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摘  要：【背景】屎肠球菌为 ESKAPE (由屎肠球菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动

杆菌、铜绿假单胞菌和肠杆菌属六大超级细菌的拉丁学名首字母组成)病原体之一，对多种抗菌药

物具有耐药性，严重威胁全球人类健康，被世界卫生组织列入亟须研发新抗菌药的病原体名单。

【目的】分离针对屎肠球菌的烈性噬菌体，测定其基本生物学特性并进行基因组测序分析，为屎

肠球菌噬菌体疗法提供原料。【方法】从牧场污水中分离筛选出一株烈性屎肠球菌噬菌体，命名为

Enterococcus phage 1A11，通过透射电镜观察噬菌体的形态，测定其最佳感染复数、一步生长曲线

和裂解谱，并进行全基因组的测序和分析，以阐释该噬菌体的基本生物学特性。【结果】电镜下可

观察到屎肠球菌噬菌体 1A11 具有典型的正二十面体头部结构和较长的尾部结构，属于有尾病毒目

长尾病毒科，而且测得其最佳感染复数为 0.01，裂解周期为 70 min，潜伏期为 30 min，暴发期为

40 min，并特异性地对部分屎肠球菌产生裂解作用。噬菌体 1A11 的基因组大小为 42 750 bp，GC 含

量为 34.71%，含有 70 个推定的开放阅读框(open reading frame, ORF)，不含抗生素抗性基因和毒力

基因，可作为屎肠球菌噬菌体疗法的原料。【结论】本研究分离到一株新的屎肠球菌噬菌体 1A11，
具有一定的研究价值和应用潜力，为屎肠球菌噬菌体疗法研究奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Enterococcus faecium is one of ESKAPE (Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa, and Enterobacter species) pathogens. Due to the resistance to a variety of 
antimicrobial agents, E. faecium seriously threatens human health and is included in the WHO 
priority pathogens list for R&D of new antibiotics. [Objective] To isolate, characterize, and 
sequence the genome of the virulent phage against E. faecium, so as to provide raw materials for 
the phage therapy of E. faecium. [Methods] A phage strain 1A11 against E. faecium was 
isolated from pasture sewage. The phage was observed in a transmission electron microscope, 
and its optimal multiplicity of infection, one-step growth curve, and lysis spectrum were 
determined. The biological characteristics of the strain were analyzed and the whole genome 
was sequenced. [Results] E. faecium phage 1A11 had a typical icosahedral head and a long tail, 
belonging to the Siphoviridae of the Caudovirales. The strain showed the optimum multiplicity 
of infection of 0.01, a lysis cycle of 70 min, an incubation period of 30 min, and an outbreak 
period of 40 min. It exerted specific lysis effects on several strains of E. faecium. Phage 1A11 
had a genome of 42 750 bp with the GC content of 34.71%, 70 putative open reading frames 
(ORFs), and no antibiotic resistance genes or virulence genes. It can be used for the phage 
therapy of E. faecium. [Conclusion] A new strain of E. faecium phage 1A11 was isolated, which 
has certain research value and application potential, and laid a foundation for the study of    
E. faecium phage therapy. 
Keywords: phage; Enterococcus faecium; biological characteristics; whole genome sequencing 
 
 

屎肠球菌(Enterococcus faecium)属于革兰

氏阳性菌，具有耐药、耐酸、耐胆盐和耐热等

特性，其共生于人类下消化道、口腔和阴道等部

位，并在土壤、水体和动植物中广泛分布[1-4]。

粪肠球菌(Enterococcus faecalis)和屎肠球菌是

肠球菌属细菌中 常见的两种细菌，均可导致

院内感染，其中引起院内感染的肠球菌主要是

粪肠球菌，其次是屎肠球菌，但屎肠球菌获得

和表达抗生素耐药性基因的几率却更高 [3-5]。

肠球菌为条件致病菌，通常不会对宿主产生不

利影响，但当肠球菌获得毒力因子和高水平抗

生素耐药性时，则容易引起宿主感染 [1,6]。屎

肠球菌主要感染免疫功能低下的患者，特别是

重症监护、烧伤、肿瘤和器官移植的患者，易

引起较高的发病率和死亡率，常见疾病有心内

膜炎、腹部脓肿、菌血症和尿路感染等[4,6-7]。

江苏省扬子江沿岸曾发生有关屎肠球菌引起人

类和猪相关败血症暴发的疫情，不仅对畜牧业

造成沉重打击，还严重危害了公共卫生安全[8]。

屎肠球菌具有固有耐药性和获得耐药性，它快
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速获得抗生素抗性基因来抵抗多种抗生素的能

