
微生物学通报 Sep. 20, 2021, 48(9): 3165−3175 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.201179 

tongbao@im.ac.cn 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation item: National Natural Science Foundation of China (31760042) 
*Corresponding authors: E-mail: LIN Lianbing: linlb@kmust.edu.cn; DENG Xianyu: dengxy1008@126.com 

Received: 23-12-2020; Accepted: 02-02-2021; Published online: 23-03-2021 
基金项目：国家自然科学基金(31760042) 

*通信作者：E-mail：林连兵：linlb@kmust.edu.cn；邓先余：dengxy1008@126.com 

收稿日期：2020-12-23；接受日期：2021-02-02；网络首发日期：2021-03-23 

研究报告 

一株福氏志贺氏菌噬菌体的分离鉴定及其生物学特性 
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摘  要：【背景】志贺氏菌是一类能引起人和动物腹泻的致病菌，由于抗生素滥用导致其耐药问题日

益严重，寻找新的抗菌药物和治疗方法成为目前亟待解决的问题。【目的】检测志贺氏菌对肉鸡的致

病性，分离纯化出一株可裂解强致病性志贺氏菌的噬菌体，并对其生物学特性进行研究。【方法】从

病鸡肠道黏膜分离志贺氏菌；以健康肉鸡为动物模型进行攻毒，测定强致病性菌株的耐药性；并以

此为宿主菌分离噬菌体，聚乙二醇(Polyethylene Glycol，PEG)沉淀法纯化浓缩噬菌体后，用透射电

子显微镜观察其形态特征。利用双层平板法测定噬菌体的宿主谱、最佳感染复数、一步生长曲线、

pH 和热稳定性对噬菌体活性的影响。【结果】分离得到 26 株志贺氏菌，分别命名为 BDS1−BDS26，

其中 BDS8 致病性最强，经鉴定属于福氏志贺氏菌，而且存在多重耐药性，灌喂后的肉鸡出现严重

腹泻和血便；解剖病症主要表现为心脏肥大、肠系膜出血明显等。以 BDS8 为宿主菌，分离得到噬

菌体 ΦDS8。透射电镜结果显示噬菌体 ΦDS8 的头部呈二十面体形状，直径 61±2 nm，尾长 165±2 nm，

属长尾噬菌体科。噬菌体 ΦDS8 在 pH 4.0−10.0、50 °C 以下范围内能保持较高活性，感染周期约为

120 min，其中包括 75 min 的潜伏期和 45 min 的暴发期，暴发量为 52 PFU/cell。【结论】噬菌体 ΦDS8

具有宿主特异性，在常规环境下具有较好的耐受能力，为噬菌体治疗福氏志贺氏菌病提供理论依据。 
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Abstract: [Background] Shigella is a class of pathogenic bacteria that can cause diarrhea in humans and 
animals. As the problem of drug resistance is becoming more and more serious due to the abuse of 
antibiotics, alternative antimicrobial agents and treatment methods have become an urgent need. 
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[Objective] To detect the pathogenicity of Shigella to broiler chickens, isolate and purify a bacteriophage 
(phage) that can lyse the strongly pathogenic Shigella, and study its biological characteristics. [Methods] 
Shigella was isolated from intestinal mucosa of diseased chickens. Healthy broiler chickens were used as 
animal models to test the drug resistance of highly pathogenic strains. The phage was isolated by using the 
host bacterium, and concentrated phage was purified by polyethylene glycol (PEG) precipitation. The 
morphological characteristics of the phage were observed by transmission electron microscopy (TEM). 
The double-layer plate method was used to determine the host spectrum, multiplicity of infection, one-step 
growth curve, pH, and thermal stability of the phage. [Results] This study has isolated 26 Shigella species, 
designated BDS1−BDS26. Among, BDS8 was the most pathogenic with multiple drug resistance and was 
identified as Shigella flexneri. Severe diarrhea and bloody stools were observed in the broiler chickens 
after feeding BDS8. Anatomical symptoms were mainly manifested as cardiac hypertrophy and obvious 
mesenteric haemorrhage, etc. Furthermore, the phage ΦDS8 was isolated from BDS8. TEM results showed 
that the head of ΦDS8 was icosahedral, with a diameter of 61±2 nm and a tail length of 165±2 nm. ΦDS8 
belongs to the family of Siphoviridae. ΦDS8 could maintain high activity in the range of pH 4.0−10.0 and 
below 50 °C. The infection cycle of ΦDS8 was about 120 min, including an incubation period of 75 min 
and an outbreak period of 45 min. The outbreak volume was 52 PFU/cell. [Conclusion] The phage ΦDS8 
has host specificity and a better tolerance to general environments. This study provides a theoretical basis 
for phage therapy of shigellosis flexneri. 
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志贺氏菌(Shigella)是一类能引起人和动物腹

