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摘要：该研究从水产市场污水中分离纯化副溶血性弧菌噬菌体，并对其中一株噬菌体 vB_VpP_AC2（AC2）进行分离鉴定、基

因组及部分生物学特性分析，探究该噬菌体作为副溶血性弧菌生防制剂的潜力。噬菌体 AC2 的噬菌斑透明且边缘清晰，透明部分的

直径约为 1.12 mm，无可见晕圈。噬菌体 AC2 的全基因组序列长 44 270 bp，鸟嘌呤-胞嘧啶（GC）含量为 49.30%，共预测到 55 个假

定的开放阅读框，其中37个与编码已知功能蛋白质的基因相似（占67.27%），包括一个类似holin功能的蛋白（AC2_gp43，UTQ72417.1），

该功能蛋白首次在 Maculvirus 属中被表征。经蛋白网络与末端酶系统发育树分析鉴定，噬菌体 AC2 属于自转录病毒科

（Autograohiviridae），Maculvirus 属，与噬菌体 vB_VpaP_MGD1 的ANIb 值最高，为 95.62%。在生物学特性方面，噬菌体AC2 能够裂

解 30.77%的受测菌株，其最佳感染复数为 0.001~0.1，一步生长曲线显示AC2 的潜伏期为 20 min，裂解期为 35 min，裂解量为 143 pfu/cell。

总之，噬菌体 AC2 的分离鉴定不仅可为相关功能蛋白的研究提供参考，还可为水产食品安全提供较高应用价值的噬菌体资源。 
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Abstract: Vibrio parahaemolyticus phages were isolated and purified from fish market effluent. One particular phage, phage 

vB_VpP_AC2 (AC2), was isolated, genetically sequenced, and subjected to partial biological analysis to investigate its potential as a biocontrol 

agent against V. parahaemolyticus. The viral plaques of phage AC2 were transparent with clear boundaries; the diameter of the transparent parts 

was approximately 1.12 mm, with no visible halos. The genome sequence of phage AC2 was 44 270 bp long, with a guanine-cytosine content of 

49.30%. In all, 55 putative open reading frames were predicted, and 37 (67.27%) of these were similar to genes encoding proteins of known 

function, including a holin-like protein (AC2_gp43, UTQ72417.1) that was first characterized in the genus Maculvirus. The results of 

protein-protein interaction network and terminase phylogenetic analyses showed that phage AC2 belongs to the family Autograohiviridae and 

genus Maculvirus. The Vibrio phage vB_VpaP_MGD1 shared the highest Average Nucleotide Identity based on BLAST (ANIb) value with 

AC2, at 95.62%. Biological analysis revealed that phage AC2 lysed 30.77% of the tested strains, with optimal multiplicities of infection of 
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0.001~0.1. Its one-step growth curve showed that its latent and lytic phases were 20 and 35 min long, respectively, with a burst size of 143 pfu/cell. 

In summary, the isolation and identification of phage AC2 provided useful information on its functional proteins, indicating that it is a valuable 

phage for aquatic food safety. 
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副溶血性弧菌是一种革兰氏阴性细菌，广泛存在 
于世界各地的河流与海洋环境中，可导致鱼、虾和贝

