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　　摘要：大肠杆菌病为畜牧养殖业常见疾病之一，目前临床上主要依赖于抗生素进行控制。随着大肠杆菌耐药性增
强以及人们对食品安全意识的提高，急需寻找安全、高效的抗生素替代品。噬菌体是能够感染细菌、真菌、放线菌或螺

旋体等微生物的病毒总称，具有巨大的潜在应用价值。对近几年国内外有关大肠杆菌噬菌体的分布、分离纯化方法、

保存方法、形态、ｐＨ值稳定性、温度稳定性、分子生物学以及应用方面作了简要概述，并对以后的科研和应用进行了思
考和展望。
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　　近年来，由于畜牧养殖业大量使用抗生素，导致病原微生
物的耐药性升高［１］，同时，抗生素的使用对食品安全构成威

胁。噬菌体作为一类能够感染和裂解大肠杆菌等微生物的病

毒，具有宿主专一、不产生耐药性［２］、使用安全［３－４］等优势，在

美国已应用于儿童腹泻疾病的治疗［５］。因此，噬菌体有望在

防控畜牧业肠道性疾病中替代抗生素。本文对近几年国内外

关于大肠杆菌噬菌体的分离和保存方法、生物学特性等进行

综述，希望能够对大肠杆菌噬菌体更深入的研究和应用提供

思路和方法。

１　大肠杆菌噬菌体的分布

目前研究发现的病毒种类数量庞大，其中大部分是噬菌

体［６］。大肠杆菌噬菌体在我们生活的周围环境中普遍存在。

到目前为止，学者们已经从不同的样品中分离出来多种大肠

杆菌噬菌体，并对所分离的噬菌体进行了分类和命名。在养

殖场的鸡粪［７－８］和污水中［９］，以不同的大肠杆菌为宿主菌分

离到不同种类的大肠杆菌噬菌体；在养猪场的粪便中，以产肠

毒素性大肠杆菌 Ｋ８８为宿主菌分离并纯化了 １株噬菌体
ＰＫ８８－４［１０］；在城市的污水中，以肠出血性大肠杆菌 Ｏ１５７∶
Ｈ７为宿主菌分离出裂性噬菌体［１１］。此外，在医院的污水中，

