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摘 要: 磷脂脂肪酸( PLFA) 是重要的生物标志物之一，能够提供有关微生物群落结构的信息。将 PLFA 分析与稳定性同位

素13C 示踪技术结合( 13C-PLFA) ，可以指示微生物群落对于环境变化的响应及微生物群落间的相互作用。该技术在土壤生态

系统的研究中已得到广泛应用。本文主要基于13C-PLFA 技术的研究现状，介绍了该技术的原理和分析方法，举例阐述了13 C-
PLFA 技术在土壤微生物生态学中的应用，包括植物－土壤系统中碳的微生物利用、外源碳的微生物利用、污染物的微生物降

解以及在甲烷氧化菌等特定微生物群体的应用。同时分析了13C-PLFA 技术在应用中的优缺点，并展望了其未来应用。
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传统的土壤微生物研究通常需要分离纯培养

微生物，再通过微生物菌落的形态特征、生化性质

及基因对微生物进行分类和计数，但是通过纯培养

获得的土壤微生物菌落的数量仅占微生物总数的

0. 1%～1%［1］，所以传统培养方法研究土壤微生物

群落结构具有很大的局限性。随着微生物学研究

技术的发展，出现了一系列基于微生物生物化学和

分子生物学的研究方法。其中，磷脂脂肪酸( Phos-
pholipid fatty acids，PLFA) 作为生物标识物的方法，

在微生物群落结构研究中应用十分广泛［2］。磷脂

脂肪酸( PLFA) 存在于所有活体细胞的细胞膜中，

周转速率极快且随细胞死亡而迅速降解，不同的微

生物群落具有其特异的磷脂脂肪酸，可描述微生物

群落的结构概况［3－5］。但是，该方法无法将土壤微

生物群落组成与其功能相联系。近年来的研究表

明将稳定同位素13C 标记与分子生物学相结合是解

决这一问题的关键途径。其基本原理是将环境样

品暴露于稳定同位素13 C 富集的基质中，样品中的

某些微生物便能以基质中稳定同位素13 C 为碳源进

行代谢生长，稳定同位素进入微生物体内并参与合

成如核酸( DNA 和 ＲNA) 和细胞膜脂肪酸 ( 磷脂脂

肪酸、中性脂肪酸) 等物质，通过提取、分离、纯化、

分析这些被标记的生物标记物，从而了解微生物群

落的代谢功能［6］。虽然基于 DNA 和 ＲNA 的标记技

术( 13 C-DNA / 13 C-ＲNA) 能够提供比13 C-PLFA 更丰

富的有关微生物遗传学的信息［7］，但是13C-PLFA 以

其操作简单、能快速处理大量样品、灵敏度高被广

泛用于微生物的研究中［8］。本文分析总结了碳同

位素标记磷脂脂肪酸的分析方法，并对其在微生物

生态研究中的应用发展趋势进行探讨。

1 标记和分析方法

微生物在生长过程中会利用不同的外来碳源，

进而合成不同的 PLFA。通多对不同时段 PLFA 浓

度和类别变化的监测，可以判断外来碳源转化过程

中优势微生物群落结构的变化，结合对 PLFA 碳同

位素组成( 13C-PLFA) 的分析，建立与外来碳源同位

素组成的相互关系，可进一步识别不同碳源在其转

化过程中的方向和速率。另外，在较长时期的实验

中，标记物还可能进入微生物食物网中，从而研究

外源碳在土壤中的动态变化再通过分离提纯并测

定13C-PLFA，从而研究有机质碳源在土壤中的动态

变化和转化方向［9］。
稳定同位素的标记方法主要有两大类: 直接
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标记法 和 植 物 标 记 法。直 接 标 记 法 是 直 接 用 富

