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摘要:【目的】烟草特有亚硝胺(Tobacco-specific nitrosamines，简称 TSNA) 是烟叶中的主要致癌物质。本研究

从筛选建立的特有菌库中发现了 1 株可有效降解 TSNA 的菌株 AS97，并对其进行了鉴定及初步应用研究。
【方法】采用富集驯化及选择培养基筛选得到硝酸盐与亚硝酸盐转化能力最强的菌株 AS97;根据菌株的形

态特征、生理生化特性及 16S rRNA 基因序列分析对其进行鉴定;并将 AS97 自制发酵液喷施于烟丝表面，确

定适宜接种量和发酵条件，采用 LC-MS /MS( 液相色谱串联质谱) 方法检测 TSNA 中 四 种 主 要 成 分 的 含 量。
【结果】菌株 AS97 源 于 云 南 玉 溪 烤 烟 样 品 表 面，经 分 析 确 定 其 为 荧 光 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas fluorescens，
GenBank 登录号:JF449445)。将 AS97 自制发酵液以 5% 的接种量喷施于烟丝，30℃ ( 相对湿度是 60% ) 条件

下发酵 10 d 检测烟叶中硝酸盐、亚硝酸盐、TSNA、4-(N-甲基-亚硝基)-1-(3-吡啶基)-1-丁酮(NNK)、N-亚硝

基去甲基烟碱(NNN)、N-亚硝基新烟草碱(NAT) 及 N-亚硝基假木贼碱(NAB) 的转化率分别达到 68. 77%、
45. 57%、45. 47%、59. 08%、38. 79%、21. 41% 及 11. 76%。相关性分析结果表明烤烟中硝酸盐、亚硝酸盐与

TSNA 的含量均呈极显著相关(P ＞ 0. 01) ，进一步证实硝酸盐与亚硝酸盐是 TSNA 的主要前体物质。【结论】
醇化烟叶表面的荧光假 单 胞 菌 AS97 能 够 显 著 降 低 TSNA 的 含 量。本 文 首 次 报 道 了 源 于 醇 化 烤 烟 表 面 对

TSNA 有良好转化能力的 Pseudomonas fluorescens。可将其开发成新型微生物制剂，应用于低害卷烟制品的生

产实践中。
关键词: 醇化烟叶，烟草特有亚硝胺(Tobacco-specific nitrosamines，简称 TSNA) ，菌株 AS97，荧光假单胞菌

(Pseudomonas fluorescens) ，筛选鉴定
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在吸烟与健康问题不断深入的今天，如何降低

烟叶中有害物质的含量关乎着吸烟者的健康与烟草

行业 的 可 持 续 发 展。烟 草 特 有 亚 硝 胺 ( Tobacco-
specific nitrosamines，简 称 TSNA) 是 一 组 发 现 于 烟

草中的主要致癌物质。TSNA 主要包括 4 种有害物

质:4-( N-甲 基-亚 硝 基 )-1-(3-吡 啶 基 )-1-丁 酮 (4-
( methylnitrosamino )-1-( 3-pyridy )-1-butanone，简 称

NNK)、N-亚 硝 基 去 甲 基 烟 碱 (N-nitrosonicotine，简
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称 NNN)、N-亚 硝 基 新 烟 草 碱 ( N-nitrosoanatabine，

