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典型农田土壤的磷脂脂肪酸分析方法的比较

付晓倩　黄巧云　陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以湖北省武穴市典型农田土壤为研究对象,对现有的磷脂脂肪酸(PLFA)提取方法加以改进,分别通

过设置不同甲醇萃取时间、不同土壤样品量梯度以及不同正己烷溶解量梯度以确定磷脂脂肪酸提取过程中的甲

醇萃取效率、最适土样量和最适溶解量.试验发现,甲醇开始萃取得到的待测样品即为目标样品,用于PLFA提

取的武穴典型农田土壤最适提取量为２g,用２５０μL正己烷溶解的待测样品经检测能够得到有效完整的磷脂脂

肪酸数据.为验证改进后的磷脂脂肪酸提取方法的效果,进一步分析了武穴地区种植不同农作物(一季稻、双季

稻和油菜)的农田土壤微生物组成,结果表明,该方法的稳定性和重复性良好,能够反映武穴地区典型农田土壤

的微生物群落结构.
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　　典型农田土壤中存在丰富的微生物,微生物群

落直接或间接影响着土壤的肥力及养分转化等[１],
农田土壤微生物群落的研究已经成为国内外微生物

生态学的研究热点之一[２Ｇ３].由于栖息在结构复杂

的土壤中的微生物种类繁多、个体微小、生长状况各

异,各类微生物间紧密联系,且许多微生物是不可培

养的,仅靠实验室现有的纯培养技术只能分离获得

适应于实验室培养条件的微生物,而这些仅仅只占

环境微生物种类的１％~１０％[４],使得土壤微生物

群落结构的研究受到一定的限制.
随着科学技术的不断进步,研究微生物群落结

构与功能的方法趋于多样化[５Ｇ６].生物标记物是指

在细胞代谢或其他生理活动过程中出现的化学类物

质,是一类与细胞增殖有关的标志物,例如生物细胞

膜上的磷脂脂肪酸.生物标记物法是针对某一种物

质进行提取,再对该种物质进行测定,以反映生物量

差异,避免了其他条件对测定带来的影响[７].由于

磷脂脂肪酸(phospholipidfattyacids,PLFA)几乎

是所有活体细胞膜的主要成分,代谢速率极快且随

细胞死亡而迅速降解,以PLFA 为生物标记物的研

究方法已成为较为成熟的微生物多样性研究手段之

一[８Ｇ１０].本研究对现有PLFA提取方法加以改进和

比较,对土壤肥力高的典型农田土壤进行PLFA 提

取,探讨提取及检测过程中影响PLFA 含量差异的

各种操作条件,以期为典型农田土壤微生物的提取

及检测方法提出改良性建议.

1　材料与方法

1.1　材　料

典型农田土壤取自湖北省黄冈市武穴的油菜地

和水稻高产示范区,当地属亚热带季风性湿润气候,
年平均温度为１７．６℃.取农田表层０~２０cm 土壤

并混匀,多点取样,去掉石块、植物残体等杂物,装入

塑封袋后尽快运回实验室,于－７０℃保存,冷冻干

燥后１周内完成PLFA测定.
所有的有机试剂均为 HPLC色谱纯,化学试剂

为分析纯.内标为十九酸甲酯(C１９),磷脂商品固

相萃 取 小 柱 (CNWBOND SiSPE Cartridge,５００
mg,３mL)购自上海安谱科学仪器有限公司.玻璃

器皿先用无磷洗涤剂清洗,然后用自来水润洗８次

后,再用去离子水润洗３次,最后放入４００℃的马福

炉中烘烤４h.其他器皿均为特氟隆材料.清洗时,
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先浸于１０％的盐酸２４h,然后超声波洗涤,最后按清

洗玻璃器皿的方法进行自来水和去离子水润洗.
1.2　试验方法

从－７０℃的冰箱中取出冷冻干燥后的土壤样

品,用体积比为１∶２∶０．８的氯仿Ｇ甲醇Ｇ柠檬酸缓冲

液作为提取剂[１１],对脂肪酸依次进行过柱分离、甲
酯化之后,再以１０μL０．５mg/mL的十九酸甲酯作

为内 标,通 过 带 有 MIDI峰 识 别 软 件 的 Agilent
N６８５０气相色谱进行测定.

１)SPE小柱分离效率检测.为了确定提取过

程中所采用的商用萃取(SPE)小柱的磷脂脂肪酸分

离效率,验证经过甲醇过柱萃取５s内得到的磷脂

脂肪酸与甲醇过柱萃取５s后得到的磷脂脂肪酸是

否均为待测磷脂脂肪酸,取６g土壤进行独立试验,
并上机检测.

２)最适提取量的确定.为了确定土壤样品的最

适提取量,A和B两份土壤样品分别取１、２、４、６g
进行PLFA的提取,加入足量的提取剂(２５mL)以
保证不同样品量的土壤样品都能得到充分的提取.
在进行PLFA检测时,用１００μL正己烷溶解.

