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要"从新疆石河子地区奶牛粪样中分离裂解性屎肠球菌噬菌体!对其进行纯化及生物学特性分析!为治疗和控

制细菌性感染提供基础(利用双层平板培养法从奶牛粪样中分离'纯化噬菌体!并观察噬菌斑特征!将纯化后的噬

菌体浓缩液用磷钨酸负染!通过透射电子显微镜观察其形态特征(对该噬菌体进行全基因组测序和遗传进化分

析!用双层平板培养法测定其宿主谱'最佳感染复数'一步生长曲线'热稳定性及
J

U

稳定性(结果如下$分离并纯

化出一株裂解性屎肠球菌噬菌体!命名为
ZX

2

F;6<

2

PN*

!其噬菌斑圆形透明'无晕环且边缘整齐!直径
%'0

#

%'2

77

&电镜观察其头部呈廿面体!头长约
2*'%2-7

!尾长约
%)')0-7g%//'.0-7

&核酸类型为
",DLA

!基因组全长

为
%21'%(/Y[

!

MB

含量为
2&'01>

&其基因序列与沙门菌噬菌体
@e<T!*/

的相似性高达
/(>

(生物学特性研究

显示
ZX

2

F;6<

2

PN*

目前只裂解其宿主菌&最佳感染复数为
&'&&%

!潜伏期为
%27$-

!爆发期为
%127$-

!裂解量约为

()

&能耐受
2&`

左右高温!在
J

U2'&

#

%%'&

范围内效价稳定(分离鉴定出一株裂解性肌尾科屎肠球菌噬菌体!对

它进行了生物学特性和亲缘性分析!为沙门菌和屎肠球菌抑菌剂的研究与应用奠定了基础(

关键词"奶牛乳房炎&屎肠球菌&裂解性噬菌体&生物学特性&进化树分析
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奶牛乳房炎在畜牧'兽医'食品卫生等领域一直

受到人们的广泛关注!是影响奶牛业发展及其经济

效益的常见病和多发病!其病原种类繁多!目前公认

的最常见的主要致病菌有金黄色葡萄球菌'链球菌

和大肠杆菌(目前国外对肠球菌性乳房炎时有报

道!而国内很少有肠球菌引起奶牛乳房炎的研究报

道!主要是以肠球菌在内的多种病原菌的混合感染

为主!尽管其危害不及由主要病原菌引起的奶牛乳

房炎!但其能引起牛奶质量的下降和奶牛乳腺的损

伤(肠球菌性乳房炎不仅给养殖业造成了严重的经

济损失!同时也给公共卫生安全和人类健康等带来

了诸多问题)

%!*

*

(自
0&&0

年我国新疆北部地区的羔

羊在春季发生的急性死亡传染病中分离到
.

溶血的

粪肠球菌和屎肠球菌以来)

)

*

!肠球菌性乳腺炎也引

起了足够的重视(在临床上由于长期'大量使用广

谱抗菌药物!致使其临床耐药菌株不断出现!并导致

其耐药机制和耐药特点不断发生变化(因此!迫切

需要研发新型药物!以控制耐药性病原菌引起的感

染(而噬菌体作为一种特异性感染细菌的病毒!其

对宿主菌具有高度的特异性和高效性!且对动植物

基本没有副作用!减少了随之带来的耐药性问题(

因此!越来越多的研究者开始重新探索应用噬菌体

防治细菌病的道路(近年来噬菌体治疗的临床应用

逐渐增多!并取得了较好的效果!

@'e'K6::

等)

2

*

用噬菌体鸡尾酒法明显降低出栏猪的盲肠和回肠沙

门菌浓度&张哲)

.

