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烟叶陈化过程中细菌群落演替特征研究

周家喜１，喻理飞１，张　 健１，张晓敏２，胡大鸣２，欧明毅２，邹　 晓１，∗

１ 贵州大学生命科学学院 生态系，贵阳　 ５５００２５

２ 贵州中烟工业有限责任公司，贵阳　 ５５０００１

摘要：以储存在贵阳库（ＧＹ）、坛厂库（ＴＣ）及紫云库（ＺＹ）的云南保山 Ｃ３Ｆ 烟叶为研究对象，对不同陈化时间（０、６、１２、１８、２４ 个

月）的烟叶样品提取微生物总 ＤＮＡ，利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 平台对细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ４ 区进行高通量测序，并结合主要化学成分分

析，以期揭示烟叶陈化过程中细菌群落演替规律及其与烟叶化学成分间的作用关系。 研究结果表明，烟叶细菌群落以假单胞菌

属、鞘氨醇单胞菌属、寡养单胞菌属、芽孢杆菌属为优势属；随陈化时间的增加，细菌优势群落呈现出变形菌门和厚壁菌门间消

长变化的趋势，陈化后期芽孢杆菌（厚壁菌门）优势度明显增强；烟叶陈化过程中，细菌优势功能群变化与化学成分逐级降解间

呈显著的相关关系，主要表现为由降解糖类菌群向降解淀粉类菌群，再向降解纤维素类菌群变化的趋势；其中，影响菌群演替的

关键因素是水溶性总糖和纤维素。 本研究揭示了在烟叶陈化过程中存在显著的细菌群落演替特征，加深了对烟叶陈化机制的

理解，为微生物调控烟叶陈化过程提供了科学依据。
关键词：高通量分析；群落结构；演替规律；化学组分
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烟叶陈化是指在人工可控的仓储环境下烟叶与微生物及环境相互作用的发酵过程，在此过程中，仓储环

境因子（温度、湿度等）、烟叶化学组分（总糖、蛋白质、淀粉、生物酶等）含量、烟叶水分及酸碱度等与烟叶表面

微生物彼此联系、互相促进、互相制约共同构成了烟叶陈化的特定生态系统，并在物质流、能量流和基因流

“三流运转”规律的交互作用下构成了烟叶微生态的动态发展和特定阶段的动态平衡［１］。 环境信息的传递和

烟叶化学物质的改变直接或间接的影响着烟叶微生物的种类和数量及代谢产物的产生与积累，并最终决定着

物质和能量的走向［２⁃３］，因此，研究仓储生态因子和烟叶化学成分的改变对烟叶微生物群落结构和功能的影

响具有重要意义。 随着烟叶陈化的不断进行，微生物群落的消长演替又会引起烟叶组分微环境的变化［４］，如
蛋白质、淀粉、糖类、纤维素等大分子物质降解［５⁃６］ 及紫罗兰酮、大马酮、糠醛等小分子物质产生［７⁃８］。 环境因

子变化也会作用于微生物，并导致群落结构及代谢产物的成分和比例发生变化，最终形成产品特有的生态风

味［９］，所以，研究微生物群落动态变化对了解烟叶陈化生态系统的运行很有必要。
烟叶陈化过程中占优势的微生物群落以细菌类为主［１０］，但是目前 ９０％—９９％的微生物处于不可培养状

态［１１］，因此本研究依托二代测序的技术优势［１２］ 对样品中微生物菌群进行分析，同时结合分析陈化过程中烟

叶化学组分的变化，揭示细菌群落变化过程与烟叶化学组分之间作用规律，加深对烟叶陈化机制的理解。

１　 材料与方法

１．１　 材料

样品：分别陈化了 ０、６、１２、１８、２４ 个月的云南保山 Ｃ３Ｆ 烟叶样品（产地：云南保山地区；品种：云 ８７；等级：
Ｃ３Ｆ）；采集地：贵阳库（ＧＹ）、坛厂库（ＴＣ）、紫云库（ＺＹ）；采集方式：除去烟箱表层烟叶，按五点式收集烟叶样

