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噬菌体对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

骨髓炎的特异性治疗

苏子龙　文强强　刘　岩　谷　峰　隋镇江　于铁成

摘　要　骨髓炎是一种以进行性炎性反应和骨质破坏为特征的骨科疾病，大多数感染由金黄色葡萄球菌引起。近年来，由

于抗生素滥用，出现了耐甲氧西林金黄色葡萄球菌感染的骨髓炎。大量的实验研究表明，针对 ＭＲＳＡ的噬菌体能有效杀死 ＭＲ

ＳＡ，这类噬菌体还能清除生物膜并进入真核细胞杀死致病菌，对 ＭＲＳＡ骨髓炎有很好的治疗效果。本文从 ＭＲＳＡ骨髓炎难治性

原因、噬菌体杀菌效果、合理使用噬菌体等方面进行综述，旨在将噬菌体进一步应用于 ＭＲＳＡ骨髓炎的临床治疗提供更多的理论

信息。
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　　骨髓炎是一种以进行性炎性反应和骨质破坏为
特征的骨科疾病，临床骨髓炎病例中最常见的病原菌

是金黄色葡萄球菌，约占全部病例的 ６０％ ～７０％［１］
。

近年来，由于抗生素滥用出现了耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌（Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ，ＭＲＳＡ），
ＭＲＳＡ既能形成生物膜也能内化进入细胞，使得 ＭＲ
ＳＡ所致的骨髓炎极其难以治疗［２］

。目前尚无可靠的

方法来治疗这类骨髓炎，迫切需要研究新的治疗

方法。

噬菌体疗法可能是治疗 ＭＲＳＡ骨髓炎的一个理
想选择。１９１９年 ＦｅｌｉｘＤ′Ｈｅｒｅｌｌｅ最早将噬菌体应用
于人和动物的感染性疾病，开创了医用噬菌体的先

河。早期的研究发现噬菌体对金黄色葡萄球菌具有

杀伤能力。但到２０世纪４０年代，由于研究人员对噬
菌体基础生物学研究认识不足，同时抗菌效果好且使

用方便的抗生素出现了，使得对噬菌体治疗疾病的研

究急剧衰退。然而，随着 ＭＲＳＡ的出现，以噬菌体为
基础的治疗方法作为抗生素治疗的替代方法，重新引

起医学界的重视。噬菌体是一种针对细菌的病毒，具

有极高的特异性且易于应用，针对 ＭＲＳＡ的噬菌体只
能杀死细胞内外 ＭＲＳＡ并清除生物膜，不影响正常菌
群和机体细胞

［３］
。噬菌体具有自我调节功能，当它

们消灭宿主细菌后，很快会被免疫系统灭活，不会在

机体内存留。噬菌体与抗生素之间也存在着协同效

应，联合应用可放大杀菌效果
［４］
。通过基因工程，修

饰后的噬菌体可增强杀菌作用并能靶向运输药物，这

延伸了噬菌体的治疗领域，进一步扩展了医疗界对噬

菌体的认识
［５］
。

在骨科疾病的治疗方面，由于 ＭＲＳＡ导致的急性
和慢性骨髓炎的出现，噬菌体所具有的细菌宿主特异

性和对耐药菌株的溶菌活性，重新引起了注意，并逐

渐开始使用噬菌体来治疗ＭＲＳＡ骨髓炎，已取得了一
定成果

［６，７］
。但目前已完成的少数正式的噬菌体临

床试验对噬菌体的治疗效果没有得出确定的结果，但

越来越多地作为一种实验性疗法，用于治疗抗生素治

疗失败的危重患者
［８，９］
。本综述探讨噬菌体在 ＭＲＳＡ

骨髓炎治疗方面应用的可行性，为进一步将噬菌体用

用于临床治疗提供一定的依据。

一、ＭＲＳＡ骨髓炎难治性原因
金黄色葡萄球菌是一种革兰阳性菌，是骨髓炎最

主要的致病菌。抗生素的滥用将 ＭＲＳＡ从临床环境
中分离出来，其导致的骨髓炎极难治疗，即使不断引

用新技术和新抗生素也未能取得满意的治疗效

果
［１０］
。

ＭＲＳＡ能够侵入并在哺乳动物细胞内存活。
ＭＲＳＡ进入血液后几分钟内会被宿主吞噬细胞（主要
是中性粒细胞和巨噬细胞）吞噬

［１１］
。虽然大多数细

菌能被这些细胞有效杀死，但部分 ＭＲＳＡ不能被完全
清除，受感染的细胞会将细菌从最初的感染部位传播
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出去。ＭＲＳＡ一旦进入组织，就可侵袭各种非吞噬细
胞类型，如成骨细胞，进而导致慢性或复发性骨髓炎。

