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陈化烤烟叶面优势菌的筛选鉴定与其增香效应
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摘要：【目的】筛选定位出陈化烤烟表面优势微生物，研究其增香效应。【方法】以 .0D"、中烟 /((、中烟 /(/三
个烤烟品种烟叶为材料，提取烟叶表面微生物总 L.M，通过 N0OELPPG技术研究烟叶表面微生物的多样性，
筛选定位出优势增质菌。采用恒温恒湿发酵条件研究优势增质菌对发酵烤烟烟叶中香气物质含量的影响。

【结果】（/）根据 N0OELPPG图谱显示，’个烤烟品种在不同陈化时期有 M、Q、0、L、G五条共有的条带；通过进
一步的聚类分析、序列测定和 Q;*<4分析，筛选定位出一株可培养的优势菌株，巨大芽孢杆菌。（%）经过添加
优势增质菌处理后的发酵烟叶中大多数香气成分含量与其对照相比表现为增加趋势，从而验证了优势菌株

的增香效应。【结论】由 N0OELPPG技术筛选定位出的陈化烟叶表面优势增质菌，对陈化烤烟具有较为明显
的增香效应，为进一步工业化生产和应用提供了理论依据和技术支撑。
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烟叶醇化和发酵是改进新烟不良品质缺陷，增

进和提高烟叶香吃味质量的有效途径和重要的环节

工程技术，已日益受到卷烟企业的重视。长期以来，

由于烟叶发酵机理的研究在理论上没有取得实质性

的突破，致使烟叶发酵技术的创新与应用进展缓慢。

目前，国内几乎所有卷烟厂家都采用自然醇化的烟

叶加工处理方法，发酵周期长，占用资金多，消耗大，

成本高，制约了烟草行业经济效益的提高。烟草微

生物发酵技术是近几年来研究较为活跃的生物工程

技术，发达国家如美国、日本在烟草行业均有成功的

实践应用经验。国内这方面研究近 /(年来进展较
快，但在增香菌种的筛选定位和制剂的工业添加利

用方面仍然存在着尚未攻克的技术障碍。

微生物促进烟叶发酵技术的研究在国外开展较

早，并取得了一些突破性的进展［/ & !］。国内关于微

生物应用于烟草发酵技术的研究也有较多报

道［# & /%］，在改善烟叶品质，增进烟叶香气方面均取得

一定效果。目前对陈化烟叶表面优势微生物的研

究，还是采用传统的平板分离后，进行形态特征和生

理生化试验等一系列繁琐的鉴定过程，而且还存在

一个极大的缺陷就是鉴定结果不够精确，不能够获

得微生物多样性的真正概貌［/’］。自从 )8+KB9等［/!］

首次将 N0OELPPG 技术用于研究微生物多样性以
来，LPPG已经被广泛应用于各种环境微生态的研
究中。本研究首次将 N0OELPPG分子生物学技术应
用于陈化烟叶表面微生物多样性的研究中，克服了

传统方法所存在的局限性，准确筛选定位出烤烟叶

面优势菌株，将其应用于烟叶人工发酵，对其增香效



应做了验证，为微生物发酵技术在烟叶发酵工艺上

的推广应用，逐步形成产业化发展规模提供了技术

支撑。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 试验材料：分别选用河南宜阳烟叶和襄城烟
叶为供试材料，宜阳烟叶：品种为中烟 !""，等级为
#$%；襄城烟叶：品种为 &#’( 和中烟 !"!，等级均为
#$%。将上述放入纸箱内的烟叶样品放置于河南农
业大学实验室内进行自然陈化，陈化条件为：温度

!" ) $*+，相对湿度 ,"- ) ."-。陈化过程中注意
室内通风和防虫，分别在陈化 "、$、/、(、!0个月时分
别取样用于菌种鉴定。

!"!"# 主要试剂和仪器：试剂：柠檬酸钠，硫酸钠，
."-冷乙醇，无菌水，. 12345的尿素，,"-的去离子
甲酰胺，浓度 !"-聚丙烯酰胺凝胶，超纯水，!"# 聚
合酶（678797公司），引物 %$*.:;#、9*!’（上海生工
公司合成）。仪器：平底烧瓶，电炉，鸡心瓶，水浴锅，

