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摘  要: 对复杂环境中微生物群落结构和功能的研究是微生物生态学的重要任务。尽管现代分子

生物学技术已经成功地用于解析环境中微生物的群落结构, 但是这些方法并不能提供微生物的原

位生理学信息。而一种新的方法, 微观放射自显影和荧光原位杂交集成技术(MAR-FISH)则能够同

时在单细胞水平上 , 检测复杂环境中微生物的系统发育信息及其生理特性。本文总结了

MAR-FISH 方法的原理, 实验步骤及其在环境微生物群落与功能研究中的应用。 
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MAR-FISH Technique and Its Application in Study of  
Environmental Microbial Community and Function 
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Abstract: The major goal of microbial ecology is to study the structure and function of complex micro-
bial communities. New molecular biological techniques have been successfully applied to analyze mi-
crobial community structure. However they do not provide information on the physiologic properties of 
the detected microorganisms. A new tool for structure-function analyses in microbial ecology, micro-
autoradiography combined with fluorescence in situ hybridization (MAR-FISH) can be used to simul-
taneously examine the phylogenetic identity and the specific activity of microorganisms within a com-
plex microbial community at a single-cell level. This article reviews the principle, experimental steps of 
MAR-FISH technique. The application of this technique in study of the environmental microbial com-
munity and function is also summarized. 

Keywords: Microautoradiography combined with fluorescence in situ hybridization (MAR-FISH), Mi-
crobial community, In situ activity  

对微生物群落结构和功能的研究是微生物生态

学的重要任务。然而传统微生物研究方法是以分离

培养为基础的, 许多研究已经证实, 通过传统的分

离方法鉴定的微生物只占环境微生物总数的 0.1%~ 
10%[1], 远远不能满足微生物生态学研究的需要。近
年来, 基于 16S rRNA 基因的现代分子生物学诊断

http://www.bioon.com/dict/f/fluorescence+in+situ+hybridization.shtml
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技术的出现, 提供了更快速、更准确地描述环境中
微生物群落结构的有效方法 , 如荧光原位杂交
(FISH)、克隆测序、变性梯度凝胶电泳(DGGE)、末
端限制性片段多态性技术(T-RFLP)等, 这些技术在
微生物生态学中的应用揭示了环境中微生物群落结

构的大量信息, 但这些基于 16S rRNA 基因的分子
生物学技术不能提供微生物的生理学信息。传统的

培养方法虽能确定微生物在环境中的生理作用, 但
其在实验室中的培养条件下, 微生物的生理特性不
能准确反应其在环境中的原位生理特性[2]。而在研

究微生物时, 不管是研究微生物的富集培养和分离, 
还是研究微生物技术的应用都需要在了解微生物分

类鉴定的同时, 了解微生物的各种功能特性。 
上世纪末 Nielsen 等人 [3,4]提出了一种新技术, 

即荧光原位杂交和微观放射自显影集成技术

MAR-FISH(microautoradiography fluorescence in situ 
hybridization), 也有称其为 STAR-FISH(substrate 
tracking autoradiography fluorescence in situ 
hybridization), Micro-FISH (microautoradiography 
fluorescence in situ hybridization)等。这些方法只是

