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沙门菌噬菌体 ＹＴ９０ 的分离鉴定及生物学特性分析
李刚ꎬ董雨豪ꎬ黄昊ꎬ孙千惠ꎬ刘永杰∗

(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文旨在分离针对肠炎沙门菌的烈性噬菌体并研究其生物学特性ꎮ [方法]从山东烟台某鸭场采集 ５８ 份粪便

样品ꎬ以鸭源肠炎沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 为宿主分离噬菌体ꎬ并对噬菌体分离株进行形态学观察ꎬ对其温度和 ｐＨ 值稳定性、感染复

数(ＭＯＩ)、一步生长曲线进行测定和分析ꎬ测试其对 ７１ 株不同血清型沙门菌的裂解谱ꎬ以及对沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 生物被膜形成

的抑制和对成熟生物被膜的清除作用ꎬ最后进行基因组测序分析ꎮ [结果]分离获得 １ 株长尾噬菌体ꎬ命名为 ＹＴ９０ꎮ 该噬

菌体在 ３０~６０ ℃和 ｐＨ 值 ４~１０ 的条件下ꎬ均表现出较好的增殖能力ꎬ最佳 ＭＯＩ 值为 １０－５ꎬ潜伏期１０ ｍｉｎꎬ裂解期 ９０ ｍｉｎꎬ裂
解量为每细胞 ２７８ ＰＦＵꎻ可裂解 ６６.７％(１４ / ２１)肠炎沙门菌、６６.７％(２８ / ４２)鼠伤寒沙门菌和 ７５.０％(３ / ４)鸡白痢沙门菌ꎻ在
９６ 孔细胞板上ꎬＹＴ９０ 具有抑制沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 生物被膜形成的潜力ꎬ并能有效清除成熟生物被膜ꎻ全基因组测序发现ꎬＹＴ９０
的基因组全长 １２１ ２４０ ｂｐꎬ不含已知的毒力因子和耐药相关基因ꎬ不编码整合酶ꎻ基于末端酶大亚基构建的进化树分析表

明ꎬＹＴ９０ 与沙门菌噬菌体 ＧＲＮｓｐ５０ 关系最近ꎬ属于根西病毒亚科(Ｇｕｅｒｎｓｅｙｖｉｒｉｎａｅ)新泽西病毒属( Ｊｅｒｓｅｙｖｉｒｕｓ)ꎮ [结论]从
鸭场粪便样品中分离获得 １ 株烈性噬菌体 ＹＴ９０ꎬ可裂解多种血清型沙门菌ꎬ耐受性强、潜伏期短、裂解量大ꎬ在防治沙门菌

感染方面有较好的临床应用潜力ꎮ
关键词:沙门菌ꎻ噬菌体ꎻ生物被膜ꎻ生物学特性

中图分类号:Ｓ８５２.６　 　 　 　 文献标志码:Ａ　 　 　 　 文章编号:１０００－２０３０(２０２４)０２－０３０６－０９

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎬｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐｈａｇｅ ＹＴ９０

ＬＩ ＧａｎｇꎬＤＯＮＧ ＹｕｈａｏꎬＨＵＡＮＧ ＨａｏꎬＳＵＮ ＱｉａｎｈｕｉꎬＬＩＵ Ｙｏｎｇｊｉｅ∗

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ａ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｗｉｔｈ ａ ｂｒｏａｄ ｈｏｓｔ ｒａｎｇｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ａｎｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｆｉｆｔｙ￣ｅｉｇｈｔ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｄｕｃｋ
ｆａｒｍ ｉｎ ＹａｎｔａｉꎬＳｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬａｎｄ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ Ｓ. Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ｏｆ ｄｕｃｋ ｏｒｉｇｉｎꎬｓｄｃ￣１１ꎬａｓ ｔｈｅ ｈｏｓｔ.
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐＨ ｓｔａｂｉｌｉｔｙꎬ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ (ＭＯＩ) ａｎｄ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｉｔｓ ｌｙｓｉｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｇａｉｎｓｔ ７１ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓꎬａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｄｃ￣１１ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ. Ａｌｓｏꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ａ ｐｈａｇｅ ｗｉｔｈ ａ ｌｏｎｇ ｔａｉｌ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ＹＴ９０. Ｔｈｅ ｐｈａｇｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ３０ ｔｏ ６０ ℃ ａｎｄ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ４ ｔｏ１０ꎬｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ＭＯＩ ｗａｓ １０－５ꎬｔｈｅ ｌａｔｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ ｗａｓ １０ ｍｉｎꎬ
ｔｈｅ ｌｙｓｉｓ ｐｅｒｉｏｄ ｗａｓ ９０ ｍｉｎꎬａｎｄ ｔｈｅ ｂｕｒｓｔ ｓｉｚｅ ｗａｓ ２７８ ＰＦＵ ｐｅｒ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ. Ａｎｄ ６６.７％(１４ / ２１)ｏｆ Ｓ. Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓꎬ６６.７％(２８ / ４２)
ｏｆ Ｓ. Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ａｎｄ ７５.０％(３ / ４)ｏｆ Ｓ. Ｐｕｌｌｏｒｕｍ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｌｙｓｅｄ ｂｙ ＹＴ９０. Ｉｎ ９６￣ｗｅｌｌ ｃｅｌｌ ｐｌａｔｅｓꎬｔｈｅ ＹＴ９０ ｓｈｏｗｅｄ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｄｃ￣１１. Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ＹＴ９０ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ １２１ ２４０ ｂｐꎬｗｈｉｃｈ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｏｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎬａｎｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｅｎｃｏｄｅ ｉｎｔｅｇｒａｓｅ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＹＴ９０ ｗａｓ
ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐｈａｇｅ ＧＲＮｓｐ５０ ａｎｄ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ Ｊｅｒｓｅｙｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｇｕｅｒｎｓｅｙｖｉｒｉｎａｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ.
[Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ａ ｌｙｔｉｃ ｐｈａｇｅ ＹＴ９０ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋꎬｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｌｙｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｗｉｔｈ
ｓｔｒｏｎｇ ｔｏｌｅｒａｎｃｅꎬｓｈｏｒｔ ｌａｔｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｌａｒｇｅ ｂｕｒｓｔ ｓｉｚｅ. Ｔｈｉｓ ｐｈａｇｅ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａꎻｐｈａｇｅꎻｂｉｏｆｉｌｍꎻｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ



　 第 ２ 期 李刚ꎬ等:沙门菌噬菌体 ＹＴ９０ 的分离鉴定及生物学特性分析

沙门菌病是由沙门菌属(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ)细菌感染引起的人畜共患的细菌性疾病ꎬ导致严重的胃肠炎和腹

泻ꎮ 沙门菌属分为肠道沙门菌(Ｓ􀆰 ｅｎｔｅｒｉｃａ)、邦戈尔沙门菌(Ｓ􀆰 ｂｏｎｇｏｒｉ)和地下沙门菌(Ｓ􀆰 ｓｕｂｔｅｒｒａｎｅａ)３ 个

种ꎬ血清型共有 ２ ６００ 种以上ꎬ其中肠道沙门菌肠道亚种肠炎血清型 ( Ｓ􀆰 ｅｎｔｅｒｉｃａ ｓｓｐ. ｅｎｔｅｒｉｃａ ｓｅｒｏｖａｒ
Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ)ꎬ简称肠炎沙门菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ)ꎬ最为常见[１]ꎮ 在禽生产中ꎬ沙门菌既可水平传播也

可垂直传播ꎬ水平传播主要通过受污染的饲料、粪便、水和设备等传播ꎬ而垂直传播主要是因为种禽带菌ꎬ
禽蛋在种禽体内形成过程中可能被沙门菌所感染[２]ꎮ 抗生素是目前治疗沙门菌病最常见的治疗方法ꎬ然
而随着抗生素的大量使用ꎬ多重耐药的沙门菌菌株在临床中越来越多[３]ꎮ 因此ꎬ迫切需要寻找新的抗菌

手段来补充或替代抗生素ꎮ
近年来研究发现ꎬ噬菌体是最有希望控制沙门菌病的抗生素替代品之一ꎮ 与抗生素不同ꎬ噬菌体是专

门感染细菌的一类病毒ꎬ有严格的宿主特异性ꎬ且安全性较好ꎮ 在有效性方面ꎬ噬菌体可以在相对较短的

时间内进行自我复制ꎬ只要有敏感菌存在ꎬ就能持续保持活性[４]ꎮ 因此ꎬ开发高效广谱的噬菌体制剂已成

为临床上控制多重耐药沙门菌感染的重要途径之一ꎮ 本研究以鸭源肠炎沙门菌为宿主菌ꎬ拟从鸭场粪便

样品中分离沙门菌裂解性噬菌体ꎬ测定其生物学特性和裂解谱ꎬ为开发治疗沙门菌感染的噬菌体制剂奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 粪样

２０２１ 年在山东烟台某养鸭场采集 ５８ 份粪便样品ꎬ冰上保存并带回实验室ꎬ用于噬菌体分离ꎮ
１.２　 菌株

用于噬菌体分离的宿主菌肠炎沙门菌 ｓｄｃ￣１１ꎬ分离自山东菏泽某养鸭场的耐多药肠炎沙门菌ꎮ 用于

噬菌体裂解谱分析的 ７１ 株不同血清型沙门菌ꎬ包括 ２１ 株肠炎沙门菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ)、４２ 株鼠伤寒

沙门菌( Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ)、４ 株鸡白痢沙门菌 ( Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｐｕｌｌｏｒｕｍ)、１ 株甲型副伤寒沙门菌

(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ａ)、１ 株坦斯利(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｔａｎｓｌｅｙ)、１ 株科特布斯沙门菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｋｏｔｔｂｕｓ)和

１ 株汤普逊沙门菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ)ꎬ均为南京农业大学兽医微生物学实验室分离鉴定并保存ꎬ具体

信息见表 １ꎮ
表 １　 用于宿主谱测定的沙门菌来源及血清型

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｈｏｓｔ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ

菌株(编号)
Ｓｔｒａｉｎ(Ｎｏ.)

