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摘要：用肠杆菌科 & 个组合噬菌体对培养不同时间的 ’# 株肠杆菌科细菌进行平板法和液体法裂解，观察其裂解效

果，并与生化鉴定进行比较。结果表明：平板法裂解培养 "(、’(、!#( 和"!)( 的沙门氏菌（生化鉴定为 *% 株）裂解率

分别为 $!+!,、$-+-,、$&+),和 ))+$,，其余菌株几乎不被沙门氏菌特异噬菌体裂解；液体法裂解培养 !#( 的菌液

效果较佳。对 !%# 份食品样品检测也获得相似结果。说明肠杆菌科 & 个组合噬菌体对培养 !#( 的沙门氏菌有较高

的敏感性和特异性，这对实现沙门氏菌实时、快速而准确的检测有重要意义。
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沙门氏菌（ ?,#@"+$##,）属是一群形态和培养特

性都类似的肠杆菌科中的一个大属，也是肠杆菌科

中最重要的病原菌属，由沙门氏菌引起的食物中毒

病例在食物中毒中位居前列［!，"］。因此沙门氏菌为

食品中致病菌检测的一项重要指标，在公共和食品

卫生、畜牧兽医和口岸检疫中有重要的意义。目前，

国内外普遍采用传统培养方法对沙门氏菌进行检

验，例如改良的快速显色培养基法、单一与复合 VY.
技术、探针杂交技术和生物芯片技术等［- Z &］。但这

些方法都有不同程度的缺陷，如检测时间长，仪器投

入资金大，耗材贵，操作复杂以及检测率低和难有效

区分死活细胞等。

噬菌体检测细菌技术是一种新兴而有发展潜力

的检测方法，它因速度快、检测效率高、方法简单、仪

器设备要求低、成本低廉，且能严格区分死活细胞等

优点而倍受青睐［)］。近年来，人们在利用噬菌体检

测细菌方面做了广泛的研究，如利用直接裂解检测

噬菌斑，荧光检测以及噬菌体展示技术的方法对大

大肠杆菌 [!%&、传统肠道菌志贺氏菌等的检测［) Z !!］。

然而，关于试验中待试菌培养时间的长短方面的研

究尚少见报道。本试验用 & 种噬菌体组合对 ’# 株

肠杆菌科细菌进行平板法和液体法裂解，分析组合
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噬菌体对培养不同时间的沙门氏菌的特异性及敏感

