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产共轭亚油酸乳酸菌的
选育及培养基的确定

于国萍，寇秀颖

（东北农业大学食品学院，黑龙江哈尔滨 !"##$#）

摘 要：共轭亚油酸（%&’()*+,-. /0’&/-0% +%0. 简称 123）是一种具

有多种生理活性的天然脂肪酸。用气相色谱法对十八株乳

酸菌产共轭亚油酸的能力进行比较，发现十四株乳酸菌具

有明显的产共轭亚油酸的能力，其中德氏乳杆菌保加利亚

亚 种 （!"#$%&’($)*++ ,(&,-"&(%./’+)(,）+4 的 产 量 最 高 ，为

56#7!* 8 92，并且在 :;< 培养基的基础上确定了乳酸菌

产共轭亚油酸的最佳碳源为果糖，氮源为硫酸铵。
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共轭亚油酸是一类含共轭双键的 %. 碳脂肪酸

的总称/%0’1，是必需脂肪酸亚油酸的异构体，天然亚油

酸是顺)-，顺)%# 十八碳二烯酸，它异构化形成的

23( 因双键位置和顺反构型的不同，形成多种异构

体，其中顺)-，反)%% 和反)%$，顺)%# 是具有生理活

性的异构体。近年来关于它的生理功能科学家们已

达成一致：抗癌作用，抗氧化作用，抑制脂肪积累作

用，改善骨组织代谢，促进生长因子作用，增强机体

免疫力，防霉变的作用/#0’1。

目前，生产 23( 主要是通过化学法，其缺点是对

产物中各种构型的 23( 无选择性，得到的是一系列

位置和几何异构体的混合物。#$ 世纪 -$ 年代后期，

345 等报道了几种乳酸菌具有将亚油酸转化为 23(
的 能 力 ，其 产 物 中 顺)-，反)%% 和 反)%$，顺)%#23(
的含量占总 23( 的 -$6以上，证明了生物法与化学

法相比，具有选择性合成活性 23( 的优点/,1。

23( 作为一种新型的营养保健品，在医药及食

品工业领域中前景广阔。由于其异构体组成单一，与

天然植物中的 23( 异构体组成相似，因此用生物学

方法生产 23( 是将来的发展方向。本实验比较了十

八株乳酸菌产 23( 的能力，筛选出了产量最高的菌

株，并且确定了乳酸菌产 23( 的最适培养基。实验中

所用的乳酸菌为兼性厌氧菌，易培养，无毒，可食用，

因此本实验具有较高的实际价值和应用前景。

$ 材料与方法

$%$ 菌株

嗜 酸 乳 杆 菌 （!"/)+#0-1+%(,）7%，7#； 嗜 热 链 球 菌

（,2’$-20)0))(, 21$’30-1+%(,）8%，8#；德氏乳杆菌保加利

亚 亚 种（!"#$%&’($)*++ ,(&,-"&(%./’+)(,）9%，9#，9’；乳 酸

乳球菌乳酸亚种（!"!/)2+, ,(&,-"!/)2+,）:%，:,；乳酸乳

球菌乳脂亚种（!"!/)2+, ,(&,-")’)30’+,）:#；无乳链球

菌 （,2’$-20)0))(, /./%/)2+/$）:’； 瑞 士 乳 杆 菌（!"
1$%4$2+)(,）;%；乳酸乳球菌（!/)20)0))(, !/)2+,）;#；发酵

乳杆菌（!"5$’3$62(3）<%；布氏乳杆菌（!"&()16$’+）<#；德

氏乳杆菌德氏亚种（!"#$%&’($)*++ ,(&,-"#$%&’($)*++）
=%；乳 酸 链 球 菌（,2’$-20)0))(, !/)2+,）>%；干 酪 乳 杆 菌

干酪亚种 （!")/,$+ ,(&,-")/,$+）?% 均购于中科院微

生物所。

$%! 培养基与培养方法

%&#&% 培养基 @A" 培养基、脱脂乳培养基。

%&#&# 培养方法 %$$B3 三角瓶装 ’.B3 培养基，接

菌量为 +6，混匀，静止培养 #,=，对照为三角瓶内装
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!"#$ 培养基，不接菌，与菌种在同样温度下培养。%&，
%’，(&，(’，)&，)’，)*，+&，+’，,&，,’，-&，.&，/& 的 培 养 温 度 为

