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醋酸对巴氏醋杆菌生长和代谢活性的影响 
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（工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457） 

摘要：醋酸对微生物具有较高的毒性，醋酸菌具有特殊的机制能够耐受较高浓度的醋酸，常用于醋酸的发酵生产。本论文以巴

氏醋杆菌 AC2005 为研究对象，研究了醋酸对菌体生长、葡萄糖代谢和胞内 ATP 浓度的影响。与不含醋酸条件下相比，培养基中加

入 1%（V/V）的醋酸，菌体的生物量增加了 92%，单位菌体葡萄糖消耗速率增加了 13%，细胞代谢活性增加了 120%，代谢产物中丙

酮酸浓度增加了约 46%，柠檬酸和琥珀酸的浓度分别降低了 80%和 46%，胞内 ATP 浓度增加了 171%。进一步利用液相色谱串联质

谱法（LC-MS/MS）的方法分析了蛋白表达情况，发现加入醋酸后细胞内与三羧酸循环相关的蛋白明显上调。结果表明，醋酸菌可以

通过提高菌体代谢活性，增加胞内 ATP 浓度，从而耐受较高浓度的醋酸。 
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Abstract: Acetic acid is toxic to micro organisms; however, acetic acid bacteria can tolerate high concentrations of acetic acid via a 

specific mechanism and, therefore, are ideal for use in acetic acid fermentation. In this study, Acetobacter pasteurianus AC2005 was used to 

evaluate the effect of acetic acid on bacterial growth, glucose metabolism, and intracellular ATP concentration. The results showed that addition 

of 1% (v/v) acetic acid resulted in an increase in biomass by 92%, glucose consumption per unit mass by 13%, cell metabolic activity by 120%, 

intracellular ATP concentration by 171%, and pyruvic acid concentration in metabolites by approximately 46%, whereas a decrease in 

concentration of citric acid and succinic acid in metabolites by 80% and 46%, respectively, as compared to fermentation without addition of 

acetic acid. Moreover, expression of intracellular proteins, analyzed by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry 

(LC-MS/MS) showed that proteins involved in the tricarboxylic acid cycle were up-regulated by addition of acetic acid. Thus, acetic acid 

bacteria could improve acetic acid tolerance by improving bacterial metabolic activity and increase intracellular ATP concentration. 
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醋酸是一种常见的弱酸，在生物和医药领域具有

广泛应用。醋酸对微生物具有较高的毒性，当浓度大

于 5 g/L 时即会影响菌体的生长和代谢。醋酸对菌体产

生毒性的主要原因是其作为亲脂性的物质能够跨越细

胞膜进入细胞，增加胞内醋酸的浓度，破坏细胞膜的

一些生理功能[1]。醋酸菌具有特殊的机制能够耐受较高

浓度的醋酸，Acetobacter pasteurianus 在 3%醋酸条件 

下仍能够正常生长[2]。 
醋酸菌的醋酸耐受机制主要有以下几个方面：（1）

醋酸的过氧化机制。主要是在乙酰辅酶 A 转移酶 AarC
的作用下氧化醋酸并使其进入乙醛酸循环途径来实现

的[3]。（2）质子泵泵出醋酸机制[4]。依赖 ATP 水解的能

量将醋酸和质子泵出，维持细胞膜两侧正常的 pH 梯度

和电势梯度，保持胞内环境的平衡，如细胞色素 C 氧

化酶，NADH-辅酶 Q 还原酶等[5]。（3）改变细胞膜组

成提高对醋酸的耐受能力。敲除 Acetobacter aceti 磷脂

酰乙醇胺 N-甲基转移酶（Phosphatidylethanolamine 
N-Methyltransferase）基因 pmt，减少了细胞膜上的磷

脂胆碱含量，导致当培养基中含有醋酸时菌体生长缓

慢，说明细胞膜上的磷脂胆碱含量对细胞的醋酸耐受
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性有直接的影响[6]。此外细胞膜中的鼠李糖和半乳糖组

