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工程化噬菌体在解决细菌耐受性问题中的应用策略
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(北京化工大学生命科学与技术学院 北京 100029)

摘  要  细菌对抗菌药的强耐受性是临床治疗感染性疾病的一大难题，也因此受到人们的广泛关注。

细菌通过多种机制获得耐药性，从而逃避抗菌类药物的杀灭。噬菌体是一类特异性侵染细菌等微生物的

病毒群体，近年来其在临床上耐药菌感染性疾病治疗的应用中取得了一些成效，但随之出现的噬菌体

耐受性问题使其应用受到一定的限制。该文综述了细菌耐受性，即细菌对抗菌药的耐药性和对噬菌体

的耐受性的主要机制，以及当前合成生物学在解决细菌耐受抗生素和耐受天然噬菌体中的主要进展。
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Abstract The development of bacterial resistance to antimicrobial drugs is a major challenge in the clinical 
treatment of infectious diseases and has received widespread attention. Bacteria acquire resistance through 
a variety of mechanisms to evade killing by antimicrobial drugs. Phage is a generic term for bacteriophage 
that infects microorganisms such as bacteria, fungi, actinomycetes or spirochetes. Its application in the 
treatment of infectious diseases with drug-resistant bacteria in clinical settings has achieved some success 
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1 引  言 

  由于抗菌类药物的长期使用，细菌进化出多

种对抗药物作用的机制，甚至部分细菌产生多重

耐药现象，这大大降低了抗菌类药物的药效，使

得细菌感染性疾病的治疗变得愈发困难，同时也

增加了治疗成本。随着细菌耐药性问题的日趋严

重，噬菌体凭借其生理学特性可考虑作为对抗耐

药病原菌的方法之一。噬菌体是感染细菌、真菌

等微生物的病毒总称，在土壤、水体、空气及生

物体内广泛存在，因其部分能引起宿主菌的裂

解，故称其为噬菌体。自噬菌体被发现以来，其

凭借基因组较小、繁殖速度快等[1-2]优点，成为

遗传调控等方面的生物学基础研究和基因工程中

的重要材料或工具，推动着生物学众多领域的发

展。合成生物学是一门新兴学科，它通过对现有

生命体进行人工改造，使其产生预定的功能，甚

至能够创造出全新的生命体[3]。

  但由于噬菌体与细菌相互作用产生共同进

化，针对噬菌体的感染进化出多种抗感染机制，

即产生抗噬菌体致病菌，进而限制了噬菌体疗法

的应用；同时，噬菌体对宿主菌识别和裂解的特

异性限制了其作为抗菌药物的应用，因此寻找或

改造得到广谱裂解性噬菌体十分有必要。其中，

可以利用人工改造噬菌体获得特定裂解谱的人工

噬菌体。利用逐渐兴起的合成生物学方法和技术

改造现有噬菌体，或合成全新的噬菌体，可以对

现有噬菌体优势特性进行加强，同时对其不足之

处进行弥补，从而解决目前噬菌体应用过程中存

在的一些难题[4-5]，进一步推动噬菌体工程化及

应用化的进程。

2 合成生物学用于噬菌体改造的方法

2.1 基因组编辑

  基因编辑是一种能够较为精准地对不同生物

体内基因组特定位置进行改造和修饰的新兴基

因工程技术。随着该技术的不断发展，锌指核

酸酶(Zinc-Finger Nucleases，ZFN)[6]、类转录激

活因子效应物核酸酶(Transcription Activator-Like 
Effector Nuclease，TALEN)[7]、成簇的规律间隔

的短回文重复序列(Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats，CRISPR)[8]、单碱基

编辑(Base Editor，BE)[9]和先导编辑(PE)[10]等

技术相继被发现，不仅为基因功能研究提供了有

力的工具，而且还为医学领域提供了新的治疗思

路。尤其是近年来逐渐兴起的 CRISPR 技术，其

由于具有操作简单方便、打靶精确等众多优点，

被广泛应用于生物学领域。

  CRISPR-Cas  系统是由负责识别靶序列

in recent years, but the ensuing problem of phage resistance has limited its application. This paper reviews 
the main mechanisms of bacterial drug resistance and phage resistance, and the main current advances in 
synthetic biology in addressing bacterial resistance to antibiotics and resistance to natural phages. 

Keywords synthetic biology; bacteriophage; tolerance; antibacterial drug
Funding This work is supported by National Key Research and Development Program of China 
(2018YFA0903000), National Natural Science Foundation of China (81572045, 81672001, 81621005, 
31900489), Fundamental Research Funds for the Central Universities and Research Projects on Biomedical 
Transformation of China-Japan Friendship Hospital (PYBZ1820), National Science and Technology Major 
Project (2018ZX10201001)



张  和，等：工程化噬菌体在解决细菌耐受性问题中的应用策略4 期 19

的 CRISPR 元件和切割靶序列的 Cas(CRISPR-
Associated Proteins)蛋白组成。CRISPR 序列经转

录和加工变为成熟的 crRNA，接着其主动靶向目

的片段，与目的片段结合后，Cas 蛋白便行使切

割功能，切断目的 DNA 双链，使基因产生特定

的双链缺口(Double-Strand Breaks，DSBs)。此

时，生物体内在应激状态下会开启两种主要修复

机制，即同源重组(Homology-Directed Repair，
HDR)[11]和非同源末端连接(non-Homologous End 
Joining，NHEJ)[12]，可利用修复过程中插入片段