简 称 NAT ) 及 N-亚 硝 基 假 木 贼 碱 ( N-
nitrosoanabasin，简 称 NAB)。其 中 NNK 和 NNN 的

含量最高，且具有显著的致癌作用。NNK 主要存在

于烤烟中，而 NNN 主要存在于白肋烟中。大量的研

究已证明 TSNA 的 主 要 前 体 物 质 是 烟 叶 中 的 硝 酸

盐、亚硝酸盐及氮氧化物，在微生物的作用下形成于

调制时期
［1］。

目前国内外提出降低 TSNA 含量的方法主要包

括控释氮肥、选育优良品种、改善烘烤工艺和调制方

式、微波处 理、沸 石 裂 解 及 利 用 化 学 试 剂 等
［2］。但

都存在一定的限制，难以确保实用性与安全性。在

烟草生产和加工过程中，形成了特殊的微生物区系，

利用醇化烤烟表面有益微生物降低烟叶中 TSNA 的

含量是目前国内外烟草行业的重要研究热点之一。
祝明亮等已对白肋烟中转化 TSNA 的微生物进行了

较为深入的研究
［3 － 4］，而醇化 烟 叶 表 面 微 生 物 资 源

的开发利用基本处于空白状态。我国尚未在生产实

践中采用先进的生物技术发酵烟叶，达到有效降低

烟叶中有害物质含量的目的。依据烤烟醇化发酵的

特殊性，其表面 能 够 转 化 TSNA 的 有 益 微 生 物 被 培

养成优势菌群应用于卷烟生产实践，具有绿色环保

的优点与广阔的开发前景。本研究首次采用选择培

养基于醇化烤烟表面分离筛选能高效转化 TSNA 及

其前体物质 亚 硝 胺 的 优 势 菌 株 AS97，确 定 了 AS97
的分类地位，并对菌株的生长条件及于卷烟生产实

践中的应用进行了初步研究。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 供试醇化烤烟样品由陕西中烟工业有 限 责

任公司提供;NNK、NNN、NAT 及 NAB 的标准样品均

为加拿大 Toronto 公司产品 ( 纯度不 低 于 98% ) ;引

物 PF21、PR1492、dNTP Mixture 为 天 根 生 化 科 技 有

限公司产品。
1. 1. 2 培养基

［5 － 7］:反硝化细菌培养基(DM1) ; 溴

百里酚蓝(BTB) 选择性培养基; LB 培养基; TSA 培

养基:胰胨15. 0 g，大豆蛋白胨5. 0 g，氯化钠30. 0 g，

琼脂15. 0 g，蒸馏水1000 mL，pH 7. 3 ± 0. 2;改进 SM
富集培养基中用乙酸钠代替酒石酸钾钠;改进反硝

化培养 基 ( DM2 ) : 乙 酸 钠 10. 0 g 代 替 酒 石 酸 钾 钠

20. 0 g，KNO3 减少到1. 0 g，微 量 元 素2 mL，其 余 成

分均同 DM1。
1. 2 醇化烟叶表面细菌的富集分离筛选

为筛选得到目标菌株，分别采用了 3 种富集培

养基 和 选 择 培 养 基。在 含 有 2 mL /L 微 量 元 素 的

LB、SM 及 DM1 培 养 基 进 行 富 集 培 养，即 在 无 菌 操

作条件下将5 g烟 叶 样 品 加 入 装 有250 mL灭 菌 的 液

体培养基中。150 r /min，30℃ 培养24 h后，用移液枪

吸取2 mL菌 悬 液 加 入 到 装 有150 mL灭 菌 的 液 体 培

养基 ( 均 含 有1. 0 g /L的 KNO3 ) 中 再 次 进 行 富 集，

24 h后于150 mL灭菌的液体培养基( 均含有2. 0 g /L
的 KNO3 ) 再重复 1 次。3 次富 集 驯 化 后，采 用 平 板

梯度稀释法，依次将 10 － 3 － 10 8 个梯度涂布到 DM1、
BTB 及 TSA 培养基( 含有2 g /L的 KNO3 ) 中，30℃ 培

养。待菌落长到大小适宜时，挑取形态不同的菌株

于 BTB 平板上经 3 代纯化 后，4℃ 保 存 于 TSA 斜 面

上，以上试验均设置 3 个重复。统计每种培养基及

醇化烟叶样品中分离菌株的数目和种类，得到最优

分离筛选培养基及各种醇化烟叶中目标微生物的分

布概况。
1. 3 具有硝酸盐及亚硝酸盐转化能力菌株的筛选

将初 筛 得 到 的 形 态 不 同 的 菌 株 于 TSA 培 养 基

( 含有2 g /L的 KNO3 ) 中划线活化，30℃ 培养12 h。将
菌株接种于装有100 mL( 含有硝酸盐为1 g /L) DM2
培养基 的250 mL三 角 瓶 中，150 r /min，30℃ 振 荡 培

