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摘要：【目的】研究镇江香醋酿造过程核心功能微生物醋酸杆菌属与乳酸杆菌属菌株之间的相互作用关系。

【方法】本文以分离到的镇江香醋酿造中的核心微生物 2 株醋酸杆菌和 8 株孔酸杆菌为研究对象，构建醋

酸杆菌和乳酸杆菌共培养发酵体系，比较异位与原位条件下，纯培养及共培养中菌株的生长和代谢(包括还

原糖、乙醇和总酸等含量)差异；采用 GC-MS 检测原位共培养中挥发性物质的变化，分析微生物间的交互

作用对镇江香醋主要风味物质形成的潜在影响。【结果】醋酸杆菌和乳酸杆菌之间的交互作用具有种间特异

性和环境特异性，A. pasteurianus G3-2 和 L. helveticus M3-1、L. plantarum M10-1、L. pontis M17-5 及 L. reuteri 

GE7-1 在异位及原位模拟共培养中整体的生长和代谢优于纯培养；A. pomorum G15-6 和 L. paracasei E1-1

在异位和原位共培养下还原糖利用率和总酸的产生率都低于纯培养，和 L. helveticus M3-1、L. reuteri GE7-1、

L. plantarum M10-1、L. fermentum M10-3、L. casei E10-1、L. pontis M17-5、L. hilgardii M3-4 共培养在异位

和原位模拟中代谢不一致。根据 GC-MS 分析显示，A. pasteurianus G3-2 和 L. helveticus M3-1 及 L. reuteri 

GE7-1 原位模拟共培养时异戊酸、乙酸乙酯、甲酸辛酯等风味物质的含量明显优于纯培养，其中一种重要

风味物质 2,3-丁二酮只在共培养时被检出，其含量分别达到了 9.87 mg/L 及 14.28 mg/L。【结论】镇江香醋

醋醅中的醋酸杆菌和乳酸杆菌之间的交互作用能够影响菌株生长和主要代谢产物生成，这一研究有助于深

入剖析镇江香醋风味形成的酿造机理，为理性调控酿造菌群以改善镇江香醋风味品质奠定了理论基础。 

关键词：镇江香醋，微生物相互作用，乳酸杆菌(Lactobacillus)，醋酸杆菌(Acetobacter)，挥发性风味物质 
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镇江香醋主要以大米、糯米和麦麸为原料，经

