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苏芸金杆菌溶原性菌株的分离鉴定

张 建 科

西北农 业大学农化系

摘 要

把保藏的 株苏芸金杆菌分 成 两个试 验菌株组
,

采用分 群混合 双层 分离到

株带噬菌体 的 菌株
, , , 、 , ,

并对其溶原性做 了初 步观察
。

经单菌

落传 代
,

加热 处理 茅抱 以 消除游 离噬菌体
,

个菌袜皆继续释放噬 菌体
,

且对

本 身释放的噬 菌体具 免夜性
,

由 以上特点 可 以 确 定这 个带噬 菌体 菌株都是溶

原性菌株
。

应 用紫外线 或丝 裂霉素 对
, 。

进行产生噬菌体 的诱导 效 应 试

验
,

有明显的 诱导效应
,

而
‘

经 诱导后 噬 菌体释放量增加 不 多
。

关键词 苏芸金杆菌 溶原性菌株

苏芸金杆菌作为杀虫剂
,

国内外 已广泛应用
,

但在生产发酵过程中常受噬菌体侵染

而遭受严重影响
。

在考虑 烈性噬菌体危害的同时
,

不能忽视溶原性菌株释放的温和噬菌

体
,

在一定的条件下可转变为烈性噬 菌体
。

以前国外有人已证明苏芸金杆菌的某些菌 株

是溶原性的 〔‘ 一 ’ ,

国 内也有人根据实验与生产中出现的某些异常现象提出苏芸 金 杆 菌

中有溶原性菌株存在
,

但未确证
。

本工作就是从生产中常用的 株苏芸金杆菌中分离出

溶原性菌株
,

并研究其有关特性
,

从而给以 确证
,

供生产和 科研参考
。

材料与方法

菌株及培养条件 从国 内有关单位取得 株苏芸金杆菌 表
。

℃ 摇床培

养 小时达对数生长期
。

培养基 每升培养基 中含蛋 白陈 克
,

牛肉膏 克
,

葡萄糖 克
,

氯化钠 克
。

双

层琼脂平板法的上层培养基加琼脂 克
,

底层培养基加琼脂 克
。

用 调 到
。

分装
,

灭菌备用 用蒸馏水配制 蛋白陈水溶液
,

调 到 作为噬 菌体

稀释液
。

分装
,

灭菌备用 用蒸馏水配制 生理盐水作为细胞稀释液
。

分装
,

灭菌

备用
。

噬菌体计数 采 用双层琼脂平板法
,

以敏感菌株的对数生长液为指示菌
。

℃

培养 一 小时
,

计数噬菌斑
。

‘

访 本文予 肪年‘月 日收到
。

此文是作者予一九八三年在西北大学生物系王国殉副教伊指导下完成的毕业论文
。
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溶原性菌株的初步确认 采用分群混合双层法
。

此法涉及到多种噬菌 体 的 混

合
。

据报道
〔 〕噬菌体混合感染时会产生干扰作用或协同作用

,

但在第二步还要单 个 测

定各菌株是否带有噬菌体
。

因而即使第一步有干扰或协同作用
,

在第二步却可以得到区

别和消除
,

故实验结果可靠
。

实验中有关的具体方法与步骤
,

将分别在实验结 果 中 叙

述

表 试 验 菌 株 及 来 源

菌 号原编号 来 源

 !

荆菌 号

一

八口土八勺八 白

。

一

。

, ,

湖北天门县微生物所

湖北荆州农科所

广东微生物所

中国农科院

中国农科院

中国农科院

中国农科院

中国农科院

中国农科院

中国农科院

中国农科院

结 果

一 溶原性菌株的分离

分离溶原性菌株
,

需先测知带噬菌体的菌株
。

测定带噬菌体菌株的方法有好几种
,

我们根据 自己的实验特点
,

采用分群混合双层法 〔 ’。

方法分两 步进行
。

带噬菌体菌株与指示菌的初测 把待测的 株菌株分别接种到液体培养基中
,

℃摇床培养 小时
,

即用 转 分离心 分钟
,

取上清依
, ,

一
。

等量混合为第

一组
, 。

一
, ,

等量混合为第二组
,

然后分别以 个菌株为指示菌
,

以双层琼脂 平 板

法测定
。

结果为第一组上清液中有噬菌体存在
,

而第二组上清液无噬菌体存在
。

带噬菌体菌株的确认 在出现噬菌斑或类噬菌斑的菌株组内采用原指示菌
,

把

该组中各上清液分别进行双层琼脂平板法测定
,

初步确定带噬菌体菌株
。

最后给带噬菌

体菌株的培养液的上清液中加入氯仿处理
,

再用双层琼脂平板法测定
,

进一步确定带噬

菌体菌株
。

经反复测定
,

肯定了
, , 。 , ,

为带噬菌体菌株
。
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二 溶原性菌株的确认

单菌落传代 把带噬菌体菌株分别 用无菌生理盐水进行稀释至细胞浓 度 为

个 左右
。

吸取 移到固体平板培养墓 上
,

用玻璃刮铲充分涂匀
,

℃ 培养 小时
,

挑取孤立菌落
,

用无菌生理盐水稀释
,

涂布于 固体平板培养基上
,

召 培养 小时
。

同

时把单菌落接入液体培养基中
,

32 ℃摇床培养24小时
,

离心取上清液
,

用双 层凉脂 平板

法测定噬菌体数目
。

如此挑取 5 代单菌落
,

即经过单菌溶连续五次 传代以除去游离噬菌

体
。

经培养
,

4 个菌株仍释放噬菌体
,

详见表 2 ( 以 B 。

为敏感菌 )
。

表2 单菌落后代培养物中噬菌体数 ( 个/ m l )

