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优良醋酸菌种 AC2005 的鉴定 
 

王洪臣，王敏，刘洪祥，骆健美，张锦丽 

（天津科技大学生物工程学院，天津市工业微生物重点实验室，天津 300457） 

摘要：将醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 片段转入载体 pMD18-T，并转化大肠埃希氏杆菌（Escherichia coli）。经测序和序列分析

显示，醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 片段与巴斯德醋杆菌 16S rDNA 片段同源性均达 95%。根据醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 的生理生

化特征，培养特征，形态特征结果将醋酸杆菌 AC2005 归属为巴斯德醋酸杆菌罗旺亚种（Acetobactor. pasteurianus subsp.lovaniensis）。 
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Abstract: The 16Sr DNA sequence of Acetobacter AC2005 was transferred into plasmid pMD18-T after amplified by PCR. Then the 

recombined plasmid was transformed in Escherichia coli. The analysis of 16S rDNA sequence indicated that the sequence was similar to the 16 

Sr DNA sequence of Acetobactor pasteurianus with the homology up to 95%. According to the differences in biochemical characteristics, 

incubation characteristics, conservative sequence contrast, the strain was further identified as A. pasteurianus subsp.lovaniensis. 
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食醋菌种是影响食醋品质的关键因素之一，目前

国内液态食醋生产使用的菌种主要是醋酸菌 AS1.41
（Acetobactor.rancensL.）恶臭醋酸杆菌浑浊变种和沪

酿 1.01 醋酸杆菌（A.lovanienseL），工业产酸产量在

70~80 g/L，国外则可以生产 140 g/L 以上的高酸度醋，

因此选育优良的食醋专用菌种，适合工业化生产，成

为食醋行业目前所面临的主要问题。 
醋酸杆菌AC2005 是本研究室在 醋醅中分离得到

的优良醋酸菌株，具有耐受高浓度乙醇（≥14%（V/V））
的优良特性，摇瓶发酵产酸 80 g/L 以上，醋酸转化率

在 95%以上，具有较高的应用价值。胡会萍等 [1]根据

培养特征和生理生化特征对山西老陈醋优势醋酸菌进

行鉴定。但由于醋酸杆菌各种属间培养特征和形态特

征相似，生理生化特征区别不明显。本论文采用 16S 
rDNA 保守序列分析和生理生化特征相结合的方法，

对醋酸杆菌 AC2005 进行了分类鉴定。 
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1.1  菌种 
1.1.1  菌株来源 

醋酸杆菌 AC2005：本研究室提供。 
1.1.2  参照菌株 

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、大肠埃希氏杆

菌（Escherichia coli）均为天津科技大学生物工程微生

物制药研究室保藏菌种。 
1.1.3  工程菌和质粒 

E.coli DH5α 由天津科技大学微生物制药研究室

保存，克隆载体 pMD18-T 购于大连宝生物工程有限

公司。 
1.2  培养基 
1.2.1  液体培养基 

葡萄糖 10 g/L，酵母膏 15 g/L，乙醇 50 mL/L，
乙酸 15 mL/L。 
1.2.2  生理生化鉴定用培养基 

醋酸定性培养基，产纤维素培养基，铵盐唯一氮

源培养基，产葡萄酸培养基，生酮实验培养基，明胶

水解培养基，淀粉水解培养基[2-4]。 
1.3  主要仪器 

PCR 扩增仪（Gene Amp PCR System 9600），
Perkin Elmer 公司产品；高速冷冻离心机，日本 Kubota
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产品；DNA/RNA 定量仪，瑞典 Pharmacia Biotech 公

司生产；超声波破碎仪，Cole Palmer CPX 600，HYG
回转式恒温调速摇瓶柜（上海欣蕊自动化设备公司），

WS2-134-75 电热恒温培养箱（天津市实验仪器厂）。 
1.4  主要试剂 

Tap 聚合酶、dNTP、氨苄青霉素（Amp）、氯仿、

苯酚购于上海生工生物工程有限公司；DNA 抽提试剂

盒为 TIANGEN 产品，DNA 回收试剂盒购于上海华舜

生物工程有限公司。 
1.5  引物 

选择 Messick 等报道的通用引物对 fD1/rD1[5]。该

引物能扩增大多数细菌近乎全长的 16s rRNA 基因，

由大连宝生物公司合成。引物序列如下： 
P1∶5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 
P2∶5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’ 

