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摘   要：固氮鱼腥藻作为光能自养型微生物，具备良好的碳氮固存能力。施加固氮鱼腥藻能够提

升土壤肥力并减少化肥施用量。然而，解析固氮鱼腥藻在土壤中的碳氮固存机制以及不同菌株固

存效率差异仍有待深入研究。因此，从单细胞水平对土壤固氮鱼腥藻菌株进行筛选和碳氮固存过

程的研究至关重要。针对固氮鱼腥藻在单细胞水平上发生的复杂而动态的元素变化过程，本研究

综述了土壤固氮鱼腥藻碳氮固存过程，并探讨了利用纳米二次离子质谱法与稳定同位素标记结合

(nano-secondary ion mass spectrometry-stable isotopic probing, NanoSIMS-SIP)技术和拉曼光谱成像与

稳定同位素标记结合(Raman spectroscopy imaging-stable isotopic probing, Raman-SIP)技术解析单细

胞水平上的碳氮元素的时空分布的原理、进展与难点。重点关注了单细胞稳定同位素技术定量可

视化固氮鱼腥藻碳氮固存的最新技术发展与应用。同时，对该类可视化技术的未来研究进行了展

望。本研究对于理解固氮鱼腥藻在土壤中的碳氮固存机制和固氮效率差异具有重要的科学意义，

为农业生产中减少化肥使用、提高土壤肥力提供理论依据。 

关键词：单细胞；固氮鱼腥藻；纳米二次离子质谱；拉曼光谱；稳定同位素探针 
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Abstract: Anabaena azotica, as a photoautotrophic microorganism, has good carbon and nitrogen 
sequestration abilities. The application of A. azotica could improve soil fertility and reduce the 
application of chemical fertilizers. However, the mechanism of carbon and nitrogen sequestration 
in soil by A. azotica and the sequestration efficiency of different strains remain to be studied. 
Therefore, it is important to screen A. azotica strains and probe into the processes of C and N 
sequestration in soil by the strains at the single-cell level. In view of the complex and dynamic 
process of element changes in A. azotica at the single-cell level, this study introduced the carbon 
and nitrogen sequestration process in soil by A. azotica. In addition, we expounded the principle, 
progress, and difficulties of using nano-secondary ion mass spectrometry combined with stable 
isotopic probing (NanoSIMS-SIP) and Raman spectroscopy imaging combined with stable isotopic 
probing (Raman-SIP) to analyze the spatiotemporal distribution of carbon and nitrogen at the 
single-cell level. This review focuses on the latest technological development and application of 
single-cell stable isotope technology for quantitative visualization of carbon and nitrogen 
sequestration in A. azotica. At the same time, future research on the visualization technology is 
prospected. This review is of great scientific significance for understanding the mechanism of 
carbon and nitrogen sequestration and the difference in nitrogen fixation efficiency of different A. 
azotica strains in soil. It provides a theoretical basis for reducing the use of chemical fertilizers and 
improving soil fertility in agricultural production. 
Keywords: single cell; Anabaena azotica; nano-secondary ion mass spectrometry; Raman 
spectrum; stable isotope probing 
 
 

土壤被视为地球上最复杂的介质之一，其复

杂性从宏观的生态系统规模延伸到微观的单个

微团聚体。在微观尺度上，微生物群落、有机物

和矿物颗粒之间的纳米-微米尺度的相互作用被

认为控制着土壤碳、养分和污染物等的归宿[1-4]。

长期的人为活动，如化肥过量施加，导致土壤酸

化和板结问题日益严重，迫使全球土壤学家寻求

更有效的化肥替代途径和方法[5-7]。固氮鱼腥藻

因其优良的碳氮固定能力而备受研究者关注，现

已研发成为生物有机肥。尽管已有研究证明施
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加固氮鱼腥藻能够提升土壤肥力、减少化肥施

加量[8-9]，但其在土壤中的碳氮固存机制和不同

菌株固存效率差异解析仍需进一步研究。因此，

从单细胞水平对来自土壤中的固氮鱼腥藻菌株

进行筛选和碳氮固存过程的研究十分关键。目

前，纳米二次离子质谱法与稳定同位素标记结合

(nano-secondary ion mass spectrometry-stable 
isotopic probing, NanoSIMS-SIP)和拉曼光谱成

