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[摘 要] 目的:分离纯化新的铜绿假单胞菌噬菌体.方法:从南京医科大学校园天元湖中分离得到铜绿假单胞菌噬菌体,并

对纯化后的噬菌体进行基因组测序和生物学性状解析、体外抑菌曲线绘制及生物膜清除实验. 结果:分离出一株铜绿假单胞

菌噬菌体,将其命名为PAPX,基因组分析表明它与假单胞菌噬菌体Epa12亲缘关系较近(同源性为98％),属于假单胞菌病毒

家族Pbunavirus属分支.透射电子显微镜观察显示,它具有直径约90 nm的球形头部和长约50 nm、直径26 nm的收缩性尾部,

是一种肌尾噬菌体. 生物学性状分析表明,它能裂解24株临床菌株中的17株,表明其对宿主菌有很强的裂解作用. 噬菌体的

体外抑菌实验显示,该株噬菌体PAPX能在细菌增殖初期就表现出抑制菌株生长的能力. 生物膜裂解实验,证明该噬菌体

PAPX能有效清除铜绿假单胞菌的生物膜,减少菌株定植. 结论:本研究成功分离纯化了一株铜绿假单胞菌噬菌体PAPX,通

过生物学特性研究、体外实验及生物膜清除实验的验证,揭示了其在治疗铜绿假单胞菌感染方面具有广阔的临床应用前景.
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[Abstract] Objective:To isolate and purify novel Pseudomonas aeruginosa(P.aeruginosa)bacteriophages.Methods:

Bacteriophages were isolated from Nanjing Medical University campus Tianyuan lake,followed by genome sequencing and biological

characterization of purified phages.In vitro antibacterial assays,including growth inhibition curves and biofilm eradication

experiments,were conducted.Results:A novel P.aeruginosa phage named PAPX was successfully isolated.Genomic analysis

revealed 98％identity with Pseudomonas phage Epa12,classifying it within the Pbunavirus genus.Transmission electron microscopy

demonstrated its myoviral morphology featuring an icosahedral head(～90 nm diameter)and a contractile tail(～50 nm length,26 nmn

diameter).Biological characterization showed a strong lytic activity against 17 of 24 clinical strains.In vitro experiments confirmed its

ability to suppress bacterial growth during early proliferation phase and effectively eradicate P.aeruginosa biofilms.Conclusion:The

successful isolation and characterization of phage PAPX,validated through biological profiling and in vitro assays,demonstrates its

promising clinical potential for treating P.aeruginosa infections,particularly in combating antibiotic-resistant strains and biofilm-
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铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，P.

