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两株副溶血弧菌烈性噬菌体的分离鉴定
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摘要: 研究旨在筛选烈性噬菌体, 为副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus, Vp)病害防控增加新的选择。以副溶

血弧菌Vp13为宿主菌, 通过二层琼脂平板法筛选, 分离到了2株烈性噬菌体SX-2和SX-F。对其形态结构进行

了透射电镜观察, 利用DNase I、 RNase A、Mung Bean Nuclease和Hind Ш酶进行噬菌体核酸类型鉴定, 并对

噬菌体的裂解谱、最佳感染复数、一步生长曲线进行了测定。透射电镜观察结果显示: SX-2核衣壳头部长

约110 nm, 宽约50 nm, 尾部长约150 nm, 宽约10 nm, 为典型的复合体制;  SX-F核衣壳呈正六边形,  长约为

56.86 nm,宽约50.74 nm, 未观察到尾部, 推测为正二十面体对称; 核酸测定结果显示两者均为线性双链DNA。

依据国际病毒分类委员会第九次报告, SX-2符合肌尾噬菌体科特征, SX-F符合盖噬菌体科特征。噬菌体SX-
2和SX-F对85株弧菌裂解结果显示: 噬菌体SX-2能够裂解23株副溶血弧菌和1株溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus),
噬菌体SX-F能够裂解19株副溶血弧菌和1株溶藻弧菌。SX-2和SX-F的最佳感染复数均为0.0001。一步生长

曲线结果显示: SX-F的潜伏期约10min, 裂解期约70min, 裂解量为116.2; 噬菌体SX-2的潜伏期小于10min, 裂
解期大约70min, 裂解量为209.3。两株噬菌体生物学特性表明SX-2与SX-F均为烈性噬菌体, 这为进一步探讨

噬菌体防治技术奠定了基础。
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副溶血弧菌是典型的人畜共患病病原菌之

一。在我国, 副溶血弧菌是沿海地区引起微生物食

物中毒的最重要的病原菌, 在美洲和亚洲其他地区,
也经常有副溶血弧菌引起暴发性疾病的报道

[1]
。人

食用了被副溶血弧菌污染的海产品会引起腹泻、

呕吐、发烧等症状, 严重的会导致死亡
[2—4]

。在水

产养殖业, 每年由副溶血弧菌引起的疾病同样十分

严重, 主要症状为发炎、败血症等并导致水产动物

的大量死亡。抗生素因治疗快、使用方便等优点,
是防治副溶血弧菌所致疾病的主要化学药物

[4, 5]
。

但抗生素的长期滥用加剧了细菌耐药性的产生, 导
致防治效果越来越差, 并且对环境的污染也非常严

重。2015年我国对虾产业遭遇重创, 副溶血弧菌是

最为重要的病原
[6]
。寻找新的抗生素替代产品成为

了生物与医药领域的研究热点。微生物防治对环

境没有污染且不会破坏生态平衡, 越来越受到人们

的关注
[7], 噬菌体防治技术由于其独特的优势又重

新回到人们视野当中。

自从1917年Felix d’Herelle通过治疗实验证实

噬菌体具有治疗细菌病的作用以来, 其已经成为当

前国际上争夺这一类生物资源的又一战略高地
[8—11]

。

噬菌体分为温和噬菌体和烈性噬菌体2大类, 其中

烈性噬菌体侵入细菌细胞内通过裂解酶的作用分

泌内溶素破坏细胞壁并裂解细菌, 在裂解宿主菌的

同时大量释放子代噬菌体, 一个噬菌体颗粒通过

4个感染周期就可以使数十亿个细菌死亡。噬菌体

具有宿主专一性, 一般只感染宿主菌而不裂解其他

细菌, 不会破坏微生态平衡
[7, 12]

。因此, 噬菌体疗法
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因其安全性、耐药性风险低且无环境污染等优点

得到人们的重视
[13, 14]

。全球范围的细菌耐药性蔓

延的加剧也使得科学家们重新审视和评估噬菌体

防治技术
[15]

