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耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的分离鉴定和生物学特性研究
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　　［摘要］　目的　分离出 １株裂解碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＣＲＫＰ）的噬菌体，研究其生物学特性和全基因组信息。方法　采用双层琼脂平板法从西部
战区总医院污水中分离纯化噬菌体，通过透射电镜观察噬菌体的形态，测定噬菌体的生物学特性和体外

抑菌活性，进行全基因组测序并分析其结构特征，系统发育进化树和比较基因组分析其进化关系。

结果　分离出１株烈性噬菌体，命名为ｖＢ＿ＫｐｎＰ１，形成的噬菌斑为２～３ｍｍ透明的圆形，周围有明显的
晕环；电镜下发现该噬菌体的头部大小约６８．２ｎｍ×６４．３ｎｍ，尾部长约１１ｎｍ，其头部为正二十面体，有
１条不可收缩的短尾，属于有尾噬菌体目，自复制短尾噬菌体科；其最佳感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为０．０００１，潜伏期为１０ｍｉｎ，裂解期为３０ｍｉｎ，爆发量为２６ＰＦＵ／ｃｅｌｌ；１０ｍｉｎ吸附率约
为８０％；该噬菌体对氯仿不敏感，在温度为１０～５０℃、ｐＨ值为４～１２条件下较稳定；其对碳青霉烯类耐
药肺炎克雷伯菌裂解率为 ５４．５５％（１２／２２）；体外抑菌实验表明其可抑制宿主菌的生长。噬菌体
ｖＢ＿ＫｐｎＰ１为双链 ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ），基因组全长为 ４０３５２ｂｐ，ＧＣ含量为 ５３．０９％，含有 ５０个编码序列
（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）。结论　成功分离出１株具有治疗碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌感染潜力的
毒性噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１。
　　［关键词］　噬菌体；碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌；生物学特性；基因组分析
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　　肺炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）是一种广泛
存在于环境中的非运动、有荚膜的革兰阴性杆菌［１］。

其能够定植于健康人胃肠道、呼吸道及皮肤上，引起尿

路感染、呼吸道感染、软组织感染等，严重时可导致患

者死亡［２］。随着抗生素的广泛使用和滥用，包括碳青

霉烯类耐药肺炎克雷伯菌 （ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＣＲＫＰ）在内的细菌耐药问题日
趋严重［３］。由于新型抗生素的开发停滞不前，研发新

型抗菌制剂已成为亟待解决的重大公共卫生问题。

　　噬菌体分为温和及毒性噬菌体两类，其中毒性噬
菌体能在宿主菌内增殖并释放子代噬菌体，从而导致

宿主菌死亡［４］。１９１９年，ｄ’Ｈéｒｅｌｌｅ用噬菌体制剂成
功治疗了４例细菌性痢疾患者，首次证实噬菌体制剂
具有临床应用价值［５］。既往研究发现，噬菌体在杀灭

细菌方面具有较多优点，如大多数噬菌体具有高度特

异性和低自然毒性等［６］。虽然噬菌体的高度特异性

可降低治疗中不良反应的风险，但由于宿主谱较窄，因

而需要不断地筛选噬菌体。一项研究发现，裂解性噬

菌体ｖＢ＿ｋｐｎＭ＿１７１１不仅可以在体外抑制 ＣＲＫＰ的
生长，而且可以在体内降低小鼠腹腔中ＣＲＫＰ的含量，
从而提高脓毒症小鼠的存活率［７］。这与 ＣＡＯ等［８］、

ＧＥＮＧ等［９］的研究一致，为噬菌体疗法在体外和体内

的应用提供了更多依据。随着研究的不断深入，还发

现噬菌体疗法具有可通过口服和局部等多种途径给

药，在体内和抗生素具有协同效应等特点［１０－１２］。同

时，噬菌体疗法在临床研究中也显示出了良好的应用

前景。ＢＡＯ等［１３］报道了因泛耐药肺炎克雷伯菌而发

生复发性尿路感染（ｕｒｉｎａｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＵＴＩ）的 ６３
岁女性患者病例，磺胺甲唑甲氧苄啶与噬菌体的
联合使用抑制了噬菌体抗性突变体的出现，最终成功

