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短小芽抱杆菌1037抗温和性噬菌体菌株

的筛选及投产’）

蒋如章于利r} 2） 侯炳炎吴昆慧
（南开大学生物系，天津） （夭津酶制剂厂）

由短小芽袍杆菌佃ac ",'us pumilus) 260/52

诱筛的1037菌株，在500升罐上产碱性蛋白酶

的能力稳定在8,000单位／毫升以上，生产能力

较出发菌株提高40多以上［W。但该菌株在10

吨罐上的产酶水平并不高于出发菌株。发酵中
表现出二级种子种龄显著延长，发酵周期延长，

产酶速率低，泡沫增多，菌体生长略有下降等异

常现象。发酵液经平板检查出现噬菌斑，从而

证明为噬菌体感染。于是，开展了短小芽抱杆

菌抗噬菌体菌株的筛选工作。本文报道有关噬

菌休抗性菌株的筛选过程及投产情况。

材 料 和 方 法

(一）菌株及噬萄.."e w4

1。菌株 短小芽抱杆菌1037系短小芽

袍汗蔺209的一个衍生菌株；短小芽抱杆菌289

系沈阳林土所分离，天津酶制剂厂保存。

2.噬菌体 由夭津酶制剂厂在不同地点

采样、分离纯化的PPl.PP2.PP3"PP4, pp5和PP6o

（二）培养F-

1．肉汤培养基 牛肉膏 1%,蛋白陈

1 % , NaCl 0.5 % ,燕馏水配制，pH 7.2。固体培

养则加琼万旨2％。

2. TY培养基 按Rom回81法配制。用
前加人 CaCl,(2.5 X 10-<lf), MnCl,(10̀5M)o
固体加凉脂1.5多；半固体加琼脂0.6%.

3. NBY培养液 蛋白陈0.3多，酵母膏
0.3%，牛肉厅C.3 %, NaCl 0.5多，蒸馏水配制，

pl-37.20

4陈水 蛋白陈1多，蒸馏水配制，pH 7 .0,

（三）噬菌体的实验方法

1.噬菌体原液的制备

(1）液体法：将敏感菌1037接人50毫升

TY培养液，36℃摇床振荡培养6小时（菌浓约

108细胞／毫升）后，加入1毫升1-5 X 109 PFu/

ml（噬菌斑形成单位／毫升）的噬菌体液，继续培

养过夜。次日晨取菌悬液，3,500转／分离心30
分钟，上清液用0.3 ,a微孔滤膜过滤备用。滴度

一般为1-9 X 109 PFu/mlo

(2）固体法：按中国科学院微生物研究所
方法〔Z，操作，滴度一般可达101“一10" PFu/mlo

2．噬菌斑观察

(1）双层琼脂平板法：按Adams法［t", 37OC

温箱培养8-12小时后观察噬菌斑形态并计数。

(2）软琼脂点滴法：将适当稀释的噬菌沐

悬液混人50℃保温的半固体TY培养基内，使

噬菌体最终浓度约为105 PFu/ml。用微细滴管

取样点滴在上层含有指示菌的双层琼脂平板

上，370C培养8-12小时后观察噬菌圈形成。

3溶源性菌株的检查 将待测菌株转接

NBY, 360C振荡培养48小时后，以新鲜NBY

1：10稀释，80℃保温20分钟，继续振荡培养，用
软琼脂点滴法检查，出现噬菌圈者则为溶源性

菌株，否则即为非溶源性菌株。此法用于抗温

和性噬菌休芍株的初筛和复筛。

Jiar7 Rtacle tna et al.! Screen of the Strain Resistant

to Temperate Bacteriophage in Bacillus pumilus Str.
1037 and its Production.

t）本文写成后蒙周与良教授审阅，并提出宝贵意见，特此
致谢。苏秀英和王俊朴二同志曾参加部分工作。

2)现在天津幸福食品厂工作。
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4．前噬菌体的诱导 用于抗温和性噬菌

