
Ｒesearch Paper 研究报告
微生物学报 Acta Microbiologica Sinica
55(12):1543 － 1550; 4 December 2015
ISSN 0001 － 6209; CN 11 － 1995 /Q
http: / / journals． im． ac． cn / actamicrocn
doi: 10. 13343 / j． cnki． wsxb． 20150157

基金项目:四川省烟草专卖局重点项目(201101006，201202006) ;中央级公益性科研院所基本科研业务费专项(2012ZL058)
* 通信作者。E-mail: Liuhaobao@caas． cn

作者简介:苏玉龙(1991 － )，男，河南新郑人，作物栽培学与耕作学专业研究生，研究方向为烤烟秸秆生物降解利用。E-mail: 15290837059

@163． com

收稿日期:2015-04-03;修回日期:2015-05-14

降解烤烟秸秆和烟碱菌株的筛选及其产酶特性
苏玉龙1，2，王倩1，2，张成省1，2，顾金刚3，史素娟1，4，SM Nuruzzaman Manik1，2，
毛静静1，2，李世贵3，雷强5，伍仁军5，殷英5，屈健康5，李亮6，刘好宝1，2*

1农业部烟草生物学与加工重点实验室，中国农业科学院烟草研究所，山东 青岛 266101
2中国农业科学院研究生院，北京 100081
3中国农业科学院农业资源与农业区划研究所，北京 100081
4青岛农业大学农学与植物保护学院，山东 青岛 266109
5四川省烟草专卖局，四川 成都 610041
6云南省烟草公司临沧市永德分公司，云南 临沧 677600

摘要:【目的】为获得能够降解烤烟秸秆和烟碱的菌株，并探索其降解烤烟秸秆的利用途径。【方法】以烤烟
秸秆为唯一碳氮源，从烟田土壤中进行了菌株的筛选。采用形态学观察、生理生化特性鉴定、16S rＲNA基因
序列鉴定等方法对该菌株进行了鉴定，并对其以烤烟秸秆为底物进行液态发酵的产酶活性和木质纤维素降
解效果进行了测定。【结果】结果表明:该菌株为巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)。在以烤烟秸秆为主
要营养物质液态发酵条件下该菌株具有较强的木质素降解能力，最大漆酶活力达到 418. 52 U /L，而木质素
过氧化物酶和锰过氧化物酶的最大酶活分别为 19. 71 U /L 和 64. 71 U /L。此外，发酵 20 d 后该菌能够完全
降解发酵液中的烟碱。【结论】本研究筛选到了 1 株能够较好降解烤烟秸秆和完全降解烟碱的巨大芽孢杆
菌(Bacillus megaterium)，且该菌株具有利用烤烟秸秆生产漆酶的应用价值。
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我国作为烤烟生产大国，每年都有大量的烟草
秸秆废弃物产生，烤烟秸秆的回收利用是限制烟草
农业可持续发展的主要问题之一。目前烤烟秸秆可
被用来提取化学物质、制取活性炭、生产纤维板、烟
草薄片、生产生物有机肥和作为营养基质培养食用
菌等［1 － 3］。其中提取化学原料、制取活性炭和生产
纤维板回收成本较高，并且存在潜在的环境污染危

害，使得这些技术的推广应用并不广泛，烤烟秸秆仍
以直接焚烧为主，造成环境污染和资源浪费。秸秆
生物降解利用作为一种简便、环保、应用途径广泛的
秸秆利用方式逐渐受到人们的重视。但目前关于烤
烟秸秆生物降解利用的研究还较少，较高的木质化
程度和一定程度的烟碱含量是烤烟秸秆生物降解利
用受到限制的主要因素［4］。较高的木质化程度使
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得能够有效降解烤烟秸秆的微生物资源较少，烟碱
则容易流失到水体中造成环境污染［3］。因此，目前
烤烟秸秆生物降解利用的重点是获得同时降解烤烟
秸秆和烟碱的微生物菌株，并探索其降解烤烟秸秆
的利用途径。

本研究的主要目的就是筛选获得能够降解烤烟
秸秆和烟碱的细菌菌株，丰富降解烤烟秸秆的微生
物资源，消除烟碱在烤烟秸秆回收利用过程中对水
体的污染，并探索筛选到菌株降解烤烟秸秆的应用
途径，为烤烟秸秆资源的生物降解利用提供更多的
理论依据。

