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摘要：【目的】通过构建一株 stx2 基因突变的志贺毒素 2 型噬菌体，来观察它对不同血清型大肠杆

菌的感染特性。【方法】利用λ噬菌体的 Red 重组系统，将氯霉素抗性基因（cat）插入到大肠杆菌

O157:H7 Min27株的 stx2基因中，获得 O157:H7 Min27的突变菌株 Min27(Δstx∷cat)。用丝裂霉素

对该突变菌株进行诱导，结合抗性标记和 PCR方法筛选出一株突变的志贺毒素 2型噬菌体, 命名为

ΦMin27(Δstx∷cat)。采用双层琼脂平板法和氯霉素抗性筛选的方法，观察ΦMin27(Δstx∷cat) 感染

21 株不同血清型大肠杆菌后的裂解和溶原转换情况。【结果】2 株血清型分别为Ｏ60 和Ｏ138 的大

肠杆菌可以被ΦMin27(Δstx∷cat)溶原感染，表现出对氯霉素的抗性，但没有形成噬菌斑，而大肠杆

菌 MG1655 株既可以被溶原又可以被裂解。溶原的菌株经丝裂霉素诱导后，能释放出感染性的

ΦMin27(Δstx∷cat)颗粒，并对大肠杆菌 MC1061 进行裂解形成噬菌斑。【结论】ΦMin27(Δstx∷cat)可

以感染和溶原特定的大肠杆菌，且溶原菌株能释放出原感染性的噬菌体，显示出ΦMin27 噬菌体具

有携带外源基因在若干不同血清型的大肠杆菌间水平转移的能力，为进一步研究 Stx 噬菌体的感染

机理和志贺毒素表达调控奠定了基础。 
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产志贺毒素大肠杆菌（Shiga toxin producing 

Eescherichia coli，STEC）是一类重要的食源性致病
菌，包括 100多种不同血清型的大肠杆菌[1]。O157:H7
是 STEC中的一个主要的血清型，由它引发的食物感
染事件在全球范围内一直有零星暴发或散发，影响较

大的事件有 1996年日本发生的 9000多人集体感染事
件，2000年中国的安徽、江苏等地发生的 O157中毒
感染事件和 2006 年 9 月美国多个州发生的因生食被
O157污染的“毒菠菜”中毒事件[2~5]。O157:H7感染人
后引起的主要临床（出血性结肠炎、溶血性尿毒综合

征和血栓性血小板减少性紫癜）与它所产生的志贺毒

素（Shiga toxin，Stx）密切相关[6,7]。Stx有两种主要
的形式：Stx1和 Stx2，它们的核酸序列和免疫原性有
所差别[8]。Stx1和 Stx2分别由整合在大肠杆菌染色体
上前噬菌体的 stx基因编码，携带 stx1和 stx2基因的
噬菌体分别称为 Stx1 和 Stx2 噬菌体。Stx 前噬菌体
在 O157:H7 的进化中起着重要的作用，是引起宿主菌
基因组多样性的主要因素[9~11]。 

要了解噬菌体介导的基因转移在致病菌进化中

的作用，就必需了解和研究介导基因转移的噬菌体自

身。携带有标记基因（如 GFP，抗性基因）的重组噬
菌体是一个非常有用的工具。自杀性质粒是常用的突
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变载体，如 PJP5603、pCVD442、pKNG101和 pFH10
等，在文献中都有描述[12~15 ]，它们都是以环状质粒的形

式转入宿主菌进行基因重组交换的，而近年来发展起来

的依赖λ噬菌体的 Red 重组系统，可以直接利用含同源
臂的 PCR 线形片段，替换出同源臂内的目的基因，而且
效率较传统的同源重组方法高几十倍[16]。在本文利用

Red 重组酶系统突变了 O157:H7 Min27 株 Stx2 噬菌体
ΦMin27的 stx2基因，利用抗性和 PCR筛选出突变噬菌
体 ФMin27(Δstx cat)∷ ，并研究了该突变噬菌体对不同血

