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蜡样芽孢杆菌的二阶导数红外光谱研究
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摘　要　采用傅里叶变换红外光谱非破坏性地分析了蜡样芽孢杆菌 , 在获得完整全细胞组分的红外光谱信

息基础上 , 进行了二阶导数光谱转换。结果表明 , 根据二阶导数光谱特征吸收峰可区分蜡样芽孢杆菌细胞的

荚膜、芽孢、贮能物质等特殊结果物质。以 1 654 cm - 1附近的α2螺旋结构的蛋白酰胺带吸收峰与在 1 601和

1 403 cm - 1附近显示的强羧基伸缩振动吸收峰可探测到细胞荚膜结构 ; 根据 1 617 , 1 372和 1 569 cm - 1附近

的吡啶二羧酸 (DPA)的吸收峰可认定细胞内芽孢的存在 ; 此外 , 可在二阶导数红外谱图中同时找到多聚β2羟
基丁酸 ( P HB)细胞粒、荚膜、芽孢的吸收峰。由二阶导数红外光谱可分辨重叠光谱来探测细胞多种结构物

质 , 为从分子生物学与细胞生物学角度 , 为研究蜡样芽孢杆菌提供参考信息。
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引　言

　　蜡样芽孢杆菌 ( B aci l l us cereus)是引起食物中毒的常见

病原菌 , 为需氧性、有运动性、能产生芽孢的革兰氏阳性大

杆菌 ,在自然界分布极广 , 空气、土壤、尘埃、水和腐烂草中

均有存在。由蜡样芽孢杆菌引起的食物中毒多发生在夏、秋

两季 , 引起中毒的食品常由于食前保存温度不当 (26～37

℃)且放置时间较长 , 使食品中的蜡样芽孢杆菌得以生长繁

殖 , 产生致吐肠毒素和致腹泻肠毒素 , 引起人胃肠功能紊

乱。此菌营养体在 100 ℃经 20 min可被杀死 , 但其芽孢在

120 ℃, 经 1 h才能被杀死 [1 , 2 ]。因此 , 研究蜡样芽孢杆菌细

胞结构是研究其传染病防治与控制中不可缺少的一个重要环

节。

蜡样芽孢杆菌的细胞结构中包含有荚膜、芽孢、贮能物

质等特殊的细胞结构 , 是传染病传播与致病的重要因素。采

用红外光谱 (素有“分子指纹”[3 ]之称)的分析方法 , 能够迅速

找到这些结构所含的特征化学成分的吸收峰 , 从而确定这些

特殊结构的存在与形式 , 为微生物分子与细胞学以及分类学

提供重要的参考信息。而且在分析的过程中不需要破坏细胞

与添加任何化学试剂 , 极大的提高了真实性和降低了分析成

本 [4～6 ]。

本文在获得了分辨率高、重现性好的红外谱图的基础

上 , 并经过二阶导数光谱转换 , 得到蜡样芽孢杆菌的二阶导

数红外光谱图。详细研究了蜡样芽孢杆菌红外吸收二阶导数

图谱 , 探讨了红外光谱在蜡样芽孢杆菌的特殊结构的特征光

谱。

1　实验部分

111　材料与仪器

蜡样芽孢杆菌为湖南农业大学食品科技学院微生物教研

室提供 , 溴化钾、蛋白胨、牛肉膏、氯化钠等化学试剂均为

分析纯 , 实验用水为二次蒸馏水。

Nicolet Avatar2370型傅里叶变换红外光谱仪 (美国热电

公司) ; FD23 型冷冻干燥机 (北京博医康实验仪器有限公

司) ; SH22B型水浴恒温振荡器 (上海浦东物理光学仪器厂) ;

