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摘要：为寻找并丰富溶藻弧菌噬菌体资源，实验以溶藻弧菌 VAHN1 为宿主菌，采用双层
平板法从海南虾塘水样及福建海产品样本中分离溶藻弧菌噬菌体。通过透射电镜、限制性
内切酶及构建发育树等方法对所获溶藻弧菌噬菌体进行分类鉴定；同时分析其生理生化性
能。结果显示，本研究分离获得 2 株溶藻弧菌噬菌体 VAP9 与 VAP21，其噬菌斑均清晰透
亮，直径约 1.5~2.0 mm。2 株噬菌体核酸均为双链 DNA，于透射电镜下可见其头部均呈正
二十面体结构，2 株噬菌体均属肌尾噬菌体科。噬菌体 VAP9 与 VAP21 对理化环境具有良
好的耐受性；VAP9 最适 pH 为 6~8，VAP21 最适 pH 为 7~11；2 株噬菌体可耐受通用杀菌
浓度的过氧乙酸，且对氯仿与乙醚不敏感，同时对紫外线具有一定耐受性。2 株噬菌体的
最佳感染复数均为 0.001，对供试溶藻弧菌的裂解率达 95.2%，可裂解部分副溶血性弧菌，
但无法裂解除溶藻弧菌与副溶血性弧菌外的弧菌属、葡萄球菌属、假单胞菌属等其他种属
的供试细菌。噬菌体 VAP9 与 VAP21 可高效抑制溶藻弧菌 VAHN1 的生长，且 2 株噬菌体
的混合制剂对溶藻弧菌的抑制效果优于单株噬菌体。将噬菌体 VAP9 及 VAP21 保守蛋白
序列于 NCBI 数据库上比对，发现 2 株噬菌体与其他噬菌体间同源性较低，因此噬菌体
VAP9 及 VAP21 很可能为 2 株新发现的肌尾科噬菌体。
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溶藻弧菌 (Vibrio alginolyticus) 是由 Miyamoto

于 1961 年命名的一种嗜温嗜盐性革兰氏阴性短杆

菌 [1]，广泛分布于全球河口、海域及多种海洋动

物体内[2]，数量居海水类弧菌之首[1]。溶藻弧菌可

产生如黏附素、耐热性肠毒素、溶血毒素 [3]、河

鲀毒素[4] 等多种毒力因子，是鱼类[2, 5]、虾类、贝

类[6]、刺参[4] 等海洋经济动物的主要病原菌之一。

溶藻弧菌可导致伤口感染、腐皮病、败血症等严

重疾病 [7]，且发病率高，暴发面积广，对全球海

水动物养殖业造成了极大的危害，经济损失严重[2, 8]。

有研究发现，水产养殖业中的溶藻弧菌主要

通过活体虫饵如卤虫被大量带入养殖水体中 [8-9]。

目前水产养殖中使用的臭氧、紫外线等物理灭菌

方法无法全面覆盖水体，溶藻弧菌仍大量存在；

而疫苗免疫法尚不成熟，可用疫苗数量极其有限，

难以满足各类水产动物疾病的防治需求[10]。因此，

养殖生产中仍主要通过抗生素及消毒剂等化学药

物对溶藻弧菌病进行防治。但养殖过程中化学药

物的长期滥用不但造成环境严重污染、水产动物

体内药物残留、食品安全问题日趋严峻，同时使
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得溶藻弧菌出现大量多重耐药株，且其耐药基因

在自然界中广泛传播，抗生素和消毒剂已无法达

到理想的防治效果[11]，病害问题愈加严重，从而

造成巨大的经济损失。因此，水产养殖中亟需寻

找安全、有效的抗生素替代品用以防控渔业细菌

性病害。

噬菌体作为一类对细菌具有强大裂解能力的

病毒，在治疗细菌感染方面具有较高的生物安全

性及严格的宿主特异性 [12-13]，具备了替代抗生素

治疗细菌性疾病的潜力。目前关于溶藻弧菌噬菌

体的相关报道较少，且噬菌体裂解谱较窄，相关

的溶藻弧菌菌株库也较小 [1, 4, 14-22]。因此，寻找并

丰富溶藻弧菌广谱噬菌体是目前发展抗溶藻弧菌

制剂中亟需解决的问题。本研究通过大量采集全

国各地水体及海产品样本，从中筛选获得溶藻弧

菌，并以其为宿主分离获得溶藻弧菌烈性噬菌体，

对目标噬菌体的生理生化特性进行初步测定，为

噬菌体应用于防治水产动物细菌性病害提供参考

依据。 

1    材料与方法
 

1.1    培养基与主要试剂

胰蛋白胨大豆琼脂培养基 (TSA)、胰蛋白胨

大豆肉汤培养基 (TSB) 和琼脂粉购自上海哈灵生

物科技有限公司；1 kb DNA Ladder 购自广州泛思

生物科技有限公司；ETaq PCR Master Mix、限制

性内切酶 EcoR Ⅰ、核酸内切酶 DNase Ⅰ、RNase
A 购自宝日医生物技术 (北京) 有限公司；λ 噬菌

体基因组 DNA 试剂盒购自 MP 生物医疗公司。 

1.2    SM缓冲液

NaCl 5.8  g，MgSO4·7H2O 2 g，1 mol/L Tris-
HCl 50 mL (pH=7.5)，2% 明胶 5 mL，以蒸馏水定

容至 1 000 mL，121 °C 灭菌 20 min，置于室温备用。 

1.3    实验菌株

本研究中分离噬菌体所用溶藻弧菌菌株

VAHN1 为本实验室前期 (2017 年) 自中国南部虾

塘养殖水样中分离获得，分离及鉴定方法参照邬

长祥[2] 及彭喜春等[3]。

测定噬菌体裂解能力所用溶藻弧菌及其他种

属细菌为本实验室 2016—2019 年自中国海水水样、

越南进口海产品样本、中国南部虾塘养殖水样、

河南驻马店猪场猪粪样本、安徽生姜种植田土样

等样本中分离获得。供试菌株共 15 种，合计

220 株；其中溶藻弧菌 165 株，副溶血性弧菌 (V.
parahemolyticus)、霍乱弧菌 (V. cholerae)、金黄色

葡萄球菌 (Staphylococcus aureus)、枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis) 等其他种属细菌 55 株。 

1.4    溶藻弧菌噬菌体的分离与鉴定
 

　　溶藻弧菌噬菌体的分离纯化　　本实验于

2017—2019 年分别采集海南虾塘水样及福建海产

品样本，对其中噬菌体进行分离 [23-24]：将各样本

于 5 000 r/min 离心 10 min 后，分别取上清液经

0.22 μm 滤膜除菌，随后将各样本滤液与 2 倍浓

度 TSB 培养基及对数期 VAHN1 菌液 (OD600=0.6)
以 1∶1∶0.1 体积比混合均匀，30 °C 下 150 r/min
摇床培养 12 h，将培养液 5 000 r/min 离心 10 min
后取上清液经 0.22 μm 滤膜除菌。通过双层平板

