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·论 著·
实验环境中野生型鼠疫噬菌体的生长表型特征

李存香*，祁芝珍，张青雯，冯建萍，金泳，赵海红，应凯业，张晓璐，李广辉，金星

青海省地方病预防控制所，鼠疫菌专业实验室，青海 西宁 811602
摘要：目的 观察野生型鼠疫噬菌体在不同实验培养环境中的生长表型特征，为后续噬菌体的生物学特性鉴定

及其与宿主菌相互作用研究提供科学依据。方法 利用液体培养法、固体培养法和基于OmniLogTM微生物鉴定系统

的微量液体培养法检测 3株野生型鼠疫噬菌体的生长情况。结果 基于LB液体培养基的生长结果显示，鼠疫噬菌体

476号经 28 ℃和 37 ℃作用 20~24 h后生长状况优于 37 ℃培养的鼠疫噬菌体 087号和 072204号，37 ℃培养的鼠疫噬菌

体087号优于072204号。以鼠疫疫苗株EV76为宿主菌，鼠疫噬菌体476号在双层琼脂培养基上经28 ℃和37 ℃培养20~
24 h后产生较为清晰的噬菌斑；鼠疫噬菌体 087号和 072204号经 37 ℃培养 20~24 h后在双层琼脂培养基上产生不透明

的噬菌斑。基于OmniLog TM系统微量液体培养法的生长结果显示，3株鼠疫噬菌体经 33 ℃裂解鼠疫疫苗株EV76时，

通过 96孔微量板曲线图显示第 1列出现横线，且峰值不超过 100，随着噬菌体数量的降低，稀释试验孔依次均出现与鼠

疫疫苗株EV76相似的生长曲线，实验孔中四唑类染料颜色随着噬菌体数量的减少和宿主菌数量的增多而逐渐加深。

由此说明鼠疫噬菌体 476号在 28 ℃和 37 ℃均裂解鼠疫疫苗株EV76；鼠疫噬菌体 087号和 072204号在 37 ℃均裂解鼠疫

疫苗株EV76。结论 3株野生型鼠疫噬菌体的裂解能力具有温度依赖性，3种实验条件下的生长结果一致。
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Abstract: Objective To observe the phenotypic characteristics of 3 wild-type plague phages under different
experimental environments, providing scientific evidence for the identification of phage biological characteristics and the study
of their interaction with host bacteria in the future. Methods The sensitivity of 3 wild-type plague phages were detected by
using liquid culture method, emisolid medium method and micro-liquid culture method based on OmniLog TM microbial
identification system. Results The growth result based on LB liquid medium showed that the growth of plague phage 476 for
20-24 hours at both 28 ℃ and 37 ℃was better than that of plague phages 087 and 072204 at 37 ℃, and the growth of plague
phages 087 was better than that of plague phages 072204 at 37 ℃ . With the attenuated plague bacterium EV76 as the host
bacterium, phage 476 was able to form visible plaque on double-layer agar medium for 20-20 hours at both 28 ℃ and 37 ℃,
phages 087 and 072204 were only able to form opaque plaque on double-layer agar medium for 20-24 hours at 37 ℃. The
growth results based on OmniLogTM system showed that when plague phage was lysed in EV76 strain at 33 ℃, the first row
appeared as a straight line with a peak of no more than 100 in the 96-well microplate curve chart. As the phage quantity
decreased, the dilution plate appeared with growth curve similar to EV76 strain in turn, and the color of tetrazolium dyes in the
experimental wells gradually deepened as the phage number decreased and the host bacteria number increased. Therefore, it
indicates that phage 476 was sensitively at both 28 ℃ and 37 ℃, while phage 087 and 072204 were temperature-dependent
only at 37 ℃ to attenuated plague bacterium EV76. Conclusions The lysing ability of 3 wild-type plague phages are
temperature-dependent, and the growth results are consistent under the three experimental conditions.
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自 20世纪开始以来，噬菌体感染的生物学特征

