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铜绿假单胞菌噬菌体 PaP4 的分离与鉴定 
张琳  乐率  卢曙光  姚新月  赵岩  王竞  谭银玲  胡福泉*  李明 

(第三军医大学基础部 微生物教研室  重庆  400038) 

 
 

摘  要: 【目的】鉴定一株新分离的铜绿假单胞菌噬菌体 PaP4 的生物学特性。【方法】

双层琼脂培养法制备 PaP4 的单个噬斑, 观察噬斑特点; 用聚乙二醇 8000 浓缩 PaP4 颗粒

后, 再用氯化铯密度梯度离心纯化; 用透射电子显微镜观察磷钨酸负染色的 PaP4 颗粒; 

提取 PaP4 基因组核酸, 通过限制性内切酶图谱分析其核酸类型; 按照感染复数(MOI)分

别为 0.000 1、0.001、0.01、0.1、1 和 10 加入噬菌体纯培养液和宿主菌, 充分裂解细菌后, 

测定噬菌体滴度; 以 MOI=10 的比例加入噬菌体及宿主菌, 进行一步生长实验, 绘制一步

生长曲线。【结果】PaP4 的噬斑直径约 3 mm−5 mm, 圆形透明边缘清晰; PaP4 噬菌体呈

多面体立体对称的头部, 直径约 50 nm, 有一个约 30 nm 的短尾; 限制性酶切实验表明

PaP4 基因组为双链 DNA; 当 MOI 为 0.001 时 PaP4 感染其宿主菌产生的子代噬菌体滴度

最高; 用一步生长曲线描绘了其生长特性。【结论】PaP4 属 dsDNA 短尾科裂解性噬菌体; 

最佳感染复数是 0.001; 由一步生长曲线得出感染宿主菌的潜伏期是 25 min, 裂解期是

20 min, 平均裂解量是 150。 

关键词: 铜绿假单胞菌噬菌体 , 裂解性噬菌体 , 短尾病毒科 , 最佳感染复数 , 一步生长

曲线 
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Isolation and identification a novel Pseudomonas  
aeruginosa phage PaP4 

ZHANG Lin  LE Shuai  LU Shu-Guang  YAO Xin-Yue  ZHAO Yan   

WANG Jing  TAN Yin-Ling  HU Fu-Quan*  LI Ming 

(Department of Microbiology, Third Military Medical University, Chongqing 400038, China) 

Abstract: [Objective] To isolate and identify a novel Pseudomonas aeruginosa phage named 
PaP4 via its biological properties. [Methods] We used the double-layer agar culture method to 
make a single plaque. Phage particles of PaP4 were purified with CsCl2 gradient centrifugation 
and the ultrastructure of PaP4 was examined by electron microscopy. We extracted the genome 
of PaP4 and identified the type of nucleic acid with restriction enzyme analysis. The host bac-
teria were infected with PaP4 at six different MOI. Three hours and thirty minutes later, the 
phage titers were determined, respectively. For one step growth experiments, phages and its 
host with an MOI of 10 were used with a 15 min adsorption. Following centrifugation, the 
pellet was washed twice and resuspended with LB broth and incubated. Samples were taken at 
15 min-intervals (up to 120 min) and immediately tittered by the double layer agar plate 
method. [Results] The plaques of PaP4 were transparent and their sizes were about 
3 mm−5 mm in diameter. PaP4 had an isometric head approximately 50 nm in diameter and a 
long tail with 30 nm in length. 0.001 MOI-infected host bacteria gave the highest phage off-
springs. One-step growth curve was determined according to the results of one-step growth 
experiments. [Conclusion] PaP4 is a virulent phage and belongs to Podoviridae. The whole 
genome can be digested by the restriction enzyme, indicating that PaP4 is a dsDNA virus. The 
optimal MOI of PaP4 is 0.001 and one-step growth experiment shows latent and burst periods 
are 25 min and 20 min, respectively, burst size is 150. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa phages, Virulent phages, Podoviridae, Optimal MOI, 
One-step growth curve 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa, PA)

