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  [摘 要] 噬菌体因其特异性识别并裂解细菌的能力,在细菌感染的诊断与治疗中展现出巨大的潜力。
在临床检测领域,基于噬菌体裂解、识别及载体特性构建的细菌感染辅助检测技术,显著提升了检测灵敏度,成

功突破了传统检测方法长期面临的瓶颈;在临床治疗领域,裂解性噬菌体通过靶向裂解目标菌在耐药菌感染的

临床治疗案例中取得了显著疗效。随着多重耐药菌感染对全球公共卫生状况威胁的加剧,未来噬菌体在细菌

感染防控中有望发挥更大作用。该文就噬菌体在细菌感染性疾病临床诊疗应用方面的研究进展进行综述。
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[Abstract] Bacteriophages

 

have
 

shown
 

great
 

potential
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

bacterial
 

infec-
tions

 

due
 

to
 

their
 

specific
 

ability
 

to
 

recognize
 

and
 

lyse
 

bacteria.In
 

the
 

field
 

of
 

clinical
 

testing,the
 

bacterial
 

in-
fection-assisted

 

detection
 

technology
 

constructed
 

based
 

on
 

phage
 

lysis,recognition
 

and
 

carrier
 

characteristics
 

has
 

significantly
 

enhanced
 

the
 

detection
 

sensitivity
 

and
 

successfully
 

broken
 

through
 

the
 

long-standing
 

bottle-
necks

 

faced
 

by
 

traditional
 

detection
 

methods.In
 

the
 

field
 

of
 

clinical
 

treatment,lytic
 

bacteriophages
 

have
 

a-
chieved

 

remarkable
 

therapeutic
 

effects
 

in
 

clinical
 

cases
 

of
 

drug-resistant
 

bacterial
 

infections
 

by
 

targeting
 

and
 

lyzing
 

the
 

target
 

bacteria.With
 

the
 

increasing
 

threat
 

of
 

multi-drug
 

resistant
 

bacterial
 

infections
 

to
 

global
 

pub-
lic

 

health,bacteriophages
 

are
 

expected
 

to
 

play
 

a
 

greater
 

role
 

in
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

bacterial
 

infec-
tions

 

in
 

the
 

future.This
 

article
 

reviews
 

the
 

research
 

progress
 

in
 

the
 

clinical
 

diagnostic
 

and
 

therapeutic
 

applica-
tions

 

of
 

bacteriophages
 

for
 

bacterial
 

infectious
 

diseases.
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  噬菌体是一种对细菌具有特异性杀灭作用的病

毒,1915年和1917年就被科学家先后独立发现[1]。
噬菌体可简单分为温和噬菌体和裂解噬菌体两类,其
中温和噬菌体以其自身基因组的形式整合进宿主基

因组完成复制和传代,不直接导致宿主细菌死亡;裂
解噬菌体则在感染细菌后借助于宿主菌的代谢系统

完成自身的复制和子代噬菌体的组装,并最终通过杀

死宿主菌并释放大量子代噬菌体而开启新一轮的侵

染循环,适合用于细菌感染性疾病的临床治疗[2]。

随着多重耐药菌感染对全球公共卫生事业威胁

的加剧,临床感染样本中病原微生物的快速准确检测

及非抗生素治疗策略的探索,对加速疾病诊断、优化

临床治疗效果并降低社会经济负担至关重要[3-5]。面

对不断强化的临床需求,传统的微生物学检测方法逐

渐暴露出其局限性。传统的基于培养的检测方法虽

为病原微生物检出的金标准,但过程费时且劳动密

集,通常需要至少48
 

h才能得到可靠结果[6]。尽管基

于酶联免疫吸附试验(ELISA)或聚合酶链式反应
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(PCR)等新型分子技术的检测方法较为快速,但其特

