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摘要:
 

【目的】开发降解烟草糖苷类化合物并生成香味成分的生物酶。 【方法】以 3-氧代-α-紫罗兰醇-β-
D-吡喃葡萄糖苷为唯一碳源筛选降解烟草糖苷的菌株,对该菌株进行基因组分析,分离纯化降解菌糖苷酶,
考查糖苷酶的酶学特性,鉴定并挖掘烟草糖苷酶。 【结果】菌株 HZW-15 可降解 3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-
吡喃葡萄糖苷,其粗酶处理烟草粗糖苷后,3-氧代-α-紫罗兰醇、苯甲醇、苯乙醇等香味成分显著增加;酶液

处理再造烟叶浓缩液后甜感突出、余味干净、香气质改善;当酶解温度 40
 

℃,转速 150
 

r / min,pH 值 7,钾离子浓

度 10
 

mmol / L 时,3-氧代-α-紫罗兰醇含量增加了 2. 3 倍;HZW-15 基因组共有 5
 

554
 

921 个碱基,编码 76 个

糖苷水解酶基因。 【结论】利用质谱鉴定纯化后的酶组分,推测 6-磷酸-β-葡萄糖苷酶、β-葡萄糖糖苷酶和

1,4-α-葡聚糖分支酶为功能酶,可为烟用糖苷酶的开发提供参考。
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0　 引言

糖苷类化合物普遍存在于调制和陈化后的烟

草中,是一类重要的香味前体物[1] ,由糖及其衍生

物的半缩醛羟基与非糖有机化合物分子中的羟基、
巯基或氨基脱水缩合而成[2] ,主要有 3-氧代-α-紫
罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷、4-羟基苯乙醇-3-O-

葡萄糖苷、芸香糖苷等。 该类化合物本身香气较弱

或没有香气,大多无色无臭[3] ,在烟叶的调制及燃

烧过程中发生分解、转化及热解生成多种香味成

分[4-6] ,这些成分对提高烟叶品质、改善主流和侧流

烟气、增加释香稳定性等具有重要作用[7-9] 。
一般认为糖苷类化合物在卷烟燃吸过程中是

充分裂解的,但近年来研究[10-12] 发现,烟气的粗焦

油中存在糖苷类化合物,表明该类化合物并未得到

完全分解和利用。 同时,随着卷烟工业的发展,卷
烟结构不断优化,卷烟工业对烟叶品质的要求也越

来越高[13] 。 充分利用烟草本源的糖苷类化合物,提
高烟叶的吸食品质,是解决烟草工业发展供需矛盾

的有效途径。
目前,如何高效降解烟草糖苷类化合物的研究

仍不够深入,利用生物法降解烟草糖苷类化合物的
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研究鲜有报道[14-15] 。 近年来,应用生物技术改善烟

叶的感官品质成为烟草行业的研究热点[16-17] 。 如

B. He 等[18]用果胶酶处理烟梗后,烟梗中的还原糖

含量增加;周瑾等[19] 用纤维素酶处理烟叶后,烟叶

中的还原糖含量增加,同时卷烟的感官品质提升。
糖苷酶可通过水解各种含糖化合物中的糖苷键,生
成单糖、寡糖和糖配体[1] ,有助于提升烟叶品质。

本文拟筛选高效降解烟草糖苷类化合物的菌

株,分离纯化降解菌粗酶,利用生物质谱和基因组

分析鉴定糖苷酶,以增加烟草的香味成分,提升卷

烟的吸食品质,为烟用糖苷酶的开发提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料、试剂和培养基

土壤样品,采自河南省襄城县烟田;初烤烟叶

样品,品种等级分别为翠碧 1 号 ( B2F)、云烟 87
(B2F 和 C2F),由福建武夷山烟叶有限公司提供;
粗糖苷,由本课题组从烟草中提取;3-氧代-α-紫罗

兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷(纯度≥95%),郑州轻工

业大学烟草生物技术实验室分离纯化所得;二氯甲

烷(色谱纯)、无水乙醇(分析纯),山东禹王和天下

新材料有限公司;无水 Na2SO4、酵母粉、胰蛋白胨、
NaCl,均为分析纯, 烟台市双双化工有限公司;
TS

 

0002 型再造烟叶浓缩液,由河南卷烟工业烟草

薄片有限公司提供。
破碎液: 20

 

mmol / L 磷酸盐缓冲溶液, pH
 

值

为 7. 0。
LB 培养基:胰蛋白胨

 

10
 

g / L,酵母粉 5
 

g / L,
NaCl

 