用大肠杆菌Ｅ１～Ｅ１７共１７种细菌做指示菌分离出１种广谱
噬菌体ＩＭＥ１１［１２］。

２　大肠杆菌噬菌体的分离纯化方法

对于噬菌体的分离纯化，大致可以分为采样、富集、分离、

纯化４个步骤。每个步骤又包含１种或多种不同的方法，可
以根据自身的试验条件和试验状况将不同方法组合，进而得

到最佳的分离纯化方法。

２．１　采样
采样大致可以分为直接法、间接法和诱导法［１３］３种。直

接法是指直接从对象菌生活的生物体上采集样本的方法。李

灏等［１４］、Ｃｏｎｎｅｒｔｏｎ［１５］都采用直接法从发病鸡的肠道中采样
并分别分离出大肠杆菌噬菌体和空肠弯曲杆菌噬菌体。间接

法是指根据对象菌的特性，从相应的非生物坏境中采集样本

的方法。如从养鸡场的污水、粪便和土壤中采样进而分离噬

菌体［８－９，１６－１７］。诱导法是指用对象菌去感染生物体进而在生

物体或其生活环境中采样的方法。郭海萍等用痢疾志贺氏菌

感染小鼠，采取小鼠的粪便进而分离得到相应噬菌体。

２．２　富集
富集也称增殖，即将对象菌悬液与样品液共同培养，增加

样品液中噬菌体的含量，富集之后的样品液更易分离出噬菌

体。郭秋菊等从生活污水中采样分离噬菌体，进行了富集和

不富集的对照试验，结果显示，富集之后的样品很容易检测到

噬菌体，而不经富集的样品未检测到噬菌体［１９］。虽然不经富

集的样品中未检测到噬菌体，但并不表示样品中不含噬菌体。

２．３　分离
分离方法可以分为双层琼脂平板法、琼脂平板涂布法、琼

脂平板倾注法３种［１３］。各种方法有自己的优缺点，学者们通

常根据自己的试验条件和操作习惯进行选择。

２．４　纯化
纯化可以分为液体纯化法和平板纯化法［１３］。液体纯化

法中，用无菌枪头或牙签挑单个噬菌斑，然后接入含对象菌的

液体培养基中进行适温培养，再经过滤除菌即得到纯化噬菌

体［２０］。平板纯化法中，也是用无菌枪头或牙签挑单个噬菌斑

于缓冲液进行洗脱，洗脱液经适当稀释后再用双层琼脂平板

法、琼脂平板涂布法或琼脂平板倾注法进行培养，如此操作

３～５次，即可得到纯化噬菌体［１０，１９］。

３　大肠杆菌噬菌体的保存方法

在对噬菌体的保存方法上，研究学者们尝试过很多种方

法，不同的保存方法对噬菌体活性的保持影响很大。
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陈萍等取 ３组 ５００μＬ噬菌体裂解液：第一组加入了
１００μＬ氯仿，第二组加入５００μＬＬＢ液体培养基，第三组加
入ＣａＣｌ２和ＭｇＣｌ２至终浓度１０ｍｍｏｌ／Ｌ、０．１％明胶，４℃ 保
存１个月，结果显示第三组噬菌体的活性很少降低，效价
最高［２１］。

有很多关于 －１８℃保存噬菌体的研究。陈海阳将１株
广谱大肠杆菌噬菌体ＥＸ０１裂解液放于 －１８℃低温保存，每
隔一周测定其效价，结果显示噬菌体 ＥＸ０１在３５ｄ时仍具有
较高的效价，５６ｄ时仍有感染性，６３ｄ时感染性消失［１３］。郭

秋菊等对比了在－１８℃保存已纯化的噬菌体平板或噬菌体
悬液的２种方法。结果显示，２种方法都能保存１个月以上，
但平板保存法优于噬菌体悬液保存法［１９］。

另外报道显示，Ｔ４－Ｌｉｋｅ大肠杆菌噬菌体在１０ｍｍｏｌ／Ｌ
的镁离子中，３０℃保存超过１个月，效价都没有降低［２２］。

４　大肠杆菌噬菌体的形态

噬菌体个体微小，不具有细胞的完整结构，只含有单一核

酸。噬菌体按蛋白质结构可以分为无尾部的二十面体、有尾

部的二十面体和线状体３种。无尾部的噬菌体外表由蛋白外
壳组成，核酸被包裹在内部。有尾部的噬菌体除了头部外，还

有尾部和基部：尾部由１个中空的针状结构及外鞘组成，基部
由尾丝和尾针组成。线状体噬菌体没有明显的头部结构，而

是由壳粒组成的盘旋状结构。

已知的噬菌体大多都是有尾部的二十面体。许多研究人

员分别对从养殖场粪便中、河水中和污水中分离出的噬菌体

进行了电镜拍照，照片显示噬菌体都由头部和尾部组成，且头

部呈正多面体状，直径４５～９５ｎｍ，尾部粗长、含有尾鞘，长
１００～１２０ｎｍ［７，１０－１１，２３－２４］。

此外，郭秋菊等从生活污水中分离了３种类型的噬菌体，
经电镜拍照显示：一种类型的噬菌体尾部不能收缩，头部为二

十面体，直径 １１０～１２０ｎｍ，尾长 ２２０～２３０ｎｍ，尾宽 １３～
１５ｎｍ，没有尾鞘、基板、尾丁、尾丝；一种类型的噬菌体尾部
可以收缩，头部为三十面体，直径 ７０～１１０ｎｍ，尾长 １２０～
１３０ｎｍ，尾宽１８～２２ｎｍ，有尾鞘、基板、尾丁和尾丝结构；一
种类型为短尾噬菌体，头部直径约２０ｎｍ，尾长２～３ｎｍ［１９］。

