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一株粪肠球菌噬菌体的分离及生物学特性分析

王金丽，尹红梅，朱成林，蔡自建，陈娟，唐俊妮

（西南民族大学食品科学与技术学院，四川  成都  610025）

摘 要：目的　从污水中分离出一株新的粪肠球菌噬菌体，对其进行鉴定及生物学特性分析，为食品中粪肠球菌

污染防治提供新思路。方法　宿主菌来源于牦牛屠宰加工环节，并经 16S rRNA 测序鉴定；从环境下水道污水中分

离噬菌体，将噬菌体进行分离纯化，采用双层平板法测其效价；通过透射电镜观察噬菌体形态；测定其裂解谱、最佳

感染复数、一步生长曲线，以及测定 pH、紫外照射、温度、有机溶剂对噬菌体效价的影响；并测定其对宿主菌的裂解

效力。结果　宿主菌经 16S rRNA 测序鉴定为粪肠球菌；从污水中分离出一株能裂解粪肠球菌的噬菌体命名为

P45；电镜结果表明此噬菌体为蝌蚪状的长尾噬菌体，头部呈六面体，整体长度约为（200±5）nm；通过裂解谱测定，发

现该噬菌体对其中 4 株粪肠球菌有明显裂解效果；最佳感染复数为 0. 1、潜伏期为 50 min、裂解周期为 190 min、裂

解量为 1 PFU/cell；噬菌体能在 pH=2 和 pH=13 存活，效价分别为 1. 05×102 PFU/mL 和 1. 85×103 PFU/mL；75 ℃高温

可使该噬菌体完全失活；紫外照射使噬菌体效价下降；噬菌体对有机溶剂不敏感；对宿主菌有较好的裂解效果。

结论　粪肠球菌的噬菌体对宿主菌有良好裂解效果，对食品中粪肠球菌的污染防控有一定应用潜力。
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Isolation and biological characteristics analysis of a bacteriophage of Enterococcus faecalis
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Abstract： Objective　 To isolate and identify a bacteriophage of Enterococcus faecalis and to analyze its biological 
characteristics. Methods　The host bacteria was isolated from the process of yak slaughtering and identified by 16S rRNA 
sequencing.  The bacteriophage was isolated from the environmental sewage and was purified.  The titer of bacteriophages 
was determined using the double-layer plate method.  The morphology of bacteriophage was observed by transmission 
electron microscopy； the bacteriophage lysis profiles， optimal infection complex， and one-step growth curve were 
determined； the effects of pH， UV irradiation， temperature， and organic solvents on bacteriophages have been studied.  
Furthermore， the lytic activity of the bacteriophage against the host bacteria was determined. Results　The host bacteria 
were identified as E.  faecalis by 16S rRNA sequencing.  A bacteriophage named P45 was isolated from sewage to lyse 
E.  faecalis.  Electron microscopy showed that the bacteriophage was a tadpole-shaped long-tailed bacteriophage， which 
has a hexahedral head and its length is （200±5） nm.  The bacteriophage had obvious lysis effect on four strains of 
E.  faecalis.  Bacteriophage’s optimal multiplicity of infection was 0. 1.  The results of one-step growth curve showed that 
the incubation period was 50 min， the lysis period was 190 min， and the burst size was 1 PFU/cell.  This bacteriophage 
survived at pH=2 to 3，which titers were 1. 05×102 PFU/mL and 1. 85×103 PFU/mL.  At 75 ℃ ， this bacteriophage was 
completely inactivated.  Bacteriophage’s titer was decreased by UV irradiation， and it was not sensitive to organic solvents.
Conclusion　This bacteriophage has a good lysis effect and has potential application on the prevention or control of 
E.  faecalis contamination.
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粪肠球菌（Enterococcus faecalis）是革兰氏阳性