像与稳定同位素标记结合(Raman spectroscopy 
imaging-stable isotopic probing, Raman-SIP)是针

对固氮鱼腥藻发生在单细胞水平上的复杂而动

态的元素变化过程的主要有效研究手段。这两种

技术能够在纳米-微米尺度上对固氮鱼腥藻进行

单细胞定量定位成像分析，可视化细胞的代谢

特征和微生物群落组成变化。这对研究解析固

氮鱼腥藻的生理及分子转化过程、探究其生物

菌剂的施用方法和对土壤提质增效的作用具有

深远意义。 

1  固氮鱼腥藻的碳氮固存过程 
固氮鱼腥藻(Anabaena azotica)属于蓝藻门

念珠藻科鱼腥藻属。作为光能自养型微生物，固

氮鱼腥藻具备固存碳氮能力，是一种优质的天然

微生物肥料[10]。固氮鱼腥藻由营养细胞与异形

细胞构成。营养细胞的原生质体均匀或具有颗

粒，内部充满许多伪空胞，能进行类似于高等植

物的光合作用，发挥固碳功能。异形胞与营养细

胞形态相同，一条藻丝上通常有多个异形胞，单

个间生。成熟的异形胞具有两端的颈状结构和一

个厚的外包被层，外包被层由减少氧气通过的糖

脂层和保护糖脂层的多糖层构成[11]。异形胞通过

固氮酶在体内微氧环境中发挥固氮作用[12]。具

体来说，在固氮酶的催化下，异形胞将空气中的

N2 转化为 NH3 和 NH4
+等，进而形成氨基酸并提

供给营养细胞。通常，碳代谢产物从营养细胞向

异形细胞转移，而固定的氮和碳氮代谢产物则从

异形胞向营养细胞转移。在固氮鱼腥藻中，从营

养胞中获得的含碳的代谢物通常不会在异形胞

中积累，而是用于呼吸(释放 CO2)以促进 N2 固

定和结合固定氮。然后将其作为氨基酸等转移回

营养细胞，以满足固氮鱼腥藻本身的生长所需。

当周围环境中的氮素浓度充足时，固氮鱼腥藻通

过吸收 NO3
−、NO2

−等物质来满足自身生长所需。

相反，当外界生物可用氮缺乏时，约有 5%−10%
的固氮鱼腥藻营养细胞在 24 h 内分化成异形胞

以缓解其氮限制[13-14]。固氮鱼腥藻的固碳、固氮

和碳氮循环依赖于细胞间的交流，这是一个复杂

的动态过程。在这个过程中，碳氮元素的交换和

流动会随外界因素的影响而改变。此外，营养细

胞向异形胞的分化受到外界养分元素的调控，而

这一分化过程伴随着单细胞层面上多种碳、氮等

代谢物质的变化[15]。 

2  单细胞稳定同位素技术应用 
2.1  稳定同位素探针技术原理 

稳定同位素探针技术(stable isotopic probing, 
SIP)是一种使用稳定同位素作为示踪剂的分析

方法。其原理是将目标生物暴露于碳氮等生命基

本元素的稳定同位素富集的基质中，目标生物通

过新陈代谢将这部分稳定同位素吸收同化至体

内。研究者通常利用质谱、核磁共振等手段确定

稳定同位素的存在及含量，将碳氮等物质代谢过

程与复杂的微生物群落组成耦合[16-17]。稳定同位

素探针技术为揭示复杂环境中微生物代谢分子

机制提供有效手段。 
研究表明，面对复杂环境中多重外界条件的

胁迫，同一种群的微生物在基因转录和翻译、蛋

白活性及代谢物丰度等方面存在显著异质性[18]。

单一的 SIP 应用以群体细胞为研究对象，无法反

映出细胞间的异质性。为更直观、深入地探究目
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标生物的细胞内部构成及细胞间的代谢过程，需