糖化、酒精发酵和醋酸发酵三个阶段酿造而成[1]。

它的特征风味物质主要包括乙酸、乳酸、苯乙

醇、苯乙酸 3-甲基丁醛、2,3-丁二酮、3-羟基-2-

丁酮、乙酸乙酯和四甲基吡嗪等[2]。其中，苯乙

醇、乙酸乙酯、2,3-丁二酮和 3-羟基-2-丁酮等也是

四川麸醋、山西老陈醋中的关键风味物质[3–4]。醋

酸发酵阶段作为酿醋的关键环节，对镇江香醋风

味物质的形成和产品质量具有重要影响，这一阶

段 的 优 势 微 生 物 主 要 分 布 在 乳 酸 杆 菌 属

(Lactobacillus)和 醋 酸 杆菌 属 (Acetobacter)[5] 。 中

国的传统谷物醋依照酿醋原料及生产工艺的不同

被划分为多个品类，包括山西老陈醋、四川麸醋

和天津独流老醋等，研究表明，乳酸杆菌属和醋

酸杆菌属在这些传统谷物醋醋酸发酵过程中均为

高丰度微生物 [6–8]。醋酸杆菌属和乳酸杆菌属微

生物不仅在数量上占据优势，也是参与乙酸、乳

酸及多种风味物质形成的重要功能菌[9]。 

前期的研究表明，镇江香醋酿造过程在多种

醋酸杆菌和乳酸杆菌的共同参与下完成。通过宏

基因组和克隆文库分析镇江香醋酿造菌群发现巴

斯德醋杆菌 Acetobacter pasteurianus 和乳酸杆菌

是参与乙偶姻代谢的主要功能微生物[10]。基于乳

酸合成关键酶的扩增子测序分析发现罗伊氏乳杆

菌 Lactobacillus reuteri 和瑞士乳杆菌 L. helveticus

分别是镇江香醋发酵过程中产 D-和 L-乳酸的关键

功能菌[11]。醋酸杆菌物种种类相对单一，基于变

性梯度凝胶电泳及克隆文库分析发现在镇江香醋

醋醅中主要检测到的是巴斯德醋杆菌、波莫醋杆

菌 A. pomorum 和 中 间 葡 糖 醋 杆 菌

Gluconacetobacter intermedius 等[12]。前期的这些

研究对镇江香醋发酵过程中参与重要风味物质形

成的关键功能菌有了一定认识，但这些微生物之

间的交互作用对镇江香醋风味品质的影响有待进

一步研究。 

本文围绕实验室前期从镇江香醋醋醅中筛选

出的优势菌株 2 株醋酸杆菌和 8 株乳酸杆菌来研

究醋醅主要微生物间的交互作用，探索了异位和

原位模拟共培养状态下微生物的菌体形态、生长

情况及主要代谢物的变化，分析了两两微生物的

相互作用类型以及共培养对挥发性风味物质的影

响，以期加深对酿醋功能微生物之间错综复杂交

互作用机制的认识。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及培养基：试验所用的 2 株醋酸杆菌

(巴斯德醋杆菌 A. pasteurianus G3-2 和波莫醋杆菌

A. pomorum G15-6)和 8 株乳酸杆菌(副干酪乳杆菌

L. paracasei E1-1、瑞士乳杆菌 L. helveticus M3-1、

罗伊氏乳杆菌 L. reuteri GE7-1、植物乳杆菌 L. 

plantarum M10-1 、 发 酵 乳 杆 菌 L. fermentum 

M10-3、干酪乳杆菌 L. casei E10-1、桥乳杆菌 L. 

pontis M17-5 和希氏乳杆菌 L. hilgardii M3-4)均分

离筛选自镇江香醋醋醅。 

(1) MRS 培养基(g/L)：蛋白胨 10，牛肉膏

10，酵母提取物 5，葡萄糖 20，柠檬酸二铵 2，

乙 酸 钠 5 ， K2HPO4 2 ， MnSO4·H2O 0.19 ，

MgSO4·7H2O 0.58，吐温 80 1 mL，pH 6.2，121 °C

高压蒸汽灭菌 20 min，配制固体 MRS 培养基时添

加 2%琼脂。 

(2) 肉汤培养基(g/L)：葡萄糖 25，胰蛋白胨

10，牛肉膏 10，酵母提取物 5，NaCl 3，pH 

7.0，121 °C 高压蒸汽灭菌 20 min，配制固体肉汤
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培养基时添加 2%琼脂。 

