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一株奥奈达希瓦氏菌烈性噬菌体的分离、纯化及鉴定 
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摘  要：【目的】从环境中分离获得希瓦氏菌烈性噬菌体，并对其性质进行研究。【方法】以      

4 株希瓦氏菌为宿主菌，采用双层平板法从污水样品中分离得到奥奈达希瓦氏菌 MR-1 烈性噬

菌体 M1；观察噬菌斑特征；利用超速离心法浓缩 M1 颗粒，进一步用氯化铯密度梯度离心纯

化；采用透射电子显微镜观察纯化的 M1 颗粒；提取 M1 核酸，通过核酸酶处理分析其核酸类

型及结构；绘制一步生长曲线。【结果】噬菌体 M1 在双层平板上形成圆形的噬菌斑，清晰透

明，边缘光滑，直径为 2.3 mm−2.5 mm；经电镜观察，噬菌体 M1 头部呈二十面体，直径约为

55 nm，尾长约为 170 nm，尾部可收缩，属于肌尾噬菌体科(Myoviridae)；通过酶切分析表明噬

菌体 M1 核酸为线形双链 DNA；一步生长曲线显示该噬菌体感染后完成一个复制循环所需要的

时间约为 15−20 min。【结论】噬菌体 M1 属肌尾噬菌体科，研究结果为后续研究病毒在地球微

生物成岩过程中所起的作用提供了实验材料。 
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Abstract: [Objective] A lytic phage of Shewanella was isolated from the sewage and characterized. 
[Methods] Four strains of Shewanella bacteria were used as the hosts for the isolation of lytic phages 
from the sewage. A lytic phage against Shewanella oneidensis MR-1, which we named M1, was 
isolated by the double-layer agar culture method. The plaque morphology was examined. Phage 
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particles of M1 were concentrated by ultracentrifugation and purified by CsCl gradient 
centrifugation. The morphology of M1 particles was examined by transmission electron microscopy. 
The genome of M1 was extracted and the nucleic acid was analyzed by enzyme digestion. One-step 
growth curve was measured. [Results] The plaques of M1 phage were round and transparent with a 
diameter of about 2.3 mm−2.5 mm. Transmission electron micrographs showed that M1 had an 
icosahedral head about 55 nm in diameter and a long contractile tail about 170 nm in length. Phage 
M1 belongs to the Myoviridae family. Its genome is made of linear double-stranded DNA. The 
infection cycle of M1 was about 15−20 min as indicated by the one-step growth curve. [Conclusion] 
Bacteriophage M1 belongs to the Myoviridae family. Our results provided materials for the 
investigation on the roles of bacteriophages in diagenetic process on the earth. 

Keywords: Phage, Shewanella oneidensis MR-1, Isolation and purification, One-step growth curve 

