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摘　要 ：抗生素的过度使用导致细菌耐药性问题日益严重，而噬菌体疗法作为一种潜在的替代方案受到广

泛关注。临床研究表明，噬菌体疗法对多重耐药菌感染具有显著疗效，尤其在噬菌体鸡尾酒疗法和噬菌体 -
抗生素联合治疗中表现出色。然而，噬菌体疗法仍面临诸多挑战，包括天然噬菌体狭窄的宿主谱和快速进

化的病原菌免疫系统等。通过对噬菌体基因组进行改造，扩大噬菌体的宿主范围，增强裂解能力，能够提

高噬菌体治疗效果，这也促进了噬菌体基因工程技术的发展。此外，靶向药物递送等前沿领域也为抗菌治

疗提供了新的思路。
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Current developments and future trends in phage therapy
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Abstract: Antimicrobial resistance due to antibiotic overuse is a growing crisis, consequently, one of the 
alternatives, bacteriophage therapy, has drawn wide concern. Clinical studies indicate its effectiveness against 
multidrug-resistant bacterial infections, especially when multiple phages or phage-antibiotic combinations were 
used as therapeutic agents. However, phage therapy faces several challenges, including the narrow host spectrum of 
natural phage and the rapidly evolved immune system of pathogenic bacteria. Increasing phage therapeutic 
efficiency by broadening its host range and enhancing the lysis capability has driven the developments of phage 
genetic engineering technology. Additionally, other advanced research related to phage therapy, like targeted 
delivery of phage, provides new insights into treating bacterial infections.
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噬菌体是一类特异感染细菌的病毒，其结构简

单，主要由核酸和蛋白质外壳组成。根据其对宿主

菌的侵染方式不同，分为烈性噬菌体和温和噬菌体

两种。烈性噬菌体感染细菌后，会在短时间内完成

裂解周期，并导致宿主细胞死亡；温和噬菌体则可

将其 DNA 整合到宿主细胞的基因组中，并随宿主

复制而稳定遗传。噬菌体能够侵染并裂解细菌细胞，

因此可以作为一种潜在的抗菌药物。1917年，D'Herelle
首次提出了噬菌体的概念，随后将其应用于感染性

疾病的预防 [1]。20 世纪 30 年代，苏联等国家开展

了大量噬菌体疗法的临床尝试 [2]。然而，随着抗生

素的发现和广泛应用，噬菌体疗法在西方国家长期

被忽视，研究进展缓慢 [1, 2]。

抗生素在医疗及农牧业的滥用促使细菌产生抗

生素耐药性 [3]。这些抗生素耐药基因通过质粒等可

移动遗传元件 (MGEs) 在细菌间传播与流行，严重

影响抗生素的治疗效果 [4]。耐药性细菌感染已成为

全球公共卫生的重大挑战。2019 年，全球约有 127
万人直接死于耐药菌感染，约 495 万人的死亡与耐

药菌感染间接相关，显著增加了社会医疗成本 [5]。

2020 年，世界卫生组织将抗微生物药物耐药性列为

十大公共卫生威胁之一 [6]。为应对“后抗生素时代”

