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摘  要：【背景】在烟草废弃物中，木质素是环境微生物降解烟梗或其他秸秆木质纤维素的主要

屏障，同时，烟梗中含有的烟碱使大部分已有报道的木质素降解微生物无法生存。【目的】筛选

出对烟梗降解作用较强的菌株，为解决烟梗难降解而长时间堆积的问题和增加其工业可用性提供

参考。【方法】以牛粪为材料，采用苯胺蓝褪色法以及愈创木酚显色法进行木质素降解优势菌株

的筛选，并对降解菌进行烟碱耐受性测试，同时验证其对烟梗的降解效果。【结果】筛选出的耐

烟碱木质素优势降解菌 YP-2023-9 为肠杆菌属(Enterobacter)菌株，对不超过 0.60%的烟碱耐受，能

产生木质素过氧化物酶 Lip 和锰过氧化物酶 Mnp，促进烟梗木质素降解，在产酶培养基中，分别在第

5 天和第 1 天达到最大值为 309.68 U/mL 和 21.76 U/mL。扫描电镜显示，该菌主要促进了烟梗表面

木质素和半纤维素降解，对烟梗细胞壁有明显的破坏作用。30 ℃条件下，接种菌株 YP-2023-9 15 d
后烟梗降解率为 42.42%，半纤维素和木质素的相对降解率分别为 13.17%和 33.12%。【结论】菌

株 YP-2023-9 在降解烟梗和烟草废弃物方面具有很好的应用潜力。 
关键词：木质素降解菌；烟梗；烟碱耐性；降解效果 
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Abstract: [Background] The lignin in tobacco waste acts as a primary obstacle for 
environmental microorganisms to degrade lignocellulose in tobacco stems or other straw. 
Additionally, the nicotine in tobacco stem threatens the survival of most reported 
lignin-degrading microorganisms. [Objective] To screening the strains with strong degrading 
effects on tobacco stems, so as to solve the problem of long-term accumulation of tobacco stems 
which are difficult to degrade and enhance the industrial availability of tobacco stems. 
[Methods] The aniline blue fading method and the guaiacol assay were employed to screen out 
the dominant strains capable of degrading lignin from cattle manure. The nicotine tolerance of 
the strains was tested, and the degradation effects of the strains on tobacco stems were verified. 
[Results] The lignin-degrading strain YP-2023-9 screened belonged to Enterobacter and 
showed tolerance to nicotine with the concentration≤0.60%. The strain produced lignin 
peroxidase and manganese peroxidase, thereby promoting lignin degradation in tobacco stems. 
The maximum levels of the two enzymes reached 309.68 U/mL on day 5 and 21.76 U/mL on 
day 1, respectively. Scanning electron microscopy demonstrated that the strain primarily 
facilitated the degradation of lignin and hemicellulose on the tobacco stem surface, causing 
evident damage to the cell wall structure of tobacco stems. After incubation at 30 ℃ for 15 
days, YP-2023-9 showed a degradation rate of 42.42% against tobacco stems, with the relative 
degradation rates of 13.17% and 33.12% against hemicellulose and lignin, respectively. 
[Conclusion] This strain exhibits promising potential for application in the degradation of both 
tobacco stems and associated waste. 
Keywords: lignin-degrading bacteria; tobacco stem; nicotine tolerance; degradation effect 

