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摘   要：【目的】基于比较基因组分析，探究镇江香醋醋醅中不同醋酸菌的功能差异。【方法】

利用分离培养技术结合 16S rRNA 基因全长测序获得不同分类地位的醋酸菌；应用比较基因组学

结合发酵性能实现不同醋酸菌生长和代谢的差异比较。【结果】巴氏醋杆菌和欧洲驹形杆菌为镇

江香醋醋醅中的主要醋酸菌。其中，欧洲驹形杆菌的 GC 含量更高、基因组更大。功能注释结果

表明巴氏醋杆菌和欧洲驹形杆菌的碳水化合物、氨基酸相关基因数量及种类差异较大，欧洲驹形

杆菌的碳水化合物活性酶数量更多。相比巴氏醋杆菌，欧洲驹形杆菌中富集的功能差异基因主要

参与磷酸戊糖途径、脂肪酸生物合成、果糖和甘露糖代谢等代谢途径。验证结果表明欧洲驹形杆

菌可通过产生更多的乙醇脱氢酶、乙醛脱氢酶和大量的 ATP，并改变细胞膜脂肪酸组成来提高乙

醇的转化率。【结论】明确了巴氏醋杆菌和欧洲驹形杆菌基因之间的差异。欧洲驹形杆菌通过更

多的能量积累、更高的乙醇转化相关酶酶活力和细胞膜脂肪酸组成的改变，来改善胞内微环境以

适应高酸环境。本研究得到的结果可加深对不同醋酸菌耐酸机制的理解。 
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Abstract: [Objective] To explore the functional differences of different acetic acid bacteria in 
the vinegar pei of Zhenjiang aromatic vinegar via comparative genomics. [Methods] The 
taxonomic status of acetic acid bacteria were identified by culture-dependent technology and 
16S rRNA gene full-length sequencing. The growth and metabolism of different acetic acid 
bacteria were compared by comparative genomic analysis combined with fermentation 
performance tests. [Results] Acetobacter pasteurianus and Komagataeibacter europaeus were 
the main acetic acid bacteria in the vinegar pei of Zhenjiang aromatic vinegar. K. europaeus 
had higher GC content and larger genome than A. pasteurianus. Functional annotation showed 
that the number and types of the genes involved in carbohydrate and amino acid metabolism 
varied greatly between A. pasteurianus and K. europaeus, and the number of 
carbohydrate-active enzymes was higer in K. europaeus. The functionally differential genes in 
K. europaeus compared with A. pasteurianus were mainly involved in the pentose phosphate 
pathway, fatty acid biosynthesis, and fructose and mannose metabolism. The verification 
experiment showed that K. europaeus increased the conversion rate of alcohol by producing 
more alcohol dehydrogenase, acetaldehyde dehydrogenase, and ATP and changing the fatty 
acid composition of the cell membrane. [Conclusion] This study revealed the genetic 
differences between A. pasteurianus and K. europaeus in vinegar pei. K. europaeus can 
improve the intracellular microenvironment to adapt to the high acid environment by massively 
producing energy and the enzymes involved in ethanol conversion and changing the 
composition of fatty acids in cell membrane. The results of this study can deepen the 
understanding of the acid tolerance mechanisms of different acetic acid bacteria. 
Keywords: comparative genome; Zhenjiang aromatic vinegar; vinegar pei; functional difference 
 
 

醋酸菌作为一种重要的酿造微生物种类，

具有独特的氧化糖或酒精的能力，广泛分布于

含糖、酒精和酸性环境中，尤其是发酵食品和

饮料 [1]。乙酸是醋酸菌的主要代谢终产物，既

可改善发酵食品的风味，又能增强醋酸菌在

工业生产中的生态位优势 [2]。迄今为止，对
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醋酸菌的研究已有 100 多年的历史。随着分