的到来，迫切需要开发替代性抗菌策略，以对抗日

益严重的耐药菌感染 [7]。近年来，噬菌体疗法重新

受到关注。

本文将从临床应用和噬菌体改造方法两方面综

述噬菌体疗法的最新进展，探讨其优势与挑战，并

介绍若干前沿研究方向。

1　噬菌体抗菌效果显著

1.1　噬菌体高特异性及低免疫原性确保临床使用安全

噬菌体感染细菌的过程具有高度特异性。其尾

部的受体结合蛋白能够特异性识别并结合宿主细菌

表面的蛋白质或多糖等生物大分子，精准靶向目标

菌株，从而侵染宿主细菌并导致其裂解和死亡 [8]。

这种高度特异性是噬菌体疗法的显著优势，可以减

少对人体细胞及正常共生菌群的破坏，降低继发性

感染风险，显示出良好的临床安全性。

噬菌体对人体具有低免疫原性，其自身产物对

人体影响较小，不会引发强烈的免疫反应或炎症反

应 [9, 10]。Pirnay 等 [9] 研究指出，尽管部分患者在接

受噬菌体疗法后血清样本中出现了免疫中和噬菌体

的抗体，但其中的大多数患者仍能清除细菌感染，

且无人出现明显不良反应。目前，噬菌体疗法在治

疗和预防抗生素耐药性细菌感染等领域展现出巨大

潜力，有望得到广泛应用。

1.2　噬菌体鸡尾酒疗法有效清除细菌感染

多噬菌体联合应用的鸡尾酒疗法对细菌感染具

有更好的治疗效果
[11, 12]。Hesse 等 [11] 研究表明，在

小鼠模型中，相较于单一噬菌体治疗，噬菌体鸡尾

酒疗法可以更有效地应对多重耐药 (MDR) 肺炎克

雷伯菌 (Klebsiella pneumoniae) 的感染，并显著降低

致病菌产生噬菌体抗性的概率。2019 年，Dedrick
等

[12] 利用噬菌体鸡尾酒治愈了一例肺部感染耐药

性脓肿分枝杆菌 (Mycobacterium abscessus) 的患者。

噬菌体鸡尾酒能够扩展宿主范围和减缓细菌抗性发

展，为对抗复杂细菌感染提供了有力手段。
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1.3　噬菌体与抗生素联合使用限制细菌耐药性

发展

噬菌体和抗生素能够协同限制细菌耐药性发

展，具有较高的可行性和有效性 [13]。在对鲍曼不动

杆菌 (Acinetobacter baumannii) 的研究中发现，噬菌

体侵染抗生素耐药菌株的能力显著高于抗生素敏感

菌株 [14]。而细菌产生噬菌体抗性的过程通常伴随

对部分抗生素敏感性的恢复 [15]。Gordillo Altamirano
等 [15] 发现，产生噬菌体耐受性的菌株恢复了对 β-
内酰胺类抗生素的敏感性。这些研究结果为噬菌体

与抗生素联合应用提供了理论依据。噬菌体 - 抗生

素联合疗法克服了噬菌体疗法起效缓慢的缺点，并

且能够有效限制细菌的耐药性发展与传播 [13]。

1.4　近年噬菌体疗法的有效案例

近十年来，噬菌体疗法在多重耐药菌感染治疗

领域取得显著进展，受到科学界广泛关注。2015 年，

美国加州大学圣地亚哥分校的 Tom Patterson 教授感

染了多重耐药鲍曼不动杆菌，多种抗生素治疗均显

示无效 [16]。在其妻子及全球噬菌体专家的协助下，

他成为美国首例接受噬菌体静脉注射治疗的患者，

成功治愈了原本危及生命的耐药菌感染 [16]。2019年，

Tom Patterson 教授夫妇出版了回忆录《The Perfect 
Predator: A Scientist’s Race to Save Her Husband from 
a Deadly Superbug》，旨在纪念与宣传噬菌体疗法的

