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【摘要】 目的 对从医院污水中分离筛选的特异裂解多重耐药肺炎克雷伯菌的噬菌体vB_KpnP_QH2(简称 QH2)进

行生物学特性和基因组信息分析。 方法 将从医院污水中获得噬菌体 QH2用琼脂双层平板法分离纯化,测定 QH2
生物学特性,用电镜观察其形态大小;通过测序得到QH2全基因组信息并进行注释和分析。 结果 QH2属于Slope-
kvirinae亚科,Drulisvirus属,有尾噬菌体;QH2裂解宿主菌可形成有晕环的噬菌斑;QH2的最佳感染复数为0.00001;

其感染潜伏期为5
 

min,爆发期为15
 

min,20
 

min后进入稳定期,裂解量为2.8×109
 

pfu/cell。QH2基因组全长43
 

083
 

bp,为双链DNA,GC含量53.88%;预测并注释52个开放阅读框,不包含tRNA结构、毒力因子和耐药基因;序列分析显

示QH2的ORF12和ORF13编码裂解细菌相关蛋白。 结论 从医院污水中分离筛选的QH2能特异裂解多重耐药肺

炎克雷伯菌,其生物学特性稳定、安全,为研究噬菌体与宿主间的相互作用及多重耐药细菌感染的治疗提供实验材料。
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【Abstract】 Objective Biological
 

characteristics
 

and
 

genomic
 

information
 

analysis
 

of
 

bacteriophage
 

vB_KpnP_QH2
 

(abbreviated
 

as
 

QH2),which
 

is
 

specifically
 

lytic
 

to
 

multiple
 

drug-resistant
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

isolated
 

and
 

screened
 

from
 

hospital
 

sewage. Methods The
 

agar
 

double-layer
 

plate
 

method
 

was
 

used
 

to
 

isolate
 

and
 

purify
 

the
 

bacteriophage
 

QH2
 

obtained
 

from
 

hospital
 

sewage,and
 

the
 

biological
 

characteristics
 

of
 

QH2
 

were
 

determined.
 

The
 

morphological
 

obser-
vation

 

was
 

conducted
 

to
 

analyze
 

its
 

shape
 

and
 

size
 

by
 

electron
 

microscopy.
 

The
 

QH2
 

genome
 

was
 

annotated
 

and
 

analyzed
 

by
 

sequencing
 

technology. Results QH2
 

has
 

an
 

icosahedral
 

head
 

and
 

a
 

retractable
 

tail.
 

It
 

belongs
 

to
 

a
 

tailed
 

phage
 

spe-
cies

 

of
 

the
 

genus
 

Slopekvirinae,subfamily
 

Drulisvirus,and
 

has
 

a
 

close
 

evolutionary
 

relationship
 

with
 

Klebsiella
 

phage
 

VLC1.
 

QH2
 

lysis
 

of
 

the
 

host
 

bacteria
 

can
 

form
 

bacteriophage
 

plaques
 

with
 

halo
 

rings.
 

The
 

optimal
 

multiplicity
 

of
 

infec-
tion

 

is
 

0.0001,the
 

one-step
 

growth
 

curve
 

revealed
 

that
 

phage
 

QH2
 

had
 

an
 

infection
 

duration
 

of
 

40
 

minutes,5
 

minutes
 

la-
tent

 

period,and
 

a
 

highly
 

specific
 

to
 

host
 

strain,with
 

a
 

lysis
 

amount
 

is
 

2.8×109pfu/cell.
 

The
 

genome
 

of
 

QH2
 

is
 

43
 

083
 

base
 

pairs,double-stranded
 

DNA
 

(dsDNA),with
 

a
 

G+C
 

content
 

of
 

53.88%;It
 

contains
 

52
 

open
 

reading
 

frames
 

that
 

were
 

predicted
 

and
 

annotated,not
 

including
 

tRNA,virulence
 

factors,and
 

antibiotic
 

resistance
 

genes.
 