类等弧菌病[1]，其中，由其引发的南美白对虾急性肝

胰腺坏死病的死亡率可高达 80%~100%[2]。临床上，

副溶血性弧菌还可引起人体胃肠道疾病，主要表现为

腹泻、腹部绞痛、呕吐、发烧和头痛，严重时可致人

死亡。 
上世纪五十年代后，抗生素被广泛用于细菌病害

的防治，但细菌抗生素耐药性的出现及传播给细菌性

病害防治带来新的难点。水产养殖领域中抗生素的使

用十分广泛，因此微生物耐药性也相对严重，美国、

中国、意大利和其他国家均报道了副溶血性弧菌的抗

生素耐药性，包括目前用于水产养殖甚至临床环境中

的抗生素[3]。噬菌体可以特异性识别并裂解细菌细胞，

不受细菌耐药性限制，且只能在活的细菌中增殖，无

色无味，分离和生产成本较低，成为替抗制剂的候选

热点[4]。而只具有裂解周期的噬菌体被称为烈性噬菌

体，这些噬菌体在复制后可以裂解和破坏细菌细胞，

由于具有裂解活性，烈性噬菌体已成为预防和控制多

重耐药细菌的环保替抗制剂。报道表明，烈性噬菌体

对副溶血性弧菌、沙门氏菌和单增李斯特菌等均具有

良好的防控效果[5-7]，说明噬菌体具有良好的替抗前

景。然而，当前可培养的烈性噬菌体资源十分有限，

尤其是弧菌噬菌体，因此急需挖掘遗传背景清晰且生

物安全的高效烈性噬菌体，并对其相关特性进行安全

性评价，为实际应用提供充足的菌种资源。 
本研究使用课题组前期从水产品中分离的副溶血

性弧菌菌株为宿主，从珠江水和黄沙水产交易市场地

下水中分离噬菌体，并对分离得到的其中一株代表菌

株的形态结构、生物学特性和遗传信息等进行了相关

研究。本研究为利用噬菌体维护河口生态健康、保障

水产健康养殖的发展以及副溶血性弧菌感染的临床治

疗等提供了新思路。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  菌株及样品来源 
本研究所使用的 39 株副溶血性弧菌均由广东省

科学院微生物研究所提供。水样采集于广州市黄沙大

道西猪栏路 27 号，东经 113 °5′，北纬 23 °07′，分别

为广州市荔湾区黄沙水产交易市场鲜虾批发店附近地

下污水，以及西侧的珠江岸边的江水。 
1.1.2  主要试剂 

胰酪大豆胨（Tryptic Soy Broth，TSB）培养基、

胰酪大豆胨琼脂（Soybean Casein Digest Agar，TSA）

培养基、技术琼脂、牛肉膏提取物，广东环凯微生物

科技有限公司；氯化钠、吐温 80、氯化钙、三氯甲烷、

异丙醇、异戊醇、无水乙醇，上海沪试化工有限公司；

PEG8000、SM Buffer、Tris 饱和酚溶液、Pac Ⅰ、Age 
Ⅰ、Sph Ⅰ，生工生物工程(上海)股份有限公司；DNase 
Ⅰ、RNase A、蛋白酶 K，广州怡和生物科技有限公

司；氯化铯，国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  菌种活化 
取-80 ℃保存的副溶血性弧菌菌种，接 TSB 培养

基中，置恒温培养振荡箱按 37 ℃，180 r/min 过夜培养。 
1.2.2  噬菌体分离与纯化 

将 5 L 污水样品在 5 000 r/min 下离心 10 min，上

清液用 0.45 μm 混合纤维素酯滤膜抽滤，在滤液中添

加 MgSO4 至终浓度为 50 mmol/L，静置 10 min 后   
0.22 μmol/L 滤膜再次抽滤。将滤膜剪碎放入含有 3%
（m/m）牛肉膏、3%（m/m）吐温 80、50 mmol/L NaCl
的洗脱液中，超声波清洗 10 min 后经 0.45 μmol/L 滤

头过滤除菌，获得噬菌体样品浓缩液。吸取 200 μL 浓

缩液与 100 μL 副溶血性弧菌菌液混合加入 5 mL TSB
（2 mmol/L CaCl2）肉汤中，37 ℃，180 r/min 过夜培

养，培养物经 0.45 μm 滤头过滤后获得噬菌体富集液。

使用双层板法分离纯化噬菌体，即将 100 μL 副溶血性

弧菌菌液和噬菌体富集液加入 TSB[含 0.4%（m/m）技

术琼脂，2 mmol/L CaCl2]中混匀，倒入 TSA 平板上，

待凝固后置于 37 ℃恒温培养箱培养 3~12 h，挑选单

个噬菌斑纯化 7~10 轮，直至得到大小和形态均一的

噬菌斑。纯化后的噬菌体置于 4 ℃保存备用，并加入

终浓度为 φ=30%的甘油于-80 ℃保藏。 
1.2.3  宿主谱测定 

宿主谱的鉴定通常是通过点样法来判断。通过双

层平板法，把 100 μL 对数期菌液加入到含有 0.4%琼

脂的 5 mL TSB 中，混匀倒入 TSA 平板上，待半固体
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琼脂凝固后，吸取 2~3 μL 噬菌体培养液滴至平板中

央，培养一段时间后，观察是否有噬菌斑的出现。 
1.2.4  形态观察 

采用 CsCl 密度梯度离心法纯化噬菌体浓缩液。分

别制备密度为 1.30、1.50、1.70 g/mL 的 CsCl 溶液，

置于 15 mL Beckman 超速离心管中，于 200 600 r/min，
4 ℃离心 3 h（SW 41 Ti Rotor）。收集位于 1.50 g/mL
密度带附近的噬菌体颗粒。取上述噬菌体颗粒 15 μL，
经磷钨酸（φ=2%）染色法染色后使用透射电镜（TEM，

