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[摘要]

目的 从医院污水中分离鲍曼不动杆菌裂解性噬菌体，探讨其生物学特性及基因组基本信

息。

方法 以临床分离的鲍曼不动杆菌为指示菌，采用双层琼脂平板法分离、纯化噬菌体，观察

噬菌斑特征；利用透射电子显微镜观察噬菌体的形态特征；采用点板试验测定噬菌体的裂菌

谱，并观察其最佳感染复数(MOI)、一步生长曲线以及对热、酸碱等理化因素的耐受性。提

取噬菌体全基因组 DNA，采用 Illumina Hiseq2000 高通量测序，并对其基因组序列进行注

释、比对分析。

结果 从污水中成功分离出 1 株鲍曼不动杆菌的裂解性噬菌体，命名为 SWH-Ab-3；噬菌体

头部直径约为 70 nm，尾长约 80 nm，初步判断其属肌尾噬菌体科；该噬菌体裂菌谱较窄(6

株/42株)，最佳感染复数为0.1，潜伏期为40 min，爆发期为50 min，裂解量为31.4 PFU/cell，

对热和酸碱环境的耐受性较高。SWH-Ab-3 基因组长度为 41 730 bp，G+C%含量为 39.38%，

共编码 53 个 ORF(33 个已知功能基因，20 个假想蛋白)，其序列与 Abp1 和 vB_AbaP_B3 的同

源性最高(≥94.0%)，但基因组长度、G+C%含量和形态特征差异显著。结论 SWH-Ab-3 为 1

株新分离的鲍曼不动杆菌裂解性噬菌体，属肌尾噬菌体科，对热、酸碱等理化因素较耐受，

可能通过穿孔素和裂解酶组成的“二元裂解系统”发挥裂菌作用，裂解能力较强，但裂菌谱

较窄。

[关键词] 鲍曼不动杆菌 噬菌体 生物学特性 全基因组分

析
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[Abstract] Objective To investigate the biological characteristics and basic

genomic information of Acinetobacter baumannii (A. baumannii) lytic

bacteriophage isolated from hospital sewage. Methods Bacteriophage was isolated

and purified with indicator of A. baumannii by double-layer agar plate method,

and plaque characteristics of the phage were observed. The structure of purified

phage was observed with transmission electron microscopy. The host spectrum was

determined by point plate test, and optimal multiplicity of infection (MOI),

one-step growth curve, temperature and pH stability of the phage were investigated.

The whole genome DNA of phage was extracted and sequenced by Illumina Hiseq2000

high-throughput sequencing technology, and then the genome sequence was annotated

and analyzed by alignment. Results A strain of lytic bacteriophage against the A.

baumannii, named SWH-Ab-3, was isolated from sewage. The phage had a head of about

70 nm in diameter and a tail of about 80 nm in length. SWH-Ab-3 was identified to

belong to Myoviridae family. The bacteriophage had a narrower lytic spectrum

of A. baumannii (6/42), optimal MOI of 0.1, latent period of 40 min and burst

period of 50 min, and the burst size about 31.4 PFU/cell, and could stand the

temperature up to 60 ℃ and keep stable titer under acid or alkali environment. Its

genome size was 41 730 bp with G+C content of 39.38%. There were 53 ORF encoded,

of which 33 were known functional genes and 20 were hypothetical proteins. The BLASTn

alignment found that SWH-Ab-3 had the highest homology with Abp1 and vB_AbaP_B3 (>

94%), but the length of the genome, the G+C% content and the morphological

characteristics of the phage were significant.Conclusion SWH-Ab-3 is a new lytic

phage of A. baumannii, belonging to the Myoviridae family. It is tolerant to heat,

acid and alkali. It may lyse the host bacteria through "two-element lysis system",

composed of holin and lyase. It has stronger lytic ability, but narrower lytic

spectrum.
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鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)为非发酵革兰阴性杆菌，广泛存在于自然界

