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摘    要：【目的】 从不同品种烟叶原料中分离筛选高产纤维素酶细菌菌株，为提高烟叶原料使用价值提供优秀菌种

资源。【方法】 采用稀释涂布法从 37份片烟样品中分离纯化菌株，利用刚果红染色法结合摇瓶复筛进行筛选，测

定菌株纤维素酶活性，通过形态学观察与 16S rRNA序列鉴定功能菌的系统发育学地位，并对功能菌所产纤维素酶

进行酶学性质研究。【结果】 筛选到 1株烟用纤维素酶活性高的菌株 FX-1，其在 37 ℃ 发酵 48 h纤维素酶酶活力最

高，达 56.261 U·mL−1。FX-1菌体呈杆状，可产芽孢，革兰氏阳性，其 16S rRNA序列与 Bacillus subtilis 相似度最高

（100%），系统发育树中与枯草芽孢杆菌位于同一分支中，初步鉴定为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）。通过酶学

性质分析，酶反应的最适温度为 60 ℃，最适 pH为 5.0，在温度 30～55 ℃ 或 pH值 3.0～7.0保温 30 min后仍有较高活

力，相对酶活有 90%以上，具有良好的热稳定性和耐酸能力。【结论】 从 37份片烟样品中筛选获得 1株高产纤维

素酶菌株 FX-1，初步鉴定为枯草芽孢杆菌。FX-1所产纤维素酶的反应条件较宽，酶学性质稳定，在烟草行业中具

有良好的产业化开发利用前景。
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Abstract: 【Objective】 Bacteria with a high cellulase-producing capacity were isolated from different varieties of tobacco for

the potential of upgrading the economic value of tobacco raw materials.【Methods】  Candidate bacterial strains were isolated

and purified  from 37 flue-cured  tobacco  strip  samples  using  dilution  coating  method.  They were  screened  by  the  Congo red

staining combined with shaking flask culture and cellulase activity determination. Phylogenetic property of a strain identified

by  morphological  observation  was  confirmed  with  16S  rRNA  sequencing.  The  cellulase  activities  were  investigated.

【Results】    FX-1  was  preliminarily  identified  as  a  strain  that  produced  high  cellulase  activity  of  56.261  U·mL−1  after  48h

fermentation at  37  ℃.  It  was  a  gram-positive,  rod-shape,  spore-producing  bacterium  that  showed  a  perfectly  matching  16S

rRNA sequence in a branch of Bacillus subtilis phylogenetic tree. The cellulase from FX-1 displayed a peak activity at 60 ℃

and pH  5.0.  Greater  than  90%  of  its  relative  activity  was  retained  after  being  held  at  30-55  ℃ or  pH  3.0-7.0  for  30  min.

【Conclusion】    A high cellulase-producing bacterium screened from 37 flue-cured tobacco strip  samples  was preliminarily

identified  as  a  strain  of B.  subtilis.  The  cellulase  produced  by  the  strain  FX-1  exhibited  a  wide-range  temperature  and  pH

stability, and thus, had a considerable potential to be developed for new commercial use in tobacco manufact.
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0    引言