为革兰氏阴性杆菌, 是目前临床上造成医院内感

染的最重要的机会致病菌之一。该菌本身对许多

抗生素天然不敏感, 并且随着抗生素的大量使

用, 铜绿假单胞菌对原本敏感的抗生素也产生了

耐药性。因此, 在临床上对铜绿假单胞菌感染的

治疗, 尤其是对多重耐药菌株感染的治疗成为非

常棘手的问题[1−3]。在此背景下, 人们把目光转向

了噬菌体的治疗潜力[4−5]。噬菌体是一类广泛存在

于自然界中的可感染细菌的病毒, 其数量庞大, 

约为细菌的 10 倍 (>1031)[6]。它于 1915 年由

Frederick W. T. 研究发现, 而 1919 年就将其作为

抗菌物质进行实验研究。之后对于噬菌体的研究

一直在继续, 研究者相继鉴定了多种细菌的不同
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噬菌体, 在噬菌体治疗方面也取得了许多显著成

绩[7−9]。然而, 噬菌体作为一种抗感染治疗手段迄

今没能在临床推广应用。究其原因, 最重要的是

我们对噬菌体这一生命现象的认识还不够, 尤其

是对扩展噬菌体宿主谱、提高噬菌体治疗制剂的

广谱性方面还缺乏有效突破口。因此, 新发现并

鉴定不同的噬菌体仍然是非常重要的工作, 这将

为噬菌体治疗的发展打下必要的基础。 

本课题组多年来一直致力于分离鉴定新的噬

菌体并对其进行深入研究, 先后报道了铜绿假单

胞菌噬菌体 PaP1、PaP2、PaP3, 以及摩氏摩根菌

噬菌体 MmP1 和大肠工程菌噬菌体 EECP[8,10−13]。

近期, 我们利用噬菌体 PaP1 的同一宿主菌 PA1, 

从医院污水中新分离出了一株铜绿假单胞菌噬

菌体, 命名为 PaP4 (Pseudomonas aerugingnosa 

phage 4), 并对其进行了一系列生物学鉴定实验。

本课题为今后对该噬菌体治疗潜力的研究奠定

了基础, 丰富了对噬菌体多样性的认识。 

1  材料与方法 

1.1  材料  
噬菌体 PaP4 为西南医院污水中的分离株, 

其宿主为 PA1。宿主菌铜绿假单胞菌 PA1 为新桥

医院检验科分离的临床分离株, 用成都生物制品

研究所提供的分群血清鉴定为第 11群, 本实验室

保存[14]。 

1.2  方法 
1.2.1  宿主菌的准备及噬菌体的分离: 将本室保

存的 PA1 从液氮中复苏, 接种于普通琼脂平板中, 

37 °C 培养过夜, 挑取单菌落 37 °C 振荡培养 6 h

至对数生长早期, 放入 4 °C 冰箱以备后续分离噬

菌体使用。方法参照文献[13]略有改动, 取西南医

院污水处理站的污水 3 L, 加入固体 CaC12 至终

浓度为 l mmol/L, 5 000×g 离心 10 min, 上清液用

0.22 μm 高压灭菌过的滤膜过滤除菌。加入液体

LB 培养基 150 mL 和 PA1 菌悬液 3 mL, 充分混

匀, 置 37 °C 培养过夜。次日将浑浊液 10 000×g

离心 10 min, 过滤除菌, 取滤液 0.3 mL 分置 2 个

试管中, 每管中加入 PA1 宿主菌悬液 0.3 mL。混

匀, 室温放置 15 min, 再加入 50 °C 左右融化的

0.6%琼脂 LB 培养基 3 mL, 充分混匀, 倾倒于普

通固体 LB 平板上, 37 °C 培养过夜, 次日观察噬

菌斑生长情况。 

挑取单个噬斑, 接种到宿主菌 PA1 中, 37 °C、

160 r/min 振荡培养 6 h 扩增噬菌体, 10 000×g 离心

10 min, 上清即为噬菌体原液。可加无菌甘油至

30%, 液氮冻存备用。采用终点滴定法确定噬菌体

滴度, 即将噬菌体原液用 LB 液体培养基(超纯水

也可)做10倍连续稀释后, 每稀释度分别取100 μL

加入到 0. 2 mL 宿主菌中。如上法计算噬菌体的滴

度(PFU/mL)=噬斑数×稀释倍数×1 000/10。 

1.2.2  噬菌体核酸的提取及鉴定: 参考萨姆布鲁

克《分子克隆实验指南》第 3 版的提取方法, 将

噬菌体接种到宿主菌悬液中, 37 °C 振荡培养至液

体完全澄清。按 5.86 g/100 mL 加入 NaCl, 混匀

溶解, 冰浴 1 h, 5 000×g 离心 15 min 去除残留的

细菌碎片, 加入 DNaseI、RNaseA 至终浓度为

l mg/L, 37 °C 温育 60 min 以降解宿主菌来源的

DNA 及 RNA。再加入固体聚乙二醇(PEG8000)

