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摘要!以选定的乳杆菌为对象"系统性地探究其生物转化共轭亚油酸!QB@#的规律"并筛选得到高

产菌株$ 首先用酶标仪快速检测法"对 Z 个种属 13 株乳杆菌生物转化QB@的能力进行了分析"然

后利用KQ#X=进一步分析高产菌株生物转化QB@产物异构体组成$ 结果显示(植物乳杆菌大部

分可生物转化QB@"但菌株间转化能力存在较大差异'副干酪乳杆菌&干酪乳杆菌和卷曲乳杆菌普

遍具备生物转化QB@的能力"但转化能力不高'唾液乳杆菌普遍不具备生物转化QB@的能力$ 筛

选得到 0 株高产菌株"其中植物乳杆菌QQEX!A% QB@的转化能力最高"QB@转化率为 %340Z;"转

化产物存在 0 种QB@异构体"以=$"=%% #QB@为主$
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??共轭亚油酸#QB@$具有抗癌"预防心血管疾病"

增强免疫"抗糖尿病等多种生理功能'对人体健康具

有积极作用*% #!+

'已成为医学"化学"营养学等领域

的研究热点% QB@是含有共轭双键的十八碳二烯

酸的总称'由亚油酸#B@$衍生所得'是亚油酸的几

何异构体'其中最主要的两种异构体是 6$'=%% #

QB@和=%"'6%! #QB@

*0+

%

QB@主要来源于反刍动物脂肪和牛奶产品'乳

制品和肉制品是日常生活中摄入 QB@的主要来

源*A+

% 目前'QB@主要通过对富含亚油酸的植物油

进行碱性异构化获得'所得产物为多种QB@异构体
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的混合物'且还含有大量的杂环产物'其分离与提纯

均比较困难*Z+

% 而微生物具有利用亚油酸底物转

化生产 QB@的能力'其中乳酸菌因其转化率高"安

全性高而具有一定优势*3 #1+

% 因此'运用生物合成

的方法生产QB@较化学合成法而言更具积极意义%

通过综合考虑文献*Y #$+报道的可产 QB@的菌

株及本实验室的菌种资源'本文以植物乳杆菌"干酪

乳杆菌"副干酪乳杆菌"卷曲乳杆菌和唾液乳杆菌 Z

个种属共 13 株菌株作为实验对象'系统性地评估这

Z 个种属乳杆菌生物转化 QB@的规律'并筛选获得

具有高产QB@能力的菌株%

=>材料与方法

%4%?实验材料

%4%4%?实验菌种"培养基及原料

植物乳杆菌"干酪乳杆菌"副干酪乳杆菌"卷曲

乳杆菌和唾液乳杆菌'由江南大学食品生物技术中

心菌种库保存%

(Xh= 液体培养基(蛋白胨 #%" :$'牛肉膏

#%" :$'酵母粉#Z :$'无水葡萄糖#!" :$'无水乙酸

钠#! :$'X:=^

A

11P

!

#̂"4Z :$'XG=^

A

1P

!

#̂"4!Z

:$'柠檬酸氢二铵#! :$'\

!

PN̂

A

10P

!

#̂!43 :$'

水#% B$'吐温 Y" #% (B$' D #半胱氨酸盐酸盐

#% :$'UP34Z%

(Xh=固体培养基(在 (Xh= 液体培养基中添

加 !;琼脂%

亚油酸 #B@$']- #QM/W 公司!共轭亚油酸

#QB@$"十七烷酸#Q%1o"$标准品'=*:()公司%

%4%4!?仪器与设备

X-+I*H5)G K̂ %Z%" 全 波 长 酶 标 仪' <M/F(6

E*HM/F! =6FO)++B/:/GS X*5F6%1 微型离心机!<M/F(6

超低温冰箱!西门子 dQ_#3%"i 双开门冰箱!

DKQ#!A<氮吹仪'上海精密仪器仪表有限公司!

L/)+R).K_LQ#!"%A #"%30 全自动灭菌锅!@*FI/5M

=i#Qc#%E_超净工作台! X= 0 T)H*5旋涡振荡混

合器' 德国C\@公司!岛津 KQX= #DN!"%"X+IF)气

相色谱质谱联用仪!_6G iM*I+/.=5*/GI*J*5_K!Z" 厌

氧工作站%

%4!?实验方法

%4!4%?菌株活化

用接种环从乳杆菌保藏试管取菌株划线于

(Xh=固体培养基'在隔水式恒温培养箱中 01b培

养 AY M!挑取单菌落接种至含 Z (B(Xh=液体培养

基的试管中'01b培养 AY M!然后按 %;接种量转接

于含 Z (B(Xh= 液体培养基的试管中'01b培养

!A M%

%4!4!?亚油酸母液的配制

称取 0"" (:亚油酸和 !"" (:吐温 Y" 溶于水

并定容至 %" (B'充分搅拌乳化后'经 "4!!