。我国学者相继分离出副溶血弧菌烈

性噬菌体, 如江艳华等分离到VpJYP1[16]
、丁云娟

等分离到qdvp001[17]
及彭勇等

[18, 19]
分离到VPp1、

VPp2和VPp3等, 这些研究工作的开展为对噬菌体

的应用奠定了良好基础。

尽管噬菌体防治技术显示出良好的应用前景,
但目前的应用效果仍然不够理想, 有待于进一步提

高
[17, 20, 21]

。本研究拟通过以具有强致病力的副溶

血弧菌Vp13为宿主菌, 筛选具有高效裂解能力的噬

菌体, 为进一步探索副溶血弧菌的噬菌体防控技术

奠定物质基础。

1    材料与方法

1.1    材料

菌株　　副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)
Vp13由上海海洋大学食品学院赵勇教授惠赠(分离

自患病南美白对虾), Vp1、Vp2等83株副溶血弧菌

均 分 离 自 患 病 南 美 白 对 虾 ,  副 溶 血 弧 菌

VpATCC17802由加州大学洛杉矶分校 (UCLA)王
艳玲博士惠赠, 溶藻弧菌(V. alginolyticus)VaK由本

室分离自患病南美白对虾。

水样采集　　用于分离副溶血弧菌噬菌体的

水样采集于上海市铜川路水产品批发市场下水

道。2015年8月13日采集水样编号为1—11, 10月
3日水样编号为12—23。

培养基与试剂　　胰蛋白胨大豆肉汤培养基

(Tryptose soya broth, TSB, 北京路桥)、胰蛋白胨大

豆琼脂培养基(Tryptose soya agar, TSA, 北京路

桥)、缓冲蛋白胨水(北京路桥)、氯化钠(NaCl, 国
药集团)、硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养

基(Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar culture
medium, TCBS, 北京路桥)、EZUP柱式细菌基因组

抽提试剂盒(上海生工), PCR试剂: Master Mix 2×、
D15000 marker(北京天根)、甘油, 琼脂糖凝胶(上
海生工)、Tris-HCl (0.5 mol/L pH 7.5上海生工)、
20%聚乙二醇6000 (PEG 6000), SM缓冲液(Sodium
chloride magnesium sulfate buffer): NaCl 5.8 g、
MgSO4·7H2O 2 g、TrisHCl 1 mol/L (pH 7.5) 50 mL、
2% gelatin 5 mL, 蒸馏水补足至1000 mL。

主要实验仪器　　恒温培养箱(MIR-262)、离

心机(Eppendorf AG 5404)、电泳仪(DYY-6 C);
PCR仪(Eppendorf AG 6325)、振荡培养箱(IN-
NOVA 40R)、凝胶成像系统(GEL DOC XR型, Bio-

Rad)、高压灭菌锅(MLS-3780)、120KV生物型透

射电镜(Tecnai G2 spirit biotwin)。
1.2    方法

噬菌体分离筛选　　富集培养: 将采集的水样

取20 mL加入50 mL离心管中, 加入1 mL处于生长

对数期的副溶血弧菌Vp13, 混合均匀, 同时加入200 μL
CaCl2和200 μL SM缓冲液以及20 mL 20% PEG溶

液, 并用盐度30‰的10×缓冲蛋白胨水加至50 mL过
夜培养。

参考余茂効等
[22]

的二层平板法进行副溶血弧

菌噬菌体富集筛选, 略作修改。

富集培养液8000 r/min离心20min, 取上清液用

微孔滤膜 (直径 = 0 . 2 2  μ m )过滤除菌 2次 ;  做
10–1—10–7

稀释, 分别取每个稀释度样液200 μL于灭

菌的10 mL离心管中, 3个平行; 将培养了10h的副溶

血弧菌悬液400 μL(对数期)与稀释液混合, 同时加

入100 μL CaCl2和100 μL SM缓冲液并混合均匀, 静
置10—15min, 进行二层平板法, 分别于6h、12h、
18h和24h观察噬菌斑出现情况。

噬菌体SX-2和SX-F的纯化与浓缩　　参考余

茂効等
[22]

的噬菌体纯化方法, 略作修改。挑取单个

噬菌斑至1 mL SM缓冲液中充分震荡混匀, 静置

1—2h, 吸取100 μL进行10倍法稀释至10–7, 进行二

层平板法验证分离得到的噬菌斑, 连续纯化5次得

到纯噬菌体
[20]

