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摘要:采用磷脂脂肪酸 ( PLFA )生物标记法,分析不同使用时间猪舍基质垫层微生物群落结构的动态变化及其亚群落的分化.结果表明,不同使

用时间猪舍基质垫层中的微生物脂肪酸生物标记分布差异显著,一些微生物的脂肪酸生物标记在不同使用时间不同层次的基质垫层中均有分

布,为完全分布,而另外一些微生物的脂肪酸生物标记只在特定层次分布,为不完全分布.此外,不同微生物的脂肪酸生物标记在不同使用时间

不同层次的基质垫层中的分布量也不同,如生物标记 i17: 0 3OH仅分布于使用时间为 1个月的基质垫层的第 1、2、3层中,而在使用时间为 1个

月的基质垫层的第 4层以及使用时间为 6、24个月的基质垫层的各层分布量均极低.对猪舍基质垫层中的微生物亚群落分化的研究结果表明,

当马氏距离为 56. 62时,可将不同使用时间的猪舍基质垫层微生物分为 3个亚群落: 初始亚群落、过渡亚群落和稳定亚群落.对各亚群落的特

征分析表明,当欧氏距离为 12. 70时,可将初始亚群落 (垫层使用时间为 1个月 )的脂肪酸生物标记继续分化为 2类群; 当欧氏距离为 71. 10

时,可将过渡亚群落 (垫层使用时间为 6个月 )的脂肪酸生物标记分化为 2个类群;当欧氏距离为 22. 22时,可将稳定亚群落 (垫层使用时间为

24个月 )的脂肪酸生物标记分为 3个类群.
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Abs tract: Th e d ivers ity of phosphol ip id fatty acid ( PLFA ) b iom arkersw as an alyzed to investigate them icrobial subcommun ity in p igsty litter. The litter

w as treated w ith Lu odong enzym es (Ba cillu s subtil is, provided by Fu jian Luodong B io logy Technology Co. Ltd) for 1m on th, 6m on th s and 24 m onths.

The resu lts show ed thatPLFA b iom arker d istribut ion sw ere signif icant ly d ifferen t am ong the three d ifferent treatm ents and in d ifferent layers ( 20, 40, 60,

80 cm dep th ) of th e l itter in the n on-po llu ting p igsty. Som e PLFA b iom ark ersw ere d istributed in al l layers of the litter system after all treatm en ts, wh ich

is ca lled com p lete d istribu tion. H ow ever, som e PLFA b iom arkers w ere on ly d istributed in l im ited layers of the litter sys tem, called in com p lete

d is tribut ion. The d istribut ion of ind ividual PLFA b iom arkersw as also rem arkab ly d ifferen t in the litter layers in each treatm en tm onth. For examp le, th e

b iom arker i17: 0 3OH w as d istributed in the upper layers, bu t on ly m in im ally p resen t in the 80 cm layer after 1 m onth of treatm ent, w h ile it show ed

comp lete d istribut ion in the 6 and 24 m onth treatm en ts. In the cluster analysis, w hen the m ahalanob is d istan ce w as 56. 62, the PLFA b iomarkers in th e

litter system of p igsty w ere grouped into three m icrob ial subcommun ities, nam ed in itia,l tran sitiona,l and stab le subcomm un it ies. An alysis of th e

ch aracteristics of each subcomm un ity show ed that the in it ial subcomm un ity w ith 12. 70 eu clidean d is tan ce and transit ional subcomm un ity w ith 71. 10

eu clidean d istance cou ld be d ivided into tw o groups contain ing d ifferent PLFA b iom arkers, how ever, th e stable sub comm un ity cou ld be d ivided in to th ree

group sw hen the eucl idean d istan ce w as 22. 22.

Keywords: p igsty; litter system; subcomm un ity polarizat ion; phospholip id fatty acids
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1 引言 ( Introduct ion)

养猪产生的大量猪粪已引起了严重的环境污

染问题.近年来, 有研究者利用微生物分解猪粪,以

解决养猪过程中的臭味和污染排放问题, 并取得了

很好的效果 (孔凡真, 2005) . 研究猪舍基质垫层微

生物亚群落的变化对于揭示整个微生物发酵过程

中猪粪尿的降解、转化规律等具有重要意义 ( Tam

et al. , 1993) . 但是,目前对猪舍基质垫层微生物群

落动态的研究十分薄弱, 一方面是由于许多功能微

生物都处于存活但不可培养状态 ( Amann et a l. ,

1995; M cC arthy et al. , 1996; Wh ite et al. , 1997) ; 另

一方面,传统分离微生物的方法繁琐耗时, 不能用

于监测微生物种群结构的动态变化.

利用磷脂脂肪酸 ( phospho lipids fatty acid,

PLFA )生物标记分析环境微生物群落的变化在国内

外已有报道. W h ite等 ( 1979)最先利用 PLFA生物

标记法研究了河口沉积物中微生物群落数量的变

化;随后, 在堆肥样品 (M ede iros et al. , 2006 )、海河

沉积物 (H ack l et al. , 2005; Syakti et al. , 2006)和土

壤微生物群落结构 ( Pug lisi et al. , 2005)等的研究

中, PLFA生物标记得到了广泛应用. Ca lderon等

( 2000)曾利用 PLFA生物标记法模拟研究了耕种行

为对微生物群落的影响, 发现其对长期耕种土地的

影响比对荒地的影响要小的多; M urata等 ( 2005)用

PLFA生物标记法研究了受多种金属污染土壤中微

生物群落结构的变化; Ze lles等 ( 1992)比较了 8个

耕地土壤的 PLFA, 发现每个土壤都有特异的 PLFA

图谱, 称之为土壤指纹图谱.前人的研究表明, PLFA

是用于分析生态环境中微生物群落的有效工具

( Yao et al. , 2000 ). 笔者在前期的研究中发现,

PLFA生物标记能很好地反映猪舍基质垫层中微生

物结构及其多样性 (刘波等, 2008) ,而利用 PLFA生

物标记进一步分析猪舍基质垫层猪粪分解微生物

亚群落分化的相关研究还未见报道.

