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摘   要：【目的】筛选窖泥中尚未被纯培养的高丰度拟杆菌纲微生物，并在纯培养菌株层面和共

培养层面探究其生理代谢特征及生态学功能。【方法】采用传代培养提高窖泥拟杆菌纲微生物的

相对丰度，在此基础上进行筛菌实验，并通过发酵实验解析主体拟杆菌的代谢特征及其与主体己

酸菌的相互作用关系。【结果】成功筛选到 Petrimonas sulfuriphila LBM11005，该菌的主要代谢产

物为乙酸和丙酸，且葡萄糖能促进该菌的生长。无论是否存在底物竞争效应，P. sulfuriphila 
LBM11005 均能与窖泥主体己酸菌 Caproicibacterium sp. LBM19010 在代谢物水平上发生相互作

用，表现为后者可以利用前者的代谢产物丙酸进行碳链延伸，产生新的奇数碳脂肪酸——戊酸和

庚酸。【结论】探明了窖泥主体拟杆菌纲微生物 P. sulfuriphila LBM11005 的基本生理代谢特征，

且该菌与主体己酸菌相互作用，贡献于更长碳链奇数碳脂肪酸的合成。 
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Abstract: [Objective] To isolate abundant uncultured Bacteroidia species from pit mud and analyze its 
physiological metabolism and ecological functions in the cases of pure culture and co-culture. [Methods] 
The relative abundance of Bacteroidia species was improved by subculture. Pure Bacteroidia species were 
isolated with the agar dilution method, and the metabolic characteristics of the dominant Bacteroidia species 
and the interaction with the dominant caproate-producing bacteria were explored based on fermentation test. 
[Results] Petrimonas sulfuriphila LBM11005 was screened out. Acetate and propionate were the main 
metabolites of this strain, and glucose promoted its growth. The metabolites of LBM11005 interacted with 
those of Caproicibacterium sp. LBM19010, the dominant caproate-producing species in pit mud, regardless 
of substrate competition. To be specific, LBM19010 utilized propionate, the metabolite of LBM11005, for 
chain extension to produce odd-numbered carbon fatty acids of pentanoate and heptanoate. [Conclusion] 
This study reveals the fundamental physiological and metabolic characteristics of P. sulfuriphila 
LBM11005, one of the dominant Bacteroidia species in pit mud. This strain interacts with the dominant 
caproate-producing bacterium to contribute to the synthesis of longer odd-numbered carbon fatty acids. 

Keywords: strong aroma-type Chinese spirit; pit mud; Bacteroidia; propionate 
 

窖泥是用于浓香型、酱香型、凤香型和芝

麻香型等 8 种香型白酒生产的重要厌氧菌种子

库，是我国特有厌氧微生物资源宝库[1–3]。尤其

对于浓香型白酒而言，窖泥的质量是决定其最

终品质的关键因素。而窖泥微生物的多样性、

复杂的代谢特征以及物种间的相互作用又是影

响窖泥质量的关键所在[4]。研究表明，窖泥微

生物能产生复杂多样的代谢产物，形成包括丙

酸、丁酸、戊酸、己酸、庚酸和辛酸等短中链

脂肪酸[5–6]。此外，窖泥中以己酸菌为代表的微

生物在发酵过程中不断迁移到酒醅中，其代谢

活动提高了酒醅的 pH 值，强化大曲的酯化能

力，改善酒醅的风味特征[6]。 
目前对于窖泥微生物的研究主要包括基于

免培养方法的菌群结构分析和基于可培养方法

的菌株筛选。菌群结构研究结果表明，窖泥中

的微生物种类繁多，包括 85 个纲的 225 个属，

其中的细菌主要包括梭菌纲(Clostridia)和拟杆

菌纲(Bacteroidia)，古菌主要包括甲烷杆菌纲

(Methanobacteria) 和 甲 烷 微 菌 纲

(Methanomicrobia)[7–8]。拟杆菌纲微生物是窖泥

中仅次于梭菌纲微生物的第二高丰度细菌类

型，在优质窖泥中的相对丰度要显著高于退化

窖泥 [7,9]。扩增子测序和宏基因组测序结果表

明，优势拟杆菌纲微生物主要包括 Petrimonas
属(5.99%–16.69%)和 Proteiniphilum 属(2.80%– 
3.90%)[10–12]。其次，利用宏基因组学对窖泥中

的微生物进行分类和功能多样性分析发现，以

梭菌纲为代表的厚壁菌门、以甲烷杆菌属为代

表的广古菌门和以拟杆菌纲为代表的拟杆菌门
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是浓香型白酒窖泥中的 3 类功能微生物群[10]。受

