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噬菌体分类学技术进展
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摘要：噬菌体是一类细菌病毒，能特异性识别并杀灭细菌，具有替代抗生素的潜力，特别是在食品安全领域中，

以解决 “ 人 - 环 - 食 ” 生态链中泛耐药病原微生物的威胁。噬菌体分类学是阐明噬菌体间物种进化和发展规律的重

要学科。近年来，随着新一代测序、培养组学等技术发展，噬菌体分类出现了许多新的技术进展与挑战。该文通过

回顾噬菌体分类学的发展历程，阐明目前常用分类技术的优缺点；同时，该文系统总结了噬菌体进化分类的具体方案，

重点探讨了分类学标尺及系统发育构建的前沿进展；最后，该文归纳了目前噬菌体分类技术的新进展，重点推荐了

纯培养噬菌体分类的可靠流程，并讨论了培养组学、宏病毒组及原噬菌体分析手段对噬菌体分类学技术的挑战与要

求。该文为噬菌体分类学技术的进一步发展提供参考。
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Abstract: Bacteriophages are a class of viruses that parasitize bacteria, specifically recognize, and kill them. 

Bacteriophages have the potential to replace antibiotics, especially in the field of food safety, addressing the threat of 

pan-drug-resistant pathogenic microorganisms in the era of "human-environment-food" ecological chain. Bacteriophage 

taxonomy is an important discipline to elucidate the evolution and development patterns among the species. In recent years, 

with the advancements of next-generation sequencing, culturomics and other technologies, many new technological advances 
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噬菌体（Bacteriophages, Phages）是一类寄生