aeruginosa）是假单胞菌科（7-变形杆菌属）的一种

革兰阴性杆菌，在 自然界中广泛存在，属于机会性

致病病原体，主要侵染免疫力低下的患者，包括囊

性纤维化、烧伤、癌症、慢性阻塞性肺疾病（chronic 

obstructive pulmonary disease，COPD ）的患者，或因

严重感染（如COVID-19）而需要机械通气的患者［1_4］。

铜绿假单胞菌是医院获得性感染的主要致病菌，

给公共卫生领域带来了极大的负担，当前抗生素

仍是针对铜绿假单胞菌的主要治疗策略，可 以单

独使用或联合几种不同的抗生素使用以期获得更

好的杀菌效果［2'5-6］o然 而，不当使用抗生素导致

多重耐药菌的分离逐年增加，自2017年起，铜绿假

单胞菌就被世界卫生组织列入优先关注的细菌名

单之一，因此迫切需要替代治疗方法来应对这一

严峻挑战［7"8］。

噬菌体是一类专门感染细菌的病毒，由于其独

特的宿主特异性、快速复制能力和在各种环境中的

耐受性，噬菌体成为临床抗生素耐药菌治疗的潜在

解决方案〜1］，如对包括铜绿假单胞菌在内的多重

耐药菌（multi - drug resistance，MDR ）的治疗。已有

不少实例证明了噬菌体疗法的有效性，例如我国早

在1958年，由余潰教授牵头组织了从环境中分离

噬菌体应用于烧伤患者的铜绿假单胞菌感染治

疗，获得了良好的效果，患者成功治愈出院［12_15］。

然而，截至2024年11月，在美国国家生物技术信息

中心（National Center for Biotechnology Information,

NCBI）分类数据库的24 419个条目中，仅有1 600个

铜绿假单胞菌特异性噬菌体被收录，表明具有临床

用途的噬菌体少，迫切需要从自然环境中分离强效

裂解性噬菌体。

由于噬菌体种类繁多，来 自不同环境的噬菌

体往往表现出独特的生物学特性和遗传特征 。

本研究纯化了一株从南京医科大学天元湖中分

离到的广谱铜绿假单胞菌噬菌体，通过分析该噬

菌体基因组、解 析生物学性状及生物膜清除能

力，揭示了其在铜绿假单胞菌感染治疗中的潜在

应用前景。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株

宿主铜绿假单胞菌是实验室前期从校园土壤

中分离得来，是对各种经验性治疗铜绿假单胞菌的

抗生素均敏感的低毒性菌株。宿 主菌谱探索实验

由南京医科大学附属第一人民医院检验科刘根焰

课题组协助完成，所用临床菌株是从患者体液样本

中分离得到的铜绿假单胞菌，储存于江苏省妇幼保

健院检验科细菌库，标准株PAO1由南京医科大学

第一附属医院检验科赠予。实 验已通过南京医科

大学第一附属医院伦理委员会审查，伦理批准号：

2024-SR-075o水 样本采自于南京医科大学江宁校

区天元湖。

1.1.2 试剂与耗材

琼脂粉、营养肉汤（luria-bertani, LB）培养基（青

岛海博生物技术有限公司）;胰蛋白胨、酵母粉、脑心

浸出液肉汤（brain-heart infusion, BHI）培养基（Oxoid 

公司，英国）；氢氧化钠、浓盐酸、二甲基亚砜、结晶

紫、甲醇（上海国药集团化学试剂有限公司）。氯 化

钠-硫酸僕（sodium chloride magnesium, SM）缓冲液

（上海生工生物工程技术服务有限公司）；0.45 |xm 

无菌膜（Millipore公司，美国）。聚 乙二醇8000

（Bioshark公司，美国）；DNA/RNA提取试剂盒（北京

天根生化科技有限公司）。

1.1.3 仪器与设备

5810R台式高速冷冻离心机（Eppendorf公司，

德国）;超净工作台（ESCO公司，新加坡）；高速大容

量离心机（Superma TOMY公司，日本）；空气恒温摇

床（上海新苗医疗器械制造厂）；智能生化培养箱

（宁波江南仪器厂）；DELTA320pH 仪（Mettler Toledo 

公司，瑞士）； 80 t超低温冰箱（山东海尔公司）；透

射电子显微镜（Thermo Fisher Scientific公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 噬菌体的富集与分离

从南京医科大学天元湖采集的污水样本中分

离出铜绿假单胞菌的特异性噬菌体。样 品经定性
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滤纸过滤后，在4 下以8 000 g离心10 min以去除