的水、土壤等潮湿环境中，常寄居于人或动物体表皮肤、泌尿生殖道、消化道和呼吸道。研

究表明，鲍曼不动杆菌在医院的床单位、医疗仪器等物表分布广泛且长期存活，极易造成老

年患者、危重患者及机体免疫力低下患者的感染，是引起严重院内感染最常见的条件致病菌

[1]
。目前，鲍曼不动杆菌对临床常用抗菌药物的耐药性严重，碳青霉烯类、β-内酰胺类抗

生素复合制剂等抗菌药物是临床治疗鲍曼不动杆菌严重感染的有效手段，但随着近年来该类

抗菌药物在临床的大量及不合理使用，造成了鲍曼不动杆菌的耐药菌，特别是多重耐药或“泛

耐药”越来越多，可供选择的抗菌药物越来越少，给临床抗感染治疗带来了严峻挑战
[2]
。

噬菌体(bacteriophage)是一类能感染细菌等微生物的病毒。它必须依靠宿主细胞才能

进行复制和繁殖，具有寄生性和严格的宿主特异性。按照噬菌体与宿主菌的关系分为裂解性

噬菌体和溶源性噬菌体，鉴于裂解性噬菌体的溶菌作用而被认为是细菌的天然杀手
[3]
。随着

细菌耐药性问题日益严重，新抗生素研发的速度远低于耐药菌产生的速度
[4]
。作为可替代抗

生素成为新型抗菌剂的噬菌体，重新引起了国内外研究者的重视。目前其针对多耐药菌感染

性疾病治疗的有效性研究报道较多
[5]
，特别是生物工程噬菌体的出现，克服了许多传统噬菌

体疗法的缺陷，使靶向给药或逆转耐药菌的耐药性成为可能
[6]
。然而，噬菌体广泛存在于自

然界中，常伴随着细菌而存在，理论上每种细菌均有其对应的噬菌体，所有噬菌体种类超过

10
8
种

[7]
。因此，筛选某种细菌的特异性噬菌体尤其是具有较强溶菌作用的裂解性噬菌体的

难度较大，需要获得大量的噬菌体，并对其进行生物学特性研究和基因组分析
[8]
。为此，本

研究在医院污水中分离获得 1株鲍曼不动杆菌的裂解性噬菌体 SWH-Ab-3，并对其生物学特

性和基因组进行初步研究，为噬菌体用于多重耐药鲍曼不动杆菌所致院内感染的预防控制以

及感染治疗提供基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

琼脂粉、酵母提取物、蛋白胨购自英国 OXOID 公司；氯化钠购自重庆川东化工集团公司；

噬菌体基因组 DNA 提取试剂盒(Code No. AB114)购自北京艾比根生物技术有限公司。
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ThermoFisher Micro 21R 离心机为赛默飞世尔科技(中国)有限公司产品；电热恒温培养箱

