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摘 要: 光学显微镜作为生命科学研究中的必要手段，经过近 400 年的发展其性能已得到显著的提升。激光扫描共聚焦荧光

显微镜成像技术的出现，使得生物体微观三维结构的观察成为可能，与荧光探针技术的结合更是实现了生物样品从定性到原

位定量分析的质的飞跃，同时还可提供生物体微观立体的成分结构信息。本文介绍了激光扫描共聚焦显微镜和荧光探针技

术的发展现状、原理及应用方案，列举了该技术在地球生物学领域的主要应用。基于此提出了激光扫描共聚焦显微镜成像技

术改进的方向，指出多种显微平台技术联用对生命科学的积极效应，最终实现地球生物学的长足发展。
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Abstract: As an essential tool in life science research，the performance of optical microscopy has been remarkably im-
proved over the past 400 years． The emergence of confocal laser scanning microscopy ( CLSM) has made it possible to ob-
serve the high-resolution three-dimensional microscopic structures of organisms． The combination of CLSM and fluorescent
probe technology has achieved the qualitative leap from the qualitative analysis to the quantitative in-situ structural，mor-
phological and compositional characterization of biological samples． Here we have introduced the current states of develop-
ment，principles and applications of confocal laser scanning microscope and fluorescent probe technology，especially intro-
duced the applications in the field of geobiology． We then have proposed several directions for improving performances of
the CLSM and the combination of CLSM with multiple microscopies，to further facilitate their applications in life sciences
and to finally advance the development of geobiology．
Key words: confocal laser scanning microscopy; fluorescent probe; geomicrobiology; paleobiology

0 引言

光学显微镜分析是一门传统的技术学科，伴随

着光学元器件、计算机技术、自动化控制、化学材料

学的发展而逐步完善 ( Fernández-Suárez and Ting，

2008) 。以光学显微镜主导的微区观察和分析一直

以来都是生命科学、地球科学、环境科学研究不可

或缺的技术手段，特别是对生命活动代谢功能相关
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的微观结构( Alberts et al．，2002) 、金属元素生物地

球化学行为过程微观机制和与微生物的相互作用
( Hao et al．，2016) 、环境介质微观结构组成和变化

等研究，发挥着越来越重要的作用。目前，光学显

微镜的总体发展趋势是多模式多维多尺度原位成

像( Caplan et al．，2011) ，特别是激光扫描共聚焦显

微镜( Paddock and Eliceiri，2014) 结合荧光探针标

记技术( Waggoner et al．，2013) 在对生物目标分子

的精确定位( Gould et al．，2008) 等方面具有独到的

优势。尽管目前成熟的遗传和化学荧光探针基本

能够满足大部分生 命 科 学 成 像 分 析 ( Cavaliere et
al．，2016) ，但基于荧光标记的激光扫描共聚焦显微

镜( Kaestner，2013) 则更加依赖于荧光探针的开发
( Fernández-Suárez and Ting，2008; Baker，2011 ) 。
荧光探针的飞速发展必将拓展激光扫描共聚焦显

微镜可分析目标分子的范围和领域 ( Daly et al．，
2012) ，特别是拓展其在重金属微生物地球化学微

观过程和行为控制机制等地球微生学方面的应用。
显微镜技术越来越趋于精微定量分析。现代

微生物学研究对荧光显微镜的要求是更精确、更快

速定量分析，这一需求促进了荧光显微镜从定性到

定量质的飞跃 ( Fricker et al．，2006; Gitai，2009 ) 。
这包括选择适合定量分析的荧光探针( Okumoto et
al．，2012) ，确定定量荧光分析的技术，保证成像过

程中介质的稳定性，最终实现对生物学影像数据的

定量分析( Ono et al．，2001; Meijering and Cappellen，

2007) 。荧光标记技术结合成熟的光学显微镜技术

使 活 细 胞 成 像 成 为 现 实 ( Stephens and Allan，

2003) 。微生物微环境研究在技术方面要求高分辨

率的原位非破坏无扰动的在线分析( Wessel et al．，
2013) ，需要同时检测两三个化学组分的荧光多标

记技术或多功能荧光探针( Stich et al．，2010) ，这不

仅需要激光扫描共聚焦显微镜实现高分辨率的定

量分析( Vukojevi ＇c et al．，2008) ，还对高通量荧光显

微镜成像等方面提出了新的要求 ( Pepperkok and
Ellenberg，2006) 。在光路和技术方面，扫频场激光
( Castellano-Muoz et al．，2012) 、脉冲激发( De and
Goswami，2009) 和光流技术( Delpiano et al．，2012)

等先进 技 术 可 以 提 高 激 光 扫 描 共 聚 焦 显 微 镜 的

性能。
激光扫描共聚焦显微镜已发展成为一项成熟

的高级光学显微镜技术，被广泛应用于生命科学、
地球 科 学、环 境 科 学 研 究 的 诸 多 领 域 ( Pawley，

2006) ，并成功为这些学科领域的一些关键科学问

题提供了直接的证据( Turillazzi et al．，2008) 。通过

对目标物质的化学或遗传荧光标记，荧光显微镜特

别是激光扫描共聚焦显微镜可以对生物学结构和

过程进行精确的表征 ( Fldes-Papp et al．，2003 ) 。
激光扫描共聚焦显微镜突破了电子显微镜的局限，

可以避免样品制备过程中带来的原位信息丢失，如

样品制备过程会造成生物膜的丢失( Chang and Ｒitt-
mann，1986) 。任何单一的样品制备方法都不能完

全保证 保 持 样 品 的 初 始 结 构 ( Dohnalkova et al．，
2011; Zeitvogel et al．，2017) 。激光扫描共聚焦显微

镜很早 就 被 用 于 微 生 物 学 研 究 ( Caldwell et al．，
1992) ，在生物量测定( Solé et al．，2009) 、微生物胞

外多糖物质的微观分析( Chen et al．，2006) 、细菌和

EPS 的空间关系( Kawaguchi and Decho，2002) 等方

面都显示出巨大的潜力和优势。同时，该技术还被

用于真菌学( Spear et al．，1999) 、土壤微生物( Li et
al．，2004) 、海洋蓝藻( Tashyreva et al．，2013) 等微

生物学研究的多个分支学科和领域。该技术还能

够 提 供 微 观 立 体 结 构 的 化 学 组 成，如 脂 质

( Chansawang et al．，2016 ) 、胞外多糖( Lawrence et
al．，2016b) 及微生物种群的( Valle et al．，2015) 空

间分布和定量分析等方面的数据。

1 激光扫描共聚焦显微镜技术

1. 1 发展历史

光学显微镜出现有近 400 年的历史，随着技术

改进和理论发展，它已成为科学研究不可或缺的技

术手段和工具。激光扫描共聚焦显微原理是由美

国科学家 Marvin Minsky 于 1957 年提出的，但直到

20 世纪 80 年代后期，随着现代光学、视频、计算机

等技术的发展，激光扫描共聚焦显微技术( CLSM)

才逐渐成熟( 图 1) ( Croft，2006; Hawkes and Spence，

2007; Paddock and Eliceiri，2014) 。
CLSM 通过非破坏性的光学三维切片扫描，记

录源自反射、自体荧光、报告基因 /荧光蛋白、与特

异性靶结合的荧光染料或与荧光染料结合的其他

探针信号，准确地通过可视化技术展示确定活的生

物膜原位三维结构而进行半定量和 /或定量分析

( Staudt et al．，2004) 。激光扫描共聚焦显微镜提供

了微米尺度原位成像工具，可用于原初、液相条件

下的生物膜的三维结构、化学组成、动态变化和生

物活性。特别是与新开发的能够展示生物膜结构、
化学目标专一性和扩散特异性荧光探针组合时，

CLSM 的优势更加突出( Bridier and Briandet，2014;

Neu and Lawrence，2014a，2015) 。
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ＲESOLFT－可逆的饱和光学荧光跃迁; PALM－光活化定位显微镜; FPALM－荧光光活化定位显微镜;

STOＲM－随机光学重建显微镜。据 Ｒasheed 等( 2018)

图 1 显微镜( a) 和荧光探针( b) 发展的主要里程碑和重要成就

Fig．1 Major milestones and important achievements in the development of microscope ( a) and fluorescent probe ( b)

