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摘 要：采用从山苍籽油分离出的柠檬醛作为抗菌药物，产毒和无毒的黄曲霉细胞（!"#$%&’(()"
*(+,)" @-((，C3D）作为药物作用的靶，以显微多道分光光度法和显微图像分析法对被该醛所损
伤的 C3D进行图像捕获，测定受损伤后细胞内吸收光谱、截面积、周长、长轴长及短轴长所发
生的变化。发现在 !8$,:和 %%7,:处产毒 C3D存在特征吸收峰，受该醛损伤后产毒和无毒

C3D的吸收光谱波峰均发生迁移，且峰面积增大；截面积等 !类形态参数的数值随柠檬醛浓
度升高而减少；为质膜物理化学及细胞内生理生化指标变化提供了理论依据。表明柠檬醛不

仅破坏质膜的选择性通透性，而且使细胞质膜结构改变并进入细胞，与靶分子及靶细胞器作

用而引发一系列新的生理生化现象的出现。实现对活态细胞受药物作用后形态及生物大分

子动态变化的快速、实时、在位的测定，对抗菌药物作用于细胞并使其发生形态结构及靶分子

的变化提供了必要的物理参数，在药物抗菌理论及方法研究上具有重要意义。
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细胞生命活动与整体细胞活动的状态有关，细胞的异质性导致细胞在化学组成、生理

响应时间等方面的差异性，而该异质群体细胞中单个特异细胞的结构和功能的分析则是

了解单个细胞和群体细胞间协同效应、细胞与组织间的关系和进行生物模拟研究的重要

基础；单个活态细胞与周围环境之间，同一细胞内生物分子之间相互作用的实时、无扰、在

位的高分辨率观察和分析是细胞生理学行为及其机理研究的重要部分。单个细胞的细胞

质、细胞器、全细胞的多维分析、对同种细胞功能是否相同、生理行为与细胞形态及化学组

成间关系、细胞变异及细胞通讯的生化基础等生物学和医学中一些悬而未决的问题有望

得到回答。单个细胞化学组成分析可用于评价外界刺激（如药物和毒素）对细胞化学组成

的影响，获得其他方法所不能获得的宝贵信息，为有效地减少副作用药物设计提供重要的

依据。鉴于只涉及单个细胞，其单细胞分析方法的建立，不但可解决用人和动物组织进行

科学实验材料来源问题，而且可大大缩短有关研究和分析的时间。

与对照组相比较，本研究采用显微多道分光光度系统与显微图像处理分析系统［8 F "］



相结合，测定黄曲霉受柠檬醛损伤后，细胞内吸收光谱和细胞形态的变化，探讨柠檬醛作

用于黄曲霉细胞（ !"#$%&’(()" *(+,)" !"##，$%&）的规律。结果表明 $%&经该醛损伤后截面
积、周长、长轴与短轴长度随药物浓度升高而减小。细胞特征吸收波长改变，进一步证明

柠檬醛明显破坏 $%&质膜从而进入细胞，导致电导率升高［’］、线粒体产生不规则增生［(］、
破坏氧化还原反应系统，还使核 )*$损伤［+］等，克服了激光共聚焦显微技术难以实现对
细胞内分子内部结构和化学组成微小变化进行高灵敏度分析的局限性，弥补了流式细胞

技术无法对同一细胞进行连续观察及其动力学测定的不足；同时取代了虽可快速有效地

进行单个细胞化学组成分析测定和生物学事件分析，却又因干扰活细胞正常状态并对环

境要求高而难以测定的微电极技术，也解决了荧光分析和活细胞探针技术中因受荧光漂

白及特异结构探针种类与装载方法的限制而难对活细胞进行无扰、实时、快速地连续动态

监测的问题。

! 原理和方法

! "! 实验装置和原理

图 ! 实验分析系统和图像获取系统
%,-./ 01" "23"4,5"67 8"793

实验装置如图 /所示。图 /表明本项实验
测定的装置由显微多道分光光度系统、微型细

胞培养地、显微数字成像和图像分析系统组成。

整套硬件主要建立在一特定的 *,:;6 0<=>> 倒
置显微镜之上，光源为 />>?卤钨稳流光源光
束通过孔径大小可调的光阑 / 后，经透镜聚焦
后照射到样品上。该显微镜包括前面、侧面、底

