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　　摘要：生物乙醇被认为是一种清洁的可再生能源，然而同时也是一种潜在的环境污染物。虽然目前关于细胞乙醇
应激的研究已经非常广泛，但是细胞为生命活动的基本单元，对单细胞层面的细胞应激研究是非常必要的，有助于深

化人们对单细胞进化的认识，然而目前在单细胞尺度进行细胞应激反应研究的方法还是非常有限的。拟采用单细胞

拉曼光谱技术，对细胞在不同浓度乙醇处理下进行指纹图谱的检测，获得其单细胞应激的表型性状。结果表明，在不

同浓度乙醇处理３０ｍｉｎ的条件下，细胞可以非常灵敏地对外界刺激进行反应，主要表现在脂类、蛋白类拉曼谱峰的强
度增强，以及表征核酸类物质的拉曼峰强度下降；同时，由于在不同浓度乙醇作用下细胞的不同反应，可以对细胞外环

境中乙醇含量进行预测。由研究结果可见，细胞乙醇应激可以采用单细胞拉曼光谱进行检测，同时该技术还可以应用

在对环境中存在的乙醇含量的预测方面。
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　　目前，我国的机动车总数已经达到几亿辆的级别，汽车尾
气的排放对细颗粒物（ＰＭ２．５）的“贡献”被认为是一个不可忽
视的因素。生物乙醇可以利用废弃的秸秆或木质纤维素进行

生产，不与人争粮，被认为是一种清洁的可再生能源，可以与

汽油混合使用，能够更好地利用烷烃，并且提供更高的燃烧热

量［１］。然而，对于环境或环境微生物而言，生物乙醇也是一

种潜在的污染物。人们在研究如何利用微生物高效生产乙醇

的同时，对细胞的乙醇耐受性也进行了广泛的研究，涵盖基因

组学、转录组学、蛋白质组学以及代谢物组学的各个领域，所

涉及的生物对象包括大肠杆菌［２－３］、酵母［４］及其他产乙醇的

梭菌［５］，或整合生物加工（ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｅｄｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，简称
ＣＢＰ）发酵中的其他功能菌株等，如嗜热纤维梭菌［６］，此外还

有很多研究未在此一一列出。因此，本研究选择细胞对乙醇

的应激具有广泛的研究基础。

鉴于单细胞研究在理解生物进化及生命的环境适应性方

面的重要作用，单细胞拉曼光谱（ＳＣＲＳ）技术因无需标记、快
速简便的特性已经日益得到广泛应用。最近发表的１篇关于
单细胞拉曼光谱技术在细胞应激丁醇方面的研究［７］表明，拉

曼光谱的数据与传统试验方法具有很高的相关性。但是关于

细胞在单细胞水平的乙醇应激研究目前尚未见报道。本研究

立足于单细胞拉曼光谱的可靠性和不拘泥于群体水平研究的

特点，旨在通过研究细胞对于不同浓度乙醇刺激的不同反应，

认识细胞应对外界环境中乙醇的代谢层面的变化，对于深刻

理解细胞的乙醇应激，以及对外界环境中存在的乙醇的检测

具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料与处理
本试验以大肠杆菌作为研究对象，因大肠杆菌具有丰富

的研究背景、结构简单、缺乏免疫性、遗传操作简单，对其进行

乙醇的生产和耐受研究在广度和深度上都是其他任何微生物

所不能替代的。同时，大肠杆菌被认为是刺激响应的敏感体，

由于其生长速度快，容易受到外界环境的影响，因此可以作为

检测污水污染程度的理想细胞［８］。

本试验采用的乙醇等药品为国药集团化学试剂有限公司

生产的分析纯产品；碘化丙啶（ＰＩ）购自 Ｓｉｇｍａ，色谱纯，纯
度≥９４．０％。

在细胞培养过程中须要注意的是活化过程的一致性。因

为拉曼光谱测量的严格性，细胞要经过比较严格的活化过程：

先将－８０℃保种的大肠杆菌在ＬＢ平板上于３７℃活化１６ｈ，
然后将其转接入２ｍＬ玻璃试管中，于３７℃培养１２ｈ后，再转
接入１２０ｍＬ液体ＬＢ培养基中进行扩培，进行乙醇的刺激试
验，试验中设置６个乙醇浓度（体积分数）梯度：０％、０．５％、
１０％、２．０％、３．０％、５．０％，分别处理细胞３０ｍｉｎ。此外，细
胞在高浓度乙醇中的活性检测通过传统的碘化丙啶染色的方