*分离的四株粪肠球菌噬菌体为噬

菌体疗法应用于耐药性肠球菌的感染提供了依据&

X'X$,G6,

等)

1

*和宫鹏娟等)

(

*均利用耐万古霉素屎

肠球菌噬菌体成功治疗了小鼠菌血症等(基于奶牛

乳房炎防治研究的现状!笔者以奶牛乳房炎源肠球

菌为宿主菌!分离筛选裂解性噬菌体!研究其生物学

特性!为噬菌体作为一种生物制剂用于治疗奶牛乳

房细菌性感染提供资源(

#

!

材料与方法

#H#

!

材料

%'%'%

!

菌株和样品采集
!!

)

株屎肠球菌"编号

%

#

)

#!

.

株粪肠球菌"编号
2

#

%&

#!

)

株金黄色葡萄

球菌!

)

株大肠杆菌!

0

株沙门菌均为石河子大学动

物传染病实验室分离鉴定所得的奶牛乳房炎源菌

株!粪样采自石河子周边
2

个奶牛场(

%'%'0

!

主要试剂及培养基
!!

F̂M(&&&

"天津市光

复精细化工研究所#&

DL6,S

*

'

CL6,SA

'

<8-

H

XS6-L89:S6,S

'病毒核酸提取试剂盒"

E6e6C6

#&核

酸
<65YS5D%2&&&

"

E3ALMFL

#&

@<

缓冲液'

X̂@

缓冲液'液体
TX

培养基'半固体
TX

培养基'固体

TX

培养基!均由石河子大学动物科技学院传染病实

验室常规配制&

%/

种抗菌药物纸片购自杭州微生物

试剂有限公司(

#H!

!

方法

%'0'%

!

宿主菌的准备
!!

将
%&

株肠球菌分别接种

于液体
TX

培养基中!于
*1`

'

%(&5

.

7$-

?%摇床中

1&1
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过夜培养!置
)`

保存(

%'0'0

!

噬菌体的富集与分离
!!

参考文献方法)

/

*

将采自石河子周边
2

个奶牛场的粪样过滤液静置于

)`

冰箱过夜(将所得滤液'

%&

株肠球菌的菌悬液

以及液体
TX

培养基混匀于锥形瓶中!

*1`

摇床培

养
0)R

!将培养液于
) `

'

%&&&&5

.

7$-

?%离心

%&7$-

!取上清液与肠球菌菌液混匀后采用双层平

板法培养!观察结果(

%'0'*

!

噬菌体的纯化与保存
!!

如出现噬菌斑则

用灭菌牙签挑取单个噬菌斑接种于其相应的宿主菌

中!于
TX

液体培养基
*1`

振荡培养
(R

!将培养液

离心后取上清!将稀释的上清液与宿主菌混匀后采

用双层平板法培养!如此重复三次以上!直至形成形

状和大小均一的噬菌斑!即可得到较纯的噬菌体(

将噬菌体与
2&>

甘油等体积混匀后放于
?(&`

冻

存'备用(

%'0')

!

噬菌体的浓缩及电镜观察
!!

噬菌体浓缩液

的制备参照+分子克隆实验指南,第三版中
4

噬菌体

颗粒提取方法)

%&

*进行(取噬菌体浓缩液经
0>

的磷

钨酸负染后用透射电子显微镜观察噬菌体形态)

%%

*

(

%'0'2

!

噬菌体核酸类型的鉴定
!!

参考文献方

法)

%0

*利用病毒基因组提取试剂盒对纯化的噬菌体

浓缩液进行基因组提取!操作严格按照说明书进行(

分别用
DL6,S

*

"

0& Q

.

%

H

?%

#!

CL6,S A

"

2

Q

.

%

H

?%

#和
<8-

H

XS6-L89:S6,S

"

0&Q

.

%

H

?%

#对

提取的噬菌体基因组在
*1`

水浴锅中消化
0R

!取

消化产物进行琼脂糖凝胶核酸电泳检测(

%'0'.

!

噬菌体全基因组测序
!!

将噬菌体的基因

组处理为约
0/&[

J

的测序文库!利用
T$;S4S9R-#:#!

