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浓缩苹果汁生产过程中脂环酸芽孢杆菌的分离及初步鉴定
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摘 要：本文对浓缩苹果汁生产过程中的嗜酸耐热菌进行了分离，得到 !3 株纯的嗜酸耐热芽孢杆菌。根据脂环酸

芽孢杆菌（!"#$%$"&’($#"")*）嗜酸的特点，用 N1 平板进行筛选，结果表明所有的菌株都嗜酸。用抗热性试验研究了这

些菌株产生芽孢的培养时间，结果表明，所有考察的菌株中，<< 株与 *JO <F## 的生长周期一致，!: ? 内产生芽孢；

< 株菌生长速度较快，培养 %4 ? 就能产生芽孢；还有 < 株菌生长速度较慢，需培养 !: ? 后才能产生芽孢。在采用

%"J /*02 KLM;M7NK 法对筛选得到的脂环酸芽孢杆菌进行快速鉴定的基础上，选取 4 株可能是新种的未知菌株与

3 株已知的参比菌株的 %F 个表型特征进行了试验研究和聚类分析，结果进一步证实了这 4 株菌都是与已知参比菌

株不同的菌株。
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%FF# 年 Q>A’ERS+T 等［%］对芽孢杆菌属（ +($#"")*）的菌的

%"J /*02 基因序列进行了分析，根据 + ) ($#,&$(",(-#)*［#］、

+ ) ($#,&./--/*.-#*和 + ) $%$"&0/1.(2#$)*［<］的 %"J /*02 基因序列

分析的结果，以及这 < 种菌的细胞膜中都含有特殊的!;环状

脂肪酸［! U 3］的特点，将这 < 种菌从芽孢杆菌属中划分出来，

成立一新属，称为脂环酸芽孢杆菌（!"#$%$"&’($#"")*）。该属后

来又有新的种被发现，目前已包括 : 个种：! ) 0/1*1/-#,)3［"］，

! ) 0/-’(-#)*，! ) ($#,#10#")*［4］，! ) */2,(#/2*#*［:］，! ) 1&3&4
-)3，以及 % 个亚种 ! ) ($#,&$(",(-#)* A@.AV) 5#..3(22##。并且

其特征也有了新的变化，例如后来发现的 ! ) 1&3&-)3 细胞

膜中不含!;环状脂肪酸，所以细胞膜是否含有!;环状脂肪

酸已不是该属菌的决定性特征。

微生物是使苹果汁发生后浑浊、沉淀和腐败变质的主要

因素［F］。其中在低酸度下仍能长期存活的脂环酸芽孢杆菌

（!"#$%$"&’($#"")* ）的控制和快速检测是目前的很多苹果汁生

产厂家遇到的较为棘手的问题［%$，%%］。已有的文献表明，脂环

酸芽 孢 杆 菌 属 的 一 种———酸 土 脂 环 芽 孢 杆 菌（ ! ) ($#,&.4
/--*.-#*）与果汁腐败有关［%#，%<］。脂环酸芽孢杆菌在浓缩苹果

汁中的存在甚至影响了我国浓缩苹果汁的出口贸易。目前

国内在该菌方面的基础和应用研究都比较缺乏。

本文对浓缩苹果汁生产线上的嗜酸耐热菌进行分离纯

化，并根据脂环酸芽孢杆菌的特点，用 N1 平板生长试验、抗

热性试验对其中的脂环酸芽孢杆菌进行了筛选。在采用

%"J /*02 KLM;M7NK 对分离自浓缩苹果汁的嗜酸耐热菌进行

快速分类鉴定的基础上#，对部分最有可能是新种的菌株进

行了表型特征的试验，结果进一步证实了这些菌株是与已知

参比菌株不同的菌，代表了新的种群。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：凝结芽孢杆菌（+ ) $&(6)"(2*）LWOLL %C#$$F5和

