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摘要    海南尖峰岭不同海拔造成的年平均温度差异为检验和建立基于微生物类脂物的环境

替代指标提供了良好条件. 尖峰岭土壤中含有种类丰富的微生物脂肪酸和脂肪醇化合物, 包

括异构/反异构脂肪酸(i/aC12:0~i/aC19:0), 10-甲基十六酸、异构和反异构脂肪醇(i/aC13~iC26)、10-

甲基十六醇和不饱和脂肪醇, 指示了尖峰岭土壤中强烈的微生物活动. 土壤中异构和反异构

脂肪醇, 不饱和脂肪醇主要以结合态, 即蜡脂形式存在, 只有经过皂化才能释放出支链脂肪

醇. 反异构十五酸/异构十五酸与海拔成正相关关系, 表明温度降低能够引起反异构十五酸相

对比例的增加. 与脂肪酸不同的是, 反异构十五醇/异构十五醇, 反异构十五醇/正构十五醇随

海拔升高却逐渐降低, 表现出随温度降低减小的趋势. 同样, 单不饱和十八醇/十八醇比值随

海拔升高而逐渐减小, 与微生物脂肪酸不饱和度随温度降低而增加的规律相反. 此外, 植物

叶蜡长链正构脂肪醇(C22~C30)的平均碳链长度 ACL, 正构脂肪醇(C14~C31)的碳优势指数 CPI

与海拔(或年平均温度)呈显著相关关系, 证明了其应用于古气候重建的潜力. 因此, 微生物脂

肪酸和脂肪醇、高等植物叶蜡都能够灵敏的响应环境温度的变化, 可以为重建古温度和古海

拔提供新的途径. 
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蜡脂  

古温度  

古海拔 

  

 
古温度重建是当今全球变化研究中的热点之一. 

古温度的重建有助于了解地质历史时期气候变化规

律, 为评估自然背景和人类活动对当今全球变暖的

相对贡献提供地质参考, 并为古气候模拟提供边界

条件(Tierney 等, 2010). 微生物作为地球生态系统的

重要组成部分, 已经广泛应用于古温度的重建中. 一

些生物类脂物分子对温度较为敏感, 其结构和组成

的变化能够记录一定的生物学信息和环境温度信息. 

例如 , 表示颗石藻长链烯酮不饱和度的指标 UK- 

37′(Müller 等, 1998)、代表海洋浮游型奇古菌细胞膜

脂甘油二烷基甘油四醚化合物(GDGTs)五元环相对

数量的四醚指数 TEX86(Schouten 等, 2002; Kim 等, 
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2008)、藻类长链二醇链长指标 LDI(Rampen 等, 2012)

都能够很好的响应海水温度的变化, 并已经成为海

洋古温度重建的重要手段(Liu 等, 2009; Li 等, 2013; 

Pearson 和 Ingalls, 2013). 在陆地湖泊环境中, 长链烯

酮和古菌 GDGTs 受到盐度、水深和生物源等多种因

素的影响(孙青等, 2010; 谢树成等, 2013), 其应用被

限制在少数湖泊中. 与古菌 GDGTs 结构类似的细菌

支链 GDGTs 在土壤中广泛存在, 代表其甲基相对数

量的甲基化指数(MBT)能够灵敏的响应大气温度的

变化. 通过环化指数 CBT消除土壤 pH 的影响后建立

的陆地古温度计甲基化/环化指标 MBT/CBT(甲基化/

环化指数 )为陆地古温度重建提供了一种新方法

(Weijers 等, 2007; Peterse 等, 2012), 在湖泊(熊永强等, 

2009; Sun 等, 2011)、泥炭(周浩达等, 2011)和黄土

(Peterse 等, 2011; Gao 等, 2012)等环境都表现出一定

的应用潜力. 但是, 由于陆地环境的不均一性较大, 

各指标潜在的影响因素较多, 陆地古温度重建需要

多指标体系进行相互验证, 才能提高其准确性. 因此, 

建立和发展新的古温度指标显得很有必要.  

海拔高度的变化会引起温度、降水、植被和微生

物群落等的改变, 使得利用海拔温差来检验和建立

新的古温度指标成为可能. 最近发展起来的 13C-18O

聚集同位素(clumped isotope)古温度计可以用来估算

海拔隆升不同阶段的土壤温度, 进而恢复不同时期

海拔高度的变化(Ghosh 等, 2006). 在陆地环境中, 尽

管贡献 GDGTs 的奇古菌类群与海洋环境存在差异, 

但在湿润区和干旱区不同海拔表层土壤中, TEX86 都

能够响应不同海拔温度的变化(Yang 等, 2010; Liu 等, 

2013). 陆地古温度计甲基化/环化指标 MBT/CBT 在

中国尖峰岭 (Yang 等 , 2010)、贡嘎山 (Peterse 等 , 

2009)、橡皮山(Liu 等 , 2013)和非洲乞力马扎罗山

(Sinninghe Damsté 等, 2008)都表现出对不同海拔温

度明显的响应. 目前, MBT/CBT 指标已经被成功应

用于内华达山脉早始新世古海拔重建(Hren 等, 2010). 

可见, 通过对古温度进行恢复, 可以间接重建出不同

时期的古海拔高度. 