此外，细胞内 ＭＲＳＡ还能破坏先天免疫反应，并导致
中性粒细胞破坏

［１２］
。因此 ＭＲＳＡ在吞噬细胞和其他

细胞内的侵袭和存活是导致 ＭＲＳＡ骨髓炎治疗失败
的原因之一。

除上述两方面原因外，ＭＲＳＡ能在医疗器械上形
成生物膜。生物膜阻碍抗生素和宿主免疫系统对细

菌的杀伤作用，为 ＭＲＳＡ发展成持续性、慢性和复发
性感染提供了可能性

［１３］
。生物膜形成一般要经历 ４

个阶段：初始阶段，细菌的浮游表型通过范德华力、空

间相互作用和静电相互作用可逆地附着在固体或非

生物基质上；之后由于细菌与表面之间的疏水和亲水

相互作用，可逆吸附的细菌保持不动并成为不可逆吸

附，形成微型菌落；一旦微型菌落形成并处在最佳生

长条件下，生物膜就进入成熟期，成为一个更为复杂

的生物膜结构；最后，一些细菌从生物膜中分离出来，

成为浮游状态，开始新的感染。因此生物膜的形成使

得骨髓炎难以治疗。

二、噬菌体治疗 ＭＲＳＡ骨髓炎
１．噬菌体的杀菌机制：噬菌体由蛋白质外壳及包

裹在其中的 ＤＮＡ或 ＲＮＡ组成，所有噬菌体感染目标
细菌都要经历：吸附、核酸从蛋白外壳中分离、核酸的

表达和复制、病毒粒子组装、释放和传播的过程
［１４］
。

噬菌体是细菌特有的病毒，其高度特异性使得只感染

和杀死目标细菌，这防止了正常菌群的破坏和微生物

菌群的失调
［３］
。

噬菌体主要以裂解和溶原周期两种方式杀灭细

菌。在裂解周期中，裂解性噬菌体使用细菌的养分产

生子代噬菌体，这些子代噬菌体裂解细菌后，释放出

来继续感染其他致病细菌
［１５］
。温和噬菌体通过溶原

周期进行复制，噬菌体基因组整合到细菌基因组中，

或作为质粒与细菌宿主一同进行复制，噬菌体基因组

也可以脱离细菌基因组进入裂解周期，最终溶解细

菌
［１４］
。一些噬菌体同时具备裂解和溶原这两种周

期，其杀菌作用因而变得复杂。除此之外，Ｐｅａｒｌ
等

［１６］
的研究还发现，虽然大多数噬菌体只能感染和

裂解代谢活跃的细菌，但少数噬菌体可以感染处于休

眠状态的细菌，待休眠细菌在恢复到代谢活跃状态

后，噬菌体裂解周期激活，这种感染方式能够消除细

菌重新传播的风险。基于以上的研究，在治疗 ＭＲＳＡ
骨髓炎实验中，通常会直接使用裂解 ＭＲＳＡ的噬菌
体，其可有效杀灭 ＭＲＳＡ。

噬菌体不仅可以杀死裸露的致病菌，也能杀死进

入细胞的内化致病菌。利用荧光标记噬菌体和金黄

色葡萄球菌的研究发现，噬菌体能通过上皮细胞的胞

吞作用随机地进入牛乳腺上皮细胞，并能清除细胞内

金黄色葡萄球菌
［１７］
。噬菌体可以通过巨噬细胞吞噬

作用直接进入巨噬细胞，也可以通过感染金黄色葡萄

球菌的方式间接进入巨噬细胞，这两种方式都能显著

杀死金黄色葡萄球菌并降低金黄色葡萄球菌引起的

细胞毒性损害。实验性噬菌体疗法不会降低患者吞

噬细胞杀死细菌的能力，也不影响正在杀死细胞内细

菌的吞噬细胞活性。这种杀菌方式使利用噬菌体杀

灭内化的 ＭＲＳＡ成为可能。
在噬菌体杀灭细菌的过程中离不开肽聚糖水解

酶的溶膜作用，该酶分为两种类型：外溶酶和内溶酶。

在噬菌体吸附细菌后，噬菌体外溶酶通过降解肽聚

糖，在细胞壁上形成破损，将遗传物质注入细菌内。

在噬菌体裂解周期结束时内溶酶降解细胞壁，溶解细

菌，帮助子代噬菌体的释放
［１８］
。带有双链基因组的

噬菌体可释放穿孔酶和内溶素介导细菌溶解。而单

链基因组的噬菌体由于缺乏
!

