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铁是细菌细胞内部进行各种生物过程所

必须的金属辅助因子。通常，铁作为一

种可抑制细菌生长的营养元素，细胞中

的总铁含量限额取决于细胞的生长状态

和代谢需要。细菌已进化出复杂的系统来调节细胞中铁含量。1 细胞内多余的可溶性铁

是有毒的，这是由于过量的可溶性铁产生会损伤细胞组分的活性氧，这意味着必须严格

控制细胞中的铁含量。然而，目前我们尚无法确定单个细胞内及整个细胞群内铁含量的

调节情况。在确定细胞生长条件和应激反应的影响时，包括因使用抗生素产生的应激反

应，在近乎实时地测定细菌细胞中的铁含量可提供关于细菌中铁耐受限值的信息。有趣

的是，某些具有杀菌作用的粘土矿物和粘土提取物中的可溶性铁含量很高，这可能会破

坏细菌细胞内的铁平衡，导致细菌死亡。2 此外，监测单个细胞内的铁含量还可了解细

胞中铁的分布情况，从而确定细胞群的同质性。

利用 SC-ICP-MS法测
定单个细菌细胞中的

铁含量
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样品名称 说明
细胞浓度
(CFU/mL)

测试细胞长度
(μm)

大肠杆菌 B株

枯草芽孢杆菌 168株

红球菌 RHA1株

空白样品

LB培养基中的大肠杆菌 B株和 50%甘油

LB培养基中的枯草芽孢杆菌 168株和 50%甘油

 LB培养基中的红球菌 RHA1株和 50%甘油

LB培养基和 50%甘油

6.0 x 108 2

8.5 x 107 4

9.5 x 107 10

n/a n/a

表 1    SC-ICP-MS分析细菌细胞样品。

参数 数值

样品摄取速率

雾化器

雾化室

中心管

射频功率

雾化气流量

辅助气流量

待测物

反应模式

传输效率

19.5 µL/min

HEN MEINHARD®玻璃同轴雾化器

Asperon单细胞雾室

内径 2.0 毫米石英中心管

氨气通入速率 0.35 mL/min, RPq=0.5

1500 W

0.34 L/min

0.7 L/min
56Fe

33%

表 2    NexION ICP-MS质谱仪工作条件

ICP-MS 法可以分析成批培养的细菌细胞中的总金属含量，然
后根据测得的细胞总数平均算出单个细菌细胞的铁含量。3 由

于平板计数法无法计算死亡细胞或未被培养的完整细胞，导

致计数出现误差。然而，由于仪器的限制，目前还未见有方

法可直接分析单个细菌细胞中的铁含量。

基于单细胞 ICP-MS (SC-ICP-MS) 分析技术取得的重大进展，
使得直接测定单个细胞内金属含量成为现实。PerkinElmer 公
司专利的 Asperon™单细胞雾室将单个完整细胞引入 ICP-MS
的等离子体中，结合 NexION® 系列 ICP-MS 质谱仪瞬时采集
速度快的优势，可确定单个细菌细胞内的铁含量。在本次实

验中，我们利用 SC-ICP-MS 法分别测定了三种菌株的单个细
胞的铁含量。这三个菌株分别是大肠杆菌 B 株 (Eco)、枯草芽
孢杆菌 168株 (BAC)和红球菌 RHA1株 (RHA)。SC-ICP-MS技
术可直接测定单个细胞的铁含量，并确定每种菌株的铁含量

分布情况。铁含量与细菌的细胞大小相关，即最大菌株 (RHA)
单个细胞的平均铁含量最高，而最小菌株 (Eco) 单个细胞的平
均铁含量最低。

实验

细菌培养物

本次实验分析了三种非致病性菌株，即大肠杆菌 B 株 (Eco)，
枯草芽孢杆菌 168 株 (BAC) 和红球菌 RHA1 株 (RHA)。根据
以前的文献报道，上述菌株的细胞尺寸分别约为 2 µm、4 µm
和 10 µm ± 2。4-6 在本次实验中，平板分离的单克隆菌落分