品，５００ｇ，存于－２０℃冰箱中，各库样品同一时间内采集；采集时间：２０１４ 年 ７ 月、２０１５ 年 １ 月、２０１５ 年 ７ 月、
２０１６ 年 １ 月、２０１６ 年 ７ 月；编号：ＧＹ⁃０、ＴＣ⁃０、ＺＹ⁃０、ＧＹ⁃６、ＴＣ⁃６、ＺＹ⁃６、ＧＹ⁃１２、ＴＣ⁃１２、ＺＹ⁃１２、ＧＹ⁃１８、ＴＣ⁃１８、ＺＹ⁃
１８、ＧＹ⁃２４、ＴＣ⁃２４、ＺＹ⁃２４。
１．２　 方法

１．２．１　 烟叶微生物收集与总 ＤＮＡ 提取

参照 Ｚｈａｏ 等［１３］和 Ｓｕ 等［１４］的网膜法收集烟叶总微生物。 称取 ６０ｇ 烟叶样品，剪碎，平均分成 ３ 份，分别

置于三个装有 ２００ｍＬ ｐＨ＝ ７．０ 磷酸缓冲溶液（ＰＢＳ）的三角瓶中，２７℃、２００ｒ ／ ｍｉｎ 震荡培养 １ｈ；用已灭菌的双层

纱布过滤培养物，收集滤液；６０００ｒ ／ ｍｉｎ 室温离心 ３０ｍｉｎ，收集沉淀；加入 ２０ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液，重新制成菌悬液，
６０００ｒ ／ ｍｉｎ 离心，收集沉淀，最后将相同样品的沉淀物汇集到一起，即为烟叶总微生物。 参照 ＯＭＥＧＡ 公司 Ｅ．
Ｚ．Ｎ．Ａ． ＳｏｉＬ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒说明方法提取微生物总 ＤＮＡ。 提取的总 ＤＮＡ 送北京诺和致源科技股份有限公

司进行高通量测序。
１．２．２　 ＰＣＲ 扩增及高通量测序

选取 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ４ 片段进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物使用 ＨｉＳｅｑ２５００ ＰＥ２５０ 进行上机测序。 选用引物：
５１５Ｆ（５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ⁃３′）和 ８０６Ｒ（５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃ ３′）。 反应体系（３０μＬ）：
Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（２×） １５μＬ；Ｐｒｉｍｅｒ１（２μＭ）１．５μＬ；Ｐｒｉｍｅｒ２（２μｍｏｌ ／ Ｌ）１．５μＬ；ＤＮＡ 模板（１ｎｇ ／ μＬ）１０μＬ；Ｈ２Ｏ
２μＬ。 反应程序：９８℃预变性 １ｍｉｎ；９８℃ １０ｓ，５０℃ ３０ｓ，７２℃ ５ｍｉｎ，共 ３０ 个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。
１．２．３　 化学物质检测

参照李永忠等［１５］方法进行烟叶常规化学物质检测，每个样品设置 ３ 个重复。 有机碳采用高温外热重铬

酸钾氧化容量法；全氮采用 Ｈ２ＳＯ４⁃Ｈ２Ｏ２消化⁃蒸馏法；全磷采用 Ｈ２ＳＯ４⁃Ｈ２Ｏ２消化⁃钼黄比色法；全钾采用 Ｈ２

ＳＯ４⁃Ｈ２Ｏ２消化⁃火焰分光光度法；水溶性总糖采用 ８０％酒精浸提⁃蒽酮比色法；烟碱采用碱蒸馏⁃紫外分光光度

法；淀粉采用稀酸水解⁃蒽酮比色法；蛋白质采用凯氏定氮法；粗纤维采用酸碱洗涤⁃重量法；石油醚浸提物采
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用石油醚浸提⁃重量法。
１．２．４　 数据处理

