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三株AHPND致病型副溶血性弧菌烈性噬菌体的

分离鉴定及其生物学特性

乔    欢，  徐旭凌*，  费文斌，  黄    杰，  陈    海，  胡怿林，  丛    郁
(菲吉乐科（南京）生物科技有限公司，江苏 南京    210000)

摘要：为分离获得AHPND致病型副溶血性弧菌烈性噬菌体，并鉴定及研究其生物学特
性，本研究以AHPND致病型副溶血性弧菌为宿主菌，采用双层平板法分别从中国福建
及墨西哥海水样本中对其噬菌体进行分离；通过噬菌斑形态、限制性内切酶、全基因组
测序构建系统发育树及透射电镜观察对所获噬菌体进行分类鉴定；同时对供试噬菌体裂
解谱及其生物学特性进行测定，包括最佳感染复数(MOI)、pH稳定性、热稳定性、过氧
乙酸稳定性及不同储存温度下的存活稳定性等。结果显示，本研究分离获得 3株
AHPND致病型副溶血性弧菌烈性噬菌体P46、P48及VP7，3株噬菌体的噬菌斑均呈透亮
圆形，P46噬菌斑直径4~5 mm，P48与VP7噬菌斑直径5~6 mm。3株噬菌体核酸均为双链
DNA，电镜下观察其头部均呈二十面立体结构，直径约60 nm，尾部宽约8 nm，长约18~20 nm，
属于短尾噬菌体科。3株供试噬菌体对AHPND型副溶血性弧菌裂解率达91.5%，对非
AHPND型副溶血性弧菌裂解率为92.3%，且无法识别除副溶血性弧菌外其他种属的细
菌；噬菌体P46、P48及VP7感染AHPND致病型副溶血性弧菌的最佳MOI分别为0.001、
0.1及0.001；P46与VP7最适pH为6~8，P48最适pH为6~9；3株噬菌体对60 °C的温度耐受力
较强，在4 °C条件下存放50周后仍具有较高的存活率；对通用杀菌浓度的过氧乙酸具有
一定耐受性。将噬菌体P46、P48及VP7保守蛋白序列在NCBI数据库中比对后发现，3株
供试噬菌体与其他噬菌体同源性较低，因此，噬菌体P48与P46及VP7很可能为3株新发现
的短尾科噬菌体，这是中国首次报道AHPND致病型副溶血性弧菌短尾科噬菌体。本研
究丰富了AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体的菌种资源，并为其应用于噬菌体生物防
治制剂的开发奠定了理论基础。
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副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一

种嗜盐革兰氏阴性细菌，广泛分布于世界各地

温暖的海洋中，是近年来全球凡纳滨对虾(Litop-
enaeus vannamei)急性肝胰腺坏死病(acute hepatopan-
creatic necrosis disease，AHPND)的主要病原菌[1-4]。

AHPND最早发生于2009 年，该病由美国亚利桑

那大学Lightner教授于2012年首次报道 [2]。有研究

发现AHPND病原为一种罕见的携带PirA、PirB基

因的副溶血性弧菌 [5-7]，即AHPND致病型副溶血

性弧菌(VPAHPND)[8]，该菌可侵染凡纳滨对虾的整

个生命周期。目前东南亚大多数对虾养殖国均

受到AHPND的侵染，养殖户损失惨重[9-11]。

目前，对虾养殖中主要通过施用抗生素、

消毒剂等药物对AHPND进行防治，但抗生素的

滥用不仅造成对虾体内抗生素残留，还使得大

量副溶血性弧菌出现耐药性，甚至是多重耐药
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性，且已有研究发现副溶血性弧菌的耐药谱在

不断扩展 [12-15]。水产养殖中抗生素的滥用已成为

当前渔业细菌性疾病防控的突出问题。

噬菌体是专门裂解细菌的一类病毒，主要

化学成分由蛋白质和核酸组成，具备快速的杀

菌能力及较强的宿主专一性，同时具有较高的

安全性 [16-17]。噬菌体作为一种新兴的抗细菌感染

制剂，可大量减少抗菌药物的施用，在水产养

殖方面具有较大潜力 [18-26]，故可将其作为生物防

治的主要手段。目前虽有学者[18，23-24]获得AHPND
致病型副溶血性弧菌噬菌体，但该类报道较少，

且相关噬菌体库及AHPND致病型副溶血性弧菌

菌株库也较小，同时在中国鲜见报道。因此，

寻找并丰富针对AHPND病原菌的强裂解性广谱

噬菌体是目前急需解决的问题。本研究通过大

量采集国内外各地海水及发病凡纳滨对虾样本，

从中筛选获得AHPND致病型副溶血性弧菌菌株，

以此菌株为宿主分离获得AHPND致病型副溶血

性弧菌烈性噬菌体，并对其生理生化特性进行

初步测定，为噬菌体代替抗生素作为养殖中的

抑菌剂提供理论基础。

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； λ-Hind III DNA Marker、
Marker 2000、ETaq PCR Master Mix、限制性内切

