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植物乳杆菌 !"#$%& 生物转化共轭亚油酸的反应动力学

陈海琴，许庆炎，叶强，陈卫!，张灏
（江南大学食品学院，食品科学与技术国家重点实验室，无锡 #$!$##）

摘要：【目的】对本实验室从泡菜中筛选到的植物乳杆菌 R0#.4C 完整细胞生物转化共轭亚油酸的反应动力学

进行研究。【方法】探讨底物浓度、细胞浓度、反应体系 9S 值等因素对生物转化共轭亚油酸反应速度的影

响，并通过双倒数和 S,<(>KT;;=U 作图法拟合反应初始阶段的速度方程。【结果】生物转化共轭亚油酸时存在

明显 的 底 物 抑 制 现 象，当 亚 油 酸 浓 度 为 .V! AO5AW 时 产 B"，8$$K共 轭 亚 油 酸 的 反 应 速 度 达 最 大 值

$4V""!O5（AW·7）；反应速度随细胞浓度增加而上升，当细胞浓度为 4 X $.$. BU+5AW 时反应速度达到最高；最适

9S 值和最适反应温度分别为 2V4 和 !.Y。利用双倒数和 S,<(>KT;;=U 作图法求得米氏常数和最大反应速

度，在低底物浓度下，反应初始阶段的反应规律与经典的米氏方程相符，而在高底物浓度下，存在明显的底

物抑制现象。【结论】通过对植物乳杆菌 R0#.4C 完整细胞催化合成共轭亚油酸各因素的考察，在得到最佳反

应条件的同时建立了不同底物浓度范围内的反应速度方程，这对于实现共轭亚油酸的生产和研究其生理功

能具有十分重要的理论价值。
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共轭亚油酸（3;<:+O,8(P W@<;=(@B EB@P，3WE）是一