治愈了患者的 ＵＴＩ。但目前噬菌体疗法的研究仍不

足，缺乏可供临床应用和推广的大样本噬菌体库和大

样本的临床研究证据。因此，深入研究噬菌体疗法对

耐药菌感染的防治具有重要意义。

　　本研究拟以分离自西部战区总医院重症医学科患
者的ＣＲＫＰ１作为宿主菌，从西部战区总医院未处理的
污水中分离出噬菌体，并研究其生物学特性和全基因

组信息，以期为噬菌体制剂的开发和 ＣＲＫＰ感染患者
的治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　菌株和样品
　　２３株碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ１２３）、
１株大肠埃希菌（Ｅｃｏ０１）、１株沙雷氏菌（Ｓｅｒｒａｔｉａ０１）、
１株阴沟肠杆菌（Ｅｃｌ０１）、１株产气肠杆菌（Ｅａｅ０１）共
２７株，均由西部战区总医院检验科提供，并通过
ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ系统鉴定，根据临床和实验室标准协
会药敏试验执行标准（ＣＬＳＩ２０１８）测定抗生素最小抑
菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。其中
宿主菌ＣＲＫＰ１对替卡西林／克拉维酸、哌拉西拉／他唑
巴坦、头孢哌酮／舒巴坦、头孢他啶、头孢吡肟、氨曲南、
亚胺培南、美罗培南、阿米卡星、妥布霉素、环丙沙星、

左旋氧氟沙星、多西环素、米诺环素、替加环素耐药，对

多粘菌素Ｂ和复方新诺明敏感。污水样品采自西部
战区总医院污水处理站。

１．２　主要试剂及仪器
　　ＳＭ缓冲液、ＰＥＧ８０００、蛋白胨、琼脂粉、氯化钠等
试剂购自北京索莱宝科技有限公司；固体、半固体、ＬＢ
液体培养基等以标准方法配制。液体 ＬＢ培养基的配
制：酵母提取物 ０．５ｇ，胰蛋白胨 １ｇ，氯化钠 １ｇ，
ｄｄＨ２Ｏ１００ｍＬ；半固体ＬＢ培养基的配制：每升液体培
养基加７ｇ的琼脂粉；固体 ＬＢ培养基的配制：每升液
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体培养基加１５ｇ的琼脂粉。
　　生化培养箱 Ｂｌｕｅｐａｒｄ购自上海一恒科学仪器有
限公司；恒温金属浴ＬＥＧＥＮＤＭｉｃｒｏ２１Ｒ购自杭州博日
科技有限公司；高通量生长曲线分析仪 ＳＰＥＣＴＲＯｓｔａｒ
Ｎａｎｏ购自德国ＢＭＧＬａｂｔｅｃｈ公司。
１．３　噬菌体的分离纯化及效价的测定
　　将５０ｍＬ未处理的污水与２×ＬＢ培养基等体积混
合，然后接种于２００μＬ对数生长期的宿主菌 ＣＲＫＰ１，
混匀后置于摇床（３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ）过夜培养。将培
养液离心（４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）后，取上清用
０．２２μｍ的滤器过滤，滤液为噬菌体原液，４℃保存。
采用双层琼脂平板法［１４］纯化噬菌体，用枪头扎单个噬

菌斑与含宿主菌的ＬＢ培养基在摇床（３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ）
过夜培养，离心后过滤上清液，滤液倍比稀释后用双层

琼脂平板法分离，上述步骤重复５次，直到平板上出现
形状大小均一的噬菌斑，即为纯化的噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１。
　　噬菌体效价测定：将１００μＬ纯化的噬菌体液倍比
稀释后使用双层琼脂平板法测噬菌体效价，选择噬菌

斑在３０～３００个的平板，噬菌体的滴度（ＰＦＵ／ｍＬ）＝噬
菌斑数×稀释倍数×１０。
１．４　噬菌体的浓缩及透射电镜观察
　　采用ＮａＣＬＰＥＧ８０００进行噬菌体颗粒的浓缩［１５］，

将２０μＬ浓缩后噬菌体液（１×１０１１ＰＦＵ／ｍＬ）滴在碳涂
层铜网上孵育２ｍｉｎ，取１０μＬ２％磷钨酸负染９０ｓ，用
滤纸吸取多余的染料，然后用透射电镜在８０ｋＶ下观
察噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的形态。
１．５　噬菌体的裂解谱测定
　　噬菌体裂解谱通过斑点实验（ｓｐｏｔｔｅｓｔａｓｓａｙ）［１６］

