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嗜麦芽窄食单胞菌裂解性噬菌体ＴＳ１０的特性

及其对细菌生物膜作用研究
田爽１，２，赵树川１，赵雪利１，赵春燕１，黄红兰１

（１．吉林大学基础医学院病原生物学系，吉林长春１３００２１；２．黑龙江省科学院微生物研究所）

【摘要】　目的　从湖水中分离特异性针对嗜麦芽窄食单胞菌的噬菌体，分析其生物学特性，并检测其对细菌生物膜的

裂解作用。　方法　通过双层琼脂平板法对噬菌体进行分离并纯化，用透射电镜观察其形态，并测定其最佳感染复数、

一步生长曲线、温度及酸碱稳定性。提取基因组ＤＮＡ进行测序分析，采用生物膜形成抑制试验和裂解试验观察噬菌体

对嗜麦芽菌生物膜的影响。　结果　嗜麦芽窄食单胞菌噬菌体ＴＳ１０呈现出典型的蝌蚪状外形，头部为正二十面体结

构，ＴＳ１０头部直径为１１０～１１５ｎｍ，尾部长１２０～１２５ｎｍ。ＴＳ１０最佳感染复数为０．０１，潜伏期为１５ｍｉｎ，裂解期为６５

ｍｉｎ。ＴＳ１０可在６０℃、ｐＨ４～１１的环境中存活。ＴＳ１０属有尾噬菌体目、肌尾噬菌体科，其基因组大小为４２３９１ｂｐ，

含５３个开放阅读框，与窄食单胞菌属噬菌体亲缘关系较近。生物膜形成抑制和裂解试验显示，ＴＳ１０能抑制嗜麦芽菌

生物膜的形成且有一定的裂解作用，其中抑制试验菌液 Ａ值较对照组减少８８．５％，裂解试验菌液 Ａ值较对照组减少

３５％（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。　结论　噬菌体ＴＳ１０裂解性强、特异性高且稳定，可望用于多重耐药嗜麦芽窄食单胞菌

感染的治疗。
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狆犺犻犾犻犪，ＳＭ）在自然界分布广泛，也可在人的口腔、咽

部、粪便中检出，是引起医院感染的病原体之一［１２］。

免疫功能受损和衰弱者易发生ＳＭ 感染
［３］，引起呼吸

道症状、胆源性脓毒症、菌血症、脑膜炎，也可发生尿路

和软组织感染等［４５］。临床上治疗ＳＭ 感染的常用药

物为复方磺胺甲唑和左氧氟沙星，但耐药性逐渐增

强，其中左氧氟沙星的耐药率达１１．７％，复方磺胺甲

唑耐药率在１．４％～８．７％之间
［４］。

由于ＳＭ耐药问题日趋严重，增加了ＳＭ 感染治

疗的难度，急需新的治疗手段［６］。噬菌体是可以感染

细菌、真菌或放线菌等微生物的病毒，在自然界分布广

泛［７］。由于具有易于获得、特异性高以及不会出现耐

药性等特点，噬菌体疗法可作为治疗细菌感染的一种

手段［８］。本研究拟从污水中筛选出针对ＳＭ的裂解性

噬菌体，观察其生物学特性，检测其裂解细菌生物膜的

效率，为ＳＭ感染的生物治疗提供参考。

材料与方法

１　材料

１．１　 菌 株 与 污 水 样 品 　 嗜 麦 芽 窄 食 单 胞 菌

（犛狋犲狀狅狋狉狅狆犺狅犿狅狀犪狊犿犪犾狋狅狆犺犻犾犻犪，ＳＭ）菌株由吉林大

学基础医学院病原生物学系保存。污水样品取于吉林

省长春市朝阳区湖水。

１．２　主要试剂与仪器　ＮＢ肉汤培养基和 ＮＡ营养

琼脂培养基购于青岛海博公司；ＳＭ 缓冲液购于武汉

卡诺斯公司；草酸铵结晶紫染色液购于Ｓｉｇｍａ（上海）

公司；Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｍ１３ＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔ为美国 ＯＭＥＧＡ

