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摘要

肠道噬菌体作为肠道内最丰富的微生物在人类健康与疾病中发挥着至关重

要的作用。由于分离肠道噬菌体相对困难，其实体资源库非常匮乏，严重限制

了肠道噬菌体的分类及机制的研究，近年来肠道噬菌体的研究主要依赖于宏基

因组分析，因此本研究通过分离鉴定并表征肠道温和型噬菌体，将是推动肠道

菌群稳态研究的关键因素。

最近研究发现肠道拟杆菌Bacteroides Xylanisolvens HM7能够帮助降解

尼古丁，从而缓解因尼古丁引起的脂肪肝。本研究通过系统的筛选，从粪便与

污水样本中分离获得了Bacteroides Xylanisolvens HM7的噬菌体ΦHM7。通

过全基因组分析发现ΦHM7为温和型噬菌体。电镜观察发现其大小约为60 nm
的头部衣壳，以及长度约为200 nm的尾管。从形态分析其应属于长尾噬菌体

科。通过计划关系发现ΦHM7与温和型噬菌体p00相似，且宏基因组丰度分析

显示ΦHM7是人类粪便中丰度较高的噬菌体，且其在健康人群与患病人群中的

丰度存在一定差异，因此ΦHM7可以作为影响健康的驱动因子存在。同时我们

发现ΦHM7的基因组含有独特的多样性生成逆转录因子 (DGR)，其靶向具有独

特的序列信息及结构特点的可变蛋白gp40。gp40可能是噬菌体潜在的尾丝蛋

白出现。同时我们重组表达了可变蛋白gp40，为进一步的结构与功能研究奠定

了新的基础。总结来说，我们分离鉴定并表征了一株广泛存在于人体肠道内的

温和型噬菌体ΦHM7，且其独特的DGR系统可能指导了它广泛的侵袭多种宿主，

这与我们所熟知的专一性噬菌体不同，其多宿主侵袭能力可能具有潜在的肠道

菌群调节能力，未来可为进一步探究噬菌体调节肠道菌群及代谢物，以及肠道

微生物的定向改造提供有力的工具。

肠道微生物 溶木聚糖拟杆菌噬菌体 温和型噬菌体 多样性生成逆转

录因子 (DGR)
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第 1章 研究背景

1.1 肠道微生物概述

肠道内具有复杂的微生物环境，他们在组成上存在一定的个体差异性。肠

道微生物包括我们熟知的肠道细菌，此外还有真菌、病毒等微生物。近些年的

研究表明肠道内的微生物影响着人们的健康。通过基因测序等宏基因组学等技

术分析健康人群与患有一系列疾病的人群的肠道微生物的差异性加速了对肠道

微生物的研究。目前针对肠道微生物的研究主要以细菌为主，研究表明肠道微

生物有助于宿主的代谢途径 (Ghosh et al., 2022)，还具有免疫调节的功能

(Schiavi et al., 2016; Lebeer et al., 2018; Couto et al., 2020)。此外，

一些研究表明肠道微生物与神经系统形成脑肠轴，通过肠道神经系统、微生物

代谢物的循环作用等影响神经系统 (Burokas et al., 2015)。

1.2 肠道噬菌体

肠道微生物在胃肠道、神经系统等一系列疾病中起着至关重要的作用，然

而这些微生物组的研究主要关注到细菌，而真菌、病毒等研究较少。然而肠道

微生物中噬菌体作为含量最多的病毒 (Reyes et al., 2010; Minot et al.,
2011)，可能通过影响其宿主菌来调节人类健康(Camarillo-Guerrero et al.,
2021)。

1.2.1 肠道噬菌体概述

噬菌体作为一类以细菌作为宿主的病毒于 20 世纪初首次由 d�HSrelle 和

Twort发现，目前对于噬菌体的研究主要集中在替代传统抗生素治疗来面对耐

药菌的感染，而噬菌体的鉴定方法主要依赖于分离培养与宏基因组学等，通过

一定的培养方法将复杂环境中的病毒颗粒分离出来或通过将环境、粪便样品进

行基因组分析来组建基因文库进行研究。但是噬菌体在肠道内作用的研究相对

较少，由于多数肠道微生物在体外难以培养，目前分离到的噬菌体多数来源于

陆地与湖泊，只有少数的噬菌体从人类粪便分离得到。Stephan J. Ott等人利

用无菌的 FFT移植，成功的恢复了由抗生素破坏的肠道微生物群，首次证明肠

道微生物中除了细菌以外，噬菌体可以作为潜在的肠道内环境稳态调节剂 (Ott
et al., 2017)，由此可知肠道噬菌体作为研究对象具有巨大的潜力。
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图 1.1研究肠道噬菌体的工作流程图(Shkoporov and Hill, 2019)

