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的生物学特性分析及对鸡大肠杆菌的疗效

!!

禽大肠杆菌病是由致病性大肠杆菌引起的禽类

急慢性传染病)

%

*

!在鸡群中一般发病率为
%%Z

"

./Z

!死亡率为
*'(Z

"

10'/Z

'目前针对大肠杆

菌病多采用抗生素治疗和预防!而抗药性日益加剧

的大肠杆菌给养禽业带来了严重损失!并对公共卫

生(食品安全构成了严重威胁)

0!*

*

'

噬菌体治疗细菌感染性疾病的历史由来已

久)

)

*

!

0&

世纪
*&

年代就有了噬菌体成功治疗霍乱

的报道)

A

*

'然而抗生素的出现与大量使用阻碍着噬

菌体治疗的研究与发展'但是!随着抗生素滥用产

生的畜禽产品药物残留问题与耐药菌株的大量出

现)

.

*

!以及新抗生素研发难度的增加!使噬菌体作为

一种新兴的生物治疗制剂又重新受到了研究人员的

关注)

1

*

'噬菌体特异性强!治疗细菌感染时只针对

相应的致病菌!而不会干扰机体正常的菌群平衡!且

可以在细菌感染部位快速增殖使得噬菌体剂量得以

放大!进而快速达到增强疗效的作用'噬菌体有很

强的宿主依赖性)

(

*

!会随着宿主菌的清除而死亡)

/

*

!

另外机体内本身就存在着种类繁多的噬菌体)

%&

*

!所

以噬菌体几乎没有任何毒副作用'

本试验测定了大肠杆菌噬菌体
7H

4

!*

的基本

生物学特性!并给
@;\

鸡口服大肠杆菌噬菌体
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及其特异宿主菌致病性大肠杆菌
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!观测粪

便中宿主菌数量的变化!评估大肠杆菌噬菌体
7H

4

!*

的裂解疗效'

#

!

材料与方法
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!!

固体
Q̂

培养基(半固体

Q̂

培养基(液体
Q̂

培养基(麦康凯固体培养基(

<Î
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引物(
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;CJ(&&&

(分光光度计等'
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!

抗菌药物
!!

氟苯尼考(氨苄西林(头孢噻

肟(头孢曲松(左氧氟沙星(环丙沙星(多西环素(庆

大霉素(丁胺卡那霉素(硫酸黏菌素(恩诺沙星(头孢

噻呋和新霉素!购自中国兽医药品监察所'
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菌株和噬菌体
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大肠杆菌
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青岛病死鸡体&大肠杆菌噬菌体
7H

4

!*

!分离自青

岛病死鸡肠道&禽源致病性大肠杆菌"
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株#(沙门
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01

株#(铜绿假单胞菌"
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株#(耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌"

)1

株#(金黄色葡萄球菌"
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株#!均为

实验室保存'
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实验动物
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健康的
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的基本生物学特性
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双层琼脂平板法测定噬菌体效价"滴度#

!
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*中的方法富集噬菌体
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!利用

双层平板法测定效价'

%'0'0

!

噬菌体
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的电镜形态
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参照文献
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*中的方法!纯化得到噬菌体颗粒后进行透射电

镜观察'
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采用点滴法分析噬菌体的裂解谱
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测定

噬菌体
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对实验室保存的禽源致病性大肠杆

菌"
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)1

株#(金黄色葡萄球
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株#的裂解能力'取
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过夜培养的待测

菌液加入到
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半固体
Q̂

培养基中混匀!倒平

板'取噬菌体悬液滴加到平皿的不同位置上!

*1s

培养
)

"
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!观察有无噬菌斑'
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噬菌体
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的最佳感染复数"
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将处于对数生

长期的宿主菌用
Q̂

液体培养液洗涤!然后将细菌

的浓度调整为
%'&q%&
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9VP
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分别为

&'&&%
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!将相应数量的噬菌体液加入

到已准备好的菌液中"二者体积分别为
A&&

-

Q

#!混

匀!

