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摘 要：以福堤霉素 .产生菌##小单孢菌 !%%$"菌株为指示菌，从土壤中分离得到三株噬菌体：!J.K"、!J.K1
和!J.K00。三株噬菌体的寄主专一性较强，在测试的 0)株放线菌菌株中，三株噬菌体能感染小单孢菌 !%%$"菌株
和 .6L6%0菌株，!J.K1和!J.K00还能感染蔷薇小单孢菌（!"#$%&%’%()%$* )+$)$,*）。三株噬菌体都是由多面体的
头部和尾部组成；形成噬菌斑时培养基中适宜的 M9$ N、LO$ N浓度分别为 #$8L和 #%8L；!J.K"在储存液中适宜的
PJ范围为 & ( 0$，而其它两株噬菌体的适宜的 PJ范围为 & ( 0%；在储存过程中三株噬菌体适宜的温度范围为
$’ ( #"Q，经 &%Q保温 #%8:,后，除!J.K"仍有 )#R活力之外，其它两株噬菌体全部失活。限制性内切酶酶切结果
表明：三株噬菌体基因组 ST.均为双链 ST.；基因组大小分别约为 &%UV、)’UV和 ))UV。高压脉冲电泳结果揭示：三
株噬菌体基因组 ST.均具有粘性末端。
关键词：小单孢菌 !%%$"菌株；噬菌体；福堤霉素 .
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小单孢菌属稀有放线菌，可产生庆大霉素、紫苏

霉素、福堤霉素 . 等多种抗生素［0］。近年来，就找
到新抗生素的数目而言，它已超过链霉菌而跃居首

位。小单孢菌产生的抗生素结构类型多种多样，其

中还包括一些具有独特结构的抗生素，如含有不饱

和双键结构的紫苏霉素、含有 0，!6二氨基环多醇假
双糖结构的福堤霉素 .［$］。小单孢菌 !%%$"菌株产
生的抗生素##福堤霉素 .具有广谱的抗菌活性，
对包括耐酸性在内的革兰氏阳性细菌和阴性细菌有

较强的抑杀作用；毒性实验表明：肾毒性较低，比丁

胺卡那霉素低得多，尤其是耳毒性在氨基糖苷类抗

生素中最低［#］。

放线菌噬菌体的研究已有 )%多年的历史，主要
集中于链霉菌噬菌体。直到 01"" 年才报道第一株
小单孢菌噬菌体［!］，随后仅有几株小单孢菌噬菌体

被分离［)，&，"，’］。此外，小单孢菌有效的基因克隆系

统尚未建立。因此，分离小单孢菌 !%%$" 菌株的噬
菌体对研究小单孢菌噬菌体和发展适合于小单孢菌

的基因克隆载体有着重要意义的。本文以小单孢菌

!%%$"菌株为指示菌从土壤中分离获得三株噬菌
体，并对三株噬菌体的生物学及其基因组特性进行

了研究。

% 材料和方法
%&% 材料
%&%&% 菌株和噬菌体：本项研究所用到的小单孢菌

和其它放线菌菌株及其来源见表 !；!J.K#［1］为广
寄主范围的链霉菌噬菌体。

%&%&# 主要试剂和仪器：4! ST.连接酶、限制性内
切酶、X98VE9Y-"’E"、0UVX9EE-Z 购自 49[9\9 公司；
MJ7]6S\ "脉冲场电泳系统购自 /:?6\9E公司。
%&%&’ 溶液和培养基：溶液的配制参见文献［00］，
培养基的配制参见文献［0%］。
%&# 噬菌体的分离
分离噬菌体的土样分别来自几种不同类型的土

壤，噬菌体分离、纯化和富集参照文献［00］进行。
%&’ 噬菌体 ()*的提取
参见文献［00］所述方法。

%&! 寄主范围的测定方法
采用双层平板法［00］和点滴法［00］进行。

%&+ 高压脉冲电泳分离噬菌体 ()*
参见文献［00］所描述的方法进行。

%&, 噬菌体的电子显微镜观察
参见文献［00］进行操作。

# 结果
#&% 噬菌体的分离纯化
根据小单孢菌的生活习性，从不同地方采集土

样，分别浸泡在 S:<F?营养肉汤（ST/）中并接入小单
孢菌 !%%$"菌株的孢子，用不同土样浸出液分别感
染小单孢菌 !%%$"菌株。其中有 #种土样浸出液感
染的平板上有噬菌斑，分别挑出几个单斑进行分离



