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摘 要：以表面消毒法分离白肋烟 4.1# 和 4EF 品种 9# 个样品的内生细菌，共分离到 99 株内生细菌。对这些菌株

进行了初步分类鉴定，它们属于假单胞菌属、黄单胞菌属、节杆菌属、葡萄球菌属、棒杆菌属、黄杆菌属、气球菌属和

利斯特氏菌属。筛选出 4=0//、4=0/2、4=0"9、4=0"6、4=09#、4=09! 等 6 株还原硝酸盐和亚硝酸盐能力较强的菌株，

以粉碎烟叶接种、叶柄浸泡接种和叶面喷雾接种 9 种方式处理调制后，化验分析结果表明，接种内生细菌能降低

"2G86H I 11G$$H白肋烟 4J.) 含量，降低百分率以粉碎烟叶接种最高，其次是叶柄浸泡接种，叶面喷雾接种最低。
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植物内生细菌几乎存在于所有目前已研究过的

植物中，分布广，种类多。它们具有促生、抗病、抗

虫、抗逆、固氮等作用，近年来研究十分活跃［/］。

烟草 特 有 的 .7亚 硝 胺（4&L;DD&7,M5D?N?D @?-O&7
,;>?@5,，简称 4J.)）是一组仅发现于烟草及其制品

的致 癌 物 质，主 要 包 括 .7亚 硝 基 去 甲 基 烟 碱

（...）、!7（.7甲 基7亚 硝 基）7/7（97吡 啶 基）7/7丁 酮

（..P）、.7亚硝基新烟草碱（.)4）和 .7亚硝基假木

贼碱（.)0）等 ! 种成分，其中 ... 和 ..P 具有显著

的致 癌 作 用，而 .)0 和 .)4 则 无 明 显 的 致 癌 作

用［"］。过去 "# 年以来，4J.) 成为烟草科学研究中

最受关注的领域之一［9］。4J.) 在不同烟草类型中

的含量以白肋烟最高，香料烟和烤烟含量都较低。

研究证明，4J.) 的主要前体物质是生物碱和硝酸

盐、亚硝酸盐，在收获前的绿色烟叶中没有 4J.) 存

在，它们产生于收获后的调制和发酵过程，4J.) 的

积累与烟叶上细菌的生长密切相关［! I $］。

有关白肋烟内生细菌的研究至今未见报道。本

研究对白肋烟内生细菌进行分离、鉴定，测定筛选硝

酸盐和亚硝酸盐还原能力较强的内生细菌，利用它

们接种成熟白肋烟叶，发现能够降低白肋烟 4J.)
含量而对烟草生物碱无影响，现将结果报道如下。

# 材料和方法

#$# 白肋烟品种

供试白肋烟品种为 4.1#（!"#$%"&’& %&(&#)* Q(

DR ( 4. 1#）和 4EF（ !"#$%"&’& %&(&#)* Q( DR ( 4E7
F&S5’），按常规方法栽培于肯塔基大学农学院温室。

#$% 培养基

本研 究 所 用 固 体 培 养 基 为 4J)（4OTM-?D J&T
)+;O），液体培养基为 4J0（4OTM-?D J&T 0O&-B），均为

U?ND& 公司产品。

#$& 内生细菌的分离

采集健康生长于温室移栽 9 个月后的烟株叶

子，带回实验室处理，" 个品种共 9# 个样品，其中

4.1# 品种 /! 个样品，4EF 品种 /6 个样品。每个样

品取 /+ 主脉，用自来水冲洗表面灰尘，吸水纸吸去

水分，28H乙醇浸 8>?@，再转入含 #G#8H 4O?-&@V7/##
的 #G8H次氯酸钠溶液中浸 8>?@，无菌水反复冲洗，

无菌吸水纸吸干，用无菌剪子剪碎在无菌研钵中，加

1>Q 无菌水充分研磨至匀浆，系列稀释后取适当浓

度稀释液涂布于 4J) 平板上，98W恒温暗培养" I 9S
直至长出单菌落。以最后一次的冲洗液涂布 4J)
平板检查样品表面消毒是否彻底。根据菌落颜色、

形态、干湿、高度、透明度、边缘等特征从涂布的 4J)
平板挑取有代表性的单菌落保存于 4J) 斜面，同时

计数每个样品内生细菌总数。

#$’ 内生细菌对硝酸盐和亚硝酸盐还原能力的测

定

将所有待测菌株接种于 4J) 平板培养 /$B，加

入 />Q 无菌水制成浓菌悬液，分别取 #G8>Q 加入

8>Q 含 #G"H硝酸钾的 4J0 培养液和含 #G"H亚硝



酸钠的 !"# 培养液的试管中，$%&恒温暗培养。每

种培养液均以不接种菌悬液为对照。在培养 ’、$、

%、() 后，分别按常规方法确定各菌株硝酸盐和亚硝

酸盐的还原能力。

!"# 内生细菌的鉴定

鉴定内生细菌的革兰氏染色、芽孢染色、运动性

观察、甲基红（*+ ,）、-./ 测定、葡萄糖发酵、氧化

酶、接触酶、赖氨酸和鸟氨酸脱羧酶、硫化氢还原、吲

哚等试验参照文献［0，’1］进行。

!"$ 内生细菌处理对白肋烟 %&’( 及相关化学成

分的影响

!"$"! 供试内生细菌：经筛选，内生细菌 !"#$%&’
(&)*" 23+ !4#’’、+,*-&.*/0#12$( 23+ !4#’(、!"#$%&’
(&)*" 23+ !4#5$、3*)04&(&)*" 23+ !4#56、!"#$%&(&)*"
23+ !4#$1 和 5426&.2$( 23+ !4#$7 对硝酸盐和亚硝酸

