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红茶菌中优势微生物的分离鉴定及系统发育分析

乔宏萍1, 2 , � 沙大年* 1 , � 金泰廙2 , � 杭晓敏1

( 1. 上海交大昂立股份有限公司 生物医药研究所,上海 200233; 2. 复旦大学公共卫生学院,上海,

200032)

摘 � 要: 采用不同的培养基对红茶菌优势微生物进行了分离,共得到酵母菌 8. 3 � 106个/ mL,醋酸

菌 1. 4 � 107个/ mL,选取不同的菌落进行纯化后得到 2株醋酸菌和 4 株酵母菌。经过分子生物学

鉴定和系统发育树分析后,初步确定 AC1 为醋酸杆菌 A cetobacter senegalensi s, AC2为葡糖醋杆

菌 Gluconacetobacter sacchar iv or ans ; Y1为膜璞毕赤酵母 P ichia membrani f aciens , Y2 为毕赤酵

母 P ichia g alei f ormis , Y3为异型德克酵母 Dekker a anomala, Y4为拜耳接合酵母Zygosacchar o-

myces bai li i。
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Isolation and Identification of Predominant Microbes

from Kombucha and Phylogenic Analysis
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Abstract: In this manuscript, , the predominant m icrobes w ere isolated f rom Kombucha by

dif ferent medium , 8. 3 106 cfu/ mL o f y easts and 1. 4 107 cfu/ mL of acet ic bacteria w ere obtained.

T here w ere 4 st rains of y easts and 2 str ains of acet ic bacteria through purified fr om dif ferent

co lonies. By mo lecular ident if ied and phy log enic analyzed, the isolate AC1 w as identif ied as

A cetobacter senegalensi s , A C2 as Gluconacetobacter saccharivor an, Y1 as P ichia

membr anif aciens , Y2 as Pichia galeif ormis, Y3 as Dekker a anomala, Y4 as

Zygosacchar omyces bai li i .
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� � 红茶菌是一种在国内外具有悠久历史的功能 性饮料,它是由醋酸菌、酵母菌等有益微生物共同



自然发酵而成。其保健功能主要表现在清理肠胃,

帮助消化,抑制有害菌,防治胃肠道疾病, 预防结肠

癌的发生,防治高血压和动脉硬化以及增强机体免

疫力等。目前, 对红茶菌的培养依然是以传统的家

庭培养为主, 实现工业化生产依然存在很多问题。

首先, 混合菌种的接种条件、接种量以及优势菌群

等还没有系统全面的研究报道; 其次, 每一个菌种

的代谢特征、培养条件和功能效果等方面还没有深

入细致的研究;另外, 抑菌和保健功能的作用机理

还没有完全搞清楚
[ 1-5]
。因此, 菌种的分离鉴定是

解决所有问题的基础, 作者从红茶菌培养液中分离

了其优势菌群并用分子生物学方法对其进行鉴定,

为其进一步研究发酵条件、代谢产物以及保健作用

等奠定基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 试验材料
红茶菌菌液:作者所在公司保存; 醋酸菌分离

培养基:葡萄糖 20 g、酵母膏 10 g、碳酸钙 20 g、琼

脂 20 g、pH 6� 8 水 1 000 mL;酵母菌分离培养基:

麦芽汁琼脂培养基; 醋酸菌培养液: LB;酵母菌培养

液: PB培养液。

1� 2 � 试验方法
1� 2� 1 � 菌株的分离 � 平板稀释分离法。

1) 分别取 5 mL 培养好的红茶菌菌液和一小

块菌膜加入 45 mL 无菌水稀释, 加入无菌玻璃珠,

充分振荡,使溶液混匀, 然后逐次稀释一直到 10
-3
、

10-4和 10-5。

2) 分别取 100 �L 稀释好的菌液, 涂布在醋酸

菌和酵母菌分离平板上, 每个浓度重复 3皿。

3) 酵母菌平板放在 28 � 下恒温培养, 醋酸菌

在 30 � 下恒温培养, 待醋酸菌分离平板上看到透

明圈, 然后纯化保存菌种, 酵母菌分离平板上长出

菌落后,挑取不一样的菌落进行纯化保存。

1� 2� 2 � 菌株的分子生物学鉴定
1) DNA 的提取 � 分别挑取平板上生长旺盛的

各个菌落接种在酵母菌或醋酸菌培养液中, 待生长

至对数生长期, 离心取少量菌体, 用 CTA B法
[ 6]
提

取 DNA,经琼脂糖凝胶电泳检测, 纯化后-20 � 冰箱
保存待用。

2) PCR扩增和测序 � 酵母采用 26srDNA 近 5

端 D1/ D2区域通用引物[ 7, 8] 。PCR 扩增体系 ( 50

�L) : 10 � PCR缓冲液 5 �L, MgCl2 ( 25 mmo l/ L ) 3

�L; dN TP ( 10 mmol/ L ) 1 �L; Tag ( 2 U /� L ) 1

�L; 引物( 10 pmo l) 1 �L; DNA 1 �L 加超纯水至

50�L 反应条件: 95 � 5 min, 94 � 1 min, 52 � 1

min, 72 � 1 min 20 s 36个循环 72 � 8 min。

醋酸菌采用细菌 16SrDNA 通用引物
[ 9, 11]

