
大肠杆菌可以引起多种感染，包括肠道内感染

和肠道外感染，肠道内感染主要会引起腹泻，肠道

外感染主要引起泌尿道感染、新生儿脑膜炎等［1］。

感染多耐药大肠杆菌新噬菌体 vB_EcoM_RZ的性质鉴定及基
因组学研究
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［摘 要］ 目的：分离鉴定新型毒性噬菌体并研究其生物学特性，为用于治疗临床多耐药菌感染提供备选方案。方法：从南京

城区污水中收集废水样本，以临床分离的大肠杆菌多药耐药菌株为宿主，采用双层琼脂法分离纯化新噬菌体，然后采用电镜观

察其形态，一步生长曲线确定其潜伏期及爆发量，并通过全基因组测序及质谱分析结合生物信息学分析研究其基因组及编码

蛋白。结果：成功分离出一种新型大肠杆菌毒性噬菌体命名为vB_EcoM_RZ，其能感染并裂解多株大肠杆菌临床耐药菌株；生

物学性质分析表明该噬菌体裂解速度快、宿主范围广、温度稳定性良好；全基因组测序结果表明vB_EcoM_RZ不编码毒素或其

他毒力因子基因，溶源周期相关基因及抗性基因；质谱分析发现 vB_EcoM_RZ噬菌体颗粒含有43种已知蛋白和一些未知功能

的假定蛋白；系统发育树分析表明 vB_EcoM_RZ是一株新型噬菌体。结论：分离并鉴定出一株新型大肠杆菌毒性噬菌体

vB_EcoM_RZ，性质优良，有进一步应用于治疗耐药菌引起感染的潜能。
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［Abstract］ Objective：Isolate and identify a new strain of lytic phage and study its biological characteristics，so as to provide an
alternative treatment for clinical infection caused by multi ⁃ drug resistant bacterial in the future. Methods：The new phage named
vB_EcoM_RZ was isolated and purified by double layer agar method. The morphology of the new phage was observed by electron
microscope. The incubation period and burst size of the new phage were determined by one ⁃ step growth curve，the genomic
characteristics and encoded proteins of phage vB_EcoM_RZ were studied through the whole genome sequencing and mass
spectrometry analysis combined with bioinformatics analysis. Results：A new type of Escherichia coli virulent bacteriophage was
successfully isolated；biological experiments showed that it had fast lytic speed，wide host range，and good temperature stability；
genomics studies showed that it did not encode genes related to toxins or other virulence factors；43 known proteins and some
hypothetical proteins with unknown functions were isolated and identified by mass spectrometry. Phylogenetic analysis showed that it
was a new type of bacteriophage. Conclusion：A new type of Escherichia coli virulent bacteriophage named vB_EcoM_RZ has been
isolated and identified. It has excellent properties and the potential to be further used in the treatment of infection caused by drug⁃
resistant bacteria.
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随着多耐药及全耐药大肠杆菌的不断出现，其引起

