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摘  要：【背景】圈养林麝一半以上的死亡是由铜绿假单胞菌引起的化脓性疾病导致。另外，由

于细菌的抗性增加，噬菌体是继抗生素后的另一抗菌选择。【目的】以分离自病死林麝肺脏的铜

绿假单胞菌为宿主菌分离一株噬菌体，对其进行生物学特性、全基因组序列分析与体内抑菌试验。

【方法】通过双层平板法分离纯化一株裂解性噬菌体，测定其裂解谱、最佳感染复数、一步生长

曲线、热稳定性、最适生长 pH 等生物学特性，通过电镜观察其具体形态，进行全基因组测序与序

列分析，并进行小鼠体内抑菌试验。【结果】分离到一株裂解性铜绿假单胞菌噬菌体并命名为

vB_PaeM_PAMD02，该噬菌体具有透明且边缘清晰无晕环的噬菌斑，其裂解谱较窄，最佳感染复

数为 0.1，裂解潜伏期为 40 min，裂解暴发量较高，热稳定性较高，可耐受弱碱环境。其全基因组

大小为 66 264 bp，GC 含量为 55.59%，序列注释结果显示该噬菌体具有 92 个开放阅读框，不含毒

力与耐药基因，属于肌尾噬菌体科。小鼠体内抑菌试验结果显示了 PAMD02 对其宿主菌良好的抑

菌效果。【结论】本研究分离的噬菌体 PAMD02 有较高的裂解效率，对不利环境有较好的耐受性，

不含毒力基因与耐药基因，具有应用于临床治疗铜绿假单胞菌感染的潜力。 
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Abstract: [Background] Pseudomonas aeruginosa (PA) is a common opportunistic pathogen. 
The septic diseases caused by PA account for more than 50% of the deaths in captive forest musk 
deer populations. Phages have become popular substitutes of antibiotics due to the increased 
resistance of bacteria. [Objective] To isolate a bacteriophage using PA isolated from the lungs of 
dead forest musk deer as the host bacteria, and to conduct biological characterization, whole 
genome sequencing, and in vivo bacteriostasis test on it. [Methods] Double-layer agar culture 
method was used to isolated a phage against PA from the daily drinking water of forest musk deer 
in Sichuan Institute of Musk Deer Breeding. The same method was used to determine the host 
range, optimal multiplicity of infection (MOI), one-step growth, thermostability, and pH range of 
this phage. Phage morphology was observed by transmission electron microscopy (TEM). The 
whole genome of the phage was sequenced and analyzed, and in vivo bacteriostasis test was 
carried out in mice. [Results] A phage strain against PA was isolated and named as 
vB_PaeM_PAMD02. It produced a transparent plaque with clear edge and no halo ring and had 
a narrow host range. The phage strain had high thermostability and was stable in weak basic 
environment, with the optimal MOI of 0.1 and the incubation period of 40 min. The whole 
genome sequencing showed that the genome of this phage had a length of 66 264 bp and the GC 
content of 55.59%. The annotation results showed that the phage had 92 open reading frames and 
carried no virulence gene or resistance gene. The results indicated that the phage belonged to the 
Myoviridae family. Animal experiments showed that the phage effectively inhibited the 
pathogenicity of bacteria in mice. [Conclusion] The isolated phage vB_PaeM_PAMD02 has high 
lysis efficiency and good tolerance to adverse environments. It has great potential to be applied in 
clinical prevention and treatment of PA infection. 
Keywords: bacteriophage; Pseudomonas aeruginosa; biological characterization; whole genome 
sequencing; forest musk deer 
 

铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa, 
PA)是一种致病性革兰氏阴性菌，属假单胞菌科

(Pseudomonadaceae)假单胞菌属(Pseudomonas)，
主要攻击上皮细胞和免疫细胞，常引起化脓性

疾病，如心内膜炎、胃肠炎、脓胸甚至败血症，

某些情况还会导致免疫缺陷[1]。PA 可通过感染

动物的粪便和分泌物污染农业环境[2]。2016 年

PA 的临床分离率为 8.66%[3]，2017 年为 8.69%[4]，
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2018 年 PA 的临床分离率在所有分离菌株中位

