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应用噬菌体 GH15 和 K治疗金黄色葡萄球菌感染
刘晓贺，顾敬敏，韩文瑜 * ，李跃，韩东，张庆明，路荣，宋军，冯新，雷连成
吉林大学畜牧兽医学院，长春 130062

摘要:【目的】研究金黄色葡萄球菌噬菌体 GH15 和 K 的生物学特性及联合用于治疗金黄色葡萄球菌感染的
潜力。【方法】通过透射电镜观察噬菌体 GH15 和 K 的形态;测定二者的裂解谱和一步生长曲线;通过体外
裂解实验和体内治疗实验分别测定单独使用 GH15、K 及二者混合使用时的裂解能力和对菌血症小鼠的保护
效果。【结果】通过电镜观察发现两个噬菌体的外形相似，但 GH15 的尾部比 K 的长。GH15 裂解谱较宽，可
以裂解 28 株金葡菌，而 K 仅能裂解 7 株金葡菌。通过对两株噬菌体感染 7 株共同宿主菌形成的一步生长曲
线进行拟合曲线分析，表明二者对不同宿主菌的增殖趋势是不同的。在体外，混合噬菌体与单个噬菌体的抑
菌活性无明显差别;在体内实验中，混合噬菌体表现出优于单个噬菌体的治疗效果，用较低的剂量即可以达
到高剂量单个噬菌体的治疗效果。【结论】GH15 和 K 所形成的混合噬菌体在治疗金黄色葡萄球菌感染具有
更大的应用潜力。
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金黄色葡萄球菌(金葡菌)是一种常见的病原
菌，可以引起多种感染性疾病［1］。由于近几年金葡

菌感染几率的增加以及多重耐药菌的出现，使该菌
引起感染的治疗变得越来越困难。尤其是耐甲氧西
林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ( methicillin-resistant
Staphylococcus aureus，MRSA)的出现，除了万古霉素

以外，几乎对所有常用的抗生素都表现耐药［2］。因

此，迫切需要研发能够有效治疗这种多重耐药菌引
起感染的新型药物。

噬菌体以细菌作为宿主，可以特异性的杀灭相
应的宿主菌，因此噬菌体是一种很有潜力的新型治

疗制剂［3］。虽然在早期阶段抗生素的问世严重影

响了噬菌体疗法的发展，但是由于目前在全球范围

内抗生素滥用导致的耐药性菌株不断增加，使人们
开始重新审视对噬菌体的研究，许多研究人员展开
了利用噬菌体来杀灭病原细菌以治疗感染的研究，

并取得了可喜的成果［4 － 6］。除了直接利用噬菌体来

杀灭病原性细菌以外，还有研究人员利用噬菌体来
提高抗生素对耐药菌的抑制能力。Timothy Lu 和
James Collins 等利用噬菌体处理耐喹诺酮类大肠杆
菌，从而向细菌中插入一段基因，达到阻碍细菌对喹
诺酮类抗生素造成的核酸损伤的修复作用，使抗生