①序列处理及 ＯＴＵ 注释：根据 Ｂａｒｃｏｄｅ 序列和 ＰＣＲ 扩增引物序列从下机数据中拆分出各样品数据，截去

Ｂａｒｃｏｄｅ 和引物序列后使用 ＦＬＡＳＨ［１６］ 对每个样品的 Ｒｅａｄｓ 进行拼接，得到原始 Ｔａｇｓ 数据；参照 Ｑｉｉｍｅ［１７］ 的

Ｔａｇｓ 质量控制流程，经过 Ｔａｇｓ 截取、过滤及嵌合体去除等处理后得到高质量的有效 Ｔａｇｓ 数据。 利用 Ｕｐａｒｓｅ
软件，以 ９７％的一致性将序列聚类为 ＯＴＵｓ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ），选取 ＯＴＵｓ 的代表性序列用 Ｍｏｔｈｕｒ
方法与 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 数据库对 ＯＴＵｓ 进行物种注释，并在 ＯＴＵ 水平上进行 α 多样性分析。

②细菌群落动态变化分析：通过韦恩图分析陈化不同时间的样品 ＯＴＵｓ 分布差异；根据所有样品在属水

平的物种注释及丰度信息，选取丰度排名前 ３５ 的类群，从物种和样品两个层面进行聚类，绘制成热图，分析不

同陈化时间样品优势细菌类群变化情况；通过 ＬＥｆＳｅ 系统分析不同陈化时间的样品间显著差异的物种。
③细菌群落变化与化学成分关系分析：结合不同陈化时间优势细菌及关键类群，利用 ＳＰＳＳ１９． ０、

ＣＡＮＯＣＯ５ 等统计学软件对细菌群落与各化学指标进行相关性分析和冗余分析（ＲＤＡ）。

２　 结果与分析

图 １　 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｎｎｅｒ 指数曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｎｎｅｒ ｃｕｒｖｅｓ

　 ＧＹ：贵阳库；ＴＣ：坛厂库；ＺＹ：紫云库；０、６、１２、１８、２４：陈化时间，０

个月、６ 个月、１２ 个月、１８ 个月、２４ 个月

２．１　 高通量测序结果

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｎｎｅｒ 指数曲线可反映各样本的物种多

样性随测序量的变化情况［１８］。 如图 １ 所示，随着样品

序列数的增加，Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｎｎｅｒ 指数曲线越趋向平坦，
表明本试验测序的数据深度能较全面地反应测序样品

中微生物信息。
样品 ＤＮＡ 高通量测序结果如表 １ 所示，经拼接、优

化、过滤后得到 １１９１８８７ 条有效序列， 每个样品得

６７９４０—８６２３５ 条；以 ９７％的一致性将序列聚类，平均得

到 １０９９ 个 ＯＴＵ。 对不同样品的 α 多样性指数进行对

比分析发现，样品细菌丰富度的 Ｃｈａｏ１ 指数和 ＡＣＥ 指

数分别在 ５１０．３４—３５２８．９４ 和 ５２０．３３—２２２６．７４ 之间。
反映菌群多样性的 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 值分别达到

３．４７—６．５９ 和 ０．７０—０．９６。 其中，样品 ＧＹ⁃０ 细菌最丰

富，多样性最大，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数达 ６．５９，样品 ＺＹ⁃ １８ 多样

性最低，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为 ３．４７；样品 ＧＹ⁃２４ 和 ＴＣ⁃０ 均匀

性最好，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均达到 ０．９７，ＺＹ⁃１８ 均匀性最差，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０．７０。 所有样品 Ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数均达到 ０．
９８ 以上，表明本次研究所测得的数据足够反应烟叶细菌群落的多样性。

表 １　 样品测序结果及 α多样性指数信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔｅ ａｎｄ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

样品
Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ

原始序列
Ｒａｗ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ

有效序列
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＯＵＴ 数
ＯＵＴ ｎｕｍｂｅｒ

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１
ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ
ｉｎｄｅｘ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＧＹ⁃０ ８６２３４ ８３５０２ １２７９ ６．５９ ０．９６ ３５２８．９４ ２２２６．７４ ０．９８

ＧＹ⁃６ ８３１０３ ７９６０３ １２６０ ４．２５ ０．７７ １３１１．９９ １３５９．７１ ０．９９

ＧＹ⁃１２ ８９６６１ ８６２３５ １３０７ ３．５５ ０．６６ １０７４．５６ １１５２．０４ ０．９９

ＧＹ⁃１８ ７９８６８ ７６７９９ １１８８ ５．０５ ０．８８ １４２２．１２ １５５８．５７ ０．９８

ＧＹ⁃２４ ８６０４３ ８２２０６ １４０９ ６．５３ ０．９７ １３６０．１１ １４０５．７１ ０．９９
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续表

