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摘 　要 　　磷脂脂肪酸 (PLFA)是活体微生物细胞膜的重要组分 ,不同类群的微生物可通过不同的生化途

径合成不同的 PLFA。一些 PLFA 可作为分析微生物量和微生物群落结构变化的“生物标记”。在土壤微生物分

析中 ,越来越多地采用了 PLFA 方法。本文介绍了表征微生物的一些 PLFA、从土壤中提取 PLFA 的方法以及用

GC2MS分析 PLFA 的原理。本文还将常用的研究微生物多样性的几种方法进行了比较。传统的分析土壤微生

物群落的方法依赖于培养技术 ,只能培养和分离出一小部分微生物群落 ;Biolog 方法可用于研究土壤微生物群

落生理多样性 ,即可反映微生物群落如何利用各种碳源底物 ,但对快速生长和适合在 Biolog 实验条件下生长的

小部分群落成员有强烈的选择性 ;核酸分析方法的主要缺点是不能对土壤微生物进行定量分析 ;而 PLFA 方法

相对于上述几种方法有诸多优势。本文通过一些实例证明 PLFA 方法的特色或独到之处 ,也分析了其缺点。

采用 PLFA 方法并结合其他方法有助于获取土壤微生物群落多样性的更多和更全面而完整的信息。
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　　土壤微生物参数很可能最早被用于表征土壤质

量[1 ] 。土壤微生物群落的组成和活性很大程度上决

定生物地球化学循环、土壤有机物的代谢过程以及

土壤的肥力和质量[1 ] 。传统上 ,土壤微生物多样性

研究多依赖于培养方法和显微技术 ,即采用选择性

培养基从土壤样品中分离出纯菌株后进行鉴定 ,获

得可培养微生物的种类和数量信息。但该方法存在

以下缺点 : (1)许多土壤微生物是不可培养的 ,分离

鉴定到的微生物只占土壤微生物总数的 1 %～

10 % ,因此 ,通过该传统方法只能得到微生物群落信

息的极小部分[2 ] 。(2) 只能了解可培养的极少数微

生物数量和群落结构 ,具有选择性且不能对大多数

土壤微生物定量研究[3 ] 。(3) 对于微生物群体相互

作用研究的贡献很小[3 ] 。

目前 ,磷脂脂肪酸 ( PLFA) 分析被广泛地应用于

土壤微生物多样性研究。磷脂是所有生物活细胞重

要的的膜组分 ,在真核生物和细菌的膜中磷脂分别

占约 50 %和 98 %[4 ] 。PLFA 是磷脂的构成成分 ,它

具有结构多样性和生物特异性 ,土壤中 PLFA 的存

在及其丰度可揭示特定生物或生物种群的存在及其

丰度。磷脂在细胞死亡后快速降解 (厌氧条件下约

需2 d ,而好氧条件下约需 12～16 d) [5 ] ,故用以表征

微生物群落中“存活”的那部分群体。总之 ,通过对

PLFA 的定量测定可完成对了解微生物活细胞生物

量的测定 ,并可通过根据 PLFA 分析的种类了解土

壤微生物群落结构。

1 　PLFA 可以作为土壤微生物标记物

　　生物标记物可分为通用生物标记物 ( General

biomarkers)和特定生物标记物 (Specific biomarkers) 两

类。通用生物标记物可反映总生物量。如 PLFA、酯

链磷脂脂肪酸 ( EL2PLFA) 的总量可用于了解土壤微

生物总生物量[6 , 7 ] 。革兰氏阳性和阴性细菌中均含

有单不饱和脂肪酸 (MUFA) ,但在革兰氏阳性细菌中

它们对总 PLFA 的相对贡献很少 ( < 20 %) ,所以MU2
FA 可用作革兰氏阴性细菌的通用生物标记[8 ] 。甲
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烷营养细菌特征性 PLFA 的总量可被当作甲烷营养