枯草芽孢杆菌（+ ) *)’.#"#*）LWOLL %CF!<5购自中国科学院微

生物研究所菌种保藏中心；酸土脂环酸芽孢杆菌（! ) ($#,&.4
/--*.-#*）*JO <F##5，!"#$%$"&’($#"")* ($#,#10#")* *JO %!33:5，环

庚烷脂环酸芽孢杆菌（! ) $%$"&0/1.(2#$)*）*JO !$$"5，! ) 0/14
*1/-#,)3 *JO %#!:F5，酸热脂环酸芽孢杆菌（! ) ($#,&$(",(-#)*）

*JO !!"5均购自德国菌种保藏中心。

!"!"# 样品来源和培养基：洗果水、冷凝水、苹果清汁、苹果

浓缩汁取自陕西海升果汁股份有限公司浓缩苹果汁生产线。

X 氏固体、液体培养基［:］；N1 培养基；!$# 培养基［%!］。

!"# 脂环酸芽孢杆菌菌的分离纯化

苹果 浓 缩 汁 经 稀 释 后，在 :$Y 恒 温 水 浴 中 热 处 理

%<->D［%3］，用溶剂过滤器通过 $C!3"- 微孔滤膜超滤，滤膜在

X氏培养基培养平板上培养（!3Y，#! U %#$ ?），挑可疑单菌

落接种在斜面 X 培养基中，!3Y，#! ? U %#$ ? 培养后，涂片并

进行革兰氏染色，在光学显微镜下观察其形态和纯度，不纯

的用平板稀释法进行纯化，分纯后;#$Y保存。

!"$ 嗜酸特性筛选试验

根据脂环酸芽孢杆菌能够生长的 VZ 范围为 #C$ U "C$
这一嗜酸特点，将镜检已纯的脂环酸芽孢杆菌划线接种于

N1 平板培养基（VZ 4C$），!3Y培养 !:?，作进一步筛选。保留

不能在 N1 平板长出的菌。



!"# 产生芽孢的培养时间和热抗性试验

根据已知模式菌株 !"#$%&& 生长达对数末期的培养时

间为 $&’，分别取已分离纯化的未知菌株的 ()’ 培养物、*+’
培养物 ,-. 于试管中，参照浓缩苹果汁加工工艺，分别于

!（+,/ $0 -12）、"（%,/ &0 -12）、#（(00/ , -12）等条件下

进行热处理，取样，用平板计数法测定活菌数，计算存活率，

以研究脂环酸芽孢杆菌产生芽孢的培养时间。

!"$ 生理生化特性研究

在采用 (3" 4!56 789:9;.7 对 *, 株分离自浓缩苹果汁

的嗜酸耐热菌进行快速鉴定的基础上［(*］，并采用北京陆桥

公司生产的细菌生化鉴定管，对 &:(、":($:&、":$&、":$&:*、,:*、

+:(、":((:$ 共 ) 株可能是新种的菌株，以及 !"# $%&&、!"#
*003、!"# **3、!"# (&*+%、!"# (*,,+ 等 , 株参比菌株进行了

糖、醇发酵的试验，考察的糖、醇种类包括以下 (% 种：甘油、

阿拉伯糖、松三糖、松二糖、木糖醇、棉子糖、葡萄糖酸盐、肌

醇、蔗糖、乳糖、麦芽糖、纤维二糖、水杨苷、七叶苷、苦杏仁

苷、甘露糖、鼠李糖、山梨醇、半乳糖，操作按公司产品使用说

明进行。试验结果转换为数字信号“(”（阳性）、“0”（阴性），

并用 #<5=" 软件中平均连锁法（>7?#6）进行聚类分析。

% 结果和分析

%"! 菌种的分离、纯化和嗜酸特性筛选试验

本试验从浓缩苹果汁中分离嗜酸耐热菌后，纯化得到

*, 株纯的菌株，革兰氏染色后在光学显微镜下观察，大多为

革兰氏阳性，极少数为革兰氏可变；大多数产芽孢。菌体均

为杆状，但长短、粗细、排列状况，以及芽孢着生位置有差异；

在 .@ 平板上不生长，表明这些菌均嗜酸，这是脂环酸芽孢杆

菌的特征之一。

%"% 产生芽孢的培养时间

将 &3 株 菌（包 括 一 株 参 比 菌 株 ! A "#$%&’())*’)$* !"#
$%&&=）的 ()’ 培养物在 (B* 所述条件下热处理，发现菌株