制于严格厌氧菌菌株筛选的困难性及缺少有效

的纯培养化技术，目前对于窖泥微生物纯培养的

菌株研究多集中于产丁酸、己酸等具有典型风味

贡献性或其他非优势微生物[13–15]，而对窖泥主体

拟杆菌纲微生物的纯培养菌株则鲜有研究，尚不

明确其在窖泥微生物生态系统中的作用，也不清

楚拟杆菌纲微生物在窖泥中的风味贡献。 
获得良好的富集体系，寻找难培养微生物的

生长因素，提高目标菌在菌群培养体系中的相对

丰度，是实现难培养微生物纯培养化的重要前 
提[16]。此外，对培养基营养水平的选择也至关重

要。多数人工培养基的营养丰富，含有多种可被

微生物降解利用的物质，但在自然条件下，许多

微生物都处在寡营养的环境中，培养基质的富营

养化条件可能会让这些微生物产生自身代谢毒

害甚至使其死亡[17]。由于浓香型白酒发酵周期较

长(40–180 d)，发酵过程的大部分时间内窖泥中速

效碳源如葡萄糖含量较低，速效氮源含量也有

限，因此窖泥属于寡营养生境[5–6]。我们前期的研

究表明，通过寡培养技术可以富集到与原始窖泥

菌群更为接近的微生物结构，并成功富集得到拟

杆菌纲微生物下的多个属，包括 Petrimonas、
Proteiniphilum、Prevotellaceae、Rikenellaceae、
Anaerocella 等[2]。基于针对窖泥微生物富集的寡

培养技术，本研究旨在优化窖泥拟杆菌富集培养

方法，并从富集菌群中筛选出未培养的主体拟杆

菌，在此基础上剖析纯培养菌株的基本生理代谢

特征，探索窖泥主体拟杆菌物种与主体己酸菌物

种的相互作用关系及这种相互作用关系的酿造

功能，以解析窖泥重要微生物的生态学功能。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
1.1.1  窖泥 

本研究中所用的窖泥分别取自四川省和安

徽省某浓香型白酒酒厂窖池。 
1.1.2  主要试剂 

乙酸、丙酸、丁酸、叔戊酸、戊酸、己酸、

庚酸、乳酸(Sigma-Aldrich 试剂公司)；DNA 提

取试剂盒 PowerSoil DNA(Qiagen 公司)。其余常

规化学试剂购自国药集团化学试剂有限公司。 
1.1.3  主要仪器 

NanoDrop 8000 蛋白核酸测定分光光度计、

厌氧培养箱(Thermo Fisher Scientific 公司)；气

相色谱仪 Agilent 7890B、高效液相色谱仪

Agilent 1260 (Agilent 公司)；pH 计(Mettler Toled

公司)；紫外分光光度计 A380 (翱艺仪器(上海)

有 限 公 司 ) ； 有 机 酸 柱 Aminex HPX-87H 

(Bio-Rad 公司)；气相色谱柱 CP-WAX 57 CB 

(Agilent 公司)。 

1.1.4  菌株 
本研究所用的拟杆菌 P. sulfuriphila LBM11005

分离自窖泥，窖泥主体己酸菌 Caproicibacterium 

sp. LBM19010 由本实验室提供。 
1.1.5  MCI 培养基 

用于窖泥的传代培养及筛菌实验，培养基

组成在 Lu 等[2]研究的基础上，添加 1% 2-溴乙

基磺酸钠。固体培养基添加终浓度为 20 g/L 的

琼脂。 
1.1.6  PY 培养基 

参照 Holdeman 等[18]所述方法进行配制。 
1.1.7  MGF 培养基(1 L) 

酵母粉 10 g，蛋白胨 10 g，NH4Cl 0.5 g，

MgCl2·6H2O 0.5 g，CaCl2 0.2 g，金属元素母液 

500 μL，磷酸盐母液 5 mL，GYTS 母液 5 mL，

微量元素母液 350 μL，0.1%刃天青 400 µL，7% 

NaHCO3 溶液(过膜除菌) 25 mL，2.5%半胱氨酸

溶液(过膜除菌) 5 mL，维生素溶液 A (过膜除菌) 

100 µL，维生素溶液 B (过膜除菌) 100 µL。灭

菌前将除 NaHCO3 溶液、半胱氨酸溶液、维生
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素溶液 A 以及维生素溶液 B 以外的培养基成分

