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噬菌体基因工程技术与应用研究进展
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摘 要：抗生素耐药性已成为全球人类健康面临的重大威胁，医药、工业、农业生产以及生态等领域均受到多重耐药菌

的严重威胁。多重耐药菌感染逐渐呈现高发病率、高死亡率的趋势。噬菌体可以特异性裂解多重耐药病原菌，然而由于

噬菌体宿主谱狭窄、基因组中含有不利基因等因素的制约，当前只有部分噬菌体成功应用于防治多重耐药菌感染等领

域。噬菌体基因工程具有可编辑、高效等优势，为拓宽噬菌体宿主谱、设计“安全、绿色、高效”的新型噬菌体提供了理论

基础。综述了噬菌体基因工程技术的研究进展，以及噬菌体在临床抗耐药菌感染、农业生产和生态环境等方面的实际应

用，为噬菌体的定向改造及其在各领域中的有效应用提供了理论支持和参考。
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Abstract：Antibiotic resistance has become one of the most critical threats to global health. The emergence of multi-drug resistant 
bacterial infections has led to increasingly high morbidity and mortality rates across medical， industrial， agricultural， and ecolog‑
ical domains. Phages can specifically lyse multi-drug resistant pathogens. However， due to their narrow host range， the presence 
of unfavorable genes in their genomes， and other limitations， only a limited number of phages have been successfully applied to 
combat multidrug-resistant bacterial infections. With editable and efficient features， phage genetic engineering provides a promis‑
ing approach for expanding phage host ranges and designing "safe， green， and efficient" novel phages. This review systematically 
summarized recent advances in phage genetic engineering technologies while highlighting their practical applications in clinical 
therapies against drug-resistant infections， agricultural production， and ecological remediation. These insights established theo‑
retical foundations for phage modification and their effective utilization in diverse fields.
Key words：bacteriophage； genetic recombination； genome editing； multidrug resistance； phage therapy

自20世纪 40年代开始广泛使用抗生素，但由

于抗生素在医学和农业等领域的使用和监管不

力，导致抗生素耐药性的威胁不断加剧［1］。目前，

多重耐药菌株已经对人类的生命健康构成严重威

胁，成为 21世纪全球公共卫生领域亟待解决的关

键问题［2］。因此，人们将目光投向了潜在的新型

抗菌剂——噬菌体［3］。近年来，噬菌体抗菌治疗

的临床实践不断涌现，表明噬菌体可以作为防控

多重耐药菌感染的一种重要手段［4］。噬菌体是一

类能够在细菌细胞内感染并自我复制的微小生物

（大小通常为 20~200 nm），具有宿主特异性高、易

于获取以及安全性高等特点［5-6］。目前，噬菌体已

成功应用于医疗保健、疫苗开发、生物传感装置以

及抗菌药物的靶向递送等多个领域［7-8］。

噬菌体在作为抗菌剂进行临床治疗时仍面临

诸多挑战，如噬菌体宿主谱较窄以及致病菌对噬
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菌体的耐受性［9］。为了应对这些挑战，人们制备了

噬菌体“鸡尾酒”疗法用于治疗超级细菌感染。然

而，跟踪评估所制作的噬菌体“鸡尾酒”的药效学和

免疫原性过程既昂贵又复杂。此外，噬菌体基因组

中包含大量未表征的基因，这导致由不同噬菌体组

成的“鸡尾酒”的制作、评估和维护体系尚不完善，

进而限制了“鸡尾酒”疗法的临床应用与发展。在

此情况下，噬菌体基因工程为拓宽噬菌体宿主谱以

及噬菌体的直接应用开辟了一系列新的可能性。

1　噬菌体基因工程技术

为了推动噬菌体的大规模应用，一系列的噬

菌体基因工程技术被开发出来（图 1），用于天然

噬菌体基因组的改造（表 1）。目前，常用的噬菌

体基因改造方法有成簇规律间隔短回文重复序列

及 CRISPR 关联蛋白（clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats and CRISPR-associated 
protein， CRISPR/Cas）、经典同源重组（homologous 
recombination， HR）、电转化DNA的噬菌体重组策

略（bacteriophage recombineering of electroporated 
DNA， BRED）、噬菌体重新启动（phage genome re‑
boot）、 平行寡核苷酸重组和靶向多重基因组编辑

技 术（parallel oligonucleotide recombineering and 
targeted multiplex genome editing，pORTMAGE）。

