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摘要;应用磷脂脂肪酸谱图分析技术对微生物群落进行定量分布3克服了传统的微生物培养方法和显微技

术的局限性E介绍了磷脂脂肪酸谱图分析方法及其在微生物生态学领域中的应用3包括对微生物群落的生

物量F群落结构F营养状况和新陈代谢活动等方面的研究E
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定量描述微生物群落是微生物生态学的难题之一XJYZ应用传统的微生物培养方法和显微技术4需要在

选择性培养基上培养微生物4即首先从环境样品中分离出纯菌株4再对该菌株进行一系列的生理生化分

析Z这类传统方法存在着以下缺点H[操作费时费力I\平板计数本身存在着不准确性XPYI]大部分土壤微

生物是不可培养或者非活性的XNYZ因此4通过传统方法只能提供微生物群落信息的一小部分4分离鉴定到

的微生物只占环境微生物总数的 KWĴ _JK̂ X‘YZ

?7$(!和 :$",*)2XS4UY于 PK世纪 TK年代末4RK年代初发展了磷脂脂肪酸O37&-37&*$3$,1)((2)+$,4

89:6Q谱图分析技术4对微生物群落进行定量分析4成功地克服了传统方法的缺点Z用 89:6方法定量分

析微生物群落的生物量和群落结构不需要进行微生物纯培养4虽然它不能在菌种和菌株O-(%)$"Q的水平鉴

别出微生物的种类4但是能够依靠脂肪酸谱图定量描述整个微生物群落4是一种快捷a可靠的检测方法XTYZ

b cdef谱图分析方法简介

89:6谱图分析方法的原理基于磷脂几乎是所有生物细胞膜的重要组成部分4细胞中磷脂的含量在

自然条件下O正常的生理条件下Q恒定XRY4其长链脂肪酸的形式gg磷脂脂肪酸可作为微生物群落的标记

物XMYZ此外4磷脂不能作为细胞的贮存物质4在细胞死亡后会很快降解4可以代表微生物群落中h存活i的那

部分群体XUYZ但是古菌不能使用 89:6谱图进行分析4因为它的极性脂质是以醚而不是酯键的形式出

现XJKYZ

89:6谱图发生变化更多的是源于样品中微生物的组成和生物量发生变化I生物体内细胞中磷脂的

含量通常可认为相对显著恒定XJJYZ不过4磷脂含量并非绝对不变4例如温度的变化就会影响膜脂Z温度的增

加会带来磷脂双分子层流动性的增加4这会导致形成磷脂非双分子层相4进而影响细胞膜的渗透性Z89:6
成分发生适应性变化以改变膜的流动性变化是生物体内消除这些影响的机制之一XMYZ营养状况的变化也

有可能改变磷脂的含量4有学者对此进行了相关研究XJPY4不过目前还很少见到这方面的报道Z
不同菌群的 89:6特征谱图不同4在高度专一性基础上具有多样性XJNY4可以作为微生物群落中不同群

体的标记物XJ‘YZ因为各种菌群的微生物生物量和群落组成很难与其他样品相同4所以每种样品具有独特的

89:6谱图O包括 89:6总量a组成Q4即具有专一性I不同样品的谱图之间差别很大4即具有多样性Z磷脂

构成的变化能够说明环境样品中微生物群落结构的变化4可以对微生物群落进行识别和定量描述XJY4并为

进一步的研究提供相关信息Z细菌的生物量O;)+(89:6-Q可以通过以下 89:6的总含量估算H$JSjK4)JS

jK4JSjK4$JUjK4JUjJkM4JUjJkT(4$JTjK4)JTjK4JTjK4JRjJkT4和 +2JMjKZ真菌的生物量则

通过 JRjPkU的含量估算ZJRjPkUj;)+(89:6-被用来代表土壤中真菌与细菌生物量的比率XJSYZ也有研

究表明可用 JUjKOJKl!Q4JTjKOJKl!Q4JRjKOJKl!Q4$JSjK4)JSjK4$JUjK4$JTjK和 )JTjK的总

含量来估算革兰氏阳性菌的含量4JUjJkS4JUjJkT(4JUjJkM4+2JTjK4JRjJkS4JRjJkT和 +2
JMjK的总含量来估算革兰氏阴性菌的含量XJUYZ

