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摘  要: 共轭亚油酸(Conjugated linoleic acid, CLA)具有抗癌、抗动脉粥样硬化、减肥和免疫调节

等生理活性。共轭亚油酸可以通过酶法异构化获得, 将底物亚油酸异构形成具有生物活性物质-共

轭亚油酸的异构酶称为亚油酸异构酶。因此, 通过介绍亚油酸异构酶的来源、作用机制、酶学性

质和基因工程菌生产等方面的研究进展, 结合不断发展的基因工程技术, 旨在提高亚油酸异构酶

的活性、产量和异构化效率, 以扩大反应底物范围, 降低生产成本, 从而推进共轭亚油酸的规模

化、可持续性的工业生产。 
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Abstract: CLA (Conjugated linoleic acid, CLA) possesses a wide range of biological activities including 
anti-cancer activity, anti-atherosclerosis activity, capability of helping reduce weight fat and regulate 
immune system. The fatty acid isomerase from bacteria, which catalyzes the isomerization of linoleic 
acid (LA) to CLA production, is a promising candidate for other approachs. This paper introduces the 
source of linoleate isomerase, the mechanism of its function as well as reviewing recent advances re-
garding the key property of this important enzyme. The preparation of linoleate isomerase and how to 
use it to produce high yield of isomers of conjugated linoleic acid with high purity are also demonstrated, 
which will help to realize sustainability and industrial scale production of conjugated linoleic acid. 
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共轭亚油酸(Conjugated linoleic acid, CLA)是必
需脂肪酸亚油酸(Linoleic acid, LA)衍生的具有共轭
双键的所有位置和几何异构体的统称。在众多 CLA
的异构体中 cis-9, trans-11 CLA和 trans-10, cis-12 
CLA被认为是主要的生物活性单体。大量试验表明, 
CLA具有抗癌、抗动脉粥样硬化、减肥和免疫调节
等生理功效[1]。膳食均衡摄入 CLA可以帮助我们自
身机体降低脂肪沉积并能良好的促进肌肉塑形[2]。

天然 CLA主要存在于反刍动物的肉和乳中, 而以乳
和肉制品为主的德国居民平均每日的摄入量仅为

350 mg[3], 这对于专家建议每日 CLA食入量 3 500 mg
是远远不够的, 因此向食品中强化 CLA含量不乏是
一种有效摄取途径[4]。 

CLA可以来源于化学有机合成、微生物发酵、

生物酶法和遗传工程改造。传统的化学有机合成法

生产 CLA 制得的产物往往是多种 CLA 异构体的混

合物, 并存在环化的副产物, 从而影响 CLA 产品在

食品中的应用。微生物发酵法最终获得的是 CLA混

合物[5]。因此, 从食品安全角度出发并有利于环境保

护的 CLA生产方法被认为是生物酶法, 在获得具有

异构酶活性产物的前提下, 通过此酶的异构作用可

获得单一的 CLA活性异构体。这种方法具有反应条

件温和、生产方式设备简单的特点。研究证实[6−8], 

在某些微生物细胞内能够合成这种特殊的蛋白质

产物——亚油酸异构酶(Linoleic acid isomerase, LAI), 

可将这些微生物工业化培养后经分离、纯化获得酶

产物, 同样还可以通过基因工程菌高产量生产亚油

酸异构酶基因工程产物, 这些方式为 CLA的食品应

用提供了物质保障。 

本文在对亚油酸异构酶的来源、分离纯化、作

用机制、酶学性质和基因工程菌生产等方面进行详

细、全面阐述的基础上, 结合不断发展的基因工程

技术, 旨在提高亚油酸异构酶的活性、产量和催化

效率, 以扩大反应底物范围, 进一步推进生物酶法

生产 CLA 规模化工业生产技术的发展, 解决 CLA

摄入量不足的现实问题, 继而开发创新性、功能性

食品, 为带动食品产业的多元化、可持续性发展开

拓广阔的应用空间[9]。 

1  亚油酸异构酶的微生物来源 

亚油酸异构酶可来源于多种微生物 [8,10−11], 如

儒士乳杆菌 (Lactobacillus reuteri)、羧状芽孢杆菌

(Clostridium sporogenes) 、 疮 疱 丙 酸 杆 菌

(Propionibactereium acnes) 、 溶 纤 维 丁 酸 弧 菌

(Butyrivibrio fibrisolven)、植物乳杆菌(Lactobacillus 

plantarum)、嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus)