1.1　CRISPR/Cas：噬菌体工程中最通用的反选择

系统

CRISPR/Cas 系统是一种对抗噬菌体攻击或

外源DNA入侵的适应性免疫防御系统，它由两个

主要部分组成：CRISPR 和 Cas，这些部分可用于

改造噬菌体基因组［26］。目前，CRISPR系统有 5种

类型，其中包括：Ⅰ-E 型（CRISPR/Cas3）、Ⅱ-A 型

（CRISPR/Cas9）、Ⅲ-A 型（CRISPR/Cas10）、Ⅴ 型

（CRISPR/Cas12a）和 Ⅵ-A 型（CRISPR/Cas13a）。

其中，Ⅱ-A型（CRISPR/Cas9）和 I-E型（CRISPR/Cas3）
是最早用于噬菌体基因编辑的 CRISPR 系统。

Aurelija 等［27］的研究发现，Ⅱ型 CRISPR/Cas 系统

对 T7 噬菌体基因组的编辑比Ⅰ型系统具有更高

的基因靶向效率和易用性，这为T7噬菌体的未来

工程化奠定了基础。CRISPR/Cas9系统在噬菌体

基因编辑中最为常用［28］，并已成功引入多种宿主

细菌中，如大肠杆菌［29］、李斯特菌［30］、枯草芽孢杆

菌［31］、肺炎克雷伯菌［32］以及某些弧菌属细菌［33］

等，用于噬菌体的基因工程改造。在 CRISPR/
Cas9 系统对某些噬菌体无效的情况下，可使用

CRISPR/Cas12a 替代。Dong 等［13］将外源性Ⅴ型

CRISPR 和Ⅱ型 CRISPR/Cas9 分别引入大肠杆菌

中，以改造 T4 噬菌体。T4 噬菌体基因组被 ghmc
改造，使其对Ⅱ型 CRISPR/Cas9 系统具有抗性。

而 Cas12a系统可以有效地切割 ghmc改造的基因

组，产生双链 DNA断裂，从而促进噬菌体 DNA和

供体质粒之间的有效重组。在Cas12a的参与下，

实验中实现的基因编辑效率为 100%。此外，

CRISPR/Cas13a可以作为一种序列特异性的反选

择系统，可以通过单密码子替换等最小编辑来恢

复噬菌体变体［18］。

图1　噬菌体基因工程方法与应用

Fig. 1　Phage genetic engineering method and application
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尽管 CRISPR/Cas 系统在多种噬菌体基因编