酶λ-Hind III、EcoR I、Dra I和Nde I购自宝日医生

物技术(北京)有限公司(TaKaRa，中国)；λ噬菌体

基因组DNA试剂盒购自MP生物医疗公司(MP Biome-
dicals，中国)。

1.2    SM缓冲液

NaCl 5.8 g，MgSO4·7H2O 2 g，1 mol/L Tris-
HCl 50 mL (pH=7.5)，以蒸馏水定容至1 000 mL，

121 °C灭菌20 min，置于室温下备用。

1.3    实验菌株

本研究中分离噬菌体所用AHPND致病型副

溶血性弧菌宿主菌为本实验室前期(2014—2015
年)自中国南部(表1)AHPND病虾样本中分离获得，

分离及鉴定方法参照Sirikharin等 [8，27]和Jun等 [28]。

该菌株已保藏于中国工业微生物菌种保藏管理中

心，保藏编号为CICC 24174。
测定噬菌体裂解能力所用AHPND致病型副

溶血性弧菌与非AHPND致病型细菌为本实验室

2014—2017年自中国、越南及墨西哥样本中随机

挑取部分菌落分离获得(表1)，其中AHPND致病

型副溶血性弧菌71株，非AHPND致病型副溶血

性弧菌13株，其他种属细菌66株。

1.4    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体的分离

本实验于2014—2015年分别采集福建海产

品样本及墨西哥海水样本，参照文献 [21，29]
对其中噬菌体进行分离，具体步骤：分别取各

样本40 mL加入50 mL离心管中，以5 000 r/min
离心10 min后取20 mL上清液过0.22 μm微孔滤膜

除菌。随后将各样本滤液与20 mL 2倍浓度TSB培

养基及2 mL对数期CICC 24174菌液(OD600=0.6)分
别均匀混合，37 °C下150 r/min摇培12 h后，将培

养液5 000 r/min离心10 min，过0.22 μm微孔滤膜

除菌后即获得噬菌体富集液，4 °C下保存备用。

以无菌SM缓冲液对噬菌体富集液进行适当

稀释，取1 mL稀释液与300 μL对数期CICC 24174
菌液(OD600=0.6)均匀混合，室温静置15 min使噬

菌体与细菌表面的受体充分结合。将上述混合

液加入4 mL琼脂含量为0.75%的TSB半固体培养

基中，混匀后立即倒入已凝固的TSA培养基上制

成双层平板，待凝固后于37 °C倒置培养6~8 h，
观察噬菌斑生长情况。

1.5    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体的纯化

采用双层平板法 [29-32]对噬菌体进行纯化，具

体步骤：用无菌枪头在形成噬菌斑的双层平板

上挑取透亮的单个噬菌斑置于1 mL SM缓冲液

中，25 °C下150 r/min摇培5 h后将其过0.22 μm的

微孔滤膜除菌获得噬菌体滤液。将噬菌体滤液

以无菌SM缓冲液进行适当稀释，取1 mL稀释液

与300 μL对数期CICC 24174菌液(OD600=0.6)均匀

混合，室温静置15 min后将其加入4 mL TSB半固

体培养基中，混匀后立即倒入已凝固的TSA培养

基上制成双层平板，待凝固后于37 °C倒置培养

6~8 h。重复双层平板纯化操作5次后获得纯的噬菌

体株系。
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1.6    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体增殖

液的制备

采用固体增殖法 [33]，于目标稀释度的具噬

菌体双层琼脂平板中加入10 mL SM缓冲液，轻

微摇晃后于4 °C下静置6 h。将静置液6 000 r/min
离心10 min，收集上清液并过0.22 μm微孔滤膜，

即获得噬菌体增殖液，4 °C下存放备用。

1.7    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体效价

测定

将噬菌体滤液用SM缓冲液作10倍连续稀释

后，每个稀释梯度取1 mL稀释液，向其中加入300 μL
对数期CICC 24174菌液(OD600=0.6)并均匀混合，

室温下静置15 min，采用双层平板法 [29]测定噬菌

体滤液效价，之后于37 °C倒置培养6~8 h。每个

处理3个重复。

噬菌体效价(PFU/mL)=平均噬菌斑数×稀释

倍数

1.8    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体电镜

观察

采用磷钨酸负染法 [34]：取纯化后效价达1010

PFU/mL的噬菌体滤液20 μL滴于铜网上，待其自

然沉淀2~3 min，用滤纸从侧面吸去多余液体，

加1滴2%磷钨酸(PTA)于铜网上，染色10 min，用

滤纸从侧面吸去染液，干燥后使用JEOL JEM-1200
EX透射电镜进行观察。

1.9    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体核酸

提取

参照分子克隆实验指南等方法 [35-36]制备噬菌

体颗粒浓缩液，具体步骤：制备效价不低于1×
109 PFU/mL的噬菌体增殖液100 mL，制备方法同

“AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体增殖液的制

备”。向噬菌体增殖液中加入终浓度为10%的固

体聚乙二醇(PEG) 8 000(W/V)，待其充分溶解后4 °C
静置12 h，充分沉淀噬菌体颗粒。于4 °C下12 000×
g离心10 min，弃上清液，向其中加入10 mL SM
缓冲液重悬沉淀并过0.22 μm微孔滤膜，获得噬

菌体颗粒浓缩液。采用λ噬菌体基因组DNA试剂

盒提取噬菌体核酸并于–20 °C保存，以1.5%琼脂

糖凝胶电泳进行检测(100 V，50 min)。于培清JS-
680D全自动凝胶成像分析仪中观察核酸提取结

果。将纯化的噬菌体核酸溶液送往中国人民解

放军军事医学科学院进行测序，并将得到的全

基因组序列上传至NCBI数据库。

1.10    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体序列

分析

使用ORF Finder软件处理得到的全基因组序

列，分析其开放阅读框和功能技能注释，选取其

尾丝蛋白基因与衣壳蛋白基因序列[37]分别在NCBI
数据库中与已发表的噬菌体基因进行BLAST比对，

并利用软件MEGA 4.0构建系统发育树(Bootstrap=
1 000)。

1.11    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体核酸

的酶切鉴定

取供试噬菌体核酸溶液，分别与限制性内

切酶λ-Hind III、EcoR I、Dra I和Nde I于37 °C下酶

切1 h，以1.5%琼脂糖凝胶电泳进行检测(100 V，

50 min)，于培清JS-680D全自动凝胶成像分析仪

中观察酶切结果。

1.12    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体裂解

谱的测定

采用点滴法 [28，38]测定噬菌体对71株AHPND
致病型副溶血性弧菌(表1)的裂解能力：分别取

效价为1×108 PFU/mL的AHPND致病型副溶血性

弧菌噬菌体液体，并将各株噬菌体等体积均匀

混合后制成副溶血性弧菌噬菌体混合制剂 (108

PFU/mL)。挑取各供试菌株的单菌落分别接种于

TSB培养基中，37 °C下150 r/min培养，获得各菌

株对数期菌液(OD600=0.6)。取各供试菌株300 μL
菌液与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噬菌体滤液及噬