或定点突变实现基因编辑。

  噬菌体中存在大量未知功能的基因，使得相

应的基础研究与合成新噬菌体存在很多难题，而

使用上述技术则可以在一定程度上解决这些问

题。目前在噬菌体基因组编辑方面也取得了一些

成果。例如：2017 年，Tao 等[13]将含有 CRISPR 
序列和 Cas 蛋白对应的基因序列的重组质粒导入

大肠杆菌中，达到了对 T4 噬菌体基因组进行编

辑的目的；2019 年，Hoshiga 等[14]利用 CRISPR 
基因编辑技术对 T2 噬菌体尾部负责吸附宿主菌

的受体结构进行改造，成功修饰后使 T2 噬菌体

对大肠杆菌 O157:H7 的侵染能力得到很大提升，

这有利于治疗由该种大肠杆菌感染导致的疾病。

2.2 人工合成

  由于野生型噬菌体存在未知基因、易使细菌

耐受、宿主范围变窄等问题，所以其大规模应用

受限。而采用近年来逐渐兴起的合成生物学方法

理性设计并合成人工噬菌体，可以在一定程度上

解决该问题[4-5, 15]。

  设计、组装、拯救和检测是人工合成噬菌体

的 4 个主要步骤，如图 1 所示。(a)设计：在正

式合成之前，需对拟合成的噬菌体基因组进行理

性设计，而由于 DNA 化学合成技术的限制，整

个基因组序列需要分为 100 nt 左右的寡核苷酸

序列。(b)组装：寡核苷酸序列合成后，在聚合

酶链式反应(Polymerase Chain Reaction，PCR)仪
中拼接成长度为 1 000 bp 左右的 DNA 双链，再

进一步利用酵母重组平台技术将其拼接为全基因

组。(c)拯救：利用合适的方法将全基因组导入

细菌中，使其在细菌体内包装成有活性的成熟噬

菌体颗粒，并释放到体外。(d)检测：测定新噬

菌体的生长规律和裂解效率并对其进行评价。

  利用 PCR 扩增组装 0.1～20 kb 的噬菌体基

因组成功率较高。2003 年，Smith 等[16]成功合

图 1 人工合成噬菌体的基本流程

Fig. 1 Graphical illustration of the basic process of synthesizing artificial phages
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成了大肠杆菌 X174 噬菌体，其基因组全长为

5 386 bp。他们先合成 42 nt 左右的寡核苷酸序

列，进一步利用 PCR 技术拼接得到全基因组，

随后利用电转的方法将全基因组导入对应的大肠

杆菌中，使其在体内包装成有活性的成熟噬菌

体颗粒，并释放到体外。当噬菌体基因组大于

20 kb 时，在体外操作难度大，成功率较低[17]，

而研究发现酵母可以摄取外源 DNA 片段且自身

重组能力较强，故其可作为 DNA 大片段的拼接

平台[18]。2015 年，Ando 等[19]利用合成生物学

思想，将 T7 噬菌体中负责尾部识别的基因模块

用 K11 噬菌体相应模块进行替换，使其能够感染

克雷伯菌。2017 年，Oldfield 等[20]通过分片段合

成、多片段同时优化改造的方法从头合成了单纯

性疱疹病毒。

3 合成生物学工程化噬菌体的应用

3.1 解决细菌药物耐受性问题

3.1.1 细菌耐药性机制

  细菌耐药性是指细菌对抗菌类药物的耐受作

用。细菌一旦产生耐药性，药物的作用效果就会

大幅下降。根据发生原因的不同，可将细菌耐药

分为特异性耐药和非特异性耐药[21]。细菌特异

性耐药的主要机制有：细菌自身产生灭活抗生素

的酶，药物作用靶点发生改变。细菌非特异性耐

药主要机制有：细菌形成生物被膜对自身进行保

护，细菌外排泵对药物的主动外排作用[22]。

  (1)细菌特异性耐药机制

  在细菌体内由某些质粒或染色体表达产生的

灭活酶使抗菌类药物失活是耐药性产生的重要原

因。例如：表达产生的 β-内酰胺酶通过破坏 β-内
酰胺环的立体结构使其失活[23]；细菌体内的氨基

苷类抗生素钝化酶可在氨基苷类抗生素的氨基或

羟基上接上乙酰基、腺苷酰基或磷酰基等基团，

使它们原有结构发生改变从而失去作用[24]；细菌

产生的氯霉素乙酰转移酶可使氯霉素结构改变而

失活等[25]。

  抗生素需要与细菌体内的特定位点结合才能

发挥作用，因此这些抗生素结合位点对抗生素治

疗而言至关重要。而研究发现，细菌通过改变与

抗生素结合的靶蛋白结构，使抗生素的结合能力

减弱甚至不能结合，从而使得疗效显著下降。例

如，由于耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(Methicillin 
Resistant Staphylococcus Aureus，MRSA)青霉素