"

(无菌

滤膜过滤除菌后于#!"b避光保存%

%4!40?菌株发酵培养

吸取 %4!4% 中活化好的菌液按 !;接种量接种

至含 AY

"

B亚油酸母液的 0 (B(Xh= 液体培养基

的试管中'并于恒温培养箱中 01b培养 AY M!同时

以添加 AY

"

B亚油酸母液的 0 (B(Xh= 液体培养

基为阴性空白对照*%"+

%

%4!4A?酶标仪快速检测QB@含量

利用QB@的紫外特征吸收波长在 !00 [!0A G(

之间'而在此范围内亚油酸几乎没有被吸收'采用全

波长酶标仪快速检测发酵液中QB@含量*%%+

%

%4!4A4%?标准曲线绘制

QB@系列标准工作溶液配制(称取 0"" (:QB@

标准品和 !"" (:吐温 Y" 溶于水并定容至 %" (B'

充分搅拌乳化后'经 "4AZ

"

(无菌滤膜过滤除菌后

获得 0" (:7(B的 QB@标准储备液'于 #!"b避光

保存% 分别取 Z""A""0""!""%""Y"1"3"Z"A"0"!"%

"

BQB@标准储备液于 0 (B(Xh= 培养基中'充分

振荡 0" H混匀'得到QB@系列标准工作溶液%

酶标仪法快速检测(取 % (B标准工作溶液至干

净&N管'加入 % (B异丙醇"! (B正己烷'充分振荡

0" H'再静置 ! (*G!阴性对照样品同样处理% 吸取

所得有机层至 $3 孔板'每个孔 0""

"

B'每个样品做

! 个平行'测定 !00 G(下的吸光值% 以QB@质量浓

度为横坐标'吸光值为纵坐标'绘制标准曲线%

%4!4A4!?样品检测与计算

取 %4!40 中的发酵液 % (B'按 %4!4A4% 酶标仪

法快速检测在 !00 G(下的吸光值'然后根据 QB@

标准曲线计算QB@含量'并按式#%$计算转化率%

*m(

%

""%AY u%""; #%$

式中((

%

为待测物中 QB@含量'(:7(B!"4AY

为原发酵液中亚油酸的质量浓度'(:7(B!*为 QB@

转化率%

%4!4Z?KQ#X=测定QB@异构体组成

%4!4Z4%?脂肪酸提取及甲酯化

向 % (B发酵液中添加 % (B异丙醇'再添加 !

(B正己烷'充分振荡 0" H% 吸取正己烷层至干净提

脂瓶中'氮气吹干'然后加入 % (B%";的盐酸甲醇

溶液'充分振荡混匀后于 3"b水浴 0 M'每 0" (*G振

荡 0" H% 用+(B正己烷回溶'转移至气相瓶中'待

KQ#X=分析*%!+

%

0"%
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%4!4Z4!?KQ#X=检测条件

KQ条件(hIV#R)V色谱柱 #0" (u"4!Z ((u

"4!Z

"

($!进样器温度 !A"b!检测器温度 !A"b!

升温程序为初始 %1"b'保持 0 (*G'以 %"b7(*G 的

速率升温至 %$"b'保持 0 (*G'后以 Zb7(*G 升温

至 !!"b'保持 % (*G'以 !b7(*G 升温至 !0"b'保

持 %Y (*G!载气为氦气!分流进样'分流比 %"o%!进

样量 %

"

B%

X= 条 件( 离 子 源 温 度 !!"b' 电 子 能 量

1" /̀

*%0+

%

?>结果与讨论

!4%?酶标仪法检测QB@的标准曲线

按 %4!4A 的方法可以得到酶标仪法测定 QB@

含量时 QB@质量浓度 #吸光值的对应关系% 该对

应关系的线性范围为 "4"% ["4"Y (:7(B'当 QB@

质量浓度大于 "4"Y (:7(B时'对应关系不再为线

性'故不列入标准方程的计算% QB@质量浓度 #吸

光值标准曲线如图 % 所示% 由图 % 可见'当 QB@的

质量浓度在 "4"% ["4"Y (:7(B时'标准曲线方程

为Bm!043AZ "J>"4YA0 1#+

!