动物来源 / 血清型
Ａｎｉｍａｌ ｏｒｉｇｉｎ /

Ｓｅｒｏｔｙｐｅ

菌株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓｔｒａｉｎｓ

菌株(编号)
Ｓｔｒａｉｎ(Ｎｏ)

动物来源 / 血清型
Ａｎｉｍａｌ ｏｒｉｇｉｎ /

Ｓｅｒｏｔｙｐｅ

菌株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓｔｒａｉｎｓ

ｓｄＱｄ(２ꎬ３ꎬ４) 鸭 / 肠炎
Ｄｕｃｋ / Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ３ ＺＷＳＡ

(０７９ꎬ０８０ꎬ０８１ꎬ１３８ꎬ１８５ꎬ２８１)
猪 / 鼠伤寒

Ｐｉｇ / Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ６

ｓｄＱ(１１ꎬ１３ꎬ３６ꎬ３８ꎬ４２ꎬ４３ꎬ４４ꎬ４５) 鸭 / 肠炎
Ｄｕｃｋ / Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ８ ＺＷＳＡ２８２ 鸭 / 鼠伤寒

Ｄｕｃｋ / Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ １

Ｓ￣(０６ꎬ０７ꎬ１２ꎬ１４ꎬ１５) 鸡 / 肠炎
Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ５ ＣＶＣＣ５４２ 参考株 / 鼠伤寒

Ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ / Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ １

Ｓ￣(１６ꎬ１７ꎬ１９ꎬ４３ꎬ４５) 鸭 / 肠炎
Ｄｕｃｋ / Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ５ Ｓ￣(２１ꎬ２８ꎬ２９ꎬ４０) 鸡 / 鸡白痢

Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｐｕｌｌｏｒｕｍ ４

ｓｄＱ(１４ꎬ１５ꎬ３７) 鸭 / 鼠伤寒
Ｄｕｃｋ / Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ３ Ｓ￣３１ 鸡 / 甲型副伤寒

Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ａ １

Ｓ￣(０２ꎬ０３ꎬ０４ꎬ０５ꎬ０８ꎬ０９ꎬＳ￣１０ꎬ１３ꎬ
２３ꎬ２５ꎬ２６ꎬ３５ꎬ３６ꎬ３７ꎬ３８ꎬ３９)

鸡 / 鼠伤寒
Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ １６ Ｓ￣０１ 番鸭 / 坦斯利

Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ / Ｔａｎｓｌｅｙ １

Ｓ￣(１８ꎬ２２ꎬ２７ꎬ３２ꎬ３４) 鹅 / 鼠伤寒
Ｇｏｏｓｅ / Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ５ Ｓ￣１１ 番鸭 / 科特布斯

Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ / Ｋｏｔｔｂｕｓ １

Ｓ￣(３３ꎬ４２ꎬ４４) 鸭 / 鼠伤寒
Ｄｕｃｋ / Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ３ Ｓ￣２４ 鸡 / 汤普逊

Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｔｈｏｍｐｓｏｎ １

ＪＳ￣Ｓ￣(１ꎬ２ꎬ８ꎬ９ꎬ１２ꎬ１６ꎬ２３) 鹅 / 鼠伤寒
Ｇｏｏｓｅ / Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ７

１.３　 噬菌体的分离鉴定和纯化保存

样品的采集与处理:使用粪便采集管采集粪便样品ꎮ 在实验室用 ＳＭ 缓冲液将粪便样品充分混匀ꎬ静
置 ４ ｈ 后将上层液体 ５ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ用 ０.２２ μｍ 的滤器过滤ꎬ采用双层平板法分离噬菌

体[５]ꎮ 取上述过滤液 １００ μＬ 与处于对数期宿主菌液 １００ μＬ 混合ꎬ将混合液加入至 ５５ ℃液体状态的 ＬＢ

７０３
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半固体培养基中ꎬ充分混匀后倒入 ＬＢ 固体培养基ꎮ 凝固后 ３７ ℃培养 ６~８ ｈꎬ观察有无噬菌斑ꎮ 从有噬菌

斑的培养基上挑取单个噬菌斑进一步纯化培养 ４ ~ ５ 次ꎬ直到噬菌斑形态大小一致ꎬ表明获得纯化的噬

菌体ꎮ
在处于对数期的菌液中ꎬ按 １ ∶１００ 的体积比加入纯化好的噬菌体培养液ꎬ放入 ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡

培养 ６~８ ｈꎮ 培养物用 ０.２２ μｍ 的滤器过滤ꎬ收集滤液ꎬ分装后 ４ ℃保存或将噬菌体纯培养液与 ５０％的甘

油等体积混匀后ꎬ－８０ ℃保存ꎮ
１.４　 噬菌体形态观察

将 １００ μＬ 新鲜宿主菌液均匀涂布在 ＬＢ 固体培养基上ꎬ待干燥后ꎬ取 ５ ~ １０ μＬ 噬菌体纯培养液滴在

琼脂上ꎬ３７ ℃静置培养过夜ꎮ 用 ＳＭ 缓冲液将噬菌体重悬ꎬ用磷钨酸溶液(ＰＴＡ)染色ꎬ利用 ＨＴ７８００ 透射

电子显微镜(ＨＩＴＡＣＨＩ)进行观察并拍照ꎮ
１.５　 噬菌体温度稳定性测定

将 ５ ｍＬ 效价为 １×１０７ ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１的噬菌体放置于 ３０~６０ ℃水浴锅中作用 １００ ｍｉｎꎮ 每隔 ２０ ｍｉｎ 取出

１００ μＬ 进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ取合适的梯度采用双层平板法测定效价ꎮ 每次试验设 ３ 个平行样ꎬ试验重复