盐具较强的还原能力。将供试菌株在 !"8 平板上

培养 ’9: 后，分别接种于 !"# 培养液，室温 ’%1;<=>?
培养 $)，使用前调整培养液浓度为 ’19 @AB<=C。

!"$") 内生细菌的接种：采集生长成熟的白肋烟烟

叶，分别按以下 $ 种方式接种处理：（’）新鲜烟叶用

粉碎机粉碎，充分混匀，以浓度为 ’19 @AB<=C 的菌悬

液接种，使接种体浓度为 %D，然后放置 $%&恒温培

养 () 后测定 !"E8 等含量；（5）将新鲜烟叶叶柄基

部 ’F%@= 浸于 ’19 @AB<=C 的菌悬液，79: 后在室温自

然调 制 $ 周 后 测 定 !"E8 等 含 量；（$）以 浓 度 为

’19 @AB<=C 的菌悬液均匀喷洒于新鲜烟叶表面，风干

后在室温自然调制 $ 周后测定 !"E8 等含量。以不

接种内生细菌的培养液为对照，每处理 $ 个重复。

!"$"* !"E8、硝酸盐、亚硝酸盐及生物碱的测定：

7 种!"E8 主要成分 EEE、E8!、E8#、EEG，硝酸盐和

亚硝酸盐根据 #B;HI? 等［%］方法测定，7 种烟草生物

碱 烟 碱（E>@IH>?J）、降 烟 碱（EI;?>@IH>?J）、新 烟 碱

（8?KLK2>?J）和 新 烟 草 碱（8?KHKL>?J）根 据 "JMJ;2I?
等［’’］方法测定。所有化学成分均由肯塔基大学农

学院烟草化学分析室完成。

) 结果

)"! 白肋烟内生细菌的分离

从 5 个白肋烟品种 $1 个样品共分离到内生细

菌 $$ 株，其中分离自 !E01 品种 55 株，分离自 !,*
品种 ’’ 株。品种 !E01 内生细菌总数为每克鲜样

%1 N $11 个菌落繁殖单位（@AB），平均为 ’19 @AB<O 鲜

样；品种 !,* 内生细菌总数则为 %1 N 7%1 @AB<O 鲜

样，平均为 ’6(@AB<O 鲜样，可见品种 !,* 内生细菌

总量大于品种 !E01。但从内生细菌类群上看，从品

种 !E01 的 ’7 个样品分离到 55 株内生细菌，从品种

!,* 的 ’6 个样品仅分离到 ’’ 株，表明品种 !E01 较

!,* 具有更大的内生细菌种类多样性。

)") 内生细菌还原硝酸盐和亚硝酸盐能力的测定

$$ 株内生细菌中 55 株具有硝酸盐还原能力，’$
株具有亚硝酸盐还原能力。通过不同培养时间检测

结果可知，不同菌株还原硝酸盐和亚硝酸盐的能力

不同。

)"* 白肋烟内生细菌的鉴定

$$ 株内生细菌的主要鉴定特征见表 ’，根据《伯

