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　　摘要：为了提高烟碱降解菌Ａ４降解烟碱的能力，采用单因素试验和正交试验法对菌株Ａ４发酵条件进行了优化。
结果表明，通过单因素试验确定了影响菌株Ａ４生长的培养基主要因素为ｐＨ值、烟碱含量、碳源、氮源；采用４个因素
３个水平进行正交分析，确定了发酵的最佳条件为：在培养温度为３０℃、ｐＨ值７．０、烟碱含量２．０ｇ／Ｌ、接种量 ５．０％、
柠檬酸三钠０．３％、胰蛋白胨１．５％条件下，培养４８ｈ，其烟碱降解率为７２．８％比优化前提高了２２．５％。结果为采用
生物技术降解烟碱废弃物以及改善烟叶品质方面提供了良好的菌种资源。
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　　烟碱（ｎｉｃｏｔｉｎｅ）又名尼古丁，是烟草生物碱的主要成分，
占烟草生物碱的９５％以上，是影响烟叶品质的重要因素之
一［１－２］。一般来讲，烟碱含量高的烟叶，烟气劲头大，反之则

小。烟碱含量较高的烟叶可利用性比较差，传统物理和化学方

法降解烟碱不仅会影响环境，甚至对人类造成危害。利用微生

物降解烟碱含量不仅高效，而且具有一定的选择性，可用于降

解烟草中烟碱和环境中被烟碱污染的废弃物，对香烟品质不会

产生不利的影响，并满足消费群体对低烟碱卷烟的需求［３－６］。

目前，国内外已有报道筛选分离出一些烟碱降解菌

株［７－８］，这些微生物可以在烟草工业和处理烟草废弃物中发

挥重要作用。Ｔａｓｈｉｒｏ等从４４个含有烟碱的土壤和废水取样
中获得５７种细菌，这些细菌都呈短棒状，用烟碱作为唯一碳
氮源，在２周内能降解浓度为１．０ｇ／Ｌ的烟碱［９］。孔雯等从

湖北省襄阳市烟草种植地中分离得到１株烟碱降解菌，初步
确定为烟碱节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．），该菌在烟碱质量浓
度为４ｇ／Ｌ的培养基中培养 ４８ｈ后烟碱降解率达 ７１％ 以
上［１０］。２００５年，阮爱东等筛选出１株假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．ＨＦ－１），该菌在培养基中培养２５ｈ，烟碱浓度为１．３ｇ／Ｌ，
测得烟碱降解率为９９．６％［１１］。袁勇军等从福建三明烟区的

土壤中分离得到一种菌，经过鉴定属于为中间苍白杆菌，该菌

３６ｈ降解了９７５６％ 的烟碱，当烟碱的浓度低于２ｇ／Ｌ时，菌
株能完全降解烟碱［１２］。本研究从川渝中烟工业公司四川公

司绵阳分厂的垃圾堆废弃烟渣中筛选后获得优良降解烟碱菌

株Ａ４，研究了不同烟碱浓度和不同培养条件下该菌株对烟碱
的降解能力，旨在为降低烟叶烟碱含量、提高烟叶可用性等提

供理论依据。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　节杆菌属Ａ４菌株，本课题组从川渝中烟工业
公司四川公司绵阳分厂的垃圾堆废弃烟渣中筛选后获得的优

良降解烟碱菌株，经形态鉴定、生理生化特性测定和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ系统分析，初步鉴定为节杆菌属，保存于绵阳师范学院
微生物实验室。

１．１．２　烟碱培养基　Ｋ２ＨＰＯ４１３．３ｇ，ＫＨ２ＰＯ４４．０ｇ，酵母提取
物１．０ｇ，微量元素溶液１０ｍＬ，加蒸馏水至１０００ｍＬ，ｐＨ值
７０，培养基经１２１℃高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ后，加入一定量烟碱
（用０．２２μｍ滤膜过滤），固体烟碱培养基添加２．０％琼脂［４］。

１．１．３　微量元素溶液　ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．４ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
０．２ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ使用 ０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ定容至
１００ｍＬ［５］。
１．２　主要试剂与仪器

