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摘  要：【目的】从大肠埃希氏菌 CICC 11021S 发酵液中分离一株噬菌体，对其生物学特性进

行研究。【方法】采用双层平板法分离噬菌体 CICC 80003；利用透射电镜观察噬菌体形态；提

取噬菌体基因组，核酸内切酶处理并进行凝胶电泳；分析噬菌体最佳感染复数、一步生长曲线、

pH 和温度稳定性、宿主谱。考察 CICC 80003 对 CICC 11021S 生长和 L-天冬氨酸酶活力的影

响。【结果】CICC 80003 噬菌斑圆形透明，有明显晕环；头部规则，直径约 50−60 nm，尾部长

约 120−130 nm；基因组能被核酸内切酶 BamH I 和 Mlu I 切开；最佳感染复数 0.1，潜伏期 5 min，

裂解期 25 min，平均裂解量约 86 个；最适 pH 值 8.0；90 °C 温育 15 min，噬菌体全部失活；

能裂解大肠埃希氏菌和沙门氏菌的部分菌株。发生噬菌体污染时，CICC 11021S 无法正常生长，

基本检测不到 L-天冬氨酸酶活力。【结论】CICC 80003 属于长尾噬菌体科 dsDNA 噬菌体，液

体环境中能够彻底裂解大肠埃希氏菌 CICC 11021S。 
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Isolation and characterization of a phage against an Escherichia coli 
strain producing L-aspartase 
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Abstract: [Objective] A phage was isolated from Escherichia coli CICC 11021S fermentation media, 
and its biological characterization was studied. [Methods] A phage designated CICC 80003 was 
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isolated using the double-layer agar culture method. Phage morphology was observed by transmission 
electron microscopy. Gel electrophoresis of phage genome was carried out after genome extraction and 
treatment by endonucleases. We investigated the optimal multiplicity of infection, one-step growth 
curve, pH and temperature stability, and host range. Additionally, we analyzed the effects of CICC 
80003 on cell growth and L-aspartase activity of CICC 11021S. [Results] The phage plaque was round 
and transparent, and showed clear aureole. The phage had a regular head of 50−60 nm in diameter and 
a long tail with 120−130 nm in length. The phage genome could be cut by endonucleases BamH I and 
Mlu I. The optimal multiplicity of infection was 0.1. The one-step growth curve showed a latent period 
of 5 min and a rise period of 25 min. The average burst size was about 86 phage particles per infected 
cell. The optimal pH was 8.0. The phage was completely inactivated when incubated at 90 °C for 
15 min. Some of Escherichia coli and Salmonella spp. strains could be split by CICC 80003. No cell 
growth and L-aspartase activity was detected when phage contamination occurred. [Conclusion] CICC 
80003 was a dsDNA phage and belonged to the family Siphoviridae, which could completely split E. 
coli CICC 11021S in broth. 

Keywords: L-aspartic acid, Escherichia coli, Phage, Biological characteristic 

L-天冬氨酸是一种重要的食品、医药和化工原

料，市场需求巨大[1]。微生物转化法利用高 L-天冬

氨酸酶活力的菌种，转化富马酸和氨水生产 L-天冬

氨酸，具有反应条件温和、转化率高、副产物少的

特点，是目前常用的工业化生产方法[2]。 

微生物工业生产中的噬菌体污染时常发生[3-4]，

在 L-天冬氨酸的生产中也不例外[5]。微生物被噬菌

体污染，会导致发酵周期延长、产物难以形成，甚

至造成倒罐和停产[3]。利用大肠埃希氏菌生产 L-天

冬氨酸包括两步：菌体培养和以富马酸和氨水为底

物全细胞催化生产 L-天冬氨酸[6]。其中，大肠埃希

氏菌培养过程易受到噬菌体污染[5]，影响菌体生长

和 L-天冬氨酸酶活力，严重干扰正常生产。研究噬

菌体的生物学特性是认识噬菌体的基本前提，也对

控制噬菌体污染具有参考价值[7]。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和噬菌体：对噬菌体敏感的 L-天冬氨酸

生产菌种大肠埃希氏菌 (Escherichia coli) CICC 

11021S，保藏于中国工业微生物菌种保藏管理中心

(CICC)，宿主谱分析涉及的大肠埃希氏菌、志贺氏

菌、沙门氏菌均来源于 CICC。噬菌体 CICC 80003

分离自某工厂污染噬菌体的发酵液。 

1.1.2  培养基：双层平板培养基[8]；LB 培养基[9]；

发酵培养基(g/L)，富马酸 10.0，玉米浆干粉 10.0，

硫酸镁 0.2，磷酸二氢钾 1.0，氯化钠 1.5，氨水调

节 pH 6.5−7.5，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.1.3  主要试剂：DNA Marker 和 Proteinase K，天

