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乳中共轭亚油酸异构体合成机制的研究进展
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(1.南昌大学中德联合研究院，食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌 330047；

2.江苏省泰州市姜堰区兴泰镇畜牧兽医站，江苏 泰州 225539)

摘  要：共轭亚油酸(conjugated linoleic acid，CLA)是一组十八碳共轭二烯酸的统称，具有多种重要的生理活性，

其中c9,t11-CLA具有很强的抗癌作用，t10,c12-CLA具有减肥和防治Ⅱ型糖尿病的功能。在自然界，CLA主要存在于

牛羊的乳中，通常包含c9,t11-CLA和t10,c12-CLA等异构体，但含量很低。牛羊瘤胃中的一些微生物参与了不同CLA

异构体的生物合成。本文综述了CLA的结构和功能、CLA异构体分析方法、乳中CLA的组成、乳中CLA的合成途

径、提高乳中CLA含量的方法和瘤胃中合成CLA的微生物的研究进展，为开展更深入的研究提供一些思路和参考。
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Abstract：Conjugated linoleic acid (CLA) is a collective term for geometric and positional isomers of linoleic acid with 

conjugated double bonds. They have been found to be responsible for many biological properties that are related to human 

health. c9,t11-CLA has anti-carcinogenic activity, and t10,c12-CLA seems to be specifically responsible for reducing body 

fat and enhancing energy metabolism. CLA occurs naturally in milk fat in a relatively low level. Several CLA isomers such 

as c9,t11-CLA and t10,c12-CLA are detected in milk. These CLA isomers are mainly biosynthesized by some bacteria in the 

rumen. The structure and functions of CLA, analytical methods for CLA isomers, the composition and biosynthesis pathways 

of CLA in milk, methods of enhancing CLA content in milk and microorganisms involved in the biosynthesis of CLA in the 

rumen are reviewed in this paper.
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乳是牛羊等产子后从乳腺分泌的一种乳白色的不

透明胶体性液体，是人们日常生活中经常食用的一种

食品。乳中物质组成复杂，主要营养成分为蛋白质、脂

肪、糖类、矿物质和维生素等。乳中蛋白质含有人体所

需的各种必需氨基酸，是一种完全蛋白质，其消化、吸

收率均高于肉、蛋和鱼类食品。乳脂中含有较多的低级

挥发性脂肪酸，消化性好，易被人体消化吸收。乳所含

糖类中乳糖占99%以上，乳糖不仅有利于人体对钙的吸

收，还能促进肠道内益生菌的生长和B族维生素的合成。

乳中钙和磷的含量也较高，且比例适当，是人体每日所

需钙和磷的优质食物来源。其中的钙多以酪蛋白钙的形

式存在，易于人体吸收利用，能有效预防婴幼儿佝偻病

和老年人骨质疏松症。此外，乳中还含有一些能调节人

体免疫功能的物质。因此，乳是人类不可多得的理想天

然食品之一。

近年来的研究表明，乳的乳脂中含有一些具有抗

癌、改善胰岛素抵抗等活性的十八碳共轭二烯酸，通常

称之为共轭亚油酸(conjugated linoleic acid，CLA)异构

体，且在自然界中，CLA主要存在于反刍动物的乳脂和

体脂中。目前，人们正在深入研究乳中共轭亚油酸异构

体的合成机制，希望能找到增加乳中CLA异构体含量的

有效方法，从而进一步提高乳的营养保健功能。本文综

述了乳中CLA异构体合成机制的最新研究进展、存在问

题和难点，为开展更深入的研究提供一些思路和参考。
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1 CLA的结构和功能

CLA是一组十八碳共轭二烯酸的统称，共轭双键有

4种位置异构(8,10；9,11；10,12；11,13)和4种几何异构

(cis,cis；cis,trans；trans,cis；trans,trans)，共有多达16种

异构体，如：c9,t11-CLA和t10,c12-CLA(图1)。CLA的生

产方法有两种，一种是化学异构法，另一种是生物转化

法。在高温下通过强碱可以将亚油酸异构成CLA，该产

物是含有8,10-CLA、9,11-CLA、10,12-CLA和11,13-CLA

多种异构体的复杂混合物[1]，再用特定的脂肪酶来选择

性酯化CLA的不同异构体，经尿素包合富集，就可以获

得纯度大于93%的c9,t11-CLA和t10,c12-CLA，但其得率

低[2]。生物转化法是目前研究的重点，利用乳酸菌等微

生物中的亚油酸异构酶可以将亚油酸特异性合成c9,t11-

CLA或t10,c12-CLA。
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图 1 两种CLA和亚油酸异构体的化学结构图

