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摘要：【目的】从医院污水中分离金黄色葡萄球菌噬菌体，观察其形态，确证裂解谱特征并研究生物

学和基因学特性，为噬菌体的临床应用奠定实验基础。【方法】将金黄色葡萄球菌ATCC25923作为宿

主菌，采用双层琼脂平板法从医院污水中分离纯化噬菌体，电镜下观察形态并测定其最佳感染复数、

一步生长曲线及裂解谱；全基因组测序并进行基因结构分析和功能注释。【结果】从4份医院污水中共

分离到1株金黄色葡萄球菌噬菌体(命名为vB_SauH_SAP1)，仅裂解10株临床分离的葡萄球菌属受试菌

(共计37株)，其余74株其他种属菌株不能被裂解；透射电镜观察具有正20面体头部和收缩性尾部，属

于肌尾噬菌体；其最佳感染复数为0.1，潜伏期10 min，裂解期为20 min。vB_SauH_SAP1基因组全长

143375 bp，G+C含量为30.2%，编码226个开放阅读框(ORF)，未发现已知的毒力相关基因和抗生素抗

性基因，基因组与Kayvirus属葡萄球菌噬菌体有较高的同源性。【结论】分离到1株新的Kayvirus属金黄

色葡萄球菌噬菌体，根据生物学特性和基因组研究，具有一定的潜在应用价值。 

关键词：肌尾噬菌体，金黄色葡萄球菌，生物学特性，全基因组测序，基因组研究 

 

金黄色葡萄球菌(S. aureus)属于葡萄球菌属，

广泛分布于自然界，是一种条件致病菌，可以引

起人和动物感染[1]。该菌也是引起细菌性食物中

毒和院内感染常见的病原体之一[2]。目前抗生素

是金黄色葡萄球菌感染性疾病的主要治疗药物，

但由于抗生素的滥用，细菌耐药问题越来越严

重，特别是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)

菌株和耐万古霉素金黄色葡萄球菌(VRSA)菌株

的出现[3]，使治疗金黄色葡萄球菌的方法变的有

限，促使我们寻找新的抗菌制剂。 

噬菌体(bacteriophage，phage)是一类微生物

病毒，因其能够特异性感染细菌、放线菌、真菌、
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支原体和螺旋体等微生物，从而具有用作抗菌剂