菌体混合制剂液滴于平板的标记位置上，待自然

风干后置于37 °C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/菌株总数)×100%

1.13    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体对非

致病性细菌裂解能力的测定

采用点滴法[28，38]测定噬菌体对13株非AHPND
致病型副溶血性弧菌及66株其他种属细菌的裂解

能力(表1)。测定方法同“AHPND致病型副溶血

性弧菌噬菌体裂解谱的测定”。

1.14    最佳感染复数测定(MOI)

将100 μL CICC 24174菌液(1×107 CFU/mL)
以感染复数(MOI=噬菌体数量/细菌数量)分别为
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0.001、0.01、0.1、1、10、100和1 000的比例与各

株供试噬菌体滤液等体积混合，随后加入10 mL
TSB培养基中，在37 °C恒温振荡培养箱中以150 r/
min转速培养12 h，随后以5 000 r/min离心10 min，
取上清液用  0.22 μm微孔滤膜过滤除菌，采用双

层平板法测定噬菌体效价，测定方法同“AHPND
致病型副溶血性弧菌噬菌体效价测定”。各实验

组中效价最高的感染复数即为最佳感染复数。

1.15    噬菌体pH稳定性的测定

取900 μL pH为1~12的TSB培养基分别加入

各无菌EP管中，并将上述EP管置于25 °C的恒温

水浴中，待温度平衡后分别向其中加入各噬菌体滤

液(>1×109 PFU/mL) l00 μL并混匀，室温下分别静

置1、4、8、24和96 h。待反应时间结束后采用

双层平板法测定各处理组中噬菌体效价，计算

存活率。噬菌体效价测定方法同“AHPND致病型

副溶血性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%

1.16    噬菌体热稳定性的测定

分别取各噬菌体滤液(>1×109 PFU/mL) 1 mL
于无菌EP管中，将其分别置于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并采用双层平板法

测定各处理组中噬菌体效价，计算存活率。噬

菌体效价测定方法同“AHPND致病型副溶血性弧

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”。

1.17    噬菌体对过氧乙酸耐受性的测定

将过氧乙酸用TSB进行稀释，制成质量浓度

分别为30与6 mg/L的过氧乙酸溶液，随后取上述

浓度的过氧乙酸溶液各900 μL置于无菌EP管中，

分别向其中加入各噬菌体滤液(>1×109 PFU/mL)
100 μL；取SM液900 μL置于无菌EP管中，分别

向其中加入各噬菌体滤液(>1×109 PFU/mL) 100 μL
作为对照，将上述各处理组充分混匀后室温静置。每

0.5 h取样测定各处理组中噬菌体效价，直至6 h，
并计算存活率。噬菌体效价测定方法同“AHPND
致病型副溶血性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”。

1.18    噬菌体不同储存温度下存活稳定性的测定

各取3株供试噬菌体滤液20 mL (>1×109 PFU/

mL)分装于无菌试管中，分别放置于4、25和30 °C
条件下，每2周取样后测定噬菌体效价，直至50周，

计算存活率。噬菌体效价测定方法同“AHPND致

病型副溶血性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”。

2    结果

2.1    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体的分

离、纯化及噬菌斑形态

本研究以AHPND致病型副溶血性弧菌CICC
24174为宿主菌，通过双层平板法，自福建海产

品样本中共分离得到2株AHPND致病型副溶血性

弧菌噬菌体，其编号分别为P46、P48；同时自墨

西哥海水样本中分离得到1株AHPND致病型副溶

血性弧菌噬菌体，其编号为VP7。
AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体P46、P48

和VP7均在其宿主菌CICC 24174菌苔上迅速生长，

37 °C条件下生长6 h即可产生形态单一的噬菌斑。

3株噬菌体的噬菌斑均呈透亮圆形，其形态相近；

P46噬菌斑直径为4~5 mm，P48与VP7噬菌斑直径

为5~6 mm (图1)。3株噬菌体的噬菌斑均呈现出

烈性噬菌体的特征[39]。

2.2    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体核酸

提取及酶切鉴定

分别将P46、P48和VP7 3株AHPND致病型副

溶血性弧菌噬菌体纯化液浓缩后提取核酸，核

酸提取物琼脂糖凝胶电泳结果显示，3株噬菌体

核酸纯度较高且条带完整(图2)。
将3株噬菌体核酸提取物分别以双链DNA限

制性内切酶λ-Hind III、EcoR I、Dra I和Nde I进行

酶切，酶切结果显示，3株噬菌体被4种限制性内

切酶分别酶切成大小不同的片段，说明上述3株
噬菌体的核酸均为双链DNA；同时3株噬菌体被

4种限制性内切酶酶切后的条带图谱各不相同，

说明供试噬菌体为3株不同的噬菌体(图3)。

2.3    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体DNA
同源性分析

3株噬菌体核酸提取物测序结果显示，P46
全基因组大小为43 121 bp (No. KX371614)，P48
全基因组大小为43 289 bp (No. KX371615)，VP7
全基因组大小为43 577 bp (No. KX371613)。

噬菌体主要依据形态标准进行分类，其尾
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丝蛋白基因与衣壳蛋白基因为较保守的区域 [37]，

因此，本实验分别采用这2种蛋白基因序列对3株
供试噬菌体的同源性进行分析。结果显示，将供

试噬菌体尾丝蛋白基因与GenBank中已发表的多

株噬菌体相应序列进行比较，噬菌体P46与VP7
同源性较高；但P48与P46及VP7间同源性较低；

3株噬菌体与其他噬菌体间同源性均较低(图4)。
将供试噬菌体衣壳蛋白基因与GenBank中已发表

的多株噬菌体相应序列进行比较，噬菌体P46与
VP7具有一定的同源性(可信度67%)，且均与弧菌

属噬菌体vB VpaP KF1(No. ATI19030.1)及vB VpaP

KF2(No. ATI19110.1)的同源性较高；而P48与其

他噬菌体同源性均较低(图5)。

2.4    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体电镜

形态特征及分类

通过透射电子显微镜分别对噬菌体P46、P48和

a b c

 
图 1    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体噬菌斑形态

(a). P46噬菌斑；(b). P48噬菌斑；(c). VP7噬菌斑

Fig. 1    The bacteriophage plaque of 3 phages against VPAHPND

(a). plaque of P46; (b). plaque of P48; (c). plaque of VP7
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图 2    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体核酸