结合蛋白组成比敏感菌株多一个青霉素结合蛋白

2a(PBP2a)[26]，使其对青霉素产生严重抗性。

  (2)细菌非特异性耐药机制

  细菌生物被膜是指细菌自身分泌多糖、纤维

蛋白、脂蛋白等物质，将其包裹起来形成的菌团

膜状物[27]。由于生物被膜中存在大量多糖物质，

它们带有的一定数量的电荷会形成天然屏障，使

抗生素难以进入细菌体内发挥作用，同时被膜中

还有一些水解酶类会使抗生素失活，从而对抗生

素产生抗性。再加上营养物质、氧气等在生物被

膜深处的浓度较低，使细菌处于一种对抗生素不

敏感的状态，也会使得抗生素作用减弱[28]。

  在细菌细胞膜表面存在一类具有特定结构的主

动转运蛋白，即细菌外排泵。该系统主要由通道蛋

白、辅助蛋白和转运子三部分组成，可将抗生素等

物质从细胞内部排出[29]。最开始是在根瘤菌中发

现了外排泵，后续的研究证明根瘤菌用它来转运营

养物质和矿物质，而随着抗生素的广泛应用，研究

人员在多种细菌中发现外排泵，进一步研究发现正

是外排泵的外排作用使得细菌产生多重耐药性[30]。

3.1.2 解决方法

  (1)药物外排泵角度

  外排泵对多种抗生素的外排作用是细菌产

生多重耐药的主要原因之一 [31]。存在于细胞

膜表面的外排泵，能够利用腺嘌呤核苷三磷酸

(5'-Adenylate Triphosphate，ATP)水解释放的能

量或质子跨膜移动产生的能量将胞内的多种抗生
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素排出，使菌体内药物浓度降低，从而达不到预

期的治疗效果[32]。

  Chan 等[33]研究报道，铜绿假单胞菌噬菌

体 OMKO1 可以利用药物外排系统 MexAB 和 
MexXY 的外膜孔蛋白 M(OprM)作为受体结合

位点，以此来侵入并裂解宿主菌。长此以往，铜

绿假单胞菌便通过改变细胞膜表面噬菌体结合位

点的结构来避免被噬菌体感染，这样就会进化出

对噬菌体 OMKO1 的耐受性。一旦外排泵系统中

孔蛋白的结构发生改变，它对药物的外排功能就

会丧失，对抗生素类药物的敏感性随之增强。因

此，可以再次通过抗生素来治疗铜绿假单胞菌造

成的感染。该研究结果表明，噬菌体 OMKO1 可
以迫使铜绿假单胞菌在噬菌体耐受性和抗生素敏

感性之间达到理想的遗传平衡，这有利于噬菌体

疗法对抗多重耐药菌。利用噬菌体驱动多重耐药

菌进化增强噬菌体的耐受性，使其对抗生素的敏

感性增强。因此，这种噬菌体疗法效果更加显

著：当噬菌体裂解宿主菌时便达到了杀菌效果；

亦或是细菌进化出噬菌体耐受性，由于它们对抗

生素的敏感性增强，也能达到杀菌效果。

  噬菌体选择在铜绿假单胞菌中产生了一种进

化平衡，细菌对噬菌体感染的耐受性进化改变了

外排泵机制，导致其对几种抗生素类药物的敏感

性增强。尽管现代噬菌体治疗仍处于起步阶段，

但我们认为，类 OMKO1 噬菌体是一种噬菌体治疗

的新方法，噬菌体对多重耐药菌发挥选择作用，

使其对传统抗生素越来越敏感。这种使用噬菌体

来改造细菌外排泵的方法可以延长现有抗生素的

使用寿命，并有可能减少抗生素耐药性的产生。

  (2)生物被膜角度

  细菌生物被膜可提高细菌对外界理化环境的

抵抗力，使细菌不易被抗生素或常规消毒剂杀

死，给细菌感染疾病的治疗带来极大困难。近年

来，随着对噬菌体研究的深入，人们发现噬菌体

可以有效抑制细菌生物被膜的形成以及破坏已形

成的细菌生物被膜。具体地，可以通过 4 种方法

破坏细菌生物被膜，从而改善细菌耐药性。

  ①噬菌体编码的胞外多糖解聚酶降解生物被

膜中的多糖成分。现已分离的某些噬菌体能够表

达胞外多糖解聚酶，该酶可以降解构成生物被膜

基质的胞外多糖成分，从而破坏生物被膜之间的

连接，降解生物被膜。Olsen 等[34]研究了细胞内

溶素 LysK 和聚-N-乙酰葡糖胺解聚酶 DA7 在静

态和动态模型中对葡萄球菌生物被膜的功效。结

果发现，LysK 显示出对多种金黄色葡萄球菌菌

株的活性，并且低微摩尔浓度和纳摩尔浓度的 
LysK 和 DA7 便可从聚苯乙烯和玻璃表面除去静

态及动态生物被膜。两者组合使用时，酶起协同

作用，可明显降低活细胞计数。总体而言，该结

果表明无论是单独使用还是组合使用，LysK 和 
DA7 都是有效的抗生物被膜剂。商安琪[35]观察

到克雷伯氏菌 K13 能够产生丰厚的荚膜多糖，因

此其专一性侵染噬菌体 P13 需产生一种多糖解聚

酶先将宿主菌胞外的多糖降解，而后同菌体细胞

接触，开始裂解过程。后续的研究发现，噬菌体 
P13 可在特定位点将胞外多糖水解，得到大量具

有特定结构的寡糖片段，将寡糖分离纯化后解析

其结构，从而得到 K13 胞外多糖的结构，为进一

步研究胞外多糖的降解奠定了基础。

  ②噬菌体裂解酶破坏细胞生物被膜。噬菌

体裂解酶通过与细菌被膜表面的受体结合，进而

侵染细菌并使其裂解死亡，从而减少生物被膜

的产生。宋军等[36]发现 MRSA 能够形成生物被

膜，且其相关感染很难根除。而噬菌体裂解酶 
LysGH15 对 MRSA 生物被膜有一定的破坏作用。

通过 24 孔板法培养 MRSA 生物被膜，将裂解酶 
LysGH15 作用于生物被膜，并用结晶紫染色法测

定 LysGH15 对生物被膜细菌的作用效果。结果表

明，检测的 22 株 MRSA 中，有 16 株能够形成生

物被膜，LysGH15 能够有效清除和抑制 MRSA 生
物被膜。其中，10 μg/mL LysGH15 可以在 1 h 内
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有效清除生物被膜。因此，LysGH15 具有作为新

