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摘要:【目的】研究 Acetobacter pasteurianus CICIM B7003 对醋酸发酵形成的酸胁迫环境在细胞形态、生理、代
谢方面的响应，初步提出巴氏醋杆菌的动态耐酸机制模型，为高酸度高强度液态深层醋酸发酵提供理论帮
助。【方法】在9 L自吸式发酵罐中用 A． pasteurianus CICIM B7003 发酵醋酸，选取不同生长阶段细胞检测其
荚膜多糖含量、膜不饱和脂肪酸含量、耐酸基因转录水平、乙醇呼吸链酶和 ATP 酶活性，研究醋酸菌形态、生
理和代谢随醋酸积累的变化。【结果】醋酸的存在能减少细胞分泌荚膜多糖，发酵中多糖占细胞干重百分比
由最初 2. 5%下降到 0. 89% ;随发酵进行细胞膜不饱和脂肪酸占膜总脂肪酸含量显著提高，致使细胞膜流动
性增加;耐酸基因相对转录水平显著提高而提升了细胞对酸性环境的抗性;乙醇呼吸链酶和 ATP 酶活性随
醋酸积累也显著提高，为细胞提供足够的能量以满足耐酸机制对能量的需求。【结论】初步确定 A．
pasteurianus CICIM B7003 主要依靠改变细胞膜脂肪酸组分、激活耐酸基因转录、增强乙醇呼吸链活力及快速
产能等机制的协同作用，实现对酸胁迫的制衡。
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醋酸菌属于变形菌纲，醋杆菌科，是食醋酿造的
主要菌种［1］。大部分醋酸菌具有较强的利用乙醇
生产醋酸的能力［2］。醋酸菌特别是属于 Acetobacter
和 Gluconoacetobacter 属的部分菌株由于卓越的乙醇
氧化和醋酸耐受能力而被广泛用于食醋的工业酿
造［3 － 4］。醋酸菌氧化乙醇成醋酸的分子机制已被深
入研究，大量研究证实醋酸菌把乙醇氧化为醋酸是
由膜结合乙醇脱氢酶(ADH)，乙醛脱氢酶(ALDH)

和泛醌氧化酶共同作用下完成，乙醇氧化失去的电
子在这三种酶构成的乙醇呼吸链中传递［5 － 7］。

食醋生产中醋酸菌不可避免地暴露于乙醇、乙
酸等环境压力下。发酵中伴随乙醇氧化大量醋酸积
累，由于高浓度醋酸很容易经过细胞膜渗透到细胞
质中，故对菌体生长及代谢产生不利影响。醋酸所
造成的环境压力是最主要也是最重要的生长代谢限
制因素。目前，醋酸菌耐酸机制还没彻底探明。业
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已证实 A． aceti 和 Gluconacetobacter 中存在如下一些
与耐酸相关的分子机制:(1)乙醇氧化相关的机制，
包括膜 结 合 乙 醇 脱 氢 酶 ( ADH )、乙 醛 脱 氢 酶
(ALDH)机制。Okumura 等报道经自然诱变的 A．
aceti 因 ADH 活性缺失而使该菌在含有醋酸培养基
中的菌体浓度显著下降［8］。Chinnawirotpisan 等在
A． pasteurianus 中也发现这一现象［9］。(2)醋酸同
化机制，业已证明 aarA、aarC、顺乌头酸酶基因编码
的蛋白用于醋酸同化作用。aarA 编码柠檬酸合酶，
aarC 编码醋酸激酶［10］。( 3 ) 可能将醋酸泵出的
ATP 结合性盒型 (ATP-binding cassette，ABC) 转运
蛋白机制。ABC 转运蛋白超家族中的 AatA 蛋白与
依靠质子动势驱动泵出醋酸的机制有所不同，ABC
转运机制是一种主动运输机制［11］。(4) 通用抗逆
机制，包括分子伴侣及伴侣蛋白，如 GrpE /DnaK /
DnaJ［12］。此外，有报道称 A． aceti 膜的流动性与醋
酸抗性有关，当编码卵磷脂前体磷脂酰乙醇胺的磷
脂酰乙醇胺-N-转甲基酶基因被阻断后，醋酸菌在含
有醋酸的培养基上生长极其缓慢［13 － 14］。

