
staining of the ovaries showed that there were no significant differences in follicles at all levels，but the development
was poor，the number of primordial follicles decreased，and the number of corpus luteum increased． Compared with
the NS group，the serum P in the AM and AH groups decreased ( all P ＜ 0. 01 ) ，and serum E2 in AM and AH
groups decreasd ( all P ＜ 0. 05) ． Conclusion Pioglitazone affects HPOA by regulating pituitary function directly．
However，the effect of acarbose on HPOA may be mediated through the gut-brain axis，and has no direct correlation
with the ovarian structure．
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耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌荚膜特异性
解聚酶克隆表达及其相关功能研究

闫 涛1，2，汪 娜3，王秋妍1，马成成1，滕 宣1，余可雪1，葛宏华3，刘 周1，2

( 1 安徽医科大学第二附属医院检验科，合肥 230601; 2 安徽省胸科医院临床检验中心，合肥 230022;
3 安徽大学物质科学与信息技术研究院健康科学与技术研究所，合肥 230601)

摘要 目的 构建 K64 型荚膜特异性解聚酶重组蛋白 Dep44，探讨其在对抗耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌( CＲKP) 感染中的应

用效力。方法 分离表达解聚酶的噬菌体( vB_Kpn_HF1013，GenBank: PP803128 ) ，分析其基因序列，筛选具有解聚酶活性的

候选蛋白，构建重组蛋白 Dep44 并验证其解聚酶活性。通过滴板法验证 Dep44 重组蛋白的敏感谱，通过生物膜清除及血清杀

菌实验评估 Dep44 抗菌活性。结果 噬菌体 vB_Kpn_HF1013 尾刺蛋白具有解聚酶活性，能特异性裂解 K64 型 CＲKP 荚膜。
生物膜清除实验结果显示: 与对照组比较，2 μg /mL 与 10 μg /mL 剂量的 Dep44 重组蛋白均可有效破坏细菌生物膜。血清杀菌

实验结果显示: Dep44 重组蛋白具有协同血清杀菌能力，但这种作用需要依赖补体系统的存在，Dep44 本身不具备直接杀菌活

性。结论 Dep44 重组蛋白能够特异性裂解 K64 型 CＲKP 荚膜，具备破坏生物膜及协同血清杀菌能力，有望应用于 K64 型

CＲKP 相关感染的控制及医疗器械表面生物膜的清除。
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耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌 ( carbapenem-re-
sistant Klebsiella pneumoniae，CＲKP) 对大部分临床常

用抗菌药物具有耐药性，给临床治疗带来巨大挑

战［1］。一项研究［2］发现，中国某地区 CＲKP 血流感

染患者的病死率从 2014 年的 38. 0%上升至 2019 年
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上半年时的 74. 0%，提示患者病死率呈上升趋势。
另有研究［3］发现，在老年患者中，CＲKP 血流感染患

者的病死率高达 48. 3%，显著高于敏感菌感染患者

病死率( 5. 8% ) 。CＲKP 表面荚膜能够影响细菌耐

药性与毒力，与其致病性密切相关［4］。K64 荚膜型

是目前中国流行范围最广的 CＲKP 类型，已成为主

要的公共卫生威胁之一［5］。
噬菌体解聚酶能够特异性识别并降解细菌表面

的荚膜多糖结构，使细菌失去荚膜的保护而暴露于

环境之中，有助于噬菌体实现侵袭与增殖［6 － 7］。相

较于完整的噬菌体制剂，解聚酶更不易诱导细菌产

生抗性，且研究［8］表明，解聚酶重组蛋白不易产生
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毒副作用，有望应用于抗感染治疗。因此，该研究旨

在构建 K64 型 CＲKP 荚膜特异性解聚酶重组蛋白，

探究其相关功能，为基于解聚酶的治疗策略提供科

学研究基础。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 样品来源 本研究所用的肺炎克雷伯菌

( Klebsiella pneumoniae，KPN) 及血清均来自于安徽

医科大学第二附属医院检验科常规保存的样本，已

征得安徽医科大学第二附属医院伦理委员会批准

( 批 准 号: KYLL20240067 ) 。所 有 菌 株 均 通 过 Mi-
croflex LT 质谱仪进行鉴定。
1． 1． 2 主要试剂与仪器 病毒基因组 ＲNA /DNA
提取试剂盒［货号: 9766，宝日医生物技术( 北京) 有

