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限制和修饰（*564*+<4+%8 =8> ?%>+@+<=4+%8，ABC）系统是指由限制性内切酶和甲基化酶组成的单亚基或
多亚基复合酶系统，两者通常成对出现，具有相同的 D,(识别位点，其作用相反。ABC系统在原核生物
中普遍存在，在保护细胞免遭外源病毒侵害方面具有重要作用［-］。

作为发酵剂的乳酸乳球菌在乳制品发酵中具有重要作用，但这类菌株极易遭受噬菌体感染，导致菌

株产酸力降低，甚至发酵失败，造成严重的经济损失。所以在乳制品发酵过程中防止噬菌体感染就成为

十分重要的问题。

通过自然筛选或诱变处理等手段筛选噬菌体不敏感突变株以及利用基因克隆技术构建抗噬菌株菌

株在发酵过程中起到了良好的抗噬菌体感染效果［"，;］。质粒 )2E9// 分离于乳酪发酵剂乳酸乳球菌
（!"#$%#%##&’ ("#$)’ 6FG6)’ #*+,%*)’）E9/［!］，发现携带有一种新的编码限制和修饰（ABC）系统的基因 !("HI1
II［9］（J58H=8K注册号为 (L;!M#M-），本文通过电转化方法将 ABC系统 !("HIII导入到不同的乳酸乳球菌
中，分析含有 ABC系统 !("HIII的工程菌株对噬菌体的抗性。

# 材料和方法

#$# 菌株、噬菌体和培养基
-N-N- 菌株和噬菌体：本实验所有菌株和噬菌体列表于 -。
-N-N" 培养基：乳酸乳球菌培养基（JC-M）为 C-M培养基（D+@<%），加 #N9O葡萄糖；转化培养基（PJC-M）
为 C-M培养基，加 -O葡萄糖，"N9??%&BQ CRS&"，"N9??%&BQ S=S&"，9!RB?Q氯霉素；噬菌体感染培养基为

JC-M培养基加 9??%&BQ S=S&"。

#$% 质粒 &’(的提取
! ’ !"#$)’ 培养到指数生长期，离心收集菌体。菌体细胞用 -#?RB?Q溶菌酶 ;MT酶解 "#?+8，用 JI(1

JU, )&=6?+> C+8+1)*5) K+4（S7=46V%*47，WP(），按照实验说明提取质粒 D,(。
#$) 噬菌体效价（*++,-,*.-/ 0+ 1234,.5，678）的测定
噬菌体在抗性菌株中的噬菌斑数与在敏感菌株中的噬菌斑数之比，敏感菌株的 UXY为 -。噬菌斑

的测定采用双层平板法。

#$9 电转化
参见 Z%&%和 ,56的方法［/］。电穿孔仪为 J585 YF&65*（H+%A=>公司产品），脉冲参数 -N"9K$B??，"9!L

和 "##"。



表 ! 实验所用菌株和噬菌体

菌株和噬菌体 相关特性 来源

! ! "#$%&’

"#$ %&’()*+,-. )*+-,& /,*0 1(.*,2.3 2.-)1,’) ［44］

564$47 8.-)1,’9:+33，0;)* :;+ <=$ -&’ >? )23>,3) ［4?］

%@47A= BC23 % DE5 )C)*31 >0+;1;);1-. .;>-*3’，0;)* :;+ F.@$G，F%@ $$，F%@4GA ［4=］

H->*3+,;20-I3)

)J4 K1-..，,);13*+,>903-’3’ <=$ )23>,3) ［47］

2? K1-..，,);13*+,>903-’3’ <=$ )23>,3) LF*-,&3’ :+;1 B D M.-3&0-113+

NN#A K1-..，,);13*+,>903-’3’ <=$ )23>,3) LF*-,&3’ :+;1 O O;)320)3&

>? 8+;.-*3903-’3’，>? )23>,3) LF*-,&3’ :+;1 B D M.-3&0-113+

(.=$ K1-..，,);13*+,>903-’3’ 8==# )23>,3) ［4#］

P=A K1-..，,);13*+,>903-’3’ 8==# )23>,3) ［4#］

P== K1-..，,);13*+,>903-’3’ 8==# )23>,3) ［4#］

F%@$$ K1-..，,);13*+,>903-’3’ <=$ )23>,3) LF*-,&3’ :+;1 O O;)320)3&

F%@4GA K1-..，,);13*+,>903-’3’ <=$ )23>,3) LF*-,&3’ :+;1 O O;)320)3&

F%@$G 8+;.-*3903-’3’，>? )23>,3) LF*-,&3’ :+;1 O O;)320)3&

QR8Q74? S&J&;/& )23>,3) LF*-,&3’ :+;1 Q0+ !R-&)3& TEK!