的感染严重威胁着人类的生命健康［2-3］。由于新抗

生素的研发周期不断变长，可用于治疗多耐药及全

耐药大肠杆菌引起感染的可选抗生素非常有限，给临

床治疗带来极大困难［4］，严峻的形势促使人们寻找其

他替代或者补充疗法治疗耐药菌引起的感染［5］。噬

菌体作为一种简单易获得的天然细菌捕食者，成为

替代或者补充抗生素的良好选择［6-7］。

噬菌体是地球上最丰富的物种之一，对维持自

然界生态平衡起到了巨大的作用［8］。同时噬菌体作

为细菌的病毒，能够感染裂解特定种类的宿主菌，

可用于特异性治疗由敏感细菌引起的感染。已有

大量研究表明对于由多耐药菌引起的感染［9］，噬菌

体疗法可作为抗生素的有效辅助甚至替代治疗手

段之一［10］。例如，噬菌体干粉制剂对多耐药铜绿假

单胞菌菌株引起的肺部感染小鼠具有良好的治疗

效果［11］；在酒精性肝炎患者体内，噬菌体可以专门

针对杀灭溶细胞的粪肠球菌，是精确编辑肠道菌群

的有效方法［12］。目前一些国家正在开展有关噬菌

体治疗安全性和有效性的临床试验［13］，噬菌体宿主

范围狭窄，而且细菌会对噬菌体产生抗性［14］，通过

把多种噬菌体混合在一起组成鸡尾酒制剂能有效

克服噬菌体治疗的上述缺点［15］。因此，有必要分离

更多新的噬菌体并阐明其基因组序列，以累积足够

数量的噬菌体储备用于制备针对特定临床耐药菌

的噬菌体鸡尾酒制剂，为噬菌体治疗临床多耐药菌

及全耐药菌引起的感染奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

硫酸镁、硝酸银、乙醇、乙酸（中国国药集团）；

甘氨酸、氯化铯（Sigma公司，美国）；磷钨酸（北京中

镜科仪）；硫代硫酸钠、碳酸钠（上海凌峰化学）；乙

酸钠（南京生兴生物）；甲醛（广东西陇科学）；琼脂

粉（上海翊圣）。

1.2 方法

1.2.1 噬菌体的分离纯化

从南京城区污水中收集废水样本，用 0.45 μm
孔径的过滤器过滤污水样品以去除细菌。把滤液添

加到对数早期的大肠杆菌395J2培养液中，37 ℃下培

养24 h以富集噬菌体。将培养物在4 ℃ 14 000 g离

心10 min以去除大肠杆菌菌体。以大肠杆菌395J2
为宿主菌，采用双层琼脂平板法检测培养中的噬菌

体。在 37 ℃下孵育过夜，观察噬菌斑并挑取噬菌

斑，重复感染周期直到形成的噬菌斑大小均一。随

后，将纯化后的噬菌斑在纯水中稀释并在4 ℃保存。

挑取噬菌斑接种于50 mL处于对数期的宿主菌

395J2的培养液中培养 2 h，取菌液以 4 ℃ 14 000 g

离心10 min以去除大肠杆菌菌体，采用超高速氯化

铯密度梯度离心法分离纯化菌液中噬菌体。

1.2.2 噬菌体形态观察

将密度梯度离心法纯化的噬菌体 vB_EcoM_RZ
溶液铺于带有碳膜的铜网上吸附2 min，并用2％（w/v）
的磷钨酸进行负染 2 min并立即用滤纸吸干。在

80 kV的 FEI Tecnai G2 Spirit Bio TWIN透射电子显

微镜下拍摄噬菌体的显微照片。

1.2.3 噬菌体一步生长曲线

将 大 肠 杆 菌 395J2 培 养 至 对 数 早 期（1 ×
108 CFU/mL）。加入噬菌体 vB_EcoM_RZ感染复数

（multiplicity of infection，MOI）为 10（MOI=10），37 ℃
共培养 10 min。14 000 g离心 1 min收集菌体。菌

体用新鲜的LB培养基洗涤 2次后，重悬于 50 mL的

新鲜LB培养基中于37℃振荡培养。每隔5 min取菌

液，采用双层琼脂平板法检测菌液上清中噬菌体的

数量。生长曲线可以帮助确定该噬菌体的潜伏期

和爆发期及爆发量。

1.2.4 噬菌体温度稳定性

通过恒温水浴法测定噬菌体在不同温度（4、
25、37、45、50、55、60、65 ℃）下处理60 min后的存活

率：将 1 mL噬菌体（107 PFU/mL）置于上述温度下，

取60 min后样品测定噬菌体滴度。

1.2.5 噬菌体宿主范围及生物学特性

通过斑点法检测该噬菌体对不同大肠杆菌菌

株的感染裂解能力。将每种测试细菌的 100 μL过

夜培养的菌液添加到 3.5 mL融化的 LB琼脂（0.6％
琼脂）中。然后将混合物覆盖在LB琼脂平板上。将

板在室温下干燥30 min，然后将2 μL逐滴稀释的系

列噬菌体裂解液滴在板表面，然后在37 ℃下孵育过

夜。检查平板的菌体清除区以评估细菌裂解程度。

1.2.6 噬菌体的细菌挑战试验

大肠杆菌395J2的过夜培养物分别接种于不同培

养瓶中的50 mL新鲜LB肉汤中，在37 ℃ 200 r/min 培

养至吸光度值D（600 nm）=0.3。然后在不同培养瓶

中分别加入不同浓度 vB_EcoM_RZ噬菌体液（MOI=
0.1，MOI=1，MOI=10）。通过测量不同时间点的

D（600 nm）来监测细菌生长情况。作为阴性对照，用

SM缓冲液代替vB_EcoM_RZ噬菌体液。每隔15 min
测定D（600 nm）。
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1.2.7 噬菌体vB_EcoM_RZ的基因组提取及测序