Fig.1 Chemical structures of two CLA and linoleic acid isomers

Pariza等[3-4]通过艾姆氏实验发现牛肉提取物有抑制

诱变作用，进一步研究发现该提取物具有抗癌活性，并

在1987年确定其中的活性成分就是CLA。此后，开启了

CLA活性研究的新方向。从已报道的文献看，CLA活性

研究主要集中在动物和细胞模型。通过二甲基肼处理大

鼠来诱导结肠癌，灌喂CLA混合物后，凋亡指数上升了

251%。因此，CLA抑制二甲基肼诱导的结肠癌的机制

可能和细胞凋亡有关[5]。还有研究发现CLA异构体混合

物通过降低小鼠体脂的含量来改善其脂肪组织的胰岛素

敏感性[6]。

近年来，越来越多的研究表明不同的CLA异构体

具有不同的生理活性。胰岛素抵抗模型鼠经连续饲喂

t10,c12-CLA，其葡萄糖耐受能力显著提高，同时肝脏脂

肪含量降低，肝功能改善，但体质量没有改变[7]。通过高

浓度胰岛素来诱导肝细胞构建胰岛素抵抗模型，t10,c12-

CLA处理后能显著提高胰岛素抵抗细胞的葡萄糖消耗量

和磷酸蛋白激酶B的水平，而c9,t11-CLA没有改善细胞胰

岛素抵抗的活性，表明t10,c12-CLA有改善胰岛素信号通

道的作用[8]。Huang Guidong等[9]发现c9,t11-CLA比CLA

混合物有更强的抑制人结肠癌细胞Caco-2增殖的活性，

并且这种抑制活性与其促细胞凋亡有关。另有研究发现

c9,t11-CLA可抑制苯并芘诱导的小鼠前胃癌的发生[10]。

此外，c9,t11-CLA能降低化学致癌剂抑制间隙连接细胞

间通迅作用，表明其可抑制肿瘤的恶性转化[11]。因此，

CLA异构体与其生理活性之间存在一定的构效关系，还

需要通过细胞模型、动物模型和人体实验进行系统研究

和确证，并从分子和基因水平了解其不同作用机制。

2 CLA异构体分析方法

CLA中含有一对共轭双键，在紫外波长231nm处有

强吸收，通过紫外分光光度计可以进行定性分析并测定

CLA的总量[12]。有报道通过核磁共振来定量分析牛肉中

CLA的含量[13]，但该方法不能确定CLA异构体组成。乳

中的CLA主要以三酰甘油酯的形式存在，目前，常用的

CLA异构体分析方法有HPLC和GC两种，乳脂先要经过

甲酯化衍生处理后才能进行测定。CLA在甲酯化衍生时

因酯化试剂、酯化温度和时间的不同而影响其分析结

果。酸催化甲酯化适合游离脂肪酸和以甘油酯形式存在

的脂肪酸，但是易于将c/t-异构体转变成t,t-异构体，并形

成烯丙基甲氧基衍生物(AMD)。

HCl/MeOH和BF3/MeOH酯化法随反应时间和温度

增加，c9,t11-CLA和t10,c12-CLA都减少，而t9,t11-CLA

和t10,t12-CLA增加，并有AMD形成。以三酰甘油酯形式

存在的CLA用HCl/MeOH、BF3/MeOH和NaOMe来甲酯

化时，只有NaOMe不产生AMD[14]。Ostrowska等[15]发现

酸和碱催化甲酯化两种方法均会导致CLA异构体组成和

总量的变化，HCl和BF3甲酯化方法显著增加了t,t-CLA的

量，降低了c/t-CLA的量。用四甲基胍甲酯化时，CLA酯

化不完全，并产生t,t-异构体。因此，CLA样品如能不经

甲酯化衍生处理，直接进行分析的结果会更准确。

高效液相色谱(HPLC)和气相色谱(GC)在用于分析

CLA异构体时，甲酯化衍生处理会改变异构体的组成，

且每个样品的分析时间长达60min，操作十分繁琐费时，

无法满足大量样品准确测定的要求。Liu Xiaohua等[16]通

过毛细管电泳(CE)成功实现了7种CLA异构体的完全分

离，建立了CE分析CLA异构体的新方法。样品无需甲酯

化衍生处理，每个样品的分析时间小于15min(图2)，比

HPLC和GC的分析时间缩短了3/4，实现了CLA异构体的

快速、准确分析。已成功的用于分析乳中CLA异构体组

成和含量[17]。

通常乳样中各种CLA异构体的组成和含量差别很大，

由于GC所用氢火焰检测器(FID)的灵敏度高于HPLC的紫外

检测器，因此，当样品中CLA含量低于紫外检测极限时，

应使用GC来分析。当GC难以对其中含量很少的异构体进

行分析和鉴定时，采用气质联用法(GC-MS)，通过高分辨
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率质谱可以修正GC氢火焰检测器的非选择性，从而鉴定