集13C 的碳源基质培养土壤微生物; 植物标记法通

过13C 标记植物后从而间接标记土壤微生物［10］。
直接标记法一般是将土壤样品直接暴露于富集13C
的基质中，研究以该种基质为碳源的微生物，可使

用固、液、气三种状态的稳定同位素富集基质。例

如通过13C 标记葡萄糖来研究土壤微生物对葡萄

糖这类简单碳源的利用［11］; 通过13C 标记有机化合

物探究土壤微生物对多环芳烃 ( PAHs) 等持续性

有机污染物 ( POPs) 的降解［12］; 利用13 C 标记甲烷

对各类甲烷氧化菌的研究，此外还可以将标记的

植物残渣或生物炭加入土壤样品中培养从而探究

土壤微生物对复杂碳源的利用。植物标记法多用

于研究根际土壤微生物，以此追踪碳在植物－土壤

系统中的流动，以及土壤环境变化对碳流的影响，

这类标记最常见的方式是使用气态13CO2 脉冲标记

或连续标记，其基本原理是将植物暴露于富含13CO2

的空气中，植物通过光合作用同化碳之后将其传

输到植物根部，然后以根系分泌物的形式释放到

土壤 中 从 而 被 根 际 微 生 物 利 用［13］。利 用13 C-
PLFA 方法便可分析参与利用根际沉积碳的土壤

微生物的类型、功能等。如图 1 是研究水稻根际

微生物利用光合同化碳的室内培养实验示意图。
另一类植物标记法是将标记的碳源直接注入植

物的叶子或根茎，这类碳源通常是低分子量化合

物如碳酸盐类、尿素、氨基酸等，这种方法最大的

优势是可以标记需要较大标记空间的植物，如树

木，并且 能 够 原 位 标 记 单 株 植 物［14］。以 上 两 种

方法均可 用 于 原 位 实 验 和 培 养 实 验 中。采 用 原

位标记实验可能会受到环境中复杂因素的影响 ;

而采用培育标记，因其与微生物生活的真实环境

存在差异，也会导致其与纯天然环境下的生物地

球化学过程的差异，所以研究者应根据自身需求

来调节标记方式。
磷脂脂肪酸的提取方法通常分为三步: 脂质提

取、脂质分离和脂质甲基化。即先通过 Bligh-Dyer 浸

提液［15］氯仿－甲醇－柠檬酸缓冲溶液( 体积比为 1 ∶2 ∶
0. 8) 萃取浸提土壤微生物脂肪酸，再通过硅胶柱纯化

及甲基化作用得到脂肪酸甲酯( FAMEs) 。研究发现

提取剂的种类及用量、土壤量及土壤类型等因素能够

影响 PLFA 的提取效率。Nielsen 等［16］比较了不同提

取剂对 PLFA 提取效果的影响，发现三氯甲烷+甲醇+
柠檬酸缓冲液( pH 为 4. 00) 对磷脂脂肪酸的提取效

率最高，而二氯甲烷+甲醇+磷酸缓冲液( pH 为 7. 40)

的提取效率最低。Fuhrmann 等［17］研究了不同的氯仿

稳定剂( 乙醇或 2－甲基－2－丁烯) 对提取效率的影响，

发现使用乙醇稳定氯仿可以防止某些脂肪酸的丢失，

而 2－甲基－2－丁烯作为氯仿稳定剂时部分不饱和

图 1 13C 标记水稻根际微生物实验示意图

Fig．1 Schematic diagram of 13C labeled rice rhizosphere microorganism
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脂肪酸和真菌标志物会丢失，并且磷脂脂肪酸总量

