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封面图说: 科尔沁沙地榆树———榆树疏林草原属温带典型草原地带,适应半干旱半湿润气候的隐域性沙地顶级植物群落,具有

极强的适应性、稳定性,生物产量较高。 在我国仅见于科尔沁沙地和浑善达克沙地。 是防风固沙、保护沙区生态环

境和周边土地资源的一种重要的植物群落类型,是耐旱沙生植物的重要物种基因库和荒漠野生动物的重要避难所

和栖息地。 这些年来,由于人类毁林开荒、过度放牧、甚至片面地建立人工林群落等的干扰 ,不同程度地破坏了榆

树疏林的生态环境,影响了其特有的生态作用。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)在
微生物生态学研究中的应用

胡行伟1,2,张丽梅1,贺纪正1,*

(1. 中国科学院生态环境研究中心, 城市与区域生态国家重点实验室,北京摇 100085;

2. 中国科学院研究生院, 北京摇 100049)

摘要: 超高分辨率显微镜成像技术与同位素示踪技术相结合的纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)具有较高的灵敏度和离子传

输效率、极高的质量分辨率和空间分辨率(< 50 nm),代表着当今离子探针成像技术的最高水平。 利用稳定性或者放射性同位

素在原位或者微宇宙条件下示踪目标微生物,然后将样品进行固定、脱水、树脂包埋或者导电镀膜处理,制备成可供二次离子质

谱分析的薄片,进一步通过 NanoSIMS 成像分析,不仅能够在单细胞水平上提供微生物的生理生态特征信息,而且能够准确识别

复杂环境样品中的代谢活跃的微生物细胞及其系统分类信息,对于认识微生物介导的元素生物地球化学循环机制具有重要意

义。 介绍了纳米二次离子质谱技术的工作原理和技术路线,及其与同位素示踪技术、透射电子显微镜(TEM)、扫描电子显微镜

(SEM)、荧光原位杂交技术( FISH)、催化报告沉积荧光原位杂交技术( CARD鄄FISH)、卤素原位杂交技术(Halogen In Situ
Hybridization, HISH)等联合使用在微生物生态学研究方面的应用。
关键词:纳米二次离子质谱; 同位素分析; 图像定量分析; 微生物生态学; 荧光原位杂交

Application of nano鄄scale secondary ion mass spectrometry to microbial
ecology study
HU Hangwei1,2, ZHANG Limei1, HE Jizheng1,*

1 State Key Laboratory of Urban and Regional Ecology, Research Center for Eco鄄Environmental Sciences, Chinese Academy of Sciences, Beijing

100085, China

2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Abstract: Generally considering the widespread distribution and functional importance of microorganisms in biogeochemical
processes, single鄄cell methods to detect their metabolic activities in naturally complex environments are essential. Recent
methodological advancements in secondary ion mass spectrometry ( SIMS)鄄based imaging techniques have revealed novel
insights into metabolically active cells and their identification. The nano鄄scale secondary ion mass spectrometry
(NanoSIMS) represents the most advanced generation of ion microprobe imaging technique, which possesses well鄄focused
primary ion beam, high levels of sensitivity, ion transmission, mass resolution and spatial resolution ( < 50 nm),
combining high鄄resolution microscopy with isotopic analysis. NanoSIMS has been widely used in material science, geology,
life science and mineralogy, and recently expanded to be a novel analytical tool in environmental microbiology.

The basic principle of NanoSIMS is that the primary ions produced by the ion source (Cs+ or O-) are accelerated under
ultra鄄high vacuum to an energy with a few kiloelectronvolts (KeV), then are focused onto the chosen working areas of the
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sample surface. The bombardment could sputter away a thin layer of secondary ions reflecting the molecular and isotopic
compositions of sample surface. These ion particles are directed into a mass analyzer, and separated based on the different
mass鄄to鄄charge ratio, then detected by the highly鄄sensitive ion detectors. By analyzing different secondary ions (7 masses in
parallel), information about the identity and activity of the targeted microorganisms can be obtained.

