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摘  要：【背景】烟草特有亚硝胺(tobacco-specific nitrosamines, TSNAs)是烟草于调制和发酵阶段产

生的一类致癌物质，由烟草生物碱与氮氧化物发生亚硝化反应生成，生物碱和亚硝酸盐是 TSNAs
的直接前体物质。【目的】发掘适用雪茄高温发酵且显著降低 TSNAs 形成与积累的微生物。【方

法】以 TSNAs 前体物质亚硝酸盐的高效降解为目标，对从雪茄烟叶分离得到的烟草源微生物菌

株进行高温培养、亚硝酸盐降解及亚硝酸盐耐受能力研究，得到可于 50 ℃高效降解亚硝酸盐及耐

受高浓度亚硝酸盐的微生物菌株，将菌株应用于雪茄烟叶高温发酵 35 d，对发酵前后亚硝酸盐、

TSNAs、常规化学成分和中性香味成分含量进行测定，分析菌株在雪茄烟叶发酵中对 TSNAs 含量

及烟叶品质的影响。【结果】获得了 3 株于 50 ℃高效降解亚硝酸盐的菌株 NY7、NY8 和 NY9，分

别鉴定为莫海威芽孢杆菌(Bacillus mojavensis) NY7、耐盐芽孢杆菌(Bacillus halotolerans) NY8 和枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) NY9，其中 B. halotolerans NY8 亚硝酸盐降解能力最为显著。添加了

菌株 NY8 的雪茄烟叶发酵过程中亚硝酸盐和 TSNAs 含量均显著降低，亚硝酸盐含量减少 96.86%，

TSNAs 总量减少 67.14%，烟碱的下降幅度明显高于空白组。中性香味成分总量(除新植二烯外)略
有升高。【结论】该菌株适用于雪茄烟叶高温发酵，并高效降解亚硝酸盐，有效减少 TSNAs 的形

成和积累，对雪茄烟叶减害具有重要的科学价值和应用潜力。 
关键词：雪茄烟叶；菌株筛选；高温发酵；亚硝酸盐降解；烟草特有亚硝胺  
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Abstract: [Background] Tobacco-specific nitrosamines (TSNAs) are produced by the nitrosation 
of tobacco alkaloids with nitrogen oxides during the processing of tobacco, especially during 
the modulation and fermentation stages. [Objective] To mine the microorganisms that can 
tolerate high-temperature fermentation of cigar tobacco leaves and reduce the accumulation of 
TSNAs. [Methods] We examined the high-temperature tolerance, nitrite degradation, and nitrite 
tolerance of the bacterial strains derived from cigar tobacco leaves that could efficiently degrade 
nitrite and tolerate high concentrations of nitrite at 50 °C. A efficient strain was then selected 
and used for a 35-day high-temperature fermentation of cigar tobacco leaves. We determined 
the levels of nitrite, TSNAs, conventional chemical components, and neutral aromatic 
components before and after fermentation to analyze the effects of the strain on TSNAs and 
tobacco quality during the fermentation process. [Results] Three bacterial strains capable of 
degrading nitrite at 50 ℃ were isolated and identified, which were Bacillus mojavensis NY7,   
B. halotolerans NY8, and B. subtilis NY9. Among them, B. halotolerans NY8 exhibited the 
strongest nitrite-degrading capacity. The high-temperature fermentation of cigar tobacco leaves 
with NY8 reduced nitrite by 96.86% and TSNAs by 67.14%. Moreover, the nicotine reduction 
caused by the inoculation of NY8 was significantly higher than that of the control group, and the total 
neutral aromatic components (except neophytadiene) were slightly increased. [Conclusion] The 
isolated strains are suitable for high-temperature fermentation of cigar tobacco leaves and 
demonstrate high efficiency in degrading nitrite and reducing the accumulation of TSNAs. The 
findings provide inspiration for reducing the harm of cigar tobacco leaves.  
Keywords: cigar tobacco leaves; screening of microorganisms; high-temperature fermentation; 
degradation of nitrite; tobacco-specific nitrosamines 
 