法进行。

１．２　单细胞拉曼光谱的采集
受刺激的细胞在经过０．５ｈ乙醇刺激后，进行细胞收集，

条件为５２００ｒ／ｍｉｎ，２ｍｉｎ。用ｄｄＨ２Ｏ轻轻吹打，洗涤３次后
稀释数百倍（使细胞能够分散于视野中，以便进行单细胞拉

曼光谱的采集）；而后吸取１．５μＬ稀释的细胞悬液置于ＣａＦ２
平板上，自然风干后，立即采用强度１００ｍＷ、波长５３２ｎｍ激
光的拉曼系统进行信号采集，每个图谱采集时间１０ｓ（照射于
细胞上的激光光照度约为２５ｍＷ）。这部分的工作须要注意
的事项：首先，细胞要尽量清洗干净，不能因用力过猛而使细
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胞破碎；其次，风干过程要尽量迅速，避免细胞过长时间暴露

于干燥的环境中，导致细胞破裂死亡。

１．３　数据处理及分析方法
采集到的单细胞拉曼光谱的处理，主要包括拉曼光谱的

数据前处理和多变量分析。采集数据的形式：每个乙醇刺激

浓度下设置３个生物学平行，每个平行测量２０个独立的细
胞，采集到的单细胞拉曼光谱数据共为６×３×２０（即３６０个
单细胞拉曼光谱）。

１．３．１　数据前处理　将以上得到的单细胞拉曼光谱通过
Ｌａｂｓｐｅｃ５软件进行去除背景操作（在每个生物学平行中，背
景都随机采集了３个，这里取其平均值）、ＧｅｔＺｅｒｏ操作、基于
面积的归一化处理操作，使获得的数据都进行归一化。

１．３．２　多变量数据分析　主要有主成分和线性判别分析
（ＰＣ－ＬＤＡ）、支持向量机分析（ＳＶＭ）和相似性分析（ＡＮＯ
ＳＩＭ）３种。主成分和线性判别分析是一种受监督的多变量分
析方法，这种方法的应用能实现２个目的：（１）可直观显示各
组别间有无明显差异，此处ＰＣ－ＬＤＡ的功能与人们熟知的主
成分分析（ＰＣＡ）是一致的，都可以将其分值进行抽取、画图；
（２）这种方法是一种受监督的方法，能够计算出２个组间差
异的决定因素是什么，即差异的拉曼峰值是哪些。本试验中

ＰＣ－ＬＤＡ是在 Ｒ２．１５．０版本中实现的。ＳＶＭ分析包括 ２

步：（１）通过训练数据集得到１个模型；（２）通过训练数据集
构建的模型来对测试数据集进行预测。在第１步模型建立的
时候有２个重要的参数：Ｃ、υ，这２个重要的参数都是由模型
自动选择的，选择的标准是模型通过交叉检验后错误率最低

