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摘  要：【背景】开发噬菌体产品是一种防控空肠弯曲菌有潜力的策略，但是面临噬菌体分离的挑

战。【目的】运用响应面法对宿主菌富集空肠弯曲菌噬菌体的培养条件进行优化。【方法】通过单因

素试验分析培养基、培养温度、培养转速、离子添加剂对噬菌体富集效果的影响，以噬菌体回收率

为评价指标，采用响应面法优化了空肠弯曲菌噬菌体的富集培养条件。【结果】在 37 °C 条件下进行

静置培养时，噬菌体富集培养效果最佳，回收率为 354.12%。分离噬菌体的过程包括采样并制备滤

液、宿主菌与样品滤液共培养及噬菌体分离与鉴定等环节。应用此方法从鸡粪便中分离空肠弯曲菌

噬菌体，与传统的单斑法相比，噬菌体分离率提高了 269.23%。【结论】研究优化的宿主菌富集噬菌

体培养方法可提高空肠弯曲菌噬菌体的分离效率，为噬菌体的研究提供思路。 
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Abstract: [Background] The development of a bacteriophage-based product for the control of 
Campylobacter jejuni is a promising biocontrol strategy. However, bacteriophage isolation is a 
complicated challenge. [Objective] Response surface methodology was used to optimize the enrichment 
conditions of Campylobacter jejuni phages. [Methods] The effects of culture medium, culture 
temperature, shaking and ion additive on phage enrichment were analyzed through the single factor test. 
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Based on response surface methodology (RSM), the recovery efficiency of phage was selected to evaluate 
enrichment culture conditions. [Results] The optimal culture conditions for enrichment were 37 °C and   
0 r/min, recovery efficiency was 354.12%. The main procedures of bacteriophage isolation include 
sampling and sample preparation, incubation of sample filtrated with indicator strains, bacteriophage 
isolation and identification. Compared to the single spot method without enrichment, this enrichment 
method could increase the phage isolation rate by 269.23% from chicken fecal samples. [Conclusion] The 
optimized enrichment conditions of Campylobacter jejuni phages could improve the isolation efficiency of 
phages. It provides a new idea for phage isolation. 

