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研究报告 

我国典型湿热地区变质烟用香精中腐败微生物的多样性分析 
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摘  要：【背景】烟用香精是卷烟生产中的重要辅料，有些香精，特别是剩余的加料香精在运输和储

存等过程中可能污染微生物，引起腐败变质发生。【目的】分析变质烟用香精中腐败微生物的群落多

样性，确定引起加料香精变质的主要腐败微生物。【方法】采用稀释平板法，对我国典型湿热地区云

南、福建和广西三地变质加料香精样品中的污染细菌、霉菌或酵母进行分离，分析其 16S rRNA、ITS

或 26S rRNA 基因序列，并通过反证试验确定引起变质的主要腐败微生物。【结果】所考察 3 个典型

湿热地区变质加料香精存在不同程度的细菌、霉菌或酵母污染，其中细菌污染最为普遍。分离的 76 株污

染细菌分布在 2 门 4 纲 5 目 10 科 15 属，细菌的群落多样性比较丰富，其中雷尔氏菌属(Ralstonia)、

柠檬酸杆菌属(Citrobacter)、肠杆菌属(Enterobacter)及芽孢杆菌属(Bacillus)是优势菌群；9 株霉菌分布

在子囊菌门(Ascomycota)的 3 纲 6 属，每个属分离到 1−2 株霉菌；42 株酵母分布在子囊菌门的 6 个属，

其中毕赤酵母属(Pichia)、细枝钩酵母菌属(Wickerhamomyces)及酵母菌属(Saccharomyces)是优势菌群。

云南和福建两地样品的细菌菌群组成明显多于广西，广西样品的霉菌菌群组成以及福建样品的酵母菌

群组成均分别多于其余两地。反证试验结果显示，柠檬酸杆菌属、肠杆菌属、芽孢杆菌属、雷尔氏菌

属和毕赤酵母属是引起烟用加料香精变质的主要腐败微生物。【结论】变质加料香精中污染微生物菌

群组成及腐败微生物确定的研究将有助于我国湿热地区香精香料中污染微生物的控制和腐败变质的

预防。 
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Abstract: [Background] Tobacco flavor is an important auxiliary material in cigarette production. Microbial 
contamination usually occurs in the processes of transportation and storage of tobacco flavor, especially the 
residual casing, which could cause spoilage of tobacco flavor. [Objective] To investigate the diversity of 
spoilage microorganisms in the deteriorated tobacco flavor and identify the main spoilage microorganisms 
causing the deterioration of tobacco flavor. [Methods] Dilution plate counting method was applied to 
monitor the microbial composition of the deteriorated tobacco flavor from Yunnan, Fujian and Guangxi of 
typical hot-humid areas in China, and then the 16S rRNA, ITS or 26S rRNA genes of the isolates were 
sequenced. Furthermore, verifiable experiments were used to identify the main spoilage microorganisms 
causing deterioration of the tobacco flavor. [Results] The tobacco flavor samples from the three typical 
hot-humid areas in China were with different degree of bacteria, molds or yeasts contamination, and the 
bacterial contamination was the most common. A total of 76 bacterial strains, 9 fungal strains and 42 yeast 
strains were isolated. The 76 bacterial strains were distributed in 2 phyla, 4 classes, 5 orders, 10 families and 
15 genera. Ralstonia, Citrobacter, Enterobacter and Bacillus were the dominant genera. The 9 fungal strains 
were distributed in 3 classes and 6 genera of the Ascomycota phyla, with 1−2 fungal strains belonging to each 
genus. The 42 yeast strains were distributed in 6 genera of Ascomycota. Pichia, Wickerhamomyces and 
Saccharomyces were the dominant genera. The bacterial composition of Yunnan and Fujian samples was 
obviously more than that in Guangxi. The fungal composition of Guangxi and yeasts’ composition of Fujian 
were more than those in the other two sites, respectively. The verifiable experiment results showed 
Citrobacter, Enterobacter, Bacillus, Ralstonia and Pichia were the main spoilage microorganisms in the 
tobacco flavor samples. [Conclusion] The study on the composition of contaminated microorganisms and the 
confirmation of spoilage microorganisms in the deteriorated tobacco flavors could help to control the 
contamination of microorganisms and the spoilage of tobacco flavors in hot-humid areas in China. 

