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摘要：【目的】弧菌是水产养殖生物中常见的病原菌，本研究旨在寻求水产养殖病害可能的生物防治

途径。【方法】本文于 2006年春季、2005年秋季从沿岸海水及淡水湖采样，通过“双层平板法”分离

裂解性弧菌噬菌体；对噬菌体及宿主进行电镜形态观测，同时采用 16S rDNA 分子测序技术鉴定宿

主，并对噬菌体进行生理特性测定。【结果】从 10 个样品中分离出 96 株弧菌、2 株裂解性噬菌体

(Vibrio/XM/P1、Vibrio/XM/P2)，噬菌体宿主分别属于 Vibrio alginolyticus（溶澡弧菌）和 Vibrio 

anguillarum（鳗弧菌）；噬菌体头部都呈六边形，Vibrio/XM/P2 有尾；两株噬菌体活性最适 pH 分

别为 7、8，最适温度分别为 25℃、30℃，并都对高温和紫外线敏感；Vibrio/XM/P1 对乙醚、氯仿

不敏感，Vibrio/XM/P2对乙醚、氯仿敏感。 
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弧菌是一类革兰氏阴性、具极生鞭毛、能运动、

无芽胞的短杆状细菌，很多弧菌是作为病原菌而报

道，但目前大部分的弧菌并未被《伯杰氏细菌鉴定手

册》收录[1]。海水经济动物高密度、集约化养殖的兴

起，促进了养殖水体中弧菌的研究。迄今分离报道的

致病性弧菌有鳗弧菌、创伤弧菌、河弧菌、溶藻弧菌

等[2]。海产品污染了致病性弧菌引发各种疾病呈明显

上升趋势，超过沙门氏菌食物中毒，跃居首位[3]。如

何从源头防治弧菌引起的感染性疾病是未来研究新

方向。 
噬菌体是一类可以侵袭细菌的病毒，2005 年，

国际病毒分类委员会把核酸类型、形态结构、基本特

性、宿主菌类型等特征及基因组的组织和复制方式作

为噬菌体分类的依据，分为 14科 36属[4]。病毒是生

态环境中重要环节，其数量 10 倍于细菌，通过调节
细菌的生命活动而改变能量和化合物的循环。分离和

研究水体中弧菌极其相应噬菌体，对于监测海洋环

境，控制海洋污染等方面的工作具有指导意义[5]。溶

藻弧菌和鳗弧菌作为海水鱼、虾、贝类养殖业重要致

病菌，已经在世界范围内造成过重大损失。传统的防

治利用抗菌药物和消毒剂，容易造成药物残留污染，

并且会产生抗药性菌株，噬菌体作为致病细菌的病

毒，在生物防治领域已经呈现曙光[6]。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品采集：2005 年 10 月和 2006 年 3 月进行

筼采样，站位为太阳湾水域、 箪湖水域、轮渡水域、

厦大芙蓉湖水、万石湖水。样品为高潮时水面下 20 cm
处海水，用棕色瓶采样后，4℃避光保存。 
1.1.2  培养基与试剂：TCBS 成品购于 Difco labo-
ratories, Detroit Michigan USA；牛肉膏蛋白胨培养  
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基[7]，固体、半固体培养基琼脂浓度为 1.5%和 0.75%；
SM缓冲液[10]；E.coli DH5α、质粒、PCR试剂等购自
TaKaRa公司，DNA纯化试剂盒购自 OMEGA公司。 

1.2  弧菌及其裂解性噬菌体的分离 
弧菌分离采用 TCBS培养基分离法[9]进行。对弧

菌培养液和经 0.22 μm孔径滤膜过滤的样品，采用双
层平板分离法[7]分离裂解性噬菌体。噬菌斑以缓冲液

溶解并重复检验纯化。 

1.3  宿主弧菌分子鉴定 
用改良的 CTAB 提取法[10]提取宿主总 DNA，通

过目前广泛应用的 16S rDNA序列分析技术鉴定，方
法参照文献[11]，扩增采用通用引物[12]。序列同源性

通过互联网与欧洲分子生物实验室网上数据库

(www.ebi.ac.uk)比较。 

1.4  弧菌革兰氏染色性质判定 
采用革兰氏染色法 [7]对菌株斜面培养物进行判

定，并用氢氧化钾拉丝法[13]验证。 

1.5  宿主弧菌及其裂解性噬菌体的形态观察 
采用滴液法和醋酸铀负染法[14]制片后在 100 kV

条件下观察。 

1.6  噬菌体的生化特性 
1.6.1  pH：噬菌体处理参考文献[15]，采用双层平板
法测定效价。 
1.6.2  温度：噬菌体于 10℃~40℃温度下放置，待温
度平衡后，测定其效价 [16]。同时分别在不同温度下

