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一株产 1，3-丙二醇的克雷伯氏菌的噬菌体生物学特性
南南，曹放，沈俊涛，绳傲楠，孙亚琴，牟英，修志龙 *

大连理工大学生命科学与技术学院，大连 116024

摘要:【目的】克雷伯氏菌发酵生产 1，3-丙二醇过程中发生噬菌体感染会严重影响宿主菌的生长和目标产物
的生成，因此分离克雷伯氏菌噬菌体并考察其生物学特性对预防和控制噬菌体感染具有重要意义。【方法】
采用敏感指示菌法及 Adams 双层平板法从感染噬菌体的肺炎克雷伯氏杆菌发酵液中分离得到一株噬菌体;
纯化后用磷钨酸负染法电镜观察;手工法提取噬菌体核酸，酶切后琼脂糖凝胶电泳分析; 同时考察了其最佳
感染复数、一步生长曲线及对温度、pH、紫外线、乙醚和氯仿等理化因素的敏感性等生理特性;最后考察了噬
菌体对肺炎克雷伯氏杆菌生长和发酵的影响。【结果】分离出一株肺炎克雷伯氏杆菌溶源性噬菌体，其噬菌
斑为无晕环透明圆斑，直径约1. 5 mm;其头部为直径约60 nm － 70 nm的球体，有一长约160 nm的丝状长尾;
基因组核酸能被双链 DNA 内切酶 EcoRⅠ及 HindⅢ切开，大小约42 kb;对高温和紫外线敏感，耐碱性而受强
酸抑制，对氯仿不敏感;最佳感染复数为 1，潜伏期与裂解期均为50 min，裂解量为 343 个;感染噬菌体的肺炎
克雷伯氏杆菌的细胞生长延滞约 8 h，代谢流偏向乳酸途径。【结论】该噬菌体属于无包膜长尾噬菌体，能改
变克雷伯氏菌发酵生产 1，3-丙二醇的代谢规律，为 1，3-丙二醇发酵生产过程中噬菌体感染的预防和控制研
究奠定了基础。
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1，3-丙二醇 (1，3-Propanediol，1，3-PD)具有独
特的结构，与对苯二甲酸反应生成的聚合物( PTT)
有着特殊的性质，如良好的弹性、印染性、生物降解
性等。与化学法制备 1，3-PD 相比，微生物发酵法生
产 1，3-PD 具有条件温和、操作简单、环境友好等特
点，受到国内外的广泛关注［1 － 3］。其中肺炎克雷伯
氏杆菌(Klebsiella pneumoniae)发酵甘油生产 1，3-PD
的底物转化率、产物浓度和生产强度都比较高，是目
前研究开发最为广泛的生物过程，国内已有几家公

司在开展产业化工作。
在微生物尤其是细菌发酵的工业生产中极易

感染噬菌体，导致发酵异常，造成严重损失。目前
微生物发酵工业生产中感染噬菌体的报道主要集
中在乳制品工业以及少数的大宗化学品产业，如
乳酸［4 － 5］、丙酮 /丁醇［6 － 7］和谷氨酸［8］等，1，3-PD
发酵生产过程中噬菌体的感染及防治尚无文献报
道。研究噬菌体的生物学特性是认识噬菌体的基
本前提，也对预防和控制噬菌体感染具有重要意
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义，因此本文在考察噬菌体对肺炎克雷伯氏杆菌
发酵影响的基础上，对其理化和生物学特性作了
进一步的研究。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种及噬菌体样品来源:发酵菌种为肺炎克
雷伯氏杆菌 ( Klebsiella pneumoniae) KpM30，是经本
实验室诱变 Klebsiella pneumoniae CGMCC2028(中国
微生物菌种保藏管理中心)筛选得到。克雷伯氏菌
的噬菌体分离自某公司的中试试验现场。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:种子及发酵培养基［8］，SM
缓冲液［9］，双层平板培养基:上层 LB 培养基(含
0. 7%琼脂)，下层 LB 培养基(含 1. 5% 琼脂)。化
学试剂均为分析纯及以上级(天津市科密欧化学试
剂有限公司)。Mitomycin C (Roche);DNA Marker，
DNaseⅠ，Rnase，Proteinase K，DNA 内切酶 EcoRⅠ
和 Hind Ⅲ 等 ( TaKaRa )，Eppendorf 低温离心机
(Eppendorf)，JEOL JEM-2100(HR)透射电子显微镜
(日本电子株式会社)，C-2010 气相色谱仪(日本岛
津公司)，Agilent-1100 高效液相色谱仪 (美国安捷
伦公司)，全自动发酵罐(上海保兴有限公司)。
1. 2 溶源性噬菌体的分离与纯化

