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　　摘要：选取川西高原土壤和凋落物作为研究对象，分别取１、３、５、８、１０ｇ土壤和０．５、０．７、０．９、１．０、１．２ｇ凋落物用
于ＰＬＦＡ（磷脂脂肪酸）的提取。经试验确定，土壤和凋落物用于ＰＬＦＡ提取的最佳提取量分别为８ｇ和１．０ｇ，用超声
波提取替代振荡提取，缩短了ＰＬＦＡ方法的提取时间。进一步分析土壤和凋落物中微生物群落结构信息，结果表明，
相同环境下土壤和凋落物中大部分微生物类群的种类和含量都十分接近，革兰氏阳性菌比革兰氏阴性菌更有优势，厌

氧菌比好养菌更加活跃。
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　　土壤和凋落物中存在极其丰富的微生物，它们直接影响
着土壤的结构、肥力以及养分转化等，通过磷脂脂肪酸（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｌｉｐｉｄｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＰＬＦＡ）方法可以对微生物群落进行定量分
析。本研究首次采用超声波方法提取森林土壤及凋落物中

ＰＬＦＡ，探讨各提取条件得到的ＰＬＦＡ含量差异，并分析森林土
壤和凋落物间微生物群落结构及其相互作用。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验土壤与凋落物均取自中国科学院茂县山地生态系统

定位研究站，地理坐标（３１°４１′Ｎ，１０３°５３′Ｅ），属暖温带亚高
山季风气候，冬季寒冷干燥、夏季多雨，土壤 ｐＨ值为５．８～
６０，年平均温度为８．９℃，年降水量９１９．５ｍｍ。取表层０～
２０ｃｍ土壤并混匀，过２ｍｍ筛，去掉石块植物残根等杂物，装
入塑封袋后置于放有冰袋的泡沫箱运回实验室，于－７０℃保
存，７ｄ内完成ＰＬＦＡ测定。

凋落物收集于分解试验开始前半年进行，样方内均匀设

置凋落物收集框，框的大小为２ｍ（长）×２ｍ（宽）×２０ｃｍ
（高），底部安装有孔径为８ｍｍ的尼龙网。收集时间为１个
季度，将收集到的凋落物样品去除网内杂物，将枝叶以枝与叶

的重量比为１∶１的比例混合均匀，将收集到的凋落物放入分
解袋，再将分解袋放置在采样地表周围，本次试验采用的塑料

网袋为２０（长）ｃｍ×２０（宽）ｃｍ、网眼为１ｍｍ，并在下一季度
取回，低温保存带回实验室，测重后将凋落物碾碎进行磷脂脂

肪酸分析。

１．２　试验方法
为了确定土壤跟凋落物中 ＰＬＦＡ的最适提取量，土壤分

别取１、３、５、８、１０ｇ，凋落物分别取０．５、０．７、０．９、１．０、１．２ｇ用

于ＰＬＦＡ的提取，加入足量的提取剂 （２５ｍＬ），保证不同样品
量的凋落物和土壤都能得到充分的提取，进而确定各自最佳

取样量。

为了确定提取方法对提取效率的影响，同时为了验证超

声波提取样品中的ＰＬＦＡ能否在传统振荡提取的基础上用更
短的时间提出ＰＬＦＡ，本试验采用有机质含量较高的黑土作为
研究对象，具体方法为：第１次提取，振荡时间设１２０ｍｉｎ，超
声时间分别设２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ，第２次提取方法与第１
次提取方法相同，提取时间分别减半。用２次提取的 ＰＬＦＡ
总含量来衡量提取效率。

从－７０℃的冰箱中取出经冷冻干燥的土壤及掉落物，用
氯仿－甲醇－柠檬酸缓冲液（体积比为１：２：０．８）作提取剂
振荡提取脂类［１］，再用１００μＬ２５ｍｇ／Ｌ的 Ｃ１９做内标溶解氮
吹干的脂肪酸甲酯，通过带有 ＭＩＤＩ峰识别软件的 Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｎ６８５０气相色谱进行分析。

２　试验结果

２．１　土壤中ＰＬＦＡ含量的分析
在３ｇ土壤中检测得到的单体ＰＬＦＡ数为２４个，而在８ｇ

土壤中则增加到了２９个，１０ｇ土壤中单体 ＰＬＦＡ的数量比
３ｇ土壤中多６个，在土壤小于８ｇ时，检测到的ＰＬＦＡ数量随
着土壤量的增加而增加（表１）对于总 ＰＬＦＡ的提取率，这里
设１０ｇ土壤中ＰＬＦＡ含量为１００％，则８、５、３、１ｇ土壤中提

表１　不同土壤量ＰＬＦＡ的提取结果

土壤量

（ｇ）
ＰＬＦＡ单体数
（个）

总 ＰＬＦＡ①
（ｎｍｏｌ／ｇ）

共有ＰＬＦＡ②
（ｎｍｏｌ／ｇ）

百分比③

（％）
１ １８ １２．５１±１．３４ｃ １２．４８±１．２９ｃ ０．２４
３ ２４ ２３．７９±２．６３ｂ ２３．７７±２．６４ｂ ０．０８
５ ２５ ２８．２８±２．２８ａｂ２７．５４±２．２０ａｂ ２．６２
８ ２９ ３９．２４±１．２２ａ ３７．１７±１．８９ａ ５．２８
１０ ３０ ３９．６３±１．８６ａ ３７．５２±１．８２ａ ５．３２

