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摘   要：为了给肠侵袭性大肠杆菌(enteroinvasive Escherichia coli, EIEC)的预防与治疗提供资源和参

考，对 EIEC 噬菌体进行生物学特性和基因组分析。以实验室冻存的 EIEC 为宿主菌，从浙江湖州某

养鸡场的环境污水样品中分离得到一株噬菌体，命名为 ΦEP1。采用双层琼脂平板法测定噬菌体的

效价以及最佳感染复数、一步生长曲线、温度、pH 值、氯仿和胆盐敏感性等生物学特性，对噬菌体

进行透射电镜检查以观察其形态，测试其在不同食品基质中的生物防治效果以及对 Caco-2 细胞的保

护作用。结果表明，ΦEP1 的最佳感染复数为 0.1，效价为 1.3×1010 PFU/mL。噬菌体对温度、pH、氯

仿以及胆盐的耐受性均较强，具有较广的裂解谱，对多株不同血清型的多重耐药致病大肠杆菌和志

贺氏菌均表现出裂解活性。噬菌体的潜伏期为 10 min，爆发期为 80 min，爆发量为 48 PFU/cell。透

射电镜观察显示噬菌体 ΦEP1 属于尾病毒目，同时对 Caco-2 细胞有良好的保护作用。噬菌体 ΦEP1 的

基因组大小为 87 182 bp，GC 含量为 39.80%，含有 128 个推定的开放阅读框(open reading frame, ORF)，
不含耐药基因和毒力因子。ΦEP1 能显著抑制人工污染牛奶和牛肉中 EIEC 的增长，在细胞保护性实

验中能有效消杀 EIEC，显著提高 Caco-2 细胞的存活率，减少细胞因子白细胞介素 6 (interleukin-6, 
IL-6)和白细胞介素 1β (interleukin-1β, IL-1β)的表达，使得炎症水平下调。本研究所得的肠侵袭性大

肠杆菌噬菌体效价较高，对环境的耐受性较强，为噬菌体在食品保鲜等领域应用提供依据。 
关键词：大肠杆菌；噬菌体；生物学特性；基因组分析；Caco-2 细胞；细胞因子 
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Abstract: We analyzed the biological and genome characteristics of a phage infecting 
enteroinvasive Escherichia coli (EIEC), aiming to provide resources and a reference for the 
prevention and treatment of EIEC. With the EIEC preserved in our laboratory as the host 
bacterium, one strain of phage was isolated from the effluent sample from a chicken farm in 
Huzhou, Zhejiang and named ΦEP1. The titer, optimal multiplicity of infection, one-step growth 
curve, temperature, pH value, chloroform and bile salt sensitivity of ΦEP1 were determined by 
the double-layer agar plate method. The morphology of the phage was observed by transmission 
electron microscopy. The biocontrol effects of ΦEP1 in different food matrixes and the 
protective effect of this phage on Caco-2 cells were tested. The phage ΦEP1 showed the optimal 
multiplicity of infection of 0.1, the titer of 1.3×1010 PFU/mL, strong tolerance to temperature, 
pH, chloroform, and bile salt, and a broad host spectrum. Furthermore, it expressed lysis activity 
against multiple strains of multiple antibiotic-resistant pathogenic E. coli and Shigella with 
different serotypes. Phage ΦEP1 had an incubation period of 10 min, an outbreak period of 80 min, 
and an outbreak volume of 48 PFU/cell. According to the morphology observed by transmission 
electron microscopy, phage ΦEP1 belonged to the order of Caudovirales, and it had a good 
protective effect on Caco-2 cells. Phage ΦEP1 had a genome of 87 182 bp with the GC content 
of 39.80%, 128 putative open reading frames, and no antibiotic resistance genes or virulence 
genes. ΦEP1 inhibited the growth of EIEC in artificially contaminated milk and beef and 
eliminated EIEC in cell protection experiments. It significantly increased the survival rate of 
Caco-2 cells and down-regulated the expression of interleukin (IL)-6 and IL-1β to reduce 
inflammation. We obtained an EIEC-targeting phage ΦEP1 with a high titer and strong tolerance 
to the environment, which provided a basis for the application of phages in food preservation 
and other fields. 
Keywords: Escherichia coli; phage; biological characteristics; genome analysis; Caco-2 cells; 
cytokines 

 
 

大肠杆菌 (Escherichia coli)作为一种革兰

氏阴性菌，广泛分布于人和动物的肠道中，根

据其致病性可分为肠内致病型和肠外致病型大

肠杆菌 [1]。肠侵袭性大肠杆菌 (enteroinvasive 
Escherichia coli, EIEC)是一种能够侵袭感染结

肠上皮细胞的胞内致病菌，其致病机制与志贺
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氏菌类似，二者皆能引发细菌性痢疾[2-5]。市售

