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摘  要 

铜绿假单胞菌是临床常见的机会致病菌。近年来，噬菌体治疗已成为对抗铜绿假单胞菌感染的一种有希

望的策略，特别是在抗生素过度使用导致耐药性增加的情况下。本研究从医院污水中分离出一种新型噬

菌体vB_Pae_HLL23，对耐碳青霉烯假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa, CRPA)具有显著的裂解作用。

透射电镜显示，vB_Pae_HLL23属于肌病毒科。生物学特性表明，HLL23噬菌体潜伏期为10 min，裂解

周期为80 min，每个细胞爆发大小为195 PFU，对温度和pH变化的耐受性增强。我们的研究结果表明，

HLL23生物学特性稳定，对耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌具有杀伤能力，具有制备成耐药性铜绿假单胞菌

的抗菌剂的潜力。 
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Abstract 
Pseudomonas aeruginosa is a common clinical opportunistic pathogen. In recent years, phage therapy 
has emerged as a promising strategy against P. aeruginosa infections, especially in the context of in-
creased resistance due to antibiotic overuse. In this study, a novel phage, vB_Pae_HLL23, was isolated 
from hospital wastewater and showed significant lysis against carbapenem-resistant Pseudomonas 
aeruginosa (CRPA). Transmission electron microscopy showed that vB_Pae_HLL23 belongs to the 
Myoviridae family. Biological characterization showed that the HLL23 phage had a latency of 10 min, 
a lysis cycle of 80 min, a burst size of 195 PFU per cell, and enhanced tolerance to temperature and 
pH changes. Our results suggest that HLL23 has stable biological properties and killing ability 
against carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa, and has the potential to be prepared as an 
antimicrobial agent for drug-resistant Pseudomonas aeruginosa. 
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1. 前言 

铜绿假单胞菌是一种自然界常见的革兰氏阴性机会致病菌[1] [2]，是肺囊性纤维化、烧伤或植入医疗

器械患者最常见的感染原因[3]。它可导致严重的院内获得性感染，这对于患者是非常危险的，同时也是

许多疾病和死亡的重要原因[4]。 
碳青霉烯类药物常用于治疗铜绿假单胞菌感染，近年来随着临床用药量的增加，全球范围内碳青霉

烯类耐药(CRPA)检出率呈现显著上升趋势[5] [6]。早在 2016 年世界卫生组织将 CRPA 列为医疗环境中最

危险的病原体之一[7]。在美国医疗机构中发现的铜绿假单胞菌临床分离株中有 10%~20%对至少一种碳

青霉烯类抗生素具有耐药性[8]。在中国根据细菌耐药性监测网络提供的数据，从 2019 年 9 月至 2020 年

9 月，铜绿假单胞菌对碳青霉烯类药物的全国平均耐药率为 18.3% [9]。因此，开发新的替代疗法来对抗

CRPA 感染是一个亟待解决的难题。 
噬菌体是一种广泛存在于自然环境中的病毒。作为抗生素的潜在替代品，噬菌体可以入侵特定的细

菌，随后在菌体中寄生并复制，通过裂解细菌的方式，释放新的病毒[10]。在过往的研究中，不少研究结

论认为噬菌体由于其较低的副作用、对特定菌株的靶向裂解能力、对正常菌群无明显影响等特性，更适

合作为感染治疗的手段在临床中使用[11]-[13]。 
因此，将噬菌体作为治疗耐药性病原菌的一种手段，具有十分广阔的研究前景。本研究从医院废水

中分离出一株 CRPA 噬菌体，并通过对其宿主谱、最佳感染复数、温度与 pH 稳定性等方式，对其生物

学特性展开进一步研究，为研究治疗 CPRA 的噬菌体药物提供有价值的理论依据。 

2. 材料和方法 

2.1. 细菌菌株的生长条件 

实验所用的宿主菌是耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌的临床菌株(以下简称宿主菌)，由广西医科大学第
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一附属医院检验科赠送。该铜绿假单胞菌菌株保存于 25% (v/v)甘油溶液中，置于−80℃超低温环境储存。