Hitachi H-7650）观察噬菌体形态。 
1.2.5  最佳感染复数（Multiplicity of Infection，
MOI）测定 

调整菌液浓度至 1×108 CFU/mL，分别以噬菌体

与宿主细菌按 100、10、1、0.1、0.01、0.001 和 
0.000 1 的比例加入至含 100 μL 0.1 mol/L CaCl2 的 
5 mL TSB 肉汤中，静置 5 min 后 37 ℃，180 r/min 过

夜培养，共培养液经 0.45 μmol/L 滤头过滤至 1.5 mL
离心管中，取 100 μL 噬菌体液，用双层平板法测效价，

测得效价最高的处理组对应的 MOI 即为最佳 MOI，
每个处理重复 3 次。 
1.2.6  一步生长曲线测定 

使用SM Buffer配置成1 mL浓度为1×108 CFU/mL
的宿主菌液，以 MOI=0.1 加入噬菌体和副溶血性弧菌

液体于 1 mL SM Buffer（含 2 mmol/L CaCl2）中，37 ℃
静置 15 min 后 12 000 r/min 离心 2 min，取上清液铺板

计算未吸附噬菌体数量，同时用 1 mL TSB 重悬沉淀，

取100 μL重悬液加入9.9 mL TSB（含2 mmol/L CaCl2）
混匀，取 100 μL 测定噬菌体效价，记作 0 min，同时

将剩余混合液在 37 ℃，180 r/min 条件下培养，每隔   
5 min 取样测定噬菌体效价，直至 1 h。 

1 2

nX
n n

=
−

                            （1）
 

式中： 

X——裂解量； 

n——平稳期噬菌体平均数； 

n1——潜伏期噬菌体平均数； 

n2——未吸附噬菌体平均数。 

其中平稳期平均数指噬菌体效价的变化程度在一

定时间段内不超过 1 个数量级的噬菌体效价。 
1.2.7  噬菌体浓缩液制备、DNA 提取与测序 

噬菌体过滤液中加入终含量为 15%（m/V）PEG   
8 000 和 0.5 mol/L NaCl 置于 4 ℃过夜后，在 4 ℃下  
12 000 r/min 离心 20 min，将沉淀重悬于 1 mL SM 

Buffer 中获得噬菌体浓缩液，加入 10 μL Dnase Ⅰ   
（10 Units/μL）和 0.5 μL RNase A（25 mg/mL）去除

外源核酸污染，之后加入 20 μL m=10% SDS、1 μL 
30 mg/mL 蛋白酶 K 和 20 μL 0.5 mol/L EDTA，65 ℃
水浴 20 min，裂解噬菌体。随后使用苯酚-氯仿-异戊

醇（25:24:1）提取噬菌体 DNA。使用限制性内切酶

Pac Ⅰ、Age Ⅰ和 Sph Ⅰ对噬菌体 DNA 进行酶切鉴

定。最后使用 Ion Torrent S5(美国赛默飞)平台测序，

使用 SPAdes v3.13.1[8]组装高质量的读数，获得噬菌体

核苷酸序列信息。 
1.2.8  基因组比对注释与蛋白网络分析 

噬菌体核苷酸序列经过 Phageterm 4.0[9]进行末端

分析修正后通过美国国家生物技术信息中心（National 
Center for Biotechnology Information，NCBI）网站上

的比对工具（Basic Local Alignment Search Tool，
BLAST）搜索[10]，获得相似菌株信息，再通过 pyANI
计算相似菌株的平均核苷酸一致性（ Average 
Nucleotide Identity，ANI）[11]。之后使用 RAST[12]预测

出假定的开放阅读框（ORF）和初步的基因注释，使

用蛋白比对工具（Basic Local Alignment Search Tool 
Protein，BLASTp）对所有 ORFs 在 NCBI 参考序列数

据库（Reference Sequence，RefSeq）中的病毒蛋白数

据库（https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/release/viral/）
进 行 检 索 ， 同 时 使 用 tRNAscan-SE[13] 、

DeepTMHMM[14]、InterPro[15]、eggNOG[16]、VFDB[17]

和 CARD[18]等检索工具作为 ORF 功能注释的补充进

而获得完整的基因组注释，最后通过 Easyfig[19]进行基

因组可视化分析。噬菌体蛋白网络分析采用

vConTACT 2.0[20]计算，使用 cytoscap[21]进行美化。噬

菌体蛋白质保守结构域检索使用 TCDB[22]和 CDD[23]