样品
Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ

原始序列
Ｒａｗ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ

有效序列
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＯＵＴ 数
ＯＵＴ ｎｕｍｂｅｒ

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１
ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ
ｉｎｄｅｘ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＴＣ⁃０ ８５８１４ ８２０３０ １３９５ ６．２７ ０．９７ １２６４．８６ １３２０．２９ ０．９９

ＴＣ⁃６ ７３７８２ ７０９０９ ５６７ ４．０５ ０．８０ ５１０．３４ ５２０．３３ １．００

ＴＣ⁃１２ ８５２５９ ８１９６３ ７５４ ４．５３ ０．８７ ７８４．００ ８１７．０３ ０．９９

ＴＣ⁃１８ ８４１３９ ８１０５１ １０２７ ４．５６ ０．８８ ９４３．４０ １００８．２２ ０．９９

ＴＣ⁃２４ ７１２８８ ６７９４０ １２３５ ５．６２ ０．９４ １５２１．４２ １６０６．４１ ０．９８

ＺＹ⁃０ ８５１４４ ８１５４２ １２０９ ５．０８ ０．８７ １２８１．８０ １３１５．２３ ０．９９

ＺＹ⁃６ ８２７８０ ７９６７１ １０５３ ３．７４ ０．７８ １１４８．１７ １１９６．５６ ０．９９

ＺＹ⁃１２ ８３７２１ ８０５７３ ９９８ ４．４３ ０．８６ ９２２．２０ １０１０．７５ ０．９９

ＺＹ⁃１８ ８８４０１ ８４０８１ ５７０ ３．４７ ０．７０ ５６１．２４ ５７０．３３ １．００

ＺＹ⁃２４ ７６９９９ ７３７８２ １２３４ ６．０７ ０．９６ １１４７．０４ １２１７．５６ ０．９９

　 　 ＧＹ：贵阳库；ＴＣ：坛厂库；ＺＹ：紫云库；０、６、１２、１８、２４：陈化时间，０ 个月、６ 个月、１２ 个月、１８ 个月、２４ 个月

２．２　 细菌群落组成

烟叶细菌种类丰富，分属于 ４９３ 个属，每个样品相对丰度大于 １．０％的类群组成，如图 ２ 所示（＜ １．０％的归

于 Ｏｔｈｅｒｓ）。 假单胞菌属、鞘氨醇单胞菌属、寡养单胞菌属、芽孢杆菌属为主要优势类群，其中，假单胞菌属占

主导优势，占 １７．８％—４４．３％，其次是鞘氨醇单胞菌属，占 ８．０％—２３．６％。

图 ２　 属水平上相对丰度柱状图

Ｆｉｇ．２　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

２．３　 不同陈化时间烟叶细菌群落动态演替分析

２．３．１　 ＯＴＵ 变化分析

在 ＯＴＵ 水平上绘制韦恩图，如图 ３ 所示。 贵阳库（图 ３Ａ）样品有 ３１３ 个共有 ＯＴＵｓ，陈化 ０、６、１２、１８、２４ 个

月时分别有 ２６７、１１０、９０、１２０、１５９ 个特有 ＯＴＵｓ。 坛厂库（图 ３Ｂ）样品有 １７０ 个共有 ＯＴＵｓ，陈化 ０、６、１２、１８、２４
个月时分别有 ２４９、８２、１２６、１１５、２６２ 个特有 ＯＴＵｓ。 紫云库（图 ３Ｃ）样品有 １７６ 个共有 ＯＴＵｓ，陈化 ０、６、１２、１８、
２４ 个月时分别有 １９２、９７、１４０、４１、２６４ 个特有 ＯＴＵｓ。 共有的 ＯＴＵｓ 表明这些细菌类群的作用在烟叶陈化过程
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中贯穿于陈化的始终，是烟叶陈化的主要细菌类群；不同陈化阶段特有 ＯＴＵｓ 表明烟叶陈化过程中功能细菌