于细菌或古菌的病毒，由于部分噬菌体能引起宿主

菌的裂解，故而得名。噬菌体是地球上生物数量最

大的生物，约有 1031 个 [ 1]。1986 年，研究者们发

现具裂解宿主作用的噬菌体可特异性识别并杀灭细

菌，可作为替代抗生素的新型生物制剂 [ 2]。随着抗

生素的滥用，细菌在药物压力下不断进化并逐渐形

成耐受，继而获得生存优势、在全球范围内流行，

严重威胁食品安全以及人们生活健康 [ 3]。区别于结

构固定、不可进化的抗生素，噬菌体与其宿主之间

存在“共同进化”，对耐药突变株仍可高效裂解 [ 4]。

因此，在“人 - 环 - 食”生态链均进入细菌泛耐药

的年代，噬菌体成为了最有希望能防控致病菌的新

型抗生素替代物，为食品安全提供了新思路。如今，

对噬菌体认识的不足严重限制了其开发应用。噬菌

体分类学（Phage Taxonomy）是研究噬菌体生物学

分类的科学，以阐明噬菌体间的亲缘关系、基因遗

传、物种进化过程和发展规律为目标 [ 5]，从而认识

和了解噬菌体。开展系统的噬菌体生物学分类研究

有助于了解噬菌体的遗传与进化过程，为后续的噬

菌体应用提供理论依据。近年来，随着新一代测序、

培养组学等技术发展，噬菌体分类出现了许多新的

技术进展与挑战。如今，噬菌体分类学以进化分类

为主，其他分类法为辅。进化分类学离不开系统发

育分析，随着科技的进步，众多系统发育分析软件

的出现降低了分析的难度，但是当前的噬菌体数据

库提供的参考较少。为解决数据库参考较少的瓶颈，

利用当前的培养组学、宏病毒组及原噬菌体分析新

技术完成对噬菌体数据库的扩充是合理的方法。本

文从噬菌体分类学的历史与现状、当前分类方法以

及新技术研究进展进行综述，系统总结了噬菌体分

类学的常用技术及潜在发展方向，以期提供噬菌体

分类学的详尽介绍及当前推荐的常用分类方法。

1 噬菌体分类学方法

噬菌体的分类法主要有三种：巴尔的摩分

类 法（Baltimore Classification）、 形 态 学 分 类

法（Morphology Classification） 与 进 化 分 类 法

（Evolutionary Classification）（图 1）。国际病毒分

类委员会（International Committee on Taxonomy of 
Viruses, ICTV）成立于 1966 年，是一个致力于对

病毒进行生物学分类并制定相关标准的组织，其制

定的分类标准给病毒研究者们提供了重要参考，现

今使用最广泛的噬菌体分类依据均源于 ICTV 的报

告 [ 6]。以进化分类法为主的 ICTV 分类法是当前的

主流方法。另外，也有研究者根据其他方法对噬菌

体进行分类，如依据噬菌体的宿主、噬菌体的应用

场景或噬菌体存活环境等对其分类的方法，但这些

分类法与 ICTV 分类法有所冲突，较少被系统地应

用于学术研究中。如今，单纯依据巴尔的摩分类法

和形态学分类法已成为噬菌体分类学的历史。

巴尔的摩病毒分类法由 1971 年诺贝尔生理学

或医学奖得主戴维 . 巴尔的摩（David Baltimore）
提出 [ 7]。依据中心法则，病毒可以根据基因组产生

mRNA 的方式分为七大类（双链 DNA 病毒、有缺

口的双链 DNA 病毒、单链 DNA 病毒、双链 RNA
病毒、单链 RNA(+) 病毒、单链 RNA(-) 病毒、逆

转录病毒），如双链 DNA 噬菌体 T4、单链 RNA(+)
噬菌体 MS2 等 [ 8]。然而随着噬菌体研究的深入发展，

学者发现大多数噬菌体为双链 DNA 病毒，少数为

单链 DNA 病毒，极少数是 RNA 病毒，几乎未发现

逆转录病毒 [ 8]。巴尔的摩分类法虽然对于所有病毒

的初步分类非常有效，但由于其无法良好地展现噬

菌体的多样性，因此，沿用了将近 50 年的巴尔的

摩分类法没有进一步分类噬菌体。

and challenges have emerged in bacteriophage taxonomy. By reviewing the development of bacteriophage taxonomy, this 

study identified the advantages and disadvantages of commonly used taxonomy techniques. Simultaneously, the paper 

systematically summarizes the specific scheme of bacteriophage evolutionary taxonomy, focusing on the frontier progress 

of taxonomic scale and phylogenetic construction. Finally, this study summarizes the recent progress of bacteriophage 

taxonomic technology, specifically recommending a reliable process of pure culture bacteriophage taxonomy, and discussing 

the challenges and requirements of culture omics, meta-virome and bacteriophage analysis techniques of bacteriophage 

taxonomy. This paper provides a reference for the further progress of phage taxonomic techniques.
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图 1 噬菌体分类学历史进程图