需氧或兼性厌氧菌，与屎肠球菌同为乳杆菌目肠球

菌属，是一种分布非常广泛的机会致病菌［1］，主要存

在于畜、禽养殖场及其加工场所［2-3］。1930 年，肠球菌

被认为是链球菌，纳入 D 群链球菌属，直到 1984 年，

粪肠球菌和屎肠球菌经过 DNA 杂交和 16S rRNA
测 序 发 现 其 序 列 与 链 球 菌 显 著 不 同 ，同 年 由

Schleifer 提出将粪肠球菌与屎肠球菌从链球菌中分

离出来，并成为新的肠球菌属［4］。

粪肠球菌通常栖息在人类和动物的肠道中，通

常被认为是无害的人畜共栖菌，但在一定的生理条

件下也会出现致病性［5］，可在免疫低下的人群中引

起腹泻、腹痛、腹部感染等肠道疾病，以及引起泌尿

系统感染［6］、皮肤软组织感染和腹腔感染、感染性心

内膜炎、菌血症等多种疾病［7-8］。在食品上，粪肠球

菌常对动物源食品造成污染。研究表明，在屠宰

场，超过 90% 的动物源性食物样本会被肠球菌污

染［9］。在畜禽肉生产链、植物源性食品甚至婴幼儿

食品生产中都会出现肠球菌的污染［10-12］。

临床上常用抗生素治疗粪肠球菌引起的疾病，

全球抗生素的滥用导致许多微生物出现了抗生素耐

药 性 。 世 界 卫 生 组 织（World Health Organization，
WHO）已将耐万古霉素的屎肠球菌（VREfm）列为全

球重要抗生素耐药性细菌中高度优先解决的病原

体。粪肠球菌也不例外，对多种常见抗生素存在耐

药性，如低浓度氨基糖苷类、头孢菌素类、克林霉素

等［13］。常军帅等［14］的研究发现，分离自患乳房炎乳

样的粪肠球菌耐青霉素 G、杆菌肽，含 4 种耐药性基

因。LI 等［15］对屠宰场鸭子的粪肠球菌耐药性的流

行情况进行研究，发现耐四环素菌株占 95. 6%，耐

强力霉素占 94. 3%，耐利奈唑胺占 75. 8% 等。在长

期接受抗生素治疗的住院患者中检测出万古霉素

耐药肠球菌［16］，万古霉素被认为是针对多重耐药性

细菌的最后治疗防线之一［17］。可见，需要寻找新的

治疗手段和方法。

近年来，噬菌体已成为对抗多重耐药性的重要

手段。噬菌体在自然界中广泛分布，其个体微小，

只具有单一核酸，能够快速准确地侵袭宿主菌，在

宿主菌中感染并复制［18］。噬菌体对细菌生物被膜

也具有清除活性［19］，是良好的细菌生物被膜清除

剂，是应对微生物污染及抗生素耐药的策略之一，

在临床和食品上常被用作抗生素的替代品［20］。近

年来，有关噬菌体裂解细菌的研究增多，TINNEY
等［21］研究了噬菌体 Sf22 和 KRT47 与宿主受体外膜

蛋白互相作用，使宿主菌外膜蛋白编码提前终止，

实现噬菌体治疗的目的。EL-ATREE 等［22］从尿路感

染者分离出粪肠球菌，探究噬菌体对粪肠球菌生物

被膜的抑制能力，结果显示，与对照组相比，粪肠球

菌噬菌体能使成熟和预形成的生物被膜分别减少

到 45. 7%~71. 0% 和 30. 8%~80. 0%，证明噬菌体对

粪肠球菌生物被膜具有良好的裂解作用。此外，噬

菌体在不同食品基质上的应用也得到了研究。JIN
等［23］从鸡的粪便中分离出了能裂解粪肠球菌的噬

菌体 vB_EfaS_WH1，将其作用于鸡肉表面，24 h 后，

粪肠球菌被根除。YANG 等［24］通过建立蔬菜模型，

以测定噬菌体 vB_EfaS_PHB08 在食品基质中的作

用效果，结果表明，在作用 24 h 后，蔬菜中的粪肠球

菌含量下降了 4. 69 个数量级。可见噬菌体治疗作

为一个新兴研究方向，有其独特的优势。

本研究通过对一株粪肠球菌的噬菌体进行分

离纯化，并对其生物学特性进行研究，为噬菌体在

食品行业上的应用提供一定的参考。

1　材料与方法

1. 1　实验材料与试剂

粪肠球菌（E.  faecalis w1、w2、w3、w4）分离自成

都市某奶牛养殖场，由本实验室保存。噬菌体分离

自城市周边环境下水道污水，通过纯化和鉴定确

认，其他受试菌株均由本实验室保藏。

细菌基础固体培养基（Luria-Bertani，LB）；LB 肉

汤培养基；SM（SM buffer）缓冲液；生理盐水；胰蛋白

胨大豆琼脂（Tryptone soybean agar，TSA）培养基；胰

蛋白胨大豆肉汤（Trypticase soy broth，TSB）培养基；TE
缓冲液；氨丁三醇 -乙二胺四乙酸缓冲液（TrisEDTA 
buffer solution，TAE）；磷酸盐缓冲液（PBS，组分浓