碎片。上 清液经0.45 无菌膜过滤后，与铜绿假

单胞菌过夜培养物一起在37 t下培养，以扩增噬菌

体种群。再 次过滤并储存培养物的上清液，以备进

一步分析。接 着进行噬菌体纯化以分离单个噬菌

体。将 100 jjlL富集的噬菌体溶液与1 OÔ L过夜铜

绿假单胞菌培养物混合，再加入4 mL半固体BHI培

养基。将 混合物覆盖在BHI琼脂平板上，37 t培养

过夜。分 离出单个斑块，将其转移到装有SM缓冲

液的试管中，并通过数次重复纯化，以确保噬菌斑

大小的均匀稳定性。为 了浓缩噬菌体，将200 mL 

噬菌体感染的细菌培养物与等体积的10%聚乙二

醇8000CPEG8000)在4 X：下混合过夜。10 000 g离

心10 min后，将颗粒重悬于SM缓冲液中并用氯仿

萃取，得到的含有噬菌体的上清液储存在4t 以备

进一步实验。

1.2.2 噬菌体宿主菌谱实验

通过斑点实验评估分离出的噬菌体的宿主范

围。耐 多药铜绿假单胞菌菌株来自江苏省妇幼保健

院检验科细菌库。将 这些菌株的隔夜培养物与半固

体BH1培养基混合，倒入BHI固体平板，在室温下凝

固。然后将5吣 浓度约为lxlO9PFU/mL的噬菌体上

清液，滴加到平板上。干 燥后，将平板在37 t下培养

过夜，评估裂解区以确定噬菌体的敏感性。

1.2.3 噬菌体的形态学观察

通过双层琼脂平板法，噬菌体能在上层半固体

培养基中显示出单个噬斑的形态。使 用透射电子

显微镜观察分离出的噬菌体的形态结构，将10 jjiL 

纯化的噬菌体悬浮液(浓度约lxlO10 PFU/mL)涂抹在

带碳支撑膜的铜网上，室温晾干后用2%磷钨酸染液

进行复染。10 min后，吸去多余的染液并晾干［16］。使

用 Thermo Scientific Helios 5 Hydra DualBeam TEM 

对制备好的样品进行观察。

1.2.4 噬菌体的pH稳定性及温度稳定性检测

使用不同pH值的磷酸盐缓冲液(phosphate 

buffered saline, PBS)将纯化的噬菌体溶液(浓度约

为lxlO9 PFU/mL)稀释10倍。然 后将稀释样品在室

温下培养1 h，以评估该噬菌体对不同pH溶液的稳

定性。共 培养结束后，使用双层琼脂平板法测定噬

菌体滴度。

在进行热稳定性分析时，将噬菌体溶液(浓度

为 lxlO9 PFU/mL)置于 37 r、45 %\55 °C.65 °C 和

75 T的水浴锅中，并在这些温度下保持lh。共 培

养结束后，使用双层琼脂平板法测噬菌体浓度，以

评估噬菌体的热稳定性。

1.2.5 噬菌体基因组提取、测序及生物信息学分析

使用病毒DNA/RNA提取试剂盒提取噬菌体的

基因组DNA,其二代全基因组测序及拼接由上海派

森诺生物科技有限公司完成。基于Illumina NovaSeq 

平台上进行测序，并使用A5-MiSeq和SPAdes工具将

原始数据组装成基因组信息。使 用BLAST将高覆盖

序列与NCBI NT数据库进行比对，以确认噬菌体基因

组的同一性。使 用MUMmer软件和Pilon软件进一步

完善等位基因，以生成最终的基因组组装［17"18］。基 因

注释采用DIAMOND软件，使用NCBI NR数据库进

行蛋白质功能预测，显著性阈值为lxl0-6［19］o最 终

将获得的噬菌体基因组序列提交GenBank,获得登

录号 PV189959。

1.2.6 噬菌体最佳感染复数及一步生长曲线

使铜绿假单胞菌培养物生长至对数期0X600 nm)=

0.6,约lxlO7 CFU/mL),以确定最佳感染复数(multi¬

plicity of infection, MOI)。将连续稀释的噬菌体与细

菌培养物混合，在37 t温度下培养4 h，振荡频率为

180r/min。采 用双层琼脂法测定上清液中的噬菌体

滴度。产 生最高噬菌体滴度的M0I被确定为最佳。

利用噬菌体感染处于对数生长期的铜绿假单

胞菌(MOI=10)，绘 制一步生长曲线。混 合物在

37 t培养箱温育15 min,以确保每个细菌都被噬菌

体侵染，然后12 000 r/min离心30 s，尽量弃去上清，

此时看不到菌体沉淀。每 管加入适量BHI培养基再

12 000 r/min 30 s离心弃去上清，重复2次，充分洗去

或者稀释未吸附的噬菌体。接 着用预热的BHI培养

基混悬两个EP管底的细菌沉淀并将其充分混匀，转

移到一个新的10 mL EP管中，迅速置于37 t摇床中

160 r/min振荡培养，同时开始计时。每 10 min取样

1次。离 心样品，测定上清液中的噬菌体滴度。噬

菌体滴度与时间的关系曲线揭示了潜伏期、暴发大

小和暴发持续时间等关键参数。

1.2.7 体外抑菌曲线

在24孔板中进行体外抑菌实验，评估噬菌体的

杀菌能力，取铜绿假单胞菌标准株在BHI培养基中

培养至ZK600nm)=0.2。以 最佳M0I加入噬菌体溶

液，对照孔加入等量的BH1培养基。使 用Biotek 

SynergyMX酶标仪在10 h内每隔1 h记录1次

D (600 nm)测量值。对 数据进行统计分析，结果以

均值±标准差(standard deviation，SD )的形式报告。

为了比较两组之间的统计差异，采用了双向方差分

析。统 计显著性的标准是P<0.05o 
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1.2.8 生物膜清除实验