Sequence
 

analysis
 

showed
 

that
 

ORF12
 

and
 

ORF13
 

of
 

QH2
 

encode
 

bacteriolytic-related
 

proteins. Conclusion QH2,which
 

is
 

specifically
 

lytic
 

to
 

multiple
 

drug-resistant
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

isolated
 

and
 

screened
 

from
 

hospital
 

sewage,has
 

stable
 

and
 

safe
 

biological
 

characteristics,providing
 

experimental
 

materials
 

for
 

the
 

study
 

of
 

the
 

interaction
 

between
 

bacteriophages,their
 

hosts,and
 

the
 

treatment
 

of
 

multiple
 

drug-resistant
 

bacterial
 

infections.
【Key

 

words】 Klebsiella
 

pneumoniae;phage;biological
 

characteristics;genome
 

analysis

 ***肺炎克雷伯菌(Klebsiella
 

pneumoniae,KP)兼
性厌氧,属于肠杆菌科的革兰阴性菌,可以引起尿路、
呼吸道以及手术部位的感染。KP属于条件致病菌,
可定植于人或动物的上呼吸道、胃肠道等各种粘膜表

面,尤其胃肠道部位,是后续该菌传播到其他部位的储
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存库。KP是医院感染细菌之一,检出率仅次于大肠

埃希菌[1-3]。近几年高致病力 KP毒株分离的数量不

断增多,健康人群对KP也变得易感,特别是感染耐碳

青霉烯类KP(carbapenem-resistant
 

Klebsiella
 

pneu-
moniae,CRKP)病例的出现[4]。KP存在多种耐药机

制,例如耐药质粒介导的超广谱β-内酰胺酶可对包括

第三代头孢菌素在内的多种抗生素产生耐药。外膜蛋

白缺失和药物靶点的突变均可产生耐药,且耐药情况

日益严重,进一步加剧了抗生素治疗的困境,寻找包括

噬菌体在内的替代抗菌疗法[5-7]显得尤为重要。
多重耐药KP(MDR-KP)的噬菌体治疗在病人体

内和体外都已成功应用,成为替代抗生素解决病原菌

耐药问题的另一重要途径[8-11]。噬菌体是存在于自然

界的天然病毒,有显著的优势特点:1)安全性高,专门

针对特定宿主菌而不针对人细胞或共生微生物群;2)
噬菌体可通过自我复制大量扩增,从而导致宿主菌的

裂解;3)噬菌体对于耐药菌的裂解可降低细菌耐药性

的出现[12-13]。当前,噬菌体已被用于治疗MDR-KP引

起的感染[14],并取得了良好治疗效果,这使得噬菌体

治疗再次成为热点。MDR-KP在医院分离比率持续

增长,抗生素治疗的选择和配比困难加重,新的耐药菌

株不断出现,相关耐药基因持续突变,导致新的耐药菌

株对已有噬菌体表现为抗性表型,因此需要分离新的

噬菌体不断补充噬菌体治疗库,应对抗菌治疗的困境。
同时,噬菌体作为一种潜在的抗菌剂,具有明显的生物

学特性,如具有特定的宿主范围、最佳感染复数、温度

和pH稳定性等,这些特性也会限制噬菌体作为抗菌

剂的应用和工业化生产。因此,分离新型噬菌体,进一

步研究其相关的表征特异性具有重要意义。
本研究对从医院污水中分离的1株针对KP的新

型裂性噬菌体vB_KpnP_QH2(简称 QH2)进行生物

学特性分析及鉴定,利用全基因组测序技术对噬菌体

序列进行比对分析、基因注释及功能预测,为KP感染

的噬菌体治疗提供实验材料。

材料与方法

1 材料

1.1 菌种来源 11株不同类型的KP由中国疾病预

防控制中心传染病控制所提供;裂解型 KP噬菌体

QH2由本室从医院污水中分离鉴定并保存。

1.2 主要仪器和试剂 超纯水仪(GIBCO,Invitro-
gen),恒温培养箱(GH400OAB,泰斯特),立式高速离

心机(CR22N,Himac),0.45
 

μm过滤器(Merck
 

Milli-
pore),噬菌体基因组DNA提取试剂盒(ABigen),透
射电子显微镜(HT7700,日立)。

2 方法

2.1 噬菌体的分离纯化 医院污水样品加入5
 

mL
 

SM缓冲液过夜培养,进行噬菌体的分离筛选。取-80
 

℃保存的QHQHC宿主菌三区划线至普通培养基上,
置恒温培养箱中培养。挑取单克隆菌斑至4

 

mL
 

LB
中,于37

 

