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摘　 要　 采用双层平板法从污水处理厂曝气池中分离出一株肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 强裂解

性噬菌体ꎬ命名为 ＰＯ１５７￣Ｚꎮ 通过透射电镜、基因组酶切以及最佳感染复数、裂解曲线和酸碱

耐受性等生物学特性测定分析发现:噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 头部呈正六面体的立体对称结构ꎬ直径

约 ７０ ｎｍꎬ尾部较短ꎬ长和宽均约 １０ ｎｍ. ＥｃｏＲ Ｉ酶切表明ꎬ其核酸类型为 ｄｓＤＮＡ.该噬菌体的最

佳感染复数为 ０. ０１ꎬ其对酸碱耐受性较好ꎬ且耐受范围较宽.此外ꎬ对宿主菌的裂解曲线进一

步表明ꎬ其对大肠杆菌 Ｏ１５７ 具有高效快速的裂解作用.因此ꎬ ＰＯ１５７￣Ｚ 作为一株肠出血性大

肠杆菌 Ｏ１５７ 强裂解性噬菌体ꎬ属 ｄｓＤＮＡ短尾科噬菌体ꎬ其对宿主菌的高效裂解性以及强酸碱

耐受性等特点ꎬ为污水处理系统中大肠杆菌 Ｏ１５７ 的生物防控ꎬ提供了新思路和技术支持.
关键词　 噬菌体ꎻ 肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ꎻ 污水处理系统ꎻ 生物防治
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　 　 近年来ꎬ由于水体受到病原菌的污染ꎬ常常引

起水媒型传染性疾病的爆发[１￣２] . 而仅由水媒型

传染病导致的死亡数已达全世界总死亡人数的

４％ [３] .其中ꎬ肠出血性大肠杆菌(ＥＨＥＣ)因其具

有高致病性ꎬ严重危害人类健康ꎬ已成危害公共健

康安全的世界性问题. 自 ２０１１ 年 ５ 月中旬ꎬ德国

爆发肠出血性大肠杆菌感染到 ２０１１ 年 ６ 月 １５
日ꎬ仅仅一月ꎬ已引起 ３ ３４３ 人感染ꎬ３７ 人死亡[４] .
另有研究[５]发现ꎬ所有肠出血性大肠杆菌血清型

中以 Ｏ１５７ 的致病性最强ꎬ其在所有肠出血性大

肠杆菌引起的患病例中占有率高达 ５０％ ~ ８０％ ꎬ
是引起严重感染的最主要病菌.此外ꎬ研究者对在

美国 １９７１—２０００ 年间ꎬ因用水爆发的感染性疾病

统计研究发现ꎬ有 ６％是由肠出血性大肠杆菌引

起的[６]ꎬ而引起此疾病传播的重要原因便是污水

处理厂的污水排放.可见ꎬ严控污水处理厂中肠出

血性大肠杆菌向环境中的排放具有十分重要的现

实意义.
噬菌体生物防治技术ꎬ因其具有增殖快ꎬ高度

特异性及其他一些物理、化学防治技术无法比拟

的优点[７]ꎬ得到广泛的重视和研究. 截至目前ꎬ利
用噬菌体防治肠出血性大肠杆菌的研究工作[８￣１４]

