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株双歧杆菌代谢产物及细胞中脂肪酸构成的

气相色谱&质谱分析
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摘要!采用气相色谱+质谱联用&

YR&P[

'技术"检测并分

析比较了
7

株双歧杆菌代谢产物及细胞中脂肪酸的构

成#结果表明"不同双歧杆菌脂肪酸含量在代谢产物之

间差异较为明显"在细胞之间有一定的差异"同种不同源

的双歧杆菌菌株之间&动物双歧杆菌
Q#

和
cQ&7

'也存在

着一定的脂肪酸差异$棕榈酸&
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%

5

'!硬脂酸&

R

!6

%

5

'!二十

四烷酸&

R

4$

%

5

'为各双歧杆菌代谢产物及细胞中的主要脂

肪酸$各菌株代谢产物中"

R

!#

%

5

在
7

组组间差异显著&

M

#

5157

'"且
R

!#

%

5

与
R

!6

%

5

的质量浓度比&

%R

!#

%

5

h

%R

!6

%

5

'为

41#5J

"

01!45

"乙酸和乳酸的浓度比&

7

乙酸
h7

乳酸 '为

41567

"

414"7

#与代谢产物相比"各菌株细胞中未检测出

芥酸&

R

44

%

!'&"

'!二十四碳烯酸&

R

4$

%

!'&!$

'!二十碳五烯酸

&

R

45

%
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关键词!双歧杆菌$

YR&P[

$代谢产物$细胞$脂肪酸
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人体肠道内众多的微生物菌群能够通过多种途径影

响其他人体器官的功能$从而影响人体的健康状况$其变

化与肥胖(糖尿病(心血管类疾病等密切相关)

!

*

%研究发

现$不仅益生菌本身$其代谢产物的抗病毒能力)

4G0

*及在

食品加工中的应用)

$

*也都具有较大的科学价值%作为人

和动物肠道益生菌群的重要组成部分$双歧杆菌不仅具

有抗肿瘤(延缓人体衰老等生理功能)

7

*

$而且还能够抑制

炎症细胞因子表达(参与抗生素的生物合成等)

#GJ

*

%

脂肪酸是生物体的代谢产物成分之一$是其不可缺

少的能量和营养物质%其中$饱和脂肪酸!

[NQ

#对人体

有提供能量(抑制肿瘤病毒生长等功能)

6G!5

*

+不饱和脂肪
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酸中的单不饱和脂肪酸!

PZNQ

#具有降血糖(调节血

脂)

!!

*和保护心血管)

!4

*等作用$多不饱和脂肪酸!

MZNQ

#

具有维护神经细胞结构(预防心脑血管疾病和对抗肥胖

等生理功能)

!0G!7

*

%

不同的微生物具有其独特的脂肪酸谱$研究)

!#

*证明$

细菌脂肪酸谱分析可以作为一种快速的细菌鉴定技术%

[,)'

等)

!J

*对
"

株细菌的细胞脂肪酸进行了分析$认为通

过细菌细胞脂肪酸鉴定细菌是一种可靠的方法%

8-;/

等)

!6

*通过气相色谱"真空紫外分光度法分析测定了细胞

脂肪酸构成$通过主成分分析和聚类分析后$根据其脂肪

酸谱成功对
4J

种细菌进行了分类%

目前$国内外对双歧杆菌的研究多集中在胞外多糖

及蛋白特性)

!"G45

*等方面$少数研究了双歧杆菌胞内脂肪

酸的构成)

4!

*

$而对其代谢产物中脂肪酸构成的研究未见

报道%试验拟研究不同双歧杆菌代谢产物及细胞中脂肪

酸的构成$以期为后续双歧杆菌功能和营养方面的研究

及其脂肪酸指纹图谱的建立提供基础数据支撑%

!

!

材料与方法
!1!

!

材料与试剂

假小 链 双 歧 杆 菌
cM&!

!

S/

9

/;3?>BA&=/40

F

)&4;(

3B>A&'48>A40 cM&!

#(长双歧杆菌
cH&0

!

SJ83'

+

40 cH&

0

#(动物双歧杆菌
cQ&7

!

SJ>'/0>8/)cQ&7

#(婴儿双歧杆

菌
c8&06

!

SJ/'

9

>'A/)c8&06

#&实验室保存菌株+

动物双歧杆菌
Q#

!

