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摘  要 : 产毒素的霍乱弧菌 Vibrio cholerae 可导致严重腹泻，已引起 7 次全球大流行。对于烈性噬菌体清除霍乱

弧菌的效果评价上，一般使用传统的活细胞培养计数及噬菌斑进行观察分析，但操作费时耗力，尤其不能实时获

得菌株被裂解及残存细胞的数量变化。进一步探索简便、能够实时监测噬菌体裂解霍乱弧菌的方法是非常必要的。

利用荧光报告质粒的策略、将可在霍乱弧菌中高表达生物冷光的质粒转化至 O1 血清群霍乱弧菌耐药菌株中，通

过测定比较生物冷光以及活菌计数，实时分析了噬菌体对液体培养状态下霍乱弧菌的裂解效果，结果显示：冷光

值作为监测指标与传统的活细胞计数方法有很高的相关性，通过测定霍乱弧菌耐药株的冷光值监测霍乱弧菌活细

胞的数量，可实时分析噬菌体裂解霍乱弧菌过程中细菌残存数量。这种分析方法与菌落计数和噬斑形成观察相比，

能够重复对同一样本进行无干扰的连续多时间点检测，没有经过再培养或噬斑形成的时间迟滞，有利于进行噬菌

体与宿主菌相互作用的实时监测分析。 

关键词 : 噬菌体，霍乱弧菌，冷光值，实时监测，相关系数 

Development of a luminescence real-time method for 
monitoring live bacteria during phage lysis 

Fenxia Fan1, Xu Li1,2, and Biao Kan1 
1 State Key Laboratory of Infectious Disease Prevention and Control, National Institute for Communicable Disease Control and Prevention, 

Chinese Center for Disease Control and Prevention, Beijing 102206, China 

2 School of Light Industry, Beijing Technology and Business University, Beijing 100048, China 

Abstract:  The toxin-producing bacterium Vibrio cholerae can cause severe diarrhea and has caused seven global 

pandemics. Traditional viable cell counts and phage plaques are commonly used to evaluate the efficacy of virulent phage 

clearance of V. cholerae, but these operations are time-consuming and labor-intensive, and difficult to provide real-time 

changes. It is desirable to develop a simple and real-time method to monitor V. cholerae during phage lysis. In this study, a 

luminescence-generating plasmid pBBR-pmdh-luxCDABE was transformed into three O1 serogroup drug-resistant strains 

·生物技术与方法· 
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of V. cholerae. The results showed that the luminescence value as a monitoring index correlates well with the traditional 

viable cell count method. Monitoring the number of live cells of V. cholerae by measuring the luminescence allowed 

real-time analysis of the number of bacteria remaining during phage lysis. This method enables repeated, interference-free, 

continuous multiple-time-point detection of the same sample without the time delay of re-culture or plaque formation, 

facilitating real-time monitoring and analysis of the interaction between the phage and the host bacteria. 

Keywords:  phage, Vibiro cholerae, luminescence, real-time monitoring, correlation coefficient 

