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研究报告 
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摘  要：【目的】评价镇江香醋醋酸发酵过程中醋醅及其主要酿醋功能微生物的抑菌活性。【方法】

采用琼脂扩散法评价醋醅和功能微生物的抑菌效果，并考察加热、蛋白酶解、透析等不同处理对

发酵液抑菌活性的影响。【结果】醋醅水提取液及 4 种酿醋功能微生物(Acetobacter pasteurianus、
A. pomorum、Lactobacillus helveticus、L. plantarum)的发酵上清液对 4 种指示菌具有明显的生长

抑制效果。发酵上清液中的抑菌活性物质具有一定耐热性和蛋白酶敏感性，分子量小于 8 kD。【结

论】镇江香醋醋醅及其所含醋酸杆菌和乳酸杆菌对环境微生物具有生长抑制活性，且抑菌活性物

质的种类具有多样性。 
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Abstract: [Objective] Antibacterial activities of fermentation culture and dominant functional 
microbes in the acetic acid fermentation of Zhenjiang aromatic vinegar were evaluated. [Methods] The 
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agar diffusion method was utilized to test antibacterial activity of the different samples. Effects of 
heating, protease hydrolysis, dialysis on the antibacterial activity of fermentation broth of functional 
microbes were determined. [Results] The result showed that the growth of four indicator strains were 
significantly inhibited by water extraction of fermentation culture and culture supernatants of 
4 functional microbes, including Acetobacter pasteurianus, A. pomorum, Lactobacillus helveticus and 
L. plantarum. The antibacterial substances were thermo-stable, sensitive to proteases and the molecular 
weight was identified to be lower than 8 kD. [Conclusion] Diverse kinds of components contribute to 
the antibacterial activities of fermentation culture and functional microbes. 

Keywords: Zhenjiang aromatic vinegar, Acetobacter, Lactobacillus, Agar diffusion method, Antibacterial 
activity 

镇江香醋是我国传统固态酿造食醋的典型代

表，具有醇香浓厚、回味悠长的特点[1]。镇江香醋

的生产过程分为酒精发酵、醋酸发酵及后期陈酿 3

个阶段，其中醋酸发酵阶段是食醋中典型风味物质

合成的重要阶段[2]。近年来多项研究结果表明，醋

酸发酵过程中参与的微生物呈现丰富的多样性[3-4]，

其中醋酸杆菌和乳酸杆菌是主要的酿醋功能微生

物(两者数量占菌群生物量的 80%以上)[5-6]。 

另一方面，由于醋酸发酵过程的半开放发酵模

式，来源于酿造原料、生产环境和操作器械的大量

微生物会进入醋醅中，与酿醋功能微生物进行竞争

性的生长。目前对于醋酸发酵系统如何抵御系统外

环境微生物的竞争、酿醋功能菌群如何实现“自我

净化”等问题尚缺少深刻的认识。本研究采用琼脂

扩散法评价了不同发酵时间醋醅的水提取液及醋

醅中分离获得的 4 种酿醋功能微生物(Acetobacter 

pasteurianus，A. pomorum，Lactobacillus helveticus，

L. plantarum)发酵上清液对 4 种指示菌的生长抑制

效果，并初步研究了抑菌活性物质的种类和特性。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株及培养基：所用的 4 株酿醋功能微生物

(A. pasteurianus，A. pomorum，L. helveticus，L. 

plantarum) 和 4 株 指 示 微 生 物 (Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus，Aspergillus niger，Penicillium 

chrysogenum)均由本研究室保藏。所用的 MRS 培养

基、肉汤培养基和 PDA 培养基，购自国药集团化

学试剂有限公司；改良肉汤培养基添加 3%乙醇。 

1.1.2  醋醅样品：醋酸发酵过程的醋醅样品取样于

江苏恒顺醋业股份有限公司，每天取样 1 次。 

1.1.3  主要试剂及器材：木 瓜 蛋 白 酶 (比 活 > 

3 500 U/mg)、胰蛋白酶(比活≥2 500 U/mg)、溶菌酶

(比活>22 800 U/mg)、蛋白酶 K (比活>600 U/mg)，

生工生物工程(上海)股份有限公司；其他试剂，分

析纯，国药集团化学试剂有限公司。 

牛津杯，上海江星仪器有限公司；SPX-250B-Z
型生化培养箱，上海博讯实业有限公司医疗设备

厂；HYL-C 组合式摇床，太仓市强乐实验设备有限

公司；台式高速冷冻离心机，德国 Sigma 公司；

Mettler Toledo pH 计，上海 Mettler Toledo 仪器有限

公司；Bio-Rad 电泳仪、Bio-Rad Mini-PROTEAN® 
Tetra 电泳槽，美国 Bio-Rad 公司；戴安 Ultimate 3000 
HPLC 分析仪，戴安中国有限公司。 