电镜法［10］鉴定发酵菌株含有溶源性噬菌体。
用 mitomycin C 将发酵菌株溶源性噬菌体诱导为裂
解态，从实验室保存的 11 株肺炎克雷伯氏杆菌中筛
选出敏感菌株 2001GBF 作为生产菌株溶源性的指
示菌［10］。发酵菌株的 mitomycin C 诱导液与指示菌
混合用 Adams 双层平板法［11］培养。挑取平板上长
出的形态大小一致的噬菌斑，单个噬菌斑经 5 次纯
化，将纯化的噬菌体重复进行富集培养［11］，制成高
浓度噬菌体原液( ＞ 1011 PFU /mL)。
1. 3 噬菌体电镜形态学观察

噬菌体的制片采用磷钨酸复染法［12］，自然干燥
后在 JEOL JEM-2100(HR)透射电子显微镜下观察
形态。
1. 4 噬菌体核酸的提取及酶切分析

参照分子克隆实验指南(第二版)［9］中 λ 噬菌
体 DNA 提取方法提取核酸，溶解定量后用限制性
内切酶 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切，根据酶切图谱鉴定核
酸近似大小。

1. 5 噬菌体的生理学特性
1. 5. 1 噬菌体氯仿敏感性:氯仿处理终浓度为
5%，摇匀后于 37℃ 作用 30 min，4000 × g 离心
15 min，上清液用于测定效价。
1. 5. 2 温度对噬菌体活性的影响:噬菌体纯培养液
分别置于不同温度 (25、37、50、60 和 70℃ ) 水浴
30 min及60 min后，取出立即置于冰浴中冷却，测定
其效价。
1. 5. 3 pH 对噬菌体活性的影响:将噬菌体纯培养
液接于不同 pH(3、4、5、6、7、8、9、10、11、12)的 LB
培养基中，37℃恒温水浴中培育14 h后测定其效价。
1. 5. 4 紫外线照射对噬菌体的灭活作用:取噬菌体
纯培养液于Φ6 cm的培养皿中，置于紫外灯(20 W，
60 cm)下分别处理 0、3、6、9、12、15、18 及21 min，然
后在暗处放置30 min，测定其效价，并计算存活率。
1. 5. 5 噬菌体最佳感染复数的测定:参照 Lu 等［13］

的方法，略有改动。
1. 5. 6 噬菌体一步生长曲线的测定:参照 Lu 和
Weiss 等［14］的方法，略有改动。以感染时间为横坐
标，感染体系中噬菌体效价的对数值为纵坐标，绘制
一步生长曲线，得出噬菌体的潜伏期、裂解期和裂解
量。裂解量计算公式:裂解量 = 裂解末期噬菌体滴
度 /初始感染细菌浓度
1. 6 肺炎克雷伯氏杆菌的发酵
1. 6. 1 种子培养条件:微氧培养，250 mL三角瓶装
液量100 mL，培养温度 37℃，摇床转速150 r /min，培
养12 h。
1. 6. 2 批式流加发酵条件:采用5 L全自动发酵罐
(上海保兴有限公司)，装液量2 L，接种量 10% (噬
菌体感染组接种后按 MOI = 10 － 6比例添加噬菌体，
该比例根据引起发酵异常的菌株携带的噬菌体比例
确定 )，发酵温度 37℃，转速 200 r /min，5 mol /L
NaOH 溶液控制 pH 值为 7. 0，发酵过程中通入
200 mL /min氮气维持厌氧状态，中间补加甘油使其
浓度在发酵前期维持在10 g /L以内，中后期维持在
10 － 15 g /L，发酵时间31 h。
1. 7 分析方法

