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［摘要］ 对一株溶藻弧菌噬菌体 φＶ０３９Ｃ 进行了生物学特性和全基因组序列的研究。 经透射电镜观察可

见， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 头部为正廿面体结构， 直径 ５８􀆰 ９ ｎｍ， 具长 １０５􀆰 ２ ｎｍ 的尾部； 采用双层平板法检测，
其最佳感染复数为 ０􀆰 １； 通过一步生长曲线计算可得， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的潜伏期为 ２０ ｍｉｎ， 爆发期为

１０ ｍｉｎ， 裂解量为 １６３ ｐｆｕ ／ ｃｅｌｌ； 利用第三代单分子测序平台进行全基因组测序分析， 其基因组全长

４３ ４０５ ｂｐ， Ｇ ＋ Ｃ 含量为 ４２􀆰 ９５％ ， ７４ 个开放阅读框 （ ＯＲＦ） 主要为噬菌体的结构、 ＤＮＡ 复制和裂解有关

的基因； 在 ＮＣＢＩ 数据库中进行基因组比对， 发现与其最接近的长尾噬菌体科的溶藻弧菌噬菌体 ＮＦ 和副溶

血弧菌噬菌体 Ｓｅａｈｏｒｓｅ 的覆盖率仅为 １１％ （覆盖区域的相似度分别为 ９２􀆰 ２％ 和 ９３􀆰 ３％ ）， 此外， 基于裂解

酶构建的系统进化树也表明， φＶ０３９Ｃ 与二者处于距离最近的分支。 由此得出， 溶藻弧菌噬菌体 φＶ０３９Ｃ 是

一株新型的噬菌体， 分类上应归属有尾噬菌体目长尾噬菌体科。
［关键词］ 溶藻弧菌； 噬菌体； 生物学特性； 基因组

［中图分类号］ Ｓ ９４２􀆰 ３

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ Ｎｅｗ
Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ Ｐｈａｇｅ φＶ０３９Ｃ

ＣＨＥＮ Ｇｏｎｇｈａｏ１ ２  ＦＵ Ｈａｎｑｉｎｇ１ ２  ＴＯＮＧ Ｇｕｉｘｉａｎｇ３ ４  ＷＥＩ Ｘｉｎｘｉａｎ３ ４  ＷＡＮＧ Ｎａｉｘｕａｎ１ ２  ＬＩＮ Ｍａｏ１ ２

 １． Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｊｉｍｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１ Ｃｈｉｎａ ２． Ｘｉａｍｅｎ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ⁃Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ
Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｘｉａｍｅｎ ３６１０２１ Ｃｈｉｎａ ３． Ｇｕａｎｇｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３００２１ Ｃｈｉｎａ 
４． Ｇｕａｎｇｘｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｑｕａｔｉｃ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈｙ Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３００２１ Ｃｈｉｎａ 

Ａｂｓｔｒａｃｔ Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｖ􀆰 ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ
ｐｈａｇｅ φＶ０３９Ｃ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ． Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ φＶ０３９Ｃ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｏ ｈａｖｅ ａｎ ｉｃｏ⁃
ｓａｈｅｄｒａｌ ｈｅａｄ ｗｉｔｈ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ５８． ９ ｎｍ ａｎｄ ａ ｔａｉｌ ｗｉｔｈ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ １０５． ２ ｎｍ． Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｌａｙｅｒ ｐｌａｔｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｔｓ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ＭＯＩ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ０． １． Ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｌａｔｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ ｗａｓ ２０ ｍｉｎ ｔｈｅ ｂｕｒｓｔ ｐｅｒｉｏｄ ｗａｓ １０ ｍｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｕｒｓｔ ｓｉｚｅ ｗａｓ １６３ ｐｆｕ ／ ｃｅｌｌ． Ｐｈａｇｅ ｇｅｎｏｍｅ
ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＰａｃＢｉｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍ． Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ φＶ０３９Ｃ ｉｓ ４３ ４０５ ｂｐ
ｗｉｔｈ Ｇ ＋ Ｃ ｏｆ ４２． ９５％ ． Ａｎｄ ７４ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅｓ ＯＲＦｓ ｗｅｒｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＤＮＡ



　 第 ５ 期 陈躬浩， 等： 一株新型溶藻弧菌噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的生物学特性和全基因组分析