为上海跃进医疗器械有限公司产品；JEM-1400 Plus 透射电子显微镜为日本精工(JEOL)公司

产品；HiSeq2000 高通量测序仪为美国 Illumina 公司产品。

1.2 菌株和培养基

42 株鲍曼不动杆菌、2 株大肠杆菌、2株金黄色葡萄球菌、2 株铜绿假单胞菌及 2 株肺

炎克雷伯菌均由陆军军医大学(第三军医大学)第一附属医院检验科微生物室分离鉴定，本实

验室保存。所有菌株均采用 Vitek 2 Compact -32 全自动细菌鉴定系统(法国生物梅里埃公

司)进行生化性质鉴定。自配 LB 液体培养基：氯化钠 10.0 g，蛋白胨 10.0 g，酵母提取物

5.0 g；半固体培养基在 LB 培养基中加入琼脂粉 7.0 g，固体培养基在 LB 培养基中加入琼

脂粉 15.0 g，加水至 1 L，pH 7.4，高压灭菌后分装备用。污水样品采自本院污水站，加消

毒剂前采集。

1.3 噬菌体分离与鉴定

1.3.1 宿主菌制备

将－80 ℃保存的 42 株鲍曼不动杆菌、2 株大肠杆菌、2 株金黄色葡萄球菌、2 株铜绿

假单胞菌及 2 株肺炎克雷伯菌用三线法接种于固体 LB 平板上，37 ℃过夜培养，复苏菌株。

次日，挑取细菌单个菌落分别接种于 2 mL 液体 LB 培养基中，于 37 ℃、200 r/min 培养至

光密度值 D(600)为 0.6 左右，制备宿主菌菌悬液，置于 4 ℃保存备用。

1.3.2 噬菌体富集与分离

按照罗娟等[9]的方法，从医院污水中富集和分离鲍曼不动杆菌裂解性噬菌体，并观察噬

菌斑的形成及特点。

1.3.3 噬菌体纯化与保存

从 LB 双层琼脂平板上挑取单个噬菌斑，参照罗娟等
[9]
的方法纯化噬菌体 3~5 次，至噬

斑的形状和大小均一。纯化的噬菌体与 50%甘油等体积混匀后放于－20 ℃和－80 ℃冻存、

备用。
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1.3.4 噬菌体形态观察

参照文献[9]报道的方法观察噬菌体的形态特征。

1.4 噬菌体生物学特性研究

1.4.1 噬菌体裂解谱测定

采用邢少贞等[10]建立的点板试验测定噬菌体的裂解谱。受试菌为鲍曼不动杆菌 42 株、

大肠杆菌 2株、金黄色葡萄球菌 2株、铜绿假单胞菌 2 株和肺炎克雷伯菌 2 株。若平板上点

加噬菌体后的菌苔出现规则、透明空斑即为裂菌试验阳性。

1.4.2 噬菌体最佳感染复数(multiplicity of infection，MOI)测定及一步生长曲线绘制

参照文献[10]报道的方法进行。噬菌体与宿主菌的比值(MOI)分别为 0.001、0.01、0.1、

1、10、100，培养后得到噬菌体滴度最高的 MOI 即为最佳感染复数。再按照最佳 MOI 的比例

加入噬菌体和宿主菌共培养，分别在 0时刻和每间隔 10 min 取样，测定样品噬菌体滴度，

并绘制噬菌体的一步生长曲线。

1.4.3 噬菌体的热稳定性

将 0.7 mL 液体 LB 培养基加入无菌 EP 管中，分别在 30、40、50、60、70、80 ℃的水

浴中孵育 30 min，每个温度点分别设置 3 个平行管。待试管内外温度稳定后，加入 0.3 mL

噬菌体(24×10
9

PFU/mL)，分别在 30、40、50、60、70、80 ℃的水浴中再孵育 30 min 后，

取出并立即置于冰浴中冷却。取孵育液 10 μL 梯度稀释后，采用双层琼脂平板法检测噬菌

体的滴度，并绘制噬菌体的热稳定性曲线。

1.4.4 噬菌体对 pH 敏感性

用浓盐酸(1 mol/L)、氢氧化钠溶液(1 mol/L)分别将液体 LB 培养基调至 pH 值为 2.0、

3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0，高压灭菌后备用。取不同 pH 的液体

LB 培养基 2 mL 加至 10 mL 无菌玻璃试管中，分别加入 100 μL 噬菌体(109PFU/mL)，37 ℃

恒温摇床中孵育 4 h，每个 pH 值分别设置 3 个平行实验管。取孵育液 10 μL 做梯度稀释后，

采用双层琼脂平板法检测噬菌体的滴度，并绘制噬菌体的酸碱敏感性曲线。
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1.5 噬菌体全基因组测序及序列分析

用λ噬菌体基因组 DNA 提取试剂盒(Cat：AB114)抽提噬菌体 SWH-Ab-3 基因组 DNA，序

列测定由北京博奥晶典生物技术有限公司完成。主要步骤如下：检测 DNA 样品的浓度和纯度，

用检测合格的样品构建测序文库和 cluster 制备，采用第 2 代高通量测序技术 Illumina

Hiseq2000 测序。所获原始测序数据，经预处理去除接头、引物及低质量数据后，通过 Spades

软件进行噬菌体基因组序列组装，获得噬菌体 SWH-Ab-3 最好的 DNA 序列拼接结果。

噬菌体基因组信息分析采用

Glimmer(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/MICROBES/glimmer_3.cgi)软件预测噬菌

体基因组的开放阅读框(open reading frame, ORF)，同时使用 BLAST 在线工具

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)进行碱基序列相似性比对及编码基因的注释。再通过

tRNAscan-SE(http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/)确定基因组上是否存在 tRNA 基因。

最后，将基因组注释序列提交 NCBI 数据库，获取序列登录号。

2 结果 2.1 噬菌体生物学特性研究

2.1.1 噬菌体的分离及其噬菌斑特征

以临床分离的鲍曼不动杆菌为宿主菌，经双层琼脂平板法筛选和纯化，从医院污水中分

离到 1株裂解性鲍曼不动杆菌噬菌体，命名为噬菌体 SWH-Ab-3。在双层琼脂平板上可见噬

菌体 SWH-Ab-3 能形成形态规则的噬菌斑，直径 0.5~1.0 mm，圆形透明、边缘清晰，呈现出

裂解性噬菌体的噬菌斑特征(图 1)。
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图 1 噬菌体 SWH-Ab-3 的噬菌斑形态特征