℃、220
 

r/min摇床培养至对数培养期(A600
值约为0.5);吸取滤液100

 

μL加入4
 

mL
 

QHQC菌

液中,37
 

℃、
 

220
 

r/min摇床过夜培养;第2
 

d取菌液,

4
 

℃、5
 

500
 

g离心10
 

min,取上清,经0.45
 

μm一次性

过滤器过滤,滤液即为富集的噬菌体原液[15]。利用双

层平板法对噬菌体进行纯化培养,挑取单噬斑,将噬菌

体纯化至噬斑大小均一。

2.2 噬菌体DNA提取 取纯化的QH2,加入DNase
 

1和 RNase
 

A 水 浴,再 加 入 NaCl冰 浴,并 通 过

PEG8000震荡溶解,使 QH2充分沉淀;离心弃上清,
使用噬菌体 DNA提取试剂盒按照说明书方法提取

DNA,取50
 

μL
 

DNA进行测序。

2.3 噬菌体电镜观察 取纯化的QH2悬液以5
 

000
 

r/min离心2
 

min,弃上清,取沉淀使用0.45
 

μm滤器

进行过滤。反复操作3次。取最后所得滤液1滴滴在

铜网上,静置10
 

min,随后用滤纸吸去边缘多于液体,
使用2%磷钨酸(PTA)进行染色,再吸去多于染液,室
温干燥30

 

min后使用透射电子显微镜观察并拍照。

2.4 噬菌体最佳感染复数(MOI)测定 将宿主菌

QHQC培养至对数生长期约为108
 

CFU/ml,按
 

照
 

MOI(噬菌体浓度(PFU/mL)/细菌浓度
 

(CFU/m
 

L))分别为10、1、0.1、0.01、0.001、0.0001、0.00001
和0.000001的比例混合。将不同比例的混合液放入

37
 

℃恒温培养箱10
 

min,8
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃
上清;将沉淀用LB混悬,吸取1

 

mL转入4
 

mL
 

LB液

体培养基中37
 

℃、220
 

r/min
 

摇床培养3
 

h,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心15
 

min后使用0.45
 

μm滤器过滤,收
集上清,利用双层平板法测定噬菌体滴度,计算 MOI。
试验平行重复3次,取平均值。

2.5 噬菌体一步生长曲线测定 在最佳 MOI条件

下,取1
 

mL对数生长期(1×108CFU/mL)的宿主菌

QHQC与噬菌体按照一定比例混合,置37
 

℃恒温培

养箱孵育20
 

min,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上

清;加入1
 

mL
 

LB
 

重悬沉淀,再次离心,弃上清。共重

复3次以除去未吸附的噬菌体。用1
 

mL
 

LB将沉淀

悬起,转入9
 

mL
 

LB中,置37
 

°C恒温培养箱培养,分
别在培养的0时起每间隔10

 

min取样,测定噬菌体效

价。以感染时间(t)为横坐标,噬菌体滴度(PFU/mL)
为纵坐标绘制一步生长曲线图。试验重复3次。

2.6 噬菌体基因组测序分析 取 QH2
 

DNA,使用

Illumina平 台 对 QHQC2 进 行 全 基 因 测 序,采 用

FastQC(v0.11.5)软件分析数据质量,Soapnuke
 

(v2.
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0)去除低paired
 

reads
 

(带接头adapter,sQ≤20)、

ployX序列,使用BWA(v0.7.17)把clean
 

reads与宿

主基因组比对,宿主的参考信息为klebsiella
 

pneu-
moniae,过滤比对长度低于reads总长80%的比对结

果。使用 Megahit
 

(v1.1.2)软件对clean
 

data进行
 

de
 

novo组装,最终得到完整基因组。使用Rapid
 

An-
notation

 

using
 

Subsystem
 

Technologies(RAST,ht-
tps://rast.nmpdr.org/)对全基因组信息进行注释。
使用NCBI数据库的局部比对搜索工具(BLASTp)手
动验证所有预测的开 ORFs。使用TMHMM 服务器

v2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM)
和tRNA

 