和双层平板法进行。斑点实验：将２００μＬ对数生长期
的待测菌液与 ５ｍＬ半固体 ＬＢ混匀后倒入固体 ＬＢ
上，将５μＬ纯化后的噬菌体液（１０８ＰＦＵ／ｍＬ）滴在双
层琼脂培养基的中心，待吸收后倒置，３７℃过夜培养。
双层琼脂平板法：将噬菌体液梯度稀释（１０倍稀释），
将稀释成不同浓度的噬菌体液分别与２７株细菌混合
后用双层琼脂平板法检测 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１能否裂解细菌，
可同时获得 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１对细菌的裂解能力即成斑率
（ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｌａｔｉｎｇ，ＥＯＰ），将ｖＢ＿ＫｐｎＰ１与宿主菌形
成的噬菌斑的数量作为标准，测定并计算出测试菌株与

ｖＢ＿ＫｐｎＰ１形成的噬菌斑数量，两者相比即为ＥＯＰ［１７］。
１．６　噬菌体的氯仿稳定性
　　将１ｍＬ纯化的噬菌体液（１×１０８ＰＦＵ／ｍＬ）分别与
２０、２００μＬ氯仿均匀混合，振荡 ３０ｓ后于 ３７℃静置
１ｈ。离心（４℃，５０００×ｇ，５ｍｉｎ）后取出 １０μＬ上清
液，梯度稀释后测效价。实验重复３次，用等量的ＳＭ
缓冲液作阴性对照组。

１．７　噬菌体的温度和ｐＨ稳定性
　　参照张洋等［１８］描述的方法，将１ｍＬ纯化后的噬
菌体液（１×１０８ＰＦＵ／ｍＬ），在不同温度（１０、２０、３０、４０、
５０、６０、７０℃）下分别孵育２０、４０、６０ｍｉｎ后取样，然后立
即用双层琼脂平板法测效价，实验重复３次，取平均数。
　　用盐酸和ＮａＯＨ溶液将ＳＭ缓冲液调到不同的ｐＨ
值（１～１３），用０．２２μｍ的滤器过滤除菌，将１００μＬ纯化
后的噬菌体液（１×１０８ＰＦＵ／ｍＬ）与９００μＬ不同 ｐＨ值
（１～１３）的ＳＭ缓冲液混合后３７℃恒温孵育２ｈ，用双
层琼脂平板法测效价，实验重复３次，取平均值。
１．８　噬菌体的最佳感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ＭＯＩ）
　　参照ＰＵ等［１９］描述的方法，将１００μＬ培养至对数
生长期的ＣＲＫＰ１的连续梯度稀释液与等体积的不同
效价的噬菌体液按表２的比例混合后，将２００μＬ不同
ＭＯＩ混合物加入１ｍＬ新鲜ＬＢ培养基中，摇床（３７℃，
２２０ｒ／ｍｉｎ）中培养 ３～５ｈ，离心（４℃，１００００×ｇ，
１０ｍｉｎ），０．２２μｍ的滤器过滤后，用双层琼脂平板法
测定噬菌体效价，最高滴度为噬菌体的最佳 ＭＯＩ。实
验重复３次，取平均值。
１．９　噬菌体的一步生长曲线
　　参照石云龙［２０］描述的方法，将噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１
与宿主菌ＣＲＫＰ１以最佳感染复数（ＭＯＩ＝０．０００１）的
比例混合后加入５ｍＬ液体ＬＢ培养基中，３７℃下孵育
１５ｍｉｎ，离心（４℃，１３０００×ｇ，３０ｓ）后弃上清，沉淀用
液体ＬＢ重悬２次，将重悬后的混合物加入３７℃预热
的５ｍＬ液体ＬＢ培养基中，在３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇床上
震荡培养１２０ｍｉｎ。每１０分钟取样１次，共取样１３次，
双层平板法测定其滴度。实验重复３次，取平均值。爆
发量＝爆发末期噬菌体滴度／感染初期宿主菌浓度［２１］。

１．１０　噬菌体的吸附实验
　　将噬菌体液（１×１０６ＰＦＵ／ｍＬ）与宿主菌（１×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ）以ＭＯＩ＝０．０１比例混合，然后在３７℃孵
育，分别于 ０、２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０ｍｉｎ取
１００μＬ混合液与９００μＬＳＭ缓冲液混匀后，立即离心
（４℃，１３０００×ｇ，１ｍｉｎ），用双层平板法测游离噬菌体
效价，噬菌体的吸附率为每个时间点吸附的噬菌体效