　　注：数据为平均值±标准偏差。①在不同土壤量中检测到的所
有的 ＰＬＦＡ；②在不同土壤量中检测到的共有的 ＰＬＦＡ（记为共有
ＰＬＦＡ）；③增加ＰＬＦＡ的含量占所有 ＰＬＦＡ含量的百分比，通过以下
公式计算：（总 ＰＬＦＡ－共有 ＰＬＦＡ）／总 ＰＬＦＡ×１００％。同列数据后
不同小写字母表示不同土壤量之间的显著差异水平（Ｐ＜０．０５）。
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取的ＰＬＦＡ分别占９９％、７３％、６３％、３３％。由上述分析可见，
８ｇ冻干土壤能够充分满足土壤中ＰＬＦＡ的提取。
２．２　凋落物中ＰＬＦＡ含量的分析

在０．５ｇ凋落物中，检测得到的单体ＰＬＦＡ数为２３个，而
在１．２ｇ土壤中则增加到了３６个，检测到的单体ＰＬＦＡ增加
了１３个（表２）。在一定质量范围内的凋落物内，检测到的
ＰＬＦＡ数量随着凋落物质量的增加而增加，这与土壤中微生

物提取的情况类似。对于总 ＰＬＦＡ的提取，当凋落物含量达
到０．９ｇ后提取到的总 ＰＬＦＡ变化较小（无显著性差异），这
里设１．２ｇ土壤中的磷脂脂肪酸含量为１００％，则１、０．９、０７、
０．５ｇ凋落物中提取的 ＰＬＦＡ总量分别占１００％、９５％、８６％、
６４％，由上述分析可见，对于川西高原针叶林森林凋落物，１ｇ
凋落物量能够充分满足凋落物中ＰＬＦＡ的提取。

表２　不同凋落物量ＰＬＦＡ的提取结果

凋落物量

（ｇ）
ＰＬＦＡ单体数
（个）

共有ＰＬＦＡ单体
（个）

总 ＰＬＦＡ
（ｎｍｏｌ／ｇ）

共有 ＰＬＦＡ
（ｎｍｏｌ／ｇ）

百分比

（％）

０．５ ２３ ２０ ２２．６１±２．４１ｂ ２２．０１±２．３４ｂ ２．６５
０．７ ２８ ２２ ２９．４５±１．４２ａｂ ２９．２５±１．３６ａｂ ０．６８
０．９ ３２ ２５ ３２．５９±１．６４ａｂ ３２．２８±１．５８ａｂ ０．９５
１．０ ３４ ２６ ３６．６９±１．７３ａ ３５．９２±１．６７ａ １．８８
１．２ ３６ ３１ ３４．８５±２．７５ａ ３４．１３±２．６５ａ ２．０８

　　注同表１。

２．３　振荡和超声提取土壤中ＰＬＦＡ含量分析
１２０ｍｉｎ振荡提取法能够提取出土壤中的 ＰＬＦＡ含量为

４５．３４ｎｍｏｌ／ｇ，得到了３５个单体ＰＬＦＡ，而超声最多得到３８个
ＰＦＬＡ单体和５０．２２ｎｍｏｌ／ｇ的 ＰＬＦＡ含量。当超声时间达到
３０ｍｉｎ时所提取到的 ＰＬＦＡ含量和单体 ＰＦＬＡ数量分别为
４３．６５ｎｍｏｌ／ｇ和３３个，这与振荡１２０ｍｉｎ所提取到ＰＬＦＡ含量

和单体数十分接近，表明大部分有效成分会在超声波处理的

前３０ｍｉｎ内被提取出来，在超声时间达到４０ｍｉｎ时所提取到
的ＰＬＦＡ单体数和总含量均大于振荡１２０ｍｉｎ所提取到的结
果（表３），表明用超声法提取土壤中的磷脂脂肪酸可行，而且
操作简便快捷、提出率更高，显示出明显的优势。

表３　不同提取时间对ＰＬＦＡ的提取效率

提取方法
提取时间

（ｍｉｎ）
ＰＬＦＡ单体数
（个）

共有ＰＬＦＡ
单体数（个）

总ＰＬＦＡ
（ｎｍｏｌ／ｇ）

共有ＰＬＦＡ
（ｎｍｏｌ／ｇ）

百分比

（％）

超声波提取 ２０ ３４ ３１ ２９．４３±２．１５ ２８．８８±２．０８ １．８７
３０ ３３ ３０ ４３．６５±５．８７ ４１．６４±５．４６ ３．１６
４０ ３７ ３６ ５０．２２±２．３４ ４９．０３±２．１３ ２．３７
５０ ３８ ３６ ４７．５０±４．４１ ４２．２８±４．１３ １０．９９
６０ ３６ ３４ ４７．３４±３．２１ ３９．３１±２．６９ １６．９６