图中显示了宏基因组分析、体外培养、电子显微镜观察、蛋白质组学等方法的流程。

目前对于肠道噬菌体的研究主要依赖于基因测序、宏基因组学、体外病毒

颗粒富集培养等方法，如图 1.1所示。通过电镜观察发现，多数已观察到的粪

便 样 品 噬 菌 体 属 于 长 尾 噬 菌 体 科 （ Siphoviridae） ， 肌 尾 噬 菌 体 科

（Myoviridae）和短尾噬菌体科（Podoviridae），如图 1.2所示，通过分析

粪便中病毒的宏基因组测序结果表明其中 99%的序列与数据库中已知噬菌体序

列无同源性，且多数的序列是不完整的 (Aggarwala et al., 2017)。
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图 1.2透射电子显微镜下观察人类粪便样品中噬菌体的主要形态(Shkoporov and Hill,
2019)

1.2.2 噬菌体分类及宿主特异性

根 据 国际 病 毒 委 员 会 (International Committee on Taxonomy of
Viruses , ICTV) 的分类标准，可以通过噬菌体的遗传物质进行分类，包括

ssDNA、dsDNA、ssRNA 和 dsRNA 噬菌体(Adams et al., 2017; Dion et
al., 2020)。这些噬菌体具有不同的遗传物质组成且在形态结构上存在明显的

差异性，如图 1.3 所示。其中 ssDNA 噬菌体主要包括微小噬菌体科

（Microviridae）与丝状噬菌体科（Inoviridae），微小噬菌体科的代表噬菌

体 为 phiX174(Sun et al., 2014) ， 丝 状 噬 菌 体 科 的 代 表 噬 菌 体 为

M13(Marvin et al., 2014)。对于 dsDNA噬菌体主要包括有尾与无尾两类，

其 中 绝 大 多 数 的 dsDNA 噬 菌 体 为 有 尾 噬 菌 体 ， 包 括 肌 尾 噬 菌 体 科

（Myoviridae）、短尾噬菌体科（ Podoviridae）、埃克曼噬菌体科

（Ackermannviridae）和长尾噬菌体科（Siphoviridae）。这几类代表噬菌

体分别为 T4 噬菌体、T7 噬菌体、AG3 噬菌体以及λ噬菌体 (Hohn and
Katsura, 1977)。
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图 1.3噬菌体的形态学和基因组类型分类(Dion et al., 2020)

图中展示了噬菌体在遗传物质，尾部形态，蛋白质衣壳的多样性。

1.2.3 温和型噬菌体Φp00–Hankyphage
2018年，Forest Rohwer团队在挖掘DGR系统的过程中发现了Φp00–

Hankyphage，Hankyphage存在于Bacteroides dorei 拟杆菌中(Benler et
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al., 2018)，如图1.4所示。Hankyphage的基因组长度为43kbp，如图1.5所

示。在13个拟杆菌种属中均出现相似基因，相似度达95%以上，如图1.6。对

其进行噬菌斑实验发现Hankyphage在这些拟杆菌里不产生噬菌斑，且含有独

特的Mu-like转座机制，在宿主基因组上的整合位点是随机的。而在

Hankyphage上的DGR系统的VR区所在蛋白功能是未知的 (Benler et al.,

2018)。

图 1.4噬菌体Φp00–Hankyphage的形态 (Benler et al., 2018; Dion et al., 2020)

图 1.5噬菌体Φp00–Hankyphage的基因组图谱示意图 (Benler et al., 2018; Dion
et al., 2020)

图 1.6噬菌体Φp00–Hankyphage存在于多种拟杆菌基因组中 (Benler et al., 2018)



