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研究报告 

烟叶陈化过程可培养微生物的生态功能 
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1 贵州大学生命科学学院生态系  贵州 贵阳  550025 

2 上海烟草集团有限责任公司  上海  200082 

3 贵州中烟工业有限责任公司  贵州 贵阳  550001 

摘  要：【背景】烟叶陈化涉及多方面因素的相互作用。【目的】研究烟叶表面可培养微生物群落结

构、功能和化学成分之间的联系。【方法】以储存于贵阳库、坛厂库、茅台库的烟叶为研究对象，分

别对不同陈化时间的烟叶样品进行微生物分离，采用 rDNA 条形码技术对微生物优势菌株进行物种

鉴定，利用 FAPROTAX 和 FUNGuild 数据库分别对细菌和真菌进行功能注释，并结合主要化学成分

进行相关分析。【结果】243 个烟叶样品中共分离到 189 株优势细菌菌株和 229 株优势真菌菌株，其

中细菌以芽孢杆菌属(Bacillus)为优势种群，真菌以曲霉属(Aspergillus)和青霉属(Penicillium)为优势种

群。随着陈化时间的延长，优势种群和优势功能类群比例逐渐降低，主要化学成分与微生物群落变

化呈显著相关关系。【结论】微生物功能群通过结构变化推动烟叶陈化进程，同时陈化过程中主要化

学成分的变化影响了微生物群落的组成与功能。 

关键词：可培养微生物，rDNA 条形码，优势种群，功能类群，化学成分 
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Abstract: [Background] Tobacco aging is a process involving the interaction of many factors. 
[Objective] In order to investigate the relationship between the structure, function and chemical 
composition of culturable microflora on the surface of aging tobacco leaves. [Methods] The microflora of 
tobacco leaves stored in Guiyang, Tanchang and Maotai storerooms were isolated at different aging time 
respectively. The function of bacteria and fungi were analyzed by annotating to the FAPROTAX and 
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FUNGuild databases respectively. At the same time, combining with the main chemical components of 
tobacco samples, the correlation analysis of culturable microflora was carried out. [Results] The results 
showed that 189 strains of dominant bacteria and 229 strains of dominant fungi were isolated from    
243 tobacco leaf samples. Altogether, Bacillus was the dominant population in bacteria, whereas 
Aspergillus and Penicillium were accounted for dominant fungal populations. With the extension of aging 
time, the proportion of dominant populations and dominant functional groups were decreased gradually, and 
in the other side, the main chemical substance was correlated with the change of microbial communities 
significantly. [Conclusion] It is demonstrate that the structural changes of microbial functional groups have a 
contribution to accelerate tobacco aging process. In turn, the changes of major chemical components during 
the aging process could affect the composition and function of microbial communities. 

Keywords: Culturable microorganisms, rDNA barcode, Dominant population, Functional groups, Chemical 
composition 