菌株
{

。

⋯
’

1

户
2’

⋯
3

1 矛
一 ’

⋯

B l
:
7 · 1 0

6

}

‘ · ‘。5

{

‘
·

2 · ‘0 6

巨坚些二{
2·

‘· ‘”6

{

‘
·

5 · ‘0 6 _

B
:

{

1
.
4 X 1 0 5

⋯
8· 1 0

5

{

2
.
‘X , 。

6

}

1
·

2 5
· ‘““

}

‘
·

3 1 X l “5

⋯
2·

。9 X l”5

牛琦粉贵{号升升⋯详半卜)
‘

·

‘X ‘。‘

}

3
·

2 5 “06

2. 加热处理芽抱
:

取 4 个带噬菌体菌

株分别接种到试管斜面培养基上
,

32 ℃培养

2 一 3 天
,

镜检有90 % 以上菌体 已 形 成 芽

抱
。

用无菌生理盐水悬浮
,

连续离心洗涤三

次以减少游离噬菌体
。

然后用无菌生理盐水

稀释至细胞浓度为 10 日

一10。

个/ m l, 然后

在95 ℃恒温水浴 中置 30 分钟
,

灭活游离噬菌

体
。

把上述处理过的芽抱接种到液体培养基

中
,

3 2 ℃ 摇床培养12小时
,

离心取上清液
,

用双层凉脂平板法
,

以 B ,

为指 示 菌测定噬

菌体数
,

结果如表 3 。

表3 芽袍悬液处理前后及处理 过 的

芽抱经培养噬菌体变化 ( 个/ m l)

菌株
{

处理前
}
处理后

⋯
培养后

B l

{

1 ·

7 o
X , 0 2

{

。

}

7
.
5 X I 。‘

B
Z

{

8
·

5 ”X 1 0 2

{

。

】
7.。、 1 0

4

B
令

{

5 · ‘0 2

】
。

}

1
.
2 5 X 1 0 5

B 3

{

‘
·

6 3 X 1 0
3

{

。

{

2
.
7 2 x l。、

由表 3 看 出
,

芽抱悬液经处理后无噬菌体存在
,

通过培养 B , ,
B

Z ,
B

; ,
B

S

仍能

产生噬菌体
。

3

.

免疫性试验
:

以 B , ,
B

Z ,
B

‘ ,
B

:

为指示菌
,

并用其自身释放的噬菌体进行

感染
,

以 敏感菌 B 。

为对照
,

用双层 凉脂平板测定
,

结果如表 4 。

由表 4 可 看出
,

只有在指示菌 B 。

上有溶菌现象
,

从而 说 明 B , ,
B

Z ,
B

。 ,
B

:

对

其 自身释放的噬菌体有免疫性
。

4

.

诱 导效应 :

( l ) 紫外线诱导
:

把菌株 B ; ,
B

:

接入液体培养基中32 ℃摇床培养12小时
,

然后吸

取此菌液o.sm 玛麦入 29m l 新鲜液体培养基 中
,

继续培养6小时
。

取第二次培养后的菌液进

行离心沉淀
,

弃去上清液
,

以无菌生理盐水悬浮
、

稀释至菌浓度为10 5~ 10 6
个/ m l

。

取此液
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3 ml 放入直径为 7 cm 的培养皿 中
,

在 紫 外 线 ( 波长25 37 入
,

15 w ) 下 照 射 ( 距离
:

30 cm )
。

将不同时间照射后的菌液用液体培养基稀释 10 倍
,

离心取上清液
,

测 噬 菌 体

数 目
,

同时测各菌液中存活的细胞数 (表 5 ,
6 )

。

表4 各菌株对 自身释放的噬菌 体 的免疫性

,旨示菌
{

B !

{

B Z

}

B ‘

{

B
S

}

蛋 白膝液

1

。

!

一
1

-
- 一

⋯
} 一 { 。

}

一
{

一
!

⋯
一 ⋯ 一

}

。

{

一
{

!
一

J
一

)
一

1

。

}
_ :

B 。
: ,

⋯
3,

X ‘。2

⋯
2·

“ X ‘“’
:

⋯
:,

‘
·

5

务{
;03:

⋯{
·

”· ‘o ·

_

}

;

注
:

表 中数字系各菌株经摇床墙养12小时
,

菌液上 清液稀释度为1。一 屯时。
.
2 m l中的噬菌体数

。

表5 紫外线对B S菌株产生噬菌 体 的诱导效应

紫夕卜线处理
{

存 活 菌 数 ⋯噬 菌 体 数 ⋯

时间 ‘秒 ’
{

X ‘。’

个/ m ‘
{

%
!

