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摘　要　为获得共轭亚油酸 (CLA)乳酸菌的菌种 ,从酸菜汁中筛选出 1株 CLA生成能力较强的的乳酸菌 , 发酵液

中 CLA生成量为 26715μg·mL - 1。此株为革兰氏阳性杆菌 ,过氧化氢酶阴性 ,45 ℃下生长 ,15 ℃基本不生长。基

于生化试验和培养基成分的利用情况 ,鉴定为植物乳杆菌 L actobacillus plantarum。经气相色谱检测 ,该菌种合成

的 CLA产物为 c9 ,t11/ t9 ,c112CLA和 t10 ,c122CLA的混合物。
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Abstract　The study was carried out to obtain conjugated linoleic acid (CLA) producing lactic acid bacteria . A lactic

acid bacteria L18 was is olated from pickle juice s amples which have the higher value of CLA forming ability , its CLA pro2

duction in the s up ernatant was 26715μg·mL - 1 . The culture was found to be Gram positive , rods and catalas e nega2
tive . It grew at 45 ℃but not at 15 ℃, identified as Lactobacillus plantarum , on the basis of the biochemical character2
is tics and the utilization of s ubstrates . The production of L18 culture is the mixture of c9 , t11/ t9 , c112CLA and t10 , c122
CLA by gas chromatography analysis .
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　　共轭亚油酸 CLA是一种在双键位置和几何构

型上存在差异的亚油酸异构体混合物。近年来的许

多研究表明 ,CLA的特定异构体具有促进健康的潜

在功能 ,如抗动脉粥样硬化、增强免疫功能、减肥

等[1～3 ] ,同时 ,CLA 还被认为是皮肤刺瘤、乳腺瘤、

结肠畸变、前列腺瘤和实验动物体内、人体乳腺癌细

胞组织扩散的潜在抑制剂[4 ]。由于 CLA 特有的生

理作用 ,因此对 CLA产品、富含 CLA的发酵食品有

潜在的市场需求。

CLA的异构体中 ,cis29 ,t rans211 十八碳二烯酸

(c9 ,t11218 :2) ,具有重要的生理活性 ,是主要的异

构体。CLA可在强碱条件下通过异构化生成 ,但化

学合成法的安全性受到质疑。共轭亚油酸可由丁酸

弧菌 ( B utyrivibrio species) [5 ]等瘤胃微生物转化多

不饱和脂肪而获得 ,但是瘤胃菌是严格厌氧菌 ,培养

困难 ,难以实现大规模生产。J iang等人研究发现费

氏丙酸杆菌 ( Propionibateri um f rem denreichii)可以

牛乳为培养基利用游离亚油酸产生 CLA[6 ]。近年

来有报道 ,乳酸菌可以将游离亚油酸转化为 CLA。

目前 ,国内外乳酸菌合成 CLA的研究尚处在菌种筛

选和转化条件研究阶段 ,原始菌株发酵液中 CLA生

成量最高为 300μg·mL - 1。为此 ,笔者从酸菜汁样
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品中筛选出 1株生成 CLA能力较强的乳酸菌。

1　材料与方法

111　材料

样品 :酸菜汁 ,自购。

培养基 :MRS肉汤培养基 ,p H615。

试剂 : API 50 CHL 液体培养基和 API 50 CH

菌种鉴定试剂条 ,法国 bioMerieux sa 公司产品 ;亚

油酸 ,质量分数 99 % ,密度 019 g·mL - 1 ; CLA 甲酯

混合标样由 cis9 , t rans11/ t rans9 , cis112CLAMe 和

t rans10 ,cis122CLAMe 组成 ,质量分数 99 % , Sigma

公司产品。其他试剂均为分析纯。

仪器 : TU21901 双光束紫外可见分光光度计 ,

北京普析通用仪器有限责任公司。日本岛津 GC2
4CM气相色谱仪 ,手动进样 ,载气为高纯 N2 ;J S2
3050色谱工作站 ,大连江申分离科学公司 ;氢火焰

