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摘　要：在群体细胞水平和单个酵母细胞水平上，应用光镊喇曼光谱技术对高浓度乙醇胁迫过程中细胞

内生物大分子物质的动态变化进行实时监测．基于两种水平上的研究结果显示：在高浓度乙醇胁迫下，

归属于核酸的喇曼峰（７２１，１０８３，１３０１ｃｍ－１）、归属于蛋白质的喇曼峰（７２１，８５８，１００１，１３０１，１４４５，

１６０８，１６５７ｃｍ－１）和归属于脂类（１０８３，１３０１，１４４５ｃｍ－１）喇曼峰的峰强度都随处理时间的延长而显

著降低，说明了高浓度乙醇诱导酵母凋亡过程中核酸、蛋白质、脂类等物质的含量是逐渐降低的．结合单

因素分析法与重复测量分析法发现，群体细胞与单个细胞光谱的变化有明显差异性，反映基于群体细胞

的研究，个体细胞的信息被平均光谱信息所掩盖，无法体现个体间所存在的差异．应用激光镊子喇曼光

谱技术基于单个细胞水平上的研究能更直接、真实地反映高浓度乙醇胁迫下细胞内生物大分子变化的

动态信息．
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０　引言

乙醇是一种极为重要的发酵产物，在人类生活中

被应用于许多方面，包括用作燃料、医疗消毒灭菌及各

种酒精饮料等．工业上主要通过酵母发酵生产乙醇，但

发酵过程中，浓度不断增加的乙醇会对酵母细胞生长

造成胁迫．在相对低的乙醇浓度下，酵母细胞分裂受到

一定的抑制，细胞的生长受到影响，细胞体积减小及生

长率显著降低；在高浓度乙醇条件下，酵母的生存能力

明显减弱，死亡率增加［１］
．乙醇的胁迫导致酵母细胞线

粒体ＤＮＡ损伤
［２］，蛋白质变性和相关酶活性降低或者

失活，如使己糖激酶［３］、脱氢酶的钝化［４］，以及诱导膜

流动性改变［５］；乙醇通过减少热休克类蛋白质的生成

量影响细胞的新陈代谢和生物大分子的合成，同时

ＲＮＡ和蛋白质的累积率下降，矮小突变频率增强，新

陈代谢改变［６］
．研究表明：乙醇胁迫酵母细胞的主要靶

位是细胞质膜，在受乙醇胁迫过程中细胞膜的流动性

发生改变，这种改变导致膜对离子的通透性改变，尤其

是对质子的通透性［７］，透过细胞膜质子流的增加导致

膜间电化学梯度的快速耗损从而导致细胞内酸性化．

应对乙醇胁迫，酵母细胞发展了一套胁迫应答（短时）

与适应机理（长期响应）来应对乙醇的毒害作用，如在

乙醇胁迫中合成热休克蛋白（ＨｅａｔＳｈｏｃｋＰｒｏｔｅｉｎ，

ＨＳＰｓ）
［８］，使膜及蛋白质稳定，同时抑制蛋白质凝

集［９］
．ＨｉｒｏｓｈｉＫｉｔａｇａｋｉ等

［１０］报道了高浓度乙醇（２１％

及２３％）诱导的酵母细胞死亡具有细胞凋亡的特征，

包括染色质固缩及片段化，ＤＮＡ裂解，需求蛋白质从

头合成，在乙醇诱导过程中是由线粒体的裂变途径来

介导酵母细胞的凋亡．

目前对于乙醇胁迫酵母细胞内生理变化的研究是

基于群体细胞水平上的，在乙醇胁迫过程中个体细胞

的生理生化变化具有其独特性的特征，基于群体细胞

水平上的研究是平均后得到的结果，单个细胞所表现

出的差异性特征被群体信息所掩盖，往往不能真实地

反映出其个体性的特征．激光镊子喇曼光谱（Ｌａｓｅｒ

ＴｗｅｅｚｅｒｓＲａｍａｎＳｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＬＴＲＳ）可以研究溶液

中单个活细胞生化性质、化学组成及生命周期变

化［１１１３］，能够实现乙醇胁迫下对单个酵母细胞生理生

化变化过程的实时监测．

本文应用ＬＴＲＳ对单个酵母细胞在高浓度乙醇胁

