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摘要:分别采用基础平板培养法和富集培养法 ,从河南烟叶表面分离筛选尼古丁降解菌 。结果表

明:采用基础平板培养法分离出来的 30个菌株中 ,有效菌株仅占所分离菌株的 60.0%,对尼古丁

降解效率大于 30%的仅有 6株菌(37℃,24 h)。而富集培养法分离出来的 30个菌株中 ,有效菌株

占所分离菌株的比例达 93.3%,对尼古丁降解效率大于 30%的有 14株菌 ,表明富集培养法是一种

快速高效分离筛选尼古丁降解菌的理想方法 。经初步鉴定 ,分离到的 2 株具有较高活性的尼古丁

降解菌分别为短芽孢杆菌(B.brev is)和侧孢芽孢杆菌(B.laterosporus)。
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Abstract:Nico tine-deg rading microbes were Isolated from Henan tobacco leaves by basic culture

and enrichment culture me thods.The results showed that the ef fect o f enrichment culture is bet-

ter than that of basic cul ture in iso lation and select ion of nico tine degrading microbes.The rat io of

valid st rains isolated by basic culture me thod w as 60.0%, while tha t by enrichment culture meth-

od w as 93.3%.The stain number w ith nicot ine deg radat ion rate of more than 30%was 6 out of

the 30 st rains isola ted f rom the basic culture , and 14 from the enrichment culture.Based on th

physiology and biochemist ry characte rs , 2 st rains w i th higher nicotine-deg rading act ivity were i-

dent ified , i.e.B .brev is and B.laterosporus.

Key words:Microbe;Tobacco;Nicot ine;Degradat ion;Isolation;Identification

　　烟草的叶片 、土壤和陈化叶片中存在许多能够

有效降解尼古丁(nicot ine)的微生物 ,在烟叶生长 、

调制 、陈化 、加工和储存过程中都能对烟叶的品质产

生很大的影响。利用微生物降解尼古丁 ,在提高烟

叶品质 、降低烟草危害 、保护环境和提高烟草资源利

用率方面具有重要意义和发展应用前景 ,是目前烟

草研究的一个热点 。国外在利用微生物降解尼古丁

方面已开展了大量的基础研究和应用研究工

作[ 1 ～ 7] ,国内研究尚处于起步阶段[ 8 ～ 10] 。可降解尼

古丁的微生物种类繁多 ,微生物代谢尼古丁也有多

种复杂的途径和分子机理 ,随着研究的不断深入 ,新

的可降解尼古丁微生物的开发以及微生物代谢尼古
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丁的分子生物学研究将是今后该领域研究的趋势 。