根生化科技(北京)有限公司；核酸内切酶，美国

Thermo Scientific 公司；化学试剂为分析纯或色谱纯。 

1.1.4  主要仪器：Eppendorf 低温离心机，德国

Eppendorf 公司；JEM-1400 透射电子显微镜，日本

电子株式会社；ZF-4 型紫外透射反射分析仪，上海

康禾光电仪器有限公司；Tanon EPS 300 数显稳压

稳流电泳仪，上海天能科技有限公司。 

1.2  噬菌体的分离与纯化 

参考江艳华等[8]的方法，采用双层平板法进

行噬菌体分离纯化，挑取形态大小一致的噬菌斑，

重复分离纯化4次，得到纯化的噬菌体，编号

CICC 80003。 

1.3  噬菌体形态观察 

噬菌体制片采用 0.25%的醋酸双氧铀负染，待

染色的样品晾干后用 JEM-1400 透射电镜观察噬菌

体形态。 

1.4  噬菌体基因组提取及酶切 

参考于子超[10]的方法，提取 CICC 80003 基因

组，BamH I、EcoR I、Hind III、Kpn I、Mlu I、Not 

I、Pst I、Sac I、Sma I、Spe I、Xho I 分别单酶切处
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理，琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.5  噬菌体最佳感染复数 

