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摘要:
 

【目的】筛选产果胶酶菌株,挖掘烟草果胶降解关键酶基因。 【方法】采用 3,5 -二硝基水杨酸比色

(DNS)法,以烟草果胶为唯一碳源筛选烟草果胶降解菌株,利用转录组技术分析烟草果胶降解过程中相关

酶的差异表达,通过实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)技术验证并确定烟草果胶降解关键酶基因。 【结果】
 

筛

选得到一株烟草果胶降解菌株 GB3,在发酵液降解烟草果胶中酶活力值为 32. 95
 

U / mL,通过形态学和

16S
 

rDNA 序列分析,初步鉴定为变栖克雷伯杆菌(Klebsiella
 

variicola);GB3 在降解普通果胶过程中有 1076
个基因上调,而降解烟草果胶过程中有 1100 个基因上调;与烟草果胶降解相关差异表达基因主要富集于半

乳糖代谢、糖酵解 / 糖异生和其他聚糖降解途径,共筛选到 9 个可能与烟草果胶降解相关的酶基因,经 RT-
qPCR 分析,rlpA、lacZ、ogl、rhaA 和 P48843 为烟草果胶降解关键酶基因。 【结论】验证了烟草果胶降解关键

酶基因为 gene1209,gene1526,gene2083,gene310 和 gene4941,为研究果胶酶基因,降低烟叶果胶含量,提升

烟叶品质提供参考。
关键词:烟草果胶;差异表达基因;烟草果胶水解酶;转录组;RT-qPCR
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0　 引言

果胶作为烟草细胞壁的组分之一,是由 D-半乳

糖醛酸及其甲酯通过 α-1,4-糖苷键聚合形成的酸

性复杂多糖,其侧链通常由 L -阿拉伯糖、L -鼠李

糖、D-半乳糖等多元糖基组成[1-2] 。 烟草果胶与普

通果胶在来源、成分、结构及特性上差异显著[3-4] 。

烟草果胶多采用微波法和超声法从烟草细胞壁提

取,其侧链修饰和乙酰化程度因烟草品种而异,含
微量烟草次生代谢物。 果胶含量对烟叶品质影响

显著,适量果胶可维持烟叶结构稳定性,并能通过

渗透作用增强其吸湿性和弹性;果胶含量过高则会

显著降低烟叶结构稳定性与燃烧特性,增加烟气刺

激性,促进甲醇、焦油等有害物质生成,导致香气品

·231·



　 杨宗灿,等:基于转录组和 RT-qPCR 技术挖掘烟草果胶水解酶基因

质下降[5-7] 。 因此,降低烟叶中过高的果胶含量可

有效改善其燃烧特性,提升烟气品质,减少有害物

质生成,进而改善烟叶整体品质。
果胶酶和微生物均可有效降解烟叶中的果胶

组分,改善烟叶理化特性[8-9] 。 果胶酶是一类能够

分解果胶的多酶体系,主要包括果胶(甲)酯酶、果
胶裂解酶、多聚半乳糖醛酸酶等,这些酶协同作用

于果胶降解[10] 。 芽孢杆菌、假单胞菌、曲霉等微生

物能通过分泌果胶酶,有效分解果胶多糖[11] 。 张耀

广等[12]从复烤烟叶中筛选获得 1 株枯草芽孢杆菌

SMXP
 

58(Bacillus
 

subtilis
 

SMXP
 

58),该菌株在优化

发酵条件下对复烤烟叶进行发酵,果胶含量降低至

7. 45%。 S. N. Weng 等[13]从云南复烤烟叶表面筛出

解淀粉芽孢杆菌 W6-2(B. amyloliquefaciens
 

W6-2),
其发酵产生的果胶酶制剂可增强烤烟香气和甜味,
减少杂质并提升光滑度,改善烤烟品质。 郑辰等[14]