面和两个目镜，共 (个成像光路输出端口；光路
设计中利用显微镜侧面输出端口作为显微数字

图像端口；利用显微镜前面输出端口作为显微

多道分光光度检测光路的输入端口；检测时使

用光路切换装置，可选择单条成像光路输出，或

几条光路相组合时输出，即可实现多种手段的同步联合检测；在测较暗图像时，可利用

@<0<ABCC图像捕捉卡与 C@$&D&&)E=>摄像头的控制连线，送入积分时间控制信号，控制
C@$&D&&)E=>摄像头的 &&)积分时间，@<0<AB CC图像捕捉卡再根据 C@$&D&&)E=>发出
的捕捉脉冲输出信号，进行同步图像捕获。因积分时间可被控制，故作为 @@EF技术的补
充，该部分还可通过使用恒定单色均匀光源照明系统，而实现单道显微光度大视野范围

（相校 @@EF）的二维多空间点快速同步吸收光谱检测。在系统制作时需要对 &&)光电响
应的不均匀性和非线性进行校正，以及 &&)检测通道电路中增益调节电路和!校正电路
作调整［G］。每次利用系统进行图像摄取时，还可利用软件对所获图像进行背景扣除、滤波

降噪处理等操作。软件系统还提供了多种滤波方法，可根据实际情况进行选择后，由计算

机自动完成。

! "# 材料和试剂
! "# "! 菌种：黄曲霉（!"#$%&’(()" *(+,)"），无毒和产毒两个菌株，从花生和大米中分离获得，
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中国科学院微生物所齐祖同研究员鉴定。

! "# "# 试剂：柠檬醛、甘油、!"#$（%&）、’())*+,-均由上海化学试剂公司提供。
! "$ 方法
! "$ "! 样品准备及形态学参数的测定：将试验菌采用文献［.］方法，洗涤、收集并用所配
制的 .组不同浓度的柠檬醛溶液（将 , / - 01203母液分别稀释 4倍、,倍、5倍，即表示为
6 4、6 ,、6 5，母液用 6 -表示）处理，每组取 7个画面观察，每个画面含 ,8 9 .8个细胞（一
般为 5: ; < ; 4-），每个细胞测定相关参数 8次，取平均值，共测定 5874个不同大小的单个
细胞。然后由计算机摄取各浓度组的细胞图象并对其进行快速图像处理运算（如：点运

算，代数运算，几何运算，波运算、边缘检测、数学形态运算、空间域和频域转换等，求出黄

曲霉细胞截面积，周长及主轴长、短轴长，并与对照组比较，揭示受柠檬醛损伤后该 .种量
值及表面形态所发生的变化。

! "$ "# %=#对应波长吸收光度的测定：调节光阑 5使入射光斑直径为 5-!0，一次仅有一
个 %=#被照射。每个浓度测定约 8-个不同大小的细胞进行测定然后取其平均值。选用
.- 6物镜，光阑 , 直径取 - / ,00，考虑的中间接力透镜为 , 倍，实际检测微区直径为
,>4!0，则可对单 %=#内部进行吸光度测量。调节显微镜，选定单个 %=#某一局域后，设
定合适的 ##?积分时间进行测定，再分别测定单个 %=#透射光强 ! @（"），邻近细胞间液体
透射光强 !A（"）及 ##?元件暗电流所产生的暗电流暗输出 !B（"），然后按照下式计算 %=#
对应波长吸光度 "（"）：

"（!）C #$%
!&（!）D !’（!）
!(（!）D !’（!）

# 结果

# "! 柠檬醛损伤 %&’质膜的显微观察

图 # 受柠檬醛损伤后黄曲霉细胞的显微观察
=E1/, FEGHI+IAJ)HK"@EI* I* %=# B"0"1)B AL GE@H"$

经抽取图像中能区分的目标和背景（空间、

变换域、空间、变换域特征：如边界和轮廓特征、

形状特征、统计特征、纹理特征、色度特征等），然

后把具有相近性质的区域彼此分开，在计算机显

像屏幕上显示。观察到当柠檬醛为致敏浓度时，

被损伤 %=#质膜因受到该醛的触蚀，由不透明到
半透明状；当在半致死浓度（5 / 401203）时，%=#
表面出现囊状小泡；当在大于致死浓度（8 / - 012
03）时，小泡破裂，原生质溢出，周围低渗透压区
域小分子物质进入细胞，使质膜呈多孔隙的皱瘪

状态。图 ,所示对照组细胞表面光滑（图 , #M），而实验组细胞表面凹陷较深且有致密的
皱缩（图 , #E@H"$ 1HINO）。
# "# 柠檬醛能显著改变 %&’形态特征
对每组样品各选择 ,4-个以上细胞进行形态学参数测定，由计算机自动给出统计平