因此,本文通过引入磷脂脂肪酸 ( phospholipids

fatty acid, PLFA )作为微生物的脂肪酸生物标记,通

过采集不同使用时间、不同层次的猪舍基质垫层,

利用 PLFA生物标记法分析不同使用时间、不同层

次基质垫层中脂肪酸生物标记的分布特点, 并根据

脂肪酸生物标记的聚类结果,揭示猪舍基质垫层微

生物亚群落的分化, 以探讨猪粪尿分解过程微生物

群落结构的变化规律.

2 材料与方法 (M aterials and methods)

2. 1 取样方法

猪舍基质垫层取样于 /零排放0养猪示范基地

莆田优利可农牧发展有限公司, 示范基地均按照日

本洛东生物发酵舍养猪操作规程进行垫层配比和

管理.基质垫层由 40%谷壳和 60%锯末构成 (即谷

壳与锯末的体积比为 2 B3 ), 并加入生猪粪 ( 5

kg#m- 3
)、米糠 ( 3kg#m

- 3
)以及日本洛东微生物菌

种 (主要是枯草芽孢杆菌和酵母菌 ) ( 200g#m - 3
), 基

质垫层厚度为 80cm,基质垫层最长的使用周期为 2

年.取样方法: 选择饲养猪 1个月、6个月和 24个月

的猪舍,每个猪舍进行 4层取样 (第 1层 10~ 20cm,

第 2层 20~ 40cm, 第 3层 40~ 60cm, 第 4层 60~

80cm ), 每层取样方法为五点取样,每层的样本充分

混合后取出小样 ( 10g) , 进行磷脂脂肪酸生物标记

分析,每个小样设 3个重复.

2. 2 磷脂脂肪酸生物标记分析方法
PLFA的提取方法参考 Frosteg¼rd ( 1993 )和

Kourtev ( 2002)等并略做修改. 提取过程分 4个步

骤:脂肪酸的释放与甲酯化、溶液的中和、脂肪酸的

萃取、脂肪酸溶解. 具体操作如下: 在 50mL离心管

中分别加入 10g基质垫层和 20 mL 0. 2mo l# L
- 1
的

KOH 甲醇溶液, 充分混匀, 并于 37e 水浴 1h (每

10m in斡旋样品 1次 );加入 3 mL 1. 0 mol#L- 1
的醋

酸溶液调节 pH 值, 充分摇匀; 加入 10 mL正己烷,

充分摇匀,在 2000r#m in
- 1
条件下 离心 15m in, 将上

层正己烷相转入干净玻璃试管中, 吹干;加入 0. 6mL

体积比为 1B1的正己烷和甲基叔丁基醚混合溶液,

充分溶解,转入 GC小瓶, 用于脂肪酸测定.

PLFA成份采用美国 Ag ilent6890N型气相色谱

仪测定.在下述色谱条件下平行分析脂肪酸甲酯混

合物标样和待检样本: 色谱柱 HP-ULTRA2 ( 25m @

0. 2mm @ 0. 33Lm ), 分流进样, 进样量 lLL, 分流比

为 100B1,载气 (H2 )流速为 2mL#m in
- 1
,尾吹气 ( N2 )

流速为 30mL# m in
- 1
. 二阶程序升高柱温: 以 5

e#m in
- 1
的速率使柱温由 170e 升至 260e ; 再以

40e#m in
- 1
的速率升温至 310e ,保持 90s.汽化室温

度为 250e ,检测器温度为 300e , 柱前压 10. 00 psi

( 1psi= 6. 895kPa) .脂肪酸成份采用微生物自动分

析仪 ( SherlockM IS美国 M IDI公司生产 )分析, 系统

根据各组分保留时间计算等链长 ( EC l)值以确定目

标组分的存在,采用峰面积归一化法计算各组分的
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相对含量.

2. 3 微生物群落磷脂脂肪酸生物标记的统计分析

2. 3. 1 微生物磷脂脂肪酸生物标记分布分析  以
1个月、6个月、24个月的基质垫层为单位, 统计含

量最高的前 3个生物标记, 代表特征微生物,并作图

分析其在不同使用时间不同层次猪舍基质垫层中

的分布量变化.

2. 3. 2 猪舍基质垫层微生物群落特征聚类分析  

以不同使用时间、不同层次的垫层为样本, 以脂肪

酸生物标记量为指标, 将不同使用时间、不同层次

的猪舍基质垫层中的磷脂脂肪酸生物标记数据,构

建矩阵,数据经过规格化转换, 以马氏距离为尺度,

用可变类平均法进行系统聚类 (何晓群, 2004), 划

分微生物亚群落.

2. 3. 3 磷脂脂肪酸生物标记微生物亚群落特征分

析  以亚群落为单位,统计出各磷脂脂肪酸生物标记

总量、各磷脂脂肪酸生物标记在猪舍基质垫层的分布

频次、分布的多样性指数 ( Garland et al. , 1991)

S IMPSON( J)、SHANNON ( H )、BRILLOU IN、McIntosh

( Dmc)和均匀度指数,并以其为指标,以脂肪酸生物

标记为样本,构建矩阵;将矩阵数据中心化处理,以欧

氏距离为聚类尺度,用类平均法进行系统聚类 (何晓

群, 2004) ,分析猪舍基质垫层微生物亚群落的变化

特征.

在做统计分析时,所有数据经整理后,采用 DPS

3. 01软件进行聚类分析.