子生物学方法的不断发展，大致可将醋酸菌

分为 18 个属 [3]，其中醋杆菌属(Acetobacter)、

驹形杆菌属 (Komagataeibacter)、葡糖醋杆

菌 属 (Gluconobacter) 和 葡 糖 酸 醋 杆 菌 属

(Gluconacetobacter)由于具有良好的醋酸发酵

能力和耐酸特性[4]，被广泛用于食醋的工业生

产。巴氏醋杆菌 (Acetobacter pasteurianus)可

耐受 6%–10%的乙酸，在亚洲通常用于液态及

固态谷物醋的工业生产 [5-6]；在欧洲，欧洲驹

形杆菌 (Komagataeibacter europaeus)被用于

深层液态食醋及乙酸的工业生产，其能耐受约

15%–20%的乙酸[4-5]。在乙酸发酵过程中，基于

细胞膜上的乙醇脱氢酶(alcohol dehydrogenase, 

ADH)和乙醛脱氢酶 (aldehyde dehydrogenase, 

ALDH)的两步连续反应可将乙醇不完全氧化为

乙酸[7]。 

随着高通量测序技术的普及，越来越多的

醋酸菌菌株全基因组序列信息得以完善，为醋

酸菌生物学分类及功能基因的发现奠定了基

础。通过对不同亲缘关系物种的基因组进行比

较基因组学分析，了解不同物种在基因组结构、

基因功能等不同方面的异同，进而得到相关功

能基因预测与定位、系统进化关系等方面的信

息，有助于筛选与生态适应性相关的适应性变

异，进一步明确醋酸菌的功能差异[8]。早期的

比较基因组学分析表明，与 A. pasteurianus 相

比，K. europaeus 的基因组能编码相对较多的膜

结合 ADH，且 K. europaeus 产生的膜结合 ADH

酶活力和稳定性均优于 A. pasteurianus[9-10]。

Wang 等[11]应用比较基因组学对 2 株 K. europaeus

和 4 株 A. pasteurianus 进行研究，结果表明

K. europaeus 比 A. pasteurianus 具有更多编码假定

ABC 转运蛋白的基因。此外，Komagataeibacter 

medellinensis NBRC 3288 (非纤维素产生菌)可

通过静态培养转化为纤维素产生菌，其通过单

核苷酸缺失使纤维素合成酶操纵子 bcsBI 基因

发生移码突变[12]。因此，醋酸菌的功能受基因

和环境因素共同调控。 

近年来，扩增子测序技术被广泛用于研

究传统谷物醋的微生物群落组成，在传统谷

物醋发酵过程中，普遍存在醋杆菌属和驹形杆

菌属[13-14]。Peng 等[15]结合纯培养技术方法发现

传统谷物醋中醋酸菌主要由 A. pasteurianus 和

K. europaeus 组成。然而，基于基因组学全面对

这 2 种醋酸菌的功能研究还知之甚少，并且缺

乏深入的比较分析。在本研究中，使用醋酸菌

筛选培养基确定镇江香醋醋醅中醋酸菌的种

类，随后从 NCBI 数据库中选择完整度高的基

因组进行比较研究，探究其系统发育关系，尝

试从基因层面揭示不同种类醋酸菌的功能差

异，并使用筛选菌株对其功能进行验证，为优

良醋酸菌菌株的开发提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株分离 
称取 1 g 发酵 18 d 的镇江香醋醋醅样品，

加入到 100 mL 无菌水中，30 ℃培养 1 d，吸取

上清液，梯度稀释后涂布于含有 2% (质量体积

分数) CaCO3 的 LB 固体平板(2%葡萄糖，1%

酵母粉和 1.5%琼脂)，置于 30 ℃培养箱培养

3 d，将产生透明圈的菌落进行划线分离，挑

取单菌落至 LB 液态培养基(2%葡萄糖和 1%

酵母粉)中，30 ℃、180 r/min 振荡培养 2 d，

收集菌液，备用。 

1.2  菌株鉴定 
使用细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒

[生工生物工程 (上海 )股份有限公司 ]提取单

个菌落的 DNA，具体操作步骤参照产品说明

书。以细菌总 DNA 为模板，利用引物 27F 
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(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-TACCTTGTTACGACTT-3′)进行 16S rRNA

基因的扩增，并对其进行测序 [16]。测序结果

通过与 GenBank 数据库中的 16S rRNA 基因序

列进行相似性比较，并使用 MEGA 11.0 进行

系统发育分析 [17]，从而得到分离菌株的进化

关系。 

1.3  菌株及其近缘物种的特征 
从 NCBI 数据库(2021.03)中选择与分离菌

株相似性最高的物种进行比较基因组分析，并

选择 1 株与分离菌株密切相关的物种作为外

群。从 NCBI 数据库下载这些菌株的基因组序

列，使用 CheckM[18]评估其准确性和完整性。 

1.4  基因组注释 
使用 Prokka[19]对下载菌株进行基因组注

释。将下载菌株蛋白序列与直系同源基因簇[20] 

(clusters of orthologous groups, COG)数据库进

行 BLASTp[21] (E value<1e−10，identity 值≥40%)