Keywords: Tobacco flavor, Spoilage microorganisms, Diversity, Community structure, Verifiable experiment 

烟用香精由多种香料、适量溶剂和其他成分等

调配而成[1-3]，是卷烟生产加工过程中的重要辅料，

具有改进烟草气味、增加韧性、提高保润性、改善

燃烧性和减少碎损等作用，是构成卷烟产品品牌风

格的重要因素[4-6]。卷烟生产过程中，有些烟用香

精，特别是加料香精因含有大量水分以及糖类等物

质[7-9]，其质量稳定性较差且控制难度大[10]，易污

染微生物而产生发酸发臭等现象[11]，保质期非常

短，变质香精作报废处理，给企业造成了双重的经

济损失。目前，这类烟用加料香精主要采用现用现

配或浓缩处理的方法，通过尽量缩短存放时间或降

低水活度以减少变质发生。但在企业实际生产过程

中，因多地联营加工和生产计划调整等原因，不可

避免地存在烟用香精的剩余和储存等情况，较长时

间的存放过程中加料香精的腐败变质风险大。此

外，加料香精的加工使用量较大，其变质防控成为

企业急需解决的重要问题。 

加料香精的腐败变质问题在我国湿热地区相

对较为易发，主要表现为变质发生较快。有关烟用

香精变质原因的报道较少，仅见张丽娜等考察了生
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产退回烟用香精香料中菌落和霉菌总数变化[11]及

党立志等对变质香精香料浓缩液和烟用底料进行

了细菌和霉菌等的分离鉴定[12-13]。但果汁、奶制品、

豆制品、酒类、食醋和酱油等食品的腐败微生物研

究较多[14-16]。例如，黄宝莹研究表明枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)等 4 种芽孢杆菌是引起绿豆黄豆浆