法[23] 观察噬菌斑生长情况，若出现噬菌斑，则确

定分离获得溶藻弧菌噬菌体。

采用双层平板法 [23] 对所获噬菌体进行纯化：

用无菌枪头在双层平板上挑取透亮的单个噬菌斑

并置于 1 mL 无菌 SM 缓冲液中，25 °C 下 150 r/min
摇培 5 h 后经 0.22 μm 滤膜过滤除菌。以无菌 SM
缓冲液对噬菌体滤液进行适当稀释后，取 1 mL
稀释液与 300 μL 对数期 VAHN1 菌液 (OD600=0.6)，
分别加入 4 mL 琼脂含量为 0.75% 的 TSB 半固体

培养基中，将其快速混匀后倒入已制好的 TSA 上

制成双层平板，待凝固后于 30 °C 恒温培养箱中

倒置培养 6~8 h。重复上述双层平板纯化操作 5 次

后获得纯的溶藻弧菌噬菌体株系。 

　　溶藻弧菌噬菌体增殖液的制备　　采用固

体增殖法[15]，刮取适宜稀释梯度的具噬菌斑的双

层平板上层部分，向其中加入 10 mL SM 缓冲液

并振荡 30 s，于 4 °C 下静置 6 h 后将静置液再次

振荡 30 s，6 000 r/min 离心 10 min，收集上清液

并以 0.22 μm 滤膜过滤除菌，获得噬菌体增殖液，

4 °C 下保存备用。 

　　溶藻弧菌噬菌体效价测定　　噬菌体效价意

为目标单位样本中具侵染活性的噬菌体数量，即

噬菌斑形成单位 (plaque forming unit，PFU)。将溶

藻弧菌噬菌体滤液以无菌 SM 缓冲液作 10 倍梯度

稀释后，取适宜梯度稀释液 1 mL，向其中加入

300 μL 对数期 VAHN1 菌液 (OD600=0.6) 并混合均

匀，采用双层平板法[23] 测定噬菌体滤液效价，于

30 °C 倒置培养 6~8 h 后对噬菌斑进行计数。每个

处理 3 个重复。
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噬菌体效价  (PFU/mL)=平均噬菌斑数×稀释

倍数 

　　溶藻弧菌噬菌体电镜观察　　 取纯化后效

价达 1010 PFU/mL 的噬菌体滤液 20 μL 滴于铜网上

沉淀吸附 30 min，加 1 滴 2% 磷钨酸  (PTA) 于铜

网 上 负 染 [15]10  min， 干 燥 后 使 用 JEOL  JEM-
1200EX 透射电镜进行观察。 

　　溶藻弧菌噬菌体核酸提取及基因序列分析

　　参照“溶藻弧菌噬菌体增殖液的制备”中的方

法制备 100 mL 噬菌体增殖液  (>1×109 PFU/mL)，
向其中加入终浓度为 10% 的固体 PEG 8 000 (质量

体积分数)，充分溶解后 4 °C 静置 12 h。于 4 °C
下 12  000×g 离心 10  min，弃上清液，以 10  mL
SM 缓冲液重悬沉淀并经 0.22 μm 滤膜除菌，获得

噬菌体颗粒浓缩液[25]。采用 λ 噬菌体基因组 DNA
试剂盒提取噬菌体核酸，将核酸溶液送至北京化

工大学生命科学与技术学院进行测序，并将所获

全基因组序列上传至 NCBI 数据库。

使用 ORF Finder 软件处理分析获得的溶藻弧

菌全基因组序列，选取其门脉蛋白基因[26]、尾丝

蛋白基因与衣壳蛋白基因序列 [25] 分别在 NCBI 中
与已发表的噬菌体基因进行 BLAST 比对，并利

用MEGA 4.0 软件构建系统发育树 (bootstrap=1 000)。 

　　溶藻弧菌噬菌体核酸的酶切鉴定　　取溶

藻弧菌噬菌体核酸溶液，分别与核酸内切酶

DNase I、RNase A 及限制性内切酶 EcoR I 于 37 °C
下酶切 2 h，以 1.5% 琼脂糖凝胶电泳 (100 V) 50 min
进行检测。使用培清 JS-680D 全自动凝胶成像分