烟草特有亚硝胺(tobacco-specific nitrosamines, 
TSNAs)是烟草中特有的致癌物质 [1]，其中，   
N-亚硝基降烟碱(N-nitrosonornicotine, NNN)、
4 - (甲基亚硝胺基 ) - 1 - ( 3 -吡啶基 ) - 1 -丁酮

[4-(nitrosomethylamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone,  

NNK]、 N- 亚硝基新烟碱 (N-nitrosoanatabine, 
NAT)和 N-亚硝基假木贼碱(N-nitrosoanabasine, 
NAB)是烟草和烟气中主要的 TSNAs[2]。已有大

量研究表明，TSNAs 含量与硝酸盐、亚硝酸盐

和烟碱含量呈不同程度的正相关关系[3-5]，其中
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TSNAs 含量与亚硝酸盐含量呈极显著正相关关

系[6-7]。目前普遍认为 TSNAs 由亚硝酸盐及亚

硝酸盐分解产生的氮氧化物(NO、NO2 和 N2O3)
与烟草生物碱发生亚硝化反应产生[8]。 

以前国内外多采用添加剂[9]、生物减害[10]、

物理减害[11-13]、农艺[14]及烟叶调制[15]等多种技

术对烟草特有亚硝胺开展减害研究，取得较好效

果。随着微生物在烟草中的应用日益成熟[16-18]，

采用微生物降低烟叶中 TSNAs 含量逐渐受到

关注。祝明亮等[19]从白肋烟中筛选得到 6 株内

生菌，接种菌株 35 ℃处理 7 d 后白肋烟中

TSNAs 含量最多降低了 99.88%；孙政[20]将从烟

叶和土壤中分离纯化的 2 株恶臭假单胞菌接种

于烤烟烟叶表面 28 ℃发酵 21 d 后发现，烟叶中

NNN 和 NNK 含量分别下降了 56.48%和 57.83%；

单宏英等[21]筛选出了硝酸盐和亚硝酸盐转化能

力强的菌株 AS97，30 ℃发酵 10 d 能够显著降

低烟丝硝酸盐、亚硝酸盐和 TSNAs 含量。 
上述微生物降低烟叶 TSNAs 均来源于烤

烟和白肋烟，目前未见雪茄烟叶中反硝化细菌

的报道，且筛选得到的菌株多为常温发酵条件，

难以适用雪茄烟叶高温发酵条件。相较于烤烟

和白肋烟，雪茄烟叶烟碱及其他含氮化合物的

含量更高，发酵在高温高湿条件下进行，导致

微生物大量积累，使得硝酸盐还原为亚硝酸盐

反应活跃[22-23]，高温使得亚硝酸盐进一步分解

产生气态氮氧化物[24]，亚硝酸盐和氮氧化物与

烟草生物碱发生亚硝化反应，最终导致雪茄烟

叶更容易产生 TSNAs。因此，筛选雪茄烟叶中

耐高温亚硝酸盐降解菌并将其应用于雪茄烟叶

高温发酵，对于降低雪茄烟叶中 TSNAs 形成具

有重要意义。本研究对雪茄烟叶中微生物进行

耐高温亚硝酸盐降解菌的筛选、鉴定，对筛选

的菌株开展亚硝酸盐降解及耐受能力研究，将

降解能力优异的菌株应用于雪茄烟叶高温发酵

以达到有效降低 TSNAs 形成与积累的目的。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

供试烟叶：晾制后雪茄烟叶，海南建恒哈

瓦那昌江分公司。 
1.1.2  培养基 

TSB 液体培养基(g/L)：胰酪蛋白胨 17.0，
大豆蛋白胨 3.0，葡萄糖 2.5，NaCl 5.0，K2HPO4 
2.5，121 ℃灭菌 30 min。 

TSB 固体培养基(g/L)：每 100 mL TSB 液体

培养基加入 2 g 琼脂粉，121 ℃灭菌 30 min。 
亚硝酸钠唯一氮源培养基 (g/L)：K2HPO4 

13.3，KH2PO4 4.0，亚硝酸钠 0.10，葡萄糖 10.0，
MnSO4 0.021 8，CaCl2 0.015 1，FeSO4 0.010 9，
121 ℃灭菌 30 min。 