The major steps employed in single鄄cell analysis by NanoSIMS include environmental and cultured samples incubated
with stable or radioactive isotope (with a suitable half鄄life) labeled substrates under in situ or microcosm conditions, then
subsamples are chemically fixed, dehydrated and resin鄄embedded to form thin sections for NanoSIMS. When used in
combination with FISH approach, samples should be hybridized with specific oligonucleotide probes prior to NanoSIMS
analysis. Particularly, when an insulating sample (i. e. most of microbiological samples) is analyzed, the surface need to
be coated with a thin layer of conductive materials to prevent charging effect. By providing information on the ecophysiology
of microorganisms and identifying the metabolically active single cells in complex environments, NanoSIMS could be able to
directly link the microbial identity with the specific activity, which is of global importance to investigate the microbes鄄
mediated biogeochemical cycles.

The aim of this review was to describe the basic principle of NanoSIMS, and its powerful combinations with isotopic
tracers, transmission electron microscope (TEM), scanning electron microscope (SEM), fluorescence in situ hybridization
(FISH), catalyzed reporter deposition ( CARD)鄄FISH, Halogen In Situ Hybridization ( HISH) to analyze single鄄cell
microbial function and identity in the field of environmental microbiology. Our review focuses on the recent application of
NanoSIMS鄄based methodologies combined with isotope probing method to identify and visualize the key microbial populations
involving in nitrogen, carbon and sulfur cycling. Moreover, some practical considerations concerning the sample preparation
and phylogenetic identification when using NanoSIMS are presented. Increasing evidence strongly suggest that NanoSIMS
instruments will be powerful analytical tools for environmental microbiology, provide unprecedented possibilities and huge
advantages to image metabolically active single cells within complex environments. Finally, we point out the amazing
potential of NanoSIMS鄄based techniques to solve new problems and improve our understanding in future studies of microbial
ecology.

Key Words: NanoSIMS; isotopic analysis; quantitative image鄄analysis; microbial ecology; FISH

氮(N)、碳(C)、硫(S)等生命元素的生物地球化学循环过程主要由微生物所驱动。 耦合分析自然环境中

微生物遗传多样性与其代谢多样性是当今微生物生态学研究的难点和热点。 自然环境中的微生物多样性极

为丰富,每吨土壤中的微生物类群可高达 400 万种,海洋中的微生物类群也超过 200 万种[1]。 实验室富集分

离的传统纯培养方法对微生物生理生态功能的认识做出了巨大贡献,但截止到 2003 年 7 月,全球范围内仅分

离培养出 4800 种细菌[2],这极大地限制了人们对微生物功能多样性的认识。 过去几十年里,人们通过从环境

样品中提取微生物 DNA 直接进行聚合酶链式反应(PCR),并利用 PCR 产物构建克隆文库并进行测序分析,
发现了大量的未知序列。 通过将这些未知序列与已知的分离培养微生物序列进行比对,从而推测这些未培养

微生物的可能代谢类型,成为人们认识微生物多样性和功能的重要手段。 但是,具有相似 16S rRNA 基因组成

的类群不一定具有相同的代谢功能[3鄄4],丰度较高的微生物并不一定发挥更重要的生态功能[5],而且 PCR 反

应可能带来一定的偏差,这成为基于 PCR 的分子生物学研究手段的主要缺陷。 考虑到微生物的广泛分布及

其在元素地球化学循环中的重要作用,需要更先进的技术对自然环境样品中的微生物群落和功能进行探测。
近年逐步兴起的纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)在国际上已被广泛应用于地球科学、材料科学、比较

行星学、生物医学和矿物学等领域,并在微生物生态学研究中显示出巨大的潜力,是当前最为先进的表面和界

面分析技术,具有广阔的应用前景。 通过利用稳定性或放射性同位素在原位或者微宇宙条件下标记目标微生

物,并与特异性的荧光原位杂交技术(FISH)、催化报告沉积荧光原位杂交技术(CARD鄄FISH)、卤素原位杂交

943摇 2 期 摇 摇 摇 胡行伟摇 等:纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)在微生物生态学研究中的应用 摇
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技术(HISH)等联合应用,NanoSIMS 为从单细胞成像水平上研究复杂环境样品中微生物群落的组成和代谢特

征提供了前所未有的可能性,其极高的灵敏度和准确性比其它的单细胞研究手段更具优势。 本文将对纳米二

次离子质谱的工作原理及其在微生物生态学研究领域的相关应用、存在的问题和发展趋势等进行简要介绍。
1摇 纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)的原理

二次离子质谱技术(SIMS)是 20 世纪 70 年代发展起来的一种表面分析技术,它以一种离子(如 Cs+或 O-

初级离子束)轰击固体表面,再将从表面溅射出来的次级离子引入磁场质量分析器, 不同离子根据质荷比不

同在静电场区被分离开,经质谱检测器检测记录并成像,得出被分析样品表面的元素或化合物的组分。 SIMS
可以检测从氢到铀的所有元素、同位素和化合物,并以检测原离子轰击样品表面产生的特征(“指纹冶)次级离

