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土壤微生物群落结构分析中磷脂脂肪酸法和
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摘　 要　 分别用磷脂脂肪酸法（ＰＬＦＡ）和温和碱性甲酯化法（ＥＬ）对同一土壤样品脂肪酸（ＦＡｓ）进行提取，结
果表明，ＥＬ 法提取到更多种类的短链和长链 ＦＡｓ，且总 ＦＡｓ 含量是 ＰＬＦＡ 法的 ３ 倍；两种方法提取的细菌、真
菌和放线菌的相对含量存在显著差异．此外，在定量计算时，基于“内标对比法”与“直接计算法”计算值之间

的差异得到校正系数 􀭵Ｋ，用于定量值的校正．经检验，借助校正系数可使定量结果更准确．
关键词　 土壤微生物群落， ＰＬＦＡ 法， ＥＬ 法， 校正系数．
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土壤微生物群落对整个生态系统具有重要作用，因此有关其结构及多样性的研究是近年来土壤生

态学研究的热点［１］ ．磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡｓ）作为磷脂的一种，在不同的微生物类群（如细菌、真菌、放线菌）
中有所不同，其水解释放的脂肪酸（ＦＡｓ）组成的差异可以反映微生物群落结构的差异［２⁃３］ ．因此，一些从

土壤中提取 ＰＬＦＡｓ 的方法和技术被广泛用于土壤微生物群落结构的研究［４⁃７］ ．提取 ＰＬＦＡｓ 常用的方法

有两种：磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）法和温和碱性甲酯化（ＥＬ）法．ＰＬＦＡ 法由 Ｂｌｉｇｈ 等［８］ 创建，该方法是用有机

试剂从土壤中萃取活体微生物细胞 ＰＬＦＡｓ，然后水解释放 ＦＡｓ，经硅胶柱纯化后再甲酯化形成脂肪酸甲

酯（ＦＡＭＥｓ，Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒｓ）来反映微生物群落结构．ＥＬ 法由 Ｓｃｈｕｔｔｅｒ 等［９］提出，该方法运用氢氧

化钾⁃甲醇溶解微生物细胞膜，ＰＬＦＡｓ 水解释放 ＦＡｓ，被甲酯化后形成 ＦＡＭＥｓ．目前，关于两种方法的提取
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重复性、提取组分的产量、组分比例及提取效果等方面的比较很少，需更多的实验数据补充验证［６，９⁃１０］ ．
土壤微生物 ＦＡＭＥｓ 常用气相色谱⁃质谱联用仪（Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣ⁃ＭＳ）进行

分析，并可通过“内标对比法”（既加内标又结合外标作对照）进行准确定量［１１⁃１３］ ．但在实际应用中，提取

的混菌 ＦＡｓ 中有很多组分并没有相应的纯品物质作外标对照；另外，多数研究只用外标或只加内标，借
用样品含量和峰面积呈正比的原理（下文称“直接计算法”）进行定量［１４⁃１５］，造成测定结果会有一定的偏

差．其原因是不同组分即使含量相同，在同一检测器中的响应值（峰面积）也并不相同，同时“直接计算

法”定量结果还受仪器灵敏度不同等的影响［１１］ ．
本文采用 ＰＬＦＡ 法和 ＥＬ 法对同一土样进行 ＦＡｓ 提取，从定性和定量两方面比较了二者在提取 ＦＡｓ

时的差异；在定量分析时，基于“内标对比法”和“直接计算法”存在差异这一事实，提出校正系数，并对

只能用于“直接计算法”的组分进行校正，使得没有纯品作为对照的 ＦＡｓ 仍能准确定量．这将为土壤微生

物群落结构分析时在方法选择及定量计算方面提供参考．

１　 材料和方法

１．１　 土样的采集及保存

将田间采集的 ０—１５ ｃｍ 土层的土样过 １ ｍｍ 筛，混匀，于－２０ ℃冰箱中保存待用．
１．２　 土壤 ＰＬＦＡｓ 的提取

分别用 ＰＬＦＡ 法和 ＥＬ 法对相同土壤样品中的微生物 ＦＡｓ 进行提取． ＰＬＦＡ 法采用修正的 Ｂｌｉｇｈ⁃
Ｄｙｅｒ［８］方法，ＥＬ 法采用 Ｓｃｈｕｔｔｅｒ 和 Ｄｉｃｋ 的方法［９］，每种方法重复 ４ 次．