食品被致病性大肠杆菌污染后可能经销售链最

终感染消费者，给我国人民的健康安全造成极

大的不良影响[6-12]。 
噬菌体具有极高的宿主裂解活性、高度的

宿主特异性、稳定的安全性以及控制抗生素耐

药细菌的有效性[13-15]。无论是在临床医学还是

食品应用方面，噬菌体皆有广阔的前景[16-18]。 
本研究以实验室冻存的肠侵袭性大肠杆菌

为宿主菌，从浙江湖州某养鸡场的环境污水样

品中分离得到一株大肠杆菌噬菌体 ΦEP1，对噬

菌体的生物学表型和基因组特征进行了系统性

研究，检验了其对不同食品基质中 EIEC 的抗

菌效果，并使用 ΦEP1 对 Caco-2 细胞进行保护

性实验，为后续噬菌体制剂的开发及实际应用

于动物体内等提供一定参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

样品来源于浙江湖州某养鸡场的环境污

水；宿主菌为实验室保存的肠侵袭性大肠杆菌

菌株。DMEM 高糖培养液、Anti-Anti 100×、胎

牛血清均购自吉诺生物医药技术有限公司；噻

唑蓝溴化四唑购自默克 Sigma Aldrich 试剂公

司；胰蛋白酶购自 HyClone 公司；Tris 购自上

海阿拉丁生化科技股份有限公司。透射电子显

微镜 JEM-1230，购自 Gatan 公司；细胞培养箱

FORMA、酶标仪，购自赛默飞世尔科技(中国)
有限公司。 

1.2  噬菌体的富集和分离纯化 
取多份来自浙江湖州某养鸡场的环境污水

样品，用纱布粗过滤后分装于 50 mL 离心管中，

8 000 r/min 离心 5 min。取 50 mL 上清液于无菌

锥形瓶内，加入 1 mL 对数生长期宿主菌悬液

(OD600=0.4–0.5)和 50 mL LB 液体培养基，放入

37 ℃摇床，160 r/min 振荡 16 h，进行噬菌体的

初次培养。 
将培养液 8 000 r/min 离心 10 min，取上清

液用 0.22 µm 过滤器过滤。在 5 mL 滤液中加入

5 mL LB 液体培养基与 200 µL 宿主菌，振荡培

养，多次富集，得到噬菌体原液。将原液梯度

稀释后，通过双层平板法分离噬菌体。蘸取单

个圆形、透明且清晰的噬菌斑至装有 0.5 mL SM
缓冲液的 EP管中，4 ℃存放过夜后使用 0.22 µm
过滤器过滤，滤液梯度稀释并重复上述实验，纯

化过程需重复 3–5 次[19]，直至平板上出现大小、

形态皆均一的噬菌斑。最终得到单一噬菌体。 

1.3  噬菌体相关性质测定 
1.3.1  噬菌体效价测定 

噬菌体效价是指每 mL 样品中的噬菌体数。

采用双层平板法测定梯度稀释后的噬菌体效

价，各梯度做 3 组平行，进行噬菌斑计数，计

数时，以噬菌斑数为 30–300 之间的稀释度为

准。噬菌体效价计算如公式(1)所示： 
噬菌体效价 (PFU/mL)=平均噬菌斑数×稀

释倍数×10                            (1) 
1.3.2  噬菌体最佳感染复数的测定 

感染宿主的初始阶段噬菌体与宿主菌的数

量比称为感染复数(multiplicity of infection, MOI)。
将 OD600=0.4 的宿主菌梯度稀释，取 100 µL 涂

布于 LB 平板上，37 ℃恒温培养 12 h 后进行菌

落计数。按照 MOI 值分别为 100、10、1、0.1、
0.01、0.001、0.000 1 加入噬菌体，于 37 ℃摇

床中 160 r/min 振荡培养 4 h 后取出，8 000 r/min
离心 10 min，取上清液 100 µL，用 LB 肉汤连

续进行 10 倍倍比稀释，各取 100 µL 与宿主菌

液 100 µL 混合孵育 10 min 后测定噬菌体效价。 
1.3.3  噬菌体一步生长曲线的测定 

取 OD600=0.4 的菌液按最佳感染复数的比例

加入噬菌体，于 37 ℃培养箱内温育 10 min，进
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行噬菌体的吸附，随后 12 000 r/min 离心 1 min，
除去上清液。将沉淀用 LB 肉汤洗涤 2 次，加入