(3) 醋醅原位模拟培养基(wine-bran medium，

WB 培养基)：在镇江香醋生产中，醋酸发酵阶段

麸皮和酒醪用量的比例为 1.9:4.5–5.2 左右，因

此，按 1.9:5.2 的比例称取原料，经混合、超声浸

泡、过滤、灭菌后得到的浸出液为 WB 培养基。 

1.1.2  主要试剂及仪器：(1) 主要试剂：MRS/肉

汤培养基原料(国药集团化学试剂有限公司，分析

纯)、酒醪及麸皮等 WB 培养基原料(江苏恒顺醋业

股 份 有 限 公 司 ) 、 2- 辛 醇 、 乙 酸 及 乳 酸

(Sigma-Aldrich 公司，色谱级)、其他化学试剂(国

药集团化学试剂有限公司，分析纯)。 

(2) 主要仪器：酸碱滴定仪(太仓市实验设备

厂)、紫外分光光度计 UV-2100 (上海尤尼克仪器

有限公司)、日立 S-4800 场发射扫描电子显微镜

(日本日立株式会社)；Dionex Ultimate 3000 高效

液相色谱仪(戴安中国有限公司)、Trace MS 气相

色谱质谱仪(美国 FINNIGANMAT 公司)、Synergy 

H1 Hybrid Multi-Mode Reader (BioTek Instruments)。 

1.2  异位与原位共培养实验 

将乳酸杆菌和醋酸杆菌进行平板菌落计数，制

备菌体密度为107 CFU/mL 的种子液，按照1%的接种

量接种到含有 100 mL 培养基的 250 mL 三角瓶中。 

1.2.1  异位共培养：培养方式为乳酸杆菌使用

MRS 培养基静置培养；醋酸杆菌使用肉汤培养基

(添加 3%乙醇)旋转式振荡培养，转速为 220 r/min；

乳酸杆菌和醋酸杆菌按照 1:1 (接种的体积量都为

1%)分别接种至 MRS 培养基(添加 3%乙醇)静置共

培养和肉汤培养基(添加 3%乙醇)进行旋转式振荡

共培养。培养温度为 37 °C，培养时间为 72 h，定

时取样测定菌株生长和代谢情况，设置 3 个平行

实验。 

1.2.2  模拟原位系统共培养：乳酸杆菌和醋酸杆

菌分别在 WB 培养基中进行模拟原位纯培养和共

培养，共培养接种比例为 1:1。为模拟镇江香醋翻

醅工艺的供氧模式，共培养过程采用间歇振荡方式

培养，间歇振荡的模式为 220 r/min (8 h)，再 0 r/min 

(8 h)，然后 220 r/min (8 h)，如此循环，尽可能在

接近原位环境状态下考察乳酸杆菌和醋酸杆菌的

交互作用关系，设置 3 个平行实验。 

1.3  加性模型法对微生物相互作用类型的预测： 

将指数生长末期的乳酸杆菌和醋酸杆菌纯培

养液稀释至 OD=0.04，按照 1:1 的接种比例进行

两 两 组 合 共 培 养 ， 在 多 功 能 微 孔 板 检 测 仪

(synergy H1 hybrid multi-mode reader)上共培养  

48 h 后，用磷酸缓冲液(PBS)将生长至稳定期的培

养物按照 1︰30 的比例稀释，再精确测量最终的

OD 值。按照加性模型计算相互作用分数[13]。 

A L

A L

co ( )OD OD OD

OD OD
  
  

式中 ODco、ODA 和 ODL 分别代表乳酸杆菌和醋

酸杆菌共培养、醋酸杆菌纯培养和乳酸杆菌纯培

养 48 h 的菌液 OD 值，使用这个公式计算，α>0

表示协同作用，α<0 表示拮抗作用。 

1.4  微生物生长的检测 

取发酵过程菌液 1 mL，离心(12000 r/min，   

5 min)后去上清液，1 mL PBS 缓冲液重悬浮后用

紫外分光光度计测量 OD600 的变化情况。 

1.5  还原糖、乙醇及总酸的检测 

运用 DNS 比色法，测量还原糖含量。利用重

铬酸钾比色法测定乙醇含量。用滴定法测定总酸含

量，以 0.05 mol/L 标准氢氧化钠溶液进行滴定，以

pH 8.2 为滴定终点。 
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1.6  有机酸的检测 

使 用 色 谱 柱 Waters Atlantis T3 (4.6 mm×   

250 mm，5 μm)测定有机酸；流动相：20 mmol/L 

NaH2PO4，调 pH 7.2；进样体积：10 μL；流速：

0.7 mL/min；柱温：30 °C；检测波长：UV210 nm[9]。 

1.7  动力学参数的计算 

比生长速率：使用 Origin 软件对 OD600 值进

行 Logistic 非线性拟合得到拟合曲线，再经 Origin

软件进一步处理数据得出比生长速率曲线；底物

的比消耗速率和产物的比合成速率与比生长速率

的方法类似。 

比生长速率 μ，葡萄糖比消耗速率 Qs 以及总

酸、乙酸及乳酸的比生成速率 Qp 参照公式(1–3)。 

dY

Ydt
                               (1) 

s
dS

Q
Ydt

                             (2) 

p
dP

Q
Ydt

                            (3) 

式中 Y 为 OD 值，S 代表底物浓度(g/L)；P 代表产

物浓度(g/L)，t 代表时间，dY/dt 代表生长速率，

dS/dt 代表底物的消耗速率，dP/dt 代表产物的生成

速率。 

1.8  醋醅原位模拟发酵中挥发性风味物质的检测 

采用气相色谱-质谱(GC-MS)方法对挥发性产

物进行检测[14]。样品处理：取 8 mL 发酵液，在固

相微萃取样品瓶中加入 2.5 g 固体氯化钠，并加入

5 μL 2-辛醇溶液(2.62 g/L)为内标。萃取条件：顶

空固相微萃取。GC 条件：进样口温度为 250 °C，

色谱柱规格为 TG-WAMS (60 m×250 μm×0.25 μm, 

Thermo，USA)，以氦气为载气，不分流进样；升

温程序为：40 °C 恒温 2 min，以 3 °C/min 速率升

温至 130 °C，以 6 °C/min 速率升温至 200 °C，再

以 8 °C/min 速率升温至 230 °C 维持 8 min。MS

条件：EI 电离源，离子源温度为 260 °C，界面温

度为 200 °C，离子源能量为 70 eV，电子源扫描范

围为 25–350 amu。将色谱峰质谱结果与 NIST08

谱库和 Willey 谱库中数据比对，与谱库中某种化

合物匹配度达到 800 或以上时，认为该峰代表   

物质与库中化学物质相同，实现定性。根据内标

2-辛醇的峰面积与浓度进行定量分析。 

2  结果和分析 

2.1  基于加性模型预测醋醅主要微生物交互作用

类型 

根 据 加 性 模 型 计 算 结 果 ( 表 1) ， A. 