力增加了治疗感染的难度，因此需要寻找一种

抗生素替代疗法，以避免将来处于无药可医的

地步[4,9]。 
噬菌体 (bacteriophage)是一种能够侵染细

菌等原核微生物的病毒，是地球上 丰富和

普遍的生物[10-11]。噬菌体具有许多优点：高度

特异性；作用部位集中专一；能在体内稳定存

在，且不影响正常微生物群落；对于哺乳动物

有一定的安全性；能产生变异来对抗细菌耐药

性；分布广，高效廉价；可自我复制到一定滴

度，生产成本相对更低；在噬菌体-抗生素组

合、噬菌体衍生酶和噬菌体生物工程等方面有

多重可能性 [10,12-14]。噬菌体作为抗菌剂已经使

用了一个多世纪[15]。在 20 世纪 20 年代，噬菌

体疗法被广泛应用于印度霍乱、淋巴腺鼠疫及

苏联东欧数百项噬菌体疗法的研究[16]。直到有

效化学抗生素的出现致使人们将更多的注意力

转向对抗生素的研究。现如今新抗生素的产生

滞缓，而多重耐药病原菌不断进化，迫使人们

重新关注噬菌体疗法[15]。噬菌体实际应用的前

提是对噬菌体本身有足够详细的了解，而国内

有关屎肠球菌噬菌体的研究尚有不足。本研究

以屎肠球菌为宿主菌，从牧场污水中分离一株

烈性噬菌体，并对其进行生物学特性及全基因

组分析，以期为噬菌体疗法防控屎肠球菌感染

奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株及来源 

研究所用的菌株包括屎肠球菌 E1039、
E1162、E0679、E1071、E1623、粪肠球菌 V583、
金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) ATCC 
27660和大肠杆菌(Escherichia coli) ATCC 25922，

由临沂大学微生物与宿主健康研究所保藏。 
1.1.2  培养基 

脑心浸液(brain-heart infusion, BHI)肉汤(g/L)：
胰蛋白胨 10.0，牛心浸粉 17.5，氯化钠 5.0，葡

萄糖 2.0，Na2HPO4·12H2O 2.5。BHI 半固体琼

脂：BHI 肉汤，5 g/L 琼脂粉；BHI 固体琼脂：

BHI 肉汤，15 g/L 琼脂粉。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

无菌溶液(sterile solution, SM)缓冲液，生工

生物工程 (上海 )股份有限公司；PEG-8000、
CsCl、氯仿和磷钨酸，阿拉丁生化科技股份有

限公司；病毒核酸提取试剂盒，天根生化科技

(北京)有限公司。透射电子显微镜，Philips-FEI
公司；超速离心机，Beckman 公司；0.22 μm 过

滤器，MilliPore 公司。 

1.2  噬菌体的分离纯化 
将采集的牧场污水在 4 ℃、5 000 r/min 条

件下离心 10 min 后，取上清液用 0.22 μm 过滤

器过滤，将滤液置于 4 ℃冰箱保存备用。将滤

液与 1.0 mL 屎肠球菌悬液加入 100.0 mL BHI
液体培养基中，37 ℃、200 r/min 振荡培养过

夜。取 1.0 mL 混合培养液经 12 000 r/min 离心

5 min 后，使用 0.22 μm 过滤器过滤获得噬菌体

初液。噬菌体初液与宿主菌 E1039 悬液混合，

静置 10 min 后，将混合液加入 BHI 半固体培养

基混匀，铺在下层 BHI 固体培养基上，待上层

BHI 半固体培养基凝固后，倒置于 37 ℃温箱

中培养过夜，次日观察是否出现噬菌斑。挑取

清透明亮、边缘清晰、大小均一的单个噬菌斑

加入 BHI 液体培养基中，并与 100 μL 宿主菌混

合，37 ℃、200 r/min 培养获得澄清透明培养

液。重复操作 3−5 次，得到纯化的噬菌体。 

1.3  最佳感染复数的测定 
噬菌体的 佳感染复数是指噬菌体与宿主

菌按照不同的比例混合来进行噬菌体的扩增所
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测定的 高噬菌体效价的比例[17]。 
将屎肠球菌 E1039 培养至对数生长中期

(OD600 约为 0.7)，测定细菌浓度，将其调整为

2×108 CFU/mL 。 将 噬 菌 体 按 照 感 染 复 数

(multiplicity of infection, MOI)为 100、10、1、
0.1、0.01 和 0.001 的比例进行梯度稀释后，分

别与屎肠球菌 E1039 混合加入 BHI 液体培养

基，37 ℃、200 r/min 振荡培养 6 h。用双层平

板法测定不同比例混合液中噬菌体的效价，获

得 高效价的混合比例即为噬菌体的 佳感染

复数。 

1.4  一步生长曲线的测定 
取 1.0 mL 培养至对数生长中期(OD600 约为

0.7)的屎肠球菌 E1039，在 4 ℃、5 000 r/min 条

件下离心 10 min后弃去上清液，用 1.0 mL无菌

BHI 培养液将沉淀重悬。按照 佳 MOI=0.01
加入噬菌体后，在 37 ℃恒温箱静置 10 min，
然后 12 000 r/min 离心 10 min，弃去上清液，