10
 

g / L;再加入琼脂粉 20
 

g / L,即为 LB 固体培

养基。
糖苷培养基:3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡

萄糖苷溶液 1
 

g / L,无机盐配方。
粗糖苷培养基:粗糖苷 2

 

g / L,无机盐配方。
无机盐配方[20] :K2HPO4

 1
 

g / L,MgSO4 ·7H2O
 

0. 5
 

g / L,FeSO4 ·7H2O
 

0. 005
 

g / L,NaCl
 

0. 5
 

g / L,
KH2PO4

 0. 65
 

g / L, MnSO4
 0. 001

 

g / L, ( NH4 ) 2SO4
 

0. 5
 

g / L, CaCl2 ·2H2O
 

0. 1
 

g / L,
 

Na2MoO4 ·2H2O
 

0. 005
 

g / L。

1. 2　 主要仪器与设备

LDZX-50KBS 型立式压力蒸汽灭菌器,上海申

安医疗器械厂;J6-MI 型冷冻离心机,美国 Beekman
公司;SW-CJ-1F 型超净工作台,苏州安泰空气技术

有限公司;6890a / 5975 型气相色谱-质谱联用( GC-
MS)仪,美国安捷伦公司;TH2-C 型恒温摇床,太仓

市科教器材厂; DEAE 型层析预装柱 ( 20
 

mL)、
Resources

 

Q 型层析预装柱(5
 

mL),美国 GE
 

Healthcare
公司;JY92-ⅡDN 型超声细胞粉碎机,宁波新芝生

物科技股份有限公司; F3 型凝胶成像仪, 英国

Syngene 公司;Q
 

Exactive
 

HF-X 型 MS 仪,美国 Thermo
 

Scientific 公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 糖苷降解菌筛选与鉴定　 1)菌株富集与初

筛。 分别称取 15
 

g 土壤样品和初烤后烟叶样品置

于装有 300
 

mL 无菌生理盐水的三角瓶中,放入

30
 

℃ 、150
 

r / min 的摇床中振荡 2 ~ 4
 

h。 取上清液,
按 1%(体积分数,下同) 接种量转接至 LB 培养基

中,在 30
 

℃ 、150
 

r / min 的摇床中培养至浑浊。 再按

1%的接种量接入糖苷培养基中,在 30
 

℃ 、150
 

r /
min 的摇床中培养 24

 

h。 挑选出有明显香味变化的

发酵液,即含能降解糖苷类化合物并能产生香味物

质的初筛菌株。
2)菌株复筛与鉴定。 将初筛菌株接种至粗糖

苷培养基中,于 30
 

℃ 、150
 

r / min 条件下培养 24
 

h。
利用 GC-MS 仪分析糖苷降解菌发酵前后粗糖苷中

香味成分的变化,在 NTST17. L 库中进行检索定性

分析,同时进行半定量分析。
将糖苷降解菌培养 24

 

h 后进行离心、破碎,制
得粗酶液,在 30

 

℃ 、150
 

r / min 条件下处理 2
 

g / L 的

粗糖苷 6
 

h,利用 GC-MS 仪分析粗酶液处理前后粗

糖苷中香味成分的变化,在 NTST17. L 库中进行检

索定性分析,同时进行半定量分析。
将粗酶液加入体积分数为 10%的再造烟叶浓

缩液中进行催化,于 30
 

℃ 、150
 

r / min 条件下处理

6
 

h。 催化完成后,加入等体积乙醇,于-20
 

℃ 冰箱

中静置 24
 

h。 取 20
 

μL 上清液涂抹于空白烟支表

面,平衡 48
 

h 后,由 9 名具有烟草行业感官评吸资

格的人员进行感官评吸。
1. 3. 2　 糖苷粗酶处理及酶解条件优化　 1)菌种活

化及菌体收集。 将解冻后菌种按 1%的接种量接入
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15
 

mL
 

LB 培养基中,于 30
 

℃ 、150
 

r / min 条件下培养

过夜。 菌液进行梯度稀释涂布后,挑选单菌落,接种

至 LB 培养基中培养过夜,制成种子液。 将种子液按

1%接种量接入 LB 培养基中进行培养(培养条件同

上),发酵完成后,将发酵液于 4
 

℃ 、10
 

000
 

r / min 条

件下离心 10
 

min,弃上清液,沉淀即为所需菌体。
2)粗酶液制备。 将收集的菌体与破碎液按照

m(菌体 / g) ∶ V(破碎液 / mL)= 1 ∶ 10
 

混合,利用超

声波细胞粉碎机破碎细胞 20
 

min,每次 10
 

min,期间

持续破碎 5
 

s 并间隔 5
 

s。 破碎后在 4
 

℃ 、10
 

000
 

r /
min 条件下离心 10

 

min,收集上清液,即为粗酶液。
3)酶解条件优化。 将糖苷培养基中的无机盐组

分换成 20
 

mmol / L、pH 值为 7 的磷酸盐缓冲液,即为

底物,每个试管中加入 10
 

mL 底物和 0. 2
 

mL 粗酶液。
设置加入 0. 2

 

mL 磷酸盐缓冲液而不加粗酶液为空白

组。 初始条件为酶解温度 37
 

℃、转速 100
 

r / min、pH
值

 

7。 控制单一变量,选择不同的酶解温度(25
 

℃、
30

 