图选项

2.1.2 噬菌体 SWH-Ab-3 的形态

纯化的噬菌体 SWH-Ab-3 经磷钨酸负染后，透射电子显微镜观察的形态如图 2所示。噬

菌体 SWH-Ab-3 的头部呈正多面体对称结构，头部直径约为 70 nm，尾长约为 80 nm。根据噬

菌体分类方法，把该噬菌体初步归于肌尾噬菌体科(Myoviridae)。
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图 2 电镜观察噬菌体 SWH-Ab-3 的形态

图选项

2.1.3 噬菌体 SWH-Ab-3 的裂菌谱

噬菌体 SWH-Ab-3 对包括鲍曼不动杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及

肺炎克雷伯菌在内的 50 株临床分离菌株的裂解作用见表 1。结果显示，噬菌体 SWH-Ab-3

可裂解 6 株鲍曼不动杆菌临床分离菌株，裂解率为 14.28%(6/42)，但对大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌、铜绿假单胞菌及肺炎克雷伯菌均无裂解能力。

表 1 SWH-Ab-3 对 50 株临床分离菌株的裂解作用

菌株 敏感性 菌株 敏感性 菌株 敏感性

A. baumannii 01 + A. baumannii 18 - A. baumannii 35 -

A. baumannii 02 - A. baumannii 19 - A. baumannii 36 -

A. baumannii 03 - A. baumannii 20 + A. baumannii 40 -

A. baumannii 04 + A. baumannii 21 - A. baumannii 46 -

A. baumannii 05 - A. baumannii 22 + A. baumannii 48 +

A. baumannii 06 - A. baumannii 23 - A. baumannii 53 -

A. baumannii 07 - A. baumannii 24 - A. baumannii 61 -

A. baumannii 08 - A. baumannii 25 - A. baumannii 150 +

A. baumannii 09 - A. baumannii 26 - E. coli 01 -

A. baumannii 10 - A. baumannii 27 - E. coli 02 -

A. baumannii 11 - A. baumannii 28 - S. aureus 01 -

A. baumannii 12 - A. baumannii 29 - S. aureus 02 -

A. baumannii 13 - A. baumannii 30 - P. aeruginosa 01 -

A. baumannii 14 - A. baumannii 31 - P. aeruginosa 02 -

A. baumannii 16 - A. baumannii 33 - K. pneumoniae 01 -
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菌株 敏感性 菌株 敏感性 菌株 敏感性

A. baumannii 17 - A. baumannii 34 - K. pneumoniae 02 -

+：裂解；-：不裂解

表选项

2.1.4 噬菌体 SWH-Ab-3 的最佳感染复数

分别按照不同比例将鲍曼不动杆菌宿主菌(A. baumannii 01)与噬菌体SWH-Ab-3混合，

培养 4 h 后测定噬菌体滴度。结果显示，当 MOI=0.1 时，培养后上清液中噬菌体的滴度最高

(表 2)，表明噬菌体 SWH-Ab-3 的最佳感染复数为 0.1。

表 2 SWH-Ab-3 的最佳 MOI 测定

管号 噬菌体数/PFU 细菌数/CFU MOI 4 h 噬菌体滴度/PFU·mL
-1

1 108 106 100.00 2.55×109

2 10
8

10
7

10.00 5.60×10
9

3 10
8

10
8

1.00 2.89×10
10

4 10
8

10
9

0.10 8.40×10
10

5 107 109 0.01 6.75×1010

6 10
6

10
9

0.001 7.30×10
10

表选项

2.1.5 噬菌体 SWH-Ab-3 的一步生长曲线

噬菌体和宿主菌按照最佳 MOI 的比例共培养后，以噬菌体滴度为纵坐标，培养时间为横

坐标，绘制噬菌体的一步生长曲线(图 3)，以评估噬菌体的裂解能力。从图中可以看出，
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SWH-Ab-3 感染宿主菌 40 min 内，噬菌体的数量没有明显增加，该时间段为噬菌体的潜伏期；

感染后 40~90 min 内噬菌体的数量急剧增加，之后趋于稳定，表明其爆发期为 50 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，即得出噬菌体

SWH-Ab-3 的裂解量约为 31.4 PFU/cell，表明该噬菌体的增殖能力较强。

图 3 噬菌体 SWH-Ab-3 的一步生长曲线

图选项

2.1.6 噬菌体 SWH-Ab-3 的热稳定性

以不同温度孵育后噬菌体的残留滴度为纵坐标，温度为横坐标绘制噬菌体的热稳定性曲

线(图 4)。噬菌体 SWH-Ab-3 在 30~50 ℃孵育 30 min 后，其活性滴度基本不变，当温度高

于 60 ℃，噬菌体残留滴度开始下降，70 ℃时滴度急剧下降，当孵育温度达到 80 ℃时，噬

菌体全部失活。说明该噬菌体对热处理有一定抗性，但不耐高温。
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图 4 噬菌体 SWH-Ab-3 的热稳定性测定