。将纯化的噬菌体用二层平板固体

培养8h后, 倒入10 mL SM缓冲液, 用1 mL移液枪反

复吹打上层琼脂平板后, 常温静置10h, 使噬菌体充

分释放到液体中, 收集上清液即为浓缩液。

噬菌体SX-2和SX-F的电镜观察　　参考

Ramírez-Orozco等[23]
的方法, 采用磷钨酸负染法进

行透射电镜直接观察噬菌体。

噬菌体SX-2和SX-F增殖液制备　　挑取上层

平板上的噬菌斑置10 mL的SM缓冲液中混匀, 先置

4℃ 10h, 然后将其进行8000 r/min离心20min, 用10 mL
一次性注射器吸取上清, 最后经0.22 μm滤膜过滤

除菌3次得到增殖液, 于37℃保存备用。

噬菌体SX-2和SX-F效价的测定　　吸取100 μL
纯化的噬菌体液进行10倍稀释 ,  将10– 5

、10– 6
及

10–7
的噬菌体液分别与400 μL的Vp13混合, 利用二

层平板法观察噬菌斑的个数。

噬菌体效价(pfu/mL)=噬菌斑数量×稀释倍数/加
入的噬菌体液体积

噬菌体SX-2和SX-F核酸类型鉴定　　参照

Sambrook等 [ 2 4 ]
噬菌体核酸提取的方法 ,  略有改

动
[25, 26]

。将增殖的噬菌体液加入DNase Ι (50 μg/mL)
和RNaseA (100 μg/mL), 摇床震荡1h (37℃, 50r), 加
入EDTA终止反应, 加入等体积的20% PEG冰浴2h,
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12000 r/min离心30min, 弃上清, 沉淀用200 μL
SM缓冲液洗脱, 洗脱液用EZUP柱式细菌基因组抽

提试剂盒提取噬菌体核酸。采用DNase I、RNase
A、Mung Bean Nuclease及Hind Ш进行酶切实验,
琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切结果。

噬菌体SX-2和SX-F裂解谱的测定　　采用双

层平板法, 以噬菌体SX-2为例, 将浓度为3.8×1010 pfu/mL
的噬菌体液进行10倍稀释, 每个浓度取200 μL的稀释

液与400 μL对数期的副溶血弧菌(A600=0.941)混合,
37℃恒温放置10min, 再与10 mL半固体TSA培养基

混匀并倒入事先制好的固体TSA琼脂平板上制成

双层平板, 冷却凝固后倒置于37℃恒温箱中培养。

噬菌体SX-2和SX-F最佳感染复数测定(MOI)
本实验按照感染复数为10、1、0.1、0.01、0.001、
0.0001、0.00001和0.000001的比例, 分别取SX-2和
SX-F噬菌体液100 μL与对数期的Vp13(1×107 pfu/mL)
100 μL混合, 加入到10 mL TSB培养基中, 37℃摇床

120 r/min培养10h。将培养液经8000 r/min离心

10min, 取上清经0.22 μm滤膜除菌, 除菌后的噬菌

体液用二层平板法检测噬菌体效价, 效价最高的所

对应的感染复数为最佳感染复数。

噬菌体SX-2和SX-F一步生长曲线测定　　参

照余茂効等
[22]

、Ramírez-Orozco等[23]
的方法, 略做

改动。以SX-2为例, 以MOI为0.1的比例加入SX-
2和宿主菌Vp13(109 pfu/108 cfu), 37℃静置10min,
8000 r/min离心1min, 用SM缓冲液洗涤3次去除未