*1s%.&T

0

4$-

p%振荡培养
A:

'混合培养物

%&&&&T

0

4$-

p%离心
0&4$-

!得到裂解液!测噬菌

体效价'最高效价的感染复数即为最佳感染复数'

%'0'A

!

噬菌体
7H

4
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的一步生长曲线
!!

噬菌

体液与宿主菌液各
A&&

-

Q

以
<6M

的比例混合!

*1s

孵育
%A4$-

'

%&&&&T

0

4$-

p%离心
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!弃

上清!

Q̂

液体洗涤
*

次'加入
%&4Q*1s

预热的

Q̂

液体培养基!充分混匀!迅速置于
*1s

摇床中振

荡培养'每隔
%&4$-

取样一次!测噬菌体的效价'

%'0'.

!

噬菌体
7H
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最适生长温度
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(

)&

(

A&s

!各取
%&&

-

Q

噬菌体稀释液与
%&&

-

Q

宿主菌!利用双层琼脂平板法计数噬菌斑'

%'0'1

!

噬菌体
7H

4

!*

的热稳定性
!!

将噬菌体

悬液放于
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(
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A&

(

.&
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1&
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(&s

水浴锅中!持续
*&

和
.&4$-
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-

Q

噬菌体液与
%&&

-

Q

宿主

菌混合!利用双层琼脂平板法计数噬菌斑'

%'0'(

!

噬菌体
7H
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!*

的最适
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体培养基的
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分别为
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每个
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均取
%&&
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!加入
%&&
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的
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的噬菌体液混匀!

*1s

作用
0:

!双层平板法计数噬

菌斑'

#EJ

!

噬菌体
+̀

$

PJ

裂解大肠杆菌
#"#X

的体外试验

%'*'%

!

@;\

鸡粪中大肠杆菌与高抗性大肠杆菌

%&%/

的
<MB

测定
!!

参照
BQ@M

标准!微量肉汤稀

释法测定
@;\

鸡粪中的大肠杆菌以及大肠杆菌

%&%/

对
%*

种药物的
<MB

值'

%'*'0

!

在
@;\

鸡肠道噬菌体
7H

4

!*

裂解大肠杆

菌
%&%/

的试验
!!

根据药敏结果选取新霉素药物

制备麦康凯药板!配制麦康凯药板!质量浓度为
%0(

-

O

0

4Q

p%

"大肠杆菌
%&%/<MB

的一半!此浓度可

以区分大肠杆菌
%&%/

和
@;\

鸡肠道原有的大肠

杆菌#'

!

取
A

O

@;\

鸡粪于
0&&4Q

液体
Q̂

培养基中!

同时加入大肠杆菌噬菌体
7H

4

!*

和大肠杆菌
%&%/

各
%&&

-

Q*1s

摇床过夜培养'培养的菌液
%&

倍

梯度稀释涂布麦康凯药板!平板计数菌落&单菌落于

液体
Q̂

中
*1s

摇床过夜培养!提取
]8=

!与原大

肠杆菌
%&%/

的
]8=

同时作
CT$9!;B7

!比对基因条

带判定噬菌体作用前后大肠杆菌有无变化'

#E%

!

16D

鸡口服噬菌体
+̀

$

PJ

治疗大肠杆菌

#"#X

感染的效果

!!

口服攻毒!大肠杆菌
%&%/

浓度
%&

/

9VP

0

4Q

p%

!

剂量为
04Q

'试验组分
*

小组!即为只攻菌组(只

攻噬菌体组(菌与噬菌体组!每小组
*

只鸡!口服噬

菌体
04Qq%&

/

X

VP

0

4Q

p%

!从
&:

开始每隔
0:

取

粪样!直到第
%&

小时'每个粪样取
0

O

溶于
04Q

生理盐水中混匀!

%&

倍梯度稀释!取稀释
%&

*

(

%&

) 和

%&

A 倍的样品浓度涂布
0A.

-

O

0

4Q

p%的新霉素麦

康凯药板!每个药板上加菌样
%&&

-

Q

!

