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摘 　要 : 脂肪酸甲酯谱图分析方法 ( Fatty Acid Methyl Ester , FAM E) 是鉴于脂肪酸可作为生物标记物而发展

起来的分析技术。本文介绍了 FAME 谱图分析方法及其在微生物学领域的应用 , 包括在微生物检测、鉴定和微

生物多样性研究中的应用。
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Abstract : Fatty acid is an important biomarker. It s application in biology research has become increasingly popular.

The method of FAME fingerprint analysis is based on fatty acid’s utilization as a biomarker. This paper describes

the FAME fingerprint analysis and it s applications for microbial studies , including identification of unknown mi2
crobes and assessment of microbial diversity.
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　　脂肪酸是生物体内不可缺少的能量和营养物

质 , 是生物体的基本结构成分之一 , 在细胞中绝大

部分脂肪酸以结合形式存在 , 构成具有重要生理功

能的脂类 , 它是构成生物膜的重要物质 ; 是有机体

代谢所需燃料的贮存形式 ; 作为细胞表面物质与细

胞识别、种族特异性和细胞免疫等密切相关[1 - 2 ] ;

具有结构多样性和高的生物学特异性 , 是特别有效

的生物标记物[3 ] 。目前脂肪酸作为一类重要的生物

活性物质 , 已经引起了国内外同行的相当重视。

脂 肪 酸 甲 酯 ( Fatty Acid Met hyl Ester ,

FAM E) 谱图分析方法是鉴于脂肪酸可作为生物标

记物而发展起来的分析技术。FAM E 谱图分析方

法是在细胞组分水平上研究微生物的重要技术 , 通

过分析微生物细胞膜上磷脂脂肪酸 ( Phosp holipid

Fat ty Acid , PL FA) 的组分来鉴定微生物的种属、

分析微生物多样性 , 是一种简便、可靠的分析方

法。由于用于 FAM E 谱图分析的脂肪酸多为磷脂

脂肪酸 , 所以该方法又称为 PL FA 谱图分析方法。

1 　FAM E 谱图分析的原理与方法

111 　原理

FAM E 谱图分析方法的原理是基于脂类几乎

是所有生物细胞膜的重要组成部分 , 不同微生物体

内往往具有不同的磷脂脂肪酸组成和含量水平 , 其

含量和结构具有种属特征或与其分类位置密切相

关 , 能够标志某一类或某种特定微生物的存在 , 是

一类最常见的生物标记物[3 - 5 ] 。但是古生菌不能使

用 FAM E 谱图进行分析 , 因为它的极性脂质是以

醚而不是酯键的形式出现[6 ] 。此外 , 磷脂不能作为

细胞的贮存物质 , 一旦生物细胞死亡 , 其中的磷脂

化合物就会马上消失 , 因此 , 磷脂脂肪酸可以代表

微生物群落中“存活”的那部分群体[7 ] 。

112 　方法

FAM E 谱图分析首先要提取出磷脂脂肪酸 ,
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即利用有机溶剂将样品中的脂肪酸浸提出来 , 然后

