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摘　要　　农田土壤中残留和滋生多种病原菌会对人体健康和生态环境带来显著的安全隐患，开

展针对性的生物修复研究十分迫切。噬菌体疗法靶向灭活土壤中病原菌的技术为修复此类污染土壤提

供了全新途径。本研究以南京城郊某奶牛场牛粪堆积池周边，粪肠杆菌和假单胞菌复合污染农田土壤

为例，首先筛选和纯化获得两株专一型噬菌体（YSZ1和YSZ5），再人为加速其宿主谱的表达过程，

获得对应的多价噬菌体（YSZ1R和YSZ5K），并进行生物学特性（形态、核酸、最佳感染复数、一

步生长曲线等）鉴定，结果表明：在水相和污染土壤中不同噬菌体对于同步灭活病原菌的能力依次

为YSZ5K>YSZ1R>YSZ5>YSZ1，并且施用多价噬菌体疗法有助于维护和改善修复后土壤微生物生态

功能多样性与稳定性。本研究结果可为噬菌体疗法靶向灭活土壤中多种病原菌提供切实可行的修复 

技术。
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由于我国现阶段畜禽粪便安全化处理技术或环

境管理仍存在一定的不足或缺失，许多城郊畜牧业

养殖厂周边的农田土壤常成为残留和滋生人畜共患

病原菌的高风险热点区域，严重影响人体健康和环

境安全［1］。因而，针对病原菌污染农田土壤，开

展必要的生物修复技术研究十分迫切。

噬菌体疗法（Phage therapy）为修复上述污

染土壤提供了一种全新途径。细菌噬菌体（简称噬

菌体）是一类较为专属捕食活体宿主细菌而存活

的生物体，在土壤、水、空气乃至人/动物体表或

肠道内均广泛分布了大量噬菌体，据估算其总量

达到1031数量级［2］。噬菌体疗法是指通过分离、

筛选、纯化和富集宿主病原菌的专属噬菌体之后，

向污染土壤中添加特定噬菌体菌液，定向侵染灭活

病原菌的修复方式［3-4］。国外学者已成功将噬菌体

疗法应用在灭活辣椒、番茄、葡萄等果蔬的植物
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病害细菌或人畜共患致病细菌的食品安全保障领 
域［5-6］。然而，使用噬菌体疗法来削减土壤中病原

菌的生物修复技术研究则相对较少。此外，现有研

究常认为噬菌体仅限于侵染某一“种”类的宿主细

菌，而近年来学术界发现：一些噬菌体经过适当的

基因改造或人工加速其宽宿主谱的表达，可针对同

一“属”内几种高度同源性的宿主细菌，甚至针对

不同种属之间的宿主细菌也具有一定广谱性捕食区

间［7-8］。这为噬菌体疗法广泛应用奠定了坚实的理

论基础。

本研究以南京城郊典型奶牛场牛粪堆积池塘

周边，复合病原菌污染农田土壤为例；先从污染土

壤中分离、筛选、加速其宽宿主谱表达获得多价噬

菌体；接着在水相和实际污染土壤中验证和优化其

同步灭活多种病原菌的效果和能力，并评估修复过

程中的微生物生态效应。本研究结果可为靶向灭活

农田土壤中多种病原菌提供切实可行的生物修复 
技术。

1　材料与方法 

1.1　供试材料

供 试 菌 株 大 肠 杆 菌 K 1 2 （ E s c h e r i c h i a  c o l i 
K12，K12）与带红色荧光标记（Red Fluorescent 
Protein，RFP）的铜绿假单胞菌（Pseudomonas 
aeruginosa，PAO1），均为南京农业大学土壤生