均值。与对照组相比，各柠檬醛浓度组所测得的 %=#截面积、周长、长轴长（长径）、短轴
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长（短径）如表 !所示。从表 !可看出未受柠檬醛作用的产毒黄曲霉其各形态参数值均比
无毒黄曲霉大，这与在显微镜下观察到的结果相一致。另外表 !还反映出不论是产毒黄
曲霉还是无毒黄曲霉，随着柠檬醛浓度的增大，各形态参数值均减小，虽减小的程度不像

柠檬醛剂量成份呈比例变化，但表明柠檬醛对 "#$形态特征的改变程度是随其浓度的增
大而增大。

表 ! 黄曲霉细胞形态参数与柠檬醛浓度的相关性
%&’() ! *)(&+,-,+. /0 "#$ 1/234/(/5,6&( 3&2&1)+)27 8,+4 6,+2&( 6/96)9+2&+,/9

%/:,5)9,6 ! ; "#$%&’<（15 < 1=） "+/:,5)9,6 ! ; "#$%&’<（15 < 1=）
$> ? @ ? A ? ! ? B $> ? @ ? A ? ! ? B

"2)& <!1
A AC;DC A! ;E! !F ;BG !D ;HB !G ;G! !H ;H@ !H ;AB !H ;!B !A ;ED !A ;AA

I)2,1)+)2 <!1 !F;CG !D ;!B !E ;GF !E ;@C !E ;BB !H ;EG !H ;HD !H ;AF !C ;EH !C ;H@
J&K/2 &:,7 ()95+4 <!1 @;FG @ ;DB @ ;CC @ ;A! @ ;!E HH ;HA H ;CD H ;CE H ;!@ H ;BF
J,9/2 &:,7 ()95+4 <!1 @;BD H ;GC H ;HG H ;HA H ;AD HH ;B@ H ;BA H ;B! C ;GD C ;EF

" #$ 活态 %&’吸收光谱的测定

图 $ 快速显微多道分光光度法测定黄曲霉细胞内吸收光谱
#,5;C J)97L2&+,/9 ,9+2&6)((L(&2 &’7/23+,/9 73)6+2L1 /0 ! ; "#$%&’ ’. 0&7+ JJMI

所测得的活态 "#$吸收光谱如图 C。图中采用单次测量，$$N积分时间取 ABB17，经
中值滤波得吸收光谱曲线。该图以吸光度（() 值）为纵坐标，波长为横坐标。通过比较
产毒与无毒两种菌株对照组的吸收光谱，每个细胞测 @ O G次，其曲线均能重合，表明柠檬
醛作用于细胞内的靶物质是同类物质分子。由该图可看出有 C个差异：";特征吸收峰：
于 H!B91和 EE@91处前者有一个吸收峰，尽管峰小，但后者却无，表明了两种菌株间生物
学的显著生理差异；P;波形的拐点位置不同：前者位于 @CB91处，而后者位于 CFB91处；
$;吸收峰移动：表明吸收峰向紫外光区移动，提示部分活性蛋白失活；而在 E@B O G@B91波
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长范围内前者有 !个明显吸收峰，而后者的波形较平缓，表明柠檬醛对该波长范围活性蛋
白影响较小。

图 !还表明，同一种菌株的试验组与对照组之间有显著差异，就产毒菌株而言，与对
照组相比，试验组在 "#$%&处的吸收峰明显增高，波形的拐点位置由对照组的 ’!$%&左移
至 "($%&；就无毒菌株而言，与对照组相比，试验组波形的拐点位置由对照组的 !($%&右
移至 "!$%&，而且在 )’$ * +’$ %&波长范围内波形不再平缓并出现若干个小吸收峰。
! "# 不同波长范围内吸光强度的积分值测量
选择不同波长范围，由计算机自动完成 ,-.在该区段吸光强度的积分求和取得积分

值（表 /），表 /中数据即为不同菌株、不同柠檬醛浓度试验条件下所测得的积分值。该表
反映出无毒菌株所有波长区段的吸光强度积分值均随药物浓度增加而增大；产毒菌株除

个别数值略有异常外，在各波长区段的吸光强度积分值也呈现出与药物浓度的正相关性。

表 ! 不同波长范围黄曲霉细胞吸光强度的积分值
01234 / 5%647813 913:4; <= ,-. 12;<821%>4 16 ?@==484%6 A19434%76B 81%74;

5%647813 913:4; <= 12;<821%>4 16 ?@==484%6 A19434%76B 81%74;
（!’$ * +’$）%& （!’$ * ’#$）%& （’#$ * )!$）%& （)!$ * +’$）%&

0<C@74%@> ! D "#$%&’