群落与陈化进程密切相关，演替现象明显。

图 ３　 不同陈化时间样品 ＯＴＵｓ韦恩图

Ｆｉｇ．３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＴＵｓ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｉｎｇ ｔｉｍｅ ｖｉａ Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ

图 Ａ：贵阳库样品 ＯＴＵｓ；图 Ｂ：坛厂库样品 ＯＴＵｓ；图 Ｃ：紫云库样品 ＯＴＵｓ

２．３．２　 优势细菌类群变化分析

针对陈化不同时间对所有样品进行组合分析，发现烟叶细菌群落结构随陈化时间的延长发生了较大变化

（图 ４ ）。 陈 化 开 始 时 拟 杆 菌 门 的 Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ， 变 形 菌 门 的 Ｓｔｅｒｏｉｄｏｂａｃｔｅｒ、 Ａｑｕｉｃｅｌｌａ、 Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ、
Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 及厚壁菌门的 Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 等类群占优势。 ６ 个月时变形菌门的

Ｐｕｓｉｌｌｉｍｏｎａｓ 和 Ｖｕｌｇａｔｉｂａｃｔｅｒ 占优势。 １２ 个月时绿弯菌门的 ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ 占优势。 １８ 个月时，
所有类群的丰度都相对较低，变形菌门的 Ｐｕｓｉｌｌｉｍｏｎａｓ 占优势。 ２４ 个月时，变形菌门的 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ 和

Ｃｏｍａｍｏｎａｓ，厚壁菌门的 Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ 及放线菌门的 Ｋｏｃｕｒｉａ 等类群优势

明显。
整体来看，随着烟叶陈化时间的增加，细菌优势类群种类先减少后增加，其中变形菌类逐渐减少，厚壁菌

类和放线菌类逐渐增加，这种变化与李晓强研究结果相似［１９］。
２．３．３　 关键细菌类群变化分析

通过 ＬＥｆＳｅ 分析（ＬＤＡ 值默认为 ４）发现，在烟叶陈化 ０、１２、２４ 个月时样品之间具有显著差异的细菌类

群，结果如图 ５ 所示。 陈化开始时 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 差异显著，起重要作用。 陈化 １２ 个月时 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ
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图 ４　 不同陈化时间样品物种丰度聚类热图

Ｆｉｇ．４　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｉｎｇ ｔｉｍｅ

起重要作用。 陈化 ２４ 个月时 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、Ｃｏｍａｍｏｎａｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 差异明显，发挥重要作用。
ＬＥｆＳｅ 分析表明随烟叶陈化时间延长， 关键优势菌群发生一系列演变， 先是由 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 向

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 演变，随后向 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、Ｃｏｍａｍｏｎａｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 变化。 其中，Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、Ｃｏｍａｍｏｎａｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 均属于变形菌门类群，Ｂａｃｉｌｌｕｓ 属于厚壁菌门类群，
因此，随陈化时间延长，厚壁菌门优势逐渐增加，芽孢杆菌优势度后期明显增强。
２．４　 细菌群落演替与烟叶化学成分的关系

ＲＤＡ 分析结果中，轴 １ 和轴 ２ 累积变量分别为 ５０．７０％和 ７３．２４％，化学物质变化对细菌群落演替整体解

释量为 ７８．９０％。 据图 ６ 和表 ２ 可知，水溶性总糖对细菌群落动态影响最大，其次是纤维素。 陈化开始时

（Ⅰ），水溶性总糖贡献最大，与 Ｐｕｓｉｌｌｉｍｏｎａｓ 显著负相关，相关系数为－０．５４６，与 Ｓｔｅｒｏｉｄｏｂａｃｔｅｒ、Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ、
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｓｅｎｓｕ＿ｓｔｒｉｃｔｏ＿１、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ 显著正相关，相关系数分别为 ０．６１３、０．６１３、０．６５６、０．５１７。 陈化 １２ 个月时

（Ⅱ），淀粉、石油醚浸提物及总氮、总磷等影响最大，石油醚浸提物与 Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ 呈显著负相关，相关系数为

－０．５４１，与 Ｐｕｓｉｌｌｉｍｏｎａｓ、Ｖｕｌｇａｔｉｂａｃｔｅｒ 呈显著正相关，相关系数为 ０．５７９、０．５２４；总磷与 Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ 呈显著负相