纯化 ! 代后，提取纯化噬菌体的 "#$，经 !"#!和
$%&"酶切，与链霉菌噬菌体#%$&!［’］的酶切带谱
进行比较（图 (），并与文献报道的小单孢菌噬菌
体［)—*］的酶切结果进行比较，结果表明：新分离的几

株噬菌体 "#$酶切带谱与文献报道的小单孢菌噬
菌体以及链霉菌噬菌体#%$&!是不一样的，并且新
分离的几株噬菌体之间的酶切带谱和基因组大小也

有所不同，表明它们为 !株不同的噬菌体，分别命名
为：#%$&+、#%$&’和#%$&((。

图 ! 三株噬菌体限制性内切酶酶切图谱
,-./( 012345 6718-1. 9: ;<=55 ><7.5 "#$?/ @715 A，! 718 B 7=5 ;<5
6718-1. >7;;5=1? 9: ;<=55 ><7.5? "#$ 8-.5?;58 C-;< !"#!（#%$&+，
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>7;;5=1? 9: ;<=55 ><7.5? "#$ 8-.5?;58 C-;< $%&"（#%$&+，#%$&’，

#%$&((）， =5?>5D;-E5F3/ @715 ( 718 ) 7=5 ;<5 6718-1. >7;;5=1? 9:

#%$&!［’］"#$ 8-.5?;58 C-;< !"#!718 $%&"，=5?>5D;-E5F3/ H<7.5$"#$
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"#" 噬菌体粒子和噬菌斑的形态
电镜照片显示（图 A），三株噬菌体均由多面体

的头部和尾部组成。形态相似，大小略有差异。与

大多数已知的链霉菌噬菌体和大肠杆菌$噬菌体相
似，由长尾和多面体头部组成。

三株噬菌体感染小单孢菌 BLLA+菌株所形成的
噬菌斑都比较小，直径为 (44左右，园形透明、边缘
清晰。

三株噬菌体不仅能感染小单孢菌 BLLA+菌株的
孢子还能感染小单孢菌 BLLA+菌株的菌丝体，感染
小单孢菌 BLLA+菌株的菌丝体所形成的噬菌斑在形
态上与感染小单孢菌 BLLA+菌株的孢子所形成的噬
菌斑十分相似，但成斑时间差异很大，感染小单孢菌

BLLA+菌株的孢子出斑时间为 +A<左右，感染菌丝体
出斑时间仅为 AL<左右。
"#$ 噬菌体贮存稳定性
在 BM条件下，将 !噬菌体分别悬浮于 "-:D9营

图 " 三株噬菌体粒子电镜照片
,-./ A 0F5D;=91 4-D=9.=7>< 9: ;<=55 ><7.5? #%$&+，#%$&’ 718
#%$&((N

养肉汤（"#O）中贮存 ! 个月后，噬菌体#%$&+、
#%$&’和#%$&(( 的效价分别下降到初始效价的
A’NGP、*+NLP和 *’NBP。表明在 BM条件下，噬菌
体#%$&’和#%$&((贮存在 "#O培养基中是非常
稳定的，而#%$&+稳定性较差。
"#% &’值对噬菌体活力的影响
以小单孢菌 BLLA+ 菌株的孢子为指示菌，测定

>%值对噬菌体存活率的影响。将一定效价的噬菌
体悬浮于不同 >%值的 "#O中处理 A<后测定其效
价，以形成的噬菌斑数目为活力指标。结果表明，

#%$&+在 >%值为 G Q (A时，噬菌体效价基本不变；
>%值为 B和 (B时，噬菌体效价分别下降到初始效价
的 G*P和 G!P；>%值为 A时，观察不到噬菌斑。其它
两株噬菌体在 >%值为 G Q (L时，噬菌体效价基本不
变；>%值为 B或 (A时，噬菌体效价下降到初始效价
的 (LP以下，>%值为 A或 (B时，观察不到噬菌斑。
"#( 噬菌体对温度的耐受能力
测定温度对噬菌体存活的影响，将三株噬菌体

悬液分别在 A*M、!+M、BLM和 GLM保温 !L4-1后，
再感染小单孢菌 BLLA+ 菌株的孢子。经 A*M或
!+M保温后，三株噬菌体效价变化不大；经 BLM保
温后，三株噬菌体效价分别下降到初始效价的

)+P、(AN)P和 BN!P；经 GLM保温后，#%$&+ 的效
价下降到初始效价的 )!P，而其它两株噬菌体则全
部失活。表明#%$&+比#%$&’和#%$&((对高温
的耐受能力强。