H

$S,

公司的
3#-E#55S-4

测序仪
M̂<

完成!利用

LSG[:S50//

软件对基因组进行拼接处理(该部分

的测序内容由北京军事医学科学院微生物学流行病

学研究所完成(

%'0'1

!

噬菌体的生物学特性
!!

将分离纯化的裂解

性屎肠球菌噬菌体进行裂解谱'最佳感染复数

"

<V3

#'一步生长曲线'热稳定性'

J

U

稳定性的研究(

%'0'1'%

!

噬菌体裂解谱的测定$取纯化后的噬菌体

原液
%&&

%

T

!分别加入到
%&

株肠球菌'

)

株金黄色

葡萄球菌'

)

株大肠杆菌'

0

株沙门菌菌悬液"

2&

%

T

#

中!采用双层平板法培养!观察结果(

%'0'1'0

!

噬菌体的最佳感染复数"

78:4$

J

:$9$4

I

#;

$-;S94$#-

!

<V3

#$按照感染复数分别为
&'&&%

'

&'&%

'

&'%

'

%

'

%&

'

%&&

的比例将噬菌体液和宿主菌液

混合'静置'离心!沉淀分别用液体
TX

重悬!使不同

比例的培养体系总体积一致(振荡培养
2R

(利用双

层平板法对噬菌体增殖液进行滴度测定!每组做三个

重复!获得最高滴度的噬菌体
$

细菌比例即为
<V3

(

%'0'1'*

!

一步生长曲线测定$将培养至对数生长期

的宿主菌与噬菌体按照最佳
<V3

的比例混匀'静

置'离心!将所得沉淀重悬于
*7T

的液体
TX

中!置

于
*1`

'

%(&5

.

7$-

?%摇床中振荡培养!同时开始

计时取样!在
&

时刻和此后每隔
2

'

%&

'

0&7$-

"各取

.

次#取样!测定噬菌体的滴度!从而绘制出噬菌体

感染宿主菌的一步生长曲线(

%'0'1')

!

热稳定性测定$将已知滴度的噬菌体液等

体积分装若干!分别在
)&

'

2&

'

.&

'

1&`

水浴锅中培

养
*R

!于
&

'

0&

'

)&

'

.&

'

(&

'

%&&

'

%0&

'

%)&

'

%.&

'

%(&

7$-

分别取样!倒板(通过观察噬菌斑的形成情况!

可得出在不同温度下'不同时间噬菌体的滴度!并绘

制曲线!即可得噬菌体对热的稳定性(

%'0'1'2

!J

U

稳定性测试$将等体积的噬菌体分别

加到不同
J

U

"

J

Ub0'&

'

*'&

'

)'&

'

2'&

'

.'&

'

1'&

'

('&

'

/'&

'

%&'&

'

%%'&

'

%0'&

#的
X̂@

缓冲液中!在
*1

`

水浴中孵育
0R

!?用双层平板法测定其滴度!绘

制曲线!观察不同
J

U

处理后噬菌体生长情况!即噬

菌体
J

U

稳定性(

!

!

结
!

果

!H#

!

噬菌体的分离!纯化

从奶牛粪样中分离到一株裂解性屎肠球菌噬菌

体!对其进行三次以上纯化!得到噬菌斑透亮'大小

均一'形态一致'无晕环且边缘整齐的纯化噬菌体

"图
%

#(将该分离株命名为
ZX

2

F;6<

2

PN*

(

!H!

!

噬菌体的电镜观察

纯化的噬菌体浓缩液经负染后!在透射电子显

微镜下观察其形态!如图
0

!噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

其头部呈廿面体!头部长约
2*'%2-7

!尾长约

%)')0-7g%//'.0-7

(根据
0&%%

年国际病毒分

类委员会第
/

次报告提出的噬菌体分类与命名标

准!该噬菌体符合有尾噬菌体目"

<$?0+2('$3&;

#!肌

尾噬菌体"

@

5

+2('(0$&

#的特征)

%*

*

(

!HI

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

的核酸类型鉴定

噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

的核酸经
DL6,S

*

'

CL6,SA

和
<8-

H

XS6-L89:S6,S

消化处理后!其

消化产物进行琼脂糖凝胶核酸电泳结果表明"图

*

#!

