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噬菌体在食品安全领域中的应用
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【摘要】 食源性致病菌是导致全世界食源性疾病发病率和死亡率的主要原因。近些年来因食源性致病菌导致的食物

中毒事件频繁发生,加剧了食品安全问题的恶化。由于抗生素的滥用以及细菌耐药性的增长,噬菌体又回到了生物防治

剂的地位。噬菌体因其高效性、特异性、分布广泛和易于分离、对人体无害等优点,可作为抗生素的替代品来单独使用,

或者与抗菌剂混合用于生物控制病原菌,其在食品安全中的应用越来越广泛。本文综述了噬菌体在食品检测和生物防

治中的应用以及目前噬菌体应用存在的问题,并对噬菌体未来的研究方向进行了展望。
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【Abstract】 Foodborne
 

pathogens
 

are
 

the
 

main
 

causes
 

of
 

the
 

incidence
 

rate
 

and
 

mortality
 

of
 

foodborne
 

diseases
 

world-

wide.In
 

recent
 

years,food
 

poisoning
 

incidents
 

caused
 

by
 

food
 

borne
 

pathogens
 

have
 

occurred
 

frequently,which
 

aggravates
 

the
 

deterioration
 

of
 

food
 

safety
 

problems.Due
 

to
 

the
 

abuse
 

of
 

antibiotics
 

and
 

the
 

growth
 

of
 

bacterial
 

resistance,phages
 

have
 

returned
 

to
 

the
 

status
 

of
 

biological
 

control
 

agents.Because
 

of
 

its
 

high
 

efficiency,specificity,wide
 

distribution,easy
 

separation
 

and
 

harmless
 

to
 

human
 

body,phage
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

substitute
 

for
 

antibiotics
 

alone,or
 

mixed
 

with
 

antibacterial
 

agents
 

for
 

biological
 

control
 

of
 

pathogens,which
 

is
 

more
 

and
 

more
 

widely
 

used
 

in
 

food
 

safety.This
 

paper
 

reviews
 

the
 

ap-

plication
 

of
 

bacteriophage
 

in
 

food
 

detection
 

and
 

biological
 

control,and
 

the
 

problems
 

existing
 

in
 

the
 

application
 

of
 

bacterio-

phage
 

at
 

present,and
 

prospects
 

the
 

research
 

direction
 

of
 

bacteriophage
 

in
 

the
 

future.
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***由于各种食源性致病菌对人体健康构成威胁,因此食物安

全成为人们关注的主要问题之一。在美国,每年大约有940万

例食物中毒感染病例,56
 

000人住院治疗,1
 

300人死于由食物

传播的主要病原体,包括沙门氏菌、产气荚膜梭菌、李斯特菌和

弯曲杆菌[1]。由于食物受到病原体的污染,食品工业每年损失

在约有25%[2]。一般而言,我们已采用各种天然或化学食物防

腐剂来控制这些经食物传播的致病原。有机酸、细菌素、壳聚

糖和乳铁蛋白等天然防腐剂的抗菌活性较弱[3]。然而,由于化

学防腐剂的副作用已知,消费者一般不会选择它们。此外,虽
然抗生素具有强大和稳定的抗菌活性,但不允许在食品中使

用。

噬菌体是一种具有寄主特异性和裂解活性的细菌病毒,它
能感染并裂解特定的寄主细菌,使其复制和繁殖。因此,噬菌

体被认为是对食源性病原体的天然生物防治剂,对人体细胞无

任何危害,表明其安全性[4]。由于这些独特的特性,人们逐渐

重视起来噬菌体对食源性致病菌的检测以及生物防治。

1 噬菌体在食品检测中的应用

食品中的细菌污染给食品工业带来了挑战,也给消费者带

来了高风险。尽管人们的认识不断提高,卫生措施也有所改

善,但食源性病原体仍然对公众健康构成威胁,因此需要新的

方法来检测这些病原体。传统的基于培养物的检测方法敏感

而且可以产生菌落,但同时也很耗费时间。基于聚合酶链式反

应(PCR)的方法有免疫(例如酶联免疫吸附试验、ELISA)方法

和质谱法(MS)方法[5]。这些方法虽然检测快速,但其缺点是

需要长时间的预浓缩步骤,昂贵的机器以及难以处理和解释结

果,以及缺乏区分活细胞和死细胞的能力,因此需要新的方法
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来检测病原体。噬菌体具有靶细胞特异性高、固有的信号放大