混合，调节 pH 至 7.4±0.2，121 °C 灭菌 20 min。

灭菌后将剩余溶液按比例添加至培养基内。其

中，金属元素母液成分为(1 L)：ZnSO4·7H2O 0.1 g，

MnCl2·4H2O 0.03 g，H3BO3 0.3 g，CoCl2·6H2O 

0.2 g，CaCl2·2H2O 0.01 g，NiCl2·6H2O 0.02 g，

Na2MoO4·2H2O 0.03 g，FeCl2·4H2O 1.5 g。磷酸

盐母液成分为(1 L)：K2HPO4 6 g，NaH2PO4·H2O 

5 g。GYTS 母液成分为 (1 L)：NaCl 5 g，

MgCl2·6H2O 4 g，CaCl2 0.75 g，NH4Cl 2.5 g，

KH2PO4 2 g，KCl 5 g。葡萄糖添加组实验中在

上述 MGF 培养基中额外添加终浓度为 20 g/L

的葡萄糖。 
1.1.8  MGF-Z 培养基 

在 MGF 基础上添加 1.5 g/L CH3COONa·3H2O，

碳源为终浓度 20 g/L 的葡萄糖或终浓度 10 g/L

的乳酸。 

1.2  DNA 提取及扩增子测序 
参照 PowerSoil DNA 提取试剂盒操作步骤

对传代样本的总 DNA 进行提取。对原核生物

16S rRNA 基因的 V4 区选取引物 515FmodF (5′- 

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3′)和 806RmodR 

(5′-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3′) 进 行 扩 

增[19]。扩增产物由上海美吉生物技术有限公司

完成测序，测序平台为 Illumina MiSeq。数据

分析通过美吉生物技术有限公司的 i-sanger 云

平台完成。测序原始数据已上传至国家微生物

科学数据中心，项目编号为 NMDC10017951，
对 应 原 始 数 据 编 号 为 NMDC40014381– 

NMDC40014390。 

1.3  菌株筛选分离及鉴定 
利用无菌生理盐水将上述获得的窖泥传代

培养液进行梯度稀释(10–1–10–7)，并取 100 µL
梯度稀释的菌液涂布于 MCI 固体培养基上，于

37 °C 厌氧箱中培养 5–10 d。待菌落长出后，挑

取单菌落于 MCI 液体培养基中培养 3–5 d。随

后利用细菌 16S rRNA 基因的通用引物(27F：
5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，1492R：

5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)对培养后的

菌液进行 PCR 扩增。PCR 扩增反应体系为：27F 
0.5 µL，1492R 0.5 µL，PrimerStar Max Primer 
(TaKaRa) 12.5 µL，无菌水 10.5 µL，菌液 1 µL。

PCR 反应条件为：预变性 98 °C 2 min；变性

98 °C 10 s，退火 55 °C 30 s，延伸 72 °C 1 min，
30 个循环；72 °C 10 min。得到的 PCR 产物送

至无锡天霖测序公司测序。将测序结果提交至

GenBank 进行在线 BLAST 比对分析，得到物种

鉴定结果。对于目标菌株进行平板划线纯化，

进一步获得纯培养菌株。 

1.4  发酵实验 
1.4.1  窖泥菌群富集发酵 

将窖泥样品以 5% (W/V)的比例在厌氧条件

下进行接种，37 °C 培养 4 d 后，将富集培养物

接种到新鲜的 MCI 培养基中进行传代培养，同

时取传代终点样，离心后将菌体冻存于–80 °C，

供后续 DNA 测序分析。 
1.4.2  纯培养菌株发酵 

将获得的纯培养菌株 P. sulfuriphila LBM11005
在 PY 培养基中培养到对数期后，按 10% (V/V)
的比例接种到 MGF 培养基中，设置对照组及添

加 20 g/L 葡萄糖的实验组，每组设置 3 个平行。

在发酵第 0、8、12、16、24、36、48、72、96、
120 h 时取样并冻存，以进行后续发酵指标   
分析。 
1.4.3  共培养发酵实验 

将 P. sulfuriphila LBM11005 在 PY 培养基

中培养，将 Caproicibacterium sp. LBM19010 在

相应碳源的 MGF-Z 培养基中培养。待 2 株单菌

生长到对数期后，测定种子液的 OD600 值。按
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照 OD600 值的比例将 2 株菌接种到共培养培养