清型大肠杆菌的感染与裂解情况。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒：大肠杆菌 DH5α和用作噬菌体指
示的大肠杆菌 MC1061株由本实验室保存；大肠杆菌
O157:H7 Min27株分离自上海某猪场腹泻仔猪粪便，
含 Stx2 噬菌体，由本实验室鉴定并保存；大肠杆菌
MG1655株由上海交通大学生命科学技术学院赵立平
教授惠赠；20株不同血清型的大肠杆菌由上海市动物
疫病预防控制中心王健博士和扬州大学兽医学院高

崧教授惠赠；携带 pKD46 质粒(含 exo、redβ 和 redγ
基因)的大肠杆菌 BW25113株由西班牙巴塞罗那大学
Muniesa 教授惠赠，该质粒为同源重组的协助质粒 ,
是温度敏感复制子，高于 37℃该质粒会丢失，阿拉伯
糖诱导后表达能表达 Gam、Bet和 Exo 3个 λ噬菌体
重组酶；质粒 pLacI 购自 Merk 公司，用于扩增氯霉

素抗性基因(cat)；连接了一条 Adaptor DNA 片段的
pMD18-T 质粒是本实验室构建，用于获取 pMD18-T
质粒上的 SalⅠ和 XbaⅠ的酶切位点，用来连接同源
重组 DNA片段。 

1.1.2  主要试剂和仪器：pMD18-T 载体、DNA 限
制性内切酶和 T4 DNA 连接酶，购自 TaKaRa 公司；
2×pfu Taq PCR MasterMix、DL2000 DNA Marker、胰
DNaseⅠ、RNaseⅠ、蛋白酶 K、质粒提取试剂盒和
DNA 琼脂糖凝胶回收试剂盒，均购自北京天为时代
科技有限公司；氨苄青霉素、氯霉素和丝裂霉素 C购
自上海阿敏生物公司；引物由上海生工生物工程有限公

司合成。电击仪为美国 Bio-Rad公司的 GenePulserII型。 

1.2  PCR 引物的设计 
扩增突变用线性 DNA 的左右同源臂引物是根据

Stx2噬菌体 933W的全基因组序列（GenBank录用号：
AF125520）设计的。扩增左同源臂的上、下游引物
是 S-Larm33 和 A-Larm510，5΄端分别添有 SalⅠ和
XbaⅠ酶切位点，拟扩增的是 Stx2噬菌体 933W的 stx2
基因的 33～510 bp范围内长 478 bp的 DNA片段。扩
增右同源臂的上、下游引物是 S-Rarm912 和
A-Rarm1419，5′端分别添有 BamHⅠ和 KpnⅠ酶切位
点，拟扩增的是 Stx2 噬菌体 933W 的 stx2 下游的基
因，即从 912～1419 bp范围内长 508 bp的 DNA片段。
引物 S-PlacI和 A-PlacI扩增的是 pLacI质粒的氯霉素
抗性基因，片段长 1313 bp，引物的 5′端分别添有  
XbaⅠ和 BamHⅠ酶切位点。各引物的序列见表 1。 

 

表1  本研究所使用的引物 
Table 1  PCR primers used in this study 

Primer Sequence(5′→3′) Linkers Target gene Product size/ bp 
S-Larm33 GGTGTCGACCCTGTTACTGGGTTTTTCTT SalⅠ  L-arm 478 

A-Larm510 GGTTCTAGAATTACCACTGAACTCCATTA XbaⅠ    
S-PlacI GATTCTAGAGTAAGAGGTTCCAACTTTCA XbaⅠ  cat 1313 
A-PlacI GACGGATCCATTAGGAAGCAGCCCAGTAG BamHⅠ    

S-Rarm912 ATGGGATCCAGCGTTTCTGAACAGAAAGT BamHⅠ  R-arm 508 
A-Rarm1419 GGAGGTACCGAACCCGTGTCGATAATGAA KpnⅠ    

 

