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摘要：对副溶血弧菌噬菌体的生理生化特性进行了测定，结果表明：噬菌体的最适 ’( 值为 &，最适温度为 )#*，+%*
以上高温下迅速失活；对紫外线敏感；对乙醚、氯仿有抗性。细菌的培养时期对裂解率的影响很大，对数早期的细

菌很容易感染噬菌体，而老化的细菌抗噬菌体感染能力强。在培养基中添加 ,-" . 或 /0" . 有利于噬菌体的吸附。

在盐度为 "% 的情况下，对副溶血弧菌的裂解能力最强。该噬菌体的最佳感染复数在 %1! 2 !1% 之间。
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噬菌体广泛地存在于海洋环境中，电子显微镜

研究结果表明，海水中噬菌体的数量可达 !%$’M<ZH>

2 !%7’M<ZH>［!］，海洋中的细菌，蓝细菌及真核微生

物都发现有它们的噬菌体存在；它们对海洋环境中

的细菌的群落、类型和数量等的变化产生重要的影

响［"］。此外，噬菌体作为指示微生物，在监测海洋

环境，指示污染程度等方面的研究也有了一些进

展。因此，分离和研究海洋噬菌体，弄清噬菌体与

其宿主之间的生态学关系，对于监测海洋环境，控

制海洋污染等方面的工作无疑具有指导意义。

我们对采自湛江东风海产品市场的副溶血弧

菌噬菌体的生理生化特性进行测定，这些研究数据

为进一步将噬菌体裂解技术用于生产实践中副溶

血弧菌的灭活研究奠定了基础。

9 材料与方法

9:9 菌种

副溶血弧菌（ 8,:.,’ 9#.#3#*6’710,)"/）由患红体

病凡纳滨对虾体内分离获得。副溶血弧菌噬菌体

为本实验室分离并保存，浓度为 !%!% ’M<ZH>。

9:; 副溶血弧菌噬菌体生理特性的检测

9:;:9 不同 ’( 值对噬菌体裂解活性的影响：参照

文献［) 2 #］的方法，将 ’( 值分别为 )、$、#、+、7、&、

4、!%、!!、!" 的蛋白胨水溶液 $1#H>，加入口径一致
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的试管中，放在 !"#，当温度平衡后加入 $%"&’ 效

价为 ($)*+,-&’ . ($"*+,-&’ 的噬菌体液，放在 !"#
作用 (/ 后，用 *01%$ 的 (2海水蛋白胨水稀释 ($
倍，取 $%(&’ 用双平板法，做噬菌体记数，同时做 3
个平板，做为对照。培养 (!/ . (4/ 后观察计数噬菌