QR8Q=U4 S&J&;/& )23>,3) R!+)0;.1，V3&1-+J

QR8Q=U? S&J&;/& )23>,3)

" 结果

"#! 含有 $%&系统 !"#’(((的菌株对噬菌体的抗性
DE5系统 !"#H%%%基因位于质粒 2O"#$$上，在转化实验中为了易于筛选含有 DE5系统 !"#H%%%的转

化子，将 2O"#$$ VWT经 ("#%内切酶不完全消化，所得片段与来自于质粒 2XQ#的氯霉素抗性基因 Q-*连
接，构建了携带有完整 DE5系统 !"#H%%%又具有氯霉素抗性标志的质粒 2OM4［#］。
将质粒 2OM4分别转化到无质粒且噬菌体敏感的菌株 ! ! "#$%&’ 564$47和无质粒且携带有染色体编

码的 DE5系统 %型的菌株 ! ! "#$%&’ %@47A=中，在含有氯霉素平板上选取菌落，测定转化子对噬菌体的抗
性。

菌株 ! ! "#$%&’ 564$47是圆头状噬菌体 )J4，2?，NN#A和长头状噬菌体 >?的寄主菌，用 ! ! "#$%&’ 564$47
释放的噬菌体感染转化子 564$47［2OM4］，结果菌株 564$47［2OM4］表现出对四种噬菌体具有一定的抗
生，其 YL8值相同，约为 4AZ =，结果见表 ?。菌株 ! ! "#$%&’ %@47A=与 564$47具有较高的相似形，并且都不
含有质粒。K>0;(.3+ )% #" !（4<<U）发现菌株 %@47A=携带有染色体编码的 *C23 % DE5系统，表现弱噬菌体抗
性（YL8为 4AZ 4 [ 4AZ ?）［G］。将质粒 2OM4转化到 ! ! "#$%&’ %@47A=菌株中，得到转化子 %@47A=［2OM4］对 <=$
类型中的圆头状噬菌体 F%@$$、F%@4GA限制作用大幅度提高，YL8为 4AZ #；对 >?类型中的长头状噬菌体
F%@$G的作用由弱抗性提高到中抗性（YL8由 4AZ 4降低到 ?\# ] 4AZ =），说明基因 !"#H%%%的导入，增强了菌
株 %@47A=对噬菌体的抗性。
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表 ! 含有质粒 !"#"的转化子对噬菌体的抗性

噬菌体 种
噬菌体效价

$%&’&( $%&’&(［!"#&］ )*&(+, )*&(+,［!"#&］

-.& /,’ & ,0+ 1 &+ 2 , 34 34
!5 /,’ & 50+ 1 &+ 2 , 34 34
667+ /,’ & ’0+ 1 &+ 2 , 34 34

8)*’’ /,’ 34 34 & 505 1 &+ 2 7

8)*&9+ /,’ 34 34 & 70, 1 &+ 2 7

:5 :5 & & 05 1 &+ 2 , 34 34
8)*’9 :5 34 34 & 507 1 &+ 2 ,

34 ;<=>- >? @<A<:AB?>0

CD< EFG H<I< => =J<I=K< ?L =A M<=-A ADI<< B>@<!<>@<>A @<A<I;B>=AB?>-0

!#! $%&系统 !"#’(((与流产感染 $%&)机制的协同效应
质粒 !NO’+&携带有流产感染基因 !"#P（"?-<!D-<> "提供），将质粒 !"#&转化到含有流产感染质粒

!NO’+&的菌株 $ 0 %&’(#) $%&’&(［!NO’+&］中，测定所得转化子对噬菌体 -.&、:5的抗性。结果表 ,所示。

表 * Q%$系统 $%&R)))与流产感染基因 !"#P的协同作用

菌株
噬菌体效价

-.& :5

$%&’&( & &

$%&’&(［!NO’+&］ 5S& 1 &+ 2 , ,S5 1 &+ 2 5

$%&’&(［!"#&］ 5S, 1 &+ 2 , &S& 1 &+ 2 ,

$%&’&(［!NO’+& T !"#&］ &S7 1 &+ 2 7 7S5 1 &+ 2 (

CD< EFG H<I< => =J<I=K< ?L =A M<=-A ADI<< B>@<!<>@<>A @<A<I;B>=AB?>-0

表 , 结果表明，质粒 !"#& 的导入，
使菌株 $%&’&(［!NO’+&］对圆头状噬菌
体 -.&和长头状噬茵体抗性分别提高了
&++倍，也就是说，由于 QU$系统 $%&R)))
中甲基化酶的识别错误，修饰了侵入噬

菌体 43N的限制性内切酶的酶切位点，
或噬菌体的突变，逃脱了体内 $%&R)))限
制性内切酶的切割作用，而欲生长繁殖，

却被流产感染机制 !"#P所阻断，表现出
两者的“协同作用”。

!#* 含有 $%&系统 !"#’(((的工业菌株对噬菌体的抗性
$ 0 %&’(#) P$VW’和 $ 0 %&’(#) XYXX55W&是工业生产乳酪的常用菌株，P$VW’又是 G,,7类型噬菌体的

