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研究报告 
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摘  要：【背景】铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是一种引起医院感染、急性感染和慢性感染

的常见条件致病菌。多重耐药铜绿假单胞菌仍然是引起严重医院感染的常见病菌，其临床治疗面临严

峻挑战。噬菌体具有特异性杀菌的能力，在防治铜绿假单胞菌耐药菌方面具有应用前景。【目的】分

离能裂解碳青霉烯类耐药的铜绿假单胞菌的噬菌体，分析其生物学特性和基因组特征，为噬菌体治

疗储备资源。【方法】采集环境水样，用双层琼脂平板法分离噬菌体，对其形态、一步生长曲线、感

染复数等生物学特性进行研究；使用 Illumina MiSeq 平台测定噬菌体的全基因组序列，利用   

Newbler 3.0、GeneMarkS、BLASTp、Mauve 2.4.0 等生物信息软件进行拼接、注释和比较基因组学

分析。【结果】分离到一株噬菌体 PHW2，该噬菌体属肌尾病毒科成员，可裂解 7 株碳青霉烯类耐药

的铜绿假单胞菌；其最佳感染复数为 0.1。一步生长曲线结果显示，其感染宿主菌 PA001 的潜伏期

为 100 min，裂解期为 360 min，裂解量为 25 PFU/cell；噬菌体 PHW2 在温度 25−50 °C 和 pH 6.0−8.0

范围内稳定；紫外照射 7 min 后 PHW2 活性明显下降；5%氯仿处理 100 min 内，PHW2 仍保持较高

的活性。噬菌体 PHW2 的基因组长 65 984 bp，GC 含量为 55.69%，编码 92 个 ORFs，不含 tRNA。

基因组比对结果显示 PHW2与 PB1样噬菌体高度相似。体外生物被膜抑制试验和清除试验结果显示，

噬菌体 PHW2 能显著抑制宿主菌 PA001 形成的生物被膜并破坏 24 h 内形成的生物被膜。【结论】分

离鉴定了一株新的 PB1 样噬菌体 PHW2，对碳青霉烯类耐药的铜绿假单胞菌裂解能力强。生物学特

性、基因组特征、体外生物被膜抑制试验和清除试验结果表明该噬菌体具有治疗铜绿假单胞菌耐药

菌的潜力。 
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Abstract: [Background] Pseudomonas aeruginosa is one of the main opportunistic pathogen that has an 
important role in nosocomial, acute, and chronic infections. The multidrug resistant (MDR) P. aeruginosa 
remains a common cause of severe nosocomial infection. Phages are viruses that infect and can kill bacteria, 
and phage therapy is an alternative treatment to eradicate MDR P. aeruginosa infection. [Objective] To 
isolate virulent phages that infect carbapenem-resistant P. aeruginosa and characterize its biological and 
genomic properties of phages for future development as phage therapy. [Methods] Environmental water 
samples were collected, and phages were isolated using double agar overlay plaque assay. The morphology, 
one-step growth curve, optimal multiplicity of infection and other biological characteristics of phages were 
studied. Phage genome was sequenced using the Illumina MiSeq sequencing platform. Newbler 3.0, 
GeneMarkS, BLASTp, and Mauve 2.4.0 were used for genome annotation, comparative genomics and 
evolutionary analyses. [Results] A new phage, PHW2, which is a member of Myoviridae, was isolated from 
pond water. It is able to lyse seven carbapenem-resistant P. aeruginosa clinical isolates. The optimal 
multiplicity of infection (MOI) is 0.1. In addition, one step growth curve showed that the latent period and 
rise period of PHW2 was 100 min and 360 min, respectively. The burst size was about 25 PFU/cell. The 
phage PHW2 was stable in the temperature of 25−50 °C and pH 6.0−8.0. The activity of PHW2 decreased 
significantly after UV irradiation for 7 min. Moreover, it was shown that the activity of PHW2 is unaffected 
after treatment with 5% chloroform for 100 min. The genome of PHW2 is 65 984 bp, with GC content of 
55.69% and comprises of 92 ORFs. tRNAscan-SE analysis indicated that phage PHW2 does not possess 
tRNAs. The genome of PHW2 had high similarity with other PB1-like phages. Phage PHW2 inhibited the 
biofilm formation of P. aeruginosa PA001 within 24 h. [Conclusion] We isolated PHW2, a new PB1-like 
phage that shows potent lytic effect against several carbapenem-resistant P. aeruginosa clinical isolates. 
Biological characteristics and the in vitro biofilm test indicated that the phage has the potential to be used as 
a biological agent to control nosocomial multidrug resistant P. aeruginosa infections. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, PB1-like phage, biological characteristics, genomic analysis 
 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是专