菌体浓度采用650 nm下的比浊法测定，以 OD650

表示。发酵过程中甘油浓度采用高碘酸钠氧化滴定
法［15］测定。发酵产物乙醇、乙偶姻、2，3-丁二醇(2，
3-BD)及 1，3-PD 浓度采用气相色谱法［16］检测，乳
酸、乙酸、琥珀酸及柠檬酸采用高效液相色谱［17］测
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定。

2 结果和分析

2. 1 噬菌体的形态观察
双层平板噬菌斑结果见图 1-A，可见该噬菌斑

形态为约1. 5 mm的无晕环透明圆斑(培养12 h)。
通过透射电镜对噬菌体进行观察，如图 1-B 所示，噬
菌体头部近球体，直径约 60 nm － 70 nm，有一丝状
长尾，长约160 nm。根据 ICTV 病毒分类第八次报
告［18］，所分离得到的噬菌体属于长 尾噬菌体
(Siphoviridae)。

图 1．噬菌体的形态观察
Figure 1． A: Bacteriophage pleaques on double-agar medium． B:

Morphology of the phage under electron microscope．

2. 2 噬菌体的核酸酶切分析
选用 EcoRⅠ和 HindⅢ两种限制性内切酶对噬

菌体 DNA 进行酶切分析，结果见图 2。由于 EcoRⅠ
和 HindⅢ均为 dsDNA 酶，表明该噬菌体的核酸为
dsDNA。根据酶切图谱估算的噬菌体基因组大小约
为42 kb。

图 2． 噬菌体基因组 DNA 的限制性酶切电泳图谱
Figure 2． Electrophoresis analysis of phage DNA． M1，λ-HindⅢ

digest; lane 1，phage DNA; lane 2，EcoRⅠ digested phage DNA;

lane 3，HindⅢ digested phage DNA; M2，DL2000 DNA marker．

2. 3 噬菌体的生理特性
2. 3. 1 噬菌体氯仿敏感性:噬菌体经氯仿处理后，

裂解宿主菌的效价与对照组相比无明显变化，存活
率均在 90%以上，表明该噬菌体对氯仿不敏感。
2. 3. 2 温度和 pH 对噬菌体活性的影响:图 3 表明
该噬菌体对温度比较敏感，其最适温度为 37℃，经
60℃处理后存活率低于 1%，经 70℃处理30 min即
完全失活。除 37℃下处理60 min噬菌体效价高于处
理30 min外，其余温度下处理60 min的噬菌体效价
均略低于30 min的处理效果。图 3 表明噬菌体的最
适 pH 为 8，偏酸性条件下噬菌体较易失活，尤其是
pH ＜ 4 时;碱性条件下较稳定，pH ＞ 9 以上影响较
小。

图 3．温度(A)和 pH(B)对噬菌体活性的影响
Figure 3． Influences of temperature ( A) and pH ( B) on the phage

activity．

2. 3. 3 紫外线照射对噬菌体活性的影响:图 4 表明
噬菌体对紫外线照射非常敏感，照射3 min活性即下
降 90% 以上，随后照射时间延长而逐渐丧失活性;
照射9 min后，活性略微有上升，但存活率仍低于
1% ;12 min之后基本完全失活。
2. 3. 4 噬菌体最佳感染复数的测定:按下表加入噬
菌体和宿主菌培养4 h后，测定噬菌体效价，结果见
表 1。可见感染复数 (MOI)为 1 时，产生子代噬菌
体数量最多，因此噬菌体最佳感染复数为 1。
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图 4．紫外线对噬菌体灭活作用
Figure 4． The effect of UV on the phage survival．

表 1．噬菌体最佳感染复数的测定
Table 1． Determination of optimal multiplicity

of infection (MOI)
Tube
No．

Number of
bacteria

Number of
bacteriophages

MOI
Titer at 4h
/(PFU /mL)

1 1 × 1010 1 × 106 0. 0001 1. 03 × 1010

2 1 × 1010 1 × 107 0. 001 2. 9 × 1010

3 1 × 1010 1 × 108 0. 01 4. 6 × 1010

4 1 × 1010 1 × 109 0. 1 1. 9 × 1010

5 1 × 1010 1 × 1010 1 5. 7 × 1010

6 1 × 1010 1 × 1011 10 3. 67 × 1010

2. 3. 5 噬菌体一步生长曲线的测定:由图 5 中的噬
菌体一步生长曲线可以看出，该噬菌体感染宿主菌
的潜伏期为50 min，裂解期为 50 min，裂解量约为
343 个。