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅ ｑｕｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ φＶ０３９Ｃ ｉｎ ＮＣＢＩ ｄａｔａｂａｓｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ ｐｈａｇｅ ＮＦ ａｎｄ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ ｐｈａｇｅ ｓｅａｈｏｒｓｅ ｈａｄ ｔｈｅ ｂｏｔｈ ｌｏｗ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ １１％
ｗｉｔｈ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ９２． ２％ ａｎｄ ９３． ３％  ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｌｙａｓｅ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ φＶ０３９Ｃ ｗａｓ ｎｅａｒｅｓｔ ｔｏ ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｈａｇｅｓ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ φＶ０３９Ｃ ｉｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｗｈｉｃｈ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ
Ｃａｕｄｏｖｉｒａｌｅｓ Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ ｐｈａｇｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｇｅｎｏｍｅ

０　 引言
溶藻弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ） 属于弧菌科 （Ｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ） 弧菌属 （Ｖｉｂｒｉｏ） ， 为革兰氏阴性短杆

菌， 无荚膜和芽孢， 是广泛存在于海水中的一种条件致病菌。 它不仅对于鱼［１］ 、 虾［２］ 、 贝［３］ 有致病

性， 同时对于人类也有一定的致病性， 能够引起腹泻和食物中毒［４］ 。 而对于溶藻弧菌的防治， 养殖

户通常使用传统的抗生素或者消毒剂， 但抗生素的滥用会导致养殖过程中溶藻弧菌产生耐药性， 不仅

影响用药效果， 同时耐药菌还会随着食物链的传播感染人类， 危害人类生命安全［５］ 。 另一方面， 随

着人们生活水平的不断提高， 大众在食品的选择上对绿色理念越发的重视。 因此， 亟需寻找一种新的

既环保、 友好又能有效控制水产养殖动物溶藻弧菌病的方法。
噬菌体作为一种微生物病毒， 能够侵染并裂解细菌、 螺旋体、 放线菌等。 早在 ２０ 世纪初期， 噬菌

体就被认为有替代抗生素的巨大潜力［６ － ７］ 。 相比于抗生素的高效， 有关噬菌体疗法的研究始终落后于抗

生素的研究［８］ 。 但随着近年来细菌耐药性问题趋向严峻， 研究者重新将目光投向噬菌体， 期望能够开发

出高效的噬菌体制剂。 ２００９ 年， Ｗｒｉｇｈｔ 等［９］首次在感染多重耐药铜绿假单胞菌的慢性耳炎患者身上使用

噬菌体治疗方案， 经过治疗后， 患者的症状均得到改善， 并且没有产生毒副作用。 Ｃａｏ 等［１０］ 从临床患者

体内分离得到一株多重耐药性肺炎克雷伯菌， 并用其感染小鼠， 随后使用噬菌体进行治疗， 结果发现未

使用噬菌体治疗的小鼠在 ２４ ｈ 内全部死亡， 而使用噬菌体治疗的小鼠存活率则高出许多。 此外， 噬菌体

在弧菌病防治方面的研究也取得了一些成果。 Ｓｔａｌｉｎ 等［１１］ 研究发现， 在斑节对虾幼体感染哈维氏弧菌

后， 使用噬菌体能够有效提高幼体的存活率。 胡蝶等［１２］ 将副溶血弧菌制成噬菌体微胶囊， 并拌于饲料

中投喂方斑东风螺和南美白对虾， 发现实验生物的肠道和水体中的宿主菌都有大幅度的减少。 于鸽［１３］

从自然水体中分离得到一株溶藻弧菌噬菌体， 并将其用于南美白对虾的攻毒实验， 结果表明 １０８ ｐｆｕ ／ ｍＬ
的噬菌体溶液的保护率达 ８８􀆰 ２０％ 。 Ｓａｓｉｋａｌａ 等［１４］ 分离得到的一株溶藻弧菌噬菌体能够有效抑制溶藻弧

菌的生物膜形成， 并且在数个小时后还对溶藻弧菌有杀灭作用。
本文以溶藻弧菌 Ｖ０３９ 为宿主， 分离得到一株新型溶藻弧菌噬菌体 φＶ０３９Ｃ， 并对其进行了电镜

形态观察、 最佳感染复数、 一步生长曲线等生物学特性的研究， 以及全基因测序、 序列分析和功能预

测， 以期更好地了解其裂解机制， 为溶藻弧菌的噬菌体治疗提供依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料

宿主菌： 病原菌 （溶藻弧菌 Ｖ０３９） 从福建漳浦的对虾养殖场中分离得到， 并由本实验室保藏。
主要试剂和仪器： ＬＢ 肉汤、 营养琼脂 （ＮＡ）、 琼脂粉、 ＳＭ 病毒提取缓冲液均购自青岛海博生物技术

有限公司； ＤＬ１５０００、 ＤＬ２０００、 ＤＮａｓｅ Ｉ、 ＲＮａｓｅ Ａ 和限制性内切酶 （ＥｃｏＲ Ｉ、 ＥｃｏＲ Ｖ、 ＢａｍＨ Ｉ、 Ｈｉｎｄ Ⅲ）
均为日本 ＴａＫａＲａ 公司产品； ＴＩＡＮａｍｐ 病毒基因组 ＤＮＡ／ ＲＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科技有限公司； 透