亚硝酸盐发酵培养基(g/L)：K2HPO4 13.3，
KH2PO4 4.0，酵母浸粉 5.0，亚硝酸钠 0.10，葡

萄糖 10.0，MnSO4 0.021 8，CaCl2 0.015 1，FeSO4 
0.010 9，121 ℃灭菌 30 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

亚硝酸钠，天津市大茂化学试剂厂；对氨

基苯磺酸和盐酸萘乙二胺，阿拉丁试剂有限公

司；细菌 DNA 提取试剂盒，生工生物工程(上
海)股份有限公司。 

紫外分光光度计，上海美谱达仪器有限公

司；光学显微镜，徕卡仪器有限公司；PCR 仪，

上海塞默生物科技有限公司；连续流动分析仪，

布朗卢比公司；气相色谱质谱联用仪，Agilent
公司。 

1.2  方法 
1.2.1  雪茄烟叶共栖微生物的初筛 

将 5.0 g 雪茄烟叶剪碎后置于含有 200 mL 
0.9% (质量体积分数)无菌生理盐水的三角瓶
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中，37 ℃、200 r/min 振荡 30 min 后加入转子

放置于磁力搅拌器上搅拌 30 min，获得微生物

菌悬液。将菌悬液于 5 000 r/min 离心 10 min，
收集菌体沉淀，用无菌生理盐水重悬微生物菌

体。取 1 mL 重悬液接种至 100 mL 无菌 TSB 液

体培养基，于 37 ℃、200 r/min 振荡培养 12−15 h。
扩大培养后的菌液经梯度稀释(10−1−10−7)后涂

布于 TSB 固体平板，37 ℃培养 8−12 h，待长出

单菌落后进行划线培养获得初筛微生物菌株。 
1.2.2  耐高温亚硝酸盐降解菌的复筛 

挑取单菌落接种于 100 mL 亚硝酸钠唯一

氮源培养基，50 ℃、200 r/min 培养 36 h，观察

菌株生长情况，在该条件下生长的菌株即为耐

高温和能够降解亚硝酸盐的复筛微生物菌株。 

1.3  菌株的鉴定 
1.3.1  形态学观察 

将筛选出的菌株以划线法接种至 TSB 固体

培养基上，50 ℃培养 12 h 后进行革兰氏染色，

结合菌落形态和革兰氏染色结果进行初步鉴定。 
1.3.2  分子生物学鉴定 

根据细菌 DNA 提取试剂盒说明书提取复

筛微生物菌株基因组 DNA，采用 16S rRNA 基

因通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCGGCTC 
AG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGAC 
TT-3′)进行 PCR 扩增，扩增产物交由生工生物

工程(上海)股份有限公司完成测序，并将测序得

到的基因序列上传至 GenBank 数据库获得登录

号。PCR 反应体系、反应条件、基因测序、序

列对比和发育树的构建参考文献[25]。 

1.4  亚硝酸盐降解效率试验 
挑取分离的耐高温亚硝酸盐降解菌单菌落

接种于 100 mL TSB 液体培养基，50 ℃、200 r/min
培养 12 h 得到种子液，按 2.5%接种量接种于

50 mL 亚硝酸盐发酵培养基，50 ℃、200 r/min
培养12 h，每隔1 h测定发酵过程菌体密度(OD600)

和亚硝酸盐含量。 
亚硝酸盐的测定采用盐酸萘乙二胺法[26]：

取 1.0 mL 发酵液于试管中，加入 1.5 mL 1.0 g/L
对氨基苯磺酸溶液，混匀静置 3−5 min 后加入

1.5 mL 1.0 g/L 盐酸萘乙二胺溶液，混匀静置  
15 min，取 600 μL 加入 1 cm 比色池中，以水为

参比，于 538 nm 处测定吸光值。 
标准曲线的制作：取质量浓度为 0、0.5、

1.0、1.5、2.0 和 2.5 g/L 的亚硝酸钠标准溶液  
1.0 mL，与发酵液同样处理，数据处理采用 Excel
软件，以亚硝酸盐浓度为横坐标、吸光度为纵