Fig.1 Historical progression of phage taxonomy

源的物种，则可采用氨基酸序列聚类方法代替核苷

酸进化模型辅助分类 [ 13] ；对于遗传距离特别远的

大分子 DNA 序列，则使用同源的衣壳蛋白结构差

异进行分类 [ 14]。因此，进化分类学能很好地在生

物学分类的各个层级中完成分类工作。至今，噬

菌体基因组测序数据增长速度远超表型验证实验

的进展，基于核苷酸序列的进化分类学逐渐占据

主导地位。

在 2021 年 ICTV 的第九次大会中，专家们提

议放弃传统形态学分类法中分类目与科的方法，

即删除长尾病毒科（Siphoviridae）、短尾病毒科

（Podoviridae）、肌尾病毒科（Myoviridae）以及有

尾病毒目（Caudovirales）的分类，以有尾病毒为名

的分类中仅保留了有尾噬菌体纲（Caudoviricetes）
的描述 [ 15]。至 2022 年 10 月，ICTV 最终决议各种

噬菌体形态仅用作噬菌体描述，而不直接作为分类

依据 [ 16]，标志着沿用了将近 80 年的形态学分类成

为历史，噬菌体分类进入以进化分类为基础、其他

分类法为辅的新时代。目前，基于基因组测序分析

的 ICTV 分类法已成为应用范围最广的噬菌体分类

方法，本文将重点分析。

由于进化分类学方法应用广泛，因此 ICTV 对

该方法的实施提出了系列规范。ICTV 在 2023 年 2
月的报告中指出，噬菌体在 15 个分类等级中应采

用四种不同的进化分类方法，而不同方法的适用范

围分别为：从域到纲水平使用模体（Motif）或折叠

区分析，从亚门到科水平使用核心基因分析，从目

到属水平使用氨基酸序列相似度分析，从亚科到种

水平使用核酸序列相似度分析，而且这次报告提出

了四大分类原则 [ 17] ：（1）病毒分类法应反映病毒的

进化历史及病毒的特性；（2）病毒分类应该可以指

1940~2022 年通用的形态学分类法是采用形

态特征对噬菌体进行分类的方法，也是最直观的

分类方法 [ 9]。随着透射电子显微镜（Transmission 
Electron Microscope, TEM）的普遍使用，各类噬菌

体的形态被逐一捕捉，为形态学分类提供了参考基

准。在形态学分类中，噬菌体依据其是否拥有尾

部可初步分类为有尾噬菌体与无尾噬菌体；而有尾

噬菌体又再依据其尾部的长短以及是否携带尾鞘

进一步分类为长尾噬菌体（Siphoviridae）、短尾噬

菌体（Podoviridae）和肌尾噬菌体（Myoviridae）；
无尾噬菌体则可根据其头部特征分为复层噬菌体

（Tectiviridae）、覆盖噬菌体（Corticoviridae）、囊状

噬菌体（Cystoviridae）、光滑噬菌体（Leviviridae）
和丝状噬菌体（Inoviridae）等 [ 9]。随着被观察到的

噬菌体逐渐增多，研究者发现同类噬菌体中不同个

体间形态差异巨大，且形态的差异难以关联其进化

关系及功能表征 [ 1]。同时，在高通量测序技术的快

速发展下，对于不可培养的噬菌体来说，由于无

法捕捉病毒颗粒的形态特征，亦无法对其进行分

类 [ 10]。因此，形态学分类法虽然较巴尔的摩法进一

步加深了人们对噬菌体的认识，但仅基于形态学特

征难以全面开展噬菌体的细分分类与进化分析。

自 2005 年第二代测序技术（高通量测序技术）

出现，人们对微生物的研究逐渐从实体逐步深入至

基因组阶段 [ 11]。噬菌体全基因组挖掘技术的创新促

使噬菌体分类学方法从表型迈向基因组层面，其中，

噬菌体核苷酸序列、氨基酸序列以及蛋白结构等的

差异等均可以作为噬菌体的分类的依据。进化分类

学是依据核苷酸突变速率计算物种之间进化距离的

分类方法，其良好地体现了物种基因组的进化情况

并能够依据基因组相似度划分类群 [ 12] ；对于相对远
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导等级的分配，使其效用最大化；（3）进化分类法