要将单细胞水平研究手段与稳定性同位素探针

技 术 相 结 合 。 纳 米 二 次 离 子 质 谱 法

(NanoSIMS-SIP)和单细胞拉曼光谱 (single-cell 
Raman)作为成熟的单细胞分析技术，通过与稳

定性同位素探针技术相结合，可实现在单细胞水

平上解析细胞代谢和微生物群落组成变化。 

2.2  纳米二次离子质谱法与稳定同位素标

记结合技术应用 
纳米二次离子质谱技术(NanoSIMS)结合高

分辨率显微成像技术和同位素示踪技术，可实现

在单细胞水平上对细胞的代谢特征和微生物群

落组成变化进行成像分析。这项可视化技术在土

壤微生物微观生态学研究中具有巨大潜力和应

用前景[19]。NanoSIMS 技术原理是通过 Cs+或 O−

等离子源在静电场加速后形成的一次离子束轰

击样品表面，激发(溅射)出正负二次离子，然后

利用磁场分离出具有不同质荷比的二次离子，接

着利用法拉第杯或电子倍增器测定二次离子强

度，从而通过计算结果得出样品所含元素及同位

素丰度[20-21]。实际操作流程包括固氮鱼腥藻的稳

定同位素标记培养、样品固定、脱水、树脂包埋

或导电镀膜处理以及制备薄片，最后通过

NanoSIMS 进行高分辨率成像分析，实现在单细

胞水平上示踪元素通量和识别复杂环境样品中

的代谢活跃微生物个体(图 1)[22-24]。 
NanoSIMS 技术已经成功应用于许多研究

项目中。例如，2006 年，Lechene 等[25]首次利用

NanoSIMS 对 固 氮 海洋 细 菌 涂氏 船 蛆 杆菌

(Teredinibacter turnerae)进行单细胞成像分析，

研究其固氮特性。Popa 等[26]利用稳定同位素标

记和 NanoSIMS，通过结合 H13CO3 和
15N2，研

究 了 碳 、 氮 元 素 在 类 颤 鱼 腥 藻 (Anabaena 
oscillarioides)中的富集情况，表征了细胞发育、

单个细胞组成的变化以及细胞在代谢物交换中

的作用。Herrmann 等[27]采用土壤中的荧光假单

胞菌作为“活性”微生物模型，在含有 15N-硫酸铵

的培养基中进行孵育培养，随后将提取出的细胞

悬浮液投加至石英基白砂或土壤中，并加入树脂，

通过切片处理制成可供 NanoSIMS 上机分析的样 

 
图 1  固氮鱼腥藻 NanoSIMS 上机操作流程图[12,21] 
Figure 1  Flow chart of NanoSIMS on Anabaena azotica[12,21]. A: Stable isotope labeled cultures. B: 
NanoSIMS computer practice. C: Analysis of imaging. D: Anabaena azotica sample. E: NanoSIMS sample sheet. 
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品。结果发现在土壤结构中可以有效识别出富含
15N 的荧光假单胞菌，这表明 NanoSIMS 技术可

以应用于研究土壤微生物的活动与非均质土壤

基质的空间结构[27]。 
此外，NanoSIMS 技术还被用于探究土壤有

机物和无机物的元素组成、植物-土壤微生物之

间的碳氮及养分周转动力学、土壤微结构及矿物

组成以及土壤中污染物质的归宿等 [2-4,28-30]。例

如，Wang 等[2]将 NanoSIMS 与 SIP 结合，采用
15N2 标记法定量研究了水稻土壤中微生物的固

氮作用，结果表明 15N 在 15N2 标记的 SIP 梯度组

分中被纳入土壤 DNA，且念珠藻(Nostocacels)
和真枝藻(Stigonematales)是生物固氮的主要贡

献者。相关研究突出了 NanoSIMS-SIP 技术对研

究土壤基质中微生物的空间分布及其养分循环

等生物过程的重要性。 
研究者通常将 NanoSIM-SIP 与荧光原位杂

交技术(florescence in situ hybridization, FISH)、催

化报告沉积荧光原位杂交技术(catalyzed reporter 
deposition-fluorescent in situ hybridization, 
CARD-FISH)或卤素原位杂交 (halogen in situ 
hybridization, HISH)等联用[24,31-33]，以应对复杂