离子化检测器 FID ,燃气 H2 ,助燃气空气。

分析条件 :熔融石英毛细管柱 FFAP ( d 0153

mm×30 m ×110μm) ,兰州化学物理所生产 ;固定

柱温 195 ℃,柱前压力 40 kPa ,柱流速 17 mL·

min - 1 ,分流比 613∶1 ,进样温度 250 ℃,检测器温度

250 ℃,空气压力 50 kPa ,氢气压力 60 kPa ,氮气压

力 400 kPa ,每次进样量 2μL。面积采用归一化法

计算。

112　筛选及分析方法

1)酸菜汁中细菌的分离。将酸菜汁接种于

MRS肉汤液体培养基中 ,增殖培养后 ,倾注法倒

MRS琼脂平板 , 37 ℃培养后 ,挑取单菌落接种于

MRS琼脂斜面上保存。

2) CLA 紫外吸收标准曲线的测定。以正己烷

为溶剂 ,将 CLA标样配成不同浓度的溶液 ,以正己

烷为参比 ,在 233 nm处测定其吸收值 ,以 CLA浓度

为横坐标 ,吸光值为纵坐标 ,绘制标准曲线。

3)菌种的筛选。菌种在 MRS液体培养基中 37

℃条件下 2 次活化。带螺帽的试管 ( d1615 mm ×

125 mm)中装入 5 mL MRS培养基 ,培养基中亚油

酸的质量浓度为 011 g·(100 mL) - 1 ,菌种接种量为

1 % (体积分数)接种后进行发酵 ,发酵条件 37 ℃,24

h ,振荡频率 120次·min - 1。发酵结束后 ,正己烷萃

取发酵液 ,萃取液水洗 2次 ,加入无水硫酸钠吸水干

燥 ,用正己烷定容至 25 mL ,混匀 ,备检测。

紫外分光光度计在 200～350 nm范围内对样品

扫描 ,观察在 233 nm处有无特征吸收峰。有特征吸

收峰者表明其发酵液中有 CLA 生成 ,读取 233 nm

处的吸收值 ,根据标准曲线计算发酵液中 CLA的生

成量。以不接种的培养基为参比 ,培养基加入与样

品同量的亚油酸 ,不接菌种 ,其他步骤同样品。

4)菌种的菌落和形态特征。分离出的细菌培养

物在 MRS琼脂平板上划线 ,培养后观察菌落特征。

涂片后革兰氏染色 ,显微镜下观察细胞形态特征。

5)菌种的鉴定。分离出的菌种培养后接入 API

50CHL 液体培养基中 ,制成菌悬液后接入 API

50CH菌种鉴定试剂条 ,用无菌液体石蜡封口 ,37 ℃

培养 36～48 h ,检测菌种对 49种碳水化合物的利用

情况。采用 IB IS ( intelligent bacteria identification

system , the netherlands) 软件系统 [7 ]对菌种进行

鉴定。

6)洗涤细胞的制备。筛选出的菌种在 MRS液

体培养基中 2 次活化 ,菌种接种量 1 % (体积分数)

接入 500 mL MRS肉汤液体培养基中 ,37 ℃培养 24

h ,振荡频率 120 次·min - 1。培养结束后离心

(10 kg ,15 min ,4 ℃)收集细胞。收集的细胞用生理

盐水洗涤 2遍 ,作为洗涤细胞制备 CLA。

7) 用洗涤细胞制备 CLA 的条件。反应液为

011 mol·L - 1的磷酸钾缓冲液 ,p H 615 ,在带有螺旋

帽的试管 ( d1615×125 mm)中微氧条件下进行 ,进

行前用高纯氮气去除试管内的空气。

每管反应物的体积为 5 mL ,每 100 mL 反应混

合物的组成为 ,亚油酸 LA 015 g、牛血清白蛋白

BSA 011 g、洗涤细胞 10 g。37 ℃下反应 44 h ,振荡

频率 120次·min - 1。

8)脂肪酸的甲酯化和气相分析。向洗涤细胞反

应混合物中加入氯仿和甲醇混合物 ,体积比为氯仿∶

甲醇 = 2∶1 ,萃取 ,收集下层液体 ,冷冻离心 (10 kg ,

15 min ,4 ℃)后 ,再用无水硫酸钠干燥 ,旋转蒸发仪

30 ℃下蒸发脱除溶剂 ,将残余物转移到带螺旋帽的

试管中 ,用氮气吹干。取样品 50 mg置于烧瓶中 ,加

入 50 mL 盐酸甲醇溶液 ,100 ℃加热 10 min进行甲

酯化[8 ] ;加入 100 mL 蒸馏水 ,将溶液移入分液漏斗

中 ,加入 30 mL 正庚烷 ,振荡后静止 ,收集庚烷层 ;