性，模拟裂解试验中待试菌的最佳培养时间，为实现

实时、快速而准确的检测沙门氏菌提供一定的理论

参考。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株来源：试验用细菌共 !" 株，其中大肠杆

菌（#$%%&’(&&）、鼠伤寒沙门氏菌（’"")*）、福氏志贺

氏菌（’)*"&）、普通变形杆菌和奇异变形杆菌各 )
株，共 ’ 株由江苏省疾病控制中心提供；其余菌株由

江苏省出入境检验检疫局食品微生物实验室提供。

表 ! #+ 和 !$+ 培养菌液的 % 种噬菌体裂解结果

菌种 试验株数
噬菌体

,-) % .+ / /-0 %/ /12
阳性数 3

沙门氏菌属 !"#$%&’##" 0’ %4 5 5 5 5 5 5 00（0&） (678（(*7*）

志贺氏菌属 !()*’##" 0 5 5 %4 %4 ! %4 5 &（&） ’"7"（’"7"）

艾希氏菌属 +,-(’.)-()" 8
%4

5

5

5

5

5

%4

%4

%4

%4

5

5

5

5

)（)）

0（0）
!&7’（!&7’）

变形杆菌 /0-’1%2%"& * 5 5 5 5 5 5 5 "（"） "（"）

注："括号内外分别表示 !+ 和 )"+ 的裂解结果；#“%4”表示融合性裂解，“ 5 ”表示不裂解，“!”表示可能裂解可能不裂解。

!"!"& 培养基：分离培养基为科玛嘉沙门氏菌显色

培养基（%9: ;<=<> !"#$%&’##"）、科玛嘉大肠杆菌显

色培养基（%9: ;<=<> + ? -%#)）（购买于博赛科玛嘉公

司）和 .. 培养基；裂解培养基为肉汤培养基、)7’3
和 "7*’3 @ "70"3的琼脂培养基及蛋白胨水。

!"!"’ 噬菌体：噬菌体由广州虎克生物技术有限公

司提供，均在有效期内使用。

,-)：沙门氏菌属噬菌体；

%：枸橼酸杆菌噬菌体；

.+：志贺氏菌噬菌体；

/：艾希氏菌噬菌体（/-) 和 /-& 混合）；

%/：枸橼酸杆菌噬菌体或艾希氏菌噬菌体 /-*；

/-0：艾希氏菌属的噬菌体；

/12：阴沟肠杆菌噬菌体。

部分噬菌体因需求量大自行按双层法［))］制备

获得，与标准噬菌体效价相当。

!"& 方法

!"&"! 平板法：将细菌分离纯化后接种于营养肉

汤，作生化鉴定。另分 0 组于 *6A分别培养 &+、!+、

)"+ 及!)8+，培养所得悬液（已浑浊者须做 &"" @
0"" 倍稀释）均匀地涂抹于已烘至稍有花纹的琼脂

平板上，待菌液自然干后，按 ,-)、%、.+、/、%/、/-0、

/12 的顺序依次滴加 &$4 的噬菌体，平板干燥后，于

*6A倒置培养 !+ 及过夜并观察试验结果。观察标

准为菌苔上出现噬菌斑为阳性，用“%4”表示，反之

为阴性用“ 5 ”表示。

!"&"& 液体法：细菌分离纯化后接种于营养肉汤，

于 *6A 分别培养 &+、!+、)"+ 及!)8+ 后，各吸 取

"7)B4滴加到 0 组各 6 个已加 )"B4 肉汤并已编号

的试管中，然后分别滴加 &$4 的 6 种噬菌体（,-)、%、

.+、/、%/、/-0、/12），试管混匀后，于 *6A下培养 !+
后，每隔 &+ 及过夜观察。

