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摘要　采用光谱分析技术对益生菌中植物乳杆菌的吸收和荧光光谱特性进行分析，并应用于益生菌的研究以及菌种

鉴别。研究发现，植物乳杆菌对紫外波段的光有明显的吸收，峰值位于２１５ｎｍ，在２８０ｎｍ附近有一个对吸收光谱产

生扰动的肩峰。对植物乳杆菌的荧光光谱检测发现，该菌种吸收紫外光后发射荧光。对荧光强度和菌液浓度关系的

进一步研究，揭示了峰值强度随浓度变化的规律，并根据其变化规律，进行数据拟合，给出了相应的函数表达式。
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１　引　　言

光与生物组织的相互作用已成为当前科学研究

的热点之一，在此方面诸多的研究成果且已被应用

于实际，比如激光在眼科、牙科、皮肤科、胃肠病、神

经外科等方面的应用［１］。在微生物研究领域 微

生物与光的相互作用，还没有被系统地研究过，光与

益生菌的相互作用更是微乎其微。益生菌是否存在

一种被动发光模式，是一个值得深入研究的课题，它

为我们提供一种全新的研究手段，同时提供一种快

速、有效、低成本的菌种鉴别方法。国外有些学者已

经就 此 课 题 开 展 研 究［２～８］，德 国 的 Ｓｔｅｐｈａｎ

Ｄｅｔｅｒｍａｎｎ等
［２］对海水中菌类的荧光激发、发射光

谱与菌的浓度的关系作了研究报道；美国的 Ｒ．Ｃ．

Ｃｈｉｎ等
［３］对空气、水中传播的致病菌的荧光作了研

究，开发出可以检测出这些菌的荧光寿命并作初步

鉴别的仪器；英国的Ｓ．Ｅｌｌｉｏｔ等
［４］报道了水中浮游

菌类的荧光光谱的与温度的关系，从温度对荧光强

度、峰值位置作了具体研究，但是在国内还没有看到
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相关的报道。我们对从低到高不同浓度的植物乳杆