析仪观察酶切结果。 

1.5    溶藻弧菌噬菌体感染特征测定
 

　　溶藻弧菌噬菌体裂解谱的测定　　采用点

滴法[27] 分别测定供试噬菌体对 165 株溶藻弧菌及

55 株其他种属细菌的裂解能力：取各供试菌株对

数期菌液 (OD600=0.6) 300 μL 与 4 mL TSB 半固体

培养基 (0.75% 琼脂) 混合铺于 TSA 平板上，分别

取 10 μL 供试噬菌体滤液 (1×108 PFU/mL) 及噬菌

体混合制剂液 (体积比为 1∶1，1×108 PFU/mL) 滴
于平板的标记位置上。待自然风干后置于各供试

细菌相应生长温度下培养 6~8 h，观察噬菌斑形态

并计算噬菌体裂解率 (%)。
裂解率= (可裂解菌株数/测试菌株总数)×100% 

　　最佳感染复数测定　　感染复数  (multipli-
city of infection，MOI) 即噬菌体数量与细菌数量

的比值。将 VAHN1 菌液 (1×107 CFU/mL) 与各株

供试噬菌体滤液分别以 MOI 为 0.001、0.01、0.1、
1、10、100 和 1 000 的比例各取 100 μL 混合，加

入 10 mL TSB 培养基中，30 °C 下 150 r/min 振荡

培养 12 h。将培养液 5 000 r/min 离心 10 min，取

上清液用 0.22 μm 滤膜过滤除菌并测定滤液中噬

菌体效价，测定方法同“溶藻弧菌噬菌体效价测

定”。各处理组中效价最高的感染复数即为最佳感

染复数。 

1.6    溶藻弧菌噬菌体稳定性测定
 

　　噬菌体 pH 稳定性的测定　　将 l00 μL 供试

噬菌体滤液  (>1×109 PFU/mL) 分别加入 900  μL
pH=1~12 的 TSB 培养基中，充分混匀后室温下静

置，分别于 1 、4 、8 、24 及 96 h 取样测定各处

理中噬菌体效价，计算噬菌体存活率 (%)。噬菌

体效价测定方法同“溶藻弧菌噬菌体效价测定”。
噬菌体存活率= (处理后噬菌体效价/原始噬

菌体效价)×100% 

　　噬菌体热稳定性的测定　　取供试噬菌体滤

液  (>1×109 PFU/mL) l  mL 于无菌微量离心管中，

将其分别于 25(对照)、50、60 和 70 °C 水浴中处

理，每 15 min 取样测定效价直至 2 h。处理结束

后将其取出冷却至室温，测定各处理中噬菌体效

价并计算存活率。噬菌体效价测定方法同“溶藻弧

菌噬菌体效价测定”；噬菌体存活率计算方法同

“噬菌体 pH 稳定性的测定”。 

　　噬菌体对过氧乙酸耐受性的测定　　将过

氧乙酸用 TSB 稀释后分别制成浓度为 30 与 6 mg/L
的过氧乙酸溶液 [28]，取 l00 μL 供试噬菌体滤液

(>1×109 PFU/mL) 分别加入 900 μL 上述浓度的过

氧乙酸溶液中，同时取 l00 μL 供试噬菌体滤液

(>1×109 PFU/mL) 加入 900 μL SM 液中作为对照，

将上述处理充分混匀后室温静置。每 0.5 h 取样测

定各处理中噬菌体效价，直至 6 h，计算噬菌体存

活率。噬菌体效价测定方法见“溶藻弧菌噬菌体效

价测定”；噬菌体存活率计算方法同“噬菌体 pH 稳

定性的测定”。 

　　噬菌体对氯仿与乙醚敏感性的测定　　向

950 μL 供试噬菌体滤液  (>1×109 PFU/mL) 中分别

加入 50 μL 氯仿与乙醚并充分混匀，使氯仿或乙

醚的终浓度为 5%；同时将 50 μL SM 液加入 950 μL
供试噬菌体滤液 (>1×109 PFU/mL) 中作为对照。将
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氯仿处理及其对照于 30 °C 下静置 1 h[29]；将乙醚

处理及其对照于 4 °C 下静置 24 h 后，于 3 000
r/min 离心 15 min[30-31]。分别取上述各处理上层液

体测定噬菌体效价，噬菌体效价测定方法见“溶藻

弧菌噬菌体效价测定”。 

　　噬菌体对紫外线耐受性的测定　　分别取

供试噬菌体滤液  (>1×109 PFU/mL) l mL 分装至各

直径为 3 mm 的平皿中，置于紫外灯  (20 W，30
cm，50 μW/cm2) 下照射 30 min，期间每 3 min 取

样并将其置于暗处 30 min 后测定噬菌体效价，计

算噬菌体存活率。噬菌体效价测定方法同“溶藻弧

菌噬菌体效价测定”；噬菌体存活率计算方法同

“噬菌体 pH 稳定性的测定”。 

1.7    噬菌体体外抑菌动态效果的测定

取 1 mL VAHN1 对数期菌液  (OD600=0.6) 分
别接入各 100 mL TSB 培养基中，使其终浓度为

1×107 CFU/mL，向其中分别加入终浓度为 1×108、

1×107 和 1×106 PFU/mL 的单株噬菌体滤液及各株

噬菌体等体积混合制剂，同时以不加噬菌体的处

理作为对照。30 °C 下 150 r/min 振荡培养，每 30
min 取样测定培养液 OD600 值，观测噬菌体对

VAHN1 生长的影响。 

1.8    数据分析

本实验数据使用 Microsoft Eccel 2003 软件等

进行统计分析。 

2    结果
 

2.1    溶藻弧菌噬菌体的分离与鉴定
 

　　溶藻弧菌噬菌体的分离纯化及噬菌斑形态

　　实验以溶藻弧菌 VAHN1 为宿主菌，通过双

层平板法，自福建海产品样本中共分离获得 2 株

溶藻弧菌噬菌体，其编号分别为 VAP9 与 VAP21。
溶藻弧菌噬菌体 VAP9 与 VAP21 在其宿主菌苔上

生长 6 h 即可形成形态大小均一的圆形噬菌斑。2 株

噬菌体的噬菌斑直径均为 1.5~2.0 mm，噬菌斑清

晰透亮，形态接近，无晕圈产生 (图 1)。噬菌体

VAP9 与 VAP21 的噬菌斑均具烈性噬菌体特征[31]。 

　　溶藻弧菌噬菌体的核酸酶切分析　　分别

提取 2 株溶藻弧菌噬菌体 VAP9 与 VAP21 的核酸，

并分别以 DNase Ⅰ、RNase A 及双链 DNA 限制性

内切酶 EcoR Ⅰ进行酶切。结果显示，2 株噬菌体

的核酸可被 DNase Ⅰ降解，但无法被 RNase A 降

解，说明其核酸为 DNA；限制性内切酶 EcoR I
将 2 株供试噬菌体的核酸分别酶切成大小不同的

片段，且酶切后其相应的条带各不相同。说明噬

菌体 VAP9 与 VAP21 为 2 株不同的噬菌体，其核

酸均为双链 DNA (图 2)。 

　　溶藻弧菌噬菌体结构蛋白同源性分析　　2
株溶藻弧菌噬菌体全基因组测序结果显示，噬菌

体 VAP9 基因组大小为 82 456 bp (GenBank 登录号：

MW548656)；噬菌体 VAP21 基因组大小为52 636
bp (GenBank 登录号：MW548657)。通过分析供试

噬菌体的开放阅读框，本实验选取序列较为保守

的 3 种噬菌体蛋白—门脉蛋白[26]、尾丝蛋白及衣

壳蛋白 [25]，分别以其氨基酸序列对噬菌体 VAP9
与 VAP21 的同源性进行分析，并将其与 GenBank
中的多株噬菌体序列进行比较。结果如图 3 所示，

噬菌体 VAP9 仅门脉蛋白氨基酸序列与弧菌属噬

菌体 VP-1 (GenBank 登录号：AWY10149.1)的同

源性较高 (90%)，其尾丝蛋白及衣壳蛋白氨基酸

序列与其他噬菌体间的同源性均较低；噬菌体

VAP21 的 3 种目标蛋白氨基酸序列与其他噬菌体

间的同源性也均较低。 

　　溶藻弧菌噬菌体电镜形态特征及分类　　

通过透射电子显微镜对噬菌体 VAP9 与 VAP21 进

行观察，2 株噬菌体头部均等轴对称，呈正二十

面体结构。其中 VAP9 直径约 55 nm，尾部宽约

15 nm，长 65~70 nm；VAP21 直径约 65 nm，尾部

宽约 18 nm，长 75~80 nm (图版)。结合 2 株噬菌

体酶切结果及国际病毒分类委员会 (ICTV) 第八次

报告的最新分类标准 [32]，溶藻弧菌噬菌体 VAP9
与 VAP21 均属于群Ⅰ-双股 DNA 病毒中的有尾病

毒目 (Caudovirales) 肌尾噬菌体科  (Myoviridae)。

(a) (b) 
图 1    2株溶藻弧菌噬菌体噬菌斑形态

(a) VAP9 噬菌斑；(b) VAP21 噬菌斑

Fig. 1    Bacteriophage plaques of 2 phages against
V. alginolyticus

(a) plaque of VAP9; (b) plaque of VAP21
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溶藻弧菌噬菌体 VAP9 与 VAP21 均已保藏于