别接种于 3 个 5mL 的 LB 培养基试管中培养，然后在振荡培
养箱中以 200 rpm 速度， 37℃过夜培养大肠杆菌 B 株和枯草
芽孢杆菌 168 株；在振荡培养箱中以 200 rpm 速度，于 30℃
过夜培养红球菌 RHA1株。

从每种过夜培养物中取一份等分样本 (1 mL)，接入到已经预
热的含有 250 mL LB 培养基的烧瓶中，并将烧瓶放回振荡培
养箱中，使得菌落在上述条件下继续生长。定期从每个烧瓶

中取等分样本 (1 mL)，使用 Cary 50 Bio 紫外可见分光光度计
(Varian) 监测光密度 (OD600)。大肠杆菌 B 株和枯草芽孢杆菌
168 株持续生长，直至进入后期对数生长期，最终 OD600 分别

为 1.7和 1.4。红球菌 RHA1株持续生长，直至进入后期稳定期，
最终 OD600为 2.3。

培养物被等分成 1 mL样本，并储存在 50%的甘油中于 -20℃
保存，然后进行 SC-ICP-MS 分析。菌落密度使用平板计数法
进行单位体积菌落数统计。

SC-ICP-MS分析
将细菌细胞样品（表 1）放入 35℃水浴中解冻 1min，然后将
样品置于冰袋，使用 1% 磷酸盐缓冲液 (PBS) 将样品稀释至含
有 100,000 个细胞 /mL-1 的样品稀释液后立即上机 SC-ICP-MS
分析。样品在使用前应单独解冻，以防止细菌随着时间推移而

降解。SC-ICP-MS 以 dwell time50 µs（停留时间），每个样品
分析时间 1min，重复测定三次。测试将消耗 100 µL 样品。通
过采用 ICPMS 的纯氨气通入反应池的模式（反应模式），消除
ArO+对 56Fe+的干扰。SC-ICP-MS工作条件见表 2。

本次实验利用浓度为 50,000 part/mL 的 NIST 60 nm (8013) 金
纳米颗粒标准物质，和浓度为 33,000 part/mL的含有镧系金属
（Ce、Eu、Ho 和 Lu）的 Fluidgim 2.5 µm 聚苯乙烯微球来测

试方法传输効率 (TE)。使用浓度分别为 1、2和 3 ppb的 Fe离
子标准液进行溶解离子校准。所有校准标准液的基质均与样品

基质匹配，均使用 1% PBS制备。

ICP-MS分析

对于 SC-ICP-MS 分析，大肠杆菌 B 株、枯草芽孢杆菌 168 株
和红球菌 RHA1 株均生长至具有相同的光密度，并离心至一个
细菌细胞聚合体上。然后，立即将样品冷冻、冷冻干燥并混匀。

称取制备好的样品 (10 - 30 mg) 放入 Savillex® PFA 中。加入
Optima® 级浓硝酸在电热板上进行密闭消解。消解后将样品加
热至近干，复溶于 5 mL 的 0.05 M HNO3 中。加拿大国家研究

院的 NRCC 龙虾肝胰脏 (TORT-1) 作为标准参考物质。使用纯
氨气的反应模式分析 56Fe（ICP-MS质谱仪的工作条件见表 2）。
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空白样本（50%甘油 LB培养基）

1% PBS

图 1.    按照细菌样品进行相同处理的 50%甘油 LB培养基空白样品的
56Fe信号扫描图和 1% PBS空白样品的 56Fe信号扫描图。
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结果与讨论

