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摘要 由多重耐药（MDR）细菌引发的感染已成为全球公共卫生的重大挑战。传统抗生素药物研发乏力、疗效下降，亟须

开发新型抗菌策略。噬菌体作为天然杀菌剂，具有特异性强、可自我复制及生产成本低等显著优势。然而，野生型噬菌体

在临床应用中仍面临宿主谱呈现高度多样性、易被免疫系统清除、难以穿透生物膜等瓶颈。随着合成生物学、纳米技术与

基因编辑技术的融合发展，工程噬菌体技术取得长足进步，为突破上述局限提供了可编程、可扩展且具临床转化潜力的技

术路径。本文系统综述了工程噬菌体的化学修饰、体内编辑、体外合成及定向进化等核心构建策略，重点介绍了其在破坏

细菌生物膜、削弱病原菌毒力、恢复抗生素敏感性、递送纳米药物及调控微生态平衡等方面的治疗应用与作用机制，深入

分析了其在宿主匹配、细菌耐受、药代动力学、给药途径、生产质控及临床剂量确定等方面面临的挑战，并展望了多学科

交叉背景下工程噬菌体的智能化设计、标准化制备及临床转化前景，旨在为MDR细菌感染的新型生物疗法提供理论参考与

技术支撑。
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多重耐药（multidrug resistance， MDR）细菌

带来的全球威胁日益严重，导致相关疾病发病率、

死亡率和医疗费用显著增加。《柳叶刀》（The 

Lancet）最新分析报告显示，细菌感染已成为仅次

于缺血性心脏病的全球第二大死因，全球每年有约

800万人死于33种常见细菌感染，其中耐药菌感染

直接造成约130万人死亡［1］。然而，目前抗生素研

发管线日益萎缩，葛兰素史克、默沙东等全球领先

抗生素制药公司已停止抗生素的开发管线［2-4］，导

致针对MDR细菌的新抗菌药物研发严重滞后。噬

菌体（bacteriophage，phages）是一类专门感染细

菌的病毒，也是地球上最丰富的生物实体之一，由

弗雷德里克·图尔特（Frederick Twort）和费利克

斯·德赫雷尔 （Felix dHerelle） 分别在 1915 年和

1917年独立发现，并在20世纪30年代曾被广泛应

用于治疗人类和动物的细菌感染［5-9］。传统抗生素

作用靶点单一，细菌易通过基因突变产生耐药

性［10］。噬菌体则不同，作为活体抗菌制剂，其尾

部受体结合蛋白 （receptor binding protein，RBP）

能精准识别宿主菌表面的特定受体，并通过注入遗

传物质特异性裂解宿主菌［11-12］。这一独特机制绕

开了传统抗生素的耐药路径，从而有效克服细菌耐

药问题，实现精准杀菌。随着 MDR 危机的加剧，

噬菌体疗法研究在 21世纪得以重视。欧洲联盟和

美国分别于 2013年和 2016年启动了噬菌体疗法的

临床试验，初步验证了噬菌体治疗耐药细菌感染的
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安全性［13］。美国国立犹太健康中心联合科罗拉多

大学和匹茨堡大学于 2022年利用噬菌体成功治疗

了一名合并难治性脓肿分枝杆菌肺部感染的囊性纤

维化患者。该患者在常规抗生素治疗失败后，经静

脉输注噬菌体鸡尾酒，显著改善临床感染症状，证

实噬菌体能够有效治疗临床的超级耐药菌感染［14］。

噬菌体因生产简单、快速且成本低，被认为在人类

细菌感染治疗、病原体检测、兽医医学、食品工业

等领域具有巨大潜力［15-22］。

与抗生素不同，噬菌体通常对特定菌株具有高

度特异性，可避免对微生物群产生非靶向效应。首

先，尽管野生噬菌体宿主谱呈现高度多样性，但在

面对特定耐药菌感染时，其宿主范围往往难以满足

临床精准匹配的需求。其次，使用野生型噬菌体进

行治疗仍面临诸多挑战，包括潜在的免疫反应、生

物膜清除能力不足、细菌毒素（如内毒素）释放以

及细菌间基因转移等风险［23-25］。此外，噬菌体在自

然进化中以自身繁殖为优化方向，并非针对治疗目

的设计，限制了其在生物医学领域的应用潜力。因

此，迫切需要对噬菌体进行功能改造，从而克服噬

菌体在实际应用中的诸多缺陷。随着生物合成和纳

米科学的快速发展以及噬菌体基因组和结构数据库

的完善，通过化学修饰、材料改进和遗传进化等策

略，有望克服噬菌体的天然局限性。工程噬菌体通

过化学修饰、体内编辑、体外合成和定向进化等策

略的制备方法，在破坏细菌生物膜、恢复药物敏

感、精准药物递送以及调控菌群平衡等领域发挥重

要的作用（图1）。
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Fig. 1　Design strategies and primary applications of engineered bacteriophages
图1　工程噬菌体的设计策略和主要应用
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1　工程噬菌体的设计策略