数据库进行，蛋白同源性检测使用HHpred[24]实现。最

终核酸序列已上传至GenBank，登录号为ON864052。 
1.2.9  系统进化树的构建 

将噬菌体末端酶大亚基氨基酸序列在 NCBI 上进

行 BLASTp 检索非冗余蛋白数据库（Non-Redundant 
Protein Sequence Database，NR）数据库，选取 identity
≥70%序列在MEGA[25]上使用邻接法（Neighbor-Joining，
NJ）法构建系统发育树。 
1.2.10  数据分析 

根据标准对照实验的原则，实验重复 3 次，数据

使用 Excel 进行数据整理，使用 GraphPad Prism 8.0 和

R 语言进行数据分析与可视化，运用 ANOVA 进行单

因素方差分析，P＜0.05 认为差异具有统计学意义。 
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2  结果与讨论 

2.1  噬菌体的分离与形态表征 

 
图1 噬菌体不同分离株全基因组酶切图谱 

Fig.1 Whole-genome restriction map of different phage isolates 

本研究分离纯化得到 17 株噬菌体分别命名为：

AA2L1、AA2L2、AA2M1、AA1L、951SL1、951SL2、
AC2L1、AC2、AC2M2、AA1M、951S1、951L1、951L2、
951M1、951S2 和 951M2。通过基因组三酶切的酶切

图谱可以将这批噬菌体分离株分为 4 类，第一类以

AA2L1 为代表，酶切图谱在 2 000~5 000 bp、750~ 
2 000 bp 和 750 bp 以下的条带数量分别为 1、3、5；
第二类以 AC2L1 为代表，分布在 2 000~5 000 bp 区域

的酶切条带均比前者多1条；剩下两类分别是以951L2
和 951M2 为代表的分离株，这两类的酶切图谱主要差

异为在 5 000 bp 附近两条带的大小不同（图 1）。 
17 株噬菌体的宿主谱鉴定结果如图 2 所示。供试

的副溶血性弧菌宿主共 39 株，覆盖了 13 种副溶血性

弧菌 O 抗原中的 10 种，并且绝大部分具有耐药性

（36/39）。结果表明，本研究中 17 株噬菌体分离株按

宿主谱范围可大致分为两类，一类是宿主谱较窄的分

离株，如 AA2L1，该菌株只能侵染两株宿主（O4-14
和 O5-15），其中 O4-14 为原宿主菌；另一类则是以

AC2 为代表的广谱噬菌体分离株，能侵染 12 株供试

的副溶血性弧菌，占供试菌株的 30.77%。 

 
图2 不同噬菌体分离株的宿主谱 

Fig.2 The host range of different phage isolates 

有趣的是，噬菌体 AC2 在双层平板上会显示两种

不同的斑点形态，如图 3a 红圈内，中间的斑点更通透，

而两边的斑点呈雪花状，并且该现象持续存在于纯化

全过程中，故排除菌株不纯，因此选取噬菌体 AC2
进行后续分析。噬菌体 AC2 是以副溶血性弧菌 O4-14
为宿主，从广州黄沙水产市场的下水道污水中分离出，

透明斑块直径约为 1.12 mm，外无晕圈（图 3a）。透射

电镜观察显示其由二十面体头部（直径约为 51.50 nm）

和短而非收缩的尾部（长度约为 14.52 nm）组成 
（图 3b 和图 3c），表明它属于短尾噬菌体。根据国际

病毒分类和命名法指南，将该噬菌体命名为

vB_VpP_AC2（以下简称 AC2）。 
本团队前期获得的弧菌噬菌体 vB_VpP_FE11（以

下简称 FE11）[26]也是短尾噬菌体，其尾部长约 17 nm，

头部为直径约 47 nm 的二十面体，在形态上与本研究

中的噬菌体 AC2 非常相似。除了短尾噬菌体，弧菌噬

菌体的外部形态呈多样化，例如从污水、海洋、虾和

牡蛎中分离出的长尾噬菌体 vB_VpS_CA8[27]（以下简

称 CA8）、肌尾噬菌体 VB_VpP_BT-1011[28]（以下简

称 BT-1011）和丝状噬菌体 V5[29]等。 

 

    
图3 噬菌体AC2的噬菌斑及其微观形态观察 

Fig.3 Observation of plaque and microscopic morphology of 

phage AC2 

噬菌体 AC2 是一株具有较广宿主范围的噬菌体，
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在供试的 10 种副溶血性弧菌血清型中，能够侵染的