阐明醋酸菌的醋酸抵御机制对于醋酸生产采取
更有效的技术至关重要。醋酸菌耐酸机制应该是一
个有机协调的整体，但目前报道的耐酸分子机制都
是相对独立的。本研究通过分析醋酸发酵中巴氏醋
杆菌形态，生化属性，耐酸基因转录水平，乙醇呼吸
链中酶及 ATP 水解酶活性的变化，首次提出巴氏醋
杆菌可能存在的有机协作的耐酸机制模型，为进一
步研究提供了实验和模型基础，同时对高酸度高强
度醋酸发酵生产也有一定的指导意义。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 主要试剂和仪器:葡萄糖，酵母粉，KH2PO4，
MgSO4，无水乙醇，冰醋酸等试剂，购于国药集团;葡
萄糖标准品，三磷酸腺苷酸 ( ATP )，Ubiquione 2
(Q2)，购于 Sigma 公司;荧光定量 PCR 相关试剂，购
于上海生工生物公司;Pilot-Acetator 9 L 发酵罐，德
国 Frings 公司;日立 L-2000 高效液相色谱仪，超速
离心机，日本日立公司;可见分光光度计，上海普美
达;荧光定量 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公司。
1. 1. 2 菌种: Acetobacter pasteuranus CICIM B7003
为本实验研究用菌株，由徐州恒顺万通食品酿造有

限公司惠赠。
1. 1. 3 培养基:(1)种子培养基( g /L):葡萄糖 10、
酵母粉 10，调 pH6. 5，121℃灭菌20 min后加入无水
乙醇至终浓度为 24。(2)发酵培养基( g /L):葡萄
糖 5、酵母粉 5、KH2PO4 0. 6、MgSO4 0. 4，121℃灭菌
20 min 后根据实验设计加入无水乙醇及醋酸至一定
浓度。(3)固体培养基( g /L):葡萄糖 10、酵母粉
10、琼脂粉 20，121℃灭菌20 min，冷却至 60℃左右，
加入无水乙醇至 32，摇匀后倒平板。
1. 1. 4 荧光定量 PCR 引物:引物序列采用 Premier
5. 0 软件设计。(1)管家基因(23S rRNA) 引物序
列，23s-F: 5'-CCGACACAGGTGGACTGGTA-3'; 23s-
R: 5'-CCTAGTTCCTTCAGCATCGTTCTC-3'。(2 ) 目
的基因引物序列，aatA-F: 5'-GACGAACCGACGAA
CGATCT-3'; aatA-R: 5'-CAGTTGTAAGGGGTTTCTG
GTTC-3'; grpE-F: 5'-TCGTGCAAAGCGTGATCTG-
3';grpE-R: 5'-CGTCACGCGCAAATTTCTG-3';dnaK-
F: 5'-CATTGTGTCTGTGTCTGCTA-3'; dnaK-R: 5'-
TTGGCTTCAGCGTCCTTC-3'; dnaJ-F: 5'-CAGCAGA
AGCCAAGTTCA-3'; dnaJ-R: 5'-CGCTTTTGTTCGT
CCTTCA-3'。
1. 2 菌种活化

用接种环刮 2 － 3 环保藏斜面菌苔接入种子培
养基(无酒精和醋酸添加)，在170 r /min，30℃恒温
条件下旋转床培养24 h。取一定量菌液，在600 nm
波长处测量其 OD 值，看其是否达到 0. 8 － 1. 0，然后
对菌进行革兰氏染色，观察其形态，判断菌自身状况
是否良好及检查是否染菌。当达到以上的标准时，
可以进行发酵使用。
1. 3 自吸式发酵罐发酵

将制备好种子按 10% ( V /V ) 接种量接入
Frings 9 L Pilot-Acetator 发酵罐，内含5. 4 L新鲜发酵
培养基，初始醋酸和酒精浓度分别为 10 g /L和
32 g /L，通气速率为72 L /h，30℃恒温培养36 h。
1. 4 平板培养

将涂布菌液的平板放入恒温培养箱 30℃下培
养60 h。
1. 5 荧光定量 PCR

分别取培养0 h和20 h的发酵液收集菌体。用
Trizol 法提取细菌总 RNA，按 AMV First Strand cDNA
Synthesis Kit 试剂盒说明书迅速反转录第一链
cDNA。以 23S rRNA 基因为管家基因，将反转录的
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cDNA 上机检测，荧光定量 PCR 反应体系和条件分
别见表 1、2。