态实验室提供。

供试污染土壤为水稻土，采自南京市横梁奶牛

养殖场（32°30′45″N，118°94′7″E）牛粪堆积池附

近。采用五点取样法，取0～10 cm的表层土壤，

共5 kg，混匀，于暗处4°C冷藏保存。测定土样

基本理化性质［9］：pH 7.9，全氮1.8 g·kg-1，全磷 
1 . 1  g · k g - 1 ， 全 钾 1 7 . 9  g · k g - 1 ， C E C  1 9 . 9 
cmol·kg-1，水溶性氮1.8 g·kg-1，砂粒25.5%，壤粒

45.3%，黏粒29.2%。

供 试 仪 器 与 试 剂 为 台 式 低 温 高 速 离 心 机 、

恒 温 培 养 箱 、 恒 温 摇 床 ； 大 肠 杆 菌 直 接 琼 脂

（Escherichia coli  Direct  Agar，ECD琼脂）、

假单胞菌选择性培养基（Pseudomonas Selective  
A g a r ， P S A ） 、 S M 缓 冲 液 、 L u r i a - B e r t a n i
（ L B ） 培 养 基 、 环 境 样 品 病 毒 核 酸 提 取 试 剂 盒

（PowerViral Environmental RNA/DNA Isolation 

Kit，Mobio公司，型号28000-50）。

1.2　噬菌体的分离纯化

取新鲜土壤样品5 g，加入50 mL无菌水中，

28℃、150 r·min-1振荡培养5 h，10 000 r·min-1 
离 心 5  m i n ， 上 清 液 经 0 . 2 2  μ m 滤 膜 除 菌 ， 取 9 
mL滤液与1  mL生长到对数期的宿主菌（K12或

PAO1(RFP)）悬液加入40 mL LB液体培养基，加氯

化钙固体至溶液终浓度1 mmol·L -1，37℃、150  
r·min-1摇床培养12 h。所得培养液10 000  r·min-1

离心5 min，再经0.22 μm滤膜除菌，滤液即为含

有噬菌体的原液［10-11］。采用双层平板法筛选噬菌

体并提纯。取上述滤液100 μL与100 μL的宿主

菌悬液混匀，室温静置15 min，加入3 mL的 0.7% 
LB琼脂培养基，混匀后平铺倒入LB固体平板上，

37  ℃培养10～12  h，观察噬菌斑。待出现噬菌

斑，挑取单个边缘清晰透明的噬菌斑到含有宿主菌

的LB液体中，37℃、250  r·min-1培养8 h；10 000  
r·min-1离心5 min，0.22 μm滤膜除菌，滤液保存

在SM缓冲液中，于4℃冰箱冷藏保存。取上述滤液

适当稀释培养并倒双层平板验证，如此重复4～6次

即可获得纯种的噬菌体。

基于上述获得的两株专一型噬菌体（以K12为

专一宿主的噬菌体命名为YSZ1；以PAO1（RFP）为

专一宿主的噬菌体命名为YSZ5），开展加速其宽

宿主谱的表达过程［12-13］。取600 μL保存的噬菌

体（YSZ1或YSZ5）原液，分别与200 μL K12和

200 μL PAO1(RFP)混合菌悬液，共同加入99 mL LB
液体培养基中，再加入氯化钙固体调至终浓度为 
1 mmol·L-1，37℃、150 r·min-1振荡培养96 h，每隔

8 h取样，将离心过滤获得的新噬菌体与PAO1（RFP） 

和K12分别倒双层平板验证，观察噬菌斑。若出现

噬菌斑则证明表达成功，获得多价噬菌体YSZ1R
和 Y S Z 5 K ， 挑 取 单 个 清 晰 透 明 的 噬 菌 斑 富 集 
储存。

1.3　噬菌体的生物学特性鉴定

噬菌体的形态观察，将噬菌体原液滴在铜网

上，用pH 7.0、2%磷钨酸负染90 s后，用滤纸吸去

多余染液，干燥后于日立H-7650型透射电子显微

镜下观察其形态。

噬菌体核酸提取及鉴定，噬菌体核酸提取使用

环境样品病毒核酸提取试剂盒（核酸提取效率107 

copies·mL-1，核酸最终体积50～100 μL），提取
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的核酸用DNaseⅠ、RNaseⅠ和Hind Ⅲ酶切处理并