等, 其中 Clostridium、Butyrivibrio 和 Lactobacillus

等微生物具有 cis-9, trans-11 CLA 异构酶活性, 而

Propionibacterium有 trans-10, cis-12 CLA异构酶活

性。所以, 将这些微生物规模化培养可以从培养物

的发酵液中萃取、纯化获得天然亚油酸异构酶产物。 

研究者从 L. reuteri、P. acnes 和 L. plantarum 

L-29 发酵液中分离得到亚油酸异构酶的粗酶液, 为

了保持酶的活性, 并尽可能减少杂质获得高产量、高

纯度的亚油酸异构酶, 研究者对不同实验菌株和不

同分离纯化步骤又进行了详细的实验研究。L. plan-

tarum发酵液经(NH3)2SO4、DEAE和 Sephadex G-100

步骤纯化的亚油酸异构酶的比活力为 115.92 U/mg, 

是粗酶液比活力 3.06 U/mg的 35倍; L. reuteri发酵液

经 DEAE、聚焦色谱纯化步骤得到的亚油酸异构酶

的比活力为 92.5 U/mg, 是粗酶液比活力 1.93 U/mg

的 47倍; P. acnes发酵液经 DEAE、聚焦色谱和凝胶

过滤层析(1.6 cm×55 cm Supetdex-200色谱柱)纯化

步骤得到的亚油酸异构酶的比活力为 478 U/mg, 是

粗酶液比活力 3.26 U/mg的 160倍。因此, 这些有关

亚油酸异构酶的分离、纯化等实验室操作步骤和结

果可以为工业生产中酶的提纯和萃取提供借鉴意

义, 从而更有效地保持酶的生物活性。 

2  亚油酸异构酶的主要性质 

亚油酸异构酶的最适底物是不饱和脂肪酸亚油

酸, 而硬脂酸、油酸、醇化的亚油酸和酯化的亚油
酸均不能作为亚油酸异构酶的底物[12]。Rosson进行
了脂肪酸及其衍生物对亚油酸异构酶异构转化底物

亚油酸的影响实验, 结果表明, 饱和脂肪酸不影响
亚油酸异构酶的活性, 但高浓度不饱和脂肪酸会抑
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制亚油酸异构酶的活性 ; 另外亚油酸碳链的酯类
衍生物、亚油酸甲酯和亚油酸烯醇也是亚油酸异构

酶的抑制剂。当底物亚油酸的浓度大于 20 μmol/L
时底物表现对异构酶的抑制作用 , 随着亚油酸浓
度的增加, 异构酶活性迅速下降; 当亚油酸浓度达
70 μmol/L时, 异构酶活性几乎完全消失[11]。Kepler
等发现 C. sporogenes和 L. reuteri的亚油酸异构酶的
最适 pH 均为 7.5, P. acnes的最适 pH 为 7.3, B. fi-
brisolvens的最适 pH为 7.2, 故亚油酸异构酶的最适
pH一般在 7.0−8.0之间。P. acnes的亚油酸异构酶
产物为 trans-10, cis-12 CLA, 该酶的米氏常数最大
为 17.2 μmol/L, 最大反应速度为 478 nmol/(min·mg), 
L. reuteri 的亚油酸异构酶产物为 cis-9, trans-11 
CLA, 最大反应速度为 880 nmol/(min·mg), 米氏常
数为 8.1 μmol/L。依据这些实验数据, 在实际生产中
采取最适的亚油酸异构酶反应条件, 一定程度上仍
可以最大化的提高酶的活性。 

