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金黄色葡萄球菌噬菌体不敏感菌株的分离以及
噬菌体JS01吸附位点的研究

贾静静1,2，史 锋1,2,*，王利平1，王小元1,2

(1.江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡  214122；

2.江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡  214122)

摘  要：用噬菌体JS01特异性裂解金黄色葡萄球菌ATCC25923后，出现了噬菌体不敏感菌株ATCC25923R。为了解

两株细菌对噬菌体JS01敏感性差异的原因并确定JS01作用于ATCC25923的受体位点，采用气相色谱-质谱联用法分

析细胞表面磷壁酸的结构并测试相关试剂对JS01裂解能力的影响。ATCC25923R的菌落形态比敏感菌株ATCC25923

更光滑，颜色更深。当JS01在ATCC25923菌液中作用1h后，OD600nm值由1.0降低到0.2；当作用于ATCC25923R时，

OD600nm值持续上升。ATCC25923和ATCC25923R细胞表面的磷壁酸结构存在微弱差异，ATCC25923R磷壁酸结构中

多一种戊糖组分。在葡萄糖、N-乙酰葡萄糖胺(GlcNAc)、磷壁酸3种试剂中，只有GlcNAc会导致噬菌体JS01的裂解

能力下降，证实GlcNAc为噬菌体JS01裂解ATCC25923时的吸附位点。
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Abstract：The lysis of Staphylococcus aureus ATCC25923 by phage JS01 gave rise to a bacteriophage-insensitive mutant 

(BIM, ATCC25923R). In order to understand the different sensitivity of ATCC25923 and ATCC25923R towards phage 

JS01 as well as to determine the phage JS01 adsorption site on the cell surface of ATCC25923, the structures of teichoic 

acids in these strains were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and the effect of some reagents on 

phage lysis was analyzed. ATCC25923R showed smooth colony with dark color when compared with ATCC25923. After 

challenged with JS01, the OD600nm value of ATCC25923 culture decreased from 1.0 to 0.2 in 1 h, while the OD600nm value 

of ATCC25923R culture increased continuously. A pentose component appeared in the teichoic acid of ATCC25923R, 

but not in that of ATCC25923. Among glucose, N-acetylglucosamine (GlcNAc), and teichoic acid from ATCC25923 and 

ATCC25923R, only GlcNAc could reduce the ability of JS01 to lyse ATCC25923, indicating that GlcNAc is the JS01 

adsorption site on ATCC25923.
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金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是一种革兰

氏阳性致病菌，也是一种主要的食源性致病菌，在临床

上能够引发心内膜炎、骨髓炎、肺炎等疾病[1]；在食品加

工过程中，易传播，导致食物中毒[2]。据美国疾控中心报

道，由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒位居第2位，占整

个细菌性食物中毒病例的33%，加拿大则高达45%。中国

每年发生的此类中毒事件也非常多[3]。2008年4月3日，维

维大亨高钙奶粉因污染金黄色葡萄球菌而导致百名儿童中

毒[4]。控制金黄色葡萄球菌的方法有物理法、化学法[5]，

然而这些方法都不尽理想，而且金黄色葡萄球菌对抗生

素的耐药性越来越强[6]。因此，近年来利用特异性噬菌体

控制金黄色葡萄球菌越来越受到研究者的关注。
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当噬菌体侵入金黄色葡萄球菌时，为了吸附到细胞