"#) 二阶阳离子对噬菌体成斑的影响
二阶阳离子（如 R7A S 和 I.A S）是多数放线菌成

斑所需要的。在 "-:D9 营养琼脂（"#$）中加入不同

!*B李晓华等：小单孢菌 BLLA+菌株噬菌体的分离及其生物学特性的研究 / T微生物学报（ALL+）B+（!）



浓度的 !"# $或 %&# $，观察不同浓度的 !"# $或 %&# $

对噬菌斑形态和成斑效率的影响。!"（’()）# 和

%&*(+ 的 浓 度 分 别 变 动 于 , - +.//0123 和
, - +,//0123之间对噬菌体效价有一些影响（表 4、表
#）。因此，在常规测定时，选用 !"# $和 %&# $浓度分
别为 )#//0123 和 ),//0123。在 56780 营养琼脂
（5’9）中加入不同浓度的 !"# $和 %&# $，三株噬菌体
形成的噬菌斑都是园形，边缘清晰。

表 ! ［"#$%］对噬菌斑形成的影响
（此时 &’(中［)*$%］为 !+,,-./0）

:";1< 4 =77<8>? 07［!"#$］0@ A1"BC< 70D/">60@ 0@ !"#$%&%’%()%$*

!
!!

?AE +,,#F
#（!"# $ ）
2（//0123）

:6><D（ G 4,H IJK2/3）
!L9KF !L9KM!L9K44

#（!"# $ ）
2（//0123）

:6><D（ G 4,H IJK2/3）
!L9KF !L9KM !!! L9K44

!!, FM 4# N #+ 4,# ## 4M

!!. .# 4N 4, )# 44, #. #H
4N M. #4 4+ +, M) #H 4F

表 $ ［)*$%］对噬菌斑形成的影响
（此时 &’(中［"#$%］为 1,,-./0）

:";1< # =77<8>? 07［%&#$］0@ A1"BC< 70D/">60@ 0@ !"#$%&%’%()%$*

!
!!

?AE +,,#F
#（%&# $ ）
2（//0123）

:6><D（ G 4,H IJK 2/3）
!L9KF !L9KM !L9K44

#（%&# $ ）
2（//0123）

:6><D（ G 4,H IJK 2/3）
!L9KF !L9KM !!! L9K44

!!, MH 4# H ), 44. )H #F

!!4, 4,M #4 . +, 44, #. #N
#, 444 #H #,

$23 噬菌体基因组限制性内切酶酶切分析和基因
组大小

用限制性内切酶对三株噬菌体基因组进行酶切

分析表明，三株噬菌体基因组均为双链 5’9。用几
种不同的限制酶内切酶酶切噬菌体 5’9时，酶切带
谱明显不同（表 )），与文献报道的小单孢菌噬菌
体［H - .］5’9的酶切图谱相比可以看出：它们明显不
同于文献报道的小单孢菌噬菌体。用连接酶连接后

的噬菌体 5’9进行高压脉冲电泳，结果显示它们均
形成串联体（图 )），表明三株噬菌体 5’9均携带粘
性末端。根据三株噬菌体 5’9高压脉冲电泳结果
和噬菌体 5’9被几种限制性内切酶酶切后凝胶电
泳结果确定：三株噬菌体基因组大小分别约为

N,O;、H.O;和 HHO;。
表 4 噬菌体!5(63、!5(67和!5(6!! &’(

限制性内切酶酶切分析

:";1< ) P<?>D68>60@ <@QR/<? "@"1R?6? 07 AS"&<!L9KF、!L9KM

"@T!L9K44 5’9
P<?>D68>60@
<@QR/<?

’C/;<D 07 7D"&/<@>?
!L9KF !L9KM !L9K44

+#%P" "H "4, ")
,-*" "4# "4# "44

.*&L" "4M "4H "4+
./-# "4) "4N "4#
0*-" ")) "), ")+
123# "#4 "#+ "4N

U<@0/< ?6Q<2O; N, H. HH

图 4 三株噬菌体 &’(高压脉冲电泳带谱
J6&E) *<A"D">60@ 07 >S< 80@8"></<D? 07 >SD<< AS"&< 5’9? 0@ IJU=E
IS"&< 5’9? V"? >D<"><T V6>S :+ 5’9 16&"?<，>S<@ ?<A"D"><T 0@ IJU=E
:S< 1"TT<D 07 /C1>6/<D? 07 >SD<< AS"&< 5’9?（3"@< 4：!L9KF；3"@< #：
!L9KM；3"@< )：!L9K44）0@ IJU= 6@T68"><T >S"> >SD<< AS"&< 5’9?
80@>"6@ #%( <@T?E 3"@< %4 "@T %# "D< 04$)4%&5#6( AS"&<!L9K)［.］5’9
（8"E H4O;）"@T !"#$%&%’%()%$* AS"&<!L9K.［M］5’9（8"E +#WHO;）
"? ?6Q< ?>"@T"DT，D<?A<8>6X<1RE :S< DC@ >6/< V"? 4HWHS "> NY8/Z 4 V6>S "
H[N,? ?V6>8S >6/< "> "@ 6@81CT<T "@&1< 07 4#, E