野生型噬菌体在宿主范围、免疫兼容性及生物

膜穿透等方面存在固有局限，难以直接满足临床治

疗需求。而工程噬菌体则能通过化学修饰、体内编

辑、体外合成及定向进化等手段，对噬菌体进行系

统性工程化设计，从而为构建功能可控、适应复杂

感染环境的工程噬菌体奠定基础（表1）。

1.1　化学修饰噬菌体

噬菌体表面衣壳蛋白含有丰富的氨基酸，可提

供胺基、羧基、巯基等多种活性基团用于化学修

饰［28，60-64］。其中，胺基与 N-羟基琥珀酰亚胺酯

（N-hydroxysuccinimide ester，NHS ester）可在温和

条件下反应，产物稳定且易于纯化，是目前最常用

的生物偶联方法［26-27］。羧基则可被 1-乙基-3-（3-二

甲氨基丙基） 碳二亚胺盐酸盐 （1-ethyl-3-（3-

dimethylaminopropyl） carbodiimide hydrochloride，

EDC）活化，进一步与伯胺反应形成稳定酰胺键，

实现噬菌体间的交联并形成微凝胶结构［29-30］。此

外，巯基与马来酰亚胺的“点击化学”反应在生理

条件下具有高特异性，其偶联速率远高于胺基反

应，不仅可以通过形成稳定硫醚键将荧光探针、药

物分子、金纳米棒或量子点精准固定在噬菌体表

面，还能与金、银等金属配位构建杂化纳米材

料［31-37］。尽管化学修饰策略功能强大，但在同一

反应条件下多个同源或异源氨基酸残基易发生非特

异性反应，导致位点选择性不足，进而可能影响噬

菌体的形态结构、理化性质及生物活性。因此，在

目标位点精准引入特定氨基酸残基（如半胱氨酸或

非天然氨基酸），可实现单点、特异性的修饰，从

而在拓展功能的同时维持噬菌体的结构完整性和生

物活性。在M13噬菌体衣壳蛋白pIII的N端精准修

Table 1　Design strategies for engineered bacteriophage
表1　工程噬菌体的设计策略

分类

化学修饰

体内编辑

体外合成

定向进化

核心特点

表面氨基与NHS酯发生酯化

反应［26-27］

表面羧基与伯胺形成酰胺

键［29-30］

表面巯基与马来酰亚胺偶

联［31-37］

紫外光或诱变剂随机引入突

变［38-41］

通过同源重组实现精准碱基

编辑［43-44］

将噬菌体基因组与编辑片段

共转入宿主［45-46］

CRISPR-Cas9 在 CRISPR 

RNA (crRNA)引导下识别切

割噬菌体DNA实现精准编

辑［47-51］

利用Gibson等温组装无缝拼

接基因组［52］

利用酵母重编程扩宽宿主

谱［54］

突变文库筛选噬菌体RBP新

受体［55-57］

人工干预筛选优势RBP突变

体［58-59］

优势

产物稳定、易于纯化、

应用广泛

反应温和、操作简便、

可规模化制备

特异性高、反应速率

快、可精准固定

操作简便、高通量、全

基因组覆盖

突变可设计、结果可预

测、精准编辑

无需感染步骤、实验周

期短、PCR直接鉴定

精准高效、程序化设

计、可引入异源功能 

模块

无细胞体系、操作简

便、适配性广

重组高效、大片段组

装、宿主范围扩展

不依赖结构解析、发掘

适应路径、高通量筛选

依赖先验结构与功能信

息、精准改造、结果可

预测

局限

可能影响噬菌体尾部纤维

结构与裂解活性

位点选择性差、易发生非

特异性修饰

需引入巯基位点、对氧化

环境敏感

难以精准识别有益突变、

筛选工作量大

依赖长同源臂、效率有限

依赖宿主重组蛋白表达

技术门槛高、缺乏有效编

辑工具、存在脱靶风险

依赖体外酶促体系效率

技术门槛高、需回收基因

组后电转化

筛选工作量大、难以精准

定位有益突变

依赖结构解析、需已知功

能域信息

适用场景

药 物 递 送 、 荧 光    

标记

微凝胶构建、表面

功能化

精准固定、金属配

位、杂化材料

构建突变体库、表

型筛选

精准编辑、重组噬

菌体构建

无标记基因缺失、

快速构建突变体

精准基因敲除、合

成生物学改造、基

因回路设计

从头合成基因组、

无宿主克隆、高通

量工程化

扩宽宿主范围、合

成噬菌体构建

构建突变文库、扩

宽宿主范围

构建嵌合蛋白、宿

主范围重编程

联合应用案例

与体内编辑结合，

引入非天然氨基

酸，实现噬菌体位

点特异性精准修

饰［28］

与定向进化结合，

快速构建高多样性

噬菌体突变文库，

实现对目标表型的

精准筛选［42］

与体内编辑结合，

在酵母系统中实现

噬菌体宿主范围重

编程［53］

与体内编辑结合，

将进化获得的优势

突变整合至野生型

噬菌体基因组［54］
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饰硒代半胱氨酸残基，可将腺苷A1受体配体共价

连接至该位点，使修饰后的噬菌体能够借助A1受

体配体与细胞表面的腺苷A1受体特异性结合，显

著提升噬菌体对靶细胞的亲和力并激活下游AKT

信号通路［65］。

1.2　体内编辑噬菌体

体内编辑噬菌体技术主要包括随机诱变、同源

重组、重组工程（含电穿孔介导的噬菌体重组工

程）以及成簇规律间隔短回文重复序列及其相关蛋

白 系 统 （clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats and CRISPR-associated proteins 