列第四，为 9.57%[5] ，呈逐年上升趋势。

2014–2019 年，中国抗微生物耐药性监测系统

从血液样本中分离出的前 10 种细菌中，PA 是

临床上第七常见的病原体[6]。2021 年，在中国

细菌耐药监测网收集到的临床分离株中，不发

酵糖革兰氏阴性杆菌数占总数的五分之一，其

中铜绿假单胞菌的分离率为 34.9%，占据    
第一[7]。同时，由于 PA 对于碳青霉烯类抗生素

的敏感性越来越低，临床上对于铜绿假单胞菌

的治疗用药也越来越艰难。 
林麝(Moschus berezovskii)是我国的一级保

护动物，隶属于偶蹄目麝科 (Moschidoe)麝属

(Moschus)[8]，于 2003 年被指定为保护动物[9]，

并在《中国濒危动物红皮书》中被列为濒危或

易危动物[10]。由于人为及环境因素，野生麝类

资源濒临枯竭，人工养殖是保护濒危林麝较为

有效的方式。林麝化脓性疾病是制约人工大规

模养殖林麝的重要因素之一[11]，是我国圈养麝

群中发病率最高和危害最严重的群发性疾病之

一。引起该种疾病的病原菌种类繁多，如铜绿

假单胞菌[12]、化脓隐秘杆菌[13]、大肠杆菌[11]、

沙门氏菌[14]、葡萄球菌[15]等。从多年流行情况

看，患化脓性疾病的林麝在所有病麝中占 50%
以上[16]。 

噬菌体(bacteriophage, phage)于 20 世纪初

被发现并命名[17]，它们可以在细菌体内繁殖并

杀死细菌细胞，可以分为裂解性噬菌体和溶原

性噬菌体[18]。其中，裂解性噬菌体被广泛应用

于细菌感染治疗，即噬菌体治疗[19]。目前利用

噬菌体治疗皮肤软组织感染和呼吸道感染已经

在不同的动物模型实验中得到了广泛的研究和

测试[20-21]，噬菌体相关基因工程改造酶也表现

出了对于其宿主菌高效的控制效果[22]。相较于

传统的抗生素药物，噬菌体对于机体几乎无毒

副作用[23-25]。因其高效和特异的抗菌性，噬菌体

治疗相关研究已在国内外引起广泛的关注[26]。 
本研究以分离自病死林麝肺脏的铜绿假单

胞菌为宿主菌，从四川养麝研究所圈养林麝的日

常饮水中分离到一株裂解性噬菌体 vB_PaeM_ 
PAMD02，对其进行生物学特性和全基因组序

列分析，并进行小鼠体内抑菌试验，以期为后

续利用噬菌体防治细菌性疾病的研究提供理论

基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、水样和试验动物 

本研究所使用细菌均为四川农业大学动物

医学院动检实验室分离并保存。所用铜绿假单胞

菌分离于病死林麝肺脏[27]，基因型为 ST1249，
为该麝场流行菌株。水样收集自四川养麝研究

所圈养林麝的日常饮水。 
试验所用小鼠为六周龄 SPF 级昆明小鼠，

雌性 12 只，雄性 12 只，购自成都达硕实验动

物有限公司。根据有关实验动物护理和使用的

所有机构和国家指南，四川农业大学科技管理

处动物福利委员会批准了动物试验(批准编号

为 20220263)。 

1.2  主要试剂和仪器 
DNase I、RNase A、绿豆酶、6×loading 

buffer 、 TaKaRa MiniBEST Viral RNA/DNA 
Extraction Kit，宝生物(大连)有限公司；1 mol/L 
Tris-HCl (pH 7.4)、DL2000 DNA Marker，北京