公司产品。电热恒温培养箱购于上海实验仪器厂。

２　方法

２．１　噬菌体ＴＳ１０的筛选、纯化及滴度测定　取１０

株ＳＭ分别接种于ＮＢ肉汤培养基中进行培养增菌。

将培养后的ＳＭ 菌液一并倒入１００ｍＬ湖水样品中，

再向其中加入等体积的ＮＢ肉汤培养基，３７℃培养１２

ｈ，离心半径为８ｃｍ，６０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上

清，用０．２２μｍ滤器过滤，收集滤液，即为噬菌体液。

利用双层琼脂平板法，将１×１０
８
ＣＦＵ／ｍｌ的ＳＭ 菌液

与倍比稀释的噬菌体液混匀，向其中加入半固体培养

基，倾倒固体平板，３７℃过夜培养。次日，挑取单个噬

菌斑加入到含有１０ＭｌＮＢ培养基的锥形瓶内，再向

其中加入１００μＬＳＭ菌液（１×１０
８
ＣＦＵ／ｍＬ），３７℃、

１６０ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ。吸取５ｍＬ混合液，用０．２２μｍ

滤膜过滤，收集滤液。重复上述步骤，继续挑取单个噬

菌斑进行扩增，经过５次纯化至噬菌斑大小均一。最

后一次扩增噬菌体后计算噬菌体滴度（ＰＦＵ／ｍＬ）。噬

菌体滴度（ＰＦＵ／ｍＬ）＝噬菌体稀释倍数×噬菌斑个数

×１０。

２．２　电镜观察噬菌体 ＴＳ１０的形态　取２０μＬ

０．５％戊二醛与２０μＬ噬菌体液混匀，于铜网上静置

１５ｍｉｎ，再用２％磷钨酸负染色１ｍｉｎ左右，在８０ｋｖ

透射电子显微镜下观察噬菌体形态。

２．３　噬菌体ＴＳ１０最佳感染复数（ＭＯＩ）测定　吸取

１００μＬ浓度为２×１０
８
ＣＦＵ／ｍＬ的ＳＭ菌液加入到含

有５ｍＬＮＢ培养基的离心管内。将噬菌体液梯度稀

释为２×１０
１０、２×１０

９、２×１０
８、２×１０

７、２×１０
６、２×１０

５、

２×１０
４
ＰＦＵ／ｍＬ，然后分别加入到含有菌悬液的离心

管内，使噬菌体与ＳＭ 菌的比例分别为１００、１０、１、

０．１、０．０１、０．００１、０．０００１，混匀后置３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ

培养４ｈ。用０．２２μｍ滤膜过滤混合液，滤液作倍比

稀释。吸取１００μＬ噬菌体液与１００μＬ浓度为１×１０
８

ＣＦＵ／ｍＬ的ＳＭ菌液混合，再加入５ｍＬ半固体培养

基，混匀后倾倒培养皿，３７℃培养１２ｈ，观察噬菌斑数

目，确定不同比例下噬菌体的滴度，确认噬菌体与ＳＭ

菌的最佳比例。试验重复３次
［８］。

２．４　噬菌体ＴＳ１０一步生长曲线测定　将噬菌体与

ＳＭ菌液各５００μＬ以最佳感染复数比例混匀，室温静

置１０ｍｉｎ，待噬菌体吸附在ＳＭ 菌表面后１００００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。用１ｍＬＮＢ肉汤培养基重悬沉淀，

