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Abstract：5 strains of verocytotoxigenic(VT)bacteriophage were isolated from E．coli O157 strains， 

COW feces，chicken feces，sewage and purified by two—layer agar assay．Gene vt2 was amplified by PCR 

in these phage isolates．The plaques of these phages were 0．5—2mm in diam eter and the titre of phages 

with lucidity plaques against host strain MC1061 was more than 10 PFU／mL．A lysogen with vt2 gene 

was obtained after transfecting MC1061 by VT2 phage SHOW 1 isolated from sewage．Th e cytopathic 

effect on Vero cells was produced after inoculating the filtrate from the above lysogen，while no 

cytopathic effect was appeared inoculating the filtrate from MC1061 cultured in the same condition．All 

these showed that VT2 phages were common in environment and VT2 virulent factor could transfer 

horizontally through the lysogenic infection by VT2 phage．VT2 phage is related to the virulence of 

bacteria． 
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摘要：本试验利用指示菌MC1061。经双层琼脂法纯化和PCR扩增 vt2基因，分别从大肠杆菌 O157菌株、牛粪、 

鸡粪和污水中分离获得5株含vt2基因的噬菌体。这些噬菌斑透明，直径为0．5．2 mill，对指示菌的感染效价均在 

109PFU／mL以上，抵抗氯仿和56"C30min的作用。将噬菌体分离株SH Wl感染MC1061后。经PCR鉴定获得 

一

株溶源菌株(MC1061／SH W1)。溶源株的LB培养滤液对 Vero细胞产生了显著的病变效应，而 MC1061在同 

等条件下培养的滤液无细胞病变，表明vT2噬菌体通过溶源将 vt2毒力基因水平转移，证实了 VT2噬菌体的转 

染与细菌毒力相关。 
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自 1982年首次报道人的出血性肠炎以来，大 

肠杆菌 O157作为一种新的致病性血清型已被全世 

界所公认【l】。尽管该病原菌的毒力因子有许多【2．3】， 

但显著特征之一就是产生志贺毒素(Shiga’toxin，ST)， 

由于该毒素能致 Vero细胞病变，因此也称为 Vero 

毒素(Vero toxin，VTs)，它能引起肠上皮细胞的AE 

损伤 (attaching and effacing lesion)，且与出血性大 

肠炎、溶血性尿毒综合征直接相 训。大量的研究 

认为VT是由温和噬菌体 (VT噬菌体)编码 [5-71o 

VT分为两种形式，VT1和 VT2。VT1与痢疾杆菌 

所产生的 ST几乎完全一致，主要作用于肠上皮。 

VT2毒素与ST有一定的差别，具有抗原的多样性， 

主要作用于肠道以外的组织如肾。VT与霍乱毒素 

具有相似的AB亚单位，由一个A亚单位 (32kDa) 
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和一个五聚体B亚单位 (7．7 kDa单聚体)组成。B 