*1s

过夜培

养!菌落计数!统计经噬菌体治疗与未经噬菌体治疗

的
@;\

鸡粪样中大肠杆菌
%&%/

数量'

!

!

结
!

果

!E#

!

+̀

$

PJ

的效价

图
%

为噬菌体
7H

4

!*

的生长情况'大肠杆菌

噬菌体
7H

4

!*

的效价测定结果如下$噬菌体
7H

4

!*

双层板平均为
0%&

个噬菌斑!计算出噬菌体富集液

的效价为
0'%q%&

/

X
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p%
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()*

3

:,87):57*,.

G

)5

3

*

G

-5

W

?*

%

;2-?7*;#"

M

72F*9

&

!E!

!

+̀

$

PJ

的电镜形态观察

图
0

为噬菌体
7H

4

!*

的透射电镜图'结果显

示噬菌体
7H

4

!*

为有尾目噬菌体!由二十面体头

部与尾部组成!头部直径约为
%%1-4

!整个噬菌体

长度约
0*/-4

!属于
5)

噬菌体类型'

!EJ

!

+̀

$

PJ

的裂解谱分析

噬菌体
7H

4

!*

的裂解谱显示大肠杆菌噬菌体

的宿主特异性很强!几乎不裂解沙门菌(铜绿假单胞

菌(金黄色葡萄球菌及耐甲氧西林金黄色葡萄球菌!

但是可以裂解
/A

株致病性大肠杆菌中的
00

株!裂

解谱较宽'

!E%

!

+̀

$

PJ

的最佳感染复数

最佳感染复数结果"图
*

#显示大肠杆菌噬菌体

7H

4

!*

的
<6M

为
&'%

'

!E'

!

+̀

$

PJ

的一步生长曲线

根据噬菌体
7H

4

!*

的一步生长曲线"图
)

#!噬

菌体
7H

4

!*

感染宿主菌
0&4$-

内!噬菌体的量增

加不大!这段时间称为潜伏期&感染宿主菌后
0&

"

/&4$-

!噬菌体的量急速增加!这段时间称之为爆发

期!即
7H

4

!*

的爆发期约为
1&4$-

'

(.%0
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期 王
!

杰等$噬菌体
7H

4

!*

的生物学特性分析及对鸡大肠杆菌的疗效

图
!

!

噬菌体
+̀

$

PJ

透射电镜图

D2

3

E!

!

()*7:549F2992,4*-*@7:,4F2@:,9@,

G0

,.+,-./0

G

)5

3

*

+̀

$

PJ

图
J

!

噬菌体
+̀

$

PJ

的
>KU

D2

3

EJ

!

()*>KU,.

G

)5

3

*+̀

$

PJ

图
%

!

噬菌体
+̀

$

PJ

的一步生长曲线

D2

3

E%

!

K4*97*

G3

:,87)@?:Q*,.

G

)5

3

*+̀

$

PJ

!EM

!

+̀

$

PJ

的最适生长温度

最适生长温度测定结果"图
A

#显示噬菌体
7H

4

!*

适合生长的温度在
*&

"

)&s

!最适生长温度为
*1s

'

!E$

!

+̀

$

PJ

的热稳定性

热稳定性测定结果"图
.

#显示噬菌体
7H

4

!*

在
*&

和
)&s

保温
*&4$-

和
%:

后基本保持原活

性!在
A&s

保温
%:

后噬菌体的效价仍可维持在

图
'

!

噬菌体
+̀

$

PJ

的最适温度

D2

3

E'

!

K

G

72F5-7*F

G

*:57?:*,.

G

)5

3

*+̀

$

PJ

%&

(

X

VP

0

4Q

p%

'在
.&s

保温
%:

后效价可在
%&

1

X

VP

0

4Q

p%以上!经
1&s

保温
%:

后仍有噬菌体存

活!而经
(&s

作用后噬菌体基本上被灭活"此部分

结果因显示条件所限在图
.