度：137 mmol/L NaCl、2. 7 mmol/L KCl、10 mmol/L 
Na2HPO4、2 mmol/L、KH2PO4，配量 1 L）；Phage DNA 
Isolation Kit 试剂盒（NorgenBiotek 公司）；聚合酶链

式反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）引物（上海

生物工程有限公司）；Master Mix（预混液，北京擎科

新业科技有限公司）；REGULARAGAROSEG-10 型

琼 脂 糖（BIOWESE 公 司）；蛋 白 酶 K（20 mg/mL，
MERCK 集 团）；RNase A（10 mg/mL，Solabio LIFE 
SCIENCES 公司）。

1. 2　实验仪器与设备

SW-CJ-2FD 洁净工作台（苏净集团苏州安泰空

气技术有限公司）；WD800B 型微波炉（顺德区格兰

仕微波炉电器有限公司）；HZQ-F160 全温振荡培养

箱（江苏省太仓市实验设备厂）；MLS-3020 电热自动

灭菌锅（日本 SANYO 公司）；AKHL-Ⅲ-24 艾柯超纯

水机（台湾艾柯）；成都康宁实验专用纯水设备；UV-

6100 分光光度计（上海美普达仪器有限公司）；

——819



中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2024 年第  36 卷第  7 期

5804R 型 Eppendorf 冷冻离心机［艾本德（上海）国

际贸易有限公司］；GHP-9080 水式恒温培养箱（上

海齐欣科学仪器有限公司）。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　宿主菌的 16S rRNA 鉴定

将 4 株宿主菌（w1、w2、w3、w4）在液体培养基下

37 ℃培养过夜，进行 DNA 的提取，具体方法参考

文献［25］，取 1 mL 菌悬液于 1. 5 mL 离心管中，4℃、

10 000 r/min 离心 2 min（离心半径：12. 3 cm），取适量

PBS 缓冲液洗涤 2~3 次，10 000 r/min 离心 2 min，收集

下层沉淀，而后加入 500 μL TE 缓冲液洗涤两次，离心

弃去上清液，再加入 100 μL TE 缓冲液，放入预热后

的微波炉中加热 40~150 s，5 000 r/min 离心 1 min
（离心半径：12. 3 cm）后收集上清液，为 DNA 模板。

提取后的 DNA 使用通用引物 27F 和 1492R
进 行 PCR 扩 增 。 引 物 具 体 序 列 ：上 游 引 物 ：5’
-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’；下 游 引 物 ：5’
-GGYTACCTTGTTACGACTT-3’［26］。引物的合成和

