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摘要：采取稀释涂布平板法和平板划线法，从调制陈化后的烟叶中分离得到一

株高效降解西柏三烯－４，６－二醇的菌株ＹＩ１－３．以西柏三烯－４，６－二醇为唯
一碳源，该菌株降解产物主要为金合欢醛（８．５７％）．根据形态特征和１６ＳｒＤＮＡ
系统进化树分析，初步鉴定菌株ＹＩ１－３为新鞘氨醇杆菌（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍｐａｎｉ
ｐａｔｅｎｓｅ）．该菌株在含有西柏三烯 －４，６－二醇发酵培养基中培养６６ｈ后，底物
降解率达到７５．５８％．
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０　引言

西柏烯类化合物是烟草中的一类大环双萜类

物质，主要存在于烟叶表面腺毛分泌物中，也存在

于烟草种子和烟草花中［１］，总量占烟叶鲜叶重的

２％～１０％．其中以西柏三烯－４，６－二醇的含量最

为丰富，约占烟叶鲜叶重的０．７％［２－３］．

西柏烯类化合物也是烟草中一类重要的香

味前体物质［４］，在烟草生长过程中，其含量逐渐

增加，但在调制、陈化过程中会发生一系列降解

反应且陈化前期降解速度较陈化后期更快［５］．

降解反应生成了重要的中性香味成分，例如茄

酮、茄尼呋喃，以及茄酮的降解产物如降茄二

酮［６］、茄醇、茄酸和酯类等，它们对卷烟的香味、

香气品质起着关键的作用．

西柏三烯－４，６－二醇类化合物的降解方

式一般有两种：一种是在氧化剂或光作用下进

行；另一种是在生物催化作用下进行．经过一系

列的转化，西柏三烯－４，６－二醇类物质可以转

化为Ｃ８—Ｃ１８碳原子数不同的香味成分．利用

ＣｒＯ３在硫酸水溶液和丙酮水溶液中氧化西柏

三烯－４，６－二醇，得到包括降茄二酮在内的８

种主要产物［７－９］．光催化降解西柏三烯－４，６－

二醇后，１１，１２号位双键易环氧化．利用雷公藤

（Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌｆｏｒｄｉｉ）的植物细胞催化降解西

柏三烯－４，６－二醇后发现，１１，１２号位双键易

环氧化，同时发现１０，１２和１３号位键易羟基

化．利用美花烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ）的植物细

胞、细胞均质体、无细胞提取物和细胞小球分别

作为催化剂降解西柏三烯－４，６－二醇后，其降

解产物与雷公藤催化降解的产物相似［１０－１３］．

目前，鲜见西柏三烯－４，６－二醇生物降解

为香味物质的研究．本文拟利用微生物学方法

从烟叶中筛选西柏三烯－４，６－二醇降解菌株，

并对其进行鉴定和降解能力研究，以期为西柏

三烯－４，６－二醇生物降解和降解途径的研究

提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
样品的采集：用于筛选西柏三烯－４，６－二

醇降解菌的样品主要采集于河南、云南、重庆、

四川、广西、湖南、贵州等地的调制后烟叶，其产

地与品种见表１，烟叶等级均为Ｃ３Ｆ．

表１　调制烟叶样品产地与品种

Ｔａｂｌｅ１　Ｓａｍｐｌｅｓｏｆｍｏｄｕｌａｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆ

ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎａｎｄｖａｒｉｅｔｙ

分类 产地 烟叶品种

一

吉林 晒红烟（雪茄）

许昌 Ｋ３２６
曲靖 Ｃｃ２７
重庆 云烟８５
什邡 古巴４号
许昌 中烟１００

二
陕县 秦烟９６
四川 ＮＣ２９７
贵州 贵烟６号
四川 亚布力晒烟

衡阳 ＮＣ８９
三 襄县 Ｙ０５６

洛阳 云烟８７
陕县 云烟９７
三明 Ｙ０７７
广西 ＮＣ１０２

四 湖南 ＬＹ３０６０５
许昌 ＱＦ２３２
永州 Ｙ８１２３
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　　试剂和仪器：西柏三烯 －４，６－二醇标样，

