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摘 要：测定和分析霍乱弧菌分型噬菌体 ’I4 基因组序列，并为 <) 6(0 型霍乱弧菌两类菌株的分型方法原理提供

研究基础。鸟枪法构建 ’I4 噬菌体全基因组随机文库；测序拼接成最小重叠群，引物步移法填补缝隙序列，拼接后

获得 ’I4 全基因组序列。IJK 随机扩增噬菌体 +1L 片段并酶切鉴定；预测可能存在的开放读码框（MK9）；对 ’I4
和相关噬菌体的 +1L 聚合酶基因作进化树分析，协助判定 ’I4 的分类；对预测的部分启动子区利用报道基因进行

活性分析。’I4 全基因组为环状双链 +1L，长度 42"%!/N；酶切鉴定结果与序列一致。确定了 !2 个 MK9，注释了 $3
个 MK9 的编码产物，其中有 $% 个基因产物与 63 样噬菌体同源，包括 K1L 聚合酶（K1LI）、参与 +1L 复制的蛋白、

衣壳蛋白、尾管及尾丝蛋白、+1L 包装蛋白等。+1L 聚合酶（+1LI）进化树分析表明 ’I4 与 63 样噬菌体有同源性。

将预测的 &% 个启动子序列克隆到 ):-O 融合质粒 NKP&$3! 上，经检测均具有启动子活性。测定和分析 ’I4 的基因组

序列，基因组结构与进化树分析提示 ’I4 属于 63 噬菌体家族。
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霍乱是由霍乱弧菌引起的急性肠道传染病，是

以发病急、传播快、波及范围广、能引起大流行为特

征的国际检疫传染病之一，也是我国法定的甲类传

染病之一。根据多年来的防治实践和深入研究，高

守一等［&］从国内分离并选择出 " 株噬菌体（’I& R
’I"），根据霍乱弧菌菌株对噬菌体的敏感性不同，

将 <) 6(0 型霍乱弧菌分为 4$ 个噬菌体型。结合生

物学分型方法，<) 6(0 型霍乱弧菌可区分为两类不

同菌株（流行株和非流行株）以及不同的菌型。该分

型方法可作为追溯传染来源、传播途径和分析流行

形式的流行病学研究工具之一。

鉴于分型噬菌体在霍乱分型方案中的重要性，

有必要对其进行深入研究。" 株噬菌体的生物学特

性已有较详细的描述［$］，为进一步从基因组角度了

解噬菌体的特性，从而为解释 <) 6(0 型霍乱弧菌两

类菌株提供证据，通过选取分型噬菌体中的 ’I4 作

为研究对象，采用鸟枪法构建了 ’I4 全基因组文

库，测序后拼接获得全基因组序列，经 IJK 扩增随

机片段并酶切验证后，用生物信息学方法和软件对

’I4 序列进行分析，通过实验验证了 &% 个启动子的

活性，并对 ’I4 的来源做了分析。

$ 材料和方法

$%$ 噬菌体的培养和纯化

’I4 为 M& 群 <) 6(0 霍乱弧菌的分型噬菌体，其

宿主菌为 2&2J（M& 群 <) 6(0 生物型噬菌体8生物分型

&-），本室保存；’I4 的培养及纯化按文献［4］进行。

$%& !"# ’() 的提取和随机文库的构建

按 I0(.,F: 公司 S:./A: +1L 抽提试剂盒说明

书操作。超声波随机断裂 +1L，绿豆核酸酶补平

+1L 并用 5,?,-),:?!K,:F,?T U=T 回收 &V# R $V%>/
+1L。与商品化的 NWJ&7X!"#"XJLI 连接。将连

接产物电转化入感受态大肠杆菌（ $%&’()*&’*# &+,*）
+Y"#中。挑取白色菌落，抽提质粒 +1L 作为测序

的模板。引物为 NWJ&7 上的测序引物。正向引物：

"Z856LLLLJ5LJ55JJL5684Z； 反 向 引 物： "Z8
5J55L6LLJLL666JLJLJL5584Z。IJK 反 应 条 件：

2"[ $%H；2"[ $%H，"%[ &"H，#%[ !.=?，共 !% 个循

环。以乙醇沉淀扩增产物，用 &%$S 测序上样缓冲液



溶解沉淀，以 !"#$%&’()(*++,-! 全自动测序仪进

行序列测定。

!"# 序列的拼接

用 $./012$./342567801 软件包对测得的序列进

行组装、拼接，得到若干最小重叠群（967:;<）。对最

小重叠群之间的缝隙及其内部碱基分值较低（小于

=>）的区域，通过软件中的“3?:6@;7;8.”程序设计特异

测序引物，以噬菌体 ,-! 为模板进行测序反应，测

序后的结果参与拼接。

!"$ 基因组序列的分析

A%B 的预测分别采用 CD;EE0/、-5"# 的分析程

序 A%B B;710/、C070E3/F 以 及 C070B;710/（ .::4：22
GGGH 9I; H 4F?H 01?H 972）；序 列 的 同 源 性 比 较 应 用