1.3  同源重组线性 DNA 的制备 
以大肠杆菌 O157:H7 Min27 株过夜培养的菌液

为模板，用引物 S-Larm33和 A-Larm510、S-Rarm912
和 A-Rarm1419 分别扩增 L-arm 和 R-arm 片段；以
pLacI 质粒 DNA 为模板，用引物 S-PlacI 和 A-PlacI
扩增 cat 基因。按常规的酶切及连接方法将 L-arm、
cat基因和 R-arm片段逐步串联到 pMD18-T质粒，转

化 DH5α感受态，阳性克隆送上海生工生物工程有限
公司测序鉴定。以携带上述 3 个 DNA 片段的

pMD18-T 质粒 DNA 为模板，用引物 S-Larm33 和
A-Rarm1419 进行 PCR，所得的产物切胶回收纯化，
获得同源重组的线性 DNA。 

1.4  电击转化  
提取大肠杆菌 BW25113 菌株所含的 pKD46 质
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粒，电转入大肠杆菌 O157:H7 Min27株细菌中，涂布
于含 200 μg/mL氨苄青霉素的 LB培养基平板，30℃
培养过夜，接种 Min27 株/pKD46 菌落 30℃培养至
A600=0.25时，加入 L-阿拉伯糖至 100 mmol/L，诱导
1h ( A600不能超过 0.6)，使 pKD46上的 Exo、Bet 和
Gam 3个蛋白充分表达，按常规方法制成所需的电击
感受态细胞，存放于−80℃冰箱待用。 

将同源重组的线性 DNA片段约 300～500 ng 加
入Min27株/pKD46感受态细胞，混匀，转入 0.1 cm 电
击杯中，用 Bio-Rad 电击仪作电转化。电击条件: 200 Ω，
25 μF，电压 1.8 kV，电击时间为 4～5 ms，电击后迅
速加入 1 mL 的 SOC培养基，30℃静止培养 4 h 后
离心，将菌体涂于 LB平板(氯霉素浓度为 5 μg/mL)，
37℃培养 18 h 后用引物 S-Larm33 和 A-Rarm1419 
PCR 鉴定平板上生长的克隆，阳性的克隆接种液体
LB 培养基 42℃培养 12 h，以去除 pKD46质粒，便
获得携带 cat基因的 O157:H7 Min27突变株。 

1.5  ΦMin27(Δstx∷cat) 噬菌体的诱导及纯化 
参照张慧英等的方法，从 O157:H7 Min27 突变株

中进行突变噬菌体的诱导和纯化[17]。LB 液体培养基
的氯霉素终浓度为 35 μg/mL，丝裂霉素 C 的终浓度
1.0 μg/mL，大肠杆菌 MC1061 作指示菌，用双层琼
脂平板法纯化噬菌体，在噬菌斑分布均匀的双层琼脂

平板上挑取单个噬菌斑，置于含 1mL LB液体培养基
的 Eppendorf管中，37℃振荡 2～3 h后，按上述双层
琼脂平板法对单个噬菌斑进行 5次的纯化，直至获得
形态和大小完全一致的噬菌斑，即获得了纯化的噬 
菌体。 

1.6  ΦMin27(Δstx cat)∷ 噬菌体 DNA 提取及验证 
挑取 1.5中纯化的单个噬菌斑，置于 1mL LB液

体培养基的 Eppendorf管中，37℃振荡 2～3 h后，用
大肠杆菌 MC1061作指示菌，用双层琼脂平板法进行
噬菌体的繁殖扩增，待平板上噬菌斑相互接触，相邻

噬菌斑结合部位只剩轻薄透明的细菌边缘带时，向每

块平板内加 5 mL SM液（每升含 5.8 g NaCl，2.0 g 
MgSO4.7H20，50 mL 1M Tris-HCl，pH7.5），4℃摇床

轻晃动数小时，以使平板上层琼脂中的噬菌体颗粒充

分释放到 SM液中，然后将平板内的 SM洗液合并起来，

加入终浓度 0.1%氯仿后再振摇 15min，4000×g 离心
10 min，上清液用 0.22 μm滤膜过滤除菌，便获得高
效价的噬菌体裂解液，取少量用于 1.7中的感染试验，
其余的用于提取噬菌体 DNA，方法参照 Sambrook等