烟叶采摘烘烤后会带有青杂气和刺激性气

味，香吃味不足，口味不佳，不适合用于卷烟

加工。在烟草工业中，需对新烤烟叶陈化处理

以改善烟叶品质。烟叶陈化是环境、化学、酶

及微生物等共同作用的过程，其中微生物因子

作用贯穿始终[1]。在烟叶陈化的过程中微生物的

代谢活动可消耗烟叶中的蛋白质、纤维素及淀

粉等[2]；同时也将烟叶中大分子物质分解为紫罗

兰酮、大马酮、糠醛等小分子香味物质 [3-4]。烟

叶的陈化过程也是一个生态降解过程[5]，主要的

生物驱动力是微生物，不同陈化阶段的微生物

具有不同的生态功能。研究显示微生物种类和

丰度与烟叶成分的降解、积累有关，如芽孢杆菌

和小球菌能降低烟叶中蛋白质及烟碱的含量[6]；

酵母菌可有效阻止烟叶中亚硝酸盐和亚硝胺的

积累 [7]；假单胞菌对尼古丁有较强降解能力 [8]；

巨大芽孢杆菌可促进类胡萝卜素类、萜烯类和

苯丙氨酸类等致香物质的积累等[9]。也有研究显

示，在烟叶陈化中添加真菌菌剂可促进烟叶中

化学成分的协调 [10-11]和内含物质的转化 [12]。因

此，研究陈化过程中微生物群落及功能类群的

变化对烟叶陈化技术的改进及微生物资源的丰

富与利用具有重要意义。 

本研究对不同陈化阶段的烟叶微生物进行分

离培养，采用 rDNA 条形码技术进行物种鉴定，分

析烟叶表面可培养微生物群落动态变化，分别对

细菌和真菌进行功能注释，并结合主要化学成分

相关性分析，以期揭示三者之间的作用关系，加

深对烟叶陈化机制的理解。 

1  材料与方法 

1.1  烟叶样品 

采集存于贵阳库、坛厂库、茅台库 3 个储烟仓

库中 9 个不同等级的、分别陈化 0、3、6、9、12、

15、18、21、24 个月的烟叶，共 243 个烟叶样品，

用于菌种分离鉴定。 

1.2  培养基 

牛肉膏蛋白胨培养基(g/L)：牛肉膏 3.0，蛋白

胨 10.0，NaCl 5.0，琼脂 18.0，pH 7.2−7.4。马丁

氏培养基(g/L)：KH2PO4 1.0，MgSO4·7H2O 0.5，

蛋白胨 5.0，葡萄糖 10.0，琼脂 18.0，1%孟加拉红

水溶液 3.3 mL，pH 自然。PDA 培养基(g/L)：土豆

200.0，葡萄糖 20.0，琼脂 18.0，pH 自然。以上培

养基均在 0.1 MPa 灭菌 30 min。 

1.3  主要试剂和仪器 

植物基因组 DNA 提取试剂盒、细菌基因组

DNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)有限公

司。PCR 仪，杭州柏恒科技有限公司；光学显微

镜，重庆奥特光学仪器有限公司。 

1.4  方法 

1.4.1  烟叶表面可培养微生物的分离 

称取 10 g 烟叶样品，切碎后加入到 90 mL 的磷

酸缓冲液(pH 7.0)中摇匀，24 °C、120 r/min 培养 

30 min 得到微生物原菌液。吸取 1 mL 原菌液至   
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9 mL 无菌水中进行稀释。分别吸取 1 mL 已稀释至

10−2−10−7 浓 度 的 菌 液 加 入 到 无 菌 培 养 皿 中 ，

10−4−10−6 浓度加入到马丁氏培养基，10−5−10−7 浓

度加入到牛肉膏蛋白胨培养基，24 °C 培养 5 d。

分别统计可培养细菌、真菌的菌落数量及种类，

以 菌 落 数 ×稀 释 倍 数给出 每 类 微生物 的 数 量及  

种类。 

1.4.2  优势菌株 DNA 的提取、鉴定 

挑取单菌落纯化培养，刮取菌丝，用细菌和

植物 DNA 基因组提取试剂盒提取烟叶细菌和真菌

DNA。PCR 反应体系(25 μL)：ITS1 (10 μmol/L)    

1 μL，ITS4 (10 μmol/L) 1 μL，2×Master Mix (green) 

21 μL，模板 DNA 2 μL。PCR 反应条件：95 °C   

3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，30 个

循环；72 °C 5 min。扩增产物送昆明擎科生物有限

公司测序。真菌引物 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAAC 

CTGCGG-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATA 

TGC-3′)，细菌引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTG 

GCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGA 

CTT-3′)。 

1.4.3  化合物检测 

有机碳采用高温外热重铬酸钾氧化容量法；

全氮经 H2SO4-H2O2 消煮后采用半微量凯氏法；全

磷经 H2SO4-H2O2 消煮后采用钼黄比色法；全钾经

H2SO4-H2O2 消煮后采用火焰分光光度法[13]。 

1.4.4  数据处理 

扩 增 序 列 经 手 工 校 对 后 ， 细 菌 参 照 RDP 

(http://rdp.cme.msu.edu)和 NCBI (https://blast.ncbi. 

