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　 　 摘要:　 以从患羔羊痢疾的羔羊粪便中分离的 １ 株大肠杆菌为宿主菌ꎬ从污水中分离纯化 １ 株烈性大肠杆菌

特异性噬菌体φＰＴＫꎬ并对其生物学特性进行研究ꎬ为研制一种替代抗生素的有效生物防治方法提供资源ꎮ 双层琼

脂平板培养后ꎬ噬菌斑呈现清晰透明、边缘光滑的圆形ꎬ直径 ２~ ３ ｍｍꎮ 噬菌体φＰＴＫ生物学特性试验结果表明:
φＰＴＫ对大肠杆菌的最佳感染复数为０.０００ １ꎻφＰＴＫ吸附和感染宿主菌的潜伏期为 １５ ｍｉｎꎬ裂解期约 １９５ ｍｉｎꎬ裂解量

９３ꎻ噬菌体浓缩液经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析可以观察到至少 ６ 条蛋白质条带ꎬ相对分子质量为 ２.５×１０４ ~ １.８×１０５ꎬ说明其

蛋白质外壳至少含有 ６ 个结构蛋白ꎻ在 ３０~９０ ℃范围内φＰＴＫ的裂解活性均较强ꎬ３０~４０ ℃时活性最高ꎬ９０ ℃处理

９０ ｍｉｎ 后仍然具有较强的活性ꎻ对酸碱的耐受力较强ꎬｐＨ 值在５ 至９ 范围内均有较强的裂解活性ꎬ当 ｐＨ 值超过 ９
后活性较低ꎻ对紫外线的耐受能力较强ꎬ经紫外线照射 ８ ｈ 后仍然具有较强的裂解能力ꎮ 这株烈性大肠杆菌特异性

噬菌体φＰＴＫ最佳感染复数较小ꎬ吸附和感染宿主菌的潜伏期短ꎬ裂解能力强ꎬ杀菌效果好ꎬ有较强的环境适应能

力ꎬ具有研发成为有效防治羔羊大肠杆菌病的生物杀菌制剂的潜力ꎮ
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ｔｅｎｃｙ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ａｂｏｕｔ １５ ｍｉｎ ａｎｄ ａ ｂｕｒｓｔ ｐｈａｓｅ ｔｉｍｅ ｏｆ １９５ ｍｉｎ ａｎｄ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｂｕｒｓｔ ｓｉｚｅ ｗａｓ ９３. Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏ￣
ｔｅｏｍｅ ｏｆ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ ａｔ ｌｅａｓｔ ｓｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓ ｏｆ ２.５×１０４－１.８×１０５ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ ｈａｄ ａｔ ｌｅａｓｔ ｓｉｘ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ３０￣９０ ℃ꎬ

φＰＴＫ ｈａｄ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ
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　 　 陕北白绒山羊是以陕北黑山羊为母本、辽宁绒山