特性、易于生产且成本低廉、稳定性强等优点,并且能够区分活

细胞和死细胞,是诊断检测的理想工具。噬菌体裂解增殖周期

的每个阶段,从宿主细胞的初始识别到最终裂解事件,都可以

用基于噬菌体的方法来进行细菌检测。一个强毒性噬菌体的

完整感染周期通常只需要1-2
 

h[6],通过在宿主细胞内的增殖,

提供了一个固有的扩增步骤,大大的缩短了检测所需的时间。

除了完整的噬菌体颗粒外,来源于噬菌体的亲和分子如细胞壁

结合结构域和受体结合蛋白也可以用于这一目的。

1.1 噬菌体扩增法检测 烈性噬菌体一旦感染宿主菌,在很

短的时间内会发生细胞的裂解。由于从溶解的靶细胞中释放

出噬菌体感染辅助细胞周围,导致噬菌斑的形成。可根据噬菌

斑的数量直接对应于样品中最初出现的靶细胞的数量[7],并且

化验的性质确保只检测到活细胞。该检测方法的其他优点包

括成本低、专一性高、速度快,以及使用未修饰的噬菌体,避免

了基因工程有关的法律问题。噬菌体扩增法已经开发出来用

于广谱的细菌,包括食源性病原体,如沙门氏菌、大肠埃希菌、

金黄色葡萄球菌、李斯特菌和禽分枝杆菌。副结核病(paratu-

berculosis,MAP)是一种发生在牛奶中的专性病原体,也是反

刍动物约翰氏病的病原体。在这种情况下,该方法与斑块PCR
方法相结合,检测某些 MAP和牛分枝杆菌特异性签名元件的

存在,从而提供了区分这两个物种所必需的特异性。与单独使

用PCR方法相比,联合方法仅具有检测活细胞的优点[8]。基

于噬菌体扩增技术的 MAP检测方法的另一个进展是利用

MAP-特异性亲和肽对检测前样品中的靶细胞进行肽介导的磁

分离(PMS),并用噬菌体特异性多克隆抗体对释放的后代噬菌

体进行ELISA检测,取代传统的斑块形成步骤[9]。噬菌体扩

增法还可以与光密度法相结合,光密度值减小则细菌被噬菌体

裂解而减少,光密度值增大则表示细胞没有被噬菌体,自身会

长繁殖总数增多。这种方法用来检测鸡肉和碎牛肉20
 

h的平

均检测限为3
 

CFU/mL[10]。Alejandro等[11]建立了一种基于

沙门氏菌噬菌体vB_SenS_PVP-SE2扩增与实时荧光定量PCR
(qPCR)相结合的新方法,用于鸡肉中肠炎沙门氏菌的快速检

测。结果表 明,qPCR 方 法 可 检 测 到0.22
 

fg/μL 的 纯 病 毒

DNA和浓度为103? pfu/mL的病毒颗粒。

1.2 转基因报告噬菌体 报告噬菌体是一种基因工程噬菌

体,含有荧光发射或显色基因簇,编码细菌荧光素酶、绿色荧光

蛋白(GFP)和β-半乳糖苷酶[12]。报告噬菌体识别宿主菌株后,

感染宿主并注入其基因组DNA。然后,将噬菌体DNA插入宿

主基因组,并发出荧光或比色信号进行检测[13]。报告噬菌体

的优点是只能在宿主感染后发出检测信号,说明报告噬菌体检

测仅限于活的宿主细胞。另一个优点是报告噬菌体在感染特

定宿主时发出检测信号,表明不需要清洗步骤。在迄今所有报

告的噬菌体中,那些携带荧光素酶基因的细菌检测占最大的比

例。使用荧光素酶基因作为报告基因的主要优势是它们产生

的生物发光信号的高灵敏度检测,以及食物样品几乎没有生物

发光现象。第一个荧光素酶报告噬菌体(LRP)是由 Ulitzur等

于1987年构建的,他们将费氏弧菌(即荧光素酶基因)的lux操

