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摘要 目 的 从医院污水 中分离
一株能裂解弗 氏柠檬酸杆是一种潜在的抗生素替代 品 ， 能有效治疗细菌性感

菌的噬菌体 ， 观察其形态 ， 并进行全基因组测序和全基 因组染 ， 同时减轻细菌耐药的发生 。 目前 ， 噬菌体与抗生

分析 ， 为治疗和控制弗氏梓檬酸杆菌感染提供基础 。 方法素联合用药及多种噬菌体鸡尾酒疗法对细菌性感染
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因组测序

，

测序后进行噬菌体全基因组序列组装 、注释 、进化
行了全基因组测序 、基因组分析及进化分析 。 现将

分析和 比较分析 。 结果 成功分离一株弗 氏柠檬ｆｅ杆菌噬

菌体 ，命名 为 ＩＭＥ －ＣＦ２
； 电镜观察显示 ，该噬菌体具有二十面

－口果报 口 如下 。

体的头部 ， 形态类似肌尾 噬菌体科 ；
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２ 个麵人
； 进化分析表 明 ，
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２ 属１ ．１ 材料 弗氏柠檬酸杆菌分离于 中 国人 民解放

于 Ｔ４ 类噬菌体 ，全基因组 比较分析表明 ，

ＩＭＥ －ＣＦ２ 与柠檬酸军 ３０７ 医院检验科 ，
经过生化性质鉴定和 １ ６ ＳｒＤＮＡ

杆菌噬菌体 Ｍ ｉ ｌ ｌｅｒ 同源性最高 。 结论 分离鉴定 了
一株弗测序鉴定 ，保藏于本实验室 Ｑ

氏柠檬酸杆菌噬菌体 ， 进行 了 全基 因组测序和分析 ， 为噬菌１ ． ２ 方法
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建测序 文 库 ， 测 序约产生 ６９４６７９ 条平均 长度 ２ ８ ７