羊为父本历经 ２５ 年培育而成ꎬ是农业部 ２００３ 年审定

的绒肉兼用型绒山羊新品种ꎬ以陕北绒山羊为主的羊

产业已经成为陕北地区(榆林、延安)以及周边地区

(山西部分县区)农业发展和农牧民增收的主导产业ꎬ
在区域经济发展、农牧民增收和维持社会稳定方面具

有不可替代的重要作用[１]ꎮ 然而ꎬ一到冬春季节或者

气温多变时期ꎬ大肠杆菌病肆虐ꎬ导致羔羊腹泻、败血

症ꎬ甚至死亡ꎬ给养羊户带来巨大的经济损失ꎮ 目前ꎬ
对于细菌病的治疗手段是使用抗生素ꎬ虽然有些抗生

素(土霉素、磺胺类药物等)能治疗这种疾病ꎬ但是不

能解决根本问题ꎮ 由于对抗生素的过度依赖ꎬ耐药菌

株不断出现ꎬ甚至出现一些超级耐药细菌ꎬ滥用抗生

素还会导致抗生素在动物体内残留ꎬ从而威胁人类健

康[２]ꎮ 因此ꎬ抗生素使用问题已成为影响畜禽健康养

殖发展的一个制约因素ꎬ寻找替代抗生素的生物防治

方法或者探索无抗生素养殖的新途径是未来畜牧业

发展的一个趋势ꎮ 噬菌体是一类细菌病毒ꎬ能够感染

并裂解细菌ꎬ利用噬菌体治疗鸡伤寒和人杆菌性痢

疾ꎬ都取得了比较理想的效果[３]ꎮ 特别是噬菌体本身

没有毒性、特异性强以及不破坏正常微生态菌群的安

全性ꎬ是替代抗生素的首选生物杀菌制剂[４]ꎮ 一直以

来ꎬ对于噬菌体的研究大多针对牛[５￣６]、绵羊[７] 和

鸡[８￣９]等ꎬ对于山羊的相关研究还比较匮乏ꎮ Ｒａｙａ 等

报道ꎬ利用大肠杆菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７特异性噬菌体 ＣＥＶ１ 和

ＣＥＶ２ 能够显著减少绵羊肠道(盲肠、直肠)病菌数

量ꎬ并且没有出现任何副作用[１０]ꎮ Ｃａｌｌａｗａｙ 等报道联

合 ８ 种不同噬菌体能够显著减少牛胃肠道及粪便中

病菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７数量[１１]ꎮ 另外ꎬ很多研究证实ꎬ噬菌体

也能够显著降低反刍动物瘤胃 中 Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ 数

量[１０ꎬ １２￣１３]ꎮ 很多研究试验和临床应用结果表明ꎬ噬菌

体可以替代抗生素ꎬ作为治疗细菌性疾病的一种比较

理想的潜在选择[１４￣１６]ꎮ 尽管国外对于绵羊致病性大

肠杆菌特异性噬菌体的研究较多ꎬ但是对于绒山羊源

大肠杆菌的噬菌体研究还未见报道ꎬ而且至今也没有

研制出合适的生物制剂ꎮ 国内对于绒山羊羔羊大肠

杆菌特异性噬菌体的研究很少ꎮ 所以ꎬ本研究从患羔

羊痢疾的羔羊粪便中分离的 １ 株大肠杆菌为宿主菌ꎬ
从污水中分离纯化大肠杆菌特异性噬菌体ꎬ对其生物

学特性进行研究ꎬ为进一步研究噬菌体及其编码蛋白

(裂解酶、穿孔素)作为生物防治制剂提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 菌株和污水 　 致病性大肠杆菌菌株分离自

患痢疾的陕北白绒山羊羔羊粪便ꎬ本实验室保存ꎮ
从榆林市榆阳区污水处理厂采集污水样品ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 ＬＢ 液体培养基(１００ ｍｌ):１􀆰 ０ ｇ
蛋白胨、０􀆰 ５ ｇ 酵母浸粉、１􀆰 ０ ｇ 氯化钠ꎬ１２１ ℃高压

灭菌 ２０ ｍｉｎꎻＬＢ 固体培养基:ＬＢ 液体培养基中加入

１􀆰 ５％的琼脂粉ꎻＬＢ 半固体培养基:ＬＢ 液体培养基

中加入 ０􀆰 ５％琼脂粉ꎮ 其他试剂有 ＳＭ 缓冲液(ＮａＣｌ
５􀆰 ８ ｇꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ２􀆰 ０ ｇꎬ １ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ
(ｐＨ７􀆰 ５)５０ ｍｌꎬ ２％明胶 ５ ｍｌꎬ ｄｄＨ２Ｏ 补足至１ ０００
ｍｌ)、聚乙二醇(ＰＥＧ)８０００、丙烯酰胺(Ａｃｒ)、亚甲双

丙烯酰胺(Ｂｉｓ)、１􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ( ｐＨ８􀆰 ８)、１􀆰 ０
ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ( ｐＨ６􀆰 ８)、１０％ ＳＤＳ、１０％过硫酸铵

(ＡＰ)、５×ＳＤＳ 电泳上样缓冲液、考马斯亮兰 Ｒ￣２５０
染色液、脱色液、ＤＬ １５ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(ＴａＫａＲａ)和
ＰａｇｅＲｕｌｅｒＴＭ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌａｄｄｅｒ (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ２６６１６) ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 污水预处理 　 用多层纱布对采集的污水进

行初过滤ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ用 ０􀆰 ２２ μｍ
的一次性滤器过滤上清液得到噬菌体滤液ꎮ
１.２.２ 噬菌体增殖　 将大肠杆菌划线纯化后ꎬ挑取单

菌落接种到 １００ ｍｌ ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ
过夜培养后备用ꎮ 取 ２ ｍｌ 宿主菌(对数生长期)与
２００ ｍｌ 噬菌体滤液混合后同时加入到 ２００ ｍｌ ＬＢ 液

体培养基中ꎬ３７ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ培养过夜ꎬ４ ℃、１２ ０００
ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ用 ０􀆰 ２２ μｍ 的一次性滤器过滤上清

液得到噬菌体增殖液ꎮ
１.２.３　 噬斑试验(Ｓｐｏｔ ｔｅｓｔ) 　 新鲜培养的宿主菌均

匀涂布到 ＬＢ 固体培养基平板ꎮ 待菌液晾干后ꎬ将
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噬菌体增殖液滴加到 ＬＢ 固体培养基平板上ꎬ平均

每滴 １ μｌ 左右ꎬ待增殖液完全被培养基吸收后ꎬ３７
℃倒置培养 ６ ｈꎬ培养期间每隔 １ ｈ 观察形成的透明

空斑情况ꎮ
１.２.４　 噬菌体的纯化 　 挑取培养皿中形成的透明

空斑ꎬ放入到预先加入 ２００ μｌ 对数生长期宿主菌的

１０ ｍｌ ＬＢ 液体培养基中ꎬ室温静置 ２０ ｍｉｎꎬ３７ ℃、
２２０ ｒ / ｍｉｎ培养 ６ ｈꎬ４ ℃、１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ上清