成功 构 建 了 来 源 于 烟 曲 霉 HBFH5 ( Aspergillus
 

fumigatus
 

HBFH5) 的多聚半乳糖醛酸酶 AfPGA 异

源表达系统,该酶具有高温耐热性,可有效将果胶

降解为果胶低聚糖。 尽管微生物及生物酶降解果

胶具有显著优势,但微生物存在菌株遗传稳定性

差、酶活性低、效果不稳定等局限,生物酶则受限于

作用条件、底物特异性强、稳定性不足、生产成本高

等问题[15-16] ,因此,提高果胶底物特异性,挖掘高适

应性的酶基因是当前面临的重要问题。
由烟草相关研究可知,烟草果胶更利于筛选烟

草内生菌及适应烟草环境的功能菌株,可加速烟草

发酵降解,诱导微生物分泌特异性果胶酶[17] 。 但烟

草果胶结构比较特殊,其在烟叶采收、初烤、复烤和

醇化等过程中都会发生结构变化,已有果胶酶对烟

草果胶的底物特异性不足且催化效率较低。 目前,
关于烟草果胶降解菌和烟草果胶酶制剂的开发报

道较少。 鉴于此,本文以烟草果胶为唯一碳源,利
用透明圈和 3,5-二硝基水杨酸( DNS)法筛选烟草

果胶特异性降解菌株,并利用 RT-qPCR 技术验证基

因的相对表达情况,通过分析该菌株在烟草果胶和

果胶环境中的转录组数据,初步探索烟草果胶降解

机制,挖掘烟草果胶降解的关键水解酶基因,以期

为研究烟草果胶酶基因、降低烟叶果胶含量,提升

烟叶品质提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

供试菌株,原始编号为 GA1、GB2、GB3、GA5-2
和 GA6,选自郑州轻工业大学烟草工业生物技术重

点实验室,均分离自 10 种 2023 年不同产区、不同等

级的云烟 87 初烤烟叶。
试剂:普通果胶(半乳糖醛酸含量≥74%,酯化

度<50%),北京伊诺凯科技有限公司;刚果红,天津

科密欧化学试剂有限公司;D -( +) 半乳糖醛酸,上
海生工生物工程有限公司;DNS 试剂,上海源叶生

物科技有限公司;烟草果胶 ( 半乳糖醛酸含量≥
46%),由郑州轻工业大学烟草工业生物技术重点实

验室通过微波法从云烟 87 烟叶中分离提取。

1. 2　 主要培养基

LB 培养基:蛋白胨 10
 

g / L,酵母提取物 5
 

g / L,
NaCl

 

10
 

g / L。
果胶无机盐(PM)培养基:无机盐培养基,果胶

2
 

g / L。
烟草果胶无机盐培养基( TPM):无机盐培养

基,烟草果胶 3
 

g / L。
葡萄糖无机盐培养基:无机盐培养基, 葡萄

糖 2
 

g / L。
发酵培养基:蛋白胨 10

 

g / L,葡萄糖 5
 

g / L,酵母

粉 3
 

g / L, KCl
 

0. 5
 

g / L, MgSO4 · 7H2O
 

2
 

g / L,
K2HPO4

 1
 

g / L。
无机盐培养基:Na2HPO4

 10
 

g / L,KH2PO4
 1. 5

 

g /
L,NH4NO3

 1
 

g / L,MgSO4 ·7H2O
 

0. 2
 

g / L,FeSO4 ·
7H2O

 

0. 03
 

g / L,NaCl
 

1. 0
 

g / L,CaCl2
 0. 02

 

g / L,微量元

素( CoCl2 · 6H2O
 

0. 25
 

g / L, CuSO4 · 5H2O
 

4
 

g / L,
MnSO4 · 5H2O

 

4. 3
 

g / L, ( NH4 )6Mo7O2 · 4H2O
 

0. 37
 

g / L,H3BO3
 5. 7

 

g / L,ZnSO4·7H2O
 

4. 3
 

g / L)
 

