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研究报告 

一株金黄色葡萄球菌噬菌体的分离鉴定与生物学特性 

葛志毅  韩生义  曹小安  周建华  刘婷婷  刘永生  李学瑞* 
中国农业科学院兰州兽医研究所 家畜疫病病原生物学国家重点实验室  甘肃 兰州  730046 

摘  要：【背景】金黄色葡萄球菌作为一种条件致病菌，在临床感染中扮演着重要的角色，需要研究

更多更有效的防治手段。【目的】分离金黄色葡萄球菌噬菌体，研究其生物学特性，从而为金黄色葡

萄球菌的替代防治提供理论借鉴。【方法】以金黄色葡萄球菌 D085 为宿主从污水中分离得到一株噬

菌体，命名为 vB_SauS_SAP3，用 PEG8000 浓缩、氯化铯密度梯度离心获得高纯度的噬菌体，1%乙

酸双氧铀染色噬菌体进行电镜观察。测定噬菌体宿主谱、最佳感染复数(Multiplicity of Infection，MOI)、

一步生长曲线、热稳定性、pH 值稳定性及有机溶剂对噬菌体活性的影响。平衡酚法获取噬菌体基因

组，Illumina 测序技术和 SPAdes 软件进行基因组测序分析。【结果】电镜下，噬菌体 SAP3 头部直

径为 60±5 nm，尾部长 170±5 nm。噬菌体 vB_SauS_SAP3 还能裂解 5 株金黄色葡萄球菌和 1 株产色

葡萄球菌，其最佳感染复数为 0.1。噬菌体 vB_SauS_SAP3 潜伏期为 20 min，60 min 后进入平台期，

裂解量约为 210 PFU/cell；对 45 °C 以下温度有一定耐受性，超过 45 °C 开始急剧失活；能在中性 pH

值时保持稳定活性，酸性环境会使其急剧失活，对碱性环境有一定的抵抗力；对氯仿和异戊醇不耐

受。其基因组分析结果表明：噬菌体基因组大小为 41 950 bp，GC 含量为 35.42%，预测有 65 个开

放阅读框(Open Reading Frame，ORF)。进化分析表明，噬菌体 vB_SauS_SAP3 属于长尾科噬菌体，

是一种新型的噬菌体。【结论】噬菌体 vB_SauS_SAP3 是一株窄谱的能够耐受一定温度和碱性环境

的长尾科新型噬菌体，对其研究可为金黄色葡萄球菌噬菌体的研究提供理论材料。 
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Abstract: [Background] As a conditioned pathogen, Staphylococcus aureus plays an important role in 
clinical infection. Therefore, the effective prevention and treatment methods should be studied more. 
[Objective] To isolate and analyze the biological characteristics of Staphylococcus aureus phage, and to 



1172 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

provide theoretical reference for the alternative prevention and treatment of Staphylococcus aureus. 
[Methods] A phage was isolated from sewage using pathogenic Staphylococcus aureus D085 as host and 
called vB_SauS_SAP3. The phage was obtained by PEG8000 concentration and cesium chloride density 
gradient centrifugation. It was stained with uranium acetate and observed via transmission electron 
microscopy. The phage host spectrum, optimal multiplicity of infection (MOI), one-step growth curve, 
temperature sensitivity, pH sensitivity and the effects of organic reagents on the activity of phage were 
determined. The phage’s genome was obtained by the equilibrium phenol method and Illumina sequencing 
technology for genome sequencing analyzed. [Results] Via transmission electron microscopy, phage 
vB_SauS_SAP3 has a head with diameter of 60±5 nm and a tail with length of 170±5 nm. It was also able 
to lyse five strains of Staphylococcus aureus and one strain of Staphylococcus chromogenes. The optimal 
multiplicity of infection was 0.1. One step growth curve showed that the latent period and the burst period 
was 20 min and 60 min. The burst size was about 210 PFU per infected cell. The phage vB_SauS_SAP3 
was resistanted to temperatures below 45 °C and sharply inactivated beyond 45 °C. It can maintain stable 
activity in neutral pH and has a certain resistance in alkaline environment, but acid environment will make 
it sharply inactivated. The phage vB_SauS_SAP3 were completely inactivated when treatment with 
chloroform and isoamyl alcohol. The size of phage vB_SauS_SAP3 genome was 41 950 base pairs (bp) 
and ecoding 65 ORFs by predicted. The genome include GC content was 35.42%. Phylogenic analysis 
indicated that the phage vB_SauS_SAP3 was a member of Siphoviridae and a new Staphylococcus aureus 
phage. [Conclusion] The phage vB_SauS_SAP3 has a narrow host spectrum and can withstand certain 
temperature and alkaline environment, which was a new Staphylococcus aureus phage. The study of 
vB_SauS_SAP3 can provide theoretical materials for the study of Staphylococcus aureus phage. 