M1. λ-Hind III digest DNA Marker；M2. Marker 2000；A. P46的核

酸；B. P48的核酸；C. VP7的核酸

Fig. 2    The nucleic acid of 3 phages against VPAHPND

M1. λ-Hind III digest DNA Marker; M2. Marker 2000; A. P46 nucleic
acid; B. P48 nucleic acid; C. VP7 nucleic acid
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图 3    三株AHPND致病型副溶血性

弧菌噬菌体核酸的酶切

M. 1kb DNA分子量标准；A. P46核酸；A1. P46 λ-Hind III酶切；

A2. P46 EcoR I酶切；A3. P46 Dra I酶切；A4. P46 Nde I酶切；B.
P48核酸；B1. P48 λ-Hind III酶切；B2. P48 EcoR I酶切；B3. P48
Dra I酶切；B4. P48 Nde I酶切；C. VP7核酸；C1. VP7 λ-Hind III酶
切；C2. VP7 EcoR I酶切；C3. VP7 Dra I酶切；C4. VP7 Nde I酶切

Fig. 3    Restricion endonuclease analysis of 3 phages
nucleic acid

M. 1kb DNA ladder Marker; A. P46 nucleic acid; A1. P46 nucleic acid
digested by λ-Hind III; A2. P46 nucleic acid digested by EcoR I; A3. P46
nucleic acid digested by Dra I; A4. P46 nucleic acid digested by Nde I;
B. P48 nucleic acid; B1. P48 nucleic acid digested by λ-Hind III; B2.
P48 nucleic acid digested by EcoR I; B3. P48 nucleic acid digested by
Dra I; B4. P48 nucleic acid digested by Nde I; C. VP7 nucleic acid; C1.
VP7 nucleic acid digested by λ-Hind III; C2. VP7 nucleic acid digested
by EcoR I; C3. VP7 nucleic acid digested by Dra I; C4. VP7 nucleic acid
digested by Nde I
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VP7进行观察，发现3株噬菌体头部均等轴对称，

呈二十面立体结构，直径约60 nm，尾部宽约8 nm，

长约18~20 nm (图6)。结合3株噬菌体酶切结果，

依国际病毒分类委员会(ICTV)第八次报告的最新

分类标准 [40]，AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌

体P46、P48和VP7均属于群I-双股DNA病毒中的

有尾病毒目(Caudovirales)，短尾噬菌体科(Podov-

iridae)。

AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体P46、P48
和VP7均已保藏于中国典型培养物保藏中心，保

藏编号分别为P46：CCTCC NO. M2016290，
P48：CCTCC NO. M2016291，VP7：CCTCC NO.
M2016289；保藏地址：中国武汉大学。

2.5    噬菌体对AHPND致病型副溶血性弧菌的

裂解能力

本实验选取71株AHPND致病型副溶血性弧

弧菌属噬菌体　Vibrio phage vB VpaP KF2 (ATI19069.1)

弧菌属噬菌体　Vibrio phage VP93 (YP 002875659.1)

弧菌属噬菌体　Vibrio phage vB VpaP KF1 (ATI19037.1)

雷尔氏菌属噬菌体　Ralstonia phage RSB3 (YP 008853931.1)

克雷伯氏杆菌属噬菌体　Klebsiella phage phiKpS2 (AWK24039.1)

果胶杆菌属噬菌体　Pectobacterium phage PP16(YP009286819.1)

菊欧文氏菌属噬菌体　Dickeya phage BF25/12 (ALA46459.1)

肠杆菌属噬菌体　Enterobacter phage phiKDA1(AFE86146.1)

果胶杆菌属噬菌体　Pectobacterium phage PPWS1 (BAS69562.1)

变形杆菌属噬菌体　Proteus phage PM75 (YP 009150310.1)

副溶血性弧菌噬菌体　Vibrio parahaemolyticus phage P48

副溶血性弧菌噬菌体　Vibrio parahaemolyticus phage P46

副溶血性弧菌噬菌体　Vibrio parahaemolyticus phage VP7100
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图 4    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体尾丝蛋白基因系统发育树

分支处数字代表可信度；括号内代表GenBank中序列登录号；标尺代表进化距离；下同

Fig. 4    Phylogenic tree of 3 phages based on phage tail fibers protein
The number at the branch is reliability; the serial number in the bracket is GenBank accession number; the scaleplate is evolutionary distance; the same
below

副溶血性弧菌噬菌体　Vibrio parahaemolyticus phage P46

副溶血性弧菌噬菌体　Vibrio parahaemolyticus phage VP7

弧菌属噬菌体　Vibrio phage vB VpaP KF1 (ATI19030.1)

弧菌属噬菌体　Vibrio phage vB VpaP KF2 (ATI19110.1)

弧菌属噬菌体　Vibrio phage VP93 (YP 002875653.1)

克雷伯氏杆菌属噬菌体　Klebsiella phage phiBO1E (AIT13613.1)

变形杆菌属噬菌体　Proteus phage PM16 (YP 009147866.1)

肠杆菌属噬菌体　Enterobacter phage J8-65 (YP 009101383.1)

不动杆菌属噬菌体　Acinetobacter phage AB3 (YP 008060143.1)

假单胞菌属噬菌体　Proteus phage LKA1 (YP 001522883.1)

副溶血性弧菌噬菌体　Vibrio parahaemolyticus phage P48

泛菌属噬菌体　Pantoea phage LIMElight (YP 007002893.1)

志贺氏杆菌属噬菌体　Shigella phage SFN6B (AVD98987.1)

克雷伯氏杆菌属噬菌体　Klebsiella phage AltoGao (ASV44930.1)

克雷伯氏杆菌属噬菌体　Klebsiella phage F19 (YP 009006056.1)99
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图 5    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体衣壳蛋白基因系统发育树

Fig. 5    Phylogenic tree of 3 phages based on phage capsid protein
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菌为供试菌株，对P46、P48和VP7 3株噬菌体及

