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　　［摘要］　目的　以实验室保存菌株Ｐａ１７５为宿主菌，从医院污水中分离得到１株铜绿假单胞菌噬
菌体，研究其生物学特性及全基因组学特征。方法　利用双层平板法、噬斑法分离并鉴定噬菌体；
ＰＥＧ８０００浓缩ＮａＣｌ沉淀法纯化噬菌体；蔗糖梯度离心进一步纯化噬菌体，经磷钨酸负染染色后，使用
透射电子显微镜观察其形态；蛋白酶Ｋ／ＳＤＳ法提取噬菌体ＤＮＡ，对提取的核酸进行全基因组测序和生
物信息学分析。结果　得到１株裂解性铜绿假单胞菌噬菌体ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７，该噬菌体可以形成透明
且有晕环的噬菌斑，全基因组大小为５１５４５ｂｐ。透射电镜结果显示ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７的头部呈正二十面
体形状，直径（６６±２）ｎｍ，尾长（１１６±２）ｎｍ；进化树分析发现该噬菌体为 Ｍｃｃｌｅｓｋｅｙｖｉｒｉｎａｅ病毒属，长尾噬
菌体科（Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ）。生物学特性研究发现：ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７在 ｐＨ＝４．０～１１．０、６０℃以下能够保持
较高活性，感染周期约为６０ｍｉｎ，其中包括１０ｍｉｎ潜伏期和５０ｍｉｎ暴发期，其暴发量为１５０ＰＦＵ／ｃｅｌｌ。
结论　噬菌体ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７具有宿主特异性，对温度和ｐＨ具有较好的耐受能力，具有防治铜绿假单
胞菌细菌感染的潜力。
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　 　 铜 绿 假 单 胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，
Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）是一种机会致病性人类病原体，广泛分
布于各种环境中。铜绿假单胞菌可在住院患者中引起

慢性感染或急性危及生命的感染；患有囊性纤维化、中

耳炎、角膜炎和严重烧伤以及免疫功能低下的人

群［１－２］较易引发铜绿假单胞菌的感染。铜绿假单胞菌

是一种适应性强的细菌，在长期抗生素治疗的情况下，

铜绿假单胞菌是具耐药性的微生物种之一。随着全世

界铜绿假单胞菌菌株的耐药性持续增加及新药研发的

短缺，迫切需要探索抗菌药物替代疗法，噬菌体疗法被

证明是控制铜绿假单胞菌感染的理想方法［３－５］。

　　有研究显示噬菌体具有治疗铜绿假单胞菌感染的
潜力，尤其是多重耐药菌引起的感染［６－７］。噬菌体疗

法的有效性在小鼠感染多重耐药性铜绿假单胞菌模型

和体外肺囊性纤维化模型中得到证实［８－９］。铜绿假单

胞菌噬菌体对感染性角膜炎、烧伤伤口感染、肠源性脓

毒症和慢性中耳炎均具有治疗作用［１０－１６］。一般而言

使用针对不同宿主的噬菌体混合物（鸡尾酒）会降低

噬菌体疗法的疗效；因为在相对狭窄的裂解谱范围内

细菌会出现耐受性［１７］。然而也有研究人员发现使用

６种裂解性噬菌体混合物对治疗铜绿假单胞菌引起的
临床中耳感染具有很好的疗效。

　　据估计，在全球范围内，噬菌体（１０３１个）远比细
菌数量要多［１８］。截至２０２２年９月，来自ＮＣＢＩ的数据
库中有 ２１１１个噬菌体基因组序列已被公布。然而，
仅有其中一部分噬菌体可以在体外或动物感染模型中

具有抗菌活性。在 ２１１１个噬菌体中，有 １５２个是铜
绿假单胞菌噬菌体，在过去的几年里有２０多种针对铜
绿假单胞菌的噬菌体通过动物模型测试具有很好的抗

菌活性［１９－２０］。与地球上大量的噬菌体相比，现有分离

的噬菌体数量仍然相对有限。因此，迫切需要从环境

中分离裂解性较强的噬菌体治疗由多重耐药菌引起的

感染。在本研究中，以实验室保存的铜绿假单胞菌

Ｐａ１７５为宿主菌从医院污水中分离裂解性噬菌体，对
其生物学特性、全基因组序列及进化树进行研究，为噬

菌体作为抗生素替代治疗耐药菌感染奠定基础。分离

新型铜绿假单胞菌噬菌体，分析其基因组和裂解谱，将

有助于更全面地了解铜绿假单胞菌噬菌体的抗菌潜力。

１　材料与方法

１．１　主要材料
１．１．１　样品来源　　本研究所用铜绿假单胞菌、鲍曼
不动杆菌、肺炎克雷伯菌和金黄色葡萄球菌均由解放

军总医院第五医学中心各临床科室通过痰液、肺泡灌

洗液、血液、脑脊液及分泌物等分离得到，并利用本院

检验科微生物室ＶＩＴＥＫ２．０全自动微生物分析系统进
行菌种鉴定和药敏试验。研究所用细菌保存至军事科

学院军事医学研究院微生物流行病研究所未知病原分

析室－８０℃冰箱。
１．１．２　主要试剂和仪器　　０．２２μｍ微孔过滤器购
自美国 ＰａｌｌＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司；ＤＮａｓｅⅠ、蛋白酶 Ｋ、
ＲＮａｓｅⅠ购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；
ＰＥＧ８０００购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；酚∶
氯仿∶异戊醇液（２５∶２４∶１）、ＤＮＡ平衡酚购自北京索莱
宝科技有限公司；电热恒温培养箱、恒温摇床购自上海

一恒科学仪器有限公司；低温高速离心机购自美国贝

克曼库尔特有限公司；透射电子显微镜购自飞利浦电

子公司。

　　２×ＴｒａｎｓＴａｑ ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙ（ＨｉＦｉ）ＰＣＲＳｕｐｅｒ
Ｍｉｘ（北京全式金生物技术有限公司）；二代测序建库
用试剂盒 Ｅ７６４５ＮＥＢＮｅｘｔ ＵｌｔｒａＴＭⅡ ＤＮＡＬｉｂｒａｒｙ
ＰｒｅｐＫｉｔｆｏｒＩｌｌｕｍｉｎａ（美国，纽英伦生物技术有限公
司）；二代测序仪（美国，亿明达高通量测序仪）；本实