SS325型高压灭菌锅 (上海三申医疗器械有限公司) ; L R H2
250A型生化培养箱 (广东省医疗器械厂) ; A E200型电子分

析天平 (梅特勒2托利多仪器有限公司) ; HD2925型超净工作

台 (哈尔滨市东联电子技术开发有限公司) ; DD5型大容量多

管离心机 (长沙英泰仪器有限公司)。

112　实验过程

11211　蜡样芽孢杆菌的培养

采用营养肉汤培养液培养 [7 ]。500 mL 三角瓶装入 200

mL 培养液 , 接种经活化三代的蜡样芽孢杆菌三环。置于往



复式摇床上培养 , 往复频率为 200 r ·min - 1 , 培养温度为

(37±1) ℃。

11212　菌体的收获与处理

将培养 1 d的营养肉汤发酵液 5 000 r·min - 1离心 5 min

获得菌体 , 然后用 019 % NaCl溶液洗涤 3次。冷冻干燥后装

安培瓶置干燥器中 , 4 ℃下保藏备用。

11213　红外光谱测定

取少量菌体掺入溴化钾压片测定红外光谱。光谱测量范

围为 4 000～400 cm - 1 , 光谱分辨率为 4 cm - 1 , 信号扫描累

加 64次 , 得到菌体的红外光谱 , 经 OMN IC511软件进行二

阶导数转换处理。

2　结果与讨论

211　荚膜

荚膜 (Capsule)是包裹在单个细胞壁上有固定层次 ,具有

一定厚度的透明胶状物质 , 其化学组成主要是多肽、蛋白

质、多糖、脂类、脂蛋白、脂多糖等。荚膜是细胞外碳源和能

源性贮藏物质 , 可保护细胞免受干燥的影响 , 能增强某些病

原菌的致病能力 , 使之抵抗宿主吞噬细胞的吞噬 [7 ]。如图 1

所示 ,蜡样芽孢杆菌的二阶导数红外谱图中在 1 601和 1 403

cm - 1附近显示出反对称和对称的羧基伸缩振动吸收峰 , 在

1 654 cm - 1附近吸收峰为缔合态的蛋白酰胺Ⅰ带吸收峰呈现

出的α2螺旋结构。另外在 1 552 cm - 1附近的吸收峰为多肽的

酰胺Ⅱ带 , 而 1 451 cm - 1附近的吸收峰为 C—H甲基、亚甲

基的弯曲振动。这些特征吸收峰都表示酸性寡肽或多肽的存

在。事实上 ,多聚谷氨酸形成的α2螺旋结构被认为是在 1 654

cm - 1处引起吸收峰的原因 [8 ] , 它的氨基酸侧链羧基分别在

1 601和 1 403 cm - 1附近有一个吸收峰。这种具有多肽荚膜

结构的特征光谱在芽孢杆菌属 , 如 : 枯草芽孢杆菌、巨大芽

孢杆菌、凝结芽孢杆菌的光谱图中均同样存在 [9 , 10 ]。

Fig11　Second derivative FTIR of capsule

212　芽孢

芽孢 ( Endospore)是蜡样芽孢杆菌在其生长发育后期 ,

在细胞内形成的一个圆形或椭圆型、壁厚、含水量低、抗逆

性强的休眠构造 [7 ]。芽孢最主要的特点就是抗性强 , 对高

温、紫外线、干燥、电离辐射和很多有毒的化学物质都有很

强的抗性。细菌在产生芽孢的过程中 , 生芽孢的细胞大量吸

收钙离子 , 并大量合成营养细胞中没有的吡啶二羧酸

(DPA)。在成熟的芽孢中 , 芽孢原生质体含有极高的吡啶二

羧酸钙 (DPA2Ca) , 在新合成的、具有特殊化学构造的外层

(皮层和芽孢衣 , 有时还有芽孢外壁)中也有这种物质。芽孢

的壁含有一种特殊的肽聚糖 , 所有芽孢基本上都一样 , 但与

营养细胞的细胞壁肽聚糖却不一样。图 2为蜡样芽孢杆菌的

二阶导数光谱图。在 1 281 , 773 , 724 , 709 , 658 cm - 1附近存

在一系列相关的振动吸收峰。将此菌液用孔雀绿染色 , 在显

微镜下观察发现有大量的成熟芽孢。芽孢内含物 DPA 的特

征光谱图在图 2中表现出了高密度的吸收峰。螯合了钙离子

的 DPA所产生的两个 COO - 基团的伸缩振动吸收峰 , 分别

位于 1 617和 1 372 cm - 1附近。而在 1 569 cm - 1附近的额外

吸收峰是由 DPA环中 C—N 键所引起的。芽孢谱图可清晰

显现出 DPA特征吸收峰 , 而芽孢壁多肽由于其种类繁多而

没有确切的吸收峰表示 , 这可能是因为其蛋白总量较稳定所

引起的。由此推断 , 红外光谱技术也可以用来呈现芽孢的形

成过程。

Fig12　Second derivative FTIR of endospore

213　多种结构的同时检测

蜡样芽孢杆菌的红外光谱图表明 , 可以同时表达多聚2β2
羟基丁酸粒 ( P HB)、芽孢和荚膜的特征吸收峰。图 3中的光

谱表示荚膜和 DPA的吸收峰如前所述。在 1 740 cm - 1附近

有一个很明显的酯基吸收峰 , 是 P HB 的主要特征吸收

