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烟碱降解细菌的分离、鉴定及其降解性能的初步研究
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摘 要：从福建三明地区的土壤中分离得到一株能够高效降解烟碱的菌株，编号为 G-#。该菌经常规的形态、生理

生化分析以及 81H +G-) 序列同源性分析，鉴定为 !"#$%&’"($)* +,(-$*-.+)*，属于!2 变形杆细菌纲。该菌在 3$I J
!$I和 *K 1L$ J 4L$ 范围内具有较高的降解活性，其最适值分别为 3$I和 1L"，烟碱的耐受浓度在无机盐培养基中

可达到 !$$$:MNO。该菌能够以烟碱为唯一碳源生长，对于 "$$:MNO 烟碱的降解速率为 8":MNO·P，31P 烟碱降解率为

4CL1"Q。该菌在烟草工业和环境保护上可能具有应用前景。
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烟碱是普通烟草中的生物碱，俗称尼古丁（-,B2
&S,>/）［8］，其主要作用在于它所产生的生理强度，即

通常所说的劲头，该强度与烟碱含量成正比。烟碱

对人的中枢神经有强烈的刺激和麻痹作用，少量使

人兴奋，大量会引起眩晕、呕吐甚至中毒死亡，成人

一次摄入 !$:M J 1$:M 尼古丁，就可能致命［#］。因

此，烟草中的烟碱含量过高，就会严重危害烟民的健

康。

我国部分烟区所产烟叶，尤其是上部烟叶烟碱

含量偏高。据报道［3］，目前我国烤烟烟碱平均含量

为 3Q J !Q，白肋烟高达 1Q，而正常情况下烤烟应

低于 3Q，白肋烟应在 #Q J !Q。国内各大烟厂贮

存的上部烟叶较多，一般因其烟碱含量较高，而不易

用于叶组配方中。近年来，随着世界范围反吸烟运

动的不断深入和消费者对自身健康的更加关注，几

乎所有类型的卷烟产品都在向低焦油和低烟碱的淡

味型卷烟方向发展，且其发展速度十分迅猛。虽然

目前已有一些降低烟草中烟碱含量的方法，如农业

措施［!］和浸提法［"］，但这些技术在降低烟碱的同时，

也会降低那些对香烟品质有贡献的成分。

利用微生物降解技术降低烟碱含量，不仅高效，

而且具有选择性，对香烟的主要品质不会产生不利

的影响［1］。本研究从长期种植烟叶的福建三明地区

的土壤中分离到一株菌，具有彻底降解烟碱的能力。

本文报道该菌的分离、鉴定及其相关降解性能。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 采样地点：分离菌株的土壤样品采自福建三

明烟区。

!"!"# 试剂和器材：-,B&S,>/（含量#44Q，T/+BU 公

司）；紫外分光光度计（V%2#"!$，日本岛津公司）；

WXY 仪（ W.X28$$.T，TZ Y/F/6+BP 公 司 ）；离 心 机

（"0$!Y，9**/>A&+; 公司）；透射电镜（Z9T28#$$9[NH，

Z9RO 公司）。

!"!"$ 培养基：基础培养基：-K!-\38L$$M，TMH\!·

CK#\ $L"$M，（-K! ）# H\! $L"$M，]K# W\! $L"$M，-6X’

