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植物乳杆菌 !"#$%& 在磷酸盐缓冲液体系中生物转化共轭亚油酸

钮晓燕，陈 卫"，田丰伟，赵建新，张 灏
（江南大学食品学院 无锡 #5!$F-）

摘 要：植物乳杆菌 GH#$,& 是从泡菜中筛选到一株具有转化共轭亚油酸能力的乳酸菌。该菌株在 IJH 培养基中

经 $K,7L07M 的亚油酸诱导培养后，所获得的菌体细胞具有较强的转化能力。文中就植物乳杆菌 GH#$,& 水洗细胞

在磷酸盐缓冲液体系中生物转化共轭亚油酸进行了深入研究。在非厌氧条件下，植物乳杆菌 GH#$,& 在亚油酸浓度

为 57L07M，湿细胞质量浓度约为 5,$7L07M，5#$)07*;、F"N的条件下反应 #!: 后，能将亚油酸转化为共轭亚油酸和

羟基脂肪酸，其中 9C，?554OM’ 占所产生的 OM’ 总量的 C-K!P，产量可高达 F5#K!!L07M，说明该菌株有很强的专一

性。随着反应进一步进行，反应至 F-: 时，9C，?554OM’ 含量逐渐减少，伴随着大量羟基脂肪酸的产生；并且，以 OM’
（9C，?554OM’ 和 ?5$，95#4OM’ 的混合样品）为底物进行反应时，9C，?554OM’ 被转化为羟基脂肪酸。由此可知，9C，?554
OM’ 可能是该菌株生物转化 M’ 过程中的一个中间产物。
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共 轭 亚 油 酸（OE;R@L2?/B M*;E+/*9 ’9*B，简 称

OM’，下同）是一组以位置和立体异构形式存在的十

八碳二烯酸（5& S#），天然存在的异构体主要在 C，55；

5$，5# 或 55，5F 位置含有共轭双键。在众多异构体

中，9*=4C，?)2;=4554十 八 碳 二 烯 酸（9C，?5545&：#）和

?)2;=45$，9*=45#4十八碳二烯酸（ ?5$，95#45&：#）被认为

是具有生物活性的两种异构体，具有抗癌，提高免疫

力，减肥等功能［5，#］。尤其是 9C，?554OM’，被认为是

最具活性的异构体，主要存在于反刍动物的乳制品

和肉制品中［F］。目前，OM’ 作为一种食品添加剂已

经商品化了，但商品化

的 OM’ 主要是通过碱异构化制备的，一种由亚

油酸（M*;E+/*9 ’9*B，简称 M’，下同）化学合成 OM’ 的

常用方法，利用该法制备的 OM’ 是多种顺反位置异

构体的混合物。因此，发明一种选择性制备 OM’ 异

构体的新方法，非常有研究价值。

一般而言，反刍动物类食品具有更高含量的

OM’，经研究发现，这主要是由于反刍动物体内的瘤

胃细菌含有亚油酸异构酶，能够将 M’ 催化异构成

OM’［!］。但是，瘤胃细菌严格厌氧，培养困难，难以

实现工业化生产。近期研究发现，费氏丙酸杆菌

（!"#$%#&%’()*"%+, -"*,.*&"*%/0%%），一种常见的乳品发

酵剂，能将游离的 M’ 转化为 OM’［,］。嗜酸乳杆菌

（1(/)#’(/%22+3 (/%.#$0%2+3OOJO 5!$C"）的完整细胞及

其粗酶提取液能将亚油酸转化为 OM’［-］，其机理主

要为 M’ 在亚油酸异构酶（6A OA ,K#K5K,）作用下转

化为 OM’。嗜酸乳酸杆菌 ’TU 55F" 水洗细胞在微

氧条件下，以 M’ 为原料转化为 OM’，该过程不是从

非共轭双键经一步异构化而成为共轭双键，而是涉

及到中间产物羟基脂肪酸的合成，这是首次揭示 M’
到 OM’ 的转化机制［"］。

本实验室已从四川泡菜中筛选到一株有较强生

物转化 OM’ 的植物乳杆菌（ 1(/)#’(/%22+3 $2(&)("+,
GH#$,&），并对其在脱脂奶中转化 OM’ 进行了初步

研究［&］。本文旨在研究植物乳杆菌 GH#$,& 水洗细

胞在缓冲溶液中，以游离 M’ 为底物，生物转化为

OM’ 的能力，为探索乳酸菌生物转化 M’ 为 OM’ 机

理奠定基础。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 菌 种：植 物 乳 杆 菌（ 1(/)#’(/%22+3 $2(&)("+,
GH#$,&），实验室保存。