素的作用提高了将近一万倍［7］;Udi Qimron 等通过

利用噬菌体，使得耐药的大肠杆菌重新恢复了对链

霉素和萘啶酸的敏感性［8］。

高度的特异性是制约噬菌体治疗细菌感染的一
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个主要因素，而混合噬菌体可以有效的“拓宽”裂解
谱，从而在很大程度上提高噬菌体的可应用性［9］。
本实验室前期分离得到一株金黄色葡萄球菌的烈性
噬菌体，命名为 GH15，测序结果表明 GH15 是一株
没有致病因子及溶原性相关蛋白的噬菌体［10］。
GH15 与已报道的 K 噬菌体在基因组水平上显示出
很高的同源性，并且 K 噬菌体具有很广的宿主范
围［11 － 12］。本文对 GH15 和 K 的生物学特性进行比
较，并对 GH15 噬菌体和 K 噬菌体联合应用治疗金
黄色葡萄球菌感染的潜力进行了研究。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 噬菌体株和菌株: GH15 噬菌体由本实验室
分离获得，其宿主菌为 MRSA 菌株 W3275［13］。K 噬
菌体购买自美国典型培养物保藏中心(ATCC)，其
宿主菌为金黄色葡萄球菌 19685。临床分离及购买
的金黄色葡萄球菌菌株共 55 株，其中 25 株为
MRSA，30 株为 MSSA，所有的菌株都于 37℃ 条件下
在 BHI 液体培养基中以 200r /min 振荡培养 16 －
18 h。
1. 1. 2 主要仪器和试剂: Hitachi H7650 透射电子
显微镜 ( TEM，Hitachi Co． Ltd．，Tokyo，Japan );
DHP-120 恒温培养箱，上海实验仪器总厂;HZQ-C
空气浴振荡器，哈尔滨市东明医疗仪器厂;低温台式
离心机，德国 Thermo;超速离心机，德国 SORVALL;
分光光度计，德国 Eppendorf;0. 22 um 水系滤膜，美
国 PALL;BHI 培养基，购自上海博耀生物科技有限
公司;PEG8000、磷钨酸和 CsCl 购自 Sigma 公司;其
它试剂均为国产或进口分析纯。
1. 2 噬菌体制备

将 GH15 和 K 噬菌体分别加入到培养到对数生
长早期的 W3275 和 19685 培养液中，直至将金葡菌
裂解完全。然后对裂解液进行离心 (10000 × g，30
min)，并使用 0. 22 微米孔径的滤器过滤上清液，储
存于 4℃备用。
1. 3 透射电子显微镜观察

噬菌体的裂解液经 PEG8000 沉淀后进行 CsCl
密度梯度离心［14］。将纯化的噬菌体样品滴于铜网
上，自然沉淀 15 min，利用 2%的磷钨酸(PTA)对噬
菌体进行染色，用透射电子显微镜进行观察。

1. 4 噬菌体的宿主谱、最佳 MOI 和一步生长曲线
的测定

使用双层琼脂平板法测定噬菌体的宿主范
围［15］。GH15 和 K 的共同宿主菌株生长至早期对
数期，然后调节到菌株浓度约 1 × 107 CFU /mL。细
菌与噬菌体在 MOI 为 0. 001、0. 01、0. 1、1、10、100
时，分别于 37℃下孵育振荡培养 8 h，测定噬菌体的
滴度。处于对数生长中期的宿主菌经过离心后悬于
新鲜的 BHI 培养基中，将噬菌体以最佳 MOI 的比例
侵染宿主菌，在 4℃孵育 15 min 后再次离心，将细菌
的沉淀物用新鲜的 BHI 悬起后置于 37℃振荡培养，
每隔 5 min 取一次样品，测定其噬菌体的滴度。
1. 5 噬菌体对金葡菌体外裂解活性测定

混合噬菌体由等量的 GH15 和 K 混合而成，当
宿主菌在早期对数生长期时，分别将噬菌体 GH15、
K 及二者的混合液在 MOI 分别为 0. 1 时加入宿主
菌培养液中，测定 OD600的变化。
1. 6 小鼠体内治疗实验
1. 6. 1 最小致死量 MLD: 每个实验组 10 只小鼠，
共设 4 个实验组，选用雌性 BALB / c 小鼠 (20 － 22
克)。每个实验组分别腹腔注射不同剂量的共同宿
主菌 W4661(2 × 107;2 × 108;2 × 109和 2 × 1010 CFU /
只小鼠;W4661 对甲氧西林敏感，属于 MSSA，但对
其它常用的多种抗生素均耐药)，对照组注射同等
剂量的生理盐水，重复 3 次。定期观察小鼠的死亡
个数，将导致一组小鼠全部死亡的最小剂量定为最
小致死量(MLD)［16］。当 MLD 确定后，以 2 × MLD
作为小鼠的感染剂量。
1. 6. 2 噬菌体治疗效果测定: 测定感染 W4661 后
小鼠血液中的菌量变化，当小鼠血液内菌含量达到
105CFU 以上时，开始注射不同的噬菌体 (单独
GH15、单独 K、GH15 与 K 的混合液)进行治疗，剂
量分别为 2 × 105、2 × 106、2 × 107、2 × 108和 2 × 109