在细节上有稍微差别, 基本原理是一样的 [5]。应用

MAR-FISH 能同时获得复杂环境中特定微生物的

种属和功能特性, 从而更好地了解特定微生物在环

境中的作用, 更清楚地认识微生物群落结构及其与

微环境的相互关系。本文总结了 MAR-FISH方法的

原理, 实验步骤及其在环境微生物群落与功能研究

中的应用。 

1  MAR-FISH 技术 

1.1  MAR-FISH 原理 
MAR-FISH 技术中涉及 FISH 和 MAR 两项技

术。FISH 的基本原理为：将寡核苷酸探针用荧光

染料标记, 再使之与固定在载玻片上的微生物样品

杂交, 将未杂交的荧光探针洗去后, 用共聚焦激光

扫描显微镜(CLSM)或普通荧光显微镜进行观察。微

观放射自显影(MAR) 的基本原理为：通过将微生物

样品与放射性示踪剂或者放射性标记的底物培养后, 

具有吸收这种底物的活性微生物就会将放射性化合

物吸收到体内。经过适当的样品处理后, 放射性标

记的样品被放置在载玻片或盖玻片上, 并与放射性

敏感的感光乳剂接触。在一定时间的培养过程中 , 

来自放射性样品的发射信号与悬浮在感光乳剂中的 

溴化银晶体接触。根据标准照相步骤冲洗感光乳剂

时, 就会在放射性结构上面显现出黑色银粒, 并可
通过显微镜清晰观察到[5]。在六十年代中期, Brock 
首次采用放射自显影技术来测定微生物的营养需求

和生长率。随后, 这项技术被多次用来检测微生物
的原位代谢活性。然而, 由于研究的微生物种类缺
乏形态学上的特点, 因此很难将其功能和特定的微
生物种类联系在一起[5]。而MAR和 FISH的结合, 可
以成功的将微生物的功能与特定的种属联系起来。 
1.2   MAR-FISH 步骤 

根据试验过程, 典型的 MAR-FISH 可以分为 5
步：(1)样品培养; (2)样品固定; (3)FISH; (4)MAR; (5)
显微观测。Lee等[3]认为, FISH步骤放在 MAR之前, 
可以获得更强的荧光信号。 
1.2.1  样品培养：MAR-FISH 的第一步, 需将所检
测样品加入放射性底物进行培养。根据不同的环境

样品及需要, 可以选用不同的厌氧、好氧等培养条
件。在这一步中, 样品生物量, 放射物质加入量, 背
景物质的放射水平, 电子供体和受体, 培养时间等
对 MAR-FISH均有重要影响。一个典型的样品一般
体积为几毫升, 微生物浓度为 1 g/L~2 g/L, 放射物
质浓度为 1 μCi/mL ~25 μCi/mL。同时在试验中, 应
采取阴性对照。阴性对照中可以加入特异的抑制物

来抑制微生物的活性。如钼酸盐 MoO4 和 bromoe- 
thanesulfonic(BES)可以分别抑制硫酸盐还原[6]和甲

烷发酵[7], 而 arylethiourea(ATU)可以很好的抑制硝
化活性[5]。此外, 每个样品应做 2或 3个平行实验。
为了在 MAR 中获得单细胞的分辨率, 选择适当的
底物和同位素非常重要。弱的 β射线发射源比如 3H
和 1 4 C 可以获得更好的空间分辨率 ,  可以达到 
0.5 μm~2 μm。33P经常用来检测聚磷菌(PAOs)。尽
管 35S 还没报道, 但它可能可以用于硫氧化菌的检
测[5]。 
1.2.2  样品固定：样品通常用 4%的多聚甲醛在 4°C
固定 3 h, 然后离心漂洗 3次(14000 g, 10 min), 洗去
多余的放射物质。点样于明胶包埋的盖玻片上, 空
气中风干, −20°C冷冻干燥保存。对于生物膜样品需
在−20°C下切片处理, 切片厚度为 5 μm~10 μm。每
个切片应当放于明胶或者L-赖氨酸包备的盖玻片上
过夜, 依次用 50% , 80% , 98% (质量分数)乙醇室温
下脱水 3 min。 
1.2.3  FISH：FISH的基本原理前面已经叙述, 其基

http://www.chemyq.com/xz/xz13/120052fsfda.htm
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本步骤为[8]：(1) 样品在载玻片上固定并用乙醇脱水; 

(2) 寡核苷酸探针杂交：一般在 46°C下杂交 1 h~3 h; 