杰氏 细 菌 鉴 定 手 册》，它 们 分 别 属 于 假 单 胞 菌 属

（ !"#$%&(&)*"）’1 株，黄 单 胞 菌 属（ 3*)04&(&)*"）

0 株，节 杆 菌 属（ 71041&.*/0#1 ）7 株，葡 萄 球 菌 属

（80*94:,&/&//$"）$ 株，棒 杆 菌 属（ ;&1:)#.*/0#12$(）

5 株，黄杆菌属（+,*-&.*/0#12$(）5 株，根瘤菌属（542’
6&.2$(）’ 株，气球菌属（7#1&/&//$"）’ 株和利斯特氏菌

属（ <2"0#12* ）’ 株。 可 见 !"#$%&(&)*" 属 和 3*)’
04&(&)*" 属 为 白 肋 烟 内 生 细 菌 主 要 类 群，分 别 占

$1F$D和 5(F$D。

)"+ 内生细菌处理对白肋烟硝酸盐、亚硝酸盐及

%&’( 含量的影响

处理粉碎烟叶后各处理样品的硝酸盐、亚硝酸

盐和 !"E8 等化学成分含量见表 5。处理后白肋烟

硝酸盐含量均比对照处理低，除菌株 !4#$7 处理的

亚硝酸盐含量约高于对照外，其余菌株处理的亚硝

酸盐含量都低于对照处理。所有菌株处理后白肋烟

EEE、E8!、E8#、EEG 及 !"E8 含量均明显低于对照

处理，菌 株 !4#’’、!4#’(、!4#5$、!4#56、!4#$1、

!4#$7 对 白 肋 烟 !"E8 含 量 的 降 低 率 分 别 为

00F(1D、00F99D、00F67D、09F’6D、09F(5D 和

6’F59D。

叶柄接种处理后各处理样品的硝酸盐、亚硝酸

盐和 !"E8 等化学成分含量见表 $。除菌株 !4#56、

!4#$1 处理后白肋烟硝酸盐含量低于对照处理外，

其余菌株处理的硝酸盐含量均高于对照处理，除菌

株 !4#’( 处理的亚硝酸盐含量约高于对照外，其余

菌株处理的亚硝酸盐含量都低于对照处理。所有菌

株处理后白肋烟 EEE、E8!、E8#、EEG 及 !"E8 含量

均明显低于对照处理，菌株 !4#’’、!4#’(、!4#5$、

!4#56、!4#$1、!4#$7 对白肋烟 !"E8 含量的降低率

分别为 97F9(D、90F00D、07F’’D、90F95D、0%F%$D
和 09F59D。
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表 ! "" 株内生细菌主要鉴定特征

!"#$% & ’"() (*%)+(,(-"+(.) -/"0"-+%0(1+(-1 ., 22 (1.$"+%1 ., %)*.3/4+(- #"-+%0("