异性可能受非目标物种影响,且难以区分活菌和死

菌[7-9]。噬菌体凭借其高度的宿主特异性、来源广泛

且成本低廉等优势在细菌感染检测与治疗领域再次

受到广泛关注[9]。本文将对噬菌体在细菌感染性疾

病的病原学检测及治疗方面的应用进展进行综述。
1 噬菌体针对细菌的分子作用机制

  噬菌体作为辅助检测手段的作用机制主要与其

受体结合蛋白有关,噬菌体通过其尾部的受体结合蛋

白(RBPs)识别宿主细菌,例如介导吸附和注射的尾

纤维蛋白(TFP)和尾部刺突蛋白(TSP)[10]。RBPs因

其高灵敏度、高特异性、高稳定性和结构紧凑易于通

过重组方法获得等特点,而具备理想的分子识别特

性,能够有效抵抗非靶细菌的干扰[11]。基于以上特

点,噬菌体得以实现对宿主菌的特异性识别,成为辅

助细菌检测的有效工具。噬菌体作为细菌检测辅助

工具的应用包括2个阶段:从样本中富集或捕获病原

体,以及利用其对宿主的特异性结合识别病原体[12]。
在治疗方面,噬菌体疗法主要应用裂解性噬菌

体。裂解性噬菌体具有对宿主菌的特异性裂解活性、
能在宿主细菌及生物膜内快速自我复制,迅速实现高

种群密度并产生降解生物膜基质的酶,从而增强对生

物膜清除作用的三大特点。裂解性噬菌体早在抗生

素大范围应用之前就已被用于治疗细菌感染,虽后续

相关研究一度退出大众视野,但随着全球范围内多重

耐药菌的迅速增加,各界重新燃起了对噬菌体临床抗

感染应用的兴趣[13-16]。
2 以噬菌体为基础的细菌检测手段

2.1 基于噬菌体裂解特性的细菌检测方法 裂解性

噬菌体能裂解宿主细菌从而释放子代噬菌体及细胞

内容物。通过检测这些释放的细胞成分如三磷酸腺

苷(ATP)、腺苷酸激酶(AK)、辛酸酯酶和β-半乳糖苷

酶等,或通过检测子代噬菌体作为标志物,从而实现

对细菌的检测[17]。
ZHANG等[18]利用辛酸酯酶作为标志物检测沙

门菌。辛酸酯酶可水解辛酸酯生成水杨酸酯,通过荧

光法检测噬菌体LPSE1裂解沙门菌后释放的辛酸酯

酶实现对沙门菌的检测,该方法的检测限可低至6
 

CFU/mL。YOU等[19]则采用 ATP作为标志物,开
发了铂纳米颗粒修饰的噬菌体纳米酶系统,用于高灵

敏地检测鼠伤寒沙门菌。该纳米酶能催化过氧化氢

的分解,生成氧压信号并促进噬菌体对细菌的裂解,
从而释放出ATP作为检测靶标。面对低拷贝目标菌

的情况,传统技术的灵敏度易受到外界条件的影响。
在这种情况下,以大量子代噬菌体作为标志物的噬菌

体扩增试验(PAA)能利用特异性噬菌体感染目标细

菌,完成生命周期释放大量子代噬菌体,以实现信号

放大功能,并最终获得更高的检测灵敏度。以此技术

为基础,LAMAS等[20]提出了一种结合噬菌体扩增和

环介导等温扩增技术的检测方法,利用特异性噬菌体

PVP-SE2感染肠炎沙门菌并引发增殖反应,通过环介

导等温扩增实现特异性检测。但PAA法也存在一些

限制:(1)要求使用裂解性噬菌体而非温和噬菌体;
(2)如宿主基因组已整合原噬菌体,则难以产生子代

噬菌体;(3)宿主细菌可能通过CRISPR-Cas系统等

机制对抗噬菌体[21]。
2.2 基于噬菌体特异性识别的细菌检测方法 生物

传感器是一种分析设备,主要用于检测分析物并处理

和生成可测量的信号。典型的生物传感器由生物识

别元件、传感器和电子系统组成,能够识别底物的生

物信号并进行处理和放大转化为成比例的数字电子

信号[22]。由于噬菌体对宿主菌的高度特异性、强环境

适应性、能区分活细胞和死细胞的特性,噬菌体可以

作为生物识别元件开发出高选择性和灵敏性的细菌