我国是烟草的生产大国和消费大国。我国

的烟草种植面积、烟草产量及销售量均居世界

首位。在 2015 年，我国的烟草种植面积约为

160 万 hm2，生产烟叶 220 万余 t，伴随产生的

烟梗有 120 万 t[1]。烟梗是烟叶的粗硬叶脉，占

叶重的 25%–30%[2]，是烟草工业的副产物。对

于烟梗的处理，只有少量被用于卷烟生产，而大

部分则直接填埋或集中焚烧，从而造成很多资源

的浪费[3-4]。目前，以烟梗为原料制成薄片和梗

丝添加到卷烟中是其主要利用途径[5-6]，但烟梗

的主要成分木质素会造成梗丝木质气重、燃烧时

产生灼喉感，这使得烟梗的利用在很多方面受到

了限制[7]。木质素由多个苯丙环结构单元在三维

结构上高度偶联共聚而成，其复杂的结构和稳



 
2184 微生物学通报 Microbiol. China 

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

定的性质导致目前对其有效转化和利用较为有

限[8-10]。在植物细胞壁中，木质素嵌入纤维素和

半纤维素结构之间，形成复杂的异质网络，限制

了半纤维素降解菌和纤维素降解菌的可及性。因

此，木质素是环境微生物降解烟梗或其他秸秆木

质纤维素的主要屏障[11]。与此同时，烟梗中含有

的烟碱使大部分已有报道的木质素降解微生物

无法生存。烟碱的含量介于 0.47%–0.71%[12]，其

结构稳定，难以降解，并且具有细胞毒性，在

自然界中会抑制微生物降解烟梗或烟杆的活

性，甚至是杀死微生物，从而影响木质素的降

解过程，增加烟草废弃物的降解难度[13]。为了

降低烟叶和烟梗中细胞壁物质含量，提升抽吸

品质及使用价值，有大量研究集中于从专一性

较强的酶制剂进行细胞壁物质的降解[14-19]，如

利用 Fe-CA 仿酶和漆酶分别处理梗丝发现梗丝

中木质素降解率分别达到 53.03%和 55.05%[20]。

同时也有研究利用微生物制剂改善烟叶或梗丝

品质[21-24]，如周元清等用微生物复合菌黄抱厚

毛平革菌和 Phlebia brevispora 的混合处理液处

理烟梗后，发现对烟梗木质素含量有显著降低

作用，降解率 64.7%–68.4%[7]。到目前为止，利

用微生物降解木质素是一种极具发展潜力的方

法，而降解烟草废弃物的菌株报道较少，因此

通过微生物途径对于烟草废弃物的利用有重要

意义。 
本研究以牛粪为材料筛选耐烟碱的木质素

降解菌，并将其施用于烟梗进行降解效果研究，

可为木质素降解机制研究提供数据支撑，为解决

烟梗难降解问题和增加烟梗工业可利用性提供

参考，还可丰富烟草木质素降解菌资源。  

1  材料与方法 
1.1  样品 

牛粪采自贵州省贵阳市息烽县流长镇。 

供试烟梗为云烟 87，含烟碱 0.60%、半纤

维素 15.38%、纤维素 28.33%、木质素 13.83%。 

1.2  培养基 
富集培养基参考文献[25]配制，另外加入碱

木质素 10.0 g/L。分离培养基：NA 培养基(细菌)、
马丁氏琼脂培养基(真菌)、改良高氏Ⅰ号培养基

(放线菌)均参考文献[26]配制。LB 培养基参考文

献[27]配制。PDA 培养基参考文献[28]配制。初

筛培养基：苯胺蓝培养基(细菌、放线菌：LB 固

体培养基中加入 0.4 g/L 苯胺蓝；真菌：PDA 固

体培养基中加入 0.4 g/L 苯胺蓝)、愈创木酚培养

基(细菌、放线菌：LB 固体培养基中加入 0.4 mL
愈创木酚；真菌：PDA 固体培养基中加入 0.4 mL
愈创木酚)。产酶培养基参考文献[27]配制。烟梗

固体培养基参考文献[29]配制，将烟草秸秆粉末

10.0 g 替换为烟梗粉末(过 40 目筛) 10.0 g。烟梗

液体发酵培养基：烟梗粉末(过 40 目筛) 1.0 g，
蒸馏水 100 mL。 

1.3  主要试剂和仪器 
碱性木质素，北京华迈科生物技术有限责任

公司；水溶苯胺蓝和愈创木酚，天津市光复科技

发展有限公司；木质素过氧化物酶(Lip)活性检测

试剂盒、锰过氧化物酶(Mnp)活性检测试剂盒、

漆酶(Lac)活性检测试剂盒，北京索莱宝科技有

限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生

化科技(北京)有限公司；1.1×T3 Super PCR Mix，
北京擎科生物科技有限公司。紫外可见分光光度

计，上海元析仪器有限公司；离子溅射仪和扫描

电镜，株式会社日立制作所。 

1.4  分离、纯化和初步筛选木质素降解菌 
称取 10.0 g 牛粪加入 90 mL 经灭菌处理的

含有玻璃珠的蒸馏水中，25 ℃、150 r/min 振荡

1 h，并静置 5 min。然后，取 2 mL 上清液放入

富集培养基中，30 ℃、180 r/min 培养 3 d。根据

无菌操作要求将经富集的培养液进行梯度稀释。
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取 10−6、10−7 和 10−8 稀释液各 0.1 mL 分别涂布

