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摘要　噬菌体可用于防治植物青枯病，但不易保存。本文对青枯病菌短尾噬菌体Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３和Ｐ４株系的保存方法

和条件进行了研究；将各噬菌体原液、噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１、噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２、噬菌体

原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２的处理分别置于－７５、－２５、４℃、室温下保存，再分别于９０、１８０、２７０、３６５ｄ后取

样测定噬菌体的效价。结果表明，－７５℃和－２５℃下，噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％或８０％甘油＝１∶１∶２保存的效果

最好，３６５ｄ后效价仅下降０～２个数量级；噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１在４℃和室温下保存效果也较好，４℃保存

３６５ｄ后效价仅下降１～３个数量级；此处理在室温条件下保存也可达２７０ｄ。因此，以资源长期保存为目的可采用

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％或８０％甘油＝１∶１∶２保存于－７５℃或－２５℃下；短期保存可采用噬菌体原液∶青枯菌液

＝１∶１保存于室温下。
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２０２１

　　作物青枯病是一类典型的土传细菌性维管束病

害，易发生，难防治。２０世纪初，Ｔｗｏｒｔ和ｄ’Ｈｅｒｅｌｌｅ

发现并报道了噬菌体（ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ，ｐｈａｇｅ），其广泛

存在于自然界中［１４］。由于其具有寄生专一性、不易

产生抗性等特点，被冠以细菌的天然“杀手”而备受

关注，具有巨大的应用潜力［５６］。噬菌体是严格的专

性活体寄生物，无完整细胞结构，具有株系间差异大

等特点，导致在保存上必须采用不同的方法［７］。

Ａｃｋｅｒｍａｎｎ等
［８］报道，芽胞杆菌噬菌体 ＡＰ５０在

－８０℃下仅能存活６个月，而肠杆菌噬菌体ＰＲＤ１

保存１２年效价仅降低３个数量级；王绍花２０１０年

报道德氏乳杆菌噬菌体ｐｈｉＬｄｂ在４℃下可保存

６个月
［９］，于美玲２０１５年报道乳杆菌烈性噬菌体

Ｌｐｌａ保存效果最好的温度是－８０℃
［１０］。高苗［１１］发

现，青枯菌噬菌体∈ＲＳ１原液于４℃下保存６个月

后尚存较高的活性。因此，要开发利用噬菌体，首要

的问题就是噬菌体的长期保存。由于不同的噬菌体

形态结构各异，对不同条件的响应能力不同，以何种

形式或方法保存，目前尚无明确定论。本研究以福

建不同烟区分离的４株青枯菌噬菌体为对象，研究

不同保存条件下噬菌体的活性变化，寻找适合噬菌

体长期保存的方法。

１　材料与方法

１．１　供试菌株

青枯病菌犚犪犾狊狋狅狀犻犪狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿 Ｚ５；

青枯病菌短尾噬菌体Ｐ１，Ｐ２，Ｐ３和Ｐ４均由本实验

室分离、鉴定保存。

１．２　青枯病菌培养

将保存于－７５℃ 的青枯病菌Ｚ５活化后挑取单

菌落于装有１００ｍＬＮＢ培养基（蛋白胨５ｇ／Ｌ、牛肉

浸膏３ｇ／Ｌ、葡萄糖２．５ｇ／Ｌ，ｐＨ７．２）的三角烧瓶中，

２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至浓度约１×１０８ｃｆｕ／ｍＬ，

备用。

１．３　噬菌体培养

按１％（犞／犞）的接种量将噬菌体原液接种于

１．２培养的青枯病菌悬浮液中，摇匀，静置１５ｍｉｎ，

２８℃，１３０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２～１６ｈ，获得噬菌体培

养液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后经０．４５μｍ滤膜

抽真空过滤除菌，上清液为噬菌体原液，效价为２×

１０１０ＰＦＵ／ｍＬ，备用。

１．４　噬菌体保存方法

设４个处理，处理１：噬菌体原液；处理２：噬菌

体原液∶青枯菌液＝１∶１（犞／犞，下同）；处理３：噬菌体

原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２（１ｍＬ噬菌体原

液和１ｍＬ青枯菌液以及２ｍＬ４０％甘油的混合

液）；处理４：噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

（１ｍＬ噬菌体原液和１ｍＬ青枯菌液以及２ｍＬ

８０％甘油的混合液）。分别置于－７５、－２５、４℃和室

温保存，９０、１８０、２７０ｄ和３６５ｄ分别取样，测定噬菌

体的效价。

１．５　噬菌体的效价测定

噬菌体效价（ｐｌａｑｕｅｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ，ＰＦＵ）：是指

每毫升样品中所含有的具有侵染性的噬菌体粒子

数，采用双层平板法测定，具体测定方法参照高苗的

方法［１１］。

噬菌体效价（ＰＦＵ／ｍＬ）＝平均噬菌斑数×２×

稀释倍数。

２　结果与分析

４种不同处理的噬菌体分别在－７５、－２５、４℃、

室温下保存的结果见表１～表４。结果表明，

－７５℃和－２５℃下保存（表１、表２），４种处理的保

存效果都较好，３６５ｄ后效价下降０～３个数量级，其

中噬菌体Ｐ４株系的保存效果最好，其次为噬菌体

Ｐ１和Ｐ２株系，噬菌体Ｐ３株系较差，如保存３６５ｄ

后噬菌体Ｐ４株系效价只下降０～１个数量级，噬菌

体Ｐ３株系效价却下降１～３个数量级；４℃下保存

（表３），噬菌体原液处理和噬菌体原液∶青枯菌液＝

１∶１处理的保存效果最好，３６５ｄ后效价下降１～５个

数量级，其中噬菌体Ｐ４株系效价只下降１个数量

级，噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２处理的

保存效果次之，３６５ｄ后效价下降５～７个数量级，噬

菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２处理的保存效

果最差，９０ｄ后效价下降６～７个数量级；室温保存的

效果总体较差（表４），但其中噬菌体原液∶青枯菌液＝

１∶１处理的保存效果相对较好，１８０ｄ后效价下降１～

２个数量级，２７０ｄ后效价下降６～７个数量级；其次为

噬菌体原液处理，噬菌体Ｐ１和Ｐ２株系保存９０ｄ后全

部失活，而噬菌体Ｐ３和Ｐ４株系保存１８０ｄ后，其效价

下降６个数量级；噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油或

８０％甘油＝１∶１∶２处理的保存９０ｄ后，噬菌体Ｐ１、Ｐ３

和Ｐ４株系全部失活，但噬菌体Ｐ２株系采用噬菌体
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原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２处理，保存３６５ｄ 仍有较高的活性，效价仅仅下降３个数量级。

表１　－７５℃下不同处理对噬菌体保存效果的影响１
）

犜犪犫犾犲１　犐狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狋狅狋犺犲狋犻狋犲狉狅犳狆犺犪犵犲犪狋－７５℃

噬菌体

Ｐｈａｇｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

效价／ＰＦＵ·ｍＬ－１　Ｔｉｔｅｒ

９０ｄ １８０ｄ ２７０ｄ ３６５ｄ

Ｐ１ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０１０ １０１０ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０９ １０９ １０８