样品中微量的CLA异构体。
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峰1～9分别是c9,c11-CLA、c11,c13-CLA、c/t-8,10-CLA、c/t-10,12-CLA、 

c/t-11,13-CLA、c/t-9,11-CLA、t9,t11-CLA、t11,t13-CLA和一个未知的t,t-CLA。

图 2 毛细管电泳分离CLA混合物的色谱图

Fig.2 Separation of CLA mixture by capillary electrophoresis

3 乳中CLA的组成

早在1935年，人们就发现夏季产的牛乳比冬季产的

在233nm波长处有更强的吸收峰 [18]。随后通过GC分析

确定了乳中含有一些CLA异构体，如曾命名为瘤胃酸的

c9,t11-CLA。随着现代化学分析技术的发展，气质联用

(GC-MS)、液质联用(HPLC-MS)、傅里叶变换红外(FTIR)

等方法已用于各种食物中CLA异构体组成和含量的测

定。通过分析常见食物中CLA的含量，发现植物性食物

中不含CLA，蛋类、鱼类和非反刍动物的肉中含有非常

低的CLA，而反刍动物的乳和肉中的CLA含量较高，且

乳中的CLA含量比肉中的高。

采用银离子充填色谱柱进行高效液相色谱 (Ag +-

HPLC)分析牛乳，发现其中的CLA异构体主要是c9,t11-

CLA，少量的t7,c9-CLA和t10,c12-CLA，以及数种微量的

未知CLA异构体，给乳牛加喂鱼粉饲料，乳脂中CLA异

构体的含量和组成没有显著变化[19]。羊乳中c9,t11-CLA

也是最主要的CLA异构体，含量为4.491mg/g乳脂，另有

t9,t11-CLA、t11,t13-CLA、t10,c12-CLA和t8,c10-CLA等9

种异构体[20]。

王腊梅等[17]采用CE分析比较了牛乳、水牛乳和羊乳

中CLA异构体的含量和组成，发现牛乳中的CLA总量最

高，为9.281mg/g乳脂，3种乳中主要的CLA异构体均为

c9,t11-CLA。热处理会降低乳中CLA的总量，且处理温

度越高，CLA总量降低越显著。UHT牛乳在存贮6个月过

程中其CLA总量和异构体的组成均无显著变化，表明在密

闭不透光的环境下牛乳中的CLA性质稳定。有研究发现羊

乳在3～6月间，鲜乳中c9,t11-CLA的含量从22mg/g乳脂降

到11mg/g乳脂[21]。这些研究均表明乳中的CLA以c9,t11-

CLA为主，并含有多种其他异构体，它们的含量和组成

常常受到动物品种、生产季节和加工方法等因素的影

响。通过动物育种和改变饲养方法可以提高乳中CLA异

构体的含量，同时要注意加工过程对乳中CLA的影响，

特别是热处理的不利影响。

4 乳中CLA的合成途径

现有研究表明，牛羊乳中的CLA与不饱和脂肪酸

在瘤胃中的生物氢化有关，该氢化过程由一些瘤胃菌

完成。CLA是生物氢化过程中的中间产物，其中一部分

CLA异构体从瘤胃逸出，通过小肠吸收进入乳脂中。

剩余部分在瘤胃中被继续生物氢化成反式油酸 ( t rans 

vaccenic acid，TVA)，当TVA到达乳腺时，被乳腺组织

中的△9-脱氢酶还原成c9,t11-CLA(图3)。
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图 3 乳中CLA的合成途径