亚单位是受体结合蛋白，介导与靶细胞膜的结合， 

致使毒素分子内在化。A亚单位能酶解生成一个具 

有催化活性的27kDa的A1亚单位，A1发挥RNA 

N．糖苷酶的活性，特异性裂解真核细胞 28S rRNA， 

从而抑制细胞蛋白合成过程中的肽链的延伸，致使 

细胞死亡。VT1和VT2具有6o％的DNA和氨基酸 

的同源性，但免疫原性不同。同一种宿主菌可被编 

码不同vT毒素的噬菌体溶源，从而表达多种类型 

的VTs，增强细菌的致病性。当今，噬菌体作为基 

因克隆载体的应用较为普遍，但噬菌体在病原菌中 

的毒力作用以及在细菌基因多样性的进化中的作 

用尚有很多未解之谜。大肠杆菌 O157中vT噬菌 

体的研究在国内尚无人涉及，因此为了揭示大肠杆 

菌O157的毒力基因传递的机理，本试验从大肠杆 

菌 O157菌株、牛粪、鸡粪及污水中进行 vT噬菌 

体的分离和鉴定，并对所获的噬菌体分离株进行了 

溶源转染和 Vero细胞的毒力测定，确定了VT2噬 

菌体的普遍存在以及 VT2噬菌体的溶源可增强细 

菌毒力，为从源头上控制大肠杆菌 O157提供新思 

路。 

1 材料与方法 

1．1 菌株 

大肠杆菌O157：H7 ATCC 43889，国家进出口 

检验检疫总局上海分局保存，3株大肠杆菌 O157 

分离株 由本研究室分离鉴定【8】。噬菌体指示菌 

MC1061由英国利物浦大学提供，遗传背景参照 

Meissner等 。 

1．2 菌株中噬菌体的分离 

将复壮后的大肠杆菌O157 ATCC株和 3株分 

离株分别接种LB培养液，37℃培养6h后经直径为 

0．45~tm滤膜过滤。分别取 0．5mL滤液，逐滴加到 

已在培养基表面均匀涂布有培养至对数期的指示 

菌MC1061的平板，37℃培养 18h，同时设滴加无 

菌生理盐水的平板作对照，判定是否出现噬菌斑。 

1．3 牛粪、鸡粪及污水中噬菌体的分离 

将5 mLMC1061指示菌接种于 50mLLB培养 

基的中，37~C培养 6h后分别加入 10g新鲜采集的 

牛粪或鸡粪(分别采 自上海地区的奶牛场和养鸡 

场)；或将5 mL指示菌接种于3倍浓度的50 mL LB 

培养液，37"C培养6h后，加入 100mL污水样本(采 

自上海交通大学农业与生物学院院内生活污水，pH 

6．8)，继续培养 12h，加0．2mL氯仿振荡培养 15min， 

4℃10000r／min离心 10rain，上清液经直径为0．45~tm 

滤膜过滤，滤液同 1．2．1的方法，检测滤液中是否 

存在噬菌体。 

1．4 噬菌体的纯化【l oJ 

将上述含有噬菌体的滤液作 1O倍稀释，利用 

双层琼脂法 (平板底层用 1．5％琼脂，上层用0．8％ 

琼脂)分离滤液中的噬菌体，从蚀菌斑分布均匀的 

平板上挑取单个空斑，接种到含有指示菌的 LB培 

养液，37℃培养 18h后过滤，再利用双层琼脂法进 

行克隆空斑，重复 2～3次，直至获得形态和大小 

完全一致的蚀菌斑，即获得了纯化的噬菌体。用无 

菌牙签挑取纯化的噬菌斑，悬浮于5～10 mL的LB 

中。在摇床中室温孵育 2h后加一滴氯仿，继续孵 

育 15 min，混合物4℃10 000 r／min离心 lOmin，上 

清即为噬菌体分离株的原液，4℃保存备用。 

1．5 噬菌体vt2基因的检测 

取纯化的噬菌体分离株培养液 lOmL，参照Sa- 

mbrook等方法【l ，利用 Promega公司提供的噬菌 

体DNA试剂盒，按产品说明，提取噬菌体DNA。 

参照James等【l 设计一对引物，扩增 lkb vt2 A亚 

单位基因，上游引物为5’TACTGTGCCTGTTACTG 

G 3’，下游引物为5’TCTGTI"CAGAAACGCTGC 

3’，模板为提纯的噬菌体 DNA，扩增条件为 94℃ 

预变性 lmin，然后95℃lmin，59℃lmin，72℃2min， 

共3O个循环，72"C延伸5min，MgC12浓度为15mM， 

设ATCC43889和MC1061的染色体DNA分别为阳 

性和阴性对照。扩增后0．7％的琼脂糖凝胶电泳，观 

察结果。 

1．6 噬菌体的物理特性 

将纯化的具有 vt2基因的噬菌体分离株利用双 

层琼脂法进行蚀菌斑计数，以获得噬菌体分离株的 

效价。并测定噬菌体分离株在 4"C、56℃、氯仿中 

的稳定性。将分离株分别接种LB培养液 37"C培养 

16h，等分 3份，一份4℃、一份加氯仿 (终浓度 1 

％)、一份56℃水浴分别作用 30min。然后4℃10000 

rpm离心 10min，上清滴定噬菌体的感染效价。 

1．7 溶源菌的制备和检测【l 】 

取0．5mL污水中分离到的VT2噬菌体培养物， 

加入到0．2mL的对数期的指示菌MC1061，轻轻混 

匀，37℃作用 60min后，取0．1mL上述混合物均匀 

铺到 LB平板，37℃过夜培养，作溶源性检测。挑 

起可疑菌落，LB培养液过夜培养，将所培养的细 

菌作为VT2噬菌体的裂解宿主菌，利用双层琼脂法 

进行蚀菌斑检测，如果没有蚀菌斑或菌苔周围没有 

透明圈，该菌株就是可疑溶源菌。并将VT2噬菌体 

感染MC1061作对照。取可疑溶源菌25 L 94℃孵 
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育 l5rain作模板，然后采用 1．3的方法进行 PCR， 