中国典型培养物保藏中心 (CCTCC，武汉大学)，
保藏编号分别为 VAP9：CCTCC no.  M2018766；
VAP21：CCTCC no. M2018768。 

2.2    溶藻弧菌噬菌体的感染特征
 

　　溶藻弧菌噬菌体对溶藻弧菌的裂解能力　　本

实验选取 165 株不同地域来源的溶藻弧菌，采用

点滴法对 2 株供试噬菌体及其混合制剂的裂解能

力进行测定。噬菌体 VAP9 可识别 151 株溶藻弧

菌，裂解率为 91.5%；VAP21 可识别 152 株溶藻

弧菌，裂解率为 92.1%；2 株噬菌体的混合制剂

(VAP9∶VAP21=1∶1，体积比) 对供试菌株的裂

解率则高达 95.2% (157/165) (图 4)。 

　　溶藻弧菌噬菌体对其他种属细菌的裂解能

力　　本实验选取 55 株其他种属细菌为供试菌株，

对 2 株噬菌体 VAP9、VAP21 及其混合制剂的裂

解能力进行测定。噬菌体 VAP9 可识别 2 株副溶

血性弧菌，VAP21 可识别 1 株副溶血性弧菌，2
株噬菌体的混合制剂对供试副溶血性弧菌的识别

率为 50% (3/6)；2 株噬菌体及其混合制剂均无法

识别除副溶血性弧菌外的其他供试种属细菌 (图 5)。 

　　溶藻弧菌噬菌体最佳感染复数　　溶藻弧

菌噬菌体最佳感染复数测定结果如表 1 所示。噬

菌体 VAP9 与 VAP21 的效价均随其 MOI 降低而

升高，且 2 株噬菌体效价在其 MOI=0.001 时达到

最高：噬菌体 VAP9 效价为 2.20×1010 PFU/mL；噬

菌体 VAP21 效价为 5.60×109 PFU/mL。因此溶藻

弧菌噬菌体 VAP9 与 VAP21 感染溶藻弧菌 VAHN1
的最佳 MOI 均为 0.001。 

2.3    溶藻弧菌噬菌体的稳定性
 

　　溶藻弧菌噬菌体的 pH 稳定性　　将溶藻弧

菌噬菌体 VAP9 与 VAP21 分别置于不同 pH 条件

下，并于指定时间取样测定其效价。处理 1 h 后，

在 pH=1~2 的强酸条件与 pH=13~14 的强碱条件下，

VAP9 已丧失活性，而 VAP21虽于强酸条件下失

活，但在 pH=13 时 VAP21 仍具 106 PFU/mL 效价；

pH=3 时，2 株供试噬菌体效价均下降 90% 以上；

pH=4~10 时，噬菌体 VAP9与 VAP21 效价较原始

效价相比均无显著变化，VAP9 于酸性条件下效

价略高于碱性条件下的效价，VAP21 则与之相反；

pH=11~12 时，噬菌体 VAP9 效价有所下降，而噬

菌体 VAP21 效价无较大变化 (图 6)。
处理 4 h 后，2 株噬菌体的部分处理效价下

降显著：pH=3~5 时，VAP9 与 VAP21 的效价较其

处理 1 h 时效价相比均下降近 80%；VAP9 效价

在 pH=11 时下降 87%，而 VAP21 效价未发生变

化；pH=12 时，VAP21 效价下降 86%，VAP9 则

丧失活性。噬菌体 VAP9 与 VAP21 效价在 pH=
6~10 处理下均维持稳定。

处理 8 h 后，2 株噬菌体在 pH=3~5 时效价均

持续下降；pH=10~11 时，VAP9 效价出现显著下

降，VAP21 效价则未出现显著变化；pH=6~9 时，

2 株噬菌体效价无较大变化。

处理 24~96 h 后，噬菌体 VAP9 与 VAP21 各

处理效价均随处理时间增加而逐渐下降。96 h 时，

2 株噬菌体在 pH=3 时仍具有 105 PFU/mL 的效价；

pH=11 时，VAP9 效价为 104 PFU/mL；VAP21 在
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图 2    2株溶藻弧菌噬菌体核酸的酶切

M. 1 kb DNA 分子量标准；A1. VAP9 DNase I 酶切；A2. VAP21
DNase I 酶切；B1. VAP9 RNase A 酶切；B2. VAP21 RNase A 酶切；

C1. VAP9 EcoR Ⅰ酶切；C2. VAP21 EcoR Ⅰ酶切

Fig. 2    The restricion endonuclease analysis of
nucleic acid of 2 phages

M. 1 kb DNA ladder Marker; A1. VAP9 nucleic acid digested by DNase
I; A2. VAP21 nucleic acid digested by DNase I; B1. VAP9 nucleic acid
digested by RNase A; B2. VAP21 nucleic acid digested by RNase A; C1.
VAP9 nucleic acid digested by EcoR Ⅰ; C2. VAP21 nucleic acid diges-
ted by EcoR Ⅰ
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 沙门氏菌属噬菌体　Salmonella phage SKML-39 (YP 007236111.1)

 志贺氏杆菌属噬菌体　Shigella phage Ag3 (YP 003358650.1)

 肠杆菌属噬菌体　Enterobacter phage EspM4VN (YP 009877020.1)

 沙门氏菌属噬菌体　Salmonella phage SenASZ3 (YP 009881057.1)

 沙雷氏菌属噬菌体　Serratia phage phiMAM1 (YP 007349035.1)

 沙雷氏菌属噬菌体　Serratia phage 2050H1 (ASZ78827.1)

 欧文氏菌属噬菌体　Erwinia phage vB EamM-Bue1 (YP 009837734.1)

 欧文氏菌属噬菌体　Erwinia phage phiEa2809 (YP 009147623.1)

 弧菌属噬菌体　Vibrio phage vB VchM Kuja (YP 009854226.1)

 弧菌属噬菌体　Vibrio phage 1.244.A. 10N.261.54.C3 (AUR97708.1)

 溶藻弧菌噬菌体　Vibrio alginolyticus phage VAP9

 弧菌属噬菌体　Vibrio phage VP-1 (AWY10149.1)

 溶藻弧菌噬菌体　Vibrio alginolyticus phage VAP21
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100
100

53

100

74

100

100

90

0.2

(a)

(b)

(c)

 沙门氏菌属噬菌体　Salmonella phage BSP101 (YP 009876481.1)

 埃希氏杆菌属噬菌体　Escherichia phage ECML-4 (YP 00910152...

