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专论与综述 

细菌与噬菌体相互抵抗机制研究进展 

张明阳  任彪  贾燕涛* 
中国科学院微生物研究所  北京  100101 

摘  要：噬菌体作为一种侵染细菌的病毒，能够特异性识别宿主细菌。近年来，抗生素的过度使用

导致耐药细菌的出现，噬菌体有望成为对抗耐药细菌的新武器。在细菌与噬菌体长期共进化过程中，

二者都演化出一系列抵御策略。本文从抑制噬菌体吸附、阻止噬菌体 DNA 进入、切割噬菌体基因

组、流产感染以及群体感应对噬菌体的调控等方面，对细菌抵抗噬菌体的机制以及噬菌体应对细菌

的策略进行了综述，同时还列举了细菌和噬菌体相互抵抗机制的检测方法，以期为噬菌体在细菌控

制中的应用以及探究细菌抵抗噬菌体的机制提供理论依据。 
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Research progress on the mutual resistance mechanisms between 
bacteria and bacteriophages 
ZHANG Mingyang  REN Biao  JIA Yantao* 

Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract: As a virus that infects bacteria, bacteriophage can specifically recognize its host bacterium. 
Extended overuse of antibiotics has resulted in a rapid rise of antibacterial resistance in bacterial 
population. Bacteriophages have emerged as a viable alternative to combat bacterial infections. In the 
long-term coevolution of bacteria and bacteriophage, both have evolved a series of defense strategies. The 
mechanisms of bacteria against bacteriophages include inhibiting bacteriophage adsorption, preventing 
bacteriophage DNA from entering, digesting the bacteriophage genome, abortion infection, and quorum 
sensing regulation of bacteriophages. The counteracted strategies adopted by bacteriophage are also 
reviewed. In addition, the related detection methods are exemplified. The study of the mechanisms 
provides a theoretical basis for the application of bacteriophages in bacterial control. 
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噬菌体是地球上最丰富的生物之一，作为细

菌的“克星”其能够特异性识别和裂解宿主细菌。在

细菌与噬菌体长期共同进化过程中，寄生-宿主的

对抗关系导致二者都不断完善自身的策略以维持

个体生存。噬菌体自 1915 年被发现以来，一直被

认为是应对细菌感染的重要制剂，尤其是近年来

细菌对抗生素耐药性问题的突显，开发替代抗生

素的抗菌剂已引起越来越多研究者的关注。对细

菌-噬菌体相互作用分子机制的研究，有助于我们

从不同角度理解噬菌体如何成功侵染细菌，以期

为噬菌体作为抗菌剂的应用提供参考。 

1  吸附抑制 

1.1  噬菌体的生活周期 

噬菌体是感染细菌、真菌、放线菌或螺旋体

的病毒，其结构简单，主要由蛋白外壳和遗传物

质核酸组成。从噬菌体进入细菌开始到引起细菌

裂解并释放出子代噬菌体为止，为一个增殖周

期，一般为 15−20 min。根据是否进入裂解期，可

将噬菌体分为烈性噬菌体和温和噬菌体，其中烈

性噬菌体应用价值更高。烈性噬菌体的繁殖周期

一般分为吸附、入侵、增殖、组装和裂解 5 个阶

段。噬菌体通过吸附蛋白与宿主细菌表面的受体

特异性结合，将其遗传物质注入宿主细胞，并在

宿主细胞内进行核酸复制、蛋白质合成和后代噬

菌体的组装，实现增殖。噬菌体与细菌的相互抵

抗发生在噬菌体繁殖周期的不同阶段。 

1.2  细菌对噬菌体的吸附抑制 

吸附是噬菌体与细菌表面受体结合的过程，

是噬菌体感染的最初环节，也是决定噬菌体感染

成功与否的关键环节。大多数噬菌体通过尾部结

构吸附细菌，分为可逆吸附和不可逆吸附。噬菌

体 Bp7 的 受 体 结 合 蛋 白 gp38 与 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli) K-12 的外膜蛋白 LamB 和 OmpC