参考 Lu 等[11]的方法，将噬菌体与宿主菌以

1、0.1、0.01、0.001、0.000 1 (PFU/CFU)的比例混

合，37 °C、200 r/min 温育 1 h，然后梯度稀释，双

层平板法测定噬菌体效价。效价最高的噬菌体与宿

主比例认定为噬菌体最佳感染复数[11]。 

1.6  噬菌体一步生长曲线 

参考 Leuschner 等[12]和 Pajunen 等[13]的方法。

以噬菌体感染时间为横坐标，效价的对数值为纵坐

标，绘制一步生长曲线，计算潜伏期、裂解期和裂

解量。 

1.7  噬菌体 pH 稳定性 

噬菌体纯培养液接于不同 pH (2.0、3.0、4.0、

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、12.0)的 LB

培养基[9]中，25 °C 恒温水浴 1 h，双层平板法测定

效价[14]。 

1.8  噬菌体温度稳定性 

噬菌体纯培养液分别置于不同温度(50、60、70、

80 和 90 °C)水浴 15、30、45 和 60 min 后，取出立

即置于冰浴中冷却，双层平板法测定效价[14]。 

1.9  噬菌体宿主谱 

选取 17 株大肠埃希氏菌、3 株志贺氏菌和 3 株

沙门氏菌，活化后涂布 LB 平板，滴加噬菌体悬液，

37 °C 培养 12 h。对产生噬菌斑的菌株通过双层平板

法进一步验证噬菌体是否对宿主菌具有感染性[11]。 

1.10  噬菌体对菌体生长和酶活力影响 

配制发酵培养基，500 mL 三角瓶装液量 50 mL。

1%接种量接种 E. coli CICC 11021S，平行 6 瓶，其

中 3 瓶加入终浓度约 1×107 PFU/mL 的噬菌体。

37 °C、200 r/min 培养，每 2 h 取样测定细胞密度和

L-天冬氨酸酶活力。 

L-天冬氨酸酶活力定义：每分钟催化产生 1 μmol

的 L-天冬氨酸所需要的酶量定义为 1 个酶活力单位。 

L-天冬氨酸酶活力测定方法：取发酵液 2 mL，

加入以氨水调节 pH 8.0 的富马酸(1.5 mol/L)溶液

25 mL，45 °C、200 r/min 培养，每 2 h 取样，PITC

柱前衍生法测定 L-天冬氨酸的浓度。 

样品衍生：样品 400 μL，依次加入 0.5 g/L 正亮

氨酸溶液 20 μL、0.1 mol/L PITC-乙腈溶液 200 μL、

1 mol/L 三乙胺-乙腈溶液 200 μL，涡旋振荡后室温

放置 60 min，加入 800 μL 正己烷，涡旋振荡 1 min，

静置 10 min。用注射器吸取下层溶液，0.22 μm 滤

膜过滤后 HPLC 检测。 

检测条件：色谱柱为 ZORBAX SB-C18 (5 μm，

4.6 mm×150 mm)，紫外检测器设定波长为 254 nm，

柱温 38 °C，流速设定为 0.6 mL/min，进样量为

10 μL，流动相 A 为 0.1 mol/L pH 6.5 的乙酸铵-乙腈

(97:3，体积比)溶液，流动相 B 为乙腈溶液。洗脱：

0−8 min 流动相 B 的比例为 18%，8−16 min 流动相

B 的比例由 18%梯度升高到 80%。 

2  结果与分析 

2.1  噬菌体形态观察 

以 E. coli CICC 11021S 为宿主菌，双层平板培

养 12 h，CICC 80003 噬菌斑直径 4.5 mm−6.5 mm，

清晰透明，边缘有明显晕环(图 1A)。噬菌体形态如

图 1B 所示，头部规则，直径 50 nm−60 nm，尾部

直径 120 nm−130 nm。根据国际病毒分类委员会第

8 次报告提出的噬菌体分类与命名标准，CICC 80003

符合长尾噬菌体科(Siphoviridae)的基本特征[15]。 

2.2  噬菌体基因组核酸内切酶酶切 

BamH I 酶切产生 2 条条带，Mlu I 酶切产生 5 条

条带，噬菌体基因组上不存在其余核酸内切酶酶切

位点(图 2)。由于核酸内切酶 BamH I 和 Mlu I 均为

dsDNA 酶，表明 CICC 80003 的基因组为 dsDNA。 

2.3  噬菌体生物学特性 

2.3.1  最佳感染复数：图 3 表明 CICC 80003 的最

佳感染复数为 0.1。 

2.3.2  一步生长曲线：图 4 表明 CICC 80003 的潜

伏期约 5 min，裂解期约 25 min，裂解量 73−100 个， 
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图 1  噬菌体 CICC 80003 噬菌斑(A)和微观形态(B) 
Figure 1  The plaques (A) and morphology (B) of phage CICC 80003 

 
 

 
 

图 2  噬菌体 CICC 80003 基因组核酸内切酶酶切电泳分析 
Figure 2  Electrophoresis analysis of phage CICC 80003 genome DNA by endonuclease treatment 

注：1：基因组 DNA；2：BamH I 酶切处理；3：Kpn I 酶切处理；4：Mlu I 酶切处理；5：Not I 酶切处理；6：Pst I 酶切处理；7：

Sma I 酶切处理；8：Spe I 酶切处理；9：EcoR I 酶切处理；10：Hind III 酶切处理；11：Xho I 酶切处理；12：Sac I 酶切处理；M1

和 M2：DNA marker. 

Note: 1: Genome DNA; 2: BamH I treatment; 3: Kpn I treatment; 4: Mlu I treatment; 5: Not I treatment; 6: Pst I treatment; 7: Sma I treatment; 
8: Spe I treatment; 9: EcoR I treatment; 10: Hind III treatment; 11: Xho I treatment; 12: Sac I treatment; M1 and M2: DNA marker. 
 
 
平均裂解量约 86 个。 

2.3.3  pH 稳定性：CICC 80003 的 pH 适应范围较

广，最适 pH 值 8.0，4.0−11.0 均可以稳定存活，效

价损失不显着(图 5)。 

2.3.4  温度稳定性：图 6 表明 CICC 80003 具有一

定的温度稳定性。50 °C 处理 1 h，基本不失活，70 °C

处理 1 h，存活率 47.5%。 

2.3.5  宿主谱：CICC 80003 可以感染 17 株大肠埃

希氏菌中的 8 株，包括 K12 和 BL21(DE3)(表 1)。 

此外，选取与大肠埃希氏菌近缘的志贺氏菌 3 株

和沙门氏菌 3 株，进行噬菌体感染。表 1 表明，CICC 

80003 可以感染沙门氏菌 CICC 10871，但是不能感

染所选取的志贺氏菌。 

2.4  噬菌体对宿主生长和酶活力影响 

如图 7 所示，正常情况下，E. coli CICC 11021S

生长 12 h，菌体密度为 8.33，L-天冬氨酸酶活力

39.8 U/mL。但发生CICC 80003污染时，E. coli CICC 

11021S 无法正常生长，酶活力几乎检测不到。 
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图 3  噬菌体 CICC 80003 最佳感染复数 
Figure 3  The optimal multiplicity of infection of phage 
CICC 80003 
Note: A: 1; B: 0.1; C: 0.01; D: 0.001; E: 0.000 1. 