Fig.3 Biosynthesis pathways of CLA in milk

人们在研究瘤胃微生物Butyrivibrio fibrisolvens生物

氢化亚油酸时，就发现会形成c9,t11-CLA中间产物，并

会进一步氢化成饱和脂肪酸[22]。调控山羊瘤胃消化代谢

可提高瘤胃中的TVA，羊乳中CLA的含量与TVA呈正

相关[23]。放射性同位素标记实验证实瘤胃菌可以将亚油

酸异构化成c9,t11-CLA和t10,c12-CLA，并可继续氢化

成TVA，在反应过程中还有t9,c11-CLA、c9,c11-CLA、

t9,t11-CLA、c10,t12-CLA、c10,c12-CLA和t10,t12-CLA产

生[24]，表明瘤胃菌的生物氢化过程很复杂。用富含TVA

的部分氢化植物油灌注牛的皱胃，乳脂中c9,t11-CLA增

加了17%，如乳腺中△9-脱氢酶的活性被抑制，则c9,t11-

CLA会降低65%左右，可见乳脂中大部分c9,t11-CLA是

△9-脱氢酶转化TVA而成[25]。

山羊瘤胃细菌体外合成CLA时，瘤胃细菌可将亚油

酸转化成c9,t11-CLA和t10,c12-CLA两种异构体，另有

t9,t11-CLA等3种少量的异构体，由此可见，瘤胃中含

有一些能特异性合成CLA异构体的微生物。在有氧条件

下，c9,t11-CLA和t10,c12-CLA的初始合成速率要高于厌

氧反应，这证明了CLA是瘤胃菌生物氢化亚油酸过程的
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中间产物，有氧条件抑制了瘤胃菌的生物氢化反应，从