DNA 测序由生工生物工程（上海）股份有限公司进行。

1. 3. 2　噬菌体的分离纯化

参考文献［27-28］中的方法，取未经处理的周边

环境下水道污水，用纱布过滤大颗粒杂质，置于转速

为 8 000 r/min 冷冻离心机内离心 15 min（离心半径：

12. 3 cm），经 0. 22 μm 滤器过滤除菌。取 10 mL 处理

后的污水、10 mL 2×LB 液体培养基（2 倍浓度 LB 液

体培养基）和 100 μL 粪肠球菌于 50 mL 离心管中，

在振荡培养箱中 37 ℃，160 r/min 培养 10 h。重复

操作 3 次，过滤除菌后得到噬菌体原液。取 100 μL
噬菌体原液加入 10 mL EP 管中，与 100 μL 粪肠球

菌菌悬液混匀静置 10 min，使噬菌体充分吸附在宿

主菌上，倒双层平板，平板培养过夜，观察噬菌斑的

生长情况。

在上述双层平板中找到形态大小均匀的噬菌

斑，用移液枪枪头穿刺挑取，将挑取后的枪头在宿

主菌悬液中充分混匀，在 37 ℃、160 r/min 的振荡培

养箱下培养 4 h。培养结束后取出，于冷冻离心机中

4 ℃、8 000 r/min 下离心 10 min（离心半径：12. 3 cm），

将离心后的液体取上清用 0. 22 μm 滤器过滤，得到

不含菌的噬菌体液。将噬菌体液进行倍比稀释，将

100 μL 处于对数生长期的菌和稀释后的 100 μL 噬

菌体液混匀，静置 10 min，倒双层平板，重复操作

5 次后得到大小、形态均匀分散的噬菌斑。

1. 3. 3　噬菌体效价的测定

用无菌的移液枪枪头挑取纯化后的噬菌斑，加

入 2 mL 处于对数生长期的宿主菌液中，振荡培养

箱 37 ℃、160 r/min 培养 4 h，离心过滤后进行 10 倍

比稀释 4 个梯度，分别在每个梯度中取 100 μL 和

宿主菌悬液 100 μL 混合静置，倒双层平板，培养过

夜，观察噬菌斑的形成个数。重复操作 3 次，效价

取噬菌斑个数的平均值。在计算效价时选取噬菌斑

个数在 30~300 个以内的平板。噬菌体效价=噬菌斑

数×稀释倍数×10。将纯化好的噬菌体液加甘油至

浓度为 20%，于-80 ℃下保存。

1. 3. 4　噬菌体电镜观察

将噬菌体效价培养至 108 PFU/mL，进行送检观

察（成 都 里 来 生 物 科 技 有 限 公 司）。 透 射 电 镜

（Transmission electron microscope）的具体步骤为：将

噬菌体富集液滴在带有支持膜的铜网上，滴加磷钨

酸室温下进行染色 1~2 min 后即可进行电镜观察。

1. 3. 5　噬菌体裂解谱测定

将 22 株实验室保藏的受试菌培养至 OD595 nm 为

0. 08~0. 10，准备固体 LB 平板，将 100 μL 的菌液均

匀地涂布于平板上，往平板中央滴加 10 μL 的无菌

噬菌体液，室温干燥后放入 37 ℃培养箱中培养过

夜，观察是否出现噬菌斑。以不添加噬菌体液为对

照组。

1. 3. 6　噬菌体最佳感染复数测定

按照不同的感染复数（Multiplicity of infection，
MOI）比 例（0. 001、0. 010、0. 100、1. 000、10. 000、
100. 000），将噬菌体接种于对数生长期的宿主菌

中，在 37 ℃、160 r/min 的培养箱下振荡培养过夜，

于转速为 8 000 r/min 的冷冻离心机下离心 10 min，
0. 22 μm 滤器过滤后梯度稀释，与宿主菌液混合，倒

双层平板，培养过夜后计算噬菌体的效价，做 3 个

平行，结果取平均值。

1. 3. 7　噬菌体一步生长曲线的测定

噬菌体液和宿主菌液按照感染复数 0. 1 混合

均匀后，于 37 ℃下培养 15 min，再于 8 000 r/min 离

心 10 min，用 LB 液体培养基洗涤，加入 5 mL、37 ℃
预热过的 LB 液体培养基，快速置于 160 r/min，37 ℃
振荡培养箱培养，每间隔 10 min 取一次样，测定噬

菌体的效价，3 次重复，结果取平均值。

噬菌体裂解量=裂解末期噬菌体的效价/裂解

初期的宿主菌的浓度。

1. 3. 8　pH 对噬菌体效价的影响

将培养的噬菌体按体积比为 1∶9 分别添加到

pH=2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13 的 SM 缓冲液

中，37 ℃温育 1 h，用双层平板测定效价，重复测

定 3 次。

1. 3. 9　紫外照射对噬菌体效价的影响

取噬菌体液于 30 W 的紫外灯 10 cm 位置处照

射，时间为 1 h。每隔 10 min 取样，重复取样 3 次，
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并梯度稀释 6 次，倒双层平板，测定其效价。

