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生物合成共轭亚油酸菌种的筛选与鉴定

周凌华，! 张 灏!，! 陈 卫，! 田丰伟
（江南大学 乳酸菌发酵技术与食品安全教育部重点实验室，江苏 无锡 "0&%#5）

摘! 要：从传统泡菜和生牛乳中筛选出一株乳酸菌 6-"%$2 能生物合成共轭亚油酸，经 789系统鉴
定为植物乳杆菌（!"#$%&"#’(()* +(",$"-).）+ 该菌株在 :;- 培养基中将质量分数 00+ 5<的亚油酸
（0+ %"& => ? =@）转化为共轭亚油酸，经气相色谱分析证实 A’，B00102C " 占 4$+ ’ <，B0%，A0"102C "
占"&+ 0< +
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! ! 共轭亚油酸（N)IaK>LB.Y @HI)*.HA 7AHY，N@7）
是亚油酸（@HI)*.HA 7AHY，@7）衍生的共轭双烯酸
的多种位置与几何异构体的总称+ 它具有很多营
养和保健功能，如抗癌、抗动脉粥样硬化和促进细

胞分裂、阻止肌肉退化、延缓机体免疫力衰退

等［0］+在共轭亚油酸的各种立体异构体中，A’，B001
02C " 和 B0%，A0"102 C " 两种异构体被认为最具
生物活性，A’，B00102C " 是惟一能被动物细胞吸收
进入其磷脂层的共轭亚油酸异构体［"］，同时 A’，

B00102C " 也是在人们的日常食物中含量最高的共
轭亚油酸异构体；而 B0%，A0"102C " 在改善人体减
肥等方面具有明显的效果+
目前，生产 N@7主要是通过化学法，如碱法异

构化等合成，其缺点是对于产物中各种构型的

N@7无选择性，其中 A’，B00102C " 在 N@7 异构体
中所占质量分数低于 &% < +许多科学家致力于生
物法合成 N@7的研究，但早期分离到能合成 N@7
的细菌多为严格厌氧的瘤胃细菌，培养困难，应用
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价值不大! "# 世纪 $# 年代后期，%&’等［(］报道了几
株乳酸菌具有转化 %) 为 *%) 的能力，其产物中
+$，,--.-/0 " 在产生的 *%) 异构体中所占质量分
数达 $#1以上，证明了生物法与化学法相比具有
选择性合成生物活性 *%) 的优点，而且乳酸菌在
培养方面比较方便! 因此若能得到具有较高转化
%)为 *%)能力的乳酸菌并将其应用于功能性乳
制品，将会有非常大的应用前景!
本研究的目的主要是从传统发酵食品和生牛

乳中筛选具有较高转化 %)为 *%)能力的乳酸菌，
对其进行菌种鉴定，并对其产生的 *%) 异构体进
行气相色谱分析!

!" 材料与方法
!# !" 材料
!! !! !" 实验材料 " 生牛乳（无锡光明乳品厂提
供），四川泡菜，新疆牧民自制酸奶! 亚油酸（%)）、
共轭亚油酸（*%)）、共轭亚油酸甲酯均购于 2&345
公司（纯度 6 $$1），其它所用试剂均为分析纯!
!! !! $ " 菌种与保藏方法 " 从上述原料中筛选出
乳酸菌 -/( 株，编号分别为：72-##- 8 72-##9"，
72"##- 8 72"##9:，72(##- 8 72(##:9!
!! !! %" 培养基

-）分离平板培养基：（-）改良 ;<2（乳糖替代
葡萄糖）培养基；（"）%=2 培养基（ 3 > %）：乙酸钠
":，葡萄糖 "#，胰蛋白胨 -#，?@"ABC 9，酵母膏 :，
柠檬酸铵 "，吐温./# -，;32BC #! :D:，EF2BC#! #(C，
;’2BC #! -"，冰醋酸 -! (" 4%，琼脂 -:!