土壤中微生物类脂物丰富, 且容易采集, 不同海

拔分布的表层土壤是研究微生物类脂物对不同海拔

温度响应的理想材料. 本文选取中国海南尖峰岭不

同海拔表层土壤为材料, 检测来自于微生物的脂肪

酸和脂肪醇化合物, 查明脂肪酸和脂肪醇的分布特

征, 并利用不同海拔带来的温差效应, 建立新的基于

微生物类脂物的古温度和古海拔重建指标. 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品采集 

尖峰岭位于热带北缘、中国海南岛西南部的乐东

县境内, 为热带雨林自然保护区(图  1). 尖峰岭主峰

海拔 1405 m, 山体主要由长英质花岗岩构成, 风化

后形成砖红壤和砖黄壤. 尖峰岭地区以热带岛屿季

风气候为主, 夏季降雨量非常丰富, 而冬季相对较为

干旱, 干湿两季差异显著. 尖峰岭天池气象站(海拔

820 m)所在地多年平均温度 19.8℃, 年平均降雨量

2449 mm(周璋等, 2009). 

土壤样品采集于 2008 年 4 月, 正值海南旱季土

壤样品含水量非常少. 由于尖峰岭为热带雨林山地, 

植被茂盛, 土壤样品都采自于林下, 没有受到阳光直

射. 从峰顶开始, 海拔每降低约 100 m 随机采集 1~2

个表层土壤样品, 土壤采集深度 0~10 cm. 将土壤样

品用锡箔纸包裹, 装入牛皮信封中保存, 并迅速运回

实验室. 样品从顶峰至山麓依次编号为 JFL-1~JLF- 

14, 所采集土壤类型主要为砖黄壤和砖红壤. 采样时, 

避免采集植物根系旁边土壤和人类活动影响土壤 . 

样品采集的同时利用电子温度计(精度 0.1℃)测量每

个采样点测定 1~2个实时大气温度和土壤温度, 共分

别测得 22 个大气温度和土壤温度. 采样点坐标方位

和高程利用手持式 GPS 获得(表 1). 样品采集完运回

实验室放在干燥阴凉处风干后, 用陶瓷研钵将土壤

样品研成粉末, 并用 20 目筛将植物根、矿物颗粒等

去除, 过筛后的样品充分混合均匀. 

1.2  类脂物提取与分离 

称取 15 g 左右土壤样品放入鸡心瓶中, 用不同

体积比的二氯甲烷(DCM)与甲醇(MeOH)混合溶液提

取类脂物, 溶剂体积比依次为DCM:MeOH(3:1, v/v), 

DCM:MeOH(1:1, v/v), DCM:MeOH(1:3, v/v), 每种

试剂萃取 1 遍. 用涡旋振荡器(Vortex Genuie)将土壤

样品与溶剂混合均匀, 对样品进行超声抽提 15 min. 

每次萃取完成后, 上清液通过滤纸过滤去除土壤悬

浮颗粒物质, 最后将有机提取物合并. 部分含腐殖质

较多的土壤, 如 JFL-3 在提取时, 过滤完成后用大量

溶剂 DCM(20 mL)冲洗滤纸防止有机质吸附和残存. 

总提取物用旋转蒸发仪在 42℃的温度下缓慢浓缩至 
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图 1  采样地尖峰岭地理位置图 

中国地图中阴影部位为海南岛 

3 mL 左右, 转移至细胞瓶内, 之后在低温水浴锅上

蒸干.  

将活化好的硅胶(150℃, 5 h)填入层析柱内并压

实. 溶解后的样品分别用 DCM(5 mL)与 MeOH(5 mL)

淋洗分离得到非极性组分和极性组分. 非极性组分

中主要包括烷烃和芳烃, 而极性组分中包括游离态

的脂肪酸、脂肪醇和酯等. 用氮气吹干极性组分后, 

加入 2 mL 0.6M KOH 的甲醇溶液(1% H2O)进行皂化, 

样品放在 30℃烘箱中恒温 15 min. 冷却后加入 1 mL

超纯水和 2 mL 正己烷, 在碱性条件下对皂化产物进

行萃取(5 次), 所得到的组分为中性组分, 主要包含

醇和酮等. 之后用盐酸(DCM 萃取去除有机质)将萃

取后的碱性溶液调成强酸性, 再重复上述萃取过程, 

此组分为酸性组分, 主要包含脂肪酸等. 中性组分和

酸性组分均用氮气吹干后备用.  

中性组分中大部分类脂物含有羟基(–OH), 而不

含羧基(–COOH), 因此只需要硅烷化. 在每个样品中

加入 30 L 硅烷化试剂 BSTFA(Bis (trimethylsilyl) 

trifluoroacetamide 双(三甲基硅烷基)三氟乙酰胺), 

在 70℃恒温箱中加热 1.5 h, 取出后冷却. 然后用氮

气吹干后准备上机测试 . 对酸性组分进行甲酯化 . 

在酸性组分中加入 14%的 BF3/MeOH 溶液后, 置于

70℃的恒温箱中加热 1.5 h. 取出冷却后加 1 mL 超

纯水, 用正己烷萃取甲酯化溶液, 共萃取 3 次, 将 
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表 1  土壤样品信息表 

土壤 
样品 

GPS 位置 
海拔 
(m) 

实测大气 
温度(℃) 

实测土壤 
温度(℃) 

土壤类型 pH 
估算的 

年均温(℃) 

估算的 
太阳辐射量 
(104 W m) 