89:6谱图分析首先要提取出磷脂脂肪酸4用气相色谱O常与质谱联用4mnLloQ检测得到 89:6谱

TTSJR期 齐鸿雁等H磷脂脂肪酸谱图分析方法及其在微生物生态学领域的应用
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图!再使用统计方法进行分析"
磷脂脂肪酸的提取一般使用 #$%&’和 ()*+法,-./!0’%1*,2/!3*1*+4*5和 6$7&,8/等人都在此基础上提出

过改进方法"基本步骤包括9提取脂质!硅胶柱分离磷脂甲醇分解3:;<"=>;+?41*&@A+B等人评估了提取过

程中使用不同的提取缓冲液!不同的提取和消化时间!不同的样品提取量!不同的脂质材料消化量的效

果,-C/"DE+*5F>3*1*+4*5等人对筛分!贮藏和培育温度对土壤微生物群落 3:;<谱图的影响进行了研

究,8/"
大部分 3:;<研究中都使用气相色谱与质谱连用!分析脂肪酸甲酯G也有人使用液相色谱来分析完整

的磷脂脂肪酸H%51@I1J’?4J’?$%J%BK而无需甲醇分解磷脂脂肪酸的步骤"L%@4?5&;@5&等人就直接比较了气

相色谱和液相色谱这两种不同的检测方法!结果表明在微生物区分和识别上用液相色谱检测完整的磷脂

脂肪酸效果更好,-8/"
由 于生命现象的复杂性!3:;<谱图分析主要采用多元统计方法!包括主成分分析HJ+%5I%J@$

I?MJ?5*51@5@$)4*4!3N<K,-!8!-O/P部分最小二乘法识别H(Q3:DK和标准判别式分析HR(<K,SO/等G其中主成

分分析方法最为常用"此外!构造人工神经元网络H5*7+@$5*1T?+U!VVK解释 3:;<谱图也具有很高的准

确率,S-/"

W XYZ[谱图分析方法在微生物生态学领域的应用

在微生物生态学研究中!3:;<谱图分析方法主要被应用于检测环境样品的微生物生物量P群落结

构P营养状况和新陈代谢活动等"

W\] 土壤样品分析

3:;<方法已经被成功应用在不同农业与林业土壤的检测上"由于土壤之间成分十分相似!仅仅依靠

成分分析来区分是非常困难的"以化学组成为基础的3:;<方法从土壤微生物中提取出3:;<4!作为其群

落组成的标记!可以清楚的识别出与特定土壤作物相关联的微生物群落" %̂5’7@D?5&等人对基于分析

3:;<谱图的土壤识别模式进行了探索!对种植不同作物H牧草!西红柿!稻谷!杏仁!棉花!无花果!胡桃木

等K的土壤成功的进行了分类识别,SO/"D>N>0%$U%54?5等人用3:;<谱图确定了挪威云杉林中微生物群落

与树木根系的关系!他们想要证明9微生物群落结构或其生理状况是由树冠层HI@5?J)K下的生理状况所决

定的"最后在忽略湿度影响的情况下得出的结论是9树冠层下土壤生理环境的不同导致了微生物群落空间

分布的不同,SS/"3*1*+D@*1+*等人研究了挪威云杉与桦树混合林中土壤微生物群落的空间差异!结果表明!
云杉比桦树对 3:;<谱图的影响更大!并且成为主成分分析中的第一影响因素G比较实验表明!尽管树种

对土壤湿度和地面植被的影响也不同!但是它们对土壤微生物的影响很大程度上与两种树的土壤有机质

含量相关,S_/"=>;+?41*&@A+B等人则运用磷脂的总含量检测了不同有机成分土壤的微生物生物量,-C/"此

外!;+@5I%4I?L> ‘N@$B*+?<5等人用 3:;<谱图分析研究了模拟耕种行为对微生物群落的短期影响!发现

其对长期耕种土地的影响比对荒地的影响要小的多,Sa/"
除了受植被P土壤成分影响外!土壤微生物群落的生物量和群落结构还受诸多环境因素的影响!这些

均可通过 3:;<谱图反映出来"泥炭地是全球碳循环中碳的重要储备库!其微生物矿化过程中形成的温室

气体H例如 Nba和 VSFK会释放到大气中影响全球气候,S2!Sc/"d5&e@+D75B’等人使用 3:;<谱图分析评估

了瑞典北方两块泥炭地上微生物群落结构和总生物量的差异,-O/"<f@4%?g%?Uh>df*UT*等人利用 3:;<
谱图和碳利用方式相结合的方法来分析田间和温室条件下的土壤微生物群落结构,-/"i@U等人研究了大气