【研究意义】近年来，卷烟工业企业不断优化

提升产品结构，如何进一步提高烟叶质量和可用

性、满足卷烟品牌原料需求成为工业企业亟需解决

的关键问题。筛选优质的烟用产纤维素酶菌株有助

于缓解烟草行业中烟叶的等级结构矛盾、部位结构

矛盾和区域结构矛盾。【前人研究进展】纤维素是

构成烟叶细胞组织和骨架的基本物质。烟叶中纤维

素的含量一般在 11%左右，随着烟叶等级的降低而

增加 [1]。纤维素含量较高时，会使卷烟制品组织粗

糙，烟叶燃烧后产生较强的呛咳刺激感[2−4]。微生物

及发酵酶制剂技术可以降低烟叶、烟草薄片及烟梗

中纤维素等物质的含量，促进其内部大分子有机物

质的分解和转化，从而改善品质，减少有害物质产

生[5−7]。国内外学者利用生物技术对降低烟叶及烟梗

中纤维素进行了大量的研究工作。Gravely等 [8] 提出

用曲霉属（Asetgillus spp.）微生物来降解烟梗中的纤

维素方法；叶建斌等 [9] 利用烟草中分离的类芽孢杆

菌（Paenibacillus spp.）对再造烟叶原料进行发酵处

理，发现再造烟叶香气增加，刺激性明显减轻，感

官品质提升；于少藤等 [10] 使用从烟叶表面分离筛选

到的产纤维素酶菌株（Pseudomonas gessardii）yc10
对烟叶进行发酵试验，发现烟叶纤维素降解率达

23.49%，总糖含量增加，烟叶中香气成分增加；王

莹等 [7] 和范坚强等 [11] 从烟草中筛选了多个可降解大

分子物质的微生物，并利用所产纤维素酶和果胶酶

混合处理烟丝，处理后烟丝纤维素失重率达到 41.23%，

烟气细腻柔和，香气饱满，能有效提高烟草品质。

【本研究切入点】为提高纤维素降解菌在卷烟生产

过程中实际应用的可行性。【拟解决的关键问题】

以 37份片烟样品作为研究对象，通过刚果红染色法

初筛，摇瓶液体复筛，测定菌株的 CMC酶活，以分

离筛选出适用于烟叶原料的高效降解纤维素菌株，

通过形态特征观察、生理生化和分子生物学方法，

对筛选出的菌株进行菌种鉴定，同时对该菌株所产

纤维素酶的酶学特性进行研究，为卷烟工业企业烟

叶原料的保值增值提供优质菌种资源。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料 

1.1.1   样品　  实验所用样品片烟来自云南、福建等

国内外烟叶主产区，见表 1。 

1.1.2   培养基　 LB培养基：胰蛋白胨 10 g，酵母粉

5 g，氯化钠 10 g，蒸馏水 1 000 mL，pH 7.2～7.4。

液体富集培养基：羧甲基纤维素钠（CMC-Na）

5 g，NH4NO3 1  g，酵母膏 1 g，MgSO4·7H2O 0.5  g，

K2HPO4 1 g，蒸馏水 1 000 mL，pH 7.0。

筛选培养基：CMC-Na 5 g，NH4NO3 1 g，酵母

膏 1 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，K2HPO4 1 g，琼脂 18 g，

蒸馏水 1 000 mL，pH 7.0。

产纤维素酶发酵培养基：CMC-Na 5 g，胰蛋白

胨 10 g，酵母粉 5 g，氯化钠 10 g，蒸馏水 1 000 mL，

pH 7.0。 

1.1.3   主要仪器和试剂　 仪器：GR60DF全自动立式

高压灭菌锅（厦门致微仪器有限公司），MQT-60R

振荡培养箱（上海旻泉仪器有限公司）， SW-CJ-

IFD超净工作台（苏州净化有限公司），生化培养箱

（宁波莱福科技有限公司），徕卡显微镜 DM570

（徕卡仪器有限公司）。

试剂：刚果红、3,5-二硝基水杨酸、酒石酸钾

钠、苯酚、葡萄糖等常规试剂均为国产分析纯。

PCR引物由上海生工合成。细菌基因组 DNA提取试

剂盒购自上海赛百盛基因有限公司。 

1.2    试验方法 

1.2.1   菌株的富集与筛选　 称取碾碎后的片烟 2 g置

于 50 mL液体富集培养基中，37 ℃、180 r·min−1 振
荡培养 48 h后，取富集后的培养液稀释涂布至筛选

培养基平板上，37 ℃ 培养箱倒置培养 48～72 h，再

进行刚果红染色，选择生长较好、透明圈较大的菌

株接于斜面和 LB固体培养基中。 

1.2.2   DNS试剂制备　 甲液配制：6.9 g结晶苯酚溶

于 15.2 mL 10% 氢氧化钠，加蒸馏水稀释至 69 mL，
再加 6.9 g 亚硫酸氢钠溶解备用；乙液配制：225 g酒

石酸钾钠溶于 300 mL 10% 氢氧化钠，加入 880 mL
1% 3,5-二硝基水杨酸。将甲、乙液混合于棕色瓶静

置 7～10 d即可。 

1.2.3    粗酶液的制备　  将筛选得到的菌株接种于

LB培养基中，37 ℃、180 r·min−1 振荡活化过夜后，

