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摘  要： 噬菌体MS2和 φ X174曾广泛作为指示病毒，用来研究病毒在土柱和田间实验条件下的迁移行为。本文详细介

绍了实验室小规模双层琼脂平板扩增和大规模高复数感染法制备纯噬菌体溶液的条件和方法步骤。宿主细菌 E. coli（ATCC 

15597）的最佳培养时间为 90 ~ 120 min，而 E. coli（ATCC 13706）的最佳培养时间为 120 ~ 150 min，在上述时间段内，它们的

生长分别进入对数期。小规模双层琼脂平板扩增方法耗时、耗力，但用高复数感染扩增方法可获取一次大量（约 500 ml）的高

浓度纯噬菌体MS2和 φ X174溶液，它们的含量分别可达 1011 pfu/ml和 108 pfu/ml。 
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地下水已经或可能遭受致病微生物污染的报道已

经很多[1-2]。特别是病毒，由于它们绝大多数比细菌或

原生动物泡囊小得多，更能通过细菌过滤器，同时比

细菌或原生动物更能抵御消毒处理，因而当它们迁移

通过多孔土壤介质后，被土壤“过滤净化”的可能性比
细菌或原生动物泡囊要小，而随水分迁移进入土壤深

层和地下水系统的可能性要大[3-4]。这已引起土壤和环

境科学家的高度关注[1-2, 5]。为此，各国科学家投入大

量的财力和物力来研究病毒在土壤环境中的迁移机理

和消长规律。 
然而，由于病毒的感染剂量很低，测定环境水样

中的病毒含量非常麻烦，通常先采取大量样品，然后

经过多次的浓缩后才有可能利用诸如 RT-PCR 之类的
高新技术进行测定，这样的测定耗时、价格昂贵、有

可能污染环境也有可能受环境背景病毒的干扰，甚至

有的病毒根本不能培养[6]。另外，在实验室或自然环

境加入大量致病病毒将会对人畜健康构成极大危害。

因此，在研究病毒在土壤中的去向时，必须使用不会

致病的指示病毒替代，但这种指示病毒要能够表达真

正病毒的行为。 
通常情况下，噬菌体是指示病毒的最佳选择，因

为：①对人畜没有任何危害，但它能感染特定的宿主

细菌；②能够高浓度制备（可达 1010 ~ 1012 pfu/ml）； 
 
 
 
 

③测定相对容易[2]。噬菌体MS2和 φX174等曾广泛作
为指示病毒，用来研究病毒在土柱实验条件和田间实

验条件下的迁移行为[2]。这需要准备大量的不同浓度

的噬菌体 MS2 和 φX174 溶液以满足土柱实验和田间
实验要求。但对MS2和φX174的小规模扩增方法和大
量制备方法方面在国内外还鲜有系统报道。因此，本

文的主要目的是详细介绍国内实验室可操作的噬菌体

MS2 和 φX174 的小规模双层琼脂平板扩增方法和用
高复数感染法大量制备的方法步骤，具体包括：①确

定MS2和 φX174的宿主细菌 E. Coli的生长曲线，以
获得相应 E. Coli的最佳培养时间；②获取高浓度噬菌
体制备时宿主细菌和噬菌体之间的最佳体积比例；③

小规模双层琼脂平板扩增方法和用高复数感染法大量

制备高浓度噬菌体MS2和 φX174的方法步骤的建立。 
 

1  材料与方法 
 
噬菌体MS2（ATCC 15597B1）和 φX174（ATCC 

13706B1）及其它们的宿主细菌 E. coli（编号分别为
ATCC 15597 和 ATCC 13706）均购买自美国的
American Type Culture Collection（ATCC）。两种宿主
细菌 E. coli的活菌含量用平板菌落记数法来计量，以
菌落形成单位（colony forming units, cfu）表示；两种 
噬菌体的定量测定均采用双层琼脂平板法效价测定， 
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以噬菌斑形成单位（plaque forming unit，pfu）表示。 
配备培养基所需的酵母膏（Yeast Extract LP0021）、

胰蛋白胨（Tryptone LP0042）、牛肉膏（’Lab-Lemco’ 
Powder LP0029）均购自英国的 OXOID公司；NaCl、
KCl、Na2HPO4均为分析纯试剂；琼脂使用日本进口琼