霍乱弧菌 Vibrio cholerae 主要栖息在自然界

水体环境中[1]，属于革兰氏阴性、兼性厌氧菌，

能够定殖于水体中浮游生物表面。通过水或食物

摄入产毒素的霍乱弧菌可引起严重腹泻[2]，并可

导致人群暴发流行。霍乱弧菌已引起 7 次全球霍

乱大流行，且当前仍处在第 7 次霍乱大流行之中。

按照霍乱弧菌菌体脂多糖抗原的不同，已分出 200 多

个血清群，目前引起流行的几乎均为 O1 及 O139 

群霍乱弧菌产毒株[3]。数十年间，O1 血清群霍乱

弧菌的耐药菌株逐渐出现[4-6]，尤其出现耐药质粒

介导的菌株耐药[7]。 

耐药菌株的出现和流行，已造成临床治疗的

障碍，除寻找新的抗生素外，利用噬菌体裂解致

病菌用于治疗的方法也在积极探索中[8]。生物界

中噬菌体的数量非常庞大，并且其对宿主的裂解

有很高的特异性。已有利用噬菌体治疗铜绿假单

胞菌[9]、大肠杆菌[10]及结核分枝杆菌[11]等的应用

报道。同时，噬菌体作为人体及动物微生物群的

重要组成部分，也可影响与人类共生的细菌群的

结构和功能，进一步影响人类健康，已有研究表

明噬菌体也成为一些非感染性疾病肿瘤、酒精性肝

病及糖尿病等不错的预防或辅助治疗方法[12-16]。

噬菌体进入宿主细胞后指数增殖，能在短时间内

杀灭细菌。目前分析噬菌体裂解病原菌的效果，

主要依靠稀释细胞计数或者琼脂双层实验观察噬

菌斑，这些实验操作费时，尤其不能实现实时监

测和大批量操作，因此研究实时监测分析噬菌体

裂解菌体的方法，非常有利于噬菌体-宿主相互作

用的研究。 

生物冷光在宿主菌内表达是一种很好的指示

细菌数量的标记。已有研究利用生物冷光来指示

启动子的生物活性 [17]、定量蛋白质互作强度 [18]

和分析细菌的定位[17]等。本研究在噬菌体对霍乱

弧菌的裂解研究中，将高表达生物冷光的质粒转

化到霍乱弧菌宿主菌中，分析霍乱弧菌活细胞计

数与同时间点的培养体系冷光值对应关系，发现

两者具有很高的相关性，并进一步利用冷光的实

时监测分析了噬菌体 VP3 对霍乱弧菌的裂解过

程，建立了简便可行的对噬菌体裂解宿主菌过程

的实时监测方法，也能为后续深入研究噬菌体对

耐药霍乱弧菌的靶向裂解、水产品处理或临床治

疗的探索提供快捷、可行的分析工具。 

1  材料与方法 

1.1  重组发光质粒的构建 

PCR 扩增霍乱弧菌中 4 个管家基因 (rplJ 基

因、mdh 基因、dnaK 基因以及 pntA 基因)，分别

得到了这 4 个管家基因的启动子片段 (引物序列

见表 1)。扩增片段经切胶回收和纯化，用 XbaⅠ

和 BamHⅠ限制性内切酶双酶切每个启动子 DNA

片段及生物发光质粒 pBBRlux，DNA 连接酶将启

动子区域分别克隆到质粒 pBBRlux 上，化学转化

到菌株 DH5α λpir 中，经适当稀释后，涂布含有

氯霉素 (30 μg/mL) 的抗性平板，在 37 ℃培养箱

中培养过夜，化学发光成像仪下挑取黑色的阳性重

组克隆，并测序，最终成功构建质粒 pBBR-prplJ- 

luxCDABE 、 pBBR-pmdh-luxCDABE 、 pBBR- 

pdnaK-luxCDABE 以及 pBBR-ppntA-luxCDABE 

(表 2)。 
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表 1  研究所用引物 
Table 1  primers used in this study 

Primer name Sequence (5′–3′)a Enzyme 

rplJ-F CGGTCTAGATAGAAGCTCTGCTGGTTGCTCTGAA XbaⅠ 

rplJ-R CGCGGATCCCTTGGATTAACTCCTGGTTGTCGTT BamHⅠ 

dnaK-F CGGTCTAGAGTGTTTAACCCTGAATTCCACCAAG XbaⅠ 

dnaK-R CGCGGATCCCAGGCTATCTCCAAAAAAATTCTAT BamHⅠ 

mdh-F CGGTCTAGAAGCCAAAGCGTTCTTCTTTTAGTAA XbaⅠ 

mdh-R CGCGGATCCCGTAAATCTCCTTGAGAGTAATCTC BamHⅠ 

pntA-F CGGTCTAGATCGTTTTATTCGCTCTGATTTGGTT XbaⅠ 

pntA-R CGCGGATCCAGCGGTTCCTTGACTATTGGCACAA BamHⅠ 
aRestriction sites are underlined.  
 