1 ． 材料和方法

1. 1 试验材料
1. 1. 1 土样来源及处理方法:土壤样品取自云南省
临沧市永德烟草试验站植烟土壤，置于自封袋中 4
℃保存备用。
1. 1. 2 烤烟秸秆来源及预处理方法:烤烟秸秆取自
山东省诸城市王洛烟草试验站烟田，将烤烟秸秆剪
碎成 3 － 5 cm 长，用试验型高速万能粉碎机(型号
LK100)粉碎，过 50 目筛后的粉末经 105 ℃烘干至
恒重后保存在自封袋中备用。
1. 1. 3 培养基:(1)平板初筛培养基( g /L):烤烟秸
秆粉末 10，琼脂 15，自然 pH 值，121 ℃灭菌20 min。
(2)分离纯化培养基( g /L):胰蛋白胨 10，酵母浸膏
5，NaCl 10，琼脂 15，自然 pH 值，121 ℃灭菌 20 min。
(3)LB 斜面培养基( g /L):胰蛋白胨 10，酵母浸膏
5，NaCl 10，琼脂 15，自然 pH 值，121 ℃灭菌 20 min。
(4)液体发酵培养基( g /L):烤烟秸秆粉末 10，自然
pH 值，121 ℃灭菌 20 min。(5) NA 培养基( g /L):
蛋白胨 10，牛肉粉 3，NaCl 5，琼脂 15，pH7. 3 ± 0. 1，
121 ℃灭菌 20 min。
1. 2 试验方法
1. 2. 1 菌株筛选方法:称取适量保存在冰箱内的土
样，按照 1 g /10 mL 的比例用无菌水振荡活化 12 h
(180 r /min)，8000 r /min 离心 2 min，取上清液梯度
稀释成 10 － 1和 10 － 2倍。涂布接种到平板初筛培养
基上，37 ℃恒温培养 3 － 5 d，挑取能够在初筛培养
基上生长的细菌菌株在 LB 培养基上进行划线分离
纯化，最后保存在 LB 斜面培养基上。
1. 2. 2 菌株鉴定方法:形态学鉴定:将纯化的菌株

在 NA 培养基上划线培养，连续几天观察菌株生长
状况、菌落形态及培养特征。依据《常见细菌系统
鉴定手册》对筛选到的细菌进行鉴定［5］。

16S rＲNA 基因序列分析:用 LB 液体培养基对
筛选到的菌株进行发酵培养，37 ℃、180 r /min 恒温
振荡培养 8 － 12 h 后用细菌 DNA 提取试剂盒
(Omega 公司)提取细菌基因组 DNA。采用通用引
物 fD1 ( 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和 rP2
( 5'-CGGCTACCTTGTTACGACTT-3') 进 行 PCＲ 扩
增［6］，PCＲ 扩增程序为:95 ℃ 5 min;95 ℃ 30 s，
55 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，30 个循环;72 ℃ 10 min，产
物保存在 4 ℃备用。PCＲ 产物送华大基因科技服
务有限公司进行测序，测序产物在美国国家生物技
术信息中心 (NCBI)网站基因库中进行序列比对。
选取相似度较高的菌株构建系统发育进化树，采用
MEGA 5. 1 软件进行系统发育进化树的构建，构建
方法为 Neighbor-Joining，Bootstrap 设定为 1000，其余
各项参数均为默认值。

脂肪酸成分分析:通过微生物脂肪酸快速鉴定
系统(MIDI)检测菌株的脂肪酸组成。脂肪酸提取
方法及气相色谱检测程序参考 MIDI Sherlock 推荐
方法［7］。
1. 2. 3 菌株液体发酵培养:将保存在 LB 斜面上的
菌株转接到 LB 液体培养基中活化培养后，转接到
液体发酵培养基中，接种量为每 50 mL 液体发酵培
养基接种菌株活化液 5 mL。37 ℃、220 r /min 恒温
振荡培养。
1. 2. 4 粗酶液的制备及酶活指标的测定:自接种之
日起每隔 5 d 从液体发酵培养液中吸取 5 mL 发酵
液，12000 r /min 离心 2 min 后取上清即为粗酶液。
所有酶活指标的测定均做 3 次重复。