1. 2 组成和原理

激光扫描共聚焦显微镜系统包括激光光源，配

备激发 /抑制滤波器-分光器-光源 /检测针孔荧-检
测器的共聚焦扫描系统，配备微歩进马达的荧光显

微镜、计算机控制系统和图像存储处理输出系统

( 图 2a) ( Paddock and Eliceiri，2014) 。用于激发荧

光的激光束透过激发针孔被分光器反射，通过显微

物镜汇聚后入射于待观察的标本内部焦点处。激

光激发产生的荧光和少量反射激光一起被物镜重

新收集后送往分光器。其中携带图像信息的荧光

由于波长较长，直接通过分光器并透过检测针孔到

达光电探测器( 通常是光电倍增管 PMT) ，变成电信

号后送入计算机。由于分光器的分光作用，残余的

激光被分光器阻挡，不会被探测到。由于只有焦平

面上的点所发出的光才能通过检测针孔，因此焦平

面上的观察目标点呈现亮色，而非观察点则呈黑色

背景，反差增加，图像清晰。在成像过程中，检测针

孔的位置始终与显微物镜的焦点是一一对应的( 共

轭) ，因而被称为共聚焦显微技术( 图 2b) ( Laurent
et al．，1994; Paddock，2000) 。

光焦点在焦平面逐点逐行移动，将采集到的光

信号直接传输到控制电脑，经光电信号转换后，控

制软件可以把样品焦平面光信号进行虚拟成像，样

品表面光信号强度以灰度表示，也可以渲染上色，

对图像信息进行更好的展示和分析。由于在荧光

显微镜成像基础上加装了激光扫描装置，利用计算

机进行图像处理，使用紫外或可见光激发荧光探

针，从而得到细胞或组织内部微细结构的荧光图

像，加之去卷积技术可确保获得更好的光学切片

( Dey et al．，2006) ，分辨率提高了 30% ～ 40%，其光

学切 片 性 能 使 观 察 微 观 三 维 结 构 成 为 可 能

( Fernández-Suárez and Ting，2008) 。总体来说，激

光扫描共聚焦显微镜具有图像采集、荧光信号定性

和定位、荧光强度定量测定等基本功能。其中，图

像采集是荧光信号定位、定性和定量的基础和前

提。与其他光学成像技术相比，CLSM 具有很多优
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( a) http: / /moocl．chaoxing．com /course /89445934．html? edit = false＆knowledgeld = 89446054＆module2;

( b) http: / /www．hengqiao．net / fwshow．aspx? Newsld = 30

图 2 激光扫描共聚焦显微镜系统组成( a) 、基本原理( b) 和常用的激光扫描共聚焦显微镜系统( c)

Fig．2 The components ( a) and basic principles ( b) of the laser scanning confocal microscope systemand
the commonly used laser scanning confocal microscope systems ( c)

势: 无损伤扫描保持样品的完整性、采集多重波段

荧光、实现多种荧光信号的共定位分析、图像质量

较高、操作控制灵活; 定性和定位荧光物质、定量测

定荧光信号等( 图 2b) ( Pawley，2006) 。该技术被

广泛用于荧光定量测量、共焦图象分析、三维图象

重建、活细胞动力学参数监测和胞间通讯研究等方

面，是生命科学、地球科学、环境科学等领域新一代

强有力的研究工具。
1. 3 成像模式

基本成像模式可分为平面成像、3D 成像、动态

监测、反射和透射成像、光谱成像，它们是其他高级

成像模式的基础。多种基本成像模式联用可实现

多通道平面成像、多通道 3D 成像和多通道光谱扫

描等。
1. 3. 1 3D 成像 这是最常用的成像模式之一，其

本质是平面成像的累积和图像的 3D 重构( Carlsson
et al．，1985) 。逐个焦平面成像形成的平面图像经

过软件的重构，可以实现样品的立体图像展示( An-
derson et al．，1999) 。平面图像是由焦点在焦平面

逐点逐行进行点扫描获取的信号转换成像素组成
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的，每个像素代表了一定的物理尺寸。如果扫描范

围是 50 μm，图像分辨像素是 512×512，那么一个像

素就代表了 0. 1 μm 的物理尺寸。图像的分辨率取

决于单位像素代表的物理尺寸，也就是给定的扫描

范围，扫描的频率越高，像素越大，图像的分辨率越

( b) 据 Garini 等( 2006) ; ( c) 据 Hiraoka 等( 2002)

图 3 激光扫描共聚焦显微镜 3D 成像原理、像素和体素概念( a) ，光谱成像原理( b) ，光谱成像的系统组成( c)

和多通道成像基本原理( d)

Fig．3 3D imaging principle，pixel and voxel concept of laser scanning confocal microscope ( a) ，spectral imaging principle ( b) ，

components of the spectral imaging system ( c) ，and basic principle of the multi-channel imaging system ( d)

高。但对于可见光区分析，像素一般设定不超过光

学显微镜的极限 0. 2 μm。体素是 3D 图像构成的基

本单位，是相邻像素构成的基本单元。同样，3D 图

像的分辨率取决于单位体素代表的物理体积，给定

的扫描体积，扫描的频率越高，体素越大，图像的分

辨率越高( 图 3a) ( Pawley，2006) 。
3D 观察和展示技术可用于实时 3D 细胞示踪

( Ｒabut and Ellenberg，2004 ) 、生 物 膜 结 构 ( Li et
al．，2016 ) 、胶 原 基 质 量 化 和 重 建 ( Wu et al．，
2003) 、3D 活细胞定量成像( Yu et al．，2011b) 、土

壤微生物过程 3D 空间成像( Downie et al．，2014) 、
多标记多通道三维分子成像( Maruo et al．，2014)

等，并通过计算机断层模拟和 3D 分析获得精准定
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量测量( Kamburoǧlu et al．，2008) 。
1. 3. 2 光谱成像 这是通过成像光谱仪记录被检

验物体在一定光谱范围内密集均匀分布的多个窄

波段单色光的反射光亮度分布或荧光亮度分布，形

成由许多单色光影像构成的光谱影像集。光谱成

像记录的光谱影像集包含了检材物体在多幅等间

隔波长位置的窄波段单色光亮度分布影像，因此也

被称为多光谱成像或超光谱成像。由于这些光谱

亮度曲线能够在一定程度上反映被检验物体上物

质的化学成分，因此光谱成像又被称为化学成像
( 图 3b) ( Tearney et al．，1998) 。

目前，多数激光扫描共聚焦显微镜系统整合了

显微光谱成像系统，硬件上不仅包括共聚焦成像部

分，还整合了光谱探测部分( 包括准直透镜、分光棱

镜、聚焦透镜、移动狭缝 1、移动狭缝 2、光电倍增管
PMT) ( 图 3c) ( Hiraoka et al．，2002) 。

激光扫描共聚焦显微镜整合光学光栅可获取

高光谱分辨率的荧光图像，这对于监测荧光分子的

光谱变化和发射光谱严重重叠的荧光标记有很大

帮助( Haraguchi et al．，2002; Zimmermann，2005) 。
技术发展和革新使得高速扫描高分辨率的共聚焦

显微镜技术成为现实，并用于科学研究( Boudoux et
al．，2005; Sinclair et al．， 2006; Megías et al．，
2009) ，3D 光 谱 成 像 也 已 成 为 可 能 ( Liu et al．，
2002) ，特别是在生命科学研究中的应用( Hiraoka et
al．，2002; Zimmermann et al．，2003) 。
1. 3. 3 多通道成像 基于多荧光化学标记的多通

道激光扫描共聚焦显微镜技术是生物学和显微镜

学发展的基本趋势( Zhang et al．，2013b) 。多光谱

成像和线性分解联用为三维激光扫描共聚焦荧光

显微 镜 分 析 技 术 提 供 了 新 的 维 度 ( Studer et al．，
2012) 。该 技 术 最 早 出 现 于 20 世 纪 90 年 代 初
( Nudelman and Ouimette，1992) ，目前已发展成熟，

新兴技术超光谱分析改进了多标记成像检测的质

量( Haaland et al．，2009) 。通过光谱成像中的分波

段信号采集，实现每种波段代表特定的化学组成，

实现在同一个三维空间不同组分的图像和光谱分

析，从而提供各组分之间在时空分布上的相互关

系。通道数量一般取决于目标研究的组分，可获得

专一灵敏荧光标记、激发光谱线数量、检测器数量

和灵敏度等。通常是先对物体的每个平面、每个设

定通道的信号依顺序采集，再逐层对物体进行扫

描，最后通过 3D 重构实现三维组分分析，提供最直

观的实验数据和证据( 图 3d) 。
荧光蛋白双标记激光扫描共聚焦显微镜可以

原位非破坏观察生物膜的基因表达( Cowan et al．，
2000) ，甚 至 质 粒 的 原 位 转 移 ( Nancharaiah et al．，
2003) 。多通道成像分析还被用于确定细菌及其呼

吸活性( Ogawa et al．，2005) 和生物聚集体 EPS 的分

布( Chen et al．，2007a) 等研究。多通道荧光标记技

术是实现共定位分析的前提和基础( Scriven et al．，
2008) ，目前最多可实现 5 个荧光蛋白 ( Malide et
al．，2014) 和核酸、蛋白、多种多糖、脂类 6 种成分
( Chen et al．，2006) 的多通道激光扫描共聚焦显微

镜成像分析，为关联组分和分子的共定位分析奠定

了坚实的技术基础。多标记多通道激光扫描共聚

焦显微镜已用于脑科学和神经突触的分子共定位

分析( Wouterlood，2014) ，以及生物膜中细胞、多糖

和蛋白的原位观察( Yuan et al．，2015) 。为了获得

最佳的多标记多通道成像效果，选择荧光探针并兼

顾显微镜配制( Lichtman and Conchello，2005) ，最大

限度避免光谱重叠、荧光基团过饱和、检测器的过

饱和、样 品 采 集 过 高 或 过 低 等 技 术 问 题 ( Brown，

2007 ) ，以 及 清 除 背 景 噪 音 ( Zimmermann et al．，
2014) 等方面进行综合考虑和优化( 图 3d) 。

上述技术目前已广泛用于生物学研究( Adams
et al．，2003) 。同时遗传分子标记和化学荧光标记

的飞速发展又推进了多通道成像分析技术的发展

和完善( Prow et al．，2004) 。
1. 4 常见的激光扫描共聚焦显微镜系统

目前，共聚焦有四大厂商: 蔡司( Zeiss，德国) 、
莱卡( Leica，德国) 、尼康( Nikon，日本) 和奥林巴斯
( Olympus，日本) ( 图 2c) 。常见的激光扫描共聚焦

