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研究报告 

一株新型裂解 K63 荚膜型肺炎克雷伯菌的噬菌体分离鉴定

和生物学特性研究及全基因组分析 
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摘  要：【背景】噬菌体具有特定的杀菌能力，对生态和细菌的进化具有重要影响。近年来由于多

重耐药细菌的全球出现，噬菌体疗法逐渐引起了人们的关注。【目的】对一株新型裂解 K63 荚膜型

肺炎克雷伯菌的噬菌体 vB_KpnP_IME308 进行生物学特性研究、测序和比较基因组学的分析。【方

法】以一株从临床分离到的肺炎克雷伯菌为宿主菌分离噬菌体，应用双层平板法进行噬菌体最佳感

染复数(optimal multiplicity of infection)、一步生长曲线(one-step growth curve)、温度以及 pH 敏感性

实验测定，纯化噬菌体并通过透射电镜观察噬菌体形态；应用标准的苯酚-氯仿提取方案提取噬菌体

全基因组，使用 Illumina MiSeq 测序平台进行噬菌体全基因组测序，测序后对噬菌体全基因组序列

进行组装、注释、进化和比较基因组学分析。【结果】分离到一株新型的肺炎克雷伯菌噬菌体，命

名为 vB_KpnP_IME308；其最佳感染复数为 0.001，一步生长曲线结果显示，其感染宿主菌的潜伏期

约为 20 min，裂解期约为 80 min，平均裂解量 330 PFU/cell；噬菌体 vB_KpnP_IME308 在 4−50 °C

和 pH 5.0−10.0 范围内稳定；电镜观察该噬菌体属于短尾噬菌体科(Podoviridae)。基因组测序结果表

明，噬菌体基因组全长为 43 091 bp，(G+C)mol%含量为 53.9%，(A+T)mol%含量为 46.1%。BLASTn

比对结果表明，该噬菌体与目前已知噬菌体基因组仅 84%区域有相似性。噬菌体进化树结果表明该

噬菌体属于 Autographivirinae 亚科的 Drulisvirus 属的成员。【结论】从医院污水中分离鉴定了一株

新型的肺炎克雷伯菌噬菌体，表征并分析了噬菌体全基因组序列，这些结果均表明该噬菌体具有开

发为抗肺炎克雷伯菌制剂的潜力，为噬菌体治疗多重耐药细菌感染奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Bacteriophages have a specific bactericidal ability to influence the evolution of 
bacteria and ecology. In recent years, due to the global emergence of multidrug-resistant bacterial strains, 
phage therapy has received renewed interest. [Objective] Biological characteristics and complete genome 
sequence of a novel virulent bacteriophage vB_KpnP_IME308 that infects Klebsiella pneumoniae capsular 
type K63. [Methods] A novel lytic phage was isolated from sewage of Chinese general Hospital of the 
PLA using a clinical Klebsiella pneumoniae strain as an indicator. The double-layer plate method was 
conducted the titer, optimal multiplicity of infection (MOI), one-step growth curve, thermostability and pH 
stability. Phage morphology was observed by transmission electron microscopy after purification. Phage 
genome was sequenced using the Illumina MiSeq sequencing platform. Complete genome sequence was 
used for genome annotation, comparative genomics and evolutionary analyses. [Results] A novel phage, 
designated vB_KpnP_IME308, isolated from hospital sewage using a clinical Klebsiella pneumoniae strain 
as a host. The optimal MOI of phage vB_KpnP_IME308 is 0.001. One step growth curve showed that the 
latent period and the burst period of vB_KpnP_IME308 were 20 min and 80 min, respectively. The burst 
size was about 330 PFU/cell. The genome of vB_KpnP_IME308 is 43 091 base pairs (bp) with 
(G+C)mol% content of 59.3% and (A+T)mol% content of 46.1%. Electron microscopic observation 
showed that the phage belongs to the family Podoviridae. The BLASTn alignment showed that the genome 
of the phage had limited similarity with the currently known phages. The evolutionary relationship 
between phage vB_KpnP_IME308 and other Podoviridae phages was analyzed by major capsid protein 
and large terminase protein of phage vB_KpnP_IME308, which suggest that phage vB_KpnP_IME308 
was a member of the genus Drulisvirus of subfamily Autographivirinae. [Conclusion] A lytic phage, 
vB_KpnP_IME308, was isolated successfully from hospital sewage, characterization and genome analysis 
of a novel bacteriophage vB_KpnP_IME308, which shows its potency to be developed as a novel 
alternative for multi-drug resistant Klebsiella pneumoniae infects control and treatment. 

