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摘要 新近的研究发现，微生物群体异质性现象普遍存在，与微生物群体许多关键功能密切相关．微生物群体中的多种异质

性状态需要单细胞水平的分析技术才能被揭示，流式细胞术是获取异质性状态精确分布的重要工具．但微生物细胞尺寸微

小、生物分子含量少、常常缺乏特异性试剂等都限制着传统流式细胞技术在微生物研究领域的应用．本论文采用新型的低背

景、高灵敏度和高分辨率流式细胞仪，以增强的前向散射光、侧向散射光以及紫外光激发的细菌自发荧光水平这三个无需任

何荧光标记就可以检测的信号为参数，首次揭示出不同生长状态的枯草芽孢杆菌具有复杂、动态的异质性状态分布．这一方

法鉴定出的枯草芽孢杆菌多种状态及其与生理功能相关的、高度关联的变化，可能对该菌的生理变化规律及其分子机理的认

识提供新的机遇．本论文也讨论了这一采用新型高灵敏度、高分辨率流式细胞仪测量非标记细胞参数的方法对于广泛开展各

种微生物多态性研究具有巨大潜力．
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即使是实验室中培养的单克隆和由单个克隆生

长而来的微生物群体，每一个细胞之间都能在

遗传、生理、生化、行为等方面表现出广泛的差异

性 [1-3]，这种现象被称为微生物异质性 (microbial
heterogeneity)，它是自然界中的微生物群体在多
变、甚至完全相反的环境中生存的一种成功策略[4-6].
对微生物异质性现象的存在及重要性认识的深入，

极大促进了对单个微生物细胞水平(single-cell level)
分析技术的需求[3, 7]，因为只有能够在单细胞水平

上测量一个微生物群体当中尽可能多数量的细胞个

体，才能获得这一微生物群体在一个或多个生理参

数上的精准分布模式．

流式细胞术是一种单细胞技术，具有高通量、

高灵敏度、多参数精确定量测量和优越的多参数关

联分析功能，正好符合获取细胞群体在生理参数上

的精确分布的要求．流式细胞术所具备的细胞分选

功能可以高通量、高纯度地分离、富集特定状态

(或表型)的细胞亚群，这样又非常方便地为后继的
深入研究提供了有力保障．因而，流式细胞术被认

为是当前研究微生物群体异质性现象的一种最有力

的、高效的工具[2-3, 7-9]．

当前流式细胞术在微生物研究领域的广泛应用

还面临着一些阻碍．微生物细胞的体积、DNA和
蛋白质等大分子含量等通常相应地比哺乳动物细胞

低三个数量级[9]，这导致相关的测量信号常常处于

传统流式细胞仪测量灵敏度的边界 [10-11]，信噪比

低．当前，针对哺乳动物细胞开发的试剂、药物、

荧光染料等非常丰富，但微生物种类极多，专门针

对不同微生物开发的试剂及工具还很缺乏[9, 12]．不

同种属的微生物细胞对荧光染料的吸收、泵出、分

子相互作用等也会存在很大差别[13-18]，影响着染色

方案的同时，又成为染色结果的主要干扰来源[12]．

另外，微生物对环境变化高度敏感，实验前处理如
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荧光染色等也很可能干扰甚至改变微生物群体的原

有状态．上述问题连同其他一些困扰如数据解释

等[10]都限制着当前流式细胞术在微生物学研究中的

广泛应用．

我们注意到，在流式细胞术中，任何细胞不需

进行任何荧光标记或其他处理，都可以直接测量其

前向散射光信号(forward scattering，FSC)、侧向散
射光信号 (side scattering，SSC)和细胞自发荧光
(autofluorescence)三个特征参数．在流式细胞仪测
量当中，FSC信号是收集沿着入射光方向的一个小
空间角度范围内被细胞衍射、散射的光信号，信号

强弱主要依赖于细胞大小(cell size)，而在很大程度
上与细胞的折射系数和形状无关[19-21]．SSC信号是
在与入射光和流动细胞垂直的侧面，收集细胞内部

