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摘   要：【背景】副溶血弧菌是南美白对虾养殖中常见的致病菌，传统的抗生素防治办法不仅低

效，而且越来越难以满足食品安全和绿色环保及可持续发展的要求。副溶血弧菌的生物防治是南

美白对虾养殖业可持续发展的必由之路。噬菌体是天然安全的活体抗菌剂，因其对特定细菌的专

一性感染和高效性裂解而备受关注。【目的】分离一株能高效裂解副溶血弧菌的烈性噬菌体，为探

索副溶血弧菌的噬菌体防治方法提供基础研究。【方法】以 28 株病虾来源的副溶血弧菌为宿主菌，

用双层琼脂平板法从海鲜市场污水中分离副溶血弧菌噬菌体；点斑法测定噬菌体的裂解谱，并对

筛选到的宽裂解谱噬菌体进行透射电镜(transmission electron microscopy，TEM)观察、生物学特性

测定和全基因组序列分析。【结果】分离筛选到一株副溶血弧菌烈性噬菌体，命名为 Vpas_PP24。
透射电镜观察显示该噬菌体头部为二十面体，有一长尾，头部长约 92 nm，宽约 46 nm，尾部长约

147 nm，属于有尾噬菌体目长尾噬菌体科。其基因组全长 83 482 bp，预测有 118 个开放阅读框(open 
reading frames，ORFs)，具有已知功能的有 13 个，不含非编码 RNA、毒力基因及抗生素抗性基因。

基因组一致性对比显示噬菌体 Vpas_PP24 可能为弧菌噬菌体的一个新种。Vpas_PP24 对 28 株副溶

血弧菌的裂解率为 54%，对其他种属的 116 株弧菌的总裂解率为 16%；最佳感染复数(multiplicity of 
infection，MOI)为 0.000 1，效价可达 3.0×1010 PFU/mL。一步生长曲线显示 Vpas_PP24 的潜伏期为

10 min，暴发期为 150 min，暴发量为 30 PFU/cell。该噬菌体在温度<50 ℃、pH 4.0−11.0 范围内活

性稳定，对糜蛋白酶、木瓜蛋白酶和对虾肝胰腺酶提取液的水解作用不敏感，但蛋白酶 K 可快速

使其失活，紫外辐照也能使 Vpas_PP24 失活。宿主菌对该噬菌体的不敏感突变频率为 2×10−5。【结

论】分离筛选到一株裂解谱较宽、基因型较新、生物学性质较稳定的副溶血弧菌噬菌体，该噬菌
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体具有进一步开发成为新型副溶血弧菌抗菌剂的潜力。 

关键词：副溶血弧菌噬菌体；生物学特性；全基因组分析  
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Abstract: [Background] Vibrio parahaemolyticus is a major pathogen of Penaeus vannamei. Posing a 
threat to food safety, environment, and sustainable development, conventional antibiotic therapy is no 
longer effective. Biocontrol of this bacteria seems to inevitable for the sustainable development of P. 
vannamei aquaculture. Phage, a natural safe antibacterial, is highly specific and typically only infects or 
kills an individual species of bacteria with high efficiency. [Objective] To identify virulent phage that 
can efficiently lyse V. parahaemolyticus so that the set of methodology was established to explore the 
phage agents for the control of V. parahaemolyticus. [Methods] Double-layer agar technique was used 
to enrich phages from sewage samples of seafood market with 28 strains of V. parahaemolyticus derived 
from diseased shrimps. The lytic spectra of phages were determined through spot test. The one with 
broad spectrum was characterized by transmission electron microscopy, biological characterization, and 
whole-genome sequencing. [Results] Vpas_PP24, a virulent phage against V. parahaemolyticus was 
screened out. It had an icosahedral head with about 92 nm in length and around 46 nm in width and a 
long tail of about 147 nm in length, which was thus identified as a member of Siphoviridae in 
Caudovirales. The full-length genome of Vpas_PP24 was 83 482 bp, and it harbored 118 open reading 
frames (ORFs), with 13 known protein-coding genes, and no non-coding RNA, virulence genes, or 
resistance genes. Genome alignment suggested that Vpas_PP24 may be a new phage species against 
Vibrio. The phage could lyse 15 (54%) of the 28 V. parahaemolyticus strains and 18 (16%) of 116 other 
Vibrio species. The optimal multiplicity of infection (MOI) of Vpas_PP24 was 0.000 1 and titer was 
3.0×1010 PFU/mL. One-step growth curve indicated that it had a latent period of 10 min, rise period of 
150 min, and burst size of 30 PFU/cell. The optimal temperature and pH for the phage growth 
were<50 ℃ and pH 4.0–11.0, respectively. The phage was tolerant to chymotrypsin, papain, and shrimp 
hepatopancreas extract but sensitive to proteinase K. Vpas_PP24 was also sensitive to ultraviolet 
radiation. The emergence frequency of Vpas_PP24-insensitive mutants was 2×10−5. [Conclusion] A 
virulent phage Vpas_PP24 with new genotype was screened out. It has the potential to be further 
developed into novel anti-V. parahaemolyticus agent, thanks to its broad lytic spectrum, biological 
properties, as well as its promising stability. 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus phage; biological characterization; whole-genome analysis 
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副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种

