
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2022, 62(7): 2610–2623  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20210637  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：中国科学院、青海省人民政府三江源国家公园联合研究专项(LHZX-2020-01-13) 
Supported by the Sanjiangyuan National Park Joint Research Project of Chinese Academy of Sciences and Qinghai Provincial 
People’s Government (LHZX-2020-01-13) 
*Corresponding author. Tel/Fax: +86-971-5318385; E-mail: Lsq.8008@163.com 
Received: 22 October 2021; Revised: 18 December 2021; Published online: 24 March 2022 

产气荚膜梭菌前噬菌体的分布特点及遗传进化分析 

韩生义 1，卢晓凤 2，李淑萍 1，林伟山 1，胡国元 1，石田 2，李生庆 1* 

1 青海大学畜牧兽医科学院，青海 西宁 810003 
2 青海大学农牧学院，青海 西宁 810003 
 

韩生义, 卢晓凤, 李淑萍, 林伟山, 胡国元, 石田, 李生庆. 产气荚膜梭菌前噬菌体的分布特点及遗传进化分析. 微生物

学报, 2022, 62(7): 2610−2623. 
Han Shengyi, Lu Xiaofeng, Li Shuping, Lin Weishan, Hu Guoyuan, Shi Tian, Li Shengqing. Distribution and genetic evolution 
of prophages carried by Clostridium perfringens. Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(7): 2610−2623. 

摘   要：【目的】分析和研究产气荚膜梭菌中前噬菌体的分布情况、基因组特点及遗传进化关系。

【方法】利用 PHASTER (phage search tool enhanced release)软件预测产气荚膜梭菌携带的前噬菌

体，基于 ANI (average nucleotide identity)值对前噬菌体进行分群，利用 CARD (comprehensive 
antibiotic research database) 、 ResFinder 4.1 、 VFDB (virulence factors database) 和 BacMet 
(antibacterial biocide & metal resistance genes database)分析前噬菌体携带的耐药基因、毒力基因、