pasteurianus G3-2 和 L. hilgardii M3-4、L. pontis 

M17-5、L. casei E10-1 的相互作用分数 α 小于 0，

推 测 它 们 之 间 为 拮 抗 作 用 ； 和 L. paracasei 

E1-1 、 L. helveticus M3-1 、 L. reuteri GE7-1 、    

L. plantarum M10-1、L. fermentum M10-3 之间的

相互作用分数 α 大于 0，呈协同作用(表 1)。    

A. pomorum G15-6 和 L. helveticus M3-1 之间 α 为

正 值 ， 表 现 为 协 同 作 用 ； 和 L. fermentum 

M10-3、L. hilgardii M3-4 之间 α为 0，推测它们之

间相互影响较小；和 L. paracasei E1-1、L. reuteri 

GE7-1、L. plantarum M10-1、L. casei E10-1、    

L. pontis M17-5 之间α小于 0，呈拮抗作用(表 1)。 

表 1.  加性模型预测交互作用类型 

Table 1.  Interaction types predicted by additive model 
Scores M3-1 E1-1 M10-1 M10-3 M3-4 M17-5 E10-1 GE7-1 

G3-2 0.16 0.07 0.33 0.28 –0.23 –0.05 –0.16 0.33 

G15-6 0.27 –0.33 –0.26 0 0 –0.19 –0.07 –0.50 
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根据加性模型分析结果可初步断定醋酸杆菌和乳

酸杆菌之间的相互作用类型具有种间特异性。 

2.2  醋醅主要微生物的交互作用关系 

在镇江香醋醋酸发酵阶段，醋酸杆菌和乳酸

杆菌是处于绝对主导地位的微生物，醋酸杆菌和

乳酸杆菌之间的交互作用在推动群落演替和保证

镇江香醋品质的稳定性方面具有重要作用。 

2.2.1  异位状态下醋醅主要微生物之间的交互作

用：通过分析醋酸杆菌和乳酸杆菌两两组合在纯

培养和共培养中最大比生长和比代谢速率的变

化，发现大部分共培养体系的比生长速率和比代

谢速率优于纯培养体系，但有些组合在振荡或静

置共培养中表现不一致(表 2)。整体来看，醋酸菌 1 

A. pasteurianus G3-2 与乳酸菌 L. helveticus M3-1、

L. plantarum M10-1、L. hilgardii M3-4、L. casei 

E10-1、L. reuteri GE7-1 无论在静置共培养还是振

荡共培养状态中最大比生长速率和比代谢速率优 

于纯培养；与乳酸菌 L. paracasei E1-1 在静置共培

养时乙酸和乳酸的最大比生成速率都比纯培养

低，振荡共培养时总酸和乙酸的比生成速率也有

一定程度的下降；与乳酸菌 L. fermentum M10-3、

L. pontis M17-5 共培养时整体的比代谢速率和纯培

养相差不大，与乳酸菌 L. fermentum M10-3 在振荡

和静置共培养中最大比生长速率都有降低，与乳酸

菌 L. pontis M17-5 在静置共培养时最大比生长速率

下 降 。 醋酸 菌 2 A. pomorum G15-6 与 乳 酸 菌       

L. plantarum M10-1、L. fermentum M10-3、L. hilgardii 

M3-4、L. pontis M17-5、L. reuteri GE7-1 在两种状态

下 共 培 养 整 体 表 现 优 于 纯 培 养 ； 与 乳 酸 菌         

L. helveticus M3-1 和 L. paracasei E1-1 在振荡共培养

中总酸和乙酸的最大比生成速率和纯培养相比有所

下降，静置共培养中乙酸的最大比生成速率也有下

降，但总酸和纯培养相差不大。 
 

表 2.  异位状态醋酸杆菌与乳酸杆菌共培养最大生长和代谢比速率的变化 

Table 2.  Changes of specific growth and metabolic rate of Acetobacter and Lactobacillus in vitro co-culture 

Co-culture groups 
A. pasteurianus G3-2 A. pomorum G15-6 

a b c d e a b c d e 

L. helveticus M3-1 S 0.02 0.12 5.6 0.65 –0.38 0.25 0.23 0.07 –0.23 0.95 
A 0.03 –0.01 4.5 1.9 0.1 0.12 0.51 –0.37 –0.19 0.45 

L. paracasei E1-1 S 0.06 0.07 0.14 –0.53 –0.71 0.19 0.87 0.22 –0.16 –0.02 
A 0.51 0.04 –1.21 –0.76 0.20 0.07 0.70 –0.30 –0.34 0.84 

L. plantarum M10-1 S 0.11 0.78 –0.09 –0.10 0.54 0. 16 0.84 1.99 –0.12 1.38 
A 0.09 0.83 1.72 0.36 0.49 0.21 0.03 2.61 –0.04 0.90 

