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PLFA是磷脂脂肪酸（phospholipid fatty acid）的英
文缩写，是活微生物细胞膜的重要组分。

脂肪酸的基本分子式：CH3[CH2]nCOOH

测定纯菌的PLFA，可以对菌种进行初步鉴定 。

测定环境样品的PLFA，可定量反映样品中活体微生物不
同类群的生物量及总生物量。

PLFA是什么？



• 微生物是一切肉眼看不见或看不清的微

小生物，个体微小，结构简单，通常要

用光学显微镜和电子显微镜才能看清楚

的生物，统称为微生物。

• 它们既包括细菌、放线菌、立克次氏

体、支原体、衣原体、蓝细菌等原核微

生物,也包括酵母菌、霉菌、原生动

物、微型藻类等真核微生物,还包括非

细胞型的病毒和类病毒。因此，“微生

物”不是分类学上的概念，而是一切微

小生物的总称。
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➢气候调节：调节陆地碳通量，参与CO2、
CH4、N2O代谢。

➢分解有机质，释放出营养元素，提高土壤
肥力。

➢产生粘合剂、CO2等物质，改善土壤结构，
增加土壤通气性和保水性。

➢抑制病原菌的生长繁殖，保护植物健康。

➢对生存的微环境十分敏感，能对环境胁迫
做出反应，导致群落结构发生变化。指示
土壤质量变化。
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土壤微生物的功能



➢ 20世纪70年代以前：依赖传统的培养分离方法，依靠形态学、培养

特征、生理生化特性的比较进行分类鉴定和计数。

➢ 70-90年代：微生物化学成分分析

➢ 90年代后：现代分子生物学技术（以DNA为目标物）

微生物群落结构研究方法



PLFA在细胞中的定位及特征

磷脂是生物活细胞细胞膜重要的组

分，约占细胞干质量的5%。

⚫多样性： 微生物细胞内有300多

种脂肪酸成分

⚫稳定性：成分相对稳定

⚫差异性：不同的微生物菌株具有

不同的脂肪酸图谱（指纹图谱）



磷脂是一类含有磷酸的脂类，机体中主要含有两大类，

即甘油磷脂和鞘磷脂。

磷脂的构成

PLFA是磷脂脂肪酸

（phospholipid fatty acid）

的英文缩写，由连接在甘油

上的脂肪酸组成，是构成细

胞膜的重要组分。



➢ PLFA是微生物细胞的重要组分，其总量与微生物量呈正相关；

➢不同类群的微生物能通过不同的生化途径合成不同的PLFA；

➢部分PLFA总是出现在同一类群微生物中，而在其它类群的微生

物中很少出现；

PLFA方法理论基础

脂肪酸i15:0, a15:0, 15:0, i16:0,16:1co9, 16:1c07t,i17:0, 

a17:0, 17:0, cyl7:0, 18:1co7, and cyl9:0等用来表征细菌；
18:2ω6 等用来指示真菌；
10Me16:0,10Me17:0, 10Me18:0等用来指示放线菌



➢磷脂在细胞死亡后快速降解,死亡细胞中半衰期为2.7天

（Reimo Kindler，2009），故用以表征微生物群落中“存活”