已大量展开ꎬ但其防治研究重点主要集中于食品

和动物的感染上ꎬ而鲜有针对污水处理系统中病

原菌的防治研究工作.其中ꎬ国内目前对于噬菌体

在污水处理系统中的研究主要集中在以下两方

面:１)将噬菌体作为致病菌污染检查的指示生

物[１５]ꎻ２)将污水处理系统作为噬菌体的主要分离

源ꎬ并对所分离的黄色葡萄球菌噬菌体[１６]、鲍曼

不动杆菌噬菌体[１７]、肺炎克雷伯杆菌噬菌体[１８]、
霍乱弧菌噬菌体[１９]和沙门氏菌噬菌体[２０]ꎬ开展

对宿主菌裂解的实验性研究ꎬ其研究重点仍主要

集中在对所分离噬菌体菌株的分类鉴定和生物学

特性的检测方面. 其中ꎬＷｅｉ 等[１９]对霍乱弧菌噬

菌体和 Ｚｈａｎｇ等[２０]对沙门氏菌噬菌体的研究ꎬ均
是通过与国外合作完成ꎬ进一步比较分析了单一

噬菌体和 ２ 种或 ２ 种以上混合噬菌体制剂对相应

病原菌的防治效果差异ꎬ研究发现ꎬ２ 种或多种噬

菌体混合使用ꎬ对病原菌的防治效果更佳.而目前

国内对于利用噬菌体防治污水处理系统中肠出血

性大肠杆菌 Ｏ１５７ 的研究仍未见报道.
本研究以污水处理系统曝气池中分离筛选出

的一株肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 噬菌体为研究对

象ꎬ通过对其形态、核酸类型及其生物学特性进行

鉴定分析ꎬ研究其裂解特性ꎬ为未来污水处理系统

出水和剩余污泥中肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 的生

物防治提供技术支持.

１　 材料和方法

１. １　 材料
１. １. １　 主要试剂和仪器

ＬＢ 培 养 液、 培 养 基 按 文 献 [ ２１ ] 配 制ꎻ
ＰＥＧ８０００( Ａｍｒｅｓｃｏ公司)ꎻＤＮａｓｅ、ＲＮａｓｅＡ( Ｓｉｇｍａ
公司)ꎻ蛋白酶 Ｋ ( Ａｍｒｅｓｃｏ 公司)ꎻ ＥｃｏＲⅠ (
ＴＡＫＡＲＡ公司)ꎻ０. ２２ μｍ 微孔滤膜(上海市新亚

净化器件厂)ꎻ氯仿、平衡饱和酚(北京鼎国生物

技术有限公司)ꎻ高压灭菌锅ꎻ离心机.
１. １. ２　 实验用菌种和水样

肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７(ＥＨＥＣ Ｏ１５７)为本

室分离保存.供分离噬菌体的水样为 ２０１３ 年 １ 月

在北京市某城市污水处理厂曝气池中采集所得.
１. １. ３　 ＥＨＥＣ Ｏ１５７ 菌悬液的制备

挑取 ＥＨＥＣ Ｏ１５７ 单菌落接种到盛有 ５０ ｍＬ
ＬＢ培养液的锥形瓶中ꎬ３７ ℃摇床 １６０ ｒｐｍ振荡培

养过夜ꎬ得到宿主菌悬液.
１. ２　 噬菌体的分离鉴定

依据文献[２２]ꎬ稍作调整ꎬ取水样 ５００ ｍＬꎬ加
入固体 ＣａＣｌ２至终浓度 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ꎬ ３ ０００ ｇ离心 １０
ｍｉｎꎬ 去除较大杂质ꎬ并用 ０. ２２ μｍ微孔滤膜过滤

除菌.取 ３００ ｍＬ滤液、３００ ｍＬ ２ × ＬＢ 培养液和宿

主菌悬液 １５ ｍＬ一并加入高压灭菌后的三角烧瓶

内ꎬ３７ ℃、１２０ ｒｐｍ振荡培养 １０ ｈ后ꎬ４ ℃下 ３ ０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液 １００ ｍＬꎬ加入 １００ ｍＬ ＬＢ培

养液和 ５ ｍＬ 宿主菌悬液ꎬ在摇床 ３７ ℃、１２０ ｒｐｍ
条件下振荡培养 １２ ｈ 后ꎬ４ ℃ꎬ５ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎꎬ上清液再经微孔滤膜(０. ２２ μｍ)过滤ꎬ滤液

３１５
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即为可能含有 Ｏ１５７ 噬菌体的原液. 并采用双层

平板[ ２３ ]鉴定滤液中是否存有噬菌体ꎬ上述原液

经 １０ 倍梯度适当稀释后ꎬ取 ０. １ ｍＬ稀释液与 ０. １
ｍＬ宿主菌液混匀ꎬ并 ３７ ℃静置 １５ ｍｉｎ. 随后ꎬ加
入 ４ ｍＬ已冷却至 ４７ ℃的 ０. ７％ ＬＢ 半固体培养