型抗菌剂应用于清除 MRSA 生物被膜和治疗相关

感染的潜力。Lu 和 Collins[37]通过基因工程的手

段使大肠杆菌噬菌体 T7 在感染菌体的同时表达

裂解酶 DspB，发现其对生物被膜中细菌数量的清

除率可达 99.997%，与未表达 DspB 的噬菌体相

比，清除率有了明显提高。

  ③噬菌体自身裂解生物被膜内部的细菌。近

年来，随着生物成像技术的发展，揭示了生物被

膜形成的微菌落之间存在着输水通道，具有运输

养料和排泄废物的功能。而噬菌体正好可以利用

生物被膜间存在的输水通道进入内部，进而裂解

生物被膜内部的细菌。Briandet 等[38]在实验中通

过使乳酸菌噬菌体 C2 带上荧光标记，观察到 C2 
可以通过输水通道进入生物被膜内部，裂解乳酸

菌，并使得生物被膜面积减小。

  ④噬菌体和抗生素联合使用杀灭生物被膜

内部的细菌。单独使用噬菌体和抗生素对细菌都

有一定的杀灭作用，二者联合使用则具有协同作

用，可以达到更好的效果，能有效缓解细菌耐药

和噬菌体耐受的问题。Gordillo Altamirano 等[39]

研究发现，鲍曼不动杆菌产生的一种黏稠的外层

可以保护它并阻止抗生素的进入，从而产生耐药

性。研究者们发现，将鲍曼不动杆菌菌株 AB900 
和  A9844 分别与其各自的噬菌体  ΦFG02 和 
ΦCO01 共培养，能够观察到噬菌体耐受型的菌

株出现。扫描电子显微镜分析表明，野生型的菌

株表面有生物被膜的存在，而在突变型菌株表面

没有发现。同时，比较突变型菌株和野生型菌株

的基因组发现，突变型菌株基因组的 K 位点发生

单核苷酸缺失，而鲍曼不动杆菌 K 位点的基因正

是调控荚膜多糖的产生、修饰和输出。因此这些

对噬菌体产生耐受的鲍曼不动杆菌菌株是不能正

常生产荚膜多糖的。进一步的研究证明，噬菌体

ΦFG02 和 ΦCO01 的受体正是鲍曼不动杆菌的

荚膜多糖，通过改变或丢失这些受体而产生噬

菌体抗性，从而抑制噬菌体吸附，避免裂解死

亡。为了抵抗噬菌体，鲍曼不动杆菌不再产生生

物被膜，因此可以使用抗生素进行杀菌。Lu 和  
Collins[40]研究发现，利用工程噬菌体靶向抑制大

肠杆菌中的 SOS 基因网络，可以在体外提高喹

诺酮类药物的杀伤能力，并显著提高感染小鼠的

存活率。此外，研究还证明工程噬菌体可以增强

对耐药细菌、生物被膜细胞的杀伤能力，减少抗

生素治疗后产生的耐药细菌数量，并可作为其他

抗生素(如氨基糖苷类和 β-内酰胺类)的强佐剂。

同时研究还发现工程噬菌体靶向非 SOS 基因网

络，同时过表达多个因子，也可以产生有效的抗

生素佐剂。

  综上所述，在利用噬菌体改造细菌药物外排

泵方面，可通过改变噬菌体的尾丝蛋白使其以细

菌外排泵系统相关蛋白作为受体结合位点，将其

与抗生素联用以达到杀菌效果。对于尾丝蛋白的

改造有两种思路：一是特异性设计并构建噬菌体

基因模块，对已知功能的噬菌体基因模块进行替

换，改变其与细菌的结合位点；二是随机突变现

有的尾丝蛋白，构建数量巨大的噬菌体突变库，

然后进行筛选。开发更加有效的方法来改变噬菌

体受体结合位点，对后续噬菌体治疗的临床应用

具有重要作用。在利用噬菌体清除生物被膜方

面，未来可以使用能够产生多糖解聚酶或裂解酶

的噬菌体来清除细菌生物被膜，并且杀灭细菌。

利用合成生物学的方法构建噬菌体基因模块，用

多糖解聚酶或裂解酶基因替换已知功能的噬菌体

基因模块，使其表达出特定的酶；对于自身可以

表达这两种酶的噬菌体，可以考虑构建基因调控

开关，对多糖解聚酶和裂解酶基因的转录及表达

进行严格控制，合成及优化代谢网络，产生更多

的多糖解聚酶及裂解酶。

3.2 解决噬菌体感染耐受性问题

3.2.1 细菌的噬菌体感染耐受性机制

  噬菌体侵染细菌的过程包括吸附、注入、合
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成、组装和释放 5 个步骤。细菌在与噬菌体长期