变质的主要腐败菌[17]；刘文容等分析乳酸杆菌属

(Lactobacillus)是酸败黄酒中的主要污染微生物，并

进一步验证耐酸乳杆菌(L. acetotolerans)和食果糖

乳杆菌(L. fructivorans)是导致黄酒酸败的主要微生

物 [18] ； Júnior 等 研 究 发 现 地 衣 芽 孢 杆 菌 (B. 
licheniformis)是原料奶中最常见的污染微生物[19]。

引起烟用香精变质的主要腐败微生物及其致腐败

能力尚未见相关报道。本文以云南、福建和广西

3 个典型湿热地区企业变质烟用香精为研究对象，

采用选择性培养基分析了变质香精中微生物的菌

群组成，对分离纯化的细菌、霉菌和酵母进行了序

列鉴定和系统发育分析，并通过反证试验确定了引

起加料香精变质的腐败微生物，为烟用香精变质的

原因分析及污染微生物的控制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  变质香精 

我国南方地区的夏季雨量相对较多，温度相对

较高，属于湿热地区。本文以广西、福建、云南三

地作为我国的典型湿热地区。在该 3 个地区较为湿

热的 6 月中旬，自企业采集变质烟用加料香精，这

些变质香精均为生产剩余且存放时间较长、作报废

处理的废液，主要表现为表层有菌膜、产生气泡、有

酸臭气味等，其中自云南收集 7 个样品，福建 6 个，

广西 2 个。 

1.1.2  培养基及主要试剂和仪器 

平板计数琼脂(PCA)培养基和孟加拉红培养

基，北京陆桥技术股份有限公司；胰蛋白大豆琼脂

(TSA)培养基和沙氏葡萄糖琼脂(SDA)培养基，BD

公司；酵母浸出粉胨葡萄糖琼脂(YPD)培养基，青

岛海博生物技术有限公司；无菌磷酸缓冲液(pH 

7.0−7.2)，HyClone 公司。超净工作台，苏州安泰空

气技术有限公司；电子天平，Mettler Toledo 公司；

隔水式恒温培养箱，广州永程科学设备有限公司；

恒温水浴摇床，VIVO 公司；高压蒸汽灭菌锅，ALP

公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  微生物的计数 

准确量取 10 mL 变质香精样品，置于盛有 90 mL

无菌磷酸缓冲液的无菌三角瓶内，充分振荡混匀，

制成 1:10 的样品匀液，然后吸取 1 mL 上述样品匀

液，依次配制成 10 倍比稀释样品匀液。参照食品

微生物学检验标准方法[20-21]进行烟用香精中细菌、

霉菌及酵母的计数，其中细菌计数采用 PCA 培养

基参照 GB 4789.2 进行[20]，霉菌和酵母计数采用孟

加拉红培养基参照 GB 4789.15 进行[21]，每个稀释

度做两个平皿。 

1.2.2  微生物的分离、纯化和鉴定 

微生物的分离采用稀释涂布平板法进行，香精

菌悬液按照 1.2.1 制备。取上述不同稀释倍数的菌

悬液 100 μL，分别涂布于 TSA、SDA 和 YPD 培养

基上，每个稀释度做 3 个平皿。TSA 平板置于 36 °C

条件下培养，主要用于细菌的分离；SDA 平板于

28 °C 培养，主要用于霉菌的分离；YPD 平板于

30 °C 培养，主要用于酵母的分离。定期观察上述

平板上微生物的生长状况，根据菌落形态特征对菌

株进行归类和数量统计，确定优势菌群[22-23]。 

参照倪红梅等[24]进行细菌、霉菌和酵母的纯化

和形态类群划分，每个形态类群提取 1 个单菌落进

行序列测定。参照苗翠苹[25]分别进行细菌、霉菌和

酵母基因组 DNA 的提取，送至深圳华大基因科技

有限公司完成 PCR 扩增和测序。细菌 16S rRNA 基

因序列的扩增引物是 20F (5ʹ-AGAGTTTGATCCTG 

GCTCAG-3ʹ)和 1500R (5ʹ-GGTTACCTTGTTACGA 

CT-3ʹ)[26]；霉菌 ITS 基因序列的扩增引物是 ITS1 

(5ʹ-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3ʹ)和 ITS4 (5ʹ-TC 

CTCCGCTTATTGATATGC-3ʹ)[27]；酵母 26S rRNA 

D1/D2 基因序列的扩增引物是 NL1 (5ʹ-GCATATCA 
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ATAAGCGGAGGAAAAG-3ʹ)和 NL4 (5ʹ-GGTCCGT 

GTTTCAAGACGG-3ʹ)[28]。 

1.2.3  系统发育分析 

测定的基因序列经过校正后，霉菌和酵母基因

序列在国际核苷酸序列数据库 GenBank (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)、细菌基因序列在

EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/)中分别进

行同源性比对，获得相似性最高的菌株序列。将霉

菌 ITS、酵母 26S rRNA 和细菌 16S rRNA 基因的校

正序列和获得的同源序列采用 ClustalX 1.8 软件进

行多重序列比对，然后采用 MEGA 6.0 软件基于

Neighbor-Joining 法构建系统发育树[29-30]。 

1.2.4  反证试验 

参照史振霞等[31]将分离获得的菌株接种至无

菌烟用香精中开展反证试验，考察所分离菌株对烟

用香精的致腐败能力。在超净工作台中，将新鲜调

配的加料香精用 0.22 μm 一次性无菌滤膜过滤处理

后获得无菌香精，分装至 500 mL 无菌试剂瓶内，

300 mL/瓶。将分离纯化获得的菌株采用相应的液体

培养基活化后，接种至含无菌香精的试剂瓶中，接

种量 1% (体积比)，每个菌株接种 3 个试剂瓶，接

种后密封静置于 36 °C 恒温培养箱，每天观察一次，

放置 10 d。以未接菌的香精为对照，参照 YC/T 164

评定接菌香精的色泽、香气、香味和形态 4 个感官

指标[4]；参照模糊评价法计算得到香精样品的感官

综合得分，低于 6 分时判定样品发生变质[32]。 

2  结果与分析 

2.1  变质香精中微生物的菌群组成 

所考察变质香精均为调配生产后的加料香精

废液，含有大量水分及糖类等营养物质，水活度 Aw

均为 1.0，含糖量在 0.05%−9.76%之间。采用 PCA

培养基和孟加拉红培养基对云南、福建和广西三地

15 个变质香精中微生物菌群组成分析结果显示，所

考察变质香精存在不同程度的细菌、霉菌或酵母污

染，污染微生物总量(细菌、霉菌和酵母三类污染微

生物的总量)在 7.81−19.92 lgCFU/mL 之间。不同地

区的变质香精间污染微生物的总量存在差异。云南

和广西两地变质香精中污染微生物总量均高于

10.00 lgCFU/mL，福建 6 个变质香精中有 3 个的微

生物污染总量低于 10.00 lgCFU/mL。 

所考察变质香精中污染微生物的菌群组成存

在差异。所考察变质香精均存在细菌污染，污染

量在 1.00−9.20 lgCFU/mL 之间，细菌污染最为普

遍；其次是酵母，有 13 个变质香精存在酵母污

染 ， 占 所 考 察 样 品 总 数 的 86.67%， 污 染 量 在

3.54−8.07 lgCFU/mL 之间；存在霉菌污染的样品

有 11 个，占所考察样品总数的 73.33%，污染量在

2.00−6.81 lgCFU/mL 之间。不同地区变质香精的污

染微生物菌群组成也不同(表 1)。云南 7 个变质香精

均存在细菌和酵母污染，除 1 个样品外其余均存在

霉菌污染；福建变质香精有 1 个样品没有检出霉菌

污染，2 个样品没有检出酵母污染；广西 2 个变质

香精均没有检出霉菌污染。 

2.2  污染细菌的分离鉴定和系统发育分析 

采用 TSA 培养基从 15 个变质香精中分离并

纯化得到 76 株细菌，这些细菌 16S rRNA 基因序列

的测定和比对分析结果显示，云南、福建和广西三

地变质香精中 76 株纯培养细菌分布在 2 门 4 纲 5 目

10 科 15 属(表 2)，污染细菌的群落多样性比较丰富。

其中，58 株细菌属于变形菌门(Proteobacteria)，占

分离细菌总数的 76.32%。变形菌门菌株在纲、目、

科和属等分类水平上的多样性较为丰富，包括 3 纲

3 目 6 科 11 属。其余 18 株属于厚壁菌门(Firmicutes)，

占总数的 23.68%，分布在 1 纲 2 目 4 科 4 属。在纲

分类水平上，γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria)有

34 株，占 44.74%；β-变形菌纲(Betaproteobacteria)有

22 株，占 28.95%；芽孢杆菌纲(Bacilli)有 18 株，占

23.68%；α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)有 2 株，占

2.63%。在目分类水平上，肠杆菌目(Enterobacterales)

和伯克氏菌目(Burkholderiales)为优势目，分别有

34 株和 22 株，分别占 44.74%和 28.95%；其次是芽

胞杆菌目(Bacillales)、乳杆菌目(Lactobacillales)，

各有 9 株；仅有 2 株属于红螺菌目(Rhodospirillales)。

在科分类水平上，肠杆菌科(Enterobacteriaceae)有 
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表 1  变质香精中微生物的菌群组成 
Table 1  Microbial compositions of the deteriorated tobacco flavor samples 

采样地 

Sites 

样品编号 

Samples 

细菌 

Bacteria (lgCFU/mL) 

霉菌 

Molds (lgCFU/mL) 

酵母 

Yeasts (lgCFU/mL) 

微生物总量 

Microorganisms (lgCFU/mL)

云南 

Yunnan 

1# 5.60 6.34 6.48 18.42 
2# 6.59 6.28 6.15 19.02 
3# 7.42 0.00 7.04 14.46 
4# 7.72 6.72 5.48 19.92 
5# 8.00 2.00 7.00 17.00 
6# 4.49 2.85 3.54 10.88 
7# 9.20 2.30 3.92 15.42 

福建 

Fujian 

8# 6.30 5.44 6.04 17.78 
9# 1.00 6.81 0.00 7.81 

10# 3.57 5.16 0.00 8.73 
11# 6.61 4.70 8.07 19.38 
12# 1.70 0.00 6.15 7.85 
13# 6.32 3.00 6.19 15.51 

广西 

Guangxi 

14# 5.24 0.00 5.86 11.10 

15# 6.56 0.00 7.13 13.69 
 

表 2  变质香精中细菌的菌群组成 
Table 2  Composition of cultured bacteria isolated from the deteriorated tobacco flavor samples 

门 Phylum 纲 Class 目 Order 科 Family 属 Genus 

变形菌门 

Proteobacteria 
(58) 

γ-变形菌纲 

Gammaproteobacteria 
(34) 