性需氧非发酵革兰氏阴性杆菌，常引起医院感

染，可致呼吸机相关肺炎局部化脓性炎症、角膜

炎和中耳炎等疾病，其感染病灶可通过血行传播

引发菌血症和败血症等[1]。根据 2018 年全国细菌

耐药监测报告显示，尽管多重耐药铜绿假单胞

菌(Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa，

MDRPA)的分离率总体呈下降趋势，但依然是引

起严重医院感染的常见病因，世界卫生组织将碳

青霉烯类耐药的铜绿假单胞菌列为急需研发新型

抗菌药物的细菌之一[2-3]。因此，针对碳青霉烯类

耐药的铜绿假单胞菌研发新型抗菌制剂成为目前

的研究热点。 

噬菌体是抗生素之外的另一可行选择，大量

动物实验和部分临床治疗个案都显示了噬菌体治

疗多重耐药铜绿假单胞菌的可行性[4-5]。最近的研
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究表明噬菌体能有效破坏铜绿假单胞菌生物膜[6]。

然而，应用噬菌体治疗铜绿假单胞菌还面临着许

多问题，例如宿主范围窄、细菌快速产生的噬菌

体抗性等[7]。现有的研究表明噬菌体鸡尾酒疗法

是可能的解决方案之一，尤其是利用不同受体的

噬菌体的组合，既可以拓宽宿主范围又可以降低

细菌耐受噬菌体频率，是当前临床治疗实验中常

用的策略[8]。噬菌体鸡尾酒疗法的顺利开展依赖

于已知生物学特性的噬菌体资源库的建立。本研

究以碳青霉烯类耐药的铜绿假单胞菌为指示菌，

采集环境水样分离烈性噬菌体，研究其生物学特

性和基因组特征，并评价其作为生防制剂控制多

重耐药铜绿假单胞菌感染的潜力，以期为铜绿假

单胞菌的噬菌体治疗提供资源储备。 

1  材料与方法 

1.1  材料   

1.1.1  菌株 

本实验所用 10 株铜绿假单胞菌、20 株鲍曼不

动杆菌和 1 株大肠埃希菌均由本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

LB 培养基，北京索莱宝科技有限公司。 

SM 缓冲液：NaCl 5.8 g/L，MgSO4·7H2O 2.0 g/L，

Tris-HCl (pH 7.5) 50 mmol/L，明胶 0.1 g/L。 

恒温培养箱，TAISETE 公司；恒温振荡器，

上海智诚分析仪器制造有限公司；高速冷冻离心

机，安徽中科中佳科学仪器有限公司；VITEK2 

Compact 全自动细菌鉴定及药敏分析系统，梅里

埃公司；透射电镜，HITACHI 公司。 

1.2  宿主菌的准备 

将滤纸法保存的菌种分别接种于 LB 液体培养

基中，37 °C、180 r/min 振荡培养过夜，进行平板

划 线 并 挑 单 菌 落 接 种 于 LB 液 体 培 养 基 中 ，

37 °C、180 r/min 振荡培养至对数生长期(OD595 约

为 0.3)，4 °C 保存备用。 