迫过程进行实时光谱记录，获得乙醇诱导单个酵母细

胞发生凋亡的过程中细胞内核酸、蛋白质、脂类等物质

含量变化的实时信息，并采用重复测量方差分析方法，

研究单个酵母细胞在乙醇诱导凋亡的过程中细胞内含

物质含量变化的规律．

１　材料与方法

１．１　菌株培养与收集

菌种为购自安琪酵母股份有限公司的安琪酿酒高

活性干酵母．所用培养基为 ＹＰＤ培养基：１％ 酵母提

取物、２％ 葡萄糖、２％ 蛋白胨．取少量安琪酿酒高活性

干酵母于ＹＰＤ液体培养基中，２９℃，１５０ｒｐｍ培养过

夜，活化菌株．将酵母培养液稀释至一定浓度，取

１００μＬ稀释液涂板，３０℃恒温培养箱中培养３６ｈ．挑

取单菌落于新鲜的 ＹＰＤ液体培养基中培养过夜，按

１％的接种量接种于新鲜的 ＹＰＤ 液体培养基中，

２９℃、１５０ｒｐｍ培养７天．离心收集培养完成酵母细

胞．并用５０ｍＭｐＨ７．５的Ｔｒｉｓ缓冲液洗涤三次，再用

一定量的５０ｍＭｐＨ７．５的Ｔｒｉｓ缓冲液悬浮，４℃保

存备用．

１．２　酵母同步细胞分离

酵母同步细胞分离介质的配制：应用Ｐｅｒｃｏｌｌ连续

密度梯度分离法分离酵母同步细胞，参照 Ａｌｌｅｎ等
［１４］

和赖钧灼等［１５］的改良Ｐｅｒｃｏｌｌ连续密度梯度分离方法

进行分离．同步细胞用５０ｍＭｐＨ７．５的Ｔｒｉｓ缓冲液

悬浮，４℃保存备用．

１．３　乙醇胁迫酵母细胞

１．３．１　不同浓度乙醇处理酵母细胞

分别取０．５ｍＬ酵母同步细胞悬浮液与等体积乙

醇均匀混合，注入１．５ｍＬ离心管中，在乙醇终浓度分

别为０、５％、１０％、１５％、１９％、２０％、２２％、２３％、２４％的

条件下处理酵母细胞，离心管于３０℃水浴锅中处理

４ｈ，每隔一段时间摇晃离心管一次，保证酵母细胞悬

浮于处理液中．随后离心收集酵母细胞，分别用５０ｍＭ

ｐＨ７．５的Ｔｒｉｓ缓冲液洗涤三次，保留沉淀用０．５ｍＬ

５０ｍＭｐＨ７．５的Ｔｒｉｓ缓冲液悬浮细胞．将酵母悬浮

液稀释为每毫升１０
４ 细胞，分别取１００μＬ菌液涂布于

ＹＰＤ固体培养基中，每种处理做三个涂板重复，２９℃

培养两三天，使平板上不再长出新菌落为止，分别统计

菌落数，计算存活率，确定致死乙醇浓度．

１．３．２　致死浓度下乙醇处理酵母细胞

分别取０．５ｍＬ酵母同步细胞悬浮液与乙醇等体

积混合，注入１０个１．５ｍＬ离心管中，使乙醇终浓度为

２０％，混合均匀，于３０℃水浴处理，每隔一段时间摇晃

离心管一次，保证酵母细胞悬浮于处理液中．分别在乙

醇处理０、０．５、１、２、３、４、５、６、７和８ｈ时取出离心管，离

心收集酵母细胞，５０ｍＭｐＨ７．５的Ｔｒｉｓ缓冲液洗涤三

次，最后用０．５ｍＬ５０ｍＭｐＨ７．５的Ｔｒｉｓ缓冲液悬浮

酵母细胞．余下步骤同１．２．１，计算存活率．余下酵母

细胞于４℃保存，用于细胞凋亡检测．

１．４　酵母细胞凋亡检测

１．４．１　４，６二氨基２苯基吲哚（４，６Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２

ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色

将ＤＡＰＩ染液用甲醇稀释１０倍，制备成１２μｇ／

ｍＬ的ＤＡＰＩ工作液，按ＤＡＰＩ试剂盒说明进行染色操

作，最后用 ＢｕｆｆｅｒＡ 重悬细胞．荧光显微镜以３４０／

２５０００３６０



王巧贞，等：乙醇胁迫酵母凋亡过程的单细胞喇曼光谱

３８０ｎｍ紫外光激发，镜检、拍照．

１．４．２　碘化丙啶（ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ，ＰＩ）透膜率