３ 次ꎮ
１.６　 噬菌体 ｐＨ 值稳定性测定

取 １１ 份 １００ μＬ 噬菌体纯化液ꎬ用 ｐＨ 值 ２ ~ １２ 的无菌 ＳＭ 缓冲液按 １０ 倍梯度稀释至效价为 １×１０７

ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎮ 在 ３７ ℃水浴锅中将稀释液孵育 １ ｈ 后立即测定噬菌体效价ꎮ 每次试验设 ３ 个平行样ꎬ试验重

复 ３ 次ꎮ
１.７　 噬菌体的感染复数(ＭＯＩ)测定

将宿主菌新鲜培养至对数期ꎬ分别按照 ＭＯＩ 值为 １０－９ ~ １００(１０ 倍梯度稀释)加入噬菌体 ５００ μＬ 混

合ꎬ混合液置 ３７ ℃摇床培养 ４ ｈꎮ 将培养后的溶液 １０ ０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ１０ 倍梯度稀释后利

用双层平板法测定效价ꎬ确定最佳 ＭＯＩꎬ即子代噬菌体释放量最多的噬菌体与宿主菌比例ꎮ 试验每次设 ３
个平行样ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.８　 噬菌体一步生长曲线测定

将噬菌体以最佳 ＭＯＩ 比例加入处于对数期的宿主菌中(２×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)ꎬ在 ３７ ℃水浴锅中孵育 １０
ｍｉｎꎮ 将溶液 １０ ０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ用 １０ ｍＬ 新鲜 ＬＢ 液体培养基重悬沉淀ꎬ放置于 ３７ ℃摇床

１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养ꎮ 每 １０ ｍｉｎ 取出 ３００ μＬꎬ经 ０.２２ μｍ 一次性滤器过滤后再进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ利用双层

平板法测定噬菌体效价ꎮ 每次试验设 ３ 个平行样ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ
１.９　 噬菌体的宿主谱测定

宿主谱测定采用斑点法[６]ꎬ将所有应用于宿主谱测定的菌株培养至对数期ꎬ取 ２００ μＬ 宿主菌液均匀

涂至 ＬＢ 固体培养基上ꎬ菌液干燥后取 ３.５ μＬ 噬菌体纯培养液滴在平板上ꎬ同时以 ＳＭ 缓冲液作为阴性对

照ꎬ然后 ３７ ℃恒温培养箱培养 ８~１０ ｈꎮ 通过观察噬菌斑有无判断该噬菌体能否裂解该细菌ꎮ
１.１０　 噬菌体对沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 生物被膜形成的抑制作用

将 ｓｄｃ￣１１ 按 １ ∶１００ 体积比接种于 ５ ｍＬ ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃摇床 １８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ４ ｈꎬ调整浓度为

５×１０６ ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎻ调整噬菌体浓度为 ５×１０－２ ~５×１０８ ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１(１０ 倍梯度稀释)ꎬ将菌和各梯度噬菌体各

取 ３００ μＬ 混合均匀ꎬ使 ＭＯＩ 范围为 １０－７ ~１０２ꎻ在 ９６ 孔板中每孔加 １６０ μＬ ＬＢ 液体培养基ꎬ每孔加菌和各

梯度噬菌体混和液 ４０ μＬꎬ每个 ＭＯＩ 设置 １２ 个重复孔ꎻ阳性对照设置同试验组但不加噬菌体ꎬ阴性对照组

只加 ２００ μＬ ＬＢ 液体培养基ꎮ ３７ ℃静置培养 ４８ ｈꎮ 用 ＰＢＳ 缓冲液清洗 ３ 次ꎬ除去游离细菌ꎬ利用结晶紫

染色法检测各组生物被膜ꎮ 操作步骤如下:利用甲醇固定 １５ ｍｉｎꎬ弃甲醇后将 ９６ 孔板放通风橱干燥 １５
ｍｉｎꎬ用结晶紫染色ꎬ静置 １０ ｍｉｎꎮ 去除结晶紫染料ꎬ用蒸馏水清洗至阴性对照孔为无色ꎬ室温下干燥 ３０
ｍｉｎꎬ每孔加入 ２００ μＬ ９５％乙醇ꎬ静置 ２５ ｍｉｎꎮ 利用酶标仪检测 ５９５ ｎｍ 波长的吸光值(Ａ５９５)ꎮ 每次试验设

１２ 个平行样ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ
１.１１　 生物被膜的清除能力测定

将 ｓｄｃ￣１１ 按照 １ ∶１００ 的体积比接种于新鲜 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃摇床 １８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养 ４ ｈꎬ调整

Ｄ６００值为 １.０ꎬ按照 １ ∶１ ０００ 的比例稀释ꎬ向 ９６ 孔板每孔加入 ２００ μＬꎬ３７ ℃ 静置培养 ４８ ｈꎮ 将噬菌体溶液

８０３
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稀释至效价为 １.０×１０９ ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１后在每孔内加入 ２００ μＬꎻ并设置阴性对照组ꎬ每孔加入 ２００ μＬ ＳＭ 缓冲

液ꎬ３７ ℃静置培养ꎮ 加入噬菌体后分别培养 １２、２４ 和 ３６ ｈ 取出ꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液清洗 ３ 次以除去游离细

菌ꎮ 参照 １.１０ 节方法ꎬ采用结晶紫染色对 ｓｄｃ￣１１ 形成的生物被膜进行测定ꎮ
为测定噬菌体对生物被膜内细菌的影响ꎬ将 ９６ 孔板更换为 ６ 孔板ꎬ每孔加入 ２ ｍＬ 菌液ꎮ ３７ ℃静置