1.6  实验方法 
1.6.1  培养方法 
1.6.1.1  斜面及平板培养 

恒温培养箱 30 ℃培养 48 h。 
1.6.1.2  摇床培养 

刮取 3~4环斜面菌种接入装有 40 mL液体培养基

中摇床培养，摇床转速为 180 r/min，培养温度 30 ℃。 
1.6.2  醋酸杆菌 AC2005 形态观察 

将试管斜面上的菌株在液体培养基中连续活化两

次，第 1 次活化菌体培养 30 h，转接，再第 2 次活化

24~30 h，取样进行革兰氏染色，以枯草芽孢杆菌作阳

性对照、大肠杆菌作阴性对照。同时进行细胞个体形

态及排列方式的观察。 
1.6.3  醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 序列分析 
1.6.3.1  醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 的获取  

根据文献[6]提取醋酸杆菌 AC2005 总 DNA。 
1.6.3.2  醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 的 PCR 扩增 
　　反应在 50 μL体系中进行：10×buffer 5.0 μL，dNTP 
1.0 μL，fD1 1.0 μL，rDl 1.0 μL，模板 1.0 μL，Taq DNA 
Polymeras 0.5 μL，ddH2O 39.5 μL。PCR 反应条件：

94 ℃预变性 5 min；然后 94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 
1.5 min，循环扩增 30 次；72 ℃ 10 min。 
1.6.3.3  DNA 琼脂糖凝胶电泳与 PCR 产物的回收 

取 5 μL PCR 扩增产物在 0.7%琼脂糖凝胶进行电

泳，用 DNA marker DL2000 作标准分子量，在紫外灯

下观察电泳结果并拍照。采用北京鼎国生物技术公司

PCR 产物回收试剂盒回收，方法依试剂盒使用说明。 
1.6.3.4  基因克隆与鉴定 
　　利用 T-A 连接，按 pMD18-T 载体说明书将纯化

的 PCR 产物直接连接于 pMD18-T 载体中，按化学法

转化到 E.coli DH5α 感受态细胞，在蓝白筛选平板上

挑选白斑，接于含有 Amp 的 LB 培养基过夜培养。取

1.5 mL 培养物用于质粒抽提，然后进行酶切（EcoRⅠ
和 Hind Ⅲ）和 PCR 鉴定[7]。 
1.6.3.5  测序及序列分析　 
　　挑选阳性克隆送大连宝生物工程有限公司进行

DNA 双向测序。同时利用 DNAMAN 分析软件将测序

所得的醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 核苷酸序列与

GenBank 上收录的代表菌株 16S rRNA 基因核苷酸序

列进行同源性比对和系统进化树的建立。　 

2  结果与讨论 

2.1  醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 的序列分析 
2.1.1  醋酸杆菌 AC2005 总 DNA 的提取 

收集摇瓶培养 14 h 的醋酸杆菌 AC2005 菌体，提

取总 DNA。 

 
图1 醋酸杆菌总DNA图谱 

Fig.1 Agarose gel electrophoresis analysis of total DNA 

M: λ/HindIII fragment Marker；S: total DNA of Acetobactor AC2005 

图 1 醋酸杆菌总 DNA 图谱可看出，醋酸杆菌

AC2005 总 DNA 分子量约 23kb，符合 PCR 模板要求。 
2.1.2  醋酸杆菌 AC2005 16S rDNA 片段的 PCR 扩增 

 
图2 醋酸杆菌AC2005 16s rDNA的 PCR图谱 

Fig.2 Agarose gel electrophoresis analysis of 16s rDNA 

M: λ/HindIII fragment Marker；S: Acetobactor AC2005 16s rDNA/PCR 
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利用 Ex Taq DNA 聚合酶扩增，PCR 产物于 1.0%
琼脂糖凝胶电泳，见图 2。从图 2 可知，醋酸杆菌