的进行[18]。噬菌体 DNA用酒精沉淀后溶解于 TE（pH 
8.0）中，用引物 S-Larm33和 A-Rarm1419进行 PCR
鉴定，并以从 Min27 菌株中直接诱导出的 Stx2 噬菌
ФMin27 DNA作为阴性对照。产物经 DNA琼脂糖凝
胶回收试剂盒纯化后连接 pMD18-T vector，转化入
DH5a，送上海生工生物工程有限公司测序，结果与
GenBank DNA 数据库的核酸序列比较，来验证所提
取噬菌体 DNA 的 stx2 中是否插入了 cat 基因及位置
是否与设计的相符。  

1.7  ΦMin27(Δstx cat)∷ 对不同血清型大肠杆菌的感染

试验 
ΦMin27(Δstx∷cat)对大肠杆菌的裂解感染采用

常规的双层琼脂平板法进行。以待测的大肠杆菌作指

示菌，取ΦMin27(Δstx∷cat) 噬菌体液 200 μL 作 10
倍递减稀释，与等体积的待测菌混合加入上层琼脂

中，再浇入 LB 琼脂平板上 37℃培养 24 h 后观察是
否有噬菌斑形成。 

ΦMin27(Δstx∷cat)对细菌的溶原感染试验根据
James等（2001）的方法进行[19]。取 100 μL 的细菌
（107 CFU）与 100 μL 稀释的 ФMin27(Δstx∷cat) 噬
菌体液（104 PFU）混合，37℃温育 4 h后，全部转入
4 mL LB液体培养基（35 μg/mL 氯霉素）中，37℃ 
180 r/min 振荡培养 48 h，用于筛选并富集溶原了
ΦMin27(Δstx∷cat)的细菌。菌液 8000 g 离心 5 min，
菌体涂布在 LB 琼脂平板上（35 μg/mL 氯霉素），37℃
培养过夜。挑取平板上长出的菌落，用引物 S-Larm33
和 A-Rarm1419进行 PCR鉴定，产物电泳后含有一条
约 2.3 kb 条带的细菌可确认为溶原了 ΦMin27 
(Δstx cat)∷ 。对对溶原菌再按照 1.5 中的方法用丝裂霉
素进行诱导，用大肠杆菌 MC1061作指示菌，检测是
否能够诱导出ΦMin27(Δstx∷cat) 噬菌体及裂解指示
菌，同时提取噬菌体的 DNA，用引物 S-Larm33 和
A-Rarm1419 进行 PCR鉴定。 

2  结果 

2.1  线性打靶 DNA 的制备 
采用全菌 PCR的方法，以 O157:H7 Min27菌液

作模板，用左、右同源臂的引物可扩增出 478 bp 和
508 bp长的 DNA片段，以 pKD46质粒为模板，可扩
增出大小 1313 bp的 cat基因。将左同源臂、cat基因、
右同源臂逐步连接到 pMD18-T 载体上，用引物
S-Larm33和A-Rarm1419进行 PCR，可得到长 2300 bp



1230  Liangke Su et al. /Acta Microbiologica Sinica (2008) 48(9) 

  

 

左右的条带（图 1）。测序结果表明左、右同源臂的
DNA 与 NCBI 中 Stx2 噬菌体 933W、VT2-Sakai、
VT2-Sa和 stx2Ф-I对应的 stx2基因 100％相同，扩增
的 cat 基因与质粒 pLacI 也完全相同，而且上述 3 个
DNA片段的连接顺序都正确。 
 

 
 
图1  线性打靶DNA的PCR产物 
Fig. 1  PCR products of the targeting genes. M. DL2000 
Marker; 1. Left arm; 2. Right arm; 3. cat gene; 4. Ligated tar-
geting gene. 
 