只是对病毒进行分类的多种可能手段之一；（4）从

宏基因组序列推断得出的病毒分类学分析需执行严

格的序列质量控制。这一报告为目前噬菌体进化分

类学研究中存在的问题提出了系统可行的解决方案

以及研究规范。

对比噬菌体序列在各水平未获得分类地位的比

例与 ICTV 提出的分类规范，可知噬菌体在目、科

水平仍存在很大的认识不足，而这些不足也是目

前分类学研究者们最关注的研究领域。虽然根据

ICTV 规范，噬菌体在目与科水平的分类应采用基

因组成分析、同源基因相似度分析及氨基酸序列相

似度分析的方法开展，但考虑到分类应兼顾对物种

进化的描述，因此围绕这两个水平现存的分类问题，

相关研究均以系统发育分析为主、聚类分析为辅的

方法以明确噬菌体更细致的分类学地位。

1.1 噬菌体分类学现状

当前，传统的巴尔的摩法及形态学分类法均

出现了诸多不足，其中最大的局限是必须获得噬

菌体纯培养物。而得益于基因组挖掘手段的创新，

近年来新分离的可培养噬菌体十分有限，但基因

组数量却迅猛上涨 [ 18]。截至 2023 年 3 月，虽然

可搜索到的纯培养噬菌体及其全基因组测序的相

关论文仅 3 125 篇，然而美国国家生物技术信息中

心（National Center for Biotechnology Information, 
NCBI）数据库中却有高达 19 625 条噬菌体全基因

组记录，是分离获得噬菌体的 6.28 倍。

图 2 噬菌体各分类等级的占比图 

Fig.2 The proportion of bacteriophages in each 

taxonomic grade

注：深灰色为暂时无分类，浅灰色为已分类。总计纳入

20 592 条噬菌体序列信息，信息来源均来自 NCBITaxonomy

数据库。

噬菌体是病毒的一种，进化分类法再次证实，

噬菌体在病毒中数量最多，同时分类也较多 [ 1]。截

至 2023 年 3 月，ICTV 将已知的噬菌体分类为 5 域、

7 界、7 门、9 纲、13 目、56 科、1 623 属、5 204 种，

结果同步在 NCBI Taxonomy 数据库中 [ 19]。在病毒的

六域分类中，噬菌体暂时缺乏 Ribozyviria 域的相关

分类信息，而且 15 个分类等级中，许多噬菌体在域、

界、门、纲下暂无目、科、属级别以及各种亚级别

分类 [ 20]（图 1）。这些分类地位的缺失将在后续的分

类学研究中不断被完善补充。

1.2 系统发育分析分类噬菌体

系统发育分析可以反映物种的进化历史，是进

化分类法的重要分析方法，而依据进化历程获得

的物种分类关系是最准确可信的系统发育分析方

法 [ 21]。在噬菌体的分类研究中，研究者常使用噬

菌体的某些核心蛋白、核心功能域或者核心序列

作为进化标尺开展系统发育分析。通过核苷酸替

代模型计算获得的系统发育树能较好反映噬菌体

某个基因的进化历程，同时也能解释噬菌体的系

统发育历程 [ 22]。开展噬菌体系统发育分析，一般

按照 4 大流程进行：多序列比对（Multiple Sequence 
Alignment, MSA）、进化模型选择、系统发育树构建

及数据可视化，这 4 大流程的常用工具及应用特征

如表 1 所示。

一个可靠的系统发育分析流程是：通过大数据

库（如 NR）比对使用的进化标尺，筛选合理的结

果，获取距离合适的参考序列使用 MAFFT 进行

MSA，MSA 结果通过 IQ-tree 构建系统发育树，最后，

使用 iTOL 对系统发育树的可视化。

目前，常用于遗传分析的进化模型主要有最

大似然法（Maximum Likelihood, ML）和邻接法

（Neighbor-Joining, NJ）。对于遗传距离较近的物种，

一般使用 ML 的计算模型进行系统发育树的构建，

而对于遗传距离较远的情况，可采用 NJ 法构建系

统发育树 [ 23]。

对于噬菌体的系统发育树的构建，较多研究使

用噬菌体的标志基因（hallmark）作为进化标尺进

行分析 [ 24-26]。常见的噬菌体分类标尺基因包括末端

酶大亚基（用于距离较近的 DNA 噬菌体）、衣壳

蛋白基因（用于距离较远的 DNA 噬菌体）、门蛋白

（用于有尾噬菌体）以及 RdRp 功能域（用于 RNA
噬菌体）。这些标尺为噬菌体在不同分类水平提供
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了重要参考，但目前仅采用单一标尺难以在噬菌体

的目水平进行有效的分类。针对这一局限，近年

来有学者提出，采用基于单核苷酸多态性（Single 
Nucleotide Polymerase, SNP）的 ML 法构建的系统

发育树 [ 27]。SNP 是基因进化的基本单元，其记录

了基因组的进化历史，因此基于全基因组 SNP 估

计的进化距离较单一基因序列估计的进化距离构建

进化树更为合理 [ 28]。但也有研究指出，基于 SNP
计算距离的应用范围较为狭窄，因此目前只推荐

该方法用于噬菌体种内的进化、分型分析 [ 29]。目

前，开展 SNP 进化分析的工具主要有两类，一类

是基于基因组序列获取 SNP，常用软件为 Harvest
的 ParSNP [ 30]，另外一类是基于全基因组变异检测

获取 SNP，常用的软件是 VCF2Dis（https://github.
com/hewm2008/VCF2Dis）或 Phylip 工具包（https://
evolution.genetics.washington.edu/phylip. html）。