抗菌剂/金属离子抗性基因，利用 CRISPRCasFinder 分析产气荚膜梭菌的 CRISPR-Cas 系统，利用

MEGA 7.0 进行前噬菌体的遗传进化关系分析。【结果】产气荚膜梭菌平均携带前噬菌体 2.67 条，

其长度呈双峰分布，平均占基因组 2.23%；前噬菌体不携带耐药基因，但携带了 α 毒素、唾液酶

和溶血素等毒力基因以及重金属代谢基因；前噬菌体聚为 3 个类群，Group 1 前噬菌体多为完整

的前噬菌体且仅存在于 A 型产气荚膜梭菌；含完整的 CRISPR-Cas 系统的产气荚膜梭菌携带的前

噬菌体相对较少，但 CRISPR-Cas 系统与前噬菌体的数量呈弱负相关；前噬菌体与产气荚膜梭菌

噬菌体的遗传进化距离较远，仅有结构蛋白和部分酶类基因的同源性较高。【结论】产气荚膜梭

菌普遍携带前噬菌体，但其 CRISPR-Cas 系统对前噬菌体的数量影响较小，前噬菌体携带的毒力

基因和重金属代谢基因增强了产气荚膜梭菌致病性和对环境的适应性，但其功能和对产气荚膜梭

菌遗传进化的影响仍需深入研究。 

关键词：产气荚膜梭菌；前噬菌体；分布特点；CRISPR-Cas 系统；遗传进化  
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Abstract: [Objective] To analyze the distribution, genomic characteristics, and genetic evolution of 
the prophages found in Clostridium perfringens. [Methods] Phage search tool enhanced release 
(PHASTER) was used to predict the prophages carried by C. perfringens. The prophages were 
classified into groups based on ANI value. Comprehensive antibiotic research database (CARD), 
ResFinder 4.1, virulence factors database (VFDB), and BacMet (antibacterial biocide & metal 
resistance genes database) were first employed to predict various genes related to antibiotic resistance, 
virulence, antibacterial biocide and metal resistance that can be encoded by the prophages, respectively. 
CRISPRCasFinder was then applied to predict the CRISPR-Cas system in C. perfringens, and MEGA 
7.0 to analyze the genetic evolution of the prophages. [Results] Each C. perfringens genome was found 
to carry an average of 2.67 prophages and the size of prophage showed a bimodal distribution, 
accounting for 2.23% of C. perfringens genome on average. The prophages were not found to carry 
antibiotic resistance genes, but possessed genes of virulence factors such as alpha toxin, sialidase, and 
hemolysin, and genes related to the metal ion metabolism. The prophages clustered into 3 groups, and 
most of the prophages in Group 1 were intact and only existed in C. perfringens type A. C. perfringens 
with a complete CRISPR-Cas system carried a few prophages, but the number of spacers in 
CRISPR-Cas system was in negative correlation with the number of the prophages. The prophages 
showed far genetic distance from C. perfringens phages, and only structural proteins and some enzyme 
genes have been found to display high homology. [Conclusion] C. perfringens carries prophages, but 
its CRISPR-Cas system has little influence on the number of prophages. The virulence genes and metal 
resistance genes carried by the prophages can effectively enhance both the pathogenicity and 
adaptability of C. perfringens. However, their potential functions and impact on the genetic evolution of 
C. perfringens need to be further analyzed. 

Keywords: Clostridium perfringens; prophages; distribution characteristics; CRISPR-Cas system; genetic 
evolution 
 

产气荚膜梭菌 (Clostridium perfringens)又
称魏氏梭菌，是一种产芽胞的革兰氏阳性厌氧

菌，对不良环境的抵抗力强，广泛存在于多种

环境(土壤、污水、饲料和食物以及人和动物胃

肠道等)[1–2]。该菌是一种重要的人畜共患病原

菌，可引起人和动物的多种严重疾病，如坏死

性肠炎、人畜食物中毒、家畜猝疽、抗生素相

关性腹泻及创伤性气性坏疽等，致病性极强且

发病快，往往呈急性、来不及表现临床症状就

立刻死亡[3–5]。抗生素长期使用和滥用导致产气
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荚膜梭菌的耐药性问题日益严峻 [6]，鸡源、猪

源和羊源性产气荚膜梭菌的耐药率分别达到

66%，82%和 100%，且对红霉素、林可霉素、

新霉素、四环素和环丙沙星的耐药率很高[7–9]，

此外耐药基因和毒力基因可通过质粒在产气荚

膜梭菌中传播和扩散，使得产气荚膜梭菌的防

治更加困难[10–11]。 
溶原化是细菌的一种普遍现象，即温和噬

菌体感染细菌后，并不裂解杀死细菌，而是将

其基因组整合入细菌基因组中，随着细菌的分

裂传给后代细菌[12]。溶原性细菌中的前噬菌体

影响着宿主的生存方式和对不同环境的适应性

(如毒力、耐药性、生物被膜、芽胞的形成

等)[13–14]，此外，前噬菌体还可以通过诱导进入

溶菌周期杀死竞争菌株(即非溶菌菌株)，从而提

高宿主在种群中的竞争力[15]。对现有的细菌基因

组的分析表明，有一半以上细菌基因组存在前噬

菌体[16]，且不同种属细菌中前噬菌体的分布、

基因组特征及遗传进化关系等都不同，并影响

细菌的致病性、耐药性和遗传进化等[17–19]。 
可移动遗传元件(包括质粒、转座子、整合

子、噬菌体和插入序列等)是介导基因水平转移

的主要载体和动力，在细菌基因组进化和适应

特定环境压力过程中发挥了重要作用[20]。研究

表明产气荚膜梭菌基因组携带前噬菌体，并可

被诱导产生噬菌体颗粒[21–22]。然而前噬菌体的

分布及对基因水平转移的影响仍然是未知的，

本研究对产气荚膜梭菌中前噬菌体分布特点、

基因组特征及遗传进化关系进行分析，为前噬

菌体的多样性及其对产气荚膜梭菌的遗传进化

和致病性的影响提供数据和理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  产气荚膜梭菌基因组序列 

24 株产气荚膜梭菌的全基因组数据，均下载

自 NCBI 官网(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/ 
browse/#!/prokaryotes/158/) ，最后访问时间为