基ꎬ迅速混匀倒入 ＬＢ 固体培养基上ꎬ待其凝固约

５ ｍｉｎ后ꎬ放入 ３７ ℃培养箱培养 ６ ~ ８ ｈꎬ观察是否

有噬菌斑出现.若有噬菌斑ꎬ则表明分离出相应噬

菌体ꎻ反之ꎬ则表明未分离出相应噬菌体ꎬ需重新

采样分离.
１. ３　 噬菌体的纯化

首次分离的噬菌斑ꎬ形态大小常各不相同ꎬ有
待进一步纯化. 参照文献[２１]ꎬ在有噬菌斑的双

层平板上挑取单个独立、清晰透明、形态均匀的噬

菌斑ꎬ浸置于 １ ｍＬ ＳＭ液的无菌 ＥＰ 管中ꎬ室温放

置 １ ｈ 后 ４℃放置过夜ꎬ次日取 ０. １ ｍＬ 经适当稀

释后的上述溶液ꎬ与 ０. ２ ｍＬ宿主菌悬液做双层平

板.重复此步骤 ６ ~ ７ 次ꎬ待双层平板中各噬菌斑

的形状大小基本保持一致时ꎬ即可得到纯化的噬

菌体.
１. ４　 噬菌体效价测定

将纯化后的噬菌体 ＳＭ 液做 １０ 倍梯度稀释

并取最后 ３ 个稀释度的噬菌体稀释液各 ０. １ ｍＬ
分别与宿主菌液 ０. ２ ｍＬ 混合均匀ꎬ做双层平板ꎬ
测定其效价.并且每个稀释度均需做 ３ 个平行样ꎬ
取 ３ 者平均值计数.噬菌体效价(ｐｆｕ / ｍＬ) ＝平均

噬菌斑数 ×稀释倍数 / ０. １.
１. ５　 噬菌体形态观察

取噬菌体悬液 ２０ μＬ滴于铜网上ꎬ待其自然沉

淀 １０ ｍｉｎ后ꎬ用干燥滤纸从侧面吸干ꎬ晾置约１ ｍｉｎ
后在铜网上加 １ 滴 １％醋酸双氧铀ꎬ染色 ２ ｍｉｎꎬ然
后小心使用干燥滤纸从侧面将多余染剂吸干ꎬ避光

自然晾置 ３０ ｍｉｎ后ꎬ用透射电子显微镜观察.
１. ６　 噬菌体基因组分析鉴定

参照文献[２１]ꎬ向经扩增后的噬菌体悬液加

入 ＤＮａｓｅＩ和 ＲＮａｓｅＡꎬ并在水浴锅中 ３７ ℃温育 ３０
ｍｉｎ后ꎬ加入蛋白酶 Ｋ及 ＳＤＳꎬ混匀ꎬ并 ５６ ℃温育

６０ ｍｉｎꎬ然后向消化液中加 ＮａＣｌ 溶液ꎬ混匀后ꎬ再
加入等体积的苯酚∶氯仿∶异戊醇 ( ２５∶ ２４∶ １) ꎬ反
复轻柔抽提 ２ 次ꎬ收集上清液ꎬ用经 － ２０ ℃冷冻

后无水乙醇沉淀核酸 ３０ ｍｉｎꎬ所得沉淀依次分别

用均 ４ ℃冷藏后的 ７０％乙醇和无水乙醇洗涤一

次ꎬ最后用 ＴＥ溶解沉淀ꎬ － ２０ ℃保存备用.
首 先 利 用 细 菌 通 用 引 物 ３３８ｆ ( ５ ’￣

ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ￣３ ’) 和 ５３４ｒ ( ５ ’￣
ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ￣３’)进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

扩增检测所提取的核酸中是否混有包括宿主菌及

其他细菌的基因组ꎬ以确定噬菌体核酸纯度ꎬ其中

分别设肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 基因组阴性对照

和不含噬菌体基因组的阳性对照ꎬ并均设置平行

样.并用限制性核酸内切酶 ＥｃｏＲⅠ酶切鉴定该噬

菌体核酸类型. 以上基因组分析鉴定均在电压

９０ Ｖꎬ１％琼脂糖凝胶电泳 ９０ ｍｉｎ下进行.
１. ７　 噬菌体生物学特性测定
１. ７. １　 最佳感染复数

感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ＭＯＩ)是指

初始感染时加入的噬菌体量与宿主菌量的比值ꎬ
又称感染倍数. 将经过夜培养的菌悬液以 １ ∶ １００
比例转接到 １０ ｍＬ ＬＢ培养液ꎬ３７ ℃ꎬ１７０ ｒｐｍ振荡