LB 肉汤混匀，将菌液置于 37 ℃摇床中振荡培养，

每隔 10 min 取样，并在 4 ℃条件下 8 000 r/min
离心 2 min，过滤后取上清液稀释，测定噬菌体

效价。绘制噬菌体一步生长曲线，横坐标为感

染时间，纵坐标为噬菌体效价的对数值。 
1.3.4  噬菌体裂解谱的测定 

取实验室冻存的菌株复壮至对数生长期，

采用点板法测定噬菌体的裂解范围。 
1.3.5  噬菌体热稳定性的测定 

各取 500 µL 噬菌体液分装于 1 mL 离心管

中，在 30、40、50、60、70、80 ℃的恒温水浴

锅中每 15 min 取 1 次样，将样液冷却至室温后，

梯度稀释测定效价。 
1.3.6  噬菌体 pH 稳定性的测定 

取 900 µL 不同 pH 值(1.0–14.0)的 LB 液体

培养基于无菌试管中，将其置于 37 ℃摇床中预

热后，加入 100 µL 噬菌体悬液，混匀后于 37 ℃
摇床，160 r/min 振荡培养 2 h，再将其梯度稀释，

测定各样品效价。  
1.3.7  噬菌体对氯仿敏感性实验 

取 950 μL 噬菌体悬液，加入 50 μL 氯仿，

最终混合液氯仿浓度为 5%。设置不添加氯仿的

对照组，对照组使用等量 PBS 缓冲液代替氯仿。

混匀后于 4 ℃过夜，次日对其进行梯度稀释，

测定各样品效价。 
1.3.8  噬菌体对胆盐敏感性实验  

取 900 µL 噬菌体悬液，加入 100 µL 的   
50 mmol/L 胆盐溶液。对照组使用等量 PBS 缓

冲液代替胆盐溶液。混匀后于 37 ℃水浴锅中水

浴 2 h，梯度稀释后，测定各样品效价。 

1.4  噬菌体的透射电镜观察 
采用磷钨酸负染法对噬菌体进行染色：用

枪头吸取少许纯化的噬菌体液滴在铜网上，静

置 2–3 min 后用滤纸吸去侧边多余液体。再滴

加一滴 2%磷钨酸水溶液于铜网上，静置几分钟

后，吸去侧边多余染色液，在红外灯下烘干铜

网后用透射电镜观察。 

1.5  噬菌体全基因组测序及分析 
利用 Illumina NovaSeq 6000 测序平台对噬

菌体进行全基因组测序(广东美格基因科技有

限公司)。DNA 样品检测合格后构建文库，采

用软件 Soapnuke对测序的数据进行质量评估以

及去除低质量数据。使用 Megahit 软件对 clean 
data 进行 de novo 组装。 

基于 NCBI 在线工具 BLASTn 进行噬菌体

全基因组序列比对，采用 Prokka 预测病毒重叠

群上的基因序列，统计预测出来的基因数目、

长度等，利用 BLASTp (e<10−3)将所预测基因蛋

白序列与 UniProtKB/Swiss-Prot/NR 数据库的病

毒序列比对，获取病毒的功能信息。利用综合

抗生素研究数据库(the comprehensive antibiotic 
research database, CARD)进行分析，预测是否携

带耐药基因；下载毒力因子数据库 (virulence 
factors database, VFDB)的 set A 核心数据库，通

过 BLAST 比对预测噬菌体是否携带毒力因子。

对噬菌体全基因组、内溶素序列和主要衣壳蛋

白序列进行比对，利用 MEGA 11.0 绘制系统发

育树。 

1.6  噬菌体对不同食品基质中 EIEC 的抗菌

效果  
将 100 µL 1.0×105 CFU/mL菌液接种至800 µL

无菌牛奶中，充分混匀；用无菌刀将新鲜牛肉

切成 1 cm×1 cm 的方块，紫外灭菌 1 h 后，接

种 200 µL 1.0×105 CFU/mL 菌液。分别取噬菌体

ΦEP1 以 MOI 为 1 000 和 10 000 加至食品基质

中，样品分别于 4 ℃和 25 ℃培养 12 h，对照组

加入等量的 PBS 缓冲液。每 3 h 取 1 次样，牛
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肉样品转入含 5 mL 生理盐水离心管中，梯度稀

释进行菌落计数。 

1.7  噬菌体对 Caco-2 细胞的保护性实验 
1.7.1  MTT 法检测 Caco-2 细胞存活率  

将培养至可传代的 Caco-2 细胞用胰酶消化

后计数，加入适量 DMEM 培养液吹打混匀接种

于 96 孔板中。仅添加 100 µL 不含细胞的 DMEM
培养液为空白对照组。 

转入 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h 后，

于显微镜下观察可视 Caco-2 细胞贴壁并形成

一层致密的细胞膜状结构后，随即向 E-P 组(治
疗组)与 E 组(攻毒组)细胞内各加入 10 µL 浓度

为 108 CFU/mL 的 EIEC 菌液，培养一段时间后，

向 E-P 组与 P 组(噬菌体组)分别加入噬菌体悬

液，同时向 C 组(对照组)中加入等量的 PBS 缓

冲液。 
继续培养 4 h 后，向 E-P 组与 E 组加入适

量抗生素，培养一段时间后吸弃孔中混合液，

用 PBS 缓冲液清洗后加入等量 DMEM 培养液。

然后每孔加入 20 µL 四甲基偶氮唑蓝(methyl 
thiazolyl tetrazolium, MTT)溶液(5mg/mL)，转入

培养箱中培养 4 h。吸弃孔中 MTT 与培养基的

混合液，PBS 缓冲液清洗后，每孔加入 100 µL
二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)。将

96 孔板置于培养板振荡仪上 10 min，直至将甲

臜完全溶出，再使用酶标仪检测波长 490 nm 处

各孔的吸光值。每组实验重复 3 次。以空白对

照组调零，计算 Caco-2 细胞存活率，反映噬菌

体对大肠杆菌的裂解作用及是否能对 Caco-2 细

胞进行保护。 
1.7.2  Caco-2 细胞凋亡作用的观察及检测 

Hoechst 33342/碘化丙啶(propidium iodide, 
PI)双染观察 Caco-2 细胞死亡情况：不同试剂处

理结束培养 4 h 后(同 1.7.1)，每孔加入 50 µL
膜通透性染色液，随后转入 37 ℃培养箱孵育

30 min，移去培养液，加入 10 µL Hoechst 和
PI 的混合液，37 ℃孵育 15 min 后用荧光显微

镜观察。 
1.7.3  qPCR 方法检测 Caco-2 细胞中细胞因子的

表达 
RNA 提取及引物设计：取对数生长期的

Caco-2 细胞接种至细胞培养瓶中，接种密度为

105个/mL，分为空白对照组、攻毒组(E 组)和治疗

组(E-P 组)，使得EIEC 每瓶终浓度为 106 CFU/mL，
噬菌体每瓶终浓度为 108 PFU/mL、每瓶终体积

为 5 mL。放置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中

培养后，收集经 EIEC 和噬菌体处理后的细胞，

用 PBS 洗涤 3 次后，参照 Trizol RNA 提取方法

提取 Caco-2 细胞总 RNA。在 NCBI 上查询待测

免疫相关基因引物的完整序列，序列信息见表 1。
每组实验重复 3 次。根据待测免疫相关基因的

Ct 值，以人源 GAPDH 基因作为内参，利用 2–ΔΔCt

法计算各组样品相关基因 mRNA 的相对表达

量。实验数据采用 SPSS 18.0 软件进行统计和

方差分析。所有实验数据均以 x ±s 来表示，

P<0.05，表示差异显著。 
qPCR 反应条件：对所提取的 Caco-2 细胞

总 RNA 反转录获得 cDNA，反应条件为：37 ℃，

15 min；85 ℃，5 s。然后进行 qPCR 反应，反

应条件为；95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，
60 ℃退火 34 s，40 个循环。 