上，会选择细胞表面的一种成分作为其吸附的受体[7]，如

磷壁酸、糖蛋白或者肽聚糖[8]。一种噬菌体的宿主范围取

决于它与宿主细胞表面受体之间的特异性吸附能力的大

小。而吸附位点的特异性和吸附能力大小也影响着噬菌

体对其宿主菌污染或感染的抑制效果。因此确定一种噬

菌体与宿主菌相互作用时的吸附位点显得尤为重要。对

于大肠杆菌等革兰氏阴性菌的噬菌体来说，其吸附的受体

已被详细地报道[9]。例如：T系列噬菌体对大肠杆菌B菌株

的吸附位点为细胞外膜蛋白OmpA[10]；λ系列噬菌体对大

肠杆菌K12的吸附位点为细胞表面LamB蛋白等[11]。然而

有关革兰氏阳性菌噬菌体的吸附位点的报道则比较少。

1969年，Chatterjee[12]研究发现当金黄色葡萄球菌的磷壁

酸结构中缺乏N-乙酰葡萄糖胺(GlcNAc)时，会对噬菌体

产生抗性。Hill[13]的研究表明编码乳酸菌细胞表面上噬菌

体受体的基因发生了点突变，使受体结构发生变化，会

对噬菌体产生抗性。直到2010年，Rosanna等[1]才确定了

噬菌体M吸附金黄色葡萄球菌A170的位点为GlcNAc。受

噬菌体侵染后出现的这种对噬菌体具有抗性的菌株被称

为噬菌体不敏感突变株(bacteriophage-insensitive mutant，

BIM)。BIM菌株的出现一方面降低了噬菌体对宿主菌的

裂解能力，会对病原菌的控制效果产生不利影响；另一方

面可以大幅降低突变菌株的毒力，并保留其免疫原性，因

此有望被开发成减毒疫苗而具有有利的应用前景。

本实验室从环境中筛选到的噬菌体JS01裂解金黄

色葡萄球菌ATCC25923时，产生并分离到了BIM菌

株ATCC25923R，并对两种菌株的菌落形态、生长状

况以及受噬菌体JS01的裂解情况进行了对比，研究了

ATCC25923和ATCC25923R的磷壁酸结构的差异，确定

了噬菌体JS01的吸附位点。这对于了解JS01与其宿主菌

的相互作用并提高其抗菌性能具有积极的意义。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

宿主菌金黄色葡萄球菌ATCC25923 中国普通微

生物菌种保藏管理中心(CGMCC)；金黄色葡萄球菌噬菌

体不敏感菌株ATCC25923R以及噬菌体JS01由本实验室

分离；TSB培养基(大豆肉汤培养基) 美国BD公司；蛋

白胨、酵母膏 英国Oxoid公司；N-乙酰葡萄糖胺 美国

BBI公司；辛基-琼脂糖凝胶4FF 美国GE Pharmacia

公司。

1.2 仪器与设备

THZ-300C型恒温培养摇床 上海一恒科技有限公

司；Operation Manual Rotavapor® RII旋转蒸发仪 瑞士

Büchi公司；Trace MS气相色谱-质谱联用仪 美国菲尼

根公司；Turbo Matrix TD热脱附进样器 美国PE公司；

DC-12氮吹仪 上海安谱科学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 金黄色葡萄球菌的培养以及噬菌体的增殖