菌生物量[9 ] 。

特定生物标记物表征特定微生物。总 PLFA 谱

中某些特征脂肪酸分别对细菌、真菌和放线菌是特

异的[10 ,11 ] ,且在大多数情况下 PLFA 的某专一类型

在某一土壤微生物分类中占优势。直链脂肪酸广泛

分布在微生物中。细菌除含有在其他生物中常见的

直链脂肪酸 ,如油酸或顺型异油酸 (十八碳2112烯酸

(顺) ,简写为 18∶1ω7) 外 ,还含有一些独特的脂肪

酸 ,如具有分支、β2羟基和环丙基的脂肪酸[12 ] 。MU2
FA(单不饱和脂肪酸) (特别是 18∶1ω7) 是具有厌

氧 - 去饱和酶途径的真细菌的特征脂肪酸[1 ] 。支链

脂肪酸 (异、反异和支链的) 主要发现于革兰氏阳性

菌和革兰氏阴性的硫酸盐还原菌、Cytophaga 和黄杆

菌属 ( Flavobacterium) 中[13 ] ,而环丙基脂肪酸常见于

革兰氏阴性菌株和革兰氏阳性厌氧菌株[8 ] 。非酯链

脂肪酸 (NEL2PLFAs) 是鞘酯、缩醛磷脂和其他氨基

磷脂的组分。鞘酯已发现存在于拟杆菌属 ( Bac2
teroides) / 黄杆菌属中[14 ] 。缩醛磷脂主要存在于梭状

芽孢杆菌属等厌氧细菌中[15 ] ,只有很少数的好氧和

兼性厌氧细菌含有缩醛磷脂[15 ,16 ] 。在第 10 个碳上

有甲基支链的脂肪酸是放线菌所特有的[17 ] 。多不

饱和脂肪酸 ( PUFA) 只存在于蓝细菌 (cyanobacteria)

中 ,并被认为是原核生物的特征性脂肪酸。真菌菌

丝中已检测出存在长链非酯链羟基取代脂肪酸[18 ] 。

特定生物标记物的数目随着所研究的脂肪酸的

增多而增加。特定生物标记物应该代表某一单独的

属或种 ,且在土壤中的浓度应该较大 ,这样才能便于

检测数量少的细菌[19 ] 。可作为特定生物标记物的

一些脂肪酸列于表 1。

表 1 　表征微生物的 PLFA[4 , 15 ,16 , 20～24 ]

Table 1 　PLFA characterizing microbes

微生物类型 Microbial group 磷脂脂肪酸标记1) Phospholipids fatty acid signatures

细菌 Bacteria in general

含有以酯链与甘油相连的饱和或单不饱和脂肪酸①(如 15∶0、i15∶0、a15∶0、16∶0、

i16∶0、16∶1ω5、16∶1ω9、16∶1ω7t、17∶0、i17∶0、a17∶0、cy17∶0、18∶1ω5、18∶1ω7、18∶

1ω7t、i19∶0、a19∶0 和 cy19∶0 等)

革兰氏阳性细菌 Gram2positive bacteria 含有多种分枝脂肪酸②

革兰氏阴性细菌 Gram2negative bacteria 含有多种羟基脂肪酸③

厌氧细菌 Anaerobes cy17∶0、cy19∶0

好氧细菌 Aerobes 16∶1ω7、16∶1ω7t、18∶1ω7t

硫酸盐还原细菌 Sulfate2reducing bacteria 10Me16∶0、i17∶1ω7、17∶1ω6

甲烷氧化菌 Methane2oxidizing bacteria 16∶1ω8c、16∶1ω8t、16∶1ω5c、18∶1ω8c、18∶18t、18∶1ω6c

嗜压/ 嗜冷细菌 Barophilic/ psychrophilic bacteria 20∶5、22∶6

黄杆菌 Flavbacterium balustinum i17∶1ω7

芽孢杆菌 Bacillus spp . 各种支链脂肪酸④

放线菌 Actinomycetes 10Me16∶0、10Me17∶0、10Me18∶0 等

真菌 Fungi 含有特有的磷脂脂肪酸⑤(如 18∶1ω9、18∶2ω6、18∶3)ω6、18∶3ω3)