坐标绘制标准曲线。 

1.5  亚硝酸盐耐受能力测定 
挑取分离的耐高温亚硝酸盐降解菌接种于

100 mL TSB 液体培养基，50 ℃、200 r/min 培

养 12 h 得到种子液。按 2.5%的接种量接种于

50 mL 亚硝酸盐浓度为 1 g/L 和 2 g/L 的亚硝酸

盐发酵培养基，50 ℃、200 r/min 条件下发酵培

养，每隔 1 h 测定发酵过程中菌体密度(OD600)
和亚硝酸盐含量。 

1.6  雪茄烟叶中亚硝酸盐、TSNAs、常规

化学成分和中性香味成分含量测定 
菌株活化：将筛选得到的菌株接种至 100 mL 

TSB 培养基，44 ℃、200 r/min 培养至 OD600

为 2.0。 
雪茄烟叶样品准备：烟叶在 44 ℃、相对湿

度 70%条件下平衡 2 d。 
发酵：取上述菌液 10 mL 于 50 mL 离心管

中，5 000 r/min 离心 20 min，弃上清。采用 25 mL 
0.9% (质量体积分数)无菌生理盐水重悬沉淀获

得菌悬液。将菌悬液均匀喷洒于 100 g 烟叶上，

对照组喷洒等量无菌生理盐水。于 44 ℃、相对

湿度 70%条件下发酵 35 d。取样测定发酵前后

烟叶中亚硝酸盐、TSNAs、常规化学成分及中

性香味成分含量。 



 
3974 微生物学通报 Microbiol. China 

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

亚硝酸盐测定采用离子色谱法[27]，水溶性

总糖和还原糖参考文献[28]测定，总氮、钾、氯

参考文献[29-31]测定，烟碱测定采用气相色谱

法[32]，中性香味成分采用气质联用分析仪进行

测定[33]。 

烟叶 TSNAs 含量的测定方法为高效液相

色谱-质谱联用法：称取 1.0 g 烟样，将其放入

100 mL 锥形瓶中，准确加入 30.0 mL 萃取溶液

(10 mmol/L 乙酸铵)，置于超声波发生器(500 W、

50 kHz)连续超声萃取 20 min，静置 5 min 后取

2 mL 萃取液置于 10 000 r/min 离心 5 min，取   

1 mL 上清液经 0.22 μm 水相滤膜过滤，移至色

谱分析瓶中进行测定分析。 

1.7  数据处理 
主要数据处理方法为单因素方差分析，数

据处理软件为 SPSS 23 和 Microsoft Excel 2019，

作图软件为 Origin 2021。 

2  结果与分析 
2.1  耐高温亚硝酸盐降解菌筛选及鉴定 
2.1.1  耐高温亚硝酸盐降解菌筛选 

从雪茄烟叶表面经初筛得到 12 株菌，将

12 株菌分离纯化并进行保存。对得到的 12 株菌

进行高温培养和亚硝酸盐唯一氮源培养基复

筛，筛选出 3 株在亚硝酸盐唯一氮源培养基、

50 ℃条件下生长良好的菌株，编号为 NY7、
NY8 和 NY9。 
2.1.2  菌株形态学鉴定 

将菌株 NY7、NY8 和 NY9 接种至 TSB 固

体培养基培养 12 h 后观察菌落形态，染色后在

普通光学显微镜下观察。如图 1 所示，菌株 NY7
菌落呈白色规则圆形、表面粗糙干燥、中间突

起、边缘整齐；菌株 NY8 菌落呈白色不规则圆

形，表面粗糙干燥、中心为乳白色，边缘透明

且呈放射状；菌株 NY9菌落呈白色不规则圆形， 
 

 
 

图 1  菌株菌落形态及镜检图   A、B 和 C 分别为 NY7、NY8 和 NY9 菌落形态图. D、E 和 F 分别为

NY7、NY8 和 NY9 镜检图 
Figure 1  Colony morphology characteristics and morphology characteristics under optical microscope of 
screening strains. A, B and C are colony morphology characteristics of NY7, NY8 and NY9, respectively. D, 
E and F are morphology characteristics of NY7, NY8 and NY9, respectively. 
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中间突起、表面光滑、有黏性、湿润。革兰氏