体菌株的复筛。

(1)紫外线诱导：将待测菌转接装有5毫

升TY培养液的试管，36℃振荡培养过夜，次日

以新鲜TY1:10稀释，再振荡3-4小时，用紫

外线（20瓦、距离30厘米）照射60秒，继续振

荡培养2小时后，每管加人0.5毫升氯仿，处

理30分钟后，以双层琼脂平板法观察噬菌斑形

成。若出现噬菌斑，则为溶源性菌株，否则为非

溶源性菌株。

(2）丝裂霉素C诱导：将待测菌转接 TY

培养液，振荡培养至对数生长期，用TY培养液

稀释至2-5 X 107细胞／毫升，置37℃水浴预

热5分钟后，加人丝裂霉素C，使其最终浓度为

1微克／毫升，继续保温巧分钟，离心洗涤后加

入新鲜 TY培养液，360C振荡培养2-3小时

后，用双层琼脂平板法观察噬菌斑的形成。若

出现噬菌斑则为溶源性菌株，否则为非溶源性

菌株。

（四）非溶源性菌株的噬菌体抗性测验

1．斜面测抗 将各非溶源性待测菌株转

接斜面2只，其一流加噬菌休液，另一不加，370C

温箱培养过夜，若不出现溶菌则为抗性菌株。
2．抗性菌株的交叉抗性测验 取0.2毫

升振荡培养至对数期的待测菌悬液，分别与0.1

毫升105 PFu/ml pp1-pp6噬菌体液i匀，倒入

双层琼脂平板培养，并以敏感菌1037为对照。

不形成噬菌斑者为抗性株，抗二株以上pp系列

噬菌体者，则具有交叉抗性。

（五）诱变剂及诱变处理

以甲基磺酸乙醋(EMS)和紫外线 （vv）为

诱变剂，方法同前文川。

（六）摇瓶筛选

经初筛选出的非溶源性菌株，分别接摇瓶，

并同时加入10' PFu/ml的噬菌体，360C往复摇

床（振倾8厘米，110次／分）振荡培养28 /J、时。

以出发菌株 1037和加噬菌体的 1037的摇瓶作

为对照。

（七）蛋白酶活力测定

采用福林法，方法同前文「770

（八）抗热抱子形成比（S;'N）的测定

方法同前文［l］0

结 果 和 讨 论

（一）温和性噬菌体的证明

噬菌体分为温和性噬菌体和烈性噬菌休。

温和性噬菌体可使寄主细菌溶源化而成为溶源

性菌株，这种菌种虽不感染同源噬菌体，但在理

化条件变化或在有异源噬菌体存在时，仍会表

现噬菌体感染的种种异常现象。所以，有必要先

检验分离的六株噬菌体是不是温和性噬菌体。

最简单的方法是将敏感菌株1037与各单
一噬菌体同时接人NBY，培养成芽抱，再以新

鲜培养基1：10稀释，并在80℃下处理20分钟

后进行培养，如仍能检出大量游离噬菌体，则所

测噬菌体为温和性噬菌体。 经重复试验证明，

ppl -pp6 六株噬菌体都是温和性噬菌体。

（二）抗温和性噬菌体菌株的筛选

1．筛选方案 短小芽抱杆菌1037是一

个溶源性菌株。它在有pp系列噬菌体存在时
往往表现不出发酵单位下降（资料未列出），因

此，不能采用一般筛选抗噬菌体菌株的方法〔3-61

来筛选抗温和性噬菌体菌株，而必须着眼于淘

汰溶源性菌株。我们采用了如下的筛选方案：

敏感菌株1037
诱变

摇瓶测单位 淘汰低产菌株

摇瓶复测单位
筛选稳产高产菌株

淘汰溶源性菌株
抗温和性噬菌体菌株。

加噬菌体 平板分离单菌落

斜面测抗 淘汰敏:}菌株

斜面

溶源性复测(800C, 20}; uv诱导）

溶源性检查（800C, 20})

交叉抗性测验
淘汰无交又杭性及敏感菌株

溶源性复测（丝裂霉素C诱导）

淘汰溶源性菌株

淘汰溶源性菌株

2．抗性菌株的筛选 敏感菌株1037用

EMS或uv诱变处理，用TY培养液1：10稀释继

续振荡4-，小时后，加入噬菌体（最终浓度约

108 PFu/ml ),继续振荡培养过夜。次日，适当



稀释涂平饭，置3夕℃温箱培养2斗小对，室温

放遗2斗小时后，随机挑单菌落转J妾斜面。

按上述筛选方案，由686个单株中筛选出了

3。个非溶源性菌株。其中有15个菌株对6株

噬菌体表现不同程度的交叉抗性。 在这巧株

中J有12株抗6株噬菌体。溶源性及交叉抗性

复浏证明，有11株确系坑pp 1-pp 6菌株。它

们的筛选谱系如下：

形成比(S/N)的比较

从具有交叉抗性的菌株中挑出384,578和

708三个菌株，分别在肉汤平板上作单菌落分

离，370C温箱培养48小时后，观察单菌落的形

态特征，并接NBY培养液，进行抗热抱子形成

比的测验，结果见表2。 由表2可见384等三

个抗株与敏感株1037相比，菌落形态基本相

同，只是抗热抱子比（S/N）值在本实验条件下

略有差异。

〔四）中型发酵试验及投产

1．中型发酵试验 按前文［[71的方法先后

以384,578和708三个抗性菌株进行了500升

罐发酵试验，结果见表3。由表3可见种龄和

发酵周期已恢复正常〔，，。虽然在发酵罐内仍然

可以检出约102-3 X 104 PFu/ml的噬菌体，但

并不影响发酵进程。平均发酵单位不低于敏感

菌株1037的水平Li)0
2．投产情况 自投产以来，用10吨和28

吨发酵罐共生产了65批次，结果见表4。发酵

总平均单位为8,305/毫升，较260/Q发酵单位

提高了70 ，每吨酶制剂粮耗由原来的807公

斤降为447公斤，下降率为44.6多。由单罐发

各步的筛选效率见表1。由表1看出，溶源

性检测一步就淘汰了70外以上的溶源性菌株。

因此，这是一个很有效的方法。在筛选过程中

发现有些菌株是拟抗性菌袜[ion0

（三）抗株与出发菌株的菌落形态及抱子

表1 各筛选操作步骤的筛选效串‘〕

挑单 溶源性检测 摇瓶初筛 斜面测抗 摇瓶复筛 溶源性复测 交又抗 丝裂霖素
｝朱数 性测验 c诱导

嘴变 剂 噬 Cf1体
L NL 1荡产 低 产 R S 高 产 低 产 L NL R S R L 

FM S I )PI 150 90 60 20 40 20 0 20 0 6 1斗 5 9 2 I) 