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０１０ １０１０ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０１０ １０１０ １０１０

Ｐ２ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０１０ １０１０ １０１０ １０１０

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０１０ １０９ １０９ １０８

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０１０ １０１０ １０１０

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０１０ １０１０ １０１０

Ｐ３ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０１０ １０８ １０８ １０７

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０９ １０９ １０８

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０９ １０９ １０８

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０９ １０９ １０９ １０８

Ｐ４ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０１０ １０９ １０１０ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０１０ １０９ １０１０ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０１０ １０１０ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０１０ １０１０ １０１０

　１）初始效价为２×１０１０ＰＦＵ／ｍＬ；表２～表４同。

Ｉｎｉｔｉａｌｔｉｔｅｒ：２×１０１０ＰＦＵ／ｍＬ．Ｔｈｅｓａｍｅｉｎｔａｂｌｅ２，３ａｎｄ４．

表２　－２５℃下不同处理对噬菌体保存效果的影响

犜犪犫犾犲２　犐狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狋狅狋犺犲狋犻狋犲狉狅犳狆犺犪犵犲犪狋－２５℃

噬菌体

Ｐｈａｇｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

效价／ＰＦＵ·ｍＬ－１　Ｔｉｔｅｒ

９０ｄ １８０ｄ ２７０ｄ ３６５ｄ

Ｐ１ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０９ １０９ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０９ １０８ １０８

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０９ １０９ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０９ １０９ １０９ １０９

Ｐ２ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０９ １０１０ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０９ １０８ １０８

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０９ １０９ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１１ １０９ １０９ １０１０
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续表２　犜犪犫犾犲２（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

噬菌体

Ｐｈａｇｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

效价／ＰＦＵ·ｍＬ－１　Ｔｉｔｅｒ

９０ｄ １８０ｄ ２７０ｄ ３６５ｄ

Ｐ３ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０１０ １０８ １０８ １０７

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０８ １０８ １０７ １０７

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０９ １０９ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０９ １０９ １０９ １０９

Ｐ４ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０１０ １０９ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０１０ １０１０ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０１０ １０１０ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０１０ １０１０ １０１０ １０９

表３　４℃下不同处理对噬菌体保存效果的影响

犜犪犫犾犲３　犐狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狋狅狋犺犲狋犻狋犲狉狅犳狆犺犪犵犲犪狋４℃

噬菌体

Ｐｈａｇｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

效价／ＰＦＵ·ｍＬ－１　Ｔｉｔｅｒ

９０ｄ １８０ｄ ２７０ｄ ３６５ｄ

Ｐ１ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０８ １０７ １０６ １０５

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０８ １０８ １０７ １０７

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０７ １０６ １０５ １０３

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０３ ０ ０ ０

Ｐ２ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０９ １０８ １０８ １０７

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０８ １０８ １０７

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０７ １０６ １０５ １０４

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０４ ０ ０ ０

Ｐ３ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０９ １０８ １０８ １０７

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０８ １０８ １０８ １０８

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０８ １０７ １０６ １０５

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０３ ０ ０ ０

Ｐ４ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０１０ １０９ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０１０ １０９ １０９ １０９

