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　 　 摘要:　 ＮＤＭ￣５ 基因是在动物源细菌尤其是鸡源大肠杆菌中主要流行的碳青霉烯类耐药基因ꎬ携带该基因的

菌株呈现多重耐药性ꎬ传播能力强ꎬ被称为“超级细菌”ꎮ 本研究以携带 ＮＤＭ￣５ 基因的鸡源大肠杆菌 ＳＱ￣Ｃ￣Ｅ５ 为宿

主菌ꎬ从污水中分离了对该细菌具有裂解作用的噬菌体ꎬ命名为 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ꎮ 通过透射电镜观察ꎬ最佳感染复数

测定ꎬ一步生长曲线绘制ꎬ杀菌试验ꎬ热稳定性及酸碱稳定性测定等试验分析该噬菌体的生物学特性ꎮ 结果表明ꎬ
该噬菌体为肌尾病毒科ꎬ其噬菌斑透亮ꎬ无晕圈ꎬ最佳感染复数为 １０ꎬ潜伏期为 ５ ｍｉｎꎬ爆发期为 ６５ ｍｉｎꎬ该噬菌体在

温度为３０~６０ ℃和 ｐＨ 为５~１０ 时较稳定ꎬ并且噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 的裂解谱较广ꎬ对多株 ＮＤＭ￣５ 阳性和阴性大肠

杆菌都具有裂解作用ꎮ 因此ꎬ噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 在防治携带 ＮＤＭ￣５ 基因的大肠杆菌方面具有潜在应用价值ꎮ
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　 　 新德里金属 β￣内酰胺酶(ＮＤＭ)是 ２００９ 年发现

的一种新型金属 β￣内酰胺酶ꎬ 该酶从发现之初就备

９９６



受关注ꎮ 携带有该酶的菌株对包括碳青霉烯类在内

的多类抗菌药物同时表现为高度耐药ꎬ并且耐药菌可

以呈洲际传播ꎬ所以被称为“超级细菌”ꎬ令全世界为

之恐慌[１]ꎮ ＮＤＭ 基因的主要宿主菌为大肠杆菌和肺

炎克雷伯氏菌ꎬ包括 ＮＤＭ￣１ 到 ＮＤＭ￣１２ 几个亚型ꎬ其
中动物源(如鸡源和奶牛源)大肠杆菌上 ＮＤＭ￣５ 基因

的流行率呈递增趋势[２￣３]ꎮ 目前临床上针对 ＮＤＭ 阳

性细菌的感染ꎬ主要采取的治疗措施仍是抗生素疗

法ꎬ即选择对该菌敏感的非 β￣内酰胺类药物进行治

疗ꎬ但是抗生素长期使用亦可能激发或诱导病原菌的

进一步超乎人类想象的变异ꎬ产生更为可怕的多重耐

药或泛耐药细菌ꎬ因此ꎬ寻找一种有效的抗生素替代

疗法成为摆在全球科学工作者面前的重要科学问题ꎮ
噬菌体是一种杀灭细菌的病毒ꎬ寄生于细菌并

利用细菌来复制繁殖ꎬ最后将细菌裂解致死ꎬ由于其

天然的杀菌特性ꎬ被科学家认为是潜在的“超级细

菌的有效克星”ꎬ而噬菌体因具有对宿主细菌的高

特异性ꎬ强大的裂解能力以及对人类和动物(产品)
没有毒副作用ꎬ不会产生药物残留等优势而显示出

比抗生素更加广阔的应用前景和价值[４￣５]ꎮ 在 ２０００
年度 Ｅｖｅｒｙｇｒｅｅｎ 噬菌体国际会议上ꎬ研究者报道的

试验结果表明ꎬ噬菌体是有效、安全的病原体治疗和

生态环境净化生物制剂[６]ꎮ 本研究拟以 １ 株携带

ＮＤＭ￣５ 基因的鸡源大肠杆菌为宿主菌ꎬ从养殖场污

水中分离针对该耐药大肠杆菌的裂解性噬菌体ꎬ并
对其进行生物学特性分析ꎬ以期为 ＮＤＭ￣５ 阳性大肠

杆菌的防控提供新的技术手段ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 菌种与污水　 试验所用多株 ＮＤＭ￣５ 阳性大肠