中分离到一株毒性弗 氏柠檬酸杆 菌噬菌体 ， 命 名 为
丨 ＞

１

＞ 的高质撞测序 片段 （
Ｒ ｅ ａｄ ｓ

） ，约 ２００５４３８２６ 个碱

Ｉ Ｍ Ｐ：
－Ｃ Ｆ２ 丨 Ｍ Ｅ －Ｃ Ｆ２ 能在铺有指示菌 的 双层平板上基 ， 测 序深度高达 丨 丨 ２９ 倍 （

２ ００５４３８ ２６＋ １ ７ ７６ ８ ９ ？

２ 区形成透亮 的 圆形噬菌环 ， 而点有 Ｐ ＢＳ 的 对照区
〖 丨 ２ ９

） 约有 １ ７２ ８０ 条平均 长度约 ２６６ｂ
Ｐ 的 Ｒｅａｄ ｓ

Ｉ 区无明显变化 ， 见 图 １ Ａ
。

Ｉ Ｍ Ｋ －Ｃ Ｆ２ 能形成直径约
用于基因组序 列组装 ， 参 与组装碱 基约 ４６０６７ ３ ５

１ｍｍ 清晰透亮 的噬菌斑 ， 见 图 丨 Ｂ 电镜照 片表 明ｔ ， 平均概盖倍数为 ２６
（
４６〇６ 乃５＋ Ｉ Ｐ６８ ９

？ ２６
）

该噬菌体具有典 型 的二 十 面体结 构 和 以 收缩 的尾 倍 嗤菌沐 丨Ｍ Ｋ －Ｃ Ｆ２ 盛因组组装结果产生长约 １ ７７

部 ， 头部直径约 ０ ． ０ ８０ ｊ

ｘｍ
， 尾部 长 约 ０ ． １ ２０

ｐｍ ， 归ｋ ｌ ）

Ｐ 的单
一

Ｃ ０ ｌ ｌ ｔ ｉ

Ｓ （ 重叠群 ） ， 随后 成功环化此重叠

Ｍ于肌尾噬菌体科 ， 见 图 ２
． 根据 国 际 委 员 会关于 群 ， 即测 丨

ｉ

＂

： 数据分析可知该噬菌体基 因组是环状的 ａ



安徽 医科大 学 学报 ／Ｉ ｃ Ｚａｆ／ｒａ化ｅｒｓ＂ａ＾ｓ Ｚｌ ｎ ／ ｉｕｉ２０ １ ６Ｍ ａ ｒ
；
５ １

（
３

）？

３ １ ７
？

环化后完整基因组长度为 １ ７７６８５ｂｐ 。起始密码是 ＡＴＧ
， 约 占 ９ １ ％

。
ＣＤＳ 核酸序列长度在

２ ． ３ＩＭＥ －ＣＦ２ 高通量测序 （

ＨＴＳ
） 高频序列分析 １ １ ７￣ ３３６０ｂ

ｐ ， 对应的蛋 白质序列长度在 ３ ８￣１２ １ ９

噬菌体末端序列通常在其基因组复制 、包装等方面ａａ
。 全部的 〇ＲＦ 共含 １ ６６０８９ｂＰ 的碱基 ，基因组基

有重要作用 。 序列分析发现 ， 噬菌体高通量测序 中
３ ０ｒ

高频 出 现 的测序序列 就是该噬菌体末端序列
［
７

］

。

根据文献
［
８

］

建立的病毒基因组末端结构分析方法 ，

 ２ ５

通过把所有原始高通量测序 的 Ｒｅａｄ ｓ 映射到 （
ｍ ａ

ｐ
－

胃
。

。

ｐ ｉ ｎ
ｇ ） 到组装好基因组上 ， 统计分析所有 Ｒｅａｄｓ 的 出ｇ

２〇
－°

〇

。

现次数 ， 并根据出现次数从高到底排序 。 大部分高ｇ
°

〇

〇

通量测序 Ｒｅａｄｓ 重复次数小于 １ ０
， 没有特别高频 的！

１ ５
＿

°
〇

１Ｅ： 〇

测序 Ｒ ｅａｄｓ 出现 ， 见图 ３
（
Ｘ 轴表示 Ｒｅａｄｓ 重复次数＊ °

〇

１ ０
－

 Ｏ

取值范 围 。 例如 ，

ｘ＝１ ０ 表示 Ｒｅａｄｓ 重复次数在 ０ 〇

。

到 １ ０ 之 间 的 所 有 测 序 Ｒｅａｄ ｓ 总数 ，

Ｘ＝１ ５ 表 示 ＾


°

〇

〇

Ｒｅａｄｓ 重复次数在 １ ０ 到 １ ５ 之间 的所有测序 Ｒｅａｄｓ ０２４ ６ ８ ＊ 〇

＾

１ ２ １ ４ １ ６ １ ８２ ０

总数 。
Ｙ 轴表示 Ｒｅａｄ ｓ 条数的统计 ） 。 高通量测序＿

^

Ｒｅａｄｓ 的排序 ，见图 ４
， 只列 出前 ２０ 条 。 从该图 可以

图 ４ 前 ２〇 个高 Ｒｅａｄｓ 的排序

看出最高频的序列大概出现 ２０ 多次 ， 没有特别高频

的賴 出现 ，符合上述统计 。 所 以 ，

腿－ＣＰ２ 没有０醜度高达＿ 。 图 ５ 为腿－⑴ 全基醜酬 ：

定的細组末端序列 ， 复綱开环及末端侧題
＃

６

机的正链 ＣＤＳ
、位于负链 ＣＤＳ

、 ｇ
ｅｎｅ 和 ｔＲＮＡ

、
ＧＣ 含量和

ＧＣ 偏移 。 由 图可以看 出 编码 区在该噬菌体正负链

３ 〇 〇〇〇
ｒ上长度大约相等 ， 基因成簇分布 ， 相似功能的基因邻

＾ 近 ，符合 Ｔ４ 类噬菌体基 因组特征 。
ＢＬＡＳＴＮ 比对表

明 ＩＭＥ －ＣＦ２ 与柠檬酸杆菌噬菌体 Ｍ ｉ ｌ ｌｅｒ
