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荧光标记噬菌体快速检测 K1 荚膜大肠杆菌方法的建立及

应用 
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摘  要：【背景】大肠杆菌(Escherichia coli，E. coli)是引发新生儿脑膜炎和禽类脑膜炎最常见的革

兰氏阴性菌，其中含 K1 荚膜大肠杆菌是重要的病原菌。目前，K1 荚膜大肠杆菌的检测方法存在

一些弊端。【目的】利用 PNJ1809-36 噬菌体的宿主特异性建立快速检测 K1 荚膜大肠杆菌的方法。

【方法】用荧光染料 SYBR Gold 标记 PNJ1809-36 噬菌体，侵染 33 株受试菌，在荧光显微镜下观

察，测定该方法的特异性；倍比稀释宿主菌 DE058，用荧光标记噬菌体侵染，测定该方法的灵敏

度；用荧光标记噬菌体检测 8 份模拟粪样，测定该方法的临床应用效果；测定 4 °C 避光保存 4 个

月的荧光标记噬菌体的效价和检测效果。【结果】33 株受试菌中的 9 株 K1 荚膜大肠杆菌有 8 株可

见环状荧光，1 株未能检出；20 株非 K1 荚膜大肠杆菌以及 4 株非大肠杆菌属细菌均不能观察到荧

光，检测灵敏度达 100 CFU/mL。8 份模拟粪样的检测结果显示，3 份含有 K1 荚膜大肠杆菌的粪

样均可见环状荧光，5 份不含 K1 荚膜大肠杆菌的粪样均无荧光。荧光标记噬菌体 4 °C 避光保存    

4 个月后效价无明显下降，检测效果无明显变化，表明该荧光标记噬菌体在 4 °C 避光条件下较稳

定。【结论】用荧光标记的 PNJ1809-36 噬菌体能够在 15 min 内特异、快速、直观地检测 K1 荚膜

大肠杆菌。 
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Abstract: [Background] Escherichia coli (E. coli) is one of the most common Gram-negative bacteria 
causing neonatal meningitis and poultry meningitis. The strain E. coli K1 is an important pathogen. Current 
methods for detecting E. coli K1 have some disadvantages. [Objective] A rapid detection method for E. coli 
K1 was established by using the host specific phage PNJ1809-36. [Methods] Phage PNJ1809-36 was labeled 
with fluorescent dye SYBR gold, and 33 tested strains were infected by this fluorescent phage. The 
specificity was determined by observing the 33 test strains using the fluorescence microscopy. The sensitivity 
was determined by observing the host bacteria DE058 with gradient tenfold dilution after being infected with 
fluorescence labeled phage. Eight simulated feces were detected by fluorescent labeled phages. Moreover, 
the titer change and detection efficiency of fluorescent labeled phages stored at 4 °C in darkness were 
investigated. [Results] Among the 33 strains tested, 8 strains of 9 E. coli can be observed with fluorescence 
around the bacteria, but one could not be detected. No fluorescence was observed in 20 non-E. coli K1 
strains and 4 non-E. coli strains. The detection sensitivity was 100 CFU/mL. The detection results of       
8 simulated fecal samples showed that fluorescence could be observed in 3 samples containing E. coli K1, 
and no fluorescence could be detected in 5 samples without E. coli K1. After stored at 4 °C for 4 months, the 
titer of fluorescence labeled phages showed no obvious decrease, and the detection efficiency did not change 
significantly. [Conclusion] The fluorescence labeled phage PNJ1809-36 could be used to detect E. coli K1 
rapidly and intuitively within 15 min. 
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大肠杆菌是引发新生儿脑膜炎和禽类脑膜炎