斑。取对照平皿最高的噬菌斑数目为 ($$2，其他

值与其比较所得的百分比即为相对出斑率。

!"#"# 噬菌体最适培养温度的测定：取稀释好的约

($3*+,-&’ 的噬菌体液 (&’ 放于小试管中，于 ($#、

!$#、!"#、3$#、3"#、)$#，待温度平衡后，各取

$%(&’ 用双平板法做噬菌斑实验，每个温度条件设

3 个重复，然后重新将平板放于相应的温度下培养，

(!/ . (4/ 后观察结果。

!"#"$ 噬菌体的热稳性实验：参照文献［)，5］的方

法，调整噬菌体悬液浓度为 ($)*+,-&’ . ($"*+,-&’。

!"#"% 噬菌体的紫外线灭活实验：参照文献［"，4，

1，3］的方法，调整噬菌体悬液浓度为 ($)*+,-&’ .
($"*+,-&’。

!"#"& 噬菌体和细菌的混合时间对裂解率的影

响［6］：为保证准确计数，要求每平皿噬菌斑数目在

3$ . ("$，确定以下稀释倍数。取约 ($3*+,-&’ 的噬

菌体 ($$!’，加入 !$$!’ 培养了 4/ 到对数生长期的

菌液，吸 附 $&78、"&78、($&78、("&78、!$&78、!"&78、

3$&78、3"&78、)$&78、)"&78、"$&78、""&78、5$&78 后立

即做双平板，培养 (!/ . (5/ 后记数噬菌斑。

!"#"’ 乙醚敏感实验：参照文献［($ . (!］的方法，

其中采用的噬菌体液浓度为 ($($ *+,-&’。

!"#"( 氯仿敏感试验：根据文献［($，(3］的方法，其

中氯仿处理的终浓度为 "2。

!"#") 细菌培养时期对裂解率的影响［()］：将副溶

血弧菌接种于 !$&’ 培养菌液，于 3"#培养 ! /、) /、

5 /、4 /、($ /、(! /、() /、(5 /、(4 /、!)/，取 $%!&’ 和

($3*+,-&’ 的噬菌体液 $%(&’，用双平板法测裂解情

况，每组做 3 个平行。

!"#"* 9:! ; 对裂解率的影响：在下层固体琼脂和上

层半固体琼脂中分别加入 9:! ; ，使终浓度分别为 $
&&<=-’、" &&<=-’、($ &&<=-’、(" &&<=-’、!$ &&<=-’、

!" &&<=-’、3$ &&<=-’、)$&&<=-’，然 后 取 ($3*+,-&’
的噬菌体液和培养 4/ 的菌液，用双平板法，测定出

斑情况［)，("］。

!"#"!+ >?! ; 对裂解率的影响：方法同 (%!%6%。
!"#"!! 柠檬酸钠对噬菌体裂解率的影响：利用浓

度分别为 $2、$%!"2、$%"2、(%$2、!%$2、3%$2、

)%$2的柠檬酸钠混合于上下层琼脂培养基中，然后

取 ($3*+,-&’ 的噬菌体液 $%(&’，用双平板法测定在

各种不同浓度柠檬酸钠平板上的噬菌斑数目［6，(5］，

每组做 3 个平行。

!"#"!# 盐度对裂解率的影响：配制盐度分别为

$、"、($、("、!$、!"、3$、3" 的蛋白胨上层和下层培养

基，观察出斑情况。

!"#"!$ 噬菌体最佳感染复数的测定：参照文献

［()］的方法。

# 结果

#"! 不同 ,- 值对噬菌体裂解活性的影响

实验结果（图 (）表明，该噬菌体在 *04 左右时

最稳定，存活率最高，活性最强。所以其最适 *0 值

为 4。在 *05 . (( 时（除 *06 外）裂解活性都在 4$2
以上，说明噬菌体对 *0 的适应范围比较广泛。*0
小于 ) 或大于 (( 时，噬菌体的裂解活性迅速下降。

图 ( 不同 *0 值对噬菌斑数目的影响

#"# 噬菌体最适培养温度的测定

结果（图 !）表明：噬菌体在 3"#时，产斑量最

高，即活力最强。在 !$#以下，活力迅速降低。

图 ! 温度与噬菌体产斑量的关系

#"$ 噬菌体的热稳定性实验

结果（图 3）表明，该噬菌体在 5$#处理 !$&78，

仍有 5)%62的相对出斑率。说明其对 5$#以下的

温度，耐受力较强；而在 5"#处理 "&78，即仅剩 "2
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的相对出斑率，!"#处理 $"%&’，全部失活，说明噬

菌体对 ("#以上的高温敏感。

图 ) 噬菌体的热稳定性实验结果

!"# 噬菌体的紫外线效应实验结果

图 * 显示在较短时间内紫外线对噬菌体具有

较 强 的 影 响。在 $%&’ 内 相 对 出 斑 率 就 下 降 到

$$+),，-%&’ 后 即 下 降 到 "+-,，在 紫 外 线 照 射

$.%&’ 后，平板上噬菌斑又重新出现，相对出斑率达

到 -",以上。

图 * 紫外线对噬菌体出斑的影响

!"$ 噬菌体和细菌的混合时间对裂解率的影响

结果（图 /）表明：副溶血弧菌和噬菌体混合

)/%&’ 之内，出斑数量没多大变化，既在这段时间内

不会引起裂解，而混合 *"%&’ 以上，噬菌斑数量明显

上升，发生了裂解，("%&’ 时，噬菌斑数量急剧增加。

图 / 混合时间对噬菌体产斑量的影响

!"% 副溶血弧菌噬菌体对理化因子敏感性测定结果

实验结果（表 $）表明，该噬菌体在乙醚、氯仿处

理后，对宿主的感染与裂解无明显变化，对乙醚和

氯仿不敏感。

!"& 细菌培养时期对裂解率的影响

由图 ( 看出：该实验条件下，细菌培养 $.0 内对

噬菌体的敏感程度没多大变化，而培养 -*0 后，对噬

菌体不再敏感，未见有斑出现。

表 ’ 理化因子对噬菌体的影响

理化因子 实验组 对照组 对数差值

乙醚 $"+-* $"+". 1 "+$(

氯仿 $"+)) $"+/" "+$!

