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大肠杆菌噬菌体的分离鉴定及生物学特性分析
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摘 要:利用野生型大肠杆菌 MG1655为宿主菌,从下水道污水中分离得到一株噬菌体,编号为Phage1.其噬

菌斑大小为3~4mm,透射电镜观察发现该噬菌体有正多面体头部和弯曲尾部,属于长尾科噬菌体.对该噬菌体的生

物学特性包括最佳感染复数、一步生长曲线、温度、氯仿、pH进行检测,结果显示该噬菌体的潜伏期为10min,繁殖

周期为20min,对温度、氯仿以及pH耐受性良好.经基因组测序鉴定,该噬菌体为E.coliT1噬菌体.
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大肠埃希氏菌(Escherichiacoli)俗称大肠杆菌,广泛存在于恒温动物肠道内[1].E.coli于1885年被德

国细菌学家Escherich分离出来,在之后很长一段时间内被认为是肠道内的一种共生细菌,不仅不致病,反
而有助于食物消化和吸收[2].20世纪40年代,人们渐渐发现E.coli有多个亚种,某些血清型的菌株对人和

动物有致病性,感染后人和动物会表现出呕吐、腹泻等症状[3-4].
噬菌体是环境中存在的能感染细菌的病毒,可在宿主菌体内大量繁殖,最终引起宿主菌裂解死亡.噬菌

体最初被广泛运用于病原菌感染治疗及抑制体外环境中病原菌的生长 [5-6].19世纪40年代后,随着抗生素

被发现并得到广泛应用,噬菌体由于其宿主特异性强且不能在体外呈现较好的杀菌效果而逐渐被抛弃.然而

近些年来,抗生素产品的大量应用,导致细菌耐药性问题日益突出.人们意识到利用抗生素进行抗菌治疗的

巨大安全隐患,噬菌体疗法又被重新重视.因此,获得大量可利用的噬菌体资源成为研究人员关注的热点.噬
菌体广泛存在于环境中[7-10],理论上来讲,微生物富集的地方都有其相对应的噬菌体,而且其数量与宿主菌

的数量成正比.对于E.coli噬菌体而言,在养殖废水和生活废水中含量最为丰富.
虽然E.coli数量及种类非常丰富,可是能应用于实际研究的噬菌体却相对较少,为了获得更多的

E.coli噬菌体,以丰富E.coli噬菌体资源库[11].本实验利用E.coliMG1655为宿主菌,从河南新乡下水道

污水中进行噬菌体的分离.经过连续筛选,得到一株对E.coliMG1655具有侵染性的烈性噬菌体.本文研究

了该噬菌体的形态特征,以及其对温度、pH、氯仿的敏感性,并利用基因组测序技术对其进行鉴定.本实验获

得的噬菌体丰富了E.coli噬菌体资源库,为该噬菌体的进一步应用奠定基础.

1 材料与方法

1.1 菌 种

菌种:E.coliMG1655由功能微生物绿色转化技术河南省工程实验室保藏.
1.2 培养基与缓冲液

LB固体培养基:酵母粉5.0g·L-1,蛋白胨10.0g·L-1,NaCl10.0g·L-1,琼脂20.0g·L-1,调pH
至7.0.LB软琼脂培养基中琼脂质量浓度为6.0g·L-1.
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SM缓冲液:MgSO4·7H2O2.0g·L-1,明胶0.1g·L-1,NaCl5.8g·L-1,加入50mMTris-HCl(pH
7.5).

DNase1和Rnase均购自北京索莱宝生物科技有限公司.
1.3 实验方法

1.3.1 噬菌体的分离筛选

取E.coliMG1655菌种,在LB固体平板上反复纯化.将单菌落接种于液体LB中,于37℃摇床中

160r·min-1震荡培养12h,得到菌悬液.取下水道污水,用无菌纱布过滤,将滤过液用5μm滤膜除去真菌

等物质.将过滤后污水倾倒入250mL无菌的三角瓶中(三角瓶中预存有30mL2×LB培养液),于37℃,

180r·min-1,培养5~6h.将培养瓶中的液体于4℃,8000×g 离心10min,上清用0.22μm滤膜过滤于无

菌容器中.取多个含有5mLLB培养液的试管,将100μL过夜生长的E.coli菌悬液接种于试管中,待试管

中菌液浑浊后,在每个试管中接种1mL过滤液,于37℃,180r·min-1进行震荡培养3~4h后,比较试管

中菌液的浑浊程度,选取浑浊程度较轻的培养液,8000×g离心10min,上清再经过0.22μm滤膜去除菌体.
取滤过液200μL,与200μLE.coli菌悬液混匀.然后加入到LB软琼脂中(48℃),迅速混匀后将软琼脂倒