图 5．噬菌体的一步生长曲线
Figure 5． One-step growth curve of the phage．

2. 4 噬菌体感染对肺炎克雷伯氏杆菌发酵的影响
批式流加发酵中细胞浓度的变化如图 6 所示，

发酵初期(0 － 4 h)噬菌体感染组菌体生长情况与未
感染组基本一致，OD650达到 2 － 3 之间;4 － 12 h感

染组菌体生长停滞，此时发酵液泡沫增多，甘油消耗
缓慢，pH 上升;12 h后菌体以明显低于正常组的速
率生长至28 h达到稳定期，比正常组延迟约10 h，且
最高菌体浓度(OD650)比正常组低 33%。

图 6．噬菌体感染组和正常组批式流加发酵过程中菌体浓

度变化曲线
Figure 6． Comparison of biomass between phage infection group and

normal group in fed-batch fermentations．

图 7 显示了主要代谢产物在两种情况下的比
较，噬菌体感染组的 1，3-PD 最终浓度为52. 9 g /L，
甘油的平均质量转化率为 37. 7%，与正常组相比分
别降低 38%和 11. 4% ;感染组的副产物产量与正常
组相比，乙醇、乙偶姻、琥珀酸产量均略低或基本相
当，而乳酸、乙酸和柠檬酸生成量均高于正常组，分
别为正常组的 3. 5 倍、1. 6 倍和 3. 9 倍，其中乳酸产
量达21. 5 g /L。

图 7．噬菌体感染组和正常组批式流加发酵过程中

主要产物的变化趋势对比
Figure 7． Comparison of the main products between phage

infection group and normal group in fed-batch fermentations．
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3 讨论

肺炎克雷伯氏杆菌的噬菌体研究报道并不多
见，唯一一篇论文是从海水中筛选出一株肺炎克雷
伯氏杆菌及其 3 株噬菌体［19］。与这 3 株噬菌体相

比，本文从 1，3-丙二醇发酵现场分离的肺炎克雷伯
氏杆菌噬菌体既有相似之处，又有差异。相似之处
体现在它们均为有尾噬菌体，其核酸为 dsDNA，对
氯仿不敏感性，对紫外线和高温敏感，对酸碱有一定
抗性;不同之处在于基因组大小、最适温度、裂解量，
如表 2 所示。

表 2．噬菌体生物学特性比较
Table 2． Comparison of biological properties between different phages

Phages
Genome
size / kb

Optimal
temperature /℃

Optimal
pH

Optimal multiplicity
of infection

Latent
phase /min

Rise
phase /min

Burst
size

KP1［19］ 31. 4 25 8 1 50 60 133

KP2［19］ 29. 8 25 7 0. 01 10 70 59

KP3［19］ 31. 9 25 8 1 20 60 42
This article 47 37 8 1 50 50 343

噬菌体的最适温度与宿主菌密切相关。本文所
用肺炎克雷伯氏杆菌的生长和发酵最适温度为
37℃，最佳 pH 为 7，其噬菌体的最适温度为 37℃，

最适 pH 为 8，耐碱性，酸性条件抑制作用稍强。感
染噬菌体的肺炎克雷伯杆菌发酵过程中 pH 是异常
变化的，例如在对应的噬菌体裂解期发酵液 pH 上
升，这与细胞裂解释放出生物碱等物质有关，同时也
更适于噬菌体的存活;而最终细胞代谢流向乳酸等
有机酸的途径增强(图 7)，可能是菌体自救的表现，

一定程度上可以抑制噬菌体的活性，为抗性菌株的
产生争取了时间。至于是否导致部分噬菌体由裂解
态转化为溶源态，使得菌种生长得以恢复，这有待进
一步的研究。

噬菌体感染宿主菌的潜伏期和裂解期的长短以
及裂解量的大小与噬菌体、宿主菌及环境条件都有
关。有尾噬菌体的潜伏期范围从11 min到40 h，裂
解量范围从2 － 2000个不等［20］。该噬菌体的潜伏期