关，相关系数为－０．５２８。 陈化 ２４ 个月时（Ⅲ），纤维素作用最明显，与 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、Ａｕｒｅｉｍｏｎａｓ、Ｍａｓｓｉｌｉａ 呈显

著正相关，相关系数为 ０．５６２、０．５３９、０．５２８。 随着时间的延长，细菌群落发生了由降解糖类向降解淀粉类菌群

变化，再向降解纤维素类菌群变化的演替现象，这与化合物的逐级降解相关。
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图 ５　 不同陈化时间物种 ＬＤＡ 值分布柱状图

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｉｎｇ ｔｉｍｅ

３　 讨论

烟叶陈化是在环境可控的人工仓储设施内进行的自然发酵过程。 在此过程中烟叶不仅为复杂的微生物

体系提供了栖息地和营养物质，还为微生物活动提供多样的生态位，以维持陈化生态系统的正常运行；反之，
微生物在满足自身生长繁殖的同时，分泌各种生物酶分解有机大分子物质，促进烟叶的陈化进程。 本研究发

现烟叶表面细菌物种丰富，以假单胞菌属、鞘氨醇单胞菌属、寡养单胞菌属、芽孢杆菌属等为优势类群，这与前

人研究结果相似［２０⁃２１］。 近年来发现许多假单胞菌菌株能高效降解烟叶尼古丁［２２］；部分芽孢杆菌能分泌蛋白

酶、淀粉酶等多种生物酶，促进烟叶大分子物质降解［６］；鞘氨醇单胞菌是降解芳香化合物的新型生物资源［２３］，
对烟叶芳香类化合物的降解具有广泛应用前景。 因此，烟叶陈化是多种微生物协同作用的结果，微生物是陈

化的主要驱动因子。
烟叶陈化是一个微型动态过程，早期研究表明随陈化时间的延长，烟叶表面细菌数量、种类及多样性后期

明显呈下降趋势［２４⁃２５］，但对于具体菌群的变化还不明确。 本研究结果表明，随陈化时间的增加，细菌群落消

长演替，优势细菌类群不断变化，由变形菌门向厚壁菌门演变，芽孢杆菌后期作用显著。 目前对于烟叶陈化过

程中微生物群落变化主要有两种解释：第一种观点认为是陈化环境条件决定了烟叶上微生物的丰度和种类及

其演化过程。 Ｄｉ Ｇｉａｃｏｍｏ 等研究人员认为，环境温度和 ｐＨ 是促进微生物动态演替的主要动力之一［４］。 浦绍

占等在研究云南玉溪红塔区和元江县两仓库中不同自然陈化时期的红大品种烤烟表面微生物种群结构时，发
现不同时期、不同地点陈化烟叶表面细菌的优势种群不尽相同［３］。 Ｃｈｏｐｙｋ 等比较了在室温、冰箱、人的口袋

三种不同储存条件下五种不同品牌香烟制品细菌群落组成及动态变化，发现香烟品种对烟叶细菌群落影响不

大，而储存条件对烟叶微生物丰度及动态变化影响较大［２６］。 这主要是由于不同的储存地或储存方式中环境

温度、湿度、ｐＨ 及其他生态因子的不同而导致烟叶表面微生物群落结构的差异。 第二种观点认为是由于化学

成分的改变而引起烟叶微生物群落的改变。 叶建斌等曾推测在原烟进入陈化阶段后，由于培养成分的改变，
适者生存，不适者淘汰，从而形成了新的微生物群落结构［２７］，但他们没有对该推测进行验证。 本研究发现（表
２）在烟叶陈化开始时，水溶性总糖的影响较大，与优势菌群甲基杆菌类呈正相关关系；１２ 个月时，淀粉、

７　 ２１ 期 　 　 　 周家喜　 等：烟叶陈化过程中细菌群落演替特征研究 　
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图 ６　 优势细菌群落与化学物质 ＲＤＡ 分析

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

ｂ１－ｂ２４：假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、寡养单胞菌属 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ、芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、鞘氨醇单胞菌属 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、丛毛单胞菌属