． p p 2 3 1 0 2 4 4 6 6 1 7 4 9 1 4 3 1 4 0 8 6 6 0 3 0 

EM S pp3 ｛46 109 37 18 19 18 0 18 0 11 7 7 1 6 1 

Uv pp6 8O 66 14 6 8 6 0 6 0 4 2 t｝ 2 0 0 

uv 

合 计 686 509 177 61 116 58 3 58 0 29 29 ｝8 12 II I 

筛选效率 100 74.2 25.8 5.9 169 8．弓 0.4 吕5 0 4．2 4.2 2．5 1.7 t。6 0.15
（％）

1) L溶源性M株； NL非溶vIIllm株： R 抗性M株： s敏;A性菌株。

表2 抗株及敏感株 1'037的菌落特征和SJN位的比较

菌 株 菌落平均直径 菌 落 形 态 S／N 

（毫米）
色 泽 周 缘 折皱特征 质 地

384 2 5 浅 黄 稍 不 整 齐 同 心 ，放 射 状 干 燥 ，不 透 明 0.8！一 1.0

578 1.5-2.0 浅 黄 稍 不 整 齐 同 心 ，放 射 状 干 燥 ，不 透 明 0.83一1.0 

708 2.5 浅 黄 稍 不 整 齐 同 心 ，放 射 状 干 燥 ，不 透 明 0.81一 1.0 

1037 2.5 浅 黄 稍 不 整 齐 同 心 ，放 射 状 干 燥 ，不 透 明 0.41一 0.71
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敏感菌株10037

EM S

41 348 384

708 753 759 793 800 818

578 660

EM s

pp! PP2
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表3 抗株在S00升姚上的发酵试验情况

菌 株 批 次 平均种龄（小时） 发 酵 fa高单罐水平 吨酶粮耗

（单位／毫升） （公斤）周期（小时） 单位／毫升

38斗 5 巧 .7士 1.32 16.0士 1.5 9,085士 1,727 11,652 397 

578 2 15 20 9,534 9 夕85 377 

丁08 斗 15 .0士 2.0 22.0士 1.5 9,332士 1,806 11,060 385 

表4 10吨和20吨罐生产情况，）

菌株 生产罐（吨） 批次 平均种龄 发 酵 级高单罐水平平均发酵水平 吨酶粮耗

（小时） 〔工弃位／毫升）（单位／毫升） （公斤）
周期（小时） 单位／毫升

38斗 ｝－ 15 15 士 1.6 20 士 1.6 8,78，士 2,-137 13,826 8,195 452.8 

20 25 16士 1 .4 17士 2 7,603生 3,221 12,442 

578 1O i3 16士 1.3 21士 1.7 9,237士 1,021 10.836 8,415 442.2 

20 6 16士 2.9 16．5士 3．1 7,670士 3,223 9,777 

平 均 8,305 447.5 

1)酶收率按0.65计；献皮3斤折粮1斤。

酵最高水平及标准偏差可以看出生产还不够稳

定。大罐取样检测，噬菌体浓度变动在 1 X

103-3.7 X 104 PFu/ml范围内。发酵单位提高后，

制剂的酶活也由原来的50,000-60,000单位／
克提高到80,000-100,000单位／克，这就为细

菌碱性蛋白酶的推广应用提供了新的可能性。

比增大（12小时以后），产酶很快达到高峰；当

抗热抱子比达0.56时，发酵液酶活单位下降。

与出发菌株 1037在500升罐上的发酵进

程曲线［Ell相比，抗株578开始产酶的时间提前

了6-8小时，发酵周期由原来的25-30小时

缩短为 18-22小时。 抗株384亦表现类似特

性。所以，这些优良的生产性状似乎是这类抗株

共有的。这是否与噬菌体抗性突变同时影响了

产酶和抱子形成的正常调节机制还有待研究。
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3．抗株在发酵罐上的发酵进程 为了探索

抗株的生长特性及产酶规律，考察了抗株578在

20吨罐上的发酵进程，典型结果见图1。由图1

可见，生长、抗热抱子形成（S/N) ,pH和产酶之

间有一定的依存关系。发酵前期至中期印-10
小时），群体中的抗热抱子比一直保持在0.03

-0.1之间，并高速率产酶；当群体中抗热抱子

2斗

图1 抗株5'78在20吨罐上的发酵进程曲线

菌体生长，0. D.bso; x一x S/ N比；
发酵单位宝 pH值。


