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用 PCR法检测苏云金杆菌的溶原性噬菌体
*

廖　威 1, 2 , 宋少云 1 , 陈维春 1 , 薛清华1 , 孙　钒1 , 艾云灿 1 , 庞　义 1

(1. 中山大学生命科学学院有害生物控制与资源利用国家重点实验室 , 广东 广州 510275;
2. 广西职业技术学院 , 广西 南宁 530226)

摘　要:根据苏云金杆菌 (Bacillus thuringiensis, B. t) 溶原性噬菌体 G IL01 (GenBank Accession Numbe r:

A J536703)的同源序列设计一对引物 , 用 35株 B. t标准菌株和生产菌株 MZ1 (血清型 H3a3b) 的过夜培养物作

模板 , 结果有 16株菌株包括 MZ1能扩增出大小约为 750 bp的预期产物 , 推测这 16株菌为溶原菌。MZ1菌株的

过夜培养液与指示菌 ZK1 (血清型 H25) 混匀并在双层琼脂上培养 12 h后出现了滴度为 2 ×107 pfu的噬菌斑 ,

从而证明生产菌株 MZ1确为溶原菌;又以 G IL01同源性较高的其它四个基因设计引物 , 分别以 MZ1的培养物及

其溶原性噬菌体基因组为模板进行 PCR扩增 , 结果两者得到几乎一致的带型 , 进一步证明了生产菌株 MZ1为溶

原菌 , 说明利用 PCR法检测鉴定苏云金杆菌的溶原性是可行的。比较指示菌方法 、 直接电镜法和 DNA鉴定法 ,

PCR法快速简便 , 对 B. t生产上快速检测其溶原性噬菌体有实用意义。
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　　苏云金杆菌 (Bacillus thuringiensis, B. t)作为

不污染环境而又高效的生物杀虫剂已经广泛地投入

生产应用之中。在发酵生产中由溶原性噬菌体引起

的发酵倒罐率轻者为 15% ～ 30%, 重者达 50% ～

80%, 甚至导致工业的破产 , 故溶原性噬菌体已成

为 B. t发酵工业的最大危害。溶原菌广泛分布于自

然界中 , 苏云金杆菌有 80%是溶原菌
[ 1]
。

检测细菌的溶原菌最常使用的方法是指示菌 ,

该方法简便可靠 , 使用广泛 , 但是寻找指示菌需要

大量的工作 , 且有一定的偶然性;也可以将菌株诱

导液直接用电镜观察噬菌体颗粒 , 但此法需要一定

浓度和纯度的噬菌体 , 低浓度时不一定能够检测得

到 , 且需时较长
[ 2]
。为了弥补以上方法的不足 ,

本文报道了使用 PCR方法快捷地检测苏云金杆菌

的溶原性噬菌体 , 此研究既能为生产上防治溶原性

噬菌体提供科学依据 , 又能为研究其分子生物学和

生理学准备了试验材料。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌种　35株苏云金杆菌标准菌株以及指示

菌 ZK1 (血清型 H25)为本实验室保藏 , 来自巴斯

德研究所;生产菌株 MZ1 (血清型 H3a3b)由广东

梅县某公司提供。

1.1.2　培养基　LB肉汤培养基 , 按余茂效方法配

制
[ 3]
。

1.1.3　主要试剂与药品　M itomycin C和 Taq酶购

自 Roche公司;DNA marker购自 P romega公司;限

制性内切核酸酶 E coRⅠ和 Hind Ⅲ 均购自 TaK aRa

公司 。

1.2　方法

1.2.1　苏云金杆菌的纯化方法　平板划线法去除

杂菌 , 按诸葛健的方法进行
[ 4]
。苏云金杆菌夹带

噬菌体的去除方法:取一环菌株斜面培养物 , 悬浮

到 3mL LB液体培养基中 , 悬浮液水浴 80 ℃, 20

m in后上摇床培养过夜 , 作为 PCR反应的模板。

1.2.2　引物及 PCR反应
[ 5]
　根据 Mahillon发表的

噬菌体 (GenBank登录号为 A J536703)基因序列

中同源性较高的 5个基因设计出五对引物 (表 1),

其中 P4引物用于扩增 35株标准菌株和生产菌株

MZ1, 所有引物用于 MZ1及其溶原性噬菌体基因

组 DNA的扩增 。 PCR的反应条件:94 ℃, 5 m in;