泻的革兰氏阴性杆菌，广泛分布于奶制品、鸡

肉、水果和面包等食物中，是常见的食源性致病

菌 [1]，世界卫生组织已将其列入重点病原菌行 

列 [2]。志贺氏菌引起的疾病多发于发展中国家，

每年出现约 2.5 亿病例 [3]，其中福氏志贺氏菌

(Shigella flexneri)致病率 高[4]，也是我国的主要

流行菌株[5-6]。目前，治疗志贺氏菌病 常用的药

物为氟喹诺酮类抗生素，因不合理的使用，导致

志 贺 氏 菌 对 氟 喹 诺 酮 类 药 物 的 耐 药 性 逐 渐 上   

升[7]，也加剧了志贺氏菌耐药菌株的出现及高频

率的耐药性突变[8]。研究表明，大多数志贺氏菌

都出现了明显的耐药性，Ahmed 等[9]对食物样本

中分离出的志贺氏菌进行耐药性检测，发现 89%

的菌株具有多重耐药性；代永联等[10]研究表明从

病鸡中分离的宋内氏志贺氏菌 LB2-1 对氨苄西

林、复方新诺明和链霉素等抗生素产生了耐药

性。目前，耐药性志贺氏菌威胁着人类的公共健

康，其治疗手段仍然有限。 

噬菌体(Bacteriophage，Phage)作为细菌病毒，

利用宿主菌自我复制产生大量子代噬菌体从中裂

解细菌而达到杀灭效果，其裂解能力不受细菌耐

药性及生存环境的影响[11]，也不会对正常菌群及

周围环境造成破坏。无论是单独使用或是与抗生

素 联 用 ， 在 体 外 实 验 中 都 卓 有 成 效 [12] 。

D’Herelle[13]首次用噬菌体治愈了细菌性痢疾患

者，噬菌体治疗逐渐成为了研究热点。相比于抗

生素治疗，噬菌体具有显著优势，例如路建彪  

等[14]分离的噬菌体 Bp1805 能裂解致病性大肠杆

菌，作用效果优于恩诺沙星和硫酸庆大霉素等抗

生素；张辉等[15]分离的噬菌体 SF-A2 能够有效防

控福氏志贺氏菌在食品中的污染。此外，噬菌体

在禽畜疾病的预防和治疗中也具有显著效果，

Cha 等[16]用噬菌体 CJ12 治疗感染肠毒性大肠杆菌

(Enterotoxic Escherichia coli，ETEC)的猪后发现，

粪便中的 ETEC 数量减少了约 60%；Lau 等[17]用噬

菌体 EC1 治疗感染大肠杆菌的肉鸡，死亡率从

83.3%下降至 13.3%；袁玉玉[18]用噬菌体 YSP2 治

疗鸡白痢病，治愈率高达 80%。可见，噬菌体在

替代抗生素治疗细菌性疾病方面具有显著效果和

广阔的应用前景。 

因抗生素的滥用，导致耐药菌株不断出现，
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药物的可用范围也逐渐缩小[19]，寻找新的抗菌药

物和治疗方案成为亟待解决的问题。本研究从病

鸡肠道黏膜分离出 26 株志贺氏菌，以肉鸡为动物

模型进行致病性检测，对其中致病性 强的菌株

(BDS8)进行耐药性测定；为志贺氏菌在畜牧行业

的防控提供指导建议。以志贺氏菌 BDS8 为宿主

从健康的鸡粪便中分离噬菌体，对其生物学特性

进行研究，以期为耐药性志贺氏菌的噬菌体治疗

提供理论依据，也为研究噬菌体替代抗生素治疗

的应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

分离志贺氏菌选用的病鸡和实验动物模型的

130 只 30 日龄的健康肉鸡，源自广西壮族自治区南

宁市某鸡场。大肠杆菌 CMCC(B)44102、沙门氏菌

CMCC(B)50094、肠炎沙门氏菌 CMCC(B)50335、

肠炎沙门氏菌亚种 ATCC14028、猪霍乱沙门氏菌

ATCC13312、金黄色葡萄球菌 ATCC6538、大肠

杆菌 K88 和大肠杆菌 K99 均为昆明理工大学生命

科学与技术学院噬菌体与肠道微生物课题组保藏

菌种。 

1.2  主要试剂和仪器 

细菌基因组提取试剂盒，天根生化科技(北京)