也会减少。刘艳青等［18］使用新鲜土壤和冷冻干燥

土壤对河滨缓冲带的土壤微生物群落结构进行研

究，发现冷冻干燥土壤样品的 PLFA 总量、微生物类

型均比新鲜土壤样品多，由此推断用冷冻干燥样品

更适合河滨缓冲带土壤 PLFA 的提取。此外，Dren-
ovsky 等［19］研究了土壤量对结果的影响，发现要得

到可靠的 PLFA 图谱，提取 PLFA 的土样量必须要

≥1. 1 g，因为土壤量过低可能会导致某些脂肪酸含

量过低而达不到检出限度。
PLFA 甲酯化后形成相应的脂肪酸甲酯( FAME) ，

用气相色谱－燃烧－同位素质谱仪( GC-C-IＲMS) 进行

FAMEs 分析及 δ13C 值的测定［20］。图 2 为 GC-C-IＲMS
主要组成部分示意图［21］。通过气相色谱柱对 FAMEs
进行分离，进入氧化柱，转化成二氧化碳，然后利用同

位素质谱仪测定相对于国际标准( PDB) 的同位素比

值，由此推算各 FAME 组分的 δ 值。

2 应用到植物－土壤系统中碳转化的
动态研究

植物－土壤系统中碳的流动及交换是碳循环的

重要组成部分，这一过程十分复杂，包括植物光合

产物在土壤中的运转及分解、植物和根际微生物相

互作用、植物枯枝落叶层转化成土壤有机质等［22］。
本节主要概述了利用13 C-PLFA 法追踪植物光合作

用固定的碳输入到土壤的过程，监测微生物群落结

构的动态变化，以评价环境条件对碳流的影响，并

确定此过程中利用光合同化碳的优势土壤微生物

种群。植物光合作用将碳固定后转移到植物根系，

再以根际沉积物形式将部分光合同化碳输入到土

壤，这类碳源是土壤微生物重要的碳源之一。这类

研究通常采用气态13CO2 标记法。Butler 等［23］首先

利用13CO2 脉冲标记来鉴定微生物群落利用的植物

光合同化碳，发现不同标记时间对黑麦草根际微生

物利用光合同化碳有很大的影响。与第一标记期

( 植株处于根系活跃生长和枝条快速生长的过度时

期) 比起来，革兰氏阳性菌( 特征 PLFA 为 i15 ∶ 0 和

a15 ∶ 0) 在第二标记期( 枝条生长期后 9 天) 利用根

际沉积碳的活性降低，而革兰氏阴性菌( 特征 PLFA
为 16 ∶ 1ω5c) 活性增大，在两个阶段中，真菌( 特征

PLFA 为 18 ∶ 2ω6，9c) 利用光合同化碳的活性都较

高，同时还发现根际土壤微生物利用光合同化碳与

非根际土壤微生物利用光合同化碳差异不明显。
Treonis 等［24］在野外条件下应用了类似的标记方法，

得出了一致的结论，即最新的植物同化物主要是被

革兰氏阳性菌和真菌利用。稻田研究对世界粮食

生产至关重要，稻田土壤微生物驱动着水稻生长的

生物地球化学过程及养分的利用，因此13C-PLFA 技

术被广泛应用在研究水稻根系分泌物的微生物利

用中。Yao 等［25］利用13 CO2 连续标记，发现在有水

稻种植的土壤中根际微生物 PLFA 主要是 16 ∶ 0，

18 ∶ 1ω7 和 18 ∶ 1ω9，而在未种植水稻的土壤中，指

示革兰氏阳性细菌的 PLFA i15 ∶ 0 和 a15 ∶ 0 相对

更丰富。此外，他们还发现土壤微生物对水稻光合

同化碳的利用受水稻淹水状况的影响，在持续淹水

条件下，光合同化碳主要被水稻根际微生物中的革

兰氏阴性菌( 18 ∶ 1ω7 和 16 ∶ 1ω7c) 利用，在受控

淹水 ( 土壤持水量为 80%) 条件下，碳主要被真菌

( 18 ∶ 2ω6，9) 和需氧菌 ( 18 ∶ 1ω6) 利用。而 Tian
等［26］的研究结果与其相反，他们发现水稻光合作用

固定的碳主要是被根际土壤中的革兰氏阳性菌利

用，而革兰氏阴性菌和真菌是在非淹水和干湿交替

状态下利用水稻光合同化碳的主要微生物群落。
Wang 等［27］发现氮肥施用显著增加了 PLFA 的13 C
标记量，Ge 等［28］的研究结果与其一致，但是研究都