将纯化的噬菌体样品用DNase I和RNase A在

37 ℃下处理 2 h，以消化污染的细菌DNA和RNA。

然后在55 ℃下用蛋白酶K处理15 min。用TIANamp
Bacteria DNA Kit（北京天根生物）进一步制备噬菌

体基因组DNA。使用 Illumina HiSeq 2500测序仪对

VB_EcoM_RZ基因组DNA进行测序，并使用ABySS
v2.0.2软件和GapCloserv1.12将测序结果拼接组装

成基因组。

1.2.8 噬菌体vB_EcoM_RZ的基因组分析

使 用 artemis 和 Glimmer3 软 件 预 测

vB_EcoM_RZ 的基因组编码的开放阅读框（open
reading frame，ORF）。使用NCBI上的BLAST工具对

蛋白主序列功能注释。使用ExPASy Compute pI/Mw
工具计算推定蛋白质的分子量和等电点。采用

EMBL⁃EBI的EMBOSS Needle工具进行蛋白质氨基

酸 序 列 的 整 体 比 对 。 采 用 EasyFig 比 对

vB_EcoM_RZ及其亲缘关系近的噬菌体的氨基酸序

列。采用MEGA7对 vB_EcoM_RZ及其相似噬菌体

基因组之间的系统发生关系进行分析。

1.2.9 噬菌体vB_EcoM_RZ的结构蛋白分析

采用 12％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS ⁃ polyacrylamide gel electrophoresis，SDS ⁃
PAGE）分离鉴定噬菌体颗粒中含有的蛋白质并银

染凝胶。同时，噬菌体颗粒加热变性后，通过液相

色谱⁃质谱联用技术（high performance liquid chroma⁃
tography⁃mass spectrometry，HPLC⁃MS）分离蛋白质，