处理不同时间 1~20 min 处理后， 25℃检验热稳     
定性 [17]。    
1.6.3  紫外线灭活：噬菌体悬液置于紫外灯 50 cm  
处[18]处理不同时间后（见图 5），25℃测定效价。 
1.6.4  理化因子敏感性：噬菌体中加入 5%无水乙  

醚[19]，4℃作用 24 h，3000 r/min离心 15 min，吸取

下层水相吹打，使乙醚挥发后测定效价。氯仿处理终

浓度为 5%，摇匀后于 37℃作用 30 min，3000 r/min

离心 15 min，上清液用于测定效价[20]。 

2  结果 

2.1  宿主弧菌、裂解性噬菌体的分离 
以 TCBS 培养基分离的 96 株弧菌为宿主，分离

到两株噬菌体 Vibrio/XM/P1和 Vibrio/XM/P2。Vibrio/ 

XM/P1 来自秋季芙蓉湖滤夜感染一株春季芙蓉湖的

黄色弧菌；Vibrio/XM/P2 来自秋季芙蓉湖滤液感染一

株秋季太阳湾水样的黄色弧菌。两株噬菌体都可形成

带有半透明光晕的噬菌斑，24 h噬菌斑内径/外径(mm)

分别为：6.7/9.4，8.2/10.9。 

2.2  宿主弧菌的分子鉴定 
经扩增得到 1500 bp的片段，表明已获得完整的 16S 

rDNA 片断；序列通过网络数据库同源性比较，两株宿

主分别鉴定为 Vibrio alginolyticus（溶藻弧菌，AM921803）

和 Vibrio anguillarum（鳗弧菌，AM921804），它们与模

式菌 16S rDNA同源性分别为 99.29%和 99.62%。 

2.3  宿主菌革兰氏染色性质判定和噬菌体的电镜观察 
经过革兰氏染色法和 KOH 拉丝法验证，Vibrio 

alginolyticus 和 Vibrio anguillarum都呈革兰氏阴性，

宿主及其噬菌体的电子显微镜观察照片如图 1。 

以上为 24 h 培养物照片，Vibrio/XM/P1 无尾，

呈正六边形，边长 46 nm，菌体半径 80 nm，Vibrio 

alginolyticus 大小 0.92 μm×0.42 μm，一条端生鞭毛，

长时间培养的菌体略显弧形。Vibrio/XM/P2 有一条

151 nm长尾巴，头部呈正六边形，边长 50 nm，半径

约 86 nm，Vibrio anguillarum大小 0.57 μm×1.02 μm，

无鞭毛。 
 

 
 

图 1  噬菌体及宿主的电镜形态 
Fig. 1  Morphology of phages and hosts (X107). A: Vibrio/XM/P1; B: Vibrio alginolyticus; C: Vibrio/XM/P2; D: Vibrio anguillarum. 

 

2.4  噬菌体的生理特性研究 
2.4.1  pH：两株噬菌体活性与 pH关系都呈图 2抛物线形

状，活性最高时 pH分别为 7和 8；pH4和 pH12活性都降到
约 50%，此范围内 vibrio/XM/P2敏感性低于 vibrio/ XM/P1。 
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. 
图 2  pH 对噬菌体活性的影响 
Fig. 2  The effect of pH on the phages. 
 
2.4.2  温度：两株噬菌体分别在 25℃、30℃时活性最高，
如图 3。在测试温度范围，其活性都保持在 50%以上。 
2.4.3  热稳定性：由图 4中看出，两株噬菌体对高温
稳定性趋势一样，温度越高，处理时间越长，噬菌体

裂解活性越低。两株噬菌体在 30℃时活性基本上保持

稳定，在 50℃以下，随处理时间的延长，Vibrio/XM/P2
活性丧失比 Vibrio/XM/P1明显；两者在 60℃处理 5分
钟分别剩余 30%和 15%活性，而在 70℃处理 1分钟，

活性分别降为 14%和 7%。 
 

 
 
 

图 3  温度对噬菌体活性的影响 
Fig. 3  The effect of  temperature on the phages. 