纵子插入到一个基于克隆载体的表达载体中,并证明在105
 

min内检测到牛奶中的10个大肠埃希菌细胞[14]。Namura

等[15]将GRF报告基因结合到从废水分离出的2个噬菌体基因

组中,结果显示宿主范围广泛,有50%的大肠埃希菌菌株从废

水中检测出。近些年Zhang等[16]进行了大肠埃希菌 O157∶
H7和176

 

PFU/mL浓度的报告噬菌体富集试验,结果显示可

以在7
 

h内约5
 

CFU大肠埃希菌被检测到。Jinwoo等[17]设计

了一种大肠埃希菌 O157:h7特异性噬菌体phiV10,将luxCD-
ABE操纵子引入phiV10基因组,使工程化噬菌体phiV10lux
在不添加任何底物的情况下,产生与活大肠埃希菌 O157∶H7
细胞数量成比例的生物发光。在人工污染的生菜、苹果汁(pH
值3.51)和碎牛肉中,报告噬菌体可分别检测到约10

 

CFU/

cm2、13
 

CFU/ml和17
 

CFU/g的 大 肠 埃 希 菌 O157∶H7。

Matthew等[18]在T7噬菌体中插入一个纳米荧光素酶表达载

体,以构建 NRGp6报告噬菌体,合成的 NRGp6噬菌体用于高

效检测液体培养中的低浓度大肠埃希菌。

1.3 利用噬菌体或噬菌体组分作为亲和分子方法检测 使用

完整的噬菌体颗粒或噬菌体组分,如受体结合蛋白或噬菌体内

毒素的细胞壁结合结构域作为亲和分子,标记并随后检测目标

病原体而无需感染。直接标记噬菌体颗粒用于细菌检测的第

一篇报道可以追溯到20世纪60年代,当时 Watson和Eveland
使用荧光标记的针对噬菌体外壳蛋白的抗体。这种“噬菌体荧

光抗噬菌体染色系统”被成功地用于特异性识别李斯特菌细

胞。在这种情况下,噬菌体DNA用荧光核酸染料YOYO-1标

记。当结合IMS检测靶细胞浓度和流动细胞入口检测荧光信

号时,荧光噬菌体试验(FBA)的检测限为104CFU/mL[19]。当

试图在食品样品中检测大肠埃希菌 O157:H7时,可通过简短

的富集步骤进一步提高该方法的灵敏度。除了整个噬菌体颗

粒外,噬菌体或蛋白质的单个组成部分在其增殖过程中产生内

毒素的细胞壁结合结构域(CBDs)已经成为这方面很有前途的

工具。来自革兰氏阳性背景的内多肽是一个模块化结构,其中

催化活性和细胞壁识别由两个或两个以上不同的功能域。这

些CBDs在大多数情况下是C末端,识别和非共价结合在细菌

细胞壁内的某些配体上,从而使催化域接近其底物[20]。Wal-
cher等[21]将CBD-MS和基于PCR的实时定量方法(qPCR)结
合起来,对生奶中的李斯特菌进行检测,这种联合方法的检测

限为102~103CFU/mL。

1.4 生物传感技术 近10年来,利用噬菌体颗粒或噬菌体亲

和分子作为识别元件的细菌病原体生物传感器的研制取得了

长足的进展。噬菌体生物传感器性能的关键是将噬菌体或噬

菌体衍生的识别元件有效固定到传感器表面。这些方法包括

物理吸附,化学功能化的共价但无向定向固定,以及识别元件

的基因工程定向固定。利用完全噬菌体作为识别元件的一个

例子是Shabani等[22]提供的,他们将T4噬菌体共价固定在功

能化的丝网印刷碳电极微阵列表面,利用这种生物传感器,能
够在50

 