将重悬液转移至含有１９ｍＬＮＢ培养基的离心管内，

３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ恒温摇床孵育，前２０ｍｉｎ每隔５ｍｉｎ

吸取１ｍＬ，之后每隔１０ｍｉｎ吸取１ｍＬ，共计１００

ｍｉｎ。收集液用０．２２μｍ滤器过滤，倍比稀释后采用

双层琼脂平板法测定噬菌体滴度。试验重复３次。

２．５　噬菌体ＴＳ１０温度及酸碱稳定性测定　将噬菌

体液分别接种到４个离心管内，每个离心管接种９

ｍＬ。将４个离心管分别放入５０、６０、７０、８０℃水浴锅

内培养，每隔１０ｍｉｎ吸取１ｍＬ，共计６０ｍｉｎ。收集液

过滤后作倍比稀释，采用双层琼脂平板法测定噬菌体

滴度。试验重复３次。利用浓盐酸与氢氧化钠配制

ｐＨ３～１２的ＮＢ肉汤培养基，取１０μＬ噬菌体液分别

加到９９０μＬ不同ｐＨ 值的培养基内，３７℃水浴培养

１０ｍｉｎ，吸取１００μＬ噬菌体液，利用双层琼脂平板法

测定不同ｐＨ下噬菌体滴度。试验重复３次。

２．６　噬菌体ＴＳ１０的基因组提取与鉴定　采用 Ｏ

ＭＥＧＡ ＤＮＡ 试 剂 盒 提 取 ＴＳ１０ ＤＮＡ。提 取 的

ＤＮＡ，委托联川生物测序公司进行ＩｌｌｕｍｉｎａＸｔｅｎ测

序［９］，选用Ｓｐａｄｅｓ对基因进行组装拼接，使用软件

ＤＮＡｓｔａｒ对噬菌体基因组序列进行一般特性分析，使

用ＲＡＳＴ和 ＯＲＦｓＦｉｎｄｅｒ预测噬菌体ＴＳ１０的开放

阅读框（ＯＲＦ），使用ＢＬＡＳＴ对预测的基因进行检索

及功能注释。

２．７　噬菌体ＴＳ１０抑制ＳＭ 生物膜形成试验　向含
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有细胞爬片的６孔板内加入１００μＬ浓度为１×１０
８

ＰＦＵ／ｍＬ的ＳＭ菌液，分为对照组和实验组。实验组

同时加入１００μＬ最佳感染复数滴度的噬菌体液，并向

实验组和对照组各加入１ｍＬＮＢ肉汤培养基，３７℃

培养２４ｈ。一部分吸去培养基，用ＰＢＳ清洗３次。加

入６００μＬ甲醛溶液固定３０ｍｉｎ，吸出后充分晾干。

加入６００μＬ结晶紫染色１０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗３次，充分

晾干。加入４００μＬ３３％的冰乙酸溶解结晶紫，用酶标

仪检测每孔的吸光度 Ａ值。另一部分吸去多余培养

基，用ＰＢＳ清洗３次。取出细胞爬片，放入含有５ｍＬ

ＰＢＳ的离心管内，涡旋震荡，吸取１００μＬ作倍比稀释，

涂布培养板进行培养，计算ＳＭ 菌浓度。试验重复３

次。

２．８　噬菌体ＴＳ１０裂解ＳＭ 生物膜试验　向含有细

胞爬片的６孔板内各加入１００μＬ浓度为１×１０
８

ＰＦＵ／ｍＬ的ＳＭ菌液，分为对照组和实验组，各加入１

ｍＬＮＢ肉汤培养基后于３７℃培养２４ｈ。待生物膜形

成后，向实验组加入１００μＬ最佳感染复数滴度的噬菌

体液，３７℃培养２４ｈ，取出后按方法２．７用结晶紫染

色，用酶标仪测量对照组与实验组吸光度 Ａ值，按方

法２．７作平板涂布计算ＳＭ菌浓度。试验重复３次。

２．９　统计学分析　利用ＳＰＳＳ２１．０进行统计学分析。

计量资料用均数（标准差（狓±狊）表示，两组间比较采

用狋 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。使用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０对数据进行可视化。