表 2 研究所用菌株及质粒 
Table 2  Strains and plasmids used in this study 

Strains and plasmids Relevant genotype Reference/resource 

Strains   

ICDC-VC70 O1 serogroup, antibiotic resistance (TET, NIT, TMP-SMX) Lab collection 

ICDC-VC81 O1 serogroup, antibiotic resistance (NAL, TET, DOX) Lab collection 

ICDC-VC2231 O1 serogroup, antibiotic resistance (NAL, TET, NIT, TMP-SMX) Lab collection 

Vc(prplJ) N16961 transformed with plasmid pBBR-prplJ-luxCDABE This study 

Vc(ppntA) N16961 transformed with plasmid pBBR-ppntA-luxCDABE This study 

Vc(pmdh) N16961 transformed with plasmid pBBR-pmdh-luxCDABE This study 

Vc(pdnaK) N16961 transformed with plasmid pBBR-pdnaK-luxCDABE This study 

VC70(pmdh) ICDC-VC70 transformed with plasmid pBBR-pmdh-luxCDABE This study 

VC81(pmdh) ICDC-VC81 transformed with plasmid pBBR-pmdh-luxCDABE This study 

VC2231(pmdh) ICDC-VC2231 transformed with plasmid 
pBBR-pmdh-luxCDABE 

This study 

N16961 Spontaneous mutant of N16961, Inaba, Sm s Lab collection 

SM10 λpir Km, thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-TC::Mu λpir Lab collection 

DH5α λpir sup E44, ΔlacU169 (ΦlacZΔM15), recA1, endA1, hsdR17, thi-1, 
gyrA96, relA1 

Lab collection 

Plasmids   

pBBRlux luxCDABE, CHLR Lab collection 

pBBR-prplJ-luxCDABE Promoter region of prplJ in pXEN-luxCDABE This study 

pBBR-pmdh-luxCDABE Promoter region of pmdh in pXEN-luxCDABE This study 

pBBR-pdnaK-luxCDABE Promoter region of pdnaK in pXEN-luxCDABE This study 

pBBR-ppntA-luxCDABE Promoter region of ppntA in pXEN-luxCDABE This study 

NAL: nalidixic acid; TMP-SMX: trimethoprim/sulfamethoxazole; TET: tetracycline; NIT: nitrofurantoin; DOX: doxycycline; 
CHL: chloramphenicol. 

1.2  菌落冷光观察 

将涂有细菌单克隆的培养皿过夜培养，利用

化学发光凝胶成像系统 (美国 UVP) 拍照。首先

正常光线拍下平板照片，然后在暗室条件下拍摄

细菌发光的平板照片，此时白色背景下，阳性菌

落为黑色。 

1.3  菌液冷光值测定 

取菌液 200 μL 至 96 孔板 (Costar 3917)，利

用Tecan Infinite M200 Pro酶标仪检测样品冷光值

和菌液浓度 (OD600)。冷光值= (测得的冷光值−本
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底值)/ (OD600−本底值)，“本底值”是培养基空白对