3  亚油酸异构酶的作用机制 

为了在提高异构酶活性的同时, 能更高效的改

善并提高亚油酸异构酶的生物异构化效率, 研究者

对该酶的异构化作用机制进行了研究和推测。

Stanton[13]推测, 亚油酸异构酶的异构化反应是在底

物亚油酸本身所提供羧基的帮助下完成的。由于亚

油酸转化为共扼亚油酸时长链中部双键的位置发生

了变化, 而该位置远离亚油酸的化学活性基团—羧

基, 为了准确完成发生在碳链中部的双键移位反应, 

共扼亚油酸异构酶催化中心的空间结构必然要与其

底物亚油酸保持一定的结构构型。因此认为, 反应

过程中亚油酸碳链发生了弯曲, 使其羧基在空间位

置上得以靠近双键的π键体系, 从而完成催化反应。

Ogawa[10]和 Wallace[14]持有相同的观点, 指出在 LA

转化 CLA过程中, 不是由非共轭双键一步异构化为

共轭双键, 异构过程至少包括两步反应, 首先将 LA

羟基化为 10-羟基-18:1 脂肪酸产物, 其次羟基脂肪

酸脱水形成 CLA产物。 

亚油酸异构酶催化底物具有严格的专一性, 目

前只能催化自由脂肪酸-亚油酸, 而对来源丰富、多

样、成本低廉的底物油脂却无能为力, 为了解决这

个现实问题， 科研人员 Alena以异构酶的蛋白结构

为切入口, 研究亚油酸异构酶蛋白质的分子结构和

活性功能[15]。首先获得来源于 P. acnes 的 trans-10, 

cis-12 亚油酸异构酶(PAI)的蛋白结晶体, 通过对分

辨率为 1.95埃的三维蛋白质晶体结构解析确定了异

构酶的活性位点和底物结合区。PAI 结构中存在 1

个 FAD/NAD结合区, 并有 3个核黄素蛋白结构域包

围在 FDA 结合位点的外侧, FAD/NAD 结合区在形

成共轭双键的过程中起电子传递的重要作用。作者

认为, 疏水通道上构型的改变可以直接影响酶与底

物结合活性位点的特异性。通过实验证实, 位于疏水

通道上的氨基酸位点Arg-88直接突变为 Phe-193, 这

个疏水残基可以增强异构酶对油脂的亲和性, 甚至

超过自由脂肪酸, 因此改变了异构酶底物专一的特

性, 拓宽了底物的应用范围。由此看来, 在了解和认

识亚油酸异构酶性质和结构的基础上, 可以有效的

对亚油酸异构酶结构和功能进行改造, 从而扩大底

物范围 , 进一步降低生产成本 , 加速了酶法催化

CLA的工业生产进程。 

4  基因工程菌生产亚油酸异构酶 

酶工业发展需要生物技术的推动, 全球酶制剂
龙头企业都利用基因工程手段不断改良菌株, 从而
提高酶制剂的产量, 例如通过基因工程菌株大量制
备酶制剂, 如果胶酶、木聚糖酶和谷酰胺酶已成功
应用在纺织业、造纸业和酿造等工业中。同样, 利
用基因工程手段筛选不同来源微生物寻找特定的亚