吸附的噬菌体, 将沉淀置于10 mL离心管中充分混

匀。立即置于37℃摇床培养(150 r/min), 并开始计

时。在0时取样100 μL, 以后每隔10min取样, 共
120min, 每次取完的样品立即用二层平板法检测效

价, 每个时间点做3次平行, 横坐标为感染时间, 纵

坐标为噬菌体效价, 绘制SX-2的一步生长曲线。

2    结果

2.1    噬菌体SX-2和SX-F筛选

从上海铜川路海产品市场下水道采集的2号水

样和5号水样中分离到2株噬菌体, 分别为SX-2和
SX-F。其中SX-2形成的噬菌斑中间透亮, 边缘有

晕环, 随着时间的延长晕环会逐步增大。SX-F形成

的噬菌斑是一个透亮的噬菌斑, 随着时间的延长没

有出现晕环。2种噬菌体出现噬菌斑的时间均在

6 h。在分离的过程中 ,  添加2 0 %  P E G、1 0 %
CaCl2以及SM缓冲液富集培养, 比直接使用水样筛

选更容易筛选到噬菌体(表 1)。实验过程中发现噬

菌体与宿主菌间的浓度比例与培养时间会影响噬

菌斑的观察(表 2)。

表 1   PEG1、CaCl2及SM缓冲液的添加对噬菌体筛选的影响

Tab. 1   Effects of PEG1, CaCl2 and SM buffer on phage screening

水样稀释
倍数

Dilution of
water

sample

2号水样
Water

sample of
2 (pfu/mL)

2号水样+缓冲
液 Water
sample of
2+buffer
(pfu/mL)

5号水样
Water

sample of
5 (pfu/mL)

5号水样+缓冲
液Water
sample of
2+buffer
(pfu/mL)

0 2 +++ 2 +++

101
– +++ – +++

102
– +++ – ++

103
– ++ – ++

104
– ++ – ++

105
– 43 – 36

106
– 4 – 4

注:  +噬菌斑数量;  –未观察到噬菌斑;副溶血弧菌Vp13 为
108 cfu/mL;表2同

Note:  +  The  plaques;  –  no  plaques;  The  strain  of  V.
parahaemolyticus Vp13 is 108 cfu/mL; the same applies Tab.2

表 2    噬菌体与宿主菌浓度比对噬菌斑形成的影响

Tab. 2    Effects of concentration ratio of phage and host bacteria on the phage plaque

噬菌体
浓度

Concentra-
tion of
phages

(pfu/mL)

SX-2噬菌斑形成时间
The formation time of plaque phage SX-2 (h)

SX-F噬菌斑形成时间
The formation time of plaque phage SX-F (h)

6 10 24 6 10 24

102
+ + – + + –

103
+ + – + + –

104
++ ++ – ++ ++ –

105
++ ++ + ++ +++ +

106
+++ +++ + +++ +++ +

107
++++ ++++ ++ ++++ ++++ ++

108 平板表面出现部
分清亮, ++++

平板表面出现部
分清亮, ++++

平板表面出现部
分清亮, ++++

平板表面出现部分细
样浑浊, ++++

平板表面出现部分细
沙样浑浊, ++++

平板表面出现部分细
沙样浑浊, ++++

109 平板表面出现部
分清亮, ++++

平板表面出现部
分清亮, ++++

平板表面出现部
分清亮

平板表面细沙样浑浊 平板表面细沙样浑浊 平板表面细沙样浑浊

1010
平板表面清亮 平板表面清亮 平板表面清亮 平板表面细沙样浑浊 平板表面细沙样浑浊 平板表面细沙样浑浊
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2.2    噬菌体SX-2和SX-F电镜观察