SJ>'/0>8/))4?)

F

J6>BA/)Q#

#&中

国农业大学食品科学与营养学院教育部"北京市共建功

能乳品重点实验室保存菌株+

双歧杆菌
c[

培养基!不含琼脂#&青岛海博生物技术

有限公司+

0J

种脂肪酸甲酯混标&色谱纯$美国
[)

.

'(

公司+

正己烷&色谱纯$西陇化工股份有限公司+

乙酸(乳酸(硫酸(氢氧化钠(甲醇&分析纯$天津市德

恩化学试剂有限公司%

!14

!

仪器与设备

气相色谱"质谱联用仪&

X[n"555

型$赛默飞世尔科

技!中国#有限公司+

气相色谱仪&

J6"5Q

型$安捷伦科技!中国#有限

公司+

干式氮吹仪&

UU&S!55

型$上海允延仪器有限公司+

超净工作台&

cc[&[IR

型$济南鑫贝西生物技术有限

公司+

高压蒸汽灭菌锅&

XUQ8c

型$宁波久兴医疗器械有

限公司+

真空冷冻干燥机&

HYb&!5I

型$北京四环科学仪器厂

有限公司+

台式高速冷冻离心机&

K!675T

型$湖南湘仪离心机

有限公司+

分析天平&

QXU!4$

型$日本岛津有限公司%

!10

!

双歧杆菌的代谢产物样品及细胞样品的制备

从保藏菌株的甘油管中按体积分数
4F

的接种量分

别转接
7

株双歧杆菌于
455'H

双歧杆菌
c[

液体培养基

中$

0JL

厌氧培养
$6,

$继代培养
0

次%将所得菌液在

$L

下以
6555:

'

')-

离心
!5')-

$上清液经
51$7

&

'

滤

膜过滤去除菌体后转移至离心管中$作为代谢产物样品

于
$L

下保存备用+在菌体沉淀中加入
7'H51"F

生理

盐水$用移液枪抽吸数次使菌液呈均匀浑浊状态$

$ L

$

6555:

'

')-

离心
7')-

$重复以上清洗
0

次$收集菌体后

真空冷冻干燥得到各双歧杆菌菌粉$即细胞样品%

!1$

!

双歧杆菌的代谢产物中乙酸%乳酸含量的测定

根据许强等)

44

*的方法%

!17

!

双歧杆菌的代谢产物及菌体中脂肪酸的测定

!171!

!

脂肪酸甲酯化
!

根据徐敏等)

40

*的方法$略作修

改%准确量取
0'H

代谢产物样品置于
!5'H

具塞比色

管中$加入
4'3*

'

H

氢氧化钠甲醇溶液
4'H

$混匀后于

J5L

水浴加热
!5')-

+取出比色管$冷却至室温后加入

0'H

正己烷$混匀后萃取$静置分层后$用移液枪吸取正

己烷至
!5'H

离心管中$氮气吹干后加入体积分数
!5F

的硫酸甲醇溶液
4 'H

进行甲酯化处理$反应温度为

J5L

$时间为
!7 ')-

+反应结束后冷却至室温$加入

!17'H

正己烷混匀$静置分层后$取
!'H

正己烷相!上

层清液#经
5144

&

'

微孔滤膜过滤到进样瓶中$密封后于

G45L

保存备用%

同样准确称取
75'

.

各双歧杆菌细胞样品至
!5'H

具塞比色管中$进行上述相同处理得到甲酯化的细胞脂

肪酸样品备用%

!1714

!

色谱和质谱条件
!

根据仲玉备等)

4$

*的方法$修改

如下&

!

!

#色谱条件&采用
[M&47#5

毛细管柱!

!55 'j

5147''

$

5145

&

'

#+升温程序&

!55 L

保持
!4 ')-

$以

45L

'

')-

升至
!75 L

+以
417 L

'

')-

升至
!65 L

+以

516L

'

')-

升至
!"#L

$保持
!5')-

+以
4 L

'

')-

升至

445L

+以
!5L

'

')-

升至
4$5L

$保持
#')-

+载气!

Q:

#

流速
!14'H

'

')-

$进样口温度
445L

+进样量
!

&

H

+分流

比
!5h!

%

!