1
 

mL/ L。
以上培养基均在 121 ℃条件下灭菌 20

 

min。

1. 3　 主要仪器与设备

UV-1500 型紫外-可见分光光度计,尤尼克仪

器有限公司;FE-SEM 型高分辨率场发射扫描电镜

(SEM),日立科学仪器有限公司;SW-CJ-IF 型超净

工作台,苏州安泰空气技术有限公司;IS-RSDA 型

·331·



　 2026 年 6 月
 

第 41 卷
 

第 3 期　

恒温振荡培养箱,美国精骐有限公司;5810R 型冷冻

离心机,德国艾本德有限公司;Leica
 

DMT50 型数码

生物显微镜,德国徕卡显微系统公司。

1. 4　 实验方法

1. 4. 1　 烟草果胶降解菌株筛选　 以果胶为唯一碳

源,活化 5 种菌株,稀释后涂布于 TPM 固体培养基

和 PM 固体培养基上,观察生长情况。 选择能在 2
种培养基上生长的菌株进行分离纯化。 将纯化后

的单菌接种于 LB 培养基中,于 30
 

℃ 、150
 

r / min 摇

床培养至 OD600 约 0. 6,制得种子液。 接种 1% (体

积分数,下同)种子液于发酵培养基中,同等条件摇

床培养 24
 

h,于 4
 

℃ 、8000
 

r / min 离心 15
 

min,上清

液作为粗酶液,采用 DNS 法[18-19] 测定菌株酶活,以
质量浓度为 10

 

g / L 的烟草果胶为标准底物溶液。
1

 

mL 粗酶液在 50
 

℃ 、30
 

min 生成 1
 

mg 半乳糖醛酸

定义为 1 个酶活力单位,记为 U / mL。
采用透明圈法[20-21]验证烟草果胶酶降解能力。

选择果胶酶活力最高的菌株,点种至 TPM 固体培养

基上,培养 48
 

h,用 0. 2%刚果红水溶液染色 4
 

h,生
理盐水清洗培养基表面,观察红色水解圈。 测量透

明圈直径(D / mm)和菌落直径(d / mm),其比值记为

D / d。 以上实验均设置 3 组生物学重复。
1. 4. 2　 菌种鉴定 　 将 1. 4. 1 筛选到的降解菌株划

至 LB 培养基平板,30
 

℃ 培养 24
 

h 后,观察菌落形

态。 在无菌条件下,革兰氏染色后用 SEM 观察菌株

形态特征。 菌株 16S
 

rDNA 鉴定委托派森诺基因有

限公司完成,采用 BLAST 算法在 NCBI( Genebank)
数据库中进行同源性分析,使用 MEGA

 

11 构建系

统发育树。
1. 4. 3　 菌株生长曲线及产果胶酶曲线绘制　 分别

接种 1% GB3 种子液于 TPM 培养基和 PM 培养基

中,于 30
 

℃ 、150
 

r / min
 

摇床培养 24
 

h,每 2
 

h 用紫

外-可见分光光度计测 OD600。 此外,分别监测菌株

GB3 以 1%烟草果胶和普通果胶溶液为标准底物时

的酶活力,同等条件下,接种 GB3 种子液于 LB 培养

基中,每 4
 

h 取样,8000
 

r / min 离心 15
 

min,上清液

作为粗酶液,按 1. 4. 1 的方法测酶活力,以上实验均

设置 3 组生物学重复。 整理数据并采用 Excel
 

2016
绘制菌株生长曲线及产果胶酶曲线。

1. 4. 4　 样品制备及转录组测序　 基于菌株 GB3 生

长曲线与产酶情况确定采样时间点,分别接种 1%
 

GB3 种子液于 TPM 培养基、PM 培养基和葡萄糖培

养基中,于 30
 

℃ 、150
 

r / min 条件下根据所选时间点

取样。 4
 

℃预冷离心(10
 

000
 

r / min,10
 

min)收集菌

体,于液氮冷冻 15
 

min 后,-80
 

℃低温存储,加干冰

运送至南京派森诺基因有限公司进行转录组测序

及基本数据分析。 以上实验均设置 3 组生物学重

复,并以葡萄糖培养基中 OD600 为 0. 8 ~ 1. 0 的样品

作为对照组。
样品经 RNA 处理后,利用 Illumina 平台进行双

末端测序。 测序时,每个样本选择 3×107
 

Reads,最
终有效深度约 600X ~ 900X(5

 