进行分离纯化 , 将磷脂脂肪酸甲基化转化成脂肪酸

甲酯 , 最后利用标记脂肪酸 , 通过气相色谱等仪器

分析 , 得到样品的磷脂脂肪酸组成图谱 , 进而得到

不同脂肪酸的含量和种类 , 即所谓的 FAM E 谱图

(图 1) 。根据谱图中脂肪酸甲酯的多样性 , 利用相

关的数据库和相关的计算机分析软件 , 便可鉴定出

样品中微生物的种类或得到样品中微生物群落结构

组成多样性、比例以及微生物生物量等方面的信

息。对于该研究 , 主要是通过气相色谱 ( Gas

Chromatograp hy , GC) , 以及气相色谱 - 质谱

( Gas Chromatograp hy Mass Spect rum , GC

MS) 联用实现的 , 由于脂肪酸本身挥发性较小 ,

所以要将脂肪酸甲基化转化成脂肪酸甲酯以增加脂

肪酸的挥发性 , 供 GC 或 GC MS 分析利用。

样 　品 脂肪酸提取 脂肪酸纯化

PL FA FAME GC 分析 FAME 谱图

其他类酯化合物

图 1 　FAM E 谱图分析的一般流程

Fig11 　The general procedures of FAME f ingerprint analysis

　　FAM E 谱图的形成是源于样品中微生物的组

成和生物量的多少 , 生物体内细胞中磷脂的含量通

常可认为相对显著恒定[4 ] 。不过 , 磷脂含量并非绝

对不变 , 例如温度的变化就会影响膜脂。温度的增

加会带来磷脂双分子层流动性的增加 , 这会导致形

成磷脂非双分子层相 , 进而影响细胞膜的渗透性。

磷脂脂肪酸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 , 在细菌

中常常通过增加不饱和脂肪酸的含量来调节膜脂的

变相温度以维持膜脂的流动性[8 ] 。营养状况的变化

也有可能改变磷脂的含量 , 有学者对此进行了相关

研究[ 9 ] , 不过目前还很少见到这方面的报道。总

之 , 脂肪酸是一种可随着培养环境的变化发生改变

的细胞成分 , 因此分析过程的条件选择和质量控制

则显得非常重要。

2 　FAM E 谱图分析方法在微生物学
领域的应用

211 　FAM E 谱图分析方法在微生物鉴定中的应用

目前所知道的微生物已经超过了 10 万种 , 这

还是一个正在急剧扩大着的数字[10 ] 。快速、准确

鉴定微生物日益成为临床、环境和工业领域的迫切

需要。通常把鉴定微生物的技术分成 4 个不同的水

平 : ①细胞的形态和习性水平 ; ②细胞组分水平 ;

