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PAHs具有降解能力, 而对4环PAHs不具有降解能力。

Huang等 [32]利用mRNA-SIP技术探查了地下水萘降

解过程被转录的功能基因 , 结果表明 , Comamonas-
型的萘双加氧酶基因表达量显著提高 , 因而在萘的

原位降解过程中发挥重要作用。Herbst等 [33]在微宇

宙培养的条件下 , 利用蛋白质-SIP技术对地下水中

的萘降解过程进行研究 , 发现了具有萘降解功能的

微生物以及参与萘原位降解的蛋白质 , 其中萘降解

相关蛋白质中的 13C丰度达到50%, 表明萘降解微生

物80%的碳源来自于萘的降解。

SIP技术应用于PAHs生物降解研究的一个难点

在于确定合理的底物浓度及培养时间 [34]。通常 , 培
养体系中添加的外源 13C标记底物越多 , 产生的目标

微生物 13C标记的生物标志物就越多 , 越有可能分离

获得功能微生物的相关信息。然而 , 原位研究微生

物在自然环境的生理代谢过程要求样品尽可能保持

原始状态, 降低外来干扰。因此, 理想的培养实验是

采用尽可能少的 13C标记底物培养环境样品 , 但这可

能导致微生物标志物中 13C的标记量过低而难以分

离获得。目前 , 只有PLFA-SIP技术能够分离较少含

量的13C标记物, 而DNA/RNA-SIP技术难以成功分离

获得低 13C标记量的核酸 [35]。另外 , 确定合理的培养

时间对SIP技术的成功应用也十分关键。延长培养

时间虽然可以增加生物标志物中 13C的含量 , 但是在

培养过程中 , 某些代谢微生物有可能通过同化PAHs
降解微生物产生的13C标记的代谢物而被13C标记, 即
交叉取食(cross feeding)[36], 从而导致SIP的结果出现

假阳性。因此 , 在进行SIP实验之前 , 一般需要通过

预实验监测底物及其代谢产物的变化规律 , 针对不

同实验目的 , 优化培养条件。此外 , 通过破坏性采

样, 比较不同培养时间下标记微生物的变化规律, 也
可以显著提高SIP实验的可信度[27]。可以预见, 未来

SIP技术将在定向发掘PAHs污染环境中不能分离培

养但能降解PAHs的功能微生物及其降解过程的分

子机制等方面发挥重要作用。

3   拉曼光谱–荧光原位杂交(Raman-
FISH)技术

荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization, 
FISH)是20世纪70年代发展起来的一种原位杂交技

术 [37], 它以荧光染料标记的寡核苷酸 (DNA或RNA)
作探针 , 通过原位杂交的方法 , 将特定的DNA或者

RNA序列在细胞内显示出来 , 可以在保持细胞形态

完整性的条件下 , 检测样品中特定的核酸序列的存

在、数目和定位 [38]。在环境微生物学领域 , FISH技

术可以用来鉴定环境样品中微生物的种类、数目及

空间分布等 [39-40]。其原理是 : 微生物的16S rDNA、

23S rDNA以及它们的间隔区的核苷酸序列具有稳

定的种属特异性 [41], 以这些区域的核苷酸序列为模

板, 设计特定微生物种属的寡核苷酸探针, 就可以原

位检测特异微生物种群的存在、丰度及分布[42]。

拉曼 (Raman)光谱技术是研究样品分子结构与

组成的一种光谱方法, 它能够记录样品分子振动所引

起的光的吸收和散射信息并成图, 通过对谱图中特征

图2  DNA-SIP技术示意图(根据参考文献[26]修改)
Fig.2   Schematic diagram of DNA-SIP (modified from reference [26])
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吸收峰的判别及归属, 可以判断出样品表面分子的基

本结构 [43]。在微生物学的研究中 , Raman光谱技术不

仅可以作为一种化学分析的方法收集完整菌体细胞

中细胞组分(如核酸、蛋白质、碳水化合物及脂质等)
的分子振动信息来鉴别微生物 [44-46], 而且还能够对微

生物细胞代谢功能进行原位表征 [47]。利用Raman光
谱进行微生物细胞代谢功能研究的基本原理为: 在
原位或者微宇宙条件下 , 将环境样品或微生物样品

暴露在富含重同位素 (15N或 13C等 )基质的环境中 , 具
有代谢功能的微生物能够将重同位素吸收到体内 , 
同化了重稳定同位素的微生物细胞的Raman吸收峰