,:&:&:(&、,:*、+(* 经过 (00/，,-12 热处理后仍有存活，原因

是这几株菌生长较快，()’ 已产生芽孢。

将 $, 株 菌（包 括 一 株 参 比 菌 株 ! A "#$%&’())*’)$* !"#
$%&&=）的 *+’ 培养物在 (B* 所述条件下热处理，发现除 ":((:
$、(&:(、":$&:& 等 $ 株菌外，其余 $& 株菌均能经受 +,/，$0-12
而存活，说明它们在培养培养 *+’ 后产生了芽孢，而":((:$、

(&:(、":$&:& 等 $ 株菌在培养 *+’ 后仍未产生芽孢，属生长速

度较慢的菌。

综上所述，在所有考察的 $+ 株菌中，$& 株与 !"# $%&&
的生长周期一致，*+’ 内产生芽孢；$ 株菌生长速度较快，培

养 ()’ 就能产生芽孢；还有 $ 株菌生长速度较慢，需培养 *+’
后才能产生芽孢。

%"& 表型特征的试验结果

表型特征的试验结果见表 (。

表 ! !% 株菌糖、醇发酵的试验结果

=CDEF ( 8’C4CGHF41ICH1J2 JK (& LH4C12L JK H’F4-J:CG1MJN’1E1G F2MJLNJ4F:KJ4-12O DCGHF41C

"H4C12L ":$&:* &:( ":($:& ":$& !"#
$%&&

!"#
*003

!"#
**3 ,:* !"#

(*,,+
!"#
(&*+% +:( ":((:$

?EPGF4JE Q R Q R R Q R R R Q R R
64CD12JLF Q Q Q Q Q R Q R Q Q Q Q
#FEFIEHJLF Q Q Q Q Q Q R Q Q Q Q Q
=S4C2JLF Q Q Q Q R R R R R R R R
TPE1HJE Q Q Q Q R Q Q Q Q Q Q Q
9CKK12JLF Q Q Q Q R Q Q Q Q Q Q Q
?ESGJ2CHF R R R R R R R R R R R R
<2JL1HJE Q Q Q Q R Q Q R Q Q Q Q
"SG4JLF Q Q R Q Q Q Q Q R R Q Q
.CGHJLF Q Q Q Q R Q R Q R R Q Q
#CEHJLF R Q Q Q R Q R Q Q Q Q Q
8FEEJD1JLF Q Q R Q R R R R R R Q R
"CE1G12 Q R R R Q Q R Q Q R R R
6FLGSE12 R Q Q R R R R Q R R Q Q
6-POMCE12 Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
#C22JLF Q Q R Q Q R Q R Q Q Q Q
9’C-2JLF Q Q Q Q R R R Q Q Q Q Q
"J4D1HJE Q Q Q Q R R Q Q R Q Q Q
?CECGHJLF Q Q R Q Q Q R R R R Q R

%"# 表型特征试验结果的聚类分析

将试验结果转换为数字信号“(”（阳性）、“0”（阴性），并

用 #<5=" 软件中平均连锁法（>7?#6）进行聚类分析（图 (）。

根据参比菌株表型特征的聚类分析结果，可将 +,U的

相似水平确定为种的相似水平。在此相似水平上，(& 株菌

（包括 ) 株未知菌株和 , 株参比菌株）中有未知 $ 株聚在一

起，另外 % 株各占一个分支，即 (& 株菌分属于 (0 个不同的

种。由于所有参比菌株均单独占据一个分支，所以 ) 株未知
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菌株都是与参比菌株不同的新种；其中 !"#、$"%! 和 &"# 聚在