至 10% (W/V), 混匀溶解, 冰浴过夜使噬菌体沉

淀。4 °C、12 000×g 离心 10 min, 弃尽上清, 水分

完 全 晾 干 后 将 沉 淀 悬 于 2.5 mL TM 溶 液

(0.05 mol/L Tris-HCI, pH 7.5, 0.2% MgSO4·7H2O)
中。加入等体积氯仿, 振荡混匀, 5 000×g 离心

10 min, 小心吸取上层液体, 重复一次即得到噬

菌体悬液。在其中加入 DNase I 和 RNase A, 37 °C

水浴 1 h, 进一步降解宿主菌的 DNA 和 RNA。加

入 EDTA (pH 8.0)至 20 nmol/L 并加入 SDS 至终浓

度为 0.5%, 蛋白酶 K 至 5 mg/L, 充分混匀, 56 °C

水浴 1 h, 释放出核酸同时也降解残留的 DNase I。
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加入等体积的平衡酚(pH 8.0)抽提, 离心收集上

层水相; 用等体积氯仿再抽提一次, 收集水相; 

乙醇法沉淀核酸; 然后用 TE 混悬沉淀, −20 °C 保

存备用。 

1.2.3  噬菌体电镜观察: 取步骤 1.2.2 中所得噬

菌体粗颗粒悬液作为样本, 用 CsCl2 梯度离心纯

化。取样本 20 μL 滴于铜网上, 待其自然沉淀

15 min, 用滤纸从侧面吸取多余液体, 加 1 滴 2%

磷钨酸于铜网上, 染色 5 min, 干燥后电镜观察。 

1.2.4  最 佳 感 染 复 数 的 测 定 : 感 染 复 数

(Multiplicity of infection, MOI)是指初始感染时加

入噬菌体的总数与宿主菌总数的比值, 也称为感

染倍数。参照 Lu 等的方法, 略有改动[15]。将宿主

菌 PA1 加 LB 液体培养基 37 °C 培养至对数前期, 

用分光光度计(Bio-Rad)测定此时的 OD600≈0.2, 

相当于 1×108 CFU/mL。按照感染复数分别为

0.000 1、0.001、0.01、0.1、1 和 10 的 6 种不同

比例, 加入噬菌体纯培养液和宿主菌, 再加入 LB

液体培养基使各管总体积相同, 做好标记。在

37 °C 摇床中 160 r/min 培养 3.5 h, 再 10 000×g 离

心 10 min, 收集上清测定噬菌体滴度。各点均作

双份复管培养取平均值, 同时以不加噬菌体的宿

主菌 PA1 和不加宿主菌的噬菌体 PaP4 作为对照, 

以产生最高噬菌体滴度的 MOI 为最佳感染复数。 

1.2.5  一步生长曲线的绘制: 一步生长曲线可以

反映噬菌体从吸附到宿主菌裂解释放子代噬菌体

这样一个完整的增殖周期。参照 Lu 等的方法[15], 

加入噬菌体及宿主菌使 MOI=10, 37 °C 温育

15 min 后 13 000×g 离心 30 s, 弃上清, 用 LB 洗

涤 2 次, 悬浮于 5 mL LB 中, 迅速置于 37 °C 大振

幅摇床中培养(160 r/min), 开始计时, 于 0 时刻和

每隔 10 min 取样 30 μL, 共 2 h。13 000×g 离心

30 s, 取上清测定噬菌体滴度, 各时间点均做双

份复管取平均值, 同时以不加噬菌体的宿主菌

PA1 和不加宿主菌的噬菌体 PaP4 作为对照, 实验

重复 3 次。根据统计数据, 以感染的时间为横坐

标, 感染体系中噬菌体滴度为纵坐标, 绘图。得

出 PaP4 的潜伏期、爆发期和爆发量 3 个参量。 

2  结果 

2.1  噬菌体的噬斑特征  
将经过处理后的污水与铜绿假单胞菌 PA1 共

同培养后, 获得噬菌体 PaP4。可见噬菌体 PaP4

形成的噬斑明显, 直径约 3 mm−5 mm, 圆形透

明, 边界清晰, 呈现出裂解性噬菌体的噬斑特征

(图 1A)。并且噬菌体的液体培养过程中, 噬菌体 
 

 
图 1  噬菌体 PaP4 的电镜照片和噬斑形态 