’(’(# 主要试剂和仪器：亚油酸（纯度#C,P，实验



室制备），共轭亚油酸（!"#$%，&&’，(&，)**+，)*,，(*-+
*.：-），其他试剂均为国产分析纯。冷冻离心机，德

国 /01123/ 公司；气相色谱，日本岛津 43+*56；色

谱柱 !789:(; 公 司 !<+-=.,（>,$ ? ,@-A$$ " B C B ?
,@-,!$）； 气+质 联 用 仪 43+-,,,D1E%(9， 美 国

F2GG24HG 公司；色谱柱：6<I+J,（=,$ ? ,@-A$$ " B C B
? ,@-A!$）!40，K"LL9M7N9 !%"M) 49;E#9O，FE%M(9；其余

为实验室常规仪器。

!"!"# 培养基：均采用 PQ! 培养基［&］。

!"$ 菌种培养

从斜 面 上 挑 取 少 量 植 物 乳 杆 菌（ !"#$%&"#’(()*
+(",$"-). R!-,A.）接入 *,$: PQ! 培养基，=JS静置

培养 -5T；然后按照体积分数 *’ 的接种量，接入

*,$: PQ! 培养基，=JS静置培养 *-T（/0>,, ,@.，经

. 倍 稀 释）。再 以 体 积 分 数 *’ 的 接 种 量，接 入

5,,$: PQ! 培养基（含 ,@A$#D$: :H），=JS*-,ED$"M
培养 *-T（/0>,,约为 ,@.，经 . 倍稀释），冷冻离心收

集菌体（5A,, ? #，*,$"M，5S），菌体用生理盐水洗涤

两次。

!"# 植物乳杆菌 %&$’() 在缓冲液中转化共轭亚油

酸的反应条件

以 :H 为底物，利用植物乳杆菌（ !"#$%&"#’(()*
+(",$"-). R!-,A.）生 物 转 化 为 3:H。反 应 在 5,$:
,@*$;LD: 磷酸钾缓冲溶液（8/ >@A）中进行，添加 :H
乳状液使其终浓度为 *$#D$:，菌体湿细胞的质量

约为 >#，=JS*-,ED$"M 条件下振荡反应。反应前，:H
先与 1U99M+., 以 AV*（WDW）超声乳化 *$"M，形成稳定

的乳状液，经 ,@--!$ 微孔滤膜过滤除菌。1U99M+.,
作为脂肪酸乳化剂能将 :H 均匀分散到反应液中。

!"* 脂肪酸提取

根据 6L"#T 和 XY9 法［*,］，用氯仿+甲醇（* V - KDK）

溶液提取脂肪酸。然后在氯仿溶液中加入少量无水

G%-!Z5 吸水干燥。=,S真空旋转蒸发脱除有机溶

剂。将残余物转移到试管中，用氮气吹干，获得游离

脂肪酸。

!"( 气相色谱（+,）法分析脂肪酸的组成

!"("! 脂肪酸甲酯化：上述 *@> 提取到的脂肪酸先

加入 *$: ,@A$;LD: 的 G%Z/+3/=Z/，>AS皂化 ,@AT，

冷却后再加入 *$: 6F=+甲醇溶液，将混合物在 J,S
水浴中煮 -$"M。冷却，加入 *$: 正己烷，振荡使甲

酯转入正己烷层，加入饱和 G%3L 溶液，使正己烷上

浮到容量瓶细颈处。

!"("$ 43 分析条件：气相色谱仪（日本岛津 43+
*56）；色谱柱 !<+-=.,（>,$ ? ,@-A$$ " B C B ? ,@-,!$，

!789:(; 公司）。采取程序升温，>,S时保持 A$"M，然

后以 *=SD$"M 的升温速率将温度升至 *J,S，保持

此温度 J,$"M，最后以 -,SD$"M 的升温速率将温度

升至 -,,S，保持 *A$"M。柱前压：*,,[<%；进样口温

度：-=,S；检测器温度：-A,S；空气压力：A, [<%；氢

气压力：>, [<%；氮气压力：*,, [<%。分流比：* V A,；

进样量：,@.!:。数据处理采用峰面积归一化法。

!"- 气质联用（+,./&）法分析脂肪酸组成

!"-"! 脂肪酸的杂环化衍生［**］：在上述 *@> 提取到

的脂肪酸（约 5,$#）中，加入约 -,,$# -+氨基+-+甲基

丙醇，于 *J,S 烘 箱 中 反 应 *T，取 出 冷 却，加 入

,@A$: 氯仿，振摇混匀，静置，供分析用。

!"-"$ 43+P! 分 析 条 件：气+质 联 用 仪（43+-,,,D
1E%(9，美国 F2GG24HG 公司），色谱柱 6<I+J,（=,$ ?
,@-A$$ " B C B ? ,@-A!$，!40，K"LL9M7N9 !%"M) 49;E#9O，
FE%M(9）。采 取 程 序 升 温，初 始 温 度 为 *>,S，以