比对进行功能注释。 

1.5  系统发育及泛-核基因组分析 
使用 Orthofinder[22]进行基因家族鉴定，利

用 OrthoMCL[23]鉴定基因组中保守的单拷贝直

系同源基因，通过 MAFFT[24]进行多序列比对，

基于最大似然法和“LG+G4+F”模型，以密切相

关的物种作为外群，利用 RAxML[25]构建系统发

育树。使用 Roary[26]软件计算泛基因组和核心

基因组。 

1.6  碳水化合物活性酶分析 
基于碳水化合物活性酶 [27] (carbohydrate- 

active enzymes, CAZymes) 数 据 库 ， 使 用

dbCAN2 软件中 HMMER 3[28] (E value<1e−5)进

行碳水化合物活性酶注释。 

1.7  验证分析 
将材料和方法 1.1中分离菌株的 OD600值稀

释至 0.7，5 mL 稀释后培养液接种于 95 mL LB

液体培养基(115 ℃灭菌 20 min 后加入 4 mL 乙

醇和 0.5 mL 乙酸)中，30 ℃、180 r/min 培养 2 d，

分别检测 OD600 值、产酸量、ATP 含量、细胞

膜脂肪酸组成及 ADH 和 ALDH 的酶活。 

参照《GB 12456—2021 食品安全国家标准 

食品中总酸的测定》测定总酸含量；使用 ATP

含量测定试剂盒(比色法)测定 ATP 含量；采用

比色法测定细胞内及发酵液中 ADH 和 ALDH

的酶活，具体操作参考文献[29]，酶活的定义：

在 25 ℃、pH 4.0 条件下，1 min 氧化 l μmol 乙

醇或乙醛的酶量为一个酶活力单位(U)；收集发

酵后的菌体，根据参考文献[30]中前处理步骤得

到脂肪酸，参照《GB 5009.168—2016 食品安全

国家标准 食品中脂肪酸的测定》检测菌体细胞

膜的脂肪酸组成。 

1.8  数据分析 
所有实验重复进行 3 次，数据结果以平均

值±标准差的形式表示。采用 t 检验比较不同

种类醋酸菌之间的基因组大小、编码基因数量

差异及代谢生长差异。使用 Mann-Whitney U

检验 CAZymes 数量差异。利用 DESeq2 分析

功能基因差异 [31]。使用 clusterProfiler 进行富

集 分析 [32] 。利用 R 软件实现功能基因和

CAZymes 的主成分分析 (principal component 

analysis, PCA)。 

2  结果与分析 

2.1  醋酸菌的分离及鉴定 
醋酸菌在 LB 固体平板培养 72 h 时菌落直

径约为 1–2 mm，菌落形态呈圆形、表面凸起、

湿润、较光滑、白色，不透明，不产孢。从平

板上挑选 120 个菌落进行培养，并对 16S rRNA

基因全长进行测序。测序得到的基因序列与

GenBank 数据库比对结果表明，35 株(Group1)

与 A. pasteurianus LMG 1262T 的同源性最高，为
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98.61%–99.87%；82 株(Group2)与 K. europaeus 

LMG 18890T的同源性最高，为 98.22%–99.79%。

通过 neighbor-joining 法构建同源性最高的

分离菌株与已知醋酸菌的系统发育树表明，

来自 Group1 的菌株 JNSFL-09 和来自 Group2

的菌株 JNSFL-27 分别位于 A. pasteurianus

和 K .  europaeus 进化树内部 (图 1A)。故菌

株 JNSFL-09 和 JNSFL-27 分别被鉴定为

A. pasteurianus 和 K. europaeus ， 命 名 为      

A. pasteurianus JNSFL-09和K. europaeus JNSFL-27。 

2.2  基因组的一般特征及系统发育分析 
基于分离鉴定结果，从 NCBI 数据库中下载

了 31 株 A. pasteurianus 和 7 株 K. europaeus 的

基因组序列。由表 1 可知，31 株 A. pasteurianus

基因组的 GC 含量为 51.98%–53.31%，基因组

大小为 2.81–3.76 Mb，基因数量从 2 090 到

3 976 不等。与 A. pasteurianus 的基因组相比，

K. europaeus 基因组的 GC 含量更高，在

61.24%–61.7%之间；基因组大小更大，在 3.63– 

4.23 Mb 之间；基因数量更多，从 3 484 到 4 327

不等；表明 A. pasteurianus 与 K. europaeus

之间存在较大差异。此外，根据数据库信息

可知，大多数 A. pasteurianus 都是从米醋及

米酒中分离得到的，而 K. europaeus 则是从

红葡萄酒、康普茶及杨梅中分离得到的，表明

A. pasteurianus 与 K. europaeus 具有不同的生境

适应性。所有菌株的基因组完整度均大于 95%，

表明这些菌株序列质量高、完整性好、污染少，

能准确揭示其生物序列信息。 

串联核心基因比对常用于构建不同菌

株基因组的系统发育树。通过比较所有下载

菌株基因组序列，共鉴定出 760 个单拷贝核

心基因。基于这些单拷贝基因的串联序列，

采用最大似然法构建系统发育树，另以巴西

固氮螺菌(Azospirillum brasilense)作为外群。

A. pasteurianus 与 K. europaeus 可明显被划分为

2 个不同分支(图 1B)。尽管醋酸菌的生境多样

化，但我们观察到分离自同一生境的菌株通常具

有更近的进化关系，表明生境选择在进化是保守

的，而不是随机分布在醋酸菌谱系中。 

2.3  泛-核基因集的构建 
为评估不同种类醋酸菌菌株之间的基因组

差异，分别构建 A. pasteurianus 和 K. europaeus

的泛-核基因集。31 株 A. pasteurianus 的泛基因

集包含 11 289 个基因，相当于 A. pasteurianus

基因组平均基因数量的 3 倍以上(图 2A)。基

因累积曲线结果说明，随着新菌株的加入，核

心基因组数量不断减少，而泛基因组则呈逐渐

增加趋势，说明 A. pasteurianus 基因组为开放

式基因组，同时也说明 A. pasteurianus 具有较

高的遗传多样性。我们也在 K. europaeus 基因

组观察到相似的变化(图 2B)。A. pasteurianus

和 K. europaeus 菌株中分别存在包含 1 181

和 2 233 个基因的核心基因集，4 184 和     

4 428 个基因的菌株特异基因集，而其他的

附属基因分布于多个基因组中 (图 2C、2D)。

这些菌株的特异基因可能通过基因水平转

移来自其他物种。  

2.4  核心、附属和菌株特异基因的功能 
利用 COG 数据库分别对 A. pasteurianus 和

K. europaeus 的核心、附属和菌株特异基因进

行功能注释。结果表明 COG 数据库能确定

A. pasteurianus 中 91.28%的核心基因、48.35%

的菌株特异基因和 53.92%的附属基因的功能类

别，而 K. europaeus 中只有 87.24%的核心基因、

55.49%的菌株特异基因和 64.58%的附属基因

的功能类别能被鉴定。A. pasteurianus 核心基

因中与代谢相关的基因数量最多，核心基因、

附属基因和菌株特异基因中与代谢功能相关

的基因比例分别为 42.3%、30.21%和 25.01% 
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图 1  醋酸菌的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of acetic acid bacteria. A: 16S rRNA gene. B: Single-copy core genes. Bootstrap 
values indicated at each node are based on a total of 1 000 bootstrap replicates. Scale bar indicated in 
substitutions per nucleic acid position. Group 1 and 2 indicated 35 strains of A. pasteurianus and 82 strains of 
K. europaeus, respectively. 
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表 1  本研究所有基因组的基因组特征 
Table 1  Genomic features of all the genomes studied in this study 
Feature Genome  