51.$"+%1
’"() (*%)+(,(-"+(.) -/"0"-+%0(1+(-1

& 6 2 7 8 9 : ; < &= && &6 &2 &7 &8 >%)?1

!@A& B C C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A6 C C C D C C B B C C C C C C B *)(+,&’&()" 13E
!@A7 B C C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A9 B C C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A: B C B D C C B C C C C C C C C -&./(#0)1+#.2$’ 13E
!@A< B B C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A&= B C C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A&& B B C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A&6 B B C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A&2 C C C D C C B B C C C B C C B *)(+,&’&()" 13E
!@A&7 C C C D C C B B C C C C C C B *)(+,&’&()" 13E
!@A&8 B B C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A&9 B C C D C C B B C C B B C C C 34)5&0)1+#.2$’ 13E
!@A&: B B C D C C B B C C C F B C C 34)5&0)1+#.2$’ 13E
!@A&; B C B G B C B C C C C C C C C 6+)7,/4&1&11$" 13E
!@A&< C C B D，G C C B C C C C C C C B 8.+,.&0)1+#. 13E
!@A6= B B B D C C B B C C C C C C C -&./(#0)1+#.2$’ 13E
!@A66 C C C D C C B C C C C C C C B *)(+,&’&()" 13E
!@A62 B B C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A67 C C C D C C B B C C C B C C B *)(+,&’&()" 13E
!@A69 B B C D C C B B C C B C B C B *)(+,&’&()" 13E
!@A6: C C B G B C B C C C C C C C C 6+)7,/4&1&11$" 13E
!@A2= B B C D C C B B C C C C C C B !"#$%&’&()" 13E
!@A22 B B C D C C B B C C B C C C B *)(+,&’&()" 13E
!@A27 B B B D C C B B C C C C C C C 9,2:&02$’ 13E
!@A28 B B C D C C B B C C C C B C B *)(+,&’&()" 13E
!@A2: B B C D C C B B C C C C B C B *)(+,&’&()" 13E
!@A2; C C B D C C B C C B C C C C B ;2"+#.2) 13E
!@A2< B C B D，G B C B C C C C C C C B 8.+,.&0)1+#. 13E
!@A7= C C B D C C B C C C C C C C B 8.+,.&0)1+#. 13E
!@A7& C C B D C C B C C C C C C C B 8.+,.&0)1+#. 13E
!@A76 B C B G B C B C C B C C C C C 6+)7,/4&1&11$" 13E
!@A72 C C B G B C B C C B C C C C C 8#.&1&11$" 13E
& E H(+0"+% 0%*?-+(.)；6E H(+0(+% 0%*?-+(.)；2E >0"I 0%"-+(.)；7E J/"3%；8E >$?-.1% ,%0I%)+"+(.)；9 E J3.0%；:E K"+"$"1%；;E LM(*"1%；<E ’N +%1+；&=E

OP +%1+；&& E QFQ41()% *%-"0#.M4$"1%；&6E QFL0)(+/()% *%-"0#.M4$"1%；&2E J?$,?0 0%*?-+(.)；&7E 5)*.$% 30.*?-+(.)；&8E ’.+($(+4 E D：N.*；G：K.--?1E B ：

P.1(+(R%；C ：H%S"+(R%E

表 # $ 株内生细菌处理粉碎烟叶对硝酸盐、

亚硝酸盐和 %&’( 含量的影响

!"#$% 6 !/% %,,%-+ ., 1(M %)*.3/4+(- #"-+%0(" .) +/% -.)+%)+1

., HL2H ，HL6H ")* !JHT ., $%"R% /.I.S%)(U%*

!0%"+I%)+
K.)+%)+1V（!SVS）

HL2H HL6H HHH HT! HTA HHW !JHT

!@A&& 8==X== 6&X&= =X=: =X7& = =X&9 =X97
!@A&: 982X;8 ;X28 =X=7 =X&8 = =X=9 =X68
!@A62 96;X6& 6=X26 =X=6 =X2: = =X2: =X:9
!@A69 :2=X:: &;<X7< =X77 &X66 =X=& 6X6& 2X;;
!@A2= 2:&X:< &&X<6 =X69 =X<2 =X=& &X7; 6X9<
!@A27 7=8<X86 6=9:X8< 9X=; 6=X9; =X79 87X27 ;&X89
KW 7<&9X9: &<;&X7= &2X6: 9=X86 &X88 &28X6; 6&=X96