染色结果表明，3 株菌均染色为紫色，为革兰

氏阳性菌，细胞形态均为杆状，均具有细菌

特征。  
2.1.3  分子生物学鉴定结果 

PCR 扩增获得菌株 NY7、NY8 和 NY9 的

16S rRNA 基因序列，交由生工生物工程(上海)
股份有限公司完成测序。使用 DNAMAN 软件对

测序结果进行拼接，拼接后 NY7、NY8 和 NY9
序列长度均为 1 455 bp，将拼接后的序列上传至

GenBank 数据库，登录号分别为 OQ533133 
(NY7)、OQ533134 (NY8)和 OQ533135 (NY9)。同

时将测得的核苷酸序列通过 NCBI-BLAST 程序

在 GenBank 数据库中进行比对，选取相似性高

的序列采用 MEGA 7 软件中 neighbor-joining
法构建系统发育树。如图 2 所示，菌株 NY7、
NY8 和 NY9 与多株芽孢杆菌相似性为 99%以

上，菌株 NY7、NY8 和 NY9 分别与莫海威芽

孢杆菌(B. mojavensis)、耐盐芽孢杆菌(Bacillus 
halotolerans)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)处
于同一分支，结合形态学鉴定结果分析，可鉴定

菌株 NY7 为莫海威芽孢杆菌(B. mojavensis)、菌株

NY8 为耐盐芽孢杆菌(B. halotolerans)、NY9 为

枯草芽孢杆菌(B. subtilis)。 
 

 
 

图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中序号是相关菌株 GenBank 登录号；分支点

数值代表进化树 bootstrap 值；标尺刻度 0.005 0 是序列差异的分支长度 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence. The number in parentheses are GenBank 
accession number of related strains; Values at branch nodes represent bootstrap value; Bar=0.005 0 is 
nucleotide divergence. 
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2.2  菌株亚硝酸盐降解及耐受能力验证 
2.2.1  亚硝酸盐降解试验结果 

将菌株 B. mojavensis NY7、B. halotolerans 
NY8 和 B. subtilis NY9 制成种子液后接种于亚

硝酸盐发酵培养基发酵培养，测定菌体密度变

化和亚硝酸盐含量变化，结果如图 3 所示。发酵

条件为 50 ℃、200 r/min、亚硝酸钠浓度为 0.1 g/L
时，菌株 NY7 和 NY8 亚硝酸盐降解率达 95%
以上的发酵时间均为 3 h，菌株 NY9 亚硝酸盐

降解率达 95%以上的发酵时间为 4 h；发酵 3 h
时，菌株 NY7、NY8 和 NY9 菌体密度分别为

2.693±0.083、3.471±0.325 和 2.668±0.038；达到

菌体密度最大值至发酵结束，菌体密度下降幅

度分别为 31.11%、9.87%和 34.01%。上述结果

表明，菌株 NY8 和 NY7 亚硝酸盐降解率达 95%
以上所需时间均小于菌株 NY9，且发酵 3 h 时

菌株 NY8 菌体密度高于菌株 NY7，因此 3 株菌

在 50 ℃、亚硝酸盐浓度 0.1 g/L 条件下亚硝酸

盐降解能力为菌株 NY8>NY7>NY9。 
2.2.2  亚硝酸盐耐受能力验证 

将菌株 NY7、NY8 和 NY9 制成种子液后

接种于亚硝酸盐发酵培养基中，50 ℃、200 r/min 
 

 
 
图 3  菌株 NY7、NY8 和 NY9 菌体密度变化和亚

硝酸盐含量变化趋势图 
Figure 3  Variation of cell density and nitrite content 
of strains NY7, NY8 and NY9. 