1. 3. 10　温度对噬菌体效价的影响

取 1 mL 噬菌体液，于 25、35、45、55、65、75 ℃水

浴锅内水浴，分别在 0、20、40、60 min 时取样，梯度

稀释 6 次，倒双层平板测定其效价，重复测定 3 次。

1. 3. 11　有机试剂对噬菌体效价的影响

将 1 mL 75% 乙醇，80% 丙酮，氯仿和 50% DMSO
（二甲基亚砜）分别加入到 1 mL 的噬菌体液中，在

室温下放置 30 min 后测定噬菌体效价。SM 缓冲液

作为对照试验，做 3 次重复。

1. 3. 12　噬菌体裂解宿主菌的效力测定

将噬菌体液与宿主菌液（选择粪肠球菌 w2 菌

株进行试验）按照不同的感染复数（0. 1、10、100、
1 000、对照）混合均匀，取 200 μL 混合液于 96 孔板

中。LB 肉汤培养基作为空白，对照是不添加噬菌体

的细菌培养液。于 37 ℃培养箱内培养，每间隔 1 h
测定其在 600 nm 波长处的吸光度，共测定 10 次。

1. 4　数据处理

16S rRNA 测序结果在美国国家生物技术信息中

心（National Center of Biotechnology Information，NCBI）
进行比对，在 MEGA 7. 0 软件进行系统发育树的绘

制。噬菌体生理生化数据用 Excel 2016 进行记录

和初步分析，在 Origin2020 进行图形的绘制，于

SPSS 26. 0 进行最终数据的分析，P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　结果与分析

2. 1　宿主菌的 16S rRNA 鉴定

宿主菌通过扩增后，进行送检测序，序列在

NCBI 数据库中进行 BLAST 比对，发现 4 株宿主菌

与粪肠球菌同源性高达 99%，使用 MEGA 7. 0 进行

系统发育树的构建。如图 1 所示，菌株 w1、w2、w3、
w4 与粪肠球菌在同一分支上，亲缘关系较近，判断

宿主菌为粪肠球菌。

2. 2　噬菌体的分离和纯化

通过对噬菌体进行分离纯化，在平板上发现明显

的噬菌斑，如图 2a 所示，经过进一步的富集培养，形

成了大小、形状、数量均匀的噬菌斑，如图 2b 所示，将

此噬菌体命名为 P45。初次分离得到的噬菌体效价为

105 PFU/mL，经过纯化富集，其效价达到 108 PFU/mL。

2. 3　噬菌体的电镜观察

通过电镜观察到分离出来的噬菌体为蝌蚪状，

头部呈六面体，直径为（62. 5±5） nm，尾部细长，为

（132±5） nm，有尾丝，整体长度约为（200±5） nm，如

图 3 所示。根据冯烨等［29］的分类标准，此噬菌体为

尾噬菌体目长尾噬菌体科。

图 1　宿主菌 16S rRNA 系统发育树

Figure 1　Phylogenetic tree of 16S rRNA for host bacteria
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2. 4　噬菌体的裂解谱