的颗粒性结构、不规则表面等反射到该角度的入射

光，对亚细胞颗粒变化敏感，它反映的是胞内颗粒

度(granularity)．细胞在波长 350 nm左右的紫外光
照射下自发荧光主要来自于代谢相关的能量复合物

NADH/NADPH (nicotinamide-adenine dinucleotide/
phosphate)及少量 FMN、FAD等辅因子[22]，一些研

究已建立了这一自发荧光与代谢水平变化之间的实

验关联[23-25]，并用于食管癌的研究诊断[26-30]及胰岛 茁
细胞分选[31]等．

流式细胞术中上述三个参数的测量因无需进行

任何标记或处理而具有普适性和简便性，可以避免

许多限制而广泛应用于各种微生物的研究．本论文

研究对象枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是研究得
最透彻的土壤微生物之一，是一种典型的能形成多

种分化类型并相互协作的模式细菌[32]．本研究使用

低背景噪声、高灵敏度和高分辨率的新型流式细胞

仪 Influx(SPO)测量枯草芽孢杆菌的 FSC、SSC 及
NAD(P)H荧光水平这三个非标记特征参数．实验
结果发现，同遗传背景的枯草芽孢杆菌在不同生长

状态可以区分为 10个以上亚群，用传统流式细胞
仪只能区分出 3个亚群，并且不同状态的枯草芽孢
杆菌亚群在能量代谢和存活率上存在差异．

1 材料与方法

1援1 材料

LB培养基(0.2 滋m过滤)．标准尺寸微球(50～
500 nm，Beckman-Coulter，Lot No：9307003)，中
国科学院生物物理研究所刘平生课题组惠赠．枯草

芽孢杆菌 168菌株，由中国科学院微生物研究所董
志扬教授惠赠． 流式细胞仪校准荧光微球：

Spherotech UltraRainbow beads: URFP-30-2；FACSTM

AccuDrop (BD 公司)．PBS(pH 7.0)：0.1 滋m 滤膜
过滤．H2O：超纯水(0.1 滋m滤膜过滤，MilliQ)．
1援2 方法

1援2援1 枯草芽孢杆菌培养与样本制备．挑选枯草芽

孢杆菌 168菌株生长于 LB琼脂培养板上的单个新
鲜克隆，转移至 2 ml LB液体培养基中，在 37℃恒
温振荡培养箱(200 r/min)中培养过夜；取该培养物
以 1∶100 比例接种至 5 ml 新鲜 LB 培养基，于
37℃恒温 200 r/min震荡培养箱培养至实验所取时
间点，并连续测量 A 600 数值；收取 100 滋l 菌液
6 500 g离心 3 min，以 PBS(pH 7.0)清洗 2次后重
悬，所得样本进行流式细胞术测量．

1援2援2 流式细胞术分析．细菌细胞使用 Influx
(SPO) (BD 公司 )进行分析，并用 FACSAria芋和
FACSCalibur(BD公司)分析同一样本以做对比．在
Influx(SPO)上以 488 nm 和 355 nm 激发光检测细
菌，分别收集 FSC、SSC散射光信号和 420～480 nm
波长范围的荧光信号．所得数据以仪器自带软件进

行参数分布的显示、分析．

2 实验结果

2援1 比较 Influx(SPO)与 FACSAria芋对微小颗粒
FSC、SSC信号的测量能力
在流式细胞术中，前向散射光信号 FSC与细

胞大小正相关．传统流式细胞仪通常收集正对

488 nm激光入射方向周围约 2毅～15毅空间角度范围
内被细胞衍射、散射的激光作为 FSC，以光敏二极
管测量光信号强度．本实验所使用的流式细胞仪

Influx配备了创新的小颗粒探测组件(small particle
option，SPO)，能够收集前向 2毅～30毅范围内的散
射光并过滤干扰信号，使信噪比提高 200倍[33]，同