有限公司；志贺氏菌选择琼脂培养基(SS 培养基)，

广东环凯微生物科技有限公司；16 种抗生素药敏

纸片(氨苄西林、头孢噻肟、头孢曲松、头孢他

啶、氨曲南、庆大霉素、阿米卡星、链霉素、四

环素、环丙沙星、磺胺甲恶唑、氯霉素、阿莫西

林、复方磺胺甲恶唑、萘啶酸、复方新诺明)，比

克曼生物科技有限公司；0.22 µm 滤膜，天津市津

腾实验设备有限公司；DNase I、RNase I，上海翊

圣生物科技有限公司；PEG8000，BioFroxx 公司。

电热恒温培养箱、恒温摇床，上海一恒科学仪器

有限公司；冷冻高速离心机，Heruse 公司；透射

电子显微镜，上海铸金分析仪器有限公司。 

1.3  培养基及溶液配制 

LB 液体培养基参考文献[20]，固体培养基加

1.5%的琼脂；半固体培养基加 0.7%的琼脂。 

PBS 缓冲液：称取磷酸二氢钠 31.2 g，定容

至 1 L，为 A 液；称取磷酸氢二钠 71.63 g，定容

至 1 L，为 B 液；取 A 液 28 mL 和 B 液 72 mL，

稀释 1 倍后用盐酸调至 pH 为 7.4。 

SM 缓冲液：氯化钠 5.8 g，硫酸镁 2.0 g，   

1 mol/L Tris-HCl (pH 7.5) 50 mL，2%明胶 5 mL，

加蒸馏水至 1 L，1.0×105 Pa 灭菌 20 min，4 °C 条

件下保存备用。 

1.4  志贺氏菌的分离鉴定 

刮取病鸡肠道黏膜物溶于无菌水中漩涡振

荡，静置 1 h，取上清液涂布于 SS 固体培养基

上，倒置于 37 °C 恒温培养箱中培养过夜。次

日，挑取不同大小及形态的单菌落分别接种于 LB

液体培养基中，37 °C、150 r/min 振荡培养 24 h，

蘸取菌液于 LB 固体培养基上划线，在 37 °C 恒温

培养箱中培养。重复上述步骤 3−5 次得到纯化的

细菌。 

将纯化后的细菌培养至对数期 OD600 约为 0.8

后，用细菌基因组提取试剂盒提取细菌的 DNA。

使用细菌通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGG 

CTCAG-3′)和 1492R (5′-GGYTAC-CTTGTTACGA 

CTT-3′)对分离株进行 16S rRNA 基因扩增。PCR 反

应体系(20 μL)：2×Taq Master Mix 缓冲液 10 μL，

DNA 模板 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，

ddH2O 7 μL。PCR 反应条件：94 °C 1 min；94 °C 

50 s，56 °C 45 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C  

10 min，4 °C 保存[21]。取 PCR 产物 5 μL，用 1.5%

琼脂糖凝胶电泳检测。将检测后 PCR 产物送至生

工生物工程(上海)股份有限公司测定基因序列，测

序结果在 GenBank 中进行 BLAST 比对分析。 

1.5  志贺氏菌致病性测定 

选 30 日龄的肉鸡，每组各 5 只，实验前 1 天

断水断料处理。将志贺氏菌分离株均培养至约
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1×108 CFU/mL，对每只肉鸡分别灌喂 1 mL 后正

