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摘要!从霉变成品卷烟中分离!纯化得到
5

种菌株"并采

用真菌形态学和显微镜检的方法进行鉴定&结果表明"

引起卷烟霉变的微生物主要为曲霉菌!青霉菌!链格孢菌

和枝孢菌'通过
!2OF=R8)W>O

序列分析及构建系统进化

树"鉴定为
5

个种"分别为聚多曲霉!黄曲霉!极细枝孢

霉!指状青霉和链格孢属霉菌'通过致霉性试验得出黄曲

霉菌为导致卷烟霉变的主要菌株&

关键词!霉变卷烟'微生物'分离'鉴定'黄曲霉
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中国是世界第一烟叶生产国$产量约占世界总产量

的
!

'

%

*

!

+

%伴随着中国卷烟消费结构的持续提升$消费者

对优质卷烟产品的安全性和质量的要求也日益提高%由

于调制后的烟叶中含有丰富的糖)有机酸)生物碱等营养

物质$为霉菌的生长繁殖提供了条件%卷烟在流通及贮

藏过程中$受环境温度)湿度的影响$发生霉变现象有一

定几率$导致卷烟质量瑕疵甚至报废$造成巨大经济

损失*

#

+

%

向东红*

#

+从川渝不同地区的烟片中筛出了
#!

种霉

菌菌 株$检 出 率 较 高 的 主 要 为 黄 曲 霉 !
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#和橘青霉!
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#等(晏卫红等*
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+从

广西的多处仓库烟叶中分离鉴定出
&

种曲霉$包括黑曲

霉!
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+对烘烤期的霉变烟叶进行鉴定$发现导致

霉变的主要为米根霉!
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Q.9

#%大多数研究都

是对卷烟生产前仓储期的霉变烟叶或烟片进行筛选和

鉴定$而成品卷烟在后续的流通及贮藏过程中霉变微生

物的分离和鉴定研究较少$成品卷烟流通及贮藏期间所

处环境!包括温度)湿度等#与烟叶)烟片等在仓储期间

所处环境不同$对卷烟微生物的影响不同*
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+

%研究*

'S2

+

表明$卷烟霉变微生物主要有曲霉属)青霉属和枝孢霉

属菌株%

试验拟采用
%

种不同的培养基涂布分离)划线培养

纯化$再通过形态学和显微镜检个体形态)

!2OF=R8)W>O

序列测定$分离)纯化和鉴定云南霉变卷烟中的微生物$

并基于一种模拟卷烟环境的培养基$对筛分所得霉变微

生物的致霉程度进行评价%旨在针对性地为销售期及后

续贮藏期的防霉措施及防霉包装技术等提供科学依据$
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以减少卷烟经济损失$提高卷烟产品质量%

!

!

材料与方法

!3!

!

材料与仪器

!3!3!

!

材料与试剂

霉变卷烟"以肉眼可见霉变为标准$筛选出流通环节

的霉变成品卷烟$分
%

批采样$每批不少于
!$$

支$云南

中烟工业有限责任公司技术中心(

烟叶"云南中烟工业有限责任公司技术中心(

氯霉素)琼脂)乳酸)氯化钠)苯酚)酒石酸钾钠)无水

乙醇)甲基蓝"分析纯$国药集团化学试剂有限公司(

马铃薯葡萄糖琼脂!

@=8

#培养基)氯硝胺
!2Z

甘油

琼脂!

=Q!2

#培养基)孟加拉红培养基"青岛海博生物技

术有限公司(

烟汁培养基"

5Z

烟叶浸出液
!$$$

:

$氯霉素
$3!

:

$

琼脂
!23$

:

$

!!5i

灭菌
#$*,/

%

!3!3#

!

仪器与设备

电子天平"

(9%$$#

型$梅特勒&托利多有限公司(

生物安全柜"

7OV)!5$$WW8#)P

型$济南鑫贝西生物技

术有限公司(

恒温恒湿培养箱"

?\O)!5$

型$上海森信实验仪器

有限公司(

手提式压力蒸汽灭菌器"

YPe)9O)!2OW

型$上海博迅

医疗生物仪器股份有限公司(

金相显微镜"

7P5!

型$日本
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*
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公司%

!3#

!

方法

!3#3!

!

卷烟霉变微生物的分离纯化
!

参照
Q76"2&3!5

&

#$!'

的方法$稍作修改%称取霉变成品卷烟
!$

:

$加入

$325Z

无菌生理盐水
&$*9

$!