液用 ０􀆰 ２２ μｍ 一次性滤器过滤ꎬ双层琼脂培养法培

养噬菌体ꎮ 如此重复 ３ 次以上ꎬ直至双层琼脂平板

上形成形状和大小均一的透明噬菌斑为止ꎮ
１.２.５　 噬菌体效价测定 　 用双层琼脂平板培养法

测定噬菌体效价[５]ꎮ 稀释后的噬菌体(１００ μｌ)与培

养至对数生长期的宿主菌(２００ μｌ)充分混匀ꎬ静置

２０ ｍｉｎ 之后ꎬ与保温至 ５５ ℃左右的 ＬＢ 半固体琼脂

糖培养基(３ ｍｌ)迅速混匀后平铺到底层琼脂上ꎬ作
为上层ꎬ待凝固后倒置培养 ６ ｈꎬ计数噬菌斑ꎮ 每个

稀释度的噬菌体重复测定 ３ 次ꎬ选择噬菌斑数量在

３０ 至 ３００ 之间的平板进行计数ꎬ取平均值作为噬菌

体的效价ꎮ 噬菌体效价(ＰＦＵ / ｍｌ)的计算公式为:噬
菌体效价＝噬菌斑数量×稀释倍数×１０ꎮ
１.２.６　 噬菌体最佳感染复数测定 　 用灭菌水分别

对噬 菌 体 (１× １０１１ ＰＦＵ / ｍｌ ) 和 宿 主 菌 (１× １０１３

ＣＦＵ / ｍｌ)进行不同程度的稀释ꎬ然后按照噬菌体 ∶
细 菌 的 比 值 为 ０.０００ ０１、 ０.０００ １０、 ０.００１ ００、
０.０１０ ００、０.１００ ００、１.０００ ００、１０.０００ ００和１００.０００ ００
将噬菌体与宿主菌菌液混匀ꎬ室温静置 ２０ ｍｉｎꎬ转接

到 ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃振荡培养 ８ ｈꎬ培养液 ４ ℃ꎬ
１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ０􀆰 ２２ μｍ 滤器过滤后ꎬ用双层

平板法测定滤液的效价ꎬ获得最高滴度的噬菌体 /细
菌比值即为最佳感染复数ꎮ
１.２.７　 一步生长曲线测定 　 采用 Ｃａｓｅｙ 等[１７] 的方

法测定噬菌体的一步生长曲线ꎮ 方法有所改动:将
培养至对数生长期的宿主菌与噬菌体按照最佳感染

复数(ＭＯＩ)的比例混匀ꎬ静置 ２０ ｍｉｎꎬ４ ℃、１０ ０００ ｇ
离心 ２０ ｍｉｎꎬ去除没有吸附的噬菌体颗粒ꎬ沉淀用新

鲜 ＬＢ 液体培养基(预热到 ３７ ℃)悬浮ꎬ于 ３７ ℃振

荡培养ꎬ该时间记为 Ｔ０ꎮ 前 １５ ｍｉｎ 每隔 ５ ｍｉｎ 取 １
次样品(１００ μｌ)ꎬ之后每隔 １５ ｍｉｎ 取 １ 次样品(１００
μｌ)ꎬ分别用双层平板培养法计算噬菌体滴度ꎬ共测

定 ３４５ ｍｉｎꎬ绘制噬菌体感染宿主菌的一步生长曲

线ꎮ 根据一步生长曲线计算噬菌体感染细菌过程中

的潜伏期(从噬菌体吸附细菌开始到子代噬菌体颗

粒释放的这段时间)、爆发期(细菌被裂解ꎬ子代噬

菌体颗粒大量形成并释放)和裂解量[裂解量 ＝ (开
始爆发后噬菌体效价－Ｔ０时的效价) / (吸附之前噬

菌体效价－Ｔ０时的效价)]ꎮ 其中ꎬ爆发后时间为 ２２５
ｍｉｎꎬ吸附之前噬菌体效价为９.６８×１０９ ＰＦＵ / ｍｌꎮ
１.２.８　 噬菌体热稳定性测定　 噬菌体纯培养物 １００
μｌ 分别在 ３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃、６０ ℃、７０ ℃、８０ ℃、９０
℃的 ＰＣＲ 仪中处理 ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ 和 ９０ ｍｉｎꎬ热处

理结束后 ４ ℃放置至少 ３０ ｍｉｎꎮ 用 ＳＭ 缓冲液对处

理后的噬菌体进行适当稀释ꎬ双层琼脂平板培养法

测定噬菌体效价ꎮ 每组重复 ３ 次ꎮ
１.２.９　 噬菌体的 ｐＨ 稳定性测定　 噬菌体纯培养物

(１００ μｌ)分别与 ｐＨ 值为 ３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ 的

灭菌 ＬＢ 液体培养基(９００ μｌ)混合ꎬ３７ ℃水浴过夜培

养ꎮ 用 ＳＭ 缓冲液对样品进行适度稀释ꎬ双层琼脂平

板培养法测定噬菌体的效价ꎮ 每组重复 ３ 次ꎮ
１.２.１０　 噬菌体对紫外线的敏感性测定　 噬菌体纯

培养物(２０ ｍｌ)均匀平铺于直径 ９０ ｍｍ 的无菌培养

皿中ꎬ放到灭菌后的超净工作台(４０ＷꎬＤＬ￣ＣＪ￣２ＮＤ)
上ꎬ使培养皿距离紫外灯 ２０ ｃｍꎬ打开紫外灯后分别

在 ０ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、４０ ｍｉｎ、５０ ｍｉｎ、６０
ｍｉｎ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ、５ ｈ、６ ｈ、７ ｈ、８ ｈ 的时候取 １００ μｌ
噬菌体ꎬ室温静置至少 ３０ ｍｉｎꎮ 用 ＳＭ 缓冲液适当