开发丰富的可降解尼古丁的微生物资源 ,加强尼古

丁代谢的相关新酶及功能基因的研究 ,将为进一步

利用尼古丁降解酶及功能基因和工程菌的构建提供

新的理论基础和实验材料 。有关尼古丁降解菌分离

筛选方法的比较研究国内未见专文报道 ,本研究初

步采用基础平板培养法和富集培养法 2 种方法 ,比

较了不同分离方法筛选尼古丁降解菌的效果 ,并对

分离到的 2株具有较高活性的尼古丁降解菌进行了

初步鉴定 ,旨在探索简便 、快速高效分离筛选尼古丁

降解菌的微生物学实验方法。

1　材料和方法

1.1　试验材料

1.1.1　菌源烟样　河南 C3F 陈化 2年的烟叶 。

1.1.2　培养基的制备　基础培养基:牛肉膏 3.0 g ,

蛋白胨 10.0 g , NaCl 5.0g ,琼脂 17.0 g , pH7.0 ,加

水至 1000mL 溶解 ,分装在三角瓶或试管中 ,放入

高压灭菌锅中于 121℃灭菌 20min。液体培养基不

加琼脂。

富集培养基:K 2 HPO4 ·3H2 O 13.3g ,KH 2PO 4

4g ,MgSO4 ·7H2 O 0.2g ,琼脂 15g ,加入自行配制

的微量元素溶液 0.5mL 和尼古丁适量 ,加蒸馏水

至 1000mL , pH 7.0。放入高压灭菌锅中于 121℃

灭菌 20min 。

尼古丁液体培养基:K 2HPO 4 · 3H 2O 13.3 g ,

KH2 PO 4 4g ,MgSO 4 ·7H2O 0.2 g ,加入自行配制

的微量元素溶液 0.5mL 和尼古丁适量 ,加蒸馏水

至 1000mL , pH 7.0。放入高压灭菌锅中于 121℃

灭菌 20min 。

1.2　试验方法

1.2.1　菌株的分离及纯化　称取适度破碎的烟叶

样品 1 g ,浸入装有 100mL 无菌水的三角瓶内 , 摇

匀 ,振荡 15min ,作为菌源样品 。以菌源样品制备梯

度稀释菌液 ,采用涂布平板法分别以基础培养基和

富集培养基分离菌株 ,将涂布好的培养基放入恒温

培养箱中于 37℃培养 48h ,挑取单个菌落进行纯培

养后接于斜面试管备用 ,获得 J组菌株共 30株(基

础培养基)和 F 组菌株共 30株(富集培养基)。

1.2.2　尼古丁降解试验　分别将 J组菌株和 F 组

菌株接入装有 5mL 尼古丁液体培养基的试管中 ,

摇床震荡培养 16 h ,制备菌液 。分别将制备的 J 组

菌株和 F 组菌株菌液加入装有 50mL 尼古丁液体

培养基的三角瓶中 ,于 37℃, 200 r/min的摇床振荡

培养 48 h , 以尼古丁液体培养基 50mL 加蒸馏水

5mL 作空白对照 ,检测各处理降解液中的尼古丁含

量 ,判定菌株分解尼古丁的能力 。

1.2.3　尼古丁含量的测定　采用紫外分光光度法

测定尼古丁含量 , 降解液经 12 000 r/min 离心

10min ,上清液用 0.4%的 HC l稀释到合适的紫外

吸光范围 , 并以 0.4%的 HCl 为参比液 , 分别在

236nm ,259 nm 和 282 nm 处测样品吸光值 ,用 A′

[ A 259 1/2(A 236 +A 282)]表示尼古丁的相对含量 。

1.2.4　菌株的鉴定　采用常规形态学观察方法对

菌株菌落群体形态 、个体形态特征进行观察描述;采

用 VITEK-32全自动微生物分析仪检测微生物的

生理生化特征。根据菌株的生理生化特征 ,结合个

体形态和群体形态特征 ,参照《伯杰氏细菌鉴定手

册》(第 8版)对菌株进行鉴定。

2　结果与分析

2.1　不同分离筛选方法筛选尼古丁降解菌的效果

比较

不同分离筛选方法筛选出的各菌株对尼古丁的

降解作用见表 1。由表 1 可以看出 ,采用基础平板

培养法和富集培养法均分离得到了部分对尼古丁有

一定的降解作用的菌株 。采用基础平板培养法获得

的菌株中 ,对尼古丁有降解作用的菌株为 18株 ,占

所分离菌株的 60.0%,对尼古丁降解效率大于 30%

的(A′低于 0.393)仅有 6株菌 ,对尼古丁降解效率

大于 40%的(A′低于 0.337)仅有 7号 、10 号 、30号

共 3株菌。而采用富集培养法分离出来的 30个菌

株中有 28 株可降解尼古丁 , 有效菌株的比例达

93.3%,其中对尼古丁降解效率大于 30%的有 14

株菌 ,对尼古丁降解效率大于 40%的有 3 号 、7号 、

13号 、18 号 、19 号 、27 号 、30 号 ,共 7株 。可见 ,富

集培养法筛选尼古丁降解菌的效率明显优于基础平

板培养法 ,可使尼古丁降解菌的筛出率提高 60%以

上 ,高活性尼古丁降解菌(降解效率大于 40%)的筛

出率提高 1.33倍 。

微生物具有极强的和多种的生物催化活性 ,利

用富集培养法有利于找到降解某种化合物的微生

物 ,在农残等有害物质生物降解中被广泛采用 ,本试

验证明 ,富集培养法也是一种快速高效筛选尼古丁

降解菌的理想方法 。

2.2　尼古丁降解菌的初步鉴定

对具有较高活性的 2株尼古丁降解菌 J-30和

F -27的群体形态 、个体形态特征进行了观察 ,并对
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　表 1　不同分离筛选方法筛选出的各菌株对尼古丁的

　　　　降解作用

编号 基础平板培养法(A′) 富集培养法(A′)