培养 ４８ ｈ 到达成熟期ꎬ用灭菌 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ除去游离细菌ꎮ 将噬菌体效价调整至 １.０×１０９ ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ试
验组每孔加入 ２ ｍＬꎬ对照组加相同体积的 ＳＭ 缓冲液ꎮ 分别在加入噬菌体后的 １２、２４ 和 ３６ ｈ 测定活菌

数ꎮ 用 ＰＢＳ 缓冲液清洗 ３ 次ꎬ刮取生物被膜ꎬ加入 ２ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ混匀ꎬ１０ 倍梯度稀释后取合适梯度 １０
μＬ 滴在麦康凯培养基上ꎬ使其倾斜向下流淌ꎬ３７ ℃静置培养 ２４ ｈ 后进行菌落计数ꎮ 每次试验设 ３ 个平行

样ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ
为方便电镜观察到噬菌体对成熟生物被膜的清除作用ꎬ在培养生物被膜时在 ６ 孔板中提前加入灭菌

的微小载玻片ꎬ使 ｓｄｃ￣１１ 能够在载玻片上形成生物被膜ꎮ 其余与上述前面步骤相同ꎮ 将加入噬菌体培养

３６ ｈ 的载玻片进行固定ꎬ利用 ＳＵ８１００ 扫描电子显微镜(ＨＩＴＡＣＨＩ)观察生物被膜形成情况ꎮ
１.１２　 噬菌体基因组提取和测序分析

根据 λ 噬菌体基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(艾比根ꎬＡＢ１１４１)操作说明提取噬菌体基因组ꎬ经分析合格后

送诺禾致源测序公司测序ꎮ 使用 ＧｅｎｅＭａｒｋＳ(ｖ.４.１７)(ｈｔｔｐ: / / ｔｏｐａｚ.ｇａｔｅｃｈ.ｅｄｕ / ＧｅｎｅＭａｒｋ / )软件对基因组

进行编码基因预测ꎮ 通过 ｔＲＮＡｓｃａｎ￣ＳＥ 软件( ｖ.１.３.１)对 ｔＲＮＡ 进行预测ꎮ 在抗生素抗性基因数据库

(ｈｏｐｓ: / / ｃａｒｄ.ｍｃｍａｓｔｅｒ.ｃａ / )和毒力因子数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｍｇｃ.ａｃ.ｃｎ / ＶＦｓ / ｍａｉｎ.ｈｔｍ)中检测噬菌体基因

组中是否存在耐药基因和毒力基因ꎮ 利用 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)比较分析噬菌体具有保守

性和进化意义的末端酶大亚基氨基酸序列ꎬ用 ＭＥＧＡ￣７ 软件构建邻接系统发育进化树ꎮ
１.１３　 数据的统计与分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件进行数据处理ꎬ采用 ｔ 测验进行差异显著性分析ꎮ 每个试验重复 ３ 次ꎬ结
果以平均值±标准差表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 噬菌体的分离纯化

对粪便样品进行处理ꎬ以沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 作为宿主菌分离噬菌体ꎬ利用双层平板法在 ３７ ℃恒温培养箱

培养 ６~８ ｈꎬ在平板上观察噬菌斑ꎮ 在初期分离平板上挑选形状较大而透明的噬菌斑ꎬ通过 ５ 次纯化培

养ꎬ至平板上的噬菌斑形态大小基本一致ꎬ分离获得 １ 株噬菌体ꎬ命名为 ＹＴ９０ꎮ 噬菌斑形态如图 １ 所示ꎮ
噬菌斑表现出较高的透明度ꎬ规整的圆形ꎮ 在透射电镜下观察ꎬＹＴ９０ 头部直径(５７.５ ± ０.２９) ｎｍꎬ尾长

(２２２±０.５８)ｎｍꎮ

图 １　 噬菌体 ＹＴ９０ 的鉴定

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＹＴ９０
Ａ.在沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 菌苔上生长的 ＹＴ９０ 噬菌斑ꎻＢ.噬菌体 ＹＴ９０ 电镜下形态ꎮ

Ａ. Ｐｌａｑｕｅｓ ｏｆ ＹＴ９０ ｏｎ ｔｈｅ ｌａｗｎ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｄｃ￣１１ꎻＢ. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＹＴ９０ ｕｎｄｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ.

２.２　 噬菌体 ＹＴ９０ 的生物学特性

如图 ２－Ａ 所示ꎬＹＴ９０ 在 ３０ ℃稳定性较好ꎬ１００ ｍｉｎ 内存活率维持在 ９６％~１００％ꎻ４０ ℃存活率维持在

９０３
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８７.７％~１００％ꎻ５０ 和 ６０ ℃条件下总体存活率前 ６０ ｍｉｎ 保持在 ９１.５８％以上ꎬ６０ ｍｉｎ 后轻微下降ꎬ１００ ｍｉｎ
时存活率仍然分别为 ８９.３０％和 ８７.７４％ꎮ 如图 ２－Ｂ 所示:在 ｐＨ 值为 ４~１０ 的条件下ꎬＹＴ９０ 孵育 １ ｈ 的存

活率都在 ８０％以上ꎬｐＨ 值为 ４ 时 ＹＴ９０ 存活率是 ９４.７５％ꎬｐＨ 值为 １０ 时 ＹＴ９０ 存活率是 ９５.９８％ꎻ然而ꎬ处
于比较极端的酸碱环境下ꎬ例如 ｐＨ 值为 ２、３ 和 １２ 时ꎬ经 １ ｈ 孵育后 ＹＴ９０ 的存活率仅为 １％左右ꎮ 如