1.3  药敏试验 

采用 VITEK2 Compact 全自动细菌鉴定及药

敏分析系统进行药敏试验，根据美国临床实验室

标 准 化 协 会 (Clinical and Laboratory Standards 

Institute，CLSI)的药敏试验标准(2016 年版)判定

结果，并依据李春辉等 [9]的多重耐药 (Multidrug 

Resistant，MDR)菌标准定义将结果进行分类。 

1.4  噬菌体分离纯化 

用无菌带塞玻璃瓶采集水下 10−15 cm 处的水

样，50 r/min 振荡混匀 15 min，4 °C、10 000×g 离心

10 min。取 50 mL 离心处理后的水样上清加至    

50 mL 含 2 mmol/L CaCl2 的 2×LB 液体培养基中，再

加入 1 mL 培养过夜的混合宿主菌悬液，于 37 °C、

150 r/min振荡培养过夜。4 °C、10 000×g离心10 min，

用 0.22 μm 滤膜过滤以除去细菌，将噬菌体滤液

4 °C 保存待用。参照 Beeton 等[10]的方法，将样品

滤液进行 10 倍梯度稀释，取 100 μL 稀释后的样品

铺双层琼脂平板，37 °C 倒置培养过夜，直到长出

单个噬菌斑。挑取单个噬菌斑，在 1 mL SM 缓冲

液中混匀，4 °C、4 000×g 离心 10 min，取 0.1 mL 经

过 10 倍梯度稀释后用双层琼脂平板法纯化，重复

上述过程 3−5 次。然后取 100 μL 纯化得到的单斑

滤液与 100 μL 宿主菌混合铺双层琼脂平板。待平

板上的噬菌斑完全融合生长，在平板上加入 5 mL 

SM 缓冲液，4 °C、50 r/min 摇床振荡 4 h 后，收集

液体 4 °C、4 000×g 离心 10 min，0.22 μm 滤膜过

滤，4 °C 保存，并用双层琼脂平板法测定滴度。 

1.5  噬菌体电镜观察及宿主范围测定 

取对数生长期(OD595 约为 0.3)的铜绿假单胞

菌 3 mL，加入 300 μL 浓度为 1×107 PFU/mL 的噬

菌体滤液，37 °C、180 r/min 振荡培养 10 h 至液体

澄清，将增殖液 4 °C、10 000×g 离心 10 min，   

0.22 μm 滤膜过滤，使用 100 kD 超滤离心管

4 °C、3 000×g 超滤离心 10 min，得到噬菌体浓缩

液，加入戊二醛使终浓度为 2.5%，4 °C 灭活 2 h

后送至科学指南针实验室 (www.shiyanjia.com)进

行透射电镜观察，选取多个视野，记录噬菌体病

毒粒子的形态结构。 
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选取 10 株铜绿假单胞菌、20 株鲍曼不动杆

菌、1 株大肠埃希菌作为测试菌，参照 Kutter 等[11]