显微镜系统有 Leica TCS SP8 X 和 TCS SPE，Zeiss
LSM 800 和 LSM 880，Olympus FV3000 和 FV1200，

Nikon AZ-C2+和 CSU-Series 等。目前，激光扫描共

聚焦显微镜系统以提高实验灵敏度、分辨率和速

度、避免光毒性或漂白现象、提高实验的重复性、大
样本高质量成像为目标。通过一次性收集所有荧

光信号，并行采集检测多个荧光标记物，并配备更

多数量的共聚焦探测器，利用并行光谱采集和高速
GPU 去卷积的独特组合，提高图像质量。以更高的

灵敏度检测荧光从而减少光毒性，采用灵活高效的

声光分光器 AOBS，可对光谱接近的染料进行成像，

效率提高 30%，素来以能够高灵敏度、高速度捕捉

活细胞的动态，可以自由选择激发激光线和发射光

谱带为发展趋势。

2 荧光标记技术

化学荧光探针是生物显微成像分析的基础和
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工具( Johnsson and Johnsson，2007) ，在标记生化和

细胞生物学过程中起着十分重要的作用 ( Lavis et
al．，2006; Liu et al．，2013a) ，荧光属于化学生物学

开创性基础研究( Lavis and Ｒaines，2008) 。如何选

择适宜的标记技术，特别是观察、示踪、分析细胞关

键蛋白需要综合考虑标记分子和被标记分子的生

物化学特性( Marks and Nolan，2006) 。
2. 1 发展历程和现状

过去 20 年，金属荧光探针有了长足发展，被广

泛用于生命科学研究( Que et al．，2008; Quang and
Kim，2010; Ueno and Nagano，2011) 。与荧光量子

点相比，荧光探针容易受所处微环境的影响，相对

稳定性低( Ｒesch-Genger et al．，2008; Xiong et al．，
2014) 。目前，荧光探针的开发倾向于荧光探针库

的建立和筛选等高通量方法 ( Kang et al．，2011;

Vendrell et al．，2012; Yuan et al．，2013b) ; 化学分

子库策略也被用于荧光探针的开发 ( Kang et al．，
2011; Lee et al．，2011) 。化学荧光探针的成像分析

是荧光化学的活跃领域( Schferling，2012) 。而发

展多功能荧光标记同时实现对 pH、氧气和温度等的

检测可能是荧光探针发展的另一个趋势 ( Stich et
al．，2009; Schferling，2012) 。早期荧光标记技术

主要用于细胞信号传导研究和细胞流式技术分析，后

来化学荧光探针用于活细胞成像分析、探测氧化还原

化学势( Tratnyek et al．，2001) 、细菌成像( White et
al．，2012) 和细菌活性分析( 图 1b) 。尽管我们对于

部分荧光探针的光谱特性( Valm et al．，2016) 、荧光

通量、化学性质( Grimm et al．，2013) 以及详细化学合

成途径( Nguyen and Francis，2003; Wysocki et al．，
2011) 都较熟悉，但设计和创造新的适合生物学需求

的荧光探针一直是荧光化学研究者追寻和努力的方

向( Zhang et al．，2002; Kikuchi，2010) 。
2. 2 原理和种类

2. 2. 1 原理 荧光分子探针设计基本原理和策略

是( Vendrell et al．，2012) 在了解荧光基团光物理过

程和特性的基础上( Stennett et al．，2014) ，通过添加

或置换识别位点改变分子对目标分子的专一识别

性和灵敏度( Wu et al．，2012) 。荧光探针识别机制

涉及不同的化学机制( Qian et al．，2010) ，包括光诱

导分子内电荷转移( Sauer，2003) 、分子共振能量转

移( Thivierge et al．，2011) 、氧化还原电势反应( Lou
et al．，2015) 等化学基本过程( 图 4a) 。
2. 2. 2 主要种类

( 1) 金属离子: 从 20 世纪末第一个金属荧光探

针报道开始( Czarnik，1998; Carter et al．，2014) ，人

们对不同金属荧光探针的开发从未停止。同时，金

属生物学研究对荧光探针合成也提出了新的要求:

更适合金属细胞成像分析( Domaille et al．，2008) ，

并具有可控制的荧光分子开关( Xu et al．，2010) 。
基于罗丹明衍生物螺环分子开关控制的金属荧光

探针在过去 20 年得到了飞速发展，目前已有上千个

不同金属荧光探针的报道，并陆续用于和生物密切

相关金属离子的显微分析，特别是在钠、钾、锌、铁、
铜、锰、镍、钴等生物必须金属以及铅、镉、汞、铬、
金、银、铂等有害金属等探针开发和生物成像研究

方面( 表 1) ( Kikuchi et al．，2004; Terai and Nagano，

2008; Beija et al．，2009; Tomat and Lippard，2010;

Zhang et al．，2011a; Kim et al．，2012; Sun et al．，
2012; Yang et al．，2013; Carter et al．，2014 ) 。另

外，在特殊离子如单价铜( Fahrni，2013) 、适于双光

子显微镜的金属荧光( Kim and Cho，2011) 、近红光

荧光探针( Guo et al．，2014) 方面都时有报道。
( 2) 生物分子: 各种核酸、蛋白、脂类和多糖荧

光染料都已实现商品化生产和规范化应用( 表 2) 。
在小分 子 荧 光 核 酸 探 针 方 面，近 几 年 也 有 进 展

( Zhou et al．，2011; Dutta et al．，2012) 。除了采用

小分子荧光探针对蛋白和酶分子进行化学标记外

( Gonalves，2009; Lang and Chin，2013) ，遗传编码

的各种荧光蛋白作为报告基因也被广泛用于生物

学蛋白和酶分子的荧光标记和定位观察( Shaner et
al．，2005; Drepper et al．，2007; Lagendijk et al．，
2010) 。而脂类荧光探针也被用于细胞之类标记和

显微观察( Trevors，2003) ( 表 2) 。
( 3) pH: pH 荧光探针早在 20 世纪 80 年代就开

始用于细胞内 pH 的成像分析( Slavík，1983) ，20 世

纪 90 年代有一定发展，但直到最近才用于微生物膜

微环境 pH 的分析( Hunter and Beveridge，2005) 、定
量 pCO2成像分析( Schutting et al．，2014) 和癌细胞的

目标分子成像分析( Urano et al．，2009) 。通过 CO2

生产 率 作 为 生 物 膜 代 谢 的 指 标 ( Bester et al．，
2010) 。氟硼二吡咯( Boens et al．，2012) 、罗丹明及

其衍生物( Chen et al．，2011) 、荧光素及其衍生物

( Ge and Chen，2008) 都可用于 pH 荧光探针设计和

合成( 表 3) 。甚至出现了双光子激发的 pH 荧光探

针( Kermis et al．，2002) 。这类探针的发展和特性，

特别是用于细胞内 pH 检测方面的，都有全面系统

的总结和归纳 ( Han and Burgess，2010; Li et al．，
2014b; Yin et al．，2015) 。而超高分辨率显微镜技

术的发展，对 pH 荧光探针的发展提出了新的要求
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( a) ( c) 引自 Hao 等( 2013) ; ( d) 引自 Hao 等( 2016)

图 4 荧光分子探针设计与工作原理( a) ，Leica SP8 常用分光器光谱性能( b) ，Leica SPE 常用分光器光谱性能

与四标记优化示意( c) 和多标记实验方案设计( d)

Fig．4 The design and working principle of fluorescent molecular probe ( a) ，performance of spectral separation of
Leica SP8 spectrometer ( b) ，performance of spectral separation and four-label optimization of Leica SPE spectrometer ( c) ，

and design of multi-label experimental scheme ( d)

( Lacivita et al．，2012) 。特别是基于多功能多标记

的 pH、氧 气 和 温 度 的 同 时 检 测 及 其 生 物 学 应 用

( Mohammer et al．，2016; Zou et al．，2017) 。
( 4) 活性分子: 荧光探针除了可以用于标记金

属离子、活性生物分子外，还被广泛用于活性氧分

子、活性氮分子等与生物代谢密切相关的小分子物

质的显微成像分析( Tanaka et al．，2001; Gomes et
al．，2005，2006; Baleizao et al．，2008) 。在生物活

性气体荧光探针研究方面，目前已报道的有二氧化

碳荧光探针( Liu et al．，2010; Xu et al．，2013) 、一

氧化碳荧光探针( Wang et al．，2012; Yuan et al．，
2013a) 和一氧化氮荧光探针( Kumar et al．，2013) 。

此外，在特殊类型探针开发方面也有些进展，

如荧光温度探针的开发取得了开创性成果( Wang et
al．，2013) ，砷荧光探针也时有报道( Parker et al．，
2005; Ezeh and Harrop，2012) 。酸性条件稳定的荧