验室提供的 ＳＧＩ４７００高性能计算机服务器；ＣＬＣ
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ＧｅｎｏｍｉｃｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ１２．０高通量测序分析软件（德
国，ＱＩＡＧＥＮ）。
１．１．３　培养基及溶液配制　　ＬＢ液体培养基（１％胰
化蛋白胨，０．５％酵母提取物，１％ＮａＣｌ）；ＬＢ固体培养
基（在ＬＢ液体培养基中添加１．５％琼脂粉）；ＰＢＳ缓冲
液［０．２ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，０．２ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ＝
７．４］；１０×ＴＥＮ缓冲液［０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ（ｐＨ＝８．０）］，
０．０１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ＝８．０），１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ］；ＳＭ
Ｂｕｆｆｅｒ［ＮａＣｌ５．８ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２．０ｇ，１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
·ＨＣｌ（ｐＨ＝７．５）５０ｍＬ，２％明胶 ５ｍＬ，加蒸馏水至
１Ｌ，１×１０５Ｐａ灭菌２０ｍｉｎ］。
１．２　方法
１．２．１　细菌培养及鉴定　　使用接种环蘸取库存
Ｐａ１７５甘油菌液，通过分区划线法接种至ＬＢ固体培养
基上，３７℃恒温培养箱过夜培养；用无菌枪头挑取形
态单一菌落接种至ＬＢ液体培养基中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
恒温摇床振荡培养至对数期［Ｄ（６００）＝０．６～０．８］，
ＰＣＲ反应模板备用。使用细菌通用引物 ２７Ｆ（５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和 １４９２Ｒ（５′ＧＧＹ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）［２１］对铜绿假单胞菌（Ｐａ１７５、
Ｐａ１３、Ｐａ１３５、Ｐａ１４０、Ｐａ１７５、Ｐａ１４７３和 Ｐａ２５２６）进行
１６ＳｒＲＮＡ基因扩增。ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，Ｐａ１７５菌液模板１μＬ，上、下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ２μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ２０．０μＬ。
ＰＣＲ反应条件：ＰＣＲ反应设置退火温度为６０℃，其余
条件参照产品使用说明书，共设置３０个循环。取ＰＣＲ
产物１０μＬ，用含 １．５％琼脂糖凝胶行电泳检测。取
４０μＬ检测成功的 ＰＣＲ产物送至北京诺赛基因组研
究中心有限公司行一代测序，测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ中
进行ＢＬＡＳＴ比对分析确定菌种。
１．２．２　噬菌体的分离与纯化　　取１Ｌ中国人民解
放军总医院第五医学中心南院区污水站未经过任何处

理的污水，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，去沉淀留上
清，用０．２２μｍ微孔过滤器过滤，收集滤液备用；取
１００μＬ对数期铜绿假单胞菌Ｐａ１７５［Ｄ（６００）＝０．６～０．８］
加至４ｍＬ污水滤液和２ｍＬ的３×ＬＢ液体培养基中，
混匀后室温静置 １ｈ，置于 ３７℃恒温摇床继续培养
６ｈ，待混合液体由浑浊变澄清后，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，收集上清液，用０．２２μｍ微孔滤器过滤，
所得滤过液即为噬菌体原液备用。

　　取１００μＬ上一步骤滤过液与５００μＬ对数期上述
菌液［Ｄ（６００）＝０．６～０．８］混合均匀，倒入半固体琼脂
平板中央，铺双层琼脂平板；用上述方法梯度稀释滤过

液，在合适的稀释梯度下铺设双层平板并查看噬菌斑

及记录数目；用带滤芯的移液器吸头吸取铺设 ＬＢ固

体平板上形态规则的单个噬菌斑液，反复吹吸至对数

期Ｐａ１７５［Ｄ（６００）＝０．８］菌液中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒
温摇床震荡培养，直至澄清。取 １．５ｍＬ，置于新的
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，用注射
器吸取上清，用 ０．２２μｍ滤器过滤再次收集滤液；以
此滤液为基础铺双层平板法观察噬菌斑形态，重复

３次，直至噬菌斑形态均一为止，最终将滤过液储存于
４℃保存。
１．２．３　噬菌体的超离纯化及电镜下形态观察　　取
噬菌体原液３５ｍＬ加至 ５０ｍＬ超速离心管（Ｂｅｃｋｍａｎ
公司）中，用１０ｍＬ带针头的灭菌注射器从超速离心
管底层缓缓注入１０ｍＬ３０％（质量体积比）蔗糖溶液，
配平后（注意要完全配平，精确到 ０．００１ｇ），４℃、
３００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｈ；倒出离心管中所有液体并将管
口倒置于桌面上直至底层蔗糖完全流出为止，在用断

枪头吸取 ２００μＬ１×ＴＥＮ缓冲液缓慢注入离心管底
部，４℃过夜。
　　取５０μＬ超速离心纯化的噬菌体原液滴在含碳膜
的铜网上吸附过夜，用 ２％的磷钨酸（ＰＴＡ）负染
５ｍｉｎ，使用 ＰｈｉｌｉｐｓＴＥＣＮＡＩ１０型透射电子显微镜观
察噬菌体形状，并正式命名为ＩＭＥ３０７。
１．２．４　噬菌体裂解谱测定　　随机从库存中选取３１
株铜绿假单胞菌、５株肺炎克雷伯菌、６株鲍曼不动杆
菌及３株金黄色葡萄球菌，采用双层平板法和点板稀
释法鉴定噬菌体裂解谱，观察有无噬菌斑，每次实验重

复３次。
１．２．５　噬菌体最佳感染复数（ＭＯＩ）的测定　　参照
ＷＡＮＧ等［２２］的方法略有改动。为了确定最佳ＭＯＩ，将
ＩＭＥ３０７与 Ｐａ１７５宿主菌液分别按照 ＭＯＩ为 １０、１、
０．１、０．０１、０．００１混合对数期宿主细菌和噬菌体悬液，
加入新鲜的ＬＢ培养基补足至１０ｍＬ，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养９０ｍｉｎ后，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，除去底
层细菌沉淀、收集上清液，使用 ０．２２μｍ的微孔过滤
器过滤，通过双层平板法测定噬菌体的滴度。每次独

立实验重复３次。
１．２．６　噬菌体一步生长曲线的测定　　参照 ＷＡＮＧ
等［２２］的方法略有改动，具体如下。取 １ｍＬ培养至对
数期菌液Ｐａ１７５［Ｄ（６００）＝０．８］，４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ，离
心１ｍｉｎ，取１ｍＬ的 ＰＢＳ重悬沉淀，再用 ＰＢＳ倍比梯
度稀释菌液后涂板，计算菌落数目，确定在对数期

［Ｄ（６００）＝０．８］１ｍＬ菌液所含细菌数目。
　　将Ｐａ１７５接种至５ｍＬ新鲜ＬＢ液体培养基中，培
养至对数期［Ｄ（６００）＝０．８］后，４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ，离心
２ｍｉｎ，去上清，沉淀重悬于 ５ｍＬ的 ＬＢ培养基，使
Ｐａ１７５绝对数达到上一步骤中对数期细菌数目。取
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１００μＬ噬菌体ＩＭＥ３０７（本实验所用 ＭＯＩ＝０．０１）加至
上述混合液中；３７℃恒温箱放置２ｍｉｎ，使噬菌体能够
充分吸附到细菌表面，室温下５０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，
去除未能吸附的噬菌体上清，用５ｍＬ的 ＬＢ液体培养
基洗２遍沉淀，去除清洗液再加入５ｍＬ新鲜的 ＬＢ培
养基，用移液枪轻轻吹吸混匀沉淀，置于３７℃恒温摇
床２２０ｒ／ｍｉｎ震荡培养；自加入噬菌体开始时间为
０ｍｉｎ，分别在０、１０、２０、３０、４０、５０、６０、８０和９０ｍｉｎ等
各个时间点取样品，并测定噬菌体在每个时间点下的

滴度；以时间为横坐标，以取样下每个时间点噬菌体滴

度的对数值为纵坐标绘制生长曲线。

１．２．７　噬菌体温度和 ｐＨ敏感性的测定　　取１ｍＬ
噬菌体液ＩＭＥ３０７分别置于４、４０、５０、６０、７０、８０、９０和
１００℃恒温水浴中静置 １ｈ。采用双层平板法测定
ＩＭＥ３０７滴度，实验过程重复３次做统计分析。
　　将噬菌体原液 ＩＭＥ３０７以 １∶１０的体积倍比稀释
分别置于ｐＨ为２．０、３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、
１０．０、１１．０和１２．０的ＳＭＢｕｆｆｅｒ中，３７℃静置１ｈ。采
用双层平板法测定各试验组噬菌体滴度，设置３个重
复平行试验。