按 5%接种于 100 mL发酵培养基中发酵 24 h，获得

的发酵液在 4 ℃、10 000 r·min−1 离心 6 min，所得上

清液即为粗酶液，后续进行酶活测定。 

1.2.4   酶活力测定　  

1.2.4.1   葡萄糖标准曲线的绘制　 取 6支 10 mL刻度

试管并编号，按表 2分别加入质量浓度为 1.5 mg·mL−1

的葡萄糖溶液、蒸馏水和 DNS试剂，配成不同葡萄

糖含量的反应液。将各管摇匀后，沸水浴 10 min，冷

却后加纯水定容至 10 mL，颠倒混匀后吸取 200 μL至

96孔板检测 OD540 值，以葡萄糖质量（mg）为横坐

标，扣除空白后的 OD540 值为纵坐标绘制标准曲线。 
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表 1    样品片烟来源

Table 1    Source of flue-cured tobacco strip samples

编号

Number
等级

Grade
编号

Number
等级

Grade

1
云南马沾YLC1Y-2019片烟

Yunnan Mazhan YLC1Y-2019 flue-cured tobacco strips 20
湖南永州宁远C3F-2019片烟

Hunan Yongzhou Ningyuan C3F-2019 flue-cured tobacco strips

2
云南马沾C4FY-2018片烟

Yunnan Mazhan C4FY-2018 flue-cured tobacco strips 21
湖南永州宁远B2F-2019片烟

Hunan Yongzhou Ningyuan B2F-2019 flue-cured tobacco strips

3
云南保山AB-2019香料烟

Yunnan Baoshan AB-2019 spice tobacco 22
辽宁YELC3F-2019片烟

Liaoning YELC3F-2019 flue-cured tobacco strips

4
云南楚雄YLC1-2019片烟

Yunnan Chuxiong YLC1-2019 flue-cured tobacco strips 23
辽宁B23F-2019片烟

Liaoning B23F-2019 flue-cured tobacco strips

5
云南大理祥云YLC1Y-2019片烟

Yunnan Dali Xiangyun YLC1Y-2019 flue-cured tobacco strips 24
贵州遵义铜仁YLC2Y-2019片烟

Guizhou Zunyi Tongren YLC2Y-2019 flue-cured tobacco strips

6
云南马沾ELC1Y-2019片烟

Yunnan Mazhan ELC1Y-2019 flue-cured tobacco strips 25
贵州遵义铜仁YLC1Y-2019片烟

Guizhou Zunyi Tongren YLC1Y-2019 flue-cured tobacco strips

7
云南楚雄ELC1-2019片烟

Yunnan Chuxiong ELC1-2019 flue-cured tobacco strips 26
山东潍坊诸城B2F-2019片烟

Shandong Weifang Zhucheng B2F-2019 flue-cured tobacco strips

8
云南大理祥云ELC1Y-2019片烟

Yunnan Dali Xiangyun ELC1Y-2019 flue-cured tobacco strips 27
山东潍坊诸城C3F-2019片烟

Shandong Weifang Zhucheng C3F-2019 flue-cured tobacco strips

9
云南曲楚大F03-2019片烟

Yunnan Quchu Da F03-2019 flue-cured tobacco strips 28
重庆彭水B2F-2019片烟

Chongqing Pengshui B2F-2019 flue-cured tobacco strips

10
云南楚雄F03-2019片烟

Yunnan Chuxiong F03-2019 flue-cured tobacco strips 29
黑龙江哈尔滨C3L-2019片烟

Heilongjiang Harbin C3L-2019 flue-cured tobacco strips

11
福建龙岩三明YLC2YCB-1-2018片烟

Fujian Longyan Sanming YLC2YCB-1-2018 flue-cured tobacco strips 30
巴西TMB1O-FJ-2019片烟