JFL-1 18°43.0′N; 108°52.2′E 1405 21.5 20.7 
花岗岩半风化砖黄壤, 有长石

颗粒 
4.69 16.6 3.73 

JFL-2 18°43.0′N; 108°52.5′E 1296 22.8 20.1 花岗岩半风化或风化砖黄壤 4.40 17.2 3.83 

JFL-3 18°43.0′N; 108°52.5′E 1262 22.8 19.5 腐殖质较多, 砖黄壤 4.46 17.4 3.83 

JFL-4 18°42.8′N; 108°52.5′E 1137 23.2 21.1 砖黄壤 4.49 18.2 3.94 

JFL-5 18°42.7′N; 108°52.6′E 1002 25.5 23.7 砖黄壤 4.18 19.0 4.05 

JFL-6 18°42.3′N; 108°52.3′E 899 26.6 23 砖黄壤 4.40 19.6 4.12 

JFL-7 18°42.2′N; 108°52.1′E 790 25.5 24.5 砖黄壤 4.24 20.3 4.19 

JFL-8 18°41.8′N; 108°51.3′E 701 27.2 24.5 砖黄壤 4.35 20.8 4.26 

JFL-9 18°42.0′N; 108°51.1′E 597 27.8 27.3 砖黄壤 4.24 21.4 4.37 

JFL-10 18°42.0′N; 108°50.5′E 497 28.1 25.7 砖黄壤 4.03 22.0 4.44 

JFL-11 18°42.1′N; 108°50.2′E 402 28.8 29.3 砖黄壤 4.81 22.6 4.51 

JFL-12 18°41.9′N; 108°49.9′E 290 30.6 27.3 砖黄壤 4.38 23.3 4.59 

JFL-13 18°42.1′N; 108°49.8′E 199 30 28 砖黄壤 5.89 23.8 4.66 

JFL-14 18°42.2′N; 108°47.4′E 86 29.1 28 砖黄壤 6.20 24.5 4.73 

 

萃取液转移至细胞瓶 . 氮气吹干后用硅烷化试剂

BSTFA 进行硅烷化 , 之后用氮气吹干准备上机测

试. 为检验脂肪醇(尤其是支链脂肪醇)在土壤中最

主要的赋存状态, 将样品 JFL-3 过柱分离所得的极

性组分不经过皂化, 直接进行甲酯化, 然后再进行

硅烷化, 用氮气吹干后在 GC-MS 上进行测试. 类脂

物提取试验中为减少污染, 所有玻璃器皿都是先经

过洗涤后再用马弗炉 500℃灼烧 5 h. 滤纸和棉花等

都经过索氏抽提器抽提 72 h. 

1.3  GC-MS 测试 

衍生化后的脂肪酸和脂肪醇的测试使用气相色

谱-质谱联用仪(GC-MS). GC-MS 型号为 HP 5890 型

气相色谱仪与 HP 5973 质谱仪. 色谱条件: DB-5MS, 

石英毛细管柱(60 m×0.25 mm×0.25 m), 升温条件为

始温 70℃, 升温速率 3℃/min, 终温 300℃, 在终温时

恒温 20 min; 进样口温度 300℃, 进样量 1 L, He 为

载气. 质谱条件: EI源, 电离能 70 eV, GC 与 MS接口

温度为 280℃. 在测定微生物脂肪醇和未皂化的极性

组分(JFL-3)时, 升温程序与前面所述类似, 仅对升温

速率有较小改动. 各组分鉴定依靠化合物质谱图、出

峰顺序和文献资料, 并与 NIST 02 质谱图库进行比对. 

所鉴定检测的正构脂肪酸(或醇)、异构脂肪酸(或醇)

和反异构脂肪酸(或醇)均以其衍生化前的碳数表示, 

分别为 nCx:y, iCx:y和 aCx:y, 其中 x为脂肪酸(或醇)衍生

化前碳原子总数, y 为化合物双键个数. 正构脂肪醇碳

优势指数 CPI 和平均碳链长度 ACL 计算公式如下: 

 
  

  

22 31 22 24 26 28 30

23 25 27 29 31 22 24 26

28 30 21 23 25 27 29

CPI 1 2 C C C C C /

C C C C C C C C

C C / C C C C C ,

      
       

     

 


  

22 30 22 24 26 28

30 22 24 26 28 30

ACL 22 C 24 C 26 C 28 C

 30 C / C C C C C ,

         

    
 

其中 Cn 代表链长为 n 的正构脂肪醇的色谱峰面积. 

1.4  土壤 pH 测试 

尖峰岭表层土壤 pH 采用水浸法测定. 将研磨过

筛后的土壤粉末按 1:2.5(g:mL)浸泡于超纯水溶液中, 

玻璃棒搅拌均匀后, 静置 30 min, 待上层溶液澄清, 

用 pH 计(IQ Scientific Instruments, USA, 精度为 0.01)

测定上层溶液 pH, 总共测定 3 次, 结果取其平均值. 

2  讨论与结果 

2.1  土壤 pH 和采样点温度特征 

尖峰岭实测的大气温度(R2=0.90, P<0.001, n=22)

和表层土壤温度(R2=0.88, P<0.001, n=22)均与海拔有

很好的负相关关系, 计算所得采样时大气温度垂直
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梯度为 0.60℃/100 m, 表明所采集样品具有较为理想

的海拔温度梯度. 由于采样时间为春季, 春季实测的

海拔温度梯度可能与年平均海拔温度梯度存在差异. 

曾庆波等(1985)通过尖峰岭 7 个海拔高度常年监测的

年平均温度与海拔建立了不同海拔与年均温的转换

函数. T=25.00.006×H(T为年平均温度(℃), H为海拔

高度(m)). 基于此 , 可以估算出样品采集位置年平

均温度范围值约为 16.6~24.5℃(表  1). 此外, 通过曾

庆波等(1985)得出的年辐射总量随高度上升线性递

减的规律, 也可以估算出不同海拔的年辐射总量, 范

围为(3.73~4.73)×104 W m. 