12 株宿主覆盖了 7 种，并且此 12 株（12/39）均为耐

药菌株。相比于只能裂解 5 株（5/61）覆盖 4 个血清

型的副溶血性弧菌噬菌体 vB_VpS_BA3[27]（以下简称

BA3），其裂解谱更宽。 

2.2  噬菌体AC2的一步生长曲线与最佳MOI 

一步生长曲线是噬菌体裂解周期的最佳体现。如

图 4a 所示，噬菌体 AC2 在静置吸附后 0~20 min 内裂

解液效价没有明显变化，表明其潜伏期约为 20 min，
25 min 后效价开始上升，上升趋势分为 30 至 50 min
的缓慢上升与 50 至 60 min 的快速上升两个阶段，所

以噬菌体 AC2 裂解期约 35 min，而之后效价出现跨梯

度增长，说明噬菌体发生裂解后再吸附，即 50 min 时

第一次裂解结束。根据计算公式可计算得到噬菌体

AC2 的裂解量为 143 PFU/cell。 

 

 
图4 噬菌体AC2的一步生长曲线与最佳MOI测定 

Fig.4 One-step growth curve and Optimum MOI 

determination of phage AC2 

本团队前期获得的副溶血性弧菌噬菌体中，短尾

噬菌体 vB_VpP_DE10[30]（以下简称 DE10）具有较小

的裂解量（19 PFU/cell）和中等的潜伏期（25 min），
短尾噬菌体 vB_VpP_DE17[31]（以下简称 DE17）具有

较短的潜伏期（5 min）和中等的裂解量（80 PFU/cell），
而长尾噬菌体 CA8[27]具有较长的潜伏期（30 min）和

较大的裂解量（180 PFU/cell）。与以上 3 株噬菌体相

比，噬菌体 AC2 具有中等的潜伏期和较大的裂解量，

噬菌体潜伏期和裂解量上的差异可能与它们识别和组

装机制的差异有关。 
最佳 MOI 可以反应噬菌体的侵染效率。如图 4b

所示，将噬菌体 AC2 进行十倍梯度稀释（MOI=   
0.000 1~100）后的 7 个不同浓度所测定的效价可看

出，当 MOI=0.001~0.1 条件下与宿主共培养时，子代

噬菌体能增殖达到数量最大化，并且三个 MOI 条件

下噬菌体效价没有显著变化（ P ≥ 0.05 ），而

MOI=0.000 1 和 MOI=0.001 之间存在显著性差异

（P=0.01，P＜0.05），说明噬菌体 AC2 的最佳 MOI
为 0.001~0.1。与噬菌体 vB_VpaP_GHSM17[32]，BA3
和 CA8[27]相比（最佳 MOI 均为 0.1），噬菌体 AC2
具有更低且更广的最佳 MOI，说明在噬菌体 AC2 与

宿主互作的过程中，噬菌体侵染效率较高，能够以基

数较少的噬菌体保证自身优势增殖。 

2.3  噬菌体AC2的基因组分析 

噬菌体 AC2 的基因组序列是通过 Ion Torrent S5
测序仪平台获得，共计 6 041 条 reads，长度分布在

25~500 bp，序列主要分布在 400 bp 附近，组装后获

得一条唯一的 contig 序列。使用 PhageTerm 进行末端

分析发现，其包装模式类似于噬菌体 P1 的 Headful
包装[9,33]，即在包装过程中，第一次切割发生在包装

位点（pac 位置），直到噬菌体头部衣壳装满后才进行

后续切割，导致终止位置可变。修正后的 AC2 序列长

44 270 bp，GC 含量为 49.30%。AC2 噬菌体基因组共

预测了 55 个假定的开放阅读框（ORF），其中 37 个与

编码已知功能蛋白质的基因相似（占 67.27%）可分为

五个功能模块（图 5），其余 18 个 ORF 被预测编码假

定蛋白。使用 tRNAscan-SE 程序[13]没有预测出 tRNA
基因。使用 DeepTMHMM[14]进行跨膜结构域预测，发

现 AC2 含有 3 个编码跨膜结构域蛋白（gp14、gp43、
gp51）和 2 个编码信号肽结构域蛋白（gp24、gp27）
的基因。搜索 VFDB[17]和 CARD[18]数据库发现，AC2
的基因组中没有毒力或抗生素抗性基因，能够确定噬

菌体 AC2 为烈性噬菌体，并且说明其能够安全的应用

于实际生产中，详细 ORF 注释结果见表 1。 

 

图5 噬菌体AC2基因组比较 

Fig.5 Genome comparison for phage AC2  
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研究发现，烈性噬菌体 AC2 的基因组中没有发现