Keywords: Staphylococcus aureus, phage, biological characterization, genomic analysis 
 

金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus aureus) 是  

一种革兰氏阳性菌，属于葡萄球菌属[1]。该菌是自

然界中分布广泛的一种常见致病菌，可致人或动

物发生多种感染性疾病，如局部脓肿、败血症、

脓毒血症、心内膜炎、骨髓炎、致死性肺炎[2]。同

时该菌也是奶牛乳腺炎主要的致病菌之一，常常

造成奶牛产奶量下降，污染奶制品，影响奶制品

的安全，给畜牧业生产造成了巨大的经济损失[3]。

临床常用抗生素治疗金黄色葡萄球菌的感染，如

青霉素、磺胺类、喹诺酮类等[4]。但抗生素的滥

用导致耐药菌株甚至多重耐药菌株的出现，如耐

甲 氧 西 林 (Methicillin Resistant Staphylococcus 

aureus ， MRSA) 菌 株 和 耐 万 古 霉 素 (Vancomycin 

Resistant Staphylococcus aureus，VRSA)菌株[5-6]，

尤其近几年金黄色葡萄球菌耐药现象越来越严

重，给治疗防控带来了很大的麻烦[7]。 

噬菌体是一种细菌病毒，通过对细菌的专性

吸附完成裂解或者溶源周期。烈性噬菌体主要通

过裂解周期达到繁殖噬菌体子代的目的，同时也

可以达到裂解细菌的目的[8]，因此，烈性噬菌体具

有“杀伤”细菌的效果，可以作为一种治疗细菌感

染的手段。噬菌体用于治疗具有特异性强、指数级

增长和不对其他正常菌群产生作用的特点[9]，而且

可以与抗生素进行协同治疗以达到最好的治疗效

果[10]，是一种很有希望的抗生素替代品。 

目前国内外有许多金黄色葡萄球菌噬菌体治

疗奶牛乳腺炎的报道，如：Basdew 等有 3 株噬菌

体(sabp-p1、sabp-p2 和 sabp-p3)在体外可以治愈奶

牛乳腺炎[11]；孙利利等分离纯化得到了一株金黄

色葡萄球菌的噬菌体，通过临床实验发现，该噬菌

体对奶牛乳腺炎具有显著的治疗效果[12]。汤婷婷

建立了小鼠乳腺炎模型，应用噬菌体治疗后发现噬

菌体能够有效地降低乳腺组织中的细菌数[13]。然

而金黄色葡萄球菌噬菌体的研究和治疗还是有

限，仍需要更多的科研探索来支持。 

本实验以患奶牛乳腺炎的奶牛乳汁中分离的

致病性金黄色葡萄球菌为宿主进行噬菌体的分离

筛选，对筛选的噬菌体进行生物学特性分析及基
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因组分析，以期为金黄色葡萄球菌噬菌体的研究