L. fermentum M10-3 S –0.01 0.05 –0.89 –0.57 0.08 –0.04 0.92 –0.14 0.57 0.19 
A –0.30 0.28 0.02 0.14 –0.13 –0.02 0.32 0.86 0.83 0.67 

L. hilgardii M3-4 S 0.26 0.75 2.18 1.24 0.67 0.27 0.25 1.19 0.27 0.35 
A 0.12 0.23 1.11 0.93 –0.31 0.20 0.83 0.96 0.21 0.32 

L. pontis M17-5 S –0.46 0.15 0.29 –0.52 0.22 –0.04 0.94 0.75 0.29 –0.18 
A 0.03 0.47 0.32 0.02 –0.21 0.20 0.20 0.78 0.16 0.99 

L. casei E10-1 S –0.19 0.13 1.14 0.62 0.48 –0.14 –0.37 0.03 0.24 0.37 
A 0 0.34 1.16 0.43 0.77 0 0.57 0.07 –0.01 0.44 

L. reuteri GE7-1 S –0.21 0 –0.19 3.25 0.14 0.20 0.84 3.19 0.36 0.03 
A 0.03 0.12 –0.30 2.24 0.02 0.10 0.45 2.10 0.30 0.27 

A: shaking co-culture; S: static culture; a–e represent the differences of (a) maximum specific growth rate, (b) maximum 

specific consumption rate of glucose, (c) maximum specific production rate of total acid, (d) maximum specific production rate of 

acetic acid and (e) maximum specific production rate of lactic acid through minus the results of co-culture by mono-culture. Positive 

numbers: enhancement; negative numbers: reducement; 0: no differences. 
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2.2.2  模拟原位状态下醋醅主要微生物之间的交

互作用：我们进一步参考镇江香醋生产中醋醅环

境条件进行原位模拟培养，结果表明醋酸杆菌与

乳酸杆菌在原位模拟培养状态下也表现出多样的

相互作用关系(表 3)。其中，醋酸菌 A. pasteurianus 

G3-2 和乳酸菌 L. helveticus M3-1、L. paracasei 

E1-1、L. plantarum M10-1、L. fermentum M10-3、

L. reuteri GE7-1 共培养能够提高还原糖和乙醇的

消耗速率；与乳酸菌 L. hilgardii M3-4、L. pontis 

M17-5 共培养还原糖的最大消耗速率比纯培养要

高，总酸的最大生成速率比纯培养低；与乳酸菌

L. casei E10-1 共培养代谢产物的速率和共培养相

差不大。第二株醋酸菌 A. pomorum G15-6 与乳酸

菌 L. helveticus M3-1 共培养时乙醇的最大消耗速

率优于纯培养；与乳酸菌 L. casei E10-1、L. reuteri 

GE7-1 共培养时还原糖最大消耗速率及总酸的最

大生成速率优于纯培养；与乳酸菌 L. paracasei 

E1-1、L. plantarum M10-1、L. pontis M17-5 共    

培养时整体的代谢速率比纯培养低；与乳酸菌   

L. fermentum M10-3、L. hilgardii M3-4 共培养时

底物的消耗速率及总酸的生成速率和纯培养相

差不大。 

2.3  A. pasteurianus G3-2 及 L. helveticus M3-1 的

交互作用 

2.3.1  异位状态下 A. pasteurianus G3-2 及     

L. helveticus M3-1 的交互作用：我们进一步针对

醋醅菌群中的高丰度微生物 A. pasteurianus 和    

L. helveticus 进行了互作关系的研究[15]。两株菌的

振荡共培养和静置共培养的最大比生长速率都略

高于 A. pasteurianus G3-2 和 L. helveticus M3-1 纯

培养体系(图 1-A，B)。A. pasteurianus G3-2 纯培

养和振荡共培养体系中残糖最大比消耗速率相差

不大，但最终振荡共培养体系中残糖量比纯培养

低。L. helveticus M3-1 纯培养和静置共培养体系均

在前 24 h 内快速消耗葡萄糖，比消耗速率达到最

大，其中静置共培养体系中残糖的最大比消耗速

率高于纯培养体系(图 1-C，D)。总酸的变化趋势

基本呈现先快速上升再逐渐下降或者趋于稳定的

趋势，静置和振荡共培养体系中最大比生成速率

都优于纯培养体系(图 1-E，F)。共培养中乙酸的最

大比生成速率都优于纯培养体系，其中振荡共培养

体系醋酸产量提高了 86.6%左右(图 1-G，H)。静 
 

表 3.  原位模拟状态醋酸杆菌与乳酸杆菌共培养最大生长和代谢速率的变化 

Table 3.  Changes of growth and metabolic rate of Acetobacter and Lactobacillus in situ co-cultured  