１．２．８　噬菌体核酸的提取　　采用蛋白酶Ｋ／ＳＤＳ的
方法并结合 ＷＡＮＧ等［２２］的方法略有改动，提取纯化

的噬菌体核酸，具体方法如下：取６００μＬ噬菌体原液，
加入ＤＮａｓｅⅠ（０．２ｍｇ／ｍＬ）和 ＲＮａｓｅＡ（０．２ｍｇ／ｍＬ）
各３μＬ使得各自终浓度为１μｇ／ｍＬ，３７℃过夜消化
以去除混合液中宿主菌核酸，８０℃恒温灭活 ＤＮａｓｅⅠ
和ＲＮａｓｅＡ１５ｍｉｎ；在向混合液中分别加入 ２４μＬ、
０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＴＡ（使得终浓度２０ｍｍｏｌ／Ｌ），２．５μＬ、
２０ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶 Ｋ（终浓度 ５０μｇ／ｍＬ），３０μＬ、
１０％ＳＤＳ。终浓度 ０．５％（质量体积比），５６℃水浴
１ｈ；加入上一步骤中等体积平衡酚，温和震荡 １ｍｉｎ，
室温下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，转移上层亲水相置于
新Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中；加入上一步骤等体积酚氯仿异戊
醇（２５∶２４∶１），温和震荡１ｍｉｎ，室温下１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，转移上层亲水相于新的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中；加入
等体积异丙醇，－２０℃放置３ｈ以上；４℃、１３０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，缓慢倒掉上清；加入 １ｍＬ、７５％冰乙醇
（－２０℃提前放置），室温静置１ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ，缓慢倒掉乙醇，室温开盖放置１０ｍｉｎ，使乙
醇完全挥发；在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管的底层加入３０μＬ去离子
水溶解ＤＮＡ沉淀，储存于－２０℃备用。
１．２．９　噬菌体全基因组测序及全基因组序列分析　
　按照 Ｅ７６４５ＮＥＢＮｅｘｔＵｌｔｒａＴＭⅡ ＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐ
ＫｉｔｆｏｒＩｌｌｕｍｉｎａ试剂盒使用说明书对已提取噬菌体

基因组构建文库，通过本实验室 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序
平台上机测序。测序所得原始数据由本实验室工作人

员通过高性能计算机服务器使用Ｎｅｗｂｌｅｒ２．９０软件拼
接序列，得到噬菌体全基因组序列。使用 ＲＡＳＴ在线
数据库［２２］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒａｓｔ．ｎｍｐｄｒ．ｏｒｇ）对开放阅读框
（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）初步确定，所有的ＯＲＦ使用
ＮＣＢＩ中氨基酸序列比对工具 ＢＬＡＳＴｐ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）手动验证。将基因组注释
序列提交到ＮＣＢＩ，获取序列号ＭＮ０９６２６７。
１．２．１０　比较基因组学及噬菌体进化树的构建　　噬
菌体末端酶大亚基是一种保守的噬菌体蛋白。因此，

基于末端酶大亚基氨基酸序列构建噬菌体 ＩＭＥ３０７系
统发育树。从 ＮＣＢＩ中下载与 ＩＭＥ３０７末端酶大亚基
氨基酸序列相似性最高的 ３０余种不同噬菌体，通过
ＣＬＣＧｅｎｏｍｉｃｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ１２．０软件分别提取噬菌体
末端酶大亚基氨基酸序列，使用 ＭＥＧＡ６．０软件制成
基于末端酶大亚基氨基酸序列的进化树。

　　将 ＩＭＥ３０７通过 ＢｌａｓｔＮ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）全基因组序列比，找出最为相近的
几种噬菌体序列，使用 ＣＬＣＧｅｎｏｍｉｃｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ１２．０
和Ｍａｕｖｅｓｏｆｔｗａｒｅ２．３．１软件进行基因多重比对分析，
分析全基因组相似处和差异。

２　结果

２．１　铜绿假单胞菌Ｐａ１７５的鉴定
　　本研究所用宿主菌Ｐａ１７５分离自解放军总医院第
五医学中心呼吸与危重症医学科一诊断为支气管扩张

伴感染的痰液样本，根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库中ＢＬＡＳＴ对
Ｐａ１７５的１６ＳｒＲＮＡ测序基因序列进行相似性比对，结
合解放军总医院第五医学中心检验科利用ＶＩＴＥＫ２．０
全自动微生物分析，结果显示 Ｐａ１７５为多重耐药性铜
绿假单胞菌，其药敏结果如表１所示。
２．２　ＩＭＥ３０７噬菌体的分离
　　本实验以Ｐａ１７５为研究对象从解放军总医院第五
医学中心医院污水中成功分离得到 １株裂解性噬菌
体，命名为 ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７（以下简称 ＩＭＥ３０７）。
ＩＭＥ３０７经过多次单斑纯化后能够在铺有双层 ＬＢ的
平板上形成透明的噬菌斑，在噬菌斑的周围可以形成

半透明的晕环（图 １Ａ），这种征象的形成可能是噬菌
体多糖解聚酶存在的宏观表现。将图１Ａ噬菌斑中央
白点用灭菌抢头挑选出并重新培养得到新的耐受菌，

再次用ＩＭＥ３０７对其进行侵染，通过铺双层平板法在
图１Ｂ中并未发现噬菌斑，这种现象可能是因为Ｐａ１７５
能够迅速对ＩＭＥ３０７进行耐受。

８４０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表１　 Ｐａ１７５药敏结果

抗菌药物 ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性 抗菌药物 ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

环丙沙星Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ≥４ Ｒ 氨苄西林Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ≥３２ Ｓ
庆大霉素Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ ≥１６ Ｒ 氨苄西林舒巴坦钠Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎｓｕｌｂａｃｔａｍ ≥３２ Ｓ
亚胺培南Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ≥１６ Ｓ 氨曲南Ａｚｔｒｅｏｎａｍ ≥６４ Ｒ
美罗培南Ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ ≥１６ Ｓ 哌拉西林／他唑巴坦钠Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ／ｔａｚｏｂａｃｔａｍ ≥１２８ Ｓ
哌拉西林Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ ≥１２８ Ｓ 呋喃妥因Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｏｉｎ ≥５１２ Ｓ
复方新诺明Ｃｏｔｒｉｍｏｘａｚｏｌｅ ≥３２０ Ｓ 头孢哌酮舒巴坦钠Ｃｅｆｏｐｅｒａｚｏｎｅ／ｓｕｌｂａｃｔａｍ ≥６４ Ｓ
左氧氟沙星Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ ≥８ Ｓ 头孢吡肟Ｃｅｆｅｐｉｍｅ ≥６４ Ｒ
头孢他啶Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ≥６４ Ｓ 头孢曲松Ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ ≥６４ Ｒ
头孢呋辛酯Ｃｅｆｕｒｏｘｉｍｅａｘｅｔｉｌ ≥６４ Ｒ 妥布霉素Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ≥１６ Ｒ
头孢呋辛钠Ｃｅｆｕｒｏｘｉｍｅｓｏｄｉｕｍ ≥６４ Ｒ 头孢替坦Ｃｅｆｏｔｅｔａｎ ≥６４ Ｒ

２．３　噬菌体形态特征
　　经透射电子显微镜对 ＩＭＥ３０７进行形态观察，发
现ＩＭＥ３０７拥有一个正二十面体的头部，其直径为（６６±
２）ｎｍ；为长尾噬菌体，长度为（１１６±２）ｎｍ（图１Ｃ）。根
据ＩＣＴＶ制定的新国际病毒分类方法，该噬菌体被正
式命名为ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７，ＩＭＥ３０７为有尾噬菌体目、
长尾噬菌体科（Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ）噬菌体。

!