使用琼脂糖凝胶电泳检验，根据酶切图谱鉴定和判

断其核酸性状及大小。

噬菌体最佳感染复数，感染复数（Multiplicity 
of infection，MOI）又称作噬菌体滴度，是指感染

发生之前噬菌体与宿主菌数量的比值。最佳感染

复数（Optimal multiplicity of infection，OMOI）

即获得子代噬菌体最高产量时的MOI。取对数期

宿主菌悬液100 μL，按感染复数分别为100∶1、

10∶1、1∶1、1∶100、1∶1 000、1∶10 000加入

噬菌体。37℃摇床振荡培养5 h。用双层平板法测

定各组噬菌体滴度1。

噬菌体一步生长曲线，按最佳感染复数，取

500 μL噬菌体与500 μL宿主菌悬液加入9 mL LB
液体培养基中，37℃、150 r·min-1振荡培养，每 
10 min取样，离心过滤，并用双层平板法测定噬菌

体滴度［14］。

1.4　试验设计

噬菌体对宿主菌的灭活能力，验证上述分离获

得的噬菌体对宿主菌的灭活能力，按照最佳感染复

数添加噬菌体与宿主菌各100 μL于100 mL LB液

体培养基中，37℃、150  r·min-1振荡培养。每隔2 
h取样，每次取200 μL稀释适当浓度，平板计数细

菌数量。每个处理同时设置单独不添加噬菌体的对

照。

噬菌体疗法在水相中灭活病原菌的效果，设

置 水 相 对 照 组 （ C K ） ， 即 ： 将 K 1 2 与PA O 1 ( R F P )