Co-culture groups 
A. pasteurianus G3-2 A. pomorum G15-6 

a b c a b c 

L. helveticus M3-1 0.41 0.17 0 –0.23 0.17 –0.03 

L. paracasei E1-1 0.01 0.19 0.02 –0.14 –0.29 –0.02 

L. plantarum M10-1 0.38 0.20 0.04 –0.22 0 –0.30 

L. fermentum M10-3 0.24 0.01 0.15 0.03 –0.05 0 

L. hilgardii M3-4 0.31 –0.27 –0.19 0.09 0.08 0 

L. pontis M17-5 0.32 0.01 0.07 0.06 0.02 –0.32 

L. casei E10-1 0.27 0 0.03 0.29 0 0.11 

L. reuteri GE7-1 0.17 0.26 0.03 0.19 0.02 0.14 

S/A: intermittent shaking co-culture; ac represent the differences of (a) maximum consumption rate of glucose, (b) maximum 

consumption rate of ethanol, (c) maximum production rate of total acid through minus the results of co-culture by mono-culture. 

Positive numbers: enhancement; negative numbers: reducement; 0: no difference. 
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图 1.  A. pasteurianus G3-2 和 L. helveticus M3-1 异位共培养时生长和代谢的变化 

Figure 1.  The changes of growth and metabolism of A. pasteurianus G3-2 and L. helveticus M3-1 in vitro 

co-culture. AJ represent the quantity changes and specific rate of growth (A, B), glucose (C, D), total acid (E, F), 

acetic acid (G, H) and lactic acid (I, J). A: shaking co-culture; S: static culture.  
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置共培养体系相较于纯培养体系乳酸的最大比生

成速率有一定降低，可能是 L. helveticus M3-1 产

生的部分乳酸被 A. pasteurianus G3-2 利用(图

1-I，J)。结合以上代谢特征发现，A. pasteurianus 

G3-2 及 L. helveticus M3-1 共培养能够加快它们对

底物的利用，使得代谢产物的生成速率有不同程

度的提高。 

2.3.2  模拟原位状态下 A. pasteurianus G3-2 及 L. 

helveticus M3-1 的交互作用：镇江香醋醋醅的主

要原料有种醅、麸皮及酒醪等，复杂的营养基底

可能会影响微生物之间的交互作用类型。乙醇是

WB 培养基中的重要碳源，在原位共培养中的乙醇的

消耗速率低于纯培养(图 2-A)，总酸的最大生成速率略

优于纯培养体系。因此原位共培养中 A. pasteurianus 

G3-2 及 L. helveticus M3-1 能够利用多种营养物质，

在一定程度上促进酸的积累(图 2-B)。 

2.4  模拟醋醅系统原位共培养中挥发性风味物质

的变化  

醋酸杆菌及乳酸杆菌在原位模拟培养时，部

分共培养组合表现出令人愉悦的香味。因此，对

A. pasteurianus G3-2 、 L. helveticus M3-1 及     

L. reuteri GE7-1 纯培养及共培养 60 h 的样品进行

GC-MS 分析，分析共培养对挥发性风味物质的影

响(表 4)。A. pasteurianus G3-2 与 L. helveticus 

M3-1 及 L. reuteri GE7-1 共培养中 2,3-丁二酮、异

戊酸、乙酸乙酯和甲酸辛酯等风味物质的含量明

显高于纯培养，且 2,3-丁二酮只在共培养时被检

出。A. pasteurianus G3-2 与 L. helveticus M3-1 及

L. reuteri GE7-1 共培养时 2,3-丁二酮的含量分别

达到了 9.87 mg/L 及 14.28 mg/L。 

3  讨论 

3.1  醋醅主要微生物在异位和原位状态下的生长

和代谢 

L. helveticus M3-1 纯培养和静置共培养体系

均在前 24 h 内快速消耗葡萄糖，比消耗速率达到

最大，其中静置共培养体系中还原糖的最大比消

耗速率优于纯培养体系 (图 1-C，D)，葡萄糖和乙醇

是镇江香醋固态酿造过程中可利用的主要碳源[16]，

实验室此前的研究表明乳酸杆菌在包含乙醇和葡 

 

 
 

图 2.  A. pasteurianus G3-2 与 L. helveticus M3-1 在原位共培养中代谢指标的变化 

Figure 2.  The changes of metabolism of A. pasteurianus G3-2 and L. helveticus M3-1 in situ co-culture. A and B 
represent the content changes of ethanol (A) and total acid (B). A: shaking co-culture; S: static culture; S/A: 
intermittent shaking co-culture. 
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表 4.  原位培养体系中关键挥发性物质含量 

