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肠杆菌噬菌体在猕猴桃溃疡病 

复合侵染中的应用 
作者：Richard Hou, Devin Chen 

摘要 

猕猴桃溃疡病是一种出现在猕猴桃叶片及枝干部位的细菌性疾病，对猕猴

桃的生产带来了毁灭性破坏并造成严重的经济损失。本论文以红心猕猴桃细菌

性溃疡病为研究对象，研究猕猴桃溃疡病的复合侵染情况，分离鉴定溃疡病致

病菌用于相应噬菌体的筛选，最终配制噬菌体鸡尾酒开展猕猴桃溃疡病的复合

侵染的生物防治研究。主要研究结果如下： 

1. 猕猴桃溃疡病的复合侵染分析以及霍氏肠杆菌的分离纯化 

本研究对发病叶片进行致病菌分离以及纯化，结合组培苗感染实验发现霍

氏肠杆菌（Enterobacter hormaechei）很可能参与了溃疡病的复合侵染。其与丁

香假单胞杆菌猕猴致病变种（Pseudomonas syringae pv．actinidiae，Psa）均可

单独感染导致叶片病变，而两者复合侵染后会加重叶片溃烂。 

2. 霍氏肠杆菌噬菌体的分离纯化与效价测定以及生物学特征分析 

霍氏肠杆菌是本研究的宿主菌，我们从水样，土壤和枝干当中分离得到 1

株噬菌体，并命名其为 pEh2001。随后测定其核酸类型，最佳感染复数，一步

生长曲线等生物学特征。该噬菌体裂解量较大，且在正常自然环境温度、pH 和

紫外照射条件下稳定性良好，具有良好的应用价值。 

3. 霍氏肠杆菌噬菌体对猕猴桃溃疡病复合侵染的防治效果 

为了评估霍氏肠杆菌噬菌体对猕猴桃溃疡病复合侵染的防治效果，本研

究将噬菌体 pEh2001 和 Psa 噬菌体混合配置噬菌体鸡尾酒，随后滴加于致病菌

Psa 与霍氏肠杆菌复合侵染的猕猴桃叶片上进行防治效果测定。与单独使用 Psa

噬菌体或霍氏肠杆菌噬菌体治疗组相比，噬菌体鸡尾酒治疗组能够减轻甚至消

除叶片病变，显著降低感染叶片中的细菌数量。该研究结果表明由 pEh2001 和

Psa 噬菌体组成的噬菌体鸡尾酒能够有效防治霍氏肠杆菌参与的猕猴桃溃疡病

复合侵染。 

关键词：霍氏肠杆菌，噬菌体疗法，复合侵染，红心猕猴桃，  
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1 前言 

1.1 肠杆菌在植物细菌病当中的报道 

肠杆菌（Enterobacter），此细菌体表鞭毛较多，呈革兰氏阴性杆状，有

着易发酵的特点。是在土壤，水，动植物以及昆虫界中广泛存在的一族细菌。

肠杆菌的葡萄糖发酵作用检测以及硝酸盐还原作用检测皆为阳性，而细胞色素

氧化酶检测为阴性。目前为止对于肠杆菌所展开的研究主要探讨肠杆菌属细菌

分类这一问题，其对农作物的影响的研究报道微乎于零。在植物细菌性疾病中

已知的五个具有代表性的病原体有：阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)，生癌肠

杆菌（Enterobacter cancerogenus），溶解肠杆菌（Enterobacter cloacae subsp.）

为，超压肠杆菌(Enterocter nimipressuralis)，以及梨形肠杆菌(Enterobacter 

pyrinus)。（王国芬，2009） 

 

1.2 自然环境下植物细菌病的复合侵染情况介绍 

复合侵染，一种由两种及两种以上病原菌侵染植株时的现象。以番茄细菌

病为例，新疆作为我国最大的加工番茄基地，近几年饱受细菌性斑点病和溃疡

病困扰，两种病害的病原菌复合侵染严重导致了新疆地区的加工番茄品质降

低，产量减少，进而导致了巨大的经济损失。番茄细菌性斑点病有两种致病

菌，一种为丁香假单孢菌番茄叶斑病致病型（Pseudomonas syringae 

pv.tomato），在发病时其菌会导致番茄叶片出现褐色不规则病斑，约 1～

3mm，后期叶片变脆，变黑，并且易折断。而另一种致病菌为密执安棒形杆菌

密执安亚种（Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis），发病时常常导致

植物茎杆处中空腐烂，生出不定根，表皮粗糙，果实表面出现鸟眼状病斑。当

两种病原菌同时感染时，随着发病症状加深，植株病斑逐渐连结，坏死，导致

果实表面粗糙不平。虽然两种细菌单独侵染时不容易导致植株死亡，但是当两
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种细菌复合侵染时，受感染的植株极有可能死亡（康华军等， 2018）。此研究

发现自然环境引起的猕猴桃溃疡病也很可能存在细菌复合侵染的现象。 

 

1.3  红心猕猴桃与猕猴桃溃疡病的介绍 

红心猕猴桃（Actinidia chinensis）是一种中华猕猴桃变种，同样也是猕猴

桃属中的一员。其含有鲜艳的红色条纹，果皮呈现褐绿色，表皮仅有少毛或无

毛，其果实整体呈均匀短圆柱形，果肉为黄绿色，果心较小。果重约为 60g-

110g 之间，最大的果实可以达到约 130g。红心猕猴桃钙元素含量高，并且富含

各种矿物质，对人体的营养价值极高（吴水美 2021）。猕猴桃溃疡病在发病后

会严重导致猕猴桃的果实产量和质量下降，造成非常严重的经济损失，且其病

原菌生命力强，分布广，因此对国内外果农造成了持久性的困扰。在 1984 年

Psa 首次在日本报道为猕猴桃溃疡病得病原菌。我国科学家朱晓湘也在随后证

实了湖南猕猴桃溃疡病病原菌为丁香假单细胞菌（王忠肃，1992）。Psa 是一

种好氧，呈杆状，一端有鞭毛的革兰氏阴性细菌（龚鹏博等，2011）。Psa 主

要从植株气孔、幼芽、落叶痕、伤口处等侵染并危害植株树干，枝条，花和叶

片部位（李莎莎等， 2013）。病症初期呈现褐绿色水渍状，经过时间推移水渍

状斑点向植株边缘扩展，形成不规则多边形病斑，颜色也随之加深。受到侵染

的植株韧皮部逐渐腐烂，冬季时纵向龟裂溢出白色粘稠液体，木质部与皮层逐

渐分离，病情严重时会导致植株感染部位溃烂以及植株死亡。更严重的是，果

园环境复杂，细菌组成丰富，在溃疡病发病过程中其他细菌将不可避免地参与

感染，加重组织病变和溃烂。丁香假单细胞菌死李致病变种也是被认为的一种

病原菌。 

 

1.4  噬菌体在红心猕猴桃溃疡病中的应用 

目前猕猴桃溃疡病的主要防治手段包括：1.通过抗生素、消毒剂、生物控制

剂、植物抗体诱导剂等消灭病原菌。虽然这类产品的广泛使用在农业，林业范

围内，并起到了很重要的作用，但是它们也逐渐导致了病原菌对其产生了很强
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的抗药性。 2. 加强果园管理，例如在育苗时期开始对植株施肥可以积累植株所