结合，这一过程是可逆的；而噬菌体 Bp7 还可以与

细菌多糖内核的 HepI 不可逆结合[1]。肺炎克雷伯

菌(Klebsiella pneumoniae)的噬菌体 NJS1 通过其侧

纤维蛋白(Side Fiber Protein，SFP)可逆地附着到细

菌 O 抗原上后，噬菌体 NJS1 的中心纤维蛋白

(Central Fiber Protein ， CFP) 可 与 细 菌 外 膜 蛋 白

FepA 发生不可逆吸附，从而触发噬菌体 DNA 注入

宿主细胞[2]。 

吸附抑制是细菌抵御噬菌体感染的第一步，

细菌阻断噬菌体吸附的机制可分为：噬菌体受体

的突变或修饰、产生胞外基质来阻断受体、受体

竞争性抑制剂等。细菌基因突变导致其细胞表面

受体的数量、结构改变，或者表达其他蛋白对受

体进行修饰，从而减少或阻断噬菌体的吸附。例

如，铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)的噬

菌体 OMKO1 利用多药外排系统 MexAB 和 MexXY

的外膜孔蛋白 M (OprM)作为受体结合位点，细菌

OprM 的缺失导致其对噬菌体 OMKO1 产生抗性[3]。

粪肠球菌(Enterococcus faecalis)多糖抗原(Epa)对于

噬菌体的吸附至关重要，可作为噬菌体受体，粪

肠球菌通过突变 Epa 阻断噬菌体感染[4]。参与黄色

短杆菌(Brevibacterium flavum)噬菌体 BFK20 受体

合成的 MFS 蛋白和糖基转移酶基因被破坏后，噬

菌体 BFK20 的吸附率显著降低[5]。细菌荚膜或胞

外聚合物不仅可以提高细菌在恶劣环境中的存活

率，还可以作为细菌表面的受体的物理屏障，阻

断噬菌体的吸附 [6]。假单胞菌(Pseudomonas)、棕

色固氮菌(Azotobacter vinelandii)可以产生海藻酸盐

和 透 明 质 酸 等 胞 外 多 糖 (Exopolysaccharides ，

EPSs)，这些多糖可以与噬菌体竞争性结合，从而

保护细菌免受噬菌体侵染[7]。益生菌大肠杆菌菌株

EcN K5 的多糖荚膜已经被证实可以保护其免受 T4

噬菌体感染[8]。肺炎克雷伯菌(Klebsiella Pneumoniae)

也 能 产 生 胞 外 多 糖 来 隐 藏 其 脂 多 糖 受 体 ， 使

FC3-10 噬菌体不能吸附在细菌表面[9]。在某些情

况下细菌产生小分子多肽来竞争噬菌体受体的活

性位点，并干扰噬菌体对细菌的吸附。如在营养

缺陷条件下，大肠杆菌合成一种含有 21 个氨基酸

的抗菌肽微霉素 J25，竞争性结合噬菌体受体——

铁转运蛋白 FhuA，从而阻断噬菌体的吸附作用[10]。
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除此之外，细菌还可以分泌外膜囊泡充当诱饵来