烟碱含量≥９８％，宜阳县天成生化有限责任公司；ＷＦＺ－
ＵＶ－２０００紫外分光光度仪，ＳＣ－３６１０低速离心机，ＫＹＣ－
１００Ｃ恒温气浴式振荡器，Ｓａｎｙｏ高压蒸汽灭菌锅，ＹＴ－ＣＪ－
１Ｎ超净工作台等。
１．３　方法
１．３．１　菌悬液的制备　接种１环Ａ４菌到装有１０ｍＬ烟碱液
体培养基的试管中，于２８℃下１５０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ。再将这
２ｍＬ菌悬液接种到１００ｍＬ液体培养基中，在相同条件下培
养４８ｈ。
１．３．２　烟碱含量测定　将纯化菌株接入烟碱培养基中，于
３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养，以未接菌的烟碱培养基为空白对
照。发酵液于８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液用０．０５ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ溶液稀释至合适的吸光度范围。以０．０５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液
为参比，进行全波长扫描，测得烟碱最大吸收波长为２６０ｎｍ，
在此波长下计算烟碱降解率：烟碱降解率 ＝（初始培养液中
烟碱含量－发酵液中烟碱含量）／初始培养液中烟碱含量 ×
１００％。　
１．３．３　单因素试验　对Ａ４菌株初始ｐＨ值、培养时间、烟碱
浓度、接种量、培养温度等发酵条件进行单因素优化。分别设

置发酵培养基中５、６、７、８、９的不同初始ｐＨ值；２０、２５、３０、３５、
４０℃的不同培养温度；６、１２、１８、２４、４８、７２ｈ不同培养时间；
０．１、０．５、１．０、２．０、３．０ｇ／Ｌ的不同烟碱浓度；０．５％、１．０％、
２０％、３．０％、５．０％、８．０％的不同接种量。１２０ｒ／ｍｉｎ摇床培
养４８ｈ后测定培养液中烟碱的吸光度，测得不同单因素条件
下的烟碱降解率，每个因素设置３个平行，取平均值。
１．３．４　不同培养基组分对菌株降解烟碱的影响　分别以含
量为２．０ｇ／Ｌ的萄葡糖、蔗糖、柠檬酸三钠、乳糖、麦芽糖、可
溶性淀粉等碳源添加培养基中，用于筛选最适碳源［１３］；分别

以含量为１０ｇ／Ｌ的胰蛋白胨、牛肉膏、酵母粉、硝酸铵、氯化
铵等氮源添加培养基中，用于筛选最适氮源。

１．３．５　正交试验　为确定最适合烟碱降解条件，根据单因素
试验结果，选择对降解烟碱影响较大的４个因素，即Ａ：ｐＨ值；
Ｂ：烟碱浓度；Ｃ：柠檬酸三钠；Ｄ：胰蛋白胨，设计了４个因素３
个水平的正交试验Ｌ９（３

４），以烟碱降解率为指标进行试验（表

１），确定复合因素对菌株Ａ４降解烟碱的影响。

表１　不同因素对烟碱降解率影响的正交试验设计

水平

因素

Ａ：ｐＨ值 Ｂ：烟碱浓度
（ｇ／Ｌ）

Ｃ：柠檬酸三钠
（％）

Ｄ：胰蛋白胨
（％）

１ ６．５ １．５ ０．１ ０．５
２ ７．０ ２．０ ０．２ １．０
３ ７．５ ２．５ ０．３ １．５

２　结果与分析

２．１　烟碱标准曲线绘制
分别吸取烟碱质量浓度为１．０ｇ／Ｌ的工作液０、１．０、２．０、

３．０、４．０、５．０、６．０、７．０ｍＬ，用浓度为０．０５ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液
定容到５０ｍＬ，稀释至０、０．００２、０．００４、０．００６、０．００８、０．０１０、
０．０１２、０．０１４ｍｇ／ｍＬ。用同浓度的盐酸溶液做参比，在此波
长下测量不同浓度烟碱的吸光值，以烟碱浓度为横坐标，吸光

度为坐标轴绘制烟碱含量标准曲线（图１）。吸光值（ｙ）与烟
碱含量（ｘ）呈现良好的线性关系，回归方程为 ｙ＝３８．９２９ｘ－
０．００８２，相关系数ｒ＝０．９９９３。