射电子显微镜 （ＴＥＭ） 为美国 ＦＥＩ 公司制造产品； 离心机 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５４２７Ｒ） 为德国艾本德公司产品。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 噬菌体的分离

将取自福建漳浦各对虾养殖场的水样混合于洁净的水桶中， 再把培养至对数期的溶藻弧菌 Ｖ０３９

·９９３·
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菌液倒入水样中， 混匀后置于 ３０ ℃ 恒温培养箱中 ２４ ｈ， 以富集潜在噬菌体。 之后， 取 ５ ｍＬ 富集液

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤备用。 吸取 １００ μＬ Ｖ０３９ 菌液均匀涂布在营养

琼脂 （添加体积分数为 ２％ 的 ＮａＣｌ） 上， 吸取 １０ μＬ 富集液分数滴点于平板上， 晾干后置于 ３０ ℃培

养， ２４ ｈ 后观察点接处是否有空斑出现， 如有空斑即作为溶藻弧菌 Ｖ０３９ 的噬菌体进行挖斑纯化［１５］ 。
１􀆰 ２􀆰 ２　 噬菌体的纯化与效价测定

采用双层平板法进行纯化和效价测定。 将噬菌体形成的空斑挖到 ＳＭ 缓冲液中， ４ ℃ 过夜。 用无

菌生理盐水将浸提液稀释到合适梯度， 吸取 １００ μＬ 稀释液和 １００ μＬ 宿主菌液至 ６ ｍＬ 半固体 （含质

量分数为 ０􀆰 ６５％ 的琼脂） ＬＢ 肉汤 （提前置于 ５０ ℃保温） 中混合均匀， 倾倒在营养琼脂 （添加体积

分数为 ２％ 的 ＮａＣｌ） 上， 凝固后 ３０ ℃培养 １６ ｈ。 挑取单个噬菌斑至 ＳＭ 缓冲液中 ４ ℃ 过夜， 重复上

述操作对分离得到的噬菌体纯化 ３ ～ ５ 次。 噬菌体效价 （ＴＴ） 指的是每毫升样品中含有的具有侵染性

的噬菌体颗粒数， 又称噬菌斑形成单位数 （ｐｌａｑｕｅ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ） ［１６］ 。 检测样品梯度稀释后做双层平板

法培养， 每个梯度设 ３ 个平行， 取噬菌斑颗粒数在 ３０ ～ ３００ ｐｆｕ 之间为有效数据， 以平均数计算噬菌

体密度。
１􀆰 ２􀆰 ３　 噬菌体电镜观察

取噬菌体增殖液 ２０ μＬ （ ＞１０１０ ｐｆｕ ／ ｍＬ） 滴到铜网上吸附 ３０ ｍｉｎ， 用 ２％ （体积分数）磷钨酸（ＰＴＡ）负
染 １０ ｍｉｎ， 室温干燥后， 用透射电子显微镜观察并拍摄噬菌体的形态， 同时测量头部直径等数据［１７］ 。
１􀆰 ２􀆰 ４　 噬菌体基因组的提取和酶切分析

取噬菌体增殖液 （≥１０１０ ｐｆｕ ／ ｍＬ） 至无菌 ＥＰ 管中， 分别加入 ＤＮａｓｅ Ｉ 与 ＲＮａｓｅ Ａ 于 ３７ ℃ 反应

１ ｈ， 以去除噬菌体增殖液中游离的宿主菌 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ， ８０ ℃ 处理 １５ ｍｉｎ 使酶失活。 之后， 利用 ＴＩ⁃
ＡＮａｍｐ 病毒基因组 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 试剂盒提取噬菌体基因组。

酶切反应体系为 １０ μＬ［１８］ 。 分别取噬菌体基因组 ８ μＬ 于 ６ 个无菌 ＰＣＲ 管中， 再分别加入 １ μＬ 的酶

（ＤＮａｓｅ Ｉ、 ＲＮａｓｅ Ａ、 ＥｃｏＲ Ｉ、 ＥｃｏＲ Ｖ、 ＢａｍＨ Ｉ、 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ） 以及 １ μＬ 的 １０ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ， 于 ３７ ℃反应

１ ｈ。 将酶切产物置于１％ （质量分数） 琼脂糖凝胶中电泳 （１１０ Ｖ） ２４ ｍｉｎ， 使用凝胶成像系统观察电泳结果。
１􀆰 ２􀆰 ５　 噬菌体最佳感染复数测定