nlm.nih.gov) 数 据 库 [14] ， 真 菌 参 照 BOLD 

(http://www.boldsystems.org)和 NCBI 数据库[15]进行

物种鉴定。结合不同陈化阶段的优势微生物及关

键微生物类群变化，利用 SPSS 22.0 数据统计软件

对微生物群落与主要化学变化进行相关性分析。

利用 FAPROTAX (http://www.zoology.ubc.ca/louca/ 

FAPROTAX/lib/php/index.php?section=Home) 数 据

库 对 细 菌 功 能 进 行 注 释 ； 利 用 FUNGuild 

(http://funguild.org)数据库预测真菌群落的生态功

能 [16] ， 置 信 水 平 选 用 可 能 (probable) 和 很 可 能

(highly probable)。 

2  结果与分析 

2.1  烟叶可培养微生物群落组成 

通过传统分离培养，从烟叶中共筛选得到 

189 株细菌菌株和 229 株真菌菌株。经分子鉴定，

细菌共归属于 4 门 8 纲 14 目 25 科 38 属，真菌包

括 2 门 4 纲 9 目 19 科 26 属。其中芽孢杆菌属

(Bacillus)和沙雷氏菌属(Serratia)为细菌优势属，分

别占细菌总菌株数的 27.51%、12.17% (图 1A)；同

时还有葡萄球菌属(Staphylococcus) (7.94%)、苍白

杆 菌 属 (Ochrobactrum) (7.41%) 、 寡 养 单 胞 菌 属

(Stenotrophomonas) (6.35%) 和 不 动 杆 菌 属

(Acinetobacter) (4.23%)等占较大比例。真菌群落中

曲 霉 属 (Aspergillus) 和 青 霉 属 (Penicillium) 优 势 显

著，分别占真菌总菌株数的 33.77%、30.26%，为

优势种群(图 1B)；其次是枝孢属(Cladosporium)，

占 7.89%。另外，真菌群落中栓菌属 (Trametes) 

(4.82%)、篮状菌属(Talaromyces) (3.51%)、齿耙菌

属(Irpex) (3.07%)也较为丰富。 

2.2  陈化期间烟叶可培养微生物群落动态变化 

研究发现，烟叶表面可培养微生物群落结构

随着陈化时间的增加而不断变化。随烟叶陈化时

间的延长，烟叶表面可培养微生物群落结构由复

杂变简单，优势微生物比例先减少后增加(图 2)。

陈化前期微生物菌群较丰富，细菌主要为芽孢杆

菌属、沙雷氏菌属和苍白杆菌属等；真菌主要是

曲霉属和青霉属等。随陈化时间延长，许多优势

菌群逐渐减少或消失，陈化到 18 个月时，细菌主

要有芽孢杆菌属、葡萄球菌属和 Fictibacillus，真

菌主要包括曲霉属、青霉属和枝孢属。到 21 个月

时，15−18 个月时间段内检测不到的菌群又会大

量出现，如副球菌属(Paracoccus)、假黄色单胞菌

属(Pseudoxanthomonas)、库克菌属(Kocuria)、链

格孢属(Alternaria)等。 
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图 1  烟叶表面可培养细菌(A)和真菌(B)群落结构 
Figure 1  Community structure of culturable bacteria (A) and fungi (B) on tobacco leaf surface 
 

 
 