光探针 ( Brockmann et al．，2010 ) 、多 胺 荧 光 探 针

( Lodeiro et al．，2010 ) 有 机 磷 杀 虫 剂 荧 光 探 针

( Obare et al．，2010) 、过氧亚硝酸盐荧光探针( Xu et
al．，2011a) 及其显微应用也见有报道。

( 5) 限制: 由于单分子荧光对其所处环境十分

敏感，其荧光闪烁和关闭时间并不遵循固有特定的

规律( Clifford et al．，2007) ，这就对共聚焦显微分析

中荧光探针的选择、储存、溶液配制、标记和分析的

操作规程提出了严格的要求( Cullander，1999) ，而

大部分水溶性荧光探针由于和细胞脂双层作用而

影响标记效果( Hughes et al．，2014) ，此外荧光探针

所处微环境的氧气浓度也会影响其光效率( Jensen，

2012; Icha et al．，2017) 。

3 探针选择和方案设计

3. 1 探针选择

荧光探针的选择需要考虑: ①化学性质、光谱

特性、线性检测范围、灵敏性和专一性等; ②目标分
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表 1 部分金属荧光探针

Table 1 Some metal fluorescent probes

识别金

属离子
化学结构式 Ex /nm Em /nm 检测极限 SDＲ /μM 工作溶液 参考文献

530 584 14×10－9 0. 1～5 EtOH Chatterjee 等( 2009)

Ag+ 520 580 52 nM 0. 1～10 H2O Shi 等( 2010)

463 538 4 nM 0～1 EtOH Liu 等( 2014a)

566 590 0. 19 μM 0～8 DMSO-H2O Sahana 等( 2016)

Al3+ 520 587 0. 14 μM 0～100 MeOH-DMSO Gupta 等( 2015)

560 582 0. 196 μM 5～16 EtOH-H2O Bao 等( 2015b)

558 579 100×10－9 0. 5～4 EtOH-H2O Jou 等( 2009)

Au3+ 500 580 0. 6×10－6 1～100 CH3CN-HEPES Karaku爧 等( 2013)

470

525

506

585
10 65 nM 0～0. 3 CH3CN-HEPES Emrullahoǧlu 等( 2013)

520 591 0. 001 5 μM 0. 01～0. 3 H2O Zheng 等( 2009)

Cr3+ 556 580 0. 378 μM 0～300 — Bao 等( 2015a)

520 580 1×10－6 0～10 MeOH-H2O Li 等( 2014a)

480 554 0. 002 μM 0～0. 005 CH3CN Huang 等( 2011)

Cu2+

510 580 10×10－9 4. 5～160×10－9 CH3CN-HEPES Yu 等( 2008)
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续表1
识别金

属离子
化学结构式 Ex /nm Em /nm 检测极限 SDＲ /μM 工作溶液 参考文献

Cu2+ 540 575 21 nM 0. 5～3 EtOH① Yang 等( 2011b)

540 575 0. 2 μM — HEPES Hirayama 等( 2013)

Fe2+ 380 470～582 60 nM 0～20 THF Kumar 等( 2011)

510 571 — 2～24 PBS Hou 等( 2013)

561 583 0. 11 μM
1～18

18～100
EtOH Dong 等( 2010)

Fe3+ 558 580 5 μM 5～20 MeOH She 等( 2012)

570 593 4 nM 0，5～50 EtOH Zhang 等( 2011b)

520 586 — 0～50 HEPES Chen 等( 2013)

Hg2+ 565 590 1. 7 nM 0. 1～1 DMF-HEPES Liu 等( 2013b)

550 590 0. 2×10－6 0～10 H2O Zhang 等( 2013a)

561 579 0. 45 μM 0～100 EtOH-H2O Mahapatra 等( 2015)

Pd2+ 525 569 21 nM 0～60 EtOH-H2O Chen 等( 2016)

530 580 0. 185 μM 0～1×10－6 EtOH-H2O Li 等( 2010)

Sn2+ 520 582 0. 9 μM 1～16 EtOH-HEPES Cheng 等( 2015)
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续表1
识别金

属离子
化学结构式 Ex /nm Em /nm 检测极限 SDＲ /μM 工作溶液 参考文献

563 582 7. 1 μM 0～400 EtOH-H2O Mahapatra 等( 2014)

Sn2+

540 581 0. 03 μM 0～50 PBS Yang 等( 2017)

535 578 29 nM 0～50 HEPES Ozdemir( 2016)

Zn2+ 530 581 — 0. 2～50 EtOH-H2O Xu 等( 2011b)

550 595 — 0～1. 8 mm PIPES Du 和 Lippard( 2010)

Cd2+ 563 582 — 1～20 HEPES Xu 等( 2012)

Co2+ 500 582 4. 3 nM 1～10 THF-H2O Biswal 等( 2016)

Pb2+ 510 575 — — CH3CN Kwon 等( 2005)

Pt2+ 500 562 0. 1 μM 0. 1～5 DMSO Kim 等( 2010)

V4+ 530 583 0. 1 μM 0. 1～10 MeOH-HEPES Huo 等( 2010)

注: EtOH 为乙醇; H2O 为水; DMSO 为二甲基亚砜; MeOH 为甲醇; CH3CN 为乙腈; HEPES 为 4－( 2－羟乙基) －1－哌嗪乙烷磺酸; THF 为四氢呋

喃; PBS 为磷酸盐缓冲液; DMF 为二甲基甲酰胺; PIPES 为哌嗪－1，4－二乙磺酸; “—”未知; Ex 为激发光峰值; Em 为发射光峰值; SDＲ 为检测

范围。

子 /离子的化学性质、分布位点、浓度范围以及化学

价态、所处的生物化学 /地球化学梯度、pH 以及氧化

还原电位、与之作用的化学基团性质、电荷等; ③样

品的透光率和吸光率、有无自发荧光、与荧光探针

相互作用的稳定性等; ④激光扫描共聚焦显微镜的

激光类型种类以及数量、激发效率、分光器光谱性

能、检测器检测范围和灵敏性( 图 4b) 。总之，荧光

探针的特性要尽可能的在待检测样品系统中保持

化学性能和光学性质稳定，检测范围与待检测目标

的浓度范围一致，检测过程中与使用的激光扫描共

聚焦显微镜系统硬件参数相互匹配兼容，多标记成

像分析中要与其他荧光探针和染料光谱尽量避免

相互重叠( Hao et al．，2013) 。
理想的荧光标记对于激光扫描共聚焦显微镜

分析至关重要，其中最基本的是荧光探针在实验检

测条件下保持高度的灵敏性和专一性。以荧光金

属探针的选择为例，荧光探针选择需要从以下几个

方面开始考虑( Hao et al．，2013) 。
( 1) 以地球微生物和环境微生物样品中的金属

离子为例，首先要明确金属离子是分布于细胞内还
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表 2 生物大分子核酸、蛋白、脂类和多糖残基荧光染料和标记物

Table 2 Biological macromolecule nucleic acid，protein，lipid and polysaccharide residue fluorescent dyes and markers

荧光探针 LW /nm SDＲ /nm Ex /nm Em /nm 识别目标分子

核酸荧光染料

SYTO 40 blue 405 415～475 419 445 细胞总核酸

SYTO 9 green 488 496～560 483 503 细胞总核酸

SYTO 84 orange 561 570～620 567 582 细胞总核酸

SYTO 62 red 635 640～700 649 680 细胞总核酸

SYTOX Blue 405 415～485 444 480 细胞核，核酸

SYTOX Green 488 496～560 504 523 细胞核，核酸

SYTOX Orange 561 570～620 547 570 细胞核，核酸

SYTOX Ｒed 635 640～700 640 658 细胞核，核酸

DAPI — — 358 461 —

蛋白荧光染料

SYPＲO Orange 488 496～560 470 570 细胞总蛋白

SYPＲO Ｒed 561 570～620 550 630 细胞总蛋白

SYPＲO Tangerine 488 570～620 490 640 细胞总蛋白

NanoOrange 488 496～560 470 570 细胞总蛋白

细胞脂类荧光染料

DiO＇; DiOC18( 3) 484 501 —

＇DiI＇; DiIC18( 3) 549 565 —

DiD＇ oil; DiIC18( 5) 644 665 —

DiＲ＇; DiIC18( 7) 750 780 细胞膜和脂类

Lectin-Alexa Fluor 缀合体( 多糖残基荧光标记)