成也与醋酸耐受性有关[7]。（4）提高胞内蛋白在醋酸存

在条件下的稳定性，如乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶在较

高醋酸浓度下保持稳定能够使菌体耐受醋酸[8]。（5）醋

酸耐受相关蛋白的表达。醋酸能够诱导包括分子伴侣

GrpE、GroES 和 GroEL 等的表达[9]，ATP 依赖的转运

蛋白 AatA 和 ClpB[10~11]等也与醋酸耐受性相关。 
在醋酸菌的培养过程中，胞内能量对于菌体醋酸

耐受性有重要影响，其中，醋酸分子的泵出机制以及

ATP 依赖型的转运蛋白，如 AatA 和 ClpB 均与菌体的

能量代谢直接相关[2]，因此本论文从醋酸对醋酸菌代谢

活性的影响出发，研究醋酸菌代谢活性与醋酸耐受性

之间的关系，进一步完善醋酸菌的醋酸耐受性机制。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 
巴氏醋杆菌（A. pasteurianus）AC2005，由中国

微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心保藏（保

藏编号：CGMCC3089）。 
1.1.2  培养基 

斜面培养基（g/L）：葡萄糖 20，酵母膏 15，碳酸

钙 20，琼脂 17，自然 pH。 
生长培养基（YPG）（g/L）：葡萄糖 30，酵母膏

10，蛋白胨 10，pH 自然。接种前添加醋酸至所需要的

浓度。 

1.2  培养方法 

1.2.1  种子培养 
培养基（250 mL 摇瓶，40 mL 装液量）中接入斜

面菌种 1 环，在 30 ℃，摇床转速 180 r/min 条件下培

养 15 h 左右。 
1.2.2  发酵培养 

按照 10%（V/V）接种量接入种子液（250 mL 摇

瓶，40 mL 装液量），在 30 ℃，摇床转速 180 r/min 条

件下培养。 

1.3  醋酸对菌体生长和代谢的影响 

接种前分别在生长培养基中添加不同浓度的醋酸

或其他酸，分析其对菌体生长、葡萄糖消耗、菌体代

谢活性和胞内 ATP 浓度的影响。 

1.4  分析方法 

1.4.1  菌体浓度测定 

用分光光度计测定发酵液在 610 nm 下的的 OD
值，表征菌体生物量。 
1.4.2  葡萄糖浓度的测定 

利用 SBA 生物传感仪（SBA-40C，山东省科学院

生物研究所）测定发酵液中葡萄糖浓度。 
1.4.3  菌体活性的测定 

收集对数中后期菌体，利用 MTT 法测定菌体代谢

活性[12]。 
1.4.4  菌体胞内 ATP 浓度的测定 

收集对数中后期菌体，利用 BacTiter-GloTM 微生

物细胞活性检测试剂盒(G8230)（promega 公司）测定

菌体胞内 ATP 浓度。 
1.4.5  葡萄糖代谢产物的测定 

取收集对数中后期发酵液 12000 r/min 离心 3 min
后经 0.22 μm 的膜过滤后，利用 HPLC 分析有机酸代谢

产物。HPLC 条件为，色谱柱：Aminex HPX-87H 300×7.8
（mm）；流动相：0.005 mol/mL H2SO4，流速：0.6 
mL/min；进样量：20 μL；紫外检测器波长：215 nm；

柱温：30 ℃。 
1.4.6  蛋白质谱分析 

收集对数中后期菌体 PBS 洗涤后超声破碎，4 ℃，

12,000 r/min，离心 10 min，取上清，按照 1:4（蛋白溶

液：丙酮）体积比加入预冷的丙酮，-20 ℃过夜沉淀；

4 ℃，12,000 r/min，离心 10 min，得到胞内总蛋白。

蛋白样品送瀚盟生物技术（天津）有限公司进行质谱

分析。检测软件：Proteomics Discovery 1.2 （Thermo）；
检索算法：Sequest 算法；比对数据库：A. pasteurianus 
IFO 3283-01 蛋 白 质 组 （ NCBI Accession: 
PRJNA59279）。 

1.5  数据分析 

每个实验共设 3 个平行，采用 Origin 7.5 软件进行

数据的方差分析和图表生成。 

2  结果与分析 

2.1  醋酸对菌体生长的影响 

在培养基中分别添加 0%、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%
（V/V）的醋酸，分析醋酸对菌体生长的影响。当醋酸

浓度小于 0.5%时，对菌体的生长具有一定的促进作用，

随着醋酸浓度的增加，菌体生长延滞期逐渐增加，但

进入对数期后菌体快速生长，最终生物量与不添加醋

酸相比增加了约 100%（图 1a）。醋酸还能够促进菌体

对葡萄糖的消耗，如图 1b 所示，0.5%、1.0%、1.5%、

2.0%醋酸条件下，单位菌体的葡萄糖消耗逐渐增加，
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分别比对照增加了 13%、25%、35%和 35%。 

 