将铜绿假单胞菌液用LB培养基1:100传代后

37 t摇约3 h达到对数生长期，接着进行10倍稀释

后作为形成生物膜的初始菌液，此时浓度约为lx 

107 CFU/mLo取 96孔板，每个孔内分别加入100

菌液和100 fjlL新鲜LB培养基,37̂C孵育24h。第

2天吸出培养液，用无菌PBS缓冲液清洗2次，此时

生物膜已形成且黏附于孔壁及孔底。对 照组继续加

入LB培养基而实验组加入噬菌体PAPX液，共培养

6 h后，取出并弃去培养液，然后使用0.1%结晶紫染

液进行生物膜染色10 min，用流动水冲去多余染液，

再次室温晾干，最后将已染色的生物膜用95%乙醇溶

解，置于酶标仪(Biotek synergy MX)测量 £)(600 nm)

值并记录。

1.3 统计学方法

实验数据用GraphPad PrismlO软件进行了统计

学分析。数 据以均值±标准误(% ± &)或均值±标准

差(% ±5)表示，两组数据组间比较采用非配对£检

验。P <0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 环境中分离噬菌体的噬斑特性

以土壤中分离出的一种低毒力药敏性铜绿假

单胞菌为宿主，从南京医科大学天元湖分离出了 1

株针对其裂解的新型噬菌体并命名为PAPX。双 层

琼脂平板显示，噬菌体PAPX形成了直径1〜2 mm的

圆形半透明斑块，边缘清晰明确，显示出强大的溶

菌活性(图1)。

The black arrows indicate the plaques formed by phage PAPX. The 

translucent plaques measuring approximately 2 mm in diameter with well-

defined edges highlight its lytic activity.

图1 噬菌体PAPX噬斑图

Figure 1 PAPX phage plaques were shown in a double -

layer agar plate 

2.2 噬菌体PAPX针对各类临床菌株显示出广泛的

裂解效应

为探索噬菌体PAPX的潜在临床应用前景，对

24株不同的铜绿假单胞菌临床菌株进行了点滴

实验，以评估其裂菌能力™ 。结 果表明PAPX对临

床菌株具有广谱裂解活性，能裂解24株菌株中的

17株，在宿主范围上很可能超过了之前报道的一

些噬菌体，表明它具有广泛的临床应用潜力(表1、

图2)。

表1 噬菌体PAPX对临床菌株裂解效应

Table 1 Lytic activity of PAPX on clinical strains 

Clinical strains 
Lytic activity 

Lytic effect [汀(％ )]
+ + + -

Sensitive strains 8 1 1 9.00(90.00)

Multidrug-resistant P. aeruginosa ( MDRPA ) 2 1 0 3.00(100.00)

Carbapenem resistant P. aeruginosa ( CRPA ) 2 3 6 5.00(45.45)

+ + +

Lytic effect representative images. A： “++’’indicates a stronger lytic effect. B： a+windicates a moderate lytic effect； C： “-’’signifies no lytic activity 

(scale bar=l cm).

图2 噬菌体PAPX裂解能力示意图

Figure 2 Cleavage capacity of phage PAPX 
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A： Phage PAPX was kept in PBS solutions of different pH for one hour. Then the phage concentrations were measured by gradient dilutions and 

double-layer agar plates (n=3). B： Phage PAPX was incubated in several temperatures for one hour, the mixtures were serially diluted separately and 

spread onto BHI agar plates to enumerate the phage quantity in each different temperature groups (n=3).