培养至对数前期ꎬＯＤ６００ ＝ ０. ５ꎬ并依据菌落平板计

数检测宿主菌浓度为 ２. ８４ × １０９ ｃｆｕ / ｍＬ. 分别依

照感染复数 ０. ０００ １ꎬ０. ００１ꎬ０. ０１ꎬ０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ 和

１００ 的比例加入噬菌体溶液和宿主菌ꎬ混合均匀ꎬ
并利用 ＬＢ培养基补足ꎬ使各管总体积相同.在 ３７
℃摇床中 １７０ ｒｐｍ 振荡培养 ４ ｈꎬ随后经 １０ ０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液以测定噬菌体效价.每样

均设平行ꎬ结果取平均值ꎬ最终以最高噬菌体效价

下对应的 ＭＯＩ 值为最佳感染复数. 实验重复 ３
次ꎬ并增设无噬菌体的宿主菌和无宿主菌的噬菌

体ꎬ作为 ２ 组对照.
１. ７. ２　 噬菌体对宿主菌裂解曲线

在肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 菌液中加入噬菌

体ꎬ由于噬菌体对宿主菌的裂解效用ꎬ导致菌液

ＯＤ６００值的变化. 因而ꎬ通过测定 ＯＤ６００值的变化ꎬ
可得到噬菌体对细菌的裂解效果曲线. 将经过夜

培养的 Ｏ１５７ 菌悬液以 １∶ １００ 的比例转接到装有

４００ ｍＬ ＬＢ培养基的无菌锥形瓶中ꎬ３７ ℃ １６０ ｒｐｍ
振荡培养 １. ５ ｈ(ＯＤ６００约 ０. ２ꎬ约 ７. ０１ ×１０８ ｃｆｕ / ｍＬ)ꎬ
随后将菌液平均分装到 ４ 个灭菌的 ２５０ ｍＬ 锥形

瓶中ꎬ依据最佳感染复数ꎬ向其中 ３ 个锥形瓶(平
行样)分别加入噬菌体悬液 ７ × １０８ ｐｆｕꎬ另 １ 个锥

形瓶(空白对照)加入相同体积但无噬菌体的 ＬＢ
培养液.随即置于 ３７ ℃ꎬ１６０ ｒｐｍ 摇床中振荡培

养ꎬ每隔 ２０ ｍｉｎ取样ꎬ测定 ＯＤ６００值ꎬ最终结果以 ３
个锥形瓶(平行样)均值计算.
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１. ７. ３　 噬菌体酸碱耐受性测定

噬菌体酸碱耐受性测定依照文献[２４]进行ꎬ
取 １２ 个无菌 ＥＰ 管分别加入不同 ｐＨ(１ ~ １２)的
ＬＢ培养基 ９００ μＬꎬ然后将上述 １２ 组无菌 ＥＰ 管浸

置于 ３７ ℃恒温水浴锅中ꎬ等温度平衡后加入 ０. １
ｍＬ噬菌体纯培养液(８. ６３ × １０１１ ｐｆｕ / ｍＬ)ꎬ３７ ℃恒

温作用 １６ ｈꎬ作用结束后ꎬ立即将各样品取出冰浴

至室温并做适当稀释后测定各 ｐＨ 下噬菌体效

价ꎬ实验重复 ３ 次.

２　 结果

２. １　 噬菌体噬菌斑特征及效价
本研究中分离纯化出的 １ 株肠出血性大肠杆

菌 Ｏ１５７ 噬菌体噬菌斑形态如图 １ 所示ꎬ噬菌斑

为规则圆形ꎬ形状大小均一ꎬ直径约 ４ ~ ６ ｍｍꎬ且
清晰透亮ꎬ边缘整齐ꎬ表现出明显的裂解性噬菌体

特征ꎬ且该噬菌体效价较高ꎬ单个噬菌斑经 ６ 次反

　

复纯化后ꎬ平均效价可高达 ８. ７ × １０１１ ｐｆｕ / ｍＬ (见
表 １).暂且将该噬菌体命名为 ＰＯ１５７￣Ｚ. 纯化后

噬菌体菌液一部分于 ４ ℃冰箱保存使用ꎬ另一部

分存于 ４０％甘油中并 － ７０ ℃冷冻保存.