"

#

$%%&'

Ａ：噬菌体噬菌斑　箭头示晕环，黑色圆圈内为噬菌斑；
Ｂ：噬菌体耐受性图；Ｃ：噬菌体透射电镜结果

图１　噬菌体ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７的形态特征

２．４　噬菌体的裂解谱
　　ＩＭＥ３０７能够对３１株中的２株铜绿假单胞菌进行
裂解，无法裂解金黄色葡萄球菌、鲍曼不动杆菌及肺炎

克雷伯菌等（表２），这表明 ＩＭＥ３０７裂解谱相对较窄，
具有严格的宿主特异性，仅对个别菌株（Ｐａ１７５和
Ｐａ１３５）具有裂解性。图２所示ＩＭＥ３０７对 Ｐａ１７５具有
较强裂解性，对 Ｐａ１３５裂解性较弱，对 Ｐａ１４７３和
Ｐａ２５２６没能形成透明噬菌斑。
２．５　噬菌体的最佳感染复数及一步生长曲线
　　据图３Ａ所示ＩＭＥ３０７与Ｐａ１７５按一定比例混合，
当以ＭＯＩ＝０．１时，噬菌体 ＩＭＥ３０７可产生最大滴度
（图３Ａ），这表明０．１是ＩＭＥ３０７的最佳ＭＯＩ。
　　据图３Ｂ所示，噬菌体ＩＭＥ３０７的潜伏期约１０ｍｉｎ，
增殖时间在１０～６０ｍｉｎ。在６０ｍｉｎ以后进入稳定期，
爆发量＝稳定期噬菌体滴度／感染初细菌数目。爆发
量代表了单个宿主菌被裂解后平均释放的子代噬菌体

数量，ＩＭＥ３０７噬菌体的爆发量为１５０ＰＦＵ／ｃｅｌｌ。
２．６　噬菌体对温度和ｐＨ的稳定性
　　从图４中可以看出，ＩＭＥ３０７处在 ｐＨ＝５～１１时，
噬菌体能够保持很好的滴度，当ｐＨ＝１２时噬菌体的滴
度明显下降。ＩＭＥ３０７在６０℃以下噬菌体的滴度相对
稳定，当温度上升１０℃以后噬菌体滴度明显下降，在
１００℃时噬菌体全部失活，不具有裂解性。

表２　噬菌体ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７的裂解谱

细菌 细菌编号 噬菌体敏感性

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ １３５／１７５／ ＋

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
１３／１４０／２１／２８／８０／８３／１８０／７６９／７８４／８０８／８２５／９６２／１１０４／１１０６／１１３３／１１９８／１２００／１３０６／

１３９７／１７６８／１７８３／１８５０／２１２０／２１２２／２１２８／２１３０／１４７３／２５２６
－

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ １１８３／２２６／２０６０／２０６１／４０９ －

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ ３８７／３３３／２０４０／２／６／４０６ －

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅ ２５３／３３１／１３２３／ －

＋：裂解；－：不裂解

９４０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）
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图２　噬菌体ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７的裂解图谱
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Ａ：噬菌体最佳ＭＯＩ柱状图；Ｂ：ＩＭＥ３０７一步生长曲线图

图３　噬菌体ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７的ＭＯＩ测定及一步生长曲线
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Ａ：ｐＨ＝２～１２时ＩＭＥ３０７的滴度曲线；Ｂ：温度４～１００℃时ＩＭＥ３０７对温度敏感性滴度曲线

图４　噬菌体ＩＭＥ３０７对ｐＨ和热稳定性

２．７　噬菌体的全基因组分析及进化树分析
　　对ＩＭＥ３０７噬菌体进行高通量测序并对测序数据
进行拼接，分析发现该噬菌体为双链 ＤＮＡ噬菌体，全

基因组大小为５１５４５ｂｐ，ＧＣ含量占５６．１０％。噬菌体
ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７的功能基因呈现多样性，可编码多种
噬菌体的结构蛋白基因，其基因组中存在９７个开放阅

０５０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



读框（ＯＲＦ）。运用 ＮＣＢＩ的序列比对软件 ＢＬＡＳＴｐ进
行噬菌体功能基因的 ＯＲＦ注释结果见表 ３。其中 ４５
个ＯＲＦ为假想蛋白（ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ），３３个 ＯＲＦ
功能已知。ＯＲＦ４５（穿孔蛋白）是噬菌体裂解相关基
因，可导致细胞壁破裂而使细菌溶解。结构蛋白

ＯＲＦ４８是噬菌体主要衣壳蛋白，与末端酶包装蛋白
ＯＲＦ４６和ＯＲＦ４７邻近。ＯＲＦ４９编码噬菌体尾部相关
蛋白，具有收缩和运动功能，该基因簇在噬菌体感染、

吸附宿主菌时发挥重要作用。ＯＲＦ１３（假定噬菌体阻
遏物）、ＯＲＦ２６（核酸内切酶）、ＯＲＦ７６（溶原性噬菌体
整合酶）、ＯＲＦ９７（核酸外切酶）。经过对比分析并未
发现该噬菌体中存在毒力基因，这表明该噬菌体具有

较好的生物安全性。

　　全基因组序列经 ＢＬＡＳＴｎ比对（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ），以此揭示与 ＩＭＥ３０７序
列最相近的噬菌体基因组。对比分析后结果显示：

ＩＭＥ３０７与ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｈａｇｅＰＡＪＵ２噬菌体（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＡＰ００９６２４．１）最为相似，全基因组序列为４１％覆盖率及
９４．０６％的序列一致性；与铜绿假单胞菌噬菌体
ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｈａｇｅＪＢＤ４４（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＵ１９９７１０．１）１０％
全基因组覆盖率和９３．８５％的一致性，图５显示ＩＭＥ３０７
与以上２个铜绿假单胞菌噬菌体通过Ｅａｓｙｆｉｇ＿ｗｉｎ＿２．１
行全基因组线性比对，结果表明ＩＭＥ３０７序列相对较新
颖，与目前ＮＣＢＩ中其余噬菌体序列同源性较低。