时使用灵敏度极高的光电倍增管(PMT)作为光信号
测量元件，因而大幅提高了这台仪器对微小颗粒

FSC信号的灵敏度和分辨率．
首先采用一系列不同尺寸的标准微球来测试配

备 SPO的 Influx对微小颗粒散射光信号的灵敏度
(由能与背景噪声分开的最小颗粒尺寸反映)和分辨
率(即精确度，由分布单峰的变异系数(coefficient of
variance，CV )表示；CV 越小，单峰分布越窄，越
能分辨微小的差别)，并与 FASCAria芋进行比较，
后者是传统的 FSC测量方式．标准微球直径大小
分别是：500、300、200、100和 50 nm．测量结果
如图 1所示．
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图 1 展示的结果中，在 FSC 信号上，Influx
(SPO)可以检测到 200 nm及更大的微球分布成小

CV 的锐利单峰，并与来自激光的背景噪声区分开；
FACSAria芋测量的各种大小微球的 FSC分布峰都

Fig. 1 Comparison of the flow cytometers Influx(SPO) and FACSAria芋 on their FSC
and SSC signals derived from microbeads

The two FSC-SSC bivariate plots (A1, B1) at the top of (a) and (b) are examples for showing how to select and gate microbeads populations. It should

be noted that microbeads with other sizes are not in the same gating regions. Distribution peaks in the one dimension histograms are gated by similar

way, among which red peaks are the distribution of background noises gated from FSC-SSC plot and all the blue curves are the distribution of calibrated

beads．
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具有极大的 CV 且与背景噪声几乎完全重叠，不能
形成锐利的分布峰．在 SSC 信号上，Influx(SPO)
可以清晰地检测到 200 nm标准微球小 CV 的锐利
分布峰，甚至 100 nm颗粒的分布也与背景噪声有
所区别； FACSAria芋在 SSC信号上可以较清晰地
检测出 300 nm 及以上标准微球的分布峰，但 CV
更大分布更宽．此外可以注意到，微球尺寸从

200 nm 增加到 300 nm、300 nm 增加到 500 nm，
Influx(SPO)产生的 FSC信号峰值强度都有约 10倍
的剧烈增大，SSC信号峰值强度也有 2倍的增加，
而 FACSAria芋产生的信号则没有这种高度灵敏的
变化 ． 以上结果表明， Influx (SPO) 相对于
FACSAria芋具有高得多的散射光分辨率和灵敏度，
可以精确分析直径大于 200 nm的样本．
枯草芽孢杆菌单个细胞大小为 0.7～0.8 滋m伊

2～3 滋m，芽孢为 0.6～0.9 滋m 伊 1.0～1.5 滋m，都
在 Influx(SPO)精确测量范围内．下文中，在 Influx
(SPO)测量的 FSC-SSC双参数图上能够分辨出许多
差异微小的细菌亚群，而 FACSAria芋得不到同等
结果(图 3, 4)．我们也比较了流式细胞仪 FACSAria芋
和 FACSCalibur检测小颗粒的能力，发现后者的检
测能力不比前者强(未发表数据)．
2援2 流式细胞仪 Influx(SPO)揭示枯草芽孢杆菌高
度多态性

以新鲜 LB 培养基分批培养枯草芽孢杆菌，
1∶100接种后，取不同时间点的培养物测量吸光
值(A 600)并进行流式细胞仪分析．首先根据 A 值的
采样测定绘出了枯草芽孢杆菌 168菌株的生长曲线
(图 2)．枯草芽孢杆菌大约在培养 0～3 h的时间段
里处于延迟期，3～12 h期间为指数生长期，12 h
后进入平台期，约 48 h后又趋于平稳．

取培养至上述各个时间点的枯草芽孢杆菌作为

样本，使用流式细胞仪 Influx(SPO)测量 FSC(cell
size)和 SSC(granularity)．图 3所示的系列 FSC-SSC
二维图上，细菌分别聚集在不同区域，表明这些细

菌在大小与颗粒度联合参数上有明显差异，是不同

状态或分化类型的细菌亚群．在不同生长阶段的样

本中，各个亚群的中心坐标、聚集范围和分布形状

均有显著变化(例如，比较图 3e 和 l)，呈现出复
杂、动态的异质性亚群分布．这些样本中最多的可

以辨认出多达 7、8个不同的亚聚类分布区(图 3b, e;
图 4c)，而枯草芽孢杆菌总共展现出的亚群数不少
于 10个．
图 3d, e显示已进入对数生长早期的枯草芽孢