system，CRISPR-Cas system） 编辑。随机诱变利

用紫外光或化学诱变剂随机引入突变，操作简便，

但产生的突变体库需通过表型筛选鉴定，难以精准

识别有益突变［38-41］。Huss等［39］报道，通过紫外辐

照或化学诱变剂（如甲磺酸乙酯和羟胺）对噬菌体

基因组进行随机诱变，可在连续进化实验中高效引

入全基因组范围的单核苷酸突变，从而实现对噬菌

体表型多样性的高通量筛选和突变体库功能表征。

同源重组则通过引入与目标基因组部分同源的

DNA片段，在预定位置实现精准的碱基替换或片

段插入、删除，具有突变可设计、结果可预测的优

点，克服了随机诱变的盲目性，但其依赖较长的同

源臂序列，效率有限［43-44］。Beier等［66］让两种表型

不同的噬菌体共同感染同一宿主细菌，经基因组同

源重组，获得兼具双亲性状的重组噬菌体，由此证

实噬菌体RNA聚合酶的模板特异性由其编码基因

的羧基编码端区域决定。利用 λ噬菌体Red系统进

行的重组工程可大幅缩短同源臂长度，显著提升重

组效率，并可引入外源蛋白质表达，但宿主自身的

DNA修复系统可能削弱其效果［67］。电穿孔介导的

噬菌体重组工程将纯化的噬菌体基因组与编辑片段

共电转入宿主细胞，无需感染步骤，阳性重组子可

通过 PCR 直接鉴定，大幅缩短实验周期［45-46］。

Marinelli等［46］通过电穿孔介导的噬菌体重组工程，

在表达 Che9c 重组蛋白的宿主菌中，将噬菌体

DNA与含短同源臂的重组底物共电穿孔，实现了

对必需基因 lysA 的无标记缺失，仅需两轮 PCR 筛

选即可获得突变体。

CRISPR-Cas系统是广泛存在于细菌和古菌中

的适应性免疫系统。该系统通过 CRISPR RNA 引

导 Cas 核酸酶识别并切割外源 DNA，通常包括间

隔序列获取、CRISPR RNA (crRNA)成熟以及干扰

3 个阶段。依据系统发育与作用机制的差异，

CRISPR-Cas 系统可分为两大类［68-70］。第 1 类系统

（包括 I型、III型和 IV型）依赖多亚基组成的效应

复合物，如 I型系统中的Cas蛋白与 crRNA组装形

成 Cascade 复合物，在识别靶标 DNA 后募集 Cas3

核酸酶进行切割，从而诱导细胞通过同源重组修复

机制实现基因编辑［53］。第2类系统（包括 II型、V

型和 VI 型）则仅需单一效应蛋白即可执行功能，

结构更为精简。其中，II型系统应用最为广泛，其

核心蛋白Cas9可在 crRNA引导下识别带有前间隔

区邻近基序的 DNA 序列，并切割形成双链断裂，

若同时提供同源修复模板，则可通过同源定向修复

机制实现精准的基因编辑［71］。这一“定向切割-可

控修复”的特性，使得Cas9成为当前噬菌体基因

工程中高效且常用的编辑工具。Cas9 凭借其定向

切割和可控修复的特点，已成为噬菌体基因工程中

的高效编辑工具，该系统已成功用于大肠杆菌噬菌

体、肺炎克雷伯菌噬菌体、枯草芽孢杆菌噬菌体及

李斯特菌噬菌体等多种噬菌体的基因组编辑，实现

了基因删除、插入、点突变及替换等精准基因

改造［47-51］。

1.3　体外合成噬菌体

在噬菌体合成生物学中，Gibson等温组装与酵

母同源重组是实现体外合成噬菌体的两大核心策

略。Gibson等温组装依托无细胞酶促反应体系，在

体外完成多片段噬菌体基因组的高效、无缝拼接，

无需依赖宿主胞内重组机制，操作简便、适配性

广，可快速完成基因组的从头合成与定向改造［52］。

Mitsunaka 等［52］ 将 噬 菌 体 基 因 组 DNA 片 段 经

Gibson组装在体外完成完整基因组的高效拼接，随

后通过电穿孔将组装产物导入宿主细菌中实现噬菌

体的有效复苏，对野生型噬菌体基因组进行定点敲

除和外源基因插入等定向改造，实现噬菌体基因组

的体外合成、模块化设计与功能重塑，并结合无细

胞转录翻译体系完成噬菌体的全流程体外构建与制

备。酵母同源重组系统则凭借胞内高效同源重组机

制，在酵母细胞中完成多片段线性DNA的一步精

准组装，能将完整噬菌体基因组以酵母人工染色体

形式稳定保存，有效规避细菌宿主的限制修饰系统

与复制依赖，为噬菌体基因组的模块化重构与长期

存档提供稳定平台。Ando等［54］利用酵母同源重组

系统，在酿酒酵母中将外源宿主识别基因（如尾丝

蛋白基因）一步组装入噬菌体基因组，实现跨属宿

主范围的重编程，使原本感染大肠杆菌的噬菌体能

够靶向耶尔森菌或克雷伯菌，成功构建了宿主范围
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可调的合成噬菌体，并用于混合菌群中耶尔森菌或