溶酶的编码基因，通过

生成裂解效应体，抑制细菌细胞壁生物合成，使宿主

细菌在生长过程中裂解。由于噬菌体疗法的某些不

确定性，单独使用肽聚糖水解酶治疗金葡菌感染或许

也是一种不错的选择。

２．噬菌体清除生物膜：噬菌体清除生物膜的机制
是多样的。噬菌体能够产生胞外多糖解聚酶，该酶可

降解构成生物被膜基质的胞外多糖成分，从而破坏生

物被膜的网络连接，侵染被膜菌
［１９］
。当噬菌体的遗

传物质进入宿主菌后，能诱导宿主菌产生降解胞外多

聚物的酶类
［２０］
。噬菌体也能通过产生降解细菌之间

交流信号的酶，阻止细菌进一步聚集形成生物膜
［２１］
。

噬菌体还能穿透细菌生物被膜的输水通道进入生物

被膜内部，裂解被膜内的细菌，从源头上减少生物膜

的产生。

体外实验发现金黄色葡萄球菌噬菌体是有效的

生物膜破坏剂，噬菌体 Ｋ（有广泛的宿主范围）及其 ６
种修饰衍生物的混合物可完全抑制金黄色葡萄球菌

生物膜的形成。噬菌体 Ｋ与噬菌体 ＤＲＡ８８（有广泛
的宿主范围）的混合物对 ＭＲＳＡ有强大的裂解活性，
可显著减少由３种不同金黄色葡萄球菌产生的生物
膜

［２２］
。动物实验进一步证明，植入物表面噬菌体涂

层显著降低了细菌对植入物的黏附和相邻组织中细

菌负荷
［７］
。
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研究还发现噬菌体联合其他治疗方法对清除生

物膜效果要比单纯应用噬菌体效果好。生物膜的机

械破坏可以促进噬菌体感染。噬菌体对金黄色葡萄

球菌完整的生物膜没有活性，但在清创后进行噬菌体

治疗，细菌数量显著减少，并且改善了伤口的愈

合
［２３］
。Ｒａｈｍａｎ等［２４］

研究发现噬菌体 ＳＡＰ－２６和抗
生素联合治疗有强大的生物膜去除作用，能诱导生物

膜基质的结构变化和细菌数量的大幅减少，尤其是噬

菌体和利福平的混合物可有效清除金黄色葡萄球菌

生物膜。Ｋｅｌｌｙ等发现在７２ｈ内噬菌体鸡尾酒对金黄
色葡萄球菌生物膜的破坏十分明显，生物膜量降低至

与阴性对照相当的水平。其他的研究还发现噬菌体

鸡尾酒可预防金黄色葡萄球菌生物膜形成并显著减

少生物膜生物量
［２２］
。此外清除生物膜的敏感度还取

决于细菌和生物膜的成熟程度，时间越长细菌外物质

积累越多，因而越难清除，故应尽早使用噬菌体。

３．噬菌体在杀菌过程中的演进：以往应用噬菌体
需要不断监测目标细菌的噬菌体敏感度，一旦发现细

菌产生了新的耐药性，需要及时更新噬菌体制剂，或

使用由同种异型噬菌体混合成的噬菌体鸡尾酒来克

服耐药性。有时细菌可能对噬菌体相对不敏感，可将

噬菌体在不敏感菌株中传代培养后，获得的修饰型噬

菌体突变体可以克服这一问题。

近年来研究发现，在噬菌体和细菌相互作用的过

程中，噬菌体感染和细菌防御机制都在不断共同演

进。细菌通过受体的表面修饰抑制噬菌体的吸附，利

用 ＲＭ系统（限制性修饰系统）降解噬菌体基因组，
对噬菌体入侵 ＣＲＩＳＰＲ（短回文重复序列）系统免疫，
利用 Ａｂｉ（Ａｂｉ相互作用因子）系统使细菌凋亡。噬菌
体也相应地演进出几种策略，克服细菌防御机制。包

括识别细菌的可变基序或新的受体，修改它们的限制

位点或抑制 ＲＭ系统，干扰 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统或通过
编码抗毒素噬菌体基因抑制 Ａｂｉ系统。噬菌体普遍
存在这种演进能力，针对 ＭＲＳＡ的噬菌体演进不但能
克服 ＭＲＳＡ的抗性，还能使 ＭＲＳＡ对噬菌体保持敏
感成为可能，同时可能会减少很多额外的监控。