Keywords: Klebsiella pneumonia, Bacteriophage, Biological characteristics, Genomic analysis 

肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)为革兰氏

阴性杆菌，是医院和社区获得性尿路感染常见病

原体，败血症和肺炎的常见原因 [1-2]。近几十年

来，由肺炎克雷伯菌并发转移性脑膜炎和眼内炎

引起的社区获得性化脓性肝脓肿病例已在全世界

范围内出现，特别是在亚洲[3-4]。由于抗生素滥用

和细菌进化，抗生素耐药问题正在变得越来越严

重。抗生素长期以来被认为是治疗细菌感染性疾

病最有力的武器，碳青霉烯类抗生素被认为是最

后的抗生素。但是随着更多碳青霉烯类抗生素的

广泛使用，产超广谱 β-内酰胺酶(extended spectrum 

β-lactamase，ESBLs)的菌株正在增加，这给临床
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治疗带来了困难。因此，美国疾病控制和预防中

心认为耐碳青霉烯类肠杆菌科是公共卫生的直接

威胁[5]。 

噬菌体 (bacteriophage)作为一种新兴的治疗

方法，已经越来越受到人们的关注。噬菌体对细

菌具有高度专一性，可在细菌中繁殖并杀死细菌

却对动植物没有毒性。Cao 等[6]用分离自临床患

者的多药耐药肺炎克雷伯菌，使用滴鼻法构建  

肺 炎 感 染 的 小 鼠 模 型 ， 随 后 用 单 剂 量 噬 菌 体

(2×109 PFU/小鼠)治疗感染小鼠，结果显示，未用噬

菌体处理的小鼠 24 h 内全部死亡，使用噬菌体治

疗组，只有 20%的小鼠在感染后 72 h 死亡，这种

治疗方法显着提高了感染小鼠的存活率，提示肺

炎克雷伯菌噬菌体可用于噬菌体治疗。此外，

Manohar 等将污水样品中分离出的噬菌体制备成

噬菌体鸡尾酒，然后加入到城市污水中孵育 2 h，

细菌负荷从 106 CFU/mL 降至 103 CFU/mL，这个

结 果 表 明 噬 菌 体 鸡 尾 酒 也 是 一 个 很 好 的 生 物  

防治剂[7]。 

我们根据 Pan 等的方法鉴定了宿主菌 226 肺炎

克雷伯菌菌株属于 K63 荚膜型[8]。在本研究中，我

们以一株 K63 荚膜型肺炎克雷伯菌菌株 226 为宿主

菌，从医院废水样品中获得一株新型肺炎克雷伯

菌噬菌体，命名为 vB_KpnP_IME308，并研究其生

物学特性，确定其基因组序列，这些结果可为进一

步应用和研究不同荚膜类型的肺炎克雷伯菌噬  

菌体在临床治疗中作为抗生素替代品的应用奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株来源与培养条件 