蓝细菌 Cyanobacteria 含有多不饱和脂肪酸⑥(如 18∶2ω6)

微藻类 Microalgae 16∶3ω3

原生动物 Protozoa 20∶3ω6、20∶4ω6

脱硫细菌 Desulfobacteria cy18∶0 (ω7 ,8)

硫细菌 Sulfobacteria i17∶1ω5、10Me18∶1ω6、11Me18∶1ω6

脱硫弧菌 Desulfovibrio i17∶1ω7c、i15∶1ω7c、i19∶1ω7c

脱硫叶菌 Desulfobulbus 17∶1ω6、15∶1

　　1) i、a、cy 和Me 分别表示异、反异、环丙基和甲基分枝脂肪酸 ;ω、c 和 t 分别表示脂肪端、顺式空间构造和反式空间构造 i , a , cy and Me refer

to iso , anteiso , cyclopropyl and methyl branching fatty acids , respectively ;ω, c and t refer to the aliphatic end , cis configuration and trans configuration , respec2

tively1 ①Containing saturated or monounsaturated fatty acids linked to glycerol with ester ; ②Containing a variety of branched fatty acids ; ③Containing a variety

of hydroxylated fatty acids ; MUFA ; ④Various branched chain fatty acids ; ⑤Containing specific PLFAs ; ⑥Containing polyunsaturated fatty acids
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2 　PLFA 的提取

PLFA 的提取和测定是 PLFA 分析的关键。

PLFA 的提取主要采用简单提取、扩展提取和商用微

生物鉴定系统 (MIDI)提取等方法[1 ] 。

211 　简单提取

简单提取用于提取酯链磷脂脂肪酸 ( EL2
PLFA) 。基本过程如下[25～30 ] :

(1) 脂类抽提 :按 018∶1∶2 的体积比向土样中

先后加入磷酸盐缓冲液 (011 mol L - 1 ,pH 710) 、氯仿

和甲醇 ,所加试剂的具体量一般根据 1 g 土壤加1 ml

氯仿的原则 , 再根据所用的土壤作适当的改

变[31 ,32 ] 。于暗处剧烈振荡 2 h ,离心。将上清液转

移到干净试管内 ,先后加入磷酸盐缓冲液和氯仿 ,剧

烈振荡 ,静置过夜。液体分为两相 ,膜脂分布于氯仿

层 (下层)中。用氮气吹干或不吹干直接进行下一步

固相抽提。

(2) 固相抽提柱层析分离脂类 :将第 (1) 步萃取

得到的下层提取液上样于硅酸键合固相抽提柱

(Silicic acid bonded solid2phase2extraction column ,SPE2
SI) ,分别用氯仿、丙酮和无水甲醇洗脱可将脂类裂