的共生体系。FISH 或 CARD-FISH 采用特定的

DNA 或 RNA 荧光探针，基于碱基互补配对原

则，使其与目标待测细胞的特异核酸序列(如
16S rRNA 基因)专一性结合。通过检测目标微

生物的荧光信号，可以实现对不同微生物种类

的鉴别。例如，Arandia-Gorostidi 等[34]使用 13C
和 15N 同 位 素 孵 育 、 NanoSIMS-SIP 与

CARD-FISH 相结合的分析方法，示踪了丹麦细

柱藻(Leptocylindrus danicus)向环境中不同细菌

群落的碳和氮的转移过程，从而评估了硅藻-细
菌组合对聚集体内及周围水体的碳氮循环的重

要性。 
此外，NanoSIMS-SIP 还可与透射电子显微

镜(transmission electron microscopy, TEM)和扫

描电子显微镜(scanning electron microscope, SEM)
等技术联用以进行同位素定位定量分析[35-36]。这

种 方 式 通 过 先 定 位 后 分 析 ， 有 效 提 高 了

NanoSIMS 样品的分析效率和准确度。例如，

Finzi-Hart等[36]利用NanoSIMS-TEM及稳定同位

素 13C 和 15N 对束毛藻(Trichodesmium)的碳氮固

定过程进行定量分析，发现新固定的碳和氮主要

集中于藻青素颗粒中，并且 CO2 固定效率在上

午 10 点最高，而 N2 固定效率则在上午 12 点最

高，这与光合固氮微生物的代谢时空分布特征完

全吻合。这些研究结果强调了即使在复杂的共生

体系中，这类联用技术也能快速准确地定位到单

个细胞，并适用于各种不同的场景[37]。 
NanoSIMS 单细胞稳定同位素可视化技术

在应用于土壤固氮鱼腥藻的研究时，也存在一定

的限制。由于在土壤环境中，NanoSIMS 设备无

法直接对土壤颗粒中的微生物进行单细胞水平

分析，需要将目标微生物从土壤介质中分离。这

是因为土壤中的微生物通常在高负荷的背景土

壤颗粒中高度分散。此外，有机物、无机物等其

他物质的背景颗粒负荷将严重影响对目标微生

物的单细胞水平分析的准确度。因此，在进行上

机分析之前，需要提高目标微生物从土壤颗粒或

其他介质中提取的浓度。同时，还需要解决如何

提高细胞分离效率和细胞回收率的问题，以及降

低脱离过程本身对微生物群落结构和功能的影

响。这些都是利用 NanoSIMS 在单细胞水平上研

究土壤微生物机制时需要努力克服的难题。 

2.3  单细胞拉曼光谱与稳定同位素标记结

合技术应用 
拉曼光谱是一种分子振动光谱，其工作原理

是入射光与样品分子相互作用后产生的非弹性

散射光[38]。通过测量入射光子反向波长和能量

转换光子反向波长的差值，可以得到拉曼光谱的
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波数。对不同频率的入射光产生的拉曼散射光谱