索莱宝科技有限公司；0.22 μm 与 0.45 μm 一次

性针头式过滤器，Millipore 公司；其余试剂均

为国产分析纯试剂，购自万科化学试剂公司。 
SM buffer：NaCl 5.8 g，MgSO4·7H2O 2.0 g，

1 mol/L Tris-HCl (pH 7.4) 50 mL，2%明胶 5 mL，

加蒸馏水至 1 000 mL，1×105 Pa 高压灭菌 20 min，
4 ℃冰箱保存。 
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核酸电泳仪(NanoDrop ND-2000)、Quantity 
One 凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；水平电泳槽、

电泳仪，北京六一仪器厂；冷冻型 18 孔离心机，

艾本德有限公司；透射电子显微镜，成都里来

生物科技有限公司。 

1.3  噬菌体分离与纯化 
使用双层平板法分离及纯化噬菌体[28]。将

水样在 12 000 r/min 离心 10 min，吸取上清过滤

处理后，与菌液按体积比 1:1 混合放置 30 min，
加入到 3 mL 60 ℃预热融化的 LB 半固体培养

基(质量体积分数为 0.6%)中混匀，倒入 LB 固

体培养基(质量体积分数为 1.2%)平板内铺平，待

其凝固后放置于恒温培养箱中 37 ℃培养 24 h，
以获得单独的噬菌斑。 

挑取单个噬斑置于 1 mL SM Buffer 中，

37 ℃、180 r/min 振荡过夜。10 倍梯度稀释后，

使用双层平板法获得单独噬斑。此步骤重复   
3 次保证获得纯化的噬菌体。选择噬菌斑数目

在 30−300 之间的平板计算噬菌体效价。噬菌体

效价计算公式为： 
效价(PFU/mL)=噬菌斑数目×稀释倍数×10。 

1.4  噬菌体形态观察 
将纯化后的噬菌体原液滴在覆有碳膜的铜

网上，静置 15 min，用滤纸吸干铜网上多余的

液体，滴加 2%磷钨酸(pH 7.0)染色 10 min，静

置使其干燥。使用透射电子显微镜观察噬菌体

形态。 

1.5  噬菌体裂解谱测定 
测试菌为肺炎克雷伯氏菌 3 株、大肠杆菌

2 株、金黄色葡萄球菌 2 株，志贺氏菌 2 株，

以及创口博德特式菌、波氏杆菌、沙门氏菌各

一株。采用点样法[29]，取 300 μL 测试菌液，与

LB 半固体培养基混合，铺在 LB 固体培养基上。

将噬菌体均匀滴于平板上，每次 5 μL，37 ℃培

养 8 h，观察平板上是否出现噬菌斑。如果有噬

菌斑，则细菌可以被该噬菌体裂解。 

1.6  噬菌体生物学特性测定 
1.6.1  最佳感染复数测定 

取噬菌体与菌液按噬菌体数量 /细菌数    
量=10、1、0.1、0.01、0.001、0.000 1 混合。于

37 ℃培养 6 h。双层平板法计算各组噬菌斑数

目。产生噬斑数目最多的比例即为最佳感染复

数。以上试验重复 3 次。 
1.6.2  一步生长曲线测定 

按最佳感染复数的比例混合噬菌体与菌

液，在恒温水浴培养箱中 37 ℃培养。每隔 20 min
取 100 μL 培养物。10 倍梯度稀释后，使用双层

平板法测定其效价，重复 3 次。以噬菌体效价

(PFU/mL)为纵坐标、时间(min)为横坐标绘制一

步生长曲线，得到噬菌体的潜伏期、裂解期和

稳定期，并计算裂解量。裂解量计算公式[30]为： 
裂解量(PFU/cell)=裂解末期噬菌体效价/感染初

期宿主菌浓度。 
1.6.3  热稳定性、最适生长 pH 值与氯仿敏感

性检测 
将噬菌体在 37、50、60、70、80 ℃分别静

置 20、40、60 min。将噬菌体与 pH 5.0、6.0、
7.0、8.0、9.0 的 SM 缓冲液混合分别静置 5、10、
15 min。取噬菌体与氯仿置于无菌离心管中混