$L"$M，酵 母 膏 $L$"M，]# KW\! 8L"$M，补 蒸 馏 水 到

8$$$:O，*K CL$。富集培养基：蛋白胨 8$L$M，-6X’
8L$M，]#KW\! 8L$M，补蒸馏水到 8$$$:O，*KCL$。普

通培养基：牛肉膏 3L$M，蛋白胨 8$M，-6X’ "L$M，补蒸

馏水到 8$$$:O，*K CL$ J CL#。金氏培养基 ^：蛋白

胨 #$M，甘油 8$M，TMH\!·CK#\ 8L"M，]#KW\! 8L"M，琼

脂 8"M，补蒸馏水到 8$$$:O，*K CL#。以上培养基

8#8I高压蒸汽灭菌 3$:,>。烟碱用 $L##!: 滤膜过

滤后根据需要加入。

!"# 降解菌的富集与分离

!"#"! 降解菌的富集与分离：参照文献［C］进行。

!"#"# 降解能力的确定：将分离纯化得到的菌株接

种到基础培养基中（烟碱浓度为 "$$:M _ O），3$I，



!"#$%&’( 摇床培养，用不接菌的基础培养基作空白

对照。取不同时间培养液，!####$%&’( 离心 )&’(，上

清液用一定量的 #*#+&,-%. /0- 稀释到合适的吸光

值范围。以 #*#+&,-%. /0- 作参比液，在波长 "##(&
1 2##(& 范围内进行紫外扫描，观察烟碱在 "+)(&
处特征吸收峰的变化情况。

!"# 菌种鉴定

!"#"! 形态结构观察及生理生化实验：参照文献

［)］进行。

!"#"$ !34 $567 的 809 扩增和序列测定：细菌总

567 的提取参照文献［:］的方法。用于!34 $567的

809 反应的引物为一对通用引物［!#］（由北京三博远

志生 物 技 术 有 限 公 司 合 成）。正 向 引 物 ;5!：+<=
7>7>???>7?00?>>0?07>=@<（ !"#$%&’#$’( #)*’ 对 应

位置 )="A）和 反 向 引 物 $8!：+<=70>>??700??>?=
?70>70??=@<（ ! B #)*’ 对 应 位 置 !2:!=!+!!）。809
反应 体 系（+#!.）：!# C 809 缓 冲 液 +!.，D6?8