噬菌体电镜照片结果显示: SX-F(图 1A)未观

察到尾部, 是正六边形, 头部长约为56.86 nm, 宽约

为50.74 nm。SX-2(图 1B)观察到头部和尾部, 头部

长约110 nm, 宽约50 nm, 尾部长约150 nm, 宽约10 nm。

2.3    噬菌体SX-2和SX-F核酸类型鉴定

1%琼脂糖凝胶电泳结果显示提取的噬菌体

SX-2和SX-F核酸纯度好, 条带完整。二者都能被

DNase I消化降解, 不能被RNase A消化降解, 说明

遗传物质是DNA; 都不能被Mung Bean Nuclease消
化降解, 能被Hind Ш 消化降解, 说明二者都是双链

DNA; 二者核酸条带都是只有一个条带, 说明噬菌

体SX-2和SX-F两者的核酸均为线性双链DNA。

2.4    噬菌体SX-2和SX-F裂解谱测定

对2株噬菌体分别做了除宿主菌外的85株弧菌

裂解谱的检测, 其中VaK为溶藻弧菌, 其他均为副

溶血弧菌。结果显示, 噬菌体SX-2能够裂解23株副

溶血弧菌和1株溶藻弧菌VaK, 噬菌体SX-F能够裂

解19株副溶血弧菌和1株溶藻弧菌VaK, 说明两株

噬菌体都具有一定范围的裂解谱(表 3)。
2.5    噬菌体SX-2和SX-F最佳感染复数(MOI)测定

噬菌体SX-2和SX-F的效价都是在感染复数为

0.0001时效价达到最高值, 所以二者的最佳感染复

数都为0.0001(表 4)。
2.6    噬菌体SX-2和SX-F一步生长曲线测定

噬菌体SX-F的潜伏期约10min ,  裂解期约

70min, 根据计算公式计算SX-F裂解量=裂解末期

噬菌体效价 /感染初期宿主菌浓度 ,  S X - F裂解

量=5×1010/4.3×108=116.2; 噬菌体SX-2的潜伏期小

于10min, 裂解期约70min。SX-2裂解量=9×1010/4.3×
108=209.3(图 2)。

3    讨论

3.1    噬菌体分离

本研究从采集的23份水样中共分离到了2株副

溶血弧菌Vp13的烈性噬菌体SX-2和SX-F。噬菌体

表 3   SX-2和SX-F对弧菌的裂解

Tab. 3   Lytic effect of SX-2 and SX-F on Vibrio spp.

菌株Bacterial
strain

SX
-2

SX
-F

菌株Bacterial
strain

SX
-2

SX
-F

菌株Bacterial
strain

SX
-2

SX
-F

Vp1 + + Vp32 – – Vp62 – –

Vp2 – – Vp33 – – Vp63 + –

Vp3 + – Vp34 + – Vp64 – –

Vp4 – – Vp35 + + Vp65 – –

Vp5 + – Vp36 – – Vp66 – –

Vp6 + – Vp37 – – Vp67 – –

Vp7 – – Vp38 – – Vp68 – –

Vp8 – + Vp39 + + Vp69 – –

Vp9 – + Vp40 – – Vp70 – –

Vp10 – Vp42 – – Vp71 – –

Vp11 – – Vp43 – – Vp72 – –

Vp12 – – Vp44 – – Vp74 – –

Vp14 – – Vp45 + + Vp74 – –

Vp15 – – Vp46 – – Vp75 – –

Vp16 – – Vp47 + – Vp76 – –

Vp17 – – Vp48 – – Vp77 – –

Vp18 + – Vp49 – – Vp78 – –

Vp19 – – Vp50 – – Vp79 – –

Vp20 – – Vp51 – – Vp80 + +

Vp21 + + Vp52 + + Vp81 + +

Vp22 + + Vp53 + + Vp82 + +

Vp23 – – Vp54 + + Vp83 + +

Vp24 – – Vp55 – – Vp84 + +

Vp25 – + Vp56 – – Vp90 – –

Vp26 – – Vp58 – – Vp91 – –

Vp27 – – Vp59 – – Vp92 – –

Vp28 + + Vp60 – – Vp17802 – –

Vp29 – – Vp61 – – VaK + +

Vp30 + +

注: +能够被裂解; –不能被裂解
Note: + Can be lysed; – can not be lysed

表 4   噬菌体SX-2和SX-F的最佳感染复数

Tab. 4   The optimal MOI of phage SX-2 and SX-F

感染复
数MOI

噬菌体数
The number

of phage
(pfu)

细菌数The
number of

bacteria (cfu)

噬菌体SX-2效
价The phage
titer of SX-2

(pfu/mL)

噬菌体SX-F效
价The phage
titer of SX-F

(pfu/mL)

10 1×108 1×107 3.4×109 2.9×109

1 1×107 1×107 3.9×109 3.9×109

0.1 1×106 1×107 5.9×109 5.3×109

0.01 1×105 1×107 8.6×109 8.2×109

0.001 1×104 1×107 3.9×1010 3.8×1010

0.0001 1×103 1×107 5.6×1010 4.6×1010

0.00001 1×102 1×107 7.3×109 7.1×109

0.000001 1×101 1×107 4.6×109 4.4×109

 
图 1   噬菌体SX-F(A)和SX-2(B)的透射电镜照片

Fig. 1   TEM micrograph of phage SX-F (A) and SX-2 (B)
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的分离受到多种理化因素的影响, 如PEG和钙、镁