用 5 mL 无菌 BHI 培养液将沉淀重悬，于

37 ℃、200 r/min 振荡培养。每隔 10 min 取出

50 μL 培养液进行噬菌体滴度的测定，每个时

间点做 3 次平行试验，取平均值。以取样时

间、噬菌体滴度的对数分别作为横、纵坐标绘

制屎肠球菌噬菌体的一步生长曲线。 

1.5  透射电镜观察 
将纯化的噬菌体进行大量繁殖，在 PEG-8000

的作用下形成沉淀，4 ℃过夜后，12 000 r/min
离心 10 min 弃去上清液，再用 2 mL SM 缓冲液

重悬沉淀，然后加入等体积的氯仿抽提，即得

到噬菌体浓缩液。将噬菌体浓缩液缓慢加入

CsCl 梯度液后离心处理，再用注射器收集噬菌

体浓缩液，然后转入磷酸缓冲盐溶液(phosphate 
buffered saline, PBS)透析过夜，即获得纯化的噬

菌体颗粒。使用磷钨酸负染法对获得的样品进

行染色，15 min 后，于 80 kV 条件下的透射电

子显微镜中进行观察和记录。 

1.6  噬菌体 1A11 的基因组测序及分析 
对噬菌体 1A11 进行扩增和浓缩，按照病

毒核酸提取试剂盒说明书提取噬菌体核酸，送

至上海派森诺公司进行全基因组测序，全基因

组测序上机及数据分析参考 Han 等[18]的方法。

基因组数据已上传至国家微生物科学数据中

心，编号为 NMDC60046433。使用 BRIG 软件

对相似基因组进行比对分析。 

1.7  构建系统发育树 
基于相对保守的噬菌体末端酶大亚基序

列，对噬菌体 1A11 与多株其他屎肠球菌噬菌体

进行系统发育树分析，使用 MAFFT version 7 
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/)和 MEGA11.0
对序列进行分析并构建系统发育树。 

1.8  裂解谱的测定 
以点滴法对噬菌体 1A11 进行裂解谱的初

步测定，对存在点滴斑的菌株用双层平板法进

一步验证，出现噬菌斑的菌株 终认定为裂解

阳性。每组试验平行重复 3 次。 

2  结果与分析 
2.1  噬菌体的分离鉴定与透射电镜观察 

以屎肠球菌 E1039 为宿主菌，在牧场污水

中分离并纯化到一株烈性屎肠球菌噬菌体，利

用双层平板法对噬菌体进行纯化，直至平板上

出现清透明亮、边缘光滑、大小均一的噬菌

斑，即得到了纯化单一的噬菌体，将其命名为

Enterococcus phage 1A11。如图 1A 所示，培养皿

中的噬菌体 1A11 形成清晰透亮的圆形噬菌斑。

透射电子显微镜下观察到噬菌体 1A11 (图 1B)，
其具有典型的正二十面体头部结构和较长的尾部

结构，头部直径约为 37.5 nm，尾长约 150 nm。

根据形态特点分析，噬菌体 1A11 属于有尾病毒

目长尾病毒科。 
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图 1  噬菌体 1A11 所形成的噬菌斑(A)及在透射电镜下的噬菌体形态(10 000×) (B) 
Figure 1  Plaques formed by phage 1A11 (A) and morphology of phage 1A11 by transmission electron 
microscope (TEM, 10 000×) (B). 
 
2.2  最佳感染复数 

如表 1 所示，将噬菌体与宿主菌按照 100、
10、1、0.1、0.01 和 0.001 的比例培养 6 h 后，

用双层平板法测定噬菌体 1A11 的滴度。当

MOI=0.01 时，噬菌体 1A11 的滴度 高，可达

2.3×109 PFU/mL，即噬菌体 1A11 的 佳感染

复数为 0.01。 

2.3  一步生长曲线 
在 MOI=0.01 的条件下，测定噬菌体 1A11

的一步生长曲线。结果显示 30 min 内噬菌体滴

度变化不明显，30−70 min 内噬菌体滴度明显 
 
表 1  噬菌体 1A11 的最佳感染复数测定 
Table 1  Determination of optimal multiplicity of 
infection (MOI) of the phage 1A11 
编号 
No. 