常饲养，24 h 内跟踪观察其发病情况。在灌喂后 

7 d 和 15 d 时，将染病 严重的肉鸡进行解剖并观

察其病理特征。 

1.6  志贺氏菌耐药性测定 

将致病性 强的菌株接种于 LB 液体培养基

中，37 °C，150 r/min 培养至对数期(OD600 约为

0.8)。取细菌培养液 100 μL 与 5 mL 的 LB 半固体

培养基混匀倒入 LB 平板上，夹取药敏纸片贴于培

养基表面，于 37 °C 恒温培养箱中培养 24 h，观察

药敏纸片周围有无抑菌圈，并测量抑菌圈直径(d)

大小。按照美国临床实验室标准化研究所(Clinical 

and Laboratory Standards Institute，CLSI)的标准判

定为敏感(S)、中敏(I)或耐药(R)[22]。 

1.7  噬菌体的分离纯化 

以福氏志贺氏菌 BDS8 为宿主，在 300 mL LB

液体培养基中加入 50 g 健康的肉鸡粪便和 10 mL

宿主菌悬液，37 °C、150 r/min 振荡培养 48 h。培养

液经 4 °C、8 000 r/min 离心 10 min，用 0.22 µm 滤

膜过滤上清后得到噬菌体液，用蒸馏水梯度稀

释至 10−6 后，取 10−4、10−5、10−6 的噬菌体液  

100 μL 与同体积的宿主菌铺双层平板，于 37 °C

培养至长出透亮的单个噬菌斑。挑取噬菌斑接种

于培养至对数期的宿主菌液中增殖噬菌体。将噬

菌体培养液再次离心，按上述步骤重复 3−5 次得

到纯化的噬菌体。 

1.8  噬菌体形态观察 

1.8.1  噬菌体的浓缩 

将培养好的噬菌体液于 4 °C、8 000 r/min 离

心 15 min，收集上清液加入 DNase I 和 RNase I 至

终浓度为 1 µg/mL，于 37 °C 恒温培养箱中温育  

3 h 后，加入 NaCl 至终浓度为 1 mol/L，快速搅拌

溶解后冰浴 2 h。经 4 °C、10 000 r/min 离心 10 min

取上清，加入 10%的 PEG8000 搅拌溶解，冰浴 

12 h，相同条件下离心 10 min，弃上清。将噬菌

体沉淀重悬于 SM 缓冲液中，继续浸泡 1 h。然后

加入 SM 等体积的氯仿溶液抽提悬液中的 PEG 和

细胞碎片，振荡 30 s，于 4 °C、4 000 r/min 离心

15 min，分离有机相和亲水相，收集亲水相，用

双层平板法测定浓缩噬菌体液的效价。 

1.8.2  透射电镜观察 

取 20 μL 噬菌体浓缩液滴加到复膜铜网上，

室温下自然沉淀 15 min。待样品未完全干燥时，

滴加 2%磷钨酸染色 2 min，用滤纸吸取多余的染

液，室温放置 2 min 后用透射电子显微镜观察。 

1.9  噬菌体的生物学特性研究 

1.9.1  宿主谱筛选 

用 34 株细菌(26 株志贺氏菌分离株 BSD1− 

BDS26 与其余 8 株标准菌株)进行宿主谱测定。受

试菌于 37 °C、150 r/min 培养过夜，取 100 μL 受

试菌铺双层平板，随后将 5 μL 噬菌体浓缩液滴于

双层平板上；待噬菌体浓缩液被吸收后，倒置于

37 °C 恒温箱中培养，观察噬菌体对受试菌株的裂

解情况，每个受试菌做 3 个平行。 

1.9.2  最佳感染复数(Multiplicity of Infection，

MOI) 

将宿主菌培养至 1×108 CFU/mL。按照感染复

数 100、10、1、0.1、0.01、0.001 的比例，加入噬

菌体液和宿主菌，于 37 °C、150 r/min 振荡培养  

4 h 后 12 000 r/min 离心 10 min，收集上清液，测

定噬菌体效价。每组重复 3 次，计算平均值。 

1.9.3  一步生长曲线 

将 宿 主 菌 接 种 于 LB 液 体 培 养 基 中 ， 在

37 °C、150 r/min 振荡培养至 1×108 CFU/mL。按

佳的感染复数比例加入噬菌体，37 °C 吸附 15 min

后于 12 000 r/min 离心 1 min 弃上清，用 LB 液体

培养基洗涤 2 次，去除未被吸附的噬菌体颗粒。

沉淀中加入 30 mL 的 LB 液体培养基，迅速置于

37 °C、150 r/min 振荡培养，同时开始计时，从  

0 时刻开始取样，每 15 min 一次，用双层平板法

测定每个时间点的噬菌体效价。每组重复 3 次，

取平均值。 
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1.9.4  pH 和热稳定性 

取噬菌体液(108 PFU/mL)按 1:9 的体积比分别

加入到不同 pH (2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0、11.0、12.0、13.0)的 SM 缓冲液