3 结果 ( Results)

3. 1  猪舍基质垫层微生物磷脂脂肪酸生物标记

分析

猪舍基质垫层的微生物磷脂脂肪酸生物标记

分析结果见表 1. 由表 1可知, 猪舍基质垫层中脂肪

酸生物标记共 40个,不同的磷脂脂肪酸生物标记代

表着不同类型的微生物, 这些磷脂脂肪酸生物标记

在不同使用时间的猪舍基质垫层中的分布差异明

显.其中一些微生物的磷脂脂肪酸生物标记分布在

全部样品中, 为完全分布, 如 14: 00; 而另外一些微

生物的磷脂脂肪酸生物标记只分布在特定的取样

层次内,如 10M e 18: 0, 为不完全分布.将不同使用

时间、不同层次的基质垫层中磷脂脂肪酸生物标记

总含量最高的前 9个生物标记作图 (图 1), 这 9个

磷脂脂肪酸生物标记分别为 18: 1 X9c (真菌 )、

16: 00(假单胞杆菌 G - )、i17: 0 3OH (细菌 G - )、

18: 1 X7c (假单胞杆菌 G- )、i18: 0 (细菌 G + )、a15: 0

(好氧细菌 G + )、18: 00 (嗜热解氢杆菌 )、i16: 0(细菌

G+ )、i15: 0(好氧细菌 G+ ) (Tun lid et al. , 1992; H ill

et al. , 2000; Wh ite et al. , 1996; W ilkinson et al. ,

2002),磷脂脂肪酸生物标记含量总和分布在 151280~

1125570之间,其中,以磷脂脂肪酸生物标记 18: 1 X9c、

16: 00和 i17: 0 3OH含量最高.

图 1 总含量最高的前 9个磷脂脂肪酸生物标记的含量

Fig. 1 The n ine m os t abundan t PLFA b iom arkers

3. 2 不同使用时间的基质垫层中特征微生物磷脂

脂肪酸生物标记的分布

将磷脂脂肪酸生物标记总含量最高的前 3个生

物标记作图 (图 2) ,磷脂脂肪酸生物标记 18: 1 X9c

指示真菌 ( W h ite et al. , 1996; W ilk inson et a l. ,

2002)、16: 00指示革兰氏阴性细菌 G - (假单胞杆

菌 ) (W h ite et al. , 1996)、i17: 0 3OH 指示革兰氏阴

性细菌 G- ( Tarah et al. , 2006) ;这 3种微生物在不

同使用时间、不同层次的猪舍基质垫层中的分布总

量最大,为优势菌群, 它们对猪粪尿的降解起主要

作用.从总体上看, 磷脂脂肪酸生物标记 18: 1 X9c

(标识真菌 )和 16: 00(标识革兰氏阴性细菌 )在不

同饲养时间、垫层不同层次分布的数量趋势相近,

而与 i17: 0 3OH (标识革兰氏阴性细菌 )分布差异很
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大.真菌 18: 1 X9c和革兰氏阴性细菌 16: 00可分布

于 1、6、24个月的基质垫层的不同层次,由于不同层

次基质垫层氧气通透量不同,表明这 2种微生物为

兼性厌氧微生物; 而革兰氏阴性细菌 i17: 0 3OH仅

分布于使用时间为 1个月的基质垫层的第 1、2、3层

中,在使用时间为 1个月基质垫层的第 4层和基质

垫层使用时间为 6、24个月的基质垫层的各层分布

量极低,表明其为好氧微生物. 从图 2可以看出,磷

脂脂肪酸生物标记 18: 1 X9c在使用时间为 1个月

的基质垫层中第 3层分布较少, 在第 1、2、4层分布

较多; 在使用时间为 6个月的基质垫层中,它的分布

随着层次的增加而增加;在使用时间为 24个月的基

质垫层中,它的分布规律与使用时间为 6个月相近,

说明 6个月后,磷脂脂肪酸生物标记 18: 1 X9c指示

的真菌在基质垫层的分布趋稳定.

磷脂脂肪酸生物标记 16: 00在基质垫层各层次

的分布规律与磷脂脂肪酸生物标记 18: 1 X9c相似.

在使用时间为 1个月的基质垫层第 3层中分布较

少,第 1、2、4层分布较多; 在使用时间为 6个月的基

质垫层中,在第 4层的分布较多,第 1、2、3层的分布

量相当,且较少;在使用时间为 24个月的基质垫层

中,其分布规律与 6个月时相近, 说明 6个月后, 该

生物标记指示的革兰氏阴性细菌 (假单胞杆菌 )在

基质垫层的分布趋稳定.

脂肪酸生物标记 i17: 0 3OH在使用时间为 1个

月的基质各垫层中分布最多, 其次是使用时间为 6

个月的基质垫层;在使用时间为 24个月的基质垫层

中,除第 3层有少量分布外, 其余各层次没有分布.

这说明脂肪酸生物标记 i17: 0 3OH指示的革兰氏阴

性细菌只分布在新的基质垫层中,在旧的基质层中

几乎不分布.

图 2 猪舍基质垫层中脂肪酸生物标记量最高的 3个标记在不同层次的分布

Fig. 2 D istribut ion of threem ax im um conten tPLFA b iom ark ers in the four layers of the litter system of p igs ty

3. 3 猪舍基质垫层微生物亚群落的分化

以不同使用时间、不同层次的基质垫层为样

本,以脂肪酸生物标记量为指标, 数据经过规格化

转换, 以马氏距离为尺度, 用可变类平均法进行系

统聚类,结果如图 3所示. 当马氏距离为 56. 62时,

不同时间猪舍基质垫层微生物可分为 3个亚群落,

亚群落Ñ包括了使用时间为 1个月的基质垫层的第

1~ 4层和使用时间为 6个月的基质垫层的第 1层,

其特征为革兰氏阴性细菌含量高,革兰氏阳性细菌

含量低;如标记革兰氏阴性细菌的磷脂脂肪酸生物
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标记 i17: 0 3OH在 1个月的基质垫层各层次的平均

分布量为 129754,而标记革兰氏阳性细菌的磷脂脂

肪酸生物标记 a15: 0在 1个月的基质垫层各层次的

平均分布量只有 4707. 5. 亚群落 Ò包括了使用时间

为 6个月基质垫层的第 2~ 4层和使用时间为 24个

月基质垫层的第 2层, 其特征为革兰氏阴性细菌和

革兰氏阳性细菌含量中等.亚群落 III包括了使用时

间为 24个月基质垫层的第 1、3和 4层,其特征为革

兰氏阳性细菌含量高, 革兰氏阴性细菌含量低. 为

方便亚群落特征的分析, 将使用时间为 1个月的基

质垫层第 1~ 4层定义为初始期亚群落, 使用时间为

6个月基质垫层的第 1~ 4层定义为过渡期亚群落,

使用时间为 24个月基质垫层的第 1~ 4层归为稳定

期亚群落.

