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噬菌体定量检测青枯

假单胞杆菌

方法的研究

噬菌体 一 对奇主细菌定量测定的研究

任欣正 莫寅元 方中达

南京农业大学植病组
,

南京

提 要

本文报道利用噬菌体 一 对青枯候单胞杆菌姜瘟菌株定量俭测方法的研究
。
鱼过对

纯菌的测定
,

结果表明在每毫升 “ 菌落形成单位 的浓度下
, 纯菌回 收 率 达

肠
,

检 测的敏感性较高
,

在每毫升 “ 的条件下也能测到活菌
。

利用噬菌体对寄主细菌定性检测
,

前人已作过不少研究 〔
“ ’‘
川
“ ’。 有关定量检测

,

曾在水稻白叶枯病细菌和噬菌体系统中作过研究 〔
“ 〕。 结果指出噬菌体技术检测植物病原

细菌的方法不但快速
、

简便
,

而且敏感性较高
。

本研究在完成噬菌体
一

生物学特性

的基础上 〔‘〕
,

对利用此噬菌体定量检测其寄主细菌作了探索
。

材料和方法

一
、

试验材料 菌株 指示菌姜瘟菌株
一 ,

由本教研室提供
。

噬菌体 噬菌体
一

从发病生姜上分离
。

培养基 普通肉汁陈培养基
,

培养基 〔
‘“ 」。

介质 蛋 白膝水
,

生理盐水
。

抗血清 按常规方法
,

用噬菌体原液作为抗原直接免疫家兔制备获得 〔
“ ’“ 〕。

二
、

方法 用噬菌体
一

测定姜瘟菌株纯细菌的基本原理和方法
,

是在细菌液中

加入过量的噬菌体
,

在一定温度下吸附一定时间后
,

加入噬菌体抗血清中和游离的噬菌

体 〔
。’日 ”“ ’, 币已经吸附或侵入细菌细胞的噬菌休经过复制

、

装配等过程
,

在潜伏期后释

放出比原来噬菌休多得多的子代噬菌体
。

如果在培 芥决中加八较高浓度的指示菌
,

这些

子代噬菌休就会进夕
、

第二次侵染循环
。

这样反复多次侵染
、

释放
,

最后在平板上显现出

本文 年 月 。日收到
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透明的噬菌体斑‘
“ 〕。 这些噬菌斑数可以代表样本中测得的活细菌数目

。

用噬菌体技术定量检测细菌的关键就是要在较低的待测细菌浓度下
,

有一个较高的

回收丰 回收毕是知用上饭测得的活细菌数与样木中实际的活细菌数之比的百分数
。

而

高的回收率是以高的吸附率为前提的
。

为 了提高吸附率和同收率以及探索噬菌体
一 二以

一

为指示菌表现噬菌斑的适

豆环境条件
,

进 衍了以下几项试验
、

吸附温度测定

功以定量噬菌体加八细菌慧浮液〔‘ 飞
,

在不同温度下吸附 分钟
,

观察噬菌斑数 目

的变化
。

根据回收率变化以确定温度对吸附的影响
。

取菌液 毫升
“

加
,

加 毫

升噬菌体悬液
”