养。在0 h、24 h、48 h检 测 发 酵 液 中 硝 酸 盐 含 量 变

化，均 重 复 3 次。还 原 亚 硝 酸 盐 菌 株 的 筛 选 同 上。
硝酸盐与亚硝酸盐的测定分别采用紫外分光光度法

与 N-(1-萘基)-乙二胺分光光度法
［8］。

1. 4 菌 株 AS97 对 烟 叶 中 硝 酸 盐、亚 硝 酸 盐 及

TSNA 转化能力检测

菌株 AS97 于 TSA 培 养 基 中 30℃ 活 化12 h，转

接到自制接种液中( 接种液配方:乙酸钠9 g /L，蛋白

胨10 g /L，微量元素溶液1 mL /L) ，30℃ 培养12 h。将
发酵液分装到灭菌喉头喷雾器中，根据血球计数法

统计接种液中细菌个数
［9］。按 2%、5% 及 10% 的

接种量分 别 喷 施 到100 g待 处 理 烟 丝 样 品 上 ( 玉 溪

07 B4F-H2) ，混匀，装入无菌自封袋中，封口。分别

于室温与 30℃ ( 相 对 湿 度 是 60% ) 条 件 下 发 酵，设

置未喷施发酵液烟叶为空白对照。以上操作均在无

菌条件下进行，重复 3 次。观察记录发酵过程中样

品基本 特 征 变 化 情 况，分 别 在 0 d ( 即 空 白 )、2 d、
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4 d、6 d、8 d、10 d时检测样品中硝酸盐、亚硝酸盐及

TSNA 的含量，并进行感官评吸。
1. 5 硝酸盐、亚 硝 酸 盐 及 TSNA 成 分 检 测 方 法 及

数据分析

硝酸盐、亚硝酸盐含量检测依据 Burton 等方法

检测
［10 － 11］;TSNA 中 4 种 主 要 成 分 采 用 LC-MS /MS

( 液相色谱串联质谱) 方法检测
［12 － 15］。所有数据均

采用 SPSS16. 0 软件分析。
1. 6 菌株 AS97 的鉴定

菌株 AS97 的形态特征及生理生化性状分析按

照文献［16］进 行。菌 株 AS97 的 16S rRNA 基 因 序

列测定分析参考文献［17 － 20］进行，以确定菌株的

分类地位。
1. 7 菌株 AS97 生长和培养条件测定

菌株 AS97 的生长曲线及温度、pH 值对菌株生

长影响的测定参考文献［20］进行。

2 结果和分析

2. 1 醇化烟叶表面有益细菌选择性分离初筛

经富集选择培养后，于 12 种醇化烟叶样品中共

筛选得到 1279 株细菌。昆明 08C2F 与延安 07C3F-
H 烟叶表面含有目标微生物种类和数目较多。昆明

烟叶表面分离得到的微生物最多，达 365 株;延安及

咸阳分别分离得到 189 株及 172 株;柳 州 醇 化 烟 叶

中仅得到 16 株。根据形态观察，在选择培养基中生

长的菌株种类较少。SM + DM1 及 DM2 + BTB 培 养

基中分离得到的细菌种类最多，是筛选目标菌株的

最佳组合。
2. 2 高效转化硝酸盐及亚硝酸盐菌株的筛选

初筛得到的细菌中 53 株具有硝酸盐转化能力，

61 株具有亚 硝 酸 盐 转 化 能 力 的 菌 株。其 中 6 株 菌

同时具有转化二者 的 功 能。AS97 是 转 化 能 力 最 强

的菌株，24 h 对硝酸盐与亚硝酸盐的转化率分别达

到 95. 20% 及 92. 93%。AS29 次之，均为较理想的

目标菌株( 图 1)。
2. 3 菌株 AS97 对烟叶中硝酸盐、亚硝酸盐、TSNA
的转化率及相关性分析

菌株 AS97 于自制接种 液 中 30℃ 培 养12 h后，

采 用 血 球 计 数 法 统 计 发 酵 原 液 中 细 菌 浓 度 为

6. 175 × 109 cfu /mL。2%、5% 及 10% 3 个接种量设

置中，2% 接 种 量 处 理 后，样 品 很 快 在 室 温 和 30℃

图 1 六株菌在 0 h，24 h 及 48 h 对硝酸盐与亚硝酸盐转化

能力检测结果

Fig． 1 Conversion rate of six beneficial microorganisms to nitrate and

nitrite from 0 to 48 hours． A: Conversion rate of six beneficial

microorganisms to nitrate at 0 h， 24 h and 48 h， respectively; B:

Conversion rate of six beneficial microorganisms to nitrite at 0 h，24 h

and 48 h，respectively．

( 相对湿度是 60% ) 条件下散失大部分水分，与空白

对照相比几乎无任何变化，发酵不明显;10% 接 种

量过大，在室温和 30℃ ( 相对湿度是 60% ) 条件下，

处理样 品2 d时 发 生 霉 变;5% 接 种 量 30℃ ( 相 对 湿

度是 60% ) 条件下，自封袋中样品会产生小部分 热

量，以此来断定处理样品在顺利进行发酵。
30℃ ( 相对湿 度 是 60% ) 5% 接 种 量 处 理 烟 叶

样品，10 d中检测结果如表 2 所示，硝酸盐、亚 硝 酸

盐及 TSNA 的 转 化 率 分 别 为 68. 77%、45. 57% 及

45. 47%。相关性分析 表 明 烤 烟 中 硝 酸 盐、亚 硝 酸

盐与 TSNA 的含量在 0. 01 水平上均呈极 显 著 相 关

( 相关系数分别是 0. 967 与 0. 939) ，说明硝酸盐与

亚硝 酸 盐 是 TSNA 的 主 要 前 体 物 质。其 中 NNK、
NNN、NAT 及 NAB 分别降低了 59. 08%、38. 79%、
21. 41% 及 11. 76% ( 表 1)。TSNA 转 化 率 在2 d －
4 d时最高，表 明 菌 株 AS97 能 快 速 定 植 于 醇 化 烟
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叶上，并将 烟 叶 中 的 氮 氧 化 物 作 为 生 长 必 需 的 氮

源，达 到 降 低 TSNA 的 目 的。感 官 评 吸 结 果 表 明

AS97 处 理 过 的 烟 叶 具 有 色 泽 桔 黄 油 润，香 气 充

足，杂气和 刺 激 性 明 显 减 轻，吸 味 醇 和，生 津 感 较

好，劲头不变，余味 较 干 净，陈 烟 气 息 显 露，感 官 质

量变好等优点。

表 1 30℃( 相对湿度是 60%) 条件下，5% 接种量对烟叶硝酸盐、亚硝酸盐及 TSNA 的转化率

Table 1 Under the condition of 30℃ and 60% relative humidity，degradation rate of nitrate，nitrite and TSNA

with 5% AS97 inoculum concentration
Compounds

(μg / g)

Fermentation time ( d)

0 d 2 d 4 d 6 d 8 d 10 d
Degradation
rate (% )

a

Nitrate 9992. 57 ± 7. 2501 7560. 39 ± 7. 5443 5423. 89 ± 17. 0436 4242. 63 ± 3. 5603 3665. 01 ± 4. 1154 3120. 93 ± 9. 5032 68. 77 ± 0. 1414A
Nitrite 6. 21 ± 0. 4200 5. 05 ± 0. 3686 4. 52 ± 0. 3308 3. 90 ± 0. 1528 3. 56 ± 0. 1332 3. 38 ± 0. 0252 45. 57 ± 0. 0919C
TSNA 2. 11 ± 0. 0557 1. 80 ± 0. 2517 1. 57 ± 0. 0100 1. 45 ± 0. 0351 1. 25 ± 0. 1411 1. 15 ± 0. 0252 45. 47 ± 0. 0153C
NNK 0. 98 ± 0. 0095 0. 76 ± 0. 0305 0. 63 ± 0. 0200 0. 57 ± 0. 0400 0. 48 ± 0. 0129 0. 40 ± 0. 0434 59. 08 ± 0. 6264B
NNN 0. 82 ± 0. 0156 0. 78 ± 0. 0737 0. 65 ± 0. 0403 0. 61 ± 0. 0156 0. 53 ± 0. 0252 0. 50 ± 0. 0150 38. 79 ± 0. 6964D
NAT 0. 29 ± 0. 0114 0. 27 ± 0. 0503 0. 27 ± 0. 0501 0. 25 ± 0. 0291 0. 24 ± 0. 0204 0. 23 ± 0. 0169 21. 41 ± 0. 5027E
NAB 0. 02 ± 0. 0044 0. 02 ± 0. 0219 0. 02 ± 0. 0106 0. 02 ± 0. 0153 0. 02 ± 0. 0100 0. 02 ± 0. 0055 11. 76 ± 0. 5220F