的方法，用点滴法测试噬菌体 PHW2 的宿主范围。 

1.6  噬菌体最佳感染复数 (Multiplicity of 

Infection，MOI)、吸附曲线及一步生长曲线 

1.6.1  噬菌体最佳感染复数 

参照 Hyman 等[12]的方法，并略做修改。取对

数生长期(OD595 为 0.3)铜绿假单胞菌，将噬菌体稀释

为 1×109、1×108、1×107、1×106、1×105、1×104、

1×103 PFU/mL，以感染复数分别为 10、1、0.1、

0.01、0.001、0.000 1、0.000 01 的比例将宿主菌

与噬菌体各 200 μL 混合，37 °C、180 r/min 振荡培

养 8 h，4 °C、10 000×g 离心 3 min，0.22 μm 滤膜

过滤，双层琼脂平板法测定噬菌体效价，以培养

末期噬菌体效价最高的 MOI 为最佳感染复数。 

1.6.2  噬菌体吸附曲线 

吸附曲线测定参照 Hyman 等[12]进行。将宿主

菌培养至对数生长期(OD595 为 0.3)，取 9 mL 宿主

菌与 1 mL 1×105 PFU/mL 的 噬菌体混合， 从  

0–10 min 每隔 2 min 取样 50 μL，用双层琼脂平板

法测定上清液中噬菌体效价。以时间为横坐标，

吸附率为纵坐标绘制吸附曲线。 

1.6.3  噬菌体一步生长曲线 

参照 Hyman 等[12]测定噬菌体的一步生长曲

线。将 9 mL 1×108 CFU/mL 细菌悬液与 1 mL 

1×108 PFU/mL 噬菌体悬液(MOI=0.1)混合，37 °C

孵育 10 min 后于 180 r/min 振荡培养，从 0 时刻开

始每隔 50 min 取样 500 μL，立即 4 °C、10 000×g

离心 2 min，取上清测定噬菌体的效价。以取样

时间为横坐标，噬菌体效价的对数为纵坐标绘

制一步生长曲线，判断潜伏期、裂解期并计算

裂解量。裂解量=裂解末期噬菌体效价 /初始宿

主菌浓度。 

1.7  噬菌体对温度和 pH 的稳定性 

1.7.1  噬菌体对温度的稳定性 

将 1×106 PFU/mL 的噬菌体悬液分别在 25、

37、50、60、70 和 80 °C 水浴 20 min，用双层琼

脂平板法测定噬菌体的效价，绘制噬菌体受温度

影响的曲线。 

1.7.2  噬菌体对 pH 的稳定性 

将 10 μL 1×108 PFU/mL 的噬菌体原液加入至

990 μL 不同 pH 的 SM 缓冲液中，4 °C 冰箱静置，

分别在 1、3、5 d 时用双层琼脂法测定噬菌体效

价，绘制噬菌体效价在不同保存时间受 pH 影响的

曲线。 

1.8  噬菌体对紫外线和氯仿的敏感性 

1.8.1  噬菌体对紫外线的敏感性 

参照蔡俊鹏等[13]的方法，略有改动。取 10 mL 

1×106 PFU/mL 噬菌体原液于培养皿中，放入超净

工作台中，距离紫外灯 30 cm，打开紫外灯照

射，分别于 0、1、2、3、4、5、7 min 取样，用

双层琼脂平板法测定噬菌体效价，绘制噬菌体效

价受紫外线影响的曲线。 

1.8.2  噬菌体对氯仿的敏感性 

参照 Chen 等[14]的方法，略有修改。取 950 μL 

1×105 PFU/mL 噬菌体原液与 50 μL 氯仿混合，使

混合液中氯仿浓度为 5%，分别在 0、20、40、

80、100、120、140 min 时用双层琼脂平板法测

定噬菌体的效价，绘制噬菌体效价受氯仿影响的

曲线。 

1.9  噬菌体的全基因组测序及生物信息学分析 

将噬菌体送军事医学科学院微生物流行病研

究所组学与生物信息学研究室构建文库，采用

Illumina MiSeq 平台进行测序，利用 Newbler 3.0

拼接序列。用 GeneMarkS (http://exon.gatech.edu/ 

GeneMark/genemarks.cgi)[15]对 ORF 进行预测，用

BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)在

NCBI 和 UniProt 数据库中逐一比对开放阅读框以

核对注释。利用 tRNAscan-SE V2.0 (http://trna. 

ucsc.edu/tRNAscan-SE/)预测 tRNA[16]。使用软件

Mauve 2.4.0[17]进行比较基因组分析，MEGA 6.0

软件以 Neighbor-Joining 法构建进化树。 
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1.10  噬菌体 PHW2 对铜绿假单胞菌 PA001 生

物被膜的影响 

1.10.1  噬菌体 PHW2 对铜绿假单胞菌 PA001 生

物被膜的抑制作用 

取待测菌的菌液 1:100 接种到 LB 液体培养基

中，37 °C、180 r/min 培养过夜，用 LB 液体培养

基 1:100 稀释后，每孔 200 μL 接种到含有 2 mL LB

液体培养基的 24 孔细胞培养板中，按照最佳感染

复数将噬菌体与指示菌混合，37 °C 静置培养 12、

24、36 及 48 h。加入 SM 缓冲液的孔作为对照。

培养结束后，吸弃上清，每孔加入 500 μL 灭菌

磷酸盐缓冲溶液(Phosphate Buffered Saline，PBS)

