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!

筛选可用于裂解多耐药鲍曼不动杆菌的噬菌体!为噬菌体治疗多耐药鲍曼不动杆菌治疗提供新的方案$方法

!

以上海各家医院临床分离到的多耐药鲍曼不动杆菌为宿主菌!从不同环境中分离鲍曼不动杆菌噬菌体!负染法电镜观察其形态

及大小!并分析
B

L

和温度对其稳定性的影响!并对噬菌体
GQ/

进行测序及相关基因功能分析$结果
!

从医院下水道污水中分

离得到了一株耐药性鲍曼不动杆菌的烈性噬菌体
G%&0

!电镜观察其为长尾噬菌体!头部呈多面体立体对称结构!直径约
)1-A

!

尾长约
&##-A

!尾宽约
&1-A

$此株噬菌体在
B

L"

!

&&

及
!

!

1#c

的环境下具有较高活性$其基因组全长
&#%!!(<

B

!

\D

含量

为
"$'%R

!编码
&)$

个
bYe,

$结论
!

筛选到了一株新的对
B

L

值及温度均稳定的耐药鲍曼不动杆菌烈性噬菌体
G%&0

!为噬菌体

用于耐药性鲍曼不动杆菌的院内感染的预防控制及噬菌体库的建立增添了新的数据$

关键词"多耐药鲍曼不动杆菌&
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噬菌体&

!

感染治疗
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鲍曼不动杆菌在自然界环境中广泛分布#常存在于人或动

物体表(泌尿生殖道和呼吸道#是引起严重院内感染最常见的

条件致病菌)

&

*

'据
%#&1

年中国耐药检测网$

DLJQ[2

%数据显

示#鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类的亚胺培南或美罗培南的耐药

率全国为
1('#R

#各省鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类耐药率为

%1')R

!

0%'&R

#为革兰阴性菌引起感染的主要致病菌#并有

逐年上升的趋势'噬菌体在
&(&1

年由
e5C+X:]L5;5CC5

首先发

现#并逐步在治疗细菌感染方面显示出其优越性#如东欧在一

个世纪前开始用噬菌体应用于严重细菌感染治疗)

%

*

'但是

&(%0

年弗莱明发现青霉素以后#人们大规模工业化生产抗菌

药物#使得噬菌体应用于细菌感染治疗的研究停滞不前'但近

年来由于多耐药菌的不断出现和新型抗菌药物研发速度的减

慢#噬菌体疗法作为抗菌药物的替代疗法又重新进入了人们的

视野#目前其针对多耐药菌感染性疾病治疗的有效性也不断有

研究报道)

"

*

'而生物工程噬菌体也已克服了许多传统噬菌体

疗法的缺陷#使靶向给药或逆转耐药菌的耐药性成为可能)

!

*

'

本研究通过对耐药鲍曼不动杆菌的生物学特性和基因组学进

行研究#为噬菌体用于多重耐药鲍曼不动杆菌的院内感染预防

控制以及感染治疗提供基础'

@

!

材料与方法

@'@

!

材料
!

从上海交通大学医学院附属瑞金医院和上海第六

人民医院临床分离获得的菌株中筛选出
)#

株多重耐药鲍曼不

动杆菌#

K0#c

保存备用#需要时接种至
OZ

培养
"$c

培养

过夜'噬菌体分离自瑞金医院下水道未经处理的污水'

@'A

!

方法

@'A'@

!

噬菌体的分离
!

从瑞金医院下水道取未经处理的污水

1#AO

#加入
D8DC

%

使其终浓度为
&AA3C

"

O

#

"0##

7

离心

&1A+-

#去除沉淀&将上清液分别依次经孔径为
#'!1

"

A

和

-

)$0

-

国际检验医学杂志
%#&$

年
!

月第
"0

卷第
$

期
!

J-6FO8<N5:

!

/

B

;+C%#&$

!