菌溶液作了研究，发现在低浓度时实验结论和文献

报道的微生物的荧光光谱一致，研究从浓度方面对

植物乳杆菌的荧光光谱做了扩展，深化了对植物乳

杆菌的荧光光谱的认识。本文针对植物乳杆菌的吸

收和荧光光谱这一重要领域的研究，对植物乳杆菌

的吸收光谱和荧光光谱进行了检测和分析。

２　实验装置和方法

２．１　实验试剂、样品及装置

实验所用生理盐水（９ｇ／Ｌ）由浙江巨能乐斯公

司生产。植物乳杆菌菌种来源于江南大学食品科学

与技术国家重点实验室。植物乳杆菌在 ＭＲＳ培养

基中生长（１２±１）ｈ，在３０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ条件下离

心洗涤两次。对洗涤好的菌液进行平板计数，测得

的基础浓度为２．５２×１０１２Ｌ－１。将菌液保存在４℃

冰箱中备用［９］。

实验仪器为日本岛津ＵＶ２４０紫外可见分光光

度计；美国ＲｏｐｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司的ＳＰ２５５８多功能

光谱测量系统，经单色仪系统选定的紫外光照射到

样品池中的样品上，样品发射的荧光经单色仪系统

再由ＣＣＤ采集信号，再经计算机实时采集并处理输

出实验结果。该系统中的激发单色仪光栅为１２００

刻线的闪耀光栅（闪耀波长为３００ｎｍ），发射单色仪

中的光栅为１５０刻线的闪耀光栅（闪耀波长为

５００ｎｍ）。实验中使用的３２０ｎｍ滤光片为ＳＰ２５５８

多功能光谱测量系统自带的滤光片［１０～１２］。

２．２　实验方法

１）将菌液用生理盐水稀释至澄清状态，取３ｍｌ

放入石英比色皿中，并以生理盐水作参比，用ＵＶ２４０

紫外可见分光光度计测得植物乳杆菌的吸收光谱。

２）将配好的样品用石英比色皿盛放，放入样品

池中。待仪器启动至稳定状态后开始实验。实验参

数设置为：分光元件为１５０刻线／ｍｍ的光栅，扫描

时间为２ｓ，扫描范围为３００～６５０ｎｍ，激发范围为

２００～３１０ｎｍ，每隔５ｎｍ激发一次。

３）将菌液稀释至不同的浓度，以２９０ｎｍ为激

发波长，分别测量其荧光光谱，研究浓度与荧光强度

的关系［１５～１７］。

３　实验结果

３．１　吸收光谱

采用ＵＶ２４０紫外可见分光光度计测量菌的吸

收光谱，以生理盐水为参比，光谱带宽２ｎｍ，取样间

隔２ｎｍ，用１９０～７００ｎｍ波段的光照射，所得的数

据经计算机处理得到吸收光谱如图１所示。

图１ 植物乳杆菌的吸收光谱

Ｆｉｇ．１ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ

由图中可以看出，植物乳杆菌的吸收光谱很宽，在

紫外可见范围内都有吸收，其主峰值位于２１５ｎｍ附

近，在２８０ｎｍ附近有一个扰动，主要是蛋白质中的芳

香族氨基酸残基在２８０ｎｍ附近产生的吸收导致的。

３．２　荧光光谱

图２是生理盐水的光谱图，由图中可以看出只

有瑞利散射以及拉曼光谱，其中拉曼光谱强度很小，

对要测量的荧光光谱影响很小，可以忽略不计。

图３是植物乳杆菌的三维荧光光谱，由图中可

以看出在紫外光的激发下，植物乳杆菌有明显的荧

图２ 生理盐水的光谱图

Ｆｉｇ．２ Ｓｐｅｃｔｒａｄｉａｇｒａｍｏｆｓａｌｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

图３ 植物乳杆菌的荧光光谱

Ｆｉｇ．３ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ

３６２
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光光谱，标注了５个峰值，分别为ｅｍ１，ｅｍ２，ｅｍ３，

ｅｍ４和ｅｍ５，其中ｅｍ５是瑞利散射的二级衍射，余

下的４个峰为荧光峰，分别位于３３８，３８７，４６５和

５３８ｎｍ附近。当用２００ｎｍ光激发时，ｅｍ１，ｅｍ２没

有显现出来，随着激发波长增加，荧光光谱变化不是

很大，当激发波长超过２６０ｎｍ时，ｅｍ１，ｅｍ２两处的

峰值逐渐显现，并在激发波长达到２９０ｎｍ时，荧光

强度达到最大值，但是ｅｍ３，ｅｍ４两处的的强度变化

不是很大，没有明显的峰值。

以２９０ｎｍ附近的光为激发波长，研究不同浓

度下植物乳杆菌的荧光光谱。图４是浓度分别为基

础浓度的５％，１０％，２５％，５０％，７５％，１００％时的植

物乳杆菌的二维荧光光谱图。

图４ 不同浓度植物乳杆菌的荧光光谱

Ｆｉｇ．４ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　　由图中可以看出浓度的变化影响到了荧光峰值

的位置和强度，２９０ｎｍ是最佳的激发波长，选择不

同浓度下菌液的光谱图比较，如图５所示。

图５ 不同浓度植物乳杆菌的荧光光谱

Ｆｉｇ．５ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

从图５中提取相关数据，得到荧光强度、峰值位

置与浓度的关系曲线，如图６所示。

使用Ｏｒｉｇｉｎ软件，对图６（ａ）中数据作了拟合，

如图７所示，分别得到了峰值强度ｅｍ１，ｅｍ２，ｅｍ３，

ｅｍ４随浓度变化的拟合曲线，其中（ｃ）和（ｄ）中不包

含浓度为１００％的数据。

在图７（ａ）的拟合公式为

狔＝９５４．１３＋４４１．９７狓－１０．４４狓
２
＋

０．１１狓３－０．０００４狓
４，

其相关系数犚＝０．９９７７。（ｂ）的拟合公式为

狔＝１２８１．２８＋２３４．２７狓－３．０１狓
２
＋０．０１狓

３，

其相关系数犚＝０．９９５８。（ｃ）的拟合公式为

狔＝７７２．０３＋１２４．３２狓，

相关系数为０．９９８１，呈现很好的线性相关性。（ｄ）

的拟合公式为

狔＝２２０．０２＋１１１．１２狓，

相关系数为０．９９８７，呈现很好的线性相关性。

从图７（ｂ）中可以看到，浓度较低时，峰值个数

较少，这与相关文献中的结论一致，即只在３３０ｎｍ

附近出现峰值，随着浓度的增加，峰值个数也增加，

荧光峰值的位置也会有所变动，但大致的位置几乎

不变。

４６２
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图６ 荧光强度（ａ）和峰值位置（ｂ）随浓度变化图

Ｆｉｇ．６ Ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａ）ａｎｄｐｅａｋｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ（ｂ）ｗｉｔｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图７ 峰值强度随浓度变化的拟合曲线

Ｆｉｇ．７ Ｆｉｔｔｉｎｇｌｉｎｅｏｆｐｅａｋｉｎｔｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｗｉｔｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