肺炎克雷伯菌菌株 226 分离自中国人民解放军

总医院呼吸与重症医学科一名肺炎感染患者的痰

液，使用引物 16S-F (5′-AGAGTTTGATCCTGGC 

TCAG-3′)和 16S-R (5′-ACGGCTACCTTGTTACGA 

CTT-3′)，通过 16S rRNA 基因的 PCR 扩增进行初步

的肺炎克雷伯菌鉴定[9]，然后使用终浓度 25%的甘

油保存至军事医学科学院微生物流行病研究所

−80 °C 细菌库中。肺炎克雷伯菌通常在 LB 培养基

中于 37 °C 通风培养。 

1.1.2  培养基及主要试剂和仪器 

LB 液体培养基 (g/L)：氯化钠 10.0，酵母提取

物 5.0，胰蛋白胨 10.0，于 1×105 Pa 灭菌 20 min。

LB 固体培养基(g/L)：氯化钠 10.0，酵母提取物 5.0，

胰蛋白胨 10.0，琼脂 15.0，1×105 Pa 灭菌 20 min。LB

半固体培养基(g/L)：氯化钠 10.0，酵母提取物 5.0，

胰蛋白胨 10.0，琼脂 7.5，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

蛋白酶 K、RNase、DNase，Thermo Fisher 

Scientific 公司；酚:氯仿:异戊醇(25:24:1，体积比)、

DNA 平衡酚，北京索莱宝科技有限公司。MiSeq

测序仪，Illumina 公司。 

1.2  噬菌体的分离鉴定 

噬菌体的分离纯化按照文献[10]所描述的步骤

进行。具体来说，噬菌体的分离使用污水富集

法：将污水 12 000×g 离心 10 min，0.22 μm 微孔滤

膜(millipore 膜，孔径 0.22 μm)进行过滤，并将 2 mL

收集的液体与 10 mL 指数期(OD600=0.4−0.6)指示菌

混合。将混合物在 37 °C 温育过夜，12 000×g 离心

10 min，收集上清液并用 0.22 μm 微孔滤膜进行过

滤以除去残留的细菌细胞。然后，100 μL 上清液

和 500 μL 指示菌指数生长期(OD600=0.4−0.6)混合，

混合物加入约 5 mL 上层琼脂(LB 含 0.7%琼脂，

50 °C 水浴)中，倒入含有下层琼脂的 LB 平板上(双

层法)[11]，待上层琼脂凝固后移至 37 °C 恒温培养

箱培养过夜。通过 5 次连续单斑分离获得纯噬菌体

菌株。 

1.3  噬 菌 体 最 佳 感 染 复 数 (multiplicity of 

infection，MOI)测定 

参照 Li 等[12]的方法，略有改动。为了确定最

佳 MOI，根据感染比例，将噬菌体和宿主菌液分

别按照 MOI 为 10、1、0.1、0.01、0.001 的拷贝数

比例混合，各 200 μL，加入新鲜的 5 mL LB 培养基

中，37 °C、220 r/min 振荡培养 6 h 后，6 000×g 离

心 15 min 除去细胞沉淀。收集上清液，使用 0.22 μm
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的滤膜过滤，通过双层平板法测定噬菌体的滴

度。其中噬菌体滴度最高的 MOI 是最佳的感染复

数[13]。每次独立实验重复 3 次。 

1.4  噬菌体一步生长曲线(one-step growth)的 

测定 

参照 Wang 等的方法[14]，略有改动。使用培养

至 生 长 指 数 中 期 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 菌 株 226 

(OD600=0.2−0.6)并与噬菌体 vB_KpnP_IME308 以

0.001 的 MOI 混合，将混合物置于 37 °C 恒温培养

箱孵育 10 min，使噬菌体与细菌充分吸附，然后将

混合物以 10 000×g 离心 1 min，将含有宿主细菌的

沉淀物用 37 °C 新鲜 LB 洗涤 2 次，期间无需振荡

混匀。然后将混合物转移到 20 mL LB 培养基中并

在 37 °C、220 r/min 振荡培养。然后在感染后 0、

5、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、

110、120 min 收集 3 个 150 μL 等分试样。将样品以

10 000×g 离心 2 min，除去上清液，然后使用双层

琼脂测定噬菌体滴度，稀释样品并立即铺板以确定

噬菌体滴度。每次独立实验重复 3 次。 

1.5  噬菌体温度和 pH 敏感性的测定 

使用无菌 1.5 mL 离心管将 900 μL LB 液体培养

基在 4、20、30、40、50、60、70 和 80 °C 金属浴

中预热 60 min，待温度稳定后，加入 100 μL 噬菌

体(109 噬斑形成单位 PFU/mL)，并将样品在培养箱

中加热。孵育 60 min 后收集样品，然后通过双层

琼脂方法测定噬菌体滴度。该测定重复 3 次[15]。对

于 pH 敏感性，用 1 mol/L HCl 和 1 mol/L NaOH 将

LB 培养基调节至 pH 2.0−14.0。接下来，将 100 μL

噬菌体原液(109 噬菌斑形成单位 PFU/mL)加入到  

900 μL 分别装不同 pH 值 LB 溶液的 1.5 mL EP 管

中，37 °C 孵育 60 min，通过双层琼脂方法测定噬

菌体滴度。这个实验也重复了 3 次[16]。 

1.6  噬菌体电镜 

噬菌体 vB_KpnP_IME308 的形态进一步可视

化 通 过 透 射 电 子 显 微 镜 (transmission electron 

microscope，TEM)观察[17]。吸取一滴纯化的噬菌体

悬液滴在铜网上，用 2%磷钨酸溶液染色 1 min 后

立即除去过量的染色剂，在 100 kV TEM 106 下观

察噬菌体的形态。 

1.7  噬菌体基因组提取 

噬菌体基因组使用文献[18]描述的标准苯酚-氯

仿提取方案。取 600 μL 已纯化过滤的噬菌体裂解

液，加入 DNase I (1 μg/mL)和 RNase A (1 μg/mL)，

将混合物充分涡旋并在 37 °C 下温育，消化过夜；

80 °C 酶灭活 20 min 后加入裂解缓冲液 (终浓度：

0.5% SDS，20 mmol/L EDTA 和 50 μg/mL 蛋白酶

K)，将混合物在金属浴中 56 °C 温育 1 h；加入等

体积的 DNA 平衡酚，充分涡旋振荡 1 min，然后将

混合物 12 000×g 离心 10 min。转移上层水相到一

个新的 1.5 mL 离心管中，加入相同体积的苯酚:氯仿:

异戊醇(25:24:1，体积比)，充分涡旋振荡 1 min，  

12 000×g离心 10 min 以去除蛋白质和多糖物质。将

上层水相再次转移至新的 1.5 mL 离心管中，加入

等体积的异丙醇，−20 °C 放置 4 h 沉淀基因组

DNA。然后将样品在 4 °C 条件下 10 000×g 离心  

20 min 后收集沉淀物。用 75%的乙醇(预冷)洗涤上

述 DNA 沉淀，室温干燥后使用适量无核酸水重悬

DNA 沉淀，并储存在−20 °C 保存备用。 

1.8  噬菌体的全基因组测序及生物信息学分析 

噬菌体 vB_KpnP_IME308 的 DNA 全基因组测

序使用的是 Illumina MiSeq 测序平台。DNA 文库构

建使用 NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit

来完成。 

基因组序列组装使用的使 Newbler V3.0 软件[19] 

(Roche applied science)和 CLC 3.0 软件。使用

RAST 在线数据库[20] (http://www.rast.nmpdr.org)进

行开放阅读框(open reading frame，ORF)初步确

定，所有的 ORF 使用 NCBI 的蛋白质基本局部比对工

具 BLASTp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)手

动验证。此外，进一步的基因组分析使用 tRNA 

scan-SE 2.0 版(http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/)[21]

预测 tRNA，TMHMM Server V2.0 (http://www.cbs. 

dtu.dk/services/TMHMM/)用于筛选所有的潜在含有
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跨膜结构域蛋白质的开放阅读框。序列比对分析

使 用 Mauve 2.3.1[22] ， 生 成 基 因 组 图 谱 使 用

SnapGene® V2.6.2 (GSL Biotech ； www.snapg 

ene.com)。为了确定噬菌体 vB_KpnP_IME308 与其

他 Autographivirinae 亚科之间的系统发育关系，使

用 MEGA 6.0[23]构建系统发育树。选择主要衣壳蛋

白(ORF34)和推定的末端酶大亚基(ORF43)两种蛋

白，从当前的 ICTV (international committee on 

taxonomy of viruses)库中各下载了序列，系统发  

育分析使用 ClustalW 和 Neighbor-Joining 的方法  

构建。  

2  结果与分析 

2.1  噬菌体的分离与鉴定 

使用肺炎克雷伯菌菌株 226 作为宿主菌，从医

院污水中分离出噬菌体 vB_KpnP_IME308。噬菌体

经过 5 次纯化之后，37 °C 下孵育 12 h，在双层平

板上，该噬菌体产生直径 1−2 mm 的斑块，其中小

的透明噬菌斑周围被晕环包围(图 1A)。如 Hughes

等所述，晕圈的存在可能表明可溶性噬菌体酶的

产生，例如多糖解聚酶[24]。 

2.2  噬菌体的形态学特征 

电子显微照片显示噬菌体具有典型的二十面

体结构和非收缩的尾部，其头部直径约为 60±1 nm，

尾部长度约为 10±2 nm，这是 Podoviridae 家族

(Caudovirales 目)的特征(图 1B)。根据目前的国际病

毒分类委员会分类系统，噬菌体 vB_KpnP_ IME308

被划分为 Autographivirinae 亚科中的 Drulisvirus 属。 

2.3  噬菌体最佳感染复数  

噬菌体与宿主菌肺炎克雷伯菌菌株 226 按一

定比例混合，当以 MOI 为 0.001 感染时，噬菌体

vB_KpnP_IME308 产生最大滴度(表 1)，表明 0.001

是噬菌体 vB_KpnP_IME308 的最佳 MOI (表 1)。 
 

 
 

图 1  噬菌体 vB_KpnP_IME308 的形态  
Figure 1  The morphology of phage vB_KpnP_IME308 

注：A：噬菌斑；B：电镜照片. 
Note: A: Plaques of phage; B: Transmission electron micrograph. 

 
表 1  噬菌体 vB_KpnP_IME308 最佳感染复数的测定 
Table 1  Determination of optimal multiplicity of infection (MOI) 
序号 

No. 

菌落数 

Numbers of bacteria (CFU/mL) 

噬菌体数 

Numbers of phages (PFU/mL) 

感染复数 

MOI 

噬菌体滴度 

Titer (PFU/mL) 

1 108 109 10 1.6×108 

2 108 108 1 3.0×108 

3 108 107 0.1 7.6×108 

4 108 106 0.01 8.8×109 

5 108 105 0.001 1.2×1010 
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2.4  噬菌体的一步生长曲线 