表 " $ 株内生细菌叶柄接种处理对硝酸盐、

亚硝酸盐和 %&’( 含量的影响

!"#$% 2 !/% %,,%-+ ., 1(M %)*.3/4+(- #"-+%0(" .) +/% -.)+%)+1

., HL2H ，HL6H ")* !JHT ., 1+"$Y *(33%*

!0%"+I%)+
K.)+%)+1V（!SVS）

HL2H HL6H HHH HT! HTA HHW !JHT

!@A&& ;=66X2< 8X7< 7X<; 2X9& =X=9 &X=& <X99
!@A&: :8=6X&= &7X<7 2X7& 6X27 = =X92 9X2<
!@A62 :6&=X;2 6X<& &X2= 6X&< =X=2 =X29 2X:9
!@A69 8622X22 6X7& 6X76 6X;= =X=8 &X62 9X8=
!@A2= 7&=2X:= 6X96 =X<2 &X2< =X=2 =X7< 6X;8
!@A27 9<<7X&: 6X&: =X76 =X92 =X=6 =X=7 &X&=
KW 92&<X9= &6X:: 69X8< 67X98 =X77 &6X&8 92X;2
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叶面接种处理后各处理样品的硝酸盐、亚硝酸

盐和 !"#$ 等化学成分含量见表 %。所有菌株处理

后白 肋 烟 硝 酸 盐 含 量 都 高 于 对 照 处 理，除 菌 株

!&’() 处理的亚硝酸盐含量约低于对照外，其余菌

株处理的亚硝酸盐含量都高于对照处理。各菌株处

理后白肋烟 ##* 、#$’、#$! 含量均比对照处理低，

除菌株 !&’++ 处理的 ### 含量约高于对照外，其余

菌 株 处 理 也 比 对 照 低。 而 菌 株 !&’++、!&’+,、

!&’-(、!&’-.、!&’()、!&’(% 处理对白肋烟 !"#$ 含

量 都 有 降 低 作 用，其 降 低 率 分 别 为 -,/0.1、

,(/,+1、.)/+21、%-/+31、2./)(1和 0%/%.1。

表 ! " 株内生细菌叶面接种处理对硝酸盐、

亚硝酸盐和 #$%& 含量的影响

!4567 % !87 7997:; <9 =>? 7@A<B8C;>: 54:;7D>4 <@ ;87 :<@;7@;=

<9 #E(#，#E-# 4@A !"#$ <9 674F7 =GD94:7 =BD4C7A

!D74;H7@;
I<@;7@;=J（!KJK）

#E(# #E-# ### #$! #$’ ##* !"#$

!&’++ ++,-0/., (/)% 0/(( ./2% )/+) )/3) +(/+,

!&’+, +)-+)/3% %/3% +/33 -/+% )/)% )/.+ %/,2

!&’-( +()+)/%0 0/3, (/%3 -/2- )/). )/2, ,/-%

!&’-. 3,(2/+% (/2- (/+. ./+% )/)+ +/-) +)/0+

!&’() 33-+/-% +/30 +/)- +/-% )/)- )/-. -/0%

!&’(% ++,30/-+ +-/() -/0- %/%3 )/). +/-+ 2/-2

I* 33+2/., -/3+ 0/-+ +)/.- )/+, -/+2 +2/+2

’() 内生细菌处理对白肋烟生物碱含量的影响

以 ( 种方法处理白肋烟烟叶后测定烟碱、降烟

