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［摘　要］　【目的】建立一种定量检测噬菌体宿主菌的简捷方法。【方法】按体积比１∶９将４．４×１０９ｐｆｕ／ｍＬ的

Ｔ４工作液和已知活菌浓度的Ｔ４宿主型大肠杆菌工作液混合形成模拟样品，立即在３７℃１５０ｒ／ｍｉｎ下作用５ｍｉｎ完

成侵染，接着采用离心、微滤分离技术清除样品中直径０．２２μｍ以下的物质（包括游离Ｔ４），同时将颗粒物（包括受侵

染的大肠杆菌）截留在微滤膜中。待受侵染大肠杆菌裂解后，用ＳＭ 缓冲液将子代Ｔ４从微滤膜中洗滤出来，收集滤

液得到转换样品。通过噬菌斑计数法测出转换样品子代Ｔ４数量，分析其与模拟样品Ｔ４宿主型大肠杆菌活菌数量的

定量关系。【结果】模拟样品Ｔ４宿主型大肠杆菌活菌数的对数和转换样品子代Ｔ４数量的对数呈一元线性关系；参

试菌株和试验条件决定着方程的斜率和截距。【结论】按照上述方法转换样品，并根据转换样品子代Ｔ４数量和上述

一元线性关系，可以快速测定样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌的活菌含量。
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　　近年来，大肠杆菌被重申为权威的水源和食品