辑中起到了重要作用，具有多样性和普适性。然

而，该系统仍存在没有解决的问题：在某些情况

下，噬菌体脱靶突变频率高于所需的突变率，在未

来设计出受外界各种因素影响更小的变体是解决

脱靶问题的关键。此外，Cas 蛋白和 DNA 修复酶

之间的相互作用还需要进一步研究和明确。

1.2　经典同源重组

同源重组（HR）［34］是噬菌体基因组编辑的一

种流行方法。HR技术通常用于交换和组合已知

功能的噬菌体基因，从而实现噬菌体基因的精确

突变以及噬菌体宿主谱的改变。在这一过程中，

供体质粒两侧通常编码与噬菌体同源的基因组序

列，随后将质粒转入宿主细菌中。当噬菌体感染

并复制于宿主细菌内时，噬菌体基因组和供体质

粒之间会发生同源重组，使得供体基因被整合到

噬菌体基因组中。重组后的噬菌体在完成组装后

被释放。通过此方法，可以改造线性双链 DNA
（dsDNA）噬菌体。例如 Le 等［35］通过将铜绿假单

胞菌噬菌体 PaP1 中的 ORF69 替换为 JG004 噬菌

体的相应基因 ORF84，成功构建了具有 JG004 噬

菌体宿主范围的嵌合噬菌体PaP1-rec1。此外，这

种方法也可被用于改造线性 dsDNA 包皮垢分枝

杆菌噬菌体L5［36］。然而，只有当宿主菌株对供体

DNA 具有复制能力且无限制性缺陷时，HR 方法

才可行。HR的重组效率相对较低（约 1%），而异

源重组蛋白，如 λ-Red 系统（Exo、Gam 和 Beta）以

及RecE/RecT样蛋白在宿主中的过表达可以提高

重组效率。Jensen 等［20］开发了用于改造 T7 噬菌

体的 λ-Red重组系统，可以在 T7噬菌体基因组上

进行单碱基突变和基因替换，使T7噬菌体基因组

DNA 转染的效率提高至 100 倍。此外，抗性基因

等标记无法用于噬菌体筛选对于HR的实现也是

一种挑战。当前，可引入外源荧光基因标记噬菌

体并运用CRISPR/Cas技术选择荧光噬菌体，以提

高HR的成功率和工程噬菌体的筛选效率［37］。

总而言之，HR的重组效率很低，且对宿主细

菌的类型有一定要求（通常不适用于革兰氏阳性

噬菌体），这些特点限制了其在基因编辑中的广泛

应用。当前，如何有效提升 HR 的重组效率仍是

需要进一步探索和研究的方向。

表1　噬菌体基因工程技术的经典应用

Table 1　Classic applications of phage genetic engineering technology
方式

经典同源重组

CRISPR/Cas

BRED

YAC

pORTMAGE

噬菌体

T4

T2
T7
T7
T4
T5
T7
需钠弧菌噬菌体TT4
大肠杆菌噬菌体

φKZ、OMKO1和PaMx41噬菌体

分枝杆菌噬菌体BPs、ZoeJ
T7
温和沙门氏菌噬菌体

克雷伯氏菌噬菌体

铜绿假单胞菌噬菌体

PICIs
T5、T7、P1和λ噬菌体

具体策略

通过基因片段重组配对修复被CRISPR切割破坏的

基因组

改造尾丝蛋白Gp38的结构

与相应质粒的同源重组构建工程化的T7噬菌体

特异性改造RBP
V型CRISPR/Cas12a系统编辑T4噬菌体基因组

由Retron介导的诱变方案

I~E型CRISPR/Cas系统编辑T7噬菌体基因组

CRISPR/Cas9系统编辑TT4噬菌体基因组

CRISPR/Cas13a+抗CRISPR基因（acrVIA1）
CRISPR/Cas13a+正向选择基因 acrVIA1
使温和噬菌体改造为烈性噬菌体

基因组进行单碱基改变和整个基因替换

进行裂解转换和溶原转换

建立了克雷伯氏菌噬菌体基因组的重组系统

噬菌体基因组的基因敲除

快速编辑酿酒酵母中的PICIs
噬菌体基因组单碱基替换、插入
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1.3　电转化DNA的噬菌体重组工程

电转化 DNA 的噬菌体重组策略［38］（bacterio‑
phage recombineering of electroporated DNA， BRED）
最初由Marinelli等［39］应用于分枝杆菌噬菌体的改

造，成功实现了非必需基因的缺失、读码框内的缺

失、点突变、无义突变、标记基因的添加以及外源

基因的精确插入。目前，该策略已成功应用于包

皮垢分枝杆菌［39］、沙门氏菌［40］和克雷伯氏菌［22］噬

菌体基因组的精确改造（敲除、插入和替换基

因）。BRED的特点在于，它将噬菌体DNA与重组

模板一同电转化至携带重组酶质粒的宿主细菌

中。随后，可以通过 PCR扩增来筛选含有正确突

变的噬菌体基因组。然而，BRED 也存在一定的

局限性：由于重组模板与噬菌体DNA共转化至同

一细胞中的效率通常很低，因此该技术对宿主菌

的要求很高，如将其应用于转化效率低的革兰氏

阳性菌尤其具有挑战性［41］。为了克服这一缺陷，

将 BRED 技术与 CRISPR/Cas技术相结合，形成了

新的技术——成簇规律间隔短回文重复序列/
CRISPR 关联蛋白 9—电转化 DNA 的噬菌体重组

技术（CRISPR/Cas9-bacteriophage recombineering of 
electroporated DNA，CRISPY-BRED）。在这一结

合技术中，BRED或重组技术负责进行基因重组，

而 CRISPR 技术则用于选择重组成功的噬菌体。

相较于单一使用 BRED，CRISPY-BRED 的主要优

势在于它能够简化筛选过程，并显著提高基因重

组的效率和精确度。目前，该技术已被成功应用

于多种分枝杆菌噬菌体的改造［28］。此外，成簇规

律间隔短回文重复序列/CRISPR 关联蛋白 9—感

染性颗粒的噬菌体重组技术（CRISPR/Cas9-bacte‑
riophage recombineering with infectious particles，
CRISPY-BRIP）是噬菌体基因工程的另一种方式，