子谱为基础的,因此既可提供样品表面元素的信息,也可提供化学组分的信息,具有较高的空间分辨率和质量

分辨率。 SIMS 技术经历了几次更新,被广泛应用于材料学、生物医学、地质学和土壤学等领域。 SIMS 一般分

为静态 SIMS 和动态 SIMS 两种[6]。 静态 SIMS,例如飞行时间二次离子质谱(ToF鄄SIMS),根据测定激发的二

次离子飞行到接收器所用的时间来判断离子种类,一般对样品表面的一个到两个原子层(< 1 nm)进行分析,
只能提供关于样品浅层表面的信息,在应用于生态学研究时很难找到合适的条件同时满足较高质量分辨率和

空间分辨率(一般只能达到微米级)的要求[7];而动态 SIMS 如 CAMECA IMS 1270鄄180 型、CAMECA IMS鄄3f鄄7f
型、及最先进的 CAMECA NanoSIMS 50L 型,主要根据二次离子在磁场中的偏转半径不同来确定离子种类,可
以获得样品表面几微米内元素同位素分布和组成的信息(空间分辨率达到亚微米级或者纳米级) [8],成像水

平比静态 SIMS 明显提高,在微生物生态学中的应用也日渐成熟。

摇 图 1 摇 CAMECA NanoSIMS 50L 型纳米二次离子质谱仪工作原

理示意图[11]

Fig. 1 摇 Schematic illustration of CAMECA NanoSIMS 50L ion

microprobe [11]

法国 CAMECA 公司生产的 NanoSIMS 50L 型是当前最为先进的动态二次离子质谱[9],相比于传统的离子

探针具有极高的灵敏度和空间分辨率,其中铯(Cs+)离子源的分辨率达到 50 nm,氧(O-)离子源的分辨率达

到 150 nm,并且具有极高的质量分辨率,如能够有效区分13C-与12C1H-、12C15N-与13C14N-之间的细微质量差

异,并且能够同时对 7 种离子进行成像分析和精确定

量[10]。 CAMECA NanoSIMS 50L 与传统的二次离子质

谱仪的工作原理非常相似,都是通过用一次离子束轰击

的方式激发样品表面产生二次离子,进而分析样品表面

元素同位素组成和丰度 [11]。 具体工作流程为:首先将

离子源(Cs+或者 O-)产生的一次离子在真空加速器中

加速形成具有几千电子伏特(KeV)的离子束,当这些高

能量的离子束聚焦并轰击固体薄片样品表面(微生物

细胞)时,溅射出样品中的二次离子,这些具有不同荷

质比的二次离子由于在磁场中偏转半径不同而到达多

接收器的不同位置,然后通过接收器上的法拉第环或者

电子倍增器测量不同离子的强度,进而成像并通过图像

定量分析软件计算出样品表面的元素同位素的丰度和

组成 信 息 ( 图 1 )。 测 定 的 同 位 素 比 值 信 息 ( 例

如13C- / 12C-)不仅可以用于计算单细胞的元素吸收速

率,还可以表征元素的代谢途径[12]。 选择合适的离子

源对于正确分析样品信息极为关键,铯(Cs+)离子源激

发的负二次离子可以用来分析 C、CN、P、S、O、H 和卤族

元素等,一般在微生物生态学研究中被广泛采用,而氧

(O-)离子源激发的正二次离子适合于进行金属的表面

分析[13]。
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2摇 纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)应用于微生物生态学研究的技术路线