PFU /只，每个剂量组均为 10 只小鼠。噬菌体对感
染小鼠的治疗效果用生存率(% )来表示，进行 3 次
重复。另外对噬菌体治疗后小鼠血液内菌含量的情
况进行了测定。
1. 7 统计分析

统计学分析均使用 13. 0 版本的 SPSS 统计软件
(SPSS 公司，芝加哥，IL)。小鼠的生存曲线采用
Kaplan-Meier 方法进行统计分析，将 P ＜ 0. 01 认为
显著差异。
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2 结果

2. 1 GH15 与 K 噬菌体生物学特性比较
通过电镜观察发现噬菌体 GH15 和 K 在形态上

有很大的相似(图 1)。两株噬菌体的头部直径均为
65 ± 5 nm，噬菌体的头部及可收缩的尾鞘均通过颈
部连接。但是可以发现它们的尾部长度有明显不
同。当尾部没有收缩时，K 噬菌体的尾部为 210 ± 5
nm，比 GH15 噬菌体的尾部(170 ± 5 nm)要长很多。
当尾部处于收缩状态时，GH15 尾部和刺突的长度
分别为 80 nm 和 40 nm，而此时 K 噬菌体的尾部和
刺突则分别为 120 nm 和 60 nm。

图 1．透射电子显微镜下噬菌体 GH15 和 K 的形态
Figure 1． The morphologies of phage GH15 and K as revealed by

transmission electron micrographs (The bars represent 100 nm) ．

裂解谱测定实验表明 GH15 的宿主谱要比 K 噬
菌体宽，GH15 噬菌体能够裂解 16 株 MRSA(64% )，
同时还可以裂解 12 株 MSSA(40% )。相比之下，K
噬菌体所表现的宿主谱要窄很多，只能裂解其中的
7 株 金 葡 菌，分 别 为 19685、 ATCC19685、
ATCC25923、USA300、J-2、W-1 和 W4661。并且，对
K 噬菌体敏感的这 7 株菌株完全包含于 GH15 的宿
主谱之内。噬斑形成实验表明 GH15 和 K 分别侵染
相同的宿主菌时，在平板上所形成的噬菌斑的直径
和形态有明显不同，GH15 噬菌体侵染所产生的噬
菌斑的直径大于 K 噬菌体侵染所产生的，并且形成
的噬菌斑比 K 噬菌体的要透亮。噬菌斑形成早期，

两种噬菌体形成的噬菌斑都为澄清、边缘整齐的斑，
随着时间的延长，噬菌斑变大并且边缘产生晕环。

MOI 测定实验表明 GH15 和 K 噬菌体对大多共
同宿主菌的最佳 MOI 有所不同。以 MOI = 0. 01 进
行一步生长曲线的测定。结果显示，GH15 和 K 噬
菌体 的 潜 伏 期 均 为 25min，GH15 的 释 放 量 为
105 pfu，K 的释放量为 115 pfu。为了更好的揭示两
个噬菌体的生长趋势，我们绘制了一步生长曲线的
拟合曲线。如图 2 所示，除了 J-2 和 W4661，GH15
和 K 噬菌体侵染同一种细菌的一步生长曲线的趋
势是不同的。
2. 2 单个噬菌体与混合噬菌体对金黄色葡萄球菌
的体外裂解活性的比较