于 NA 培养基上，以实现细菌的分离。同时，取

10−4、10−5 和 10−6 稀释液各 0.1 mL 分别涂布于马

丁氏琼脂培养基和改良高氏Ⅰ号培养基上，用于

真菌和放线菌的分离。分别挑取分离纯化的细

菌、真菌、放线菌单菌落接种在苯胺蓝培养基、

愈创木酚培养基上，30 ℃恒温培养箱中倒置培

养 3−5 d，观察菌株的生长情况，根据是否有透

明圈或显色圈，获取具有产生木质素过氧化物

酶、锰过氧化物酶、漆酶的菌株。测量培养皿

中菌落的直径、褪色圈或显色圈的直径，并计

算褪色圈或显色圈与菌落直径之间的比值。每

个菌株设置 3 个重复。选择生长速度较快且褪

色圈或显色圈与菌落直径比值较大的菌株进行

保存备用。 

1.5  木质素降解菌生长曲线的绘制 
将纯化活化的单菌株接种至 LB 培养基中，

30 ℃、180 r/min 培养 52 h。每隔 4 h 取样，并

使用紫外可见分光光度计测定其浓度(以 OD600

表示)，绘制生长曲线。对于高浓度的菌悬液，

需在未接种的 LB 培养基中适当稀释后再次测

定，使其 OD600 保持为 0.10−0.65。 
1.6  降解菌的烟碱耐受性筛选和木质素酶

活性测定 
1.6.1  烟碱耐受性筛选 

由于烟梗中含有一定量的烟碱，将菌株接种

在以烟梗为唯一碳源的烟梗固体培养基，30 ℃
培养 3−5 d，观察菌株生长情况。根据菌落生长

情况筛选出有较强耐烟碱的木质素降解菌。 
1.6.2  木质素酶活性测定 

将培养 24 h 的菌液作为种子液接种至产酶

培养基中，30 °C、180 r/min 培养。连续 7 d 取

样，4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，上清液即

为粗酶液，酶活力测定使用木质素过氧化物酶

(Lip)活性检测试剂盒、锰过氧化物酶(Mnp)活性

检测试剂盒和漆酶(Lac)活性检测试剂盒。 

1.7  菌株鉴定 
形态学鉴定：观察菌株的宏观特征和微观特

征，通过菌株的形态学鉴定可以初步判断菌株的

属。在培养基上观察菌落的颜色、形态大小、生

长速度以及表面有无光泽等情况，并对菌株进行

革兰氏染色油镜观察。  
分子生物学鉴定：采用细菌基因组 DNA 提

取试剂盒提取菌株的 DNA。选用细菌 16S rRNA
基因序列通用引物 27F (5'-AGAGTTTGATCMT 
GGCTCAG-3') 和 1492R (5'-TACGGYTACC 
TTGTTACGACTT-3')进行 PCR。PCR 反应体系

(25 μL)：1.1×T3 Super PCR Mix 22.0 μL，引物

27F (10 μmol/L) 1.0 μL，引物 1492R (10 μmol/L)  
1.0 μL，模板 DNA 1.0 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 
2 min；98 ℃ 10 min，55 ℃ 10 s，72 ℃ 20 s，共