检测方法[23]。MENG等[24]提出了一种由 M13噬菌

体介导的荧光共振能量转移(FRET)平台,用于高灵

敏度检测大肠杆菌 O157:H7。通过将 O157:H7特

异性肽展示在 M13噬菌体的P3蛋白上,并在噬菌体

P8蛋白上展示链霉亲和素结合肽构建噬菌体检测探

针,与标记有FRET供体和FRET受体的链霉亲和素

结合,成 功 构 建 FRET 探 针。随 后,使 用 包 被 有

O157:H7适配体的磁性微球捕获样本中的目标细

菌,并结合FRET探针,通过荧光测量或色度变化检

测FRET信号实现对大肠杆菌的检测。该法除了应

用于医疗诊断领域外还适用于食品安全、环境检测等

领域,体现了基于噬菌体的细菌检测法的应用范围

广泛。
2.3 基于噬菌体报告特性的细菌检测方法 基因工

程噬菌体相比天然噬菌体在抗菌特性、宿主范围、免
疫原性上都有所改变,常用于检测、治疗、免疫等多个

方面[25]。近年来,因其具有高特异性和灵敏性,荧光

标记噬菌体、报告基因标记噬菌体等新型基因工程噬

菌体已成为细菌检测的前沿技术。
2.3.1 基于荧光标记噬菌体的细菌检测方法 荧光

标记噬菌体的基本原理是利用噬菌体对宿主细菌的

特异性感染,使荧光染料或探针标记的噬菌体特异性

吸附并侵入目标细菌,并在细菌内或表面产生荧光信

号。这些信号可通过荧光显微镜或其他检测设备捕

捉完成快速检测。该方法实现了对细菌的实时、原位

监控,如荧光原位杂交可监测噬菌体感染过程。双色

荧光显微镜可同时标记宿主细菌和噬菌体颗粒,观察

其 吸 附、复 制 及 释 放 等 不 同 感 染 阶 段[26-27]。
ZBOROWSKY[28]利用表达纳米荧光素酶 NanoLuc
的工程噬菌体LUZ19来检测与铜绿假单胞菌裂解相

关的信号,并分别在4种铜绿假单胞菌菌株中使用

nanoLUZ19,同时在群体层面和单细胞层面研究了噬

菌体感染。通过加入荧光素酶底物,可以检测到工程

噬菌体感染铜绿假单胞菌过程中产生的生物发光信
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号,其中荧光显微镜用于观察单细胞水平的感染事

件,微孔板读数器用于群体水平的感染动力学分析。
与传统方法相比,荧光标记噬菌体具有较快的检测速

度和较高的特异性,尤其适用于低丰度病原菌的早期

诊断。
2.3.2 基于报告基因噬菌体的细菌检测方法 报告

基因噬菌体感染目标细菌后,能借助强启动子驱动报

告基因表达,迅速在宿主细胞内生成大量可检测的信

号分子。加入特定底物后,这些信号分子会产生显

色、荧光或化学发光反应,使得检测实时进行,具有较

高灵敏度和反应速度[29]。WISUTHIPHAET等[30]

开发了一种基于噬菌体 T7-ALP的快速检测方法。
通过将碱性磷酸酶(ALP)基因插入噬菌体基因组,使
噬菌体感染宿主后过表达 ALP,再利用荧光底物

ELF-97生成沉淀型荧光产物,最终通过荧光显微成

像实现单细胞水平检测。CHEN等[31]则设计了基于

β-半乳糖苷酶(β-gal)报告基因标记噬菌体的细菌检测

系统。通过将lacZ操纵子插入T7噬菌体基因组,构
建T7lacZ噬菌体,使其感染宿主后过表达β-gal,并利

用荧光底物4-甲基伞形酮β-D-吡喃半乳糖苷反应生

成荧光产物。报告基因噬菌体将报告基因整合进噬

菌体基因组,不仅实现了目标细菌的特异性感染,还
能通过宿主细胞的转录和翻译机制开展检测工作,借
助放大信号提高检测的灵敏度。
2.4 噬菌体与其他技术结合的细菌检测方法 基于