价相对于总噬菌体效价的百分比［２２］。实验重复３次，取
平均值。

１．１１　噬菌体的体外溶菌活性测定
　　将宿主菌培养至对数生长期，噬菌体液用 ＳＭ缓
冲液倍比稀释，将噬菌体与细菌各取 １００μＬ分别按
ＭＯＩ为１０、１、０．１、０．０１的比例混合，加入９６孔板中；
阴性对照组为１００μＬＳＭ缓冲液加１００μＬＬＢ液体培
养基；阳性对照组为１００μＬ菌悬液加１００μＬＬＢ液体
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培养基。加样完成后，将９６孔板放入全自动生长曲线
分析仪中，３７℃孵育２４ｈ，每隔１０ｍｉｎ测定光密度值
［Ｄ（６００）］。实验重复３次，取平均值。
１．１２　噬菌体的全基因组测序及生物信息学分析
　　采用平衡酚氯仿异戊醇法进行ＤＮＡ提取［２３］，并

通过１％的琼脂糖凝胶电泳检测基因组的完整性。
ＤＮＡ样品送至成都生命基线科技有限公司进行二代
测序和全基因组测序分析。

　　使用 ＲＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｒａｓｔ．ｎｍｐｄｒ．ｏｒｇ／）对噬菌体全
基因组进行注释，使用在线 ＢＬＡＳＴ工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）进行比对分析，预测基因组
功能。使用在线抗生素耐药基因和毒力因子库

（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｒｅｓ Ｆｉｎｄｅｒ／和
ｈｔｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＶｉｒｕｌｅｎｃｅＦｉｎｄｅｒ／）筛
选假定的抗生素耐药基因和毒力因子。用ｔＲＮＡｓｃａｎ
ＳＥｖ．２．０软件 （ｈｔｔｐ：／／ｌｏｗｅｌａｂ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／ｔＲＮＡｓｃａｎ
ＳＥ／）识别 ｔＲＮＡ编码序列，使用 ＣＧＶｉｅｗＳｅｒｖｅｒ软件
（ｈｔｔｐ：／／ｃｇｖｉｅｗ．ｃａ／）绘制全基因组图谱。采用 ＭＥＧＡ
１１．０软件，用最大似然法构建全基因组、末端酶大亚
基和ＤＮＡ聚合酶基因的系统发育进化树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检
验１０００次。采用Ｅａｓｙｆｉｇ２．２．３软件进行比较基因分析。
１．１３　数据及图像处理
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行制图及数据分
析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示。使用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件进行
添加标尺等图像处理。

２　结果

２．１　噬菌体的分离及透射电镜观察
　　成功从西部战区总医院污水中分离出１株 ＣＲＫＰ
噬菌体，噬菌斑为２～３ｍｍ透亮的圆形，周围有６～８ｍｍ

半透明的晕环（图１Ａ），随着时间的延长，晕环逐渐增
大。电镜下发现该噬菌体的头部为正二十面体，大小

约６８．２ｎｍ×６４．３ｎｍ，有１条不可收缩的短尾，尾部长
约１１ｎｍ（图１Ｂ）。通过透射电镜观察和全基因组测
序分析，该噬菌体属于有尾噬菌体目，自复制短尾噬菌

体科（Ａｕｔｏｇｒａｐｈｉｖｉｒｉｄａｅ）。按照国际病毒分类委员会
（ＴｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎＴａｘｏｎｏｍｙｏｆＶｉｒｕｓｅｓ，
ＩＣＴＶ）分类与命名原则，将噬菌体命名为ｖＢ＿ＫｐｎＰ１。
２．２　噬菌体的裂解谱测定
　　如表１所示，通过斑点实验和双层平板法测定噬
菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的宿主谱，斑点实验提示噬菌体对碳
青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌裂解率为５９．０９％（１３／２２），
双侧琼脂平板法提示噬菌体对碳青霉烯类耐药肺炎克

雷伯菌裂解率为 ５４．５５％（１２／２２）；在 １２株可以被噬
菌体感染的肺炎克雷伯菌中，９株具有高效的成斑率，
２株具有中效的成斑率，１株为低效成斑率。以上实验
结果表明，斑点实验得到的宿主谱要广于双层琼脂平