Brazil TMBIO-FJ-2019 flue-cured tobacco strips

12
福建三明尤溪YLC1CB-2019片烟

Fujian Sanming Youxi YLC1CB-2019 flue-cured tobacco strips 31
巴西B1O/C-2019片烟

Brazil B1O/C-2019 flue-cured tobacco strips

13
福建龙岩永定YLC1Y-2019片烟

Fujian Longyan Yongding YLC1Y-2019 flue-cured tobacco strips 32
巴西L1O-2019片烟

Brazil L1O-2019 flue-cured tobacco strips

14
福建龙岩三明YLC2YCB-1-2019片烟

Fujian Longyan Sanming YLC2YCB-1-2019 flue-cured tobacco strips 33
津巴布韦L1O/C(天泽)-2019片烟

Zimbabwe L1O/C(Tianze)-2019 flue-cured tobacco strips

15
福建三明尤溪ELC1CB-2019片烟

Fujian Sanming Youxi ELC1CB-2019 flue-cured tobacco strips 34
津巴布韦L1O/C（英美）-2019片烟

Zimbabwe L1O/C (Anglo-American)-2019 flue-cured tobacco strips

16
福建龙岩永定ELC1Y-2019片烟

Fujian Longyan Yongding ELC1Y-2019 flue-cured tobacco strips 35
津巴布韦L1OA（环球）-2019片烟

Zimbabwe L1OA (Global)-2019 flue-cured tobacco strips

17
福建龙岩南平SLC4-2019片烟

Fujian Longyan Nanping SLC4-2019 flue-cured tobacco strips 36
赞比亚L1OL-3（CNT）-2019片烟

Zambia L1OL-3 (CNT)-2019 flue-cured tobacco strips

18
福建龙岩三明CF03-2019片烟

Fujian Longyan Sanming CF03-2019 flue-cured tobacco strips 37
阿根廷ASBOCF-1-2019片烟

Argentina ASBOCF-1-2019 flue-cured tobacco strips

19
福建龙三南X2F03-2019片烟

Fujian Long Sanan X2F03-2019 flue-cured tobacco strips
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1.2.4.2   CMC酶活测定　  参考罗燕青等 [12] 的方法，

