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耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌裂解性噬菌体PA103的
生物学特性及全基因组分析*
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【摘要】 目的 探讨耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌(carbapenem-resistant
 

Acinetobacter
 

baumannii,CRAB)噬菌体PA103
的生物学特性及全基因组信息。方法

 

以CRAB临床菌株A103为宿主菌,采用双层平板法在市政污水中分离得到1株

裂解性噬菌体PA103;通过双层平板法观察噬菌斑形态;通过透射电镜观察噬菌体形态特征;调查PA103的噬菌谱、一
步生长曲线及对温度和酸碱的稳定性;应用蛋白酶K/SDS法提取噬菌体基因组DNA;对PA103进行基因组测序、拼装;

用RAST在线预测软件对基因组中可能存在的开放读码框进行预测;用 MEGA
 

11.0软件以末端酶大亚基构建进化树,

用 Mauve软件进行比较基因组学分析。 结果 试验分离得到1株可以裂解CRAB的裂解性噬菌体,命名为PA103;

它可以在宿主菌A103的菌苔上形成直径约2
 

mm完全透明的噬菌斑,周围环绕宽为3~4
 

mm的半透明晕环;透射电镜

显示PA103属于有尾噬菌体,头部和尾部直径长度约64
 

nm和120
 

nm;一步生长曲线显示PA103的潜伏期约为40
 

min,爆发期约为15
 

min,爆发量约为17
 

PFU/cell;噬菌体PA103在50、60
 

℃,pH
 

5.0~9.0的环境下,均能保持相对稳

定的活性;PA103的基因组全长45
 

225
 

bp,G+C含量为37.82%,全基因组预测含86个开放阅读框,其中29个为功能

蛋白,其余57个被注释为假定蛋白;共线性分析结果显示噬菌体PA103与噬菌体LZ35的局部共线性区域的数目、方
向、排列顺序和长度非常相似;进化树构建结果显示噬菌体PA103应属于Obolenskviru 属成员。 结论 新型噬菌体

PA103具有较强的鲍曼不动杆菌裂解能力,可为噬菌体防治耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的感染提供参考。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

biological
 

characteristics
 

and
 

whole
 

genome
 

information
 

of
 

carbapenem-

resistant
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

(CRAB)
 

phage
 

PA103. Methods Using
 

CRAB
 

clinical
 

strain
 

A103
 

as
 

the
 

host
 

bacterium,a
 

lytic
 

phage
 

PA103
 

was
 

isolated
 

from
 

municipal
 

wastewater
 

using
 

a
 

double-layer
 

plate
 

assay
 

technique;