杆菌为江苏宿迁肉鸡养殖场的鸡粪便中分离得到ꎬ经
ＰＣＲ 检测和测序确定其携带 ＮＤＭ￣５ 基因ꎬ选择其中

１ 株细菌 ＳＱ￣Ｃ￣Ｅ５ 作为噬菌体分离用宿主菌ꎮ 同时

采集该养殖场的污水样本用于分离噬菌体ꎮ
１.１.２　 培养基及试剂

１.１.２.１　 ＬＢ(Ｌｕｒｉａ ｂｒｏｔｈ)液体培养基(１ Ｌ) 　 蛋白

胨 １０ ｇꎬ酵母粉 ５ ｇꎬＮａＣｌ １０ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １ Ｌꎬ调
节 ｐＨ 至 ７.０ꎬ１２１ ℃ꎬ２０ ｍｉｎ 高压灭菌ꎮ
１.１.２.２　 ０.６％ ＬＢ 半固体培养基(１ Ｌ) 　 蛋白胨 １０
ｇꎬ酵母粉 ５ ｇꎬＮａＣｌ １０ ｇꎬ琼脂粉 ６ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １
Ｌꎬ调节 ｐＨ 至 ７.０ꎬ１２１ ℃ꎬ２０ ｍｉｎ 高压灭菌ꎮ
１.１.２.３　 １.２％ ＬＢ 固体培养基(１ Ｌ) 　 蛋白胨 １０ ｇꎬ
酵母粉 ５ ｇꎬＮａＣｌ １０ ｇꎬ琼脂粉 １２ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １
Ｌꎬ调节 ｐＨ 至 ７.０ꎬ１２１ ℃ꎬ２０ ｍｉｎ 高压灭菌后ꎬ冷却

至 ５０ ℃ꎬ倾倒平板ꎬ冷却凝固后ꎬ倒置备用ꎮ
１.１.２.４　 ＳＭ 缓冲液(１ Ｌ) 　 称取 ６􀆰 ０５５ ｇ Ｔｒｉｓ￣ＨＣＩ
(ｐＨ 为 ７􀆰 ５) 定容至 １００ ｍｌꎬ加入 ５􀆰 ８００ ｇ ＮａＣｌꎬ
２􀆰 ０００ ｇ ＭｇＳＯ４后ꎬ加入 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １ Ｌꎮ
１.１.２.５　 脑心浸液肉汤培养基(ＢＨＩ) (１ Ｌ) 　 称取

３７ ｇ 脑心浸液肉汤培养基粉末(青岛海博生物技术

有限责任公司产品)于１ ０００ ｍｌ 蒸馏水中ꎬ加热煮沸

至完全溶解ꎬ１２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎꎬ冷却备用ꎮ
１.１.２.６　 伊红美蓝培养基(ＥＭＢ)(１ Ｌ) 　 称取 ３７􀆰 ５
ｇ 伊红美蓝培养基粉末(北京陆桥技术有限责任公

司产品)于１ ０００ ｍｌ 蒸馏水中ꎬ加热煮沸至完全溶

解ꎬ１２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎꎬ冷却至 ５５ ℃左右ꎬ混匀

后倾注平板备用ꎮ
１.１.２.７　 ＤＮＡ 试剂盒 　 由天根生化科技有限公司

生产ꎮ
１.１.３　 主要仪器 　 试验中主要用到的试验仪器和

设备见表 １ꎮ

表 １　 试验主要仪器和设备

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　 　 仪器名称 仪器型号 　 　 　 生产厂家

高压灭菌锅 ＨＶＥ￣５０ 日本 Ｈｉｒａｙａｍａ 公司

超净台 ＳＷ￣ＣＪ￣１Ｆ 苏州真田洁净设备有限公司

电热恒温鼓风干燥箱 ＤＨＧ￣９１４０Ａ 上海精宏实验设备有限公司

海信冰箱 ＢＣＤ￣５６２ＷＴ 海信集团有限公司

电热恒温培养箱 ＤＨＰ￣９０５２ 上海一恒科技有限公司

全温振荡培养箱 ＨＺＬ￣Ｆ１６０ 太仓市强乐实验设备有限公司

美的微波炉 ＭＭ７２１ＮＨ１￣ＰＷ 美的集团有限公司

微型漩涡混合仪 ＷＨ￣２ 上海沪西分析仪器厂有限公司
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１.２　 方法

