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摘要 :以 K326烤烟品种为材料 ,对不同醇化时间烟叶表面的可培养微生物进行了分离 ,并通过分子生

物学方法对这些微生物的种、属分类地位和系统发育关系进行了分析。结果表明 :醇化烟叶表面可培养

微生物的数量和种类随着醇化时间的延长呈明显的下降趋势 ;醇化烟叶表面的细菌主要包括芽孢杆菌

和肠杆菌两个类群 ,其中 ,芽孢杆菌属的细菌为优势微生物类群。此外 ,醇化烟叶表面细菌的数量和烟

叶部位等级也存在一定的相关性 ,即中部烟叶样品中细菌的数量高于下部烟叶样品 ,而上部烟叶样品中

的细菌数量最少。而真菌的数量和种类与醇化时间和烟叶样品部位等级之间没有明显的相关性。
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Abstract: The cultivable m icroorganism s were isolated from the leaf surface of flue2cured tobacco cv. K326

samp led at different aging stages, and the systematic status of these m icroorganism s and their phylogenetic

relationship were analyzed with molecular biological method. The results showed that the amount and races of

cultivable m icroorganism s on leaf surface obviously decreased with the p rolongation of aging time. The major

bacteria are B acillus sp. and Enterobacter sp. ; and B acillus sp. is the dom inant. Moreover, there is certain

relativity between the amount of bacteria and the stalk position of tobacco leaf, namely, the amount of bacteria

on m iddle leaf is larger than that on lower leaf, and that on upper leaf is the smallest. However, there is no

obvious relativity between the amount and race of fungi and the length of aging time or stalk position of tobacco

leaf.

　　烤烟品质除受栽培因素的影响外 ,烟叶调制、复烤

和醇化等也有显著影响 ,特别是在烟叶的发酵醇化过

程中 ,微生物、酶及相关化学物质的协同作用 ,能诱发

一系列改善烟叶化学成分协调性和评吸质量的生化反

应 ,从而改善烟叶品质 [ 122 ]。尽管烟叶发酵的机制目

前尚未完全清楚 ,但一般认为烟叶发酵机理主要包括

酶作用、微生物作用、化学作用等三方面 [ 326 ]。微生物

及生物酶的作用贯穿于烟叶发酵始终 ,对烟叶品质的

影响较大。微生物不仅可以通过自身的生命活动作用

于烟叶的醇化过程 ,而且还通过其代谢产生的生物酶

参与烟叶的生理生化反应 ,促进烟叶中生物大分子化
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合物的转化。目前 ,分子生物学方法已被广泛用于微

生物的分类和系统发育分析 ,其中 16S rRNA和转录

间隔区 ( ITS)序列分别是细菌和真菌分类鉴定和系统

发育分析中最常用的分子生物学指标 [ 728 ]。醇化烟叶

表面存在大量的微生物 ,其中能在常规培养基上正常

生长繁殖的微生物称为可培养微生物 ,目前文献报道

的烤烟烟叶中存在的微生物均属于可培养微生

物 [ 4, 9212 ]。以 K326烤烟样品为材料 ,利用分子生物学

方法对烟叶表面的可培养微生物进行了分类鉴定和系

统发育分析 ,试图从分子水平上揭示烤烟醇化过程中

微生物类群的动态变化 ,为人工调控烟叶醇化过程提

供依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　烟叶样品

烟叶样品于 2007年 3月采自红云烟草 (集团 )有限

责任公司原料部烟叶醇化车间 ,烟叶的具体信息见表 1。

1. 1. 2　试剂和仪器

Pfu DNA polymerase和 Taq DNA polymerase (日本

Takara公司 ) ;多功能 DNA纯化回收试剂盒 (北京百

泰克生物技术有限公司 ) ;质粒小量快速提取试剂盒

(北京三博远志生物技术有限责任公司 ) ;核苷酸测序

仪 3730 (美国 AB I公司 ) ; BP2211D 型天平 (感量

0101g,德国赛多利斯公司 ) ;电热恒温培养箱 (上海一

恒科学仪器公司 )。

1. 1. 3　宿主和载体

宿主菌 : E. coli DH 5α菌株 (日本 Takara公司 ) ;

载体 : pMD182T(日本 Takara公司 )。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　微生物的分离与鉴定

烟叶表面微生物采用常规方法进行分离 [ 13 ]。烟

叶样品中分离的微生物首先在显微镜下进行形态学观

察 ,根据形态学差异将微生物划分为不同类群 ,在每个

类群的微生物中挑取 3个单菌落进行培养 ,并提取基

因组 DNA。以细菌和真菌的基因组 DNA作为 PCR扩

表 1　供试烟叶样品 ①

烟叶样品 等级 醇化时间 (月 ) 烟叶样品 等级 醇化时间 (月 )