的共同进化过程中，针对抑制吸附、阻止注入、

干扰 DNA、流产感染等过程[41]的感染产生了多

种机制的耐受性。

  (1)阻止噬菌体吸附

  噬菌体通过识别结合受体吸附到细菌上，受

体主要包括细菌表面的结构蛋白、脂多糖[42]等，

其中受体蛋白有外膜蛋白受体 FhuA、细胞膜蛋

白 YueB[43]等。通过使受体蛋白无法表达、改变

受体结构、产生竞争性抑制，使噬菌体无法识别

细菌表面从而抑制侵入。

  细菌容易对以多糖为受体的噬菌体产生耐

受，这是由于多糖结构具有多样性且其与多糖合

成相关的酶有较多种类。Latino 等[44]分离出铜绿

假单胞的抗噬菌体突变株 PAO1，并发现该突变

株是在脂多糖(LPS)合成过程中的基因上发生突

变。Tan 等[45]发现细菌 Kp36 能够利用可移动遗

传元件破坏磷酸转移酶 wcaJ 的编码区来阻止噬

菌体感染；BvgAS 双组分调节系统影响噬菌体吸

附效率，噬菌体 BPP-1 的受体 Prn 只在 Bvg＋期

表达，因此 Bvg＋细胞感染噬菌体 BPP-1 的效率

比 Bvg－细胞高 100 万倍[46]。T5 噬菌体感染大肠

杆菌可以产生一种脂蛋白(Llp)，从而阻止该噬

菌体与大肠杆菌上的识别受体铁氧体外膜转运体

(FhuA)相互作用[47]。宿主细胞的脂蛋白也可以

干扰吸入，如 F＋菌株编码的外膜蛋白 TraT 可
以改变多数 T 噬菌体受体外膜蛋白 A (OmpA)

的构象[48]。

  此外，细菌和噬菌体间可以形成物理屏障以

阻止吸附。褐藻酸盐是由假单胞菌、固氮菌产生

的胞外多糖[49]，有研究发现降低胞外多糖有利

于噬菌体渗透进入细胞，这说明产生褐藻酸盐的

固氮菌的噬菌体抗性增强[50]。流感嗜血杆菌利

用相变(PV)来调节其针对噬菌体感染的防御系

统的活性[51]。

  通过产生其他能与宿主受体特异性结合的产

物，与噬菌体形成竞争抑制作用，也可以降低噬

菌体感染效率从而阻止噬菌体的吸附。例如，T5 
噬菌体在其受体蛋白 pb5 与外膜转运蛋白 FhuA 
结合后感染大肠杆菌[52]，抗菌肽 Microcin J25 在
营养耗尽的情况下也使用 FhuA 作为受体阻碍噬

菌体与该位点结合[53]。

  (2)阻止噬菌体注入

  温和噬菌体侵染细胞是通过将其 DNA 整合

到宿主基因组上，并且在不裂解宿主的前提下

随宿主 DNA 进行复制，其中整合的前噬菌体片

段能够编码一些锚定蛋白，并在该噬菌体下次侵

入时产生一定的免疫能力，该机制称为超免疫

(Sie)。革兰氏阳性菌乳球菌中 Sie2009 系统存在

于 P335 乳球菌噬菌体组中的几个前噬菌体中，

通过抑制噬菌体 DNA 转移到宿主细胞而产生对

乳球菌噬菌体抗性[54]。革兰氏阴性菌中，T4 噬
菌体有两套 Sie 系统——分别由 Imm 和 Sp 编
码，该系统通过阻止其 DNA 进入来抑制噬菌体

感染[55]。其中，免疫蛋白 Imm 通过改变吸附位

点构象阻止噬菌体 DNA 转移到细菌细胞质，膜

蛋白 Sp 抑制 T4 溶菌酶活性阻止噬菌体 DNA 的
注入[56]。温和噬菌体 HK97 中 Sie 系统通过将 
gp15 蛋白插入大肠杆菌的内膜，其与噬菌体尾

部蛋白相互作用，阻止裂解性噬菌体 HK97 和 
HK95 的 DNA 注入[57]。

  (3)干扰噬菌体 DNA
  限制性修饰(Restriction Modification，R-M)

系统通常由 DNA 甲基转移酶和限制性内切酶构

成，可以保护细菌和古细菌免受外来 DNA 的
入侵，从而保持宿主细胞基因组的完整性[58]。

R-M 系统分为四类( ～ )，当未甲基化的噬菌

体 DNA 进入具有 R-M 系统的细胞时，它可以

被限制性内切酶识别并迅速降解，或被细菌甲基

化酶甲基化以避免限制性内切，导致启动噬菌体

溶解周期。噬菌体 DNA 是否降解主要取决于这

两种酶的处理效率，但是在细菌中内切酶活性比
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其他酶高，因此噬菌体入侵的 DNA 通常会被裂