进 行 一 步 生 长 曲 线 实 验 以 确 定 噬 菌 体

vB_KpnP_ IME308 的潜伏期(latent period)和暴发

量(burst size)。由图 2A 可知，噬菌体与对数生长

期的肺炎克雷伯菌混合培养 20 min 曲线走势无明

显变化，即噬菌体潜伏期约为 20 min；而后噬菌

体的滴度急剧增加，在约 80 min 后其滴度趋于平

稳，则噬菌体感染期的时间约为 80 min，由此可

得裂解量为 3.3×1010/1×108=330 PFU/cell (裂解  

量=裂解末期噬菌体滴度/感染初期宿主菌浓度)，

即噬菌体 vB_KpnP_IME308 感染宿主菌的裂解量

约为 330 PFU/cell。 

2.5  噬菌体温度和 pH 的敏感性 

噬菌体 vB_KpnP_IME308 在 4−50 °C 的温度范

围内稳定生长。当在 60 °C 温育 60 min 时，噬菌体

滴度减少几乎 1lg；随后在 70 °C 水金属浴中孵育

60 min 噬菌体滴度迅速下降至 1×104 PFU/mL，

70 °C 下孵育 60 min，噬菌体滴度急剧下降至 0。

这些结果表明噬菌体能够耐受实验环境下的常规

温度 (图 2B)。噬菌体 vB_KpnP_IME308 在 pH 

5.0−10.0 的范围内显示较高的活性，而 pH 低于 5.0

或 者 大 于 10.0 时 活 性 下 降 ， 由 此 可 知 噬 菌 体

vB_KpnP_IME308 的最适合 pH 范围为 4.0–10.0 (图

2C)。这些数据表明噬菌体 vB_KpnP_IME308 可能

具有肺炎克雷伯菌生物控制的潜在应用。 

2.6  噬菌体的全基因组分析 

噬菌体 vB_KpnP_IME308 的基因组为双链线

性 的 DNA ， 其 核 酸 序 列 NCBI 登 录 号 为

MN176572。基因组组装使用 Roche Newbler 3.0 汇

编程序和 CLC 软件进行的。具体而言，基因组文

库产生 170 656 kb 的数据，平均阅读长度为 298 个

碱基，发现 vB_KpnP_IME308 的完整基因组长为

43 091 bp，整个读数的 96.08%与完整基因组匹  

配(572 472 个读数中 550 035 个)，平均覆盖率为  

3 960。噬菌体 IME308 基因组 A、C、G、T 碱基含

量 分 别 为 24.6% 、 24.8% 、 29.1% 和 21.5% ，

(G+C)mol% 含 量 为 53.9% ， (A+T)mol% 含 量     

为 46.1%。 

使用 RAST 鉴定基因组序列注释显示，噬菌体

vB_KpnP_IME308 含有总共 49 个开放阅读框，其

中 22 个为功能编码序列(coding sequence，CDS)，

其余基因注释为假设蛋白质或未知功能蛋白质(表

2)。该基因组主要涉及 4 个功能模块，包括：噬菌

体裂解系统；结构和 DNA 包装；代谢；复制。 

 
 

 
 
 

图 2  噬菌体 vB_KpnP_IME308 的生物学特性 
Figure 2  Biological properties of phage vB_KpnP_IME308 

注：A：一步生长曲线；B：温度敏感性；C：pH 敏感性. 
Note: A: One-step growth curve; B: Thermostability; C: pH stability. 
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表 2  噬菌体 vB_KpnP_IME308 的 ORF 功能预测 
Table 2  ORF analysis of the phage vB_KpnP_IME308 genome 
ORF Top BLAST hita Amino acid identity (%)b E value Accession No. 