污染指示菌［１２］，其较大肠菌群能更恰当地指示粪便

的污染程度。由于经典的大肠杆菌检测方法［３］和常

用的大肠杆菌快速检测方法分别需要耗时４８和２４

ｈ以上
［３４］，所以利用现代细菌检测技术研究建立更

快的检测方法一直是一个热门课题［５］。利用噬菌体

技术检测细菌是现代细菌检测技术之一［６］，Ｆｕｎａｔｓｕ

等［７］研究使用生物发光噬菌体检验大肠杆菌，可在

６ｈ内得到检测结果。Ｎｅｕｆｅｌｄ等
［８］研究使用噬菌

体裂解产物分析技术检验大肠杆菌，可在６～８ｈ内

得到检测结果。Ｙａｓｕｎｏｒｉ等
［９］提高了生物发光噬

菌体技术检验大肠杆菌的速度，可在１ｈ内给出检

测结果。Ｎｅｕｆｅｌｄ等
［１０］研究使用噬菌粒并通过表达

碱性磷酸酶来检测大肠杆菌，可在３ｈ内检出结果。

Ｍａｓａｈｉｔｏ等
［１１］和Ａｗａｉｓ等

［１２］也分别构建了不同的

快速检测大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７的发光噬菌体技术。

这些方法的优点是特异性高、速度快，缺点是要使用

构建难度大、造价高及侵染力和繁殖力可能受到不

良影响的基因工程噬菌体；另外，这些方法依赖荧光

强度的测定进行定量检测或利用荧光显微计数进行

靶细菌计数，故检测的精密度受样品复杂性和均匀

性的影响较大。因此，建立低成本、高精度、快速、方

便的利用噬菌体技术检测大肠杆菌的方法，仍是今

后研究的重要方向。

本研究以Ｔ４噬菌体侵染模拟样品中的Ｔ４宿

主型大肠杆菌，以离心微滤技术清除侵染后样品中

的游离Ｔ４和可溶性杂质，以微滤技术分离颗粒性

杂质和子代Ｔ４，以噬菌斑计数法测定子代Ｔ４的数

量，通过回归分析和理论分析，确定了模拟样品中

Ｔ４宿主型大肠杆菌和子代Ｔ４的定量关系，初步建

立了利用天然Ｔ４噬菌体和常规试验设备，并且不

需要任何特殊试剂的快速检验Ｔ４宿主型大肠杆菌

的方法，以期为大肠杆菌及其他细菌的快速检测提

供参考。

１　材料与方法

１．１　材　料

供试材料有 Ｔ４噬菌体（ＡＴＣＣ１１３０３Ｂ４ＴＭ）、

大肠杆菌 Ｂ（犈．犮狅犾犻Ｂ）（ＡＴＣＣ１１３０３）、大肠杆菌

ＡＭＣ１９８（犈．犮狅犾犻ＡＭＣ１９８）（ＡＴＣＣ１１２２９）、大肠

杆菌 Ｋ１２（犈．犮狅犾犻Ｋ１２）（ＡＴＣＣ２３７１６）、荧光假单胞

菌（犘．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）（ＡＴＣＣ１３５２５ＴＭ）、付氏柠檬酸

细菌（犆．犉狉狅狌狀犱犻犻）（ＣＲＩＦＳｃ８８１）等，均由加拿大食

品安全研究所提供。

ＬＢ肉汤 （Ｆｉｓｈｅｒ，ＣａｔＮｏ．ＢＰ１４２６２）、ＬＢ琼

脂（Ｆｉｓｈｅｒ，ＣａｔＮｏ．ＢＰ１４２５２）、ＳＭ 缓冲液（Ｋｒａｃｋ

ｅｌｅｒＳｃｉ，ＣａｔＮｏ．１７３０７００４４），均按使用说明加水

配制和灭菌。

顶层ＬＢ琼脂由等体积ＬＢ肉汤和ＬＢ琼脂混

合，分装在试管中，按照ＬＢ琼脂相同的灭菌方法灭

菌。

０．０１ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４ 水溶液，配制后在１２１℃

下湿热作用１５ｍｉｎ灭菌。

ＰＥＳ注射式膜组件，直径３３ｍｍ，孔径０．２２μｍ

（ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＭｉｌｌｅｘＧＰＣａｔＮｏ．ＳＬＧＰ０３３ＲＳ）。

ＭＣ注射式膜组件，直径４７ｍｍ，孔径０．２０μｍ

（ＧｅｌｍａｎＳｃｉｅｎｃｅｓＩｎｃ．ＰｒｏｄｕｃｔＮｏ．６６２３４），使用

前剪成３３ｍｍ直径的膜片，装入３３ｍｍ内径的膜

套，用铝箔裹住，在１２１℃下减压干热２０ｍｉｎ灭菌。

１．２　试验方法

１．２．１　大肠杆菌工作液的制备　挑取参试大肠杆

菌的单个菌落，接种于１５ｍＬＬＢ肉汤，３７℃下摇瓶

培养过夜，用０．０１ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４ 水溶液连续多次

１０倍稀释，得到大肠杆菌活菌浓度分别是培养液浓

度１０－４，１０－５，１０－６和１０－７倍的系列稀释液，各取少

许进行活菌浓度测定，其余的于０℃保存，使用期为

３ｈ。另以０．０１ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４ 水溶液作为活菌浓

度为零的大肠杆菌工作液。

１．２．２　其他细菌工作液的制备　挑取参试非大肠

杆菌细菌的单个菌落，接种于１５ｍＬＬＢ肉汤，在最

适生长温度下（荧光假单胞菌为３０℃，付氏柠檬酸

细菌为３７℃）摇瓶培养过夜，用灭菌水连续多次１０

倍稀释，得到参试菌活菌浓度分别是培养液浓度

１０－５，１０－６和１０－７倍的系列稀释液，各取少许进行

活菌浓度测定，其余的于０℃保存，使用期为３ｈ。

另以灭菌水作为活菌浓度为零的非大肠杆菌细菌工

作液。

１．２．３　Ｔ４工作液的制备　用ＳＭ 缓冲液将Ｔ４贮

备液连续２次１０倍稀释，得到Ｔ４滴度分别是贮备

液滴度１０－１和１０－２倍的２种稀释液，各取少许进行

Ｔ４计数，其余的于４℃保存。使用期为１５ｄ。

１．２．４　活菌数的测定　参照平板菌落计数法
［１３］进

行。

１．２．５　Ｔ４计数　参照噬菌体的效价测定
［１３］进行。

１．２．６　转换样品的制备　在无菌操作条件下，将

８００μＬＬＢ肉汤、１００μＬ参试菌工作液和１００μＬ

Ｔ４工作液（４．４×１０９ｐｆｕ／ｍＬ），于１．５ｍＬ无菌试

管中混合作为模拟样品，立即转入摇床在最适生长
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温度和１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养５ｍｉｎ，接着于１３０００

ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀物重新分散在１

ｍＬＬＢ肉汤中，再以同样的离心重新分散操作处

理２次。将最终重新分散液转入注射式微滤膜组

件，用９０ｍＬＬＢ肉汤冲洗滤膜中样品并弃去滤液，

将已受侵染的参试菌截留在膜组件中。将膜组件在

参试菌最适生长温度下保温９０ｍｉｎ，并凭借残留在

膜组件中的ＬＢ肉汤提供营养，使受侵染菌裂解产

生子代Ｔ４。最后用１０ｍＬＳＭ 缓冲液洗脱膜组件

中的子代Ｔ４，收集滤液即为转换样品。

按照上述方法，当使用的参试菌工作液活菌浓

度为零时，所得的转换样品为空白转换样品；当使用

的参试菌株相同，参试菌工作液的活菌浓度依次１０

倍递增，并且其他试验条件完全一致时，所得的各转

换样品即为系列转换样品；当改变使用的参试菌株、

膜组件和／或膜组件中残留的ＬＢ肉汤（作为受侵染

大肠杆菌完成其产生子代Ｔ４生理功能的营养供给

物）量时，就制得了不同系列的转换样品。每一系列

转换样品制成后立即进行Ｔ４计数。

１．２．７　模拟样品参试菌活菌数的确定　配制模拟

样品时，将参试菌工作液的活菌浓度和其体积相乘，

所得的积即为模拟样品中参试菌的活菌数。

１．２．８　转换样品子代Ｔ４数量的确定　转换样品

中的Ｔ４数量减去相应空白转换样品中的Ｔ４数量，

即可得到转换样品中的子代Ｔ４数量。

１．２．９　犈．犮狅犾犻和Ｔ４数量关系的推求　对模拟样

品中Ｔ４宿主型大肠杆菌的活菌数和转换样品中子

代Ｔ４的数量分别取对数，用回归分析方法进行回

归，建立二者之间的一元线性回归方程，并用相关系

数检验所得方程的可靠性［１４］。

２　结果与分析

２．１　模拟样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌活菌数和转

换样品中子代Ｔ４数量的关系

选用不同的Ｔ４宿主型大肠杆菌、膜组件和膜

组件中的ＬＢ肉汤残留量，按照１．２的方法共进行５

个系列试验，具体参试菌株、试验条件和试验结果如

表１所示。

表１　模拟样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌活菌数和转换样品中的子代Ｔ４噬菌体数

Ｔａｂｌｅ１　ＮｕｍｂｅｒｓｏｆａｌｉｖｅＴ４ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ犈．犮狅犾犻ｉｎｓｉｍｕｌａｔｅｄｓａｍｐｌｅｓａｎｄｐｒｏｇｅｎｙＴ４ｉｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

系列

试验号

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓｅｒｉａｌ

ｅｘｐｅｒｍｅｎｔ

参试菌株

Ｔｅｓｔｅｄ

ｓｔｒａｉｎ

膜组件

Ｕｓｅｄｆｌｔｅｒ

ＬＢ残留

ＬＢ

ｒｅｓｉｄｕｅ

系列模拟样品中参试菌活菌数／ｃｆｕ
Ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｅｓｔｅｄｓｔｒａｉｎｉｎ

ｓｅｒｉａｌｓｉｍｕｌａｔｅｓａｍｐｌｅｓ

系列转换样品中子代Ｔ４数量／ｐｆｕ
ＮｕｍｂｅｒｏｆｐｒｏｇｅｎｙＴ４ｉｎ

ｓｅｒｉａｌｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４

１ 犈．犮狅犾犻犅 ＰＥＳ 少量ＳＡ ７５ ７５０ ７５００ － １４５０ １５０５０ ７８８８０ －

２ 犈．犮狅犾犻犅 ＭＣ 较多 ＭＡ ９２ ９２０ ９２００ － ３２８００ ６６５００ ５４７５００ －

３ 犈．犮狅犾犻犅 ＭＣ 少量ＳＡ ２０ ２００ ２０００ － ２２５０ ３４５０ １２７８０ －

４ 犈．犮狅犾犻Ｋ１２ ＭＣ 少量ＳＡ ２２ ２２４ ２２４０ － ２１００ ３１５０ ５６００ －

５ 犈．犮狅犾犻ＡＭＣ１９８ ＭＣ 少量ＳＡ １５４ １５４０ １５４００ １５４０００ ７２００ ２６７００ １４４７００ ４５７７００

　　注：（１）Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４指同一系列试验中不同样品的编号；（２）“少量”指膜上自然吸附的ＬＢ肉汤量；（３）“较多”指膜上自然吸附上加膜组件