AC2005 在约 1600 bp 处出现特异的目的片段，与预计

的片段大小吻合。 
2.1.3  PCR 产物的克隆及阳性克隆的筛选 

PCR 产物分别与 pMD18T 载体连接并转化 E.coli 
DH5α受体菌之后，在 Ampr培养基表面生长，其中蓝

色菌落为阴性克隆，为 T 载体自身环化所产生。白色

的菌落可能是所需的阳性克隆，需做进一步的鉴定。 
2.1.4  重组质粒的鉴定 

采用碱裂解法提取重组菌的质粒 DNA，以该重组

质粒为模板进行 PCR，从图 3 可看出在约 1600 bp 处

扩增出特异性条带，初步表明 16S rDNA 已成功地插

入到 pMD18 载体中。 

 
图3 重组表达质粒pMD18T-16srRNA PCR图谱 

Fig.3 Idenfication of pMD18T-16srRNA by PCR 

M :1kb DNA marker；S :pMD18T-16srRNA /PCR 

对重组质粒 DNA 进行双酶切。从图 4 重组质粒

pMD18T-16s rRNA 双酶切图谱可知双酶切产生一条

与线形 pMD18T 载体大小相符的大片段和一条与 16S 
rDNA 大小相符的小片段，证明 16S rDNA 片段成功

地插入到 pMD18T 载体中，将重组表达质粒命名为

pMD18T-16S rRNA。 

 
图4 重组质粒pMD18T-16srRNA双酶切图谱 

Fig.4 Identification of Recombinant Plasmid 

pMD18T-16srRNA digested by two enzymes 

M:1 kbDNA marker；S: pMD18T-16SrRNA/ EcoR +Ⅰ Hind Ⅲ 

2.1.5  测序结果及序列分析　 
　　将穿刺培养阳性的转化子送至公司测序，序列结

果显示目的基因为 1571 bp，接近 16S rDNA 基因片段

的长度。测得序列已登录到 GenBank，登录号为

EU034024。醋酸杆菌 AC2005 的 16S rDNA 序列与巴

斯德属醋酸杆菌 16S rDNA 序列与很高的同源性较

高，达 95%以上。 
菌种与其他菌类的相似度见图 5。 

 
图5 醋酸杆菌AC2005在进化树中的位置 

Fig.5 Position of Acetobacter AC2005 in the evolutionary tree 
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2.2  醋酸杆菌 AC2005 生理生化特征 
2.2.1  形态特征 

醋酸杆菌 AC2005 细胞为短杆状，有时为椭圆状，

革兰氏染色阴性，单生或成对或成链生长，大小为

(0.6~0.7)×(0.8~1.0) μm，不产生芽孢。菌落圆形，突起，

表面光滑，在含碳酸钙的固体培养基上能产生透明圈。 

 
图6 醋酸杆菌AC2005的个体形态（×10×100） 

Fig.6 Morphological observation of Acetobacter AC2005 under 

optical microscope（×10×100） 

2.2.2  培养特征 
醋酸杆菌 AC2005 能氧化乙醇成乙酸，并可氧化

乙酸生成二氧化碳和水，温度生长范围广泛，在

15 ℃~35 ℃之间均可生长，最适宜生长温度为 32 ℃。

在 Hoyer-frateur 培养基上不生长，10%高糖培养基上

可生长。 
2.2.3  生理生化实验 

表1 醋酸杆菌AC2005生理生化特征实验结果 

Table 1 Physiological and biochemical characteristics of 

Acetobacter AC2005 

实验项目 实验结果 实验项目 实验结果

醋酸定性试验 ＋ 产葡萄糖酸实验 ＋ 

产纤维素试验 － 生酮试验 － 

淀粉水解实验 － 接触酶试验 ＋ 
明胶水解 － 铵盐唯一氮源 － 

注：“＋”代表阳性，“－”代表阴性 

根据上述实验结果，对照《伯杰氏细菌鉴定手册》

将醋酸杆菌 AC2005 归属为巴斯德醋酸杆菌罗旺亚种

（A. pasteurianus subsp. lovaniensis）。 

3  结论与讨论 

醋酸杆菌可快速氧化乙醇生成乙酸，能利用乙醇

做唯一碳源，是工业上生产食醋的主要菌株。本文中

通过 16S rDNA 保守序列比对及分析将醋酸杆菌

AC2005 归属为巴斯德醋酸杆菌[8]，并通过生理生化特

征实验将醋酸杆菌 AC2005 进一步确定为巴斯德醋酸

杆菌罗旺亚种（A. pasteurianus subsp. lovaniensis），

为醋酸杆菌 AC2005 的应用研究提供一定理论基础。 
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用生物传感器检测肉毒（杆）菌毒素 

最近，研究者们发明一种快速检测是否存在肉毒（杆）菌毒素的新方法。肉毒（杆）菌毒素是梭菌属肉毒（杆）

菌合成的神经毒素。它引起很大恐慌，在于它可用于攻击美国的食品供用。它也可降低加工食品中的氧气含量。 
研究者们发明的这种毒素生物传感器能雇用活的神经系统菌种以微电极矩阵形式存活于试管中。一个微电极

矩阵是一个附带表皮植入电极格子的培养皿，可启动矩阵上神经系统菌种的动作电位的细胞外记录。 
研究者们相信用这些矩阵测量皮层神经网络的行动将为毒素的检测提供极有价值的衬底。 

（新闻来源：中国食品科技学会） 