照或特定时间点 0.22 μm 的滤器过滤后的培养液

的冷光值和浊度值。每组实验取 3 个生物重复的

均值，计算标准差。 

1.4  噬菌体琼脂双层裂解实验 

向每管 4 mL 的 0.7%的半固体培养基中分别

加入 100 μL 宿主菌，振荡混匀，倒入底层铺有

LB 固体培养基的平皿中，形成固体双层平板。待

上层半固体琼脂凝固后 (约 5 min)，滴加 10 μL

噬菌体种子液，晾干后正置放入 37 ℃培养箱中，

培养过夜。 

2  结果与分析 

2.1  pmdh 基因的启动子可高效促进冷光基因

的高表达 

选取霍乱弧菌中 rplJ、dnaK、pntA 和 mdh 这

4 个管家基因的启动子，克隆并插入到质粒

pBBRlux 表达生物冷光的基因 luxCDABE 上游，

分 别 得 到 质 粒 ： pBBR-prplJ-luxCDABE 、

pBBR-pmdh-luxCDABE、pBBR-pdnaK-luxCDABE

和 pBBR-ppntA-luxCDABE。将这 4 个质粒分别转

化 到 霍 乱 弧 菌 N16961 中 ， 分 别 得 到 菌 株

Vc(prplJ)、Vc(pmdh)、Vc(pdnaK)和 Vc(ppntA)，

含空白质粒的阴性对照菌株为 Vc(NC)，对平板上

的单菌落进行生物发光观察及液体培养测定生物

冷光值 (图 1)，结果显示：与含对照质粒的霍乱

弧菌相比，分别含有 4 个质粒的菌株，均能观察

到发光 (在白色背景下阳性克隆显示黑色)，但含

有 pBBR-pmdh-luxCDABE 质粒的菌株单菌落颜

色最黑，冷光值表达最强 (图 1A)；液体培养 4 种

菌株至 OD600=0.6，分别测定冷光值，相同浓度及

生长条件下，含有 pBBR-pmdh-luxCDABE 质粒的

霍乱弧菌冷光表达最高，此结果与单克隆平板观

察结果一致，说明基因 pmdh 的启动子活性最高，

所以本研究中我们选择了重组生物发光质粒 

pBBR-pmdh-luxCDABE，进行生物发光霍乱弧菌

的构建和后续实验。 

 
 

图 1  pmdh 的启动子促进冷光的高表达 
Fig. 1  The promoter of pmdh gene can promote high 
expression of luxCDABE. (A) The luminescence 
observation of the clones from plates by the 
chemiluminescence system. (B) The luminescence value 
analysis of bacterial liquid culture. NC: Vc(NC); 1: 
Vc(prplJ); 2: Vc(pmdh); 3: Vc(pdnaK); 4: Vc(ppntA). 
 

2.2  冷光值可作为细菌浓度的指示标准 

将液体培养霍乱弧菌菌株 Vc(pmdh)，每隔 2 h

测定其在 10 h 内生长过程中的冷光值，并用传统

的细胞计数方法计算样本的细胞数量，最终分析

每个时间点的冷光值和细胞计数值，如图 2A 所

示：两种方法测定细菌的浓度所做趋势线是基本

一致的，整体看细胞计数的数值 (CFU) 均高于

特定时间点的冷光值 (Luminescence)，进一步分

析两组数据，发现两组数据有非常高的相关系数

R2=0.988，结果表明冷光值测定可作为衡量细胞

浓度的指示标准。 

2.3  VP3 噬菌体裂解霍乱弧菌耐药菌株 

本研究最终目的是通过分析霍乱弧菌生物冷

光值的表达指示噬菌体裂解霍乱弧菌的过程。首

先，挑选了 3 株 O1 血清群、具有耐药表型的霍

乱弧菌 ICDC-70、ICDC-81 和 ICDC-VC2231(4)，
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利用烈性噬菌体 VP3 对固体平板及悬浮培养状态

的霍乱弧菌分别用双层琼脂噬斑实验及菌液浊度

观察进行了裂解实验 (图 3)，如图所示：与对照

实验组  ( 不加噬菌体 ) 相比， 3 株耐药菌株

ICDC-70、ICDC-81 和 ICDC-VC2231 均可被 VP3

裂解，产生明显的噬斑 (图 3A)；悬浮状态的培

养菌液，在 OD600=0.3 时，按感染复数 multiplicity 

of infection (MOI)=0.1 加入 VP3 噬菌体，振荡培

养 6 h 后，加入噬菌体的培养液均为澄清状态，

表明 3 种菌株均可被 VP3 裂解。 

 

 
 

图 2  冷光值与传统的细胞计数值具有很高的相关 

系数 
Fig. 2  High correlation coefficient was observed 
between the luminescence value and viable cell count 
value. (A) Real-time analysis of luminescence and cell 
count value during V. cholerae growth process. 
Luminescence of left longitudinal axis: the value of 
luminescence value after logarithmic analysis. CFU of 
right longitudinal axis: the logarithmic analysis number 
of viable cells per milliliter of bacterial solution 
calculated by plate counting method. (B) The correlation 
coefficient between luminescence values and the 
corresponding cell count values from the same samples.  