（

１ ７ ８Ｋｂ
ｐ ）

？ ２０ ００°
－

 的 同 源性最高 ， 其 次 是肠 道 菌 噬 菌 体 ＲＢ４３
（

１ ７９

ｉｋ

｜ １ ５ 〇〇〇
． Ｋｂ

ｐ ） ， 比对覆盖率分别为 ９７％ 和 ９２％
。
Ｍ ｉ ｌ ｌｅｒ 分离

§于美国 、
ＲＢ４３ 分离于法 国 ， 核酸序列 ＧｅｎＢａｎｋ 登录

＾
 １ ０ ０００

■

 号分别为 ＫＭ２３６２３ ７ 和 ＨＥ８５ ８２ １ ０ 。 表 ２ 为三株噬

５ ＿
． 菌体碱基组成 比较 。 图 ６ 为 ＭＡＵＶＥｖ ．２ ．３ ．１ 所作

６０７ １ ０７ ２〇４三株噬菌体之间 的 同源分析图 ， 可见基因组高度 同
°

 １ ０ １ ５ ２０ ２ ５３ ０源 ，没有发现大的插入 、缺失等突 变 ， 基因组间 同源

测序序列重复次数性较高 。

图 ３ＨＴＳ 数据 Ｒｅａｄｓ 统计图 ２ ． ５ＩＭＥ －ＣＦ２ 功 能性 ＯＲＦ 分析 使用 ＢＬＡＳＴＰ

分析 ， 将具有推定基因功能 的 ＯＲＦ 分成 ４ 类 ： 结构

２ ． ４ＩＭＥ －ＣＦ２ 基因组分析 ＩＭＥ －Ｃ Ｆ２ 全基 因组长与包装模块 （ 红色 ） ； 生物合成与代谢模块 （ 蓝色 ） ；

度为 １ ７７６８５ｂＰ ， 基因组 Ａ
、
Ｃ

、
Ｇ

、
Ｔ 碱基含量分别裂解相关基因 （ 黄色 ） ； 假想蛋 白 （ 灰色 ） ，见图 ５ 。

为 ２８ ．３％
、
２ １ ．８％

、
２ １ ．４％ 和 ２ ８ ．５％ ，

ＧＣ 含 量 为使用 ＢＬＡＳＴＰ 对蛋 白 序 列 分析表 明 ，

ＯＲＦ２６２

４３ ．２％
， 共有 ２６９ 个开放 阅读框 （

ＯＲＦｓ
） ， 包括 ２６７ （ 噬菌体末端酶大亚基 ） 和 ＯＲＦ２６４

 （ 噬菌体末端酶

个 ＣＤＳ 和 ２ 个 ｔＲＮＡ 。
２６９ 个 ０ＲＦ 中大部分 ＯＲＦ 的小 亚基 ） 在噬菌体包装时起重要作用 。

〇ＲＦ２５９
（ 噬

表 ２ ＩＭＥ －ＣＦ２ 与其近源株噬菌体基 因组碱基组成的 比较

＾体基因组长度 （
ｂ
ｐ ）Ａ 含量 （

％
）Ｃ 含量 （

％ ）Ｇ 含量 （
％

）Ｔ 含量 （
％ ）Ｇ ＋ Ｃ

（
％

）Ｃ ＤＳ ｔＲＮＡ

ＩＭＥ Ｃ Ｆ２ １ ７７６ ８ ５ ２８ ． ３ ２ １ ． ８ ２ １ ． ４ ２８ ． ５ ４３ ． ２ ２６７２

Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ １ ７ ８ １ ７ １ ２８ ． ５ ２ １ ． ４ ２ １ ． ８ ２８ ． ４ ４ ３ ． １ ２ ７７ １

ＲＢ４ ３


１ ７９８ ３ ６


２８
＾

２ Ｋ ４


２ １＾ ２ｇ
Ｊ

４Ｘ ２


２ ８ ５０
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３ １ ８
？安徽 医科 大 学 学报 ２０ １ ６Ｍ ａ ｒ

；

５ １
 （

３
 ）

２ ． ６ＩＭＥ －ＣＦ２ 进 化 分 析 为 了 分析 丨 Ｍ Ｅ －Ｃ Ｆ２ 与

？
其他噬菌体之间 的关 系 ， 采用噬菌体 Ｉ Ｍ Ｅ Ｃ Ｆ２ 主要

衣壳蛋 白 （
ＯＲ Ｆ２５４

） 序 列 构 建 了 进化树 。
Ｃ ｌｕ ｓ ｔ ａ ｌＷ

ｄ ｏｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅａ ｌ ｉ

ｇ
ｎｍｅ ｎ ｔ ｓ 软件 比对主要衣壳蛋 白氨基酸序

列 ， 使用 Ｎ ｅ ｉ

ｇ
ｈ ｂｍ－

ｊ ｏ ｉ ｎ ｉ ｎ
ｇ 建树 。 括号为用于 比对的

． ． ． ．

４０ ０ ００各噬菌体蛋 白质序列登录号 。 （ 图 ７
） 。

Ｉ ＭＥ －Ｃ Ｆ２ 与

柠檬酸杆菌噬菌体 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ 及肠道菌噬菌体 ＲＢ４３ 处

５ 〇 〇 〇 〇于 同一分支 ， 即 ＩＭ Ｅ －Ｃ Ｆ２ 与 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ 及 ＲＢ４３ 亲缘关