中，37 °C 孵育 2 h 后，用双层平板法测定效价。

对于热稳定性，取 1 mL 噬菌体液(1×108 PFU/mL)

在不同温度(4、20、30、40、50、60、70、80 °C)

下处理 30 min 后，用双层平板法测定其效价。每

组均重复 3 次，取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  志贺氏菌的分离鉴定 

在 GenBank 数据库中利用 BLAST 对细菌的

16S rRNA 基因序列进行相似性比对，结果如表 1

所示，BDS1−BDS8、BDS12−BDS26 为福氏志贺

氏 菌 ， BDS9 和 BDS10 为 宋 内 氏 志 贺 氏 菌 ，

BDS11 为鲍迪氏志贺氏菌；其中福氏志贺氏菌的

占比高达 88%。将分离到的 26 株志贺氏菌分别命

名为 BDS1−BDS26。 

2.2  志贺氏菌的致病性测定 

26 株志贺氏菌的致病性评估如表 2 所示。结

果显示，灌喂 BDS8 后的肉鸡 2 h 出现腹泻，12 h

有排血便，24 h 未见好转(图 1)。灌喂其他志贺氏

菌分离株的肉鸡，24 h 内只出现轻微腹泻或不出

现腹泻。感染 BDS8 菌株的肉鸡 6 h 后主要表现为

精神萎靡、进食量少、缩头闭眼等症状(图 2A)。

解剖后与未感染致病菌的肉鸡相比，被 BDS8 感

染 7 d 的肉鸡，心脏肥大且不光泽；感染 15 d 的肉

鸡体内有大量的黄色结节、心脏更加肥大且被黄

色心包膜包被(图 2B)、肠系膜出血明显(图 2C)，表

明福氏志贺氏菌 BDS8 对肉鸡具有较强的致病性。 

2.3  志贺氏菌耐药性测定 

如表 3 所示，氨苄西林、头孢噻肟、头孢曲

松 、 头 孢 他 啶 、 氨 曲 南 、 环 丙 沙 星 、 阿 莫 西

林、萘啶酸抑制福氏志贺氏菌 BDS8 的直径大于

18 mm；庆大霉素、阿米卡星、链霉素、四环

素、氯霉素抑制福氏志贺氏菌 BDS8 的直径为

7−13 mm；磺胺甲恶唑、复方磺胺甲恶唑和复

方新诺明对福氏志贺氏菌 BDS8 没有抑菌作用。

以上结果证实了福氏志贺氏菌 BDS8 具有多重耐

药性。 

2.4  噬菌体的形态特征 

噬菌体负染样品通过透射电镜照片显示噬菌

体ΦDS8 的头部是二十面体形状，直径为 61±2 nm，

有一条长尾为 165±2 nm (图 3)。根据噬菌体 新

分类与命名[23]，属于长尾噬菌体科。 

2.5  噬菌体的生物学特性分析 

2.5.1  噬菌体 ΦDS8 宿主谱筛选 

如表 4 所示，在被检测的 34 株细菌中，噬

菌 体 ΦDS8 对 福 氏 志 贺 氏 菌 BDS3 、 BDS8 、

BDS13、BDS21、BDS26 有裂解作用，均出现清

晰透明的噬菌斑；而对宋内氏志贺氏菌、鲍迪氏

志贺氏菌以及其他属大肠杆菌、沙门氏菌、金黄

色葡萄球菌等均无裂解作用。表明噬菌体 ΦDS8

对福氏志贺氏菌具有宿主特异性。 

 
表 1  26 株志贺氏菌分离株鉴定 
Table 1  Identification of 26 Shigella isolates 

菌株 

Strains 

分子鉴定 

Molecular identification 

相似性 

Similarity (%) 

GenBank 登录号 

GenBank accession No. 