ck 0.562 0.562

1 0.747 0.570

2 0.723 0.425

3 0.542 0.337

4 0.603 0.379

5 0.657 0.477

6 0.708 0.503

7 0.263 0.257

8 0.616 0.407

9 0.381 0.367

10 0.337 0.339

11 0.648 0.406

12 0.397 0.417

13 0.534 0.307

14 0.750 0.463

15 0.452 0.567

16 0.531 0.367

17 0.349 0.462

18 0.529 0.329

19 0.456 0.330

20 0.380 0.436

21 0.670 0.381

22 0.488 0.550

23 0.482 0.372

24 0.522 0.359

25 0.464 0.507

26 0.616 0.504

27 0.467 0.234

28 0.618 0.509

29 0.740 0.510

30 0.221 0.273

生理生化特征进行了分析 ,结果列于表 2 、表 3 、表

4。2株菌在琼脂平板上的菌落特征均为不规则型 ,

边缘整齐 ,不透明 ,F -27 株为黄灰色 , J-30 株为

乳白色;2 株菌在液体中无菌膜 , F -27 菌株不浑

浊 、有沉淀 , J-30菌株浑浊 ,无沉淀 。

对个体形态特征观察结果表明 , 2株菌均为杆

菌 ,革兰氏反应均为阳性 ,长分别为 3 ～ 5μm , 2 ～

5μm ,宽分别为 0.7 ～ 0.9μm , 0.5 ～ 0.8μm ,有芽

孢 ,中生或近中生 , F -27 菌株孢囊不膨大 , J-30

菌株孢囊膨大 ,初步判定为芽孢杆菌。

生理生化特征分析结果表明 , 2株菌的共同点

表现为蛋白胨 、葡萄糖 、蔗糖 、海藻糖 、丙酮酸 、过氧

化氢酶 、硝酸盐还原反应均为阳性 ,木糖 、精氨酸 、淀

粉 、尿素 、乳糖 、棉子糖 、P .V 反应均为阴性 。但 F -

27菌株的半纤维素酶 、甘露醇 、纤维二糖 、阿拉伯糖

反应为阳性 ,在 pH 5.7营养肉汤中可以生长 , J-30

菌株的半纤维素酶 、甘露醇 、纤维二糖 、阿拉伯糖反

应为阴性 ,在 pH 5.7营养肉汤中不生长 。

根据以上 2株尼古丁降解菌的生理生化特征 ,

结合个体形态 、群体形态特征分析结果 , F -27 菌株

初步鉴定为短芽孢杆菌(Brevibaci l lus brev is), J-

30菌株初步鉴定为侧孢芽孢杆菌(Baci l lus lateros-

porus)。

表 2　尼古丁降解菌的群体形态特征

培养方式 特征 F-27 J-30

平板培养 形状 不规则型 不规则型

边缘 整齐 整齐

光学特性 不透明 不透明

颜色 黄灰色 乳白色

液体培养 菌膜 无 无

浑浊 不浑浊 浑浊

沉淀 有沉淀 无

表 3　尼古丁降解菌的个体形态特征

部位 特征 F-27 J-30

菌体 宽 0.7～ 0.9μm 0.5～ 0.8μm

长 3～ 5μm 2～ 5μm

革兰氏反应 阳性 阳性

芽孢 形状 椭圆 椭圆

位置 中生或近中生 中生或近中生

孢囊 不膨大 膨大

表 4　尼古丁降解菌的生理生化特征

反应名称 F-27 J-30 反应名称 F-27 J-30

蛋白胨基质 + + 半纤维素酶 + -

葡萄糖 + + 尿素 - -

木糖 - - 阿拉伯糖 + -

精氨酸 - - 过氧化氢酶 + +

蔗糖 + + 乳糖 - -

支链淀粉 - - 棉子糖 - -

甘露醇 + - 山梨醇 - +

纤维二糖 + - 海藻糖 + +

硝酸盐还原 + + 丙酮酸 + +

P.V 反应 - - pH5.7营养肉汤 + -

3　结语

本次试验采用平板和斜面培养基 、固体和液体

培养基 、基础和富集培养基 ,结合生物降解试验 ,从

河南烟叶表面分离筛选尼古丁降解菌 ,结果表明 ,不

同菌株对尼古丁有不同程度的分解作用 ,富集培养

法筛选尼古丁降解菌的效率明显优于基础平板培养

法 ,是一种快速高效筛选尼古丁降解菌的理想方法。

已经发现的可代谢尼古丁的细菌有假单胞菌

属[ 1](如 P seudomonas sp.No.41 , P.convexa PC1 ,

P .putida)、节杆菌属
[ 11]
(如 A.urea faciens , Ar-

throbacter nicot inoborans)、纤维单胞菌属
[ 2]
(Cel lu-
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lomonas sp.)以及苍白杆菌属(Ochrobactrum in-

termedium)
[ 8]
。本研究发现的2株活性较高的尼古

丁降解菌 ,经初步鉴定为短芽孢杆菌(B rev ibaci l lus

brev is)和侧孢芽孢杆菌(Baci l lus laterosporus),这

在国内外为首次报道 。

我国加入世贸组织后 ,烟叶市场的国际化进程

加快 ,中国的烟草将在更大范围直接参与国际竞争 。

另外 ,随着社会的发展进步 ,吸烟与健康问题日益引

起世人关注 ,开发无公害优质烟叶 ,生产安全性卷烟

制品已迫在眉睫 。低焦油 、低尼古丁 、高香气的卷烟

将会占据主流市场。

国内卷烟企业目前贮存的上部烟叶较多 ,一般

因其尼古丁含量较高而难以较多用于叶组配方

中[ 12] ,这个问题已引起有关方面的重视 ,如何降低

这些烟叶中的尼古丁含量是各卷烟企业所面临的一

个现实问题 ,因此 ,在工业上开展利用微生物对烟草

进行降解尼古丁处理研究具有实际应用价值 ,可以

提高烟叶资源的利用率 ,产生较高的经济效益和社

会效益。
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(上接第 47 页)　而其 5′端的接头序列 为

CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGAC

UGAAGGAGUAGAAA ,包含有两条引物序列 ,

GeneRacer
TM

5′Primer 5′-CGACTGGAGCACGAG-

GACACTGA-3′,GeneRacerTM 5′Nested Primer 5′-

GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA -3′,计算

的 Tm 值分别达到 61.1℃和 57.4℃,都具有比较高

的退火温度 ,而且反转录所用的酶的最适温度为 50

～ 55℃
[ 7]
,而通常用的禽源反转录酶和鼠源反转录

的最适反转录温度为 37℃,所以本方法提高了反转

录的特异性和随后的 PCR反应的特异性 ,为准确克

隆出目的基因打下了坚实的基础。
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