9

1.3 多样性生成逆转录因子 (DGR)

1.3.1 DGR系统概述

多样性生成逆转录元件（DGR）属于逆转录因子家族，其能够通过快速诱

变编码蛋白质的靶基因来加速噬菌体的进化(Liu et al., 2002; Doulatov et
al., 2004)，从而使噬菌体获得广泛的宿主侵染能力。DGR系统最初是在博德

特氏菌属噬菌体中被发现的 (Liu et al., 2002)，目前在细菌、古细菌及其病毒

中发现了近 60,000个 DGR系统 (Paul et al., 2017; Roux et al., 2021)。
DGR系统通过诱变性回巢的、独特的、单向的、复制和替换机制来发挥功能，

其需要至少三个组件：包括含有作为诱变受体的可变重复序列（VR）的靶基因、

与 VR几乎相同的不变区模板重复序列（TR）和 DGR编码的逆转录酶（RT），

如图 1.7所示。DGR系统靶标蛋白的多样性通过 TR、VR之间的位点特异性

机制产生，其中对应于 TR中含腺嘌呤密码子的 VR残基被选择性诱变 (Liu et
al., 2002) 如图 1.7。在靶标蛋白多样化过程中，TR衍生的 RNA中间体作为

通过易错的 DGR编码 RT合成 cDNA的模板，在逆转录过程中腺嘌呤残基不成

比例地错配，导致四种 dNTP 中的任何一种在特定位点随机掺入 cDNA 中

(Guo et al., 2008)。随后，所得的腺嘌呤诱变的 cDNA 替换靶基因内的 VR
序列，产生在特定结构域中的指定位点多样化的可变蛋白。因为 TR在这个过

程中没有改变，VR可以经历重复的回巢和自然选择以进化蛋白质功能。

图 1.7噬菌体 DGR系统工作示意图 (Macadangdang et al., 2022)

1.3.2 DGR系统可变区蛋白的结构与功能
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DGR系统可变区所在蛋白具有广泛的多样性，且目前近 70%的可变区蛋

白缺乏功能信息的注释(Lobb et al., 2020; Roux et al., 2021)，绝大多数的

生理作用仍不清楚。尽管如此，已经在可变蛋白质中鉴定的具有可预测功能的

基序的分类表明 DGR定向诱变在微生物世界中具有广泛的实用性。最广泛表

征的 DGR 可变蛋白是 BPP-1 尾部纤维受体结合蛋白 Mtd (Liu et al., 2002;
McMahon et al., 2005; Dai et al., 2010)。Mtd作为 DGR系统靶标的蛋白，

其结构和功能研究揭示了通常在可变蛋白质中可能保守的结构构象，如图 1.8
所示。Mtd指导决定噬菌体的结合特异性，其多样化由 VR内的多个非同义氨

基酸取代产生，且都特异性地发生在其 C型凝集素（C-Lec）折叠的结合口袋

内(McMahon et al., 2005)。构成配体结合口袋残基的选择性多样化驱动Mtd
特异性的进化，使得噬菌体可以携带不同配体结合能力的尾纤维蛋白 (Miller
et al., 2008)。

图 1.8噬菌体 DGR系统可变蛋白Mtd的结构 (Macadangdang et al., 2022)

1.4 噬菌体尾部结构概述

长尾噬菌体的尾部可以分为非收缩和收缩两种类型，尾部上端是尾部接头

蛋白，尾部主体由尾管蛋白 TTP组成，末端是尾尖复合体 TTC，与宿主细胞直

接相互作用完成侵染，由于噬菌体组装过程是从 TTC 开始组装，TTP以 TTC
作为基板向上组装并连接至尾部接头蛋白，因此尾部接头蛋白也称做尾部终止

蛋白 TrP。不同噬菌体的 TTC呈现出不同的形状，TTC表面存在两种尾部纤维

蛋白，中央纤维蛋白 CFP和侧纤维蛋白 SFP，如图 1.9所示。
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图 1.9长尾噬菌体的尾部保守特征及相关尾部蛋白(Davidson et al., 2012)