入含有LB固体培养基的培养皿中.待琼脂凝固,37℃静置过夜,观察是否有噬菌斑出现.
取新鲜肉眼可见浑浊的E.coli菌液300μL,于1.5mL无菌离心管中,然后用无菌牙签挑取培养皿上

疑似噬菌斑,并在上述离心管中搅拌混匀.37℃温浴20min,将该混合物加入到保温的LB软琼脂中(48
℃),摇晃均匀后将软琼脂倒入含有LB固体培养基的培养皿中,观察是否有噬菌斑

1.3.2 噬菌体纯化与效价测定

取1mLSM溶液于1.5mL无菌离心管中,用无菌牙签挑取噬菌斑在上述离心管中搅拌混合,然后做梯

度稀释.选取100,10-1,10-2,10-34个稀释度样品各100μL加入到1.5mL无菌离心管中,再加入新鲜肉眼

可见浑浊菌液并混匀,取200μL混合物加入到软琼脂中,并将软琼脂倒入含有LB固体培养基的培养皿中.
重复上述步骤3~4次,当平板上噬菌斑大小一致时,则认为该噬菌体为纯培养.

用无菌SM溶液梯度稀释噬菌体悬液,取合适梯度稀释液200μL与200μL新鲜肉眼可见浑浊E.coli
菌液进行充分混匀.将上述混合液200μL加入至6mLLB软琼脂中,快速充分混匀后立即将之倒入到铺有

LB固体培养基的培养皿上,待软琼脂凝固后,37℃放置过夜.噬菌体效价计算公式为:

噬菌体效价(pfu/mL)=平均噬菌斑数目×稀释倍数×10
1.3.3 噬菌体悬液的制备

参照《分子克隆实验指南》[12]中“液体裂解法制备λ噬菌体原种”进行.挑取E.coli单菌落于5mLLB
液体中过夜培养.然后按照1%的接种比进行接种.待其OD600=0.5时,向培养液中加入高效价的噬菌体原

液(1011pfu·mL-1),于37℃、180r·min-1振荡培养.待液体澄清后,12000×g离心20min去除细菌.然

后加入DNase1(10.0mM)和Rnase(10.0mM),于37℃孵育30min,并加入NaCl(1.0M),4℃ 孵育1h,

之后加入PEG8000,4℃过夜,12000×g离心20min并收集沉淀,用SM 缓冲液重悬沉淀,并用等体积氯

仿去除PEG8000及残余细胞碎片,即得到噬菌体悬液.
1.3.4 噬菌体的透射电镜观察

取噬菌体悬液10μL于Parafilm 上,然后将覆盖有Formavar膜的铜网放置在噬菌体悬液上,静置

30min,用吸水纸吸去多余的液体.然后再用2%的磷钨酸负染色10min,干燥后于透射电子显微镜

(HT7700,日立高新技术公司)下观察.
1.3.5 最佳感染复数(Multiplicityofinfection,MOI)

将E.coli菌液培养至OD600=0.6,分别取200μLE.coli菌悬液与200μL稀释好的不同浓度的噬菌

体悬液进行充分混合,使其 MOI 为0.001,0.01,0.1,1和10.从混合液中取出200μL加入到LB液体中,

37℃孵育3h,13000×g离心3min,取上清做梯度稀释并测定效价.
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1.3.6 噬菌体的一步生长曲线