表 1． 荧光定量 PCR 反应体系
Table 1． Quantitative real-time PCR reaction system

reaction component concentration volume /μL
sybrGreen qPCR Master Mix 2 × dilution 10
primer F 10 μmol / L 1
primer R 10 μmol / L 1
ddH2 O 7
template ( cDNA) 50 mg /L 1
Total 20

表 2． 荧光定量 PCR 条件
Table 2． Quantitative real-time PCR reaction conditions

thermal cycler time T /℃ cycles
initial Steps 2 min 95 0
melt 10 s 95 40
anneal / extend 40 s 60 40

1. 6 细胞膜制备
取一定量醋酸发酵液，8000 × g 离心10 min获得

菌体细胞，用50 mmol /L磷酸缓冲液(KPB，pH 5. 8)
漂洗细胞 2 － 3 次后，用同样 KPB 缓冲液重悬(每克
湿菌体加4 mL缓冲液)。细胞悬液用超声波破碎仪
破壁20 min(240 W 55 kHz，1 s /3 s)，细胞破碎液
8000 × g 离心10 min，取上清于 100000 × g 超速离心
1. 5 h，倒掉上清，沉淀为细胞膜，重悬于10 mmol /L
磷酸缓冲液(KPB，pH 5. 8)，－ 20℃储存备用。整个
提取过程在 4℃条件下进行。
1. 7 分析方法
1. 7. 1 苯 酚-硫 酸 法 测 定 细 胞 多 糖 含 量: 用
50 mmol /L KPB 缓冲液(pH 5. 8)洗涤菌体 2 － 3 次
后重悬获取细胞悬液。将50 mL浓硫酸缓缓加入
10 mL水中，冷却至室温加入0. 6 g苯酚晶体，搅拌使
其溶解配成显色液。取 1. 00 mL细胞悬液于试管
中，加入5. 00 mL显色液震荡混匀，置于沸水浴中保
温30 min，取出放在冷水浴中冷却至室温并于
490 nm处测定其 OD 值［15］。每个样品平行测定 3
次，且 P ＜ 0. 05。
1. 7. 2 气质联用测定细胞膜脂肪酸成分:细胞膜脂
肪酸制备参照 Miller 等人的方法操作［16］。气相色
谱分析条件:PEG 毛细管填充柱 (30 m × 0. 22 mm
i． d．，0. 25 μm film，Restek ); 载气: 氦气; 流速:
29. 6 mL /min:柱压:63. 4 kPa;柱流量:0. 5 mL /min;
进样口温度:260℃ :检测器温度:280℃ ;柱温升温程
序:起始温度为 100℃，保持1 min，随后以 40℃ /min

的速率增至 250℃并保持5 min［16］。C9 － C20的脂肪
酸成分均可根据各自的保留时间和质谱范围在图库
中进行查找，每个样品平行测定 3 次，且 P ＜ 0. 05。
1. 7. 3 乙醇 (乙醛 ) 脱氢酶活性:参照 Wood 氏
法［17］，取 0. 5 mL Mcllvaine 缓 冲 液 ( pH4. 0 )，
1. 0 mol /L乙醇(乙醛)溶液0. 1 mL，细胞膜0. 1 mL，
10% Triton X-100 0. 1 mL于10 mL比色管中，25℃保
温5 min后加入0. 1 mol /L铁氰化钾溶液0. 2 mL，在
25℃条件下放置反应5 min(同时做空白对照)，然后
加入硫酸铁-Dupanol 溶液0. 5 mL终止反应，25℃下
放置20 min，加入3. 5 mL蒸馏水混合后，用 722 型紫
外分光光度计测定 660 nm 的 OD 值。在 25℃、
pH4. 0 条件下，1 min氧化1 μmol乙醇(乙醛)的酶量
为 1 个酶活力单位。
1. 7. 4 ATP 水解酶活性:透性细胞制备参考
Matsumoto 等［18］ 的 方 法 制 备。 0. 1 mL ATP
( 30 mmol /L ) + 0. 4 mL 反 应 液 ( 3. 75 mmol /L
MgCl2、 100 mmol /L KCl、 100 mmol /L NaCl、
50 mmol /L TIis-HCl，pH 7. 2) 置于试管中，30℃ 保
温 5 min，加入透性细胞悬浮液 0. 5 mL，再保温
30 min，加入0. 2 mL三氯乙酸(20%，W /V) 中止反
应，6000 × g 离心 10 min，取上清液 0. 5 mL加入
2. 5 mL硫酸亚铁一钼酸铵试剂 ． 反应10 min，颜色变
蓝后，在660 nm测吸光值。根据标准曲线求出 Pi 的
含量 ． 酶的活性单位为 μmol ( Pi) / g ( biomass) /
min。
1. 7. 5 细胞色素 o 末端氧化酶活性:末端氧化酶活
性以酶对 Q2H2 的氧化能力表示。总反应体系
( 1 mL ): 50 mmol /L KPB ( pH6. 5 )，30 mmol /L
Q2H2，0. 02% (V /V) Tween 20，细胞膜蛋白。反应
在 25℃，275 nm波长下进行测定。吸光值对 Q2H2