94 ℃, 1m in;48 ℃, 1m in;72 ℃, 1m in;35个循

环 , 最后 72℃延伸 10 m in。

1.2.3　生产菌株培养液的诱导　纯培养物接种 LB

肉汤 , 28 ℃振荡培养过夜;以 1%的接种量转接到
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表 1　用于检测 B . t溶原性的 PCR引物

Tab. 1　L ist of the prim e rs used fo r PCR

序号 基因位置 引物 1 引物 2

P1 ORF1 AATTGTCCAGTTTATTTTTATTTTCCA ATGAGTTAAAAAACGAACAAGCGTTTT

P2 ORF5 AAGAAACTTAATTCACCTAATAGTTCTTTC ATGATGACTACTACTAATAGAAAAAAGCGT

P3 ORF6 TAACAACTGGATGGCTCTAGGTCTTTG ATGTTGACGCCAAGGGAACAGGATACGTTA

P4 ORF25 ACTTGCTTCAACTTGTCGTTTAGTTTG ATGGCTTTAGATGTTAGACCATTCATA

P5 ORF30 TAAATATTCACCTTCCACAT ATGGGTGTAATAGCTGATTT

新鲜 LB肉汤中 , 培养 8 h至生长对数期;加入

M itomycin C至终质量浓度为 0.5 μg /mL, 继续振

荡培养 4 h, 4 000 r /m in离心 20 m in, 上清液经

M illipo re (0.45 μm)滤膜除菌 , 滤液即可用指示

菌来检测其中有无噬菌体感染性颗粒的存在。

1.2.4　用指示菌检测生产菌株溶原性噬菌体的方

法　双层琼脂制作法按 Adams方法进行
[ 6]
;噬菌

体滴度的测定法按余茂效和司樨东方法进行
[ 3]
。

1.2.5　生产菌株溶原性噬菌体 DNA的抽提及其酶

切鉴定方法 　噬菌体的分离和纯化方法按

Sambrook的方法进行
[ 7]
。平板冲洗液噬菌体的纯

化方法按 Lazarevic的方法进行
[ 8]
。平板冲洗液噬

菌体核酸的直接提取方法按 M ahillon的方法进

行
[ 9]
。噬菌体核酸酶切及电泳方法按奥斯伯的方

法进行
[ 10]
。

1.2.6　检测生产菌株溶原性噬菌体的方法　结合

DNA鉴定法 , 采用 5条引物进行 PCR扩增检测生

产菌株溶原性噬菌体 , 即以生产菌株 MZ1的噬菌

体基因组 DNA和 MZ1的过夜培养物作为模板 , 用

表 1的 5对引物同时作 PCR的反应 , 条件和操作

同方法 1.2.5。

2　结　果

2.1　P4引物的 PCR扩增结果

以 P4引物扩增 35株标准菌株和生产菌株 MZ1

所得的 PCR反应结果见图 1。在 36株菌株中有 16

株菌株 (包括 MZ1)能扩增出 750 bp左右的预期

大小的片段 , 说明这些菌株的基因组中含有与所设

引物的溶原性噬菌体基因相同的序列 , 这 16株菌

株可能是溶源菌 , B . t细菌染色体中可能携带有噬

菌体基因组。

图 1　35株 B. t标准菌株和生产菌株 MZ1的 PCR扩增电泳图谱

F ig. 1　PCR produc ts ofB. t standa rd stra ins and stra in MZ1

No.1 - 35 (A, B, C, D, E):standa rd stra ins;No. 36 (E):strain MZ1

1:H2 , finitim us;2:H8a8c , ostriniae;3:HM9, tolworth i;4:H1 , thuring iensis;5:H3a3b3c , kurstak i;6:H12 ,

thompsoni;7:H14 , israelensi;8:H4a4c , kenyae;9:H32 , cam eroun;10:H6 , entom ocidus;11:H33 , leesis;12:

H7 , aizawa i;13:H25 , coreanensis;14:H8a8b , m orrisoni 15:H10a10b , darm stadiensis;16:H11a11b , toumanoffi;17:

H15 , dakota; 18:H16 , indiana; 19:H36 , ma laysiensis; 20:H17 , tohokuensis 21:H21 , colm eri; 22:H38 ,

oswaldocruzi;23:H40 , huazhongensis;24:H24a24b , neoleonensis;25:H27 , mexicanensis;26:H31 , toguchini;27:

H35 , seou lensis;28:H37 , anda luciensis;29:H42 , jinghongiensis;30:H43 , guiyangiensis;31:H41 , sooncheon;

32:H
47
, wra tislaviensis;33:H

44
, higo;34:H

46
, chanpaisis;35:H

48
, ba learica
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经克隆测序 , 所得片段的基本序列如下:

ATGGCTTTAGATGTTAGACCATTCATAAACGAC

GCCCAACGAATCCAAAAAGAAACAGGAATCCC

TGCTTCTATTATTCTAGGTCAAATGGTCTTTGAA

TCTAGTGGTAGCAACCCCGGTGGAATGTCCGGA

CTTGCCTATAACTCGAAAAATTTATTTGGTATCA

AAGGTGTAGGACCTGCCGGGACAACGACTGTAT

GGTCAATGGAATACGACAAAGGTGGTGGACGTG

TTTCCGGATTCCGGAAATACAATTCTTATTACGA

ATCCATGCTTGACCATGCACGACTCTTACAAAC

ACCGCGCTATGCTTCCCAACTACAAAACGCGAA

AACATTCGAGGATTTCGCGCGCGGGATTAAGGC

GGGCGGATACGCAACTGACCCGAATTATGCGGG

GCAACTGATTTCTATTATTAAACAAAATGGATTA

GATAAGTACGACGGCGGGACGCCATACACCGGA

GAAGGAAGCGTTCCTGCTGGTGGAGGGAGTGAT

AAACGTGGAATATTCACAAGCGTCGCTAATGGTG

TCATTCGTGCCTTGCTTATTCTATTGGCTTTTGTGG

CTTGTGTTCTCTTTTTTGCCAAGGCATTCCCGCAA

GTGGAAGCTACGGCAAAGAGTGGAGCAAAGAAA

GTTACAAAGTCTTCCCCACGATCTAAGGGATATA

AAAAAGTAAAACCGAAAGGCGGTGCTACGAATG

GCGGAACTACAGGGACTCAAACTAAACGACAAG

TTGAAGCAAGTATATGA.

2.2　生产菌株培养液的诱导及指示菌检测溶原性

噬菌体的结果

生产菌株 MZ1经 M itomycin C诱导得到诱导液

后 , 取 5μL该诱导液和 200μL指示菌 ZK1的过夜

培养物混匀后铺在已经有下层培养基的培养皿上 ,

28 ℃培育 12 h, 结果出现了大量的噬菌体斑:斑

点透明 , 形状圆形 , 边缘整齐 , 直径约为 3 mm

(图 2A)。经计算 , 滴度为 2×10
7
pfu。由此可见 ,

生产菌株能被诱导释放出噬菌体感染颗粒 , 随后该

颗粒感染指示菌并增殖直至裂解指示菌而成为斑

点 。故生产菌株 MZ1可鉴定为溶原菌 , 这与 PCR

的结果相符 , 从而证明 PCR检测结果的正确性。

2.3　生产菌株溶原性噬菌体 DNA的提取及其酶切

鉴定结果

诱导的离心上清液经 M illipore (0.45 μm)滤

膜除菌 , 滤过后加 RNA酶和 DNA酶分别至终质量

浓度为 20 μg /mL;37 ℃水浴 30 m in。加入 w =

10% PEG 6000和 0.5 mol /L N aC l, 4 ℃过夜 , 离心

去上清 , 沉淀物用 pH 7.5, 0.01 mo l /L TE缓冲液

配成悬液 , 用 TE饱和的苯酚抽提 2 ～ 3次 , 再用

乙醚萃取残留的苯酚 , 减压去除乙醚 , 用冷乙醇沉

淀 , - 20 ℃过夜 , 离心去上清液 , 沉淀物溶于 TE

缓冲液中 , 取样进行 EcoR I和 Hind Ⅲ双酶切。琼

脂糖电泳结果显示噬菌体的基因组 , 其大小约为

15 kb左右 (图 2B)。

图 2　MZ1噬菌体斑点及其基因组酶切图谱

F ig.2　P laque from MZ1 and its phage genom ic restriction map

A:p laques fromMZ1, B:phage genom e and its fragm entsw ithH in d

Ⅲ /EcoRⅠ (M:H in dⅢ - lam bda DNA m arker; lane 1:phage

genome, lane 2:enzymosis of phage genom e)