中 NFS对土壤微生物群落结构和功能的影响,S./"R%I’@+B(>#@+B&*11等人应用 3:;<分析了大气升温对

陆生生态系统模型中土壤微生物群落的发展和生物功能H根据微生物活性和 V的矿化K的影响G此生态系

统模型模拟了自然的陆生植物群落!特意将土壤中可利用的营养变少"研究结果显示大气升温对低营养条

件下的土壤微生物群落的发展及其行为的影响不大,SC/"R%I’@+B(>#@+B&*11等人研究了季节变化和土壤

肥沃程度对土壤微生物的影响G结果表明!季节变化对 3:;<谱图的影响与土壤矿物氮和水分的含量有

关!并且发现真菌在低肥力的土壤生化过程中发挥的作用更大,S8/"
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在污染物研究中!"#$%谱图分析是一种灵敏度很高的检测方法!但是也容易受其他非研究对象的有

毒物质和环境因素&例如土壤水分!温度!碳利用度!’(等)的影响*在实验室研究中!通常将这些因素标准

化&+,-./-0/123/)以消除干扰4567*8-1.-"3..-.3.等人模拟酸雨和重金属条件!研究它们对林地土壤微生

物群落结构各自作用和协同作用的影响4597*:;$0<+,3=->0/等人用不同浓度的重金属污染林地的腐殖质

土壤和农业耕地!然后检测其 "#$%组成!对这两种土壤微生物群落的磷脂脂肪酸成分?生物量和活性进

行了研究45@7*%;A-0BCD3BE3等人探讨了熏蒸对土壤微生物群落的影响!土壤微生物群落在熏蒸处理后

的恢复能力用 "#$%和变性梯度凝胶电泳&/3.-,F01.==0-/13.,=3G3G3H,0<’I<03+1+!JKKL)等方法来检

测*结果表明熏蒸剂 A3M0对土壤微生物群落具有很大的影响4557*(;L;J1HB3.+等人用氯仿熏蒸沼泽和

林业土壤来控制微生物群落!发现最初群落的组成比熏蒸处理对最终微生物群落组成的影响更大45N7*
以中国的红壤作为研究对象!黄昌勇曾用 "#$%等方法研究了 O种不同肥力和耕种历史的土壤样品

微生物的生物量和群落结构45P7*
目前在国内的研究中!对 "#$%方法的应用还不普遍*唐玉霞等人曾采用平板计数法!简单结合细胞

磷脂脂肪酸分析!评价了不同培养基分析筛选土壤细菌的效果45Q7*黄昌勇等人用"#$%总含量测算过土壤

样品的微生物生物量!研究了在控制条件下!不同含水量与杀虫剂的加入与否对稻田土壤部分性质的影

响*结果表明含水量对土壤磷脂含量等指标产生显著影响!而加入杀虫剂!这些指标不发生显著变化45R7*

STS 沉积物样品分析

江?海等沉积物的微生物区系由复杂的微生物群落组成!能够完成主要的矿化反应!这对营养元素的

循环和一大部分深海食物链的形成具有重要作用*使用 "#$%谱图分析方法能够获得有关沉积物中微生

物生物量和群落结构的信息!沉积物样品可以不进行处理!也可以是冷冻或冻干的*J;U;VI1,3等人于

9WRW年进行了提取磷脂来确定河口沉积物微生物生物量的研究4P7!X<D30,(;$1./G-Y等人于 9WOW年用

磷脂分析法测定了深海沉积物中的微生物生物量45O7!为人们提供了一种分析沉积物样品的简便方法*

STZ 其他样品分析

J3D<0-IA;A<GG等人用"#$%谱图研究了温度对饮用水生物滤器上微生物群落结构的影响!对生物

滤器的净化效果进行分析45W7*[;KF323..3H等人将不同组成的人工培养基放置到深海热液&IY/0<,I30\-G)
区域!暴露一段时间后用 "#$%谱图分析方法研究长出的细菌群落4957*J-]1/U;VI1,3和 X<D30,(;