其混合剂的裂解能力进行测定。结果显示，P46可

裂解61株供试菌株，裂解率为85.9%；P48可裂解

62株供试菌株，裂解率达87.3%；VP7可裂解

64株供试菌株，裂解率为90.1%；而3株噬菌体的

等体积混合制剂的裂解率则达91.5%(表2)。

2.6    噬菌体对非AHPND致病型细菌的裂解能力

本实验选取13株非AHPND致病型副溶血性

弧菌与66株其他种属细菌共79株供试菌株，对

表 2    噬菌体P46、P48及VP7及其混合物对AHPND致病型副溶血性弧菌的裂解能力

Tab. 2    Lysis ability of 3 phages and their cocktail to VPAHPND

菌株编号

strains

噬菌体编号　phages
菌株编号

strains

噬菌体编号　phages

P46 P48 VP7
P46+P48+VP7

(1∶1∶1)
P46 P48 VP7

P46+P48+VP7
(1∶1∶1)

HN9 ++ ++ ++ ++ HN185 ++ ++ ++ ++

HN18 + + + ++ HN187 ++ ++ ++ ++

HN31 ++ ++ ++ ++ FJ188 ++ ++ ++ ++

HN36 ++ ++ ++ ++ FJ189 − − ++ ++

HN48 ++ ++ ++ ++ Q1 ++ ++ ++ ++

HN64 ++ ++ ++ ++ Q3 − ++ ++ ++

HN65 + + + ++ Q4 + + + ++

HN68 + + ++ ++ A187 ++ ++ ++ ++

HN79 ++ ++ ++ ++ A188 ++ ++ ++ ++

HN109 ++ ++ + ++ A189 − − + +

HN174 ++ ++ ++ ++ GX190 ++ ++ ++ ++

HN176 ++ ++ ++ ++ GX191 ++ ++ ++ ++

HN179 ++ ++ ++ ++ GX192 ++ ++ ++ ++

HN180 ++ ++ ++ ++ GX193 ++ ++ ++ ++

HN181 ++ ++ ++ ++ GX194 ++ ++ ++ ++

HN182 ++ ++ ++ ++ GX195 ++ ++ ++ ++

HN184 ++ ++ ++ ++ GX196 ++ ++ ++ ++

100 nm 100 nm 100 nma b c

 
图 6    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体的电镜照片(×100 000)

Fig. 6    Electron micrograph of 3 phages against VPAHPND

(a) P46; (b) P48; (c) VP7
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3株噬菌体P46、P48和VP7及其混合制剂的裂解

能力进行测定。P46和P48和VP7对13株非AHPND
致病型副溶血性弧菌裂解率分别为84.6%、76.9%
和84.6%(表3)；3株噬菌体的等体积混合制剂对

供试非AHPND致病型副溶血性弧菌的裂解率则

为92.3%；3株噬菌体及其混合制剂对66株其他种

属的细菌均无法裂解。

2.7    AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体最佳

感染复数(MOI)

MOI在0.001~1 000，噬菌体P46效价均维持

在109 PFU/mL，且在其MOI为0.001时达到最高

(7.80×109 PFU/mL)；噬菌体P48效价于MOI为0.1
时达到最高(4.50×109 PFU/mL)；噬菌体VP7效价

随其MOI降低而升高，其效价于MOI为0.001时达

到最高(8.00×109 PFU/mL)(表4)。因而可以确定

AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体P46、P48和

VP7感染AHPND致病型副溶血性弧菌CICC 24174
的最佳MOI分别为0.001、0.1及0.001。

2.8    噬菌体pH稳定性

在不同pH条件下对P46、P48和VP7 3株AHPND
致病型副溶血性弧菌噬菌体进行处理后，分别

于1、4、8、24和96 h对其效价进行了测定。结果

显示，处理1 h后，在强酸(pH为1~3)与强碱(pH为

13~14)处理条件下P46与P48均已失活，但VP7仍
具有103 PFU/mL效价(图7)；pH为5~10时，3株噬

菌体效价与原始效价相比均无较大变化，在碱

性条件下效价相对较高，酸性条件下略有下降；pH
为11时3株噬菌体效价均开始下降，但pH为12时
供试噬菌体均仍具有103 PFU/mL效价。

处理4 h后，3株噬菌体部分处理效价出现显

著下降：pH为3的条件下处理，VP7失活；pH为

4的条件下，VP7效价下降近10倍，但P46与P48
效价维持稳定；pH为11的条件下，3株噬菌体效

·续表2·

菌株编号

strains

噬菌体编号　phages
菌株编号

strains

噬菌体编号　phages

P46 P48 VP7
P46+P48+VP7

(1∶1∶1)
P46 P48 VP7

P46+P48+VP7
(1∶1∶1)

GD197 ++ ++ ++ ++ VT220 + + + +

GD198 ++ ++ ++ ++ VT222 − − − −

GD200 ++ ++ ++ ++ VT223 + + + +

GD201 ++ ++ ++ ++ VT225 ++ ++ ++ ++

GD202 ++ ++ ++ ++ VT226 ++ ++ ++ ++

GD203 ++ ++ ++ ++ VT227 ++ ++ ++ ++

GD204 + + + ++ VT228 ++ ++ ++ ++

GD205 ++ ++ ++ ++ VT229 ++ + + ++

VT206 + + + ++ VTQQ1 − − − −

VT207 − − − − VTQQ2 ++ ++ ++ ++

VT208 + + + + VTQQ3 ++ ++ ++ ++

VT210 + + + ++ VTQQ4 ++ ++ ++ ++

VT211 + + + + VTQQ5 ++ ++ ++ ++

VT212 + + + ++ VTQQ6 + + + ++

VT215 − − − − VTQQ10 − − − −

VT216 + + + + VTQQ12 − − ++ ++

VT217 + + − + VTQQ17 − − − −

VT218 + + + ++ VTQQ18 ++ ++ ++ ++

VT219 + + + + 合计　total 61 62 64 65

注：++. 透亮噬菌斑，+. 具噬菌斑，−. 无噬菌斑；下同

Notes: ++. clear plaque, +. plaque, −. no plaque; the same below
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表 3    噬菌体P46、P48和VP7及其混合物对非AHPND致病型细菌的裂解能力

Tab. 3    Lysis ability of 3 phages and their cocktail to non-AHPND-causing bacteria