合，剧烈振荡 2 min，37 ℃处理 1 h 后，收集含

有噬菌体的上层液体。 
使用双层平板法测定以上试验中的噬菌体

效价，计算各组噬菌斑数目。以上试验重复    
3 次。其中氯仿敏感性试验需同时进行正常的

噬菌体噬菌斑试验对比观察。 

1.7  噬菌体全基因组测序与序列分析 
1.7.1  噬菌体基因类型测定 

使用 TaKaRa MiniBEST Viral RNA/DNA 
Extraction Kit 提取噬菌体核酸，将提取物分为

DNase I 组、RNase A 组、绿豆酶组和对照组。

加入适量的 DNase I、RNase A 和绿豆酶，分别
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在 37 °C 处理 60、60、10 min。使用 1%琼脂糖

凝胶进行电泳，使用凝胶成像系统对条带进行

可视化和分析。 
1.7.2  噬菌体全基因组测序 

全基因组测序在 Illumina NovaSeq 二代测

序平台上进行双末端(paired-end, PE)测序，构建

文库类型为 PE400。使用 ABySS 2.0[31]和 MIRA 

4.0[32]拼接噬菌体基因组序列。使用 GeneMark[33] 

(http://topaz.gatech.edu/GeneMark) 预测基因组

蛋白编码基因，对预测结果进行分析，并与 Rfam

数据库[34] (http://rfam.xfam.org/)进行比较，得到

非编码 RNA 的预测结果。使用 BLAST 在线工

具 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)验证序

列的相似性。 

将基因组序列和基因预测信息整合成标准的

GenBank 格式文件，使用 CGView (http://stothard. 

afns.ualberta.ca/cgview_server/)绘制噬菌体基因

组图谱。运用 MEGA 7.0 和 neighbor-joining 方

法构建系统发育树。 

1.8  小鼠体内抑菌试验 
将24只小鼠分为4组，分别为对照组(control 

g roup)、噬菌体组 (phage  g roup)、攻毒组

(challenge group)和抑菌组(antibacterial group)，

每组 3 只雄性和 3 只雌性。各组在经水合氯醛注

射麻醉后进行滴鼻，其中对照组、噬菌体组和

攻毒组分别在滴注 SM 缓冲液、噬菌体液、菌液

4 h 后滴注磷酸盐缓冲液(phosphate buffered 

saline, PBS)，抑菌组在滴注菌液后 4 h 滴注噬

菌体，具体方案如表 1 所示。根据最佳感染复

数，细菌使用浓度为 108 CFU/mL，噬菌体使用

浓度为 107 PFU/mL。于 48 h 后，用 10%水合

氯醛麻醉所有小鼠并解剖。取出小鼠肺脏观察

病理变化后，进行肺脏菌落计数。同时，取不

超过 2.0 cm×2.0 cm×0.5 cm 的明显病灶区域， 

表 1  小鼠体内抑菌试验滴鼻方案 
Table 1  Nasal drops for each group of mice 
组别 
Groups 

SM 缓冲液 
SM buffer 
(μL) 

噬菌体 
Phage 
(μL) 

铜绿假 
单胞菌 
PA (μL) 

1×PBS 
(μL) 

Control group 20 – – 20 
Phage group – 20 – 20 
Challenge group – – 20 20 
Antibacterial group – 20 20 – 
–：不进行滴鼻 
–: Without injection. 
 