图 ２－Ｃ所示:当 ＭＯＩ 为 １０－５时 ＹＴ９０ 效价最高ꎬ达到 １.２３×１０１１ ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ由此可以得出 ＹＴ９０ 的最佳 ＭＯＩ
为 １０－５ꎮ 通过一步生长曲线ꎬ可以将 ＹＴ９０ 增殖周期划分为潜伏期、裂解期、稳定期 ３ 个阶段ꎬ从图 ２－Ｄ 可

知ꎬＹＴ９０ 潜伏期为 １０ ｍｉｎꎬ随后进入裂解期ꎬ１００ ｍｉｎ 后进入稳定期ꎬ裂解量是每细胞 ２７８ ＰＦＵ(图 ２－Ｄ)ꎮ

图 ２　 ＹＴ９０ 生物学特性

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＹＴ９０
Ａ.温度稳定性ꎻＢ. ｐＨ 值稳定性ꎻＣ.最佳感染比ꎻＤ.一步生长曲线ꎮ

Ａ.Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙꎻＢ.ｐＨ ｖａｌｕｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙꎻＣ.Ｏｐｔｉｍａｌ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎻＤ.Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ.
ＭＯＩ:感染复数 Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.

２.３　 噬菌体 ＹＴ９０ 的宿主谱分析

如图 ３ 所示:对于本课题组保存的 ７１ 株沙门菌ꎬＹＴ９０ 的总体裂解率达 ６７.６％ꎬ可裂解 ６６.７％(１４ / ２１)肠
炎沙门菌、６６.７％(２８ / ４２)鼠伤寒沙门菌和 ７５.０％(３ / ４)鸡白痢沙门菌ꎮ 值得注意的是ꎬＹＴ９０ 也能裂解汤普

逊沙门菌、甲型副伤寒沙门菌和科特布斯沙门菌ꎮ
２.４　 ＹＴ９０ 对生物被膜形成的抑制作用

采用 ９６ 孔板结晶紫染色试验ꎬ检测沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 的体外生物被膜形成能力ꎮ 结果显示ꎬ体外培养

４８ ｈꎬｓｄｃ￣１１ 的生物被膜形成能力最佳(图 ４－Ａ)ꎮ 因此ꎬ以 ４８ ｈ 这一时间点来评估噬菌体 ＹＴ９０ 对细菌生

物被膜形成能力的影响ꎮ 结果如图 ４－Ｂ 所示ꎬ当 ＭＯＩ 值为 １０－３ ~１０２ 时ꎬ噬菌体 ＹＴ９０ 能显著抑制沙门菌
ｓｄｃ￣１１生物被膜的形成ꎻ当 ＭＯＩ 小于 １０－３时ꎬＹＴ９０ 无法抑制生物被膜的形成ꎮ
２.５　 ＹＴ９０ 对沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 成熟生物被膜的清除作用

如图 ５－Ａ 所示ꎬＹＴ９０ 对 ｓｄｃ￣１１ 的成熟生物被膜具有较强的清除作用ꎬ作用 １２、２４、３６ ｈ 对生物被膜清

除结果均呈现显著性差异(Ｐ<０.０１ 或 Ｐ<０.００１)ꎬ特别是作用 ２４ ｈ 的效果最佳ꎮ 图 ５－Ｂ 显示ꎬＹＴ９０ 处理

１２~３６ ｈꎬ对生物被膜内的沙门菌具有显著杀灭作用ꎬ明显减少了 ｓｄｃ￣１１ 成熟生物被膜中沙门菌的数量

(Ｐ<０.００１)ꎬ１２ ｈ 后杀菌效果最明显ꎮ 扫描电镜观察显示:未加噬菌体的对照组细菌表面有丰富的胞外基

质(ＥＰＳ)包裹ꎬ表明 ｓｄｃ￣１１ 具有较强的生物被膜形成能力(图 ５－Ｃ)ꎻ而培养４８ ｈ形成的成熟生物被膜ꎬ加
入噬菌体 ＹＴ９０ ３６ ｈ 后ꎬ细菌表面 ＥＰＳ 明显减少(图 ５－Ｄ)ꎬ说明 ＹＴ９０ 对沙门菌成熟生物被膜具有较强的

清除作用ꎮ
２.６　 ＹＴ９０ 全基因组测序结果分析

测序结果显示:ＹＴ９０ 基因组是双链 ＤＮＡꎬ全长 １２１ ２４０ ｂｐꎬＧＣ 含量是 ５３.０６％ꎮ 预测有 １４０ 个开放阅
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　 第 ２ 期 李刚ꎬ等:沙门菌噬菌体 ＹＴ９０ 的分离鉴定及生物学特性分析

图 ３　 噬菌体 ＹＴ９０ 对 ７１ 株沙门菌的裂解谱分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｌｙｓｉｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ７１ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ ｐｈａｇｅ ＹＴ９０
　 　 黑方块表示可被 ＹＴ９０ 裂解的菌株ꎬ灰色方块表示不能裂解的菌株ꎮ

Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｓｑｕａｒｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｈａｔ ｃａｎ ｂｅ ｌｙｓｅｄ ｂｙ ＹＴ９０ꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｓｑｕａｒｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｈａｔ ｄｏ ｎｏｔ ｂｅ ｌｙｓｅｄ.