收集经致死浓度下乙醇处理过的细胞，按照ＰＩ试

剂盒说明对经处理后的细胞进行ＰＩ染色检测．荧光显

微镜，氩离子激光激发荧光，激发和发射波长分别为

５３６ｎｍ和６１７ｎｍ，绿光ＢＧ１２滤光镜观察，拍照、计

数，整理数据作ＰＩ透膜率图．

１．５　酵母细胞光谱收集及处理

１．５．１　致死浓度下乙醇处理酵母细胞的群体喇曼光

谱测定

分别取２０％乙醇处理不同时间的酵母细胞悬浮

液置于样品池内，设定激光强度为１６．８ｍＷ，激发波

长为７７８．４２ｎｍ，积分２０ｓ，１００×油镜下，光镊子随机

捕获酵母细胞记录其光谱，共测定３０个细胞．

１．５．２　致死浓度下乙醇处理单个酵母细胞的喇曼光

谱测定

将酵母细胞悬浮液与４０％乙醇等体积混合，混匀

后取３００μＬ混合悬浮液置于样品池中，盖上盖玻片，

用于２０％乙醇胁迫下单个酵母细胞的喇曼光谱实时

测定．设定激光强度为３．５ｍＷ，激发波长为７７８．４２ｎｍ，

积分６０ｓ，１００×油镜下，光镊子捕获单个酵母细胞，于

０，３０，６０，９０，１２０，１５０，１８０，２１０和２４０ｍｉｎ时间点分别

记录光谱，连续测定４ｈ，重复测定１０个细胞．以蒸馏

水为对照，对照组按同样方法重复测定１０个细胞．

１．５．３　光谱数据处理

光谱数据用自编软件进行去背景平滑，导入

Ｏｒｉｇｉｎ８．１软件处理后，应用ＲａｍａｎＢａｓｅｌｉｎｅ软件进行

基线校正，应用Ｏｒｉｇｉｎ８．１软件截取６００～１８００ｃｍ
－１

信号峰集中的指纹区作图分析．同时应用单因素方差

分析方法及重复测量方差分析方法分析群体细胞和单

个细胞在乙酸胁迫过程中各个喇曼峰强度变化的差异

性，犘＜０．０５视为显著．

２　结果与分析

２．１　乙醇胁迫酵母细胞后存活率

图１是酵母细胞经乙醇胁迫，涂板计算存活率曲

线图．不同浓度的乙醇处理酵母４ｈ之后，酵母细胞的

存活率随乙醇浓度的不断增加而不断降低，当乙醇浓

度达到２０％时，酵母细胞的存活率接近于０，由图１

（ａ）可知２０％是酵母细胞的致死浓度，说明酵母存活率

与乙醇浓度存在依赖关系．分别用２０％乙醇处理酵母

细胞０、０．５、１、２、３、４、５、６、７和８ｈ之后，酵母细胞的存

活率随处理时间的延长而逐渐降低，见图１（ｂ）．当处

理时间达到５ｈ时，酵母细胞的存活率接近于０，说明

酵母存活率不仅与乙醇浓度存在依赖关系，还与处理

时间存在依赖关系．

图１　乙醇胁迫酵母存活率

Ｆｉｇ．１　Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｙｅａｓｔａｆｔｅｒｅｔｈａｎｏｌｓｔｒｅｓｓ

２．２　酵母细胞凋亡检测

ＤＡＰＩ染料对细胞膜有半通透性，可透过正常活细

胞与ＤＮＡ产生非嵌入式结合，发出蓝色荧光．凋亡细

胞的膜通透性增加，对其摄取能力增强，产生很强蓝光

染色．可从荧光强度及核形态变化鉴别出细胞发生凋

亡的典型特征．

由图２可知，未经２０％乙醇处理的酵母细胞经

ＤＡＰＩ染色后，酵母细胞发出较弱的蓝色荧光，且染色

均匀，核完整，说明大部分细胞为正常的活细胞．酵母

３５０００３６０
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图２　２０％乙醇处理后酵母细胞经ＤＡＰＩ染色的荧光图

Ｆｉｇ．２　ＰｈｏｔｏｆｌｕｏｒｏｇｒａｍｓｏｆｙｅａｓｔｃｅｌｌｓｄｙｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩ

ａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ２０％ｅｔｈａｎｏｌ

细胞经２０％乙醇处理后，细胞发出的蓝色荧光强度随

着处理时间的延长而逐渐增强，说明随着处理时间的

延长，细胞膜对ＤＡＰＩ染料的通透性增强，细胞对该染

料的摄取量逐渐增加，染色逐渐加重．当处理时间为

２ｈ时，大部分酵母细胞发出较强的蓝色荧光，说明此

时大部分的酵母细胞已处于凋亡阶段，细胞对 ＤＡＰＩ

染料具有强的通透性，细胞表现出凋亡的典型特征，即

细胞核固缩，着色较重，并可见细胞核边缘不规则，核

碎片化．

荧光染料碘化丙啶（ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ，ＰＩ）是一种

可对ＤＮＡ染色的细胞核染色试剂，嵌入双链ＤＮＡ后

释放红色荧光．ＰＩ染料不能进入细胞膜完整的正常细

胞和凋亡细胞中，而坏死细胞由于膜完整性破损，ＰＩ

染料染色可透过膜进入细胞内，对ＤＮＡ染色．

用不同时间对在２０％乙醇胁迫下处理酵母，并对

处理过的酵母细胞进行ＰＩ染色，获得的不同处理条件

下酵母细胞的ＰＩ透膜率变化图．图３表明，随着２０％

乙醇处理的时间延长ＰＩ透膜率逐渐升高，当处理时间

为６ｈ时，ＰＩ的透膜率接近于２０％，当处理时间为８ｈ

时ＰＩ的透膜率接近于４０％．说明在２０％乙醇的胁迫

下，坏死的酵母细胞随处理时间的延长而逐渐增多．

图３　２０％乙醇处理酵母不同时间的ＰＩ透膜率图

Ｆｉｇ．３　ＴｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＰＩａｆｔｅｒｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄ

ｗｉｔｈ２０％ｅｔｈａｎｏｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ

２．３　高浓度乙醇处理酵母细胞群体喇曼光谱

群体酵母细胞的平均喇曼光谱随２０％乙醇处理

的时间延长而发生规律性的变化，如图４，各喇曼特征

峰的归属见表１
［１６１７］

．结果显示，随着乙醇处理时间的

延长酵母细胞的喇曼光谱强度在逐渐降低，图４中所

标记的特征峰的强度可以反应出细胞内生物大分子物

质，如核酸、蛋白质、脂类的含量的多少．与核酸相关的

谱峰，包括归属于核酸中腺嘌呤的７２１ｃｍ－１，归属于腺

嘌呤、胞嘧啶的１３０１ｃｍ－１，归属于核酸Ｏ＝ＰＯ伸缩

振动的１０８３ｃｍ
－１，其强度随着乙醇处理时间的延长

而呈下降趋势；与蛋白质相关的谱峰，包括归属于蛋白

质中ＣＳ的反式构象的７２１ｃｍ
－１，归属于酪氨酸的对

羟苯基环呼吸振动的８５８ｃｍ
－１，归属于ＣＨ２弯曲振动

的１４４５ｃｍ
－１，归 属 于 酪 氨 酸 和 苯 丙 氨 酸 的

１６０８ｃｍ
－１，归属于酰胺Ⅰα螺旋的１６５７ｃｍ

－１，其强

度随着乙醇处理时间的延长而呈不同程度的降低，但

是归属于苯丙氨酸的１００１ｃｍ
－１峰强度变化不明显；

与脂类相关的谱峰，包括归属于 ＣＣ 扭曲旋转的

１０８３ｃｍ
－１，归属于ＣＨ２扭曲１３０１ｃｍ－１和１４４５ｃｍ－１，

图４　２０％乙醇处理群体酵母细胞不同时间后平均喇曼光

谱图，积分２０ｓ

Ｆｉｇ．４　ＡｖｅｒａｇｅｄＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｓｏｆｇｒｏｕｐｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ２０％ｅｔｈａｎｏｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ，

ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｉｓ２０ｓ

表１　酵母细胞喇曼谱峰归属表

犜犪犫犾犲１　犃狊狊犻犵狀犿犲狀狋狅犳犚犪犿犪狀犫犪狀犱狊狅犳狔犲犪狊狋犮犲犾犾

Ｒａｍａｎ

ｂａｎｄｓ／ｃｍ－１
Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

７２１
Ａｄｅｎｉｎｅ（ＤＮＡ）；ａｎｔｉｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆＣ—Ｓ（ｐｒｏｔｅｉｎ）