(3) 样品清洗：用 48°C水浴的清洗液清洗。值得说

明的是染料 Cy-3 和 Cy-5 标记的探针, 可以获得更

强的荧光信号, 而 Alexa 标记的探针具有更加持久

的信号[5]。 

1.2.4  MAR：FISH之后, 盖玻片上的样品要涂上感

光乳剂。一般对于 3H, 感光乳剂的厚度为 3 μm~ 

4 μm, 已足够吸收所有的β粒子。而对于 14C, 则需

要 10 μm~100 μm。曝光时间是影响 MAR的一个重

要因素。一般来说, 增加曝光时间可以获得更高密

度的银颗粒, 曝光时间取决于所采用的放射性底物

和吸收量, 一般是 2 d~6 d。而曝光时间过长, 则可

能吸收来自背景物质的放射粒子, 导致假阳性。因

此合适的曝光时间需要试验来确定。 

1.2.5 显微观察：样品最后可以到荧光显微镜上进行

观测。对于 FISH, 采用共聚焦激光扫描显微镜可以

获得更好的图像。 

1.3  MAR-FISH 的不足 
MAR-FISH 也存在一些缺陷, 主要体现在以下

几个方面：(1) 费用高, 时间长, 实验繁琐, 实验的

准确性和可重复性需要多次实验进行摸索, 需要掌

握系统的知识; (2) 有些国家对于放射性同位素的

使用有限制 , 通常只能采用非常有限的几种 , 如
3H、14C、33P 等; (3) 与荧光染色的细胞相比, 感光

乳剂中非荧光染色银粒的三维分布不能通过 CLSM

准确地分析; (4)加入的放射物质或许对微生物有影

响, 而且可能不是环境中被测微生物的自然底物[5]。 

2  MAR-FISH 技术应用研究 

到目前为止, MAR-FISH 技术已经成功地应用

到了环境微生物的研究中, 表 1 为 MAR-FISH 技术

在微生物生态学应用中的总结。 

2.1  丝状菌 
污泥膨胀是污水处理厂运行管理的常见问题和

难题, 原因之一是活性污泥中丝状菌过度生长。研

究丝状菌种群及其功能特性, 可以帮助阐明影响丝

状菌生长的因素 ,  从而有效控制污泥膨胀。

MAR-FISH 已被用来检测工业和生活污水处理系统

中活性污泥的丝状菌种群及功能特性。Nielsen 等 

人[11]研究了不同环境条件下, 活性污泥中 Thiothrix 

spp.对 14C标记的醋酸盐和 14C标记的重碳酸盐的吸

收特性。研究表明, Thiothrix spp.具有丰富的种群多

样性 , 具有无机自养 , 异养和混合营养类型。

Thiothrix spp.中混合营养菌的出现, 可能是导致活

性污泥中 Thiothrix spp.的生长竞争过其它自养菌, 

而导致污泥膨胀。Andreasen 等人 [9,10]采用 MAR- 

FISH 技术研究了 Microthrix parvicella 在缺氧条件

下的原位底物利用特性。研究表明, 只有长链脂肪

酸, 包括油酸, 棕榈酸和三油酸在缺氧条件下能够

被吸收利用。Microthrix parvicella的这种原位特性

可以为污泥膨胀提供更好的控制策略。Thomsen 等

人 [13]采用 MAR-FISH 技术研究了两个污水处理厂

活性污泥中 0041菌的生理特性。研究表明, 所有的

0041 菌均可以在缺氧和好氧条件下代谢葡萄糖, 但

都不能代谢醋酸盐。两个污水处理厂的 0041菌代谢

特性没有明显差异。 

2.2  聚磷菌(PAOs) 
Lee等人[17]采用 MAR-FISH技术研究了某强化

生物除磷(EBPR)污水厂中的 PAOs。研究表明, 主要

聚磷菌为 β-proteobacteria(部分 Rhodocyclus 和部分

未知菌)和 Actinobacteria。并非所有的 Rhodocyclus

都可以吸收磷, 这表明部分 Rhodocyclus 没有活性, 

或者这个属中有其它非聚磷菌。Kong 等人[20]采用

MAR-FISH 及 PHA 染色法研究了某 SBR 反应器中

的微生物, 研究表明Rhodocyclus可以在好氧条件下

吸收醋酸盐和合成 PHAs, 在厌氧条件下吸收磷, 在

系统中并没有发现 Acinetobacter spp.的存在。Cuha

等人[2]采用 MAR-FISH 技术, 研究了四个 EBPR 污

水厂中, Rhodocyclus 的底物利用模式。研究表明 4

个污水处理厂中 Rhodocyclus 具有相似的底物利用

模式。在厌氧条件下, 都能利用醋酸盐、天门冬氨

酸盐、谷氨酸盐, 但不能利用棕榈酸盐。与 PAOs

