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摘   要：【背景】烟草在生产和加工中会产生高浓度的尼古丁废弃物，对环境造成较大的污染。

【目的】筛选降解尼古丁的微生物菌种并解析其降解尼古丁的代谢途径，理解微生物如何降解尼

古丁。【方法】用常规分离筛选方法、结合形态学观察和分子鉴定手段分离和鉴定菌株类别，进而

利用单因素试验方法，通过设置不同的尼古丁浓度、温度和 pH 确定菌株降解尼古丁的最适发酵条

件和降解率，利用气相色谱-质谱联用技术检测菌株在尼古丁降解过程中的主要代谢产物。【结果】

获得一株以尼古丁为唯一碳源和氮源的节杆菌属(Arthrobacter)菌株，编号为 D4；该菌株降解尼古

丁的最适温度和 pH 分别为 30.0 °C 和 7.0；在 1 g/L 的尼古丁浓度下具备较快的尼古丁降解速率，

培养 18 h 时尼古丁降解率可达到 90%以上；尼古丁浓度≥4 g/L 时菌株生长受到明显抑制；与目前

报道的节杆菌属降解途径不同，该菌株降解尼古丁过程中产生了新的终产物 N-甲基吡咯烷酮、可

替宁及中间产物麦斯明。【结论】本研究分离鉴定到一株具有较快尼古丁降解速率的节杆菌，该菌

株很可能存在新的尼古丁降解途径。 
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Abstract: [Background] High concentrations of nicotine waste are generated during the production 

and processing of tobacco, causing serious environmental pollution. [Objective] The purpose of this 

study is to screen out the microbial strain capable of degrading nicotine, and analyze the metabolic 

pathways of the strain in nicotine degradation. [Methods] We employed the conventional method for 

strain isolation and identified the target strain based on morphological characteristics and molecular 

evidence. The fermentation conditions including nicotine concentration, temperature, and pH were 

optimized by single factor tests with degradation rate as the indicator. The main metabolites of the strain 

in nicotine degradation were detected by gas chromatography-mass spectrometry. [Results] 
Arthrobacter sp. D4 was isolated, which could utilize nicotine as the sole carbon and nitrogen source. 

The optimal conditions of the strain for degrading nicotine were 30.0 °C, pH 7.0, and nicotine 

concentration of 1 g/L, under which the degradation rate reached 90% within 18 h. The growth of the 

strain was significantly inhibited when the concentration of nicotine in the culture medium was greater 

than or equal to 4 g/L. Subsequent experiments revealed that the strain produced new end-products 

N-methylpyrrolidone and cotinine and the intermediate product myosmine, which were different from 

the reported degradation pathway of Arthrobacter sp. [Conclusion] In this study, an Arthrobacter sp. 

strain characterized by fast nicotine degradation was isolated and identified. Moreover, this strain may 

have a new nicotine degradation pathway. 

Keywords: nicotine degradation; Arthrobacter; metabolic product; degradation pathway 

尼古丁是由一个吡啶环和一个氢化吡咯烷

环构成的生物碱，是烟草中含量 多的一种生物

碱，约占烟草总生物碱含量的 95%和烟草干重

的 1.5%[1]。收获后的烟叶在晾制、调制、陈化、

发酵、燃吸等过程中，尼古丁都会形成和积累具

有强致癌性的烟草特有亚硝胺(tobacco-specific 

N-nitrosamines，TSNAs)[2]。烟叶在使用过程中

会产生一定浓度的水溶性的尼古丁固体和液体

废弃物 [3]，这些废弃物中尼古丁的平均含量为

18 g/kg[4]，远超欧盟控制标准规定的 0.5 g/kg，

被认为是有毒和有害物质[5]，易对空气、土壤和

水体造成污染[6]。在医学上，尼古丁具有高毒性，
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会对生殖系统和一些器官如肺、胃、肝等造成