革兰氏阴性细菌，广泛存在于海水和水产养殖动

物中，是一种典型的人鱼共患致病菌[1]。在公共卫

生方面，副溶血弧菌是我国引起食物中毒的最主

要病原菌之一[2]。在水产养殖特别是南美白对虾的

养殖中，副溶血弧菌则是造成养殖失败的最主要

因素之一。2009 年以来，肆虐我国及东南亚南美

白对虾主产国的对虾急性肝胰腺坏死病(acute 
hepatopancreatic necrosis disease，AHPND)造成对

虾大量死亡，给对虾养殖业带来了巨大的经济损

失，其最主要病原菌就是副溶血弧菌[3-4]。 
抗生素类药物曾经是水产养殖中防治副溶

血弧菌感染的首选药物，但抗生素的长期过量

使用及滥用不仅造成耐药性细菌蔓延、药物残

留和环境污染等一系列恶果，而且最终导致南

美白对虾养殖陷于不可持续的窘境。南美白对

虾高产稳产与国民日益增长的对绿色、健康、

环保食品的需求之间的矛盾日益突出，因此亟

须更加安全、有效、环保的方法来防治水产养

殖中由副溶血弧菌引发的弧菌性疾病。 
噬菌体(becteriophage，phage)即原核生物

的病毒[5]，在自然界中伴随细菌而存在，是细

菌的天然制衡者，对维持自然界的生态系统平

衡和物质循环至关重要[6]。噬菌体分为烈性噬

菌体 (virulent phage)和温和噬菌体 (temperate 
phage)，烈性噬菌体侵染宿主后能快速将其裂

解，同时自身获得几十至几百倍的增殖。由于

噬菌体的天然性、专一性和安全性，早在抗生

素发现应用之前，其就被用于细菌性疾病的治

疗研究[7]。目前，寻求抗生素之外的病原菌防

治策略不仅是人类医学的课题，更是水产和畜

禽养殖产业的紧迫需求，而噬菌体这一古老而现

代的抗菌剂重新受到养殖界的广泛关注。本研究

以实验室前期从南美白对虾病虾及养殖环境中

分离的 28 株副溶血弧菌为宿主菌，采用双层琼

脂平板法从海鲜市场污水中分离效价高、裂解率

高的噬菌体，并对其生物学性质进行研究，以期

为后续噬菌体的开发及应用奠定理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  副溶血弧菌和其他弧菌 

副溶血弧菌：28 株分离株，本实验室保藏，

分离自山东、江苏、浙江、福建、广东、广西

等地区的南美白对虾病虾及养殖环境。 
其他弧菌：116 株，分离自上述各地南美

白对虾病虾及养殖环境。 
1.1.2  噬菌体分离样品 

分离样品采集自青岛市内的城阳海鲜市

场、南山海鲜市场等 11 个海鲜市场，以及广西

壮族自治区南宁市 7 个海鲜市场的下水道污水。 
1.1.3  培养基 

2216E 液体培养基和 TCBS 琼脂培养基购

自青岛高科园海博生物技术有限公司；3×2216E
液体培养基：2216E 液体培养基 112.30 g，蒸馏水

1 000 mL；2216E 半固体培养基：2216E 液体培

养基 37.43 g，琼脂粉 7.00 g，蒸馏水 1 000 mL；

2216E 固体培养基：2216E 液体培养基 37.43 g，
琼脂 15.00 g，蒸馏水 1 000 mL。各培养基分别

按对应商品培养基的建议条件进行灭菌。 
1.1.4  主要试剂和仪器 

PBS 缓冲液参考丁同燕等[8]方法配制，磷酸

盐单独灭菌冷却后加入；噬菌体基因组提取试剂

盒，上海源叶生物科技有限公司。生化培养箱，

上海申贤恒温设备厂；洁净工作台，江苏安泰空

气技术有限公司；恒温振荡器，苏州培英实验设

备有限公司；台式离心机，湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  噬菌体的分离、纯化和增殖 

噬菌体的分离、纯化和增殖参考丁同燕  
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等[8]的方法。分别取污水样品 50 mL，加入 50 mL 
3×2216E 液体培养基，再分别接种 28 株副溶血

弧菌各 2 mL，37 ℃、180 r/min 振荡培养 12 h
进行噬菌体富集。富集液 8 000×g 离心 5 min，
取上清过 0.22 μm 滤膜备用。 

分别取对数生长期(37 ℃、180 r/min 培养  
4 h，OD600 约 0.6)的副溶血弧菌 100 μL 加入    
5 mL 灭菌后 50 ℃保温的 2216E 半固体培养基