图选项

2.1.7 噬菌体 SWH-Ab-3 的 pH 稳定性

以不同 pH 条件下孵育后噬菌体的残留滴度为纵坐标，pH 值为横坐标绘制噬菌体的酸碱

稳定性曲线(图 5)。噬菌体 SWH-Ab-3 经不同 pH 处理 4 h 后，随着 pH 的降低，pH 在 4.0~5.0

范围内噬菌体活性开始下降，随后噬菌体的活性呈快速下降趋势；pH 在 6.0~8.0 范围内对

噬菌体的活性影响不大，且当 pH 为 7.0 时噬菌体的活性最高；随着 pH 值的增高，噬菌体的

活性小幅下降，但仍保留较高活性。结果表明该噬菌体对酸碱环境有一定的抗性，其耐碱性

更强。
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图 5 噬菌体 SWH-Ab-3 的 pH 稳定性测定

图选项

2.2 噬菌体基因组学研究

2.2.1 噬菌体 SWH-Ab-3 的全基因组概况

经测序数据分析，噬菌体 SWH-Ab-3 基因组长度为 41 730 bp，G+C%含量为 39.38%。将

噬菌体 SWH-Ab-3 全基因组核酸序列提交 GenBank，获取的登录号为 MG599035。通过

tRNAscan-SE 预测软件分析，发现噬菌体 SWH-Ab-3 的基因组中无 tRNA 存在。经 BLASTn 比

对分析发现，噬菌体 SWH-Ab-3 与鲍曼不动杆菌噬菌体 Abp1(42 185 bp，GenBank 登录号

JX658790)和 vB_AbaP_B3(40 598 bp，GenBank 登录号 MF033348)的比对覆盖率分别为 96%

和 94%。尽管它们之间存在较高的相似性，但 Abp1 和 vB_AbaP_B3 的基因组长度与 SWH-Ab-3

不同，另一方面从噬菌体形态看，Abp1 和 vB_AbaP_B3 均属于短尾噬菌体科，而 SWH-Ab-3

属于肌尾噬菌体科。由此可见，噬菌体 SWH-Ab-3 是一株新分离的鲍曼不动杆菌裂解性噬菌

体。

2.2.2 噬菌体 SWH-Ab-3 的功能性 ORF 分析

噬菌体全基因组通过 Glimmer 软件在线初步预测，有 53 个推定的开放阅读框(ORF)。将

噬菌体 SWH-Ab-3 的 ORF 长度进行统计分析，从图 6 中可以看到，推定的功能基因长度具有

较大差异，其长度在 100~200、>200~300、>400~500 bp 的功能基因数较多，占 47.17%(25/53)。

但有 5个推定功能基因的长度超过 2 000 bp，有可能是噬菌体结构蛋白的编码基因。总之，

噬菌体 SWH-Ab-3 的功能基因呈现多样性，可编码较为复杂的噬菌体的结构蛋白。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 20 个 ORF 为假

想蛋白(hypothetical protein)，33 个 ORF 的功能已知。ORF02(噬菌体裂解酶)和 ORF01(穿

孔蛋白)是噬菌体的裂解效应相关基因，ORF02 是一种溶菌酶，可导致细胞壁破裂而使细菌

溶解。ORF01 编码的蛋白质能使细菌细胞膜形成空洞，有助于噬菌体基因组核酸注入宿主细

菌，同时该蛋白还具有连接噬菌体头部与尾部的功能。结构蛋白 ORF45 是噬菌体主要衣壳蛋

白，与包装蛋白邻近。ORF47-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。此外，噬菌体 DNA 复制及调控相关基因主

要包括：ORF30(DNA 聚合酶)、ORF22(DNA 引物酶)、ORF26(DNA 连接酶)、ORF20(DNA 结合蛋
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白)、ORF25(DNA 解旋酶)等。同时，经过对比分析并没有发现噬菌体 SWH-Ab-3 中存在毒力