关键作用，并推动其发展，以助力更多受多重耐药

菌威胁的患者 [17]。

多个案例显示了噬菌体疗法在多重耐药菌感染

中的有效性，如 Rao 等 [18] 和 Qu 等 [19] 分别通过静

脉注射与雾化吸入噬菌体成功治疗重症呼吸道及肺

部感染鲍曼不动杆菌的患者。噬菌体疗法也被用于

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus)、粪肠球菌

(Enterococcus faecalis)和铜绿假单胞菌 (Pseudomonas 
aeruginosa) 等耐药菌株感染 ( 见表 1)，其中大部分

案例治疗效果良好。据美国 ClinicalTrails.gov 网站

记录，截至 2025 年 6 月，全球已有 54 项相关临床

试验在研或完成，其中 4 项进入 Ⅲ 期临床，多采

用静脉注射、雾化、口服等给药途径
[20]。

我国也在积极推进相关研究。2023 年发布的

《噬菌体治疗中国专家建议》为噬菌体疗法在国内

的规范化研究提供了指导意见 [37]。2025 年，深圳

第三人民医院联合华大研究院报道了噬菌体成功治

愈多重耐药黏质沙雷菌 (Serratia marcescens) 感染

的首个案例，验证了噬菌体疗法的安全性和可行性 [38]。

2　噬菌体疗法的临床应用瓶颈

2.1　有限的噬菌体资源难以应对致病菌的快速进化

噬菌体对宿主识别的高度特异性限制了其针对

的病原菌范围。这种特异性源于噬菌体受体结合蛋

白对宿主细菌表面受体的识别与结合，是噬菌体侵

染并裂解细菌的前提，导致单一噬菌体通常仅能感

染特定菌种或菌株 [8, 39]。同时，为了对抗噬菌体的

侵染，细菌通过修饰、遮蔽或丢失噬菌体受体分子，

拮抗并逃逸噬菌体的宿主识别机制，进一步压缩噬

菌体的潜在宿主范围 [40]。因此，为了确保噬菌体疗

法的有效性，必须在体外确定其宿主谱，针对不同

的病原菌选择合适的噬菌体 [41]。噬菌体的高度特异

性限制了其宿主范围，使其通常只能针对特定细菌，

难以实现广谱抗菌效果，从而限制了噬菌体在临床

中的应用 [41, 42]。

致病细菌种类的快速增长导致细菌感染病原日

益多样化，给噬菌体疗法带来严峻挑战。Bartlett
等 [43] 研究发现，1980 年后年致病菌的发现速度始

终保持在高水平。在 2011 至 2020 年期间，新发现

的 197 种病原菌占已发现的全部细菌病原体的

13%[43]。不利环境因素 ( 如抗生素、活性氧和高温 )
能够触发 SOS 反应等应激响应机制，从而提高突变

频率并促进水平基因转移，进而加速进化过程 [44, 45]。

致病菌种类增加、新的致病菌不断被发现，导致临

床细菌感染风险随之上升 [46]。因此，为有效应对

多样化细菌感染，需要开发并利用更多种类的噬菌

体资源。

然而，噬菌体的来源主要依赖噬菌体库及自

然环境分离，临床上难以快速获得治疗可用的噬菌

体 [47, 48]。不同噬菌体库缺乏标准化的表征研究记录，

并且伴随新的致病菌的不断发现，这些噬菌体库难

以及时更新 [48]。天然噬菌体需经复杂而耗时的筛选，

难以高效分离具有裂解细菌能力的噬菌体株 [47, 49]。

对于有限的噬菌体来源，通过优化噬菌体库管理和

天然噬菌体筛选技术，有望更高效地从现有资源中

筛选出具有裂解能力的噬菌体株，从而为噬菌体药

物的研发及大规模生产提供支持。

2.2　细菌免疫系统的进化拮抗噬菌体抗菌效果

细菌免疫系统与噬菌体的拮抗作用限制了噬菌

体疗法的治疗效果。尽管大多数噬菌体药物在初期

能够有效侵染并裂解对应的致病菌，但细菌的突变

和水平基因转移能力使其在噬菌体压力下能够快速

进化，获得抵御噬菌体的免疫系统，降低噬菌体药
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表1  常见多重耐药菌的噬菌体疗法临床案例
感染菌株 感染部位 治疗方案 治疗效果 发表时间 引用

革兰氏阳性菌

S. aureus 末节指骨骨髓炎 单一噬菌体，局部注射 溃疡愈合，骨髓炎完全消除，

长期未复发

2018 [21]

S. aureus 慢性鼻窦炎 2种噬菌体及多种抗生

素，三周期注射治疗

细菌被清除，长期内未复发 2022 [22]

S. aureus 慢性细菌性前列腺炎 3种噬菌体，口服及局

部应用

疼痛减轻，细菌被清除，长期

内完全恢复

2021 [23]

S. aureus Netherton综合征 3种噬菌体，口服及局

部应用

皮肤状况改善，细菌显著减少 2017 [24]

S. aureus 坏死性筋膜炎 5种噬菌体，静脉及腹

腔注射、局部应用

左腿坏死截肢，伤口细菌被清

除，并发症恢复

2024 [25]

Enterococcus 
faecalis

慢性粪肠球菌假体关节感染 单一噬菌体，静脉及关

节注射

感染得到控制，长期未复发 2023 [26]

革兰氏阴性菌

K. pneumoniae 尿路感染 5种噬菌体，局部应用 感染恢复，无明显不良反应 2024 [27]
K. pneumoniae 尿路感染 多种噬菌体及多种抗生

素，口服及局部应用

感染恢复，未见复发 2019 [28]

K. pneumoniae 克罗恩病、多部位细菌定植 3周噬菌体治疗，口服

及局部应用

定植被清除，长期未复发 2020 [29]

K. pneumoniae 严重爆炸伤、骨折相关感染 单一噬菌体及多种抗生

素，局部应用

感染得到控制，骨折愈合，未

见复发

2022 [30]