图4 噬菌体PAPX具有良好的pH稳定性及热稳定性

Figure 4 PAPX possesses good thermal and pH stability 

2.5 噬菌体PAPX的基因组测序及遗传进化分析

为更全面了解噬菌体PAPX,对其进行了基因

组提取，证实它是一种双链DNA噬菌体，其基因组

约为66 kb,总体G+C含量为55.68%。对 其开放阅

读框（open reading frames, ORF）的进一步分析表明，

它有92个ORF,其中57个是预测蛋白，35个编码已

知的功能蛋白（图5A）。关 键结构蛋白包括ORF64

和ORF73,其 中ORF92编码大终止酶亚基。重 要

的功能基因包括ORF57（溶菌酶，可促进宿主裂解）

以及与DNA复制和修复机制有关的ORF（ORF38-47）。

重要的是，没有发现毒力基因或抗生素抗性基因，

这表 明 PAPX可 较 为 安全 地 用于 治疗 。通 过

Easyfig软件进行的基因组比较分析（图5B）清楚地

显示了被鉴定的噬菌体PAPX基因组与假单胞菌噬

菌体Epal2（登录号:MT118291.1）基因之间的共线

性关系，其与假单胞菌噬菌体Epa12亲缘关系较近，

同源性为98%，属于假单胞菌病毒家族Pbunavirus 

属分支。再 根据其末端酶大亚基的保守性，通过

BLAST搜索发现了约20个具有较高亲缘关系的噬

菌体，随后构建了图5B所示的基因进化树。使 用

PhageTerm软件对PAPX噬菌体基因组序列的分析

表明，该噬菌体具有环状基因组（图5C）。

2.6 噬菌体PAPX具有强大的复制扩增能力

为明确噬菌体PAPX的复制周期，并确定其感

染宿主菌过程中的潜伏期、暴发量大小等关键参

数，初步确定了 PAPX的M0I为0.01（图6A）。噬 菌

体一步生长曲线显示噬菌体滴度为lxlOloPFU/mL 

达到峰值，标志着噬菌体数量的显著增加（图6B）。
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2.3 噬菌体PAPX的形态学分析

为进一步解析噬菌体PAPX，对PAPX进行了透

射电镜呈现及形态学分析。TEM成像显示，噬菌体

PAPX具有直径约90 nm的球形头部和长约50 nm、直

径26 nm的收缩性尾部（图3 ），这些结构特征提示其

属于肌病毒科。

2.4 噬菌体PAPX展现了良好的pH稳定性及热稳

定性

噬菌体的pH耐受性和热稳定性是影响其临床

应用的重要因素，因此，对噬菌体PAPX进行了稳定

性测试。结果表明，噬菌体PAPX具有高度的pH稳

定性，在pH值为4~11的范围内都能保持生物活

性。虽然在pH值为12和3时滴度明显下降，但噬

菌体的滴度仍然很高（〉lxl05 PFU/mL）,只有在pH 

值为 1时 才检测不到任何有活力的噬菌体（图

200nm 

PAPX phage was fixed, stained and viewed under a transmission 

electron microscope to assess morphology (scale bar=200 nm). The 

black arrows indicate representative individual phages.

图3 噬菌体PAPX电镜照片

Figure 3 TEM image of phage PAPX 

4A）O对 于热稳定性实验，只有当温度超过75T 时，

噬菌体PAPX滴度才显示出急剧下降（图4B）,说明

其可耐受各种生存环境，维持其稳定的裂解能力。
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A： Genome alignment analysis of phage PAPX and phage Epa 12. B： Evolutionary tree analysis of phage PAPX. C: Phage PAPX genome circle map.