培养到对数期后，各取100 μL加入100 mL LB
液 体 培 养 基 中 ， 振 荡 混 匀 ， 3 7 ℃ 、 1 5 0  r · m i n - 1

振 荡 培 养 。 在 C K 基 础 上 ， 综 合 参 考 最 佳 感 染 复

数，再设立4个处理：处理1：添加专一型噬菌体 
YSZ1；处理2：添加多价噬菌体  YSZ1R；处理

3；添加专一型噬菌体  YSZ5；处理4：添加多价

噬菌体YSZ5K。每种噬菌体均添加100 μL（104 

PFU·mL-1），每隔4 h取样，共监测48 h，每次取

200  μL菌悬液进行细菌计数。根据细菌平板计

数判断评估噬菌体疗法在水相中对病原菌的灭活 
效果。

噬菌体疗法在污染土壤中的灭活验证研究，

为进一步验证噬菌体疗法在实际污染土壤中灭活多

种病原菌的效果，本环节将进行逐一回接上述分

离获得的噬菌体至污染土壤中，开展修复验证实

验。重点关注土壤中粪肠杆菌（Fecal coliform）

和假单胞菌属（Pseudomonas）菌群等病原菌的灭

活效果。共设置5个实验处理：对照组（CK）：称

250 g污染土壤，每隔8 d以无菌水调控土壤含水率

至最大田间持水量的80 %，28℃±4℃，避光培养

24 d；处理1：在对照组基础上添加专一型噬菌体

YSZ1；处理2：在对照组基础上添加多价噬菌体

YSZ1R；处理3：在对照组基础上添加专一型噬菌

体YSZ5；处理4：在对照组基础上添加多价噬菌

体YSZ5K。每组处理均添加噬菌体500 μL（104 

PFU·mL-1）。每隔3 d取样，每次取5 g土壤，平板

计数法测定细菌数量。使用ECD培养基筛选并测定

粪肠杆菌群细菌数目，使用PSA培养基筛选并测定

假单胞菌群细菌数目，每个计数浓度设3次重复。

1.5　土壤微生物群落功能的多样性和稳定性分析  
将1.4中采集的土壤样品，进行微生物群落功

能多样性和稳定性分析。土壤微生物群落功能多

样性采用Biolog ECO测定法［15-16］。Biolog ECO微

平板中多底物酶联反应采用每孔的平均吸光度值

（Average well color development，AWCD）来描

述，计算表达式：

  AWCD=∑（C-R）/31 　（1）

式中，C代表含底物试验孔的吸光值，R代表不含

底物对照孔的吸光值。土壤群落功能多样性采用培

养Biolog ECO微平板孔中吸光值，计算土壤微生

物群落功能多样性指数（香农指数H和辛普森指数

D）。 
	 　　　H=-∑ Pi（LnPi） 　（2）

	 　　　　D=1-∑Pi
2 　　　 （3）

式中，Pi为第i孔相对吸光值（C-R）与整个微平板

相对吸光值总和(∑ODi)的比率。

1.6　数据处理

所用数据均为3次重复采样的平均值，利用软

件SPSS 21进行数据统计分析。图表采用 Microsoft 
Excel 2016和软件 OriginPro 9.0绘制。

2　结果与讨论

2.1　噬菌体分离纯化

经5次分离纯化及加速宽宿主谱表达后获得四

株裂性噬菌体，分别是：单一攻击K12的噬菌体

YSZ1；在YSZ1基础上加速宽宿主谱表达得到能同
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时攻击K12和PAO1(RFP)能力的多价噬菌体YSZ1R；

单一攻击PAO1(RFP)的噬菌体YSZ5；在YSZ5基础

上加速宽宿主谱表达得到能同时攻击PAO1(RFP)和

K12能力的多价噬菌体YSZ5K。由图1可知，噬菌

体YSZ1和YSZ5的噬菌斑呈清晰透明、边缘整齐、

无晕环的圆斑，直径约1～2 mm；噬菌体YSZ1R
和YSZ5K噬菌斑中间透明、四周无晕环、直径为

2～3 mm。 

2.2　噬菌体形态观察

通过透射电镜观察不同噬菌体形态，发现噬

菌体YSZ1（图2 A）具有清晰多面体头部，头长径

约95 nm，横径约70 nm，尾长约100 nm；YSZ1R
可见到球状头部和一条长尾，头长径约60 nm，

横径约70 nm，尾长约175 nm（图2 B）；YSZ5
可 见 到 形 状 规 则 的 立 体 结 构 头 部 和 一 条 长 尾 ，

头长径约100 nm，横径约70 nm，尾长约180 nm
（图2 C）；YSZ5K可见到椭圆形头部及可收缩的

尾鞘，头长径约110 nm，横径约80 nm，尾长约

120 nm（图2 D）。根据国际病毒分类委员会(The 
International Committee on Taxonomy of Viruses，

ICTV)第九次报告［17］，以上四种噬菌体均属于长

尾噬菌体科。

 

2.3　噬菌体核酸产物酶切电泳分析

利用环境样品病毒核酸提取试剂盒提取噬菌体

基因组，并对核酸产物用酶切处理，由图3可知，

四株噬菌体均能被DNase  Ⅰ  降解完全（4、8、

B、F泳道），而RNase A处理核酸均无变化（3、

7 、 C 、 G 泳 道 ） ， 说 明 四 种 核 酸 产 物 均 为 双 链 
D N A ［ 1 3 ］。 用 限 制 性 内 切 酶 H i n d  Ⅲ 对 D N A 进