顶隙中保留的ＬＢ肉汤量。

Ｎｏｔｅ：（１）Ｓ１，Ｓ２，Ｓ３，Ｓ４ａｒｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐ．ｎｕｍｂｅｒｓｏｆａｓｅｒｉａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．（２）“ＳＡ”ｍｅａｎｓｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆＬＢｂｒｏｔｈｗｈｉｃｈｅｑｕａｌｓｔｏｔｈｅ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｈｙｓｉｏａｂｓｏｒｂｅｄａｍｏｕｎｔ．（３）“ＭＡ”ｍｅａｎｓｍｏｒｅａｍｏｕｎｔｏｆＬＢｂｒｏｔｈｗｈｉｃｈｅｑｕａｌｓｔｏｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｐｈｙｓｉｏａｂｓｏｒｂｅｄａ

ｍｏｕｎｔｐｌｕｓｔｈｅａｍｏｕｎｔｉｎｔｈｅｃｕｐｕｌａｒｓｐａｃｅｏｆｔｈｅｆｉｌｔｅｒ．

　　根据表１中各系列试验的试验数据，用１．２．９的

方法建立的一元线性回归方程依次为：

犢１＝１．５８３６＋０．８６７８犡１，（狉＝０．９９５２）；（１）

犢２＝３．２１２０＋０．６１３７犡２，（狉＝０．９６５１）；（２）

犢３＝２．７９７７＋０．３７７２犡３，（狉＝０．９５９６）；（３）

犢４＝３．０２４９＋０．２１２１犡４，（狉＝０．９９４８）；（４）

犢５＝２．５１０７＋０．６１４４犡５，（狉＝０．９９７６）。（５）

式中：犢犻为系列试验中转换样品子代Ｔ４数量的常

用对数预测值，犡犻 是模拟样品中Ｔ４宿主型大肠杆

菌活菌数的常用对数值。

应用双侧检验，在α＝０．１的检验水准上，方程

（１）、（４）和（５）的相关系数都大于临界值（０．９８８）；在

α＝０．０５水准上，方程（５）的相关系数略大于临界值

（０．９９７）。应用单侧检验，在α＝０．１水准上，以上５

个回归方程的相关系数都大于临界值（０．９５１）；在

α＝０．０５水准上，方程（１）、（４）和（５）的相关系数都

大于临界值（０．９８８）。由于转换样品中的子代 Ｔ４

显然不可能因样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌的增多而

减少，所以应用单侧检验更为合理，其检验结果初步

说明模拟样品Ｔ４宿主型大肠杆菌活菌数的对数与

转换样品子代Ｔ４数量的对数呈一元线性关系。

以上５个系列试验采用的基本试验方法以及膜

孔径和膜面积几乎完全相同。系列试验１，２，３的参

试菌株也相同，所以方程（１）、（２）、（３）间差别显然是
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由于膜材料、膜组件的构造和膜组件内ＬＢ肉汤残