图 3 猪舍基质垫层磷脂脂肪酸生物标记的聚类分析

F ig. 3 C lu ster ana lysis of PLFA b iom arkers in th e l itter sys tem of p igsty

图 4 猪舍基质垫层微生物初始亚群落的磷脂脂肪酸生物标记聚

类分析

F ig. 4  C lu ster of PLFA b iom ark ers for the m icrob ial in itial

sub comm un ity in the litter system of non-pollu t ion p igsty

3. 4 猪舍基质垫层微生物亚群落的磷脂脂肪酸生

物标记分布特征

3. 4. 1 初始亚群落的磷脂脂肪酸生物标记分布特

征 (垫层使用时间为 1个月 )  初始亚群落的磷脂

脂肪酸生物标记分布特征分析结果见表 2和图 4.

由表 2和图 4可知, 当欧氏距离为 12. 70时,可将使

用时间为 1个月基质垫层脂肪酸生物标记分为两个

类群.类群 Ñ包含了 9条磷脂脂肪酸生物标记,它们

是 12: 00、i15: 0 (细菌 G + )、i16: 0 (细菌 G + )、

17: 00、i17: 1 X9C、11M e 18: 1 X7C (纤维菌属 )、

18: 1 X7C(假单胞杆菌属 )、cy19: 0 X8C (伯克霍尔

德菌属 )、20: 00. 其特征为: 特征磷脂脂肪酸生物标

记在基质垫层的层次分布小于 3层,为不完全分布;

磷脂脂肪酸总量的平均值为 23327. 22, 分布多样性

指数中香农指数 SHANNON (H )为 1. 30,较小.

类群 Ò包括了 9条磷脂脂肪酸生物标记, 它们

是 14: 00(细菌 )、a15: 0(好氧细菌 G + )、16: 00(假

单胞杆菌 G- )、cy17: 0(细菌 G - )、i17: 0 3OH (细

菌 G- )、18: 00(嗜热解氢杆菌 )、i18: 0(细菌 G + )、

18: 1 X9C(真菌 )、18: 3 X6C ( 6, 9, 12) (真菌 ) .其特

征为:磷脂脂肪酸生物标记在基质垫层层次分布的

层数多于类群 Ñ,磷脂脂肪酸总量的平均值小于类

群Ñ ,香农指数的值大于类群 Ñ ; 特征磷脂脂肪酸

生物标记在基质垫层的层次分布皆为 4层, 为完全

分布;磷脂脂肪酸总量的平均值为 209086. 56, 香农

指数 SHANNON (H )为 1. 83.
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表 2 猪舍基质垫层微生物初始亚群落的磷脂脂肪酸生物标记分布特征

Tab le 2 Characterist ics of PLFA b iom arkers for th e m icrob ial in itial sub commun ity in th e l it ter system of p igsty

类别

Type

磷脂脂肪酸

生物标记

PLFA b iom arkers

频次

Freq.

总量

T otal convent

磷脂脂肪酸生物标记生态学指数

E cology index of PLFA b iom arkers

S IMPSON

( J )

SHANNON

(H )

均匀度

P ielou
BR ILLOU IN

M cIntosh

( Dm c)

类群Ñ
G roup Ñ

类群Ò
G roup Ò

12: 00 2 8297. 00 0. 48 0. 97 0. 97 0. 97 0. 28

i15: 0 3 21544. 00 0. 66 1. 57 0. 99 1. 57 0. 42

i16: 0 3 15211. 00 0. 66 1. 56 0. 99 1. 56 0. 42

17: 00 2 6861. 00 0. 48 0. 97 0. 97 0. 97 0. 28

i17: 1 X9C 2 8057. 00 0. 48 0. 97 0. 97 0. 97 0. 28

11M e 18: 1 X7C 2 47793. 00 0. 50 0. 99 0. 99 0. 99 0. 29

18: 1 X7C 3 56423. 00 0. 66 1. 56 0. 98 1. 56 0. 42

cy19: 0 X8C 3 29612. 00 0. 67 1. 58 1. 00 1. 58 0. 42

20: 00 3 16147. 00 0. 63 1. 51 0. 95 1. 51 0. 40

总和 total valu e 209945. 00 5. 22 11. 68 8. 81 11. 68 3. 21

平均值 average value 23327. 22 0. 58 1. 30 0. 98 1. 30 0. 36

14: 00 4 17368. 00 0. 72 1. 92 0. 96 1. 91 0. 48

a15: 0 4 18830. 00 0. 73 1. 93 0. 97 1. 93 0. 48

16: 00 4 476648. 00 0. 72 1. 91 0. 95 1. 91 0. 47

cy17: 0 4 31004. 00 0. 72 1. 89 0. 94 1. 89 0. 47

i17: 0 3OH 4 519016. 00 0. 64 1. 62 0. 81 1. 62 0. 40

18: 00 4 68084. 00 0. 69 1. 83 0. 91 1. 83 0. 45

i18: 0 4 123760. 00 0. 66 1. 70 0. 85 1. 70 0. 42

18: 1 X9C 4 577590. 00 0. 72 1. 89 0. 95 1. 89 0. 47

18: 3X6C ( 6, 9, 12) 4 49479. 00 0. 67 1. 75 0. 87 1. 75 0. 42

总和 total value 1881779. 00 6. 27 16. 44 8. 21 16. 43 4. 06

平均值 average valu e 209086. 56 0. 70 1. 83 0. 91 1. 83 0. 45

图 5 猪舍基质垫层微生物过渡亚群落的磷脂脂肪酸生物标记聚

类分析

F ig. 5  C lu ster of PLFA b iom ark ers for th e m icrob ial trans it ional

sub commun ity in th e l it ter sys tem of p igsty

3. 4. 2 过度亚群落的磷脂脂肪酸生物标记分布特

征 (垫层使用时间为 6个月 )  过渡亚群落的磷脂

脂肪酸生物标记分布特征分析结果见表 3和图 5.