需要的碳、氮、磷、钾等生长所必需的营养物质，进而增强植株免疫系统的能

力并加强植株生长趋势；及时去除植株感染部位防止菌株大规模传播；严格对

栽培工具进行消毒以防止人为因素所导致的传播；在冬季通过对植株刷粉、增

加保暖材料来等预防寒冷，减少自然冻害所造成的植株损伤等。3. 以有益微生

物为基础的生物防治技术。该技术利用自然界中已被证实能够有效抑制病原菌

的微生物，或能有效诱导植物免疫机制的微生物进行防治。其中利用噬菌体为

细菌天敌的自然关系削弱并消灭病原菌，既可以杀灭病原菌，也保障了植物生

长环境的安全性并解决了传统药物防治技术对人体健康所带来的危害。（马超

等， 2017） 

噬菌体作为全球范围内来源最为广泛，形态特征最为丰富的生物之一，在

生物防治占据有着必不可少的地位。他们有着极强的特异性，在多种菌群中不

会干扰正常菌群生态，只会裂解掉宿主细菌。其次，噬菌体虽然繁殖能力强，

但是是一种有限复制的病毒，在宿主细菌缺乏的环境下会自我降解，不会留下

任何痕迹。再有，相比于抗生素，宿主细菌对噬菌体产生抗性的机会更低，突

变率仅有 10-7。因此，使用噬菌体会是比抗生素更持久的一种方法。在实际农

业应用中，噬菌体对生长环境要求十分苛刻。噬菌体通常利用土壤中的水作为

介质进入植物根茎处，但当缺乏足够的水以及水的 PH 值不适合噬菌体生长

时，噬菌体就会失去活性，影响对病原菌的抑制作用。（刘彦希等， 2021） 

虽然噬菌体的特异性强，只对一种细菌产生裂解效应，但是将多种不同目

标细菌的噬菌体混合在一起成为“噬菌体鸡尾酒”的时候，他们可以对一定种

类范围内的细菌进行裂解，有效削弱、消灭病原菌活性。在 Balogh 等人对

Xanthomonas campestris 引起的番茄细菌性斑点病的研究中发现使用噬菌体鸡尾

酒疗法比单噬菌体鸡尾酒疗法产生的效果能够提高 3%到 23%（Balogh et al., 

2018）。此外，当处在多种噬菌体混合环境中的细菌很难对所有的噬菌体产生

抗性，并且噬菌体的协同作用能够提升其裂解能力。当植株遭受两种及以上病

原菌侵染的时候，针对单一细菌的噬菌体无法消灭全部病原菌，使用多种细菌

噬菌体配制鸡尾酒能够弥补这一生物防治中的缺陷，有效应对植物细菌病的复

合侵染。 
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2  霍氏肠杆菌的致病性研究 

2.1 材料以及方法 

2.1.1 主要试剂 

胰蛋白胨大豆肉汤培养基（TSB 培养基）（Oxiod，英国） 

TSA 固体培养基：TSB 液体培养基中添加 1.5%的琼脂。 

琼脂粉（奥博星，北京） 

MS 培养基：4.6g 商品化的 MS 培养基溶于 1 L 去离子水（solarbio，北京）。 

75%乙醇：取无水乙醇 75mL，加 ddH2O 至 100mL。 

30%甘油：取无菌甘油 15mL，加 ddH2O 至 50mL。 

DP320 细菌基因组提取试剂盒（天根，北京） 

Agarose（全式金，北京） 

Marker 8K（全式金，北京） 

50ⅹTAE（拜尔迪，北京） 

Golden View（拜尔迪，北京） 

2ⅹTaq PCR Mix（博迈德，北京） 

溶菌酶（Amresco，美国）  

  

2.1.2 主要仪器 

Legend Micro 17R 型离心机（Thermo Fisher，美国） 

YT-CJ-1ND 标准型净化超净工作台（亚泰科隆，北京） 

数显全温振荡培养箱：HZQ-F160，购自苏州培英实验设备有限公司 

电子分析天平（Sartouriu，德国） 

HH 系列数显恒温水浴锅（朗越，常州） 

DKT200-4 型恒温金属浴（米欧，杭州） 

凝胶成像仪（Tanon，上海） 
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DYY-III-11 型三恒电泳仪（六一，北京） 

灭菌锅（博讯，上海） 

ZRG-350C-L 型人工气候培养箱（丙林，上海） 

-80℃超低温冰箱（Thermo Fisher，美国） 

BCD-610WMBW 对开门冰箱（惠而浦，美国） 

移液器（Thermo Fisher，美国） 

三角瓶（蜀牛，中国） 

 

2.1.3 主要用具 

剪刀、镊子、接种环、量筒、锥形瓶、培养皿、研磨棒、各种规格大小的离心

管、PCR 管。 

  

2.1.4 实验方法 

（1）致病菌的分离 

将采集的溃疡病枝条的发病组织用 75％酒精进行表面消毒后，切取直径

约为 5-10 mm 的发病斑块，用无菌水将其冲洗三次后移至无菌 TSB 液体培养基

中。随后将其置入 25℃培养箱，对其进行 150 rpm/min 的振荡培养。16 小时后

取出并挑取单个菌落，随后采用平板划线法进行菌落分离，此步骤需要在 TSA

固体培养基上纯化划线，操作 2-3 次。 

 

（2）致病菌的鉴定 

挑取单菌落菌株 200 μL，将其加入到 20 mL TSB 无菌液体培养基中，

随后将其置于 25℃培养箱，对其进行 150 rpm/min 的振荡培养。16 小时后取

出，使用北京天根生物技术有限公司的 TIANamp 细菌基因组提取试剂盒来提取

核酸，提取步骤如下： 

a. 取枝条样品 1-5 mL，10,000 rpm 离心 1 min，吸净上清； 
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b. 为了对其进行破壁处理，需要加入 200μL 溶菌酶溶液到菌体沉淀物当中，随

后将其振荡至菌体彻底悬浮，37 ℃处理 30 min 以上； 

c. 向管中加入 20 μL Proteinase K 溶液，混匀； 

d. 向管中加入 220 μL 缓冲液 GB，对其振荡 15 sec，随后将其放置于 70 ℃，持

续 10 min。溶液应变清亮，为了去除管盖内壁的水珠，需要对其简短离心；  

e. 向管中加入 220 μL 无水乙醇，对其振荡混匀 15 sec，此时絮状沉淀可能会出

现，为了去除管盖内壁的水珠，需要对其简短离心； 

f. 将上一步所得的溶液和絮状沉淀加入进一个吸附柱 CB3 当中，对其进行

12,000 rpm 离心 30 sec，倒掉废液后，将吸附柱 CB3 放入收集管中； 

g. 向管中加入已加入无水乙醇的 500 μL 缓冲液 GD 到吸附柱 CB3 中，对其进行

12,000 rpm 离心。持续 30 sec，随后倒掉废液，将吸附柱 CB3 放入收集管中；  

h. 向管中加入已加入无水乙醇的 600 μL 漂洗液 PW 到吸附柱 CB3 中，对其进行

12,000 rpm 离心。持续 30 sec，随后倒掉废液，将吸附柱 CB3 放入收集管中，

重复操作步骤 g； 

i. 对收集管进行 12,000 rpm 离心，时间持续 2 min，随后倒掉废液。为了彻底晾

干吸附材料中残余的漂洗液，需要将吸附柱 CB3 置于室温放置数分钟；  

j. 拿出一个干净的离心管，将吸附柱 CB3 转入其中，向吸附膜的中间部位悬空

滴加 50-200 μL 洗脱缓冲液 TE，随后将其放置于室温，2-5 min 后对其进行

12,000 rpm 离心 2 min，并将溶液收集到离心管当中。为了防止 DNA 降解，得

到的 DNA 产物需保存在-20℃。 

之后，使用通用引物 27F（5'-AGAGAGTTTCCTGGCTCG-3'）和 1492R

（5'-GGTTACTCTCTCT-3'）(Webb et al. 2016)，和上述提取的细菌基因组为模

板，进行聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）扩增 16S rDNA

基因片段。其反应体系为：模板 2μL，正向引物 1μL，反向引物 μL，2×Easy 

Taq Mix 12.5μL，灭菌 ddH2O 8.5μL。 

PCR 的反应总体积为 25 μL，其扩增条件包括 1. 94 ℃预变性，时间需持

续 5min； 2. 94 ℃变性，时间需持续 30s；3. 56 ℃退火，时间需持续 30 s；4. 