以胰蛋白酶进一步消化后通过Q Exactive质谱仪分

析胰蛋白酶肽。使用 MASCOT 引擎分析鉴定

vB_EcoM_RZ病毒颗粒中含有的蛋白质。

1.2.10 噬菌体 vB_EcoM_RZ的基因组核苷酸序列

登录号

vB_EcoM_RZ 的基因组序列已上传到 Gen⁃
Bank，登录号为MW598459。
2 结 果

2.1 噬菌体vB_EcoM_RZ形态结构

噬菌体在大肠杆菌395J2宿主菌平板上37 ℃过

夜培养可形成清晰的圆形噬菌斑（直径约 0.5 mm）
（图 1A）。在透射电子显微镜下观察纯化的噬菌体

颗粒，可见其具有典型的二十面体的头部和带有可

收缩尾鞘的长尾，表明该噬菌体属于肌尾噬菌体科。

该噬菌体的二十面体头部的平均直径为100 nm，而

尾大约长为120 nm（图1B）。按照噬菌体命名法则［16］

该噬菌体正式命名为vB_EcoM_RZ。

2.2 噬菌体vB_EcoM_RZ生物学特性

采用一步生长实验以评估vB_EcoM_RZ的种群动

力学（图2A）。vB_EcoM_RZ的潜伏期约为10 min。感

染后30 min所有噬菌体均已释放（图2A），该噬菌体

的爆发量大约为平均每个菌体释放1.14×109个噬菌

体颗粒。

噬菌体 vB_EcoM_RZ 放置于不同温度（4、25、
37、45、50、55、60、65 ℃）下 60 min后测定噬菌体的

滴度变化（图 2B）。结果表明，噬菌体 vB_EcoM_RZ
的生物学活性在4~45 ℃的温度范围内比较稳定，但

是当温度升高至 45 ℃以上时噬菌体的滴度迅速下

降，表明该噬菌体在一定温度（4~45 ℃）下可保持良

好的热稳定性，因此易于保存。

通过标准斑点试验测定该 vB_EcoM_RZ噬菌体

感染并裂解不同大肠杆菌菌株的能力。结果显示

该噬菌体对 38种大肠杆菌中的 13株多重耐药性

（multiple drug resistance，MDR）大肠杆菌菌株都具

有裂解效果，从而表明 vB_EcoM_RZ具有相对较广

的宿主谱，并提示该噬菌体可作为生物防治剂，有

巨大的潜在应用价值。

在MOI=10的条件下测试了 vB_EcoM_RZ对菌

株 395J2的裂解效果。结果显示 vB_EcoM_RZ可以

在感染 2 h后有效裂解大肠杆菌 395J2（图 2C）。总

之，上述这些结果均提示了 vB_EcoM_RZ具有较广

宿主范围和较强的溶菌能力，使得该噬菌体有作为

生物制剂用于控制感染的巨大潜力。

2.3 噬菌体vB_EcoM_RZ基因组的基本特征

vB_EcoM_RZ的完整基因组由长度为170 318 bp
的环状双链DNA组成，GC含量为 40.146％。平均

基因长度为554 bp，大小范围为26~1 318个核苷酸。

在 vB_EcoM_RZ的完整基因组中预测到了 292个推

A：噬菌体 vB_EcoM_RZ的噬菌斑形态；B：噬菌体 vB_EcoM_RZ
电镜下形态结构（× 150 000）。

图1 噬菌体vB_EcoM_RZ的噬菌斑及形态结构

Figure 1 Plaque and morphology of phage vB_ EcoM_RZ
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图2 噬菌体vB_EcoM_RZ生物学特性

Figure 2 Biological characteristics of phage vB_ EcoM_ RZ

70

定的 ORF。在噬菌体基因组的正向链中有 45 个

ORF，在互补链中有247个ORF（图3）。确定有125个
ORF编码已知功能的蛋白质（蓝色基因），而 167个
ORF编码的蛋白功能未知为假定蛋白（黑色基因，

图 3）。另外，在 vB_EcoM_RZ基因组中未发现编码

阻遏蛋白、整合酶（温带噬菌体的标记）等溶源性周

期相关基因。由此认为 vB_EcoM_RZ噬菌体为毒性

噬菌体。基因组分析还表明，噬菌体 vB_EcoM_RZ
不编码与毒素或其他毒力因子相关的基因。

vB_EcoM_RZ作为毒性噬菌体特性但同时没有携带

可能的毒性基因，使其成为治疗应用的潜在优良候

选者。

2.4 噬菌体vB_EcoM_RZ的结构蛋白

为了分析 vB_EcoM_RZ的结构蛋白，将纯化的

噬菌体颗粒煮沸进行变性后通过SDS⁃PAGE电泳分

离。在SDS⁃PAGE凝胶中观察到至少9个不同的蛋

白条带，分子量范围为 5.8~143.0 kDa（图 4）。在质

谱中鉴定出43个蛋白质，包括34种已知的蛋白，此
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外还鉴定了一些假设的蛋白，这些假定蛋白可能是一

