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摘 要 实验澳l定了pH对 Bacillusthurlngiensis var．entomocidus温和噬茵体T 存活与吸附 

鼓率的影响作用 结果表明：在不同pH的介质中，TP。存活的能力相差很大；酸性介质及高碱 

性介质对 TP。都有不同程度的瞬间灭活作用；TP。存活的最适 pH为 7．7，且适宜其存活的pH 

范围很窄；pH不同．TP。吸附到苏云金芽袍杆菌表面上的效率也不同，在 pH≥9范围内，pH 

升高，吸附鼓率降低。 
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非溶源的细菌被温和噬菌体侵染后会有两种发育途径，即裂懈和溶源化。寄主细胞究竟遭遇何种命 

运，取决于许多细胞内外因素。如寄主与噬菌体的基因型口]、寄主细胞的生理状态_2]、感染复数的大 

小 ]、环境理化因素 等。在生产实践中，有许多生产菌本身就是溶源性菌株，由于种种理化因素的诱 

导，生产菌株常常发生 自身裂解现象，给生产带来损失。 

酸碱度(pH)是一个容易控制的理化因子，搞清楚环境 pH与温和噬菌体存活及吸附效率之间的关 

系，可通过控制发酵液酸碱度而预防或治理溶源性生产菌株的自身裂解问题。 

1 材料和方法 

1．1 菌株与噬菌体 

- 实验用测试菌为 Bacillusthuringiensis vat．entomocidus，血清型为 H6，来源于中国农业科学院，本实 

验号 。温和噬菌体从 B．thurbzgiensis r．tianmera~is的自发释放液 中分离得到“]，本实验记为 T 。该 

寄主菌血清型H。，来源于湖北天门微生物研究所。经鉴定 ]，TP。能使 溶源化而形成 B (TP；)溶源性 

菌株。 

1．2 培养基组成 

用来配制噬菌体和细胞悬液的稀释液(下称“D”液，“D”取自dilution一词)由 l 牛肉膏、0．5 蛋 

白胨、0．5 Na cJ组成；pH分别调至 5，6，7，⋯⋯，11等。 

用于细菌培养的液体和固体斜面培养基由 1 牛肉膏、l 蛋 白胨、0．1 葡萄糖、0．5 NaC1组成， 

pH7．0 凝 固剂为 2 琼脂 

测定噬菌斑的双层平板，底层为pH7，0的 D液加 2 琼脂，上层由液体培养基加 0，7 琼脂构成。 

1．3 噬菌体悬液制备 

为了避免寄主内限制性内切酶对噬菌体 DNA的降解作用，试验用 B (TP )释放的噬菌体为测试用 

噬菌体(其DNA已被修饰，不会降解)，以 作为测试用菌株。用接种针穿刺噬菌斑并移于 pH7．7的D 

液中(每毫升 D液中穿刺两针，使滴度达 10 pfu／mI ，4 000r／rain离心 30 min，取上清液加人氯仿(氧 
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仿的体积分数为 2 )摇匀，静置后所得上清掖即为拟配噬菌体悬液 

1．4 吸附菌悬液的制备 

首先将细菌液体培养至对数中期(32'C约8 h～9 h)，测定菌液在 560 nm下的OD值，并将所测数 

据OD5 。代人下式 =(15x0，8)／OD 求取 值。然后取VmI 菌液离心取菌体，分别用不同pH的D 

液洗涤菌体，最后稀释到 15mL，就得到了 1 mLOD为 0．8的一系列不同pH的吸附菌液 经测定如此 

制备的菌液每毫升菌液中细菌细胞的总数 达1O 个，远比噬菌体浓度高，且多重感染的几率很低。 

1．5 对噬菌体存活率影响的测定 

不同pH溶液中的处理时间取 f—O和 60rain两组。 

0：取上述噬菌体悬液数等分，分别加入不同 pH的 D液吹吸均匀，立即稀释于 pH 7．7的 D液 

中，取部分稀释以双层琼脂平板法测定噬斑数，剩余部分继续于pH 7．7的D液中保留30 rain 同法测 

定噬斑数．可确定灭活作用是否可逆。 

f=60min：依上法将噬菌体悬液稀释于不同pH的D液中后，摇匀静置 60rain，最后稀释于 pH 7．7 

的D液中，同法测定比较噬斑数，可知处理日寸}间的延长是否影响噬菌体的存活率。 

1．6 不同pH吸附菌液对噬菌体吸附效率黠响的测定 

取不同pH的吸附菌液 1．8 mL．分别加几0．2 ml 噬菌体悬液，混匀于32℃下吸附25 min，然后分 

别取不同pH下的细菌一噬菌体混合液 0．1mI ，以双层琼脂平板法测定噬斑数 ，记为 P ，比较不同 pH 

下的P 令最大的只 为 只，即只=(P )⋯ 剩余棍合液离心 ，取上清液各 0．1 mL，双层琼脂平板法测 

定来吸附的噬菌体数 尸，，最后按公式 Fo=1+P，／只 求取不同 pH下的相对吸附频率 。 

2 结果与讨论 

曾有人对 pH灭活噬菌体的作用做过研 

pH的稀释液体进行处理后，以双层琼脂平板 

表 1 不F 

Tab．1 Survival 

蜘
．结果认为噬菌体存活的最适 pH为 7。本实验用不同 

测定噬斑数结果如表 l及图 1所示。 

pH下T 的存活情况 

ate of TP3 under Different pH 

5 6 7 7．5 7．7 8 9 lO ll 

①P：不同pH溶液处理后双层平扳法测得的每糖升溶液中噬茁体的出斑数}②F：令噬菌体出斑数最大状态时的存 

活率为 1时求得的相对存活率f③r-o(平衡)：指在 同pH溶液中作瞬时处理后立即置最适 pH溶液中静置平衡 

从实验结果可知：酸性与高碱性条件对 P 均有灭活作用，但在相同的处理时间内，酸的灭活作用 

比碱更强烈t而且随着酸性程度的加强，灭活作用也随之增大 在碱性介质中，当pH超过8．5～9．这种 
灭活作用就不再随pH的提高而增强了。适宜TP 存活的pH范围很窄，为pH 7．5～8，最适pH为7．7 
左右 。 