"）斜面培养基：;<2琼脂培养基!
(）发酵（种子）培养基：;<2 液体培养基（G@

9! :）!
!! !! &" 仪器" D:" 型紫外光栅分光光度计：上海分
析仪器厂生产；气相色谱议（2H&45IJK L*.-C=）：M5.
G5’，NOPQO；色谱柱：2A."(/#（9# 4 R#! ": 44 &! I! R
#! "# !4），2KGFS+O A5TP，=FSSFUO’,F，A)!
!# $" 方法
!! $! !" 发酵方法 " 将各菌株以体积分数 - 1的
接种量接入种子培养基，于 (D V连续活化 " 次，每
次 "C H!将活化后的菌种再以体积分数 -1接种量
接入种子培养基中并添加质量浓度为 #! : 43 > 4%
的亚油酸，培养 "C H! 9 ### T > 4&’ 离心 -# 4&’ 收
集菌体，用质量浓度 /! : 3 > % W5*S 溶液洗涤!再经
离心收集菌体，添加 -# 4% 发酵培养基并加入 -!
#"C 43 > 4%的亚油酸，在 (D V培养 "C H!
!! $! $ " 发酵液中 *%) 的分析检测 " 发酵液中

*%)的提取［C］：- 4% 发酵液添加 " 4% 异丙醇和
-! : 4%正己烷提取 ( 4&’，经 9 ### T > 4&’ : 4&’离
心，吸取上面的正己烷层! 蒸馏水洗涤正己烷层，
再经无水硫酸钠干燥后，用氮气将正己烷吹干，得

脂肪酸提取物!
比色法测定［:］：将上述脂肪酸提取物用 : 4%

正己烷溶解，在 "(C ’4下测定吸光度!测量时用正
己烷做空白!
气相色谱测定法：在上述脂肪酸提取物中加

入 - 4%体积分数 " 1的硫酸.甲醇溶液，在 D# V
加热 - H!冷却后加入 : 4% 质量浓度为 :# 3 > % 的
W5*S溶液洗涤，再用 C 4%正己烷将脂肪酸甲酯萃
取!正己烷层经无水硫酸钠干燥后，用氮气将正己
烷吹干!最后用 :# !%正己烷重新溶解提取的脂肪
酸甲酯，进行气相色谱分析!
气相色谱条件参见文献［9］!
气相色谱标准曲线的建立：准确吸取 /:# !%质

量浓度为 -C! 9D9 43 > 4%的共轭亚油酸甲酯标准样
品，用正己烷定容到 :# 4%的容量瓶中，从中分别准
确吸取 #，"，C，9，/，-# 4% 的 9 根试管中，用氮气吹
干正己烷，再用 -## !%正己烷溶解样品! 将上述不
同质量浓度的共轭亚油酸甲酯标准样品进行气相色

谱分析，并以峰面积为纵坐标，共轭亚油酸的含量为

横坐标建立气相色谱标准曲线，结果见图 -! 线性回
归方程：! X #" :-"# Y #" #D$ D；线性相关系数：$" X
#! $$$ (；线性范围 # 8": 43 > 4%!

图 !" 共轭亚油酸气相色谱标准曲线
’()# !" *+,-.,/. 01/23 45 ),6 07/48,+4)/,8 45 6+,-.9

,/. :;<

Z Z 发酵液中 *%)的定性、定量分析和转化率：发
酵样品中共轭亚油酸异构体类型的鉴定通过对照

标准样品中的共轭亚油酸异构体的保留时间来确

定!样品中的共轭亚油酸的定量分析采用气相色
谱外标法! *%)的转化率为发酵样品中 *%) 质量
浓度与所添加的 %)质量浓度之比!
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!! "! #$ 菌种鉴定$ 用 "#$固体培养基观察菌落形
态，显微镜下观察细胞形态! 采用法国梅里埃
（%&’"()*&(+,）公司 -./ 细菌鉴定系统对菌株进行
鉴定［0］!