Keywords: phage, Campylobacter jejuni, isolation, enrichment 
 

噬菌体是侵袭细菌的病毒，通常分布在充满

细菌群落的地方，具有宿主特异性，可以有针对

性地使用噬菌体消杀细菌[1]。近年来有关噬菌体

的应用研究主要包括研发噬菌体相关生物制剂，

与抗菌制剂联用等策略防控细菌[2-5]。因此，分离

到具有裂解活性的噬菌体，是噬菌体实际应用研

究、探究噬菌体和细菌的相互作用以及噬菌体改

造的前提。 

常用的单斑法分离噬菌体主要流程为：(1) 制

备细菌双层平板；(2) 采集粪便等样本并获得滤

液；(3) 由样本滤液直接分离噬菌体[6]。此分离技

术所需样品滤液体积小，具有设备简单、试验周

期短和易观察的特点[6-7]。但是，该方法的缺点是

难分离到样本中浓度较低的噬菌体。为了提高噬

菌体分离率，许多研究者在金黄葡萄球菌噬菌

体、肺炎克雷伯菌噬菌体和鼠疫噬菌体的分离研

究中，将样品滤液和宿主菌液共培养使噬菌体增

殖，从而实现噬菌体富集 [8-10]。空肠弯曲菌噬菌

体的主要来源是家禽的粪便、胴体表面和屠宰场

污水[11-12]。近年，国际上有研究者应用富集方法

分离空肠弯曲菌噬菌体，由于空肠弯曲菌是微需

氧细菌，培养条件苛刻，利用其富集噬菌体具有

挑战性 [6,13-14]。利用宿主菌富集噬菌体是提高噬

菌体分离效率的关键，富集培养条件直接影响噬

菌体富集的效率[15]。目前系统地优化噬菌体富集

培养条件的报道较少，确定一种适用于空肠弯曲

菌噬菌体富集方法，对于提高噬菌体的分离效率

具有重要意义。因此，本研究以宿主菌富集噬菌

体，探究培养基、培养温度、培养转速、离子添

加剂对噬菌体富集效果的影响，将培养温度和转

速利用响应面法进行优化，选出最佳培养条件。

同时，采用该富集方法和单斑法从实际样本分离

噬菌体并对该方法分离噬菌体的效率进行评价。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和样本 

宿主菌：空肠弯曲菌 NCTC12662、YZU-01 

(75)、 YZU-02 (PO-19-9)、 YZU-03 (SQXN-5)、

YZU-04 (CW0803-3)均由本实验室分离鉴定并保

存。噬菌体 CP39 由本实验室从扬州市农贸市场的

污水样品分离鉴定并保存。鸡粪便样本采自扬州

市活禽市场。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 

NZCYM 肉汤，用于噬菌体的培养，生工生物

工程(上海)股份有限公司；Bolton 肉汤和 CCDA，

用于空肠弯曲菌的培养，OXOID 公司；MH 肉汤

和 BHI 肉汤，用于空肠弯曲菌的培养，BD 公司。

Tris-HCl 和琼脂，北京索莱宝科技有限公司；明

胶，上海翊圣生物科技有限公司。SM 缓冲液：

MgSO4·7H2O 2.0 g，NaCl 5.8 g，1 mol/L Tris-HCl 

(pH 7.5) 50 mL，2%明胶 5 mL，加超纯水至 1 L，

1×105 Pa 灭菌 15 min。 

0.22 μm 过滤器，广州洁特生物过滤股份有限

公司；厌氧罐，MGC 公司；隔热式恒温培养箱，

上 海 跃 进 仪 器 有 限 公 司 ； 台 式 冷 冻 离 心 机 ，

Eppendorf 公司。 
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1.3  方法 

1.3.1  噬菌体富集 

将 5 mL Bolton 肉汤装于离心管，分别加入 50 μL

的5.0×103−5.0×105 PFU/mL噬菌体CP39溶液，使培

养液中的噬菌体浓度为 5.0×101−5.0×103 PFU/mL，

与 50 μL 对数期 NCTC12662 菌液混合[15]。将离心

管于 42 °C 微需氧条件下静置培养 24 h，取 1 mL

培养物 12 000 r/min 离心 10 min，用 0.22 μm 滤器

过滤上清，收集滤液，做 3 组平行。响应面试验

中，接种噬菌体 CP39 终浓度为 5.0×101 PFU/mL，

其他条件不变。 

1.3.2  噬菌体回收率测定 

制备细菌平板，宿主菌液与培养基体积比为

1:10，取 400 μL 菌液与冷却至 45 °C 左右的 4 mL 

NZCYM 培养基(含 0.6%琼脂)混合均匀，迅速倒

入 NZCYM 平板(含 1.2%琼脂)上，轻柔摇晃均

匀，静置 15 min 左右待其晾干。取 1.3.1 中制备的

样品进行 10 倍梯度稀释，取 10 μL 样品滤液，以

单斑法在含有宿主的平板上点样，放置于 42 °C

微需氧环境下培养 18−24 h[14]。结果用回收率表

示，即处理后噬菌体滴度与接种噬菌体滴度的

比值[15]。 

1.3.3  富集噬菌体的单因素试验 

根据 1.3.1 制备富集培养液。选取 NZCYM、

Bolton 和 BHI 肉汤培养基进行培养，以噬菌体回

收率为指标评价培养基对噬菌体增殖的影响，

