不大;中性pH最有利于葡萄球菌黄素的合成;葡萄糖在一定质

量浓度范围内(０．２~５．０g/L)可剂量依赖性地促进葡萄球菌黄素的合成,黄酮也会剂量依赖性地抑制葡萄球菌黄

素的合成.LTRS技术可作为快速可靠的葡萄球菌黄素定量检测方法以及葡萄球菌黄素合成抑制剂的有效筛选和

评价手段.
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１　引　　言
金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)是造成社区和医院内细菌感染的重要致病菌[１],既可引起轻

微的感染,如皮肤和软组织感染,也可引起危及生命的全身感染,如菌血症和心内膜炎[２].抗生素的广泛应

用致使耐药菌株尤其是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)大量出现,美国疾病控制和预防中心的一项研
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究显示,美国每年死于侵袭性 MRSA的人数高于死于艾滋病的人数[２].金黄色葡萄球菌细胞中使菌体呈现

亮黄色的色素———葡萄球菌黄素(STX)属于C３０类胡萝卜素,是一种重要的毒力因子,对帮助金黄色葡萄

球菌逃避宿主固有免疫系统的清除具有重要作用.葡萄球菌黄素的作用机制如下:１)葡萄球菌黄素具有很

强的抗氧化活性,能有效中和宿主吞噬细胞释放的有毒氧化物,保护细菌免受活性氧分子的损伤[３];２)葡萄

球菌黄素具有稳定细胞膜的作用,可增强金黄色葡萄球菌对抗微生物阳离子肽的抵抗作用[４].由于葡萄球

菌黄素在金黄色葡萄球菌感染宿主过程中对病原菌的特殊保护作用,该色素的生物合成途径已经成为开发

抗金黄色葡萄球菌感染药物的一个新靶点[５Ｇ７].
金黄色葡萄球菌是一种环境适应能力很强的微生物,既可以在无生命的体外环境中生存,也可以寄居于

动物宿主体内的不同部位.金黄色葡萄球菌这种广泛的环境适应性与其基因表达调控系统响应环境信号,
从而调节数目众多的毒力因子协调、有序合成的能力密不可分.目前,环境信号对金黄色葡萄球菌蛋白质类

毒力因子表达的影响已有多篇文献进行了报道,然而研究人员对环境信号如何影响葡萄球菌黄素生物合成

的认识仍然有限.了解体外或宿主体内环境信号如何激活或抑制葡萄球菌黄素的合成,可以加深对葡萄球

菌黄素生物合成途径及其基因调控规律的认识,同时可以加深对病原菌致毒机理的了解.
传统的葡萄球菌黄素检测方法是甲醇提取后再用高效液相色谱法或紫外可见分光光度法进行分析,但

这些方法比较繁琐,且容易引起色素降解,影响结果的重现性.葡萄球菌黄素分子中多个共轭双键的预共振

效应会引发很强的拉曼散射,因而利用拉曼光谱检测该色素具有很高的灵敏度.光镊拉曼光谱(LTRS)技
术整合了光镊技术和拉曼光谱技术,利用同一束激光囚禁溶液中的活细胞并激发该细胞内分子的拉曼散射,
是研究单个活细胞化学组成和生命周期变化以及进行医学诊断的有力工具[８Ｇ１４].本文利用LTRS研究了生

长条件(温度、pH、葡萄糖浓度)对金黄色葡萄球菌细胞中葡萄球菌黄素合成的影响,并以黄酮作为模型化合

物,探讨了利用LTRS技术筛选和评价葡萄球菌黄素合成抑制药物的可行性.

２　材料与方法
２．１　实验材料

产色素的金黄色葡萄球菌菌株由中国普通微生物菌种保藏管理中心提供.选用胰蛋白胨大豆肉汤

(TSB)液体培养基,其配方为大豆胨３g/L,胰化蛋白胨１７g/L,NaCl５g/L,葡萄糖２．５g/L,K２HPO４
２．５g/L;固体培养基选用大豆酪蛋白琼脂(TSA)培养基,在TSB培养基的基础上加入琼脂粉１５g/L.

２．２　色素合成的环境条件

将生长于TSA固体培养基上的单菌落接种于装有５mLTSB液体培养基的试管中,在２００r/min振荡

条件下预培养１６h,培养温度为３７℃.
将上述培养物以１∶５０的比例接种于装有５０mLTSB液体培养基的２５０mL摇瓶中,在２００r/min振荡

条件下培养１６h,然后将菌体样品于４℃保存,用于后续的光谱分析.
在研究温度对色素合成的影响时,分别在２２,２７,３２,３７℃下培养细菌,pH固定为７．５;在研究pH对色

素合成的影响时,各摇瓶中TSB培养基的初始pH分别调整为４．５,５．５,６．５,７．５,８．５,温度固定为３７℃;在研

究葡萄糖质量浓度对色素合成的影响时,固定温度为３７℃,pH为７．５,各摇瓶TSB培养基中葡萄糖的初始

质量浓度分别为０．２,０．５,１．０,２．５,５．０,１０．０g/L;在研究黄酮对色素合成的抑制作用时,在各摇瓶TSB培养

基中分别添加初始质量浓度分别为０,５０,１００,１７５mg/L的黄酮,在３７℃和pH７．５的条件下培养细菌.