1 Hypothetical protein [Klebsiella phage KpV71] 61/66 (92%) 5.00E−35 NC_031246.1 
2 Hypothetical protein [Dehalobacter sp. FTH1] 15/25 (60%) 0.092 NZ_AQYY00000000.1
3 Hypothetical protein [Klebsiella phage vB_KpnP_SU503] 53/59 (90%) 9.00E−33 NC_028816.1 
4 Hypothetical protein [Klebsiella phage F19] 47/67 (70%) 3.00E−28 NC_023567.2 
5 Hypothetical protein [Klebsiella phage vB_KpnP_KpV48] 543/659 (82%) 0 KX237514.1 
6 Putative peptidase [Klebsiella phage F19] 344/348 (99%) 0 NC_023567.2 
7 Hypothetical protein [Klebsiella phage F19] 96/155 (62%) 2.00E−57 NC_023567.2 
8 Putative DNA primase [Klebsiella phage vB_KpnP_KpV48] 250/260 (96%) 0 KX237514.1 
9 Hypothetical protein [Klebsiella phage KP34] 63/64 (98%) 5.00E−38 NC_013649.2 
10 Hypothetical protein [Klebsiella phage vB_Kpn_IME260] 23/45 (51%) 4.00E−05 NC_041899.1 
11 Putative DNA helicase [Klebsiella phage KpV71] 422/426 (99%) 0 NC_031246.1 
12 Hypothetical protein [Klebsiella phage KpV41] 50/51 (98%) 5.00E−28 NC_028670.1 
13 DNA polymerase [Klebsiella phage phiKpS2] 801/803 (99%) 0 KX587949.2 
14 Hypothetical protein [Klebsiella phage KP-Rio/2015] 73/73 (100%) 1.00E−44 KX856662.1 
15 Putative HNH endonuclease[Klebsiella phage NTUH-K2044-K1-1] 32/54 (59%) 1.00E−12 NC_025418.1 
16 Hypothetical protein [Klebsiella phage KP34] 311/348 (89%) 0 NC_013649.2 
17 Putative HNH endonuclease [Klebsiella phage KP34] 124/130 (95%) 5.00E−87 NC_013649.2 
18 Hypothetical protein [Klebsiella phage vB_KpnP_KpV74] 49/64 (77%) 5.00E−17 KY385423.1 
19 Hypothetical protein [Klebsiella phage F19] 259/265 (98%) 0 NC_023567.2 
20 Hypothetical protein [Klebsiella phage Kp2] 77/84 (92%) 1.00E−44 KT367886.1 
21 Hypothetical protein [Klebsiella phage Kp2] 107/124 (86%) 4.00E−69 KT367886.1 
22 Hypothetical protein [Klebsiella phage AltoGao] 50/53 (94%) 5.00E−28 MF612071.1 
23 Putative 5′-3′ exonuclease [Klebsiella phage vB_KpnP_SU552A] 293/309 (95%) 0 NC_028870.1 
24 Hypothetical protein [Achromobacter phage JWAlpha] 60/148 (41%) 8.00E−24 NC_023556.1 
25 Putative DNA endonuclease VII [Klebsiella phage F19] 139/140 (99%) 7.00E−96 NC_023567.2 
26 Hypothetical protein [Klebsiella phage Kp2] 100/152 (66%) 6.00E−60 KT367886.1 
27 Hypothetical protein [Klebsiella phage Kp2] 36/42 (86%) 4.00E−19 KT367886.1 
28 RNA polymerase [Klebsiella phage Kp2] 813/822 (99%) 0 KT367886.1 
29 Hypothetical protein phiKpS2_34 [Klebsiella phage phiKpS2] 146/146 (100%) 5.00E−104 KX587949.2 
30 Hypothetical protein [Klebsiella phage KP34] 86/87 (99%) 2.00E−50 NC_013649.2 
31 Collar protein [Klebsiella phage Kp2] 526/531 (99%) 0 KT367886.1 
32 Putative scaffolding protein [Klebsiella phage KpV41] 273/280 (98%) 0 NC_028670.1 
33 Putative HNH endonuclease [Klebsiella phage vB_KpnP_KpV74] 114/153 (75%) 5.00E−81 KY385423.1 
34 Major capsid protein [Escherichia phage Minorna] 325/338 (96%) 0 MK598851.1 
35 Hypothetical protein [Klebsiella phage KP34] 53/59 (90%) 7.00E−27 NC_013649.2 
36 Tail tubular protein [Klebsiella phage myPSH1235] 182/186 (98%) 2.00E−133 MG972768.1 
37 Tail tubular protein B [Klebsiella phage F19] 737/759 (97%) 0 NC_023567.2 
38 Putative internal virion protein [Klebsiella phagev B_KpnP_SU552A] 193/195 (99%) 2.00E−135 NC_028870.1 
39 Hypothetical protein [Klebsiella phage Kp2] 877/894 (98%) 0 KT367886.1 
40 Putative internal core protein [Klebsiella phage vB_KpnP_SU503] 1 205/1 232 (98%) 0 NC_028816.1 
41 Tail fibers protein [Klebsiella phage Kp2] 503/530 (95%) 0 KT367886.1 
42 Putative DNA maturase A [Klebsiella phage vB_KpnP_KpV74] 100/100 (100%) 4.00E−63 KY385423.1 
43 Putative large terminase subnit [Klebsiella phage phiBO1E] 610/618 (99%) 0 KM576124.1 
44 Hypothetical protein [Enterobacteria phage J8-65] 56/140 (40%) 6.00E−11 NC_025445.1 
45 Hypothetical protein [Klebsiella phage KPV811] 52/60 (87%) 6.00E−27 KY000081.1 
46 Hypothetical protein [Klebsiella phage KpV41] 134/134 (100%) 6.00E−88 NC_028670.1 
47 Hypothetical protein [Klebsiella phage Kp2] 82/83 (99%) 6.00E−52 KT367886.1 
48 Endolysin [Klebsiella phage F19] 180/184 (98%) 4.00E−132 NC_023567.2 
49 Tail fiber family protein [Klebsiella phage F19] 562/579 (97%) 0 NC_023567.2 
50 No hit    
注：a：最相近基因组微生物物种的基因和名称；No hit：没有比对到相近的氨基酸序列；b：BLASTp 搜索到比对百分比. 
Note: a: The most closely related genes and names of the organisms; No hit: Indicates no significant homology detected for a particular 
amino acid sequence; b: Percent identity for top hits in BLASTp searches. 
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功能蛋白质可视化如图 3 所示。其中，裂解系