表明氮素对根际沉积碳的微生物利用的影响是由

根部沉积量增加导致的。此外，研究还发现水稻根

际沉积碳的土壤微生物利用还受到臭氧浓度［29］、水

图 2 GC-C-IＲMS 系统组成示意图

Fig．2 Schematic diagram of a typical GC-C-IＲMS system
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稻种类及肥料类型［30］的影响。13 C-PLFA 法还被应

用到其他植物－土壤系统中，例如 Dias 等［31］利用该

方法发现转基因马铃薯和普通马铃薯品种根系活

性微生物种类显著不同; Karlowsky 等［32］利用13C 在

PLFA 中的标记量来说明不同类型草地对干旱胁迫

的抗性和恢复力; An 等［33］利用该方法研究了塑料

膜覆盖和化肥使用对土壤微生物利用玉米光合同

化碳的影响。
植物碳输送到土壤中的另一种研究方法是利

用 C3 植物和 C4 植物在光合途径中对13C 的分馏不

同来进行的。通常情况下，利用 C3 途径进行光合碳

同化的植物的 δ13C 值约为－32‰～ －22‰( 平均约为

－27‰) ，而 C4 途径进行光合作用的植物的 δ13 C 值

约为－17‰ ～ 9‰ ( 平均约为－13‰) ［34］。这一过程

相当于稳态标记，结合 PLFA 分析，可以用于研究在

更换作物之后新固定的碳与更换作物之前所固定

的碳的微生物利用［35－36］，这对于估计土壤有机碳库

十分重要。综上，研究表明不同植物种类、植物发

育期、生长环境及农业土壤改良措施等是影响植物

根系微生物利用光合同化碳的重要因素，这可能与

光合同化碳形成的根际沉积物的组成有关。

3 土壤微生物对外来碳源的利用

外来碳源的微生物利用是土壤有机质 ( SOM)

形成、稳定、分解的关键过程，这类碳源主要来自植

物根际沉积时丢失的低分子量有机碳、农业管理、
植物枯枝落叶层等。13C-PLFA 是调查土壤有机质微

生物利用的有效方法，该方法可以模拟土壤微生物

对外来碳源矿化产物或植物残渣利用的生化途径。
研究植物根际沉积丢失的碳和农业管理产生的简

单碳源时通常是将富集13 C 的低分子量化合物，如

葡萄糖、谷基酸、丙氨酸、乙酸盐、尿素等与土样混

合进行培养。Ziegler 等［11］发现在培育初期大部分

葡萄糖13 C 掺 入 到 了 革 兰 氏 阳 性 菌 的 特 征 PLFA
( a15 ∶ 0) 中，在葡萄糖耗竭后13 C 富集在标志放线

菌的 PLFA( 10Me18 ∶ 0) 中，表明放线菌可能在葡萄

糖碳再循环中起重要作用。整个研究结果说明13 C
标记的时间动态对微生物的利用有影响。Lemanski
等［37］通过13C-PLFA 发现不同取样时间利用葡萄糖