浸泡在 4%甲醛固定液中，送成都里来生物公司

进行病理切片分析。 

2  结果与分析 
2.1  铜绿假单胞菌噬菌体的分离与纯化

结果 
在本试验中，分离到一株裂解性的铜绿假

单胞菌噬菌体，并命名为 vB_PaeM_PAMD02。
其噬菌斑边缘清晰、光滑、无晕环(图 1A)。原

始噬菌体效价为 1.59×109 PFU/mL。透射电镜显

示，PAMD02 衣壳直径约为 70 nm，尾部结构

长约 140 nm (图 1B)，具有典型的有尾噬菌体目

肌尾噬菌体科的特征。 

2.2  噬菌体 vB_PaeM_PAMD02 裂解谱 
试验重复 3 次后，除宿主菌外，其他受试

细菌平板上均未出现明显清晰的噬菌斑(表 2)。
PAMD02 无法裂解其他被测试的细菌，其裂解

谱较窄。 

2.3  噬菌体的生物学特性 
2.3.1  最佳感染复数与一步生长曲线 

根据试验结果，PAMD02 在 MOI=0.1 时获

得最高滴度，因此噬菌体 PAMD02 的最佳感染

复数为 0.1。具体结果见表 3。 
根据一步生长曲线(图 2)，PAMD02 的潜伏

期为 0–40 min，裂解期为 40–80 min，裂解量为

65.8 PFU/cell。 
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图 1  噬菌体 vB_PaeM_PAMD02 的形态   A：噬菌体在双层琼脂平板上的噬菌斑形态. B：噬菌体透

射电镜图 
Figure 1  Morphology of the phage vB_PaeM_PAMD02. A: Plaques of the phage. B: Transmission electron 
micrograph of the phage. 
 
表 2  噬菌体 vB_PaeM_PAMD02 的裂解谱 
Table 2  Host range of vB_PaeM_PAMD02 
编号 
No. 

细菌 
Bacteria 

来源 
Source 

噬菌体 
vB_PaeM_PAMD02 

PA Pseudomonas aeruginosa Forest musk deer + 
KP1 Klebsiella pneumoniae Forest musk deer – 
KP2 Klebsiella pneumoniae Cattle – 
KP3 Klebsiella pneumoniae Pig – 
E. coli 1 Escherichia coli Forest musk deer – 
E. coli 2 Escherichia coli Cattle – 
SA1 Staphylococcus aureus Forest musk deer – 
SA2 Staphylococcus aureus Cattle – 
Bb Bordetella bronchiseptica Forest musk deer – 
Bo Bordetella trematum Forest musk deer – 
Sa Salmonella Forest musk deer – 
SC1 Shigella castellani Pig – 
SC2 Shigella castellani Pig – 

+：裂解；–：不裂解 
+: Lysis; –: No lysis. 

 
2.3.2  热稳定性、最适生长 pH 值与氯仿敏感性 

试验中，PAMD02 在 50 ℃处理后的活性明

显高于 37 ℃处理后的活性；但在 60 ℃和 70 ℃

处理后，其活性明显下降。可以看出，PAMD02 

对 50–70 ℃有很高的耐受性(图 3A)，同时其明

显更能耐受弱碱性环境(图 3B)。然而经氯仿处

理后噬菌体 PAMD02 的效价并未发生明显变

化，说明其对氯仿不敏感。 
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表 3  噬菌体 vB_PaeM_PAMD02 的最佳感染复

数测定 
Table 3  Determination of MOI of phage vB_PaeM_ 
PAMD02 
感染复数 
MOI 

噬菌体 
Phage 
(PFU/mL) 

铜绿假单胞菌 
PA (CFU/mL) 

噬菌体效价 
Phage titer 
(PFU/mL) 

0.01 106 108 4.55×109 
0.10 107 108 3.62×1010 
1.00 108 108 1.78×1010 
10.00 109 108 8.73×109 
100.00 109 108 3.83×109 
1 000.00 109 107 2.06×109 

 

 
 
图 2  噬菌体 vB_PaeM_PAMD02 一步生长曲线 
Figure 2  One-step grown curve of phage 
vB_PaeM_PAMD02. 