二次离子质谱技术(SIMS)在微生物生态学中的应用始于 2001 年。 Orphan 等首次利用 FISH 与 SIMS 结

合的方法证实了海洋沉积物中存在厌氧甲烷氧化古菌,能够代谢13C—CH4
[14]。 但当时对同位素组成分析和

FISH 显影分析需在不同的仪器上完成,而且 SIMS 的横向分辨率较低,不能有效地对微生物的细胞进行辨

识[15鄄16],最新的 CAMECA NanoSIMS 50L 型二次离子质谱仪有效克服了这一难题。 应用 NanoSIMS 进行单细

胞成像分析的主要步骤为:在实验室微宇宙培养或原位条件下,将采集的环境样品或可培养的微生物暴露在

富含稳定性同位素( 15N 或13C 等)或者放射性同位素基质的环境中,经过短期的同位素标记过程之后,将样品

进行固定、脱水,形状不规则样品需要用环氧树脂包埋,绝缘的样品(绝大多数微生物生态学研究样品)需要

进行导电镀膜 (Au,Pt,Au / Pd 或者 C) 处理[17],制备成表面平整、符合仪器真空条件的薄片样品进行

NanoSIMS 分析。 为了鉴别环境样品中的目标微生物,NanoSIMS 需要与透射电子显微镜(TEM)、扫描电子显

微镜(SEM)、荧光原位杂交(FISH)、催化报告沉积荧光原位杂交(CARD鄄FISH)、卤素原位杂交(HISH)、X 射

线能谱仪(EDS X鄄ray)等联合使用来识别微生物的种类和功能(图 2)。

图 2摇 纳米二次离子质谱分析微生物代谢功能活性的技术路线图

Fig. 2摇 Schematic diagram of NanoSIMS to detect and image microbial metabolic activities

3摇 纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)的应用实例

3. 1摇 氮循环微生物

氮的生物地球化学循环主要由一系列微生物所驱动,识别并确定参与不同氮转化途径(包括固氮作用、
硝化作用、反硝化作用和氨化作用)的功能微生物是当前氮循环机制研究的核心问题之一[18鄄19]。 NanoSIMS
技术在氮循环过程方面的应用首先在固氮微生物的研究上取得进展(表 1)。 2006 年,Lechene 等首次利用

NanoSIMS 从单细胞水平上研究并确定了实验室纯培养的固氮菌株 Teredinibacter turnerae 的固氮特性[20]。
2007 年,Lechene 等又对与一种名为 Lyrodus pedicellatus 的船蛆(Shipworm)体内共生的固氮细菌进行了定量研

究[21]。 由于船蛆本身的食物链中不包含氮元素,所以必须依靠与其共生的微生物提供氮源。 Lechene 等在实

验室培养条件下向含有船蛆 Lyrodus pedicellatus 的海水中注入稳定性同位素底物15N2,然后经过 8d 的暴露培

养之后,先对样品进行透射电子显微镜(TEM)扫描确定待研究的船蛆组织中共生固氮细菌的位置,通过

NanoSIMS 分析后发现固氮细菌及周围组织均被15N 所标记上,这直观有力地提供了船蛆依赖固氮微生物获取

氮源的证据[21]。 这些早期利用 NanoSIMS 技术研究固氮微生物细胞功能的例子显示出单细胞成像技术的巨

大应用潜力。
固氮微生物中另一类被广泛研究的是丝状蓝藻,它们能够同时固定 N2 和 CO2,其较大的细胞个体与独特

的形态特征为 NanoSIMS 的应用提供了便利[22]。 丝状蓝藻包括营养细胞和异型胞,但是过去由于研究手段的

限制,对氮元素和碳元素在这些细胞内及细胞之间的转运和流动并不清楚。 Popa 等通过结合高分辨率的

NanoSIMS 与稳定性同位素标记技术对丝状固氮蓝藻 A. oscillarioides 的研究发现,新固定的氮元素可以被异

153摇 2 期 摇 摇 摇 胡行伟摇 等:纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)在微生物生态学研究中的应用 摇



http: / / www. ecologica. cn

型胞快速转运,并最终分配到营养细胞中去。 此外,NanoSIMS 还可以根据细胞组织不同的元素组成从亚细胞

水平上进一步观察丝状蓝藻 A. oscillarioides 体内的元素分布状况[23]。 另一个类似的通过 NanoSIMS 和 TEM
对固氮蓝藻菌株 Trichodesmium 的研究发现了更为细致的13C 和15N 吸收的时空分布特征,其中 CO2 的固定速