m"4$$0 Y$% 当 QB@

的质量浓度在 "4"% ["4"Y (:7(B时'吸光值的范

围在 %4"Y" [!410Z!当 QB@的质量浓度小于 "4"%

(:7(B'吸光值小于 %4"Y"!当吸光值大于 !410Z 时'

尽管无法准确计算QB@的质量浓度'但可确认QB@

质量浓度大于 "4"Y (:7(B%

图 =>:S$质量浓度C吸光值的标准曲线

!4!?酶标仪法分析乳杆菌生物转化QB@能力

Q6)W+/.等*%A+发现游离脂肪酸对某些菌株的生

长有抑制作用'而本实验所涉及的几个菌株在含有

亚油酸的培养基中生长良好'并未出现受游离脂肪

酸抑制而不生长的情况% 13 株乳杆菌菌株发酵液

酶标仪法测定的吸光值'以及根据QB@标准曲线计

算的QB@含量"QB@转化率见表 %%

表 =>乳杆菌发酵液的吸光值(:S$含量及:S$转化率

菌株 吸光值
QB@含量7

#(:7(B$

QB@转

化率7;

菌株 吸光值
QB@含量7

#(:7(B$

QB@转

化率7;

植物乳杆菌QQEX!A% !43$$ j"4"YZ "4"1Y Z %340Z 植物乳杆菌QQEX%3$ %4A!1 j"4"!A "4"!A 1 Z4%Z

植物乳杆菌QQEX%3A !403Y j"4"ZY "4"3A Z %04AA 植物乳杆菌QQEXA1 %43Z" j"4"!1 "4"0A % 14%"

植物乳杆菌QQEX0"1 !40Z3 j"4%$Y "4"3A " %0400 植物乳杆菌QQEX%$" "4$"! j"4"Z! k"4"%" "

植物乳杆菌QQEX%30 %4Z"$ j"4%"% "4"!Y % "Z4YZ 植物乳杆菌QQEX%1$ %4A!Z j"4%%" "4"!A 3 Z4%0

植物乳杆菌QQEX!0% %4!"0 j"4"YZ "4"%Z ! "04%1 植物乳杆菌QQEX%Y1 %400A j"4"3$ "4"!" 1 A40%

植物乳杆菌QQEX!0! %40"0 j"4%13 "4"%$ A "A4"A 植物乳杆菌 %!4!)A %43$1 j"4"%$ "4"03% 14Z!

植物乳杆菌QQEX0"$ %4AY3 j"4%!A "4"!1 ! "Z431 植物乳杆菌EK_BL1X0 %40$" j"4%%0 "4"!0 % A4Y%

植物乳杆菌QQEX!"% %4!!$ j"4"1Z "4"%3 0 "04A" 植物乳杆菌E=QN=Y #A "4$Z" j"4"Z1 k"4"%" "

植物乳杆菌QQEX%1A %4%Z3 j"4"$% "4"%0 ! "!41Z 植物乳杆菌EecQc%1X% %4AA% j"4%$! "4"!Z 0 Z4!1

植物乳杆菌QQEX%$A "4Y"Y j"4"A3 k"4"%" " 副干酪乳杆菌 %Z(%% %4A!" j"4"$Y "4"!A A Z4"Y

植物乳杆菌QQEX%$% "4Y!1 j"4"00 k"4"%" " 副干酪乳杆菌BQ0 %43YA j"4"1% "4"0Z Z 14A"

植物乳杆菌QQEX%YZ %4"1A j"4%%3 k"4"%" " 副干酪乳杆菌_DPe]D0YX0 %4$1" j"4Z0Y "4"A1 3 $4$!