E3C'"0

!

Q3'$

"

基金项目"上海市科学技术委员会自然科学基金资助项目$

&)gY&!%#0##

%&上海青年临床医技人才$临床检验专业%培养资助计划资助项

目$沪医卫基)

%#&)
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号%'

!!

作者简介!张春鸣#女#主管护师#主要从事护理管理研究'
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"

A

的滤膜过滤'将
)#

株多耐药鲍曼不动杆菌培养至对

数期#分别与上述处理过的上清液混合#双层琼脂法铺板#隔日

观察噬菌体斑的形成'对得到的噬菌斑经
"

次纯化后进一步

进行研究'

@'A'A

!

氯化铯不连续密度梯度离心法纯化噬菌体
!

以含有

N

7

DC

%

的
OZ

液体培养基培养宿主菌和噬菌体混合液#

"$c

培

养
09

'向培养液中加入
Q8DC

使其终浓度为
#'1AA3C

"

O

#加

入氯仿使其终浓度为
%R

#充分混匀后
!c

过夜'去除下层氯

仿后
!c

低温离心
%#A+-

#收集上清液#加入固体
@[\0###

#使

其终浓度为
&#R

$

H

"

4

%#于
!c

静置
09

'离心
%#A+-

#收集沉

淀#并将沉淀溶于适量的
PN<=??5;

中重悬'按照
&h&

的比

例加入氯仿#充分混匀#离心后取上清液'以氯化铯密度梯度

离心上清液#吸取目的条带#并以
PN<=??5;

透析
"

次'透析

好的噬菌体进一步用于噬菌体
GQ/

的抽提和透射电镜形态

观察'

@'A'B

!

噬菌体效价的测定
!

&#

倍连续稀释噬菌体液至
&##

!

&#0

浓度范围#将宿主菌培养至对数生长期#取
&

"

O

的噬菌体

稀释液和宿主菌充分混合#室温吸附
1A+-

后#使用双层琼脂

平板法铺板#

09

后计数噬菌斑数量#平行试验
"

次'

@'A'C

!

噬菌体宿主谱的研究
!

培养至对数期的宿主菌铺双层

琼脂平板#将纯化的噬菌体滴于固体平板上#

09

后观察噬菌

斑的产生#确定噬菌体的裂解能力&根据噬菌斑的透明度和大

小确定噬菌体对宿主菌的作用'

@'A'F

!

噬菌体生物学特性

@'A'F'@

!

酸碱稳定性试验
!

以
&h&##

的比例混合噬菌体与

不同
B

L

值的
PN

缓冲液$

B

L

为
&

(

%

(

"

(

!

(

1

(

)

(

$

(

0

(

(

(

&#

(

&&

(

&%

%#于
"$c

作用
&9

#双层琼脂平板法测定不同处理组的

噬菌体效价#重复
"

次'

@'A'F'A

!

热稳定性试验
!

将噬菌体液于
!c

(

"$c

(

1#c

(

)#

c

和
$#c

水浴中作用
&9

后#双层琼脂平板法测定噬菌体效

价#重复
"

次'

@'A'F'B

!

吸附试验
!

培养宿主菌使其
bG)##

为
#')

#以

NbJS#'#&

的比例混合菌液和噬菌体#混合后于不同的时间

点取样
#'&AO

#加入
#'(AO

液体
OZ

培养基#以
&"0##

7

离

心
"#,

'取上清
1#

"

O

与
!##

"

O

宿主菌充分混匀#以双层琼

脂平板法测定效价#吸附到宿主菌上的噬菌体量可以根据减少

的噬菌体数量来计算得出#重复
"

次'

@'A'F'C

!

感染曲线试验
!

培养宿主菌至对数期#分别以

NbJS#'#

(

#'&

(

&'#

接种噬菌体于培养至对数期的宿主菌中'

每隔
"#A+-

测菌液的
bG)##

值#重复
"

次'

@'A'F'F

!