一起，因此从表型特征上这 % 株菌属于同一个未知的新种。

表型特征的试验所用的 ’ 株未知菌是在 #($ )*+, -./"/01-
试验结果的基础上选取的最有可能的新种，表型特征试验的

结果再次证明了这一结论，由此看来，#($ )*+, -./"/01- 试

验和表型特征试验的结果有较好的一致性。

另一方面，#($ )*+, -./"/01- 试验! 和表型特征试验

的聚类分析结果也存在差异，主要表现在这 ’ 株未知菌中的

% 株菌（!"#、$"%!，和 &"#）#($ )*+, -./"/01- 特征相似性水平

比较低，但表型特征的相似性水平却比较高，产生差异的原

因有待进一步研究。

图 ! 表型特征聚类分析树状图

0234# *567)83)9: 8; <=9)9<>5)2?>2<? ?>)926? 2?8@9>57 ;)8: 9AA@5 BC2<5 <86<56>)9>263 A)8<5??263

参 考 文 献

［ # ］ D2?8>EF5G H *4 .8:A9)9>2I5 ?5JC56<5 969@G?5? 86 >=5 #($ ) /+,（)
*+,）8; !"#$%%&’ "#$()#"%("*$&’，!"#$%%&’ "#$()+,**,’+*$’，967 !"-
#$%%&’ #.#%)/,0+"1$#&’ 967 A)8A8?9@ ;8) <)59>286 8; 9 65K 3565?，2%$#.-
#%)3"#$%%&’ 3564 L8I4 4 41+ 5 6.’+ !"#+,*$)%，#MM!N "#：!(% O !(MN

［ ! ］ *9)@967 P，Q)8<F R *4 !"#$%%&’ "#$()#"%("*$&’ ?A4 +8I4，96 9<2"
78A=2@2< >=5):8A=@2< ?A8)5";8):263 L9<>5)2C:4 5 7,1 8$#*)3$)%，
#M’#，$%：M O #SN

［ % ］ *526=9)7 P，$99) H，T)2?<=F5 D，,+ "% 4 !"#$%%&’ #.#%)/,0+"1$#&’
?A4 68I4，9 65K >=5):89<278A=2@5 <86>926263!"<G<@8=5A>965 ;9>>G
9<27?4 6.’+, 200% 8$#*)3$)%，#M&’，!&（#）：(& O ’%N

［ U ］ *5 /8?9 V4 .G<@8=5W965 ;9>>G 9<27? ;)8: 9 >=5):8A=2@2< L9<>5)2C:4
9/,: 9)::，#M’#，#$：#% O %UN

［ S ］ -8)9@@9 T，T85623 D ,4 R=5 8<<C))56<5 8;!"<G<@8=5A>965 ;9>>G 9<"
27? 26 9 >=5):8"9<278A=2@2< !"#$%%&’ 4 ;<86 8$#*)3$)% =,++，#M&%，

!$（%）：%X% O %X(N
［ ( ］ ,@LCJC5)JC5 1，/9265G 0 ,，.=C63 , -，,+ "% 4 2%$#.#%)3"#$%%&’

/,’0,*$(&: ?A4 68I4 967 9 )5@9>57 3568:2< ?A5<25? ;)8: ?8@;9>9)2< ?82@?
8;?98 V23C5@ 26 >=5 ,E8)5?4 41+ 5 6.’+ <>)% 8$#*)3$)%，!XXX，’&：

US# O US’N
［ ’ ］ V9>?CL9)9 Y，P8>8 T，V9>?C:C)9 R，,+ "% 4 2%$#.#%)3"#$%%&’ "#$-

($0/$%&’ ?A4 68I4，9 65K >=5):8"9<278A=2@2<!"9@2<G<@2< ;9>>G 9<27"