 
表 1  荧光定量 PCR 的引物序列 
Table 1  Primer sequences for qPCR 
Primer name Sequence of primer (5ʹ→3ʹ) 

IL-6-F AGACAGCCACTCACCTCTTCAG 

IL-6-R TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG  

IL-1β-F GCTTGGTGATGTCTGGTCCA 

IL-1β-R AACACGCAGGACAGGTACAG 

GAPDH-F CATCACTGCCACCCAGAAGACTG 

GAPDH-R ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG 
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2  结果与分析 
2.1  噬菌体的最佳感染复数及其一步生长

曲线 
从养鸡场的环境污水样品中分离得到一株

肠侵袭性大肠杆菌噬菌体，命名为 ΦEP1。在双

层平板上呈现为 1−2 mm 的噬菌斑。挑取单个

噬菌斑经 3–5 次纯化后[19]，噬菌斑透明且清晰，

形态均一，效价提升至 109−1010 PFU 数量级，

如图 1A、1B 所示。 
按照不同的比例将噬菌体与宿主菌混合，

噬菌体最佳感染复数测定结果见表 2。ΦEP1 的

最佳感染复数是 0.1，效价为 1.3×1010 PFU/mL。 

 

 
 
图 1  ΦEP1纯化前(A)后(B)的噬菌斑以及一步生

长曲线(C) 
Figure 1  The plaque of ΦEP1 before (A) and after 
(B) purification. C: One-step growth curve of 
phage. 

表 2  噬菌体最佳感染复数测定 
Table 2  Determination of optimal multiplicity of 
infection (MOI) for phage 
Number of phages 
(PFU/mL) 

Number of bacteria 
(CFU/mL) 

MOI ΦEP1 
(PFU/mL) 

1×109 1×107 102 1.5×108 
1×108 1×107 101 2.6×109 
1×107 1×107 100 9.2×109 
1×106 1×107 10−1 1.3×1010 
1×105 1×107 10−2 1.0×1010 
1×104 1×107 10−3 7.0×109 
1×103 1×107 10−4 8.4×108 

 
将噬菌体和宿主菌按最佳感染复数的比例

混合培养。绘制一步生长曲线，横坐标为感染

时间，纵坐标为噬菌体效价的对数值。从一步

生长曲线中体现的是噬菌体从侵染宿主到裂

解、释放子代噬菌体的整个生命周期，所得指

标包括潜伏期、裂解期、爆发量。噬菌体潜伏

期越短，意味着可以越快地裂解宿主菌。在较

短的潜伏期后，噬菌体的爆发量越大，则代表

该噬菌体的裂解能力越强，可以更好地应用于

控制细菌的增殖。 
由图 1C 可知 ΦEP1 的潜伏期约为 10 min，

裂解期约为 80 min，爆发量为 48 PFU/cell。按

公式(2)计算爆发量： 
爆发量=爆发末期噬菌体效价/感染初期宿

主菌浓度                             (2) 

2.2  噬菌体的裂解谱 
点板法观察到噬菌体 ΦEP1 可以有效裂解

81.25% (26/32)的大肠杆菌，其中包含不同的血

清型与多株多重耐药致病菌，并可以有效消杀

21 株 EIEC 中的 18 株。同时 ΦEP1 对部分志贺

氏菌也表达了裂解活性，展现了较广的裂解宿

主谱(表 3)。 

2.3  噬菌体的热稳定性和 pH 稳定性  
噬菌体在其应用过程中，不可避免地面临

诸多不同理化因素的环境及加工方式。温度为 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

3222 

表 3  噬菌体宿主谱 
Table 3  Host range of the bacteriophage 
Number Bacterial strain Source Drug resistancec Plaque 

formationf 
1 Enteroinvasive Escherichia coli HZZ5 ZJSUa Yd (AM, AMX, CL, FOS, GM, K, NA, S, 

SIZ, TE, TMP) 
++ 

2 Enteroinvasive Escherichia coli HZZ8 ZJSU Y (AM, AMX, CL, FOS, GM, K, S, SIZ, TE, 
TMP) 

− 

3 Enteroinvasive Escherichia coli HZZ10 ZJSU Y (AMX, CL, FOS, K, SIZ, TE) ++ 
4 Enteroinvasive Escherichia coli LAZ1 ZJSU Y (AM, FOS, GM, K, S, SIZ, TE) + 
5 Enteroinvasive Escherichia coli LAZ2 ZJSU Y (AM, AMX, CT, ENR, FOS, S, SIZ, TE, 