-SD$"M升至 -*,S，再以 .SD$"M 升至 -5,S，保持

*,$"M。载气：氦气，*$$D$"M；分流比，A,：*。质谱条

件：02P!，能量 J,9K，发射电流 *A,!H，检测器电压

=,K。

$ 结果和讨论

$"! 微生物细胞生物合成 ,01 的反应结果

反应在非厌氧条件下进行，反应产物中主要有

= 个峰见图 *+3。根据 !"#$% 公司的标准样品的 43
色谱图，其中 :H 的保留时间为 =-@-*&$"M（图 *+H），

(&，)**+3:H 的保留时间为 =.@A=,$"M，)*,，(*-+3:H
的保留时间为 =&@AA5$"M（图 *+6）。通过比较保留时

间，我们可以发现，图 *+3 中，保留时间 =*@>&.$"M 的

峰为 :H，=.@>.J$"M 的峰为 3:H*，=&@A-&$"M 处的小

峰为 3:H-，而 5-@-=5$"M 的峰可能是某种极性脂肪

酸 /\，例如羟基脂肪酸，因为它的保留时间比较

长。3:H*，3:H- 和 /\ 均为在反应过程中新产生的

脂肪酸。

$"$ +,./& 法鉴定转化产物

从脂肪酸杂环衍生物（简称 XPZI 衍生物，下

同）的质谱图（图 -）上可以发现，共轭酸 XPZI 衍生

物（图 -+H）的分子质量为 $D9===。这一结果表示，

该共轭酸为十八碳二烯酸，$D9*&>，-,.，--- 和 -=5
的离子碎片峰分别是在键 .+&、&+*, 和 *,] ** 处断裂
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图 ! 脂肪酸的甲酯衍生物的气相色谱图

!"#$% &’( )*+,-’.,#+’-( ,/ /’..0 ’)"1 -2.*03 2(.2+($ 4：5"6,32") ’)"1 -2.*03 2(.2+；7：8,69:#’.21 3"6,32") ’)"1 -2.*03 2(.2+（;"#-’）；

8：!’..0 ’)"1 -2.*03 2(.2+( <+,1:)21 =0 >’(*21 )233( ,/ 5$ <3’6.’+:- ?;@ABC$

所得的，这里的键是指碳链上的位置。根据脂肪酸

杂环衍生物离子碎片呈现的规律，可以进一步确定，

共轭双键的位置在 D 和 %% 位，因此，该共轭酸为 D，

%% 位的共轭十八碳二烯酸，结合 @E% 中的色谱图，

并与标准 854 的色谱图比较，可以确定 854% 为 )D，

.%%F854。854@ 由于含量比较低，因此在 &8FG; 图

谱上没有被检测到，但根据图 % 的 &8 分析图，我们

图 " 脂肪酸杂环化的质谱图

!"#$ @ G’(( (<2).+’ ,/ @F(:=(.".:.21 H，HF1"-2.*03,I’J,3"62( 12+"K21

/+,-$ 4：),69:#’.21 3"6,32") ’)"1；7：LM$

可以知道 854@ 为 .%A，)%@F854。图 @7 为 LM 的质谱

图，从图上可以知道，LM 的 NGOP 衍生物的分子质

量为 -Q2RB%，并且与 854 的 NGOP 衍生物的分子质

量 -Q2RRR 相差 %C，这说明 LM 分子中含有羟基，碳

链长度为 %C，含有一个双键，并且，根据其各离子碎

片所呈现的规律，只能初步断定羟基和双键的位置

在碳链的 %@ S %H 位之间，该脂肪酸为羟基十八碳单

烯酸。仅通过 &8FG; 的方法不能确定 LM 的结构，若

要确定 LM 的具体结构式，则需要通过对样品进行分

离纯化后，进行%LFTGU，VU 以及 G;FG; 等分析。

图 # $%"&’( 完整细胞转化共轭亚油酸结果分析图

!"#$R W"-2 ),:+(2( ,/ )*’6#2( "6 /’..0 ’)"1 ),-<,(".",6 1:+"6# .*2
=",),6K2+(",6 >".* >’(*21 )233( ,/ 5$ <3’6.’+:- ?;@ABC（4）’61 ,/
)*’6#2( "6 32K23( ,/ 854 ’61 LM <+,1:).",6 /+,- 3"6,32") ’)"1（7）$

")# 反应时间对植物乳杆菌 $%"&’( 生物转化 *+
为 ,*+ 的影响

植物乳杆菌 ?;@ABC 水洗细胞在生物转化 54 为

854 时，随着反应时间的改变，转化后脂肪酸产物的

组成也发生了巨大的变化，以不添加微生物细胞的

反应液为空白对照，具体结果见图 R。从图 RF4 中，

可以发现在 54 浓度为 %-#Q-5，%@A+Q-"6，RXY的条

ZH@ TV[ P"’,F0’6 !" #$ $ Q%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（@AAX）HX（@）