８５８ Ｔｙｒ（ｐｒｏｔｅｉｎ）

１００１
Ｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇｍｏｄｅｏｆ

ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ（ｐｒｏｔｅｉｎ）

１０８３
Ｏ＝ＰＯｓｙｍｍｅｔｒｉｃａｌｓｔｒｅｔｃｈ（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）；

Ｃ—Ｃｔｗｉｓｔｉｎｇ（ｌｉｐｉｄ）

１３０１
Ａｄｅｎｉｎｅ，ｃｙｔｏｓｉｎｅ（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）；

ＣＨ２ｔｗｉｓｔｉｎｇ（ｌｉｐｉｄ）

１４４５
ＣＨ２ｂｅｎｄｉｎｇｍｏｄｅ

（ｐｒｏｔｅｉｎ＆ｌｉｐｉｄ）

１６０８ Ｔｙｒ，Ｐｈｅ（ｐｒｏｔｅｉｎ）

１６５７ ＡｍｉｄｅⅠ：αｈｅｌｉｘ（ｐｒｏｔｅｉｎ）
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强度也随着乙醇处理时间呈现不同程度的下降．结果

显示，在乙醇诱导酵母细胞凋亡的过程中，细胞内的核

酸、蛋白质、脂类物质的含量随着乙醇处理时间延长呈

下降趋势，表明凋亡的酵母细胞中这些生物大分子的

含量降低与乙醇处理时间呈现一定的相关性．

应用单因素方差分析方法对分别归属于核酸、蛋

白质、脂类的８个喇曼谱峰进行两两比较分析，结果显

示见图５．由图５可知，这８个谱峰的峰强随乙醇处理

时间延长的变化规律有所差异．８５８，１０８３，１６５７ｃｍ－１

峰在乙醇处理０．５ｈ后与对照相比有显著性差异（犘＜

０．０５），而７２１，１３０８，１４４５，１６０８ｃｍ－１峰在乙醇处理

１ｈ后才与对照相比有显著性差异．１００１ｃｍ
－１峰在６ｈ

前峰强变化不规律，而６ｈ后，其强度变化表现出规律

性，并与对照组的差异性显著．

图５　２０％乙醇处理群体酵母细胞其８个喇曼峰强度随处理时间变化

Ｆｉｇ．５　Ｔｅｎｄｅｎｃｙｃｈａｒｔｏｆ８Ｒａｍａｎｐｅａｋｓｏｆｇｒｏｕｐｙｅａｓｔｃｅｌｌｓｔｈａｔｕｎｄｅｒ２０％ｅｔｈａｎｏｌｓｔｒｅｓｓ

２．４　高浓度乙醇处理单个酵母细胞过程的喇曼光谱

研究

单个酵母细胞在２０％乙醇胁迫下，在０、３０、６０、

９０、１２０、１５０、１８０、２１０和２４０ｍｉｎ时间点上的光谱强度

随处理时间的变化呈现出逐渐下降的趋势（激光强度

３．５ｍＷ，积分６０ｓ），结果见图６，与基于群体细胞水平

上喇曼光谱测定的结果类似．

应用ＳＰＳＳ软件对记录的光谱数据进行重复测量

方差分析，见表２．结果显示，７２１、１０８３、１３０１、１４４５、１

６０８和 １６５７ｃｍ
－１ 峰 在 组 内 效 应 （ＷｉｔｈｉｎＳｕｂｊｅｃｔｓ

Ｅｆｆｅｃｔｓ）的时间检验方法中狆值均小于０．０５，表明在组

内因素，即在同一处理方法条件下不同时间点上７２１、

８５８、１０８３、１３０１、１４４５、１６０８和１６５７ｃｍ－１峰的强度

差异都具有统计学意义，亦即在不同时间点上这７个

喇曼峰强度变化与对照组的不同，且这７个特征峰在

因素 Ｔｉｍｅ与 Ｇｒｏｕｐ的交互效应检验中狆值均小于

０．０５，表明处理条件与时间有交互作用，即不同的处理

条件时间趋势不同，说明在２０％乙醇处理的条件下这

７个喇曼峰强度随时间变化的趋势与对照组的不同，

即细胞内核酸、蛋白质、脂类的含量随时间变化减少的

５５０００３６０
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图６　典型的单个酵母同步细胞经乙醇胁迫随时间变化的