相关的 Rhodocyclus 菌除了能利用醋酸盐外还具有

利用氨基酸的能力, 这可能有利于它们在 EBPR 活

性污泥中成为优势菌种。 

2.3  硝化菌 
Daims 等人[16]研究了活性污泥中不可培养的类

Nitrospira 和亚硝酸盐氧化菌(NOB)。研究表明, 这

些菌可以同时固定重碳酸盐和丙酮酸盐, 但不能吸 
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表 1  MAR-FISH 技术在微生物生态学中的应用 
Table 1  Application of MAR-FISH in microbial ecology 

目标微生物和微生物群落 
Target microorganisms and microbial community 

所用的荧光标记底物 
Radio-labeled substrates used 

参考文献
Reference

引起污泥膨胀的丝状菌 Filamentous bacteria related to sludge bulking 

Filamentous bacteria [14C]乙酸盐, [3H]葡萄糖 [3H]乙醇, [3H]氨基乙酸[3H]亮氨酸, [3H]油酸 [3] 

Microthix parvicella 
[14C]乙酸盐, [14C]丙酸盐, [14C]丁酸盐, [3H]葡萄糖, [14C]乙醇,  
[3H]氨基乙酸, [3H]亮氨酸, 等 

[9] 

Microthix parvicella [14C]油酸, [3H]trioletic acid, [14C]乙酸盐 [10] 

Thiothrix spp. [3H]乙酸盐, [3H]丁酸盐, [14C]重碳酸盐 [11] 

Microthix parvicella [14C]油酸 [12] 

Type0041和 TM7(未命名丝状菌) 
[3H]乙酸盐, [3H]葡萄糖, [3H]半乳糖, [3H]甘露糖,  
[3H]氨基乙酸[3H], 亮氨酸[14C]油酸 

[13] 

Thiothrix [3H]乙酸盐 [14] 

Thiothrix [14C]乙酸盐, [3H]乙酸盐, [3H]葡萄糖 [15] 

污水处理中的微生物群落 Microbial communities in wastewater treatments 

纯培养微生物和活性污泥  
Pure culture microorganisms and activated sludge 

[3H]葡萄糖, [14C]乙酸盐, [14C]丁酸盐, [14C]重碳酸盐, 33Pi [3] 

亚硝化螺菌 Nitrospira [14C]重碳酸盐, [3H]乙酸盐, [14C]丙酸盐, [14C]丁酸盐, [14C]丙酮酸盐 [16] 

聚磷菌 Phosphate-accumulation organisms(PAOs) [33P]磷酸盐 [17] 

铁还原菌 Iron-reducing bacteria [14C]乙酸盐, [3H]乙酸盐 [18] 

硫酸盐还原菌 Sulphate-reducing bacteria(SRB) [14C]乙酸盐, [14C]丙酸盐, [14C]丁酸盐, [14C]重碳酸盐, [14C]甲酸盐 [19] 

聚磷菌 Phosphate-accumulation organisms(PAOs) [33P]磷酸盐 [20] 

污泥中的乙酸盐消耗菌 
Acetate-consuming bacteria in activated sludge 

[3H]乙酸盐 [21] 

生物膜中的硝化菌  Nitrifying bacteria in biofilm [14C]重碳酸盐, [14C]乙酸盐, [14C]NAG, [14C]氨基酸 [22] 

生物膜中的硝化菌 Nitrifying bacteria in biofilm [14C]重碳酸钠, [14C]乙酸, [3H]L-氨基酸, [14C]NAG [23] 

聚磷菌 Phosphate-accumulation organisms(PAOs) [14C]乙酸钠, [3H]棕榈酸, [3H] L-天门冬氨酸,, [3H] L-谷氨酸 [2] 

生物膜中利用甲醇微生物 
Methanol-consuming bacteria in biofilm 

[14C] 甲醇 [24] 

丙酸盐氧化菌 Propionate-oxidizing bacteria [14C] 丙酸盐, [14C]丁酸盐 [25] 