ＰＬＦＡ 法可概括为 ３ 步：（１）提取：提取液（氯仿∶甲醇∶柠檬酸缓冲液 ＝ １∶２∶０．８）提取 ２ 次，合并上清

液后加 ｐＨ ４．０ 的柠檬酸缓冲液和氯仿，振荡 １ ｍｉｎ，静置过夜．保留下层液，即氯仿相（包含磷脂），氮气

吹干后用氯仿溶解．（２）分离：将氯仿溶解的样品置于活化的硅胶柱内，依次用 ５ ｍＬ 氯仿、１０ ｍＬ 丙酮、
５ ｍＬ甲醇洗脱，收集甲醇相，氮气吹干后用 １．０ ｍＬ 甲醇∶甲苯（体积比＝ １∶１）混合液溶解．（３）甲酯化：加
０．２ ｍｏｌ·Ｌ－１ 氢氧化钾⁃甲醇溶液，涡旋振荡后于 ３７ ℃下保温 １５ ｍｉｎ，依次加去离子水、１．０ ｍｏｌ·Ｌ－１冰醋

酸中和溶液，混匀后加正己烷，涡旋 ３０ ｓ，离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液，氮气吹干后用正己烷溶解．
ＥＬ 法可概括为 ２ 步：（１）提取：加 ０．２ ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钾⁃甲醇溶液提取土样，振荡温育 １ ｈ．（２）甲酯

化：加 １．０ ｍｏｌ·Ｌ－１的冰醋酸中和样品．随后加正己烷，离心，取上层正己烷相，氮气吹干后溶解在正己

烷∶甲基叔丁基醚溶液（体积比＝ １∶１）中．
每份提取液中均加一定比例的 １ ｍｇ·ｍＬ－１正十九烷脂肪酸甲酯作为内标物，同时用 ＳｕｐｅｌｃｏＴＭ ３７

ＦＡＭＥｓ 混标（购于美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司）作外标对照．
１．３　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析

提取液和外标同时用 ＧＣ⁃ＭＳ（Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０ Ａ⁃ ５９７５ Ｃ）进行检测分析．柱箱初始温度 ８０ ℃，保持

２ ｍｉｎ；以 ５０ ℃·ｍｉｎ－１升速至 １５０ ℃，保持 ２ ｍｉｎ；再以 ２．５ ℃·ｍｉｎ－１升速至 １９５ ℃，保持 ３ ｍｉｎ 后继续升至

２４０ ℃，保持 ５ ｍｉｎ．色谱柱为 ３０ ｍ × ２５０ μｍ × ０．２５ μｍ，载气为高纯氦气，每针进样量为 １ μＬ，分流比为

１０∶１．
１．４　 数据分析

ＰＦＬＡｓ 定性分析：根据 ３７ 种 ＦＡＭＥｓ 混合物 ＧＣ⁃ＭＳ 分析结果、已有的相关报道以及 ＭＩＤＩ 鉴定软件

对样品中 ＦＡｓ 定性．分别统计每种方法所测定的结果：（１）统计所有重复中 ＦＡｓ 种类总数以及剔除只在

一个重复中出现的 ＦＡｓ 后 ＦＡｓ 种类总数，分别记作：Ｎ、Ｎ－；（２）统计剔除前后每个重复中检测到的 ＦＡｓ
的种类数，并计算变异系数（变异系数＝标准差 ／平均值），分别记作 ｎ、ｎ－和 ＣＶ、ＣＶ－；（３）计算单样品的

代表性，分别用 ｎ ／ Ｎ 和 ｎ－ ／ Ｎ－来表示．
ＰＦＬＡｓ 定量分析：对在 ３７ 种 ＦＡＭＥｓ 混标中有相应对照的 ＦＡｓ 分别用“内标对比法”和“直接计算

法”计算．“内标对比法”计算公式：Ｗｉ样品 ＝
（Ａｉ ／ Ａｓ）样品

（Ａｉ ／ Ａｓ）对照

× Ｗｉ对照 ，其中：Ｗｉ样品 代表样品中待测组分 ｉ 的的

含量； （Ａｉ ／ Ａｓ）样品 代表样品中组分 ｉ 的峰面积与内标峰面积的比值； （Ａｉ ／ Ａｓ）对照 代表标准对照品中组
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分 ｉ的峰面积与内标峰面积的比值； Ｗｉ对照 代表标准对照品中组分 ｉ 的含量，此方法定量准确，但只能用