表３　噬菌体ｖＢ＿ＰａＳ＿ＩＭＥ３０７的ＯＲＦ功能预测

ＯＲＦ序列 功能 启始 终止 正负链 ＧｅｎＢａｎｋ编号 一致性（％）（ａａ） Ｅ值
１ ＥＲＦｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ ７９０ ５９ － ＷＰ＿０３４０８０５６９．１ ９９．１８％ １ｅ－１７９
２ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １１１０ ８５３ － ＱＤＨ９３７７４．１ １００％ ３ｅ－５４
３ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １３０５ １１４１ － ＭＢＸ５５８７４９５．１ １００％ ２ｅ－２９
４ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １４１５ １３０２ － ＱＤＨ９３７７６．１ １００％ ５ｅ－１６
５ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １６６９ １４１２ － ＷＰ＿０４９２６４１４２．１ １００％ ３ｅ－５３
６ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＤ３ｐ０７１ ２０９１ １６６６ － ＮＰ＿０６１５６２．１ １００％ ２ｅ－９６
７ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２３３６ ２２２３ － ＱＤＨ９３７７９．１ １００％ ５ｅ－１６
８ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＤ３ｐ０７２ ２８２２ ２５９５ － ＮＰ＿０６１５６３．１ １００％ ５ｅ－４７
９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ３１０２ ２８３９ － ＱＤＨ９３７８１．１ １００％ ７ｅ－５７
１０ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ３２３２ ３３４５ ＋ ＱＤＨ９３７８２．１ １００％ ３ｅ－１７
１１ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ３６３４ ３４５２ － ＷＰ＿１３２８９２７２３．１ １００％ ３ｅ－３６
１２ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ３９８９ ３８６７ － ＱＤＨ９３７８４．１ １００％ ２ｅ－２０
１３ Ｐｕｔａｔｉｖｅｐｈａｇｅｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ４９２７ ４２１２ － ＷＰ＿０５３０９２３７７．１ １００％ １ｅ－１７２
１４ Ｃｒｏ／ＣＩｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒ ５０２８ ５２０７ ＋ ＷＰ＿０２３１１３６５１．１ １００％ ９ｅ－３４
１５ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ５２２１ ５４２１ ＋ ＷＰ＿０２３１２５０７５．１ １００％ ７ｅ－４０
１６ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ５４４１ ５６４４ ＋ ＷＰ＿０２３１２７５０６．１ １００％ ９ｅ－３９
１７ ｐｈａｇｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ ５７２０ ６５２０ ＋ ＷＰ＿１２４１３３２５７．１ １００％ ０．０
１８ ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ６５１０ ７３２５ ＋ ＷＰ＿０４９２６４１４６．１ １００％ ０．０
１９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ７３１８ ７４７０ ＋ ＱＤＨ９３７９１．１ １００％ ２ｅ－２７
２０ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ７４６７ ７５８６ ＋ ＱＤＨ９３７９２．１ １００％ ３ｅ－１９
２１ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ７５８３ ７７９８ ＋ ＱＤＨ９３７９３．１ １００％ ２ｅ－４４
２２ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＮｉｎＢ ７７９１ ８２０７ ＋ ＷＰ＿０１４６０３７５６．１ １００％ ７ｅ－９７
２３ Ｐｈａｇｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ ８２０４ ８５４８ ＋ ＱＤＨ９３７９５．１ １００％ ３ｅ－７６
２４ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ８５４５ ８８７４ ＋ ＱＤＨ９３７９６．１ １００％ ６ｅ－７４
２５ ＤＵＦ１３６４ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ ８８７１ ９１７３ ＋ ＷＰ＿０２３８７５４３５．１ １００％ ５ｅ－６６
２６ Ｐｈａｇｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｏｍｉｎｇｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ９１７０ １００６３ ＋ ＱＤＨ９３７９８．１ １００％ ０．０
２７ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １０１４７ １０３４１ ＋ ＱＤＨ９３７９９．１ １００％ ６ｅ－３９
２８ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １０３３８ １０５６５ ＋ ＱＤＨ９３８００．１ １００％ ２ｅ－４８
２９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １０５６２ １０９３９ ＋ ＱＤＨ９３８０１．１ １００％ ３ｅ－８５
３０ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １０９３６ １１１５１ ＋ ＱＤＨ９３８０２．１ １００％ ２ｅ－４３
３１ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １１１４８ １１３７８ ＋ ＱＤＨ９３８０３．１ １００％ ２ｅ－４８
３２ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １１３７５ １１７５８ ＋ ＷＰ＿０１７００１６９８．１ １００％ ７ｅ－８８
３３ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １１７５８ １２０３６ ＋ ＷＰ＿２２５００１９３７．１ １００％ １ｅ－６１
３４ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １２０３６ １３０４９ ＋ ＷＰ＿０４９２６４１５４．１ １００％ ０．０
３５ ａｎｔｉｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＱ １３０４６ １３４４４ ＋ ＷＰ＿０１７００１６９５．１ １００％ １ｅ－９２
３６ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １３４４４ １３６０８ ＋ ＱＤＨ９３８０８．１ １００％ ３ｅ－３１
３７ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １３６４３ １３８４６ ＋ ＱＤＨ９３８０９．１ １００％ ２ｅ－４２
３８ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １４０７６ １４４２３ ＋ ＷＰ＿１７０９５４２８０．１ １００％ ６ｅ－７５
３９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １４４２０ １４６１７ ＋ ＱＤＨ９３８１１．１ １００％ １ｅ－４０
４０ Ｃｅｌｌｗａｌｌｈｙｄｒｏｌｙｓｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ １４６１７ １５０３３ ＋ ＱＤＨ９３８１２．１ １００％ ４ｅ－９７