３)最适溶解量的确定.在 PLFA 进行气相色

谱测定 时,脂 肪 酸 甲 酯 (fattyacid methylesters,

FAME)用正己烷溶解的体积决定气相色谱的进样

浓度.为了确定合适的正己烷溶解体积,在确定土

壤样品的最适提取量后,随机取１份最适提取量的

土壤样品进行 PLFA 提取,在检测前分别用１７０、

２００、２５０μL的正己烷溶解.

４)方法可行性的验证.在分别确定土壤样品的

最适提取量和正己烷最适溶解量后,分别选择武穴

市不同农作物(油菜、一季稻、双季稻)的土壤样品进

行PLFA提取及测定,以验证该提取方法的普遍适

用性.

2　结果与分析

2.1　SPE 小柱分离效率

经过甲醇过柱萃取５s内的待测磷脂脂肪酸检

测得到的单体PLFA 数为４５个,没有多余杂质,而
经过甲醇过柱萃取５s后的待测脂肪酸中检测得到

的单体PLFA则增加到了７１个.如图１所示,在甲

醇萃取前后５s得到的待测脂肪酸样品在保留时间

图１　经甲醇萃取５s内(A)和５s后(B)的气相色谱峰图

Fig．１　Themeteorologicalchromatographicpeakfiguresin５seconds(A)andafter５seconds(B)bymethanolextraction

２
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和具体的脂肪酸种类上存在差异.图１A 中,占整

个脂肪酸含量５％以上的有１６∶０,１６∶０１０ＧmethＧ
yl,１８∶１ω９c,１８∶１ω７c和１９∶０cycloω７c,均比内

标C１９的响应值低;图１B 中,占整个脂肪酸含量

５％以上的则有１５∶０iso,１５∶０anteiso,１６∶１ω７c,

１６∶０,１６∶０１０Ｇmethyl,１８∶１ω９c,１８∶１ω７c,且响

应值增加.经甲醇萃取５s内及５s后得到的脂肪

酸样品中共有的PLFA 分别占９８．６１％和９６．７８％,
前者得到的脂肪酸种类基本都能在后者的脂肪酸样

品中被检测到,且经甲醇萃取５s后得到的样品中

的脂肪酸种类和响应值均有显著增加,说明甲醇萃

取５s后得到的脂肪酸样品为PLFA提取得到的主

要待测样品,而甲醇萃取５s内得到的脂肪酸样品

也是待测样品的一部分,并无杂质干扰.综上,商用

SPE小柱效果较好,甲醇的洗脱速率较快,能得到

较高的小柱分离效率.因此,在使用商用SPE小柱

进行甲醇萃取时,为了得到充分完整和足量的脂肪

酸样品,建议在甲醇过柱后立即对过柱样品进行收

集,最好不要停顿.
2.2　土壤中 PLFA 含量的分析

在１g土壤样品 A 中检测得到的单体 PLFA
数为６９个,而在２g土壤样品 A 中则检测到７０个

单体PLFA数,４g土壤样品 A 中单体PLFA 数则

增加到了７５个,６g土壤样品 A中单体PLFA数比

１g土壤样品 A中多８个,然而４g和６g土壤样品

A的PLFA 在进行气相色谱测定时过载,因此数据

可信度未知.不同梯度质量(从低到高)的土壤样品

A检测得到的 PLFA 总量分别为２１２．６５、１８４．７０、

２２３．８４和１０７．５４nmol/g.１g土壤样品B中的单体

PLFA数为６３个,而２g土壤样品B中检测得到的

单体PLFA数增加到７５个,４g土壤样品B中的单

体PLFA数比１g土壤样品B多１６个,６g土壤样

品B中则检测到多达８２个单体PLFA,与土壤样品

A 类似,４g和６g土壤样品B在进行PLFA检测时

也过载,也导致了数据的不可信.不同梯度质量(从
低到高)的土壤样品B检测得到的PLFA 总量分别

为１６２．１０、１５２．４１、１４４．８９和９６．７６nmol/g.由以上

结果可见,从检测的科学性来看,２g冻干土壤能够

充分满足此类高产典型农田土壤PLFA的提取.
2.3　不同溶解量下的 PLFA 含量分析

如表１所示,在进行气相色谱检测前,１７０μL
正己烷溶解的待测PLFA 样品被检测到含有５２个

单体PLFA,土壤中的PLFA含量为７５．２４nmol/g,
而２５０μL正己烷溶解的待测 PLFA 样品经检测,
总PLFA 含量为１２２．８３nmol/g,含有５０个单体