感染复数 （ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ＭＯＩ）， 指的是噬菌体在感染开始时噬菌体与宿主菌的比值。
测定方法参考张文惠等［１９］ 的实验方法， 培养宿主菌液至生长对数期， 按 ＭＯＩ 值为 １０００、 １００、 １０、
１、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ００１、 ０􀆰 ０００１、 ０􀆰 ０００ ０１ 各吸取 ５０ μＬ 的噬菌体液和宿主菌液到 ９００ μＬ 无菌 ＬＢ 肉

汤中， ３０ ℃ 、 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ８ ｈ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ， 用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤， 测定噬菌体效价。
效价最高的感染复数即为最佳感染复数。
１􀆰 ２􀆰 ６　 噬菌体一步生长曲线测定

参考王九儒等［２０］的研究方法， 按照感染复数为 ０􀆰 １ 的比例， 混合噬菌体液和宿主菌液， 宿主菌

液浓度为 １ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ， 总体积为 １ ｍＬ， ３０ ℃ 孵育 １０ ｍｉｎ， 让噬菌体充分吸附在宿主菌上，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎ， 弃上清液， 用 ＬＢ 肉汤洗涤 ２ 次去除未吸附的噬菌体， 加入 １ ｍＬ ＬＢ 肉汤重

悬。 置于 ３０ ℃的恒温培养箱中振荡培养， 并开始计时， 分别在 ０、 １０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０ ｍｉｎ时间

点取样， 测定噬菌体效价并绘制生长曲线。
１􀆰 ２􀆰 ７　 噬菌体的全基因组测序及生物信息学分析

噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的基因组利用第三代单分子测序平台 （ ＰａｃＢｉｏ ＳＭＲＴ） 进行全基因组测序分析。
利用 ＧｅｎｅＭａｒｋＳ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｏｐａｚ． ｇａｔｅｃｈ． ｅｄｕ ／ ＧｅｎｅＭａｒｋ ／ ）网站进行基因预测。 使用在线 ｂｌａｓｔｐ 工具（ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ＢＬＡＳＴ） 进一步对预测的基因进行注释。 使用软件 ＤＮＡ Ｐｌｏｔｔｅｒ 绘制全基

因组圈图。 用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件， 选择 Ｎ － 乙酰壁氨酰 － Ｌ － 丙氨酸酰胺酶 （ＯＲＦ６） 和大亚基终止酶

（ＯＲＦ１９） 两种蛋白进行系统进化树的构建。

·００４·
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２　 实验结果与分析
２􀆰 １　 噬菌体形态特征

以溶藻弧菌 Ｖ０３９ 为宿主， 采用点斑法筛选得到噬菌体 φＶ０３９Ｃ （见图 １ａ）， 经纯化后得到的噬菌

斑清晰， 直径在 １ ｍｍ 左右， 呈现出透明、 无晕圈的形态 （见图 １ｂ）。 通过电镜观察 （见图 １ｃ）， 该

噬菌体的头部结构是正廿面体结构， 头部直径 （５８． ９ ± ２． ９） ｎｍ， 尾长 （１０５． ２ ± ５． ７） ｎｍ。 根据国际

病毒分类委员会 （ＩＣＴＶ） 第九次报告的病毒分类系统［２１］ ， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 在分类上可能属于有尾噬

菌体目 （Ｃａｕｄｏｖｉｒａｌｅｓ） 长尾噬菌体科 （Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ）。

图 1 噬菌体 φV039C 噬菌斑形态及电镜照片

Fig.1 Plaque morphology and electron micrograph of phage φV039C

a) 点斑法噬菌斑
Plaque morphology by dot method

b) 双层板噬菌斑
Plaque morphology by double plate method

c) 电镜照片
Electron micrograph

２􀆰 ２　 噬菌体基因组酶切结果

酶切产物电泳结果 （见图 ２） 显示： 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的基因组能被 ＤＮａｓｅ Ｉ 降解， 但不能被

ＲＮａｓｅ Ａ 降解， 说明其基因组类型是 ＤＮＡ； 电泳结果也表明其基因组上有 ＥｃｏＲ Ｖ、 Ｈｉｎｄ Ⅲ和 ＥｃｏＲ Ｉ
的酶切位点， 但没有 ＢａｍＨ Ｉ 酶切位点。 因此， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 基因组类型属于 ｄｓＤＮＡ。
２􀆰 ３　 噬菌体的最佳感染复数

按照不同的感染复数 （ＭＯＩ） 混合噬菌体和宿主菌液培养 ８ ｈ 之后， 用双层板测定各个 ＭＯＩ 的效

价。 实验结果 （见表 １） 表明， 当噬菌体与宿主比值为 ０􀆰 １ 时， 噬菌体效价最高， 能够达到 ３􀆰 ３４ ×
１０１０ ｐｆｕ ／ ｍＬ， 因此噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的最佳感染复数为 ０􀆰 １。