板法。ｖＢ＿ＫｐｎＰ１不能裂解大肠埃希菌、沙雷氏菌、阴
沟肠杆菌、产气肠杆菌。

!
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Ａ：噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的噬菌斑；Ｂ：噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的电镜图

图１　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的形态鉴定

表１　噬菌体裂解谱的测定结果
菌株名称 斑点实验 成斑率 菌株名称 斑点实验 成斑率

ＣＲＫＰ０２ ＋ １．２４ ＣＲＫＰ１５  Ｎ
ＣＲＫＰ０３ ＋ ０．９２５ ＣＲＫＰ１６ ＋ ０．８４
ＣＲＫＰ０４ ＋ ０．７１５ ＣＲＫＰ１７ ＋ ０．７９５
ＣＲＫＰ０５ － Ｎ ＣＲＫＰ１８ － Ｎ
ＣＲＫＰ０６ － Ｎ ＣＲＫＰ１９ ＋ ０．５３
ＣＲＫＰ０７ － Ｎ ＣＲＫＰ２０ － Ｎ
ＣＲＫＰ０８ ＋ ０．４５ ＣＲＫＰ２１ ＋ ０．２９
ＣＲＫＰ０９ ＋ Ｎ ＣＲＫＰ２２ ＋ １．０８５
ＣＲＫＰ１０ － Ｎ ＣＲＫＰ２３ ＋ １．５０５
ＣＲＫＰ１１ － Ｎ Ｅｃｏ０１ － Ｎ
ＣＲＫＰ１２ － Ｎ Ｓｅｒｒａｔｉａ０１ － Ｎ
ＣＲＫＰ１３ ＋ ０．０５ Ｅｃｌ０１ － Ｎ
ＣＲＫＰ１４ ＋ ０．５ Ｅａｅ０１ － Ｎ

＋：裂解；－：没有裂解；Ｎ：没有噬菌斑形成；噬菌体成斑率分为高效（ＥＯＰ≥０．５）、中效（０．１≤ＥＯＰ＜０．５）、低效（０．００１＜ＥＯＰ＜
０．１）和无效（ＥＯＰ≤０．００１）

３３０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）



２．３　噬菌体的氯仿稳定性
　　噬菌体效价经 ２０、２００μＬ的氯仿作用后由 ９．９×
１０７ＰＦＵ／ｍＬ分别变为９．７５×１０７、９．５×１０７ＰＦＵ／ｍＬ，表
明该噬菌体对氯仿不敏感，推测其无囊膜。

２．４　噬菌体的温度和ｐＨ稳定性
　　如图２Ａ所示，噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１在１０～５０℃有
较高的活性，在６０℃时作用１ｈ，噬菌体完全失活，在
７０℃时作用４０ｍｉｎ，噬菌体也完全失活。
　　如图２Ｂ所示，噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１在 ｐＨ值为 ４～
１２时活性变化不大，其效价基本稳定，在强酸或强碱
环境中（ｐＨ值为１～３或１３）被灭活，其结果表明该噬
菌体对酸碱有一定的耐受性，但不耐强酸强碱。
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图２　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的温度和酸碱度稳定性

２．５　噬菌体的最佳感染复数
　　如表２所示，当感染复数为０．０００１时，噬菌体ｖＢ
＿ＫｐｎＰ１效价最高，为６．５３×１０８ＰＦＵ／ｍＬ，表明该噬菌
体的最佳感染复数为０．０００１。
２．６　噬菌体的一步生长曲线
　　由图３可知，噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的潜伏期为１０ｍｉｎ，
在此期间，噬菌体的效价非常缓慢地升高，在感染后

１０～４０ｍｉｎ，噬菌体效价明显上升，此后较稳定，表示
裂解期为 ３０ｍｉｎ，裂解末期该噬菌体的滴度为 ２．１×
１０８ＰＦＵ／ｍＬ。根据爆发量的计算公式，计算如下：２．１×
１０８÷（８×１０６）＝２６ＰＦＵ／ｃｅｌｌ。