<86>926263 L9<>5)2C: 2?8@9>57 ;)8: 9<272< L5I5)935?4 41+ 5 6.’+ <>)%
8$#*)3$)%)?.，!XX!，’#：#(&# O #(&SN

［ & ］ R?C)C8F9 +，Z?868 [，$=279 \，,+ "% 4 2%$#.#%)3"#$%%&’ ?A4 68I4，9
68I5@ 9<278A=2@2<，?@23=>@G >=5):8A=2@2< ?A5<25? 2?8@9>57 ;)8: ?82@ 26
$56792，H9A964 41+ 5 6.’+ <>)% 4 8$#*)3$)%)?.，!XX%，’(：#X&# O
#X&UN

［ M ］ 张 欣，张爱东，葛毅强，等 4 浓缩果汁及其后浑浊现象 4 食

品科技，#MM’，’：!& O %XN
［#X］ T522<=2 P，T98)C V，V2F9 ,，,+ "% 4 2%$#.#%)3"#$%%&’ 0):)*&: ?A4

68I4，9 68I5@ >=5):8"9<278A=2@2<，5678?A8)5";8):263 L9<>5)2C: >=9>
785? 68> A8??5??!" 9@2<G<@2< ;9>>G 9<27?，967 5:56757 75?<)2A>286 8;
>=5 356C?4 2"%$#.#%)3"#$%%&’ 4 41+ 5 6.’+ < 8，!XX%，’(：#S%’ O
#SUUN

［##］ 姚培鑫，马小魁 4 浓缩苹果汁生产厂中嗜酸耐热菌的跟踪检

测 4 饮料工业，!XX#，"（%）：U! O UUN
［#!］ .5)6G P，Y566@2<= D，-8)9@@9 T4 $A82@935 8; ;)C2> BC2<5 LG !"#$%-

%&’：2?8@9>286 967 <=9)9<>5)2E9>286 8; >=5 ?A82@263 :2<)88)3965?:4 @
=,3,1’: A1+,*’ ;)*’#/，#M&U，!%)：!!U O !!’N

［#%］ V<Z6>G)5 $4 .=9)9<>5)2?>2<? 8; 96 9<278A=2@2< !"#$%%&’ ?>)926 2?8@9>57
;)8: ?=5@;"?>9L@5 BC2<5?4 5 ;))( B*)+，#MMS，’*（%）：%#M O %!#N

［#U］ *$V]：=>>A：̂^KKK4 *?:E4 *54
［#S］ D9@@? Z，.=CG9>5 /4 2%$#.#%)3"#$%%&’"=2?>8)2<9@ A5)?A5<>2I5 967 A)5"

@2:269)G <=9)9<>5)2E9>286 ?>C7G4 C"$*. D))( "1( <1>$*) 6"1$+"+$)1，

#MM&，!*（&）：UMM O SX%N

+,-./01-2 /23 +34201516/01-2 !"#$%$"&’($#"")* 57-8 9-264207/043 :;;.4 <=164 ;7-64,,12>

.Y_+ $=2"‘2863 Ya b298"$863" $YZ D52"+2 *\+P H296".=563 D,+P H296
（9)%%,?, )D ;))( 6#$,1#, "1( E&+*$+$)1 <1?$1,,*$1?，9/$1" 2?*$#&%+&*, A1$>,*’$+.，!,$F$1? #XXX&%，9/$1"）

:?,07/60：R=5 ;8)>G";2I5 ?>)926? 8; L9<>5)29 =9I5 L556 2?8@9>57 ;)8: <86<56>)9>57 9AA@5 BC2<5 4 ,@@ 8; >=5: <96 3)8K 9> T
939)（AY UNX），LC> <96’> 3)8K 9> 1Q A9@9>5（AY ’NX）4 QG C?263 =59> )5?2?>96<5 >5?>，%& ?>)926? 8; >=5?5 L9<>5)29 <8C@7
L5 <@9??2;257 26>8 % 3)8CA? 9<<8)7263 >8 >=52) ?A8)5";8):263 >2:54 %% ?>)926? 8; >=5: =97 >=5 ?9:5 ?A8)5";8):263 >2:5 9?