Concanavalin A，Alexa Fluor 488 488 496～560 495 519 α-甘露聚糖基，α-吡喃葡萄糖基残基

Concanavalin A，Alexa Fluor 633 635 640～700 632 647 α-甘露聚糖基，α-吡喃葡萄糖基残基

Wheat Germ Agglutinin，Alexa Fluor 488 488 496～560 495 519 N-乙酰氨基葡萄糖和 N-乙酰神经氨酸残基

Wheat Germ Agglutinin，Alexa Fluor 555 561 570～620 555 565 N-乙酰氨基葡萄糖和 N-乙酰神经氨酸残基

Wheat Germ Agglutinin，Alexa Fluor 633 635 640～700 632 647 N-乙酰氨基葡萄糖和 N-乙酰神经氨酸残基

Wheat Germ Agglutinin，Alexa Fluor 680 679 702 N-乙酰氨基葡萄糖和 N-乙酰神经氨酸残基

Lectin PNA From Arachis hypogaea ( pea-

nut) ，Alexa Fluor 488

488 496～560 495 519 末端 β-半乳糖

Lectin PNA From Arachis hypogaea ( pea-

nut) ，Alexa Fluor 568

561 570～620 579 603 末端 β-半乳糖

Lectin PNA From Arachis hypogaea ( pea-

nut) ，Alexa Fluor 647

635 640～700 650 668 末端 β-半乳糖

Lectin SBA From Glycine max ( soybean) ，

Alexa Fluor 488

488 496～560 495 519 末端 α-和 β-N-乙酰半乳糖胺和吡喃半乳糖

基残基

Lectin SBA From Glycine max ( soybean) ，

Alexa Fluor 594

561 570～630 590 617 末端 α-和 β-N-乙酰半乳糖胺和吡喃半乳糖

基残基

Lectin SBA From Glycine max ( soybean) ，

Alexa Fluor 647

635 640～700 650 668 末端 α-和 β-N-乙酰半乳糖胺和吡喃半乳糖

基残基

Lectin HPA From Helix pomatia ( edible

snail) ，Alexa Fluor 488

488 496～560 495 519 α-N-乙酰半乳糖胺残基

Lectin HPA From Helix pomatia ( edible

snail) ，Alexa Fluor 647

635 640～700 650 668 α-N-乙酰半乳糖胺残基

Lectin PHA-L From Phaseolus vulgaris ( red

kidney bean) ，Alexa Fluor 488

488 496～560 495 519 α-N-乙酰半乳糖胺残基

Lectin GS-Ⅱ From Griffonia simplicifolia，

Alexa Fluor 488

488 496～560 495 519 末端非还原性 α-或 β-连接的 N-乙酰基-D-

葡糖胺

Lectin GS-Ⅱ From Griffonia simplicifolia，

Alexa Fluor 647

635 640～700 650 668 末端非还原性 α-或 β-连接的 N-乙酰基-D-

葡糖胺
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续表2
荧光探针 LW /nm SDＲ /nm Ex /nm Em /nm 识别目标分子

Isolectin GS-IB4 From Griffonia

simplicifolia，Alexa Fluor 488

488 496～560 495 519 A 亚基偏爱 N-乙酰基-D-半乳糖胺端基，而

B 亚基对末端 α-D-半乳糖基残基具有选择

性 terminal a-D-galactosyl residues

Isolectin GS-IB4 From Griffonia

simplicifolia，Alexa Fluor 568

561 570～620 579 603 A 亚基偏爱 N-乙酰基-D-半乳糖胺端基，而

B 亚基对末端 α-D-半乳糖基残基具有选择

性 terminal a-D-galactosyl

Isolectin GS-IB4 From Griffonia

simplicifolia，Alexa Fluor 647

635 640～700 650 668 A 亚基偏爱 N-乙酰基-D-半乳糖胺端基，而

B 亚基对末端 α-D-半乳糖基残基具有选择

性 terminal a-D-galactosyl

注: LW 为激发激光波长; SDＲ 为检测光谱范围; Ex 为激发光峰值; Em 为发射光峰值。总结和修改自: https: / /www． thermofisher． com /ch /zh /

home / references /molecular-probes-the-handbook．html

表 3 部分荧光 pH 探针

Table 3 Some fluorescent pH probes

化学结构式 Ex /nm Em /nm SDＲ 工作溶液 参考文献

475 540 — — Hille 等( 2008)

440 500 3～5 HEPES Nedergaard 等 ( 1990)

488 525 6. 25～7. 25 PBS Sun 等( 2006)

450 550 7～10 — Unciti-Broceta 等( 2009)

— — 7～8 — Ferrari 等( 2013)

510 560 1～4 — Liu 等( 2014b)

520 556 1～3. 5 MeOH: HCl Ma 等( 2015)

500 550 4～6 DMF Zhang 等( 2011c)

510 560 1～4 THF /Tris-HCl Liu 等( 2014b)
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续表3
化学结构式 Ex /nm Em /nm SDＲ 工作溶液 参考文献

520 555 1～4 MeOH: HCl; MeOH; BＲB Ma 等( 2015)

563 584 4～5. 3 — Lv 等( 2013a)

565 600 5～6. 5 PBS Xue 等( 2014)

525 585 4. 5～5 EtOH Zhang 等( 2009)

561 585 4. 2～5. 2 EtOH-BＲB Zhao 等( 2014)

565 603 4. 7～5. 7 EtOH Lv 等( 2013b)

560 577 1. 75～4. 0 EtOH-BＲB Yang 等( 2016)

559 585 3. 5～9. 7 EtOH: H2O Yu 等( 2016)

注: HEPES 为 4-( 2-羟乙基) -1-哌嗪乙烷磺酸; PBS 为磷酸盐缓冲液; MeOH 为甲醇; DMF 为二甲基甲酰胺; THF 为四氢呋喃; BＲB 为伯瑞坦-罗

比森缓冲溶液; EtOH 为乙醇; H2O 为水;“—”表示未知; Ex 为激发光峰值; Em 为发射光峰值; SDＲ 为检测范围。

是细胞外，对于大多数生命必须金属离子，作为蛋

白酶的 活 性 位 点，其 浓 度 范 围 多 在 纳 摩 尔 水 平

( Posth et al．，2010) 。所以，即便是细胞外重金属离

子浓度达到或高于几个数量级的细胞内对应重金

属离子浓度，但细胞始终可通过一定的分子生物保

护机制保持细胞内离子维持在较低水平。
( 2) 实验条件下金属离子所处的 pH 和氧化还

原微环境。微生物形成微环境地球化学梯度有利

于提高营养吸收和代谢产能效率，这就造成细胞

内外 pH、离子强度和氧化还原电势的差异，而 pH
对金属可溶性的影响很难与吸附位点和荧光探针

的质子化区分开来。因此，实验条件下保证荧光

探针检测范围涵盖目标金属离子的浓度水平是至

关重要的。pH 除了能够降低荧光探针的选择性，

还会 影 响 金 属 和 样 品 的 化 学 形 态 ( Sauvé et al．，

2000) 。此外，样品微环境氧化还原条件也会影响

金属离子的化学形态。因此，初步确定氧化还原

条件、明确目标金属离子的浓度范围对于激光扫

描共聚焦显微镜分析十分重要( Hunter and Bever-
idge，2008) 。

( 3) 样品中金属离子的浓度范围。微生物培养

条件下多数生物代谢必须的金属离子浓度范围为

10～800 nM( Posth et al．，2010) ，但自然环境中则不

然，可以从类似水平到几个数量级的差别。荧光金

属探针灵敏性有可能不能满足特定样品中金属化

学形态的全部要求，因此需要进行严格的平行试验

控制。通常情况下，金属离子在微环境趋于通过吸

附或络合等作用产生富集，这取决于系统中固相介

质的表面特性和功能基团。对于微生物-胞外多糖-
矿物聚集体系统，一部分金属倾向于与有机质表面
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的功能基团结合，而少部分倾向于吸附或共沉淀到

生物质矿物晶体内部。
( 4) 目标金属离子对荧光金属探针的扰动敏

感。荧光金属探针的介入有可能改变目标金属离

子的分布、迁移、生物可获得性，从而影响其正常的

生理代谢。这些潜在的影响取决于探针的溶解性

和解离常数，进而决定探针的检测范围和对样品的

扰动程度。此外，荧光探针标记也可能影响细胞代

谢，从而造成探针本身的不均一分布而影响检测

结果。
( 5) 探针类型。对于定量和半定量分析，几乎

所有基于罗丹明分子的高灵敏高选择性的荧光探针

都可用于激光扫描共聚焦显微镜重金属成像分析。
对于绝对定量分析，高精度高选择性双发射峰比率型

荧光探针更有优势，它可减少荧光背景，避免其他非

目标离子的干扰( Tsien and Poenie，1986) 。
所选荧光金属探针需要满足灵敏性和高度选

择性以及荧光信号稳定( Wuertz et al．，2000) 。特

别是针对包含多种不同浓度范围的复杂环境样品，

荧光金属探针的选择至关重要，目前商品化的探针

主要的缺陷就是缺乏足够的高度选择性。此外，所

选探针最好在短时间内有较强的荧光增强效应; 最

好不要被样品中存在的目标金属离子饱和，并且探

针能够在较宽的金属浓度范围具有较好的线性关

系; 要具有较好的水溶性，较低的细胞代谢毒性，对

环境无害; 最后还要考虑激光扫描共聚焦显微镜硬

件光路系统配置，通常选择可见光区激发和发射的

荧光金属探针( Hao et al．，2013) 。总之，荧光金属

探针的基本选择规律正如该方法的建立者 Czarnik
( 1998) 所说:“不多不少，满足应用的一切需要”。

基于以上考虑，结合实验室可利用的激光扫描

共聚焦显微镜系统配置( 表 4，图 4c) 以及所采用的

模式铁氧化微生物系统，对 2017 年前的基于罗丹明

及其衍生物的大部分荧光金属探针的化学结构、光
谱学特性、检测灵敏性、检测范围、选择性等进行了

系统总结和比较，初步选择出 16 种金属离子、38 个

高选择性和高灵敏性、激发和发射光谱位于可见光

区、荧光信号增强型、在较宽的金属浓度范围具有

较好的线性关系、水溶性好、细胞代谢毒性低、对环

境无害、与已知的激光扫描共聚焦显微镜系统具有

良好兼容性的荧光金属探针，它们大都成功地应用

于微生物铁氧化、微生物重金属吸附等成像分析，

与 样 品 具 有 良 好 的 兼 容 性 ( Hao et al．，2013，

2016) 。
3. 2 方案设计

多标记最初是用于免疫荧光化学标记，主要用

于观察两种不同组分在空间上分布状况和共定位

趋势等( Brismar and UIfhake，1997; Herbert et al．，
1999; Jaiswal et al．， 2003; Hoffman， 2005;