72℃延伸，时间需持续 90 s，一共需要进行 30 个循环。最终 72℃延，时间需

持续 10 min，4℃终止保存。 
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随后，需要对 PCR 得到的产物进行电泳。首先用琼脂糖与 1×TAE 电泳

缓冲液混合制成 1 ％琼脂糖溶液，并加入 Golden View 混匀，确保 Golden View

的浓度为 0.6 %。插上样品梳后，将调匀好的溶液倒入已封好的制胶台上。等待

20-30 分钟，确定胶凝固后，再从制胶平台上拔出梳子，并在电泳槽中加入高出

凝胶表面约 l cm 的 1×TAE 电泳液。用微量移液器将 10 μL 加有 loading Buffer

的细菌核酸样品移入样品孔中，并接通电极。在 100V 的电压下进行电泳，结

束后将凝胶取出，放在凝胶成像仪上，拍照记录扩增结果。 

将明亮条带的 PCR 扩增产物单独切除送至上海生工生物工程有限公司测

定 16S rDNA 序列。 

  

（3）致病性验证 

a.猕猴桃的组培苗培养 

以红心猕猴桃‘红阳’品种为试材，将无菌组培苗分别接种到在装有固体

MS 培养基的育苗瓶中，封好瓶盖，将其放置于湿度 35% RH，光强 12000 Lx，

光照 12 h/d，和温度 25 ℃条件下的气候箱中培养。 

b.对猕猴桃枝干的致病性测试 

根据科赫氏法则对菌株与猕猴桃枝干进行致病性实验： 

①选择尺寸大小相同培养了一个半月的组培苗，高度约 5cm 左右。 

②在无菌台进行操作，剪去多余叶片以及根部。 

③在试验叶片上用手术刀切开 2-4 个 0.5 cm 的切口，便于细菌感染。 

④将无菌棉布剪成 0.5cm2（1 cm×0.5 cm）大小的方块置于叶片表面切口处。 

⑤用移液枪吸取 50 μL 过夜培养的菌液，采用悬滴法接种在叶片棉布上。 

⑥在另一株组培苗上重复第④步，用无菌 TSB 液体培养基作为对照。 

⑦将接种后的组培苗封号瓶盖置于气候培养箱中，两小时后移除棉布，观察叶

片发病状态。 

⑧当叶片出现感染防病状况后，在无菌台进行操作，剪下感染叶片。 

⑨在有病斑处剪取 0.25 cm2（0.5 cm×0.5 cm）大小面积的叶组织加入 1 mL 无菌

TSB，使用无菌研磨棒将其研碎后，12,000 rpm 离心 3 min，收集上清液加无菌

培养基配成菌悬液。 
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⑩依据科赫法则重新分离鉴定致病菌，涂布在 TSA 固体培养基上，置于 25 ℃

培养 20 h 后再次纯化、鉴定。 

注：Psa 的分离纯化由本实验室前期工作中获得。 

 

2.2  结果 

2.2.1 霍氏肠杆菌以及丁香假单胞菌的致病性验证 

从四川省苍溪县猕猴桃溃疡病的病枝样本中共分离得到一株霍氏肠杆

菌，命名为 Eh20L，并对其提取基因组 DNA。随后对其进行 PCR 扩增出 16S 

rDNA 基因，大小约为 1.4kb。PCR 产物测序后，通过 NCBI-BLAST 中的核酸

数据进行分析对比，证实分离到的菌株分别为为霍氏肠杆菌，其学名为

Enterobacter hormaechei。本实验在前期工作中已完成丁香假单胞菌猕猴桃致病

变种 Psa BJ530 的分离及鉴定。 

  

将猕猴桃叶片分为为三组，其中两组为实验组分别在猕猴桃幼苗叶片上

接种两种细菌，另一组用 TSB 培养基做空白对照。在接种 4 天后，根据实验情

况记录为图 2.1 与表格 2.1，实验组中的猕猴桃组培苗种口都开始表现出不同程

度的病变。两种菌体均导致叶片切口部位呈褐色并向周围扩展溃烂。TSB 培养

基对照组在相同条件下并无症状出现。根据科赫法则，收集感染发病的叶片再

次对菌体进行分离测序。并发现受感染发病的叶片测序得到相同细菌。因此符

合科赫法则，证实两种细菌对猕猴桃的致病性。 

 



20
21

 S.-T
. Y

au
 H

igh
 Sch

oo
l S

cie
nc

e A
ward

12 

 

图 2.1 组培苗单独感染实验结果：a. 白对照，b. Psa BJ530 单独感染，c. Eh20L

单独感染 

 

表 2.1 组培苗单独感染实验结果 

 空白对照 Psa BJ530 Eh20L 

菌落计数（CFU/mL） 1±0.68×102 2±1.22×108 4±0.93×108 

序列对比  √ √ 

判断病变 - ++ ++ 

 

2.2.2 霍氏肠杆菌和丁香假单胞菌的复合侵染 

为了检测两种细菌复合侵染对溃疡病的影响，将猕猴桃幼苗叶片分为两

组，一组接种 Psa 和霍氏肠杆菌，另一组则使用 TSB 培养基作为对照。在接种

4 天后，根据实验情况记录为图 2.2 以及表 2.2，猕猴桃组培苗种口开始表现出

更加严重的病变。对比单独接种 Psa 或者霍氏肠杆菌，复合侵染后的叶片褐色

病变面积更大。同样从复合侵染后的菌落计数为 6×108，大于 Psa 单独感染的

4×108以及霍氏肠杆菌单独感染的 2×108。 

 

图 2.2 组培苗复合侵染实验结果： a）空白对照，b）Psa BJ530 与 Eh20L 复合侵

染 

表格 2.2 组培苗复合侵染实验结果 
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 空白对照 复合侵染组 

菌落计数（CFU/mL） 3±1.12×102 6±0.91×108 

判断病变 - ++ 

 

2.3 讨论 

中国是猕猴桃的起源国，同时也是猕猴桃的生产大国，溃疡病的大量爆

发严重地损害了中国的经济。在前人研究中可以得知，王忠肃等（1992）、承

河元等（1995）、梁英梅等（2000）分别对四川省、安徽省、陕西省的猕猴桃

溃疡病进行病原细菌鉴定，都分别确认该致病菌为 Psa。有多数植物病都含有

复合侵染的情况发生。因此，此研究尝试对发病枝条进行再次分离，并成功地

在猕猴桃溃疡病中分离出一株新致病菌，并经鉴定后确认其为霍氏肠杆菌（E. 