解[41]。其中，  型系统编码含有 3 个亚基的复杂

蛋白，具有 3 种不同的功能，包括限制性、修饰

和特异性。此外，几乎存在于所有的古细菌中的 
CRISPR-Cas 系统也是部分细菌的适应性免疫。

  (4)流产噬菌体感染

  流产感染是在噬菌体繁殖之前杀死被噬菌体

感染的细胞，从而保全其他细胞不被感染，是

一种利他行为。该系统存在于噬菌体的全生命

周期，可以杀死噬菌体从而降低感染风险，且

与流产过程相关的基因通常存在于前噬菌体的

序列中[59]。Abi 系统包括 AbiA-Z，分别可以干

扰噬菌体基因组复制、RNA 转录、噬菌体外壳

蛋白表达和噬菌体蛋白外壳组装等[60]，如 AbiZ

基因可以通过破坏被感染细胞的细胞膜来诱导

细胞死亡，保护乳酸乳球菌免受噬菌体 phi 31 
的感染[61]。最具特征的 Abi 系统为 Rex 系统，

由 lambda 噬菌体表达，包含两个基因 rexA 和 
rexB[62]，该系统可以抑制 T4、T5、T7 噬菌体噬

菌斑的形成[63]。较为常见的一种 Abi 系统是由毒

素-抗毒素(Toxin-Antitoxin，TA)系统介导的[64]，

此系统由两个共表达基因组成，分别编码毒素和

抗毒素，二者通过拮抗作用对细菌生长状态进行

调节。另外，大肠杆菌中还有两个 Abi 系统，分

别是 Lit 编码细胞死亡肽酶[65]和反密码子核酸酶

(PrrC)[66]通过抑制翻译机制终止噬菌体感染。

3.2.2 应对噬菌体感染耐受性策略

  以噬菌体作为抗菌素的噬菌体疗法正在兴

起，可以从侧面解决细菌耐药性的问题，但在噬

菌体与细菌的军备竞赛中，细菌发展出一系列抵

御噬菌体感染的防御策略，同时噬菌体也进化出

不同的机制对抗细菌的先天免疫或适应性免疫。

本节主要介绍噬菌体产生的抗耐受性机制并分析

利用合成生物学解决噬菌体耐受性的可能方案。

  (1)针对受体

  通过改造存在于噬菌体尾部的受体结合蛋

白来改变噬菌体与细菌结合能力、宿主范围、

感染效率等。Zeng 和 Salmond[67]对噬菌体受体

蛋白 EcLamB 进行研究并将编码该蛋白的质粒 
pMUT13 转导到不同肠杆菌属中，结果发现可以

扩大该类噬菌体的宿主范围。Dunne 等[68]解析

了李斯特菌(Listeria)噬菌体 PSA 受体结合蛋白

(Retinol Binding Proteins，RBPs)的晶体结构，

结合合成生物学和结构导向的方法改变受体蛋白

特异性。由于 RBPs 是决定噬菌体宿主范围的关

键性因素，因此通过改造 PSA，能够将毒性较弱

且宿主范围较小的噬菌体改造成毒性较强且宿主

范围明确、特异性强的噬菌体。该研究通过确定

噬菌体 PSA 的 RBPs 为 gp15，诱变获得随机序

列的 RBPs 构建合成 RBPs 库，筛选宿主范围改

变的噬菌体突变体，将上述特征整合成一个广谱

性合成噬菌体。此外，该研究利用 PSA 衍生物

(PSA DLCR ply511)[69]发现 3 种途径可以拓宽噬

菌体宿主范围的方法。第一种是基于 RBPs 定向

突变，通过易错 PCR(epPCR)靶向诱导，构建合

成 RBPs 基因文库，发现了 6 个单点突变的噬菌体

菌株(S302R、I306K、I306R、A332V、S334R 和 
S354T)可以扩大宿主范围。第二种是合并两种不

同 RBPs 的嵌合 PSA 具有扩大宿主范围的特点，获

得一种通过参与多个 RBPs 识别多个受体表位的噬

菌体；通过构建合成噬菌体，使其能够同时编码

野生型和突变型 gp15，表达蛋白嵌合物。第三种

是以结构和序列引导设计嵌合 RBPs 获得 PSA 衍
生物，生成 5 个具有嵌合 RBP 的合成噬菌体，将

宿主范围从 SV 4b 扩展到 SV 4a、SV 4b、SV 4d。
  构建尾丝蛋白突变库。例如，Citorik 等[70]

在对 T7 噬菌体拓宽宿主范围的早期研究中利用

杂交方式，通过交换两种噬菌体之间的 C 端结构

域来交换宿主范围，其中不同的尾丝蛋白使噬菌

体能够识别不同的宿主，组装出具有不同噬菌体

尾部的杂交 T7 噬菌体衣壳[19]；Yosef 等[71]设计

质粒编码 15 种不同噬菌体的尾部基因，通过构
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建 T7 噬菌体杂交颗粒，实现 T7 噬菌体 DNA 可
以导入多种宿主细胞中。但上述研究无法应对细