基 MGF-Z 中，并设置纯培养菌株发酵的对照

组，每组设置 3 个平行。在发酵第 0、8、12、
16、24、36、48、72、96、120 h 时取样并冻存，

以进行后续发酵指标分析。 
1.5  发酵指标测定 
1.5.1  生长与 pH 测定 

发酵结束后，利用紫外分光光度计测定发

酵液在 600 nm 处的吸光值，以表征发酵体系的

生长情况；利用 pH 计测定发酵上清液的 pH 值。 
1.5.2  底物利用测定 

采用高效液相色谱仪(安捷伦 1260 Infinity 
Ⅱ)对发酵体系的葡萄糖和乳酸进行分析。取 
300 μL 发酵上清液，0.22 μm 滤膜过膜后，在

色谱柱为 Aminex HPX-87H (Bio-Rad 公司)、流

动 相 为 5 mmol/L 稀 硫 酸 溶 液 、 流 速 为       
0.6 mL/min、柱温为 60 °C、检测器为示差检测

器的条件下，检测葡萄糖和乳酸的含量。 
1.5.3  短中链脂肪酸测定 

向 200 μL 发酵上清液中加入 50 μL 内标

(12.5 g/L 叔戊酸，含 5%体积比的浓盐酸，    

pH 2.5)，混匀离心后取 200 μL 上清液利用气相

色谱仪 (Agilent 7890B)进行分析。色谱柱为

CP-WAX 57 CB (Agilent 公司)，程序升温条件

为：初始温度 60 °C，保持 0.5 min，以 20 °C/min

升到 180 °C，保持 5.5 min。分流比为 30:1，进

样口温度为 220 °C，氢火焰离子检测器温度为

220 °C。 

2  结果与分析 
2.1  寡营养传代提高窖泥中优势拟杆菌纲

微生物的相对丰度 
本实验室前期的研究结果表明，相较于营

养丰富的培养基，寡营养条件能有效富集到窖

泥中的主体拟杆菌纲微生物，且其相对丰度在

富集前中期大于后期 [2]。因此，为了进一步提

高窖泥优势拟杆菌纲微生物的相对丰度，以提

高筛菌的成功性，对窖泥富集体系每 4 d 进行

一次传代培养，并对传代过程中的菌群结构变

化进行了分析(图 1)。 
扩增子测序结果表明，不同来源窖泥在原

始窖泥组成及传代过程中的微生物组成变化存

在一定的趋异性，但是总体上纲水平的优势微

生物基本相同，包括厚壁菌门(Firmicutes)中的

梭菌纲(Clostridia)和拟杆菌门(Bacteroidetes)中
的拟杆菌纲(Bacteroidia)(图 1A)。在原始窖泥

中，梭菌纲和拟杆菌纲的相对丰度分别为

21.51%–23.17%、17.10%–29.21%，经过传代培

养后，其相对丰度最高可分别达 68.72%和

52.40%。同时，2 个主体微生物在传代进程中

的相对丰度也在不断变化。其中，拟杆菌的相对

丰度在原代(F1)和第二代(F2)培养中表现出迅速

积累趋势，相对丰度分别为 39.24%–52.40%和

20.69%–37.59%，而后逐渐降低至 39.20%和

34.27%。因此，传代培养能同时提高窖泥中    
2 大主体微生物的相对丰度，而合适的传代次数则

有利于进一步富集窖泥中的拟杆菌纲微生物。此

外，原隶属于窖泥优势微生物的 Methanosarcinia
在传代过程中相对丰度显著下降直至检测线以

下，可能是由于产甲烷微生物生长缓慢，而短

期的传代培养优先选择了原始样本中相对丰度

高且生长较快的微生物。 
通过富集培养共获得 41 个属，主要分布于

梭菌纲 (Clostridia)和拟杆菌纲 (Bacteroidia)中
(图 1B)。在 2 个地区样本传代过程中共有的优

势微生物属包括 Petrimonas、Proteiniphilum、

Anaerocella、Terrisporobacter 和 Fermentimonas，
表明大部分的拟杆菌纲微生物得到成功富集。 

以在任一窖泥中相对丰度大于 1%的标准界

定为优势微生物，进一步分析窖泥优势拟杆菌纲
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微生物在传代进程中的相对丰度变化，结果如  
表 1 所示。其中，隶属于拟杆菌目(Bacteroidales) 
下的 Petrimonas 和 Proteiniphilum 是传代样本

中的重要拟杆菌纲微生物，其相对丰度在低次

数传代中显著增高，最大可分别是原始窖泥样

本的 2.31 倍和 2.84 倍，而随着传代次数的增

多，其相对丰度有所下降，变化趋势与纲水平

变化一致，表明这 2 个属相对丰度的动态变化

是引起拟杆菌纲微生物相对丰度变化的主要

因素。 

 

 