木质素氧化酶类酶活测定:木质素过氧化物酶
(LiP)活性根据藜芦醇氧化法测定［8］，一个酶活力
单位定义为每分钟氧化 1 μmol 藜芦醇所需要的粗
酶液的量。锰过氧化物酶(MnP)活性依照 Mn2 + 氧
化法测定［9］，一个酶活力单位定义为每分钟氧化 1
μmol Mn2 + 所需要的粗酶液的量。漆酶酶活用
ABTS 法测定［10］，一个酶活力单位定义为每分钟氧
化 1 μmol ABTS 所需要的粗酶液的量。

纤维素氧化酶类酶活测定:选取滤纸酶 ( FP
酶)、羧甲基纤维素酶 ( CMC 酶) 和微晶纤维素酶
(C1 酶)作为纤维素酶类酶活衡量指标。酶活测定
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用 DNS 法［11］，一个酶活力单位定义为每分钟还原
相应底物得到 1 μmol 葡萄糖所需要的粗酶液的量。
1. 2. 5 发酵产物中烟碱含量的测定:为确定筛选菌
株的烟碱降解能力，采用盐酸萃取吸光光度法对发
酵浸提液中的烟碱含量进行了测定［12］。烟碱含量
的测定自接种后每隔 5 d 测定 1 次，每次测定做 3
次重复，烟碱含量按公式(1)计算。

烟碱含量(% ) = 1. 059 ×［A259 － 0. 5 × ( A236 +
A282)］× 100 × 100 /W × (1 － 水% ) × 34. 3 × 1000
公式(1)

其中 1. 059 为矫正系数;W 为干样重;34. 3 为
烟碱的吸光系数(1000 mL 蒸馏水中含有 1 g 烟碱
溶液的吸光度);
1. 2. 6 烤烟秸秆发酵终产物中木质纤维素含量的
测定:液态发酵产物在 121 ℃灭菌 20 min 后过滤收
集剩余固体残渣，55 ℃ 烘干至恒重后参照 Van
Soest［13］的木质纤维素定量方法，测定其中的木质
素、纤维素和半纤维素含量，以未发酵烤烟秸秆为对
照，并计算出烤烟秸秆各木质纤维素组分的相对降
解效率。对照和发酵产物均做 3 次重复。

2 结果和分析

2. 1 菌株筛选及鉴定结果
2. 1. 1 形态学特征鉴定:形态学鉴定是细菌鉴定最
基本、最简单、最快速的鉴定方法，可初步判断细菌
的种属。本研究从初筛培养基上分离得到一株细菌
菌株，编号为 I，形态学特征鉴定结果表现为:在 NA
培养基上形成边缘整齐的菌落，白色，不透明，后期
边缘不整齐(图 1);菌体革兰氏染色阳性，生成内生
芽孢(图 2)。
2. 1. 2 脂肪酸成分分析结果:脂肪酸成分分析是
较形态学鉴定更为简便和准确的细菌鉴定方法。细
菌细胞结构中含有的脂肪酸成分与细菌 DNA 具有
高度的同源性，因此可以通过脂肪酸成分分析准确
判断细菌的种属。本研究筛选到菌株 I 的菌体脂肪
酸成分气相色谱分析结果见图 3，菌株 I 的主要脂肪
酸为 C15:0 iso，含量为 37. 96%，C15:0 anteiso 含量
为 39. 07%，为芽孢杆菌属 (Bacillus sp． )的典型脂
肪酸类型。
2. 1. 3 16S rＲNA 基因序列鉴定结果:为准确确定
菌株 I 的种类，对其进行了 16S rＲNA 基因序列鉴