噬菌体悬液与E.coli菌液按照最佳感染复数混合,于37℃静置15min,使充分吸附.10000×g 离心

3min后弃上清,用SM 缓冲液清洗沉淀2次.将重悬液加入到100mLLB液体培养基中,37℃,180r·

min-1培养.分别在5min,10min,20min,25min,30min,35min,60min,90min时取样,样品离心后取上

清测定效价.
1.3.7 对温度的敏感性检测

分别取200μL噬菌体悬液(108pfu·mL-1)于1.5mL无菌离心管中,将之分别放到45℃,60℃,

75℃,90℃水浴锅中进行处理,分别在10min,20min两个时间点取样并迅速放到冰上,对样品梯度稀释后

测定效价.
1.3.8 对氯仿的敏感性检测

向噬菌体悬液中加入氯仿使其终体积分数分别为1%,3%,5%,10%和15%,37℃,160r·min-1震荡

20min.然后4℃,10000×g离心2min取上清.将上清进行梯度稀释后测定效价.
1.3.9 对pH敏感性检测

分别取100μL噬菌体稀释液于无菌1.5mL离心管中,然后再向离心管中加入800μL的无菌水,并用

HCl和NaOH将pH调节到2,3,4,5,6,7,8,9和10.最后定容至1mL,4℃静置30min后,进行梯度稀释

测定效价.
1.4 噬菌体的测序与鉴定

噬菌体DNA根据Green等人的方法进行抽提[13],基因组测序由杭州联川生物技术股份有限公司进行

测定,测序平台为Hiseq(PE250).测序后利用 MEGA7.0.14软件进行噬菌体进化树的构建.

2 结果与讨论

2.1 E.coli噬菌体的分离与纯化

噬菌体在宿主菌数量丰富的环境中容易富集.对于E.coli而言,其在动物粪便污染的水体中数量最多.
本实验通过对下水道污水与E.coliMG1655的共培养,发现在平板上有透明噬菌斑,反复纯化后得到纯的

噬菌体,编号为Phage1.当以E.coliMG1655为宿主菌时,Phage1噬菌斑呈圆形,边缘清晰,直径大小为

3~4mm.
2.2 噬菌体的透射电镜观察

由于噬菌体体型小,因此常采用透射电镜观察其形态.国际病毒分类委员会(InternationalCommittee
onTaxonomyofViruses,ICTV)在2000年颁布标准将噬菌体分为长尾噬菌体科(Siphoviridae),短尾噬菌

体科(Podoviridae),微小噬菌体科(Microviridae),丝状噬菌体科(Inoviridae)等13个科.Phage1由头部和尾

部组成,头部是典型的多面体结构,直径大小约为60nm,有一个可弯曲的长尾,长度大约为140nm,尾部未

见尾丝结构(图2).按照ICTV分类标准,Phage1属于有尾噬菌体目(Caudovirales)中的长尾噬菌体科(Si-

phoviridae).
2.3 MOI测定

当噬菌体与宿主菌之间的比例不同时,会对子代噬菌体的产生有较大的影响.噬菌体相关研究过程中,

通常需要得到高效价的噬菌体悬液,所以研究噬菌体与宿主菌间的比例,有利于制备高效价的噬菌体悬液.
MOI是研究噬菌体感染量和子代噬菌体得率的一个指标,不同种类的噬菌体的最佳 MOI不同.本实验对分

离得到的Phage1的最佳 MOI进行测定,结果发现 MOI为0.001时,7h后产生的子代噬菌体效价最高,为

4.65×1010pfu·mL-1(表1).因此,噬菌体Phage1的最佳感染复数是0.001.
2.4 一步生长曲线

噬菌体增殖过程一般会经历吸附、核酸注入、合成、组装、以及裂解释放5个阶段[14],其增殖方式可用一
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步生长曲线描述.图3清晰地显示了噬菌体的潜伏期、裂解期及裂解量.Phage1的潜伏期大约为10min,繁
殖周期约为20min.