１５０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）



续表３
ＯＲＦ序列 功能 启始 终止 正负链 ＧｅｎＢａｎｋ编号 一致性（％）（ａａ） Ｅ值
４１ Ｐｈａｇｅｐｒｏｔｅｉｎ １５０３３ １５２０６ ＋ ＷＰ＿１６２９６２０１５．１ １００％ ３ｅ－２９
４２ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １５２１６ １５４６４ ＋ ＷＰ＿０２３８７５４２４．１ １００％ ２ｅ－５４
４３ Ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ １５４５７ １５９１２ ＋ ＷＰ＿０２３８７５４２４．１ １００％ ２ｅ－５４
４４ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ １５９４２ １６１１２ ＋ ＱＤＨ９３８１６．１ １００％ １ｅ－２９
４５ Ｐｈａｇｅｈｏｌｉｎ １６１０９ １６４４４ ＋ ＱＤＨ９３８１７．１ １００％ ５ｅ－７８
４６ Ｐｈａｇｅｔｅｒｍｉｎａｓｅ，ｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔ １６５８６ １７０２６ ＋ ＱＤＨ９３８１８．１ １００％ ５ｅ－９７
４７ Ｐｈａｇｅｔｅｒｍｉｎａｓｅｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔ １７０２８ １８６８９ ＋ ＱＤＨ９３８１９．１ １００％ ０．０
４８ Ｐｈａｇｅｃａｐｓｉｄａｎｄｓｃａｆｆｏｌｄ １８７４９ ２０７５２ ＋ ＱＤＨ９３８２０．１ １００％ ０．０
４９ Ｐｈａｇｅｔａｉｌｆｉｂｅｒｓ ２０８１５ ２１０３６ ＋ ＷＰ＿１７６６００１６５．１ １００％ ２ｅ－４４
５０ Ｐｈａｇｅｐｒｏｔｅｉｎ ２１０３３ ２１２５７ ＋ ＱＤＨ９３８２２．１ １００％ ２ｅ－４１
５１ Ｐｈａｇｅｐｏｒｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２１２５０ ２２６３５ ＋ ＱＤＨ９３８２３．１ １００％ ０．０
５２ Ｐｈａｇｅｐｏｒｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２２６２８ ２３６３２ ＋ ＱＤＨ９３８２４．１ １００％ ０．０
５３ ｐｈａｇｅｇｐ６ｌｉｋｅｈｅａｄｔａｉｌｃｏｎｎｅｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ ２３６２９ ２４００３ ＋ ＭＣＯ３８０４６９４．１ １００％ ６ｅ－８４
５４ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２４２３７ ２４６６８ ＋ ＱＤＨ９３８２６．１ １００％ ５ｅ－９８
５５ ｐｈａｇｅｈｅａｄｃｌｏｓｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎ ２４６６５ ２５００６ ＋ ＷＰ＿２６３８２２１３７．１ １００％ ３ｅ－７７
５６ Ｐｈａｇｅｐｒｏｔｅｉｎ ２５００６ ２５５７５ ＋ ＭＣＯ３８０４６９１．１ １００％ １ｅ－１３８
５７ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２５５５７ ２６３８４ ＋ ＱＤＨ９３８２９．１ １００％ ０．０
５８ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ２６３９５ ２６９４９ ＋ ＷＰ＿０３４０２０４１８．１ １００％ ２ｅ－１３４
５９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２６９４２ ２７３８８ ＋ ＷＰ＿０１５９９４２７６．１ １００％ １ｅ－１０２
６０ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２７３８８ ２７７５９ ＋ ＱＤＨ９３８３２．１ １００％ ４ｅ－８６
６１ Ｐｈａｇｅｔａｉｌｆｉｂｅｒｓ ２７９４７ ２８４４１ ＋ ＷＰ＿０１５９９４２７８．１ １００％ ９ｅ－１１７
６２ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２８４５１ ２８８１３ ＋ ＱＤＨ９３８３４．１ １００％ ３ｅ－８１
６３ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ２８９７２ ２９１２７ ＋ ＱＤＨ９３８３５．１ １００％ ２ｅ－２９
６４ Ｐｈａｇｅｔａｉｌｌｅｎｇｔｈｔａｐｅｍｅａｓｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎ１ ２９１５８ ３１９１１ ＋ ＱＤＨ９３８３６．１ １００％ ０．０
６５ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ３１９０８ ３２３７２ ＋ ＷＰ＿０１５９９４２８２．１ １００％ ９ｅ－１０８
６６ ＤＵＦ１８３３ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ ３２３６９ ３２８５７ ＋ ＷＰ＿１２６６３３５７８．１ １００％ １ｅ－１１５
６７ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ３２８６２ ３３４２５ ＋ ＱＤＨ９３８３９．１ １００％ １ｅ－１３５
６８ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ３３４８０ ３３８８７ ＋ ＷＰ＿００３１５８９６４．１ １００％ １ｅ－９４
６９ Ｐｈａｇｅｔａｉｌｆｉｂｅｒｐｒｏｔｅｉｎ ３３８５９ ３６５８８ ＋ ＱＤＨ９３８４１．１ １００％ ０．０
７０ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ３６６４９ ３８７３３ ＋ ＱＤＨ９３８４２．１ １００％ ０．０
７１ ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ ３９８８４ ３８７３０ － ＱＤＨ９３８４３．１ １００％ ０．０
７２ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４０８４９ ４０１６３ － ＷＰ＿１２４０９６９０３．１ １００％ ２ｅ－１６６
７３ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４１３２８ ４０８４９ － ＱＤＨ９３８４５．１ １００％ ７ｅ－１１２
７４ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４１４６１ ４１７２４ ＋ ＱＤＨ９３８４６．１ １００％ ３ｅ－５７
７５ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４１７０８ ４１８３９ ＋ ＱＤＨ９３８４７．１ １００％ ５ｅ－２０
７６ ｉｎｔｅｇｒａｓｅ ４３１０６ ４１８８９ － ＱＤＨ９３８４８．１ １００％ ０．０
７７ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４３７８７ ４３３８６ － ＱＤＨ９３８４９．１ １００％ ５ｅ－９４
７８ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４４０１４ ４４０１４ － ＱＤＨ９３８５０．１ １００％ ３ｅ－４９
７９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４４３４６ ４４０１４ － ＱＤＨ９３８５１．１ １００％ ５ｅ－７３
８０ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４４６７８ ４４３４３ － ＷＰ＿２６７７３６５４９．１ １００％ １ｅ－７４
８１ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４５０４６ ４４６７５ － ＷＰ＿２６７７３６５４８．１ １００％ ２ｅ－８３
８２ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４５５０１ ４５０４３ － ＱＤＨ９３８５４．１ １００％ １ｅ－１０４
８３ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ４５７１９ ４５４９８ － ＷＰ＿１２６８９５０２８．１ １００％ ８ｅ－４６
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ＩＭＥ１７５基因序列与ＪＢＤ４４和ＰＡＪＵ２噬菌体基因序列相似度不高；颜色灰度代表基因相似性高低噬菌体根据功
能不同分为４类（裂解相关基因、ＤＮＡ组装、复制调节相关基因、假想蛋白）

图５　噬菌体全基因组比较与序列比对

　　为进一步分析 ＩＭＥ３０７与其他噬菌体的亲缘关
系，基于末端酶大亚基氨基酸序列构建进化树（图６），
从图６中可看出，ＩＭＥ３０７与ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｈａｇｅＶｂＰａｅＳ
ＰＭＧ１、ＬｅｎｏｏｎｏｓｔｏｏｐｈａｇｅｐｈｉＬＮ１２、Ｌａｃｔｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｈａｇｅ

ＬＬＫｕ等噬菌体都位于Ｍｃｃｌｅｓｋｅｙｖｉｒｉｎａｅ病毒属。因此，
ＩＭＥ３０７属于有尾噬菌体目，长尾噬菌体（Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ），
Ｍｃｃｌｅｓｋｅｙｖｉｒｉｎａｅ病毒属。

分支点上的数字代表可信度，数值越接近１００，可信度越强；标尺越短代表亲缘关系越近；括号内代表ＧｅｎＢａｎｋ序
列登录号；ＩＭＥ３０７属于Ｍｃｃｌｅｓｋｅｙｖｉｒｉｎａｅ病毒亚科

图６　ＩＭＥ３０７系统发育树分析

３５０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）



３　讨论

　　铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）是一
种机会性环境病原体，非发酵型革兰阴性杆菌，广泛分

布于自然界，为土壤中最常见的细菌之一，通常在患有

囊性纤维化的３０％儿童和高达８０％的２５岁及以上成
年人中定植［２３］，因此可能会导致慢性肺部感染、肺功

能下降，甚至死亡。铜绿假单胞菌表面通常具有较厚

的荚膜多糖（ｃａｐｓｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＣＰＳ），ＣＰＳ是细
菌感染宿主过程中的一个重要毒力因子，长期和反复

的使用广谱抗菌药物后，铜绿假单胞菌对抗生素的耐

药性会逐渐增强，并导致多重耐药性铜绿假单胞菌菌

株的产生。作为细菌的天敌，噬菌体的研究得到了许

多研究者的关注。噬菌体裂解细菌会形成噬菌斑，根

据之前的一项研究表明，噬菌斑的大小是由噬菌体的

一些特性所引起的，如噬菌体吸附速率、爆发量大小、

裂解时间、噬菌体的大小和扩散率等［２４］；这些因素可

能会导致噬菌斑形态及大小的差异。在噬菌体复制周

期中，其晚期阶段主要是噬菌体裂解宿主菌释放子代

噬菌体颗粒的过程，在裂解过程中会合成裂解相关蛋

白，解聚酶是一种可以破坏细菌表面荚膜多糖的蛋白；

表观上显示噬菌斑的周围被晕环包围，这种现象是因

为在形成晕环的过程中，由于解聚酶的过度产生，细菌

表面荚膜被破坏并降解为低聚糖重复单元，解聚酶通

过琼脂层向外周扩散。有研究表明噬菌体解聚酶较噬

菌体本身具有更宽泛的宿主谱，并对小鼠感染细菌具

有很好的治疗作用［２５］，因此噬菌体解聚酶拥有较好的

应用潜力。在本研究中 ＩＭＥ３０７噬菌体所形成的噬菌
斑周围可以看见透明晕环，晕环面积的大小随着时间

的延长不断扩大，因此推断该噬菌体可能具有编码解

聚酶相关的基因。在 ＩＭＥ３０７噬菌斑的中央有白色的
斑点，这种现象可能是本研究选择的宿主菌 Ｐａ１７５中
含有溶原性噬菌体亦或者 Ｐａ１７５迅速对 ＩＭＥ３０７耐受
所致；挑选ＩＭＥ３０７噬菌斑的中央白色斑点通过铺双
层板法再次进行噬菌体侵染，并未发现新的噬菌斑，在