Size (bp) 
G+C 
content 
(%) 

Scaffolds Genes Sources Completeness 
(%) 

NCBI assembly accession 

A. pasteurianus LMG  
1262T 

2 982 393 53.11 141 2 914 − 100 GCA_000285275.1 

A. pasteurianus 386B 3 078 647 52.86 8 2 942 Spontaneous cocoa  
bean heap 

100 GCA_000723785.1 

A. pasteurianus 3P3 3 014 186 52.34 101 2 952 
 

Submerged wine  
vinegar 

99.50 GCA_000285315.1 

A. pasteurianus Ab3 2 806 148 53.28 1 2 746 Zhejiang rosy  
vinegar 

99.50 GCA_001183745.1 

A. pasteurianus AD 2 825 772 52.74 133 2 703 Whole fly 99.50 GCA_001953595.1 

A. pasteurianus BCRC  
14118 

3 041 722 52.56 187 3 479 − 98.71 GCA_003332175.1 

A. pasteurianus BCRC  
14145 

2 990 778 53.10 220 2 090 − 95.58 GCA_003332155.1 

A. pasteurianus CICC  
22518 

3 056 995 52.01 3 2 852 Vinegar 95.97 GCA_009914215.1 

A. pasteurianus DM 3 127 455 52.85 1 3 101 − 100 GCA_002220195.1 

A. pasteurianus IFO  
3191 

2 888 200 53.10 306 
 

2 820 Rice vinegar 100 GCA_000241625.2 

A. pasteurianus IFO  
3283-01 

3 340 249 53.10 7 3 122 Rice vinegar 100 GCA_000010825.1 

A. pasteurianus IFO  
3283-01-42C 

3 247 995 53.14 7 3 050 Rice vinegar 100 GCA_000010945.1 

A. pasteurianus IFO  
3283-03 

3 339 669 53.10 7 3 120 Rice vinegar 100 GCA_000010845.1 

A. pasteurianus IFO  
3283-07 

3 338 426 53.10 7 3 119 Rice vinegar 100 GCA_000010865.1 

A. pasteurianus IFO  
3283-12 

3 336 990 53.10 7 3 118 Rice vinegar 100 GCA_000010965.1 

A. pasteurianus IFO  
3283-22 

3 339 649 53.10 7 3 120 Rice vinegar 100 GCA_000010885.1 

A. pasteurianus IFO 
3283-26 

3 339 683 53.10 7 3 120 Rice vinegar 100 GCA_000010905.1 

A. pasteurianus IFO  
3283-32 

3 337 040 53.10 7 3 118 Rice vinegar 100 GCA_000010925.1 

A. pasteurianus NBRC  
101655 

3 100 990 52.75 5 2 958 Vinegar 100 GCA_000241585.3 

A. pasteurianus NBRC  
106471 

3 025 942 53.14 194 3 065 − 100 GCA_003850805.1 

A. pasteurianus NBRC  
3188 

3 590 132 51.98 212 3 596 − 99.50 GCA_003850825.1 

A. pasteurianus NBRC  
3222 

2 954 825 53.24 171 2 946 − 100 GCA_003850845.1 

A. pasteurianus NBRC  
3277 

3 686 904 52.26 337 3 902 − 100 GCA_003850865.1 

A. pasteurianus NBRC  
3278 

3 765 983 52.10 361 3 976 − 100 GCA_003850885.1 

A. pasteurianus NBRC  
3279 

3 085 982 52.79 191 3 069 − 100 GCA_003850905.1 

(待续)
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(续表 1)

Feature Genome  
Size (bp) 

G+C 
content 
(%) 

Scaffolds Genes Sources Completeness 
(%) 

NCBI assembly accession 

A. pasteurianus NBRC  
3280 

3 645 775 52.16 305 3 798 − 100 GCA_003850925.1 

A. pasteurianus NBRC  
3284 

3 095 301 52.79 213 3 158 − 100 GCA_003850945.1 

A. pasteurianus NBRC  
3299 

3 011 664 52.54 111 2 940 − 99.50 GCA_003850965.1 

A. pasteurianus SRCM  
100623 

3 209 998 52.85 184 3 263 Makgeolli 100 GCA_001662905.1 

A. pasteurianus SRCM  
101342 

3 287 976 52.87 6 3 309 Food 99.50 GCA_002173735.1 

A. pasteurianus SRCM  
101468 

3 408 817 53.31 4 3 447 Food 100 GCA_002202135.1 

K. europaeus LMG  
18890T 

4 227 398 61.26 321 4 327 Red wine 99.50 GCA_000285295.1 

K. europaeus 5P3 3 989 313 61.49 256 4 008 Red wine 99.50 GCA_000285335.1 
K. europaeus CECT  
8546 

4 111 638 61.31 113 3 994 Red wine 100 GCA_001273645.1 

K. europaeus GH1 3 809 040 61.50 105 3 352 Kombucha tea 99.50 GCA_014121165.1 
K. europaeus LMG  
18494 

3 991 281 61.24 216 3 958 Red wine 99.46 GCA_000227545.1 

K. europaeus NBRC  
3261 

3 631 393 61.50 596 3 752 Myrica rubra 99.00 GCA_000964485.1 

K. europaeus SRCM  
101446 

3 797 909 61.70 4 3 484 Food 100 GCA_002173515.1 

 