最常见的革兰氏阴性菌，其中含 K1 荚膜大肠杆菌

是重要的病原菌[1-3]。目前对于大肠杆菌的检测方

法有常规培养法[4-5]、免疫学方法[6]、PCR 法[7]、

环介导等温扩增法[8]、光学生物传感器法[9-10]和电

化学法[11-13]等，这些方法都有其各自的优点，但

也存在一些弊端，例如耗时长、操作繁琐、不能

区分活死菌等。因此传统的检测方法在一定程度

上已经不能满足实际需要。 

由于噬菌体具有分布广泛、专一性强、繁殖

迅 速 等 特 点 ， 近 年 来 被 用 于 细 菌 检 测 。 De 

Siqueira 等 [14]利用噬菌体扩展法检测出沙门氏

菌。Chang 等[15]和 Neufeld 等[16]将噬菌体结合电阻

抗法、电化学法，检测出大肠杆菌 O157:H7 和大

肠杆菌 TG1。Wu 等[17]、Mei 等[18]和 Franche 等[19]

利用噬菌体介导的生物发光法检测出沙门氏菌、

克雷伯菌和大肠杆菌。Cox 等[20]将噬菌体结合侧

流层析试纸条用于检测炭疽杆菌。其中，荧光标

记噬菌体检测法因检测快速、直观、敏感性高而

备受青睐。Goodridge 等[21-22]用 YOYO-1 染料标记

了噬菌体 LG1，实现了大肠杆菌 O157:H7 的检测，

但 YOYO-1 染料使噬菌体失去向宿主菌注入核酸

的能力，从而显示光环状外观。Mosier-Boss 等[23]

使用 SYBR Gold 染料制备荧光标记的噬菌体 P22

检测出其宿主鼠伤寒沙门氏菌 LT2。蒋鲁岩等[24]

用 SYBR Gold 标记沙门氏菌属特异性 O-I 噬菌体实

现食品中沙门氏菌的快速、直观、准确且高通量

的检测。Low 等[25]用流式细胞仪和 Syto 13 染色的
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噬菌体检测到其宿主菌荧光假单胞菌 DSM50090。

目前没有将荧光噬菌体检测应用于 K1 荚膜大肠杆

菌的研究。本文利用 SYBR Gold 荧光染料标记 K1

荚膜大肠杆菌特异性噬菌体 PNJ1809-36，实现粪

便中 K1 荚膜大肠杆菌的快速检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及噬菌体 

噬菌体 PNJ1809-36 由本实验室分离并保存， 

属肌尾病毒科噬菌体，该噬菌体能够特异性识别

具有 K1 荚膜的大肠杆菌[26]。本研究中所涉及菌

株见表 1。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

荧光染料 SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain 

10 000×，Molecular Probes；SM 缓冲液：NaCl  

5.5 g，MgSO4·7H2O 2 g，1 mol/L pH 7.5 Tris-HCl 

50 mL，明胶 0.1 g，ddH2O 定容至 1 L。玻璃抽滤

装置，d=25 mm，建湖县军明玻璃仪器厂；真空 

 
表 1  试验所用菌株 
Table 1  Strains used in this work 

Strain No. Species Animal source Origin  

DE058 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

RS218 Escherichia coli Human California, USA 

DE205 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE205B Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

CVCC249 Escherichia coli Chicken Tianjin, China 

CVCC1350 Escherichia coli – Beijing, China 

CVCC1502 Escherichia coli Swine Shanghai, China 

CVCC1359 Escherichia coli – Beijing, China 

DE127 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE203 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE250 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE202 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE209 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE252 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE201 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE208 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE215 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE210 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE214 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE410 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE427 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE433 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE197 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE435 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE207 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE211 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE309 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE320 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

DE206 Escherichia coli Duck Jiangsu, China 

ATCC13182 Klebsiella oxytoca Human USA 

ATCC25923 Staphylococcus aureus Human USA 

CVCC1800 Salmonella pullorum Chicken Jiangsu, China 

RIMD2210633 Vibrio parahaemolyticus Human Maryland, USA 
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泵，Science-Tool 公司；聚碳酸酯滤膜，d=25 mm，