和后续的治疗防控提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

实验用金黄色葡萄球菌菌株及其他葡萄球菌

菌株都源于实验室分离，主要分离于患乳腺炎奶

牛乳汁样品。金黄色葡萄球菌株鉴定采用鉴别培

养基结合测序的方式。 

1.2  主要试剂和仪器 

PEG8000、平衡酚、氯化铯，北京索莱宝科

技有限公司；异戊醇、氯仿、丙三醇、乙醇、甲

醇，天津市汇杭化工科技发展有限公司；1%乙酸

双氧铀，上海吉至生化科技有限公司；DNA 酶

(DNase I)、RNA 酶(RNase)、绿豆核酸酶，宝生物

工程(大连)有限公司。 

巴氏吸管，上海晶安生物科技有限公司；恒

温摇床，上海智城分析仪器制造有限公司；铜

网，中镜科仪(北京)膜科技有限公司；0.22 μm 滤

器，Merck Millipore 公司；恒温培养箱，上海一

恒科技有限公司；高速离心机，Eppendorf 公司；

超速离心机，贝克曼库尔特商贸 (中国 )有限公

司；透射电镜，日立公司；生物安全柜，苏净安

泰空气技术有限公司。 

1.3  主要溶液配制 

参照《分子克隆实验指南》第 3 版[14]配制 SM

缓冲液和 0.7%水琼脂，SM 缓冲液中不加入明胶，

0.7%水琼脂只加琼脂粉。 

1.4  噬菌体的分离 

所有采自奶牛场的样品(奶样、粪便、污水)中

加入 SM 缓冲液(1:6)。37 °C、200 r/min 振荡培养

5−6 h 后，4 ° C、8 000 r/min 离心 10 min，吸出上

清液再次离心，重复离心 3 次。离心后的上清用

0.22 μm 滤器过滤，所有滤液备用。将 37 °C、 

200 r/min 过夜复苏好的金黄色葡萄球菌取 500 μL

与 500 μL 的滤液混合，置于恒温培养箱中 37 °C

孵育 15 min。将混合液用 SM 缓冲液连续稀释   

3 个梯度(10−1、10−3、10−5)，取 500 μL 加入到含

有 5 mL 水琼脂的试管中，混匀后倒入 LB 平板

上，室温放置 30 min 后放入恒温培养箱中 37 °C

培养过夜。次日观察有无噬菌斑的形成。 

1.5  噬菌体的纯化 

将出现噬菌斑的 LB 平板用巴氏吸管挑取单个

噬菌斑，加入到含有 500 μL SM 缓冲液的 EP 管

中，4 °C 解离 4−6 h 后，连续梯度稀释，双层平板

培养。待双层平板培养长出噬菌斑后，挑取单个噬

菌斑，继续解离梯度稀释继续双层平板培养，如

此重复 5−6 次，获得纯化的噬菌体。 

1.6  噬菌体的浓缩 

噬菌体的浓缩方法参考《分子克隆实验指南》

第 3 版[14]，略有调整。 

将过夜复苏好的菌液取 1 mL 于 8 000 r/min 离

心 10 min，弃掉上清，用 100 μL SM 缓冲液重悬

菌体，加入 100 μL 噬菌体解离液，恒温培养箱

37 °C 放置 15 min 后，将混合液加入到 100 mL LB

培养基中，37 °C、200 r/min 振荡培养 8 h。培养

液于 4 °C、8 000 r/min 离心 10 min 收集上清，用

0.22 μm 滤器过滤上清；加入终浓度 1 μg/mL 的

DNA 酶和 RNA 酶，37 °C 消化 30 min；加入     

1 mol/L 的 NaCl 混匀溶解，冰浴 1 h，4 °C、    

11 000×g 离心 10 min，收集上清；加入 10% PEG   

8 000 混匀溶解，冰浴 1 h 以上，4 °C、11 000×g

离心 20 min，小心除去上清，用 1 mL SM 缓冲液

重悬噬菌体碎片收集备用。 

1.7  噬菌体的超速离心 

将浓缩后的噬菌体样品按照每 1 mL 加入 0.5 g

氯化铯的比例加入氯化铯混匀溶解。在离心管中

分别加入 1.70、1.50、1.45 g/mL 氯化铯 2 mL。含

有氯化铯的噬菌体溶液加入离心管中，4 °C、  

25 000 r/min 离心 4 h，在 1.50−1.45 g/mL 密度之间

收集噬菌体带。 

1.8  噬菌体的电镜观察 

取 10 μL 超速离心后的噬菌体样品滴加到铜
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网上吸附 10 min，小心地用滤纸吸除噬菌体溶