系最近 ， 属 Ｔ４ 类噬菌体 ， 与全基因组 比较分析相吻
°俶

． Ｓ ｔ ｅ ｎｏ ｔ ｒ ｏｐ ｈ ｏｍ ｏ ｎ ａ ｓ
ｐ
ｈ ａ

ｇ
ｄＭ Ｉ

－

１ ３
（
Ａ ＦＱ ２ ２ ６ ５ ０ ． １

）

ＩＡ ｅ ｒｏｍ ｏｎ ａ ｓ
ｐ
ｈ ａ

ｇ
ｅ
ｐ
ｈ ｉ Ａ Ｓ４

（
Ｙ Ｐ０ ０ ３ ９ ６９ １ ２ ３ ． １

）

９０ ０００
ＭＶＵ ＪＡ ｅ ｒｏｍ ｏｎ ａ ｓ

ｐ
ｈ ａ

ｇ
ｅＡｅ ｓ ５ ０ ８

（

Ｙ Ｐ００７ ０ １ ０８ ３ ８ ． １
）

ｊ

ｉＡ ｅ ｒ ｏ ｉ ｎ ｏ ｎ ａ ｓ
ｐ ｈ ａｇ

ｅＡｅ ｓ Ｏ １ ２
（
Ｙ Ｐ０ ０ ７ ６ ７ ７ ８ ７ ７ ． １

）

■ 结构与包装相关裂解相 关
ｊ

１Ａｅ ｒｏｍ ｏ ｎ ａ ｓ
ｐ ｈ

ａ
ｇ
ｅ４４ＲＲ２ ． ８ ｔ

（
ＮＰ ９ ３ ２ ５ １ ６ ． １

）

圓 生物合成与代谢相 关假想蛋 白
［

ＩＣ ｉ ｔ ｒｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ
ｐ
ｈ ａｇ

ｅＭ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ
（
Ｙ Ｐ０ ０９ ０ ９ ７ ８ ２ ３ ． １