2021 年 8 月 1 日。 

1.2  前噬菌体预测 
使用 PHASTER(http://phaster.ca/)[23]预测产

气荚膜梭菌基因组中前噬菌体序列，将预测结

果(包括序列长度、GC 含量、完整性、编码蛋

白数目、在基因组上的位置及亲缘关系最近的

噬菌体等)进行整理，下载前噬菌体序列并重命

名(以 phicp-Strain-Region 的格式进行命名)进行

后续分析。 

1.3  前噬菌体中 ARGs (antibiotics resistance 
genes)的预测 

使用抗生素耐药基因数据库 (CARD， the 
comprehensive antibiotic research database, 
https://card.mcmaster.ca/)[24] 和 ResFinder 4.1 
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/)[25] 预

测产气荚膜梭菌的前噬菌体携带的 ARGs。  

1.4  前噬菌体中 VGs (virulence genes)的
预测 

使用毒力因子数据库 (VFDB ， virulence 
factors database, http://www.mgc.ac.cn/VFs/)[26]，预

测产气荚膜梭菌前噬菌体携带的 VGs，预测结

果以 E-value≤1×10–5 确定为目标基因。 

1.5  前噬菌体中 ABGs/MRGs (antibacterial 
biocide genes/metal resistance genes)的预

测 
使用抗菌剂和金属抗性基因数据库(BacMet，

antibacterial biocide & metal resistance genes 
database，http://bacmet.bio-medicine.gu.se/)[27]，

预测产气荚膜梭菌的前噬菌体携带的ABGs/MRGs，
预测结果以 E-value≤1×10–5确定为目标基因。 

1.6  产气荚膜梭菌CRISPR-Cas系统的预测 
使用细菌 CRISPR-Cas 系统的在线预测软

件 CRISPR CasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris- 
saclay.fr/CrisprCasFinder/Index)[28] 预 测 产 气 荚
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膜梭菌的 CRISPR 序列和 cas 基因，整理和下

载预测结果为“确定的”间隔序列。 

1.7  前噬菌体的遗传进化关系分析 
在 NCBI 上下载已知的 26 条梭菌噬菌体全

基因组序列，并提取主要衣壳蛋白(major capsid 
protein，MCP)基因和末端酶大亚基(terminase 
large subunit，TLS)基因序列，使用 MEGA 7.0[29]

通过邻接法(Neighbor-Joining)构建进化树。 

1.8  数据分析 
前噬菌体之间的 ANI (average nucleotide 

identity)值用 OAT 软件[30]进行计算，数据用 SPSS 
v19.0[31]进行统计学分析，R version 4.1.1[32]进行

作图。 

2  结果与分析 
2.1  前噬菌体的分布特点 

从 24 株产气荚膜梭菌基因组中预测到 64 条

前噬菌体，其中完整的前噬菌体 29 条，疑似的

前噬菌体 4 条，不完整的前噬菌体 31 条；前噬

菌体长度范围为 6.4–65.5 kb， x =28.94 kb，核

密度图发现其长度分布有 2 个峰值，分别为 
14.5 kb 和 44.0 kb (图 1A)，这 2 个峰值分别与

不完整和完整的前噬菌体序列平均值接近

( incompletex =15.04 kb， intactx =41.20 kb)，表明在产

气荚膜梭菌基因组中，不完整的前噬菌体序列

相对较短，而完整的前噬菌体序列则相对较长；

前噬菌体 GC%为 26.58%–31.45%，x =28.07%，

而产气荚膜梭菌基因组 GC%为 27.95%–31.1%，

x =28.50%，两者差异无统计学意义(图 1B)；产

气荚膜梭菌携带的前噬菌体数量 1–5 条不等，

x =2.67 条，多数携带 1 条或 5 条前噬菌体(图
1C)；前噬菌体占产气荚膜梭菌基因组的 0.58%– 
5.67%，x =2.23%，66.67%菌株携带的前噬菌体