液。滴加入 5 μL 的 1%乙酸双氧铀溶液，染色   

2 min 后吸除染液，室温晾干后用透射电镜观察。 

1.9  噬菌体的生物学特性分析 

1.9.1  宿主谱测定 

对除了金黄色葡萄球菌 D085 之外的其他   

21 株金黄色葡萄球菌和葡萄球菌进行宿主谱测

定：将 21 株金黄色葡萄球菌于 37 °C、200 r/min

培养过夜后，取 100 μL 菌液与 100 μL 噬菌体混匀

后，37 °C 培养 15 min 后双层平板法培养过夜，观

察有无噬菌斑的形成。 

1.9.2  最佳感染复数测定(Multiplicity of Infection，

MOI) 

参照 Li 等[15]的方法略有调整。将过夜复苏好

的宿主菌液重新接到 10 mL LB 培养基中(1:100)培

养至对数前期(OD600 为 0.2−0.4)。将不同稀释浓度

的噬菌体按照不同的感染复数(MOI=0.001、0.01、

0.1、1、10、100)与等体积的对数前期的菌液进行

混合，37 °C 孵育 10 min 后 8 000 r/min 离心 5 min，

将沉淀重悬后加入到 10 mL LB 液体中，37 °C、

200 r/min 培养 5 h，8 000 r/min 离心 10 min 收集噬

菌体上清液，0.22 μm 滤器过滤稀释成不同的梯度

与宿主菌混合后双层平板法培养，次日计算噬菌体

效价。重复 3 次，计算平均值。 

1.9.3  一步生长曲线测定 

一步生长曲线的测定参照 Pajunen 等方法[16]，

略有调整。 

将过夜复苏好的宿主菌液重新接到 100 mL 

LB 液体中，37 °C、200 r/min 振荡培养至对数前

期(OD600 为 0.2−0.4)，按最佳感染复数加入噬菌体

混匀后，37 °C、200 r/min 继续振荡培养，每隔  

10 min 取 样 进 行 双 层 平 板 测 效 价 ， 连 续 取 至    

120 min。平行重复 3 次，计算平均值。 

1.9.4  热稳定性测定 

各取 1 mL 噬菌体(109 PFU/mL)分别于 25、

35、45、55、65 和 75 °C 中孵育 1 h 后进行双层平

板测效价，每组重复 3 次。 

1.9.5  不同 pH 对噬菌体活性影响的测定 

将噬菌体(109 PFU/mL)按体积分数为 1:9 分别

添加到 pH 值为 2.0、4.0、6.0、7.0、8.0、10.0 和

12.0 的 SM 缓冲液中，37 °C 温育 1 h 后进行双层

平板测效价，每组重复 3 次。 

1.9.6  有机试剂对噬菌体活性影响的测定 

将噬菌体(109 PFU/mL)按体积分数为 1:1 分别

添加到异戊醇、丙三醇、甲醇、氯仿、乙醇和

SM 溶液(对照)中，室温作用 30 min 后进行双层平

板测效价，每组重复 3 次。 

1.10  噬菌体基因组分析 

1.10.1  基因组的提取和核酸类型鉴定 

基因组的提取和核酸类型鉴定方法参考《分子

克隆实验指南》第 3 版，略有调整[14]。 

取 1 mL 超速离心后的噬菌体样品，加入终浓

度为 50 μg/mL 的蛋白酶 K 和 0.5%的 SDS，轻轻

上下颠倒混匀数次，56 °C 1 h 溶解外壳蛋白；加

入等体积平衡酚(酚:氯仿:异戊醇=25:24:1，体积分

数)，轻轻上下颠倒混匀有机相和水相，直至形

成完全的乳浊液；12 000 r/min 离心 10 min，收集

上清，移至新离心管；再次加入等体积平衡酚，

12 000 r/min 离心 10 min，收集上清；加入等体

积氯仿:异戊醇(24:1，体积分数)，上下颠倒混匀，

12 000 r/min 离心 10 min，收集上清；加入 2 倍体

积 的 无 水 乙 醇 沉 淀 噬 菌 体 DNA ， 4 °C 静 置     

30 min，12 000 r/min 离心 20 min，收集沉淀，等

乙醇挥发完全后加入适量 TE 缓冲液或去离子水溶

解沉淀；对噬菌体基因组进行核酸电泳鉴定，取