统中仅鉴定出一个相关基因为 ORF48 (细胞内溶

素)，它是噬菌体编码的酶，其主要功能是在噬菌

体繁殖周期的末期分解细菌肽聚糖[25]。噬菌体的

尾纤(tail fiber)或尾刺(tail spikes)蛋白通常展示荚膜

解聚糖的活性。在琼脂平板上的细菌菌落层上，

这些酶通常会在噬菌斑块周围形成晕圈。在噬菌

体 vB_KpnP_IME308 中预测了 3 个噬菌体尾部相关

蛋白：ORF36 和 ORF37 (尾管蛋白)及 ORF49 (尾丝

蛋白)，它们主要参与了尾部组装或在感染后穿透

宿主细胞外膜的过程。注释结果还显示了 ORF34 

( 主 要 衣 壳 蛋 白 ) 与 Escherichia phage Minorna 

(MK598851.1) 高 度 相 似 ， 同 一 性 为 325/338 

(96%)，E 值为 0。该衣壳蛋白编码序列高度保守，

通常用于分类[26-28]。在噬菌体复制及代谢相关基

因中，噬菌体 vB_KpnP_ IME308 编码几种核苷酸

代 谢 基 因 ， 包 括 核 酸 外切酶 (CDS15，CDS17，

CDS25，CDS33)和 DNA 核酸内切酶(CDS23)，这些

酶通过水解宿主基因组 DNA 和 RNA 产生用于噬菌

体 DNA 合成的脱氧核糖核苷酸[29]。此外，ORF8 

(引物酶)和 ORF11 (水解酶)在 DNA 复制、修复和转

录中具有重要作用[30]。 

参与噬菌体包装的蛋白质主要鉴定了 ORF32 

( 脚 手 架 蛋 白 ) ， 其 与 Klebsiella phage KpV41 

(NC_028670.1)具有高度的序列相似性，同一性为

273/280 (98%)，E 值为零；ORF42 (推定的 DNA 成

熟蛋白 A)和 ORF43 (推定的末端酶大亚基)分别与

Klebsiella phage vB_KpnP_KpV74 (KY385423.1)和

Klebsiella phage phiBO1E (KM576124.1) 具 有

100/100 (100%)和 610/618 (99%)的一致性。 

2.7  噬菌体 vB_KpnP_IME308 比较基因组学分

析及系统进化树的构建 

使用 NCBI 的 BLASTn 程序进行全基因组序列

分析，噬菌体vB_KpnP_IME308的基因组与vB_KpnP_ 

KpV74 (KY385423.1)、phage phiKpS2 (KX587949.2)、

phage vB_KpnP_SU552A (NC_028870.1)、phage KP34 

(NC_013649.2)最为相似。因此，使用 Mauve 软件

首次对这 4 个基因组进行了比对分析。图 4 显示主

要在结构和代谢区域发现插入和删除点。例如，

发现了 CDS15 和 CDS17 的插入，两者均编码推定

的 HNH 核酸内切酶。由噬菌体 vB_KpnP_IME308

编码的 ORF14 (尾纤维蛋白)与宿主特异性相关，

因此，在这些噬菌体之间主要显示了较大的差异

(覆盖率为 48%−100%；同一性为 64.6%–79.3%)。 

 

 
 

 

图 3  噬菌体 vB_KpnP_IME308 功能结构图谱 
Figure 3  Genomic map of phage vB_KpnP_IME308 with structural and functional annotation 

注：基因从 ORF1 开始，橙色代表复制模块；绿色代表代谢模块；黄色代表结构和包装模块；红色代表裂解模块；暗红色代表假想

蛋白. 
Note: The genome starts from the upstream of ORF1, the ORF involved in DNA replication is shown in orange, the ORF involved in 
metabolism is shown in green, and the ORF involved in structure and packing is shown in yellow, red represents the ORF for phage lytic and 
ORFs without phage related functions are shown in dark red. 
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图 4  噬菌体 vB_KpnP_IME308 与其近源噬菌体 phage phiKpS2、vB_KpnP_KpV74 和 phage vB_KpnP_SU552A 同

源性分析 
Figure 4  Comparative genome map of phage vB_KpnP_IME308, closely related phage phiKpS2, vB_KpnP_KpV74, and 
phage vB_KpnP_SU552A   

