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摘  要: 从内蒙古鄂尔多斯山羊瘤胃中分离筛选到 1 株产共轭亚油酸的瘤胃细菌 RB111, 该菌株

的 cis9, trans11-CLA和 trans10, cis12-CLA总产量为 269.2 mg/L, 其中 cis9, trans11-CLA占 52.64%, 

trans10, cis12-CLA 占 47.36%。对菌株 RB111 进行了形态学观察、生理生化鉴定、脂肪酸组成分

析以及 16S rRNA 基因序列分析。16S rRNA 基因序列分析结果表明该菌株与婴儿链球菌

(Streptococcus infantarius)的模式菌株 NCDO 599 的序列相似性为 99%, 该菌株的形态特征及生理

生化特性与文献报道的 Streptococcus infantarius 一致。脂肪酸组成分析结果显示, 菌株 RB111 的

细胞脂肪酸主要成分是 C16:0、C18:1 ω9c 和 C18:0, 3 种脂肪酸占脂肪酸总量的 60.64%。综合以

上结果, 菌株 RB111 被鉴定为婴儿链球菌 Streptococcus infantarius。 
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Abstract: A bacterial strain producing conjugated linoleic acid was isolated from the goat rumen in Er-
dos, Inner Mongolia, the strain was designated as RB111. CLA production by the strain reached 269.2 mg/L, 
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in which the percentage content of cis9, trans11-CLA accounted for 52.64% and that of trans10, 
cis12-CLA accounted for 47.36%. The strain RB111 was identified using its morphological characteris-
tics, fatty acid composition and physiological and biochemical properties, as well as its 16S rRNA gene 
sequence. The strain RB111 shares 99% sequence identity with the type strain NCDO 599T of Strepto-
coccus infantarius. The result of fatty acid composition analysis revealed that the major fatty acids 
present in the strain RB111 were C16:0, C18:1 ω9c and C18:0, the total account of the three kinds of 
fatty acids was 60.64%. The morphological characteristics and the results of physiological and bio-
chemical properties of the strain were in well agreement with that of the type strain NCDO 599T of 
Streptococcus infantarius. On the basis of these data, the strain RB111 was definited to Streptococcus 
infantarius. 

Keywords: Conjugated linoleic acid, Ruman bacteria, Streptococcus infantarius, Gas chromatography 

共轭亚油酸 (Conjugated linoleic acid, 简称

CLA)是含有共轭双键的十八碳二烯酸的多种位置

异构体和几何异构体的总称, 是一类具有重要生理

功能的多不饱和脂肪酸。在共轭亚油酸的众多异构

体中 , 最具生物活性的是 cis9, trans11-CLA 和

trans10, cis12-CLA。大量的研究表明, CLA具有抗

癌、抗粥状动脉硬化、增强免疫力、减少脂肪含量、

降低胆固醇、预防心血管疾病等生理功能, 对人体

健康具有十分重要的意义[1−4]。另外, 作为饲料添加

剂应用于畜禽业, CLA 还具有改善动物机体代谢、

重新分配营养素、减少脂肪沉积、增加瘦肉率、改

善肉品质和提高免疫力等功能[5−9]。因此, CLA越来

越受到国内外研究者的关注。 

天然的 CLA来源十分局限, 主要存在于牛、羊

等反刍动物的肉和乳制品中, 含量极低, 每克脂肪

只含 3−9 mg CLA, 以 cis9, trans11-CLA 异构体为

主, 约占总 CLA 的 75%−90%[10−12]。CLA 市场需求

量很大, 而反刍动物乳脂和肌肉脂肪中的 CLA含量

很少, 因此如何低成本、高纯度地制备 CLA成为国

内外的研究热点。CLA的合成方法主要有化学合成

法和微生物转化法, 而微生物转化法具有化学合成

法无法比拟的优点, 因此许多学者致力于微生物转

化法合成 CLA的研究。近年来, 国内外竞相研究微

生物转化亚油酸生产 CLA的方法和新菌株, 主要以

乳酸菌和丙酸菌的研究为主。国外对瘤胃细菌合成

CLA 的研究虽然早在 20 世纪 60 年代就开始, 但由

于瘤胃细菌多数是专性厌氧的, 其生长所需营养因

子及其复杂, 难以在体外培养, 因此限制了瘤胃细

菌合成 CLA的研究发展。国内尚未见在这方面的研

究报道。本研究旨在开展产共轭亚油酸瘤胃细菌的

筛选鉴定研究, 为我国共轭亚油酸的开发利用奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  瘤胃样品来源: 山羊瘤胃内容物, 采自内蒙