2.4　PCR方法检测生产菌株溶原性噬菌体的结果

以 5条引物同时扩增生产菌株 MZ1及其噬菌

体基因组 DNA模板 , 结果显示两种摸板的扩增带

型基本一致 (图 3), 说明 MZ1的染色体中含有与

噬菌体 G IL01某些序列相同的片段 , 可能是溶原性

噬菌体整合在菌株的基因组中 , 由此既证明了生产

菌株为溶原菌 , 又进一步说明了 PCR检测方法的

可行性。

图 3　噬菌体基因组及菌株 MZ1培养液的

PCR扩增产物的电泳图谱

F ig. 3　Agaro se-gel e lec tropho resis o f PCR products

from phage DNA andMZ1

A:phage DNA;B:MZ1; lane

M:M arke r DL2000;lane 1 - 5:P1 , P2 , P3 , P4 , P5

3　讨　论

在本研究中 , 快速 PCR方法是以 B. t的培养

液为模板进行扩增的 , 而噬菌体 DNA的 PCR反应

是以生产菌株的溶原性噬菌体 DNA为模板进行扩

增的 。前者快捷后者费时 , 但后者更能说明问题。

指示菌法能直接证明生产菌株 MZ1的溶原性 , 与

用快捷 PCR方法扩增得出来的结果相吻合 , 说明
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快捷 PCR扩增法对检测鉴定生产菌株以及其它 B . t

菌株为溶原菌是可行的;并且从对生产菌株过夜培

养液及从中提取得到的噬菌体 DNA作为模板的

PCR扩增电泳结果中可以看出 , 快捷 PCR方法有

较高的可靠性。

PCR作为一种 DNA鉴定法已经在很多领域上

使用。溶原性噬菌体已成为 B . t发酵工业的首要危

害 , 将 PCR的方法应用在苏云金杆菌溶原性噬菌

体的快速鉴定上 , 过去没见报道。使用指示菌的方

法虽然简便灵敏 , 但是指示菌的获得有一定的偶然

性;电镜观察法虽然也快捷明了 , 但该法需要有一

定浓度和纯度的噬菌体 , 并且受设备条件的限制;

而噬菌体完整 DNA的检测方法则需耗费较长时间

提取噬菌体的核酸。 PCR法只需通过 3 h的扩增反

应 , 就能提供灵敏而可靠的信号 , 并从分子水平上

区分噬菌体的种类。因此 , 本研究有一定的理论及

实际生产意义。
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Abstract:A cco rding to one conse rved sequences of phage G IL01 from Bacillus thuringiensis (B . t), a pair o f

primers w as designed. W ith ove rnigh t cu ltivations of 35B . t standard strains and one fe rmenta tive strain MZ1 as

temp lates, PCR resu lts show ed that 16 strains, which may be lysogen ic strains, produced the productw ith the size

about 750 bp as anticipated. Among them stra inMZ1 had been confirmed a lysogenic stra in by indicator stra in ZK1

after produc ing phage plaques induced by M itomycin C. Tw o temp lates o f ove rnight cu ltivation and its DNA from

strainMZ1w ere then amplified in the same time w ith five pairs of primers designed from the same phage, and the

same products w ere obtained, suggesting tha t stra in MZ1 w as also confirmed a lysogenic stra in by PCR me thod.

Compa red w ith othe rme thods to detectB . t lysogeny, PCR is simple r and less time com sum ing. In particular, it is

a practica lmethod fo r the qu ick de tec tion inB . t fermen tation.

Key words:Bacillus thuringiensis (B. t);lysogeny;bacte riophage
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