菌耐噬菌体范围的快速变化，因此 Yehl 等[72]通

过构建 107 容量的噬菌体尾丝蛋白结构突变库，

对噬菌体尾丝蛋白诱变改造噬菌体宿主范围并

抑制细菌耐药性，如图 2 所示。该研究主要改

造 T3 噬菌体，对其尾丝蛋白中决定宿主范围的

区域 HRDRs 进行基因工程改造，类似抗体特异

性工程，通过定点突变、高通量测序技术，用 
NNK 密码子替换编码氨基酸环路的密码子，在

对尾部的蛋白质结构影响最小的情况下对特定的

表位结合区域产生大量突变体，筛选宿主范围改

变的合成噬菌体，缓解细菌的噬菌体感染耐受。

结果显示，改造后的噬菌体不仅能杀死特定的不

同大肠杆菌菌株，还能杀死已对噬菌体产生抗性

的细菌[72]。

  改造受体使其特异性识别胞外聚合物。一些

噬菌体还进化出能特异性识别甚至降解细胞外聚

合物的机制，从而阻止细菌对噬菌体产生耐受

性。多糖降解酶可分为水解酶和裂解酶两类。其

中，水解酶可以切断糖苷键上的糖基-氧键，裂

解酶可以切断单糖和糖醛酸 C4 之间的键并在糖

醛酸 C4 和 C5 之间引入一个双键。例如，化脓

性链球菌(Streptococcus pyogenes)噬菌体 H4489A 
编码的透明质酸裂解酶可以特异性切割乙酰透明

质酸，从而使噬菌体进入宿主细胞[73]；通过在噬

菌体中引入具有多糖降解酶功能的基因特异性降

解胞外聚合物，使噬菌体进入宿主细胞。

  (2)针对限制修饰系统

  为应对限制修饰(R-M)系统，噬菌体进化出

几种逃逸策略克服细菌 R-M 系统对噬菌体 DNA 
的干扰，分别是通过点突变使噬菌体缺失内切酶

识别位点[74]、宿主或自身对基因进行甲基化、

获得同源甲基化酶基因、模仿噬菌体 DNA 刺激

修饰酶等方式，产生降解 R-M 辅助因子、抑制

修饰酶等作用，从而保护噬菌体 DNA 等。对

图 2 利用噬菌体尾丝蛋白诱变技术改造噬菌体宿主范围

Fig. 2 Engineering the range of phage hosts via tail fiber mutagenesis 
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于甲基化作用，如 T7 噬菌体的 Ocr 蛋白模仿噬

菌体 DNA 并阻碍甲基化酶和限制性核酸内切酶

结合，从而抑制其活性[75]。对于抑制修饰酶作

用，ArdC 是一种 I-R-M 型系统特异性的抗限制

蛋白，IncB 质粒 R16 的 ArdA 可以选择性地抑制 
EcoKI 的修饰酶活性，在接合过程中保护进入的 
T 链[76]。对于点突变，在芽孢杆菌中，用基因组

中的胸腺嘧啶取代尿嘧啶或羟甲基尿嘧啶可防止

噬菌体识别和裂解含有胸腺嘧啶的位点[77]。因

此，根据上述合理推测，通过对限制性核酸内切

酶识别位点进行人工突变可以使噬菌体抵御部分

细菌的耐受性。

  (3)针对 CRISPR 系统

  早前，研究者认为噬菌体逃脱 CRISPR-Cas 
系统介导的唯一机制是通过诱导随机点突变，对

原间隔区或 PAM 序列突变，使 crRNA 和靶 DNA 
无法配对从而致使侵入噬菌体的 CRISPR-Cas 
系统失活。但是单靠突变无法使噬菌体长期存

活。噬菌体也可以通过修饰碱基来逃避 CRISPR-
Cas 系统靶向，如羟甲基胞嘧啶(Hydroxymethyl 
Cytosine HMC)及其糖基化形式可以保护 T4 噬菌

体免受 CRISPR 系统的免疫[78]。直到 2013 年，在

铜绿假单胞菌噬菌体中首次发现了 5 个编码不同 
Anti-CRISPR 蛋白的基因可以干扰宿主 CRISPR-
Cas 系统[79]。因此，向某细菌 CRISPR-Cas 系统靶

向的噬菌体基因组中添加 Anti-CRISPR 可以使该

噬菌体避免适应性免疫反应；噬菌体自身可以编

码蛋白抑制剂以抵御 CRISPR-Cas 系统，如霍乱

弧菌(Vibrio cholerae)血清群 O1 中 ICP1 噬菌体

编码的 CRISPR-Cas 系统可用来对抗宿主中的抑

制噬菌体感染的染色体岛，在没有这种靶向的情

况下，噬菌体编码的 CRISPR-Cas 系统可以获得

新的间隔区，确保有效靶向染色体岛，恢复噬菌

体复制[80]。因此，定向插入 Anti-CRISPR 能够使

噬菌体逃脱细菌适应性免疫反应所造成的噬菌体

耐受性。

  (4)针对 Abi 系统

  噬菌体可以改变与编码 Abi 系统相关的基因

来阻止该系统的激活，通过对特定基因定点突

变或产生编码抗毒素的分子抵消毒素活性，从而

逃避 Abi 系统。Abi 系统可分为 AbiD1、AbiK、

AbiV、AbiT 和 AbiQ 等。其中，乳球菌噬菌体

中不同基因的突变可以规避 Abi 系统。有研究表

明逃避 AbiK 系统可以利用 P2 ORF35-Sak3 诱导

编码 Sak 基因的随机突变来进行[81]；在大肠杆菌

噬菌体 T4rII 中，突变 motA 可以使噬菌体避免 
Rex 介导的排斥[82]；突变 T4 噬菌体编码肽 Gol 
的基因阻止 Abi 系统的激活[65]。编码抗毒素分