Pore=0.03 μm， Whatman 公司；荧光倒置显微

镜，ZEISS 公司；超声细胞破碎仪，Fisher Scientific

公司。 

1.2  噬菌体及细菌的培养 

将本实验室前期分离保存的噬菌体进行复苏

与富集。取 100 μL 噬菌体原液与 100 μL 对数期宿

主菌 DE058 涡旋混匀，加至 5 mL 55 °C 预热的

0.5%半固体 LB 培养基中，轻摇混匀后倒在 1.5%

固体 LB 培养基上，待凝固后于 30 °C 倒置培养过

夜，次日向平板中加入约 5 mL 的 SM 缓冲液于

4 °C 浸泡 6−8 h，然后用注射器吸取浸泡液，用

0.22 μm 滤器过滤。将上述复苏的噬菌体悬液进行

10 倍比稀释(10−5−10−7)，与宿主菌混合后，双层

琼脂平板法测定效价。 

将大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、

副溶血弧菌、产酸克雷伯菌接种于 LB 培养基中，

37 °C、180 r/min 培养至对数期。 

1.3  K1 荚膜大肠杆菌的 PCR 鉴定 

对表 1 中的大肠杆菌进行 K1 荚膜的 PCR 鉴

定。以 F (5′-CATCCAGACGATAAGCATGAGCA-3′)