图 1． 菌株 I 在 NA 培养基上的形态特征
Figure 1． The morphological characteristic of strain I grew

on the NA medium．

图 2． 菌株 I 显微形态特征
Figure 2． The microscopic character of strain I．

定。采用通用引物扩增得到菌株 I 的 16S rＲNA 基
因序列长度为 1365 bp，GenBank 基因库登录号为
SUB861909 SEQ1 KP903365。在 NCBI 网站中运用
BLASTn 程序与数据库中已提交的细菌16S rＲNA基
因序列进行相似性比较分析，挑选与菌株 I 相似度
较高菌株的 16S rＲNA 基因序列构建系统发育进化
树(图 4)。相似度比较分析结果表明菌株 I 与巨大
芽孢杆菌(Bacillus megaterium) 和阿耶多芽孢杆菌
(Bacillus aryabhattai)的相似度较高，均达到 99%以
上，其中与巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)的相
似度最高，为 99. 92%。

综合形态学特征鉴定、脂肪酸成分分析和
16S rＲNA基因序列分析结果，最终鉴定菌株 I 为巨
大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)。
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图 3． 菌株 I 的脂肪酸组成成分
Figure 3． The fatty acid components of strain I．

图 4． 菌株 I 和相似菌株的系统发育进化树
Figure 4． Phylogenetic tree of strain I and some related species． Numbers at branching points refer to bootstrap values (1000 resamplings)，0. 005

was sequence divergence． The sequences accession number in GenBank of the strains was shown in parentheses．

2. 2 菌株液体发酵产酶活性
2. 2. 1 液体发酵产木质素氧化酶类活性:木质素氧
化酶类活性是衡量菌株对烤烟秸秆木质素降解能力
的重要指标，本研究选取了 Lac 酶、LiP 酶和 MnP 酶
3 个最常见的木质素氧化酶类作为菌株 I 产木质素
氧化酶类的衡量指标。酶活测定结果见图 5，在以
烤烟秸秆为主要营养物质进行液态发酵条件下，菌
株 I 具有产 3 种木质素氧化酶的能力。其中，菌株 I
产 Lac 酶的能力最强，接种后第 10 天漆酶活性达到
418. 52 U /L;产 MnP 酶的能力次之，发酵后的第 15
天，MnP 酶活性达到最大值 64. 71 U /L;产 LiP 的能
力最差，LiP 酶最大酶活只有 19. 71 U /L。MnP 酶和
LiP 酶的活性远远低于 Lac 酶活性。3 种木质素氧
化酶酶活维持时间与酶活性大小表现出相同的趋
势，Lac 酶活性维持时间最长，自发酵起第 5 天至第
15 天均表现出 Lac 酶活性，LiP 酶活性则仅在发酵
后的第 10 天和第 15 天被检测到。综合看来，菌株 I
具有较好的利用烤烟秸秆产漆酶的能力，具有一定
的研究价值。

图 5． 液态发酵条件下菌株 I 利用烤烟秸秆产木

质素氧化酶类酶活变化
Figure 5． The ligninase enzyme activity of strain I when

fermented with tobacco straw in liquid state．

2. 2. 2 液体发酵产纤维素氧化酶类活性:为确定菌
株 I 利用烤烟秸秆产纤维素氧化酶的能力，本文选
取了 CMC 酶、FP 酶和 C1 酶 3 个酶活指标，测定了
菌株 I 不同发酵时期利用烤烟秸秆产纤维素酶的活
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性。酶活测定结果见图 6，以烤烟秸秆为主要营养
物质液态发酵条件下菌株 I 的总纤维素酶活性(滤
纸酶)在发酵后第 10 天达到最大，为 0. 35 U /mL;
CMC 酶活性发酵后第 10 天同样达到最大值 0. 46
U /mL;C1 酶活力则在发酵后第 15 天达到最大，为
0. 48 U /mL。各类纤维素酶活性变化基本一致，发
酵后第 25 天纤维素酶活性均显著下降。

图 6. 液态发酵条件下菌株 I 利用烤烟秸秆产

纤维素氧化酶类酶活变化
Figure 6． The cellulose enzyme activity of strain I in

liquid when fermentation with tobacco straw．

2. 3 发酵产物中的烟碱含量
发酵产物烟碱含量高低对烤烟秸秆发酵产物的

生态和生物安全性具有重要影响。测定了不同发酵
时期，发酵浸提液中的烟碱含量变化，以确定菌株 I

对烟碱的降解能力。不同发酵时期发酵液中烟碱含
量见图 7，随着发酵时间的延长，发酵产物中的烟碱
含量逐渐降低，在发酵后的第 5 － 10 天烟碱含量表
现出明显下降的趋势，发酵后第 10 天烟碱含量已低
于固体有害废弃物最低烟碱含量要求，发酵后第 20