$1./G-Y用 "#$%方法和其他方法相结合!分析生物膜上捕食&’03/-,1<.)效应对微生物生物量?群落结构?
营养状况?新陈代谢活动的影响4997*

ST̂ 营养状况研究

从纯培养研究中可知!膜脂易受环境条件影响_因此!群落中微生物种的组成不是决定 "#$%谱图的

唯一可变因素4W7*KFHB30,等人研究发现一些处于饥饿状态的海洋细菌的微细胞&由细菌细胞不正常分裂

产生的)中反式单烯酸脂肪酸&,0-.+\<.<3.<1H‘-,,Y-H1/)的含量增加49@7*
多聚aba羟基链烷酸酯&"(%)是在生物体不平衡生长状况下产生的内源贮存性物质*X<D30,(;

$1./G-Y和 J-]1/U;VI1,3应用测定磷脂?"#$%和多聚aba羟基链烷酸酯&"(%)相结合的方法来分析细菌

的营养状况4N67!取得了良好的效果*

STc 新陈代谢活动研究

"#$%谱图分析在脂质提取前把放射性基质加入到样品中!对微生物进行计数和标记!可以用来测定

新陈代谢活动49N7*用9NU直接标记!即把9NU引入微生物的脂质!标记的和未标记的 "#$%都通过气相色谱

检测!单独的9NUa"#$%通过收集脂肪酸燃烧后产生的9NUd@来确定*使用9NUa"#$%分析!能获得单独使用

传统 "#$%分析无法获得的信息!被应用于混合微生物群落的基质新陈代谢研究中*
磷脂在细菌单一培养生长时具有新陈代谢活性4N97*总磷脂的新陈代谢活性是许多脂质新陈代谢活动

的结果4N@7*"3,30X<+G3]等人用9NU基质放射性标记和脂质分析来研究环境样品中的新陈代谢活跃细菌4R7*
此外!J;U;VI1,3等人使用5@"标记磷脂!检测沉积物微生物的新陈代谢活动4P7*
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每一种分析方法都有其自身的优!缺点"#$%&谱图分析方法虽然不能在菌种和菌株的水平精确的描

述环境中微生物的种类’但是能定量描述环境样品中的微生物群体’并且操作相对简便’是一种快捷!可靠

的分析方法()*"#$%&在进行群落结构等方面研究时’尽管温度等其他非研究因素的变化也会引起 #$%&
谱图变化(++*’进而影响到实验结果’但是可以通过将环境因素标准化来解决这一问题"
此外’在一些贮存样品的研究中’发现平板计数结果稳定增加’而 #$%&测定的生物量却保持不变"

,-./01-2等人假设这是因为可培养的那部分微生物数量增加引起的’但是 #3&的分析结果却表明群落

结构并没有发生变化(45*"67089等人的研究也发现纯菌种数量在培养过程中随时间呈现出很大的不同’但

其 #$%&总量却保持恒定(44*"这个现象目前还没有令人满意的解释’可能存在着 #$%&技术无法反映而

平板计数法却可以反映的群落变化或其他现象:如数量增加’生理变化等;(4<*"
在实际研究中’#$%&谱图分析还常常与其他方法共同使用’以获得更为准确的分析结果"=-72-

#022-202等人就同时使用分析 #$%&谱图与测定微生物耐受能力两种方法’探讨了两种污染梯度下’重

金属长期沉积对针叶林土壤微生物群落的影响>既克服了 #$%&谱图易受非研究因素影响的缺点’又保证

了测定的高灵敏度(5?*"
本文简要介绍了 #$%&谱图分析技术及其在微生物生态学研究中的应用"在建立细菌进化史和分类

学的生化基础等其他领域的研究中’#$%&分析方法也被证明十分有效(4@A4B*"随着#$%&谱图分析方法的

应用越来越广泛’其自身也在不断地得到改进!发展’相信在今后的研究工作中该方法将会发挥越来越大

的作用"
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