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摘  要 

为降低雪茄烟叶中淀粉和纤维素含量，减少雪茄烟叶中的苦味，改善烟叶品质，从发酵雪茄烟叶中分离

纯化得到18株细菌菌株，通过对菌株的性质测定，选出两种能够降解淀粉和纤维素的菌株SN-1与SN-2，
经鉴定该菌株分别为阿尔莱特葡萄球菌(Staphylococcus arlettae)和乳酸芽孢杆菌(Paenibacillus lactis)，
并且筛选出最优生长条件分别为30℃、pH为6、碳源为蔗糖、氮源为胰蛋白胨和35℃、pH为6、碳源为

蔗糖、氮源为胰蛋白胨。 
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Abstract 
In order to reduce the content of starch and cellulose in cigar tobacco leaves, reduce the bitterness 
in cigar tobacco leaves and improve the quality of tobacco leaves, 18 bacterial strains were iso-
lated from the surface of cigar tobacco leaves. Two strains, SN-1 and SN-2, which can degrade 
starch and cellulose, were screened through property identification. The two strains were identi-
fied as Staphylococcus arlettae and Paenibacillus lactis. The optimal growth conditions for SN-1 
were 30˚C, pH 6, carbon source was sucrose and nitrogen source was tryptone, while the optimal 
growth conditions for SN-2 were 35˚C, pH 6, carbon source was sucrose and nitrogen source was 
tryptone. 
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1. 引言 

雪茄烟叶经过大田期的生长发育，积累了大量的大分子物质，过多的大分子物质会影响雪茄烟叶的

感官品质，产生抽吸时的不良气体，影响燃烧性等。晾制过程可以初步分解部分大分子物质，但晾制后

的烟叶无法满足工业生产需求，因而发酵过程是生产雪茄的必需的制造环节，也是晾制过程的延续。良

好的发酵能有效改善雪茄烟叶的外观质量、化学成分以及抽吸感官等方面。 
微生物在整个发酵过程中发挥了重要作用，随着目前对微生物研究的增加，微生物的应用也在雪茄

发酵中表现良好[1] [2] [3] [4] [5]。烟草发酵过程中的微生物能够产生纤维素酶、淀粉酶等多种水解酶，

因此微生物的活动同时主导着物质降解与转化，这些物质含量的改变也影响着烟叶品质和抽吸感官的变

化[6]。例如淀粉和纤维素是烟叶的基本成分，含有 50%左右的碳水化合物和 5~15%的蛋白质，碳水化合

物其中含有约 10~30%淀粉、10~25%纤维素、12%果胶，这些指标的含量均影响着烟叶的品质[7]。燃烟

时，当烟叶中的成分暴露在燃烧环境中；纤维素会导致刺激性烟雾的释放，导致吸烟者感到口味苦涩。

一些涉及分析烟叶中纤维素热解产物的研究表明，烟草烟雾中已经鉴定出一些小分子醛和多环芳烃

(PAHs)，其中 PAHs 被认为具有致癌性和细胞毒性等毒性性质[8]。淀粉在燃烟时也会影响烟叶的燃烧速

度和燃烧的完整程度，并且由于淀粉燃烧时会产生不良的焦化气味而干扰成香反应。因此，淀粉、纤维

素的适当降解是提高烟叶品质的关键。为此，以山东雪茄烟叶为材料，通过平板涂布法从雪茄烟叶表面

分离并筛选淀粉酶和纤维素酶活力最高的菌株并优化其产酶培养基，旨在为利用微生物降解雪茄烟叶淀

粉和纤维素，改善雪茄烟品质提供依据。 
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2. 材料与方法 

2.1. 试验材料 

2.1.1. 供试材料 
供试样品为 2023 年已晾制完成的品质较均一的雪茄茄衣中部烟叶，品种为 QX-103，由山东临沂烟

草有限公司提供。 

2.1.2. 培养基配方 
LB 液体培养基：胰蛋白胨 2.0 g/L，酵母粉 1.0 g/L，NaC1 2.0 g/L，pH 7.0； 
LB 固体培养基：胰蛋白胨 2.0 g/L，酵母粉 1.0 g/L，NaCl 2.0 g/L，琼脂 20.0 g/L，pH 7.0； 
淀粉酶筛选培养基：可溶性淀粉 10 g/L，蛋白胨 5.0 g/L，NaCl 5.0 g/L，牛肉膏 5.0 g/L，琼脂粉 20.0 

g/L，pH 7.0； 
纤维素酶筛选培养基：CMC-Na 10.0 g/L，蛋白胨 5.0 g/L，酵母膏 0.5 g/L，琼脂粉 20.0 g/L，pH 7.0； 
基础生长培养基：牛肉粉 3 g/L，蛋白胨 10 g/L，NaCl 5 g/L，pH 7.2。 