反复冲洗，以洗涤未黏附的浮游态细菌。自然风干

后，每孔加入 200 μL 0.1%结晶紫室温染色 30 min。

弃去染色液，再用 200 μL/孔的灭菌 PBS 溶液洗涤

3 次。室温干燥后，每孔加入 200 μL 33%乙酸处

理 30 min，测量 OD595。实验重复 3 次。 

1.10.2  噬菌体 PHW2 对铜绿假单胞菌 PA001 生

物被膜的清除作用 

将待测菌液 1:100 稀释后接种于每孔含有   

2 mL LB 液体培养基的 24 孔细胞培养板中。分别

培养 12 h 和 24 h 后用 500 μL 灭菌的 0.01 mol/L 

PBS 反复冲洗细胞培养板，以最佳感染复数加入噬

菌体 PHW2 悬液 200 μL，加 SM 缓冲液的孔作为对

照。培养结束后，通过结晶紫染色法检测噬菌体

是否清除已形成的生物被膜。实验重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  药敏试验 

药敏试验结果显示 31 株细菌中，8 株铜绿假

单胞菌、19 株鲍曼不动杆菌和 1 株大肠埃希菌

A002 为多重耐药菌株。10 株铜绿假单胞菌中，有

8 株对碳青霉烯类药物耐药(表 1)。 

2.2  噬菌体形态学特征 

在一份水样中分离得到一株噬菌体命名为

PHW2，感染宿主 PA001 可形成边缘整齐、清晰透

亮、周围有晕环的噬菌斑(图 1A)。电镜下，该噬菌

体头部为正二十面体结构，直径在74−86 nm之间，

尾部可伸缩，其长度为 148−154 nm (图 1B)。形态

符合肌尾病毒科噬菌体(Myoviridae)成员的特征。 

2.3  噬菌体宿主谱 

PHW2 对 9 株铜绿假单胞菌有强裂解作用

(9/10，90%)，包含 7 株碳青霉烯类耐药菌。对 5 株

鲍曼不动杆菌也有不同程度的裂解能力 (5/20，

25%)，均为碳青霉烯类耐药菌，不裂解大肠埃希

菌 A002 (表 1)。 

2.4  最佳感染复数 

如表 2 所示，MOI 为 0.1 时，子代噬菌体浓度

最高，之后随着 MOI 的降低噬菌体浓度降低，即

PHW2 的最佳感染复数为 0.1。 

2.5  吸附曲线和一步生长曲线 

噬菌体 PHW2 对宿主菌有较强吸附能力(图 2A)，

其在 2 min 内可吸附 70%，在 6 min 后可吸附 80%，

在 10 min 后可吸附 95%。 

MOI=0.1 的一步生长曲线表明(图 2B)，在  

100 min 时噬菌体滴度开始上升，至 460 min 时

滴 度 趋 于 平 稳 。 噬 菌 体 PHW2 的 潜 伏 期 为   

100 min，裂解期为 360 min。根据公式计算裂解

量为 25 PFU/cell。 

2.6  噬菌体对温度和 pH 的敏感性 

噬菌体 PHW2 在 25−50 °C 较稳定(图 3A)，在

60 °C 处理 20 min 其浓度略有下降，在 70 °C 处理

20 min 后其浓度低于 1×105 PFU/mL。可见 PHW2

对 热 的 耐 受 能 力 较 好 。 噬 菌 体 PHW2 在 pH 

6.0−8.0 的范围内显示较高的活性(图 3B)，其中 pH 

7.0 活性最高。 

2.7  噬菌体对紫外线和氯仿的敏感性 

噬菌体 PHW2 对 153.7 nm 的紫外线十分敏感

(图 4A)，照射 5 min 后 80%的噬菌体失活；照射 

6 min 后 PHW2 活性受到显著影响，滴度下降    

4 Log10 (PFU/mL)。噬菌体 PHW2 对 5%的氯仿不敏

感(图 4B)，但在保存超过 100 min 后，噬菌体滴度会

有明显降低。表明在大量制备时，噬菌体 PHW2 可

以应用 5%的氯仿进行处理，但作用时间不可过长。 
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表 1  噬菌体 PHW2 宿主范围 
Table 1  Host range of phage PHW2 

菌株 

Strains 

编号 

No. 