中，迅速混匀并倾注在 2216E 固体培养基平板

上。待上层琼脂凝固后分别取富集液 5 μL 点种

在各平板上。待富集液吸收后倒置平板于生化

培养箱，37 ℃培养 6−12 h，检查各平板是否出

现噬菌斑，出现噬菌斑对应的副溶血弧菌即确

定为宿主菌。 
挑取噬菌斑上层琼脂于 1 mL 磷酸缓冲盐

(phosphate-buffered saline, PBS)缓冲液中 40 ℃
水浴浸提 30 min，室温 8 000×g 离心 5 min，上

清液过 0.22 μm 无菌滤膜，再用 PBS 缓冲液   
10 倍倍比梯度稀释到适当浓度。分别取各梯度

稀释液 100 μL 与 100 μL 对数期宿主菌悬液混

匀，37 ℃孵育 5 min 后加至 5 mL 50 ℃保温的

2216E 半固体培养基中，迅速混匀并倾注在

2216E 固体培养基平板上，37 ℃培养 6−12 h，
挑取单个噬菌斑纯化 3−5 次，直至同一个平板

上的噬菌斑大小、形态一致，纯化即完成。 
挑取纯化的单个噬菌斑同上浸提、离心、

过滤除菌，取滤液 100 μL 接种至 5 mL 2216E 液

体培养基管中，再接种对数期宿主菌液 
100 μL，37 ℃、180 r/min 恒温振荡培养约 2−5 h，
直至试管中培养液变澄清并出现絮状沉淀时收

获噬菌体增殖液。噬菌体增殖液同上离心、过

滤除菌后，于 4 ℃保存备用。 
1.2.2  高裂解率噬菌体的筛选 

各副溶血弧菌菌株培养至对数生长期

(OD600 约 0.6)，依次制作双层平板：取菌液 100 μL

加入灭菌后 50 ℃保温的 5 mL 2216E 半固体培

养基中，混匀后倾注在 2216E 固体培养基平板

上。待上层琼脂凝固后，分别吸取噬菌体增殖

液 5 μL 点在各平板上。置于生化培养箱 37 ℃
培养 6−12 h，观察点滴处是否出现噬菌斑。选

取裂解副溶血弧菌数量最多的噬菌体进行后续

研究[9]。 
1.2.3  噬菌体的透射电镜观察 

将效价≥109 PFU/mL 的噬菌体除菌增殖液

送至青岛大学松山医院进行磷钨酸负染色法[10]

透射电镜 (transmission electron microscopy，
TEM)观察。 
1.2.4  噬菌体裂解谱的测定 

依 1.2.2 的方法测定噬菌体对实验室保藏

的所有弧菌的裂解性，重复 3 次，统计得到噬

菌体的裂解谱。 
1.2.5  最佳感染复数的测定 

2216E 液体培养基试管中依次接种噬菌体

(1.0×108 PFU/mL)和对数期宿主菌(1.0×108 CFU/mL)，
使感染复数(multiplicity of infection，MOI)，即

噬菌体数/宿主菌数分别为 10、1、0.1、0.01、
0.001、0.000 1、0.000 01，37 ℃、180 r/min 恒

温振荡培养 12 h 后测定各组效价，效价最高组

所对应的感染复数即为最佳感染复数[11]。采用

双层琼脂法测定噬菌体效价：噬菌体样品 10 倍

倍比梯度稀释，选取适当梯度的稀释液铺双层

琼脂平板，具体步骤同噬菌体的纯化；选取噬

菌斑数量在 30−300 之间的平板作为有效平板

计算效价；噬菌体效价(PFU/mL)=PFU×稀释倍

数×10/mL[12]。 
1.2.6  一步生长曲线的测定 

参考 Lu 等 [11]的方法，将噬菌体增殖液

(1×109 PFU/mL)与对数期宿主菌(1×108 CFU/mL)
按照 MOI=10 的比例加入到 2216E 液体培养基

中，37 ℃孵育 10 min，12 000 r/min 离心 30 s，
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用 2216E 液体培养基洗涤沉淀 3 次，最后加入

等体积 37 ℃保温的 2216E 液体培养基，37 ℃、

180 r/min 振荡培养，每隔 10 min 取样测定   
效价。以时间为横坐标、噬菌体效价的对数值

为纵坐标，绘制噬菌体的一步生长曲线。暴发

量=裂解末期噬菌体的效价/裂解初期宿主菌的

浓度。 
1.2.7  噬菌体不敏感突变频率的测定 

参考 Gutiérrez 等[13]的方法测定噬菌体不敏

感突变频率 (bacteriophage insensitive mutants 
frequency，BIMF)。分别各取 100 μL 新鲜培养

的对数期宿主菌稀释液 (1×105 CFU/mL)和噬  
菌体增殖液(1×108 PFU/mL)混匀，37 ℃水浴  
10 min 后稀释涂布 TCBS 平板。以 PBS 缓冲液

代替噬菌体增殖液为对照，同样方法处理后稀

释涂布 TCBS 平板。37 ℃培养 12 h，统计 TCBS
平板上的菌落数(假定不敏感菌落数)。挑取平板

上的所有菌落分别接种于 2216E 液体培养基，

37 ℃、180 r/min 培养 6 h，点斑法测定各菌落

培养物对噬菌体的敏感性，统计不被裂解的菌

落数(确定不敏感菌落数)。BIMF 为确定的不敏

感菌落数量与总菌落数(对照平板)的比值。 
1.2.8  噬菌体的温度稳定性 

噬菌体增殖液分别于 40、50、60 和 70 ℃
水浴中处理 20、40 和 60 min 后测定效价。 
1.2.9  噬菌体的 pH 稳定性 

使用 1 mol/L 盐酸和 1 mol/L 氢氧化钠溶液

分别调节噬菌体增殖液的 pH 值至 2.0、3.0、4.0、
5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0 和 12.0，37 ℃
保温 1 h 和 24 h 后复调至 7.0±0.5，测定效价[8]。 
1.2.10  噬菌体的蛋白酶稳定性 

