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摘  要: 以果胶为碳源, 对津巴布韦片烟烟叶表面产果胶酶细菌进行分离, 采用 16S rDNA限制性

酶切片段长度多态性分析(ARDRA)和测序方法, 结合形态学、生理生化实验, 对所分离产果胶酶

菌株进行鉴定, 同时研究培养时间、温度、起始 pH、接种量对菌株产酶的影响。结果表明, 从津

巴布韦片烟烟叶表面分离得到的产果胶酶菌株主要为芽孢杆菌属的枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis

和产碱菌属的粪产碱菌 Alcaligenes faecalis。在所分离的菌株中, 枯草芽孢杆菌 T10 酶活力最高, 

以 6%的接种量, 在温度为 35 °C、起始 pH 为 7.5 条件下培养 48−56 h, 其果胶酶酶活为 571 U/mg, 

聚半乳糖醛酸裂解酶酶活为 297 U/mg。 
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Abstract: Bacterial strains with pectinase activity were isolated from Zimbabwe tobacco strips using 
pectin as carbon source. ARDRA patterns of 16S rDNA combined with 16S rDNA sequence analysis, 
physiological and biochemical experiments were used to identify the isolated strains. Different condi-
tions including incubating time, growth temperature, initial pH and inoculation quantity for the enzyme 
production were also studied. The results indicated that bacteria isolated from Zimbabwe tobacco strips 
with high pectin-degrading ability mainly belong to Bacillus subtilis (genus Bacillus) and Alcaligenes 
faecalis (genus Alcaligenes). Among these strains, Bacillus subtilis strain T10 possessed the highest 
pectinase activity (571 U/mg) and polygalacturonate lyase activity (297 U/mg) under its optimum en-
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zyme fermantation conditions, which use 6% (V/V) culture fluid as the inoculum for enzyme production 
in the initial pH 7.5 fermentation medium at 35 °C for 48−56 h. 

Keywords: Zimbabwe tobacco strips, Amplified ribosomal DNA restriction analysis, Identification, 
Polygalacturonate lyase, Pectinase 