日本岛津 ;#4<=:>?:*"""色质联用仪，恒温恒湿箱，
微量离心管，离心机，双层纱布，热循环仪 ?6#:0""，
@A2BC型梯度胶制备装置（DE2:97B公司），?#9产物
纯化试剂盒：大连宝生物公司，;CFC>G7FH 9&I4@&I
测定仪：美国基因公司。

!"# 烤烟叶面菌体收集方法
将烟叶样品 $" J分装到 /瓶盛有 $"" 15的无

菌水中，在 0.+、0! K J条件下摇动 ! L，然后用双层
纱布过滤，将滤液倒入 *" 15离心管中，*"0 K J离心
!*分钟，收集沉淀即为叶面菌体。
!"$ %&’提取
烤烟叶面细菌基因组 @&I提取参照文献［!*］

方法，略作改进。

!"( )*+扩增
以纯化后的基因组 @&I为 ?#9反应的模板，采

用上海生工公司合成的对大多数细菌和古细菌 M$
区具有特异性的引物对 %$*.;#和 9*!’

［!/］。它们各自

序列分别为 %$*.（*N:##6I#;;;I;;#I;#I;:$N），
9*!’（*N:I66I##;#;;#6;#6;;:$N），;# 发卡结构
为（*N:#;# ##;##;#;#;#;;#;;;#;;;;#;;;;;#
I#;;;;;;:$N），在热循环仪 ?6#:0"" 上进行扩增，
扩增片段长度约为 0$" OP。?#9反应体系：*" FJ的
模板，引物 %$*.:;# 和 9*!’ 各 !* P123，!* F123
B&6?Q，*!5 的 !" K ?#9 缓冲液（含有 0* 112345
<J#R0），* S的 !"# 聚合酶（678797公司），补加超纯

水至 *"!5。?#9反应条件：?#9反应采用降落 ?#9
策略，即：预变性条件为 (,+ * 1EF，前 0"个循环为
(,+ ! 1EF，**+ ) /*+ ! 1EF和 .0+ ! 1EF（其中每
个循环后复性温度下降 "T*+），后 !" 个循环为
(,+ ! 1EF，**+ ! 1EF和 .0+ ! 1EF，最后在 .0+下
延伸 . 1EF。
!", 变性梯度凝胶电泳（%--.）
采用 DE2:97B公司 @A2BC型梯度胶制备装置，变

性剂梯度 $*-到 **-（!""-变性剂浓度为 . 12345
的尿素和 ,"-的去离子甲酰胺的混合物），聚丙烯
酰胺凝胶浓度 !"-，胶厚度 !T" 11，点样量为 0*!5
的 ?#9产物。电泳在 /0+，! K 6IU OGVVCW，!0" M电
压下进行 / L，电泳结束后将凝胶放在 =XD9 ;WCCF R
@&I染色液染色 ," 1EF。染色后的凝胶用 DE2A71PH
成像系统拍照。

!"/ %--.条带分离测序
根据条带的位置和条带的强弱程度不同，用刀

片切下含目标条带的凝胶块并转移至微量离心管

中，用 ."-冷乙醇冲洗 0 ) $ 次，然后将凝胶挤碎，
加入无菌水 0" ) $"!5，放置 ,+过夜。以此 @&I扩
散液为模板，重做 ?#9，再次做 @;;U，确认 ?#9产
物跑出的条带与切割条带在同一位置。然后用不含

;#夹子的引物对 %$*. 和 9*!’ 扩增。扩增产物用
MEH7JCF公司凝胶试剂盒纯化后酶连至 P<@:!’6 载
体（678797 #2T5<@T），转化至大肠杆菌 Y<!"( 中，
由大连宝生物公司测序。酶连及转化方法见试剂盒

说明及文献［!.］。
!"0 烤烟叶面优势菌株增香效应试验
!"0"! 试验材料：烟叶原料：河南宜阳烟叶，品种为
中烟 !""，等级为 #$%。试验菌株：由上述试验筛选
定位得到的优势菌株。