于对照品和样品中共同物质的定量；“直接计算法”公式： Ｗｉ样品 ＝
Ａｉ样品

Ａｓ样品

× Ｗｓ样品 ，其中： Ｗｉ样品 代表样品中

待测组分 ｉ 的含量； Ａｉ样品 代表样品中组分 ｉ 的峰面积； Ａｓ样品 代表样品中内标物峰面积； Ｗｓ样品 代表样品

中内标物的含量．由于两种方法对同一样品同一物质的含量计算上存在很大差异，因此本文提出了校正

系数 􀭵Ｋ ： 􀭵Ｋ ＝ ∑
ｎ

ｋ ＝ １

内标对比值
直接计算值

／ ｎ ，再对只能用于“直接计算法”的 ＦＡｓ 的含量值进行校正（下文称“校正

系数法”）： 校正值＝直接计算值× 􀭵Ｋ ，ＦＡｓ 的含量用 ｎｍｏｌ·ｇ－１（干土重 ＤＷ）表示．
统计检验：（１）利用 ｔ 检验来分析 ＰＬＦＡ 和 ＥＬ 两种方法所提取的 ＦＡｓ 的种类（ｎ、ｎ－）、单个重复提取

的代表性（ｎ ／ Ｎ、ｎ－ ／ Ｎ－）以及表征不同微生物类群 ＦＡｓ 相对含量的差异．其中表征细菌的 ＦＡｓ 有：Ｃ１５∶０、
ａ１５∶０、ｉ１５∶０、Ｃ１６∶０、ａ１６∶０、ｉ１６∶０、Ｃ１７∶０、ｉ１７∶０、ａ１７∶０、Ｃ１８∶０、ｃｙ１９∶０、ｉ１９∶０、１８∶１ω７ｃ；表征真菌的 ＦＡｓ 为

１８ ∶２ω６，９；表征放线菌的 ＦＡｓ 为 １０Ｍｅ ＦＡｓ［８］ ．（２）通过单因素方差分析来检验“内标对比法”、“直接计

算法”和“校正系数法”所得结果的平均值的差异．

２　 结果与讨论

２．１　 两种提取方法提取效果和所得 ＦＡｓ 种类的差异

对比提取的 ＦＡｓ 的种类（包括 Ｎ，Ｎ－，ｎ，ｎ－）以及单个重复提取的代表性（ｎ ／ Ｎ，ｎ－ ／ Ｎ－），ＥＬ 所得结果

均高于 ＰＬＦＡ 法，且 ｎ、ｎ－以及 ｎ ／ Ｎ 均表现为 ＥＬ 法显著高于 ＰＬＦＡ 法（表 １），这与 ＥＬ 法提取出更多种类

的短链 ＦＡｓ（如 Ｃ１１∶０、Ｃ１２∶０、Ｃ１３∶０、Ｃ１４∶０）和长链 ＦＡｓ（如 Ｃ２２∶０、Ｃ２０∶３、Ｃ２０∶２、Ｃ２３∶０、Ｃ２４∶ １）有关

（图 １），结果与其他人的研究结果一致．Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ 等［６］ 利用 ＥＬ 法提取到更多 ＰＬＦＡ 中未提取到的短链

ＦＡｓ（如 Ｃ１２∶０、Ｃ１４∶０）和长链 ＦＡｓ（如 Ｃ２０∶０、Ｃ２２∶０）．Ｄｒｅｎｏｖｓｋｙ 等［１０］研究也表明，ＥＬ 法提取的短链脂肪

酸（Ｃ＜１４）相对含量显著高于 ＰＬＦＡ 法．土壤腐殖质及植物残渣体中含有这些短链和长链 ＦＡｓ 也早有报

道［１６⁃１７］，因此 ＥＬ 法会提取到该类 ＦＡｓ，因而来源较多且复杂，被认为可反映土壤代谢史［１８］，而 ＰＬＦＡ 法

提取的 ＦＡｓ 只存在于活体微生物细胞膜上，反映的是土壤微生物群落的即时动态．
对比提取种类的变异系数（ ＣＶ、ＣＶ－ ），ＰＬＦＡ 法和 ＥＬ 法均较低，但在 ＥＬ 法中更低（表 １），与

Ｄｒｅｎｏｖｓｋｙ 等［１０］的研究结果并不一致，可能是提取的土壤样品不同造成的．此外，无论是 ＰＬＦＡ 法还是

ＥＬ 法，ＣＶ 较 ＣＶ－更低，与 Ｄｒｅｎｏｖｓｋｙ 等［１０］的研究结果一致．

表 １　 两种提取方法提取效果和提取脂肪酸种类比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＦＡｓ
ＰＬＦＡ 法 ＥＬ 法 Ｐ 值 ＰＬＦＡ 法 ＥＬ 法 Ｐ 值