２．３　拉曼光谱收集及数据处理

所用LTRS系统按照Xie等[１５]描述的方法搭建.
制备待测细胞悬液时移取１０μL菌液,然后加入９９０μL无菌水,再混入终浓度为０．１％(体积分数)的

TweenＧ８０,剧烈涡旋分散３０s以获取更多的单细胞.收集细胞光谱时将细菌悬液添加于自制的样品槽内,
上方以盖玻片密封.在１００倍油浸物镜下利用光镊随机捕获单个菌细胞,入射激光强度为４５mW,细胞拉

曼光谱信号收集时间为３０s,每个样品收集５０个单细胞的拉曼光谱,期间每收集１０个细胞的光谱后收集

１个背景光谱.光谱数据预处理使用 MATLAB７．０编写的程序完成,每个细胞的原始光谱扣除背景光谱

后,分别经过多项式拟合基线校正以及５点SavitzkyＧGolay平滑的预处理过程,目的是进一步减小杂散光和
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热噪声等对信号的干扰,提高定量结果的准确性.预处理后的光谱以１５２３cm－１处的峰高对细胞内的葡萄

球菌黄素进行定量分析,光谱图的绘制及光谱数据的统计分析在软件Origin８．５中进行.

３　结果与讨论
３．１　金黄色葡萄球菌细胞和葡萄球菌黄素的拉曼光谱

为了确定用于色素定量的拉曼光谱特征峰,实验测定了葡萄球菌黄素粉末和培养６h的金黄色葡萄球

菌单细胞的拉曼光谱,如图１所示.葡萄球菌黄素由于异戊二烯结构共轭双键的预共振效应,拉曼光谱信号

很强(谱线A),其中最强的３个特征峰分别为归属于CC伸缩振动的１５２３cm－１特征峰,归属于C—C伸

缩振动的１１６０cm－１特征峰和归属于CC面内摇摆振动的１００１cm－１特征峰[１６].在金黄色葡萄球菌单细

胞光谱(谱线B)中,虽然金黄色葡萄球菌的培养时间较短(６h),菌细胞内色素含量偏低,但上述３个来源于

葡萄球菌黄素的主要特征峰强度依然远高于细胞内其他化学成分的拉曼散射强度,这表明LTRS技术对金

黄色葡萄球菌细胞内色素具有很高的检测灵敏度.在葡萄球菌黄素的３个特征峰中,１５２３cm－１特征峰的强

度较高,形状尖锐、对称,且该特征峰附近没有其他拉曼信号的干扰,适合用于色素的定量分析,因此在后续

实验中用１５２３cm－１特征峰强度表征细胞内葡萄球菌黄素的相对含量.

图１ 葡萄球菌黄素固体粉末(谱线A)和培养６h的金黄色葡萄球菌单细胞的拉曼光谱(谱线B)

Fig敭１ Ramanspectraofstaphyloxanthinpowder spectrumA andStaphylococcusaureus
singlecellcultivatedfor６h spectrumB 

３．２　温度对葡萄球菌黄素合成的影响

图２ 温度对葡萄球菌黄素合成的影响

Fig敭２ Effectoftemperatureonstaphyloxanthinbiosynthesis

温度是影响微生物生存和生长最重要的外部因素之一,它可以通过改变酶促反应速度进而极大地影响

微生物中某些物质的合成和分解代谢.２２,２７,３２,３７℃下金黄色葡萄球菌细胞内的色素合成情况如图２所

示,可见,在一定温度范围内(２２~３７℃),金黄色葡萄球菌细胞内均积累了较高浓度的葡萄球菌黄素,且温

度对金黄色葡萄球菌合成色素能力的影响并不显著.上述结果表明,在中等温度范围内(２２~３７℃),金黄

色葡萄球菌细胞内参与葡萄球菌黄素合成的相关酶在体外及宿主体内常见温度环境下都能高效地催化合成

该色素,帮助金黄色葡萄球菌有效抵御环境中的各种氧化胁迫因子,提高金黄色葡萄球菌对各种环境的适应

能力.
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３．３　pH对葡萄球菌黄素合成的影响

金黄色葡萄球菌广泛地存活于无生命的体外环境及动物宿主体内的不同部位,对于偏离中性的弱酸及

弱碱性环境具有一定的耐受力.图３所示为pH在４．５~８．５区间内葡萄球菌黄素的合成情况.由图３可

知:金黄色葡萄球菌在接近中性环境中的色素含量最高,随着环境酸度增加(pH从７．５降至４．５),色素含量

逐渐降低;与之形成鲜明对比的是,当环境由近中性变为弱碱性时(pH由７．５升高至８．５),金黄色葡萄球菌

细胞内的葡萄球菌黄素含量急剧降低,下降幅度接近７５％.一般动物宿主体内环境的酸碱度是接近中性

的,金黄色葡萄球菌在近中性酸碱度环境中具有最大的色素合成能力,有助于金黄色葡萄球菌逃避宿主免疫

吞噬过程中的氧化损伤.与偏碱性环境相比,金黄色葡萄球菌在偏酸性环境中的色素含量更高,这一现象的

生物学意义仍有待进一步研究.

