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陕西省果库中嗜酸耐热菌的分离鉴定
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摘要：为探明陕西省果库中嗜酸耐热菌的分布情况，采用酸化的 ＡＡＭ培养基对陕西果库中的空气和苹果中的嗜

酸耐热菌进行分离纯化，与参比菌株 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＤＳＭ３９２２Ｔ进行细胞形态、菌落形态和生长条件、生理生化特征

的比较分析，并以 １６ＳｒＤＮＡ序列分析构建系统发育树，明确了 ８株分离菌的遗传学位置。分离株 ＬＣ ４与标准菌

的形态和生理生化特性有很大的相似性，１６ＳｒＤＮＡ序列分析表明 ＬＣ ４与标准菌的同源性达 ９９％，可判定为酸土

脂环酸芽孢杆菌，其他 ７株属于芽孢杆菌。结果表明嗜酸耐热菌在果库中确有分布，可能对果汁质量造成威胁，需

要加强控制。
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　　引言

嗜 酸 耐 热 菌，又 称 脂 环 酸 芽 孢 杆 菌

（Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ），是一类嗜酸、耐热、革兰氏阳性可
变、产芽孢的杆菌。自１９８４年，Ｃｅｒｎｙ首次从腐败果
汁中分离出嗜酸耐热菌后

［１］
，各国学者相继在果汁

中发现此类具有嗜酸耐热性质，且结构区别于一般

芽孢杆菌的细菌
［２～３］

。嗜酸耐热菌的细胞膜组分比

较特殊，含有环己烷脂肪酸，这可能与它能够在高温

和高酸条件下生存有关
［４］
。嗜酸耐热菌属中存在

一些类似于酸土脂环酸芽孢杆菌（Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ）
的腐败菌，可以引起巴氏灭菌苹果汁的腐败而使果

汁的感官品质发生劣变，不仅在果汁中会形成白色

沉淀或雾状浑浊，甚至会产生令人不适的气味
［５～８］

，

芽孢可污染果汁生产中的半成品和生产材料，包括

浓缩苹果汁和加工用水等
［９］
。研究发现，由于其耐



热、耐酸性，嗜酸耐热菌在浓缩苹果汁的加工过程中

极难控制和去除，浓缩苹果汁中的嗜酸耐热菌越来

越受到关注
［１０～１３］

。

本文对陕西省果库中的空气和苹果中的嗜酸耐

热菌进行分离纯化，对纯化后的菌种进行耐热性、嗜

酸性的筛选，并研究生长特性以及生理生化特性，最

后结合１６ＳｒＤＮＡ将菌种鉴定到种的水平，以明确
嗜酸耐热菌在浓缩苹果汁全产业链果库阶段的分布

情况，为嗜酸耐热菌的快速检测和苹果汁的优质生

产提供依据。

１　材料和方法

１１　菌种和培养基
１１１　菌种

标准菌：ＡｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＤＳＭ３９２２Ｔ，
购自德国菌种保藏中心。

１１２　培养基
ＡＡＭ培养基：２ｇ葡萄糖，２ｇ酵母浸膏，０４ｇ

（ＮＨ４）２ＳＯ４，１ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０５ｇＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，
１２ｇＫＨ２ＰＯ４，０５ｇＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，１５ｇ琼脂，１Ｌ蒸
馏水。

ＬＢ培养基：１０ｇ胰蛋白胨，１０ｇ酵母粉，５ｇ
ＮａＣｌ，１５ｇ琼脂，１Ｌ蒸馏水，混匀后灭菌备用。
１２　主要仪器和设备

ＵＶ ２５５０型紫外可见分光光度计（日本岛津
公司）；ＨＣ ３０１８Ｒ型高速冷冻离心机（安徽中科中
佳科学仪器有限公司），ＨＨ ６型恒温水浴锅（上海
福玛实验设备有限公司）；ＪＡ２００３型电子天平（上海
精密科学仪器有限公司）；ＰＨＳ ３Ｃ型酸度计（上海
虹益仪器厂）；ＣＸ３１型显微镜（奥林巴斯公司）；
ＰＴＣ ２００型 ＰＣＲ仪（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司）；ＤＹＹ ７Ｃ
型电泳仪（北京六一仪器厂）；Ｄｏｌｐｈｉｎ ｄｏｃ型凝胶
成像系统（美国 Ｗｅａｌｔｅｃ公司）。
１３　样品采集