BDS1−BDS8, BDS12−BDS26 福氏志贺氏菌 Shigella flexneri 99 NR026331 

BDS9, BDS10 宋内氏志贺氏菌 Shigella sonnei 99 NR104826 

BDS11 鲍迪氏志贺氏菌 Shigella boydii 99 NR104901 
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表 2  志贺氏菌分离株致病性评估 
Table 2  Pathogenicity evaluation of Shigella isolates 

菌株 

Strains 

致病性 

Pathogenicity 

菌株 

Strains 

致病性 

Pathogenicity 

BDS1 ++ BDS14 ++ 

BDS2 ++ BDS15 ++ 

BDS3 ++ BDS16 ++ 

BDS4 ++ BDS17 + 

BDS5 ++ BDS18 ++ 

BDS6 ++ BDS19 ++ 

BDS7 ++ BDS20 ++ 

BDS8 +++ BDS21 ++ 

BDS9 ++ BDS22 + 

BDS10 ++ BDS23 ++ 

BDS11 ++ BDS24 ++ 

BDS12 ++ BDS25 ++ 

BDS13 + BDS26 ++ 

注：+++：肉鸡出现严重腹泻，精神萎靡，排血便，在 24 h

内不会自愈；++：肉鸡出现轻微腹泻，在 24 h 内会基本自愈；

+：肉鸡基本不出现腹泻症状 

Note: +++: Broiler chickens presented severe diarrhea, apathetic, 
bloody stools, and did not self-healing within 24 h; ++: Broiler 
chickens presented mild diarrhea and could self-healing within  
24 h; +: Broiler chickens presented almost no diarrheal symptoms 

 

 
 
图 1  感染福氏志贺氏菌 BDS8 的肉鸡粪便图 
Figure 1  Feces of broiler chickens infected with Shigella 
flexneri BDS8 
注：A：感染前；B：感染 2 h；C：感染 12 h；D：感染 24 h 

Note: A: Before infection; B: Infection for 2 h; C: Infection for 
12 h; D: Infection for 24 h 

 
 
图 2  感染福氏志贺氏菌 BDS8 的肉鸡精神状态及病理

特征图 
Figure 2  Diagram of mental state and pathological 
features of broiler chickens infected with Shigella flexneri 
BDS8 
注：A：感染 6 h 后肉鸡精神状态图；B：感染后肉鸡心脏变

化图(0、7、15 d)；C：感染 15 d 后肉鸡肠道解剖图 

Note: A: Mental state of broiler chickens after 6 hours of 
infection; B: Heart changes of broiler chickens after infection (0, 
7, 15 d); C: Intestinal anatomy of broiler chickens after 15 d of 
infection 

 
表 3  福氏志贺氏菌 BDS8 耐药性试验 
Table 3  Drug resistance test of Shigella flexneri BDS8 
抗生素名称 

Antibiotic name 

抑菌圈直径 

Inhibition zone 
diameter (mm) 

敏感性 

Sensitivity

氨苄西林 Ampicillin 20 S 

头孢噻肟 Cefepime 31 S 

头孢曲松 Ceftriaxone 29 S 

头孢他啶 Ceftazidime 26 S 

氨曲南 Aztreonam 25 S 

庆大霉素 Gentamicin 7 I 

阿米卡星 Amikacin 13 I 

链霉素 Streptomycin 12 I 

四环素 Tetracyclines 9 I 

环丙沙星 Ciprofloxacin 24 S 

磺胺甲恶唑 Sulfamethoxazole 0 R 

氯霉素 Chloroamphenicol 8 I 

阿莫西林 Amoxicillin 19 S 

复方磺胺甲恶唑 

Compound sulfamethoxazole 

0 R 

萘啶酸 Nalidixic acid 18 S 

复方新诺明 Cotrimoxazole 0 R 

注：S：敏感；I：中敏；R：耐药 

Note: S: Sensitive; I: Intermediary; R: Resistant 
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图 3  噬菌体 ΦDS8 透射电镜照片 
Figure 3  TEM of phage ΦDS8 

 
表 4  噬菌体 ΦDS8 的宿主谱测定结果 
Table 4  Host spectrum determination of phage ΦDS8 
细菌编号 

Strain No. 