图 １　 噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 噬菌斑

Ｆｉｇ. １　 Ｐｌａｑｕｅｓ ｏｆ ＥＨＥＣ Ｏ１５７ ｐｈａｇｅ ＰＯ１５７￣Ｚ
　

表 １　 ＰＯ１５７￣Ｚ 噬菌体效价测定(纯化 ６ 次)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＰＯ１５７￣Ｚ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅａｔｉｎｇ ｐｌａｑｕｅ ａｓｓａｙ ｓｉｘ ｔｉｍｅｓ

稀释倍数 效价 / (ｐｆｕ / ｍＬ) 平均效价 / (ｐｆｕ / ｍＬ) 平行样间方差

１０ － １０ １􀆰 １０Ｅ ＋ １２ ８􀆰 ００Ｅ ＋ １１ ７􀆰 ００Ｅ ＋ １１ ８􀆰 ６７Ｅ ＋ １１ １􀆰 ２０Ｅ ＋ １１
１０ － ９ ８􀆰 ４０Ｅ ＋ １１ １􀆰 ０４Ｅ ＋ １２ ９􀆰 ３０Ｅ ＋ １１ ９􀆰 ３７Ｅ ＋ １１ ５􀆰 ７８Ｅ ＋ １０
１０ － ８ ８􀆰 ４８Ｅ ＋ １１ ９􀆰 ２８Ｅ ＋ １１ ６􀆰 ４０Ｅ ＋ １１ ８􀆰 ０５Ｅ ＋ １１ ８􀆰 ５８Ｅ ＋ １０

２. ２　 噬菌体透射电镜观察
利用透射电子显微镜对纯化后的噬菌体

ＰＯ１５７￣Ｚ进行形态观察ꎬ由图 ２ 透射电镜照片可

见ꎬ噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ的头部呈现正六面体的立体

对称形状ꎬ头部直径约 ７０ ｎｍꎬ其尾部较短ꎬ长约

１０ ｎｍꎬ直径约 １０ ｎｍꎬ据国际病毒分类学组织

(ＩＣＴＶ) 病毒分类第 ８ 次报告[ ２５ ]ꎬ可初步将

ＰＯ１５７￣Ｚ噬菌体归类为短尾噬菌体科.

图 ２　 噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 电镜照片

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＰＯ１５７￣Ｚ
　

２􀆰 ３　 噬菌体核酸纯度分析及酶切鉴定
对所提取的噬菌体基因组中细菌(宿主菌及

混入的其他杂菌)基因进行 ＰＣＲ 扩增检测时发

现:噬菌体基因组 ２ 平行样(Ｚ１ / Ｚ２)均未出现亮

条带ꎬ而阴性对照宿主菌 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｏ１５７ 基因(Ｅ１ /
Ｅ２)正常显示出亮条带ꎬ阳性空白对照(Ｃ１ / Ｃ２)
未显现出 ２ 条带(图 ３).可见ꎬ所提取的噬菌体基

因组中不含有宿主菌及其他细菌基因ꎬ纯度高.随
后ꎬ利用 ＤＮＡ限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ酶切鉴定噬

菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ基因组的核酸类型. 结果如图 ４ 所

示ꎬ未经 ＥｃｏＲ Ｉ酶切的噬菌体基因组(Ｚ)始终保

持单一条带ꎬ而从 Ｅ１、Ｅ２ 和 Ｅ３ 这 ３ 组平行样的

条带来看ꎬＥｃｏＲ Ｉ 可将噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 基因组酶

切成 ５ 条不同大小的基因片段ꎬ从各条带大小可

推测 ＰＯ１５７￣Ｚ 基因组约 ４０ Ｋｂꎬ同时由于 ＥｃｏＲ Ｉ
为 ＤＮＡ双链内切酶ꎬ则表明该噬菌体基因组应为

双链 ＤＮＡꎬ且存有多个 ＥｃｏＲ Ｉ酶切位点.
２. ４　 最佳感染复数

将噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ和大肠杆菌 Ｏ１５７ 以不同

比例混合培养 ４ ｈꎬ大肠杆菌 Ｏ１５７ 被充分裂解ꎬ培
养液变得澄清后ꎬ分别测定各管中噬菌体效价ꎬ结
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图 ３　 噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 基因组中细菌基因 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ. ３　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｈａｇｅ ＰＯ１５７￣Ｚ ｇｅｎｏｍｅ
　

图 ４　 噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 基因组 ＥｃｏＲⅠ酶切电泳

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＰＯ１５７￣Ｚ
ｇｅｎｏｍｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥｃｏＲ Ｉ

　

果如表 ２ 所示.当 ＭＯＩ ＝ ０. ０１ 时ꎬ噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ
感染宿主菌肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 产生的子代

噬菌体效价为 ９. ３ × １０１１ ｐｆｕ / ｍｌꎬ为最高感染率.
因而ꎬＰＯ１５７￣Ｚ感染肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 的最

佳感染复数为 ０. ０１.