细菌浓度 
Bacteria 
(CFU/mL) 

噬菌体浓度 
Phage 
(PFU/mL) 

感染复数 
MOI 

6 h 滴度 
6 h titer 
(PFU/mL) 

1 2×108 2×1010 100 3.4×107 
2 2×108 2×109 10 6.3×107 
3 2×108 2×108 1 2.3×108 
4 2×108 2×107 0.1 7.0×108 
5 2×108 2×106 0.01 2.3×109 
6 2×108 2×105 0.001 1.3×108 

快速增加，70 min 后噬菌体滴度趋于平稳，进

入平台期。说明噬菌体 1A11 的潜伏期约为  
30 min，暴发期约为 40 min，一个裂解周期约

为 70 min (图 2)。 

2.4  基因组测序及结果分析 
对噬菌体 1A11 的全基因组进行测序和比

较基因组分析(图 3)，结果表明，噬菌体 1A11
的基因组是一条环状双链 DNA 分子，其基因 

 

 
 
图 2  噬菌体 1A11 的一步生长曲线 
Figure 2  One-step growth curve of the phage 
1A11. 
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图 3  噬菌体 1A11 的全基因组分析   内侧黑圈表示基因组的大小和标识；带有波峰的黑圈表示 GC
含量：峰值向外(内)表示该区域 GC 含量高(低)于全基因组平均的 GC 含量，峰值越高，与平均 GC 含

量差值越大；带有波峰的紫绿色圆圈表示 GC-skew [GC 偏移，GC skew=(G‒C)/(G+C)]，绿色代表

GC-skew 大于 0，紫色代表 GC-skew 小于 0，可用于判断环状 DNA 的复制起点；深蓝色圆圈代表 1A11
的基因组序列；橙色、粉色、天蓝色、玫红色、青色的 5个圆圈分别代表 5种相似肠球菌噬菌体 IME-EFm1、
IME-EFm5、Aramis、dArtagnan 和 9184 的基因组序列(颜色深浅表示基因的一致性程度)； 外侧圆圈

为基因注释(红色为已注释蛋白，绿色为假定蛋白) 
Figure 3  Whole genome analysis of phage 1A11. The innermost black circle represents the size and identity 
of the genome; The black circle with peak indicates GC content: The outward (inward) peak indicates that the 
GC content in this region is high (low) than the average GC content in the whole genome; The higher the 
peak is, the larger the difference from the average GC content would be; A violet-green circle with a peak 
indicates GC-skew (GC skew=(G‒C)/(G+C)), green indicates that GC-skew is greater than 0, and purple 
indicates that GC-skew is less than 0, which could be used to determine the origin of replication of cyclic 
DNA; The dark blue circle represents the genomic sequence of 1A11; The five circles of orange, pink, sky 
blue, rose red and cyan respectively represent the genomic sequences of five similar Enterococcus 
bacteriophage IME-EFm1, IME-EFm5, Aramis, dArtagnan and 9 184 (the color shades indicate the degree of 
gene identity); The outermost circle is the gene annotation (red for annotated proteins and green for 
hypothetical proteins). 
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组大小为 42 750 bp，GC 含量为 34.71%。通过

BLAST 数据分析，噬菌体 1A11 含有 70 个推定

的开放阅读框(open reading frame, ORF)，其中

32 个 ORF 的功能已被注释，注释率约为 45.71% 
(32/70)，有 37 个 ORF 的功能被注释为假定蛋白

(hypothetical protein)，还有 1 个独特的 ORF45
未比对到同源的蛋白质序列。该噬菌体的 CDS
核酸序列长度在 93−4 317 bp 之间，全部的