峰 [10 , 11 ]。另外 2个较强吸收峰在 1 601和 1 403 cm - 1附近 ,

显现出荚膜和 (或)芽孢的存在。其他特征吸收峰清晰地表明

是 DPA , 但是较微弱 , 这不仅可推论出 P HB和荚膜的同时

存在 , 而可知 P HB的减少表明芽孢开始形成。

Fig13　Second derivative FTIR of bacillus cereus

C : Capsule ; E : Endospore ; P : P HB

3　结　论

　　综上所述 , 红外光谱是一个非常有价值的在整个细菌生

长周期内探测蜡样芽孢杆菌细胞结构的工具。将光谱进行二
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阶导数转换 , 可以消除波长一次项的误差 , 且可以比较容易

分辨出强峰上的小肩峰 , 使红外光谱中隐含的信息突出 [12 ] ,

从而使蜡样芽孢杆菌细胞内的各种特殊结构物质存在与形式

(如贮藏物质的积累与利用 , 芽孢、荚膜和粘液物质的形成

等生物学过程)能更直接地被显现出来。此外 , 红外光谱技

术可以用来替代传统染色方法来观察微生物细胞结构。可以

设想通过实践积累 , 此分析方法还可能运用于其他类似微生

物的研究。
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Second Derivative FTIR Spectroscopic Study of Bacillus Cereus
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Abstract　Some particular cell component s of intact B aci l l us cereus could be detected and identified by Fourier t ransform inf rared

spect roscopy ( FTIR) . FTIR were collected directly , then the F TIR spect ra of the samples were converted into second derivative

spect ra . Typical marker bands were used to identify these bacterial cell component s such as capsules , endospores or storage ma2
terials. Capsules were detected in cell by a st rong amide band near 1 654 cm - 1 typical forα2helical st ructures and by st rong car2
boxylate st retching vibrations (≈1 601 cm - 1 and ≈1 403 cm - 1 , respectively) . The formation of endospores was discovered

using marker bands for dipicolinic acid (located at ≈1 617 cm - 1 , ≈1 372 cm - 1 and ≈1 569 cm - 1 ) . Spect ra of this st rain

showed expression of poly2β2hydroxybutyric acid granules , cap sules and endospores simultaneously. These bacterial cell compo2
nent s can be identified by second derivative FTIR spect roscopy which can distinguish the overlap spect rum. And that offered

some referenced information for molecular biology and cellular biology.

Keywords　Fourier t ransform inf rared sqect roscopy ; Second derivative ; B aci l l us cereus ; Capsule ; Endospore
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