2.2. 性质鉴定方法 

2.2.1. 雪茄烟叶中菌株的分离 
参照于少藤等的方法[9]，将雪茄烟叶剪碎后，称取发酵过程中的烟叶 3 g 置于含有 300 ml 灭菌水的

三角瓶内，瓶内加入适量灭菌玻璃珠，将三角瓶放于摇床中，转速为 150 r/min 振荡 30 min，制备得到细

菌悬液，取 1 ml 细菌悬液加入 9 ml 的灭菌水进行稀释，得到 10−1的稀释液，并依次逐步稀释得到 10−2，

10−3，10−4的稀释液。倒平板待 LB 培养基凝固后，按常规方法进行平板涂布分离，吸取适合浓度的菌悬

液 0.1 ml 进行平板涂布，将不同浓度的稀释液涂布于 LB 平板，每个处理涂布五个平板，置于 37℃培养

箱中培养 48 h，观察菌落的生长情况，挑选不同菌落形态的菌株进行分离纯化。 

2.2.2. 雪茄烟叶中菌株的纯化 
将培养后分离出的细菌继续在 LB 平板上划线，培养出单菌落，置于恒温箱进行培养，待菌落长岀

后，检查其特征是否一致，同时用显微镜检查是否为单一的微生物。若发现有杂菌，需再一次进行分离

纯化，直至获得纯培养的单一菌落。 

2.2.3. 雪茄烟叶中菌株的筛选 
将上述分离获得的细菌参照陈伦旺的方法[10]，由单菌落取样依次接种到淀粉、纤维素降解菌选择

培养基上，将菌株在恒温恒湿箱中 37℃培养。通过观察菌落周围是否存在透明圈来判断细菌是否能够

降解相应大分子物质，观察透明圈明显程度，选择酶活力较高的菌株为对象，保存菌种并开展进一步

测定。 

2.2.4. 雪茄烟叶中菌株的鉴定 
将挑取的单菌落经纯化后，采用快速提取试剂盒提取基因组 DNA，通过 PCR 扩增 16S rDNA 序列，

扩增后的 DNA 序列由公司测定，从数据库中获得相关序列。用 MEGA11 软件对确定的 16S rRNA 基因

序列和从 NCBI 数据库获得的参考序列进行比对。再利用 MEGA11 软件构建系统发育树。 

2.3. 菌株生长条件优化 

2.3.1. 菌株生长最佳温度的优化 
将 3 ml 液体 LB 培养基准备在三支培养管(10 毫升)中。在 121℃下高压灭菌 20 分钟后，接种 1%的
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新鲜细菌接种物(OD600为 0.8) [11]。菌株在广泛的温度范围内进行培养，设立 25℃，30℃，35℃，40℃，

45℃温度梯度，pH 为 7，220 r/min 振荡培养 24 h，加入等量无菌水，稀释 3 倍，使吸光值读数范围在 0.2~0.7 
[12]，测定 OD (600 nm)值。 

2.3.2. 菌株生长最佳 pH 的优化 
将 3 ml 液体 LB 培养基准备在三支培养管(10 毫升)中。在 121℃下高压灭菌 20 分钟后，接种 1%的

新鲜细菌接种物(OD600为 0.8)。菌株在广泛的温度范围内进行培养，设立 pH 为 4.0，5.0，6.0，7.0，8.0，
9.0 的梯度，在各菌株最佳生长温度条件下，220 r/min 振荡培养 24 h，加入等量无菌水，稀释 3 倍后，测

定 OD (600 nm)值。 

2.3.3. 菌株生长最佳碳源的优化 
参照洪鹏的研究方法[13]，配置基础生长培养基，分别替换添加等量淀粉、蔗糖、葡萄糖作为唯一碳

源，其碳源量为 1.0%，调节培养基 pH 至各菌株最佳生长 pH，将前期活化的试验菌液以 1%接种浓度(OD600

为 0.8)接种于液体培养基中，在各菌株最佳生长温度条件下，220 r/min 振荡培养 24 h，加入等量无菌水，

稀释 3 倍后，测定 OD (600 nm)值。 

2.3.4. 菌株生长最佳氮源的优化 
同上配置基础生长培养基，分别替换添加等量硫酸铵、硝酸钾、硝酸铵作为唯一氮源，其氮源含量

为 1.5%，调节培养基 pH 至各菌株最佳生长 pH，将前期活化的试验菌液以 1%接种浓度(OD600为 0.8)接
种于液体培养基中，在各菌株最佳生长温度条件下，220 r/min 振荡培养 24 h，加入等量无菌水，稀释 3
倍后，测定 OD (600 nm)值。 