图３ pH对葡萄球菌黄素合成的影响

Fig敭３ EffectofpHonstaphyloxanthinbiosynthesis

３．４　葡萄糖浓度对葡萄球菌黄素合成的影响

葡萄糖是微生物生长所需的重要碳源之一,其分解代谢产生的乙酰辅酶A是葡萄球菌黄素合成的起始

原料[１７].在葡萄糖初始质量浓度分别为０,０．２,０．５,１．０,５．０,１０．０g/L的TSB培养基中培养金黄色葡萄球

菌,以拉曼光谱１５２３cm－１特征峰强度表征细胞内的色素含量,结果如图４所示(由于在不添加葡萄糖的培

养基中培养的菌体用LTRS无法检出色素含量,菌体呈现白色,故图４中没有显示该组样品).在不含葡萄

糖的条件下,金黄色葡萄球菌几乎不合成色素,并且葡萄糖在一定质量浓度范围内(０．２~５．０g/L)可剂量依

赖性地促进色素合成,过高的葡萄糖浓度(如１０．０g/L)会轻度抑制色素的合成.上述葡萄糖促进葡萄球菌

黄素合成的发现可以为解释某些生理或病理条件会增加金黄色葡萄球菌感染机会提供线索.研究表明,糖
尿病和其他急性疾病导致的高血糖会增加罹患金黄色葡萄球菌感染的风险[１８Ｇ２１],既然葡萄球菌黄素在帮助

金黄色葡萄球菌逃避宿主固有免疫清除的过程中发挥着重要作用,那么或许糖尿病患者对金黄色葡萄球菌

的易感性增强与宿主体液中增高的糖浓度促进金黄色葡萄球菌色素合成,进而提高病原菌对宿主氧化损伤

的抵抗能力有关,当然这种推测还需要更多的实验证据予以支持.

图４ 葡萄糖质量浓度对葡萄球菌黄素合成的影响

Fig敭４ Effectofmassconcentrationofglucoseonstaphyloxanthinbiosynthesis
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３．５　黄酮对葡萄球菌黄素合成的抑制作用

目前,MRSA对绝大多数传统的βＧ内酰胺类抗生素耐药,对万古霉素、达托霉素、利奈唑胺等抗生素产

生耐药菌株的报道也日渐增多[７].因此,开发全新作用机制的 MRSA治疗药物已成为当务之急,葡萄球菌

黄素生物合成途径是很有前景的开发 MRSA感染治疗药物的新靶点[２,５,２２Ｇ２４].黄酮类物质是一类广泛存在

于植物中的具有多种生物活性的化合物.本课题组利用LTRS技术探索了不同剂量黄酮对葡萄球菌黄素

合成的抑制作用,结果如图５所示.由图５可以看出:黄酮可剂量依赖性地抑制葡萄球菌黄素的生物合成,
随着培养基中黄酮浓度的增加,细菌拉曼光谱１５２３cmＧ１特征峰强度逐渐降低,从不添加黄酮时的５２１３下降

至黄酮质量浓度为１７５mg/L时的９６５,下降幅度超过８０％.该结果也表明LTRS可以成为筛选和评价葡

萄球菌黄素合成抑制药物的有效手段.与基于化学提取之后用分光光度法和高效液相色谱法进行检测的传

统方法相比,LTRS法不但能显示药物对色素合成的平均抑制效果,还能提供不同色素含量的细胞在群体内

的分布信息,从而揭示隐藏在群体平均值中的单细胞信息.

图５ 黄酮质量浓度对葡萄球菌黄素合成的抑制作用

Fig敭５ Inhibitoryeffectofmassconcentrationofflavoneonstaphyloxanthinbiosynthesis

４　结　　论
利用LTRS技术研究了不同环境条件(温度、pH、葡萄糖浓度)下葡萄球菌黄素生物合成的规律,同时以

黄酮作为模型化合物探索了LTRS用于葡萄球菌黄素合成抑制剂筛选和评价的可能性.结果表明:在２２~
３７℃范围内,温度对葡萄球菌黄素合成的影响不大;中性pH最有利于色素的合成,碱性条件下细胞色素含

量急剧下降;葡萄糖在一定质量浓度范围内(０．２~５．０g/L)可剂量依赖性地促进色素合成,过高的葡萄糖质

量浓度(如１０g/L)可轻度抑制色素合成;黄酮可剂量依赖性地抑制葡萄球菌黄素的生物合成.LTRS技术

可作为快速可靠的葡萄球菌黄素定量检测方法以及葡萄球菌黄素合成抑制剂的有效筛选和评价手段.
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