 
图1 醋酸对巴氏醋杆菌AC2005生长和葡萄糖消耗的影响 

Fig.1 Effects of acetic acid on the growth of A. pasteurianus 

AC2005 and glucose consumption 

注：a-醋酸对菌体生长的影响；b-醋酸对单位菌体葡萄糖

消耗的影响。 

2.2  不同酸对菌体生长的影响 

 
图2 不同酸对巴氏醋杆菌AC2005生长的影响 

Fig.2 Effects of acids on the growth of A. pasteurianus AC2005 

分别向培养基中添加 0.08 mol/L 的甲酸、醋酸、草

酸、柠檬酸、乳酸、盐酸、硫酸，比较不同有机酸和

无机酸对菌体生长的影响，结果如图 2 所示。甲酸、

柠檬酸、盐酸草酸、硫酸对菌体生长产生明显的抑制

作用，培养 84 h，菌体几乎不生长。相同浓度的乳酸

虽然也能够导致菌体生物量增加约 100%，但对菌体生

长的抑制作用大于相同摩尔浓度下的醋酸，说明醋酸

对菌体生长的促进作用具有其特殊性，可能与醋酸菌

特殊的醋酸耐受性机制有关。 

2.3  H+和AC-对菌体生长的影响 

 
图3 H+和 AC-对巴氏醋杆菌AC2005生长的影响 

Fig.3 Effects of H+ and AC- on the growth of A. pasteurianus 

AC2005 

分别向培养基中添加 0.16 mol/L 的醋酸、醋酸钠，

以及用 HCl 调节 pH 与 0.16 mol/L 的醋酸一致，研究醋

酸组成部分分别对菌体生长的影响，结果如图 3 所示。

利用 HCl 调节培养基 pH 并未对菌体生长产生明显影

响，其生长过程与空白对照相似，而相同摩尔浓度的

醋酸钠则明显促进了菌体的生长，其最终生物量与添

加醋酸条件下相同，并且对菌体生长没有抑制作用。

因此，醋酸对菌体生长的影响主要表现在两方面，一

方面醋酸分子对菌体的生长产生抑制作用，而不是由

于添加醋酸导致 pH 降低引起的；另一方面醋酸根可以

促进菌体的生长，最终生物量与空白对照相比提高约

100%。醋酸对菌体生长的抑制作用主要是由于醋酸分

子作为亲脂性分子进入细胞内使胞内的醋酸浓度增加
[2]，而部分解离产生的 AC-则可以促进菌体生长。 

2.4  醋酸对菌体代谢活性的影响 

 
图4 醋酸对巴氏醋杆菌AC2005代谢活力的影响 

Fig.4 Effect of acetic acid on the metabolic activity of A. 

pasteurianus AC2005 

醋酸的加入导致菌体葡萄糖消耗增加，因此进一

步利用 MTT 法分析醋酸对菌体代谢活性的影响，结果
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如图 4 所示。培养基中添加 0.5%、1.0%、1.5%和 2.0%
的醋酸后，菌体的代谢活性增加，相对活力值分别是

对照的 2.5 倍、2.2 倍、2 倍和 1.95 倍。MTT 法主要是

通过琥珀酸脱氢酶来表征菌体的活性变化[12]，菌体相

对活性的增加说明其琥珀酸脱氢酶活性增加。 

 

 
图5 醋酸对巴氏醋杆菌AC2005代谢的影响 

Fig.5 The effects of acetic acid on the metabolism of A. 