表２　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１最佳感染复数的测定

组号
细菌数

／ＣＦＵ·ｍＬ－１
噬菌体数

／ＰＦＵ·ｍＬ－１
感染复数

ｖＢ＿ＫｐｎＰ１滴度
／ＰＦＵ·ｍＬ－１

１ １×１０７ １×１０９ １００ ２．１０×１０７

２ １×１０８ １×１０９ １０ ２．４７×１０７

３ １×１０８ １×１０８ １ ４．８０×１０７

４ １×１０８ １×１０７ ０．１ １．３７×１０８

５ １×１０８ １×１０６ ０．０１ ３．７３×１０８

６ １×１０８ １×１０５ ０．００１ ３．６３×１０８

７ １×１０８ １×１０４ ０．０００１ ６．５３×１０８

８ １×１０８ １×１０３ ０．００００１ ３．１０×１０８
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图３　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的一步生长曲线

２．７　噬菌体吸附曲线试验
　　如图４所示，当噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１和宿主菌混合
孵育 ４ｍｉｎ就有 ６０％左右的噬菌体吸附到宿主上，
１０ｍｉｎ时就有８０％左右的噬菌体吸附到宿主菌中，然
后趋于稳定。
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图４　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的吸附曲线

２．８　噬菌体体外抑菌实验
　　如图５所示，阳性对照组光密度值不断增长，即细
菌在不断生长；与阳性对照组相比，加入不同感染复数

的实验组在噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的作用下，光密度值低
于阳性对照组，直到５ｈ后，细菌浓度迅速增长，随之
光密度值增高，推测为噬菌体抗性菌株的产生。

２．９　噬菌体的基因组学分析
　　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１基因组为双链 ＤＮＡ，全基因组

４３０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



长度为 ４０３５２ｂｐ，基因组中 ４种碱基的含量分别为
Ａ＝２５．１８％、Ｔ＝２１．７３％、Ｃ＝２５．２６％和 Ｇ＝２７．８３％，
ＧＣ含量为５３．０９％，低于肺炎克雷伯菌株平均 ＧＣ的
含量（５７．７％）。通过注释和比对后，该基因组共比对
到５０个编码序列（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）。其中４６个
ＣＤＳ以ＡＴＧ作为起始密码子，３个 ＣＤＳ以 ＧＴＧ作为
起始密码子，１个 ＣＤＳ以 ＴＴＧ作为起始密码子。
ｔＲＮＡｓｃａｎＳＥｖ．２．０分析ｖＢ＿ＫｐｎＰ１全基因组无 ｔＲＮＡ
结构，也未预测出已知的耐药基因和毒力因子，说明该

噬菌体在基因水平上具有安全性。
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图５　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１在不同感染复数下的体外抑菌实验

　　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１基因组共预测到５０个ＣＤＳ，其
中４９个ＣＤＳ在正义链，１个ＣＤＳ在反义链上。在５０个
ＣＤＳ中，有３２个（６４％）ＣＤＳ编码功能蛋白（图６），其
余的１８个ＣＤＳ为功能未知的假定蛋白。根据基因的

功能将３２个ＣＤＳ分为３个模块：噬菌体 ＤＮＡ复制及
装配调控、噬菌体结构蛋白和宿主细胞溶解。其中约

２１个 ＣＤＳ与噬菌体 ＤＮＡ复制及装配有关，如
ｔｅｒｍｉｎａｓｅｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔ，ＤＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、
ＡＴＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔＤＮＡｌｉｇａｓｅ和 ＢＣ１０ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ等；
７个ＣＤＳ与噬菌体的结构有关，如 ｔａｉｌｆｉｂｅｒｓｐｒｏｔｅｉｎ，
ｃｏｌｌａｒ／ｈｅａｄｔｏｔａｉｌｊｏｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ、ｃａｐｓｉｄａｎｄｓｃａｆｆｏｌｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ、ｍａｊｏｒｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ和 ｔａｉｌｔｕｂｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎ等；
４个ＣＤＳ为 ｃｌａｓｓＩＩｈｏｌｉｎ、ｅｎｄｏｌｙｓｉｎ、Ｒｚｌｉｋｅｌｙｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ
和ｍｅｍｂｒａｎｅｂｏｕｎｄｌｙｔｉｃｍｕｒｅｉｎｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅＦ与宿
主菌溶解有关。