率在上午达到最高水平,而 N2 的固定速率则在下午达到最高水平,并且新固定的 C 和 N 主要贮存在藻青素

颗粒中[24]。 这些研究说明,将同位素标记技术与 NanoSIMS 和 TEM 成像技术联合使用,能够在探究微生物细

胞的生理组成元素及其相关代谢和转运过程方面发挥巨大作用。 在最近的研究中它们用于分析两种不同的

丝状蓝藻 Nodularia spumigena 和 Aphanizomenon sp. 对于波罗的海(Baltic Sea)碳氮循环的重要性,同时结合微

传感器技术测定了两种不同蓝藻类群单细胞水平的氮固定和碳固定速率,从而能够更加准确地估测不同碳氮

微生物对全球碳氮循环的贡献率[25鄄26]。
除了对实验室纯培养的固氮蓝藻进行分析之外,NanoSIMS 同样也能够用于分析环境样品中的固氮微生

物。 最近,Foster 等利用15N2 同位素标记与 NanoSIMS 结合的方法首次对寡营养海水中的 3 种硅藻鄄蓝藻共生

体的单细胞固氮速率进行了测定,解决了过去由于技术手段限制不能够将硅藻鄄蓝藻共生体与其它固氮菌分

离研究的难题[27]。 Halm 等通过 FISH 与 NanoSIMS 联合使用,识别出在湖水厌氧层中发挥固氮作用的微生物

主要是数量非常少的绿硫细菌 Chlorobium sp. [28]。 在更为复杂的河流沉积物样品中,Dekas 等运用这 2 项技

术对具有甲烷厌氧氧化功能的古菌 ANME鄄2 和细菌 DSS 类群的聚合体进行了研究,在经过 6 个月的15N2 同位

素培养实验之后,根据15N 的吸收分布情况,发现这种聚合体中的 ANME鄄 2 古菌具有固定氮气的功能,并且能

够将固定的氮元素转运给 DSS 细菌[29鄄30]。
近年来,随着第一株具有氨氧化功能的古菌在实验室获得纯培养,氨氧化古菌(AOA)作为除细菌以外硝

化作用的主要参与者,成为当前微生物生态学研究的热点之一[31]。 奥地利维也纳大学的 Tourna 等成功地从

土壤中富集到了氨氧化古菌 Nitrososphaera viennensis,该菌株只有在添加有低浓度丙酮酸的培养基中才能将

NH+
4 转化成 NO-

2
[32]。 为了验证该菌是否利用丙酮酸中的 C 元素来合成细胞组织,他们在含有 N. viennensis

的培养基中加入13C 标记的丙酮酸,在 37 °C 培养 10 d 后运用 NanoSIMS 对样品进行分析,发现大约有 10%的

C 元素来自于13C鄄丙酮酸,其余的主要来自于对碳酸氢盐的固定,证明 N. viennensis 具有化能自养和混合营养

生长的潜能[32]。 该项研究是首次将 NanoSIMS 技术用于氨氧化微生物,对于探索新发现的氨氧化古菌的生理

代谢机制提供了新的思路。
3. 2摇 碳循环微生物

近些年发展起来的卤素原位杂交(HISH)与 NanoSIMS 联用的技术能够分析环境样品中的微生物组成,并
同时定量测定单细胞的代谢功能[33]。 Musat 等首先将这种联用技术用于研究寡营养湖水中 3 种厌氧光合细

菌 Chromatium okenii,Lamprocystis purpurea 和 Chlorobium clathratiforme 对 H13CO-
3 和15NH+

4 的吸收特征[17]。 他

们通过实验室短期的微宇宙培养发现,同种光合细菌的不同细胞表现出极大的代谢速率差异,不同类群光合

细胞之间的差异更大。 其中,仅占细胞总数 0. 03%的 C. okenii 贡献了光合细菌碳吸收总量的 70%和氮吸收

总量的 40% ,这表明湖水中厌氧光合细菌的碳氮吸收过程主要是由一部分数量非常稀少的类群所完成的[17]。
NanoSIMS 技术在碳循环微生物方面的另一类应用主要是对于甲基营养菌(包括甲醇营养菌和甲烷营养

菌)的研究。 Li 等利用碘标记的寡核苷酸探针原位杂交与 NanoSIMS 结合的方法对生物反应器中甲醇营养菌

的组成和功能进行了分析[34]。 为了研究生物反应器系统中微生物吸收甲醇的机理,他们采用13C鄄甲醇培养采

自生物反应器的样品,厌氧培养 25 d 后,首先用以碘标记的针对细菌和古菌的特异性探针确定样品里的微生

物类群,然后将样品固定用于 NanoSIMS 分析,结果发现古菌是生物反应器中吸收甲醇的主要功能微生物[34]。
此外,Behrens 等运用类似的方法发现了口腔生物膜上的 Cytophaga鄄Flavobacterium 类群吸收13C鄄氨基酸的