古鄂尔多斯。 

1.1.2  培养基及试剂: 分离培养基和保存培养基见

文献[13], MRS培养基见文献[14]。亚油酸(质量分数

99%, 密度 0.9 g/mL)和共轭亚油酸甲酯 (由 cis9, 

trans11-CLAMe 和 trans10, cis12-CLAMe 组成, 质

量分数 99%)购自 Sigma 公司; 限制性内切酶购自

TaKaRa 公司; DNA 提取试剂盒购自天根生物技术

公司; T载体克隆试剂盒(pGEM-T Easy System I Kit)

购自 Promega 公司 ; PCR 产物纯化试剂盒购自

Omega 公司; 细菌通用引物为上海生工生物工程技

术服务有限公司合成, 其他常规试剂均为国产或进

口分析纯。 

1.2  瘤胃细菌的分离 
屠宰后的山羊瘤胃内容物, 经单层纱布过滤除

去大的饲料残渣, 将瘤胃液装满采样容器, 24−48 h

内运回实验室, 立即进行样品处理及培养分离。用

灭菌的多层纱布过滤运回实验室的瘤胃液样品, 滤

液经 300 r/min离心 5 min, 以去除瘤胃液中的细小
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饲料残渣; 上清液以 8 000 r/min离心 5 min, 以收集

瘤胃液中的菌体 , 用事先灭菌的无氧水重悬菌体 , 

制成菌悬液。采用 Hungate 厌氧滚管技术 [15]进行

瘤胃细菌的分离 , 将菌悬液进行系列稀释后 , 取

0.05 mL 菌悬液接入熔化的固体分离培养基, 用滚

管机在冰水中滚管, 取出 37 °C 静置培养至菌落长

出后, 挑取单菌落接种于液体分离培养基, 37 °C静

置培养。经重复几次滚管-挑菌得到的纯菌接种到保

存培养基中, 培养后−80 °C保存。 

1.3  产共轭亚油酸瘤胃细菌的筛选 
1.3.1  紫外光谱扫描: 共轭亚油酸在 232 nm−234 nm
的紫外区有特征吸收峰, 而亚油酸没有。因此用紫
外分光光度计在 190 nm−250 nm波长下扫描检测样
品, 观察在 232 nm−234 nm处有无特征吸收峰, 有
特征吸收峰者表明其发酵液中有共轭亚油酸生成。 

(1) 底物亚油酸的乳化。亚油酸与吐温 80 按
1:10 的质量比, 用水稀释至亚油酸浓度为 25 g/L, 
用 0.22 µm 微孔滤膜的细菌过滤器除菌 , −20 °C
保存。 

(2) 菌种活化。将−80 °C 冰箱保存的菌种接种
于 5 mL液体 MRS培养基中, 37 °C静置培养 2 d之
后再转接到新鲜的MRS液体培养基中培养, 活化培
养 2次。 

(3) 发酵培养。将活化过的菌株按 5%接种量接
种于 5 mL含有 15 g/L胰蛋白酶解酪蛋白和 2 g/L乳
酸钠[13]的 MRS 液体培养基里, 加入底物亚油酸溶
液, 使培养基中亚油酸浓度为 1 g/L。以不接入菌种、
其他条件相同的发酵培养液为空白对照, 37 °C静置
培养 2 d。 

(4) 脂肪酸的提取。取 2.5 mL 发酵培养液 , 加
5 mL异丙醇涡旋振荡, 静置 3 min分层, 之后加入
3.75 mL 正己烷涡旋振荡 , 萃取共轭亚油酸 , 静置
3 min分层后取上层检测。 

(5) 共轭亚油酸的紫外分光光度计检测。用紫
外分光光度计在 190 nm−250 nm范围内扫描萃取液, 
以不接种的空白培养基萃取液作为参比液, 观察在
232 nm−234 nm有无吸收峰。空白培养基和发酵培
养基的处理条件、萃取方法完全相同, 这样可消除
底物亚油酸以及培养基其它组分在紫外测定时引起

的系统误差, 提高数据精确度和可靠性。 
1.3.2  气相色谱分析: 紫外分光光度法检测到的共
轭亚油酸是各种异构体的总和, 不能区分共轭亚油
酸的不同异构体。因此, 要分析初步筛选出的瘤胃
细菌所产共轭亚油酸中是否含有 cis9, trans11-CLA
和 trans10, cis12-CLA 这两种具有生物活性的异构
体, 还需要进一步用气相色谱来分析测定。 