可直接注释为内溶素或穿孔素（holin）相关蛋白的

ORF，说明可能存在未解析的相关编码基因。有趣的

是，通过对噬菌体 AC2 中具有跨膜结构的 gp43 和

gp51 进行 HHpred[24]远源蛋白结构分析发现，gp43 中

含有一个溶血素 XhlA（PF10779）功能域，属于

Haemolysin XhlA（IPR019715）家族，该条目内包括

了芽孢杆菌噬菌体 SPP1 的 Holin 样蛋白 24.1，该蛋白

有类似 holin 的作用[34]，故推测 gp43 可能具有类似

holin 的功能。同时，gp51 的 N 端含有与Ⅱ型分泌系

统 M 蛋白（T2SSM 或 EpsM，PF04612）相似的结构

域，近期有研究表明霍乱弧菌中 EpsM 蛋白会协助噬

菌体 VP2 注射的 DNA 穿过霍乱弧菌的外膜和内    
膜[35]，故推测 gp51 可能伪装成 EpsM 蛋白，在侵染过

程中协助噬菌体 DNA 的注入宿主细菌。但关于噬菌

体 AC2 gp43 和 gp51 的具体功能还有待进一步验证。 
表1 噬菌体AC2功能注释 

Table 1 Functional annotations of phage AC2 

CDS Annotation Module 

gp_1 putative peptidase Lysis 

gp_2 hypothetical protein Hypothetical 

gp_3 primase/helicase protein DNA metabolism 

gp_4 DNA helicase DNA metabolism 

gp_5 putative DNA helicase DNA metabolism 

gp_6 DNA-directed DNA polymerase DNA metabolism 

gp_7 putative DNA polymerase DNA metabolism 

gp_8 transferase activity protein DNA metabolism 

gp_9 HNH endonuclease protein Packaging 

gp_10 Fe-S oxidoreductase Hypothetical 

gp_11 hypothetical protein Hypothetical 

gp_12 DNA binding protein DNA metabolism 

gp_13 sn-glycerol-3-phosphate ABC transporter ATP-binding protein UgpC Hypothetical 

gp_14 HAMP domain-containing protein DNA metabolism 

gp_15 exonuclease activity protein DNA metabolism 

gp_16 hypothetical protein Hypothetical 

gp_17 endonuclease activity protein DNA metabolism 

gp_18 hypothetical protein Hypothetical 

gp_19 ATP-binding protein DNA metabolism 

gp_20 hypothetical protein Hypothetical 

gp_21 DNA-directed RNA polymerase DNA metabolism 

gp_22 hypothetical protein Hypothetical 

gp_23 hypothetical protein Hypothetical 

gp_24 Phage head to tail connecting protein Structure 

gp_25 Phage head to tail connecting protein Structure 

gp_26 Phage head to tail connecting protein Structure 

gp_27 Phage head to tail connecting protein Structure 

gp_28 Phage head to tail connecting protein Structure 

gp_29 Phage head to tail connecting protein Structure 

gp_30 putative scaffolding protein Structure 

gp_31 Phage major capsid protein Structure 

gp_32 hypothetical protein Hypothetical 

gp_33 Phage tail fibers Structure 

gp_34 Phage non-contractile tail tubular protein Structure 
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续表1 