Scan-SE(https://Lowel
 

ab.ucsc.edu/tR-
NAs

 

CAN-SE/)以默认参数分别筛选所有编码潜在跨

膜区蛋白的 ORF基因和鉴定可能的tRNA 编码基

因。使用BRIG(v0.95)和Easyfig
 

(v.2.0)生成基因

组结构注释图。使用 VFDB和 ResFinder
 

(https://

www.mgc.ac.cn/vfs/main;https://cge.cbs.dtu.
dk/service/resfinder/)对噬菌体的毒力因子和耐药基

因进行分析。从NCBI数据库下载QHQC2近缘噬菌

体的衣壳蛋白和末端大亚基序列,使用MEGA
 

X构建

系统发育树,模型使用ClustaW 选项和邻接法,并重

复1
 

000次。

结 果

1 噬菌体的分离纯化

QH2经过纯化培养后利用双层平板测定滴度,结
果如图1。在双层板上可见空的噬菌斑,噬斑周围会

出现晕环,中心呈现透亮,表明QH2属于裂解性较强

的噬菌体,周围的晕环提示 QH2可能具备产生解聚

酶的能力。

图
 

1 噬菌体vB_KpnP_QH2在含有宿主菌QHQC培养基

(0.7%琼脂)上形成的噬菌斑

Fig.1 The
 

plaque
 

of
 

bacteriophages
 

vB_KpnP_QH2.Plaque
 

morphology
 

of
 

phage
 

vB_KpnP_QH2
 

on
 

a
 

bacterial
 

lawn
 

of
K.

 

pneumoniae
 

QHQC
 

in
 

nutrient
 

broth
 

with
 

0.7%
 

agar

2 噬菌体裂解谱

取8株 KP进行双层板试验,结果如表1。QH2
对其中3株具有裂解能力。

表
 

1 QH2裂解谱
Table

 

1 Lysis
 

spectrum
 

of
 

phage
 

QH2
菌株编号
No.

裂解性
Lytic

 

ability
A5570(耐药) +
A4813(耐药) +
A3877(耐药) -
A4465(耐药) -
A5379(敏感) -
A4652(敏感) -
A4645(敏感) -
A2951(敏感) +

  注:“+”为裂解;“-”为不裂解。
 

Notes:“+”
 

Indicatescleavage;“-”
 

Indicates
 

no
 

cleavage.

3 噬菌体的形态特征

透射电子显微镜观察QH2属于有尾噬菌体目长

尾科噬菌体,由一个头部约为70
 

nm的正二十面体和

尾部约为120
 

nm的一个不可收缩尾巴所组成(图2)。

图
 

2 噬菌体QH2电镜图(比例尺100nm)
Fig.2 TEM

 

observation
 

of
 

bacteriophage
 

QH2
 

(sacle
 

100nm)

4 噬菌体 MOI测定

将宿主菌QHQC和QH2按照一定比例混合,测
定噬菌体的MOI,结果如图3。当MOI=0.00001时,

QH2侵染宿主能够释放数量最多的子代噬菌体,QH2
能够产生最大滴度,即0.00001是QH2的最佳 MOI。

图
 

3 噬菌体QH2最佳感染复数

Fig.3 Multiplicity
 

of
 

infection
 

of
 

bacteriophage
 

QH2
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5 噬菌体一步生长曲线

如图4所示,当 MOI为0.00001时,QH2潜伏期

为5
 

min,爆发期为15
 

min;20
 

min之后进入平台期,
裂解量为2.8×109

 

pfu/cell。

  注:每个感染细胞的PFU对应不同时间点,每个黑色圆点代表3
次独立试验的平均值,误差线为标准差。

图
 

4 噬菌体一步生长曲线

Notes:The
 

PFU
 

of
 

each
 

infected
 

cell
 

is
 

shown
 

at
 

different
 

time
 

points.
 