 

 
 

图 4  噬菌体的热稳定性 
Fig. 4  The sensitivity of phages to heat. A: Vibrio/XM/P1, B: Vibrio/XM/P2. 

 
2.4.4  紫外线灭活 : 两株噬菌体对紫外线都非常敏
感，照射 0.3 min活性都下降了 60%以上，其后随照
射时间延长而平稳丧失活性；照射 12 min 后，活性
都略微上升，恢复到原来的 19%和 17%（图 5）。 
 

 
 
图 5  紫外线对噬菌体灭活作用 
Fig. 5  The effect of UV on phages. 

2.4.5  理化因子：Vibrio/XM/P1 处理组与对照组效价

差别不大，Vibrio/XM/P1 对乙醚和氯仿不敏感；

Vibrio/XM/P2处理组效价显著降低，说明 Vibrio/XM/P2

对乙醚和氯仿都敏感（图 6）。 

 

图 6  噬菌体对乙醚、氯仿敏感性 
Fig. 6  Sensitivity to Aether and Chloroform. 
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3  讨论 

目前报道的多数噬菌体都是有尾病毒。本文获得

两株噬菌体在电镜下全为正六面形头部，推测两者都

是正廿面体结构头部，Vibrio/XM/P2尾部长约 151nm。 
活性实验表明，Vibrio/XM/P1、Vibrio/XM/P2最适生长

pH 分别为 7、8；Vibrio/XM/P1 活性保持在 70%以上
为 pH6~9，对于 Vibrio/XM/P2是 pH5~11。Vibrio/XM/P1

最适裂解温度为 25℃，随着温度的上升或下降，其裂
解活性明显降低，但降低速度仍低于邱德全[19]研究的

溶血弧菌噬菌体。Vibrio/XM/P2对高温敏感，温度高
于活性最高时条件，活性丧失速度超过 Vibrio/ 
XM/P1。紫外线对两株噬菌体的活性影响基本相同，
短时间紫外线照射即对噬菌体有强烈的杀灭作用，这

个结果与杨水云等 [15]研究结果一样。宁淑香等 [17]用

紫外线较长时间照射河流弧菌噬菌体后噬菌体全部

失活，而本文未出现完全失活现象，反而当照射时间

长于 12分钟后，Vibrio/XM/P1活性先是微弱上升后下

降，Vibrio/XM/P2 上升后活性平稳。氯仿、乙醚对
Vibrio/XM/P1几乎没影响，而 Vibrio/XM/2对乙醚、氯

仿敏感。通过以上实验，推想结构简单的噬菌体是否

对外界因素有更强适应性，有待进一步研究。 
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Isolation and physiological characteristics of lytic bacteriaphages of vibrio  
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Abstract: [Objective] Vibrio is a widely distributed pathogen in aquatic environment. Our study aimed at searching for 
possible biological control of pathogenic vibrio. [Methods] We collected natural samples from coast and lakes in spring of 
2006 and autumn of 2005; and isolated lytic phages by double-layer plate method. We identified the hosts with 16S rDNA 
sequencing and observed their morphology with phages under electron microscopy. We also tested the physiological 
characteristics of phages. [Results] We isolated 96 bacteria and 2 phages (Vibio/XM/P1, Vibio/XM/P2). Their hosts be-
longed to Vibrio alginolyticus and Vibrio anguillarum. Both phages were hexagonal-headed and one with a tail. Physio-
logical tests show that their optimum grow condition were pH7, 25°C and pH8, 30°C. Both phages were sensitive to high 
temperature and UV light. Vibrio/XM/P2 was sensitive to aether and chloroform whereas Vibrio/XM/P1 not. 
Keywords: vibrio; bacteriaphage; 16S rDNA; electron microscopy; physiological characteristics 
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问：贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？ 

答：(1) 收到来稿后 , 首先将请 2 位专家进行初审 , 再送主编进行总审, 这个过程一般不会超过 2 个月。如果初审的 2

位专家的意见分歧较大 , 编辑部将再请第 3 位专家进行初审 , 之后再送主编总审 , 那么此稿的审理时间可能会超过 2  
个月。 

(2) 完成审稿后(即主编给出总审意见), 编辑会给作者发出 e-mail 告知修改意见(包括学术上的和写作格式上的), 作者
在返回修改稿后经本刊审核合格后方可被录用。在此提醒作者不要在远程系统中看到初审意见时就急于修改稿件。 

ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ ˆ̌̂ ˇ̂̌ˆ