用 30 mL 庚烷再次萃取水层 ,合并 2次庚烷萃取物 ,

水洗至中性。用无水硫酸钠干燥后 ,在氮气保护下

将溶液蒸发至约 20 mL ,用气相色谱确定 CLA异构

体的生成量。
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2　结果与讨论

211　CLA紫外吸收标准曲线

CLA 紫外吸收标准曲线的线性回归方程为

A = 01098 8 C - 01028 4 ,式中 A 为 233 nm处紫外

吸光值 , C 为 CLA 的质量浓度 ,线性范围 0～

151000μg·mL - 1。

212　菌种的筛选

紫外分光光度计检测发酵液中 CLA的生成量。

从 20 个酸菜汁样品中共分离出 24 株 CLA 生成能

力较强的乳酸菌 ,其生成量为 62168～26715μg·

mL - 1。图 1示出 24株乳酸菌的 CLA生成量 ,其中

菌种 L18的最高。

213　菌种的鉴定

菌种 L18培养物的菌落呈凸起、圆形、光滑 ,白

色 ,培养液中生长物浑浊 ,兼性厌氧。菌体园而短直 ,

图 1　菌种发酵液 CLA的生成量

Fig. 1　Amount of CLA isolated strain liquid culture

为革兰氏阳性杆菌 ,菌体宽 019～112μm ,长 2～6

μm ,单个、成对排列或呈短链状 ;过氧化氢酶阴性 ,

不产芽孢 ,45 ℃生长 ,15 ℃基本不生长。基于其对

底物的利用情况 (表 1)可确定菌种 L18为植物乳杆

菌 L actobacill us plantarum ,置信度 9611 %。

表 1　菌种 L18对碳水化合物的利用

Table 1　Utilization of carbohydrate substrates

化合物 反应 化合物 反应 化合物 反应 化合物 反应 化合物 反应

甘油 + 赤藓糖 - 熊果甙 + 苦杏仁甙 + L2阿拉伯糖 +

核糖 + 阿东醇 - 七叶灵 + 纤维二糖 + D2阿拉伯糖醇 +

果糖 + 半乳糖 + 麦芽糖 + 拢牛儿糖 + L2阿拉伯糖醇 -

肌醇 - 葡萄糖 + 蜜二糖 - D2岩糖 - β2甲基2D2木糖甙 -

柳醇 + 甘露糖 + 海藻糖 + L2岩糖 - α2甲基2D2甘露糖甙 +

乳糖 + 山梨糖 - 松三糖 + - D2松二糖 - α2甲基2D2葡萄糖甙 -

蔗糖 + 鼠李糖 + 棉子糖 - D2来苏糖 - N2乙酰2葡糖胺 +

菊糖 - 卫茅醇 - 木糖醇 - D2塔格糖 - 22酮基2葡萄糖酸盐 -

淀粉 - 甘露醇 + D2木糖 + 葡萄糖酸盐 + 52酮基2葡萄糖酸盐 -

糖原 - 山梨醇 + L2木糖 - D2阿拉伯糖 -

　　注 : +为可利用此碳水化合物生长 ,反应呈阳性 ; - 为不利用此碳水化合物生长 ,反应呈阴性。

214　CLA的气相分析

菌种 L18的洗涤细胞制备 CLA的气相色谱检测

结果见图 2。其中峰Ⅳ为 c9 ,t11/ t9 ,c112CLA ,质量

分数 61343 % ,出峰时间 341078 min ;峰 Ⅴ为 t10 ,

c122CLA ,质量分数 141023 % ,出峰时间 351475

min。其他峰 :峰Ⅰ为棕榈酸 ,质量分数 01462 % ,出

峰时间 11180 min ;峰Ⅱ为油酸 ,质量分数 11630 % ,

出峰时间 231018 min ;峰 Ⅲ为亚油酸 ,质量分数

301788 % ,出峰时间 251832 min ;411808 min洗脱出

的峰Ⅵ可能是合成 CLA 过程的中间产物[9 ]。从气

相色谱图看 ,当反应进行到 44 h 时 ,体系中尚有

30 %的亚油酸尚未转化 ,今后的研究应考虑延长反

应时间和优化反应条件以进一步提高转化率。目前

图 2　气相色谱图

Fig. 2　Gas chromatography analysis of CLA methyl ester
　

由微生物生产的 CLA成本较高 ,但较强碱条件下采

用异构化方法制备 CLA安全 ,且乳酸菌不需要严格
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的厌氧条件 ,更易生长。

3　结束语

本研究从酸菜汁样品中分离出了 1 株 CLA 生

成能力较高的乳酸菌 ,发酵液中 CLA 的生成量为

26715μg·mL - 1 ,鉴定后确定其为植物乳杆菌 L .

plantarum。经气相色谱检测产物中的 CLA为 c9 ,

t11/ t9 ,c112CLA 和 t10 ,c122CLA 的混合物。该菌

种有望作为乳制品的发酵剂和合成 CLA的酶制剂

来源。

洗涤细胞制备 CLA时 ,反应时间 44 h时 ,反应

体系中尚有 30 %的亚油酸未转化 ,说明应对所选取

的反应条件和时间进行改进和优化研究 ,以进一步

提高底物的转化率和产物得率。
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