 
图 1  窖泥微生物传代过程中的菌群结构动态变化 
Figure 1  The changes of microbial structures during the successive transfers of the enrichment cultures 
(populations with relative abundance <3% were merged into others). A: class level; B: genus level. F1, F2, F3 
and F4 indicated the successive culturing passages. 
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表 1  传代过程中优势拟杆菌纲微生物相对丰度的变化 
Table 1  The relative abundance of dominant Bacteroidia species during the successive transfers of the 
enrichment cultures 

Family genus 
Distillery 1/%  Distillery 2/% 

Pit mud F1 F2 F3 F4  Pit mud F1 F2 F3 F4 
Bacteroidales 17.09 39.24 52.39 43.74 38.94  24.72 20.63 37.59 32.66 34.27 
Dysgonomonadaceae 16.15 35.68 43.57 17.62 16.64  17.31 14.05 35.07 21.43 15.45 
Petrimonas 10.37 22.33 23.99 11.29 9.61  6.60 4.04 12.03 8.53 7.02 
Proteiniphilum 3.49 6.84 9.90 3.56 2.18  10.32 9.32 20.01 10.99 8.30 
Fermentimonas 2.22 4.39 3.85 0.66 1.03  0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 
Rikenellaceae 0.17 1.84 7.37 25.77 22.13  5.32 0.22 0.05 11.09 18.79 
Anaerocella 0.13 1.72 5.20 10.86 6.57  5.22 0.21 0.04 11.0% 18.78 
Prevotellaceae ND ND ND ND ND  1.10 6.34 2.48 0.13 0.03 
Prevotella ND ND ND ND ND  1.10 6.34 2.48 0.13 0.03 
Sphingobacteriales 0.02 ND 0.01 0.04 0.26  4.49 0.06 ND ND ND 
Lentimicrobiaceae 0.02 ND 0.01 0.04 0.26  4.49 0.06 ND ND ND 
Lentimicrobium 0.02 ND 0.01 0.04 0.26  4.49 0.06 ND ND ND 
ND: not detected. 
 

综上，通过寡营养培养手段对窖泥进行短

期传代培养，成功提高了体系中优势拟杆菌纲

微生物的相对丰度，为纯培养菌株的筛选奠定

了基础。 

2.2  纯培养 P. sulfuriphila 菌株的筛选及

其代谢特征分析 
经上述传代培养后，窖泥富集体系内拟杆

菌纲微生物的相对丰度显著提高。进一步通过

稀释涂布方法，对所获得的窖泥传代体系进行

筛菌。总计对挑取的 89 个单菌落进行寡营养液

体培养及PCR扩增与测序鉴定，结果如表2所示。 
结果表明，所筛的菌株主要隶属于窖泥两

大高丰度细菌类型——梭菌纲和拟杆菌纲，与

扩增子测序结果相符合，表明传代富集结合寡 
 

表 2  基于 16S rRNA 基因序列的菌株生物鉴定比对结果 
Table 2  BLAST results based on the 16S rRNA gene sequences of isolated strains 

Closest type species Phylum Class Occurrence  
number 

Frequency of  
occurrence/% 

Terrisporobacter petrolearius Firmicutes Clostridia 29 32.60 
Haloimpatiens lingqiaonensis Firmicutes Clostridia 15 16.90 
Massilibacterium senegalense Firmicutes Bacilli 9 10.10 
Petrimonas sulfuriphila Bacteroidetes Bacteroidia 7 7.90 
Clostridium sporogenes Firmicutes Clostridia 6 6.70 
Alkalibaculum bacchi Firmicutes Clostridia 6 6.70 
Paraclostridium bifermentans Firmicutes Clostridia 5 5.60 
Terrisporobacter glycolicus Firmicutes Clostridia 3 3.40 
Proteiniphilum acetatigenes Bacteroidetes Bacteroidia 2 2.20 
Romboutsia lituseburensis Firmicutes Clostridia 2 2.20 
Clostridium cochlearium Firmicutes Clostridia 1 1.10 
Clostridium kluyveri Firmicutes Clostridia 1 1.10 
Bacillus thermoamylovorans Firmicutes Bacilli 1 1.10 
Weissella confusa Firmicutes Bacilli 1 1.10 
Anaerotignum lactatifermentans Firmicutes Clostridia 1 1.10 
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营养筛菌是从窖泥中获得优势微生物的可行方