一步生长曲线测定
!

培养宿主菌至对数期#取
1AO

菌液
0###

7

离心
1A+-

#弃上清#将沉淀重悬于
"##

"

O

的液体

OZ

培养基中'将噬菌体液以
NbJS#'#&

的比例加入宿主菌

重悬液#

"$c

孵育
&1A+-

后#

&%0##

7

离心
&#A+-

#弃上清#加

OZ

培养基重悬#重悬后
#

(

1

(

&#

(

%#

(

"#

(

!#

(

1#

(

)#

(

$#

(

0#

(

(#

(

&##

(

&%#

(

&!#A+-

分别取样#以双层琼脂平板法测定效价#重

复
"

次'

@'A'G

!

噬菌体电镜观察
!

将氯化铯不连续密度梯度离心纯化

后的噬菌体用
#'&T@ZP

洗涤#戊二醛
!c

固定
"#A+-

#离心

弃上清#含噬菌体的沉淀用
#'&T@ZP

洗涤#磷钨酸负染#戊二

醛固定
"#A+-

#使用透射电镜观察噬菌体形态结构'

@'A'H

!

噬菌体
GQ/

提取及测序
!

将氯化铯不连续密度梯度

离心纯化后的噬菌体用
)

噬菌体
GQ/

抽提试剂盒进行
GQ/

抽提'经电泳检测后#委托上海人类基因组研究中心进行测

序'采用
\5-5N8;̀P

)

1

*

(

\OJNN[Y

)

)

*和
Y/P2

)

$

*来预测噬菌

体基因组的
bYe,

#采用
U-+@;36

和
J-65;@;3

来预测
bYe,

的

功能)

0.(

*

#并将预测到的
bYe,

在毒力因子库$

966

B

!""

A4+;:<'

CC-C'

7

34

"%和耐药基因库$

966

B

!""

8;:<'><><'=A:'5:=

"%中进行

数据比对#分析基因组上携带耐药基因和毒力基因的基本情

况#再通过
6YQ/,>8-.P[

确定基因组上是否存在
6YQ/

基

因)

&#

*

'

A

!

结
!!

果

A'@

!

噬菌体分离及其形态
!

从上海交通大学医学院附属瑞金

医院下水道未经处理的污水样本中分离到了
&

株鲍曼不动杆

菌的烈性噬菌体#并把它命名为
G%&0

'经透射电子显微镜观

察#该噬菌体头部呈多面体立体对称结构#直径约
)1-A

'

G%&0

为长尾科噬菌体#尾长约
&##-A

#尾宽约
&1-A

'见

图
&

'

图
&

!!

鲍曼不动杆菌噬菌体
G%&0

的透射电镜图像

A'A

!

宿主谱分析
!

采用双层平板法#在测试的
)#

株耐药鲍曼

不动杆菌中#

G%&0

对其中
"%

株裂解#裂解率为
1"'""R

'

A'B

!

噬菌体感染宿主菌的能力

A'B'@

!

吸附曲线
!

以临床分离得到的鲍曼不动杆菌为宿主菌

研究
G%&0

的吸附作用'结果表明
1A+-

后有
)#R

的
G%&0

吸

附于宿主菌#

%#A+-

后大约有
(#R

的噬菌体吸附到宿主菌上#

见图
%

'

!!

注!纵坐标表示离心去除游离噬菌体后上清液中残留噬菌体的百

分比#横坐标表示噬菌体
G%&0

和宿主菌共同作用的时间'

图
%

!!

鲍曼不动杆菌噬菌体
G%&0

的吸附曲线

A'B'A

!

一步生长曲线
!