噬菌体的细菌检测方法还能将噬菌体和其他新技术

结合,如基因组学等。其中,宏基因组测序(mNGS)
是一种新的能与噬菌体联合进行细菌检测的技术。
理论上mNGS是一种无偏倚的检测技术,能够对样

本中所有微生物的遗传物质进行测序,涵盖样本中可

培养和不可培养微生物的基因片段[32]。与传统的培

养及生化检测方法相比,mNGS不依赖培养、检测时

间短,克服了传统方法无法检测若干目前尚无法成功

培养的病原微生物以及培养过程耗时长的局限性。
近年来,mNGS已广泛应用于感染性疾病的诊断[33]。
然而,在感染的血液样本中,由于菌群载量较低及大

量宿主背景的干扰,感染性疾病的诊断仍面临挑战。
为解决这一问题,研究人员通过分析样本中的噬菌体

序列来优化诊断结果,提供了新的诊断依据[34-36]。
HADDOCK[36]通过mNGS技术对斯坦福大学急

诊科的败血症患者及健康对照组的血浆样本进行测

序,分析样本中噬菌体的种类和数量与常见脓毒症病

原体的关联。研究发现,脓毒症患者的病原体特异性

噬菌体多样性明显高于健康对照组,这为通过噬菌体

序列识别细菌感染提供了新的思路。此外,HAD-
DOCK等[36]认为噬菌体的多样性还可用于区分感染

和定植。数据显示,金黄色葡萄球菌特异性噬菌体在

脓毒症患者样本中的多样性显著增加,而凝固酶阴性

葡萄球菌特异性噬菌体未表现出此特征,说明噬菌体

在面对真正的感染菌时表现出不同的增殖特性,将来

有可能在辅助临床区分真正的感染病原菌和定植菌

方面发挥作用。
3 噬菌体疗法现状及面临的问题

  在过去几年中,噬菌体在一部分个案感染患者的

治疗方面也取得了一些值得关注的进展[2]。DOUB
等[37]对1例由耐药肺炎克雷伯菌引起的复发性肩关

节假体感染的70岁男性患者采用了噬菌体疗法。该

患者在术后长期使用厄他培南等碳青霉烯类抗生素

和多次手术清创等传统抗感染疗法失败后,接受了实

验性噬菌体疗法。通过关节内序贯注射及短期静脉

输注给药,虽然在患者术后6个月的关节腔液样本中

仍培养出细菌,但患者已无临床症状且炎症指标正

常,后续随访14个月也未复发。该案例成功展示了

噬菌体疗法在治疗细菌感染性疾病中的潜力。
尽管噬菌体疗法在临床治疗方面已取得一定成

效,然而,该疗法目前仍面临诸多棘手问题。最常见

的,如多次暴露于治疗噬菌体的宿主细菌会对其产生

耐药性。为规避细菌对噬菌体产生耐药性,已有研究

显示,可采取不同种类噬菌体联用或噬菌体与抗生素

联用的方式,以减缓细菌耐药性产生的速度[38-39]。
DOUB等[40]在后续的临床试验中,针对创伤后左膝

关节假体周围感染的患者采用了噬菌体-抗生素联合

疗法。该患者因多处骨折进行骨科内固定术后并发

了混合微生物感染。在传统抗菌方案失败后,DOUB
团队采用个性化噬菌体疗法:通过分离特异性裂解噬

菌体EF
 

phage
 

1进行关节内注射和静脉输注序贯给

药,联合抗生素(氨苄西林、达托霉素)进行治疗。术

后对患者进行了长达24个月的随访,在此期间,患者

假体周围感染未复发。然而,患者后期却因遭遇其他

部位感染而进行截肢处理。该案例提示噬菌体可能

通过降低细菌毒力或形成动态平衡的方式实现感染

的临床缓解,但并非完全根除感染。另外,也有证据

显示噬菌体-抗生素联合疗法在治疗伤口的慢性感染

的随机对照试验及铜绿假单胞菌引起的左心室辅助

装置感染等方面有效[41-42]。通过提前对靶向细菌的

噬菌体进行修饰,或许也可实现扩大宿主谱和减缓噬

菌体耐药性产生的效果[25]。
另外,如何提前识别针对更多靶细菌的天然噬菌

体、制备大型噬菌体库、实现高通量筛选为噬菌体的

联用提供支持,也是亟须解决的难题。噬菌体疗法如

要在临床大规模应用,则需制定严格的制备标准,亦
会产生更高的财务成本,也必将受到更 加 严 格 的

监管[43]。
4 小  结

  本文综述了噬菌体在细菌感染性疾病相关辅助

检测及治疗领域的研究进展,特别是在快速、高效和

特异病原微生物识别与检测方面的潜力。现有研究

表明,基于噬菌体的检测方法能在短时间内实现常见
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病原微生物的定量和定性检测。相对于传统病原微

生物检测技术显著提高效率,降低时间和劳动成本。
在与其他生物技术结合时,噬菌体还可增强检测的灵

敏度和特异性。噬菌体疗法在个案水平上进行应用

并取得了一定进展,在细菌治疗方面展现出潜力,也
为寻找抗生素替代疗法提供了一种可能。然而噬菌

体的临床应用仍面临一些问题,在检测方面现有检测

平台需进一步优化以适应复杂临床环境,在治疗方面

靶细菌对噬菌体耐药性的产生以及人体免疫系统的

参与等挑战也需克服。未来,随着分子生物学、纳米

技术和人工智能的发展,噬菌体有望在体外诊断和精

准医疗等领域得到更广泛应用。
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