的毫摩尔消光系数为 15. 25。
1. 7. 6 透射电镜分析:细胞样品以 2. 5% (V /V)的
戊二醛固定30 min，离心收集菌体 5000 × g，5 min并
与 1. 25% (W /V)水质琼脂混合。将凝固后的琼脂
制成1 mm左右的切片，并在含有 2. 5% (V /V)戊二
醛的磷酸缓冲液中再固定30 min。经磷酸缓冲液洗
涤 3 次后，将切片重新固定于含有 1% (W /V)四氧
化锇的磷酸缓冲液中固定1 h，然后用超纯水漂洗切
片并在 l% (W /V)铀酰乙酸溶液中固定1 h。以上
固定过程均在室温下完成。经过乙醇和氧化丙烯的
梯度脱水后，细胞的琼脂切片被植入环氧树脂 Epon
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812，经铀酰乙酸染色后待用。
1. 7. 7 葡萄糖含量:取待测发酵液与无水乙醇按
3∶ 7(V /V)比例混合，10000 × g 离心10 min，取上清
用0. 22 μm微孔滤膜过滤，用日立 L-2000 高效液相
色谱仪测定滤液葡萄糖。色谱条件: AMINEX HPX-
87H (300 × 7. 8 mm，Bio-Rad 公司);示差遮光检测
器;流动相:5 mmol /L稀硫酸溶液;柱温:60℃ ;流速:
0. 6 mL /min;进样量:10 μL。以葡萄糖标准品做外
标，根据检测峰面积计算发酵液中葡萄糖含量。
1. 7. 8 总酸含量:取1 mL发酵液于50 mL去离子水
中，加 3 滴 1% (W /V)酚酞，用0. 1 mol /L标准 NaOH
溶液滴定至微红色 30 s不褪。根据消耗的标准
NaOH 的量计算总酸含量。醋酸浓度 ( g /L ) =
CNaOH × V × 60。注: CNaOH 为 NaOH 标准溶液浓度
(mol /L)，V 为滴定所用 NaOH 标准溶液体积(mL)。
1. 7. 9 酒精含量:Frings Pilot-Acetator 9 L 发酵罐自
带在线酒精检测电极。
1. 7. 10 生物量:利用 721 型可见光分光光度计检
测600 nm处的 OD 值，根据菌体浓度与 OD 值的关
系曲线计算生物量。

2 结果

2. 1 A． pasteurianus CICIM B7003 分批醋酸发酵
的菌体生长与醇 /酸转化

为了研究 A． pasteurianus CICIM B7003 对发酵
形成的醋酸胁迫的动态生理应答，实验首先用菌
CICIM B7003 在 Frings 9 L Pilot-Acetator 中开展分
批醋酸发酵，对生长及醇 /酸转化进行分析。如图 1
所示，发酵中醋酸菌依次经历生长延滞期(0 － 4 h)、
加速期( 5 － 6 h)、对数生长期 ( 7 － 16 h)、减速期
(17 － 28 h)及稳定期(29 － 36 h)5 个阶段。因底物
乙醇和产物醋酸的交替抑制作用，致使该菌的最大
比 生 长 速 率 仅 为 0. 106 h － 1，最 大 生 物 量 为
0. 544 g /L。醋酸最终积累量为46. 77 g /L，醋酸对
乙醇的转化率为 83%。由图 1 还得知醋酸积累与
菌体生长呈偶联关系。发酵终了，发酵液中的乙醇
浓度 由 36. 2 g /L 降 为 4. 4 g /L，而 葡 萄 糖 仅 从
10. 24 g /L下降到8. 97 g /L，说明当乙醇存在时会抑
制该菌对葡糖糖的利用。
2. 2 醋酸胁迫对细胞荚膜合成的影响
2. 2. 1 醋酸胁迫下细胞荚膜的表观变化:当醋酸浓