1.3 基于新标尺的系统发育分析

由于可作用标识的噬菌体标志基因突变有限，

因此难以采用单一的标尺对所有噬菌体进行分类分

析。为解决这一局限，学者们提出对于不同层级的

噬菌体分类，应采用不同的分子进化标尺开展系统

发育分析 [ 17]。研究发现，不同噬菌体中的 DNA 复

制相关基因及结构相关基因具有很强的保守性以及

高变异率 [ 25]，因此这些基因常被用作为噬菌体的分

类标尺。

表 1  噬菌体ML法系统发育分析流程及应用软件

Table 1 Phage ML phylogenetic analysis process and application software

分类流程 软件名称 客户端 进化模型 年份 / 年

多序列比对

Clustal W [ 31] 本地 / 1994

T-Coffee [ 32] 本地 / 2000

MAFFT [ 33] 本地 / 2002

Muscle [ 34] 本地 / 2004

kalign [ 35] 网页、本地 / 2005

Clustal Omega [ 36] 网页、本地 / 2011

模型选择

ModelTest [ 37] 本地 核酸替换模型 1998

ProtTest [ 38] 本地 蛋白替换模型 2005

jModelTest [ 39] 本地，Java 核酸替换模型 2008

ModelTest-NG [ 40] 本地 jModelTest + ProtTest 2008

PALM [ 41] 本地 序列替换模型 2009

ProtTest3 [ 42] 本地 蛋白替换模型 2011

ModelFinder [ 43] 本地 序列替换模型 2017

SMS [ 44] 本地 序列替换模型 2017

系统发育树
构建

PhyML [ 45] 网页 手动选择模型 2005

PAML4 [ 46] 本地 手动选择模型 2007

RAxML8 [ 47] 本地 自动选择模型 2014

FastTree2 [ 48] 本地 GTR+Γ4 2010

IQ-tree [ 49] 本地 ModelFinder 选择模型 2015

IQ-tree2 [ 50] 本地 ModelFinder 选择模型 2020

数据可视化

Unipro UGENE [ 51] 本地 / 2012

Bio.Phylo [ 52] 本地，Python / 2012

ggtree [ 53] 本地，R / 2018

MEGA X [ 54] 本地 / 2018

Evolview v3 [ 55] 网页 / 2019

iTOL5 [ 56] 网页 / 2021
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最近研究指出，相较使用完整的基因作为标