 菊欧文氏菌属噬菌体　Dickeya phage XF4 (ASD51527.1)

 志贺氏杆菌属噬菌体　Shigella phage MK-13 (YP 009882849.1)

 沙雷氏菌属噬菌体　Serratia phage vB-Sru-IME250 (YP 0096...

 克雷伯氏杆菌属病毒　Klebsiella virus 0507KN21 (YP 0085320...

 克雷伯氏杆菌属噬菌体　Klebsiella phage May (YP 009796172.1)

 弧菌属噬菌体　Vibrio phage VP-1 (AWY10146.1)

 溶藻弧菌噬菌体　Vibrio alginolyticus phage VAP9

 溶藻弧菌噬菌体　Vibrio alginolyticus phage VAP21
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100

100

82
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 菊欧文氏菌属病毒　Dickeya virus Limestone (YP 007237460.1)

 肠杆菌属噬菌体　Enterobacter phage EspM4VN (YP 009877025.1)

 沙门氏菌属噬菌体　Salmonella phage FSL SP-029 (AGF89151.1)

 埃希氏杆菌属噬菌体　Escherichia phage ECML-4 (YP 009101534.1)

 假单胞菌属噬菌体　Pseudomonas phage pf16 (YP 009595559.1)

 戴尔福特菌属噬菌体　Delftia phage PhiW-14 (YP 003358893.1)

 雷尔氏菌属噬菌体　Ralstonia phage RSP15 (YP 009276992.1)

 弧菌属噬菌体　Vibrio phage YC (YP 009838361.1)

弧菌属噬菌体　Vibrio phage vB VchM Kuja (YP 009854220.1)

 弧菌属噬菌体　Vibrio phage 1.244.A. 10N.261.54.C3 (AUR97714.1)

 溶藻弧菌噬菌体　Vibrio alginolyticus phage VAP9

 溶藻弧菌噬菌体　Vibrio alginolyticus phage VAP21
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图 3    2株溶藻弧菌噬菌体门脉蛋白、尾丝蛋白及衣壳蛋白系统发育树

(a) 门脉蛋白系统发育树；(b) 尾丝蛋白系统发育树；(c) 衣壳蛋白系统发育树；分支处数字代表可信度，括号内代表 GenBank 中序列接受

号，标尺代表进化距离

Fig. 3    Phylogenic tree of 2 phages based on phage portal protein, tail fibers protein and capsid protein
(a)  phylogenic  tree  of  VAP9 and VAP21 based on phage portal  protein;  (b)  phylogenic  tree  of  VAP9 and VAP21 based on phage tail  fibers  protein;
(c) phylogenic tree of VAP9 and VAP21 based on phage capsid protein; the number at the branch is reliability, the serial number in the bracket is Gen-
Bank accession number, the scaleplate is evolutionary distance
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pH=12 处理下仍具有一定的裂解能力 (105 PFU/mL)。
VAP9 最适 pH 为 6~8，VAP21 最适 pH 为 7~11。
2 株噬菌体均具有一定的耐酸能力，但其对碱的

耐受能力均高于酸。 

　　溶藻弧菌噬菌体热稳定性　　通过测定 2 株

溶藻弧菌噬菌体的热稳定性可知，噬菌体 VAP9
与 VAP21 的效价均随温度升高与处理时间延长而

降低 (图 7)。同对照 (25 °C) 相比，2 株噬菌体于

50 °C 下水浴 2 h 后其存活率均在 90% 以上，接近
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图 4    2株溶藻弧菌噬菌体及其混合物对

溶藻弧菌的裂解能力

Fig. 4    Lytic ability of 2 phages and cocktail against
V. alginolyticus
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图 5    2株溶藻弧菌噬菌体及其混合物对其他种属细菌的裂解能力

(a) VAP9；(b) VAP21；(c) VAP9+VAP21；1. 副溶血性弧菌，2. 霍乱弧菌，3. 哈维氏弧菌，4. 河流弧菌，5. 嗜水气单胞菌，6. 枯草芽孢杆

菌，7. 金黄色葡萄球菌，8. 大肠杆菌，9. 鸡白痢沙门氏菌，10. 茄科雷尔氏菌，11. 无乳链球菌，12. 铜绿假单胞菌，13. 鲍曼不动杆菌，

14. 单核细胞增生李斯特氏菌

Fig. 5    Lytic ability of 2 phages and cocktail to other species bacteria
(a) VAP9; (b) VAP21; (c) VAP9+VAP21; 1. V. parahaemolyticus, 2. V. cholerae, 3. V. harveyi, 4. V. fluvialis, 5. Aeromonas hydrophila, 6. B. subtilis,
7. S. aureus, 8. E. coli, 9. S. pullorum, 10. R. solanacearum, 11. S. agalactiae, 12. P. aeruginosa, 13. Acinetobacter baumannii, 14. Listeria monocytogenes

100 nm 100 nm
1 2 

图版    2株溶藻弧菌噬菌体的电镜照片 (×400 000)

Plate    Electron micrograph of 2 phages against
V. alginolyticus (×400 000)

1. VAP9; 2. VAP21
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同等条件下对照的存活率。60 °C 下 VAP9 与 VAP21
的效价缓慢下降，处理 2 h 后其存活率分别为

43.3% 与 54.5%。当处理温度升至 70 °C 后，VAP21
的效价于处理 0.25 h 时降至 109 PFU/mL，而 VAP9
的效价仍维持在 1010 PFU/mL，之后 2 株噬菌体的

效价迅速下降，70 °C 处理 2 h 后 VAP9 仍具有

105 PFU/mL 的效价，VAP21 效价为 104 PFU/mL。 

　　溶藻弧菌噬菌体对过氧乙酸的耐受性　　参

照本实验室前期研究结果 [28]，测定 2 株溶藻弧菌

噬菌体对不同浓度的过氧乙酸溶液的耐受性。实

验结果显示，在 30 mg/L 过氧乙酸溶液处理下，

噬菌体 VAP21 于处理 0.5 h 后失活，而 VAP9 在

处理 1 h 后仍具活性 (60 PFU/mL)；2 株供试噬菌

体在 6 mg/L 过氧乙酸溶液中，其效价下降缓慢并

逐渐趋于平稳，处理 6 h 后，VAP9 存活率为 60.9%，

VAP21 存活率为 55.4% (图 8)。说明 2 株溶藻弧菌

噬菌体对 6 mg/L 过氧乙酸溶液具有耐受性。 

　　溶藻弧菌噬菌体对氯仿与乙醚的敏感性　

　噬菌体 VAP9 与 VAP21 在氯仿及乙醚处理下的

效价均与对照效价相近，未出现显著变化  (P>
0.01)，各处理组与对照组差异均无统计学意义

(图 9)。2 株供试噬菌体均对氯仿与乙醚不敏感，

说明其衣壳组分中无脂类物质[15, 17]。 

　　溶藻弧菌噬菌体对紫外线的耐受性　　分

别将噬菌体 VAP9 与 VAP21 置于 20 W 紫外灯 (50
μW/cm2) 下进行持续照射后，发现噬菌体 VAP9
于紫外线下照射 3 min 时效价下降 28%，照射 12 min
后存活率为 37.5%；VAP21 初始暴露于紫外线下