TMP) 
− 

6 Enteroinvasive Escherichia coli LAZ5 ZJSU Y (AM, AMX, GM, K, S, SIZ, TE, TMP) ++ 
7 Enteroinvasive Escherichia coli LAZ6 ZJSU Y (AMX, CL, K, SIZ, TE, TMP) + 
8 Enteroinvasive Escherichia coli LAZ7 ZJSU Y (GM, K, S, SIZ, TE) + 
9 Enteroinvasive Escherichia coli LAZ13 ZJSU Y (AM, AMX, GM, K, TE) ++ 
10 Enteroinvasive Escherichia coli LAZ16 ZJSU Y (AMX, CL, FOS, K, OFX, S, SIZ, TE, 

TMP) 
+ 

11 Enteroinvasive Escherichia coli JDJ1 ZJSU Y (AM, AMX, CIP, K, S, TE, TMP) ++ 
12 Enteroinvasive Escherichia coli JDJ2 ZJSU Y (AM, AMX, ENR, FOS, S, SIZ, TMP) ++ 
13 Enteroinvasive Escherichia coli JDJ8 ZJSU Y (AMX, FOS, K, S, SIZ, TE) + 
14 Enteroinvasive Escherichia coli JDJ9 ZJSU Y (CIP, FOS, GM, K, S, SIZ, TE, TMP) ++ 
15 Enteroinvasive Escherichia coli JDJ11 ZJSU Y (AM, AMX, FOS, OFX) ++ 
16 Enteroinvasive Escherichia coli JDJ12 ZJSU Y (AMX, CL, K, S, TE) + 
17 Enteroinvasive Escherichia coli JZ8 ZJSU Y (AM, FOS, GM, K, S, SIZ, TE, TMP) + 
18 Enteroinvasive Escherichia coli JZ10 ZJSU Y (AM, AMX, K, S, SIZ, TE, TMP) ++ 
19 Enteroinvasive Escherichia coli JZ11 ZJSU Y (FOS, GM, S, TE, TMP) − 
20 Enteroinvasive Escherichia coli JZ16 ZJSU Y (AM, OFX, TE, TMP) + 
21 Enteroinvasive Escherichia coli JZ19 ZJSU Y (AM, AMX, FOS, GM, K, S, SIZ, TE, 

TMP) 
+ 

22 Enterohemorrhagic Escherichia coli NBZ2 ZJSU Y (AM, AMX, GM, K, S, SIZ) − 
23 Enterohemorrhagic Escherichia coli NBZ3 ZJSU Y (AM, AMX, SIZ, TE, TMP) ++ 
24 Enterohemorrhagic Escherichia coli NHZ1 ZJSU Y (CT, MD, S, TE) + 
25 Enterohemorrhagic Escherichia coli NHZ2 ZJSU Y (AMX, FOS, S, TE, TMP) + 
26 Enterohemorrhagic Escherichia coli NHZ6 ZJSU Y (AMX, FOS, OFX) + 
27 Enterohemorrhagic Escherichia coli JW ZJSU Y (AMX, AT, CL, FOS, GM, K, MEM, S, 

SIZ, TE, TMP) 
− 

28 Enterohemorrhagic Escherichia coli NW ZJSU Y (AM, CL, GM, K, S, SIZ, TE) ++ 
29 Enterotoxigenic Escherichia coli ZSZ3 ZJSU Y (AM, AMX, CT, ENR, S, SIZ, TE, TMP) − 
30 Enterotoxigenic Escherichia coli ZSZ5 ZJSU Y (AM, AMX, CIP, GM, K, OFX, S, SIZ, 

TE, TMP) 
+ 

31 Enterotoxigenic Escherichia coli ZSZ7 ZJSU Y (AMX, CIP, K, S, TE, TMP) + 
32 Escherichia coli ATCC 8739 ATCCb Ne + 
33 Shigella flexneri ATCC 12022 ATCC N − 
    (待续) 
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    (续表 3) 

Number Bacterial strain Source Drug resistancec Plaque 
formationf 

34 Shigella flexneri NBDJ10 ZJSU Y (AM, CIP, CL, GM, K, OFX, S, SIZ, TE, 
TMP) 

− 

35 Shigella flexneri QZDJ5 ZJSU Y (AM, AMX, CIP, CL, FOS, GM, S, SIZ, 
TE) 

− 

36 Shigella sonnei NBDJ20 ZJSU Y (AM, AMX, CIP, CL, FOS, GM, K, NA, 
S, SIZ, TE, TMP) 

− 

37 Shigella sonnei HZDJ6 ZJSU Y (AM, AMX, S, TE) + 

38 Shigella sonnei HZDJ9 ZJSU Y (AMX, CL, FOS, K, OFX, S, SIZ, TE) + 

39 Shigella sonnei QZDJ2 ZJSU Y (AM, AMX, FOS, GM, K, S, SIZ, TE, 
TMP) 

− 

40 Shigella sonnei QZDJ3 ZJSU Y (AMX, CIP, K, OFX, SIZ, TE, TMP) + 

41 Shigalla Dysenteria NBDJ24 ZJSU Y (AM, OFX, TE, TMP) − 
42 Salmonella Typhimurium LT2 ATCC 700720 ATCC N − 
43 Salmonella Typhimurium NBDJ1 ZJSU Y (AM, AT, NA, TE, TMP) − 
44 Salmonella Typhimurium ZSDJ9 ZJSU Y (AT, CIP, GM, K, NA, OFX, S, SIZ, TE) − 
45 Salmonella Enteritidis ATCC 13076  ATCC N − 
46 Salmonella Enteritidis HZZ1 ZJSU Y (AM, AZM, FOS, OFX) − 
47 Staphylococcus aureus ATCC 6538 ATCC N − 
a: ZJSU: Zhejiang Gongshang University. b: ATCC: American Type Culture Collection. c: AM, ampicillin; AMX, amoxicillin; AT, 
aztreonam; AZM, azithromycin; CIP, ciprofloxacin; CL, chloramphenicol; CT, colistin; ENR, enrofloxacin; FOS, fosfomycin; 
GM, gentamicin; K, kanamycin; MD, mequindox; MEM, meropenem; NA, nalidixic acid; OFX, ofloxacin; S, streptomycin; SIZ, 
sulfaisoxazole; TE, tetracycline; TMP, trimethoprim. d: Y: Yes. e N: No. f: ++: Clear plaque; +: Opaque plaque; −: No plaque. 