10 μL 噬菌体基因组分别加入 DNA 酶、RNA 酶、

绿豆核酸酶，37 °C 酶切 2 h。全部酶切产物进行

核酸电泳鉴定。  

1.10.2  基因组分析 

采用 Illumina 测序技术对样品的 DNA 进行

Paired-End (PE)测序，有效 Reads 依据 Overlap 在

Linux 环境下进行 Contig 组装，Contigs 在 SPAdes

软件环境下循环填充边界直至无法延伸，生成完
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整的 Scaffords。将预测基因的蛋白序列分别与 Nr、

COG、eggNOG、KEGG、Swissprot 和 GO 数据库进

行 BLAST 比对(BLAST 2.2.30+，比对标准：E 值不

大于 1E−5)，从而获得预测基因的注释信息。 

全基因组序列和主要蛋白基因与 GenBank 数

据库进行比较，选取同一性较高的噬菌体基因于

MEGA 7.0 软件中用 Neighbor-Joining 方法构建系

统发育树，进行进化分析。 

2  结果与分析 

2.1  噬菌体的分离及纯化 

通过双层平板法分离得到一株噬菌体，命名为

vB_SauS_SAP3。对 vB_SauS_SAP3 反复纯化，得

到纯化后的噬菌体，噬菌斑直径大小为 1−2 mm，

噬菌斑透亮明显，有晕环。vB_SauS_SAP3 噬菌

斑见图 1。 

2.2  噬菌体的浓缩、超速离心及电镜观察 

通过 PEG8000 浓缩后噬菌体 vB_SauS_SAP3

效价可达到 107 PFU/mL，超速离心后其效价可达

到 109 PFU/mL。在透射电镜下观察发现，该噬菌体

具有清晰的正二十面体头部和细而长的尾部，尾

部还具有明显的纤突结构。头部直径为 60±5 nm，

尾部长 170±5 nm。电镜结果如图 2 所示。 

2.3  噬菌体的生物学特性分析 

2.3.1  宿主谱测定 

对除了金黄色葡萄球菌 D085 之外的其他 21 株 

 

 
 

图 1  vB_SauS_SAP3 噬菌斑 
Figure 1  Plaques of phage vB_SauS_SAP3 

金黄色葡萄球菌和葡萄球菌进行宿主谱测定，发现

除了 D085，噬菌体 vB_SauS_SAP3 还能裂解 S008、

Q168、Q092、Q620 和 Q130 这 5 株金黄色葡萄球

菌和一株葡萄球菌 S229。结果见表 1。 

 

 
 
图 2  噬菌体 vB_SauS_SAP3 的电镜照片 
Figure 2  Transmission electron microscopy of phage 
vB_SauS_SAP3 

 
表 1  噬菌体 vB_SauS_SAP3 宿主谱 
Table 1  The host spectrum of phage vB_SauS_SAP3 
菌株 Bacterial strains 敏感性 Sensitivity 

S. aureus S008 
S. aureus Q168 
S. aureus Q092 
S. aureus Q620 
S. aureus Q130 
S. chromogenes S229 
S. aureus S001 
S. aureus S002 
S. aureus J025 
S. aureus Q549 
S. aureus Q273 
S. aureus Q185 
S. aureus Q87-Y 
S. aureus Q112 
S. aureus Q432 
S. aureus Q098 
S. aureus Q640 
S. aureus Q261 
S. aureus Q121 
S. aureus ATCC6538 
S. aureus D470 
S. aureus D039 
Staphylococcus B1-10 
Staphylococcus J1 
Staphylococcus J5 
Staphylococcus J14  