PLFA,２００μL正己烷溶解下的待测PLFA 样品所

示结果却普遍较低.尽管分别经１７０μL和２００μL
正己烷溶解的样品中显示的PLFA 总量比较近似,
但２５０μL正己烷溶解下的样品所显示的总 PLFA
含量却最高,表明微小的正己烷溶解量变化即能引

起检测结果的巨大差异,且适当的高溶解量能够提

高PLFA的检测效率.
表１　不同正己烷溶解量对PLFA的检测效果

Table１　ThedetectionresultsofPLFAdissolvedbydifferentvolumesofhexane

溶解体积/μL
Dissolved
volumes

质量/g
Mass

脂肪酸的响应值

Response
ofFAMEs

C１９响应值

Response
ofC１９

单体PLFA数

Thenumberof
PLFAmonomer

总PLFA/
(nmol/g)

TotalPLFA

共有PLFA/(nmol/g)
PLFAhave
incommon

百分比/％
Percent

１７０ ２．０００ ５６０２８３ ５９５７４ ５２ ７５．２４ ７３．３４ ２．５３
２００ ２．０２１ ３８１４４３ ４３２１３ ４５ ６９．８８ ６７．６６ ３．１８
２５０ ２．０１６ ５７３０２４ ３７０２６ ５０ １２２．８３ ９９．２２ １９．２２

2.4　同一地区不同种类农作物土壤微生物群落

分析

　　１)不同土壤样品中磷脂脂肪酸结构.磷脂脂肪

酸根据碳原子个数进行命名,脂肪酸通常被分为直

链、直链反单烯(tranＧ)、支链饱和等６类[１２].脂肪

酸经甲酯化后形成脂肪酸甲酯(FAMEs),它们又可

分为:羟基取代的脂肪酸(OHFAMEs)、单不饱和

脂肪酸(MUFA)、酯连接多聚不饱和脂肪酸(PUＧ
FA)等[１１].图２为不同土壤样品中存在的结构不

同的主要脂肪酸甲酯分析结果,结果表明,种植不同

农作物的农田土壤中不同结构的脂肪酸类型虽然相

似,但具体含量差异明显.武穴市油菜地土壤中直

链、支链饱和及单不饱和脂肪酸、多不饱和脂肪酸含

量均比水稻田土壤高,种植一季稻土壤中的各项脂

肪酸含量最低.

２)不同土壤样品中微生物群落结构.据特征性

脂肪酸对不同种类微生物的指征[１３Ｇ１６],对检测到的

PLFA进行分类,并对比了同一地区不同农作物(一
季稻、双季稻、油菜)土壤样品中的微生物群落结构

信息,结果如图３和图４所示.

３
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　MUFA:单不饱和脂肪酸;PUFA:多不饱和脂肪酸;Straight:

直链脂肪酸;Branched:饱和支链脂肪酸.MUFA:MonounsatＧ

uratedfattyacids;PUFA:Polyunsaturatedfattyacids;Straight:

Straightchainfattyacids;Branched:Branchedchainfattyacids．

图２　不同土壤样品的主要磷脂脂肪酸含量

Fig．２　Themainphospholipidfattyacid
contentsofdifferentsoilsamples

　　图３显示,革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的微

生物含量在种植水稻及油菜的土壤中有显著差异.
油菜地土壤样品中的革兰氏阳性菌及阴性菌含量均

比水稻田土壤高,一季稻土壤样品的各项含量最低,

３种农作物土壤样品中的革兰氏阴性菌含量均比革

兰氏阳性菌高.
从图４可以看出,种植不同农作物的农田土壤

样品中的微生物及原生动物含量也有明显差异,油
菜地土壤样品除了真菌含量外,细菌、放线菌及原生

动物的含量均为最大值,而真菌在双季稻土壤中含

量最高,一季稻农田土壤的微生物及原生动物含量

均为最低.结果表明革兰氏阴性菌更适合在农田土

图３　不同农作物土壤中革兰氏阳性菌、阴性菌含量

Fig．３　ThecontentsofgramＧpositiveand
negativebacteriaindifferentcropsoils

图４　不同农作物土壤中原生动物及微生物群落结构

Fig．４　Theanalysisofmicrobialcommunity
structureindifferentcropsoils

表２　种植不同农作物的农田土壤磷脂脂肪酸检测结果的变异系数

Table２　Thevariationcoefficientofphospholipidfattyacidsdataofdifferentcropsoils

项目

Items
一季稻

SingleＧcroppingrice
双季稻

DoubleＧcroppingrice
油菜

Oilseedrape

PLFA总量 TotalPLFA ３．８２ ９．２０ ３．０８
革兰氏阴性菌 GramＧnegativebacteria ３．６１ ９．５０ ４．４０
革兰氏阳性菌 GramＧpositivebacteria ０．５７ ８．８９ ４．０４
真菌 Fungi ８．１６ １０．６４ ２．２２
放线菌 Actinomycetes １．１３ ９．２１ ４．６７
细菌 Bacteria １．４０ ８．９８ ４．１０
原生动物 Protozoa ３１．６８ １１．９３ ８．６１
直链脂肪酸 Straight １．８６ ９．０４ ４．３５
饱和支链脂肪酸 Branched ０．４４ ９．０３ ３．８２
MUFA ４．３１ １０．４３ ５．０５
PUFA ３２．６９ １２．１５

４
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壤中生存,细菌在３种农田土壤中都是优势菌类,放
线菌为第２大优势菌群.在农田管理系统下的土壤

中,原生动物及微生物类群随着种植作物的不同而

呈现出不同的含量变化.