#2b!

#

i

)

!2$F

'

*,/

摇床

震荡培养
#

"

%<

$得到原始菌悬液$依次稀释
!$

倍梯度%

吸取
!*9

菌悬液涂布于孟加拉红)

@=8

和
=Q!2

培养基

中$恒温培养箱!

#2b!

#

i

)

25Z X?

培养
5<

%挑取少量

菌落菌丝$划线于相应培养基中$!

#2b!

#

i

)

25Z X?

条

件下培养
#<

$纯化
%

代$得到形态单一的菌落$于
6i

冰

箱保存备用%

!3#3#

!

卷烟霉变微生物的菌落特征分析
!

挑取
!3#3!

纯

化后的少量菌丝$点植于
@=8

培养基平板的中间位置$

!

#2b!

#

i

)

25Z X?

条件下培养
5<

%观察菌落的形态

特征$根据.真菌鉴定手册/

*

&

+初步鉴定%

!3#3%

!

卷烟霉变微生物的个体形态特征分析
!

采用透明

胶带镜检法*

!$

+

%在载玻片上滴乳酸石炭酸棉兰染液$用

食指与拇指使透明胶带呈
`

形$胶面朝下$轻轻触及
!3#3!

的单一菌落表面$浸入载玻片上的乳酸石炭酸棉兰染色

液中$显微镜下观察$并根据
Q76"2&3!'

&

#$!'

进行

鉴定%

!3#36

!

!2OF=R8)W>O

序列分析
!

参照
9,

等*

!!

+方法$并

稍作修改%取
!3#3!

得到的单一菌落平板进行
!2O

F=R8)W>O

序列测定%

!2OF=R8)W>O

区域
@VX

反应使

用引物
W>O!

和
W>O6

扩增
W>O

片段$

%$

#

9

反应体系含

!"32

#
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N

$

%

#

971HHBF

$

#

#

9<R>@

$

%

#

9@F,*BF!

$

%

#

9@F,*BF#

$

!

#

9

模板
=R8

$

$3#

#

9>+

:

酶%

@VX

反应

过程"

&5i

预变性
5*,/

$

&5i

变性
%$C

$

55i

退火
%$C

$

"#i

延伸
!*,/

$循环
%5

次$

"#i

延伸
!$*,/

$

!#i

保

存%琼脂糖凝胶电泳条件"

%

#

9

样品
_!Z

琼脂糖凝胶$

U+F;BF

条带
!$$

$

#5$

$

5$$

$

"5$

$

!$$$

$

#$$$

$

%$$$

$

5$$$I

L

%北京六合华大基因科技有限公司武汉分公司

进行样品的序列测定$所得序列拼接校准对齐后$于

RV7W

数据库进行
798O>

同源性比对$构建系统进化树$

同源性
*

&&Z

为种分界阈值$将待测菌株鉴定到种*

!#

+

%

!3#35

!

卷烟霉变微生物致霉性测定
!

取
5$3$

:

烟叶$加

入
!$$$*9

蒸馏水煮沸$

#

层纱布过滤两次后$加入

!23$

:

琼脂$定容至
!$$$*9

$

!#!i

高压灭菌
#$*,/

$

冷却至
5$i

左右$每
#$$*9

培养基中加入
#$*

:

氯霉

素$摇晃均匀并冷却备用$得到烟汁培养基平板%挑取

!3#3!

纯化后的少量菌丝$点植于烟汁培养基中心$倒置

于!

#2b!

#

i

)

25Z X?

培养条件的恒温恒湿培养箱中培

养
5<

$以十字交叉法测量菌落直径$每组
%

个平行%以

未点植处理的烟汁培养基平板作为阴性对照组%

!3%

!

数据处理

试验重复
%

次$通过
(J0B-

进行数据处理$以,平均

值
b

标准偏差-表示%

#

!

结果与讨论
#3!

!

卷烟霉变微生物形态学分析

经多次划线分离)点植培养得到约
#$

株形态不同的

霉变菌株$对其培养形状!如隆起度)边缘)表面形状)光

泽)颜色等#进行观察(通过显微镜检$观察霉变微生物的

分生孢子)分生孢子梗)顶囊)有无横隔等个体形态情况$

初步鉴定筛选得到形态各异的
5

个种$分别编号为
8

)

7

)

V

)

=

)

(

%霉变微生物菌落形态)个体形态特征及其描述

如图
!