2.4. 数据处理 

试验数据用 SPSS 26.0 软件进行差异显著性分析，用 Microsoft Excel 2019 软件作图并进行分析。 

3. 结果与分析 

3.1. 雪茄发酵烟叶优势菌株的分离与筛选 

通过稀释涂布法，从发酵雪茄烟叶中分离纯化得到 18 株细菌菌株，由图 1、图 2 可见，通过淀粉、

纤维素降解菌选择培养基，筛选得到 2 株产生透明圈的菌株，分别命名为 SN-1 (图 1)、SN-2 (图 2)。由

图观察可知 SN-1 对于淀粉和纤维素的降解透明圈相对于菌株 SN-2，范围更大，降解能力更高。SN-2 对

于纤维素的降解透明圈范围偏小，可见其对淀粉的降解能力高于对纤维素的降解。 
 

 
Figure 1. Growth of SN-1 strain cultured on amylase and cellulase producing screening medium for 48 h 
图 1. SN-1 菌株在产淀粉酶、纤维素酶筛选培养基上培养 48 h 的生长情况 
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Figure 2. Growth of SN-1 strain cultured on amylase and cellulase producing screening medium for 48 h 
图 2. SN-2 菌株在产淀粉酶、纤维素酶筛选培养基上培养 48 h 的生长情况 

3.2. 菌株的鉴定 

 
Figure 3. Phylogenetic tree of SN-1 strain 
图 3. SN-1 菌株系统发育树 

 

 
Figure 4. Phylogenetic tree of SN-2 strain 
图 4. SN-2 菌株系统发育树 

 
将两种菌株分别提取 16S rDNA 电泳后，将 PCR 产物测序，聚类在一起，用 MEGA11 软件对确定的

16S rRNA基因序列和从NCBI数据库获得的参考序列进行比对。再利用MEGA11软件构建系统发育树(图
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3、图 4)。结果显示，菌株 SN-1 与 MN581178.1 Staphylococcus arlettae strain EE107-P1(3)聚类在一起，

构成一个分支，确定其为阿尔莱特葡萄球菌(Staphylococcus arlettae)。菌株 SN-2 与 KU525317.1 Paeni-
bacillus lactis strain OCC19 聚类在一起，构成一个分支，确定其为乳酸芽孢杆菌(Paenibacillus lactis)。 

3.3. 菌株生长条件优化 

3.3.1. 不同温度对菌株生长的影响 

 
Figure 5. Effect of different temperatures on the growth of tobacco strain SN-1 
图 5. 不同温度对烟叶菌株 SN-1 生长的影响 

 

 
Figure 6. Effect of different temperatures on the growth of tobacco strain SN-2 
图 6. 不同温度对烟叶菌株 SN-2 生长的影响 

 
将 SN-1、SN-2 菌株分别在不同温度条件下培养，加入等量无菌水，稀释 3 倍后，利用分光光度计

测定其菌体生长量(OD600)，结果显示，由图 5 可见 SN-1 菌株在 30℃时生长量达到最大，之后随着温度

升高，其生长量逐渐降低，在 50℃时生长量最低。由图 6 可见 SN-2 菌株随着温度升高，生长量升高，

35℃时生长量最高，温度再升高时，其生长受到抑制，生长量逐渐下降。综上可得，SN-1 的最佳生长温

度为 30℃、SN-2 的最佳生长温度为 35℃。 

3.3.2. 不同 pH 对菌株生长的影响 
将 SN-1、SN-2 菌株分别在不同 pH 条件下培养，加入等量无菌水，稀释 3 倍后，利用分光光度计测

定其菌体生长量(OD600)，结果显示，由图 7 可知 SN-1 菌株在 pH 为 6 时，生长量最高，在 pH 为 5~8 时

其生长量相近，说明其对酸碱环境的适应性较高。由图 8 可知 SN-2 菌株在 pH 为 6 时，生长量最高，且

https://doi.org/10.12677/amb.2023.124017


张玉芹 等 
 

 

DOI: 10.12677/amb.2023.124017 160 微生物前沿 
 

在 pH 为 9 是其仍可以生长，并保持一定的生长量。综上可得，SN-1、SN-2 的最佳酸碱度均为 6，说明

这两种菌株在偏酸的环境下更适宜生长。 
 

 
Figure 7. Effect of different pH on the growth of tobacco strain SN-1 
图 7. 不同 pH 对烟叶菌株 SN-1 生长的影响 

 

 
Figure 8. Effect of different pH on the growth of tobacco strain SN-2 
图 8. 不同 pH 对烟叶菌株 SN-2 生长的影响 