采自陕西省洛川县、白水县、蒲城县和扶风县的

果库。

空气样的采集：将事先配制好的 ＡＡＭ培养基
按照五点采样法置于果库中，缓慢打开培养皿盖，在

空气中放置５ｍｉｎ，其中每点设重复采样皿一个和空
白对照皿一个（不打开皿盖），将收集好的样品带回

后迅速分析
［１４］
。

苹果样品的采集：从每个果库中随机选取健康

苹果１５ｋｇ，放入无菌袋中，迅速带回进行分析。
１４　嗜酸耐热菌的分离与纯化
１４１　空气样品

将采集的样品于 ４５℃培养，培养 ２～５ｄ后，挑

单菌落进行划线分离
［１４］
。

１４２　苹果样品
在无菌条件下，取适量的苹果皮加入盛有

１００ｍＬＡＡＭ液体培养基的三角瓶中，置 ８０℃水浴
中１０ｍｉｎ进行热休克处理（刺激孢子萌发），然后迅
速用冰水冷却至 ４５℃。在 ４５℃，１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培
养２ｄ。选取合适的梯度稀释后各取 ２００μＬ接种于
ＡＡＭ培养基培养平板上，４５℃培养 ２～５ｄ，挑取单
菌落进行划线分离。

将样品中分离到的单菌落进行涂片，经复红染

色后，在光学显微镜下观察其形态和纯度。含有杂

菌的分离株用划线分离法再次进行纯化，纯化后的

菌株于４℃保存。
１５　嗜酸耐热菌的筛选
１５１　耐热性试验

将分离菌株的纯培养物置于无菌水中制成菌悬

液，先在８０℃水浴中进行 １０ｍｉｎ的热休克处理，再
采用涂布法接种于 ＡＡＭ培养基固体平板上，４５℃
培养，可以在 ＡＡＭ培养基固体平板上形成菌落的
分离菌株为耐热菌

［１０～１２］
。

１５２　耐酸性试验
将分离菌株划线接种于 ＬＢ培养基固体平板

（ｐＨ值７２）上，在 ４５℃恒温培养箱中培养 ４８ｈ，若
分离菌株在 ＬＢ培养基平板上不能形成菌落则为嗜
酸菌

［１３～１５］
。

１６　细胞形态观察
选取２４ｈ内培养菌株的纯培养物，按照《常见

细菌鉴定系统手册》的方法进行简单染色，在光学

显微镜下观察分离株的细胞形态
［１６］
。

１７　生长条件试验
１７１　最适生长 ｐＨ值的确定

采用１ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４溶液调整 ＡＡＭ液体培
养基的 ｐＨ值，测定菌株生长的最适 ｐＨ值。标准菌
和分离菌在液体ＡＡＭ（ｐＨ值４０）中培养１８ｈ，作为
种子液。配制 ｐＨ值分别为 ２０、３０、４０、５０、６０、
７０的 ＡＡＭ液体培养基，以种子液接种各 １ｍＬ，培
养２４ｈ后观察６００ｎｍ处的吸光度［１７］