 

 
 
图 4  噬菌体 CICC 80003 一步生长曲线 

Figure 4  The one step growth curve of phage CICC 80003 

3  讨论 

微生物生产氨基酸的噬菌体污染已有报道，如

L-谷氨酸和 L-苯丙氨酸[16-17]。课题组前期从噬菌体

污染样品中分离一株噬菌体 CICC 80001[5]。对该样

品分离的另一株噬菌体 CICC 80003 进行研究，发

现两株噬菌体既有相似之处，均为有尾噬菌体，基

因组均为 dsDNA；又有差异之处，CICC 80001 属

于短尾噬菌体科，噬菌斑无晕环，裂解量约 198 个；

而 CICC 80003 属于长尾噬菌体科，噬菌斑有明显

晕环，裂解量约 86 个。 

 
 

图 5  噬菌体 CICC 80003 pH 稳定性 

Figure 5  The pH stability of phage CICC 80003 

 

 
 
图 6  噬菌体 CICC 80003 温度稳定性 
Figure 6  The temperature stability of phage CICC 80003 
 

噬菌体感染宿主菌的潜伏期、裂解期以及裂解

量与噬菌体、宿主菌、培养基和培养条件均有关

系[7]。工业生产中噬菌体的潜伏期、裂解期和裂解

量与实验室研究中的差异较大，这既与感染复数相

关，又与培养基、培养条件和宿主细胞自身所处的

生长阶段密切相关。 

噬菌体 CICC 80003 具有较宽的 pH 适应范围，

pH 4.0−11.0 均可以稳定存在；CICC 80003 对温度

具有一定的耐受性，但是随着温度升高，噬菌体显

著失活。这表明对 CICC 80003 污染防治时，采取

改变培养基 pH 来抑制噬菌体是行不通的，可以通

过高温杀菌，有效灭杀发酵系统中可能存在的噬菌 
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表 1  噬菌体 CICC 80003 宿主谱 
Table 1  Host range of CICC 80003 

菌株名称 

Name of strain 

菌株编号 

Number of strain 

菌株来源 

Source of strain 

裂解性 

Lytic ability 

Escherichia coli 11021S CICC + 

Escherichia coli 11022S CICC + 

Escherichia coli 10300 CICC + 

Escherichia coli 10354 CICC + 

Escherichia coli 10899 CICC + 

Escherichia coli 20905 CICC + 

Escherichia coli BL21(DE3) 23796 CICC + 

Escherichia coli K12 23872 CICC + 

Escherichia coli 10305 CICC − 

Escherichia coli ETEC O78:K80 10413 CICC − 

Escherichia coli EIEC 10661 CICC − 

Escherichia coli 20058 CICC − 

Escherichia coli 20091 CICC − 

Escherichia coli 20234 CICC − 

Escherichia coli 10780G CICC − 

Escherichia coli 10784G CICC − 

Escherichia coli 10785G CICC − 

Shigella sonnei 21535 CICC − 

Shigella dysenteriae 10983 CICC − 

Shigella bogdii 21680 CICC − 

Salmonella enterica subsp. enterica serovartyphi 10871 CICC + 

Salmonella typhimurium 22956 CICC − 

Salmonella typhimurium 10420 CICC − 

Note: +: Lysis; –: No lytic ability. 
 
体。但是，由于噬菌体的专性寄生性，凡是有细菌

的地方就可能存在对应的噬菌体，且噬菌体个体微

小，一般过滤装置难以完全除去，所以仅采用高温

杀菌，并不能够从根本上解决噬菌体污染问题[17-18]。

工业生产中一般通过综合措施防治噬菌体污染，如

生产环境质量控制、化学防治以及菌种轮换[4]。噬

菌体宿主谱具有一定范围，如 CICC 80003 仅能感

染部分大肠埃希氏菌和沙门氏菌菌株(表 1)。选育噬

菌体抗性菌种，并在生产过程中定期轮换，是控制

噬菌体污染的有效措施之一，并已经在乳品生产中

得到应用[4,19]。 

研究发现，大肠埃希氏菌存在多种噬菌体抗性

机制，包括噬菌体吸附阻滞[20]、DNA 注入阻滞[21]、

限制修饰系统[22]、流产感染系统[23]、毒素-抗毒素

系统[24]。基于噬菌体抗性机制构建工程菌，是选育

抗噬菌体菌种的有效方法，如异源表达限制修饰系

统 cglI，构建的 L-谷氨酸生产工程菌，表现出较好

的噬菌体抗性和工业应用潜力 [16]。下一步应对  
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图 7  噬菌体 CICC 80003 对宿主生长(A)和酶活力(B)影响 
Figure 7  The effect of CICC 80003 to cell growth (A) and enzyme activity (B) of the host strain 

 
CICC 80003 进行基因组测序和注释，分析噬菌体的

宿主裂解机制，同时结合现有的噬菌体抗性机制研

究，以 CICC 11021S 为宿主，构建噬菌体抗性工程

菌种，并检验在实际应用中的效果。 
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