和 R (5′-GCGCATTTGCTGATACTGTTG-3′)为鉴定

K1 荚膜的特异性引物[27]，对数期菌液作为模板，

扩增产物长度为 270 bp。PCR 反应体系：Green Taq 

Mix (Vazyme) 12.5 μL，10 μmol/L 上、下游引物各 

1 μL，超纯水 8.5 μL，菌液模板 2 μL。PCR 反应条

件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C  

20 s，30 个循环；72 °C 10 min；4 °C 保存。取 7 μL 

PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳，鉴定目的条带。 

1.4  荧光噬菌体的制备与收集 

将 SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain 10 000×

用 DMSO 10 倍稀释为 1 000×SYBR Gold 保存液，

将噬菌体与 1 000×SYBR Gold 保存液按 1 000:1 混

匀，4 °C 避光孵育过夜。将混合液用直径 25 mm、

孔径 0.03 μm 的聚碳酸酯滤膜过滤，收集荧光标

记的噬菌体，SM 液洗涤 3−4 次去除多余的染料，

用 SM 液冲洗滤膜，收集冲洗液，即获得荧光噬

菌体悬液。双层琼脂平板计数法测定荧光噬菌体

效价，4 °C 避光保存。 

1.5  荧光 PNJ1809-36 噬菌体侵染宿主菌的最

适时间测定 

将 DE058 培养至对数期后，用去离子水稀释

至 106 CFU/mL，每管取 5 μL 稀释后的菌液与 5 μL

荧光噬菌体混匀，室温暗处分别孵育 5、10、

15、20 min，5 000 r/min 离心 5 min，小心吸去上

清，用 5 μL 去离子水重悬沉淀，取 5 μL 在盖玻片

上涂抹成直径约 1.5 cm 圆形，风干后在荧光显微

镜下观察。在 1 000×放大倍数下，每组观察 10 个

视野，分别在荧光模式和微分干涉差(Differential 

Interference Contrast，DIC)模式下对视野内形状较

为完整的细菌进行计数。 

1.6  特异性测定 

对 9 株 K1 荚膜大肠杆菌、20 株非 K1 荚膜大

肠杆菌、1 株副溶血弧菌、1 株金黄色葡萄球菌、

1 株产酸克雷伯杆菌以及 1 株沙门氏菌进行检测。

将待检细菌培养至对数期并用去离子水稀释至 

106 CFU/mL，用 1.5 方法进行检测，室温避光孵

育时间为 5 min。 

1.7  灵敏度测定 

将对数期 DE058 用去离子水洗涤 2 次，室温

5 000 r/min 离心 10 min，弃上清，用原体积 1/10

的去离子水重悬沉淀，即浓缩至 109 CFU/mL，并

以 10 倍梯度作 10−1−10−8 稀释，每稀释度取 50 μL

菌液与 50 μL 效价 108 PFU/mL 荧光噬菌体反应，

按照 1.5 方法进行检测，室温避光孵育时间为 5 min。

10 μL 体系时，每稀释度取 5 μL 菌液与 5 μL 效价

108 PFU/mL 荧光噬菌体，如上方法检测。 

1.8  模拟粪样检测 

将 7 株待检 大肠杆菌 DE205B、 DE058、

RS218、DE250、DE252、DE202、DE210 培养至

对数期，取 8 个 2 mL 离心管，每管称取 0.4 g 鸡

粪，加入 20 μL 108 CFU/mL 待检细菌、1 mL PBS

缓冲液，对照组用无菌去离子水代替菌液，涡旋

混匀，2 500 r/min 离心 5 min，收集上清。将收集
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的上清以 5 000 r/min 离心 5 min，弃上清，用  

500 μL 去离子水重悬沉淀，按照 1.5 方法进行检

测，室温避光孵育时间为 5 min。 

1.9  死菌检测 

试验分为 3 个组，将对数期 DE058 用去离子

水稀释至 106 CFU/mL 后，按照下述方法处理： 

第 1 组，将 1 mL 菌液以 60 Hz、50%振幅超声破

碎 30 min；第 2 组，将 1 mL 菌液 5 000 r/min 离心

5 min，弃上清，用 1 mL 4%多聚甲醛重悬沉淀，

固定 20 min 后，用去离子水洗菌 3 次；第 3 组，

不做任何处理。处理后，取样进行菌落计数和荧

光噬菌体检测。 

1.10  荧光噬菌体的保存稳定性检测 

将标记好的荧光噬菌体用棕色离心管保存于

4 °C，每 2 周取 10 μL 用双层琼脂平板法测定效

价，同时将对数期 DE058 用无菌去离子水稀释至

106 CFU/mL，取 5 μL 荧光噬菌体与 5 μL 稀释后的

DE058 进行荧光检测，观察检测效果。 

2  结果与分析 

2.1  K1 荚膜大肠杆菌的 PCR 鉴定结果 

电泳结果显示(图 1)，29 株大肠杆菌中，9 株

鉴定为 K1 荚膜大肠杆菌，20 株鉴定为非 K1 荚膜

大肠杆菌。详细结果见表 2。 

2.2  荧光噬菌体的效价 

荧光噬菌体在双层琼脂平板上可以形成正常

的噬菌斑，通过双层琼脂平板计数法测定效价，

本研究所收集荧光噬菌体的效价均>108 PFU/mL。 

2.3  荧光 PNJ1809-36 噬菌体侵染宿主菌的最

适时间 

镜检结果显示(图 2)，噬菌体和细菌共孵育   

5 min 时，噬菌体围绕细菌形成明亮的环状轮廓，

细菌形状完整、清晰、容易辨别，而且与明场下细

菌一一对应。10 min 时，细菌内部和四周开始出

现点状荧光，少数荧光细菌的形状变得不完整。   

15 min 和 20 min 时，大多数细菌表面不能形成完

整的环状荧光，只有少部分细菌能根据荧光辨别形

状，而且在细菌附近能观察到弥散的荧光小点。细

菌的显微镜计数结果显示(图 3)，随着噬菌体与细

菌共孵育时间的延长，视野内完整的荧光细菌数量

显著减少(P<0.000 1)，但明场下的细菌数量并没有

显著下降，这可能是由于部分噬菌体进入细菌内部

复制增殖，进而在细菌细胞壁上打孔，释放出子代

噬菌体，但尚未造成细菌完全裂解，所以基本形态

尚未被完全破坏。因此为了能够观察到清晰、完整

的荧光细菌，本试验确定 5 min 为荧光 PNJ1809-36

噬菌体侵染宿主菌的最适时间。为了避免荧光细菌

在显微镜下游动而影响照片拍摄，本研究采用风干

方式固定细菌，因此在 DIC 和 Merge 图片中可能

出现点状、块状或树枝状的结晶。在实际检测中，

我们仅通过观察荧光视野即可辨认是否存在 K1 荚

膜大肠杆菌，结晶不影响检测结果。 

 

 
 