如图
"

所示一步生长曲线可以看出#

其潜伏期为
%#A+-

#其繁殖一代产生子代噬菌体的时间大约为

(#A+-

'裂解量可以通过爆发末期噬菌体滴度与感染初期宿

主菌浓度的比值计算得出#噬菌体
G%&0

的裂解量约为
&01

B

?=

"

>5CC

#即平均每个宿主菌被
&

个
G%&0

噬菌体裂解约能产生

&01

个子代噬菌体'

A'B'B

!

感染曲线
!

当
NbJ

分别为
#'&

和
&'#

时#噬菌体

G%&0

对宿主菌的生长有明显的抑制作用#

NbJ

为
#'&

#作用

&%#A+-

后具有明显的抑制效果&当
NbJ

为
&'#

时#作用
)#

A+-

即具有明显的抑制效果'无论
NbJ

为
#'&

还是
&'#

#作用

&%#A+-

后#噬菌体
G%&0

可以完全抑制多耐药宿主菌的正常

-

$$0

-
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生长#见图
!

'

!!

注!纵坐标表示混合培养后噬菌体
G%&0

的滴度#横坐标表示噬菌

体
G%&0

和宿主菌的培养时间'

图
"

!!

噬菌体
G%&0

的一步生长曲线

!!

注!横坐标表示噬菌体
G%&0

与宿主菌的孵育时间#纵坐标表示培

养液中
bG)##

值的变化情况'

图
!

!!

噬菌体
G%&0

的感染曲线

A'C

!

噬菌体
G%&0

的
B

L

稳定性及温度稳定性
!

通过对
G%&0

的
B

L

稳定性研究发现#不同
B

L

对噬菌体
G%&0

的活性存在

一定的影响#

G%&0

滴度在
B

L".&&

缓冲液中作用
&9

后仍能保

持稳定性和较高的活性$图
1/

%但是在
B

L

)

%

或
B

L

*

&%

时#

即强酸或强碱条件下#噬菌体几乎丧失活性&在
! c

(

"$ c

(

!#c

(

1#c

温度作用
&9

后#滴度维持稳定水平'当温度升高

至
)#c

时#其活性迅速下降至
1R

以下#当温度升高到
$#c

后#噬菌体滴度几乎接近于
#

$图
1Z

%'

!!

注!

/

表示
B

L

值对噬菌体
G%&0

的影响#纵坐标表示噬菌体的滴

度#横坐标表示不同
B

L

值&

Z

表示温度变化对噬菌体
G%&0

的影响#纵

坐标表示噬菌体滴度#横坐标表示温度'

图
1

!!

噬菌体
G%&0

的酸碱稳定性及热稳定性曲线

A'F

!

噬菌体基因组的结构特点及基因功能预测
!

对多耐药鲍

曼不动杆菌烈性噬菌体
G%&0

进行全基因组测序#全基因组结

构图如图
)

所示'测序结果显示
G%&0

基因组全长为
&#%!!(

<

B

#

\D

含量为
"$'%R

'通过
7

C+AA5;

(

\5-5N8;̀,

(

Y/P2

和

生物信息学方法预测得到
&)$

个开放阅读框$

b

B

5-;58:+-

7

?;8A5

#

bYe

%#其中
&!!bYe,

编码的蛋白为未知功能蛋白#

%"

bYe,

编码已知功能基因蛋白'

bYe&11

编码溶菌酶#其核酸

序列与鲍曼不动杆菌噬菌体
4Z

的溶菌酶有
("R

相似#同属于

溶菌酶类家族
>C##%%%

'运用全基因组序列在
QDZJ

数据库进

行
ZC8,6Q

分析#未有与
G%&0

相似的噬菌体序列'将毒力基因

和耐药基因库中的序列与所有预测到的
G%&0

的
bYe,

进行比

对后未发现编码任何毒力基因和耐药基因'除此之外#通过软

件
6YQ/,>8-.P[.&'%"

完成
6YQ/

的预测#发现
G%&0

基因组

序列中含有多种
6YQ/

序列#如
O5=.6YQ/

(

\C-.6YQ/

(

29;.