12

第 2章 材料与方法

2.1 Bacteroides Xylanisolvens HM7的分离与培养

（1）粪便样品收集及保存：收集新鲜粪便样品存于管内放置于厌氧操作台

内。在厌氧操作台中对粪便进行培养，剩余样品在厌氧操作台内分装并存于-
80℃冰箱。

（2）肠道细菌的分离培养：采用直接涂板的方式，取约 1 g粪便用 1 ml
生理盐水进行稀释，并于平板划线。培养方式选用 37 ℃厌氧培养 24 h，挑取

平板上的菌落在 BHI液体培养基（5 ml）中分别于有氧和厌氧环境中 37 ℃富

集培养。

（3）菌株鉴定：取平板上的单克隆接种与 BHI培养基中扩增，将扩增后

的菌液委托睿博测序公司进行序列纯化和双向测序，其中 PCR采用通用引物

27F:5�-AGTCTCTGATCATGCCTCAG-3� 和 1492R:5�-
AAGGAGGTGCTCCAGCC-3�对菌株的基因组 DNA 进行扩增。将测序结果提

交至 NCBI 利用 Blastn 进行序列比对，鉴定细菌的种水平。选取其中的

Bacteroides Xylanisolvens HM7进行进一步的实验。

2.2 ΦHM7噬菌体的分离与培养

（1）噬菌体的分离和筛选：将污水样品 4000 × g，4 ℃离心 10 min，
取 49 mL 上清和 1 mL 宿主菌加至 50 mL 2 × LB 液体培养基中，置于

37 ℃培养 48 h左右，将混合培养液 8000 × g，4 ℃离心 10 min，去除菌

体和杂质碎片。最后，上清依次经过 0.45 μm滤膜过滤得到噬菌体原液。

（2）点滴法筛选裂解性噬菌体：将宿主菌新鲜菌液均匀涂布于 LB固体平

板上；待平板晾干后，吸取 5 μL-7 μL噬菌体原液滴至平板上；待液滴晾干后，

倒置于 37 ℃恒温培养箱内；过夜培养，观察平板上是否出现透明的噬菌斑。

（3）噬菌体富集：

噬菌体的富集过程如下：首先，挑取纯化的噬菌斑，吹入 200 μL TMS缓

冲液中，重复吹打均匀后，取 100 μL混入 1 mL处于对数期的菌液内，室温

静置 10 min后，37 ℃振荡培养后得到清亮透光的噬菌体裂解液；8000 × g
离心，使用梯度扩增依次加入 5 ml、20 ml、50 ml 菌液内。将梯度扩增液

8000 × g，4 ℃离心 10 min，再将上清液 0.45 μm滤膜过滤，得到噬菌体

富集液。该富集液可在 4 ℃长期保藏。将富集液 7,8000 × g离心 2 h，去掉

上清液，使用 TMS缓冲液清洗 2-3次，加入 1-2 ml TMS缓冲液 4 ℃静置 12
h后重悬并保存，该浓缩液即噬菌体原液可在 4 ℃长期保藏。
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2.3 噬菌体基因组的提取

从噬菌体浓缩液中提取并纯化噬菌体基因组。将 20 μL 浓缩的噬菌体与

500 μL TE 缓冲液（50 mM Tris pH 7.8，10 mM EDTA）和蛋白酶 K（6
μL/500 μL）混合，在 70℃下孵育 1 h。然后加入 500 μL 25:24:1 的苯酚/
氯仿/异丙醇，轻轻倒置，充分混合。将溶液在 12,000 xg离心 5 min，将约