S1 B3F 6 S6 X3F 18

S2 C3F 6 S7 B3F 30

S3 X3F 6 S8 C3F 30

S4 B3F 18 S9 X3F 30

S5 C3F 18

　注 :产地为云南宜良 ;品种为 K326。

增的模板 ,分别对细菌的 16S rRNA序列和真菌的转

录间隔区 ( ITS)序列进行 PCR扩增 ,用于细菌和真菌

的分类鉴定 [ 728 ]。细菌 16S rRNA 序列的扩增采用通

用引物 20F (5′- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3′)和

1500R ( 5′- GGTTACCTTGTTACGACT - 3′)进行 [ 14 ]
;

真菌的转录间隔区 ( ITS)序列的扩增采用通用引物

ITS4 ( 5′∃ TCCTCCGCTTATTGATATGC ∃ 3′)和 ITS5

( 5′∃ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ∃ 3′) 进

行 [ 15 ]。PCR扩增产物回收后连接到载体 pMD18 - T,

并转化感受态 E. coli DH 5α菌株。以氨苄青霉素作

为筛选标记 ,挑取白色菌落进行 PCR验证 ,阳性菌落

由北京三博远志生物技术有限责任公司进行测序。

1. 2. 2　微生物的系统发育分析

细菌的 16S rRNA序列和真菌的 ITS序列经过校

正后 ,在 GenBank中分别进行同源序列搜索 (BLAST

search) ,并下载相关类群微生物模式菌株的 ITS序列

和 16S rRNA序列。利用 ClustalX软件 [ 16 ]分别对 ITS

序列或 16S rRNA序列与模式菌株的 ITS序列或 16S

rRNA序列进行比对 ,然后用 MEGA4. 0软件 [ 17 ]分别构

建 Neighbor - Joining分子系统进化树 [ 18 ]
,并进行 1000

次 Bootstrap统计学检验 [ 19 ]。

2　结果与分析

2. 1　醇化烟叶表面可培养微生物的分离和鉴定

通过平板分离 ,分别对 9个 K326烤烟样品中的

细菌、放线菌、霉菌和酵母菌的数量进行检测。提取细

菌和真菌的基因组 DNA,利用引物 20F和 1500R扩增

细菌的 16S rRNA 序列 , PCR 扩增产物大小约为

1500bp (图 1A )。利用引物 ITS4和 ITS5扩增真菌的

ITS序列 , PCR扩增产物大小约为 500bp (图 1B )。把

细菌的 16S rRNA 和真菌的 ITS序列分别连接载体

pMD18 - T进行测序和序列校对 ,利用 DNAman生物

学软件分别对细菌的 16S rRNA和真菌的 ITS序列进

行比对 ,并去除重复的核苷酸序列。

把测序得到的细菌 16S rRNA和真菌 ITS序列在

国际核苷酸序列数据库 GenBank中进行同源性比对 ,

对烟叶表面的可培养微生物进行种属分类地位的鉴

定。核苷酸序列比对结果表明 ,从 9个烟叶样品中分

离得到的细菌包括芽孢杆菌属 (B acillus sp. )、类芽孢

杆菌属 ( Paen ibacillus sp. )、肠杆菌属 ( Enterobacter

sp. )、柠檬酸杆菌属 ( C itrobacter sp. )、欧文氏菌属

( E rw in ia sp. )和泛菌属 ( Pantoea sp. )等 6个种属 ,而

分离得到的真菌包括曲霉属 (A sperg illus sp. )、木霉属

( Trichoderm a sp. )、根霉属 ( R hizopus sp. )和镰刀菌属
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( Fusarium sp. )等 4个属 ,见表 2。此外 , 9个烟叶样品