奥奈达希瓦氏菌(Shewanella oneidensis)为杆状

革兰氏阴性的兼性厌氧菌，在淡水沉积物、海湾

沉积物和其他各种环境中广泛存在。该类细菌能

对硫化汞、铀(U)、砷(As)、2,4-二硝基甲苯、硝酸

盐、苏丹红染料等有毒物质进行还原转化，因此

在生物修复和环境保护方面具有重要的潜在应用

价值[1-7]；此外，该菌具有独特的产电性能[8]，可

被用于合成硒纳米棒、Pd-Au 合金等复合纳米材料

以及异丁醇等物质[9-11]。 

MR-1 菌株是奥奈达希瓦氏菌的模式菌株[12]，

在厌氧条件下可以利用多种电子最终受体完成呼

吸作用，例如：Mn(III)、Mn(IV)、 Fe(III)、

Cr(VI)、U(VI)、延胡索酸、硝酸盐、硫代硫酸盐

等[13]。一些地质学家在实验室条件下利用MR-1以

Fe(III)氧化物作为电子最终受体进行厌氧呼吸的这

一特性，对自然环境中的蒙脱石形成伊利石的过

程(异化铁还原过程)进行模拟研究，研究结果受到

广泛的关注，已经成为研究微生物成岩作用的重

要模式材料[14]。 

病毒是超显微、没有细胞结构、专性寄生于

活细胞的实体，是地球上生命系统的重要成员。

并且病毒在细胞中的存在及活动都会对其宿主的

生命活动产生多方面的重要影响。如今，包括噬

菌体在内的各类病毒在生态系统中所起的作用越

来越受到人们的关注与重视[15-16]，但是它们是否

在地球微生物成岩过程中扮演一定角色却无人探

究，这可能是由于缺乏明确的生物标志物以及未

建立起合适的研究方法所导致。 

全基因组测序结果表明，MR-1 菌株的染色体

上存在 3个潜在的原噬菌体[17-18]，因此有可能开展

噬菌体对微生物成岩作用影响的相关研究。但迄

今尚无对 MR-1烈性噬菌体的研究报道。本研究从

下水道的污水中分离得到了一株能感染 MR-1菌株

的烈性噬菌体 M1，并对其性质进行了初步研究。

M1 的获得为后续研究噬菌体在地球微生物成岩过

程中所起的作用提供了实验材料。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

实验用菌株 Shewanella oneidensis MR-1、

Shewanella putrefaciens CN-32 由中国地质大学(武

汉 )董海良教授赠送 [14]，Shewanella putrefaciens 

6514 购自中国普通微生物菌种保藏管理中心(菌株

编号：1.6514)，Shewanella sp. W3-18-1 由中国科

学院水生生物研究所邱东茹研究员赠送。 

Shewanella oneidensis MR-1ΔλΔμ2，敲除了菌

株染色体上两个原噬菌体基因组的突变株，由本

实验室构建(未发表的结果)。 

1.2  主要试剂和仪器 

Cesium chloride，美国 Sigma-Aldrich 公司；

琼脂糖，西班牙 Biowest公司；各种核酸酶，美国

Thermo Scientific 公司；琼脂粉，美国 Becton 

Dickinson and company公司；细菌基因组 DNA提

取试剂盒，天根生化科技有限公司；其余试剂均购

自国药集团化学试剂有限公司。 

透射电子显微镜，日本 JEOL 公司；超速冷

冻离心机，美国 Beckman 公司；小型高速离心
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机，德国Eppendorf公司；恒温摇床，上海智城有