油酸异构酶基因, 将基因移植到工程菌株(如大肠杆
菌、酵母等)中, 进而高产量、高质量发酵制备亚油
酸异构酶基因工程产物。 

Rosson 首次从 L. reuteri 和 P. acnes 分别克隆
cis-9, trans-11和 trans-10, cis-12亚油酸异构酶基因, 
亚克隆后分别表达了大小为 67 kD和 55 kD蛋白条
带。经蛋白纯化、复性和免疫印迹分析, L. reuteri 
cis-9, trans-11和P. acnes trans-10, cis-12亚油酸异构
酶可以在异源宿主中表达, 并具有较强的特异性和
良好的免疫活性。另外, 在大肠杆菌中表达的重组
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trans-10, cis-12 亚油酸异构酶不仅具有相似的天然
酶活性 , 还表现出较高的底物浓度不能抑制该重
组酶活性的特点。Ellen[16]从 P. acnes 克隆得到
trans-10, cis-12 亚油酸异构酶基因, 分别在大肠杆
菌、啤酒酵母和烟草中进行了表达。张艳禾等[17]将

cis-9, trans-11 亚油酸异构酶基因去掉部分疏水区
域并携带组氨酸标签分别在 E. coli 和毕赤酵母中
异源表达 , 经过分离纯化得到酶的比活力为
5.18 U/mg和 6.80 U/mg, CLA的得率分别为20.50 mg/L
和 26.91 mg/L。 

根据上述的实验结果, 我们认为不同微生物来

源的亚油酸异构酶基因可以在不同的基因工程菌体

系中异源表达, 在此基础上构建带有极强可诱导性

的表达启动子, 表达产物以分泌可溶形式存在或带

有纯化标签并高密度培养, 完全可以实现理论需求

的高效表达, 获得高产量的基因工程产物。这些高

效表达体系构建的相关工作本实验室正在进行中。

由此看来, 基因工程菌株生产能力强, 生产效率高, 

发酵条件可控, 为工业生产中高产量制备亚油酸异

构酶奠定了物质基础, 并可以大大改变 CLA工业化

生产的面貌。 

5  展望 

利用生物技术方法生产食物组成的营养成分 , 
尤其是天然食物中缺乏的特殊成分是食品工业可持

续发展的方向之一[18]。CLA作为功能性食品添加剂
已在美国、日本等多个国家进行了销售。目前化学

合成法生产 CLA 工艺制得的产物往往是多种 CLA
异构体的混合物, 并存在环化的副产物, 在生产过
程中降低了 CLA的产率和纯度, 加之化学合成法产
生的一些副产物难以处理, 甚至有些化学原料会有
一定的毒性, 影响了 CLA在食品和医药保健品中的
应用[20]。微生物作为“细胞加工厂”[19], 可以以合成
快速、产量高、成本低的加工方式生产基因工程产

物——亚油酸异构酶 , 在反应条件温和的情况下 , 
生物酶法将 LA 专一性催化为单一 CLA 异构体, 所
产生的 CLA 与天然食物中的 CLA 功能相似。生物
酶法催化避免了传统化学合成法中的不利因素, 但

是也存在一些实际应用中的问题。亚油酸异构酶主

要应用在食品、医疗和饲料产业中, 在催化环境复
杂的反应体系中面临着提高亚油酸异构酶在非天然

环境中酶的活性、耐热稳定性、非天然底物的特异

性等方面的功能问题。另外, 在细菌和植物中异源
表达的亚油酸异构酶对脂肪酸的催化活性和效率一

直令科研工作者不甚满意。因此利用遗传和化学的

手段, 定点和专一的改造天然蛋白质结构, 从而创
造出具有优良性状的亚油酸异构酶分子, 不仅可以
催化不饱和脂肪酸的转化, 也可以对价格低廉、来
源广泛的植物油进行直接转化, 扩大底物范围, 是
进一步研究的重点和难点。 

在亚油酸异构酶的生产中利用不断发展的基因

工程技术手段, 多方面、多角度的提高产量和活性, 

扩大底物应用范围, 降低生产成本。同时, 生物酶法

制备高纯度、高产量的 CLA 单体在实际生产中已

发挥出越来越重要的作用。我们有理由相信, 生物

酶法制备 CLA 的生产方式不仅可以满足 CLA 的规

模化工业生产和营养补充食品(Nutraceuticals)等领

域的需求, 还将推动食品产业的多元化、可持续性

的蓬勃发展。 
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