类由亚油酸（W@<;=(@B EB@P，WE）衍生的具有共轭双键

的异构体的总称，具有多种营养和保健功能，如抗

癌、减肥、抗动脉粥样硬化和延缓机体免疫力衰退

等［$ & #］。在共轭亚油酸的各种异构体中，B"，8$$K3WE
被认为最具生物活性［D］，而乳酸菌生物转化共轭亚油

酸具有安全性高、专一性强等优点，因此使用乳酸菌

进行生物转化共轭亚油酸已成为当前研究热点［! & 4］。

迄今为止，国内外科学家对乳酸菌生物转化

3WE 进行了大量的研究，筛选出了一些具有 3WE 合

成能力的乳酸菌，并对乳酸菌生物转化 3WE 的机理

进行了初步探讨，如提出亚油酸异构酶是乳酸菌合

成 3WE 的关键酶，从乳酸菌细胞内提取出了亚油酸

异构酶的粗酶液等［!，2］。但是，生物法转化 3WE 的

转化率目前还是较化学法低，并且对乳酸菌亚油酸

异构酶的产生机理、酶学性质和催化动力学等都还

没有进行深入研究［%］。本文针对完整细胞生物转化

3WE 进行研究，其实质仍是完整细胞中的亚油酸异

构酶与底物结合发生异构化反应，利用完整细胞代

替纯酶进行反应动力学的研究，一方面不需要对酶

进行分离纯化，可以减少分离纯化过程中酶的失活；

另一方面酶在细胞内更耐受苛刻的环境，使用完整

细胞生物转化 3WE 较为容易、效率高，产物的后处

理更简单。

本文以实验室筛选到具 B"，8$$K3WE 生物转化

能力的植物乳杆菌（ .$"#()$"&**/0 1*$-#$’/2）R0#.4C［C］



为研究对象，在初步研究了完整细胞在磷酸盐缓冲

液体系 中 转 化 !"# 能 力［$］的 基 础 上 对 生 物 转 化

!"# 反应动力学进行研究，这有助于寻找最有利的

生物转化条件，以最大限度地发挥酶催化反应的效

率，也有助于为酶作用机理研究提供数据。本文拟

考查底物浓度、细胞浓度、反应体系 %& 值、反应温

度等因素对生物转化速度的影响，建立不同底物浓

度范围内的反应速度方程，这将对实现 !"# 的生产

和研究 !"# 的生理功能具有十分重要的理论价值。

! 材料和方法

!"! 实验材料

!"!"! 菌种：植物乳杆菌（ ! ’ "#$%&$’()）()*+,-，本

实验室从自制泡菜中分离筛选所得。

!"!"# 培养基：./) 培养基［,］。

!"!"$ 主要试剂和仪器：亚油酸（纯度 $$0，本实验

用脲包法制备），共轭亚油酸（!$$0，美国 )12.#
公司 ），其 他 试 剂 为 国 产 分 析 纯。 气 相 色 谱 仪

（ 2!*+3+，日 本 岛 津 公 司 ），冷 冻 离 心 机

（45167/)#"8*/，德 国 &7991!& 公 司 ），色 谱 柱

（:;<=>+（3*+ ? @ +A*, ?? B ’ C ’ @ +A*,!?），)27 公

司），其余为实验室常规仪器。

!"# 产物分析采用气相色谱法（%&）

在前期工作［3+］基础上作了改进，具体如下：

!"#"! 气相色谱条件：柱前压：8DDA8 E;F；进样口温

度：*,+G；检测器温度：*,+G；空气压力：,+ E;F；氢

气压力：D+ E;F；氮气压力：3++ E;F。
!"#"# 程 序 升 温 条 件：3,+G 保 持 , ?BH，然 后 以

,GI?BH 的升温速率将温度升至 3$+G，在此温度下

保持 +A3 ?BH，再以 8GI?BH 的升温速率将温度升至

**+G，在此温度下保持 3, ?BH。分流比为 , J3，进样

量为 3!"。

!"#"$ 计算转化产物中 !"# 的浓度：采用峰面积归

一化法计算转化产物中 !"# 的浓度。

!"$ 细胞收集

从斜面挑取菌种在 3+ ?" ./) 培养基中连续活

化两次，以体积分数 30接种量接入 K++ ?" ./) 培

养基，8>G诱导培养（+A, ?LI?" "# 诱导）3* M。培

养结束后冷冻离心（K,++ @ L，3+ ?BH，KG）收集菌

体，并用无菌生理盐水洗涤 * 次，洗涤后直接收集细

胞或用 +A3 ?NOI" 的磷酸钾缓冲溶液（%&DA,）制成细

胞悬浮液备用。

!"’ 对生物转化速度的影响实验

!"’"! 底物浓度对生物转化速度的影响：分别取

3 ?"细胞悬浮液于 3+ ?" 具塞磨口三角瓶中，添加

"# 乳 浊 液 至 终 浓 度 分 别 为 +、+A8、+A,、+A-、3A+、

3A,、*A+、8A+ ?LI?"，使 菌 体 细 胞 浓 度 为

KA+ @ 3+3+ PQRI?"。于 8>G *++ SI?BH 条件下反应，每

隔一段时间取出提取脂肪酸，经甲酯化后 2! 分析。

!"’"# 细胞浓度对生物转化速度的影响：将收集到

的细胞用磷酸钾缓冲溶液稀释成不同细胞浓度的细

胞悬浮液，分别取 3 ?" 悬浮液于 3+ ?" 具塞磨口三

角瓶中，添加 "# 乳浊液至终浓度为 +A- ?LI?"，使

菌体细胞浓度分别为 3A+ @ 3+3+、*A+ @ 3+3+、8A+ @
3+3+、KA+ @ 3+3+、,A+ @ 3+3+、DA+ @ 3+3+ PQRI?"。于 8>G
*++ SI?BH 条件下反应，隔一段时间后取出提取脂肪