2.4  全基因组测序与分析结果 
2.4.1  基因组测序分析结果 

根据琼脂糖凝胶电泳结果，PAMD02 经

DNase Ⅰ处理的样品泳道无条带，经 RNase A 和绿

豆酶处理的样品泳道有清晰条带，大小与噬菌体

基因组大小相同。因此噬菌体vB_PaeM_PAMD02
是线性双链 DNA 噬菌体[35]。具体结果如图 4
所示。 

全基因组测序表明，vB_PaeM_PAMD02 的

完整基因组大小为 66 264 bp (图 5)，GC 含量为

55.59%。上传到 NCBI SRA 库后获得的登录号

为 SRP345538。BLASTn 比较结果表明，噬菌

体与 PA 噬菌体 PHW2 最相似(GenBank 登录号

为 MT349888.1)，具有 98.00%的全基因组覆盖

率和 98.63%的序列一致性。全基因组的注释表

明，PAMD02 包含 92 个开放阅读框，38 个在

正义链上，54 个在反义链上，无 tRNA。PAMD02
蛋白的功能预测结果表明，有 23 种具有已知功

能的蛋白质基因被预测，包括 13 种结构蛋白基

因，其中有 3 种尾部相关蛋白基因，这些基因

编码的蛋白在噬菌体吸附到宿主菌表面的过程

中起到重要作用；9 种 DNA 复制及表达相关基 

 

 
 
图 3  噬菌体 vB_PaeM_PAMD02 热稳定性及最适生长 pH   A：不同温度下噬菌体的效价变化. B：不

同 pH 下噬菌体的效价变化 
Figure 3  Resistance of phage vB_PaeM_PAMD02 to temperature and pH. A: Phage activity at different 
temperatures. B: Phage activity at different pH values. 
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图 4  酶切电泳图   A：RNase A 酶切组；B：阴

性对照组；C：DL2000 DNA Marker；D：DNase Ⅰ
酶切组；E：绿豆酶切组 
Figure 4  Results of agarose gel electrophoresis 
after vB_PaeM_PAMD02 digestion. A: vB_PaeM_ 
PAMD02 nucleic acid treated by RNase A; B: 
vB_PaeM_PAMD02 nucleic acid that has not been 
digested; C: DL2000 DNA Marker; D: vB_PaeM_P 
AMD02 nucleic acid treated by DNase Ⅰ; E: vB_PaeM_ 
PAMD02 nucleic acid treated by mung bean enzyme. 

因，位于基因组后半段，在噬菌体基因进入细

菌细胞后，这些基因表达的蛋白会参与噬菌体

核酸的复制、转录和表达等过程；1 个裂解过

程相关的内溶素基因，与尾部蛋白相关基因位

置相近，这是一种糖基水解蛋白，在噬菌体子

代完成组装后，从细胞内部裂解宿主菌，使子

代噬菌体释放。在全基因组序列中未发现毒力

或耐药相关基因。 
2.4.2  vB_PaeM_PAMD02 的系统发育树 

使用邻近法，基于主要的衣壳蛋白和末端

大亚基来构建系统发育树。系统发育树分析表

明，vB_PaeM_PAMD02 的主要衣壳蛋白与噬菌

体 SN 和噬菌体 LMA2 的主要衣壳蛋白最紧密相

关(图 6A)。此外，PAMD02 的末端大亚基与噬

菌体 PASA16的末端大亚基最密切相关(图 6B)。
以上 3 个噬菌体均属于 Myoviridea 噬菌体家族

的 Pbunavirus。因此，vB_PaeM_PAMD02 可能

属于 Pbunavirus。 
 

 
 

图 5  噬菌体 vB_PaeM_PAMD02 全基因组图谱 
Figure 5  Genomic circle map of vB_PaeM_PAMD02. 
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图 6  使用噬菌体主要衣壳蛋白(A)和末端酶大亚基(B)构建系统发育树   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，标尺越短代表亲缘关系越近；红色三角形：

噬菌体 vB_PaeM_PAMD02 
Figure 6  Phylogenetics trees were formed based on major capsid protein (A) and terminase large subunit (B) 
of the phage. The number on the branch point represents the credibility, the closer to 100 the bootstrap value 
is, the higher confidence level would be; Scale: The genetic distance, the shorter the ruler is, the closer the 
relationship is; Red triangle: Phage vB_PaeM_PAMD02. 
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2.5  小鼠体内抑菌试验结果 
小鼠攻毒和治疗试验过程中，每隔 2 h 观