　　用 ＭＥＧＡ１１软件，采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ
法，针对１６株噬菌体的全基因组构建进化树。如图７
所示，ｖＢ＿ＫｐｎＰ１与肺炎克雷菌噬菌体 Ｋｐ９、０６６０２４、
０６６０２２、０６６０２６亲缘关系较近，与 ＢＬＡＳＴｎ结果一致，
这４种噬菌体与 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１具有核苷酸相似性（一致
度：９３．９３％～９７．６９％，覆盖度：８６％～９７％）。基于噬
菌体末端酶大亚基和 ＤＮＡ聚合酶构建系统进化树如
图８、９所示，噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１与 Ｐｒｚｏｎｄｏｖｉｒｕｓ属的肺
炎克雷伯菌噬菌体 ＮＬ＿ＺＳ＿１、ＫＰＮ３、Ｈｅｎｕ１和 Ｋｐ９处
于同一分支，推测该噬菌体属于 Ａｕｔｏｇｒａｐｈｉｖｉｒｉｄａｅ科，
Ｓｔｕｄｉｅｒｖｉｒｉｎａｅ亚 科，Ｐｒｚｏｎｄｏｖｉｒｕｓ属，未 分 类 的

Ｐｒｚｏｎｄｏｖｉｒｕｓ种（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＰｒｚｏｎｄｏｖｉｒｕｓ）。该噬菌体与
同一亚科的 Ｎｉｎｇｉｒｓｕｖｉｒｕｓ、Ｋａｙｆｕｎａｖｉｒｕｓ和 Ｔｅｅｔｒｅｖｉｒｕｓ属
的肺炎克雷伯菌噬菌体密切相关，有一定的亲缘

关系。

图６　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１基因组图谱

５３０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）



图７　基于噬菌体全基因组构建的同源进化树

图８　基于噬菌体末端酶大亚基构建的同源进化树

图９　基于噬菌体ＤＮＡ聚合酶构建的同源进化树

６３０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



黄色箭头：ＣＤＳ；蓝色连线：相似度较高；绿色连线：相似度较低

图１０　噬菌体ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的比较基因组分析

　　用Ｅａｓｙｆｉｇ２．２．３软件，选择与 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１同属的
噬菌体ＫＰ９（Ｐｒｚｏｎｄｏｖｉｒｕｓ属的噬菌体）以及与其在公
共核苷酸数据库中最接近的噬菌体 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｈａｇｅ
０６６０２２和０６６０２６进行比较。如图１０所示，ｖＢ＿ＫｐｎＰ１
与肺炎克雷伯菌噬菌体Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｈａｇｅ０６６０２２关系最
密切（一致度：９７．７％，覆盖度：９７％）。它是一种新发
现的噬菌体，也是Ａｕｔｏｇｒａｐｈｉｖｉｒｉｄａｅ科，Ｓｔｕｄｉｅｒｖｉｒｉｎａｅ亚
科的成员。

３　讨论

　　据世界卫生组织估计，到２０５０年，耐药性细菌感
染每年可能导致约 １０００万人死亡［２３］。其中，ＣＲＫＰ
感染可导致患者治疗失败、住院时间延长、死亡率升

高［２４］，而ＣＲＫＰ是造成这一严重公共卫生危机的重要
细菌之一［２５］。最近的一项系统评价和 Ｍｅｔａ分析指
出，肺炎克雷伯菌对厄他培南和美罗培南的耐药率分

别为４４．４％和３６．１％，然而更令人担忧的是肺炎克雷
伯菌对粘菌素耐药率也明显升高［２６］。因此，迫切需要

针对耐药菌感染研发新的抗菌制剂和治疗策略。

　　本研究成功分离出 １株烈性噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１，
进一步拓展了噬菌体样本库，为后续研究奠定了基础。