Mb 基因组)。 使用

DESeq 软件分析 2 个组合间的差异表达基因

(DEGs)。 为控制假阳性率<5%和排除 RNA-seq 技

术误差,根据转录组学和 DESeq2 标准将筛选阈值

设为􀰙log2(差异倍数)􀰙>1 且 P<0. 05[22] ,以解析菌

株 GB3 在不同果胶培养体系中的转录调控差异。
1. 4. 5　 RT-qPCR 检测　 引物合成和分析由南京派

森诺基因有限公司完成,为验证转录组测序结果

的可靠性,随机选择 5 个关键基因进行 RT-qPCR
验 证, 通 过 Premier

 

5. 0 设 计 RT-qPCR 的 特 异

性引物。

2　 结果与分析

2. 1　 烟草果胶降解菌株筛选结果分析

5 株菌株均能在以烟草果胶或普通果胶为唯一

碳源的无机盐培养基中生长,筛选结果如图 1 所示。
由图 1a)可知,菌株 GB3 对烟草果胶的酶活力最高,
平均酶活力为 32. 95

 

U / mL。 由图 1b ) 可知, 经

0. 2%刚果红水溶液染色后,菌株 GB3 显现明显透

明圈,透明圈 D / d 平均值为 13. 6,表明菌株 GB3 可

降解烟草果胶。

2. 2　 菌株 GB3 鉴定结果分析

菌株 GB3 的形态如图 2 所示。 由图 2 可知,菌
株 GB3 在 LB 培养基平板上形成表面光滑、边缘整齐

透明的乳白色圆形菌落。 SEM 显示该菌株呈杆状,
革兰氏染色显示阴性。 菌株 GB3 系统进化树如图 3
所示。 由图 3 可知,菌株 GB3 与变栖克雷伯杆菌
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(Klebsiella
 

variicola)的同源性高达 97%。 基于形态学

观察结果,初步鉴定菌株 GB3 为变栖克雷伯杆菌。

2. 3　 菌株 GB3 生长及产果胶酶曲线分析

菌株 GB3 的生长曲线和产酶曲线如图 4 所示。
由图 4a)可知,菌株 GB3 在 TPM 培养基和 PM 培养

基中的生长趋势具有相似性,但生长速度存在显著

差异。 菌株 GB3 在 2
 

h 后进入对数生长期,随后进

图 1　 烟草果胶降解菌株筛选结果
Fig. 1　 Screening

 

of
 

pectin-degrading
 

strains
 

from
 

tobacco

　 　

入快速繁殖阶段,8
 

h 后增殖速率降低并趋于稳定,
12

 

h 时 OD600 值达到稳定期。 此外,菌株 GB3 在

TPM 培养基中的生物量累积速率显著高于 PM 培养

基。 由图 4b)可知,酶活力表现出先增加后减少的

趋势,分别在 8
 

h 和 12
 

h 时达到峰值。 因此,分别在

2
 

h、6
 

h、12
 

h 采集 TPM 培养基和 PM 培养基样本,
烟草果胶系列样本记为 TP2、TP6 和 TP12,普通果

胶系列样本记为 P2、 P6 和 P12,总计 21 个样本

(TP2、TP6、TP12、P2、P6、P12、CK 及其平行) 用于

RNA-seq 分析。

2. 4　 菌株 GB3 转录组结果分析

2. 4. 1　 表达量分析　 21 个样本的 Q30 碱基占比均

高于 93. 20%,GC 含量占比 51. 29%以上,采用 Fastp
进行质控,去除 3’端接头及 Q20 以下 Reads 后,共
获得 5861 条转录本,过滤后各样本高质量序列占比

98%以上,高质量碱基占比高于 97. 90%。
对 21 个样本基因进行统计分析,结果如图 5 所

示。 由图 5 可知,基于基因表达的相关性分析和主

成分分析,各组生物学重复样本间呈相对一致性,
组间具有显著差异,表明实验重复性良好,符合后

续研究标准的要求。
2. 4. 2　 基因差异表达分析 　 采用差异表达分析

(􀰙log2(差异倍数)􀰙≥1,P<0. 05)比较样本间的转

录组表达差异,通过韦恩图(图 6a)—c))分析 DEGs
共有及特有分布,结果发现,所有样本组共有 DEGs

 