２．２　单因素培养条件优化
２．２．１　不同ｐＨ值对菌株降解烟碱的影响　在初始ｐＨ值不
同的条件下，在１５０ｒ／ｍｉｎ、３０℃下振荡培养７２ｈ，试验结果见
图２。结果表明，在ｐＨ值为６．０～７．５时，菌株降解烟碱的效
果比较好。当 ｐＨ值为 ７．０时，降解效果最好，其降解率达
２７．５％；而ｐＨ值＜６．０或＞８．０时菌株降解烟碱的能力下降
较快。通常认为培养基中的氢离子和氢氧根离子间接的对微

生物产生影响，起初作用于胞外可解离的弱酸或弱碱，容易形

成透过细胞膜的游离态进入胞内，再作用于参与代谢的各种

酶类，从而影响菌体的生长和酶的合成，进而影响菌株 Ａ４对
烟碱的降解率［１４］。因此，烟碱降解菌 Ａ４的最适降解 ｐＨ值
为７．０。
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２．２．２　不同培养时间对菌株降解烟碱的影响　在培养时间
不同的条件下，在１５０ｒ／ｍｉｎ、ｐＨ值为７．０、温度为３０℃条件
下振荡培养７２ｈ，每隔６ｈ取样测烟碱浓度１次，试验结果见
图３。结果表明，烟碱浓度随菌株培养时间的延长而降低，其
降解率逐渐升高；在 ４８ｈ时，培养液中烟碱浓度仅为
１．２７ｇ／Ｌ，其降解率达３６．５％，此后随着培养时间的延长，其
烟碱降解率变化不大。因此，选择 ４８ｈ为菌株最适培养
时间。

２．２．３　不同烟碱浓度对菌株降解烟碱的影响　在培养基中
烟碱浓度不同的条件下，在１５０ｒ／ｍｉｎ、ｐＨ值为７．０、温度为
３０℃条件下振荡培养 ４８ｈ，结果表明，当烟碱质量浓度为
０．１～２．０ｇ／Ｌ时，随着浓度的升高，烟碱降解效率逐渐升高；
在浓度为２．０ｇ／Ｌ时，其降解率最高，为３５．８％。当浓度高于
２．０ｇ／Ｌ时，烟碱降解率迅速下降，当浓度达到３．０ｇ／Ｌ时，其
降解率最低，为１３．３％（图４），这可能由于高浓度烟碱对细
胞具有毒害作用，抑制了其生长从而影响了对烟碱的降解。

因此，烟碱降解菌Ａ４最适初始烟碱浓度为２．０ｇ／Ｌ。

２．２．４　不同接种量对菌株降解烟碱的影响　在培养基中接
种量不同的条件下，在１５０ｒ／ｍｉｎ、ｐＨ值为７．０、温度为３０℃
条件下振荡培养４８ｈ，结果表明，随着接种量的升高，其烟碱
降解率也逐渐增高，当接入量为０．５％ ～５．０％时，随接入量
的增加，降解率上升较快，但接入量高于５．０％时降解率趋于
平稳（图５）。因此，选择５．０％作为最适接种量。
２．２．５　不同培养温度对菌株降解烟碱的影响　在培养基中
培养温度不同的条件下，在１５０ｒ／ｍｉｎ、ｐＨ值为７．０、接种量为
５．０％条件下振荡培养４８ｈ，结果表明，温度过低或过高对烟
碱的降解都有较大影响，在温度为２５～３５℃，菌株降解效果
较好，在３０℃时降解率达到最高，为５４．２％（图６）。因此，选
择３０℃ 作为最适培养温度。
２．３　培养基成分优化
２．３．１　不同碳源对菌株降解烟碱的影响　在基础培养基中

改用了不同碳源，考察不同碳源对菌株 Ａ４降解烟碱的影响，
碳源是不可缺少的重要元素之一，不同的碳源会影响微生物

的生长和降解酶的合成。从图７可以看出，Ａ４菌株降解率随
着培养液中添加的碳源不同其降解率也随之改变。当培养液

中添加柠檬酸三钠为碳源时，菌株的降解率最大，为４６．１％，
且对烟碱降解影响较大。当培养液中分别添加乳糖、麦芽糖、

蔗糖和淀粉作为碳源时，Ａ４菌株的降解率依次为 ２３．３％、
３０．２％、２６．５％和２６．３％，其中以葡萄糖作为碳源时的降解
率最低，为２１．５％。因此，选择柠檬酸三钠作为最适碳源。