!"&"’ 食品样品中几种肠杆菌科细菌的检测：从市

场上随机抽取海虾仁（*" 份）、牡蛎（&" 份）、鲜牛肉

（*" 份）、熟食制品（*" 份）；另从南京某奶牛场抽取

0" 份生牛奶，以生产的原包装放在塑料袋中，保持

温度 *A @ ’A。所有样品 &+ 内送到实验室，进行

细菌选择培养、增菌和提纯，然后按照本文 )7&7) 介

绍的平板法进行噬菌体裂解试验和细菌生化鉴定。

& 结果

&"! 生化鉴定

!" 株实验细菌中，沙门氏菌 0’ 株，大肠杆菌 8
株，志贺氏菌 0 株，变形杆菌 * 株；食品中细菌生化

鉴定结果见表 *。

&"& 平板法

表 ) 显示，培养了 !+ 和 )"+ 的菌液，0’ 株沙门

氏菌被 ,-) 噬菌体分别裂解了 0& 株和 00 株，与生

化鉴定符合率分别达 (*7*3和 (6783；虽然 ,-) 噬

菌体也裂解了 ) 株大肠杆菌，但交叉裂解率仅为

)763。艾希氏菌属噬菌体裂解率为 !&7’3，志贺氏

菌属检出率为 ’"7"3；有 ) 株沙门氏菌不被任何噬

菌体裂解，变形杆菌不与任何噬菌体发生交叉裂解。

表 & 显示，试验菌液培养 &+ 和!)8+ 后，,-) 噬菌体

·(*))·&""6 年 *0（!） 微 生 物 学 通 报



裂解沙门氏菌阳性符合率分别为 !"#"$和 %%#!$，

仍与大肠杆菌有部分交叉裂解；艾希氏菌属噬菌体

裂解率下降到 &’#($。

表 ! !) 和!"#) 过夜培养菌液的 $ 种噬菌体裂解

菌种 试验株数
噬菌体

*+" , -) . .+/ ,. .01
阳性数 $

沙门氏菌属 !"#$%&’##" /’ ,2 3 3 3 3 3 3 /"（/(） !"#"（%%#!）

志贺氏菌属 !()*’##" / 3 3 ,2 3 3 ,2 3 &（&） ’(#(（’(#(）

艾希氏菌属 +,-(’.)-()" %
,2

3

3

3

,2

3

3

,2

,2

,2

3

3

3

3

"（"）

"（"）
&’#(（&’#(）

变形杆菌 /0-’1%2%"& 4 3 3 3 3 3 3 3 (（(） (（(）

注：!括号内外分别表示!"%) 和 &) 的裂解结果；“,2”表示融合性裂解，“ 3 ”表示不裂解。

!%& 液体法

液体法裂解试验，滴加 *+" 噬菌体的 /’ 管 5 /
个沙门氏菌培养管中，培养 &)、6)、"() 和!"%) 的菌

液分别有 / 管、% 管、"’ 管和 "( 管能观察到由清变

浊再澄清的现象；其余试管均未观察到明显的裂解

现象。

!%’ 食品样品中几种肠杆菌科细菌的检测结果

食品样品中细菌经培养不同时间后的噬菌体裂

解结果显示（表 4）：食品中沙门氏菌的噬菌体检测

特异性和敏感性较好，统计发现，菌液培养 "() 沙门

氏菌、大肠杆菌和志贺氏菌与生化鉴定结果的符合

率分别达 !(#’$、66#7$和 7’#($，其余符合率均低

于 "() 时。可见噬菌体裂解沙门氏菌的效果是肯定

的，菌液最佳培养时间约为 "()。

表 & 食品中几种肠杆菌科细菌的阳性检出率（(）

菌种 处理
样品

海虾仁 牡蛎 鲜牛肉 熟食制品 牛奶

沙门氏菌

!"#$%&’##"

艾希氏菌属

+,-(’.)-()"

志贺氏菌属

!()*’##"