将噬菌体加入细菌培养液，最初一段时间内培
养液的 OD600依然保持着升高的趋势，经过 20 －
30min，随着细菌的崩解，培养液的 OD600开始逐渐下
降，最后变澄清。从图 3 可以看出，对于 19685、
25923、USA300 及 W-1，GH15 的裂解效率要高于 K
噬菌体。而对于 26003、J-1 和 W4661，GH15 和 K 噬
菌体的裂解效率没有明显差别。另外，当把 GH15
和 K 噬菌体混合进行应用时，除了 19685 和 25923
以外，其它 5 株共同宿主菌与混合噬菌体作用时的
OD600变化与单独一种噬菌体作用时的变化无明显
差别。
2. 3 体内治疗效果比较

用 3 × 109 cfu 和 3 × 1010 cfu 的 W4661 腹腔感染
小鼠时可以在3 d内使小鼠的死亡率达到 100%，而
当腹腔注射 2 × 108 cfu 的 W4661 时，小鼠的死亡率
为 80%。因此，可以确定 W4661 的 MLD 为 3 × 109

cfu(P ＜ 0. 01)。以 2 × MLD 作为攻毒剂量，攻毒后
1 h，血液内细菌含量 ＞ 2 × 105 cfu，达到菌血症状
态，此时小鼠表现出嗜睡，卷曲等症状。

在攻毒后1 h腹腔注射不同剂量的 GH15、K 或
二者的混合液。从图 4 可以看到，噬菌体治疗呈现
剂量依赖性，当我们给予 5 × 107 pfu 的 GH15、5 × 108

pfu 的 K 和 5 × 106 pfu 的混合噬菌体时，可以使对小
鼠感染模型的存活率达到 100%。作为对照，应用
缓冲液对感染模型进行治疗，未发现保护作用，3 d
内所有小鼠均死亡。而当我们分别单独给予 5 ×
106 pfu 的 GH15 或者 K 噬菌体时，小鼠的存活率分
别为 80%和 20%。将混合噬菌体进行加热失活处
理，然后对感染小鼠进行治疗，确未发现有保护作
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图 2．噬菌体 GH15 和 K 侵染共同宿主菌形成的一步生长曲线的拟合曲线分析
Figure 2． The nonline fit curve of one-step growth curve of phage GH15 and K． A: 19685; B: 25923; C: 26003; D: J-2; E: USA300; F:

W1; G: W4661．
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图 3． 噬菌体在体外对共同宿主菌的裂解活性
Figure 3． Lytic activity of the phages on the common host strians in vitro． A: 19685; B: 25923; C:

26003; D: J-2; E: USA300; F: W1; G: W4661．
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用。在攻菌后使用 5 × 107 pfu 的 GH15、5 × 108 pfu
的 K 和 5 × 106 pfu 的混合噬菌体进行治疗时，同时
测定了小鼠血液内菌含量的变化(以缓冲液作为空
白对照)，发现这 3 个噬菌体治疗组中的小鼠血液
内菌含量均得到了明显的降低(如图 5)，尤其是混

合噬菌体组，其效果要优于单独噬菌体治疗组，而空
白对照组的小鼠血液内菌含量呈快速升高，直至死
亡。另外，我们单独将 5 × 1011 pfu 的混合噬菌体腹
腔注射到小鼠体内，以腹腔注射等体积的缓冲液作
为对照，经过长期观察，小鼠均未发生明显异常。

图 4．噬菌体对感染 W4661 小鼠的保护作用

Figure 4． Rescue of mice from lethal W4661 infection by phages． Mice were inoculated i． p． with 2 × MLD W4661． One hour later，(A) 5 × 107

pfu of GH15 ( black circles)，5 × 106 pfu of GH15 ( black triangles)，or 5 × 105 pfu of GH15 ( black squares) were injected into the mouse

peritoneal cavity; (B) 5 × 108 pfu of K ( black circles)，5 × 107 pfu of K ( black triangles)，or 5 × 106 pfu of K ( black squares) were injected

into the mouse peritoneal cavity; (C) 5 × 106 pfu of cocktail ( black circles)，5 × 105 pfu of cocktail ( black triangles)，or 5 × 104 pfu of cocktail