图 2  可培养微生物群落动态 
Figure 2  Dynamics of culturable microbial communities 
 

2.3  烟叶可培养微生物生态功能分析 

根据物种分类结果，通过 FAPROTAX 数据库

对烟叶可培养细菌进行功能注释，除未鉴定类群

外，细菌获得 63 种功能分组，相对丰度较高的   

15 种细菌功能分组如图 3A 所示。陈化开始时，

烟叶中存在丰富的化能异养(chemoheterotrophy)、

硝酸盐还原(nitrate reduction)、动物寄生虫或共生

体 (animal parasites or symbionts) 、 人 体 病 原 菌

(human pathogens all)等类群；随着陈化时间的延

长，优势功能类群比例降低，15 个月时最低，主

要为化能异养类群(chemoheterotrophy 和 Aerobic 

chemoheterotrophy)；到陈化后期，主要的优势功

能分组为化能异养(chemoheterotrophy)、硝酸盐

还 原 (nitrate reduction) 和 其 他 功 能 类 群 。 基 于

FUNGuild 数据库分析，除未鉴定类群，烟叶可

培养真菌包括 9 个生态功能群(图 3B)。整个陈化

过 程 主 要 以 植 物 病 原 (plant pathogen)、 木腐菌

(wood saprotroph) 、 植 物 病 原 - 木 腐 菌 (plant 

pathogen-wood saprotroph) 和 未 定 义 腐 生 菌

(undefined saprotroph)类群为主；除此还存在少

量的动物病原-植物病原-木腐菌(animal pathogen- 

plant pathogen-wood saprotroph)、粪生菌-植物腐生
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菌 -木腐菌 (dung saprotroph-plant saprotroph-wood 

saprotroph)和内生菌群(endophyte)。陈化 3 个月和

24 个月时分别仅一个 OTU 被认定为内生-植物病原

(endophyte-plant pathogen) 和 真 菌 寄 生 菌 (fungal 

parasite)。 

2.4  烟叶可培养微生物群落与主要化学成分的

相关性 

由 表 1 和 表 2 可 知 ， 有 机 碳 与 细 菌 中

Altererythrobacter、微球菌属(Micrococcus)、短波

单胞菌属(Brevundimonas)、两面神菌属(Janibacter) 
 

 
 

图 3  烟叶可培养细菌(A)和真菌(B)生态功能群变化 
Figure 3  Changes in ecological function groups of culturable bacteria (A) and fungi (B) in tobacco leaves 
 

表 1  细菌群落变化与烟叶主要化学成分相关性分析 
Table 1  Correlation analysis of bacterial community and main chemical substance of tobacco leaves 
细菌群落 Bacterial community 有机碳 Organic carbon 全氮 Nitrogen 全磷 Phospharus 全钾 Potassium 

芽孢杆菌属 Bacillus −0.388 −0.239 0.352 −0.141 

赖氨酸芽孢杆菌属 Lysinibacillus −0.446 −0.530 0.447 −0.594 
Fictibacillus 0.532 0.560 −0.293 0.795* 
微小杆菌属 Exiguobacterium −0.599 −0.560 0.293 −0.682 

葡萄球菌属 Staphylococcus −0.412 −0.619 0.734* −0.317 

金黄杆菌属 Chryseobacterium −0.019 −0.204 0.447 −0.173 

沙雷氏菌属 Serratia −0.277 −0.495 0.543 −0.321 
Wohlfahrtiimonas −0.452 −0.498 0.293 −0.425 
普罗维登斯菌属 Providencia −0.449 −0.593 0.592 −0.646 

肠杆菌属 Enterobacter −0.452 −0.498 0.293 −0.425 

气单胞菌属 Aeromonas −0.338 −0.204 −0.064 −0.299 

不动杆菌属 Acinetobacter −0.595 −0.485 0.085 −0.681 

寡养单胞菌属 Stenotrophomonas −0.170 −0.438 0.671 −0.344 

假黄色单胞菌 Pseudoxanthomonas 0.372 0.187 −0.293 0.088 

苍白杆菌属 Ochrobactrum −0.465 −0.757* 0.804* −0.594 
Altererythrobacter 0.825* 0.448 −0.319 0.415 
副球菌属 Paracoccus 0.228 0.000 0.169 −0.209 

产碱杆菌属 Alcaligenes −0.254 -0.448 0.447 −0.257 
Massilia 0.825* 0.448 −0.319 0.415 
微球菌属 Micrococcus −0.311 −0.485 0.169 −0.375 