菌株样本来源 

Samples of strains isolated 

耐药性 

Drug resistance 

碳青霉烯类耐药 

Carbapenem-resistance 

裂解性 

Lytic ability 
P. aeruginosa PA001 Blood DR S ++++ 
 PAK389 Sputum MDR R ++++ 
 PAK393 Sputum MDR R +++ 
 PAK399 Sputum MDR R ++++ 
 PAK407 Sputum MDR R ++++ 
 PAK446 Sputum MDR S ++++ 
 PAK452 Sputum MDR R +++ 
 PAK460 Sputum MDR R +++ 
 PAK461 Sputum MDR R − 
 PAK484 Sputum DR R ++++ 
A. baumannii Ab1 Sputum MDR R − 
 AB10 Sputum MDR R − 
 AB12 Blood MDR R − 
 AB13 Wound secretion MDR R − 
 AB15 Ascites fluid DR S − 
 AB93 Urine MDR R − 
 AB94 Sputum MDR R − 
 AB95 Sputum MDR R + 
 AB96 Sputum MDR R − 
 ABK0097 Sputum MDR R − 
 ABK442 Sputum MDR R +++ 
 ABK443 Sputum MDR R + 
 ABK445 Cerebrospinal fluid MDR R − 
 ABK447 Sputum MDR R ++ 
 ABK448 Sputum MDR R − 
 ABK450 Sputum MDR R − 
 ABK451 Sputum MDR R − 
 ABK454 Cerebrospinal fluid MDR R − 
 ABK455 Sputum MDR R ++ 
 ABK456 Sputum MDR R − 
E. coli A002 Blood MDR S − 

注：−：无噬菌斑，不裂解；+：仅出现少量噬菌斑，极弱裂解性；++：半透明区域中有很多浊度，弱裂解性；+++：整个明亮

但有些浊度，强裂解性；++++：完全透明，极强裂解性。S：敏感；R：抗性。DR：耐药；MDR：多重耐药 

Note: −: No plaque, no lytic ability; +: Only a few single plaques appear, very weak lytic ability; ++: A lot of turbidity in the translucent 
area, weak lytic ability; +++: The whole plaques are bright but a little turbidity, strong lytic ability; ++++: Completely translucent, very 
strong lytic ability. S: Sensitive; R: Resistant. DR: Drug resistance; MDR: Multidrug resistance 
 

 
 

图 1  噬菌体 PHW2 的噬斑(A)及显微形态(B) 
Figure 1  The plaque formed by PHW2 (A) and the 
morphology of phage PHW2 (B) 

表 2  噬菌体 PHW2 最佳感染复数 
Table 2  The optimal multiplicity of infection of PHW2 

噬菌体数 菌落数 感染复数 噬菌体效价

Numbers of 
phage  
(PFU/mL) 

Numbers of 
bacteria 
(CFU/mL) 

Multiplicity 
of infection 
(MOI) 

Phage titer 
(PFU/mL) 

109 108 10 9.75×109 

108 108 1 1.25×1010 

107 108 0.1 1.75×1010 

106 108 0.01 2.25×109 

105 108 0.001 8.75×108 

104 108 0.000 1 2.50×108 

103 108 0.000 01 2.00×108 
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图 2  噬菌体 PHW2 吸附曲线(A)和一步生长曲线(B) 
Figure 2  Adsorption curve (A) and one-step growth curve (B) of phage PHW2 

 

 
 
图 3  噬菌体 PHW2 对温度(A)和 pH (B)敏感性 
Figure 3  Thermostability (A) and pH (B) stability of phage PHW2 

 

 
 

图 4  噬菌体 PHW2 对紫外线(A)和 5%氯仿的敏感性(B) 
Figure 4  Sensitivity of PHW2 on ultraviolet ray (A) and 5% chloroform (B) 
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2.8  噬菌体 PHW2 的全基因组概况 