纯度≥９８％，郑州轻工业学院相关实验室制；

Ａｇｉｌｅｎｔ６８９０ａ／５９７５ｃＧＣＭＳ色谱联用仪，Ａｇｉｌｅｎｔ

公司产；Ｊ６－ＭＩ冷冻离心机，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公

司产；２６００ＵＣ／ＶＩＳ紫外可见分光光度计，美国

ＵＮＩＣ公司产；ＮＩＥ８０２显微镜，日本尼康公

司产．

富集培养基：Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５ｇ／Ｌ，ＫＣｌ０．５ｇ／Ｌ，ＮａＮＯ３３ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ／Ｌ，蔗糖３０ｇ／Ｌ．

发酵培养基：Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ０．５ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４０．６５ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４０．００１ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２·

ＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．１ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４·

２Ｈ２Ｏ０．００５ｇ／Ｌ．在此基础上加 ３００ｍｇ／Ｌ西柏

三烯－４，６－二醇（纯度≥９８％，原料来自三门峡

市陕县河南中烟烟叶种植基地，品种为豫烟

１００，采集部位为成熟上部叶片）［１４］．

固体培养基：在发酵培养基的基础上添加

２％的琼脂粉．

１．２　方法
１．２．１　菌种的筛选

１．２．１．１　菌源的富集　按表１分类分别称取

新鲜烟叶、调制后的烟叶各１０ｇ，在超净工作

台，用剪刀剪碎烟叶，分别放入２５０ｍＬ三角瓶

中，依次加入１００ｍＬ无菌水，浸泡过夜；分别用

灭菌枪头移取２００μＬ到２０ｍＬ的察式培养基

和ＬＢ培养基内，３０℃转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培

养２ｄ，得到菌源．

１．２．１．２　初筛　所有接种工作都在超净工作

台上进行．移取１ｍＬ经富集培养得到的菌源至

１００ｍＬ发酵培养基中，以不加菌源的发酵培养

基和不加西柏三烯－４，６－二醇作为对照，培养

２ｄ，通过观察摇瓶的变化，并用 ＧＣＭＳ检测，

与对照的ＧＣＭＳ检测图进行对比，挑选出能降

解西柏三烯 －４，６－二醇的样品，分别移取

１ｍＬ样品到灭菌完成的发酵培养基中，然后依

次进行梯度稀释，分别选择１０－２和１０－４这两个

浓度梯度，在固体培养基上用稀释涂布平板法

进行平板涂布，每个浓度梯度平行涂布３个平

板，同时对不含有底物西柏三烯－４，６－二醇的

平板进行涂布并将其作为对照组．将涂布好的

平板于３０℃培养箱中培养２～３ｄ，挑选出形态

较好的单菌落，用平板划线法反复进行划线分

离纯化，直到平板上无杂菌落出现，即可确认为

纯培养菌．

１．２．１．３　复筛　将筛选到的单菌落经过活化

培养后，接种到 １００ｍＬ发酵培养基内，在

３０℃，转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养２ｄ．通

过观察摇瓶的变化，并用 ＧＣＭＳ检测降解产

物，进一步筛选能降解西柏三烯－４，６－二醇的

菌株［１５］．

１．２．２　溶液制备

１．２．２．１　西柏三烯－４，６－二醇标准储备液的