Fig. 1  Plaques and electron microscopy photograph of phage PaP4 
注: 白色箭头所指为 PaP4 的短尾. 
Note: The white arrows point at the short tail of PaP4. 
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可以完全裂解澄清宿主菌液。以上证据可初步判

断噬菌体 PaP4 为裂解性噬菌体。 

2.2  噬菌体电镜观察  
将 CsCl2 梯度离心后得到的纯化 PaP4 颗粒, 

用透射电镜观察其形态, 结果如图 1B 所示。由电

镜照片可见, 噬菌体 PaP4 呈现出 1 个多面体立体

对称的头部, 直径约为 50 nm, 以及一个长约

30 nm 的短尾, 因此我们可以通过形态学将其归

类为短尾科噬菌体[16]。 

2.3  PaP4 核酸类型的鉴定  
从图 2 可看出, PaP4 基因组核酸可被限制性

内切酶 BamHⅠ、DraⅠ及 NdeⅠ酶切, 而这 3

种酶均为双链 DNA 内切酶, 表明该基因组为双

链 DNA。基因组被 DraⅠ酶切后产生 2 个可见

条带, 从它们的大小分析判断 PaP4 基因组约有

40 kb。 

2.4  最佳感染复数  
按照表 1 加入噬菌体和宿主菌, 在培养后待

宿主菌被充分裂解, 测定各管中的噬菌体滴度, 

根据实验结果统计, 当 MOI=0.001 时, 噬菌体

PaP4 感染其宿主菌 PA1 产生的子代噬菌体滴度

为 6.4×1010 PFU/mL, 在 6 个感染复数中, 该感染

率是最高的。因此, PaP4 感染其宿主菌 PA1 的最

佳感染复数为 0.001。 

 
图 2  噬菌体 PaP4 全基因组酶切图谱 
Fig. 2  Restriction enzyme digestion maps of PaP4 ge-
nomic DNA 
注 : 1: PaP4 全基因组 ; 2: PaP4 DNA/BamH I; 3: PaP4 

DNA/Dra I; 4: PaP4 DNA/Nde I; M: DNA 标记. 
Note: 1: PaP4 genome; 2: PaP4 DNA/BamH I; 3: PaP4 
DNA/Dra I; 4: PaP4 DNA/Nde I; M: DNA ladder. 
 
2.5  一步生长曲线的绘制  

一步生长曲线分为潜伏期、裂解期和平稳期

3 个阶段。潜伏期指噬菌体的核酸侵入宿主细胞

以后至第一个成熟子代噬菌体装配前的一段时

间。其值等于从噬菌体吸附细菌开始, 到培养体

系中噬菌体滴度第一次大量急速上升之间的时

间。潜伏期后的宿主细胞迅速裂解，溶液中噬菌

体急速增加的一个阶段, 即是噬菌体的裂解期, 

也称上升期。裂解也称爆发量, 是指每个受染细

胞所产生的子代噬菌体的平均数目, 其值等于培

养体系中噬菌体滴度急速上升末期的噬菌体滴

度与被感染细菌的初始浓度之比。在噬菌体 PaP4

的一步生长曲线图中(图 3), 可以清晰地看出其 
 

 
表 1  噬菌体 PaP4 最佳感染复数的测定 

Table 1  Determination of optimal multiplicity of infection (MOI) 
管号 

Tube No. 
细菌数 

Number of bacteria 
噬菌体数 

Number of bacteriophages
感染复数 

MOI 
3.5 h 后滴度 

Titer at 3.5 h (PFU/mL) 
1 1×108 1×109 1×101 1.1×1010 

2 1×108 1×108 1×100 1.8×1010 

3 1×108 1×107 1×10−1 3.3×1010 

4 1×108 1×106 1×10−2 3.4×1010 

5 1×108 1×105 1×10−3 6.4×1010 

6 1×108 1×104 1×10−4 5.1×1010 

 