pasteurianus AC2005 

注：a-醋酸对巴氏醋杆菌琥珀酸、柠檬酸和丙酮酸浓度的

影响；b-巴氏醋杆菌葡萄糖代谢途径示意图。 

已有研究表明，葡萄糖的消耗能够增加醋酸菌乙

醇脱氢酶的活性,而乙醇脱氢酶活性的增加能够提高菌

体的醋酸耐受性，同时，醋酸菌可以通过提高顺乌头

酸酶酶活提高醋酸耐受性[13]。为进一步分析醋酸对菌

体葡萄糖代谢的影响，利用 HPLC 的方法分析了发酵

液中的柠檬酸、琥珀酸和丙酮酸浓度变化。从图 5a 可
以看出，发酵液中添加 1%的醋酸后发酵液中丙酮酸的

浓度明显增加，同时柠檬酸和琥珀酸的浓度分别降低

了 80%和 46%。在 TCA 循环过程中柠檬酸经顺乌头酸

酶催化形成异柠檬酸，琥珀酸经琥珀酸脱氢酶催化生

成延胡索酸，MTT 法证明醋酸能够提高琥珀酸脱氢酶

的活性（图 4），因此发酵液中琥珀酸浓度的降低是由

于琥珀酸脱氢酶活性的提高导致的，而柠檬酸浓度的

降低可能是由于顺乌头酸酶活性的提高导致的[13]。由

于琥珀酸脱氢酶和顺乌头酸酶均是TCA循环中的关键

酶，因此培养基中添加醋酸导致菌体生物量和葡萄糖 
 

消耗的增加主要是由于醋酸促进了 TCA 循环引起的。 
葡萄糖进入细胞后经过糖酵解途径产生丙酮酸，

同时产生 ATP，如图 5b 所示。当培养基中添加醋酸后，

醋酸可能通过 aarC 途径[13]，利用琥珀酸辅酶 A 将胞内

的醋酸转化为乙酰辅酶 A，进一步进入 TCA 循环，因

此葡萄糖代谢产生的丙酮酸逐渐积累，导致丙酮酸浓

度增加了约 46%。 

2.5  醋酸对胞内ATP 浓度的影响 

醋酸促进了菌体对葡萄糖的消耗和 TCA 循环，葡

萄糖代谢过程中会产生 ATP（如图 5B），因此分析了

醋酸对胞内 ATP 浓度的影响，结果如图 6 所示。与对

照相比，培养基中加入 1%的醋酸后，胞内 ATP 浓度增

加了约 171%。已有研究表明，质子泵和相关 ATP 依赖

型蛋白等醋酸耐受性机制均与胞内的 ATP 浓度有直接

的关系[3, 11]，在醋酸压力条件下，提高菌体内 ATP 浓

度是醋酸菌适应醋酸环境的一个重要因素，因此醋酸

可以促进葡萄糖的代谢和 TCA 循环，产生更多的能量

和还原力，发挥质子泵和相关 ATP 依赖蛋白的功能，

减少醋酸对菌体的抑制作用，从而提高菌体醋酸耐受

性。 

 
图6 醋酸对巴氏醋杆菌AC2005胞内ATP浓度的影响 

Fig.6 Effect of acetic acid on the ATP concentration of A. 

pasteurianus AC2005  

2.6  醋酸对菌体蛋白表达的影响 

由于巴氏醋杆菌具有较高的醋酸耐受性和醋酸积

累能力，具有重要的工业应用价值，其全基因组测序

已经完成[14]，有利于对其蛋白表达差异进行分析。本

论文利用蛋白质谱的方法比较了培养基中有无醋酸条

件下的胞内蛋白表达差异，重点分析了与葡萄糖代谢

和 TCA 循环相关的蛋白，如表 1 所示。比较不同条件

下相关蛋白的相对浓度可以看出，当培养基中添加 1%
醋酸时，与葡萄糖代谢和 TCA 循环相关的蛋白表达所

占比例均有所增加，该结果与醋酸促进葡萄糖消耗和 
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TCA 循环的结果相一致。 
表1 葡萄糖代谢和TCA循环相关蛋白的比较 

Table 1 Comparison of proteins related with glucose metabolism 

and TCA cycle 

蛋白功能 蛋白名称 
占总蛋白比例/% 

0%醋酸 1%醋酸

葡萄糖代谢 

甘油 3-磷酸脱氢酶 0.0032 0.0060 

磷酸丙酮酸合成酶 0.0025 0.0051 

丙酮酸脱氢酶 0.0024 0.0051 

TCA 循环 

顺乌头酸酶 0.0083 0.0143 

柠檬酸合成酶 0.0031 0.0065 

异苹果酸脱氢酶 0.0029 0.0029 

异柠檬酸脱氢酶 0.0020 0.0024 

延胡索酸合成酶 0.0008 0.0017 

磷酸甘油酸激酶 0.0016 0.0031 

苹果酸脱氢酶 0.0009 0.0017 

3  结论 

醋酸菌具有特殊的机制耐受醋酸，醋酸对巴氏醋

杆菌 AC2005 生长和代谢的影响主要有以下几个方面： 
3.1  培养基中添加醋酸可以提高菌体浓度； 
3.2  醋酸主要以未解离的分子形式对醋酸菌生长产生

抑制作用，一定浓度的醋酸根可以促进菌体生长； 
3.3  醋酸能够提高菌体的代谢活性，促进菌体对葡萄

糖的消耗和 TCA 循环过程，同时促进菌体产生较多的

ATP 和还原力，从而耐受较高浓度的醋酸。 
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