杆菌以具有最高颗粒度和较大细胞尺寸的亚群为

主，同时存在众多低比例的分布亚群；此后继续生

长的细菌分布成 FSC几乎相同而 SSC相差显著的
两个亚群(图 3f～h)．这个结果表明，对数生长期
的枯草芽孢杆菌群体生理状态发生了重大改变．这

一现象未见报道．

生长延迟期、平台期的枯草芽孢杆菌当中包含

FSC信号最大的亚群(图 3a～ c、i～m右上角)，并
且亚群分布繁多．这一现象或者可以理解为，分批

培养 24 h进入平台期的细菌分化为多种亚群以适
应营养缺乏和代谢废物增加的不利环境．平台期细

菌在接种后可获得充足的营养，进入延迟期，但不

同状态 /分化类型的亚群对环境条件的响应和进入
快速生长期的先后各不相同，因而在这两个阶段

都可检测出众多细菌亚群且分布模式近似(对比
图 3a和 i)．据此，我们将生长到 A =1.0的枯草芽
孢杆菌以 1∶100稀释接种，连续 3次，然后收取
A=0.6的细菌进行检测．结果显示，细菌分布高度
统一(图 3n)，不再呈现多状态分布(对比图 3n, c)，
并且其分布模式与对数生长早期样本非常相似(对
比图 3n和图 3d, e)，全由高颗粒度尺寸较大的细胞
亚群组成，图 6显示，这一群细胞的代谢水平也是
最高的．这表明在持续良好的营养条件下，平台期

分化形成的各个细菌亚群趋于一致并保持在对数生

长早期的快速生长状态．这一结果为上面的解释提

供了进一步的依据，同时，反过来也表明，前述的

对数生长期枯草芽孢杆菌分布模式发生重大改变之

时，可能就是整个细菌群体进行调控适应渐变的生

长环境的开始．

图 3k～m 表明，分批培养 48 h 之后，直到
190 h，枯草芽孢杆菌各细菌亚群分布模式基本保

Fig. 2 Growth Curve of Bacillus subtilis strain 168
in LB liquid medium
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持不变．事实上，经过长达 480 h的培养，这一分
布模式也能保持不变(未发表数据)．枯草芽孢杆菌
在营养缺乏时产生芽胞，因此可以推测，在长时间

培养的平台期和生长延迟期培养物中数目众多的、

尺寸及颗粒度都最小的颗粒(图 3a～ c、i～m左下
角)可能是芽孢，当然这一点需要进一步研究．

Fig援 3 FSC鄄SSC bivariate distribution plots of subpopulations of Bacillus subtilis strain 168 at various growth stages
(a～m) An overnight culture of Bacillus subtilis was seeded by 1∶100 and cultured for 0～190 h. The culture time and A values for all samples are

labeled above FSC-SSC plots. (n) After A value increasing to 1.0, the culture was diluted 1∶100 into fresh medium and cultured again under similar

conditions. The dilution/growth cycle was repeated three times. (o) Using ultrapure water (filtered by 0.1 滋m) as a sample to check the background

noise level.

图 4显示，与 Influx(SPO)相比，同一枯草芽
孢杆菌样本在 FACSAria芋和 FACSCalibur 测量的
FSC-SSC分布图上，能分辨的细菌亚群不超过 3
个，聚类分布缺乏细节，它们对不同生长状态的细

菌亚群的辨识能力明显不如 Influx(SPO)．并且，
Influx(SPO)检测的背景噪声小于细胞信号的 2%
(图 4a)，而 FACSAria芋和 FACSCalibur 此时的背
景噪声水平非常高(图 4f, k)，且与细菌分布区域重
叠(图 4g, h, l, m, o)． Influx(SPO)检测出的尺寸和颗
粒度都相对最小的颗粒(图 3a～ e、i～m左下角)在
FACSAria芋和 FACSCalibur 检测结果中难以将它
与背景噪声分开．上述实验结果及对比表明，在高