“欺骗”噬菌体，如大肠杆菌被 T4 噬菌体感染后，

产生带有噬菌体结合受体的外膜囊泡，造成细菌

被噬菌体感染的假象，从而阻止噬菌体对细菌的

进一步吸附[11]。 

1.3  噬菌体在吸附阶段对抗细菌的策略 

噬菌体在吸附阶段对抗细菌的策略主要有 3 种：

识别新受体、降解受体掩蔽、不同受体的随机识别。 

当细菌表面特异性受体结构改变时，噬菌体

可以通过改变自身受体结合蛋白的结构来吸附新

受体。如 λ 噬菌体的受体结合蛋白 J 能与宿主表面

受体 LamB 结合，当 lamB 基因的表达受到抑制

时，噬菌体通过改变蛋白 J 的末端结构，并通过结

合新的受体蛋白 OmpF 来完成后续的感染过程[12]。

此外，噬菌体还可以通过自身突变来识别细菌表

面结构发生改变的新受体。如当大肠杆菌脂多糖

(Lipopolysaccharide，LPS)合成途径中的基因突变

后，使脂多糖受体的多糖链更短，T7 噬菌体无法

识别新受体，而基因突变的 T7-Re 噬菌体可以识别

正常与突变的 2 种 LPS 受体，从而可以侵染野生型

与 LPS 突变后的大肠杆菌，而且毒力更强[13]。 

当细菌表面受体被修饰掩盖时，噬菌体可以

通过对其进行降解，使受体重新暴露。如噬菌体

Sb-1 可以降解胞外多糖并靶向金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)，促进噬菌体吸附到细菌表

面[14]。鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)噬菌

体 IME200 编码的荚膜解聚酶 Dpo48 可以降解细菌

表面的荚膜多糖，有利于噬菌体对细菌的吸附[15]。

噬菌体 IME205 的 2 种荚膜解聚酶(Dpo42 和 Dpo43)

可以降解肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)表面

多糖荚膜以降低细菌毒力并使其暴露于宿主免疫

攻击[16]。 

对于细菌表面受体的阶段性变化，一些噬菌

体可以通过编码不同的受体结合蛋白感染处于不

同 状 态 的 宿 主 。 如 一 些 博 德 特 氏 菌 (Bordetella 

pertussis)具有双组分系统——BvgAS。在 Bvg+阶

段以毒力相关的黏附素和毒素的表达为特征，

BvgAS 活性高，细菌的噬菌体受体黏附素自转运

体(Pertectin，PRN)仅在该阶段表达[17]。在 Bvg−阶

段，BvgAS 不活跃，毒力基因和 PRN 受体基因不

表达；噬菌体 BPP-1 能够识别细菌的 PRN 受体，

在 Bvg+期的细胞对噬菌体 BPP-1 感染的敏感性是

Bvg−期细胞的百万倍；尽管 Bvg−阶段博德特氏菌

中不表达噬菌体受体 PRN，但 BPP-1噬菌体能够通

过修饰自身受体结合蛋白而感染宿主细菌；博德

特氏菌噬菌体基因 mtd 编码主要趋向性决定蛋白，

具有宿主识别的作用；而一些博德特氏菌噬菌体

利用差异性反转录因子介导的模板依赖逆转录作

用，在 mtd 基因的可变区引入核苷酸替换，引起主

要趋向性决定蛋白的末端变异，使其能够与细菌

表面其他受体结合，逆转因为细菌表面受体变化

而引起的吸附抑制作用[18]。 

1.4  噬菌体的分离与吸附效率检测 

噬菌体广泛存在于海水、生活污水、土壤、

动物或人类排泄物等环境中，可以通过离心去除

样品中的杂质，经滤膜过滤后获得无菌样品原液。

将过滤后的液体与目标菌液按一定比例混合，双层

平板法培养并观察是否有噬菌斑出现[19]。当水样中

噬菌体检出效率较低时，可用氯化钠或聚乙二醇

对样品中的噬菌体颗粒进行富集沉淀，以提高噬

菌体的分离效率[20]。细菌对噬菌体的吸附抑制可

以通过比较噬菌体对野生型菌株与抗性菌株的吸

附效率来判断。将细菌与噬菌体混合静置后，用

双层琼脂平板法测定上清液中残留噬菌体的滴

度。噬菌体吸附效率=[(噬菌体初始滴度−上清液中

的残留滴度)/初始滴度]×100%，抗性菌株对噬菌体

的吸附效率较野生型菌株低[21]。 

2  阻止噬菌体 DNA 进入 

2.1  超感染排斥系统 

当噬菌体吸附到细菌表面，其尾部释放水解

蛋白局部降解细胞膜肽聚糖层，将 DNA 注入到宿

主细胞[22-23]。遗传物质穿入阻滞是细菌抵抗噬菌体

的第二道防线，通过阻止噬菌体 DNA 进入细胞内达
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到防御噬菌体的目的。超感染排斥(Superinfection 