时其效价降低较快，照射 3 min 时效价下降 40%，

照射 9 min 后 VAP21 效价下降幅度变缓；紫外线

处理 0~15 min VAP21 存活率低于 VAP9，但处理

后期 (15~30 min) VAP21 存活率高于 VAP9；紫外

线照射 30 min 后 VAP21 效价为 104 PFU/mL，VAP9
效价为 103 PFU/mL (图 10)。 

2.4    溶藻弧菌噬菌体体外抑菌动态效果

通过测定溶藻弧菌 VAHN1 在不同浓度噬菌

体处理下的菌液 OD600 值的变化，判定溶藻弧菌
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图 6    2株溶藻弧菌噬菌体 pH稳定性

(a) VAP9；(b) VAP21，下同

Fig. 6    pH stability of 2 phages against V. alginolyticus
(a) VAP9; (b) VAP21, the same below

表 1    2株溶藻弧菌噬菌体的最佳感染复数

Tab. 1    Optimal MOI of 2 phages against V. alginolyticus

感染复数
MOI

噬菌体数/PFU
phage titer

细菌数/CFU
VAHN1 number

VAP9效价/ (PFU/mL)
phage titer of VAP9

VAP21效价/ (PFU/mL)
phage titer of VAP21

1 000 1.00×104 1.00×101 8.90×107 2.30×107

100 1.00×104 1.00×102 8.30×108 5.60×107

10 1.00×104 1.00×103 1.60×109 7.70×107

1 1.00×104 1.00×104 3.40×109 5.60×108

0.1 1.00×104 1.00×105 4.20×109 7.50×108

0.01 1.00×104 1.00×106 7.20×109 1.30×109

0.001 1.00×104 1.00×107 2.20×1010 5.60×109
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VAHN1 的生长状态，以此确定 2 株供试噬菌体及

其混合制剂在液体环境中对溶藻弧菌 VAHN1 生

长的抑制效果 (图 11)。

对照菌液 OD600 值自 VAHN1 接入 TSB 培养

基中 0.5 h 后开始上升，接入 1 h 后菌液 OD600 值

增长迅速，VAHN1 菌体生长进入对数期，接种

8 h 后菌液 OD600 值可升至 1.711。
将终浓度为 1×106 PFU/mL 的 3 组供试噬菌

体与 VAHN1 菌液共同培养时，培养 2 h 内 3 组噬

菌体处理下的菌液 OD600 值上升缓慢；自培养 3 h

起各噬菌体处理组菌液 OD600 值迅速上升，其中
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图 10    2株溶藻弧菌噬菌体对紫外线的耐受性

Fig. 10    Sensitivities of 2 phages to UV
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图 7    2株溶藻弧菌噬菌体热稳定性

Fig. 7    Thermal stability of 2 phages against V. alginolyticus
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图 8    2株溶藻弧菌噬菌体对过氧乙酸的耐受性

Fig. 8    Sensitivities of 2 phages to peracetic acid
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图 9    2株溶藻弧菌噬菌体对氯仿与乙醚的敏感性

相同小写字母表示组内差异不显著 (P>0.01)

Fig. 9    Sensitivities of 2 phages to chloroform and ether
Same small letters mean no significant difference in group (P>0.01)

878 水    产    学    报 46 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


VAP9 处理下的菌液 OD600 值上升迅速，且上升趋

势大于其他噬菌体处理组；培养 4 h 后 VAP21 组

与混合制剂组的菌液 OD600 值上升趋势趋于平缓；

培养 4.5~6.5 h 各噬菌体处理组菌液吸光值无显著

变化；培养 6.5 h 后各噬菌体处理组的菌液 OD600

值呈缓慢下降趋势；8 h 培养过程中混合制剂组的

菌液 OD600 值始终为各处理中最低。

将终浓度为 1×107 PFU/mL 的 3 组供试噬菌

体与 VAHN1 菌液共同培养时，培养 3.5 h 内 3 组

噬菌体处理下的菌液 OD600 值均小于 0.1，VAHN1
菌体生长受抑制；自培养 4 h 起各噬菌体处理组

菌液 OD600 值上升速率增加，VAP9 处理下的菌

液 OD600 值于培养 6 h 时达到最高，VAP21 与混

合制剂处理下的菌液 OD600 值均于培养 5.5 h 时达

到最高，且各噬菌体处理组菌液 OD600 值自培养

6 h 起开始下降；培养 8 h 后，混合制剂组菌液 OD600

值仍小于 0.1，VAP9 组菌液 OD600 值较高。

将终浓度为 1×108 PFU/mL 的 3 组供试噬菌

体与 VAHN1 菌液共同培养时，VAP9 处理下的菌

液 OD600 值于培养 3.5 h 后呈上升趋势，VAP21 与

混合制剂处理下的菌液 OD600 值则于培养 4 h 后开

始缓慢上升；VAP9 与混合制剂处理下的菌液吸

光值均于培养 5 h 后达到最高，其 OD600 值分别

为 0.152 与 0.113；VAP21 处理下的菌液 OD600 值

于培养 5.5 h 后达到最高 (0.134)；培养 5.5 h 后各

噬菌体处理组的菌液 OD600 值呈下降趋势，培养

8 h 后混合制剂组菌液 OD600 值最低，为 0.078。8 h
内各噬菌体处理组中的 VAHN1 生长均处于低水

平抑制状态，噬菌体 VAP9 与 VAP21 对溶藻弧菌

VAHN1 生长的抑制效果相近。 

3    讨论

溶藻弧菌是人类及全球经济类水产养殖动物

的主要病原菌之一[4, 33]。使用抗生素及化学药物等

传统的防治方法导致溶藻弧菌出现大量多重耐药

株，进而引发更加严重的渔业病害及食品安全问

题[11]。噬菌体作为一种新兴的生物抗菌制剂正日

益受到学者们的关注，且已应用于部分弧菌属细

菌的防治研究中[34-36]。

本研究分离获得 2 株烈性溶藻弧菌肌尾科噬

菌体 VAP9 与 VAP21，分别选取其 3 段保守蛋白

氨基酸序列，于 NCBI 数据库上进行 BLAST 比对

后构建系统发育树。比对发现除噬菌体 VAP9 的

门脉蛋白氨基酸序列与弧菌属噬菌体 VP-1 具较高

同源性外，2 株噬菌体各目标蛋白氨基酸序列与

其他噬菌体间的同源性均较低；且 2 株供试噬菌

体彼此间同源性也较低。因此噬菌体 VAP9 与

VAP21 很可能为 2 株新发现的肌尾科噬菌体。

噬菌体具有严格的宿主特异性，部分噬菌体
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图 11    2株溶藻弧菌噬菌体对溶藻弧菌生长的影响