hormaechei）。同时经过致病性实验得知，Psa 和霍氏肠杆菌分别可以对猕猴桃

进行单独感染，导致溃疡症状的产生，而两种细菌的复合侵染会明显加重病

变。因此在猕猴桃溃疡病重症的防治工作中，不能仅关注解决 Psa 单独感染的

问题，同时也需要关注由其他致病菌参与的复合侵染。 
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3  噬菌体的分离以及生物学特性研究 

3.1 材料以及方法 

3.1.1 主要试剂 

胰蛋白胨大豆肉汤培养基（TSB培养基）（Oxiod，英国） 

TSA半固体培养基 

TSA固体培养基 

琼脂粉（奥博星，北京） 

75%乙醇 

30%甘油 

DP315病毒基因组 DNA/RNA提取试剂盒（天根，北京） 

KR106-02cDNA 第一链合成试剂盒（天根，北京） 

Agarose（全式金，北京） 

Marker 8K（全式金，北京） 

50ⅹTAE（拜尔迪，北京） 

Golden View（拜尔迪，北京） 

2ⅹTaq PCR Mix（博迈德，北京）  

  

3.1.2 主要仪器 

3-30k 高速离心机（Sigma，美国） 

Legend Micro 17R 型离心机（Thermo Fisher，美国） 

YT-CJ-1ND 标准型净化超净工作台（亚泰科隆，北京）  

HZQ-F160 数显全温振荡培养箱（培英，苏州） 

电子分析天平（Sartouriu，德国） 

HH 系列数显恒温水浴锅（朗越，常州） 

凝胶成像仪（Tanon，上海） 
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DYY-III-11 型三恒电泳仪（六一，北京） 

灭菌锅（博讯，上海） 

-80℃超低温冰箱（Thermo Fisher，美国） 

BCD-610WMBW 对开门冰箱（惠而浦，美国） 

WP750 型机械微波炉（格兰仕，广东） 

移液器（Thermo Fisher，美国） 

DELTA320 型 pH 计（梅特勒-托利多，上海） 

TL 20 W/12 RS UV-B 灯（飞利浦，荷兰） 

JEM 1200EX 透射电子显微镜（JEOL，日本） 

30KD 超滤离心管（millipore，美国）。 

 . 

3.1.3 主要用具 

解剖刀、接种环、锥形瓶、培养皿、研磨棒、各种规格大小的离心管、PCR

管、各种规格的一次性细菌过滤、滤头适配器。 

  

3.1.4 实验方法 

（1）猕猴桃溃疡病菌噬菌体的分离纯化与效价测定 

噬菌体效价指的是每毫升样品含有的噬菌体的个数。用双层平板法培养

8-12h 后若观察到清晰的噬菌斑，则挑取单个噬菌斑加入 200 μL 对数期宿主菌

液中 ，在 20mL 液体培养基里培养并置于 25 ℃培养箱，150 rpm/min 振荡培

养。12 小时后取出，将其置入 12,000 rpm 离心机离心 3 min，获得上清液，即

为分离一个噬菌体得到的纯培养液。将使用 0.22 uM 孔径一次性过滤器过滤后

的噬菌体纯培养液用 TSB 培养液作 10 倍梯度稀释，每个稀释度吸取 100 μL 与

200 μL 霍氏肠杆菌菌液混合加入到 20 mL TSB 培养液中，采用双层平板法计数

测定效价。噬菌体效价的计算公式为： 

噬菌体效价=噬斑数×稀释倍数×100 PFU／mL（PFU：噬菌斑形成单位）。 
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（2）噬菌体的核酸性质 

a. 噬菌体的浓缩 

挑取单个噬菌体噬斑，加入到 200 μL 对数期宿主菌液中，在 25 ℃，150 

rpm/min 的环境下振荡培养 12 小时以上。培养完成后，使用 0.22 uM 孔径的一

次性滤器过滤，取 15 mL 滤液加入 30 KD 的超滤离心管，8,000 rpm，4 ℃，离

心 20 min，吸取滤膜上的培养液即为浓缩噬菌体纯培养液。 

  

b. 噬菌体核酸的提取和判断核酸类型 

噬菌体浓缩后浓度提高，导致制备的核酸含量增加，提取浓缩噬菌体纯

培养液核酸需要使用北京天根生物技术有限公司的 TIANamp 病毒基因组

DNA/RNA 提取试剂盒，提取步骤见如下： 

①在 1.5 mL 离心管中加入 20 μL Proteinase K 和 200 μL 噬菌体浓缩培养液。  

②将 200 μL 缓冲液 GB 加入到 Carrier RNA 溶液的混合液中，混匀。 

③在 56 ℃孵育 15 min 后加入 250 μL 冰上预冷的无水乙醇，此时出现絮状沉

淀，室温（15-25 ℃）下放置 5 min。  

④简短离心后将离心管中的溶液全部转移至 RNase-Free 吸附柱 CR2，8,000  

rpm 离心 1 min，弃废液。 

⑤在吸附柱加入 500 μL 提前加好无水乙醇的缓冲液 GD，8,000 rpm 离心 1 

min，弃废液。 

⑥加入 600 μL 提前加好无水乙醇的漂洗液 PW，静置 2 min，8,000 rpm 离心 1 

min，弃废液后再重复该步骤。  

⑦在吸附柱加入 500 μL 无水乙醇，8,000 rpm 离心 1 min，弃废液。再将吸附柱

放回收集管中，12,000 rpm 离心 3 min，使吸附膜完全变干，弃废液。  

⑧将吸附柱放入一个 1.5 mL RNase-Free 离心管中，室温放置 3 min，使吸附膜

完全变干。向吸附膜的中间部位悬空滴加 20-150 μL RNase-Free ddH2O，盖上盖

子，室温放置 5 min。12,000 rpm 离心 1 min。 

将提取的核酸于 1×TAE 电泳缓冲液加入琼脂糖制备成 1 ％琼脂糖溶液中

电泳，100V 电压条件下电泳 20 min，观察结果。在提取得到的噬菌体核酸分为

两组，分别中加入 DNase I 酶至最终浓度 5 g/mL，RNase A 酶至 1 g/mL，然后
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在 1 %琼脂糖凝胶中电泳以鉴定其核酸类型，可根据噬菌体核酸被消化降解酶

的类型而确定其核酸性质，提取后鉴定为 DNA。使用干净的 0.5 mL 的 PCR 管

内装入 DNA 核酸样品之后送往广东美格基因科技有限公司质量检测，并进行

下一步的测序。 

  