表 ２　 噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 最佳感染复数的测定

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ (ＭＯＩ) ｏｆ ｐｈａｇｅ ＰＯ１５７￣Ｚ

管号
细菌数 /
１０１０ ｃｆｕ

噬菌体数 /
ｐｆｕ

感染复数
ＭＯＩ

４ｈ后效价 /
(１０１１ ｐｆｕ / ｍＬ)

１ ３ ３ × １０１２ １００ １􀆰 ２
２ ３ ３ × １０１１ １０ ２􀆰 １
３ ３ ３ × １０１０ １ ３􀆰 ７
４ ３ ３ × １０９ ０􀆰 １ ６􀆰 ４
５ ３ ３ × １０８ ０􀆰 ０１ ９􀆰 ３
６ ３ ３ × １０７ ０􀆰 ００１ ７􀆰 ５
７ ３ ３ × １０６ ０􀆰 ０００ １ ４􀆰 ２

２. ５　 噬菌体对肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 的

裂解曲线
从噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 对肠出血性大肠杆菌

Ｏ１５７ 的裂解曲线(图 ５)来看ꎬ自 ＰＯ１５７￣Ｚ噬菌体

投加至肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 菌液ꎬ作用约 ２０
ｍｉｎ后即表现出较明显的裂解效果ꎬ再持续作用

约 ２０ ｍｉｎ 后 ＯＤ６００值基本降至最低约 ０. ０５ꎬ此时

混合菌液最为澄清并保持约 ２ ｈ 后ꎬ吸光度出现

升高趋势ꎬ混合菌液逐渐开始变得浑浊ꎬ再持续作

用 ４ ｈ后ꎬ混合菌液浊度变得愈加明显ꎬ直至连续

作用到 １０. ５ ｈ后混合菌液 ＯＤ６００达到最高约 １. ８ꎬ
与对照组相近.引起以上不同变化的原因可能是:
在前 ２０ ｍｉｎꎬ由于噬菌体投加至菌悬液后仍处于

对宿主菌的吸附和侵染阶段ꎬ只有少部分噬菌体

开始裂解宿主菌ꎬ因此ꎬ其裂解的宿主菌量远远小

于宿主菌增长量ꎬ因此ꎬＯＤ６００在投加噬菌体后的

前 ２０ ｍｉｎ内依旧保持上升ꎬ而伴随噬菌体数量的

指数增殖ꎬ２０ ｍｉｎ后ꎬ裂解细菌的量开始大于细菌

的增殖速度ꎬ所以 ＯＤ６００值出现下降并正逐渐降至

较低水平ꎬ混合液表现出澄清透明ꎬＯＤ６００值降至最

小ꎻ然而持续作用约 ２ ｈ 后ꎬ混合液出现返浊ꎬ据其

他报道可能是原敏感宿主菌被裂解ꎬ被突变的耐受

菌所取代的一种“菌群交替” [２ ６ ]ꎬ因而主要以抗性

菌群存在为主.因此ꎬ为获取高效价噬菌体ꎬ则应将

混合菌液控制在最澄清至刚好出现返浊之前这一

段时间范围内ꎬ以免影响噬菌体的效价.

图 ５　 噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 肠出血性

大肠杆菌 Ｏ１５７ 的裂解曲线

Ｆｉｇ. ５　 Ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＥＨＥＣ Ｏ１５７ ｌｙｓｅｄ ｂｙ ｐｈａｇｅ ＰＯ１５７￣Ｚ
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２. ６　 噬菌体的酸碱耐受性测定
从噬菌体对酸碱的耐受性(图 ６)来看ꎬ噬菌