进行分析，能准确获得物质化学分子的组成和结

构信息。由于拉曼光谱反映了化学键的振动频

率，当轻原子被较重的同位素取代时，拉曼带会

向较低的波数移动，提供一种灵敏且简单的信号

峰，用以确定主要的稳定同位素消费者和消费场

所，并可以结合成像系统定位、定量确定样品的

功能或活性[39-42]。Raman-SIP 作为一种非入侵式

技术，常用于单细胞水平研究微生物的代谢和

生理状态，为细菌鉴定、细胞类型鉴别、生化

成像、生物聚合物分析、代谢和功能表征提供

有力工具[43-46]。本课题组利用 Raman-SIP 技术

在土壤介质中展开一系列研究，并取得了一定成

果。通过单细胞拉曼光谱结合 D2O 稳定同位素

标记对活体土壤细菌结构和生理代谢进行研究，

从单细胞水平揭示了微生物生理代谢和残体对

氮缺乏和充足条件下土壤有机碳封存的潜在调

控机制[47]。此外，利用单细胞拉曼技术鉴别开

发出高效耐铝的合成菌群(synthetic community, 
SynCom)，通过田间试验评估了 SynCom 促进水

稻生长的有效性，阐明了 SynCom 在水稻抗铝和

促磷吸收方面的潜在机制 [48]。研究充分说明

Raman-SIP 是一种在单细胞水平阐明微生物代

谢机制的有效手段。土壤微生物单细胞可以根据

荧光标记、大小形态、光学性质以及拉曼光谱进

行分选，分选出的细胞可以进行稳定同位素标记

培养，以探究细胞生理代谢过程。主流的分选技

术包括拉曼激光镊分选 (laser tweezer Raman 
sorting, LTRS)、微流体装置分选和拉曼活细胞弹

射技术 (Raman activated cell ejection, RACE)  
等[49-54]。Li 等[55]以 13C 标记的菲为靶标，开发了

一种耦合磁性纳米粒子介导的离析与稳定同位

素 探 测 相 结 合 (magnetic-nanoparticle-mediated 
isolation-stable isotopic probing, MMI-SIP)和拉

曼活化细胞分选 (Raman-activated cell sorting, 

RACS) 的 新 方 法 ， 从 多 环 芳 烃 (polycyclic 
aromatic hydrocarbon, PAH)污染的废水中鉴定降

解 菲 的 活 性 细 菌 细 胞 。 研 究 结 果 表 明

MMI-SIP-RACS 显著富集了活性菲降解物，并

成功分离出具有代表性的单细胞。Li 等[56]通过

Raman-D2O 同位素标记和靶向宏基因组联用技

术，示踪了土壤原位活性抗生素耐药菌，量化了

其表型耐药水平，并结合单细胞靶向分选与测序

揭示了土壤高活性耐药菌的抗性组和移动组。

Raman-SIP 与细胞分选技术的结合，为研究者剖

析复杂土壤环境中的单个微生物细胞生态代谢

提供巨大帮助。 
将单细胞拉曼光谱与稳定同位素标记技术

相结合，可以通过测定 SIP 诱导的特征拉曼位移

来量化同位素标记底物的代谢同化，实现土壤固

氮蓝藻碳氮固定过程的可视化。在研究固氮蓝藻

生理功能时，一般选择 15N、13C 和 2D 等稳定同

位素来替代原始同位素[57-59]。通过将固氮蓝藻菌

株置于含有稳定同位素标记底物中培养，可以观

察到蓝藻新陈代谢过程中新合成的细胞组分的

化学键变化，从而导致拉曼图谱中的振动峰发生

红移。这种红移程度与稳定同位素在细胞中的同

化量显著相关且直接反映了细胞活性[60]。 
因此，单细胞拉曼光谱技术与稳定同位素技

术的联用开始应用于土壤固氮蓝藻碳氮循环机

制等领域的研究[61-64]。同时，拉曼光谱提供的指

纹图谱有助于识别不同固氮蓝藻细胞的活性及

细胞分化过程。然而，由于蓝藻细菌类囊体膜中

的光合色素-蛋白质复合物等成分发出的强烈自

身荧光可能掩盖较弱的拉曼信号，对拉曼散射光

谱造成干扰[42]。为减轻这种干扰，研究者采用

改变入射光源的方法，如采用近红外、红外或紫

外激光激发光谱等[59-60]。同时，为防止固氮蓝藻

体内色素的影响，一些研究者提出了使用特定波

长激发光进行细胞拉曼成像的新方法。例如，
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Tamamizu 等[63]利用 976 nm 的激发波长研究了