短波单胞菌属 Brevundimonas 0.825* 0.448 −0.319 0.415 

库克菌属 Kocuria 0.351 0.458 −0.378 0.000 

链霉菌属 Streptomyces −0.032 −0.291 0.273 −0.367 

细杆菌属 Microbacterium −0.338 −0.204 −0.064 −0.299 

两面神菌属 Janibacter 0.825* 0.448 −0.319 0.415 

鞘脂杆菌属 Sphingobacterium −0.599 −0.560 0.293 −0.682 

注：*：在 0.05 水平显著相关；**：在 0.01 水平极显著相关，下同. 
Note: *: Significant correlation at 0.05 level; **: Highly significant correlation at 0.01 level. The same below. 
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表 2  真菌群落变化与烟叶主要化学成分相关性分析 
Table 2  Correlation analysis of fungal community and main chemical substance of tobacco leaves 
真菌群落 Fungal community 有机碳 Organic carbon 全氮 Nitrogen 全磷 Phospharus 全钾 Potassium 

青霉属 Penicillium −0.429 −0.578 0.650 −0.563 

曲霉属 Aspergillus −0.501 −0.631 0.779* 0.679* 

缨霉属 Thysanophora 0.012 −0.188 0.450 −0.129 

篮状菌属 Talaromyces −0.454 −0.454 0.211 −0.431 

木霉属 Trichoderma −0.399 −0.509 0.450 −0.528 

单端孢属 Trichothecium −0.242 −0.107 −0.056 −0.288 

枝顶孢属 Acremonium 0.242 0.536 −0.309 0.151 

派伦霉属 Peyronellaea −0.399 −0.509 0.450 −0.528 

拟盘多毛孢属 Pestalotiopsis −0.595 0.836** 0.800** 0.753* 

镰刀菌属 Fusarium 0.012 −0.188 0.450 −0.129 

螺旋聚孢霉属 Clonostachys 0.012 −0.188 0.450 −0.129 

黑团孢属 Periconia −0.295 −0.188 −0.056 −0.248 

茎点霉属 Phoma −0.295 −0.188 −0.056 −0.248 

链格孢属 Alternaria 0.824** 0.456 −0.309 0.430 

枝孢属 Cladosporium 0.634 0.476 −0.234 0.377 

斜盖伞属 Clitopilus −0.215 −0.429 0.450 −0.209 

鬼伞属 Coprinellus −0.177 −0.417 0.636 −0.370 

裂褶菌属 Schizophyllum −0.396 −0.556 0.563 −0.560 
Subulicystidium −0.399 −0.509 0.450 −0.528 
隔孢伏革属 Peniophora −0.399 −0.509 0.450 −0.528 

烟管菌属 Bjerkandera 0.393 0.054 −0.281 0.062 

白腐菌属 Phlebia −0.295 −0.188 −0.056 −0.248 

齿耙菌属 Irpex −0.463 −0.593 0.537 −0.613 

平革菌属 Phanerochaete −0.414 −0.695* 0.805** −0.611 
Flavodon 0.012 −0.188 0.450 −0.129 
栓菌属 Trametes −0.273 −0.502 0.666 −0.470 
 

呈显著正相关关系，相关系数为 0.825；与真菌中

链格孢属(Alternaria)呈显著正相关关系，相关系数

为 0.824。全氮与苍白杆菌属呈显著负相关关系，

相关系数为−0.757；与拟盘多毛孢属(Pestalotiopsis)