体 ＰＯ１５７￣Ｚ的酸碱耐受性较好ꎬ耐受范围较宽ꎬ
其在 ｐＨ ６ ~ １０ 的效价最高ꎬ可在 １０１０ ｐｆｕ / ｍＬ 以

上.整体来看ꎬ该噬菌体具有一定的嗜碱性ꎬ相比

于在酸性环境中ꎬ其在碱性条件下ꎬ活性更佳ꎬ其
中 ｐＨ为 ８ 时ꎬ活性最好ꎬ效价可达 ６. ６７ × １０１０

ｐｆｕ / ｍＬꎻ而 ｐＨ低于 ６ 或高于 ９ 时ꎬ噬菌体效价下

降明显ꎬ但在 ｐＨ 为 １ ~ ３ 的强酸性和 ｐＨ 为 １１ ~
１２ 的强碱性环境中ꎬ噬菌体仍能存活ꎬ且其效价

可保持在 １０６ ｐｆｕ / ｍＬ 以上ꎬ可见其具有一定的强

酸和强碱耐受性.

图 ６　 噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 的酸碱耐受性

Ｆｉｇ. ６　 Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＰＯ１５７￣Ｚ ｔｏ ａｃｉｄｉｔｙ ａｎｄ ａｌｋａｌｉｎｉｔｙ
　

３　 讨论

通常裂解性噬菌体裂解宿主菌后ꎬ可在双层

平板培养基上留下的噬菌斑透明清晰ꎬ而温和噬

菌体则主要是将其基因整合到宿主菌染色体中而

一般不会裂解宿主菌ꎬ因而在双层平板培养基上

只能形成浑浊半透明状的噬菌斑.因此ꎬ由双层平

板培养基上噬菌斑的特点即可初步判断噬菌体的

类型.本研究中ꎬ噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 感染肠出血性

大肠杆菌 Ｏ１５７ 后形成的噬菌斑为清晰透明的圆

形ꎬ表现出明显的烈性噬菌体噬菌斑的特征.有研

究表明ꎬ一个裂解性噬菌体重复感染相应宿主菌

４ 个周期后ꎬ产生的子代数量已可杀灭高达 １０ 亿

个的宿主菌[６] . 此外ꎬ通过对噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 的

透射电镜观察及对其基因组作进一步的 ＤＮＡ 限

制性内切酶酶切分析ꎬ可初步确定 ＰＯ１５７￣Ｚ 为双

链 ＤＮＡ短尾科噬菌体.但如果还需将 ＰＯ１５７￣Ｚ噬

菌体的分类确定到属ꎬ则还需对其全基因组序列

进行比对及蛋白功能相似性等进一步的分析后方

可确定[２７] .
噬菌体感染复数作为衡量噬菌体投入与产出

的重要生物指标ꎬ其值过高或过低ꎬ都会降低噬菌

体子代的扩增效率ꎬ即存在一个最佳感染复数的

问题.本研究测得噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 对宿主菌的最

佳感染复数为 ０. ０１ꎬ即 １００ 个细菌只需用 １ 个噬

菌体感染即可获得最佳的产量和侵染效果. 这也

与其他研究[８ꎬ １２￣１３]结果相一致ꎬ表明少量的噬菌

体即可高效快速地裂解肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７
并获得指数增殖.最佳感染复数的确定ꎬ对于进一

步优化噬菌体的纯化、功能蛋白的制备、核酸提取

及噬菌体的生物改造等方面具有重要的研究

意义.
从噬菌体吸附宿主菌到噬菌体子代的裂解释

放就是一个爆发过程. 而此爆发过程的长短及爆

发量的大小将极大影响病原菌的防治效果. 从本

研究中噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 对肠出血性大肠杆菌

Ｏ１５７ 的裂解曲线可以看出ꎬ仅作用约 ２０ ｍｉｎ 后

即表现出较明显的裂解效果ꎬ再持续作用约 ２０
ｍｉｎ后ꎬ宿主菌数量就基本缩减至最低.可见其爆

发过程较短ꎬ表明ꎬ该噬菌体可在短时间内产生更

多的子代噬菌体来吸附和裂解更多的宿主菌ꎬ极
大地提高了病原菌防治的高效性. 尤其面对病原

菌的突然爆发ꎬ可迅速高效地利用噬菌体对其进

行控制ꎬ可见其在肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 的防

治中具有良好的应用前景.
另一方面ꎬ噬菌体对宿主菌的裂解效果除与

噬菌体和宿主菌自身有关外ꎬ还与外界环境有关ꎬ
如 ｐＨ值的变化ꎬ可引起二者表面电荷变化ꎬ影响

噬菌体的正常吸附ꎬ进而改变其与宿主菌的作用

关系ꎬ最终影响噬菌体的裂解效果.本研究发现ꎬ
噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ的酸碱耐受性较好ꎬ其在 ｐＨ ６ ~
１０ 的活性较好ꎬ且在 ｐＨ 为 １ ~ ３ 的酸性和 ｐＨ 为