功能[35]。
3. 3摇 硫循环微生物

硫酸盐还原菌(SRB)是硫元素生物地球化学循环过程的关键功能类群,经典的分子生物学研究手段已经
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对 SRB 的种群组成和丰度进行了深入研究,但尚不能在单细胞水平解析其生理代谢功能特征[36]。 近期,美
国研究者 Fike 等利用最新的 NanoSIMS 50L 型二次离子质谱仪,并结合 CARD鄄FISH 技术,成功地为解决这一

问题提供了新的视角,识别出在高盐环境下微生物垫中参与硫循环的主要微生物类群是 Desulfobacteraceae 科

的硫酸盐还原菌[37]。 他们首先用外层包裹有35SO4 的银箔与微生物垫中可溶性的硫化物反应,由于硫化物

与35SO4 的氧化还原反应使硫化物中的34S 固定在银箔表面,然后通过 NanoSIMS 成像技术就能够测定样品中

啄34S 同位素的组成情况,从而计算出不同微生物垫深度上硫化物的浓度。 NanoSIMS 所生成的二维图像表明,
微生物垫中硫化物的浓 度 随 着 深 度 的 增 加 而 减 少, 这 种 变 化 趋 势 与 利 用 CARD鄄FISH 所 测 定 的

Desulfobacteraceae 科的硫酸盐还原菌丰度随微生物垫深度的变化趋势相吻合,说明 Desulfobacteraceae 科对微

生物垫中硫化物的空间分布具有决定作用[37]。 以往对于硫酸盐还原菌的研究多停留在对其总的丰度和结构

组成分布上,而通过使用 NanoSIMS 与 CARD鄄FISH 结合的方法能够将微生物的空间分布与硫化物的空间分布

联系在一起,更容易识别硫酸盐还原过程中的关键活跃类群。

摇 图 3摇 15N 标记的 P. fluorescens在树脂包被的土壤基质中分布的

NanoSIMS 成像图[40]

Fig. 3摇 NanoSIMS images of the distributions of 15N鄄lableled P.

fluorescens in Araldite resin鄄embedded soil matrix [40]

(a) 28Si-; (b) 12C-; (c) 12C14N-; (d) 15N / 14N ratio

3. 4摇 其它方面的应用

NanoSIMS 技术除了在氮、碳、硫等元素的生物地球

化学循环研究中得到广泛应用外,研究者们也在不断拓

展着 NanoSIMS 在微生物生态学方面的应用范围。 微

生物的空间分布及其在土壤基质中的功能活性对于元

素地球化学循环具有极为重要的影响,而且土壤的高度

异质性为微生物提供了无数性质各异的微环境[38],将
土壤理化环境的异质性与其对生物过程的影响联系起

来是当今土壤微生物生态学的研究前沿之一[39],然而

过去的技术手段对于分析微生物与土壤基质接触的生

物物理界面无能为力。 2007 年,Herrmann 等创新地将

NanoSIMS 运用于土壤微生物的活性与空间分布的研

究,并同时观察了土壤物理微环境对于微生物的影

响[40]。 他们首先将土壤中广泛分布的 Pseudomonas
fluorescens 的纯培养菌株(NCTC10038)在含有15NH+

4 的

培养基中进行标记 24 h 后,混入土壤样品中,然后用环

氧树脂固定并切片供 NanoSIMS 观察。 其中,28Si-离子

成像图用来表示土壤基质的组成,12C-成像图表示树脂

的组 成,12C14N- 成 像 图 表 示 含 氮 有 机 质,12C15N-

与12C14N-的比值(即15N / 14N)可以表示15N鄄P. fluorescens 的分布(图 3)。 从 NanoSIMS 成像图中,可以清晰地

看到15N 标记的 P. fluorescens 主要分布在土壤粒子的边缘部分[40]。 该项研究显示出 NanoSIMS 在分析微生物

在土壤中的微域分布及其与土壤基质相互作用方面的巨大可能性。 类似的研究方法已经开始用于对土壤-
微生物-植物相互作用的研究。 Clode 等利用 NanoSIMS 在原位状态下研究了15N 元素在土壤根际圈的转运情