（3）噬菌体的生物学特性研究 

a. 电子显微镜下噬菌体的形态观察 

将含有浓缩噬菌体的溶液放置在铜网上，并添加 2%醋酸铀酰水溶液

（pH 4.0）对噬菌体粒子负染 20s。用 JEM 1200EX 透射电子显微镜观察纯化的

噬菌体，用设备照相机扫描图像。根据国际病毒分类委员会的指南对噬菌体进

行分类。 

  

b. 最佳感染复数的测定 

感染复数（multiplicity of infection，MOI）指的是感染开始时噬菌体颗粒

数量与宿主细菌的颗粒数量比值，在不同的感染复数条件下培养后，得到的噬

菌体子代数量不同。其中最佳感染复数条件下培养的噬菌体效价最高。因此，

为了提高噬菌体的裂解量，确定其最佳感染复数是极为重要的。需要使用紫外

分光光度计去测定对数期生长的宿主菌的 OD600 值，重复操作 3 次，取平均

值。然后使用无菌 TSB 进行 10 倍梯度稀释，取一定倍数的稀释液 100 μL 涂布

于固体 TSA 平板上，放置进 25 ℃环境下培养。在 20 小时后计数平板上的菌落

数，重复操作 3 次，取平均值。细菌浓度的计算方法为：平板上菌落数×稀释倍

数×100 CFU/mL（CFU:菌落形成单位）。建立菌液的 OD600 值与其对应浓度的

关系，之后细菌的浓度按照对应的 OD600 值换算。 

噬菌体浓度的测定：挑取单个噬菌斑，将其加入到对数生长早期的宿主菌液

中，在 25 ℃的环境下，150 rpm/min 震荡培养 。在 12 小时后取出，12,000 rpm 

离心 3 min，过滤后得到噬菌体纯培养液。10 倍梯度稀释，通过双层平板法计

数噬菌斑测得对应噬菌体浓度，然后将其浓度稀释为 1×1010 PFU／mL、1×109 

PFU／mL、1×108 PFU／mL、1×107 PFU／mL、1×106 PFU／mL、1×105 PFU／

mL。按照感染复数分别为 0.001、0.01、0.1、1、10、100 的比例分别加入噬菌
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体纯培养液和宿主菌液，再加入 TSB 无菌液体培养基，定容至每个体系的总体

积相同。在 25 ℃摇床中 150 rpm／min 振荡培养 12 h。培养液于 12,000 rpm 离

心 10 min，取上清进行倍比稀释，通过双层平板法测定噬菌体效价，重复操作

三次；同时以不加噬菌体的宿主霍氏肠杆菌和不加宿主菌的噬菌体为对照，产

生最高效价的 MOI 即为最佳感染复数。 

  

c. 一步生长曲线的测定 

按照 MOI 为 1 的比例将 5 mL 噬菌体培养液（最终浓度为 108 PFU/mL）

添加到 5 mL 宿主霍氏肠杆菌（细胞密度 108 CFU/mL）的细菌培养物中，然后

置于 25 ℃培养箱不振荡温育 5 min，将混合物 8,000 rpm 离心 30 s，弃上清，这

时噬菌体已吸附到菌体沉淀上。为了去除未吸附宿主菌的游离噬菌体，用 TSB

培养液洗涤沉淀 2 次。将菌体颗粒重新悬浮在 10 mL 的 TSB 中，并按照 150 

rpm／min 转速在 25℃振荡培养；开始记时，分别于 0 时刻和每隔 15 min 取样

300 μL，接双层平板测定噬菌体效价，直至培养 150 min，在各时间点均需要重

复测定三次，取其平均值。同时，以无噬菌体的霍氏肠杆菌培养液和仅有噬菌

体的液体分别作为对照。最后，为了得出噬菌体的潜伏期、爆发期和爆发量，

以感染时间为横坐标，噬菌体的效价为纵坐标，绘制一步生长曲线。 

  

d. 温度稳定性的测定 

为了评估温度对噬菌体活性的影响，将水浴锅温度分别设置 4 ℃，

25 ℃，37 ℃和 50 ℃，实验在 pH 值为 7.0 的无菌 TSB 中进行，把待测噬菌体

放入水浴锅处理，分别于 0 h，3 h，6 h，12 h，24 h 取样，处理后的样品立即

置于冰浴中冷却，用 TSB 培养液进行梯度稀释，使用双层平板法测得噬菌体效

价，随后置于 25 ℃培养箱培养 16 h，各时间点均需做三次重复，取其平均值。 

  

e. pH 稳定性的测定 

为了评估 pH 值对噬菌体活力的影响，以 TSB 培养液为基质，使用

NaOH 或 HCl 调节 pH 值，来配置 pH 为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、

10.0、11.0 的梯度溶液，将调配好不同 pH 值的 TSB 培养液分别加 4.5 mL 到 EP
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管内，置于 25 ℃恒温培养箱中，待温度完全平衡后加入 0.5 mL 噬菌体培养

液。在处理 2 小时后用 TSB 培养液进行梯度稀释，用双层平板法测定噬菌体效

价，置于 25 ℃培养箱培养 16 h，各组均做三个重复取平均值。 

  

f. 紫外线稳定性的测定 

噬菌体液离心后稀释至 109 PFU/mL，分装离心管，用 700 mw/m2 规，

20 W，50 cm 的 UV-B 紫外灯放置于离心管上方约 30 cm 处直射， 分别处理 0 

min，5 min，15 min，25 min，50 min，收集处理后的噬菌体培养液，置暗处 30 

min 平衡，用 TSB 培养液进行梯度稀释，通过双层平板法测定噬菌体效价，置

于 25 ℃培养箱培养，在 16 小时后取出，各组均做三个重复取平均值。 

注： Psa 噬菌体由本实验室前期实验中分离获得 

 

3.2 结果 

3.2.1 霍氏肠杆菌噬菌体的分离鉴定 

以霍氏肠杆菌为宿主菌，从猕猴桃病株腐烂的枝条、土壤和污水中成功分

离一株霍氏肠杆菌噬菌体，命名为 pEh2001。在 25 ℃培养箱培养噬菌体 8-12

小时，得到透明的空斑，即为噬菌斑。采集噬菌斑之后再重复两次纯化实验，

在收集噬菌体滤液后，对其进行双层平板法测定其效价，确定噬菌体 pEh2001

效价约为 1010-1011 PFU/mL。 

  

3.2.2  霍氏肠杆菌噬菌体的核酸类型 

用病毒 DNA/RNA 试剂盒提取的噬菌体核酸，经过琼脂糖凝胶电泳分离

出条带，再根据条带分析噬菌体的核酸类型。实验分三组，第一组为对照组，

第二组加入 DNAse I 酶，第三组加入 RNAse A 酶。实验后利用照胶仪获取结果

为图 3.1，图中可见加入 RNAse A 酶的结果为有条带，并且条带长度与对照组

一致，而加入 DNAse I 酶并无条带，说明该噬菌体核酸类型为 DNA。 
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图 3.1 噬菌体 pEh2001 基因组电泳图 1：Marker 8K， 2：对照， 3：含有

RNAse 酶， 4：含有 DNAse 酶。 

 

3.2.3  霍氏肠杆菌噬菌体的生物学特性 

（1）电子显微镜下噬菌体的形态观察 

噬菌体为一种病毒，并无细胞结构，因此只有通过透射电子显微镜技术

可以对噬菌体进行形态学观察。将噬菌体颗粒经离心浓缩后，收集于铜网上，

经 2%醋酸铀酰水溶液负染法染色，放置其于透射电镜下观察，获取结果为图

3.2。图中可见霍氏肠杆菌噬菌体的结构为长尾病毒科，由不可伸缩的突起部分

和二十面体头部组成，长度大约为 250nm。 
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图 3.2 噬菌体 pEh2001 透射电镜图像 

 

（2）最佳感染复数测定 

最佳 MOI 对噬菌体效价有着重要意义。最佳感染复数可以提高噬菌体子代裂解

量从而提升噬菌体效价，使得噬菌体的治病效果增强。使用双层板法测定词噬

菌体在不同 MOI 下的噬菌体效价，结果为表格 3.1。根据表格 3.1 显示，在噬

菌体 MOI 为 1 时，噬菌体子代裂解量最高，为 2.32±0.24×1012 PFU/mL 左右因

此该噬菌体的最佳 MOI为 1。 

 