１.２.１ 　 噬菌体的分离及纯化 　 将污水样１０ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心之后取上清液ꎬ在无菌环境下经 ０􀆰 ２２ μｍ
滤膜过滤之后ꎬ取 １０ ｍｌ 加入 １１ ｍｌ 处于对数生长期

(１×１０８ ＣＦＵ / ｍｌ)的大肠杆菌 ＳＱ￣Ｃ￣Ｅ５ 菌液中 ３７ ℃
培养 １２ ｈꎬ将共培养液１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ经
０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后得到的液体ꎬ即噬菌体原液ꎮ

采用双层平板法[７] 进行噬菌体的鉴定ꎬ取 ０􀆰 １
ｍｌ 原液于 ０􀆰 ９ ｍｌ ＳＭ 稀释液中稀释ꎬ依次向后作 １０
倍梯度稀释ꎬ稀释倍数至 １０５、１０６后ꎬ取 ０􀆰 １ ｍｌ 稀释

液于 ０􀆰 １ ｍｌ 细菌中混合ꎬ静置 １５ ｍｉｎꎬ加入 ３􀆰 ５ ｍｌ
约 ５０ ℃ 的 ０􀆰 ６％ ＬＢ 半固体培养基ꎬ混匀后倒入

１􀆰 ２％ ＬＢ 固体培养基中ꎬ倒置于恒温培养箱中ꎬ３７
℃培养 １２ ｈꎬ观察是否有噬菌斑出现ꎮ 挑选有噬菌

斑的平板进行初步纯化ꎬ从有噬菌斑的平板中挑取

单个形态清晰的噬菌斑ꎬ并将其溶解于 ０􀆰 ９ ｍｌ ＳＭ
稀释液中ꎬ振荡均匀后ꎬ取 ０􀆰 １ ｍｌ 液体稀释ꎬ进行双

层平板试验ꎬ重复该操作ꎬ直至噬菌斑的大小均一ꎬ
得到较纯的噬菌体液ꎮ
１.２.２　 噬菌体效价测定　 采用双层平板法ꎬ每个稀

释度 ２ 个重复ꎬ计数时选取噬菌斑个数为３０~３００ 的

平板计数ꎬ记录噬菌斑个数ꎬ计算噬菌体的效价ꎮ 噬

菌体效价(ＰＦＵ / ｍｌ)＝ 噬菌斑个数×稀释倍数 /所取

样品体积ꎮ
１.２.３　 噬菌体的电镜形态观察 　 根据余静丹[８] 的

方法ꎬ将处理好的用 ＳＭ 稀释液溶解的噬菌体样 ２０
μｌ 滴于铜网中ꎬ自然沉降 １５ ｍｉｎ 后ꎬ用滤纸吸取多

余的水分ꎬ加 １ 滴 ２％的磷钨酸于铜网中染色ꎬ待样

品干燥后ꎬ于透射电子显微镜下观察形态ꎮ
１.２.４　 噬菌体基因组分析 　 将纯化后的噬菌体液

按 ＤＮＡ 试剂盒中的方法依次进行操作ꎬ用 ＲＮａｓｅ Ａ
水溶液溶解的液体置于－２０ ℃冰箱中待用ꎮ

将提取的核酸用 ＤＮａｓｅ Ｉ、 ＲＮａｓｅ Ａ 和 Ｍｕｎｇ
Ｂｅａｎ Ｎｕｃｌｅａｓｅ 进行处理和判断噬菌体基因组的类

型ꎬ用限制性核酸内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ Ⅲ 酶切ꎬ根
据酶切后电泳的 ＤＮＡ 条带大小进行基因组分子量

大小的估算ꎮ
１.２.５　 最佳感染复数测定 　 最佳感染复数的定义

为噬菌体与宿主菌数量的比值ꎮ 根据 Ｌｕ 等[９] 的方

法ꎬ首先ꎬ将处于对数生长期(１×１０８ ＣＦＵ / ｍｌ)的宿

主菌用新鲜的 ＬＢ 液体培养液洗涤ꎬ然后将细菌数

量调整为１.０×１０８ ＣＦＵ / ｍｌꎮ 按照感染复数(ＭＯＩ)分

别为 ０􀆰 ０１、０􀆰 １０、１􀆰 ００、１０􀆰 ００ 和 １００􀆰 ００ 的比例ꎬ将
相应数量的噬菌体液加入到已准备好的菌液中ꎬ混
匀ꎬ ３７ ℃ꎬ１６０ ｒ / ｍｉｎ 震荡培养 ５ ｈꎮ 将混合培养物