(1) 菌种活化。将−80 °C冰箱保存的菌种接种
于 5 mL液体MRS培养基中, 37 °C静置培养 2 d, 之
后再转接到新鲜的MRS液体培养基中培养, 活化培
养 2次。 

(2) 发酵培养。将活化过的菌株接种 5%在 5 mL
含有 15 g/L 胰蛋白酶解酪蛋白和 2 g/L 乳酸钠的
MRS 液体培养基里, 加入底物亚油酸溶液, 使培养
基中亚油酸浓度为 1 g/L。以不接入菌种、其他条件
相同的为空白对照, 37 °C静置培养 2 d。 

(3) 脂肪酸提取及甲酯化。取 2 mL发酵液, 加
4 mL氯仿-甲醇溶液, 涡旋振荡后 2 500 r/min、4 °C
离心 5 min, 下层有机相转移到小试管中, 用约 0.5 g
无水硫酸钠干燥 , 上清液用氮气吹干 , 加入 4 mL 
NaOH-甲醇溶液, 涡旋振荡, 50 °C水浴 15 min, 冷
却至室温, 加 4 mL盐酸-甲醇溶液, 涡旋振荡, 80 °C
水浴 60 min, 冷却至室温, 加 2 mL蒸馏水, 涡旋振
荡, 加 2 mL正己烷萃取, 静置分层后取上层正己烷
用约 0.5 g 无水硫酸钠干燥, 进行气相色谱测定或
−20 °C保存。 

(4) CLA 气相色谱标准曲线测定。准确称取

11.2 mg的 CLA甲酯样品于 10 mL容量瓶, 用正己
烷定容 , 配成浓度 1.12 g/L 的贮备液 , 再分别取
0.05、0.10、0.15、0.20、0.50、1.00 和 1.50 mL 贮
备液于 5 mL 容量瓶, 用正己烷定容, 配成浓度分别
为 11.2、22.4、33.6、44.8、112.0、224.0和 336.0 mg/L
的标准品。用气相色谱测定标样, 每个浓度重复进
样 3次, 取峰面积的平均值, 以 CLA浓度为横坐标、
峰面积为纵坐标建立 CLA气相色谱标准曲线。 

(5) CLA 气相色谱分析条件。仪器 : Agilent 
6890N气相色谱仪, Agilent 7683自动进样器, 氢火
焰离子化检测器 FID, 聚硅氧烷聚合物色谱柱
DB-23 (60 m×0.25 mm×0.25µm)。 
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分析条件: 升温程序为 180 °C保持 5 min, 然后

以 10 °C/min升温至 220 °C, 保持 30 min; 载气为氮

气, 柱流速 0.8 mL/min, 进样量为 1 µL, 分流比为

10:1, 进样口温度 250 °C, 检测器温度 250 °C, 氢气

流速 30 mL/min, 空气流速 400 mL/min, 尾吹流速

25 mL/min。 

采用外标法, 以色谱峰面积计算 cis9, trans11- 

CLA和 trans10, cis12-CLA的含量。 

1.4  产共轭亚油酸瘤胃细菌的鉴定  
1.4.1  菌落及菌体形态观察: 将筛选出的菌株接种

于 MRS固体培养基上滚管, 37 °C培养 2−3 d, 观察

固体培养基上菌落的形状和颜色等特征。然后, 挑

取菌体进行革兰氏染色, 用普通光学显微镜观察染

色结果。 

另外, 将筛选出的菌株接种于MRS液体培养基

中, 37 °C培养 2 d, 取菌液于 8 000 r/min离心 5 min, 

收集菌体, 做好标记, 将样品送至中国科学院微生

物研究所电镜室, 采用扫描电子显微镜观察细胞的

形态, 并测量细胞的大小。 

1.4.2  16S rRNA 基因序列分析 : 用细菌基因组

DNA 提取试剂盒 (离心柱型 )提取菌株的基因组

DNA(操作步骤见使用说明), 以基因组 DNA 为模

板 , 采用细菌通用引物对 [16]F27: 5′-AGAGTTTGA 

TCCTGGCTCAG-3′和 R1492: 5′-TACCTTGTTACG 

ACTT-3′, 进行 16S rRNA 基因 PCR 扩增。PCR 反

应体系(50 μL): 10×buffer 5 μL, dNTPs (2.5 mmol/L) 