M DNaseI RNaseA EcoR I EcoRV BamH I Hind III
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图 2 噬菌体 φV039C 基因组的酶切电泳图

Fig.2 Electrophoretic map of phage φV039C
genome digested products

bp

表 １　 不同感染复数下噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的效价

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｐｈａｇｅ φＶ０３９Ｃ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

感染复数
ＭＯＩ

初始含量 Ｉｎｉｔｉａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ

噬菌体 Ｐｈａｇｅ
／ （ｐｆｕ·
ｍＬ － １ ）

宿主菌 Ｈｏｓｔ
／ （ｃｆｕ·
ｍＬ － １ ）

噬菌体终含量
Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆ ｐｈａｇｅ
／ （ｐｆｕ·ｍＬ － １ ）

１０００ １０７ １０４ ４． ９０ × １０８

１００ １０７ １０５ ４． ８０ × １０８

１０ １０７ １０６ ２． ４０ × １０９

１ １０６ １０６ ３． １０ × １０１０

０． １ １０５ １０６ ３． ３０ × １０１０

０． ０１ １０４ １０６ ８． １０ × １０９

０． ００１ １０３ １０６ １． ７０ × １０９

０． ０００１ １０２ １０６ ２． ４０ × １０８

２􀆰 ４　 噬菌体的一步生长曲线

由噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的一步生长曲线 （见图 ３） 可得出， 噬菌体与宿主菌混合培养 ２０ ｍｉｎ， 效价无

·１０４·
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图 3 噬菌体 φV039C 的一步生长曲线

Fig.3 One step growth curve of phage φV039C

明显 变 化， 因 此 噬 菌 体 φＶ０３９Ｃ 的 潜 伏 期 为

２０ ｍｉｎ； ２０—３０ ｍｉｎ 噬菌体效价呈现上升趋势；
３０ ｍｉｎ 后噬菌体效价稳定。 由此得， 噬菌体爆发

期为培养后 １０ ｍｉｎ。 噬菌体裂解量 ＝ 爆发期末期

噬菌体密度 ／ 初始受感染宿主菌密度 ＝ （５． ０６ ×
１０７ ） ／ （３． １０ × １０５ ） ＝ １６３ ｐｆｕ ／ ｃｅｌｌ。
２􀆰 ５　 噬菌体全基因组分析

第三代单分子测序平台测序结果表明， 噬菌

体 φＶ０３９Ｃ 的 基 因 组 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＭＮ９５６５１５） 为环形双链 ＤＮＡ， 全长为 ４３ ４０５ ｂｐ，
Ｇ ＋ Ｃ 含量为 ４２􀆰 ９５％ （ 见图 ４ ）。 共注释得到

７７ 个开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ）。 其中， 已知功能阅读框有 １７ 个， 假想蛋白有 ２０ 个，
未注释出的阅读框有 ４０ 个。 核酸序列长度在 ２１３ ～ ２４３６ ｂｐ， 对应的蛋白质序列长度在 ７１ ～ ８１２。 所有

ＯＲＦ 共含有 ４０ ８７０ ｂｐ 的碱基， 基因组的基因密度为 ９４􀆰 ２０％ 。

图 4 噬菌体 φV039C 全基因组的组成结构图

Fig.4 The whole genome structure of phage φV039C

用 ＮＣＢＩ 网站的 ｂｌａｓｔｎ （ｍｅｇａｂｌａｓｔ） 程序进行噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的基因序列比对， 在得到的同源序

列中， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 与溶藻弧菌噬菌体 ＮＦ （ＭＮ８１２７２２）、 副溶血弧菌噬菌体 Ｓｅａｈｏｒｓｅ （ＭＮ５１２５３８）
的比对覆盖率最高， 同为 １１％ ， 一致性分别为 ９２􀆰 ２％ 和 ９３􀆰 ３％ ， 即从基因组来看， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ
与这二者最为接近。 二者在分类上均属于有尾噬菌体目长尾噬菌体科。 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 与溶藻弧菌噬

菌体 ＰＶＡ１ （ＫＪ３９５７７８） 的覆盖率次之， 为 ２％ ， 其余检索结果覆盖率仅为 １％ 。 使用 Ｍａｕｖｅ 软件对

３ 个基因组进行共线性比对分析 （见图 ５）， 发现三者相互之间存在 ５ 个同源片段， 但位置、 顺序不

同， 相似性也不高。

·２０４·
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由全基因组的比对结果可见， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 与现有 ＮＣＢＩ 登录的其他噬菌体基因组相似区的比

例很低， 是一株新型的溶藻弧菌噬菌体。

图 5 噬菌体 φV039C 与噬菌体 NF、噬菌体 Seahorse 基因组的共线性分析
Fig.5 Collinearity analysis of phage φV039C with phage NF and phage Seahorse