℃ 、35
 

℃ 、40
 

℃ 、45
 

℃ )和转速(100
 

r / min、150
 

r /
min、200

 

r / min、250
 

r / min、300
 

r / min);用 Na2HPO4

和 NaH2PO4 分别配制 20
 

mmol / L 的磷酸盐缓冲液、
pH 值为 5、6、7、8;加入 1

 

mL 不同类型的金属离子

(K+ 、Ca2+ 、Mg2+ 、Zn2+ 、Fe3+ 、Co2+ 、Mn2+ 、Cu2+ ),使反

应体系中金属离子的终浓度为 10
 

mmol / L。 酶降解

时间均为 6
 

h,每组实验设 3 个重复。
1. 3. 3　 烟叶及糖苷香味成分检测　 烟叶糖苷检测

方法参考文献[21],烟叶香味成分检测方法参考文

献[22]。
1. 3. 4　 基因组测序　 糖苷降解菌培养 48

 

h 后,在
4

 

℃ 、10
 

000
 

r / min 条件下离心 10
 

min,弃去上清液,
收集菌体细胞,在液氮中浸泡 15

 

min 后,放入-80
 

℃
冰箱保存。 基因组测序由生工生物工程(上海)股

份有限公司完成。
采用全基因组鸟枪法( Whole

 

Genome
 

Shotgun,
WGS)策略,构建不同插入片段的文库,利用第二代

测序技术( Next-Generation
 

Sequencing,NGS),基于

Illumina
 

NovaSeq 测序平台,采用 A5 - MiSeq[23] 和

SPAdes[24]软件对去除接头序列的测序数据进行从

头拼装,构建 contig 和 scaffold。 对得到的拼装结果进

行评估和比较,并使用 Pilon[25]软件进行碱基校正。

1. 3. 5　 基因预测及功能注释 　 采用 GeneMarkS 软

件预 测 细 菌 基 因 组 的 蛋 白 质 编 码 基 因, 采 用

Hmmscan 软件预测 CAZy 酶类基因,结果选取标准

为:ORF 序列长度> 80 个氨基酸时,E-value < 1e-5;
ORF 序列长度<80 个氨基酸时,E-value<1e-3,且氨

基酸序列比对长度大于数据库中对应序列的 30%。
最后使用 DIAMOND 软件在 KEGG、Swiss-Prot、GO
数据库中对蛋白编码基因进行序列比对,比对临界

值设为 E-value<1e-6。
1. 3. 6　 糖苷酶分离纯化及鉴定　 1)糖苷酶分离纯

化。 按照硫酸铵饱和度 20% ~ 40%、40% ~ 60% 和

60% ~ 80%对粗酶进行盐析,以 3-氧代-α-紫罗兰

醇-β-D-吡喃葡萄糖苷为底物追踪糖苷酶,将粗酶

于 4
 

℃条件下搅拌,透析 4 次,每 2. 5
 

h 换 1 次透析

液;将透析后粗酶上样至 DEAE 型层析预装柱,利用

不同浓度(200
 

mmol / L、400
 

mmol / L、600
 

mmol / L、
1000

 

mmol / L) 的 NaCl 洗脱液洗脱;将功能酶组分

上样至 Resource
 

Q 型层析预装柱,利用不同浓度的

NaC1 洗脱液洗脱,并进行功能酶组分鉴定。
2) 糖苷酶鉴定。 将粗酶和糖苷酶利用 SDS-

PAGE 进行蛋白检测,5%浓缩胶 4
 

mL,15%分离胶

15
 

mL,在 20
 

mA、200
 

V 条件下跑浓缩胶,在 25
 

mA、
200

 