 
 

图 3  噬菌体 VP3 裂解霍乱弧菌耐药菌株 
Fig. 3  VP3 phage sensitivity detection of V. cholerae 
drug resistant strains. (A) VP3 plaque observation of V. 
cholerae, the VP3 sensitivity detection was performed by 
double-layer plaque assay, plaque formation indicates 
that the strain is sensitive to VP3. Control: V. cholerae 
sample without VP3. (B) Determination of VP3 
sensitivity of V. cholerae drug resistant strains in liquid 
culture. Phage was mixed with V. cholerae and cultured 
for 6 hours, after observation by naked eye, the liquid 
culture was stored in the refrigerator at 4 ℃ overnight 
and the result was saved by photo. 

2.4  冷光值实时监测分析噬菌体对霍乱弧菌

耐药菌株的裂解过程 

本研究已明确冷光值可很好地指示活细菌的

生长数量、噬菌体 VP3 能够裂解霍乱弧菌耐药菌

株 ICDC-VC70、ICDC-VC81 和 ICDC-VC2231 的

基础上，我们进一步将两者结合起来，深入分析冷

光值是否可指示噬菌体裂解霍乱弧菌的整个过程。

将质粒 pBBR-pmdh-luxCDABE 分别转化至菌株

ICDC-VC70、ICDC-VC81 和 ICDC-VC2231 中，

分别得到菌株 VC70(pmdh)、VC81(pmdh)和 VC2231 

(pmdh) (表 2)。连续 8 h 的监测分析结果如图 4 所示： 
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图 4  冷光值实时监测噬菌体裂解霍乱弧菌残存细胞的数量 
Fig. 4  Real-time monitoring of the residual viable cells of V. cholerae during VP3 lysis process. (A) The lysis process 
of ICDC-VC70 by VP3 was monitored in real time. After cells were cultured for 2 hours, VP3 was added according to 
MOI = 0.1. The luminescence value and the viable cell count were detected every hour. The monitoring curve was drawn 
to analyze the correlation between the luminescence value and the number of living cells. (B) The VP3 lysis process of 
ICDC-VC81 was monitored in real time. The same as mentioned above. (C) The VP3 lysis process of ICDC-VC2231 
was monitored in real time. The left column is the real-time analysis curve, and the right column is the correlation 
coefficient of the two kinds of values. 
 

图 4A、4B 和 4C 分别为各菌株冷光监测过程及两

种统计方式的相关系数。结果显示：3 种菌株在

液体培养状态下均可被 VP3 裂解，冷光值均低于

同时间点的细胞计数值，冷光值监测曲线和活细
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胞计数曲线的趋势基本一致，3 种菌株监测过程