２．３．２　不同氮源对菌株降解烟碱的影响　在基础培养基中
改用了不同氮源，考察不同氮源对菌株 Ａ４降解烟碱的影响。
从图８可以看出，Ａ４菌株降解率随着培养液中添加的氮源不
同其降解率也随之改变。当培养液中添加胰蛋白胨作为氮源

时，菌株的降解率最大，为５０．３％，当培养液中分别添加牛肉
膏、酵母粉和氯化铵作为氮源时，Ａ４菌株的降解率依次为
４０．３％、４８．８％、３１．２％，其中以硝酸铵作为氮源时的降解率
最低，为２３．２％，表明该菌株不能很好地利用无机氮源。因
此，选择胰蛋白胨作为最适碳源。

２．４　正交试验
为了更好地提高烟碱降解率，本研究选择了影响烟碱降
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解较大的４个因素，即 ｐＨ值、烟碱浓度、柠檬酸三钠和胰蛋
白胨含量，进行３个水平的正交试验，以进一步提高烟碱降解
率。在不同条件下，以降解率为指标分析烟碱降解条件，结果

见表２。由极值Ｒ值可知，不同因素对试验结果的影响依次
为：Ｂ＞Ａ＞Ｃ＞Ｄ；从方差分析可看出，因素 Ｂ的主效应很显
著，即烟碱浓度对菌株降解效率有较大影响，其次是 ｐＨ值和
柠檬酸三钠，最后为胰蛋白胨（表３）。综合各种因素得出，４
个因素正交试验降解烟碱适宜条件最优水平组合为

Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即：ｐＨ值为７．０，烟碱浓度为２．０ｇ／Ｌ，柠檬酸三钠
浓度为０．３％，胰蛋白胨含量为１．５％（表２）。

表２　不同因素对烟碱降解率影响的正交试验结果

试验号 Ａ：ｐＨ值 Ｂ：烟碱
浓度

Ｃ：柠檬酸
三钠

Ｄ：胰蛋白胨 降解率
（％）

１ １ １ １ １ ４８．５
２ １ ２ ２ ２ ５２．６
３ １ ３ ３ ３ ２８．３
４ ２ １ ２ ３ ５８．１
５ ２ ２ ３ １ ７２．３
６ ２ ３ １ ２ ３６．８
７ ３ １ ３ ２ ５０．３
８ ３ ２ １ ３ ６０．１
９ ３ ３ ２ １ ２５．６
ｋ１ ３９．８ ４９．０ ４５．１ ４５．５
ｋ２ ５５．７ ６１．７ ４５．４ ４６．６
ｋ３ ４５．３ ３０．２ ５０．３ ４８．８
Ｒ １５．９ ３１．５ ５．２ ３．３

最优水平 Ａ２ Ｂ２ Ｃ３ Ｄ３

表３　方差分析

变异来源 离差平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ａ ３９２．６５ ２ １９６．３２ ２２．２ ０．０４３

Ｂ １５００．２８ ２ ７５０．１４ ８４．８ ０．０１２

Ｃ ５０．４７ ２ ２５．２３ ２．９ ０．２５９
误差 １７．６８ ２ ８．８４

２．５　验证试验
为了验证试验结果的准确性，依据正交试验优化得到的

最适培养基组成进行试验。３个平行试验结果表明，经过正
交优化培养基后烟碱降解率为７２．８％，比优化前５０．３％提高
了４４．７％，可见优化后的培养基能明显提高菌株 Ａ４对烟碱
的降解能力。

３　结论

通过以烟碱降解率为指标的单因素和正交试验，确定Ａ４
菌株的最优烟碱降解方案：即ｐＨ值７．０、接种量５．０％、柠檬
酸三钠含量０．３％、胰蛋白胨含量１．５％、烟碱含量２．０ｇ／Ｌ，
温度３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养，以上述优化组合培养４８ｈ后
测定培养液中烟碱的吸光度，其烟碱降解率达到７２．８％，同
单因素培养条件下的降解率５０．３％相比，提高了４４．７％，优
化后的组合有明显的降解优势。该试验结果表明，烟碱降解

菌Ａ４对烟碱具有较强的代谢降解能力，这将为利用生物技
术降解烟碱废弃物和降低烟叶中烟碱含量提供良好的菌种

资源。
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