伤害 [7]。因此，尼古丁降解有效方法的开发迫

在眉睫。 

目前降低烟叶尼古丁技术大致分为三类：

(1) 农业技术。例如选育尼古丁含量适宜的品

种或将烟叶生产向生态 适宜区转移等 [8-10]。

(2) 物理化学技术。例如光催化降解或利用吲

哚乙酸、赤霉素、抗坏血酸和生育酚喷洒烟叶

等 [9,11]。(3) 微生物和酶技术。即利用能够有效

降解尼古丁的微生物和酶制剂处理烟叶[12]。由

于农业技术存在育种时间长、操作烦琐等问题，

而物理化学技术所需处理成本高且对环境有害，

微生物法降解尼古丁被认为是一种较经济、有效

和环境友好的手段[13-14]。 

当前已报道的微生物降解尼古丁的途径主

要有 4 种：(1) 吡啶降解途径。代谢产物主要有

6-羟基尼古丁、6-羟基-N-甲基麦斯明、2,6-二羟

基假氧化尼古丁、2,6-二羟基吡啶和尼古丁蓝

等，节杆菌属(Arthrobacter)多以此途径为主[15]。

(2) 吡咯降解途径。代谢产物主要有 N-甲基麦

斯明、假氧化尼古丁、3-琥珀酰吡啶、2,5-二

羟基吡啶等，假单胞菌属(Pseudomonas)多以此

为主[16]。(3) 多在真菌体内发现的脱甲基降解途

径。代谢产物主要有去甲基尼古丁、麦斯明、

N-甲基烟酰胺和 2,3-联吡啶等[17]。(4) 在部分菌

株中发现的吡啶和吡咯交叉降解途径。如

Agrobacterium tumefaciens S33、Ochrobactrum 

sp. SJY1 和 Shinella sp. HZN7，主要代谢产物为

6-羟基尼古丁、6-羟基-N-甲基麦斯明和 2,5-二羟

基吡啶等[18-21]。其中，尼古丁降解途径的研究多

集中于假单胞菌属和节杆菌属[22]。在降解途径

多样性研究方面，与假单胞菌属报道的 7 条吡咯

途径相比，节杆菌属中只报道了 2 条[16,23]，即一

条吡啶降解途径和目前仅在菌株 Arthrobacter 

sp. aRF-1 中发现的一条吡啶和吡咯烷交叉降解

途径。这同时也表明节杆菌属可能存在 2 种以上

的尼古丁代谢途径[3]。因此，挖掘高效的尼古丁

降解菌株并明确其降解途径，可更好地判断菌株

在尼古丁环境污染去除中的应用前景。 

因此，本研究通过筛选降解尼古丁的微生物

菌种，进而鉴定高效菌株并解析其降解尼古丁的

代谢途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
土壤样品来自云南、陕西、山东三地植烟土

壤混样；尼古丁(96%)，陕西昊辰生物科技有限

公司；试剂均为分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，无根生化

科技有限公司；Taq Master Mix (2×)聚合酶，诺

唯赞生物科技股份有限公司。 

尼古丁液体培养基配制方法参考文献[24]。

尼古丁固体培养基：以尼古丁液体培养为基础添

加 1.5%的琼脂粉。 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，NaCl 10.0，

酵母提取物 5.0。 

1.2  方法 
1.2.1  尼古丁降解菌的初筛和复筛 

取混合样土壤 5 g 加入含 100 mL 1 g/L 尼古

丁液体培养基中，在 37 °C 恒温摇床中 200 r/min

培养 48 h 后，进行梯度稀释并涂布于尼古丁固

体培养基上，在 37 °C 恒温箱中培养 48 h，挑取

单个菌落在尼古丁液体培养基中 37 °C、

200 r/min 发酵 48 h，分别测定其尼古丁降解率。

在相同培养条件下，在所筛菌株中菌株 D4 具

有 大的尼古丁降解效率，选取此菌株进行后

续实验。 

1.2.2  菌株 D4 的鉴定和表征 

菌株 D4 的生理生化实验根据《伯杰氏细
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菌鉴定手册》[25]进行。细胞形态使用冷场发射