1.2  预处理 
1.2.1  醋醅水提取液的制备：取发酵不同时间的醋

醅样品 5 g 置于具塞三角瓶中，加入 15 mL 超纯水，

室温下振荡提取 3 h 后采用双层滤纸和 0.22 μm 无

菌滤膜过滤除菌，得到醋醅水提取液。 

1.2.2  酿醋功能微生物发酵上清液制备：活化不同

酿 醋 功 能 微 生 物 ， 培 养 至 48  h； 菌 液 离 心

(8 000 r/min，5 min)后取上清液，经 0.22 μm 无菌

滤膜过滤后待用。未接种的空白培养基进行相同处

理后作为阴性对照，5%苯酚为阳性对照[7]。 

1.2.3  指示微生物的培养：活化 E. coli 和 S. aureus 
两株细菌指示微生物，转接至肉汤培养基，于 37 °C、
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220 r/min 培养 12 h；发酵液梯度稀释后涂布平板，

培养过夜后计数[8]。活化 A. niger，P. chrysogenum

两株霉菌指示微生物，转接至 PDA 培养基，于 28 °C、

120 r/min 培养 3 d，过滤掉菌丝体，利用血球计数

板计算霉菌孢子个数。 

1.3  实验方法 
1.3.1  琼脂扩散方法：将 10 mL 含 2%琼脂的肉汤

培养基倾注无菌平板；待凝固，置无菌牛津杯嵌于

培养基中；将温度降至 50 °C、含 0.75%琼脂糖的肉

汤培养基与细菌指示微生物混匀(控制添加细菌指

示微生物的体积，稀释细菌指示微生物的浓度为

107 CFU/mL[9])，迅速倾注于平板中；待培养基凝固，

取出牛津杯，于每孔中注入 150 μL 待测样品；于

37 °C 培养过夜，测定抑菌圈大小。 
对霉菌指示微生物的抑制实验使用 PDA 培养

基，控制微生物的浓度为 104 个孢子/mL，其他步骤

同上述琼脂扩散方法，再于 28 °C 恒温培养箱中培

养 3 d，测定抑菌圈大小。实验过程中设置 3 个平

行。以未接种微生物的发酵培养基作为阴性对照

组，以 5%苯酚溶液为阳性对照组。 
1.3.2  不同酿醋功能微生物发酵上清液潜在抑菌

物质特性分析[10]：(1) 热处理：取发酵上清液沸水

浴 30 min，0.22 μm 无菌滤膜过滤除菌，进行抑菌

活 性 评 价 。(2) 蛋 白 酶 处 理 ：取 发 酵 上 清 液 用

2 mol/L 氢氧化钠调 pH 至 6.5，分别加入 0.5 g/L 的

木瓜蛋白酶、胰蛋白酶、溶菌酶或蛋白酶 K，摇匀

后 37 °C 酶解 2 h，再用乳酸调节 pH 至原值，0.22 μm
无菌滤膜过滤除菌后进行抑菌活性评价。(3) 抑菌

活性物质分子量分析：将发酵上清液用大小为 8 kD
的透析袋透析，分别浓缩透析外液及内液，0.22 μm
无菌滤膜过滤除菌后进行抑菌活性评价。取浓缩样

品 40 μL 及上样缓冲液 10 μL，混匀，于沸水浴中

加热 10 min，离心，取上清液 30 μL 进行 SDS-PAGE
电泳，以观察透析对酿醋微生物发酵上清液中蛋白

类物质的影响。(4) 发酵上清液酸类物质分析：用

酸碱滴定法测定总酸[11]，用 HPLC 方法测定有机

酸[12]。配制同样含量的有机酸样品，0.22 μm 无菌

滤膜过滤除菌，进行抑菌实验。 

1.4  数据分析 
使用 Excel 2013 (Microsofe office，Windows) 

对实验数据进行统计分析，采用 t 检验进行显著

性差异分析。利用 Origin 8.0 (OriginLab)软件按均

值±标准差( ±s)方式作图。 

2  结果与分析 

2.1  醋酸发酵阶段不同时间醋醅水提取液抑菌

活性的评价 
如图 1 所示，随着醋酸发酵时间的增加，醋醅

水提取液对 4 种指示菌的抑制效果逐渐增强。发酵

0−2 d 的醋醅水提取液未检测到抑菌效果，第 3 天

对 2 种细菌指示微生物出现显著抑菌效果，抑制直

径均为 9.3±0.3 mm；第 4 天对 A. niger 出现显著抑

菌效果，第 5 天对 P. chrysogenum 出现显著抑菌效

果，抑制直径均为 8.7±0.2 mm；随后抑菌效果逐渐

增强，醋酸发酵结束时(第 20 天)达到最大，对 E. 