解并分离出中性脂、糖脂和磷脂[32 ,33 ] 。将含磷脂部

分 (即甲醇部分)用氮气吹干。

(3) 磷脂的碱性甲醇水解和皂化 (甲基化) :磷

脂溶于甲苯∶甲醇混合液和 012 mol L - 1氢氧化钠的

甲醇溶液 ,于 37 ℃温育 15 min ,冷却至室温后用己

烷∶氯仿混合液、1mol L - 1乙酸和蒸馏水[31 ,32 ,34 ]萃

取 ,上层有机相即为磷脂脂肪酸甲酯 (FAME) 。

212 　扩展提取

采用碱皂化的方法 ,虽然能保护对酸敏感的脂

肪酸如带有环丙基支链的脂肪酸 ,但是不能完全释

放带有氨基的羟基脂肪酸。而酸催化的水解虽然能

更有效地释放带有氨基的羟基脂肪酸 ,却会引起环

丙基脂肪酸的降解。采取扩展提取方法[33 ,35 ]可克

服这个问题。该方法可用于提取包括 EL2PLFA 和

非酯链磷脂脂肪酸 (NEL2PLFA)在内的全部 PLFA。

(1) 用与简单提取方法相同的操作方法从土壤

样品中抽提脂类、将磷脂从脂类中解离出来并用碱

性甲醇水解和皂化。

(2) 将皂化产物上样于氨丙基键合 SPE 柱

(Aminopropyl2bonded SPE2column , SPE2NH2) ,分别用

氯仿和 2 %乙酸的甲醇溶液洗脱得到总磷脂脂肪酸

甲酯和未皂化酯。总磷脂脂肪酸甲酯再经 SPE2NH2

柱层析、先后用己烷∶二氯甲烷混合液和二氯甲烷∶

乙酸乙酯混合液 (9∶1) 洗脱得酯链未取代脂肪酸

( EL2UNSFA) 、酯链羟基取代脂肪酸 ( EL2HYFA) 。

(3) 用苯磺酸键合 SPE 柱 (Benzenesulphonic2
acid2bonded SPE column , SPE2SCX)层析将 EL2UNSFA

分离为酯链饱和脂肪酸 ( EL2SATFA) 、酯链单不饱和

脂肪酸 ( EL2MUFA) 和酯链多不饱和脂肪酸 ( EL2
PUFA) 。

(4) 未皂化酯经酸水解后进一步 SPE2NH2柱层

析 ,分离得到非酯链未取代的脂肪酸 (NEL2UNSFA)

和非酯链羟基取代脂肪酸 (NEL2HYFA) 。

扩展提取简略步骤见图 1。

图 1 　扩展提取步骤简图

Fig1 1 　Extended extraction steps
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213 　MIDI(Microbial identification systems)方法

除上述方法外 ,有些研究者还用 MIDI来提取和

分析脂肪酸[13 , 36 ] 。采用的操作方法包括用皂化/ 裂

解液将脂肪酸从脂类中裂解出来、在 80 ℃下加入甲

醇盐酸溶液使脂肪酸甲基化形成 FAME、提取

FAME、气相色谱 ( GC) 分析等几个步骤[14 ] 。最后用

MIDI 开发商提供的自动程序软件对 FAME 进行分

析。所提取的脂肪酸包括来自有生活力的细胞脂类

和可能部分来自于细胞外的脂类[1 ] 。

MIDI提取和简单提取方法由于其简单性、可同

时处理大量的样品而被广泛应用于土壤微生物群落

研究[37 ] 。用简单提取方法和 MIDI 方法提取土壤

PLFA 得到的脂肪酸谱相似[38 ] ,一般有 20～48 种脂

肪酸 ,最多可达 72 种 ,其中直链脂肪酸和不饱和脂

肪酸分别占 15 %～25 %和 30 %～50 % ;甲基分枝脂

肪酸占 25 %～40 %。采用扩展提取方法检测到的

PLFA 的数量介于 200 至 400 种之间 ,且显示出不同

地点、不同耕种方式的土壤中脂肪酸总量和种类数

以及百分比分布有显著差异[39 ,40 ] 。NEL2PLFA 占总

PLFA 量的 21 %～25 % , EL2SATFA 和羟基取代脂肪

酸 (包括 EL2HYFA 和NEL2HYFA)也大量存在。有一

些微生物对群落的贡献很小 ,用简单提取方法得到

的 PLFA 谱图很可能体现不出这部分微生物的存

在 ,而扩展提取方法可以得到更详细的信息[41 ] 。采

用 MIDI、简单提取、扩展提取方法得到的 PLFA 在表

征微生物群落组成中存在一定的差异 (表 2) 。

表 2 　采用 MIDI、简单提取、扩展提取方法得到的 PLFA在表征微生物群落组成中的差异 [1 ]

Table 2 　Difference between PLFAs extracted with the MIDI method , simple method and extended method in characterizing composition of microbial communities