植物乳杆菌QQEX%11 "4Z"% j"4"Z% k"4"%" " 副干酪乳杆菌_]XPBd&#0 #B% %43ZA j"4"1Y "4"0A 0 14%Z

植物乳杆菌QQEX%3Y %4"Z$ j"4%Y% k"4"%" " 副干酪乳杆菌BQ! %4Z33 j"4%A0 "4"0" Z 340Z

植物乳杆菌QQEX%1Y "4Y1$ j"%0% k"4"%" " 副干酪乳杆XL_3Ef%BA!0 %43%Y j"4"$1 "4"0! 1 34Y%

植物乳杆菌QQEX%Y$ "4Y33 j"4!33 k"4"%" " 副干酪乳杆菌_]XPBd&#Z #B%" %4YZY j"4"Y$ "4"A! $ Y4$A

植物乳杆菌QQEX!!Z %4%"Z j"4!3" "4"%% % "!40% 副干酪乳杆菌N=Z #A %43Y% j"4"$Y "4"0Z A 140Y

植物乳杆菌QQEX%$0 %4%0Y j"4"ZY "4"%! A "!43" 副干酪乳杆菌P]%0 #% %43Y$ j"4"$% "4"0Z 1 14AA

植物乳杆菌QQEX%$3 %4"01 j"4!10 k"4"%" " 副干酪乳杆菌Ec==L0B% %4AZA j"4"$% "4"!Z Y Z40Y

植物乳杆菌QQEX!Z$ "4$3Y j"4%Y% k"4"%" " 副干酪乳杆菌c=ie0B0 %430Z j"4%"! "4"00 Z 34$Y

植物乳杆菌QQEX0"Y %4%0" j"4"0$ "4"%! % "!4Z! 副干酪乳杆菌h=!A #% %4A$! j"4"Y$ "4"!1 A Z41%

植物乳杆菌QQEX%1% %4"!% j"40!Y k"4"%" " 副干酪乳杆菌EEc]_%Z #B! %4300 j"4"1$ "4"00 A 34$3

植物乳杆菌QQEX%31 "4$!$ j"4%"1 k"4"%" " 副干酪乳杆菌QD#d= #! #% %4Z%Y j"4%"1 "4"!Y Z Z4$A

植物乳杆菌QQEX!0Z %4"%% j"4"%1 k"4"%" " 卷曲乳杆菌EP]ED%Z #B%% %4%AZ j"4"$Z "4"%! 1 !43Z

A"%
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续表 =

菌株 吸光值
QB@含量7

#(:7(B$

QB@转

化率7;

菌株 吸光值
QB@含量7

#(:7(B$

QB@转

化率7;

卷曲乳杆菌EP]EDAZ #BA %43Z3 j"4%10 "4"0A A 14%1 唾液乳杆菌EK=gQA1X%" "4YZY j"4"Y" k"4"%" "

卷曲乳杆菌EP]eg1"X%A %4AY% j"4"$" "4"!1 " Z430 唾液乳杆菌Eec\=%1X1 "4Y$3 j"4"33 k"4"%" "

卷曲乳杆菌EP]eg10X! %40Y$ j"4%A" "4"!0 % A4Y% 唾液乳杆菌Eec\=!ZXY "4$%Z j"4"Z3 k"4"%" "

卷曲乳杆菌EP]ED01B! %40"Z j"4%!A "4"%$ Z A4"3 唾液乳杆菌Eec=i!"XA "4$$% j"4"3A k"4"%" "

卷曲乳杆菌EP]ED!$B0 %40A0 j"4"Z% "4"!% % A4A" 唾液乳杆菌ELc<L%X% "4$AY j"4"!$ k"4"%" "

卷曲乳杆菌EP]egAZB% %40!3 j"4%Y% "4"!" A A4!Z 唾液乳杆菌Eeci=3XA "4YAZ j"4"A0 k"4"%" "

卷曲乳杆菌EP]eg3AX! %41AA j"4%!% "4"0Y % 14$A 唾液乳杆菌Ec=ie%" #! %4"A3 j"4"A% k"4"%" "

卷曲乳杆菌EP]EDZ3XA %4Z"% j"4%0! "4"!1 Y Z41$ 干酪乳杆菌BQ0Y %4AZ1 j"4%Y1 "4"!Z $ Z4A"

卷曲乳杆菌EP]eg0ZXZ %400! j"4"3! "4"!" 1 A40% 干酪乳杆菌X! #"3 #E"% #BA #! #0 %4Z1Y j"4%%A "4"0% % 34AY

卷曲乳杆菌EP]egZ3X1 %4%01 j"4"Z1 "4"%! A !4ZY 干酪乳杆菌_N% #% %4Z%1 j"4"1$ "4"!Y Z Z4$A

卷曲乳杆菌E@PeQ!B% %4!!Z j"4%"$ "4"%3 % 040Z 干酪乳杆菌QDgg%XY %4A"A j"4"3$ "4"!0 1 A4$A

唾液乳杆菌EecQc!0X% "4Y0Y j"4"30 k"4"%" " 干酪乳杆菌_DPe]D%$X!" %41$3 j"4%A% "4"A" 0 Y4A"