315 个;烟草果胶培养样本组共有 460 个,而普通果

胶培养样本组共有 567 个。 TP2 / CK 和 P2 / CK 基因

差异性表达火山图如图 7 所示,其中红色表示上调

基因,蓝色表示下调基因,灰色表示无差异基因。
　 　

图 2　 菌株 GB3 的形态
Fig. 2　 Morphology

 

of
 

strain
 

GB3
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图 3　 菌株 GB3 系统进化树
Fig. 3　 Phylogenetic

 

tree
 

of
 

strain
 

GB3

图 4　 菌株 GB3 的生长曲线和产果胶酶曲线
Fig. 4　 Growth

 

curve
 

and
 

enzyme
 

production
 

curve
 

of
 

strain
 

GB3

图 5　 样本基因统计分析结果
Fig. 5　 Statistical

 

summary
 

of
 

gene
 

expression
 

in
 

samples
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图 6　 样本韦恩图
Fig. 6　 Venn

 

diagram
 

of
 

sample
 

groups

图 7　 TP2 / CK 和 P2 / CK 基因差异性表达火山图
Fig. 7　 Volcano

 

plots
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

TP2 / CK
 

and
 

P2 / CK

由图 7 可知,TP2 / CK 和 P2 / CK 分别检测到 2328 个

和 2311 个 DEGs,且各对比组中上调基因数量均略

低于下调基因。 此外,以葡萄糖培养样本为对照,
菌株 GB3 在降解普通果胶过程中有 1076 个基因上

调,而降解烟草果胶过程中有 1100 个基因上调。 因

此,菌株 GB3 通过差异表达特定基因来适应不同果

胶环境,维持细胞正常生长。
2. 4. 3　 功能分析　 1) DEGs 的 GO 富集分析。 对 6
个样本的 DEGs 进行

 

GO 富集分析(CK 为对照),基
于 GO 数据库按生物学过程 ( Biological

 

Process,
BP)、细胞组分(Cellular

 

Component,CC)、分子功能

(Molecular
 

Function,MF)进行归类统计。 P6 / CK
 

和

TP6 / CK
 

GO 富集图如图 8 所示。 由图 8 可知,在

P6 / CK 的基因 GO 注释中,变化较大的 GO
 

term 主

要集中于生物过程中的有机酸代谢过程 ( GO:
0006082,共 53 个基因上调,113 个基因下调)、碳水

化合物代谢过程( GO:0005975,共 35 个基因上调,
74 个基因下调),以及分子功能中的氧化还原酶活

性(GO:0016491,共 88 个基因上调,119 个基因下

调)等。 在 TP6 / CK 的基因 GO 注释中,显著变化的

GO
 

term 主要集中在生物过程类别下的碳水化合物

运输、小分子代谢过程、有机酸代谢过程、含氧酸代

谢过程、单糖代谢过程、鼠李糖代谢过程等,其中富

集到最多 DEGs 的 GO
 

term 为小分子代谢过程(GO:
0044281,共 71 个基因上调,159 个基因下调),以及

分子功能类别中的碳水化合物跨膜转运蛋白活性、
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图 8　 P6 / CK
 

和 TP6 / CK
 

GO 富集图
Fig. 8　 GO

 

enrichment
 

plots
 

of
 

P6 / CK
 

and
 

TP6 / CK

糖跨膜转运蛋白活性等。
2)DEGs 的 KEGG 富集分析。 基于 KEGG

 