扫描电子显微镜观察。菌株 D4 基因组 DNA 使

用细菌基因组 DNA 提取试剂盒获得。使用通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGAT CCTGGCTCAG-3′)

和 1492R (5′-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)

对菌株 D4 的 16S rRNA 基因序列进行 PCR。

PCR 反应体系(50 μL)：模板 1 μL，上游引物 27F 

(10 pmol/L) 2 μL，下游引物 1492R (10 pmol/L) 

2 μL，Taq Master Mix (2×)聚合酶 25 μL，ddH2O 

20 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，

56 °C 30 s，72 °C 90 s，30 个循环；72 °C 5 min；

4 °C 保存。PCR 产物由北京擎科生物科技有限公

司完成测序。所获序列在 NCBI 上进行 BLAST

比对分析，利用 MEGA 7.0 软件中 neighbor- 

joining 法构建系统发育树。 

1.2.3  菌株 D4 在不同条件下的尼古丁降解能

力测定 

为分析菌株 D4 降解尼古丁的 适条件，利

用单因素试验对培养体系中的尼古丁浓度、pH

和培养温度进行研究。将菌株 D4 以 1%的接种

量分别接种于尼古丁含量为 1、2、3、4、5 g/L

的尼古丁液体培养基中进行培养，培养条件为

37.0 °C、pH 7.0、200 r/min。每隔 6 h 取样测定

菌体生长量，并在 18 h 时测定不同尼古丁浓度

下的降解率。为探究培养温度对菌株 D4 尼古丁

降解的影响，分别设置 26.5、30.0、33.5、37.0

和 40.5 °C 这 5 个培养温度，在 18 h 时测定不

同温度下的尼古丁降解率。为探究培养基初始

pH 值对菌株 D4 尼古丁降解的影响，设置培养

基 pH 值为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 这 5 个梯度，

在 18 h 时测定不同 pH 下的尼古丁降解率。每个

实验设 3 个生物学重复。 

1.2.4  尼古丁-吸光度标准曲线的制定和发酵

液中尼古丁含量的测定 

用 0.05 mol/L 的 HCl 作为溶剂分别配制

0.005、0.010、0.015、0.020、0.025、0.030 g/L

的尼古丁标准溶液，以 0.05 mol/L 的 HCl 溶液

为参比溶液调零，在 259 nm 处记录吸光值。横

坐标设定为尼古丁浓度，纵坐标设定为吸光度。

在测定范围内，尼古丁浓度和吸光值成正相关关

系，回归方程为 y=39.5x−0.004，R2=0.999 5。 

发酵液中尼古丁含量测定：在 7 378×g 条件

下离心 5 min 去除菌体，测定上清液中的吸光度

值来计算尼古丁降解率。计算公式：尼古丁降解

率=(初始尼古丁含量−剩余尼古丁含量)/初始尼

古丁含量×100%，含量单位为克(g)。 

1.2.5  菌株 D4 尼古丁降解中间代谢产物的测定 
分离纯化的 D4 菌株接种到 3 mL 的 LB 液

体培养基中 37 °C、200 r/min 培养过夜，转接到

50 mL 的 LB 液体培养基中培养 3−4 h，取 8 mL

菌液在 4 °C、1 844×g 条件下离心 10 min，去除

上清液，无菌生理盐水洗涤 3 次。用 1.5 mL 生理

盐水悬浮菌体，取 1 mL (OD600=7.19)加入 1 g/L