１１ ~ １２ 的碱性环境中ꎬ噬菌体仍维持有较高活

性ꎬ可见其在强酸和强碱中仍具有较好的耐受性.
良好的特性将有助于保障噬菌体制剂在经进一步

制备和加工中ꎬ基本不会因酸碱环境的变化而

失活.
但本研究仍发现ꎬ已经被噬菌体裂解澄清的

液体培养基继续培养一段时间后又逐渐返浊. 究
其原因可能是敏感细菌被裂解后ꎬ不敏感细菌逐

渐繁殖生长成为优势菌株细菌ꎬ建立了在其裂解

周期中所有阶段抵抗噬菌体破坏的机制ꎬ即对噬

７１５



中国科学院大学学报 第 ３２ 卷

菌体产生了耐受性.鉴于培养基中噬菌体 ＰＯ１５７￣
Ｚ对肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 作用一段时间后ꎬ有
产生抗性的情况出现ꎬ则将来在小试污水处理系

统中模拟应用噬菌体防治病原菌研究中ꎬ可通过

尝试改变噬菌体的投加量、水力停留时间、流速等

参数调节ꎬ从而避免出现抗性菌群的大量增殖ꎬ进
而保证病原菌的最佳去除效果及持续时间ꎻ另一

方面ꎬ相较于在实验室的密闭培养基中ꎬ病原菌在

水环境中的含量相对较小ꎬ抗性菌群增殖的数量

也相对较少且所需时间更长ꎬ则噬菌体更有可能

将病原菌数量控制在更低数量以下ꎬ保证水环境

的安全性.
而且ꎬ噬菌体在食品、水产以及畜牧等领域中

治疗细菌感染尤其是耐药菌感染的防治效果已在

大量动物等临床试验中得到充分肯定ꎬ并积攒有

良好的实验和理论基础.但同时ꎬ我们也看到噬菌

体在用于临床等细菌性感染疾病的治疗过程中ꎬ
仍面临诸多亟待解决的问题.可见ꎬ既然现阶段无

法直接利用相关医疗技术或噬菌体制剂来治疗病

原菌引发的疾病ꎬ那更应该尝试利用噬菌体控制

病原菌的进一步传播ꎬ以减小危害的扩大化. 同
时ꎬ对噬菌体生物学特性及其基因组信息等分子

生物学层面的全面且深入的调查研究更是研发噬

菌体生物制剂的首要前提ꎬ因此ꎬ本研究通过分离

和鉴定肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７ 噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚꎬ
并对其主要生物学特性和基因组类型方面进行了

初步的分析研究.接下来ꎬ将继续对该噬菌体的基

因组信息进行深入全面的研究ꎬ为其成为防治污

水处理系统中高致病菌肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７
的新型生物制剂提供实验技术及理论指导.

４　 结论

１)噬菌体 ＰＯ１５７￣Ｚ 头部呈现正六面体的立

体对称ꎬ直径约 ７０ ｎｍꎬ尾部较短ꎬ长约 １０ ｎｍꎬ宽
约 １０ ｎｍꎬ为短尾噬菌体科.
２)酶切结果表明ꎬＰＯ１５７￣Ｚ 基因组可被 ＤＮＡ

双链限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ 切成多个片段ꎬ进一步

表明ꎬ该噬菌体核酸类型为双链 ＤＮＡꎬ基因组大

小约 ４０ Ｋｂ.
３)生物学基本特性测定发现ꎬ该噬菌体的最

佳感染复数为 ０. ０１ꎬ感染效率较高ꎬ且具有良好

的酸碱耐受性ꎬｐＨ耐受范围较宽ꎬ其中 ｐＨ ６ ~ １０
的效价最高ꎬ可达 １０１０ ｐｆｕ / ｍＬ 以上ꎬ并且在 １ ~ ３

的强酸性和 １１ ~ １２ 的强碱性环境中ꎬ噬菌体仍能

保持一定的活性ꎬ显示出优良的强酸和强碱耐

受性.
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