2.2  ΦMin27(Δstx cat)∷  噬菌体的验证 

用突变的 Min27 株菌体和从该突变菌中诱导出

的 Stx2 噬菌体 DNA 作为模板，以引物 S-Larm33 和

A-Rarm1419进行 PCR，都能扩增出一条长约 2300 bp

的条带，而从未突变的 Min27 株菌中诱导出的 Stx2

噬菌体ΦMin27 只能扩增出一条约 1400 bp 左右的条

带（图 2）。对从突变菌中所诱导的 Stx2噬菌体扩增

出的长约 2300 bp片段进行测序，结果证实了 cat 基

因已插入噬菌体的 s t x 2  基因中，即获得了

ΦMin27(Δstx：：cat)突变噬菌体。对该突变噬菌体连

续 5 次传代，cat 基因依然能稳定存在。以 MC1061

作为 ФMin27(Δstx：：cat)和ΦMin27 的指示菌，两者

形成的噬菌斑的形态、大小和数量没有明显的区别， 
 

 
 

图 2  引物 S-Larm33 和 A-Rarm1419 PCR 鉴定ΦMin27 
(Δstx cat)∷  
Fig. 2  PCR identification of ФMin27(Δstx cat) with primers ∷

S-Larm33 and A-Rarm1419. M. DL2000 Marker; 1. The frag-
ment amplified from ФMin27(Δstx cat); ∷ 2. The fragment am-
plified from ФMin27; 3. The fragment amplified from mutant 
E.coli Min27 strain; 4. ddH2O control. 

说明氯霉素基因的插入并没有影响到噬菌体的复制

和裂解功能。 

2.3  ΦMin27(Δstx∷cat) 对细菌的感染 
21 株不同血清型的大肠杆菌中，有 2 株血清型

分别为Ｏ60 和Ｏ138 的大肠杆菌，可以被ΦMin27 
(Δstx∷cat)溶原，并表现出对氯霉素的抗性，以它们
作为指示菌进行裂解试验时，都没有观察到噬菌斑。

实验室菌株 MG1655被用来作ΦMin27(Δstx∷cat) 裂
解和溶原的阳性对照，该菌株在被ΦMin27(Δstx∷cat) 
感染后，既可以被裂解形成噬菌斑又可以被溶原（表

２）。对 2 株溶原的大肠杆菌和 MG1655 的溶原菌用
丝裂霉素诱导后，都能够释放出感染性的噬菌体，并

裂解指示菌 MC1061形成噬菌斑。分别提取它们所释
放 噬菌体的 DNA， 然 后用引物 S-Larm33 和
A-Rarm1419进行 PCR扩增后，产物电泳后都能观察
到 2.3 kb的清晰条带。说明从溶原的细菌中都能诱导
出ΦMin27(Δstx∷cat)。ΦMin27(Δstx∷cat) 上携带的
cat 基因赋予溶原菌对氯霉素的抗性，但经过氯霉素
的富集筛选过程后，能在氯霉素平板上生长的不一定

是成功溶原的细菌，有些是自发突变产生了抗性。21
株大肠杆菌感染ΦMin27(Δstx∷cat) 后，经过氯霉素
的富集筛选过程，有３株可以在氯霉素平板上长出克

隆，分别是１株 O1、１株 O11 和１株 O88，从这些
克隆中未能鉴定到溶原的ΦMin27(Δstx∷cat)。 
 

表 2  ΦMin27(Δstx cat)∷ 对大肠杆菌的溶原 
Table 2  Infection of E.coli strains with ΦMin27(Δstx∷cat) 

and production of lysogens 

Serotype of
E.coli strains

Total number
of strains MIC(μg/mL)b 

No. of lysogens 
infected by ΦMin27

(Δstx∷cat) 

O1 1 6.0 0 
O2 4 6.0 0 
O11 3 1.0～7.0 0 
O26 1 2.0 0 
O45 1 7.0 0 
O60 1 6.5 1 
O78 1 7.0 0 
O88 1 7.0 0 
O115 1 6.0 0 
O125 1 1.5 0 
O138 3 2.5～7.0 1 