项目 Items MIDI 简单提取 PLFA Simple PLFA 扩展提取 PLFA Extended PLFA

区分两种群落的能力 (利用多变量统计方法) √ √ √

生物量判定的适用性 √ √

表征整个群落结构中所有单个组分的能力 √

表征酯链脂肪酸以外的其他脂肪酸的能力 √ √

测得的土样中脂肪酸种类 < 50 < 50 (偶尔 70) 200～400

检测脂肪酸和分子中脂质之间关联的能力 酯链脂肪酸 酯链及非脂肪酸

检测土壤提取物中低浓度的已确定的脂肪酸的能力 √

检测土壤提取物中特异脂肪酸的能力 √

已知生物体中特征脂肪酸的数目 很少 很少 大量

广泛出现在谱图中的脂肪酸之间的相关性 高 高 正常

鉴定引起微生物群落改变的生物体的能力 √

3 　PLFA 的测定

经提取得到的 PLFA 的分析方法经历了不断完

善的过程。Jeffrey 等[31 ]将 FAME 氢化后 ,加入一定

量的十九碳脂肪酸甲酯做内标 ,然后用气液色谱法

检测。Rajendran 等[42 ]将提取得到的 FAME 先经过

薄层色谱法纯化 ,然后用 GC 分析 ,比较样品和标准

物质的保留时间 ,大致确定各峰代表什么物质 ,然后

采用气相色谱 - 质谱联用技术 ( GC2MS) 分析确定双

键或环丙基的位置以及 PLFA 的几何结构。

上述方法均存在一定的问题而被淘汰 ,目前

PLFA 的分析测定基本上都采用准确、方便和快捷的

GC2MS 方法。毛细管柱采用 50 m ×012 mm ×

0133μm(Hewlett2Packard 5890 系列 ⅡGC 系统) 、30 m

×0125 mm ×0125 μm ( HP6890 GC 系统 ) 、60 m

×01132 mm×25μm(Hewlett Packard HP6890)几种规

格[6 , 31 , 32 , 43 ] ; 载 气 一 般 用 氦 气 , 流 速 018 ～

112 ml min - 1 ; 进样口和检测器温度分别维持在

250 ℃和 300 ℃左右 ;电子冲击能常规采用 70 eV ;柱

温采用程序升温法[6 , 31 ] 。各种参数对分离效果均

有影响 ,柱长越长 ,理论塔板数越高 ,分离越好 ,但也

不能太长 ,否则柱效降低 ,且需要很高的进口压力 ;

柱内径越小 ,柱效越高 ;柱温太高有损分离 ,太低拖

长保留时间 ,因此选择柱温时要综合考虑多方面因

素 ;进样口温度必须足够高 ,以便迅速蒸发样品 ,而

不使效率因注射技术而受到损失 ,另外 ,该温度又必

须足够低以避免热分解和重排 ;温度对检测器的影

响很大程度上取决于所用检测器的类型 ,一般检测

器的温度应该足够高 ,以不使样品或液相发生冷凝。
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GC2MS 分析中需要使用标准样品。所使用的标

准样品一般是 C42C24混合标准样品 ,也有采用内标

样品的 , 如 Zelles 和 Bai 分别用二甲基二硫醚

(Dimethyl disulphide , DMDS) 、二甲基呃唑啉 (4 , 42
dimethyloxazoline , DMOX) 、三甲基硅烷 ( Trimethyl2
sylilation , TMSi)作为内标测定 MUFA、PUFA 和 PLOH