发酵培养，测定发酵过程中菌体密度变化和亚

硝酸盐含量变化，结果如图 4 所示。亚硝酸盐

浓度为 1 g/L 时，菌株 NY7、NY8 和 NY9 亚硝

酸盐降解率达 95%以上的发酵时间分别为 4、4
和 5 h，发酵 4 h 菌体密度分别为 3.914±0.057、
4.256±0.161 和 3.458±0.032，菌体密度达到最大

值至发酵结束菌体密度下降幅度分别为 32.84%、

14.62%和 39.11%；亚硝酸盐浓度为 2 g/L 时，

菌株 NY7、NY8 和 NY9 亚硝酸盐降解率达 95% 
 

 
 
图 4  菌株 NY7、NY8 和 NY9 菌体密度变化和亚

硝酸盐含量变化图   A：1 g/L 亚硝酸盐. B：2 g/L
亚硝酸盐 
Figure 4  Variation of cell density and nitrite 
content of strains NY7, NY8 and NY9. A: 1 g/L 
nitrite. B: 2 g/L nitrite. 
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以上的发酵时间分别为 5、6 和 7 h，发酵 5 h 菌

体密度分别为 5.170±0.096、 4.078±0.147 和

3.343±0.037，菌体密度达到最大值至发酵结束菌

体密度下降幅度分别为 39.06%、 28.33%和

34.66%。上述结果表明，亚硝酸盐浓度为 1 g/L
和 2 g/L 时，菌株 NY7 和 NY8 亚硝酸盐降解速

率相当且均优于菌株 NY9。其中亚硝酸盐浓度

为 1 g/L 时，菌株 NY8 具有最优的耐受能力，菌

体密度下降幅度最小，高温培养条件不易衰老死

亡；亚硝酸盐浓度为 2 g/L 时，尽管菌株 NY7 耐

受能力更好，但菌株 NY8 同样显示出更小的菌

体密度下降幅度，有利于高温发酵时保持相对多

的菌体数量。由于雪茄烟叶亚硝酸盐含量范围为

10−100 μg/g[34]，且烟叶发酵周期较长(35 d)，因

此，亚硝酸盐降解能力优异且生长稳定的菌株

NY8 更适合应用于后续烟叶高温发酵试验。 
2.3  菌株对雪茄烟叶发酵过程中亚硝酸

盐、TSNAs 含量及烟叶品质的影响 
2.3.1  发酵前后亚硝酸盐和 TSNAs 测定结果 

将菌株 NY8 应用于雪茄烟叶高温发酵过

程，测定发酵前后亚硝酸盐及 TSNAs 的含量变

化，结果如表 1 所示。由表 1 可知，对比空白

组，添加菌株 NY8 发酵雪茄烟叶亚硝酸盐含量

显著下降，降低幅度达 96.86%，远高于空白组

的 15.31%；烟草特有亚硝胺测定结果表明，在

雪茄烟叶高温发酵过程菌株 NY8能够有效降低

NNN、NNK、NAT 和 NAB 含量，降低幅度分

别为 65.59%、33.20%、69.38%和 63.72%，TSNAs
总量降低幅度为 67.14%。 
2.3.2  发酵前后常规化学成分和中性香味成分

测定结果 
为考察添加菌株发酵对烟叶品质的影响，

测定了发酵前后雪茄烟叶的常规化学成分和中

性香味成分，结果见表 2 和表 3。由表 2 可知，

空白对照组和添加菌株 B. halotolerans NY8 组

在发酵过程中总糖、还原糖、总氮、烟碱含

量均有一定下降，钾、氯含量无明显变化，

钾氯比经发酵后也有所下降。由于添加菌株  
B. halotolerans NY8 发酵后烟碱下降幅度明显

大于空白组，导致发酵后糖碱比和氮碱比均高于

空白组。由表 3 可知，空白对照组和添加菌株   
B. halotolerans NY8 发酵后，新植二烯含量均明

显增加。除新植二烯外，添加菌株 B. halotolerans 
NY8 发酵后中性香味物质总量略高于空白组，

大马酮、二氢 β-紫罗兰酮、吲哚、香紫苏醇、

香紫苏内酯含量发酵后明显高于空白组，苯乙

醇、苯乙醛、β-紫罗兰酮、香叶基丙酮、二氢

猕猴桃内酯均低于空白组。 
 
表 1  烟叶发酵前后亚硝酸盐和烟草特有亚硝胺含量变化 
Table 1  Variations of nitrite and tobacco-specific nitrosamines content before and after fermentation 
化学成分 
Chemical components 

发酵前 
Before fermentation 

发酵后 After fermentation 
空白(未加菌) 
Blank (no strain added) 