-5"# 的 "D38: 程序在核酸数据库和蛋白质数据库进

行同 源 性 检 索；启 动 子 区 的 预 测 利 用 $/6E6:0/
$/01;9:;672$/6F3/J6:;9 程 序（ .::4：22GGGH @/?;:@DJ H 6/<2
80KL :66D824/6E6:0/ H .:ED）；重 叠 序 列 的 分 析 应 用

,-!’:3/2C070M?08: 软 件；噬 菌 体 的 聚 类 分 析 使 用

$NO&#$PQ> 软件，输入噬菌体的 ,-!$ 核酸序列，采

用邻位相连法构建进化发生树，根据 ,-!$ 在发生

树的不同根系位置，确定噬菌体的归属类别和遗传

进化关系。

!"% 启动子区的活性检测

$5%扩增启动子序列，并分别与质粒 4%’RS+=
在 RTU连接，转化 535DS 制备的 V(R>W 感受态细胞，

涂布含氨苄青霉素、XLC3D、#$)C 的 &"! 平板。*+U
培养 RT.，挑取兰色单菌落，提取质粒进行酶切和

$5% 鉴定。

& 结果

&"! 拼接 ’(# 基因组 )*+ 序列和酶切验证

测序随机文库中的克隆子并进行拼接，获得的

最小重叠群为 R> 倍覆盖率，在裂隙区域的两侧设计

引物、获得扩增片段后进行测序，然后再次进行拼

接，获得完整环状的 Y$* 基因组序列。在 Y$* ,-!
序列上随机选取 P 个 RQT Z SQ>FI 的片段，这些片段

的长度及在 Y$* 序列上的位置分布分别为：N36RS：

RWP+I4（*S*WP Z *=*PS），N36*=：R[>+I4（S*W+W Z
SP+[T），N36PT：S>PRI4（R[*TW Z S>=S>），N36+[：RT=WI4

（+RWT Z [[=P），N36W>：R=+WI4（R=+W Z *W*WP，即环状

,-!的 *W*WP Z *WP>= \ R Z R=+W），用 AD;<6TQ> 软件

在这 P 个片段的两端设计引物，$5% 扩增这 P 个片

段，用在该片段上的限制性内切酶对 $5% 产物进行

酶切鉴定。酶切后 P 个扩增产物均得到与预测切开

片段的数量和大小相符合的片段（图略），从而证实

了 Y$* ,-! 序列的正确性。

&"& 基因组一般特征

Y$* 基因组为环状双链 ,-!，长度为 *WP>SI4。

C \ 5 含 量 为 =SQTS]，低 于 霍 乱 弧 菌 测 序 菌 株

-RTWTR（R 号染色体 C \ 5 含量为 =TQWR]，S 号染色

体 C \ 5 含量为 =+QTW]）。

&"# ,-. 的预测和注释

经 A%B 预测程序分析 Y$* 的全序列，获得的

A%B 依据噬菌体 A%B 的确定标准［=］，初步确定 Y$*
基因组的 =W 个 A%B，这些 A%B 均具有特征性的转

录起始序列；转录方向在 Y$* 基因组上均向右。起

始密码子多数使用了 !)C，少数为 C)C（基因 RP，

S+），终止密码子 )!!、)!C 和 )C! 都有使用。Y$*
基因组中前一基因的终止密码子与后一基因的起始

密码子重叠现象比较常见。不翻译出来的部分较少

（根据预测结果，Y$* 基因组有 R>QWT]的序列不编

码基因）。翻译的 A%B 产物与已知的蛋白序列比

较，最佳相匹配的产物列于表 R。

在 Y$* 基因组序列中，=W 个可能的 A%B 编码的

多肽大小为 *S33 Z RRSP33。将推测的氨基酸序列在

蛋白质数据库中进行同源检索，注释了 S+ 个 A%B
的编码产物，其中有 S> 个基因产物与 )+ 样噬菌体

（)+、)*、4.;O0A*LRS、<.LR 等）的编码产物同源，其中

高度同源的基因产物有 W 个，分别是 Y$* 的 <4P、

<4R*、<4RT、<4*R、<4*T、<4*[、<4=R、<4=S 和 <4=[（表 R、

图 R）。

图 ! ’(# 的基因组构成及其与 /0 样噬菌体的比较

B;<HR C070:;9 6/<37;^3:;67 6@ :.0 Y$* <076E0 371 96E43/;867 G;:. )+L

D;F0 4.3<08
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表 ! 预测的 "#$、产物及可能的功能