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 
− 

注：+：能裂解；−：不能裂解 

Note: +: Lytic; –: Not lytic 
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2.3.2  最佳感染复数(MOI)测定 

双层平板培养计效价后发现，感染复数为 1:1

和 1:0.1 时噬菌体效价为 109 PFU/mL，而且 1:0.1

感染比例下噬菌体效价达到 7.2×109 PFU/mL 为最

佳，因此 1:0.1 为最佳感染复数(表 2)。 

2.3.3  一步生长曲线测定 

通 过 一 步 生 长 曲 线 测 定 发 现 噬 菌 体

vB_SauS_SAP3 的潜伏期为 20 min，之后噬菌体

数量开始快速增长，60 min 到达 109 PFU/mL，进入

平台期，裂解量约为 210 PFU/cell (图 3A)。 

2.3.4  热稳定性测定 

对不同温度的噬菌体进行双层平板效价测 

表 2  噬菌体 vB_SauS_SAP3 最佳感染复数测定 

Table 2  Determination of optimal multiplicity of infection 
for phage vB_SauS_SAP3 

感染复数 

Multiplicity  
of infection  
(MOI) 

菌落数 

Numbers of 
bacteria 
(CFU/mL) 

噬菌体数 

Numbers of 
phages  
(PFU/mL) 

噬菌体效价 

Phage titer 

1:100 107 109 3.3×108 

1:10 107 108 3.7×108 

1:1 107 107 4.5×109 

1:0.1 107 106 7.2×109 

1:0.01 107 105 4.9×108 

1:0.001 107 104 3.0×107 
 

 

 
 
图 3  噬菌体 vB_SauS_SAP3 生物学特性 
Figure 3  Biological characteristics of phage vB_SauS_SAP3 
注：A：噬菌体 vB_SauS_SAP3 的一步生长曲线；B：噬菌体 vB_SauS_SAP3 的热稳定性测定；C：不同 pH 对噬菌体 vB_SauS_SAP3

活性影响的测定；D：有机试剂对噬菌体 vB_SauS_SAP3 的影响 

Note: A: One-step growth curve of phage vB_SauS_SAP3; B: Determination of thermal stability of phage vB_SauS_SAP3; C: The 
influence of different pH on activity of phage vB_SauS_SAP3; D: The effect of organic solvents on phage vB_SauS_SAP3 
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定，结果显示：在低于 45 °C 时噬菌体效价没有

变化，保持恒定；当温度高于 45 °C 时效价开始急

剧下降，65 °C 基本失活，75 °C 时完全失活。表

明该噬菌体对温度有一定的耐受性(<45 °C)，但

是高温也能使其迅速失活(图 3B)。 

2.3.5  不同 pH 对噬菌体活性影响的测定 

实验结果表明：在 pH 6.0−7.0 时噬菌体活性

保持稳定，超过这个范围噬菌体效价开始下降，

在 pH 2.0 时噬菌体能够彻底失活，而在 pH>7.0 的

碱性环境中下降相对缓慢，有一定耐受力(图 3C)。 

2.3.6  有机试剂对噬菌体活性影响的测定 

通过和几种有机溶剂混合作用后，双层平板

法 测 噬 菌 体 效 价 的 结 果 表 明 ： 噬 菌 体

vB_SauS_SAP3 对异戊醇和氯仿不耐受，室温作用

30 min 后几乎完全失活，而对甲醇和乙醇表现出

部分耐受，丙三醇不影响其活性(图 3D)。 

2.4  噬菌体基因组的分析 

2.4.1  噬菌体基因组的提取和核酸类型鉴定 

提取成功的噬菌体基因组进行核酸类型鉴

定。核酸电泳结果显示，DNA 酶能够完全消化噬

菌体基因组，其他 2 种酶不能够消化，表明其基

因组类型为双链 DNA (图 4)。 

 

 
 
