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1 株烟碱降解菌的筛选、
鉴定及其降解性能的初步研究

孔 雯 先 锋 李长影 王家昕 李晓华

中南民族大学生命科学学院/生物技术国家民委重点实验室,武汉430074

摘要 以烟碱为唯一碳源,从湖北省襄樊烟草种植地中分离得到1株烟碱降解菌,命名为DBA5。经常规

的形态观察、生理生化分析和16SrDNA 序列同源性分析,初步鉴定该菌株为烟碱节杆菌属(Arthrobacternic-
otianae)。当烟碱质量浓度为4.0g/L时,培养48h烟碱降解率为93.32%,生长旺盛。当烟碱质量浓度为5.0

g/L时,培养48h烟碱降解率为65.10%。当烟碱质量浓度高于6.0g/L时,DBA5菌株生长和烟碱降解均呈下

降趋势,烟碱降解率低于7.56%。
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  烟碱是烟草生物碱的主要成分,占烟草生物碱

的95%以上,是影响烟叶品质的重要因素之一。长

期吸烟会导致对烟碱的依赖性,而过量吸入烟碱则

会抑制中枢神经、麻痹心脏,甚至有致命的危险。在

吸烟过程中烟碱还会被亚硝化,生成烟叶中特有的

强烈致癌剂N-亚硝胺,烟碱含量过高会增加烟气的

刺激性,影响卷烟吸味,安全性差,在我国烤烟主产

区所产烟叶尤其是上部烟叶烟碱含量偏高,达到

3%~4%,白肋烟烟碱含量甚至高达6%[1]。
国内卷烟企业目前贮存的烤烟上部叶较多,因

烟碱含量较高而难以较多用于生产,这个问题已引

起有关方面的重视[2-3]。如何降低烟叶中的烟碱含

量是各卷烟企业所面临的现实问题,目前国内研究

较多的是用过滤嘴过滤、打孔稀释及使用烟草薄片

等物理措施来降低烟碱含量,但是这些方法会造成

烟、香、气的损失。用微生物发酵降解烟叶中的烟碱

含量,是一种既可降低烟碱含量又能改进卷烟品质

的理想方法,国外烟叶企业很早就已开始利用微生

物对烟叶中的烟碱进行降解,并以此来满足一部分

消费群体对低烟碱卷烟的需求[4]。本研究试图从长

期种植烟草的土壤中分离烟碱降解菌,并对其降解

性能进行研究,旨在为降低烟叶和烟厂废弃物中烟

碱含量提供依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

土壤样品采自湖北省襄樊市烟草种植基地,
Nicotine(纯度≥98%)购自洛阳天科生物工程有限

公司。
烟碱培养基:13.3gK2HPO4,4.0gKH2PO4,

0.1g(NH4)2SO4,1.0g酵母粉,10.0mL微量元

素(1.0gMgSO4·7H2O,0.4gMnSO4·H2O,
0.2gCaCl2·2H2O,0.2gCuCl2·2H2O,0.02g
FeSO4·7H2O,用 0.1 mol/L HCl溶 解 到 100
mL),加蒸馏水到1000mL,自然 pH。培 养 基

121℃高压蒸汽灭菌20min后,加入一定量烟碱

(用0.22μm滤膜过滤)。
烟碱分离培养基:烟碱培养基总添加2.0%琼

脂。
种子培养基:10.0g胰化蛋白胨,5.0g酵母提

取物,10.0gNaCl,先溶于900mL去离子水,用
5mol/L的NaOH调pH值至7.0,用去离子水定容

至1000mL。
1.2 烟碱降解菌的筛选

取土壤 样 品2.0g于20 mL 烟 碱 培 养 基,
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30℃、180r/min摇床培养。用0.9%生理盐水梯

度稀释,涂布于烟碱分离培养基,于30℃培养,挑取

菌株划线分离纯化。分别将分离纯化的菌株接入烟

碱培养基中,于30℃、180r/min摇床培养,测定发

酵液中烟碱含量。
1.3 发酵液中烟碱含量的测定

将分离纯化的菌株接入烟碱培养基中(烟碱质

量浓度为4.0g/L),于30℃、180r/min摇床培养,
用不接菌的烟碱培养基作空白对照。发酵液于

10000r/min离心10min,上清液用0.05mol/L
HCl溶液稀释到合适的D(λ)范围。以0.05mol/L
HCl溶液作参比,测定发酵液在259nm处的吸光