该技术可以很容易用于编辑具有更大基因组大小

且无法有效转染其宿主细菌的噬菌体。CRISPY-

BRIP 与 CRISPY-BRED 相似，但 CRISPY-BRIP 还

可以靶向噬菌体 DNA 序列和人工 DNA 底物进行

共电穿孔。

1.4　噬菌体重新启动

噬菌体重新启动（phage genome reboot）的本质

是通过人工合成或扩增获得噬菌体基因组DNA，

在体外或酵母重组中将人工噬菌体基因组 DNA
重新组装并转化至天然宿主或无细胞表达体系重

启为有活性的噬菌体颗粒。最终使用有机溶剂裂

解释放噬菌体颗粒，使用裂解液重新侵染天然宿

主菌进行增殖与富集，获取大量工程化噬菌体。

噬菌体基因组的组装有多种方案，如 Gibson组装

策略［42］、转化相关重组、优化体外DNA组装［43］、酵母

重组等。当前，在酵母细胞中实现噬菌体基因组

的重组是首选方案［44］。可以利用酵母细胞实现高

效同源重组，通过重组技术将具有同源末端的线

性dsDNA片段组装成单个分子［45］。

将其在酵母细胞中转化后，可获得插入线性

酵母人工染色体（yeast artificial chromosome，YAC）
的完整噬菌体基因组。这些通过 PCR 扩增得到

的噬菌体 DNA 片段，在末端具有多达 11 kb 大小

的重叠区域，并且携带与待组装的噬菌体DNA末

端同源的序列。随后，在酵母中分离出包含噬菌

体基因组的线性 YAC，再将其转化到宿主菌中，

从而产生特异性噬菌体。截至目前，基于酵母的

噬菌体工程技术已成功应用于捕获和改造大肠杆

菌噬菌体 T3 和 T7［44］、克雷伯氏菌噬菌体 K11［44］、

铜绿假单胞菌［23］，以及噬菌体 X174［46］的基因组。

虽然基于酵母的噬菌体基因组组装技术具有允许

在体外进行噬菌体基因组的组装、改造或完全整

合的显著优势，但其操作过程相对复杂，并且在组

装巨型噬菌体基因组时面临一定挑战。同时，尽

管YAC辅助的基因组组装非常高效，但其整体效

率仍然受细菌转化效率的限制。将组装完整的噬

菌体基因组成功转入合适的体系中，是决定重启

噬菌体能否成功的关键步骤。目前，有两种方式

受到了广泛关注。为了重启革兰氏阳性菌的噬菌

体，可使用有细胞壁缺陷的 L 型李斯特氏菌。这

种细菌很容易摄取需改造的噬菌体基因DNA，并

在转染后成功重启，从而获得有活性的噬菌体颗

粒。这些噬菌体颗粒随后可以通过增殖和富集大

量生产。目前，该项技术已用于李斯特菌、芽孢杆

菌、金黄色葡萄球菌等革兰氏阳性菌噬菌体的重

新启动［47］。此外，无细胞转录翻译（transcription 
and translation，TXTL）系统可以在宿主细胞外人

为控制反应进程，从而实现噬菌体重启。目前，该

系统已经成功实现了ΦX174［48］、T7［49］和T4［50］等噬

菌体的重启。TXTL系统可以用于转化能力较低

的细菌，并可用于改造其对应的噬菌体。

1.5　平行寡核苷酸重组和靶向多重基因组编辑

平行寡核苷酸重组和靶向多重基因组编辑技

术［25］（parallel oligonucleotide recombineering and 
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targeted multiplex genome editing，pORTMAGE）是