土壤 pH 测定数据显示, 尖峰岭不同海拔土壤都

呈较强的酸性, 其 pH 变化范围为 4.03~6.20. 这一方

面与其风化的母岩为花岗岩有关, 同时也与尖峰岭

热带雨林区较强的淋滤作用和高有机质输入有关 . 

不同海拔表层土壤 pH 没有出现较大波动, 只是在海

拔较低处: 199 和 86 m 处, pH 呈现出了增加的趋势. 

pH 是控制土壤微生物生长非常重要的影响因素

(Fierer 和 Jackson, 2006; Lauber 等, 2009). 因此, 在

研究微生物类脂物对不同海拔温度的响应时, 要将

土壤 pH 作为类脂物分布的一个影响因子.  

2.2  土壤脂肪酸分布特征及来源 

尖峰岭土壤中包含着丰富的脂肪酸化合物, 其

碳数范围为 C14~C31, 主峰碳为 C16, 表现出强烈的偶

奇优势(图 2). 一般认为, 碳链长度大于 20 的高碳数

一元正构脂肪酸(C21~C32)主要来自于植物叶蜡、角质

和软木脂等成分(Eglinton 和 Hamilton, 1967), 而支链

脂肪酸, 包括异构(iso)、反异构(anteiso)和甲基支链

脂肪酸主要是由土壤中微生物贡献(Kaneda, 1991). 

显然, 尖峰岭土壤脂肪酸有大量叶蜡成分输入, 主要

贡献了长碳链(>C20)的脂肪酸组分. 由于对样品进行

了皂化处理, 植物角质和软木脂中结合态的长链脂

肪酸也会释放出来, 因而它们也贡献了部分长碳链

脂肪酸. 尖峰岭土壤中能够检测到来自于微生物支

链脂肪酸包括 i/aC12:0~i/aC19:0 和 10-甲基十六酸

(10-Me-C16:0), 其中以 i/aC15:0 含量最为丰富, 表明热

带雨林生态系统中强烈的微生物活动. 一般同碳数

异构、反异构和正构脂肪酸相对丰度为正构脂肪酸>

异构脂肪酸>反异构脂肪酸. 土壤中大量出现的含甲

基支链的十七酸, 其相对丰度明显高于 C17:1(图  2). 

前人统计结果表明, 革兰氏阳性菌合成的脂类主要

为 iC15:0, aC15:0, iC16:0, iC17:0 和 aC17:0, 革兰氏阴性菌

会合成大量不饱和脂肪酸, 如 16:17c 和 18:17c 

(Frostegård和Bååth, 1996). 真菌标志物为 18:26, 9c 

(Frostegård和Bååth, 1996), 而 10-甲基-C16:0则被认为

是放线菌的标志物(Zelles, 1999). 因而, 尖峰岭土壤

中细菌群落可能以革兰氏阳性菌为主, 此外还包含 

 

图 2  尖峰岭土壤(JFL-1)中脂肪酸质量色谱图(m/z 74) 
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一些革兰氏阴性菌和放线菌.  

2.3  土壤脂肪醇分布特征及来源  

尖峰岭不同海拔表层土壤中的脂肪醇分布模式

类似, 都是以 C22 或 C24 为主峰, 碳数分布范围为 C7~ 

C32, 偶碳数优势较为明显(图  3). 长碳链(>C21)脂肪

醇丰度明显高于短碳链脂肪醇(<C21), 代表较强的植

物蜡脂的输入, 与脂肪酸所反映结果一致. 脂肪醇组

分中含有大量异构、反异构的支链脂肪醇, 碳数范围

为 C13~C26. 由于正构脂肪醇与对应的异构/反异构和

含甲基支链的同分异构体质谱图相同, 各脂肪醇异

构体之间主要通过相对保留时间进行鉴定. 例如, 异

构和反异构脂肪醇(iC15:0 和 aC15:0)与正构十五醇质谱

图结构基本相同 (图  4), 各同分异构体沸点大小为

iC15:0<aC15:0<nC15:0, 在色谱上出峰的顺序则依次为

iC15:0, aC15:0 和 nC15:0, 其他脂肪醇同分异构体出峰顺

序与之相同. 值得注意的是, 尖峰岭大部分土壤样品, 

例如 JFL-8 和 JFL-10 中十七醇一般有 3~5 种含甲基

支链的异构体, 主要为 10-甲基-C16:0(图 3 中 10-Me- 

C16)、iC17:0、aC17:0 和其他两种甲基位置不确定的异

构体(brC17 表示含甲基支链但甲基位置不确定), 部

分样品(如 JFL-12)中异构体甚至多达 7 种. 正构十九

醇也拥有 4 种含有甲基支链的异构体. 此外, 还检测

到 nC16:1, nC17:1, nC18:1, nC19:1, nC20:1, nC22:1, nC23:1, 

nC24:1, nC25:1, nC26:1和nC28:1 11种单不饱和脂肪醇, 不

饱和醇 nC18:1由于双键位置的差异存在 2~3个异构体, 

在 JFL-10~14 中甚至出现多不饱和脂肪醇 nC18:2. 

i/aC15:0 和 i/aC17:0 脂肪醇在海洋沉积物曾有发现

(Treignier等, 2006), 而包括 i/aC14~iC26在内的多种支

链型脂肪醇在以往土壤类脂物研究中几乎都没有报

道. 在尖峰岭绝大多数土壤样品中十七醇至少有 3 种

甲基支链型异构体, 与十七酸也至少有 3 种异构体相

对应, 所有样品中几乎都同时含有 10-甲基-C16:0 对应

的酸和醇. 同时, C14, C15, C16 和 C18 异构脂肪醇均有

相同碳数的异构脂肪酸与其相对应并且分布形式相

同. 例如, 异构十五醇比反异构十五醇含量高, 而其

相同样品中对应的异构十五酸也比反异构十五酸含

量丰富. 低碳数(C14~C18)异构(反异构)脂肪酸和异构

(反异构)脂肪醇的高度对应性, 说明这些异构脂肪酸

和异构脂肪醇可能具有相同的生物源.  