使用 PBS 缓冲液分别配制浓度为 20 mg/mL
的糜蛋白酶、木瓜蛋白酶和蛋白酶 K 溶液。取

鲜活南美白对虾肝胰腺，加入 2 倍 PBS 缓冲液

研磨匀浆，12 000 r/min 离心 10 min，取中层清

液为对虾肝胰腺蛋白酶粗提液。1:1 混合噬菌体

增殖液和 3 种蛋白酶及对虾肝胰腺蛋白酶粗提

液，37 ℃水浴 1 h 后测定效价。以 1:1 混合 PBS
缓冲液为对照，计算各组效价得率。 
1.2.11  噬菌体的紫外辐照稳定性检测 

分别吸取 5 mL 噬菌体增殖液于 90 mm 培

养皿中使之形成均匀的薄液层，置超净工作台

中紫外灯管下方 30 cm 处去盖照射 0、5、10、

15、20、25、30、40、50 和 60 min 后立即测定

效价。以辐照时间为横坐标、效价为纵坐标绘制

活性曲线[8]。 
1.2.12  噬菌体的全基因组测序分析 

采用噬菌体基因组提取试剂盒(PEG 沉淀

法)，依推荐方法进行噬菌体基因组的提取，样

品送至南京派森诺基因科技有限公司进行全基

因组测序分析。全基因组序列在 NCBI 数据库

中使用 BLASTn 工具(https://blast.ncbi.nlm.nih. 

gov/Blast.cgi)进行基因组一致性比对；在 VFDB

数据库(http://www.mgc.ac.cn/VFs/)中进行致病

菌毒力因子预测；在 CARD 数据库(https://card. 

mcmaster.ca/)中进行抗生素抗性基因预测；通过

Circoletto 在线工具(http://tools.bat.infspire.org/ 

circoletto/)构建基因组序列比对环状图；使用在

线工具 JSpeciesWS (http://jspecies.ribohost.com/ 

jspeciesws/)对噬菌体全基因组序列进行平均核

苷酸相似度(average nucleotide identity，ANI)分

析；使用 BLASTp 工具(https://blast.ncbi.nlm.nih. 

gov/Blast.cgi) 对 各 开 放 阅 读 框 (open reading 

frame，ORF)进行功能预测。 

2  结果与分析 

2.1  噬菌体的分离结果 
从海鲜市场污水样品中共分离得到 61 株

副溶血弧菌烈性噬菌体，各噬菌体可裂解副溶
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血弧菌的数目如表 1 所示。 

2.2  高裂解率噬菌体的筛选结果 
对 61 株噬菌体和 28 株副溶血弧菌进行交

叉裂解，筛选出一株能裂解 15 株副溶血弧菌的

噬菌体，裂解率为 54%，参考 Adriaenssens 等[14]

所述噬菌体命名规则将其命名为 Vpas_PP24。
噬菌体 Vpas_PP24 的原始宿主菌为副溶血弧菌

VP8，是一株含有 PirA 基因的 AHPND 致病型

副溶血弧菌。该噬菌体在 2216E 双层平板上培

养 12 h 形成了直径约 2 mm 的噬菌斑(图 1)。 
 
表 1  噬菌体的分离 
Table 1  Phage isolation 
噬菌体 
Phage 

噬菌斑形态 
Plaque morphology 

噬菌体 
Phage 

噬菌斑形态 
Plaque morphology 

Vpas_PP1 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP32 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP2 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP33 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP3 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP34 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP4 模糊大斑 Big and fuzzy Vpas_PP35 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP5 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP36 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP6 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP37 透亮小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP7 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP38 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP8 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP39 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP9 模糊大斑 Big and fuzzy Vpas_PP40 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP10 透亮大斑，有晕环 Big and transparent with halo rings Vpas_PP41 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP11 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP42 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP12 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP43 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP13 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP44 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP14 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP45 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP15 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP46 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP16 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP47 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP17 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP48 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP18 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP49 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP19 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP50 透亮小斑 Small bright spot 
Vpas_PP20 模糊大斑 Big and fuzzy Vpas_PP51 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP21 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP52 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP22 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP53 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP23 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP54 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP24 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP55 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP25 模糊大斑 Big and fuzzy Vpas_PP56 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP26 透亮大斑，有晕环 Big and transparent with halo rings Vpas_PP57 模糊大斑 Big and fuzzy 
Vpas_PP27 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP58 模糊大斑 Big and fuzzy 
Vpas_PP28 模糊大斑 Big and fuzzy Vpas_PP59 透亮小斑 Small and bright 
Vpas_PP29 透亮小斑 Small and bright Vpas_PP60 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP30 模糊小斑 Small and fuzzy Vpas_PP61 模糊小斑 Small and fuzzy 
Vpas_PP31 透亮小斑 Small and bright   
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图 1  噬菌体 Vpas_PP24 在 2216E 双层平板上的

噬菌斑 
Figure 1  Plaques of phage Vpas_PP24 on 2216E 
double layer plate. 
 