(图 3A)。核心基因中与翻译、核糖体结构和生

物合成(J)、氨基酸转运和代谢(E)和能量生产和

转换(C)相关的基因数量较多，占整个核心基因

的 29.59%，表明这些基因在 A. pasteurianus 中

相对保守。与核心基因相比，A. pasteurianus

的附属基因和菌株特异基因中复制、重组和修

复(L)所占比例最大，分别为 15.31%和 24.81%；

其次分别为无机离子转运和代谢(P)、转录(K)和

细胞壁/细胞膜/胞外被膜生物合成(M) (图 3B)。

此外，K. europaeus 核心基因中与代谢功能相关

的基因数量也最多，占整个核心基因的 44.61%，

比 A. pasteurianus 核心基因中代谢功能基因

数量增多了 90.57%。相比 A. pasteurianus，

K. europaeus 核心基因中与信息存储和处理及

细胞过程和信号相关的基因数量分别增加了

58.99%和 73.21%。K. europaeus 的附属基因和

菌株特异基因中与代谢功能相关的基因数量仅

有 376 个和 430 个，均远低于 A. pasteurianus。

K. europaeus 菌株特异基因中与信息存储和处

理相关的基因数量可达 1 038 个，占整个菌株

特异基因的 42.25%，比 A. pasteurianus 核心基

因 中 信 息 存 储 和 处 理 功 能 基 因 数 量 多 了

53.32% (图 3C)。K. europaeus 核心基因中与

能量生产和转换(C)、氨基酸转运和代谢(E)、

碳水化合物转运和代谢 (G)和翻译、核糖体

结构和生物合成 (J)等相关的基因数量远多

于 A. pasteurianus，表明 K. europaeus 可能具有

适应环境多样性的能力。相比 A. pasteurianus，

K. europaeus 菌株特异基因中与复制、重组和修

复 (L) 相关的基因数量可达 794 个，多了

58.17%，说明 K. europaeus 发生突变、重组和

变异的比例远高于 A. pasteurianus，易导致遗传

不稳定(图 3D)。该结果与 Wang 等[11]的研究结

果一致。随后，由 PCA 结果可知 A. pasteurianus
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和 K. europaeus 的功能基因差异非常明显，其

第一和第二主成分分别可以解释 63.65%和

30.08% (图 3E)。综上，K. europaeus 中参与代

谢相关的功能基因数量要多于 A. pasteurianus。 

2.5  碳水化合物活性酶的分析 

通过对 A. pasteurianus 和 K. europaeus 的碳

水化合物活性酶进行分析，发现 A. pasteurianus

的碳水化合物活性酶基因数量范围为 111–129 个，

而 K. europaeus 的碳水化合物活性酶基因数量

范围为 139–165 个，表明 K. europaeus 的碳水

化合物利用潜力要优于A. pasteurianus (图 4A)。

A. pasteurianus 和 K. europaeus 的碳水化合物活

性酶均以糖基转移酶(GTs)家族、碳水化合物酯

酶(GEs)家族和糖苷水解酶(GHs)家族为主，但

二者之间的数量差异显著(P<0.001) (图 4B、4C)。

此外，PCA 结果也表明 A. pasteurianus 和

K. europaeus 编码的碳水化合物活性酶数量差异

明显，其第一和第二主成分分别可以解释 50.83% 

 

 
 

图 2  Acetobacter pasteurianus 和 Komagataeibacter europaeus 的泛-核基因组分析 
Figure 2  Pan-core genome analyses of Acetobacter pasteurianus and Komagataeibacter europaeus strains. 
A, B: Pan-genome accumulation curves of A. pasteurianus and K. europaeus. C, D: Gene occurrence 
characteristics of A. pasteurianus and K. europaeus. Boxes show the medians and the interquartile ranges, the 
whiskers denote the lowest and highest values that were within 1.5 times the interquartile ranges from the 
first and third quartiles, and outliers are shown as individual points. 
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图 3  COG 功能类别在核心、附属和菌株特异基因的差异分布 
Figure 3  Differential distribution of COG functional categories in core, accessory and strain-specific genes. 
A–C: Proportion of functional classes in core, accessory and strain-specific genes of A. pasteurianus and K. 
europaeus. B–D: Functional categories in core, accessory and strain-specific genes of A. pasteurianus and K. 
europaeus. E: PCA analysis. 
 