稀释后ꎬ双层平板法测定效价ꎮ 每组重复 ３ 次ꎮ
１.２. １１ 　 噬菌体的扩增与浓缩 　 宿主菌培养至

ＯＤ６００为 ０.２ꎬ然后将噬菌体按照感染复数为０.０００ １
的比例加入培养的菌液中ꎬ继续培养ꎬ直至菌液彻底

澄清ꎬ得到噬菌体增殖液ꎮ 将噬菌体增殖液于 ４ ℃、
１２ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 的滤器过

滤ꎬ缓慢搅动滤液(含有噬菌体)并加入 ＮａＣｌ 至终

浓度为 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ再加入等体积的 ２０％ ＰＥＧ￣８０００ꎬ混
匀后 ４ ℃放置过夜ꎮ ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ弃上

清液ꎬ收集噬菌体沉淀ꎬ用适量 ＳＭ 溶液(每 １００ ｍｌ
液体用 ５００ μｌ ＳＭ 溶液)重悬沉淀ꎮ
１.２.１２　 噬菌体蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析　 根据文献

[５]中的方法制备 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ包括 １２％分离胶

和 ５ ％浓缩胶ꎮ １００ μｌ 噬菌体浓缩液中加入５×ＳＤＳ
上样缓冲液 ２０ μｌꎬ１００ ℃水浴 ５ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离
心 ５ ｍｉｎꎬ取上清 １０ μｌ 加入胶孔中ꎬ并以低分子量蛋

白质 Ｍａｒｋｅｒ 作对照ꎮ 电泳时ꎬ浓缩胶电压 ８０ Ｖ 电泳

２０ ｍｉｎꎬ分离胶电压 １２０ Ｖ 电泳 １ ｈꎮ 考马斯亮兰染色
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液染色ꎬ染色期间加热煮沸２~３ 次ꎬ每次 ２ ｍｉｎꎬ将凝

胶从染色液中取出ꎬ放入脱色液中ꎬ加热煮沸直至蛋

白质条带清晰ꎬ其间换水数次ꎬ用扫描仪扫描脱色好

的凝胶ꎬ保存图片ꎬ凝胶保存于双蒸水中ꎮ

２　 结 果

２.１　 大肠杆菌特异性噬菌体的分离、纯化与命名

从污水中分离培养大肠杆菌特异性噬菌体ꎬ并对

噬菌体进行增殖ꎬ通过噬斑试验检测噬菌体形成的透

明空斑(图 １)ꎮ 噬菌体纯化之后形成的噬菌斑大小

均一ꎬ整齐透明、边缘光滑ꎬ圆形ꎬ直径 ２~ ３ ｍｍ(图
２)ꎮ 分离的噬菌体命名为φＰＴＫꎮ 双层琼脂平板法测

定的噬菌体效价为 １.１９×１０１２ ＰＦＵ / ｍｌꎬ效价较高ꎮ
２.２　 噬菌体φＰＴＫ的最佳感染复数

当感染复数从０.０００ ０１到１００.０００ ００以 １０ 倍递

增时ꎬ噬菌斑数目依次减少ꎬ效价分别为５.１× １０６

ＰＦＵ / ｍｌ、６.２×１０７ ＰＦＵ / ｍｌ、４.８×１０７ ＰＦＵ / ｍｌ、２.９×１０７

ＰＦＵ / ｍｌ、１.６×１０７ ＰＦＵ / ｍｌ、１.１×１０７ ＰＦＵ / ｍｌ、６.０×１０６

ＰＦＵ / ｍｌ、２.０×１０６ ＰＦＵ / ｍｌꎮ 在０.０００ １时产生的感染

效价最高ꎬ故该噬菌体的最佳感染复数为０.０００ １
(表 １)ꎮ

图 １　 噬菌体形成的透明空斑

Ｆｉｇ.１　 Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｐｌａｑｕｅ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｐｈａｇｅ

图 ２　 噬菌体φＰＴＫ纯化后形成的噬菌斑

Ｆｉｇ.２　 Ｐｌａｑｕｅｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ

表 １　 噬菌体φＰＴＫ的最佳感染复数测定

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ (ＭＯＩ) ｏｆ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ

编号 噬菌体数(ＰＦＵ / ｍｌ) 细菌数(ＣＦＵ / ｍｌ) 感染复数 噬菌斑数 效价(ＰＦＵ / ｍｌ)