生物合成的脂肪醇一般以直链偶碳数脂肪醇为

主 , 具有明显的偶奇优势 . 例如 , 海洋浮游藻类以 

 

图 3  尖峰岭土壤样品(JFL-3)脂肪醇质量色谱图(m/z 103) 
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图 4  十五醇(硅烷化)三种异构体结构和相同的质谱图 

nC22 脂肪醇为主(Volkman 等, 1999), 水生植物脂肪

醇碳数范围为 C20~C32, 主峰碳以 C28 和 C30 为主

(Ficken 等, 2000), 高等植物中脂肪醇一般 C24, C26 和

C28 占主导地位, 碳数分布范围为 C22~C32(Eglinton 和

Hamilton, 1967; Zhang 等, 2006). 而异构(iso)和反异

构(anteiso)脂肪醇被认为来源于细菌(Mudge和Norris, 

1997; Mudge 等, 2008). 支链脂肪醇 i/aC15:0 和 i/aC17:0

在尖峰岭和神农架土壤(Huang 等, 2013)、大九湖泥炭

(Huang 等, 2013)和海洋沉积物(Treignier 等, 2006)都

被发现, 表明这类之前未被重视的微生物脂类在地

质环境体中有着较为广泛的分布. 土壤中支链脂肪

醇与海洋甲烷渗漏地区沉积物存在差异(Thiel 等 , 

1999). 尖峰岭土壤中脂肪醇 iC15:0 的含量明显高于

aC15:0, 而甲烷渗漏口中脂肪醇 aC15:0 含量要高于

iC15:0, 并且碳同位素极为负偏, 被认为可能来自于

参与甲烷代谢的硫酸盐还原菌(Thiel 等 , 1999; De 

Boever 等, 2009). 此外, 在深海冷泉口分离出的嗜盐

细菌能够合成大量的不饱和脂肪醇 C16:17c(Hua 等, 

2007), 也证明不饱和脂肪醇同样可能来自于微生物. 

细菌能够产生异构与反异构脂肪醇可以从微生物纯

培养实验得到最为直接的证据. 我们通过对土壤中

细菌进行琼脂平板划线分离培养, 然后用 LB 培养基

获得大量细菌细胞体(蛋白胨 19 g L, 酵母提取物 5 

g L, NaCl 10 g L, pH 7). 得到的 9 株细菌中发现 1

株革兰氏阳性菌(细菌编号为 4-1-2)的中性脂皂化后

的产物中含有少量的异构脂肪醇, 包括 iC16:0, iC17:0, 

iC19:0, iC20:0, iC21:0, iC22:0和不饱和脂肪醇 nC18:1. 可见, 

并非所有细菌均能够产生异构脂肪醇. 对中国南海
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好氧不产氧光合细菌(革兰氏阴性)Erythrobacter sp. 

(Yang 等, 2009)的脂肪醇组分分析表明, 异构、反异

构脂肪醇和不饱和脂肪醇的合成不仅仅局限在革兰

氏阳性细菌中, 革兰氏阴性细菌也能够合成丰度并

不低于革兰氏阳性细菌的支链和不饱和脂肪醇化合

物, 但其含量相对脂肪酸来说仍然很低. 好氧不产氧

光合细菌的异构脂肪醇包括 iC15:0, iC16:0, iC17:0, iC18:0, 

iC19:0, iC21:0, iC22:0, iC23:0 和 iC24:0(图 5). 除 iC13:0 和

iC14:0 含量太低处于检测限以下外, 基本涵盖了尖峰

岭土壤中异构脂肪醇的碳数范围, 即 C13~C26. 此外, 

Erythrobacter sp. 单不饱和脂肪醇包括 nC17:1, nC18:1

与 nC20:1, 这些不饱和脂肪醇在尖峰岭土壤中都广泛

存在.  

脂肪酸是大多数细菌细胞膜脂主要组成成分之

一, 并且脂肪酸一般在细胞膜中与甘油基团结合形

成甘油酯. 脂肪醇化合物作为细菌细胞膜脂的可能

性较低, 因为以甘油为骨架的磷脂或糖脂很难有脂

肪醇结合的位点(即脂肪醇醇羟基与甘油羟基很难结

合). 生物体脂肪醇化合物一般与脂肪酸结合在一起, 

以蜡脂(wax ester)形式存在. 植物蜡脂主要用于防止

叶表皮水分蒸发、紫外线照射和病虫害侵袭, 同时也

是典型的储能物质(Eglinton 和 Hamilton, 1967; 李婧

婧等, 2011); 而微生物蜡脂也主要起储存能量作用

以保护微生物渡过不利环境, 但其含量相对植物较

低(Ishige等, 2003; Waltermann等, 2005). 地质环境中

的脂肪醇可能存在游离态和结合态. 游离态脂肪醇

被抽提出来后经硅烷化可以直接用 GC-MS 检测到, 

而结合态脂肪醇一般以蜡脂形式存在. 由于土壤中

蜡脂含量较低, 不能通过直接的方式检测土壤中支

链脂肪醇是否以蜡脂的形式存在. 皂化前后对比可

以验证土壤中支链和不饱和脂肪醇的赋存形式. 我

们选取 JFL-3 直接抽提游离态类脂物, 不对极性组分

进行皂化, 所得脂肪醇分布如图 6. 很明显, 未皂化

样品中长碳链脂肪醇(>C22)占脂肪醇组分的大部分, 

主峰为 nC22 脂肪醇, 而短碳链(<C22)脂肪醇只出现了

C14~C21, 并没有出现支链脂肪醇和不饱和脂肪醇 . 