脂粉。所有的噬菌体溶液均用磷酸盐缓冲（phosphate- 
buffered saline，PBS）溶液（0.02 mol/L Na2HPO4, 0.10 
mol/L NaCl, 0.003 mol/L KCl, pH 7.5）配制。 

噬菌体 MS2（ATCC 15597B1）及其宿主细菌 E. 
coli（ATCC 15597）的培养基成分为：酵母膏 1.0 g， 
NaCl 8.0 g，胰蛋白胨 10.0 g，琼脂 13.5 g，蒸馏水 1000 
ml。上述为固体培养基配方，如果需要配制半固体或
液体培养基，则琼脂含量降为 4.0 g或 0.0 g。 

噬菌体 φX174（ATCC 13706B1）及其宿主细菌
E. coli（ATCC 13706）的培养基成分为：牛肉膏 3.0 g， 
NaCl 5.0 g，胰蛋白胨 5.0 g，琼脂 13.5 g，蒸馏水 1000 
ml。上述为固体培养基配方，如果需要配制半固体或
液体培养基，则琼脂含量降为 4.0 g或 0.0 g。 

宿主细菌 E.coli的生长曲线的测定：在温度为 37

℃、速度为 200 r/min的恒温振荡器上培养，利用紫外
分光光度计（Shimadzu UV-1700, 岛津（香港）有限公
司）进行光电比浊测定不同培养时间细菌悬浮液的

OD600值（光波 600 nm），绘制生长曲线；同时，利用
平板菌落计数法测定不同培养时间的活菌数。所有测

定 3次重复。 
 
2  结果与讨论 
 

2.1  宿主细菌生长曲线 

宿主细菌 E.coli（ATCC 15597）和 E.coli（ATCC 
13706）分别在 0 ~ 360 min和 0 ~ 420 min时间段内的
浊度和活菌数随时间变化的趋势见图 1、2。两种宿主
细菌 E. oli的浊度在实验时间内有稳定增加的趋势，这
主要是由于浊度所反应的溶液中细菌浓度包含活细菌

和已经死亡的细菌所产生的浓度。平板菌落计数法测

定的活菌数结果表明大约在 80 ~ 120 min期间，E.coli
（ATCC 15597）的生长进入对数期，150 min 左右进
入稳定期；而对 E.coli（ATCC 13706）来说，其进入
对数期的时段大约为 90 ~ 220 min间，约在 260 min

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  宿主细菌 E.coli （ATCC 15597）生长曲线 

Fig. 1  Growth curve of host bacteria E. coli（ATCC 15597） 
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图 2  宿主细菌 E. coli（ATCC 13706）生长曲线 

Fig. 2  Growth curve of host bacteria E. coli（ATCC 13706） 
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左右进入稳定期。因此，选择 E. coli（ATCC 15597）
的培养时间为 90 ~ 120 min，E.coli（ATCC 13706）的
培养时间为 120 ~ 150 min。 
2.2 噬菌体与宿主细菌之间的最佳体积搭配比例 

将 pfu 为 1011（MS2）和 108（φX174）的噬菌体
溶液和它们各自培养至对数期的宿主细菌溶液按不同

比例混合，双层平板法效价测定的子代噬菌体MS2和 
φX174 的浓度结果表明，不同体积比例的噬菌体和宿
主细菌混合对子代噬菌体溶液的浓度影响不大，结果

变动均在一个数量级范围内（表 1）。因此，为了操作
方便，选择 1:1比例作为统一操作比例。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  方法步骤及最后结果 

参考沈萍等[7]和萨姆布鲁克等[8]文献，我们提炼出

以下操作步骤： 
2.3.1  双层平板扩增步骤    ①将培养至对数期的
宿主细菌悬液和噬菌体母液按 1:1 比例充分混合，然
后在 37℃条件下温浴培养 20 min；②将①中的培养物
加入融化的半固体培养基中，然后迅速倒入事先准备

好的固体培养基平板；③待上层半固体培养基凝固，

将平板倒置放入 37℃培养箱培养 8 ~ 12 h（MS2）或 5 
h（φX174）；④培养完成后，选择噬菌体长满的平板，
将上层半固体培养基全部用刮刀刮入离心管，然后在

