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以原生质体融合技术构建广谱抗噬菌体菌株 

周 宁一 

(浙江工业大学轻工幕．杭 州 310014) ．§穹；9． 

A 提要利用 株不同品系的噬苗体作筛于筛选的噬苗体抗性自发突变株只对其相应的筛于噬苗体 
具抗性，为窄谱抗株。利用原生质体融合技术把北京棒杆菌7338与钝齿棒杆菌 Ts—Li进行融合得融 

台于ZIS88，通过噬苗体吸附试验，血清学试验证明zG88细胞表面结构发生 r较大的改变 ，失去丁 

噬苗体的吸附位点．因此zG8 耋疆蛙 噬苗体抗性茸株。 

一 嘲 催． 卞 竹什—————’l 1 ．· 

系钝齿状棒杆菌 T6—13的各种突变株，因此都避免不了受 T6一l3噬菌体的侵染 。噬菌体污染常 

引起倒罐甚至停产，不少小广已因倒罐率高、效益差而破产 不少 人曾筛选过 噬菌体抗性菌 

株 ，但抗株 只对相应的噬菌体具抗性而缺乏普遍使用的价值。由于新噬菌体的出现和回复突 

变的自生产生，使抗性 突变株不能长期使用。对此我们利用北京棒杆菌r3~sx~T6 1 3噬菌体的 

天然免疫力，通过7338与 Ts—Li的原生质体融合获得了稳定的广泛抗 T 6一l3噬菌体的菌株。 

材 料 与 方 法 

I． 材料 

I．I 菌种 钝齿状棒杆菌 (口 曲̂口浙  ~eautns)T6-13；钝齿状棒杆菌 Ts．Li(Lcu lie Sir RifPh-)由l奉室 

从 1"6一I 3诱变获得 ，以下简称 Ts—Li；北京棒杆菌( 曲̂d( 州 仇pekmen~)7338(Lcu Ile Sir‘Rif'Ph )奉室保 

存 ，以 r简称7338。 

I、2 噬菌体 噬苗体 PTC·I、PTC一2、PLS一1、PLS一2、PST、PSZ-1、PSZ-2、PLX、PFD、PHZ、pXS、LP、PnX．．I、 

PnX一2、PSZ·3荨由奉室从浙江、E海、江苏、福建、河南等省市味精厂分离。 

I·3 培养基 CM培养基、HCM 培养基、MM 培养基、谷氨酸发酵种子培养基、各氰醣发酵培养基的制备均 

见l殳献 。 

I．d 试剂 

I．d、I 【0000 u／ml链霉素溶液 硫酸链霉素用无菌水配制。 

I d·2 000 û n1利捂平(Rff)溶液：甲哌利福霉素用无菌的0．I mol／L盐酸溶解后用尤菌水配制
。 
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2 方法 

2．I 噬苗体抗性突变抹的筛选 T6-13苗在CM藏中振荡培养l驯、时，取 1 ml苗悬液(浓度l 0．个／m1)加O-1 

rnl噬苗体悬液(效价l0l。个／rot)混合倒双层平板。32"C培养2—3天，把平板上长出的单苗落在含噬苗体的平板 

t分离纯化得抗噬菌体突变株。 

2．2 噬苗体抗株的抗谱确定 用不同的抗株怍指示苗混合CM 上层培养基倒平板，用不同来源的噬苗体划 

线作交叉感染试验，培养后观察透明线是否出现． 一 

2．3 噬苗体抗性突变株、融台株的稳定性试验 抗株在平板上划线分离得10or单苗落 ，用逐个检出法在含 

相应噬苗体的平板上点种检验其抗性的丢失率。 · 

2．4 噬苗体抗性融合于的筛选 7338与T Lj的原生质体按文 法融合后，在含1000U／ml Str、10B个／mr 

噬苗体的HCM平板上再生，在含1000 U／ml Str、40O U／ml Rif的MM平板上传代进行融合子的分离纯化。 

2．5 噬菌体的吸附试验 将融合于ZG88和其双亲7338、Ts-Li分别在3 ml CM液体中32"C振荡培养10／|x时， 

加入7．6×I 十／rot的噬菌体悬液1 ml，32℃保温30分钟 ，6000 r／rain离心l0分钟，测定上清藏中噬苗体的效 

价 

2．6 融合于 ZG88的溶原性测定 见文献 。 

2．7 融合于ZG88的血清学鉴定 融合于ZG88及其双亲的细胞悬液与ZG88、7338、Ts—Li的抗血清用试管凝 

集法进行凝集反应 】 

结果与讨论 

1 噬菌体的抗性突变株 

1．1 抗性突变株的抗谱 

用l5种不同来源的噬菌体作筛子，筛得 T6—13自发突变株l8株。用交叉感染试验确定抗株 

的抗噬菌体范围，见表l。 

表1 

Table 1 Results of仃0髓 infection among phages antip~ gc mt~ants 

托抹号 啼子啦菌体 交 叉 蒜 染 曦 菌 体 c础 咖  口h 

s【 N。’ seM  PTC I PTC
一 2PLY 1 PL$一2 PEr P：~ -I PSZ-2 PSZ-3 PLX PFD PHZ P LP PnX lPaX 2 

爱 

； 4 5 6 7 8 9 加  ̈ ¨ =2 
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由表1可见 ：噬菌体抗性 自发突变株 只对 自己相应的噬菌体具抗性。噬菌体要侵染细胞 ，第 
一