的微生物群落不同。在早期阶段，指示真菌和细菌

的 PLFA 中 δ13C 在加入葡萄糖两周后达到最大值，

实验后期则降低，革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的

比值在葡萄糖加入后的前两周最低，六周后，其比

值增加了 61%。同时，他们还发现氮磷钾肥的添

加，增加了真菌利用葡萄糖碳的效率，而草地的植

物组成( 植物功能组比例) 对于土壤微生物利用葡

萄糖碳的影响较小。Apostel 等［38］通过位置特异性

标记和13C-PLFA 技术分析了丙氨酸和谷氨酸在土

壤中的生化途径，发现微生物对氨基酸不同官能团

上的13C 的利用有所不同。例如两种氨基酸的羧基

碳都被微生物迅速氧化并转化成微生物生物量，而

其被利用合成为 PLFA 的量极少，当丙氨酸和谷氨

酸残留分子中的甲基碳和氨基碳脱离分子后才开

始合成微生物磷脂脂肪酸。另外，外来碳源的利用

还可能受到土壤 pH 的影响，Arao［39］发现土壤 pH
为 4. 6 时抑制了土壤微生物利用13C－乙酸盐，当 pH
为 7～8 时，能够促进微生物对乙酸盐的利用; Wang
等［40］也发现土壤 pH 能影响微生物对尿素13C 的利

用，pH 越高，PLFA 中来自尿素的13C 越多，同时，他

们还发现，不同的土壤类型对微生物利用尿素13 C
也有很大影响。对于这些简单碳源，文献大多研究

了不同土壤环境条件对微生物利用简单碳源的影

响或是对比了在相同环境条件下不同碳源的微生

物利用［41－42］，而且这些简单碳源的微生物利用受取

样时间的显著影响。枯枝落叶层和秸秆还田是复

杂碳源的主要来源，主要研究方法是将落叶凋零物

和根残渣及其他难以被分解的物质添加到土壤，以

探究复杂碳源的微生物利用。Williams 等［43］首次

将13C 标记的深红三叶草和黑麦草的根和秸秆作为

底 物 添 加 到 土 壤 中，发 现 部 分 PLFA ( 16 ∶ 1ω5，

10Me17 ∶0) 中13C 含量很低( 约 0～5%) ，只有很少一

部分能 够 利 用 根 和 秸 秆 残 渣，而 另 一 些 微 生 物

( PLFA: 16 ∶0; 18 ∶1ω9，18 ∶2ω6，9) 在整个培养过程

中均能利用根和秸秆残渣，并由此指出残渣的特性

和环 境 条 件 会 影 响 微 生 物 对 底 物 的 利 用。Zhu
等［44－45］对比了水稻秸秆、根与根际沉积碳、微生物

同化碳的微生物利用，发现水稻秸秆和根中的13 C
在培养初期真菌和放线菌的利用量增高，革兰氏阳

性菌的利用量减少，而根际沉积碳和微生物同化碳

的利用则较低，指出利用水稻秸秆、根的微生物组

成会随着时间发生明显变化，而利用根际沉积碳和

微生物同化碳的变化较小，不同的底物能够影响微

生物的群落结构及其对碳的稳定性。Bai 等［46］通过

添加13C 标记的不同小麦残渣( 根、叶子、谷粒) ，发

现残渣主 要 是 被 革 兰 氏 阴 性 菌 ( 16 ∶ 1ω7c、18 ∶
1ω7c) 和真菌 ( 10Me16 ∶ 0 ) 所利用。Arcand 等［47］
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比较了微生物群落对不同农作方式土壤中小麦残