coli、S. aureus、P. chrysogenum、A. niger 的抑制圈

直 径 分 别 达 到 21.2±0.3 mm、 21.5±0.9 mm、

21.2±0.3 mm、13.6±0.2 mm。 

2.2  主要酿醋功能微生物发酵上清液的抑菌活

性评价 
主要酿醋功能微生物的发酵上清液对指示菌

生长的影响如图 2 和表 1 所示。与阴性对照相比，

4 种酿醋功能微生物均具有抑菌效果，与阳性对照

比，不同微生物的抑菌效果各有差异。 

其中，A. pasteurianus 发酵上清液对 E. coli、S. 

aureus、A. niger、P. chrysogenum 的抑制圈直径分

别为 25.9±1.1 mm、27.3±1.0 mm、15.2±0.3 mm、

28.3±1.5 mm，均高于其他 3 种醋醅功能微生物的抑

制效果。酿醋功能微生物发酵上清液均为酸性，然

而发酵上清液的 pH 值高低和抑制作用大小没有相

关性。 

2.3  不同酿醋功能微生物发酵上清液潜在抑菌

活性物质的研究 
酿醋功能微生物发酵液的代谢物质种类复杂，  
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图 1  不同发酵时间醋醅对指示微生物生长的抑制作用(与第 0 天醋醅进行比较) 
Figure 1  Effect of fermentation cultures from different fermentation time on the growth of indicator strains 

(compared with fermentation culture on day 0) 
Note: *: P≤0.05; **: P≤0.01. 
 

 

图 2  4 种酿醋功能微生物发酵上清液对指示微生物生长抑制作用  
Figure 2  Inhibitory effect of culture supernatants from different microbes on the growth of indicator strains 

Note: A: E. coli; B: S. aureus; C: P. chrysogenum; D: A. niger. 0: Negative control; 1: L. helveticus; 2: L. plantarum; 3: A. pasteurianus; 4: 
A. pomorum. 
 

表 1  酿醋功能微生物发酵上清液对指示微生物抑制效果 
Table 1  Inhibition effect of culture supernatant from different brewing microbes to indicator strains 

对指示菌抑制直径 
Inhibition halos diameter to indicator strains (mm) 

菌株 
Strains 

上清液 pH 
pH of culture 
supernatant E. coli S. aureus A. niger P. chrysogenum 

A. pasteurianus  25.9±1.1** 27.3±1.0** 15.2±0.3** 28.3±1.5** 
A. pomorum 3.75 23.8±0.3** 23.6±0.5** 13.8±0.3** 25.3±0.6** 
L. helveticus 3.71 19.7±0.6** 16.5±0.5** 7.9±0.1 12.0±1.0** 
L. plantarum 4.13 22.0±0.4** 23.0±0.8** 12.7±0.3** 21.3±0.6** 
Negative control 6.00 7.8±0.1 (ND) 7.8±0.1 (ND) 7.8±0.1 (ND) 7.8±0.1 (ND) 

Positive control 5%苯酚 22.5±1.8 22.0±0.0 16.7±0.3 19.1±0.8 

注：ND：未检测到抑菌活性. 与阴性对照样品进行差异性分析，**: P≤0.01. 
Note: ND: None antibacterial activitiy. Compared with the negative sample, **: P≤0.01. 
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其中有机酸是主要的酸类代谢物质，也是促使醋酸

发酵阶段醋醅呈酸性的主要骨架物质。实验结果表

明，酿醋功能微生物发酵上清液等量有机酸类物质

的抑菌活性只占到发酵上清液的 70%–80% (详细数

据未给出)。当有机酸类物质以未解离的形式透过细

胞膜进入细胞，且在中性细胞质内解离时，细胞中

的功能性大分子很容易受到破坏，使微生物失去活

力[13]。也有报道称，乳酸可以直接破坏细胞膜，致

使细胞内大量蛋白泄露，从而抑制大量病原微生物

的生长代谢[14]。可见酸类物质的抑菌效果明显，是

发酵上清液中主要的抑菌活性物质。然而，除有机

酸以外，不同微生物发酵液还可能存在其他抑菌活

性物质。本实验进一步考察加热、蛋白酶解、透析

等不同条件对发酵液抑制细菌活性的影响。 
2.3.1  热处理对不同酿醋功能微生物发酵上清液

抑菌活性的影响：如表 2 所示，与发酵上清液相比，

热 处 理 之 后 抑 菌 效 果 均 显 著 变 小 ， 尤 其 以 A. 