将噬菌体接种到 22 种受试菌上，结果如表 1
所示，分离的噬菌体对粪肠球菌 w1，w2，w3，w4 均有

裂解效力，对其他受试菌不敏感。

2. 5　最佳感染复数的测定

按照不同的接种比例，通过双层平板测定噬菌体

的效价，结果如图 4 所示，可得出感染复数为 100 时，

其效价最低，为 1. 34×107 PFU/mL，当感染复数为

MOI=0. 1 时，效价最高，为 1. 62×109 PFU/mL，故 MOI=
0. 1 为最佳感染复数。

2. 6　噬菌体的一步生长曲线

如图 5 所示，噬菌体在 0~50 min 的增殖不明显，

在 50~180 min，噬菌体增殖速度加快，在 190 min 时

达到最高点，效价为 1. 0×108 PFU/mL，此后开始下

降，240 min 时下降至 2. 8×107 PFU/mL。由此可知，

该噬菌体的潜伏期为 50 min，裂解周期较长，为

190 min，最终根据计算，其裂解量为 1 PFU/cell。
2. 7　pH 对噬菌体效价的影响

pH 对噬菌体的效价影响如图 6 所示。当 pH=
3~12 时，噬菌体仍有较好的裂解活力，效价均在

106 PFU/mL 以上，且在 pH 在 7 左右时其效价最高；当

pH=2 或 13 时，噬菌体的裂解活力明显被抑制，此时的

效价分别为 1. 05×102 PFU/mL 和 1. 85×103 PFU/mL，
说明分离的噬菌体具有很好的耐酸碱性。

2. 8　紫外照射对噬菌体效价的影响

通过不同时间紫外照射处理，噬菌体的效价影

响如图 7 所示，随着照射时间的增加，噬菌体的效

价逐渐降低，在 0 min 时噬菌体的效价为 1. 26×
108 PFU/mL，经过 60 min 的紫外照射后，效价为

4. 06×105 PFU/mL，紫外照射对噬菌体的活性有一

定的抑制作用，但总体来说，分离的噬菌体具有一

定的抗紫外线能力。

注：图 a为纯化前的噬菌斑形态；图 b 为纯化后的噬菌斑形态

图 2　双层平板上的噬菌斑

Figure 2　Plaques on the double-deck plates

图 3　透射电镜下的噬菌体 P45 形态

Figure 3　Morphology of bacteriophage P45 under transmission 
electron microscope

表 1　噬菌体 P45 的裂解谱

Table 1　Lysis profile of bacteriophage P45
菌株

粪肠球菌(E. faecalis)w1
粪肠球菌(E. faecalis)w2
粪肠球菌(E. faecalis)w3
粪肠球菌(E. faecalis)w4
变形杆菌(Proteus)2
变形杆菌(Proteus)7
变形杆菌(Proteus)8
变形杆菌(Proteus)12
变形杆菌(Proteus)23
变形杆菌(Proteus)29
变形杆菌(Proteus)30
变形杆菌(Proteus)65
变形杆菌(Proteus)66
单增李斯特氏菌 ATCC 19111 (L. monocytogenes)
蜡样芽胞杆菌 CMCC 63303 (B. cereus)
大肠杆菌 O157:H7 ATCC 19111 (E.coli O157:H7)
金黄色葡萄球菌 6538(S. aureus)
阪崎克罗诺杆菌 ATCC29544 (C. sakazakii)
大肠杆菌 ATCC25922 (E. coli)
志贺氏菌 ATCC 19111 (Shigella)
沙门氏菌 ATCC 19111 (Salmonella)
耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 43300 (MRSA)

噬菌体的裂解谱

+
+
+
+
-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

注：+为平板有圆形噬菌斑；-为平板无噬菌斑出现

注：a、b、c、d、e代表显著性差异分析，组别间字母不同表示差异显

著，有统计学意义（P<0.05），组别间字母相同代表差异不显著，无统

计学意义（P>0.05）
图 4　噬菌体 P45 的最佳感染复数

Figure 4　Optimal multiplicity of infection for bacteriophage P45
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2. 9　温度对噬菌体效价的影响

将噬菌体经过不同温度的水浴处理后，在 0、
20、40、60 min 取样，得到结果如图 8 所示，25 ℃~45 ℃
噬菌体的效价变化不明显，55 ℃噬菌体的效价逐渐下