Ｃｏｍａｍｏｎａｓ、甲基杆菌属 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、Ａｕｒｅｉｍｏｎａｓ、黄单胞菌属 Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ、马赛菌属 Ｍａｓｓｉｌｉａ、类芽孢杆菌属

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、极小单胞菌属 Ｐｕｓｉｌｌｉｍｏｎａｓ、Ｓｔｅｒｏｉｄｏｂａｃｔｅｒ、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ、土壤芽孢杆菌属 Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ、鞘脂杆菌属

Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、库 克 菌 属 Ｋｏｃｕｒｉａ、 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ＿ ｓｅｎｓｕ ＿ ｓｔｒｉｃｔｏ ＿ １、 Ｖｕｌｇａｔｉｂａｃｔｅｒ、 军 团 菌 属 Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ、 Ａｑｕｉｃｅｌｌａ、 假 黄 色 单 孢 菌 属

Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ、肠杆菌科 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

表 ２　 细菌群落变化与烟叶化学成分相关性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ

细菌群落
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

有机碳
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ

氮
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ

磷
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

钾
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

水溶性糖
Ｗａｔｅｒ⁃
ｓｏｌｕｂｌｅ
ｓｕｇａｒ

淀粉
Ａｍｙｌｕｍ

石油醚
浸提物

Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ
ｅｔｈｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ

纤维素
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

烟碱
Ｎｉｃｏｔｉｎｅ

蛋白质
Ｐｒｏｔｅｉｎ

假单胞菌属
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ０．０６７ －０．２９２ －０．３２６ ０．１４０ ０．３４９ －０．２８５ －０．０６０ ０．３７３ －０．０７１ －０．０７６

寡养单胞菌属
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ

－０．３２３ －０．３４２ －０．３８２ ０．３５１ －０．１０４ －０．２１０ ０．００９ ０．０５１ －０．２４２ ０．０６４

芽孢杆菌属
Ｂａｃｉｌｌｕｓ

－０．１４３ －０．１３８ －０．３６３ －０．１９７ ０．１６６ ０．０１１ ０．０６９ ０．５０１ －０．０５２ ０．２７４

鞘氨醇单胞菌属
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ

－０．０５７ ０．０２１ －０．３６０ ０．１４２ ０．３２７ －０．１８２ －０．１６８ ０．５０６ －０．１０９ ０．３５８

丛毛单胞菌属
Ｃｏｍａｍｏｎａｓ

－０．２７４ －０．３９８ －０．３２９ ０．３１１ －０．０９６ －０．１７６ ０．０５１ ０．００８ －０．２１８ －０．０５７
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续表

细菌群落
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

有机碳
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ

氮
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ

磷
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

钾
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

水溶性糖
Ｗａｔｅｒ⁃
ｓｏｌｕｂｌｅ
ｓｕｇａｒ

淀粉
Ａｍｙｌｕｍ

石油醚
浸提物

Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ
ｅｔｈｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ

纤维素
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

烟碱
Ｎｉｃｏｔｉｎｅ

蛋白质
Ｐｒｏｔｅｉｎ

甲基杆菌属
Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．００１ ０．０９８ －０．０９９ ０．１４０ ０．３８２ －０．２４９ －０．０７７ ０．３２３ ０．０１３ ０．２７３

葡萄球菌属
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

－０．０８８ －０．０５２ －０．４１６ －０．１７３ ０．２０４ －０．０８７ ０．０３１ ０．５６２∗ －０．１４５ ０．３７７

Ａｕｒｅｉｍｏｎａｓ ０．０５１ ０．２３７ －０．３３０ ０．４１３ ０．３１１ －０．３６５ －０．３１４ ０．５３９∗ －０．１７３ ０．４９９

黄单胞菌属
Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ

－０．２７２ ０．３４８ －０．５２８∗ ０．６８６∗∗ ０．１０５ －０．４１８ －０．５４１∗ ０．２１３ －０．２４８ ０．４２９

马赛菌属
Ｍａｓｓｉｌｉａ

－０．１０７ ０．００５ －０．４５３ ０．３７１ ０．２３９ －０．３３２ －０．１６７ ０．５２８∗ －０．０４６ ０．３７５

类芽孢杆菌属
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ

－０．１６０ －０．１４８ －０．３５８ －０．１６５ ０．１７９ ０．００８ ０．０６６ ０．４８７ －０．０２３ ０．２４１

极小单胞菌属
Ｐｕｓｉｌｌｉｍｏｎａｓ ０．１３３ ０．２９９ ０．４８９ ０．０３３ －０．５４６∗ ０．５００ ０．５７９∗ －０．２７２ ０．２０５ －０．０５３