渣的利用，发现与传统管理的土壤相比，有机质改

良的土壤中真菌和放线菌对小麦残渣碳的利用更

为显著。生物炭是生物质在无氧或缺氧状态下经

高温裂解而产生的固态产物，将其加入到土壤中能

够显著增加土壤有机碳的储存，是当前研究的热

点。Steinbeiss 等［48］通过添加13 C 标记的葡萄糖和

酵母热液热解产生的生物炭证明其可以增加土壤中

的碳储量，并指出生物炭在土壤中的停留时间取决于

土壤类型和生物炭特性。此外，微生物群落的功能、
大小和结构还受底物的组成和可用性的强烈影响，如

Pan 等［49］对比了水稻秸秆及其衍生生物炭的微生物

利用情况，发现13 C 生物炭主要是被革兰氏阴性菌

( 8 ∶ 1ω7c、cy17 ∶ 0) 所利用，而水稻秸秆主要是被放

线菌、革兰氏阳性菌和真菌利用，而且水稻秸秆的掺

入率比生物炭的掺入率高。
综上可知，植物残渣、根系残留物、生物炭、由

植物根际沉积丢失的典型化合物等都已成功追溯

到土壤 PLFA 库中，并且研究结果表明这些碳源的

添加明显提高了土壤肥力和微生物群落对碳的利

用，同时发现不同的土壤环境、土壤类型、取样时间

均对微生物群落利用土壤有机质有不同程度的影

响，可能原因是不同土壤微生物在特定条件下所能

利用的碳源成分不同。

4 土壤污染物的微生物降解

人类活动引起的土壤污染已经成为全球面临

的重要环境问题之一，当土壤中的有害物质过多且

超过土壤的承受能力时，土壤的结构功能就会发生

变化，导致其自净能力降低，从而使有害物质在土

壤中积累并进入植物、水体，以及食物链中，最终危

害到人体健康。微生物降解污染物是治理土壤污

染的有效方法之一。它们能将污染物进行快速降

解，或钝化使其不进入水体或人畜的食物链。有机

污染物是土壤中主要的污染物之一且难以被降解，

所以通常将13C 标记的有机污染物加入到土壤中来

模拟研究它们的微生物降解过程。Hanson 等［50］首

次将13C 标 记 甲 苯 作 为 底 物 加 入 土 壤 中，发 现 有

27%的 PLFA 能够被13C 标记，并指出13C-PLFA 能够

用于 研 究 复 杂 环 境 中 污 染 物 的 微 生 物 降 解。
Mauclaire 等［51］也证明了13C-PLFA 能够有效示踪甲

苯的微生物代谢途径。Mellendorf 等［52］研究了菜籽

油对土壤中菲降解的影响，发现菜籽油增加了土壤

总 PLFA 的含量，改变了微生物群落组成，在菜籽油

使用下13C 在 PLFA( i14 ∶ 0、15 ∶ 0、18 ∶ 0、18 ∶ 1ω5
和 18 ∶ 2ω6，9) 中较为富集，与未添加菜籽油的样品

相比，菜籽油处理的土壤中可萃取的菲净含量降

低，由此推测菜籽油的使用会促进菲的微生物降

解。Adam 等［53］研究了13 C 标记多环芳烃芘在有机

肥土壤和堆肥土壤中的微生物降解，发现施用堆肥

或长期施用有机肥能够促进芘的微生物降解，革兰

氏阴性菌( 16 ∶ 1( x) ，16 ∶ 1( y) ，16 ∶ ( 9) cis，) 、革
兰氏阳性菌( i15 ∶ 0，i17 ∶ 0) 、放线菌( 10Me18 ∶ 0)