*01；2&，2!，2’，2* 培养温度为 *"1。

$%& 脂类提取

培养后的菌液离心，所得上层液体和下层细胞

分别进行处理345。上层液体用正己烷萃取，有机相用

无水硫酸钠过滤后放入圆底烧瓶中36，05。菌液再用正

己烷洗涤一次，合并有机相。下层细胞用超声波破

壁，再用正己烷萃取，也用正己烷洗涤一次，合并有

机相。

$%’ 甲酯化处理

上 层 的 有 机 相 减 压 浓 缩 后 加 入 &#$ 苯 和 &#$
石油醚，混匀后加入 ’#$"7!#8/ 9 $ 氢氧化钾:甲醇溶

液3;5。在室温下静置 *"#<=，然后加入蒸馏水，离心，取

出上层清液，用石油醚洗涤后合并清液用于气相色

谱分析。下层细胞提取液的处理方法同上层。

$%# ()* 含量的测定

&747& 气相色谱条件 气相色谱仪为岛津 >?:&!?，

检测器为氢火焰离子化检测 器 ； 毛 细 管 柱 （*"#@
"74*##）；载气为氮气，流速为 *7*#$ 9 #<=；空气压力

为 6"AB)、氢气压力为 4"AB)；柱温 ’""1，检测器和

汽化室温度为 ’4"1。进样量为 &!$。

&747’ 样 品 分 析 将 内 标 物 十 七 烷 酸 甲 酯 配 成

’#. 9 #$ 的溶液，再将甲酯化的 ?$C 标准品（浓度为

&"#. 9 #$）与内标物十七烷酸甲酯等体积混合，进行

气相色谱分析（两者混合进样的色谱图见图 &）。样品

甲酯化后用氮气吹干，然后用内标物十七烷酸甲酯

定容至 &4"!$，根据色谱图的保留时间和峰面积进

行定性和定量分析。

! 结果与讨论

!%$ 产共轭亚油酸的乳酸菌的选育

在相同条件下分别接种十八株乳酸菌，样品处

理后用气相色谱进行分析，根据峰面积用内标法计

算出 ?$C 的含量。对照为培养基不接菌，其它处理方

法同样品。用 DBDD 软件对数据进行相关性分析。十

八株乳酸菌的 ?$C 的产量比较见表 &。

测得培养基中的 ?$C 产量为 &7’"!. 9 #$，可能

是由培养基中原料带来的。所测的十八株乳酸菌中，

2&，2’，2*，)* 的 ?$C 含 量 与 培 养 基 之 间 的 差 异 不 显

著，说明这四株菌无明显的产 ?$C 的能力。其余十四

株菌都具备显著的产 ?$C 的能力，同时也筛选出了

产量最高的菌株 )’，产量为 !7"6!. 9 #$。并且在对上

层 菌 液 和 下 层 细 胞 进 行 分 析 时 ， 发 现 上 层 菌 液 的

?$C 产量远高于下层细胞的产量，说明乳酸菌产的

?$C 主要存在于细胞外相中。

!%! 乳酸菌产 ()* 的最适培养基的确定

以产量最高的菌株 )’ 为出发菌株，在培养条件

一致的情况下比较其在脱脂乳和 EFD 培养基中的

?$C 产量，结果见表 ’。

从表 ’ 可以看出，EFD 培养基中的 ?$C 产量远

大于脱脂乳培养基中的 ?$C 产量，说明与脱脂乳相

比，EFD 培养基是产 ?$C 的最适宜的培养基。

!%& 培养基的优化

’7*7& 碳源的确定 在添加量一定的情况下，分别

选取葡萄糖、G:果糖、G:木糖、G:半乳糖、麦芽糖、蔗

糖、可溶性淀粉、乳糖、甘露醇和葡萄糖 9 果糖（&H&）为

碳源接种 )’；在培养条件相同的前提下根据最终的

?$C 产量来确定最佳的碳源；各种碳源的比较结果

见表 *。

由表 * 可以看出，乳酸菌在果糖中的 ?$C 产量

最高为 *7&!!. 9 #$，并且与在其它碳源中的产量相比

差异显著，说明果糖为乳酸菌产 ?$C 的最佳碳源。

’7*7’ 氮源的确定 EFD 培养基中在牛肉粉固定的

注：&’7&I; 为内标物十七烷酸甲酯；’47"64 为 ?$C
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图 & 甲酯化 ?$C 标品与内标物十七烷酸甲酯混合后

的分离色谱图

?$C 产量（!. 9 #$）

对照 &7’")NO"7&4
2& &7*I)N(O"7&;
2’ &7"*)O"7&4
2* &7*4)N(O"7’6
)* &7!!)N(2O"7’’
+& &766(2O"7’I
(’ &74;(2O"7*"
+’ &70*2O"7&*
.& ’7&0PO"7&!
2! ’76&,O"7&;
,’ ’7I",-O"7&’
-& ’7"6PO"7&*
)& ’76’,O"7&0
)’ !7"6QO"7&6
%& *7*6<O"7’4
(& *7&’-<O"7&!
%’ ’7&;PO"7&I
2* *7&!-<O"7&6
,& *7&*-<O"7&*