ORF 共含 38 568 bp 的碱基，基因组中基因密

度可达到约 90.2%。 
通过比较基因组分析，该噬菌体的全基因

组序列与屎肠球菌噬菌体 IME-EFm1、IME-EFm5
等的基因组有较高的相似性：与 IME-EFm1 有

89%的相似性；与 IME-EFm5 有 92%的相似性，

且 1A11 的基因组与现有任一肠球菌噬菌体的

差异都在 5%以上，确认其为一种新的肠球菌

噬菌体。 

2.5  开放阅读框功能预测 
通过BLASTp蛋白序列分析，噬菌体 1A11

的 70 个 ORF (表 2)中具有与噬菌体结构和结构

组装、DNA 复制和调控、穿孔素和裂解酶等

有关的基因，不含抗生素抗性基因和毒力基

因，不会造成跨物种的基因转移，具有用于屎

肠球菌噬菌体治疗的潜在价值。 

噬菌体的结构蛋白基因和噬菌体衣壳组装

过程相关基因中，ORF3 编码终止酶小亚基，与

识别噬菌体基因组中包装起始位点有关；ORF4
编码终止酶大亚基，大亚基具有核酸内切酶结

构域和 ATP 酶结构域，可为 DNA 包装反应提

供动力；ORF6 编码门户蛋白，是衣壳蛋白的组

成成分，与噬菌体的成熟和侵入有关；ORF7
编码前头部丝氨酸蛋白酶，通过切割支架蛋白

参与噬菌体前头部蛋白的成熟；ORF8 为编码噬

菌体主要衣壳蛋白的基因；ORF9、ORF10 和

ORF12 编码头尾衔接相关蛋白；ORF11 编码Ⅰ型
颈部蛋白；ORF14−ORF20 编码噬菌体尾部相关

蛋白。 
噬菌体 DNA 复制和调控相关基因中，

ORF25 编码脱氧核苷激酶，是脱氧核苷酸生物

合成补救途径中的关键酶；ORF27 编码 DNA
聚合酶；ORF39 编码蛋白质/DNA 复合物催化

基序的蛋白质参与许多过程，其中包括 DNA
的修复、RNA 代谢和蛋白质-蛋白质相互作用；

ORF40 编码核苷酸激酶。ORF44 编码引物酶聚

合酶；ORF48 编码 ATP 依赖性染色质重塑复合

物，能利用 ATP 水解的能量通过重新定位、组

装、动员和重组核小体来改变染色质结构；

ORF58 编码 dsDNA 解旋酶。此外，还有一些 

 
表 2  噬菌体 1A11 的 ORF 功能预测 
Table 2  ORF analysis of the 1A11 genome 
ORF Start−End Top BLAST hit Identity (%) (aa) E value Accession No. 
1 264−377 Hypothetical protein DAR_1 (Enterococcus phage 

dArtagnan) 
92 (34/37) 2.00E−15 CAD7767745.1 

2 507−1 022 HNH endonuclease (Enterococcus phage Aramis) 78 (133/171) 2.00E−91 CAD7757451.1 
3 1 026−1 484 TPA: Terminase small subunit (Caudoviricetes sp.) 97 (147/152) 2.00E−103 DAM42399.1 
4 1 967−3 766 TPA: Terminase large subunit (Caudoviricetes sp.) 99 (582/590) 0 DAQ52195.1 
5 3 787−3 978 Hypothetical protein EF36P1_00058 (Enterococcus 

phage EF36P1) 
94 (59/63) 9.00E−35 WAX14874.1 

6 4 040−5 245 Portal protein (Enterococcus phage IME-EFm5) 98 (393/401) 0 YP_009200917.1 

     (待续) 
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     (续表 2) 
ORF Start−End Top BLAST hit Identity (%) (aa) E value Accession No. 

7 5 190−5 741 TPA: Prohead serine protease (Caudoviricetes sp.) 99 (181/183) 6.00E−128 DAQ52193.1 
8 5 811−7 031 TPA: Major capsid protein (Caudoviricetes sp.) 96 (397/412) 0 DAZ56031.1 
9 7 108−7 386 TPA: Head tail connector (Caudoviricetes sp.) 99 (91/92) 6.00E−60 DAQ52191.1 
10 7 376−7 711 Head-tail adaptor protein (Enterococcus phage 

vb_GEC_Ef_S_9) 
98 (109/111) 5.00E−73 QUR34588.1 

11 7 714−8 088 TPA: Type I neck protein (Caudoviricetes sp.) 98 (121/124) 9.00E−83 DAQ52189.1 
12 8 085−8 450 Head-tail joining protein (Enterococcus phage 

vb_GEC_Ef_S_9) 
98 (119/121) 2.00E−79 QUR34586.1 

13 8 502−9 050 TPA: Intron associated endonuclease (Caudoviricetes sp.) 94 (171/182) 7.00E−124 DAR45597.1 
14 9 091−9 666 TPA: Tail tube protein (Caudoviricetes sp.) 96 (184/191) 8.00E−128 DAQ52200.1 
15 9 771−10 100 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 95 (104/109) 9.00E−67 DAQ29452.1 
16 10 124−10 330 TPA: Tail tape measure chaperone protein 