图 1． A． pasteurianus CICIM B7003 分批培养中(A)生长和
(B)醇 /酸转化曲线
Figure 1． Growth and alcohol metabolism of A． pasteurianus CICIM

B7003 during batch fermentation． A: growth curve; B: alcohol and

glucose metabolism curves．

度超过10 g /L时，对大多数细菌会造成明显的毒害
作用，但醋酸菌仍能良好地生长［19］。利用透射电镜
技术观察菌 CICIM B7003 在不同醋酸浓度下菌体形
态和荚膜的变化，分析细胞对醋酸胁迫在形态方面
的响应。将活化好的种子液梯度稀释后涂布于含不
同醋酸浓度的平板(0、10、30 和40 g /L醋酸)，培养
48 h后拍摄电镜图(图 2)。图 2-A 为无醋酸和乙醇
添加的对照组，胞外有明显的荚膜生成，且细胞形状
呈短粗的纺锤型。图 2-B 虽无醋酸添加，但培养基
中的乙醇被该菌氧化产生醋酸，使菌体处于醋酸环
境中。由电镜图可看到菌体周围没有明显的荚膜形
成，细胞呈长棒杆状且表面光滑。图 2-C 与图 2-B
相似，细胞长度进一步增加，呈细长杆状。图 2-D
中的醋酸对菌体开始产生毒害，虽然依旧没有荚
膜产生，但细胞形态变得不规则，长度缩短且表面
毛糙。图 2-E 中只添加了40 g /L的醋酸，细胞变化
同图 2-D 相似，细胞表面无荚膜，长度更短且表面
更毛糙。该图还表明醋酸菌的无荚膜表型确由醋
酸胁迫造成。
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图 2．不同培养条件下巴氏醋杆菌透射电镜图
Figure 2． Transmission electron micrographs ( TEM) of A． pasteurianus CICIM B7003 in different acidic conditions． A: No

alcohol and acetic acid was added; B: initial alcohol and acetic acid concentration were 32 g /L and 0 g /L; C: initial alcohol

and acetic acid concentration were 32 g /L and 10 g /L; D: initial alcohol and acetic acid concentration were 32 g /L and 30 g /

L; E: initial alcohol and acetic acid concentration were 0 g /L and 40 g /L．

2. 2. 2 发酵过程中细胞多糖含量的变化: 荚膜在
多元醇生产菌中比较常见，由图 2 可知，菌 CICIM
B7003 也可形成荚膜，但随着环境中醋酸浓度升高
会减少荚膜多糖的分泌。荚膜可能不是该菌抵御醋
酸胁迫的必要屏障。收集培养不同时间的细胞(培
养 4、12、20 和 28 h)检测细胞多糖占单位干菌体重
的质量百分比 (图 3)。发酵 4 h 时，醋酸浓度为
14. 51 g /L，细胞多糖含量为 2. 5%。发酵 12 h，醋酸
浓度增到 20. 46 g /L，细胞多糖含量降到 1. 24%。
到发酵 20 h 时，醋酸浓度为 29. 47 g /L，与 12 h 时的

含量相比下降不明显(1. 2% )。当发酵 28 h 时，醋
酸浓度达到 38. 07 g /L，细胞多糖质量仅占单位干菌
体重的 0. 89%，细胞多糖的合成量相对发酵初期明
显减少。Andrés-Barrao 等［20］报道了相似的现象，深
入研究发现发酵过程中巴氏醋杆菌催化合成荚膜多
糖前体 dTDP-鼠李糖的酶的表达量明显下降，从而
导致荚膜多糖分泌量的减少。通过研究发酵过程中
细胞多糖含量变化进一步验证了上述推测，同时，说
明了透射电镜结果的可靠性。

图 3． 发酵不同阶段 A． pasteurianus CICIM B7003 的多糖含量
Figure 3． Cellular polysaccharides change of A． pasteurianus CICIM B7003 during vinegar fermentation．
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2. 3 醋酸胁迫下细胞膜脂肪酸组分的变化
除了调节荚膜多糖的合成，一些极端微生物通