和其它菌落( 18 ∶ 1 ( 11) cis 和 18 ∶ 0) 等是利用13 C
芘的主要微生物群落，说明发挥降解作用的微生物

并不是某个单一的微生物，而是很多微生物群落共

同作用的结果。土壤中的污染物通常不止一种，其

微生物 降 解 便 会 受 到 其 他 污 染 物 的 影 响，Wawra
等［54］利用土壤改良剂辅助植物修复方法研究了土

壤中菲( PHE) 和金属元素混合污染物的降解。发

现在混合污染的土壤中，革兰氏阴性菌( 18 ∶ 1ω9c，

18 ∶ 1ω7c) 和放线菌( 10 + 12Me18 ∶ 0) 是降解 PHE
的主要微生物。除了对有机污染物降解的研究外，

也有少部分研究了无机污染物的微生物降解。近

年来，人工纳米材料越来越广泛，但其对环境也有

潜在的毒性。Berry 等［55］研究了 C60 富勒醇在土壤

中的微生物降解，通过追踪富勒醇13C 掺入到 PLFA
的情况，发现纳米材料衍生的 C 主要是被真菌和革

兰氏阴性菌降解利用。但是，有机污染物的毒性会

对脂肪酸生物合成产生抑制作用并改变微生物群

落结构，所以在使用13 C 标记时，应该对 PLFA 图谱

的变化做出更为详细的解释［56］。

5 甲烷氧化菌

甲烷是一种导致全球气候变化的温室气体，土

壤中 甲 烷 氧 化 菌 的 生 物 氧 化 是 重 要 的 甲 烷 汇。
PLFA 分析和稳定同位素标记技术结合可将甲烷氧

化菌与土壤功能联系起来，从而了解在不同土壤环

境下甲烷氧化菌的结构与功能。Boschker 等［6］将淡

水沉 积 物 暴 露 于 同 位 素 标 记 的13 CH4 中 并 提 取

PLFA，发现 PLFA: 16 ∶ 1ω9c /5 t，16 ∶ 1ω6c /7c /8c
( Ⅰ型甲烷氧化菌) 被13 C 标记，证明Ⅰ型甲烷氧化

菌是淡水沉积物中氧化甲烷的主要微生物。随后

Nold 等［57］在研究湖泊沉积物时得到了相同的结论，

并且 发 现 铵 离 子 的 浓 度 会 抑 制 微 生 物 群 落 对
13C-CH4的利用。Knoblauch 等［58］ 研究了西伯利亚
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东北部受永久冻土影响的苔原土壤中甲烷氧化菌

的丰度、活性及其对温度变化的响应。用13 CH4 在

不同温度下培育土壤，发现 0 ℃时，有 83%的 PLFA
16 ∶ 1 ( Ⅰ型甲烷氧化菌) 被标记，而 PLFA 18 ∶ 1
( Ⅱ型甲烷氧化菌) 仅有 2%被标记，由此推断受冻

土影响的苔原土壤在原位条件下利用甲烷的土壤

微生物主要是Ⅰ型甲烷氧化菌。稻田生态系统中

根际 的 甲 烷 氧 化 菌 减 弱 了 甲 烷 向 大 气 的 排 放，

Shrestha 等［59］研究发现Ⅰ型和Ⅱ型甲烷氧化菌的标

记量都随时间变化，但总体来说，指示Ⅰ型甲烷氧

化菌的 PLFA( 16 ∶ 1ω7，16 ∶ 1ω6 和 16 ∶ 0) 的标记

量比Ⅱ型甲烷氧化菌的特征 PLFA( 18 ∶ 1ω7，18 ∶
1ω9 和 18 ∶ 0) 更多，由此可以说明水稻根际利用甲

烷的主要微生物是Ⅰ型甲烷氧化菌。Chen 等［60］研

究了酸性泥炭中甲烷氧化菌的特征，13 C 标记的磷

脂脂肪酸的分析表明Ⅰ型甲烷氧化菌是该环境中

主要的甲烷氧化菌。然而，Maxfield 等［61］的研究发

现，高山草地土壤的13 C 主要在Ⅱ型甲烷氧化菌特

征的 PLFA 18 ∶ 1ω7c 中富集，Singh 等［62］在研究新

西兰牧场土壤时也发现了相同的结果。Bengtson
等［63］发现松树林土壤的13 C-CH4 主要富集在 PLFA
18 ∶ 1ω7c 中，指示其为Ⅱ型甲烷氧化菌，其他一些