限公司］; FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit ( 货

号: DC301-01，南 京 诺 唯 赞 生 物 科 技 股 份 有 限 公

司) ; 硫酸卡那霉素( 货号: K8020，北京索莱宝科技

有限 公 司 ) ; KOD OneTM PCＲ Master Mix［货 号:

KMM-201，东洋纺( 上海) 生物科技有限公司］; 异丙

基-β-D-硫代半乳糖苷( 货号: ST098，上海碧云天生

物技术有限公司) ; LB 肉汤培养基及 DNA 分子量标

准 Marker［货号: A507002-0250、B500353-0500，生工

生物工程( 上海) 股份有限公司］; T4 连接酶、FastDi-
gest Nde I、FastDigest Xho Ⅰ ( 货 号: EL0011、
FD0584、FD0694，美国赛默飞世尔科技公司) 。聚合

酶链式反应仪( 型号: QuantStudioTM 5，美国赛默飞世

尔科技公司) ; 生物安全柜( 型号: HFsafe1200LC，香

港力康生物医疗科技控股有限公司) ; 低温超高压

细胞破碎机( 型号: JN-02C，广州聚能生物科技有限

公司) ; 电泳仪( 型号: DYY-6C，北京六一生物科技

有限公司) ; CO2 培养箱( 型号: HF 151，香港力康生

物医疗科技控股有限公司) ; 凝胶 成 像 仪 ( 型 号:

Tanon 1600，上海天能生命科学有限公司) ; Microflex
LT 质谱仪( 型号: Microflex LT MALDI-TOF，德国布

鲁克公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细菌荚膜血清型检测 利用煮沸法获得细

菌 DNA，再 使 用 wzi 分 型 引 物 ( 正 向: 5'-GTGC-
CGCGAGCGCTTTCTATCTTGGTATTCC-3'; 反 向: 5'-
GAGAGCCACTGGTTCCAGAATTACCGC-3') 扩 增 菌

株的 DNA。聚合酶链式反应( polymerase chain reac-
tion，PCＲ) 产物由生工生物工程( 上海) 股份有限公

司测序鉴定，并通过在线平台( https: / /bigsdb． Pas-

teur． fr /klebsiella / ) 分析测序结果，鉴定 wzi 型和相

应的荚膜血清型［9］。
1． 2． 2 噬菌体 DNA 提取与测序分析 从医院污水

中分离得到噬菌体液 vB_Kpn_HF1013 ( GenBank:

PP803128) ，其宿主菌为 K． pneumoniae 1013 ( K64
型 CＲKP) 。噬菌体液保存于实验室 4 ℃冰箱中; 细

菌悬液中加入终浓度为 20% 的丙三醇，保存于 － 80
℃冰箱中。在噬菌体悬液中加入终浓度 0. 5 mol /L
的 NaCl 和 10% ( w /v) 的聚乙二醇 － 8000，颠倒混匀

后于 4 ℃冰箱中静置过夜。次日 14 000 r /min 离心

15 min，收集噬菌体沉淀。参照病毒 ＲNA /DNA 提

取试剂盒提供的实验方法提取噬菌体基因。使用

Illumina NovaSeq 平台对噬菌体基因组进行测序，测

序结果通过 NCBI 数据库( https: / /www． ncbi． nlm．
nih． gov /orffinder / ) 预 测 开 放 阅 读 框 ( open reading
frame，OＲF) 。依据噬菌体基因组信息筛选可能具

有解聚酶活性的蛋白。
1． 2． 3 噬 菌 体 解 聚 酶 基 因 克 隆 以 vB _ Kpn _
HF1013 的 DNA 为模板扩增目的基因( OＲF44) 。由

于目标基因内部存在 Nde I 酶切位点，因此选择重

叠延伸 PCＲ 的方式进行克隆。引物如下: OＲF44_F
( 5'-C CAATTCATATGACCATTATCAAACGCGCAGA-
CCTGGGTCGG-3') ; OＲF44 _ 1 _ Ｒ ( 5'-CACTATTA-
ACGTACGGAGTACGACAGAATATATCAAAGTCATCC
-3') ; OＲF44_2_F( 5'-CGTACTCCGTACGTTAATAGT-
GCTTACTCAGCATGGAAGCCG-3') ; OＲF44 _ Ｒ ( 5'-
GGCCTCGAGTTACAGATATCCGAATGAAGGGTGGT-
TATCGGAG-3') 。使用 OＲF44_F 和 OＲF44_1_Ｒ 进