Marras，2006; Pluth et al．，2011) 。常见的可用于

激光扫描共聚焦显微镜分析的荧光标记包括自发

荧 光、遗 传 标 记 荧 光 蛋 白、化 学 标 记 荧 光

( Lukinavičius et al．，2016) 。多标记的基本原则是

尽可能的避免荧光激发 /发射光谱的重叠( Suzuki
et al．，1998 ) ，兼 顾 激 发 效 率 和 分 光 器 的 性 能

( Neher and Neher，2004 ) ; 优 点 是 通 过 不 同 激 光

表 4 实验方案设计
Table 4 Basic principle of experimental design

荧光探针 LW /nm SDＲ /nm Ex /nm Em /nm 目标分子或离子

单金属离子-细胞-多糖标记方案

SYTO 9 Green 488 496～ 560 485 498 细胞总核酸

Ｒhodamine B based metal probe 561 570～ 620 560 580 目标金属离子

WGA Conjugates，Alexa Fluor633 635 640～700 632 647 N-乙酰氨基葡萄糖和 N-乙酰神经氨酸残基

双金属离子-细胞-多糖标记方案

SYTO 40 Blue 405 415～475 420 441 细胞总核酸

Ｒhodamine 6G based metal probe 488 496～560 500 545 目标金属离子

Ｒhodamine B based metal probe 561 570～620 560 580 目标金属离子

WGA Conjugates，Alexa Fluor 633 635 640～700 632 647 N-乙酰氨基葡萄糖和 N-乙酰神经氨酸残基

三金属离子-细胞标记方案

SYTO 40 Blue 405 415～475 420 441 细胞总核酸

Ｒhodamine 6G based metal probe 488 496～560 500 545 目标金属离子

Ｒhodamine B based metal probe 561 570～620 560 580 目标金属离子

Fluorescent probes for Fe( Ⅱ) 2 561 640～700 569 635 亚铁离子

注: LW 为激光波长; SDＲ 为光谱检测范围; Ex 为激发光峰值; Em 为发射光峰值。据 Hao 等( 2013，2016) 。
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激发，采集不同波段的荧光信号，从而在同一样品

观察位点提供多种目标分子的分布信息( Carlsson et
al．，1994) ，进而通过图像分析对两两组分之间的共

定位趋势进行统计分析，从空间尺度上对目标分

子 /离子进行直接观察和分析( Johnson，2006; Yuan
et al．，2015) 。本小节以多通道光谱 3D 成像技术联

用为例，介绍微生物铁氧化耦合重金属吸附荧光多

标记 实 验 设 计 ( 表 4，图 4d ) ( Fili and Toseland，

2014; Liu et al．，2017) 。
( 1) 亚铁离子作为代谢底物和电子供体，无氧

中性环境中主要以可溶性形式存在于培养基中，起

始浓度在毫摩尔水平，随着微生物铁氧化接近稳定

期，最终浓度维持在微摩尔水平; 而铁离子在无氧

中性溶液中基本可以忽略，其主要存在于细胞周质

空间和细胞及胞外多糖表面，浓度在微摩尔水平。
因此，对于微生物氧化过程中亚铁离子和铁离子的

标记，需要选择灵敏度在亚微摩尔水平、选择性好，

符合基本要求的荧光金属探针 ( Thompson，2005;

Simpson，2013) 。对于亚铁-铁离子双标记分析，采

用基于氟硼二吡咯-青兰素-三联吡啶光谱的亚铁荧

光探针和基于罗丹明衍生物的铁离子探针联用，已

成功用于微生物铁氧化及耦合重金属吸附研究中
( 表 1，表 4，图 4d) 。

( 2) 其他重金属( 如铜、锌、镍、钴等) 作为微生

物生长必需元素，其浓度始终维持在 10～800 nM 范

围，远低于理论荧光金属探针的检测灵敏度，因此

吸附实验需要补充相应的金属浓度至微摩尔水平。
对于非必需有毒金属元素( 如汞、铅、镉、铬等) ，极

低的浓度也会导致微生物代谢毒性，吸附实验需要

考虑这些金属的半致死浓度，选择合适的起始浓度十

分重要。对于亚铁 /铁离子-重金属双标记分析，采用

基于罗丹明衍生物的亚铁 /铁离子探针和基于罗丹明
6G 的重金属荧光探针联用，已成功用于微生物铁氧

化耦合重金属吸附的研究( 表 1，表 4，图 4d) 。
( 3) 微生物细胞是铁氧化的主要执行者，微生

物铁氧化显微观察和分析离不开对细胞的观察，细

胞荧光标记可通过分子遗传荧光蛋白标记，也可通

过核酸和蛋白等荧光染料进行标记( Suzuki et al．，
1998; Stephanopoulos and Francis，2011; Hori and
Kikuchi，2013; Schneider and Hackenberger，2017) 。
考虑到分子遗传标记较为耗时，通常采用核酸或者

蛋白标记，常用的荧光染料如表 2 所示。先前的研

究采用核酸荧光染料 Syto9 或 Syto40 对细胞核酸标

记，Syto 系列表现出和上述荧光金属探针良好的兼

容性( 表 4，图 4d) ( Chen et al．，2007a) 。

( 4) 微生物胞外多糖作为微生物代谢的产物和

胞外铁氧化产物的模板，在微生物铁氧化和重金属

吸附过程中发挥了重要作用，其主要成分是多糖、
蛋白等，传统的对微生物胞外多糖的显微观察主要

是利用凝集素识别多糖残基，同时凝集素桥接荧光

基团来实现( Chen et al．，2007a; Yu et al．，2011a;

Schlafer and Meyer，2017 ) 。目 前 常 用 的 凝 集 素-
Alexa 缀合物如表 2 所示。笔者先前的实验主要采

用发射光谱在接近蓝光的凝集素-Alexa 缀合物标记

胞外多糖( 表 4，图 4d) 。
( 5) 考虑到微生物铁氧化系统中关注的对象主

要是重金属、铁氧化、微生物细胞及胞外多糖、生物

质铁矿物，重金属的吸附具有明显的分布异质性，

其吸附位点状态可能会受标记的影响，因此先对重

金属进行标记( Nosyk et al．，2008) 。铁氧化过程主

要发生在微生物细胞周围，亚铁 /铁离子的分布主

要围绕细胞及周围的胞外多糖，在多金属标记实验

中可以稍后进行。而微生物细胞作为该系统的始

作俑者，始终进行代谢活动，其标记可以和胞外多

糖一起进行。实验表明，上述标记顺序有利于最终

的激光扫描共聚焦显微镜成像和分析。实验方案

和具体操作流程见表 4 和图 5。

4 应用

4. 1 金属-微生物相互作用的原位微观观察

由于金属环境行为和微生物代谢活动相互关

系复杂( Warren and Haack，2001) ，样品制备期间不

可避 免 的 原 位 信 息 破 坏 而 干 扰 了 检 测 结 果
( Dohnalkova et al．，2011) ，特别是脱水和临界点干

燥或包埋处理通常涉及的溶剂和化学药品，都可改

变原 位 化 学 成 分 的 分 布 和 浓 度 ( Chang and
Ｒittmann，1986) ，从而改变金属环境行为和微生物

代谢活动的相互关系。定量微区原位分析金属与

微生物细胞、胞外多糖和生物质来源矿物的空间关

系，确定各组分对重金属环境行为的影响一直是地

球微生物学研究的难点，最近原位表征和成像分析

生物膜 微 过 程 也 受 到 关 注 ( Zhang et al．，2019a，

2019b) 。金属离子与微生物细胞、胞外多糖和生物

质来源矿物的微观空间关系可以通过激光扫描共

聚焦显微镜观察来实现，从而揭示微生物细胞、胞

外多糖和生物质来源矿物控制有毒的重金属离子

原位 微 观 过 程 的 机 制 ( Hao et al．，2013，2016;

Swanner et al．，2015a，2015b) 。金属荧光探针的出

现使激光扫描共聚焦显微镜原位分析金属分布和

微观过程成为现实( McＲae et al．，2009) ，实现了胞
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据 Hao 等( 2013，2016) 修改

图 5 多标记激光扫描共聚焦显微镜分析实验操作流程

Fig．5 Workflow for the multi-marker laser scanning confocal microscope analysis

内铁 离 子 ( Petrat et al．，2000 ) 和 胞 外 铜 离 子
( Ackerman et al．，2017) 微观成像分析。微生物膜

锌的空间分布( Hu et al．，2005) 、铜的空间分布( Hu
et al．，2007) 、铁的分布和定位( Julien et al．，2014) 、
镍的定位和吸附特征( Lawrence et al．，2019) 也得到

了比较精细的显微分析结果，实现了最接近原始状

态下生物膜金属的空间分布成像分析，揭示了重金

属在不同生物膜中不均一性分布特征 ( McLean et
al．，2008; Hao et al．，2013，2016; Swanner et al．，
2015a，2015b) ，最终实现了定量分析细菌对重金属