图 4  噬菌体 vB_SauS_SAP3 基因组核酸类型鉴定结果 
Figure 4  Identification results of nucleic acid type of 
phage vB_SauS_SAP3 genome 
注：1、2：DNase；3、4：RNase；5、6：绿豆核酸酶 

Note: 1, 2: DNase; 3, 4: RNase; 5, 6: Mung bean nuclease 

2.4.2  噬菌体基因组分析 

基因测序分析结果表明：噬菌体 vB_SauS_SAP3

基因组全长 41 950 bp，GC 含量为 35.42%，预测到

含 有 65 个 开 放 阅 读 框 (Open Reading Frame ，

ORF)，GenBank 登录号为 MT724048。 

噬菌体vB_SauS_SAP3 全基因组序列与GenBank

数据库进行比较，发现噬菌体 vB_SauS_SAP3 与数

据 库 中 12 株 噬 菌 体 基 因 组 具 有 较 高 同 一 性

(77.55%−89.61%)，基于 13 株噬菌体的基因组构

建系统发育树，分析其进化关系。结果表明噬菌

体 vB_SauS_SAP3 与长尾科噬菌体 Bacteriophage 

EW 在同一进化分支上，具有共同的进化起源，

噬菌体 vB_SauS_SAP3 应同属于长尾科噬菌体。

进一步与 GenBank 数据库进行比较，分析保守功

能蛋白基因(衣壳蛋白，Major Capsid Protein)和裂

解酶基因，发现噬菌体 vB_SauS_SAP3 主要衣壳蛋

白基因与数据库中 10 株噬菌体衣壳蛋白基因具有

较高的同一性(87.67%−88.53%)，裂解酶基因与数

据库中 16 株噬菌体裂解酶具有较高的同一性

(72.76%−73.67%)。基于这些噬菌体的基因信息分

别构建系统发育树，分析噬菌体 vB_SauS_SAP3

的进化关系，发现在主要衣壳蛋白基因和裂解酶基

因上，噬菌体 vB_SauS_SAP3 都位于单独的进化

分支。综上结果表明噬菌体 vB_SauS_SAP3 是一个

新型的噬菌体。具体结果如图 5 所示。 

基 因 功 能 预 测 结 果 表 明 噬 菌 体

vB_SauS_SAP3 具有 26 个已知的功能基因，其余

基因皆为预测蛋白，已知的 ORF 注释结果如表 3

所示。 

3  讨论与结论 

本研究以患病奶牛乳汁中分离的金黄色葡萄

球菌为宿主分离得到一株噬菌体，对其进行一

系列生物学特性分析和基因组分析。实验结果

表明，该噬菌体能够耐受 45 °C 以下的温度，超

过 45 °C 会急剧失活，相比于其他分离的噬菌体

(如 phisA-Bs1 和 VB-SauM)[17-18]其耐热性较差。然而 
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图 5  噬菌体基因进化分析 
Figure 5  Phylogenic analysis of phages   
注：A：全基因组核酸序列进化分析；B：主要衣壳蛋白基因进化分析；C：裂解酶基因进化分析。系统发育树中括号中数字代

表 GenBank 序列号，分支数字代表可信度，标尺代表遗传距离 

Note: A: Phylogenic analysis of full genome of phages; B: Phylogenic analysis of major capsid proteins of phages; C: Phylogenic 
analysis of lyase of phages. In the phylogenetic trees, the numbers in brackets means the GenBank accession numbers, the branch 
numbers means the confidence level, and the scale means the genetic distance 
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表 3  已知 ORF 注释结果 
Table 3  The results of ORF annotation 

ORF 功能  

Function 

起始位点 

Start site 

终止位点 

Termination site 

一致性 

Identity (%) 

E 值 

E value 
12 Deoxyuridine triphosphate nucleotidohydrolase 2 862 3 392 77.160 7.70E−85 