中未能体现#'由此可

见这株噬菌体的热稳定性较好'

图
M

!

噬菌体
+̀

$

PJ

的热稳定性

D2

3

EM

!

()*:F5-975C2-27

0

,.

G

)5

3

*+̀

$

PJ

!E&

!

+̀

$

PJ

的最适
G

]

大肠杆菌噬菌体
7H

4

!*

的最适
X

I

的测定结果

统计分析如图
1

所示'大肠杆菌噬菌体
7H

4

!*

的最

适
X

I

在
A

"

1

!同时在
X

I)

"

%&

时仍能保持较高的

效价'所以噬菌体
7H

4

!*

能适应较宽的
X

I

范围'

图
$

!

噬菌体
+̀

$

PJ

的最适
G

]

D2

3

E$

!

()*,

G

72F?F

G

],.

G

)5

3

*+̀

$

PJ

/.%0
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+̀

$

PJ

裂解大肠杆菌
#"#X

的体外试验

微量肉汤稀释法测定的大肠杆菌
%&%/

及
@;\

鸡

粪中大肠杆菌对
%*

种药物的
<MB

值'根据药敏结

果统计分析!环丙沙星(多西环素(恩诺沙星(新霉素
)

种药可以有效地区分大肠杆菌
%&%/

与
@;\

鸡粪中原

有的大肠杆菌'选取新霉素做后续耐药菌株的筛选'

根据药敏结果大肠杆菌
%&%/

用
0A.

-

O

0

4Q

p%的新

霉素麦康凯药板筛选'

筛选出来的耐药大肠杆菌提取
]8=

!

CT$9!;B7

产物琼脂糖电泳条带如图
(

所示$结果显示
%&%/

菌

株经噬菌体作用前后无变化!可以利用药敏试验的

结果对噬菌体作用后的菌株进行筛选'

!E#"

!

16D

鸡口服
+̀

$

PJ

治疗其相应大肠杆菌感

染效果

!!

攻毒后利用新霉素麦康凯平板对大肠杆菌
%&%/

分离计数!加入噬菌体后粪样中的耐药菌数量显著下

降!结果见表
%

'以
%&:

的统计结果计算!只口服大

肠杆菌
%&%/

的
@;\

鸡每克粪样中大肠杆菌
%&%/

耐

药菌含量为
0'/q%&

1

9VP

0

4Q

p%

!同时口服大肠杆菌

%&%/

和噬菌体
7H

4

!*

的
@;\

鸡每克粪样中大肠杆

菌
%&%/

耐药菌含量为
%'&q%&

.

9VP

0

4Q

p%

!后者比

前者降低了
/.'AZ

'所以该大肠杆菌噬菌体可有效

裂解致病性大肠杆菌
%&%/

!降低
@;\

鸡的患病风险'

<'A&&&U

X

]8=

相对分子质量标准&

%&%/'

原大肠杆菌

%&%/]8=

&

%&%/!%

(

%&%/!0

(

%&%/!*

(

%&%/!)'

经噬菌体
7H

4

!*

作用后的大肠杆菌
%&%/]8=

<'A&&&U

X

]8= 4DTSNT

&

%&%/'P:",&'(",($"+0(%&%/

]8=

&

%&%/!%

!

%&%/!0

!

%&%/!*

!

%&%/!)'P:",&'(",($"+0(

%&%/]8=DV3NT3TND34N-3#V

X

:D

O

N7H

4

!*

图
&

!

大肠杆菌
N:2@P6A+

产物琼脂糖电泳条带

D2

3

E&

!

()*+,-./0N:2@P6A+

G

:,;?@75

3

5:,9**-*@7:,

G

),:*929C54;

表
#

!

每克粪样中大肠杆菌
#"#X

耐药菌含量

(5C-*#

!

()*5F,?47,.+1-2%30-20#-./0#"#X:*9297547C5@7*:25

G

*:

3

:5F,..*@5-95F

G

-*9 9VP

0

4Q

p%

处理

5TND34N-3

取样时间%
:5$4N

& 0 ) . ( %&

大肠杆菌
%&%/

P."+0(%&%/

& 0'%q%&

.