１ １×１０８ １×１０１３ ０.０００ ０１ ５１ ５.１×１０６

２ １×１０９ １×１０１３ ０.０００ １０ ６２ ６.２×１０７

３ １×１０１０ １×１０１３ ０.００１ ００ ４８ ４.８×１０７

４ １×１０１１ １×１０１３ ０.０１０ ００ ２９ ２.９×１０７

５ １×１０１１ １×１０１２ ０.１００ ００ １６ １.６×１０７

６ １×１０１１ １×１０１１ １.０００ ００ １１ １.１×１０７

７ １×１０１１ １×１０１０ １０.０００ ００ ６ ６.０×１０６

８ １×１０１１ １×１０９ １００.０００ ００ ２ ２.０×１０６

２.３　 噬菌体φＰＴＫ的一步生长曲线

在最佳感染复数 ０.０００ １ 条件下所绘制的噬菌

体φＰＴＫ一步生长曲线(图 ３)显示ꎬφＰＴＫ的潜伏期

１５ ｍｉｎꎬ裂解期 ２００ ｍｉｎꎬ裂解量 ９３ꎮ 说明该噬菌体

的潜伏期短ꎬ能够在较短时间内使大量宿主细胞死

亡ꎮ
２.４　 噬菌体φＰＴＫ的热稳定性

噬菌体φＰＴＫ纯培养物(２.８５６×１０１０ ＰＦＵ / ｍｌ)

在 ３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃、６０ ℃、７０ ℃、８０ ℃、９０ ℃下

分别处理 ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ 后ꎬ用双层平板法

测定噬菌体的效价ꎮ 结果 (图 ４) 表明ꎬ噬菌体

φＰＴＫ对温度的耐受能力很强ꎬ３０ ~ ４０ ℃ 噬菌体

φＰＴＫ的裂解能力最强ꎬ活性也最高ꎻ在 ４０ ℃和 ５０
℃处理 ９０ ｍｉｎ 后ꎬ效价仅降低了 １ 个数量级ꎻ６０
℃、７０ ℃、８０ ℃、９０ ℃处理 ９０ ｍｉｎ 后ꎬ仍然具有较

强的感染能力ꎬ效价达到１.０×１０７ ＰＦＵ / ｍｌꎮ
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图 ３　 噬菌体φＰＴＫ的一步生长曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ

图 ４　 噬菌体φＰＴＫ的热稳定性

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅｒｍａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ

２.５　 噬菌体φＰＴＫ的酸碱敏感性

噬菌体φＰＴＫ纯培养物 (２.８５６× １０１０ ＰＦＵ / ｍｌ)
１００ μｌ 和不同 ｐＨ 值的 ＬＢ 培养液 ９００ μｌ 混匀后ꎬ３７
℃水浴 １６ ｈꎬ测定噬菌体的效价变化(图 ５)ꎮ 在 ｐＨ
３ 至１２ 的范围内ꎬ噬菌体φＰＴＫ均具有较强的杀菌能

力ꎬ特别是在 ｐＨ ５ 至 ９ 范围内ꎬ其效价仍然在１×
１０１０数量级ꎬ效价分别为２.０５× １０１０ ＰＦＵ / ｍｌ、２.３４×
１０１０ ＰＦＵ / ｍｌ、 ２.１７× １０１０ ＰＦＵ / ｍｌ、 １.３９× １０１０

ＰＦＵ / ｍｌ、１.２４×１０１０ ＰＦＵ / ｍｌꎻ在 ｐＨ ３ 至 ４ 和 ｐＨ １０
至 １２ 范围内ꎬ噬菌体效价降低了一个数量级ꎬ仍然

达到１×１０９ ＰＦＵ / ｍｌꎮ
２.６　 噬菌体φＰＴＫ对紫外线的敏感性

取噬菌体φＰＴＫ纯培养物(９.６８×１０１０ ＰＦＵ / ｍｌ)
２０ ｍｌ 进行紫外线处理ꎬ前 １ ｈ 每隔 １０ ｍｉｎ、以后每

隔 １ ｈ 取 １００ μｌ 测定效价ꎮ 结果(图 ６)显示ꎬ噬菌

体φＰＴＫ的活性在紫外线处理的前 ２０ ｍｉｎ 内下降了

１ 个数量级 (从开始的 ８.９６× １０９ ＰＦＵ / ｍｌ下降至

６.００×１０８ ＰＦＵ / ｍｌ)ꎻ２０ ｍｉｎ 至 ６ ｈ 的范围内ꎬ噬菌体

的效价仍然维持在 １０８数量级ꎻ第 ８ ｈ 时ꎬ噬菌体滴

图 ５　 噬菌体φＰＴＫ的 ｐＨ 稳定性

Ｆｉｇ.５　 ｐＨ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ

度为７.０４×１０７ ＰＦＵ / ｍｌꎮ 说明随着紫外线处理的时

间延长ꎬ噬菌体效价有所下将ꎬ活力逐渐降低ꎬ但是

降低的程度并不大ꎬ紫外线照射后 ８ ｈ 噬菌体仍然

具有较强的裂菌能力ꎮ

图 ６　 噬菌体 φＰＴＫ对紫外线的敏感性

Ｆｉｇ.６　 Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｙｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ

２.７　 噬菌体φＰＴＫ蛋白质的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 方法分析噬菌体φＰＴＫ所含的

蛋白质ꎬ从电泳图片中至少可以观察到 ６ 条蛋白质

条带(图 ７)ꎬ相对分子质量在２.５×１０４至１.８×１０５之

间ꎮ 说明φＰＴＫ的蛋白质外壳至少含有 ６ 个主要结

构蛋白ꎮ
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Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:φＰＴＫꎮ
图 ７　 噬菌体φＰＴＫ结构蛋白质的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.７　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈａｇｅ φＰＴＫ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　 讨 论

羔羊大肠杆菌病是致病性大肠杆菌所引起的一

种幼羔急性、致死性传染病ꎬ可导致腹泻和败血症ꎮ
舍饲养羊条件下冬春季节 ２ ~ ８ 日龄至 ６ 周龄新生

羔羊多发生此病ꎬ发病后如不及时治疗 ４ ~ ３６ ｈ 内

即可死亡ꎮ 虽然使用抗生素(土霉素、磺胺类和呋

喃类药物)和加强母羊饲养管理能在一定程度上减

少疾病的爆发ꎬ在一定程度上减少羔羊大肠杆菌病

危害引起的损失ꎬ但是仍然无法有效控制该疾病的

发生ꎬ而且抗生素的大量使用造成耐药细菌散播和

药物残留ꎬ直接危害人类健康[１８]ꎮ
噬菌体是一类细菌病毒ꎬ在自然界中分布广泛ꎬ

环境中只要有细菌生存就有相应的噬菌体存在ꎬ噬
菌体能够特异性、专一性地裂解宿主菌ꎬ并且能够随

着病原菌的清除而离开动物机体ꎬ不会在动物体内

造成残留[１９]ꎮ 抗生素在畜禽养殖中的大量使用造

成药物残留和对环境的破坏ꎬ随着人们环境保护意

识的增强ꎬ关于噬菌体的研究报道越来越多ꎮ 例如ꎬ
噬菌体能够有效裂解小鼠体内的大肠杆菌和治愈犊

牛大肠杆菌引起的腹泻[２０]ꎮ 感染复数是感染过程

中噬菌体与细菌的数量比值ꎬ即吸附于细菌表面的

噬菌体数与细菌数之比ꎬ不同的噬菌体其最佳感染

复数之间存在差异ꎬ即不同噬菌体感染不同细菌的

最佳作用剂量不一样ꎮ 最佳感染复数不仅与噬菌体

的种类、结构有关ꎬ还与宿主菌有关[２１]ꎮ 据报道ꎬ大
多数噬菌体的最佳感染复数在 ０􀆰 ０１ 至０.０００ ０１之
间ꎬ例如肠出血性大肠埃希菌 Ｏ１５７ 噬菌体的最佳

感染复数为 ０.０１[２２]ꎬ大肠杆菌 ＬＺＺ￣１７ 噬菌体的最

佳感染复数为 ０.１[２３]ꎬ副溶血弧菌噬菌体的最佳感

染复数为０.０００ ０１[２４]ꎮ 本研究中分离的绒山羊源大

肠杆菌特异性噬菌体的最佳感染复数较高ꎬ对宿主

菌有较好的裂解能力ꎮ
噬菌体对不同温度、ｐＨ、紫外线强度的敏感性

不同ꎮ 噬菌体 Ｂｐ９Ｂ１２２６ 在 ｐＨ 值小于 ５ 或大于 １０
时ꎬ其效价明显下降[２５]ꎻ大肠杆菌噬菌体 ＢｐＤ 在 ｐＨ
值７~８ 时ꎬ活性最高ꎬｐＨ 值小于 ５ 或大于 ９ 时ꎬ活性

下降明显[２６]ꎮ 噬菌体 Ｂｐ６ 经 ７０ ℃处理 ３０ ｍｉｎ 后

基本失去活性ꎬ８０ ℃和 ９０ ℃处理 ３０ ｍｉｎ 后完全失

去活性[２７]ꎮ 大肠杆菌噬菌体长时间处于 ７０ ℃以上

温度中ꎬ其活性下降较大[２５￣２６]ꎮ 赵俊杰分离和研究

了大肠杆菌噬菌体 ＬＺＺ￣１７ꎬ发现其基因组长度为

３７ ４１８ ｂｐꎬ没有 ｔＲＮＡ 和任何抗性基因与独立基因ꎬ
２５ ℃或 ６５ ℃处理 ２０ ｍｉｎ 后噬菌体活性下降较大ꎬ
偏酸或偏碱时其活力都不高ꎬ该噬菌体的潜伏期为

４０ ｍｉｎꎬ裂解期 ２０ ｍｉｎꎬ裂解量只有 ６０[２３]ꎮ 奶牛乳

腺炎源大肠杆菌噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿ＸＪ２ 在 ６０ ℃ 和

ｐＨ５.０~１１.０ 条件下ꎬ具有较好的活性[２８]ꎮ 与已报

道的畜禽大肠杆菌特异性噬菌体相比较ꎬ本研究中

噬菌体φＰＴＫ对温度、ｐＨ 和紫外线的耐受力都非常

强ꎬ一定程度上反映这株噬菌体对外界不良环境有

着较好的适应性ꎬ有利于其保存和应用ꎬ具有开发成

生物制剂用于防治羔羊大肠杆菌病的较大潜力ꎮ

参考文献:

[１] 　 屈　 雷ꎬ雷安民ꎬ闫海龙ꎬ等. 陕北白绒山羊种公羊的体细胞克

隆[Ｊ] . 西北农林科技大学学报(自然科学版)ꎬ２０１２ꎬ４０(９):
２９￣４０.