肠杆菌目 

Enterobacterales (34) 

肠杆菌科 

Enterobacteriaceae 
(33) 

肠杆菌属 

Enterobacter (14) 
柠檬酸杆菌属 

Citrobacter (15) 
克雷伯氏菌属 

Klebsiella (2) 
勒克氏菌属 

Leclercia (2) 
耶尔辛氏菌科 

Yersiniaceae (1) 

沙雷氏菌属 

Serratia (1) 
β-变形菌纲 

Betaproteobacteria (22) 

伯克氏菌目 

Burkholderiales (22) 

伯克氏菌科 

Burkholderiaceae (20) 

雷尔氏菌属 

Ralstonia (16) 
伯克氏菌属 

Burkholderia (3) 
副伯克氏菌属 

Paraburkholderia (1) 
丛毛单胞菌科 

Comamonadaceae (1) 

代尔夫特菌属 

Delftia (1) 
Oxalobacteraceae (1) 草螺菌属 

Herbaspirillum (1) 
α-变形菌纲 

Alphaproteobacteria (2) 

红螺菌目 

Rhodospirillales (2) 

醋酸杆菌科 

Acetobacteraceae (2) 

葡糖杆菌属 

Gluconobacter (2) 
厚壁菌门 

Firmicutes 
(18) 

芽孢杆菌纲 

Bacilli (18) 

芽胞杆菌目 

Bacillales (9) 

芽孢杆菌科 

Bacillaceae (8) 

芽孢杆菌属 

Bacillus (8) 
类芽孢杆菌科 

Paenibacillaceae (1) 

类芽孢杆菌属 

Paenibacillus (1) 
乳杆菌目 

Lactobacillales (9) 

明串珠菌科 

Leuconostocaceae (2) 

明串珠菌属 

Leuconostoc (2) 
链球菌科 

Streptococcaceae (7) 

乳球菌属 

Lactococcus (7) 
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33 株；伯克氏菌科(Burkholderiaceae)有 20 株；芽