③蛋白质水平 ; ④基因或 DNA 水平。在微生物分

类学发展的早期 , 主要的分类鉴定指标尚停留在细

胞的形态和习性水平。传统的微生物鉴定根据细胞

的形态及表型进行分类 , 一旦某些表型和生化特征

发生变化 , 其命名就容易出现错误[11 ] ; 运用分子

技术 , 通过 DNA 或 RNA 对细菌进行分类和鉴定。

但这种方法操作比较复杂 , 且局限于具典型性已鉴

定的菌株[12 ] 。现代微生物学研究表明 : 微生物细

胞结构中普遍含有的脂肪酸成分与微生物 DNA 具

有高度的同源性 , 各种微生物具有其特征性的细胞

脂肪酸指纹图谱[13 ] , 脂类作为标志物用于细菌鉴

定早在 20 世纪 60 年代就开始了[3 ] 。利用 GC 或

GC MS 分析微生物细胞的脂肪酸分布 , 是从细

胞组分水平上鉴定微生物的重要内容 , 开辟了一个

微生物检测和鉴定的新途径。

不同微生物的脂肪酸在组成和含量上有较大差

异 , 它和微生物的遗传变异、耐药性等有极为密切

的关系。大多数革兰氏阳性菌 ( G+ ) 中支链 C15

∶0 脂肪酸丰度很高 , 而在大多数革兰氏阴性菌

( G- ) 菌中 C16 ∶0 丰度较高[14 ] 。一些细菌如考克

斯氏体属、土拉弗朗西丝菌属[15 ] 、假单孢菌属和

结核分枝杆菌属细菌[ 16 ] 有其特殊的脂类 , 可经磷

脂脂肪酸分析实现鉴定。短链脂肪酸已经用于陆源

厌氧细菌的鉴定。Toshi K成功地测定了分枝杆菌

属 4 个菌株的脂肪酸 , 确定其主要由 16 种脂肪酸

组成 , 并分析了它们之间的差异[17 ] 。张文君等报

道海洋细菌不同属的脂肪酸甲脂链的长短、双键位

置及取代长度会各有差异 , 这意味着甲脂化可以作

为海洋细菌的分类和鉴定的一种方法[18 ] 。

根据微生物细胞脂肪酸的组成 , 一般可通过单

次试验比较准确地将微生物鉴定到种 , 但是脂肪酸

是一种可随着培养条件变化而发生改变的细胞组

分 , 并且气相色谱、质谱等是高精密度的分析仪

器 , 因此 , 分析过程的条件选择和质量控制则显得

非常重要 , 必须对培养基成分、微生物培养条件、

微生物纯化、菌龄、色谱条件等实验条件进行标准
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化 , 否则会严重影响方法的准确度和重复性。目前

已有一种商业化的微生物 FAM E 气相色谱分析系

统 , 即 Sherlock MIS 微生物自动鉴定系统 (美国

MIDI 公司开发) , Sherlock MIS 微生物自动鉴定

系统从微生物的培养、菌落的收集、微生物细胞皂

化释放脂肪酸、脂肪酸甲基化、脂肪酸甲酯的萃取

和洗涤 , 到最后的鉴定、结果的判断都有一套完整

的标准化程序 , 可以避免上述不利条件的影响。微

生物在标准的培养条件下培养和收获 , 经过氢氧化

钠和甲醇试剂皂化和甲基化 , 通过正己烷和叔丁基

乙醚的萃取 , 再经氢氧化钠洗涤后 , 注入 GC 系统

中分析。系统根据各脂肪酸组分保留时间计算等链

长 ( ECL) 值 , 确定目标组分的存在 , 采用峰面积

归一化法计算各组分的相对含量 , 再将二者与系统

谱库中的标准菌株数值匹配计算相似度 ( Similari2
ty Index , SI) , 从而给出一种或几种可能的菌种鉴

定结果。一般以最高 SI 的菌种名称作为鉴定结果 ,

但当其报告的几个菌种的 SI 比较接近时 , 则根据

色谱图特征及菌落生长特性进行综合判断。Sher2
lock MIS 微生物自动鉴定系统分析的脂肪酸的碳

原子数是介于 9～20 之间 , 碳原子数小于 9 或者大

于 20 的脂肪酸不被该系统分析。Sherlock MIS 微

生物自动鉴定系统具有分析周期短、操作简单、准

确度高等优点 , 目前国内外已有将 Sherlock MIS

应用于微生物鉴定的文献报道。吴愉萍等以 10 种

已知菌株为例 , 检测 Sherlock MIS 系统的细菌鉴

定准确率 , 除苏云金杆菌外 MIDI 鉴定出来的菌株

均与已知菌株相符合 , 且有些结果达到了亚种或是

变种的水平 , 表明该系统的细菌鉴定准确率很

高[19 ] 。Ozbek A 等应用该技术分析了 67 个分枝杆

菌菌株 , 其 SI 都在 01800 以上 ( SI 在 01500 以上

则认为鉴定成功) [20 ] 。刘志辉等应用传统鉴定方法

和 Sherlock MIS 微生物自动鉴定系统对 700 多个

分枝杆菌菌株进行鉴定 , 传统方法鉴定为结核分枝

杆菌、牛分枝杆菌的 625 株中 , 应用脂肪酸分析方

法有 45 株鉴定为非结核分枝杆菌 , 对结核分枝杆

菌鉴定的正确率为 93 % ; 对传统方法鉴定为非结

核分枝杆菌的 102 株菌株 , 脂肪酸分析法亦全部鉴

定为非结核分枝杆菌 , 但其中 7 株的菌种鉴定结果

不同 , 其鉴定正确率为 93 %[13 ] 。

表 1 　Sherlock MIS 试验结果

Table 1 　Fatty acid model of Sherlock MIS

R T Response Ar/ Ht RFact ECL Peak Name Percent Comment Note

11668 31 919E + 8 01 027 - - - 71 023 - - - < min rt

21256 659 01 022 - - - 81 130 - - - < min rt

31921 332 01 023 11 165 101919 Sum In Feature 2 01 26 ECL deviates 01005 12 :0 ALDE ?