"$ 结果与讨论
"% !$ 初筛$
从生牛乳、泡菜和新疆牧民自制酸奶 1 种不

同来源筛选出的 231 株乳酸菌，按 2! 4! 2 发酵方法
进行生物转化 56-试验!由于 56- 中存在的共轭
双键在 417 89波长下有特殊吸收，其摩尔吸光系
数 !约为 2 : 2;<，属于强吸收，而 6- 在该波长下
没有吸收!所以本试验采用紫外分光光度法在 417
89处检测样品中的吸光度增加（!!41789），以此初

步判定发酵液中 56- 的质量浓度增加［<］! 这种方
法较气相色谱法方便得多，可以大大降低菌株筛

选的工作量，结果见图 4! 从图 4 可以看出，从生牛
乳、泡菜和新疆牧民自制酸奶 1 种不同来源获得
的菌株中，大部分菌株的发酵液 !!41789 = ;! 4，分
别占 31> ?@，0;> 3@ 和 0<> ;@；而只有很少部分
菌株的发酵液 !!41789 A ;! <，分别占 1> 4@，
2;> 3@和 <> 7@，在发酵液 !!41789 A ;! < 的 24 株
菌株中泡菜来源的最多（见表 2）!

图 "$ 不同来源的菌株发酵液 !!"#&’(分布

)*+% " $ ,*-./*01.*2’ 23 !!"#&’( 23 415.1/67 (67*8 23

-./8*’- 3/2( .9/66 7*336/6’. -21/46-

"% "$ 复筛
将初筛中 !!41789值较大的 24 株菌的发酵液

进行气相色谱分析，结果（见表 2）表明，在初筛中
发酵液 !!41789 A ;! < 的菌株，其大部分 !41789增加

都在 ;! <;; B ;! C<; 之间，对应的 56-质量浓度在
7;! ;; B C;! ;; "D E 96 之间! 泡菜来源的菌株产
56-的能力差异比较明显，56- 的产量在70! ;7 B
24;! 2< "D E 96之间，其中 F$4;<3 发酵液中的 56-
质量浓度达到了 24;! 2< "D E 96，具有转化 6- 为
56-的最高能力，因此挑选 F$4;<3 作为本试验理
想目的菌株!

表 !$ 不同菌株生物转化共轭亚油酸的能力
:80% !$ :96 80*5*.; 23 <=> 0*2-;’.96-*- 23 ?8/*21- -./8*’-

菌株编号 F$2;2< F$2;14 F$4;;C F$4;21 F$4;20 F$4;44

!!41789 ;! <11 ;! <23 ;! <47 ;! C;2 ;! <10 ;! C27
56-质量浓度 E（"D E 96） 70! 3C 7C! 04 70! ;7 <1! ?3 73! 71 <<! 17

菌株编号 F$4;12 F$4;1< F$4;<3 F$1;;7 F$1;23 F$1;17

!!41789 ;! C04 ;! C44 2! 141 ;! <C1 ;! <0C ;! <?1
56-质量浓度 E（"D E 96） C;! C; <C! 21 24;! 2< <;! <0 <2! 01 <1! 40

"% #$ 菌种鉴定
"! #! !G F$4;<3 形态观察G 在 "#$ 固体培养基中
F$4;<3 的菌落大小为 ;! 1 B 4! ; 99，圆形正面凸
起，乳白色，表面湿润光滑! 细胞革兰氏染色阳性，
过氧化氢酶反应阴性，在 "#$ 液体培养基中
F$4;<3 的细胞形态见图 1! 细胞呈短杆状，菌体大
小为 ;! ? B 2! 4 "9 宽，1 B 3 "9 长，不产芽孢，两
端钝圆!
"! #! "$ -./试剂盒反应结果$ 用 -./ <; 5H试剂
盒进行 F$4;<3 利用 7? 种碳水化合物的发酵实验，
结果见表 4!将实验结果输入梅里埃（%&’"()*&(+,）
的 -./细菌鉴定系统，经数据库查询核对，F$4;<3
为乳酸菌属的植物乳杆菌（ "#$%&’#$())*+ ,)#-%#.