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０８ １０７ １０６ １０４

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０４ ０ ０ ０
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表４　室温下不同处理对噬菌体保存效果的影响

犜犪犫犾犲４　犐狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狋狅狋犺犲狋犻狋犲狉狅犳狆犺犪犵犲犪狋狉狅狅犿狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

噬菌体

Ｐｈａｇｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

效价／ＰＦＵ·ｍＬ－１　Ｔｉｔｅｒ

９０ｄ １８０ｄ ２７０ｄ ３６５ｄ

Ｐ１ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ０ ０ ０ ０

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０９ １０４ ０

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
０ ０ ０ ０

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
０ ０ ０ ０

Ｐ２ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ０ ０ ０ ０

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０８ １０３ ０

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
１０７ １０５ １０７ １０７

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
０ ０ ０ ０

Ｐ３ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０４ １０４ ０ ０

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０８ １０４ ０

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
０ ０ ０ ０

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
０ ０ ０ ０

Ｐ４ 噬菌体原液　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １０６ １０４ １０２ ０

噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＝１∶１
１０９ １０８ １０３ ０

噬菌体原液∶青枯菌液∶４０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶４０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
０ ０ ０ ０

噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶犚．狆狊犲狌犱狅狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ∶８０％ｇｌｙｃｅｒｏｌ＝１∶１∶２
０ ０ ０ ０

３　讨论

噬菌体的保存方法已有报道，主要集中在对动

物病原细菌噬菌体的保存，常见的有噬菌体原液或

噬菌体原液加入甘油、ＤＭＳＯ等保护剂，于室温、

４℃、冻干、－７５℃或液氮保存
［７，１１１９］，但噬菌体不

同，效果也不同。如李陇平等［１８］报道金黄色葡萄球

菌烈性噬菌体加入７％ＤＭＳＯ，－８０℃冷藏３个月，

效价与初始效价保持同一个指数级；黎尔纳等［１９］报

道３株木糖氧化无色杆菌噬菌体原液加入甘油或

ＤＭＳＯ后，于－８０℃、－２０℃和４℃保存１６个月后，

其中２株的效价能稳定在初始状态，１株的效价降

低１个数量级。本研究结果与前人的研究结果相

似，供试的４株噬菌体同法同温保存，但效果不同，

如采用噬菌体原液∶青枯菌液∶８０％甘油＝１∶１∶２方

法－７５℃保存３６５ｄ，噬菌体Ｐ３株系的效价下降

２个数量级，而噬菌体Ｐ１、Ｐ２和Ｐ４株系的效价稳定

在初始状态；采用噬菌体原液室温保存，９０ｄ后噬菌

体Ｐ１和Ｐ２株系全部失活，２７０ｄ后噬菌体Ｐ３株系

全部失活，而噬菌体Ｐ４株系仍有活性。

Ｇｏｌｅｃ等
［２０］报道，－８０℃下有尾噬菌体储存于

宿主体内，不会影响噬菌体和宿主的生存能力；高

苗［１１］报道噬菌体原液＋２０％甘油室温和４℃保存

６个月后均检测不到噬菌斑。本研究结果显示，室

温和４℃下添加宿主可提升保存效果，添加甘油反而

不利；低温下（－７５℃和－２５℃）添加宿主对噬菌体的

保存效果影响不大，但添加甘油可提升保存效果。室

温下，噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１保存１８０ｄ，效价下

降１～２个数量级，而噬菌体原液保存的效价下降了

６个数量级或全部失活；另外，添加甘油处理的噬菌

体９０ｄ后全部失活（噬菌体Ｐ２株系除外）；－７５℃

和－２５℃下，添加甘油处理的保存３６５ｄ，噬菌体效

价降幅最大的仅２个数量级。由于噬菌体是一种寄

生于活体细胞内的非细胞生物，一旦离开寄主就不
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能独立新陈代谢，但低温可降低其新陈代谢，保持活

性，因此低温可提高噬菌体的保存效果；室温下，由

于噬菌体的代谢活动正常，需要充足的宿主，因此添

加宿主有利于噬菌体保持活性，若添加甘油，宿主受

甘油保护，噬菌体的侵染几率下降或完全不能侵入，

导致效价下降。

综上所述，噬菌体原液∶青枯菌液＝１∶１处理在

４种温度下保存都能保持较高的活性，尤其是室温保

存１８０ｄ后，噬菌体效价仅下降１～２个数量级，保存

２７０ｄ后噬菌体仍有较高的活性。该方法不需要添加

保护剂，不受试验条件限制，可为今后噬菌体制剂的

生产及应用提供参考依据，是青枯菌噬菌体最简单易

行的保存方法。另外，无论何种处理，－７５℃和

－２５℃的保存效果都表现最好，可长期保存噬菌体。
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［６］　蔡刘体，汪汉成，袁赛飞，等．青枯菌特异性噬菌体的研究进
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［Ｐ］．２０１６ ０９ ２１．
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率的影响［Ｊ］．环境昆虫学报，２０１６，３８（５）：９３１ ９３５．
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