的尼古丁液体培养基中。分别取 4 mL 颜色变化

明显时的尼古丁培养基，即无色(阶段 1，未接

种菌体)、蓝色(阶段 2，发酵 12 h)、墨绿色(阶

段 3，发酵 18 h)、浅黄色(阶段 4，发酵 24 h)，

于 4 °C、1 844×g 离心 10 min 去除菌体，冷冻干

燥后，用 2 mL 无菌水重新溶解(甲醇不全溶)，

过 0.22 μm 水相膜后，用气相色谱-质谱联用

(GC-MS)测定物质。 

色谱条件：HP-INNOWAX 色谱柱(30 m× 

250 μm×0.25 mm)；载气 He；载气流速 1.0 mL/min；

进样口温度 250 °C；升温程序 40 °C，保持 2 min，

10 °C/min 升温至 250 °C；分流模式，分流比 5:1。

质谱条件：EI 离子源；电离能量 70 eV；离子源

温度 230 °C，四极杆温度 150 °C；采集模式全

扫描；质量扫描范围 40−400 amu。采集完的数

据，经过 GC-MS Chemstation 软件定性处理，检

索谱库为 NIST08 谱库。 



 
3648 微生物学通报 Microbiol. China 

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

1.2.6  数据分析 

数据平均值和标准偏差使用 Microsoft 

Excel 2019 计算。单方面分类方差分析使用 SAS 

9.4 软件运算 Duncan 法。利用 Origin 9.0 作图

分析。 

2  结果与分析 

2.1  尼古丁降解菌株的分离和鉴定 
按照菌株常规分离筛选方法，经过初筛，

从土壤中筛选到具有降解尼古丁功能的菌株

16 株。经过发酵后，对 16 株菌发酵液的尼古丁

含量进行测定。结果表明，编号为 D4 的菌株具

有 大的尼古丁降解率，因此选择该菌株做后续

研究。菌株 D4 是一种需氧的革兰氏阳性细菌，

细胞呈不规则的杆状，长度为 1.8−8.0 μm。生长

过程中，菌体由杆状断裂成直径为 0.6−1.0 μm

的小球状(图 1A)。该菌株在 LB 平板上的菌落

形态为圆形，凸起，乳黄色，不透明，边缘光

滑(图 1B)，在 1 g/L 尼古丁固体培养基中会先产

生蓝色物质，后蓝色转变为黄色(图 1C)。菌株

的生理生化特性见表 1，菌株 D4 可以利用淀粉、

葡萄糖和乳糖，能还原硝酸盐生成亚硝酸盐，甲

基红试验、V-P 试验、明胶液化试验、苯丙氨酸

脱氨酶试验和甘露醇发酵试验结果均为阴性。根

据上述形态和生理生化特征，初步鉴定该菌株属

于节杆菌属(Arthrobacter)。 

16S rRNA 基因序列测定和 BLAST 同源性

比对分析表明，菌株 D4 与多个 Arthrobacter 的

16S rRNA 基因序列相似度均在 99%以上，因此

确定菌株 D4 为节杆菌属(Arthrobacter)。菌株 D4 

16S rRNA 基因的系统发育树见图 2。 

2.2  不同实验条件下菌株 D4 的尼古丁降

解能力分析 
2.2.1  菌株 D4 在不同尼古丁浓度下的生长曲

线及培养 18 h 时的尼古丁降解率 

为明确菌株 D4 在不同尼古丁浓度培养基中

的生长情况，将其以 1%接种量分别接种于尼古

丁含量为 1、2、3、4、5 g/L 的尼古丁液体培养

基中进行培养(37.0 °C)。结果表明，在 1 g/L 尼

古丁浓度下，培养 18 h 时即达到 大生长量；相

较于 1 g/L 浓度，菌株 D4 在 2 g/L 和 3 g/L 的尼

古丁浓度下分别向后延迟 12 h 和 30 h 达到 大 

 

 
 