注：表内数值为噬菌斑数量对数值

图 ( 副溶血弧菌培养时间对噬菌体出斑的影响

!"( )*!+ 、,-!+ 对噬菌体裂解率的影响

由结果（表 -）可知噬菌体的相对出斑率受二价

金属离子（23- 4 和 56- 4 ）的影响，在培养基中添加

-"%%789: 的 56- 4 或 -/%%789: 23- 4 有利于噬菌体的

吸附，比不添加的出斑率分别高出 !.,和 /),。

表 ! 离子浓度与噬菌体产斑的关系

浓度 " / $" $/ -" -/ )" )/ *"

56- 4（%%789:） $(/ $.) -/* -.- -;) -!. -/( -!- -)"

相对出斑率（,） $"" $$$ $/* $!$ $!. $(. $// $(/ $);

23- 4（%%789:） $!. -". -(! -*. -/- -!- -(/ -)- -*!

相对出斑率（,） $"" $$! $-. $); $*- $/) $*; $)" $);

!". 柠檬酸钠对噬菌体裂解率的影响

不同浓度的柠檬酸钠对噬菌体的相对出斑率

有明显影响，随着柠檬酸钠浓度的增高而相对出斑

率明显下降。当柠檬酸钠浓度达到 $+",时，噬菌

体既全部失活。见表 )。

表 / 柠檬酸钠对噬菌体产斑的影响

柠檬酸钠浓度（,） " "+-/ "+/ $+" -+" )+" *+"

相对出斑率（,） $"" (- $. " " " "

!"’0 盐度对裂解率的影响

由实验结果（图 !）看出：盐度对相对出斑率有

明显的影响，在盐度为 -" 的情况下相对出斑率最

高。
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图 ! 盐度对噬菌体产斑的影响

!"## 噬菌体最佳感染复数的测定

经倍比稀释后通过噬菌斑计数测得其噬菌体

浓度为 "#$ % &’&’ ()*+,-。按照表 $ 加入噬菌体和

宿主菌，测定最佳感染复数，结果见表 $。

表 $ 噬菌体最佳感染复数的测定

管别
细菌数

（.)*+,-）

噬菌

体数

感染

复数

/0 后

浓度

/0 后

!" 值

& & % &’1 & % &’" ’#’’& 2#1 % &’! ’#/3’

2 & % &’1 & % &’/ ’#’& /#" % &’1 ’#3$/

3 & % &’1 & % &’! ’#& "#1 % &’&’ ’#&/&

$ & % &’1 & % &’1 & /#2 % &’&’ ’#’!/

" & % &’1 & % &’4 &’ $#1 % &’&’ ’#3!’

/ & % &’! & % &’4 &’’ 1#2 % &’4 ’#3$$

! & % &’/ & % &’4 &’’’ !#/ % &’1 ’#$42

对照 & % &’1 5 5 5 &#2$!

& % &’! 5 5 5 &#&!&

& % &’/ 5 5 5 &#&21

根据表 $ 的实验结果，感染复数 678 9 ’#&、& 和

&’ 时，噬菌体感染其宿主菌产生的子代噬菌体浓度

比较高。其中，当 678 9 & 和 ’#& 时，噬菌体感染其

宿主菌产生的子代噬菌体浓度分别为 /#2 % &’&’

()*+,-和 "#1 % &’&’ ()*+,-，确定噬菌体感染其宿主

菌的最佳感染复数在 ’#& : &’ 之间。由 !" 变化可

知，菌体生长明显受到影响，菌体明显溶解，!" 值

急剧下降。

% 讨论

(; 对噬菌体相对出斑率的实验结果表明其存

活的 (; 范围较宽，对碱性环境具有较强的耐受力，

当 (; 值达到 && 时，相对出斑率达到 1’<以上，(;1
左右时最稳定，相对出斑率最高，活性最强。对 (;$
以下的酸性环境的耐受性较差，明显影响存活率。

这与其宿主副溶血弧菌的 (; 适应范围相一致。(;