对于烟草制品, 果胶质是一种不利于吸味质量

的吸湿性化学成分, 其在燃吸过程中影响烟叶的燃

烧性, 可产生甲醇, 甲醇进一步氧化为甲醛、甲酸等

成分, 不仅给烟气带来刺激性, 而且较高的果胶质

含量还会导致卷烟焦油量升高[1−2]。 

通常采用 2 种途径降解烟草中果胶, 一种途径

是向烟叶表面施加果胶酶, 另一种途径是直接喷洒

可产生果胶酶的发酵液。如于建军等[3]采用外加果

胶酶处理烟叶, 可使果胶含量明显降低, 中性致香

物质增加。夏炳乐等[4]用果胶酶在内的生物酶制剂

处理烟叶, 加速了其总糖等的降解, 香味物质总量

增加的同时, 感官质量也得到明显提高, 醇化时间

大大缩短。上述所添加的酶为外源酶, 如果能够从

烟叶本身得到可生产果胶酶微生物, 对之加以研究, 

用来生产果胶酶处理烟叶, 因其菌种本身来源于烟

叶, 改善烟叶品质的同时, 安全性也可得到更好保

障。因此, 了解来源于烟叶表面产果胶酶微生物种

类, 能为降低烟叶中果胶提供研究依据, 为有针对

性地降低烟草中果胶含量奠定基础。 

扩增 rDNA 限制性酶切片段分析法(Amplified 
ribosomal DNA restriction analysis, ARDRA), 是一

种快速、简便、有效的分子水平分类方法, 目前被

广泛应用于微生物分类及鉴定等。其基于 rRNA 的

保守性和特异性, 对扩增 rDNA 片段进行酶切分析, 
在这一序列上的差异导致特异性限制性片段长度多

态性谱带, 从而分析及揭示微生物多样性和系统发

育差异[5−6]。 
本研究从烟叶表面筛选产果胶酶细菌, 并对其

进行形态学、生理生化、16S rDNA 限制性酶切片段

长度多态性分析(ARDRA)和测序方法分析, 同时对

酶活较高菌株的发酵产酶条件进行初步研究, 以期

充分了解烟叶表面产果胶酶菌的种类及其酶活, 为

降低烟草中果胶含量, 提高烟草制品品质提供有价

值的参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品采集: 样品为 2006 年津巴布韦片烟烟

叶, 用灭菌剪剪碎至 1 cm2 小块, 再用灭菌研钵研碎

至粉末状, 装入封口聚乙烯袋中, 常温保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器: 果胶、聚半乳糖醛酸、D-

半乳糖醛酸均购自 Sigma 公司 ; Premix Ex Taq、

PCR 引物、Alu I 酶均购自宝生物工程(大连)有限公

司; PCR 仪(美国伯乐公司, PTC-200); 722 分光光度

计(上海精密科学仪器有限公司); UV-2802H 紫外分

光 光 度 计 (UNICO, 上 海 ); 凝 胶 成 像 系 统 (BINTA 

2020D)。 

1.1.3  培养基: 富集培养基/基础培养基(g/L): 牛肉

膏 3.0, 蛋白胨 10.0, NaCl 5.0, pH 7.0−7.2。 

果胶分离培养基 A (g/L): 果胶 5.0, 酵母膏 5.0, 

MgSO4·7H2O 2.0, K2HPO4 1.0, 琼脂 20, pH 7.0−7.2。 

果胶分离培养基 B (g/L): 果胶 5.0, 酵母膏 5.0, 

MgSO4·7H2O 2.0, K2HPO4 1.0, 琼 脂 20, 刚 果 红

0.15, pH 7.0−7.2。 

种 子 培 养 基 (g/L): 牛 肉 膏 3.0, 蛋 白 胨 10.0, 

NaCl 5.0, pH 7.0−7.2。 

发酵培养基(g/L): 果胶 10.0, (NH4)2SO4 2.0, 酵

母膏 5.0, K2HPO4 2.0, MgSO4·7H2O 0.5, NaCl 0.3, 

pH 7.0−7.2。 

1.2  菌株的分离筛选 
将 1 g 烟末放入 100 mL 富集培养基 , 37 °C、

220 r/min 培养 24 h, 取培养液在果胶分离培养基 A

上稀释涂布, 培养后挑选单菌落纯化, 直至获得纯

种, 将纯化菌种接种到果胶分离培养基 B 上培养, 

挑取透明圈直径/菌落直径(H/C 值)大于 1.2 的菌株

接种到斜面培养基上, 4 °C 保存待用。 

1.3  酶活力测定及蛋白质含量测定 
1.3.1  粗酶液的制备: 将保存的斜面菌株活化后 , 
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接入种子培养基 37 °C、220 r/min 恒温培养 12 h, 以