挑取单菌落接种至LB液体培养基中，37℃振荡培养

过夜，以1:100的比例转接至新鲜LB培养基中，37℃继

续培养。至OD600nm值为1.0后按一定的比例加入噬菌体，

37℃振荡培养至培养液澄清，离心，取上清液，用0.22µm

水相微孔滤膜过滤后，保存在4℃冰箱中，以备使用。

1.3.2 噬菌体不敏感菌株的分离

金黄色葡萄球菌ATCC25923摇床培养至OD600nm值

为1.0后，以MOI (即噬菌体数/初始细菌数)为0.1的比例

加入噬菌体，6h后取出100µL培养液，10倍梯度稀释，

取100µL涂布，37℃条件下培养24h，单菌落划线纯化

3～5代后，得到的菌落即为噬菌体不敏感菌株，记作

ATCC25923R，保存。观察得到的BIM菌株的菌落形态，

测定其生长状况，以及噬菌体对其裂解状况。

1.3.3 金黄色葡萄球菌ATCC25923和ATCC25923R磷壁

酸的提取与结构分析

磷壁酸的提取参照Andreas等[14]提到的方法。得到的

磷壁酸粉末1mg加入3mL 2mol/L三氟乙酸(TFA)溶解，

封口，120℃烘箱中水解反应2h，取出，减压蒸干，加

甲醇蒸干3次，重复操作以完全除尽TFA。水解后残余物加

入100mg NaBH4和2mL水，室温条件下放置过夜进行还原反

应。加入冰醋酸以除去过量的NaBH4，再于旋转蒸发仪上浓

缩样品至黏稠状态，加入3～5mL甲醇-冰醋酸(5:1，V/V)，蒸

干3次，继续用甲醇蒸干2次，得到白色粉末，放入105℃

烘箱加热15min以除去水分。然后加入3mL乙酸酐，于

101℃烘箱中乙酰化反应1h，取出，多次加甲苯于50℃

水浴减压共沸蒸干至粉末状。最后加适量水溶解粉末状

样品，用氯仿萃取3次，合并氯仿层，水洗3次，分出氯

仿层浓缩后进行气相色谱-质谱分析。气相色谱-质谱分

析时，色谱柱为PB-5毛细管柱；程序升温：150℃保持

1min，以10℃/min升至280℃，保持6min；载气(H2)流速

0.8mL/min，进样量10µL；质量扫描范围m/z 35～400。

1.3.4 不同化合物对噬菌体裂解的影响

过夜培养金黄色葡萄球菌ATCC25923，以1:100的接

种量转接至20mL含有不同化合物的TSB培养基中，37℃

继续培养至OD600nm值为1.0，按MOI为0.1的比例加入噬菌

体JS01，1h后测定培养液的OD600nm值。所测试的化合物包

括0、5、10、20mmol/L的葡萄糖、GlcNAc，0µg/L和8µg/L

的金黄色葡萄球菌ATCC25923、ATCC25923R磷壁酸(提

取见1.3.3节)。
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2 结果与分析

2.1 噬菌体不敏感菌株的分离

噬菌体JS01裂解金黄色葡萄球菌ATCC25923的过程

中，在裂解的初期，培养液中的活菌数会急速下降，随

着裂解时间的延长，菌体浓度上升(图1A)，产生了噬菌

体不敏感菌株(BIM)。于是从裂解后期的裂解液中分离出

1株BIM菌株ATCC25923R(图1C)。
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A. 噬菌体JS01对ATCC25923的裂解曲线；B. 敏感菌株

ATCC25923的菌落；C. 不敏感菌株ATCC25923R的菌落。 

图 1 金黄色葡萄球菌ATCC25923噬菌体不敏感菌株的分离 

Fig.1 Isolation of bacteriophage-insensitive mutant strain of S. aureus 

ATCC25923

2.2 金黄色葡萄球菌ATCC25923和ATCC25923R的生长

性能与噬菌体裂解性能
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A. ATCC25923和ATCC25923R的生长曲线；B、C. 加

入噬菌体JS01以后ATCC25923和ATCC25923R的生长。

图 2 ATCC25923R与ATCC25923菌株性质对比

Fig.2 Comparison between ATCC25923R and ATCC25923 strains

ATCC25923和ATCC25923R的生长曲线显示，两种菌

株的生长基本一致，都是在12h后达到稳定期(图2A)。而

从菌落形态上观察，ATCC25923R(图1C)比ATCC25923

的菌落(图1B)更大，边缘光滑湿润，颜色更深。噬菌

体JS01对两者的裂解能力也不同，将噬菌体JS01加入

ATCC25923R的过夜培养液以后，菌体浓度(OD600nm值)

继续上升，ATCC25923R不能被噬菌体所裂解，而将

JS01加入ATCC25923培养液后，OD600nm值会急速下降至

0.278(图2B)，菌液变澄清(图2C)。说明噬菌体不敏感突

变株ATCC25923R与出发菌ATCC25923相比，菌株发生

了变化，因此进一步分析金黄色葡萄球菌ATCC25923和

ATCC25923R表面的磷壁酸结构。

2.3 金黄色葡萄球菌ATCC25923和ATCC25923R表面的

磷壁酸结构差异
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图 3 ATCC25923R与ATCC25923磷壁酸的GC-MS图谱