固 氮 鱼 腥 藻 (Anabaena variabilis) 和 胶 须 藻

(Rivularia) M-261 营养细胞和异形胞的拉曼光

谱，发现 Rivularia M-261 的异形胞相对拉曼散

射强度显著高于 A. variabilis。Ishihara 等[64]则利

用 785 nm 近红外光激发光源研究了丝状固氮蓝

藻(Anabaena sp. pcc) 7120 营养细胞与异形胞的

拉曼光谱，证实了在细胞分化过程中，异形胞的

化学成分相对稳定，而营养细胞的组成成分随细

胞分化的状态而变化。 
拉曼光谱技术日趋成熟，其在解决土壤等复

杂群落中细菌单细胞水平的研究问题上展现出

巨大的潜力。然而，尽管单细胞拉曼光谱在实现

高分辨率、高准确度和非破坏性检测方面已经取

得了一定的进展，但是在降低非目标物质的信号

干扰、提高目标物质拉曼信号的定位效率以及多

重标记的准确性等方面仍然有待提升。 
NanoSIMS 和单细胞拉曼相关联合技术本

身各有优劣且应用场景不同(表 1)，研究者可根

据研究目的自行选择。同时，可以尝试将 NanoSIMS

和单细胞拉曼相关技术串联起来(图 2)。通过这

些方法，可以将固氮微生物的身份、形态、生物

化学和生理学联系在一起，从而推动 NanoSIMS

与拉曼光谱两者的互补发展，形成一套对目标菌

株进行标准可视化研究的新流程。这将有助于更

好地获取固氮微生物的生物信息并挖掘其功能

基因。 

3  单细胞稳定同位素技术定量

可视化固氮鱼腥藻碳氮固存过程 
碳和氮的固存是光能自养固氮鱼腥藻确保

其碳氮需求并促进与其他物种代谢相互作用的

主要过程。为了直接监测活的单细胞中这些高度

动态和空间分辨的相互作用，研究者通常采用将

单细胞技术与稳定同位素探针技术相结合，如将 
 
表 1  单细胞稳定同位素可视化技术差异与应用场景 
Table 1  Differences in single-cell stable isotope visualization techniques and application scenarios 
Technological disparity NanoSIMS Raman spectroscopy 
Spatial resolution 50 nm 0.5−1.0 μm 
Application scenarios Microbial physiological and ecological 

characteristics, cell composition and systematic 
classification information, intercellular metabolic 
processes, microbial activity and spatial distribution 

Bacterial identification, cell type identification, 
biochemical imaging, biopolymer analysis, 
metabolic and functional characterization 

Sample requirements No deflation characteristics, appropriate sample 
size, good flatness 

Solid, liquid, gas, powder, colloid, without sample
preparation 

Sample on machine 
impaired 

Yes No 

Downstream studies Affected Unaffected 
Sample test cost High Common 
United technologies SIP, FISH, CARD-FISH, HISH, SEM, TEM, XRF SIP, Raman imaging, LTRS, RACE, RMCS 
Technology limitation High sample preparation requirements, sample 

volume limitation, single-cell studies cannot be 
performed in situ, sisolation is required 

Non-target signal interference,  
single-cell studies cannot be performed  
in situ, isolation is required 

Technology upgrade No upgrade Resonance Raman, surface-enhanced Raman, 
coherent anti-stokes Raman, stimulated Raman, 
resonance raman 
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图 2  NanoSIMS 与单细胞拉曼相关技术结合示意图[65] 
Figure 2  Schematic diagram of related techniques between NanoSIMS and single-cell Raman[65]. 
Environmental samples can be taken and incubated in the presence of an isotope-containing substrate to label 
active community members or study substrate assimilation. Next, the biomass is chemically fixed and placed on 
a stainless steel coupon. SEM is used to study cell morphology. Raman is used to determine the biochemical 
makeup as well as substrate assimilation of individual cells. rRNA-targeted FISH reveals the taxonomic identity 
of cells. As a final step, NanoSIMS can be used to study the elemental and isotopic composition of the sample 
at higher spatial resolution and sensitivity than possible by Raman. 

 

NanoSIMS、单细胞拉曼显微光谱法与微流体培

养系统、荧光原位杂交和稳定同位素探测相结

合的方法。通过高分辨率成像，在单细胞水平

上跟踪活性微生物组合中的代谢发生、速率和

生理变化[63-64]。 
通常情况下，将固氮鱼腥藻置于缺乏组合氮

的 BG-11 培养基中培养，诱导其进行异形胞分

化，在此过程中定期采样可量化营养细胞向异形

胞的转化速率。随后利用稳定同位素 13C 和 15N
进行孵育培养，通过 NanoSIMS 和单细胞拉曼

显微光谱法成像来量化碳和氮在细胞内的同化

和分布情况，以此来探究固氮鱼腥藻的碳氮固

存机制。 
与 Raman-SIP 相比，NanoSIMS-SIP 能够在

更高分辨率尺度上对固氮鱼腥藻的碳氮固存过

程进行可视化研究。例如 Nieves-Morión 等[12]