表格 3.1 pEh2001 最佳感染复数（MOI）测定 

MOI 噬菌体效价(PFU/mL) 

0.001 2.50±0.21×1010 

0.01 5.52±0.21×1010 

0.1 5.44±0.14×1011 

1 2.32±0.24×1012 

10 3.20±1.13×1011 

100 8.25±0.53×1010 
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（3）一步生长曲线的测定 

通过一步生长曲线实验可以获得噬菌体的三个重要数据，分别是潜伏期,裂解阶

段,以及有限度的裂解质量。其中最短的潜伏期是指从整个菌体开始进入细胞到

从整个菌体中结束和释放的最短暂时间,裂解期是指整个菌体从开始裂解到结束

裂解的持续时间,而裂解量则是指整个噬菌体在每一个菌体中都会在裂解期内释

放出来的子代噬菌体的数量。以细菌感染宿主菌的持续时间作为横向坐标,噬菌

体有效价的相应对数值作为纵向坐标,得到的一步细菌生长的曲线见图 3.3。从

图 3.3 a 中我们可以清楚地看出霍氏大肠杆菌类似噬菌体的病毒潜伏期约持续

90 分钟,裂解期大概持续 20 分钟,裂解剂含量约持续 130 左右。由此得到的结论,

在提高噬菌体的特性中具有实际意义。 

  

（4）温度稳定性的测定 

对双层平板进行计数，计算每毫升的噬菌体数量。根据图 3.3 b，霍氏肠杆菌噬

菌体在不同温度下的有数量变化。其中在 25℃培养的霍氏肠杆菌噬菌体最为稳

定，噬菌体浓度保持在 10.28 左右，在 4℃培养中，噬菌体浓度稍有下降。随后

在温度上升的 37℃以及 50℃中，噬菌体浓度下降幅度更大，对噬菌体的效价有

一定程度的削弱。但是在 24 小时内在下降最大的 50℃中，噬菌体浓度下降小

于 0.7lg PFU/mL。根据温度对噬菌体效价的影响，我们确定可以通过选择十一

的温度来提高噬菌体活性，由此提高噬菌体在应用中的实际意义。 

  

（5）pH 稳定性的测定 

利用双层平板法计算每毫升的有效噬菌体数量。根据图 3.3 c，不同浓度的 pH

值对霍氏肠杆菌噬菌体活性稍有影响。在同样的 25℃ 条件下，测试噬菌体在

pH3-11 之间的状态。其中在偏酸以及偏碱的环境下噬菌体浓度都稍有下降。其

中偏酸的 pH3 环境下，噬菌体浓度下降程度最大，达到了 0.8lg PFU/mL 左右。

噬菌体在 pH7-8 时效果最好，噬菌体浓度最高，最稳定。而在偏碱的 pH11 的

环境下，噬菌体的浓度下降幅度较少，只下降了 0.4lg PFU/mL。据 pH 对噬菌
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体效价的影响，可以通过选择适宜的 pH 来提高噬菌体活性，由此提高噬菌体

应用中的实际意义。 

  

（6）紫外线稳定性的测定 

使用双层平板法计算每毫升的有效噬菌体数量。根据图 3.4 d，霍氏肠杆菌噬菌

体在 UV-B 灯的照射下大体趋势是照射的时间越长，效价越低。在前 5 分钟时

效价下降明显迅速，下降了约 0.35lg PFU/mL。而在五分钟以后，效价下降速度

明显变慢，说明经过一段时间的四外照射后的噬菌体可能会产生一定的抗性，

但是整体趋势依旧为效价减弱，在随后的 40 分钟中，效价一共降低了 0.15lg 

PFU/mL。而在整个 50 分钟时长中，效价仅下降 0.50g PFU/mL，总体表明霍氏

肠杆菌噬菌体在自然紫外线条件下活性稳定。 

 

图 3.3 噬菌体 pEh2001 生物学特性测定 a.一步生长曲线测定 b.温度稳定性测定 

c. pH 稳定性测定 d. UV-b 稳定性测定 
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3.3 讨论 

猕猴桃溃疡病对中国产生了巨大的经济影响，急需控制方法来减少猕猴

桃溃疡病的发生。而传统的控制方法不仅效率低下，同时还会严重地损害生态

环境，所以目前还缺失对环境友好的控制方案。 

因为噬菌体只会裂解对应的单一宿主细菌，所以噬菌体对人类、动物、

植物和环境都相对安全。同时，由于噬菌体的多样性，使得环境中的噬菌体种

类和数量十分丰富，在生物圈中其数量达 1031 之巨(Ji et al. 2021) 。因此，噬菌

体疗法是治疗猕猴桃溃疡病生态防治的一个新思路。此实验为了解决猕猴桃溃

疡病当中的致病菌霍氏肠杆菌，采用了噬菌体富集分离法（王鹏等，2020），

从猕猴桃发病枝条，污水以及土壤总分离出一株噬菌体 pEh2001，并对其进行

纯化分析。 

本实验的纯化分析分为以下几个步骤：首先，为了确定噬菌体本身的特

点，需要提取噬菌体的核酸物质来确定核酸类型。噬菌体具有 DNA 或 RNA 两

种核酸类型（雷庆等，2007）。提取核酸后，分别用 DNA 消化酶和 RNA 消化

酶处理，再通过琼脂糖电泳分析条带。结果表明 pEh2001 基因组经 DNA 酶处

理过后无条带，可判断其核酸类型为 DNA。并且，根据电镜图以及国际病毒委

员会噬菌体 12 个科分类标准，此噬菌体符合长尾病毒科特征。 

其次，为了更有效地运用噬菌体防止猕猴桃细菌病，了解噬菌体的生物

学特性是十分必要的。每个噬菌体的适合生长的温度、pH 以及对紫外线的敏感

性都有着或多或少的差异，这些生理特征都会直接影响噬菌体的活性。不同噬

菌体的潜伏期、裂解量等也决定着噬菌体的裂解能力强弱以及噬菌体的选择。

最佳感染复数，一步生长曲线，温度，pH 以及紫外线均为重要的噬菌体生物学

特性。首先，噬菌体只有在最佳感染复数下才能对宿主菌达到最佳的感染效

果。在本试验中，霍氏肠杆菌噬菌体 pEh2001 的最佳感染复数为 1。因此在后

续使用噬菌体时和宿主菌用 MOI=1 的比例便可以使得噬菌体量最大化。其次，

一步生长曲线展示了噬菌体的潜伏期时间，裂解期时间，以及爆发量。其中最

为重要的是潜伏期与爆发量，潜伏期短的噬菌体可以保证噬菌体的裂解速度，

从而在作物发病初期迅速发挥作用。而爆发量大则可以使得更多噬菌体在一个

周期内产生，从而感染更多宿主菌。在本试验中，霍氏肠杆菌噬菌体 pEh2001
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的潜伏期约为 90 分钟，时间稍长，而裂解量为 130。温度，pH，以及紫外线都