Observe
 

the
 

morphology
 

of
 

plaques
 

using
 

the
 

double-layer
 

plate
 

assay
 

technique;Observe
 

the
 

morphological
 

characteristics
 

of
 

phages
 

through
 

transmission
 

electron
 

microscopy;Investigate
 

the
 

phage
 

spectrum,one-step
 

growth
 

curve,and
 

stability
 

to
 

temperature
 

and
 

acidity/alkalinity
 

of
 

PA103;Extract
 

phage
 

genomic
 

DNA
 

using
 

proteinase
 

K/SDS
 

method;Perform
 

genome
 

sequencing
 

and
 

assembly
 

on
 

PA103;Use
 

RAST
 

online
 

prediction
 

software
 

to
 

predict
 

potential
 

open
 

reading
 

frames
 

in
 

the
 

genome;Construct
 

an
 

evolutionary
 

tree
 

using
 

MEGA
 

11.0
 

software
 

with
 

terminal
 

enzyme
 

subunits,and
 

perform
 

comparative
 

genomics
 

analysis
 

using
 

Mauve
 

software. Results A
 

lytic
 

phage
 

capable
 

of
 

cleaving
 

CRAB
 

was
 

isolated
 

from
 

the
 

experiment
 

and
 

named
 

PA103;It
 

can
 

form
 

a
 

wholely
 

transparent
 

plaque
 

with
 

a
 

diameter
 

of
 

about
 

2
 

mm
 

on
 

the
 

bacterial
 

coat
 

of
 

host
 

bacterium
 

A103,surrounded
 

by
 

a
 

translucent
 

halo
 

with
 

a
 

width
 

of
 

3-4
 

mm;Transmission
 

electron
 

microscopy
 

showed
 

that
 

PA103
 

belongs
 

to
 

a
 

tail
 

bacteriophage,with
 

a
 

head
 

and
 

tail
 

diameter
 

length
 

of
 

approximately
 

64
 

nm
 

and
 

120
 

nm,respectively;The
 

one-step
 

growth
 

curve
 

shows
 

that
 

the
 

latent
 

period
 

of
 

PA103
 

is
 

about
 

40
 

minutes,the
 

burst
 

period
 

is
 

about
 

15
 

minutes,and
 

the
 

burst
 

size
 

is
 

about
 

17
 

PFU/cell;Phage
 

PA103
 

can
 

maintain
 

relatively
 

stable
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activity
 

in
 

environments
 

of
 

50
 

℃,60
 

℃,and
 

pH
 

5.0-9.0;The
 

genome
 

of
 

PA103
 

has
 

a
 

total
 

length
 

of
 

45
 

225
 

bp
 

and
 

a
 

G
+C

 

content
 

of
 

37.82%.
 

The
 

whole
 

genome
 

prediction
 

contains
 

86
 

open
 

reading
 

frames,of
 

which
 

29
 

are
 

functional
 

proteins
 

and
 

the
 

remaining
 

57
 

are
 

annotated
 

as
 

hypothetical
 

proteins;The
 

results
 

of
 

collinearity
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

number,direction,arrangement
 

order,and
 

length
 

of
 

local
 

collinear
 

regions
 

between
 

phage
 

PA103
 

and
 

phage
 

LZ35
 

were
 

very
 

similar;The
 

results
 

of
 

constructing
 

the
 

evolutionary
 

tree
 

indicate
 

that
 

bacteriophage
 

PA103
 

belongs
 

to
 

the
 

Obolenskviru
 

genus. Conclusion The
 

novel
 

phage
 

PA103
 

has
 

strong
 

ability
 

to
 

lyse
 

Acinetobacter
 

baumannii,which
 

can
 

provide
 

reference
 

for
 

phage
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

CRAB
 

infections.
【Keywords】  carbapenem-resistant

 

Acinetobacter
 

baumannii(CRAB);phage;biological
 

characteristics;genome
 

analysis

  鲍曼不动杆菌为动力试验阴性的非发酵革兰阴性

菌,广泛存在于自然界、医院环境、人体体表及与外界

相通的呼吸道、消化道和泌尿生殖道粘膜表面,属于条

件致病菌。鲍曼不动杆菌是医院感染的常见病原

体[1],主要引起危重患者和免疫力低下的患者出现集

体感染,致死率高达40%~66%[2-3]。鲍曼不动杆菌

具有天然耐药和容易获得耐药的特性,因而感染用药

受限[4]。被人类视为治疗革兰阴性菌感染最后一道防

线的碳青霉烯类药物,曾是控制鲍曼不动杆菌感染最

有效的药物之一。但随着临床应用增多,耐碳青霉烯

类抗菌药物的鲍曼不动杆菌增多,其发病率和流行率

在全球范围内呈逐年增长趋势[5]。我国细菌耐药监测

网提供的数据显示,鲍曼不动杆菌在临床上革兰阴性

菌的分离率中常年位居第4[6];2022年耐碳青霉烯类

抗菌药物的鲍曼不动杆菌在临床上的分离率全国平均

为53.4%,其中河南省高达71.6%[6]。在美国,鲍曼

不动杆菌对碳青霉烯耐药率由1995年的4%增长至

2016年的44.8%,且还在逐年增长[7]。2017年耐碳

青霉烯类鲍曼不动杆菌共造成美国8
 

500多例感染,

700例死亡,2.81亿美元的医疗费用[8]。
在世界卫生组织的“耐药菌清单”(2017年)中,耐

碳青霉烯类鲍曼不动杆菌位于极高危险级别首位[9],
目前几乎无药可用,给临床治疗带来极大的挑战,亟需

开发新的抗菌药物。噬菌体是一类能感染细菌等微生

物的病毒,通过分离筛选针对相应病菌的特定噬菌体,
有望获得替代抗生素的新型抗菌剂。然而,由于噬菌

体种类繁多,获得具有高溶菌能力的裂解性噬菌体,需
要进行大量的筛查实验和研究。为此,本课题组成功

分离了1株新型可高效裂解耐碳青霉烯类抗菌药物的

鲍曼不动杆菌噬菌体,并对其生物学特性和全基因组

进行了初步研究。研究验证了从自然界中分离获得抗

耐药菌噬菌体的可行性,丰富了耐碳青霉烯类鲍曼不

动杆菌噬菌体库,可为后续应用于临床治疗提供理论

参考。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株来源及保存 实验菌株均来自河南省人民

医院及河南省某市级医院。所有菌株加50%甘油后

进行-80
 

℃保存。

1.2 主要试剂和仪器 营养琼脂粉、营养肉汤粉和琼

脂粉均购自杭州天和微生物试剂有限公司;噬菌体保

存液、上层培养基、下层培养基由本实验室制备;JEM-
1400型透射电镜显微镜购于日本电子株式会社;PCR
扩增仪购于德国Eppenddorf公司;蛋白酶 K、DNase
和RNase、SDS购于Beyotime公司、EDTA购于天津

市风船化学试剂科技有限公司。

2 方法

2.1 宿 主 菌 的 表 型 鉴 定 及 药 敏 试 验 使 用 BD
 

Phoenix-100
 

(Becton
 

Dickinson
 

Diagnostic
 

Systems,

System,MD,USA)全自动细菌鉴定/药敏系统进行细

菌表型的鉴定及药敏试验。

2.2 噬菌体的分离、纯化、增殖与噬菌斑形态观察 
参考文献[10]的方法,以鲍曼不动杆菌 A103为宿主

菌,采集郑州市市政污水,离心过滤后与A103共培养

8
 

h(37
 

℃,220
 

r/min),离心过滤除菌后,用点滴法获

得1株裂解型噬菌体,命名为PA103。挑取单个噬菌

斑经6次分离得到纯化噬菌体。采用双层平板法增殖

噬菌体,得到高浓度的噬菌体悬液(1011
 

PFU/mL),用
0.22

 

μm的无菌滤器过滤后4
 

℃保存备用。稀释噬菌

体PA103,以鲍曼不动杆菌A103为宿主菌,用双层平

板法铺板培养过夜观察噬菌斑形态。

2.3 噬菌体的形态观察 用戊二醛溶液(3%)固定(0
 

℃,30
 

min)浓缩后的噬菌体PA103,取20
 

μL固定液

滴在铜网(300目)上,再用2%(w/v)的磷钨酸(pH7.
2)负染,干燥后用透射电镜观察噬菌体形态。

2.4 噬菌体稳定性、一步生长曲线的测定 将浓度为

2.5×109
 

PFU/mL的噬菌体悬液分别置于50、60、

70、80
 

℃的水浴中,每间隔20
 

min取定量溶液检测活

性噬菌体的数量。将100
 

μL噬菌体悬液(2.5×109
 

PFU/mL)加入10
 

mL不同pH值(pH
 

1~12)的SM
溶液中,37

 

℃孵育1
 

h后检测活性噬菌体的数量。取

等体积的噬菌体悬液(108
 

PFU/mL)和处于对数生长

期的细菌悬液(107
 

PFU/mL)混合(MOI约为10∶
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1),置于摇床中震荡培养1
 

min后快速离心(12
 

000
 

g
离心2

 

min),取沉淀重悬于20
 

mL新鲜营养肉汤中震

荡培养(37
 

℃,240
 

r/min),每隔5
 

min取样离心,测定

噬菌体活性。以上试验重复3次。

2.5 噬菌体基因组提取和测序 将噬菌体裂解液离

心(8
 

000
 

g,10
 

min)去 除 细 菌 碎 片,加 RNaseA、

DNase进行酶消化,37
 

℃温育1
 

h,加入PEG
 

8000、

NaCl溶解后冰浴1
 

h后离心(4
 

℃,10
 

000
 

g离心,20
 

min),弃上清;加SM液充分洗涤管壁及沉淀,转移到

新EP管,加入裂解缓冲液(终浓度:SDS为0.5%、

EDTA为20
 

mmol/L、蛋白酶K为50
 

mg/mL),置于

56
 

℃水浴1
 

h;加入等体积苯酚∶氯仿∶异戊醇(25∶
24∶1),混匀后离心(12

 

000
 

g,10
 

min),将上清液转移

到新EP管,加等体积异丙醇充分混匀后离心(4
 

℃,

12
 

000
 

g,10
 

min),弃上清液收获噬菌体DNA。噬菌

体DNA送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行

测序。

2.6 噬菌体全基因组分析 测序完成后,使用软件

Velvet
 

sequence
 

assembler(1.2.10)对原始测序数据

进行组装和拼接,得到全长45
 

225
 

bp的无重叠基因

组序列。采用DNAstar软件分析基因组的碱基组成

及G+C 含 量。使 用 RAST 在 线 数 据 库(http://

www.rast.nmpdr.org)对PA103的开放阅读框(open
 

reading
 

frame,ORF)进 行 预 测,并 使 用 NCBI
 

的

BLASTp
 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

BLAST/)对 结 果 进 行 验 证。使 用 VFDB 数 据 库

(http://www.mgc.ac.cn/VFs/)进行毒力因子基因

的 预 测,使 用 CARD 数 据 库 (https://card.
 

mcmaster.ca/)进 行 抗 生 素 抗 性 基 因 预 测。使 用

tRNAscan-SE
 

Search
 

Server(http://lowelab.ucsc.
edu/tRNAscan-SE/)进行tRNA预测。使用CGview
(https://cgview.ca/)进行基因组图谱的绘制。使用

DeepTMHMM (https://dtu. biolib. com/

DeepTMHMM)筛选具有跨膜结构域的蛋白质。使用

Mauve软件对噬菌体PA103及与之相似噬菌体的全

基因组进行共线性分析。在NCBI网站对噬菌体的末

端酶大亚基的蛋白序列进行BLASTp比对,选择同源

蛋白及近缘蛋白,使用 MEGA11.0软件构建系统进

化树。

结 果

1 宿主菌信息

以鲍曼不动杆菌 A103为宿主菌,从郑州市市政

污水中分离得到噬菌体PA103后,随机挑选实验室储

藏的鲍曼不动杆菌380株,对PA103的噬菌谱进行了

筛查。结果显示PA103可以感染来自不同医院或不

同科室、不同病人的58株鲍曼不动杆菌(以保留同一

患者相同细菌第1株的原则剔除重复菌株)。所有能

被噬菌体PA103感染的菌株均仅对多粘菌素敏感,对
替加环素敏感或中介,对包括美罗培南、头孢哌酮舒巴

坦在内的碳青霉烯类、喹诺酮类、β-内酰胺酶抑制剂、
头孢菌素类、氨基糖苷类抗生素均耐药(表1)。标本

类型多样,多数属于肺泡灌洗液、痰液(抽出痰/咳出

痰),少量有咽拭子、气管插管、脑脊液、引流液、分泌

物、粪便、中心导管、血液、尿液。标本大多来自重症监

护室,少部分来自普通病房。

表
 

1 PA103宿主菌信息
Table

 

1 Host
 

bacteria
 

information
 

of
 

phage
 

PA103

项目
临床特征

Clinical
 

features
例数

Sample
 

size
占比(%)
Proportion

年份

2019 16 27.59
2020 15 25.86
2021 27 46.55

多粘菌素药敏

敏感 58 100.00
中介 0 0.00
耐药 0 0.00

替加环素药敏

敏感 53 91.38
中介 5 8.62
耐药 0 0.00

美罗培南药敏

敏感 0 0.00
中介 0 0.00
耐药 58 100.00

患者年龄

≤30 2 3.45
31~40 6 10.34
41~50 8 13.79
51~60 6 10.34
61~70 16 27.59
71~80 18 31.04
81~90 2 3.45

标本类型

肺泡灌洗液 24 41.39
痰(抽出痰/咳出痰) 17(15/2) 29.32(25.86/3.44)

咽拭子 3 5.17
气管插管 3 5.17
脑脊液 3 5.17
引流液 2 3.45
分泌物 2 3.45
粪便 1 1.72

中心导管 1 1.72
血液 1 1.72
尿液 1 1.72

来源科室
ICU 42 72.41
非ICU 16 27.59

2 PA103噬菌斑形态特征

如图1A所示,PA103在以鲍曼不动杆菌 A103
为宿主菌的双层平板上培养过夜后,形成1个直径约

2
 

mm且完全透明的噬菌斑,周围环绕宽为3-4
 

mm的

晕圈。通过电镜观测,如图1B所示,PA103具有1个

直径约64
 

nm的头部和长度约120
 

nm的尾部。
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A 噬菌斑 B 电镜照片(100
 

000×)
图

 