碱、新烟碱和新烟草碱的结果表明，各处理烟样的各

种生物碱含量与对照基本一致，说明内生细菌处理

对白肋烟生物碱含量无影响（结果未显示）。

* 讨论

本研究结果表明，健康白肋烟组织内存在内生

细菌，其种类和数量与白肋烟品种有关。内生细菌

存在于健康的烟草组织，而不引起烟草产生病害症

状，与烟草建立了一定的共生关系，并通过其生理活

动参与影响白肋烟的生长代谢。

本研究 ( 种不同处理方式的对照处理 !"#$ 含

量分别为 -+)/.-!KJK、.(/2(!KJK 和 +2/+2!KJK，表现

出较大的差异，说明不同调制条件对白肋烟 !"#$
的积累影响较大。目前关于 !"#$ 积累较公认的观

点是，由于白肋烟烟叶在调制过程中细胞死亡，烟叶

湿度较大，为微生物的活动创造了良好条件，一些微

生物的大量活动导致烟叶硝酸盐和亚硝酸盐的积

累，它们与烟碱结合引起 !"#$ 含量升高。本研究

中，处理粉碎烟叶、叶柄接种处理和叶面接种处理

( 种处理方法导致白肋烟烟叶的水分含量不同，并

呈依次减少的趋势。当烟叶水分含量较大时，微生

物的活动更旺盛，积累硝酸盐和亚硝酸盐更多，对照

处理的 !"#$ 含量就更高。

供试的 . 株内生细菌经 ( 种不同处理方式接种

白肋烟后，均在不同程度上表现出了降低白肋烟

!"#$ 含量的作用。其作用机理可能是接种这些内

生细菌后，由于其种群数量远大于引起 !"#$ 积累

的自然微生物类群，抑制了它们的生长繁殖，而自身

大量还原白肋烟叶内的硝酸盐和亚硝酸盐，减少了

形成 !"#$ 的前体物质，导致白肋烟 !"#$ 含量下

降。

( 种处理方式对白肋烟 !"#$ 含量的影响表现

出较大的差异，这一方面与烟叶水分含量有关，另一

方面与内生细菌进入烟叶组织和细胞的方式和内生

细菌与烟叶的接触面积有关。不同的接种处理方式

影响了内生细菌进入烟叶组织的速度和数量，加上

不同的生长环境，其还原硝酸盐、亚硝酸盐的量就不

同，从而表现出烟叶 !"#$ 含量的差异。当接种了

还原硝酸盐和亚硝酸盐的内生细菌后，在有利于它

们生长繁殖的条件下，它们将多数硝酸盐和亚硝酸

盐还原为小分子氮，减少了形成 !"#$ 的前体物质，

使烟叶 !"#$ 含量降低。从本研究结果可见，内生

细菌由于直接接触粉碎烟叶和较易通过叶柄伤口进

入烟叶组织细胞，而难于通过叶面气孔进入烟叶组

织细胞，加上 ( 种处理方法烟叶水分含量逐渐降低，

因而 . 株内生细菌 ( 种接种方式降低 !"#$ 含量的

百分率为粉碎烟叶接种最大，其次是叶柄接种，叶面

接种最小。

通常认为，!"#$ 含量同硝酸盐、亚硝酸盐具有

正相关关系，但本研究中部分处理样品的 !"#$ 含

量与硝酸盐、亚硝酸盐的含量并无此规律，表明硝酸

盐、亚硝酸盐转化为 !"#$ 是一个比较复杂的过程，

在一定条件下，硝酸盐、亚硝酸盐含量高并不意味着

!"#$ 含量一定高，其相关转化反应过程有待进一步

研究。

目前在控制 !"#$ 含量方面，主要采取良种选

育、降低施氮水平、调制及工艺改革、微生物的化学

和生物化学控制等方法［+-］。本研究筛选能还原硝

酸盐和亚硝酸盐的白肋烟内生细菌，通过接种处理

后证明这些内生细菌对 !"#$ 含量具有降低作用，

0-%% 期 祝明亮等：白肋烟内生细菌的分离鉴定及降低 #L亚硝胺含量研究



为烟草控害开辟了一条新的途径。
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