P. aeruginosa 复发性人工膝关节感染 3种噬菌体配合环丙沙

星，静脉及局部注射

膝关节状况正常，无感染复发 2021 [31]

P. aeruginosa 菌血症 BFC1* 噬菌体鸡尾酒，

静脉注射及局部应用

多次复发菌血症，突发心源性

休克死亡

2017 [32]

P. aeruginosa 人工血管移植物感染 3种噬菌体配合抗生素，

静脉注射

复发感染对抗生素敏感，治愈

后无复发

2023 [33]

P. aeruginosa 慢性支气管扩张症 Inducen-Res™诱导性天

然噬菌体鸡尾酒
*，口服

症状消失，无感染复发 2025 [34]

P. aeruginosa 骨折相关感染 BFC 1.10噬菌体鸡尾酒* 

配合抗生素，局部应用

伤口愈合，无局部或全身感染 2022 [35]

E. coli 慢性细菌性前列腺炎 噬菌体鸡尾酒，口服及

局部应用

主要症状消失，长期未复发 2023 [36]

注：*标记为预先制备的非个性化制剂的噬菌体鸡尾酒制剂

物在治疗后期的抗菌效果 [50]。借助转座子、质粒及

噬菌体等 MGEs，细菌免疫系统表达基因可以在种

内或种间传递，促进噬菌体免疫机制在细菌群体中

的扩散 [50-52]。例如，Oliveira 等 [51] 发现在原核生物

基因组中，R-M 系统与小型可移动遗传元件 (sMGEs)
的分布高度相关，能够通过 sMGEs 在细菌间转移。

这种水平基因转移能够使受体细胞获得噬菌体防御

系统的全套基因，并促进系统内有利等位基因组合

的快速形成，推动噬菌体防御机制的传递和进化 [52]。

噬菌体抵抗机制的快速进化能够增强宿主菌的抗噬

菌体能力，削弱噬菌体作为抗菌药物的有效性，是

噬菌体疗法的重要挑战。为了快速消灭致病菌和延

缓噬菌体抗性的发展，临床上通常使用噬菌体鸡尾

酒疗法等策略，并结合噬菌体改造技术，增强噬菌

体抗菌能力，提高噬菌体疗法的治疗效果。

2.3　温和噬菌体促进细菌致病基因的传递

温和噬菌体的溶原 - 裂解周期转换能够介导水

平基因转移，增加细菌的致病性发展风险 [53]。进入

溶原状态的温和噬菌体可整合至宿主基因组形成原

噬菌体 (prophage)，并在特定信号刺激下从宿主基
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因组中切除出来并进入裂解周期 [54]。在切除过程中，