(羟基取代脂肪酸) / UNSFA(未取代脂肪酸) [24 ] 。

4 　PLFA 方法的特色

PLFA 方法是一种快速、可靠而可重现的分析土

壤微生物群落结构的方法 ,可用于表征在数量上占

优势的土壤微生物群落 ,包括不可培养微生物。该

方法最适合用作总微生物群落分析 ,而不是专门的

微生物种类的研究[44 ] 。总结起来 , PLFA 方法有如

下优点 : (1)检测环境样品中微生物群落时 ,可避免

由培养和直接的计数方法引起的问题。(2) 不仅可

用于检测土壤样品 ,还可用于检测沉积物、水和腐殖

质中微生物多样性。(3) 相对容易且能快速处理大

量样品。(4)与传统方法相比 ,能更精确地测定微生

物的生物量。(5) PLFA 谱图包含了磷脂结构的详细

信息 ,可利用这些信息研究微生物群落结构和微生

物的代谢条件。

不同的土壤微生物多样性研究方法均有各自的

特色和优缺点。如 Biolog 分析是一种群落水平生理

特性分析方法 ,它基于微生物利用碳源能力的不同 ,

利用 Biolog 系统来研究微生物功能多样性[45 ,46 ] 。

该方法对快速生长和适合在 Biolog 实验条件下生长

的小部分群落成员有强烈的选择性 ,而且被测试的

底物不能准确地代表出现于生态系统中的底物类

型[45 ] 。因此 ,Biolog 反应特征只能粗略地代表实际

土壤微生物群体的底物利用动力学特征。核酸分析

方法可对土壤微生物 (包括那些占土壤微生物绝大

多数的不可培养微生物) 群落结构进行全面调查。

核酸分析方法中最常用的是基于 PCR 的核糖体

DNA 分析方法 ,该方法的主要缺点是不能对土壤微

生物进行定量分析 ,且在对 SSU rDNA 扩增中存在一

定的偏差[47～49 ] 。PLFA 方法的特色或独到之处可用

以下应用实例说明[31 ,50～53 ] :

Yao 等[52 ]以中国红壤作为研究对象 ,用 Biolog

和 PLFA 两种方法评价不同肥力和耕种历史的土壤

样品的微生物生物量和群落结构差异 ,发现虽然两

种方法都能提供群落结构差异的信息 ,但是 PLFA

较 Biolog 方法能更准确、更客观全面地反映出不同

肥力和耕种历史的土壤中微生物量和群落结构差

异。Biolog 方法需要经过实验室培养过程 ,得到的

结果不总是与土壤微生物数量或微生物量有关 ,且

在 Biolog 方法的结果中未能将真菌和慢速生长的细

菌考虑在内 ,鉴于真菌在酸性土壤中的重要性 ,这对

于像酸性红壤中微生物多样性的研究而言未免是有

缺陷的 ,而 PLFA 方法没有这些缺陷 ,且可根据总

PLFA 量得出与土壤有机质和肥力的相关性。作者

认为 ,PLFA 方法对于评价广谱群落差异 (Broad2spec2
trum community differences)和微生物群落与土壤肥力

的相关性方面是理想的方法。Abasiofiok 等[31 ]使用

Biolog 和 PLFA 两种方法检测田间和温室条件下土

壤的群落结构 ,发现后者比前者在定性检测群落结

构方面更敏锐 ,这可能是因为 Biolog 只反映一部分

群落的代谢活性 ,而 PLFA 方法反映整个群落的代

谢活性。另外 ,作者还比较了同样能反映整个群落

结构的 DGGE(变性梯度凝胶电泳) 和 PLFA 方法 ,认

为DGGE方法较 PLFA 方法耗费更多的人力和时间。

Ibekwe 等[53 ]利用 Biolog、PLFA、DGGE 三种方法 ,使

用一溴甲烷、异硫氰酸甲酯、1 ,3 - 二氯丙烯 (1 ,32D)