图 1  菌株 D4 的菌体和菌落形态   A：菌株的扫描电镜形态，标尺=6 μm；B：菌株在 LB 平板培养

中的形态(37.0 °C 培养 12 h)，标尺=1 cm；C：菌株在 1 g/L 尼古丁平板培养中的颜色(37.0 °C 培养

18 h)，标尺=1 cm 

Figure 1  Bacteriophage and colony morphology of strain D4. A: Scanning electron microscope morphology 
of the strain (12 h incubation at 37.0 °C), scale bar=6 μm; B: Morphology of the strain in LB plate culture, 
scale bar=1 cm; C: Color observation of the strain in 1 g/L nicotine plate culture (18 h incubation at 37.0 °C), 
scale bar=1 cm. 
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表 1  菌株 D4 的生理生化特性 
Table 1  Physiological and biochemical 
characteristics of strain D4 

测试项目 

Test item 

结果 

Result 

Gram stain + 

Methyl red − 

V-P test − 

Amylolysis + 

Glucose + 

Lactose + 

Anaerobic growth − 

Nitrate reduction + 

Gelatin liquefaction − 

Phenylalanine − 

Mannitol fermentation − 

3% H2O2 + 

注：+：阳性反应；−：阴性反应 

Note: +: Positive reaction; −: Negative reaction. 
 

生长量，表明在这 2 个尼古丁浓度下，菌株 D4

生长受到抑制；在 4 g/L 和 5 g/L 尼古丁浓度下，

菌株生长明显受到抑制，尤其在 5 g/L 浓度下，

菌株生长受到完全抑制(图 3A)。因此，为确保

菌株生长不受到抑制，在后续优化温度和 pH 条

件时采用的尼古丁浓度为 1 g/L。 

为明确菌株 D4 在 18 h 时的尼古丁降解率，

5 个尼古丁浓度下分别进行了测定。18 h 时的

尼古丁降解率分别为 89.97% (1 g/L)>33.20% 

(2 g/L)>11.55% (3 g/L)>4.34% (4 g/L)>3.44% 
(5 g/L)，1 g/L 浓度下尼古丁降解率显著高于其

他浓度下的降解率(图 3B)。 

2.2.2  菌株 D4 在不同温度条件下培养 18 h 时

的尼古丁降解率 
为明确菌株 D4 在 1 g/L 尼古丁培养基中的

适降解温度，分别设置 26.5、30.0、33.5、37.0、

40.5 °C 这 5 个温度，测定培养 18 h 时的尼古丁

降解率(图 3C)。在 26.5−37.0 °C 范围内，菌株

D4 的尼古丁降解率均达到 90%以上，表明菌株

D4 生长温度范围较广，在 30.0 °C 时尼古丁的降

解率 高，为 96.50%；但菌株 D4 不耐高温，在

40.5 °C 条件下，18 h 时的尼古丁降解率仅为

4.72%，显著低于其他培养温度。因此菌株 D4

降解尼古丁的 适温度为 30.0 °C。 
 

 
 

图 2  菌株 D4基于 16S rRNA基因序列的系统发育树   系统发育树分析中选取的菌株为与此菌株 16S 

rRNA 基因序列一致性在 99%以上的同属菌株，并添加大肠杆菌 (Escherichia coli) MG1655 作为

outgroup。图中数字表示自展值，可用来检验所计算的进化树分支可信度。数值越大，可信度越大 

Figure 2  Phylogenetic tree of strain D4 based on 16S rRNA gene sequence. The strains selected for the 
phylogenetic tree analysis were strains of the same genus with more than 99% sequence identity to this strain 
of 16S rRNA gene sequence, and an E. coli MG1655 strain was added as an outgroup. The numbers in the 
figure indicate the spreading values, which can be used to check the confidence of the calculated branches of 
the evolutionary tree. The higher the value, the greater the confidence. 
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图 3  不同实验条件下菌株 D4 的尼古丁降解能力   A：不同尼古丁浓度条件下菌株的生长曲线；B：