灵敏度、高分辨率测量下的 FSC和 SSC参数可以
揭示出枯草芽孢杆菌群体复杂的异质性分布．

2援3 Influx(SPO)揭示枯草芽孢杆菌 NAD(P)H 水
平与细菌颗粒度相关

NAD(P)H 是合成代谢中重要的能量提供者，
紫外 /近紫外光激发的结合和自由态 NAD(P)H在
465 nm 和 445 nm 处为发射峰值．因此我们以
355 nm紫外光激发，收集波长在 420～480 nm范
围内的荧光信号作为单细胞 NAD(P)H水平．图 5
显示，接种培养后 6 h内，细菌的 NAD(P)H荧光
信号逐渐升高，在 6 h达到了最高，之后随着培养
时间的延长而降低．这个趋势符合细菌的生长曲

线，6 h的枯草芽孢杆菌细胞处于快速分裂生长的
指数期中段，NAD(P)H含量也达到高水平，表明
此时细胞的代谢活动也最为旺盛．培养 6 h之后的
枯草芽孢杆菌细胞 NAD(P)H荧光开始降低，指示
合成代谢活动降低．

FSC(Cell size)

(a) (b) (c) (d) (e)0h A=0.1 2h A=0.1 3h A=0.6 3.5h A=1.2 4h A=2.1

(g) (h) (i) (j)6h A=5.32 8h A=4.97 24h A=6.13 36h A=5.77(f) 5h A=3.32

(l) (m) (n) (o)72h A=4.08 190h A=3.97 A=0.6 3伊dil H2O(background)(k) 48h A=4.77
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Fig援 5 NAD(P)H levels of Bacillus subtilis at various growth
stages by monitoring autofluorescence using Influx(SPO)

The NAD(P)H fluorescence intensity of Bacillus subtilis were acquired

by using 355 nm UV excitation and 420～480 nm emission. 1: 0h, A=
0.1; 2: 2h, A=0.1; 3: 3h, A=0.43; 4: 4h, A=0.51; 5: 5h, A=1.175; 6: 6h,
A=2.2; 7: 12h , A=5.78; 8: 24h, A=6.61; 9: 36h, A=5.76; 10: 48h, A=
4.33; 11: 60h, A=4.39.

Fig. 4 Comparison of Influx(SPO), FACSAria芋 and FACSCalibur on their FSC
and SSC signals collected from Bacillus subtilis at various growth stages

0.1 滋m filtered ultrapure water was used as a sample to determine background noise level and data were acquired for 60 s consistently when run on

different flow cytometers (a, f, k). The same plots as Figure 3 are listed here again just for the convenience of comparison (b～ e). We can identify and

gate out 8 subpopulations of Bacillus subtilis as shown on the plot (c) that measured by Influx (SPO).

Influx(SPO)对枯草芽孢杆菌多亚群的高分辨能
力为分析单个亚群细菌的合成代谢状态提供了机

会．如图 6所示，单个细菌亚群 NAD(P)H水平有差
异，最显著的是培养 3 h, A =0.6的样本中(图 6b, c)
颗粒度最大的 P3 亚群的 NAD(P)H 明显高于其
他亚群．图 6b 中 P3、P5、P4、P2 和 P1 亚群的
NAD(P)H 水平依次降低，它们的 SSC 信号也是
由高到低．这一现象还未见文献报道．注意到

图 6b和 c的样本都是处于快速分裂生长状态，可
以合理推测，营养充足时细菌快速生长和分裂增

殖，必定进行非常旺盛的代谢合成活动，相应的细

胞内部的细胞器及亚结构也必然发育增多，从而检

测出高 NAD(P)H水平和高颗粒度．不同的是，细
胞大小与 NAD(P)H水平的相关性则不强，培养 48
和 190 h样本中 FSC最大的 P4亚群(图 6d, e, i, j)比
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Fig援 7 Colony鄄forming abilities of Influx (SPO)鄄sorted
subpopulations of Bacillus subtilis at different growth stages
Cell subpopulations distribution at different growth stages and the

sorting gates are shown on (a). Cloning efficiency of each sorted

subpopulation is displayed on (b). 1000 Bacillus subtilis cells sorted by

Influx (SPO) were plated on 100 mm culture dish overnight.