通路

数据库,对两种果胶环境样品组的上调基因进行富

集分析,共定位到 131 条代谢通路,前 20 条显著富

集的通路主要属于新陈代谢类。 P6 / CK
 

和 TP6 / CK
 

KEGG 富集图如图 9 所示。 由数据库,对 2 种果胶

环境样品组的上调基因进行富集分析,共定位到

131 条代谢通路,前 20 条显著富集的通路主要属于

新陈代谢类。 P6 / CK 和 TP6 / CK
 

KEGG 富集图如图

9 所示。 由图 9 可知,通过 KEGG 注释分析 P6 / CK
上调基因,发现显著变化的通路主要集中在糖酵

解 / 糖异生(13 个)、半乳糖代谢(6 个)、戊糖和葡萄

糖醛酸酯的相互转化(7 个)、鞘脂代谢(2 个)及多

种氨基酸代谢等途径;而在 TP6 / CK 对比组中,果糖

和甘露糖代谢(6 个)、糖酵解 / 糖异生(7 个)、半乳

糖代谢(4 个)、戊糖和葡萄糖醛酸酯的相互转化(7
个)、赖氨酸降解(6 个)、鞘脂代谢(2 个)、磷酸戊糖

途径(7 个)、甘油酯代谢(4 个)等通路被显著富集。
此外,其他对比组的 KEGG 富集分析中,上调 DEGs
显著富集的相关途径还有氧化磷酸化、肽聚糖生物

合成、丁酸酯代谢、淀粉和蔗糖代谢等。 这表明在

不同果胶环境下,这些代谢途径可能在基因表达水

平上发生显著变化,且部分上调基因可能直接参与

果胶降解,从而影响细胞的能量代谢、碳水化合物

代谢、脂质代谢等关键生物过程。
相关研究[23-25] 已鉴定出部分果胶降解的关键

基因,如果胶酯酶基因、多聚半乳糖醛酸酶基因、果
胶裂解酶基因、鼠李糖半乳糖醛酸降解酶基因、β-

半乳糖苷酶基因等。 本文对比了果胶、烟草果胶转

录组和空白转录组数据,筛选出 9 个可能与烟草果

胶降解相关的 DEGs,分别为 gene1527(β-半乳糖苷

酶, bglY )、 gene2709 ( α - 半 乳 糖 苷 酶, melA )、
gene1526(阿拉伯半乳聚糖内切 β- 1,4 -半乳糖苷

酶,P48843)、gene2083(寡半乳糖醛酸裂解酶家族

蛋白,ogl)、gene1209(内切肽聚糖转糖苷酶,rlpA)、
gene4934(L-鼠李糖变位酶、rhaM)、gene310(β-半

乳糖苷酶,lacZ)、gene4932(α-半乳糖苷酶,rafA)、
gene4941(L-鼠李糖异构酶,rhaA)。 这些基因均高

表达且在大部分样品中显著上调,其在不同样品组

的表达量如图 10 所示。 由图 10 可知,这些基因与

先前研究[24-27]的基因相似性较高,功能与果胶酶相

关。 因此,可认为阿拉伯半乳聚糖内切 β-1,4-半乳

·831·
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图 9　 P6 / CK
 

和 TP6 / CK
 

KEGG 富集图
Fig. 9　 KEGG

 

enrichment
 

plots
 

of
 

P6 / CK
 

and
 

TP6 / CK

糖苷酶、寡半乳糖醛酸裂解酶家族蛋白、内切肽聚

糖转糖苷酶、β-半乳糖苷酶和 L-鼠李糖异构酶是菌

株 GB3 水解烟草果胶的关键酶,rlpA、lacZ、P48843、
ogl 和 rhaA 基因是调控其降解的关键基因。

　 　

图 10　 关键基因差异表达图
Fig. 10　 Differential

 

expression
 

plot
 

of
 

key
 

genes

2. 5　 RT-pPCR 分析

利用 RT-qPCR 技术,分析 5 个关键基因在不同

样本的相对表达量情况,以 recA 为内参基因,验证

上文所筛关键功能基因的准确性,引物信息见表 1。

表 1　 关键基因 RT-qPCR 所用引物

Table
 

1　 Primers
 

used
 

for
 

RT-qPCR
 

of
 

key
 

genes

基因编号 正向引物序列
(5′-3′)

反向引物序列
(5′-3′)

gene
 

1209 GCGAATCAGGAT-
TATGAG

TCAGGTTACTGT-
TAGGTT

gene
 

1526 GGTGGTTTGAT-
GAGATTGAT

GCCATTCCAG-
TAGGTGTA

gene
 

2083 CATCGCAACTACT-
TCTAT

CGATATTCAGCAGA-
TAGTA

gene
 

310 GAACTCTGCAACC-
GCTAC

GATTCATCGGCACC-
ATCC

gene
 

4941 GCTTATTTTGGCG-
AACAG

CGGTCAACGGTAA-
TATCTT

recA CATCAACTTCTTC-
GGCGAGC

CGCGAACTTTCT-
TCTCAATTTCT
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图 11　 关键基因相对表达量
Fig. 11　 Relative