一种通过引用突变的寡核苷酸，高效地进行基因

组多个位点的基因点突变、插入和敲除，最终实现

基因组同源定向修复且无需反向选择的噬菌体基

因工程技术。pORTMAGE 技术本身的操作简便

性以及高效性赋予了其巨大吸引力。通过一些调

整，该系统可以很容易地适应操纵许多宿主菌株

中的噬菌体基因组，如T5、T7、P1和λ噬菌体。该

技术可操作性强，仅需一个携带单个质粒的细菌

宿主，以及经过 5'和 3'修饰的寡核苷酸。此外，

pORTMAGE技术以其重组效率高、成本低廉的特

点，以及简单易行的筛选过程，展现了其在未来应

用于多种噬菌体改造领域的巨大潜力。

2　噬菌体基因工程技术的应用

噬菌体基因工程技术在医药、工业、农业生产

和生态安全等领域具有高效和广泛的应用（图1）。

2.1　噬菌体及其基因工程技术在医疗卫生领域

的应用

2.1.1　噬菌体疗法与临床应用　2014年，世界卫

生组织宣布抗生素耐药性是对医疗进步、粮食安

全和全球公共卫生构成的最大威胁之一［51］。由于

新型抗生素的开发既昂贵又耗时，因此噬菌体作

为替代或辅助治疗手段重新受到了人们的重视，

并在临床应用中展现出了巨大的潜力［9］。目前，

噬菌体临床治疗试验主要采取两种策略：一种是

个性化干预治疗，即针对特定患者的感染情况制

定个性化的噬菌体治疗方案［52］；另一种是进行大

规模的临床试验。当耐药菌感染危及生命，或当

前国家批准的药物无法有效控制严重感染时，噬

菌体个性化干预有望成为一项极具潜力的治疗选

择。在过去的 20世纪里，噬菌体已经在临床治疗

中多次发挥效用。例如，1958 年，上海市第二医

学院利用特异噬菌体治疗创面绿脓杆菌感染，取

得了理想的治疗效果［53］。2018年，复旦大学附属

上海市公共卫生临床中心报道了一例利用天然噬

菌体联合抗生素成功治愈膀胱肿瘤术后多重耐药

肺炎克雷伯菌导致的复杂性、反复性尿路感染

（urinary tract infection， UTI）的患者［54］。由此可

见，抗生素和噬菌体的联合使用为解决常见的噬

菌体体外耐药性［55］提供了有效方案。2019年，一

名脓肿分枝杆菌感染的患者在接受由 3种噬菌体

组成的“鸡尾酒”制剂（其中两种源自温和噬菌体

并经基因工程改造的工程噬菌体）的静脉注射治

疗后，展现出良好的耐受性，并表现出明显的临床

改善，具体表现为胸骨伤口闭合、肝功能的恢复以

及感染皮肤结节的实质性消退［19］。这一案例标志

着基因工程噬菌体在临床上的首次成功应用。随

后，在 2022 年，Jerry 团队［56］也报道了利用工程噬

菌体成功治疗脓肿分枝杆菌感染相关的晚期肺病

的案例。此外，2018年发表的一项针对烧伤创面

铜绿假单胞菌感染的临床试验表明，与标准治疗

组相比，噬菌体鸡尾酒治疗组的患者产生的严重

不良事件更少，并展现出良好的临床效果［57］。然

而，我们也必须认识到，噬菌体临床试验也存在失

败的案例［58］。尽管目前其实际应用还相对有限，

噬菌体基因工程技术在临床治疗中的应用前景仍

然广阔。

总而言之，噬菌体基因工程技术在临床系统

应用中光明前景的实现，需要积累多个噬菌体治

疗的成功经验。目前，已经有一些成功的案例，但

噬菌体的制备成本仍然高昂且过程复杂，大规模

生产能力有限。随着技术的不断进步和优化，大

规模的临床使用将逐渐成为可能。通过大型临床

试验，人们可以更加全面地获得噬菌体治疗的药

代动力学、药效学参数，以及抗生素联合使用的最

佳剂量和联合治疗的最佳效价等关键信息，从而

更深入地了解和掌握工程噬菌体的临床特性。

2.1.2　工程噬菌体与纳米医学　噬菌体可以单独

使用，也可以与非生物纳米材料结合，共同用于开

发新型的纳米医学材料。与合成纳米颗粒相比，

噬菌体具有一系列独特的优势，包括天然的自组

装结构特征、定义明确的外壳蛋白、基因编辑的

简便性，以及可呈现不同特性和尺寸、形状的多样

性［59］，使其成为纳米技术领域的理想选择。

噬菌体通过不同的基因工程改造方法，可以

获得靶向能力，并促进 DNA 递送到细胞中，从而

应用于多种疾病的治疗。例如，对 M13噬菌体进

行基因工程改造，在其体外壳蛋白 pIII 上融合表

达精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸（RGD）基序，这种经

RGD 修饰的噬菌体可以成功地将转基因递送到

哺乳动物细胞中，甚至能够穿过肠道屏障［60］。然

而，目前，使用噬菌体作为递送系统进行基因递送

时，关键问题在于如何提高转导效率［61］。为此，研

究者们进行了诸多探索，如Larroca等［62］曾使用多
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价噬菌体颗粒提升转导效率。2023 年，Kao 等［61］