待测细菌 

Bacteria 

结果 

Results

BDS1−BDS2, 

BDS4−BDS7, BDS12, 

BDS14−BDS20, 

BDS22−BDS25 

福氏志贺氏菌分离株 

Shigella flexneri 

– 

BDS3, BDS8, BDS13, 

BDS21, BDS26 

福氏志贺氏菌分离株
Shigella flexneri 

+ 

BDS9, BDS10 宋内氏志贺氏菌分离株
Shigella sonnei 

– 

BDS11 鲍迪氏志贺氏菌分离株
Shigella boydii 

– 

CMCC(B)44102 大肠杆菌 Escherichia coli – 

CMCC(B)50094 沙门氏菌 Salmonella – 

CMCC(B)50335 肠炎沙门氏菌 

Salmonella Enteritidis 

– 

ATCC14028 肠炎沙门氏菌亚种
Salmonella enterica serovar 

Enteritidis 

– 

ATCC13312 霍乱沙门氏菌 

Salmonella Cholerae 

– 

ATCC6538 金黄色葡萄球菌
Staphylococcus aureus 

– 

K88, K99 大肠杆菌 Escherichia coli – 

注：+：裂解；−：不裂解 

Note: +: Cleavage; −: No cleavage 

 
2.5.2  最佳感染复数 

如表 5 所示，当感染复数为 0.1 时，噬菌体效

价达到 高值 2.8×109 PFU/mL，即 0.1 为噬菌体

ΦDS8 的 佳感染复数。 

表 5  噬菌体 ΦDS8 最佳感染复数 
Table 5  The optimal multiplicity of infection (MOI) of 
phage ΦDS8 
编号

No. 

噬菌体数 

Numbers of 
phages 
(PFU/mL) 

细菌数 

Numbers of 
bacteria 
(CFU/mL) 

感染复数 

MOI 

噬菌体效价

Phage titers
(PFU/mL) 

1 1×105 1×108 0.001 2.4×107 

2 1×106 1×108 0.01 5.2×108 

3 1×107 1×108 0.1 2.8×109 

4 1×108 1×108 1 1.3×109 

5 1×109 1×108 10 8.2×108 

6 1×1010 1×108 100 3.4×108 

 
2.5.3  一步生长曲线的测定 

由图 4 可知，噬菌体 ΦDS8 的感染周期约为

120 min，包括 75 min 的潜伏期和 45 min 的暴发

期。暴发量为整个过程中单个被裂解的宿主菌平

均释放的子代噬菌体数量[24]，每个感染细胞的暴

发量为 52 PFU/cell，之后噬菌体进入稳定期。 

2.5.4  pH 和热稳定性测定 

当 pH 为 3.0 时，噬菌体 ΦDS8 的效价相较于

pH 为 6.0 时降低了 48%；当 pH 为 2.0 和 12.0 时，

噬菌体基本失活(图 5A)，表明噬菌体 ΦDS8 的

适 pH 为 4.0−10.0。噬菌体 ΦDS8 在 50 °C 以下的温

度范围内效价维持在 80%以上，约为 108 PFU/mL；

70 °C 下孵育 1 h 噬菌体的存活率较 40 °C 时下降

了 60%，80 °C 下孵育 1 h 的噬菌体失活(图 5B)，

表明噬菌体 ΦDS8 在常规温度下具有较好的耐受

能力。 
 

 
 

图 4  噬菌体 ΦDS8 的一步生长曲线 
Figure 4  One step growth curve of phage ΦDS8 
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图 5  噬菌体 ΦDS8 的 pH 和热稳定性 
Figure 5  pH and thermal stability of phage ΦDS8 
注：将 pH 为 6.0 和温度为 40 °C 时的噬菌体效价定为 100% 

Note: The phage titer at pH 6.0 and temperature 40 °C was set as 100% 

 