Fig.3 GC-MS analysis of teichoic acid
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从金黄色葡萄球菌ATCC25923和ATCC25923R中提

取磷壁酸，用GC-MS分析了两菌株磷壁酸结构的差异。

GC-MS图谱显示(图3)，ATCC25923R与ATCC25923的磷

壁酸结构中糖组分的主体衍生化物质为六酰基-D-葡萄糖

醇，对应的出峰时间为13.88min，敏感菌ATCC25923中此

成分的比例明显高于非敏感菌。而在ATCC25923R菌株的

磷壁酸结构中，还多出一种物质五酰基-戊糖醇，其出峰

时间为11.03min，说明两者的磷壁酸结构存在着差异。

2.4 噬菌体的吸附位点分析

金黄色葡萄球菌ATCC25923R的菌落形态以及对噬

菌体的敏感性与ATCC25923相比，发生了很大的变化，

说明当噬菌体吸附细菌时，细胞表面组成成分发生了变

化，那么哪个成分可以作为噬菌体的受体？对此进行了

深一步的研究。

在ATCC25923对数期培养液中加入噬菌体JS01

后，经过1h，菌液变澄清，OD600nm值由1.0急速下降至

0.278；而未加噬菌体的培养液OD600nm值则从1.0继续

增加至1.780(图4)，说明噬菌体对ATCC25923有很好

的控制效果。当ATCC25923的培养液中含有20mmol/L 

GlcNAc时，加入噬菌体JS01作用1h后培养液的OD600nm

值从1.0略降至0.695，明显高于不含GlcNAc的对照

(OD600nm=0.278)。说明由于GlcNAc的存在，一部分

ATCC25923逃避了噬菌体JS01的吸附和裂解，即一部分

噬菌体与GlcNAc这一底物相结合，而没有与宿主菌表面

受体相吸附，从而裂解金黄色葡萄球菌ATCC25923。随

着GlcNAc浓度的降低，培养液的OD600nm值相对于没有加

入GlcNAc的对照组的增加幅度不断减少。说明GlcNAc参

与噬菌体的吸附，因此它是噬菌体JS01裂解ATCC25923

时的吸附位点。
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图 4 GlcNAc存在时噬菌体JS01对ATCC25923的裂解作用

Fig.4 Lysis of ATCC25923 by phage JS01 in the presence of GlcNAc

在ATCC25923的培养液中添加20、10mmol/L或者

5mmol/L葡萄糖时，JS01作用1h后培养液的OD600nm值分

别降低0.276、0.256和0.284，与不含培养液的对照组

(OD600nm=0.278)相接近(图5)，即葡萄糖对噬菌体的裂解作

用没有任何影响，说明葡萄糖在噬菌体与宿主菌相互吸

附的过程中没有参与宿主菌的竞争，也没有加强噬菌体

的裂解效果，因此葡萄糖不是噬菌体的吸附位点。
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图 5 葡萄糖存在时噬菌体JS01对ATCC25923的裂解作用

Fig.5 Lysis of ATCC25923 by phage JS01 in the presence of glucose

最后本实验又测试了提取的 A T C C 2 5 9 2 3 和

ATCC25923R的磷壁酸对噬菌体JS01裂解效果的影响。

当培养基中添加8µg/L的ATCC25923或ATCC25923R的

磷壁酸时，噬菌体作用1h后培养液的OD600nm值分别降低

到0.276、0.302，与不含培养液的对照组(OD600nm=0.278)