(Caudoviricetes sp.) 
94 (64/68) 2.00E−38 DAR45575.1 

17 10 398−14 714 TPA: Tail tape measure (Caudoviricetes sp.) 82 (1 178/1 438) 0 DAQ29425.1 
18 14 794−16 908 TPA: Distal tail protein (Caudoviricetes sp.) 90 (619/704) 0 DAS03751.1 
19 16 920−18 344 TPA: Tail protein (Caudoviricetes sp.) 81 (383/473) 0 DAS03753.1 
20 18 358−19 758 TPA: Tail protein (Siphoviridae sp. ctu8P6) 91 (146/160) 4.00E−93 DAE25834.1 
21 19 784−20 050 Hypothetical protein (Enterococcus casseliflavus) 36 (30/84) 3.00E−05 WP_156237020.1 
22 20 131−20 502 Holin (Enterococcus phage IME-EFm1) 99 (91/92) 2.00E−57 YP_009042670.1 
23 20 515−20 796 Holin (Enterococcus phage vb_GEC_Ef_S_9) 100 (93/93) 2.00E−59 QUR34577.1 
24 20 813−21 838 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (Bacteriophage sp.) 96 (327/341) 0 UVM85172.1 
25 21 916−22 611 TPA: Deoxynucleoside kinase (Caudoviricetes sp.) 93 (214/231) 4.00E−156 DAQ52179.1 
26 22 630−22 851 Thioredoxin (Enterococcus phage Aramis) 99 (72/73) 5.00E−45 CAD7757444.1 
27 22 915−25 194 TPA: DNA polymerase (Caudoviricetes sp.) 96 (732/759) 0 DAZ56037.1 
28 25 296−25 502 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 94 (64/68) 8.00E−39 DAR45627.1 
29 25 517−25 849 TM2 Domain protein (Bacteriophage sp.) 78 (86/110) 1.00E−48 UVM85167.1 
30 25 884−26 135 TPA: Hypothetical protein (Siphoviridae sp. ctu8P6) 97 (68/70) 2.00E−39 DAE25888.1 
31 26 184−26 876 Hypothetical protein AVU90_gp23 (Enterococcus phage 

IME-EFm5) 
98 (225/230) 2.00E−162 YP_009200893.1 

32 26 940−27 158 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 96 (69/72) 2.00E−40 DAQ52253.1 
33 27 155−27 073 TPA: Protein of unknown function (DUF1351) 

(Caudoviricetes sp.) 
97 (264/272) 0 DAZ56016.1 

34 28 099−28 191 Hypothetical protein (Enterococcus phage 
vB_Efm_LG62) 

100 (31/31) 4.00E−12 UUW40485.1 

35 28 181−28 348 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 98 (54/55) 1.00E−29 DAQ52252.1 
36 28 350−28 577 Hypothetical protein (Lactobacillus sp.) 100 (75/75) 2.00E−45 MBN2918471.1 
37 28 607−29 362 TPA: Hypothetical protein (Siphoviridae sp. ctu8P6) 94 (235/251) 2.00E−172 DAE25826.1 
38 29 349−29 870 Hypothetical protein (Enterococcus phage 

vB_EfaS-DELF1) 
84 (144/172) 1.00E−104 BBQ04314.1 

39 29 867−30 331 TPA: PROTEIN/DNA Complex catalytic motif, 
Helix-turn-helix DNA (Caudoviricetes sp.) 

95 (147/154) 2.00E−107 DAT36877.1 

     (待续) 
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     (续表 2) 

ORF Start−End Top BLAST hit Identity (%) (aa) E value Accession No. 

40 30 321−30 554 TPA: Nucelotide kinase (Siphoviridae sp. ctu8P6) 91 (70/77) 3.00E−41 DAE25852.1 

41 30 690−30 890 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 95 (63/66) 5.00E−39 DAT36878.1 

42 30 890−31 066 Hypothetical protein AVU90_gp14 (Enterococcus phage 
IME-EFm5) 

79 (46/58) 5.00E−24 YP_009200884.1 

43 31 066−31 188 Hypothetical protein AVU90_gp14 (Enterococcus phage 
IME-EFm5) 

80 (32/40) 9.00E−14 YP_009200884.1 

44 31 342−32 082 Primase-polymerase (Enterococcus phage 
vB_Efm_LG62] 

88 (216/245) 6.00E−161 UUW40492.1 

45 32 079−32 288 No hits    

46 32 348−32 503 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 92 (47/51) 1.00E−23 DAR45618.1 

47 32 516−32 716 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 77 (51/66) 5.00E−29 DAF84392.1 

48 32 716−34 017 TPA: Chromatin remodeling complex ATPase 
(Caudoviricetes sp.) 