察小鼠精神状况和死亡情况。24 h 内仅攻毒组

死亡 3 只小鼠，其在 14 h 后又死亡 1 只，共死

亡 4 只，其余组小鼠全部存活。在 48 h 后解剖

全部试验小鼠，观察剖检结果。各组均选取特

征性病变明显的肺脏组织，小鼠组织病理剖检

图如图 7 所示。  
滴鼻后观察，空白对照组与噬菌体组小鼠

精神不振，呼吸急促，采食量下降，后逐渐恢

复正常，无死亡情况。剖检后对照组小鼠肺脏

组织有少量出血，无明显病变。噬菌体组小鼠

肺间质轻度增厚，可见少量炎性细胞浸润，主

要为中性粒细胞和淋巴细胞。 
攻毒组小鼠精神萎靡，行动缓慢，抱团眯

眼，采食量减少，在 24 h 内小鼠死亡 3 只，14 h
后又死亡 1 只，存活 2 只，存活小鼠呼吸急促

并抱团，剖检后肺脏组织有明显的病变，局部

肺泡上皮细胞变性坏死，见坏死细胞结构模糊，

胞质溶解，胞核固缩或碎裂，肺泡间质不同程 

 

 
 
图 7  小鼠肺脏病理切片图(400×)   A：对照组小鼠肺脏病理切片. B：噬菌体组小鼠肺脏病理切片. C：

攻毒组小鼠肺脏病理切片. D：抑菌组小鼠肺脏病理切片. 出血(黄色箭头)；炎症细胞(蓝色箭头)；肺间

质增厚(绿色箭头) 
Figure 7  The micrographs of lung and liver tissues in four-group mice (400×). A: Lung section of control 
group mice. B: Lung section of phage group mice. C: Lung section of challenge group mice. D: Lung section 
of antibacterial group mice. Bleeding or congestion (yellow arrows); Inflammatory cells (bule arrows); 
Pulmonary interstitial thickening (green arrows). 
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度增厚，可见不同程度炎性细胞浸润，也可见

巨噬细胞增多且肺血管内充血，并且血管内多

量红细胞聚集。 
抑菌组小鼠精神不振呼吸困难，在滴注噬

菌体后 24 h 内临床症状得到缓解，48 h 内小鼠

精神基本恢复正常，但精神状况和行动能力仍

不及对照组小鼠，剖检后肺脏组织肺泡腔及肺

间质内轻微出血，红细胞溢出，肺间质见部分

纤维组织增生，其他未见明显病理改变。 
小鼠肺脏细菌载量显示(图 8)，在对照组与

噬菌体组小鼠肺组织中均未分离到铜绿假单胞

菌，而在攻毒组与抑菌组小鼠肺组织中均分离

到铜绿假单胞菌，其中攻毒组的细菌载量为

4.27×108 CFU/mL，抑菌组肺部细菌载量为

4.62×107 CFU/mL，攻毒组细菌小鼠肺部载量明

显高于抑菌组。 

3  讨论与结论 
多重耐药已成为阻碍治疗细菌性感染的主要

问题。2017 年 2 月，世界卫生组织公布了 12 种 
“超级细菌”的名单，其中铜绿假单胞菌是最重

要的碳青霉烯类耐药细菌之一。使用噬菌体是 
 

 
 
图 8  肺部细菌载量比较 
Figure 8  Comparison of pulmonary bacterial load. 
****: P<0.000 1. 