图 1  大肠杆菌的 K1 荚膜 PCR 扩增结果 
Figure 1  PCR amplification results of K1 capsule of E. coli 
Note: 1: DE058; 2: RS218; 3: DE205; 4: DE205B; 5: DE127; 6: DE203; 7: DE250; 8: DE202; M: DNA marker; 9: DE209; 10: DE252; 
11: DE201; 12: DE208; 13: DE215; 14: DE210; 15: DE214; 16: DE410; 17: DE427; 18: DE433; 19: DE197; 20: DE435; 21: DE207; 
22: DE211; 23: DE309; 24: DE320; 25: DE206; 26: Negative control; 27: CVCC249; 28: CVCC1350; 29: CVCC1502; 30: 
CVCC1359 
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表 2  大肠杆菌的 K1 荚膜 PCR 鉴定结果 
Table 2  Identification of E. coli K1 capsule by PCR 

Strain No. Results 
DE058 + 
RS218 + 
DE205 + 
DE205B + 
DE127 + 
CVCC249 + 
CVCC1350 + 
CVCC1502 + 
CVCC1359 + 
DE203 − 
DE250 − 
DE202 − 
DE209 − 
DE252 − 
DE201 − 
DE208 − 
DE215 − 
DE210 − 
DE214 − 
DE410 − 
DE427 − 
DE433 − 
DE197 − 
DE435 − 
DE207 − 
DE211 − 
DE309 − 
DE320 − 
DE206 − 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative 

 
 
图 2  不同孵育时间的检测效果 
Figure 2  Detection efficiency of different incubation time 
(1 000×, Oil) 

 

 
 

图 3  不同孵育时间下的细菌数量 
Figure 3  Bacteria number of different incubation time (1 000×, Oil) 
注：A：荧光视野下形态完整的荧光细菌数；****：P<0.000 1。B：DIC 视野下的细菌数；ns：无显著差异 

Note: A: The number of complete fluorescent bacteria in fluorescent vision; ****: P<0.000 1. B: The number of bacteria in the DIC 
vision; ns: Not significant 
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2.4  特异性测定结果 

镜检结果显示(图 4)，9 株 K1 大肠杆菌中有   

8 株能被检测到，呈现明显的杆形荧光，一株不能

被检测到，阳性检出率为 88.9%。20 株非 K1 大肠

杆菌和 4 株非大肠杆菌属细菌均未被检出。结果见

表 3。 

2.5  灵敏度测定结果 

显微镜下观察结果显示(图 5)，100 μL 体系检

测范围为 102−107 CFU/mL。低于 102 CFU/mL 则

无法在显微镜下观察到细菌，高于 107 CFU/mL 时

噬菌体与细菌数量相当，因此没有足够的噬菌体在

细菌周围形成明显的环状荧光，仅能观察到无规则

的荧光小点。100 μL 体系灵敏度为 102 CFU/mL，

10 μL 体系灵敏度为 103 CFU/mL。 

2.6  模拟粪样检测结果 

显微镜镜检结果显示(图 6)，在模拟粪样中能

够检出 K1 荚膜大肠杆菌 DE058、DE205B、RS218；

未检测到非 K1 荚膜大肠杆菌 DE202、DE210、

DE250、DE252。 

2.7  死菌检测结果 

无处理组菌落计数结果为 3.64×106 CFU/mL，超

声处理组下降至 2.34×102 CFU/mL，4%多聚甲醛

处理组无菌落形成。显微镜镜检结果显示(图 7)，

超声处理组检出细菌数量与无处理组相比大大 

 

 
 
图 4  部分荧光检测结果 
Figure 4  Part of the results of fluorescence detection   
(1 000×, Oil) 