件下反应 !"# 后，$%&"’的 () 被转化，其中 *()+ 也

即 ,%，-++.*() 占 /+&!’，同时，,%，-++.*() 的产量

也达到最大，为 /+!&"!012(（图 /.3）；而另一共轭亚

油酸异构体 *()! 也即 -+4，,+!.*() 的产率比较低，

仅为 ++&5!012(；未检出其它异构体。在这两异构

体中，,%，-++.*() 占 %$&"’，-+4，,+!.*() 占 /&$’。

这与 (66 等［%］报道的，采用 !"#$%&"#’(()* +,)$,+’ 在添

加 4&% 2012( () 的 789 培养基中培养 !" # 产生

/44!012( *()，其中 ,%，-++.+:：! 占 ;%&4’ ,+4，-+!.
+:：! 占 "+&4’结果相似，并且具有更强的专一性。

反应 /$# 时，*()+ 产率下降，*()! 略微有些增加，

而 <= 的产量迅速增大，时间继续延长至 %4#，各脂

肪酸的组成基本不变。这说明，利用植物乳杆菌

>9!4;: 水洗细胞生物转化 () 的反应中，主要有两

个产物生成，,%，-++.*() 和 <=，在反应前期，主要

生成 ,%，-++.*()，随着反应的继续进行，化合物 <=
大量产生，而且 <= 的稳定性较高，不易被氧化。

图 ! 脂肪酸甲酯衍生物 "# 色谱图

?@0A " BCD ,#EF2C-F0EC2D FG 2@H6I ,FJKL0C-6I M@JFM6@, C,@I 26-#NM

6D-6ED（ ,%，-++.*() CJI -+4，,+!.*()） O6GFE6 O@F,FJP6ED@FJ Q@-#

QCD#6I ,6MMD FG ! A -(".$"+)/ >9!4;:（)）CJI CG-6E -#6 O@F,FJP6ED@FJ
（3）A

$%! 初步探讨植物乳杆菌 &’$()* 生物转化 +, 为

#+, 的机理

由图 / 发现，,%，-++.*() 的产生趋势是由无到

逐渐增多，随着反应的继续进行，又逐渐降低。这说

明，,%，-++.*() 可能是反应的中间体，能被植物乳杆

菌 >9!4;: 利用，转化为其他物质，因此，我们以 *()
（,%，-++.*()，-+4，,+!.*() 的混合样品）取代 () 为

底物，其他反应条件不变进行反应（图 "）。

比较图 ".) 与图 ".3，可以发现，底物 *() 中

,%，-++.*() 和 -+4，,+!.*() 两异构体的含量之比约

为 + R +，而经过反应之后，两者比例发生明显的变

化，,%，-++.*() 的含量大大降低了，同时，还产生了

新的物质 <=。很明显植物乳杆菌 >9!4;: 含有某种

酶能将 ,%，-++.*() 转化成 <=，根据 B*.79 的分析

结果，<= 可能是一种羟基脂肪酸，因此，这种能将

,%，-++.*() 转化成 <= 的酶可能是水合酶。

结合上述 !&/ 与 !&" 的结论，可以推测，植物乳

杆菌 >9!4;: 生物合成 *() 的途径可能是：首先，底

物 () 在亚油酸异构酶的作用下先生成 ,%，-++.*()；

其次，随着 ,%，-++.*() 的积累，水合酶以 ,%，-++.*()
为底物，进一步将 ,%，-++.*() 催化成羟基脂肪酸，

并且此时后者的反应常数 S! 大于前者的反应常数

S+，反应平衡偏向于第二步，因此，<= 得到大量积

累，而 *() 相对减少。

- 结论

实验发现，植物乳杆菌 >9!4;: 在非厌氧条件下

具有较高的生物转化 *() 的能力；在亚油酸浓度为

+2012(，菌体湿细胞浓度约为 +;42012(，+!4E12 @J，

/5T的 条 件 下 反 应 !"# 后，,%，-++.*() 产 量 高 达

/+!&"!012(；且在所产生的 *() 中，,%，-++.*() 占

%$&"’，说明植物乳杆菌 >9!4;: 生物转化 *() 的专

一性比较明显。此外，在该反应条件下，随着反应时

间的延长，产生大量羟基脂肪酸，而 ,%，-++.*() 含

量下降，这一结果说明，,%，-++.*() 可能是一个中间

产物，亚油酸异构酶先利用底物 () 转化成 *()，随

后，水合酶以 ,%，-++.*() 为底物，进一步将其转化

为 <=。因此，在以后的实验中，可以进一步优化反

应条件，以提高 *() 的产量，为生物转化 *() 的工

业化生产奠定基础。
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