CDS Annotation Module 

gp_35 internal virion protein Hypothetical 

gp_36 internal virion protein Hypothetical 

gp_37 Peptidoglycan lytic exotransglycosylase Lysis 

gp_38 Phage tail fibers Structure 

gp_39 xyloglucosyl transferase activity protein Additional function 

gp_40 Phage terminase small subunit Packaging 

gp_41 Phage terminase large subunit Packaging 

gp_42 hypothetical protein Hypothetical 

gp_43 hypothetical protein Hypothetical 

gp_44 bacterial Ig-like domain family protein Additional function 

gp_45 peptidase M15 Lysis 

gp_46 hypothetical protein Hypothetical 

gp_47 hypothetical protein Hypothetical 

gp_48 hypothetical protein Hypothetical 

gp_49 hypothetical protein Hypothetical 

gp_50 helix-turn-helix transcriptional regulator Hypothetical 

gp_51 hypothetical protein Hypothetical 

gp_52 hypothetical protein Hypothetical 

gp_53 hypothetical protein Hypothetical 

gp_54 hypothetical protein Hypothetical 

gp_55 metallopeptidase activity protein, putative peptidase Lysis 

2.4  噬菌体AC2的分类地位分析 

 
图6 噬菌体AC2 基因组ANI分析 

Fig.6 ANI analysis of the phage AC2 genome 

为确定噬菌体的分类学地位，首先从核苷酸相似

性进行分析。基于 BLASTn 比对的结果显示，噬菌体

AC2 菌 株 与 弧 菌 噬 菌 体 vB_VpaP_MGD1 、

vB_VpP_DE10、H256D1、vB_VpaP_AL-1、F23s2、

vB_Vc_SrVc2、OY1 和 vB_VpaP_NS8 等菌株均存在

较高的核苷酸序列相似性，其中与 vB_VpaP_MGD1
的相似度最高 96.47%，覆盖度 99%。再从基因组序列

同一性（Average Nucleotide Identity，ANI）层面分析

发现（图 6），噬菌体 AC2 与 vB_VpaP_MGD1（以下

简称 MGD1）间的 ANIb 值最高，为 95.62%。 
为了进一步明确噬菌体的分类归属，随后从蛋白

质水平进行研究。选取 Millardlab 课题组整理的

GenBank 和 RefSeq 数据库病毒序列合集进行共享网

络分析[36]（2022 年 3 月）。网络图每个节点代表一个

病毒，节点之间的连线代表节点的关系，每条线均存

在一个数值，数值越大代表两者越相似，左图中共有

16 744 个节点和 737 929 条连线，图中蓝色节点代表

该噬菌体的宿主为弧菌科菌株，红色圈表示 AC2 所在

位置。可以看到弧菌噬菌体主要存在于噬菌体网络图

的核心簇上，仅少量独立分布，其中 AC2 噬菌体存在

于网络图核心簇中，是核心簇的一个进化分枝。通过

对 AC2 所连接的一级节点进行分析发现，AC2 属于

VC_100_0 病毒簇子集，该子集中共有 15 株噬菌体，

均属于自转录病毒科（Autograohiviridae），Maculvirus
属，且均为弧菌噬菌体（图 7B 蓝紫色菱形），其中

AC2 的蛋白组与其他噬菌体距离相对比较远，相对接
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近 的 是 vB_VpP_DE18 、 vB_Vc_SrVc2 和

vB_Vc_SrVc9，具有一定的新颖性。如图 7B 中淡黄

色三角形所代表的节点所示，与 Maculvirus 属相邻的

最大群体是以克雷伯氏菌属菌株为宿主的 Drulisvirus

属噬菌体，两个子集聚集性均较好。因此判断噬菌体

AC2 归属于自转录病毒科（Autograohiviridae），
Maculvirus 属。 

 
图7 噬菌体AC2的蛋白网络图 

Fig.7 Protein network diagram of phage AC2 

注：图 A 中蓝色节点代表弧菌噬菌体，图 B 中黄色三角形代表克雷伯氏菌噬菌体，蓝紫色代表弧菌噬菌体。 

2.5  噬菌体AC2的系统发育分析 

 
图8 噬菌体AC2末端酶大亚基系统发育树 

Fig.8 Phylogenetic tree of phage AC2 by the large subunit 

terminase 

在噬菌体系统进化的过程中，有些基因的保守性

较强，如编码末端酶大亚基蛋白（Large Subunit 

Terminase，terL）、衣壳蛋白（Capsid Protein）和基板

蛋白（Baseplate Protein）等的基因，因此常选用这些

蛋白的编码基因为标志基因绘制系统进化树。对 AC2
的末端酶大亚基进行 BLASTp 比对后，选取相似度较

高（Identity≥70%）的 28 株菌株构建系统发育树，从

图 8 可以看出，AC2 与另外 10 株 Maculvirus 属弧菌

噬菌体形成一个独特的短尾噬菌体分枝，并区别于其

他噬菌体分枝。综上所述，噬菌体 AC2 属于自转录病

毒科（Autograohiviridae），Maculvirus 属的新成员。 

2.6  噬菌体AC2的新颖性与应用潜力 

目前使用副溶血性弧菌为宿主分离纯化的噬菌体

主要都属于有尾噬菌体目，并以长尾噬菌体、短尾噬

菌体和肌尾噬菌体居多。虽然噬菌体 AC2 与未表征的

噬菌体 MGD1 相似度较高（95.47%，ANIb），但与另

外三株相似度较高且已表征的 Maculvirus 属噬菌体

FE11[26]（91.81%，ANIb），DE17[31]（92.03%，ANIb）
和 DE10[30]（93.84%，ANIb），在宿主谱和裂解量上

存在差异。 
四株噬菌体宿主谱差异主要表现在，噬菌体 AC2

不能侵染 FE11 的原始宿主菌 O5-15，但可以侵染
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DE17 和 DE10 的原宿主 O4-12。再者噬菌体在对