降，65 ℃噬菌体的效价受到明显抑制，效价由初始的

9. 8×108 PFU/mL（0 min）下降到 1. 43×106 PFU/mL，
75 ℃时噬菌体 20 min 完全灭活。

2. 10　有机试剂对噬菌体效价的影响

通过 4 种不同有机溶剂对噬菌体进行作用，其

作用效果如图 9 所示，与对照 SM 缓冲液相比，噬菌

体对 DMSO、丙酮、乙醇和氯仿的敏感性都不高，说

明有机试剂对本研究分离的噬菌体活性基本无

影响。

2. 11　噬菌体对宿主菌的裂解效力

测定不同感染复数的噬菌体对宿主菌 w2 的裂

解效果，如图 10 所示，当 MOI=10、100、1 000 时，在

图 5　噬菌体 P45 的一步生长曲线

Figure 5　One-step growth curve of bacteriophage P45

注：a、b、c、d、e代表显著性差异分析，组别间字母不同表示差异显

著，有统计学意义（P<0.05），组别间字母相同代表差异不显著，无统

计学意义（P>0.05）
图 6　pH 对噬菌体效价的影响

Figure 6　Effects of pH on bacteriophage titter

注：a、b、c、d、e代表显著性差异分析，组别间字母不同表示差异显

著，有统计学意义（P<0.05），组别间字母相同代表差异不显著，无统

计学意义（P>0.05）
图 7　紫外照射对噬菌体效价的影响

Figure 7　Effects of ultraviolet irradiation on bacteriophage titter

图 8　温度对噬菌体效价的影响

Figure 8　Effects of temperature on bacteriophage titter

注：a、b、c、d、e代表显著性差异分析，组别间字母不同表示差异显

著，有统计学意义（P<0.05），组别间字母相同代表差异不显著，无统

计学意义（P>0.05）
图 9　有机溶剂对噬菌体效价的影响

Figure 9　Effects of organic solvent on bacteriophage titter
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前 5 h 由于噬菌体对宿主菌的裂解，培养液的 OD
值几乎与空白组接近，说明在前 5 h 噬菌体对宿主

菌具有完全的抑制作用，但 5 h 之后细菌的增长又

有所回升。MOI=0. 1 时，宿主菌的生长在 3 h 之后

开始有所回升。但总体来看，添加不同感染复数的

噬菌体培养液的 OD 值都明显低于对照组。说明分

离的噬菌体对宿主菌具有较好的抑制效果。

3　讨论

粪肠球菌容易对食物造成污染，从而危害人体

健康。本研究从污水中分离出一株头部呈六面体

的蝌蚪状长尾噬菌体 P45，初次分离其效价偏低，经

富集后效价能达到 108 PFU/mL，与 JIN 等［23］分离出

的粪肠球菌噬菌体相比，头部形状不同，但都属于

长尾噬菌体。裂解谱测定结果发现裂解谱相对较

窄，后续可以选择更多菌进行实验。本研究噬菌体

P45 的最佳感染复数为 0. 1，与常军帅等［30］分离到的

PSL22 一致。潜伏期为 50 min，裂解周期为 190 min，
裂解量为 1 PFU/mL，与 PAZHOUHNIA 等［31］等分离

出的 vB_EfaS-SRH2 相比，P45 的潜伏期、裂解周期

相对较长，裂解量与一般噬菌体相比较低，究其原

因可能与培养条件、宿主菌株差异等有关，需要进

一步验证。

pH 和温度是影响噬菌体活性的重要因素，大

部分噬菌体在强酸或高温下不能存活，适用于一些

非加热或低热食品的表面杀菌。本研究噬菌体 pH
耐受范围为 2~13，在 65 ℃下其效价受到部分抑制，

75 ℃时无存活，与 SONG 等［32］分离出的噬菌体性质

有些许不同，可能的原因有噬菌体分离环境以及宿

主菌不同，导致噬菌体特性存在差异。本研究中，

紫外照射会使噬菌体效价下降，但即使照射 1 h，噬

菌体没有失活。有机溶剂对噬菌体活性有轻微影

响，噬菌体对部分有机溶剂并不敏感。不同感染复

数下，噬菌体对宿主菌的杀灭效果明显，证明噬菌

体具有很好的抑菌潜力。

目前对粪肠球菌引起的感染仍以抗生素治疗

为主［33］，随着抗生素的大量使用，粪肠球菌耐药范

围不断扩大，成为感染治疗的障碍。据估计，全球

范围内每年估计有 70 万人死于耐药细菌感染，且

在 2015 年世界卫生组织便把抗微生物药物耐药性

列为全球十大健康威胁之一［34］。抗生素耐药性污

染形势日渐严峻。噬菌体在自然界分布十分广泛，

易于分离，增殖快，且具有很强的专一性。被广泛

应用于食品加工、畜禽养殖、疾病治疗［35，14］等方面，

是性能良好的天然抗菌剂。但对于噬菌体在食品

上的应用，如剂量、作用形式、安全等还需系统研

究，特别是噬菌体与宿主菌相互作用效果、噬菌体

抗性和噬菌体实际投入应用中所面临的挑战等，未

来还有很多问题亟待解决。

4　结论

本研究分离得到一株粪肠球菌噬菌体，该噬菌

体为有尾噬菌体目长尾噬菌体科，其裂解周期为

190 min，最佳感染复数为 0. 1，耐酸碱性较强，具有

一定的抗紫外线能力，对有机溶剂表现不敏感，对

温度比较敏感，最高耐受的温度低于 75 ℃，分离的

噬菌体对宿主菌具有较好的裂解效果。该噬菌体

对食品中粪肠球菌的污染防控具有潜在的应用

价值。
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