检测溶源菌中的vt2A亚单位基因，设ATcc 43889 

和 MC1061分别为阳性和阴性对照，凡检测出vt2 

基因的菌株即为vT2噬菌体感染后形成的溶源菌 

1．8 细菌滤液中VT2毒素效价的测定_I 

将大肠杆菌 O157ATCC株、MC1061的 VT2 

噬菌体的溶源蔺、MC1061在 10mL LB培养液中 

37℃培养24h，培养物经直径为0．45gin 滤膜过滤， 

滤液用含 10％犊牛血清的 l640进行2倍稀释，加 

入到已长成单层的Vero细胞的96孔板中，37℃培 

养 l 8h后观察CPE，连续观测 48h，以 50 以上的 

细胞发 病变的最高稀释度为v，r毒素的效价， 

2 结果 

2．1 VT2噬菌体的分离与鉴定 

4株大肠杆菌 ol57菌株的滤液、_，l：粪、鸡粪 

和污水中均有大量蚀菌斑出现，经反复纯化．从每 

个样本的滤液中均纯化出形态和大 、一致的噬菌 

体毒株，蚀菌斑的直径为O 5—2 mm，蚀菌斑为完全 

透明的圆形 (图 J)。进一步 PCR检测 vt2基因， 

获得5株能扩增出lkb特异十宅条带的噬菌体(罔2)， 

鉴定出5株 VT2噬菌体 (表 1)。 

2 2 噬菌体的物理特性 

5株噬菌体分离株的原液的感染效价为 lO 

PFU／mL左右．经过液体大量培养，双层琼脂法测 

得噬菌体分离株的赦价均在 109PFUImL 上 (表 

1)。噬菌体分离株经氯仿和56℃水浴30min后，对 

指示菌MC1061的感染效价均有所下降，但下降幅 

度为几倍到几百倍不等，噬菌体的效价均还在 lO 

PFUtmL以上 (表 I)，可见本试验分离到的噬菌体 

对氯仿和56℃均有较强的抵抗力。 

图 】 

Fig 

圈 2 PCR扩增噬菌体 vt2基因 

Fig 2 Amplified w2 gene from bacteriophage isolates 

【．Lambda DN：％tEcoR I+Hind I【】Marker；2 SH0OI：】．SH 02：4 SH 

口B 5 SH中C 6．SHmW j 

表 l vT噬茁催分离株的特性 

Tahie l Characteristics of the is0】atiort strains of VT bacteri 

2 3 溶源菌的获得和 vt2基因的检测 

利用来源十污水已分离鉴定的VT2噬菌体SH 

由W1感染 MC1061，培养后获得的荫落作为宿主 

菌，再次接种噬荫体SH W1，来见有蚀菌斑或菌 

落周[ 有透明带H{现，可确定浚菌落为噬菌体 SH 

Wl的溶源菌 (MCl061／SH W1) 经 PCR扩增 

溶源菌和大肠杆菌 o157 ATCC株均扩增出 lkb的 

主带，而McIO6l中无 1kb的特异。 丰带出现 (图 

3)，进一步证实了所获得的菌落为、1T2噬菌体的溶 

源菌。 

2．4 细菌滤液vT毒素效价的测定 

细菌培养液的滤液接种已长成单层的Vero后， 

ATCC株的滤液 l8h就产生细胞病变，病变表现为 

细胞变圆、皱缩、脱落而后死亡 MCl06j的 vT2 

■ ■ 
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噬菌体的溶源菌的滤液也致 Veto细胞发生相似的 

细胞病变 (图 4)，接种后 48h的毒素效价分别为 

2 、2 ，而MC1061的滤液与细胞作用48h未出现 

细胞病变。 

■ 
圈3 溶源菌和噬苗体的 v；2基困的检测 

Fig．3 Delection ofvt2 gene from the lysogen strain and phage 

l，Marker；2，ATCC；3，MC106I．4．SH W2：5．MC1( IISH审W I 

_  
图 4 Vem 细胞接种细菌 (MC106I／SH中W1)滤波后的嫡 

娈 (A)和iI!常细胞 {B) 

Fig 4 The cytopathic effect of Veto cells after inoculating ba- 

cterial(MC1061／SH O5 W 1)filtrate(A)and normal 

cells(B) 

后能形成溶源性细菌 (1ysogenic bacteria) 在自然 

条件下一些溶源性细菌有少量可自投裂解lJ ，vT 

噬菌体也具有这种特征，因此本试验中对同一VT2 

噬菌体采用不同的方祛既可测定裂解蚀菌斑，叉可 

测定溶源菌落。 

据报道 vT嘴菌体可引起溶源转变 (1ysogenic 

conversion)16．61，所谓溶源转变，即噬菌体在感染 

宿主菌后，能引起溶源性细菌除免疫原性外的表型 

特征的改变或致病性的改变。本试验中分离鉴定的 

vT2噬菌体 感染指示菌 MC1061后产生的溶源菌 

(MC1061／SH中W1)．不仅从基因水平上显示了vt2 

基因的转移．而且经 Vero细胞的毒力试验显示． 

该溶源菌的培养滤液对 Veto细胞产生了较强的毒 

力作用。由于MCl061不能使Veto细胞产生病变， 

因此可以确定溶源菌对 Vero细胞的毒力作用是由 

于 VT2噬菌体的感染．引起溶源转变表达 vT2所 

致，这就有力证实了VT2噬菌体与细菌毒力的相关 

性 据报道噬菌体不仅能引起细菌毒力的变化 同 

时在火肠杆菌基因多样性中发挥巨大作用0t71因此 

对 vT噬菌体的研究．不仅能揭示大肠杆菌 O157 

的致病机理，同时也能解释细菌多样性的原因，因 

此对噬菌件的研究具有重要意义。 
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