限公司；恒温培养箱，上海一恒有限公司；电泳

仪，北京六一仪器厂；凝胶成像系统，美国

Syngene；高压灭菌锅，日本 HIRAYAMA 公司；

超净工作台，江苏苏净安泰有限公司。 

1.3  培养基 

改良 LB 液体培养基(g/L)：酵母提取物 5、胰

蛋白胨 10、氯化钠 5。 

改良 LB 半固体培养基(g/L)：酵母提取物 5、

胰蛋白胨 10、氯化钠 5、琼脂 6。 

改良 LB 固体培养基(g/L)：酵母提取物 5、胰

蛋白胨 10、氯化钠 5、琼脂 15。 

1.4  样品采集 

8 份样品分别采集于武汉大学枫园周边的地表

及下水道的污水，分别记号为 1、2、3、4、5、

6、7、8。 

1.5  噬菌体富集 

对数期宿主菌制备：将 4 °C 保藏的 MR-1、

CN-32、6514、W3-18-1 菌株分别挑取单菌落接种

于5 mL液体培养基中，于30 °C、200 r/min培养过

夜。次日，分别取 50 μL菌液接种于 5 mL新鲜液

体培养基中，培养 3 h至对数期。 

样品处理：将 8份样品经过 12 000 r/min离心 

5 min去除杂质，上清以 0.22 μm微孔滤器过滤除

菌，于 4 °C保存。 

噬菌体的富集：分别取 8份样品的滤液 1 mL加

入到 5 mL 对数期宿主菌的菌液中，于 30 °C、    

200 r/min振荡培养 5−6 h，12 000 r/min离心 5 min收

集上清并过滤，如此重复3次对环境样品进行富集。 

1.6  裂菌性的测定 

分别取 50 μL 宿主菌 MR-1、CN-32、6514、

W3-18-1 与 4 mL 半固体培养基混合后倒双层平

板，凝固后，分别吸取5 μL已富集的8份样品的滤

液点在双层平板上，30 °C 条件下培养过夜。次

日，观察有无噬菌斑。 

1.7  噬菌体的分离 

用无菌牙签沾取获得的噬菌斑于1 mL无菌液体

培养基中，在涡旋振荡仪上混合均匀，即为原液，

进行 10倍梯度稀释至 10−4，分别取 10−3和 10−4梯度

稀释液 100 μL与MR-1宿主菌 50 μL混合倒双层平

板，30 °C条件下培养过夜，重复 3次，直至在同一

双层平板上得到的噬菌斑大小与形态基本一致。 

1.8  噬菌体扩增及效价的测定 

将分离到的噬菌体接种到 5 mL 对数期 MR-1

菌液中，于 30 °C、200 r/min振荡培养 5−6 h后，

收集培养液并以 12 000 r/min 离心 5 min，再以 

0.22 μm 微孔滤器过滤。取滤液 500 μL 加入到   

50 mL对数期的宿主菌中培养 5−6 h，将培养液转

移到 50 mL离心管中，以 10 000 r/min离心 5 min，

再以 0.22 μm 微孔滤器过滤，取滤液 50 μL 进行  

10倍梯度稀释后，测定噬菌体效价，30 °C条件下

培养 12 h并计数。 

1.9  纯化噬菌体及效价的测定 

由于宿主菌MR-1是含有 λso和 μso2原噬菌体

的溶源菌，正常培养过程中 MR-1 会不断释放 λso

和 μso2噬菌体颗粒。为了除去 λso和 μso2原噬菌体

对烈性噬菌体性质研究的影响，我们将得到的烈

性噬菌体在敲除了 λso、μso2原噬菌体的 MR-1 菌

株(MR-1ΔλΔμ2)中进行了进一步纯化。先将噬菌体

上清与 MR-1 菌株混合倒双层平板，30 °C 条件下

培养 5−6 h，用牙签沾取大而透明的单噬菌斑，以

新鲜的液体培养基重悬，并进行 10 倍梯度稀释，

再以MR-1ΔλΔμ2为宿主菌倒双层平板，30 °C条件

下培养 12 h，重复挑噬菌斑以 MR-1ΔλΔμ2为宿主

菌倒双层平板，直到噬菌斑形态单一。 

将纯化后的噬菌体扩增培养并测定其效价。 

1.10  噬菌体电镜观察 

噬菌体颗粒的纯化：取经 0.22 μm微孔滤器过

滤过的噬菌体滤液 26 mL，45 000 r/min离心 1 h，

弃去上清，将沉淀用1 mL SM Buffer重悬过夜，至

沉淀完全溶解后，再进行 CsCl 密度梯度离心  

(1.50 g/mL)，22 000 r/min离心 18 h后分层取样，

再将样品层以 45 000 r/min离心 3 h，弃去上清，将

沉淀用 50 μL SM Buffer重悬。 

电镜样品的制备：取 10 μL上述噬菌体滴于封
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口膜上，将铜网(具有膜的一面朝液滴)置于噬菌体