进行略微改动。在 10 mL刻度试管中（3支实验管）

加入 0.2 mL稀释酶液，加入 1.8 mL 1%的 CMC-Na

溶液（pH 5），摇匀，于 60 ℃ 条件下水浴 10 min，取

出冷却至室温，加入 1.5 mL DNS试剂，迅速混匀后

沸水浴反应 10 min，冷却后，加水定容至 10 mL，轻

轻上下摇匀，另取稀释酶液 0.2 mL和 0.1 mol·L−1 pH

为 5的缓冲溶液 1.8 mL作为空白，不加 CMC溶液，

同样依上述步骤，用空白调零点，于波长 540 nm测

吸光度值。

酶活力单位定义：在 60 ℃，pH 5.0条件下，催

化 1% CMC-Na每分钟生成 1 μg还原糖所需的酶量作

为 1个酶活力单位 U（μg·min−1·mL−1）。

酶活力(U) =
N1×N2×G×103

10×0.2

式 中 G： 由 标 准 曲 线 查 得 的 葡 萄 糖 质 量

（mg）；N1：粗酶液稀释倍数；N2：比色时反应液

稀释倍数；103：毫克与微克的转换；10：酶水解反

应时间（min）；0.2：测定酶活力时所用粗酶液的体

积（mL）。 

1.2.5   菌株的鉴定　  

1.2.5.1   形态观察及生理生化特性　 参照《伯杰氏菌

手册》 [13]、《常见细菌系统鉴定手册》 [14] 观察菌株

的培养形态、革兰氏染色与芽孢染色，并测定其生

理生化特征。 

1.2.5.2   分子生物学鉴定　  按细菌基因组 DNA提取

试剂盒（上海赛百盛）提取总 DNA，使用标准引物

27F（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′），1492R

（5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′）扩增 16S rRNA

序列，PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测为单一明

亮条带，切下条带经胶回收试剂盒（上海生工）回

收 PCR产物送测序公司（广州基迪奥）进行测序，

测序结果上传 NCBI进行 BLAST分析，采用 MEGA

5.1软件中的邻接法（Neighbor-Joining）构建系统发

育进化树。 

1.2.6   纤维素酶酶学特性研究　  

1.2.6.1   最适反应温度的测定　 在 10 mL刻度试管中

加入稀释酶液与 1%的 CMC溶液（pH 5）后，于不

同温度 30、35、40、45、50、55、60、65、70、75 ℃

条件下水浴，其他条件同“1.2.4”的方法，测定不同

温度下 CMC酶活。 

1.2.6.2   最适反应 pH的测定　 在上一步得出最适温

度条件下，设置加入 1%的 CMC溶液的 pH分别为

3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0，其他条件同“1.2.4”的

方法，进行酶活反应测定。 

1.2.6.3   酶的热稳定性的测定　  在进行酶活反应前，

先将酶液分别置于 30、35、40、45、50、55、60、

65、70、75 ℃ 温度下保温 30 min，再按照“1.2.4”的

方法，进行酶活反应测定。其中以未处理的酶液酶

活力为 100%，得到该纤维素酶对温度的耐受力结果。 

1.2.6.4   酶的酸碱稳定性的测定　  在进行酶活反应

前，先将酶液分别于 pH 3.0、 4.0、 5.0、 6.0、 7.0、

8.0的缓冲液中，4 ℃ 保温 30 min后，再按照“1.2.4”

的方法，进行酶活反应测定。其中以未处理的酶液

酶活力为 100%，得到该纤维素酶对温度的耐受力

结果。 

2    结果与分析
 

2.1    菌株的分离与筛选

经分离纯化得到的菌株于筛选培养基上培养 48 h

后，通过刚果红染色，比较水解圈直径（H）和菌落

直径（C）大小，选择比值较大的菌株进行复筛，最

终得到一株酶活力为 56.261 U·mL−1 的菌株，编号为

FX-1，其刚果红染色结果见表 3，纤维素酶水解圈见

图 1，以此作为后续研究对象。 

 
表 2    葡萄糖标准曲线制作参数

Table 2    Parameter of glucose standard curve

管号

Tube number
葡萄糖溶液

Glucose solution/mg·mL−1
蒸馏水

Distilled water/mL DNS/mL

0 0.0 2.0 1.5

1 0.2 1.8 1.5

2 0.4 1.6 1.5

3 0.6 1.4 1.5

4 0.8 1.2 1.5

5 1.0 1.0 1.5

注：葡萄糖溶液为1.5 mg·mL−1
。

Note: glucose solution was 1.5 mg·mL−1.