Table 4.  Contents of key volatile compounds of in situ culture system 

Content/(mg/L) A B C A+B A+C D 

3-Methyl-1-butanol 724.82 726.68 879.48 725.02 792.01 793.42 

Phenylethyl alcohol 792.46 767.51 995.01 790.19 887.91 860.88 

Total alcohols 5314.23 5311.13 6518.77 5414.65 6181.32 5828.80 

2-Furaldehyde Nd 30.52 32.54 Nd 22.76 53.19 

Benzaldehyde 81.56 108.01 120.52 55.84 80.36 117.39 

Total aldehydes 145.85 198.68 267.08 123.51 167.41 183.31 

Diacetyl Nd Nd Nd 9.87 14.28 Nd 

Total ketones 5.76 5.59 5.39 15.10 19.97 3.63 

Isovaleric acid 7.89 3.30 4.49 8.75 4.50 3.11 

Total acids 149.68 100.92 39.67 255.06 155.37 86.54 

Ethyl acetate 243.02 172.73 169.37 247.63 300.84 174.80 

Isoamyl acetate 18.24 9.42 8.88 14.63 13.50 Nd 

Octyl formate Nd Nd Nd 1.80 2.13 Nd 

Ethyl phenylacetate 31.75 33.85 37.63 28.87 33.06 44.48 

Ethyl 3-phenylpropionate 13.04 Nd Nd 11.79 6.56 Nd 

γ-Nonanolactone Nd 4.37 Nd Nd Nd Nd 

Ethyl Stearate Nd Nd Nd Nd 3.40 Nd 

Total esters 1900.63 1546.26 1861.59 1826.58 1919.56 1221.44 

Total heterocycles 74.31 32.09 39.05 77.16 33.18 45.10 

Nd: undetected; A: A. pasteurianus; B: L. helveticus; C: L. reuteri; D: control group. 
 

萄糖的培养基中优先利用葡萄糖，几乎不利用乙

醇 ； 醋 酸 杆 菌 更 倾 向 以 乙 醇 作 为 碳 源 ， 因 此    

A. pasteurianus G3-2 和 L. helveticus M3-1 在底物

的利用方面不存在竞争关系。静置共培养前期乳

酸含量迅速上升，18 h 之后保持稳定，最大比消耗

速率也低于 L. helveticus M3-1 纯培养体系(图 1-I, 

J)，推测是总酸(主要是乙酸)含量逐渐上升，开

始抑制乳酸杆菌的生长。由于分子量低和脂溶性

强，乙酸能够很容易地穿透细菌细胞膜抑制乳酸

杆菌的生长[17]。已有研究表明，在谷物醋的酿造

中，随着总酸的增加，乳酸杆菌数量逐渐降低，

醋酸杆菌在后期占据优势[5]。 

采用原位模拟共培养来对 A. pasteurianus G3-2

和 L. helveticus M3-1 的交互作用进行进一步的研

究。乙醇是 WB 培养基中的重要碳源，在原位共培

养中的乙醇的消耗速率低于纯培养(图 2-A)，总酸

的最大生成速率略优于纯培养体系(图 2-B)。WB 培

养基中营养物质丰富，A. pasteurianus G3-2 除了利

用培养基中的乙醇，也会利用 L. helveticus M3-1 产

生的乳酸和其他碳源，因此乙醇的消耗速率可能比

纯培养低。原位培养基对于研究群落中的微生物交

互作用具有重要作用，但其存在营养成分复杂、体

系不稳定、制作工艺复杂等问题，因此，构建一种

重复性好的原位模拟培养基来辅助解读群落交互作

用具有重要意义。 

3.2  醋醅主要微生物在不同培养状态下的相互作

用类型 

对比原位和异位下相互作用以及不同乳酸杆

菌和醋酸杆菌的交互作用，可以发现醋酸杆菌和

乳酸杆菌之间的交互作用具有种间特异性和环境
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特 异性。 A. pasteurianus G3-2 和 L. helveticus 