配制　准确称取西柏三烯 －４，６－二醇标准品

６５．９３ｍｇ，用色谱级 ＣＨ２Ｃｌ２溶解，并定容到

５０ｍＬ容量瓶中，得到一定浓度的标准储备液，

置于４℃ 冰箱中贮存，备用．

１．２．２．２　不同浓度梯度的西柏三烯－４，６－二

醇标准溶液的配制　准确量取西柏三烯 －４，

６－二醇标准储备液０．１ｍＬ，０．３ｍＬ，０．５ｍＬ，

１．０ｍＬ，３．０ｍＬ，５．０ｍＬ，７ｍＬ，１０ｍＬ，用色谱

级ＣＨ２Ｃｌ２定容到１０ｍＬ容量瓶中，摇匀，即得

到含有不同浓度梯度的西柏三烯 －４，６－二醇

标准溶液．

１．２．３　降解产物的分析检测

１．２．３．１　降解产物的萃取　取１００ｍＬ发酵

液，在１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心３０ｍｉｎ，取上清

液与等体积的ＣＨ２Ｃｌ２在分液漏斗中进行萃取，

缓缓摇晃，使两相混合均匀；静置１０ｍｉｎ后，收

集下层有机相；重复以上步骤５次，合并有机

相，加入无水硫酸钠干燥，静置过夜；过滤，旋转

·５７·
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蒸发除去ＣＨ２Ｃｌ２后，加入１ｍＬ色谱级 ＣＨ２Ｃｌ２
溶解，过 ０．４５μｍ有机系滤膜后即可进行

ＧＣＭＳ分析检测．以上操作均在避光环境中

进行．

１．２．３．２　分析检测条件的确定　色谱条件：

ＨＰ－５ＭＳ５％ ＰｈｅｎｙｌＭｅｔｈｙｌＳｉｌｏｘ（３０ｍ ×

０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；进样口温度２８０℃；以高

纯氦气作载气，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；升温程序为

初始温度５０℃，以５℃／ｍｉｎ的升温速度升至

２００℃，以３℃／ｍｉｎ的升温速度升至２６０℃结

束；分流比３１；进样量为１μＬ；ＧＣＭＳ采用全

扫描模式．

质谱条件：传输线温度２８０℃；离子源温度

２８０℃，四极杆温度１５０℃；电离方式为电子轰

击（ＥＩ），电子能量为 ７０ｅＶ；溶剂延迟时间为

８ｍｉｎ；扫描质量范围（ｍ／ｚ）为３５—５５０．

１．２．３．３　降解率的测定　以接种的发酵培养

基作为实验组，未接种的发酵培养基作为对照

组，每次取样１０ｍＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心

３０ｍｉｎ；取上清液进行萃取、分液，旋转蒸发除

去ＣＨ２Ｃｌ２后，加入１ｍＬ色谱级 ＣＨ２Ｃｌ２溶解，

过０．４５μｍ有机系滤膜后，进行ＧＣＭＳ分析检

测，其降解率按下列公式计算：

降解率＝西柏三烯－４，６－二醇的减少量
原西柏三烯－４，６－二醇含量 ×１００％

１．２．４　菌株鉴定

１．２．４．１　形态观察和革兰氏染色　菌株形态

在显微镜下观察，菌株的革兰氏染色方法参照

文献［１５］．

１．２．４．２　１６ＳｒＤＮＡ序列扩增、测序和系统发

育分析　用细菌基因组ＤＮＡ快速抽提试剂盒，

提取目标菌株基因组 ＤＮＡ．ＰＣＲ反应引物为真

菌 １６ＳｒＤＮＡ序列通用引物 ５’ＣＡＧＡＧＴＴＴ

ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ３’（上游引物）和 ５’ＡＧＧＡＧ

ＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ３’（下游引物），引物由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成．ＰＣＲ反