)

#

和表
!

所示%

由图
!

可知$

5

种菌的菌落均呈圆形$

V

菌落近似椭

圆形$

8

)

V

菌落表面光滑$

7

)

=

)

(

表面均呈绒毛状(

7

)

V

)

(

菌落中心呈高凸起$其余为低凸起或无凸起(

@=8

培养

基培养
5<

后$

7

菌落直径最大$除中间菌落外$培养基边

缘有孢子散落形成的较小菌落$生长较为茂盛%

由图
#

可见$

5

种菌株的菌丝均有隔膜$

8

)

7

)

(

菌株

检出有分生孢子梗$分别为扫帚状)倒烧瓶状和卵状(

V

)

=

未检出分生孢子梗$且菌丝有大量分支%

#3#

!

卷烟霉变微生物的菌株鉴定

!!

由图
%

可知$

5$$I

L

条带浓度为
'$/

:

'

%

#

9

$显示为

))

$

c4-3%5

$
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雷
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声等!成品卷烟霉变微生物的分离纯化与鉴定



图
!

!

霉变微生物菌落形态特征
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图
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霉变微生物个体形态特征
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!
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表
!

!

霉变微生物菌落形态和个体形态描述

>+I-B!

!

U4F

L

E4-4

:

,0+-+/<*,0F4C04

L

,0<BC0F,

L

D,4/4H*4-<

G

*,0F4I,+-04-4/,BC

编号 菌落形态描述 个体形态描述 初步鉴定结果

8

菌落呈圆形$表面光滑$低凸起$边缘完整$外浅里

深$青色

菌丝细长有隔膜$分生孢子梗呈扫帚状$孢子彼此

成串
曲霉属霉菌

!

7

菌落大而厚$呈圆形$绒毛状$高凸起$边缘完整$

黄绿色
菌丝粗长有隔膜$有分生孢子梗$顶囊为倒烧瓶形 曲霉属霉菌

!

V

菌落椭圆形$表面光滑$高凸起$边缘有褶皱$青

黑色
菌丝粗长有隔膜$分生孢子呈椭圆形$彼此连成串 枝孢属霉菌

!

=

菌落呈圆形$绒毛状$无凸起$表面光滑$边缘规

则$乳白色
菌丝细长有隔膜$未检出分生孢子梗 青霉属霉菌

!

(

菌落呈圆形$绒毛状$高凸起$边缘完整$淡黄色
菌丝粗短有隔膜$分生孢子梗有分枝$分生孢子彼

此成串$为卵形
链格孢属霉菌

电泳方向从上向下

图
%

!

琼脂糖凝胶电泳结果

M,

:

1FB%

!

XBC1-DC4H+

:

+F4CB

:

B-B-B0DF4

L

E4FBC,C

加亮带$其余条带浓度均为
%$/

:

'

%

#

9

%

将提取得到的
=R8

于高通量测序平台上机检测$得

到
!2OF=R8)W>O

序列$根据
RV7W

数据库进行
798O>

比对$与
RV7W

数据库中的序列进行同源性分析$找出与

待测菌株序列相似度最高且已知分类地位的真菌菌株$

根据待测菌株的形态学结果)镜检观察结果和
W>O

序列

分析鉴定待测菌株的种属%

5

株卷烟霉变微生物鉴定结

果为
6

个属$分别为曲霉属)青霉属)枝孢属和链格孢属$

相似度均在
&&Z

以上$所得
5

株卷烟霉变微生物鉴定结

果如表
#

所示$分别为聚多曲霉)黄曲霉)极细枝孢霉)指

状青霉及链格孢属菌!种名未知#$形态学及显微镜检结

果与
!2OF=R8)W>O

序列测定结果相一致%

在卷烟霉变微生物分离和鉴定方面$李跃锋等*

'

+筛

选出卷烟致霉菌为球孢枝孢霉)黄曲霉)桔青霉和米曲

霉(王儒等*

"

+筛选得到枝孢属)桔青霉和黄曲霉等曲霉属

菌株(谢欣等*

2

+筛选得到枝孢霉属)黄曲霉菌和桔青霉

菌%试验筛选得到多个菌属$与文献*

'S2

+结果一致$曲霉

属)青霉属和枝孢属菌株常见于霉变卷烟$而试验筛选所

表
#

!

卷烟霉变微生物的
!2OF=R8)W>O

序列分析

>+I-B#

!