确定最佳培养基 [6,13,15]。选取不同转速(0、90、

180 r/min)进行培养，以噬菌体回收率为指标评价

培养转速对噬菌体增殖的影响，确定最佳培养转

速。选取不同温度(32、37、42、47 °C)进行培

养，以噬菌体回收率为指标评价培养温度对噬菌

体增殖的影响，确定最佳培养温度。分别加入不

同终浓度(0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L)的 CaCl2 溶

液，以噬菌体回收率为指标评价 CaCl2 溶液浓度

对噬菌体增殖的影响，确定最佳 CaCl2 溶液浓度。

分别加入不同终浓度(5、10、15、20 mmol/L)的

MgSO4 溶液，以噬菌体回收率为指标评价 MgSO4

溶液浓度对噬菌体增殖的影响，确定最佳 MgSO4

溶液浓度。分别加入不同终浓度(102、104、106、

108 CFU/mL)的 NCTC12662 菌液，检测宿主菌载

量对噬菌体回收率的影响。 

1.3.4  响应面试验 

运用软件 Design-Expert V8.0 中的 Central 

Composite 实验设计，根据单因素试验结果，选择

温度和培养转速为变量，试验因素与水平见表 1。

分别以 A、B 表示温度和转速，温度 37 °C 和转速

45 r/min 作为 0 水平，另外 2 组试验水平以−1 和 1

编码，以噬菌体回收率为响应值，获得宿主菌富

集空肠弯曲菌噬菌体的最佳培养条件。 

1.4  实际样本分离噬菌体 

使用棉签采集粪便装于含有 5 mL SM 缓冲液

的离心管，4 h 内返回实验室处理样品[12]。将样品

溶液 12 000 r/min 离心 10 min 除去较大杂质，通过

0.22 μm 滤器过滤上清，制成样品原液备用。分别

将 5 株宿主菌按照 1.3.2 制备细菌平板。采用单斑

法，取 10 μL 样品滤液，滴加在细菌平板上，晾干

后将双层平板置于 42 °C 微需氧环境培养 18−24 h，

观察有无透明斑块 [6,11]。同时，用宿主菌对样品

滤液作富集处理，宿主菌为空肠弯曲菌 YZU-01 

(75)、 YZU-02 (PO-19-9)、 YZU-03 (SQXN-5)、

YZU-04 (CW0803-3)和 NCTC12662，各取 200 μL

对数期菌液混合均匀，制成混合菌液，取 50 μL

混合菌液加入 5 mL Bolton 肉汤(1 mmol/L 的 CaCl2

溶液，10 mmol/L 的 MgSO4 溶液)，取 1 mL 样品

滤液加入其中，放置在 37 °C 微需氧条件下，静

置培养 24 h[6]。取 1 mL 培养液，12 000 r/min 离心

10 min，用 0.22 μm 滤器过滤上清，取 10 μL 滤液

滴加在细菌平板上，晾干后将双层平板置于 42 °C 

 
表 1  试验因素与水平 
Table 1  Factorial level of central composite design 

因素 Factor 水平 Level 

−1 0 1 

A 温度 Temperature (°C) 32 37 42 

B 转速 Shaking (r/min) 0 45 90 
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微需氧环境培养 18−24 h，观察细菌平板，若滴加

样本的区域形成透明斑块，记为噬菌体阳性，若

点样区无透明斑块，记为噬菌体阴性。 

2  结果与分析 

2.1  空肠弯曲菌噬菌体富集培养条件单因素试验 

2.1.1  培养基对噬菌体回收率的影响 

培养基影响噬菌体回收率的结果如图 1 所

示，噬菌体回收率与噬菌体接种量呈负相关，噬

菌体接种量越低富集效果越显著，以 Bolton 肉汤

为培养基，噬菌体回收率在 172.73%−375.89%之

间。结果显示富集效果最佳的培养基是 Bolton 肉

汤，噬菌体接种量为 101 PFU/mL，噬菌体回收率

可达 375.9% (P<0.05)。 

2.1.2  培养转速对噬菌体回收率的影响 

如 图 2 所 示 ， 静 置 培 养 噬 菌 体 回 收 率 为

172.73%−375.89%。摇床 180 r/min 培养富集噬菌

体的效率较低，噬菌体回收率在 178.92%−209.15%

之间。当噬菌体接种量为 101 PFU/mL，静置培养的

噬菌体回收率显著高于摇床(90 r/min 和 180 r/min)

培养(P<0.05)，最佳培养转速为 0 r/min。 

2.1.3  温度对噬菌体回收率的影响 

培养温度是影响噬菌体增殖的重要因素。

如图 3 所示，在 37 °C 和 42 °C 条件下富集噬

菌体的效率较高，37 °C 培养，噬菌体回收率在

168.20%−350.28%之间；42 °C 培养，噬菌体回收 

 

 
 
图 1  培养基对噬菌体回收率的影响 
Figure 1  Effect of medium on phage recovery efficiency 
Note: : P<0.05; : P<0.01 