发现PrimPol的上调或DMBT1的下调可以显著提

高噬菌体转导效率，并据此设计了具有最小长度

和最佳转导效率的 TransPhage，将转导效率提升

至 95%。除了基因递送，噬菌体表面的氨基、羧基

和酚类基团等化学基团可用作改造药物的连接桥

梁，使工程噬菌体能够递送细胞毒性药物［63］。总

而言之，噬菌体展示技术衍生的肽或蛋白质可以

作为靶向配体［64］克服药物和基因递送过程中遇到

的障碍，从而用于制备药物制剂和功能化纳米载

体［65］，这些应用不仅拓宽了噬菌体的治疗潜力，还

有望进一步增强疾病的治疗效果。

此外，纳米医学的发展为癌症治疗开辟了一

条新的、更具特异性和高效性的途径，即噬菌体展

示技术和纳米技术相整合。有效的纳米递送系统

可使药物精准靶向肿瘤组织，显著提升药物的细

胞与组织特异性，从而大幅降低药物的毒性和副

作用［66］。研究表明，从噬菌体文库中筛选出的针

对 MCF-7乳腺癌细胞的特异性肽，将该肽与噬菌

体 pⅧ蛋白融合后直接整合到脂质体中，能够成

功实现载药脂质体对 MCF-7细胞的靶向递送［67］。

类似地，也可以使用血管生成素结合噬菌体靶向

治疗乳腺癌［68］。与非靶向制剂相比，该治疗方式

显著增强了抗肿瘤活性，减少了肿瘤体积，且没有

明显的细胞毒性。目前，噬菌体基因工程技术在

乳腺癌、结直肠癌［69］、脑癌［70］、肝癌［71］、肺癌［72］、胃

癌［73］以及黑色素瘤［74］等多种癌症的治疗方面已取

得了一定的进展。综上所述，相较于传统的化疗

制剂，噬菌体介导的药物递送载体，能够将这些治

疗药物与纳米颗粒联合使用，可以实现药物的精

准靶向递送，发挥治疗效果，同时减少毒副作用。

噬菌体作为纳米材料在疫苗开发中也展现出

巨大潜力。与传统的疫苗开发方式相比，噬菌体

疫苗具有潜在优势，如副作用小、生产效率高、易

于生产、运输和储存，对人体安全友好，以及具有

靶向递送特性等［75-77］。除了用于预防真菌、病毒、

细菌感染，以及癌症和寄生虫病疫苗之外［78］，噬菌

体还在 COVID-19 疫苗的开发中发挥了重要作

用。例如，Staquicini等［79］在丝状噬菌体的 pⅧ和 p
Ⅲ蛋白上分别展示了严重急性呼吸系统综合征冠

状病毒 2型（severe acute respiratory syndrome coro‑
navirus 2， SARS-CoV-2）刺突（S）蛋白和配体肽

（CAKSMGDIVC），这种“双展示噬菌体”通过雾化

方式递送到小鼠的肺部后，能够产生系统性和特

异性的抗体反应，且未观察到任何不良反应。

在医学领域，工程噬菌体可作为生物材料，用

于调节细胞行为和促进组织再生。组织再生就是

修复受损组织的形态与功能，使其恢复正常［80］。

利用噬菌体展示技术，可以筛选并鉴定出对间充

质干细胞具有特异性亲和力的噬菌体 P11。P11
不仅可以促进间充质干细胞的增殖和迁移，还可

以将巨噬细胞极化为 M1 表型，并显著改变其形

态，从而进一步增强间充质干细胞的趋化性。此

外，P11 可通过 TPL2-MEK-ERK 信号通路促进间

充质干细胞中成骨相关标志物的分泌，进而促进

骨组织再生［81］。将基因工程噬菌体与生物相容性

材料相结合，可以克服单一使用工程噬菌体的局

限性，提高组织再生的效率。目前，基因工程噬菌

体已被研究应用于骨再生［81］、皮肤再生和伤口愈

合［82］、心血管再生［83］以及神经再生［84］。然而，由于

噬菌体易于被吸收，且在体内具有较短的半衰期

等生物学特性，其作为临床材料应用的安全性还

需要大量积累性研究和稳定可靠的实验数据加以

证明。

2.2　噬菌体基因工程技术在工业方面的应用

2.2.1　工程噬菌体与高阶材料结构　丝状噬菌体

是一类包裹着环状基因组DNA、呈高纵横比的蛋

白质纳米丝，常见类型包括 f1、fd和 M13［64，85］。其

中，丝状噬菌体 M13已被广泛用于自下而上的功

能材料合成［86］。在低浓度下，M13噬菌体保持无

序状态；而在高浓度下，其棒状分子呈现取向排

列，浓度越高，排列越有序，最终形成液晶结

构［87-88］。这种特性使得M13噬菌体能够自组装形

成一维结构、二维结构和三维结构，为形成分层有

序的水凝胶结构奠定了基础［89］。

利用 M13噬菌体，通过模仿蜘蛛丝的纺纱过

程，并使用戊二醛作为交联剂，可以制备出一维

M13 噬菌体微纤维，其直径为 10~20 µm。此外，

还可以将 1，1，1，3，3，3-六氟-2-丙醇（HFP）作为静

电纺丝溶剂，通过电纺技术制备 M13 噬菌体纤

维。随后，将这些纤维与适当浓度的聚乙烯吡咯

烷酮（polyvinylpyrrolidone，PVP）混合，最终获得连

续均匀的静电纺丝材料。值得注意的是，通过这

种方式获得的一维纤维结构仍然保留了噬菌体感

染细菌宿主的能力［90］。关于二维结构，噬菌体可

以在各种不同的基材上自组装成二维薄膜材料。
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增强基于噬菌体纳米材料的稳定性、提高质量评