(a) 处理组噬菌体终浓度为 1×108 PFU/mL；(b) 处理组噬菌体终浓

度为 1×107 PFU/mL； (c) 处理组噬菌体终浓度为 1×106 PFU/mL，
CK.对照组

Fig. 11    Effects of 2 phages against the growth of
V. alginolyticus

(a)  final  titer  of  phages  were  1×108 PFU/mL;  (b)  final  titer  of  phages
were 1×107 PFU/mL; (c) final titer of phages were 1×106 PFU/mL, CK.
control group
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仅可裂解自身宿主，无法识别其他菌株[4, 20, 37]，因

此为扩大噬菌体作为生物防治制剂时的杀菌范围，

需要筛选强裂解性广谱噬菌体。本研究分别测定

了噬菌体 VAP9 与 VAP21 对分离自越南、海南、

广东等 7 个地域的 165 株溶藻弧菌的裂解能力，

其裂解率均在 90% 以上，2 株噬菌体可在多数溶

藻弧菌菌苔上形成透亮的噬菌斑；同时 2 株溶藻

弧菌噬菌体联用后可有效增加对目标细菌的覆盖

范围。说明 VAP9 与 VAP21 对不同地域来源的溶

藻弧菌均具有良好的识别能力，且溶藻弧菌噬菌

体联用后可弥补单一噬菌体对细菌识别的局限性，

该结论与林业杰等[1] 与 Stalin 等[24] 研究结果相同。

Li 等[22] 发现溶藻弧菌噬菌体 IME271 可裂解 32 株

溶藻弧菌中的 12 株。付汉清等[15] 发现溶藻弧菌噬

菌体ФV170 可裂解 15 株溶藻弧菌中的 7 株。林业

杰等[14] 分离出的溶藻弧菌噬菌体对 105 株溶藻弧

菌的裂解率为 79.05 %。相较以往研究，本实验中

选取的溶藻弧菌菌株数量更多，同时供试噬菌体

对溶藻弧菌的裂解率更高，因此本研究分离获得

的溶藻弧菌噬菌体 VAP9 与 VAP21 均属于较为广

谱的强裂解性噬菌体。

一些学者 [1, 22] 发现溶藻弧菌噬菌体可特异性

跨种识别副溶血性弧菌，其识别机理主要由于溶

藻弧菌与副溶血性弧菌之间具有亲缘关系 [1]，或

由于溶藻弧菌噬菌体与副溶血性弧菌噬菌体的基

因结构高度相似[22]。本研究针对 2 株噬菌体对 55
株其他种属细菌的裂解能力进行了测定，发现噬

菌体 VAP9 与 VAP21 仅可交叉识别弧菌属内部分

副溶血性弧菌，该实验结果与林业杰等[1] 与 Li 等[22]

的结论一致。本实验结果同时说明溶藻弧菌噬菌

体对致病弧菌具有较强的识别特异性，为噬菌体

疗法的生物安全性提供了理论依据。

最佳感染复数是研究噬菌体裂解效率的重要

指标。曾林等[17] 与 Kim 等[21] 分离获得的溶藻弧菌

噬菌体最佳 MOI 均为 10。Kalatzis 等 [5] 的研究中

溶藻弧菌噬菌体ФSt2 和ФGrn1 的最佳 MOI 分别

为 10 和 100。付汉清等[15] 报道了溶藻弧菌噬菌体

ФV170 最佳 MOI 为 0.01。本研究发现 2 株溶藻弧

菌噬菌体效价与其 MOI 值呈负相关关系，噬菌体

VAP9 与 VAP21 的最佳 MOI 均为 0.001，说明 2
株供试噬菌体对宿主菌具有较高的裂解效率，仅

需少量噬菌体母液即可增殖出大量子代噬菌体。

本研究分别对噬菌体 VAP9 与 VAP21 的理化

稳定性进行了测定。研究发现供试噬菌体的最适

pH 范围均宽于溶藻弧菌生长的最适 pH 范围 [38]。

2 株噬菌体酸碱耐受特性与文献报道相似[19, 21]，且

VAP21 的酸碱耐受范围较 VAP9 更广。曾林等 [17]

发现溶藻弧菌噬菌体在 pH=12 条件下处理 1h 后，

其效价下降 90%；与之相比，VAP21 在同等条件

下效价下降较少 (64%)。同时本研究延长了处理

时间，VAP21 在 pH=11 条件下处理 96 h 后仍具

84% 的存活率，与其他学者[4, 16, 28, 37] 所报道的弧菌

属噬菌体 pH 耐受性相比，VAP21 具有良好的持

续耐碱能力。此外，2 株溶藻弧菌噬菌体还对紫

外线及通用杀菌浓度的过氧乙酸[28] 具有持续耐受

性，说明供试噬菌体具有与过氧乙酸联用杀菌的

潜力。因此，噬菌体 VAP9 与 VAP21 在环境中的

生存能力强于溶藻弧菌，其对环境具有较强的耐

受性。本研究进一步证实了噬菌体 VAP9 与 VAP21
作为溶藻弧菌病生物防治制剂的可行性。

许多学者发现溶藻弧菌噬菌体对 50 °C 以上

的温度较敏感。Sasikala 等[19] 报道噬菌体 VP01 于

50 °C 下 1 h 后其效价降低 2 个数量级。Kim 等 [21]

与 Li 等 [22] 研究的溶藻弧菌噬菌体于 60 °C 下 1 h
后存活率降低 80% 以上甚至失活。曾林等[17] 与付

汉清等 [15] 均发现溶藻弧菌噬菌体于 65 °C 下处理

30 min 后存活率不足 5%。部分溶藻弧菌噬菌体

于 70 °C 下处理 10~45 min 即彻底失活 [16, 18-19]。本

研究将噬菌体 VAP9 与 VAP21 分别置于 60 与 70 °C
下处理 2 h，发现其均具有较高的存活率及良好的

裂解活性。说明 2 株供试噬菌体的热稳定性良好，

同时对高温具有较好的持续耐受性。

近年来，噬菌体已逐步应用于各类细菌性病

害的防治中[24, 35-36]。为检测 2 株供试噬菌体在液体

环境中对溶藻弧菌的防治效果及其有效工作浓度，

本研究选取 3 种不同浓度的噬菌体及其混合制剂

分别对较高浓度 (1×107 CFU/mL) 的溶藻弧菌进行

抑菌实验。发现相同浓度噬菌体处理下，VAP9
与 VAP21 对溶藻弧菌 VAHN1 的抑制趋势相同，

但 VAP21 的抑菌效果高于 VAP9。各实验组中 2
株噬菌体的混合制剂对溶藻弧菌的抑制效果均优

于单株溶藻弧菌噬菌体，该结论与 Li 等[36] 报道一

致。不同浓度噬菌体处理下，高浓度的噬菌体

(1×108 PFU/mL) 对溶藻弧菌生长抑制作用明显。

张建城 [4] 发现溶藻弧菌噬菌体在静止的液体环境

中对溶藻弧菌具有良好的抑制作用。由于实际养

殖过程中，养殖水体受外力影响常处于非静止状

态，因此本实验亦选取非静止条件，加速细菌生
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长速率的同时增大了噬菌体对目标菌的吸附识别