占比不超过 2.5% (图 1D)。 
 

 
 

图 1  前噬菌体的分布特点 
Figure 1  Distribution characteristics of prophages. A: genome size of C. perfringens prophages; B: the 
GC% of C. perfringens and prophages; C: the number of prophages carried in C. perfringens genome; D: the 
proportional distribution of prophages carried in C. perfringens genome.  
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2.2  前噬菌体的分群 
前噬菌体 ANI 值的聚类热图显示，64 条前

噬菌体聚类为 3 群(图 2)：其中 Group 1 共 23 条，

群内成员的相似性很高，且完整的前噬菌体占

比高(78.26%)；Group 2 共 22 条，群内成员的

相似性很低，且与另外 2 群的相似性也很低，

仅部分前噬菌体之间的相似性较高，此外该群

中不完整的前噬菌体占比很高 (占 90.9%); 

Group 3 共 19 条，群内成员的相似性较高，且

与 Group 1 的部分前噬菌体也存在一定的相似

性，该群中完整和不完整前噬菌体占比接近(分
别为 47.74%和 52.63%)。 

2.3  前噬菌体 ARGs、VGs 和 ABGs/MRGs
的携带情况 

通过分析前噬菌体 ARGs、VGs 和 ABGs/ 
MRGs 发现，所有前噬菌体均不携带 ARGs；前 

 

 
 

图 2  前噬菌体聚类热图 
Figure 2  The heat map of clustering of prophages.  
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噬菌体的 VGs 携带率为 17.19% (n=11，携带

VGs 的完整、疑似和不完整前噬菌体分别为 5、
1 和 5 条)，VGs 主要为 groEL (编码伴侣蛋白)、
nagJ (编码透明质酸酶)、nanH (编码唾液酸酶)、
lgtA (编码 N-乙酰氨基葡萄糖糖基转移酶)、tufA 
(编码延伸因子)和 tlyC(编码溶血素 C)，此外，

前噬菌体序列 phicp-JXJA17-1 携带完整的 plc
基因，该基因编码产气荚膜梭菌的 α 毒素蛋白，

通过 BLAST 比对发现该基因与已知的产气荚膜

梭菌 α 毒素基因核苷酸序列的查询覆盖度(query 
coverage)和序列一致性(identity)均达到 100%；

前噬菌体的 ABGs/MRGs 的携带率为 34.38% 
(n=22，携带 ABGs/MRGs 的完整、疑似和不完

整前噬菌体分别为 9、3 和 9 条)，ABGs/MRGs
主要为编码铁离子 ABC 转运蛋白、汞还原酶、

烯醇还原酶、AraC 家族转录调控因子、多重耐

药蛋白、砷酸盐还原酶、锌离子 ABC 转运蛋白、

镁离子和钴离子转运载体等。3 个 Group 中前噬

菌体 ABGs/MRGs 的携带率接近，但 Group 3 前

噬菌体 VGs 的携带率明显低于 Group 1 和 Group 
2 (5.26% vs. 21.74%，22.73%)(图 3)。 

 

 
 

图 3  不同类群前噬菌体 ARGs 、 VGs 和

ABGs/MRGs 的携带率 
Figure 3  The proportional distribution of ARGs, 
VGs and ABGs/MRGs carried in different groups of 
prophages. 