４　讨论分析

综合上述的光谱图，可进行如下的讨论：

１）从植物乳杆菌的紫外吸光谱来看，图１反映

了该菌种能够很好地吸收紫外光。紫外 可见吸收

光谱都属于电子光谱，它们都是由于价电子的跃迁

而产生的。在有机化合物分子中有形成单键的σ电

子、有形成双键的π电子、有未成键的孤对ｎ电子。

当分子吸收一定能量的辐射能时，这些电子就会跃

迁到较高的能级。由于植物乳杆菌是以细胞为单位

的，细胞中含有很多有机物质，比如蛋白质、糖类、脂

类等这些物质含有大量的发色团结构，如 Ｃ＝Ｃ，

Ｃ＝Ｏ，Ｃ≡Ｃ，Ｃ—Ｈ，－Ｎ＝Ｏ，－Ｎ＝Ｎ－，Ｃ＝Ｎ等。

图中的吸收峰主要位于２００ｎｍ到４００ｎｍ，可以看

出主要是由分子中的双键的π电子以及未成键的

ｎ电子吸收光子，发生π—π，ｎ→σ的跃迁产生

的，再考虑到分子中的共轭结构以及助色团，如

—ＯＨ，ＮＨ２ 等的影响，使得吸收峰出现红移现象，

所以在植物乳杆菌的吸收光谱中会有一个很宽的谱

峰，覆盖紫外和可见光部分区域。在２８０ｎｍ出现的

微扰是由于蛋白质中的芳香族氨基酸残基在２８０ｎｍ

附近产生的吸收导致的，主峰是由芳香族化合物的Ｅ

吸收带和有机化合物中的Ｃ＝Ｃ—Ｃ＝Ｃ，Ｃ＝Ｃ—

Ｃ＝Ｏ等结构上的π电子吸收光子产生π—π跃迁形

成的［１３～１５］。由于细胞中所含有机物复杂繁多，所以

吸收光谱是复合后的光谱，是个带宽比较宽的谱线。

２）根据已有的文献报道，细胞中的主要荧光物

质分别为蛋白质中的氨基酸残基（主要为色氨酸、酪

氨酸和苯丙氨酸，峰值位置分别在３５０，３００ 和

２８０ｎｍ），酶和辅酶（主要为烟酰胺腺嘌呤二苷酸

（ＮＡＤＨ），烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ），

５６２
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黄素腺嘌呤二核苷酸（ＦＡＤ），荧光峰值分别位于

４４０，４６０，４６４ 和５３５ｎｍ），核酸 （荧光峰值位于

３９０ｎｍ附近）
［１４～１６］等。图３及图４中的荧光峰值位

置分别位于３３８，３８７，４６５和５３８ｎｍ，正好对应几种

主要荧光物质的峰值位置。３３８ｎｍ附近的荧光峰

值是在蛋白质中的氨基酸的共同作用下产生的，其

中苯丙氨酸的量子产率较低，在实验中没有观察到

其峰值，ｅｍ１主要是由色氨酸和酪氨酸的残基发出

的荧光叠加得到的。

３）荧光峰值位置的强度随浓度变化的曲线中，

ｅｍ１和ｅｍ２呈现非线性关系，ｅｍ３和ｅｍ４呈现良好

的线性关系。细胞中的主要物质为蛋白质（５５％）、

多糖（５％）、类脂（９．１％）、ＤＮＡ／ＲＮＡ（２３．６％）
［１７］。

ＮＡＤＨ、ＮＡＤＰＨ和ＦＡＤ属于辅酶和酶类物质，在

细胞中的含量很少，结合荧光分析法中荧光的强度

在溶液浓度很低时和溶液的浓度呈线性关系的知

识，可以解释图７中ｅｍ１和ｅｍ２与浓度呈非线性关

系，ｅｍ３和ｅｍ４与浓度呈线性关系。浓度低时，ｅｍ１

和ｅｍ２也接近是线性关系，浓度增加，蛋白质、核酸

的浓度也增加，出现了荧光淬灭现象，所以浓度增加

时，荧光强度的增加不那么明显，甚至出现强度减弱

现象。至于ｅｍ３和ｅｍ４，其对应的荧光物质在细胞

中的含量很少，在实验的浓度中，其荧光强度与浓度

关系满足线性关系，但是图６（ａ）中可以看到在浓度

达到１００％时，也出现了非线性的关系，这组数据没

有在拟合范围内。

５　结　　论

得到了植物乳杆菌的吸收光谱和荧光光谱，从实

验结果可知植物乳杆菌对紫外光有很好的吸收，吸收

系数在２１５ｎｍ达到最大值，在可见光范围内虽然有

吸收，但是吸收系数较低，而且都是在接近紫外的波

段。荧光光谱共有４个峰值，分别对应细胞中的主要

荧光物质，通过对不同浓度益生菌的荧光光谱的研

究，得到了荧光强度与浓度的关系，３３８和３８７ｎｍ附

近的峰值随浓度的变化呈非线性关系，４６５和５３５ｎｍ

附近的峰值强度呈线性变化，这主要是峰值对应的荧

光基团在细胞中的含量不同导致的。
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