90 (386/428) 0 DAQ52206.1 

49 34 007−34 696 Putative truncated GIY-YIG endonuclease (Enterococcus 
phage Bp29) 

90 (206/228) 8.00E−153 QYW06746.1 

50 34 747−35 097 Endonuclease (Enterococcus phage 9184) 89 (103/116) 4.00E−70 QOI68866.1 

51 35 094−35 282 Hypothetical protein (Bacteriophage sp.) 95 (58/61) 8.00E−33 UVX34538.1 

52 35 279−35 494 Hypothetical protein EF36P1_00038 (Enterococcus 
phage EF36P1) 

92 (61/71) 3.00E−38 WAX14854.1 

53 35 496−35 675 Hypothetical protein (Bacteriophage sp.) 92 (55/60) 1.00E−30 UVM91509.1 

54 35 677−35 805 Hypothetical protein (Enterococcus phage 
vB_Efm_LG62) 

100 (30/30) 1.00E−10 UUW40501.1 

55 35 829−36 134 Hypothetical protein (Enterococcus phage Bp29) 49 (43/88) 1.00E−18 QYW06742.1 

56 36 183−36 401 Hypothetical protein (Bacteriophage sp.) 92 (66/72) 1.00E−39 UVM85201.1 

57 36 401−36 766 Hypothetical protein (Enterococcus faecalis) 62 (80/130) 1.00E−44 EGO8906807.1 

58 36 825−38 411 TPA: dsDNA helicase (Caudoviricetes sp.) 99 (522/528) 0 DAQ52197.1 

59 38 490−38 663 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 86 (49/57) 6.00E−27 DAZ56077.1 

60 38 680−38 991 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 79 (81/103) 5.00E−54 DAT36889.1 

61 39 055−39 216 Hypothetical protein (Lactobacillus sp.) 98 (52/53) 3.00E−29 MBN2918448.1 

62 39 429−39 716 Hypothetical protein IME_058 (Enterococcus phage 
IME-EFm1) 

88 (83/94) 7.00E−51 P_009042706.1 

63 39 728−40 054 Hypothetical protein, DUF1140 (Enterococcus phage 
Aramis) 

91 (98/108) 7.00E−65 CAD7757482.1 

64 40 048−40 281 Hypothetical protein (Enterococcus phage 
vB_Efm_LG62) 

81 (62/77) 2.00E−36 UUW40510.1 

65 40 359−40 643 Hypothetical protein (Staphylococcus saprophyticus) 50 (45/90) 9.00E−22 WP_107640701.1 

66 41 134−41 328 Hypothetical protein (Lactobacillus sp.) 94 (60/64) 2.00E−34 MBN2918443.1 

67 41 473−41 655 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 92 (55/60) 2.00E−29 DAQ52224.1 

68 41 669−41 851 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 95 (57/60) 4.00E−32 DAS03801.1 

69 41 817−42 020 Hypothetical protein (Lactobacillus sp.) 88 (49/56) 2.00E−27 MBN2918440.1 

70 42 020−42 226 TPA: Hypothetical protein (Caudoviricetes sp.) 84 (57/68) 9.00E−31 DAQ29485.1 
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核酸内切酶类基因，ORF2 编码 NHN 核酸内切

酶；ORF13 编码内含子相关内切酶，ORF49 编

码推定的截短 GIY-YIG 核酸内切酶；ORF50 编

码核酸内切酶。 
该噬菌体采用穿孔素-裂解酶二元裂解系

统的裂菌模式来裂解宿主菌。ORF22 和 ORF23
编码的穿孔素蛋白能在宿主菌的细胞膜上形成

孔道，使裂解酶到达细胞壁的肽聚糖层发挥裂

解作用。ORF24 编码 N-乙酰胞壁酰-L-丙氨酸

酰胺酶，即噬菌体裂解酶，能作用于细菌细胞

壁肽聚糖，发挥裂解功能。 
2.6  系统发育树分析 

基于噬菌体末端酶大亚基(terminase large 
subunit)氨基酸序列构建的系统发育树如图 4 所

示，噬菌体 1A11 与 IME-EFm5、vB_EhiS_268

和 vB_EfaS-DELF1 等长尾病毒科(Spihoviridae)
的噬菌体具有更近的亲缘关系，而与肌尾病毒

科(Myococcyviridae)噬菌体在系统发育树上有

较为明显的区分。 

2.7  裂解谱的测定结果 
选用 6 株肠球菌、1 株金黄色葡萄球菌和  

1 株大肠杆菌对噬菌体 1A11 进行裂解谱的测定

(表 3)，结果显示，噬菌体 1A11 对 4 株屎肠球

菌具有裂解活性，对 1 株屎肠球菌和 1 株粪肠

球菌无裂解活性。这表明噬菌体 1A11 具有一

定的宿主特异性，主要对部分屎肠球菌敏感。 

3  讨论与结论 
治疗多重耐药肠球菌引起的院内感染是全

世界要面对的医疗难题之一。在全球许多机构 
 

 
 