天发酵产物中已无烟碱被检测到。说明菌株 I 不仅
具有耐烟碱降解烤烟秸秆的能力，而且具有降解烟
碱的能力，可以完全降解烤烟秸秆浸提液中的烟碱，

对于烤烟秸秆废弃物无害化处理具有重要的应用价
值。
2. 4 菌株对烤烟秸秆的降解效果

为了确定菌株 I 对烤烟秸秆木质纤维素的降解
效果，对未发酵烤烟秸秆和发酵 20 d 后烤烟秸秆中
木质素、纤维素和半纤维素含量进行了测定，结果见
图 8。从图中可以看出，液态发酵 20 d 后菌株 I 对
烤烟秸秆中的木质纤维素各组分均有一定程度的降

图 7． 液态发酵条件下发酵产物中的烟碱含量
Figure 7． The nicotine concentration in fermentation

products during the liquid fermentation．

解。其中，木质素的相对降解率最高，达到了
18. 12%，半纤维素和纤维素的相对降解率分别为
12. 63%和 10. 39%。总体看来，菌株 I 对烤烟秸秆
木质纤维素的降解程度较为明显。其中，对木质素
的降解程度明显高于对纤维素和半纤维素的降解程
度，烤烟秸秆降解产物的回收利用应集中在去木质
化回收纤维素应用途径中。

图 8． 液态发酵 20d 后烤烟秸秆中木质纤维素各组

分含量
Figure 8． The lignocelluloses content in tobacco straw 20 days

after fermented in liquid state．

3 讨论

3. 1 烤烟秸秆生物降解菌株的筛选
目前烤烟秸秆的生物降解利用研究主要集中在

真菌或复合菌剂，已证明具有烤烟秸秆降解能力的

7451



Yulong Su et al． / Acta Microbiologica Sinica(2015)55(12)

真菌菌株包括曲霉菌 ( Aspergillus sp． )、粘头霉菌
(Moniliales Gliocephalias sp． )等［14 － 15］。虽然真菌菌