Ｓｔｅｒｏｉｄｏｂａｃｔｅｒ ０．０１６ －０．１９６ －０．０２７ －０．０９１ ０．６１３∗ －０．３１６ －０．２２４ －０．０２０ －０．０７３ －０．０６７

ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
＿Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ

－０．０４８ ０．０９４ －０．２４６ ０．０７６ ０．１００ －０．２４４ －０．０２８ ０．４２７ －０．１８０ ０．２５５

土壤芽孢杆菌属
Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ

－０．０４６ －０．２３５ －０．２５４ －０．１１０ ０．２７２ －０．１４９ ０．００４ ０．３９３ －０．１０２ ０．３１２

Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ ０．１００ －０．２４５ －０．１１０ －０．１０８ ０．６１３∗ －０．２１４ －０．１７２ ０．０１８ ０．０２１ －０．０６７

鞘脂杆菌属
Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．２３５ －０．０８７ ０．２２２ －０．１８２ ０．０８８ ０．１１８ ０．１１０ －０．２０７ ０．３８０ －０．００３

库克菌属
Ｋｏｃｕｒｉａ

－０．２４０ －０．１４６ －０．４３７ －０．３２９ ０．１９８ ０．１７０ ０．０１０ ０．４６６ ０．００５ ０．０５０

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｓｅｎｓｕ＿
ｓｔｒｉｃｔｏ＿１ ０．１８２ －０．３１４ －０．１７２ －０．１９６ ０．６５６∗∗ －０．１１７ －０．１２７ －０．１３７ ０．０１４ －０．１８８

Ｖｕｌｇａｔｉｂａｃｔｅｒ ０．２１４ ０．３５２ ０．４１５ ０．０７２ －０．４８２ ０．３２９ ０．５２４∗ －０．１３６ ０．０７４ ０．０５２

军团菌属
Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ

－０．１２９ －０．２２５ －０．０８０ －０．０６６ ０．５１７∗ －０．３４８ －０．２６０ －０．０８５ －０．１６３ －０．０１７

Ａｑｕｉｃｅｌｌａ －０．０２５ －０．０５０ ０．１０１ －０．１２７ ０．４３８ －０．２４７ －０．１３５ －０．０７３ －０．０１５ ０．０３２

假黄色单胞菌属
Ｐｓｅｕｄｏｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ０．０２１ ０．０８５ －０．２３４ ０．２７５ ０．４５５ －０．３４８ －０．４５７ ０．２５０ －０．０１９ ０．０４３

肠杆菌科
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ０．１５２ ０．２１４ ０．４１５ －０．０８３ －０．３２０ ０．２１２ ０．０３８ －０．４２０ ０．１３８ －０．１９１

　 　 ∗在 ０．０５ 水平相关性显著，∗∗在 ０．０５ 水平上相关性极显著

石油醚浸提物及总磷、总氮等的影响较大，与肠杆菌类呈正相关关系；２４ 个月时，纤维素是影响的主要因素，
与芽孢杆菌类、鞘氨醇单胞菌类、丛毛单胞菌类、假单胞菌类等优势菌群呈正相关关系。 本研究还发现细菌间

的衔接与烟叶有机质的逐级降解相关联（图 ６），前期主要是以能降解糖类和淀粉的微生物为主，后期主要是

以能降解纤维素和木质素的微生物为主。 这充分证实了化学成分的改变是微生物群落演替变化的主要动力

之一。
在烟叶陈化生态系统中，陈化是在微生物的驱动下进行的，而烟叶的陈化伴随着微生物的演替，微生物的

演替受陈化环境和化学成分的共同驱动。 通过对烟叶微生物群落组成、群落演替分析，可以确定最优的微生

物群落组成，对微生物群落变化与化学成分关系分析，有助于烟叶陈化进程的人工调控。
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