和 14.13% (图 4D)。为进一步了解 2 种不同醋

酸菌的碳水化合物代谢能力的差异，分别对

AAs、GEs、GHs 和 GTs 家族的具体碳水化合

物活性酶进行分析。K.  europaeus 中 AAs3 

(P<0.001)、AAs4 (P<0.001)、AAs8 (P<0.01)、

A A s 1 2  ( P < 0 . 0 1 )的基因数量显著多于 A . 

pasteurianus (图 4E)。A. pasteurianus 中 CEs9

的平均基因数量为 9 个，显著少于 K. europaeus

的 15 个 (P<0.001)，另外，A. pasteurianus

中 CEs3、CEs7 的基因数量也显著少于 K. 

europaeus (P<0.001)，而 A. pasteurianus 中

CEs10 的基因数量却多于 K. europaeus (P<0.05)  
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图 4  碳水化合活性酶的差异分布 
Figure 4  Differential distribution of carbohydrate active enzymes. A: Carbohydrate activity zymogram of 
different strains. B: Function classification. C: Mann-Whitney U test. D: PCA analysis. E–H: Differential 
distribution of AAs, CEs, GHs and GTs families. * indicates P<0.05, ** indicates P<0.01, *** indicates 
P<0.001 for comparison with the number of carbohydrate active enzymes for A. pasteurianus and K. 
europaeus. Error bars indicated standard deviation. 
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(图 4F)。GHs27 是 2 种醋酸菌主要的 GHs，