图 4  基于噬菌体末端酶大亚基氨基酸序列的系统发育树   括号中的序号为噬菌体基因组的序列号；

分支上的数字表示可信度，数值越接近 100，可信度越强；标尺：遗传距离 
Figure 4  Phylogenetic tree based on amino acid sequence of large subunit of phage terminal enzyme. 
Sequence number in parentheses: The sequence number of phage genome; The number on the branch: 
Indicates the credibility, and the closer the value is to 100, the stronger the credibility; Scale: The genetic 
distance. 
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表 3  噬菌体 1A11 的裂解谱测定 
Table 3  The lysis spectrum of the phage 1A11 
Strains Lysis ability 

Enterococcus faecium E1039 + 

Enterococcus faecium E1162 − 

Enterococcus faecium E0679 + 

Enterococcus faecium E1071 + 

Enterococcus faecium E1623 + 

Enterococcus faecalis V583 − 

Staphylococcus aureus ATCC 27660 − 

Escherichia coli ATCC25922 − 
+：可形成透亮点滴斑；−：无点滴斑形成 
+: Can form bright spots; −: No spot formation. 

 
中，耐万古霉素屎肠球菌引起的感染呈现继续

上升的趋势[19]。有报道提出万古霉素耐药基因

不仅在肠球菌中传播，还可以转移至金黄色葡

萄球菌、链球菌等多种革兰氏阳性微生物，造

成更大的耐药菌威胁，引起严重公共卫生安全

问题[20-21]。噬菌体作为天然的细菌杀手，具有

得天独厚的抗菌优势。有报道表明噬菌体疗法

被成功用于治疗威胁生命的多重耐药性细菌感

染，且已有多种不同用途的噬菌体产品获得批

准[22-25]。日益严重的多重耐药性细菌危机使得

噬菌体疗法备受关注，但目前国内外报道的肠

球菌噬菌体仍然较少，需要筛选更多肠球菌噬

菌体来加深了解并进一步扩充肠球菌噬菌体

库，为肠球菌噬菌体疗法的应用奠定基础[26]。 
本研究分离到一株烈性屎肠球菌噬菌体，

将其命名为 1A11，该噬菌体属于有尾病毒目

长尾病毒科。分离得到的噬菌体 1A11 能够对

部分屎肠球菌菌株产生裂解作用，但不能裂解

同属的粪肠球菌 V583和屎肠球菌 E1162，初步

证明噬菌体 1A11 具有较高的宿主特异性。

ORF22 和 ORF23 编码穿孔素蛋白，ORF24 编

码裂解酶，该噬菌体通过表达上述两种蛋白，

以穿孔素-裂解酶二元裂解系统的裂菌模式裂

解宿主菌，且不含重组和整合相关基因，确认

为一株烈性噬菌体 [27]。比较基因组结果显示

1A11 的基因组与现有任一肠球菌噬菌体的差异

都在 5%以上，因此说明噬菌体 1A11 为一种新

的屎肠球菌噬菌体。从电镜观察、系统发育树和

比较基因组结果可以看出，噬菌体 1A11 与已有

相关研究的屎肠球菌噬菌体 IME-EFm5[28]存在

很高的相似性。通过对 IME-EFm5 和 1A11 的

佳感染复数和一步生长曲线对比分析发现，

两株噬菌体的 佳感染复数均为 0.01，潜伏期

均为 30 min，暴发期均为 40 min，在生物学特

性方面具有部分一致性。但两株噬菌体在裂解

谱方面存在一定的差异，IME-EFm5 只能裂解

测定菌株中的 4P-SA，而 1A11 能裂解测定菌株

中的 4 株细菌，因此噬菌体 1A11 具有更为广谱

的种内裂解能力，适合进行噬菌体治疗的深入

研究。在噬菌体的包装和结构基因簇顺序上，

1A11 (ORF3–19)与 IME-Efm1[29] (ORF2–12)存
在比较高的相似性，均涉及终止酶小亚基、终

止酶大亚基、假设蛋白、门蛋白、prohead 蛋白

酶、衣壳蛋白、头尾衔接蛋白和尾部蛋白。说

明 1A11 与 IME-Efm1 的相似性也较高。相对于

IME-Efm5 和 IME-Efm1，1A11 不含假定的金属

β-内酰胺酶基因，不会造成耐药基因的转移和

重组，具有更高的安全性。 
噬菌体 1A11 潜伏期较短、增殖力强且安全

性高，在预防和治疗耐药性屎肠球菌感染方面

具有一定的应用潜力。此外，噬菌体 1A11 在屎

肠球菌感染治疗方面的能力还需要动物试验

的验证，其裂解酶也可进行表征以评判它作为

抗菌蛋白酶制剂的潜力，对此值得进行更加深

入的研究。本研究为以噬菌体疗法防控耐药屎

肠球菌感染提供了材料，并为细菌噬菌体生物

学特性和基因组测序分析等研究提供了一定

的借鉴。 
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