实验前，将菌株接种于 LB 培养基，于 37℃恒温条件下进行培养。 

2.2. 噬菌体的分离纯化 

以临床分离的铜绿假单胞菌为宿主菌，从广西医科大学第一附属医院污水样品中分离噬菌体

vB_Pae_HLL23。在污水样本中加入 CaCl2 至终浓度 1 mmol/L，以 4000 g 离心 10 min，随后使用 0.22 μm
孔径滤膜进行过滤。将 50 mL 滤液与对数生长期的铜绿假单胞菌临床分离株培养液混合，置于 37℃、200 
rpm 摇床中培养 24 h。培养结束后再次离心，并通过滤膜进行除菌处理[14]。 

采用双层琼脂平板法从上述液体中分离噬菌体[15]。通过多次重复分离纯化单噬菌斑，直至获得形态

均一的噬菌斑。随后使用聚乙二醇(PEG)-NaCl 沉淀法对噬菌体颗粒进行浓缩和纯化[16]。最终获得的噬

菌体经增殖后保存于 4℃环境中。 

2.3. 噬菌体形态观察 

采用透射电子显微镜(Bio-TEM)观察噬菌体 HLL23 的形态特征。取 30 μl 纯化后的噬菌体溶液，滴加

于铜网上静置 15 min 进行吸附；随后使用 2%醋酸铀溶液负染色 10 min；最后在加速电压 100 kV 条件

下，通过 JEM-1200 EX 型透射电子显微镜(JEOL, Tokyo, Japan)进行观察。 

2.4. 噬菌体最佳感染复数测定(MOI) 

采用双层琼脂平板法测定噬菌体初始效价后，将噬菌体与 CRPA 菌液(~108 CFU/mL)按不同感染

复数(100、10、1、0.1、0.01 及 0.001)进行混合，置于 37℃、200 rpm/min 摇床培养至培养液澄清。随

后将混合培养物于 4℃条件下以 4000 rpm 离心 15 min，用 0.22 μm 孔径注射器滤膜过滤后，通过双层

琼脂平板法测定噬菌体效价，选择获得最高效价对应的感染复数作为 MOI 值。所有实验均设置三个

重复。 

噬菌体效价(PFU/ml) = 噬菌斑数 × 稀释倍数×100 (取样折算数) 

2.5. 一步生长曲线测定 

将 CRPA 菌液(~108 CFU/mL)与噬菌体按 MOI 比例混合后，静置 37℃培养 15 min，确保噬菌体充分

吸附细菌。随后于 4℃条件下 12000 × g 离心 15 min 弃去上清，加入 LB 液体培养基重悬菌体后进行二次

离心。再次弃去上清后，加入 10 mL LB 液体培养基重悬菌体，置于 37℃、200 rpm 摇床培养 120 min。
从 0 min 开始，每 10 min 取培养液进行一次双琼脂平板法涂板，检测噬菌体效价，每组实验重复三次。

通过一步生长曲线实验，鉴定噬菌体的潜伏期、裂解期、平稳期及裂解量等特征参数[17]。 

=
感染末期噬菌体效价

噬菌体裂解量
感染初期细菌浓度

 

2.6. 噬菌体温度和 pH 稳定性 

为探究温度对噬菌体 HLL23 稳定性的影响，取 100 μL 噬菌体原液(~108 PFU/mL)与 900 μL LB 液体

培养基混合，分别置于 20、30、40、50、60 及 70℃条件下静置 1 h。取出再与宿主菌共孵育，采用双层

琼脂平板法测定不同温度处理后噬菌体的效价。 
在 pH 稳定性实验中，使用 HCl 或 NaOH 溶液调节 LB 液体培养基 pH 值(2~12)，加入噬菌体(~108 

PFU/mL)后，于 37℃静置 1 小时，随后与宿主菌孵育，再测定噬菌体效价。所有实验均设置三个独立重

复。 
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3. 实验结果 

3.1. 噬菌体 HLL23 的分离及形态特征 

我们以 CRPA 为宿主菌，从医院污水样本中分离获得一株噬菌体。该噬菌体形成的噬菌斑形态均一，

具有透光性好、边缘清晰、中心透亮等特征(图 1(a))。单个噬菌斑直径约 1 mm，呈现典型裂解性噬菌体

特征。TEM 结果显示，该噬菌体头部呈多面体结构，顶端直径 47~52 nm，具有非收缩性尾部结构，尾部

长度 115 nm (图 1(b))。根据噬菌体尾部形态特征，判定该病毒属于肌尾噬菌体科(Myoviridae)。依据国际

病毒分类委员会(ICTV)的命名规范[18]，我们将该噬菌体命名为 vB_Pae_HLL23。 
 

 
Figure 1. Morphological characteristics of phage HLL23. (a) Phage plaque picture; (b) Bacteriophage transmission electron 
microscopy 
图 1. 噬菌体 HLL23 的形态特征。(a) 噬菌斑形貌；(b) 透射电镜观察噬菌体形貌 