值,烟碱降解率计算公式为:
烟碱降解率=(原培养液中烟碱含量-发酵液

中烟碱含量)/原培养液中烟碱含量×100%。
1.4 菌种鉴定

1)形态结构观察及生理生化特性鉴定。参照文

献[5]进行。

2)16SrDNA序列的测定。细菌总DNA参照

文献[6]的方法。用于16SrDNA的PCR反应的引

物为1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 F1:5′-AGAGTTTGATC-
CTGGCTCAG-3′和 反 向 引 物 F2:5′-AAGGAG-
GTGATCCAGCC-3′。PCR反应体系(20μL):10×
PCR缓冲液2μL,dNTP1μL,正向引物F1和反向

引物F2各1μL,模板DNA1μL,Taq酶0.25μL,
超纯水13.75μL。PCR 反应条件:94℃预变性

5min,94℃变性1min,55℃退火1min,72℃延伸

1.5min,循环30次;最后72℃延伸10min。PCR
产物的纯化和测序由北京三博远志生物技术有限公

司完成。测序结果利用Blast在GenBank基因库中

进行同源性比较并鉴定。
1.5 菌体生长量的测定

菌株以5%的接种量接种至烟碱培养基中,在

30℃、180r/min条件下摇床培养,定时取样测定菌

体的生长量和烟碱降解率,采用分光光度法,以

D600nm表示。

2 结果与分析

2.1 烟碱的紫外吸收

用0.05mol/L的 HCl溶液,把纯烟碱配成质

量浓度为5.0g/L的工作液,分别取工作液0.01、

0.02、0.03、0.04、0.05、0.06mL,以0.05mol/L

HCl溶液定容至10mL,以0.05mol/LHCl溶液

为参比,测定烟碱不同质量浓度下259nm处的光

密度值,结果显示:烟碱质量浓度为0.005~0.030
g/L时,吸光值(Y)与烟碱浓度(X)呈正相关,回归

方程为Y=35.429X+0.0053,R2为0.9993。
2.2 烟碱降解菌的分离

经分离纯化,筛选得到多株降解烟碱的菌株,将
分离得到的菌株摇瓶培养48h后进行降解烟碱能

力的测定,其中,DBA5菌株烟碱降解结果(图1)显
示:烟碱培养基(CK)在259nm处有吸收峰,而经

DBA5菌株摇瓶培养48h后259nm 处吸收峰消

失,表明DBA5菌株具有降解烟碱的能力。

图1 DBA5菌株发酵液和烟碱培养基紫外吸收图谱

Fig.1 TheultravioletabsorptionpatternofDBA5strain
fermentationliquidandnicotinemedium

2.3 菌株 DBA5 的鉴定

经显微观察和生理生化试验结果表明:DAB5
菌株革兰氏染色阳性,在平板培养基上菌落呈紫色、
圆形、表面内凹、中间突起、边缘整齐;在液体烟碱培

养基中,发酵液颜色呈棕褐色。伏-普试验、甲基红

试验、吲哚试验和硫化氢试验均呈阴性,柠檬酸盐试

验呈阳性。

DAB5菌株的16SrDNA 序列长度为1177
bp,在GenBank中的登录号为HM543725。序列同

源性分析表明,DAB5菌株与烟碱节杆菌属(Ar-
throbacternicotianae)3个菌株同源性均在96%以

上,从DBA5的系统发育树进化树(图2)可以看出:

DBA5菌株与烟碱节杆菌(A.nicotianae)分支较近

(bootstrap值大于70%)。结合生理生化特性,初
步确定DAB5菌株为烟碱节杆菌属(Anicotianae)。
2.4 DBA5 菌株降解烟碱的特性

1)DBA5菌株烟碱降解率与生长量的关系。结

果显示(图3):随着DBA5菌株的生长,烟碱不断被

降解,36hDBA5菌株生长量达到最大,此时烟碱的

降解率达91.23%,表明烟碱降解率和菌体生长量

呈正相关。
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图2 基于16SrDNA基因序列的DBA5的系统发育树