41454 501 01 032 - - - 111494 - - -

71550 5861 01 038 01 984 131999 14 ∶0 31 88 ECL deviates - 01 001 Reference - 01 002

91965 12188 01 042 01 937 151490 Sum In Feature 2 71 68 ECL deviates 01002 14 ∶0 3O H/ 16 ∶1 ISO I

101525 48949 01 041 01 929 151819 Sum In Feature 3 30159 ECL deviates - 01 003 16 ∶1 w7c/ 15 ∶0 2O H

101832 44130 01 042 01 925 161000 16 ∶0 27146 ECL deviates 01000 Reference - 01 002

121397 2675 01 047 01 908 161890 17 ∶0 CYCLO 11 63 ECL deviates 01002 Reference 01000

121680 3927 01 049 01 905 171050 16 ∶1 2O H 21 39 ECL deviates 01002

131013 1008 01 037 01 902 171237 16 ∶0 2O H 01 61 ECL deviates 01004

141060 33420 01 046 01 894 171824 18 ∶1 w7c 20110 ECL deviates 01001

141373 1397 01 042 01 892 171998 18 ∶0 01 84 ECL deviates - 01 002 Reference - 01 003

161304 7707 01 048 01 879 191092 18 ∶1 2O H 41 56 ECL deviates 01003

　注 :表内数据系本所实验室用 Sherlock MIS 微生物自动鉴定系统测定某一细菌脂肪酸试验结果 ,图 2 为所测定的脂肪酸色谱图。

　　表 1 和图 2 给出的是本实验室用 Sherlock MIS

微生物自动鉴定系统测定某一未知细菌脂肪酸的试

验结果和脂肪酸色谱图。试验结果给出了每种脂肪

酸的保留时间 ( R T) 、面积峰高比 ( Ar/ Ht ) 、等

链长 ( ECL) 、脂肪酸命名 ( Peak Name) 、百分含

量 ( Percent ) 等信息。除第 1 个溶剂波峰外 , 其

余每一个波峰代表一种脂肪酸 , 系统给出的菌种鉴

定结果为 R alstoni a sol anacearum (Burkholderia ,

Pseudomonas) , 即青枯雷尔氏菌 , SI = 01780。从

图 2 可以看出 , 青枯雷尔氏菌脂肪酸含量较高的 6

种脂肪酸及其 R T 分别为 : C14 ∶0 , 71550 min ;

C14 ∶0 3O H/ C16 ∶1 ISO I , 91965 min ; C16 ∶
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图 2 　Sherlock MIS 气相色谱模式图

Fig12 　Fatty acid chromatogram by using Sherlock Microbial Identif ication System