５　大肠杆菌噬菌体稳定性

５．１　ｐＨ值稳定性
噬菌体生长和其他微生物一样，除了其他必要的生长条

件外，还需要有适合其生长的 ｐＨ值。在其他生长条件相同
的情况下，ｐＨ值不同对噬菌体生长的影响也不同。何觅之将
Ｂｐ９Ｂ１２２６噬菌体纯培养液分别加入不同 ｐＨ值（４、５、６、７、８、
９、１０、１１）的ＬＢ液体培养基中，放于３７℃恒温水浴２４小时，
用双层平板法测定噬菌体效价，结果显示 Ｂｐ９Ｂ１２２６噬菌体
在ｐＨ值＝６～９时，噬菌体效价指数无明显变化，当 ｐＨ值 ＜
５或ｐＨ值＞１０时，噬菌体效价指数明显下降［２５］。另外，代保

英对大肠杆菌噬菌体ＢｐＤ的ｐＨ值的稳定性也做了类似的试
验，结果显示：在 ｐＨ值 ＝５～９时，噬菌体 ＢｐＤ活性较高，尤
其在ｐＨ值＝７～８时，活性最高；在 ｐＨ值 ＜５或 ｐＨ值 ＞９
时，活性明显下降［２６］。由此看出，大肠杆菌噬菌体对ｐＨ值的
适应范围较广。

５．２　温度稳定性
温度对噬菌体的感染力有很大影响，找到噬菌体保持感

染力的温度范围，将会对进行噬菌体更深入的研究与应用起

到关键作用。张培东等对大肠杆菌噬菌体 Ｂｐ６的热稳定性
做了测定，他们将具有一定效价的噬菌体 Ｂｐ６悬液分别经
４０、５０、６０、７０、８０、９０℃水浴３０ｍｉｎ和１ｈ，随即将悬液冰浴冷
却测其效价，结果显示噬菌体 Ｂｐ６在４０℃下作用３０ｍｉｎ和
１ｈ活性基本不变，５０℃和６０℃下作用３０ｍｉｎ和１ｈ仍有较
高活性，７０℃下作用３０ｍｉｎ和 １ｈ基本失去活性，８０℃和
９０℃下作用３０ｍｉｎ和１ｈ完全失去活性［７］。何觅之［２５］和代

保英［２６］也分别对相应的大肠杆菌噬菌体做了类似试验，结果

显示，噬菌体对温度的稳定性比较高，但长时间处于７０℃以
上高温，噬菌体的活性会迅速降低以至失去。

６　大肠杆菌噬菌体分子生物学

噬菌体所含的核酸可以分为４种：单链 ＲＮＡ（ｓｓＲＮＡ）、
双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）、单 链 ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）和 双 链 ＤＮＡ
（ｄｓＤＮＡ）。　

在近几年的研究中发现，多数大肠杆菌噬菌体的遗传物

质为ＤＮＡ。尹雅菲等对分离出的１种宽谱噬菌体 ＩＭＥ１１做
了遗传物质的鉴定，他们分别用ＤＮａｓｅⅠ和ＲＮａｓｅＡ处理噬菌
体ＩＭＥ１１的遗传物质，证明噬菌体 ＩＭＥ１１的遗传物质为
ＤＮＡ，并用限制性内切酶处理其遗传物质，证明其遗传物质为
ｄｓＤＮＡ［１２］。同时，王冉等对分离出的１株噬菌体 ＰＫ８８－４也
做了基因组分析及酶切鉴定，证明噬菌体 ＰＫ８８－４的遗传物
质为ｄｓＤＮＡ，基因组大小约为６０ｋｂ［１０］。

此外，有些关于大肠杆菌噬菌体的研究显示，其遗传物质

为ＲＮＡ。徐焰等对１株分离自医院污水的宽宿主谱大肠杆
菌噬菌体和１株单一宿主谱噬菌体 ｆ２进行了遗传物质测定，
结果显示，宽宿主谱大肠埃希菌噬菌体和 ｆ２噬菌体均为
６０００ｂｐ左右的单链ＲＮＡ［２７］。