得到广泛的研究[1-3]。噬菌体的感染一般包括 6个阶

段，即噬菌体吸附、DNA注入、DNA复制、转录和翻

译、噬菌体组装、释放[4]。自然界种类和数量极其丰富

的各类噬菌体都需要依赖宿主完成自己的生活史，与

宿主菌共同存在和进化[5-6]。噬菌体作为细菌的病毒，

其增殖潜力是环境中各种生命体（如噬菌体敏感细菌

的密度）、非生命因素（如温度或空间结构）与噬菌体

适应性之间互相作用的结果[7]。噬菌体在实验室不同

生长环境中感染宿主菌，随后噬菌体在该环境中的生

长过程各有特点。本研究利用实验室不同培养方法

和培养条件观察 3株野生型鼠疫噬菌体在不同生长

环境中的特异性变化，为后续噬菌体生物学特性鉴

定、噬菌体与宿主菌相互作用研究提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株 鼠疫疫苗株 EV76由青海省地方病预防

控制所鼠疫菌专业实验室提供。

1.1.2 鼠疫噬菌体 3株野生型鼠疫噬菌体分离自

2019—2020年青海省天峻县鼠疫疫源地（476号和

087号）和同德县鼠疫疫源地（072204号）。诊断用鼠

疫噬菌体作为对照株由青海省地方病预防控制所鼠

疫菌专业实验室提供。

1.1.3 仪器 OmniLog TM微生物鉴定系统、空气浴

振荡培养箱和恒温培养箱由青海省地方病预防控制

所鼠疫菌专业实验室提供。

1.1.4 培养基和试剂 LB固体培养基、LB半固体培

养基和LB液体培养基由青海省地方病预防控制所鼠

疫菌专业实验室培养基室制备。四唑类染液购自于

美国OmniLog公司。

1.2 方法

1.2.1 菌液的制备 鼠疫疫苗株EV76 100 µL接种于

5 mL LB液体培养基中，置于 28 ℃空气浴振荡培养箱

培养18~20 h至对数生长期，将其作为宿主菌。

1.2.2 液体培养法 野生型鼠疫噬菌体 1 000 µL和
上述对数生长期的鼠疫疫苗株EV76菌悬液100 µL，分
别加入 5 mL LB液体培养基，各培养 2份，分别置于

28 ℃和 37 ℃培养 18~20 h。次日观察培养液光密度

情况。分别经0.22 µm滤器过滤，收集滤液。

1.2.3 固体培养法 取 900 µL LB液体培养基加入

2 mL EP管，共 15管。3株鼠疫噬菌体分别按照 10倍
梯度稀释，直至第 5管。分别取每管噬菌体稀释液

100 µL和上述对数生长期的鼠疫疫苗菌悬液100 µL，
加入至保温于 45 ℃的 6 mL LB半固体培养基混合后，

倒入底层LB固体培养基，各培养 2份，分别置于 28 ℃

和37 ℃恒温培养箱，20~24 h后观察噬菌斑。

1.2.4 基于 OmniLog TM系统的微量板液体培养法

取上述对数生长期的鼠疫疫苗菌悬液 600 µL中加入

150 µL四唑类染液，最终使菌悬液中含染液浓度

为20%。

无菌96孔板中每排除第1孔外，第2~12列分别加

入 LB液体培养基 90 µl。取 3株野生型鼠疫噬菌体

100 µL分别加入96孔板A~C排的第1孔，即为噬菌体

原液。从第1孔取10 µL野生型鼠疫噬菌体加入第2孔
混匀，依次 10倍稀释，直至 11孔，第 11孔弃去 10 µL。
同时设立实验室诊断用鼠疫噬菌体作为阳性对照。