!"0"# 试验方法：采取半叶法，即将一片烟叶去除
主脉后分成两半，其中一半喷施每毫升含 !"!0个优
势增质菌的菌液进行处理，另一半喷施等量的无菌

水处理，然后在温度为 $.+，相对湿度为 /*-的恒
温恒湿箱中，进行人工发酵，处理一个月后取样，进

行香气物质的测定。

!"0"$ 烟叶香气物质测定：烟叶样品前处理方法：
采用同时蒸馏萃取法进行样品前处理，蒸馏萃取装

置一端接盛有 $*" 15蒸馏水、!"T" J烟末、!T" J柠
檬酸钠及 "T* 15内标液的 *"" 15平底烧瓶，用可
控电压的电炉加热；另一端接盛有 /" 15二氯甲烷
的 !"" 15烧瓶，**+水浴锅加热，同时蒸馏萃取 0
L。收集有机相，加入硫酸钠进行干燥至溶液澄清，
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将溶液转移至 !"" #$ 鸡心瓶中，%"&水浴浓缩至
! #$，进行 ’()*+分析。’()*+分析条件：仪器：日
本岛津 ’()*+,-.,/""" 色质联用仪，色谱柱：(0./,
1/" # 2 "34/ ##，载气及流速：15 ! #$)#67，进样口
温度：48"&，界面温度：4/"&，分流比和进样量：/：
!，4!$，电离能：9" 5:，质量数范围：;; < =/" >#?，*+
谱库：@A+B%4，升温程序：!""&（4 #67）!"&)#67
!8"&（4 #67）!/&)#67 4/"&（!/ #67）。

! 结果分析

!"# 烤烟叶面细菌基因组总 $%&检测结果及 ’()
扩增产物的电泳分析

烟叶表面微生物的总 C@D代表了烟叶表面整

个细菌区系的基因组成，所以其提取与纯化是研究

陈化烟叶表面微生物多样性的关键，而产率的高低

则直接影响着结果分析的准确性。由图可以看出，

从中烟 !""、中烟 !"!、@(8E ;个烤烟品种烟叶中分
别提取到片段长度约为 !EFG 的细菌基因组的总
C@D。并且条带清淅明亮，具备 .(H扩增条件。
以纯化后的基因组 C@D为模板，采用对大多数

细菌和古细菌的 !%+ IC@D基因 :;区具有特异性的
引物对 J;/9’(和 H/!8进行扩增，得到预期试验结
果（图 4）。由图所示，对 ; 个烟叶品种中细菌基因
组 C@D的扩增产物的检测，结果显示扩增条带清晰
明亮，达到了很好的扩增效果，并且目的片段的量满

足 C’’K的进样要求。

图 # 烤烟叶面微生物总 $%&琼脂糖凝胶电泳图
J6LM! DL>INO5 L5P 5P5QRINSTNI5O6O NU RNR>P C@D 5VRI>QR5W UIN# UP?5,Q?I5W RNG>QQN O?IU>Q53 "，;，%，E，!4 67W6Q>R5 RT5 #N7RT NU >L67L R6#5 I5OS5QR6X5PY，*3

*>IF5I,"KQNB!= A M

图 ! #*+ ,$%&目标片段 ’()扩增电泳图
J6LM4 D#SP6U6Q>R6N7 NU R>IL5R O5L#57R NU !%+ IC@D3 "，;，%，E，!4 67W6Q>R5 RT5 #N7RT NU >L67L R6#5 I5OS5QR6X5PY，*3 C$4""" *>IF5I3

!"! 不同陈化时期不同品种烟叶表面微生物 ’()-
$../图谱分析
不同陈化时期不同品种烟叶表面细菌基因组

C@D经过变性梯度凝胶电泳后，C’’K图谱清晰的
显示了烟叶表面细菌种群的多样性。随着陈化时间

的延长，烟叶表面微生物部分种群的数量和条带的

亮度都发生改变，主要表现在条带的增减以及灰度

的增强或减弱上。由 C’’K电泳图谱（图 ;）可以看
出，在不同陈化时期，相同品种烟叶表面微生物的数

量和条带的亮度存在一定差异，不同品种间条带的

差异大，但不同品种烟叶表面也存在较多共有优势

菌群，如条带 D、0、(、C、K。
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Absent Image
File: 0

