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8 株动物源编码 Stx2 短尾噬菌体的生物学特性 

夏炉明，苏良科，孙建和，严亚贤* 
（上海交通大学农业与生物学院，上海市兽医生物技术重点实验室，上海 201101） 

摘要：【目的】对 8 株源自大肠杆菌 O157 编码 Stx2 毒素的噬菌体生物学特性进行研究。【方法】丝

裂霉素 C诱导 8株大肠杆菌 O157菌株释放噬菌体，采用 PCR作初步鉴定，分离、纯化噬菌体基因

组，随机引物法地高辛(DIG) 标记 stx2 基因片段作为探针，对纯化的噬菌体采用 Southern blot进行

Stx2噬菌体再次鉴定，透射电子显微镜观察纯化的 8株 Stx2噬菌体的形态特征，通过限制性内切酶

图谱分析，确定噬菌体的核酸类型和基因组大小、以及限制性内切酶酶切片段多态性，并分析噬菌

体的蛋白质组成特征。【结果】Southern blot证实分离的 8株噬菌体为 Stx2噬菌体，电镜下观察的各

株 Stx2噬菌体形态一致，头部均为正六边形，尾部很短，属于短尾噬菌体科，各株噬菌体之间存在

相同的蛋白结构模式，基因组为双链 DNA，限制性内切酶片段长度表现出一定的多态性，噬菌体的

基因组大小从 48.0～65.3 kb不等。【结论】来源不同菌株的 8株编码 Stx2噬菌体均为短尾噬菌体，

其蛋白结构模式一致，但基因组具有不同组成。 
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大肠杆菌 O157 是产志贺毒素大肠杆菌（Shiga 

toxin-producing Escherichia coli, STEC）的主要血清
型，是人兽共患的食源性病原微生物 [1]。大肠杆菌

O157的主要毒力因子为志贺毒素（Shiga toxin，Stxs），
该毒素能导致 Vero 细胞产生细胞病变，因此又称为
Vero毒素（VTs）[2]。已知 stx基因是由一组噬菌体（Stx
噬菌体）编码，Stx 噬菌体能够溶原转换至宿主菌的
染色体中，使得宿主菌获得产生相应毒素的能力，从

而增强宿主菌的致病力 [3]。Stx 噬菌体高度保守，但
免疫性差异很大，这使得同一宿主菌可能同时被多种

Stx 噬菌体溶原，从而表达多种不同类型的 Stx 毒   
素[4]。有报道只产生 Stx2的菌株毒力较强，而只产生
Stx1或产生 Stx1和 Stx2混合型的菌株致病力较弱[5]。

考虑到 Stx2 在细菌致病过程中的显著作用，本试验
分离、鉴定了 8 株 Stx2 噬菌体，并对相关生物学特

性做了研究，这将有助于揭示 Stx噬菌体介导的毒力
基因水平传播机制，从一个全新的、本质的角度来监

测、预防、控制大肠杆菌 O157 的感染、以及相关的
高致病性菌株的出现。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株：8株溶原性大肠杆菌（Escherichia coli，
E.coli）O157菌株（表 1）、大肠杆菌 MC1061实验菌
株由上海交通大学农业与生物学院兽医生物技术研

究所保存。 
1.1.2  主要试剂和仪器：Digoxigenin DNA Labeling 
Kit和 Dig Nucleic Acid Detection Kit-HRP均购自申能博
采生物科技有限公司，EcoRⅠ、EcoT22Ⅰ、XhoⅠ、RNA
酶、DNA酶购自宝生生物工程有限公司，PEG8000、 
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表 1  Stx2 噬菌体分离株 
Table 1  Stx2 bacteriophages 

Phage No Host bacteria Serotype Germ 
resource 

Isolation 
time 

Φ PB0308-1 PB0308-1 E.coli O157 Pig feces 2003.08

ΦPB0308-7 PB0308-7 E.coli O157 Pig feces 2003.08

ΦC0308 C0308 E.coli O157 Beef 2003.08

ΦJS001 JS001 E.coli O157 Pork 2001.06

ΦPB0308-4 PB0308-4 E.coli O157 Pig feces 2003.08

ΦPB0308-2 PB0308-2 E.coli O157 Pig feces 2003.08

ΦPB0308-3 PB0308-3 E.coli O157 Pig feces 2003.08

ΦPB0308-5 PB0308-5 E.coli O157 Pig feces 2003.08

 
尼龙膜购自上海生工生物工程有限公司，丝裂酶素 C
购自阿敏生物公司。MJ-PTC200 PCR 仪、JEM-1230
透射电子显微镜、himac CP80MX 超速离心机。  