 

expression
 

of
 

key
 

genes

关键基因在 2 种果胶环境中的相对表达量如图 11
所示,均以 CK 为对照,无标记表示无差异;∗(P<
0. 05) 表示显著差异, ∗∗ ( P < 0. 01 )、 ∗∗∗ ( P <
0. 001)、∗∗∗∗(P<0. 000

 

1)均表示极显著差异。 由

图 11 可知,5 个关键基因中,gene1209、gene1526 和

gene4941 在所有样本中均显著上调。 这与 RNA-seq
分析的表达量变化趋势基本一致,进一步确认了转

录组数据的可靠性。

3　 结论

本文以烟草果胶为唯一碳源,筛选出一株分离自

云烟 87 初烤烟叶的果胶降解菌株 GB3,鉴定为变栖

克雷伯杆菌。 相较于普通果胶,菌株 GB3 在降解烟

草果胶过程中有 1100 个基因上调,差异基因变化较

大的 GO 条目主要集中于碳水化合物代谢、单糖代谢

过程等;半乳糖代谢、其他聚糖降解、糖酵解 / 糖异生

等途径显著富集,相关基因表达上调。 共挖掘到 9 个

在烟草果胶降解过程中发挥关键作用的酶基因,如
gene1527(bglY)、gene1526(P48843)、gene2083(ogl)、
gene310(lacZ)等,并经 RT-qPCR 验证确定 5 个关键

酶基因,有助于从分子水平上解析烟草果胶的生物降

解途径,为降解低次烟叶果胶、加速烟叶醇化及研究

果胶降解酶基因的功能提供参考。
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Abstract:【Objective】This
 

study
 

aimed
 

to
 

screen
 

pectinase-producing
 

strains
 

and
 

mine
 

the
 

key
 

genes
 

involved
 

in
 

tobacco
 

pectin
 

degradation. 【Methods】 Pectinase-producing
 

strains
 

were
 

screened
 

using
 

the
 

3,5-dinitrosalicylic
 

acid
 

( DNS)
 

method
  

with
 

tobacco
 

pectin
 

as
 

the
 

sole
 

carbon
 

source.
 

Transcriptomic
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

examine
 

differential
 

gene
 

expression
 

during
 

tobacco
 

pectin
 

degradation,
 

and
 

key
 

genes
 

were
 

verified
 

and
 

identified
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

( RT-qPCR). 【Results】 A
 

tobacco
 

pectin-degrading
 

strain
 

designated
 

GB3
 

was
 

obtained,
 

and
 

its
 

enzyme
 

activity
 

against
 

tobacco
 

pectin
 

in
 

the
 

fermentation
 

broth
 

reached
 

32. 95
 

U / mL.
 

The
 

strain
 

was
 

preliminarily
 

identified
 

as
 

Klebsiella
 

variicola
 

based
 

on
 

morphological
 

characteristics
 

and
 

16S
 

rDNA
 

sequence
 

analysis.
 

During
 

the
 

degradation
 

of
 

common
 

pectin,
 

1076
 

genes
 

were
 

upregulated
 

in
 

strain
 

GB3,
 

whereas
 

1100
 

genes
 

were
 

upregulated
 

during
 

tobacco
 

pectin
 

degradation.
 

Differentially
 

expressed
 

genes
 

( DEGs)
 

related
 

to
 

tobacco
 

pectin
 

degradation
 

were
 

mainly
 

enriched
 

in
 

galactose
 

metabolism,
 

glycolysis / gluconeogenesis,
 

and
 

other
 

glycan
 

degradation
 

pathways.
 

A
 

total
 

of
 

nine
 

candidate
 

enzyme
 

genes
 

potentially
 

associated
 

with
 

tobacco
 

pectin
 

degradation
 

were
 

screened.
 