克雷伯菌的精准清除。相较于传统依赖细菌内同源

重组的编辑方法，体外合成策略避免了噬菌体基因

在宿主内表达毒性蛋白质所带来的克隆不稳定问

题，且可在一次转化中完成多片段、多位点的同步

编辑，显著提升了噬菌体工程化的通量与可控性。

1.4　噬菌体定向进化

噬菌体的宿主范围主要由其 RBP 决定，这一

局限性是制约其实际应用的关键。目前，扩展宿主

范围主要依靠人工选择与合理设计两类策略。人工

选择的核心在于通过突变和筛选获得所需表型：首

先构建受体结合蛋白基因的突变文库，人为提高序

列多样性；随后在目标宿主上进行筛选，最终分离

出能识别新受体的噬菌体突变株［55-57］。Suga等［72］

基于人工选择策略鉴定出T4噬菌体长尾纤维 gp37

蛋白中关键氨基酸位点，并针对其RBP构建人工

突变体文库，筛选出能同时吸附于大肠杆菌O157

外 膜 蛋 白 C （O157 OmpC） 及 K-12 脂 多 糖

（lipopolysaccharide，LPS） 突变体，从而实现对

T4噬菌体宿主特异性的定向改造，克服了天然T4

噬菌体无法利用O157 OmpC及K-12 LPS作为感染

受体的限制。这种方法适用于探索未知的宿主适应

路径。合理设计则基于已知结构功能信息进行精准

改造，主要有两种途径：一是构建嵌合受体结合蛋

白，融合不同噬菌体的功能域；二是对天然蛋白质

进行定点突变或序列修饰，使其获得新识别能

力［58-59］。Peng等［73］通过合理设计策略将M13噬菌

体 g3p的受体结合域与其他丝状噬菌体RBP交换，

成功构建了5种嵌合噬菌体，实现对铜绿假单胞菌

和霍乱弧菌等非天然宿主菌的特异性识别，从而拓

展噬菌体的宿主识别范围。这种方法依赖先验知识

与结构解析，适合定向、快速实现宿主范围的重编

程。两种策略各具优势：人工选择适用于发掘未知

可能性，合理设计更擅长实现目标明确的改造。实

际应用中，二者结合可更高效推动噬菌体工程化，

平衡探索与设计的效率。

2　工程噬菌体用于细菌感染治疗

传统抗生素在对抗多重耐药细菌时面临多重限

制，例如易受生物膜阻碍、难以快速降低细菌毒力

等。而工程噬菌体则能通过突破细菌被膜、削减细

菌毒力及递送纳米药物等方式，恢复抗生素敏感

性，清除致病细菌并调控菌群平衡，为协同治疗创

造条件。

2.1　突破细菌被膜，增强噬菌效能

细 菌 生 物 膜 是 由 细 菌 胞 外 聚 合 物

（extracellular polymeric substances，EPS） 如胞外

多糖、蛋白质与 DNA 等成分构成的致密复合体，

形成类似“菌体堡垒”的结构。传统抗生素或游离

噬菌体常因受到EPS的物理屏障、电荷排斥及代谢

陷阱效应的影响，难以有效渗透并清除膜内细菌。

工程噬菌体作为一种新兴抗菌策略，可通过利用噬

菌体表面衣壳蛋白上的胺基、羧基或巯基等活性基

团，采用酯化反应、点击化学等化学偶联方法构建

的噬菌体递送系统，可显著提升噬菌体对生物膜的

穿透能力与杀菌效率，克服了野生型噬菌体的渗透

局限。

Jin 等［74］通过酰胺键将温和噬菌体 M13 与钯

纳米粒 （~10 nm） 共价偶联形成 phage@Pd 纳米

酶。该复合体可在感染微环境（低pH与高H₂O₂条

件下）精准吸附于宿主菌表面，同时激活钯纳米

酶，原位释放大量羟基自由基（•OH），实现“靶

向定位-原位催化”双效协同，高效破坏生物膜并

杀灭细菌。体外实验表明，phage@Pd可在4 h内清

除超过 99.99%的大肠杆菌，并能有效穿透成熟生

物膜，对膜内菌的杀灭效率较游离Pd纳米酶提高

2~3 个数量级。在小鼠急性肺炎及皮下脓肿模型

中，单次给药即可清除超过 95% 的病原菌，并显

著降低炎症因子水平［74］（图2a）。Wang等［75］通过

二苯并环辛炔-叠氮“点击化学”将负载抗生素的

脂质体与携带EPS解聚酶的噬菌体Sb-1共价偶联，

构建了 Lip@Phage 纳米偶联物。该体系首先借助

噬菌体分泌的解聚酶“打孔”瓦解生物膜骨架，随

后引导脂质体沿孔道精准递送至菌体表面，实现

“先破膜-后释药”的级联杀菌。在小鼠假体关节感

染模型中，经14 d局部重复给药，Lip@Phage可使

细菌载量降低超过1 000倍，并显著降低系统性炎

症指标，显示出良好的生物膜穿透与协同抗菌效

果［75］（图2b）。

水凝胶凭借其质地柔软、生物相容性好、伤口

附着性强，以及具有定向缓释和环境响应性释放等

特性，成为负载噬菌体的理想递送平台。水凝胶包

埋不仅能实现噬菌体在感染部位的精准递送与持续

释放，还能有效保护其活性，为慢性感染性伤口的

靶向治疗提供了高效、安全的载药方案［76-77］。例

如，Tao等［76］开发的生物响应水凝胶（ΦxGel）将

双噬菌体鸡尾酒包埋于明胶-席夫碱网络中，当铜

绿假单胞菌分泌的明胶酶浓度升高时，水凝胶按需
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降解释放噬菌体，实现“感染-触发-杀菌”闭环。

体外实验表明，该体系可在4 h内有效清除游离菌，

24 h内使成熟生物膜中的活菌数减少 2个数量级，

且对人皮肤成纤维细胞无毒性［76］（图 2c）。此外，

Park等［77］通过静电自组装技术，将广谱抗耐甲氧

西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 （methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus，MRSA）的裂解性噬菌体K

与 阳 离 子 聚 氧 杂 降 冰 片 烯 （guanidinium-

functionalized poly （oxanorbornene） imide，PONI-

Guan） 偶联，构建噬菌体 -聚合物纳米组装体

（phage-polymer nanoassemblies，PPNs）。该组装体

凭借正电外壳中和生物膜 EPS 中负电荷的排斥作

用，并利用“电荷-疏水”协同效应撬开EPS网络，

显著提升噬菌体在生物膜内的渗透效率，使其穿透

通量较游离噬菌体大大提高，同时促进噬菌体在生

物膜内部持续裂解细菌。在体外MRSA成熟生物膜

模型中，PPNs仅需6 h即可杀灭99.9%的细菌，其杀

菌效率比游离噬菌体提高约1 000倍［77］（图2d）。

2.2　削减细菌毒力，恢复药物敏感

细菌毒力是指细菌通过产生毒素、形成荚膜等

毒力因子引起宿主疾病的能力，其强弱直接反映病

原体致病、突破宿主屏障及造成组织损伤的能

力［78-79］。传统抗菌治疗多聚焦于直接杀灭细菌，往

往难以迅速清除已释放的毒力因子或有效削弱病原

菌的侵袭力。工程噬菌体作为一种新型干预手段，

通过下调耐药基因或使致病因子失活等方式，在治

疗中并非立即杀死细菌，而是像特洛伊木马一样在

细菌内部递送调控指令，从内部降低其毒力，恢复

其对现有抗生素的敏感性。

通过化学修饰及基因工程改造，工程噬菌体被
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Fig. 2　Engineered bacteriophages break through the bacterial cell membrane and enhances the phage’s efficacy
图2　工程噬菌体突破细菌被膜，增强噬菌效能