１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ得到裂解液ꎮ 用双层琼脂

平板法测定裂解液中噬菌体的效价ꎬ产生最高效价

的感染复数即为最佳感染复数(ＭＯＩ)ꎮ 同样条件下

设置 ３ 组重复试验ꎬ每组 ２ 个平行ꎮ
１.２.６　 一步生长曲线绘制 　 噬菌体液与宿主菌液

以最佳感染复数的比例加入到新鲜的 ＬＢ 液体培养

基中ꎬ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ弃
掉上清液ꎬ用新鲜的 ＬＢ 液体洗涤 ２ 次ꎮ 加入等体

积 ３７ ℃预热的 ＬＢ 液体培养基ꎬ充分混匀ꎬ迅速置

于 ３７ ℃摇床中振荡培养ꎮ 同时开始计时ꎬ在 ０ ｍｉｎ
和每隔 １０ ｍｉｎ 取样 １ 次ꎬ采用双层琼脂平板法测定

噬菌体的效价ꎮ 以感染时间为横坐标ꎬ噬菌体效价

为纵坐标ꎬ绘制噬菌体的一步生长曲线ꎮ 同样条件

下设置 ３ 组重复试验ꎬ每组 ２ 个平行ꎮ
１.２.７　 杀菌效力测定 　 将过夜培养的宿主菌用培

养液稀释至 １×１０７ ＣＦＵ / ｍｌꎬ取 １８ 根试管ꎬ宿主对照

组中加入 １􀆰 ５ ｍｌ 稀释后的宿主菌和 １􀆰 ５ ｍｌ ＬＢ 培养

液ꎬ其他试验组中加入 １􀆰 ５ ｍｌ 稀释后的宿主菌和

１􀆰 ５ ｍｌ 不同效价的噬菌体ꎬ使其 ＭＯＩ 值依次为

０􀆰 ０１、０􀆰 １０、１􀆰 ００、１０􀆰 ００ 和 １００􀆰 ００ ꎬ每个 ＭＯＩ 值做

３ 个平行ꎬ每 ３０ ｍｉｎ 测定 １ 次 ＯＤ６００ꎬ测定 １０ 次ꎮ
１.２.８　 热稳定性测定　 将噬菌体放于 ３０ ℃、４０ ℃、
５０ ℃、６０ ℃、７０ ℃、８０ ℃ 水浴锅中ꎬ分别持续 ３０
ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ 后ꎬ利用双层平板法ꎬ待平板凝固后放

于 ３７ ℃下培养 １２ ｈꎬ观察结果ꎮ 同样条件下设置 ３
组重复试验ꎬ每组 ２ 个平行ꎮ
１.２.９　 ｐＨ 稳定性测定　 调整 ＬＢ 液体培养基的 ｐＨ
值分别为 ２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ꎬ取不同 ｐＨ
值浓度的 ＬＢ 液体 １００ μｌꎬ加入 １００ μｌ 噬菌体液混

匀ꎬ３７ ℃作用 ２ ｈꎮ 从每管中各取 １００ μｌꎬ铺双层琼

脂平板ꎬ３７ ℃培养过夜ꎬ进行噬菌斑计数ꎬ测定噬菌

体的效价ꎮ 同样条件下设置 ３ 组重复试验ꎬ每组 ２
个平行ꎮ
１.２.１０　 宿主谱分析 　 采用点样法ꎬ测定噬菌体对

不同大肠杆菌菌株的裂解情况ꎮ 将 ３０ 株来自江苏

宿迁 ３ 个不同鸡养殖场的大肠杆菌培养至对数生长

期ꎬ其中包括了 １３ 株 ＮＤＭ￣５ 阳性菌株ꎬ１７ 株 ＮＤＭ￣
５ 阴性菌株ꎬ分别取 １００ μｌ 涂布至 １.２％固体 ＬＢ 培

养基上ꎬ晾干后ꎬ将 １０ μｌ 的噬菌体点样至平板上ꎬ

１０７葛展霞等:ＮＤＭ￣５ 阳性大肠杆菌裂解性噬菌体的生物学特性



３７ ℃过夜培养后ꎬ观察其对不同菌株的裂解情况ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 噬菌体的分离及噬菌斑特征