O5-15、O6-18、O11-30、O10-54、O8-22 和 O4-48 这

五株副溶血性弧菌的侵染能力上也存在差异，其中

AC2 可以侵染后两株菌，但 FE1 与 DE17 不能，体现

出不同噬菌体分离株的宿主谱差异性。并且在噬菌体

的裂解量上，四株噬菌体也有差异， A C 2 
（143 PFU/cell）的裂解量大于 DE10（19 PFU/cell），
FE11（37 PFU/cell）和 DE17（80 PFU/cell），也证明

噬菌体 AC2 在 Maculvirus 属中的独特性。 
独特的宿主谱范围决定噬菌体的应用前景。导致

噬菌体宿主谱差异的原因，可能发生在噬菌体侵染细

菌全过程中。 
噬菌体识别并吸附在宿主细菌表面是侵染的第一

步。噬菌体 AC2 的尾纤维蛋白（UTQ72412.1）与 FE11
（QIW87183.1）和 DE17（QPP19722.1）的相似度均

为 96.06%，而与 DE10（QXV72181.1）的相似度为

99.51%，该现象能够解释宿主谱差异的一部分原因。

噬菌体不可逆吸附到细菌表面后，短尾噬菌体往往因

其尾部结构较短不能直接穿透细胞膜，推测 AC2 首先

注射出 gp35-gp37 编码的肽聚糖裂解外转糖基化酶

（Peptidoglycan Lytic Exotransglycosylase）和噬菌体内

部蛋白，在溶解细菌细胞膜的同时形成噬菌体 DNA
注射通道[37,38]，随后噬菌体DNA由非收缩尾管（gp34）
注入宿主菌中。噬菌体 DNA 进入宿主细菌后，通过

劫持细菌的代谢途径，大量合成噬菌体相关蛋白并复

制核酸。在该过程中，细菌会有如 CRISPR-Cas 系统、

限制-修饰系统和流产感染等抵御手段阻止噬菌体的

侵染，同时噬菌体也会有一些如 anti-CRISPR 蛋白的

措施[39]逃逸细菌的防御屏障，故细菌-噬菌体之间在菌

体内的防御-进攻策略也可能是导致宿主谱差异的另

一原因。 
最后，噬菌体能否在内溶素和穿孔素（Holin）等

帮助下成功从细菌中释放，也是影响宿主谱的重要因

素。然而，烈性噬菌体 AC2 和另外三株噬菌体的基因

组中没有发现可直接注释为内溶素或穿孔素相关蛋白

的 ORF，值得注意的是，本研究推测噬菌体 AC2_gp43
可能具有类似 holin 的功能，辅助子代噬菌体从宿主

菌中释放，并且 AC2_gp43 为首个在 Maculvirus 属噬

菌体中所表征的 holin-like 功能蛋白，对该属噬菌体裂

解机制的研究提供了新的基础。 
综上所述，噬菌体 AC2 在尾部结构上的差异与其

可能含有 holin-like 功能蛋白，使其在宿主谱、一步生

长曲线上与Maculvirus 属的其他噬菌体存在表型上的

差异。并且噬菌体 AC2 具有较低和较广的最佳 MOI
值，能够在噬菌体与宿主互作的过程中，提高噬菌体

侵染效率，进而以基数较少的噬菌体保证自身优势增

殖。同时较大的裂解量和能够裂解多种耐药型菌株的

宿主谱表明，噬菌体 AC2 是一株具备防控副溶血性弧

菌潜力的新噬菌体。 

3  结论 

本研究主要介绍了噬菌体 AC2 的分离纯化与选

择鉴定过程，并对其生物学特性作初步探究。综合噬

菌体 AC2 的宿主谱范围、最佳感染复数和裂解量等，

可考虑将潜伏期或宿主谱与噬菌体 AC2 互补，同时裂

解量较高的噬菌体组配为噬菌体鸡尾酒，用于耐药性

副溶血性弧菌的防控。本研究使用跨膜结构域预测和

远源蛋白结构域分析相结合的方法，首次解析了

Maculvirus 属 噬 菌 体 可 能 的 holin-like 蛋 白

（AC2_gp43，UTQ72417.1），提高了对 Maculvirus 属
噬菌裂解细菌并释放子代噬菌体过程的认识。但本研

究仅测定了 AC2 的 MOI 和一步生长曲线，在实际生

产应用前，需要全面评估噬菌体的环境耐受性，如温

度、pH、盐浓度和氯仿等，以及体外防控或消杀实验

和生物膜消除能力等，这些都是未来需要继续深入研

究的方向。 
综上所述，本文分离鉴定的烈性噬菌体 AC2 不仅

为噬菌体功能蛋白的研究提供了基因组背景资料，还

能为保障水产养殖加工或食品安全提供较高应用价值

的新噬菌体资源。 
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