ZX

2

F;6<

2

PN*

核酸能被
DL6,S

*

消化!但不能

(&1
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图
#

!

双层平板法纯化噬菌体

8:

D

H#

!

C64:1:/;

<

=+

D

/E

-

;06E,/V,+

-

/4

<

,+3/5/3=0;

图
!

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

的电镜照片

8:

D

H!

!

[,/7340*5:740

D

4+

<

=01

<

=+

D

/QA

'

[1+J

'

cUI

<'D%2&&&

相对分子质量标准&

%'ZX

2

F;6<

2

PN*

核酸&

0'

DL6,S

*

&

*'CL6,SA

&

)'<8-

H

XS6-L89:S6,S

<'D%2&&&DLA 7#:S98:65GS$

H

R4765YS5

&

%'L89:S$9

69$"#;ZX

2

F;6<

2

PN*

&

0'DL6,S

*

S-W

I

7S

&

*'CL6,SA

S-W

I

7S

&

)'<8-

H

XS6-L89:S6,SS-W

I

7S

图
I

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

核酸类型

8:

D

HI

!

P67,/:7+7:;3

-<

/01

<

=+

D

/QA

'

[1+J

'

cUI

被
CL6,SA

消化!说明此核酸为
DLA

&同时不能被

<8-

H

XS6-L89:S6,S

消化!说明为双链&因此证明

ZX

2

F;6<

2

PN*

基因组为双链
DLA

(

!H%

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

全基因组测序及亲缘性

分析

!!

噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

的测序结果显示!其完

整基因组由
%21%(/

个核苷酸组成!

McB

含量为

2&'01>

(与
LBX3

上已公布的亲缘噬菌体的全基

因组进行比对!得知
ZX

2

F;6<

2

PN*

与沙门菌噬菌

体
@e<T!*/

相似性高达
/(>

(且在进化树中与沙

门菌噬菌体
@e<T!*/

在同一支上!而与屎肠球菌

噬菌体亲缘性较远"图
)

#!说明
ZX

2

F;6<

2

PN*

在核

苷酸序列方面确实与沙门菌噬菌体相似性较高!且

是肌尾科噬菌体(

!H'

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

的生物学特性

0'2'%

!

噬菌体裂解谱的测定
!!

通过裂解谱的测

定得知此噬菌体目前只能裂解其宿主菌"

*

号屎肠

球菌#!而对其余
/

株肠球菌'

)

株金黄色葡萄球菌'

)

株大肠杆菌和
0

株沙门菌均无裂解能力!见表
%

(

0'2'0

!

噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

的最佳感染复数

"

<V3

#测定
!!

试验结果"图
2

#表明
ZX

2

F;6<

2

PN*

的最佳
<V3

为
&'&&%

!此时产生的子代噬菌体

数量最多(在后续的生物学特性中均以最佳
<V3

扩增以实现回收率最大(

0'2'*

!

噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

的一步生长曲线测

定
!!

从结果"图
.

#可以看出
ZX

2

F;6<

2

PN*

感染

宿主
%27$-

内!噬菌体的量基本没有增加!这段时

间被称为噬菌体的潜伏期!感染后
%2

#

%/&7$-

噬

菌体的量急剧增加!这段时间称为噬菌体的爆发期!

之后噬菌体的数量基本保持平衡(本试验测得的

ZX

2

F;6<

2

PN*

感染宿主菌的潜伏期是
%27$-

!爆发

期是
%127$-

!裂解量约为
()

!表明此噬菌体具有较

强的裂解能力!可选为临床用噬菌体生物制剂的备

选对象(

0'2')

!

噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

的热稳定性测定
!

!

ZX

2

F;6<

2

PN*

对温度的耐受结果"图
1

#表明!随

着温度升高'处理时间延长!噬菌体的存活率逐渐降

低(室温至
2&`

时!噬菌体基本可以保持其原活

性&温度高于
.&`

时!滴度开始下降但不明显!

.&

`

作用
%'2R

时滴度下降三个数量级&

1&`

作用
)&

7$-

噬菌体全部失活(

/&1
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进化树利用
<FMA2'0

软件中的
B#-,45694

%

ES,4Q̂ M<AE5SS

法构建&分支上的数字是在
%&&&

次重复后获得的

置信值(比例尺对应于每
&'0

个核苷酸

ERS45SSG6,9#-,45894S"G$4R4RS<FMA2'0

J

5#

H

5678,$-

H

B#-,45694

%

ES,4Q̂ M<AE5SS'L87[S5,644RS[56-!

9RS,65S[##4,456

J

9#-;$"S-9SZ6:8S,#[46$-S"6;4S5%&&&5S

J

:$964S,'ERS,96:S[659#55S,

J

#-",4#&'0,8[,4$484$#-

J

S5

-89:S#4$"S

J

#,$4$#-

图
%

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

系统发育分析

8:

D

H%

!

C=

-

,0

D

/*/3:7+*+,

-

.:.01

<

=+

D

/QA

'

[1+J

'

cUI

表
#

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

对多株临床分离菌株的灵敏度

?+E,/#

!

?=/./*.:3:Q:3

-

01

<

=+

D

/QA

'

[1+J

'

cUI305+*

-

.34+:*.017,:*:7+,:.0,+3/.

菌株

X694S5$6:,456$-,

敏感性

@S-,$4$Z$4

I

菌株

X694S5$6:,456$-,

敏感性

@S-,$4$Z$4

I

菌株

X694S5$6:,456$-,

敏感性

@S-,$4$Z$4

I

菌株

X694S5$6:,456$-,

敏感性

@S-,$4$Z$4

I

H/

8

$&"(?9&%

#

H/

8

$&"$3(;&.

#

-/$?'&?;&%

#

H/"+3(&0

#

H/

8

$&"(?9&0

#

H/

8

$&"$3(;&1

#

-/$?'&?;&0

#

H/"+3(&*

#

H/

8

$&"(?9&* c H/

8

$&"$3(;&(

#

-/$?'&?;&*

#

H/"+3(&)

#

H/

8

$&"(?9&)

#

H/

8

$&"$3(;&/

#

-/$?'&?;&)

#

-$39+)&33$&%

#

H/

8

$&"$3(;&2

#

H/

8

$&"$3(;%&

#

H/"+3(&%

#

-$39+)&33$&0

#

c'

代表裂解&

#

'

代表不裂解

c 7S6-:

I

4$9

&

#

7S6--#4:

I

4$9

0'2'2

!

噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

的
J

U

稳定性测定
!

从结果"图
(

#可以看出噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

经不

同的
J

U

处理
0R

后!

J

U

为
0'&

时噬菌体失活!而

J

U

在
2'&

至
%%'&

之间时酸碱度对噬菌体的影响

不大!且当
J

U

为
1'&

时噬菌体活性最好(此结果

表明该噬菌体具有很强的酸碱耐受性(

&%1
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图
'

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

的最佳
JR2

测定

8:

D

H'

!

O/3/45:*+3:0*010

<

3:5+,56,3:

<

,:7:3

-

01:*1/73:0*104

<

=+

D

/QA

'

[1+J

'

cUI

图
K

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

的一步生长曲线

8:

D

HK

!

R*/V.3/

<D

40G3=764Q/01

<

=+

D

/QA

'

[1+J

'

cUI

图
$

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

的热稳定性测定

8:

D

H$

!

O/3/45:*+3:0*013=/45+,.3+E:,:3

-

01

<

=+

D

/QA

'

[1+J

'

cUI

图
&

!