/*0），系统的鉴定结果非常好（@ &I J ??! 4）!

图 #$ @A"BCD 的菌体形态（!BBB E）
)*+% #$ <655 (2/F9252+; 23 -./8*’ @A"BCD（!BBB E）
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表 !" #$!%&’ ()*试剂反应结果
+,-. !" +/0 102345 67 ()* 10,8095 67 #$!%&’

!"#凹槽号 底 物 反应结果 !"#凹槽号 底 物 反应结果

$ 丙三醇 % &’ 水杨苷 (

& 赤藻糖醇 % &) 纤维二糖 (

* +,阿拉伯糖 % &- 麦芽糖 (

. /,阿拉伯糖 ( &0 乳糖 (

1 核糖 ( *2 蜜二糖 (

’ +,木糖 3 *$ 蔗糖 (

) /,木糖 % *& 海藻糖 (

- 戊五醇 % ** 菊糖 %

0 !,甲基,+, 木糖苷 % *. 松三糖 (

$2 半乳糖 ( *1 棉子糖 (

$$ 葡萄糖 ( *’ 456378 (

$& 果糖 ( *) 糖原 %

$* 甘露糖 ( *- 木糖醇 %

$. 山梨糖 % *0 龙胆二糖 (

$1 鼠李糖 % .2 +,松二糖 (

$’ 己六醇 % .$ +,来苏糖 %

$) 环己六醇 % .& +,塔格糖 %

$- 甘露醇 ( .* +,海藻糖 %

$0 山梨醇 ( .. /,海藻糖 %

&2 ",乙酰,+, 甘露糖苷 ( .1 +,阿糖醇 (

&$ ",乙酰,+, 葡糖苷 3 .’ /,阿糖醇 %

&& 9,乙酰,葡糖胺 ( .) 葡萄糖酸酯 (

&* 杏苷 ( .- &,酮,:;<=784> %

&. 对苯二酚葡糖苷 ( .0 1,酮,:;<=784> 3

&1 七叶苷 (

? 注：“ (”表示试验结果阳性；“ %”表示试验结果阴性；“3”表示试验结果不明显@

!. :" #$!%&’ 合成的 ;<(异构体气相色谱分析
按照 $@ &@ & 中的气相色谱分析法对 AB&21- 发

酵液中的脂肪酸进行气相色谱分析，结果见图 .@
其中，图 .（4）是共轭亚油酸甲酯标准样品的气相
色谱图@ 从图 .（ 4）中可以看出，所采用的强极性
毛细管气相色谱柱 B"&*-2 在其操作条件下，可以
将标准样品中的 & 种 C/! 异构体 D0，>$$,$- E &
和 >$2，D$&,$-E & 进行较好的分离；& 种异构体的
保留时间分别为：’1@ 1’) 568 和 ’)@ )-* 568@ 图 .
（F）是发酵样品的气相色谱图@ 从图 .（F）中可以
明显地看出，AB&21- 菌株可以将底物 /! 主要转
化为 & 种 C/!，一种是 D0，>$$,$- E &，另一种是
>$2，D$&,$-E &，而 >$2，D$&,$- E & 后面的色谱峰
可能为C,&2以上的脂肪酸，结果见表 *@ 从表 * 中
可以看出，在 /! 添加质量浓度为 $@ 2&. 5: G 5/，

*)H培养 &. I条件下，AB&21- 可以转化质量分数
$$@ 1) J的 /! 为 C/!（$&2@ 1’ !: G 5/ ）@ 其中，
D0，>$$,$-E & 是主要的异构体类型，占 )1@ 0J；
>$2，D$&,$-E & 含量较少占 &.@ $ J，其它的 C/!
异构体未能检出@ 出现这种结果的原因可能是，
AB&21- 细胞内所含的亚油酸异构酶作用的结果@
目前研究表明，微生物合成 C/! 主要是通过