留量的差异造成的。方程（１）的相关系数相对更高

的原因是由于系列试验１所用的ＰＥＳ模组件的顶

隙小且透明，因此其中残留ＬＢ肉汤量的精密度控

制得最高所致。方程（１）比方程（２）和（３）的截距小

而斜率大，这可能是由于ＰＥＳ膜组件较 ＭＣ膜组件

的顶隙小且其对Ｔ４的吸附力更小所致。方程（２）

比方程（３）的截距和斜率值高，显然是由于系列试验

２模组件内的ＬＢ肉汤残留量较试验３更高，因而系

列试验２较试验３提供给受侵染大肠杆菌的营养物

质更多所致。系列试验３，４，５除了参试菌株不同

外，其他试验条件皆相同，所以方程（３）、（４）、（５）间

的相互差异显然是由于参试菌株不同造成的。可以

看出，菌株不同主要影响回归曲线的斜率，其中犈．

犮狅犾犻ＡＭＣ１９８是一个抗逆性强的菌株，这可能正是

方程（５）的斜率最大的主要原因。另外，方程（５）的

相关系数相对最高，极可能与系列试验５包含的试

验样本量最大有关。

２．２　线性关系的成立条件和影响因素分析

当选定任意１株Ｔ４宿主型大肠杆菌进行试验

时，由于样品转换中采用了４．４×１０８ｐｆｕ／ｍＬ的Ｔ４

进行摇瓶侵染，其极高的滴度可以保证Ｔ４宿主型

大肠杆菌能被完全侵染［１５］。所以在一次样品转换

中，每个Ｔ４宿主型大肠杆菌产生子代Ｔ４的数量可

视为相同，模拟样品Ｔ４宿主型大肠杆菌的数量和

转换样品子代Ｔ４的数量间应为正比例关系。

若用犽表示该正比例系数，固定参试菌株和样

品转换方法，犽值就固定不变；若改变参试菌株时，

菌株产生子代Ｔ４的固有能力越强，犽值就越大。但

表１的试验数据说明，即使同一系列试验中不同试

验的参试菌株和样品转换方法已经固定，由参试大

肠杆菌活菌含量１０倍递增的系列模拟样品转换得

到的系列转换样品中，其子代Ｔ４的含量比并不是

１０倍递增。

如果考虑到每个受侵染的大肠杆菌所能产生的

子代Ｔ４的数量还与供给的营养有关，这一现象就

可得到合理解释。这是因为在样品转换中，受侵染

大肠杆菌的营养供给量，是由膜组件中ＬＢ肉汤的

残留量和微生物（它们都在竞争性地消耗总营养）的

数量决定的，在肉汤残留量有限和其他微生物数量

不变的情况下，每个受侵染大肠杆菌平均得到的营

养以及所能产生的子代Ｔ４数量就必然均与受侵染

大肠杆菌的数量成反比例关系。本研究用一个函数

犉（а犖／狓）表示营养产生的影响，并称其为营养因

子，式中 犖 为提供给受侵染大肠杆菌的总营养，狓

为受侵染大肠杆菌的个数，其等于模拟样品中 Ｔ４

宿主型大肠杆菌的数量，犪表示参试大肠杆菌的种

类。当犖／狓＝１时，营养因子就变成为犉（а），其表

示１单位营养对１个已受侵染大肠杆菌所能够产生

Ｔ４数量的影响。当犖 保持一定而狓 增加狌倍时，

营养因子就应该降低狇倍。所以设立营养因子就可

正确表示上述的反比例关系。

另外，受侵染大肠杆菌和子代 Ｔ４在样品转换

过程中的操作损失，也是影响转换样品子代 Ｔ４数

量的重要因素。然而，当样品转换方法固定时，这些

因素的影响也是固定的。设样品转换中未丢失的受

侵染大肠杆菌占模拟样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌的

比例为狀，最终被收集到的转换样品中子代Ｔ４的数

量占样品转换中全部产生的子代Ｔ４数量的比例为

犿，则模拟样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌和转换样品中

子代Ｔ４数量的关系可表示为：

狔＝狀犿犽狓犉（а犖／狀狓）。 （６）

式中：狔为转换样品中子代犜４的数量，狓为模拟样

品中Ｔ４宿主型大肠杆菌的数量。

由于前述的每一个系列试验都满足狀、犿、犽、а

和犖 为定值的条件，所以该式对其都成立，只不过

在不同的系列试验中，狀、犿、犽、а和犖 不完全相同。

设在任何１个３样本的系列试验中，３个模拟

样品中的Ｔ４宿主型大肠杆菌的活菌数分别为狓１＝

狓，狓２＝狌狓和狓３＝狌
２狓（狌为任一正数），对应的３个