７　大肠杆菌噬菌体的噬菌谱

根据噬菌体的噬菌谱不同，可以大致将噬菌体分为宽宿

主谱噬菌体和专一宿主噬菌体。

宽宿主谱噬菌体是指能够裂解多种宿主菌的噬菌体。徐

焰等从医院污水中分离出１株大肠杆菌噬菌体，经宿主范围
测定，发现该噬菌体可以裂解５株大肠杆菌，所以可以确定该
噬菌体为大肠杆菌宽宿主谱噬菌体［２８］。此外，王礼伟等［９］和

杜崇涛等［１１］也分别从养鸡场污水和城市污水中分离出了大

肠杆菌宽宿主谱噬菌体。

专一宿主噬菌体是指只能够裂解专一宿主菌的噬菌体。

因其具有严格的宿主专一性，在细菌的检测、细菌分型以及特

异性裂解方面都有很强的优势［２９］。

８　大肠杆菌噬菌体的安全性

和抗生素相比，噬菌体不易造成细菌的抗性。相关性研究

表明，细菌对噬菌体产生抗性的突变频率为１０－７，产生抗性的几
率很小［３０］，而且噬菌体也可以为适应宿主菌产生适当的变异［２］。

噬菌体在清除宿主菌的同时，也不会影响动物体内周围

的正常菌群。Ｃｈｉｂａｎｉ－Ｃｈｅｎｎｏｕｆｉ等用４种大肠杆菌噬菌体
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饲喂小鼠，结果显示噬菌体几乎对正常菌群没有影响［３１］。

Ｂｒｕｔｔｉｎ等让１５个志愿者服用 Ｔ４噬菌体，受试者均无不良反
应，且没有影响肠道内正常菌群［３］。

９　大肠杆菌噬菌体的应用

噬菌体生物制剂在治疗疾病中有很多的优势：噬菌体的

特异性强，能专一地裂解宿主菌，且不会破坏一些正常菌群；

噬菌体的增殖周期比较短，产生子代噬菌体的数量大，对疾病

的治疗会更加快速有效；在噬菌体将病原菌裂解之后，噬菌体

会随着病原菌的清除而自动灭亡，不会残留在动物体内［３２］。

Ｔａｎｊｉ等用３株广谱噬菌体做成混合制剂，用于裂解体外培养
的Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７菌，结果显示噬菌体混合制剂成功裂解了
Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７菌，同时又把混合制剂饲喂被 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｏ１５７：Ｈ７感染的小鼠，小鼠肠道的Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７菌也被完
全裂解［３３］。Ｓｍｉｔｈ等用噬菌体Φ９８８２治疗经大肠埃希菌感染
的小鼠，结果小鼠全部存活，而用生理盐水的对照组小鼠全部

死亡［３４］。Ｓｍｉｔｈ等用噬菌体Ｂ８５／１、Ｂ８５／２成功治愈了小牛大
肠埃希菌引起的腹泻［３５］。

１０　展望

在抗生素使用泛滥的时代，耐药菌株增长的速度也越来

越快。噬菌体作为一种生物制剂，无疑会在畜禽疾病的防治

上起到很好的作用。到目前为止，全国各地的科研人员和技

术人员在大肠杆菌噬菌体方面做了大量的工作，并取得了可

喜的成果。但是，噬菌体在临床上的应用还有很漫长的科研

之路。开发能对应相关疾病的噬菌体试剂或混合制剂，在某

些情况下避免生物体内的非特异性免疫反应，这些都是摆在

我们面前的难题。同时，由于噬菌体对宿主的高度特异性，寻

找宽宿主谱噬菌体，研究噬菌体的溶壁酶都是我们努力的方

向。相信在广大科研技术工作人员的共同努力下，噬菌体一

定能在畜禽疾病防治方面起到重要的作用。
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细菌生物膜的研究进展

崔海英，张雪婧，赵呈婷，周　慧，李　伟，林　琳
（江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江２１２０１３）

　　摘要：细菌生物膜是一种包裹在细胞外多聚物基质中的、黏附于有生命或无生命物体表面的细菌群体，相对于游
离状态的细菌，生物膜状态下的耐药性更强，给临床治疗带来困难。近年来，细菌生物膜的研究得到了迅速发展，细菌