V 条件下跑分离胶。 结束后将胶片进行染色和

脱色,最后用凝胶成像仪拍照。 将经过 Resource
 

Q
型层析预装柱纯化的糖苷酶送至元莘生物公司进

行蛋白质质谱鉴定。

1. 4　 数据处理

采用软件 Minitab
 

22 进行数据分析,利用软件

Origin
 

2024 进行绘图。

2　 结果与分析

2. 1　 糖苷降解菌筛选结果分析

2. 1. 1　 初筛结果　 通过初筛,共分离获得 18 株以

3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷为唯一碳

源的菌株,分别以 HZW-1 至 HZW-18 命名。 通过对

发酵液进行嗅辨,初步挑选出 9 株香味变化明显的

菌株,利用上述菌株发酵粗糖苷,其香味成分含量

变化见表 1。 由表 1 可知,经 9 株菌发酵后,苯甲

醇、苯乙醇、巨豆三烯酮 b、二氢-β-紫罗兰酮、4-羟

·111·



　 2026 年 6 月
 

第 41 卷
 

第 3 期　

基-β-二氢大马酮、3-氧代-α-紫罗兰醇等香味成

分含量均有不同程度的增加。 其中 HZW-15 发酵液

中含有的香味成分种类最多,有 9 种。 香味成分总

含量由高到低的前 4 株菌依次为:HZW-15、HZW-1、
HZW-4、HZW-16。
2. 1. 2　 复筛结果　 将上述 4 株菌进行破碎,获得粗

酶液后用于处理粗糖苷,其香味成分含量变化见表

2。 由表 2 可知,HZW-15 的粗酶液降解糖苷的效果

最好,处理后的 3 - 氧代 - α - 紫罗兰醇含量可达

33. 34
 

μg / mL。 同时,与表 1 所示结果对比,粗酶液

处理比菌株发酵产生的香味成分种类更少,多为 3-

氧代-α-紫罗兰醇。
再造烟叶浓缩液为烟叶水提物浓缩液,化学成

分与烟叶相近,且含有烟草香味成分及糖苷类化合

物。 为筛选实用性较好的烟草糖苷降解菌,用 4 株

菌的粗酶液处理再造烟叶浓缩液,并将提取的香气

成分涂抹于空白烟支进行感官评吸,结果见表 3。
　 　

由表 3 可知,经 HZW-1、 HZW-4、 HZW-15、 HZW-16
处理后的再造烟叶浓缩液均可提升卷烟吸食品质,
其中 HZW-15 效果最好,表现为烟气柔和,甜感突

出,香气质改善,刺激较小,余味干净,与 GC-MS 分

析结果和浓缩液处理结果表现一致。 因此,选择

HZW-15 作为优选菌株进行后续研究。

2. 2　 酶解条件优化结果分析

2. 2. 1　 酶解温度　 不同酶解温度下粗酶液酶解产

物的含量见图 1,其中不同小写字母表示在 0. 05 水

平下差异显著,下同。 由图 1 可知,当酶解温度为

40
 

℃时,粗酶液降解糖苷的效果最好。 随着酶解温

度的升高,酶解速率快速下降,这可能是因为高温

条件会导致酶蛋白变性,影响了酶活力;而较低温

度也会抑制酶的活性,降低酶解效率。 因此,最适

酶解温度为 40
 

℃ 。
2. 2. 2　 转速　 不同转速下粗酶液酶解产物的含量

见图 2。 由图 2 可知,当转速为 150
 

r / min 时,粗酶

　 　表 1　 粗糖苷发酵前后香味成分含量变化
Table

 

1　 Changes
 

in
 

the
 

content
 

of
 

aroma
 

components
 

pre-
 

and
 

post-fermentation
 

of
 

crude
 

glycosides

化合物
香味成分含量 / (μg·mL-1)

空白 HZW-1 HZW-2 HZW-4 HZW-9 HZW-11 HZW-12 HZW-14 HZW-15 HZW-16
苯乙烯 4. 02±0. 06 5. 08±0. 12 11. 46±0. 05 — — — 4. 70±0. 04 5. 01±0. 06 6. 14±0. 06 —
苯甲醇 — 1. 82±0. 05 — 3. 22±0. 11 3. 98±0. 06 2. 09±0. 07 2. 12±0. 08 4. 33±0. 08 3. 40±0. 05 3. 91±0. 07
壬醛 0. 55±0. 07 0. 75±0. 05 1. 78±0. 06 1. 54±0. 06 — — 1. 13±0. 17 — 1. 01±0. 07 1. 17±0. 08

苯乙醇 — 24. 58±0. 13 — 39. 83±0. 15 39. 13±0. 10 15. 02±0. 16 26. 82±0. 13 46. 85±0. 14 37. 33±0. 19 45. 93±0. 11
2,4-二叔丁基苯酚 55. 09±0. 23 51. 64±0. 35 83. 06±0. 26 — 61. 18±0. 15 61. 72±0. 27 61. 26±0. 33 60. 63±0. 14 57. 27±0. 25 67. 89±0. 17

巨豆三烯酮 b 1. 21±0. 07 1. 17±0. 05 1. 19±0. 06 — 1. 76±0. 07 1. 85±0. 03 1. 23±0. 05 — 1. 27±0. 07 —
4-羟基-β-二氢大马酮 7. 75±0. 09 9. 53±0. 11 17. 07±0. 08 26. 61±0. 19 10. 61±0. 08 10. 82±0. 09 10. 80±0. 06 24. 04±0. 18 11. 47±0. 13 13. 18±0. 05

二氢-β-紫罗兰酮 — 3. 45±0. 05 7. 11±0. 06 — 4. 80±0. 07 — — — 5. 37±0. 04 —
巨豆三烯酮 d 0. 98±0. 04 — 1. 40±0. 03 — 1. 29±0. 03 0. 99±0. 05 1. 07±0. 05 — 1. 28±0. 06 —

3-氧代-α-紫罗兰醇 1. 93±0. 02 140. 97±0. 04 4. 89±0. 05 131. 76±0. 23 9. 75±0. 09 12. 79±0. 12 37. 71±0. 19 — 138. 29±0. 34 32. 56±0. 13
总计 71. 53±0. 78 238. 99±0. 95 127. 96±0. 65 202. 96±0. 74 132. 5±0. 65 105. 28±0. 79 146. 84±1. 10 140. 86±0. 60 262. 83±1. 26 164. 64±0. 61