孢 杆 菌 科 (Bacillaceae) 有 8 株 ； 链 球 菌 科

(Streptococcaceae) 有 7 株 ； 属 于 耶 尔 辛 氏 菌 科

(Yersiniaceae)、丛毛单胞菌科(Comamonadaceae)、

Oxalobacteraceae、醋酸杆菌科(Acetobacteraceae)、

类 芽 孢 杆 菌 科 (Paenibacillaceae) 及 明 串 珠 菌 科

(Leuconostocaceae)的较少，仅各有 1−2 株。 

76 株细菌在属分类水平上的分布见图 1，主要

分 布 在 雷 尔 氏 菌 属 (Ralstonia) 、 柠 檬 酸 杆 菌 属

(Citrobacter)、肠杆菌属(Enterobacter)、芽孢杆菌属

(Bacillus)、乳球菌属 (Lactococcus)、伯克氏菌属

(Burkholderia)、勒克氏菌属(Leclercia)、克雷伯氏菌

属(Klebsiella)、葡糖杆菌属(Gluconobacter)、明串珠

菌属(Leuconostoc)、沙雷氏菌属(Serratia)、类芽孢

杆菌属(Paenibacillus)、草螺菌属(Herbaspirillum)、

副伯克氏菌属(Paraburkholderia)、代尔夫特菌属

(Delftia)等 15 个属。其中雷尔氏菌属、柠檬酸杆

菌属、肠杆菌属和芽孢杆菌属是优势菌群，分别

占分离细菌总数的 21.05%、19.74%、18.42%和

10.53%。 

采用 ClustalX 1.8 软件对菌株 16S rRNA 基因序

列进行多重比对后，用 MEGA 6.0 构建系统发育树，

进行 1 000 次 Bootstrap 统计学检验，结果见图 2。

系统发育分析结果显示，三地变质香精中污染细菌

聚类为 2 个大分支：I 分支和 II 分支。I 分支为变

形菌门，包括 I-1、I-2 和 I-3 亚分支，分别为纲分

类水平的 γ-变形菌纲、β-变形菌纲和 α-变形菌纲。

II 分支为厚壁菌门，由纲分类水平的芽孢杆菌纲

组成，在目分类水平上由芽胞杆菌目和乳杆菌目

组成。 

2.3  污染霉菌的分离鉴定和系统发育分析 

采用选择性培养基 SDA，从变质香精中分离并

纯化得到 9 株霉菌，这些菌株 ITS 基因序列的测定

和比对结果(图 3)显示，9 株菌均分布在子囊菌门

(Ascomycota)，其中粪壳菌纲(Sordariomycetes)有 3 株，

散 囊 菌 纲 ( E u ro t i o m y c e t e s )  5 株 ， 座 囊 菌 纲

(Dothideomycetes) 1 株。采用 ClustalX 1.8 软件进行

菌株 ITS 序列的多重比对后，用 MEGA 6.0 构建系

统发育树的结果显示，变质香精中污染真菌聚类为

3 个大分支：I、II 和 III 分支，分别为粪壳菌纲、

座囊菌纲和散囊菌纲。 I 分支包括丽球壳菌目

(Calosphaeriales) 2 株和毛孢壳目(Coniochaetales)  

 

 
 

图 1  76 株细菌在属分类水平的分布 
Figure 1  The distribution of 76 bacterial strains from tobacco flavor in genus 
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图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的变质香精中污染细菌的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of bacteria from the deteriorated tobacco flavor samples based on 16S rRNA gene sequences 
注：括号内为 NCBI GenBank 登录号；分支点上的数字为 Neighbor-Joining 法的 Bootstrap 值(1 000 次重复)；标尺表示每个核苷

酸位置置换率. 下同.  
Note: NCBI GenBank accession numbers are presented in parentheses. Numbers at nodes indicate the levels of bootstrap support based 
on Neighbor-Joining analysis of 1 000 replications. Bar: Substitutions per nucleotide position. The same below. 
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图 3  基于 ITS 基因序列构建的变质香精中污染霉菌的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of molds from the deteriorated tobacco flavor samples based on ITS gene sequences 

 
1 株；II 分支仅有格孢腔菌目(Pleosporales) 1 株；III

分支刺盾炱菌目(Chaetothyriales) 2 株和散囊菌目

(Eurotiales) 3 株。 

在属分类水平上，9 株霉菌主要分布在歪嘴座

壳属(Pleurostoma)、毛孢壳属(Coniochaeta)、外瓶

霉菌属(Exophiala)、青霉属(Penicillium)、丝衣霉属

(Byssochlamys)、附球菌属(Epicoccum)等 6 个属，每

个属分离到 1−2 株菌。 

2.4  污染酵母的分离鉴定和系统发育分析 

采用 YPD 培养基分离并纯化得到 42 株酵母，

26S rRNA D1/D2 基因序列的测定和比对结果(图 4)