不同尼古丁浓度条件下培养 18 h 时菌株的尼古丁降解率；C：不同温度条件下培养 18 h 时菌株的尼古

丁降解率；D：不同 pH 条件下培养 18 h 时菌株的尼古丁降解率。平均值多重比较采用 One-way 

ANOVA Duncan 法，不同小写字母表示处理间差异有统计学意义(P<0.05) 

Figure 3  Nicotine degradation capacity of strain D4 under different experimental conditions. A: Growth 
curve of strain D4 under different nicotine concentrations; B: Nicotine degradation rate of strain D4 at 18 h 
incubation under different nicotine concentrations; C: Nicotine degradation rate of strain D4 cultured at 
different temperatures for 18 h; D: Nicotine degradation rate of strain D4 cultured at different pH for 18 h. 
Data represent means±SD (n=3) and multiple comparison was performed using One-way ANOVA Duncan 
method. Different lowercase letters indicate significant difference at P<0.05. 

 
2.2.3  菌株 D4 在不同 pH 条件下培养 18 h 时

的尼古丁降解率 
为明确菌株 D4 在 1 g/L 尼古丁培养基中的

适降解 pH，分别设置 5.0、6.0、7.0 (自然 pH)、

8.0、9.0 这 5 个 pH 梯度，测定培养 18 h 时的尼

古丁降解率(图 3D)。结果表明，尼古丁降解率分

别为 79.49% (pH 7.0)>72.14% (pH 6.0)>58.28% 

(pH 5.0)>40.46% (pH 8.0)>9.68% (pH 9.0)。菌株

D4 在中性或弱酸性条件下对尼古丁的降解效率

较好，在 pH 7.0 条件下降解效率 高。因此，

菌株 D4 降解尼古丁的 适 pH 为 7.0。 

通过上述对发酵条件的优化，菌株 D4 的

适发酵条件确定为：尼古丁浓度 1 g/L，培养温

度 30.0 °C，培养基 pH 为 7.0。 

2.3  菌株 D4 的发酵中间代谢产物分析 
研究发现，在菌株 D4 摇瓶发酵过程中，随

着发酵时间的增加，培养基的颜色会发生显著变

化，从无色(阶段 1)到蓝色(阶段 2)，再到墨绿色
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(阶段 3)， 后到浅黄色(阶段 4) (图 4A)，表明

菌株 D4 在降解尼古丁过程中有明显的代谢产物

变化。分别取 4 个阶段的培养基样品，采用

GC-MS 测定物质组成和变化。 

4 个阶段的样品经过 GC-MS 检测后，总离

子流色谱图显示有四处峰面积发生变化(图 4B

中黑色箭头)。经 NIST08 谱库比对，四处峰面

积 代 表 的 物 质 分 别 为 N- 甲 基 吡 咯 烷 酮

(N-methylpyrrolidone)、尼古丁(nicotine)、麦斯

明(myosmine)和可替宁(cotinine) (图 5)。在阶段

1 时，培养基中只加入了尼古丁，但有少量的麦

斯明和可替宁被检测出，表明培养基中外源加入

的尼古丁不纯，含有少量上述物质；阶段 1 未检

出 N-甲基吡咯烷酮。在阶段 2 时，参照阶段 1

的峰面积，尼古丁含量减少约 59.58%，麦斯明

和可替宁的含量分别增加 395.32%和 38.74%；

同时，该阶段有新物质 N-甲基吡咯烷酮的生成。

在阶段 3 时，参照阶段 1 的峰面积，尼古丁降解

率约 99.62%，几乎全部被降解；N-甲基吡咯烷

酮和可替宁的含量在阶段 2 的基础上继续增加，

相较于阶段 2 分别增加约 52.02%和 30.08%；而

麦斯明的含量迅速减少，相较于阶段 2 含量减少 
 

 
 