pasteurianus 对 S. aureus 抑制效果及 L. plantarum 对

E. coli 抑制效果下降最明显，抑菌圈直径均减小了

8.0 mm 左右，说明 4 种微生物发酵液中均存在热敏

感的抑菌活性物质。与阴性对照组相比，热处理后

的发酵液仍具有明显的抑菌圈，也说明耐热性物质

的存在。热敏感性及耐热性说明了发酵上清液抑

菌活性物质成分多样，其中可能存在耐热性的细

菌素[15-16]。 
2.3.2  不同蛋白酶处理对酿醋功能微生物发酵上

清液抑菌活性的影响：如图 3 所示，蛋白酶解能够

降低发酵上清液的部分抑菌活性。其中，胰蛋白酶

水解后的 A. pomorum 发酵上清液对指示微生物的

生长抑制活性下降最为显著，对 E. coli 抑制直径从

23.8±0.3 mm 下降至 16.8±0.5 mm，对 S. aureus 抑制

直径从 23.6±0.5 mm 降至 18.6±0.5 mm。然而，L. 

plantarum 发酵上清液的抑菌活性受木瓜蛋白酶作

用 后 下 降 最 为 显 著 ， 对 E .  col i 抑 制 直 径 从

22.0±0.5 mm 降至 17.7±1.0 mm，对 S. aureus 抑制直

径从 23.0±0.5 mm 降至 20.7±0.6 mm。发酵上清液

经蛋白酶处理后抑菌活性的丢失说明一些抑菌活

性物质的本质是蛋白质[17-18]。 
2.3.3  小分子物质对酿醋功能微生物发酵上清液

抑菌效果的影响：将 4 种酿醋功能微生物发酵上清

液利用分子量为 8 kD 的透析膜透析，将透析外液

与内液分别浓缩，进行琼脂扩散实验。如表 2 所示，

发现 4 种微生物发酵上清液的透析内液均不再具有

抑制作用，而透析外液具有抑制作用，但效果明显

低于原发酵上清液(表 2)。选择 A. pasteurianus、L. 

helveticus发酵上清液透析前后样品进行 SDS-PAGE

分析，结果如图 4 所示，分别在第 3 泳道和第 7 泳

道看到小于 10 kD 的条带，说明小分子量蛋白物质 
 

表 2  热处理及透析对酿醋功能微生物发酵上清液抑菌效果的影响 
Table 2  Antibacterial activity effect of culture supernatant by heat or dialysis treatment from different brewing microbes

对 E. coli 抑制直径 
Inhibition halos diameter to E. coli (mm) 

对 S. aureus 抑制直径 
Inhibition halos diameter to S. aureus (mm) 

菌株 
Strains 

上清液 pH 
pH of culture 
supernatant A B C A B C 

A. pasteurianus 3.76 21.7±1.2** ND 14.0±0.8** 18.7±0.3** ND 13.6±0.7** 

A. pomorum 3.75 20.0±1.7* ND 13.3±0.3** 20.0±0.0** ND 12.3±0.5** 

L. helveticus 3.71 16.0±0.6** ND 13.7±0.6** 15.5±0.7* ND 10.5±0.5** 

L. plantarum 4.13 15.7±0.6** ND 14.5±0.5** 21.7±0.4* ND 15.7±0.3** 

注：ND：未检测到抑菌活性；A：热处理的发酵上清液；B：发酵上清液透析内液；C：发酵上清液透析外液. 与未进行热处理的

样品(表 1)进行差异性分析，*: P≤0.05; **: P≤0.01. 
Note: ND: None antibacterial activitiy; A: The heated culture supernatant; B: The sample in dialysis bag after the culture supernatant 
dialyzed; C: The sample out of dialysis bag after the culture supernatant dialyzed. Compared with the fermentation culture (Table 1), *: 
P≤0.05; **: P≤0.01. 