采用双层平板法ꎬ多次重复试验步骤ꎬ得到纯化

后的噬菌斑ꎬ最终获得的噬菌斑呈圆形ꎬ且噬菌斑透

亮ꎬ无晕圈(图 １)ꎬ由噬菌斑可知ꎬ该噬菌体为裂解

性噬菌体ꎬ将其命名为 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ꎮ

图 １　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 噬菌斑

Ｆｉｇ.１　 Ｐｌａｑｕｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５

２.２　 噬菌体透射电镜形态

噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 经负染后ꎬ于电镜下观察

后的电镜图见图 ２ꎬ该噬菌体的头部为多面体ꎬ直径

约 ８０ ｎｍꎬ有可伸缩长尾ꎬ尾部长约 ９０ ｎｍꎬ直径约为

２０ ｎｍꎬ有少量尾丝清晰可见ꎬ按国际病毒分类委员会

分类规则[１０]ꎬ将其归为有尾噬菌体目ꎬ肌尾病毒科ꎮ

图 ２　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 透射电镜形态

Ｆｉｇ.２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ ｉｎ ｔｒａｎｓ￣
ｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２.３　 噬菌体基因组分析

泳道 Ｍ１ 和 Ｍ２ 分别为 ２３ ｋｂ Ｍａｒｋｅｒ 和 １５ ｋｂ
Ｍａｒｋｅｒꎬ泳道 １ 为噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 基因组ꎬ泳

道 ２ 和 ３ 分别为噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 基因组被

ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 消化后的产物ꎮ
　 　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 基因组只可以被 ＤＮａｓｅ Ｉ
消化ꎬ而不可以被 ＲＮａｓｅ Ａ 和 Ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｎｕｃｌｅａｓｅ 消

化ꎬ说明该噬菌体基因组为 ｄｓＤＮＡ(双链 ＤＮＡ)ꎮ 由

图 ３ 可知ꎬ通过对噬菌体基因组进行酶切ꎬ根据酶切

片段与 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 的条带比对ꎬ噬菌体的基因组分

子量大小约为 ５０ ｋｂꎬ其确切的分子量大小还需要通

过全基因组测序才能确定ꎮ

图 ３　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 基因组酶切图谱

Ｆｉｇ.３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ ｇｅｎｏｍｅ

２.４　 最佳感染复数

由表 ２ 可知ꎬ当 ＭＯＩ 为 １０ 时ꎬ噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿
Ｂｐ５ 感 染 ＳＱ￣Ｃ￣Ｅ５ 后 的 噬 菌 体 效 价 为 １.６× １０１１

ＰＦＵ / ｍｌꎬ与其他感染复数作用下的噬菌体效价相比ꎬ
ＭＯＩ 为 １０ 时ꎬ 噬 菌 体 效 价 最 高ꎬ 因 此ꎬ 噬 菌 体

ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５的最佳 ＭＯＩ 为 １０ꎮ

表 ２　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 最佳 ＭＯＩ的测定

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

(ＭＯＩ) ｏｆ ｐｈａｇｅ ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５

ＭＯＩ (ＰＦＵ / ＣＦＵ) 效价(ＰＦＵ / ｍｌ)

１ ∶ １００ ４.２×１０９

１ ∶ １０ ４.１×１０１０

１ ∶ １　 ５.０×１０１０

１０ ∶ １　 １.６×１０１１

１００ ∶ １　 　 ７.４×１０１０

２.５　 一步生长曲线

由图 ４ 可知ꎬ噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 在感染宿主

菌后效价在 ５ ｍｉｎ 内无明显变化ꎬ即潜伏期为 ５
ｍｉｎꎬ爆发期大约持续 ６５ ｍｉｎꎬ在 ７０ ｍｉｎ 后噬菌体数
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量趋于平稳ꎮ 噬菌体的初期数量５.０×１０５ ＰＦＵ / ｍｌꎬ
裂解末期噬菌体数量平均值为６.８×１０７ ＰＦＵ / ｍｌꎬ根
据裂解量 ＝裂解末期噬菌体平均数量 /感染初期细

菌数量可知ꎬ噬菌体 ｖＢ ＿ＥｃｏＭ ＿Ｂｐ５ 的裂解量为

１３６ꎮ

图 ４　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 一步生长曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５