4

#质谱条件&电子轰击离子源+电子能量
J5;̀

+传

输线温度
4$5L

+离子源温度
465L

+质量扫描范围
0

'

R

07

"

$55

%

!1710

!

0J

种脂肪酸定性定量测定
!

将
0J

种脂肪酸甲酯

混标标品分别以稀释
!5

$

45

$

75

$

65

$

!55

倍进样
!

&

H

$通

过计算得到各脂肪酸的标准曲线%

各个样品采用同样条件进样$定性方法采用与
0J

种

脂肪酸甲酯混标的保留时间比对和
S8[X

谱库检索+定量

*"

基础研究
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总第
40$

期
"

454!

年
$

月
"



方法采用标准曲线法计算得到各样品的脂肪酸含量%

!1#

!

数据处理与分析

每组试验做
0

次平行$所有试验结果以,平均值
m

标

准差-表示%试验数据采用
IM[

软件进行差异显著性分

析$差异显著性水准选用
5157

%

4

!

结果与分析
41!

!

0J

种脂肪酸甲酯混标的
YR&P[

分析

图
!

为稀释
!5

倍进样得到的
0J

种脂肪酸甲酯混标

总离子色谱图%由图
!

可知$各组分分离状况良好$已达

到对脂肪酸进行定性及定量分析的要求%

414

!

7

株双歧杆菌代谢产物中乙酸%乳酸的浓度

乙酸(乳酸浓度比值是否大于
!

$是判断其是否为双

歧杆菌有机酸代谢产物的标准)

47

*

%

7

株双歧杆菌代谢产

物中乙酸和乳酸的浓度如表
!

所示%其中乙酸浓度为

461047

"

4"1$05 ''3*

'

H

$各菌株之间差异显著!

M

#

5157

#+乳酸浓度为
!41647

"

!01J#7''3*

'

H

$在菌株
cH&

0

(

c8&06

之间差异不显著$但均显著低于其他
0

组!

M

#

5157

#%另外$各双歧杆菌代谢产物中乙酸浓度均大于乳

酸浓度$与田芬等)

4#

*的研究结果相一致$且乙酸和乳酸的

浓度比为
41567

"

414"7

%研究发现$植物乳杆菌产生的乙

酸和乳酸$不仅是其主要抑菌代谢物)

4J

*

$而且还能够增强

人体抗病毒免疫能力)

46

*

$所以$双歧杆菌代谢产物

中高浓度的乙酸和乳酸对其起抑菌能力及抗病毒免疫能

0J

种脂肪酸甲酯混标按出峰先后顺序$其名称分别为&

R

$

&

5

!

!51#6

#(

R

#

&

5

!

!01$4

#(

R

6

&

5

!

!J1!7

#(

R

!5

&

5

!

4!14$

#(

R

!!

&

5

!

4014!

#(

R

!4

&

5

!
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&
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#514J
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44

&
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!

#41"4

#(
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&
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!

#$16J
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45

&
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!
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#(
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!'&!$
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#J1J"

#(
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44
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种脂肪酸甲酯混标
YR&P[

总离子流色谱图
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7

株双歧杆菌代谢产物中乙酸%乳酸的浓度p

X(D*;!

!

R3-9;-9/3A(2;9)2(2)@(-@*(29)2(2)@)-';9(D3&

*)9;/3AA)<;/9:()-/3AS/

9

/;3?>BA&=/40

菌株
乙酸'

!

''3*

/

H

G!

#

乳酸'

!

''3*

/

H

G!

#

乙酸'乳酸

Q#

4"1465m515$4

D

!01J#7m51!45

(

41!05m515!$

2

cM&! 4"1$05m51546

(

!41647m5154!

2

414"7m5155J

(

cH&0

461$"5m51546

@

!017"5m51546

D

41!55m5155!

@

cQ&7

461"47m5154!

2

!416"5m515!$

2

414$7m5155J

D

c8&06

461047m51507

;

!017#5m51546

D

41567m5155J

@

!

p

!

同行上标字母不同表示差异显著!

M

#

5157

#%

力的评价或许具有重要参考作用%

410

!

7

株双歧杆菌代谢产物中的脂肪酸构成

7

株双歧杆菌代谢产物中的脂肪酸检测结果如表
4

所示%长链饱和脂肪酸!