相接近(图6)，而且不管是加入从ATCC25923菌株还是

从ATCC25923R菌株提取出来的磷壁酸都没有差异，说

明细菌磷壁酸结构的变化并没有影响噬菌体对它的吸

附作用，突变菌株的磷壁酸结构中的主导成分没有发

生变化，同时也说明整个磷壁酸结构不是噬菌体吸附

ATCC25923的位点。
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图 6 磷壁酸存在时噬菌体JS01对ATCC25923的裂解作用 

Fig.6 Lysis of ATCC25923 by phage JS01 in the presence of teichoic 

acid from ATCC25923 and ATCC25923R

3 讨 论

金黄色葡萄球菌是一种食源性病源菌，利用特

异性噬菌体控制金黄色葡萄球菌的污染和感染已成为

食品安全领域和医学领域研究的趋势与重点。本实验

中的噬菌体JS01能够快速有效地杀死金黄色葡萄球菌

ATCC25923。然而，这种控制作用随着时间的延长而效

果减弱，ATCC25923发生突变，产生了噬菌体不敏感菌
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株ATCC25923R。突变菌株的菌落相比于出发菌株形态

更大，颜色更深，同时对噬菌体JS01产生了抗性。据文

献报道，菌株对噬菌体产生抗性的原因有很多，例如：

1)在噬菌体吸附时，金黄色葡萄球菌表面会形成一种蛋

白质A，这种蛋白质与免疫球蛋白G结合，掩盖噬菌体的

吸附位点，而阻碍噬菌体的吸附[15]；2)噬菌体对荚膜包

裹的金黄色葡萄球菌的裂解效果比对无荚膜的菌株明显

减弱，荚膜作为一种阻碍物阻止噬菌体与宿主菌表面吸

附位点的结合[16]；3)一些二价阳离子如Ca2+、Mg2+能够影

响细菌表面所携带的静电荷，从而影响噬菌体与细菌之

间的碰撞而促进噬菌体的吸附[17]等。本研究对敏感菌株

ATCC25923和不敏感菌株ATCC25923R磷壁酸结构的分

析显示，不敏感菌株的磷壁酸结构发生了变化，这可能

是导致两者对JS01敏感性差异的一个原因，这还有待于

进一步的实验证实。

一般来说，细菌是在紫外照射或噬菌体裂解时间延

长时发生突变，产生噬菌体不敏感菌株BIM。但这种突

变呈现一定的不稳定性，有时突变细胞经过多次的纯化

后，可以恢复对噬菌体的敏感性，因此不影响噬菌体作

为一种医疗佐剂或者食品保护剂的抗菌效果[18]。鉴于噬

菌体对人体的无毒性、安全性和可食性，使得它在治疗

病原菌感染和控制食源病菌的污染方面具有积极的应用

价值。而且最近的研究表明BIM菌株还有其他有益的用

途。如在一个金黄色葡萄球菌BIM菌株A172中，13个

与毒素有关的编码基因的转录与表达水平大幅度下降，

致使菌株毒力降低。A172还能调节小鼠体内TNF-α、
IFN-γ、IL-1β基因的转录。更为重要的是，A172能够有

效地保护小鼠，免于受致死剂量的毒性菌株A170感染，

因此提示出BIM菌株在免疫上的广阔应用前景[1]。

噬菌体吸附金黄色葡萄球菌时，其吸附位点可能是

磷壁酸、肽聚糖或者糖蛋白。在本实验中，考察了当葡

萄糖、GlcNAc、磷壁酸存在时，噬菌体JS01对金黄色

葡萄球菌ATCC25923裂解效果的变化。结果发现，只

有当培养基中含有GlcNAc时，噬菌体裂解ATCC25923

的效率才会下降，而且随着GlcNAc浓度的提高，裂解

效率下降程度增大；当培养基中含有葡萄糖时，裂解效

率与对照组保持一致；在培养基中加入ATCC25923和

ATCC25923R菌株的磷壁酸时，裂解效率不变，表明只

有GlcNAc是噬菌体JS01的吸附位点。这些研究为揭示噬

菌体JS01的裂解机制和受体位点及其应用奠定了基础。
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