2.3  噬菌体 Vpas_PP24 的透射电镜观察 
透射电镜观察结果显示 (图 2)，噬菌体

Vpas_PP24 头部呈二十面体结构，长约 92 nm，宽

约 46 nm，尾部长约 147 nm，尾部宽约 5 nm。根据

《国际病毒分类委员会第 9 次报告》所述噬菌体分

类与命名标准[15]，噬菌体 PP24 的分类符合有尾噬

菌体目(Caudovirales)长尾噬菌体科(Siphoviridiae)。 

 
 
 

图 2  噬菌体 Vpas_PP24 的透射电镜照片 
Figure 2  The transmission electron micrograph of 
bacteriophage Vpas_PP24.  
 
 

2.4  噬菌体 Vpas_PP24 的裂解谱 
噬菌体 Vpas_PP24 对实验室保藏的 144 株

弧菌的裂解性实验结果(表 2)表明，该噬菌体可

裂解 28 株副溶血弧菌中的 15 株，裂解率为

54%；可裂解其他种属的 116 株弧菌 18 株，裂

解率为 16%。 
 

表 2  噬菌体 Vpas_PP24 的裂解谱 
Table 2  Lysis profile of bacteriophage Vpas_PP24 
弧菌种类 
Vibrio species 

数量 
Amount 

Vpas_PP24 裂解数 
The amount that can lysed by Vpas_PP24 

裂解率 
The ratio that can be lysed (%) 

Vibrio alginolyticus 67 6 9 
Vibrio parahaemolyticus 28 15 54 
Vibrio neocaledonicus 10 2 20 
Vibrio owensii 7 2 29 
Vibrio antiquarius 5 3 60 
Vibrio mimicus 5 0 0 
Vibrio fluvius 4 1 25 
Vibrio campbellii 3 1 33 
Vibrio vulnificus 3 1 33 
Vibrio harveyi 2 1 50 
Vibrio hyugaensis 1 1 100 
Vibrio chemaguriensii 1 0 0 
Vibrio cholerae 1 0 0 
Vibrio diabolicus 1 0 0 
Vibrio hepatarius 1 0 0 
Vibrio injenensis 1 0 0 
Vibrio natriegens 1 0 0 
Vibrio pelagius 1 0 0 
Vibrio plantisponsor 1 0 0 
Vibrio tubiashii 1 0 0 
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2.5  噬菌体 Vpas_PP24 的最佳感染复数 
如表 3 所示，当 MOI=0.000 1 时噬菌体增

殖液的效价最高，为 3.0×1010 PFU/mL，即噬菌

体 Vpas_PP24 对宿主菌 VP8 的最佳感染复数 
为 0.000 1。 

2.6  噬菌体 Vpas_PP24 的一步生长曲线 
如图 3 所示，噬菌体 Vpas_PP24 感染宿主后

10 min 内效价变化不明显，说明潜伏期约为 10 min。
10−160 min 效价开始快速上升，之后趋于稳定，

说明裂解期约为 150 min。根据暴发量=裂解末

期噬菌体效价/裂解初期宿主菌浓度，计算得到

Vpas_PP24 的平均暴发量约为 30 PFU/cell。 

2.7  噬菌体 Vpas_PP24 的不敏感突变频率 
依 1.2.7 实验方法进行不敏感突变频率的

测定，结果显示浓度为 5.0×105 CFU/mL 的宿主

菌液中出现 10 个对噬菌体不敏感的突变株。计

算可得宿主菌 VP8 对噬菌体 Vpas_PP24 的不敏

感突变频率为 2.0×10−5。 

2.8  噬菌体 Vpas_PP24 的温度稳定性 
如图 4 所示，噬菌体 Vpas_PP24 在 40 ℃条

件下活性稳定，50 ℃条件下活性缓慢下降，

60 ℃条件下活性快速下降，70 ℃处理 20 min
则完全失活。结果说明 Vpas_PP24 的温度稳定

性良好。 
 
 
表 3  噬菌体 Vpas_PP24 最佳感染复数 
Table 3  The optimal MOI of bacteriophage Vpas_PP24 
噬菌体浓度 
Phage (PFU/mL) 

宿主菌浓度 
Host bacteria (CFU/mL) 

感染复数 
MOI 

效价 
Titer (PFU/mL) 

1.0×108 1.0×107 10 5.4×109 
1.0×108 1.0×108 1 2.6×1010 

1.0×107 1.0×108 0.1 2.3×1010 

1.0×106 1.0×108 0.01 2.6×1010 

1.0×105 1.0×108 0.001 2.0×1010 

1.0×104 1.0×108 0.000 1 3.0×1010 

1.0×103 1.0×108 0.000 01 2.9×1010 

 
 

 
 

图 3  噬菌体 Vpas_PP24 一步生长曲线  
Figure 3  The one-step growth curve of 
bacteriophage Vpas_PP24. 