因此, 大部分微生物来源的短碳链脂肪醇、不饱和脂

肪醇和全部支链脂肪醇均是以结合态的蜡脂形式存 

 

图 5  中国南海好氧不产氧光合细菌脂肪醇(硅烷化)质量色谱图(m/z 103) 
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图 6  尖峰岭土壤 JFL-3 中游离态脂肪醇质量色谱图(m/z 103) 

16 表示羟基在位的十六酸, 2-OH C22等表示碳数为 22, 羟基在位的羟基酸 

在于土壤中. 一些低等原生动物和细菌, 如绿眼虫

(Dasgupta 等, 2012)和绿非硫细菌(Schouten 等, 2009; 

van der Meer 等, 2010)能够合成一系列蜡脂, 组成这

些蜡脂的脂肪醇含有 C15~C17 多种异构、反异构脂肪

醇. 绿非硫细菌绿弯菌门(Chloroflexi)是土壤中细菌

类群的重要组成部分 (Costello 和 Schmidt, 2006; 

Janssen, 2006). 因而, 土壤中绿弯菌门可能是贡献土

壤中微生物蜡脂和支链脂肪醇的一个重要生物源. 

2.4  微生物类脂物对不同海拔温度的响应 

2.4.1  脂肪酸对不同海拔温度的响应 

土壤中脂肪酸和脂肪醇含量丰富且复杂, 本文

主要选取来源于微生物的脂类, 包括短碳链和支链

脂肪酸/醇, 通过构建指标建立与不同海拔温度之间

的关系. 反异构十五酸、异构十五酸及反异构十五

醇、异构十五醇在环境中较其他微生物脂类含量丰富, 

且在土壤、湖泊和泥炭等陆地环境中广泛存在, 因而

被选定为主要研究对象. 由于采样点海拔高度对应

的年平均温度只能通过海拔进行换算, 并没有实测

的温度, 我们直接采用海拔作为自变量来评估年平

均温度与微生物脂类的关系. 随着海拔增高, 年平均

温度逐渐降低, 反异构十五酸/异构十五酸(aC15/iC15)

表现为增加的趋势, 此比值与海拔之间存在显著正

相关关系(R2=0.52, P<0.01)(图 7(a)). 这说明土壤中细

菌能够改变其细胞膜脂的结构以适应环境温度的变

化. 事实上, 微生物的培养实验也证实, 微生物反异

构十五酸(aC15)与异构十五酸(iC15)之间的比值随培

养温度的增加而降低, 即在低温下反异构十五酸被

合成的更多(Annous 等,1997; Zhu 等, 2005). 反异构

十五酸在低温下的增加是因为反异构十五酸独特的

物理化学性质造成的, 它能够在低温下维持微生物

细胞膜的液晶状态, 使其保持较好的流动性. 反异构

十五酸具有相对较低的熔点(25.8℃), 其卵磷脂固液

相转变温度(13.9℃)比含异构十五酸(7.0℃)的卵磷

脂要低得多(Suutari 和 Laakso, 1994), 这表明微生物

细胞膜脂中反异构脂肪酸在低温下增加能够更好的

维持细胞膜液晶状态, 保持其流动性(Edgcomb 等, 

2000). 此外, 反异构脂肪酸拥有比正构脂肪酸和异

构脂肪酸更大横截面, 能够分散紧密排列的脂肪酰

基链增强细胞膜的流动性(Willecke 和 Pardee, 1971).  

2.4.2  脂肪醇对不同海拔温度的响应 

脂肪醇化合物用于古环境重建多使用来自于植

物的长碳链正构脂肪醇. 来自植物蜡脂中的长碳链

脂肪醇能够记录植被变迁, 其平均碳链长度 ACL 和 
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图 7  海拔与 aC15/iC15脂肪酸(a)、aC15/nC15脂肪醇(b)、aC15/iC15脂肪醇(c)和 nC18:1/nC18 脂肪醇(d)之间的相关关系 

P<0.05 表示相关关系显著 

碳优势指数 CPI 的变化可以用来指示气候所引起的

植物群落变化和微生物降解强弱(Ficken 等, 2000). 

短碳链脂肪醇与长碳链脂肪醇之间的比值则可以反

映沉积物中有机质降解状况或微生物(或海洋生物)

与高等植物相对输入量, 进而恢复相应的气候变化

(Xie 等, 2003; Treignier 等, 2006). 尖峰岭长碳链正构

脂肪醇(C21~C31)的 CPI21~31 值范围为 8.6~15.7(表 2), 

与海拔(或年平均温度)基本不存在相关关系(R2=0.02). 