过改变细胞膜不饱和脂肪酸的比例增加膜的流动性
来抵抗不利的生存环境。利用 GC-MS 技术对对不
同发酵阶段(4、20 和 28 h)的细胞膜脂肪酸种类及
含量进行分析。由图 4 可知该菌膜脂肪酸主要成分
是棕榈酸 ( C16:0)、硬脂酸 ( C18:0)、十八碳烯酸
(C18:1w8c)、油酸(C18:1w9c)和二十碳烯酸(C20:
0)。十八碳烯酸和油酸百分含量合计后统一表示
为(C18:1)。发酵初期(4 h)，饱和脂肪酸占较大质
量百分比:棕榈酸和硬脂酸分别占总脂肪酸含量的
27. 82%和 32. 44%，十八碳烯酸和油酸总量仅占
21. 57%。发酵到 20 h，棕榈酸和硬脂酸含量降到
18. 02%和 19. 52%，十八碳烯酵和油酸总量上升到
47. 6%。发酵 28 h 时，膜不饱和脂肪酸占脂肪酸总
量的 47. 91%，与对数期相差不大。随醋酸积累，膜
不饱和脂肪酸比例上升，有利于增加膜的流动性，适
应不利的环境。

图 4． 细胞膜脂肪酸含量
Figure 4． Membrane fatty acids change of A． pasteurianus CICIM B7003

during vinegar fermentation． A: saturated fatty acid content; B:

unsaturated fatty acid conten．

2. 4 发酵过程中乙醇呼吸链酶和 ATPase 活性的
变化

醋酸菌直接利用乙醇呼吸链进行氧化乙醇产乙
酸，且该代谢与醋酸菌耐酸有关。因此实验对发酵
中该呼吸链酶的活性变化进行分析。如图 5 所示，
发酵 4 h 时 ADH、ALDH 和 Cyto 的比酶活分别为
1. 93、1. 71 和 1. 62 U /mg，醋 酸 生 成 速 率 仅 为
0. 49 g /(L·h)。进入指数期后，呼吸链活性明显提
高，发酵 20 h 时 ADH、ALDH 和 Cyto 活性分别提高
到 5. 72、4. 51 和 3. 95 U /mg，醋化 强度 增 加 到
1. 12 g /(L·h)。发酵后期，发酵液中乙醇含量减少
导致呼吸酶活性有所降低，发酵28 h时，虽然 ADH、
ALDH 和 Cyto 活 性 分 别 降 低 到 4. 45、3. 41 和
3. 67 U /mg，但 是 醋 酸 生 成 速 率 仍 维 持 在
1. 01 g /L /(L·h)。随发酵进行，菌 CICIM B7003 乙
醇呼吸链酶的比活明显增加，从某种意义上显示了
乙醇氧化代谢与醋酸菌耐酸性能之间存在正相关。

图 5． 乙醇呼吸链构成的酶活性变化
Figure 5． Activity change of enzymes in alcohol respiratory chain during

vinegar fermentation．

已报道的醋酸菌耐酸机制大多需要消耗 ATP

来完成运行，推测发酵中 ATPase 活性会逐渐增加。

实验得知，菌 CICIM B7003 的 ATPase 活确实随着发
酵进程而升高(图 6)。发酵 4 h 时 ATP 酶活性仅为
1. 31 μmol( Pi) / g ( biomass) /min。进入对数期，酶
活提高到 4. 32 μmol( Pi) / g ( biomass) /min。发酵
后期，虽然乙醇呼吸链酶活略有下降，但 ATPase 却
仍保持上升趋势，发酵 28 h 时，醋酸浓度达到 38. 07
g /L，ATPase 的 比 活 升 到 4. 78 μmol ( Pi ) / g
(biomass) /min。说明醋酸菌为了能在较高酸度的
环境中生存需要消耗大量的能量。
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图 6． ATPase 酶活性变化
Figure 6． Activity of ATPase during vinegar fermentation．