细菌种类

bacterial species
菌株编号

strains

噬菌体编号　phages
细菌种类

bacterial species
菌株编号

strains

噬菌体编号　phages

P46 P48 VP7
P46+P48+VP7

(1∶1∶1)
P46 P48 VP7

P46+P48+VP7
(1∶1∶1)

副溶血性弧菌

V. parahaemolyticus
VPHN1 ++ ++ ++ ++ AHGD35 − − − −

VPHN5 ++ ++ ++ ++ AHGD39 − − − −

VPHN8 ++ ++ ++ ++ AHGX23 − − − −

VPHN10 ++ ++ ++ ++ AHGX24 − − − −

VPHN11 ++ ++ ++ ++ 枯草芽孢杆菌

B. subtilis
B1 − − − −

VPHN13 ++ − ++ ++ B2 − − − −

VPHN20 − − − − B3 − − − −

VPFJ2 ++ + ++ ++ 金黄色葡萄球菌

S. aureus
SAHN7 − − − −

VPGX1 ++ ++ ++ ++ SAHN10 − − − −

VPGX20 ++ ++ ++ ++ SAHN53 − − − −

VPGD6 − + ++ ++ SAHN60 − − − −

VPVT3 ++ − ++ ++ SAHN65 − − − −

VPVT4 ++ + − ++ SAJS26 − − − −

溶藻弧菌

V. alginolyticus
VAFJ1 − − − − 大肠杆菌

E. coli
ECHN60 − − − −

VAFJ2 − − − − ECHN67 − − − −

VAVT23 − − − − ECHN72 − − − −

VAVT30 − − − − ECHN80 − − − −

VAJS15 − − − − ECHN89 − − − −

VAJS28 − − − − ECSC41 − − − −

VAJS32 − − − − ECSC49 − − − −

霍乱弧菌

V. cholerae
VCHN1 − − − − 鸡白痢沙门氏菌

S. pullorum
SPSC26 − − − −

VCHN2 − − − − SPSC30 − − − −

VCVT3 − − − − SPSC50 − − − −

VCVT4 − − − − SPSC55 − − − −

哈维氏弧菌

V. harveyi
VHGX8 − − − − SPSC67 − − − −

VHGX13 − − − − SPSC77 − − − −

VHGX16 − − − − 茄科雷尔氏菌

R. solanacearum
RSAH6 − − − −

VHGX17 − − − − RSAH36 − − − −

VHGX18 − − − − RSAH42 − − − −

河流弧菌

V. fluvialis
VFHN1 − − − − RSAH53 − − − −

VFFJ1 − − − − 无乳链球菌

S. agalactiae
SAHLJ2 − − − −

VFGD2 − − − − SAHLJ3 − − − −

VFGD3 − − − − SAHLJ10 − − − −

嗜水气单胞菌

A. hydrophila
AHGD22 − − − − SAHLJ13 − − − −
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价均持续下降；P46在pH为12的条件下失去活性，

但P48与VP7仍具有少量噬菌体存活。pH为5~10
情况下3株噬菌体效价未出现显著下降。

处理8~96 h，3株噬菌体各处理组效价缓慢

下降，并趋于稳定。自24 h起P48在pH为12的条

件处理下失去活性。96 h时pH为4处理下，P46效
价仅为20 PFU/mL，但P48与VP7仍具有较高效价

(107 PFU/mL)；pH为12的条件下，P48也已失

活，VP7仍具活性(60 PFU/mL)；pH为5~10条件下

3株噬菌体效价下降幅度较小(约50%)，其最终仍

具有108 PFU/mL的效价。P46与VP7最适pH为

6~8，P48最适pH为6~9。3株噬菌体对碱的耐受

程度较高于酸。

2.9    噬菌体热稳定性

3株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体的热

稳定性结果显示，同对照组(25 °C)相比，50 °C
水浴1 h后P46具有97.5%存活率，P48具91.9%存

活率，VP7存活率为92.3%；之后3株噬菌体效价

缓慢下降，50 °C水浴2 h后3株噬菌体仍具76%
以上存活率；60 °C水浴2 h后P46仍具有65%存活

率，P48存活率为33.7%，VP7存活率则为56.4%；

当温度增加至70 °C后，P46与P48均于1 h时失活，

而VP7于70 °C下作用2 h后仍具有106 PFU/mL效价

(图8)。

2.10    噬菌体对过氧乙酸的耐受性

过氧乙酸是一种酸性消毒剂，在水产养殖

上的通用消毒质量浓度为6 mg/L[41]。根据前期实

验数据，本研究选择质量浓度为30和6 mg/L的过

氧乙酸进行噬菌体浸泡实验。结果显示，噬菌

体P46、P48和VP7在30 mg/L的过氧乙酸中浸泡

0.5 h后均已失活，但3株噬菌体在6 mg/L过氧乙

酸中浸泡6 h后仍具有50%以上的存活率 (图9)，
说明3株供试噬菌体对低浓度过氧乙酸具有一定

的耐受性。

2.11    噬菌体于不同储存温度下存活的稳定性

通过测定3株噬菌体在3种不同保存温度下

50周的效价变化，结果显示，4 °C条件下存放

50周后噬菌体P46仍具有49.3%的存活率，P48存
活率为56%，而VP7存活率则达70.1%。25 °C下

表 4    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体的最佳感染复数

Tab. 4    Optimal MOI of 3 phages against VPAHPND

感染复数

MOI
噬菌体数/PFU
phage number

细菌数/CFU
HN9 number

P46效价/(PFU/mL)
phage titer of P46

P48效价/(PFU/mL)
phage titer of P48

VP7效价/(PFU/mL)
phage titer of VP7

1 000 1.00×107 1.00×104 2.07×109 2.50×105 1.00×107

100 1.00×107 1.00×105 2.13×109 3.20×105 5.00×107

10 1.00×107 1.00×106 2.86×109 1.53×106 7.00×107

1 1.00×107 1.00×107 2.81×109 6.70×108 2.00×107

0.1 1.00×107 1.00×108 2.67×109 4.50×109 4.40×109

0.01 1.00×107 1.00×109 5.33×109 8.20×108 6.00×109

0.001 1.00×107 1.00×1010 7.80×109 4.16×108 8.00×109

·续表3·

细菌种类

bacterial species
菌株编号

strains

噬菌体编号　phages
细菌种类

bacterial species
菌株编号

strains

噬菌体编号　phages

P46 P48 VP7
P46+P48+VP7

(1∶1∶1)
P46 P48 VP7

P46+P48+VP7
(1∶1∶1)