液滴上，2 min 后将铜网取下，用滤纸从铜网侧面

将多余液体吸干。取 10 μL 2%磷钨酸负染液滴于

封口膜上，将沾有噬菌体的铜网置于磷钨酸液滴

上，1 min 后取下，用滤纸从铜网侧面吸干多余负

染液，将铜网放在滤纸上自然干燥后用透射电镜

观察噬菌体形态并拍照。 

1.11  基因组提取、核酸类型鉴定及限制性片

段多态性分析 

取 500 μL噬菌体滤液，加入 5 μL DNase I，  

5 μL RNase A和 10 μL DNase I Buffer，在 37 °C水

浴锅中孵育 4 h，利用离心柱形细菌基因组DNA提

取试剂盒提取噬菌体基因组，经 1%琼脂糖凝胶电

泳检测，120 V，40 min。 

取噬菌体基因组 5 μL，分别加入 0.5 μL DNase 

I和 RNase A，37 °C温育 1 h。检测基因组被消化

情况，确定其核酸类型。 

取 噬 菌 体 基 因 组 5 μL ， 加入 0.5 μL 

Exonuclease III，37 °C温育 1 h。检测基因组被消

化的情况，确定其基因组结构。 

分别用限制性内切酶 Stu I、Nde I和Msc I对噬

菌体基因组进行酶切处理 2 h，酶切产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳检测进行分析。 

1.12  一步生长曲线的绘制 

将宿主菌 MR-1ΔλΔμ2 活化培养过夜后，取  

50 μL 加入到 5 mL 新鲜的液体培养基中，于

30 °C、200 r/min振荡培养 3 h至对数期。之后将其

加入到 45 mL 新鲜液体培养基中进行稀释，并以

10 000 r/min进行 4 °C冷冻离心 5 min，弃去上清，

沉淀用 45 mL液体培养基重悬，此时取 50 μL菌液

稀释涂布测定其活菌量。向上述菌液中加入 5 mL

噬菌体(MOI值约为 12)，静置吸附 5 min后，立即

以 10 000 r/min进行 4 °C冷冻离心 5 min，弃去上

清，沉淀用 50 mL液体培养基重悬，记为 0时刻，

每隔 5 min取样，检测胞外噬菌体效价。以取样时

间为横坐标，噬菌体效价为纵坐标，绘制一步生

长曲线，估算出噬菌体的潜伏期和裂解量。实验

设置 3个平行。 

2  结果与分析 
2.1  噬菌体分离 

根据结果观察发现只有第 7 号样品在以 MR-1

为宿主的双层平板上形成了噬菌斑(7 号样品取自

下水道，有臭味)，将其命名为M1。 

经双层平板法分离纯化获得的噬菌斑是透明

的、边缘清晰、无晕环的圆形噬菌斑，直径约为

2.3 mm−2.5 mm (图 1A)。经分离后以MR-1菌株为

宿主测定的噬菌体效价约为 4.9×109 PFU/mL。 

2.2  噬菌体的纯化 

生物信息学分析显示，菌株 MR-1染色体上整

合有 3 个潜在的原噬菌体。我们已经证实其中的

λso 和 μso2是功能完整的溶原噬菌体，它们可以感

染敲除这两个原噬菌体的突变株 MR-1ΔλΔμ2，形

成噬菌斑(未发表的结果)。由于 λso和μso2在MR-1

菌株正常生长条件下也可以不断释放，为消除它

们对 M1相关生物学性质研究的影响，将前面得到

的含噬菌体M1的滤液以MR-1ΔλΔμ2为宿主进行纯

化。如图 1B所示，在以MR-1ΔλΔμ2为宿主制备的

双层平板上，除可以观察到与图 1A 类似的噬菌斑

外，还出现了一些较小的噬菌斑，说明滤液中确

实混有溶原性噬菌体颗粒。挑单噬菌斑以

MR-1ΔλΔμ2 为宿主进行多次纯化，直至在以

MR-1ΔλΔμ2 为宿主的平板上观察不到较小的噬菌

斑。纯化后的M1感染MR-1ΔλΔμ2的效价无明显变

化，约为 5.5×109 PFU/mL。 

2.3  噬菌体形态 

经透射电镜观察，噬菌体 M1 头部呈二十面

体，头部直径约为 55 nm，尾长约为 170 nm，尾部

可收缩(图 2)。按照国际病毒分类委员会分类标  

准[19]，其属于肌尾噬菌体科(Myoviridae)。 

2.4  噬菌体 M1 基因组的核酸类型 

将提取的M1基因组经 DNase I和 RNase A酶

切，发现其仅能被 DNase I消化，而对 RNase A具

有抗性，表明该噬菌体核酸类型为 DNA (图 3A)。

此外，选用的 3种限制性内切酶均可对噬菌体基因

组酶切，说明其遗传物质是双链 DNA (dsDNA)。

据估算，M1 基因组大小约为 50 kb (图 3B)。 
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将提取的 M1基因组经外切酶 Exonuclease III

酶切，发现其能被消化，表明该噬菌体基因组结构

为线形(图 3C)。 

2.5  噬菌体 M1 的一步生长曲线 

预实验测定的结果显示，只有在 MOI 值约为

10时，宿主菌MR-1ΔλΔμ2的存活率才能下降到 10%

以内(结果未显示)，因此确定在这个感染复数条件 

 

 
 

图 1  M1 的噬菌斑形态 
Figure 1  Plaques of phage M1 
注：A：噬菌体M1感染MR-1宿主所形成的噬菌斑；B：未纯

化 M1制备物感染 MR-1ΔλΔμ2所形成的噬菌斑. 实线箭头为溶

原性噬菌斑；虚线箭头为烈性噬菌斑. 

Note: A: Plaques of phage M1 against MR-1; B: Plaques of 
unpurified M1 against MR-1ΔλΔμ2. Solid arrows for lysogenic 
plaques; Dashed arrows for lytic plaques. 