法。进一步通过平板划线纯化，成功获得一株

Petrimonas 属纯培养微生物，经 16S rRNA 基因

测序，被鉴定为 P. sulfuriphila (序列一致性为

99.56%)，菌株编号为 LBM11005。 
P. sulfuriphila LBM11005 筛选自未添加葡

萄糖的培养基，表明该菌可能利用酵母粉、蛋

白胨进行生长。但考虑到 Petrimonas 属微生物，

如 Petrimonas mucosa，具有一定的单糖和二糖

利用能力，包括葡萄糖、半乳糖和乳糖等[20]。

而白酒发酵前期大量存在的可溶性糖为葡萄糖。

因此，我们对分离到的 P. sulfuriphila LBM11005
菌株在葡萄糖存在和不存在条件下的生理代谢

特征进行了测试，所得结果如图 2 所示。 
结果表明，P. sulfuriphila LBM11005 在添

加葡萄糖的培养基中能更快地进入稳定期  

(24 h)，无葡萄糖的对照组则需培养更长的时间

才能进入稳定期(36 h)，且在加葡萄糖的培养基

中获得的生物量约是对照组的 2 倍(图 2A)。在

葡萄糖的培养基中，pH 降低程度较对照组更为

显著，发酵末期的 pH 可降低至 5.5 以下，与初

始 pH 相比降低约 2 个 pH 值。该条件下的 pH
变化趋势与生长过程同步，表现为在生长到达

平台期后 pH 值也基本稳定不变(图 2B)。通过

高效液相色谱对发酵液的葡萄糖含量进行检

测，表明该菌具有利用葡萄糖的能力，且在生

长对数期利用速度较快(图 2C)，推测葡萄糖利

用是菌株获得更优生长的重要原因。P. sulfuriphila 
LBM11005 的主要发酵产物为乙酸(图 2D)和丙

酸(图 2E)。在葡萄糖培养条件下，丙酸产量可

达 1.46 g/L，高于对照组的 0.88 g/L；乙酸产量

可达 0.88 g/L，高于对照组的 0.66 g/L。 

 

 
 

图 2  P. sulfuriphila LBM11005 纯培养菌株的生长、底物利用与主要代谢产物 
Figure 2  Growth, substrate utilization and main metabolites of P. sulfuriphila LBM11005. A: growth; B: 
pH; C: substrate utilization; D: acetate; E: propionate. Data are reported as the mean±SD of the results from 
three biological replicates. 
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2.3  P. sulfuriphila LBM11005 与窖泥主体

己酸菌 Caproicibacterium sp. LBM19010 共

培养产戊酸和庚酸 
上述 P. sulfuriphila LBM11005 菌株的纯培养

代谢特征分析表明，该菌株能产生奇数碳的丙酸，

那么该菌是否能与窖泥主体己酸菌共代谢，在丙

酸基础上进行 C2 单元的碳链延伸，从而生成更长

碳链的奇数碳脂肪酸？为了探究该相互作用是否

存在，我们对产丙酸菌 P. sulfuriphila LBM11005
与本实验室前期筛菌获得的窖泥短中链脂肪酸产

生菌 Caproicibacterium sp. LBM19010[21]的双菌相

互作用关系采用共培养方式进行探索。结合在窖

泥原始生境中先后存在葡萄糖(初始发酵阶段)和
乳酸(发酵后期阶段)的实际情况，共培养分别采用

葡萄糖或乳酸作为发酵底物。 
2.3.1  葡萄糖条件下共培养菌群的生长与代谢

特征 
P. sulfuriphila LBM11005 与窖泥主体己酸

菌 Caproicibacterium sp. LBM19010 在葡萄糖条

件下的共培养实验结果如图 3 所示。 

 

 
 
图 3  葡萄糖碳源条件下 P. sulfuriphila LBM11005 与 Caproicibacterium sp. LBM19010 共培养发酵特征 
Figure 3  The fermentation characteristics for the co-culture of P. sulfuriphila LBM11005 and 
Caproicibacterium sp. LBM19010 supplemented with glucose. A: growth; B: pH; C: substrate utilization; D: 
acetate; E: butyrate; F: caproate; G: propionate; H: pentanoate; I: heptanoate. Data are reported as the 
mean±SD of the results from three biological replicates. 
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由图 3A 可知，P. sulfuriphila LBM11005
和 Caproicibacterium sp. LBM19010 在葡萄糖培