4%的接种量接入发酵培养基, 37 °C、220 r/min 恒温

培养 48 h, 将发酵液 10 000 r/min 离心 15 min, 上清

液即为粗酶液。 

1.3.2  聚半乳糖醛酸裂解酶活力测定 : 取稀释的

粗酶液 20 µL, 加入到 2 mL 含 0.2%聚半乳糖醛酸

溶液(pH 9.4 的甘氨酸-氢氧化钠缓冲液配制), 50 °C

反应 15 min, 用 3 mL 0.03 mol/L 磷酸溶液终止酶

反应, 在 235 nm 处测 OD 值, 以灭活酶液作为空白

对照。不饱和半乳糖醛酸在 235 nm 处的摩尔吸光系

数是 4 600 L/(mol·cm)[7], 据此可通过 OD 值计算出

不饱和半乳糖醛酸含量。 

酶活定义 : 每分钟使聚半乳糖醛酸裂解产生

1 μmol 不饱和半乳糖醛酸所需的酶量为 1 个酶活力

单位(U)。 

1.3.3  果胶酶活力测定 : 0.2 mL 稀 释 酶 液 加到

1.8 mL 0.4%果胶溶液(pH 9.4 的甘氨酸-氢氧化钠缓

冲液配制)中摇匀, 50 °C 水浴 30 min 后, 加 2 mL 

DNS, 迅速在沸水中水浴 10 min, 冷却, 蒸馏水定

容至 15 mL, 摇匀; 空白为 0.2 mL 稀释酶液中加入

2 mL DNS、 1.8 mL 0.4%果 胶 溶 液 , 50 °C 水 浴

30 min, 冷却, 蒸馏水定容至 15 mL, 摇匀。550 nm

下测 OD 值 [8], 根据还原糖标准曲线计算出所含还

原糖量。  

酶活定义: 果胶酶降解果胶每小时产生 1 mg 还

原糖所需的酶量为 1 个酶活力单位(U)。 

1.3.4  蛋白质含量测定 : 蛋白质浓度的测定采用

Bradford 方法测定[9], 标准蛋白质为牛血清蛋白。 

1.4  培养条件对菌株生长的影响[10] 
1.4.1  盐度: 将菌种接种到含氯化钠为 0、1%、

2%、3%、4%、5%、7%、10%的基础培养基中培养, 

每隔 6 h 取样, 测 OD600
[11]。 

1.4.2  温度: 菌种转接后, 置于 5 °C、10 °C、15 °C、

20 °C、25 °C、30 °C、37 °C、40 °C、45 °C、50 °C, 

220 r/min 摇床培养, 每隔 6 h 取样, 测 OD600。 

1.4.3  起始 pH: 菌种转接到 pH 为 4.0、5.0、5.5、

6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、10.0 的基础培

养基培养, 每隔 6 h 取样, 测 OD600。 

1.5  培养条件对发酵产酶的影响 
研究培养时间、温度、起始 pH、接种量对菌株

发酵产酶的影响。 

1.5.1  培养时间: 以 4%的接种量接种发酵培养基, 

培养 4 d, 每隔 8 h 测酶活, 检测培养时间对产酶的

影响。确定最适发酵时间。 

1.5.2  温度: 以 4%的接种量接种发酵培养基 , 于

25 °C、28 °C、30 °C、33 °C、35 °C、37 °C、40 °C

培养 , 在最适培养时间下测酶活。确定最适发酵

温度。 

1.5.3  起始 pH: 以 4%的接种量接种发酵培养基, 

分别调节 pH 为 4.0、5.0、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、

9.0、10.0, 在最适培养时间和温度下培养, 测酶活。

确定最适发酵起始 pH。 

1.5.4  接种量: 分别以 2%、4%、6%、8%、10%

的接种量接种发酵培养基 , 在最适培养时间、温

度、起始 pH 下发酵培养, 测酶活。确定最适发酵

接种量。 

1.6  形态学与生理生化鉴定 
参考《常见细菌鉴定手册》[12], 对菌株进行生

理生化鉴定。将 37 °C 培养 24−48 h 菌龄的种子进行

革兰氏染色、芽孢染色, 油镜下观察细菌的形态和

大小。 

1.7  16S rDNA 的 PCR 扩增、酶切分型及测序

分析 
采用细菌 16S rDNA 通用引物(27F: 5′-AGAG 

TTTGATCCTGGCTCAG-3′; 1492R: 5′-GGTTACC 
TTGTTACGACTT-3′)[13]对菌株总 DNA 模板进行

16S rDNA 扩增, 扩增条件: 94 °C 10 min; 94 °C 45 s, 
55 °C 45 s, 72 °C 80 s, 30 个循环; 72 °C 10 min。取