况,并重点关注了植物细胞与根际微生物对 N 元素的相互竞争[41]。 这种原位研究元素流动的高分辨率成像

方法显示了 NanoSIMS 在分析复杂土壤环境中微生物过程的优越性,而以往的此类研究只能主要依靠简单的

数学模型分析。 NanoSIMS 在微生物生态学方面的其它可能应用还包括:控制土壤矿物质表面磷肥固定的微

生物机理,促进有机质在土壤中稳定化过程的微生物类群,土壤基质中微生物与特定矿物质的相互作用,土壤

中目标微生物活跃类群的空间分布,影响微生物水平基因转移的微观尺度因素等[6]。
4摇 使用 NanoSIMS 技术应注意的问题

4. 1摇 样品制备

样品制备是 NanoSIMS 分析中极为关键的环节,因为 NanoSIMS 一般在超高真空环境中进行操作,因此制
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表 1摇 纳米二次离子质谱在微生物生态学方面的应用举例

Table 1摇 Examples of NanoSIMS applications in microbial ecology

样品种类
Sample types

联用技术
Techniques used in combination

分析的二次离子种类
Types of ion imaging

参考文献
References

纯培养的固氮细菌菌株
Teredinibacter turnerae

稳定性同位素标记、Transmission
Electron Microscope (TEM)

12C14N-,12C15N- [20]

船蛆 Lyrodus pedicellatus 肠道内的共
生固氮细菌

稳定性同位素标记、TEM 12C14N-,12C15N- [21]

纯培养的丝状固氮蓝藻
Anabaena oscillarioides 稳定性同位素标记 12C-,13C-,12C14N-,12C15N-,33P- [23]

纯培养的固氮蓝藻 Trichodesmium 稳定性同位素标记、TEM 12C-,13C-,12C14N-,12C15N-,31P- [24]

丝状固氮蓝藻 Aphanizomenon sp. 稳定性同位素标记、微传感器、质谱 12C-,13C-,12C14N-,12C15N- [25]

丝状固氮蓝藻 Nodularia spumigena 稳定性同位素标记、微传感器、质谱 12C-,13C-,12C14N-,12C15N- [26]

海水样品中的硅藻蓝藻共生体 稳定性同位素标记 12C14N-,12C15N- [27]

湖水厌氧层中的固氮微生物
稳定性同位素标记、Catalyzed
Reporter Deposition Fluorescent In Situ
Hybridization (CARD鄄FISH)

12C-,13C-,12C14N-,12C15N- [28]

河流沉积物中有固氮作用的甲烷厌
氧氧化古菌

稳定性同位素标记、 Fluorescence In
Situ Hybridization (FISH)

12C14N-,12C15N- [29鄄30]

纯培养的氨氧化古菌菌株
Nitrososphaera viennensis

稳定性同位素标记、连续流同位素
质谱

12C-,13C-,12C14N-,16O-,
19F-,31P-,32S- [32]

寡营养湖水中的三种光合细菌
Chromatium okenii,Lamprocystis
purpurea 和 Chlorobium clathratiforme

稳定性同位素标记、
CARD鄄FISH、HISH

12C-,13C-,12C14N-,12C15N-,19F- [17]

生物反应器中的甲醇营养菌 稳定性同位素标记
12C-,13C-,12C14N-,12C15N-,
13C14N-,32S-,127 I-

[34]

口腔生物膜上的
Cytophaga鄄Flavobacterium 类群

稳定 性 同 位 素 标 记、 CARD鄄FISH、
Halogen In Situ Hybridization (HISH)

12C-,13C-,12C12C-,12C13C-,
12C14N-,12C15N-,19F-,81Br-

[35]

微生物垫(microbial mats) 中的硫酸
盐还原菌(SRB) CARD-FISH 32S-,34S- [37]

土壤基质中的 Pseudomonas fluorescens
菌株

稳定性同位素标记、Scanning Electron
Microscope (SEM)、X 射线能谱仪

12C-,13C-,12C14N-,12C15N-,28Si-, [40]

根际微生物 稳定性同位素标记、TEM 12C-,13C-,12C14N-,12C15N-,28Si-, [41]

纯培养的趋磁细菌菌株
Desulfovibrio magneticus TEM 12C14N-,31P-,56Fe16O-,57Fe16O- [42]

超嗜热微生物
Methanopyrus 和 Pyrococcus 稳定性同位素标记、FISH 12C-,13C- [43]