5 μL, 引物(20 μmol/L)各 1 μL, Taq DNA polymerase 

(2.5 U/μL) 0.5 μL, 模板 DNA 2 μL, ddH2O 补足

50 μL。PCR扩增程序为: 95 °C 5 min; 95 °C 1 min, 

54 °C 1.5 min, 72 °C 1 min, 31个循环; 72 °C 10 min。

PCR 扩增产物用试剂盒回收纯化(操作步骤见使用

说明, 纯化产物连接于 pEMG T-Easy 载体, 并转化

入 E. coli TOP10中, 在Amp平板中挑取白斑培养后

提取质粒 DNA 酶切验证。将克隆成功的 PCR 扩增

产物送上海生工测序, 获得菌株 16S rRNA 基因序

列。克隆中的连接、转化、蓝白斑筛选及质粒的提

取等均参照文献[17]。 

测序结果用NCBI-BLAST软件在GenBank数据

库中进行同源性检索, 下载相似性高的相关菌株的
模式菌株序列, 采用 ClustalX 1.81软件进行多序列
比对, 应用 MEGA 4.0软件构建 16S rRNA基因系
统发育树。 
1.4.3  脂肪酸组成分析: 将筛选出的产共轭亚油酸

菌株用美国 MIDI 公司的 Sherlock Microbial 

Identification System (MIS) 微生物鉴定自动化系统

测定其脂肪酸的组成和含量。具体方法见 MIDI 公

司操作手册。 

1.4.4  生理生化特征测定 : 采用法国梅里埃

(bioMerieux)公司的 API20 STREP 细菌鉴定试剂盒

进行了生理生化特征测定, 具体方法按照产品操作

说明进行。  

2  结果与分析 

2.1  瘤胃细菌的分离结果 
从山羊瘤胃内容物中分离出 14株瘤胃细菌, 菌

落颜色以白色为主, 少数为黄色; 菌落大小均较小, 

菌落直径在 1 mm−5 mm 之间; 菌落形状以光滑的

圆形为主, 也有少数为不规则形状。 

2.2  产共轭亚油酸菌株的筛选结果 
采用紫外分光光度计扫描法, 从分离到的 14株

瘤胃细菌中筛选到 1 株产共轭亚油酸的菌株, 其编

号为 RB111。该菌株在波长为 233 nm的紫外区有吸

收峰(图 1), 吸收峰的 OD值为 0.484 4。 

运用气相色谱分析该菌株所产的共轭亚油酸中

是否含有 cis9, trans11-CLA和 trans10, cis12-CLA这

两种具有生理活性的异构体, 并测定其含量。结果

显示 , 菌株 RB111 具有产 cis9, trans11-CLA 和

trans10, cis12-CLA 的能力(图 2), 两者的总产量为

269.2 mg/L, 其中 cis9, trans11-CLA 占 52.64%, 

trans10, cis12-CLA占 47.36%。 

2.3  产共轭亚油酸菌株的鉴定结果 
2.3.1  菌落及菌体形态观察结果: 菌株 RB111 在

MRS 固体培养基上为白色透明的圆形菌落, 菌落边

缘整齐光滑, 菌落直径约为 2 mm−3 mm; 革兰氏

染色结果为阳性; 电镜扫描结果显示菌株 RB111 的

细胞形态为球状, 菌体直径约为 0.607 µm (图 3)。 
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图 1  菌株 RB111 的 CLA 紫外吸收图谱 

Fig. 1  UV absorption of CLA of the strain RB111 
 

     
图 2  cis9, trans11-CLA 和 trans10, cis12-CLA 的气相色谱图 

Fig. 2  Gas chromatogram of cis9, trans11-CLA and trans10, cis12-CLA 
注: A: cis9, trans11-CLA和 trans10, cis12-CLA标样; B: 菌株 RB111产生的 CLA. 
Note: A: Standard of cis9, trans11-CLA and trans10, cis12-CLA; B: CLA produced by the strain RB111.  
 

 
图 3  菌株 RB111 在扫描电子显微镜下的细胞形态

(×20 000) 
Fig. 3  Cell morphological of the strain RB111 in scanning 
electron microscopy (× 20 000) 

2.3.2  16S rRNA基因序列分析结果: 16S rRNA基因
PCR扩增得到约 1.5 kb大小的片段(图 4)。DNA经纯
化连接于 pEMG T-Easy 载体后测序, 得到该菌株的
16S rRNA基因序列, 序列全长为 1 507 bp。序列通过
NCBI 中的 BLAST 搜索后, 下载序列相似性较高菌
株的模式菌株 16S rRNA 基因序列, 用 ClustalX 1.81
软件比对序列, 然后用MEGA 4.0软件构建系统发育
进化树(图 5)。从图 5中可见, 菌株 RB111与已报道
的 Streptococcus infantarius模式菌株 NCDO 599亲
缘关系最近, 16S rRNA基因序列相似性为 99.8%。 
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图 4  菌株 RB111 的 16S rRNA 基因 PCR 扩增 
Fig. 4  16S rRNA gene PCR amplification of the strain 
RB111 