( black squares) were injected into the mouse peritoneal cavity． Control mice ( black diamonds) were treated with elution buffer under the same

conditions． Each symbol represents the average of three experiments．

图 5．治疗后小鼠体内菌量测定
Figure 5． The colony count of blood samples at regular intervals．

Mice were inoculated i． p． with 2 × MLD W4661． One hour later，

5 × 108 pfu phage K，5 × 107 pfu phage GH15，5 × 106 pfu phage

cocktail and buffer were injected into the mouse peritoneal cavity．

The arrow indicates the moment at which the lysin or elution buffer

was injected ( 1 h after challenge ) ． At the indicated times，

bacterial counts ( cfu /mL) in mice were determined from peripheral

blood samples taken from the caudal vein．

3 讨论

GH15 与 K 噬菌体侵染同一株宿主菌时所形成
的噬菌斑不相同。噬菌斑的形态是噬菌体的一种固
有特性，就像不同的菌株会形成不同大小的菌
落［17］。噬菌斑周围的环形圆晕表明该噬菌体在侵
染相应宿主菌时可以产生解聚酶，而这种酶可以帮
助噬菌体降解掉细菌形成的荚膜［18］，促进噬菌体扩

散到生物膜内部以达到细菌上的作用靶位［19］，可以

增加噬菌体作为治疗制剂的潜力。

据国外报道，K 噬菌体是一株高效的、宿主范围
很广的金黄色葡萄球菌噬菌体［11 － 12］。然而在本研

究中，噬菌体 K 对测试菌株表现出了比较窄的宿主
谱。所得结果的差异性可能与噬菌体的地域性和特
异性有关［20］。本研究中所使用的 GH15 以及大多

数金黄色葡萄球菌菌株是在中国的长春分离得到
的。而噬菌体 K 购买于 ATCC，其分离地点距离大
多数的检测菌株比较远 (确切位置无法得知，但不
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在亚洲)，由于缺少接触，因此表现出不敏感性。
这两株噬菌体均表现出对金葡菌裂解作用的高

效性和广谱性。GH15 和 K 都具有很高的释放量，
显示了它们高效的感染效率。两个噬菌体的裂解谱
都很宽，但是宿主范围交集却很小，有较大的差异
性。正因为如此，GH15 和 K 噬菌体的混合应用就
可以覆盖更广的宿主范围，从而提高其可应用
性［21］。噬菌体的尾丝蛋白决定着其细菌特异
性［22 － 24］，GH15 和 K 具有共同的宿主菌株，且它们
的尾部相关蛋白彼此间具有极高的同源性［18］。因
此所有可被 GH15 感染的菌株也应该可以被 K 识
别。然而，有一些金黄色葡萄球菌只能被 GH15 感
染，而对 K 不敏感。所以这可能是因为 K 虽然能识
别 GH15 特异性菌株的细胞壁受体，但不能在这些
菌株中进行有效增殖，也不能裂解这些菌株。造成
这一现象的原因可能有两个:第一，GH15 特异性宿
主菌株可以在发生有效感染之前破坏 K 噬菌体的
基因组;第二，K 不能利用这些金葡菌的转录和翻译
系统［25］。实际上，K 的基因组中存在着一个 5'-
GGTCC-3'位点，可以被金黄色葡萄球菌内的位点特
异性核酸内切酶切断［26］。但这个位点及其相关限
制位点在 GH15 的基因组中并不存在［10］。宿主范
围的不同可以确保 GH15 和 K 能够作为一种更合
理、有效的混合制剂。