相较于未标记的细胞将发生“红移”(波长增加 )[43,48]。

因此 , 通过对微生物细胞的Raman光谱分析可以原

位识别具有底物代谢功能的微生物。

Raman技术与FISH技术联用(Raman-FISH)可以

原位表征PAHs降解过程中目标微生物种群的分布

和代谢特征 (图3)。Huang等 [49]在萘污染的地下水样

品中加入13C标记的萘 , 于14 °C培养72 h后 , 首先运

用FISH技术对假单胞杆菌属(Psuedomonas)微生物

的空间分布进行检测 , 之后再选取具有荧光信号的

Psuedomonas细胞进行Raman分析。结果显示, Psue-
domonas细胞的Raman光谱中苯基丙氨酸吸收峰发

生显著红移 , 这说明Psuedomonas属的微生物细胞

内的 13C含量显著增加 , 从而证实了Psuedomonas具
有原位降解萘的功能。Huang等 [49]的进一步分析还

发现 , Psuedomonas属的微生物在个体水平具有不同

的萘代谢活性 , 这表明Raman-FISH还可以用于微生

物种内表型异质性的研究。另外 , 一些研究利用Ra-
man-FISH技术验证了未分离培养的微生物可能对

PAHs的原位降解更加重要 [32,49]。Huang等 [32]首先利

用SIP技术发现, 不可分离培养的嗜菌属(Acidovorax)
微生物可能参与地下水中萘的原位降解过程。之后

他们又运用Raman-FISH技术直观有力地证明了在

低浓度萘(3.8 μmol/L)的地下水环境中, Acidovorax对
萘的降解起主要作用 , 而在高浓度萘(300 μmol/L)的
地下水环境中 , Acidovorax与Psuedomonas在萘的原

位降解过程中发挥同等重要的作用。这些研究说明, 
将Raman技术和FISH技术联合使用 , 是分析复杂微

生物群落单细胞结构与功能的新工具 , 能够在原位

直接识别和量化微生物对PAHs的代谢过程 , 并探索

新的生态学机制。

Raman-FISH技术用于PAHs原位降解的表征尚

处于起步阶段 , 其灵敏度仍不足以识别 13C含量较低

的微生物细胞 [49]。但随着光谱技术的发展 , 该技术

缺陷将被克服。另外 , 运用Raman-FISH技术所获得

的关于微生物细胞结构、化学组成以及代谢过程等

信息 , 将有助于分离具有PAHs降解功能的微生物 , 
并进一步揭示未分离培养的功能微生物的遗传多样

性、原位功能活性及生理生态作用[50]。

4   二次离子质谱(SIMS)技术
二次离子质谱技术 (second ion mass spectrom-

etry, SIMS)是当今灵敏度最高的一种表面分析技术 , 
它以初级离子束 (Cs+或O–)轰击固体薄片样品表面

(微生物细胞 ), 再将从样品表面溅射出来的二次离

子 (如 12C–、13C–、12C14N–、12C15N–等 )引入磁场质量

分析器 , 不同质荷比的二次离子在磁场中被分离开 , 
经质谱检测仪器记录并成像 , 得出被分析样品表面

的同位素的丰度、分布及组成信息 [51]。应用SIMS
技术进行原位环境中微生物种类和功能表征的主要

步骤为[52]: 在实验微宇宙培养或者原位条件下, 用稳

定同位素或者放射性同位素标记的底物(如PAHs)培
养环境样品或者可培养的微生物 , 经过短期的同位

素暴露过程后 , 将样品制备成表面平整、符合仪器

真空条件的薄片样品进行SIMS分析。根据SIMS分
析得到的样品表面同位素丰度的信息可以原位识别

具有代谢功能的微生物细胞及其空间分布特征 , 再
结合荧光原位杂交 (FISH)、催化报告沉积荧光原位

杂交 (catalyzed reporter deposition fluorescent in situ 
hybridization, CARD-FISH)、卤素原位杂交 (halogen 
in situ hybridization, HISH)等技术所获得的目标微

生物空间分布信息 , 就能够在单细胞成像水平实现

特定的物质代谢过程与复杂环境样品中的微生物群

落组成的耦合(图3)。
SIMS技术具有极高的灵敏度和空间分辨率, 可

以对单细胞的代谢过程进行定量表征 , 在PAHs原位

生物降解的研究中显示出巨大的潜力。DeRito等 [53]