4.5 µL PCR 产物, 1%琼脂糖凝胶电泳进行产物检测, 

紫外灯箱观察扩增效果。 
采用 Alu I 酶对 PCR 产物进行酶切分型[14−16], 

酶切后取 10 µL 酶切产物, 2.5%琼脂糖凝胶电泳进

行产物检测, 紫外灯箱观察酶切效果。 

序列测定和分析: 将 16S rDNA 扩增产物送交

金斯瑞测序公司测序, 所测序列进行 BLAST 同源

性比对分析(www.ncbi.nlm.nih.gov), 使用序列分析

软件 MEGA 4.1-ClustalW 程序对序列进行排列 , 



代同成等: 片烟产果胶酶细菌的鉴定及酶活测定  819 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

采 用 邻 接 法 (Neighbor-Joining) 以 相 近 序 列 构 建

16S rDNA 基因系统发育树[17]。 

2  结果与分析 

2.1  菌的分离与形态学特征 
分离得到的 17 株果胶酶产生菌, 革兰氏染色结

果为: 16 株为革兰氏阳性菌(如图 1 中菌株 T10), 菌

体大小为(0.5−1.0) µm×(2.5−4.8) µm, 呈杆状, 对状

或链状排列, 有孢子, 孢子椭圆, 端生或中生; 1 株

为革兰氏阴性菌(如图 1 中菌株 T16), 菌体大小为

(0.5−0.7) µm×(0.8−2.6) µm, 呈直杆状, 无孢子。经

平板培养 48 h 后, 观察结果为: 16 株革兰氏阳性菌, 
菌落圆形, 乳白色, 不透明, 不湿润, 无光泽, 直径

约 5 mm, 部分有褶皱, 边缘不整齐; 1 株革兰氏阴性

菌, 菌落圆形, 透明, 湿润, 有光泽, 直径约 7 mm, 
光滑, 边缘整齐。 

2.2  细菌 16S rDNA 序列分析、酶切分型及系统

发育树的构建 
分别以 17 株细菌的总 DNA 为模板扩增各自的

16S rDNA, 产生大约 1 500 bp 的扩增片段(图 2), 用

限制性内切酶 Alu I 对 PCR 产物进行 ARDRA 多态

性分析, 结果得到 2 种酶切条带(图 3), 有 16 株细菌

属于一个类型, 为优势 ARDRA 型。第 2 个类型有 1

株细菌, 即 T16。 

从图 2 可看出, 扩增产物长度为 1 500 bp 左右, 

符合扩增要求。

 

 

图 1  两株果胶酶产生菌革兰氏染色照片(36 h, ×1 000) 
Fig. 1  Gram staining micrograph of the two pectin-degrading bacteria (36 h, ×1 000) 

注: A: 枯草芽孢杆菌 T10; B: 粪产碱菌 T16. 
Note: A: Bacillus subtilis T10; B: Alcaligenes faecalis T16. 
 

 

图 2  16S rDNA PCR 产物琼脂糖凝胶电泳图 
Fig. 2  16S rDNA PCR production agarose gel electrophoretogram 

Note: M: DL2000 DNA marker. 
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从图 3 可知, 分离菌株的 16S rDNA 经 Alu I 酶