1.2  Stx2 噬菌体的诱导、纯化、鉴定[6] 
将 8株大肠杆菌 O157采用丝裂霉素 C诱导，大

肠杆菌 MC1061作指示菌，分离细菌诱导上清中的噬
菌体，并将单个空斑作连续 3次纯化，纯化后的噬菌
体利用 Stx2P1（5′-TTCTTCGGTATCCTATTCC-3′）
/Stx2P2（5′-TGACTCTCTTCATTCACGGCG-3′）引
物 PCR扩增 stx2 A亚单位，收集并保存 PCR扩增为
阳性的噬菌体，获得 8株 Stx2噬菌体（表 1）。 

1.3  噬菌体中 stx2 基因的 Southern blot 鉴定 
以大肠杆菌MC1061作指示菌增殖 Stx2噬菌体，

按照文献 [7]提取噬菌体基因组，用适当体积 TE
（ pH7.6） 溶 解 DNA。 以 其 作 为 模 板 ， 利 用
Stx2P1/Stx2P2引物进行 PCR扩增 stx2 A亚单位，对
PCR 产物进行割胶回收纯化。按 Digoxigenin DNA 
Labeling Kit 产品说明采用随机引物法标记 stx 基因 
探针。 

提取的各株 Stx2噬菌体基因组，采用 EcoRⅠ酶

切，反应总体系 40 μL∶ddH2O 28 μL；10×H Buffer 4 

μL；噬菌体基因组模板 6 μL；EcoR I 2 μL。37℃温

育 4 h，酶切产物用 0.8%琼脂糖凝胶电泳鉴定，凝胶

电泳电压 68 V电泳 2 h，凝胶成像系统观察中并记录

实验结果。 

按照文献[7]转膜步骤将凝胶中噬菌体基因组转

移到尼龙膜上。将制备好的尼龙膜转移到杂交袋中，

按照 Dig Nucleic Acid Detection Kit-HRP试剂盒说明

进行 Southern blot杂交。用 DAB进行显色，目标条

带出现后，用水洗膜终止显色，杂交结果拍照分析和

长期保存。 

1.4  Stx2 噬菌体电镜观察 
以 MC1061 作指示菌用双层琼脂平板法增殖

Stx2 噬菌体 [7,8]，SM 液洗涤双层琼脂平板上的噬菌

斑，在含有噬菌体的 SM液中加入 RNA酶消化 RNA，
DNA酶消化 DNA，氯化钠冰浴 1 h，离心收集上清；
上清中加入 PEG8000冰浴 1 h，离心后沉淀用 SM过
夜重悬，加入等体积的氯仿抽提噬菌体悬浮液的

PEG8000和细胞碎片，回收含噬菌体的亲水相。取少
量亲水相用 2％的磷钨酸负染 1 min，在 JEM-1230透
射电子显微镜下观察病毒粒子形态。 

1.5  Stx2 噬菌体 SDS-PAGE  
Stx2噬菌体经 1.4初步纯化后，收集亲水相利用

甘油分级梯度进一步纯化。取 3 mL 40%甘油的 SM，
加至离心管管底；在 40％甘油溶液上小心加入 4 mL 
5%甘油的 SM；在 5％甘油上层加入噬菌体悬浮液，
分级梯度于 4℃ 35000 r/min离心 3 h，去上清加 1 mL 
SM重悬沉淀，即为提纯的噬菌体颗粒。 

纯化的 Stx2 噬菌体颗粒进行 SDS-PAGE 电泳，
按照配方配制凝胶[7,9]。浓缩胶浓度为 5%，分离胶浓
度为 12%。浓缩胶阶段电压为 80 V，分离胶阶段电
压 120V，染料前沿迁移至凝胶底部停止电泳。考马
斯亮蓝进行染色，更换脱色液脱色，在凝胶成像系统

中观察并记录实验结果。 

1.6  Stx2 噬菌体限制性内切酶酶切片断多态性 
提取的各株的噬菌体基因组 DNA 分别采用单酶

切和双酶切。EcoRⅠ酶切此 8株 Stx2噬菌体的 DNA,反
应总体系和酶切反应条件同 1.3。EcoT22Ⅰ、XhoⅠ双
酶切此 8株 Stx2噬菌体的 DNA,其中 EcoT22Ⅰ和 XhoⅠ
各 1 μL。酶切结束后，分别进行琼脂糖凝胶电泳，观
察并记录结果。 