转换样品的子代 Ｔ４数量分别是狔１、狔２ 和狔３。那

么，该系列试验里相邻的模拟样品中 Ｔ４宿主型大

肠杆菌活菌数的对数差，以及对应的相邻转换样品

中子代Ｔ４数量的对数差可分别表示为：

ｌｇ狓２－ｌｇ狓１＝ｌｇ狌狓－ｌｇ狓＝ｌｇ狌， （７）

ｌｇ狓３－ｌｇ狓２＝ｌｇ狌
２狓－ｌｇ狌狓＝ｌ犵狌， （８）

ｌｇ狔２－ｌｇ狔１＝ｌｇ［狀犿犽狌狓犉（а犖／狀狌狓）］－

ｌｇ［狀犿犽狓犉（а犖／狀狓）］＝ｌｇ狌＋

ｌｇ犉（а犖／狀狌狓）－ｌｇ犉（а犖／狀狓）＝狏， （９）

ｌｇ狔３－ｌｇ狔２＝ｌｇ［狀犿犽狌
２狓犉（а犖／狌

２狓）］－

ｌｇ［狀犿犽狌狓犉（а犖／狌狓）］＝ｌｇ狌＋ｌｇ犉（а犖／狀狌
２狓）－

ｌｇ犉（а犖／狀狌狓）＝狏′。 （１０）

上面４个式子中，（７）式和（８）式表示在所设计

的系列试验中，系列模拟样品中 Ｔ４宿主型大肠杆

菌活菌数的对数是等差序列；（９）式和（１０）式表示对

应的相邻两个转换样品中子代 Ｔ４数量的对数差。

如果可证明这两个差值相等，即狏＝狏′，那么，系列转

换样品中子代Ｔ４数量的对数也是等差序列。又由
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于狓→０时必然有狔→０，所以当狓以任一正数倍连

续改变时，ｌｇ狓和ｌｇ狔总是起点均趋近于－∞的２个

等差序列，也就是说模拟样品Ｔ４宿主型大肠杆菌

活菌数的对数和转换样品子代Ｔ４数量的对数一定

是一元线性关系。

证明：

狏－狏′＝ｌｇ狌＋ｌｇ犉（а犖／狀狌狓）－ｌｇ犉（а犖／狀狓）－

［ｌｇ狌＋ｌｇ犉（а犖／狀狌
２狓）－ｌｇ犉（а犖／狀狌狓）］＝

２ｌｇ犉（а犖／狀狌狓）－ｌｇ犉（а犖／狀狓）－ｌｇ犉（а犖／狀狌
２狓）＝

ｌｇ｛［犉（а犖／狀狌狓）］
２／［犉（а犖／狀狓）犉（а犖／狀狌

２狓）］｝＝

ｌｇ｛［犉（а犖／狀狓）／狇］
２／［犉（а犖／狀狓）犉（а犖／狀狓）／狇

２］｝＝

ｌｇ１＝０。

证毕。

所以，只要样品中仅含１株Ｔ４宿主型大肠杆

菌，并且保持样品转换方法和操作稳定（即狀、犿、犽、а

和犖 保持恒定），那么样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌活

菌数的对数和转换样品中子代Ｔ４数量的对数呈一

元线性关系。这和本文２．１中通过试验数据回归分

析得出的结果一致。

参试的Ｔ４宿主型大肠杆菌菌株变更时，犽和а

将发生变化，所以对应的线性关系必有所变化。但

是，若以代表性 Ｔ４宿主型大肠杆菌菌株作为参试

菌株来建立回归方程，犽和а就可视为常数，从而解

决了实际样品中可能含有多株Ｔ４宿主型大肠杆菌

所带来的问题。

２．３　其他细菌对测定的影响

其他细菌是指各种非Ｔ４宿主菌。为了考察它

们对测定Ｔ４宿主型大肠杆菌的影响，本研究分别

用荧光假单胞菌和付氏柠檬酸细菌作为参试菌，按

照１．２的方法共进行２个系列试验，试验采用的膜

组件皆为 ＭＣ，模组件中的ＬＢ肉汤残留量皆为膜上

自然吸附的ＬＢ肉汤量，试验结果见表２。

表２　模拟样品中非Ｔ４宿主菌的活菌数量和转换样品中子代Ｔ４的数量

Ｔａｂｌｅ２　ＮｕｍｂｅｒｓｏｆａｌｉｖｅｎｏｎＴ４ｈｏｓｔｂａｃｔｅｒｉａｉｎｓｉｍｕｌａｔｅｄｓａｍｐｌｅｓａｎｄｐｒｏｇｅｎｙＴ４ｉｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

系列试验号

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓｅｒｉａｌｅｘｐｅｒｍｅｎｔ

参试菌

Ｔｅｓｔｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ

系列模拟样品中参试非Ｔ４宿主菌的活菌数

ＮｕｍｂｅｒｏｆａｌｉｖｅｎｏｎＴ４ｈｏｓｔ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｓｅｒｉａｌｓｉｍｕｌａｔｅｓａｍｐｌｅｓ