和裂解期均为50 min，裂解量为 343。实际发酵过程
中噬菌体的潜伏期、裂解期与纯粹噬菌体培养差异
较大，这既与感染复数相关，又与培养条件以及宿主
细胞代谢密不可分。对应噬菌体的一步生长曲线
(图 5)，发酵初期约4 h内菌体正常生长，此时应为
噬菌体的潜伏期，之后8 h细胞生长停滞对应于噬菌
体的裂解期 (图 6)。因菌种与噬菌体的添加比例
(10 － 6)远小于测得的最佳感染复数(表 1)，所以发
酵过程中噬菌体增殖的数量只能使菌体生长延滞，

而不能使菌体浓度大幅下降。噬菌体数量达到稳定
后，未被感染或有抗性的活菌缓慢增殖，感染现象逐

渐减弱，这与报道中提到的 1% － 5%比例的菌体细
胞被感染时没有明显的理化现象一致［21］。

从噬菌体的防治角度看，通过改变发酵过程中
的温度与 pH 来达到抑制噬菌体的目的显然行不
通，而发酵前后紫外线照射和高温灭菌是杀灭噬菌
体的有效手段。紫外线照射一段时间后噬菌体浓度
小幅上升(图 4)，表明噬菌体对紫外线可以产生一
定的抗性;长时间照射可以达到完全灭活的效
果［19，22］，因此在实际操作过程中通过适时紫外线照
射可以减少噬菌体的感染，尤其适于实验室操作。
70℃以上高温处理能使噬菌体完全失活 (图 3A)，
这种方式更适合于工业装置。

4 结论

从感染噬菌体的克雷伯氏菌发酵液中分离出一
株无包膜的长尾噬菌体，其最佳感染复数为 1，潜伏
期与裂解期均为 50 min，裂解量为 343 个，对高温和
紫外线敏感，耐碱性而受强酸抑制。与正常克雷伯
氏菌相比，感染噬菌体的宿主细胞生长停滞期约 8
h，最高菌体浓度下降了 33%。其主产物 1，3-PD 产
量下降 38%，代谢流偏向有机酸，如乳酸等途径。
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Characterization of a bacteriophage of Klebsiella
pneumoniae producing 1，3-propanediol

Nan Nan， Fang Cao， Juntao Shen， Aonan Sheng， Yaqin Sun， Ying Mu，
Zhilong Xiu*

School of Life Science and Biotechnology，Dalian University of Technology，Dalian 116024，China

Abstract:［Objective］ Phage infection could seriously influence cell growth and metabolism in the fermentation of 1，3-
propanediol from glycerol by Klebsiella pneumoniae． Isolation of the Klebsiella pneumoniae phage and research on its
physiological characteristics would be of great significance． ［Methods］ A K． pneumoniae phage was isolated by using
Adams double plate method from the infected fermentation broth of 1，3-propanediol． After the electron microscope
observation，the genome of the phage was extracted and its size was identified with restriction enzyme analysis． The
physiological characteristics of the phage were also tested，such as the optimal multiplicity of infection，the one-step
growth curves and the sensitivity to temperature，pH，UV light and chloroform． And the phage infected fermentation was
carried out and compared with normal fermentation． ［Results］ The phage had an isometric polyhedral head ( about
60 nm － 70 nm in diameter) and a long noncontractile tail ( about 160nm long) ． The nucleic acid could be cut off by
dsDNA restriction enzyme EcoRⅠor HindⅢ and its complete size was about 42 kb． It was sensitive to high temperature
and UV light，insensitive to chloroform． The optimal multiplicity of infection for the phage was 1，the latent phase and rise
phase were both 50min，and the burst size was 343． Compared with the normal fed-batch fermentation of 1，3-propanediol，
the phage infected fermentation indicated that cell growth was delayed about 8 h and metabolic flow was changed to organic
acid ( e． g． lactic acid) pathway．［Conclusion］ The phage was a non-envelop long-tailed phage，and could change the
metabolism of the 1，3-propanediol fermentation from glycerol by Klebsiella pneumoniae． This work would be helpful for
prevention and controlling of phage infection during the 1，3-propanediol fermentation．
Keywords: Klebsiellla pneumoniae，bacteriophage，1，3-propanediol fermentation，biological characteristics
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