的那部分群体，适合于微生物群落的动态监测

➢通过对PLFA的定量测定可完成对微生物活细胞生物量的测

定，对PLFA 的种类进行分析可了解土壤微生物群落结构。

PLFA方法理论基础



1.获菌   培养菌液（对数生长后期，脂肪
酸种类及含量最稳定） →离心收集菌体→

冻干→40mg菌种冻干粉

2.皂化   破裂细菌，释放脂肪酸并形成钠
盐。

3.甲基化  甲基化脂肪酸形成脂肪酸甲酯
(fatty acid methyl esters),以增加脂肪酸
的挥发性以利于GC分析。 

4.萃取    将脂肪酸甲酯从酸性亲水相转移
到有机相

5.碱洗涤   除去有机萃取相中的残余试剂。

纯菌样品PLFA提取流程



土壤样品PLFA提取流程

磷脂提取

脂肪酸分离

甲醇酯化

上机检测



① 磷脂提取

（1） 称取相当于4克干重的土壤，置于离心管中

（2）加入提取液30.4ml(三氯甲烷:甲醇:柠檬酸缓冲

（3）振荡2.5 h，离心10分钟（4000转/分）

（4）上层离心液倒入分液漏斗中，下层土壤重复提取一次，离

心液转入分液漏斗并加入三氯甲烷、柠檬酸缓冲液各16ml

（5）摇匀，静置过夜

（6）将漏斗中氯仿层溶液接入试管中，30 ℃，N2吹干

1.磷脂提取

2.脂肪酸分离

3.甲醇酯化

土壤样品PLFA提取流程



② 脂肪酸分离：

（7）用三氯甲烷调节硅胶柱

（8）转移脂肪酸到硅胶柱

(9)用三氯甲烷和

丙酮洗脱杂质，

弃去洗脱液

(10) 用甲醇洗提

极性脂， N2吹干

③甲醇酯化 ：

(11) 脂肪酸溶于1:1甲醇:甲苯, 

加入0.2M  KOH, 35℃15分钟

(12) 加入正己烷，乙酸和纯水萃取

(13) 收集上层萃取液，下层用
正已烷再萃取一次

(14)  室温下N2吹干，-20℃储存。

土壤样品PLFA提取流程



PLFA的鉴定方法

➢ Sherlock®全自动微生物鉴定系统

➢ 气相色谱质谱联用（GC-MS）

➢ 液相色谱质谱联用（HPLC-MS）



Sherlock®全自动微生物鉴定系统

MIDI公司依据20世纪60年代以来

对微生物细胞脂肪酸的研究经验，

开发的一套的根据微生物特定短

链脂肪酸（C9－C20）的种类和

含量（定性和定量）对微生物进

行鉴定和分析的软件。



Sherlock 全自动微生物系统的构成

系统由硬件GC和软件MIDI构成：

◆Agilent Technologies

gas chromatographs(GC)

◆ MIDI pattern recognition 
software （脂肪酸识别软件）

◆ MIDI microbial databases
（微生物脂肪酸数据库）



气相色谱仪



MIDI系统的菌库

➢菌种水平：迄今为止自动微生物鉴定系统中最大的细菌库
➢群落水平：第一套商业化的PLFA群落分析产品,涵盖绝对     
多数微生物群落分析的分子标记物

菌 库 分 类 菌 种 数 量

嗜氧菌库 大于1500种，其中593种来自于临床

厌氧菌库 约800种菌种

酵母菌库包含酵母
菌、放线菌、真菌

约300种

PLFA群落分析 可准确鉴定的PLFA有165种



纯菌样品PLFA检测报告

主要由RT（保留时间）和Response（峰值）两个参数进行数据库内搜
索匹配。



相似指数（similarity index）值

“相似指数”不同于“可能性”，更科学，更严谨。

第一个SI>0.5并且与比第二个SI大0.1，为Good Match

第一个SI<0.3,即可认为本数据库中没有这种菌

纯菌样品PLFA检测报告



脂肪酸的命名

• PLFA一般以总碳数 : 双键数和双键距离分子末端的位
置来命名

• c和t分别表示顺式和反式

• iso和anteiso分别表示支链的异构

• 10-methyl表示羧基端第10个碳原子上有一个甲基基团

• Cyclo表示环丙烷脂肪酸



脂肪酸的命名



脂肪酸的命名



脂肪酸的命名



纯菌样品PLFA检测报告



土壤样品PLFA检测报告



• Response-峰面积

• ECL-碳链长度

• Percent-百分比

• Peak name-脂肪酸名称

• Total name-已命名脂肪酸的峰面积

• Total amount-校正的峰面积

• Percent name-命名百分比

土壤样品PLFA检测报告
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土壤样品PLFA检测报告



刘波. 微生物脂肪酸生态学. 中国农业技术出版社, 2011. 708

土壤样品PLFA检测报告



MIC文件

按微生物分类

土壤样品PLFA检测报告



FAT文件

按脂肪酸结构分类

土壤样品PLFA检测报告



样品
名称

脂肪酸
种类

土壤样品PLFA检测数据分析



PLFA下机数据合并(R脚本)