a The capital letters represent the significance level at 1% ．

2. 4 菌株 AS97 的鉴定

AS97 在 TSA 培养基 上 生 长 良 好，圆 形 菌 落 隆

起，乳黄色，有 光 泽，透 明，边 缘 整 齐 向 外 扩 展，表

面较 湿 润，有 一 定 的 粘 稠 度，易 用 接 种 针 挑 起，

254 nm紫外灯斜光 照 射 下 可 见 黄 绿 色 荧 光。电 镜

观察 菌 体 大 小 为 ( 0. 7 － 0. 8 ) μm × ( 1. 5 － 2. 0 )

μm，杆 状，革 兰 氏 阴 性，运 动，不 产 生 芽 孢 和 荚 膜，

丛生极毛。菌株 AS97 的 生 理 生 化 特 征 如 表 2 所

示。将 测 得 的 1400 bp序 列，在 国 际 核 酸 数 据 库

( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov / blast) 中 进 行 同 源

序列 比 对，AS97 与 荧 光 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas
fluorescens) 的 基 因 序 列 同 源 性 高 达 100%。综 合

AS97 的形 态、生 理 生 化 特 征 及 16S rRNA 基 因 序

列的系统发育树分析，确 定 菌 株 AS97 为 荧 光 假 单

胞 菌 ( Pseudomonas fluorescens) ( GenBank 登 录 号

为:JF449445)。

表 2 菌株 AS97 的生理生化特征

Table 2 Biochemical and physiological characteristics of strain AS97
Characteristics Strain AS97a Characteristics Strain AS97a

Cell shape Rods L-arabinose +
Cell size (μm) 0. 7 － 0. 8 × 1. 5 － 2. 0 Decomposition of:
Flagellum ＞ Single and clusters Nitrate +
Gramstaining － Citrate +
Hydrolysis of : Propionate －
Gelatin + Enzyme ctivity:

Starch + Oxidase +
Gelatin － Lipase +
Tween 80 － Arginine dihydrolase +
Tween 60 － PHB accumulation －
Extracellular PHB + Yellow orange cytochrome －
Acid production from: Optimum temperature (℃ ) 30
D- glucose + Temperature Range (℃ ) 10 － 50
Sucrose + Optimum pH 7
Lactose + pH Range 4 － 10

a“ +”represents positive reactions; “ －”represents negative reactions．

2. 5 菌株 AS97 生长条件初步研究

由图 2 可知菌株 AS97 约在 8 h 达到对数生长

期，表 明 菌 株 适 应 能 力 强，生 长 旺 盛，繁 殖 速 度 快。
20 h达到最大生长量，菌体浓度最高，菌株生长处于

稳定期，与菌株对硝酸盐的转化速度保持一致。培

养42 h时进入衰亡期，同时 AS97 对硝酸盐的利用速

度亦逐渐减缓。但菌株在整个生长过程中均保持着

对 硝 酸 盐 的 利 用。菌 株 AS97 在 10℃ － 50℃、
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pH 3. 0 － 11. 0的 范 围 内 均 可 生 长。AS97 最 适 生 长

温度是 30℃、pH7. 0，此 时 菌 体 浓 度 最 高，对 硝 酸 盐

的利用速度亦最快( 图 3，图 4)。

图 2 菌株 AS97 的生长曲线及硝酸盐转化能力

Fig． 2 The growth curve and nitrate conversing ability of AS97．

图 3 温度对菌株 AS97 生长及硝酸盐转化能力的影响

Fig． 3 The influence of temperature on growth and nitrate

conversion of AS97．

图 4 pH 值对菌株 AS97 生长及硝酸盐转化能力的影响

Fig． 4 The influence of pH on the growth and nitrate conversion of

AS97．

3 结论和讨论

富集初筛是以硝酸盐作为唯一氮源，对目标微

生物的一种驯化培养。醇化烟叶表面初筛得到的菌

株种类较少，可能是因连续 3 次富集驯化及选择性

培养抑制了大部分微生物的生长。本研究中首次采

用不同富集驯化与初筛培养基组合分离筛选目标微

生物，确定最佳 初 筛 培 养 基 是 SM + DM1 和 DM2 +
BTB。高效降解亚硝胺类物质的菌株 AS97 和 AS29
分别是通过以上两种培养基组合分离得到。依据好