O157:H7 1 6.5 0 
ATCC25922 

(NK) a 1 1.0 0 

MG1655(NK)a 1 1.5 1 

(NK) a, the serotype of this strain was not known.  
(μg/mL) b, MIC of chloramphenicol for E.coli strains. 
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3  讨论 

在本试验中，课题组利用λ-Red重组系统，成功
地将大肠杆菌 O157 Min27 株上的 stx2 基因置换成
cat 基因，并筛选出了携带 cat 基因的 Stx2 噬菌体
ΦMin27(Δstx∷cat)。实验表明该系统的重组效率的确
比较高，每 300 ng线性 DNA片段可以得到约 200个
转化子，其中阳性重组率能达到 90%，获得高效重组
的主要原因可能有如下几点：首先，突变的目的基因

是在大肠杆菌中。因为 Red 重组系统在不同菌株中
的作用效果并不一样，在大肠杆菌中基因敲除的效率

要高于痢疾杆菌[20]，但即使同为大肠杆菌，它对不同

品系的菌株突变效率也有差别，在 BW25113中最高，
在 Origami (DE3) 中最低，原因还不清楚[21]。其次，

线性打靶 DNA 的同源臂长度约为 500 bp，能很好地
与目的基因的同源序列发生同源重组，虽然 Datsenko
等最早应用 Red重组系统时，线性 DNA片段两端与
靶基因两侧的同源序列仅有 36 bp和 50 bp长，但长
的同源臂更有利于提高重组效率[22]。电转化的条件很关

键，本实验主要参照 Serra-Moreno等摸索的条件进行[23]，

终止培养感受态细胞前 1 h加入终浓度为 100 mmol/L的
L-阿拉伯糖，筛选突变菌时培养基中氯霉素浓度为     
5 μg/mL，线性打靶 DNA的量是在 300~500 ng/次。另外，
在实验中发现，电击后迅速加入 SOC 培养基要比加入
LB培养基所获得的阳性转化子要多。 