研究发现选择宿主谱较广的噬菌体进行治疗时，不仅

能够杀灭更多的细菌，而且与窄谱的噬菌体相比更不

容易产生噬菌体抗性突变体。然而，既往的许多研究

并没有区分点滴法和双层琼脂平板法所获得的宿主谱

的差别。点滴法的宿主谱常大于５０％，有时还能裂解
其他属的细菌，通常高估了噬菌体的毒力和宿主范

围［２７］。这主要有以下两个方面的原因：①噬菌体液中
含有可杀死细菌的细菌素；②噬菌体本身的“流产感
染”和“自外裂解”［２８］。因此噬菌体库中噬菌体的选

择和鉴定不能使用点滴法，应用成斑率测定结果代替。

双层琼脂平板法表明该噬菌体在 ７５％（９／１２）的肺炎
克雷伯菌中可形成高效的成斑率，略高于噬菌体

ＫＰＰ５，它在７３．６８％（１４／１９）的肺炎克雷伯菌中具有
高效的成斑率［２９］。因此，应尽量选择双层琼脂平板法

中具有高效成斑率的噬菌体进行治疗，有利于更好地

杀灭细菌。

　　噬菌体的稳定性与储存、运输和治疗密切相关，其
中，稳定性较好的噬菌体才具有进一步应用的潜力。

ＪＡＭＡＬＬＵＤＥＥＮ等［３０］研究发现，大多数的噬菌体在生

理条件的ｐＨ值（５～９）中能够保持正常的结构和稳定
性。该噬菌体在运用的常见环境下的温度（１０～５０℃）
和酸碱度（ｐＨ值为４～１２）中保持稳定，表明它有进一
步运用的潜力。该噬菌体的最佳感染复数为０．０００１，
表明此时噬菌体的增殖效率最高，单位噬菌体所产生

的后代最多。因此在制备大量噬菌体时，常常选择最

佳 ＭＯＩ培养噬菌体，从而降低生产成本并且增加利
润。在噬菌体中潜伏期短、爆发量大的噬菌体可更快

和更多地产生后代，有利于噬菌体快速和大量扩增。

噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１与既往报道的噬菌体 ＢＯ１Ｅ的潜
伏期相同均为１０ｍｉｎ，但爆发量远远低于ＢＯ１Ｅ的爆
发量３００ＰＦＵ／ｃｅｌｌ［３１］。ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的爆发量低可能成
为今后应用的一个限制。

　　经过全基因组测序注释后，将噬菌体序列上传至
ｇｅｎｂａｎｋ（ｇｅｎｂａｎｋ登录号：ＯＮ８８０５０１）。该噬菌体的
５０个ＣＤＳ中有１８个ＣＤＳ是未知功能的基因，表明其
基因组序列有待进一步研究。实验发现噬菌斑周围的

光晕随着时间的延长不断增大，表明它编码多糖解聚

酶，多糖解聚酶通常是短尾和自复制短尾噬菌体科中

的尾刺或尾纤维蛋白［３２］，可通过降解细菌荚膜多糖和

胞外聚合物使噬菌体更易接近宿主，这有利于更好地

杀灭细菌。ｖＢ＿ＫｐｎＰ１与ｋｐｓｓｋ３都为 Ａｕｔｏｇｒａｐｈｉｖｉｒｉｄａｅ
的成员，其中 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１的 ＣＤＳ２与 ｋｐｓｓｋ３的尾纤维
蛋白有很高的核苷酸相似性（一致度：９８．４５％，覆盖
度：９９％）。因此本研究将 ＣＤＳ２注释为尾纤维蛋白，
并且推测它与ｋｐｓｓｋ３的尾纤维蛋白相似，它们既充当

７３０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）



结构蛋白同时兼具多糖解聚酶的功能［１９］。噬菌体功

能注释中发现噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１采用穿孔素裂解酶
系统来裂解细菌。一般来讲，在基因组中编码穿孔

素和裂解酶的基因相邻，然而在 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１基因组中
却发现它们相距很远，这种独特的遗传结构已在

ＳＨＫＰ１５２２２６、Ｐ１３和 ｖＢ＿Ｋｏｘ＿ＺＸ８噬菌体中报道
过［３３］。噬菌体侵染革兰阴性菌时首先为裂解蛋白逐

渐积累，其次穿孔素在宿主内膜形成跨膜孔，使裂解酶

能够从胞质中到细胞壁肽聚糖（ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ，ＰＧ）层
从而裂解ＰＧ，最后 ｓｐａｎｉｎｓ破坏宿主外膜导致细菌裂
解［３４］。研究发现噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１与 Ｐｒｚｏｎｄｏｖｉｒｕｓ属
的噬菌体基因组中都含有 Ｒｚｌｉｋｅｌｙｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，它作为
一种连接宿主内膜和外膜的信号锚定蛋白，可介导宿

主内膜和外膜的融合，从而导致宿主完全裂解［３５］。噬

菌体的末端酶大亚基和 ＤＮＡ聚合酶的系统发育树均
与大肠杆菌噬菌体有关，表明噬菌体 ｖＢ＿ＫｐｎＰ１有可
能具有裂解大肠杆菌的能力，有待进一步研究。
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