因子的编码及转移基因，表明该噬菌体具有较好的生物安全性。

1：100~200 bp；2：>200~300 bp；3：>300~400 bp；4：>400~500 bp；5：>500~600 bp；6：>600~700

bp；7：>700~800 bp；8：>800~900 bp；9：>900~1 000 bp；10：>1 000~2 000 bp；11：>2 000

bp 图 6 噬菌体 SWH-Ab-3 推定功能基因的长度分布

图选项

表 3 SWH-Ab-3 的 ORF 功能预测

ORF 相关蛋白描述
长度

/bp
E 值 登录号

1 Putative holin [Acinetobacter phage vB_AbaP_D2] 336 5.00E-73 AVP40473.1

2 Endolysin [Acinetobacter phage vB_AbaP_B5] 558 1.00E-128 ASN73457.1

3 DNA maturase A[Acinetobacter phage vB_ApiP_P1] 309 2.00E-66 ASN73507.1

4
Putative DNA maturase B [Acinetobacter phage

Abp1]
1 938 0 YP_008058244.1

5
Hypothetical protein [Acinetobacter phage

IME200]
135 3.00E-22 YP_009216494.1
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ORF 相关蛋白描述
长度

/bp
E 值 登录号

6
Hypothetical protein Abp1_0054 [Acinetobacter

phage Abp1]
204 2.00E-36 YP_008058246.1

7
Hypothetical protein Abp1_001 [Acinetobacter

phage Abp1]
207 1.00E-43 YP_008058193.1

8
Hypothetical protein Abp1_002 [Acinetobacter

phage Abp1]
282 9.00E-61 YP_008058194.1

9
Hypothetical protein Abp1_003 [Acinetobacter

phage Abp1]
510 6.00E-120 YP_008058195.1

10
Hypothetical protein Abp1_004 [Acinetobacter

phage Abp1]
375 4.00E-87 YP_008058196.1

11
Hypothetical protein vBAbaPPDAB9_45

[Acinetobacter phage vB_AbaP_PD-AB9]
234 2.00E-49 YP_009189868.1

12
Hypothetical protein Abp1_006 [Acinetobacter

phage Abp1]
597 1.00E-147 YP_008058198.1

13
Hypothetical protein Abp1_007 [Acinetobacter

phage Abp1]
180 4.00E-37 YP_008058199.1

14
Hypothetical protein Abp1_008 [Acinetobacter

phage Abp1]
117 7.00E-18 YP_008058200.1

15
Hypothetical protein Abp1_009 [Acinetobacter

phage Abp1]
399 3.00E-93 YP_008058201.1

16
Hypothetical protein Abp1_0010 [Acinetobacter

phage Abp1]
489 1.00E-116 YP_008058202.1

17
Hypothetical protein vBAbaPPDAB9_40

[Acinetobacter phage vB_AbaP_PD-AB9]
435 4.00E-103 YP_009189863.1

18
Hypothetical protein vBAbaPPDAB9_39

[Acinetobacter phage vB_AbaP_PD-AB9]
168 3.00E-30 YP_009189862.1

19 Hypothetical protein Abp1_0014 [Acinetobacter 219 2.00E-44 YP_008058206.1



ORF 相关蛋白描述
长度

/bp
E 值 登录号

phage Abp1]