行 PCＲ 扩增，获得产物 OＲF44-1; 使用 OＲF44_2_F
和 OＲF44 _Ｒ 进行 PCＲ 扩增，获得产物 OＲF44-2。
将 OＲF44-1 和 OＲF44-2 按照 1 ∶ 2 或 2 ∶ 1 的比例混

合后，以 OＲF44_F 和 OＲF44_Ｒ 作为引物进行 PCＲ
扩增，获得 OＲF44 全长序列。利用琼脂糖凝胶电泳

分析 PCＲ 产物的分子量及纯度，回收 PCＲ 产物。
1． 2． 4 噬菌体解聚酶表达载体构建 回收的 PCＲ
产物用 Nde I 和 Xho I 进行酶切，再使用 T4 连接酶

将目的基因片段与 pET28a 质粒载体进行连接，获

得包含目的片段的重组质粒。将重组质粒转化入

DH5α 感受态细胞中，并利用卡那霉素抗性平板分

离成功转化的细菌。从平板上挑取单克隆菌株，进

行菌落 PCＲ 扩增，并利用琼脂糖凝胶电泳验证菌株

中是否包含目的基因。确认含有目的基因的菌株

后，将样本送至通用生物( 安徽) 股份有限公司进行

测序验证，若样本序列与目的基因序列一致，则回收
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样本质粒。
1． 2． 5 噬菌体解聚酶重组蛋白诱导表达 将构建

好的表达质粒转化至感受态细胞 BL21 中，并涂布

于含卡那霉素的 LB 固体平板，37 ℃培养过夜。挑

取单个菌落接种于含卡那霉素的 LB 培养基中，

37 ℃、220 r /min 振荡培养至菌液 600 nm 处吸光度

达到 0. 8 ～ 1. 2 时，加入终浓度为 0. 2 mmol /L 的异

丙基-β-D-硫 代 半 乳 糖 苷，继 续 培 养 24 h。4 000
r /min、4 ℃离心 20 min 收集菌液沉淀，并使用低温

超高压细胞破碎机破碎菌体，破碎产物 13 000 r /
min、4 ℃离心 30 min，收集上清液用于蛋白纯化。
1． 2． 6 噬菌体解聚酶重组蛋白纯化 通过镍柱亲

和层析纯化蛋白。将样本加入镍柱后，使用 Wash-
ing Buffer ( 20 mmol /L Tris-HCl，500 mmol /L NaCl，
pH 8. 0，20 mmol /L 咪唑) 清洗 5 次镍柱，洗脱与镍

柱结合 能 力 差 的 杂 蛋 白。使 用 Elution Buffer ( 20
mmol /L Tris-HCl，500 mmol /L NaCl，pH 8. 0，200
mmol /L 咪唑) 洗脱目的蛋白，用灭菌 EP 管收集洗

脱液，并利用十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺凝胶电

泳( sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis，SDS-PAGE) 验证目的蛋白纯化情况。将不

同剂量的 Dep44 蛋白( 0. 125 ～ 1. 000 μg) 滴加于涂

布 K． pneumoniae 1013 菌悬液的 LB 固体平板上，同

时滴加 10 μL 磷酸盐缓冲液( phosphate buffered sa-
line，PBS) 及 vB_Kpn_HF1013 ( 1 × 109 PFU /mL) 用

作对照，验证 Dep44 重组蛋白是否具有荚膜降解活

性。目的蛋白的分子量大小为 86. 4 ku，因此选择

50 ku 规格的超滤离心管对蛋白进行浓缩，最终获

得纯化且浓缩的重组蛋白，并将其命名为 Dep44。
1． 2． 7 Dep44 解聚酶活性及敏感谱测定 用噬菌

体 vB_Kpn_HF1013 与解聚酶 Dep44 进行滴板试验，

以确定 Dep44 是否具有解聚酶活性以及其宿主范

围是否与 vB_Kpn_HF1013 一致。将对数生长期的

待测菌悬液均匀涂布于 LB 固体平板上，待菌液自

然风 干 后，分 别 滴 加 5 μL 的 噬 菌 体 vB _ Kpn _
HF1013 悬液( 1 × 109 PFU /mL) 或 Dep44 ( 200 μg /
mL) ，置于 37 ℃恒温箱中过夜培养。通过观察平板