Absent Image
File: 0



图 ! 不同陈化时期不同品种烤烟叶面微生物 "#$%
&’’(图谱
!"#$% &’’( )*)+,-"- ./ 0123)45+"/"67 89: ;&<= !;)#46*>- 4"?;.@")+

?.44A*">"6- /;.4 /+A63?A;67 >.@)??. +6)/ ./ 7"//6;6*> 56;".7- ./ )#"*# )*7

7"//6;6*> B);"6>"6-C D，%，9，E，8F "*7"?)>6 >G6 4.*>G ./ )#"*# >"46

;6-56?>"B6+,C

)*! 不同陈化时期不同品种烟叶表面微生物种群
多样性聚类分析

利用 HA)*>">, I*6（J".32)7，K:=）软件对不同陈
化时期的三个烤烟品种烟叶样品的 &’’(图谱进行
了分析，根据电泳条带的数量，质量及迁移率进行聚

类分析。由图 L 看出，中烟 8DD 烟叶样品在陈化 D
个月与陈化 % 个月相比两者相似度极高，达到
EMN，陈化 9个月的样品与聚为一类的陈化 D 个月
和 %个月样品相比，相似度也较高，达到 MMN，这表
明烟叶经过 9个月陈化后，烟叶表面的微生物种类
变化不大。陈化 E个月与陈化 8F 个月的样品相似
度为 OMN，与陈化 D、%、9个月的样品相比，相似度相
对较低，达到 P%N，说明陈化 E个月后，烟叶表面的
微生物种类和数量发生了较大幅度的变化，表现为

烟叶表面的微生物种类和数量减少。以 <1ME和中
烟 8D8为试验样品的聚类分析结果与以中烟 8DD为
试验样品的聚类分析结果基本一致。

图 + 不同品种烤烟叶面微生物种群多样性聚类分析
!"#$L 1+A->6; )*)+,-"- .* >G6 7"B6;-">, ./ @)?>6;")+ ?.44A*">, ./ 7"//6;6*> B);"6>"6- /+A63?A;67 >.@)??. +6)/C

图 , 不同陈化时期不同品种间烤烟叶面微生物种群多样性聚类分析
!"#$P 1+A->6; )*)+,-"- .* >G6 7"B6;-">, ./ @)?>6;")+ ?.44A*">, ./ 7"//6;6*> 56;".7- ./ )#"*# )*7 7"//6;6*> B);"6>"6- /+A63?A;67 >.@)??. +6)/C

对不同品种烟叶的 &’’(图谱条带进行分析表
明（图 P），不同品种烟叶间微生物菌群也存在一定

程度的相似性，在陈化 D Q 9 个月的过程中，中烟
8DD、<1ME和中烟 8D8 %个烤烟品种间相似度达到了
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!"#，"个烤烟品种间微生物菌群的差异主要表现
在条带的亮度不同，而菌种的种类差异较小；在陈化

$ % &’个月的过程中，"个烤烟品种间的微生物菌群
的相似度较低，仅达到 ()#，主要是各个菌种在数
量上的存在较大差异，而在菌种的种类上差异相对

较小。虽然不同品种间烟叶表面微生物菌群相似度

相对较低，但不同品种烟叶表面存在的优势菌种（如

优势条带 *、+、,、-、.）在不同陈化时期的存在较强
的相似性。

!"# 不同陈化时期不同品种烟叶表面优势菌株序
列分析

分别对 " 个烤烟品种烟叶中共有的优势条带

*、+、,、-、. 克隆，分别挑取多个白色单菌落进行
-/*测序和 +0123 分析（表 &），结果表明，克隆子 *
与 456+167 的收录序列 *8’$(’’’ 的相似率达到
$"#，克隆子 +、,、-、. 与 456+167 的收录序列
*9::);!;、*8;<:<!"、*8$"$)"!、*8)$<":( 的同源性
分别高达 $:#、&))#、$$#、&))#，在这五个基因序
列中仅有克隆子 +是一种可培养细菌的 &!=> -/*
?"片段，而克隆子 *、,、-、.都是不可培养细菌的
&!=> -/* ?"片段，表明 "个烤烟品种烟叶表面共有
的优势菌群大部分是不可培养的微生物菌群，可培