离子、噬菌体与宿主菌间的浓度比例及培养时间

等因素都会直接影响分离的结果。

PEG具有浓缩噬菌体颗粒和细菌的作用, 能够

促进噬菌体吸附在细菌表面; Ca2+
和Mg2+

能够增加

细胞膜的通透性促进噬菌体的侵染。Samantha等[27]

在分离噬菌体时加入CaCl2, 有助于快速筛选到噬

菌体。实验通过水样直接筛选, 水样中噬菌体的效

价为2 pfu/mL, 通过加入20% PEG、10% CaCl2以及SM
缓冲液富集培养, 水样中噬菌体的效价为4×106 pfu/mL,
显著促进了噬菌体的富集与效价的提升, 缩短了噬

菌体分离的周期, 提高了噬菌体分离的效率。

噬菌体与宿主菌间的浓度比例与培养时间会

影响噬菌斑的观察。蔺红苹等
[20]

分离噬菌体时, 噬
菌体浓度显著高于宿主菌浓度时, 双层平板上呈细沙

样浑浊或大面积清亮, 噬菌斑出现后随着时间的延

长, 耐受菌生长后覆盖噬菌斑, 导致不能观察到噬菌

斑。本研究通过优化二者间的浓度比例, 发现当噬菌

体SX-2和SX-F与宿主菌浓度比例为104—107 pfu/mL鲶
108 cfu/mL时才能在二层平板上清楚地观察到噬菌

斑。当噬菌体的浓度(1010 pfu/mL)显著高于宿主菌

的浓度(108 cfu/mL)时, 观察到双层平板上出现细沙

样混浊(SX-F)和清亮(SX-2)两种现象, 未能观察到

完整的噬菌斑。培养时间也是影响噬菌斑观察的

另一重要因素, 因此, 完整噬菌斑的观察要选择合

适的培养时间。在本实验中, 当噬菌体与宿主菌混

合浓度比例为104—107 pfu/mL∶108 cfu/mL时, 观
察噬菌斑的最佳培养时间为6—10h, 此时, 能够观

察到形态完整的噬菌斑; 当培养时间进一步延长

时, 副溶血弧菌形成的菌苔能够覆盖噬菌斑, 从而

无法观察到噬菌斑。

3.2    噬菌体的形态结构

邱德全等
[28]

分离的副溶血弧菌噬菌体头部为

正二十面体, 直径约110 nm, 尾部长约270 nm, 底部

有3个刺突, 符合肌尾噬菌体科特征。江艳华等
[15]

分离的副溶血弧菌噬菌体头部呈二十面体立体结

构, 直径约60 nm, 尾部宽约8 nm, 长约20 nm, 符合

短尾噬菌体科特征。本文筛选的2株噬菌体与以上

学者描述的副溶血弧菌噬菌体均不同, SX-2的衣

壳蛋白由头部和尾部组成, 头部长约110 nm, 宽约

50 nm, 尾部长约150 nm, 宽约10 nm, 属于复合对

称, 核酸类型为线性双链DNA, 符合肌尾噬菌体科

特征, SX-F未观察到尾部, 是正六边形, 推测为正二

十面体, 头部长约为56.86 nm, 宽约为50.74 nm。核

酸类型为线性双链DNA, 符合盖噬菌体科特征。这

两株副溶血弧菌Vp13的噬菌体是否为新型噬菌体

尚需进一步研究。

3.3    噬菌体裂解谱

噬菌体的裂解谱在生物防控方面具有重要的

应用价值。但是由于噬菌体具有宿主专一性, 因此,
大部分噬菌体的裂解谱都十分窄。彭勇等

[18, 19]
对

分离到的噬菌体VPp1进行了8株弧菌裂解效果检

测, 随后又对分离到的噬菌体VPp2和VPp3进行了

12株弧菌裂解效果检测, 结果显示噬菌体VPp1、
VPp2和VPp3只对2株弧菌具有裂解效果。本实验

85株弧菌检测结果表明两株噬菌体具有较强的裂

解能力, 裂解谱占到实验菌株的24%以上, 具有潜

在的应用价值, 为开发新型抗菌的微生物制剂奠定

了基础。

3.4    噬菌体的生物学特性

感染复数是病毒与宿主之间量化与产出的重

要生物学指标
[20]