第A~D排第 12孔分别加入含四唑类染液浓度为

20%的鼠疫疫苗株EV76菌悬液 10 µL，即作为阴性对

照。无菌 96孔板第 E~H排第 1孔分别取 98 µL鼠疫

噬菌体加入 2 µL染液，第 E~H排第 12孔分别取

98 µL B液体培养基加入2 µL染液作为空白对照。

2 结 果

2.1 基于液体培养基的 3 株鼠疫噬菌体生长情况

液体培养法培养 20~24 h后发现，476号噬菌体培养

液经 28℃和 37℃作用后浊度明显降低；087号和

072204号培养液经 37 ℃作用后浊度也降低，但较 476
号培养液浊度稍有升高，而二者经 28 ℃培养物浊度

与阴性对照EV76菌悬液几乎接近。见图1。

2.2 基于固体培养基的 3 株鼠疫噬菌体生长情况

经双层琼脂培养基培养 20~24 h后发现，476号噬菌

体出现中心透明、直径约为 1 mm噬斑，而 087号和

072204号噬菌体在 28 ℃未出现噬菌斑，37 ℃出现中

心模糊不透亮、直径约为1 mm噬菌斑。见图2。
2.3 基于 OmniLogTM系统的 3 株鼠疫噬菌体生长情

况 4株鼠疫噬菌体和鼠疫弱毒株 EV76混合物经

OmniLogTM系统 33 ℃作用 48 h后，发现第 1列曲线几

乎均为 1条横线，且峰值不超过 100，其余每孔随着鼠

图图11 33株鼠疫噬菌体经与鼠疫疫苗株株鼠疫噬菌体经与鼠疫疫苗株EVEV7676 于于2828 ℃℃和和3737 ℃℃作作

用用2020~~2424 hh后在液体培养基上的生长情况后在液体培养基上的生长情况

FigFig.. 11 The results of liquid culture on interactions of attenuatedThe results of liquid culture on interactions of attenuated
plague strains EVplague strains EV7676 andand 33 plague phages respectively at bothplague phages respectively at both 2828 ℃℃

andand 3737 ℃ for℃ for 2020--2424 hh

A B

注Note: A. 28 ℃; B. 37 ℃.
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476 (28 ℃) 476 (37 ℃) 087 (37 ℃) 072204 (37 ℃)
图图22 33株鼠疫噬菌体经与鼠疫疫苗株株鼠疫噬菌体经与鼠疫疫苗株EVEV7676 于于2828 ℃℃和和3737 ℃℃作用作用2424 hh后在固体培养基上的生长情况后在固体培养基上的生长情况

FigFig.. 22 The plaque formation onThe plaque formation on 33 plague phages respectively with attenuated plague strains EVplague phages respectively with attenuated plague strains EV7676 as host bacteria on semisolidas host bacteria on semisolid
medium at bothmedium at both 2828 ℃ and℃ and 3737 ℃ for℃ for 2424 hh

A B C D

疫噬菌体效价的降低，宿主菌依次呈现不同的 S型生

长曲线（图 3）；实验孔中四唑类染料颜色随着噬菌体

数量的减少和宿主菌数量的增多而逐渐加深，说明该

鼠疫噬菌体能够感染鼠疫疫苗株EV76（图3）。

a b

注：a.曲线图；b.染色图；A、B、C、D排1~11列分别代表不同稀释度的476号鼠疫噬菌体、087号鼠疫噬菌体、072204号鼠疫噬菌体、诊断用鼠疫

噬菌体实验组，12列代表鼠疫疫苗株EV76对照组；E、F、G、H排第 1孔分别代表含 1%四唑类染液的野生型鼠疫噬菌体 476号、087号、072204号、诊

断用鼠疫噬菌体，E、F、G、H排第 12孔分别代表含 1%四唑类染液的LB液体培养基。Note: a. Curve chart; b. Stain chart; Rows A, B, C, D, columns 1-
11, represented respectively 4 plague phages in different dilutions, including in turn plague phages 476, 087, 072204, and plague phage for diagnosis, while
columns 12 represented the control group of attenuated plague strains EV76. Rows E、F、G、H, columns 1, represented respectively 4 plague phages contain⁃
ing 1% tetrazole dye solution. Rows E、F、G、H, columns 12, represented respectively LB liquid medium containing 1% tetrazole dye solution.

图图33 44株鼠疫噬菌体分别与鼠疫疫苗株株鼠疫噬菌体分别与鼠疫疫苗株EVEV7676于于3333 ℃℃作用作用4848 hh后的生长情况后的生长情况

FigFig.. 33 The growth curves on interactions ofThe growth curves on interactions of 44 plague phages respectively with attenuated plague strains EVplague phages respectively with attenuated plague strains EV7676 as host bacteria withas host bacteria with
OmniLogOmniLogTMTM microbial identification system atmicrobial identification system at 3333 ℃ for℃ for 4848 hh