#说明: 本脚本只需修改文件路径及样品名称, 样品名称用引号和逗号隔开
#merge.csv为整合后的输出文件
#注意: 脚本中所有字符均为英文字符
setwd("D:/RData")

samplename<-c("A7_34","A7_35","A7_36","A7_37","A7_38","A7_39","

CK_1","CK_2")

input.1<-read.table(paste(samplename[1],".txt",sep=""),header=TRUE)

data<-input.1

for (i in 2:length(samplename))

{

input.i<-read.table(paste(samplename[i],".txt",sep=""),header=TRUE)

data<-merge(data,input.i,all=TRUE)

}

write.csv(data,"merge.csv")

土壤样品PLFA检测数据分析



土壤样品PLFA检测数据分析



主成分分析（PCA）(R脚本)
#####读取数据########

setwd("D:/RData")

library(vegan)

spe<-read.csv("plfa.csv",row.names=1)

treatment<-read.csv("site.csv",row.names=1)

#####数据转化########

#spe.log <- decostand(spe, "log")

spe.hel <- decostand(spe, "hellinger")

spe<-spe.hel

#####PCA计算#########

spe.pca <- rda(spe,scale=FALSE)

summary(spe.pca)

spe.pca.si <- scores(spe.pca, choices=1:2, display="site")

plfa.csv site.csv

土壤样品PLFA检测数据分析



#####用vegan包及R自带函数作图#########

site<-treatment$site

depth<-treatment$depth

x<-factor(site)

y<-factor(depth)

vpch<-c(21,22)

vcol<-c("#FF0000","blue","green")

vbg<-c("#FF0000","blue","green")

plot(spe.pca,type="n",main="",xlab="PC1", ylab="PC2")

points(spe.pca, pch = vpch[x],col=vcol[y],bg=vbg[y])

abline(h=0,lty=2)

abline(v=0,lty=2)

#text(spe.pca.si, row.names(spe.pca.si),col=vcol[y],cex=0.8)

土壤样品PLFA检测数据分析

主成分分析（PCA）(R脚本)



• Zhang等采用PLFA技术研究了土地整理（land consolidation）对土壤微生物的影
响。结果表明，与对照相比，处理组PLFA含量和各微生物PLFA多样性均显著降低
(P < 0.05)；真菌与细菌之比(F/B)显著降低了35.9% (P < 0.05)，革兰氏阳性菌
与革兰氏阴性菌之比(G+/G−)显著提高了56.1%。因此，土地整理会显著影响土壤微
生物PLFA多样性的组成，降低土壤生态系统的稳定性。

  （Zhang, PHYTON-INTERNATIONAL JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY. 2022, 91 (8) , pp.1745-1756）

PLFA技术的应用



• Wang等采用PLFA技术对石榴长期种植下土壤微生物群落组成进行了研究，结果表
明:随着石榴林龄的增加，真菌PLFAs与细菌PLFAs之比增加，革兰氏阳性与革兰
氏阴性细菌PLFAs之比减小。溶解性有机碳是影响土壤微生物群落变异的最主要
因素，占土壤微生物群落变异的42.2%。综上所述，长期种植石榴提高了土壤微
生物生物量，改变了微生物群落组成。(Wang, 2021 DIVERSITY-BASEL 13 (9))