（"*#&&,-%.）2!.，!#!&,-%. 引物 ;5! 和 $8! 各 !!.，

模板 567 "#(E，+(, 酶 !*#F，超纯水 @A!.。809 条

件：:+G +&’(；:2G !&’(，++G !&’(，A"G @&’(，循

环 @# 次；A"G !#&’(。809 产物的纯化和测序由上

海博亚生物技术公司完成。测序结果利用 H-IJK 在

非重复的 >L(HI(M N OPHQ N 85H 基因库中进行同源

性比较并将其鉴定到种。

!"% 基础培养液中烟碱含量的测定

改进的紫外分光光度法［!!］：以波长 "+)(& 处的

吸光值表示。样品处理方法同 !*"*"。标准曲线

- R #*#@!3. N #*##"A，& R #*:::)。

!"& 菌体生长量的测定

采用分光光度法［!"］，以光吸收值 /03##表示。

$ 结果和分析

$"! 烟碱降解菌分离和确定

经富集分离，筛选到 !3 株能够耐受烟碱的细

菌，编号分别为 56!=56!3。将分离得到的菌株进行

降解烟碱能力的确定，结果发现有 + 株细菌能够降

解烟碱，其中以菌株 56" 的降解能力最强。接种

56" 的培养液在波长 "+)(& 处的烟碱吸收峰值随着

培养时间的增加而逐渐降低，在此过程中在波长

":#(& 处形成 ! 个新的吸收峰。@"S 后这些峰完全

消失，而空白对照在 "+)(& 处的吸收峰在此过程中

未发现有变化。这表明 56" 具有降解烟碱的能力。

$"$ 菌株 ’($ 的鉴定

生理生化实验结果表明，菌株 56" 革兰氏染色

阴性，无芽孢，短杆状，电镜观察其有 " 根端生鞭毛

（图 !），在牛肉膏蛋白胨琼脂平板上菌落白色，光

滑，边缘整齐。接触酶、氧化酶反应呈阳性，严格好

氧，能以烟碱为唯一碳源进行生长，最适生长温度

为 @#G和 T/ 为 A*#，氧化葡萄糖产酸，硝酸盐还原

阳性，伏=普试验（UB 8B）、甲基红试验（PB 8B）反应阴

性，在金氏培养基 H 中不产生水溶性色素，该菌不

水解淀粉和明胶，能够利用葡萄糖、麦芽糖等，对黏

菌素不敏感。初步鉴定为中间苍白杆菌（/#$&)1(#2
3&45 ’63%&5%7’45）。

图 ! 菌株 ’($ 的电镜照片（$&))) * ）

V’EB! O-LWK$,( &’W$,E$ITS ,; KSL JK$I’( 56"（"+### C ）

菌株 56" 的 !34$567 序列长度为 !@3!XT，在

>L(HI(M 中的登录号为 7Y3+22+@。序列同源性分析

表明，菌 株 56" 与 苍 白 杆 菌 属（ /#$&)1(#3&45 ）中

/#$&)1(#3&45 ’63%&5%7’45 的 2 个 菌 株 同 源 性 均 在

::Z以上的。结合该菌的形态特征和生理生化性

状，最终将 56" 菌株鉴定为 /#$&)1(#3&45 ’63%&5%7’2
45，属于!=变形杆细菌纲。

$"# ’($ 对烟碱降解特性的研究

$"#"! 温度和培养基初始 T/ 对菌株 56" 生长和

对烟碱降解的影响：预先在普通培养基中培养的

56" 菌 株 培 养 液 按 +Z 的 接 入 量 接 种 于 含 烟 碱

（+##&E%.）的基础培养基中，分别在 !"#$%&’( 的摇

床，不同温度条件下和不同初始 T/（温度为 @#G）的

培养基摇床培养 "2 S，测定细胞的生长和烟碱降解

情况。结果表明，菌株 56" 在 "+G 1 2#G范围内可

以生长，在 @#G 1 2#G 范围内生长良好且差异不

大。菌株 56" 的最适生长温度为 @#G，在该温度

下，达到最大的生长量和最高的烟碱降解率。该菌

在 T/3*# 1 )*# 范围内菌株生长良好。细胞生长的

最适 T/ 为 3*+，在该 T/ 条件下，56" 达到最大的生

长量，对烟碱的降解率也最高。

$"#"$ 烟碱的降解速率与 56" 的生长速度的关系：

预先在普通培养基中培养的 56" 菌株培养液按 +Z
的接入量接种于含烟碱（+##&E%.）的基础培养基中，

在 @#G、!"#$%&’( 条件下摇床培养，定时取样测定菌

")! 微 生 物 学 报 2+ 卷



体的生长情况和培养基中烟碱的浓度。图 ! 表明，

菌株 "#! 细胞的生长和对烟碱的降解是同步的。

菌株 "#! 生长和对烟碱的降解都有短暂的延滞期，

然后进入对数期，到 $% & 基本上达到最大生长量，

此时烟碱的降解率达 ’()%*+。

图 ! 菌株 "#! 对烟碱的降解情况

,-./! 0&1 .2345& 678 81.26865-37 9:2;1 3< =526-7 "#!