表 + 菌株 P$V,-、XYXX!!,"及其转化子对噬菌体的抗性

噬菌体
噬菌体效价

P$VW’ P$VW’［!"#&］ XYXX55W& XYXX55W&［!"#&］

V,+ & 5S5 1 &+ 2 , 34 34

V,, & &SW 1 &+ 2 , 34 34

ZM,’ & &S+ 1 &+ 2 , 34 34

XYGX(&5 34 34 & 5S( 1 &+ 2 7

XYGXW,& 34 34 & ,S+ 1 &+ 2 7

XYGXW,5 34 34 & 7S5 1 &+ 2 7

34 ;<=>- >? @<A<:AB?>0
EFG H<I< => =J<I=K< ?L =A M<=-A ADI<< B>@<!<>@<>A @<A<I;B>=AB?>-0
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寄主菌，! ! "#$%&’ "#""$$%&是噬菌体 "#’"(&$，"#’"%)&和 "#’"%)$的寄主菌。将质粒 *+,&分别转
化到菌株 ! ! "#$%&’ -./%0和 ! ! "#$%&’ "#""$$%&中，所得转化子对噬菌体的抗性结果见表 (。
由表 (可知，含有质粒 *+,&的菌株 -./%0［*+,&］对 ’))1类型中噬菌体的 23’与 .4&0&(［*+,&］对

5)0类型中噬菌体的 23’相同，为 &67 )；而菌株 "#""$$%&［*+,&］对原始菌株 "#""$$%& 繁育的噬菌体

23’为 8 &67 1，其抗性高于对 ’))1和 5)0类型噬菌体的 &66倍，表现出 9:.系统 !"#;<<<能够赋予菌株

"#""$$%&极强的抗噬菌体性能。

! 讨论

在乳制品发酵过程中，感染噬菌体的种类是多种多样的，根据 =>?同源性分为 &$大类型（@*ABCA@），
分布比较普遍的只有 )种类型，小圆头 5)0类噬菌体、长头状 B$类噬菌体和圆头状 ’))1类噬菌体［%］。
将携带有 !"#;<<<基因的质粒 *+,&转化到不同的乳酸乳球菌中，所得菌株表现出对这 )种类型中的噬菌
体具有一定抗性，尤其对菌株 <D&(6)和 "#""$$%&繁育的噬菌体抗性较强，表明了 9:.系统 !"#;<<<在构
建抗噬菌体工业菌株中具有良好的应用潜力。

由于乳制品生产的原料牛奶通常采用巴氏消毒，不能彻底杀死噬菌体，使得生产菌株总是受到噬菌

体的威胁。在长期的噬菌体存在压力下，有些乳酸菌自身携带了一些抗性基因，根据菌株与噬菌体作用

方式的不同，抗性机制分为四类：噬菌体吸附障碍，=>?侵入抑制，限制修饰系统和流产感染机制，这些
抗性机制大部分由质粒基因编码，少数位于染色体上［5］。! ! "#$%&’ @EF@*! "#$%&’ .2$是从乳酪混合发酵剂
中分离的一株具有较强噬菌体抗性的野生菌株，含有多个质粒，其中在质粒上携带一个吸附障碍、两个

9:.系统和两个流产感染［&6］本文表 $和表 )结果表明，当 9:.系统 !"#;<<<基因与菌株 <D&(6)的 9:.系
统基因和菌株 .4&0&(［*?G06&］的流产感染基因 ()&-在细胞内同时存在时，对噬菌体的抗性表现出“协
同效应”。这一结果与 +H@A*I@AJ +（&556）将三种编码不同的 9:.抗性机制的质粒共转化到乳酸乳球菌

.4&)&0时构建的抗噬菌体菌株结论一致［&&］，并证明了采用共转化法将 !"#;<<<基因与其它抗性基因转
化到同一株乳酸菌中以构建抗噬菌体工业菌株是可行的。但是本方法的不足是有些质粒间往往存在着

复制的不兼容性而导致菌株遗传性状的不稳定，所以在采用质粒的共转化时应考虑质粒间的兼容性。

将 9:.系统 !"#;<<<与氯霉素抗生基因连接构建质粒 *+,&，只是为了筛选方便，如将 9:. 系统

!"#;<<<应用于工业生产菌株的构建，需要与食品级载体连接或自然存在质粒 *+G100的直接转化，这方
面工作正在进行中。
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!1月 !51 未定

杨瑞馥

周 方

1!1=AA0@8404

1!1=AA0@8A14

中国微生物学会成立五

十周年纪念大会及学术

年会

中国微生物学会 !!月 511 3 911 北京 肖昌松 1!1=A544@A22

第九届杀虫微生物学术

研讨会

中国微生物学会农业微生

物专业委员会
未定 !11 湖南 李 俊 1!1=A80!8215
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