由f 0(即处理时间趋于o)组结果可知，酸、碱的灭活作用是瞬间发生的，不需要长时间的处理。由 

f o(平衡)组结果可以看到，瞬时处理的噬例体在最适pH下平衡了一段时间，但失活的噬菌体并未见 

恢复活性，可见这种灭活作用是一个不可逆的融程。由 60 min组结果可见，随着处理时间的延长，酸 

碱灭活效果 也提高了。 

由于酸碱对T 的强烈灭活作用，使其噼附效率测定中的变量复杂化，所以本实验仅测定了pH≥ 
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9范围内的吸附效率，而且，在此范围内碱对噬菌体的灭活作用相同。 

O 

0 
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0 4 

0 2 

5 6 7 8 9 1 0 l1 

pH 

图 1 pH对 T 存活卓的影响 

Fig．1 lofluence of pH On the Surviva!Ability of T 

× 处理 时间 卜 0 0 处量时问 z=6O rain 

△ 处理 时闻 f 0，于 pH 7．7D渡 中平衡 30rain 

对吸附效率的测定数据如表 2。从表中Pr 数据可知．pH9时的出斑数最多，周此可假定每毫升溶液 

中噬菌体总数为P 一( ，)～=7 900个。依此可按 一1一竹／只求算不同pH时的吸附效率，依 可 

得图 2。 

表 2 pH对 TP】吸附效率的影响 

Tab．2 lnfiuence of pH 011 Adsorptive Efficiency of T 

图 2 不同 pH 下 T P|的 吸附效率 

Fig．2 The Adsorptive Efficiency of TP3 under Different pH 

由表2及图2结果不难看出，随着碱性增强，未吸附的噬菌体数(PD很快增多，吸附效率愈来愈低。 

酸碱度对噬菌体的存活及吸附效率产生影响的原因在于pH的变化导致细菌与噬菌体表面上吸附 

位点或受体的电荷发生变化，从而影响了二者之问的静电作用效果。静电吸附在噬菌体吸附的第一阶段 

(即可逆的非特异性吸附阶段)起着至关重要的作用 ]，因此pH的变化必然会影响噬菌体的吸附效率， 

进而影响了它的侵染活性。不同噬菌体吸附不同寄主时，它的最适的吸附pH是不同的。Fry 指出，̂ 

噬菌体吸附E．toll的最适 pH为 6．5。本实验结果表明T 吸附 的最适pH不超过 9。 

从本实验结果可知，环境介质 pH的变化，可以导致噬菌体吸附效率及其侵染活性随之改变；苏云 

● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●  ● ● ● ● ● ●  ● ● ● ●  ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

，●●●●●●●●● ●-●●●●●●●●l  
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金杆菌温和噬菌体TP。的存活最适pH为 7．5～8，超出此范围，TP：将在瞬间不可逆失活 知此特性，就 

有可能在生产实践中应用这一性质消除或抑制噬菌体对生产菌的裂解作用。 
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pH Affecting the Frequency of Surviving and Adsorption 

of Temperate Phage of Bacillus thuringiensis 

Yang Shuiyun Yi Quancheng。 Zhao Wenming” 

(1)I眦 删tit te of Bioscience and Biotechnology of Xi an Jiaotor~g University，710049tXi an 

2)Shenzhen High Technique Investment Co．Ltd．一518000，Guangdong Shenzhen) 

Abstract The survival rate and the efficiency of adsorption to host cells of temperate bacteriophage TPa 

under different pH have been determinded．Results showed that，both the acid and alkaline enviroment have 

the irreversible inactivation oo the bacteriophage TP3 of Bcillus th∞ giens in a wink．The optimum pH 

for TP3 is about 7．7．The adsorptive efficiency decreased when pH rose in the range of pH≥9． 

Key words pH；inactivation；Bcillus thuringiensls,adsorptive efficiency；bacteriophage 

· 学术动态 · 

我校现代化的图书馆视听阅览室建成 

我校 图书馆承担的“2u I程”套共服务体 系建设项 目“文献信息保障 系统”一期 I程竣l工后，已得 

到专家们的全 面验收，现 图书馆视听阅览室巳向校 内外全面开放。 

新建成的视听阅览宣设有专为多媒体教学和学术会议配备的实物视频演示饭和高配置多媒体电 

脑，其中实物视频演示仪配合多媒体大屏幕投影系统，可根据教学或会议进程，形象、生动地演示各种资 

料 多煤体电脑与圉书馆 自动化集成系统相联，可检索书目数据和电子阅览室光盘，并通过太屏幕投影 

系统进行演示。与校因网及 Intenet等开放型计算机网络相联接，可上网查询、演示，实现套议与外部计 

算机网络数据资源的共事。总之，我棱图书馆这次新建的现代化阃览室主要具备了：① 利用各种信号源 

进行高水平的多媒体辅助教学；② 视听资料的闼览；③ 高档次的学术会议等 这种起点高、功能多、多 

样化的服务项 目可满足不同层次的需求，在 西北乃至全国高校 中处于领先水平。 

(薛 鲍) 
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