细胞体内的亚油酸异构酶的作用将 /! 转化为
C/!［.］，而且不同的亚油酸异构酶合成不同的 C/!
异构体@ 因此认为，植物乳杆菌 AB&21- 细胞内含
有的亚油酸异构酶主要为 D0，>$$ 和 >$2，D$&，其
中 D0，>$$ 亚油酸异构酶是 AB&21- 细胞中最主要
的亚油酸异构酶@ /68 等人［*］报道 !"#$%&"#’(()* "#’+
,%-.’()*（CCKC$.2)0）在添加 $ 5: G 5/ /!的脱脂
乳培养基中，可以将 C/!质量浓度从 &*@ 2 !: G 5/

’1 无? 锡? 轻? 工? 大? 学? 学? 报? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 第 &* 卷?
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增加到 !"#$ # !% & ’(，作者将 ))*)!+",- 产生的
)(.认为是 /-，0!!1!23 4$ (55 等人［2］采用 !"#$%&
’"#())*+ ,-*$-,(."( 在添加 "$ - % & ( (. 的 6*7 培养
基中培养 4+ 8产生 9"" ’% & ( )(.，其产生的 )(.
异构体经鉴定为 /-，0!!1!23 4（包括 0-，/!!1!23
4）（质量分数 #-:）和 /!"，0!41!2 3 4（质量分数
+!:）4 种异构体$

;$ 共轭亚油酸标样；<$ 发酵液中的共轭亚油酸

图 !" 共轭亚油酸气相色谱分析图
#$%& !" ’() *+,-.(/-%,(. -0 )/(12(,2 345 .6/+78 6)/6,)

= = 本次实验结果表明，>74"#2 在 6*7 培养基中
可以将 (.比较有效地转化为 )(.，提高样品中的
)(.质量浓度$ 另外，由于 >74"#2 产生的 )(. 异
构体是 4 种生物活性最强的 /-，0!!1!23 4 和 0!"，
/!41!23 4，未有其它的 )(. 异构体检出，所以该
菌株具有较好的应用前景$

表 9" :;<=>? 生物转化共轭亚油酸的结果分析
@(A& 9" @+6 (1(87/$* ,6)B8/) -0 /+6 345 A$-)71/+6)$C62 A7

:;<=>?

实验
号

/-，0!!1!23 4
质量
浓度 &
（!% & ’(）

转化
率 &
:

0!"，/!41!23 4
质量
浓度 &
（!% & ’(）

转化
率 &
:

)(.
转化
率 &
:

)(.
质量
浓度 &
（!% & ’(）

! -!$ !2 2$ 2 9"$ #9 4$ - !!$ , !4!$ ,!

4 -9$ +, -$ " 4,$ 9" 4$ ? !!$ ? !4"$ ,,

9 2-$ 24 2$ ? 4-$ 92 4$ 2 !!$ + !!-$ 4"

9" 结论与展望
通过上述方法，从泡菜中筛选出一株具有较

高的生物转化 (. 为 )(. 的植物乳杆菌 >74"#2，
在亚油酸添加质量浓度为 !$ "4+ ’% & ’(，9, @，培
养 4+ 8条件下能转化 !!$ ? :的 (.为 4 种最具生
物活性的共轭亚油酸 /-，0!!1!2 3 4（质量分数
,#A -:）和 0!"，/!41!23 4（质量分数 4+$ !:）异构
体$研究表明，通过乳酸菌生物转化共轭亚油酸的
方法是切实可行的，而且由于所采用菌株的安全

性和生物转化产生的共轭亚油酸异构体的专一

性，为人们提高膳食中的共轭亚油酸含量开辟了广

阔的前景$因此下一步的研究计划将对植物乳杆菌
>74"#2生物转化共轭亚油酸的情况进行深入研究，并
对植物乳杆菌 >74"#2产生共轭亚油酸的机理做进一
步探讨$
致谢：承蒙江南大学食品学院裘爱泳教授、傅红博

士在共轭亚油酸的气相色谱分析方面给予的指导
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