结　果

１　噬菌体犜犛１０的筛选、纯化及滴度测定

经过分离纯化得到１株裂解性噬菌体，其噬斑呈

圆形、透明、无晕环，直径约１ｍｍ（图１）。

图１　噬菌体犜犛１０的噬斑

犉犻犵．１　犘犾犪狇狌犲狊狅犳犜犛１０狆犺犪犵犲

２　电镜观察噬菌体犜犛１０的形态

如图２所示，噬菌体ＴＳ１０由正二十面体立体头

部和一条可伸缩的螺旋对称的尾部构成，头部直径

１１０～１１５ｎｍ，尾部长１２０～１２５ｎｍ。依照ＩＣＴＶ分类

规则，噬菌体ＴＳ１０属于有尾噬菌体目（Ｃａｕｄｏｖｉｒａｌｅｓ）

肌尾噬菌体科（Ｍｙｏｖｉｒｉｄａｅ）噬菌体。

图２　噬菌体犜犛１０的电镜图

犉犻犵．２　犈犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犜犛１０狆犺犪犵犲

３　噬菌体犜犛１０的最佳感染复数

用噬菌体ＴＳ１０感染ＳＭ，当 ＭＯＩ为０．０１时，产

生的子代噬菌体数量最多（图３）。

图３　噬菌体犜犛１０犕犗犐测定

犉犻犵．３　犜犺犲犕犗犐狅犳犜犛１０狆犺犪犵犲

４　噬菌体犜犛１０一步生长曲线

噬菌体ＴＳ１０一步生长曲线如图４。ＴＳ１０的感

染过程约为８０ｍｉｎ，潜伏期１５ｍｉｎ，裂解期６５ｍｉｎ，爆

发量８９６ＰＦＵ／ｃｅｌｌ。

５　噬菌体犜犛１０的温度稳定性

噬菌体ＴＳ１０对于温度的稳定性较高，５０、６０℃

时其活性基本不受影响；置于７０℃中３０ｍｉｎ完全失

活，８０℃２０ｍｉｎ完全失活（图５）。

６　噬菌体犜犛１０的酸碱稳定性

噬菌体ＴＳ１０的酸碱稳定性较高，在ｐＨ４～１１

条件下其活性基本不受影响，在ｐＨ３和ｐＨ１２时活

性稍下降（图６）。
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图４　噬菌体犜犛１０一步生长曲线

犉犻犵．４　犗狀犲狊狋犲狆犵狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳犜犛１０狆犺犪犵犲

图５　噬菌体犜犛１０的热稳定性

犉犻犵．５　犜犺犲狉犿犪犾狊狋犪犫犻犾犻狋狔狅犳犜犛１０狆犺犪犵犲

图６　噬菌体犜犛１０酸碱稳定性

犉犻犵．６　狆犎狊狋犪犫犻犾犻狋狔狅犳犜犛１０狆犺犪犵犲

７　噬菌体犜犛１０的基因组分析

噬菌体 ＴＳ１０基因组全长４２９３１ｂｐ，ＧＣ含量

５９．９２％，不含ｔＲＮＡ，且未检测出毒力基因与耐药基

因。编码已知功能蛋白的基因有１８个，可分为结构蛋

白模块、包装蛋白模块、复制／重组蛋白模块、代谢模块

和裂解模块。基因组信息上传于ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为

ＯＫ０１８１３６。基因组图谱如图７。

　　注：箭头方向即为基因方向。绿色：结构蛋白；红色：包装蛋白；黄

色：复制／重组蛋白；蓝色：代谢模块蛋白；紫色：裂解蛋白。

图７　噬菌体犜犛１０基因组注释图谱

Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅａｒｒｏｗｄｉｒｅｃｔｉｏｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅ．Ｉｎ

ｔｈｅｃｏｌｏｒｃｏｄｅ，ｇｒｅｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｒｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｐａｃｋ

ａｇｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｙｅｌｌｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ／ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ｂｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｃｍｏｄｕｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓ，ａｎｄｐｕｒｐｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｌｙｔｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

犉犻犵．７　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狅犳狋犺犲犵犲狀狅犿犲狅犳狋犺犲犜犛１０狆犺犪犵犲