2援4 不同生长阶段的枯草芽孢杆菌亚群克隆形成

率有所差别

利用流式细胞仪的分选功能，可以对各个枯草

芽孢杆菌亚群进行纯化富集．我们分选出了上述

5、12和 60 h样本当中不同分布状态的枯草芽孢杆
菌亚群(图 7a)，在 LB培养板上观察各个细菌亚群
克隆形成情况．如图 7b所示，5 h样本的细菌亚群
P1和 P2的克隆形成率最高且一致，12 h 和 60 h
的细菌克隆形成率明显降低，但 12 h的两个亚群
克隆形成率仍高度一致．不同的是，60 h样本中的
P2和 P4亚群克隆形成率不比培养 12 h 的低，但
60 h样本的各个亚群克隆形成率相差显著，克隆形
成率最高的 P2和 P4亚群在培养 72、190(图 3l, m)
和 480 h(未发表数据)的样本中一直存在．这表明，
它们可能也具有很强的极端环境耐受能力，这一现

象值得进一步研究．

5 h样本中 P1和 P2亚群存活率虽然没有区别,
但细胞内颗粒度(SSC信号)却非常不同(图 7b, e)．
进行流式细胞术分选后用光学显微镜观察，发现这

两个细胞亚群的细胞形态截然不同，P1亚群呈杆
状而 P2亚群细菌呈球形(图 8)．另外，在光镜下
P2比 P1的尺寸小得多．5 h样本中这一 P2亚群细
菌的身份是什么也未见报道．一直以来，大家认为

FSC反映细胞大小，SSC反映细胞内颗粒度．图 7
显示 P1亚群的 FSC比 P2亚群小，而图 8的光学

显微镜观察发现 P1亚群细菌尺寸明显比 P2亚群
大．这个例子显然与该领域的共识有矛盾．也许，

在分析小尺寸生物样本时这个规律不一定成立，该

问题值得进一步系统研究．

3 h样本的 P3亚群更大，但其 NAD(P)H水平却比 P3亚群低，细胞内颗粒度也较小．

Fig. 6 NAD(P)H levels of every subpopulation of Bacillus subtilis at various growth stages
by monitoring autofluorescence using Influx(SPO)

On it's SSC-FSC bivariate plot, Bacillus subtilis of different growth states exhibited widely varied distribution modes (a～e). Note that these plots are

same as those with identical name in Figure 3. But here we separately gate out and name every subpopulation as shown on each plot (a～e) and analyze

it's NAD(P)H signal respectively (f～ j).
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3 讨 论

本研究使用增强了微小颗粒测量能力的流式细

胞仪 Influx (SPO)，经与传统的流式细胞仪
FACSAria 芋和 FACSCalibur 比较，显示 Influx
(SPO)的 FSC和 SSC参数具有远高于后两者的分辨
率和灵敏度 (图 1；未发表数据 )；同时还发现
Influx(SPO)在检测微生物样本时噪声颗粒远低于
FACSAria芋和 FACSCalibur (图 4)． 进而 Influx
(SPO)检测分批培养的枯草芽孢杆菌的结果清楚显
示，不同生长阶段的枯草芽孢杆菌复杂的、高度动

态的异质性状态分布，其亚群分布特征与生长阶段

高度关联，枯草芽孢杆菌培养物总共展现出 10种
以上的不同亚群． 比较而言， FACSAria芋和
FACSCalibur至多只能区分出 3种亚群．
本论文通过高灵敏度、高分辨率流式细胞术的