Acinetobacter spp. 和 Rhodocyclus [14C]葡萄糖, [14C]丙酸钠, [14C]丁酸钠, [14C]乙酸钠 [26] 

Methylophilales [14C]甲醇 [27] 

海洋中微生物 Microorganisms in marine samples 

海洋浮游生物 Marine picoplankton [3H] D-葡萄糖, [3H]氨基酸混合物 [28] 

贫营养海水中的古菌  
Archaea in oligotrophic marine samples 

[3H]氨基酸混合物 [29] 

海洋沉积物中的 
Achromatium Achromatium in marine sediment 

[14C]重碳酸, [14C]乙酸盐 [30] 

海洋样品 Marine samples [3H]氨基酸混合物, [14C] N-乙酰基葡糖胺(NAG) [31] 

海洋样品 Marine samples [35S]DMSP [32] 

其它 Others   

异型生物质降解菌 Xenobiotic-consuming bacteria [14C] o-硝基酚 [33] 

 
收乙酸盐 , 丁酸盐和丙酸盐。Kindaichi[22]采用

MAR-FISH 技术, 对以 NH4为唯一能量来源的限碳

自养硝化生物膜中, 硝化细菌和异养菌的生理生态

关系进行了研究。研究表明, 在生物膜系统中α、

β-proteobacteria 主要利用乙酸盐和氨基酸。占总菌

2%的 Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides(CFB)
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占能消耗 N-乙酰基葡糖胺(NAG)菌的 64%。绿色非

硫细菌占总氨基酸消耗菌的 9%和 NAG 消耗菌的

27%, 但是其不利用乙酸。不能确定种属的异养菌, 

约占总异养菌的 6%, 它们能够利用所有的有机物, 

包括 NAG。这个试验结果表明在这个自养硝化的生

物膜结构中 , 存在有效的食物网(碳代谢途径), 能

够保证最大限度地利用硝化菌产生的溶解性微生物

产物(SMP), 阻止硝化菌代谢产物或废物的积累。

Okab[23]等人采用MAR-FISH技术进一步研究了, 以

氨为能源重碳酸盐为唯一碳源的自养硝化生物膜中, 

自养的硝化菌和异养菌的相互关系。试验表明, 硝

化菌的代谢产物主要被属于 Chloroflexi和 CFB的丝

状菌利用。另外, 实验表明α、β-proteobacteria专门

利用低分子量的有机物。 

研究表明, 一些没有活性的氨氧化菌(AOB)在

不利情况下, 体内可以积累大量 rRNA, 这给 FISH

的数据分析带来了一些困难, 而采用 14C 标记的重

碳酸盐  MAR-FISH 可以检测出具有代谢活性的

AOB[5]。 
2.4  反硝化菌 

Ginige等人[27]采用MAR-FISH技术研究了 SBR

反应器中以甲醇为碳源、硝酸盐为电子受体的反硝

化微生物。首次报道了起反硝化作用的 Methylophi- 

lales, 且是反应器中的优势反硝化菌 , 并推测

Methylophilales 也可能是生产规模反应器中重要的

反硝化菌。Labbe [24]采用 MAR-FISH技术, 研究了

一个以甲醇为碳源的反硝化系统的群落结构, 并鉴

定了利用甲醇的微生物。MAR-FISH 结果表明

α-proteobacteria 在硝酸盐存在的时候可以利用甲醇

进行反硝化。尽管 Methylophaga spp.有较高的丰度, 

但是它们在这样的情况下不能吸收甲醇。 

2.5  硫循环相关菌 
Ito 等人[19]研究了污水管道生物膜中硫酸盐还

原菌 (SRB)的代谢特性和其系统发育关系。MAR- 
FISH 技术表明, Desulfobulbus 是生物膜中主要的
SRB 菌。在以氧和硝酸盐为电子受体时, 吸收 14C
标记的丙酸盐的 Desulfobulbus分别占 9%和 27%。 