２􀆰 ６　 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 功能性 ＯＲＦ 的分析

对噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的基因组进行 ＯＲＦ 注释， 共注释出 ７４ 个 ＯＲＦ （见表 ２）。

表 ２　 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的开放阅读框注释表

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ｐｈａｇｅ φＶ０３９Ｃ

开放阅读框
ＯＲＦ

开放阅读框名称
ＯＲＦ ｎａｍｅ

相似性
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ（％ ）

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

１ 重组酶 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ７４ ＷＰ＿０５７１０１６３７
３ 单链 ＤＮＡ 结合蛋白 Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ７９ ＷＰ＿０２０３３０８２４
６ Ｎ⁃乙酰壁氨酰⁃Ｌ⁃丙氨酸酰胺酶 Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｍｕｒａｍｏｙｌ⁃Ｌ⁃ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｄａｓｅ ５６ ＹＰ＿００９１２６５３８

１９ 大亚基终止酶 ＴｅｒＬ，ｌａｒｇｅ⁃ｓｕｂｕｎｉｔ ｔｅｒｍｉｎａｓｅ ６５ ＹＰ＿００７００６４１１
２５ 通道蛋白 Ｐｏｒｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ５１ ＹＰ＿００９１０３２９３
２６ Ｍｕ ｇｐＦ 类蛋白 Ｍｕ ｇｐＦ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ４６ ＹＰ＿００９１０３２９４
２８ 次要衣壳蛋白 Ｍｉｎｏｒ ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ６２ ＹＰ＿００９１０３２９８
２９ 主要衣壳蛋白 Ｍａｊｏｒ ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ６５ ＹＰ＿００９１０３２９９
３９ 尾部装配配子 Ｔａｉｌ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ３５ ＹＰ＿００９１０３３１１
４０ 卷尺测量蛋白 Ｔａｐｅ ｍｅａｓｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３７ ＹＰ＿００９１０３３１３
４２ 噬菌体相关蛋白 Ｐｈａｇｅ ｒｅｌａｔｅｄ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ３９ ＷＰ＿０４９２４６８０３
４３ Ｐ２ ｇｐＤ 类蛋白 Ｐ２ ｇｐＤ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ４６ ＹＰ＿００９１０３３１６
４４ Ｐ２ ｇｐＶ 类蛋白 Ｐ２ ｇｐＶ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ５３ ＹＰ＿００９１０３３１７
４５ Ｐ２ ｇｐＷ 类蛋白 Ｐ２ ｇｐＷ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３６ ＹＰ＿００９１０３３１８
４６ Ｐ２ ｇｐＪ 类蛋白 Ｐ２ ｇｐＪ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ４４ ＹＰ＿００９１０３３１９
４９ 交叉连接内脱氧核糖核酸酶 Ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ ３６ ＷＰ＿００１５６３２１２
５７ ＤＮＡ 结合蛋白 ＤＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ５８ ＷＰ＿０４６２０５８４６
５８ 转录调控因子 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ４４ ＷＰ＿０４９５９２８０８
６５ ＤＮＡ 螺旋酶 ＤＮＡ ｈｅｌｉｃａｓｅ ３９ ＷＰ＿０４６３６０９０８
６６ ＤＮＡ 结合蛋白 ＤＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４５ ＷＰ＿０６０４２４８５９

　 　 说明： 上述有功能注释的 ＯＲＦ 共 ２０ 个。 另有假想蛋白 ３０ 个 （ＯＲＦ 序号分别为 ２、 ４、 １０、 １２、 １４ － １５、 １８、 ２０、
２４、 ２７、 ３０ － ３７、 ４１、 ４７ － ４８、 ５０ － ５１、 ５６、 ５９ － ６０、 ６２、 ６７ － ６８、 ７０）， 以及未比对到结果的 ＯＲＦ ２４ 个 （序号分别

为 ５、 ７ － ９、 １１、 １３、 １６ － １７、 ２１ － ２３、 ３８、 ５２ － ５５、 ６１、 ６３ － ６４、 ６９、 ７１ － ７４） 未列出。
Ｎｏｔｅｓ： Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ２０ ＯＲＦｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ． ３０ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ＯＲＦ ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｒｅ ２， ４， １０， １２， １４ － １５， １８， ２０，

２４， ２７， ３０ － ３７， ４１， ４７ － ４８， ５０ － ５１， ５６， ５９ － ６０， ６２， ６７ － ６８， ７０） ａｎｄ ２４ ＯＲＦｓ ｗｉｔｈ ｕｎｋｎｏｗｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ （ ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ

ａｒｅ ５， ７ － ９， １１， １３， １６ － １７， ２１ － ２３， ３８， ５２ － ５５， ６１， ６３ － ６４， ６９， ７１ － ７４） ｎｏｔ ｌｉｓｔｅｄ．
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表 ２ 中的 ＯＲＦ１ （重组酶）、 ＯＲＦ３ （单链 ＤＮＡ 结合蛋白）、 ＯＲＦ４９ （连接内脱氧核糖核酸酶）、
ＯＲＦ５７ （ＤＮＡ 结合蛋白）、 ＯＲＦ５８ （转录调控因子）、 ＯＲＦ６５ （ ＤＮＡ 螺旋酶）、 ＯＲＦ６６ （ ＤＮＡ 结合蛋

白） 与噬菌体 ＤＮＡ 复制有关； ＯＲＦ６ （Ｎ － 乙酰壁氨酰 － Ｌ － 丙氨酸酰胺酶） 为裂解酶， 属于噬菌体

的裂解系统； ＯＲＦ２５ （孔道蛋白）、 ＯＲＦ２８ （次要衣壳蛋白）、 ＯＲＦ２９ （主要衣壳蛋白）、 ＯＲＦ３９ （尾

部装配子） 等属于噬菌体结构蛋白。
２􀆰 ７　 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 比较基因组学和系统发育树的构建

为探究噬菌体 φＶ０３９Ｃ 与其他噬菌体的进化关系， 选择 Ｎ － 乙酰壁氨酰 － Ｌ － 丙氨酸酰胺酶 （ＯＲＦ６）
和大亚基终止酶 （ＯＲＦ１９） 两种蛋白进行系统进化树的构建。 从基于 Ｎ －乙酰壁氨酰 － Ｌ － 丙氨酸酰胺酶构

建的系统进化树可以看出， φＶ０３９Ｃ 与副溶血弧菌噬菌体 Ｓｅａｈｏｒｓｅ、 溶藻弧菌噬菌体 ＮＦ 有着较近的亲缘关

系 （见图 ６）， 这与全基因组的 ｂｌａｓｔ 结果相近。 而从基于大亚基终止酶构建的系统进化树可以看出， 噬菌

体 φＶ０３９Ｃ 与灿烂弧菌噬菌体 １． １４４． ０． ＿１０Ｎ． ２８６． ４５． Ｂ３ 在同一分支上 （见图 ７）， 后者在分类上也同样属于

长尾噬菌体科。 综上所述， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 在分类上应归属有尾噬菌体目长尾噬菌体科。

图 6 基于 N-乙酰壁氨酰-L-丙氨酸酰胺酶的系统进化树

Fig.6 Phylogenetic tree based on N-acetylmuramoyl-L- alanine amidase

图 7 基于大亚基终止酶（Terl）的系统进化树

Fig.7 Phylogenetic tree based on large鄄subunit terminase

·４０４·
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３　 讨论
在抗生素广泛使用的今天， 细菌耐药性已然成为 ２１ 世纪人类健康最大的威胁之一。 而噬菌体在

替代抗生素进行细菌性疾病的治疗方面有很大的应用潜力。 目前文献报道的噬菌体大部分属于有尾噬

菌体目， 其最大特点就是有与宿主识别和核酸注射有关的尾部［２２］ 。 而有尾噬菌体目包括短尾噬菌体

科 （Ｐｏｄｏｖｉｒｉｄａｅ）、 肌尾噬菌体科 （Ｍｙｏｈｏｖｉｒｉｄａｅ） 和长尾噬菌体科。 Ｌｉｎ 等［２３］和张建城［２４］的研究中所

分离得到的溶藻弧菌噬菌体属于短尾噬菌体科； 付汉清等［２５］ 和欧阳敏等［２６］ 分离得到的溶藻弧菌噬菌

体属于肌尾噬菌体科； 本研究分离得到的溶藻弧菌噬菌体 φＶ０３９Ｃ 在分类上应属于长尾噬菌体科， 其

拥有长且灵活的尾部。 溶藻弧菌的噬菌体尾部形态多样， 对噬菌体的吸附与侵染具有重要作用， 同时

也是分类上非常重要的判断依据。
噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的基因组与数据库中已知的基因组相似区覆盖率较低， 是一株完全新型的噬菌

体。 在 φＶ０３９Ｃ 的基因组注释出的 ７４ 个 ＯＲＦ 中， 有 ２０ 个是已知功能的 ＯＲＦ （占比 ２７％ ）， 其余为未

知功能的假想蛋白。 而据于浩［２７］ 、 沈婵娟［２８］ 、 江莉莎等［２９］ 、 韦德源等［３０］ 的报道， 其研究对象———
根瘤菌、 嗜水气单胞菌、 分歧杆菌、 大肠杆菌的噬菌体基因组中已知功能的 ＯＲＦ 占比分别为 １８％ 、
２５％ 、 ３４％ 、 ４４％ ， 这说明大部分噬菌体还存在许多未知功能的基因。