2.4  前噬菌体分布与产气荚膜梭菌进化关

系及 CRISPR-Cas 系统之间的关系 
从 24 株产气荚膜梭菌基因组中提取 16S 

rRNA 基因序列，用 MEGA 7.0 构建系统发育进

化树，结合产气荚膜梭菌的背景信息分析发现，

进化树上红色的类群为 A 型产气荚膜梭菌(即都

能编码 α 毒素蛋白)，毒力和致病性很强；与 A
型亲缘关系较近的产气荚膜梭菌 SM101 菌株虽

然不编码 4 种主要毒素蛋白(α、β、ε 和 ι)，但能

编码肠毒素，毒力较强；而与 A 型和 SM101 亲

缘关系较远的产气荚膜梭菌 4928STDY7387880
既不编码 4 种主要毒素蛋白，也不编码肠毒素，

推测该菌株毒力较弱(图 4A)。Group 2 和 Group 
3 前噬菌体在 24 株产气荚膜梭菌中均有分布，

但 Group 1 前噬菌体仅分布在 A 型产气荚膜梭

菌中，此外，SM101 携带的 5 条前噬菌体均属

于 Group 2 且均为不完整的(1 条同时携带透明

质酸酶和 ABC 转运蛋白编码基因，另一条携带

ABC 转运蛋白编码基因)，这 5 条前噬菌体仅与

Group 2 内的个别前噬菌体相似性较高，与其他

前噬菌体均无相似性；4928STDY7387880 携带

的 5 条前噬菌体中 4 条为不完整的(1 条携带溶

血素编码基因，另外 2 条分别携带 RNA 聚合酶

因子和伴侣蛋白 dnaK)，1 条为完整的(同时携

带分子伴侣 GroEL 和 ATP 酶)，除了其中 1 条

与所有前噬菌体均无相似性外，4 条与其他前

噬菌体均有不同程度的相似性(图 4B 和图 2)。
24 株产气荚膜梭菌的 CRISPR-Cas 系统分析发

现，7 株无 CRISPR-Cas 系统；9 株只有 1–2 个

CRISPR 序列，且多数 CRISPR 序列含有 3 个

spacers，仅有一个 CRISPR 序列含有 35 个

spacers；8 株基因组中含有完整的 CRISPR-Cas
系统，且 CRISPR 序列中的 spacers 数量较多，cas
基因主要为 Type I-B (CBA7123、SM101、CP15、
FDAARGOS_904 和 LLY_N11)和 Type II-C 
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图 4  产气荚膜梭菌系统发育树与前噬菌体和 CRISPR-Cas 之间的关系 
Figure 4  The relationship among prophages, CRISPR-Cas system and phylogenetic tree of C. perfringens. 
A: the phylogenetic tree of 14 C. perfringens strains that based on 16S rRNA gene sequemces, the red branch 
means C. perfringens type A; B: the groups and population distribution of prophages in C. perfringens; C: the 
CRISPR-Cas system distribution of C. perfringens. 
 
 
(19TSBNCP、FDAARGOS_904、FORC_003、
JXJA17 和 NCTC13170)，除了 SM101 携带 5 条

前噬菌体外，其他 7 株含有完整 CRISPR-Cas
系统的产气荚膜梭菌携带的前噬菌体数量均≤

3 条。 

2.5  前噬菌体数量分布和 CRISPR spacers
之间的关系 

将产气荚膜梭菌携带的前噬菌体数量与其

CRISPR-Cas 系统中的 spacers 数量通过 SPSS 

v19.0 进行 spearman 相关性分析发现，二者之

间关系为弱的负相关(图 5)，相关系数 R=–0.3，

说明 CRISPR-Cas 系统对产气荚膜梭菌携带前

噬菌体数量的影响较小。 

2.6  前噬菌体与噬菌体的遗传进化关系 
将 64 株前噬菌体在 NCBI 进行全基因组

BLAST 比对后发现，大部分前噬菌体仅与

Clostridium phage vB_CpeS-CP51、Clostridium 
 

 
 

图 5  产气荚膜梭菌 spacers与前噬菌体数量的分

布关系 
Figure 5  The distribution relationship between 
spacers and prophages number of C. perfringens. 
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phage phiSM101、Clostridium phage 39-O 和