表 3  特异性测定结果 
Table 3  Specificity test results 

Strain No. Species K1 
capsule 

Fluorescence 
test  

DE058 Escherichia coli + + 

DE205 Escherichia coli + + 

DE205B Escherichia coli + + 

RS218 Escherichia coli + + 

CVCC249 Escherichia coli + + 

CVCC1350 Escherichia coli + + 

CVCC1502 Escherichia coli + + 

CVCC1359 Escherichia coli + + 

DE127 Escherichia coli + − 

DE203 Escherichia coli − − 

DE250 Escherichia coli − − 

DE202 Escherichia coli − − 

DE209 Escherichia coli − − 

DE252 Escherichia coli − − 

DE201 Escherichia coli − − 

DE208 Escherichia coli − − 

DE215 Escherichia coli − − 

DE210 Escherichia coli − − 

DE214 Escherichia coli − − 

DE410 Escherichia coli − − 

DE427 Escherichia coli − − 

DE433 Escherichia coli − − 

DE197 Escherichia coli − − 

DE435 Escherichia coli − − 

DE207 Escherichia coli − − 

DE211 Escherichia coli − − 

DE309 Escherichia coli − − 

DE320 Escherichia coli − − 

DE206 Escherichia coli − − 

ATCC13182 Klebsiella 
oxytoca 

− − 

ATCC25923 Staphylococcus 
aureus 

− − 

CVCC1800 Salmonella 
pullorum 

− − 

RIMD2210633 Vibrio 
parahaemolyticus 

− − 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative 
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图 5  100 μL 体系的灵敏度 
Figure 5  Sensitivity of 100 μL system (1 000×, Oil) 

 

 
 
图 6  模拟粪样检测结果 
Figure 6  Detection result of simulated feces (1 000×, Oil) 
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图 7  死菌检测结果 
Figure 7  Detection results of dead bacteria (1 000×, Oil) 

 
减少，4%多聚甲醛处理组细菌被全部灭活，但仍

然能检测到与无处理组数量相当的荧光细菌。这

表明了荧光噬菌体对宿主菌的检测主要依赖于细

菌结构的完整性。细菌被 4%多聚甲醛灭活后其结

构完整性并没有遭到破坏，因此能被正常检出；而

经超声处理后，大部分细菌被破碎，其结构完整性

遭到破坏，活菌数下降至 2.34×102 CFU/mL，因此

检出数量大大降低。 

2.8  荧光噬菌体的保存稳定性 

荧光标记的噬菌体在 4 °C 避光保存 98 d 后效

价从 2.88×109 PFU/mL 降低至 1.08×109 PFU/mL，

140 d 后效价为 3.545×109 PFU/mL，没有明显下降

(图 8)。荧光检测仍然能观察到明亮、完整的环状

荧光，检测效果良好。 

3  讨论与结论 

噬菌体 PNJ1809-36 可特异性识别 K1 荚膜

大 肠 杆 菌 。 本 研 究 用 SYB R  Gold 染 料 标 记

PNJ1809-36 噬菌体用于检测 K1 荚膜大肠杆菌， 

9 株 K1 荚膜大肠杆菌检出 8 株，阳性检出率为 

 
 
图 8  荧光噬菌体效价变化 
Figure 8  Titer change of fluorescent phage 

 
88.9%，20 株非 K1 荚膜大肠杆菌和 4 株非大肠杆菌

属细菌检测结果均为阴性，阴性准确率为 100%。

阳性检出率稍有欠缺，但未发现假阳性，这是由

噬菌体的特异性决定的，后期如果能分离到特异

性更好的噬菌体或者用噬菌体“鸡尾酒”制备荧光

噬菌体，覆盖所有 K1 荚膜大肠杆菌，该方法的检

测准确率会更高。K1 荚膜大肠杆菌 DE127 未能检

出，可能是由于其表面受体结构存在微小的差异，

导致噬菌体 PNJ1809-36 无法吸附或吸附量降低，从

而无法显示出环状荧光轮廓，因此未能检出。 

对于去离子水稀释的细菌，100 μL 体系检测范

围为102−107 CFU/mL，最低检测限为100 CFU/mL。

蒋鲁岩等[24]的最低检测限是 100 CFU/mL，与我们

的最低检测限相同。最低检测限会受到反应体系

大小的影响，增加体积可以在一定程度上提高灵

敏度，降低体积能够节省材料但也会降低灵敏

度，10 μL 体系的最低检测限为 103 CFU/mL。当

细菌浓度低于 100 CFU/mL 时，最终离心收集得

到的沉淀中细菌数量太少，在显微镜下观察时几

乎找不到细菌，可将样品离心浓缩或者预増菌后

检测。该方法的缺陷之一是有最高检测限，当细

菌浓度大于 107 CFU/mL 时，噬菌体数量与细菌数

量相当，没有足够的荧光噬菌体环绕在细菌周

围，不足以在细菌表面形成环状荧光，因此需要

对样品进行稀释后检测。在实际检测工作中，对
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于细菌浓度较高的样品，可以 10 倍比稀释 2 个梯