表 & 十八株乳酸菌的 ?$C 产量

注：文中所有数据均为三次平均值。

培养基 ?$C 产量（!. 9 #$）

脱脂乳培养基 "76;
EFD 培养基 ’7;6

表 ’ 脱脂乳与 EFD 培养基中的 ?$C 的产量比较
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前提下，选取大豆蛋白胨、多价胨、聚蛋白胨、胰蛋白

胨、硫酸铵、干酪素、蛋白胨、乙酸铵和水解乳蛋白共

九种氮源，以最后的 !"# 产量作为衡量标准来选取

最佳的氮源。$% 菌在各种氮源中的 !"# 产量见表 &。

由表 & 可以看出，硫酸铵作为氮源时 !"# 的产

量最高，但是与其它氮源相比差异不显著，说明各种

氮源对 !"# 的产量影响不是很大。考虑到培养基中

的牛肉粉是有机物，硫酸铵是无机盐，两者结合使用

更有利于乳酸菌生长。而硫酸铵作为氮源时 !"# 的

产量也最高，因此选取硫酸铵为氮源。

%’(’( 果糖和硫酸铵添加量的确定 改变果糖和硫

酸铵的添加量，考察碳源和氮源的添加量对 !"# 产

量的影响，结果见表 ) 和表 *。

由表 ) 可见，果糖添加量为 +’),和 %,的 !"#
产量之间差异不显著。从经济角度考虑选用 +’),的

添加量。由表 * 可以看出，在硫酸铵的添加量为 +,

时 !"# 产量最大，硫酸铵的添加量增加 !"# 产量反

而有所减少。可能是硫酸铵作为氮源时，由于 -.&
/

被吸收会导致培养基的 0. 下降，而 0. 下降不利于

!"# 的产生。因此选用 +,的添加量。

$ 结论

本实验证实了利用乳酸菌发酵能产生 !"#，不

同乳酸菌产生 !"# 的能力不同，选出了产量最高的

菌株 $%，并且确定了乳酸菌产 !"# 的最佳培养基为

123 培养基，在确定培养基的基础上对其碳源和氮

源进行筛选，选出了最适合产 !"# 的碳源和氮源：

果糖和硫酸铵，而且确定了果糖的添加量为 +’),，

硫酸铵的添加量为 +,。实验中对于 !"# 的测定选

用了气相色谱法，与以前常用的紫外吸收法比较，

气相色谱法具有更高的精确性，并且所用的内标法

抵消了色谱条件变化对测量结果的影响，较好的克

服了实验过程中的系统误差。优化的气相色谱条件

使内标物十七烷酸甲酯与其它脂肪酸完全分离，不

受样品中其他组分的影响，保证了 !"# 定量测量的

准确性。
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表 ( 各种碳源的 !"# 产量比较

碳源 !"# 产量（!E d :"）

cZ木糖 %’+bJeQ’%R
cZ半乳糖 +’RQ$JeQ’&‘

甘露醇 %’+‘JeQ’%&
葡萄糖 +’)‘$JeQ’*+
cZ果糖 (’+&>eQ’Q)

蔗糖 +’%R$eQ’))
麦芽糖 %’(bJeQ’()

可溶性淀粉 +’%‘$eQ’&)
乳糖 +’b($JeQ’+%

葡萄糖 d 果糖（+f+） %’+)JeQ’+b

氮源 !"# 产量（!E d :"）

水解乳蛋白 %’(QJeQ’Q(
多价胨 +’(&$eQ’+b

大豆蛋白胨 %’Q+$JeQ’&(
蛋白胨 %’%+JeQ’%%

聚蛋白胨 +’‘($JeQ’)Q
胰蛋白胨 %’&RJeQ’+)

干酪素 %’&%JeQ’+‘
硫酸铵 %’R%JeQ’(b
乙酸铵 %’+*JeQ’R+

表 & $% 菌在各种氮源中的 !"# 产量

果糖添加量（,） !"# 产量（!E d :"）

Q’) +’)‘$eQ’(+
+ +’)‘$eQ’%+
+’) %’&+JeQ’+&
% %’&bJeQ’+R

表 ) 果糖添加量对 !"# 产量的影响

硫酸铵添加量（,） !"# 产量（!E d :"）

+ +’‘*$eQ’++
+’) +’R*$eQ’Qb
% +’R+$eQ’+*

表 * 硫酸铵添加量对 !"# 产量的影响

!"