2.3.3  脂肪酸组成分析结果: 作为脂类和脂多糖的
主要成分, 脂肪酸主要分布在细胞膜上。不同的属、
种, 甚至不同的菌株之间其脂肪酸碳链的长度、双
键的位置、取代基团等都存在差异[18−19]。据此原理

进行的脂肪酸分析不仅可以进行大量菌株的比较分

析, 而且可以提供菌株的有关描述特征, 广泛应用
于细菌的分类鉴定中。 

从表 1 中可以看出, 菌株 RB111 的细胞脂肪酸
主要成分是 C16:0、C18:1 ω9c 和 C18:0, 分别占脂
肪酸总量的 31.14%、15.59%和 13.91%, 3种脂肪酸
占脂肪酸总量的 60.64%。 

 

 

图 5  菌株 RB111 的 16S rRNA 基因系统发育树图 
Fig. 5  Phylogenetic tree of the strain RB111 based on 16S rRNA gene sequences 

 
表 1  菌株 RB111 的细胞脂肪酸主要组成 

Table 1  Main cellular fatty acid composition of the 
strain RB111 

脂肪酸成分 
Fatty acid composition 

脂肪酸百分含量 
Fatty acid percentage content (%)

C14:0  2.30 

C16:1 ω9c  1.81 

C16:1 ω7c  1.53 

C16:0 31.14 

C16:0 DMA  1.28 

C15:0 3OH  1.03 

C18:2 ω6,9c  1.42 

C18:1 ω9c 15.59 

C18:0 13.91 

C18:1 ω9c DMA  4.85 

C18:1 ω7c DMA  1.33 

C20:1 ω10c  2.23 

2.3.4  生理生化特征测定结果: 菌株 RB111的生理
生化测定结果为: V-P 实验为阳性, 水解七叶灵, 不
水解马尿酸, 在含 6.5% NaCl肉汤培养基中不生长, 
吡咯烷酮芳胺酶阴性, α-半乳糖苷酶阳性, β-葡萄糖
醛酸酶阴性, β-半乳糖苷酶阴性, 碱性磷酸酶阴性, 
亮氨酸氨肽酶阳性, 精氨酸双水解酶阴性, 发酵乳
糖、淀粉、糖原等产酸 , 但不能发酵核糖、甘露醇、
山梨醇、海藻糖、菊糖等产酸。这些结果与文献[20]
报道的 Streptococcus infantarius 的生理生化特征
一致。  

综合以上形态特征、16S rRNA基因序列分析、

脂肪酸组成分析及生理生化测定结果, 可以确定菌

株 RB111 的分类地位属于婴儿链球菌 Streptococcus 

infantarius。 
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3  讨论 

已报道的产共轭亚油酸瘤胃细菌主要包括: 溶
纤维丁酸弧菌(Butyrivibrio fibrisolvens)、白色瘤胃球
菌(Ruminococcus albus)、真杆菌(Eubacterium spp.)、
梭 尾 菌 (Fusocillus spp.) 和 埃 氏 巨 型 球 菌

(Megasphaera elsdenii)等种类。本文首次报道 1 株
分离自山羊瘤胃的婴儿链球菌 (Streptococcus 
infantarius) RB111 具有产共轭亚油酸能力, 本文研
究结果拓宽了人们对产共轭亚油酸瘤胃细菌类群的

新认识。在共轭亚油酸的众多异构体中, 具生物活
性 的 异 构 体 是 cis9, trans11-CLA 和 trans10, 
cis12-CLA, 菌株 RB111所产生的 cis9, trans11-CLA
和 trans10, cis12-CLA总量为 269.2 mg/L, 其中 cis9, 
trans11-CLA 占 52.64%, trans10, cis12-CLA 占

47.36%。已报道的产共轭亚油酸瘤胃细菌大多都属
于严格厌氧菌 , 由于严格厌氧菌的培养条件苛刻 , 
使其应用受到很大的限制。而本研究所筛选获得的

产共轭亚油酸瘤胃细菌菌株 RB111 属于兼性厌氧
菌, 既可在严格厌氧的条件下生长, 又可在好氧条
件下生长(数据未显示), 因此该菌株具有很好的应
用前景, 本研究为我国利用微生物发酵法生产共轭
亚油酸奠定了基础。 
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