上是否形成半透明晕圈评估解聚酶对目标菌株的作

用效果。实验重复 3 次，记录实验结果。
1． 2． 8 Dep44 生物膜清除作用 为评估 Dep44 对

细菌生物膜的破坏能力，将 K． pneumoniae 1013 菌

悬液( 1 × 106 CFU /mL) 加至 96 孔板及 12 孔板中，

并于 37 ℃温箱中静置孵育 48 h 以形成生物膜。随

后，弃 去 细 菌 悬 液，在 每 个 孔 中 加 入 不 同 剂 量 的

Dep44( 2、10 μg /mL) ，对照组加入等量的 PBS，继续

孵育 4 h。用结晶紫染色法对生物膜进行染色，使用

酶标仪在 570 nm 波长下测定吸光度，以评估不同浓

度的 Dep44 对生物膜的破坏效果。利用吖啶橙染

色液对生物膜进行荧光染色，通过荧光显微镜观察

染色结果，以进一步佐证结晶紫染色的实验结果。
每组实验重复 3 次。
1． 2． 9 Dep44 联合血清杀菌实验 为评估 Dep44
与血清的协同杀菌能力，从临床收集 8 例健康男性

和 8 例健康女性的血清，并将其混合作为细菌培养

体系的一部分。部分血清于 56 ℃水浴处理 30 min
以灭活补体。将对数生长期的 K． pneumoniae 1013
菌悬液稀释至 1 × 105 CFU /mL，取 25 μL 菌液分别

与 75 μL PBS、血清或热灭活血清混合。向解聚酶

处理组加入终浓度为 10 μg /mL 的 Dep44，其余组则

加入等量的 PBS。混合后于 37 ℃ 孵育 3 h，通过测

定细菌存活数评估 Dep44 是否具有协同血清杀菌

作用。每组实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 GraphPad Prism 9. 5. 0 及

SPSS27. 0 软件对数据进行统计分析。数据符合正

态分布，两组定量数据均数比较采用 t 检验。单一

变量影响下的不同组间均数差异比较采用单因素方

差分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 噬菌体基因组分析与解聚酶三维结构预测

噬菌体全基因组测序结果显示，噬菌体 vB_Kpn_
HF1013 为环状 DNA 病毒，序列长度为 48 964 bp，

根据蛋白注释结果推测尾刺蛋白( OＲF44) 可能具有

解聚酶活性( 图 1A) 。依据尾刺蛋白序列预测其三

维结构，结果显示，噬菌体尾刺蛋白包含 3 个可辨别

的结构域: N 端结构域、中央 β 螺旋结构域和 C 端

结构域( 图 1B) ，与目前已解析的解聚酶结构高度相

似。
2． 2 Dep44 分子克隆及蛋白表达结果 将噬菌体

尾刺蛋白基因在大肠杆菌中进行表达，通过对表达

载体前后端序列测序分析及菌落 PCＲ 检测，证实载

体中存在目的基因，且其基因序列与目标序列一致

( 图 2A、2B) 。将纯化后的重组蛋白做 SDS-PAGE
分析，结果显示其分子量约为 86. 0 ku，与预期分子

量大 小 一 致 ( 图 2C ) 。将 Dep44 蛋 白 ( 0. 125 ～
1. 000 μg) 滴加于涂布 K． pneumoniae 1013 菌悬液

的平板上，可以观察到滴板处出现半透明晕圈，证明

重组蛋白具有解聚酶活性( 图 2D) 。
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2． 3 Dep44 重组蛋白敏感谱测定 本研究共收集