和三氯硝基甲烷几种熏蒸剂探讨了熏蒸对土壤微生

物群落的影响 ,其中土壤微生物群落在熏蒸处理后

的恢复能力用 PLFA 等方法来检测。结果显示 Bi2
olog得到的数据较另两种方法得到的数据变化更

大 ,表明 PLFA 和DGGE方法在检测群落组成和群落

结构方面比 Biolog 方法更敏锐。Schutter 等 [51 ] 用

PLFA 和直接计数法两种方法检测休耕土地以及耕

种土地的微生物生物量 ,也发现 PLFA 比直接计数

法在检测群落结构和生物量方面更敏锐、准确。

当然 ,PLFA 方法也存在以下缺点 : (1) 尚未确立

土样中所有生物的特征脂肪酸 ,并且在很多情况下 ,

还无法完全确定土样中某些特定脂肪酸和特定的微

生物或微生物群落的对应关系。细菌和真菌产生完

全不同量的 PLFA ,脂肪酸的类型及含量可能随生长

条件和环境污染情况 ,如空气湿度、pH 值、重金属污

染、空气污染、油污染等而变化[54～57 ] ,因此它们并

没有严格的专一性。因此 ,可能引起错误的群落指

征。(2) PLFA 方法不能在菌种和菌株 (strain)的水平

鉴别出微生物的种类。(3) 古菌不能使用 PLFA 谱

图进行分析 ,因为它的极性脂质是以醚而不是以酯

键的形式出现[58 ] 。(4) 在一些贮存样品的研究中 ,

发现平板计数结果稳定增加 ,而 PLFA 测定的生物

量却保持不变。Haldeman 等[59 ]认为这是因为可培

养的那部分微生物数量增加引起的 ,但是主成分分
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析 (Principal component analysis , PCA) 结果却表明群

落结构并没有发生变化。Kieft 等[23 ]的研究也发现

菌种数量在培养过程中随时间呈现出很大的不同 ,

但其 PLFA 总量却保持恒定。这种现象目前还没有

令人满意的解释[19 ] 。

PLFA 方法已经广泛地应用于土壤微生物多样

性研究 ,用于揭示植被[60 ,61 ] 、作物栽培及土地管理

方式[51 ,62～64 ] 、有机污染物[50 ,65 ,66 ] 、重金属[67～69 ] 、季

节变化[70 ] 、气候条件[71 ,72 ]及其他方面[73～75 ]等诸多

因素对土壤微生物群落结构和生物量的影响 ,所获

得的结果有些是其他土壤微生物多样性研究方法无

法获得的。鉴于该方法固有的缺点 ,为获取土壤微

生物群落多样性的更多和更全面而完整的信息 ,宜

联合使用多种微生物多样性研究方法[76 ] ,如 Bode2
lier 等[75 ]综合采用 PLFA 和 PCR2DGGE方法 ,比较清

楚地了解了水稻土壤中甲烷氧化菌群落结构。
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PLFA ANALYSIS AND ITS APPLICATIONS IN THE STUDY OF SOIL MICROBIAL DIVERSITY

Yan Hui1 　Cai Zucong2 　Zhong Wenhui1 ,2

(1 College of Chemistry and Environmental Science , Nanjing Normal University , Nanjing 　210097 , China)

(2 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture , Institute of Soil Science , Chinese Academy of Sciences , Nanjing 　210008 , China)

Abstract 　Phospholipid fatty acids are major constituents of the membranes of all living cells , and different groups of mi2
croorganisms synthesize different varieties of PLFA through different biochemical pathways. Thus some PLFAs can be used as

“bio2signatures”to analyze changes in microbial biomass and microbial community structure. Currently the PLFA method is more

and more used in soil microbial analysis. An introduction was made by the authors to some PLFAs characterizing microorganisms ,

methods to extract PLFAs from soils and the principle of using GC2MS to analyze PLFAs. Besides , comparison of the PLFA

method was conducted with some other commonly used methods. The traditional method , which analyzes soil microbial communi2
ty structure , depends on culture technology and it is able to culture and separate a small number of microbial communities ; the

Biolog method is used to investigate physiological diversity of soil microbial communities , i . e. how the microbial communities

potentially utilize a range of carbon substrates , but it is of high selectivity to the small fraction of microbial communities that grow

fast or fit the Biolog experimental conditions ; and the main shortcoming of nucleic acid analysis lies in that it can’t make quanti2
tative analysis of soil microbes. However , compared to those methods mentioned above , the PLFA analysis has a number of ad2
vantages. The characteristics of the PLFA analysis have been demonstrated in this article with several practical examples , and

some disadvantages of the PLFA analysis have been analyzed. By using the PLFA method combined with some others , more com2
prehensive and integrated information about the diversity of soil microbial communities can be obtained.

Key words 　Soil microbe ; Phospholipid fatty acid (PLFA) ; Biomass ; Community structure ; GC2MS; Diversity
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