 
30–50 ℃时，对 ΦEP1 的活性影响并不大，当温

度达到 60 ℃及以上时，尽管只作用 15 min，ΦEP1

的活性便会大幅度下降直至完全消失(图 2A)。 
噬菌体在 pH 4.0−12.0 之间能够稳定保持

其活性，在 pH≤3.0 和 pH≥13.0 的环境中，噬菌

体的活性大幅度降低，甚至完全失活(图 2B)。 

2.4  噬菌体对氯仿及胆盐的敏感性 
噬菌体经过氯仿或胆盐处理后，其效价与

C 组均无显著性差异(P>0.05)，C 组为用 PBS
处理的对照组，说明 ΦEP1 对氯仿及胆盐并不

敏感，衣壳表面没有囊膜或脂类(图 3)。 

2.5  噬菌体的形态观察  
采用磷钨酸法对 ΦEP1 进行负染，用透射

电子显微镜观察 ΦEP1 的形态。ΦEP1 为尾病毒

目，头部长约 60 nm，横径约为 60 nm，呈六边

形，为典型的正二十面体结构，尾部约为 80 nm 
(图 4)。 

2.6  噬菌体全基因组测序及结果分析 
对噬菌体 ΦEP1 进行全基因组测序，结果

表明，ΦEP1 的基因组是一条环状双链 DNA 分

子，大小为 87 182 bp，G+C 含量为 39.80%。

通过 BLAST 进行数据分析，ΦEP1 含有 128 个

推定的开放阅读框(open reading frame, ORF)，
其中 42 个 ORF 的功能已被注释，注释率约为

32.81% (42/128)，有 86 个 ORF 的功能被注释

为假定蛋白(hypothetical protein)。 
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图 2  噬菌体的热稳定性及 pH 稳定性   A：噬菌体的热稳定性. B：pH 对噬菌体效价的影响 
Figure 2  Thermal and pH stability of phage. A: Thermostability of phage. B: Effect of pH on bacteriophage 
viability. 
 

 
 

图 3  噬菌体对氯仿及胆盐的敏感性   A：噬菌体对氯仿的敏感性. B：噬菌体对胆盐的敏感性  
Figure 3  Sensitivity of phage to chloroform and bile salt. A: Chloroform sensitivity of phage. B: Bile salt 
sensitivity of phage. 
 

 
 
图 4  噬菌体 ΦEP1 的透射电镜图 
Figure 4  Transmission electron microscopy of 
phage ΦEP1. 

ΦEP1 的全基因组圈图见图 5，最内侧黑圈

显示基因组大小和标识；带有波峰的黑圈表示

G+C 含量，峰值向内(外)表示该区域 G+C 含量

低(高)于全基因组平均 G+C 含量，峰值越高，

与平均 G+C 含量差值越大；带有波峰的紫绿色

圆圈表示 G+C-skew [G+C 偏移，G+C skew= 

(G−C)/(G+C)]，绿色(紫色)代表 GC-skew 大于

(小于) 0，可用于判断环状 DNA 的复制起点；

蓝色圆圈代表 ΦEP1 基因组序列；中间 5 个圆

圈代表 5 株相似噬菌体基因组序列(颜色深浅表 
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图 5  噬菌体 ΦEP1 的全基因组分析 
Figure 5  Whole genome analysis of phage ΦEP1.  
 
示基因的一致性程度)；最外侧圆圈为基因注

释(红色为已注释蛋白，绿色为假定蛋白)。 
2.7  开放阅读框功能预测 

通过BLASTp进行蛋白序列分析，噬菌体ΦEP1
的 128 个 ORFs (附表 1，国家微生物科学数据中

心登录号：NMDC60154049)中具有与噬菌体复

制、代谢、包装、结构和裂解等相关的基因，且

不含耐药基因和毒力因子，并不会造成物种间的

基因转移，进一步说明该噬菌体应用的安全性。 
噬菌体复制、修饰和代谢等有关的蛋白有：

ORF31 (厌氧核糖核苷 -三磷酸还原酶激活蛋

白)；ORF33 (厌氧核糖核苷三磷酸还原酶)；
ORF36 (核糖核苷二磷酸还原酶亚基 β)；ORF38 
(核糖核苷二磷酸还原酶亚基 α)；ORF48 (DNA
解旋酶)，其作用于 DNA 双链的氢键上；ORF50 