图 ４　 沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 生物被膜形成(Ａ)及噬菌体 ＹＴ９０ 对其的影响(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｄｃ￣１１(Ａ)ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＹＴ９０ ｏｎ ｉｔｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ(Ｂ)

Ｎ 为不加细菌的空白对照ꎮ ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎬ下同ꎮ

Ｎ ｉｓ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｉｔｈｏｕｔ ｂａｃｔｅｒｉａ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

读框(ＯＲＦ)ꎬ其中有 １０ 个 ＯＲＦ 编码的功能蛋白已注释(表 ２)ꎮ 经 ｔＲＮＡｓｃａｎ￣ＳＥ ｖ２.０ 软件预测ꎬＹＴ９０ 全基

因组中含 １ 个 ｔＲＮＡ 基因ꎮ 通过抗生素抗性基因数据库和毒力因子数据库比对ꎬ未在基因组中发现毒力

基因和耐药基因ꎮ 此外ꎬ未鉴定出假定整合酶基因ꎬ表明 ＹＴ９０ 是裂解性噬菌体ꎮ 利用 ＭＥＧＡ￣７ 基于末端

酶大亚基的氨基酸序列构建系统发育进化树ꎬ如图 ６ 所示ꎬＹＴ９０ 与沙门菌噬菌体 ＧＲＮｓｐ５０ 亲缘关系最

近ꎬ属于根西病毒亚科(Ｇｕｅｒｎｓｅｙｖｉｒｉｎａｅ)新泽西病毒属(Ｊｅｒｓｅｙｖｉｒｕｓ)ꎮ
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图 ５　 ＹＴ９０ 对 ｓｄｃ￣１１ 成熟生物被膜的清除作用

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＹＴ９０ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｏｆ ｓｄｃ￣１１
　 　 Ａ. ＹＴ９０ 对 ｓｄｃ￣１１ 生物被膜的清除作用ꎻＢ. ＹＴ９０ 对生物被膜内 ｓｄｃ￣１１ 活菌的杀灭作用ꎻＣ. 扫描电镜观察未经噬

菌体处理的 ｓｄｃ￣１１ 生物被膜ꎻＤ. 扫描电镜观察 ＹＴ９０ 对 ｓｄｃ￣１１ 生物被膜的清除(３６ ｈ)ꎮ ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＹＴ９０ ｏｎ ｓｄｃ￣１１ ｂｉｏｆｉｌｍꎻＢ. Ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｌｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｄｃ￣１１ ｂｉｏｆｉｌｍ ｂｙ ＹＴ９０ꎻＣ. Ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｏｆ

ｓｄｃ￣１１ ｗｉｔｈｏｕｔ ＹＴ９０ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎻＤ. Ｔｈｅ ｓｄｃ￣１１ ｂｉｏｆｉｌｍ ｃｌｅａｎｅｄ ｂｙ ＹＴ９０ ａｔ ３６ ｈ

ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. ∗∗Ｐ<０.０１.

表 ２　 噬菌体 ＹＴ９０ 基因组中部分 ＯＲＦ 编码的功能蛋白

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｐａｒｔｉａｌ ＯＲＦ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈａｇｅ ＹＴ９０ ｇｅｎｏｍｅ

起始位点
Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

终止位点
Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

长度(ａａ)
Ｌｅｎｇｔｈ(ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ)

注释功能
Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｅａｔｕｒｅ

７ ２１１ ８ ２８４ ３５７ 　 重组相关蛋白 ＲｄｇＣ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲｄｇＣ
４１ ７０２ ４１ ３２２ １２６ 　 头部装饰蛋白 Ｈｅａｄ ｄｅｃｏｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
３ ２３３ ５ ５０３ ７５６ 　 ＤＮＡ 聚合酶 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

１１ ４２３ ９ ４１７ ６６８ 　 噬菌体尾蛋白 Ｐｈａｇｅ ｔａｉｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
２９ ７５６ ２８ ７１３ ３４７ 　 次要衣壳蛋白 Ｍｉｎｏｒ ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
３３ ３６２ ３２ ０９１ ４２３ 　 末端酶大亚基 Ｔｅｒｍｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
３６ ４９５ ３６ ００７ １６２ 　 糖苷水解酶家族蛋白 Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
３ １３２ ９５８ ７２４ 　 分子伴侣 ＨｔｐＧ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ＨｔｐＧ
２ ９８０ ４０４ ８５８ 　 ＧＴＰ 结合蛋白 ＧＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
１ ０３５ ９６１ ２４ 　 转运 ＲＮＡ ｔＲＮＡ

３　 讨论

噬菌体因具有易获得、无药残、安全性好、疗效彻底等优点[７]ꎬ在临床治疗上具有潜在的优势和价值ꎮ
本研究从山东烟台某养鸭场粪便中成功分离和鉴定出 １ 株沙门菌噬菌体ꎬ命名为 ＹＴ９０ꎮ ＹＴ９０ 噬菌斑大