增长率 / % 234. 11 78. 89 183. 74 85. 24 47. 18 99. 13 91. 02 256. 43 123. 27
　 注:—表示未检测出,下同。

表 2　 粗酶液处理前后粗糖苷香味成分含量变化
Table

 

2　 Changes
 

in
 

the
 

content
 

of
 

aroma
 

components
 

in
 

crude
 

glycosides
 

pre-
 

and
 

post-treatment
 

with
 

crude
 

enzyme
 

solution

化合物
香味成分含量 / (μg·mL-1 )

空白 HZW-1 HZW-4 HZW-15 HZW-16
苯甲醇 — 6. 76±0. 04 4. 75±0. 05 11. 10±0. 03 6. 94±0. 04
苯乙醇 — 20. 78±0. 17 11. 19±0. 09 18. 08±0. 12 9. 42±0. 09

3-氧代-α-紫罗兰醇 4. 23±0. 04 15. 10±0. 07 21. 19±0. 13 33. 34±0. 21 22. 34±0. 17
3-氧代-β-紫罗兰酮 10. 13±0. 01 10. 06±0. 05 8. 38±0. 06 9. 12±0. 04 8. 08±0. 06

3-氧代-7,8-二氢-α-紫罗兰醇 — 3. 79±0. 02 7. 92±0. 04 7. 96±0. 04 4. 81±0. 07
总计 14. 36±0. 15 56. 497±0. 35 53. 43±0. 37 79. 6±0. 44 61. 59±0. 43

增长率 / % 293. 43 272. 08 454. 32 328. 90
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液降解糖苷的效果最佳。 当转速为 300
 

r / min 时,
转速过大形成的剪切力可能使酶蛋白的空间结构

受损,使酶解效果降低;当转速为 100
 

r / min 时,酶
蛋白与底物接触不够充分,导致降解效率不高。 因

此,最适转速为 150
 

r / min。
2. 2. 3　 pH 值　 不同 pH 值下粗酶液酶解产物的含

量见图 3。 由图 3 可知;当在 pH 值为 7 时,粗酶液

　 　
表 3　 卷烟感官品质评价结果

Table
 

3　 Sensory
 

quality
 

evaluation
 

results
 

of
 

cigarettes
组别 感官品质

空白 烟气自然,香气量少,刺激性较大,余味不舒适

HZW-1 烟气柔顺,香气足,刺激性稍强,余味尚可

HZW-4 烟气柔顺,甜感较好,有杂气,刺激性稍显,余味尚可

HZW-15 烟气柔和,甜感突出,香气质改善,刺激性较小,余味干净

HZW-16 烟气柔顺,杂气稍显,刺激性较小,余味干净

图 1　 不同酶解温度下粗酶液酶解产物的含量
Fig. 1　 Content

 

of
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

products
 

of
 

crude
 

enzyme
 

solution
 

at
 

different
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

temperatures

图 2　 不同转速下粗酶液酶解产物的含量
Fig. 2　 Content

 

of
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

products
 

of
 

crude
 

enzyme
 

solution
 

at
 

different
 

shaking
 

speeds

的酶解效果最优;当 pH 值为 8 时,酶促反应几乎停

滞,基本检测不到 3-氧代-α-紫罗兰醇,这可能是

因为碱性环境导致蛋白酶的空间结构发生变化,酶
活性急剧降低。 随着 pH 值下降,酶活性被明显抑

制。 因此,最适 pH 值为 7。
2. 2. 4　 金属离子　 添加不同金属离子的粗酶液酶

解产物的含量见图 4。 由图 4 可知,与空白组相比,
粗酶液在 K+存在时分解糖苷的效果明显提高,Ca2+

和 Mg2+存在时酶解效果变化不显著,而 Zn2+ 、Fe3+ 、
Co3+ 、Mn2+ 、Cu2+对粗酶液酶解糖苷有明显的抑制效

果。 通常烟叶中 K+含量较高,可在一定程度上促进

烟叶燃烧[26] 。 因此,最适金属离子为 K+ 。
2. 2. 5　 粗酶液处理效果验证　 在酶解温度 40

 

℃、
转速 150

 

r / min、pH 值为 7 的条件下,加入 10
 

mmol / L
 

图 3　 不同 pH 值下粗酶液酶解产物的含量
Fig. 3　 Content

 

of
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

products
 

of
 

crude
 

enzyme
 

solution
 

at
 

different
 

pH
 

values

图 4　 添加不同金属离子的粗酶液酶解
产物的含量

Fig. 4　 Content
 

of
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

products
 

of
 

crude
 

enzyme
 

solution
 

with
 

different
 

metal
 

ions
 

added
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K+ ,利用粗酶液处理粗糖苷,可使主要香味成分 3-氧
代- α - 紫罗兰醇的含量大幅提升,由优化前的