由表 3和图 5可知,当欧氏距离为 71. 10时, 可将使

用时间为 6个月的基质垫层磷脂脂肪酸生物标记分

为两个类群,这两个类群与使用时间为 1个月基质

垫层中的两个类群 (初始亚群落 )的分化比较有很

大的差异,使用时间为 1个月的基质垫层分布两层

以上的磷脂脂肪酸生物标记共有 18条, 而使用时间

为 6个月的基质垫层则有 23条; 此外, 6个月基质

垫层中两个类群的磷脂脂肪酸生物标记的组成存

在很大差异.

类群 Ñ包含了 15条脂肪酸生物标记, 它们是

14: 00、a15: 0、i15: 0、16: 00、i16: 0、17: 00、a17: 0、

cy17: 0、i17: 0、i17: 0 3OH、i17: 1 X9C、18: 00、18: 1

X9C、cy19: 0 X8C、20: 00.其特征为磷脂脂肪酸生物

标记在基质垫层中 4层都有分布为主;脂肪酸总量

的平均值较高, 为 75805. 33; 香农指数 SHANNON

(H )为 1. 79.

类群Ò包括了 8条磷脂脂肪酸生物标记, 它们是

i14: 0、i15: 0 3OH、a15: 1、16: 1X9C、10M e18: 0、i18: 0、

18: 1 X7C、20: 1 X9C.其特征为磷脂脂肪酸生物标记

在基质垫层分布 2~ 3个层次为主;脂肪酸总量的平

均值、分布香农指数的值较类群Ñ小,磷脂脂肪酸总量

平均值为 21851. 88,香农指数 SHANNON(H )为 1. 17.
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表 3 猪舍基质垫层微生物过渡亚群落的磷脂脂肪酸生物标记的特征

Tab le 3 Characterist ics of PLFA b iom arkers for th em icrobial trans itional subcommun ity in th e litter system of p igsty

类别

Type

磷脂脂肪酸

生物标记

PLFA b iom arkers

频次

Freq.

总量

T otal convent

磷脂脂肪酸生物标记生态学指数

E cology index of PLFA b iom arkers

S IMPSON

( J )

SHANNON

(H )

均匀度

P ielou
BR ILLOU IN

M cIntosh

( Dm c)

类群Ñ

G roup Ñ

类群Ò

G roup Ò

14: 00 4 16329. 00 0. 70 1. 84 0. 92 1. 84 0. 46

a15: 0 4 75754. 00 0. 67 1. 68 0. 84 1. 68 0. 42

i15: 0 4 48174. 00 0. 66 1. 70 0. 85 1. 70 0. 42

16: 00 4 301588. 00 0. 72 1. 92 0. 96 1. 92 0. 47

i16: 0 4 69758. 00 0. 72 1. 88 0. 94 1. 88 0. 47

17: 00 4 13516. 00 0. 72 1. 92 0. 96 1. 92 0. 48

a17: 0 4 41721. 00 0. 71 1. 85 0. 93 1. 85 0. 46

cy17: 0 4 29739. 00 0. 70 1. 82 0. 91 1. 82 0. 45

i17: 0 4 20561. 00 0. 73 1. 94 0. 97 1. 94 0. 49

i17: 0 3OH 4 109821. 00 0. 41 1. 17 0. 59 1. 17 0. 23

i17: 1X9C 4 17411. 00 0. 72 1. 89 0. 95 1. 89 0. 47

18: 00 4 44827. 00 0. 70 1. 88 0. 94 1. 88 0. 46

18: 1X9C 4 290787. 00 0. 67 1. 80 0. 90 1. 80 0. 43

cy19: 0X8C 4 44353. 00 0. 69 1. 79 0. 89 1. 79 0. 45

20: 00 4 12741. 00 0. 67 1. 79 0. 89 1. 78 0. 43

总和 total value 1137080. 00 10. 19 26. 87 14. 40 26. 86 6. 59

平均值 average valu e 75805. 33 0. 68 1. 79 0. 96 1. 79 0. 44

i14: 0 3 13738. 00 0. 65 1. 56 0. 98 1. 56 0. 42

i15: 0 3OH 2 4214. 00 0. 49 0. 99 0. 99 0. 99 0. 29

a15: 1 2 3967. 00 0. 50 1. 00 1. 00 1. 00 0. 30

16: 1X9C 2 4181. 00 0. 48 0. 98 0. 98 0. 98 0. 29

10M e18: 0 2 13768. 00 0. 50 1. 00 1. 00 1. 00 0. 30

i18: 0 3 62304. 00 0. 35 0. 93 0. 59 0. 93 0. 19

18: 1X7C 3 60524. 00 0. 66 1. 58 1. 00 1. 58 0. 42

20: 1X9C 3 12119. 00 0. 52 1. 28 0. 81 1. 28 0. 31

总和 total value 174815. 00 4. 15 9. 32 7. 35 9. 32 2. 52

平均值 average valu e 21851. 88 0. 52 1. 17 0. 92 1. 17 0. 32

3. 4. 3 稳定亚群落的磷脂脂肪酸生物标记分布特

征 (垫层使用时间为 24个月 )  稳定亚群落的磷脂

脂肪酸生物标记分布特征分析结果见表 4和图 6.

由表 4和图 6可知,当欧氏距离为 22. 22时, 可将使

用时间为 24个月的基质垫层脂肪酸生物标记分为

3个类群. 24个月基质垫层的亚群落特征与使用时

间为 1个月和 6个月的基质垫层亚群落特征比较有

很大的差异,前者分化为 3个类群,后二者只有两个

类群; 同时, 24个月基质垫层中分化的类群与 1个

月和 6个月的基质垫层磷脂脂肪酸生物标记类群分

化比较有很大的差异, 1个月基质垫层磷脂脂肪酸

生物标记共有 18条, 6个月基质垫层则有 23条,而

24个月基质垫层有 25条; 不同使用时间的猪舍基

质垫层微生物亚群落的磷脂脂肪酸生物标记组成

也有很大差异.