吸附的 三 维 立 体 微 观 作 用 特 征 ( Johnson et al．，
2018) ( 图 6) 。但是，不足之处是部分商品化的金属

荧光探针选择性相对较差，不能有效专一区分目标

重金属离子 ( Wuertz et al．，2000; Ueshima et al．，
2008; Shumi et al．，2009) 。
4. 2 微生物膜微结构组成和微环境

定量化微区原位生物化学组成分析是确定微

生物细胞、胞外多糖和生物质来源矿物各组分对重

金属环境行为影响，原位微区表征和分析是生物膜

微过程的关键( Zhang et al．，2019a，2019b) 。早期

主要研究微生物微观结构( Chen et al．，2006) 和物

质组成( Halan et al．，2012) 等方面的分布和可视化

分析等，最近 20 年逐步实现了地球与环境微生物原

位微观组织结构( Schramm et al．，2000; Haagensen
et al．，2015) 、胞内微环境( Yeung et al．，2005) 、胞
外微环境( Zhang and Bishop，2001; Flemming et al．，
2016) 、矿物空间分布与微生物的相互关系( Dong et
al．，2009; Dong，2010 ) 、有 机 质 和 矿 物 相 互 关 系
( 图 7) ( Gilbert et al．，2005) 、矿物－有机质－微生物

相 互 作 用 ( Huang， 2004; Huang et al．， 2005，

2008 ) 、微 生 物 膜 微 环 境 ( Neu and Lawrence，

2014c) 、微 观 pH ( 图 8 ) ( Hunter and Beveridge，

2005; Hidalgo et al．，2009; Hegler et al．，2010;

Gashti et al．，2016) 以及 pCO2
( Schutting et al．，2014)

的原位分析等。激光扫描共聚焦显微镜应用于原

位分析生物膜的结构组成和变化等( Tolker－ Nielsen
and Molin，2000) ，特别是在分析 EPS 糖基、蛋白质、
酶、胞 外 核 酸、胞 外 微 环 境 等 方 面 ( Neu and
Lawrence，2014a，2014b) ，建立了凝集素结合原位

分析糖缀合物的一系列方法标准( Zippel and Neu，

2011; Neu and Lawrence，2014c; Lawrence et al．，
2016a) ，对揭示生物膜群落微观尺度结构和功能
( Lawrence et al．，2004，2012 ) ，各 种 微 生 物 群 落
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( a1) 微生物细胞－镉分布( Johnson et al．，2018) ; ( a2) 生物膜细胞-镍分布( Wuertz et al．，2000) ; ( a3) 微生物细胞-镉分布( Ueshima

et al．，2008) ; ( a4) 生物膜锌的分布( Hu et al．，2005) ; ( b) 铁氧化过程中微生物细胞与金属离子、矿物质和胞外多糖的空间关系

( Que et al．，2008; Quang and Kim，2010) ; ( c1) 海洋微生物铁氧化过程中细胞与铁离子、矿物质和胞外多糖的关系( Swanner

et al．，2017) ; ( c2) 海洋红球菌细胞-Fe( Ⅲ) -矿物分布( Wu et al．，2014)

图 6 激光扫描共聚焦显微镜分析微生物膜金属微观不均一性分布

Fig．6 Heterogenous distribution of metals in microbial biofilm revealed by laser scanning confocal microscope analysis
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( a1) 不同多糖-细胞空间分布( Lawrence et al．，2019) ; ( a2) 生物膜细胞外聚合物的空间分布( Flemming et al．，2016) ; ( b1) 微生物颗

粒蛋白质-β 多糖-α 多糖-总细胞-死细胞-脂质空间分布( Chen et al．，2007a) ; ( b2) 微生物颗粒蛋白-α 多糖-核酸-β-多糖空间分布

( Chen et al．，2007b) ; ( b3) 河流生物膜反射-核酸-多糖-叶绿素 A 空间分布( Neu and Lawrence，2014a，2014b) ; ( c1) 不同生境的生

物膜荧光凝集素结合分析( Neu and Lawrence，2014a，2014b) ; ( c2) 微生物生物膜结构，功能，微环境和分子组成; ( c3) 建立了凝集

素结合原位分析糖缀合物的分析方法和标准( Zippel and Neu，2011; Lawrence et al．，2016a)

图 7 激光扫描共聚焦显微镜分析微生物膜微观结构和生化组成

Fig．7 Microstructures and biochemical compositions of microbial biofilms revealed by laser scanning
confocal microscope analysis
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( a) 利用 C-SNAＲF-4 揭示生物膜-流体界面( 黄色) 和生物膜深处( 红色) 的 pH，整个生物膜内的 pH 值微环境不连续( Hunter and Beveridge，

2005) ; ( b) 利用 SNAＲF-4 揭示染色铁氧化细菌细胞外 pH 微环境原位分析。细胞的 pH= 6. 6，背景 pH= 6. 6，矿物质的 pH= 6. 5 ( Hegler et al．，

2010) ; ( c) 二氧化硅纳米颗粒传感器的微生物生物膜中的 pH 微环境分析，显示微生物膜内存在相当大的异质性( Hidalgo et al．，2009)

图 8 激光扫描共聚焦显微镜分析微生物膜微环境 pH
Fig．8 pH values of micro-environments in microbial biofilm revealed by laser scanning confocal microscope analysis

EPS 分 布、结 构 ( Lawrence et al．，2005 ) 和 作 用

( Yang et al．，2011a) ，生物膜的时空化学组成变化

( Milferstedt et al．，2007) 和物理结构( Milferstedt et
al．，2009) 及其定量分析 ( Larimer et al．，2016 ) 等

( 图 7) 都起到了积极作用。
4. 3 微生物化石结构和组成

激光扫描共聚焦荧光显微镜技术很早就应用

于地球科学领域( Scott，1989) ，目前集中在微生物

化石表征上( Lepot，2011; Foster et al．，2019) 。该

技术可以提供原位和亚微米级分辨率表征矿化微

生物细胞形态，提供非侵入性和非破坏性三维高分

辨率和高保真度形态学信息( Schopf et al．，2006;

Wacey，2009) 和光谱学特征( Lepot，2011) ，揭示化

石微观结构和形态( Belcher et al．，2013) 、荧光物质

分布( Chi et al．，2006; Kus，2015) 和化学组成( Pan
et al．，2019) 。在寻找古代沉积岩中有机质的生物

成因和同质性证据( Oehler and Cady，2014) 方面，

通过激光扫描共聚焦荧光显微镜分析，证明了新元

古代页岩中真菌微化石细丝和菌丝体状结构残留

壳有多糖的存在( Bonneville et al．，2020) ，揭示了塔

斯曼石切片有机物自发荧光光谱性质( Hackley et
al．，2020) 和其热成熟度( Hackley and Kus，2015) ，

揭示了现代微辉石中碳酸盐与微生物分子自发荧

光的 三 维 立 体 结 构 ( Gérard et al．，2013 ) 。近 年

来，最引人注目的是古代显微化石激光扫描共聚

焦荧光显微镜分析揭示出地球上最早化石的生物

成因( Schopf and Kudryavtsev，2009，2012 ) ，反映

化石微生物群的微观组成( Schopf et al．，2010a) ，

如微生物细胞壁化石结构证据( Tewari，2011) ( 图

9) 。此外，激光扫描共聚焦荧光显微镜也能对环

境多孔介质进行三维成像( Shah et al．，2017 ) ，揭

示胞外 多 糖 土 壤 矿 物 质 的 相 互 作 用 ( Lin et al．，
2016 ) ，还 可 用 于 气 凝 胶 中 彗 星 物 质 ( Greenberg
and Ebel，2010) 、油页岩( Nix and Feist-Burkhardt，
2003) 和琥珀的微观结构( Clark and Daly，2010 )

以及 平 面 pH 梯 度 分 布 ( Ｒudd et al．，2005 ) 等

研究。

5 展望

尽管激光扫描共聚焦显微镜技术联合荧光标

记技术在地球生物学研究，特别是重金属微观过

程和机制、环境微生物膜微结构组成和微环境、微

生物化石结构和组成方面做出了重要贡献。但由

于其成像仅适用于半透明基质小样本( 如环境微

生物膜、岩石或琥珀切片的化石) ，对不透明样品

无效，这很可能会限制其在地球微生物学中的应

用。目前是采用两种或多种显微镜技术联用来弥

补这一不足，提供较传统单一技术更高精度的精

细结构和组成信息。联用包括了方法技术联用和

设备集成两个方面。前者如基于化学标记的光学

显微镜和电子显微镜( Perkovic et al．，2014) 、荧光

显微镜和同步加速器 X 射 线 显 微 镜 ( Ｒoudeau et
al．，2014) 、扫描电子显微镜和激光扫描共聚焦显

微镜( Al-Nawas et al．，2001) 、扫描透射 X 射线与

激光扫描荧光显微镜( Naber et al．，2006) 、拉曼光

谱和激光扫描共聚焦显微镜( Pasteris et al．，2001)