显示，这些菌株分布在子囊菌门的 6 个属，分别是

假 丝 酵 母 菌 属 (Candida) 、 德 巴 利 酵 母 属

(Debaryomyces)、酵母菌属(Saccharomyces)、毕赤

酵母属(Pichia)、欧伽塔酵母菌属(Ogataea)、细枝钩

酵母菌属(Wickerhamomyces)。其中毕赤酵母属、细

枝钩酵母菌属及酵母菌属是优势菌群，毕赤酵母属

有 14 株，占分离酵母总数的 33.33%；细枝钩酵母

菌属 12 株，占 28.57%；酵母菌属 9 株，占 21.43%。

其余欧伽塔酵母菌属、假丝酵母菌属和德巴利酵母

属 3 个属分别有 4、2 和 1 株。 

菌株 26S rRNA D1/D2 序列经 ClustalX 1.8 软件

多重比对和MEGA 6.0软件系统发育树分析结果显示，

变质香精中污染酵母聚类为 4 个大分支：I、II、III

和 VI 分支。I 分支为酵母菌科(Saccharomycetaceae)，

包 括 酵 母 菌 属 ； II 分 支 为 德 巴 利 酵 母 菌 科

(Debaryomycetaceae)，包括假丝酵母菌属和德巴利

酵母属；III 分支为发夫酵母菌科(Phaffomycetaceae)，

包括细枝钩酵母菌属；VI 分支为毕赤酵母菌科

(Pichiaceae)，包括毕赤酵母属和欧伽塔酵母菌属。 

2.5  变质香精中污染微生物的菌群差异 

所考察的 15 个变质加料香精中，2 个广西样品

的含糖量分别是 9.76%和 8.19%，其余 7 个云南和

6 个福建样品的含糖量在 0.05%−1.99%之间，明显

低于广西样品。进一步对三地变质香精中微生物的

菌群组成分析结果(表 3)显示，自云南样品分离到细

菌 10 个属、霉菌 2 个属和酵母 3 个属，福建样品

细菌 11 个属、霉菌 1 个属和酵母 6 个属，广西样

品细菌 3 个属、霉菌 4 个属和酵母 3 个属。云南和

福建两地变质香精样品中细菌的菌群组成(分别是

10、11 个属)明显多于广西(3 个属)，三地样品均分

离到肠杆菌属、柠檬酸杆菌属、芽孢杆菌属菌株。

自广西变质香精中分离到的霉菌菌群组成数量(4 个

属)多于其余两地(分别是 2、1 个属)，福建样品中

酵母菌群组成数量(6 个属)多于其余两地(分别均是

3 个属)。 
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图 4  基于 26S rRNA D1/D2 基因序列构建的变质香精中污染酵母的系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree of yeasts from the deteriorated tobacco flavor samples based on 26S rRNA D1/D2 gene sequences 
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表 3  三地变质香精中微生物的菌群组成 
Table 3  Composition of cultured microorganisms isolated from the deteriorated tobacco flavor samples in the three areas 
采样地 

Sites 

细菌 

Bacteria 

霉菌 

Molds 

酵母 

Yeasts 

云南 

Yunnan 

肠杆菌属、柠檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属、勒克氏

菌属、雷尔氏菌属、葡糖杆菌属、芽孢杆菌属、类

芽孢杆菌属、明串珠菌属、乳球菌属(10 个) 

Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Leclercia, 
Ralstonia, Gluconobacter, Bacillus, Paenibacillus, 
Leuconostoc, Lactococcus (10 strains) 

毛孢壳属、青霉属(2 个) 

Coniochaeta, Penicillium  
(2 strains) 

假丝酵母菌属、酵母菌属、毕赤酵母

属(3 个) 

Candida, Saccharomyces, Pichia  
(3 strains) 

福建 

Fujian 

肠杆菌属、柠檬酸杆菌属、勒克氏菌属、沙雷氏菌

属、雷尔氏菌属、伯克氏菌属、副伯克氏菌属、代尔

夫特菌属、草螺菌属、芽孢杆菌属、乳球菌属(11 个)

Enterobacter, Citrobacter, Leclercia, Serratia, 
Ralstonia, Burkholderia, Paraburkholderia, Delftia, 
Herbaspirillum, Bacillus, Lactococcus (11 strains) 

歪嘴座壳属(1 个) 

Pleurostoma (1 strain) 

假丝酵母菌属、德巴利酵母属、酵母

菌属、毕赤酵母属、欧伽塔酵母菌属、

细枝钩酵母菌属(6 个) 

Candida, Debaryomyces, 
Saccharomyces, Pichia, Ogataea, 
Wickerhamomyces (6 strains) 

广西 

Guangxi 

肠杆菌属、柠檬酸杆菌属、芽孢杆菌属(3 个) 

Enterobacter, Citrobacter, Bacillus (3 strains) 

外瓶霉菌属、青霉属、附球菌

属、丝衣霉属(4 个) 

Exophiala, Penicillium, Epicoccum, 
Byssochlamys (4 strains) 

德巴利酵母属、酵母菌属、毕赤酵母

属(3 个) 

Debaryomyces, Saccharomyces, Pichia
(3 strains) 