(脱氧核苷酸单磷酸激酶)；ORF53 (DNA 聚合

酶)，是细胞复制 DNA 的重要作用酶；ORF54 
(内切酶)；ORF60 (DNA 连接酶)，其所催化的

反应在 DNA 的复制和修复过程中起着重要的

作用；ORF68 (二氢叶酸还原酶)；ORF69 (胸苷

酸合成酶)。 
噬菌体结构蛋白有：ORF72 (长尾纤维蛋

白)；ORF73 (尾纤维蛋白)；ORF82 (卷尺蛋白)，
卷尺蛋白(tape measure protein, TMP)具有协助

和控制噬菌体尾巴装配的功能，是噬菌体侵染

期间协助其吸附宿主的一种必需蛋白质；

ORF85 (结构蛋白)；ORF91 (主要衣壳蛋白)；
ORF93 (头尾连接蛋白)；ORF108 (装饰蛋白)。 

噬菌体裂解相关蛋白有：ORF109 (内溶

素)，噬菌体通过表达此蛋白来裂解宿主菌，释
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放子代噬菌体。 

2.8  系统发育树分析 
如图 6A 所示，基于全基因组序列构建的

进化树结果表明，ΦEP1 与 Escherichia phage 
vB_EcoM_ESCO45 (GenBank 登录号：OM386661.1)
具有最近的亲缘关系。 ΦEP1 的内溶素和

Escherichia phage mistaenkt (GenBank 登录号：

MN850587.1) 、 Enterobacteria phage CHB7 
(GenBank 登录号：MK562504.1)两株噬菌体的

内溶素相似度较高(图 6B)；主要衣壳蛋白与噬

菌体 Escherichia phage SUSP1 (GenBank 登录

号：NC 028808.2)较相近(图 6C)。图 6 中标尺

代表遗传距离，遗传距离越短，亲缘关系越近，

因此说明噬菌体 ΦEP1 是一株新型的肠侵袭性

大肠杆菌噬菌体。 

2.9  噬菌体在食品基质中的生物防治应用 
在 25 ℃的条件下培养噬菌体 12 h，实验

组牛奶中的 EIEC 含量较 C 组均降低超过     
4 log10 CFU/mL。对于牛肉样品，MOI 为 1 000
的实验组在 25 ℃下培养 12 h，使 EIEC 减少了 
3.21 log10 CFU/mL，MOI 为 10 000 的实验组则减

少了 3.43 log10 CFU/mL。这些结果表明，ΦEP1
对无菌牛奶和牛肉样品中的 EIEC 都有相当的

抑制作用，在 MOI 为 10 000 的实验组中的效

果略好于在 MOI 为 1 000 的实验组中(图 7)。 
然而在 4 ℃的条件下，虽然噬菌体仍能显

著降低食品基质中 EIEC 的含量，但消杀效率

远不如 25 ℃条件下时，这可能是因为 4 ℃时

EIEC 的扩增受到了明显的限制，宿主菌的活性

大大降低，甚至部分细菌转入休眠状态，休眠

中的致病菌难以被侵袭，而噬菌体 ΦEP1 依赖

宿主菌进行生长与增殖，因此效价降低(图 7)。 

2.10  噬菌体对 EIEC 诱导 Caco-2 细胞凋

亡的影响 
由图 8A 可知，C 组与 P 组并不存在显著性

差异，说明单独添加噬菌体并不会引起细胞的

凋亡。EIEC 的加入使得约 69.6%的细胞死亡，

但是根据 E-P 组的细胞存活率可知，加入 EIEC
一段时间后再添加噬菌体即可显著提高 Caco-2
细胞的存活率。 

Hoechst 是一种可以穿透细胞膜对细胞核

进行染色的蓝色荧光染料；PI 则无法通过完整

的细胞膜，但可以穿透处于凋亡晚期或已死亡

的细胞，在荧光显微镜下呈现红色。染色结果

显示(图 8B)，对照组及噬菌体组的细胞活性强，

死亡率低；EIEC 侵染后的细胞死亡，被大量激

发出红色，图中橙色圆圈标注的细胞可见明显

的马蹄状、半月形的细胞核，染色质呈现边缘

化。在 EIEC 侵染后使用噬菌体保护细胞，虽

仍有部分细胞出现核异固缩现象，伴随着少许

凋亡小体，但整体上显著降低了细胞的死亡率，

起到了对 Caco-2 细胞的保护作用。 

2.11  噬菌体对 EIEC 作用后的炎症相关基

因表达的影响  
白细胞介素 6 (interleukin-6, IL-6)是一种免

疫相关的多效性细胞因子，其能够作为促炎细

胞因子和抗炎性肌球蛋白来发挥作用，同时具

有促炎性和抗炎性的性质[20]。IL-6 能够对一些

疾病引起的不同组织中的炎症反应起到保护效

果，通过调节免疫应答在机体的抗感染免疫反

应中发挥着重要作用 [21]。同时其还能对肠上

皮细胞和黏膜层等产生一定的保护作用[22]。如

图 9A 所示，E 组细胞因子 IL-6 的表达显著上

调，炎症相关基因的表达量接近对照组的 4 倍，

E-P 组的表达量远低于 E 组。白细胞介素 1β 
(interleukin-1β, IL-1β)作为关键的促炎细胞因

子，参与自身多种免疫性炎症反应和诸多细胞

活动，包括细胞的增殖、分化与凋亡等。IL-1β
是炎症反应的重要介质之一，其在各种组织、

细胞中的表达，代表了炎症反应的激活程度[23]。 
 



 
 

何继玮 等 | 一株新型广谱肠侵袭性大肠杆菌噬菌体 ΦEP1 生物学特性及基因组分析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3227 

 
 

