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摘要：用免培养法对镇江恒顺香醋醋酸发酵过程中醋醅的细菌群落的结构进行了分析。从醋醅样品中获得的总

’()经 *+, 扩增建立了 !&- .’() 克隆文库，共获得 /& 个阳性克隆并进行了测序，以代表性序列构建了系统发育

树。通过序列分析将它们分为 !& 个 0123，其中 4 个 0123 属于 !"#$%&"#’(()* 属、" 个属于 +#,$%&"#$,- 属、! 个属于

.()#%/"#,$%&"#$,-属、" 个 属 于 0$"123(%#%##)* 属、" 个 属 于 4/$,-%&"#$,- 属、" 个 属 于 5*,)6%7%/"* 属、! 个 属 于

8("9%&"#$,-’)7 属和 ! 个 0’/%-2’:%&’)7 属。
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我国酿醋历史悠久，传统酿醋以固态天然发酵

为主，发酵过程中不直接接种纯培养醋酸菌，所用

的发酵剂主要为前一批次发酵成熟的醋醅或采用

天然接种的方式，因而食醋发酵微生物的主要来源

是接种于醋醅中的微生物菌群，同时也受到生产原

料、车间环境微生物的影响，不同于欧美国家深层

液态发酵食醋工艺中普遍采用的单一的纯培养醋

酸菌［!，"］。由于受到传统研究方法的局限，人们对

醋酸发酵过程中的微生物群落结构了解非常有限。

镇江香醋是我国最具代表性的四大名醋之一。它

是以优质糯米为主要原料，采用传统的醋酸固态分

层发酵工艺经陈酿而成的香气浓郁、酸而不涩的食

醋［#］。本文通过免培养法对镇江恒顺香醋醋酸发酵

过程中醋醅的细菌群落的结构进行了分析，为进一

步的解析其结构和功能关系奠定了基础。
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! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 样品采集：镇江恒顺香醋醋醅采样点温度

!"#，从发酵池距表面 $%&’ 处取样。样品采集后，

以冰盒保持低温，尽快带回实验室，( "%#冻存。

!"!"# 试剂及药品：除特别说明外，本文所用试剂

或试剂盒均为国外进口产品。

!"# 方法

!"#"! 醋醅样品预处理：取 )* 湿重醋醅样品，用

+%’, %-$ ’./0, 的磷酸盐缓冲液（12 3-%）悬浮，加入

玻璃 珠，以 振 荡 器 充 分 振 荡 4’56；"%%70’56 离 心

4’56，收集上清；沉淀重复洗涤 + 次。最后收取的上

清液 8%%%70’56 高速离心 4’56，弃上清，收集沉淀

（菌体）；收集的菌体用 4’, %-$’./0, 的磷酸盐缓冲

液（12 3-%）悬浮，8%%%70’56 离心，重复洗涤 + 次，洗

净的菌体悬浮在 4’, 磷酸盐缓冲液（12 3-%）中，用

移液器吹打后振荡器振荡均匀，平均分装 + 份于

"’, 9: 管中，( "%#冻存。

!"#"# 样品总 ;<= 提取：样品总 ;<= 的提取采用

>?@AB?@C?7机 械 法，按 改 进 的 D.?C?6A@/（$88E）的 方

法［4］进行。其步骤是：取经过样品洗涤的一管菌体

细胞，8%%%70’56 高速离心 4’56，弃上清；沉淀中加入

$’, BFGG?7 D（$%’’./0, H75IJ2K/（12 E-%），$4%’’./0,
<@K/），混匀；转移到加有 %-+* 玻璃珠（直径 %-$’’）

的螺 帽 管（ I&7?L CFB?）中，加 入 $4%!, 苯 酚，>?@A
B?@C?7 细 胞 破 碎 仪 在 最 大 速 度 击 打 !’56（E%I M +
C5’?I，每处理 E%I，将螺帽管在冰上放置 $’56）；击打