克服病原体耐药性的一种有潜力的方法，应将

其作为抗菌治疗生物制剂予以重视[36]。与抗生

素治疗相比，噬菌体的优势尤为突出[25]，同时也

有噬菌体和抗生素联合使用的研究[37]。本研究分

离到一株裂解性噬菌体 vB_PaeM_PAMD02，其

最佳感染复数为 0.1，少量的噬菌体在短时间内

可以实现大量增殖，产生大量子代。与 PAMD02
的遗传序列最为相似的噬菌体 PHW2 的 MOI
也为 0.1[30]。确定最佳感染复数有助于决定噬菌

体制剂的最佳组成比和储备浓度的有效性[38]。

由于噬菌体的宿主特异性，如果将多个噬菌体

混合形成“鸡尾酒疗法”，可以扩大单个噬菌体

的裂解谱[39]。PAMD02 具有较高的裂解末期暴

发量，短时间的大量复制有助于裂解相关蛋白

的产生与聚集。PAMD02 在不利环境有较好的

耐受性，对氯仿不敏感，用氯仿处理宿主细菌

可以提高其感染和裂解效率。 
PAMD02 是一种 dsDNA 噬菌体，属于有尾

噬菌体目(Caudovirales)，以可伸缩尾巴为特征

的肌尾噬菌体科(Myoviridae)[40-41]。PAMD02 的

基因组全长为 66 264 bp，GC 含量为 55.59%，显

著低于其宿主细菌(65.97%)。与 A 和 T/U 相比，

G 和 C 的合成需要更高的能源成本，因此依赖宿

主细菌生存的噬菌体比宿主含有更少的 G 和

C[42]。基因组测序阐明了 23 个具有可预测功能

的蛋白质，其 13 种结构蛋白中有 3 种与尾部结

构有关，1 种裂解相关蛋白，9 种生命活动相关

酶蛋白。全基因组注释表明，PAMD02 不编码毒

力或耐药基因，也不编码 tRNA，表明 PAMD02
未水平传递毒力和耐药基因[26,43]。tRNA 相关基

因的缺乏与宿主特异性有关，tRNA 越多，噬菌

体宿主特异性越低，噬菌体裂解谱越宽[44]。这一

观察结果与我们在实验中的裂解谱结果一致。 
PAMD02 在整个抗菌试验过程中一直具有

良好的抑菌作用。在滴鼻后，抑菌组小鼠能在
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较短时间内恢复正常进食，精神状况较攻毒组

小鼠更好，无颤栗抱团现象；抑菌组小鼠组织

病理分析显示其肺脏、肝脏受损情况均好于攻毒

组小鼠，肺脏细菌载量也明显低于攻毒组小鼠，

表现出了明显的抑菌效果。攻毒组小鼠 24 h 内

死亡率为 50.00%，48 h 内死亡率为 66.67%，抑

菌组与噬菌体组小鼠无死亡，并且组织病理切

片显示其组织受损情况轻微，表明在试验所用

浓度与剂量下 PAMD02 对于小鼠是安全的。目

前大多数噬菌体治疗都采用“鸡尾酒疗法”，若

选择噬菌体相关裂解蛋白作为抑菌制剂而不是

整个噬菌体，或许可以避免一些潜在的问题，

如水平基因转移[45]。噬菌体相关裂解蛋白比噬

菌体具有更好的裂解性能，它们可以有效地溶

解细菌而不产生耐药性，裂解谱也更为广泛，

更适合广泛应用[46]。 
噬菌体疗法被认为是治疗耐药性铜绿假单

胞菌感染的有效措施之一[47]。近年来，已经有

很多烈性噬菌体特异性治疗铜绿假单胞菌感染

的研究，如特异性铜绿假单胞菌噬菌体 KPP12
眼药水作为辅助或替代疗法，治疗感染性角膜

炎中的耐药性细菌[48]；噬菌体也被用来控制和

治疗多重耐药性铜绿假单胞菌的肺部感染[49]。

化脓性疾病一直是阻碍林麝的人工养殖产业的

重要疾病，而铜绿假单胞菌是引起林麝化脓性

疾病的重要病原菌之一。本研究中使用的铜绿

假单胞菌为该人工养殖麝场的流行株，目前对

于林麝化脓性疾病与病原的研究尚未涉及噬菌

体，本研究分离的噬菌体 PAMD02 为首株针对

麝源铜绿假单胞菌的噬菌体，基于本研究对

PAMD02 进行的相关试验分析，其在小鼠体内

对铜绿假单胞菌有良好的抑菌效果，而且安全

性较好，具有成为安全抑菌剂的潜力以及备为

特异性生物治疗剂的价值，并在林麝养殖业化

脓性性疾病防控中有良好的应用前景。 
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