应体系：Ｔａｑ酶 （５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，上游引物１

（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，下游引物２（１０μｍｏｌ／Ｌ）

０．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，ＤＮＡ

模板（５０ｎｇ／μＬ）０．５μＬ，ｄＮＴＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ），

ｄｄＨ２Ｏ（灭菌蒸馏水）１９．８μＬ．测序由生工生物

工程（上海）股份有限公司完成．系统发育分析

根据其１６ＳｒＤＮＡ基因序列用Ｍｅｇａ５．１软件构

建系统进化树，使用 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法进行

１０００次步长计算．

１．２．５　菌株生长曲线和降解曲线的测定绘制

微生物的生长周期包括延迟期、对数期、稳

定期和衰亡期４个阶段．在适当条件下，根据菌

株在发酵培养时随时间增加表现出的群体生长

趋势，可以得到菌株的生长曲线

１）将菌株接入富集培养基内，在３０℃，转

速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下发酵２４ｈ．

２）配制 ２８份 ２０ｍＬ发酵培养基，置于

２８个 ５０ｍＬ锥形瓶中，其中 １４瓶每瓶接种

２００μＬ富集菌液，作为实验组１，用来测定绘制

降解曲线；另外１４瓶每瓶接种２００μＬ富集菌

液，作为实验组２，用于测定绘制生长曲线．以

空白富集培养基作为对照．以上锥形瓶均在

３０℃，转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养．

３）无菌条件下操作，分别在接种后 ６ｈ，

１２ｈ，１８ｈ，２４ｈ，３０ｈ，３６ｈ，４２ｈ，４８ｈ，５４ｈ，

６０ｈ，６６ｈ，７２ｈ，将实验组１样品离心取出上

清，用ＧＣＭＳ检测其降解率．另由实验组２取

出５ｍＬ菌液，测其ＯＤ６００值．

横坐标为培养时间，纵坐标分别为西柏三

烯－４，６－二醇的含量和 ＯＤ６００值，绘制菌株

的生长曲线和降解曲线．

２　结果与讨论

２．１　西柏三烯－４，６－二醇标准曲线
根据西柏三烯 －４，６－二醇标准溶液

ＧＣＭＳ检测所得数据制作标准曲线，见图１．
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图１　西柏三烯－４，６－二醇的标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｓｔａｎｄａｒｄ

ｓａｍｐｌｅｏｆｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌ

由标准曲线得到西柏三烯 －４，６－二醇线

性方程为ｙ＝２．７６×１０６ｘ－６．８５×１０７，其中，

ｙ为响应值，ｘ为西柏三烯 －４，６－二醇溶液浓

度／（μｇ·ｍＬ－１）．所得标准曲线的相对标准偏

差为０．９９９５，说明该标准曲线准确可靠，可以

应用于后续实验．

２．２　西柏三烯－４，６－二醇降解菌的筛选结果
从新鲜烟叶、调制烟叶中共筛选出１１种降

解西柏三烯－４，６－二醇混菌株，分别接种于含

有西柏三烯－４，６－二醇底物的发酵培养基中

进行发酵培养，采用 ＧＣＭＳ法测定其降解能

力．这１１株混菌株降解率的比较如图２所示．

由图 ２可知，混菌株 ＹＩ１，ＹＩ３，ＹＩ６的西柏三

烯－４，６－二醇降解能力较高，降解率分别为

７９．３６％，７１．７７％，７９．１９％．

对这３株混菌进行平板涂布，依次进行梯

度稀释，共得到５株单菌落．经过活化培养，接

种到发酵培养基内，在３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ条件下

培养４８ｈ，采用 ＧＣＭＳ法测定其降解能力．在

ＹＩ１混菌中筛选到３株单菌落，其中３号菌降

解西柏三烯－４，６－二醇能力较高，其降解率为

７５．５８％，所以将该菌株编号为 ＹＩ１－３．经

ＧＣＭＳ分析检测出主要生成物为金合欢醛

（８．５７％）（见图３）．金合欢醛为一种香味物质，

在化妆品和卷烟中有应用．
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图２　１１株西柏三烯－４，６－二醇降解

混菌株降解率的比较

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒａｓｏｎｏｆｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ１１