2  结果 

2.1  Stx2 噬菌体 Southern blot 
分离的 8株 Stx2噬菌体基因组 DNA经过 EcoRⅠ 

 

 
 
图 1  Stx2 噬菌体的 Southern blot 鉴定 
Fig. 1  Southern blot identified Stx2 phages. 1.MC1061; 
2. ΦPB0308-5; 3. ΦPB0308-1; 4. ΦPB0308-2; 5. ΦPB0308-7; 
6. ΦPB0308-3; 7. ΦC0308; 8. ΦJS001; 9. ΦPB0308-4. 
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酶切、电泳、转印和 Southern blot杂交，8株噬菌体
均在同一位置显示单一条带，大小约 4 kb（图 1），
进一步鉴定此 8 株噬菌体均为 Stx2 噬菌体。指示菌
MC1061 基因组 Southern blot 杂交未显示出相应条
带，证明制备的 stx探针的特异性高。 

2.2  Stx2 噬菌体形态观察 
在 JEM-1230透射电子显微镜下观察了 8株 Stx2

噬菌体的形态，这些噬菌体的头部均呈现正六边形外

廓（A），尾部（B）很短。经测量各株噬菌体的头部
长和宽为 43~57 nm、尾部长为 13~19 nm、宽度为  
4~7 nm，噬菌体颗粒结构如图 2所示。 
 

 
 
图 2  Stx2 噬菌体ΦJS001 的透射电镜观察 
Fig. 2  Transmission electron micrograph of Stx2 bacterio-
phagesΦJS001. 
 

2.3  Stx2 噬菌体颗粒的 SDS-PAGE 分析 
SDS-PAGE 对 8 株 Stx2 噬菌体蛋白组成进行分

析，图 3 显示 8 株 Stx2 噬菌体均有 8 条主要蛋白条 
 

 
 
图 3  Stx2 噬菌体颗粒的 SDS-PAGE 图谱 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of protein profiles of Stx2 bacte-
riophages. M. Protein Marker; 1. ΦPB0308-5; 2. ΦPB0308-1; 
3. ΦPB0308-2; 4. ΦPB0308-7; 5. ΦPB0308-3; 6. ΦC0308; 7. 
ΦJS001; 8. ΦPB0308-4. 

带，其中 42 kDa 的蛋白条带表达量最高，虽然 8 株
噬菌体来源不同菌株，但是它们的 SDS-PAGE图谱特
征表现一致。 

2.4  Stx2 噬菌体基因组限制性内切酶酶切片断多态性 
提取的各株噬菌体的基因组能被双链 DNA 酶分

解成不同的片断，提示噬菌体基因组为双链 DNA。
根据 EcoR I单酶切噬菌体基因组 DNA形成的不同的
酶切片段，可以将此 8 株 Stx2 噬菌体分为 3 组：
ΦPB0308-5、ΦPB0308-2、ΦPB0308-7、ΦPB0308-3
为一组；ΦPB0308-1、ΦC0308、ΦJS001 为一组；
ΦPB0308-4 单独为一组（图 4）。根据 EcoT22Ⅰ和     
XhoⅠ双酶切噬菌体 DNA的图谱特征可将该 8株 Stx2
噬菌体分为 4 组（图 5）：ΦPB0308-5 为一组；
ΦPB0308-2 为一组； ΦPB0308-1、 ΦPB0308-7、
ΦPB0308-3、ΦC0308 为一组；ΦJS001、ΦPB0308-4
为一组。单酶切和双酶切的分组并不完全一致。根据

EcoRⅠ的酶切片段计算出各噬菌体基因组大小：
ΦPB0308-5、ΦPB0308-2、ΦPB0308-7、ΦPB0308-3 
约为 53.5 kb；ΦPB0308-1、ΦC0308、ΦJS001约为 48.0 
kb；ΦPB0308-4约为 65.3 kb。 

  

 
 
图 4  EcoRⅠ单酶切噬菌体基因组 DNA 
Fig. 4  RFLP analysis of Stx2 phage genomic DNA  (EcoR I- di-
gested DNA). M. DNA  Marker; 1.ΦPB0308-5; 2. ΦPB0308-1; 
3. ΦPB0308-2; 4.ΦPB0308-7; 5. ΦPB0308-3; 6. ΦC0308; 7. ΦJS001; 
8. ΦPB0308-4. 
 