）

图 ５＿体 ＩＭＥ － ＣＦ２ 全基 因组＿ ，

一

１ ｐ
Ｓ ａ ｌｍ ｏ ｎ ｅ ｌ ｌ ａ

ｐ
ｈ ａ

ｇ
ｅ Ｓ 

１ ６
（

ＹＰ００ ７ ５ ０ １ ２０ ５ ． １
）

Ｓ ａ Ｉ ｍ ｏ ｎ ｅ ｌ ｌ ａｐｈ
ａｇ ｅ ＳＴＭ Ｌ １ ９ ８

（

Ａ ＦＵ ６４ １ １ ３ ． １

）

它 二
曹一

ＩＥｎ ｔ ｅ ｒｏｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒｉ ａｐ
ｈａ

ｇ
ｅ Ｊ ＳＥ

（

ＹＰ０ ０２ ９２ ２２ ３ ７ ． １

）

灼
ｆ

＇
，
＊

 ‘拎 ．
｜

｜

？ ＼ ｜ ｌ  ｎ ｔ ｃ ｒｏ ｈ ａ ｃ ｔ ｃ ｒ Ｋ ｉ

ｐ
ｈ ａ

＞

ｊ ｃ Ｒ Ｈ ４
＇

）
（
＼ Ｐ Ｓ

＇

；
ｌ  ： 
Ｖ １ １

 ‘ ５ 丄 厂
Ｅ ｎ ｔ ｅ ｒｏｂ ａ ｃ ｔ ｅｒｉ ａ

ｐ
ｈａ

ｇ
ｅＧＥＣ －

３ Ｓ
（
ＹＰ０ ０９  丨  １ ８ ８４ ５ ． １

）

ｔＥ ｎ ｔ ｅ ｒｏ ｂａｃ ｔ ｃ ｒ ｉ ａ ｐｈ
ａ
ｇ
ｅ Ｐ ｈ ｉ  １

 （

ＹＰ０ ０ １ ４ ６ ９ ５ ０ ６ １

）

０ ． ０ ５

．

二


． ‘ — 


＿

 图 ７使用噬菌体主要衣壳蛋 白 制作的进化树

腿 ３讨论

图 ６ 丨ＭＥ －ＣＦ２ 与其他 ２ 株近源噬菌体 的 同源分析
卩巫菌体是

？

细菌病母■

， 是 自 然 界 中取具多样性 的

生物之一 ６ 相对于抗生素治疗 ， 噬菌体疗法具有其

菌体 口蛋 白 ） 编码 的蛋 白 质能使细菌细胞膜形成空
突 出 优势 ， 嗤菌体是 自 然 界存在 的生物 ， 生产成本

洞 ， 这有利于噬菌体基因组核酸注人到受体细菌 ， 同
低 ，对细菌有高度特异性 ， 不破坏有益菌群 ，

一旦 目

时该蛋 白还具有链接噬菌体头部与尾部的功能 。 通 标细菌被清除噬菌体也 自 动 消 失 面对 日 益严

常 上 述 三 个 ０ＲＦ 在 基 因 组 ｈ 临 近 结 构 蛋 白峻的细菌耐药问题 ， 喔菌体疗法重新获得人们 的关

ＯＲＦ２ ５ ４
（ 主要衣壳蛋 白 ）

１５ ７ ５ｈ
Ｐ 是噬菌体主要衣

注 ， 展现出 广阔 的前景 。 为 了解决抗生素耐药 问题 ，

壳蛋 白 ， 与包装蛋 白 邻近 。
ＯＲＦ２０ １￣ＯＲＦ２０７ 编码

美 国 在 ２０ 世纪 ９０ 年代 兴起一 些 卩蜜 菌 体研究公

噬菌体尾部相关蛋 白 ，
ＯＲ Ｆ９ ３ ？ ＯＲＦ １ ００ 主要负责噬

司
Ｕ ＞

。 由 于唾菌体具有严格的 宿主特异性 ，
以及细

菌体尾部基底板 ， 这两 个基因簇在噬菌体感染 、 吸附
菌在与噬菌体相互进化过程 中会对噬菌体产生耐

宿主菌时发挥重要作用 。 受 ，单一嗤 囷体制 剂将不能满足治疗要求 ＜２ 噻菌体

噬菌体 ＤＮ Ａ 复 制 及调控相关基 因 主要包括 ：

混合制剂鸡尾酒疗法及个性化唾菌体治疗方法可能

ＯＫＦ １ ５ ９
（
ＤＮ Ａ 聚 合 酶 ） ，

ＯＫＦ １ ６ ２
（
Ｄ ＮＡ 引 物 酶 ） ，

是未来噬菌体治疗 的研究方 向之一 。 此外 ， 有些噬

ＯＲＦ １ ８ ７
（

ｌ）Ｎ Ａ 拓扑异构酶 ） ，

Ｏ ＲＦ２ ５ １

（ 单链 ＤＮ Ａ 结
菌体携带耐药基因甚至毒 力基 因 ， 使得它们不可直

合蛋 白 ） ，

〇ＲＦ２４ ８
（
ＤＮＡ 解旋酶 ） 和 ＯＫ Ｆ １ ８４

（ 转录调
接用于治疗

ｎ

因此 ， 对噬菌体进行分离 、鉴定 、 全

控因子 ） 等 。
〇ＲＦ １ ６０

（ 噬菌体重组蛋 白 ） 与 噬菌体
基 因组测序及基因组学分析显得十分重要 ， 不仅能

基因组 Ｉ ）Ｎ Ａ 整合到宿主基因组有关够获得该 卩莖菌体全面清晰的遗传信息及进化信息而

ＯＲＦ５ ０
（ 噬菌体裂解酶 ） 和 ＯＲＦ２００

（ 溶菌蛋 白 ）

且能为唾菌体治疗奠定理论基础 。

是噬菌 体 裂解相关基 因 。
ＯＲＦ２ ００ 编码穿孔 蛋 白 ，综上所述 ， 本实验利用分离于 ３ 〇７ 医 院检验科

使细菌细胞膜穿孔 ＝ 该噬菌体可能是通过同时表达
的耐药弗 氏梓樣酸杆菌作指示菌 ， 成功从医 院污水

上述两种蛋 白来介导宿主细胞裂解的中分离一株毒性噬菌体 ， 命名 为 ＩＭＥ －Ｃ Ｆ２
。 该噬菌
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