难度。本实验结果与张建城 [4] 的研究结果相似，

说明溶藻弧菌噬菌体在静止和流动的液体环境中

均具有较好的裂解溶藻弧菌的能力。代保英 [25]

发现大肠杆菌菌液被其噬菌体裂解至后期时菌液

OD600 值开始重新升高。本实验后期  (6.5~8 h) 各
浓度噬菌体处理组的菌液吸光值均呈缓慢下降趋

势，说明供试溶藻弧菌未产生大量耐受噬菌体的

变异菌株[25]，推测试验后期影响菌液吸光值的主

要因素为溶藻弧菌的细胞碎片。综上可知，溶藻

弧菌噬菌体 VAP9 与 VAP21 均具备作为生物抗菌

剂应用于防治溶藻弧菌病害的潜力，同时若于发

病前较早投放噬菌体混合制剂，可更好地防治溶

藻弧菌。

水产动物弧菌性病害可能由数种弧菌共同作

用导致[4, 7]，噬菌体作为一种新型抗菌制剂，在水

产领域具有极大的应用潜力[24, 39-40]。本研究分离获

得的溶藻弧菌广谱噬菌体 VAP9 与 VAP21 具有良

好的理化耐受性与高效的杀菌能力，2 株溶藻弧

菌噬菌体可与本实验室前期分离获得的副溶血性

弧菌噬菌体[28] 进行联用，扩大供试噬菌体在水产

动物中的应用范围。同时，将数种不同弧菌噬菌

体混合施用可以进一步防止细菌出现噬菌体耐受

性，较好地防治水产动物弧菌性病害[40]，有效提

高水产动物的成活率[35]。本研究不仅丰富了溶藻

弧菌噬菌体的菌种资源，还为弧菌噬菌体作为微

生态抗菌剂的开发应用提供了理论依据。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Isolation, identification and biological properties of two lytic
phages against Vibrio alginolyticus

QIAO Huan ,     CHEN Hai ,     XU Xuling *,     CONG Yu ,     LIU Mo ,    
HE Silong ,     FEI Wenbin ,     HUANG Jie ,     HU Yilin
(Phagelux (Nanjing) Bio-tech Co., Ltd., Nanjing    210000, China)

Abstract: Vibrio  alginolyticus is  one  of  the  main  pathogens  that  causes  mass  mortality  in  aquatic  animals  and
infects  humans.  To  reduce  the  application  of  antibiotics,  alternative  therapies  have  been  proposed.  One  of  the
promising possibilities  is  to  control  diseases  through  the  use  of  lytic  bacteriophages.  As  few  current  bacterio-
phages against V. alginolyticus have been reported, the main objective of this study is to develop effective bacterio-
phages for controlling pathogenic bacteria. This study describes the isolation and characterization of lytic bacterio-
phages against a V. alginolyticus strain (VAHN1). The bacteriophages were isolated from Hainan shrimp pond and
Fujian  marine  products  by double-layer  agar  culture  method,  and V.  alginolyticus VAHN1 was  used as  the  host
strain for bacteriophage isolation. The phages were classified and identified by transmission electron microscope
(TEM), restriction endonuclease and phylogenetic tree analysis.The physiological and biochemical characteristics
of the bacteriophages were determined, including optimal multiplicity of infection (MOI), lysis spectrum detection,
pH stability, thermal stability, resistance to UV light, and sensitivity to chloroform and ether. In addition, the effect
of bacteriostasis were also measured. The results showed that 2 lytic bacteriophages against V. alginolyticus were
isolated, named as  VAP9 and VAP21.  The plaques of  VAP9 and VAP21 were neat  and transparent,  with a  dia-
meter  of  1.5-2  mm.  The  nucleotides  of  the  phage  VAP9 and  VAP21  were  all  dsDNA,  and  all  their  heads  were
shown as icosahedral shape with about 55 nm and 65 nm diameter respectively under TEM. The tail of the phage
VAP9 was approximately 65-70 nm in length and 15 nm in width, while the tail of the phage VAP21 was about 75-
80 nm in length and 18 nm in width. The 2 bacteriophages are grouped under the Myoviridae family. The phage
VAP9 and VAP21 had good tolerance to different physical and chemical environment. The survival rate of the 2
bacteriophages was greater than 43% at 60 °C for 2 h. The optimal pH of VAP9 was 6-8 and VAP21 was 7-11.
The  2  bacteriophages  tolerated  peracetic  acid  in  universal  bactericidal  concentration.  The  phages  VAP9  and
VAP21 were insensitive to chloroform and ether, with a certain resistance to UV light. The optimal MOIs of both
VAP9 and VAP21 were 0.001. The cocktail of VAP9 and VAP21 was able to infect 95.2% (157 strains among 165
strains) of the V. alginolyticus strains and 50% (3 strains among 6 strains) of the V. parahaemolyticus strains used
in this study. And they could not infect other species of tested bacteria except V. alginolyticus and V. parahaemo-
lyticus.  The phages VAP9 and VAP21 could effectively inhibit the growth of V. alginolyticus VAHN1 and have
the  same inhibitory  trend  on  VAHN1,  but  the  VAP21 strain  had  a  stronger  bacteriostatic  effect  than  that  of  the
VAP9 strain.  Moreover,  the  inhibitory  effect  involved  the  cocktail  of  2  bacteriophages  on V.  alginolyticus were
better than that of a single phage. Alignment with the sequences of the conserved protein amino acid sequences of
the phage VAP9 and VAP21 on National Center for Biotechnology Information (NCBI), it was showed that the 2
bacteriophages  had  low  homology  with  other  bacteriophages.  Furthermore,  phylogenetic  and  genome  analysis
revealed  that  the  phages  VAP9  and  VAP21  have  low homology  with  other  bacteriophages  and  may  be  2  novel
Myoviridae  bacteriophages  that  infect  bacteria  related Vibrio spp.  This  study  did  not  only  enrich  the  species
resources of bacteriophages against V. alginolyticus,  but it  also laid a theoretical foundation for the development
and application of Vibrio bacteriophages as microecological antimicrobial agents.
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