噬菌体
QA

'

[1+J

'

cUI

的
<

N

稳定性测定

8:

D

H&

!

O/3/45:*+3:0*01

<

N.3+E:,:3

-

01

<

=+

D

/QA

'

[1+J

'

cUI

I

!

讨
!

论

在噬菌体的分离'纯化与计数中!噬菌斑试验和

双层平板培养法被认为是既基本又经典的方法!本

试验噬菌体的分离'纯化同样采用此方法(依据包

红朵等)

%)

*和
F'X8S-#

等)

%2

*对其分离出的噬菌体

进行命名!本试验分离纯化的屎肠球菌噬菌体暂时

命名为
ZX

2

F;6<

2

PN*

!其中
ZX

表示
Z$58,S,[694S!

5$#

J

R6

H

S

"病毒噬菌体#&

F;6

表示
H)#&'+"+""?;

8

$&K

"(?9

"屎肠球菌#&

<

表示
@

5

+2('(0$&

"肌尾噬菌体

科#(+国际病毒分类委员会第
(

次报告,

)

%.

*与+国

际病毒分类委员会第
/

次报告,

)

%1

*中均将噬菌体按

核酸类型及单双链分为
)

个0群1!0群1是噬菌体分

类的第一个级阶!而
",DLA

病毒群最为常见!种类

最多!本试验分离得到的噬菌体也不例外(

该噬菌体通过全基因组测序及序列比对和进化

树分析得知其与肌尾噬菌体科的沙门菌噬菌体

@e<T!*/

十分相似!基因序列相似性高达
/(>

!但

通过裂解谱试验得知其目前不裂解沙门菌'金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌!只能裂解其宿主菌屎肠球菌!

属特异性较强的噬菌体(其特性与
U'A-6-

I

等)

%(

*分离的志贺菌噬菌体
5

@[#<!AM*

特性相

似(志贺菌噬菌体
5

@[#<!AM*

的功能蛋白与沙

门菌噬菌体
d$3

相近!但其却是志贺菌噬菌体!只

能裂解志贺菌而不能裂解沙门菌(对于此株噬菌

体的功能蛋白分析以及其是否能裂解其他屎肠球

菌或沙门菌需要在后期的试验中进行验证(目前

此株屎肠球菌噬菌体只能裂解其宿主菌!在后续

的试验中可以尝试通过其裂解酶的原核表达拓宽

裂解范围(

%%1
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本试验分离得到的噬菌体
ZX

2

F;6<

2

PN*

属于

有尾噬菌体目肌尾噬菌体科的裂解性
",DLA

噬菌

体!基因组全长为
%21'%(/Y[

!

MB

含量为
2&'01>

!

目前此噬菌体只能裂解其宿主菌屎肠球菌!能耐受

2&`

左右的高温且在
J

U2'&

#

%%'&

时
ZX

2

F;6<

2

PN*

的活性基本没有明显的变化!繁殖迅速!对环境

的适应能力强(与张文惠等)

%/

*和邢少贞等)

0&

*报道

的裂解性粪肠球菌噬菌体相比!

ZX

2

F;6<

2

PN*

的潜

伏期短'裂解期长!裂解量高(这株基因序列与沙门

菌噬菌体极为相似的裂解性屎肠球菌噬菌体!为肠

球菌性奶牛乳房炎的防治和治疗提供了一种新的解

决途径!同时也为沙门菌和屎肠球菌抑菌剂的应用

奠定了基础(

%

!

结
!

论

分离鉴定出一株裂解性肌尾科屎肠球菌噬菌体

ZX

2

F;6<

2

PN*

!可裂解其宿主菌&最佳感染复数

&'&&%

!潜伏期
%27$-

!爆发期
%127$-

!裂解量约

()

&能耐受
2&`

左右高温!在
J

U2'&

#

%%'&

范围

内效价稳定(
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