Eachblack
 

point
 

represents
 

the
 

mean
 

of
 

three
 

independent
 

ex-
periments,and

 

the
 

error
 

bar
 

represents
 

the
 

standard
 

deviation.
Fig.4 One-step

 

growth
 

curve
 

of
 

bacteriophage
 

of
 

QH2

6 基因序列分析

QH2基因组全长43083bp,为双链DNA,GC含

量53.88%,基因组首尾末端包含一个127
 

bp的重复

序列。使用TMHMM和tRNA
 

Scan-SE数据库分析

噬菌体序列,未找到tRNA结构和跨膜蛋白。VFDB
和ResFinder分析显示QH2不携带已知的毒力因子

和耐药基因。使用 RAST进行注释并使用 NCBI蛋

白数据库验证,共预测到52个开放阅读框(ORFs),占
全基因组的93.02%,且所有ORF均在一个方向上转

录(图5)。

注:中间的黑色圆圈表示GC内容;紫色圆圈表示GC偏斜。
图

 

5 噬菌体QH2全基因组图谱
Notes:The

 

black
 

circle
 

in
 

the
 

middle
 

represents
 

the
 

GC
 

content;the
 

violet
 

circle
 

represents
 

GC
 

skew.
Fig.5 The

 

genetic
 

and
 

physical
 

organization
 

of
 

QH2
 

genome

开放阅读框(ORFs)分析如表2,有19个为假设

蛋白,33个CDS编码具有结构、DNA包装、裂解、代
谢、DNA复制和转录等功能的蛋白质,表明该噬菌体

功能较完整。

表
 

2 QH2基因组ORF分析
Table

 

2 The
 

ORF
 

analysis
 

of
 

QH2
 

genome
开放

阅读框
ORFs

开始
Start

结束
Stop

链
Strand

功能
Function

ORF1 1 127 + repeat
 

region
ORF2 3 3443 + peptidoglycan

 

lytic
 

exotransglycosylase
ORF3 3445 4368 + Phage

 

non-contractile
 

tail
 

fiber
 

protein
 

Gp17
ORF4 4380 4682 + Phage

 

terminase
 

small
 

subunit
 

Gp18,DNA
 

packaging
ORF5 4682 5254 + Phage

 

terminase
 

large
 

subunit
 

Gp19,DNA
 

packaging
ORF6 5598 6212 + Phage

 

terminase
 

large
 

subunit
 

Gp19,DNA
 

packaging
ORF7 6423 6974 + GIY-YIG

 

nuclease
 

superfamily
 

protein
ORF8 6975 7637 + Phage

 

terminase
 

large
 

subunit
 

Gp19,DNA
 

packaging
ORF11 8382 8786 + putative

 

spanin
ORF12 8779 9030 + Phage

 

holin
ORF13 9014 9622 + Phage

 

endolysin
ORF22 17523 18314 + Phage

 

primase/helicase
 

protein
 

Gp4A
ORF24 18813 20093 + Phage

 

DNA
 

helicase
ORF25 20276 22687 + Phage

 

DNA-directed
 

DNA
 

polymerase
 

(EC
 

2.7.7.7)

ORF26 22671 23033 + Phage
 

HNH
 

homing
 

endonuclease
 

(ACLAME
 

27)

ORF28 23414 24394 + Phage
 

phosphoesterase
ORF29 24446 25306 + Phage

 

proteinp21
ORF33 26169 27137 + Phage

 

exonuclease
 

(EC
 

3.1.11.3)

ORF34 27094 27297 + beta-galactosidase
ORF35 27546 27695 + putative

 

HNH
 

endonuclease
ORF36 27677 28099 + putative

 

DNA
 

endonuclease
 

VII
ORF37 28096 28845 + DUF3310

 

domain-containing
 

protein
ORF39 28987 31455 + Phage

 

DNA-directed
 

RNA
 

polymerase
 

(EC
 

2.7.7.6)