图5 噬菌体PAPX基因组测序和遗传进化分析

Figure 5 Genome sequencing and analysis of PAPX phage 

噬菌体PAPX侵染细菌时，前80 min为潜伏期，随后

120〜165 min对数爆发期，而后是维持稳定期，估算

每个受感染细胞裂解约释放45个病毒。

2.7 噬菌体PAPX能有效抑制铜绿假单胞菌扩增并

且清除细菌生物膜

为评估噬菌体PAPX复制对铜绿假单胞菌生长

的影响，进行了体外抑菌实验，研究结果表明，与铜绿

假单胞菌标准株混合培养4 h就能检测到抑制作用，

随着共培养时间的增加，抑制作用也在增强。而 随着

时间的推移，观察到实验组的7)(600 nm)不再降低，

表明细菌已完全裂解从而使细菌裂解碎片的吸光度

达到了一个稳定的水平(图7A、B)。铜 绿假单胞菌生

物膜的形成是其感染定植且难以清除的重要原因，进

一步地进行了生物膜裂解实验，噬菌体PAPX作用6 h 

后进行生物膜染色并测量7)(600 nm),两组间呈现

显著差异(图7C、D)。综 上所述，该噬菌体PAPX可

能是有潜力的临床噬菌体制剂。

3 讨 论

临床难治菌株ESKAPE病原体包括粪肠球菌

QEnterococcus faecium)、金黄色葡萄球菌(Stop/zyZo-

coccus azzreẑ)、月市炎克雷f白菌 pneumoniae)、

鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)、铜绿假单

胞菌 QPseudomonas aeruginosa)和肠杆菌属(Entero-

bacter species) o由于抗生素的广泛和不当使用，具

有多重耐药性的菌株分离率极大提高，对临床感染

造成了重大烕胁，也带来了沉重的公共卫生负担［21］。

作为需氧细菌，铜绿假单胞菌展现出卓越的生存优

势，不仅能够耐受极端环境，还能在营养匮乏的条

件下维持生存，与各种严重的院内感染有关，危及
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A： In vitro inhibition curve of phage PAPX with PAO1. B： In vitro inhibition curve of phage PAPX with soil strain P.aeruginosa. C: Staining picture 

of phage PAPX lysis of P.aeruginosa biofilm. D： Biofilm assay statistical chart. ***P < 0.001 (n=3).

图7 噬菌体PAPX抑制铜绿假单胞菌生长且清除其生物膜

Figure 7 Inhibition of P. aeruginosa growth and removal of its biofilm by phage PAPX 

患者生命，乃至动物中耐抗生素细菌感染的事例也

屡见不鲜［22］。综 上所述，亟须开发新的抗菌和抑菌

策略以应对这一严峻挑战。近 年来，新型抗生素的

研发周期长且成功率低，投入与回报失衡，噬菌体

治疗逐渐成为一种十分可行的替代疗法［23］。

本研究成功分离并鉴定了一株新型裂解性噬菌

体PAPX,通过基因组分析表明，PAPX基因组结构紧

凑、组织有序，不含毒力基因或抗性基因，突出了其治

疗的安全性。PAPX的自我增殖能力强大，当M0I为

0.01时，噬菌体PAPX的滴度达到1X1O10 PFU/mL,说

明PAPX可以迅速增殖以达到杀菌作用，理论上单

次给药即可持续作用直至宿主菌清除［24］。这 一特

性显著区别于抗生素的浓度依赖性杀菌机制，尤

其在深部感染或生物膜环境中，噬菌体可穿透生

物膜并显示出较高生物膜清除能力［25］。此 外，通过

一步生长曲线结果显示，噬菌体PAPX的潜伏期约

为80 min,于180 min时达到峰值并进入稳定期，其

效价维持稳定。相 比已报道N4样噬菌体DSS30>2

和EE36O,潜伏期分别为3 h和2 h，PAPX的潜伏期

较短，能更快发挥裂菌能力［26］。在 噬菌体PAPX针

对各类临床菌株的裂解实验中，该噬菌体表现出较

高的裂解活性，但尚需在更多的临床耐药菌株中进

o
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图6 噬菌体PAPX的生物学特性分析

Figure 6 Biological characterizations of phage PAPX 
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行验证[27_28]。

现有的研究结果表明噬菌体PAPX有良好的应

用前景，但治疗方案仍需进一步研究和细化，包括

给药方法、给药剂量以及噬菌体组合(噬菌体鸡尾

酒)的方案[29]。未 来的研究将侧重于扩充噬菌体

库、探索与抗生素的协同作用以及阐明噬菌体-宿主

相互作用的分子机制，以提高疗效[3°_32]。在 后续的

研究中，将针对与PAPX 一样潜伏期短、裂解性强以

及环境稳定性良好的噬菌体进行分离和组合，在小

鼠感染模型上验证其有效性。当 下有关铜绿假单

胞菌噬菌体的基因工程改造处于起步阶段，下一步

可以持续在噬菌体生物制剂的道路上深耕，通过基

因组解析、ORF预测及同源臂重组等工具，利用分

子生物学方法，进一步构建噬菌体基因组改造的实

验体系，多策略构建基因编辑噬菌体，多方案制备

噬菌体衍生剂，拓宽噬菌体临床应用场景，从而为

临床耐药菌的治疗带来新策略。
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