尺，使用同源基因的功能结构域作为分子进化标尺

将有望构建更为精准的系统发育树 [ 57]。一个经典

的例子是 Crucivirus 属的噬菌体可以采用最佳的复

制相关基因（DNA 聚合酶）进行系统发育树构建。

Crucivirus 属 DNA 聚合酶中部的 S-domain 是其高变

功能域，使用这个功能域作为标尺的发育树较采用整

个 DNA 聚合酶基因来说更为准确 [ 58]。因此，相比于

目前常用的基于基因的标尺，采用基因的功能域标尺

能更精准反映噬菌体特定功能的进化关系。

随着分离技术的发展，研究者们将对噬菌体基

因的功能有更为深入的理解。在此基础上，基于大

规模噬菌体的泛基因组或同源基因组分析将能协

助研究者们批量筛选获得更多的分子进化标尺，为

系统发育分析提供更多可能。而对于出现多个分子

进化标尺难以择优的情况，可以参考细菌基因组的

cgMLST 分型方式，通过使用多个管家基因序列串

联形成新的分子进化标尺，进而开展分类 [ 59]。

1.4 聚类分析辅助噬菌体分类

聚类分析是指将基因的集合分组为类似对象

组成的多个类的分析方法，该方法常用于噬菌体

的科、亚科、属水平分类 [ 17]。目前，噬菌体基

础聚类主要采用全蛋白质组的隐性马尔可夫模型

（Hidden Markov Model, HMM）开展，这一方法常

通过 vConTACT [ 60] 软件开展分析。而对于系统发育

分析难以解决的分类，ICTV 建议开展基因序列相

似性聚类进行分析，可用的工具包括 DEmARC [ 61]、

VIRIDIC [ 62] 等。然而，通过聚类分析获得的遗传距

离只是真实进化关联性的近似值，因此聚类分析仅

可作为系统发育分析方法的补充，而不应单独依靠

聚类分析判断噬菌体的进化分类。

1.5 深度学习辅助噬菌体分类

机器学习（Machine Learning）是一种依据一

定的策略对已知关联的模型进行训练，最后运用训

练好的模型对未知数据进行分析预测的方法。对于

一些结构繁复的分类标尺，目前采用传统算法难以

完成准确分类的噬菌体系统发育分析，而机器学习

则为此类分类学局限提供新的解决思路。利用机器

学习的噬菌体分类模型，目前较为流行的有蛋白空

间结构模型、核苷酸比对模型、氨基酸比对模型和

单核苷酸多态性（Single-nucleotide Polymorphism,  
SNP）进化模型等。

主要衣壳蛋白（Major Capsid Protein, MCP）是

噬菌体重要的基因组复制元件，MCP 作为分类标尺

可在域、纲水平对噬菌体进行精准的分类学分析。

然而，MCP 结构复杂，除了其一级结构外，该蛋白

的三维结构也可以作为噬菌体的分类依据。研究指

出，噬菌体 MCP 主要有三种折叠方式（单果冻卷、

双果冻卷及 Hk97 折叠） [ 63]，而这三种折叠方式是噬

菌体在域至纲级别分类的主要方法。对比传统应用

冷冻电镜解析 MCP 三维结构的方法，目前基于机

器学习的 AlphaFold [ 64] 可以通过计算氨基酸分子间

的相互作用力获得其排布规律，无需进行实验则可

直接计算获得MCP的三维结构，进而开展分类分析。

图卷积神经网络（Graph Convolutional Networks, 
GCN）模型可以用来解释聚类分类结果。近年来，

利用 GCN 开展的聚类分类研究最具代表性的是

PhaGCN [ 65]，其原理是基于氨基酸序列相似度聚类

分析的深度学习构建 GCN 模型，继而对图像聚类

结果的解释，即通过蛋白相似度较高的噬菌体分类

来判断未知的噬菌体分类。一般来说，GCN 的分析

结果基本为科、属级别的分类。

基于 SNP 构建的模型可以准确阐述噬菌体种内

进化关系，常用于溯源分析中。目前最常用于构建

SNP 模型的软件包括 BEAST [ 66]、Phycas [ 67] 等，其

中 BEAST 通过分子钟模型和蒙特卡洛取样的马尔

可夫链构建时间、地域与 SNP 的关系模型，因此，

在 SNP 构建的系统发育树基础上进行分类学分析，

有助于研究人员根据噬菌体的分类地位推测出进化

的时间与地点信息。

在生物数据量大、生物结构复杂的大数据时代，

机器学习能帮助研究者分析繁复的数据，开展分类

学分析 [ 68]。近年出现的这些机器学习研究很大程度

上推进了噬菌体分类学的发展，特别是在以前难以

分类的门、纲、科、属水平上开拓了一条新的道路，

其他水平的分类也会在未来逐步完善，机器学习也

是一个非常有效的技术方法。

1.6 通过机器学习辅助噬菌体分类学展望

除了 GCN 模型外，利用类似于 MMSeqs2 比对

原理的分类模型也是种内噬菌体分类的新工具 [ 69]，

该模型依据每个种构建相应的 k-mer 为特征作为分

类模型，随着数量变多，可能通过模型中得分高的

特征作为鉴定种水平分类的依据。

如今，利用深度学习与人工智能开展噬菌体研

究是分类学研究的新热点，如已有基于深度学习的
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DeePVP [ 70] 开始应用于噬菌体研究、DeephageTP [ 71]