４．噬菌体的临床应用和给药方式：大量实验发
现，早期、大剂量、反复多次局部使用噬菌体能产生很

好的治疗效果。疾病早期致病菌还未发展成复杂的

感染，越早使用噬菌体越能更好地控制感染。由于体

积为 ５０～２００ｎｍ的噬菌体可以扩散到机体各个部
位，因此选择此类噬菌体能尽早地产生杀菌效果。此

外，人体实验性治疗发现，噬菌体在血浆中的半衰期

约２．３ｈ，在器官中半衰期约 ９ｈ。将噬菌体直接注射
到感染部位，连续４天的注射比单次注射能更有效地
降低细菌负荷。在已感染的动物模型上，连续３天的
噬菌体治疗，对感染的治疗也是有效的

［１０］
。

要使噬菌体治疗起作用，感染部位的噬菌体浓度

必须足够高。原因在于，即使感染部位易受感染的细

菌浓度很高，低浓度的噬菌体也不能快速扩增，因而

不能实现对细菌的快速杀灭。另外，在体内宿主免疫

反应或其他机制也会导致噬菌体浓度的降低，如若早

期使用高浓度的噬菌体可能使每个细菌吸附多个噬

菌体，可导致细菌更快裂解。若口服给药，胃部的酸

性环境及胃蛋白酶会影响噬菌体的活性，因而到达感

染部位的噬菌体将减少。故可通过术前术后噬菌体

制剂清洗伤口，噬菌体制剂浸泡创面绷带，定期通过

引流管导入噬菌体、噬菌体制剂浸泡引流条置于创面

切口内等方式增加局部噬菌体浓度。对于更深的伤

口，除使用噬菌体冲洗创面外，还常将噬菌体包埋到

可降解的聚合物内置入伤口中。此外，成功的噬菌体

治疗还需要严格应用所有有效的伤口护理技术，包

括：根治性坏死切除和开放伤口，提供足够的引流，持

续控制噬菌体与病原体的最佳比例，早期闭合伤口。

５．噬菌体联合抗生素治疗骨髓炎：除了单独使用
噬菌体，也可以将噬菌体与抗生素联合使用。这种方

式的显著优势是能够发挥噬菌体和抗生素之间的协

同作用，协同效应可将体内细菌数量降低到免疫系统

能够成功应对的水平，同时能够减少抗菌素的使用剂

量，限制了可能的不良反应
［４］
。１９４５年 Ｈｉｍｍｅｌｗｅｉｔ

将噬菌体和青霉素结合成功地治疗了葡萄球菌感染。

噬菌体通常毒性较低，一般可应用高浓度的噬菌体，

并在相对较低的标准浓度下系统地应用抗生素，两者

相互搭配能达到较好的治疗效果，即使存在血液循环

不良或纤维颗粒屏障的情况，噬菌体也能透过此类屏

障进入骨髓炎的最深处，增强多重耐药细菌对抗生素

的敏感度。

联合治疗的效果会受施药顺序的影响，噬菌体治

疗先于抗生素治疗能获得较好的治疗效果。原因有

多种，如噬菌体水解酶降解 ＭＲＳＡ的细胞壁，可辅助
抗生素结合细菌药物结合位点

［１５］
。噬菌体能破坏生

物膜基质结构，将隐藏的细菌释放出来，受到噬菌体

和抗生素的共同攻击
［２４］
。噬菌体穿透生物膜后在细

菌密集环境中快速复制，使噬菌体密度增高，进一步

破坏生物膜，此时添加抗生素，药物能深度渗透，在亚

致死性抗生素浓度就可刺激噬菌体感染的细菌裂解，
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引起更强的细菌死亡
［１０］
。与此相反的情况是，先使