3 讨 论

自然界新的噬菌体被分离纯化后，通常其裂解能

力作为生物学特性测定项目之一，用来进一步分析其

潜在的应用价值[8-10]。分离于不同环境的噬菌体有相

对于其分离地环境的生理特征，这也是其适应环境的

直接证据[11-12]。噬菌体对宿主的选择具有高度特异

性，其增殖过程除受环境因素（pH、离子强度、温度）

影响外，往往还受宿主代谢水平的影响[5]。噬菌体在

最适生长温度时对宿主菌的吸附作用强，吸附率最

高，当高于或低于最适生长温度时，噬菌体的吸附率

则会降低，从而影响噬菌体的侵染过程[13]。噬菌体生

长的传统检测方法通常是跟踪液体培养基中培养物

光密度的升高和降低来监测细菌的生长，从而提供噬

菌体裂解能力的信息。噬斑测定法是基于噬菌体感

染细菌后裂解细菌形成的噬斑数量，从而对活的噬菌

体进行计数的一种技术方法[14-15]。基于OmniLogTM微
生物鉴定系统能够通过实时、连续监测和自动化监测

整个试验过程中噬菌体感染和细菌生长，因此在噬菌

体宿主范围、裂解能力、菌株耐药研究等方面具有潜

在发展[16-18]。
本研究中 3株野生型鼠疫噬菌体分离自 2019—

2020年青海省 2个鼠疫疫源县，在鼠疫监测期间未发
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现有鼠疫病原体的存在，在实验过程中发现其裂解能

力较差。本试验通过 LB液体培养基观察发现，鼠疫

噬菌体 476号经 28 ℃和 37 ℃作用后浊度明显降低。

鼠疫噬菌体 087号和 072204号培养液经 28 ℃和 37 ℃
作用后，二者 37 ℃培养物浊度降低，但较 476号培养

液浊度稍有升高，而 28 ℃培养物浊度与阴性对照鼠

疫疫苗株EV76菌悬液几乎接近，说明鼠疫噬菌体 476
号在 28 ℃和 37 ℃均裂解鼠疫疫苗株 EV76，鼠疫噬菌

体 087号和 072204号裂解能力不同，具有温度依赖

性，即在 37 ℃均裂解鼠疫疫苗株EV76，而在 28 ℃均不

裂解鼠疫疫苗株EV76。由此可见，液体培养法仅在单

一试验中直观反映了噬菌体在试验菌株内的复制能

力。这种方法比较适用于裂解性较好、且短期内使培

养液清亮的噬菌体鉴定和筛选工作。

菌斑的形成是噬菌体感染的一个较好指标，因为

它是多轮感染、裂解和释放后代的结果[19-20]。本研究

中以鼠疫疫苗株EV76为宿主菌，鼠疫噬菌体 476号经

28 ℃和 37 ℃培养后在双层琼脂培养基上产生较为清

晰的噬菌斑；鼠疫噬菌体 087号和 072204号经 37 ℃
培养后在双层琼脂培养基上产生不透明的噬菌斑，

28 ℃时在双层琼脂培养基上不能形成可见的斑块，然

而这并不一定意味着这两株鼠疫噬菌体缺乏生产性

感染[16]。半固体培养法更适用于噬菌体不同噬菌斑

的形态观察和效价测定工作。

基于OmniLogTM系统的微量液体培养法监测 3株
鼠疫噬菌体的生长，发现其与液体培养法、固体培养

基的实验结果一致，由此可见该方法可以作为生物学

特性之效价监测的依据之一。3种方法灵敏度相同，

即 3株鼠疫噬菌体 33 ℃作用 48 h裂解鼠疫疫苗株

EV76时，通过 96孔微量板曲线图显示第 1列出现横

线，且峰值不超过 100，随着噬菌体数量的降低，后续

稀释试验孔均出现与鼠疫疫苗株EV76相似的生长曲

线。诊断用鼠疫噬菌体作为对照株，因其裂解能力

强，曲线图显示前 9个试验孔出现相似的裂解生长曲

线，10~11孔出现与鼠疫疫苗株 EV76相似的生长曲

线。实验孔中四唑类染料颜色随着噬菌体数量的减

少和宿主菌数量的增多而逐渐加深。由此可见，通过

OmniLogTM微生物鉴定系统可以测量体系中活细胞的

呼吸，同时可以排除死细胞和细胞碎片导致的培养板

孔中光密度的增加。另外，通过实验可以观察到噬菌

体与宿主组合的剂量效应，进而说明了分析参数对所

观察表型的重要性。
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