 
 
图 2  培养转速对噬菌体回收率的影响 
Figure 2  Effect of shaking on phage recovery efficiency 
Note: : P<0.05 

 

 
 
图 3  温度对噬菌体回收率的影响 
Figure 3  Effect of temperature on phage recovery 
efficiency 
Note: : P<0.05; : P<0.01 

 
率在 165.10%−327.40%之间。当噬菌体接种量为  

101 PFU/mL，37 °C 培养的噬菌体回收率分别比

32 °C 和47 °C 培养高161.19%和158.71% (P<0.01)，

因此最佳培养温度为 37 °C。 

2.1.4  CaCl2 溶液和 MgSO4 溶液对噬菌体回收率

的影响 

在培养基添加不同浓度 CaCl2 溶液和 MgSO4

溶液对噬菌体富集的效果无显著差异(图 4)。噬

菌体接种量为 101 PFU/mL，培养液中分别加入

终浓度为 2.0 mmol/L 的 CaCl2 溶液和 20 mmol/L

的 MgSO4 溶液，噬菌体回收率最高。结果显

示，CaCl2 溶液和 MgSO4 溶液对噬菌体富集无显

著影响。 
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图 4  CaCl2溶液和 MgSO4溶液对噬菌体回收率的影响 
Figure 4  Effect of CaCl2 and MgSO4 solutions on phage 
recovery efficiency 

2.2  响应面试验结果 

2.2.1  回归方程及方差分析 

运用软件 Design-Expert V8.0 对响应面试验组

数据(表 2)进行回归拟合，得到二元二次回归模型

方程，进行方差分析，评价模型的统计学意义。 

噬 菌 体 回 收 率 =341.07+48.32A−21.28B− 

2.09AB−62.69A2−10.85B2。 

如表 3 所示，失拟项 P=0.088 7>0.05，无显著 

 
表 2  响应面试验设计及结果 
Table 2  Response surface design and experimental results 

试验号 

Experiment 
No. 

A 温度 

Temperature 
(°C) 

B 转速 

Shaking 
(r/min) 

回收率 

Recovery 
efficiency (%)

1 37 45 343.31  

2 37 45 339.86  

3 37 45 318.92  

4 32 0 215.47  

5 37 45 352.81  

6 44 45 274.33  

7 30 45 176.58  

8 37 45 341.00  

9 42 90 301.21  

10 32 90 182.48  

11 42 0 342.55  

12 37 108 295.26   

13 37 0 369.63  
 

 
表 3  响应面方差分析 
Table 3  Analysis of variance in RSM 

来源 

Source 

离差平方和 

SS 

自由度 

DF 

均方 

MS 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

Model 48 933.85  5 9 786.77 25.17  0.000 2 

A Temperature 18 488.47  1 18 488.47  47.54  0.000 2 

B Shaking 2 936.61  1 2 936.61  7.55  0.028 6 

AB 17.43  1 17.43  0.05  0.838 4 

A2 26 887.98  1 26 887.98  69.14  <0.000 1 

B2 562.20  1 562.20  1.45  0.268 3 

Residual 2 722.10  7 388.87  
 

Lack of fit 2 105.03  3 701.68  4.55  0.088 7 

Pure error 617.08  4 154.27  
 

Cor total 51 655.95  12 
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差异，说明模型的预测值与实际值拟合度高，可

用此模型进行优化(R2=0.947 3)。一次项 A (P<0.001)

具有显著差异；一次项 B (P<0.05)具有显著差

异；二次项 A2 (P<0.000 1)具有显著差异；培养温

度和转速在宿主菌富集噬菌体中发挥重要作用。 

2.2.2  响应面立体图分析 

响应面的结果如图 5 所示，温度和转速对噬

菌体回收率影响的响应面等高线呈椭圆形，说明

其交互作用对噬菌体回收率的影响较显著。响应面

向下开口，有极大值点，运用软件 Design-Expert 

V8.0 分析得出最佳培养条件：温度 38.95 °C，转

速 9.46 r/min， 此 条 件 下 噬 菌 体 回 收 率 预 测值      

为 361.06%。 

 

 
 