K. europaeus 中 GHs27 基因数量显著多于

A. pasteurianus (P<0.001)，且 GHs109 基因数量

也显著多于 A. pasteurianus (P<0.001) ，而

GHs3、GHs5、GHs8、GHs32、GHs77、GHs102、

GHs117 等基因只存在于 K. europaeus 中(图 4G)。

GTs 是 2 种醋酸菌中最主要的碳水化合物活性

酶，其中 GTs2 和 GTs4 的基因数量最多，发现

A. pasteurianus 中 GTs2 和 GTs4 的基因数量均显

著少于 K. europaeus (P<0.05 和 P<0.001)，此外，

GTs26、GTs35、GTs39、GTs70、GTs76、GTs107

等基因只存在于 K. europaeus 中(图 4H)。综上可

知，K. europaeus 的碳水化合物利用潜力要优于

A. pasteurianus。 

2.6  差异基因的分析 
通过对 A. pasteurianus 和 K. europaeus中功

能基因数量的进行差异分析，发现 82 个功能基

因在 A. pasteurianus 中富集，而在 K. europaeus

富集的功能基因高达 206 个，包括 bcsA、gutB、

fruB 和 aldB 等参与糖和乙醇代谢的功能基因

(图 5A)。随后，将鉴定的差异功能基因进行通

路富集分析，发现 ABC 转运体、磷酸转移酶

系统、双组分系统、细菌趋化性、磷酸戊糖途

径、不同环境的微生物代谢、脂肪酸生物合成、

果糖和甘露糖代谢、氧化磷酸化、丁酸代谢、

脂多糖生物合成、生物膜形成等代谢途径可在

K. europaeus 中被富集(图 5B)。因此，进一步

分析所富集到代谢通路的基因数量差异，发现

K. europaeus 中 coxC、hoxU、nuoB、nuoG 和

qoxD 等参与氧化磷酸化的基因数量均显著多于

A. pasteurianus (P<0.001) (图 5C)。K. europaeus

中 butB 基因数量是 A. pasteurianus 的 5 倍左

右(图 5E)。除 acsA 只存在于 A. pasteurianus 中，

waaC、eptA、eptC 等参与脂多糖生物合成，

abfD、butA 等参与丁酸代谢， fruA、 fruB、

DAK、GMPP 等参与果糖和甘露糖代谢，ptsL、

ptsO 等参与磷酸转移酶系统的功能基因只

存在于 K. europaeus 中 (图 5D–5G)。 fabG 是

A. pasteurianus 和 K. europaeus 中主要参与脂肪

酸生物合成的基因，A. pasteurianus 中 fabG 基

因数量仅为 K. europaeus 的 50%左右(图 5H)。

K. europaeus 中 devB、gntK、zwf 等参与磷酸戊

糖途径，gtcE、ompR 等参与双组分系统，cheA、

cheB、cheR、cheW、wspC、wspD、wspE 等

细菌趋化性，kpsE、kpsM、kpsT、thiZ、troB

等参与 ABC 转运体的功能基因数量显著多

于 A. pasteurianus (P<0.001) (图 5I–5L)。此

外，A. pasteurianus 和 K. europaeus 都具有将

乙醇转化为乙酸的能力，故进一步了解二者

乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶的基因数量差异。

相比 A. pasteurianus，K. europaeus 中乙醇脱

氢酶的基因数量显著多(P<0.001)，主要源自

adh 基因数量的差异(图 5M)，与 Wang 等的

研究发现相一致 [11]。二者乙醛脱氢酶的基因

数量无显著差异，但是 A. pasteurianus 中

aldH 基因数量显著多于 K. europaeus (P< 

0.001)，aldB 基因则相反 (P<0.001) (图 5N)。

综上可知，K. europaeus 在乙酸合成及耐受相

关能力可能更优于 A. pasteurianus。 

2.7  生长代谢差异的分析 
为了解 A. pasteurianus 和 K. europaeus的生

长代谢差异，利用筛选得到的 A. pasteurianus 

JNSFL-09 和 K. europaeus JNSFL-27 进行比

较。在 LB 培养基培养 2 d 后，A. pasteurianus 

JNSFL-09 的 OD600 值显著高于 K. europaeus 

J N S F L - 2 7  ( P < 0 . 0 5 )  ( 图 6 A ) 。 虽 然          

A .  pasteurianus JNSFL-09 的产酸量可达

39.12 g/L，K. europaeus JNSFL-27 的产酸量

仅为 33.61 g/L，但是 K. europaeus JNSFL-27

的每 OD600 产酸量却高达 4.38 g/L，显著高于 
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图 5  Acetobacter pasteurianus 和 Komagataeibacter europaeus 的差异基因组成、分布及通路分析 
Figure 5  Differential gene composition, distribution and pathway analysis of Acetobacter pasteurianus and 
Komagataeibacter europaeus. A: Difference analysis. B: Pathway enrichment. C−N: Distribution of differential 
genes in different pathways. * indicates P<0.05, ** indicates P<0.01, *** indicates P<0.001 for comparison with 
the number of functional genes for A. pasteurianus and K. europaeus. Error bars indicated standard deviation. 
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A. pasteurianus JNSFL-09 (P<0.05)，表明 K. 

europaeus 转化乙醇为乙酸的能力要强于 A. 

pasteurianus (图 6B、6C)。乙酸的生成不仅需要

相应酶的参与，还需要消耗大量的能量，故比

较 A. pasteurianus 和 K. europaeus 的产能差异，

发现 K. europaeus JNSFL-27 的胞内 ATP 含量可 
 

 
 

图 6  Acetobacter pasteurianus 和 Komagataeibacter europaeus 的生长代谢差异分析 
Figure 6  Analysis of the difference in growth and metabolism of Acetobacter pasteurianus and 
Komagataeibacter europaeus. A: Differences in growth. B: Differences in acid production. C: Differences in 
acid production for per OD600. D: Differences in energy metabolism. E: Differences in fatty acid composition. 
F: Differences in the ratio of unsaturated and saturated fatty acids. G: Differences in average chain length. 
H: Differences in enzyme production. * indicates P<0.05, ** indicates P<0.01, *** indicates P<0.001 for 
comparison with the differences in growth and metabolism of A. pasteurianus and K. europaeus. Error bars 
indicated standard deviation. 
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达 10.31 μmol/g，显著高于 A. pasteurianus 

JNSFL-09 (P<0.01) (图 6D)。醋酸菌可通过改变

细胞膜脂肪酸组成以适应酸性环境 [33]，且通

过比较基因组分析也发现 A. pasteurianus 和

K. europaeus 参与脂肪酸合成的基因数量存在

差异。细胞膜主要含有 7 种脂肪酸，分别为月

桂酸(C12:0)、肉豆蔻酸(C14:0)、棕榈酸(C16:0)、

棕榈油酸(C16:1)、硬脂酸(C18:0)、十八碳烯

酸(C18:1)和环丙烷脂肪酸(C19-cyc) (图 6E)。

A. pasteurianus JNSFL-09 中棕榈酸和硬脂酸含

量都显著高于K. europaeus JNSFL-27 (P<0.05)，

而十八碳烯酸和环丙烷脂肪酸则相反(P<0.05)。

此外，K. europaeus JNSFL-27 的不饱和脂肪酸与

饱和脂肪酸的比例高达 1.37，而 A. pasteurianus 

JNSFL-09 仅为 0.86，且 K. europaeus JNSFL-27

的 平 均 碳 链 长 也 显 著 长 于 A. pasteurianus 

JNSFL-09 (图 6F、6G)。这些结果表明，K. 

europaeus 与 A. pasteurianus 的脂肪酸组成差异

明显。脂肪酸组成不同会导致细胞膜通透性发

生改变，发现 K. europaeus JNSFL-27 的细胞膜

结合乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶的酶活力均显著

高于 A. pasteurianus JNSFL-09 (P<0.05)，且发

酵液中乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶的酶活力也

均显著高于 A. pasteurianus JNSFL-09 (P<0.05) 