了 8 株 K64 型 CＲKP 和其他 6 种荚膜型菌株，共计

21 株细菌样本。通过滴板法实验发现，Dep44 只在

涂布 K64 型 CＲKP 菌悬液的平板上形成半透明晕

圈，其宿主范围与噬菌体 vB_Kpn_HF1013 的宿主范

围一致，表明 Dep44 对 K64 型 CＲKP 具有高度特异

的荚膜清除能力。见表 1。
2 ． 4 Dep44生物膜清除实验 通过结晶紫及吖啶

图 1 噬菌体基因组注释及解聚酶三维结构预测结果

Fig． 1 Phage genome annotation and three-dimensional structure prediction results of depolymerase

A: Phage genome annotation map; B: Three-dimensional structure prediction of depolymerase，where the red region represents the C-terminus of the

protein and the blue region represents the N-terminus of the protein．

图 2 表达载体构建、重组蛋白纯化及活性鉴定

Fig． 2 Expression vector construction，recombinant protein purification and activity identification

A: Ｒesults of sequencing comparison between the front and back ends of expression vector; B: Ｒesults of colony PCＲ agarose gel electrophoresis

( M: Marker，1: PCＲ product) ; C: Ｒesults of SDS-PAGE analysis of recombinant protein ( M: Marker; 1: protein purification product) ; D: Spot assay

results of different concentrations of Dep44 ( 0. 125 － 1. 000 μg) ，PBS and vB_Kpn_HF1013 were used as controls．
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橙染色法对 Dep44 的生物膜清除效果进行评估。
结果表明，无论是 2 μg /mL 还是 10 μg /mL 剂量的

Dep44，均能够有效破坏细菌生物膜，具有剂量依赖

性。见图 3。
2． 5 Dep44 联合血清杀菌实验 联合解聚酶和血

清处理组的细菌 载 量 显 著 低 于 血 清 处 理 组 ( P ＜
0. 000 1) 。然而，当解聚酶单独作用或与热灭活血清

共同作用于细菌时，细菌数量几乎无变化。这一结果

证明，Dep44 在血清中的抗菌活性依赖于血清中活性

补体的存在，联合使用可以显著增强血清的杀菌效

果，但 Dep44 本身并不具备杀菌活性。见图 4。

3 讨论

KPN 是一种兼性厌氧的革兰阴性菌，广泛存在

于环境中，是引发严重社区和医院感染的主要病原

体 之一［10］。由于抗生素的不规范使用，KPN耐药率

表 1 vB_Kpn_HF1013 及 Dep44 敏感谱

Tab． 1 Host range of vB_Kpn_HF1013 and Dep44

Capsular type Klebsiella pneumoniae strains vB_Kpn_HF1013 Dep44
K1 KP4760，KP3530，KP4372 － －
K2 KP0165，KP5409，KP7283 － －
K16 KP0429 － －
K19 KP9057，KP5380 － －
K64 K． pneumoniae 1013，KP1136，KP0519，KP1062，KP8777，KP1797，KP1872，KP8699 + +
K47 KP1109，KP1017，KP9398 － －
K38 KP8696 － －

－ : no lysis; + : showed plaques or halos．

图 3 Dep44 生物膜清除作用

Fig． 3 Dep44 biofilm disrupting effects

A: Comparison of crystal violet staining results; B: Comparison of average acridine orange fluorescence intensity; C: Acridine orange staining results

at × 20; a: Control group; b: 2 μg /mL Dep44 group; c: 10 μg /mL Dep44 group; ＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1 vs Control group; ##P ＜ 0. 01，
####P ＜ 0. 000 1 vs 2 μg /mL Dep44 group．

·5521·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2025 Jul; 60( 7)



图 4 解聚酶联合血清杀菌作用

Fig． 4 Bactericidal effect of depolymerase combined with serum

a: PBS group; b: Serum group; c: Serum + 10 μg /mL Dep44

group; d: 10 μg /mL Dep44 group; e: heat-inactivated serum + 10 μg /

mL Dep44 group; ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1 vs Serum group．