子的例子有：大肠杆菌 O157:H7 中携带两个开

放阅读框(ORF)分别是 lsoA(ORF1) 编码毒素、

lsoB(ORF2) 编码抗毒素，其与大肠杆菌 K-12 
编码毒素-抗毒素系统的 RnlA 和 RnlB 具有同源

性。研究发现，T4 噬菌体中的 Dmd 通过直接相

互作用抑制 RnlA 和 LsoA 的毒性，从而阻止 Abi 
系统的激活[83]。根据上述研究合理推测，可以通

过对编码 Abi 系统的基因以及编码 TA 系统的基

因进行定点突变，从而使噬菌体逃逸。

  综上所述，可以利用合成生物学手段，定向

突变获得受体蛋白模块获取 RBP 基因文库、对

尾部结构组件进行模块交换、构建尾部组件突

变库、利用基因工程设计结构模块、构建 Anti-
CRISPR 系统、定向改造功能基因模块，对现有

或不存在的生物组件及系统进行重新设计改造，

从而对随机突变等常规技术无法解决的问题进行

补充完善。此外，需要特别注意的是，针对细菌

受体的改造可以选择保守细菌外膜蛋白作为受

体，这样的受体较难发生突变，因此不容易形

成耐受。

4 噬菌体的合成生物学与生物安全

  合成生物学主要面临生物恐怖袭击、公众健
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康、实验安全等几个方面的问题与挑战[84]。公众

对合成基因组的担忧主要来源于产生高致病性、

强传染性的病毒会对健康带来威胁。

  因为噬菌体仅特异性感染细菌，所以合成噬

菌体无需考虑伦理安全以及其他合成基因组学带来

的风险，通过噬菌体的简单模型能够帮助人类更

好地理解合成生物学的机制，并且噬菌体在生态环

境、病原体疾病鉴定治疗等方面具有广阔的发展

前景。但是，噬菌体利用其生物学特性可以包装

细菌、导入毒性基因和耐药基因等，增强细菌的致

命性和耐药性[85]，而且其对生态环境也有较大影

响，如果合成噬菌体意外泄漏，感染其宿主细菌，

则有可能会打破整个菌落的生态平衡[86]。因此，

噬菌体可能会成为潜在的生物恐怖剂。噬菌体携带

未知功能蛋白或毒性蛋白，其中溶源性噬菌体利用

其生物学特性可以作为生物武器，将致命的毒性基

因整合到宿主细胞的染色体上，使不致命性细菌产

生致命性。例如，2011 年 5 月，强毒性的大肠杆菌 
O104:H4 在德国引起溶血性尿毒症和腹泻的暴发，

至今已有 810 例该综合征和 39 例死亡，经过调查

发现该致病性细菌是通过获得含有志贺毒素的溶原

性噬菌体而产生致病性[87]；由于以霍乱弧菌(Vibrio 
cholerae)为宿主的溶原性噬菌体 CTXΦ 含有毒性基

因 ctxABT，导致霍乱弧菌产生致病性，可引起食物

中毒[88]。在生物恐怖袭击中，若将此类噬菌体分

散在适当的环境下，其产生的高致病性细菌能被很

好地隐藏起来，难以预防、检测、控制以及溯源。

因此，需要对合成噬菌体制定严格的法律法规，从

而规避由合成噬菌体引发的生物安全问题。

5 总结和展望

  本文主要讨论针对噬菌体的合成技术、合成

应用及生物安全，并根据合成生物学的相关研究

重点论述合成噬菌体在应对细菌耐受性的机制及

策略，并分析其运用与解决细菌耐受性的可行

性。结合现有研究可考虑利用合成生物学方法开

发噬菌体基因模块、构建基因调控开关、对编码

噬菌体尾丝蛋白及细菌受体蛋白相关元件进行改

造，从而快速应对细菌进化产生的适应性免疫，

为抗生素治疗及噬菌体治疗提供新思路。

  近年来，由于抗生素药物的滥用，耐药菌

大量出现，这不仅使细菌感染性疾病治疗效果

下降，还会增加新药研发的成本和时间。噬菌

体既能杀死对抗生素敏感的细菌，也能杀死对

抗生素有耐药性的细菌，因此，可引入噬菌体

来解决耐药性的问题。但随之而来也面临着一

些潜在的问题及挑战：第一，大多数噬菌体基

因组大小受衣壳容量的影响，限制了基因组片

段的替换和修饰[89]；第二，噬菌体基因组或组

织结构发生任何变化都可能对噬菌体的感染性或

生长能力产生负面影响；第三，自然环境中尚未

发现一种噬菌体具有理想治疗剂所具备的所有特

性。最重要的是，细菌进化产生对噬菌体的耐受

性会导致噬菌体感染失效。而合成生物学的快速

发展给这些难题带来了新的解决方法，可以对已

知性质的噬菌体进行靶向基因修饰，从而快速获

得符合要求的噬菌体，通过基因工程扩大噬菌

体宿主范围主要是针对编码 RBP 的基因进行改

造。Dedrick 等[90]利用基因工程和正向遗传学的

方法开发了噬菌体衍生物，有效地杀死感染的 
M. abscessus 菌株，从而治愈一位 15 岁患者。还

可以通过改变宿主细菌胞外聚合物或受体相互作

用来影响噬菌体 DNA 注入宿主细胞的能力。此

外，利用噬菌体 Anti-restriction 和 Anti-CRISPR 
机制可以解决细菌耐噬菌体的问题。未来，可利

用合成生物学的方法和技术改造噬菌体，再将改

造后的噬菌体和抗菌类药物联合使用，使细菌恢

复对抗生素的敏感性，达到更好的治疗效果。工

程噬菌体不仅可以用于解决细菌耐受性问题，还

可以用于原位修饰人类微生物群，以减轻某些细

菌疾病和代谢、免疫或精神障碍的症状[91]。
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