!$%$% 耐受浓度试验：菌株 "#! 在普通培养基中培

养至对数后期，以 >?+的接种量接种至基础培养基

中，分别添加不同浓度烟碱为碳源，$?@，>!?2AB-7摇

床培养，CD& 取样测定菌株生长和对烟碱的降解情

况。结果表明，当烟碱的浓度低于 !???B.AE 时，"#!
菌株能完全降解烟碱，同时细胞的生长随烟碱浓度

的提高而增强，!???B.AE 时达到最大 !" 值。而当

烟碱浓度高于 !???B.AE 时，细胞的生长和对烟碱的

降解均呈下降趋势。烟碱浓度达到 *???B.AE 时，

"#! 菌株基本不能生长，底物作用明显，对烟碱的降

解也停止。

% 讨论

本研究从土壤中分离到一株能够利用烟碱作为

唯一碳源的细菌，经常规的形态、生理生化分析以及

>%F 2"#G 序列同源性分析，鉴定为 !#$%&’(#)%*+ ,-.
)/%+/0,*+，命名为 "#!。菌株 "#! 降解烟碱的最佳

条件为温度 $?@、HI%)*，在此条件能达到最佳生长

状况和最大降解率。初始浓度为 *??B.AE 的烟碱，

经过 $% & 培养，菌株 "#! 的降解率接近 >??+。而

F9&17J 等［>$］分离的 1%)$%&’(#)/% -,#&),-&2&%(-3 达到同

样的效率需要 *% & 以上，说明该菌降解烟碱的效率

高。这为该菌在实际应用中提高效率、节约成本打

下基础。

烟碱是高毒性的化合物，能够降解烟碱的微生

物相当少。目前已知的烟碱降解菌主要有：恶臭假

单胞菌（ 43/*0&+&-(3 5*),0(）［%］，纤维单胞菌（6/77*.
7&+&-(3 =H/）［%］，烟 草 节 杆 菌（ 1%)$%&’(#)/% -,#&),.

(-(/）［>$］，噬 烟 碱 节 杆 菌（ 1%)$%&’(#)/% -,#&),-&.
2&%(-3）［>C］，争论产碱菌（17#(7,8/-/3 5(%(0&9*3）［>C］，球

形节杆菌（ 1%)$%&’(#)/% 87&’,:&%+,73）［>*］等。已经有报

道苍白杆菌属内的一些细菌具有使芳香环化合物开

环的能力［>% K >’］，但是国内外未见 !#$%&’(#)%*+ ,-)/%.
+/0,*+ 具有这种降解特性的报道。

!#$%&’(#)%*+ ,-)/%+/0,*+ 是 >’’D 年新鉴定的一

个种，其降解烟碱的机理、应用以及安全性检测等有

待于深入研究。
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《微生物学报》近况通报

为了提高学术期刊质量，鼓励科技工作者发表高水平的学术论文，促进学科发展和人才成长，中国科协学术交流工作委

员会决定：从 =RRG 年起，开展“中国科协期刊优秀学术论文评比活动”，每年评选一次。=RR9 年 " 月，《微生物学报》推荐中国科

学院微生物研究所陈远童等人的论文参加第二届评比活动（陈远童，庞月川，郝秀珍 2微生物发酵生产十三碳二元酸的研究 2 GD
（G）：="D H =F!），经专家评审委员会评审，此文荣获第二届中国科协期刊优秀学术论文奖，全国共计 DD 篇科技论文获此殊荣。

本刊编辑部希望能有更多的作者参与此项活动，明年将是第三届，若您在 =RRR H =RR9 年有文章刊登在本刊，欢迎您在

=RRE 年 ] 月 GR 日前将一些相关的证明材料（详见以下 G 条）寄回到本刊编辑部，信封上请注明：优秀论文评比。今后我们将进

一步改进工作，更好的为科研工作者服务，使本刊成为您真正的朋友，以下为参加优秀论文评比时需要提供的材料。

!2 在 =RRR c =RR9 年，发表在本刊的论文或相关成果的获奖情况（包括 =RRR 年前发，=RRR 年后获奖的）。包括：论文题目、

作者、发表时间（年 H 卷 H 期 H 页码）、获奖名称（国家，省部级），并提供奖状或证书复印件一份。

=2 在 =RRR c =RR9 年，由于论文或相关成果在本刊发表，促进了相关研究成果在应用和推广中获得的经济效益和社会效益

情况。包括：论文题目、作者、发表时间（年 H 卷 H 期 H 页码），并提供经济效益的证明材料（包括转让金额、投产规模、专利等）

（加盖公章），提供社会效益的简单文字材料 。

G2 您的论文被国内外权威检索系统（检索期刊和数据库）收录情况。
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