时的参数选择。相似性分析基于距离矩阵分析，能够通过比

较组内、组间差异来解释对照组和处理组之间的拉曼光谱的

相似性大小。

１．４　试验设计与流程
本研究的总体策略如图１－Ａ所示，研究的定位主要依

托于单细胞拉曼技术，以细胞应对乙醇刺激为核心，基于乙醇

浓度的变化，追踪细胞表现的变化，通过考察不同浓度乙醇作

用下的细胞反应，不仅能够反映单细胞拉曼技术的灵敏度，还

能对细胞外在乙醇浓度进行准确预测。

基于以上研究策略及“１．１”“１．２”“１．３”节中叙述的具
体试验流程，绘制试验流程（图１－Ｂ）。

笔者设置了“１．１”节中的一系列乙醇浓度梯度对细胞进
行刺激反应，这部分工作预期实现的目标是单细胞拉曼光谱

的灵敏性。设置未对细胞生长造成抑制的乙醇浓度，如

０５％、１．０％，但结果表明，即使是低浓度的乙醇刺激，细胞也
会发生微小的代谢水平的变化（图１－Ｃ）。

２　结果与分析

２．１　拉曼光谱表征的不同乙醇浓度下的细胞反应
笔者选择了１种在 Ｒ语言中可实现的、有监督的、结合

主成分分析的线性判别分析方法，来展示、区分和解析乙醇处

理组的细胞可否与对照组细胞相区别，以及哪些关键的拉曼

峰值对这种区别有贡献。首先，通过拉曼光谱的比较发现，在

乙醇刺激下，细胞的拉曼光谱之间是有差异的（图２）。根据
ＰＣ－ＬＤＡ的结果（图３－Ａ），笔者发现，对照组细胞与乙醇处
理的细胞都依次在ＰＣ－ＬＤＡ因子１的方向上区别开来；可是
对于０．５％、１．０％乙醇处理的细胞，即在生长曲线上没有显
著差异的乙醇处理下，在ＰＣ－ＬＤＡ因子１的方向上与对照组
细胞非常接近，几乎聚在一起，但在 ＰＣ－ＬＤＡ因子３的方向
上这３组细胞可以很明显地区分开来；对于５．０％乙醇处理
的细胞，在ＰＣ－ＬＤＡ因子１的方向上与３．０％乙醇处理的细

胞区分难度比较大，但在ＰＣ－ＬＤＡ因子２的方向上的区分非
常明显。无论在低浓度或是高浓度的乙醇作用下，单细胞拉

曼光谱主要变化的峰值位置如图３－Ｂ所示，主要是表征核
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酸类物质的拉曼峰值（７８３、８１２、１４８１、１５７５ｃｍ－１等）处的降
低，在脂类（１４４８ｃｍ－１）、蛋白类（１００２ｃｍ－１）物质处的拉曼
峰值升高。说明细胞可能在应对乙醇刺激时，细胞膜有增厚

的趋势，导致细胞中脂类明显升高。此外，细胞内核酸含量的

减少，可能的原因是ＲＮＡ的减少或是由于细胞体积增大而使
得核酸呈现出稀释的作用，这是使表征核酸类物质的拉曼峰

值降低的原因。

２．２　乙醇刺激下细胞的活性检测
用乙醇对细胞进行处理，从生长曲线角度来看，细胞生长

变慢、细胞死亡也可能是细胞拉曼光谱发生变化的原因。因

此，笔者主要对细胞在较高浓度乙醇（５．０％）处理下随时间

变化的活性来表征。结果表明，１ｈ的乙醇刺激对细胞活性
几乎没有影响。从１ｈ的对照组、刺激组的 ＰＩ染色结果（图
４－Ａ）不难看出，在细胞死亡率方面，乙醇处理组的细胞并没
有比对照组细胞的死亡率（百分之几的水平）明显提高，证明

１ｈ内乙醇浓度为５．０％对于细胞活性没有明显伤害。当细
胞经过５ｈ的乙醇处理时，细胞的死亡率略有升高，但总体来
讲细胞致死率不是很高（图４－Ｂ）。本试验采用不同浓度的
乙醇对细胞进行处理，大部分乙醇浓度低于５．０％，且本试验
中所采用的刺激时间很短，为０．５ｈ，所以基本可以忽略细胞
活性受到乙醇影响。因此可以得出，细胞拉曼光谱的变化确

实是在乙醇作用下细胞代谢层面的生理变化。

２．３　基于单细胞拉曼光谱的乙醇浓度预测
采集用不同浓度乙醇处理后各细胞的拉曼光谱，用多变

量分析方法能够对其进行区分。笔者采用ＳＶＭ分析，将不同
浓度乙醇处理下的单细胞拉曼光谱混在一起，并随机抽取１５
个细胞作为测试数据集，剩余的４５个细胞作为训练数据集。
最终结果表明，经过不同浓度乙醇处理的细胞都能够实现其

各自组别９０％以上的区分正确率（表１）。
　　此外，根据细胞的指纹光谱，比较乙醇处理组细胞与对照
组细胞之间的差异，笔者采用相似性分析的方法（ＡＮＯＳＩＭ；
基于Ｊｅｎｓｅｎ－ＳｈａｎｎｏｎＤｉｖｅｒｇｅｎｃｅ距离矩阵；ｐｅｒｍｕｔｅ＝９９９）。
这种相似性分析经常被应用于宏基因组分析中，但单细胞拉

曼光谱由于其光谱峰值数量巨大而且不同组别含有大量不同

的单个细胞等，很适合采用多变量方差分析的方法对拉曼数

据进行分析，而相似性分析在计算处理组与对照组之间差异

表１　不同浓度乙醇刺激下细胞反应的区分和预测结果

乙醇浓度

（％）
ＳＶＭ ＡＮＯＳＩＭ
分类率 Ｐ值 Ｒ值

０．５ ０．９４±０．０６ ０．００１ ０．１１
１．０ ０．９４±０．０５ ０．００２ ０．０７
２．０ ０．９６±０．０５ ０．００１ ０．２７
３．０ ０．９４±０．０６ ０．００１ ０．３４
５．０ １．００±０．００ ０．００１ ０．５４