 
表 3    FX-1 菌株刚果红染色结果

Table 3    Congo red staining of FX-1

菌株

Strain

菌落直径

Colony

diameter/mm

水解圈直径

Hydrolysis circle

diameter/mm
H/C

FX-1
5.89±0.41

（SD=0.314 1）

23.58±0.38

（SD=0.313 8）

4.01±0.23

（SD=0.252 9）
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图 1    菌株 FX-1 纤维素酶水解圈

Fig. 1    Cellulase hydrolysis circle of FX-1
  

2.2    菌株的鉴定 

2.2.1   菌株的形态及生理生化鉴定　 菌株 FX-1在 LB
固体培养基上培养 24 h后，菌落为灰白色、干燥、

表面有不规则隆起褶皱，边缘毛刺状，结果如图 2-A
所示；透射电镜观察显示菌体呈棒状或近棒状，长

约为 1.6～ 2.2  μm，粗约 0.8～ 1.0  μm，多为 2个或

2个以上菌体链状连接，结果如图 2-B所示；革兰氏

染色阳性，菌体呈现为杆状，芽孢染色为绿色，菌体

为红色，芽孢中生，椭圆形，不膨大，结果如图 2-C、
D所示；其部分生理生化特性见表 4。根据这些特

征，可初步判断该菌株为芽孢杆菌属（Bacillus spp.）
细菌。

  
A B

2 μm
2 000×

C D

 
注：A：菌落形态；B：透射电镜图（20 000×）；C：革兰氏染色（1 000×）；

D：芽孢染色（1 000×）。

Note: A: colony morphology of FX-1; B: TEM image of FX-1 (20 000×); C:

gram stained FX-1 (1 000×); D: bacteriophage staining of FX-1 (1 000×).