行酶切处理后，估算基因组大小（2、6、D、K
泳道），四株噬菌体YSZ1、  YSZ1R、YSZ5、

YSZ5K基因组分别约为57 Kb、54 Kb、59 Kb和 
51 Kb。

2.4　噬菌体最佳感染复数

最佳感染复数是表征噬菌体裂解能力的重要

指标。从表1可知，当MOI为1∶1  000时噬菌体

YSZ1子代产出量最高，达到5.5×108 PFU·mL-1，

即噬菌体YSZ1的OMOI为0.001；当MOI为10∶1
时噬菌体YSZ1R子代产出量最高，达到1.8×108 

P F U · m L - 1， Y S Z 1 R 的 O M O I 为 1 0 ； 当 M O I 为

1∶1  000时噬菌体YSZ5子代产出量最高，达到

5.4×109 PFU·mL-1，YSZ5的OMOI为0.001；当

MOI为1∶10时噬菌体YSZ5K子代产出量最高，达

5.8×106 PFU·mL-1，YSZ5K的OMOI为0.1。

图1　四株噬菌体噬菌斑形态

Fig. 1　Plaques of four phages

图2　噬菌体的透射电镜观察（×50.0 K）

Fig. 2　Transmission electron micrographs of phage（×50.0 K）
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表1　最佳感染复数的测定

Table1　Determination of optimal multiplicity of infection (OMOI)

试管

Tube

感染复数

MOI

/(PFU·CFU-1)

噬菌体数

No.of phages

/(PFU·mL-1)

细菌数

No.of bacteria

/(CFU·mL-1)

滴度Titer /(PFU·mL-1)

YSZ1 YSZ1R YSZ5 YSZ5R

1 100∶1 1×109 1×107 5.6×106 1.3×108 5.2×108 4.0×105

2 10∶1 1×108 1×107 7.8×106 1.8×108 5.8×108 8.1×105

3 1∶1 1×107 1×107 1.6×107 3.2×107 7.2×108 4.5×106

4 1∶10 1×106 1×107 4.1×107 5.7×106 1.8×109 5.8×106

5 1∶100 1×105 1×107 4.8×108 1.1×106 3.2×109 3.4×106

6 1∶1 000 1×104 1×107 5.5×108 5.2×105 5.4×109 7.2×105

7 1∶10 000 1×103 1×107 7.6×107 4.8×105 2.8×109 2.7×105

2.5　一步生长曲线的绘制  
潜伏期是指从噬菌体侵染宿主细菌到细菌开始

裂解时为止的周期；爆发期是指从细菌裂解开始到

所有被感染细菌完全裂解的周期；裂解量=爆发末

期噬菌体滴度/感染初期宿主细菌数量［18］。YSZ1
感染宿主菌的潜伏期为13 min，爆发期为47 min，

裂解量为365（图4 A）；YSZ1R感染宿主菌的潜

伏期为20 min，爆发期为51 min，裂解量为47（图

4 B）；YSZ5感染宿主菌的潜伏期为12 min，爆

发期为49 min，裂解量为418（图4 C）；YSZ5K
感染宿主菌的潜伏期为18 min，爆发期为42 min，

裂解量为24（图4 D）。由此可知，四株噬菌体的

潜伏期和爆发期相对较短，具有潜在的修复应用 
价值。

2.6　专一型噬菌体对单一宿主菌的灭活能力  
对 上 述 分 离 得 到 的 两 株 专 一 型 裂 解 性 噬 菌

体在水相中进行灭活能力验证实验。由图5  A可

知，单独添加噬菌体YSZ1，能显著抑制K12生长

图3　噬菌体基因组酶切电泳图

Fig. 3　Electrophorogram of phages genome
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（P<0.05）；相较于对照组K12的生长曲线，添加