噬菌体可能携带部分宿主基因包装到子代病毒中，

作为可移动遗传元件介导水平基因转移，促进毒力

基因在细菌间传播，增强宿主致病性 [55-58]。Chen
等 [57] 发现在侵染金黄色葡萄球菌的部分温和噬菌

体中存在侧向转导机制，能够将宿主基因组中较大

的片段 ( 数百 kb) 高效转移到其他细菌中。另外，

Ohnishi 等 [58] 通过基因组比较分析发现，大肠杆菌

O157 Sakai 基因组中含有能够编码多种致病性相关

蛋白的原噬菌体，从而引发出血性肠炎和溶血性尿

毒综合征等疾病。这些毒力基因能够随着温和噬菌

体基因组在细菌间传递，提高其他菌株的致病性 [58]。

因此，为排除潜在的不利影响，在临床治疗中应避

免使用温和噬菌体 [59]。通过人工改造温和噬菌体，

移除其溶原控制区，能够避免温和噬菌体传播致病

基因，从而扩大噬菌体药物的选择范围，为噬菌体

疗法提供新策略。

2.4　噬菌体纯化及治疗中的细菌毒素可能干扰患者

恢复

致病菌产生的细菌毒素可能会对患者恢复过程

产生一定副作用。噬菌体纯化过程难以完全去除细

菌碎片和毒素，并且噬菌体快速裂解致病菌可能使

细菌内毒素等物质进入患者血液循环 [60]。尽管在

52 项噬菌体疗法临床研究中仅 7% 的患者报告了不

良事件，且小鼠体内实验表明噬菌体疗法的细菌内

毒素检测值低于抗生素治疗，但是细菌毒素潜在风

险仍需重视 [61, 62]。因此，需要更多关于噬菌体疗法

耐受性的研究，以证明其影响的有限性。同时，还

需要优化噬菌体的设计研发和制备流程，避免细菌

毒素污染，为噬菌体疗法大规模临床试验及商业化

应用奠定基础。

3　噬菌体定向改造策略突破临床应用限制

噬菌体疗法的临床应用受限于噬菌体狭窄的宿

主谱与复杂的筛选过程，细菌免疫系统对噬菌体

的拮抗作用亦会削弱噬菌体药物的抗菌效果。为突

破这些限制，可以定向改造天然噬菌体，通过同源

重组和人工合成等方式，实现噬菌体宿主范围的扩

大与裂解能力的提高，从而克服天然噬菌体的固有

缺陷，为构建广谱高效的噬菌体抗菌药物提供有力

支持。

3.1　改造受体结合蛋白，扩展噬菌体宿主范围

噬菌体受体结合蛋白主要分为尾丝蛋白和尾刺

蛋白，能够与细菌细胞表面受体特异性结合并启动

侵染过程 [8, 63]。定向改造受体结合蛋白可以改变噬

菌体的宿主识别范围 [64, 65]。Ando 等 [64] 通过整体替

换大肠杆菌 T7 噬菌体和克雷伯菌噬菌体 K11 的尾

部组件，成功交换其宿主范围。Dunne 等 [65] 将随

机突变和定向筛选结合，改变了李斯特菌噬菌体

PSA 受体结合蛋白的识别对象。另外，将不同受体

结合蛋白突变基因整合至同一噬菌体基因组，可以

使其宿主范围显著扩大 [65]。替换或增添受体结合蛋

白表达基因能够有效改变或扩大噬菌体的宿主范

围，增强噬菌体药物的广谱性和有效性，从而扩展

噬菌体疗法的应用范围。

3.2　插入外源基因，增强噬菌体抗菌能力

噬菌体可以作为外源基因表达载体，靶向破坏

致病菌细胞壁、细胞膜等细胞结构和 DNA，治疗

细菌感染
[66-68]。Hagens 等 [66] 在大肠杆菌噬菌体 M13

内插入穿孔素 λS105和限制酶 BglII 基因，分别破

坏细菌细胞膜与 DNA。Kilcher 等 [67] 在噬菌体 PSA
内插入外源内溶素表达基因 ply511，增强了其降解

李斯特菌细胞壁的能力，提高了裂解效率。Park等 [68]

将靶向宿主细菌的 nuc 基因的 CRISPR-Cas9 相关基

因插入温和噬菌体 ϕSaBov 基因组，改造后的噬菌

体表达 crRNA 与 Cas9 核酸酶，可靶向识别并切割

宿主细菌基因组中的互补区域，降解宿主基因组

DNA。通过在噬菌体内表达外源毒力基因和 CRISPR- 
Cas 等免疫系统，可以主动破坏宿主细菌的细胞结

构，提升杀菌效率与针对性，增强噬菌体的抗菌能力。

3.3　敲除溶原控制区，实现温和噬菌体向烈性噬菌

体的转化

 温和噬菌体基因组内具有溶原控制功能的基

因可以调控原噬菌体的整合与维持，移除相关基因

能够阻断温和噬菌体进入溶原周期，抑制其介导的

致病基因转移，并降低细菌耐药性及致病性的传

播 [67]。Kilcher 等 [67] 移除温和噬菌体 B025 基因组

中裂解周期阻遏蛋白基因以及整个溶原控制区

(LCR)，将其转化为烈性噬菌体，在侵染后直接进

入裂解周期。通过敲除溶原控制基因，可以将温和

噬菌体改造成烈性噬菌体，降低水平基因转移的风

险，增强抗菌效果。

4　噬菌体基因工程技术的发展现状

为了应对天然噬菌体临床应用的局限性，需要

对噬菌体进行针对性改造，因而一系列可以扩大改

造范围和提高改造效率的噬菌体基因工程技术得以

被开发。噬菌体基因工程主要分为噬菌体基因编辑
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和从头合成两大策略 [69]。基因编辑技术通过经典同源

重组和电转化 DNA 的噬菌体重组工程 (bacteriophage 
recombineering of electroporated DNA, BRED) 实现噬