ORF42 32189 33784 + Phage
 

collar,head-to-tail
 

connector
 

protein
 

Gp8
ORF43 33799 34641 + Phage

 

capsid
 

assembly
 

scaffolding
 

protein
 

p31
ORF44 34668 35687 + Phage

 

major
 

capsid
 

protein
 

Gp10A
ORF46 35969 36442 + Phage

 

protein
 

Gp2.8/Gp7.7
 

contains
 

HNH
 

endonuclease
 

motif
ORF47 36454 36990 + Phage

 

non-contractile
 

tail
 

tubular
 

protein
 

Gp11
ORF48 37000 39360 + Phage

 

non-contractile
 

tail
 

tubular
 

protein
 

Gp12
ORF49 39362 39949 + Phage

 

internal
 

virion
 

protein
 

A
ORF50 39966 42650 + Phage

 

internal
 

virion
 

protein
 

B
ORF51 42701 43081 + peptidoglycan

 

lytic
 

exotransglycosylase
ORF52 42957 43083 + repeat

 

region

将QH2的全基因组序列上传至NCBI-BlastN网

站进行比对分析(表3),QH2与 Klebsiella
 

phage
 

VLC1序列同源性最高(相似性为92.46%,覆盖率为

78%)。将同源性最高的噬菌体 VLC1与 QH2进行

比对,主要差异在假设蛋白区域(图6)。在整个进化

过程中,噬菌体主要衣壳蛋白(MCP)和末端大亚基

(TerL)相对较保守[16],所以依据 MCP和TerL构建

系统发育树:选取10株与 QH2亲缘较近的噬菌体,
并加入其他宿主菌的噬菌体作为外群,使用 MEGA

 

X
构建系统发育树,结果如图7。QH2与已发现的 KP
噬菌体有密切的进化关系。
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表
 

3 QH2与同源噬菌体基因组比较分析
Table

 

3 Whole
 

genome-based
 

databank
 

homologies
 

of
 

phage
QH2

 

according
 

toNCBI
菌株
Strains

覆盖度(%)
Coverage(%)

一致性(%)
Identity(%)

登录号
Accession

 

Number

Klebsiella
 

phage
 

VLC1 78 92.46 MN794000.1
Klebsiella

 

phage
 

VLCpiA1m 79 91.94 ON602727.1
Klebsiella

 

phage
 

VLCpiA1l 81 90.69 ON602740.1
Klebsiella

 

phage
 

VLCpiA1d 77 89.74 ON602762.1
Bacteriophage

 

sp.
 

isolate
 

1078_68233 79 88.38 OP073663.1

  注:橙色代表假释蛋白;红色代表宿主裂解相关蛋白;绿色代表结
构组成蛋白;黄色代表DNA复制相关蛋白。且颜色越深,相似度越高。

图
 

6 QH2与VLC1相似性分析

Notes:Different
 

colors
 

represent
 

genes
 

with
 

different
 

protein:or-
ange

 

for
 

hypothetical
 

protein,red
 

for
 

host
 

lysis,green
 

for
 

structures
 

protein
 

and
 

packing,yellow
 

for
 

DNA
 

replication
 

protein.
 

The
 

darker
 

the
 

color,the
 

higher
 

similarity.
Fig.6 Similarity

 

analysis
 

between
 

QH2
 

and
 

VLC1

图
 

7 依据QH2主要衣壳蛋白(MCP)和末端大亚基(TerL)
构建进化树

Fig.7 Phylogenetic
 

tree
 

constructed
 

from
 

major
 

capsid
 

proteins
and

 