.E /’#D(F #/F D/) ’( D+) +! D+$
G ’ /))D)( #"/ D(+ ’) D+" )+ D’!
G / /(#D)) #!’ D’" +# D!+ F" D(/
G # !")D(" #+( D)# F$ D") F( D()
G $ !++D’+ #(’ D$! F) D/$ (! D/$

,6<C@74%@> ! D "#$%&’

.E #")D’# )( D!+ /) DF’ ’$ D!F
G ’ #+!D"$ F/ D)( !F D+’ ’/ D#$
G / #()DF’ (’ D!( "" D)# ’+ D!’
G # /F#D’F #"/ DF/ )# D#! ++ D+F
G $ !/(D’( #F# D’/ )+ D/! +( D"#

! "$ 细胞全吸光强度与柠檬醛损伤浓度的相关性
在 !’$ * +’$%&波长区段吸光强度的总和又称细胞全吸光强度。以细胞全吸光强度

为纵坐标，柠檬醛浓度为横坐标作图如图 "，该图表明细胞全吸光强度与柠檬醛浓度呈很
好的正相关性，且产毒黄曲霉的相关性更好（(/ H $ D(F）。

图 # 黄曲霉细胞全吸光强度与柠檬醛损伤浓度的相关性
-@7D" I4316@9@6J <= ,-. 12;<821%>4 ;:&&16@<% 16 AB<34 A19434%76B 81%74; A@6B >@6813 ><%>4%6816@<%
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! 讨论

! "# 方法对显微样品分析能力的评估
研究对象的代谢极为复杂，形态各异，传统的显微分光光度均采用单道光学检测系

统，检测时间较长，难以进行时间分辨率要求高的光谱检测，而且仪器体积庞大，结构复杂

而操作不便。近年有厂家研制出新型显微分光光度系统，使用二极管阵列作为检测器，可

使检测时间加快到 !" #$。光谱检测范围 %&" ’ ()"*#，最小检测区域 + *#，但其波长分辨
率有限（仅在 ’ !,+ *#量级）。所开发的线阵耦合器件 --.结合了数字信号处理技术，构
成新型显微多道分光光度检测装置［)］，对微区样品在 %+" ’ )""*# 光谱波长进行快速
（!/ #$）光谱检测，同时使波长分辨率达 " ,! *#。从而，在探测波长全范围内光谱一次性
快速成像，分辨率高，积分时间可调，信噪比高，体积小，便于操作，及01*234$ 5)操作环境
下系统软件和计算机强大的数据处理能力。

! "$ 柠檬醛对 %&’形态特征的改变
为保证细胞在生长发育过程中的同步性，避免客观误差，采用接种第 (! 6后采集的

孢子，并在每个画面取不少于 !%个细胞进行测定，每个参数测定 %次，取平均值，因而有
代表性，且重复性也好。受柠檬醛损伤后的 78-图像在计算机屏幕上明显呈现许多钟
孔，这在普通显微镜下因分辨率低而无法观察到，即使电子显微镜也因固定和数次脱水处

理，改变了细胞表面物质组成，而看不到这一活态细胞表面所发生的微观变化。

由于 78-质膜经柠檬醛损伤后，质膜出现许多钟孔，反映出质膜上许多物质结构成
分的破坏或生物学特性的丧失，产生低渗透压区小分子物质内渗，电导率升高、质膜失去

选择性通透性及活态细胞的固有弹性，因而细胞长、短径随着截面积、周长的减少而缩小，

使 78-呈现皱缩。
! "! 柠檬醛对 %&’吸光度的改变
黄曲霉产毒和无毒两类菌株其差异可通过在 9/" *#及在 &&+ *#处是否出现光吸收

峰体现出来，为两类菌株的生理差异提供了依据；受柠檬醛损伤后，不论是那种菌株，吸收

光谱的波形均发生迁移（左移或右移）并且峰面积增大，表明两种菌株受损伤后生理变化

的类似特点；产毒菌株试验组 9/" *#处吸收峰的减小，可能反映柠檬醛在 78-转录或翻
译水平对其产生了抑制，从而其毒素合成量减少。

综上所述，与常用光学显微镜相比，采用显微分光光度法研究抗菌药物的作用机理，

不仅对发生的生理生化变化能灵敏、快速、直观，而且能定量测定；与电子显微镜相比，不

仅可以看到活态细胞在药物作用下所发生的动态变化，而且可以进行结构变化的测定，把

静态观察的定性鉴定与动态变化过程的定量观察结合起来，能从更深层次发现问题，特别

是能帮助探讨细胞内靶分子，避免药物实验盲目性，在当今药理研究上不失为一种良好的

简便方法和手段。
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