250 μL水相上清液小心地转移到一个新的管中。加入 750 μL预冷的无水乙醇

后-80℃放置 12 h，然后 12,000 xg 10 min，并用 75%乙醇冲洗两次。最

后用 50 μL ddH2O重新悬浮基因组 DNA，将得到的噬菌体基因组委托赛默百

合公司进行全基因组序列测序。

2.4 负染样品制备

（1）染色液配制：使用双蒸馏水（ddH2O）配制 2%醋酸铀溶液（PH：

4.5）, 4 ℃避光保存。

（2）铜网亲水化处理：将铜网置于等离子清洗仪中，真空 2 min，中等离

子强度轰击 40 s，使其变得亲水，能够吸附蛋白质与染色剂。

（3）蛋白质负染色：首先将染料 12000 rpm离心 10 min去掉杂质，用

镊子夹取亲水化处理的铜网载体，使用移液器吸取 7 μL样品加置铺有碳膜一面，

静置 1 min后用滤纸吸取。然后吸取 5 μL染色液置于碳膜一面并用滤纸快速

吸取，重复 2次。最后吸取 5 μL染色液置于碳膜一面静置 1 min吸干、风干

即可。

2.5 基因组分析

（1）blast分析：将ΦHM7 基因组在 NCBI数据库中进行 blastn查询，

将比对结果中所有注释完整的细菌基因组下载下来，提取其中的温和噬菌体序

列。再利用 Blastp比对噬菌体末端酶大亚基序列。

（2）进化树构建：利用 MEGA-X软件对 39 条ΦHM7同源末端酶大亚基

进行多序列比对，多序列比对选择 ClustalW模式，构建进化树选择 NJ树，最

后提交到 iTOL网站 (https://itol.embl.de/) 进行数据可视化。

（3）宏基因组分析：在人类统一肠道病毒组目录 UHGV 数据库

(https://portal.nersc.gov/UHGV/) 中查询ΦHM7基因组序列，利用数据库已

有信息查看其在宏基因组、宏病毒组中的分布情况，下载数据用 EXCEL归纳整

理。数据提交到 Hiplot网站(https://hiplot.com.cn/home/index.html)选取

柱状图、热图进行相应图片绘制。

2.6 分子克隆

https://itol.embl.de/
https://portal.nersc.gov/UHGV/
https://hiplot.com.cn/home/index.html
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本研究中潜在尾纤维蛋白 gp40的表达选用原核表达体系，所用克隆载体

为 pET28a，所带标签为 N端 6xHis，分子克隆构建的基本流程如下：

（1）引物设计：利用目的片段序列信息设计片段线性化 3‘端及 5‘端片段

引物，并在其两端加上与 pET28a酶切位点序列。

（2）载体线性化：利用 PCR将 pET28a进行线性化，并用 DpnⅠ将模板

消化。

（3）目的片段扩增：利用ΦHM7全基因组序列，将片段引物通过 PCR将

目的片段线性化并用 DpnⅠ将模板消化。

（4）胶回收：对以上 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，根据 DNA Maker
确定目的条带的大小，将目的条带切下并使用 Axygen试剂盒回收产物。

（5）无缝克隆：使用 Infusion 试剂盒进行无缝连接，恒温 37℃孵育

30min
（6）转化：将克隆产物转化扩增质粒 DH5α中，冰上静置 30min，42℃

热激 90 s，冰上静置 5 min，37℃活化并涂布于平板。

（7）测序：挑取数个平板上单克隆，将其加入 2 ml LB培养基中 37℃培

养 3-4 h，利用 Axygen试剂盒提取质粒并送公司测序。

2.7 蛋白的纯化与表达

1.表达质粒的转化

将测序正确的克隆质粒转化表达质粒 BL21 中，冰上静置 30min，42℃
热激 90 s，冰上静置 5 min，37 ℃活化并涂布于平板。

2.蛋白的表达纯化

（1）挑菌摇菌：37 ℃小量（5 ml LB）过夜培养。将过夜培养的菌液接

入 800 mlLB中 37℃水平摇床，220 rpm/min摇至 OD值 0.8-1.0。
（2）诱导：向菌液中加入 800 μL IPTG 至终浓度 1 mM。16 ℃诱导

15-20 h。
（3）收菌：将菌液 4000 rpm离心 15 min，弃掉上清，使用移液器加

入适量缓冲液 A（20 mM HEPES PH 7.5，300 mM NaCl），涡旋振荡重悬

后可用液氮速冻，并可保存于-80℃冰箱。

（4）超声破碎：加入 1 mM PMSF于重悬液中，置于冰水混合物中进行

超声（220W，20 min，超 3 s，停 5 s）
（5）离心：12000 rpm，4 ℃离心 30 min。
（6）亲和纯化：将 2 ml Cobalt beads加入进干净的重力柱中，分别用

双蒸馏水（ddH2O）和缓冲液 A进行平衡。将离心上清加入到重力柱内 3次，

保证样品充分与 beads结合。然后分别使用缓冲液 A、低咪唑洗脱液（10mM
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咪唑，20 mM HEPES PH 7.5，300 mM NaCl）洗脱杂蛋白，最后分批次使