养的细菌种类数量较少。

表 $ %&&’优势条带序列分析结果
@1A05 & *610B2C2 D6 25EF56G52 DH -44. A16I2 DH IDJC613CD6 JCG>DA5

+16I /DK =5EF56G52 L56M3N L16IC6M /D O- P# ,0D2523 >5013CQ52
* &$< *8’$(’’’ $" +1G35>CDQD>1R 2SK .T,"
+ &$( *9::);!; $: !"#$%%&’ ()*"+),$&(
, &!$ *8;<:<!" &)) -.#&%+&,)/ 012$.*3(3."’ 2SK
- &$( *8$"$)"! $$ -.#&%+&,)/ 4"#+),$&(
. &;( *8)$<":( &)) U6GF03F>5I B1>IV3>CJJC6MVGDJSD23 A1G35>CFJ G0D65 =V&’

!"( 优势增质菌株对发酵烤烟香气物质含量的影响
香气物质是烟叶香吃味质量形成的重要因素，

也是评价烟叶内在品质的重要指标之一［&:］。各种

香气成分协同作用可以使烟叶具有不同的香味品

质。其中，类胡萝卜素是烟叶中重要的香气前体物，

烟叶经调制、醇化后 $<#的类胡萝卜素将分解形成
不同的香味物质，对烟叶的香气起着重要的作

用［&$］。萜烯类化合物的降解产物多数被认为是烟

草香味的主要成分，通过一定的降解途径可以形成

多种醛、酮等致香成分，主要包括茄酮等，茄酮是一

种重要香气物质，赋予烟草醇和酮的特殊香气。烟

草中苯丙氨酸的代谢转化是影响烟草香味的重要过

程之一，其代谢产物如苯甲醇、苯乙醇都是烟草中的

重要致香成分，可使烟草增加类似花香的香味［&:］。

棕色化反应其实就是一种梅拉德反应，是指氨基化

合物与还原糖或其它羰基化合物之间所发生的反

应，烟叶在调制、陈化、加工和燃吸期间都会不同程

度的发生非酶棕色化反应，棕色化反应可以生成许

多致香成分，其对改善卷烟的气味，增加香气，降低

刺激性都具有重要的作用［’)］。

通过接种增质菌株对发酵烤烟烟叶中香气物质

成分含量变化的测定结果表明（表 ’），处理后的烟
叶中各种香气成分含量均明显高于对照，且不同香

气物质含量的变化幅度有所不同。其中，类胡萝卜

素类物质、棕色化反应产物的增加幅度较小，分别为

&K$(#，!K!)#；萜烯类和苯丙氨酸类物质增加幅度
比较明显，分别为 &$K’(#，(;K<<#；与对照相比，处
理后烟叶总的香气物质含量增加了 ’’K!(#。上述
结果表明，添加外源优势增质菌株可以提高烟叶中

挥发性香气物质含量，反映了良好的增香效应。

表 ! 优势增质菌处理对烟叶香气物质含量的影响（!)*)）
@1A05 ’ O6H0F56G5 DH IDJC613CD6 JCG>DA5 D6 3N5 GD63563 DH 1>DJ1 2FA2316G5（!MPM）

*>DJ1 GDJSD6563 @>513J563 ,W O6G>512C6M 2GDS5P#
@D310 DH G1>D3>6DCI2 $!K’) $(K"; &K$(
@D310 DH 35>S56DCI2 GN5JCG102 <;&K!" (;$K() &$K’(
@D310 DH SN56B01016C65 $K!’ !K<’ (;K<<
@D310 DH S>DIFG32 DH A>DX6C6M >51G3CD6 <(K;< <&K"! !K!)
@D310 DH D3N5> 2S5GC102 (&<K’: ")"K$: "!K!&
@D310 DH 1>DJ1 GDJSD6563 &&(;K(: $"<K!( ’’K!(