中冷光值和细胞计数值的相关系数 R2 都很高，分

别为 0.988 8、0.970 9 和 0.977 3，表示冷光值可作

为很好的指示标准用来分析液体培养状态下霍乱

弧菌耐药菌被噬菌体裂解的全过程。 

3  讨论 

生物冷光作为细胞数量的指示系统有其明显

优势。luxCDABE 位于多拷贝质粒上，构建冷光

表达质粒首先需要考虑质粒携带的抗性问题，因

本研究或者将来的实验过程中，噬菌体的裂解靶

细菌是耐药菌株，在选取携带冷光表达的质粒时，

需避免质粒的抗生素抗性与耐药菌株相同，如果

两者携带相同的抗生素，可能会引起质粒丢失问

题。同时，需要考虑 luxCDABE 冷光表达基因的

上游启动子的选择，必须是霍乱弧菌的高表达的

管家基因，这样在不加任何诱导剂情况下，启动

子仍能启动冷光值的高表达。利用霍乱弧菌管家

基因的高强度启动子控制生物冷光的表达，实验

过程中不需要外源激发光或外加任何底物就能发

光；检测背景噪音较低；luxCDABE 的报告系统

操作方便，可实时连续监测[19]。本研究结果明确

了宿主细胞内表达的生物冷光值与传统的细胞计

数的数值有非常高的相关性，很好地指示了噬菌

体裂解霍乱弧菌时残存的霍乱弧菌的数量。传统

的细胞计数方法，需要平板制备、不同梯度稀释

样本，菌落计数等耗时很长的操作过程，第 2 天

才能拿到结果，并且在进行平板活细胞计数的操

作过程中细胞内携带噬菌体的细胞有少数可能也

会被裂解，不能及时反映当时培养液里的细菌状

态。本研究建立的方法操作简单、省时省力，可

对同一生物样本或实验动物进行重复操作，减少

实验重复误差，既保证实验结果的一致性，又可

节约实验成本，实现了样本的实时监测分析，在

监测样本量大和时间长的情况下，也不会繁琐。 

生物冷光报告系统应用的范围非常广泛，并

具有很好的应用价值。利用冷光进行检测可用于

多个领域：在基础研究领域，可利用其研究基因

的转录、表达及调控；在农业微生物领域，可跟

踪病原菌致病过程动态及分布规律[20]；在医学微

生物领域，可以用于疾病的快速诊断及防治结核

等顽固疾病的新型药物的筛选[21]；在食品卫生领

域，可用于微生物污染检测[22]；在环境领域，可

监测环境污染物的遗传毒性[23]。本研究主要是将

该技术应用到了噬菌体裂解细菌的监测过程。生

物冷光的监测方便，不仅可用于液体培养细胞的

分析，也可以用于定殖于动物体表或体内的菌株

数量的指示，这样除了用噬菌体治疗时可用，利

用抗生素治疗时也可以应用，在研究细菌对外界

理化因素的耐受及微生态群菌株之间互作时也可

以应用。 

冷光值可准确指示活的霍乱弧菌的数量。根

据我们的实验数据，冷光质粒在活的霍乱弧菌中

表达，可被检测到，并且冷光值和活细菌的数量

正相关；当噬菌体裂解细菌后，大量菌体死亡，

可监测到冷光值迅速下降，样品中能监测到的冷

光值与剩余活的菌体数量仍呈现正相关性，说明

菌体死亡后释放的细胞内容物的冷光值很快就消

失。虽然在我们研究中发现：细菌被裂解后释放

到培养物中的细胞内容物会产生一定的本底冷

光，但这个本底值非常低，几乎可忽略不计。但

为了精确分析，我们可以在每个特定时间点取样

测定时，用滤器过滤后的少量培养液作为背景值，

实验组的测定值减去培养基的背景值就是活细胞

表达的冷光值，很容易就排除了由不同的监测时

间点引起的背景干扰因素，让数据更加准确可靠。

噬菌体实验研究过程中会出现这样的现象：实验

开始菌株的裂解效果很明显，后期又会出现菌液

变浑浊的情况，再重新出现的细菌可能是原有病

原菌突变产生了噬菌体抗性[24]，也可能是污染了

其他新细菌，这种情况下很难区分。如果原始菌

株携带冷光指示，就可以对后期生长的菌株进行
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检测，分析其冷光值，如果冷光值很低，预示着

是感染的新细菌，反之，为原有的菌株产生了噬

菌体抗性，这样大大简化和缩短了实验分析流程。 

针对霍乱弧菌与噬菌体相互作用的研究，可

应用于噬菌体感染机制、菌株抗性变异、克隆群

演化以及在临床中探索噬菌体治疗。本研究探索

使用荧光报告质粒的策略，将可在霍乱弧菌中高

表达生物冷光的质粒转化到 O1 血清群霍乱弧菌

耐药菌株中，通过测定比较生物冷光以及活菌计

数，实时分析了噬菌体对液体培养状态下霍乱弧

菌的裂解效果，通过测定霍乱弧菌耐药株的冷光

值监测霍乱弧菌活细胞的数量，可实时分析噬菌

体裂解霍乱弧菌过程中细菌残存数量。这种分析

方法与菌落计数和噬斑形成观察相比，能够重复

对同一样本进行无干扰的连续多时间点检测，没

有经过再培养或噬斑形成的时间迟滞，有利于进

行噬菌体与宿主菌相互作用的实时监测分析。 
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