!"#$% & ’()* +, -.% /%,01%* 02 345 ",6 +-7* 89-"-+:% 29,;-+0,

<%,% =%,/-.
>#8

<%,% 8?069;-
@+A%（""） BC>DE 4F

)9,;-+0,>@+1+$"?+-G HI8%;-

J KLJK MMN OOPQ QPR !Q /%,% &，(ST4 RPR
&K &5M NL JPK MPK 8."/% /.U&，8?+1"*% >.%$+;"*% K%URQ
&5 &QKJ JQJ L5PM NPM !Q /%,% NV，.%$+;"*% RPR
&L KR5Q LQO QLPJ MPK !5 EST 80$G1%?"*% RPR
KK N&& &5Q &JPL JPN !N ’()NOPK，,?6W /%,%，,9;$%0-+6% ?%69;-"*% *9#9,+- W L%URN
K5 MLN KMM 5KPO JP5 8.+X%’5U&K，/%,%L %I0,9;$%"*% N%UMM
KN LQK KKN KJPK NPN 8."/% /.U&，89-"-+:% **ESTU#+,6+,/ 8?0-%+, K%U55
KJ NJ5 &J& &QPK OPJ 8."/% /.U&，89-"-+:% %,60,9;$%"*% &%UJR
KL N5J &NJ &LPR QPO 8."/% /.U& /%,%5PJ $G*0AG1%，"1+6"*% L%UNL
5& &JOO J55 JMP5 NPQ 8.+ X%’5U&K，/%,%M，.%"6U-0U-"+$ Y0+,+,/ 8?0-%+, RPR
5K QMO KL5 KMPN NP5 8."/% /.U& /%,%O，;"8*+6 "**%1#$G 8?0-%+, &%U5&
5N OQJ 5KJ 5NPM JPJ !Q /%,% &RT 1"Y0? ;"8*+6 8?0-%+,，/%,% &RV 1+,0? ;"8*+6 8?0-%+, %U&R5
5J JON &OM KKP5 NPN 8.+ X%’5U&K，/%,% &&，-"+$ -9#9$"? 8?0-%+, T K%UQN
5L K5MJ QOJ MMPM JP& !Q /%,%&K -"+$ 8?0-%+, RPR
5M J&O &Q5 &OPM NPN 8.+ X%’5U&K，/%,%&5，+,-%?,"$ :+?+0, 8?0-%+, RPR
5O JMJ &OJ K&PR JPJ 8."/% /.U& /%,%&N，+,-%?,"$ :+?+0, 8?0-%+,V K%UKN
NR KK&N Q5M M5PQ JPN !5 /%,%&J +,-%?,"$ :+?+0, 8?0-%+,W O%UJ5
N& 55QJ &&KJ &KKPQ JPK !Q /%,%&L +,-%?,"$ :+?+0, 8?0-%+, RPR
NK KKM5 QL& MKPL JPJ 8.+ X%’5U&K，/%,%&Q，-"+$ 2+#%? 8?0-%+, RPR
NM &Q&O JQ5 LJPR JPK 8."/% /.U& /%,%&O，EST 8";D+,/ 8?0-%+, V RPR