RT-qPCR
 

analysis
 

further
 

revealed
 

that
 

rlpA,
 

lacZ,
 

ogl,
 

rhaA,
 

and
 

P48843
 

were
 

the
 

key
 

genes
 

involved
 

in
 

tobacco
 

pectin
 

degradation. 【Conclusion】 This
 

study
 

confirmed
 

that
 

gene1209,
 

gene1526,
 

gene310,
 

and
 

gene4941
 

are
 

the
 

key
 

tobacco
 

pectin
 

hydrolase
 

genes,
 

providing
 

a
 

reference
 

for
 

investigating
 

pectinase
 

genes,
 

regulating
 

pectin
 

content
 

in
 

tobacco
 

leaves,
 

and
 

improving
 

tobacco
 

leaf
 

quality.
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microcapsules

 

can
 

inhibit
 

the
 

growth
 

and
 

proliferation
 

of
 

molds.
 

For
 

harm
 

reduction,
 

porous
 

adsorbent
 

microcapsules
 

are
 

predominantly
 

adopted
 

to
 

reduce
 

the
 

contents
 

of
 

carbon
 

monoxide
 

( CO )
 

and
 

nitrosamine
 

carcinogens
 

in
 

mainstream
 

cigarette
 

smoke.
 

In
 

terms
 

of
 

temperature
 

control
 

and
 

heat
 

conduction,
 

preliminary
 

research
 

on
 

temperature-responsive
 

microcapsules
 

offers
 

a
 

promising
 

approach
 

to
 

optimizing
 

the
 

heat
 

transfer
 

efficiency
 

of
 

heat-not-burn
 

(HNB)
 

cigarettes.
 

For
 

dyeing
 

and
 

color
 

fixation,
 

via
 

the
 

dual
 

mechanisms
 

of
 

physical
 

isolation
 

and
 

chemical
 

protection,
 

microcapsule
 

technology
 

remarkably
 

improves
 

the
 

oxidation
 

resistance
 

and
 

color
 

stability
 

of
 

natural
 

pigments
 

in
 

cigarette
 

paper.
 

For
 

mainstream
 

smoke
 

pH
 

adjustment,
 

encapsulating
 

organic
 

acids
 

via
 

microcapsule
 

technology
 

and
 

incorporating
 

the
 

encapsulated
 

products
 

into
 

cigarette
 

paper
 

enables
 

effective
 

control
 

of
 

smoke
 

pH.
 

Novel
 

microcapsule
 

preparation
 

technologies,
 

with
 

the
 

merits
 

of
 

precise
 

controlled-release
 

design
 

and
 

low-temperature
 

green
 

processes,
 

offer
 

novel
 

solutions
 

to
 

the
 

inherent
 

drawbacks
 

of
 

conventional
 

methods,
 

including
 

unstable
 

encapsulation
 

efficiency,
 

wide
 

particle
 

size
 

distribution,
 

and
 

susceptibility
 

to
 

damage
 

of
 

heat-sensitive
 

components.
 

Nevertheless,
 

their
 

large-scale
 

application
 

in
 

the
 

cigarette
 

industry
 

is
 

still
 

hindered
 

by
 

challenges
 

such
 

as
 

low
 

throughput,
 

high
 

production
 

cost,
 

and
 

difficulties
 

in
 

process
 

scale-up.
 

Future
 

research
 

should
 

integrate
 

the
 

merits
 

of
 

novel
 

preparation
 

technologies,
 

focusing
 

on
 

intelligent
 

regulation
 

of
 

release
 

behavior,
 

optimized
 

design
 

of
 

core-wall
 

materials,
 

and
 

multifunctional
 

integration,
 

so
 

as
 

to
 

accelerate
 

the
 

development
 

of
 

cigarette
 

microcapsule
 

technology
 

toward
 

precision,
 

intelligence
 

and
 

greenization.
Key

 

words: cigarette; microencapsulation
 

technology; multifunctionalization; aroma
 

sustained-release; cigarette
 

moisture
 

retention;antifungal
 

and
 

harm
 

reduction　
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