３)对种植不同农作物的农田土壤磷脂脂肪酸数

据精密度的评估.为了验证上述试验过程中的技术

改进对农田土壤中磷脂脂肪酸分析的影响,通过对

该地区种植水稻、油菜的农田土壤样品的磷脂脂肪

酸进行分析(表２),结果表明:一季稻中原生动物及

PUFA的变异系数高于３０％,可能受到外界环境影

响较大,这２项指标数值相对较低.而种植其他作

物的农田土壤样品检测结果的变异系数普遍较低

(低于１５％),在磷脂脂肪酸数据分析中属于可信

范畴.

3　讨　论

磷脂脂肪酸分析方法是一种快速有效且重现性

高的分析土壤微生物群落结构的方法,可用于表征

包括不可培养微生物在内的土壤微生物群落的结

构[１７].对于磷脂脂肪酸的提取,在甲醇萃取步骤

中,在甲醇刚开始淋洗即可收集待测样品,这与小柱

分离效率、有机溶液的浸润及甲醇的特异性亲和力

有关[１８].在进行磷脂脂肪酸气相色谱分析前,使用

２５０μL正己烷溶解待测样品能够较好地满足测定

要求,且可以得到比较完整的测定数据.由于气相

色谱柱容量有限,过高的进样量会导致过载,影响分

离效果,并影响设备的正常使用,所以用适当体积的

溶剂稀释样品,合适范围的响应值可使磷脂脂肪酸

检测效果达到最佳.
对于武穴市典型农田土壤样品,取２g土样可

以充分满足土壤中 PLFA 的提取要求.由于农业

利用土壤系统是在人为控制下进行肥料和水分的供

给,典型农田土壤的有机质及相关肥力指标普遍较

高,而土壤中的高含量腐殖质和有机质可能会影响

磷脂脂肪酸的提取效果,因而２g典型农田土样已

足够用于 PLFA 的提取.吴愉萍等[１９Ｇ２０]研究了不

同质量土壤对 PLFA 方法的影响,结果表明,随着

土壤样品质量的增加,检测到的 PLFA 越多,但并

不呈线性相关,说明合适的土样量对试验结果很重

要;在武穴地区土壤样品的磷脂脂肪酸提取过程中,

２g是最适土壤样品量,在甲醇一开始萃取即可收

集待测样品,在样品检测前,２５０μL正己烷溶解待

测样品即可得到信息完全的检测数据.

经过改良后的磷脂脂肪酸提取和检测方法普遍

适用于武穴地区种植不同农作物的农田土壤的磷脂

脂肪酸分析,且重复性和准确率较高.相应的数据

表明种植不同农作物的农田土壤微生物种类接近但

含量存在显著差异,说明不同农作物的生长及气候

可能对农田土壤微生物群落变化有一定影响.因

此,在研究同一地区的农田土壤微生物群落时,应考

虑农作物种类的差异,并可以将不同农田土壤进行

对比研究.
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Comparisonofmethodsforextractingphospholipid
fattyacidsintypicalfarmlandsoils

FUXiaoqian　 HUANGQiaoyun　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThetypicalfarmlandsoilofWuxueinHubeiProvincewascollected．BasedonthephosＧ
pholipidfattyacid (PLFA)extractionmethodexisted,wesetdifferentmethanolextractiontime,soil
sampleweightandhexanedissolvedvolume．Theresultsshowedthatthephospholipidfattyacidswere
extractedfromthestartofthemethanolelution．TheoptimalweightofthesoilinWuxuetypicalfarmＧ
landsystemwas２．０g．Thephospholipidfattyacidmethylestersdissolvedin２５０μLhexanewereproved
toprovidethemostcompleteresult．Thefurtheranalysisofthemicrobialcommunitystructureinsoilsof
differentcropsinWuxuewereconductedtoverifytheeffectoftheadjustedPLFAextractionmethod．
Theresultshowedthatthismethodwasofgoodstabilityandrepeatability,reflectingthediversityofsoil
microbialcommunitystructureintypicalfarmlandofWuxue．

Keywords　farmlandsoil;phospholipidfattyacids;microbialcommunity;methodsforextracting
phospholipidfattyacids
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