菌体基因重组，随后设计 CRISPR-Cas 反选系统提

高重组产物的筛选效率 [69]。合成噬菌体则需要对其

基因组进行从头设计与合成，随后表达噬菌体外壳

并装配，最终获得定制化的基因工程噬菌体 [47]。噬

菌体基因组编辑与合成方法的发展能够促进噬菌体

改造工具的扩展，提高噬菌体抗菌剂的研发效率，

显著增强噬菌体疗法的覆盖范围与抗菌效果。

4.1　经典同源重组

噬菌体基因编辑技术依赖同源重组机制 [69]。

宿主或噬菌体编码的重组酶可以催化同源 DNA 片
段互补配对并发生交换，实现基因的插入、删除或

替换。早期主要采用噬菌体杂交 (phage cross) 技术，

利用宿主细菌的内源重组系统使不同亲代噬菌体的

基因片段发生交换，从而产生具有优势性状的子代

噬菌体
[69, 70]。后续引入质粒作为外源基因供体，能

够将其他生物的 DNA 片段引入噬菌体基因组 [69, 71]。

如 Tanji 等 [71] 通过重组质粒 pUT-GFP/SOC 将绿色

荧光蛋白基因 gfp 插入 T4 噬菌体基因组内，获得

了能够表达外源绿色荧光蛋白的 T4 工程噬菌体。

为了提高同源重组效率，高效的噬菌体重组系

统也被开发为基因编辑工具
[72, 73]。Oppenheim 等 [72]

利用 λ 噬菌体的 Red 同源重组系统，将线性 DNA
片段或单链寡核苷酸整合到 λ 噬菌体基因组中，实

现了对噬菌体基因组特定位点的突变。Jensen 等 [73]

利用 λ-Red 同源重组系统，在 T7 噬菌体基因组特

定位点实现了单碱基突变及 DNA 片段替换。这些

研究表明 λ-Red 同源重组系统可以显著提高重组效

率，并扩展基因编辑工具库与可改造噬菌体的种

类
[72, 73]。

4.2　电转化DNA的噬菌体重组工程

BRED 技术可以通过电转化将噬菌体基因组与

质粒共同递送至宿主细菌，提高质粒与噬菌体的转

化效率 [74]。Marinelli 等 [74] 利用 BRED 技术通过同

源重组对分枝杆菌噬菌体基因组进行了 DNA 片段

的敲除、突变和插入。随后，BRED 技术被用于克

雷伯菌、沙门氏菌和肠杆菌噬菌体基因组的编辑，

显示了其在改造抗生素耐药菌噬菌体方面的应用潜

力
[75-77]。2019 年，经过 BRED 改造的分枝杆菌噬

菌体 ZoeJΔ45 被用于临床，并成功治愈了一位 15 岁

的 M. abscessus 感染患者，这是基因编辑噬菌体的

首次临床应用
[12]。

尽管 BRED 技术在插入或移除 200 bp 大小的双

链 DNA 片段时具有较高的重组效率 ( 约 10%)，可

以直接通过两轮 PCR 扩增筛选获得基因编辑噬菌

体，但进行更大 DNA 片段的敲除、替换和插入会降

低 BRED 技术的重组效率，使筛选耗时费力
[74, 78]。

4.3　CRISPR-Cas反选法：提高重组噬菌体的筛选

效率

重组噬菌体筛选的方式包括正向选择和反向选

择，前者通过引入荧光蛋白等特异性筛选标记提高

重组噬菌体的收率，后者反向消除野生型噬菌体 [69]。

提高筛选效率能够缩短噬菌体改造的时间，然而传

统的通用筛选标记 ( 如抗生素抗性基因 ) 不适用于

重组噬菌体的选择，这增大了筛选基因编辑噬菌体

的难度 [47]。CRISPR-Cas 反选法的出现提高了重组

噬菌体筛选效率，大幅降低了噬菌体改造需要的时

间与工作量。

CRISPR-Cas 系统是细菌的一种获得性免疫机

制，当外源 DNA 入侵细菌时，细菌会将部分 DNA
片段整合到自身的 CRISPR 位点中形成间隔序列 [79]。

这些间隔序列转录形成的 crRNA 能够引导 Cas 蛋
白识别并切割互补 DNA，抵御噬菌体等病原体的

入侵 [79]。据此，通过人工设计 sgRNA，可以引导 Cas
核酸酶靶向噬菌体基因组的特定位置，切割未突变

的噬菌体基因组，只保留重组后的噬菌体 DNA[80]。

在此基础上，Kiro 等 [80] 将 I-E 型 CRISPR-Cas
系统整合至噬菌体重组工程中，开发了 CRISPR-
Cas 反选法，通过降解野生型噬菌体的遗传物质提