备的环境样品必须充分脱水并且能够承受真空。 样品脱水的方法一般包括化学固定液(如加入乙醇、甲醛或

戊二醛等) [44]、低温脱水[45]、环氧树脂包埋等[24]。 不同的脱水方法适用于不同样品的 NanoSIMS 分析,如果

在样品制备的过程中待分析的元素有可能发生转移和流动,最好使用低温脱水方法来固定样品的形态,例如

在研究固氮微生物的碳氮吸收途径的时候[23鄄24]。 对于形状不规则的样品最好用树脂进行包埋,然后切成薄

片状以便进行 NanoSIMS 分析。 甲醛固定液对于微生物细胞的蛋白质、脂质和核酸有非常有效的固定和脱水

作用[46],但是在固定的过程中也有可能引入微生物细胞中的12C,从而使 NanoSIMS 的分析出现一定的偏差。
尤其是当 NanoSIMS 与荧光杂交技术如 FISH、CARD鄄FISH 和 HISH 联用时,最好使用多聚甲醛对样品进行脱

水处理[17]。 Peteranderl 和 Lechene 比较了低温脱水与化学固定对样品制备的不同影响,发现化学固定导致二

次离子12C-和12C14N-的产率降低,并且化学固定液有可能洗脱低分子量的细胞组织[45]。 而 Ploug 等对这 2 种
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脱水方法的研究表明,化学固定法并没有显著地影响待测样品的元素组成[25]。
4. 2摇 微生物的识别

在 NanoSIMS 分析中,不同的二次离子能够表征样品的不同组成,因此如何正确地将离子成像信息与微

生物类群联系起来显得非常关键。 例如在固氮硅藻鄄蓝藻共生体的研究中就会遇到类似的难题,因为共生蓝

藻细胞经常生长在硅藻的细胞壁与细胞膜之间,为有效区分这两种不同微生物对 N 的吸收带来较大困难,因
此在 NanoSIMS 分析之前必须首先破坏去除硅藻的细胞壁,然后再进行下一步分析[27]。 识别复杂环境样品中

的微生物类群也可以通过在 NanoSIMS 分析之前首先进行 FISH 或者 CARD鄄FISH 分析,以此确定微生物的组

成和种类,但是将荧光原位杂交的图像与 NanoSIMS 分析的图像正确地联系在一起也是非常艰难的工作。 为

了有效地对微生物进行识别,在 NanoSIMS 分析之前也最好辅之以 TEM 或者 SEM 等电子显微镜技术对样品

进行必要的基本特征分析,首先确定好适合 NanoSIMS 分析的感兴趣区域,这样可以节省大量的时间。 例如

在分析富含有机质的沉积物样品中的微生物群落时,有机质浓度较高的区域往往也是微生物富集的区域,因
此首先用电子显微镜确定有机质的分布区域,可以更加快速地找到目标微生物。
5摇 总结和展望

以 NanoSIMS 为代表的单细胞分析技术的兴起为研究微生物生态学提供了崭新的机遇,并且已经在参与

氮、碳、硫等元素生物地球化学循环的微生物研究中显示出前所未有的优势和重要的应用前景。 NanoSIMS 不

仅能够提供微生物的生理生态特征信息,而且能够确定并识别复杂环境样品中的代谢活跃的微生物细胞,并
将其类群信息与功能联系起来,对于从微观尺度上识别不同微生物群落在元素循环中的作用和在生态系统中

的功能具有重要意义[22]。 然而,NanoSIMS 技术本身依旧存在很多问题:(1)在进行 NanoSIMS 分析时,如果选

择反映同位素富集的感兴趣区域不合适,可能会影响对微生物功能的正确分析;(2)在制备可供 NanoSIMS 分

析的样品时,固定和脱水等过程可能会对微生物细胞的同位素组成造成一定的影响;(3)由于 NanoSIMS 一般

与同位素标记技术联合使用,标记过程中微生物交叉取食和同位素被稀释的风险同样也会影响后续的

NanoSIMS 分析结果。 (4)由于 FISH 技术应用于复杂土壤样品的难题,NanoSIMS 与 FISH 联用仍然很难区分

不同类群土壤微生物的功能活性。 当前微生物生态学的研究技术多基于 PCR 扩增,对环境微生物的认识以

易于被 PCR 扩增出的优势种群为主,对环境中丰度较低的稀有微生物种群认识严重不足,未来基于

NanoSIMS 的研究方法将有助于揭示自然环境丰度较低但发挥重要功能作用的微生物种群。 同时,随着原位

杂交技术的进一步发展,结合不断丰富的生物标志物,如脂类、DNA / RNA、蛋白质等,NanoSIMS 将可能为研究

微生物的类群和功能提供更为完整的信息。
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