2. 5 醋酸积累对耐酸蛋白合成相关基因转录水平
的影响

根据已经报道耐酸机制，筛选出几个与巴氏醋
杆菌耐受醋酸最相关的蛋白，研究与它们合成相关
的基因(grpE、dnaK、dnaJ、aatA)在醋酸积累过程中
转录水平差异。GrpE、DnaK、DnaJ 组成一种分子伴
侣 /伴侣蛋白的抗逆体系，严峻环境下保证代谢酶正
确折叠及对错误折叠酶的纠错。 aatA 编码一种
ABC 转运家族蛋白，这种蛋白通过结合 ATP 完成对
细胞内的醋酸根离子泵出，减少醋酸对细胞的代谢
的损害。利用荧光定量 PCR 技术对筛选基因进行
相对转录水平分析发现这几种耐酸基因在随着醋酸
积累量上升，与发酵起始阶段相比，转录水平都有所
提高，其中发酵 20 h 的 grpE 转录水平是发酵初期
的 3. 53 倍。dnaK、dnaJ、aatA 等基因的转录水平也
分别为最初的 2. 13、1. 21 和 2. 27 倍(图 7)。

grpE 与 dnaK 和 dnaJ 串联于一个 grpE-dnaK-
dnaJ 基因簇上［21］。GrpE 被认为控制该抗逆体系的
关键伴侣蛋白，结果显示该蛋白合成相关基因的转
录水平在发酵过程中提升最明显，进一步说明其在
GrpE /DnaK /DnaJ 抗逆体系中的重要作用。Nakano
等［10］报道醋酸可诱导醋酸菌 AatA 表达量的提升，
实验结果显示 aatA 的转录水平在发酵过程中也显
著提升，表明该蛋白与醋酸发酵也密切相关。综上
可知菌 CICIM B7003-02 中也存在上述蛋白所对应
的耐酸机制。

图 7． 耐酸蛋白合成相关基因的转录水平
Figure 7． Relative transcription level of acetic acid

resistance genes during vinegar fermentation．

3 讨论

A． pasteurianus CICIM B7003 中的 grpE 和 dnaK
转录水平随发酵进行明显提升，dnaJ 的转录水平也
略有提高，说明此抗逆体系在该菌中也发挥作用。
Andrés-Barrao 等［20］也发现巴氏醋杆菌细胞中的
GrpE 和 DnaK 蛋白表达量在发酵中后期比初期显
著提高，并推测 grpE-dnaK-dnaJ 抗逆体系在巴氏醋
杆菌中的普遍存在性。GrpE /DnaK /DnaJ 的运行机
制已经得到很好地证实［22 － 23］。结合本研究结果和
已报道的该体系的运行机制绘制出 GrpE /DnaK /
DnaJ 抗逆机制模型，详见图 8 的区域 (1 )。菌株
CICIM B7003 利用该机制可保证蛋白在酸性环境下
的正确折叠。

发酵过程中菌株 CICIM B7003 的 aatA 转录水
平也明显提升，说明该菌株也具有依赖 AatA 蛋白的
醋酸泵出体系。AatA 蛋白位于细胞膜上，通过消耗
ATP 将渗入胞内的醋酸等有机酸泵出，以此维持胞
内 pH 的相对稳定［24］。菌株 CICIM B7003 中依赖
AatA 蛋白的醋酸泵出体系模型可表示为图 8 中的
区域(2)部分。

随发酵进行，菌株 CICIM B7003 的乙醇呼吸链
酶系活性升高，在发酵后期仍保持较高的活性。目
前对于乙醇氧化体系在耐酸中的作用机制还未见报
道。但有研究发现产高酸菌的 ADH 对于高浓度的
醋酸具有更好的耐受能力［14］。乙醇呼吸链运行过
程中推动膜内外质子梯度的形成，利于 ATP 生成，
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由此推测乙醇氧化代谢与耐酸机制的能量供应有
关。研 究 还 得 知 发 酵 中 菌 株 CICIM B7003 的
ATPase 活性不断提升，即使在发酵后期仍处于高的
酶活水平。细胞的能量水平可能决定了巴氏醋杆菌
耐酸能力的高低。据此勾勒出菌 CICIM B7003 基于
乙醇呼吸链供能的耐酸机制，如图 8 中的区域 (3)
所示。

此外，细胞减少荚膜分泌有利于加快周质中的
醋酸排放到外界环境中，减少对细胞的毒害。膜不
饱和脂肪酸含量增加能增强膜流动性，可能有利于
辅酶 Q 在磷脂双分子层中的穿梭，促进膜两侧质子
动势的形成，进而有助于 ATP 生成。