价标准对于开发纳米生物技术至关重要。然而，

目前这方面的研究相对有限。在过去的研究中，

周宁云等［91］利用丝状噬菌体，通过浸渍法，在微脊

（NiM）结构中产生了前所未有的有序纳米到微米

级纳米脊结构。对于三维结构，丝状噬菌体表面

可插入非天然功能的基团，从而增加化学交联的

选择性，进而开发出新型的三维材料。

近年来，在生物医学领域中，水凝胶因其卓越

的生物相容性和结构多功能性受到了广泛关

注［92］。研究人员通过化学交联的方法，开发了一

种基于 M13 噬菌体的生物活性凝胶系统。在这

个系统中，M13噬菌体分别与戊二醛和 1-乙基-3-

（3-二甲基氨基丙基）碳二亚胺进行交联，从而使

噬菌体水悬浮液凝胶化。此外，将烈性噬菌体嵌

入到凝胶中，可以进一步增强凝胶的杀菌能力，这

为未来对抗多重耐药性细菌感染提供了新的可

能［93］。然而，尽管丝状噬菌体水凝胶系统具有易

于推进基因工程改造和实现规模化生产的优点，

但是要想浓缩和纯化到溶液自组装所需的浓度，

需要投入大量的人力和时间。有研究表明，杂化

水凝胶有望克服噬菌体的浓度问题［94-95］。

2.2.2　工程噬菌体与能量储存和产生　工程噬菌

体在电极材料电池、燃料电池、太阳能电池以及压

电材料研发和改进方面也取得了显著的成效。

工程噬菌体为开发更小、更灵活的高容量电

极材料电池提供了一条新的思路。转基因 M13
噬菌体和银纳米颗粒（AgNPs）的组合显著提升了

α-FePO 材料的电导率，克服了 α-FePO 固有电导

率低的缺陷，使电池容量提升至 134 mAh·g-1［96-97］。

此外，基于噬菌体生物模板的催化剂材料可以有

效增强催化活性，进而提高了燃料电池的性能。

Belcher 等［98］通过利用 M13 噬菌体与水溶液中的

Au离子之间的选择性相互作用，在室温下合成了

直径均匀的Au纳米线，且产率大于 98%。得益于

噬菌体的模板效应，Au纳米线的直径被精确控制

在 10~50 nm 范围内，这提升了 Au 颗粒催化的效

率。在太阳能电池的改进中，噬菌体与纳米颗粒

的复合可以优化太阳能电池的光伏性能［99］。从工

程学的角度来看，M13噬菌体在开发新型压电能

量收集装置方面展现出四大优势：其一，可通过细

菌感染实现大规模生产；其二，可通过基因工程进

行表面修饰；其三，能够自组装形成高度有序的结

构；其四，具有较高的压电系数。近年来，人们努

力尝试制造基于M13噬菌体的压电能量收集装置。

在这些装置中，垂直排列的噬菌体膜表现出最高

的性能，其峰值电压为2.8 V，峰值电流为120 nA［100］。

2.2.3　工程噬菌体与生物传感器　M13噬菌体已

被公认为生物传感器制造中的一种有价值的材

料［101］。M13噬菌体的高度可工程化特性、具有多

种可用于化学反应的官能化位点，以及无毒且能

自组装的能力，是其作为传感器材料的独特优

势［102］。它也存在一些缺点：工程噬菌体的转导效

率低和生长速度较慢。然而，这些问题通过控制

转导因子和引入基于噬菌粒载体的展示系统得到

了部分改善［61，102］。

Mohammed等［103］开发了一种基于M13噬菌体

的电化学阻抗谱（electrochemical impedance spec‑
troscopy， EIS）细胞传感器，用于检测粪大肠菌群。

该生物传感器成功捕获了大肠杆菌 XL1-Blue 和

K12菌株，检测限低至 14 CFU·mL-1。这是已有报

道中基于 EIS 的噬菌体传感器的最低检测灵敏

限，并且该传感器对测试的大肠菌群表现出高度

的选择性。目前，基于 M13噬菌体的生物传感器

已被开发用于检测金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、

铜绿假单胞菌、霍乱弧菌等多种致病菌。除了细

菌检测，基于 M13噬菌体的生物传感器还被应用

于生物标志物的检测和疾病的诊断中。酪氨酸

蛋白激酶 Met（c-Met）是结肠癌的一种生物标志

物。一种结合二硫钨量子点和 AuNP（金纳米颗

粒）的基于 M13噬菌体的生物传感器可用于检测

c-Met蛋白。该生物传感器在检测临床样本中的

c-Met 蛋白时表现出极高的灵敏度，其检测限低至

1 pg·mL−1。结肠癌血清样本中一些无法通过酶联

免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay， 
ELISA）确定的低浓度 c-Met 蛋白，可以通过此装

置进行分析［104］。在金属离子检测方面，Manivan‑
nan等［105］将工程化的M13噬菌体与AgNP结合，构

建了一种高效的检测金属离子的生物传感器，其

检测限低至10.8 nmol·L-1。此外，该团队于2020年

利用表达金结合肽的 M13噬菌体，开发了一种由

金纳米线（AuNW）构成的比色生物传感器。特别

是，银包覆的M13噬菌体-AuNW复合物可提供多

个Hg（Ⅱ）结合位点，并展现出高度的灵活性，因

此与球形Au纳米颗粒相比，该复合物在实现卓越

的传感性能的同时，避免了聚集现象的发生［106］。
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此外，基于 M13噬菌体的生物传感器还可用