大多数烈性噬菌体的遗传物质中都有与编码复制相关的酶的区域［３１］ 。 同样， 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 已

知功能 ＯＲＦ 中也有多个与 ＤＮＡ 复制调控、 核酸代谢有关的 ＯＲＦ （ ＯＲＦ１、 ＯＲＦ４９、 ＯＲＦ５７、 ＯＲＦ５８、
ＯＲＦ６５ 等）， 这些蛋白帮助其遗传物质进入宿主细胞后利用宿主的酶系统进行自身遗传物质的复制和

蛋白的表达。 其中， ＯＲＦ４９ （交叉连接内脱氧核糖核酸酶） 能够水解宿主细胞内的脱氧核糖核酸， 以

便为噬菌体合成 ＤＮＡ 提供脱氧核糖核苷酸［３２］ 。
噬菌体的基因组有多种类型， 分别为 ｓｓＤＮＡ、 ｄｓＤＮＡ、 ｓｓＲＮＡ、 ｄｓＲＮＡ［２２］ 。 本研究中噬菌体

φＶ０３９Ｃ 基因组类型属于 ｄｓＤＮＡ， 而 ｄｓＤＮＡ 噬菌体组装的重要步骤就是将 ＤＮＡ 紧紧包裹在衣壳

中［３３］ 。 这一过程需要大亚基终止酶、 小亚基终止酶和通道蛋白组合成一个 “ＤＮＡ 包装机” 来协助完

成［３４］ 。 另外， 通道蛋白还能够帮助噬菌体在自身衣壳中形成通道， 使其能够更好地将自己的基因组

注射到宿主细胞中［３５］ 。 噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的 ＯＲＦ１９ 和 ＯＲＦ２５ 分别编码大亚基终止酶和通道蛋白， 但是

未发现编码小亚基终止酶的 ＯＲＦ。
噬菌体可用于分类的形态特征太少， 同源基因也不多。 裂解酶是噬菌体中比较常见的一类基因，

在分类上具有重要的价值。 裂解酶根据作用方式可以分为三种， 分别是溶菌酶、 酰胺酶和内肽酶［３６］ 。
高明明等［３７］分离到的肺炎克雷伯菌噬菌体的裂解系统仅有一个相关基因 ＯＲＦ４８ （细胞内溶素）， 属

于溶菌酶。 溶菌酶是常见的裂解酶， 其作用方式是作用于细菌细胞壁上的肽聚糖， 增加其溶解性， 使

细胞由内部破裂， 释放子代噬菌体［３８］ 。 本研究中噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的裂解系统也仅有一个相关基因，
即 ＯＲＦ６ （Ｎ － 乙酰壁氨酰 － Ｌ － 丙氨酸酰胺酶）， 属于酰胺酶， 其作用方式是水解细胞壁中的 Ｎ － 乙

酰胞壁酸和 Ｌ － 丙氨酸之间的酰胺键， 从而使宿主细胞破裂， 释放子代噬菌体。 此外， 噬菌体因其宿

主特异性较高， 在实际应用中有较大的限制， 而裂解酶的宿主特异性较小， 因此越来越多的学者开始

专注于噬菌体裂解酶的研究及裂解酶的克隆表达。
噬菌体 φＶ０３９Ｃ 的结构蛋白中， ＯＲＦ２８ 和 ＯＲＦ２９ 分别编码次要衣壳蛋白和主要衣壳蛋白。 衣壳

蛋白作为噬菌体的外壳， 能够紧紧地包裹住噬菌体的遗传物质。 因其编码序列具有高度的保守性， 所

以也常用于噬菌体的分类［３９］ 。 ＯＲＦ３９ （尾部装配配子） 和 ＯＲＦ４０ （卷尺测量蛋白） 与尾部的装配以

及部分功能有关， 卷尺测量蛋白能够在噬菌体尾部伸缩时控制尾部的长度［４０］ 。
虽然噬菌体在自然界丰度极高 （据估计超过 １０３１个）， 但是目前 ＮＣＢＩ Ｇｅｎｏｍｅ 数据库中仅有 ９０００

余条噬菌体完整基因组， 且没有对应宿主的基因组信息， 因此噬菌体在基因组及其功能注释的研究方

面还存在很多未知领域。 本文对分离得到的一株新型溶藻弧菌噬菌体 φＶ０３９Ｃ 进行生物学特性和全基

因组的研究， 对探索噬菌体未知领域， 以及进一步将噬菌体投入到实际应用提供了重要的理论依据。

·５０４·
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