的潜力[4]。噬菌体在治疗感染方面具有许多优点，

如特异性高、作用机制独特等[5]。目前国内外已

有将噬菌体用于疾病治疗的报道，Petrovic 等[6]给

13 例严重金黄色葡萄球菌感染患者静脉注射噬

菌体作为辅助治疗，未见不良反应；上海市公共

卫生临床中心的团队通过噬菌体与抗生素联用成

功治愈了 1 例泛耐药肺炎克雷伯菌感染患者[7]；台

湾莲花医院的一项研究表明噬菌体在院感防控

方面也有良好前景[8]。 

根据 PATRIC (弗吉尼亚生物信息研究所)数

据库显示，目前有超过 390 株金黄色葡萄球菌噬

菌体被分离测序[9]。先前的一些动物实验和临床

试验表明，金黄色葡萄球菌噬菌体在局部和全身

感染中均有较好的保护效果，且安全性高[1,10]。

美国、印度等国家开发的金黄色葡萄球菌噬菌体

裂解酶制剂正在进行 2 期临床试验，用以确定其

在人体中的药代动力学、耐受性和安全性[11]。然

而，噬菌体的高宿主特异性既是其优势，也是其

在治疗过程中面临的弊端，关于噬菌体的宿主识

别机制还需在蛋白质水平进行深入研究[9]，因此，

需要广泛分离、鉴定不同特性的噬菌体用于科研

和应用。本研究在大理市几所医院内污水中进行

金黄色葡萄球噬菌体分离，并进行系统鉴定。 

1  材料和方法 

1.1  菌株及来源 

涉及的菌株包括作为宿主的金黄色葡萄球

菌 ATCC25923，以及用于裂解谱分析的 111 株菌

株，具体为葡萄球菌属 37 株(包括 4 株 MRSA)、

志贺菌属 14 株、棒状杆菌属 5 株、沙门菌属 3 株、

耶尔森菌属 5 株、沙雷菌属 7 株、假单胞菌属    

3 株、克雷伯菌属 2 株、肠杆菌属 7 株、柠檬酸

杆菌属 3 株、变形杆菌属 2 株、念珠菌属 9 株、

链球菌属 3 株、肠球菌属 4 株，埃希菌属、摩根

菌属、伯霍尔德杆菌属、伯德特菌属、李斯特菌

属、苍白杆菌属和产碱菌属各 1 株。 

金黄色葡萄球菌 ATCC25923 以及 4 株

MRSA 由大理州中医院检验科惠赠；107 株裂解

谱分析菌株由云南省地方病防治所中心实验室

保存。 

1.2  污水采集及处理 

采集大理白族自治州人民医院(2 份)、大理大

学附属医院(1 份)和大理市第一人民医院(1 份)污

水处理站处污水各 1000 mL，用纱布过滤除去杂

质，置于 4 °C 冰箱中待检。 

1.3  噬菌体的分离与纯化 

取 20 mL 污水处理样品，加入 1 mL 宿主菌、

10 mL SM 液(NaCl、MgSO4·7H2O、Tris-Cl、2%

明胶)和 10 mL LB 液体培养基，37 °C 振荡培养

18 h，混合培养液用细菌滤膜过滤后双层琼脂平

板法铺板观察是否出现噬斑。对有噬斑的平板，

挑取透亮、边缘清晰的单斑进行增殖纯化。重复

纯化 5 次。 

1.4  电镜观察 

通过 SM 液富集噬菌体，取 20 μL 样品滴到

铜网上，沉淀 15 min，向铜网中加入 1 滴 2%的

磷钨酸(PTA)，10 min 后，在日立 HT7700 透射电

镜下观察噬菌体的形态。 

1.5  裂解谱分析 

采用点滴法对 111 株菌株进行裂解谱测试，

对裂解的菌株采用双层琼脂平板法进行确证  

实验。 
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1.6  最佳感染复数及一步生长曲线测定 

调整噬菌体滴度 (PFU/mL)，将不同 MOI 

(0.001、0.01、0.1、1、10、100)的噬菌体与宿主

菌混合液培养 6 h，测定滴度。以 MOI=1 的比例

在菌液中加入噬菌体，吸附 5 min 后取细菌沉淀，

清洗 2 次移至 LB 液体培养基中在 37 °C 下振荡

培养。0–30 min 内每 5 min 取 1 次样，30–60 min

每 10 min 取 1 次样，测定噬菌体滴度。 

1.7  基因组测序及分析 

按 λ 噬菌体 DNA 抽提试剂盒(北京艾比根生

物技术有限公司)说明书进行噬菌体 DNA 抽提。

提取的 DNA 送至中国军事科学院，使用 Illumina 

HiSeq 2500 测序并用 Newbler 3.0 进行拼接。全

基因组序列通过在线 Blast N 进行比对，用 RAST 

2.0进行基因预测，预测的基因用在线 PSI-BLAST

进行手动验证。通过 ICEberg 2.0 在线数据库、抗

生素耐药性数据库(CARD)和病原菌毒力因子数

据库(VFDB)[12]检测基因组中是否含有已知的抗

性基因和毒力基因。用 CLC Genomics Workbench 

12.02 绘制基因图谱，用 Easyfig 2.2[13] 绘制

vB_SauH_SAP1 的全基因组比对图。用 MEGA 7.0

软件[14]通过邻接法(bootstrap 设为 1000)构建系统

发育树。 

2  结果和分析 

2.1  噬菌体的分离鉴定 

从医院污水中分离得到 1 株金黄色葡萄球菌

噬菌体，命名为 vB_SauH_SAP1。5 次纯化后可见

噬斑边缘光滑、大小较均一，直径约为 1.5–2.5 mm。

透射电镜下 vB_SauH_SAP1 具有典型的正 20 面

体结构和收缩性尾部，头部直径为(60±1) nm，尾

部长度为(180±2) nm，根据其形态分类[15]，该噬

菌体属于肌尾噬菌体(图 1)。 

2.2  裂解谱 

通过 111 株菌株进行裂解谱分析，结果有  

10 株临床分离的葡萄球菌属细菌在一定温度下

出现了噬斑，裂解情况如表 1 所示。其余菌株未

观察到裂解现象，表明 vB_SauH_SAP1 宿主特异

性高，仅对部分葡萄球菌属菌株敏感。 

 

 
 

图 1.  vB_SauH_SAP1 形态 

Figure 1.  Morphology of vB_SauH_SAP1. A: plaque 
morphology; B: morphology by TEM. 