图 2    菌株 FX-1 形态特征

Fig. 2    Morphological characteristics of FX-1
  
2.2.2   分子生物学鉴定　 FX-1的 16S rRNA序列长度

为 1 416 bp，NCBI比对显示 FX-1的 16S rRNA序列

与 Bacillus  subtilis 相似度最高（100%），进一步使

用 MEGA软件（版本 5.1）利用 NJ法构建 FX-1系统

发育树，如图 3所示。结果显示 FX-1与枯草芽孢杆

菌 （Bacillus  subtilis）、 特 基 拉 芽 孢 杆 菌 （Bacillus

tequilensis）（相似度 99.79%）处于同一分支，置信

度为 86%，结合生理生化特征（表 4），将 FX-1鉴

定为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）。 

2.3    酶活力测定 

2.3.1   葡萄糖标准曲线　  由图 4可见，标准曲线 y=
0.309 4x −0.010 2，线性相关系数 R2 为 0.998 4，线性

良好，可以用于纤维素酶活测定。 

2.3.2   纤维素酶活性分析　  用不同发酵时间的粗酶

液测定 FX-1菌株的 CMC酶活力，同时测定相应时

间菌株的生长量情况，结果如图 5，表明 FX-1菌株

在发酵 48  h时纤维素酶酶活力最高，达 56.261
U·mL−1，而其生物量最高时是在 36 h。在 48 h后，

菌株的产酶活性随着生物量的下降而有所降低，在

一定时间内二者呈正相关。由此可见，该纤维素酶

合成模式属于延续合成型[15]。 

2.4    菌株 FX-1所产纤维素酶的酶活特性 

2.4.1   FX-1纤维素酶最适反应温度　 以羧甲基纤维

素钠为底物，温度为 30～75 ℃，测定不同温度下

CMC酶活力，结果如图 6，表明 FX-1所产生的纤维

素酶在 60 ℃ 条件下酶活力达最大值，且在 30～70 ℃
均有活性。这说明该酶最适反应温度为 60 ℃，具有

良好的耐热性。 

2.4.2   FX-1纤维素酶最适反应 pH　 在得出最适温度

条件下，以不同 pH的羧甲基纤维素钠溶液为底物，

测定 CMC酶活力，结果如图 7，表明 FX-1菌株产生

的纤维素酶的最适反应 pH为 5.0，且该酶在 pH
3.0～8.0均有活性，与王霞等 [16]获得的地衣芽孢杆

菌 CMC-4所产纤维素酶适应性 pH范围相似，且范

围更大，说明该菌株所产纤维素酶 pH适应范围较

广，具有较好的耐酸性与耐碱性。 

2.4.3   FX-1纤维素酶的热稳定性　 在进行酶活反应

前，先将酶液分别置于 30、35、40、45、50、55、60、
65、70、75 ℃ 温度下保温 30 min，再测定 CMC酶

活力，结果如图 8，表明 CMC在 30～55 ℃ 下热稳

定较好，相对酶活有 90%以上；当在温度≥60 ℃ 保

温 30min时，酶活力迅速下降，但相对酶活依然高

于 30%，说明该酶具有一定的耐热性。 

2.4.4   FX-1纤维素酶的酸碱耐受能力　 在进行酶活

反应前，先将酶液分别于 pH  3.0、 4.0、 5.0、 6.0、
7.0、8.0的缓冲液中，4 ℃ 保温 30 min，再测定 CMC
酶活，结果如图 9，表明 pH 为 3.0～7.0，CMC酶较

稳定，当 pH为 8.0时，酶活迅速下降，但相对酶活

依然高于 60%，说明该酶具有一定的耐酸碱能力，

但主要过程 pH值还是较为偏酸性，可知该酶为酸

性酶[17]。 
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表 4    菌株 FX-1 的生理生化特征

Table 4    Physiological and biochemical characteristics of FX-1

测定指标

Measurement item

结果

Result

测定指标

Measurement item

结果

Result

革兰氏染色

Gram stain
+

硝酸盐还原试验

Nitrate reduction test
+

接触酶试验

Exposure to enzyme test
+

V-P试验

V-P test
+

柠檬酸盐试验

Citrate test
+

吲哚试验

Indole test
−

注：+：阳性；−：阴性。

Note: +: Positive; −: Negative.

 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis_ NR112116

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis_ NR112629

FX-1

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis_ NR027552

特基拉芽孢杆菌 Bacillus tequilensis_ NR104919

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis_ NR113265

耐盐芽孢杆菌 Bacillus halotolerans_ NR115929

中村芽孢杆菌 Bacillus nakamurai_ NR151897

死谷芽孢杆菌 Bacillus vallismortis_ NR113994

死谷芽孢杆菌 Bacillus vallismortis_ NR024696

贝莱斯芽孢杆菌 Bacillus velezensis_NR075005

厦门芽孢杆菌 Bacillus xiamenensis_ NR148244

山茶芽孢杆菌 Bacillus camelliae_ NR159341

伊莎贝拉杆菌 Bacillus isabeliae_ NR042619

巴基斯坦芽孢杆菌 Bacillus pakistanensis_ NR125453

茄芽杆菌 Bacillus solani_ NR145633

坚强芽孢杆菌 Bacillus firmus_ NR025842

正弦芽孢杆菌 Bacillus sinesaloumensis_ NR147383

甲醇芽孢杆菌 Bacillus methanolicus_ NR040985

封丘芽孢杆菌 Bacillus fengqiuensis_ NR133973

酸快生芽孢杆菌 Bacillus acidiceler_ NR_043774

苏云金芽孢杆菌 Bacillus thuringiensis_ NR112780

麸皮乳杆菌 Lactobacillus brantae_ NR125575

鼠李糖乳杆菌 Lactobacillus rhamnosus_ NR113332

副干酪乳杆菌 Lactobacillus paracasei_ NR113337

玉米乳杆菌 Lactobacillus zeae_ NR037122

干酪乳杆菌 Lactobacillus casei_ NR11333370
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图 3    FX-1 菌株的系统发育树

Fig. 3    Phylogenetic tree of FX-1
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图 4    葡萄糖标准曲线

Fig. 4    Standard curve of glucose
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3    结论与讨论