 
 
图 5  EcoT22Ⅰ和 XhoⅠ双酶切噬菌体 DNA  
Fig. 5  RFLP analysis of Stx2 phage genomic DNA (EcoT22 
and XhoⅠdigested DNA). M. DNA  Marker; 1. ΦPB0308-5; 
2. ΦPB0308-1; 3. ΦPB0308-2; 4. ΦPB0308-7; 5. ΦPB0308-3; 
6. ΦC0308; 7. ΦJS001; 8. ΦPB0308-4. 
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3  讨论 

本研究中电镜观察到的 Stx2 噬菌体均为正六边

形头部、短尾的噬菌体，与 Shantini[10]等报道的短尾

Stx2噬菌体形态基本一致。但 Muniesa[11]等从牛源的

产志贺毒素大肠杆菌中分离到了多种形态特征的

Stx2 噬菌体。本实验室也曾分离到长尾的 Stx2 噬菌

体[6]，该噬菌体头部为正六边形，尾部细长，无尾鞘，

但有吸附器样的结构，属于长尾噬菌体科。可见 Stx2

噬菌体具有不同形态特征。对于 Stx2 噬菌体的病毒

分类还没有明确，有报道分离的 Stx2 噬菌体是长尾

噬菌体科，也有肌尾噬菌体科，也有认为是短尾噬菌

体科[12]。因此 Stx 噬菌体只是表示一大类编码 stx 毒

力基因的噬菌体，而不是代表某一特定科的病毒，依

靠病毒颗粒的形态特征，不能确定是否是 Stx噬菌体，

在研究 Stx噬菌体时需特别注意形态特征的多样性。 

分离的各株 Stx2 噬菌体之间存在着相同的蛋白结构

模式，但是限制性内切酶片段长度表现出一定的多态

性，因此限制性酶切片段长度多态性（ restriction 

fragment length polymorphism，RFLP）分析更能反应

不同噬菌体分离株的分子特征。同时也表明了噬菌体

基因组的变化要比结构蛋白的变化复杂得多。对于每

一个 DNA 限制性内切酶组合来说，产生的片段图谱

是特异的，可作为某一 DNA 所特有的指纹。试验中

EcoRⅠ单酶切与 EcoT22Ⅰ和 XhoⅠ双酶切的分组结果

并无相关性，因此当选择到一个合适的内切酶时，单酶

切也是能够反应出病毒的分子多态性的，且操作更为简

单。本实验中根据酶切结果反映出各株噬菌体的基因组

大小不尽相同，各分离株基因组大小存在明显差异，表

明了所分离的噬菌体的基因组 DNA具有不同组成，这种

差异是如何进化形成、在毒力水平传播机制中发挥怎样

的作用等一系列问题，将有待于进一步研究。 
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Biologic Characteristics of Eight Podoviridae Stx2-converting phage  
Luming Xia, Liangke Su, Jianhe Sun, Yaxian Yan*   

(Shanghai Key Laboratory of Veterinary Biotechnology, School of Agriculture and Biology,  
Shanghai Jiaotong University, Shanghai 201101, China) 

Abstract: [Objective] We studied biologic characteristics of Stx2-converting phage induced from Escherichia coli O157 by 

mitomycin C. [Methods] Eight Stx2-converting phages were isolated from E. coli O157 and identified by PCR. The phage par-

ticles were purified and phage DNA was extracted. Random priming digoxin (DIG)-labeled stx2-specific gene probe was pre-

pared for Southern blot. The morphology of these phages were studied by electron microscopy. Protein profiles were analyzed 

by Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). Restriction fragment length polymorphism 

(RFLP) was used to confirm the size, type, and polymorphism of the purified phage genome. [Results] These 8 phages were 

confirmed Stx2-converting phage and DIG-labeled probe was highly specific. All phages had a regular hexagonal head and a 

short tail, belonging to Podoviridae phage families. The Stx2 phages had genome sizes in the range of 48 to 65.3kb, consisting 

of double-stranded DNA. The restriction fragment length polymorphism of these phages showed different groups, although the 

SDS-PAGE protein profiles of these phages were similar. [Conclusion] These 8 Stx2-converting phages with similar morphol-

ogy belonged to Podoviridae phage families. The protein profiles were highly identical. We could differentiate these 

Stx2-converting phages according to their restriction fragment length polymorphism patterns. 
Keywords: Stx2-converting bacteriopahges; morphological character; restriction fragment length polymorphism (RFLP); 
sodium dodecyl sulphate polyAcrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
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