 
表 1.  vB_SauH_SAP1 对 10 株敏感菌株的裂解能力 

Table 1.  vB_SauH_SAP1 lysis ability of 10 sensitive 
strains 

Strains RT* 28 °C 37 °C

Staphylococcus aureus 98 + + + 

Staphylococcus aureus 109 + + + 

Staphylococcus aureus 138 + - - 

MRSA 3377 + + + 

Staphylococcus epidermidis 2 + + + 

Staphylococcus epidermidis 4 + + + 

Staphylococcus simulans 1 + + + 

Staphylococcus epidermidis 1 + + + 

Staphylococcus epidermidis 5 + + + 

Staphylococcus saprophyticus 2 - - + 

RT: room temperature (6–12 °C). 
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2.3  最佳感染复数及一步生长曲线 

用不同 MOI 的 vB_SauH_SAP1 感染宿主菌

ATCC25923，培养 6 h 后测定噬菌体滴度。当

MOI=0.1 时噬菌体滴度最高，因此，最佳感染复数

为 0.1。以取样时间为横坐标，vB_SauH_SAP1 滴

度的对数为纵坐标，绘制一步生长曲线[16] (图 2)。

可见 vB_SauH_SAP1 在 37 ℃感染 ATCC25923

后，10 min 内滴度无明显变化，潜伏期约为 10 min；

在 10–30 min 内噬菌体滴度快速增加，表明裂解

期约为 20 min；30 min 后噬菌体滴度趋于稳定，

进入平台期。 

2.4  基因组测序及结果分析 

测序结果表明 vB_SauH_SAP1基因组为双链

DNA，全长 143375 bp，G+C 含量为 30.2%，预

测编码 226 个 ORF，起始密码子包括 ATG (209)、

GTG (6)、TTG (11)，全基因组的基因编码潜力为

90.11%，平均每 1 kb 编码 1.58 个基因，多数基

因为反向转录(73.1%，166 个 ORF) (图 3)。发现 
 

 
 

图 2.  vB_SauH_SAP1 的生物学特性 

Figure 2.  Biological characteristics of vB_SauH_SAP1. A: optimal MOI; B: one-step growth curve. The values 
indicate the means and standard deviations (SD) (n=3). 
 
 

 
 

图 3.  vB_SauH_SAP1 基因结构图 

Figure 3.  Genome structure diagram of vB_SauH_ 
SAP1. 

4 个 tRNA 基因，未发现毒力基因和抗生素抗性

基因。72 个基因与已知功能的蛋白质具有显著相

似性并推定了相应功能，其余基因注释为假定蛋

白。基因序列 NCBI 登录号为：MT786458。 

vB_SauH_SAP1 的功能预测基因分为 5 个模

块：核苷酸代谢和复制、结构、裂解、DNA 包装

以及代谢，基因图谱如图 4 所示。核酸代谢模块

主要分布于 13300–41238 bp 和 71857–100662 bp

两个区域。其中 DNA 修复核酸外切酶(ORF154)、

重组核酸内切酶 (ORF179)以及重组核酸外切

酶(ORF181)能够水解宿主核酸 [17]，核糖核苷酸

还原酶 (ORF172、173)将核糖核苷酸转化为脱
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氧核苷酸，二者共同提供合成噬菌体基因组的