氧反硝化细菌的生长特性
［5］，改进 SM 和 DM2 培养

基中碳源组份均为乙酸钠。BTB 选择性培养基在配

制时需严格控制 pH7. 0，因酸碱性条件下，培养基颜

色分别是绿色与蓝色。同于爱茸
［21］

等报道相符，此

培养基现象易辨别，且易分离到硝酸盐转化率高的

菌株。
不同等级与醇化时间烟叶表面微生物的种类和

数量存在差异。优质烟叶表面微生物种类多于劣质

烟叶;烟叶醇化时间愈短，微生物种类愈多。试验结

果 符 合 Michele 等 的 报 道
［22 － 25］。醇 化 烟 叶 表 面 微

生物的多样性可能由烟叶品种、品质、醇化时间及环

境条件共同决定。
汪安云等

［26］
根 据 颜 色 变 化 确 定 菌 株 转 化 硝 酸

盐的能力，可能因为发酵液中硝酸盐含量大于显色

方法的适用范围，在实际操作中常因颜色变化过快，

难以准确 判 别。张 玉 芹 等
［27］

采 用 Giltay 方 法 检 测

反硝化菌株的产气特性，分离得到的目标菌株具有

显著的厌氧特征，其应用受到限制，导致转化 TSNA
能力较差。本研究中复筛采用紫外分光光度法检测

硝酸盐及亚硝酸盐转化能力，此定量检测方法科学

可靠。因此菌株转化硝酸盐与亚硝酸盐的检测分析

宜采用紫外分光光度法。
与邵晴

［28］
等报 道 的 好 氧 反 硝 化 细 菌 在 稳 定 生

长期基本停止对硝酸盐转化的结论不符，菌株 AS97
在生长过程中一直保持着对氮源的有效利用。可能

是由于 AS97 的 生 长 繁 殖 速 度 快，对 硝 态 氮 的 利 用

能力较强所致。本研究确定菌株最佳接种量、培养

温度及 pH 值分别是 5%、30℃ ( 相 对 湿 度 60% ) 及

7. 0，因发酵受到多种因子的控制，AS97 喷施烟叶后

的最佳发酵条件需要进一步的研究和探索。
TSNA 的国标检测方法是气象色谱配热能自动
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分析仪(GC /TEA)。Burton 等
［10］