切后产生 2 个 ARDRA 类型, 对 2 个 ARDRA 型中

的代表性菌株 T10 (第 1 个 ARDRA 型中酶活最高)、
T16 进行测序。 

系统发育树结果显示, 菌株 T10 属于芽孢杆菌

属, 与 Bacillus subtilis 具有 99%以上的同源性, 菌

株 T16 与 Alcaligenes faecalis 的 16S rDNA 同源性为

99% (图 4)。 

2.3  生理生化鉴定结果 
根据 16S rDNA 鉴定结果, 菌株 T10 属于芽孢

杆 菌 属 ,  将 菌 株 T10 与 枯 草 芽 孢 杆 菌 标 准 菌 株  

Bacillus subtilis NRRL NRS-744T 进行比较, 据表 1

可知, 菌株 T10 厌氧不生长, pH 5.7 下可以生长, 最

适生长 pH 为 7.0, 10 °C−50 °C 时皆可生长, 最适生

长温度为 37 °C, 盐度 1%−10%皆可生长, 最适生长

盐度为 2%, 接触酶、氧化酶、V-P 反应阳性, D-葡

萄糖、L-阿拉伯糖、D-木糖、D-甘露醇皆可产酸, 水

解明胶、淀粉, 利用柠檬酸盐, 不利用丙酸盐, 酪氨

酸水解、硝酸盐还原阳性 , 苯丙氨酸脱氨酶阴性 , 

不产生吲哚, 依据《常见细菌鉴定手册》 [18], 初步

确定 T10 为枯草芽孢杆菌。

 

 

图 3  17 株细菌的 16S rDNA PCR 产物经 Alu I 酶切后产生的 ARDRA 类型 
Fig. 3  ARDRA patterns of PCR-amplified 16S rDNA digested by endonuclease Alu I of the 17 bacterial strains 

Note: M: DL2000 DNA marker. 
 

 

图 4  以 16S rDNA 序列为基础的果胶酶产生菌的系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic Neighbour-Joining tree of the pectin-degrading bacteria based on 16S rDNA sequences 

注: 发育节点的数字: Bootstrap 值; 括号中的序号: GenBank 序列登录号; 标尺所示刻度: 遗传距离为 0.02. 
Note: Numbers at nodes: Bootstrap percentages (based on 1000 samplings); The numbers in parentheses: Accession numbers of sequences in 
GenBank; Bar: 0.02 sequence divergence. 
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表 1  菌株 T10 与枯草芽孢杆菌标准菌株的 
生理生化指标 

Table 1  Physiological and biochemical characteristics of 
strain T10 and type strain of Bacillus subtilis 

鉴定特征 
Characteristics 

Strain T10 Bacillus subtilis 
NRRL NRS-744T

厌氧生长 
Anaerobic growth 

− − 

pH 5.7 下生长 
Growth at pH 5.7 

+ + 

3% NaCl 生长 
Growth at 3% NaCl 

+ + 

5% NaCl 生长 
Growth at 5% NaCl 

+ + 

7% NaCl 生长 
Growth at 7% NaCl 

+ + 

10% NaCl 生长 
Growth at 10% NaCl 

+ + 

0.001%溶菌酶 
0.001% Lysozyme 

ND − 

接触酶 Catalase + + 

氧化酶 Oxidase + + 

V-P 测定 V-P test + + 

产酸: Acid production from   

D-葡萄糖 D-Glucose + + 

L-阿拉伯糖 L-Arabinose + + 

D-木糖 D-Xylose + + 

D-甘露醇 D-Mannitol + + 

明胶水解  
Gelatine hydrolysis 

+ ND 

淀粉水解 
Starch hydrolysis 

+ + 

利用 Utilization of   

柠檬酸盐 Citrate + + 

丙酸盐 Propionate − − 

酪氨酸水解  
Tyrosine hydrolysis 

+ + 

苯丙氨酸脱氨酶 
Phenylalanine deaminase 

− ND 

硝酸盐还原   
Nitrate reduction 

+ + 

吲哚实验 Indole test − ND 

5 °C 生长 Growth at 5 °C − − 

10 °C 生长 
Growth at 10 °C 

+ + 

50 °C 生长 
Growth at 50 °C 

+ + 

55 °C 生长 
Growth at 55 °C 

− − 

注: +: 阳性; −: 阴性; ND: 未测定. 
Note: +: Positive; −: Negative; ND: Not determined. 