而促进了CLA的累积[26]。瘤胃中的生物体很复杂，除了

细菌外，还有大量的真菌和原虫。有研究发现，瘤胃中

不仅细菌参与合成c9,t11-CLA和t10,c12-CLA，原虫也能

合成较多的c9,t11-CLA[27]。

目前，人们对乳中CLA的生物合成途径还只是一个

初步的认识。瘤胃中参与亚油酸异构化的微生物种类和

数量，以及异构化和生物氢化之间的关系还有待更深入

的研究。此外，充分了解乳腺中脱氢酶的种类及其酶活

的调控机理才能明晰乳中CLA的生物合成代谢途径。

5 提高乳中CLA含量的方法

牛羊的乳是人们获得c9,t11-CLA和t10,c12-CLA两种

特殊生理活性CLA异构体的最主要天然食物来源，但其

含量很低，无法满足保健功能的需要。为提高乳中CLA

的含量，国内外已进行了较多的研究。目前研究最多的

方法是增加CLA合成所需的底物，即给牛羊饲喂富含亚

油酸的饲料。体外研究发现，添加大豆油后，山羊瘤胃

液中c9,t11-CLA、t10,c12-CLA、t10-C18:1和t11-C18:1的含量

始终显著高于对照组，t10,c12-CLA和TVA的含量随着培

养时间的延长而逐渐增加，表明添加富含亚油酸的大豆

油有利于CLA和TVA的累积[28]。

山羊体内研究发现，饲喂富含亚油酸的葵花油后，

瘤胃中的pH值、NH3-N、微生物粗蛋白浓度和挥发性脂

肪酸(VFA)含量均无显著影响，而TVA和c9,t11-CLA的

含量均升高，表明在饲料中添加一定量的葵花油不影响

山羊瘤胃消化代谢，可以提高瘤胃中CLA和TVA的积

累[29]。Tora等[30]给羊饲喂富含多不饱和脂肪酸的鱼油和

葵花籽油，发现其对瘤胃pH值、VFA和营养消化都没

有影响，瘤胃中的TVA和c9,t11-CLA含量增加，乳脂中

的c9,t11-CLA含量显著提高，其研究表明，多不饱和脂

肪酸抑制了瘤胃中亚油酸的完全氢化，从而使TVA和

c9,t11-CLA得以累积。经过比较葵花籽、亚麻籽和菜籽3

种不同油料籽实，发现饲喂葵花籽后，乳牛乳脂和血浆

中CLA和TVA的含量均显著高于菜籽和亚麻籽[31]。这些

体内研究结果均表明通过饲喂亚油酸可以提高乳中CLA

的含量。

此外，有研究通过改变瘤胃内环境来提高乳中

C L A的含量。黄花蒿提取物在体外可以增加山羊瘤

胃培养液中TVA的含量，在体内会降低瘤胃NH3-N和

VFA的浓度，羊乳中CLA和产乳量均有提高 [32]。将

能生物合成CLA的Bifidobacterium breve与瘤胃菌共

培养，瘤胃培养液中CLA的含量升高 [33 ]，该研究为

增加乳中特殊生理活性CLA异构体的含量提供了一种

新的途径。通过不同饲料喂养乳牛，获得CLA含量为

5.2mg/g和16.9mg/g乳脂的牛乳，经专业人员对两种乳

的口感、色、香、味进行品评，发现没有显著差别，

表明富含CLA的牛乳易于被消费者所接受 [34]。目前，

研究较多的是通过添加富含亚油酸的底物来提高乳中

CLA的含量，由于亚油酸对瘤胃菌有一定毒性作用，

且产生非特异性的CLA异构体，因此，该方法在实际

应用上有很大的局限性。通过向瘤胃中添加或调控能

特异性合成CL A异构体的微生物将是提高乳中特定

CLA异构体的有效方法之一。

6 瘤胃中合成CLA的微生物

牛羊瘤胃中的微生物，特别是一些含有特殊亚油酸异

构酶的菌株对乳中CLA异构体的特异性合成起着最基础和

最根本的作用。无论是饲喂富含多不饱和脂肪酸的饲料，

还是饲喂一些植物源性的提取物，这些方法都是通过改变

瘤胃菌的活性来提高乳中CLA的含量。通过定量PCR和变

性梯度凝胶电泳(DGGE)技术研究，发现不同牧草和鱼油

均会引起瘤胃中微生物种类和数量的变化[35]。因此，为能

提高乳中特定生理活性CLA异构体的含量，就必须先了解

瘤胃中能合成CLA的主要微生物及其性质。

由于瘤胃菌群系统十分复杂，加之菌株分离培养

很困难，目前人们对瘤胃中参与合成CLA的菌株及其

代谢了解仍很少。最初人们在研究瘤胃细菌参与生物氢

化反应时偶然发现了B. fibrisolvens能特异性合成c9,t11-

CLA[36]。现有的研究表明，B. fibrisolvens是瘤胃中合成

c9,t11-CLA的最主要瘤胃菌，其合成c9,t11-CLA的速率是

其他瘤胃菌的数倍[37]。Kim等[38]从饲喂谷物的乳牛瘤胃中

取样，经富集培养，分离到能合成t10,c12-CLA的巨型球

菌，经鉴定该菌株是Megasphaera elsdenii。但也有研究

发现M. elsdenii并不能合成CLA[39]。

同位素标记研究发现B. fibrisolvens和Clostridium 
proteoclasticum虽然主要合成c9,t11-CLA，但是也会产生

少量的t9,t11-CLA、t9,c11-CLA和c9,c11-CLA。此外， 

Propionibacterium acnes能合成 t10,c12-CLA和少量

c10,c12-CLA[40]。B. proteoclasticus能够将合成的c9,t11-

CLA转化成t11-C18:1，并可以进一步转化为C18:0
[41]。孙国

权[42]、吴凌[43]等通过16S rRNA鉴定，分别从乳牛瘤胃中

成功分离出M.elsdenii和P. acnes，但他们只测定了这两株

菌的瘤胃发酵特性，并未检测它们是否能合成CLA。由

此可见，只有建立高通量的筛选方法，才能从种类和数

目十分庞大的瘤胃菌群中分离到能特异性合成不同CLA

异构体的菌株，通过研究这些菌株中亚油酸异构酶基因

的差异，将会进一步了解它们特异性合成CLA异构体的

机理。
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CLA异构体具有抗癌、抗Ⅱ型糖尿病等生理活性，

其活性的结构与效应关系还有待更深入的研究。乳是人

们获得CLA的最主要食物来源，开发出富含特定CLA异

构体的乳产品将会产生显著的社会效益和经济效益。目

前，对乳中c9,t11-CLA和t10,c12-CLA两种生理活性异构

体的特异性合成及机制还鲜有研究报道。随着高通量分

析和筛选技术的应用，瘤胃中更多的能生物合成c9,t11-

CLA和t10,c12-CLA的菌株将会被分离出来，通过限制性

片段长度多态性分析等分子生物学技术可以深入了解

这些菌株中亚油酸异构酶基因的多态性，从菌株的亚油

酸异构酶基因水平认识乳中c9,t11-CLA和t10,c12-CLA的

特异性合成机理。由于瘤胃菌群十分复杂，常规的微生

物分离培养方法难以研究瘤胃菌群以及CLA合成菌株种

类和数量的变化，PCR-DGGE技术可以用来研究瘤胃菌

群对不同CLA异构体合成菌株生长和CLA合成代谢的影

响。此外，着力研究乳腺中脱氢酶的种类及其酶活的调

控机理，深入了解乳中CLA的生物合成代谢途径，为提

高乳中特定生理活性的CLA异构体含量提供科学依据。
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