M3-1、L. plantarum M10-1、L. pontis M17-5 及   

L. reuteri GE7-1 在振荡、静置状态下相互作用一

致，A. pomorum G15-6 和 L. paracasei E1-1 之间

的代谢特征在原位和异位下一致，和其他乳酸杆

菌在 3 种共培养状态下都不一致。原位模拟状态

下采用醋醅浸出液做培养基，营养成分的改变会

影响相互作用类型。Megee 等[18–19]研究发现核黄

素营养缺陷 L. casei 和 S. cerevisiae 共培养体系中

添加核黄素时，两者之间相互作用类型为竞争；

不添加核黄素时，两者的相互作用关系为共生。

相互作用类型随着营养条件的改变而改变。乳酸

杆菌是兼性厌氧菌，醋酸杆菌是好氧菌，静置培

养时供氧量低对乳酸杆菌的生长有利，振荡培养

时供氧量高对醋酸杆菌的生长更有利，也会导致

相互作用发生改变。 

3.3  醋醅主要微生物共培养下风味物质的代谢

差异 

为了研究共培养对挥发性风味物质的代谢影

响，我们选取原位模拟状态下 A. pasteurianus G3-2

与 L. helveticus M3-1 和 L. reuteri GE7-1 共培养和

纯培养发酵液，分析挥发性风味物质的差异，重

点关注了余永健等[2]基于多元统计学方法筛选的

特征性风味物质，检测结果列于表 4 中。从表中

可以看出共培养中异戊酸、乙酸乙酯和甲酸辛酯

等风味物质的含量明显优于纯培养，其中重要风味

物质 2,3-丁二酮只在共培养中生成。A. pasteurianus 

G3-2 与 L. helveticus M3-1 或 L. reuteri GE7-1 共培

养时，2,3-丁二酮的含量分别达到了 9.87 mg/L 及

14.28 mg/L。2,3-丁二酮经还原反应可以生成乙偶

姻，它们是食醋中的重要香味贡献化合物，且是

川芎嗪生成的重要底物[20–21]。有研究表明，丙酮

酸是 2,3-丁二酮的重要前体物质，提高丙酮酸的

胞内浓度可以有效促进双乙酰的生成[22]。在共培

养体系中，乙酸、乳酸及柠檬酸等有机酸的积累

量增多，可能会促进丙酮酸到 2,3-丁二酮这一代

谢支路中编码乙酰乳酸合成酶、柠檬酸裂解酶及

草酰乙酸脱羧酶等基因的表达，促进 2,3-丁二酮的

积累，具体的代谢机理有待于进一步研究。Comasio

等也发现外源添加柠檬酸可以促进 L. casei 纯培养

体系中双乙酰、乙偶姻等风味物质的积累，这和

我们的推测一致 [23–24]。 
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Effect of co-culture of Acetobacter and Lactobacillus strains on 
growth and metabolism of the key functional microbes during 
Zhenjiang aromatic vinegar fermentation 
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Abstract: [Objective] To better explain the metabolic mechanism of microbial community during Zhenjiang 
vinegar fermentation, we studied the interaction between Acetobacter and Lactobacillus, the key functional 
microorganisms during multispecies solid-state acetic acid fermentation. [Methods] Here, two strains of 
Acetobacter and eight strains of Lactobacillus isolated from vinegar fermentation culture, namely, Acetobacter 
pasteurianus G3-2, A. pomorum G15-6, Lactobacillus paracasei E1-1, L. helveticus M3-1, L. reuteri GE7-1, L. 
plantarum M10-1, L. fermentum M10-3, L. casei E10-1, L. pontis M17-5, L. hilgardii M3-4, were selected for 
microbial growth and metabolism analysis in monoculture and coculture fermentation. We compared the differences 
of interaction types between in vitro fermentation and in situ fermentation, then GC-MS was used to analyze the 
effects of interaction on the flavor of Zhenjiang vinegar. [Results] Synergistic effect between A. pasteurianus G3-2 
and L. helveticus M3-1, L. plantarum M10-1, L. pontis M17-5 and L. reuteri GE7-1 in vitro fermentation and in situ 
fermentation was identified. Negative effect between A. pomorum G15-6 and L. paracasei E1-1, however, A. 
pomorum G15-6 showed different effects on L. plantarum M10-1, L. pontis M17-5 and L. reuteri GE7-1 in vitro 
fermentation and in situ fermentation. Coculture of A. pasteurianus G3-2 and L. helveticus M3-1, L. reuteri GE7-1 
showed better performance in 2,3-butanedione, valeric acid, ethyl acetate and octyl formate production than 
monoculture, and the yield of 2,3-butanedione increased from none detected to 9.87 mg/L and 14.28 mg/L. 
[Conclusion] The interaction between Lactobacillus and Acetobacter in Cupei can affect the changes of main 
metabolites and volatile substances. This work provides a theoretical basis for in-depth analysis of the brewing 
mechanism of Zhenjiang vinegar, lays the foundation for rational regulation of the microbial community and 
improving the flavor and quality of Zhenjiang vinegar. 

Keywords: Zhenjiang vinegar, microbial interaction, Lactobacillus, Acetobacter, volatile flavor compounds 
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