（a）噬菌体M13与纳米钯通过化学键合形成phage@Pd，噬菌体裂解酶降解生物膜胞外多糖基质，纳米钯在感染部位酸性微环境激活类过氧

化物酶活性，催化H2O2原位生成羟基自由基，氧化破坏细菌膜结构并持续杀菌，实现生物膜瓦解与杀菌增效［74］；（b）噬菌体-脂质体偶联

物通过尾纤维蛋白特异性锚定细菌，利用其携带的EPS解聚酶水解胞外多糖以破坏生物膜结构，进而引导脂质体与细菌膜融合并释放抗生

素，实现“识别-破膜-释药”的靶向协同杀菌［75］；（c）明胶酶响应型水凝胶ΦxGel负载双噬菌体鸡尾酒，借助噬菌体裂解酶持续破坏胞外

基质，触发噬菌体滴度指数级扩增，体内外瓦解成熟生物膜并高效杀伤细菌［76］；（d）噬菌体K与PONI-Guan静电自组装形成PPNs，噬菌体

裂解酶降解生物膜胞外多糖基质，PONI-Guan与细菌外膜及EPS静电结合，物理破坏膜结构并锚定噬菌体，持续裂解细菌，实现EPS瓦解与

杀菌效率倍增［77］。
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赋予精准靶向病原菌的能力，在感染后迅速抑制细

菌关键毒力通路，大幅削弱细菌感染致病的能力。

例如，Zhu等［80］将二氧化铈纳米颗粒共价偶联于

噬菌体P510尾部构建的phage@CeO2复合体，可精

准识别碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌，释放解聚酶

软化细菌荚膜、破坏表面结构，进而下调多个细菌

毒力基因（如 wbp8、hasC、pilD）的表达，显著

降低细菌黏附与免疫逃逸能力（图 3a）。类似的，

Gencay等［42］通过对噬菌体 α15.T-even进行尾纤维

改造并搭载 CRISPR-Cas 系统，构建工程噬菌体    

α15.2。该噬菌体侵入大肠杆菌后，快速表达 cas3

核酸酶，靶向剪切 fimH 等关键毒力基因。随着

CRISPR-Cas系统的持续作用，细菌黏附与定植能

力显著下降，临床耐药菌株数量大幅减少，毒力表

型得到系统性抑制（图3b）。这些研究不仅提出了

增强游离噬菌体杀菌效果的新策略，还为解析噬菌

体与细菌毒力之间的相互作用提供了新视角。

近年来，基于合成生物学的噬菌体精准改造成

为研究热点，噬菌体工程化设计可使噬菌体在感染

耐药菌的同时，主动破坏其耐药机制，从而显著恢

复抗生素疗效。Brödel等［81］利用 λ-K1F工程噬菌

体递送胞嘧啶碱基编辑器，以不同感染复数梯度处

理尿路致病株UTI89，精确插入 clbH、clbJ和 cnf1

等毒力基因的提前终止密码子，使这些基因的失活

率分别达到92%、83%和53%，此外，在模型大肠

杆菌 MG1655-bla 中，该系统通过编辑 β 内酰胺酶

基因使其失活，成功恢复了细菌对β内酰胺类抗生

素（如卡苯西林）的敏感性［81］（图3c）。Sun等［82］
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Fig. 3　Engineered bacteriophages attenuate bacterial virulence and re-sensitize bacteria to antibiotics
图3　工程噬菌体削弱细菌毒力，恢复细菌药敏性

（a）P510噬菌体与PEG-CeO₂酰胺偶联的工程噬菌体CP显著下调CRKP毒力基因，破坏荚膜，实现杀菌效果［80］；（b）经尾纤维改造并插入

CRISPR-Cas的工程噬菌体α15.2靶向fimH等毒力基因，显著减少大肠杆菌耐药存活，并伴随cas3表达快速上调，实现杀菌效果［42］；（c）经

尾纤维与尾尖改造并搭载胞嘧啶碱基编辑器的工程噬菌体λ‑K1F，靶向clbH、clbJ与cnf1等毒力基因，在尿路致病性大肠杆菌UTI89中高效

引入终止密码子，实现精准致病基因失活［81］；（d）通过外壳修饰生物膜靶向肽和尾部修饰捕获肽的M13工程噬菌体可靶向递送PEBX，不

仅显著降低活菌数，还下调与毒力基因相关的胞外多糖合成及群体感应系统关键基因的表达，瓦解生物膜，恢复细菌抗生素敏感性［82］。
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在 M13 噬菌体衣壳蛋白 pVIII 中插入生物膜靶向