!’56 后，加入 $$%!, $%N十二烷基硫酸钠，轻轻混

合均匀后，冰上放置 $%’56，每 4’56 轻轻颠倒摇匀；

加入 $4%!, 氯仿：异戊醇（"4 O $，! 0!）溶液，轻轻混

匀，$4%%%70’56 离心 $%’56，收集上清，加入 $0$% 体积

的 +’./0, 醋酸钠；用等体积酚、酚：氯仿和氯仿各抽

提一次，$4%%%70’56 离心 $%’56，收集上清；" 倍体积

冰乙醇沉淀 "P，$4%%%70’56 离心 $4’56，弃上清，沉淀

真空冷冻干燥后溶于 +%!, H9（$% ’’./0, H75IJ2K/，
$ ’’./0, 9;H=，12 E-%）中，( "%#冻存。

!"#"$ 细菌 $)Q 7;<= :KR 扩增［!］：以 ;<= 提取产

物为模板，:% 和 :) 为引物，扩增 $)Q 7;<= 区域，反

应条件为：84#预变性 4’56，然后经 "% 个循环（84#
+%I，4)# +%I，3"# 8%I）。最后 3"#延伸 E’56，结束

反应。

!"#"% :KR 产物的回收、纯化、克隆及序列测定：常

规分子生物学操作均按照分子克隆实验指南［)］及

;<= 胶回收试剂盒（=ST:7?）说明书进行。:KR 纯化

产物与 1U9VJH 9@IT W?&C.7（:7.’?*@）经 H! ;<= 连接

酶连接后，转化大肠杆菌 ;2$%> 感受态细胞，用含

氨苄青霉 素 的 XJU@/0Y:HU0,> 平 板 进 行 蓝 白 斑 筛

选。序列测定由人类基因组南方中心完成。测序

结果用 R;: 进行比对及同源性分析，并用 =R> 构

建 进 化 树。 序 列 提 交 U?6>@6Z，序 列 登 录 号 为

;[8%$3%" ( ;[8%$3"8。

# 结果

#"! 总 &’( 的抽提

总 ;<= 经 %-EN的琼脂糖凝胶电泳，分子量约

为 "+ZB 左右，;<= 产量约为 8%% 6*。
#"# !)* +&’( 的扩增

提取 的 总 ;<= 用 引 物 :%、:) 扩 增 细 菌 $)Q
7;<=，所得的 :KR 扩增产物用 $-%N琼脂糖凝胶电

泳检测，发现在 $-4 ZB 左右区域获得了特异性扩增

片段，符合预期的产物长度。结果如图 $ 所示。

图 $ 细菌 $)I 7;<= 的 :KR 扩增产物电泳图谱

V7 $%%B1 分子量标准（$%%B1 \ +ZB）；<& 阴性对照；:& 阳性对照；

Q 样品

#"$ !)* +&’( 序列分析

对细菌 $)Q 7<;= 扩增产物进行胶回收和纯化，

并将其连接到 1U9VJH 9@IT W?&C.7 上，转入 " ] #$%&
;2$%> 感受态细胞中，进行蓝白斑筛选。挑取 8)
个白斑进行测序，对序列分析后，划分为 $) 个 ^_H，

每个 ^_H 选择代表序列在 R;: 中进行比对，比对结

果如表 $ 所示。
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表 ! 醋醅样品 !"# $%&’ 序列分析结果

!"# 序号
具有最高同源性

的菌株

同源序列

登录号

与同源序列

的相似性（$）

% & !"#$%&’"$#( )%*%(+* ’()&*+,- **.*
% / !"#$%&’"$#( )’,$#+(-’.+, ’()&*+,) **.)
% , /’"$%&’"-00+, )’.-, 0*)/,1 **.)
% ) /’"$%&’"-00+, ’"#$%$%0#(’., 2-++1& *+.3
% - /’"$%&’"-00+, 1’00-.’(+* ’(+-,,1* **.,
% 3 /’"$%&’"-00+, "(-,)’$+, ’4/),&-1 *,.+
% 5 /’"$%&’"-00+, )%.$-, 053,/* *+.+
% + 2$’)340%"%""+, 1’00-.’(+* ’6/&&&-+ &11
% * 2$’)340%"%""+, 50%%,-- 781*,,-& &11

% &1
6.$#(%&’"$#(-’"#’#
&’"$#(-+* 9)153

78/++&31 *3.*

% && 6.$#(%&’"$#( :;< ==& ’(--1)3+ *+./
% &/ 7,#+8%*%.’, 1#.-"+0’$’ ’>1/&)1) *+.+
% &, 7,#+8%*%.’, "-,,-"%0’ ’>1/&,** &11

% &)
90+"%.’"#$%&’"$#(
-.$#(*#8-+,

’>&335,* **.5

% &- 2-.%(3-:%&-+* :;< ?11/ ’4/+-*3/ *5.5
% &3 ;0’<%&’"$#(-+* :;< /.) ’(3/3*+3 &11

()* 系统发育树的构建

将测序结果和相关种属代表菌株的 &3? @7A’
序列用 ’B> 构建系统进化树，其结果如图 / 所示。

+ 讨论

固态开放式天然制醋发酵工业是具有我国鲜

明民族特色的传统行业，其醋酸发酵是一个多菌种

发酵的过程。研究人员尝试通过纯培养技术对醋

醅中的微生物进行分离培养，最终只分离得到了少

量乳酸菌和醋酸菌［5］。本文借助微生物分子生态学

的方法，通过对醋醅样品中的细菌 &3: @7A’ 序列分

析，初步获得了恒顺香醋醋酸发酵过程中细菌的群

落信息，发现除了包括丰富的乳酸菌和醋酸菌之

外，还有很多其它的微生物在发酵过程中共同存在

并 发 挥 作 用， 如 2-.%(3-:%&-+*、 6.$#(%&’"$#(、
90+"%.’"#$%&’"$#(等。此外，乳酸菌多为厌氧菌，但是

图 / 醋醅样品细菌 &3? @7A’ 序列系统发育树
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在醋酸好氧发酵过程中存在，且丰度很高。作者推

断可能和镇江恒顺香醋使用的醋酸固态分层发酵

工艺有关。传统的固态分层发酵工艺与实际意义

上的通风好氧发酵有所不同，该工艺中醋醅内可能

是一个微氧环境，甚至有局部厌氧或痕量氧存在的

可能，这可能是恒顺香醋发酵醋醅中乳酸菌偏多的

主要原因之一。此外，镇江恒顺香醋中的有机酸含

量非常丰富［!］，这也很可能与乳酸菌等微生物的大

量存在有很大的关系。除细菌之外，包括酵母菌、

霉菌等在内的真菌对醋发酵的顺利进行以及成品

风味物质的产生也发挥着重要的作用。在研究了

醋醅中细菌群落结构的基础上，还要进一步研究醋

醅中真菌的群落结构，找出微生物群落结构和功能

之间的关系，这样才能更好地揭示传统酿醋的过程

机理，从而为指导微生物群落功能的定向调控奠定

基础。
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