　　注：Ｐｅａｒｓｏｎ相关Ｒ２＝０．９６。ＳＶＭ用于预测，ＡＮＯＳＩＭ用于区分。

方面有特长。结果表明，采用低浓度乙醇处理的细胞与对照

组细胞之间存在较为微小的差异（Ｒ值越接近０，证明差异越
小；越接近１，证明差异越大），但这种差异为极显著差异（Ｐ＜

（下转第２８４页）
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４．３　提升农田基础设施水平
加强基础设施建设，提高山药种植基地的生产能力是推

动和促进丰县山药产业发展的基础保障。重点加强４个方面
的基础设施建设：一是加强山药规模化种植基地农田基础设

施建设，加强山药种植基地的微喷滴灌等节水灌溉设施建设，

提升生产基地的灌排能力，确保生产基地达到“旱能灌，涝能

排”的高产农田标准；二是加强山药规模生产基地的田间道

路建设，确保基地产品全天候对外运输；三是加强山药规模生

产基地的配套大棚、冷库等辅助设施建设，确保生产基地产品

保存、处理和育苗的需要；四是加强山药规模生产基地农田林

网等防护条件建设，提高生产基地生产保障能力。

４．４　培植山药产业化龙头企业
培育现代山药高效特色产业，必须依靠产业化龙头企业，根

据该地区山药产业发展现状，应着重促进产品销售为主的三类产

业化龙头企业，改变山药销售以“经纪人”为主渠道的现状。

４．４．１　营销企业　积极推动和发展“农超对接”产品销售体
系，通过建立规模化种植基地＋企业的产业模式，推动企业为
主导的产品种植、收购和保鲜初加工、物流配送产品销售体

系；构建规模化种植基地＋企业的产业模式，形成“互联网 ＋
山药”的现代农产品线上营销体系，建设产品种植、收购和保

鲜初加工、物流配送的线下产品销售体系，形成覆盖一定地区

山药生产的现代化农产品销售企业。

４．４．２　出口企业　引进农产品外贸企业建立规模化种植基

地＋企业的保鲜加工、出口销售的产品出口销售体系，形成覆
盖一定地区山药生产的外向型农产品销售企业。

４．４．３　深加工企业　引进和新建山药深加工企业，加强以山
药产品为主的营养保健品的科学加工技术研发，发挥山药的

营养保健功能，建立规模化种植基地＋企业的产品种植、收购
和深加工产业化体系，形成覆盖一定地区山药生产的现代化

农产品加工企业。
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０．０１）。说明采用低浓度的乙醇处理细胞，细胞拉曼光谱有
明显变化，但反应程度较小；而采用较高浓度的乙醇处理细

胞，如体积分数为 ５．０％，细胞反应极显著而且剧烈（Ｐ＜
０．０１；Ｒ＝０．５４）。同时，由相似性分析得到的细胞反应程度
（Ｒ值）与乙醇浓度之间呈现很强的线性相关（皮尔森系数为
０．９６）。这说明，根据细胞在不同浓度乙醇中的单细胞拉曼
光谱变化情况，可以对细胞外环境中乙醇浓度进行预测。与

传统的乙醇试剂盒相比，这种方法不仅可以提供乙醇的浓度

信息，还能提供细胞代谢层面的变化信息。

３　结论

目前在单细胞水平研究细胞的刺激反应的方法是非常有

限的，本研究中介绍的单细胞拉曼技术结合显微操作技术，是

一种非标记的、不依赖于群体细胞的研究，并且其独特的灵敏

性使之具有更广阔的应用前景。在本研究中，以乙醇作为刺

激物，通过设置一系列浓度的刺激，监测不同浓度乙醇处理下

细胞的单细胞拉曼光谱变化，从而对细胞的反应进行表征。

通过结合多变量分析，使得单细胞拉曼光谱表征的细胞刺激

反应更具统计意义。但是，单细胞拉曼光谱表征细胞应激反

应在精度上是有待提高的，不能精细地表征细胞内特定成分

的变化，须要与其他方法联用。但本方法是一种新颖、独特、

灵敏的检测细胞应激乙醇的代谢物反应，并且可以对胞外乙

醇浓度进行有效地预测，同时对其他环境刺激物的监测也具

有指导作用。
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