表1 不同感染复数下噬菌体效价

Tab.1 ThephagetiterunderdifferentMaIs

编号 E.coli浓度/(cfu·mL-1) 噬菌体效价/(pfu·mL-1) MOI 7h后效价/(pfu·mL-1)

1 108 105 0.001 4.65×1010

2 108 106 0.010 8.00×109

3 108 107 0.100 7.00×109

4 108 108 1.000 4.50×109

5 108 109 10.000 2.00×109

2.5 噬菌体对温度的敏感性

噬菌体由蛋白及核酸组成,蛋白在高温状态下易发生变性,所以噬菌体活性往往受温度影响.由于组成

不同噬菌体的结构蛋白不同,故其对温度的敏感程度也不一致.如胎儿弧菌(Campylobacterfetus)噬菌体

V-45在60℃处理10min会完全失活[15],而嗜热芽孢杆菌(Bacillusalcalophilus)噬菌体在103℃的高温下

才会被彻底灭活[16].本实验研究了Phage1对温度的耐受性.当温度从45℃上升到60℃时,效价仅降低

1个数量级(图4),说明其具有一定的温度耐受性.60℃后,虽然噬菌体的效价随着温度的升高急剧下降,但
并没有彻底失活.当环境温度为90℃时,噬菌体仍有一定的效价.此外,同一温度下不同处理时间对效价也

有一定的影响,在每个温度下,相比于处理10min而言,处理20min时噬菌体效价会降低0.5~2.0个数

量级.
2.6 对pH的耐受性

pH过大或者过小都会一定程度上引起噬菌体失活,而pH引起噬菌体失活的理论尚不成熟,主要有以

下几种观点:1.噬菌体核酸在注入细菌环节容易受到pH的干扰;2.pH会干扰噬菌体对感染宿主细胞的裂

解;3.当pH接近噬菌体的等电点时,噬菌体会形成凝聚体,从而导致效价降低[17].本实验测定了pH对噬菌

体的影响(图5),发现随着pH的改变,效价波动范围较小,因此该噬菌体具有较好的pH耐受性.
2.7 对氯仿的敏感性

噬菌体的外壳蛋白质暴露于有机溶剂会变性失活,氯仿是常用的有机溶剂,其与蛋白质的羟基结合,能
破坏蛋白质的结构从而使噬菌体变性.本实验将Phage1暴露于不同氯仿浓度下,检测氯仿对噬菌体的影响.
图6显示当氯仿浓度增大,噬菌体的效价降低幅度不大.当氯仿终浓度从1%增大到15%时,效价仅仅降低
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两个数量级.说明噬菌体对氯仿具有较好的耐受性.

2.8 基因组测序及鉴定

对Phage1进行基因组测序,发现该噬菌体基因组大小为48737bp,GC含量为46.13%.基因总长度

44004bp,平均长度611bp.共包含72个基因,包括头部蛋白前体物、衣壳粒及尾部蛋白、核酸内切酶、解螺

旋酶等,涉及噬菌体的头部、尾部结构及DNA的复制、转录、修复等功能.噬菌体的基因组数据存储在NCBI
数据库,注册号为PRJNA494624.利用blast及 MEGA7.0.14软件在NCBI数据库中进行比对和聚类分析,

发现该噬菌体和E.coliT1噬菌体完整基因组(AY216660.1)的相似性为99%,因此,该噬菌体被鉴定为

E.coliT1噬菌体.其系统进化树如图7所示.

3 结 论

本实验从下水道污水中成功分离到一株噬菌体Phage1.其噬菌斑大小为3~4mm,呈圆形,最佳感染复

数为0.001.一步生长曲线揭示其潜伏期约为10min,繁殖周期为20min.该噬菌体由正多面体的头部及长尾

部组成,尾部可弯曲.噬菌体的生理生化检测发现该噬菌体对温度、氯仿以及pH均有良好的耐受性.基因组

测序分析鉴定出该噬菌体为E.coliT1噬菌体.

17第2期             王海磊,等:大肠杆菌噬菌体的分离鉴定及生物学特性分析



参 考 文 献

[1] HudaultS,GuignotJ,ServinAL.EscherichiacolistrainscolonisingthegastrointestinaltractprotectgermfreemiceagainstSalmonellaty-

phimuriuminfection[J].Gut,2001,49(1):47-55.

[2] KosekM,BernC,GuerrantRL.Theglobalburdenofdiarrhoealdisease,asestimatedfromstudiespublishedbetween1992and2000[J].