用高咪唑洗脱目的蛋白。（200 mM 咪唑，20 mM HEPES PH 7.5，300
mM NaCl）

（7）跑胶：以上各过程均取微量样品制样用于聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）
3.凝胶过滤层析

（1）装柱平衡：将预装柱 Superdex 200安装到 AKTA层析系统上。本

研究蛋白纯化均用 Superdex 200 预装柱。使用缓冲液 B（20 mM HEPES
PH 7.5，150 mM NaCl），以 0.5 ml/min的流速，平衡 1-2个柱体积。

（2）上样：选择合适的上样环，首先用缓冲液 B清洗 3次，将高浓度目

的蛋白样品注入上样环内。

（3）收样：将收样样品管安置好等待出峰收集样品，收集好的样品各取微

量进行 SDS-PAGE确定是否为目的蛋白。

（4）清洗：洗脱结束后，使用缓冲液 B再清洗 1-2个柱体积。

2.8 结构预测

使用 AlphaFold (Jumper et al., 2021)对ΦHM7的 gp40蛋白进行预测，

并利用 Dali 服务器 (http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/)进行结构

比对。
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第 3章 实验结果

3.1 温和型噬菌体ΦHM7的分离鉴定

实验室前期招募志愿者进行新鲜粪便样品的收集，并使用多种培养方法后

通过平板划线分离得到肠道菌的单克隆。对分离到的菌株进行 16s测序鉴定。

选取其中溶木聚糖拟杆菌（Bacteroides xylanisolvens）HM7进行进一步噬

菌体分离工作。

我们选用北京市内多处化粪池污水样品及粪便滤液进行噬菌体分离。在经

过多次双层平板实验及液体富集实验后，溶木聚糖拟杆菌（Bacteroides
xylanisolvens）没有形成明显的噬菌斑，但菌可被部分裂解。因此接下来我

们将富集液浓缩制备负染样品，通过透射电子显微镜观察到一种长尾噬菌体，

将其命名为ΦHM7。ΦHM7属于长尾噬菌体科（Siphoviridae），其头部衣壳

大小约为 60 nm，尾管长度约为 200 nm。

图 3.1噬菌体ΦHM7的形态

3.2 ΦHM7的基因组分析

为了进一步探究噬菌体 HM7的遗传背景，我们提取了基因组并委托公司

进行全基因组测序。HM7的基因组为 dsDNA，大小为 42,990 bp，GC含量

为 52.4%，对其开放阅读框（ORFs）进行预测显示ΦHM7 编码 45 个蛋白

（其中 8 个反向 ORF），此外利用 tRNAscan-SE v. 2.0 (Chan and Lowe,
2019) 工具检测出一个 tRNA Tyr。
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我们首先通过 Blastn在 NT（Nucleotide sequence database）的库中

进行核酸序列比对。结果显示与噬菌体 p00（BK010646.1）基因组覆盖率高

达 97%，基因相似度 97.2%。此外在 Bacteroides zhangwenhongii，
Bacteroides finegoldii ， Bacteroides fragilis ， Bacteroides
thetaiotaomicron ， Bacteroides faecis ， Bacteroides ovatus ，

Bacteroides xylanisolvens ， Bacteroides uniformis ， Phocaeicola
dorei ， Bacteroides vulgatus ， Bacteroides salyersiae ，

Parabacteroides distasonis等多个细菌种属中均出现了与 HM7基因组相似

的基因序列，由此可知噬菌体 HM7是温和型噬菌体，存存在于多种细菌基因

组中，具有广泛的宿主。

我们通过 Blastp 对ΦHM7编码的蛋白功能进行了注释，并确定了这些基

因在基因组上的分布情况，通过分析蛋白比对的结果，我们发现多数蛋白显示

未知功能，这可能是由于肠道噬菌体目前还未被很好的分离及注释，数据库存

在一定的空白，注释结果如图 3.2所示。

图 3.2噬菌体ΦHM7的基因组注释图谱

3.3 ΦHM7的体外诱导纯化

基于对ΦHM7基因组的分析，可知它是温和型噬菌体，因此我们想分析其

宿主菌基因组中是否整合了ΦHM7 相似的基因序列。我们对 Bacteroides
xylanisolvens HM7 进行了全基因组测序，并将噬菌体ΦHM7基因组与细菌
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HM7基因组序列进行比对，发现细菌 HM7中存在噬菌体ΦHM7基因组相似的