Gray 等人[30]采用 MAR-FISH 技术研究了自然

环境环境中 Achromatium spp.的碳代谢特性。研究表

明, Achromatium spp.具有多种营养类型, 如, 化能

无机自养型、混合营养和化能有机异养型。 

2.6  海洋中微生物 
Ouverney 等人[28]采用 MAR-FISH 技术研究了

海洋中的浮游生物。研究表明, 90%的 α-proteobac- 

teria 和 Cytophaga-Flavobacterium 菌群可以吸收氨

基酸。 

Cottrell 等人[31], 采用 MAR-FISH 技术研究了

北美海岸和河口水体中不同原核生物对海洋溶解性

有机物(DOM) 降解量的相对贡献率。研究表明, 并

不是某单个菌群对 DOM 起降解作用, 而是由多种

菌群共同作用, 降解海洋中的 DOM。NAG 主要是

被 α变形菌和 Cytophaga-Flavobacterium利用。 

Vila 等[32]采用 MAR-FISH 技术研究了墨西哥

湾和地中海西北海岸的硫循环微生物 , 结果表明

Roseobacter 进化枝 (α-proteobacteria)占到能吸收 

[35S]β-二甲基巯基丙酸内盐 (DMSP)的微生物的

13%~43%。γ-proteobacteria和 Cytophaga-Flavobac- 

terium 也能从 DMSP 中吸收硫。Roseobacter 和 γ- 

proteobacteria 在所有能从 DMSP 吸收硫的 DAPI 

阳性细胞中占的比例最大(50%)。他们的研究表明, 

从 DMSP 中利用硫是海洋活性细菌的一个普遍特

性。这些研究指出, DMSP 是许多海洋浮游细菌的

一种重要底物。 

Ariesyady 等[26]采用 MAR-FISH 研究了一个生

产规模的厌氧污泥硝化反应器中的微生物群落结构

和代谢模式。结构表明能够利用葡萄糖进行代谢的

微生物有较高的丰度和多样性。β-proteobacteria、

Chloroflexi、Smithella、Syntrophomonas和 Methano- 

saeta 菌是利用葡萄糖、丙酸盐和丁酸盐醋酸盐的主

要菌群。占总菌 1%的 Spirochaeta 可以利用葡萄糖, 

TM7和 Synergistes可以利用醋酸盐。 

2.7  其他 
Ariesyady 等人[25]采用 MAR-FISH 技术研究了

一个厌氧消化污泥系统中, 丙酸盐氧化菌的系统发
育和功能多样性。研究表明反应器中至少存在 4 类
种群：Syntrophobacter, Smithella sp. SR, Smithella sp. 
LR, 和一类没有鉴定的种群。它们的活性和丙酸盐
的浓度有关。这些种属和功能多样的丙酸盐氧化菌

(POB), 能够有效的适应丙酸盐浓度的改变。 

3  结语 

近年来, 现代分子生物学技术的应用, 揭示了
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环境中微生物群落结构的大量信息。但是这些方法

并不能提供微生物的原位生理学信息, 无法将微生
物的群落结构和其功能联系起来。MAR-FISH 技术
能够同时在单细胞水平上, 检测复杂环境中微生物
的系统发育信息及其生理特性, 能够实现微生物群
落结构和功能的联系。MAR-FISH 可以从以下两方
面提供有价值的信息：(1)定性方面：利用针对寡核
苷酸的探针, 直接对环境样品中的微生物进行原位
生理特性研究, 可以比较同一类细菌对不同放射性
标记底物的吸收率, 也可以研究不同种类细菌对同
一种放射性标记底物的吸收率; (2)定量方面：通过
MAR-FISH 技术可以对样品上的银粒进行计数, 从
而得出具有不同功能特性微生物的数量, 但定量的
准确性和可重复性需要多次实验进行摸索。由于

FISH/MAR 技术存在很多优点, 其应用范围将进一
步扩展 ,  如土壤微生物和水体底泥等。此外 ,  将
MAR-FISH 技术同其它分子生物学方法或传统的 
生物学方法相结合, 能够克服 MAR-FISH 的一些不
足, 更加清晰地认识复杂环境中微生物的原位生理
学信息。 
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度报道使用某种仪器设备进行实验后所获得的最新结果, 交流由此衍生出的新技术新方法。希望此栏目能够

成为架起实验室与实验室, 以及实验室与仪器生产商之间联系的桥梁。 
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