根据 16S rDNA 鉴定结果, 菌株 T16 属于产碱

菌属, 将菌株 T16 与粪产碱菌标准菌株 Alcaligenes 

faecalis IAM12645T 进行比较, 据表 2 可知, 菌株

T16 氧化酶、接触酶阳性, 水解淀粉, 不水解明胶, 
不利用柠檬酸盐, 酪氨酸不水解, 甘露醇产酸, D-木

糖不产酸, 硝酸盐还原阴性, 能利用亚硝酸盐厌氧

生长, 不能水解邻硝基酚 β-D-半乳糖苷, 不水解酪

氨酸 , 不产生类黑色素 , 苯丙氨酸脱氨酶、酰胺

酶、脲酶阳性, 5 °C−45 °C 皆可生长, 最适生长温度

30 °C, 最适生长 pH 为 7.0, 盐度为 0 可以生长, 盐

度为 10%不能生长, 最适盐度为 4%。依据《常见细

菌鉴定手册》[19], 初步确定 T16 为粪产碱菌。 
 

表 2  菌株 T16 与粪产碱菌标准菌株的生理生化指标
Table 2  Physiological and biochemical characteristics of 

strain T16 and type strain of Alcaligenes faecalis 
鉴定特征 

Characteristics 
Strain T16 Alcaligenes  

faecalis IAM12645T

氧化酶 Oxidase + + 

接触酶 Catalase + + 

淀粉水解 Starch hydrolysis + + 

明胶水解 Gelatine hydrolysis − ND 

柠檬酸盐利用  
Utilization of Citrate 

− − 

酪氨酸水解 
Tyrosine hydrolysis 

− − 

甘露醇产酸  
Acid from mannitol 

+ + 

D-木糖产酸  
Acid from D-Xylose 

− ND 

5 °C 生长 Growth at 5 °C + + 

硝酸盐还原 Nitrate reduction − + 

亚硝酸盐厌氧生长 
Anaerobic growth using NO2

− 
+ + 

邻 硝 基 酚 β-D- 半 乳 糖 苷 水 解 
ONPG hydrolysis 

− − 

酪氨酸水解  
Tyrosine hydrolysis 

− − 

类黑色素  
Melanin-like pigment 

− − 

甲基红实验 Methyl red test ND − 

苯丙氨酸脱氨酶  
Phenylalanine deaminase 

+ + 

酰胺酶 Amidase + + 

脲酶 Urease + + 

亚甲基蓝还原  
Methylene blue reduction 

ND + 
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2.4  培养条件对发酵产酶的影响 
如图 5 所示, 经不同时间培养, 发现菌株 T10

在 24−48 h 酶活力增幅较大, 果胶酶(PEC)活力在

48 h 时达到最大, 在 56 h 时为最高酶活的 96%, 聚

半乳糖醛酸裂解酶酶活(PGL)在 56 h 时达到最大, 
在 48 h 时为其最高酶活的 98%, 菌株 T10 在 24−56 h

酶活有较大的增幅, 其 PEC、PGL 均在 56 h 时达到

最大。因此确定菌株 T10 的最适发酵时间为 48−56 h, 
菌株 T16 最适发酵时间为 56 h。 

在最适发酵时间下, 经不同温度培养, 如图 6
所示, 发现菌株 T10 在 35 °C 培养酶活达到最高, 菌

株 T16 在 33 °C 培养, 酶活达到最高。 
 

 

图 5  发酵时间对菌株产酶的影响 
Fig. 5  The effect of fermentation time on the enzyme ac-
tivity 
Note: PEC: Pectinase; PGL: Polygalacturonate lyase. 

 

 

图 6  发酵温度对菌株产酶的影响 
Fig. 6  The effect of fermentation temperature on the en-
zyme activity 
Note: PEC: Pectinase; PGL: Polygalacturonate lyase. 