噬菌体YSZ1培养12 h后，K12数量下降至8.9个数

量级。此外，由图5 B可知，YSZ5对PAO1(RFP)也

具有显著的灭活作用（P<0.05），相较于对照组

PAO1(RFP)的生长曲线，添加噬菌体YSZ5培养12 h
后，PAO1(RFP)下降至9.2个数量级。

2.7　水相中检验噬菌体疗法灭活混合病原菌的效果

为 了 探 究 噬 菌 体 靶 向 灭 活 病 原 菌 的 能 力 ，

本 研 究 将 上 述 获 得 的 四 株 噬 菌 体 添 加 到 K 1 2 和

PAO1(RFP)的混合菌液中，并测定其细菌数量衰减

变化。由图6 A可知，专一型噬菌体YSZ1对K12
的灭活效果非常显著（P<0 .05），与原始CK相

比，K12下降约1.5个数量级；而PAO1(RFP)呈现先

快速增长，28 h后再缓慢下降的趋势，下降了约

0.5个数量级，这可能是由于专一型噬菌体YSZ1
在混合病原菌体系中，优先攻击K12宿主菌，随

着共培养的自然进化过程，逐渐形成并具备了一

定攻击PAO1(RFP)的能力［12］。处理2（图6 B）中

添加了多价噬菌体YSZ1R之后，K12生长抑制率

相较于图6 A结果略有下降，下降了约1.1个数量

图4　噬菌体一步生长曲线

Fig. 4　One step growth curve of phage

图5　噬菌体灭活能力

Fig. 5　Inactivation ability of phage
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级；而PAO1 (RFP)生长抑制率则相较于图6  A结果

出 现 一 定 程 度 的 上 升 ， 整 体 下 降 了 约 1 . 0 个 数 量

级 。 处 理 3 （ 图 6  C ） 中 ， 添 加 了 专 一 型 噬 菌 体

YSZ5之后，PAO1 (RFP)数量呈现显著下降的趋势

（P<0.05），下降了约1.9个数量级，同样K12在

0～24  h期间出现 稳定增长后，呈下降趋势，截

止 4 8  h 时 ， 共 下 降 了 约 0 . 4 个 数 量 级 ， 这 可 能 是

由于随混合体系中宿主密度增加噬菌体的同时具

备 较 高 的 吸 附 速 率 ， 其 中 部 分 Y S Z 5 噬 菌 体 也 进

化出攻击K12的广谱灭活能力［12, 19］。处理4（图

6 D）中，多价噬菌体YSZ5K对K12和PAO1 (RFP)

的协同灭活效果相较于其他三组处理，最为显著 
（P<0.05），K12下降约1.0个数量级，PAO1(RFP)

下 降 约 1 . 7 个 数 量 级 。 由 此 可 知 ， 多 价 噬 菌 体

YSZ5K相对其他种类噬菌体灭活效果具有更加广

谱性的捕食范围，可为后续靶向灭活污染土壤中复

合病原菌的修复技术研发，提供高效的噬菌体菌种 
资源。

2.8　 噬菌体疗法灭活污染土壤中复合病原菌的验

证研究  
在病原菌复合污染土壤中，病原菌丰度的变

化是决定土壤污染程度和修复效果的重要参考。

本研究中使用的土壤样品采集自奶牛场牛粪堆积

池附近的污染土壤，其中多种病原菌的背景丰度

较高，在培养24 d时，粪肠杆菌（Fecal coliform）

细 菌 丰 度 为 8 . 2 × 1 0 6  C F U · m L - 1， 假 单 胞 菌 属

（Pseudomonas）细菌丰度为6.8×105 CFU·mL-1

（图7 A）。在第24天时，处理1中专一型噬菌体

YSZ1对土壤中粪肠杆菌系列病原菌的灭活效果高

于假单胞菌属的相应灭活效果。在该处理中，粪肠

杆菌细菌丰度下降至8.7×105 CFU·mL -1，而假单

胞菌属细菌丰度下降至6.1×104 CFU·mL-1，这一

结果可能是由于在实际污染土壤中，YSZ1也逐渐

进化出针对PAO1的协同灭活能力［12］；处理2（图

7 B）中，多价噬菌体YSZ1R对两类病原菌都有明

显的灭活能力（P<0.05），粪肠杆菌细菌丰度下

降至9.6×105 CFU·mL-1，假单胞菌属细菌丰度下

降至3.2×104 CFU·mL-1；处理3（图7 C）中，专

一型噬菌体YSZ5对于假单胞属细菌的灭活效果呈

现整体呈下降趋势，在第24天时已下降至1.8×104 
CFU·mL-1，而对于粪肠杆菌细菌的灭活影响，则

呈现出0～15 d之内略有升高，第15天后逐渐下降，

第24天下降至2.2×106 CFU·mL-1；处理4（图7 D）

中，添加了多价噬菌体YSZ5K之后，粪肠杆菌细菌

图6　混合菌悬液中不同种噬菌体灭活效果

Fig. 6　Inactivation effect of different phages in mixed bacteria suspension
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和假单胞属细菌丰度均呈现下降的趋势，第24天，