ｎ １８ ４４．７５ ＜０．００１ ｎ ／ Ｎ ６２．０７％ ８４．４３％ ０．００９

ｎ－ １５．２５ ４１ ＜０．００１ ｎ－ ／ Ｎ－ ７６．２５％ ８７．２３％ ０．１６２

Ｎ ２９ ５３ ＣＶ １３．６１％ ３．３５％

Ｎ－ ２０ ４７ ＣＶ－ １６．３９％ ６．６０％

２．２　 定量方法间的比较

对样品和外标对照中共有的 ＦＡｓ（Ｃ１５∶０、Ｃ１６∶０、Ｃ１８∶０ 等）采用“直接计算法”、“内标对比法”和“校
正系数法”计算其含量．结果显示：校正值比直接计算值更加接近内标对比计算值，且绝大多数 ＦＡｓ 含量

的校正值和内标对比值无显著差异（ＰＬＦＡ 法中的 １８∶１ω９ｔ 和 ＥＬ 法中的 Ｃ１５∶０、Ｃ１６∶０、Ｃ１８∶０ 除外），而
直接计算值则显著低于另外两种方法计算值（ＥＬ 法中的 Ｃ１１∶０、Ｃ２２∶０、Ｃ２３∶０ 及 Ｃ２４∶１ 除外）（图 １）．“内
标对比法”是色谱定量中最常用的、也是最准确的定量方法［１１］ ．因此，无法用“内标对比法”进行定量的

物质（ｉ１２∶０、ａ１２∶０、ｉ１４∶０、ａ１６∶０、ｉ１６∶０ 等）可通过校正系数校正．该校正系数在计算中的应用，既克服了无

足够对照品的困境，又避免了“直接计算法”计算结果不准确的缺点，具有明显的优势（图 １）．
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图 １　 不同 ＦＡｓ 的 ３ 种计算方法值比较

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｖａｌｕｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＦＡｓ

２．３　 ＰＬＦＡ 法和 ＥＬ 法所提取微生物 ＦＡｓ 组分及含量的差异

不同方法提取出的土壤中 ＦＡｓ 组分及含量差异很大：ＥＬ 法提取的 ＦＡｓ 总量（２３７．１４ ｎｍｏｌ·ｇ－１ＤＷ）
是 ＰＬＦＡ 法提取总量（７２．５５ ｎｍｏｌ·ｇ－１ ＤＷ）的 ３．２７ 倍；细菌、真菌和放线菌在提取组分中的比例也存在

显著差异：ＰＬＦＡ 法提取的细菌 ＦＡｓ 占总提取脂肪酸的绝大部分（６０．７１％），其相对含量显著高于 ＥＬ 法

（３７．２３％），真菌 ＦＡｓ 和放线菌 ＦＡｓ 占提取总脂肪酸的 ２．４６％和 １２．１４％，显著低于 ＥＬ 法（分别是 ３．９２％
和 １５．６４％）（图 ２）．

图 ２　 ＰＬＦＡ 法和 ＥＬ 法所提取的不同微生物标记性 ＦＡｓ 相对含量的差异（∗０．０１＜Ｐ＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１）
Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ （ｍｏｌ％） ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ＦＡｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ

ＰＬＦＡ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＥＬ ｍｅｔｈｏｄ

其他研究也有类似报道，如：Ｄｒｅｎｏｖｓｋｙ 等［１０］ 研究表明 ＥＬ 法提取的 ＦＡｓ 的总量是 ＰＬＦＡ 法提取总

量的 ７ 倍之高，且 ＰＬＦＡ 法提取的细菌相对含量也显著高于 ＥＬ 法，真菌相对含量也显著低于 ＥＬ 法；
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Ｂååｔｈ［１９］研究也表明 ＥＬ 法提取真菌 ＦＡｓ 生物量显著高于 ＰＬＦＡ 法．产生此类结果的原因可能是 ＥＬ 提取

的 ＦＡｓ 来源较多且复杂，包括了活体微生物细胞膜 ＦＡｓ 以外的其他 ＦＡｓ，因此含量更高；此外，真菌含有

较大量的中性脂肪酸（ＮＬＦＡｓ），而 ＮＬＦＡｓ 只能被 ＥＬ 法提取，不能被 ＰＬＦＡ 法提取［１０］ ．

３　 结论

就 ＦＡｓ 组分定量而言，采用“校正系数法”可使得计算结果更加准确．就两种提取方法来看，二者各

有优劣，不同的提取方法得到的结果不同．ＰＬＦＡ 法的优点是由于提取的 ＦＡｓ 仅来源于活体微生物，因此

更能反映微生物群落结构的即时状态，缺点是对于土壤微生物混合菌群 ＦＡｓ 的提取而言，ＰＬＦＡ 法提取

条件苛刻、使用过多的危险试剂且步骤复杂、耗时长；ＥＬ 法优点是实验耗时短，更快速、廉价，适合在样

品量较大时采用；缺点是提取的 ＦＡｓ 来源较复杂，更主要反映土壤代谢史．
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