森林系统的研究也得到 了 类 似 的 结 论［64］。此 外

Menyailo 等［65］发现树种的差异不会改变甲烷氧化

菌的群落组成，但会显著改变于甲烷氧化的活性。
以上研究表明森林、草地和非淹水耕地土壤中Ⅱ型

甲烷氧化菌占主导地位，而在甲烷浓度较高的环

境，如湿地和稻田土壤中，Ⅰ型甲烷氧化菌则占主

导。Crossman 等［66］则发现，在几个垃圾填埋场覆盖

的土壤中，13C-CH4 主要是被Ⅱ型甲烷氧化菌利用。
综上可知，不同生态环境中甲烷氧化菌的类型，活

性存在差异性。

6 问题和展望
13C-PLFA 技术已成为研究生物地球化学系统

的有效方法之一，对于土壤微生物物质循环的研

究有十分重要的意义。在植物－土壤系统的碳循

环研究中，它能够准确示踪碳源的利用，包括土壤

微生物利用植物光合同化碳、根际沉积分泌物的

微生物利用、复杂碳源的利用等。除此之外，研究

者应用13C-PLFA 分析技术确定了多种甲烷氧化菌

以及土壤微生物对于污染物的降解等，在土壤微

生物调节 陆 地 生 态 系 统 碳 循 环 方 面 取 得 重 要 进

展。尽管使用13C-PLFA 能够提供很多土壤微生物

信息，但 是 该 方 法 也 存 在 一 些 不 足。使 用13 C-
PLFA 技术主要存在的问题有: ( 1) PLFA 特异性不

高，不同的土壤微生物可能合成相同的 PLFA，同

种土壤微生物在不同环境条件下也可能合成不同

种 PLFA; ( 2) PLFA 图谱不完全，如甲烷氧化菌特

征脂肪酸的数据极少，不同的甲烷氧化菌的 PLFA
图谱可能重叠，导致区分困难; ( 3 ) 如果培养时间

过长，可能会出现交叉取食的情况，一些微生物死

亡后能作为底物被其他微生物利用，使这部分微

生物不能被13 C 标记，如果培养时间过短，则可能

造成13C 标记不完全; ( 4 ) 使用自然丰度的标记物

研究仅限于定量总微生物对底物的吸收，人工标

记可以量化单个 PLFA 对碳源的吸收，但是底物标

记程度过高会影响微生物代谢从而影响到微生物

的降解及 PLFA 的合成。
除了 PLFA 外，DNA、ＲNA 和蛋白质也是常用的

生物标志物。利用核酸和蛋白质作为生物标记物

可以知道土壤微生物更为详细的信息，包括微生物

遗传多样性以及分子生态学信息等，但是13 C-PLFA
的灵敏度分别比13C－蛋白质和13C－核酸高 3 000 和

70 000 倍［67］，因此将 PLFA 与其他生物标志物结合

使用，可能确定土壤微生物与特征脂肪酸之间的对

应关系，为以后土壤微生物的研究提供了新的思路

与方法。除此之外，在研究对象上应不仅限于描述

土壤中的细菌或真菌，应拓展到各个营养级之间养

分循环的研究中。
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A Ｒeview on the 13C-PLFA Analysis Method and Its Application
in Soil Microbial Ｒesearches

CHEN Zhuoyu1，2，TU Chenglong1，3，HE Lingling1，4

( 1． State Key Laboratory of Environmental Geochemistry，Institute of Geochemistry，Chinese Academy of Sciences，
Guiyang 550081，China; 2． University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China; 3． Key Laboratory of

Environmental Pollution Monitoring and Disease Control，Ministry of Education，Guizhou Medical University，

Guiyang 550025，China; 4． Guizhou University，Guiyang 550025，China)

Abstract: Phospholipid fatty acids ( PLFA) ，which can provide information about the microbial community structure，are a group of
commonly used biomarkers． The method of coupling 13C with PLFA analysis can reveal the response of microbial communities to envi-
ronmental change as well as interactions between microbial communities，and has been widely used in the soil ecosystem research． This
paper reviewed the research status of 13C-PLFA，introduced the principle of this technology and illustrated applications of the 13C-PLFA
technique in soil microbial ecology，including microbial utilization of carbon in the plant-soil system，microbial utilization of exogenous
carbon，microbial degradation of pollutants，as well as applications in the specific microbial，such as methanotrophs． In addition，this
paper summarized the advantages and disadvantages of 13C-PLFA technology and looked forward to its future application．
Key words: soil microorganism; PLFA; isotope labelling; methanotrophs
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