逐渐提高，甚至出现对碳青霉烯类抗生素耐药的突

变体，导致临床抗菌药物选择受限。CＲKP 在全世

界范围内的流行给临床治疗带来巨大挑战，已成为

严重的公共卫生问题。近年来，研究［11 － 12］ 表明，

K64 型 CＲKP 还可以通过获得携带毒力基因的质粒

进化成碳青霉烯耐药的高毒力 KPN，这一变化使得

CＲKP 感染的治疗变得更加困难。因此，开发针对

CＲKP 的新型治疗手段尤为紧迫。
噬菌体解聚酶能够降解细菌的荚膜多糖结构，

协助噬菌体附着并侵袭宿主细菌，实现裂解作用。
已有研究［8］表明，解聚酶荚膜降解功能可应用于细

菌荚膜分型鉴定、生物膜清除及辅助抗感染治疗之

中，开发解聚酶不仅有助于进一步理解其生物活性，

也为解聚酶鸡尾酒疗法的应用提供了研究基础，有

望扩大其作用范围并提升其治疗效果。因此，本研

究旨在通过构建噬菌体解聚酶重组蛋白 Dep44，探

索其针对 K64 型 CＲKP 的抗菌效力，以期为临床治

疗 CＲKP 感染提供新的治疗思路。
本研究对噬菌体 vB_Kpn_HF1013 的尾刺蛋白

进行分子克隆，构建解聚酶重组蛋白 Dep44。通过

重组蛋白活性分析、生物膜清除及协同血清杀菌实

验，评估该重组蛋白功能与应用潜力。结果发现，

Dep44 具有 K64 型荚膜特异性，有望应用于 K64 型

CＲKP 相关感染的精准治疗。细菌生物膜能够限制

抗菌药物的渗透，同时还能帮助细菌逃避宿主免疫

杀伤，容易导致受感染患者发生慢性和复发性感

染［13 － 14］。因此，控制细菌生物膜形成在感染的预防

和治疗中尤为关键。本研究结果显示，Dep44 能够

有效破坏 CＲKP 生物膜，提示该解聚酶有望应用于

医疗器械表面生物膜清除以及生物膜相关性感染治

疗之中。此 外，通 过 血 清 联 合 杀 菌 实 验 发 现，当

Dep44 与血清共同作用于 CＲKP 时，能显著增强血

清的杀菌效果，而当血清中的补体被灭活后，这种协

同作用消失。这表明 Dep44 的杀菌效果依赖于补

体系统的存在，联合使用可以显著提高血清杀菌效

果。
综上所述，Dep44 可特异性降解 K64 型 CＲKP

荚膜，在感染控制中展现出良好应用前景，未来可通

过基因工程优化其结构，拓宽宿主谱并增强活性，为

临床抗感染治疗提供新策略。
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Cloning，expression，and functional analysis of capsule － specific
depolymerase targeting carbapenem － resistant Klebsiella pneumoniae

Yan Tao1，2，Wang Na3，Wang Qiuyan1，Ma Chengcheng1，Teng Xuan1，

Yu Kexue1，Ge Honghua3，Liu Zhou1，2

( 1Dept of Clinical Laboratory，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601;
2Dept of Clinical Laboratory Center，Anhui Chest Hospital，Hefei 230022; 3 Institute of Health Sciences
and Technology，Institutes of Physical and Information Technology，Anhui University，Hefei 230601)

Abstract Objective To construct the K64 capsule depolymerase recombinant protein，Dep44，and investigate its
potential application against carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae ( CＲKP) infections． Methods The de-
polymerase-encoding phage vB_Kpn_HF1013 ( GenBank: PP803128 ) was isolated and genomically analyzed to
screen for candidate depolymerases． The recombinant protein Dep44 was constructed and functionally verified for
depolymerase activity． Dep44 sensitive range was validated and Dep44 antimicrobial activity was assessed by bio-
film disruption and serum sterilization assays． Ｒesults The tail spike protein of phage vB_Kpn_HF1013 exhibited
depolymerase activity and recombinant protein Dep44 specifically degraded K64 CＲKP capsule． Biofilm eradication
assays demonstrated that recombinant Dep44 at both 2 μg /mL and 10 μg /mL significantly disrupted bacterial bio-
films relative to the control． Serum bactericidal assays showed that Dep44 exhibited synergistic activity with serum，

dependent on the complement system，as Dep44 alone lacked bactericidal properties． Conclusion Dep44 effec-
tively targets and degrades K64 CＲKP capsule，disrupts biofilms，and enhances serum bactericidal activity，high-
lighting its potential for managing K64 CＲKP infections and clearing biofilms from medical devices．
Key words depolymerase; phage; carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae; capsule; biofilm; recombinant
protein
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