注 : 横坐标表示色谱分析时间 (min) , 纵坐标表示色谱峰高值 ; 第 1 个色谱峰为溶剂波峰

１ω７犮／犆１５∶０犐犛犗２犗犎，１０1５２５犿犻狀；犆１６∶０，

１０1８３２犿犻狀；犆１８∶１狑７犮，１４1０６０犿犻狀；犆１８∶１

２犗犎，１６1３０４犿犻狀。通过 Sherlock MIS 微生物自

动鉴定系统 , 不仅能确定某一未知微生物的种属 ,

而且可以测定出微生物具体的脂肪酸组成及其百分

含量 , 具有广阔的应用前景。

212 　FAM E 谱图分析方法在微生物多样性研究中

的应用

生物多样性是当今国际上共同关注的问题 , 它

也因此日益成为学术界的热点研究领域之一。生物

多样性包括物种多样性、遗传 (基因) 多样性和生

态系统多样性。近年来 , 基于现代生物化学技术发

展起来的 FAM E 谱图分析方法和传统的基于培养

基的微生物分离技术以及生理学方法、分子生物学

方法相比 , 具有以下优点 : ①FAM E 不用考虑培

养体系的影响 , 亦能直接有效地提供微生物群落中

的信息 , 适合跟踪研究微生物群落的动态变化 ; ②

对细胞生理活性没有特殊的要求 , 对样品保存时间

也要求不高 , 获得的信息基本上由样品中所有微生

物提供 ; ③脂肪酸成分不受质粒损失或增加的影

响 , 以及几乎也不受有机体变化的影响 , 试验结果

更为客观、可靠 ; ④试验条件要求低、操作难度

小、价格相对较低 , 并且测试功能多。因此该方法

在微生物多样性的研究中得到了越来越多的应用。

虽然它不能在种属和株系的水平鉴别出微生物的种

类 , 但是能够依靠脂肪酸谱图定量描述整个微生物

群落 , 是一种快捷、可靠的检测方法。

土壤微生物是土壤分解系统的基本组成部分 ,

在生物地化循环中有极其重要的作用 , 丰富多样的

微生物种类不仅是维持土壤健康的重要因素 , 多样

性的变化也是监测土壤质量变化的敏感指标 , 因此

土壤微生物多样性一直是微生物生态学研究的重要

内容。目前在地上部植物和动物的多样性方面开展

了大量的研究[ 21 - 23 ] , 但对土壤生物多样性 , 特别

是在土壤微生物多样性方面的研究仍较薄弱。其中

一个重要的原因就是在土壤微生物多样性的研究方

法方面还存在着较大的困难和缺陷 , 很多方法还不

能全面地、准确地研究土壤微生物多样性状况。近

年来基于生物化学技术发展起来的 FAM E 谱图分

析方法对土壤微生物多样性的研究产生了极大的促

进作用。

总 FAM E 谱图中某些特征脂肪酸分别对细菌、

真菌和放线菌是特异的 , 且大多数情况下磷脂脂肪

酸的某专一类型在某一土壤微生物分类群中占优

势[24 - 25 ] , 至今 , 已经积累了大量关于微生物脂类

的脂肪酸组成的数据。一般而言 , 生物细胞膜中所

含的 PL FA 有以下规律 : 真菌大多含有多个不饱

和键 , Cl8 ∶2w6 , 9 及 C18 ∶3w6 可作为真菌生物

量的指标 ( FAM E f ungi) ; 细菌往往不含有多个不

饱和键的脂肪酸 , 它含有的主要是链长为奇数的、

带支链的 , 主链上含有环丙基或羟基的脂肪酸 ,

iC15 ∶0、C15 ∶0、iC16 ∶0、C16 ∶1w7t 、C17 ∶

0、cyCl7 ∶0、cyCl9 ∶0、C18 ∶1w7 的含量可作为

细菌生物量的指标 ( FAM E bacteria) ; 10MeCl8 ∶
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0 代表放线菌指标 ; G+ 含有较大比例的带支链的