在不同温度下吸附 分钟
,

然后加 毫升噬菌体抗血倩
,

在

相应温度下中和 分钟
,

取样 皿
,

各 皿
, ℃下培养过夜

,

噬菌斑计数
。

、

吸附时间的测定

噬菌斑法 步骤同 一
。

吸附及中和温度为 ℃
,

吸附时间 从 分 钟至 分

钟
,

每隔 分钟一个处理
。

每处理 皿
,

重复 次
。 ‘

残留细菌数测定 在上述噬菌斑测定的同时
,

取样液涂于 平板
,

皿
,

各 皿
,

重复 次
。

℃下培养 一 天后菌落计数
。

、

噬菌体与细菌相对
一

浓度比测定

不同浓度细菌与不同浓度噬菌体等量相混
,

在 ℃水浴中吸附 分钟
,

加抗血清在

相同温度下中和 分钟
。

连
、

从外溶解
,‘ 可题

从外溶解就是当噬菌体尚未侵入细菌细胞时
,

细胞却发生破裂
,

在这一过程中
,

噬

菌体没有繁殖
。

这时加入抗血清
,

引起从外溶解的噬菌体由于没有侵入细胞而被中和或

者受到纯化 〔
“ 〕。

如果产生从外溶解
,

在加入噬菌体后
,

样液中可能存在三种细菌形式
。

一是不被噬

菌体感染的部分
。

二是被噬菌体感染的部分
。

三是产生从外溶解的部分
。

根据这三部分

细菌存在形式及特点
,

只要证明前两部分之和等于原有样液中的细菌数
,

就可以断定
,

在这一过程中不存在从外溶解
。

所以
,

本研究设计一种方法以测定前两部分的细菌数
。

方法同噬菌斑法
,

吸附和中和温度为
‘一 ,

吸附时间为 分钟
。

用残留细菌法测定第一

部分的细菌数量 用噬菌斑法测定第二部分的细菌数
。

原有样液中的细菌数
,

只要在平

板下徐样
,

通过菌落计数能够测得
。

、

噬菌体抗血清对寄主细菌的作用
。

为了排除噬菌体抗血清中对细菌有作用的抗体
, 〔‘ 〕和 “ 〔下〕采 用 细菌

抗血清吸附噬菌体悬浮液以去除存在于噬菌体悬浮液中的细菌抗原
,

但手续十分烦琐
,

而且抗血清效价较难提高
。

所以
,

本研究采用细菌抗原即细菌悬浮液去吸附断省体抗血

清以去除细菌抗休部分
。

具体操作过程是 取一定 录的细菌悬浮液
’ , 以上 与

噬菌体抗血清等量相混
, ‘

水浴中吸附 分钟
,

离心 分 钟
,

使细菌下

沉
。
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结 果

、

最适吸附温度的确定

不同吸附温度下
,

噬菌斑数目的变化结果见图
。

在 以下的吸附对噬菌斑

表现有利
,

℃以上则对噬菌斑表现不利
。

不同吸附温度下回收率变化结果见图
。
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温度

不同吸附温度下噬菌斑数

温度
’

不 同吸附温度下 回收率

从图 可知
,

在 ℃下吸附
,

其回收率最高为
,

℃之间随温度升高
,

回收率相应提高
,

但超过 ℃
,

规则
。

其次是 ℃
,

为
。

在 一

回收率又趋于偏低
,

而且变化无

根据上述所得结果并结合噬菌体
一

的发育繁殖温度
,

确定 ℃为 最适吸附温度
。

、

适宜吸附时间的确定

噬菌斑法测得不同吸附时间下其回收率变化结果如图 所示
。

呵

,

、

‘, , ‘ , ,

、
、

, 、
、

,’
‘ ,

二 , ,
” ‘ ” ’

劝
︵零︶涎烹压戳

︵零︶并荟宣

图

全

时间 分

不 同吸 附时问的 卜几收率

日 皿

时问 分

图 不 同吸附时间的残 留细菌数
通

, 口 功



病毒学杂志
,

”