通过在缺乏组合氮的培养基中培养固氮鱼腥 
藻 48 h，然后稳定同位素 13C 和 15N 孵育培养

15 min、1 h、4 h 和 20 h，诱导固氮鱼腥藻进行

异形胞分化，最后利用 NanoSIMS 成像来量化碳

和氮在细胞内的同化和分布情况。结果表明，从

营养细胞中获得的大多数 C 化合物在异胞体内

被消耗，以促进 N2 固定，而新固定的 N 先富集

于异形胞颈部，然后随着细胞生长分化需求，从

异形胞向营养细胞逐层递减转移[12]。 
NanoSIMS-SIP 技术本身受到样品制备过程

中细胞失活的限制，无法对同一细胞进行长时间

序列的观察与探究。因此只能通过频繁采样实现

量化研究。然而，Raman-SIP 与微流体培养系

统相结合的方法弥补了这一缺陷，实现了实时

跟踪活性固氮鱼腥藻细胞的代谢发生、速率和

生理变化。 
在利用单细胞拉曼光谱技术研究固氮鱼腥

藻碳氮固定机制的过程中，首先需要确定与碳和

氮固存相关的拉曼信号峰。Cui 等[66]在使用单细

胞拉曼探究固氮蓝藻 N2 固定机制时，为确定关

键的拉曼生物标志物，在无氮培养基中培养菌

种，通过梯度增加 15N2 浓度，观察拉曼各峰值
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变化情况，发现 0.36% 15N2 中 1 111、1 146 cm−1

和 1 285 cm−1 处的谱带在 99.36% 15N2 处移动至 
1 103、1 133 cm−1 和 1 280 cm−1；这种变化与生

物可利用的 15NO3
−培养的蓝藻中变化相同，这证

明两者合成了相同的 15N 生物组分，且 15N2 在新

合成的生物分子中的固定是由 15N 诱导的变化。 
在找到这些信号峰后，研究人员还需要对其

进行再分析，以确定这些变化是否可以用于量化

蓝藻碳和氮固定活性/速率。通常可以采用层次

聚类分析(hierarchical cluster analysis, HCA)、偏

最小二乘法(partial least squares, PLS)、主成分回

归(principal component regression, PCR)和主成

分分析(principal component analysis, PCA)等方

法来识别和量化拉曼光谱变化情况[67-71]。同时，

通 过 同 位 素 比 质 谱 仪 (isotope ratio mass 
spectrometer, IRMS)进行整体分析，评估拉曼信

号峰变化情况定量细胞中碳、氮丰度的可靠性。

当确定两者呈线性相关时，即可实现量化。例如，

Ishihara 等[64]分析发现，15N 诱导的光谱变化的

主成分分析评分与 15N2 的供应量呈线性相关，

且 IRMS 量化的 15N 丰度与代表 15N 诱导的拉曼

光谱变化的 PCA 评分呈线性相关(R2=0.979 4)，
清楚地说明两者之间的线性关系，可以实现量化

蓝藻的固定活性/速率。 
为追踪碳氮在活性蓝藻中及藻间的固定和转

移，人们研发了适合固氮蓝藻的微流体培养系统。

这种微流体培养系统能够同时实现细胞培养、显

微镜观察和原位拉曼测定，使细胞和培养基实现

流入和流出。通过此装置利用 15N 或 13C 分别培养

固氮蓝藻，并在微流体培养系统中直接上机测量。

在不同时间段对同一单细胞进行拉曼图谱绘制及

显微镜成像，基于细胞 15N 和 13C 含量与其诱导的

光谱变化的线性关系，确定营养细胞与异形胞中
15N 和 13C 富集的时间和空间动力学变化，并通过

拉曼映射图像中的颜色编码进行可视化。 
单细胞实时成像分析研究结果表明(图 3)，  

 