HR[NQ

#中的
R

!#

&

5

(

R

!6

&

5

和
R

4$

&

5

质量浓度均较高$

0

种脂肪酸之和占总脂肪酸质量浓度的

6!1#JF

"

6017$F

$为各双歧杆菌代谢产物中主要脂肪

酸$且
0

种脂肪酸质量浓度在
Q#

与
cQ&7

组间差异显著

!

M

#

5157

#+另外$

R

!#

&

5

在
7

组组间差异显著!

M

#

5157

#$

7

组中
R

!#

&

5

与
R

!6

&

5

的质量浓度比值为
41#5J

"

01!45

%短

链饱和脂肪酸!

[R[NQ

#中$丁酸!

R

$

&

5

#质量浓度在各菌株

代谢产物中均较高$其在人体中具有提供能量(修复肠黏

膜$改善肠道消化及屏障等功能)

4"G05

*

%中链饱和脂肪酸

!

PR[NQ

#

R

#

&

5

(

R

6

&

5

(

R

!5

&

5

(

R

!!

&

5

(

R

!4

&

5

质量浓度在各组间

无显 著 差 异%各 菌 株 代 谢 产 物
MZNQ

中$亚 油 酸

!

R

!6

&

4'&#2

#质量浓度均较高$研究)

0!

*发现$人体膳食补充亚

油酸有助于改善心衰+另外$总
MZNQ

和总
PZNQ

质量

浓度在菌株
cM&!

代谢产物中均最高$且均显著高于
cH&

0

(

cQ&7

和
c8&06

!

M

#

5157

#$而在
Q#

中最低%此外$共有

!"

种脂肪酸在质量浓度上均有至少
4

组组间差异显著

!

M

#

5157

#$且
HR[NQ

(

PZNQ

和
MZNQ

总质量浓度均有

0

组组间差异显著!

M

#

5157

#%因此$不同双歧杆菌脂肪

酸质量浓度在代谢产物之间差异较为明显$且同种不同

源的双歧杆菌菌株之间!动物双歧杆菌
Q#

和
cQ&7

#也存

在着一定的脂肪酸差异%

已有学者)

04

*证明$健康的代谢与家族寿命息息相关$

因此$具有诸多益生作用的双歧杆菌$其代谢也与肠道的

健康有着密不可分的关系%

U(:3-

等)

00

*发现$富含高

!

&

棕榈酸酯的奶粉显著增加了婴儿肠道中双歧杆菌的数

量$从而对婴儿肠道微生物区系产生有利的影响%试验

中各双歧杆菌代谢产物中棕榈酸质量浓度都比较高$有

可能作为其调节肠道微生物区系功能的评价指标之一%

41$

!

7

株双歧杆菌细胞中的脂肪酸构成

7

株双歧杆菌细胞中的脂肪酸检测结果如表
0

所示%

!"

"

3̀*10J

"

S31$

陈拾等!

7

株双歧杆菌代谢产物及细胞中脂肪酸构成的气相色谱&质谱分析
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株双歧杆菌代谢产物中脂肪酸测定结果p

X(D*;4

!

N(99

?

(2)@23'

>

3/)9)3-)-';9(D3*)9;/3AA)<;/9:()-/3AS/

9

/;3?>BA&=/40

&

.

$

'H

菌株
丁酸

!

R

$

&

5

#

己酸

!

R

#

&

5

#

辛酸

!

R

6

&

5

#

癸酸

!

R

!5

&

5

#

十一烷酸
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(

!10#4m51"$$

(

41$J"m!157$

(

010"$m!10J5

(

!1!J!m515!6

(

$10!$m51#06

(

!1#"0m51575

(

!01J!$m!145!

D

cM&! !4165#m51#6!

D

5177#m5155!

(

!1"7Jm51!07

(

41#J#m51!77

(

!14#5m5155!

(

71565m5104J

(

!1J"5m51550

(

4J1475m510"0

(

cH&0 J1706m51J5!

2

51060m515!7

(

!1$J#m5150$

(

41!64m515!#

(

!1!7$m51540

(

01J!$m514J4

(

!1#6!m5150#

(

"1747m51506

2

cQ&7 !!1"J7m515#!

D

51667m51755
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D

0!61$6$m!150"

D

cM&! $1!56m!17!#

(
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(
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(
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(
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(
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(
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PR[NQ

&短链饱和脂肪酸+

HR[NQ

&长链饱和脂肪酸+

PZNQ

&单不饱和脂肪酸+

MZNQ

&多不饱和脂肪酸+同列上标字母不同表示

差异显著!