3.2. 最佳感染复数和一步生长曲线 

实验结果表明，不同的感染复数对噬菌体 HLL23 的效价没有显著影响。当 MOI 为 1 时噬菌体效价

达到最高(图 2(a))，因此我们选择 MOI = 1 进行一步生长曲线测定。结果显示，HLL23 噬菌体的潜伏期约

为 10 分钟，裂解期约 80 分钟，平均裂解量为每个宿主细胞产生约 195 个噬斑形成单位(PFU)，在裂解 90
分钟后，噬菌体增殖进入平稳期(图 2(b))。 

3.3. 温度和 pH 稳定性 

 
Figure 2. Biological characteristics of phage HLL23. (a) Optimal multiplicity of infection (MOI); (b) One-step growth 
curve of phage HLL23 at MOI of 1 
图 2. 噬菌体 HLL23 的生物学特性。(a) 最佳感染复数(MOI)；(b) MOI 为 1 时噬菌体 HLL23 的一步生长曲线 
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在完成噬菌体生长曲线分析后，我们进一步评估了噬菌体 HLL23 在不同的温度和 pH 环境中的稳定

性。温度稳定性实验表明(图 3(a))，在 20~50℃范围内，温度变化对噬菌体效价影响较小，其中 40℃为噬

菌体的最适生长温度。当温度升至 50~70℃时，噬菌体效价显著下降。pH 稳定性结果显示(图 3(b))，在

pH 5~10 范围内，噬菌体效价保持稳定，在 pH = 7 时噬菌体增殖数量达到峰值。当 pH 升至 10~11 时效

价明显下降，而在 pH 2 或 12 的极端条件下噬菌体完全失活。值得我们注意的是，HLL23 噬菌体对酸性

环境的耐受性优于碱性环境，当 pH 降至 3 时仍保持较高活性，但在 pH 12 时则完全失活。 
 

 
Figure 3. Biological characteristics of phage HLL23. (a) Thermal stability of phage HLL23; (b) pH sensitivity of phage HLL23 
图 3. 噬菌体 HLL23 的生物学特性。(a) 噬菌体 HLL23 的温度稳定性；(b) 噬菌体 HLL23 的 pH 稳定性 

4. 结论与讨论 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是医院感染最常见的病原菌之一。该菌具有复杂的耐药机制

和生物膜形成能力，这些特性导致其感染难以控制。近年来，随着噬菌体疗法在临床中的持续应用，人

们开发出更多治疗耐药病原体的解决方案[19]。然而，目前全球范围内发现的铜绿假单胞菌噬菌体数量有

限[20]，且并非所有噬菌体都符合生物抗菌剂的标准，例如温和噬菌体，及无法在不同理化条件下保持稳

定的噬菌体[21]。因此，为了提升噬菌体的应用价值，构建更广谱的噬菌体库，烈性噬菌体的分离纯化、

生物学鉴定及其基因组分析起到了重要作用[22]。 
在本研究中我们从医院废水中分离获得一株新型裂解性噬菌体 HLL23。通过噬菌斑形态学及电镜观

察证实其属于肌尾噬菌体科(Myoviridae)。研究发现，HLL23 能快速高效裂解 CRPA 临床分离株，在 CRPA
相关疾病治疗中具有重要应用潜力。HLL23 的最佳 MOI 为 1，潜伏期是 10 min，裂解期是 80 min，裂解

量为 195 PFU/cell。通过系统研究该噬菌体在不同温度和 pH 条件下的稳定性，我们发现 HLL23 在 20~50℃
温度范围和 pH 5~10 区间内保持较高稳定性，其中 40℃和 pH 7 时活性最佳。这一特性表明该噬菌体能

够适应多种环境条件，在人体适宜的正常生理环境中仍能保持较高活性。本研究为生物抗菌剂研发提供

了新思路，为临床上应用新型噬菌体治疗耐药性铜绿假单胞菌感染提供了重要的理论基础。 
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