是一些极有可能影响噬菌体稳定性的重要因素。其中，低温下，噬菌体的降解

量较小，而高温则能延长噬菌体的周期（Tey et al., 2009）。而 pH 值影响噬菌

体的粘附性、感染性、细胞内复制和扩增（Britta et al., 2001）。紫外线则会导

致病毒蛋白的突变和（致命）光产物的形成（Mojica et al., 2014）。所以使用噬

菌体控制猕猴桃溃疡病的同时需要注意周边环境。噬菌体 pEh2001 在 4 度，25

度时表现稳定，说明其在猕猴桃溃疡病的发病高峰期，即秋，冬，初春等时期

可以表现稳定。pEh2001 在 pH 值为 7-8 时存活率与稳定性最高，因为猕猴桃培

养土壤为中性，表明霍氏肠杆菌噬菌体 pEh2001 会在最佳 pH 值得范围内进行

工作。同时，霍氏肠杆菌噬菌体 pEh2001 有着较强得抗紫外线能力，紫外线 B

灯照射 50 min 的实验噬菌体最大灭活时间仅为 0.5lg PFU/mL，并在短时间内表

现出较好的抗性，因此适用于果园猕猴桃溃疡病的防治。 
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4  噬菌体疗法以及应用 

4.1 材料以及方法 

4.1.1 主要试剂 

胰蛋白胨大豆肉汤培养基（TSB 培养基） 

TSA 半固体培养基 

TSA 固体培养基 

MS 培养基 

  

4.1.2 主要仪器 

Legend Micro 17R 型离心机（Thermo Fisher，美国） 

YT-CJ-1ND 标准型净化超净工作台（亚泰科隆，北京）  

HH 系列数显恒温水浴锅（朗越，常州） 

ZRG-350C-L 型人工气候培养箱（丙林，上海） 

BCD-610WMBW 对开门冰箱（惠而浦，美国） 

移液器（Thermo Fisher，美国） 

  

4.1.3 主要用具 

剪刀、镊子、解剖刀、锥形瓶、培养皿、研磨棒、各种规格大小的离心管、纱

布。 

  

4.1.4  实验方法 

（1）噬菌体鸡尾酒的配制 
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将实验噬菌体经过 0.22uM 孔径的一次性滤器进行过滤后，使用 TSB 无菌培养

基将滤液稀释 108PFU/mL，各噬菌体按照体积 1:1 的比例混合均匀后加入半固

体培养基接双层平板，在 25℃下培养，16 小时后测其效价。 

  

（2）噬菌体体外治疗实验 

a. 按照 MOI 为 1 的比例加入噬菌体于 25℃混合培养 12 小时，使用 Tecan 

Infinite M200 PRO 仪器在后测量 OD600，以检测噬菌体的裂解活性。 

b. 将对数期的致病菌菌体培养液稀释至 109 CFU/mL，然后和噬菌体或噬菌体鸡

尾酒混合按照 MOI 为 1 的比例混合接种于 25 mL TSB 液体培养基中，置于

25℃培养箱，150rpm／min 振荡培养。 

c. 使用接种致病菌而不接种噬菌体的 TSB 培养基作为细菌阴性对照，对照样品

和实验样品在相同的条件下培养。 

d. 分别在 0 和 2、4、6、8、10、12、14、18 和 24 h 时取出混合液样品，25°C

下通过涂布在固体 TSA 平板上计数以测定细菌浓度，用双层平板法测定噬菌体

效价。 

  

（3）噬菌体体内治疗实验 

a. 筛选出 MS 培养基上组织培养繁殖的约 5 cm 高的红肉猕猴桃 ‘红阳’品种苗子

作为试材，使用 75 %酒精擦拭后的剪刀剪去多余、杂乱的叶片后，放置气候箱

两天。 

b. 在叶片上剪切 0.5 cm 左右的切口，用 0.5cm2（1 cm×0.5 cm）无菌棉布覆盖叶

片上的每个切割伤口。 

c. 分别取 50 μL 浓度为 108 CFU/mL 的混合菌液悬滴接种于用于治疗组试验的猕

猴桃组培苗的健康叶片上。 

d. 1h 后，三组作为治疗组，按照 MOI=1 的比例用悬滴法滴加 50μL 噬菌体或

噬菌体鸡尾酒在覆盖叶片的棉布上。其中一组为噬菌体鸡尾酒，另一组为 Psa

噬菌体，最后一组为霍氏肠杆菌噬菌体。 

e. 2h 后移去棉布，将接种好的组培苗置于 25 ℃恒温恒湿气候培养箱，分别于

菌体感染后的第 0、6、12、24 和 60 h 采集一组叶片样品，在有病斑处剪取 0.5 
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mm2面积的叶组织置于 1 mL 无菌 TSB 培养基中，研碎后 12,000 rpm 离心

3min，收集上清液加无菌培养基配成菌悬液， 稀释后将治疗实验组通过双层平

板法在 25 ℃下培养 16 h 后测定噬菌体效价，涂布平板法培养 20 h 测细菌浓

度。 

 

4.2  结果 

4.2.1 体外实验 

体外实验通过在液体培养基内混合培育噬菌体与致病菌菌体，并将其涂

布在固体培养基上来确定细菌浓度和噬菌体效价。各重复取平均值，以横坐标

为时间，纵坐标为噬菌体效价和菌落浓度的对数值，绘制对应的浓度变化图

4.1。据图可见，菌落浓度在加了霍氏肠杆菌噬菌体 pEh2001 后仅增长了约

0.8lg CFU/mL，而在未增加噬菌体的对照组菌液当中，菌液的浓度在 24 小时内

增长了约 2.47 lg CFU/mL，在 24 小时当中可以杀灭大约 1.67lg CFU/mL 的菌

体，杀灭率达到百分之 67.6 左右。同时，在 24 小时期间噬菌体效价稳步上

涨，浓度增加约 1.82lg PFU/mL。因此结果表明，噬菌体对宿主菌的灭杀效果较

好，且噬菌体在灭杀菌体的过程中能够迅速增殖。 

   

图 4.1 噬菌体 pEh2001 对霍氏肠杆菌的体外裂解效果。a.噬菌体裂解曲线，b.噬

菌体效价检测。 
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4.2.2  噬菌体鸡尾酒对猕猴桃溃疡病复合侵染的防治效果 

体内实验通过在猕猴桃叶片切口处加入混合菌体以及不同种类的噬菌体与

噬菌体鸡尾酒来确定噬菌体的效价以及效果。混合菌体为 Psa 菌体和霍氏肠杆

菌菌体，用来模拟真实的猕猴桃溃疡病复合侵染。三组治疗组分别为单独加入

Psa 噬菌体，单独加入霍氏肠杆菌噬菌体以及加入混合 Psa 噬菌体与霍氏肠杆菌

噬菌体后的噬菌体鸡尾酒。根据图 4.2 与表格 4.1，使用噬菌体鸡尾酒治疗的叶

片整体无感染症状，叶片无明显褐色部分，没有出现溃疡部分以及结痂流脓的

情况。但是，单独使用 Psa 噬菌体或者霍氏肠杆菌噬菌体的治疗组分别有感染

症状合。感染后的叶片褐色部分明显，有溃疡部分以及结痂流脓的情况。当使

用噬菌体鸡尾酒治疗复合侵染时，剩余的菌落计数保持在 1.5×104, 而当 Psa 噬

菌体单独使用时菌落计数为 3. 6×107, 当霍氏肠杆菌噬菌体单独使用时为

2.1×107。 由此可看出使用噬菌体鸡尾酒可以比单独使用 Psa 噬菌体或者霍氏肠

杆菌噬菌体更有效地防止病变。此外，当使用噬菌体鸡尾酒治疗 Psa 以及霍氏

肠杆菌时，噬菌斑计数保持在 2.4×109，而当 Psa 噬菌体单独使用时噬菌斑计数

为 4.6×108，当霍氏肠杆菌噬菌体单独使用时为 5.1×108。由此可以看出噬菌体

鸡尾酒在使用时，两种噬菌体未互相影响生长，反而产出了更多的噬菌斑。由

此表明，噬菌体鸡尾酒在体内对猕猴桃溃疡病的治疗效果优于单一噬菌体。 

 