图 表明
,

吸附 分钟的回收率最高为
,

其次是 分钟
,

为
。

从吸附 分

钟至 。分钟之间
,

随吸附时间延长回收率相应增高
,

超过 分钟
,

则回收率反而下降
。

这显然是由于受到噬菌休
一

潜伏期 分钟 的限制
。

经不同时间吸附后
,

在 平板上表现的残留菌落数结果如图 所示
。

图 表明
,

随吸附时间的延长
,

残留细菌数愈来愈少
,

即被侵染的细菌数愈来愈

多
。

但即使吸附 分钟
,

残留细菌数最少的还有
,

说明在上述条件下样液中的细菌

不能被噬菌体全部侵染
。

根据上述两项试验结果并

考虑噬菌体
一

的潜伏期
,

确定 分钟为适宜吸附时间
。

、

噬菌体与细菌相 对 浓

度比值的确定

不同浓度细菌与不同浓度

噬菌体组合所得回收率结果列

于表
。

随着噬菌体和细菌浓度的

增高
,

回收率相应提高
,

表

结果证实了这一点
。

在细菌浓

度为 “ 时也能测到活

多 不用睡菌体 细菌比值下的回收率

二不
七

妞

口

噬菌体浓度 细 菌 浓 度 汉
·

弓 、 、 、,

功 。

。 。
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月
,吕了自自︺八曰,卫,

五‘

首
,

说明此法灵敏度高
,

但回收率却很低
,

而且不稳
。

在细菌浓度为
“

时
,

回

收率相应高些
,

而且趋于稳定
,

随噬菌休浓度的提高
,

回收率也相应增高
。

在噬菌体 细

菌为 。
” “
时

,

回收率为
,

说明在这样的细菌浓度下可以用噬菌体
一

来测定
。

继续提高细菌浓度
,

固然可使回收率再相应增高
,

然而较高的待测细菌浓度对定量

方法研究的实际意义不大
。

、

在噬菌体 细菌浓度比为
。

沪清况下
,

证实是否产生从外溶解
。

通过噬菌斑法测得被感染的细菌数量
,

用 平板测得残留细菌数及原有样液中的

总细菌数
,

统计结果见表
。

表 不同噬菌体 细菌浓度比值下的残留细菌和回收率
了 ‘

噬菌体 细菌
。

原有细 菌数 噬菌斑数
吸附

亏

前
残留细菌数
吸 附后

。

“

】

。

残存百分率
肠

呱

。” 。飞

飞

“ 尸困廿通曰九,几几
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刀

从表 可知
,

噬菌体 细菌浓度比大小直接影响到被感染细菌数和残留细菌数
,

但却

使噬菌体 细菌比值大到 时也不存在从外溶解现象
,

因为残留细菌数 与噬菌斑数

相加
,

接近原有样液中的细菌数即吸附前的细菌数
。

、

噬菌体抗血清对寄主细菌作用的排除

用吸附后抗血清所作细菌凝集反应结果不发生细菌凝集
。

用吸附前后抗血清分别处理纯菌
,

两者所得平板菌落数比较见表
。

表 , 吸附前后抗血清对细菌的影响 从表 可知
,

未经吸附的抗血

处 理
未吸附抗血清 吸附后抗血清 原有细菌数

血

平板细菌数
‘

菌落减少 比率 肠

。。 。 肠

清对细菌的影响率为
,

而经吸

附后的抗血清对 细菌 的 影响 降到
,

表明通过吸附已基木排除对

细菌的影响
。

通过噬菌斑万法测定
,

未经吸

附的抗血清所得到回收率为
,

经吸附后的抗血清中和所得回收率

提高到 左右
。

说明通过细菌吸

附以排除抗血清对细菌的影响是一个比较好的方法
。

、

用噬菌体定量测定细菌的程序

通过上述各项试验
,

最后确定测定程序为

噬菌体加抗血清对照取 膝水 于 小三角 瓶
,

加 噬菌体悬浮 液
,

水浴中吸附 分钟
,

然后加 抗血清
,

在相同温度下以
二‘和 乡了钟

,

取样 皿
,

共 皿
。

纯菌菌量测定
,

取 菌液 护 于小三角瓶中
,

加 噬菌体悬浮