33. 34
 

μg / mL 提高到 111. 26
 

μg / mL,增加了 2. 3 倍,
优化效果明显。

2. 3　 糖苷降解菌基因组分析

通过 基 因 组 测 序, 菌 株 基 因 序 列 长 度 为

5
 

554
 

921
 

bp,GC 含量为 57. 15%,开放阅读框数量

为 5268。
2. 3. 1　 蛋白编码基因的 KEGG 注释 　 通过 KEGG
数据库对比获得分子网络的相关信息后进行跨物

种注释,发现 HZW-15 基因编码蛋白主要有遗传信

息处理、新陈代谢、信号传导和细胞过程 4 种代谢功

能,其注释结果见图 5。 由图 5 可知,在 HZW-15 中

共注释到蛋白编码基因 3169 个,在二级分类中,与
　 　

碳水化合物代谢相关基因最多(567 个),其次为与

氨基酸代谢相关基因(351 个)、膜传输相关基因(343
个)、辅助因子和维生素代谢相关基因(221 个)、能量

代谢相关基因(206 个),此外还有与萜类和酮类代

谢相关基因(43 个)。 因此,HZW-15 可降解糖苷、
纤维素、淀粉等碳水化合物,还可能对萜类物质具

有降解作用。
2. 3. 2 　 碳水化合物活性酶 ( Carbohy

 

Drate-active
 

Enzymes,CAZy) 分析 　 采用 Hmmscan 软件预测

HZW-15 基因组序列中存在的 CAZy 酶类基因,绘制

的 CAZy 功能分类图见图 6。 由图 6 可知,HZW-15
的 CAZy 酶类基因共有 162 个,其中糖苷水解酶

(Glycoside
 

Hydrolases,GHs) 相关编码蛋白基因 76
个,糖基转移酶(Glycosyl

 

Transferases,
 

GTs)相关基因

图 5　 蛋白编码基因的 KEGG 注释图
Fig. 5　 KEGG

 

annotation
 

map
 

of
 

protein-coding
 

genes

·411·



　 冯颖杰,等:烟草糖苷降解菌的筛选及糖苷酶挖掘

39 个,糖脂酶( Carbohydrate
 

Esterases,
 

CEs)相关基

因 24 个,辅助功能的酶(Auxiliary
 

Activities,AAs)相
关基因 12 个,糖基聚集模块( Carbohydr-ateBinding

 

Modules, CBMs ) 相 关 基 因 6 个, 多 糖 裂 合 酶

(Polysaccharide
 

Lyases,
 

PLs) 相关基因 5 个。 由于

CAZy 对糖苷键具有降解作用,糖苷、低聚糖、多糖

等含有糖苷键的物质可被 CAZy 降解。 因此,HZW-
15 能降解相应的糖苷酶,比如降解 3-氧代-α-紫罗

兰醇-β-D-葡萄糖苷生成 3-氧代-α-紫罗兰醇。

图 6　 HZW-15 的 CAZy 功能分类图
Fig. 6　 CAZy

 

functional
 

Classification
 

map
 

of
 

HZW-15

　 　 对 HZW-15 的 CAZy
 

酶类基因进行基因簇注

释,结果见表 4。 由表 4 可知,编码 β-葡萄糖苷酶的

基因为 GH1 家族的 8 个基因和 GH3 家族的 2 个基

因;编码 α-葡萄糖苷酶的基因为 GH31 家族的 2 个

基因和 GH13 的 3 个亚族;编码 6-磷酸-β-葡萄糖

苷酶的基因主要为 GH1 家族和 GH4 家族。 上述 3
类酶都可降解 O-糖苷键,催化烟草中糖苷化合物释

放出糖和相应苷元。

2. 4　 糖苷酶分离纯化及鉴定结果分析

2. 4. 1　 糖苷酶分离纯化　 通过酶活追踪实验发现,
粗酶中的目标酶活性主要集中在硫酸铵饱和度

 

20% ~ 40%和 40% ~ 60%时析出的沉淀蛋白中,因
此,后续采用硫酸铵饱和度 20% ~ 60%的条件对目

标酶进行沉淀分离。 盐析、透析后的酶液经 DEAE
型层析预装柱层析后得到的 4 个主要组分见图 7。
通过酶活检测 20

 

mmol / L
 

NaCl 洗脱组分为目标酶

组分,因此选择该酶组分用 Resource
 

Q 型层析预装

柱进一步纯化,获得的 2 个主要酶组分见图 8。 功

能酶追踪后发现,10
 

mmol / L
 

NaCl 洗脱下的第 1 个

紫外吸收峰收获的酶液为有效酶组分。
将粗酶及柱层析后糖苷酶组分进行 SDS-PAGE

电泳检测,结果见图 9,其中,M 表示标准蛋白;1 表

示粗酶液;2 表示流穿峰;
 