[２] 　 宋亚雄ꎬ王丽丽ꎬ李晓宇ꎬ等. 噬菌体在畜禽细菌性疾病控制中

应用研究进展[Ｊ] . 动物学进展ꎬ２０１６ꎬ３６(３): ９１￣９４.
[３] 　 张培东. 大肠杆菌噬菌体的分离鉴定与初步应用[Ｄ]. 青岛:

青岛农业大学ꎬ２００７.
[４] 　 姚玉峰. 后抗生素时代的耐药防控对策[ Ｊ] . 世界科学ꎬ ２０１４

(１２):１４.
[５] 　 ＬＩ Ｌꎬ ＺＨＡＮＧ Ｚ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ｂａｃｔｅ￣

ｒｉｏｐｈａｇｅ ＳＰＷ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｏｒ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｂｏ￣
ｖｉｎｅ ｍａｓｔｉｔｉｓ ｏｆ ｌａｃｔａｔｉｎｇ ｄａｉｒｙ ｃａｔｔｌｅ[ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅ￣
ｐｏｒｔｓꎬ ２０１４ꎬ ４１(９):５８２９￣５８３８.

[６] 　 ＣＯＦＦＥＹ Ｂꎬ ＲＩＶＡＳ Ｌꎬ ＤＵＦＦＹ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ￣
ｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ ｅ１１ / ２ ａｎｄ ｅ４ / １ｃ ｉｎ
ｍｏｄｅｌ ｂｒｏｔｈ ａｎｄ ｈｉｄｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｆｏｏｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ １４７(３):１８８￣１９４.

[７] 　 ＷＡＮＧ Ｌꎬ ＱＵ Ｋꎬ ＬＩ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｓｅ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ ｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ ｉｎ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｍｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ

２５８ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ４ 期



ａｎｄ ｆｒｕｉｔｓ ａｎｄ ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄｂｏｒｎｅ Ｐａｔｈｏｇ Ｄｉｓꎬ ２０１７ꎬ １４
(９):４８３￣４９３.

[８] 　 ＨＵＦＦ Ｗ Ｅꎬ ＨＵＦＦ Ｇ Ｒꎬ ＲＡＴＨ Ｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｓｃｈｅ￣
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗｉｔｈ ｂａｃｔｅｒｉｏ￣
ｐｈａｇｅ (ＳＰＲ０２)[Ｊ] . Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００２ꎬ ８１(４):４３７￣４４１.

[９] 　 ＨＵＦＦ Ｗ Ｅꎬ ＨＵＦＦ Ｇ Ｒꎬ ＲＡＴＨ Ｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｓｃｈｅ￣
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗｉｔｈ ａ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ａｅｒｏｓｏｌ
ｓｐｒａｙ[Ｊ] . Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００２ꎬ ８１(１０):１４８６￣１４９１.

[１０] ＲＡＹＡ Ｒ Ｒꎬ ＯＯＴ Ｒ Ａꎬ ＭＯＯＲＥ￣ＭＡＬＲＹ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｔｕｒａｌｌｙ ｒｅｓｉ￣
ｄｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ Ｔ４￣ｌｉｋｅ ａｎｄ Ｔ５￣ｌｉｋｅ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ
ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｈｅｅｐ ｇｕｔｓ [ Ｊ] .
Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅꎬ ２０１１ꎬ １(１):１５￣２４.

[１１] ＣＡＬＬＡＷＡＹ Ｔ Ｒꎬ ＥＤＲＩＮＧＴＯＮ Ｔ Ｓꎬ ＢＲＡＢＢＡＮ Ａ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｅｅｄｌｏｔ ｃａｔｔｌｅ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｒｕｍｉｎａｎｔ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔｓ [Ｊ] .
Ｆｏｏｄｂｏｒｎｅ Ｐａｔｈｏｇ Ｄｉｓꎬ ２００８ꎬ ５(２):１８３￣１９１.

[１２] ＮＩＵ Ｙ Ｄꎬ ＸＵ Ｙꎬ ＭＣＡＬＬＩＳＴＥＲ Ｔ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ
ｖｅｒｓｕｓ ｒｅｃｔｏａｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｃａｔｔｌｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ａｓｓｅｓｓ￣
ｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ａｓ ａ ｍｉｔｉｇａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｐｒｏ￣
ｔｅｃｔｉｏｎꎬ ２００８ꎬ ７１(４):６９１￣６９８.