A'&q%&

.

0'1q%&

1

*'&q%&

1

0'/q%&

1

大肠杆菌
%&%/̀

噬菌体

P."+0(%&%/̀ ;:D

O

N

& &

%'*q%&

.

%'&q%&

.

%'&q%&

.

%'&q%&

.

J

!

讨
!

论

噬菌体在自然界分布广泛!据统计分析其数量

可以达到
%&

*%

)

%*

*

'大肠杆菌噬菌体更是广泛分布

于鸡消化道(鸡场及周边环境中)

%)

*

'充分利用这些

噬菌体可以在一定程度上替代抗生素的使用!降低

细菌耐药性!提高养殖企业的经济利益'

作者分离到的大肠杆菌噬菌体效价可达到

%&

/

X

VP

0

4Q

p%

!由
0&

面体和尾部组成!属于
5)

类

噬菌体'这与许多研究人员从养殖场粪便中(河水

中和污水中分离出的噬菌体相似)

%A!%1

*

'噬菌体
7H

4

!*

的最佳感染复数为
&'%

!感染宿主菌的潜伏期

为
0&4$-

!爆发期为
1&4$-

'潜伏期和爆发期短!

可以在短时间内杀死宿主菌!有效控制大肠杆菌的

生长'噬菌体
7H

4

!*

的裂解谱分析结果表明!

7H

4

!*

可以裂解
/A

株致病性大肠杆菌中的
00

株!裂

解谱较宽'

噬菌体
7H

4

!*

的热稳定性较高!在
.&s

保温

%:

后噬菌体效价仍可达到
%&

1

X

VP

0

4Q

p%以上'

对
X

I

的适应范围较宽!在
X

I)

"

%&

内能保持较高

&1%0
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期 王
!

杰等$噬菌体
7H

4

!*

的生物学特性分析及对鸡大肠杆菌的疗效

的裂解活性'这些特性一方面可以使其在生产过程

中不需要过于严苛的生产环境!可以降低生产成本!

有利于大规模的工业生产'另一方面在应用时能适

应多种环境!可以在相对复杂的环境中保持一定的

裂解能力!有利于扩大该噬菌体的适用范围和应用

效果'

在
@;\

鸡肠道中的杀菌试验表明噬菌体
7H

4

!*

可显著降低其对应大肠杆菌在体内的存活数

量'有研究报道)

%(

*

!噬菌体经胃酸作用后会失活!

但是本试验表明!噬菌体
7H

4

!*

经胃酸作用后仍

能有效杀死宿主菌!这也是该噬菌体的优势之一'

目前抗生素耐药性越来越严重!噬菌体作为杀

菌物质具有很大的优势和应用潜力'本研究中分离

到的
7H

4

!*

只是数量庞大的噬菌体中的一株'分

离新的噬菌体并对其性质进行深入研究!可以为其

成为新的抗菌剂打下基础'同时!还需要对其临床

应用过程中的问题进行研究)

%/

*

'相信经过众多科

研工作者的努力!噬菌体会在很大程度上弥补抗生

素的缺陷!在畜禽细菌病防治中起到越来越重要的

作用'

%

!

结
!

论

大肠杆菌噬菌体
7H

4

!*

的效价为
%&

/

X

VP

0

4Q

p%

!

属于有尾目
5)

噬菌体'

7H

4

!*

热稳定性好!

.&s

%:

后效价仍可达到
%&

1

X

VP

0

4Q

p%以上&最适
X

I

在
1'&

左右!在
X

I)

"

%&

内能保持较高的裂解活

性&最佳感染复数为
&'%

!感染宿主菌的潜伏期

0&4$-

!爆发期
1&4$-

'

7H

4

!*

对大肠杆菌
%&%/

有较强的裂解能力!可使
@;\

鸡肠道内大肠杆菌

%&%/

的数量降低
/.'AZ

!可望用于治疗特定的大肠

杆菌感染'
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