Clostridium phage PhiS63 基因组存在不同程度

的相似性，与其他噬菌体基因组无任何相似性。

下载所有已知的 26 株梭菌噬菌体基因组，其中

25 株噬菌体的宿主为产气荚膜梭菌，基因组核

酸类型均为 DNA，长度为 17.75–52.65 kb，    

4 株为肌尾科噬菌体，10 株为长尾科噬菌体，

11 株为未分类的有尾目噬菌体；1 株噬菌体

(Clostridium phage c-st)宿主为肉毒梭菌，基因

组核酸类型为 DNA，长度为 185.68 kb，为长尾

科噬菌体。 

基于 29 株完整的前噬菌体与 26 株已知的

梭菌噬菌体构建的全基因组系统进化树结果表

明(图 6A)，噬菌体和前噬菌体更倾向聚类于各

自相对独立的分支；21 条前噬菌体与 3 条噬菌

体聚类为一个较大分支(蓝色)，7 条前噬菌体与

1 条噬菌体聚类为另一个较小的分支(红色)，红色

分支中前噬菌体 ATCC-2、Del1-5 和 EHE-NE18-1

彼此之间的 ANI 值较高(83.80%–100.00%)，而

与蓝色分支中其他 Group 1 前噬菌体之间 ANI

值较低(如前噬菌体 EHE-NE18-1 与其他 14 条

之间 ANI 值为 60.05%–74.98%)或与蓝色分支

部分 Group 1 前噬菌体无任何相似性(如前噬

菌体 ATCC-2 与 EHE-NE18-3 之间 ANI 值为 0，

前噬菌体 Del1-5 与 Del1-1 和 JP55 之间 ANI

值为 0)，此外前噬菌体 CBA7123、FJP838-5 和

4928STDY7387880-5 仅与 ATCC-2、Del1-5、

EHE-NE18-1 和 FORC_003-2 之间的 ANI 值较

高，使得 Group 1 中的这 7 条前噬菌体更倾向

于聚类到红支；红蓝分支中的前噬菌体不仅与

多数噬菌体的遗传进化距离较远，而且两支彼

此之间的遗传进化距离也较远；蓝色分支中的  

7 条前噬菌体仅与 Clostridium phage vB_CpeS- 

CP51 亲缘关系非常近，位于一个小的分支，

Clostridium phage vB_CpeS-CP51是一株长尾科

的溶原性噬菌体，宿主为 Clostridium perfringens 

5147-97，基因组为双链 DNA，长度为 39 108 bp，

GC%为 28.08%，编码 50 个蛋白；红色分支中

的 7 条前噬菌体与 Clostridium phage phiSM101

亲缘关系很近，Clostridium phage phiSM101 也

是一株长尾科的噬菌体，宿主为 Clostridium 

perfringens SM101，基因组为双链 DNA，长度

为 38 092 bp，GC%为 28.13%，编码 54 个蛋白。

基于前噬菌体和噬菌体主要衣壳蛋白 (MCPs)