μl样品中达到104CFU/mL的检测限。在噬菌体生物

传感器中,已有多项研究将表面等离子共振蛋白(SPR)作为传

导平台。Arya等[23]使用了一个自组装单层膜的二硫代硼(琥
珀酰丙酸酯)(DTSP)用于在SPR传感器的金表面共价固定T4
噬菌体。这种方法确保了噬菌体与表面的结合均匀,并允许在

低至7×102CFU/mL的浓度下对大肠埃希菌细胞进行特异性

检测。胡静等[24]用物理吸附法在部分磁致伸缩传感器的表面

分别固定了E2噬菌体和JRB7噬菌体,用来检测沙门氏菌和炭
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疽杆菌,该系统能够对浓度范围为5×10~5×108
 

CFU/mL菌

液进行灵敏检测。Hyeon等[25]采用胺偶联法将Det7T蛋白固

定在镀金表面,制备了一种新型的Det7T功能化SPR生物传

感器,并用SPR技术检测了这些蛋白与细菌的特异性结合。

可对浓度范围为5×105-5×107
 

CFU/mL的鼠伤寒沙门菌进

行快速检测。

2 噬菌体在食品生物防治中的应用

2.1 对李斯特菌的防治 李斯特菌是一种杆状、革兰氏阳性、

兼性厌氧菌。进食受李斯特菌污染的食物会令人出现一系列

症状,例如初期的流感样或肠胃病征,在某些情况下会发展为

脑炎或子宫颈病征,而怀孕母亲则可能会出现死胎。李斯特菌

能够在食物在分发和贮存过程中常用的温度下(2~8
 

℃)存活

和生长,这是许多食物在分发和贮存过程中常用的温度,因此,

检测和消除李斯特菌对确保食物链的安全至为重要,特别是在

即食食物中。Chibeu等[26]研究表明,单噬菌体制剂能够减少

其火鸡片和烤牛肉表面的李斯特菌。与单一噬菌体制剂相比,

用多种噬菌体制备的噬菌体鸡尾酒可能更优越,既能提供更广

泛的目标物种覆盖范围,又能降低出现抗药性细菌的风险。一

种针对李斯特菌的噬菌体鸡尾酒在一些被单核细胞增生性李

斯特菌污染的生菜和奶酪上进行了测试,实验结果显示这些食

品中李斯特菌的水平降低了约0.7~1.1
 

logs[27]。Zhou等[28]

将分离到的一种新的单核细胞增生性李斯特菌噬菌体
 

vB-

LmoM-SH3-3应用于被单增李斯特菌污染的三文鱼肉和橙汁

中,结果表明,噬菌体vB-LmoM-SH3-3对三文鱼肉和橙汁中

的单核细胞增生性李斯特菌有较强的抑制作用。

2.2 对沙门氏菌的防治 沙门氏菌可引致非伤寒沙门氏菌

病,这是最常见的食源性疾病,典型症状包括胃痉挛、发烧、恶

心和腹泻,更为严重的是在脱水情况下和细菌侵入肠粘膜以外

的地方时,可能会危及生命。在处理和包装食物的过程中,沙

门氏菌和其他致病菌会附着在烹调食物的表面,使食物受到污

染,进而引发人体食物中毒。据估计,2010年全球超过7800万

食源性感染病例是由非伤寒沙门氏菌引起的,导致近60
 

000人

死亡[29]。Hong等[30]研究发现,一种单一的噬菌体SJ2能显著

降低液态蛋和碎猪肉中的沙门氏菌数量,这种降低在更高的温

度下更为明显。Sukumaran等[31]将噬菌体鸡尾酒涂抹在肉片

表面或浸入盛载噬菌体溶液的容器内时,沙门氏菌混合物的数

目显著减少。Huang等[32]将噬菌体应用于受肠炎沙门氏菌污

染的24
 

℃条件下贮存的莴苣中,结果发现在 MOI=1,10和

100时沙门氏菌数量分别减少了2.02
 

Log10CFU/mL,1.71
 

Log10CFU/mL,和1.45
 

Log10
 

CFU/mL。范秋丽将用无菌水

和过滤水分别稀释的噬菌体应用于受沙门氏菌污染的碎鸡肉

中,结果发现30
 

min后沙门氏菌分别减少0.39Log
 

CFU/cm2

和0.23Log
 

CFU/cm2,效果很好(P<0.05)[33]。Clavijo等[34]