生化鉴定 &(#(（684(） &(#(（/8&(） "4#4（/84(） &(#(（684(） &#’（"8/(）

&) "4#4（/84(） "’#(（48&(） 6#7（&84(） "6#7（’84(） (（(8/(）

平板法裂解 6) "6#7（’84(） &(#(（/8&(） "(#(（484(） "6#7（’84(） (（(8/(）

"() &(#(（684(） &(#(（/8&(） "(#(（484(） "6#7（’84(） &#’（"8/(）

!"%) "(#(（484(） "’#(（48&(） 4#4（"84(） "(#(（484(） (（(8/(）

生化鉴定 "6#7（’84(） 4’#(（78&(） "4#4（/84(） "4#4（/84(） "(#(（/8/(）

&) 6#7（&84(） &(#(（/8&(） 4#4（"84(） (（(84(） &#(（"8/(）

平板法裂解 6) "(#(（484(） "’#(（48&(） "(#(（484(） (（(84(） ’#(（&8/(）

"() "4#4（/84(） &(#(（/8&(） "4#4（/84(） 6#7（&84(） ’#(（&8/(）

!"%) 4#4（"84(） ’#(（"8&(） (（(84(） 4#4（"84(） &#’（"8/(）

生化鉴定 (（(84(） "(#(（&8&(） "6#7（’84(） "4#4（/84(） &#’（"8/(）

&) (（(84(） ’#(（"8&(） 4#4（"84(） 6#7（&84(） (（(8/(）

平板法裂解 6) (（(84(） ’#(（"8&(） (（(84(） 6#7（&84(） (（(8/(）

"() (（(84(） ’#(（"8&(） "4#4（/84(） "4#4（/84(） (（(8/(）

!"%) (（(84(） (（(8&(） (（(84(） 4#4（"84(） (（(8/(）

注：括号中分子为阳性份数，分母为检测总份数。

& 讨论

目前，用噬菌体鉴定细菌的方法利用较为普遍，

如用噬菌体检测大肠杆菌、绿脓杆菌、金黄色葡萄球

菌等［"" 9 "/］。 关 于 沙 门 氏 菌 噬 菌 体 的 研 究 也 很

多［"(，"’，"6］。在实践中，加强对食品中沙门氏菌等肠
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杆菌科细菌的检测力度，特别是进行实时、大量、准

确而快速的检测，对预防和控制由沙门氏菌等引发

的食物中毒有重要的意义。本研究利用肠杆菌科组

合噬菌体裂解培养不同时间的肠杆菌科细菌，并与

常规的生化分析比较，主要分析组合噬菌体裂解沙

门氏菌的特异性和敏感性，并模拟噬菌体裂解试验

中待试菌的最佳培养时间。

实验结果表明组合噬菌体对沙门氏菌的敏感性

和特异性均较高，当待试菌液培养 !"# 达最佳，这为

增强细菌阳性检出率提供了一定的理论依据。另

外，用液体法裂解细菌时，由于细菌和噬菌体都极易

产生抗性，管内营养共享，随着细菌的不断繁殖，噬

菌体的不断扩增，细菌、噬菌体在同一混合环境下反

复作用，效价降低，导致观察结果错误，假阴性显著

偏高，故此法不宜用作噬菌体裂解试验。但试验仍

显示试验菌培养 !"# 时裂解效果较好。

对食品（!$" 份）的实际检测发现，噬菌体裂解

细菌对试验细菌的培养时间的要求基本一致，即 %
个培养时间中，培养 !"# 时的检测效果最佳，其次分

别是 &#、’# 和!!(#。可能原因是噬菌体靠细菌表

面特异性受体的吸附而作用细菌，细菌所处生长阶

段不同，表面受体也不同，吸附噬菌体的能力也就不

同。而培养 !"# 的细菌受体已充分暴露在其表面而

易被其特异性噬菌体识别。与单纯的实验室细菌检

测相比，实际检验中也存在一定的假阴性，可能原因

是这类细菌或其表面没有相关的受体。但这对实验

结果的判定不会造成很大影响，可据其特异的生化

特性简单的做生化试验分析将其分属。实验中出现

部分交叉裂解，说明交叉裂解的两种细菌表面可能

存在相同或相似的受体［!)］，这对噬菌体的特异性有

一定的影响。因此，如果使用单个噬菌体鉴定判断，

可能会得出错误结论，组合噬菌体却能克服这一问

题。

综上所述，本实验基于组合噬菌体检测细菌的

方法，模拟试验菌液培养时间，发现高阳性检出率时

待试菌的最佳培养时间为 !"#。总体来说，该利用

噬菌体检测沙门氏菌的方法有确实的效果，具有快

速、操作方便和经济等优点；属外交叉较少，即使有

个别交叉裂解，经生化鉴定也可将其归属，不影响结

果的判定。单独的 *+! 噬菌体或少数的肠杆菌科噬

菌体与其它噬菌体组合可能同时检测更多的食源性

病原菌，但本试验未进行深入的探讨，因此，关于组

合噬菌体同步检测细菌的可能性还有待进一步研

究。
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更 正

由于排版人员疏忽，本刊 ’"") 年 C% 卷 C 期阎瑞香等作者的“重组巴斯德毕赤酵母发酵生产几丁质酶的

条件优化研究”一文（?%&(）的作者应该为“阎瑞香，吴仲，侯建华，李明刚”，特此更正，并向作者和读者致歉！
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