高重组噬菌体在总产物中的比例。另外，Wetzel等 [78]

将 CRISPR-Cas9 与 BRED 技术结合，开发出 CRISPY- 
BRED 和 CRISPY-BRIP 系统，显著提高了 BRED 改

造大型噬菌体的筛选效率，扩大了其编辑范围。

4.4　噬菌体合成

噬菌体的合成包括四个部分：根据噬菌体的使

用目的设计其基因组序列，通过 PCR 扩增或化学

法合成 DNA 片段，将片段组装成完整的噬菌体基

因组，以及表达蛋白质外壳并装配获得具有侵染能

力的完整噬菌体 [47]。在基因组组装过程中，人工合

成的 DNA 片段利用相邻片段两端的重复序列，通

过同源重组彼此连接，形成完整的基因组 [69]。组装

过程可以分为体内组装与体外组装，体内组装依赖

酵母细胞中的重组系统，而体外组装则是通过额外

添加重组酶或细菌提取物，使 DNA 片段在无细胞

条件下完成组装 [64, 81, 82]。噬菌体基因组表达合成蛋

白质外壳并与外壳装配合成完整噬菌体的过程称为
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噬菌体重新启动 (rebooting)[69]。该过程也分为在无

细胞蛋白表达系统中完成的体外重新启动和在宿主

细菌中完成的体内重新启动两大类 [64, 67, 81]。

目前已有一些研究开发出了全过程无细胞合成

噬菌体的体系，提高噬菌体改造效率，缩短开发新

型噬菌体的时间。例如，Levrier 等 [81] 构建了体外

基因表达与选择的噬菌体工程 (phage engineering by 
in vitro gene expression and selection, PHEIGES) 体系，

将噬菌体合成时间缩短至 1 天。尽管经济成本较高，

但是体外组装和无细胞噬菌体重新启动相结合的无

细胞噬菌体合成方法脱离了宿主细菌的限制，因此

在研发新型噬菌体药物时可以使用丰富的不同种类

的噬菌体作为模板，提高新型噬菌体开发速度。

5　总结与展望

随着抗生素耐药性问题的日益严峻，噬菌体疗

法作为一种新型抗菌手段受到广泛关注。噬菌体疗

法具有高度特异性与低免疫原性的优势，能够精准

靶向耐药菌株且避免破坏人体正常菌群。近年来，

噬菌体鸡尾酒疗法和噬菌体 - 抗生素联合治疗在多

重耐药菌感染的治疗中取得显著成效，为应对耐药

性危机提供了新的思路。然而，噬菌体疗法的广泛

应用仍面临诸多难题，例如噬菌体的高度特异性

限制了病原菌治疗范围，细菌持续进化的免疫系

统拮抗噬菌体抗菌效果，温和噬菌体可能促进致

病基因在细菌间传播，以及噬菌体生产中可能混

入细菌内毒素杂质。为克服这些挑战，研究者们对

天然噬菌体进行改造，扩大其宿主范围，提高其对

细菌的裂解效率。为了提高噬菌体改造技术的应用

范围和效率，他们开发出多种噬菌体基因编辑与合

成方法。

另外，由噬菌体疗法衍生的研究也在不断发展，

拓展了噬菌体疗法应用的边界。这些衍生研究的主

要方向包括噬菌体内溶素应用 [83-85]、局部递送系

统 [86-88]、光动力治疗协同作用 [89] 和噬菌体纳米包

被 [90-92] 等 ( 见表 2)。这些创新策略通过增强病原体

识别特异性、提高制剂稳定性与生物利用度、拓展

适用范围等方式，增强噬菌体抗菌效果，拓展其作

用范围，提升噬菌体疗法在复杂人体系统中的稳定

性和有效性，尤其是在慢性耐药菌感染和细菌生物

膜相关感染治疗中展现出一定优势。这些领域为噬

菌体疗法的临床应用提供了新的思路，也为抗菌治

疗手段多样化和个性化医疗发展奠定了基础。
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