通过神经网络识别病毒基因，进而提供更多的噬菌

体分类标尺。现在这类研究的主要局限在于是可供

机器进行学习的噬菌体样本量较小，未来需要更大

量的数据集才能通过各种方法训练出更为合理的模

型以提供更系统的分类技术。

2 噬菌体分类学技术的新进展

随着研究的不断深入，未来将开展更为深入的

噬菌体研究，而这就需要现在提出更完善的噬菌体

分类方案。目前，基因组检测与分析领域涌现了大

批技术突破，如宏基因组测序、机器学习分析策略

等。这些新的技术进展将进一步突破目前噬菌体分

类方法的局限，填补对噬菌体分类的认识空缺，从

而为噬菌体在食品安全的应用中提供更多的参考。

目前，基于分离纯化的病毒开展分析仍是噬菌

体分类的金标准，因此，基于培养组学的噬菌体分

离及培养则成为噬菌体分类学研究的一个重要方

向 [ 72]。同时，许多研究使用基于混合菌群的宏基因

组测序数据开展噬菌体基因组分类及功能研究（宏

病毒组），该方法具有快速、高通量的应用特性，

且规避了噬菌体分离的技术瓶颈 [ 73]，是目前噬菌体

分类学研究的热点前沿。采用类似分析手段，另外

也有研究者通过挖掘宿主细菌基因组内的原噬菌体

基因组信息，继而开展进一步的分类学研究，这一

策略也开拓了噬菌体分类方法的又一新方向。

2.1 纯培养的噬菌体分类

分离纯化得到的纯培养噬菌体是研究的标准范

式，而通过对分离纯化的菌体开展全基因组的测序

分析及进化分类，是现今噬菌体分类的主要方法。

同时，ICTV 认为研究者们应开展系列实验以获取

噬菌体更多的表型（如宿主谱、一步生长曲线、裂

解量、环境耐受、电镜下形态、最佳感染复数等），

以作为种水平之下的进一步分类依据 [ 20]。噬菌体

纯培养物的获得基本依赖于研究者使用双层平板法

进行多轮分离纯化及扩大培养。噬菌体基因组测序

常使用酚仿法提取噬菌体遗传物质后使用高通量测

序仪完成全基因组测序。获得纯培养的噬菌体基因

组后，可通过完成噬菌体的进化分类。一个标准的

分析流程是：1）比对核苷酸数据库。2）查看比对

相似度，比对相似度≥ 95% 时，建议采用 2.1 所述

的系统发育方法分类至种；比对相似度≥  70% 则采

用 2.3 所述的聚类方法辅助分类至亚科；若相似度

＜ 70% 则需要参考 2.4 所述的基于机器学习的更大

尺度的分类方法。3）获取合适的邻近基因组佐证

分类地位。

目前，许多条件苛刻的宿主菌很难分离，即使

分离了宿主菌，相应的噬菌体也很难分离。近年

来中科院先进院采用了肠道噬菌体分离收集（Gut 
Phage Isolate Collection, GPIC）方法，采用全自动

工作站对单份样品实施高达 42 种人类肠道常见宿

主细菌特异性噬菌体的高通量筛选，从而实现人类

粪便和废水样品中噬菌体颗粒的高效富集，通过该

方法，研究团队从 20 名志愿者的粪便与污水的混

合样品中获取了 209 种噬菌体，分属于 45 个病毒簇，

其中包含 2 个新病毒科、34 个未鉴定的属 [ 72]。因此，

随着培养组学的发展，联合更广阔的宿主谱筛选以

及全自动工作站的分离模式，可能是未来噬菌体分

离培养的发展新方向。而通过分离培养获得的新型

噬菌体，将为噬菌体分类研究提供更多的比对标准

及分类依据。

2.2 基于宏病毒组分析的噬菌体分类

宏基因（Metagenome）是特定环境下所有生物

遗传物质的总和，包含了可培养的和未培养的微生

物的基因。一般从环境样品中提取基因组 DNA 进

行高通量测序，从而分析微生物多样性、种群结构、

功能信息、与环境之间的关系等 [ 74]。病毒宏基因组

（宏病毒组）是使用宏基因组方法对环境样本的病

毒进行分析的方法，相较于传统的分离纯化来说，

宏病毒组分析可以一次性获取大量的病毒，且可以

获取不可培养的病毒，因此，使用宏病毒组分析噬

菌体是未来的趋势 [ 75]。宏病毒组分析目前广泛应用

在环境中噬菌体的检测，如人体口腔、人体肠道、

海洋、土壤等。获得宏病毒组数据后，研究者们可

通过基于比对、深度学习等方法的软件查询或预测

得到噬菌体序列，进而推测这些噬菌体的进化历程

及潜在功能。目前宏病毒组分析软件及其应用特性

如表 2 所示。

保证噬菌体完整的情况下，研究者可从宏病毒

组挖掘的序列中利用噬菌体的功能域充当分子进化

标尺，进而开展这些噬菌体各种层级的分类分析。

其中，由于烈性噬菌体应用较广，而末端酶大亚基

（TerL）是其包装基因组的重要基因功能域 [ 76]，因

此 TerL 基因功能域在宏病毒组分析中常被用作为科

至亚域水平的分类标尺。
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表 2  病毒基因组序列挖掘软件应用特性比较

Table 2 Comparison of application characteristics of viral genome sequence mining software

