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稀有放线菌小单孢菌噬菌体 ФHAU8
溶源菌的分离与验证
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摘要:用小单孢菌 40027菌株作为指示菌 ,分离得到噬菌体ФHAU8的抗性菌株 ,通过高压脉冲电

泳(PFGE)和 Southern 杂交试验表明:ФHAU8 DNA 已整合到小单孢菌 40027 菌株染色体的

500 kb的 AseI片段中;该抗性菌株为噬菌体 ФHAU8的溶源菌 ,命名为 LXH8 。
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　　农业的可持续发展及公众对危害人类健康的化

学农药使用的高度关注 ,大大激发了人们对植物病

害进行生物防治研究的兴趣。许多微生物的生物防

治机理是它们能分泌一种或几种抗生素来抑制植物

病原菌的生长 ,如藤黄绿脓菌素 、硝吡咯菌素等。小

单孢菌是一类可产生多种抗生素的稀有放线菌[ 1] 。

小单孢菌所产生的抗生素结构类型多种多样 ,其中

还包括一些具有独特结构的抗生素 ,如含有不饱和

双键结构的紫苏霉素 、含有 1 , 4─二氨基环多醇假

双糖结构的福堤霉素 A [ 2 , 3] 是生物农药的重要来源

之一 。

对放线菌噬菌体的研究已有 50多年的历史 ,主

要集中于链霉菌噬菌体 。直到 1977年才报道第一

株小单孢菌噬菌体[ 4] ,随后仅有几株小单孢菌噬菌

体被分离[ 5 ～ 8] 。此外 ,小单孢菌有效的基因克隆系

统尚未建立。因此 ,分离小单孢菌噬菌体的溶源菌

对研究小单孢菌噬菌体与宿主之间相互关系和发展

适合于小单孢菌的基因克隆载体有着重要意义。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株和噬菌体　小单孢菌 40027菌株为福

堤霉素 A的产生菌 ,是由上海医药工业研究院从云

南省土壤中分离得到[ 3] 。噬菌体 ФHAU8 是小单

孢菌 40027菌株的噬菌体 。

1. 1. 2　培养基 、试剂和仪器　小单孢菌 40027菌株

固体培养基为贝奈特培养基
[ 8]
。限制性内切酶 、

Lambda DNA均购自大连 TaKaRa 公司 。高压脉

冲电泳仪购自美国 Bio - Rad公司 。

1. 2　方法

1. 2. 1　溶源菌的分离　用高效价的噬菌体感染小

单孢菌 40027孢子 , 在 30℃条件下培养 ,待出现噬

菌斑后 ,继续培养直到在噬菌斑中长出菌落 ,挑取这

些菌落 , 经多次划线分离 , 获得候选溶源菌的单

菌落。

1. 2. 2　脉冲电泳(PFGE)基本操作　参见文献[ 9] 。

1. 2. 3　Southern 杂交　参见文献[ 9] 。

2　结果

2. 1　噬菌体 ФHAU8溶源菌的分离

用效价分别为 10
7
pfu /mL , 10

5
pfu /mL 的噬菌

体 ФHAU8 感染小单孢菌 40027 孢子 , 在 30℃条

件下培养 ,待出现噬菌斑后 ,继续培养直到在噬菌斑

中长出菌落 ,挑取这些菌落 ,经多次划线分离 ,获得

噬菌体 ФHAU8的抗性菌落 。

2. 2　噬菌体 ФHAU8溶源菌的验证

小单孢菌 40027 菌株和噬菌体 ФHAU8 抗性

菌株的总 DNA 的 A seI 酶切的高压脉冲电泳结果

(图1)表明:噬菌体ФHAU8抗性菌株的总DNA的

AseI 酶切片段与小单孢菌 40027 菌株总 DNA 的
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AseI酶切片段相比 ,仅有 1条片段不同 ,即在小单

孢菌 40027菌株中为 500 kb的片段 ,而在抗性菌株

中为 540kb左右;其他片段完全一致。

以噬菌体 ФHAU8 DNA 为探针 , 与噬菌体

ФHAU8抗性菌株的染色体 DNA 的 AseI酶切片段

杂交 。从杂交照片(图 1)中可以看出:噬菌体

ФHAU8抗性菌株的 540 kb 片段恰好与 ФHAU8

DNA 同源 ,表明:ФHAU8 DNA 已整合到小单孢菌

40027菌株染色体的 500 kb的 AseI 片段中;该抗性

菌株为噬菌体 ФHAU8的溶源菌 ,命名为 LXH8。

Ⅰ为高压脉冲电泳Ⅱ上的 DNA 转移到尼龙膜上 ,并经 S outhern杂

交显影的照片。所有的样品都被 AseI 酶切后 , 并经 PFGE 分离 ,以

噬菌体ΥHAU8 DNA 为探针 ,在小单孢菌 40027 菌株(B)和溶源菌

LXH 8(C)之间仅有一条带不同 ,分别为 500kb 和 540kb , 并且溶源

菌 LXH 8的 540 kb与噬菌体ΥHAU8 DNA(A)同源 ,表明 ΥHAU8

DNA 已整合到小单孢菌 40027 菌株染色体的 500kb 的 AseI 片段

中。M 145的 AseI 酶切片段(D)作为分子量对照。 PFGE的条件为:

0. 5×TBE缓冲液;1%T BE 琼脂糖凝胶;电压为 6V /cm;电场角度

为 120°;电场转换时间为 20 ～ 80s;14℃下电泳 20h。 洗膜条件:

65℃, 2×SSC , 2×5min。

图 1　ΥHAU8 溶源菌的 Southern杂交验证

3　讨论

溶源菌具有以下特点:①处于溶源状态的宿主

细胞对噬菌体具有免疫性 ,不能被同株噬菌体所感

染。 ②溶源菌可自发或诱发以低频率释放噬菌体

粒子 ,常用诱发溶源菌释放噬菌体的物理或化学因

素有紫外线 、丝裂霉素 C 等 。溶源菌经诱导后 ,噬

菌体从溶源途径转向裂解途径 ,因而可以明显提高

溶源菌释放噬菌体的频率。 ③进入溶源状态 ,噬菌

体 DNA特异性整合到寄主的 DNA 上 ,因而可以利

用噬菌体 DNA 作为探针与溶源菌总 DNA 进行

Southern杂交 ,在 DNA 水平上验证。文中利用溶

源菌第 1 个特性进行分离 , 利用第 3 个特性进行

验证。
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