吉晋波等: 镇江香醋醋醅抑菌活性及机理的初步分析 121 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

A. pasteurianus A. pomorum L. helveticus L. plantarum
0

5

10

15

20

25

30

Functional microbes

**
**

*

**
**

In
hi

bi
tio

n 
ha

lo
s d

ia
m

et
er

 to 
E.

 c
ol

i 
 (m

m
)

The culture supernatant
Trypsin
Papain
Lysozyme
Proteinase K**

*

**

A

 

A. pasteurianus A. pomorum L. helveticus L. plantarum
0

5

10

15

20

25

30

*

*

**
**

In
hi

bi
tio

n 
ha

lo
s d

ia
m

et
er

 to 
S.

 a
ur

eu
s 

(m
m

)

Functional microbes

The culture supernatant
Trypsin
Papain
Lysozyme
Proteinase K

B

 
 
图 3  蛋白酶解对 4 种酿醋功能微生物发酵上清液抑菌

活性影响 
Figure 3  Inhibitory effect of the culture supernatant 
digested by proteases to indicator strains 
注：A: E. coli; B: S. aureus. 与未进行蛋白酶处理的对照组相比，

*: P≤0.05，**: P≤0.01. 
Note: A: E. coli; B: S. aureus. Compared with the unhydrolyzed 
culture supernatant, *: P≤0.05, **: P≤0.01. 
 
的存在，可能为潜在的抑菌活性物质。虽然浓缩可

能导致一部分抑菌活性物质丢失或失活，比如酸类

物质挥发，但结果说明了一部分分子量低于 8 kD
的小分子物质具有抑菌活性。相比于发酵上清液，

乳酸杆菌透析外液的抑菌活性下降了 6.0−8.0 mm，

较低于醋酸杆菌透析外液抑菌活性的下降(10 mm
以上)。据报道，乳酸杆菌可以产生多种多样的抑菌

活性物质，包括有机酸、双乙酰、乙偶姻、胞外多 

 

图 4  酿醋微生物发酵上清液透析前后样品 SDS-PAGE
电泳图 
Figure 4  The SDS-PAGE electrophoretogram of samples 
from the culture supernatant by dialysis treatment 
注：M：标准蛋白；1、5：A. pasteurianus、L. helveticus 发酵上

清液；2、3、4：分子量≥8 kD、8 kD≥分子量≥3 kD、分子量≤ 
3 kD 的 A. pasteurianus 发酵上清液；6、7、8：分子量≥8 kD、

8 kD≥分子量≥3 kD、分子量≤3 kD 的 L. helveticus 发酵上清液. 
Note: M: Standard protein; 1, 5: The culture supernatant of A. 
pasteurianus and L. helveticus; 2, 3, 4: The different culture 
supernatant of A. pasteurianus distinguish by molecular weight 
(MW) ≥8 kD, 8 kD≥MW≥3 kD, MW≤3 kD; 6, 7, 8: The different 
culture supernatant of L. helveticus distinguish by MW≥8 kD, 
8 kD≥MW≥3 kD, MW≤3 kD. 
 
糖、罗伊氏素及细菌素等，其中小分子物质占比比

较大，抑菌效果显著[19]，可能这是导致乳酸杆菌透

析外液抑菌活性下降低于醋酸杆菌的原因。 

综上，不同酿醋功能微生物发酵上清液对指示

菌的抑制效果并非由一种物质起作用。推断酸类物

质、蛋白短肽类物质及其他小分子代谢物共同构成

了发酵上清液中潜在的抑菌活性物质。 

3  结论与讨论 

醋酸发酵阶段作为镇江香醋酿造的重要阶段，

其醋醅水提取液对 4 种指示菌具有良好的抑制效

果，且醋醅发酵越久其水提液的抑制效果越强；

4 种主要酿醋功能微生物的发酵上清液对指示菌的

生长也具有显著的抑制作用。分析 4 种主要酿醋功

能微生物的发酵上清液，发现抑菌活性物质以酸类

物质为主，可能存在包括细菌素在内的蛋白类物质

及分子量小于 8 kD 的其他抑菌物质，这些物质在

醋酸发酵阶段产生并持续积累，产生强的抑菌效



122 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.1 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

果[20]。由此可见，主要酿醋功能微生物的生长及代

谢对环境微生物的定殖及繁殖起到了抑制作用。酿

醋微生物群落通过自身的生长及代谢，维护自身结

构及功能的稳定，维持“自我净化”，保证醋酸发酵

的正常进行[21]。 
食品来源的细菌素在食品防腐及贮存更有利

用优势，因此醋醅环境中存在的细菌素存在巨大的

应用及开发潜力[22]。本次实验还发现醋酸杆菌具有

不亚于乳酸杆菌的抑菌活性。已有报道 A. xylinum
产生的细菌纤维素在抑制环境微生物、治疗伤口中

的 应 用 [23-24] ， 但 是 未 见 A. pasteurianus 和 A. 
pomorum 存在抑菌活性的报道。 
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