,

PCR反应体系( 25 �L) : 10 � PCR缓冲液 2� 5 �L;
MgCl2 ( 25 mmol/ L ) 2� 0 �L; dNTP( 2� 5 mmol/ L )

1� 5 �L; dNTP( 2� 5 mmol/ L ) 1� 5 �L; TagDNA 聚

合酶( 2 U/�L) 1 �L 引物( 10 �mol/ L ) 各 2 �L 超纯

水 14 �L。PCR反应条件为: 94 � 5 min, 94 � 30

s, 55 � 1 min, 72 � 2 min, 35 个循环,最后 72 �

保温 5 m in。

所得 PCR产物送上海鼎安生物科技有限公司

纯化,测序。将所测序列登陆 GenBank 数据库, 进

行 BLAST 比对,同时将所测序列通过 Bankit 提交

GenBank, 获取每个序列的登录号。

1� 2� 3 � 构建系统发育树 � 将所测序列在 GenBank

核酸序列数据库中进行同源序列搜索, 下载相似菌

株序列,并与分离菌株的序列放在一起, 用 Clust-

alX 软件进行多序列匹配排列, 通过 Neighbor-

Joining 分析方法用 Mega4软件构建系统进化树。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 菌株的分离结果
采用两种不同的培养基分别分离醋酸菌和酵

母菌,结果为, 在醋酸菌分离平板上共分离到 1� 4 �
107个/ mL 菌株, 挑取周围有透明圈并且菌落形态

不一样的菌落进行分离纯化,共得到 2 株不同的菌

株。在麦芽汁琼脂培养基上共分离到 8� 3 � 106个/

mL 菌株。挑取菌落形态不一样的菌株进行纯化保

存, 纯化得到 4株不同的酵母菌。

2� 2 � 菌株的分子生物学鉴定
将分离获得的 2 株醋酸菌进行 DNA 提取,

PCR扩增均得到 16SrDNA 序列, 经比对后为

A� senegalensis 和 G� sacchar iv or ans。在麦芽汁琼
脂平板上分离得到的酵母菌, 进行 DNA 提取, PCR

扩增均得到 600 bp 左右的一段序列。登陆 Gen-

bank比对后, 结果见表 1。

2� 3 � 系统发育分析
从红茶菌菌液中共鉴定分离到 4株不同的酵

母菌, 2 株不同的醋酸菌, 通过 Bankit 提交 Gen-

bank获取登录号(表 1)。将 4株酵母菌的 26S rD-

NAD1/ D2区域序列与 GeneBank 中的序列进行比

较, 选取相近的典型菌株的 26S rDNAD1/ D2 区域

序列,用 ClustalX1� 8 与 Mega4软件构建系统发育

树见图 1。同样的方法 2株醋酸菌构建 16SrDNA

序列系统发育树见图 2。
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表 1 � 红茶菌分离菌株的分子鉴定

Tab. 1 � Molecular identif ication of strains isolated fromKom-

bucha

菌株 长度
序列相似性为 99%
以上的菌株

登录号

AC1 888 A cetobacter s eneg alens is HM228924

AC2 895
Gluconacetobacter sac-
char ivorans

HM228925

Y1 572 P ichia membranif aciens HM212621

Y2 568 P ichia galeif ormis HM212622

Y3 593 Dekkera anomala HM212623

Y4 590 Zygosaccharomyces bailii HM212624

� � 从酵母菌 26S rDNAD1/ D2区域序列构建的系

统发育树来看, Y1 和 Y2 亲缘关系较近, 与

P� membrani f aciens 和 P� g aleif ormis 聚在一起,

在 登 陆 Genbank 比 对 后, Y1 与

P� membrani f aciens 相似性为 99%, 同样 Y2 与

P� galei f orm is 相似性为 99% ,因此, 初步将 Y1鉴

定 为 P�membr anif aciens, Y2 鉴 定 为

P� galei f orm is。同样, Y3 与 D� anomala在亲缘关

系上最近, Y4与 Z� bai l ii 相似性最高,将二者在分

类学地位上归于 D� anomala和Z� bai l ii。
从醋酸菌 16SrDNA 序列构建的系统发育树可

以看出, AC2与 G� saccharivorans 聚在一起, 亲缘

关系较近,在分类上也将其归为 G� saccharivorans。
AC1单独形成一个分支, 与 A� senegalensis 的遗传
距离最近,在 Genebank中比对, 与他的相似性也最

高为 99%, 因此,也将其归为 A� senegalensis。

图 1� 4 株酵母菌的 26S rDNA区域序列系统发育树

Fig. 1� Phylogenic tree of 4 strains yeasts based on 26S rDNA sequences

图 2� 2 株醋酸菌的 16S rDNA区域序列系统发育树

Fig. 2� Phylogenic tree of 2 strains aceticbacteria based on16S rDNA

3 � 结 � 语

不同来源的红茶菌, 其菌种存在差异, 作者分

离得到的醋酸菌和酵母菌在属间与报道的大体一

致
[ 3]
, 种间略有不同。

用分子生物学方法鉴定微生物是一种快速、简

单、有效地方法。在细菌的鉴定中, 16SrDNA 因其

在漫长的进化中具有高度的保守性, 因而近几年来

被广泛的应用于细菌的分类学研究[ 9-12] 。同样, 酵

母菌的 26SrDNA中的 D1/ D2 区域序列,可以很方

便的把酵母菌区分开来。

611� 第 4期 乔宏萍等: 红茶菌中优势微生物的分离鉴定及系统发育分析



参考文献( References) :

[ 1 ] 廖卢艳, 蒋立文. 红茶菌的研究进展[ J] . 中国食品与营养, 2006, 9: 22- 23.