测量，首先发现了分批培养的枯草芽孢杆菌培养物

包含丰富的异质性细菌亚群，同时也揭示出各种异

质性细菌亚群的组成分布模式随着生长阶段的不同

而有着显著差异等现象．我们还发现，对数生长期

的枯草芽孢杆菌有两种截然不同的亚群分布模式，

而分布模式发生变化的时间很可能就是分批培养的

枯草芽孢杆菌群体为适应渐为恶化的生长环境而开

始调控细菌亚群分化的时间．上述的新现象为揭示

枯草芽孢杆菌新的环境响应机制和分化调控机理等

提供了新机遇．

根据已有的研究，枯草芽孢杆菌在不同培养条

件下可以分化形成多种表型、功能截然不同的细胞

类型，包括感受态细胞[34-35]、运动型细胞[36]、生产 /

分解胞外基质的细胞[37-40]、生产表活性肽(surfactin)
的细胞[41-43]以及分泌毒素杀死或吞食非孢子化同类

的细胞类型[44]．这些类型的细胞各具特异的基因表

达模式，通常是以分子探针检测细胞类型特异性基

因表达来进行识别[32]．本论文的实验结果也为建立

起上述细菌的分化类型与 FSC-SSC双参数图分布
特征之间的关联提供了可能．建立这种稳定关联，

将可以简单地通过测量 FSC-SSC分布特征而识别
和纯化富集特定分化类型的枯草芽孢杆菌，甚至在

高灵敏度、高分辨率的流式细胞术测量所揭示的丰

富细菌亚群中可能发现新分化类型的细菌．比如，

在分批培养 60 h 的枯草芽孢杆菌培养液中发现
FSC信号很大的细菌亚群(图 3, 7)平板克隆形成率
仍能达到 35%(图 7)，以及颗粒度明显不同的两个
细胞亚群具有相同的克隆形成率(图 7)等，都是值
得关注的．

另一方面，本论文的实验结果从方法学上表

明，传统流式细胞仪的 FSC和 SSC信号对微生物
细胞的灵敏度、分辨率不足，并且受高背景噪声干

扰，难以进一步精确检测微生物细胞，而高灵敏

度、高分辨率的 FSC和 SSC信号能够精确定量检
测并分辨微生物细胞及细胞间更微小的差异，克服

了微生物细胞信号微弱的限制，成功揭示出枯草芽

孢杆菌群体复杂的异质性分布．同时，更由于

FSC、SSC以及紫外激发以 NAD(P)H为主的细胞
自发荧光都不需进行任何染色或试剂处理，因而不

受特异性试剂缺乏的限制，也避免了实验处理对微

生物群体生理状态的影响以及不稳定的染色结果

等．流式细胞术高通量高纯度的细胞分选功能又保

证了对特定状态细菌亚群的富集，为进一步研究提

供有力保障．故而我们认为，这一方法可以方便地

应用于各种微生物群体异质性现象及后继的功能和

机理研究．当前微生物异质性现象渐受重视，相关

研究和讨论也很多[2-3, 7-8, 11]，但目前还未见有其他文

献报道同时展现众多异质性状态细菌亚群的实验结

果．此外，高灵敏度、高分辨率检测的这三个非标

记参数可以非常方便地加上其他特异性荧光参数，

共同描绘微生物群体．因此本论文的研究方法可以

为广泛研究微生物异质性现象及其内在机理提供简

便、精确、高效的手段和灵活的空间，具有巨大的

应用潜力．
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Multiple States of Bacillus subtilis Revealed by Flow Cytometry*
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Abstract Recent studies revealed that heterogeneity is a general phenomenon among microbes with identical
genomes, and it is closely related to physiological functions of microbes. The multiple heterogeneous states of
microbes requires single-cell level tools to uncover. Flow cytometry is one of the most important methods to obtain
accurate information on quantitative distribution of heterogeneous states of microbes. However, the small size,
much less biomolecule contents and general lack of specific reagents limit the application of conventional flow
cytometry to investigations of the heterogeneity of microbes. In this study, we applied a newly developed flow
cytometer with increased resolution and sensitivity on three label-free parameters which include FSC,SSC and
autofluorescence level of NAD(P)H to analyse Bacillus subtilis. And for the first time we revealed that the bacterial
culture exhibited complicated and dynamically distributed multiple heterogeneous subgroups depended on its
growth stage. This method has low background noise, high sensitivity and great resolution. The newly identified
multiple subpopulations of Bacillus subtilis and their changes dynamically associated with the biological functions
are likely to provide new opportunities to understand physiological change patterns and their underlying molecule
mechanisms. We also discussed that the new method based on flow cytometric measurements of non-label
parameters with high sensitivity and resolution had great potency for studies on the heterogeneity of various
microbes.
Key words heterogeneity of microbial pupolation, flow cytometry, Bacillus subtilis, forward scattering, side
scattering, NAD(P)H
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