BullWorldHealthOrgan,2003,81(3):197-204.

[3] SingletonP.Bacteriainbiology,biotechnologyandmedicine[J].JHospitalInfection,1999,34(4):409-410.

[4] OrskovI,OrskovF,JannB,etal.Serology,chemistry,andgeneticsofOandKantigensofEscherichiacoli[J].BacteriolRev,1977,41(3):

667-710.

[5] FessehaieA,WalcottRR.BiologicalcontroltoprotectwatermelonblossomsandseedfrominfectionbyAcidovoraxavenaesubsp.citrulli

[J].Phytopathology,2005,95(4):413-419.

[6] AbedonST,KuhlSJ,BlasdelBG,etal.Phagetreatmentofhumaninfections[J].Bacteriophage,2011,1(2):66-85.

[7] NakaiT,ParkSC.Bacteriophagetherapyofinfectiousdiseasesinaquaculture[J].ResMicrobiol,2002,153(1):13-18.

[8] ParkSC,ShimamuraI,FukunagaM,etal.Isolationofbacteriophagesspecifictoafishpathogen,Pseudomonasplecoglossicida,asacandi-

datefordiseasecontrol[J].ApplEnvironMicrob,2000,66(4):1416-1422.

[9] MomolT,JonesJ,OlsonS,etal.IntegratedmanagementofbacterialspotontomatoinFlorid[J].JBacteriol,2002,192(24):6346-6351.

[10] AbuladzeT,LiM,MenetrezMY,etal.Bacteriophagesreduceexperimentalcontaminationofhardsurfaces,tomato,spinach,broccoli,and

groundbeefbyEscherichiacoliO157:H7[J].ApplEnvironMicrob,2008,74(20):6230-6238.

[11] 杜崇涛.大肠杆菌O157噬菌体的分离鉴定及其初步应用[D].长春:吉林大学,2008.

[12] SambrookJ,FritschEF,ManiatisT.Molecularcloning:alaboratorymanual[M].NewYork:ColdSpringHarborLaboratoryPress,

2001.

[13] GreenMR,SambrookJ.Molecularcloning:alaboratorymanual[M].NewYork:ColdSpringHarborLaboratoryPress,2012.

[14] LabrieSJ,SamsonJE,MoineauS.Bacteriophageresistancemechanisms[J].NatRevMicrobiol,2010,8(5):317-327.

[15] BrynerJH,RitchieAE,FoleyJW,etal.IsolationandcharacterizationofabacteriophageforVibriofetus[J].JVirol,1970,6(1):94-99.

[16] HazemA.Effectsoftemperatures,pH-values,ultra-violetlight,ethanolandchloroformonthegrowthofisolatedthermophilicBacillus

27 河南师范大学学报(自然科学版)                2019年



phages[J].NewMicrobiol,2002,25(4):469-476.

[17] LangletJ,GaboriaudF,GantzerC.EffectsofpHonplaqueformingunitcountsandaggregationofMS2bacteriophage[J].JApplMicrobi-

ol,2007,103(5):1632-1638.

Isolation,identificationandbiologicalcharacteristicsofan
Escherichiacoliphage

WangHailei,ChenJingchao,LuXinxin

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:AbacteriophagewasisolatedfromsewageeffluentusingwildtypeEscherichiacoliMG1655asthehost,and

thennamedasPhage1.TheplaquesizeofPhage1wasabout3-4mm.Transmissionelectronmicroscopyrevealsthatthe

phagehasaregularpolyhedronheadandalongcuredtail,whichsuggeststhatPhage1belongstoSiphoviridae.Thebiological

characteristicsofthephageweredetected,includingtheoptimalMOI,one-stepgrowthcurve,andthetolerancetotempera-

ture,chloroformandpHvalue.Theresultsshowedthatthelatentperiodofthephagewasabout10min,andtherisephase

wasabout20min.Inaddition,Phage1hasgoodtolerancestotemperature,chloroformandpHvalue.Aftergenomesequen-

cinganalysis,thephagewasidentifiedasEscherichiacoliT1phage.

Keywords:Escherichiacoli;Phage;Isolationandidentification;Plaque
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