系列转换样品中子代Ｔ４的数量

ＮｕｍｂｅｒｏｆｐｒｏｇｅｎｙＴ４ｉｎ

ｓｅｒｉａｌｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３

６ 犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊 ３２ ３２０ ３２００ －１５０ ３００ －４５０

７ 犆．犉狉狅狌狀犱犻犻 ６４ ６３７ ６３７０ －１８００ －２００ ３００

　　从表２可以看出，由非Ｔ４宿主菌配制的系列

模拟样品在进行样品转换时，系列转换样品中子代

Ｔ４的数量是围绕着零波动的随机数。这种随机波

动源于试验中的随机误差，因为这些细菌在试验中

不会真正产生子代Ｔ４，但这并不是说其不会干扰受

侵染的大肠杆菌产生子代Ｔ４，因为若样品中有这些

细菌，那它们就会与受侵染的大肠杆菌争夺营养，从

而降低犖 值。只不过当样品给定时这种影响就是

一定的，实际上相当于换了个了犖 值。因此，样品

Ｔ４宿主型大肠杆菌活菌数的对数和转换样品子代

Ｔ４数量对数间的一元线性关系，并不会因之而改

变。

２．４　实际样品测定方法的设计

将欲检测的Ｔ４宿主型大肠杆菌的纯培养液，

稀释成活菌浓度１０倍递增的系列标准工作液，分别

等体积加入到几份等体积的待测样品中，形成的加

标样品系列经过完全相同的试验方法平行进行样品

转换。用噬菌斑计数法测出系列转换样品中子代

Ｔ４的数量，然后以加标样品中加入的Ｔ４宿主型大

肠杆菌活菌数的对数为横坐标（狓轴），以转换样品

中子代Ｔ４的对数为纵坐标（狔轴）作图，将所得的直

线外推，其与横坐标轴交点的狓值的绝对值的反对

数，即是待测样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌的活菌数。

利用这种方法进行测定时，样品转换需２ｈ，测

定转换样品中子代Ｔ４数量需７ｈ。如果采用实时

ＰＣＲ代替噬菌斑计数，则测定转换样品中子代 Ｔ４

数量仅需１～１．５ｈ
［１６］。

批量和在线检测往往以监控样品中靶细菌含量

的动态变化为目的，如果使用靶细菌的噬菌体进行

样品转换并测定转换样品中子代噬菌体的含量，就

可以直接以它的动态变化来表示靶细菌含量在样品

中的动态变化。因此可以预见，此类检验的实际方

法还可进一步简化。

３　结　论

采用高滴度的Ｔ４迅速完成对样品中Ｔ４宿主

型大肠杆菌的侵染，使用离心微滤分离技术清除侵

染过后样品中的游离Ｔ４和杂质；待受侵染的大肠

杆菌裂解后，使用微滤技术进一步清除样品中的杂

质并得到相当纯净的转换样品；然后采用噬菌斑计

数法测出转换样品中子代Ｔ４的数量后，根据样品

中Ｔ４宿主型大肠杆菌活菌数的对数和转换样品中
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子代Ｔ４数量的对数呈一元线性关系，就可快速求

得样品中Ｔ４宿主型大肠杆菌的活菌数。该方法要

求的技术条件较其他利用噬菌体检验宿主菌方法要

求的技术条件更为简单，而且采用任意一种烈性噬

菌体都可套用此方法测定其宿主菌的含量，所以预

计该方法的适用范围更为广泛。
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ＬｉｕＬＷ，ＧｒｉｆｆｉｔｈｓＭ，ＹａｎｇＧＭ．Ｅｎｓｕｒｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ｏｆｂａｃｔｅｒｉａｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｂａｃｔｅｒｉａｐｈａｇｅ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２００８，２９（４）：３０７３１０．（ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１６］　刘邻渭，杨公明．子代Ｔ４的ＰＣＲ和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定 ［Ｊ］．

中国卫生检验杂志，２００７，１７（８）：１３７４１３７７．

ＬｉｕＬＷ，ＹａｎｇＧ Ｍ．ＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｅｎｙＴ４ｂｙＰＣＲ

ａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｅａｌｔｈＬａｂｏｒａｔｏｒｙ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，１７（８）：１３７４１３７７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）
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