Fig.2 PhylogenetictreeofstrainDBA5
basedon16SrDNA

图3 DBA5菌株的生长与烟碱降解

Fig.3 ThegrowthanddegradationcurveofstrainDBA5

  2)DBA5菌株对烟碱的耐受性。DBA5菌株以

5%的接种量接种至不同烟碱含量的烟碱培养基中,

30℃、180r/min摇床培养,48h取样测定菌株生长

量和烟碱降解率,结果(表1)显示:当培养基中烟碱

质量浓度为4.0g/L时,烟碱降解率为93.32%,生
长旺盛。当培养基中烟碱质量浓度达到5.0g/L
时,烟碱降解率为65.10%,生长受到一定程度抑

制。当培养基中烟碱浓度高于6.0g/L时,DBA5
菌株生长和烟碱降解均呈下降趋势,烟碱降解率低

于7.56%。
表1 不同质量浓度烟碱对DBA5菌株

烟碱降解率和生长量的影响

Table1 Effectofnicotineconcentrationon

growthanddegradationofstrainDBA5

烟碱质量浓度/(g/L)
Nicotineconcentration

D600nm
烟碱降解率/%

Nicotinedegradationrate
4.0 4.000 93.32
5.0 3.010 65.10
6.0 1.093 7.56
7.0 0.881 7.53
8.0 0.345 5.03

3 讨 论

本研究从湖北省襄樊烟草种植地中分离得到1

株烟碱降解菌。经常规的形态观察、生理生化分析

和16SrDNA序列同源性分析,初步鉴定该菌株为

烟碱节杆菌属(Arthrobacternicotianae)。当烟碱

质量浓度为4.0g/L时,培养48h烟碱降解率为

93.32%,生长旺盛。当烟碱质量浓度为5.0g/L
时,培养48h烟碱降解率为65.10%。当烟碱质量

浓度高于6.0g/L时,DBA5菌株生长和烟碱降解

均呈下降趋势,烟碱降解率低于7.56%。
烟碱是烟草类植物体内主要的天然生物碱,烟

碱的毒性很高,被列为恶性环境污染物之一,目前国

内外报道的降解烟碱微生物主要有:争论产碱菌

(Alcaligenes paradoxus)、球 形 节 杆 菌 (Ar-
throbacterglobiformils)、烟草节杆菌(Arthrobacter
nicotianae)[4]、噬烟碱节杆菌(Arthrobacternicoti-
novorans)[5]、氧化节杆菌(Arthrobacteroxydans)、
纤 维 单 胞 菌 (Cellulomonas sp.)、棒 杆 菌 属

(Corymebacteriumsp.)、阴沟肠杆菌(Enterobacter
cloacae)、烟草微球菌(Micrococcusnicotianae)、假
单胞杆菌(Pseudomonassp.)[6-7]、恶臭假单胞杆菌

(Pseudomonas putida)[8]、中 间 苍 白 杆 菌 属

(Ochrobactrumintermedium)[9]等。Wada等[13]利

用假单胞菌来降解烟碱,约有35%的烟碱未发生降

解;马林等[14]利用筛选的节杆菌降解烟碱,发现培

养78h后烟碱降解80%。本研究中筛选的菌株

DBA5在烟碱浓度为4g/L的培养基中培养48h,
烟碱降解率达93.32%,表明该菌具有较高的烟碱

降解率。
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Isolationandcharacterizationofahighnicotine-degradationbacterium

KONGWen XIANFeng LIChang-ying WANGJia-xin LIXiao-hua

KeyLabforBiotechnologyoftheStateEthnicAffairsCommission/CollegeofLifeScience,

South-CentralUniversityforNationalities,Wuhan430074,China

Abstract Thirtybacterialstrainswereisolatedfromsoilusingnicotineastheonlycarbonsource
andahighnicotinedegradationbacteriumstrain,namedasDBA5,wasscreenedoutfromthem.Basedon
standardmorphologica1,physiologicalpropertiesand16SrDNAanalysis,DBA5wasidentifiedasAr-
throbacternicotianae.Whenthemedium with4.0g/Lnicotine,DBA5couldgrow wellanddegrade
93.32%ofnicotinein48h.Whenthemediumwith5.0g/Lnicotine,itdegrade65.10%ofnicotinein
48h.ThegrowthandnicotinedegradationofDBA5wasdeclinedwhennicotineconcentrationwasmore
than6.0g/L,anditdegradedlessthan7.56% ofnicotine.DBA5showedhighabilitytodegrade
nicotine.

Keywords nicotine;biodegradation;16SrDNA;Arthrobacternicotianae
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