用抗生素，后使用噬菌体，由于噬菌体可感染的细菌

数减少，其感染动力学会受到负面影响，最终影响杀

菌效果。

通过一项人体回顾性研究发现，ＭＲＳＡ噬菌体口
服制剂可显著降低抗生素治疗失败的骨髓炎患者体

内 Ｃ反应蛋白血清浓度和白细胞计数，但平均 ＥＳＲ
没有明显变化，表明两者联合治疗可能具有抗炎作

用。某些抗生素会影响吞噬细胞的杀菌功能，可能导

致机体免疫力下降。相比之下，噬菌体对患者外周血

吞噬细胞的杀菌能力无不良影响，更不会影响骨髓内

粒细胞的生成。两者联合使用可减少对免疫反应的

影响。

但二者的联合使用也会产生不良反应，抗生素是

特异性噬菌体诱导剂，会诱导噬菌体编码的整合酶基

因数量增加。此外抗生素治疗增加了噬菌体和细菌

之间的相互作用，使噬菌体 －细菌基因交换网络高度
连接，丰富了噬菌体编码的基因，包括对药物的不同

抗菌机制产生耐药性的基因，噬菌体编码的抗生素耐

药基因再转移到原始细菌中，产生与抗药有关的细菌

基因，从而产生耐药性。

６．基因工程噬菌体治疗骨髓炎：通过基因工程修
饰噬菌体，不但可以增强其杀死 ＭＲＳＡ的能力，还能
开发出治疗骨髓炎药物运输的载体。由于噬菌体具

有免疫原性，在体循环中逐渐减少。Ｍｅｒｒｉｌ等运用基
因工程技术设计出一种可长期存在的噬菌体突变体，

可在小鼠循环系统中存活超过１个月，不仅达到了治
疗目的，也把噬菌体应用扩展到感染的预防。此外，

溶解性噬菌体治疗可导致大量的细菌裂解，细菌成分

和毒素的释放可能引发免疫反应。通过同源重组对

ＭＲＳＡ温和性噬菌体 Ｐ９５４进行了改造，使负责细菌
裂解的内溶酶基因编码失活。体外研究表明，缺乏内

溶酶的噬菌体 Ｐ９５４具有与野生型噬菌体相同的细菌
杀伤能力。体内研究显示，使用该基因工程噬菌体可

完全治疗 ＭＲＳＡ感染的小鼠，且没有明确的免疫
反应。

基因工程设计的酶促噬菌体在感染过程中能表

达生物膜降解酶，同时攻击生物膜和生物膜基质中的

细菌细胞。其去除生物膜的功效明显大于非酶促噬

菌体治疗的功效，可将细菌生物膜细胞计数显著降低

约４．５个数量级。
此外，基因改造的噬菌体在与药物结合的同时仍

能维持着宿主细菌靶向性，可用于靶向药物递送。

Ｙａｃｏｂｙ等用基因工程在丝状噬菌体被膜蛋白上显示
目标特异性肽段，再通过一种不稳定的连接剂将噬菌

体与氯霉素或新霉素化学结合，从而实现可控释放。

噬菌体 －药物偶联物发现目标细菌后，噬菌体与目标
细菌结合，抗生素被释放出来后几乎完全抑制了金黄

色葡萄球菌的生长，对 ＭＲＳＡ骨髓炎的治疗有一定的
作用。

三、展　　望
随着抗生素的滥用，出现了越来越多的由 ＭＲＳＡ

导致的骨髓炎，使得骨髓炎越发难以治疗。常规抗生

素治疗弊端显现，因此迫切需要找到新的治疗方法。

一些临床报告、体外和体内研究表明，噬菌体疗法可

能是治疗 ＭＲＳＡ骨髓炎的一种可行的方法。
目前噬菌体治疗 ＭＲＳＡ骨髓炎的研究取得了一

定的进展。主要的研究集中在噬菌体以裂解的方式

杀死 ＭＲＳＡ，以及噬菌体产生的各类酶降解细胞壁和
生物膜，暴露隐藏的致病菌，为后续杀菌过程提供条

件这两个方面。而对噬菌体进入细胞，杀死内化的

ＭＲＳＡ的研究相对较少，这种杀菌作用对治疗骨髓炎
至关重要，但其安全性有待进一步研究。此外，通过

将噬菌体与抗生素合理配伍，可以优化噬菌体治疗效

果。一些新的研究发现基因工程噬菌体对杀死 ＭＲ
ＳＡ效果良好，极大地发挥了噬菌体治疗潜力。综述
目前研究，噬菌体治疗优势使其成为治疗 ＭＲＳＡ骨髓
炎最重要的选择。

噬菌体作为一种有效的抗生素替代品，对 ＭＲＳＡ
骨髓炎治疗效果显著，应用潜力巨大。但目前还缺乏

定义明确且使用安全的噬菌体制剂和使用方法，因此

仍需要通过谨慎而科学的方法使用噬菌体，并不断研

究其治疗潜力。该研究领域的不断发展，有望实现噬

菌体疗法的临床转化，开启 ＭＲＳＡ骨髓炎治疗的新
时代。
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