脂肪酸 ; G- 含有较大比例的羟基脂肪酸。

土壤微生物中磷脂脂肪酸的提取是 FAM E 谱

图分析的关键步骤 , 其提取主要采用简单提取、扩

展提取和采用微生物鉴定系统 (美国 MIDI 公司开

发) 提取等方法[24 ] 。简单提取是取一定量的待分

析土样 (015 g 左右的新鲜土壤或 2～10 g 干土) ,

加氯仿 - 甲醇 - 柠檬酸 (1 ∶2 ∶018) 缓冲液直接

抽提样品的总 PL FA , 提取的 PL FA 经硅胶柱分离

为中性脂肪酸、糖脂肪酸和磷脂酸。磷脂酸溶于甲

醇/ 甲苯 ( 1 ∶1 , v/ v ) 溶液 ,然后加 012 mol·L - 1

KO H , 37 ℃酯化 15 min 后 , 用 GC 或 GC MS 分

析酯链脂肪酸甲酯 ( EL FAM E) 。这种方法不能

将非酯链脂肪酸甲酯 (N EL FAM E) 从脂类中解

离和提取出来。扩展方法是在简单提取方法的基础

上延伸的 , 可用于提取包括 EL FAM E 和 N EL

FAM E 在内的全 FAM E。用与简单提取方法相同

的操作酯化磷脂酸后 , 接着用氨丙基键合 , SPE

柱分离 , 得到 EL FAM E 和不皂化脂 , 不皂化脂

经酸水解后 , 用 SPE N H2柱分离 , 可得到 N EL

FAM E , 得到的 EL FAM E 和 N EL FAM E 进一

步用 GC 或 GC MS 进行定性和定量分析。采用

这种方法可使多数类型的脂肪酸根据它们结合成脂

类的本来情况 (酯链、非酯链) 而得到分离 , 检测

结果用多变量统计方法加以分析。除上述方法外 ,

有些学者还用 MIDI 来提取和分析脂肪酸[21 - 22 ] ,

其操作方法包括用皂化/ 裂解液将脂肪酸从脂类中

裂解出来 , 加入甲醇盐酸溶液 , 使脂肪酸甲基化后

形成 FAM E , 用有机溶剂萃取 FAM E , 进行 GC

分析等 , 最后用 MIDI 公司提供的自动程序软件对

FAM E 进行分析。该方法主要的问题是提取的脂

肪酸包括来自有生活力的细胞脂肪酸和可能部分来

自于细胞外的脂类[24 ] 。

FAM E 谱图分析方法是一种快速、可靠而可

重现的分析土壤微生物群落结构的方法 , 可用于表

征在数量上占优势的土壤微生物群落 , 包括不可培

养微生物。该方法最适合用作总微生物群落分析 ,

而不是专一的微生物种类的研究[26 - 27 ] 。但应用脂

肪酸分析方法时首先应尽可能地提取脂肪酸 , 否则

可能失去一些重要的信息。同时在选择提取方法时

必须注意避免非目标生物脂肪酸的释放 , 避免偏重

于那些普遍存在的脂肪酸。为了更加准确的鉴定微

生物的种类 , 进行主成分分析 ( PCA) 是非常必要

的[24 ,28 - 29 ] 。另外值得注意的是因为不同属甚至不

同科的微生物的脂肪酸可能重叠 , 所以以磷脂脂肪

酸组成来鉴定区分关系较远的微生物有一定的困

难 , 因此在将来还需寻求更加可靠的分析方法以及

和其他土壤微生物多样性研究方法结合起来使用 ,

方可得到有关土壤微生物多样性较为全面的信息。

FAM E 谱图分析方法除广泛地用于土壤微生

物多样性的分析外 , 还应用于沉积物、地下水 , 以

及与水处理相关的生物膜和菌胶团等微生物群落结

构和功能的研究中[30 - 32 ] 。Robert H1 Findlay 等人

于 1989 年用 FAM E 谱图分析方法测定了深海沉积

物中的微生物生物量 , 为人们提供了一种分析沉积

物样品生物多样性的简便方法[33 ] 。FAM E 谱图分

析可以用来指示地下水微生物在各种环境压力下的

生理状况[34 ] 。David C1 White 和 Robert H1 Find2
lay 用磷脂脂肪酸甲酯方法和其他方法相结合 , 分

析生物膜上捕食 (p redation) 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[4 ] 。

3 　结　语

随着生物技术的不断发展和计算机技术的运

用 , FAM E 谱图分析方法越来越多的引起了人们

的重视。在现代微生物学领域研究中 , FAM E 谱

图分析方法主要是用于微生物的检测、鉴定和微生

物多样性分析中。但由于其自身的不足 , 在进行微

生物鉴定和微生物多样性研究中 , 应该要和其他方

法结合起来使用 , 以获得更充足的信息。随着

FAM E 谱图分析方法应用的日趋广泛 , 其自身也

在不断的改进和发展 , 必将对微生物学研究产生极

大的推动作用。
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