振荡提取 １２０ ３５ ３３ ４５．３４±３．６７ ４４．１２±２．９９ ２．６９

　　注同表１。

２．４　土壤及凋落物中微生物群落结构分析
用特定的微生物指示剂（表４），对检测到的 ＰＬＦＡ进行

分类，并对比了土壤和凋落物中的微生物群落信息（图１至

图３）。
　　从图１至图３可以得出：各微生物类菌含量随土壤量从
１ｇ到８ｇ以及凋落物量从０．５ｇ到１ｇ之间有明显的增幅，土

表４　常见用于指示土壤微生物群落结构的ＰＬＦＡ［２－５］

微生物 对应的ＰＬＦＡ

常见细菌 １４：０，１５：０，１６：０，１７：０，１８：０，１６：０Ｎａｌｃｏｈｏｌ，１３：０ｉｓｏ，１４：０ｉｓｏ，１５：０ｉｓｏ，１６：０ｉｓｏ，１７：０ｉｓｏ，１８：０ｉｓｏ，１９：０ｉｓｏ，１５：０
ｉｓｏ３ＯＨ，１７：０ｉｓｏ３ＯＨ，１５：０ａｎｔｅｉｓｏ，１７：０ａｎｔｅｉｓｏ，１７：０ｃｙｃｌｏ，１９：０ｃｙｃｌｏ，１５：１ｉｓｏＧ，１６：１ｉｓｏＧ，１６：１２ＯＨ，１６：１ｗ５ｃ，
１６：１ｗ６ｃ，１６：１ｗ７ｃ，１６：１ｗ９ｃ，１８：１ｗ５ｃ，１８：１ｗ７ｃ，１８：１ｗ９ｃ，１６：１ｗ７ｔ，１６：１ｗ９ｔ等

真菌 １８：１ｗ９，１８：３ｗ６ｃ（６，９，１２），１８：２ｗ６，９ｃ，１８：１ｗ６ｃ
放线菌 １６：０（１０Ｍｅ），１７：０（１０Ｍｅ），１８：０（１０Ｍｅ），１９：０（１０Ｍｅ）
原生动物 ２０：０，２０：３ｗ６，２０：４ｗ６，９，１２，１５
革兰氏阳性菌 １４：０，１５：０，１６：０，１７：０，１８：０，１３：０ｉｓｏ，１４：０ｉｓｏ，１５：０ｉｓｏ，１６：０ｉｓｏ，１７：０ｉｓｏ，１８：０ｉｓｏ，１９：０ｉｓｏ

革兰氏阴性菌 １５：１ｗ４ｃ，１６：１ｗ５ｃ，１６：１ｗ６ｃ，１６：１ｗ７ｃ，１６：１ｗ９ｃ，１７：０ｃｙｃｌｏ，１９：０ｃｙｃｌｏ，１７：１ｗ９ｃ，１８：１ｗ５ｃ，１８：１ｗ７ｃ，１８：１ｗ９ｃ，
１６：１ｗ７ｔ，１６：１ｗ９ｔ，１８：１ｗ７ｔ

好氧菌 １６：１ｗ７ｃ，１６：１ｗ７ｔ，１８：１ｗ７ｃ
厌氧菌 １７：０ｃｙｃｌｏ，１９：０ｃｙｃｌｏ
嗜热解氢杆菌 ２０：１ｗ９ｃ，１８：０
甲烷氧化菌 １６：１ｗ８ｃ，１６：１ｗ８ｔ，１６：１ｗ５ｃ，１８：１ｗ８ｃ，１８：１ｗ８ｔ
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壤量从８ｇ到１０ｇ、凋落物量从１ｇ到１．２ｇ各类菌群基本持
平，其中细菌的增幅最大。鉴于此，可以认为８ｇ土壤量和１ｇ
凋落物量可以作为微生物群落信息提取的试验用量，细菌在

土壤和凋落物中都是优势菌类，可以认为磷脂脂肪酸总含量

（总 ＰＬＦＡ）随着样品量的增加而增加的部分主要表现为所提
取到的细菌含量的增加；革兰氏阳性菌比革兰氏阴性菌更有

优势，地处川西高原森林土壤和凋落物中生活的厌氧菌比好

养菌更加活跃，在一定范围的土壤量及凋落物量中微生物类

群的变化随试样量的变化会发生一定范围的波动。

３　结论

针对川西高原森林，８ｇ土壤量可以最大限度的满足土壤
中ＰＬＦＡ的提取，１ｇ凋落物量可以最大限度地满足凋落物中
ＰＬＦＡ的提取。利用超声波在３０～４０ｍｉｎ内即可最大限度地
提取土壤中的ＰＬＦＡ，表明用超声提取土壤中的磷脂脂肪酸可
以代替传统的振荡提取，且操作更加简便快捷。在研究相同

环境土壤和凋落物中的微生物群落结构时，可以考虑把两者

作为一个整体来研究。
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