将噬菌体鸡尾酒Salmofree
 

注入饮用水中,用来治疗被沙门氏

菌污染的肉鸡,结果表明,Salmofree
 

控制了沙门氏菌的发病

率,提高了肉鸡的存活率。Vaz等[35]将三种野生型溶菌噬菌体

(LBs)用来治疗被沙门氏菌污染的雏鸡,结果显示沙门氏菌减

少了1.08log10CFU/g的平均值。Mattika等[36]利用噬菌体鸡

尾酒对人工感染鼠伤寒沙门氏菌ssl1-010的鸡肉进行处理,使

ssl1-010数量在贮藏0-24
 

h内显著降低0.4
 

log-0.7
 

logCFU/

cm2(p0.05)。

2.3 对大肠埃希菌的防治 在人类肠道中发现的许多革兰氏

阴性杆状大肠埃希菌是有益于我们的健康和幸福,它们有助于

消化食物和帮助维护免疫系统。然而,在受污染的水或食物中

发现能产生志贺毒素的大肠埃希菌血清 O157∶H7会引起人

类疾病。大肠埃希菌O157∶H7可入侵肠粘膜并引发疾病,症
状包括腹部绞痛和出血性腹泻。这些感染在免疫功能正常的

个体中通常是自我限制的,但在非常年轻或年老的患者中可能

有潜在的生命威胁。Tomat等[37]通过单一噬菌体使青椒片和

菠菜叶片上的大肠埃希菌 O157∶H7水平 降 低1~4logs。

Carter等[38]使用名为EcoShieldTM 噬菌体制剂喷洒在受 O157
∶H7大肠埃希菌实验污染的生菜心脏上,并在4

 

℃下保存5
 

d。结果表明,与大肠埃希菌接触5
 

min后,大肠埃希菌数量可

降低87%(P<0.05)。王元超等[39]给雏鸡接种4×108pfu噬

菌体,12
 

h之后用大肠埃希菌感染雏鸡,雏鸡的死亡率由80%
降至10%。相比之下,3

 

h后感染的雏鸡死亡率由80%降至

40%。Vikram等[40]开发了一种溶菌噬菌体混合物EcoShield
 

PX,用于防治八种食物(烧牛肉、绞牛肉、鸡胸肉、熟鸡肉、三文

鱼、芝士、哈密瓜和生菜)中的大肠埃希菌 O157∶H7。结果表

明,用5106及1107
 

PFU/g噬菌体制剂可显著减低所有食物中

O157∶H7大肠埃希菌的含量(P<0.05),最高可减低97%。

3 总结和展望

噬菌体是地球上最丰富的生物体,是全球细菌总数的10
倍,噬菌体是所有新鲜食物中正常微生物区系的一部分,它们

已从各种食物中分离出来并且数量通常都很多。在食物应用

方面,噬菌体被视为天然食物防腐剂,以及食物中病原体的快

速检测工具。大量研究报告显示,噬菌体可能有助于控制特定

的食物传播病原体,对人类具有高度安全性。噬菌体生物控制

越来越多地被用于针对各种食品中的特定病原菌,越来越多的

文献表明噬菌体能够减少或消除食品中的目标病原菌。有些

国家已经开发出商业噬菌体产品,这些产品可用于处理食品生

产过程中不同时间阶段受特定细菌病原体污染的问题。然而

在噬菌体生物控制被消费者普遍接受和食品工业大规模应用

还需要很长的路要走,仍然需要一些时间来让消费者了解噬菌

体作为天然食品防腐剂的优势。另外为了确保消费者的健康,

必须确定噬菌体的生物特性以及它的遗传特性,除此之外,另
一个需要研究的重要方向是对人体免疫反应的影响。噬菌体

应用是一个令人值得研究与探索的领域,为食品安全带来无数

好处。随着生物技术和分子生物学领域的迅速进展,在不久的

将来噬菌体可以很快纳入现代方法来检测和防控食源性病原

体。
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