酸，经甲酯化后 2! 分析。

!"’"$ 反应缓冲液 %& 值对生物转化速度的影响：

将收集到的细胞用不同 %& 的磷酸钾缓冲溶液进行

悬浮，分别取 3 ?" 悬浮液于3+ ?"具塞磨口三角瓶

中，添加 "# 乳浊液至终浓度为 +A- ?LI?"，使菌体

细胞浓度为 KA+ @ 3+3+ PQRI?"。于 8>G *++ SI?BH 条

件下反应，每隔一段时间后取出，提取脂肪酸，经甲

酯化后 2! 分析。确定生物转化反应的最适 %& 值。

!"’"’ 反应温度对生物转化速度的影响：分别取细

胞悬浮液 3 ?" 于 3+ ?" 具塞磨口三角瓶中，添加

"# 乳浊液至终浓度为 +A- ?LI?"，此时菌体细胞浓

度约为 KA+ @ 3+3+ PQRI?"。分别于不同温度（8+G、

8,G、K+G、K,G、,+G、,,G）*++ SI?BH 反应，每隔一

段时间后取出，提取脂肪酸，经甲酯化后 2! 分析。

确定生物转化反应的最适反应温度。

!"( 速度方程

!"("! 速度方程的拟合：对反应速度 T 和底物浓度

［)］用 双 倒 数 法（ CNRUOV=SVPB%SNPFO %ONW ?VWMNC）和

&FHVX=YNNOQ 法作图，测定不同底物浓度范围内的最

大反应速度 *?FZ和米氏常数 +?，建立不同底物浓度

范围的速度方程。

!"("# 速度方程的验证：取 3 ?" 细胞悬浮液于

3+ ?"具塞磨口三角瓶中，添加 "# 乳浊液至终浓度

为 +、+A3、+A*、+A8、+AK、+A,、+AD、+A>、+A-、3A+、3A,、*A+、

*A, ?LI?"，使菌体细胞浓度约为 KA+ @ 3+3+ PQRI?"，于

8>G *++ SI?BH 条件反应，每隔一段时间后取出，提

取脂肪酸，经甲酯化后 2! 分析，对所拟合的速度方

程进行验证。
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! 结果和讨论

!"# 底物浓度对生物转化速度的影响

在酶催化反应体系中，酶和底物是最基本的构

成要素。不同的底物浓度（即 !" 浓度）会直接影响

酶催化转化的反应速度。本实验考察了 !" 浓度在

# $ % &’(&! 范围内的情况，结果见图 )*"。

在低底物浓度范围内（#+) $ #+, &’(&!），反应

速度 - 随着 !" 浓度的增加而直线上升；当 !" 浓度

达到 #+, &’(&! 时，产生 ./，0))*1!" 的反应速度达

到最 大 值，为 )2+//!’(（&!·3）；当 !" 浓 度 大 于

#+2 &’(&!时，反应速度 - 随着 !" 浓度的增加而快

速下降。由此可知在 !" 浓度大于 #+2 &’(&! 时，该

异构化反应存在着明显的底物抑制现象，该结果与

45678［))］等从梭状芽孢杆菌中分离到的亚油酸异构

酶的酶反应动力学相似，但目前关于亚油酸异构酶

底物抑制的机理尚不明确。

!"! 细胞浓度对生物转化速度的影响

酶催化反应的速度也取决于酶的浓度。在利用

! 9 "#$%&$’() :4;#2< 全细胞催化转化的反应体系

中，可通过改变体系中的细胞浓度来调节参与反应

的酶量，进而影响酶催化反应的反应速度。本实验

考察了不同细胞浓度下生物转化速度的变化趋势，

结果见图 )*=。

从图 )*= 可以看出，当细胞浓度较低时，反应速

度随着细胞浓度的增加而缓慢上升；当细胞浓度在

% $ 2 > )#)# .?5(&! 时，反应速度随着细胞浓度的增

加而快速上升；当细胞浓度达到 2 > )#)# .?5(&! 时，

反应速度趋稳。这种规律是由于在低细胞浓度下存

在底物抑制，因此反应速度上升的比较平缓；增加细

胞浓度，相对底物抑制的作用减弱，反应速度随着细

胞浓度的增加而线性增加；当细胞浓度达饱和时反

应速度达最大值。因此，在实际反应中，细胞的加入

量需在刚饱和状态，当细胞用量过饱和时会造成生

产成本的加大。

!"$ 反应缓冲液 %& 值对生物转化速度的影响

生物转化速度受介质 @A 值的影响，酶作用存

在最适 @A 提示酶分子活性基团的电离状态、底物

分子及辅酶与辅基的电离状态都与酶的催化作用相

关。从图 )*1 可知，! 9 "#$%&$’() :4;#2< 完整细胞

生物转化 1!" 的最适 @A 在 B+2 左右。

!"’ 反应温度对生物转化速度的影响

温度对生物转化 1!" 反应速度的影响主要包

括两个方面，一方面是影响细胞中酶的稳定性；另一

方面是影响细胞*底物复合物转变成产物的速度。

酶的最适温度是温度升高使酶促反应加速和使酶变

性两种拮抗因素作用的总和，温度对生物转化 1!"
的实验结果见图 )*C。

实验结果表明，酶催化反应速度随着温度的上

升而加速，然而当温度达到 ,#D $ ,2D左右时，继

续提高温度，酶催化反应速度反而下降，高温会使酶

分子构象发生变化，从而导致酶活性的降低。因此

! 9 "#$%&$’() :4;#2< 完整细胞生物转化 1!" 的最适

反应温度在 ,#D左右。

图 # 底物浓度、细胞浓度、反应 %& 值及反应温度对反应初速度的影响
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!"# 速度方程的拟合

由于 ! ! "#$%&$’() "#$%&’ 生物转化 ()* 存在

着明显的底物抑制现象，因此对速度方程分两段考

察：即非底物抑制范围内的速度方程和底物抑制范

围内的速度方程。

!"#"$ 非底物抑制范围内的速度方程：由 $+, 可

知，在非底物抑制范围内（% -［#］- %+& ./0.)），全

细胞反应规律遵循酶学上经典的米氏方程。因此将

反应速度与底物浓度的关系图（图 ,1*，% -［#］-
%+& ./0.)范围）双倒数作图得到 ,02 对 ,0［#］的关

系图 $。

图 ! $%& ’ $%［(］关系图

34/!$ * 56789: ;:<4=;6<>9 =96? 6@ ,02 2A ,0［#］!