纤维素降解菌广泛分布于自然界，细菌、真

菌、放线菌等微生物在一定条件下都能合成、分泌

纤维素酶 [18]。细菌是微生物中种类最多，数量广泛

的类群。与真菌相比，细菌生长更迅速，环境适应

能力更强，其中芽孢杆菌具有良好的稳定性、环境

适应性以及产酶活性高等优点，有利于工农业应

用 [18, 19],，也更适于烟草行业。目前，关于芽孢杆菌

产纤维素酶活性的研究多有报道，如薛磊等 [20] 研究

发现芽孢杆菌属细菌是云南烟草种植区的优势菌

群，筛选到的芽孢杆菌 YN14产纤维素酶活性高；

Abd等 [21] 在对土壤和灌溉水产纤维素酶细菌的分离

筛选研究中，发现能够分泌纤维素酶的 40株菌株

中，纤维素酶活力最高的 5株菌皆为芽孢杆菌；Yang

等 [22] 表明在所有的纤维素分解细菌分离物中，蜡样

芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌的纤维素酶活性最高。

分离筛选到可有效降解纤维素的纤维素酶高产

菌株是实现应用的前提。本研究从 37份片烟样品中

分离筛选到了一株产纤维素酶菌株 FX-1，该菌株能

在以羧甲基纤维素钠（CMC）为唯一碳源的培养基

上生长，刚果红染色后有明显的透明圈。菌落为灰

白色、干燥、表面有不规则隆起褶皱；透射电镜观

察显示菌体呈棒状或近棒状的杆菌；部分生理生化

测试结果显示菌株 FX-1为革兰氏阳性，接触酶实验

阳性，V-P试验测定阳性，能还原硝酸盐和柠檬酸

盐。上述形态观察和生理生化特征与芽孢杆菌属 Bacillus
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Fig. 5    Effect  of  incubation  time  on  growth  and  enzyme
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Fig. 6    FX-1 cellulase activity at different reaction temperatures
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图 7    FX-1 纤维素酶不同 pH 条件下酶活变化情况

Fig. 7    FX-1 cellulase activity under different pH conditions
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Fig. 8    Tolerance of FX-1 cellulase to elevated temperatures
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图 9    FX-1 纤维素酶在不同酸碱环境下的耐受情况

Fig. 9    Tolerance  of  FX-1  cellulase  to  acidic  and  alkaline
conditions
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细菌的表型特征相似。从 16S rRNA序列与 Bacillus
subtilis 相似性（相似度最高 100%）和系统发育进化树

分析，FX-1与枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、特基

拉芽孢杆菌（Bacillus tequilensis）（相似度 99.79%）

处于同一分支，置信度为 86%。综上，结合生理生

化、16S rRNA基因序列同源性、系统发育树等方面

分析，将 FX-1初步鉴定为枯草芽孢杆菌（Bacillus
subtilis）。

从枯草芽孢杆菌 FX-1产纤维素酶的生长特性可

以看出，发酵 48小时，纤维素酶酶活性可以达到

56.261 U·mL−1。此前很多烟草源产纤维素酶菌株的

筛选研究中，杨宗灿等 [23] 从原烟表面分离筛选得到

的烟叶纤维素降解菌株 XC-19-1，其发酵产纤维素酶

活性为 6.6 U·mL−1；邹芳等 [24] 从烟稻轮作区获得的

枯草芽孢杆菌 YC-2的 CMC酶活力为 38.65 U·mL−1；

梅金飞 [25] 从烟草秸秆废弃物中获得的嗜热芽孢杆菌

SL-2A的 CMC最大酶活力为 48.72  U·mL−1。可见

枯草芽孢杆菌 FX-1具有较高的纤维素酶活性。对其

酶学特性研究也表明，FX-1菌株所产纤维素酶活稳

定，在 pH 3.0～7.0、温度 30～55 ℃ 保温 30 min后仍

有较高活力，说明其具有较强的耐酸能力和耐热能

力。该酶催化的最适 pH值为 5.0，最适温度为 60 ℃，

可知该酶为中温酸性酶。综上，本研究所得菌株 FX-
1是 1株能高产酸性纤维素酶的枯草芽孢杆菌，经进

一步开发后，将在烟草行业中具有良好的产业化应

用前景。
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