 

图 4.2 体内实验中噬菌体对霍氏肠杆菌的治疗效果：a）Psa 噬菌体单独，b）

pEh2001 单独，c）包括 Psa 噬菌体与 pEh2001 的噬菌体鸡尾酒 

表格 4.1 体内实验中噬菌体对霍氏肠杆菌的治疗效果 

 Psa 噬菌体单独 pEh2001 单独 噬菌体鸡尾酒 
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菌落计数

（CFU/mL） 

3.6±1.8×107 2.1±0.8×107 1.5±0.74×104 

噬菌体计数

（PFU/mL） 

4.6±0.21×108 5.1±1.2×108 5.1±1.2×108 

 

4.3 讨论 

在以往的报道中，猕猴桃溃疡病的病原体通常为 Psa，而治疗方案也是针对

Psa 设计的。此报道在 Psa 的基础上成功分离另一株致病菌，即霍氏肠杆菌。霍

氏肠杆菌作为一个在猕猴桃溃疡病中新发现的致病菌，在有关于猕猴桃溃疡病

研究中并无报道应用霍氏肠杆菌噬菌体防治猕猴桃溃疡病的复合侵染。 

霍氏肠杆菌噬菌体是防治霍氏肠杆菌的一种新型治疗方案。在其他关于应

用霍氏肠杆菌噬菌体防治霍氏肠杆菌的研究当中，使用的噬菌体有着良好的治

病效果。在 2021 年，Cao-wei Chen 等人发表了关于一株霍氏肠杆菌噬菌体 P.A-

5 的研究报告。该研究报告结果表示此噬菌体可以在八小时内完全阻止霍氏肠

杆菌在猪肉当中的生长（Cao-wei Chen，2021）。同时，在猕猴桃溃疡病的相

关研究中同样发现噬菌体疗法的出现。雷庆等人在 2007 年发表的论文就首次介

绍了以 Psa 为指示菌，分离出了一株噬菌体。并且使用其来防治猕猴桃溃疡病

的可能性（雷庆，2007）。近期，Pinheiro 等人报道了噬菌体 phi 6，并且结果

表明此噬菌体显著降低了 Psa 的体外活性，可作为治疗丁香假单胞菌的一种潜

在有效的替代品（Pinheiro et al., 2019）。因此，从之前报道可判断利用噬菌体

或噬菌体鸡尾酒防治猕猴桃溃疡病具有较高的可行性。本研究分离鉴定的霍氏

肠杆菌噬菌体 pEh2001 对宿主菌具有高效的裂解能力，可以应用于猕猴桃溃疡

病复合侵染的防治。 

本研究发现猕猴桃溃疡病的发病过程很可能伴随复合侵染。而复合侵染在

植物性疾病当中的解决方法非常有限，因为植物细菌病当中的复合侵染的生长

曲线并不能反应单个病菌感染的生长曲线，其中不同的病菌会对彼此发生干

扰，导致有多个不同的侵染模型（Alberto P, Macho 2007）。因此，为了尝试解

决植物性疾病当中的复合侵染，本实验用不同的噬菌体以及噬菌体鸡尾酒测试
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其灭杀率。为了模拟复合侵染情况，本实验在猕猴桃叶片中同时加入了 Psa 与

霍氏肠杆菌两种致病菌。随后分成三组，分别测试单独加入 Psa 噬菌体，单独

加入霍氏肠杆菌噬菌体以及加入混合 Psa 噬菌体与霍氏肠杆菌噬菌体后的噬菌

体鸡尾酒后的效果。单独 Psa 噬菌体以及单独霍氏肠杆菌噬菌体的加入均没有

很好的抑制病情，整体治病菌体数量减少并不明显。而在加入了混合 Psa 噬菌

体与霍氏肠杆菌噬菌体后的噬菌体鸡尾酒到猕猴桃叶片中后，病情得到了很好

的限制缓解作用，菌体数量下降明显并且噬菌体数量有更大幅度的上升。结果

表明，在防治复合侵染中使用噬菌体鸡尾酒比单一噬菌体有更好的治疗效果。 
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5  结论以及展望 

5.1 结论 

本研究从猕猴桃溃疡病发病枝条中分离鉴定一株霍氏肠杆菌，感染实验表

明该菌有可能参与溃疡病的复合侵染。将霍氏肠杆菌作为宿主菌株，成果分离

1 株高效烈性噬菌体并分析其生物学特性，将该噬菌体与 Psa 噬菌体一起应用于

猕猴桃组培苗复合侵染模型，评估噬菌体鸡尾酒对猕猴桃溃疡病的治疗效果，

为田间猕猴桃溃疡病复合侵染的生物防治提供重要资料。 

（1）在采摘自四川省苍溪县红心猕猴桃果园“红阳”品种患有溃疡病的枝条上上

分离到一株新的致病菌，通过鉴定发现为霍氏肠杆菌（E. hormaechei ），致病

性实验发现其可以单独感染猕猴桃叶片，与 Psa 复合侵染后能够加重症状。 

（2）从分离所得的霍氏肠杆菌为宿主菌，成功分立到一株霍氏肠杆菌噬菌体。

经鉴定，其核酸成分为 DNA，属于尾病毒科长尾病毒科。潜伏期为 90 分钟左

右，裂解期为 20 分钟左右，裂解量为 130 左右。潜伏期稍长，但是裂解量大。

同时，在 37 摄氏度以下噬菌体较为稳定，pH 在 7-8 时存活率最高，并且有较

好的紫外辐射抗性。 

（3）霍氏肠杆菌噬菌体在体外实验中表现良好，灭活率约达 67%。在猕猴桃组

培苗复合侵染模型中，含有 Psa 噬菌体和霍氏肠杆菌噬菌体的噬菌体鸡尾酒防

治效果出色，比使用单一噬菌体治疗效果更好。结果表明噬菌体鸡尾酒是控制

复合侵染的可行选择。 

  

5.2 展望  

使用噬菌体作为猕猴桃溃疡病的防治手段还并不完善，但是利用噬菌体作

为猕猴桃溃疡病的生物防治手段有着良好的发展前景。噬菌体疗法与传统抗生

素疗法相比具有更多的优势，包括宿主特异性，自我复制能力，以及对环境友

好等。因为噬菌体基因组序列小，所以噬菌体药剂所需的研发时间短，成本低
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廉。并且，通过调整噬菌体制剂的实施时间，如：在适当的温度、pH、紫外线

等环境因素下可以延长噬菌体存活时间，尽可能有着更好的防治效果。 

在本实验中，发现猕猴桃溃疡病很可能伴随着细菌复合侵染。通过组培苗实

验，霍氏肠杆菌与 Psa 噬菌体混合配制的鸡尾酒对解决 Psa 以及霍氏肠杆菌导

致的复合侵染表现良好。因此可以预测，噬菌体鸡尾酒在复合侵染的生态防治

中有着较好的发展前景。 

本研究主要在实验室中进行，未能有效地开展田间试验，还需进一步探索

并确定噬菌体疗法在实际应用中的可行性。另外，本实验仅分离到一株霍氏肠

杆菌噬菌体，后续还需分离更多的不同类型噬菌体混合使用，以提高防治效

率。 
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