图 6  噬菌体 ΦEP1 进化关系分析   A：基于全基因组构建的发育树. B：基于内溶素序列构建的发育

树. C：基于主要衣壳蛋白构建的发育树 
Figure 6  Phylogenetic relationships of phage ΦEP1. A: Phylogenetic tree based on whole genome sequence. B: 
Phylogenetic tree based on endolysin sequence. C: Phylogenetic tree based on major capsid protein sequence. 
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图 7  噬菌体在不同温度下对牛奶(A、B)和牛肉(C、D)中 EIEC 的抗菌作用 
Figure 7  Phage against enteroinvasive Escherichia coli in milk (A, B) and beef (C, D) at different 
temperatures. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
E 组 IL-1β 上调明显(P<0.05)，E-P 组显著降低

了该炎症因子的表达(图 9B)，证明 ΦEP1 能有

效裂解 EIEC，保护 Caco-2 细胞免受细菌的感

染与侵袭，下调其炎症水平。 

3  讨论与结论 
本研究以实验室冻存的肠侵袭性大肠杆菌

为宿主菌，从浙江湖州某养鸡场的环境污水样

品中分离得到一株 EIEC 噬菌体，命名为 ΦEP1。

双层琼脂平板法测定结果表明，ΦEP1 的最佳感

染复数是 0.1，效价为 1.3×1010 PFU/mL。刘悦

等 [24]分离得到的大肠杆菌噬菌体，其效价为

7.2×109 PFU/mL，相较之下本研究发现的噬菌

体具有较高的效价。同时 ΦEP1 对温度和 pH 的

耐受性都较强，对氯仿及胆盐并不敏感，说明

噬菌体衣壳表面没有囊膜，并且不含脂类，这

些特质增加了噬菌体 ΦEP1 在胃肠道或是其他

极端环境下应用的可能性。ΦEP1 的潜伏期为

10 min，爆发期为 80 min，爆发量为 48 PFU/cell。

黄倩妮等[1]分离得到的噬菌体 TH18 爆发量为

15 PFU/cell，相比之下噬菌体 ΦEP1 具有更强

的裂解能力，在实际应用中更具价值。对 ΦEP1

进行透射电镜观察形态显示其属于尾病毒目。

ΦEP1的基因组为环状双链DNA，全长87 182 bp， 
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图 8  噬菌体对 EIEC 诱导 Caco-2 细胞凋亡的影响   A：噬菌体及 EIEC 等处理后的细胞存活率. B：噬菌

体及 EIEC 等处理后的细胞染色图. C：对照组；P：噬菌体组；E：攻毒组；E-P：治疗组   相同字母

不存在显著性差异，不同字母存在显著性差异 
Figure 8  Effects of phage on EIEC induced apoptosis of Caco-2 cells. A: Cell viability after treatment of 
phage and EIEC. B: Staining diagram of cells after treatment with phage and EIEC. C: Control group; P: 
Phage group; E: Challenge group; E-P: Treatment group. There is no significant difference in the same letter, 
but there is a significant difference in different letters. 
 
 

G+C 含量为 39.80%。通过 BLAST 数据分析发

现，ΦEP1 含 128 个推定的开放阅读框，其中

42 个 ORF 的功能已被注释，包含多个尾部结构

蛋白。噬菌体尾纤维蛋白等的表达与其裂解范

围相关，噬菌体尾部结构决定其宿主特异性，

ΦEP1 长尾纤维蛋白和尾纤维蛋白等的表达使

得噬菌体特异性地识别磷壁酸与膜孔蛋白等宿

主受体，从而展现出较广的裂解谱。 

在食品基质的生物防治中，噬菌体 ΦEP1
能有效抑制人工污染牛奶和牛肉中 EIEC 的生

长。然而在低温条件下，噬菌体的消杀效率大

打折扣，原因是低温致使宿主菌活性降低，进

入休眠状态[25-28]，大大提升了致病菌对噬菌体

的抗性，而 ΦEP1 依赖 EIEC 进行增殖，所以效

价降低。Maffei 等[29]分离的铜绿假单胞菌噬菌

体 Paeide 能直接裂解消杀处于深度休眠的宿主 
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图 9  炎症细胞因子 IL-6 (A)和 IL-1β (B)的表达   相同字母不存在显著性差异，不同字母存在显著性

差异 
Figure 9  Expression of inflammatory cytokines IL-6 (A) and IL-1β (B). There is no significant difference in 
the same letter, but there is a significant difference in different letters. 
 
菌，并结合美罗培南在体外培养中根除休眠细

菌。寻找并分离在低温环境中仍能有效裂解宿

主菌的噬菌体具有广泛的现实意义。 
在保护性实验中单独添加噬菌体并不会引

起 Caco-2 细胞的凋亡，表明 ΦEP1 不会产生对

细胞有毒害作用的物质，结合全基因组学测序

结果可以看出，噬菌体 ΦEP1 不携带耐药基因

与毒力因子，使得 ΦEP1 在后续实验与应用中

的安全性得到保障。ΦEP1 在 EIEC 对细胞的侵

袭过程中能够有效杀灭细菌，显著提高细胞的

存活率，减少细胞因子 IL-6 和 IL-1β 的表达，

下调其炎症水平，对 Caco-2 细胞具有良好的保

护作用。EIEC 作为一种位于结肠的胞内致病

菌，若能在其侵袭结肠上皮细胞前使用噬菌体

ΦEP1 将其消杀，可大大降低细菌性痢疾的发病

率。本研究为后续噬菌体制剂的开发提供了良

好的研究材料，丰富了噬菌体基因库，并为噬

菌体作为新型抗菌剂的应用提供了理论基础。 
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