图 5  培养温度和转速对噬菌体回收率的影响 
Figure 5  Effect of temperature and shaking on phage 
recovery efficiency 
注：A：温度和转速对噬菌体回收率影响的响应面图；B：温

度和转速对噬菌体回收率影响的等高线图 

Note: A: Response surface graph for the effects of temperature and 
shaking on phage recovery efficiency; B: Contour map for the 
effects of temperature and shaking on phage recovery efficiency 

2.2.3  验证实验结果 

采用上述最佳培养条件进行宿主菌富集空肠

弯曲菌噬菌体试验，考虑到实际操作简便性，将

培养条件调整为温度 37 °C，转速 0 r/min，并检

测该培养条件的可行性。实际测得噬菌体回收

率为 354.12%，与预期值相差较小，噬菌体浓度

提高了 5 Log10 (PFU/mL)。结果表明，该模型预

测的利用宿主菌富集噬菌体的培养条件具有实

用性。 

2.3  宿主菌载量对噬菌体回收率的影响 

如图 6 所示，3 种宿主菌载量中(104、106、

108 CFU/mL)， 噬 菌 体 回 收 率 差 异 不 显 著 。 在

104、106、108 CFU/mL 的宿主菌中，噬菌体回收

率在 143.95%−364.46%之间。用 102 CFU/mL 的宿

主菌富集噬菌体时，噬菌体回收率较低，回收率

在 107.86%−229.54%之间。因此，104−108 CFU/mL

的宿主菌适用于富集噬菌体。 

2.4  实际样本分离噬菌体 

在扬州市活禽市场采集 75 份鸡新鲜粪便，分

别采用单斑法和此方法进行空肠弯曲菌噬菌体的

分离，结果如图 7 所示。采用单斑法，样本噬菌

体阳性率为 13% (10/75)。与单斑法相比，经富集

处理的噬菌体阳性率为 48% (36/75)，噬菌体分离

率提高了 269.23%。 

 

 
 
图 6  宿主菌载量对噬菌体回收率的影响 
Figure 6  Effect of host bacterial load on phage recovery 
efficiency 
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图 7  空肠弯曲菌噬菌体分离结果 
Figure 7  Results of phage isolation of Campylobacter 
jejuni 
 

3  讨论与结论 

在噬菌体分离过程中，可以利用宿主菌与样品

滤液共培养的方法提高噬菌体浓度，达到富集的

效果，从而提高分离噬菌体的效率。噬菌体回收

率是评价噬菌体富集效果的重要指标，而且与噬

菌体分离效率密切相关。培养温度和转速是噬菌

体富集的重要影响因素。目前系统地优化宿主菌

富集空肠弯曲菌噬菌体培养条件的研究较少。本

研究采用响应面法优化噬菌体富集培养条件，结

果显示最佳培养条件为温度 37 °C，转速 0 r/min，

噬菌体回收率可达 354.12%，噬菌体浓度提高了  

5 Log10 (PFU/mL)。采用单斑法和噬菌体富集法从

实际样本分离噬菌体，比较 2 种方法的噬菌体分离

效率，富集法的噬菌体分离率比单斑法的提高了

269.23%。噬菌体的分离受到样本中噬菌体载量影

响，Nafarrate 等从鸡肉表皮分离弯曲菌噬菌体，

样本中噬菌体浓度为 50 PFU/g，采用宿主菌富集

噬菌体，噬菌体回收率在 330%−560%之间[15]。本

研究中噬菌体原始浓度为 50 PFU/mL，经宿主菌富

集处理，其浓度提升了 5 Log10 (PFU/mL)。经实际样

本验证，采用富集方法显著提高了噬菌体的分离效

率。现实样本中噬菌体数量较少时，经过运输和预

处理等环节，可能影响噬菌体的分离效率。此外，

噬菌体与细菌的鞭毛或荚膜多糖等细胞受体结合，

通过多种途径侵染细菌，需要进一步研究该富集培

养条件对空肠弯曲菌噬菌体的适用范围[16]。本研

究对利用宿主菌富集噬菌体的培养条件进行优化，

提高了空肠弯曲菌噬菌体的分离效率，为噬菌体研

究提供了参考。 
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