20
DNA binding protein [Acinetobacter phage

vB_AbaP_AS11]
210 3.00E-36 AQN32666.1

21
HNH endonuclease [Acinetobacter phage

vB_AbaP_B1]
450 2.00E-86 ASN73324.1

22
DNA primase/helicase [Acinetobacter phage

vB_AbaP_B5]
708 4.00E-176 ASN73427.1

23
Hypothetical protein Abp1_0018 [Acinetobacter

phage Abp1]
318 2.00E-70 YP_008058210.1

24
Hypothetical protein Abp1_0019 [Acinetobacter

phage Abp1]
237 3.00E-51 YP_008058211.1

25 Putative DNA helicase [Acinetobacter phage Abp1] 1 299 0 YP_008058212.1

26
Putative DNA ligase [Acinetobacter phage

WCHABP5]
981 0 ARQ94892.1

27
Putative HNH endonuclease [Acinetobacter phage

phiAB1]
447 5.00E-104 YP_009189356.1

28 DNA polymerase Ⅰ [Acinetobacter phage Abp1] 861 0 YP_008058215.1

29
Putative HNH endonuclease [Acinetobacter phage

WCHABP5]
438 1.00E-98 ARQ94894.1

30
Putative DNA polymerase [Acinetobacter phage

WCHABP5]
1 461 0 ARQ94895.1

31
Putative HNH endonuclease [Acinetobacter phage

WCHABP5]
480 4.00E-117 ARQ94896.1

32
Hypothetical protein vBAbaPPDAB9_27

[Acinetobacter phage vB_AbaP_PD-AB9]
891 0 YP_009189850.1

33
Zn-ribbon domain containing protein

[Acinetobacter phage vB_AbaP_AS12]
120 7.00E-20 APW79810.1



ORF 相关蛋白描述
长度

/bp
E 值 登录号

34
Putative DNA exonuclease [Acinetobacter phage

Abp1]
957 0 YP_008058221.1

35
Phage-associated homing endonuclease

[Acinetobacter phage Abp1]
438 5.00E-105 YP_008058222.1

36
DNA endonuclease Ⅶ [Acinetobacter phage

vB_AbaP_B1]
441 4.00E-105 ASN73337.1

37
Phosphoestherase with HTH domain [Acinetobacter

phage vB_AbaP_AS11]
936 0 AQN32682.1

38
Putative dNMP kinase [Acinetobacter phage

vB_AbaP_AS12]
651 6.00E-156 APW79816.1

39
Phage-associated RNA polymerase [Acinetobacter

phage Abp1]
2 418 0 YP_008058226.1

40
Hypothetical protein Abp1_0035 [Acinetobacter

phage Abp1]
198 2.00E-40 YP_008058227.1

41 Structural protein [Acinetobacter phage phiAB1] 252 3.00E-53 YP_009189369.1

42
Head-to-tail joining protein [Acinetobacter

phage Abp1]
1 557 0 YP_008058229.1

43
Putative scaffolding protein [Acinetobacter

phage AB3]
798 4.00E-177 YP_008060144.1

44
Scaffolding protein [Acinetobacter phage

vB_AbaP_B5]
141 3.00E-24 ASN73446.1

45
Phage capsid and scaffold protein [Acinetobacter

phage Abp1]
1 032 0 YP_008058231.1

46
Hypothetical protein Abp1_0040 [Acinetobacter

phage Abp1]
186 2.00E-33 YP_008058232.1

47
Tail needle protein [Acinetobacter phage

vB_AbaP_AS11]
294 1.00E-50 AQN32691.1



ORF 相关蛋白描述
长度

/bp
E 值 登录号

48
Putative tail tubular protein A [Acinetobacter

phage Abp1]
561 9.00E-134 YP_008058234.1

49 Tail tube [Acinetobacter phage Abp1] 2 292 0 YP_008058235.1

50
Putative internal virion protein B

[Acinetobacter phage SH-Ab 15519]
672 4.00E-158 APD19443.1

51
Internal virion protein B [Acinetobacter phage

vB_AbaP_AS11]
2 886 0 AQN32695.1

52
Putative internal virion protein [Acinetobacter

phage Abp1]
3 099 0 YP_008058238.1

53 Tail fiber [Acinetobacter phage phiAB6] 2 100 0 YP_009288671.1

表选项

3 讨论

近年来，鲍曼不动杆菌的耐药性日趋严重，多耐药甚至泛耐药菌株不断增多，已成为院

内感染的主要条件致病菌而备受高度关注[1, 11]。目前，鲍曼不动杆菌对亚胺培南等碳青霉烯

类抗菌药物的耐药率已达 70%左右，临床抗感染治疗时可供选择的抗菌药物十分有限[12]，尤

其是 ICU 病房的重症感染患者，往往无药可用或抗感染治疗效果不佳，患者病死率高[13]。因

此，开发和建立新的抗菌药物、制剂或方法成为全球抗感染领域关注的焦点。

裂解性噬菌体是一类能感染、杀灭细菌的天然病毒。其对宿主菌的感染和裂解作用具有

特异性，较少出现耐药问题，也不会造成机体的微生态失调，开发周期短且成本低，使得噬

菌体疗法(phage therapy)成为抗感染治疗的研究热点。近年来，噬菌体制剂在农牧业生产、

食品安全和抗感染治疗方面的研究十分活跃
[14]

。如比利时批准了应用噬菌体混合制剂(鸡尾

酒疗法)治疗铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌所致的烧伤创面混合感染
[15]
。但噬菌体对细菌

的裂解作用具有严格的宿主特异性，导致其裂菌谱较窄，单一噬菌体制剂可能不满足临床治
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疗的要求，这就需要分离获得针对某种病原菌不同亚型、不同亚种的特异性噬菌体，制备成