肽，并在尾丝 pIII连接PEBX噬菌体捕获肽，构建

双功能修饰的M13-PEBX复合噬菌体。该递送体系

将 PEBX特异性富集于生物膜外层，通过“感染-

裂解-子代扩散”的过程逐层向内推进，使整体活

菌量下降84%，同时下调与毒力基因相关的胞外多

糖合成及群体感应系统关键基因的表达，导致生物

膜结构松散，并恢复细菌对抗生素的敏感性［82］

（图3d）。工程噬菌体以“基因编辑+精准递送”为

核心策略，可有效避免细菌裂解引发的毒素暴发风

险。通过恢复现有抗生素的敏感性，使传统药物得

以“重新起效”，减轻了新药研发的压力，并提供

可编程、可扩展的抗菌新路径，有望成为未来抗感

染治疗的重要补充手段。

2.3　递送纳米药物，精准高效抗菌

纳米药物是药物本身或关键结构在 1~100 nm

之间的药物制剂，它利用纳米尺寸效应（如载体表

面修饰、靶向设计）优化药物分布，让药物更好地

送达目标部位并被身体有效利用，因此具有高靶向

性、低毒性、长效给药等优势。然而，其在临床应

用中仍面临易被单核吞噬系统清除、组织穿透能力

有限及潜在免疫原性等挑战。为此，研究者开发了

“噬菌体-纳米药物”集成系统，通过将抗生素、

CRISPR系统或免疫调节剂等封装于噬菌体衣壳内

或表面，实现精准递送、可控释放和疗效增强，显

著提升治疗效果并降低耐药风险。

提高纳米药物靶向性并构建多重杀菌机制是应

对复杂感染环境的有效策略。例如，Wang等［27］通

过链霉亲和素-生物素桥将镉基量子点固定于噬菌

体 头 部 ， 构 建 光 催 化 量 子 点 - 噬 菌 体 系 统

QD@Phage。该系统借助静电作用实现亚微米级精

准靶向，识别细菌后在可见光照射下产生活性氧类

（reactive oxygen species，ROS），引起细菌膜脂与

DNA的氧化损伤，同时启动噬菌体裂解周期，实

现光动力与生物裂解协同杀菌。体外实验表明，该

体系对铜绿假单胞菌的杀菌率超过 99.9%［27］（图

4a）。Yao等［83］通过NHS-PEG-甘露糖共价修饰裂

解性大肠杆菌噬菌体，并在其头部通过静电作用连

接 Mn²⁺，构建“免疫标记-武装”噬菌体复合体

Mn²⁺@Man-phage。该杂化体系利用噬菌体对细菌

的天然靶向与锚定能力，将Mn²⁺@Man-phage精准

递送至感染部位，释放Mn²⁺促进M1型巨噬细胞极

化，同时，甘露糖被巨噬细胞识别，增强吞噬与抗

原呈递，启动T细胞免疫应答。该体系实现了“靶

向递送-免疫标记-免疫激活”三重协同，在体内外

实验中均表现出显著的杀菌效果［83］（图4b）。

Meng等［84］通过静电沉积将精氨酸-甘氨酸-天

冬氨酸（arginine-glycine-aspartic acid，RGD）肽修

饰的壳聚糖与环孢素A共同负载于噬菌体头部，构

建“纳米头盔”式复合系统RCC@B。该系统利用

RGD与眼表整合素的特异性结合以及壳聚糖的阳

离子特性，实现“双锁”黏附，延长眼表滞留时

间。RCC@B通过靶向裂解耐药菌、缓释环孢素A

并抑制核因子 κB （nuclear factor kappa-B，NF-κB）

通路介导的促炎因子转录，协同发挥抗菌与抗炎作

用。在小鼠角膜炎模型中，单次给药 7 d后眼部临

床评分显著下降，细菌载量减少 99%［84］（图 4c）。

Chen等［85］将光敏剂修饰于噬菌体表面，使其在低

氧条件下高效产生•OH。噬菌体可精准靶向细菌并

富集光敏剂，经白光照射激发•OH爆发，实现靶向

递送与高效杀菌一体化作用，有效裂解细菌（图

4d）。“噬菌体-纳米药物”平台以亚细胞精度将杀

伤元件递送至病原菌，通过光催化、酶促或药物缓

释等多重机制，实现高效杀菌与逆转耐药，为耐药

菌感染的靶向治疗提供了一种具备临床转化潜力的

新型策略。

2.4　清除致病细菌，调控菌群平衡

微生物群落是人体不可或缺的“隐形器官”，

持续参与代谢网络的精细调控与免疫稳态的维持。

菌群平衡是保障人体正常生理功能的基础，有助于

抵御有害微生物入侵并辅助生理活性代谢物的调

控。然而，传统抗生素在治疗细菌感染时，常会无

差别杀灭有益菌，导致肠道菌群失调，可能引发继

发感染或炎症反应。
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Hsu 等［86］通过温和噬菌体 λ 构建表达程序化

dCas9 和靶向 rfp 报告基因的工程噬菌体 λ：：

dCas9，并采用基于海藻酸微珠与聚乙烯亚胺/果胶

多层膜包覆的口服递送体系，实现肠道内原位基因

调控。该体系可抵抗胃酸侵蚀，并在肠道菌群富集

区域通过果胶酶响应释放噬菌体，以溶原化方式高

效感染目标大肠杆菌，精准且持久地抑制其报告基

因的表达，同时维持肠道菌群总体组成的稳定［86］

（图 5a）。Dong 等［87］通过噬菌体展示筛选获得靶

向具核梭形杆菌的M13噬菌体株，并在其衣壳表

面通过静电组装负载银纳米颗粒，构建生物-无机

杂化工程噬菌体 M13@Ag。该体系在体外可精准

识别并杀灭具核梭形杆菌，应用于肠道后，不仅能

迅速清除目标病原菌，还能促使原本受抑制的产丁

酸有益菌大量增殖，从而显著恢复菌群多样性［87］

（图 5b）。Du 等［88］借助合成生物学手段，将靶向

不同细菌的效应蛋白基因精准嵌入噬菌体衣壳的特

定位点。改造后的噬菌体感染目标菌后在其内部大

量复制，裂解释放出高浓度效应蛋白；这些蛋白质

可穿透邻近多种致病菌，实现跨菌种的协同清除。

此外，由于抗性亚群持续暴露于效应蛋白的作用之

下，其生长受到持续抑制，菌群不再反弹，微生态
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Fig. 4　Engineering phage delivery of nanomedicines for precise and efficient antibacterial effects
图4　工程噬菌体递送纳米药物，精准高效抗菌