类群Ñ包含了 12条磷脂脂肪酸生物标记,它们是

12: 03OH、14: 00、a15: 0、15: 0 ISO、i15: 03OH、16: 00、

图 6 猪舍基质垫层微生物稳定亚群落的磷脂脂肪酸生物标记聚

类分析

F ig. 6  C lu ster of PLFA b iom arkers for the m icrob ial stab le

sub commun ity in th e l itter sys tem of p igsty
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a16: 0、16: 1 X5C、17: 1 X8C、i18: 0、18: 1 X7C、18: 1

X9C.其特征为磷脂脂肪酸生物标记分布的 2~ 4个

层,磷脂脂肪酸总量的平均值较高, 为 75716. 83,香

农指数 SHANNON (H )为 1. 34.

类群Ò包括了 8条磷脂脂肪酸生物标记, 它们

是 i14: 0、i16: 0、17: 00、a17: 0、cy17: 0、i17: 0、18: 00、

cy19: 0 X8C.其特征为磷脂脂肪酸生物标记分布在

基质垫层的 4个层次;磷脂脂肪酸总量的平均值、香

农指数的值较类群Ñ小, 磷脂脂肪酸总量的平均值

为 36391. 25,分布香农指数 SHANNON (H )为 1. 82.

类群 Ó包括了 5条磷脂脂肪酸生物标记, 它们

是 15: 0 3OH、10M e 16: 0、16: 0 3OH、10M e 17: 0、

10M e 18: 0.其特征为磷脂脂肪酸生物标记在基质垫

层分布 3个层次为主, 磷脂脂肪酸总量的平均值较

类群 Ñ和类群 Ò小,而香农指数的值较类群 Ñ和类
群Ò大, 磷脂脂肪酸总量的平均值为 23723. 00, 香

农指数 SHANNON (H )为 2. 49.

表 4 猪舍基质垫层微生物稳定亚群落的磷脂脂肪酸生物标记的特征

Tab le 4 Characterist ics of PLFA b iomarkers for the m icrob ial s tab le sub commun ity in th e l it ter system of p igsty

类别

Type

磷脂脂肪酸

生物标记

PLFA b iom arkers

频次

Freq.

总量

T otal convent

磷脂脂肪酸生物标记生态学指数

E cology index of PLFA b iom arkers

S IMPSON

( J )

SHANNON

(H )

均匀度

P ielou
BR ILLOU IN

M cIntosh

( Dm c)

类群Ñ
G roup Ñ

类群Ò
G roup Ò

类群Ó
G roup Ó

12: 0 3OH 3 3377. 00 0. 64 1. 53 0. 96 1. 53 0. 41

14: 00 4 23456. 00 0. 49 1. 38 0. 69 1. 38 0. 29

a15: 0 4 100823. 00 0. 54 1. 50 0. 75 1. 49 0. 32

i15: 0 4 81562. 00 0. 62 1. 69 0. 84 1. 69 0. 39

i15: 0 3OH 3 9464. 00 0. 62 1. 48 0. 93 1. 48 0. 39

16: 00 4 285823 0. 55 1. 50 0. 75 1. 50 0. 33

a16: 0 2 2231. 00 0. 46 0. 94 0. 94 0. 94 0. 27

16: 1X5C 3 12331. 00 0. 53 1. 29 0. 81 1. 29 0. 32

17: 1X8C 2 9501. 00 0. 26 0. 62 0. 62 0. 62 0. 14

i18: 0 3 10311. 00 0. 62 1. 46 0. 92 1. 46 0. 38

18: 1X7C 4 112530. 00 0. 41 1. 18 0. 59 1. 18 0. 23

18: 1X9C 4 257193. 00 0. 53 1. 47 0. 73 1. 47 0. 32

总和 total value 908602. 00 6. 27 16. 04 9. 53 16. 03 3. 79

平均值 average valu e 75716. 83. 00 0. 52 1. 34 0. 79 1. 34 0. 32

i14: 0 4 13712. 00 0. 60 1. 63 0. 82 1. 63 0. 37

i16: 0 4 66618. 00 0. 74 1. 97 0. 99 1. 97 0. 49

17: 00 4 16642. 00 0. 60 1. 62 0. 81 1. 62 0. 37

a17: 0 4 54440. 00 0. 74 1. 97 0. 98 1. 97 0. 49

cy17: 0 4 14413. 00 0. 66 1. 78 0. 89 1. 78 0. 42

i17: 0 4 39425. 00 0. 74 1. 96 0. 98 1. 96 0. 49

18: 00 4 63328. 00 0. 65 1. 74 0. 87 1. 74 0. 41

cy19: 0X8C 4 22552. 00 0. 71 1. 89 0. 95 1. 89 0. 47

总和 total value 291130. 00 5. 44 14. 56 7. 29 14. 56 3. 51

平均值 average valu e 36391. 25 0. 68 1. 82 0. 91 1. 82 0. 44

15: 0 3OH 3 7709. 00 0. 65 1. 54 0. 97 1. 54 0. 41

10M e16: 0 3 21889. 00 0. 66 1. 58 0. 99 1. 58 0. 42

16: 0 3OH 3 12805. 00 0. 59 1. 38 0. 87 1. 38 0. 36

10M e17: 0 3 4107. 00 0. 66 1. 57 0. 99 1. 57 0. 42

10M e 18: 0 3 24659. 00 0. 59 1. 41 0. 89 1. 41 0. 36

总和 total value 71169. 00 3. 15 7. 48 4. 71 7. 48 1. 97

平均值 average valu e 23723. 00 1. 05 2. 49 1. 57 2. 49 0. 66

4 讨论 (D iscussion)

K lam er等 ( 1998)和 S tegera等 ( 2003)的研究指

出,磷脂脂肪酸含量与其所指示的微生物量相对

应,磷脂脂肪酸量的增减能很好地反映微生物种群

的兴衰.因此, 通过磷脂脂肪酸方法可以对微生物

进行定性和定量描述. 本研究中应用 PLFA法分析

不同使用时间猪舍基质垫层微生物的种群结构, 检

测出 C11 ~ C20共 40个磷脂脂肪酸生物标记,其含量

和分布在不同使用时间和不同层次的基质垫层中
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有明显的差异.如指示革兰氏阴性细菌的磷脂脂肪

酸生物标记 i17: 0 3OH, 在使用时间为 1个月的基

质垫层中分布最多,在使用时间为 24个月的基质垫

层中, 除第 3层有少量分布外, 其余各层次均无分

布;这说明磷脂脂肪酸生物标记 i17: 0 3OH 所指示

的那类革兰氏阴性菌在使用时间为 24个月的基质

垫层中已经衰亡或不存在,这也揭示了这类革兰氏

阴性菌对营养需求的敏感性.而指示真菌的磷脂脂

肪酸生物标记 18: 1 X9c, 在新、旧基垫层中分布量

相当, 说明脂肪酸生物标记 18: 1 X9c所指示的真菌

对营养需求的敏感性较低或更能适应逆境条件.这

与白震等 ( 2007)认为真菌对养分的依赖性小于细

菌的结论相一致,王曙光等 ( 2004)在研究尿素肥斑

扩散对土壤微生物群落结构的影响时也得出真菌

抗、耐逆境能力强的结论.