3 表示 DEAE 柱层析洗脱

组分; 4 表示 Q 柱层析洗脱组分。 由图 9 可知,
DEAE 柱纯化后酶组分(第 3 泳道)及 Resource

 

Q 型

层析预装柱纯化后酶组分(第 4 泳道)较纯化前条

带明显变少,且明显变粗,表明富集作用明显;第 4
　 　

表 4　 HZW-15 的 CAZy 酶类基因簇注释结果
Table

 

4　 CAZy
 

gene
 

cluster
 

annotation
 

results
 

of
 

HZW-15
酶 家族 基因编号

β-葡萄糖苷酶
(EC

 

3. 2. 1. 21)
GH1 scaffold11_3918,scaffold12_4079,scaffold1_173,scaffold3_1461,scaffold3_1478,

scaffold3_1640,scaffold3_1726,scaffold7_2831
GH3 scaffold10_3815,scaffold1_180

α-葡萄糖苷酶
(EC

 

3. 2. 1. 20)

GH13_11 scaffold5_2210
GH13_21 scaffold2_1282
GH13_29 scaffold9_3577

GH31 scaffold11_3913,scaffold5_2441

GH4 scaffold17_4699,scaffold1_251,scaffold4_1858,scaffold4_1935,
scaffold5_2439,scaffold9_3439,scaffold9_3575,scaffold13_4180,scaffold14_4408

6-磷酸-β-葡萄糖
苷酶(EC

 

3. 2. 1. 86)

GH1 scaffold11_3918,scaffold12_4079,scaffold1_173,scaffold3_1461,scaffold3_1478,
scaffold3_1640,scaffold3_1726,scaffold7_2831

GH4 scaffold13_4180,scaffold14_4408,scaffold17_4699,scaffold1_251,scaffold4_1858,scaffold4_1935,
scaffold5_2439,scaffold9_3439,scaffold9_3575
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图 7　 DEAE 柱层析分离色谱图
Fig. 7　 DEAE

 

column
 

chromatography
 

process
 

diagram

图 8　 Resourse
 

Q 柱层析过程图
Fig. 8　 Resourse

 

Q
 

column
 

chromatography
 

process
 

diagram

泳道较第 3 泳道蛋白质数量明显减少,主要条带 9
条,表明目标酶在 9 条之内。
2. 4. 2　 糖苷酶鉴定　 对 Resource

 

Q 型层析预装柱

纯化后糖苷酶组分进行质谱分析,将得到的数据分

别在 Maxquant、Mascot 和 Sequest 这 3 个数据库中进

行定量定性分析,共鉴定到肽段 5520 条,匹配到蛋

白质 654 个,其中可信度低(P>0. 05)的蛋白质 18
个。 3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷中的

糖苷键为 O—糖苷键,从质谱数据中共分析获得 4
个具有水解 O—糖苷键的水解酶(见表 5),包括 2
个 6-磷酸-β-葡萄糖苷酶、1 个 1,4-α-葡聚糖分支

酶和 1 个 β-葡萄糖糖苷酶。 后期可对上述酶基因

进行克隆和体外重组,利用枯草芽孢杆菌、毕赤酵

母等生物安全性表达菌株进行异源表达,大量制备

后进行生产应用。
分析菌株基因组后发现,HZW-15 为克雷伯菌

属(Klebsiella)菌株。 该属菌株是一种常见革兰氏阴

　 　

图 9　 糖苷酶 SDS-PAGE 电泳图
Fig. 9　 SDS-PAGE

 

electrophoresis
 

map
 

of
 

glycosidases

表 5　 功能酶组分蛋白鉴定表
Table

 

5　 Protein
 

dentification
 

results
 

of
 

functional
 

enzyme
 

components
蛋白序列号 名称 分子功能描述

A0A0H3GSS3 6-磷酸-β-葡萄糖苷酶 水解 O-糖苷键

A0A0H3GUC2 6-磷酸-β-葡萄糖苷酶 水解 O-糖苷键

A0A0H3GWW6 1,4-α-葡聚糖分支酶 水解 O-糖苷键

A0A5R9LN38 β-葡萄糖糖苷酶 水解 O-糖苷键

性菌,广泛存在于自然环境、水体、土壤及人和动物

肠道内,其中肺炎克雷伯杆菌可引起人和动物患

病,变栖克雷伯菌具有固氮、解磷、解钾作用,在农

业生产中应用广泛[27] 。 此外,多种克雷伯菌还具有

降解有害物[28] 、改善土壤污染[29] 、催化香味前体物

等能力[30] ,具有一定的研究价值。
利用该属菌株的重要途径是挖掘功能酶基因,

然后进行异源表达,制备重组酶后进行应用。 例

如,王婉莹等[31]将来自克雷伯杆菌的烯还原酶基因

在大肠杆菌中异源表达,用以还原香芹酮生成天然

香料二氢香芹酮。 韩增叶[32] 将来自克雷伯氏杆菌

肺炎亚种的吡咯喹啉醌基因簇在大肠杆菌中进行

异源表达合成吡咯喹啉醌。 李宗显等[33] 将来自克

雷伯杆菌的 β-半乳糖苷酶基因进行异源表达后,用
以制备低聚半乳糖。 温亮亮等[34] 将来自产酸克雷

伯氏菌的普鲁兰酶基因进行异源表达,用以特异性
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水解淀粉中的 α-1,6-糖苷键,进而提高淀粉的利