图 4  不同阶段样品颜色和经 GC-MS 检测后的总离子流色谱图   A：菌株 D4 在不同发酵阶段时尼古

丁培养基的颜色；B：4 个阶段样品经 GC-MS 检测后的总离子流色谱图 

Figure 4  Color of samples at different stages and total ion flow chromatogram after detection by GC-MS. A: 
Color change of nicotine medium during the fermentation of strain D4; B: Total ion flow chromatogram of 
the 4 phases of samples detected by GC-MS. 
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图 5  检测到的物质在不同阶段中的丰度变化比较及其相应质谱图   A：N-甲基吡咯烷酮在不同阶段

中的丰度变化比较及其质谱图；B：尼古丁不同阶段中的丰度变化比较及其质谱图；C：麦斯明在不

同阶段中的丰度变化比较及其质谱图；D：可替宁在不同阶段中丰度变化比较及其质谱图 

Figure 5  Comparison of the changes in abundance of the detected substances in the different phases and 
their corresponding mass spectra. A: Comparison of the abundance of N-methylpyrrolidone in different 
phases and its mass spectra; B: Comparison of the abundance of nicotine in different phases and its mass 
spectra; C: Comparison of the abundance of myosmine in different phases and its mass spectra; D: 
Comparison of the abundance of cotinine in different phases and its mass spectra. 
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约 80.96%。在阶段 4 时，N-甲基吡咯烷酮和可

替宁的含量与阶段 3 的含量几乎相同，麦斯明的

含量则少于阶段 3 时的含量。上述 4 个阶段的总

离子流色谱图的综合分析显示，随着尼古丁的降

解，N-甲基吡咯烷酮和可替宁两种物质的含量呈

现持续增加至稳定的趋势，表明这两种物质很可

能是菌株 D4 降解尼古丁途径的终产物；而麦斯

明含量呈现先增加后减少的趋势，表明该物质可

能是代谢途径的一种中间产物。截至目前，N-

甲基吡咯烷酮、麦斯明和可替宁在节杆菌属降解

途径研究中尚无报道，因此推测 D4 可能存在新

的降解尼古丁的途径，但本实验 GC-MS 检测未

检测出蓝色、墨绿色和淡黄色的物质。 

3  讨论 
本实验利用常规微生物分离、筛选和鉴定方

法，从植烟土壤中分离出一株以尼古丁为唯一碳

源和氮源的节杆菌属菌株 D4，经鉴定该菌株属

于节杆菌属(Arthrobacter)。目前国内外报道的降

解尼古丁的微生物中，节杆菌属仍是尼古丁降解

方面研究的热门[3,26-30]。菌株 D4 发酵 适的温

度和 pH 值分别为 30.0 °C 和 7.0，与多数节杆菌

属 适条件一致[3,27]。 

作为微生物降解尼古丁领域的热门细菌，

多数节杆菌内存在的途径为吡啶降解途径 [31] 