 
 

图 4  噬菌体 Vpas_PP24 的温度稳定性 
Figure 4  The temperature stability of 
bacteriophage Vpas_PP24. 
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2.9  噬菌体 Vpas_PP24 的 pH 稳定性 
如图 5 所示，噬菌体 Vpas_PP24 在 pH 

4.0−11.0 的缓冲液中 37 ℃处理 1 h 能够保持活

性稳定，效价≥3.7×107 PFU/mL，当 pH≤3.0 时

完全失活，当 pH 值为 12.0 时效价降至   
2.7×105 PFU/mL。处理时间延长至 24 h，该噬

菌体在 pH 5.0−11.0 范围内活性依然稳定，效 
价≥7.3×107 PFU/mL。结果说明噬菌体 Vpas_PP24
具有较宽的 pH 适应范围。 

2.10  噬菌体 Vpas_PP24 的蛋白酶稳定性 
对比噬菌体对糜蛋白酶、木瓜蛋白酶、蛋

白酶 K 及对虾肝胰腺提取液的稳定性，结果如

图 6 所示，对虾肝胰腺提取液处理对噬菌体的

活性无影响，糜蛋白酶和木瓜蛋白酶处理后效

价小幅下降，而经过蛋白酶 K 37 ℃处理 1 h 后

噬菌体的效价损失达到 92.7%。这说明噬菌体

Vpas_PP24 对蛋白酶 K 较为敏感。 

2.11  噬菌体 Vpas_PP24 的紫外辐照稳  
定性 

如图 7 所示，紫外辐照 15 min 内噬菌体增殖

液效价呈指数级下降，由初始的 3.0×108 PFU/mL
快速下降至 4.4×106 PFU/mL，15−60 min 效价

 
 

图 5  噬菌体 Vpas_PP24 的 pH 稳定性 
Figure 5  The pH stability of bacteriophage Vpas_PP24. 
 

缓慢下降至 1.3×105 PFU/mL。说明噬菌体

Vpas_PP24 对紫外辐照的稳定性较差。 

2.12  噬菌体 Vpas_PP24 的全基因组测序

分析 
全基因组测序结果显示，噬菌体 Vpas_PP24 的

核酸类型为双链线型 DNA，基因组的大小为 
83 482 bp，G+C 含量为 45.81%，预测含有 118 个

开放阅读框，不含非编码 RNA。细菌毒力基因

预测和抗生素抗性基因预测结果显示噬菌体

Vpas_PP24 不含毒力基因和抗性基因。噬菌体

Vpas_PP24 的基因组核酸序列 NCBI 登录号为

ON015836。 
 

 
 

图 6  噬菌体 Vpas_PP24 的蛋白酶稳定性 
Figure 6  The protease stability of bacteriophage Vpas_PP24. 
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图 7  噬菌体 Vpas_PP24 的紫外辐照稳定性 
Figure 7  The UV radiation stability of 
bacteriophage Vpas_PP24. 
 
2.13  噬菌体 Vpas_PP24 的基因组一致性

对比 
噬菌体 Vpas_PP24 的全基因组核苷酸序列

BLASTn 结果如表 4 所示，有 2 株弧菌噬菌体

(Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 和 Vibrio phage 
SIO-2)的基因组与其覆盖率和相似度较高，覆

盖率均为 91%，相似度分别为 85.32%和 85.29%。

Vpas_PP24 与上述 2 株噬菌体的核苷酸序列比对

环状图如图 8 所示。参考 Adriaenssens 等[14]所述

全基因组相似性聚类规则，噬菌体 Vpas_PP24
与 Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 和 Vibrio phage 
SIO-2 可归为同一属(全基因组核苷酸序列相似

度>50%)，但不是同一物种(全基因组核苷酸序

列相似度<95%)。进一步进行 ANI 分析的结果

显 示 ， 噬 菌 体 Vpas_PP24 与 Vibrio phage 
vB_VhaS-VHB1 和 Vibrio phage SIO-2 的 ANI 值
分别为 85.13%和 85.12% (图 9)，参考 Jain 等[16]

研究结果可以得出相同结论。以上结果表明噬菌

体 Vpas_PP24 可能为弧菌噬菌的一个新种。 
 
 
表 4  噬菌体 Vpas_PP24 基因组一致性对比 
Table 4  The genomic homology comparison of bacteriophage Vpas_PP24 
Description Query cover (%) E value Identity (%) Accession No. 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 91  0 85.32 MT451873.1 

Vibrio phage SIO-2 91 0 85.29 HQ316604.1 

Vibrio phage vB_VhaS-a 47 0 76.96 KX198615.1 

Vibrio phage vB_VpaS_sm030 3 0 75.31 OV032860.1 

Vibrio phage vB_VpaS_VP-RY-9 4 0 75.23 MW411580.1 

Vibrio phage vB_ValP_VA-RY-4 3  0 74.97  OK483199.1 

Vibrio alginolyticus phage vB_ValS_PJ32 5  0 74.69  MT735629.1 

Vibrio phage 1 2  9.00E–178 79.14  JF713456.1 

Vibrio phage Ares 1 2  1.00E–156 77.67  MG720309.1 

Vibrio phage VH2_2019 1  2.00E–74 73.38  MN794238.1 

Vibrio phage J14 0  7.00E–60 75.33  KY022433.1 

Vibrio phage vB_VcaS_HC 0  2.00E–40 76.99  MK559459.1 

Vibrio phage 1.215.B._10N.222.54.F7 0  2.00E–39 76.83  MG592586.1 

Vibrio phage 1.215.A._10N.222.54.F7 0  2.00E–39 76.83  MG592585.1 
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图 8  噬菌体 Vpas_PP24 的全基因组核苷酸序列