对ＩＭＥ３０７全序列基因进行详细注释分析发现，ＩＥ３０７
基因中含有整合酶、切离酶、抑制子ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ等与溶原
功能相关的基因，因此我们推论 ＩＭＥ３０７为溶原性噬
菌体。

　　本研究从解放军总医院第五医学中心未经处理的
污水中成功分离到１株针对铜绿假单胞菌的噬菌体，
命名为ＩＭＥ３０７。该噬菌体对环境具有较好的适应性，
能够在较宽的温度和跨度较大的 ｐＨ范围（５～１１）内
保持很好的滴度及活性，说明噬菌体 ＩＭＥ３０７能耐受

较强的酸碱性及高温环境，具有较强的适应性。不同

的铜绿假单胞菌噬菌体其潜伏期、裂解期、裂解量存在

较大差异。Ｎ４样噬菌体ＤＳＳ３Φ２和ＥＥ３６Φ具有更长
的潜伏期，其潜伏期分别为３ｈ和２ｈ，其爆发裂解量
分别为３５０和１５００［２６］；ＬＰ１４具有７８５个ＰＦＵ／感染细
菌的大爆发量［２７］，而 ＹＨ６约 １００个 ＰＦＵ／感染细
菌［２８］。在对 ＩＭＥ３０７生物学特性进行研究发现；在
ＭＯＩ＝０．１时，ＩＭＥ３０７具有潜伏期短（少于１０ｍｉｎ），增
殖到６０ｍｉｎ以后达到稳定期，因此 ＩＭＥ３０７具有潜伏
期短、爆发量大的特点。进一步通过ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高
通量测序平台对 ＩＭＥ３０７进行全基因组测序，并对测
序数据拼接得到全基因组序列，ＩＭＥ３０７为双链 ＤＮＡ
噬菌体，基因组大小为５１５４５ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为５６．１％。
尽管我们通过 ２代测序对 ＩＭＥ３０７进行全基因组测
序，并得到全基因组序列，然而未能对该噬菌体进行末

端鉴定，未能找到该噬菌体末端重复序列。结合李莎

莎［２９］及邢少贞［３０］等构建查找末端序列的方法即高频

序列就是噬菌体基因组的末端序列；我们将拼接的

ＩＭＥ３０７噬菌体基因组序列与噬菌体下机原始数据通
过ＣＬＣｇｅｎｏｍｉｃｓｗｏｒｋｂｅｎｃｈ１２．０进行ｍａｐｐｉｎｇ并在高
通量测序的原始数据中查找高频序列，结果未能发现

ＩＭＥ３０７中存在高频序列，然而噬菌体末端仍旧是我们
非常值得注意的一个问题，这在以后的噬菌体研究中

会特别关注。

　　噬菌体进化树分析及全基因组序列比对分析，发
现ＩＭＥ３０７噬菌体全基因组与其他铜绿假单胞菌噬菌
体具有较大差异，其中与相似性最高的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐｈａｇｅＰＡＪＵ２噬菌体进行比较，仅 ４１％的全基因组覆
盖率，在这４１％序列里面，仅有９４．０６％的相似性。因
此推断本研究所涉及的噬菌体具有一定程度的独特性

及新颖性。

　　噬菌体疗法作为一种耐药菌感染的生物治疗方
法，目前已引起科学界的重视，但要将其真正应用于临

床仍有许多问题要解决，如噬菌体裂解谱较窄、噬菌体

具有宿主特异性和噬菌体数量较少等、细菌耐药及进

化后快速耐受噬菌体、机体启动免疫反应被快速清除

噬菌体、噬菌体制剂安全等问题［１９，３１］。因此，需要分

离筛选更多的不同裂解谱的宽谱噬菌体、人工进化突

变株、噬菌体改造等，构建容量巨大的噬菌体库，以此

覆盖噬菌体裂菌谱。在对 ＩＭＥ３０７裂解谱进行研究时
发现，ＩＭＥ３０７对铜绿假单胞菌Ｐａ１７５具有较强的裂解
作用，但裂解谱较窄，仅能裂解３１株中的２株铜绿假
单胞菌，不能裂解其他种属细菌；这表明 ＩＭＥ３０７具有
高效特异性和高度专一性，这与大多数噬菌体具有共

４５０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



同特性。但这种特异性在高效、靶向性地杀灭致病菌

的同时会造成噬菌体裂解谱狭窄及应用范围受限，然

而噬菌体“鸡尾酒”疗法有望能有效解决这一问题［３２］。

在今后的研究中，我们将寻找铜绿假单胞菌分型方法，

并针对不同型别的铜绿假单胞菌分离不同类别的噬菌

体，利用噬菌体“鸡尾酒”制剂以此扩大铜绿假单胞菌

的裂解谱。
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ＺＨＡＮＧＬ，ＬＥＳ，ＬＵＳＧ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｏｖｅｌＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｐｈａｇｅＰａＰ４［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
Ｃｈｉｎａ，２０１３，４０（４）：６０９－６１６．

［６］ＨＡＲＰＥＲＤＲ，ＥＮＲＩＧＨＴＭ Ｃ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｆｏｒｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＡｐｐｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１１，１１１（１）：１－７．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１３６５
２６７２．２０１１．０５００３．ｘ．

［７］ＨＯＲＣＡＪＡＤＡＪＰ，ＭＯＮＴＥＲＯ Ｍ，ＯＬＩＶＥＲ Ａ，ｅｔａｌ．
Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄ
ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ
［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｖ，２０１９，３２（４）：ｅ０００３１－ｅ０００１９．
ＤＯＩ：１０．１１２８／ＣＭＲ．０００３１１９．

［８］ＤＥＢＡＲＢＩＥＵＸＬ， ＬＥＤＵＣ Ｄ， ＭＡＵＲＡ Ｄ， ｅｔ ａｌ．
ＢａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｃａｎｔｒｅａｔａｎｄＰｒｅｖｅｎｔＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ｌｕｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１０，２０１（７）：１０９６－

１１０４．ＤＯＩ：１０．１０８６／６５１１３５．
［９］ＡＬＥＭＡＹＥＨＵＤ，ＣＡＳＥＹ ＰＧ，ＭＣＡＵＬＩＦＦＥＯ，ｅｔａｌ．

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ φＭＲ２９９２ ａｎｄ φＮＨ４ ｃａｎ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｔｈｅｍｕｒｉｎｅｌｕｎｇａｎｄｏｎｃｙｓｔｉｃ
ｆｉｂｒｏｓｉｓｌｕｎｇａｉｒｗａｙｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ｍＢｉｏ，２０１２，３（２）：ｅ０００２９－
ｅ０００１２．ＤＯＩ：１０．１１２８／ｍＢｉｏ．０００２９１２．