!2OF=R8)W>OOB

.

1B/0B+/+-

G

C,C4H*4-<

G

*,0F44F

:

+/,C*C,/0,

:

+FBDDBC

编号 属 拉丁种名 中文种名 相似度'
Z

8

曲霉属
!

"G

A

9>

0

',,&GG

H

F=[''

聚多曲霉
!

&&

7

曲霉属
!

"G

A

9>

0

',,&G

3

,.K&G

黄曲霉
!!

!$$

V

枝孢属
!

*,.F=G

A

=>'&B<9/&'GG'B&B

极细枝孢霉
!$$

=

青霉属
!

U9/'D',,'&BF'

0

'<.<&B

指状青霉
!

!$$

(

链格孢属& & &

**!

安全与检测
O8M(>Y TWRO@(V>WNR

总第
#!5

期
$

#$!&

年
&

月
$



得链格孢属菌株未见报道$为首次发现%综上可知$黄曲

霉多次筛分自霉变卷烟$表明其在霉变卷烟中分布较为

广泛和突出(除黄曲霉外$试验筛选所得其他致霉菌种均

与文献*

'S2

+结果不同$可能与卷烟产地包装环境和流通

环节储存环境等因素有关%

将
5

株卷烟霉变微生物测试所得
!2OF=R8)W>O

序

列构建系统进化树%采用邻位相连法!

RB,

:

EI4F)[4,/,/

:

$

R[

#进行进化距离分析*

!%

+

$运用
744DCDF+

L

对系统进化树

进行检验$重复
!$$$

次*

!6

+

%由图
6

可知$

5

株卷烟霉变

微生物的
W>O

序列聚为
6

个分支$划分为曲霉属)青霉

属)枝孢属)链格孢属$相同属的进化关系较近$以较高的

支持率聚在同一分支%

图
6

!

卷烟霉变微生物的
!2OF=R8)W>O

系统进化树

M,

:

1FB6

!

@E

G

-4

:

B/BD,0DFBB4HDEBCDF+,/C,C4-+DB<HF4*)

*4-<

G

0,

:

+FBDDBC I+CB< 4/ DEB !2O F=R8)

W>OCB

.

1B/0B

#3%

!

卷烟霉变微生物致霉性测试

由表
%

可知$在
5

种卷烟霉变微生物中$

7

黄曲霉致

霉性最强$菌落直径达!

5'3&#b!3$&

#

**

$为卷烟霉变微

生物主要菌株$致霉能力突出$与李春艳等*

!5

+从河南仓储

烟叶中分离)纯化得到的优势霉变菌株相同(致霉性最弱

的为极细枝孢霉$仅为!

!#36"b$3"'

#

**

%

表
%

!

卷烟霉变微生物致霉性测试

>+I-B%

!

(A+-1+D,4/4H*4-<

G

<B

:

FBB0+1CB<I

G

*4-<

G

*,0F44F

:

+/,C*C

编号 中文种名 致霉性'
**

8

聚多曲霉
!

!"35'b$32$

7

黄曲霉
!!

5'3&#b!3$&

V

极细枝孢霉
!#36"b$3"'

=

指状青霉
!

!&3$2b!3$$

(

&

%&3$$b$32#

%

!

结论
研究采用

@=8

)

=Q!2

和孟加拉红培养基$从霉变卷

烟中分离纯化出
#$

株霉变微生物$再通过形态学和显微

镜检$初步鉴定为
5

种形态各异的霉变微生物$分别为

#

种曲霉属菌$

!

种青霉属菌$

!

种链格孢属菌和
!

种枝孢

属菌%通过
!2OF=R8)W>O

序列分析及构建系统进化树$

鉴定为
5

个种$分别为聚多曲霉)黄曲霉)极细枝孢霉)指

状青霉和一株链格孢属霉菌$与文献*

'S2

+筛分所得菌属

基本一致$菌种有所不同$其中链格孢属霉菌未见相关报

道%通过致霉性试验进一步明确黄曲霉菌*!

5'3&#b

!3$&

#

**

+为卷烟霉变的主要菌株$同时也是卷烟霉变报

道中多次出现的常见菌株和烟叶霉变优势菌株$具有导

致烟叶及烟草制品霉变的广泛性和突出性%霉变卷烟的

微生物分布)致霉特征和优势菌株鉴定可为卷烟霉变防

治)防霉剂研发等提供依据%
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