用率。

3　 结论

以 3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷

为底物,从土壤和烟叶样本中筛选到一株降解糖苷

菌 HZW-15。 利用该菌破碎后提取的粗酶液对糖苷

进行处理,在酶解温度 40
 

℃ 、转速 150
 

r / min、pH 值

为 7 的条件下加入 10
 

mmol / L 的 K+ ,酶解处理 6
 

h
后,酶解效率最高,3 -氧代-α-紫罗兰醇含量可达

111. 26
 

μg / mL。 HZW-15 基因组共有 5
 

554
 

921 个

碱基,编码 5268 个基因,与烟草糖苷降解相关的酶

有 β-葡萄糖苷酶(10 个)、α-葡萄糖苷酶(14 个)和

6-磷酸-β-葡萄糖苷酶(17 个)。
对菌株

 

HZW-15
 

的粗酶液进行盐析、DEAE
 

柱

层析、Resource
 

Q
 

柱层析分离纯化后,获得可催化水

解 3-氧代-α-紫罗兰醇-β-D-吡喃葡萄糖苷的功

能酶组分;通过质谱对该功能酶组分进行鉴定,从中

筛选出糖苷水解酶类蛋白,具体包括 6-磷酸-β-葡萄

糖苷酶(A0A0H3GSS3、A0A0H3GUC2)、1,4-α-葡聚

糖分支酶 ( A0A0H3GWW6) 和 β - 葡萄糖糖苷酶

(A0A5R9LN38)。 本研究结果不仅为烟用生物酶的

开发提供了新思路,还为烟用糖苷酶的后续研发奠

定了基础。
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Screening
 

of
 

tobacco
 

glycoside-degrading
 

bacteria
 

and
 

mining
 

of
 

glycosidases
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Abstract:【Objective】
 

To
 

develop
 

enzymes
 

that
 

degrade
 

tobacco
 

glycosides
 

and
 

generate
 

aroma
 

components.
【Methods】

 

A
 

strain
 

capable
 

of
 

degrading
 

3-oxo-α-ionol-β-D-glucopyranoside
 

was
 

screened
 

using
 

3-oxo-α-ionol-β-
D-glucopyranoside

 

as
 

the
 

sole
 

carbon
 

source.
 

The
 

genome
 

of
 

this
 

strain
 

was
 

analyzed,
 

and
 

the
 

glycosidase
 

from
 

it
 

was
 

isolated
 

and
 

purified.
 

The
 

enzymatic
 

properties
 

of
 

the
 

glycosidase
 

were
 

investigated,
 

and
 

tobacco
 

glycosidases
 

were
 

identified
 

and
 

mined. 【Results】
 

Strain
 

HZW-15
 

was
 

capable
 

of
 

degrading
 

3-oxo-α-ionol-β-D-glucopyranoside.
 

After
 

treating
 

crude
 

tobacco
 

glycosides
 

with
 

its
 

crude
 

enzyme,
 

the
 

contents
 

of
 

aroma
 

components
 

such
 

as
 

3-oxo-α-
ionol,

 

benzyl
 

alcohol,
 

and
 

phenylethanol
 

increased
 

significantly.
 

Treatment
 

of
 

reconstituted
 

tobacco
 

leaf
 

concentrate
 

with
 

the
 

enzyme
 

solution
 

resulted
 

in
 

prominent
 

sweetness,
 

a
 

clean
 

aftertaste,
 

and
 

improved
 

aroma
 

quality.
 

Under
 

the
 

conditions
 

of
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

temperature
 

40
 

℃ ,
 

shaking
 

speed
 

150
 

r / min,
 

pH
 

value
 

7. 0,
 

and
 

K+
 

concentration
 

10
 

mmol / L,
 

the
 

content
 

of
 

3-oxo-α-ionol
 

increased
 

by
 

2. 3
 

times.
 

The
 

genome
 

of
 

HZW-15
 

consists
 

of
 

5
 

554
 

921
 

bp,
 

encoding
 

76
 

glycoside
 

hydrolase
 

genes. 【 Conclusion 】
 

We
 

identified
 

the
 

purified
 

enzyme
 

components
 

by
 

mass
 

spectrometry,
 

which
 

indicated
 

that
 

6-phospho-β-glucosidase,
 

β-glucosidase,
 

and
 

1,4-α-glucan
 

branching
 

enzyme
 

are
 

functional
 

enzymes,
 

providing
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

tobacco-used
 

glycosidases.
Key

 

words:tobacco
 

glycoside;glycoside-degrading
 

bacteria;glycosidase;enzymatic
 

property　
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