原材料；预测的 DNA 连接酶 (ORF26)、DNA

聚合酶 (ORF166)、DNA 引物酶 (ORF177)以及

DNA 解旋酶(ORF185)催化合成噬菌体 DNA[18]；

RNA 聚合酶 σ 因子 (ORF160)可以修饰宿主

RNA 聚合酶并识别噬菌体基因组启动子区域，

实现噬菌体基因表达 [19]。 DNA 包装模块中

ORF2、ORF4 预测为末端酶大亚基，ORF221

预测为门蛋白。末端酶大亚基具有核酸内切酶

和 ATPase 活性，能够切割 DNA 链形成噬菌体

基因组并提供 DNA 链单向移动的能量；门蛋

白是具有中央通道的环状同源寡聚体，通过与

支架蛋白结合提供 DNA 装配的通道。末端酶

和门蛋白结合形成强大的分子马达将 DNA 泵

入病毒衣壳内 [20]。发现 3 个裂解模块相关基因，

穿孔素 (ORF13)和裂解酶 (ORF14)形成二元裂

解系统发挥裂解宿主菌的作用。尾部裂解酶

(ORF199)在噬菌体吸附之后引起细胞壁的局

部溶解，有利于核酸注射 [21]。结构模块主要包

括散在的膜相关蛋白、衣壳相关蛋白(ORF215、

218)以及尾部相关蛋白 (ORF157、158、186、

190、193、194、200、201、210、211)，其中，

尾部卷尺蛋白 (ORF200)不仅与基因组注射有

关，而且在噬菌体尾部组装和尾部长度测定中

起重要作用 [22–23]。  

全 基 因 组 比 对 发 现 vB_SauH_SAP1 与

GeneBank 中 Kayvirus 属葡萄球菌噬菌体同源性

较高，覆盖率和相似性都在 90%以上。选取同源

性最高的 4 株噬菌体(表 2)，将基因组进行共线性

比较(图 5)，显示 vB_SauH_SAP1 局部基因与其

他 4 株噬菌体存在差异，且整体基因排布不同，

是 1 株新的噬菌体。 

 

 
 

图 4.  vB_SauH_SAP1 基因功能注释 

Figure 4.  Genes function annotation of vB_SauH_SAP1. 
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表 2.  与 vB_SauH_SAP1 相似性较高的 4 株噬菌体 

Table 2.  4 phages with high similarity to vB_SauH_SAP1 

Phages Time/Location Coverage/% Identity/% 

Staphylococcus phage vB_SauH_IME522 2019/China 96 99.91 

Staphylococcus phage HSA30 2017/South Korea 96 98.78 

Staphylococcus phage VB_SavM_JYL01 2018/China 95 98.79 

Staphylococcus phage P108 2014/China 95 98.56 

 

 
 

图 5.  vB_SauH_SAP1 与 4 株葡萄球菌噬菌体全基因序列比对 

Figure 5.  Genome comparison of vB_SauH_SAP1 with 4 Staphylococcus phages. 
 
 

2.5  系统发育树分析 

通过在 NCBI 数据库中下载与 vB_SauH_ 

SAP1 末端酶大亚基同源性较高的氨基酸序列来

构建系统发育树。结果表明 vB_SauH_SAP1 与

GH15、P108、phiSA12 等 Kayvirus 属葡萄球菌噬

菌体关系更为密切(图 6)。 

3  讨论 

如今细菌耐药问题越来越突出，特别是多耐

药(MDR)菌株的出现，逐渐缩小了某些病原体的

可选药物范围[24]，这对医护人员来说是一个巨大

的挑战。噬菌体在对抗细菌方面的独特优势使其

重新回到研究人员的视野。本研究分离到 1 株命

名为 vB_SauH_SAP1 的金黄色葡萄球菌噬菌体，

根据电镜下形态及基因组特征，该噬菌体属于

Twortvirinae 亚科 Kayvirus 属。先前研究中描述

的 Twort 样噬菌体和国际病毒分类委员会(ICTV)

最新分类的 Twortvirinae 亚科噬菌体是相同的[25]，

Twort 样噬菌体被认为可能是最具有治疗应用前

景的噬菌体之一[26]。 

Twort 样噬菌体的一个特征是编码裂解酶、

DNA 聚合酶等产物的基因被 I 组内含子打断[27]，

vB_SauH_SAP1 末端酶大亚基基因中也发现类似

的结构，且插入的序列中存在编码归巢核酸内切

酶的基因，该基因能够使内含子具有移动性从而 
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图 6.  基于噬菌体末端酶大亚基氨基酸序列的系统发育树 

Figure 6.  Phylogenetic tree based on the terminase large subunit amino acid sequences of phages. Numbers on 
branch indicate bootstrap support values (1000 pseudo-replicates). The scale bar represents 0.01 sequence 
divergence (percent nucleotide substitutions). 
 