 
2.6  反证试验结果 

将分离获得的 76 株细菌、9 株霉菌和 42 株酵

母进行反证试验。图 5 结果显示，在第 3 天时，引

起香精变质的细菌有 27 株，酵母有 3 株，其中芽

孢杆菌属和柠檬酸杆菌属各 6 株，肠杆菌属和乳球

菌属各 5 株，葡糖杆菌属、雷尔氏菌属、勒克氏菌

属、沙雷氏菌属和明串珠菌属各 1 株，细枝钩酵母

菌属、酵母菌属和毕赤酵母属各 1 株；至第 10 天

时，有 65 株菌引起香精变质，其中细菌 44 株、

霉菌 3 株和酵母 18 株，主要分布是柠檬酸杆菌属

10 株，肠杆菌属 9 株，芽孢杆菌属和雷尔氏菌属各

6 株，乳球菌属 5 株，葡糖杆菌属 2 株，伯克氏菌

属、勒克氏菌属、克雷伯氏菌属、沙雷氏菌属、类芽

孢杆菌属和明串珠菌属各 1 株，附球菌属 1 株，青霉

属 2 株，毕赤酵母属 7 株，酵母菌属 5 株，细枝钩

酵母菌属 3 株，假丝酵母菌属 2 株，欧伽塔酵母菌

属 1 株。因此，引起所考察加料香精变质的腐败微

生物主要是柠檬酸杆菌属、肠杆菌属、芽孢杆菌属、

雷尔氏菌属和毕赤酵母属，分别占香精腐败微生物

总数(65 株)的 15.38%、13.85%、9.23%、9.23%和

10.77%。 

3  讨论与结论 

调配生产后的烟用香精不可避免地存在储存

和运输等环节，在这些过程中容易受到微生物的污

染而引起变质，其中细菌和霉菌是主要的污染微生

物[11-13]。本文选取云南、福建和广西 3 个典型湿热

地区企业的变质香精，较为深入、系统地分析了变

质香精中微生物的菌群组成、菌群分布和主要腐败

菌。结果表明，所考察变质香精存在不同程度的细

菌、霉菌或酵母污染，细菌污染最为普遍，其次是

酵母和霉菌污染，与张丽娜等对生产退回料液、党

立志等对变质香精香料浓缩液和烟用底料的研究

结果基本一致[11-13]。食品等工业领域的大量研究结果

显示，细菌、霉菌和酵母等是主要污染微生物[33-36]。

本研究自变质香精中分离得到的 127 株污染微生物

中，细菌 76 株、霉菌 9 株、酵母 42 株。 

所考察变质香精中，污染细菌的菌群多样性较

为丰富，分布在 2 门 4 纲 5 目 10 科 15 属，其中雷

尔氏菌属、柠檬酸杆菌属、肠杆菌属及芽孢杆菌属

是优势菌群。雷尔氏菌属是导致烟草等茄科植物青

枯病的重要病原细菌之一[37]，推测烟用香精中该属

细菌可能来自烟叶。柠檬酸杆菌属、肠杆菌属和芽 



米其利等: 我国典型湿热地区变质烟用香精中腐败微生物的多样性分析 2131 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 
图 5  可引起香精变质的 65 株腐败微生物的分布 
Figure 5  The distribution of 65 spoilage microorganisms in tobacco flavor samples 

 
孢杆菌属细菌是水果、果汁、果酱、牛乳、鱼、肉

和蛋类等产品的主要污染菌[38-41]。霉菌分布在子囊

菌门的歪嘴座壳属、毛孢壳属等 6 个属，每个属分

离到 1−2 株；酵母分布在子囊菌门的假丝酵母菌属、

德巴利酵母属等 6 个属，其中毕赤酵母属、细枝钩

酵母菌属及酵母菌属是优势菌群。这些霉菌和酵母

大多都是食品及其加工领域的主要污染或发酵真

菌，例如青霉属是番茄酱、月饼、水果等产品及其

加工工业的主要污染菌[33,42]，丝衣霉属是果汁的主

要污染菌[43]，毕赤酵母属、假丝酵母菌属及酵母菌

属是奶制品、水果、蔬菜、饮料及高盐或糖浓度产

品等的污染菌[44]，附球菌属是绍兴黄酒的优势发酵

菌[45]。三地变质香精样品中微生物的菌群组成存在

明显差异，推测主要与样品成分、生产工艺及储存

条件等有关。 

烟用香精变质状况调研结果显示，易变质香精

主要集中在含水量较高且含糖等物质的生产剩余

加料香精，在湿热地区和季节的储运环节时有发

生。柠檬酸杆菌属、肠杆菌属、芽孢杆菌属、雷尔

氏菌属和毕赤酵母属是引起加料香精变质的主要

腐败微生物，这些微生物也是导致果汁、乳制品、

饮料、罐头及豆腐等食品及其加工领域的重要常见

腐败菌[33-44]。本研究结果将为企业进行腐败微生物

的溯源分析和腐败变质的针对性防控提供参考。 
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