２.６　 噬菌体杀菌效力

由图 ５ 可知ꎬ当噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 与宿主菌

感染复数为 ０ 时ꎬ表示培养液内仅含有细菌ꎬ没有噬

菌体ꎬ其在 ５ ｈ 内ꎬＯＤ６００呈上升趋势ꎬ而在感染复数

为 ０􀆰 ０１ꎬ０􀆰 １０ꎬ１􀆰 ００ꎬ１０􀆰 ００ꎬ１００􀆰 ００ 时ꎬＯＤ６００都有不

同程度的下降ꎬ并且无上升的过程ꎬ最后趋于稳定ꎬ
表明噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 的杀菌效果明显ꎬ在感染

初期ꎬ能有效抑制细菌的生长ꎬ并在后期完全抑制细

菌生长ꎬ甚至可以完全清除细菌ꎮ 在不同的感染复

数下ꎬ其下降的幅度是不一样的ꎬ当感染复数达到

１０ 时ꎬ其对宿主菌的裂解效果最明显ꎮ

图 ５　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 裂解细菌的动态曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｌｙｔｉｃ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５

２.７　 热稳定性

由图 ６ 可知ꎬ噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 在温度条件

为 ３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃时ꎬ随时间推移ꎬ其效价并没有

发生明显的变化ꎬ而在 ６０ ℃时ꎬ噬菌体效价开始下

降ꎬ并且温度越高ꎬ作用时间越长ꎬ活力下降越明显ꎮ
在 ８０ ℃时ꎬ噬菌体效价为零ꎬ表明在此温度下ꎬ噬菌

体的活力受到了严重的破坏ꎮ 可知ꎬ噬菌体 ｖＢ ＿
ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 的最适温度为３０~６０ ℃ꎮ

图 ６　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 温度耐受能力

Ｆｉｇ.６　 Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５

２.８　 ｐＨ 稳定性

由图 ７ 可知ꎬ噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 在 ｐＨ 为５~
１０ 时ꎬ噬菌体的活力较稳定ꎬ当 ｐＨ 小于 ５ 或大于

１０ 时ꎬ噬菌体的活力下降明显ꎬ在ｐＨ≤３ 或≥１１ 时ꎬ
噬菌体处于失活状态ꎬ表明该噬菌体在强酸ꎬ强碱的

条件下无法存活ꎮ 由此可知ꎬ该噬菌体的最适 ｐＨ
范围为５~１０ꎮ

图 ７　 噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 酸碱耐受能力

Ｆｉｇ.７　 Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ａｃｉｄｉｔｙ ａｎｄ ａｌｋａｌｉｎｉｔｙ ｏｆ ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５

２.９　 噬菌体的裂解谱

选取 ３０ 株鸡源大肠杆菌进行点样ꎬ发现噬菌体

ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 能裂解其中的 １７ 株大肠杆菌ꎬ裂解

率为 ５６.７％ꎬ其中 １２ 株为 ＮＤＭ￣５ 阳性大肠菌株ꎬ５
株为 ＮＤＭ￣５ 阴性大肠菌株ꎬ分别来源于场 Ｉ(８ 株)、
场 ＩＩ(５ 株)和场 ＩＩＩ(４ 株) ３ 个鸡养殖场ꎮ 由此可
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见ꎬ噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 宿主谱较宽ꎬ能够有效地