32 个循环；72 ℃ 2 min；4 ℃保存。取 2 μL PCR
产物在 1%琼脂糖凝胶上进行电泳检测。最终将

PCR 产物送至北京擎科生物科技有限公司进行

基因序列测定，测序结果通过 NCBI 中 BLAST
程序进行序列相似性搜索，并利用 MEGA 11 软

件构建系统发育树。 

1.8  木质素降解菌的降解效果验证 
将 10 mL 菌液(菌株含量≥1×1010 CFU)接种

于烟梗液体发酵培养基中，以不施菌剂为对照，

即 2 个处理，重复 3 次。在施菌液后 15 d 用

3 号砂芯漏斗过滤得到烟梗滤渣于 50 ℃条件下

烘干至恒重，测定样品的失重率[30]，采用改良

的范式洗涤法测定木质纤维素各组分含量[31]。 

1.9  烟梗微形态特征观察 
烟梗样品使用离子溅射仪喷金 2 min (黄

金)。用扫描电镜(加速电压为 15 kV)对其表面结

构进行观察[32]。 

1.10  数据分析 
采用软件 SPSS statistics 26 进行数据分析，

采用 GraphPad Prism 9.5 进行相关绘图。 
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2  结果与分析 
2.1  菌株 YP-2023-9 的鉴定结果 
2.1.1  菌株 YP-2023-9 的形态学特征 

菌株 YP-2023-9 在 LB 固体培养基上划线纯

化，30 ℃培养箱内培养，24 h 后观察。在 LB
培养基上的菌落颜色为白色，菌落直径为

0.1−0.4 cm，约 1 d 后长出单菌落，易挑起；LB 

培养基上的菌落为圆形、光滑、隆起、湿润、有

光泽、不透明(图 1A)。菌株为革兰氏阴性菌，

在油镜下观察菌体细短而密集(图 1B)。 
2.1.2  菌株 YP-2023-9 的分子生物学特征 

通过将菌株 YP-2023-9 的 16S rRNA 基因序

列与 NCBI 数据库进行比对分析，选取结果中相

似度最高的属作为对应菌株分类标准，并绘制了

系统发育树。由图 2 可知，菌株 YP-2023-9 的 
 

 
 

图 1  木质素分解菌 YP-2023-9 菌株形态(A)及其革兰氏染色显微形态(B) 
Figure 1  Morphology and Gram staining microscopic morphology of the lignin-degrading strain YP-2023-9. 
 

 
 

图 2  基于菌株 YP-2023-9 的 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内数值为 GenBank 登录号；

分支上的数值表示 bootstrap 的支持率；标尺 0.000 50 表示序列的进化差异 
Figure 2  Phylogenetic tree constructed based on the 16S rRNA gene sequence of strain YP-2023-9. The value 
in parentheses is the GenBank login number; The numerical values on the branch represent the support rate of 
bootstrap; Ruler 0.000 50 indicates evolutionary differences in sequences.  
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16S rRNA 基 因 序 列 与 肠 杆 菌 属 菌 株