( 个/ m ‘’
!

。 ( 对照 ,

1

15 6

4

10 0

{

265

{

{

6了

}

‘3

}

5 2 5

{

l
几丁一{

27
}

72。
厂

一

一
一

5 一

}
34

{
22

{
750

{
1

2。

1

⋯
1·

4

!

1 0 5 。

⋯
_ 25

}
1·

5

{

,

J

2 7 2”

}

}

。
·

8

】
<1

1
1365

1
表 5 结果表 明

,

菌株 B S
经不同时间紫外线照射

,

菌液中的噬菌休数 目都比对 照 增

多
,

其中照射25 秒的噬菌体数增长最多
,

是对照的n 倍
,

故诱导效应显著
。

由表 6 可知
,

经紫外线不同时间照射后的 B 4
菌悬液中的噬菌体数

,

比对照的减少
。

就照射过的菌液看
,

照射时间增长
,

活菌数逐渐减少
,

相反的噬菌体数却不断增加
。

其

中照射25 秒时的噬菌体数最多
,

是照射 10 秒时的3.5倍
。

因此紫外线照射对溶原 性 菌 株

B ;
释放原噬菌体有一定诱导效应

,

但不甚明显
。

( 2 ) 丝裂霉素 C 诱 导
:

把经过二 次摇床培养的菌液
,

改用 液体培养基 稀释至菌浓

度为106一 10?个/ Inl ,

在刹 ℃预 热 15 分 勺}
, ,

然后加入丝裂霉素 C ( 日不
,

协和发酵工

业株式会社出品 ) ,

使其 晨终浓度为每毫升 3 微克
,

3 4 ℃振荡培养15分钟
,

弃 去 上 清

依
,

加入等量液体培养基
,

然后每隔一定时间测活菌数及噬菌体数
,

结果如表 7 ,
8

。
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3 ml 放入直径为 7 cm 的培养皿 中
,

在 紫 外 线 ( 波长25 37 入
,

15 w ) 下 照 射 ( 距离
:

30 cm )
。

将不同时间照射后的菌液用液体培养基稀释 10 倍
,

离心取上清液
,

测 噬 菌 体

数 目
,

同时测各菌液中存活的细胞数 (表 5 ,
6 )

。

表4 各菌株对 自身释放的噬菌 体 的免疫性

,旨示菌
{

B !
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B Z
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:

表 中数字系各菌株经摇床墙养12小时
,

菌液上 清液稀释度为1。一 屯时。
.
2 m l中的噬菌体数

。

表5 紫外线对B S菌株产生噬菌 体 的诱导效应

紫夕卜线处理
{

存 活 菌 数 ⋯噬 菌 体 数 ⋯

时间 ‘秒 ’
{

X ‘。’

个/ m ‘
{
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表 5 结果表 明

,

菌株 B S
经不同时间紫外线照射

,

菌液中的噬菌休数 目都比对 照 增

多
,

其中照射25 秒的噬菌体数增长最多
,

是对照的n 倍
,

故诱导效应显著
。

由表 6 可知
,

经紫外线不同时间照射后的 B 4
菌悬液中的噬菌体数

,

比对照的减少
。

就照射过的菌液看
,

照射时间增长
,

活菌数逐渐减少
,

相反的噬菌体数却不断增加
。

其

中照射25 秒时的噬菌体数最多
,

是照射 10 秒时的3.5倍
。

因此紫外线照射对溶原 性 菌 株

B ;
释放原噬菌体有一定诱导效应

,

但不甚明显
。

( 2 ) 丝裂霉素 C 诱 导
:

把经过二 次摇床培养的菌液
,

改用 液体培养基 稀释至菌浓

度为106一 10?个/ Inl ,

在刹 ℃预 热 15 分 勺}
, ,

然后加入丝裂霉素 C ( 日不
,

协和发酵工

业株式会社出品 ) ,

使其 晨终浓度为每毫升 3 微克
,

3 4 ℃振荡培养15分钟
,

弃 去 上 清

依
,

加入等量液体培养基
,

然后每隔一定时间测活菌数及噬菌体数
,

结果如表 7 ,
8

。
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紫外线和丝裂霉素 C 对不同的溶原性细菌及不同的溶原性菌株释 放噬菌体的诱导效

应是有差别的
。

从我们的实验结果看
,

紫外线和 丝裂霉素 C 对菌株 B s
有明显的诱 导 效

应
。

对菌株 B ‘

紫外线具有一定的诱导效应
,

而丝裂霉素 C 却无诱导效应
。

是否由 于 丝

裂霉素C 剂量不适 , 还是由于菌株 B ;
对丝 裂霉素 C 不敏感还需进一步试验

。
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