在最适时间、最适温度下, 在不同 pH 条件下培

养, 如图 7 所示, 发现菌株 T10 在 pH 为 7.5 时 PEC、

PGL 酶活最高, 菌株 T16 在 pH 为 6.5 时 PEC、PGL
酶活最高。 

在最适时间、最适温度、最适 pH 条件下, 进行

不同接种量实验, 如图 8 所示, 发现菌株 T10 的最适

接种量为 6%, 菌株 T16 最适接种量为 4%。 
 

 

图 7  发酵起始 pH 对菌株产酶的影响 
Fig. 7  The effect of initial fermentation pH on the enzyme 
activity 
 

 

图 8  接种量对菌株产酶的影响 
Fig. 8  The effect of inoculation quantity on the enzyme 
activity 
 

2.5  津巴布韦烟叶产果胶酶的 2 个菌种的酶活 
将菌株 T10、T16 分别在最适条件(时间、温度、

pH、接种量)下发酵培养, 对于菌株 T10, 以 6%的

接种量, 在 35 °C、起始 pH 7.5 条件下发酵培养

48−56 h, 其果胶酶酶活为 571 U/mg, 聚半乳糖醛酸

裂解酶酶活为 297 U/mg; 对于菌株 T16, 以 4%接种
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量, 在 33 °C、起始 pH 6.5 条件下培养 56 h, 其果胶

酶酶活为 540 U/mg, 聚半乳糖醛酸裂解酶酶活为

275 U/mg, 具体结果见表 3。 

从表 3 中我们可以得出 , 在所分离的菌株中 , 
枯草芽孢杆菌 T10 的酶活最高, 在最适发酵条件下,

其果胶酶酶活为 571 U/mg, 聚半乳糖醛酸裂解酶酶

活为 297 U/mg。 
 

表 3  津巴布韦片烟烟叶产果胶酶的 2 个菌种酶活 
Table 3  Enzyme activities of two types of pectin-degrading 

bacteria isolated from Zimbabwe tobacco strips 

菌种 
Type of bacteria 

枯草芽孢杆菌 
Bacillus  
subtilis 

粪产碱菌 
Alcaligenes 

faecalis 
菌株编号 
No. 

T10 T16 

果胶酶酶活 
Pectinase activity (U/mg) 

571 540 

聚半乳糖醛酸裂解酶酶活 
Polygalacturonate lyase activity 
(U/mg) 

297 275 

3  结论 

本文从烟叶表面分离到 17 株产果胶酶细菌, 采

用形态学、16S rDNA、生理生化实验对分离菌株进

行鉴定, 发现所分离菌株主要为芽孢杆菌属的枯草

芽孢杆菌 Bacillus subtilis 和产碱菌属的粪产碱菌

Alcaligenes faecalis。之前也有文献报道, 产果胶酶

微生物有枯草芽孢杆菌等[20], 这与本文分离到的大

量芽孢杆菌属菌株相一致。此外, 本文首次分离到

一株可产果胶酶的新菌株, 粪产碱菌, 扩大了产果

胶酶菌种来源。 

在最 优培养条件 下 , 在所分 离的菌株中 , 枯

草 芽 孢 杆 菌 T10 酶 活 力 最 高 , 其 果 胶 酶 酶 活 为

571 U/mg, 聚半乳糖醛酸裂解酶酶活为 297 U/mg。

粪产碱菌 T16, 其果胶酶酶活为 540 U/mg, 聚半乳

糖醛酸裂解酶酶活为 275 U/mg, 具有较高酶活, 有

一定的应用价值, 其所产果胶酶酶学性质有待于进

一步研究。 

本文从烟叶表面分离到 2 种高产果胶酶细菌, 
为直接利用烟叶表面微生物生产内源果胶酶来降

低烟叶中果胶含量 , 从而提高烟草制品品质提供

了思路。 

下一步, 将对枯草芽孢杆菌酶活最高菌株 T10、

粪产碱菌 T16 所产果胶酶进行酶学性质研究, 并将

其应用于降解烟叶果胶的处理中, 了解其降解烟叶

中果胶的能力。 
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