与末端酶大亚基 (TCLs)基因序列构建的系统

进化树也表明，前噬菌体的 MCPs 和 TCLs 也

都更倾向于聚类在同一分支(图 6B 黄色分支，

图 6C 绿色与蓝色分支)，即前噬菌体彼此之间

不论是结构蛋白还是主要的酶类的遗传进化

关系都很近，而与多数噬菌体的遗传进化关系

较远。 

2.7  前噬菌体与产气荚膜梭菌噬菌体之间

的基因组比较分析 
以 Clostridium phage vB_CpeS-CP51 为参

考基因组，选取与其位于同一分支的 7 条前噬

菌体序列进行全基因组比对，结果表明 7 条前

噬菌体与 Clostridium phage vB_CpeS-CP51 的

部分结构蛋白 (portal protein 、 minor capsid 

protein、major capsid protein、capsid protein、

head-tail connector protein、major tail protein、

tape measure protein 和 phage tail protein)、酶类

(terminase large subunit 和 holin)以及一些功能

未知的假定蛋白的编码基因的同源性较高，其

他基因的同源性很低(图 7)。 
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图 6  完整前噬菌体和噬菌体的系统发育进化树 
Figure 6  The phylogenetic tree of intact prophages and phages. A: the phylogenetic tree based on genome; B: the 
phylogenetic tree based on major capsid protein; C: the phylogenetic tree based on terminase large subunit.  : Group 
1;  : Group 2;  :Group 3;   : Siphoviridae;   : Myoviridae;   : unclassified Caudovirales. 
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图 7  噬菌体基因组和 7 条前噬菌体的全基因组比对 
Figure 7  The genome comparison between the phage and 7 prophages, and the Clostridium phage 
VB_cpES-CP51 as the reference genome.  
 

3  讨论 
溶原化是噬菌体与细菌之间的军备竞赛过

程中的一种独特的作用结果，很多细菌是非溶

原性细菌，而溶原性细菌携带的前噬菌体除了

在细菌之间传播毒力基因和耐药基因外，还可

以促进溶原性细菌某些基因的表达[33–34]。研究

发现，溶原菌的占比与细菌的种属有关，如大

肠杆菌中溶原菌占比为 100%[35]，肺炎链球菌中

溶原菌占比为 100%[36]，鲍曼不动杆菌中溶原菌

占比为 99.5%[37]，而变异链球菌中溶原菌占比

则为 13.45%[38]，产气荚膜梭菌中溶原菌的占比

也很高(100%)，但其平均携带的前噬菌体数量 

较少(2.67 条)，而大肠杆菌、沙门氏菌和鲍曼不

动杆菌的平均携带的前噬菌体分别为 8.2、5.6
和 4.0 条[36,39]；前噬菌体在许多细菌中占比很

高，最多可占宿主基因组的 10%–20%[40]，本研

究中前噬菌体占产气荚膜梭菌基因组比例为

2.23%，明显低于埃希氏菌属、链球菌属、螺旋

体属(10%–20%)和沙门氏菌属(4.9%)[40–41]，低于

洋葱伯克霍尔德氏菌(3.67%)，接近于假伯克霍

尔德氏菌(2.34%)[42]。产气荚膜梭菌的前噬菌体

长度分布的 2 个峰值与完整和不完整前噬菌体

的平均长度接近，而所有前噬菌体的 GC%与产

气荚膜梭菌的 GC%接近，这与之前的研究结果

一致，即由于噬菌体完全依靠宿主的翻译机制
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进行转录和翻译，因此噬菌体更倾向具有和宿

主接近的 GC%和密码子使用模式[43]，而双峰分

布模式同样证实了噬菌体基因组整合到宿主基

因组后，由于完整的前噬菌体会在某些条件下

被激活进入裂解周期杀死宿主菌，在长期进化

过程中，完整的前噬菌体会被宿主菌删除某些

关键基因(如部分结构基因等)变成不完整而被

灭活，宿主菌通过这种驯化机制解除了被裂解杀

死的风险，同时保留了前噬菌体中的某些对自身

有益的基因(如耐药基因和毒力基因等)[39]。 
研究表明，噬菌体能携带 ARGs 并通过普

遍性转导介导 ARGs 在细菌间转移，如在鲍曼

不动杆菌中，前噬菌体携带了 9 个不同家族的

ARGs (如 β-内酰胺类、四环素类和萘啶酸类

等)[44]，产肠毒素大肠杆菌中的前噬菌体携带 β-
内酰胺酶耐药基因(blaTEM-1B)，并通过普遍性

转导介导了 ARGs 的转移[35]，我们发现产气荚

膜梭菌的前噬菌体不携带任何 ARGs，推测在

产气荚膜梭菌中 ARGs 可能通过质粒、转座子

或整合子等其他可移动遗传元件进行转移。目

前研究发现，产气荚膜梭菌至少有 23 种毒素和

毒力相关酶类，其中 α、β、ε 和 ι 为主要致死

毒素，而 α 毒素基因 cpa/plc 位于染色体上，是

毒性最强、最重要的毒素，其他毒素基因都位

于质粒上[11,45]；很多菌株还会产生产气荚膜梭

菌肠毒素(C. perfringens enterotoxin，CPE)、β2
毒素、溶血素(PFO)、坏死性肠炎毒素(NetB)和
大分子细胞毒素(TpeL)等[46]。本研究发现，前