在土壤中加入13C标记的苯酚培养12 d后 , 利用SIMS
对原位土壤样品进行分析 , 发现在 13C-苯酚处理的土

壤中, 微生物13C的信号强度(13C14N–)相较于未标记苯

酚处理的土壤提高了10~40倍 , 说明土壤中的功能微

生物确实能够将 13C同化到自身体内。该项研究显示

出SIMS技术在定性表征土壤中降解微生物方面的巨

大可能性 [54]。Pumphrey等 [55]利用SIMS技术对一株
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PAHs降解菌(Psuedomonas putida NCBI 9814-6)进行

研究, 发现SIMS成像图中13C的信号强度与纯菌细胞

中 13C的丰度呈显著的正相关关系 , 利用这种线性关

系就可以根据 13C的信号强度来预测未知样品 (如土

壤)中13C的丰度, 进而可以计算单细胞对底物的代谢

速率 [56]。因此 , SIMS技术还可能应用于原位土壤中

降解微生物代谢功能的定量分析 [57-58]。而且 , 随着

SIMS技术的发展 , 最新的动态二次离子质谱Nano-
SIMS 50L相较于传统的SIMS具有更高的分辨率及

空间分辨率 [59], 可以更为精确地对单细胞代谢功能

进行定量测定。另外, 通过SIMS技术与FISH技术结

合的方法 , 人们还可能原位表征PAHs降解过程中的

不同微生物类群的种间关系 [4,60]以及目标微生物类

群的代谢途径 [61]等 , 实现微生物种群与代谢功能的

直接耦合。

虽然 SIMS技术在 PAHs的原位生物降解研究

中显示出前所未有的优势和重要的应用前景 , 但其

仍存在很多问题 [62]: (1)样品制备困难。在制备可供

SIMS分析的样品时 , 固定和脱水等过程可能导致待

分析的元素发生转移、流动并影响微生物细胞的同

位素组成 , 从而影响微生物功能的正确分析 ; (2)微
生物识别困难。首先 , 由于SIMS技术往往与同位素

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可能造成微生物类群的错误识

别。其次 , 虽然在SIMS分析之前可以利用FISH技

术来识别环境样品中的微生物类群 , 但是将FISH技

术获得的图像与SIMS分析的图像正确地联系在一

起非常困难。尽管存在这些问题 , 未来基于SIMS技
术的研究仍将有助于揭示自然环境中丰度较低但在

PAHs降解过程中发挥重要功能的微生物种群。

5   结语与展望
宏基因组技术 (meta-genomics)、稳定同位素探

针技术 (SIP)、拉曼光谱技术 (Raman)、荧光原位杂

交技术 (FISH)以及二次离子质谱技术 (SIMS)等表征

方法的发展为研究PAHs的原位降解过程及分子机

制提供了极大的可能性 (表1)。但PAHs微生物降解

过程的原位表征仍处于起步阶段 , 本质的揭示尚需

要大量的实验探索: (1)虽然许多研究利用SIP技术发

现了大量具有PAHs降解功能但难以分离培养的微

生物类群, 但目前对这些功能类群的遗传代谢通路、

生理生态功能、PAHs降解机理等知之甚少。运用

SIP技术与宏基因组技术结合的方法 , 从群落水平破

译复杂环境中PAHs降解功能微生物全基因组信息 , 

图3   SIMS-FISH、Raman-FISH技术示意图(根据参考文献[52]修改)
Fig.3   Schematic diagram of SIMS-FISH and Raman-FISH (modified from reference [52])
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将成为研究难培养微生物生理代谢分子机制的有力

工具 ; (2)虽然Raman-FISH、NanoSIMS-FISH技术能

够在单细胞成像水平原位表征代谢活跃的微生物细

胞及其系统分类信息 , 但目前较为成功的应用主要

集中在微生物群落复杂性较低的环境样品中 , 而原

位表征更为复杂的环境基质 (如土壤 )中的PAHs降解

过程将成为Raman、NanoSIMS技术的发展方向; (3)
未来, Raman、NanoSIMS技术与单细胞分离技术[63]、

全基因组扩增技术 [64]以及单细胞测序技术 [65]等的联

合 , 将可能高通量地获得具有代谢功能的微生物细

胞的全基因组信息 , 为研究单一细胞生理生化、遗

传和演化规律的分子调控机理奠定基础; (4)随着各

种原位表征技术的发展 , 今后的研究将更加关注环

境因子如pH、水分、温度等对功能菌群的结构特征

及空间分布的影响 , 进而为优化微生物降解功能的

执行效率提供理论依据。综上 , 发展高灵敏度和高

选择性的原位分析方法及表征技术 , 将为深入研究

PAHs的原位降解过程及其分子机制以及实施PAHs
污染缓解与修复提供科学基础。
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