从图 $ 可知，在低底物浓度范围内（% -［#］-
%+& ./0.)），拟合出一条线性较好的双倒数直线，该

直线的斜率为 *.0+.>B C %+%%D&，将直线延长与横轴

相交，在横轴上的截距为 E ,0*.，在纵轴上的截距

为 ,0+.>B，从而求得最大反应速度和米氏常数分别

为：

+.>B：$,+DF!/0.)·G ；*.：%+,H ./0.)。

因此，在低底物浓度范围内，该全细胞反应规律

可参考酶学上经典的米氏方程来解析：

2 C $,+DF［#］
%+,H I［#］

式（,）

其中 % -［#］- %+& ./0.)。

!"#"! 底物抑制范围内的速度方程：由 $+, 可知，

在较高底物浓度范围内（［#］J %+& ./0.)），由于底

物抑制很明显，无法拟合出双倒数直线，可对其应用

经典的底物抑制速率方程。

2 C
+.>B#

*. I # I #$
K( )

4

式（$）

式中 K4—是底物抑制的解离常数。经典的底

物抑制反应的机理式为：

L I #!［L#］!L I M 式（N）

# I［L#］!［L#$］ 式（F）

式中［L#$］—无催化反应活性，不能分解为产物

的三元复合物。

对式（$）变形得下式：

#
O C

*.

+.
I #

+.
I #$

+.K4
式（&）

对式（&）采用 P>Q:A1R669@ 作图法对［#］0O 与［#］

作图，见图 N。

图 ) ［(］%& ’［(］关系图

34/!N SG: ;:9>?46Q =96? 6@［#］02 2A［#］!

根据图 N 可以拟合出一非线性回归方程：, C
%+N,-$ I %+,D- E %+’&，对照式（&）可以求得：+.>B：

&+’’!/0（.)·G）；*.：%+&% ./0.)；* 4：%+&& ./0.)。

因此，在高底物浓度范围内，拟合得该全细胞反

应规律的速度方程为：

2 C &+’’#
#$( )%+&& I # E %+& 式（H）

其中［#］J %+& ./0.)。

!"* 速度方程的验证

分别对上述非底物抑制及底物抑制范围内的速

度方程进行验证。

!"*"$ 非底物抑制范围内的速度方程验证：对非底

物抑制范围内的速度方程式（,）进行验证，结果见图

F1*：底物浓度在 %+, T %+& ./0.) 范围内，其相对偏

差低于 &U，反应速度与经典的 V4<G>:94A1V:Q?:Q? 方

程相吻合，说明在非底物抑制范围内的速度方程式

拟合较好。

而当底物浓度超过 %+& ./0.) 时，实际值与模

型计算值相差较大，实际值远远小于计算值，而且浓

度越大相差越大，存在着明显的底物抑制现象。

!"*"! 底物抑制范围内速度方程的验证：对底物抑

制范围内的速度方程式（H）进行验证，结果见图 F1
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!：底物浓度在 " # $ %&’%( 范围内，方程计算值与实

际值的相对偏差低于 $)，这与经典的底物抑制速

率方程吻合。而底物浓度在 *+$ # " %&’%( 范围内，

方程计算值与实际值相差较大，而且浓度越小，相差

越大。目前有关亚油酸异构酶底物抑制的机理还有

待进一步研究。

图 ! 模型计算值与实际值的比较

,-&. / 01%234-516 17 %189: 495;:< =-<> 3?<;3: 495;:< . @：@< :1=

5;A5<43<9 ?165<43<-16；!：@< >-&> 5;A5<43<9 ?165<43<-16.

" 结论

本文通过对影响 ! . "#$%&$’() BCD*$E 完整细胞

生物转化 0(@ 反应速度关键因素的研究，包括底物

浓度、细胞浓度、反应体系 2F 值和反应温度，得到

了生物转化 0(@ 的最适 2F 值和最适温度分别为

G+$ 和 /*H，并得到其在不同底物浓度下的反应动

力学规律，反应速度随着细胞浓度增加而上升，当细

胞浓度达到 $ I "*"* ?7;’%( 时，反应速度达到最高。

同时通过双倒数和 F3695JK11:7 作图法建立了反应

初始阶段不同底物浓度范围内的速度方程，在低底

物浓度下，反应规律与经典的米氏方程相符合，而在

高底物浓度下，存在明显的底物抑制现象。这些结

论将为后续研究酶反应动力学提供参考和依据，并

能为 0(@ 的生产和生理功能研究提供指导。
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