在早期即采用热能

自动分析仪检测烟草中含有的微量亚硝胺类物质。
但 TEA 维护费昂贵，程序复杂，目前国内能独 立 完

成检测的单位很少。近年来随着色谱技术的发展，

LC /MS-MS 及 GC /NDP 检测法也得到一定的推广和

应 用，Dominique 及 Rickert 等
［13 － 14］

均 已 成 功 采 用

LC /MS-MS 法 检 测 到 了 TSNA。本 试 验 中 即 采 用

LC /MS-MS 法 检 测 烟 叶 中 TSNA 的 含 量，并 成 功 检

测到含量极微的 NAB 及 NAT。此方法回收率与重

复率均较高，检测精确，易于操作，是目前 TSNA 较

为理想的检测方法之一。
烟叶中主要致癌物质 NNK 和 NNN 的含量显著

降低，表 明 菌 株 AS97 对 亚 硝 胺 类 物 质 具 有 稳 定 高

效的降解能力。相关性 分 析 与 Burton 等
［10］

报 道 一

致，烤烟中硝 酸 盐、亚 硝 酸 盐 与 TSNA 的 含 量 ( P ＞
0. 01) 呈极显著相关。即醇化烟叶中硝酸盐与亚硝

酸盐是 TSNA 的 主 要 前 体 物 质，为 TSNA 的 形 成 途

径进一步奠定了理论基础。
1999 年英国 Star Scientific，Inc. 研发出一种有

效阻止 TSNA 形 成 的 调 制 技 术，已 成 功 应 用 于 白 肋

烟的生产。其原理可能是在烟叶调制过程中通过特

殊无氧处理 与 微 波 灭 菌 技 术，杀 死 微 生 物
［1］，在 不

影响烟草品质 的 同 时，达 到 减 少 或 防 止 TSNA 形 成

的目的。本研究在醇化烟叶表面筛选亚硝胺类物质

转化 率 高 的 优 势 菌 株，施 用 于 调 制 烤 烟 中，降 低

TSNA 的含量。其试验原理同 Star Scientific，Inc． 相

似，也进一步说 明 TSNA 的 形 成 离 不 开 微 生 物 与 亚

硝胺类物质的相互作用。
白 肋 烟 中 分 离 得 到 的 内 生 细 菌 Agrobacterium

tumefaciens 对 TSNA 有 较 强 转 化 能 力
［22］，本 研 究 首

次于云南玉溪醇化烟叶表面分离筛选到对 TSNA 有

显著转化能力的菌株 AS97 Pseudomonas fluorescens。
这与 Chen 和邱立友等

［29 － 30］
关于假单胞菌是醇化烟

叶表面微生物 的 优 势 菌 群，且 具 有 转 化 TSNA 潜 力

的报道相符。由此推断因白肋烟与烤烟栽培和调制

方式存在的差异，导致其表面优势微生物类群亦存

在一定差异。硝酸盐转化率高的混菌悬液可能是降

低 烟 叶 中 有 害 物 质 的 更 佳 途 径。菌 株 AS97 转 化

TSNA 的生物活性可以通过改变发酵条件、共培养、
理化诱变及分子生物学技术等得到提高。

醇 化 烟 叶 表 面 微 生 物 资 源 具 有 较 大 的 应 用 潜

力。高效转化 TSNA 菌株 AS97 的分离筛选、鉴定及

初步应用研究，填补了国内醇化烟叶表面微生物资

源开发的空白。为充分利用醇化烟叶表面减害微生

物提供了理论及技术依据。
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Identification and primary application of TSNA degrading
bacterial strain AS97 isolated from aging tobacco leaves

Hongying Shan1，Dexin Chen2，Jing Li1，Taichun Chen1，Huaixi Hu3，Zhigang Guo3，

Derong An 1*

1 College of Plant Protection，Shaanxi Key Laboratory of Molecular Biology for Agriculture，Northwest A＆F University，

Yangling 712100，China
2 Qingzhou Tobacco Research Institute of China National Tobacco Crop，Qingdao 266001，China
3 China Tobacco Shaanxi Industrial CO． LTD，Xi'an 710000，China

Abstract:［Objective］ The purpose of this work was to screen strains having tobacco-specific nitrosamines ( TSNA)

deteriorating activity， isolated from the inner and superficial of tobacco plants． Then strain AS97 was isolated and
identified for further application． ［Methods］ Strain AS97，with the highest conversion ability against both nitrate and
nitrite，was screened by enrichment and selective medium． The strain was identified by morphological，physio-biochemical
characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis． The concentration of 4-( methylnitrosamino )-1-( 3-pyridy )-1-
butanone ( NNK ) ， N-nitrosonicotine ( NNN ) ， N-nitrosoanatabine ( NAT ) and N-nitrosoanabasine ( NAB ) were
determined by LC-MS /MS． The fermentation broth of strain AS97 was spraied on the leaves of tobacco to define inoculum
concentration and fermentation condition． ［Results］AS97 was identified as Pseudomonas fluorescens (Genbank accession
number: JF 449445) ． Under the optimal growth conditions with inoculum concentration of 5% ，at 30℃ for 10 d，AS97
had high biological activity against NNK and NNN with a degradation rate of 59. 08% and 38. 79% ，respectively． The
correlation analysis displayed a pronounced correlation( p ＞ 0. 01) among the concentration of nitrate，nitrite and TSNA．
Furthermore，the results also exhibited that nitrate and nitrite were antecedent substance of TSNA． ［Conclusion］ These
results indicated that Pseudomonas fluorescens AS97 could be a promising microorganism in the practice of non-harmful
cigarette production．
Keywords: aging tobacco，tobacco-specific nitrosamines ( TSNA) ，strain AS97，Pseudomonas fluorescens，isolation and
identification
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