生物膜的检测技术及清除方法日益完善且效果更佳。本文介绍了细菌生物膜研究的最新进展，包括细菌生物膜的耐

药机理、检测技术、清除方法，并对生物膜的清除进行了展望，为研究细菌耐药性、控制生物膜感染提供了理论基础。
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　　抗生素的滥用导致细菌的耐药性增强，给临床治疗带来
困难。美国疾病控制与预防中心的专家研究表明，６５％ ～
８０％的人类细菌感染与生物膜相关，５０％的院内感染与医疗
器械装置上的生物膜相关联［１－２］。在惰性表面形成生物膜

后，生物膜保护细菌免受宿主的获得性免疫应答以及吞噬细

胞的捕食，使其耐药性提高１０～１０００倍［３］，引起了人们极大

的关注。

细菌生物膜（ｂａｃｔｅｒｉａｌｂｉｏｆｉｌｍ，ＢＢＦ）是指细菌为了适应生
存环境，黏附于有生命或无生命物体表面后，被细菌胞外自身

产生的多聚物基质包裹的有组织的细菌群体［４－５］。细菌生物

膜中水分含量可高达９７％；除了水和细菌外，生物膜中还含
有蛋白质、多糖、肽聚糖、ＤＮＡ、脂、磷脂等物质［６］。本文就细

菌生物膜的研究进展进行综述，涉及细菌生物膜的耐药机理、

检测技术以及清除方法，并对细菌生物膜清除方法的发展趋

势进行了展望。

１　细菌生物膜的耐药机理

１．１　细菌生物膜的屏障作用
细菌吸附在惰性表面后，自身会产生大量的多糖、脂类等

多聚物包裹在细菌外，从而形成了１层天然的屏障，这是生物
膜的显著特点之一，这种特点可以防止抗生素嵌入在细菌外

壁上。革兰氏阴性细菌（如大肠杆菌）比革兰氏阳性菌细胞

膜外多１层细胞外膜（多聚糖），就可以有效阻止抗生素的进
入，或降低进入药物的杀菌性。Ｓｕｃｉ等利用红外光谱研究表
明，抗生素环丙沙星渗透进生物膜的速度与渗透进游离细菌

内部的速度相比有明显降低，这是由于部分环丙沙星被结合

到生物膜组分中［７］。还有研究表明，胞外多糖是带负电荷

的，会吸收多肽链中带正电荷的氨基侧链，形成１道屏障，从
而阻碍亲水性的抗生素渗透入菌体发挥杀菌作用，使抗生素

的杀菌能力显著降低［８］。

但是现在有越来越多的试验证明，屏障作用不是生物膜

的主要耐药机理。Ｗａｌｔｅｒｓ等研究表明，氟喹诺酮类抗生素环
丙沙星是能够穿透铜绿假单胞菌生物膜的［９］。Ａｎｄｅｒｌ等发
现，尽管环丙沙星、氨苄青霉素可以穿透整个有 β－内酰胺酶
突变体的肺炎克雷伯菌生物膜，但是这个突变体仍然耐氨苄

青霉素［１０］。

１．２　细菌生物膜中表型的表达
一些细菌为了适应环境的改变，特定的基因表达能够使

它们具有耐药性。生物膜细菌聚集、黏附以后，为了适应新的

生存环境，特定的基因表达发生变化，使生物学行为发生改

变，这称为生物膜表型。细菌特有的表型能够激发出生物膜

的耐药机理，Ｂｅａｕｄｏｉｎ等发现，铜绿假单胞菌 ｎｄｖＢ基因与细
胞外多聚糖的形成有关［１１］，如果表达水平上发生了改变，多

聚糖的形成会发生变化，就会导致抗生素远离生物膜外特定

的靶细胞或者与其发生螯合反应，从而降低了抗生素的作用，

提高了生物膜的耐药性。

另外，也有研究发现，大肠杆菌拥有编码群体感应的２个
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