SAHLJ16 − − − − ABJS15 − − − −

铜绿假单胞菌

P. aeruginosa
PAHLJ35 − − − − ABJS21 − − − −

PAHLJ41 − − − − 李斯特菌

L. monocytogenes
LMJS1 − − − −

PAHLJ60 − − − − LMJS2 − − − −

PAHLJ72 − − − − LMJS4 − − − −

鲍曼不动杆菌

A. baumannii
ABJS3 − − − − 合计　total 11 10 11 12
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存放16周后噬菌体P46存活率为6.6%，P48存活率

为14.0%，VP7则为15.7%；P46与P48存放至32周

时丧失活性，VP7存放至34周时丧失活性。30 °C
下噬菌体P46、P48和VP7均可在12周内维持10%
以上的存活率(图10)。
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图 7    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体

pH稳定性

(a) P46 pH稳定性；(b) P48 pH稳定性；(c) VP7 pH稳定性

Fig. 7    pH stability of 3 phages against VPAHPND

(a) pH stability of P46; (b) pH stability of P48; (c) pH stability of VP7
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图 8    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体

热稳定性

(a) P46热稳定性；(b) P48热稳定性；(c) VP7热稳定性

Fig. 8    Thermal stability of 3 phages against VPAHPND

(a) thermal stability of P46; (b) thermal stability of P48; (c) thermal
stability of VP7
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近年来，由AHPND致病型副溶血性弧菌引

起的全球凡纳滨对虾急性肝胰腺坏死病对中国

对虾养殖业影响愈发严重[22]，噬菌体作为一种新

兴的细菌防治制剂日渐受到学者们的重视[18-19，42]，

目前，世界上关于分离获得AHPND致病型副溶

血性弧菌噬菌体的报道极少，包括来自Jun等 [24]

获得的1株烈性噬菌体pVp-1与王娜 [23]获得的2株
溶原性噬菌体vp1与vp2。

本研究选取AHPND致病型副溶血性弧菌为

宿主菌，并分离获得3株AHPND致病型副溶血性

弧菌噬菌体：P46、P48和VP7。该3株噬菌体在

宿主菌上均可形成透亮的、呈现出典型烈性噬菌

体特征 [39]的噬菌斑。本研究同时对3株噬菌体进

行了限制性内切酶研究及透射电镜观察，根据

噬菌体核酸类型及衣壳形态等特征，证实噬菌体

P46、P48和VP7为3株不同的短尾科噬菌体。进

一步对3株噬菌体进行全基因组测序并分析其开

放阅读框，选取2段保守蛋白序列构建系统发育

树，综合比对后发现3株供试噬菌体与其他噬菌

体具有一定同源性，但同源性较低。结合3株供

试噬菌体的限制性内切酶图谱，并将其与已知

副溶血性弧菌噬菌体相比 [22-24，33，39，43-51]，未发现

与之相同的短尾科噬菌体。因此，噬菌体P46、
P48和VP7很可能为3株新发现的短尾科噬菌体。

Jun等 [24]所发现的烈性噬菌体pVp-1属于长尾噬菌

体科(Siphoviridae)；同时王娜[23]获得的2株噬菌体

分别属于肌尾噬菌体科(Myoviridae)与盖噬菌体

科(Tectiviridae)，且为溶原性噬菌体，故本研究

不再与之作比较。因此，这是AHPND致病型副

溶血性弧菌短尾科烈性噬菌体在中国的首次报道。

林业杰等 [52]发现噬菌体可对细菌菌株进行

分型。本实验分别测定了3株噬菌体对71株AHPND
致病型副溶血性弧菌及13株非AHPND型副溶血

性弧菌的裂解谱，发现3株噬菌体均对供试副溶

血性弧菌菌株具有较强的识别能力，裂解范围

较广；且3株噬菌体对相同供试菌株的识别能力

不同，说明噬菌体与细菌菌株可作为彼此分型

的工具。Stalin等 [21]提出噬菌体混合制剂较单一

噬菌体对细菌具有更广更高效的杀灭能力，本

实验发现3株噬菌体混合制剂对71株AHPND型致

病菌的裂解率高达91.5%，对13株非AHPND型副

溶血性弧菌的裂解率为92.3%，均高于3株噬菌体

的单独裂解率，该结果与Stalin等 [21 ]及Quiroz-
Guzmán等 [53]结论一致。进一步说明噬菌体混用

后可提高其对细菌的识别率，扩大裂解范围。

Jun等 [28]曾将AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体

pVp-1对22株AHPND致病菌的裂解能力进行测

定，发现裂解率为90.9%，与之相比，本研究选
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图 9    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体对

过氧乙酸的耐受性

(a) P46对过氧乙酸耐受性；(b) P48对过氧乙酸耐受性；(c) VP7对
过氧乙酸耐受性

Fig. 9    Tolerance of 3 phages to peracetic acid
(a) tolerance of P46 to peracetic acid; (b) tolerance of P48 to peracetic
acid; (c) tolerance of VP7 to peracetic acid
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图 10    三株AHPND致病型副溶血性弧菌噬菌体于不同储存温度下存活的稳定性

(a) P46存活稳定性；(b) P48存活稳定性；(c) VP7存活稳定性

Fig. 10    Survival stability at different storage temperatures of 3 phages against VPAHPND

(a) survival stability of P46; (b) survival stability of P48; (c) survival stability of VP7
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取的供试AHPND致病型菌株数量更多，且3株噬