噬菌体 PHW2 的基因组为线状双股 DNA，长

65 984 bp，GC 含量为 55.69%，编码 92 个 ORFs，

不含 tRNA。42 个 CDS 在 NCBI 或 UniProt 数据库

中有明确的基因功能注释，分别为噬菌体的结

构、DNA 包装、转录调控和裂解基因(图 5)。噬

菌 体 PHW2 全 基 因 组 核 酸 序 列 已 经 提 交

GenBank，登录号为 MT349888.1。基因组比对结果

显示 PHW2 与其他 PB1 样噬菌体高度相似(图 6)。

gp52 编码裂解酶，长 220 aa，含 Glyco_hydro_19

结构域，属糖苷酶。gp50 为预测的尾丝蛋白。

比较不同国家和地区分离的 PB1 样噬菌体的尾

丝蛋白序列发现，各尾丝蛋白的氨基酸序列间

相似性达 82.0%−99.7%。进化树分析显示 PB1

样噬菌体的尾丝蛋白形成了 2 个大的进化分支，

其中 gp50 与噬菌体 vB_PaeM_PAO1_Ab27 的尾丝

蛋白亲缘关系最近，虽与噬菌体 PB1 和 KPP22 的

尾丝蛋白位于同一个大的进化分支，但有一定的

遗传距离(图 7)。 

2.9  PHW2 抑制铜绿假单胞菌生物被膜的形成 

将 PA001 单独培养 12、24、36、48 h 可以形

成生物被膜，并且随时间增加生物被膜的数量也在

增加。将 PA001 与噬菌体 PHW2 以最佳感染复数

混合培养后发现，噬菌体 PHW2 能够显著抑制

PA001 生物被膜的形成(图 8)。 

2.10  PHW2 清除 PA001 已形成的生物被膜 

将铜绿假单胞菌 PA001 培养 12 h 和 24 h 后，

以最佳感染复数加入噬菌体 PHW2 后共培养 4 h

和 12 h，发现噬菌体 PHW2 能够显著清除 PA001

已经形成的生物被膜(图 9)，其中对 12 h 形成的生

物被膜的清除效果较强。 

3  讨论与结论 

本研究从环境水样中分离到噬菌体 PHW2，

属 于 有 尾 病 毒 目 (Caudovirales) 肌 尾 噬 菌 体 科

(Myoviridae)成员，其宿主范围较宽，对 MDRPA

有很强的裂解能力，而且对部分鲍曼不动杆菌也

有抑菌作用，在 PHW2 可裂解的 14 株耐药菌中有

12 株菌对碳青霉烯类药物耐药，提示该噬菌体在

防治碳青霉烯类药物耐药的铜绿假单菌方面具有

潜在应用价值。PHW2 对宿主菌 PA001 有良好的

吸附能力，可在 6 min 后吸附 80%，10 min 后可达

到 95%吸附。最佳 MOI 为 0.1，即少量的噬菌体母

液就可以产生大量的子代噬菌体，能够大大提高

噬菌体抗菌剂的生产效率。Kalatzis 等[18]报道了

噬菌体 ФSt2 和 ФGrn1 的最佳 MOI 分别为 10 和

100。曾林等[19]研究的溶藻弧菌噬菌体最佳 MOI

为 10。本研究中的噬菌体 PHW2 的最佳 MOI 较

低，但是比李明等[20]报道的噬菌体 PaP1 和张琳 

等[21]报道的噬菌体 PaP4 最佳 MOI 较高。宋增福

等[22]报道最佳 MOI 低的噬菌体具有很强的裂解宿

主菌的能力，说明 PHW2 对宿主菌 PA001 的裂解

能力较强。PHW2 的吸附速度较快，10 min 有

95%的噬菌体可吸附在细菌表面，强吸附能力可

更多更快地裂解宿主菌。 

PHW2 的 一 步 生 长 曲 线 显 示 其 潜 伏 期 为  

100 min、裂解期为 360 min，裂解量较低。考虑

PHW2 较宽的宿主谱，其一步生长特征可能取决

于宿主菌和生存环境，李明源等[23]报道的 3 株黄

杆菌低温噬菌体也有类似的现象。PHW2 对 5%的

氯仿耐受能力较强，提示在大量制备噬菌体的过

程中可应用氯仿处理宿主菌。 

基因组测序显示 PHW2 不含整合酶、阻遏蛋

白等溶源相关基因，为严格毒性噬菌体。基因组

比对结果显示 PHW2 为 PB1 样噬菌体。文献报道

PB1 样噬菌体在控制铜绿假单胞菌感染和生物被

膜的形成方面有良好的效果，并适用于噬菌体治

疗，尤其是噬菌体鸡尾酒疗法[24]。例如 PB1 样噬

菌体 NH-4 与短尾噬菌体 MR299 的混合制剂 6 h

内可将鼠肺中 P. aeruginosa 的数量降低 3−4 个数

量级[25]；单剂量的 PB1 样噬菌体 KPP12 处理小鼠