唾液乳杆菌EK=gQ!XA "4$1Z j"4"3" k"4"%" " 干酪乳杆菌 %1""Z %4AY1 j"4%A" "4"!1 ! Z431

唾液乳杆菌EecQc!%X3 "4$A! j"4"A! k"4"%" " 干酪乳杆菌_BA #$ %4"3% j"4!!" k"4"%" "

?注(阴性对照组的吸光值为 "4ZY0%

??由表 % 可知'乳杆菌总体的 QB@转化率不高'

基本都在 !";以下'且不同种属的乳杆菌转化 QB@

的能力存在差异% 副干酪乳杆菌"干酪乳杆菌和卷

曲乳杆菌种属菌株具备生物转化QB@的能力'但转

化能力均不高'QB@转化率均低于 %";'其中副干

酪乳杆菌种属转化能力#转化率 Z; [%";$总体略

高于干酪乳杆菌和卷曲乳杆菌'具备一定的种属间

规律性% 绝大部分唾液乳杆菌发酵液的吸光值都低

于 %4"'其转化 QB@的能力非常低' 可近似忽略%

植物乳杆菌种属发酵液的吸光值在不同菌株之间差

距较大'具有明显的菌株特异性'且在植物乳杆菌种

属中筛选获得 0 株高产菌株'分别为植物乳杆菌

QQEX!A%"植物乳杆菌 QQEX%3A 和植物乳杆菌

QQEX0"1'其中转化率最高的为植物乳杆菌

QQEX!A%'QB@转化率为 %340Z;%

!40?KQ#X=分析QB@产物异构体组成

为进一步分析高产菌株转化所得 QB@异构体

情况'将所得转化率最高的植物乳杆菌QQEX!A% 菌

株的发酵液分别进行脂肪酸提取和 KQ#X= 检测'

KQ#X=检测结果见图 !% 由图 ! 可见'发酵液中共

检出6$'=%% #QB@#QB@%$"=$'=%% #QB@#QB@!$和

=%"'6%! #QB@#QB@0$0 个峰%

根据已有文献*%Z #%1+ 报道'6$'=%% #QB@和

=%"'6%! #QB@是最具生理活性的QB@异构体'周凌

华等*%Y+筛选所得的植物乳杆菌 L=!"ZY 转化结果即

以6$'=%% #QB@为主% 本实验KQ#X=检测结果显

示'植物乳杆菌 QQEX!A% 所产的 QB@存在 0 种异

构体' 即 6$' =%% #QB@#QB@% $" =$' =%% #QB@

#QB@!$和 =%"'6%! #QB@#QB@0$'其中 =$'=%% #

QB@占主导'这与 \*HM*G6等*%$+筛选所得的植物乳

杆菌@\f+""$)转化结果一致% 而B//等*!"+发现罗

伊氏乳杆菌转化得到的产物中还含有 6%"'=%! #

QB@% 张亚刚等*%1+认为大多数反应原料中亚油酸

$' %! 位的双键均为顺式'即为6$'6%! #B@'所以通

常6$'=%% #QB@和 =%"'6%! #QB@是含量最多的 !

种产物% 由于='=#QB@的能量相对其他异构体比

较低'升高温度"延长反应时间'提供了越过构型转

化能垒所需要的能量'='=#QB@的含量会增加% 因

此'本实验中=$'=%% #QB@占主导的结果可能是因

为培养条件所致'可尝试通过优化发酵条件起到降

低=$'=%% #QB@含量的目的%

??注(QB@% 为 6$'=%% #QB@'QB@! 为 =$'=%% #QB@'QB@0

为=%"'6%! #QB@' @̂为油酸%

图 ?>::ZO?A= 在含有亚油酸的培养基中生长后

发酵液脂肪酸组成

@>结>论

本实验利用酶标仪快速检测法和KQ#X=检测

法'对 13 株乳杆菌转化QB@的能力进行了评估'结

果发现'植物乳杆菌种属内不同菌种转化QB@的能

Z"%
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力存在较大差异'副干酪乳杆菌"卷曲乳杆菌"干酪

乳杆菌 0 种乳杆菌普遍具有转化QB@的能力'但均

不具备高产能力'唾液乳杆菌普遍不具备生物转化

QB@的能力% 同时'本实验共筛选获得 0 株高产

QB@的植物乳杆菌'可应用在后续的相关研究中%
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