参与各个感染时期不同的转录类别[27]。此外，基

因组中发现了 4 个 tRNA 基因，可能在一定程度

上弥补噬菌体与宿主之间因 G+C 含量差异

(vB_SauH_SAP1：30.2%，金黄色葡萄球菌：32.9%)

导致的密码子使用问题，更有利于噬菌体生存[28]。 

此次分离的噬菌体对部分葡萄球菌属菌株

具有较高的裂解效率，特别是能够裂解 MSRA 菌

株，但不能裂解其他种属细菌，充分验证了噬菌

体裂解的种属特异性和种内有限性。噬菌体基因

组中未检测到耐药基因或抗生素抗性基因，也未

发现金黄色葡萄球菌 Sau3AI 限制性修饰系统识

别序列(5′-GATC-3′)以及特异性核酸内切酶识别

序列(5′-GGNCC-3′)，对宿主的核酸酶切防御机制

可能具有一定的抵抗能力[27]。T4 样噬菌体侵染细

菌时，首先需要尾丝蛋白与特定受体结合，其氨

基酸序列的差异可能会导致不同的裂解范围[29]。

vB_SauH_SAP1 的尾丝蛋白氨基酸序列与葡萄球

菌噬菌体 vB_SauH_IME522 和 VB_SavM_JYL01

仅有 2 个差异位点，裂解酶氨基酸序列则完全相

同，但 vB_SauH_SAP1 对葡萄球菌的裂解能力

(10/37)与 vB_SauH_IME522 (4/10)[17] 无差异而

远小于 VB_SavM_JYL01 (50/66)[30]，其基因组中
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未发现编码 RNA 聚合酶的基因，需要借助宿主

的转录系统，因此裂解谱差异可能来自对宿主菌

转录翻译系统的利用能力[27]。 

广泛分离、鉴定从而建立丰富的噬菌体库是

将噬菌体用于防治病原菌感染的基础，而充分确

证新噬菌体的裂解谱，确定分类地位，在挖掘噬

菌体阶段至关重要。本研究分离的噬菌体

vB_SauH_SAP1 通过裂解谱分析以及生物学和基

因组特性研究，具有一定的应用价值，但其基因

组中还有许多编码功能未知蛋白质的基因，使其

在实际应用中存在潜在的风险，因此还应进行更

加深入、全面的研究。 
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Host range and molecular classification of a Staphylococcus 
aureus bacteriophage 
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Abstract: [Objective] To isolate Staphylococcus aureus bacteriophage from hospital sewage, observe its 

morphology, study its host range, biological and genetic characteristics, to lay an experimental foundation for the 

clinical application of bacteriophage. [Methods] Using Staphylococcus aureus ATCC25923 as the host bacterium 

to isolate and purify bacteriophage from hospital sewage by the double-layer agar plate assay. Observing 

bacteriophage morphology by transmission electron microscope, determining its optimal multiplicity of infection 

(optimal MOI), one-step growth curve and host range. Sequencing the whole genome, analyzing gene structure and 

annotating gene function. [Results] A strain of Staphylococcus aureus bacteriophage (named vB_SauH_SAP1) was 

isolated from hospital sewage. vB_SauH_SAP1 has a high host specificity and can only lyse 10 strains of clinical 

isolates of Staphylococcus (a total of 37 strains). Transmission electron microscopy observation shows an 

icosahedron head and a contractile tail, which belongs to Myoviridae family. The optimal MOI was 0.1, the latent 

phase was 10 min and lysis period was 20 min. The genome was 143375 bp in length, with a G+C content of 

30.2%, encoding 226 ORFs. No known virulence-related gene or antibiotic resistance gene has been predicted. Its 

genome has high homology with Kayvirus Staphylococcus bacteriophages. [Conclusion] A new Kayvirus 

Staphylococcus aureus bacteriophage with potential application value was isolated and characterized. 

Keywords: Myoviridae bacteriophage, Staphylococcus aureus, biological characteristics, whole genome sequencing, 

genome research 
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