Enterobacter sp. strain 23 相似度最高，为 100%，

结合菌株形态学和革兰氏染色结果，可初步判定

该菌为肠杆菌属。因此鉴定菌株 YP-2023-9 为肠

杆菌，命名为 Enterobacter sp. YP-2023-9。 

2.2  菌株 YP-2023-9 的生长 
由图 3 可以看出，菌株 YP-2023-9 在 32 h

内呈现对数生长，32 h 时菌株的生长量达到最

大，此时 OD600 为 4.92；32 h 后 OD600 下降，生

长进入稳定期。 

2.3  菌株 YP-2023-9 木质素酶活和烟碱耐

受性定性检测 
木质素的降解主要依赖于一系列酶的协同

作用，其中包括木质素过氧化物酶 (lignin 

peroxidases, Lip) 、锰过氧化物酶 (manganese 

peroxidases, Mnp)和漆酶(laccase, Lac)。苯胺蓝的

脱色反应与 Lip 及 Mnp 的生成密切相关，漆酶

能使愈创木酚显色。经过 1 d 培养后，菌株

YP-2023-9 对苯胺蓝有较强的脱色能力(图 4A)；

而该菌培养 1 d 后对愈创木酚无显色效果(图

4B)，培养至第 5 天仍未出现显色圈，说明该菌

不能产生漆酶。在苯胺蓝培养基上，菌体直径较

大(约为 0.8 cm)且产生明显的褪色圈，D/d 值为

3.12，可有效分解木质素。将菌接种在以烟梗(木

质素含量 13.83%，烟碱含量 0.60%)为唯一碳源

的培养基上(图 4C)，培养 5 d 后菌落直径达到

1.3 cm，证明菌株对烟梗中烟碱耐受，可作为后

续试验菌株。 

2.4  菌株 YP-2023-9 Lip、Mnp 酶活定量

检测 
由图 5 可知，不同培养时间对菌株的 Lip、

Mnp 活性有极大影响，Lip 活性影响趋势均先上

升后下降，之后再上升后下降，Mnp 活性影响

趋势从第 1 天时开始下降，3 d 后趋于稳定。Lip

活性培养至 5 d 时达最大值，为 309.68 U/mL；

Mnp活性培养至 1 d时达最大值，为 21.76 U/mL。 
 

 
 

图 3  菌株 YP-2023-9 的生长曲线 
Figure 3  Growth curve of strain YP-2023-9. 

 
 

 
 
 

图 4  菌株 YP-2023-9 在苯胺蓝平板(A)、愈创木酚平板(B)及烟梗平板上(C)的生长情况 
Figure 4  Growth of strain YP-2023-9 on aniline blue plate (A), guaiacol plate (B), and tobacco stem plate (C). 
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图 5  不同培养时间对菌株YP-2023-9 产酶能力的影响 
Figure 5  The effect of different cultivation times on 
the enzyme production ability of strain YP-2023-9. 

2.5  菌株对烟梗的降解效果 
采用液体培养，将菌接种在以烟梗为唯一碳

源的培养基上，15 d 后，菌剂处理颜色由黄色变

黑色，证明有明显的物质转化(图 6)。此时，其

烟梗降解率显著高于对照 (图 7)，降解率为

42.42%，是对照的 1.12 倍；木质素含量和半纤

维素均显著低于对照(图 8)，其相对降解率分别

为 33.12%和 13.17%；纤维素含量与对照无显著

差异。 

 

 
 
 

图 6  15 d 后烟梗液体发酵培养基外观变化   A：未接种菌株 YP-2023-9 培养 15 d 的烟梗液体发酵培养

基. B：接菌 YP-2023-9 培养 15 d 的烟梗液体发酵培养基 
Figure 6  Appearance changes of tobacco stem liquid fermentation medium after 15 days. A: Non-inoculated 
strain YP-2023-9 was cultured for 15 days on the liquid fermentation medium of tobacco stem. B: Strain 
YP-2023-9 was inoculated into the liquid fermentation medium of tobacco stem for 15 days. 

 

 
 

图 7  菌株 YP-2023-9 处理 15 d 烟梗降解率   不同

小写字母表示不同处理间烟梗降解率差异显著，下同 
Figure 7  Degradation rate of tobacco stems treated 
with strain YP-2023-9 for 15 days. Different 
lowercase letters indicate significant differences in 
the degradation rate of tobacco stems among 
different treatments, the same below. 

 

 
 

图 8  菌株 YP-2023-9 处理 15 d 烟梗木质纤维素

各组分含量    
Figure 8  Content of lignocellulose components in 
tobacco stem after 15 days of treatment with strain 
YP-2023-9.  
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2.6  菌株降解烟梗后的扫描电镜分析 
利用扫描电镜观察木质素降解过程中的形