terminase
 

large
 

subunit
 

sequences
 

of
 

phage
 

QH2

讨 论

抗生素从被发现以来一直作为有效手段用于治疗

细菌感染,但随着抗生素不规范使用甚至滥用,导致

“超级细菌”的出现,使得噬菌体治疗再次受到广泛关

注。目前已有许多噬菌体治疗成功案例的报道,例如

使用噬菌体鸡尾酒疗法治疗KP引起的胃肠道、尿路

感染;噬菌体静脉注射治疗因人工关节置换手术而发

生的细菌感染[17-19]。经过噬菌体治疗后大部分病人细

菌感染症状得到显著改善,且无不良反应,可见用噬菌

体及其编码产物治疗耐药细菌感染安全、有效[20]。
本研究对从医院污水中分离的 QH2进行纯化,

在双层平板上呈现带有晕环的中间透亮的较大噬菌

斑,属于裂解噬菌体,与P24噬菌体相似[21]。电镜观

察正QH2由一个二十面体和一个不可收缩尾巴组

成。噬菌体的尾部可以使细菌胞外多糖裂解,使噬菌

斑周围产生大小不均的半透明区域[22],它的存在表明

噬菌体具有解聚酶活性,而解聚酶是治疗抗生素耐药

性细菌感染的潜在位点[23]。
噬菌体的最佳 MOI值是不同的,最佳

 

MOI值越

小,需要裂解相同数量细菌的噬菌体就越少。QH2的

MOI为0.00001,查阅文献除vB_KpnP_ZK2的 MOI
(0.00000001)小于 QH2外,其他如 VB_kpnM_17-
11、vB_KpnP_IME337

 

MOI(0.001)均大于 QH2,表
明QH2具有高效裂解能力[24-26]。当QH2

 

MOI为0.
00001时,单位噬菌体产生最多的后代并具有最高的

增殖效率。在噬菌体的工业化制备过程中,为了获得

较高的滴度,经常根据最佳的
 

MOI
 

培养噬菌体,从而

降低生产成本,提高利润。一步生长曲线显示 QH2
具有较强的裂解能力,潜伏期为5

 

min,爆发期为15
 

min,与 VB_kpnM-vAC66的潜伏期、爆发期基本相

同[27]。噬菌体孵育期较短,可在单位时间内增加噬菌

体的数量。选择8株代表性 KP作为宿主菌进行裂

解,有3株裂解,包括2个耐药株(属于耐碳青霉烯

类),1个药物敏感株。从裂解范围看 QH2裂解谱较

窄,而宿主范围差异常与噬菌体尾部结构负责识别和

吸附的蛋白有关[26]。因此可通过对尾部蛋白作进一

步研究,以期拓展QH2的宿主谱。
基因组信息分析显示,QH2噬菌体具有穿孔素

(Holin)和裂解酶(Endolysin)的基因,以此来裂解细

菌,符合dsDNA噬菌体的特征,它们大多具有 Holin-
Endolysin系统[28]。QH2在双层平板培养后出现晕

环,由噬菌体的内溶素所致。内溶素(phage
 

endoly-
sin)是目前研究最多的一种噬菌体解聚酶,依据基因

组分析ORF13是噬菌体内溶素,可进入细菌内部而

不被细胞膜所约束,直接达到消灭细菌的目的[29],具
备杀菌快速、细菌抗性低、杀菌活性广泛等特点,被优

先用于治疗多重耐药细菌感染。
依据基因组分析,ORF26(Phage

 

HNH
 

homing
 

endonuclease)为归巢核酸内切酶,通过在DNA序列

上确定的位置引入双链断裂(double-strand
 

breaks,

DSBs)来启动迁移性位点上特异性内切核酸酶,触发

调动内切核酸酶编码区的修复和重组途径[30]。QH2
属于Slopekvirinae亚科,Drulisvirus属,unclassified

 

Drulisvirus种,基本特征与肌病毒科噬菌体相似,都属

于dsDNA噬菌体,编码相同功能的基因排列成簇[31]。

QH2的编码基因紧密排列,而基因组越小,复制成本

越低。依 据 主 要 衣 壳 蛋 白(MCP)和 末 端 大 亚 基

(TerL)分别对 QH2构建进化树,该噬菌体与 Kleb-
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siella
 

phage
 

vB_kpnP
 

IME337在结构组成上具有相

同的保守结构。TerL进化显示,QH2与 Klebsiella
 

phage
 

VLC3具有近亲缘关系。
综上,从医院污水中分离筛选的 QH2能特异裂

解多重耐药肺炎克雷伯菌,且其生物学特性稳定、安
全,可为多重耐药肺炎克雷伯菌感染的治疗提供参考。
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