（a）噬菌体搭载Cd量子点，可以在光照下精准锚定于细菌表面，在纳米尺度内产生1O2，协同噬菌体裂解通路，提高纳米药物的杀菌性

能［27］；（b）噬菌体共价修饰NHS-PEG-甘露糖并负载Mn2+，靶向递送至感染部位后释放Mn2+，同时甘露糖被巨噬细胞识别并增强对细菌的

吞噬作用，从而实现协同抗菌效果［83］；（c）噬菌体与RGD修饰壳聚糖通过静电自组装形成RCC@B，壳聚糖与眼表组织静电吸附，RGD与

眼表细胞整合素结合，从而锚定噬菌体，持续裂解细菌，同时缓释环孢素A抑制局部炎症，实现杀菌与抗炎协同增效［84］；（d）噬菌体与光

敏剂ACR-DMT通过静电自组装形成ACR-DMT@Phage，ACR-DMT与细菌生物膜静电结合，从而引导噬菌体穿透生物膜并锚定细菌，在光

照下催化生成•OH高效杀灭细菌，实现靶向递送与高效杀菌［85］。
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得以逐步恢复平衡［88］（图5c）。Zhao等［89］将ROS

清除DNA纳米贴片（DNPs）与噬菌体偶联，经肠

溶包衣制成口服制剂 rDNPs@P-L。该体系可清除

33.7%的活性氧类，用于保护噬菌体活性和促进裂

解炎性结肠病原菌，同时调节有益菌增殖并抑制病

原菌定植，恢复肠道菌群β多样性和实现微生态重

塑（图5d）。

3　总结与展望

随着细菌耐药性问题日益严峻，传统抗生素疗

效下降，工程噬菌体因其高度的宿主特异性、可编

程性和自我复制能力，成为应对MDR细菌感染的

重要策略。噬菌体的宿主特异性源自细菌细胞壁结

构差异，革兰氏阴性菌具有由脂多糖和外膜蛋白构

成的复杂外膜，工程改造多聚焦于增强受体识别能

力或利用纳米材料实现外膜穿透与靶向递送；而革

兰氏阳性菌缺乏外膜，细胞壁为厚密的肽聚糖层，

改造重点在于提升识别亲和力、增强肽聚糖层渗透

及突破生物膜屏障［90-92］。在技术层面，已建立从分

子修饰到基因组编程的多维度工程噬菌体改造体

系，强化噬菌体裂解功能并引入新生物学特性。通
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Fig. 5　Engineered bacteriophages eliminate pathogenic bacteria and regulate microbial community balance
图5　工程噬菌体清除致病细菌，调控菌群平衡

（a）通过表达程序化dCas9后再被多层膜包覆的噬菌体可在肠道菌群富集区域释放噬菌体，以溶原化方式高效感染目标大肠杆菌且持久抑

制其报告基因表达，同时维持肠道菌群的总体组成稳定［86］；（b）筛选锁定致病菌的噬菌体并经镀银制成工程噬菌体M13@Ag，可实现精

准杀菌，同时促进有益菌回升和菌群多样性恢复［87］；（c）通过将效应基因插入噬菌体衣壳构建重组噬菌体HEPT，感染宿主菌后自产杀菌

蛋白并释放，清除致病菌的同时持续抑制抗性菌株的生长，在病灶部位实现“去病原-留空位-防反弹”的稳态重建［88］；（d）噬菌体改造后

不仅能快速清除解没食子酸链球菌，还可重塑肠道菌群结构，显著提升鼠杆菌科（Muribaculaceae）与毛螺菌科（Lachnospiraceae）等产丁

酸相关有益菌群的丰度，从而全面恢复肠道微生态多样性［89］。
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过化学偶联与点击化学反应实现了噬菌体表面功能