下进行一步生长曲线测定。由图 4可见，在 10 min

之内噬菌体 M1 的数量变化不大，10−20 min 期间

其效价迅速升高，之后效价趋于稳定。由此可以得

出，M1感染宿主菌MR-1ΔλΔμ2后完成整个复制循

环所需时间约为 15−20 min。裂解期的曲线比较平 

 

 
 

图 2  噬菌体 M1 的电镜照片 
Figure 2  Electron microscope of bacteriophage M1 
注：实线箭头所指为未收缩尾鞘；虚线箭头所指为收缩尾鞘. 

Note: Solid arrow for non-contractile tail; Dashed arrow for 
contractile tail. 

 

 
 

图 3  噬菌体 M1 核酸类型分析 
Figure 3  Analysis of the nucleic acid type of M1 

注：A：M：λ/Hind III DNA marker；1：未处理基因组；2：DNA酶酶切；3：RNA酶酶切.  B：4：Stu I酶酶切；5：Nde I酶酶切；

6：Msc I酶酶切. C：7：Exonuclease III酶酶切. 

Note: A: M: λ/Hind III DNA marker; 1: Untreated genome; 2: DNA enzyme digestion; 3: RNA enzyme digestion. B: 4: Stu I enzyme 
digestion; 5: Nde I enzyme digestion; 6: Msc I enzyme digestion. C: 7: Exonuclease III enzyme digestion. 
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图 4  噬菌体 M1 的一步生长曲线 
Figure 4  One-step growth curve of phage M1 
 
缓，说明可能存在感染不同步的情况。根据暴发末

期噬菌体滴度/感染初期宿主菌浓度计算的裂解量

仅为 10左右。 

3  讨论 

迄今为止对希瓦氏菌属噬菌体的研究报道并

不多。2007年，Wang等[20]和 Jian等[21]对深海细菌

Shewanella piezotolerans WP3携带的丝状溶原噬菌

体 SW1 进行了系统研究。该噬菌体基因组大小为 

7 718 bp的单链 DNA，可感染WP2菌株形成噬菌

斑，但只有培养温度低于或等于 15 °C时才能观察

到噬菌斑，并且随着温度的降低噬菌体的滴度不

断增加；70 °C处理 l0 min完全失活；在 4 °C下主

要基因能够高表达。这些性质都与其所处深海低

温环境相关。2012 年，孔令红[22]以腐败希瓦氏菌

Sp225 为宿主菌，从污水中分离得到一株烈性噬菌

体 Spp001，噬菌斑直径为 1 mm，电镜观察其形态

为蝌蚪形，长约 200 nm，有较好的热稳定性，耐

碱不耐酸，潜伏期约为 10 min，暴发期约为     

20 min，裂解量为 98。 

本实验选用 4株希瓦氏菌作为宿主菌，但是只

从环境中分离获得一株奥奈达希瓦氏菌 MR-1的烈

性噬菌体 M1。MR-1菌株在 1988年首次报道时曾

被归为腐败希瓦氏菌[23]，直到 1999 年才确定为奥

奈达希瓦氏菌的模式菌株，说明它与腐败希瓦氏

菌具有较高的相似性。但我们分离得到的 M1并不

能感染其它 2 株腐败希瓦氏菌 CN-32 菌株和 6514

菌株，也不能感染另一株未定种的希瓦氏菌

W3-18-1 菌株，表明该噬菌体对宿主具有高度专一

性。电镜观察其形态为蝌蚪形，全长约 225 nm，

属于肌尾噬菌体科，基因组大小为 50 kb左右，为

线性双链DNA，与噬菌体Spp001相似。噬菌体M1

形成的噬菌斑直径约为 2.3 mm−2.5 mm。一步生长

曲线测定实验显示，噬菌体 M1 完成复制循环只需

要 15−20 min，但裂解量仅为 10，明显低于

Spp001。实际上，在日常进行 M1 扩增实验时，得

到的效价始终只能维持在 109 水平，明显低于实验

室操作的其它噬菌体，这可能与其裂解量较低   

有关。 

自然环境中分布着种类和数量都极其丰富的

各类病毒，其对生态结构及生态关系影响的研究具

有重要意义 [15-16,24]。M1 是迄今为止被报道的第  

一株能感染奥奈达希瓦氏菌 MR-1的烈性噬菌体，

它的发现为系统研究温和噬菌体和烈性噬菌体对

该菌异化铁还原过程的影响，了解病毒在地球微生

物成岩过程中的可能角度奠定了实验材料基础。 
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