软件 客户端 最小长度限制 /bp 溶原预测 宏病毒组 分类鉴定 算法 年份 / 年

Metavir [ 77] 网页 / 否 是 是 比对 2011
VIROME [ 78] 网页 1 000 否 是 否 比对 2012
VirSorter [ 79] 网页、本地 500 是 是 否 比对 2015

ViromeScan [ 80] 本地 60 否 是 否 比对 2016
MetaPhinder [ 81] 本地 5 000 是 是 是 比对 2016

VirFinder [ 82] 本地 500 是 是 是 深度学习 2017
MARVEL [ 83] 本地 2 000 否 是 否 比对 2018
ViraMiner [ 84] 本地 300 否 是 是 深度学习 2019
VIBRANT [ 85] 本地 1 000 是 是 是 深度学习 2020

DeepVirFinder [ 86] 本地 1 000 否 是 否 深度学习 2021
VirSorter2 [ 87] 网页、本地 3 000 是 是 否 比对 2021
MetaPhage [ 88] 本地 3 000 否 是 是 比对、深度学习 2022

Virtifier [ 89] 本地 / 否 是 是 深度学习 2022
VirHunter [ 90] 本地 750 否 是 是 深度学习 2022

RNN-VirSeeker [ 91] 本地 100 否 是 否 深度学习 2022
Phanta [ 92] 本地 1 000 是 是 是 比对 2023

Phage_Finder [ 93] 网页 / 是 否 是 比对 2006
Prohinder [ 94] 网页 / 是 否 否 比对 2008
PHAST [ 95] 网页 / 是 否 否 比对 2011
PhiSpy [ 96] 本地 / 是 否 否 比对 2012

PHASTER [ 97] 网页 2 000 是 否 否 比对 2016
Prophage-Hunter [ 98] 网页 / 是 否 否 比对 2019

PHASTEST [ 99] 网页 2 000 是 否 否 比对 2023

法、形态学分类法转向进化分类法。但进化分类

法最大的瓶颈在于用作分类参考的噬菌体数量不

足，进而新的噬菌体因为无法比对到相近的参考

物种而缺乏分类学地位。在最新的研究进展中出

现了通过分离纯化测序、环境宏病毒组挖掘、细

菌基因组挖掘噬菌体的新方法，为解决噬菌体数

量不足的瓶颈提供了解决方案。

相较于分离纯化的方法获得的噬菌体来说，

宏病毒组分析具有效率高的优势，但其准确性与

可信度仍有所欠缺。对于这一局限，有学者提出

因采用 CheckV [ 102] 等软件对宏病毒组挖掘的序列

进行控制分析，以提高获取序列的准确性。除此

之外，宏病毒组结果中基因组序列较多以碎片化

的形式存在，基因组的不完整导致宏病毒组来源

的噬菌体序列仅 10% 能被明确一定的分类学地

位 [ 103]。这些技术的瓶颈仍有待研究者们通过提升

高通量测序技术、优化噬菌体序列识别等方法逐

一突破。

2.3 原噬菌体的分类

原噬菌体是溶原于细菌染色体或质粒上的噬菌

体。相较于可培养的噬菌体来说，更多不可培养的

噬菌体以原噬菌体的状态存于细菌细胞中，这些噬

菌体含有整合酶、转座酶、DNA 切割酶、溶原酶等，

并随着细菌的复制而进行溶原循环 [ 100]。在环境恶劣

下，原噬菌体出于生存压力可直接进入裂解循环、

逃离细菌。通过原噬菌体这一特征，研究者可采用

丝裂霉素 C 等诱导剂使宿主处于恶劣环境，诱导细

菌体内的原噬菌体脱离宿主，进而获得分离纯化的

噬菌体 [ 101]。不同于利用药物诱导分离原噬菌体，现

在研究者也可以通过软件对宿主细菌的全基因组进

行比对查找，无需分离则可高效认识原噬菌体的基

因组信息。而在获得完整的原噬菌体基因组后，研

究者可采用进化分类学的方法，对这些不可分离的

噬菌体进行系统发育分析。

2.4 噬菌体分类学的技术瓶颈

如今，噬菌体分类学方向基本从巴尔的摩分类
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图 3 噬菌体分类学研究进展及当前瓶颈解决方案

Fig.3 Research progress of phage taxonomy and current bottleneck solution

注：遗传物质颜色，红色为 RNA，蓝色为 DNA。
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