[１３] ＳＴＡＮＦＯＲＤ Ｋꎬ ＭＣＡＬＬＩＳＴＥＲ Ｔ Ａꎬ ＮＩＵ Ｙ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｒａｌ ｄｅｌｉｖｅｒ￣
ｙ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ ｉｎ ｆｅｅｄｌｏｔ ｃａｔｔｌｅ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ
２０１０ꎬ ７３(７):１３０４￣１３１２.

[１４] ＫＵＴＡＥＬＡＤＺＥ Ｍꎬ ＡＤＡＭＩＡ Ｒ. Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ ａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｗ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ｔｏ ｒｅｐｌａｃｅ ｏｒ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ[ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２０１０ꎬ２８(１２):５９１￣５９５.

[１５] ＢＲＵＳＳＯＷ Ｈ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｕｔ ｔｏ ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｂｌａｄｄｅｒ: Ｏｒａｌ Ｐｈａｇｅ
ｔｈｅｒａｐｙ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｕｒｉｎａｒｙ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ?
[Ｊ] . Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ １８(７):２０８４￣２０８８.

[１６] ＢＲＵＳＳＯＷ Ｈ. Ｐｈａｇｅ ｔｈｅｒａｐｙ: ｔｈｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ[Ｊ] .

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ １５１(７):２１３３￣２１４０.
[１７] ＣＡＳＥＹ Ｅꎬ ＭＡＨＯＮＹ Ｊꎬ ＮＥＶＥ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ｐｈａｇｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎ￣

ｆｅｃｔｉｎｇ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ ｓｕｂｓｐ. ｌａｃｔｉｓꎬ ａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｇｅ￣
ｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ Ｌｄｌ１[ Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ
ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ ８１(４):１３１９￣１３２６.

[１８] 宽太吉. 羔羊大肠杆菌病的诊断方法及防治措施[ Ｊ] . 中兽医

学杂志ꎬ２０１５(８):３０.
[１９] ＭＩＥＤＺＹＢＲＯＤＺＫＩ Ｒꎬ ＦＯＲＴＵＮＡ Ｗꎬ ＷＥＢＥＲ￣ＤＡＢＲＯＷＳＫＡ

Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｇｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ( ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ＭＲＳＡ) ｍａｙ ｂｅ ｌｅｓｓ ｅｘｐｅｎｓｉｖｅ ｔｈａｎ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ [ Ｊ ] .
Ｐｏｓｔｅｐｙ Ｈｉｇ Ｍｅｄ Ｄｏｓｗꎬ ２００７ꎬ ６１:４６１￣４６５.

[２０] 吴伟胜ꎬ李玉保ꎬ王守荣ꎬ等. 大肠杆菌噬菌体的研究进展[ Ｊ] .
江苏农业科学ꎬ２０１５ꎬ４３(８):８￣１１.

[２１] 彭　 勇ꎬ丁云娟ꎬ林　 洪ꎬ等. 一株副溶血弧菌噬菌体 ＶＰｐ１ 的

分离鉴定及裂解性能[Ｊ] . 海洋科学ꎬ２０１３ꎬ３７(１): ９６￣１０１.
[２２] 刘　 悦ꎬ李菁华ꎬ史红艳ꎬ等. 肠出血性大肠埃希菌 Ｏ１５７ 噬菌

体的生物学特性[Ｊ] . 吉林大学学报(医学版)ꎬ２０１２ꎬ ３８(１):
７９￣８３.

[２３] 赵俊杰. 大肠杆菌噬菌体 ＬＺＺ￣１７ 生化特性及全基因组学研究

[Ｄ]. 兰州:甘肃农业大学ꎬ２０１６.
[２４] 彭　 勇ꎬ王静雪ꎬ丁云娟ꎬ等. 两株副溶血弧菌噬菌体的分离鉴

定及裂解性能[Ｊ] . 水产科学ꎬ２０１２ꎬ ３１(１１): ６４５￣６５０.
[２５] 何觅之. 大肠杆菌 Ｋ８８、ｋ９９ 广谱噬菌体的分离与生物学特性

鉴定[Ｄ]. 武汉:华中农业大学ꎬ２０１２.
[２６] 代保英. 大肠杆菌 Ｋ８８ 噬菌体的分离、分类、初步鉴定和生物

学特性的测定[Ｄ]. 扬州:扬州大学ꎬ２００９.
[２７] 张培东ꎬ孙　 岩ꎬ任慧英ꎬ等. 大肠杆菌噬菌体的分离及其生物

学特性[Ｊ] . 中国兽医杂志ꎬ２００８ꎬ４４(４):１０￣１２.
[２８] 张　 倩ꎬ张湘莉兰ꎬ孙耀强ꎬ等. 一株裂解性奶牛乳房炎源大肠

杆菌噬菌体的分离鉴定及生物学特性分析[ Ｊ] . 微生物学通

报ꎬ２０１７ꎬ４４(６):１３８７￣１３９４.

(责任编辑:张震林)

３５８李陇平等:一株绒山羊源大肠杆菌噬菌体φＰＴＫ的分离鉴定及生物学特性分析