添加 B. halotolerans NY8 
Added B. halotolerans NY8 

Nitrite (μg/g) 5.42±0.04a 4.59±0.02b 0.17±0.00c 
NNN (ng/g) 2078.04±12.98b 2619.98±35.67a 713.05±8.03c 
NNK (ng/g) 79.57±2.29b 113.81±0.28a 53.15±2.04c 
NAT (ng/g) 2666.62±13.89a 2326.76±32.86b 816.44±4.23c 
NAB (ng/g) 68.42±2.75a 65.93±0.14b 24.82±0.29c 
TSNAs (ng/g) 4892.64±31.92b 5063.53±43.49a 1607.48±9.93c 
同行数值后不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 下同 
Different lowercase letters after the same value indicate significant difference (P<0.05). The same below. 
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表 2  烟叶发酵前后常规化学成分变化 
Table 2  Variations of routine components in tobacco leaves before and after fermentation 
化学成分 
Chemical components 

发酵前 
Before fermentation 

发酵后 After fermentation 

空白(未加菌) 
Blank (no strain added) 

添加 B. halotolerans NY8 
Added B. halotolerans NY8 

总糖 Total sugar (%) 2.92±0.00a 2.02±0.02b 1.79±0.00c 

还原糖 Reducing sugar (%) 1.26±0.02a 0.86±0.02b 0.78±0.00c 

烟碱 Nicotine (%) 5.96±0.00a 5.20±0.01b 3.90±0.00c 

总氮 Total nitrogen (%) 2.26±0.06a 1.87±0.02b 2.19±0.05a 

钾 Potassium (%) 6.05±0.05a 6.16±0.04a 6.13±0.04a 

氯 Chlorine (%) 1.51±0.05b 1.62±0.02a 1.63±0.02a 

钾氯比 K/Cl 4.01±0.01a 3.80±0.00b 3.76±0.01b 

糖碱比 Sugar-nicotine ratio 0.49±0.00a 0.39±0.01c 0.46±0.00b 

氮碱比 Nitrogen-nicotine ratio 0.38±0.03b 0.36±0.03b 0.56±0.04a 

 