猪舍生物发酵是一个复杂的生物化学过程,而

此过程是通过基质垫层微生物群落的演替来完成

的,在该过程中, 每一个微生物群落在一定的时间

有适合自身生长繁殖的条件,从而对某一种或某一

类特定物质的降解起作用 ( Dyaz-Rav ina et a l. ,

1996) .本研究发现,不同使用时间的猪舍基质垫层

微生物群落结构不同, 即存在亚群落的分化. 其中,

初始亚群落 (垫层使用时间为 1个月 )主要以革兰

氏阴性菌为优势菌, 在过渡亚群落 (垫层使用时间

为 6个月 )中革兰氏阴性菌 ( G - )和革兰氏阳性菌

( G+ )含量相当, 而稳定亚群落 (垫层使用时间为

24个月 )则以革兰氏阳性菌为优势菌.这表明不同

的微生物发酵阶段有不同的微生物组成, 以适应猪

舍基质垫层环境的变化, 因此, 可以通过不同饲养

时间基质垫层中 G + /G -比值的大小来判别生物

发酵的进程和作为基质垫层利用的一个指标值 (刘

波等, 2008).

猪舍在利用基质垫层微生物发酵分解猪粪的

过程, 使用 1个月的基质垫层建立起的微生物初始

亚群落对猪粪具有较高的分解能力, 微生物初始亚

群落磷脂脂肪酸生物标记的结构特征指示亚群落

的特性;使用 6个月左右的基质垫层建立起微生物

过渡亚群落是猪粪分解微生物分解能力旺盛、效率

稳定的时期,该时期持续的时间较长; 使用 24个月

左右的基质垫层建立起微生物稳定亚群落, 该时期

微生物对猪粪的分解能力下降, 是研究垫层更换的

微生物指标的关键时期. 微生物发酵猪舍垫层中磷

脂微生物亚群落的研究为猪粪发酵过程微生物群

落指标提供了理论基础.

5 结论 ( Conc lusions)

1)本研究分析出猪舍基质垫层中脂肪酸生物

标记共 40个,其中, 总含量最高的前 3个生物标记

分别是 18: 1 X9c(指示真菌 )、16: 00(指示革兰氏阴

性细菌 )和 i17: 0 3OH (指示革兰氏阴性细菌 ) .各磷

脂脂肪酸生物标记在不同饲养时间猪舍基质垫层

的分布差异显著.

2)猪舍基质垫层存在 3个微生物亚群落: 初始

亚群落、过渡亚群落和稳定亚群落. 对各亚群落的

磷脂脂肪酸生物标记分布特征研究表明, 各亚群落

的脂肪酸生物标记组成、数量、分布存在的明显差

异,可作为亚群落分化的依据.

责任作者简介: 刘波 ( 1957) ), 男, 博士, 研究员, 主要从事

微生物生物技术和生物防治研究.

参考文献 ( R eferences):

Am ann R L, Ludw ig W, Sch leiffer K H. 1995. Phylogenetic

ident ification and in situ detection of ind ividual m icrob ial cel ls

w ithout cu ltivation[ J] . M icrob iol Rew, 59: 143) 146

白震, 张旭东, 何红波, 等. 2007. 长期氮肥施用对农田黑土 NLFA

与 PLFA特性的影响 [ J] . 土壤学报, 44( 4) : 709) 716

Ba iZ, Zhang X D, H e H B, et a l. 2007. E ffects of long-t im e n itrogen

fert ilizer app lication on NLFA and PLFA in mo llisol farm land[ J] .

Acta Pedologica S in ica, 44 ( 4) : 709) 716( in Ch in ese)

Calderon F J, Jackson L E, Scow KM, et al. 2000. M icrobial responses

to sim u lated t illage in cu ltivated and uncu ltivated soil [ J ]. Soil

B iology& B iochem ist ry, 32 ( 11) : 1547) 1559

Dyaz-Ravina M, B¼¼th E. 1996. D evelopm ent ofm etal toleran ce in soil

bacterial commun ities exposed to experim entally increased m etal

levels [ J ] . App lied and Environm en tal M icrob io logy, 62:

2970) 2977

Frosteg rd A, Tun lid A, B¼¼ th E. 1993. Ph ospholip id fatty acid

com position, b iom ass, and activ ity of m icrob ial comm un it ies from

tw o soil types experim en tal ly exposed to d ifferent h eavym etals[ J] .

Appl Environ M icrob io,l 59: 3605) 3617

Garland J L, M ills A L. 1991. C lass ification and characterizat ion of

heterotroph ic m icrobial comm un it ies on th e bas is of pattern s of

commun ity- level sole carbon-sou rce u tilizat ion [ J ] . Appl ied and

Env ironm en tM icrob iology, 57: 2351) 2359

H ack lE, PfefferM, Donat C, et a l. 2005. Com position of the m icrob ial

commun ities in the m ineral soil under d ifferent types of natural

fores t[ J] . So ilB iology & B iochem istry, 37( 4 ): 661) 671

何晓群. 2004. 多元统计分析 [ M ] . 北京: 中国人民大学出版社,

218) 241

H e X Q. 2004. M u ltivariate S tatistical Ana lysis [M ] . Beijing: Ch in a

2316



11期 郑雪芳等:利用磷脂脂肪酸生物标记分析猪舍基质垫层微生物亚群落的分化

R enm in Un iversity P ress, 218) 241( in Ch inese)