液
,

以下步骤同
。

、

纯菌回收率测定结果

从测定过程可知
,

从取菌液至最后的取样共稀释 倍
,

故在计算回 友率及菌量对应

乘或
。

回收率计算公式为

刀 二全皿二些
上兰全塑

义

为纯菌回收率
。

为纯菌项平均噬菌斑数
,

为噬菌科加杭 清对照项平均

数
,

为实际菌量即在平板上表现的菌数
。

表 是对 个测定结果的统计
,

并计算其平均回收率
。
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主

表 纯菌回收率

重 复 数 对照噬菌斑数
压 区

平板菌落数 纯菌噬菌斑数

口 】、 万
回收率 肠

, 。 肠

口

吞八曰几︵只八曰︸匕︵日口﹄户‘以一廿口几

平均

〔飞 飞

飞

飞

,

飞

、

又

飞

〕

丫 ,

『

表 表明在细菌浓度
“

情况下
,

其平均回收率为
。

讨 论

本研究利用噬菌体
一

对寄主细菌的定量测定方法作了探索
,

结果表明噬菌体技

术在青枯假单胞杆菌定量测定方面的应用是可行的
,

它为植物组织和土壤带菌量检测奠

定了基础
。

整个纯菌测定过程的关键是如何提高测定回收率和增加稳定性
,

阻碍测定回收率提

高的主要问题就是被测的细菌浓度较低
,

只有
。

而在大肠杆菌
、 ‘
噬菌体的吸附试验中‘

屯 ’, 大多是以较高的细菌浓度如 护 的条件下

进行的
,

所以才能在较短的 分钟或 分钟吸附时间内
,

使 以上的细菌细胞受到感染
。

从吸附时间试验可以看出
,

在噬菌体 细菌浓度比为
。

护 的情 况下
,

经 分钟的吸

附
,

仍然不能使所有的细菌都得到感染
,

残留细菌尚有
。

本所研究通过对吸附温

度
、

吸附时间
、

噬菌体与细菌相对浓度比的调节及抗 血清对细菌作用的排除
,

使纯细菌

回收率达到
。

至于是否还能提高其回收率
,

这有待以后进一步研究
。

是否产生从外溶解关系到方法的可行性
。

在噬菌体 细菌相对浓度 比为 。 护的情

况下
,

噬菌体
一

不导致其寄主细菌产生从外溶解
。

其原因可能有二
,

一是由于细菌

浓度低
,

每个细菌细胞本身受吸附的噬菌体数目不多
。

从电镜观察可知
,

大部分细菌细

胞只吸附几个噬菌体
,

超过 个的很少
。

侵染倍数较低
,

故不易发生从外溶解
。

二是噬

菌体
一

本身就不会导致寄主细菌从外溶解
。 〔了 认为不是所有的噬菌体都会

产生从外溶解
。

而且如果起初以较低的侵染倍数发生吸附
,

尔后细菌就能抗较高的侵染

倍数的噬菌体的侵染而不发生从外溶解 〔
’“ 〕。

在噬菌斑测定中
,

尽管所用抗血清已经过吸附
,

排除了对细菌的干扰
,

但在此种情
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况下
,

抗血清浓度也不能过浓
。

因为过浓的抗血清对噬菌斑表 现有 影响
。

根据比 较试

验
,

发现原有效价为 倍的抗血清
,

如果以稀释 倍的浓度去中和
,

结果使平皿 中不

表现噬菌斑
,

或者即使表现
,

与正常对照比较
,

噬菌斑直径小
,

噬菌斑数量很少
。

其原

因可能是在培养基中的抗血清浓度过浓
,

使在取样和培养过程中释放出的子代噬菌体与

之发生中和反应
,

从而不能再侵染其他的寄主细菌细胞
,

这样平皿中就不表现任何噬菌

斑
。

如果抗血清浓度不是过浓或者被感染的细菌数较多
,

则产生的噬菌斑比正常情况下

表现的噬菌斑要小
。

因此
,

抗血清的浓度应该以能够把游离噬菌体中和
,

只留极少量噬菌斑的稀释倍数

为宜
,

这要经过多次测定才能确定下来
。
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