对照样本

本次试验还分析了 1% 的 PBS 控制样品和 50% 的甘油 LB 培
养基空白样品（上述样本均按照细菌细胞样品进行相同处理）。

图 1表示 1% PBS控制样品和空白基质样品的扫描结果，这两
份样品均按照与细菌样品相同的步骤进行处理。在这两个样

品中，并未发现铁的信号。

细菌测试

图 2 表示细胞浓度为 50,000 个细胞 / mL 时，大肠杆菌 B 株、
枯草芽孢杆菌 168 株和红球菌 RHA1 株的 56Fe 的信号扫描图。
结果表明，每种菌株的单个细菌细胞中 56Fe 平均含量不同，
其中，大肠杆菌 B株细胞中的 56Fe含量最低，而红球菌 RHA1
株细胞中的 56Fe 含量最高。四种细菌单个细胞中 Fe 含量的百
分比变化均相似。分裂旺盛的细胞群的差异性是造成细胞长

度和每个细胞中铁含量分布存在差异的原因。在细胞培养中，

大多数细胞处于成熟的单细胞状态，仅少数细胞经历细胞分

裂。在准备分裂时，细胞变大，从而将一个细胞分裂成两个

细胞。细胞群内的差异可能导致上述结果，其中大部分细胞

处于正常范围内，仅一小部分细胞变得更长且铁含量更高。

此外，红球菌 RHA1 株细胞更易“聚集成群”，从少数的单细
胞测定结果中可发现有两个或以上细胞聚集成群。由此，在

160-170 ag标记处显示的第二个分布正对应两个细胞聚集体。

细菌细胞经系列稀释后进行测定，以测试细胞重叠现象（即

两个或以上细胞同时进入等离子体）。图 3A和 3B表明，将细
菌细胞稀释至 100,000、75,000和 50,000个细胞 /mL浓度时，
单个细胞的铁平均含量并没有发生变化，反而每次稀释后，

细胞数量呈线性变化，结果表明，细胞浓度对细胞重叠无显

著影响。

图 2.    表示细胞浓度为 50,000 个细胞 /mL 时，大肠杆菌 B 株、枯草芽孢杆菌
168株和红球菌 RHA1株的 56Fe的信号扫描图，表明了单个细胞中铁含量的分布
情况。图中显示含有定量铁（平均含量）的大肠杆菌 B 株、枯草芽孢杆菌 168
株和红球菌 RHA1株的细胞频率，其中大肠杆菌 B株的单个细胞平均铁含量最低，
而红球菌 RHA1株的单个细胞平均铁含量最高。

图 3.    (A)表示三种细菌样品（大肠杆菌 B株、枯草芽孢杆菌 168株和
红球菌 RHA1株）分别在 100,000、75,000和 50,000个细胞 /mL稀释
液中，其预期细胞数量与单个细胞中铁含量之间的关系。对于这三种

细菌测试的所有样品，样品的细胞数量对单个细胞中铁的含量几乎没

有影响。(B) 100,000、75,000 和 50,000 个细胞 /mL 稀释液中预期细
胞数量与各稀释液中实际测得的细胞数量之间的关系。在有三种细菌

的所有样品中，给定稀释液中预期细胞数量与实际测得的细胞数量呈

线性关系。
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使用的耗材

组件 说明 货号

雾化室废液管 N0773111

铁离子储备液 1000 ppm铁离子溶液，125 mL N9303771 

50 nm金纳米粒子 1e7粒子 /mL，25 mL N8151035

PFA样本瓶 1 mL，一组 10个
2 mL，一组 10个

N0777403
N0777404

铁含量与细菌长度之间的关系

以三种菌株中细胞内平均铁含量对每种菌株的测试长度作图。

菌株长度可用作衡量细菌数量的指标。图 4 表明了细菌细胞
中铁含量与其长度之间呈线性关系。

结论

本次试验证明，单细胞 ICP-MS 法可以准确定量单个细菌细胞
中的铁含量。此外，此方法还可以提供细菌培养物中的单个

细胞内铁分布信息。所建立的分析方法可以为严格控制细菌

细胞的总铁含量提供支持。SC-ICP-MS 法还可用于在不同应激
条件下生长的细菌细胞中铁含量分布的测定。
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橙色 /红色（直径 1.30 mm）、
PVC材质、扩口泵管、一组 12个