菌体混合制剂对其裂解率更高。同时本实验发

现3株噬菌体及其混合制剂对副溶血性弧菌以外

的其他种属细菌均无法识别，说明供试噬菌体

对副溶血性弧菌具有极强的专一性。因此，供

试噬菌体作为细菌防治制剂时不会破坏其他环

境微生物菌群，具有较高的生物安全性，可有

效减少因化学药物施用而对环境微生态造成的

影响，同时在噬菌体治疗及食品防控方面具有

极大的应用潜力。

通过测定3株供试噬菌体的生理特性可知，噬

菌体P46、P48和VP7均具有良好的热稳定性，3
株噬菌体在50 °C水浴1 h后存活率均在91.9%以

上；P46在60 °C处理下1 h后仍具有90%的存活

率；VP7对高温具有良好的耐受性，70 °C下2 h
后仍可存活。丁云娟等[48]所获的副溶血性弧菌噬

菌体qdvp001在70 °C下处理20 min后即失活，在

50 °C下作用40 min后存活率为81.5%。本研究同

时发现噬菌体P46、P48和VP7在无添加保护剂的

情况下，分别将其于25和30 °C下长期存放，3株
噬菌体存活率虽然降低，但其对宿主菌的识别

能力未随时间推移而减弱；3株供试噬菌体均可

于4 °C下长期存放。因此，当供试噬菌体作为生

防制剂进行生产应用时，其保存条件较易满足。

3株供试噬菌体对酸碱的耐受范围与文献报

道一致 [42，47-48]，在pH为5~10时均具有良好的持续

酸碱耐受性，其中VP7对酸碱的耐受性强于P46
与P48，且对强酸(pH为3)具有一定的耐受性。据

报道，副溶血性弧菌在pH小于6的条件下无法生

长 [48]，而本实验所获3株噬菌体可耐受的酸碱范

围均超过副溶血性弧菌所耐受的酸碱范围；同

时经过氧乙酸水产养殖通用消毒质量浓度 (6
mg/L)[41]处理后，本实验中3株供试噬菌体均可正

常生长并高效裂解宿主菌。以上表明，噬菌体

P46、P48和VP7除可适应其宿主菌的所有生长环

境外，还对消毒剂过氧乙酸具有良好的耐受

性，3株噬菌体具有作为生物防治细菌制剂与过

氧乙酸联用的潜力。该结论为其在食品、水体

消毒等方面的应用提供了理论基础。

MOI是研究噬菌体感染细菌与产出噬菌体

子代量效关系的重要依据[54]，噬菌体与宿主菌于

不同比例下进行增殖，所获得的噬菌体效价不同，

因此，为获得噬菌体的最大产出量，需要筛选

其最佳感染复数。本实验中噬菌体P46与VP7的

最佳MOI均为0.001，P48的最佳MOI为0.1，说明

3株噬菌体对宿主菌的裂解效率较高，少量噬菌

体侵染宿主菌后即可增殖获得大量子代噬菌体。

该结果为噬菌体的发酵生产奠定了基础。

目前，国内关于副溶血性弧菌噬菌体的研

究主要集中于非AHPND致病型副溶血性弧菌噬

菌体的分离及特性方面 [22，33，42-43，47-48，54]，尚未发

现针对AHPND病原菌烈性噬菌体的报道。本研

究筛选获得的3株AHPND致病型副溶血性弧菌噬

菌体，不仅丰富了AHPND致病型副溶血性弧菌

噬菌体的菌种资源，还为噬菌体与细菌作为彼

此鉴定与菌株分类的工具提供了依据，并具有

将供试噬菌体开发成为生物防治制剂的潜力。
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Isolation, identification and biological properties of 3 lytic bacterio phages
against AHPND-associated Vibrio parahaemolyticus

QIAO Huan ,     XU Xuling *,     FEI Wenbin ,     HUANG Jie ,     CHEN Hai ,     HU Yilin ,     CONG Yu
(Phagelux (Nanjing) Bio-tech Company Limited, Nanjing    210000, China)

Abstract: To isolate and identify lytic bacteriophages against AHPND-associated Vibrio parahaemolyticus and
analyze their biological properties, lytic bacteriophages were isolated from Fujian and Mexico seawater samples by
double-layer agar culture method, and one strain of V. parahaemolyticus strain associated with AHPND was used
as the host bacterial strain for phage isolation and amplification. The phages were classified and identified by
plaque shapes, restriction endonucleases, whole genome sequence, phylogenetic tree building and transmission
electron microscopic technique. The lysis range and biological properties including optimal multiplicity of
infection (MOI), thermal stability, pH stability, stability to peracetic acid and survival stability at different
temperature were determined. The results showed that 3 lytic bacteriophages against AHPND-related V.
parahaemolyticus were isolated, named P46, P48 and VP7. Their plaques were translucent circle. The plaque
diameter of P46 was 4-5 mm. The plaque diameter of P48 and VP7 were 5-6 mm. The nucleotides of 3
bacteriophages were all dsDNA. P46, P48 and VP7 all had an icosahedral head with about 60 nm diameter. Their
tails were about 18-20 nm in length and 8 nm in width. 3 phages belonged to the familiy Podoviridae. The cocktail
of P46, P48 and VP7 lysed 91.5% of AHPND-associated V. parahaemolyticus strains and non-VPAHPND 92.3%
respectively. And they all could not identify non-V. parahaemolyticus bacteria. The optimal MOI of P46, P48 and
VP7 were 0.001, 0.1 and 0.001 respectively. The optimal pH of P46 and VP7 were 6-8 and P48`s was 6-9. Three
bacteriophages were stable at 60 °C and had higher survival rate at 4 °C for 50 weeks. P46, P48 and VP7 also
tolerated peracetic acid with universal bactericidal concentration. Alignment with the sequences of the conserved
protein sequences of NCBI showed that P46, P48 and VP7 had low homology with other bacteriophages.
Bacteriophages P46, P48 and VP7 might be 3 novel Podoviridae bacteriophages. This study is the first report of
lytic Podoviridae bacteriophages against AHPND-associated V. parahaemolyticus in China. The results may enrich
the resources of bacteriophages against AHPND-associated V. parahaemolyticus and provide potential application
of phages as a biocontrol agent.

Key words: AHPND-associated Vibrio parahaemolyticus; lytic bacteriophages against AHPND-associated V.
parahaemolyticus; isolation and identification; biological property
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