喇曼光谱图

Ｆｉｇ．６　ＴｙｐｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｓｏｆａｓｉｎｇｌｅ

ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｙｅａｓｔｃｅｌｌｗｉｔｈｔｉｍｅｖａｒｙｉｎｇａｆｔｅｒ

ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｅｔｈａｎｏｌ

趋势与对照组的不同．１００１ｃｍ
－１峰在组内效应检验

中，其强度在不同时间点上的差异无统计学意义（犘＞

０．０５），且处理条件与时间无交互作用，即其强度随时

间变化的趋势与对照组相比并无差异（犘＞０．０５）．在

组间效应检验中，不同处理条件对７２１、１０８３、１３０１、

１４４５、１６０８和１６５７ｃｍ－１峰的强度变化的影响有统

计学意义（犘＜０．０５），而不同处理条件对１０８３ｃｍ
－１和

１００１ｃｍ
－１峰强度变化的影响无统计学意义（犘＞

０．０５）．

表２　重复测量方差的各喇曼峰的检测

犜犪犫犾犲２　犚犲狆犲犪狋犲犱犿犲犪狊狌狉犲狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲狅犳犚犪犿犪狀

狆犲犪犽狊犱犲狋犲犮狋犻狅狀

Ｐｅａｋ

ｐｏｓｉｔｉｏｎ／

ｃｍ－１

ＷｉｔｈｉｎＳｕｂｊｅｃｔｓＥｆｆｅｃｔｓ

Ｔｉｍｅ
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｉｍｅａｎｄｇｒｏｕｐ

ＢｅｔｗｅｅｎＳｕｂｊｅｃｔｓｅｆｆｅｃｔｓ

Ｇｒｏｕｐ

７２１ ０．０００ ０．０００ ０．００６

８５８ ０．０００ ０．０００ ０．９４５

１００１ ０．３８１ ０．０６１ ０．６３５

１０８３ ０．０００ ０．０００ ０．００１

１３０１ ０．０００ ０．００１ ０．００２

１４４５ ０．００１ ０．０００ ０．０００

１６０８ ０．０００ ０．０００ ０．００６

１６５７ ０．０００ ０．０００ ０．０２９

　　为比较单个酵母细胞和群体细胞在高浓度乙醇处

理过程主要特征峰随时间变化的特征，应用重复测量

方差分析与核酸、蛋白质、脂类相关的７２１，８５８，１００１，

１０８３，１３０１，１４４５，１６０８和１６５７ｃｍ－１峰强度变化，结

果见图７．对照组（１０个细胞）未经乙醇处理，其８个特

征峰的峰强度随着处理时间的变化并未表现出显著性

差异（犘＞０．０５），即对照组的酵母细胞在２４０ｍｉｎ内其

细胞内的核酸、蛋白质、脂类等大分子物质的含量没有

发生显著性变化，表明对照组的酵母细胞在这段时间

内其生理生化活动是稳定的．实验组（１０个细胞）的喇

曼光谱强度随着时间的变化呈现出下降的趋势，并且

不同的谱峰的强度的下降趋势有所差异．其中，

７２１ｃｍ
－１（图７（ａ））在３０ｍｉｎ时就表现出与对照组的

呈显著 性 差 异 （犘＜０．０５），８５８ｃｍ
－１（图 ７（ｂ））、

１４４５ｃｍ
－１（图７（ｆ））在６０ｍｉｎ时表现出与对照组的呈

显著性差异，１０８３ｃｍ－１（图７（ｄ））、１３０１ｃｍ－１（图７

（ｅ））在９０ｍｉｎ时表现出与对照组的呈显著性差异，

１６０８ｃｍ
－１（图７（ｇ））、１６５７ｃｍ

－１（图７（ｄ））在１５０ｍｉｎ

时才表现出与对照组的呈显著性差异，而１００１ｃｍ－１

（图７（ｃ））在２４０ｍｉｎ内并没有表现出和对照组的有显

著性差异（犘＞０．０５）．结果显示，在高浓度乙醇诱导酵

母细胞凋亡的过程中，单个细胞的喇曼光谱变化趋势

与基于群体细胞水平上的平均光谱变化趋势明显不

同，即表现为与对照组呈显著性的差异的时间点有所

不同（表３）．

表３　群体细胞和单个细胞喇曼强度呈显著差异的时间点

犜犪犫犾犲３　犜犻犿犲狆狅犻狀狋狊狅犳狋犺犲犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅犳犚犪犿犪狀狆犲犪犽狊狑犺犻犮犺