3  讨论 
TSNAs 作为烟草中特有的一类致癌物质，

一直以来备受关注。雷丽萍等[35-36]筛选得到了

一株非亚硝酸盐还原菌 K18，随后又以 NNK 为

唯一碳源和氮源，筛选得到一株芽孢杆菌 05-5402，

研究发现，两株菌均能有效降解烟叶中 TSNAs

含量，但未对 TSNAs 降解机制及安全性做进一

步研究。本研究以亚硝酸盐为唯一氮源筛选能

够高效降解亚硝酸盐的菌株，相较于直接降解

TSNAs，优势在于降解途径清晰，不会产生有

毒有害物质。 

发酵是雪茄烟叶品质形成的关键时期，也

是 TSNAs 大量积累的时期[4]，目前采用微生物

手段降低前体物亚硝酸盐含量，进而减少烟叶

中 TSNAs 形成的研究均以烤烟和白肋烟为研

究对象[37]，筛选出的 TSNAs 降解微生物均为中

温(28−35 ℃)培养[19-21]，虽然降解效果显著，但

均难以应用于雪茄烟叶高温发酵。本研究通过

耐高温筛选得到一株能够在 50 ℃高温条件下

生长且具有优异亚硝酸盐降解能力和耐受能力

的芽孢杆菌 B. halotolerans NY8。将该菌株应用

于雪茄烟叶高温发酵过程，有效降解了亚硝酸

盐并显著减少 TSNAs 积累，其中亚硝酸盐含量

降低了 96.86%、TSNAs 总量降低了 67.14%。 
微生物对烟叶发酵的品质有着重要的影

响 [16]，但多数学者忽略了利用微生物减害的同

时其对烟叶品质产生的影响。本研究对发酵前

后雪茄烟叶常规化学成分和中性香味成分进行

了测定。结果表明，添加菌株 B. halotolerans 
NY8 发酵后总糖和还原糖含量降低且低于空白

组；中性香味成分总量略高于空白组，其中大

马酮、二氢大马酮和二氢 β-紫罗兰酮等香味物

质含量明显高于空白组。郭文龙等[38]研究发现

雪茄烟叶在 30 d 发酵过程中总糖、还原糖和总

氮程持续下降，与本文研究结果一致，且随着

总糖和还原糖含量降低，烟叶的吸食品质明显

提升。因此，推测菌株 B. halotolerans NY8 对

雪茄烟叶发酵品质有一定的提升，但还需进一

步进行评吸验证。 
B. halotolerans NY8 从雪茄烟叶筛选而来，

为烟草本源微生物，且目前已有文献报道将菌

株 B. halotolerans 应用于小麦和草莓的生物防

治[39-40]，说明 B. halotolerans NY8 具有较好的

生物安全性。同时，本研究对比发酵前后烟碱

含量变化趋势发现，经菌株 B. halotolerans NY8 
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表 3  烟叶发酵前后主要中性香味物质变化 
Table 3  Variations of main aroma substances in tobacco leaves before and after fermentation 
香气物质名称 
Aromatic components 

发酵前 
Before fermentation 
(μg/g) 

发酵后 After fermentation (μg/g) 
空白(未加菌) 
Blank (no strain added) 

添加 B. halotolerans NY8 
Added B. halotolerans NY8 

苯丙氨酸转化产物 Phenylalanine conversion product 
苯乙醇 Phenethyl alcohol 2.48 22.27 17.24 
苯乙醛 Phenylacetaldehyde 0.51 7.02 3.07 

棕色化反应产物 Browning reaction product 
2-丁基四氢呋喃 2-butyltetrahydrofuran 3.75 – – 

西柏烷类降解产物 Ccmbrances degradation product 
茄酮 Solanone 9.54 21.84 18.80 
西柏三烯-4-醇 2,7,11-cembratrien-4-ol 16.64 8.09 8.24 

类胡萝卜素降解产物 Carotenoid degradation products 
大马酮 Damascenone 2.81 3.38 6.34 
二氢大马酮 β-damascone 0.27 10.29 11.33 
4-羟基-β-二氢大马酮 
4-hydroxy-beta-damascone 

1.16 1.28 1.81 

β-紫罗兰酮 Irisone 1.47 8.09 4.69 
二氢-β-紫罗兰酮 Dihydro-beta-ionone 0.18 – 9.41 
4-羟基-β-紫罗兰酮 4-hydroxy-beta-ionone 0.77 – 0.93 
香叶基丙酮 Geranylacetone 0.62 2.77 – 
巨豆三烯酮 Megastigmatrien 27.11 18.22 16.70 
二氢猕猴桃内酯 Dihydroactinidiolide 2.12 1.30 – 
法尼基丙酮 Farnesyl acetone 2.17 12.24 8.90 
芳樟醇 Linalool 0.17 0.94 0.58 

其他 Others 
吲哚 Indole 1.47 1.79 6.85 
异叶绿醇 Isophytol 2.36 – 1.28 
异长叶醇 Isolongifolol – – 0.93 
香紫苏醇 Sclareol 7.29 2.88 9.76 
香紫苏内酯 Sclareolide 1.23 – 5.34 
雪松醇 Cedrol 1.46 – – 
总计 Total 85.58 122.40 132.20 
烟碱 Nicotine 517.60 493.95 409.86 
新植二烯 Neophytadiene 307.27 892.67 847.99 

–：未检出 
–: Not detected. 
 
发酵后，烟碱含量降低幅度明显大于空白组，

说明该菌株同时也具有一定降解烟碱的能力，

从而更有效地减少 TSNAs 的形成，对于该菌株

的烟碱降解能力和高烟碱浓度耐受能力有待于

进一步的研究。 

4  结论 

本研究通过对晾制后雪茄烟叶共栖微生物

的分离、筛选与鉴定，得到了一株具有性能优异

的耐高温、强亚硝酸盐降解能力的烟草源微生 
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物菌株耐盐芽孢杆菌(B. halotolerans) NY8。该

菌株在摇瓶发酵和烟叶发酵中均能够高效降解

亚硝酸盐，并且能够显著减少雪茄烟叶高温发酵

过程中 TSNAs 的积累，该菌株在雪茄烟叶发酵

减害方面具有重要科学价值和很大的应用潜力。 
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