15 Helix-turn-helix transcriptional regulator 3 714 4 109 96.947 6.76E−88 

17 Terminase 4 907 5 455 97.802 9.53E−130 

18 Terminase small subunit 5 489 5 905 99.275 1.18E−93 

19 Terminase large subunit 5 898 7 121 81.095 0 

20 Portal protein 7 124 8 548 58.465 0 

22 Alanyl-trna synthetase 9 587 10 171 98.454 5.67E−135 

23 Major capsid protein 10 188 11 123 94.894 4.32E−162 

25 Head-tail adapter protein 11 265 11 615 86.207 3.33E−69 

29 Major tail protein 12 800 13 363 93.750 7.84E−118 

33 Tail protein 17 317 18 204 54.392 1.60E−112 

34 Prophage_tail domain-containing protein 18 214 19 659 99.376 0 

35 Phosphodiester glycosidase family protein 19 659 21 392 60.511 0 

36 BppU_N domain-containing protein 21 408 23 267 97.092 0 

41 Cell wall hydrolase 24 632 26 536 60.502 0 

42 Tail protein 26 546 29 014 88.060 0 

43 Holin 29 060 29 356 59.375 5.22E−34 

44 Amidase 29 382 30 770 53.617 2.17E−165 

46 Integrase 31 827 32 963 82.521 0 

49 Transcriptional regulator 34 185 34 178 55.670 1.46E−32 

50 Putative phage regulatory protein 34 670 34 894 47.826 3.17E−14 

51 Phage repressor protein 34 918 35 655 55.691 6.51E−86 

57 Single-stranded DNA binding protein 37 528 37 971 80.189 1.39E−55 

61 DnaB_2 domain-containing protein 39 060 39 773 53.527 9.68E−78 

63 Replicative DNA helicase 40 118 41 356 94.175 0 

65 Endodeoxyribonuclease 41 558 41 949 82.308 1.74E−76 

 
该噬菌体对于碱性溶液表现出一定的抵抗力，甚

至强碱溶液(pH 12.0)中都可以保持一定的抗性，

但是对酸性溶液耐受性很差。综合这两个特性表

明，该噬菌体不太适合通过口服途径尝试治疗，

但是可以考虑环境消毒的应用，尤其配合一些碱

性消毒剂会有很好的效果。 

通过基因组序列进化分析和电镜观察得知该

噬菌体是一株长尾科噬菌体，其基因组长度为   

41 952 bp，GC 含量为 35.42%，与典型的金黄色葡

萄球菌噬菌体按基因组大小分类(长尾噬菌体基因

组大小在 40 000 bp 左右)吻合[19]，而且 GC 含量普

遍在 35%左右。通过电镜观察到该噬菌体末端有

一个膨大的纤突，而这也与葡萄球菌长尾科噬菌

体的特征相符 [20]。但是金黄色葡萄球菌长尾噬

菌体一般是溶源性噬菌体，相比于烈性噬菌体不

太适合用于治疗[21]，而该噬菌体的整合酶基因表

明其也是溶源性噬菌体，不太适合进行体内治

疗。然而该噬菌体可以尝试用于环境消毒，主要

是该噬菌体表现出的短潜伏期(20 min)和快速的

裂解期(60 min)特性使其可以很好地与环境消毒

剂匹配。 

进一步将全基因组在 GenBank 数据库进行比
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较，绘制系统发育树，分析进化关系。发现我们

分离得到的噬菌体仅跟长尾科噬菌体 Bacteriophage 

EW 在同一进化分支上，具有共同的进化起源，而

且其主要的衣壳蛋白基因和裂解酶基因都位于  

一个单独的分支。基因预测注释结果表明其 65 个

ORF 中已知 26 个具有功能，其余 39 个都是未知

功能蛋白。综合这些分析，该噬菌体属于一个新

型的噬菌体，对于后续金黄色葡萄球菌噬菌体的

分析提供了一定的材料补充。 

总之，现在人们都在积极地寻找着抗生素疗

法的替代品，如植物提取物、益生菌及噬菌体  

等 [22]，而噬菌体由于其独有的专性细菌寄生特

性，是一种很有潜力的抗生素替代品[23]。但是目

前噬菌体的研究有限，还需要更深层次的研究。 
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