裂解多株鸡源 ＮＤＭ￣５ 阳性大肠杆菌ꎬ同时对 ＮＤＭ￣５
阴性的大肠杆菌也有一定的裂解作用ꎬ说明噬菌体

ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 为宽宿主谱的大肠杆菌裂解性噬菌

体ꎮ

３　 讨 论

３.１　 对携带 ＮＤＭ￣５基因的大肠杆菌具有裂解作用

的噬菌体的分离鉴定

　 　 大肠杆菌广泛存在于畜禽机体以及养殖环境

中ꎬ大肠杆菌病是畜牧养殖业常见疾病之一ꎬ目前对

于大肠杆菌病的治疗主要依赖于抗生素疗法ꎮ 但是

由于抗生素的大量使用ꎬ大肠杆菌对抗生素产生了

耐药性ꎬ尤其是携带 ＮＤＭ￣５ 基因的大肠杆菌的出

现ꎬ可以对几乎所有的 β￣内酰胺类药物耐药ꎬ对动

物疾病治疗和食品安全提出了严峻挑战ꎬ亟需寻找

一种安全、高效的方法来治疗耐药大肠杆菌引起的

动物疾病[１１]ꎮ
由于噬菌体能够高效地杀死宿主菌ꎬ人们开始

关注噬菌体在对抗细菌感染性疾病中的作用[１２]ꎮ
噬菌体在自然环境中广泛分布ꎬ据估计ꎬ噬菌体的丰

度约为 １×１０３１ꎬ为人类提供了一个可以利用的丰富

的抗菌资源库[１３]ꎮ
本研究筛选出 １ 株对携带 ＮＤＭ￣５ 基因的大肠

杆菌具有裂解作用的噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ꎬ其能够

杀灭多株 ＮＤＭ￣５ 阳性的大肠杆菌ꎮ 噬菌体 ｖＢ ＿
ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 头部呈现多面体ꎬ头部直径约 ８０ ｎｍꎬ有
一个可伸缩长尾ꎬ尾部长约 ９０ ｎｍꎬ直径约 ２０ ｎｍꎬ属
于肌尾病毒科ꎬ与吴伟胜[１４] 报道的无明显的尾部ꎬ
直径为 ５０ ｎｍ 的鸡源大肠杆菌噬菌体 Ｂｐ５ 和 Ｂｐ６
的形态明显不同ꎬ与郭秋菊等[１５] 报道的几株大肠杆

菌噬菌体的形态也有差异ꎬ说明不同地区分离出来

的大肠杆菌噬菌体形态不同ꎮ
噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 的噬菌斑呈圆形ꎬ噬菌斑

透亮ꎬ无晕圈ꎬ说明该噬菌体为裂解性噬菌体ꎬ且只

可以被 ＤＮａｓｅ Ｉ 消化ꎬ说明该噬菌体基因组为双链

ＤＮＡꎮ
３.２　 噬菌体的生物学特性

噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 在温度３０~６０ ℃时稳定ꎬ
在 ｐＨ ５~ １０ 时稳定ꎬ与王礼伟等[１６] 报道的大肠杆

菌噬菌体 ＥｃＰ１０ 相比ꎬ本研究中的噬菌体 ｐＨ 稳定

范围较广ꎬ并且稳定性较强ꎬ与何觅之[１７] 报道的

Ｂｐ９Ｂ１２２６ 噬菌体相比ꎬ本研究中的噬菌体在３０~ ６０
℃的温度稳定性较高ꎮ 同时ꎬ噬菌体的潜伏期为 ５
ｍｉｎꎬ裂解量为 １３６ꎬ与李振江等[１８]报道的潜伏期 ２０
ｍｉｎꎬ裂解期 ２０ ｍｉｎ 的大肠杆菌噬菌体 ＰＤ１５ 相比ꎬ
本研究中的潜伏期较短ꎬ能够在较短时间内释放出

裂解性噬菌体ꎬ有效快速杀灭大肠杆菌ꎬ并且其裂解

量较大ꎬ明显高于赵俊杰[１９] 报道的裂解量为 ６０􀆰 ５
的大肠杆菌噬菌体 ＬＺＺ￣１７ꎮ 由此可见ꎬ该噬菌体的

杀菌效果比较迅速和显著ꎬ与其他噬菌体相比ꎬ可以

短时间有效地降低大肠杆菌的数量ꎮ 由噬菌体 ｖＢ＿
ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 的杀菌效力测定结果可知ꎬ本研究中的

噬菌体在不同的 ＭＯＩ 值下ꎬ其都能有效地使大肠杆

菌的 ＯＤ６００在较短的时间内快速降低ꎬ说明其裂解效

果明显ꎬ同时ꎬ噬菌体 ｖＢ＿ＥｃｏＭ＿Ｂｐ５ 的杀菌谱较广ꎬ
不仅可以杀灭 ＮＤＭ￣５ 阳性的大肠杆菌ꎬ对不携带

ＮＤＭ￣５ 基因的大肠杆菌也有裂解作用ꎬ因此该噬菌

体具有较高的应用价值ꎮ
在目前细菌耐药性普遍存在ꎬ而新型抗菌药物

研发滞后的情况下ꎬ噬菌体疗法以其独特的优势又

重新回到了人们的视野当中ꎮ 但是噬菌体疗法也有

一定的局限性ꎬ噬菌体最终应用于临床还有待进一

步的研究ꎮ 噬菌体本身对宿主的特异性高ꎬ其应用

时存在宿主谱窄的问题ꎬ因此如何扩大其宿主谱ꎬ以
及其进入动物机体后免疫反应如何ꎬ都有待进一步

的研究ꎮ
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