噬菌体除了会携带 α 毒素基因，还会携带其他

毒力基因，这些毒力因子除了直接赋予产气荚

膜梭菌强致死性外，还会通过增强在感染动物

体内的黏附、定殖及扩散能力，进一步增强产

气荚膜梭菌的致病性，如唾液酸酶能帮助产气

荚膜梭菌黏附到小肠上皮细胞并能增强 ε 毒素

的毒性[47]。噬菌体是细菌在污染环境中重金属

抗性基因的重要储存库，其中 77.0%的膜转运

蛋白基因和 61.7%的金属还原酶基因都位于溶

原性噬菌体上，携带 ABGs/MRGs 的噬菌体通

过整合到细菌基因组，提高了细菌对重金属的

抗性[48]。本研究发现，前噬菌体携带了多种金

属离子还原酶和转运蛋白，推测前噬菌体对产

气荚膜梭菌在适应不良环境和化学胁迫因素方

面也具有重要的影响。 
根据毒素(α、β、ε 和 ι 为)的产生情况，产

气荚膜梭菌被分为 A (α)型、B (α、β、ε)型、C (α、
β)型、D (α、ε)型和 E (α、ι)型，其中 A 型产气

荚膜梭菌主要引起人和动物气性坏疽和食物中

毒，还可引起牛、羔羊、山羊、驯鹿、仔猪和

家兔等的肠毒血症[5]。本研究发现前噬菌体的

分布与产气荚膜梭菌的遗传进化有密切关系，

其中 Group 1 前噬菌体仅存在于 A 型产气荚膜

梭菌中且多为完整的，Group 2 中前噬菌体多为

不完整的，Group 3 中前噬菌体完整和不完整的

各占近半；由于细菌在进化过程中会删除前噬菌

体的某些基因，使其成为不完整的前噬菌体[35]，

推测在产气荚膜梭菌的进化过程中，Group 2 前

噬菌体是最早出现并感染产气荚膜梭菌，Group 
3 次之，Group 1 前噬菌体较晚出现且宿主谱相

对较窄，只能感染 A 型产气荚膜梭菌。除了

SM101，其他具有完整 CRISPR-Cas 系统的产气

荚膜梭菌携带的前噬菌体数量较少(1–3)条，前

噬菌体数量和 spacers 之间的关系为弱的负相

关 ， 这 与 之 前 的 研 究 结 果 一 致 [15] ， 说 明

CRISPR-Cas 系统对前噬菌体的数量影响作用

较小，其他防御系统(如 R-M 系统、流产感染

系统、BREX 系统、毒素-抗毒素系统等)在抗噬

菌体感染过程中发挥了主要作用[49]。不论基于

前噬菌体全基因组还是特定基因(主要衣壳蛋

白和末端酶大亚基)构建的系统进化树结果都

表明，产气荚膜梭菌的前噬菌体与已知的产气
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荚膜梭菌的噬菌体的遗传进化距离和亲缘关系

较远，即便与亲缘关系最近的噬菌体也仅有部

分基因存在较高的同源性，这说明产气荚膜梭

菌的前噬菌体是一类新的噬菌体，其功能和对

宿主遗传进化影响仍需要进行深入研究。 

4  结论 
产气荚膜梭菌普遍携带前噬菌体，前噬菌

体的分布特点与产气荚膜梭菌的遗传进化关系

存在联系，但 CRISPR-Cas 系统对前噬菌体的

数量影响较小，前噬菌体不携带耐药基因，但

其携带的毒力基因和重金属代谢相关等基因对

产气荚膜梭菌的毒力因子获得和转移、致病性

演变及环境适应能力具有重要影响。 
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