ｃｅｍｂｒａｔｒｉｅｎｅ４，６ｄｉｏｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓ

图３　菌株ＹＩ１－３的ＧＣＭＳ图

Ｆｉｇ．３　ＧＣＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＹＩ１３ｓｔｒａｉｎ

２．３　菌株鉴定
２．３．１　生理特性　将菌株ＹＩ１－３接种于固体

培养基中，培养２４ｈ后长出菌落，４８ｈ后观察

（见图４ａ））：菌落呈黄色，表面光亮，边缘整齐，

不透明，中央隆起，容易挑取；图４ｂ）为１００倍

显微镜下观察到的显微形态，可以看出该菌体

大小为（１．０～１．５）μｍ×（２．０～２．５）μｍ．

２．３．２　遗传学分析　菌株 ＹＩ１－３的 ＰＣＲ扩

增电泳图见图 ５，由图 ５可以看到在 １０００—

１５００ｂｐ有一明显条带．回收该条带送至生工

·７７·



　２０１７年１１月 第３２卷 第６期

图４　菌株ＹＩ１－３菌落和细胞形态

Ｆｉｇ．４　ＣｏｌｏｎｙａｎｄｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＹＩ１３ｓｔｒａｉｎ

图５　菌株ＹＩ１－３的ＰＣＲ扩增电泳图

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｆｉｇｕｒｅｏｆｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＹＩ１３ｓｔｒａｉｎ

生物工程（上海）股份有限公司武汉分公司进

行测序，测序结果表明该条带大小为１３２２ｂｐ．
２．３．３　系统进化树分析　将扩增并测序得到
的序列提交至ＧｅｎｅＢａｎｋ（ＩＤ：ＫＹ２８３９５４）．通
过在ＮＣＢＩＧｅｎｅｂａｎｋ数据库中进行 ｂｌａｓｔ同源
性分析发现，菌株 ＹＩ１－３与新鞘氨醇杆菌属
（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ ｐａｎｉｐａｔｅｎｓｅ）的 同 源 性 在
９０％以上．系统进化树分析结果（见图 ６）表
明，菌株ＹＩ１－３与新鞘氨醇杆菌聚为一类．基
于形态学特征和系统发育分析，菌株 ＹＩ１－３
被初步鉴定为新鞘氨醇杆菌．

２．４　菌株的生长曲线和降解曲线
菌株ＹＩ１－３的生长曲线和降解曲线如图

７所示．从图７生长曲线可以看出，菌株 ＹＩ１－

３培养１８ｈ后快速增长，进入对数期，随着时

间的延续，菌株在培养基里吸收营养物质（西

柏三烯－４，６－二醇作为碳源被利用）不断繁

殖生长后导致菌株数量不断增加，到第 ４８ｈ

开始进入稳定期，一直到６６ｈ，并无明显增加

的现象．从图７降解曲线可以看出，在６ｈ前，

西柏三烯－４，６－二醇降解变化并不明显，６ｈ

后西柏三烯 －４，６－二醇的降解速度开始加
快，到３６ｈ，西柏三烯－４，６－二醇的降解率达

到６５％，３６ｈ后底物降解趋于平衡，继续培养

至６６ｈ后，西柏三烯－４，６－二醇降解率达到

７５．５８％．

３　结论

本文从调制陈化后的烟叶中筛选到一株

高效降解西柏三烯 －４，６－二醇的菌株 ＹＩ１－

３，对其进行西柏三烯－４，６－二醇降解能力分

析与分离鉴定，得到如下结论．

１）以西柏三烯 －４，６－二醇的丰度为响

应值，利用 ＧＣＭＳ检测计算出标准曲线 ｙ＝

２．７６×１０６ｘ－６．８５×１０７，标准偏差为０．９９９５，

·８７·
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图６　菌株ＹＩ１－３１６ＳｒＤＮＡ区域序列的系统进化树分析结果（图中Ｎｏｖｅｌ１６Ｓ为ＹＩ１－３）

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｆｒｏｍ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｔｒａｉｎＹＩ１３

图７　菌株ＹＩ１－３的生长曲线和降解曲线

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＹＩ１３

标准曲线准确可靠．

２）以西柏三烯－４，６－二醇为唯一碳源，菌

株ＹＩ１－３能高效降解西柏三烯－４，６－二醇生

成金合欢醛（８．５７％）．

３）根据形态特征和１６ＳｒＤＮＡ系统进化树

分析，初步鉴定菌株 ＹＩ１－３为新鞘氨醇杆菌

（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍｐａｎｉｐａｔｅｎｓｅ）．

４）新鞘氨醇杆菌培养１８ｈ后快速增长，进

入对数期，到 ４８ｈ开始进入稳定期；在培养

·９７·
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６６ｈ后，西柏三烯 －４，６－二醇降解率达到

７５．５８％．
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