Exclusion，Sie)系统是细菌阻止噬菌体 DNA 进入

细胞的主要机制。Sie 系统是在溶源性噬菌体中发

现 的 ， 可 以 阻 止 特 异 噬 菌 体 的 再 次 侵 染 。 如

Coliphage T4 噬菌体可编码由 Imm 以及 Sp 蛋白组

成的 Sie 系统，可以阻止其他 T 偶数噬菌体的侵

染。在细菌细胞内 Imm 通过改变注射位点的构象

直接阻断噬菌体 DNA 进入[24]；而 Sp 蛋白抑制噬菌

体编码的 T4 溶菌酶活性，阻止肽聚糖降解，将噬

菌体 DNA 限制在细胞膜外膜与肽聚糖层之间，抑

制 DNA 进入细胞质，防止其他噬菌体感染[25]。Sie

系统在几种大肠杆菌中均有发现[26]。在革兰氏阳

性细菌乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)的 p335 型温

和噬菌体的膜蛋白 Sie2009，也能够排斥 936 型噬

菌 体 侵 染 [27] 。 嗜 热 链 球 菌 (Streptococcus 

thermophilus)的温和噬菌体 TP-J34 编码一种脂蛋白

Ltp，对于阻止 DNA 进入细胞至关重要[28]。Ltp 直

接与噬菌体尾管中的 TMP 蛋白相互作用，阻断噬

菌体 DNA 进入细菌，从而抑制 DNA 注射[28]。 

2.2  超感染排斥系统抵抗噬菌体的检测 

许多温和噬菌体利用超感染排斥系统阻止其

他噬菌体的侵染，使细菌保持溶源状态。通常用

紫外线照射或丝裂霉素 C 对溶源菌进行处理，使噬

菌体颗粒释放出来[29]。许多原噬菌体存在超感染

排斥相关基因，以乳杆菌为例，其编码的 Sie 基因

能够抑制外源噬菌体的侵染。携带 Sie 基因重组质

粒的宿主菌能够产生噬菌体抗性，无噬菌斑出

现，同时菌株正常生长，表明该基因参与噬菌体

抵抗过程[30]。为确定菌株的噬菌体抗性是由于噬

菌体感染早期(噬菌体吸附或注射)还是后期(噬菌

体 DNA 复制期间或者之后)受到抑制，可检测 Sie

基因是否影响噬菌体吸附效率，并利用 Southern 印

迹杂交检测 Sie 基因表达菌株是否抑制外源噬菌体

DNA 的复制，而质粒转导实验可进一步检测该基因

是否影响噬菌体 DNA 进入细菌细胞。若噬菌体吸

附效率与对照组差异不大，同时质粒转导效率低且

噬菌体 DNA 未进行复制，则细菌的噬菌体抗性是

由于噬菌体 DNA 进入细菌过程受到抑制导致的[31]。 

3  切割噬菌体基因组 

噬菌体将自身基因组注射到宿主细菌细胞

内，在宿主细胞中复制、翻译并组装新的噬菌体

后代。细菌也进化出限制噬菌体 DNA 的策略，目

前 研 究 较 多 的 是 限 制 - 修 饰 系 统 (Restriction- 

Modification Systems，RM Systems)、CRISPR-Cas

适应性免疫系统等。 

3.1  细菌限制-修饰系统            

1962 年，Arber 等首次利用大肠杆菌 λ 噬菌体

解释了 RM Systems 的作用原理，表明噬菌体 DNA

决定宿主细菌的识别特异性[31]，目前发现，大约

90%的细菌基因组中都存在这种限制-修饰系统[32]。

该 系 统 由 2 种 酶 组 成 ， 分 别 为 甲 基 转 移 酶

(Methyltransferase ， MTase) 和 限 制 性 内 切 酶

(Restriction Endonuclease，REase)。其中 MTase 可以

对细菌基因组中特定的 DNA 序列进行甲基化修饰，

以区分自身 DNA 与外源入侵 DNA；REase 则特异性

识别未被甲基化的外源 DNA，并对其磷酸二酯键进

行切割。经典限制-修饰系统根据其亚基的组成、识

别的系列位点以及切割位置等分为I−IV这4种类型[33]。 