狊犺狅狑犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲狊狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犾狔

Ｐｅａｋ

ｐｏｓｉｔｉｏｎ／ｃｍ
－１

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ／ｍｉｎ

Ｇｒｏｕｐｃｅｌｌｓ Ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌ

７２１ ６０ ３０

８５８ ３０ ６０

１００１ ＞３６０ ＞２４０

１０８３ ３０ ９０

１３０１ ６０ ９０

１４４５ ６０ ６０

１６０８ ６０ １５０

１６５７ ３０ １５０

６５０００３６０
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图７　２０％乙醇处理单个酵母细胞８个喇曼峰强度的变化趋势图

Ｆｉｇ．７　Ｔｅｎｄｅｎｃｙｃｈａｒｔｏｆｔｈｅ８Ｒａｍａｎｐｅａｋｓｏｆａｓｉｎｇｌｅｙｅａｓｔｃｅｌｌｔｈａｔｕｎｄｅｒ２０％ｅｔｈａｎｏｌｓｔｒｅｓｓ

３　讨论

高浓度乙醇对酵母细胞的影响包括细胞膜的完整

性，破坏或改变膜的通透性，破坏蛋白质构象，影响糖

和氨基酸等的吸收，引起核苷酸、氨基酸、蛋白质以及

Ｋ离子渗漏等．细胞膜具有选择透过性，对有害物质起

到屏障的作用，主要由磷脂、糖脂等脂类和膜蛋白构

成．酵母细胞的乙醇耐受性与膜的成分存在一定关系，

长链脂肪酸含量高的酿酒酵母可以耐受的乙醇浓度较

高；脂肪酸不饱和性也影响酵母乙醇耐受性，培养基的

乙醇增加使酿酒酵母质膜单不饱和长链脂肪酸（例如

油酸）增多，饱和脂肪酸（例如棕榈酸）的数量降低［１８］
．

在乙醇胁迫中，酵母细胞膜是最先暴露于乙醇中的，是

乙醇胁迫的主要靶位，乙醇胁迫造成膜的流动性的改

变，乃至造成膜的通透性的改变．同时在乙醇胁迫后，

与乙醇耐受性相关的膜蛋白，如膜蛋白 Ｈ＋
ＡＴＰａｓｅ的

活性受到影响，乙醇胁迫降低 Ｈ＋
ＡＴＰａｓｅ活性，造成

质子跨膜梯度的质子驱动力下降，从而使电化学梯度

消减，造成膜通透性增加．

高浓度乙醇胁迫酵母细胞，与脂类物质相关的谱

峰１０８３、１３０１和１４４５ｃｍ－１随乙醇处理时间的延长

呈下降的趋势，提示高浓度乙醇诱导酵母细胞凋亡的

过程中，酵母膜脂成分和结构受到损伤，脂类物质含量

减少，膜通透性增加，影响细胞内环境的稳定性，胞内

蛋白质、核酸从细胞膜漏出，细胞内蛋白质、核酸含量

的降低就可以通过光谱降低体现出来．细胞凋亡过程

中，涉及核酸内切酶Ｇ的凋亡过程与乙醇胁迫密切相

关［１０］，该内源性核酸内切酶被激活，参与水解ＤＮＡ分

子链内部磷酸二酯键生成寡核苷酸，这些核苷酸透过

细胞膜使细胞内核酸物质流失，凋亡晚期ＤＮＡ降解加

剧，膜通透性更高，被降解的核酸就会通过细胞膜扩散

到细胞外面，因此核酸碱基的含量也会下降，体现归属

于核酸喇曼峰７２１、１０８３和１３０１ｃｍ－１峰强的降低．细

胞内蛋白质含量的降低，推测与蛋白质合成减少和水

解增多的综合结果有关，高浓度乙醇胁迫酵母细胞，

热激蛋白（ＨｅａｔＳｈｏｃｋＰｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）以及与海藻糖合

成相关酶表达增加［９，１９］，促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达明显

增强［２０］，Ｂａｘ的异源表达引起酿酒酵母的快速死

亡［２１］，但同时和细胞增殖相关的一些蛋白的表达降

低，蛋白质合成代谢减弱；在另一方面，凋亡过程还有

伴随着某些蛋白的水解，如半胱氨酸蛋白酶家族（

Ｃａｐａｓｅｓ）成员被水解激活，然后催化其他蛋白质水解，

最终，伴随着细胞凋亡过程中膜通透性增高，胞内蛋白

质从胞膜内释放到胞外，总体上造成细胞内蛋白质含

量的降低．所以，表现出归属于蛋白质的７２１、８５８、１

３０１、１４４５、１６０８和１６５７ｃｍ－１的峰强度随乙醇胁迫延

７５０００３６０
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长而逐渐下降．具体哪些核酸和蛋白质发生对上述喇