3.3.3. 不同碳源对菌株生长的影响 

 
Figure 9. Effect of different carbon sources on the growth of tobacco strain SN-1 
图 9. 不同碳源对烟叶菌株 SN-1 生长的影响 
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Figure 10. Effect of different carbon sources on the growth of tobacco strain SN-2 
图 10. 不同碳源对烟叶菌株 SN-2 生长的影响 

 
将菌株 SN-1、菌株 SN-2 分别在不同碳源培养基下培养，加入等量无菌水，稀释 3 倍后，利用分光

光度计测定其菌体生长量(OD600)，结果显示，由图 9 可见，菌株 SN-1 最适碳源为蔗糖，其次为葡萄糖，

淀粉。由图 10 可见，菌株 SN-2 最适碳源为蔗糖，其次为葡萄糖，淀粉。 

3.3.4. 不同氮源对菌株生长的影响 

 
Figure 11. Effect of different nitrogen sources on the growth of tobacco strain SN-1 
图 11. 不同氮源对烟叶菌株 SN-1 生长的影响 

 

 
Figure 12. Effect of different nitrogen sources on the growth of Nicotiana tabacum strain SN-2 
图 12. 不同氮源对烟叶菌株 SN-2 生长的影响 
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将 SN-1、SN-2 菌株分别在不同氮源培养基下培养，加入等量无菌水，稀释 3 倍后，利用分光光度

计测定其菌体生长量(OD600)，结果显示，由图 11 可见，菌株 SN-1 最适氮源为胰蛋白胨，其次为硝酸钾。

由图 12 可见，菌株 SN-2 最适氮源为胰蛋白胨，其次为硝酸铵，且该菌株在硝酸铵与硝酸钾的培养基中

生长量相近。 

4. 讨论 

烟叶中淀粉含量过高在燃吸时会有焦糊气味出现，可使烟叶的抽吸感官品质下降。淀粉降解产物中

水溶还原糖还能够促进烟叶抽吸时的感官品质的改善，当淀粉降解不充分时会导致还原糖含量较低，造

成烟叶糖碱比不协调[14]。目前，已研究出的能够降解淀粉微生物有苏云金芽抱杆菌[15]、解淀粉芽抱杆

菌[16]、巨大芽抱杆菌[17]等。纤维素也是烟叶中的主要大分子物质之一，它在烟叶内是构成细胞骨架的

基本物质，低等级的烟叶纤维素含量较多[18] [19] [20]。当烟叶中纤维素含量过高时，会导致烟草在热解

过程中产生有害物质，这些化合物其中部分还具有致癌性，会影响到烟草制品的安全性[21]。同时，过多

的纤维素在燃吸时产生青杂气会掩盖烟叶的烟草本香，影响烟草的感官品质[22]。 
越来越多的研究表明烟叶微生物可以促进雪茄烟叶中大分子物质的降解。在本研究中，获得了两株

具有降解淀粉和纤维素能力的菌株 SN-1、SN-2 分别为阿尔莱特葡萄球菌(Staphylococcus arlettae)和乳酸

芽孢杆菌(Paenibacillus lactis)。在部分有关发酵雪茄烟叶微生物变化规律的试验中，也有多个研究指出葡

萄球菌属[23]、芽孢杆菌属[24]等属于雪茄烟叶的主要优势菌属。芽孢杆菌在烟叶发酵上增香的应用已有

部分研究[25]，关于葡萄球菌在烟叶中应用的报道较少，在食品应用上，有研究使用葡萄球菌发酵制作香

肠来进一步提升香肠的清晰味、甜香味、果香味和花香味[26]。 

5. 结论 

本研究从 QX-103 雪茄烟叶中分离得到 18 种菌株，经过纯化和筛选得到 2 种能够进行降解纤维素和

降解淀粉的菌株，并命名为 SN-1 与 SN-2，通过形态学和生理生化鉴定，这两种菌株分别为阿尔莱特葡

萄球菌(Staphylococcus arlettae)和乳酸芽孢杆菌(Paenibacillus lactis)。通过对这 2 种菌株的最佳温度、最

佳 pH、最佳碳源和最佳氮源的生长条件进行优化，筛选出 SN-1 最优生长条件为 30℃、pH 为 6、碳源为

蔗糖、氮源为胰蛋白胨，SN-2 最优生长条件为 35℃、pH 为 6、碳源为蔗糖、氮源为胰蛋白胨。为进一

步改善烟叶品质，后期应通过研究这两种菌株在雪茄烟叶发酵过程中的应用，探究菌株的最佳发酵条件，

优化发酵工艺。 
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