若计算短碳链脂肪醇(C14~C20)和长碳链脂肪醇总体, 

即 C14~C31 的 CPI14~31 值, 发现 CPI14~31 与海拔之间具

有显著的正相关关系(R2=0.68, P<0.001, 图 8(a)), 即

温度越高, CPI14~31值越小, 这表明正构脂肪醇整体比

长链脂肪醇对环境的敏感性更强. 事实上, 温度的升

高能够促进微生物活动, 对脂类进行改造和降解, 使

得土壤中植物叶蜡正构脂肪醇的 CPI 值降低(谢树成

等, 2013). 长碳链脂肪醇(C22~C30)的 ACL 值范围为

23.1~25.2(表  2), 表现为与海拔高度显著的负相关关

系(R2=0.65, P<0.001, 图 8(b)), 即年均温度越高植物

倾向于合成链长更长的正构脂肪醇. 尖峰岭植被的

垂直分带性被人类砍伐破坏, 后期形成的次生林并

没有明显的分带性. 这表明, 尖峰岭植物长链正构脂

肪醇 ACL 的变化可能不是记录植被类型的改变, 而

主要是对不同海拔造成的温度差异的响应, 这与现

代植物叶蜡正构烷烃链长在高温下趋于更长的现象

一致,链长的增加有利于减少植物叶片在高温下水分

的蒸发(Dodd 和 Poveda, 2003).  

尖峰岭土壤中短碳链脂肪醇种类和含量丰富 . 

在大量来源于微生物的异构/反异构脂肪醇中, 我们 
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图 8  海拔与正构脂肪醇(C14~C31)碳优势指数 CPI(a)和长链正构脂肪醇(C22~C30)平均碳链长度 ACL(b)之间的相关关系 

P<0.05 表示相关关系显著 

表 2  尖峰岭不同海拔土壤脂肪酸和脂肪醇各指标 a) 

样品名 海拔(m) 估算的年均温(℃) CPI14~31(醇) ACL22~30 (醇) aC15/nC15(醇) aC15/iC15(醇) C18:1/nC18:0 (醇) aC15/iC15(酸) 

JFL-1 1405.0 16.6 11.1 23.6 0.14 0.14 0.12 0.62 

JFL-2 1296.0 17.2 17.8 23.1 0.24 0.08 0.02 0.63 

JFL-3 1262.0 17.4 12.3 23.7 0.07 0.06 0.06 0.76 

JFL-4 1137.0 18.2 14.5 24.1 0.09 0.08 0.05 0.53 

JFL-5 1002.0 19.0 10.8 23.3 0.11 0.11  0.74 

JFL-6 899.0 19.6 7.8 24.0 0.10 0.09 0.06 0.43 

JFL-7 790.0 20.3 9.3 24.6 0.20 0.11 0.29 0.45 

JFL-8 701.0 20.8 6.8 24.3 0.21 0.11 0.23 0.39 

JFL-9 597.0 21.4 7.1 24.6 0.17 0.13 0.12 0.57 

JFL-10 497.0 22.0 4.8 24.5 0.21 0.11 0.22 0.24 

JFL-11 402.0 22.6 6.9 24.0 0.32 0.22 0.16 0.43 

JFL-12 290.0 23.3 7.3 24.3 0.19 0.14 0.31 0.40 

JFL-13 199.0 23.8 3.6 24.9 0.38 0.20 0.29 0.44 

JFL-14 86.0 24.5 6.5 25.2 0.60 0.19 0.55 0.37 

a) 为数据不可得 

首先验证已经提出的 BNA15 指标, 即(aC15+iC15)/nC15

脂肪醇(Huang 等, 2013), 发现这个指标在尖峰岭基

本上与海拔或年平均温度不存在相关关系(R2=0.00). 

这可能是尖峰岭(16.6~24.5℃)与神农架(0.9~12.1℃)

不同的温度区间或微生物群落有关. 我们然后选取

了在沉积物中分布较为广泛的反异构十五醇(aC15), 

发现它与正构十五醇(nC15)之间的比值aC15/nC15与海

拔(或年平均温度)之间具有较好的负(正)相关关系

(R2=0.52, P<0.01), 随着海拔增加, aC15相对于 nC15的

含量逐渐降低(图 7(b)). JFL-1 和 JFL-2 两个样品由于

花岗岩基岩风化不完全, 土壤成分与其他样品存在

差异, 这可能造成样品中微生物群落发生改变, 使

aC15/nC15 比值偏离拟合曲线. 尖峰岭不同海拔降雨

量都非常充沛(年均降雨量>2000 mm), 因而降雨可

能不是限制微生物生长和改变其细胞膜脂成分的关

键要素. 事实上, 目前已知的能控制微生物类脂物组
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成和结构发生改变的主要环境因素是温度和土壤

pH(Schouten 等, 2002; Yang 等, 2010). 微生物生存在

土壤溶液中, 降雨量大小很难作为一个环境因子影

响微生物类脂物组成. 因此, aC15/nC15 脂肪醇比值随

海拔的变化可能主要是不同海拔温度差异所造成的. 

尖峰岭土壤 pH 在整个海拔断面上有较小的变化. 若

将土壤 pH 变化的因素考虑进来, aC15/nC15 比值与海

拔、土壤 pH 三者可呈现出很显著的线性关系, 其相

关系数 R2可达 0.81(P<0.001)(图 9), 校正公式为 aC15/ 

nC15=0.137×pH0.000127×H0.322(H 为海拔 ). 土壤

pH 的引入明显提高了线性相关系数. 某些微生物类

脂物结构和组分变化已经证明能够响应土壤 pH 变化. 

例如, 表征细菌支链 GDGTs 五元环相对数量的环化

指数(CBT)与 pH 有较强的负相关关系(Yang 等, 2010). 