H illG T, M itkow sk i N A, A ldrich W L, et al. 2000. M ethods for

assess ing th e compos it ion and d iversity of soi lm icrob ial comm un it ies

[ J] . A pp l So ilE co,l 15: 25) 36

K lam er M, B¼¼ th E. 1998. M icrob ial comm un ity dynam ics du ring

com post ing of straw m aterial stud ied using phospho lip id fatty acid

an alysis[ J]. FEM SM icrob iology E cology, 27( 1 ) : 9) 20

孔凡真. 2005.日本发酵床养猪技术简介 [ J].国际信息, ( 2 ) : 40) 42

Kong F Z. 2005. T echn ique of p ig-raising on th e ferm en t bed in Japan

[ J] . International In form at ion, ( 2 ): 40) 42 ( in Ch in ese)

Kou rtev P S, E hren feld J G, H¾ggelom M. 2002. E xot ic p lant species

alter th em icrob ial comm un ity stru cture and funct ion in th e soil[ J] .

Eco logy, 83 ( 11) : 3152) 3166

刘波, 郑雪芳, 朱昌雄, 等. 2008. 脂肪酸生物标记法研究猪舍基质

垫层微生物群落多样性 [ J] . 生态学报, 28( 11) : 5488) 5498

L iu B, Zheng X F, Zhu C X, et a l. 2008. The d iversity of PLFA s

b iom arkers for th em icrob ial comm un ity in th e litter system of n on-

pollut ion p igsty[ J] . Acta E cologica S in ica, 28 ( 11 ): 5488) 5498

( in Ch in ese)

M cCarthy C M, Mu rray L. 1996. V iab ility and m etabol ic features of

bacteria ind igenou s to a contam inated deep aqu ifer[ J ]. M icrob ial

Eco,l 32: 305) 321

M ed eiros P M, Fern andes M F, D ick R P, e t al. 2006. Seasonal

variations in sugar con tents and m icrob ial comm un ity in a ryegrass

soi l[ J] . Chem osphere, 65( 5 ): 832) 839

M urata T, K anao K M, Takam atsu T. 2005. E ffects ofPb, Cu, Sb, In

and Ag con tam inat ion on the p roliferat ion of so ilb acterial colon ies,

soi ld ehydrogenase act ivity, and phospholip id s fatty acid p rofiles of

soi lm icrob ial comm un it ies[ J]. W ater, A ir Soil Pol,l 164 ( 1 /4 ) :

103) 118

Pugl is iE, N icelliM, C apriE, et a l. 2005. A soil alterat ion index based

on phosphol ip id fatty acid [ J]. Ch emosph ere, 6 ( 11) : 1548) 1557

S tegera K, Jarv isA, Sm ars S, et al. 2003. Com parison of signature lip id

m ethods to determ ine m icrob ial comm unity stru cture in com post

[ J] . Journal ofM icrob iologicalM ethods, 55 ( 2) : 371) 382

Syakt iA D, M azzella N, Nerin iD, et al. 2006. Phospho lip id fatty acid

of a m arine sed im en tary m icrob ia l commun ity in a laboratory

m icrocosm: R esponse to petroleum hydrocarbon con tam in at ion [ J] .

Organ ic G eochem istry, 37( 11 ) : 1617) 1628

Tam N F Y, V rijm oed L L P. 1993. E ffects of th e inocu lum s ize of a

comm ercial bacterial p roduct and the age of saw dust b edding on p ig

w aste decom position in a pig-on-litter system [ J ] . Water

M anagem ent& R esearch, 11( 2 ): 107) 115

Tarah S S, M ary E S, M arkW P. 2006. Paral lel sh ifts in p lant and soil

m icrob ial commun it ies in response to b iosolids in a sem -i arid

grass land[ J] . So ilB iology& B iochem istry, 38: 449) 459

Tunl id A, W h ite D C. 1992. B iochem ical analys is of b iom ass,

commun ity s tructure, nutritional status, and m etabol ic act iv ity of

m icrob ial comm un ity in soi l / /S totzkyG, B ollag JM. So ilB iochem

[M ] . New York: Dekker P ress, 229) 262

王曙光, 侯彦林. 2004. 尿素肥斑扩散对土壤微生物群落结构的影

响 [ J]. 生态学报, 24( 10 ): 2270) 2274

Wang SG, H ou Y L. 2004. E ffect ofd iffusion of urea patch onm icrob ial

commun ities in soil [ J] . Acta E cologica S in ica, 24 ( 10) : 2270)

2274( in Ch in ese)

Wh ite D C, P inkart H C, Ringelb erg A B. 1997. B iom ass

m easurem en ts: B iochem ical approaches. / /H u rst C J, Knudson G

R, M clnem ey M J, et a l. M amua l of Environm en talM icrob iology

[M ] . W ash ington DC: ASM Press, 91) 101

Wh ite D C, DavisW M, N ickels J S, e t a l. 1979. Detem in at ion of th e

sed im entary m icrob ial b iom ass by extractib le lipid phosphate[ J] .

Oecolog ia, 40: 51) 62

Wh ite D C, S ta ir J O, R ingelberg D B. 1996. Qu ant itat ive com parisons

of in situm icrob ial b iod iversity by s ign ature b iom arker ana lysis[ J] .

J IndM icrob io,l 17: 185) 196

W ilk in son S, Anderson J, S cardelis S, et al. 2002. PLFA prof iles of

m icrob ial commun ities in decompos ing con ifer litters sub ject to

m o isture stress[ J] . S oil B iol B iochem, 34: 189) 200

Y ao H, H e Z, W ilson M J, et a l. 2000. M icrob ial b iom ark and

commun ity structu re in a sequence of so ilw ith increas ing fert ility

and chang ing land use[ J] . M icrob E co,l 40: 223) 237

Zelles L, Rai Q Y, Reck T, e t al. 1992. S ignature fatty acid s in

phosph olip ids and lipopolysaccharides as ind icators of m icrob ial

biom ass and commun ity structu re in agricu ltu ral soils [ J ] . Soil

B iology and B iochem istry, 24( 4) : 317) 323

2317