８　噬菌体犜犛１０的进化关系分析

基于噬菌体 ＴＳ１０全基因组进行ＢＬＡＳＴ，结果

如图８。ＴＳ１０与窄食单胞菌属噬菌体ＢＵＣＴ５９８的

进化关系较为相似。

图８　噬菌体犜犛１０进化关系分析

犉犻犵．８　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犜犛１０狆犺犪犵犲

９　噬菌体犜犛１０对犛犕生物膜形成的抑制作用

噬菌体 ＴＳ１０抑制ＳＭ 生物膜形成试验结果显

示，菌液 Ａ 值较对照组减少８８．５％（犘＜０．０１）（图

９Ａ）；活菌计数结果如图９Ｂ，以对照组为参照，细菌生

长抑制率为９９％（犘＜０．０１），表明ＴＳ１０噬菌体可显

著抑制细菌生物膜的形成。

　　Ａ　结晶紫染色Ａ６００值　Ｂ　活菌计数　注：不同字母表示组间具

有显著性差异（犘＜０．０１）。

图９　噬菌体犜犛１０抑制生物膜形成

Ａ　ＣｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇＡ６００ｖａｌｕｅ　Ｂ　ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔ

犉犻犵．９　犘犺犪犵犲犜犛１０犻狀犺犻犫犻狋犫犻狅犳犻犾犿犳狅狉犿犪狋犻狅狀
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１０　噬菌体犜犛１０对已形成生物膜的裂解作用

噬菌体ＴＳ１０裂解已形成ＳＭ 生物膜试验显示，

菌液Ａ值较对照组减少３５％（犘＜０．０５）（图１０Ａ）；活

菌计数结果如图１０Ｂ所示，与对照组比较细菌数减少

９５％（犘＜０．０５）。表明ＴＳ１０对已形成的生物膜有一

定的裂解作用。

Ａ　结晶紫染色Ａ６００值　Ｂ　活菌计数

注：不同字母表示组间具有显著性差异（犘＜０．０５）。

图１０　噬菌体犜犛１０裂解已形成的生物膜

Ａ　ＣｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇＡ６００ｖａｌｕｅ　Ｂ　ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔ

犉犻犵．１０　犘犺犪犵犲犜犛１０犾狔狊犲狊狋犺犲犳狅狉犿犲犱犫犻狅犳犻犾犿

讨　论

细菌耐药性已成为严重的公共卫生问题［１０１１］。近

年来，由于成本和市场盈利能力的压力，新型抗生素的

开发速度放缓，迫切需要新的抗菌疗法［１２］。一直以

来，人们一直在考虑使用噬菌体治疗细菌感染的可行

性，最近成功的个性化噬菌体鸡尾酒治疗的案例重新

让人们对噬菌体疗法建立了信心［１３］。噬菌体疗法有

可能提高当前的抗生素疗效，并为应对抗生素完全失

效提供最后的手段［１４］。

本研究从湖水中分离出噬菌体ＴＳ１０，该噬菌体

属于肌尾噬菌体科，潜伏期短且爆发量大，对极端温度

与酸碱度的耐受程度较高，由此可见噬菌体ＴＳ１０的

裂解效率基本不受环境因素的影响。

噬菌体ＴＳ１０的基因组属线性双链ＤＮＡ，含有

５３个ＯＲＦ，其中 ＯＲＦ３０等８个 ＯＲＦ负责组装噬菌

体，ＯＲＦ１３等９个ＯＲＦ与ＤＮＡ代谢有关，ＯＲＦ４７负

责裂解宿主菌，其余 ＯＲＦ编码假定蛋白。对 ＴＳ１０

基因组进行分析，未发现毒力基因与耐药基因，保证了

其在临床应用的安全性。进化分析显示，噬菌体ＴＳ

１０与窄食单胞菌属噬菌体的亲缘关系相近。

生物膜形成抑制和裂解试验显示，噬菌体ＴＳ１０

能抑制ＳＭ 生物膜的形成，亦可裂解已形成的ＳＭ 生

物膜。表明噬菌体ＴＳ１０可望成为消除和控制ＳＭ生

物膜形成的替代方案。
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