(图 6A)，而菌株 D4 所检测到的主要代谢产物(N-

甲基吡咯烷酮、麦斯明和可替宁)均不存在于该

典型的途径中。依据麦斯明的产生及含量变化趋

势，推测菌株 D4 可能含有与真菌 Aspergillus 

oryzae 118222 相似的脱甲基化代谢途径[32]，即

尼古丁的吡咯环脱去甲基形成去甲尼古丁，然后

吡咯环上形成双键生成麦斯明；麦斯明发生水解

形成 N-甲基烟酰胺[32](图 6B)。降解过程中发现，

可替宁含量逐渐增加至稳定，推测其可能是菌株

D4 尼古丁降解过程的终产物。根据可替宁含量

的增加趋势，推测菌株 D4 可能含有与假单胞菌

属(Pseudomonas sp.) CS3 相似的降解尼古丁吡

咯烷代谢途径，即尼古丁经过羟基化生成 1-

甲基-5-(3-吡啶基)吡咯烷-2-醇，进一步转化为

可替宁[23] (图 6C)。 

降解过程中还检测到可能作为终产物的

N-甲基吡咯烷酮。就目前微生物降解尼古丁研究

而言，尚无产物 N-甲基吡咯烷酮的报道，因此，

该物质具体的产生途径还有待后续深入研究。根

据 N-甲基吡咯烷酮的结构信息，推测有 2 种可

能的产生过程，一是尼古丁中吡啶环和吡咯环

链接的碳碳单键受到攻击，生成某一种不稳定

的中间产物，导致两环断裂及吡咯环上引入碳

氧双键；二是其可能是部分可替宁的降解产物，

即有少量的可替宁在某种特定条件下转化生成

了 N-甲基吡咯烷酮。由于可替宁的产生量要远

高于其自身转化生成 N-甲基吡咯烷酮的产量，

才导致两者的含量均有相对增加。阶段 3 到阶段

4 之间，由于可替宁转化生成 N-甲基吡咯烷酮的

特定条件改变，使此反应不再进行，两物质含量

趋于稳定。菌株 D4 尼古丁降解途径的后续探索，

有助于加深对节杆菌属降解尼古丁代谢途径多

样性的了解。 

本研究发现，发酵过程中，培养基的颜色发

生了显著变化(图 4A)，但通过 GC-MS 鉴定出的

4 种代谢产物却均为无色。众多研究已知，节杆

菌属降解尼古丁过程中，培养基常常变蓝，其原

因主要是代谢产物 2,3,6-三羟基吡啶在有氧条件

下自发氧化和羟基化吡啶二聚体生成蓝色聚合

物尼古丁蓝(nicotine blue)[12,15,33,34](图 6A)，该物

质多由 LC-MS 检测[29]。菌株 D4 的培养基变蓝

推测也可能是有尼古丁蓝的形成，若要进一步确

定蓝色物质是否为尼古丁蓝，则需 LC-MS 的检

测证据。节杆菌属尼古丁降解途径中尚无培养基

变为墨绿色和浅黄色的报道。研究发现，存在吡 
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图 6  微生物中常见的尼古丁代谢途径   A：嗜尼古丁节杆菌(Arthrobacter nicotinovorans)降解尼古丁

的吡啶途径[31]；B：Aspergillus oryzae 118222 降解尼古丁的脱甲基化途径[32]；C：Pseudomonas sp. 

CS3 降解尼古丁的吡咯烷途径[23]；D：菌株 D4 尼古丁降解可能的途径 

Figure 6  Common metabolic pathways of nicotine in microorganisms. A: The pyridine pathway of nicotine 
degradation followed by Arthrobacter nicotinovorans[32]; B: Demethylation pathway of nicotine degradation 
by Aspergillus oryzae 118222[33]; C: Pyrrolidine pathway of nicotine degradation by Pseudomonas sp. CS3[23]; 
D: Possible pathways for the degradation of nicotine by strain D4. 
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咯代谢途径的降解菌(如假单胞菌属)在降解高

浓度尼古丁时会产生的绿色产物，又称“尼古丁

绿”[35]，但该物质的具体结构还未明确。D4 菌株

降解中培养基变为墨绿色的原因与之是否有关

联还需更多数据。后续的工作将继续聚焦上述有

色物质的分离鉴定，以解析尼古丁代谢过程中培

养基颜色变化的机理。 

4  结论 
本研究从植烟土壤中分离鉴定了一株能降

解尼古丁的节杆菌属(Arthrobacter)菌株 D4。菌

株 D4 降解尼古丁的 适条件为：1 g/L 的尼古

丁浓度，温度 30.0 °C，pH 7.0。该菌株具有较强

的温度适应性，在弱酸性和中性条件下比碱性条

件下降解尼古丁的能力强；4 g/L 的尼古丁浓度

会显著抑制菌株的生长。菌株 D4 降解尼古丁过

程中产生了 N-甲基吡咯烷酮、麦斯明和可替宁，

有别于典型的吡啶代谢途径，推测该菌株可能存

在新的尼古丁降解途径。 
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