。噬菌体最佳感染复数是指产出

噬菌斑最多时对应的初始加入噬菌体数量与宿主

菌数量的比值。丁云娟等
[17]

分离的副溶血弧菌噬

菌体最佳感染复数为0.1—10, Pringsulaka等[21]
测得

食窦魏斯氏菌(Weissella cibaria)噬菌体感染宿主菌

的最佳感染复数在0.01。本实验筛选到的2株噬菌

体的最佳感染复数都是0.0001说明这2株噬菌体都

具有较强的裂解能力。

噬菌体的一步生长曲线能够反映出噬菌体的

3个特征: 潜伏期、裂解期和裂解量。从潜伏期可

得知噬菌体吸附于细胞并释放出子代噬菌体的最

短时间。裂解期是紧接在潜伏期后的宿主细胞迅

速裂解、溶液中噬菌体粒子急速增加的一个阶段,
从理论上来说, 其裂解是瞬间出现的, 但因宿主群

体中各个细胞的裂解不可能是同步进行的, 故出现

较长的裂解期。裂解量指每个感染细胞所产生的

子代噬菌体的平均数目。其中潜伏期和裂解量是

噬菌体增值的2个特征性数据。噬菌体SX-F和SX-
2的潜伏期(约10min)高于江艳华等

[16]
分离到的噬菌

体VpJYP1(5min), 低于丁云娟等
[17]

分离的噬菌体

qdvp001(20min)。噬菌体SX-F的裂解量(110)与江

 
图 2   噬菌体SX-F和SX-2的一生长曲线

Fig. 2   One-step growth curve of phage SX-F and SX-2
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艳华等
[17]

分离到的噬菌体VpJYP1(110)相同, 略高

于彭勇等
[19]
分离到的噬菌体VPp1(90.3), 噬菌体SX-2

裂解量(209.3)显著高于噬菌体SX-F、VpJYP1以及

VPp1。从潜伏期长短和裂解量的大小比较, 本研

究获得的两株噬菌体的裂解性能优良。

综上所述 ,  本实验分离到的2株副溶血弧菌

Vp13的噬菌体均为烈性噬菌体, 具有良好的应用价

值, 可以作为抗生素的替代制剂用于水产养殖中副

溶血弧菌疾病的防治。
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Abstract: The aim of this study was to screen lytic phase and provide new alternatives for the prevention and control of
V. parahaemolyticus. In this study, two lytic phages SX-2 and SX-F were isolated by double-layer plate method against
the host bacteria V. parahaemolyticus Vp13. The morphological structures of these two phages were observed by trans-
mission electron microscope (TEM). The types of nucleic acids were identified by the degradation characteristics of
DNase I, RNase A, Mung Bean Nuclease and Hind Ш. The lysis spectrum, optimal multiplicity of infection and one
step growth curve of SX-2 and SX-F were also analyzed. The results of TEM showed that the capsid protein of lytic
phage of SX-2 was a complex symmetry with icosahedral symmetry head that had length of about 110 nm and width of
about 50 nm and a spiral symmetry tail that had length of about 110 nm and width of about 10 nm. SX-F showed
hexagon with length of about 56.86 nm and width of about 50.74 nm without a tail, which was icosahedral symmetry.
Both SX-2 and SX-F were linear double stranded DNA bacteriophage. They were belonged to the family of Myoviri-
dae and Tectivirus based on the taxonomy standard of the ninth report of the International Committee Taxonomy of Viru-
ses. Results of lytic experiment on 85 Vibrio strains showed that phage SX-2 could lysis 23 strains of V. parahaemolyti-
cus and one strain of Vibrio alginolyticus, and phage SX-F could lysis 19 strains of V. parahaemolyticus and one strain
of V. alginolyticus. The optimal multiplicity of infection of plase SX-2 and SX-F were 0.0001. One step growth curve
showed that the incubation period of phage SX-F was about 10min, the lytic cycle was 70min, and the burst size was
116.2. The incubation period of the phage SX-2 was less than 10min, and the lytic cycle was about 70min, and the burst
size was 209.3. These results indicated that both of them were lytic phages, which can be used as an alternative to con-
trol and prevention of the V. parahaemolyticus.
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