&#& 微 生 物 学 报 UU 卷



!"# $%&&，’()*( *+,-. /0+.,*1 2/+012 ’)3()4 56 ( ’(14 *,-3)7831. 83 59:；$ 2308)42 +; 3(1< *+,-. =0+’ 710> ;823 84.
/0+.,*1. 2/+012 ’)3()4 ?@ (；84. $ 2308)42 +; 3(1< /0+.,*1. 2/+012 56( -8310 A B821. +4 3(1 012,-32 +; ?C" 0!DE FGHI
HJKF 848->2)2，@ 2308)42 +; ,4L4+’4，/0+M8M-> 41’ 2/1*)12 84. 9 01;1014*1 2308)42 ’101 21-1*31. ;+0 ?% /(14+3>/)* *(80I
8*310)23)*2 3123 84. 3(1 012,-3 ’101 848->212 M> NFO#EA P(1 012,-32 +; /(14+3>/)* *(808*310)23)*2 3123 (8. =++. 8=011<143
’)3( ?C" 0!DE FGHIHJKF 848->212，3(83 3(1 @ 2308)42 ’101 .);;10143 ;0+< 8-- 3(1 9 01;1014*1 2308)42，3(1> 801 41’ 2/1I
*)12 +; !"#$%$"&’($#"")* A
!"# $%&’(：!"#$%$"&’($#"")*，Q2+-83)+4，F(14+3>/)* *(808*310)23)*2，G+4*1430831. E//-1 R,)*1

J+,4.83)+4 )31<：P(1 P143( +; J)71I>180 F-84 +; G()4121 D83)+48- "*)14*1 84. P1*(14+-+=> F0+=08<（&SS?BE9S?ES@）

!G+0012/+4.)4= 8,3(+0 A P1-TJ8U：6CI?SIC&$5$99$；VI<8)-：(,U)8+2W&C$A 413
H1*1)71. .831：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

S$I??I&SS5

《微生物学报》第八届编辑委员会名单

主 编：李季伦 院 士 中国农业大学生物学院

副主编：谭华荣 研究员 中国科学院微生物研究所

陆德如 研究员 第二军医大学遗传研究所

王敖全 研究员 中国科学院微生物研究所

曲音波 教 授 山东大学生命科学学院

徐建国 研究员 中国疾病预防控制中心传染病预防控制研究所

编 委：（按姓名拼音排序，!&SS$ 年 @ 月增补）

蔡永峰 高 工 天津市工业微生物研究所

陈永青 教 授 复旦大学生命科学学院

程 池 高 工 中国食品发酵工业研究所

东秀珠 研究员 中国科学院微生物研究所

范云六 院 士 中国农业科学院生物技术所

郭 俊 研究员 广东省微生物研究所

胡福泉 教 授 第三军医大学微生物教研室

胡远扬 教 授 武汉大学生命科学学院

黄 力 研究员 中国科学院微生物研究所

陆承平 教 授 南京农业大学动物医学院

闵 航 教 授 浙江大学生命科学学院

钱世钧 研究员 中国科学院微生物研究所

邵一鸣 研究员 卫生部艾滋病预防中心

盛 军 研究员 长春生物制品研究所

唐 宏 研究员 中国科学院微生物研究所

田 波 院 士 中国科学院微生物研究所

王 平 教 授 华中农业大学生命科技学院

!王华明 研究员 O1414*+0 Q4310483)+48-，N"E
谢 红 研究员 山西省生物研究所

杨苏声 教 授 中国农业大学生物学院

翟中和 院 士 北京大学生命科学学院

!张耀平 教 授 !1/803<143 +; B8*310)+-+=>，
N4)7102)3> +; X)2*+42)4I#8.)2+4，N"E

郑天凌 教 授 厦门大学生命科学学院

朱宝泉 研究员 上海医药工业研究院

诸葛健 教 授 江南大学生物工程学院

编 辑：王晋芳 王 敏

%?6C 期 陈世琼等：浓缩苹果汁生产过程中脂环酸芽孢杆菌的分离及初步鉴定