与之类似, 尖峰岭土壤中微生物脂肪醇对土壤 pH 的

响应可能是通过改变异构脂肪醇的相对量来实现的. 

利用 pH, aC15/nC15比值和海拔(或年平均温度)之间的

线性关系, 可以为重建古海拔提供一种新的方法, 同

时可能可以作为一种全新的陆地古温度指示计, 运

用到第四纪沉积剖面的古温度重建中去. 反异构十

五醇和正构十五醇普遍存在于各种地质环境中, 如

泥炭(Huang 等, 2013)和土壤等, 这为这种新的古温

度计广泛应用提供了良好的前提. 需要指出的是, 由

于尖峰岭处于热带地区 , 其年平均温度值 (16.6~ 

24.5℃)相对较高. 因而, aC15/nC15 比值应用于其他年

均温较低的地区可能需要区域的校正 . 此外 , 

aC15/nC15 受温度控制的同时可能会受 pH 的影响, 这

可能将 aC15/nC15 应用限制在 pH 变动较小的环境中, 

如泥炭沉积柱等. 事实上, 在土壤和泥炭等沉积环境

中, pH 的变动可以通过细菌支链 GDGTs 的环化指数

CBT 进行评估.  

反异构脂肪醇响应不同海拔(或年平均温度)变

化的方式恰好与反异构脂肪酸相反. 随着年平均温

度降低, 反异构十五醇的相对含量降低, 而反异构十

五酸的相对含量则不断增加. 在低温环境中, 细菌能

够合成更多反异构十五酸等以维持细胞膜的流动性. 

显然, 微生物脂肪醇响应不同海拔温度变化的机制

不能得到相同的解释. 不仅反异构脂肪醇表现出与

反异构脂肪酸相反的特性, 单不饱和十八醇(nC18:1 的

几种异构体) 也表现出明显不同于脂肪酸的特征:尖

峰岭土壤中单不饱和十八醇与饱和十八醇 nC18:1/ 

nC18:0 的比值随海拔增加(年平均温度降低)而逐渐减 

 

图 9  aC15/nC15(脂肪醇)比值与土壤 pH、海拔之间的线性

关系 
其中 H 为海拔高度 

小(图 7(d)). 一般微生物脂肪酸的不饱和度会随温度

降低而逐渐增大(Wada 等, 1987; Suutari 和 Laakso, 

1992), 不饱和脂肪酸相对饱和脂肪酸其“折叠”式分

子结构减少了分子与分子间的作用力, 因而熔点较

低. 不饱和度的增加会降低膜脂的熔点, 使其在较低

温度下仍能够保存较好的流动性, 以维持微生物的

正常生理代谢. 例如, Haptophyta 合成的长链烯酮不

饱和度增加也是颗石藻适应环境温度降低的结果

(Prahl 和 Wakeham, 1987). 如前所述, 反异构和不饱

和脂肪醇只能通过皂化释放出来, 被认为主要来自

于微生物, 而正构十五醇和正构十八醇主要来自于

游离脂中的植物叶蜡. 海拔引起的温度降低可能直

接引起了产异构脂肪醇和不饱和脂肪醇的微生物活

动减弱和生物量减少, 表现为含量相对于十五醇和

十八醇逐渐降低的趋势. 因此, nC18:1/nC18:0 脂肪醇比

值同样为重建古海拔和古温度的变化提供了一个新

的指标. 

光照量导致的紫外线强弱变化可能会影响植物

蜡脂组成(李婧婧等, 2011). 然而, 异构和反异构脂

肪醇主要来自于微生物, 微生物生活在土壤中, 而且
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所采集的土壤基本被热带雨林茂密的植物所遮盖 , 

很难受到阳光照射. 所以, 尽管尖峰岭不同海拔光照

量呈现一定梯度的变化(表  1), 但可能较难影响到土

壤中微生物的生理生态. 

3  结论 

尖峰岭不同海拔表层土壤中含有丰富的微生物

脂肪酸和脂肪醇化合物, 包括异构/反异构脂肪酸、

10-甲基-十六酸、异构/反异构脂肪醇、10-甲基-十六

醇和单不饱和脂肪醇等. 这些脂肪醇主要是以结合

态的形式, 即蜡脂存在于土壤中, 通过皂化才能将它

们释放出来. 土壤中低碳数(<C22)甲基支链型脂肪酸 

与甲基支链型支链脂肪醇一一对应, 表明这些支链

型脂肪酸和其对应的脂肪醇可能具有共同的微生物

来源. 支链脂肪酸和支链脂肪醇都表现出对不同海

拔温度明显的响应. 反异构十五酸/异构十五酸(aC15/ 

iC15)比值随海拔增加逐渐增大, 即年平均温度的降

低使得反异构十五酸比例增加. 与之相反, 反异构十

五醇/异构十五醇(aC15/iC15)比值和反异构十五醇/正

构十五醇(aC15/nC15)比值随海拔增加逐渐减小. 此外, 

单不饱和十八醇与饱和十八醇 nC18:1/nC18:0 的比值随

海拔增加(年平均温度降低)也逐渐减小, 与微生物脂

肪酸不饱和度随温度降低而增加的认识相反. 这些微

生物脂肪酸和脂肪醇与海拔之间的相关关系, 可能可

以为古海拔和泥炭、黄土中古温度重建提供新的思路.  

致谢 秦养民在采样中的帮助和陈林对 GC-MS 仪器的维护以及审稿人认真细致的审阅, 在此一并致谢. 
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