614 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.4 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
图 3  噬菌体 PaP4 一步生长曲线 
Fig. 3  One-step growth curve of PaP4 
 
感染宿主菌 PA1 的潜伏期约为 25 min, 裂解期约

为 20 min。根据裂解量计算公式: 裂解量=爆发末

期噬菌体滴度÷感染初期宿主菌浓度 , 即得出

PaP4 感染宿主菌 PA1 的裂解量为 150。 

3  讨论 

噬菌体可分为两类, 即毒性噬菌体和温和噬

菌体。如果是毒性噬菌体(即裂解性噬菌体), 则发

生增殖性或裂解性感染。噬菌体增殖, 最终导致

宿主菌的裂解, 因此在固体培养基上可见清晰透

亮的溶菌空斑, 即透明噬斑。而温和噬菌体(即溶

源性噬菌体)则可将其基因组整合到宿主菌染色

体中, 在固体培养基上形成浑浊半透明的噬斑。

所以通常根据噬菌体感染宿主菌后在固体培养

基上形成噬斑的特点即可初步判断噬菌体的类

型。铜绿假单胞菌噬菌体 PaP4 感染宿主菌 PA1

后形成的噬斑呈圆形透明, 表现出裂解性噬菌体

的噬斑特性。以 PA1 为宿主菌的噬菌体 PaP1 也

表现出裂解性噬菌体的噬斑特性, 而噬菌体 PaP2

和 PaP3 分别感染其宿主 PA2 和 PA3 后, 表现出

溶源性噬菌体的特性[10−12]。对于噬菌体治疗来说, 

通常都选取毒性噬菌体, 即感染宿主菌后可以导

致其宿主菌的完全裂解, 这样的噬菌体在抗感染

治疗中将更有前景。 

国际病毒分类学组织(ICTV)一般通过病毒的

形态(有无尾部等)及核酸类型(dsDNA, ssDNA, 

dsRNA, ssRNA)对新分离的噬菌体进行分类。其

中有尾(包括长尾科、短尾科和肌尾科)且为双链

DNA 的假单胞菌属噬菌体占总数的绝大部分

(>97%)[17]。通过电镜观察及全基因组酶切, 我们

判断 PaP4 即为短尾科 dsDNA 噬菌体。而 PaP1

为肌尾科 dsDNA 噬体; PaP2 及 PaP3 均为短尾科

dsDNA 噬菌体[10−11,18]。将噬菌体确定到科后, 属

的确定还需要其全基因组的序列比对以及蛋白

功能相似性分析才能进行最终确定[19]。 

通常, 在分离纯化噬菌体颗粒, 提取噬菌体

基因组, 噬菌体抗体呈现技术等研究中, 常常需

要得到高产量的子代噬菌体纯培养物。而感染复

数就是为研究病毒感染与产出之间量效关系而

提出的一个重要生物学指标。本实验测得噬菌体

PaP4 对其宿主菌 PA1 的最佳感染复数为 0.001, 
即 1 000 个细菌用 1 个噬菌体感染即可获得最佳

的产量。说明在少量噬菌体存在的情况下, 他们

就能迅速裂解宿主菌并获得自身的增殖。而噬菌

体 PaP1、PaP2、PaP3 的最佳感染复数分别为 0.01、

10、0.001[10−12], 说明他们达到最佳产量时的细菌

和噬菌体的比例存在差异。 
噬菌体为非细胞型微生物, 它从吸附宿主菌

到子代噬菌体的释放是一个爆发的过程, 表现为

“一步生长”的特点。噬菌体感染宿主菌的潜伏期

和爆发期的长短以及爆发量的多少与噬菌体、宿

主菌及环境条件都有关, 因此, 每种噬菌体都有

其独特的一步生长曲线。PaP1 感染宿主菌 PA1

的潜伏时间约为 20 min, 爆发时间约为 40 min, 

爆发量为 65; PaP2 感染 PA2 的 3 个值为 75 min, 

90 min, 34; 而 PaP3 感染 PA3 的 3 个值为 20 min, 

60 min, 31[10−12]。因此, 相比较而言, PaP4 的潜伏

时间, 爆发时间较短, 而爆发量较大。就噬菌体

治疗的临床应用前景而言, 潜伏时间和爆发时间

短的噬菌体是研究的首选。例如铜绿假单胞菌噬
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菌体 phiKMV 的潜伏时间和爆发时间分别是: 