粪肠杆菌细菌丰度下降至6.5×105 CFU·mL-1；假单

胞属细菌丰度下降至1.2×104 CFU·mL-1。多价噬菌

体（YSZ1R/YSZ5K）对污染土壤中复合病原菌综

合协同灭活能力均显著高于专一型噬菌体（YSZ1/
YSZ5），并且噬菌体YSZ5K在实际污染土壤中的

灭活效果要大于噬菌体YSZ1R的相应灭活效果。

上述灭活土壤中复合病原菌的效果趋势与水相中相

关验证结果规律一致，尽管灭活土壤中病原菌群的

效果略低于纯水相中的效果，这可能是由于实际污

染土壤中不仅存在复合病原菌群，同样也存在大量

益生菌群，抵消或削减了实际土壤灭活修复的效 
果［20-21］。然而，该结果仍然对于靶向修复高丰度

病原菌污染土壤具有显著的指示意义。

2.9　噬菌体疗法对土壤微生物群落多样性的影响

噬菌体疗法在靶向灭活土壤中复合病原菌的同

时，可能也会对土壤其他益生菌群或整体微生物群

落结构和功能多样性造成一定程度的影响［22］。因

此，对施用过噬菌体疗法的污染土壤进行生态风险

评估十分必要。AWCD数值的变化可以反映土壤

微生物整体代谢活性的波动；香农丰富度指数H反

映的是群落的丰富度, 其值越大说明群落多样性越

高；辛普森优势度指数D可反映土壤微生物群落常

见种的优势度变化, 数值越大表明得到同一物种的

几率越大, 其微生物多样性越低。

如 图 8 所 示 ， 0 ～ 1 2 0  h  内 AW C D 值 快 速

增 长 ， 进 入 对 数 增 长 期 ； 在 培 养 的 1 2 0  h 后 ，

AW C D 值 随 培 养 时 间 的 延 长 趋 于 缓 慢 并 达 到 稳

定。AWCD值在0.1～0.7之间，AWCD值表现为  

YSZ5K>YSZ1R>CK>YSZ5>YSZ1。

此外，从表2可知，不同处理之间，多价噬菌

体的丰富度指数H显著高于单一性噬菌体的丰富度

指数，而优势度指数D则为多价噬菌体处理显著低

于专一型噬菌体处理（P<0.05）。在这些指数的变

化过程中均具有类似规律，即分别单独添加多价噬

菌体YSZ5K处理和YSZ1R处理，均可在一定程度

上显著促进修复后土壤微生物功能多样性和稳定性

（P<0.05），而分别单独添加专一型噬菌体YSZ5
处理和YSZ1处理，土壤微生物多样性出现了一定

程度的降低。

由此说明，多价噬菌体疗法对于维持或改善土

壤微生物群落代谢活性具有一定的良性作用；而专

一型的裂解性噬菌体对于土壤微生物群落代谢活性

的影响，则存在一定负面风险。这可能是由于多价

图7　污染土壤中粪肠杆菌和假单胞菌属细菌丰度的动态变化

Fig. 7　Dynamic of fecal coliform and Pseudomonas bacterial abundance in contaminated soil