于湿度监测［107］、抗生素检测［108］、病毒检测［109］等各

个方面。

2.3　噬菌体基因工程技术在农业生产和废水处

理中的应用

2.3.1　工程噬菌体与农业生产　由于抗生素耐药

性问题日益严重，农业生产正在朝着减量化使用

抗生素的方向发展。噬菌体在畜牧业、渔业和种

植业等领域，对于预防和控制严重的细菌感染以

及食品保存等方面，发挥着重要作用。在畜禽养

殖方面，抗生素耐药性问题尤为突出，如金黄色葡

萄球菌出现多重耐药性。冀亚路等［110］使用牛源

金黄色葡萄球菌 SA.1545从污水中分离得到一株

具有高效裂解活性和宽宿主谱的烈性噬菌体VB-

SavM-JYL02。该噬菌体为奶牛乳腺炎的预防和

控制提供了新的可能性，展现了其在治疗奶牛乳

腺炎方面的巨大潜力。尽管在利用基因工程技术

制备工程噬菌体方面已取得重要进展，但是噬菌

体在水产养殖等方面的应用还停留在天然噬菌体

阶段［111］。噬菌体在预防和控制农作物细菌感染

方面，已证明其有效性，是抗生素治疗的替代方案

之一［112］。在食品保存方面，为满足人们对高质量

食品的需求，除防腐剂外，正着力研究基于噬菌体

的新型抗菌剂。目前噬菌体在食品方面的生物防

控研究主要涉及某些沙门氏菌［113］（如鸡白痢沙门

氏菌［114］、鼠伤寒沙门氏菌［115］、肠炎沙门氏菌［116-117］

等）、志贺氏菌［118］、大肠杆菌［119］、李斯特菌［120］以及

副溶血弧菌［121］等。

尽管工程噬菌体作为抗菌剂在农业生产中发

挥着重要作用，但是其抗菌效果得以保障的前提

是维持其生物活性。实际上，pH、温度和湿度都

会在不同程度上影响噬菌体的生物活性。因此，

基因工程噬菌体作为抗菌剂在开发使用时，应充

分考虑到具体场景下的特定环境因素，以保持噬

菌体的生物活性，使其抗菌效果发挥到最佳。

2.3.2　工程噬菌体与废水处理　生态环境安全是

维系人类可持续发展的重要影响因素之一。水污

染作为生态环境安全中的重大问题，对人类的健

康和生活环境构成了严重威胁。噬菌体与细菌之

间的相互作用在保障水安全方面发挥着重要作

用，尤其对于解决由饮用受污染水引起的多重耐

药大肠杆菌感染这一全球公共健康卫生问题具有

重要意义［122］。李敏等［123］通过同源重组技术获得

了工程化 T4样噬菌体（命名为WGqlae）。该噬菌

体具有裂解 4 种不同大肠杆菌菌株的潜力，并在

不同的 pH和高温下表现出良好的稳定性。研究

还发现，工程噬菌体WGqlae对浮游态和生物膜态

的大肠杆菌均具有显著的抗菌效果，这表明工程

噬菌体在防止大肠杆菌感染方面具有巨大的应用

潜力。在另一项研究中，研究者利用特异性噬菌

体处理废水处理厂的污废水中的粪便指示菌——

大肠杆菌和肠球菌。与单独暴露于紫外线相比，

结合噬菌体处理的方法成功减少了肠道粪便指标

病原体的数量［124］。然而，基因工程噬菌体在废水

处理中的应用仍存在一些问题。由于对病毒基因

组多样性的了解非常有限，噬菌体对废水处理厂

细菌群落的影响仍然知之甚少。现实生活场景中

复杂的微生物群落和复杂综合的环境因素也可能

会影响工程噬菌体的性能。同时，工程噬菌体在

废水处理的过程中可能会产生有害的副产物，并

且需要大规模的试验对其经济可行性进行评估。

3　展望

噬菌体基因工程技术的快速发展使得对噬菌

体基因组的靶向改造成为可能，进而催生了工程

化噬菌体这一新型抗菌剂来源，为精准防治耐药

菌感染提供了有力工具。然而，不可否认的是，噬

菌体疗法也存在其自身的局限性［125］。例如，目标

工程噬菌体的筛选效率有待提高，工程噬菌体在

临床应用中也存在安全方面的不确定问题［126］。

为了充分解决这些问题并挖掘噬菌体治疗的潜

力，未来需要将基因组工程、合成生物学、结构导

向设计、机器学习等前沿领域相结合，设计出“安

全、绿色、高效”的新型噬菌体，从而加强其在医

疗、工业、农业及生态等方面的应用。由此可见，

噬菌体基因工程技术与应用是一个具有巨大潜力

和广阔应用前景的研究方向，值得深入探究。
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