养条件下具有相似的生长趋势，共培养菌群表

观生长与 2 株菌分别单独培养时的生长趋势类

似，但在达到稳定期后出现了较为微弱的二次

生长。对于发酵体系的 pH 而言，共培养体系

和 Caproicibacterium sp. LBM19010 单培养组的

pH 低于 P. sulfuriphila LBM11005 单培养组，且

共培养体系的 pH 在 36–96 h 内再次有下降的趋

势(图 3B)。在共培养体系中，葡萄糖的消耗在

中后期要快于单培养组，尤其是在 72 h 后，葡

萄糖有显著的消耗(图 3C)。结合代谢产物丁酸

和己酸的变化(图 3E–F)，判断出现该现象是由

Caproicibacterium sp. LBM19010 开始快速生长

引 起 的 。 就 代 谢 产 物 乙 酸 而 言 ， 不 同 于

Caproicibacterium sp. LBM19010 单培养组先增

后减的变化，共培养组和 P. sulfuriphila LBM11005
单培养组中的乙酸呈逐渐积累趋势(图 3D)，表明

共培养体系的乙酸净累积主要由 P. sulfuriphila 
LBM11005 贡献。相比于纯培养菌株，在共培养

实验组中的丙酸呈现先增后减的趋势(图 3G)，且

在丙酸含量下降的同时观察到新的奇数碳脂肪

酸——戊酸(最高累积产量为 1.44 g/L)和庚酸(最
高累积产量为 0.22 g/L)的产生(图 3H–I)。 

结合生长和产物的变化，在以葡萄糖为发

酵底物的共培养体系内 2 株单菌表现为交替生

长，即前期以 P. sulfuriphila LBM11005 生长为

主，表现为乙酸和丙酸的积累；大约 48 h 后，

Caproicibacterium sp. LBM19010 开始快速生

长，表现为丁酸、戊酸、己酸和庚酸的快速积

累，其中戊酸与庚酸合成的前体酸为丙酸。 
2.3.2  乳酸条件下共培养菌群的生长与代谢特征 

乳酸是窖泥体系中含量最高且长期存在的

有机酸碳源[22]。因此，我们进一步进行了不添

加葡萄糖但添加乳酸的共培养实验，获得的生

长、乳酸利用和代谢物产生情况见图 4。 
如图 4A 所示，P. sulfuriphila LBM11005

单培养组和 Caproicibacterium sp. LBM19010 单

培 养 组 所 能 达 到 的 最 大 生 物 量 基 本 一 致

(OD600≈1.0)，而共培养菌群组的生物量则要显

著高于单培养组(OD600≈2.0)。对于体系的 pH 变

化而言，P. sulfuriphila LBM11005 单培养组 pH
值变化不大，最大降低幅度为 0.23。共培养组

与 Caproicibacterium sp. LBM19010 单培养组类

似，均为升 pH 发酵，发酵终点 pH 值较初始 pH
值可分别增加 0.69 和 0.71 (图 4B)。底物测定结

果表明，P. sulfuriphila LBM11005 不具有乳酸

利用能力，由 Caproicibacterium sp. LBM19010
消耗培养基中的乳酸(图 4C)。因此，2 株菌在

共培养条件下不存在乳酸底物的竞争效应。结

合短中链脂肪酸代谢产物进行分析(图 4D–I)，
在共培养体系中，乙酸在培养前 12–16 h 时有

少量积累趋势，随后呈现先下降后上升的趋势，

且后续开始上升的时间(36 h)与丙酸开始快速

积累的时间一致，表明此时 P. sulfuriphila 
LBM11005 开始快速生长。此外，戊酸(最高累

积产量为 0.30 g/L)和庚酸 (最高累积产量为

0.061 g/L)分别在培养 16 h 及 24 h 后开始产生，

对应了己酸菌快速生长的时间段。因此，由于

不 存 在 底 物 竞 争 效 应 且 P. sulfuriphila 
LBM11005 通过缓慢生长方式进行生长，共培

养体系内丙酸、丁酸、戊酸、己酸和庚酸基本

表现出同步积累趋势，表明 2 株菌可以在添加

乳酸的共培养体系中共生。共培养前期(0–48 h)
主要以 Caproicibacterium sp. LBM19010 生长为

主，表现为乙酸净利用和丁酸、己酸的快速积

累；P. sulfuriphila LBM11005 在整个生长周期

产丙酸，并被 Caproicibacterium sp. LBM19010
利用，由后者经反向 β-氧化途径进行碳链延伸，

产生戊酸和庚酸。 
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图 4  乳酸碳源条件下 P. sulfuriphila LBM11005 与 Caproicibacterium sp. LBM19010 共培养发酵特征 
Figure 4  The fermentation characteristics for the co-culture of P. sulfuriphila LBM11005 and 
Caproicibacterium sp. LBM19010 supplemented with lactate. A: growth; B: pH. C: substrate utilization; D: 
acetate; E: butyrate; F: caproate; G: propionate; H: pentanoate; I: heptanoate. Data are reported as the 
mean±SD of the results from three biological replicates. 