“鸡尾酒”的混合制剂，以拓宽噬菌体的杀菌谱。

本研究从医院污水中成功分离 1 株鲍曼不动杆菌的特异裂解性噬菌体 SWH-Ab-3，其头

部呈典型的正多面体对称结构，头部直径(约 70 nm)与其尾部长度(约 80 nm)相当。由于本

研究未对噬菌体 DNA 的单双链性质进行验证和系统发育分析，按照噬菌体分类学标准
[16]
，初

步判断该噬菌体应归属于肌尾噬菌体科(Myoviridae，尾部长度与头部直径相等)，明显不同

于本室
[9]
和其他学者

[17]
分离的鲍曼不动杆菌长尾噬菌体(Siphoviridae，尾部长度是头部直

径的 2倍左右)。结果表明，在自然界中存在针对同种细菌的不同种类和形态的噬菌体，正

是由于噬菌体的多样性，增加了噬菌体分离筛选的复杂性，但也为“鸡尾酒”型混合噬菌体

制剂的制备提供了可能性。

生物学特性是评价噬菌体裂解细菌效能的重要参考指标，对噬菌体的分离纯化、结构蛋

白制备、基因组提取等具有指导意义。噬菌体 SWH-Ab-3 按照最佳感染复数(0.1)行一步生长

曲线试验，测得其潜伏期为 40 min，爆发时间为 50 min，裂解量为 31.4 PFU/cell，裂菌

能力较强，但与文献[18-19]分离的鲍曼不动杆菌噬菌体比较，其裂解能力较弱。裂解谱测

定发现噬菌体 SWH-Ab-3 在随机选择的 42 株鲍曼不动杆菌中仅能裂解 6株临床菌株，裂解谱

较窄，表明该株噬菌体对宿主菌具有高度的特异性。但临床分离的鲍曼不动杆菌具有多种亚

型，单一噬菌体制剂的抗菌作用可能有限，提示多种噬菌体混合的“鸡尾酒”型噬菌体制剂

是未来噬菌体临床抗感染治疗应用的趋势
[20]
。另外，通过温度和 pH 耐受实验发现，噬菌体

SWH-Ab-3 具有良好的酸碱稳定性及较强的温度适应能力，为噬菌体制剂的制备、保存及临

床应用提供了可靠保证。

目前，GenBank 收录的鲍曼不动杆菌噬菌体的基因组从 30 kb 到 170 kb，表明鲍曼不动

杆菌噬菌体存在多样性。通过对噬菌体 SWH-Ab-3 基因组进行 DNA 测序和同源性比对分析发

现，噬菌体 SWH-Ab-3 基因组全长为 41 730 bp，G+C%含量为 39.38%，其长度与同属肌尾噬

菌体的 YMC-13-01-C62(44 844 bp，NC_024785)的基因组大小相似。BLASTn 比对分析发现，

噬菌体 SWH-Ab-3 与 Abp1 和 vB_AbaP_B3 的序列相似性在 94.0%以上，但 Abp1 和 vB_AbaP_B3

的基因组长度、G+C%含量及形态特征均与 SWH-Ab-3 不同。因此，噬菌体 SWH-Ab-3 是 1 株新

分离的裂解性鲍曼不动杆菌噬菌体。
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通过对噬菌体 SWH-Ab-3 的全基因组进行 ORF 预测和 BLASTp 比对分析，预测出 33 个具

有已知功能的基因，主要包括噬菌体结构蛋白基因、裂解相关基因及核酸复制表达相关基因。

SWH-Ab-3 基因组中存在假定的裂解酶(endolysin)及穿孔蛋白(holin)编码基因，分别由

ORF02 和 ORF01 编码表达。裂解酶作用于细菌细胞壁的肽聚糖，是噬菌体可接触细菌的主要

功能分子，但缺乏引导其转移的信号肽，不能透过宿主菌的胞膜直接作用于细胞壁。穿孔蛋

白是触发细菌裂解的“分子定时器”，在特定时间点能在细胞质膜上形成跨膜通道，诱导裂

解酶到达作用靶位发挥裂解作用。由此可见，噬菌体 SWH-Ab-3 可能通过上述高效、特异性

的“穿孔蛋白-裂解酶”二元系统的协调作用，实现对宿主菌的裂解[21]。后续可对其裂解酶

基因进行基因工程表达的研究，制备裂解酶相关生物制剂，为抗感染治疗提供新的思路[22]。

同时，对比分析并没有发现该噬菌体存在 tRNA、毒力因子的生成及转移基因，说明噬菌体

在翻译过程中利用的是宿主菌的 tRNA，充分证明了其生物安全性，为开发噬菌体制剂奠定

了一定基础。
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