体外实验表明，GH15 和 K 的混合使用对 19685
和 25923 菌株的抑制能力比任何一种单独使用的噬
菌体都要强。对于其他常见的菌株，它们也显示出
了同等水平的抑制能力。从体内实验来看，混合噬
菌体对小鼠致死性感染表现出了比任何单个噬菌体
更有效的保护作用。单次小剂量注射混合噬菌体即
足以有效的保护感染致死剂量 MRSA 的小鼠，这显
示 GH15 和 K 很可能在杀灭体内感染菌株的过程中
存在着协同效应［27］。另外，有报道称两个噬菌体同
时应用时，其裂解阈值比单个噬菌体的要低［28］，低
剂量的混合噬菌体就可以得到快速的增殖，直接导
致小鼠体内菌含量的快速下降。达到由于可能会而
对混合噬菌体进行热灭活处理后，这种保护作用就
消失了，这说明对感染小鼠的保护作用是由于噬菌
体对体内金黄色葡萄球菌的裂解作用产生的，而不
是由特异性免疫效应产生的。

利用噬菌体对病原细菌引起的感染进行治疗的
研究很早就有报道，然而制约其应用的一个关键因

素就是噬菌体的裂解谱窄。本研究通过将两株烈性
噬菌体混合使用，大大的增宽裂解谱，从而增强噬菌
体治疗应用的可行性。另外，通过实验的比较，混合
应用噬菌体的效果要明显优于单个噬菌体的使用效
果。因此，混合噬菌体的应用在治疗多重耐药性金
葡菌引起的感染上具有更大的潜力。
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Combination utility of phages GH15 and K against
Staphylococcus aureus

Xiaohe Liu，Jingmin Gu，Wenyu Han* ，Yue Li，Dong Han，Qingming Zhang，
Rong Lu，Jun Song，Xin Feng，Liancheng Lei
College of Animal Science and Veterinary Medicine，Jilin University，Changchun 130062，China

Abstract:［Objective］ In the present report，we compared the biological characteristic of staphylococci phage GH15 and
K． We also determined the therapeutic potential of the combination utility of two phages． ［Methods］ The patterns of
GH15 and K were detected using transmission electron microscopy． We also detected the host range and the one-step curve
of phage GH15 and K． The lytic ability of mono-phage and phage cocktail was compared in vitro． Finally，the treatment
effect of mono-phage and phage cocktail aginst lethal methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infection in mice
was detected． ［Results］ The length of GH15 tail was longer than that of K either in the state of contraction or
noncontraction． GH15 had broader host range than K whereas both possess 7 common host strains． Although the phage
cocktail had equivalent bactericidal capacity with mono-phage to most common host strains，the phage cocktail manifested
more effective protection against lethal W4661 infection in mice than any mono-phage． A single smaller dose injection of
phage cocktail was sufficient to protect mice effectively from fatal infection． ［Conclusion］ Our results provide strong
evidence towards the therapeutic use of phage cocktail as an alternative to antibiotics for acute infection caused by multi-
drug resistant Staphylococcus aureus．
Keywords: phage therapy，multi-drug resistant Staphylococcus aureus，cocktail
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系统发育树的构建方法

构建系统树是为了鉴定菌株的分类学地位，应该使用正确的方法构建。具体要求如下:

1．将鉴定菌的 16S rRNA 序列递交 GenBank，用 Blast 软件搜索相似的 16S rRNA，然后一起构树。

2．采用能反应分支长度的软件(如 NJ 法)，并用 Boostrap 值分析分支聚类的稳定性。

3．用国际较为通用的一些建树方法，如 Neighbour － Joining 等，这样结果就更为可靠，更直观。

4．请严格按照下列具体要求写作［参见:微生物学报，2004，44(2):143．］

① 系统树中:菌名应列出全称，且属和种名应斜体，名称后再加括号，其内含序列号。

② 图注(本刊的图注要求用英文写作):应标明“树”上所有的内容，包括:括号中的序号、分支点上的数字涵义、0. 01 代表

的意义。

③ 作图要求:要求达到印刷清晰，字体为“Time New Roman”，字号为“8p”。可以选用两种方式———(A)文件格式为“* ．

Tif”，分辨率为 600 线;(B)文件格式为“word”，画出树，输入文字。
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