 
上述葡萄糖条件和乳酸条件的共培养结果

表 明 ， 无 论 是 否 存 在 底 物 竞 争 效 应 ，

Caproicibacterium sp. LBM19010 均可以利用 P. 
sulfuriphila LBM11005 产生的丙酸进行碳链延

伸，产生新的奇数碳脂肪酸。其中，2 株菌在

以乳酸为碳源条件下的升 pH 发酵及共生长现

象，反映出 2 株主体窖泥微生物在窖泥实际体

系中可能具有类似的生长与代谢特征。 

3  讨论 
浓香型白酒酿造窖泥在长期发酵过程中富

集出了大量的土壤稀有菌，是我国特有的传统

发酵食品微生物资源宝库[23–24]。免培养技术和

纯培养分离技术的结合已成为目前研究窖泥微

生物的重要方法[13,21]。但不可否认的是，窖泥

中仍有大量的高丰度微生物未获得纯培养菌



 

 

 

3384 Zheng Huizhen et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(9) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

株，限制了对窖泥微生物生态系统稳态维持机

制的深度解析。本研究基于寡培养传代技术，

成功富集并提高了窖泥中拟杆菌纲微生物的相

对丰度，并在此基础上开展纯培养菌株筛选，

成功分离到 P. sulfuriphila LBM11005 菌株，这

也是从窖泥体系中首次分离得到的高丰度拟杆

菌纲微生物的纯培养菌株。 P. sulfuriphila 
LBM11005 的发酵分析表明，该菌能够在无葡萄

糖条件下良好生长且 pH 值维持相对稳定。进一

步结合窖泥低葡萄糖水平、近中性 pH 值的实际

情况，推测该生理代谢特性可能是其成为窖泥主

要优势微生物的重要原因之一。进一步代谢产物

的分析表明，该菌具有合成丙酸和乙酸的能力，

推测其是窖泥中的重要丙酸产生微生物。 

之前的研究表明，在不同窖泥中广泛分布

着以 Caproicibacterium sp.为代表的己酸菌 [21]

和以 Petrimonas 为代表的拟杆菌[11]，这表明这

2 种微生物在窖泥中可能是共存的。但该共存

是否存在某种相互联系或产生何种生态学功能

还未可知。由于窖泥体系微生物复杂多样，在

原位体系中探究 2 个主体微生物的相互作用存

在困难。本研究基于 2 种微生物纯培养菌株的

共培养分析表明，当存在葡萄糖时，2 种微生物

存在一定的底物竞争效应；而当不存在葡萄糖，

仅以乳酸作为 Caproicibacterium sp. LBM19010
的碳源时，P. sulfuriphila LBM11005 利用培养 
基中添加的氮源物质缓慢生长，2 种均表现出更

好的共存效应。如图 5 所示，由 P. sulfuriphila 

 

 
 
图 5  P. sulfuriphila LBM11005 与 Caproicibacterium sp. LBM19010 在代谢物水平上相互作用模型 
Figure 5  The model of metabolic substrate interaction in P. sulfuriphila LBM11005 (left) and 
Caproicibacterium sp. LBM19010 (right). “?” in the figure indicates that the glucose transport system of P. 
sulfuriphila LBM11005 was unknown. 
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LBM11005 经三羧酸循环及丙酸合成途径生成

的丙酸，进入 Caproicibacterium sp. LBM19010
细胞后被用作奇数碳脂肪酸合成的底物，经反

向 β 氧化进一步进行碳链的延长，最终合成奇

数碳脂肪酸——戊酸和庚酸。虽然奇数碳短中

链脂肪酸(主要为丙酸、戊酸和庚酸)的含量显著

低于偶数碳脂肪酸(主要为乙酸、丁酸和己酸)
的含量，但其同样也是浓香型白酒风格形成的

重要风味化合物[6,25]。 
本研究对拟杆菌纲微生物 P. sulfuriphila 

LBM11005 与主体己酸菌 Caproicibacterium sp. 
LBM19010 的代谢物互作进行了初步的探索，2
种窖泥主体微生物是否还存在更复杂的相互作

用关系仍然需要更为深入的探究。此外，本研

究表明窖泥微生物除可以通过丰富营养培养基

获得主体己酸菌外，其他类型的微生物如拟杆

菌纲下的多个种属微生物，可以通过寡营养培

养方式获得纯培养菌株，为后续实现更多窖泥

未培养微生物的可培养化奠定了重要基础。 
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