序列，说明我们分离到的细菌 HM7包含温和型噬菌体ΦHM7。
接下来我们尝试利用细菌 HM7对温和型噬菌体ΦHM7进行体外诱导纯化。

我们分别选择丝裂霉素，氨苄，卡巴多抗生素进行诱导，结合负染样品的观察，

我们发现，氨苄和卡巴多可以诱导出相对完整的噬菌体，而丝裂霉素产生的噬

菌体相对不完整，如图 3.3所示。

图 3.3不同种类抗生素诱导ΦHM7的电镜照片

3.3 ΦHM7的进化关系分析

为了分析ΦHM7与其他温和型噬菌体的进化关系，我们选取了之前 blastn
比对得到的前 38条相似序列，寻找到其中噬菌体末端酶大亚基序列，进行了

多序列比对和进化树分析。如图 3.4所示，我们发现ΦHM7类似噬菌体的末端

酶大亚基序列很保守，相似度在 80%以上。比较噬菌体来源的宿主，可以观察

到同种细菌所含的溶源噬菌体序列整体上更相似，ΦHM7和其他溶木聚糖拟杆

菌噬菌体聚成一簇。但是也有部分噬菌体出现在不同种拟杆菌属中，包括福西

亚菌属、副拟杆菌属，进一步说明了ΦHM7具有广泛的宿主范围。从进化关系

上看，ΦHM7和 p00存在一定进化距离，分属于不同类群，ΦHM7可以认为

是全新的一株噬菌体。
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图 3.4噬菌体ΦHM7的进化关系分析

图中展示了噬菌体ΦHM7与噬菌体 p00的进化关系分析，多种细菌内整合的温和型噬菌

体序列与ΦHM7相似。

通过以上进化关系分析，我们发现存在很多与ΦHM7同源的噬菌体，这说

明ΦHM7可能广泛存在于人类肠道微生物组中。于是我们利用人类统一肠道病

毒组目录 UHGV数据库对ΦHM7类似噬菌体进行查询来了解其分布情况。我

们发现ΦHM7 在 2349 个宏基因组样本中都能被检测到，远多于常见的

lambda噬菌体以及丰度最高的裂解型噬菌体 crassphage，说明ΦHM7在不

同人群中广泛存在，如图 3.5所示。考虑到ΦHM7是温和型噬菌体，宏基因组

数据不能真实反映出病毒颗粒的含量，我们又利用了宏病毒组的数据进行分析。

结果显示在 18 个研究共计 189 个样本中都发现了ΦHM7 噬菌体序列，占比

26% (189/729)，如图 3.6 所示。我们发现ΦHM7噬菌体颗粒广泛存在于婴

儿、正常成人肠道内。此外，我们还关注到ΦHM7与肠炎、肥胖、酒精性脂肪
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肝、食管癌等疾病存在密切关系，ΦHM7可能参与调节人体代谢稳态，具体的

机制还有待深入探究。

图 3.5噬菌体ΦHM7的宏基因组丰度分析

图 3.6噬菌体ΦHM7的宏病毒组分析

3.4 DGR系统可变蛋白 gp40的鉴定与纯化

我们通过 Blastp 对ΦHM7编码的蛋白进行分析，发现其存在 DGR系统。

其广泛宿主性可能与其存在 DGR系统有关，因此我们对其中的 DGR系统进行

重点研究。DGR系统介导携带保守区序列（TR）的逆转录酶 gp41靶向识别
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可变区序列（VR），其 VR区存在于 gp40上，gp40编码 2240个氨基酸，

Blastp比对结果为未知功能。由于 DGR系统的特殊性使得 VR区可以产生多

种突变，从而使噬菌体可以识别更多的细菌靶点，获得更广泛的宿主侵染能力。

此前的研究表明 DGR系统可变区（VR）所在的蛋白一般存在于噬菌体尾部结

构，包括尾纤维蛋白、尾刺蛋白、基板蛋白等 (Liu et al., 2002; McMahon
et al., 2005; Dai et al., 2010)。利用 AlphaFold对ΦHM7的 gp40进行结