为 4 时噬菌体存活率有所下降，可能是与噬菌体的

等价点有关。本实验结果与林业杰等（&441）所测的

! 株副溶血弧菌噬菌体中的 ==&、==3、==/ 相似［4］。

噬菌体在 3">时，相对出斑率最高，活力最强。

在 2’>以下，活力迅速降低。温度影响相对出斑

率，可能是与噬菌体的吸附活性和噬菌体浓度有

关，也与宿主细胞的生理状态、受体的数量有关。

本实验的噬菌体在 /’> 以下时，耐受力较强，对

/’>以上的高温敏感。该噬菌体对热的抗性，比陈

敏和方序［&/］描述的两株钝齿棒杆菌噬菌体!?@1 和

!?@21 强，与李广武等（&44"）［$］研究的噬菌体 =?3

相似。

较短时间内紫外线对该副溶血弧菌噬菌体具

有强的影响。2,AB 时相对出斑率下降到 ’#2<。紫

外线 &1,AB，重新出现较大噬菌斑。这种现象在本

实验首次发现。而宁淑香等（2’’’）［!］在用紫外线照

射河流弧菌 88 噬菌体@C=1 3’,AB，噬菌体全部失活。

杨水云等［/］在较短时间内用紫外线对苏云金芽孢杆

菌噬菌体具有强的杀灭作用。随着照射时间的延

长，存活率不随时间的延长而降低。对于本实验的

现象，有待进一步研究。

副溶血弧菌和噬菌体混合时间对相对出斑率

有影响，与该噬菌体的潜伏期关系密切。林业杰等

（&441）［4］所测得的噬菌体 ==$ 潜伏期为 3",AB :
3!,AB，与本实验噬菌体相似。本实验副溶血弧菌在

实验条件下培养 2$0 后，对噬菌体不敏感，与朱明

田、颜望明（&44"）的研究结果相似［&$］。

李广武等的研究发现，DE2 F 、6G2 F 的添加有利

于噬菌体 =?3 的吸附，有无 DE2 F 、6G2 F 存在对噬菌

体 的 吸 附 率 有 着 明 显 的 差 别［$］。 李 维 泉 等

（&444）［&"］的研究发现，噬菌体"66H& 成斑大小及

形态受钙离子浓度的影响很大。6G2 F 、DE2 F 对吸附

的影响可能因为 6G2 F 、DE2 F 有助于噬菌体的吸附作

用，对噬菌体@宿主菌系统有稳定作用。

本实验噬菌体对柠檬酸钠的耐受性较弱，在柠

檬酸钠浓度达到 &#’<时，噬菌体即全部失活。与

林业杰等研究的副溶血弧菌噬菌体 ==2、==$ 、=="、

==/、==! 相似［&"］。陈敏和方序（2’’’）的研究发现

钝齿棒杆菌 I/@&3 噬菌体!?@1 和!?@21 对该试剂

的反应有很大差别［&/］。柠檬酸钠阻抑噬菌体的吸

附、生长和细胞的裂解，这一现象可以作为噬菌体
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特性的一种指标。

盐度对噬菌体相对出斑率的影响，未见同类报

道。盐度在 ! 以下时，未见有噬菌斑出现，可能是

在低盐度下，副溶血弧菌不生长或生长不好，不能

形成菌膜，无法观察到噬菌斑的形成。实验中盐度

在 ! 以下时，副溶血弧菌确无法形成菌膜。同时我

们的实验也发现，盐度在 "# 左右时，噬菌体的相对

出斑率较高。

感染复数（$%&’()&(*(’+ ,- (.-/*’(,.，012）是指初始

感染时，噬 菌 体 的 数 量 与 宿 主 菌 数 量 的 比 值［34］。

012 5 3 即表示每个细菌都有 3 个以上的噬菌体感

染机会；012 6 3 则相反，表示一个细菌平均得不到

一个噬菌体感染的机会。不同噬菌体的感染复数

是不同的，存在一个最佳用量和最大产出问题，即

最佳感染复数。本实验测得的最佳感染复数在 #73
8 3# 之间。9% 等［"3］等测得乳酸菌噬菌体!:9;3 感

染宿主菌的最佳感染复数在 #7#3 8 #7#< 之间；=>.?
等［34］用高 012 的噬菌体 @<33" 去感染铜绿假单胞

菌，与本实验测得的最佳感染复数相差甚远。可能

原因主要有："噬菌体本身特性相差甚远。#宿主

菌特性的差异。$实验条件的差异。如 9% 等［34］是

在 <#A培养条件下进行研究的，而本项目在 <!A培

养的；另 外，9% 等 使 用 的 是 0BC 肉 汤 和 0BC 平

板［34］，而本实验用的是蛋白胨水培养基。
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