步是吸附。噬菌体具特定的吸附器，细菌细胞表面具特异性的受体。当吸附器与受体在化学 

结构上互补时，噬菌体才能不可逆地吸附，实现侵染的第一步 。因此噬菌体与其宿主具 高度的 

专—性 。细菌通过突变使受体的化学性质和结构发生改变，使特定的噬菌体不再吸附而 成抗性 

菌株 表中噬菌体 PLS—l、PLS一2、loST，虽其噬菌斑属不同的类型，但在 T6一l3细胞上的吸附位 

点相同。当该位点发生改变时，突变株同时抗这三种噬菌体 。 

1．2 噬菌体抗性的稳定性 

表1中1号和12号抗株分离各得1 00个菌落，在传代过程中抗性的丢失率见表2 

寰2 

Table-2 R~ tam loss frequency 0t mⅢ抓 t 

自发突变往往是点突变引起的 ，DNA分子的变化很小，易于 回复 ，所以由自发突变筛得的 

抗性易丢。噬菌体也能通过突变改变其吸附器的结构，使它能重新侵染抗性突变株。所以靠基 

因突变选得的抗株难于永久应用 、 

2 噬菌体的抗性融合株 

2．1 融合子 ZG88的获得 

原生质体融合再生得l73个菌株 ，传至5代 Str Rift抗性 自然丢失率98 ，得3株融合株
。再 

传5代 ，Str~Rif 抗性丢失率为0。3株融合子经摇瓶产量试验，zG88的产酸能力最强，见表3
。 

寰3 融合子及萁亲株的产量试验 

Table 3 The productional t t of tusants and their∞ r叽 1。 

2．2 ZG88对噬菌体抗性的稳定性 

zG88的l00个单菌落，经5代试验 ，对噬菌体抗性标记的总丢失率为0 在l 988一l 990年二 

年多时间里，定期在MM q-Rff+Str+pha~e的平棱上分离鉴定，zG88的遗传标记丢失率均为 
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0，这说明 ZG88是稳定的融合子 。 

2．3 ZG88对噬菌体的抗谱 

表l中l5个不同品系的噬菌体均无裂解 ZG88的现象。 

2．4 噬菌体对 ZG88的吸附试验 

噬菌体与菌体混合 ，待吸附入侵后立即离心，测定上清液中噬菌体的效价 ，结果见表4。 

表4 喵蓖体对 ZG88及其亲株的吸附 

Ta le 4 Adsorption of phase to ZG88 and it s p~rent strains 

表d说明噬菌体不能吸附到 zG88和7338细胞上。这证明z088~ 表面没有T 8—13噬菌体 

的吸刚位点 。 

2．5 zG88细胞表面结构的血清学鉴定 

对 ZG88及萁双亲进行血清学反应的结果见表5。 

表5 ZG88殛其双亲间的交叉凝羹反应 

Table 5 Cros~agg Lut~nation tcBt of ZG88 with paint strains 

表5表明7338与 Ts Li之间无交叉凝集反应 ，说 明它们之间无共同的抗原存在；而 ZG88与 

7338、Ts—Lf具 共同的抗原成分，这证 明了 ZG88确系 Ts—Li和7338的融合 子 ，同时也证 明了 

zG88的细胞表面结构发生了巨大的改变。 

经原生质体融合获得的抗性融合株困基因组发生了较大的改变，其细胞表面结构也发生 

了大幅度的改变 ，因此对噬菌体抗性不易丢失 ．抗谱也广泛。 

2．6 ZG 88的溶原性测定 

溶原菌 对本身产生的或外来同源的噬菌体具免疫性 ，故常被误认为抗性菌株。ZG88f~紫 

外线诱发裂解 ，无噬菌斑出现 ，说明ZG88是真正的抗株。 

2．7 ZG88带噬菌体的发酵结果 

ZG88和 T6一】3在噬菌体攻击 F的发酵试验结果见表6。 
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寰8 噬曹体攻击的发酵试验 

T8bk 8 Fcrment i。n tesl w扯h phagc 

从表6可见 ，噬菌体的超量存在，对 ZG88没有影响，ZG88能正常生长繁殖 ，产酸水平也与 

不加噬菌体的对照组一致。糖酸转化率达d7．5 以上。ZG88在36吨发酵罐上生产十批 ，发酵34 

小时平均产酸5．2 ，糖酸转化率42．6 ，残糖0．8 。根据我们的工作和赵广钤的研究结果嗍 

可见，用原生质体融合技术可 以将双亲的优 良性状集为一体，可望获得稳定的高产抗株。 
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A Broad ectrum Antiphage Strain Constituted 

with Protoplast Fusion Technology 

Q iu Juanping Zhou Ningyi 
J 

(Zheji~ng Uuwev~i．ty of Techuolog ，Hang zhou 3l001 4) 

Antiphage mutants selected by I 5 phage strains have resistant only to its relevant phage，so 

it is narrow—spectrum antiphage strain· The fusant ZG88 is obtained with protoplnst fusion be— 

tw een Covy nebacl,cv~um 曲 矾e 7338 and Cory uebacterium c 0池 啪 Ts—Li． It serologic reac— 

lion and phage attach test Show that it has changed so m uch m cell surface structures as to Iose 

the position of adsorption·So ZG88 is a broad  spectrum and stead y antiphage strain． 

K ey words Broad  spectrum ，A ntiphagc strain ，Protoplnst fusion 
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