LIAO Lu-yan, JIANG L-i wen. T he r esear ch development of Kombucha[ J] . Food and nutrition in China, 2006, 9: 22- 23

( in Chinese)

[ 2 ] Dufr esne, C and Farnw orth, E. Tea, kombucha and health: A rev iew [ J] . Food Research International, 2000, 33: 409-

421.

[ 3 ] 吴薇, 籍保平. 红茶菌国内外研究应用概况[ J] . 食品科技, 2003, 12: 9- 11.

WU Wei, JI Bao-ping. A surv ey of kombucha� s study and application in the wo rld[ J] . Food Science and Technology,

2003, 12: 9- 11( in Chinese) .

[ 4 ] 吴薇, 盖宝川. 红茶菌混合菌种的分离与鉴定[ J] . 食品科学, 2004, 25( 4) : 55- 58.

WU Wei, GAI Bao-Chuan. St udy on the iso lation and identification o f microbes of Kombucha[ J] . Food Science, 2004, 25

( 4) : 55- 58( in Chinese) .

[ 5 ] Ai Leng Teoh, Gillian H ea rd, Julian Cox . Yeast eco lo gy o f kombucha fermentation[ J] . International Journal of Food M-i

crobiology, 2004, 95: 119- 126.

[ 6 ] 林加涵, 魏文玲, 彭宣宪. 现代生物学实验[ M ] . 北京:高等教育出版社, 2001.

[ 7 ] 褚学英, 惠丰立, 李晓辉. 大曲中主要酵母菌的分子鉴定[ J] . 中国酿造, 2008, 5: 27- 29.

CH U Xue-ying , HUI Feng- li, L I Xiao-hui. Mo lecular analy sis on diversity of cult ur able y east iso lated fr om Daqu[ J] . Ch-i

na brewing, 2008, 5: 27- 29( in Chinese) .

[ 8 ] Kurtzman C P , Robnett C J. Ident ification and phylogeny of ascomycet ous yeasts from analy sis of nuclear lar ge subunit

( 26S) r ibosomal DNA par tial sequences[ J] . Antonie van Leeuwenhoek, 1998, 73( 4) : 331- 371.

[ 9 ] 汪川 , 张朝武, 裴晓方, 等. 一株从酸奶中分离的德氏乳杆菌保加利亚亚种的鉴定和系统发育分析[ J] . 卫生研究, 2007,

36( 6) : 713- 718.

WANG Chuan, ZH ANG Chao- wu, PEI Xiao- fang , et al. Identificat ion and phylogeneti c analy sis o f one st rain o f Lactoba-

cillus delbrueckii subsp. Bulg aricus separ ated fr om yoghour t[ J] . Journal of hygiene Research, 2007, 36( 6) : 713- 718( in

Chinese) .

[ 10] 姜海荣, 倪永清, 宋丽军, 等. 新鲜哈密瓜汁中可培养细菌的分离鉴定及系统发育分析[ J] . 食品与生物技术学报, 2010,

29( 3) : 426- 431.

JIANG H a-i rong, N I Yong-qing , SONG L-i jun, et al. Ident ification and phy log enesis analysis of cultivable micro or gan-

isim isolated fr om fr esh ham-i melon juice[ J] . Journal of food science and biotechnology, 2010, 29( 3) : 426- 431( in Ch-i

nese) .

[ 11] 张会敏, 冯友军. 一株野生细菌的 16SrDNA 序列分析与系统发育树的构建[ J] . 生物信息学, 2005, 3( 1) : 1- 4.

ZH ANG Hu-i min, FENG You- jun. 16SrDNA sequence analysis and phy log enic t ree construction of a st rain of field bacte-

r ium[ J] . China Journal of Bioinformatics, 2005, 3( 1) : 1- 4( in Chinese) .

[ 12] 龙雯 ,陈存社. 16SrRNA 测序在细菌鉴定中的应用[ J] . 北京工商大学学报: 自然科学版, 2006, 24( 5) : 10- 12.

LONG Wen, CH EN Cun-she. Applicat ion o f 16SrRNA sequence in bacteria indicat ion[ J] . Journal of Beijing technology

and business university: Natural Science Edition, 2006, 24( 5) : 10- 12( in Chinese) .

612 食 � 品 � 与 � 生 � 物 � 技 � 术 � 学 � 报 � � � � � � � � � � � � 第 30卷 �


