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摘  要  噬菌体是自然界中最普遍的生物之一，其专一性裂解细菌的能力在针对耐药菌感染治疗方面

具有很大的应用前景。杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicide)是水产养殖业中一种主要病原菌，其引

发的疖疮病是一种常见的水产养殖动物疾病，具有高死亡率和高发病率，一旦爆发，将给水产养殖

业带来重大的经济损失。该研究以杀鲑气单胞菌 MF663675.1 为宿主菌，从深圳海鲜市场的污水中，

采用双层琼脂平板法分离纯化得到单个噬菌体，通过电镜对其表观形态特征进行观察，并运用生物

信息的方法进一步确定其基因型特征及遗传分类地位。研究结果表明，分离出的烈性噬菌体命名为 

Asfd-1，噬菌斑呈圆形，轮廓分明、透明，直径约 1 mm。电镜观察显示，Asfd-1 具有对称的二十面

体头部，以及长度为 51 nm 的收缩尾部。基因组测序和基因对比分析表明，Asfd-1 含双链脱氧核糖核

酸(dsDNA)，全基因组大小为 168 962 bp，鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(C)所占的比例为 41.53%，共编码 263 

个开放阅读框和 16 个转移核糖核酸(tRNA)序列，Genbank 登录号为 MK577502。根据国际病毒分类

委员会规定的病毒分类方法，与同源的 Aeromonas phage 31 GCA_000862645.1 和 Aeromonas phiSA4 

GCA_002710125.1 全基因组对比结果显示，Asfd-1 是新型噬菌体。综合电镜观察结果及系统进化树分

析，Asfd-1 属于肌尾科下的 T4 噬菌体属、肌尾噬菌体科、有尾噬菌体目的新成员。该研究可为应用

噬菌体治疗细菌感染提供进一步的参考。
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1  引  言	

  杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicide)属于

变形菌门下的兼性需氧型革兰氏阴性杆菌，在世

界各地的海洋和淡水中分布极为广泛，尤其在水

生动物的肠道中，是鲑鱼疖疮病最主要的致病

因子[1]。杀鲑气单胞菌的宿主范围广，Rachna 
等[2]发现其能感染大多数脊椎动物，会造成人肠

道的感染性疾病。在高密度的养殖条件下，被感

染的鱼类经常会出现败血症和炎症等症状[3-4]，

甚至会爆发急性感染导致鱼群的大面积死亡[5]。

因此，该类致病菌不仅会造成水产养殖业的巨大

经济损失，而且还会造成严重的环境污染。目前

养殖生产中，通常会使用大量抗生素来防治，如

喹诺酮和磺胺类等[6-7]。虽然抗生素是目前治疗

细菌感染最有效的方式，但随着抗生素在临床治

疗和畜牧业中的过度生产和使用，致病菌的耐药

性问题日益严重[8]。如 Liao 等[9]在患病动物体内

发现的一株广谱耐药性杀鲑气单胞菌，其耐药种

类多达 9 种。

  噬菌体是能感染细菌的病毒，在自然界中分

布广泛，具有极高的宿主特异性，通过靶向感
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Abstract   Bacteriophages are one of the most common microorganisms on the earth, and are potential 
biocontrol agents for multidrug-resistant bacteria. Aeromonas salmonicide is a major bacterial pathogen in 
aquaculture. It can be responsible for furunculosis, which is a ubiquitous disease in aquaculture operation 
and featured by high mortality and morbidity, causing significant economic loss of aquaculture. In this study, 
Aeromonas salmonicida MF663675.1 was used as host to isolate bacteriophage from the sewage of a seafood 
market in Shenzhen, China. A novel lytic phage Asfd-1 was isolated and purified by double-layer agar plate. 
The morphological characteristics were observed by transmission electron microscope (TEM). The plaque 
characteristics were observed as well. The whole genome and phylogenetic analysis of phage Asfd-1 were carried 
out by bioinformatics methods. The results show that plaque of the phage was round and transparent with size of 
about 1 mm in diameter. TEM shows that Asfd-1 has an isometric, elongated and icosahedral head of 100 nm in 
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host cell transcription machinery. Combined with TEM and phylogenetic analysis, it proposes that Asfd-1 belongs 
a new member of the T4 virus, Myoviridae family, Caudovirales order. Based on its microbiological traits, phage 
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染，在宿主菌体内大量繁殖，最终导致宿主菌的裂

解死亡[10]。噬菌体疗法是指利用噬菌体专一性裂

解并杀死宿主病原菌，从而治疗病原菌感染疾病的

治疗手段。与抗生素相比，噬菌体疗法具有更高的

细菌专一性，而对人体和其他菌群无影响[11]。早

在 1921 年，噬菌体就被应用于治疗由葡萄球菌

引起的皮肤病，但是由于抗生素的出现以及对噬

菌体疗法安全性评估的不足，噬菌体疗法[11-12]研

究被停滞。近十几年来，由于大量耐药菌及超级

细菌的出现，针对细菌感染性疾病的噬菌体疗法

又重新被人们重视。2014 年美国国家过敏与传染

病研究所将噬菌体疗法列为应对抗生素抗性的重

要武器之一，具有极大的临床应用潜力[13-14]。本

文利用杀鲑气单胞菌 MF663675.1 为宿主菌，旨

在从深圳海鲜市场的污水中分离出一种新型的、

可以特异性感染并杀死杀鲑气单胞菌的裂性噬菌

体，并通过形态学观察、生物学特性和基因组分

析对噬菌体进行分类鉴定。实验结果表明，本研

究发现的新型噬菌体 Asfd-1 有望成为代替抗生素

治疗鱼群疖疮病的生物制剂，为进一步噬菌体疗

法的应用提供了理论依据。

2  材料与方法

2.1  细菌菌株、噬菌体的分离和纯化

  本实验中用于噬菌体分离的样本来自于

深圳海鲜市场污水，宿主菌杀鲑气单胞菌 
MF663675.1 由本单位实验室保存。噬菌体的

分离采用双层平板法，即该菌株先在  Lur ia -
Bertani(LB)液体培养基中于 30 ℃ 培养过夜，

再将环境样本和含有杀鲑气单胞菌的 LB 液体培

养基混合，于 30 ℃ 培养 12 h 后，在 12 000 rmp 
转速下离心 10 min 除去沉淀，上清液用 0.22 μm 

滤膜过滤除菌。取 200 µL 滤液与 200 µL 菌液混

匀，加入到含有 0.7％(质量体积比)的琼脂糖 LB 
中，迅速混匀平铺在含有 1.5％ (质量体积比)的

琼脂平板上，待琼脂糖凝固，于 30 ℃ 过夜培养。

挑取双层琼脂平板上的单个噬菌斑到 LB 肉汤培养

基中，反复纯化，直至获得形态大小一致的噬菌

斑，并通过双层平板法测定噬菌体的浓度[13]。

2.2  噬菌体的浓缩

  为了制备用于拍摄透射电子显微镜的噬菌

体浓缩液，加入 1 mol/L NaCl 和 10％ 聚乙二醇

(PEG)8000 沉淀噬菌体颗粒，将悬浮液在 4 ℃ 
培育 60 min，8 500 rmp 转速下离心 15 min[14]。

除去上清液，使用 LB 重悬沉淀，并用氯仿纯化

噬菌体。离心后，收集水相于 4 ℃ 保存。

2.3  透射电子显微镜的拍摄

  先将浓缩的噬菌体颗粒吸取到有碳涂布的 
Formvar 膜的铜网格上，然后用磷钨酸负染，随后

使用 120 KV1 下操作的 Tecnai G2 F20 S-Twin 透射

电子显微镜进行观察[15]。通过透射电子显微镜拍

摄的图像测量出噬菌体衣壳的直径和尾部长度。

2.4  噬菌体宿主谱的测定

  取 200 µL 待测菌液加入到含有 0.7％(质量

体积比)的琼脂糖 LB 中，迅速混匀平铺在含有 
1.5％(质量体积比)的琼脂平板上。待琼脂凝固，

取 10 µL 噬菌体滴在板上，30 ℃ 过夜培养后观

察是否形成噬菌斑。

2.5  基因组提取和生物信息学的分析

  本文使用快速提取 λ 噬菌体基因组的 DNA 
试剂盒(DN22，Aidlab，China)，从纯化的噬菌

体颗粒中提取噬菌体的脱氧核糖核酸(DNA)；

采用 illumina HiSeq1500 测序仪(Illumina Inc.，
USA)进行基因组测序，测序产生的读长序列

(reads)采用 Soapdenovo[16]组装成完整的噬菌体

基因组；采用 GeneMark[17]软件预测基因组上的

开放阅读框(Open Reading Frame，ORF)；采用 
BLASTp 比对非冗余蛋白质数据库对 ORF 进行

基因功能注释 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)[18]；

采用 tRNAscan-SE 1.21(http://lowelab.ucsc.edu/
tRNAscan-SE/)[18]预测基因组中编码 tRNA 序列
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的基因。下载不同属但同属于肌尾噬菌体科、

有尾噬菌体目(Myoviridae，Caudovirales)的末端

大亚基的氨基序列，通过 ClustalW 比对，再用 
MEGA 5.02 软件中的邻接算法(Neighbor-joining) 
绘制系统发育树[18]。从 Genbank 下载 Aeromonas 
phage  31 GCA_000862645.1 和  Aeromonas 

phiSA4 GCA_002710125.1 的全基因组序列，用 
Easyfig(http://mjsull.github.io/Easyfig/)[19]对噬菌

体进行全基因组序列比对。

3  结果和分析

3.1  噬菌体的分离纯化

  利用杀鲑气单胞菌为宿主菌从中国深圳海

鲜市场的污水样本中分离出一株噬菌体 Asfd-1。
该噬菌体在双层平板中生长形成圆形、轮廓分

明、透明的噬菌斑，直径约 1 mm，呈现出裂解

性噬菌体的噬菌斑特征。上述形态学观察表明，

Asfd-1 噬菌体可初步被认为是裂解性噬菌体[20]。

3.2  Asfd-1 噬菌体的形态特征

  纯化和浓缩的噬菌体 Asfd-1 在负染后用透射

电子显微镜[15]观察。如图 1 所示，噬菌体 Asfd-1

拥有直径为 100 nm、宽度为 71 nm 的等长的二十

面体头部，以及具有长度为 51 nm 的收缩尾部，

基底盘周围还存在着可移动的针型扭结状尾部纤

维。该形态特征表明，噬菌体 Asfd-1 为肌尾噬菌

体科、有尾噬菌体目[21]。

3.3  噬菌体 Asfd-1 的宿主谱

  本文采用双层平板点板法，选取实验室现有

的具有明确 16S 序列的、且具有美国国立生物技

术信息中心(NCBI)编号的 14 株菌进行实验，结

果如表 1 所示。噬菌体 Asfd-1 对不同的杀鲑气

  注：图中白色箭头表示可收缩的尾部；黑色箭头表示可移动的

  尾部纤维

图 1 噬菌体 Asfd-1 透射电镜照片

Fig. 1 Transmission electron microscope image of Asfd-1
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表 1  Asfd-1 的宿主谱

Table 1  Host range of phage Asfd-1 

注：A. salmonicida 表示杀鲑气单胞菌；A. salmonicida S44 表示

杀鲑气单胞菌 S44；A. salmonicida S68 表示杀鲑气单胞菌 S68；

A. salmonicida S121 表示杀鲑气单胞菌 S121；Vibrio spp. 表示弧

菌；V. parahaemolyticus 表示副溶血弧菌；E. faecalis 表示屎肠球

菌；B. cereus 表示蜡样芽胞杆菌；“*”表示用来分离噬菌体的宿

主菌来自本单位实验室；“a”表示宿主菌由中国科学院微生物研

究所微生物资源国家重点实验室提供；“b”表示宿主菌由本单位

实验室从广东省汕尾市某水产养殖场病虾肠道分离来的；“c”表

示宿主菌由中国科学院水生生物研究所淡水生态与生物技术国家重

点实验室提供；“d”表示宿主菌由四川农业大学提供；“＋”表

示强裂解性；“－”表示无裂解

 Ef-X24c

 Ef-X22c
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200 nm

24 h

48 h

单胞菌均有强裂解的效果，形成明显的噬菌圈，

但对弧菌、大肠杆菌和芽孢杆菌没有噬菌圈的形

成。该结果表明，噬菌体 Asfd-1 不能裂解弧菌、

大肠杆菌和芽孢杆菌这 3 种菌株，但可以特异性

感染杀鲑气单胞菌，也保障了其应用于噬菌体治

疗的安全性。

3.4  噬菌体 Asfd-1 基因组的生物信息学分析

  Asfd-1 的基因组是一个长度为 168 962 bp 的
双链 DNA，鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(C)的含量为 
41.53%，有 16 个转移核糖核酸(tRNA)序列。该

结果表明，噬菌体 Asfd-1 并不完全依赖宿主细胞

转录，具有一定的自主转录能力。通过 NCBI 数
据库比对得出，在 Asfd-1 基因组编码的 263 个 

ORF 中，有 125 个 ORF 能被注释成功能已知的

蛋白，余下的 138 个(约占总数的 52.47%)ORF 
均为未知蛋白，即 Asfd-1 基因组上有大约 50% 
的蛋白为新型蛋白。该结果也说明 Asfd-1 噬菌

体为新型噬菌体。根据注释结果将 Asfd-1 基因

组分为 4 个不同的功能模块：结构蛋白功能基

因模块、核苷酸代谢相关蛋白功能基因模块、细

胞裂解相关蛋白功能基因模块和假想蛋白基因模

块(图 2)。其中，编码结构蛋白的基因在 Asfd-1
基因组中呈分散状态。263 个 ORF 中有 46 个
编码结构蛋白，包括主要衣壳蛋白、颈蛋白、

基底板蛋白、尾纤维蛋白和尾部蛋白等。全基

因组对比表明，Asfd-1 噬菌体基因组与同源噬

注：箭头表示预测的基因；不同颜色表示不同的功能蛋白；红色表示假设蛋白；紫色表示功能性蛋白；绿色表示代谢相关蛋白；黑色表示

细胞裂解相关蛋白；“|”表示 tRNA 

图 2 噬菌体 Asfd-1 基因组示意图

Fig. 2 Schematic representation of phage Asfd-1 genome 
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菌体 Aeromonas phage 31 GCA_000862645.1 和 
Aeromonas phiSA4 GCA_002710125.1 基因组相似

性均为 77％，根据国际病毒分类委员会(ICTV)

规定的病毒分类，当基因组序列相似性高达 95% 
以上时，认为这两个病毒属于同一种[22]。因此，

进一步说明了 Asfd-1 噬菌体是一株新型噬菌体。

其中，Asfd-1 的尾部蛋白(YP_238880.1)与 p31 
和 phiSA4 的尾部蛋白(YP_238880.1)具有 85％ 
的相似性，表明这 3 种噬菌体可能拥有相似的尾

部包装体系[23]。ORF30 被注释为编码尾丝蛋白

的基因，该尾丝蛋白与 p31 和 phiSA4 编码的尾

丝蛋白(YP_238875.1)基因分别有 62％、69％ 的
相似性。尾部和尾丝蛋白是 T4 噬菌体高效感染

宿主菌的部位，表明这 3 个蛋白可能具有相似

的受体并且拥有相似的宿主谱。在 Asfd-1 噬菌

体中，至少有 46 个 ORF 编码与核苷酸代谢相

关的蛋白基因，包括 DNA 解旋酶载体、RNA 聚
合酶、核酸内切酶、DNA 引物亚基以及与重组

相关的核酸内切酶等。与 p31 和 phiSA4 相比，

RNA 聚合酶结合蛋白基因是噬菌体 Asfd-1 独有

的。Asfd-1 也携带编码细胞裂解相关的蛋白基

因，只有 ORF60 被注释为原噬菌体诱导的早期

裂解的保护蛋白基因，该蛋白携带 HSP90 蛋白

结构域。而噬菌体 phiAS4 和 p31 都携带编码穴

蛋白(holin)(ORF36phisa4、ORF221p31)和溶菌酶

(lysis)(ORF35phisa4、ORF220p31)的基因[24]。这两

个蛋白是噬菌体裂解宿主菌细胞外膜的主要功能

蛋白，Asfd-1 基因组没有发现编码这两个蛋白的

基因序列，说明 Asfd-1 可能以新的机制实现对宿

主细胞的裂解，也可能携带的基因编码蛋白与已

注：  表示噬菌体 Asfd-1；左下角标度尺表示相对进化距离为 0.2 

图 3 基于终止酶大亚基蛋白氨基酸序列的噬菌体 Asfd-1 的系统进化树图

Fig. 3 Phylogenetic tree of phage Asfd-1 based on large terminase subunit amino acid sequence 
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知蛋白序列存在较大的差异性，具体原因需要进

一步验证。

3.5  噬菌体 Asfd-1 的系统进化树

  从 NCBI 上下载 31 种属于肌尾噬菌体科、

有尾噬菌体目的噬菌体的终止酶大亚基蛋白的氨

基酸序列，并与 Asfd-1 的终止酶大亚基序列进行

对比，构建系统进化树(图 3)。终止酶大亚基蛋

白基因常作为噬菌体的标志基因被用于系统进化

树分析[25]。如图 3 所示，31 个已知的噬菌体按

照 ICTV 规定分成了 8 个属，而 Asfd-1 被归类到 
T4 病毒属中。其与噬菌体 phiAS4(Secunda5 类
噬菌体)和 p31(T4 类噬菌体)在进化过程中可能

是由于基因点突变、漂移和重组，由共同祖先进

化成了不同的分支[25]。系统进化树表明，噬菌体 
Asfd-1 属于 T4 病毒属的成员。

3.6  同源基因组的对比

  为进一步探究该新型噬菌体 Asfd-1 的生物

学特性，将 Asfd-1 和同源的 Aeromonas phage 
31 GCA_000862645.1 和 Aeromonas phiSA4 
GCA_002710125.1 基因组序列 ORF 进行比对

分析(图 4)。如图 4 所示，Asfd-1 和 p31 蛋白

质组相似性很高，而与 phiSA4 相比，虽然蛋

白相似性高但转录方向相反。三种噬菌体比对

的主要差异是位于尾部的基板蛋白(baseplate 
protein，baseplate subunit)、尾管蛋白(baseplate-
tail tube initiator，baseplate hub subunit tail length 
determinator)、尾鞘蛋白(baseplate hub assembly 
catalyst，baseplate wedge subunit，baseplate hub 
subunit and baseplate hub distal subunit)等。噬

菌体侵染宿主菌时，末端的尾丝蛋白一旦吸附

于宿主菌膜上，尾板蛋白形态发生变化与菌膜

融合，并给感染初期提供能量，尾鞘收缩形

成一个压缩波，尾部溶菌酶活化，DNA 被注

入到宿主菌中[26-27]。而 T4 噬菌体属的末端尾

丝蛋白研究表明，该属的尾丝蛋白具有较强

的适应性，其基因同源性较高，但却能够识

别不同的宿主受体[9]。因此，尽管  Asfd-1 与 
p31、phiSA4 噬菌体尾丝蛋白的同源相似性分

别是 62％ 和 69％，但在尾板蛋白区域的低同

源性表明，它们在侵染宿主菌时识别不同的宿

注：不同颜色表示不同的功能蛋白；蓝色表示假设的蛋白质；紫色表示功能性蛋白质；绿色表示代谢相关的蛋白质；黑色是细胞裂解相关

蛋白；右下角灰色梯度表示氨基酸的相似度范围为 72%～100%；“－”表示尾部相关的基底蛋白存在的位置 

图 4 噬菌体 Asfd-1 与气单胞菌噬菌体 31 和 phiSA4 基因组对比图

Fig. 4 Schematic representation of the genomic organization of phage Asfd-1 compared to those of 

Aeromonas phage 31 and phiSA4
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主受体。对于 3 种噬菌体相似度高的结构蛋白

和代谢相关蛋白编码基因区域，相比 Asfd-1，
p31 基因相似度高且转录方向相同，但在基因组中

所处的位置发生了偏移；而相比 Asfd-1，phiSA4 
基因不仅在基因组中的位置发生了偏移，而且转

录方向也发生了翻转。这表明在噬菌体的进化

过程中，染色体的倒位和易位起着重要作用。

4  讨论与分析

  国内外许多研究[6-7]表明，现阶段养殖业通

过抗生素来防治鱼群中疖疮病的爆发。这样不仅

会对环境造成很大的污染，也会加大生态环境中

致病菌与抗生素的接触，从而产生更多的超级

细菌。而本文分离出的新杀鲑气单胞菌噬菌体 
Asfd-1 有望成为新型的抗疖疮病的生物制剂，即

环境友好又大大提高了水产养殖业的产值。

  本研究在 Asfd-1 宿主谱的研究中，关于宿主

菌的选择有 3 方面的原因：(1)从本单位实验室

保存的菌种中选取；(2)具有明确的 16S 序列和 
NCBI 号；(3)参考实验室前期实验经验的积累。

最终选择 3 种易感染杀鲑气单胞菌类噬菌体的菌

种的不同株，共 14 株菌。其中副溶血弧菌的 5 
株菌种是常见的易引起人类肠胃炎的另一种致病

菌[28]。研究结果证实，Asfd-1 对该病原菌没有感

染性，表明未来可以采用噬菌体鸡尾酒的疗法[29]

混合专一感染副溶血弧菌的噬菌体，制备多功效

的生物制剂。另外的 5 株粪肠球菌菌种的菌是人

肠道中普遍存在的益生菌。实验结果表明，杀鲑

气单胞菌噬菌体 Asfd-1 对人肠道中普遍存在的益

生菌没有感染，这为未来 Asfd-1 作为生物制剂提

供了安全保障。当然本实验选取的宿主菌株有一

定的局限性，后续的生物制剂的应用需要补充更

详细的宿主谱[28](如人肠道中同样普遍存在的益

生菌乳酸菌属和双歧杆菌属等)以及该噬菌体的

理化特性[30](如最适 pH 值、最适温度、一步生

长曲线等)。但本实验的研究结果在一定程度上

为未来噬菌体疗法的应用奠定了理论基础。

5  结  论

  本研究从深圳海鲜市场的废水中分离出了一

株新型烈性噬菌体 Asfd-1，其 Genbank 登记号为 
MK577502。表型特征和基因组特征分析表明，

Asfd-1 属于肌尾噬菌体科 T4 噬菌体属，且未在 
Asfd-1 基因组中发现溶源性因子和毒力因子相关

基因。新型 Asfd-1 噬菌体的发现丰富了噬菌体基

因库的多样性，为进一步研究噬菌体和细菌之间

的相互作用、噬菌体改造和研发新型抗菌制剂奠

定了理论基础。
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