6YQ/

(

/,

B

.6YQ/

(

@;3.6YQ/

(

JC5.6YQ/

(

2

I

;.6YQ/

(

N56.6Y.

Q/

(

@95.6YQ/

和
/;

7

.6YQ/

'

!!

注!噬菌体
G%&0

的基因组全长
&#%!!(<

B

#共有
&)$

个开放阅读

框#图中不同的颜色代表有注释功能的开放阅读框#灰色为假定蛋白'

图
)

!!

噬菌体
G%&0

的全基因组结构图

B

!

讨
!!

论

近年来鲍曼不动杆菌已成为院内感染的主要条件致病菌

病原体'多耐药鲍曼不动杆菌强大的抵抗抗菌药物作用的能

力引起研究者广泛关注)

&

#

&&

*

'大量鲍曼不动杆菌耐药菌株的

出现和流行#以及其在重症监护病房引起的伤口迁延不愈)

&%

*

及高死亡率)

&"

*

#已经使其耐药问题成为全球抗感染领域关注

的焦点'

在此情况下#噬菌体疗法重新进入人们的视线'噬菌体具

有高度的特异性#能有效裂解细菌从而达到抗菌目的&同时由

于噬菌体对动物或者植物细胞没有裂解活性#所以具有较高的

安全性&噬菌体普遍存在于自然界#来源广泛#所以噬菌体的分

离和扩增具有较好的可行性&噬菌体的鸡尾酒疗法也可以防止

噬菌体耐药性的产生)

&!

*

'早在
%#

世纪
!#

年代抗菌药物出现

之前#噬菌体成功被用来治疗例如细菌性痢疾等疾病&

%#

世纪

(#

年代在前苏联的军队中也应用于感染性疾病的治疗#取得

良好效果'所以#在抗菌药物治疗失败的情况下#噬菌体疗法

作为一种替代疗法引起广泛关注)

&1

*

'

噬菌体
G%&0

全基因组序列与鲍曼不动杆菌噬菌体

/<

B

1"

全基因组序列覆盖率仅为
&#R

#覆盖部分相似性为

(0R

#与鲍曼不动杆菌噬菌体
4Z

覆盖率为
)#R

#覆盖部分相

似性为
0!R

'因此噬菌体
G%&0

的全基因组测序后发现是一

株新的还未报道过的鲍曼不动杆菌噬菌体)

&)

*

#且编码的
bYe,

与毒力基因和耐药基因库比对后发现#并不携带毒力基因和耐

药基因)

&$

*

'对测试菌株进行裂解结果表明#其裂解谱较宽#可

裂解测试菌株的近
1"'""R

#这一种新的耐药鲍曼不动杆菌的

噬菌体为鲍曼不动杆噬菌体菌储备库增加了新的选择'

同时其潜伏期比较短#对宿主菌的吸附速度快#裂解能力

较强#这些特点为其临床使用提供了基础'其具有良好的酸碱

稳定性及较强的温度适应范围#保存及使用方便也为其临床使

用提供了便利#这些特征为其开发为噬菌体制剂并应用于临床

奠定了基础'

G%&0

全基因组序列通过
7

C+AA5;

(

\5-5N8;̀,

(

Y/P2

和

生物信息学方法共预测得到
&)$

个
bYe

#其中第
&1"

个
bYe

为溶菌酶#该溶菌酶仅与
QDZJ

数据库中鲍曼不动杆菌噬菌体

4Z

的溶菌酶相似#基因水平比较覆盖率为
("R

#覆盖部分相似

-

0$0

-
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性为
0"R

)

&0

*

#同属于溶菌酶类家族$

>C##%%%

%'噬菌体裂解酶

与穿孔素协同作用可以直接裂解宿主菌#进一步对此裂解酶的

深入研究可为噬菌体应用于院内感染的防控和多重耐药菌感

染的治疗提供新的靶标)

&(

*

'
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