比对环状图   蓝色、绿色、红色分别代表相似  
性≤50%，≤75%，≤99.999 9% 
Figure 8  The circle diagram of whole-genome 
nucleotide sequence alignment of bacteriophage 
Vpas_PP24. The colors blue, green, and red 
represent similarity ≤50%, ≤75%, ≤99.999 9%, 
respectively. 
 
2.14  噬菌体 Vpas_PP24 蛋白编码基因功

能注释 
使用 BLASTp 工具对噬菌体 Vpas_PP24 的

118 个 ORF 进行功能分析，结果显示有 116 个

ORF 能在 NCBI NR 数据库 (non-redundant 
protein sequence database)中找到同源蛋白，其

中 13 个为已知功能蛋白(表 5)，这些蛋白均为

噬菌体结构蛋白和核酸代谢相关蛋白。值得注

意的是该噬菌体 13 个已知功能蛋白中未发现

内溶素蛋白。 

3  讨论与结论 
噬菌体在环境中依赖宿主菌而存在，因此，

分离副溶血弧菌的理想环境是可能存在副溶血

弧菌的南美白对虾等养殖环境或海鲜市场污

水。然而，前者可能由于长期使用各种药物进

行防治，对水质有所影响，使得分离出的噬菌

体的数量较少；而后者中抗菌药物水平相对较

低，其中弧菌和噬菌体较前者含量丰富，而且

采样方便简单，易分离，因而被广泛采用。本

研究采用双层琼脂平板法，以 28 株病虾源副溶

血弧菌为潜在宿主菌，对青岛市和南宁市的 18 个

海鲜市场污水样品进行交叉筛选，最终分离到

61 株烈性噬菌体，并从中筛选得到一株裂解谱较

宽的噬菌体，命名为 Vibrio phage Vpas_PP24，证

明了分离来源和分离方法的有效性。 
噬菌体的分类主要借助于电镜观察和基因

型分析。已报道的副溶血弧菌噬菌体主要为有

尾噬菌体目，其中包含长尾噬菌体科、肌尾噬

菌体科和短尾噬菌体科。本研究筛选的副溶血

弧菌噬菌体 Vpas_PP24 鉴定为长尾噬菌体科。

基因组功能元件预测显示噬菌体 Vpas_PP24 不

含有细菌毒力因子和抗生素抗性因子，说明该噬 

 

 
 

图 9  噬菌体 Vpas_PP24 的 ANI 分析结果 
Figure 9  The results of ANI analysis of bacteriophage Vpas_PP24. 
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表 5  噬菌体 Vpas_PP24 的蛋白编码基因的 NR 注释 
Table 5  NR annotation of protein-coding genes of Vpas_PP24 
ORF  功能 

Function 
最匹配噬菌体 
Best match phage 

相似度 
Identity (%) 

E 值 
E value 

登录号 
GenBank accession No. 

51 腺苷琥珀酸合酶 
Adenylosuccinate synthase 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 89.26 5.13E–180 QKE60692.1 

55 转运结合蛋白 
Transport and binding protein 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 84.04 1.66E–199 QKE60696.1 

56 主要衣壳蛋白 
Major capsid protein 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 99.36 6.24E–219 QKE60697.1 

63 尾部卷尺测量蛋白 
Tail tape measure protein 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 96.73 0.00E+00 QKE60705.1 

74 DNA 结合蛋白 
DNA binding protein 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 94.51 0.00E+00 QKE60716.1 

76 DNA 解旋酶 
DNA helicase 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 94.61 0.00E+00 QKE60716.1 

81 DNA 结合蛋白 
DNA binding protein 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 88.55 2.10E–79 QKE60723.1 

83 RecA Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 97.77 5.88E–258 QKE60725.1 
86 核糖核酸酶 

Ribonuclease 
Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 95.19 2.02E–129 QKE60728.1 

96 丙酮酸磷酸双激酶 
Pyruvate phosphate dikinase 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 85.90 0.00E+00 QKE60738.1 

101 聚合酶 
Polymerase 

Vibrio phage SIO-2 98.47 0.00E+00 YP_004957553.1 

102 衣壳门户蛋白 
Capsid portal protein 

Vibrio phage SIO-2 94.52 0.00E+00 YP_004957552.1 

103 门户蛋白 
Portal protein 

Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 95.80 7.53E–244 QKE60745.1 

 
菌体安全性高、对环境友好。NR 注释结果显示

118 个蛋白编码基因中只有 13 个为已知功能蛋

白，说明该噬菌体有待进一步研究。基因组一致

性分析显示该噬菌体 Vpas_PP24 与 NCBI 数据库

中的弧菌噬菌体 Vibrio phage vB_VhaS-VHB1 和

Vibrio phage SIO-2 相似度最高，为 85.3%，在

分类上同属但不同种。其中， Vibrio phage 
vB_VhaS-VHB1 尚无相关文献报道， Vibrio 
phage SIO-2 则为一株长尾科噬菌体，其头部为