12−13 min, 3−8 min[20]。 

目前, 对于噬菌体的治疗来说, 已经取得了

许多显著的成绩, 例如在实验动物身上, 噬菌体

治疗细菌感染实验已获得成功并且未发现有任

何副作用, 并且也有噬菌体治疗进入Ⅰ期临床实

验的成功报道[21−23]。因此噬菌体治疗的前景有目

共睹, 但同时我们也认识到还有一段漫长的路要

走。例如噬菌体对宿主菌寄生有高度特异性, 如

何寻找到广谱噬菌体, 或者如何对已有的噬菌体

进行结构或功能方面的改造以扩展其宿主谱, 都

是我们亟待解决的问题。本文完成了对铜绿假单

胞菌噬菌体 PaP4 的分离与鉴定, 并将其生物学

特性与同样为铜绿假单胞菌噬菌体的 PaP1、

PaP2、PaP3 进行比较。更进一步加深了我们对这

4 个噬菌体基本特性的理解, 增加了对噬菌体多

样性的认识, 同时为以后噬菌体治疗的研究奠定

了基础。 
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科技信息摘录 

科学家研究血清素获重大突破 

美国《科学》杂志将于 3 月 21 日同期在线发表两篇相关论文，介绍中科院上海药物研究所徐华强课题组、蒋华良课题

组、美国 Scripps 研究所 Ray Stevens 课题组、北卡罗那大学 Bryan Roth 课题组关于五羟色胺（血清素）的联合研究成果。  
五羟色胺是人体重要的一种神经递质与激素，在中枢神经系统中控制着认知、学习、感情、情绪等脑神经活动; 在外

周神经系统中，五羟色胺控制着生殖、代谢、血管收缩、骨骼发育等生理功能。因此，五羟色胺系统一直是药物研究与开发

的热点，作用于该系统的药物广泛用于抗精神分裂症、偏头痛、抗呕吐及肥胖症等疾病。然而，五羟色胺功能复杂，亚型繁

多，临床用的五羟色胺调节剂特异性和选择性差，常引起毒性副作用。由于五羟色胺受体是膜蛋白，柔性较大，蛋白质表达、

提纯与结晶难度极高。而五羟色胺受体结构的长期匮乏，阻碍了五羟色胺受体的生物学理解及其药物研发。  
徐华强课题组长期以来坚持 GPCR (G 蛋白偶联受体)结构与功能关系的研究，于 2012 年初与合作者同时攻克了五羟色

胺受体 1B 及 2B 两个亚型的激动剂复合物的晶体结构。  
徐华强等还与蒋华良课题组合作，利用计算生物学手段，对五羟色胺受体系统的配体识别机制进行系统的研究归纳，

深入阐述了五羟色胺受体-配体结合的分子机制。在结构测定的基础上，他们又与美国北卡罗来那大学 Bryan Roth 合作，利

用点突变及下游信号传导的分析，揭示了五羟色胺受体亚型的信号传导特异性。  
该研究项目得到了科技部、基金委、新药重大专项、中科院、美国 Van Andel 研究所及中国安利的资助。徐华强研究员

和 Ray Stevens 研究员分别是中科院上海药物所的“千人计划”与外专“千人计划” 翀专家。两篇文章的第一作者分别是王 、蒋

轶、马金鸣及 Daniel Wacker。其中来自于上海药物所的蒋轶自 2010 年致力于五羟色胺受体 1B 的研究工作，发展了 GPCR
受体的表达、提纯及结晶方法。 

《科学》杂志审稿人对此研究给予高度评价，称其为“五羟色胺研究领域的里程碑”，并将这两项成果作为两篇论文同

时发表。徐华强认为，这些研究将对五羟色胺系统的生物学发展及药物研究产生深刻影响，特别是对如何增强五羟色胺配体

的特异性，降低其副作用有重要意义。 
 

——摘自《中国生物技术信息网》 2013/3/26   
http://www.biotech.org.cn/information/105922   

 