M

#

5157

#+

GGG

表示未检测到%

HR[NQ

是各菌株细胞中主要脂肪酸$其中又以
R

!#

&

5

(

R

!6

&

5

(

R

4$

&

5

占比较大$为各菌株细胞主要脂肪酸$与
;̀;:&

B('

>

)

4!

*研究结果相似%

[R[NQ

中
R

$

&

5

含量在各组间无

显著差异%

PR[NQ

如
R

!4

&

5

与食用植物精油联用可消除

食源性病原体$从而可显著提高食品的微生物安全性)

0$

*

$

试验发现
R

!4

&

5

在长双歧杆菌
cH&0

细胞中含量最高$且显

著高于菌株
Q#

(

cM&!

$因此$长双歧杆菌
cH&0

在提高食

品安全性方面具有一定的参考价值%

PZNQ

在菌株
cH&

0

中的总含量与
cQ&7

(

Q#

(

cM&!

无显著差异$但显著高于

c8&06

!

M

#

5157

#%总
MZNQ

含量在各组间无显著差异%

与代谢产物相比$各菌株细胞中未检测出芥酸!

R

44

&

!'&"

#(

二十四碳烯酸!

R

4$

&

!'&!$

#(二十碳五烯酸!

R

45

&

7'&0

#%另

""

基础研究
NZSIQP%SXQHT%[%QTRK

总第
40$

期
"

454!

年
$

月
"
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&多不饱和脂肪酸+同列上标字母不同表示

差异显著!
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#

5157
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GGG

表示未检测到%

外$在各菌株细胞中$共有
!!

种脂肪酸在含量上均有至

少
4

组组间差异显著!
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5157
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在
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#%因此$细胞

之间不同双歧杆菌脂肪酸含量有一定差异$相比较于代

谢产物中的脂肪酸含量$各菌株细胞内的脂肪酸含量更

低$其间的差异更小%

细菌细胞内脂肪酸主要存在于细胞壁上$其脂肪酸

种类和含量比例具有细菌种属遗传稳定性$可作为鉴定

细菌种类的特征标记)
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*

%双歧杆菌细胞脂肪酸的构成不

仅与其抗冻性有关)

0#

*

$而且还能提高其在有机发酵乳中

的存活率)

0J

*

%通常情况下$细菌的生长条件也会影响其

脂肪酸的构成$所以使用完全相同的培养条件来培养生

物体有时甚至更为重要)

06

*

%因此$要想通过分析细菌细

胞脂肪酸以达到对其进行分类鉴定的目的$除了在保持
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3̀*10J
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S31$

陈拾等!

7

株双歧杆菌代谢产物及细胞中脂肪酸构成的气相色谱&质谱分析



完全相同的生长条件下及参考脂肪酸种类和含量上的比

例之外$还应从多角度和多方向上对其进行多元统计分

析$最终才能形成更为科学的理论支撑%

0

!

结论
研究发现不同双歧杆菌脂肪酸含量在代谢产物之间

差异较为明显$在细胞之间有一定的差异$同种不同源的

双歧杆菌菌株之间!动物双歧杆菌
Q#

和
cQ&7

#也存在着

一定的脂肪酸差异$且各双歧杆菌细胞内的脂肪酸含量

比代谢产物中更低$其间的差异更小%棕榈酸!

R

!#

&

5

#(硬

脂酸!

R

!6

&

5

#(二十四烷酸!

R

4$

&

5

#为
7

株双歧杆菌代谢产物

及细胞中的主要脂肪酸+各菌株代谢产物中$

R

!#
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5

在
7

组

组间差异显著!

M

#

5157

#$
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5

与
R
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5

的质量浓度比

!

%R

!#

&

5

h

%R

!6

&

5

#为
41#5J

"

01!45

(乙酸和乳酸的浓度比

!

7

乙酸
h7

乳酸#为
41567

"

414"7

%另外$与代谢产物相比$

各菌株细胞中未检测出芥酸!

R

44

&

!'&"

#(二十四碳烯酸

!

R

4$

&

!'&!$

#(二十碳五烯酸!

R

45

&

7'&0

#%后续可对双歧杆菌脂

肪酸指纹图谱的构建作进一步研究%
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