选择大肠杆菌 O157 Min27 株上的 stx2 基因为

突变的靶点，是因为细菌的毒素或抗性基因（如括 A

群链球菌产生的耐热外毒素 A、霍乱弧菌的霍乱毒素

和β内酰胺酶基因等），经常是细菌基因组上的非结构

基因，它们完整性的破坏，对细菌不会产生致死性的

影响，所以这些基因往往是人工突变的热点。携带 cat 

基因的 Stx2 噬菌体ΦMin27(Δstx∷cat) 溶原感染细

菌后，可以赋予细菌对氯霉素的抗性能力。但是，若

细菌自身具有对氯霉素的抗性，那么就无法通过抗性

来筛选溶原菌。为此，在开展噬菌体的溶原试验前，

首先测定了这 21 株不同血清型的大肠杆菌对氯霉素

的 MIC值，它们的值在 1.0~7.0 μg/mL，因此在筛选

溶源菌时采用 35 μg/mL 的氯霉素浓度，该浓度足可

以抑制非溶原菌的生长。 

噬菌体要成功溶原一个宿主细胞，首先要同宿主

菌表面的受体相结合，然后将其核酸注入宿主细胞

内，噬菌体 DNA 在自身编码的整合酶和宿主的 IHF

等因子的作用下，以位点特异性重组的方式整合到宿

主菌染色体上合适的基因中，并随着宿主菌的繁殖而

复制。大肠杆菌染色体中往往含有许多前噬菌体样的

成分，缺失 stx2 基因的噬菌体 ФMin27(Δstx cat) ∷ 可

以感染并溶原 1株 O60和 1株 O138的大肠杆菌，表
明ΦMin27(Δstx cat) ∷ 与这些细菌中存在的前噬菌体

的整合位点或受体并不相同，否则超感染免疫将阻止

它的感染。但是，它对其它 18 株大肠杆菌既不能溶
原也不能裂解，说明它的宿主范围还是很窄。我们推

断可能是这些不能溶原的大肠杆菌菌株缺少针对

ΦMin27(Δstx cat)∷ 的表面受体，或染色体中没有适合

ΦMin27(Δstx cat)∷ 的整合位点，也有可能是整合位点

被宿主菌的前噬菌体占据，这些情况都将导致噬菌体

溶原感染的失败[24，25]。至于ΦMin27(Δstx cat) ∷ 既能

裂解又可以溶原实验菌株大肠杆菌 MG1655的机理，目
前还是未知，也正是本实验室目前的研究内容之一。 

Stx2 噬菌体ΦMin27 是诱导自大肠杆菌 O157，
突变了 stx2 基因的标记噬菌体ΦMin27(Δstx cat)∷ 可

以溶原 MG1655、O60 和 O138 的大肠杆菌，证实了
Stx2 噬菌体能够在不同血清型大肠杆菌中水平转移
外源基因。Kimmitt 等（2000）报道，除了丝裂酶素
外，其它可以抑制细菌 DNA 复制的药物，如喹诺酮
类、甲氧苄氨嘧啶和呋喃唑酮等，同样可以诱导 STEC
释放 Stx噬菌体[26]。鉴于畜禽携带 STEC的现象很普
遍，而且这些药物在养殖场仍然在应用，这无疑地加

速了 Stx 噬菌体在环境中的释放和对其它菌株的溶
原，从而形成新的 STEC基因型和表型，增强了菌株
的致病力。因此，如何控制 Stx噬菌体的释放和溶原
感染将是防控 STEC所致疾病的一个新思路。 
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Construction of a stx2 deletion mutant of Shiga toxin 2 phage ΦMin27 
and its infectious properties  

Liangke Su1, Yaxian Yan1, Chengping Lu1,2*  
(1Shanghai Key Laboratory of Veterinary Biotechnology, School of Agriculture and Biology,  

Shanghai Jiaotong University, Shanghai 200240, China) 
(2Key Laboratory of Animal Disease Diagnosis and Immunology of Ministry of Agriculture, 

Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: [Objective] To construct an stx2 gene mutant phage ΦMin27(Δstx∷cat) and to observe its infectiousness of 
various serotypes Escherichia coli strains. [Methods] With the help of Red recombinant system, the stx2 gene of the E. 
coli O157:H7 Min27 strain isolated from intestinal feces of piglet with diarrhea at a swine farm of Shanghai, was replaced 
by the chloramphenicol acetyltrasferase (cat) gene from plasmid pLacI. Phage ΦMin27(Δstx∷cat) was isolated after in-
duction of E. coli Min27(Δstx∷cat) strain with mitomycin C. Twenty-one E. coli strains with various serotypes were 
infected with ΦMin27(Δstx∷cat), and plaque formation and lysogenic conversion of them were investigated. [Results] Of 
the 21 E. coli isolates, 2 with the serotypes of O60 and O138 integrated the ΦMin27(Δstx∷cat) in their chromosomes and 
expressed resistance to chloramphenicol. With the exception of one laboratory E. coli strain MG1655, none of the tested E. 
coli strains supported the formation of plaques and lysogenization when used as indicators for ΦMin27(Δstx∷cat). Fol-
lowing induction with mitomycin C, these lysogenic strains released infectious particles of ΦMin27(Δstx∷cat) that 
formed plaques on a lawn of E.coli laboratory strain MC1061. [Conclusion] These results demonstrated that 
ΦMin27(Δstx∷cat) was able to infect and lysogenize particular E. coli strains and that the lysogens could produce infec-
tious phage progeny. It could be inferred that Stx bacteriophages were able to spread exogenous genes among E. coli 
strains. The work provided a basis for further study on mechanisms of Stx phages infection and control of Stx expression. 
Keywords: Escherichia coli O157:H7; Stx2 bacteriophage; ΦMin27(Δstx∷cat); infectious property 
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