4℃条件下以 10000 r/min（即 12096×g）离心 15 min，
取上清液，即得到培养好的纯噬菌体溶液，每个平板

大约可得 1 ml左右的噬菌体溶液，其浓度可高达 109 
pfu/ml（MS2）和 107 pfu/ml（φX174）。 
2.3.2  大规模液体制备步骤    将MS2分别采用“低
复数感染”和“高复数感染”两种方法培养得到浓度均
高达 1011 pfu/ml的MS2溶液，因后者比前者操作简便，
因此，在以后的实验中，对MS2和 φX174均采用“高
复数感染”方法来获取一次大量（约 500 ml）的高浓度

纯噬菌体溶液。具体操作步骤为：①将宿主细菌单菌

落接种到装有 10 ml 液体培养基的试管中，水浴恒温
震荡（37℃，150 r/min）过夜培养；②在 2 L烧瓶中
加入 500 ml预热至 37℃的液体培养基，然后在烧瓶中
加 1 ml第①步骤培养的细菌溶液，水浴恒温震荡（37
℃，200 r/min）培养 3 ~ 4 h；③在第②步骤培养结束
的烧瓶中接种 1 ml噬菌体母液，水浴恒温震荡（37℃，
200 r/min）培养直至培养物变清澈（该步骤大约需 10
多个小时，视噬菌体种类不同而异）；④最后在烧瓶中

加入 10 ml氯仿，水浴恒温震荡（37℃，200 r/min）培
养 10 min，即得到约 500 ml 浓度分别达 1011 pfu/ml
（MS2）和 108 pfu/ml（φX174）的噬菌体溶液。 
2.3.3  注意事项    ①所有操作均需在无菌条件下
进行，以防交叉感染；②宿主细菌最好用当天培养的

新鲜细菌悬液，否则容易产生杂菌；③半固体培养基

要事先使其温度保持在 42℃，以防其凝固或温度过高
杀死培养物。  
 
3  结论 
 
小规模平板扩增法耗时、耗力，实验要求精度高。

宿主细菌 E.Coli (ATCC15597) 和 E. Coli (ATCC13706)
的最佳培养时间分别为 90 ~ 120 min和 120 ~ 150 min，
但噬菌体和宿主细菌的混合比例没有影响其子代溶液

中的噬菌体含量。用“高复数感染”方法可获取一次大
量（约 500 ml）的高浓度噬菌体MS2和 φX174溶液，
它们的含量分别可达 1011 pfu/ml和 108 pfu/ml，通常实
验室均可操作进行。 
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表 1  不同体积比的噬菌体和宿主细菌混合 

对子代噬菌体浓度的影响 

Table 1  Effect of initial volume ratio of bacteriophage  

vs host bacteria on concentration of harvested bacteriophage 

子代噬菌体浓度 (pfu/ml) 噬菌体：宿主细菌 

MS2 φX174 

1：5 2.50E+11 3.43E+08 

1：3 3.30E+11 7.50E+08 

1：2 5.60E+11 4.00E+08 

1：1 3.80E+11 8.70E+08 

2：1 3.70E+11 7.00E+08 

3：1 3.40E+11 3.50E+08 

5：1 2.78E+11 3.20E+08 
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Propagation of Bacteriophages MS2 and φX174 Using Double Layer  
Agar Plate and Liquid Medium Culture 
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Abstract:  Bacteriophages MS2 and φX174 have been used extensively as indicator virus widely in studying virus migration in column and 

field experiments. Requirements and general procedures for the laboratory propagation of bacteriophages MS2 and φX174 using double layer agar 

plates at a small scale and high multiplicity infection at a large scale were explained in detail. The optimal time when host bacterium demonstrated log 

growth for host bacteria of E. coli（ATCC 15597）infected with the bacteriophage MS2 was in the period of 90 ~ 120 min, and for host bacteria of E. 

coli（ATCC 13706）with the bacteriophage φX174 in the period of 120 ~ 150 min. It was observed that the double layer agar plate method was time- 

and labor-consuming, while the liquid medium culture of high multiplicity infection method could produce large amount of pure solution of 

bacteriophage, about 500 ml per one culture, with concentration reaching 1011 pfu/ml and108 pfu/ml for MS2 and φX174, respectively. 

Key words:  Bacteriophage, MS2, φX174, Requirements and procedures of propagation 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