些未知的结构蛋白，深入研究并揭示这些蛋白的功

能，可能对进一步了解该噬菌体的形态结构有帮助。

2.5 噬菌体vB_EcoM_RZ比较基因组分析

为了确定噬菌体的确切分类学位置，根据

BLAST分析的结果，将 vB_EcoM_RZ的基因组序列

与从世界不同地区分离的9个噬菌体进行系统发育

分析，并使用MEGA7程序绘制系统发育树（图 5）。

结果表明在这些噬菌体之间存在复杂的进化关

系。系统进化树分析表明，vB_EcoM_RZ是一株新

型噬菌体，与噬菌体 T4、VR26、VR20、VR25、VR7、
SP18、DK13、UPEC01及CJ20有亲缘关系。比较基

因组分析的结果扩展了对 vB_EcoM_RZ及其噬菌体

亲戚之间进化和关系的理解。

vB_EcoM_RZ编码的大多数蛋白质和其他相关

噬菌体编码的相应蛋白同源性较高，但是有少数蛋

白和其他噬菌体的相应蛋白明显不同（空白区域）

（图 6）。同时，噬菌体 vB_EcoM_RZ和 T4噬菌体存

在一定的发育关系，基因组序列比较分析发现两者

有 94.14%的相似性。分析 vB_EcoM_RZ与 T4噬菌

体的溶菌酶、穿孔素和长尾纤维蛋白氨基酸序列，

发现分别有 69.14%、53.24%和 34.07%的相似性。

long tail fiber protein proximal subunit（ORF288）long tail fiber distal subunit（ORF291）DNA polymerase（ORF78）
baseplate wedge subunit（ORF190）tail sheath protein（ORF204）
major head protein（ORF212）

neck protein（ORF198）

tail tube protein（ORF206）

putative internal head protein（ORF174）

kDa
180140
10075
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25
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图4 噬菌体vB_EcoM_RZ的基因排布

Figure 4 Gene arrangement of phage vB_ EcoM_RZ

图5 噬菌体vB_EcoM_RZ的系统发育树

Figure 5 Phylogenetic tree of phage vB_ EcoM_ RZ
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而噬菌体尾蛋白被认为参与宿主的识别功能，并赋

予噬菌体宿主范围特异性。

vB_EcoM_RZ和 9个相近噬菌体的蛋白质序列

多重比对显示，大多数区域在蛋白质水平上高度同

源，但它还可以观察到一些空白区域（图 6）。

vB_EcoM_RZ作为一种有尾噬菌体，可在不同选择

压力下发生基因重排，与宿主共同进化并更具有

多样性。此外，有尾噬菌体是双链DNA病毒中数

量种类最多的一组，容易发生基因丢失、获取和交

换，并且不共享通用基因，其进化非常复杂。基因

的重排交换和丢失获取都可能影响噬菌体基因组

的组织，并影响 vB_EcoM_RZ结构组装和蛋白活性

表达。

3 讨 论

本 研 究 分 离 并 鉴 定 了 一 株 新 的 噬 菌 体

vB_EcoM_RZ。因为该噬菌体基因组存在裂解基

因，如溶菌酶、穿孔素等，而没有编码整合酶、阻遏

蛋白等溶源相关基因，因此认为 vB_EcoM_RZ是毒

性噬菌体。vB_EcoM_RZ的基因组序列分析发现其
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不编码潜在毒力因子或抗生素抗性基因［17］。斑点

试验证明其能对十几株MDR大肠杆菌临床分离株

有裂解活性［18］，同时该噬菌体具有较短的生命周期

和巨大的爆发量，表明该噬菌体具有作为有效抗菌

制剂的优良特征，因此，vB_EcoM_RZ是对抗耐药大

肠杆菌的噬菌体鸡尾酒制剂的优良候选者［19］。

同时在 vB_EcoM_RZ病毒颗粒中鉴定到 43种

蛋白，再次证实该噬菌体不携带毒性蛋白质，其是

能感染大肠杆菌的一种新的毒性噬菌体。基因组

和蛋白质组分析证实了 vB_EcoM_RZ的裂解性质。

比较基因组分析揭示了这些噬菌体基因组进化变

化的机制，并且与T4噬菌体存在一定的亲缘关系，

这可能解释 vB_EcoM_RZ为什么有较广的宿主范围

和 良 好 的 裂 解 能 力［20］。 本 结 果 表 明 噬 菌 体

vB_EcoM_RZ的基因排布和基因组结构与其噬菌体

亲属的基因排布和基因组结构有所不同，并且宿主

的裂解范围与亲属噬菌体也有所不同，这可能与噬

菌体与宿主菌动态共进化相关［21］。总之，我们的所

有结果均提示，vB_EcoM_RZ噬菌体是一种新型并具

有潜在临床应用价值的噬菌体，与T4噬菌体存在复

杂的进化关系，需要进行更深入的研究以更好地阐述

这一问题。
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