角膜炎可显著改善疾病预后，保留角膜结构的完

整性和透明度，抑制中性粒细胞浸润，大大增加 
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图 5  噬菌体 PHW2 的全基因组图 
Figure 5  Genomic map of phage PHW2 
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图 7  尾丝蛋白 gp50 的遗传进化分析 
Figure 7  Phylogenetic tree constructed based on the tail fiber protein gp50  
注：括号中的序号：GenBank 序列号；分支点上的数字代表可信度，数值越接近 100，可信度越强；标尺：代表遗传距离，标

尺越短，亲缘关系越近  

Note: The number in bracket: The GenBank accession number; The number at the branch point: The confidence level, the closer to   
100 the bootstrap value is, the higher confidence level would be; Scale: The genetic distance, the shorter the scale is, the closer kinship 
would be 
 

 
 
图 8  PHW2 抑制 PA001 生物被膜的形成 
Figure 8  The phage PHW2 inhibits the formation of 
PA001 biofilm 
注：*：显著性差异，P<0.05 

Note: *: Significant difference, P<0.05 

 
 
图 9  PHW2 清除 PA001 已形成的生物被膜 
Figure 9  The phage PHW2 removes the biofilm formed 
by PA001 
注：*：显著性差异，P<0.05 

Note: *: Significant difference, P<0.05 
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角膜中细菌的清除率[26]；PB1 样噬菌体 KT28 和

KTN6 可使 PAO1 菌株 24−72 h 形成的生物被膜菌

的菌落数减少 70%−90%[27]。这些研究提示本实验

分离的 PHW2 具有治疗铜绿假单胞菌的潜力，但

仍需开展进一步的体外和体内试验。铜绿假单胞

菌广泛分布于医院环境，是医院感染的常见病原

菌，其生物被膜是致病因素之一，尤其在慢性感染

和抗生素耐药菌引起的感染方面发挥重要作用[28]。

因此本研究初步探讨了 PHW2 对铜绿假单胞菌生

物被膜的抑制作用及清除作用。结果表明，噬菌

体 PHW2 可 以 明 显 抑 制 铜 绿 假 单 胞 菌 宿 主 菌

PA001 生物被膜的形成以及破解 PA001 已经形成

的生物被膜，但对 24 h 后的生物被膜的破解效果

相较 12 h 要弱。噬菌体对生物被膜破坏作用的机

理主要有 3 个方面：(1) 编码胞外多糖解聚酶降解

生物被膜基质中的胞外多糖；(2) 噬菌体裂解酶

破坏细菌细胞壁导致细菌裂解，从而使生物被膜

减少；(3) 噬菌体感染生物被膜内的细菌，导致

细菌裂解[29]。本研究中 PHW2 裂解宿主菌 PA001

形成的噬菌斑周围有空晕，而且 ORF44 编码尾部

蛋白具有糖苷酶结合域，是可能的解聚酶。因

此，我们推测 PHW2 对铜绿假单胞菌 PA001 生物

被膜的破坏作用可能与噬菌体对生物被膜菌的裂

解及解聚酶对胞外多糖的降解有关。 

综上分析，本研究分离鉴定了一株裂解碳青

霉烯类耐药的铜绿假单胞菌的噬菌体 PHW2，该

噬菌体属于 PB1 样噬菌体，对铜绿假单胞菌的裂

解能力强，对温度和 pH 均有较好的耐受能力，对

紫外线敏感，对氯仿不敏感，能抑制铜绿假单胞

菌 PA001 生物被膜的形成并且能清除已经形成的

生物被膜，具有开发为生物制剂控制多重耐药铜

绿假单胞菌感染的潜力。 
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