且透明ꎬ基因组不含整合酶基因ꎬ表明其是烈性噬菌体ꎮ ＹＴ９０ 基因组中有 １ 个编码 ｔＲＮＡ 序列ꎮ 研究表

明ꎬ噬菌体基因组中的 ｔＲＮＡ 能弥补宿主菌中缺少的 ｔＲＮＡꎬ使得噬菌体可以提高翻译裂解酶等蛋白的效

率[８]ꎻ拥有 ｔＲＮＡ 基因的噬菌体ꎬ宿主范围较广ꎬ而不是简单地感染一个特定的宿主[９]ꎮ 本研究噬菌体裂

解谱分析试验表明ꎬＹＴ９０ 能裂解肠炎、鼠伤寒、甲型副伤寒和汤普逊等多种血清型的沙门菌ꎬ也证实了这

一结论ꎮ
用于生物防治的烈性噬菌体必须遗传背景清楚、杀菌能力强且不携带耐药和毒力基因ꎬ否则可能造成

耐药和毒力基因在细菌间水平转移[１０]ꎮ 噬菌体 ＹＴ９０ 未发现携带任何己知的溶源性相关基因ꎬ如编码整
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图 ６　 基于噬菌体 ＹＴ９０ 末端酶大亚基构建的系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＹＴ９０

合酶或阻遏蛋白等的基因ꎬ不含毒力基因和抗生素抗性基因ꎬ表明该噬菌体在实际应用中具有较好的生物

安全性ꎮ
ＹＴ９０ 最佳 ＭＯＩ 值是 １０－５ꎬ表明较低浓度的 ＹＴ９０ 就能达到很好的杀菌效果ꎮ ＭＯＩ 是噬菌体重要的投

入与产出量效关系指标ꎬＭＯＩ 值较小会降低噬菌体应用成本ꎬ有利于噬菌体产品的大规模生产和应用[１１]ꎮ
一步生长曲线结果表明ꎬＹＴ９０ 的潜伏期是 １０ ｍｉｎꎬ暴发量是每细胞 ２７８ ＰＦＵꎬ表明 ＹＴ９０ 在短时间内可以

产生大量的子代噬菌体ꎬ其与沙门菌噬菌体 Ｓ５５ 和 Ｄ１０ 潜伏期相同但暴发量高于 Ｓ５５ (每细胞 ４０
ＰＦＵ) [１２]和 Ｄ１０(每细胞 １６３ ＰＦＵ) [１３]ꎮ ＹＴ９０ 在 ｐＨ 值 ４~１１ 和 ３０~６０ ℃条件下的存活率(>８０％)比较理

想ꎬ表明 ＹＴ９０ 对酸性和碱性环境耐受能力均较强ꎬ热稳定性好ꎬ能在严苛的环境中生存ꎬ在环境消毒和体

内治疗中具有较大的应用潜力ꎮ 本研究发现ꎬ尽管噬菌体 ＹＴ９０ 宿主谱较宽ꎬ但仍有部分沙门菌不能被裂

解ꎮ 有研究表明ꎬ不同噬菌体组合不仅可拓宽裂解谱ꎬ细菌产生噬菌体不敏感突变体(ＢＩＭ)的频率也低于

单独暴露于某一种噬菌体[１４]ꎮ 因此ꎬ后续将考虑多种噬菌体联用ꎬ以扩大裂解谱ꎮ
生物被膜是沙门菌的重要环境储存库ꎬ易在家禽养殖业中常见的设备元件(如塑料和不锈钢)表面形

成[１５]ꎮ 有研究表明ꎬ在实验室条件下ꎬ用 １０９ ＰＦＵ􀅰ｍＬ－１的噬菌体处理不锈钢 ７ ｄꎬ可减少沙门菌在不锈钢

表面的附着ꎻ经噬菌体处理的 ９６ 孔微孔板对生物膜形成的抑制率可达 ９０％[１６]ꎮ 沙门菌噬菌体“鸡尾酒”
组合处理显著减少了肠炎沙门菌在 ９６ 孔板(３２％ ~ ６９％)和不锈钢表面(５２％ ~ ９８％)上形成的生物被

膜[１７]ꎮ 本研究显示ꎬ噬菌体 ＹＴ９０ 能够显著抑制沙门菌 ｓｄｃ￣１１ 生物被膜的形成ꎬ抑制效果与 ＭＯＩ 有关ꎻ另
外ꎬ对于在 ９６ 孔板上形成的成熟生物被膜ꎬＹＴ９０ 处理后也能显著清除生物被膜ꎬ且其中的沙门菌数量也

显著下降ꎮ 在本试验中ꎬ生物被膜清除的最佳时间是 ２４ ｈꎬ而对被膜内细菌裂解效果最佳时间是 １２ ｈꎮ 这

可能是由于噬菌体感染受到生物膜的防御机制影响ꎬ如抑制噬菌体的吸附、渗透和通过生物膜结构扩散到

临近细菌[１８]ꎻ另一个原因可能是噬菌体抗性细菌的增殖ꎬ它们与噬菌体敏感细菌共存[１９]ꎮ 未来可考虑将

噬菌体与抗生素或者多种噬菌体联用共同清除生物被膜ꎮ
综上ꎬ本文分离到一株可裂解多种血清型沙门菌的烈性噬菌体ꎬ安全性好ꎬｐＨ 稳定性高ꎬ耐高温ꎬ潜伏

期短ꎬ暴发量大ꎬ最佳 ＭＯＩ 低ꎬ能够抑制肠炎沙门菌生物被膜的形成ꎬ能清除成熟的生物被膜及胞外基质

和被膜中的沙门菌ꎬ具有较大的临床应用潜力ꎮ
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