度同时进行检测以解决最高检测限的问题。 

我们在荧光噬菌体的制备过程中选用了聚碳

酸酯滤膜，而不是先前研究[24]中使用的过氧化铝

氧化滤膜，并且将细菌富集的方式由过氧化铝氧

化滤膜过滤改进成了离心，降低了检测成本，但

离心的方式也会一定程度上降低灵敏度。由于只

需要噬菌体吸附在宿主菌表面即可检测到荧光细

菌，整个检测过程仅需约 15 min，操作简便，镜

检时可以观察到清晰的由于噬菌体吸附在细菌表

面而形成的环状绿色荧光，以及散落的噬菌体发

出的绿色点状荧光。由于散落的点状荧光与环状

荧光形态差异大，不影响细菌辨别，因此不需要

特意清除未吸附的荧光噬菌体。随着细菌与噬菌

体共孵育时间延长，噬菌体会将带有荧光的核酸

注入细菌内部进行复制增殖，进而在细菌细胞壁

上打孔，释放出子代噬菌体，细菌表面的荧光因

此减少，从而导致荧光细菌的形态不完整、亮度

降低、难以辨认，使得检出细菌数量减少，因此

最佳孵育时间为 5 min。由于荧光细菌会随着液体

流动而不断移动，难以获得清晰的照片，因此我

们将玻片风干后拍摄，难以避免地在明场下观察

到大量结晶，但这并不影响我们对荧光细菌形态

和位置的辨别，也不影响检测。 

在模拟粪样中能够检测到 K1 荚膜大肠杆菌，

不受其他细菌的影响。由于粪样的处理过程较简

单，显微镜下会观察到许多杂质，对视野有一定

影响，但杂质呈棕黄色，荧光噬菌体呈明亮的绿

色，仍然能够明显区分出 K1 荚膜大肠杆菌。在死

菌检测中，由于 4%多聚甲醛没有破坏大肠杆菌的

结构完整性，因此仍然能够被荧光噬菌体识别并

且吸附，从而被检测到。可见，该方法仅能区分

完整细菌与不完整细菌，无法真正意义上区分

活、死菌。 

SYBR Gold 荧光染料通过与噬菌体核酸结合

从而标记噬菌体，不影响 PNJ1809-36 噬菌体的吸

附、繁殖能力，能够形成正常的噬菌斑。SYBR Gold

最大的优势是荧光强度大，当与核酸结合时，它的

荧光增强 1 000 倍以上，而 YOYO-1 与核酸结合时

荧光仅增强 100−1 000 倍[23]，因此检测效率大大提

高。同时，利用荧光显微镜技术可以直观地观察荧

光噬菌体和细菌，噬菌体只需要吸附即可检测到细

菌，将检测时间减少到约 15 min，大大提高了检

测速度。此外，噬菌体核酸被衣壳包被，并且与

SYBR Gold 结合后，染料被保护免受外部溶剂的

极性和 pH 值的影响，从而确保了染料的荧光强度，

荧光噬菌体可以在 4 °C 下避光保存 4 个月，效价

无明显下降，荧光强度和检测效果无明显改变，表

明该荧光噬菌体的保存稳定性较好。本研究用

SYBR Gold 荧光染料标记的 PNJ1809-36 噬菌体实

现了 K1 荚膜大肠杆菌的快速检测，该方法可以推

广应用于其他细菌的检测。但噬菌体的选择非常重

要，需要筛选对于某一类细菌特异性强、覆盖面广

的噬菌体，才能保证检测的准确率。 
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