345/8L 与 !5 的 /8&P5 以及 !5 复制起始区具有

同源性，!5/8&P5 是 EST 连接酶。345/8&& 与 /.U&
的一个基因产物具有同源性，其基因产物功能目前

还不 清 楚。345/8&K 与 /.U& 的 引 发 酶 和 解 旋 酶

（8?+1"*% >.%$+;"*%）有同源性。345/8&5 与 !Q 基因 NV
解旋酶的同源性是 QJZ [ MMZ；与 !5 基因 NT，基因

NV 的 引 发 酶>解 旋 酶 的 同 源 性 是 Q5Z [ MOZ。

!Q/%,%N 编码两个共线蛋白：L5DE 蛋白，解旋酶从

NT 蛋白编码序列内部起始密码子（B%-LN）翻译而

成［J］。基因 N 蛋白作为六聚体结合单链 EST，催化

双链 EST 解旋。L5DE 蛋白具有引发酶>解旋酶活

性［L］。345/8&L 与 !Q /8J 有 QNZ [ MQZ的同源性，

!Q/%,%J 编码 EST4。!Q EST4 亚基分子量 MRDE，具

有催化核苷酸在复制叉聚合和除去错误掺入的核苷

酸两个酶促活性，增加 EST 合成的精确性［Q］。345
/8KL 与假单胞菌噬菌体 /.U&、!Q、!5、8.+ X%’5U&K 基

因 5PJ 编码的溶菌酶和酰胺酶有较高的同源性。

!Q/%,%5PJ 编码溶解酶，一个 &QDE 的蛋白质，它切割

细胞壁中的特定键，参与 EST 复制和关闭转录。!Q
溶解酶与 !Q (ST4 形成 & \ & 复合物，阻止从起始复

合物转换成延伸复合物，主要是抑制转录［M］。

%&’ 启动子的预测及其活性检测

利用 4?010-%? 4?%6+;-+0,>4?0D"?G0-+; 程 序 预 测 出

&NK 个区域具有相似于启动子序列结构的特征，结合

考虑启动子位于结构基因上游以及基因或基因簇的

分布，推测有 &R 个区域为 345 可能的启动子区（表 K）。

表 % ()* 可能的启动子区

!"#$% K 49-"-+:% 8?010-%? ?%/+0,* 02 345

S0] @-"?- H,6 @;0?% 49-"-+:% 8?010-%? *%^9%,;%（J_U5_）

& NJK NOQ RPOO T<!!<!!<TW!W<T!T!WTTTT<T!<!T!TT<T!TWT+WTWT!TTW<

K &Q5O &QMN RPON T!W<!T!!<TW!!!W<W!!!!<!!!WTWW<T!TT!!<TTW,<!!WWTTWT

5 JMOM JON5 RPOJ !W!!W!W!!!TT<!W!WT!W!!!T<!T!!!T!WT!!<<T<-!!T!!T!WT

N QQ5R QQQJ &PRR W!W!T!!<<T<TTTW!!!T!<!WT!!W<!!TTTT!WTTT!+TTTWTTTW

J &RL5J &RLMR RPOM !TTW!!!<!TTTWWTWT!<!TTTWTT!T<<T<TT!TW!W!-!<TW!T!!T

L &5RMN &5&KO RPOK !T!W!!TTT<T!!TTW!!TTT<TT<<T<<TWTT!T!<!W,TTWTW!WT<

Q &JLO& &JQ5L RPOM !!WW!<T!!<!T!<WT!WW!TT!<W!TWT!T!!T!<<<<T,<!!<T!!TW

M K&JMO K&L5N RPOO !W!!T!!!WTT!!T!W!!T<TT<<T<TT!TTT!!T!<<W-T!<TW!<<!

O 5KJK5 5KJLM RPOM W<!W!!<<!<T!TTTT!<<WW<T!<TT<W!T!TW!!W<!WW,TWWTTT<!

&R 5L&OL 5LKN& RPOK WTT<W!!<TW<!!WTWW!!<TW<TT!TWW!T!TT<TT!W!,<W!<!<T!<
!.% ‘ 5J ?%/+0, ",6 -.% ‘ &R ?%/+0, "?% +,6+;"-%6 #G 9,6%?$+,+,/；!?",*;?+8-+0,"$ +,+-+"-+0, ;060, +* +,6+;"-%6 #G #0$62";% -G8%]

5JMKRRJ，30$]NJ S0]L 赵英伟等：霍乱弧菌分型噬菌体 345 基因组序列的测定与分析



!"# $%& 的 ’()% 聚类和进化分析

选取 !" 种短尾噬菌体（包括 #$%）和一种肌尾

噬菌体（&#$%’），采用 $()*+$ 程序中的临近连接

法，以噬菌体的 ,-.$（,-. 序列）做进化树比较（图

/）。 结 果 发 现 #$% 与 01、0%、234)56%7!/、837!、

$34.!!// 同归为一个根系，即 01 样噬菌体家族。此

家族噬菌体形态上为短尾状，遗传物质均为 9:,-.，

且大小接近（01、0%、234)56%7!/、837! 大小分别为：

%;;%"<2，%=/’=<2，%;"’’<2，%1%>;<2）。#$% 与另一

种短尾弧菌噬菌体 #2#/"/ 进化关系较远。此结果

与 #$% 6?@ 的预测结果相符（表 !）。

图 ! $%& 与相关有尾噬菌体 ’()% 基因进化树比较

@48A/ $3BCD85E5F4G FH55 IEICB:4: DJ ,-.$ 85E5: DJ #$% IE9 H5CIF59

FI4C59 23I85:

& 讨论

由于与 01 样噬菌体基因组相似，推测 #$% 基

因组的转录可分为早、中、晚 % 个区域：其中基因 !
K !’ 位于早期区域，属于早期转录的基因，包含克

服宿主限制的蛋白质、蛋白激酶、?-.$ 和未知蛋

白。推测 #$% 抑制宿主限制酶的基因可能是基因

!；基因 !! K /" 位于第二区域，负责编码 ,-. 复制

和调控的蛋白质，包括 ,-. 连接酶、内切核酸酶、溶

菌酶、解旋酶、引发酶、,-.$、外切核酸酶；基因 %’
K L= 位于晚期转录区域，负责编码噬菌体颗粒蛋白

和成熟蛋白，包含头蛋白、头装配蛋白、主要头部蛋

白、次要头部蛋白、尾管、尾丝蛋白、噬菌体颗粒中的

蛋白质和 ,-. 成熟蛋白。

不同类型有尾噬菌体吸附受体的差异主要取决

于其尾部结构的不同。#$% 的基因 L/ 预测产物为

尾丝蛋白，它与 01、234)56%7!/ 和 23I85 837! 的尾丝

蛋白在核酸水平一致性分别为 =%M、=>M和 ;’M。

#$% 与 01 样噬菌体尾丝蛋白序列的主要差异在 N7
末端部分，9:,-. 噬菌体的尾丝蛋白的 N7末端部分

负责对宿主菌受体的结合，此部分的变异较噬菌体

其它基因快，从而决定了噬菌体对宿主的选择性改

变［;］。本实验中，#$% 不能裂解大肠杆菌实验受体

菌（结果未列出），提示这部分的变异可能是其宿主

特异嗜性不同的原因。01 尾丝蛋白（82!1）的 N7末
端部分通过吸附在脂多糖上的受体部位开始裂解过

程［!’］。钝化实验分析 #$% 的受体成分，发现 #$% 的

感染与脂多糖相关［!!］。

启动子区中的 $H4<EDO 框（7!’ 区序列）大多包含

0.0..0 序列或是稍有不同的变化形式，一致序列

为 0.0..0。 P5QFIRI 框（7%> 区 ）一 致 序 列 为

00S.N.。预测的 !’ 个 #$% 启动子区基本符合这些

结构。为确定这些启动子是否具有功能，我们利用

CIGT 融 合 质 粒 载 体 2?P!/1L 检 测 了 其 活 性。

2?P!/1L在其克隆位点后携带有完整的大肠杆菌

CIGT 的编码序列，包括翻译起始位点，但没有 CIGT 启

动子。在没有插入外源启动子时，融合载体表达的

!7SIC 活性非常低，在克隆位点插入有启动子的外源

片段后，下游的 CIGT 能在所插入片段中启动子的控

制下进行表达。本研究中将 !’ 个启动子区克隆到

2?P!/1L 载体上，转化于大肠杆菌 UV!’; 中，所有克

隆子均呈现兰斑，提示克隆的区域具有启动子活性，

可为大肠杆菌的 ?-.$ 所识别。这可能因为 #$% 与

01、0% 等基因组同源性较高，因此 #$% 的一些启动

子区也可为 01、0% 等大肠杆菌 ?-.$ 所识别。

烈性噬菌体含有保守的 ,-. 复制基因，其中

,-.$ 基因是烈性噬菌体的重要遗传特征，并被认

为是比较噬菌体进化最合适的基因标志［!/］。噬菌

体的 ,-.$（,-. 序列）进化树分析表明，#$% 与 01
样噬菌体家族同归为一个根系。因此认为 #$% 属

于 01 样噬菌体。在 01 噬菌体家族中，虽然它们有

着许多相似的基因，但能够编码完全不同的蛋白来

行使相同的功能，并分化出各自特有的宿主范围。

因此，对 #$% 序列的深入研究将有助于我们揭示由

基因差异引起噬菌体宿主范围不同的原因。获得

#$% 全基因组序列后，对基因组进行分析，可为噬菌

体尤其是霍乱弧菌噬菌体家族研究增加遗传信息，

总结规律，也可为细菌的吸附、裂解研究作提示。
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