通用抗逆机制和醋酸泵出机制都需要消耗 ATP
来实现其功能，ATP 很可能是多种耐酸机制协作的
纽带。由此推测出 A． pasteurianus CICIM B7003 中
可能存在的耐酸协作机制(图 8):(1)通用抗性机
制保证胞内蛋白正确折叠和修正错误装配，使胞内
的酶和蛋白发挥其正常功能;(2)正确折叠的 AatA
蛋白排出渗入胞内的醋酸，提供给分子伴侣 /伴侣蛋
白及其它酶相对稳定的细胞内环境;(3)乙醇呼吸
链供能机制实现 ATP 的快速生成，供给通用抗性机
制和醋酸泵出机制等耐酸机制需要的 ATP。综上分
析，醋酸菌的各种耐酸机制应该是一个相互协作的
有机整体，以实现对高酸环境的抗性。

图 8． A． pasteurianus CICIM B7003 对醋酸积累过程可能存在的协作机制模型
Figure 8． Schematic representation of response machineries that confer acetic acid resistance during vinegar fermentation．

4 结论

醋酸的存在使 A． pasteurianus CICIM B7003 减
少了荚膜多糖的分泌，发酵后期细胞多糖含量仅占
细胞干重的 0. 89%。同时，提高了膜不饱和脂肪酸
的质量百分比，由发酵初期的 21. 57% 上升到
47. 91%，有利于增加细胞膜的流动性，适应酸性环

境。随着醋酸积累，通用抗逆蛋白基因 ( grpE、
dnaK)和醋酸泵出蛋白基因( aatA)的相对转录水平
都有明显升高，乙醇呼吸链代谢也越来越活跃。据
此推测出菌 CICIM B7003 主要依靠改变细胞外周组
分、激活耐酸蛋白合成、增强乙醇呼吸链活力快速产
能等机制的协同作用，实现对酸胁迫的耐受。今后
研究工作将对耐酸协作模型及产能代谢做深入的研
究。
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Physiological response to acetic acid stress of Acetobacter
pasteuranus during vinegar fermentation

Zhengliang Qi1，Hailin Yang1，Xiaole Xia1，Wu Wang1，Yunwei Leng2，Xiaobin
Yu1，Wu Quan3

1 The Key Laboratory of Industrial Biotechnology，Ministry of Education，Jiangnan University，Wuxi 214122，Jiangsu
Province，China
2 China University of Mining and Technology，Xuzhou 221008，Jiangsu Province，China
3 Xuzhou Hengshun Wantong Food Brewing Company，Xuzhou 221003，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］The aim of the study is to propose a dynamic acetic acid resistance mechanism through analysis on
response of cellular morphology，physiology and metabolism of A． pasteurianus CICIM B7003 during vinegar fermentation．
［Methods］Vinegar fermentation was carried out in a Frings 9 L acetator by strain B7003 and cultures were sampled at
different cellular growth phases． Simultaneously，percentage of capsular polysaccharide versus dry cells weight，ratio of
unsaturated fatty acids to saturated fatty acids，transcription of acetic acid resistance genes，activity of alcohol respiratory
chain enzymes and ATPase were detected for these samples to assay the responses of bacterial morphology，physiology and
metabolism． ［Results］ When acetic acid was existed，no obvious capsular polysaccharide was secreted by cells． As
vinegar fermentation proceeding，percentage of capsular polysaccharide versus dry cells weight was reduced from 2. 5% to
0. 89% ． Ratio of unsaturated fatty acids to saturated fatty acids was increased obviously which can improve membrane
fluidity． Also transcription level of acetic acid resistance genes was promoted． Interestingly，activity of alcohol respiratory
chain and ATPase was not inhibited but promoted obviously with acetic acid accumulation which could provide enough
energy for acetic acid resistance mechanism． ［Conclusion］On the basis of the results obtained from the experiment，A．
pasteurianus CICIM B7003 relies mainly on the cooperation of changes of extracellular capsular polysaccharide and
membrane fatty acids，activation of acid resistance genes transcription，enhancement of activity of alcohol respiratory chain
and rapid energy production to tolerate acidic environment．
Keywords: Acetobacter pasteurianus，acetic acid fermentation，acetic acid stress，physiological response to acetic acid
stress
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