联用能够揭示以往单一显微镜分析技术无法获得

的微观信息。后者如荧光和扫描电子显微镜集成

整合( Kanemaru et al．，2009) 和荧光和透射电子显

微镜集成整合等( Agronskaia et al．，2008) 。总之，

多种 显 微 镜 联 用 显 微 成 像 和 设 备 集 成 技 术

( Matruglio et al．，2014) 可以更全面地展现微生物
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( a1) 硅质岩岩石薄片中微化石( Schopf et al．，2010b) ; ( a2) 圆柱形丝状形态结构( Schopf et al．，2017) ; ( a3) 二叠纪矿化裸子植物花粉颗

粒( Schopf et al．，2016) ; ( b1) 蓝藻化石( Schopf，2012) ; ( b2) 蓝细菌化石 3D 形态( Schopf，2011) ; ( b3) 蓝藻形态( Schopf and Garcia，

2019) ; ( c1) 白垩纪琥珀丝状微化石( Martin and Martin，2018) ; ( c2) 凝灰岩叠层石包裹的丝状蓝细菌( Shiraishi et al．，2008) ; ( d1) 凝灰

岩叠层生物膜( Shiraishi et al．，2008) ; ( d2) 油页岩微生物细胞( Xie et al．，2015) ; ( d3) 页岩中真菌微化石丝状结构( Bonneville et al．，

2020) ; ( e1) 微化石三维结构( Lepot，2011) ; ( e2) 八股胞特征的胚胎化石( Schopf and Kudryavtsev，2009) ; ( e3) 岩石薄层中的原发藻

( Schopf and Kudryavtsev，2012) ; ( e4) 化石菌丝体三维结构( Tewari，2011) ; ( e5) 藻类化石荧光三维结构( Chi et al．，2006)

图 9 激光扫描共聚焦显微镜分析古生物微化石结构和光谱特性

Fig．9 Structural and spectral characteristics of paleontological microfossils revealed by laser scanning confocal microscope analysis

膜 的 物 理 结 构 和 化 学 组 成 ( Obst and Schmid，

2014; Schmid et al．，2014) 、有机和无机微环境相

互作用( Hunter，2009) ，克服单一显微镜分析技术

无法获得的微观信息，这必将极大地促进地球生

物学的发展。
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Kamburoǧlu K，Barenboim S F，Artürk T，Kaffe I． 2008． Quantitative
measurements obtained by micro-computed tomography and confocal
laser scanning microscopy． Dentomaxillofacial Ｒadiology，37 ( 7 ) :

385－391
Kanemaru T，Hirata K，Takasu S I，Isobe S I，Mizuki K，Mataka S，

Nakamura K I． 2009． A fluorescence scanning electron microscope．
Ultramicroscopy，109( 4) : 344－349

Kang N Y，Ha H H，Yun S W，Yu Y H，Chang Y T． 2011． Diversity-
driven chemical probe development for biomolecules: Beyond hy-
pothesis－ driven approach． Chemical Society Ｒeviews，40 ( 7 ) :

3613－3626
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工作。出版专著一部，发表论文 83 篇，其中以第一

作者的身份发表论文 31 篇( 27 篇为 SCI 文章) ; 曾

获国家自然科学奖三等奖、安徽省科技进步二等奖

和四等奖，被中国科学院授予 2002 年度优秀博士后

荣誉称号、获得中国地质学会第一届优秀女地质科

技工作者奖; 与 MICＲOPTICS 合作，在布鲁克 Vert
ex 70v 真空型红外光谱仪上，搭建了一套适用于高

压、高温测量的傅立叶变换红外显微系统的科学实

验平台。

李秋立，1977 年生，中

国科学院地质与地球物理

研究 所 研 究 员，博 士 生 导

师，现任离子探针实验室主

任和化学地球动力学学科

组组长。1998 年毕业于西

北大学 地 质 系，2003 年 于

中国科学技术大学获地球

化学博士学位，主要从事同位素地质年代学和地球

化学的研究，研究生期间研发了微量金红石 U-Pb
定年方法，博士后期间建立了微量样品 Ｒb-Sr 等时

线定年方法，近十余年来集中于离子探针微区测试

技术，研发了 10 种以上副矿物微区原位 U-Th-Pb 年

龄测试方法，为解决超碱性岩类、碳酸岩类、陨石、碎
屑沉积岩、中低温变质岩、矿床等定年难题提供了有

效定年 手 段。发 表 SCI 论 文 180 余 篇，SCI 引 用

5000 余次，入选 ESI 高引用率名录。获得 2008 年

安徽科学技术奖一等奖、2010 年国家自然科学二等

奖，2012 年获首届国家优秀青年基金，2014 年入选

中组部“万人计划”青年拔尖人才，2014 年获中国矿

物岩石地球化学学会“侯德封奖”，2017 年获第十

二届“中国科学院杰出青年”称号，2018 年获 Shen-
Su Sun Award ( 孙贤鉥奖) 。担任 Canadian Journal of
Earth Sciences 和 Mineralogy and Petrology 国际 SCI
期刊 Associate editor。

李金华，1979 年生，中

国科学院地质与地球物理

研究 所 研 究 员，博 士 生 导

师，电 子 显 微 镜 实 验 室 主

任。获 2015 年度国家自然

科学基金“优秀青年科学

基金”项目资助，是中国地

球物理学会 2015 年“傅承

义青年科技奖”获得者。研究方向为“地球生物学”
和“生物地磁学”，发表 SCI 论文 70 余篇。主持国

家自然科学基金“重大项目课题、重点国际合作和

面上项目( 青年－面上连续资助) ”等 8 项国家级项

目。近年来，在学科交叉和技术研发领域开展了卓

有成效的工作，推动古地磁学、微生物学、古生物学

和地质学等领域的大幅度跨学科交叉，以微生物矿

化和微化石识别为核心，深入探索微生物参与和微

化石记录的地球与生命演化过程，从而把生命演化

和地质演化这两条最重要的科学线交接了起来，在

生物磁学和地球生物学领域做出了创新性的工作。
另一方面，致力于推动纳米地球科学的学科发展和

技术研发，组织了中国第一届“显微学与显微谱学

及其在纳米地球科学中应用”研讨会，搭建了跨学

科跨领域的显微学与显微谱学研究平台，研发了

“荧光－电子显微镜联用”技术，首次在单细胞水平

上实现了微生物种类鉴定和磁小体生物矿化研究。

郝立凯，1980 年生，中国

科学院地球化学研究所研究

员，博士生导师。2009 年获国

家留学基金委资助赴德国和

丹麦访问学习，2011 年获德国

DFG 资 助 攻 读 的 博 士 学 位，

2014 年获国家优秀自费留学

生奖学金，2017 年获得中国科

学院百人计划资助，2018 年获



Ⅲ
科技部重点研发项目课题资助，2019 年获国家自然

科学基金面上项目资助。针对重金属与微生物微观

作用机制和过程关键科学问题，率先在国际上开展

原位微观重金属微生物相互作用的微区分析，建立

等电离子聚焦－扫描电子显微镜和扫描透射 X 射线

显微镜 3D 分析技术，实现在单细胞水平高分辨物

理结构和化学元素原位微区分析; 首次建立荧光标

记和激光共聚焦显微镜地球微生物学分析标准，建

立金属标记荧光分子库，开展金属微生物地球化学

原位微观过程和机理研究; 建立荧光探针筛选标准

流程，将部分金属荧光探针应用到金属微生物地球

化学原位微观分析，实现了重金属微生物地球化学

行为的原位立体微观精细刻画。克服以往繁琐复杂

的显微镜样品制备过程中对微生物样品微观原位信

息的扰动，在最接近原位条件下对重金属微生物地

球化学行为和作用机制进行物理结构和化学组成分

析，揭示金属和微生物膜及其各组分之间的作用趋

势，提高对重金属微生物地球化学微观过程和机制

的认识。近期主要研究为重金属环境微生物地球化

学原位微观过程和机制，环境分析显微镜学方法和

技术构建。发表 SCI 论文 24 篇，论文他引 500 次，

高引指数 15。

侯振辉，博士，1976 年

生，中国科学技术大学地球

和空间科学学院高级工程

师。长期从事激光剥蚀-电
感耦合等离子体质谱微区

微量元素和同位素分析地

球化学研究，探究非基体匹

配副 矿 物 定 年 以 及 低 含

量微量元素分析方法的研发。

谷立新，1988 年生，中国

科学院地质与地球物理研究

所电子显微镜实验室工程师。
参与建设了研究所扫描电镜-
聚焦离子束-透射电镜显微分

析平台，针对地质和地外样品

开发了一系列样品制备和分

析方法。现主要从事矿物的电子显微学以及月壤颗

粒的太空风化作用研究，发表多篇 SCI 论文和专利。

吴黎光，1994 年生，2011
年中国地质大学( 武汉) 本科

毕业，现为中国科学院地质与

地球物理研究所工程师。吴

黎光主要研究独居石的微区

U-Th-Pb-Nd-O 同 位 素 分 析 及

地质应用。近期的主要成果

有: ( 1) 开发了独居石 O 同位素微区分析的新标样;

( 2) 开发了离子探针测量独居石 O 同位素的基体效

应校正新方法。

李展平，1964 年生，清华

大学 分 析 中 心 高 级 工 程 师。
主 要 利 用 俄 歇 电 子 能 谱

( AES ) 、X 射 线 光 电 子 能 谱

( XPS) 、二次离子质谱( SIMS)

等表面分析技术从事固体材

料表 面 分 析、结 构 表 征 等 研

究，发表学术论文 40 多篇。