http：//pedologica. issas. ac. cn

428 土  壤  学  报 56 卷

噬菌体的捕食范围较广，其自身进化和拓展捕食宿

主细菌的能力较强，因而有助于提升土壤微生物群

落的多样性和稳定性。相反专一型宿主噬菌体在实

际污染土壤环境中靶向灭活宿主菌的专属性过强，

则有可能导致某一属种的宿主细菌大幅度灭活，致

使土壤微生物群落系统中某一类细菌出现生态位的

缺失，造成土壤微生物群落代谢活性降低的短期现

象。因而，在实际噬菌体疗法的应用中，使用多价

噬菌体同步灭活多种病原菌的技术具有广谱性高、

生态风险低、环境友好的优点。

3　结　论  

针对当前病原菌复合污染土壤的环境问题，本

研究提出了基于噬菌体疗法靶向灭活土壤中多种病

原菌的修复技术。研究分离筛选出的多价噬菌体在

水相和实际污染土壤中同步灭活粪肠杆菌和假单胞

菌属细菌的能力显著高于专一型噬菌体的相应灭活

能力，同时使用多价噬菌体疗法也有助于维护和改

善修复后土壤微生物生态功能多样性与稳定性。
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Abstract　【Objective】Given the drastic development of livestock industry in China, animal manure 
amount increased significantly in the last few decades. Without proper environmental management, the 
manure as well as relevant wastes have made the agricultural soil near the livestock site a hotspot of 
pathogens, which has posed potential threat against the public health and environmental safety. Therefore, 
it is urgent to carry out bioremediation technologies to effectively inactivate the targeted pathogens in the 
soil. Among various techniques, phage therapy provides a novel way for eliminating pathogenic bacteria 
in the soil. In this work, polyvalent phages were firstly isolated, and further screened for their capacity 
of inactivating various host pathogenic bacteria, in an attempt to apply the polyvalent phage therapy 
for controlling the pathogens contamination in the soil. 【Method】In this work, double-layer agar was 
employed to isolate phages from the soil applied with cow manure in a dairy farm in Nanjing Eastern China, 
which was contaminated by Enterobacteriaceae and Pseudomonas pathogenic bacteria. Two host-specific 
phages (YSZ1 and YSZ5) were isolated from the polluted soil. Then with the accelerated human-directed 
evolution in the laboratory, two polyvalent (broad host range) phages (YSZ1R and YSZ5k) were obtained 
each corresponding to YSZ1 and YSZ5. Meanwhile, the biological characteristics including morphology 
and molecular technology were carried out for the identification of the four phages obtained. Moreover, 
by studying the optimal multiplicity of infection and growth characteristics, the capacity of inactivating 
pathogenic bacteria among four phages were also determined. Meanwhile, Biolog ECO plates were used to 
investigate the impact of phage therapy on the diversity of the soil microbial community. 【Result】The 
morphological and molecular identification indicated that the four phages described above all belonged 
to Stylovinidaeacid. Meanwhile, in both aqueous system and contaminated soil, the four phages exhibited 
significacnt but varying capacity of inactivating fecal coliform and Pseudomonas, following the order of 
YSZ5K>YSZ1R>YSZ5>YSZ1. In addition, compared with the control, host-specific phage inoculation 
(YSZ5 and YSZ1) slightly decreased the AWCD value, while polyvalent phage inoculation (YSZ5K and 
YSZ1R) significantly increased the AWCD value after 120 h of incubation. Shannon index showed the same 
trend of YSZ5K/YSZ1R> CK> YSZ5/YSZ1. Therefore, polyvalent phages therapy applied in this work was 
able to maintain and increase the diversity and stability of the indigenous microbial community in the soil.
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【Conclusion】The polyvalent phages isolated from the pathogen contaminated soil were determined as 
Stylovinidaeacid. Both polyvalent phages (YSZ5K and YSZ1R) could significantly stimulate the dissipation 
of the pathogenic bacteria in both aqueous and soil systems. Meanwhile, the diversity of the indigenous 
bacteria community in the soil could be clearly enhanced after polyvalent phage therapy, suggesting that 
the polyvalent phage therapy developed in this work was an applicable technique to inactivate broad range 
pathogenic bacteria in the soil.  
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