正 二 十 面 体 ， 直 径 为 (81±4) nm ， 尾 长     
(209±16) nm，尾宽(11±2) nm[17]，该形态尺寸与

Vpas_PP24 差异较大。此外，Vibrio phage SIO-2
的宿主范围主要为哈维氏弧菌类群[17] (哈维氏

弧菌、坎贝氏弧菌等)，Vpas_PP24 除主要裂解

副溶血弧菌外，也可裂解部分哈维氏弧菌类群

的弧菌(表 1)。对比 Vpas_PP24 和 Vibrio phage 
SIO-2 的蛋白编码基因功能注释结果，发现二者

的差异也较大。这些比对进一步显示了噬菌体

Vpas_PP24 与已知噬菌体的差异性。 
噬菌体具有宿主专一性，因此，筛选具有

高裂解率的噬菌体是进行后续开发应用的关

键。目前已报道的副溶血弧菌噬菌体的裂解率

高低不等，如江艳华等[18]从贝类样品中分离到

一株副溶血弧菌噬菌体，对 22 株副溶血弧菌的

裂解率为 32%；郑小双等[19]从污水样品中分离

到 5 株噬菌体，对 42 株副溶血弧菌的最高裂解
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率为 57%；乔欢等[20]测定了 3 株噬菌体对 84 株

副溶血弧菌的裂解率，最高达 89%。本研究筛

选的噬菌体 Vpas_PP24对 28株副溶血弧菌的裂

解率为 54%，属于中等水平。然而，特别说明

的是，在进行噬菌体筛选之前，对实验所用   
28 株副溶血弧菌进行了毒力基因筛查，结果发 
现了 4 株携带对虾肝胰腺坏死病致病基因 PirA
的副溶血弧菌；而噬菌体 Vpas_PP24 可裂解其

中的 3 株，这或许意味着噬菌体 Vpas_PP24 在

实际应用中将会拥有更强的针对性。此外，通过 
表 1 可以看出，噬菌体 Vpas_PP24 还可裂解多

株 其 他 种 的 对 虾 致 病 性 弧 菌 ， 如 Vibrio 
alginolyticus[21] 、 Vibrio owensii[22] 、 Vibrio 
campbellii[23]等，具有一定的跨种裂解能力，这

一特点或许能增强该噬菌体在水产养殖中的应

用潜力。 
噬菌体 Vpas_PP24 的最佳感染复数、暴发

量、温度稳定性、pH 稳定性等生物学特性与已

报道的副溶血弧菌噬菌体相近，能适应噬菌体

制剂对稳定性的要求。值得注意的是，在开发

噬菌体制剂时，宿主细菌对噬菌体的不敏感突

变频率常常是一个考量点。细菌与噬菌体经历

了数十亿年的互相进化，不敏感突变是细菌对

噬菌体的正常防御机制[24]，宿主细菌对噬菌体

的不敏感突变频率较高时会导致噬菌体在封闭

环境中应用效果的持续下降。本研究测得宿主

菌 VP8 对噬菌体 Vpas_PP24 的不敏感突变频率

为 2×10–5，与郑小双等[19]的研究相比属于正常

值。在实际应用中为应对宿主菌的不敏感突变，

在制取噬菌体产品时经常采用多株噬菌体混配

的鸡尾酒疗法[25]，甚至采取噬菌体与其他抗菌

剂协同使用。本研究室目前正在分析 Vpas_PP24
与抗弧菌多肽混配的互作及可行性[26-27]。 

为挖掘在饲料中的应用潜力，对噬菌体

Vpas_PP24 的蛋白酶稳定性进行了试验。研究

结果表明，在南美白对虾养殖中，噬菌体

Vpas_PP24 能耐受虾肝胰腺消化系统酶类的处

理，并表现出对糜蛋白酶、木瓜蛋白酶较好的

耐受性，但是蛋白酶 K 则会严重影响噬菌体活

性，说明该噬菌体不宜与含蛋白酶 K 的酶制剂

同时使用。 
噬菌体具有增殖能力强、副作用小、不会

造成二次污染、不受细菌多重耐药性影响等优

势，其研制开发周期短、成本低，是一种潜在

的安全有效的生物防治方法。本研究从海鲜市

场污水中分离得到一株强裂解性副溶血弧菌噬

菌体 Vpas_PP24，并对其生物学特性和全基因

组序列进行了系统分析及表征，为分离、研究

应用裂解性副溶血弧菌噬菌体研究提供了方法

参考。所筛选得到的噬菌体 Vpas_PP24 能有效

裂解对虾养殖环境中常见的致病副溶血弧菌，

而且表现出一定的抗逆性，有进一步开发成为

抗致病副溶血弧菌产品的潜力。 
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