(图 6H)，与 Trček 等的研究结果相一致[10]。综上

可知，相比 A. pasteurianus，K. europaeus 可通过

产更多的乙醇脱氢酶、乙醛脱氢酶和大量的ATP，

并改变细胞膜脂肪酸组成来提高乙醇的转化率。 

3  讨论与结论 

醋酸菌作为一种稳定的产乙酸菌种，广泛

存在于各类酸性发酵食品中，尤其是食醋[1]。

而镇江香醋是我国传统谷物醋之一，其醋醅中

含有大量不同种类的醋酸菌[13]，然而尚缺乏在

基因组层面醋酸菌的对比分析。因此，在本研究

中，我们对分离并鉴定的镇江香醋醋醅中不同醋

酸菌采用比较基因组学方法分析对不同醋酸菌

的功能差异进行解析，并对其进行初步验证。 

镇江香醋，醋醅中醋酸杆菌属占绝大多数，

且存在少量的葡糖醋杆菌属和驹形杆菌属[13,34]。

其中，A. pasteurianus 和 K. europaeus 为主要

醋酸菌，发酵后期，K. europaeus 数量要多于

A. pasteurianus，此时的醋醅中乙酸溶度高达

100–130 mg/g 干醅，不利于 A. pasteurianus 的

生长，而 K. europaeus 具有较高的乙酸耐受性，

能在该环境下繁殖代谢[15]。系统发育分析结果

将 A. pasteurianus 和 K. europaeus 明显划分为

2 个不同分支，而基因组信息体现，K. europaeus

的基因组更大，说明 K. europaeus 具有更多的

潜在功能基因。与先前的研究相一致，较小基

因组的原核生物一般占据低复杂性生态系统，

而具有大基因组的原核生物可占据相对动荡

的生态系统 [35]。此外，泛基因组分析表明，

A. pasteurianus 和 K. europaeus 都具有开放的

基因组，导致其功能多样性。通常，分布较广

的物种通常具有开放的泛基因组，使它们能够

不断从环境中获取遗传物质并适应恶劣的环

境，如乳酸片球菌 [36]、微小杆菌 [37]和乌斯古

菌 [38]。同时，发现 A. pasteurianus 的可变基因

约占 A. pasteurianus 总基因数量的 89%，而

K. europaeus 的可变基因仅占 73%左右，表明

A. pasteurianus 和 K. europaeus 都具有较高的多

样性，且 A. pasteurianus 的物种多样性更高[36]。

A. pasteurianus 和 K. europaeus 的基因数量各有

不同，说明 A. pasteurianus 和 K. europaeus 的基

因组可塑性都较高，可在不同生境下生长繁殖，

且具有不同的特征[11]。 

功能注释分析表明，A. pasteurianus 和

K. europaeus 的核心基因均以代谢为主，主要编

码能量生产和转换(C)及氨基酸转运和代谢(E)
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等功能，且 K. europaeus 编码这些功能的基因数

量更多，这可能与红酒、杨梅等生境的氨基酸含

量及种类更多有关。此外，相比 A. pasteurianus，

K. europaeus 具有更多编码碳水化合物运输

和代谢 (G)及复制、重组和修复 (L)的基因，

说明 K. europaeus 的生态位更广 [38]。此外，

A. pasteurianus 和 K. europaeus 中还存在大量功

能未知的基因，可能是在同源数据库中没有同源

性的新基因或是只有几个初级氨基酸序列的假

基因。假基因普通存在于原核生物中，其中很大

一部分来源于“失败的”基因水平转移事件[39]。

相比 A. pasteurianus，K. europaeus 具有更多参

与 ABC 转运体、磷酸转移酶系统、双组分系统、

细菌趋化性、磷酸戊糖途径、脂肪酸生物合成、

果糖和甘露糖代谢、氧化磷酸化及生物膜形成

等代谢途径的功能基因，这些基因共同导致了

二者的生长代谢差异。与本研究结果相一致，

K. europaeus 的细胞膜脂肪酸不饱和度、链长及

胞内 ATP 含量均高于 A. pasteurianus。磷酸戊

糖途径、果糖和甘露糖代谢及氧化磷酸化的增

强可提高细胞的能量代谢能力，增加 ATP 含

量。脂肪酸生物合成及生物膜形成会影响细胞

膜的组成和通透性，并受双组分系统信号通路

所介导，且乙酸胁迫会导致细胞膜脂肪酸不饱

和度和链长的增加，进一步解释 K. europaeus

比 A. pasteurianus 更耐受乙酸的基因机制[40]。细

菌趋化性和双组分系统是细菌信号转导的一种

主要形式，可以调节细菌对外界环境感知和响应

的能力，以适应不利环境[41]。 

对碳水化合物的利用能力是细菌菌株功能

的重要指标之一。本研究比较了 A. pasteurianus

和K. europaeus的碳水化合物活性酶相关基因的

差异，结果表明 K. europaeus 比 A. pasteurianus

含有更多数量的 AAs 家族、GEs 家族、GHs 家

族和 GTs 家族。GHs3、GHs5、GHs8、GHs32、

GHs77、GHs102、GHs117 等基因只出现在 K. 

europaeus 中，这些基因编码 β-葡萄糖苷酶、内

切甘露聚糖酶、木聚糖酶、β-1,4-木糖糖苷酶、

α-4-葡聚糖转移酶、α-1,3-L-半乳糖苷酶等，具有

甘露糖及木聚糖降解、能量代谢和病原体防御等

多种功能[42]。GHs23 和 GHs109 主要编码肽聚糖

裂解酶、胞壁酶、NAD-依赖性糖苷水解酶等，

在 K. europaeus 中数量较多的原因可能是 K. 

europaeus 大多都分离于葡萄、杨梅等纤维素及

果胶较多的生境，K. europaeus 为从纤维素及果

胶中获得获得生长能源而作出的进化选择。

AAs3 在 K. europaeus 中较多，其主要为氧化

还原酶类，细菌在氧气环境中生长，细胞内

会产生部分还原的活性氧包括过氧化氢、超氧

自由基和羟基 [43]。这些活性氧会引起 DNA、

脂类和蛋白质的氧化，对细胞造成致命的损

伤，表明 K. europaeus 的抗氧化能力较强 [42]。

K. europaeus 中 CEs9 数量是 A. pasteurianus 的

1.5 倍，CEs9 编码磷酸脱乙酰酶，可加速葡萄糖向

丙酮酸的转化，为三羧酸循环提供更多底物，从而

产生更多的能量用于抵御环境压力和生长代谢，进

一步证明 K. europaeus 的环境适应性更广[15]。 

综上所述，这些结果初步明确了造成

A. pasteurianus 和 K. europaeus 表型差异的基

因差异。未来，随着更多不同酸性复杂环境下

A. pasteurianus 和 K. europaeus 的分离，结合其

表型比较不同微环境的基因组差异，可以更深

入地解释基因功能与生境的关系，为优良醋酸

菌的筛选及定向进化提供理论依据。 
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