。

１７２　最适生长温度的确定
从标准菌和分离菌的种子液中，各取 １ｍＬ，接

种在 ＡＡＭ液体培养基（ｐＨ值 ４０）中，分别置于
２０、３０、４０、５０、６０和 ７０℃条件下培养 ２４ｈ，观察
６００ｎｍ处的吸光度［１７］

。

１７３　００５ｇ／ｍＬＮａＣｌ生长试验
每１００ｍＬＡＡＭ固体培养基中加入５ｇＮａＣｌ，经

灭菌后制备为固体平板，再将各分离菌株接种于此

固体平板上，４５℃培养 １～２ｄ，观察生长情况，有菌
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落形成即为阳性，没有菌落则为阴性。

１８　生理生化反应
参照《常见细菌系统鉴定手册》的方法对所有

分离菌株进行接触酶试验、氧化酶试验、明胶液化试

验、Ｖ Ｐ试验、吲哚试验、脲酶试验、Ｎ源利用试验、
Ｍ Ｒ试验、硝酸盐还原试验、产氨试验等生化试
验

［１６］
，厌氧性和运动性试验参照文献［１８］描述的方

法进行，并用统计软件 ＳＡＳ９０１进行聚类分析。
１９　１６ＳｒＤＮＡ鉴定
１９１　模板制备

取１８～２４ｈ培养的分离株纯培养物２ｍＬ，按照
细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱型）（北京百
泰克生物技术有限公司）说明书描述的方法提取

ＤＮＡ。
１９２　１６ＳｒＤＮＡ基因的 ＰＣＲ扩增

上游引物：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡ３′，
下游引物：５′ＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣ３′，由北
京六合华大基因有限公司合成，加入灭菌的双蒸水

稀释，使其终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。
ＰＣＲ扩增体系：总体积５０μＬ，包括１０μＬ模板，

１μＬ上游引物，１μＬ下游引物，２５μＬＰｒｅｍｉｘ（宝生
物工程（大连）有限公司）溶液，１３μＬ灭菌蒸馏水。

ＰＣＲ反应程序：９５℃／２ｍｉｎ（预变性）；９５℃／２０ｓ
变性；５５℃／１５ｓ退火；７２℃／２ｍｉｎ延伸，３５个循环，
７２℃／１０ｍｉｎ的延伸。

采用１０％的琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增的 ＤＮＡ

片段。将检测后的 ＰＣＲ扩增产物寄送至深圳华大
基因研究院进行测序。

１９３　序列分析和系统发育树构建
获得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已有的细菌

１６ＳｒＤＮＡ序列进行 Ｂｌａｓｔ分析，获取相似性较高的
菌株信息；选取这些相关菌株的 １６ＳｒＤＮＡ序列，通
过 Ｍｅｇａ５０５软件包进行多序列比对分析和系统发
育树的构建。

２　结果

２１　菌种的分离纯化及嗜酸耐热性的检验
从苹果和果库空气样品分离嗜酸耐热菌，经纯

化得到８株分离菌株，均是从苹果样品中分离得到
的，而从果库空气中未能分离到目的菌株。经耐热

性检验，此８株分离株均可较好的生长，即为耐热
菌；并且它们都不能在 ＬＢ培养基固体平板（ｐＨ值
７２）上形成菌落，证明具有嗜酸性。
２２　细胞形态及理化特性

８株分离菌在 ＡＡＭ平板上（ｐＨ值 ４０）的形态
大致为乳白色的圆形菌落，菌落表面光滑，湿润，中

心凸起（表 １、图 １）。标准菌和分离菌的显微形态
为杆状。标准菌和分离菌的生长条件及理化特性试

验结果见表 ２、３。由表 ２可知，分离菌和标准菌的
最适生长温度和 ｐＨ值范围比较接近，而且在较高
温度和较低 ｐＨ值都可以生长，符合嗜酸耐热的特
点。标准菌和分离菌的显微形态如图２所示。

表 １　标准菌和分离菌细胞形态观察结果

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｌｏｎｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｉｓｏｌａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌ

菌株 菌落形状 细胞形状 细胞大小（直径 ×长度／μｍ×μｍ） 运动性 革兰氏染色

ＤＳＭ３９２２Ｔ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 （３０～３１）×（０７～０８） － ＋
ＢＳ ７ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 （２０～３０）×（０５～０６） － ＋
ＢＳ １ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 （１５～２０）×（０４～０６） － ＋
ＢＳ ２ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 （１５～２５）×（０５～０９） － ＋
ＬＣ ４ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 （２５～３０）×（０５～０８） － ＋
ＢＳ ５ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 ３０×０５ － ＋
ＬＣ ８ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 （１５～２０）×（０５～１０） － ＋
ＬＣ ９ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 ２０×０６ － ＋
ＢＳ １７ 圆形，不透明 杆状，不膨胀 （１８～３０）×（０７～１０） － ＋

　　注：“＋”为阳性、“－”为阴性。

２３　聚类分析
由表 ３可知，分离菌株与标准菌株间有部分差

异，但由聚类分析结果（图３）可知，分离株 ＬＣ ４和
标准菌株归为一支，分离株 ＢＳ １、ＢＳ ２、ＢＳ ５、
ＬＣ ８、ＬＣ ９和 ＢＳ １７为一支。说明 ＬＣ ４的生
理生化特性与标准菌具有一定的相似性。

２４　１６ＳｒＤＮＡ基因序列系统发育树的构建和菌
种鉴定

通过对标准菌株和分离菌株 １６ＳｒＤＮＡ扩增产

物（１５００ｂｐ）的两向测序，将测序结果进行拼接及
Ｂｌａｓｔ比对，构建系统发育树，确定了分离菌株的系
统发育地位如图４所示。

系统发育树（图４）表明，分离菌株 ＢＳ ７、ＢＳ １、
ＢＳ ２、ＢＳ ５、ＢＳ １７、ＬＣ ８和 ＬＣ ９与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｇｉｎｓｅｎｇｉｈｕｉｍｉ亲缘关系最近（９９％），可能为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｇｉｎｓｅｎｇｉｈｕｉｍｉ，ＬＣ ４与 Ａｌｉｃｙｌｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
的亲缘关系最近（９９％），结合生理生化特征，可以
判定为 Ａｌｉｃｙｌｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ。
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图 １　各菌株菌落形态

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｅｓｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ

（ａ）ＢＳ ７　（ｂ）ＢＳ １　（ｃ）ＢＳ ２　（ｄ）ＬＣ ４　（ｅ）ＢＳ ５　（ｆ）ＬＣ ８　（ｇ）ＬＣ ９　（ｈ）ＢＳ １７　（ｉ）ＤＳＭ３９２２Ｔ

　
表 ２　标准菌和分离菌的生长条件试验结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｇｒｏｗｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｉｓｏｌａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌ

参数
菌株

ＤＳＭ３９２２Ｔ ＢＳ ７ ＢＳ １ ＢＳ ２ ＬＣ ４ ＢＳ ５ ＬＣ ８ ＬＣ ９ ＢＳ １７
最适生长温度／℃ ４０～５０ ３５～５０ ３５～５０ ３０～５０ ４５～５５ ３５～４５ ３０～４５ ３５～４５ ３５～４５
最适生长 ｐＨ值 ３５～４０ ４０～５５ ３５～５５ ３５～５５ ３０～５０ ３５～５５ ３５～５０ ３５～５５ ４０～５５

表 ３　标准菌和分离菌的生理生化特性反应

Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｉｓｏｌａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌ

生化反应
菌株

ＤＳＭ３９２２Ｔ ＢＳ ７ ＢＳ １ ＢＳ ２ ＬＣ ４ ＢＳ ５ ＬＣ ８ ＬＣ ９ ＢＳ １７
氧化酶反应 － － － － － － － － －
接触酶反应 ＋ Ｖ ＋ Ｖ ＋ － － － ＋
明胶液化试验 ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ －
淀粉水解试验 ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ －
硝酸盐还原试验 ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － －
００５ｇ／ｍＬＮａＣｌ生长试验 ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
厌氧性试验 － － － － － － － － －
Ｖ Ｐ试验 － ＋ ＋ － ＋ － ＋ － ＋
Ｍ Ｒ试验 Ｖ Ｖ ＋ － ＋ Ｖ ＋ ＋ ＋
产氨试验 － － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋
脲酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ －
吲哚试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”为阳性、“－”为阴性、“Ｖ”为弱阳性。
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图 ２　各菌株显微镜形态的观察结果（１０×１００）

Ｆｉｇ．２　Ｍｉｃｒｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｅｓｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ（１０×１００）

（ａ）ＢＳ ７　（ｂ）ＢＳ １　（ｃ）ＢＳ ２　（ｄ）ＬＣ ４　（ｅ）ＢＳ ５　（ｆ）ＬＣ ８　（ｇ）ＬＣ ９　（ｈ）ＢＳ １７　（ｉ）ＤＳＭ３９２２Ｔ

　

图 ３　菌株的聚类分析结果

Ｆｉｇ．３　Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｒａｉｎｓ
　

２５　扫描电镜观察结果
标准菌和分离菌株ＬＣ ４的扫描电镜如图５所

示。

由图５可知，分离菌株 ＬＣ ４的电镜扫描形态
与标准菌的形态均为杆状，细胞大小也很相近，进一

步证实了 ＬＣ ４为 Ａｌｉｃｙｌｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ。

３　讨论

（１）从陕西省果库中共分离到 ８株嗜酸耐热
菌，其中 ＬＣ ４从形态特征、生长特性、生理生化特
性及聚类分析来看，与标准菌相似度很高，经过 １６Ｓ
ｒＤＮＡ亲缘性分析后，分离菌与Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ最为
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图 ４　标准菌和分离菌的系统发育树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
　

图 ５　扫描电镜结果

Ｆｉｇ．５　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｆｓｔｒａｉｎｓ

（ａ）ＬＣ ４　（ｂ）ＤＳＭ３９２２Ｔ

　

相似，相似度达到 ９９％，可判定为同一菌种；其他 ７
株分离菌都属于芽孢杆菌菌属。但果库中存在大量

枯草芽孢杆菌及其他具有嗜酸耐热特性的芽孢杆属

细菌，它们同样会对果汁的安全性造成威胁，这与蒋

宏伟等
［１９］
对陕西苹果汁数年的检测结果具有高度

的一致性，这表明枯草芽孢杆菌与凝结芽孢杆菌等

菌种也同样应受到重视，不能忽视其对果汁质量的

威胁。

（２）目前，国内外对嗜酸耐热菌的研究主要集
中在快速检测及控制杀灭方法上。我国对嗜酸耐热

菌的研究主要是从生产过程中对其分离鉴定，果园

土壤
［２０］
也有涉及，但是对浓缩苹果汁全产业链的主

要阶段———果库的研究还未见报道。因此，从果库

中分离出的嗜酸耐热菌对了解其在全产业链的分布

有着重要的意义。

（３）菌株 ＬＣ ４是酸土脂环酸芽孢杆菌，分离
自果库中，表明果库的低温环境只是抑制了嗜酸耐

热菌的生长，一旦在适宜的条件下（比如进入加工

阶段），就会对果汁造成污染，说明对其的控制需要

加强。

２９１ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１３年



４　结束语

研究了陕西省果库中嗜酸耐热菌的分布情况，

对果库中的空气和苹果中的嗜酸耐热菌进行分离纯

化，得到８株嗜酸耐热菌，其中分离株 ＬＣ ４可判定
为酸土脂环酸芽孢杆菌，其他 ７株属于芽孢杆菌。
结果表明嗜酸耐热菌在果库中确有存在，对果汁质

量造成威胁，需要加强控制。
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