1 噬菌体PA103的形态

A Plaque
 

morphology
 

of
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3 PA103的一步生长曲线及对热、pH的稳定性

一步生长曲线(图2A)显示噬菌体PA103感染鲍

曼不动杆菌A103的潜伏期约为40
 

min,爆发期约为

15
 

min,爆发量约为17
 

PFU/cell。热稳定性结果(图

2B)显示噬菌体PA103在50
 

℃放置60
 

min时活性下

降了一个数量级;在60
 

℃放置20
 

min时,噬菌体活性

即降低了1个数量级;在70
 

℃放置20
 

min时,噬菌体

活性下降了5个数量级,60
 

min时,噬菌体活性在变

为0;在80
 

℃放置2
 

min时噬菌体已完全被灭活。pH
稳定性结果(图2C)显示在pH

 

5~9时,噬菌体活性没

有明显变化,但在pH4和pH10时,噬菌体活性下降3
个数量级,在pH

 

3~11时,噬菌体已完全丧失活性。

4 噬菌体PA103的全基因组分析

4.1 基因组的基本特征 噬菌体PA103的基因组属

于双链线性DNA,基因组长度为45
 

225
 

bp,其核酸序

列已提交至 NCBI(登录号为PP826938)。全基因组

中A、T、C、G 碱基含量分别为31.64%,30.54%,

16.67%,21.15%,G+C含量为37.82%,低于鲍曼不

动杆菌基因组的平均(G+C)%含量39%~47%[4]。

RAST在线预测结果显示,PA103含有86个 ORFs,
其中75个ORFs的编码方向为正向,11个 ORFs的

编码方向为负向。tRNAscan-SE在线预测软件未发

现PA103有tRNA。VFDB和CARD在线预测软件

未发现噬菌体PA103含有已知的毒力因子基因及抗

生素抗性基因。在线软件DeepTMHMM预测结果显

示,噬菌体PA103的 ORF编码的蛋白中,56个属于

细胞外蛋白,19个属于细胞内蛋白,有11个属于跨膜

蛋白。

4.2 基因组注释 噬菌体PA103共有86个开放阅

读框(表2),其中57个 ORFs注释为假定蛋白,其余

29个ORFs为功能编码序列(coding
 

sequence,CDS)。
根据注释结果,该功能可以被分为5个模块:调节蛋

白、复制蛋白、结构蛋白和包装蛋白。基因组注释图谱

如图3所示。

A 一步生长曲线 B 热稳定性 C pH稳定性
图

 

2 噬菌体PA103的生物学特性

A One-step
 

growth
 

curve B Thermal
 

stability C pH
 

stability
Fig.2 Biological

 

properties
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phage
 

PA103

图
 

3 噬菌体PA103基因组注释图谱
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annotation
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表
 

2 噬菌体ORF预测
Table

 

2 ORF
 

analysis
 

of
 

the
 

phage
 

PA103

开放
阅读框
ORF

最相似蛋白所属微生物物种的基因和名称
Top

 

BLAST
 

hit

BLASTp
比对百分比
Amino

 

acid
 

i
dentity(%)

E值
E

 

value

最相似蛋白
序列编号

Accession
 

No.

1 hypothetical
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 97/97(100%) 1.00E-64 YP_009055441.1
2 hypothetical

 

protein[Acinetobacterphage
 

YMC-13-01-C62] 58/58(100%) 3.00E-34 YP_009055440.1
3 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 61/61(100%) 1.00E-35 YP_009055439.1
4 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Bphi-R2919] 70/70(100%) 9.00E-41 QGH74081.1
5 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC11/12/R2315] 37/37(100%) 1.00E-15 YP_009203574.1
6 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 251/251(100%) 0 YP_009055438.1
7 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 190/190(100%) 2.00E-138 YP_009055437.1
8 hypothetical

 

protein[Acinetobacterphage
 

Scipio] 52/54(96%) 1.00E-27 UQS93302.1
9 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

AB1] 75/75(100%) 5.00E-48 YP_009613809.1
10 hypothetical

 

protein[Acinetobacterphage
 

vB_AbM_WUPSU] 121/126(96%) 2.00E-83 UJQ43490.1
11 hypotheticalprotein[Acinetobacter

 

phage
 

YMC-13-01-C62] 86/86(100%) 2.00E-55 YP_009055433.1
12 endonuclease[Acinetobacter

 

phage
 

YMC-13-01-C62] 93/93(100%) 8.00E-61 YP_009055432.1
13 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 79/79(100%) 8.00E-45 YP_009055431.1
14 hypothetical

 

protein[Acinetobacterphage
 

YMC-13-01-C62] 115/115(100%) 8.00E-79 YP_009055430.1
15 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 40/40(100%) 7.00E-20 YP_009055429.1
16 hypothetical

 

protein[Acinetobacterphage
 

vB_AbaM-IME-AB2] 71/71(100%) 3.00E-44 YP_009592186.1
17 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC11/12/R1215] 108/108(100%) 2.00E-73 AJT61457.1
18 HTH

 

DNA
 

binding
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 65/65(100%) 4.00E-37 YP_009055426.1
19 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 80/80(100%) 3.00E-50 YP_009055425.1
20 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

BUCT629] 67/67(100%) 4.00E-42 QZI85361.1
21 hypothetical

 

protein[Acinetobacterphage
 

AbP2] 56/56(100%) 4.00E-33 YP_009609911.1
22 hypothetical

 

protein[Acinetobacterphage
 

vB_AbM_WUPSU] 144/146(99%) 1.00E-103 UJQ43479.1
23 terminase

 

large
 

subunit[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbM_WUPSU] 468/472(99%) 0 UJQ43478.1
24 portal

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 471/476(99%) 0 YP_009291949.1
25 putative

 

head
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 234/235(99%) 2.00E-172 AMD43231.2
26 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_fThrA] 52/54(96%) 6.00E-30 WVH13533.1
27 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Bphi-R1888] 36/36(100%) 1.00E-17 QGH74181.1
28 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

HZY2308] 98/98(100%) 1.00E-65 WPH63917.1
29 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

P1068] 139/140(99%) 5.00E-100 WHB31307.1
30 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC11/12/R1215] 130/130(100%) 5.00E-89 AJT61472.1
31 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 120/120(100%) 1.00E-83 YP_009055495.1
32 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Bphi-R2919] 90/91(99%) 1.00E-59 QGH74107.1
33 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 68/68(100%) 5.00E-43 YP_009055493.1
34 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_fThrA] 44/54(81%) 3.00E-24 WVH13542.1
35 head

 

maturation
 

protease[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 444/444(100%) 0 YP_009055491.1
36 minor

 

head
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 159/159(100% 9.00E-110 YP_009055490.1
37 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 339/339(100%) 0 YP_009055489.1
38 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 112/112(100%) 2.00E-75 YP_009055488.1
39 virion

 

structural
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 150/150(100% 1.00E-107 YP_009291882.1
40 tail

 

length
 

tape
 

measure
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

AB1] 43/48(90%) 4.00E-22 YP_009613776.1
41 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

HZY2308] 42/42(100%) 2.00E-22 WPH63991.1
42 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM-IME-AB2] 74/74(100%) 2.00E-46 YP_009592160.1
43 putative

 

RNA
 

polymerase[Acinetobacter
 

phage
 

Ab31] 141/145(97%) 1.00E-100 WMC00244.1
44 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbM_WUPSU] 61/61(100%) 6.00E-34 UJQ43459.1
45 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Bphi-R2919] 83/83(100%) 1.00E-46 QGH74038.1
46 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Bphi-R2919] 265/267(99%) 0 QGH74039.1
47 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Bphi-R2919] 165/167(99%) 2.00E-120 QGH74040.1
48 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_IME284] 162/164(99%) 2.00E-116 AYP68997.1
49 tail

 

sheath[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM-IME-AB2] 487/487(100% 0 YP_009592154.1
50 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Abp9] 149/149(100% 3.00E-105 QEA11037.1
51 tail

 

assembly
 

chaperone[Acinetobacter
 

phage
 

Scipio] 140/141(99%) 3.00E-98 UQS93256.1
52 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_IME512] 70/70(100%) 6.00E-44 AYP69095.1
53 putative

 

tail-fiber/lysozyme
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 682/682(100% 0 YP_009291893.1
54 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 205/205(100%) 2.00E-143 YP_009291894.1
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续表

55 virion
 

structural
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 91/91(100%) 1.00E-58 YP_009291895.1
56 baseplate

 

hub[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 292/296(99%) 0 YP_009291896.1
57 putative

 

baseplate
 

assembly
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

AbP2] 210/214(98%) 6.00E-154 YP_009609876.1
58 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

P1068] 48/48(100%) 4.00E-23 WHB31248.1
59 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

AB1] 116/117(99%) 1.00E-80 YP_009613845.1
60 baseplate

 

J-like
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

XC1] 388/394(98%) 0 WFD61209.1
61 structural

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM-IME-AB2] 208/208(100%) 7.00E-150 YP_009592224.1
62 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Bphi-R2919] 272/279(97%) 0 QGH74054.1
63 tail

 

fiber
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

AbP2] 703/776(91%) 0 YP_009609870.1
64 hypothetical

 

protein
 

Arbor_46[Acinetobacter
 

phage
 

Arbor] 108/111(97%) 3.00E-70 URY98760.1
65 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Scipio] 89/90(99%) 1.00E-57 UQS93270.1
66 secretion

 

activator
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_IME284] 170/170(100%) 6.00E-120 AYP68979.1
67 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_BP10] 73/76(96%) 1.00E-46 UYL86105.1
68 MazG-like

 

pyrophosphatase[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_AB3P2] 175/177(99%) 9.00E-125 WOZ14999.1
69 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM-IME-AB2] 54/54(100%) 5.00E-30 YP_009592216.1
70 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_AB3P2] 95/97(98%) 6.00E-62 WOZ15002.1
71 exonuclease[Acinetobacter

 

phage
 

HZY2308] 251/251(100%) 0 WPH63962.1
72 recombinational

 

DNA
 

repair
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM_IME284] 299/299(100%) 0 AYP68972.1
73 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

AP22] 59/60(98%) 5.00E-35 YP_006383815.1
74 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

Brutus] 110/110(100%) 4.00E-72 UQS93201.1
75 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

vB_AbaM-IME-AB2] 85/85(100%) 1.00E-53 YP_009592210.1
76 putative

 

transcriptional
 

regulator[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 270/270(100%) 0 YP_009291917.1
77 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC11/12/R1215] 64/64(100%) 6.00E-38 AJT61433.1
78 HNH

 

endonuclease[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 195/195(100%) 8.00E-139 YP_009291919.1
79 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 80/80(100%) 9.00E-53 YP_009291920.1
80 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

NJ02] 147/147(100%) 1.00E-103 WJZ47787.1
81 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

NJ02] 96/96(100%) 2.00E-61 WJZ47786.1
82 putative

 

DNA-binding
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

AP22] 237/237(100%) 2.00E-176 YP_006383824.1
83 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 70/70(100%) 1.00E-42 YP_009291924.1
84 replication

 

initiation
 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

LZ35] 244/246(99%) 5.00E-179 YP_009291925.1
85 DnaB-like

 

replicative
 

helicase[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 447/447(100%) 0 YP_009055443.1
86 hypothetical

 

protein[Acinetobacter
 

phage
 

YMC-13-01-C62] 88/88(100%) 1.00E-55 YP_009055442.1

4.3 噬菌体PA103进化树 为明确噬菌体PA103
的进化关系,选择PA103中具有进化意义的末端酶大

亚基(ORF23)的 蛋 白 序 列,在 NCBI数 据 库 中 用

Blastp进行蛋白比对,选择与之相似或相关的蛋白序

列构建系统进化树(图4)。根据ICTV(International
 

committee
 

on
 

taxonomy
 

of
 

viruses,ICTV)的分类,噬
菌体PA103是Caudoviricetes 纲下Obolenskviru 属

成员。

4.4 噬菌体PA103的比较基因组分析 使用NCBI
的Blastn对噬菌体PA103的全基因组序列进行比对,
在 结 果 中 选 择 与 PA103 比 对 得 分 最 高 的

Acinetobacter
 

phage
 

BUCT629(MZ712044.1,覆盖度

66%,一致性95.67%,E=0),Acinetobacter
 

phage
 

vB
 

AbaM
 

lME285(MH853786.1,覆盖度73%,一致性

96.18%,E = 0),Acinetobacter
 

phage
 

LZ35
(KU510289.1,覆盖度81%,一致性93.92%,E=0)
和Acinetobacter

 

phage
 

HZY2308(OR730450.1,覆盖

度72%,一 致 性93.17%,E=0)四 株 噬 菌 体,用

Mauve软件的Progressive
 

Mauve算法对其全基因组

序列进行了共线性分析。噬菌体 PA103与噬菌体

LZ35的局部共线性区域的数目、方向、排列顺序和长

度非常相似,但噬菌体PA103与噬菌体BUCT629、vB
 

AbaM
 

lME285和 HZY2308的两个基因区域的排列

顺序存在差异(图5)。

讨 论

近年来,由于细菌耐药性日趋严重,研究新型的抗

菌药物更具紧迫性。裂解性噬菌体因其天然的抗菌特

性以及相对较低的研发成本,日益受到关注。有关鲍

曼不动杆菌局部或全身感染的动物实验和临床应用也

取得了良好的效果[11-14]。本研究分离得到1株耐碳青

霉烯类鲍曼不动杆菌噬菌体PA103。针对随机挑选

的380株鲍曼不动杆菌,仅能裂解58株,显示其噬菌

谱相对较窄,表明该噬菌体具有较高的特异性。噬菌

体的特异性使得噬菌体仅能杀死特定的细菌,与广谱

的抗生素相比,噬菌体杀菌较少出现耐药问题,也不会

造成微生态失衡。由于临床标本中分离的鲍曼不动杆

菌往往同时存在多个亚种,噬菌体的特异性可能会限
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制单一噬菌体的抗菌作用范围。采用多种噬菌体混合

的“鸡尾酒”型噬菌体制剂,增大其作用范围,目前已成

为治疗耐药性鲍曼不动杆菌感染的主要发展方向之

一。有案例表明,通过口服包括鲍曼不动杆菌噬菌体

在内的混合噬菌体治疗后,可大幅降低患者的感染水

平[15]。2006年,美国FDA批准了一个噬菌体鸡尾酒

复配剂用于食品中李斯特菌的控制[16]。2007年,比利

时正式批准医务工作者用噬菌体混合制剂治疗由绿脓

杆菌和金黄色葡萄球菌引起的烧伤后感染[17]。

图
 

4 使用噬菌体PA103末端酶大亚基(ORF23)构建系统进化树

Fig.4 Phylogenetic
 

trees
 

were
 

formed
 

by
 

terminase
 

large
 

subunit
(ORF23)

图
 

5 噬菌体PA103共线性分析图谱

Fig.5 Collinearity
 

analysis
 

of
 

phage
 

PA103

噬菌体PA103在宿主菌 A103菌苔上可以形成

透明的噬菌斑,表明PA103是一种裂解型噬菌体;噬

菌斑周围环绕晕圈,说明该噬菌体可以产生解聚酶。
解聚酶是一种特异性较强的蛋白质,分为结构蛋白和

可溶性蛋白,可以降解细菌的荚膜多糖、脂多糖以及细

胞外基质,更容易杀死细菌,也可清除其宿主菌形成的

生物膜,理论上裂解能力更强。一步生长曲线试验结

果进一步证实了PA103具有较强的鲍曼不动杆菌株

裂解能力,但与其他鲍曼不动杆菌噬菌体31~240
 

PFU/cell[18]的裂解量相比,PA103的裂解量相对较

小。
稳定性试验显示噬菌体PA103在不超过温度60

 

℃,pH
 

5~9的环境下表现出较强的稳定性,表明

PA103在正常环境中易于保存,有利于相应新型抗菌

药物 的 制 备 和 储 存。在 线 预 测 软 件 检 测 未 发 现

PA103有tRNA,说明PA103在翻译过程中利用的是

宿主菌的tRNA;也未发现已知的抗生素抗性基因及

毒力因子基因,说明PA103具有较佳的抗耐药性和生

物安全性,有利于临床应用。
在NCBI上对PA103的全基因组进行比对后发

现,没有与之完全相同的噬菌体,证明PA103是一株

新型噬菌体。关于噬菌体的分类,基因组比对结果显

示,PA103与Caudoviricetes 纲下Obolenskviru 属噬

菌体相似性高。用PA103的末端酶大亚基(ORF23)
构建进化树发现,其与Obolenskviru 属噬菌体亲缘关

系 较 近。比 较 基 因 组 学 结 果 显 示 PA103 与

Obolenskviru 属鲍曼不动杆菌噬菌体LZ35的局部共

线性区域非常相似,说明这两种噬菌体的基因组在进

化上 可 能 经 历 过 相 似 的 途 径;PA103 与 同 为

Obolenskviru 属 鲍 曼 不 动 杆 菌 噬 菌 体 噬 菌 体

BUCT629、vB
 

AbaM
 

lME285和 HZY2308的部分基

因区域的排列顺序仅存在少许差异,说明在长期的选

择压力下,某些基因通过在局部共线性区域的改变来

更好的适应生存空间,所以PA103应该为此属成员。
综上所述,本研究分离了1株新型耐碳青霉烯类

鲍曼不动杆菌裂解性噬菌体PA103,研究了其生物学

特性及全基因组特点。有关PA103的解聚酶等蛋白

功能及动物实验尚需更深入的研究,以为未来的临床

应用奠定理论基础。
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