中均没有分离到酵母菌和放线菌 ,说明烤烟 K326的

叶面营养成分可能不适合这两类微生物的生长和繁

殖。细菌占叶面微生物总数的 97. 5%以上 ,在醇化时

间较短 (6个月 )的 3个烟叶样品中分离到 3种不同的

真菌 ,在醇化时间为 18个月的上部烟叶样品中只分离

得到 1种真菌。由此可见 ,自然发酵的烤烟 K326叶

面微生物中细菌占绝对优势 ,这与邱立友等 [ 9 ]的报道

一致。

从微生物的数量来看 ,醇化时间较短 (6个月 )的

烟叶样品中的微生物数量最多 ,随着醇化时间的延长 ,

烤烟叶面微生物的数量明显下降 (表 2)。在醇化的初

期细菌的数量和种类比较多 ,醇化 6个月的烟叶细菌

数量和种类最多。在醇化时间较短的烟叶样品中分离

得到的细菌包括芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、肠杆菌

属、柠檬酸杆菌属、欧文氏菌属和泛菌属 6个属。而醇

化 18个月的烟叶样品中分离到的细菌数量明显下降 ,

并且细菌的种类也减少 ,分离得到的细菌包括芽孢杆

菌属、类芽孢杆菌属、肠杆菌属和泛菌属 4个种属。而

醇化 30个月的烟叶样品中 ,细菌的数量与醇化 18个

月的样品接近 ,分离得到的细菌种类包括芽孢杆菌属、

类芽孢杆菌属、肠杆菌属和柠檬酸杆菌属 4个属。这

些非优势细菌在不同烟叶样品中的存在和分布可能与

烟叶的品质和醇化的环境条件有关。

可见 ,细菌的数量随着醇化时间的延长逐渐下降 ,

尤其是在醇化时间为 6个月到 18个月之间的烟叶中

细菌数量下降最快 ;细菌的种类随着醇化时间的延长

也呈下降趋势。9个烟叶样品中均能分离到大量的芽

孢杆菌类群的细菌 ,尤其是芽孢杆菌属和类芽孢杆菌

属细菌 ,芽孢杆菌属的细菌数量最多 ,是 K326醇化烟

叶中的优势微生物类群。

细菌数量与烟叶部位等级间也存在明显的相关

性 ,即相同醇化时间的烟叶样品中 ,中部烟叶样品的细

菌数量高于下部烟叶 ,而上部烟叶样品中的细菌数量

最少 (表 2)。细菌的种类和烟叶样品的部位等级之间

没有明显的相关关系。

醇化 6个月的烟叶样品中均能分离到真菌 ,但真

菌的数量比细菌的数量少得多 ( 2. 5% ) ,分离得到的

真菌包括曲霉属、木霉属和根霉属 3个属 ,在上部和中

部烟叶样品中分离得到的真菌为根霉 ,而下部烟叶样

品中分离得到了曲霉和木霉。然而 ,随着醇化时间的

延长 ,真菌的种类和数量出现明显的变化。醇化 18个

月的烟叶样品中 ,只有上部烟叶样品中检测到镰刀菌

属的真菌 ,而中部烟叶和下部烟叶中没有分离得到真

菌。醇化 30个月的样品中也没有检测到真菌。由此

可见 , 云南 K326烤烟烟叶醇化期间的叶面环境可能

　注 : A为细菌的 16S rRNA的 PCR扩增结果 ,M为 DNA分子

量大小标记 , 1和 2为不同菌株的 PCR扩增结果 ; B为真菌 ITS

序列的 PCR扩增结果 , 1, 2, 3, 4和 5分别为不同菌株的 PCR扩

增结果。

图 1　细菌 (16S rRNA)和真菌 ( ITS序列 )的 PCR扩增结果

表 2　醇化 K326烟叶表面可培养微生物的分离和鉴定

样品
微生物数量
(个 / g烟叶 )

细菌 (个 / g烟叶 )
真菌

(个 / g烟叶 )

S1 1. 12 ×105 B① (5. 5 ×104 ) ; P② (2. 8 ×104 ) ; C (1. 8 ×104 ) ; Er(9. 4 ×103 ) R⑧ (0. 9 ×103 )

S2 3. 31 ×105 B (1. 2 ×105 ) ; P (9. 3 ×104 ) ; E③ (5. 9 ×104 ) ; C (3. 9 ×104 ) ; Er (2 ×104 ) R (1. 0 ×103 )

S3 1. 95 ×105 B (8. 5 ×104 ) ; P (4. 4 ×104 ) ; Er⑤ (1. 5 ×104 ) ; Pa⑥ (5. 1 ×104 ) A⑨ (0. 9 ×103 ) ; T⑩ (0. 1 ×103 )

S4 1. 79 ×104 B (9 ×103 ) ; P (3 ×103 ) ; E (3 ×103 ) ; Er(2. 4 ×103 ) F⑦ (4. 5 ×102 )

S5 2. 42 ×104 B (1. 8 ×104 ) ; P (6. 2 ×103 )

S6 2. 15 ×104 B (1. 5 ×104 ) ; E (6. 7 ×103 )

S7 1. 58 ×104 B (9 ×103 ) ; P (4. 9 ×103 ) ; E (1. 8 ×103 )

S8 2. 31 ×104 B (1. 5 ×104 ) ; P (4. 5 ×103 ) ; E (3. 2 ×103 )

S9 2. 23 ×104 B (1. 2 ×104 ) ; P (6 ×103 ) ; E (2. 7 ×103 ) ; C (1. 6 ×103 )