曼光谱变化的贡献，还需借助分子生物学和分析化学

分析手段做进一步研究．

高浓度乙醇胁迫酵母凋亡过程中，凋亡细胞ＡＴＰ

比正常细胞低，ＡＴＰ由腺嘌呤和磷酸分子组成，归属

腺嘌呤的７２１和１３０１ｃｍ
－１峰强随着凋亡率的增加而

降低，推测高浓度乙醇可能干扰细胞内的腺嘌呤核苷

酸代谢，使得ＡＴＰ合成减少，影响细胞的能量代谢．酵

母细胞能量代谢与乙醇的耐受性相关［２２］，值得关注的

是１６０８ｃｍ
－１谱峰强度变化，其强度的变化表征酵母

线 粒 体 的 呼 吸 水 平［２３］
．在 高 浓 度 乙 醇 胁 迫 下，

１６０８ｃｍ
－１谱峰强度随时间变化而呈下降趋势，表明

在乙醇诱导的凋亡过程中，酵母线粒体呼吸产能的活

力下降，造成细胞的能量代谢受阻，推 测 ７２１ 和

１３０１ｃｍ
－１峰强变化和１６０８ｃｍ

－１谱峰强度变化可能

有关联性．

高浓度乙醇胁迫下，基于群体细胞和单个细胞水

平上的研究结果显示，与核酸、蛋白质和脂质相关的谱

峰强度都是随处理时间延长而逐渐降低．但是，７２１、

８５８、１００１、１０８３、１３０１、１４４５、１６０８和１６５７ｃｍ－１等８

个谱峰的变化趋势并不完全一致（详见图５、图７、表

３），乙醇胁迫单个酵母细胞的过程中，发现７２１ｃｍ－１谱

峰强度降低程度与对照组出显著性差异（犘＜０．０５）时

间点，较群体细胞提前３０ｍｉｎ，而８５８、１０８３、１３０１、

１６０８和１６５７ｃｍ
－１这５个谱峰的强度变化却滞后了．

群体细胞与单个细胞的光谱变化的这种差异性，主要

是由于群体细胞的喇曼光谱变化信息是经平均后得到

的，是平均喇曼光谱信息，个体信息被这种平均信息所

掩盖，因此群体细胞的平均信息可能并不能真实反映

出高浓度乙醇胁迫下单个细胞生理生化变化规律，无

法体现其个体间所存在的差异．而基于单个细胞水平

上的研究，能够反映出个体细胞在乙醇胁迫过程中所

表现出真实的个性特征，ＬＴＲＳ技术能够实现对单个

细胞在高浓度乙醇胁迫过程中的生理变化过程实时记

录下来，可以真实反映出单个细胞在胁迫过程中的生

理变化特性．

４　结论

高浓度乙醇能够诱导酵母细胞发生凋亡，应用

ＬＴＲＳ技术对酵母细胞在酵母细胞凋亡的过程中生物

大分子含量变化结果显示，归属于核酸喇曼峰７２１、

１０８３和１３０１ｃｍ
－１、蛋白质的喇曼峰７２１、８５８、１３０１、

１４４５、１６０８和１６５７ｃｍ－１和脂类喇曼峰１３０１ｃｍ
－１和

１４４５ｃｍ
－１峰强度都随处理时间的延长而显著降低，

反映酵母细胞在凋亡过程中，细胞内核酸、蛋白质、脂

质等大分子物质的含量随时间变化显著减少．ＬＴＲＳ

能够有效监测单个细胞凋亡的过程生物大分子变化的

实时信息，这些基于单个细胞水平上的信息能够有效

地反映出该过程中细胞生理变化的真实情况，能够克

服群体细胞平均后的数据信息对个体的某些信息掩盖

的缺点．
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