3  讨论与结论 

志贺氏菌病是一种人畜共患病，可引起严重

的肠道炎症反应[25]。鸡志贺氏菌病是以鸡腹泻症

状为主的传染病。本研究从病鸡肠道中分离得到

26 株志贺氏菌，以 30 日龄的肉鸡为动物模型进

行致病性测定；发现灌喂福氏志贺氏菌 BDS8 的

肉鸡出现严重腹泻及血便，剖检病变特征为心脏

肥大、肠系膜出血明显等，这与许兰菊等 [26]首

次报道的志贺氏菌感染雏鸡后的主要症状相似，

表明福氏志贺氏菌 BDS8 具有较强的致病性。在

治疗细菌性疾病中，药敏试验具有重要的指导意

义，研究结果显示，福氏志贺氏菌 BDS8 对磺胺

甲恶唑、复方磺胺甲恶唑和复方新诺明具有耐药

性。在此之前，王润锦等 [27]从藏鸡中分离的福

氏志贺氏菌已经对普通青霉素类、四环素类和氨

基糖苷类等产生了强耐药性，这可能是因为福氏

志贺氏菌的耐药性随着抗生素的滥用逐渐增强。

由此可见，耐药菌株若在养殖业中快速传播，不

仅会对生物个体产生严重的危害，还会给养殖户

造成巨大的经济损失。本研究结果不仅证实了福

氏志贺氏菌 BDS8 对肉鸡具有强致病性作用，还

分析了其耐药范围，为防控福氏志贺氏菌提供参

考价值。 

噬菌体作为代替抗生素治疗的抗菌药物，不 
 

 

仅杀菌能力强，而且开发成本低廉。本研究从鸡

粪便中分离到一株福氏志贺氏菌噬菌体 ΦDS8，

经鉴定属于长尾噬菌体。纯化浓缩后得到高效

价纯化的噬菌体液(4×1010 PFU/mL)，高于噬菌体

vB_KpnP_IME308 (109 PFU/mL)[28] 和 噬 菌 体

vB_SauS_SAP3 (107 PFU/mL)[29]浓缩后的效价，表

明该噬菌体浓缩后具有更高的裂解效果。噬菌体

ΦDS8 的暴发时间为 45 min，暴发量为 52 PFU/cell，

相比于噬菌体 LP31 (暴发时间 90 min，暴发量为

23 PFU/cell)和 SP55 (暴发时间 80 min，暴发量  

40 PFU/cell)，具有暴发时间短和暴发量高的优势[30]。

噬菌体 ΦDS8 具有宿主特异性，对福氏志贺氏菌

BDS8 具有较强的裂解作用，但不能裂解其他种

属的细菌；这与张志宏等[31]的研究结果一致，均

对宿主菌有较高的裂解效率，由此证实了噬菌

体的高效特异性和高度专一性。但这种高度专

一性在高效、靶向性地杀灭致病菌的同时也会

造成噬菌体宿主谱狭窄和应用范围受限，而噬

菌体鸡尾酒疗法能有效解决这一问题[32]。Ganaie

等研究表明鸡尾酒治疗不仅扩大了宿主的裂解范

围，对病原菌的抑制作用也显著提高[33-34]。在今

后的研究中，我们将继续分离不同类别的志贺氏

菌噬菌体，并利用噬菌体鸡尾酒疗法来扩大志贺

氏菌的裂解范围。同时，针对不同地方及不同个
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体的志贺氏菌流行菌株进行研究，以达到 佳的

应用效果[35-36]。 

噬菌体耐受能力影响其应用范围。噬菌体

ΦDS8 在 pH 4.0−10.0、50 °C 以下范围内保持较高

的活性，较谭筱醴等 [37]报道的噬菌体 φRSm2C 

(pH 6.0−9.0) 有 更 广 的 酸 碱 活 性 范 围 ； 噬 菌 体

ΦDS8 在 80 °C 孵育 1 h 后失活，相比噬菌体

YNP1[38] (60 °C 失活)对温度的耐受能力更强。说

明噬菌体 ΦDS8 在实际生产实践和应用中，能够

保持较高的活性和稳定性。此外，在治疗多重耐

药细菌方面，噬菌体裂解酶的开发与应用也是噬

菌体治疗的新途径。何洋等[39]研究证实了噬菌体

与其表达的裂解酶活性范围相当，噬菌体裂解酶

通过破坏细菌细胞壁裂解宿主菌，具有更高的高

效性和安全性[40-41]。因此，我们将进一步分离噬

菌体 ΦDS8 的裂解酶，研究其杀菌效果，并应用

于后续的噬菌体治疗。本研究分析了福氏志贺氏

菌噬菌体 ΦDS8 的生物学特性，证实了噬菌体

ΦDS8 在治疗耐药性福氏志贺氏菌中具有巨大的

应用潜能，为该噬菌体在今后的鸡尾酒治疗、裂

解酶研究和动物治疗实验中提供基础数据。 
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