株的烤烟秸秆降解效果已较为理想，但其培养周期

较长、保存运输不便的缺点限制了烤烟秸秆生物降

解利用的推广。筛选能够降解烤烟秸秆的细菌菌株

将更有利于实现烤烟秸秆生物降解利用的推广。本

研究 首 次 证 明 了 巨 大 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus

megaterium)具有单独降解烤烟秸秆的能力，对于降

解烤烟秸秆细菌菌株筛选的研究具有重要的理论指

导意义。

3. 2 细菌菌株对烤烟秸秆的降解效果

本研究表明，在液态发酵 20 d 后巨大芽孢杆菌
(Bacillus megaterium)对烤烟秸秆木质素的降解率

为 18. 12%，要明显低于李红亚等［16］采用细菌液态

发酵玉米秸秆 16 d 后 24%的木质素降解率。产生

该结果的原因可能包括以下两个方面:一是烤烟秸

秆木质化程度高于普通作物秸秆，使其较普通作物

秸秆相比更难被降解;二是本研究并未对发酵条件

进行优化。本研究还证明了液态发酵 20 d 后巨大

芽孢杆菌(Bacillus megaterium)对烤烟秸秆木质素
(相对降解率 18. 12% )的降解率要明显高于对纤维

素(相对降解率 10. 39% )和半纤维素(相对降解率
12. 63% )的降解率，这与 Chang Young-Cheol 等［17］

的研究结果一致，说明巨大芽孢杆菌 ( Bacillus

megaterium)对木质素和纤维素的降解具有一定的

选择性。因此，本研究下一步的研究重点是优化发

酵培养条件，加快降解速率并侧重于实现木质素的

选择性降解，为烤烟秸秆中纤维素的回收利用提供

有效途径。

烤烟秸秆的生物降解利用不仅要实现木质纤维

素的降解，还要实现烟碱的降解。烟碱作为烤烟秸

秆中独有的化学物质，使烤烟秸秆在回收利用过程

中存在潜在的地下水污染风险，并有可能危害生物

健康。因此，如何实现烤烟秸秆回收产品的无害化

处理一直是烤烟秸秆回收利用研究的重点。虽然烟

碱的生物降解研究已获得丰富的烟碱降解菌株［3］，

但这些菌株应用于烤烟秸秆降解的研究却鲜有报

道。本 研 究 筛 选 到 的 巨 大 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus

megaterium)除了具有能够降解烤烟秸秆的能力，同

样被证明具有降解烟碱的能力，发酵 20 d 后可完全

降解烤烟秸秆中的烟碱，可有效解决烤烟秸秆生物

降解利用过程中的烟碱污染问题，若能够改善烤烟

秸秆作为饲料的适口性问题，将有利于实现烤烟秸

秆的饲料化生产。

3. 3 细菌菌株降解烤烟秸秆的产酶特性及其应用

前景

本研 究 筛 选 到 的 巨 大 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus

megaterium)同时具有利用烤烟秸秆生产纤维素酶

和木质素氧化酶的能力。在酶活性变化方面，纤维

素酶活性的变化趋势较为平缓，木质素氧化酶活性

的变化趋势较为剧烈。Lac 酶的活性在发酵过程中

出现了较为剧烈的波动，分析原因一方面与发酵后

期发酵体系中水分减少，菌株生长状况受到影响有

关;另一方面与巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)

的产酶能力与木质素含量相关性不大有关，Kharayat

Yogita 等［18］的研究结果同样证明巨大芽孢杆菌
(Bacillus megaterium)产 LiP 酶的能力与发酵体系中

木质素含量相关性不大。

在酶产量方面，本研究筛选到的巨大芽孢杆菌
(Bacillus megaterium)产三种纤维素酶的能力基本

一致且处于较低水平，进一步解释了巨大芽孢杆菌
(Bacillus megaterium)对纤维素的相对降解率偏低

的试验现象。产木质素氧化酶的能力则差别较大，

其产 Lac 酶的能力要明显优于产 MnP 酶和 LiP 酶的

能力，而 Chen Yue hui 等［19］的研究则证明新鞘氨醇

杆菌(Novosphingobium) 在降解木质素过程中 MnP

酶活性显著高于 Lac 酶活性。因此，筛选不同种属

烤烟秸秆降解细菌有望为烤烟秸秆生物降解生产酶

制品提供更多的利用途径。

细菌发酵作物秸秆生产酶制品作为一种生产周

期短、便于规模化应用、产物稳定性好的秸秆利用方

式，是一种较为有效的秸秆利用途径［20］。本研究筛

选到的巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)被证明

具有较好的利用烤烟秸秆产 Lac 酶的能力，其最大
Lac 酶活性较为接近现有研究水平［21］。可作为今后

细菌降解利用烤烟秸秆的研究方向之一，今后研究

的重点将是酶产量的提高和酶产物的分离纯化。

致谢:本论文在完成过程中得到了中国科学院青岛

生物能源与过程研究所张海波副研究员的悉心指

导，试验材料和部分试验设施由中国农业科学院烟
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Isolation of microorganisms producing enzyme capable of
degrading tobacco straw and nicotine
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Abstract:［Objective］ The aim of this study was to screen tobacco straw and nicotine degrading microorganism．
［Methods］ The bacterium was isolated from tobacco field soil using medium containing tobacco straw as the sole carbon
and nitrogen source． We identified the bacterium through morphological and physiological characterization combined with
the result of 16S rＲNA gene sequence and data analysis． We also studied the lignocelluloses degradation and enzyme
activities related to the degradation of lignin and cellulose in liquid state fermentation of tobacco stalk． ［Ｒesults］ The
bacterium was identified as Bacillus megaterium and we had demonstrated that it has a good ability to degrade lignin in
tobacco straw when fermented in liquid state． It showed the highest laccase production of 418. 52 U /L while the highest
lignin peroxides and manganese peroxides activity was 19. 71 U /L and 64. 71 U /L． On the other hand，we also found that
nicotine in tobacco stem was totally degraded 20 d after inoculation． ［Conclusion］ to the isolated Bacillus megaterium is
capable of degrading tobacco straw partially and nicotine totally．
Keywords: Bacillus megaterium，nicotine degradation，tobacco straw degradation，laccase
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