呈 显 著 正 相 关 ， 相 关 系 数 0.836 ； 与 平 革 菌 属

(Phanerochaete)显著负相关，相关系数−0.695。全

磷与葡萄球菌属、苍白杆菌属呈显著正相关关

系，相关系数分别为 0.734、0.804；与曲霉属、拟

盘多毛孢属、平革菌属显著正相关，相关系数分

别为 0.779、0.800、0.805。全钾与 Fictibacillus 呈

显著正相关，相关系数 0.795；与曲霉属、拟盘多

毛孢属呈显著正相关关系，相关系数为 0.679、

0.753。随着陈化时间的延长，烟叶主要化学成分

在不断变化，微生物群落也在不断改变，两者之

间联系密切。 

3  讨论与结论 

微生物参与了烟叶陈化的整个进程，并在其

中扮演着不可替代的角色。本研究发现，陈化过

程不同陈化时期烟叶表面可培养细菌种类繁多，

有厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌门和放线菌门，

其中变形菌门为主要优势菌门。张成省等[17]、浦

绍占等[18]、伍雪莹等[19]分离鉴定烟叶表面主要优

势菌属为芽孢杆菌属、假单胞菌属、葡萄球菌属

和肠杆菌属(Enterobacter)等，与本研究结果相似，

但发现肠杆菌属细菌较少，而沙雷氏菌占有较大

比例，这可能是由于不同产地的烟叶微生物群落

组成不一致。研究结果表明，随陈化时间的延

长，烟叶可培养优势微生物类群比例逐渐降低，

由此可推断在烟叶陈化过程中微生物作用主要发

生于 15−18 个月之前。进一步分析发现，陈化后期
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细菌种类和数量显著高于真菌，表明陈化前期为

细菌和真菌共同作用，而后期主要是细菌作用。 

微生物功能群与其群落结构的动态变化息息

相关，丰富的群落组成对应着丰富的生态功能。

本研究通过 FAPROTAX 数据库功能注释发现，细

菌功能较为丰富，其中化能异养菌群占比很大，

在属水平上主要为芽孢杆菌属、库克菌属、不动

杆菌属等，高比例的化能异养菌有助于烟叶中有

机质的降解；还注释到较高比例的硝酸盐和亚硝

酸盐还原类群，在属水平上主要为芽孢杆菌属、

气单胞菌属(Aeromonas)、肠杆菌属等，表明细菌

在烟叶硝酸盐及亚硝酸盐的去除中发挥重要作

用；除此之外，还有丰富的人体病原、动物寄生

或共生菌、植物病原类群等，表明细菌通过多种

途径获益于自身并作用于烟叶。通过 FUNGuild 注

释发现存在大量的腐生菌及动植物病原，表明真

菌主要通过破坏烟叶死的宿主细胞或损伤烟叶宿

主细胞来获取营养，还通过少量的内生菌与宿主

细胞交换资源以获得营养，促进了烟叶有机物质

的逐级降解。 

微生物群落变化与主要化学成分变化密切相

关。与化学成分呈显著相关的苍白杆菌属、拟盘

多毛孢属、平革菌属均只出现在陈化前 6 个月或  

9 个月；除此，与化学成分显著相关的几类微生物

Altererythrobacter、微球菌属、短波单胞菌属、两

面神菌属、Fictibacillus、链格孢属均在陈化后期

出现，表明化学成分的变化推动着微生物群落结

构组成的改变。叶建斌等[20]研究推测原烟进入陈

化阶段后，部分微生物不适应新的自然陈化条件

而失活或消失。由此推测可能是由于陈化前期达

不到部分微生物存活的条件，但当烟叶化学成分

含量达到一定条件后微生物可重新存活并繁殖，

这也可以解释陈化 21 个月时微生物类群为何大幅

增加。 

陈化过程中主要化学成分的变化影响了微生

物群落的组成，微生物功能群通过结构变化推动烟

叶陈化进程，两两之间相辅相成。近年来，部分微

生物在烟叶陈化技术中得到了很好的利用[3,8,11]，

但大多微生物的功能还未被人们开发利用。因此开

发更多烟叶微生物资源，了解其生态功能，对烟叶

陈化具有重要指导意义。此外，烟叶表面可培养微

生物在生物防治方面具有应用潜力。如枯草芽孢杆

菌(Bacillus subtilis)对植物病原真菌具有较好的防

治作用[21]。单宏英[22]从陈化烟叶表面分离得到的

芽孢杆菌属(Bacillus) BC79 菌株对烟草灰霉病原

菌菌丝生长和孢子萌发有明显的抑制作用，可用于

烟草灰霉病的生物防治。由此可见，烟叶附生的微

生物资源不仅可应用于烟叶陈化，还具有其他重要

的生态学功能。 
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