化修饰，借助体内编辑技术完成了噬菌体基因组的

精准重构，利用酵母同源重组实现了噬菌体基因组

的体外合成与功能重构，运用定向进化策略实现了

对宿主识别范围的重编程与功能优化。在治疗层

面，工程噬菌体借助功能化修饰与智能载体策略破

坏了细菌生物膜并增强了噬菌体杀菌活性，利用基

因编辑工具下调细菌毒力基因并恢复了其对抗生素

的敏感性，作为纳米药物递送平台实现了精准抗菌

治疗，以及通过口服递送系统选择性清除病原菌并

有效调节肠道菌群平衡。化学修饰、基因工程、合

成生物学与纳米技术的深度融合，使工程噬菌体在

拓展宿主谱、增强生物膜穿透、削弱细菌毒力、恢

复抗生素敏感性及调控菌群结构等方面展现出独特

优势，为传统抗菌治疗提供了精准、高效、可持续

的替代路径。

尽管如此，工程噬菌体的临床转化仍面临多重

挑战。首先，噬菌体宿主特异性与临床菌株多样性

之间的矛盾，限制了其广泛、即时的临床应用，亟

需建立高通量筛选与动态进化监测系统，实现宿主

匹配的智能化。其次，细菌已进化出受体突变、

CRISPR-Cas系统介导的免疫及流产感染等多种抗

性机制［93-97］，可通过构建双受体识别型广谱噬菌

体或引入“合成致死”基因抑制细菌适应性突变效

率、定向进化筛选逃逸突变体建立覆盖多种机制的

噬菌体库以及设计携带抗性因子的工程噬菌体或开

发鸡尾酒疗法，多维度干预细菌抗性突变。此外，

临床转化还受限于药代动力学不清、给药途径适配

性差、规模化生产质控缺失及剂量标准化不足等问

题。在药代动力学方面，工程噬菌体静脉注射后易

被单核吞噬系统快速清除或诱导中和性抗体反应，

导致病灶生物利用度低、杀菌效果不持久［98-99］，

未来需加强免疫逃逸策略研究以提升循环稳定性与

体内滞留能力。在给药途径方面，不同感染部位对

递送方式要求各异，未来应针对感染类型建立适配

的制剂策略与递送平台，最大化治疗效果［100-101］。

在规模化生产与质量控制方面，目前缺乏统一标

准，噬菌体疗法多为个体化定制，效价测定、内毒

素去除及基因组稳定性验证体系尚不完善。尽管欧

美已逐步推进相关药品生产质量管理规范（Good 

Manufacturing Practices，GMP）指南，要求全基因

组测序及严格的无菌生产与纯度控制，未来仍需构

建契合噬菌体特点的标准化生产与质量监管体

系［102］。在临床剂量确定方面，当前多依赖经验性

给药，缺乏统一疗效评估标准，未来应结合群体药

代动力学-药效学模型，构建定量药理学框架，通

过暴露-反应关系建立个体化给药方案，推动从经

验性治疗向精准定量治疗转变（表2）。综上所述，

攻克药学与工程学关键问题、弥补政策法规与临床

研究空白，是工程噬菌体从实验室走向临床的核心

目标。未来需整合合成生物学、感染病学、免疫学

等多学科力量协同攻关，动态解析噬菌体-宿主共

进化的分子机制，构建覆盖“快速筛选-智能设计-

体内评价-临床验证”的全链条技术体系，这将有

助于突破工程噬菌体临床转化的瓶颈，开创应对多

重耐药菌感染的治疗新范式与新路径。
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Abstract　Multidrug-resistant (MDR) bacterial infections have emerged as a serious challenge of global public 

health crisis. The overuse and misuse of conventional antibiotics have dramatically accelerated the emergence, 

evolution and worldwide spread of drug-resistant bacterial strains, necessitating urgent exploration of novel 
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antibacterial strategies. Bacteriophages serve as natural bacterial predators offering distinct advantages including 
high host specificity, autonomous self-replication capabilities and cost-effective large-scale production. However, 
wild-type phages present significant clinical limitations due to their narrow host ranges, susceptibility to rapid 
immune clearance and poor penetration of bacterial biofilms, which severely restrict their therapeutic applications. 
The convergence of synthetic biology, nanotechnology and advanced gene editing technologies has accelerated 
the development of engineered bacteriophage platforms, providing programmable, scalable and clinically 
translatable pathways to overcome these inherent biological constraints. Here, we systematically delineate four 
fundamental strategies for engineered bacteriophage development. Chemical modification utilizes reactive 
functional groups such as amino, carboxyl and thiol moieties on capsid proteins through esterification, amidation 
or click chemistry reactions to achieve precise drug conjugation and surface functionalization. In vivo editing 
encompasses ultraviolet or chemical mutagenesis for random mutation induction, homologous recombination for 
targeted genetic alterations, recombineering methodologies including electroporation-mediated bacteriophage 
recombination engineering, and CRISPR-Cas systems for precise genome editing to enable exact genetic 
reconstruction and host range reprogramming. In vitro synthesis leverages genome engineering platforms where 
intact phage genomes are transferred into yeast or host bacteria to facilitate highly efficient homologous 
recombination, enabling large DNA fragment assembly and cross-gene host range expansion without bacterial 
toxicity constraints. Directed evolution combines artificial selection through mutation library screening with 
rational design approaches involving chimeric receptor binding protein construction or site-specific mutagenesis, 
effectively balancing the discovery of unknown adaptive pathways with targeted host specificity modification. 
Moreover, we comprehensively discuss therapeutic applications across diverse clinical scenarios. Engineered 
bacteriophage effectively disrupt bacterial biofilms through sophisticated functionalized delivery platforms 
including nanozyme-conjugated phages, phage-liposome nanoconjugates and bio-responsive hydrogels, 
demonstrating significantly enhanced bactericidal efficiency compared to unmodified free phages. These 
bioengineered vectors attenuate bacterial virulence and resensitize pathogens to antibiotics by delivering CRISPR-
Cas systems or base editors to disrupt critical virulence factors such as pili, capsule synthesis machineries and 
quorum sensing systems, or by inactivating antibiotic resistance determinants including beta-lactamase genes. As 
an intelligent nanomedicine delivery platform, engineered bacteriophage enable precise pathogen elimination an 
through photocatalytic reactive oxygen species generation, immunomodulatory interventions, or controlled release 
of antibacterial drugs. Furthermore, oral administration of engineered bacteriophage facilitates microbiota 
modulation, which selectively eliminate intestinal pathogens while preserve beneficial commensal microbiota, 
thereby restoring microbial community balance and preventing complications associated with dysbiosis. Finally, 
we critically analyze persistent challenges including host strain matching complexity, evolution of bacterial 
resistance mechanisms, pharmacokinetic optimization requirements, optimal administration route selection, large-
scale production quality control standards and clinical dosing determination protocols. Through multidisciplinary 
integration of synthetic biology, infectious disease medicine and immunology, future translational medicine 
studies of bacteriophage should establish comprehensive technical platforms encompassing rapid phage screening, 
intelligent rational design, rigorous in vivo evaluation and standardized clinical validation processes, ultimately 
advancing engineered bacteriophage from laboratory innovations to clinically approved therapeutics for 
effectively combating MDR bacterial infections.
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