 
为了说明 vB_KpnP_IME308 与其他代表性相

似 噬 菌 体 之 间 的 进 化 关 系 ， 使 用 噬 菌 体

vB_KpnP_ IME308 中具有进化意义的主要衣壳蛋

白(ORF34)和推定的末端酶大亚基(ORF43)，以及

从 ICIV 数据库获得的其他同源蛋白序列构建了系

统 发 育 树 。 两 个 进 化 树 结 果 都 显 示 噬 菌 体

vB_KpnP_IME308 与 phage KP34(NC_013649.2)、

phage F19 (NC_023567.2) 、 vB_KpnP_KpV74 

(KY385423.1)、phage phiKpS2 (KX587949.2)最密

切 相 关 并 且 均 属 于 Autographivirinae 亚 科 的

Drulisvirus 属(图 5)。 

3  讨论与结论 

噬菌体具有特定的杀菌能力及环境多样性，

对生态和细菌的进化具有重要影响[31-32]。尽管自

20 世纪 20 年代以来噬菌体被认为是潜在的治疗药

物[33-35]，但这种疗法的发展落后于广泛应用的抗

生素[36]。然而，由于多重耐药细菌的全球出现，

近年来对噬菌体治疗的研究和兴趣逐渐复兴。 

肺炎克雷伯菌是一种临床上重要的机会致病

菌，主要引起医院和社区获得性感染，本研究分

离 了 一 株 新 型 的 肺 炎 克 雷 伯 菌 噬 菌 体

vB_KpnP_IME308。一步生长曲线是定量描述噬菌

体生长规律的实验曲线，它可以反映每个噬菌体

的 3 个最重要的特征参数：潜伏期、裂解期和平稳

期 。 基 于 一 步 生 长 动 力 学 曲 线 ， 噬 菌 体

vB_KpnP_IME308 具有较短的潜伏期和裂解周期，

潜伏期和暴发期分别为 20 min 和 80 min。噬菌  

体 vB_KpnP_IME308 感染宿主菌的裂解量约为  

330 PFU/cell。当宿主完全裂解时，溶液中噬菌体

的滴度达到最高点或平台。通常，如果此时存在

过量的噬菌体并且受感染的细菌被同一噬菌体反

复攻击，则噬菌体裂解细菌的触发过程就会受到

抑制，细菌就会产生耐受而继续生长。然而，如

果在临床环境中重复使用单个噬菌体作为抗菌

剂，则可能产生噬菌体抗性。因此，将不同的噬

菌体组合成噬菌体混合物可以帮助扩大噬菌体裂

解谱，并避免病原菌对单个噬菌体的抗性[37-39]。从

这个角度来看，具有相似裂解能力但不同性质和

特征的新噬菌体的发现可以促进噬菌体疗法的临

床应用。 
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图 5  使用噬菌体主要衣壳蛋白(A)和推定的末端酶大亚基(B)制作的进化树 
Figure 5  Phylogenetics tree were formed by major capsid protein (A) and putative large terminase subnit (B) of phage 

注：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；黑色圆点：
vB_KpnP_IME308. 
Note: The number at the branch point: The confidence level, the closer to 100 the bootstrap value is, the higher confidence level would be; 
Scale: The genetic distance; Black ball: vB_KpnP_IME308. 
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在本研究中，噬菌体 vB_KpnP_IME308 的最

佳温度确定为 4−50 °C，最合适的 pH 值范围为

5.0–10.0 ， 与 我 们 之 前 报 道 的 噬 菌 体 vB_SauS_ 

IMEP5[40]有相似的温度和 pH 耐受能力。将噬菌体

vB_SauS_IMEP5 在 70 °C 孵育 20 min 后噬菌体全

部失活并在 pH 3.0–12.0 下稳定。Kęsik-Szeloch 等[41]

也报道了肺炎克雷伯氏菌噬菌体颗粒在 pH 5.0–8.0

的范围内相对稳定。在 pH 4.0 下孵育导致 KP16 和

KP34 的噬菌体滴度降低 3lg。然而，KP15 显示出

对高温的相对敏感性，在 60 °C 温育 10 min 后观察

到滴度降低了 2lg[41]。 

综上所述，本实验从解放军总医院第五医学中

心污水处理站的污水中分离出一株新型肺炎克雷

伯菌噬菌体，命名为 vB_KpnP_IME308，通过透射

电镜观察，按照噬菌体分类学中的分类标准，判断

该噬菌体属于短尾噬菌体科(Podoviridae)，进一步

进行生物学特性研究发现该噬菌体最佳感染复数

为 0.001，一步生长曲线显示 vB_KpnP_IME308 的

潜伏期为 20 min，暴发期为 80 min，暴发量为    

330 PFU/cell，裂解量大且具有一定的温度和 pH 稳

定性。此外，噬菌体 vB_KpnP_IME308 裂解酶实验

与动物实验也值得深入研究，可为未来使用该噬菌

体治疗肺炎克雷伯菌耐药感染奠定基础。 
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