貌变化，是目前证明木质素能否被微生物修饰或

降解的重要技术手段之一[33]，纤维素、半纤维

素、木质素和果胶等细胞壁物质是烟梗的主要组

成部分，在木质纤维素的结构中，半纤维和纤维

素在内部紧密交织，而木质素将二者包裹，三者

共同形成植物的细胞壁[34]。菌株 YP-2023-9 对烟

梗进行固体发酵 15 d，将烟梗样品在 YP-2023-9
降解前后的形态放大相同的倍数后，可以看出原

始烟梗(图 9A)结构致密且呈块状，未接种菌株

处理的烟梗样品(图 9B)与原始烟梗相比，无明

显变化。经菌株YP-2023-9处理 15 d后的样品(图
9C)，菌株 YP-2023-9 在烟梗表皮组织层良好生

长，使原本因富含果胶、蜡质等不易被单一酶进

行分解的表皮组织层在其作用下破坏明显，结

合前面烟梗木质纤维素含量变化，证明其表面

的木质素有一定程度的降解，所以出现明显的

缝隙，结构明显呈疏松多孔状，有利于纤维素

降解酶、半纤维素降解酶、木质素酶等渗入到

烟梗组织内部。 

3  讨论与结论 
从牛粪中分离得到一株能高效降解烟梗木

质素的细菌 YP-2023-9，经过形态学和 16S 
rRNA 基因序列的系统发育树分析，该菌株属于

肠杆菌属 (Enterobacter)，菌株能够耐受至少

0.60%的烟碱。目前对于 Enterobacter sp.的报

道，包括 58 个有效发表的种(www.bacterio.net/ 
chryseobacterium.html)，在报道的菌中，肠杆菌

K3 具有较高的木质素降解率(32.05%)，对玉米、

稻草的木质素降解能力较好[35]。另外尚华蓉等

从食木白蚁肠道中发现可高效利用木质素的菌

株 Enterobacter sp. YC105C[36]。Kamei 将云芝与

肠杆菌属(Enterobacter)细菌联合培养，木质素降

解率提高 5%左右[37]。综上所述，肠杆菌属菌株

对于木质素的降解研究较少，对于烟梗的降解研

究鲜见报道，对烟碱耐受性的研究也鲜见报道。 
通过酶活的定性检测，明确了细菌 YP-2023-9

主要通过分泌 Lip 或 Mnp 促使木质素降解，通

过酶活性的大小及不同培养时间下酶活的变化

趋势，推测菌株 YP-2023-9 在木质素降解前期，

其产生的 Mnp 和 Lip 共同作用于木质素，而在

降解中后期 Lip 起主要作用。菌株 YP-2023-9 破

坏包裹在半纤维和纤维素表面的木质素，加速烟

梗的分解。扫描电镜影像显示，菌株 YP-2023-9
接种 15 d 后能在烟梗表皮组织层良好生长，使

烟梗组织结构疏松、空隙增大，细胞间连接物质 

 

 
 

图 9  烟梗样品扫描电镜图   A：原始烟梗. B：未接种菌株培养 15 d 的烟梗. C：接种菌株 YP-2023-9
培养 15 d 的烟梗 
Figure 9  Scanning electron microscopy of tobacco stem samples. A: Original tobacco stem. B: Tobacco stems 
cultured for 15 days without inoculation of strains. C: Tobacco stems cultured with YP-2023-9 for 15 days. 



 
2190 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 

和细胞壁变薄，细胞结构降解明显。烟梗木质纤

维素的组分含量变化进一步说明，菌株 YP-2023-9
对木质素、半纤维素具有较高的降解效果，对纤

维素影响不显著。据此可知，菌株 YP-2023-9
通过分泌 Lip 和 Mnp 促使木质素和半纤维素降

解，进而破坏烟梗的细胞壁结构，从而使纤维素

露出来以便下一步纤维素的降解，但其本身对烟

梗纤维素的降解无明显影响。 
本研究从牛粪中分离得到一株具有高效降

解烟梗木质素的细菌 YP-2023-9，经过形态学特

征和分子生物学特征分析，该菌株为肠杆菌

(Enterobacter sp.)。该菌在培养 4–32 h 达对数生

长期，可产生 Lip 和 Mnp，在产酶培养基中，分

别在第 5 天和第 1 天达到最大值为 309.68 U/mL
和 21.76 U/mL。对低于 0.60%的烟碱耐受。接种

YP-2023-9 后第 15 天，菌株能在烟梗表皮组织

层良好生长，使烟梗组织结构疏松、空隙增大、

细胞间连接物质和细胞壁变薄，细胞结构降解明

显；烟梗木质素、半纤维素降解率高于未接种菌

剂的对照，烟梗降解率为 42.42%，半纤维素和

木质素的相对降解率分别为 13.17%和 33.12%，

YP-2023-9 在卷烟加工和烟草废弃物资源利用

方面具有潜在的应用价值。 
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