:’! YC6MEC6 ZN1D 53 10 [ P5#+" 6$#,34$3%3*$#" 0$.$#"（’))$）($（<）



! 讨论

!"# $%&’())*技术对烤烟叶面微生物多样性分
析及优势菌的筛选定位

本研究采用 !"#$%&&’技术对不同陈化时期烟
叶表面微生物多样性进行了分析，并通过分子克隆

对优势菌种进行分离鉴定，结果表明，不同陈化时期

不同品种烟叶表面细菌经过变性梯度凝胶电泳后，

%&&’图谱清晰地显示了烟叶表面细菌种群的多样
性。在不同陈化时期，相同品种烟叶表面微生物的

数量和条带的亮度存在着一定的差异性，但随着陈

化时间的延长，烟叶表面的一部分细菌呈现增多趋

势，而另一部分细菌则呈减少态势。从总量来看，细

菌数量随着陈化时间的延长逐渐降低，同一品种烟

叶在不同陈化时期拥有较多的共有优势条带；不同

品种间条带的差异程度较大，但不同品种烟叶表面

也存在较多共有优势菌群，如条带 (、)、"、%、’。经
过测序分析结果显示，(、)、"、%、’ 分别为
!"#$%&’()(&"* *+, ’!"-、!"#’++,- .%/"$%&’,.、./01231456
012’3/(.(3"- *+,、./01231456 78035491:、./01231456
;846$349::9/<$0=:+=*3 78035491: 02=/5 >$?@，其中只有
)是一种可以培养的微生物，菌种 (的功能国内外
很少有报道，"、%、’均是不可培养的微生物。这五
个菌种在各个陈化时期都是以优势微生物存在，表

明这些微生物可能会对烟叶的品质产生重要影响。

!"+ 优势菌种的增香机理与增香效应
不少研究认为［A B ?@］，微生物对烟叶陈化发酵具

有一定的促进作用，是加速烟叶发酵进程，提高烟叶

发酵质量的动力之一。有关微生物在烟草发酵中的

作用机理还不十分清楚，但有研究表明，在烟草发酵

过程中，微生物的变化与酶活性存在着明显的相关

性，不同微生物的区系变化影响着不同酶活性的变

化［@? B @@］。我们前期的研究结果也证明［@- B @C］，烟草

发酵生物增质剂中的微生物在增殖过程中可在烟叶

表面产生庞大的高活性酶系，如淀粉酶类，多糖水解

酶类、蛋白酶类、氧化还原酶类、等，在酶促作用、化

学作用及微生物体内生物氧化等复杂代谢的协同作

用下，可使烟叶内多种有机物质迅速发生分解、降

解、氧化、还原、聚合及转化等作用，形成大量的低分

子化合物，使原烟中的潜在香气物质或香气前体物

转化为醇类、醛类、酮类、酸类、吡咯类、吡嗪类、呋喃

类、吡啶类和萜烯类等香气成分物质，从而显著地改

善烟叶香吃味品质，使青杂气消除，香气显露，诱发

出优良的烟叶品质。

本试验通过在烟叶表面添加优势微生物对发酵

烟叶处理后进一步证实，增质菌株可以诱发一系列

与香气物质变化有关的生化反应，并通过微生物及

其分泌的酶与烟叶自身酶的协同作用，使香气成分

含量在较短时间内得到较大幅度的提高，从而达到

改善烟叶香吃味品质的目的。筛选出更多的优势菌

株，掌握其生物特性，将这些优势增质菌株应用于烟

叶人工发酵中，全面提高烟叶香吃味品质，将是今后

研究的方向。

, 结论
本研究首次采用分子生物学技术对陈化烟叶表

面微生物多样性进行分析，并准确鉴定出一种可培

养的优势菌株，并将此优势菌株应用于烟叶人工发

酵处理后，取得了令人满意的增香效果，这为微生物

发酵技术在烟草中的推广应用奠定了理论基础。
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