［１０］ＦＵＫＵＤＡＫ， ＩＳＨＩＤＡ Ｗ， ＵＣＨＩＹＡＭＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｋｅｒａｔｉｔｉｓｉｎｍｉｃｅ：ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｏｐｉｃａｌ
ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅＫＰＰ１２ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，
７（１０）：ｅ４７７４２．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００４７７４２．

［１１］ＨＡＧＥＮＳＳ，ＨＡＢＥＬＡ，ＶＯＮＡＨＳＥＮＵ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒａｐｙｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈａｎｏｎｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ
ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｈａｇｅ［Ｊ］． Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ Ａｇｅｎｔｓ
Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００４，４８（１０）：３８１７－３８２２．ＤＯＩ：１０．１１２８／
ＡＡＣ．４８．１０．３８１７３８２２．２００４．

［１２］ＷＡＴＡＮＡＢＥＲ，ＭＡＴＳＵＭＯＴＯＴ，ＳＡＮＯＧ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃａｃｙ
ｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｔｈｅｒａｐｙａｇａｉｎｓｔｇｕｔｄｅｒｉｖｅｄｓｅｐｓｉｓｃａｕｓｅｄｂｙ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ
Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００７，５１（２）：４４６－４５２．ＤＯＩ：１０．１１２８／
ＡＡＣ．００６３５０６．

［１３］ＲＯＳＥＴ，ＶＥＲＢＥＫＥＮＧ，ＶＯＳＤＤ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｐｈａｇｅｔｈｅｒａｐｙｏｆｂｕｒｎｗｏｕｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｆｉｒｓｔｓｔｅｐｓ
［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｕｒｎｓＴｒａｕｍａ，２０１４，４（２）：６６－７３．

［１４］ＷＲＩＧＨＴＡ，ＨＡＷＫＩＮＳＣＨ，?ＮＧＧ?ＲＤＥＥ，ｅｔａｌ．Ａ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｏｆａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃｏｔｉｔｉｓｄｕｅｔｏａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ；ａｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｒｅｐｏｒｔｏｆｅｆｆｉｃａｃｙ
［Ｊ］．ＣｌｉｎＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ，２００９，３４（４）：３４９－３５７．ＤＯＩ：１０．
１１１１／ｊ．１７４９４４８６．２００９．０１９７３．ｘ．

［１５］ＪＡＭＡＬＭ，ＢＵＫＨＡＲＩＳＭＡＵＳ，ＡＮＤＬＥＥＢＳ，ｅｔａｌ．
Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ：ａｎｏｖｅｒｖｉｅｗｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｔｅｇｉｅｓａｇａｉｎｓｔ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｂａｃｔｅｒｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｅｌｄｓ［Ｊ］．ＪＢａｓｉｃ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１９，５９（２）：１２３－１３３．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｏｂｍ．
２０１８００４１２．

［１６］陈邬锦，周静茹，李瑞，等．一株分离自重症肺炎患者
痰液标本的铜绿假单胞菌噬菌体生物学特性及基因分析

［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２０２０，１５（５）：５４６－５５０，
５７９．ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２００５１０．
ＣＨＥＮ Ｗ Ｊ，ＺＨＯＵ ＪＲ， ＬＩＲ， ｅｔａｌ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａｐｈａｇｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｓｐｕｔｕｍｓａｍｐｌｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅｐｎｅｕｍｏｎｉａ［Ｊ］．ＪＰａｔｈｏｇＢｉｏｌ，２０２０，１５（５）：
５４６－５５０，５７９．ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２００５１０．

［１７］ＣＨＡＮＢＫ，ＡＢＥＤＯＮＳＴ，ＬＯＣＣＡＲＲＩＬＬＯＣ．Ｐｈａｇｅ
ｃｏｃｋｔａｉｌｓａｎｄｔｈｅｆｕｔｕｒｅｏｆｐｈａｇｅｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｆｕｔｕｒｅ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１３，８（６）：７６９－７８３．ＤＯＩ：１０．２２１７／ｆｍｂ．
１３．４７．

［１８］ＷＥＩＮＢＡＵＥＲＭ Ｇ．Ｅｃｏｌｏｇｙｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．
ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｖ，２００４，２８（２）：１２７－１８１．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｆｅｍｓｒｅ．２００３．０８．００１．

５５０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１９）



［１９］ＰＩＲＥＳＤＰ，ＶＩＬＡＳＢＯＡＳＤ，ＳＩＬＬＡＮＫＯＲＶＡＳ，ｅｔａｌ．
Ｐｈａｇｅｔｈｅｒａｐｙ： ａ ｓｔｅｐ ｆｏｒｗａｒｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２０１５，８９
（１５）：７４４９－７４５６．ＤＯＩ：１０．１１２８／ＪＶＩ．００３８５１５．

［２０］ＣＡＯＺＨ，ＺＨＡＮＧＪＣ，ＮＩＵＹＤ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａ“ｐｈｉＫＭＶｌｉｋｅ”ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅａｎｄｉｔｓ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎｍｉｎｋｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｐｎｅｕｍｏｎｉａ［Ｊ］．
ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１５，１０（１）：ｅ０１１６５７１．ＤＯＩ：１０．１３７１／
ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０１１６５７１．

［２１］ＦＲＥＤＲＩＫＳＳＯＮＮＪ，ＨＥＲＭＡＮＳＳＯＮＭ，ＷＩＬ?ＮＢＭ．Ｔｈｅ
ｃｈｏｉｃｅｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｈａｓｇｒｅａｔｉｍｐａｃｔｏｎａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｄｙｎａｍｉｃｓｉｎａｗａｓｔｅｗａｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｌａｎｔ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（１０）：ｅ７６４３１．
ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００７６４３１．

［２２］ＷＡＮＧＣ，ＬＩＰＹ，ＮＩＵ Ｗ Ｋ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍａ
ｎｏｖｅｌＫＮ１ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ
ｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＲｅｓＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１９，１７０（３）：１５６－１６４．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｒｅｓｍｉｃ．２０１９．０１．００３．

［２３］ＲＯＳＳＩＥ，ＬＡＲＯＳＡＲ，ＢＡＲＴＥＬＬＪＡ，ｅｔａｌ．Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａａｄａｐｔａｔｉｏｎａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｙｓｔｉｃ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０２１，１９（５）：３３１－３４２．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５７９０２０００４７７５．

［２４］ＧＡＬＬＥＴＲ，ＫＡＮＮＯＬＹ Ｓ， ＷＡＮＧ ＩＮ． Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｔｒａｉｔｓ ｏｎ ｐｌａｑｕｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］． ＢＭＣ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１１，１１：１８１．ＤＯＩ：１０．１１８６／１４７１２１８０１１
１８１．

［２５］ＣＨＩＢＥＵＡ， ＬＩＮＧＯＨＲ Ｅ Ｊ， ＭＡＳＳＯＮ Ｌ， ｅｔａｌ．
Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｗｉｔｈｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｔｏｄｅｇｒａｄｅｕｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０１２，４（４）：４７１－
４８７．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｖ４０４０４７１．

［２６］ＺＨＡＯＹＬ，ＷＡＮＧ Ｋ， ＪＩＡＯ Ｎ Ｚ， ｅｔａｌ． Ｇｅｎｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｗｏｎｏｖｅｌｐｈａｇｅｓｉｎｆｅｃｔｉｎｇｍａｒｉｎｅｒｏｓｅｏｂａｃｔｅｒｓ
［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００９，１１（８）：２０５５－２０６４．ＤＯＩ：
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