$21 噬菌体的寄主范围
分别用五株链霉菌、四株诺卡氏菌、五株小单孢

菌和一株地中海拟无枝酸菌作为指示菌测定三株噬

菌体的寄主范围。结果如表 +所示，三株噬菌体都
能感染小单孢菌 +,,#F菌株和 9[%[,4菌株，!L9KM
和!L9K44还能感染蔷薇小单孢菌（!"#$%&%’%()%$*
)3$)$6*）的孢子，表明它们的寄主专一性较强。用菌
丝体作为指示菌，三株噬菌体均能感染 +,,#F的菌
丝体，而不能感染 9[%[,4的菌丝体。

表 8 三株噬菌体的寄主范围
:";1< + :S< S0?> D"@&< 07 >SD<< AS"&<?

*>D"6@?
I1"BC< 70D/">60@

!L9KF !L9KM !L9K44
*0CD8<

04$6)4%&5#6( #"4$%7-3%$6(#6’( Z Z Z LE *8SD</A7
04$6)4%&5#6( #%6-"#%-%$ 9)（#） Z Z Z \0S@ ]@@<? !<@>D<
04$6)4%&5#6( #%6-"#%-% \4H,4 Z Z Z \0S@ ]@@<? !<@>D<
04$6)4%&5#6( -"2"8*’( ^_4 Z Z Z *>0D<T 6@ >S6? 1";
04$6)4%&5#6( 2"’*#*3( Z Z Z LE *8SD</A7
9&5#%-*4%)("( &68"46$$*’6" Z Z Z \0S@ ]@@<? !<@>D<
:%#*$8"* 6$54;$%)%-"( Z Z Z LE *8SD</A7
:%#*$8"* $3<6$ Z Z Z LE *8SD</A7
:%#*$8"* 9,4N Z Z Z *>0D<T 6@ >S6? 1";
:%#*$8"* 9[’[,4 Z Z Z *>0D<T 6@ >S6? 1";

!"#$%&%’%()%$* () E +,,#F $ $ $ *S"@&S"6 ]@?>6>C>< 07
IS"D/"8<C>68"1 ]@TC?>DR

!"#$%&%’%()%$* #;*-#6* 9,4H Z Z Z *>0D<T 6@ >S6? 1";
!"#$%&%’%()%$* 9[%[,4 $ $ $ *>0D<T 6@ >S6? 1";
!"#$%&%’%()%$* )3$)3$6* Z $ $ LE *8SD</A7
!"#$%&%’%()%$* $%(6* 9#,,, Z Z Z \0S@ ]@@<? !<@>D<

4 讨论
三株噬菌体都含有 #%( 位点，暗示它们可能采

用类似（噬菌体的包装方式组装噬菌体。

在已报道的放线菌噬菌体，有些除了能感染孢

子以外，还可以感染寄主的菌丝体。所分离的三株

+.+ 3] _6"0[SC" 64 *- E 29#4* !"#$%<"%-%/"#* 0"’"#*（#,,F）+F（)）



噬菌体均能感染小单孢菌 !""#$的菌丝体，而且形
成噬菌斑的周期较感染孢子时大大缩短，感染孢子

需要 % & !天才能形成噬菌斑，而感染菌丝体只需过
夜培养后即可看到噬菌斑，这对于难以形成大量孢

子的小单孢菌 !""#$来说，无疑是提供了极大的方
便和可操作性，但并非敏感菌的菌丝体均可被其相

应的噬菌体所感染。

噬菌体感染细菌具有高度特异性，一方面，细菌

易受环境影响而改变表面受体的结构，噬菌体通过

改变自己识别蛋白质的结构，继续识别各自特异的

受体细菌，达到区别不同株系的水平，如!’($!可感
染大肠杆菌 )株，而不感染大肠杆菌其它的株系，
另一方面，寄主菌体内的限制!修饰系统是保证噬
菌体特异性感染的另一因素。三株噬菌体都能感染

小单孢菌 *+,+"( 的孢子，而不能感染小单孢菌 *+
,+"(的菌丝体。存在两种可能的原因："菌丝体表
面没有噬菌体所识别的受体蛋白，而孢子的表面有

噬菌体所识别的受体蛋白；#噬菌体只能从宿主孢
子萌发的芽管进入宿主细胞。
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