PLFA技术的应用



• 优点

• PLFA分析技术是一种不依赖培养的方法，与传统的微生物分离培养方法相

比，它得到的微生物群落组成信息更加全面。

• 适合跟踪研究微生物的动态变化。

• PLFA分析经GC-MS检测，其检测限可达到10-9mol/g,能进行精确定量及半

定量分析

• 与高通量测序技术相比，PLFA分析可以在得到群落组成信息的同时，也得

到定量的数据。

• 缺点

• 古细菌中不含PLFA，因此不能使用PLFA图谱分析古细菌。

• 通过测定纯菌PLFA进行菌种鉴定时，只能从属的水平上鉴定，不能到达种

的水平。该技术用于特异微生物类群的鉴定结果还不够准确。

• 温度、饥饿和其它生理状态的变化可能影响细胞PLFA组成和含量。

磷脂脂肪酸分析法优缺点



在自然环境或培养实验中加入13C标记的底物（比如

CO2、葡萄糖、秸秆、有机污染物等），样品中的某

些微生物便能以底物中稳定同位素13C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

DNA 、RNA和PLFA等物质，通过提取、分离、纯

化、分析这些被标记的生物标志物（DNA、RNA、

PLFA等），即可识别特定微生物类群对特定底物碳的

吸收利用，从而揭示碳的流通过程。

培养 提取 检测
数据
分析

PLFA稳定同位素示踪技术原理



13C-PLFA提取及检测

培养：自然环境或实验室内培养

提取：13C-PLFA提取方法与常规PLFA提取方法相同

检测：PLFA各组分含量----Sherlock®全自动微生物鉴定系统

          PLFA各组分13C/12C----气相色谱-同位素比质谱仪（GC-IRMS）



数据处理

1.   使用GC-IRMS 可测定单个FAME的δ13C 值，由于在甲酯化步骤中引入了

额外甲基碳，需根据同位素质量平衡公式对结果进行校正:

        其中n表示形成FAME 之前原始PLFA 的碳原子数

δ13CPLFA = ［( n+1) × δ13Cmeasured－ δ13CMeOH］/n                      (1)



2.  使用同位素质量平衡方程来量化微生物和土壤过程之间的联系，可以计算单

个PLFA中的C有多少来源于标记物质，有多少来源于土壤有机碳

其中

mlabel+soil PLFA和Flabel+soil PLFA表示添加标记材料后土壤中PLFA的摩尔数和13C-PLFA百分含量

mlabel PLFA和Flabel PLFA表示来自标记材料的PLFA摩尔数和13C-PLFA百分含量

msoil PLFA和Fsoil PLFA    表示来自土壤有机质的PLFA的摩尔数和13C-PLFA百分含量

mlabel+soil PLFA =mlabel PLFA + msoil PLFA (3)

mlabel+soil PLFAFlabel+soil PLFA =mlabel PLFAFlabel PLFA + msoil PLFAFsoil PLFA (2)

数据处理



可以计算得到标记物质在单个PLFA和总PLFA中的掺入量

其中

mlabel+soil PLFA和Flabel+soil PLFA表示添加标记材料后土壤中PLFA的摩尔数和13C-PLFA百分含量，

可以通过检测得到

Flabel FA表示来自标记材料的13C-PLFA百分含量

Fsoil FA和表示来自土壤有机质的PLFA的13C-PLFA百分含量，可以通过测量CK样品得到

由此可计算得到mlabel PLFA和msoil PLFA

mlabel PLFA =mlabel+soil PLFA( Flabel+soil PLFA —Fsoil PLFA ) /( Flabel PLFA —Fsoil PLFA )   (4)

https://doi.org/10.1016/j.soilbio.2015.03.019

数据处理

https://doi.org/10.1016/j.soilbio.2015.03.019


Nottingham 等（2009）通过向土壤中添加13C 标记的葡萄糖发现， 在土壤中

检测到的13C-PLFA大多是革兰氏阴性菌， 说明革兰氏阴性菌对外源有机C利用

及 SOC 形成有重要作用。

Pan 等（2016）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。

13C-PLFA技术的应用

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.03.122

https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2009.03.003

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.03.122
https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2009.03.003


Thank you 

for your attention!
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