 
图 3  固氮鱼腥藻碳氮固存过程示意图[12-13] 
Figure 3  Schematic diagram of C and N sequestration of Anabaena azotica[12-13]. Different forms (A: Normal 
state. B: Increased heterocyst; C: Increased vegetative cells) of Anabaena azotica resulting from changes in 
external conditions. 
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最初 13C 在营养细胞中显著富集，而随着时间的

推移，营养细胞和异形胞中的 13C含量开始增多。

其中更多的新固定的 13C从营养细胞分配到异形

胞中，直到最后达到平衡分布。相反地，15N 的

最初固定和富集发生在异形胞的两端，随着细胞

生长的需要，新固定的 15N 开始从异形胞向营养

细胞转移。随后营养细胞 15N 中的含量开始增

多，其中异形胞中的含量明显高于相邻的营养细

胞。这种碳氮的相互转移是营养细胞与异形胞之

间能量物质的转化和生长的相互依赖关系。异形

胞缺乏光合系统，需要依赖营养细胞提供固定和

输出氮源所需的碳源和能量，而营养细胞同时需

要输入新的氮源来维持光合作用、细胞发育和分

化。通过单细胞实时成像分析，可以基于 15N 和
13C 随时间的富集程度来计算单细胞通量。此外，

单细胞碳氮固定率计算考虑了孵育时间内固定

在单个异形胞(营养细胞)中的 15N 和 13C 的净固

定率，而单细胞 15N(13C)转移速率计算则计算了

随时间推移转移到异形胞与营养细胞中的
15N(13C)的量。因此，通过单细胞稳定同位素成

像分析，实现了量化单个活细胞内和细胞间的碳

氮固定和转移，这对于研究菌株碳氮固存机制具

有重要意义。 

4  结论与展望 
NanoSIMS 和单细胞拉曼光谱利用其纳米-

微米级的超高空间分辨率和高检测灵敏度，通过

结合稳定同位素标记，实现了在单细胞水平上深

入解析固氮蓝藻的碳氮固存及代谢物的转移。这

为进一步研究土壤复杂环境下微生物群落中的

已知或未知的功能菌株的生态生理学提供有效

手段，同时也增加了挖掘和调控土壤功能微生物

的途径。两者技术的不断改进为土壤科学领域带

来新的见解和突破。通过单细胞可视化技术研究

固氮蓝藻的碳氮固存机制，鉴别筛选出优质的天

然微生物肥料，为农业生产实际应用和土壤健康

控制提供了有效途径。然而，目前两者在土壤学

方向的研究应用发现，尽管已经掌握了将

NanoSIMS 和单细胞拉曼光谱有效应用于土壤

微生物研究的工作流程，但在土壤样品制备过程

中，两者都面临着无法直接对土壤样品进行单细

胞水平可视化研究的难题。这是受土壤本身的复

杂性特质所限制，需要通过将微生物与土壤颗粒

本身进行脱离处理，从而达到上机条件。脱离过

程本身对细胞分离效率、细胞完整性以及微生

物群落结构和功能等都会造成影响。因此，如

何消除或降低脱离过程本身所造成的负面作

用，提高目标生物的分离效率，是日后利用单

细胞可视化技术研究土壤环境中的微生物所必

须克服的难题。 

从可视化技术本身出发，考虑到设备造价昂

贵稀缺的 NanoSIMS 技术和其在样品制备过程

中的破坏失活，导致无法较好地进行下游生物分

子研究等缺陷，需要在未来降低研究成本，减少

研究过程对样品的破坏性等方面努力。在单细胞

拉曼光谱方面，需要在提高空间分辨率和检测灵

敏度的同时，降低非目标物质的信号干扰、提高

目标物质拉曼信号定位效率和多重标记准确性

等，从而能够更快速准确地寻找到作为生物标志

物的拉曼信号峰。同时，将 SIP-FISH-SEM- 

NanoSIMS 等技术串联应用于土壤固氮微生物

的研究过程中，将固氮微生物的身份、形态、生

物化学和生理学联系在一起，推进 NanoSIMS

与拉曼光谱两者互补，形成对目标菌株的标准可

视化研究流程。单细胞可视化技术在加快对微观

的土壤生物世界的研究进程的同时，也为促进农

业生产、土壤环境保护作出重要贡献。 
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