　注 : ①B.芽孢杆菌属 (B acillus sp. ) ; ②P. 类芽孢杆菌属 ( Paenibacillus sp. ) ; ③E. 肠杆菌属 ( Enterobacter sp. ) ; ④C. 柠檬酸杆菌属
(C itrobacter sp. ) ; ⑤Er. 欧文氏菌属 ( E rw inia sp. ) ; ⑥Pa. 泛菌属 ( Pantoea sp. ) ; ⑦F.镰刀菌属 ( Fusarium sp. ) ; ⑧R. 根霉属 (Rhizo2
pus sp. ) ; ⑨A. 曲霉属 (A spergillus sp. ) ; ⑩T. 木霉属 ( Trichoderm a sp. )。
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不利于真菌的生长。同时真菌的数量和种类明显少于

细菌 ,真菌的数量和醇化时间以及烟叶样品的部位等

级之间没有明显的相关性。

2. 2　醇化烟叶表面可培养微生物的系统发育分析

在 GenBank上进行同源性搜索 ,得到上述细菌和

真菌的相近种或模式种的 16S rRNA或 ITS序列 ,并利

用 Clustal软件 [ 14 ]对这些序列进行比对 ,分别构建烤

烟 K326叶面细菌和真菌的系统发育树 ,见图 2和图

3。醇化烟叶表面细菌聚类形成两个大的进化分枝

(图 2) ,其中肠杆菌属、泛菌属、柠檬酸杆菌属和欧文

氏菌属形成一个进化分枝 (肠杆菌类群 ) ;芽孢杆菌属

和类芽孢杆菌属形成另一个进化分枝 (芽孢杆菌类

群 )。芽孢杆菌属和类芽孢杆菌属进化分枝内部又形

成不同的进化亚枝 ,由不同的芽孢杆菌和类芽孢杆

菌聚类形成。烟叶表面分离得到的 4种真菌聚类形成

两个进化分枝 (图 3) ,其中 ,木霉和镰刀菌聚类形成一

个进化分枝 ,而曲霉和根霉菌聚类形成另一个进化

分枝。

3　结论与讨论

云南 K326烤烟表面可培养微生物的数量和种类

随着醇化时间的延长而明显下降 ,芽孢杆菌属的细菌

是优势微生物类群。烟叶部位等级和细菌数量也呈现

明显的相关性 ,中部烟叶样品中细菌的数量高于下部

烟叶样品 ,而上部烟叶样品中的细菌数量最少。云南

K326烤烟表面的细菌主要聚类形成芽孢杆菌类群和

肠杆菌类群两个大的进化分枝。

醇化烟叶的优势微生物芽孢杆菌属和类芽孢杆菌

具有较近的亲源关系 ,这些微生物在烟叶自然发酵过

程中发挥着重要的作用 [ 10211 ]。因此 ,在烟叶人工发酵

中可以优先选择并人为加入这些微生物以促进烟叶的

醇化。而肠杆菌属细菌有可能会对烟叶的醇化产生不

利的影响 ,在烟叶的醇化过程中应尽量减少和控制这

些细菌的数量 ,以消除对烟叶产生的不利影响。

目前通过添加优势微生物或生物酶的方法以加快

烟叶醇化 ,提高烟叶品质和改善烟气特性 [ 426, 10212, 20 ]。

本研究结果为更有效地筛选用于烟叶人工发酵或加速

自然醇化过程的微生物菌株提供了依据。对于一个未

知的烟叶样品 ,可以通过分子生物学的方法对样品中

的可培养微生物进行快速鉴定并构建系统发育树 ,确

定烟叶样品中的微生物种群之间的系统发育关系 ,并

根据优势微生物种群组成和数量的配比研制微生物添

加剂 ,达到加速烟叶醇化的目的。同时 ,分类地位相近

的微生物通常具有相似的生理生化代谢特性 ,因此 ,还

可以根据系统发育树选择与烟叶表面优势微生物发育

关系较近 ,更具有生长或产酶等竞争优势的微生物菌

种添加到醇化烟叶中 ,以控制烟叶的内在品质向人们

期望的方向转化 ,加快自然醇化进程 ,改善烟叶品质。

另外 ,本试验的取样方法为一次性取不同生产年

份的烟叶 ,与以往的研究 [ 9210 ]取样方法有所不同 ,但试

验结果与前人的报道是一致的 [ 9210 ] ,说明取样方法造

成的误差在许可的系统误差范围之内。同时试验的主

要目的是研究烟叶表面微生物的系统发育关系 ,微生

物数量的差异并不影响试验结果的分析。
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