构预测，如图 3.7，gp40的结构包含 5个结构域，利用 Dali服务器对每个结

构域进行结构相似性比对，结果显示 C端的结构域 5与其他噬菌体 DGR系统

靶向蛋白相似，结构域 4与一些噬菌体的尾纤维蛋白相似，结构域 2是典型的

IG-like折叠，这类折叠方式在最近的研究中表明可能存在多糖结合能力，可能

与细菌表面多糖或肠道中粘液的黏蛋白相互作用。根据目前已知的一些噬菌体

的双尾纤维蛋白结构，我们推测 gp40蛋白单独就可以自组装形成双尾纤维蛋

白结构，如图 3.7所示。

图 3.7噬菌体ΦHM7潜在尾丝蛋白 gp40的预测结构

图 A为使用 AlphaFold预测产生的结构。图 B为基于不同结构域的分析预测。

为了进一步探究 gp40的功能，利用大肠杆菌对 gp40蛋白进行体外表达

纯化。Gp40编码 2240个氨基酸，分子量约为 242.9kDa，将测序正确的质

粒转化 BL21感受态细胞进行诱导表达，IPTG 16℃诱导后将蛋白 NHis-gp40
利用 Cobalt beads亲和纯化。通过Western印迹法确定目的条带为 gp40，
如图 3.8。洗脱样品经过 Superdex 200凝胶过滤层析柱进一步纯化。凝胶过

滤层析结果显示 gp40蛋白有 4个峰且聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）结

果显示第 1、2、3峰主要为目的蛋白，如图 3.8所示。
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图 3.8 gp40蛋白的表达纯化

图 A为分子筛峰形图，包含 4个峰。图 B为聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）结果，左

侧为考马斯亮蓝染色，右侧为Western印迹法。
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第 4章 讨论

在复杂的肠道微生物体系中，除细菌之外还存在多种微生物，如真核病毒、

噬菌体、真菌等。其中噬菌体与肠道细菌共同调节肠道微生物的结构与功能，

在人类健康与疾病中发挥着重要的功能。但由于肠道内多数噬菌体的获取相对

困难，因此目前肠道噬菌体研究还是以宏基因组分析为主，这严重限制了肠道

噬菌体的实体研究。本研究通过分离出一株广泛存在于人体肠道内的温和型噬

菌体ΦHM7，其具有广泛的宿主侵染能力，这在噬菌体中说比较少见也是非常

新颖的。通过宏基因组数据分析发现其广泛存在于人类粪便中，且在健康人群

与患病人群中存在一定的差异性，表明ΦHM7可能潜在影响着人类肠道健康。

进一步分析其广泛宿主侵染能力的原因，我们发现ΦHM7噬菌体存在多样性生

成逆转录因子 (DGR)，该系统可以对可变蛋白（例如噬菌体 BPP-1尾纤维蛋白

Mtd）进行随机突变，使得可变蛋白多样化。多样化的可变蛋白具有不同靶点

结合能力，可以靶向到不同的细菌表面受体上实现大范围宿主侵染，这也是

ΦHM7基因组出现在多种拟杆菌细菌基因组上的原因。接下来我们又成功构建

了ΦHM7 中 DGR 系统靶向的可变蛋白 gp40 体外纯化的方法，可以实现

gp40的体外表达纯化，这为之后对于可变蛋白 gp40功能的研究提供了基础。

通过对可变蛋白 gp40结构进行预测发现其结构非常新颖，可能作为全新的潜

在尾丝蛋白出现。总的来说，我们分离到一株具有广泛宿主的拟杆菌噬菌体

ΦHM7，其含量在人体肠道内非常丰富，进一步研究发现其广泛宿主性是由其

特有的 DGR系统指导。在之后的研究中我们将重点关注可变蛋白 gp40是如

何发挥功能的，也将通过进一步的结构解析分析其功能的结构机理。该研究将

为目前温和型肠道噬菌体的实体研究及 DGR系统所靶向的潜在尾丝蛋白的功

能提供新的思路。
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