与经典的限制-修饰系统中的碱基修饰不同，

细 菌 还 存 在 一 种 DNA 硫 代 磷 酸 酯

(Phosphorothioate ， PT) 修 饰 ， 这 种 修 饰 分 别 由

DndABCDE 或 SspABCD 完成将 DNA 双链或单链

中的氧取代为硫。在很多细菌中 DndABCDE 以序

列选择性和 RP 立体定向方式催化硫代反应，硫代

磷酸酯修饰的 DNA 避免被核酸酶降解。催化单链

DNA 硫代磷酸酯修饰的 SspABCD 与 SspE 结合抵

御噬菌体的侵染，其中 SspE 具有 NTPase 活性，

SspE 通过使噬菌体 DNA 复制时产生切口损伤抑制

噬菌体的繁殖[34]。然而，SspABCD-SspFGH 系统

的作用模式与 SspE 不同[35]，SspFGH 破坏非 PT 修

饰的 DNA，并通过抑制噬菌体 DNA 复制发挥抗噬

菌体功能。尽管 SspFGH 与 SspE 的防御机制不

同，但能够同时与 SspABCD 组合，大大增强了对
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噬菌体的抵抗作用[35]。 

除此之外，天蓝色链霉菌(Streptomyces coelicolor)

中存在一种类似限制-修饰系统的噬菌体生长限制

系统(Phage Growth Limitation System，Pgl)，该系

统由 4 个核心基因 pglW、pglX、pglY 和 pglZ 组成，

其中 pglX 编码一种 MTase，pglZ 编码一种 REase，

修饰并切割噬菌体基因组 DNA[36]。噬菌体在侵染

具有 Pgl 系统的细菌后，后代噬菌体 DNA 被甲基化

修饰。当噬菌体再次侵染细菌时，会被细菌的 Pgl

系统识别为外源 DNA，并对其进行切割。此外一种

类 似 限 制 - 修 饰 系 统 的 防 御 岛 (Defence Island 

Associated with Restriction-Modification，DISARM)

广泛分布于整个微生物界中，主要包含 3 个核心基

因(drmA、drmB 和 drmC)、甲基转移酶基因(drmMI

或 drmMII) 和 一 个 附 加 基 因 (drmD 或 drmE) ，

DISARM 能够抑制噬菌体复制[37]。枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)与大肠杆菌中还有一种类似 Pgl 的

噬菌体排斥系统 BREX (Bacteriophage Exclusion)。

BREX 系统与限制-修饰系统相似，除了 pglX 和

pglZ 外，还包括 brxA/B/C/L 噬菌体排斥系统，

BREX 也是在噬菌体 DNA 注射到宿主细胞后发挥作

用，可以抑制噬菌体 DNA 的复制，阻止噬菌体

DNA 整合到宿主染色体上[38]。 

3.2  噬菌体逃避 RM 系统的策略 

噬菌体也进化出了一系列防御机制逃避宿主

的限制-修饰。例如噬菌体 DNA 在进入细菌细胞

后，可以利用宿主的 MTase 对自身进行甲基化修

饰，以逃避 REase 的切割，这种机制只能暂时躲避

宿主的防御，不能遗传给后代。噬菌体也可以将

REase 识别位点突变，或者对其进行糖基化、羟甲

基化等修饰，使这些位点不能被 REase 识别。大肠

杆菌 P1 噬菌体利用抗限制系统(Defence Against 

Restriction System，Dar System)阻止自身基因组的

降解[39]。另外，噬菌体还可以抑制宿主限制性内

切酶 REase 活性，逃避限制-修饰系统的切割[40]。 

3.3  限制-修饰系统抑制噬菌体的检测 

目前通常采用次级感染的方法，筛选在自然

状态下产生的噬菌体抗性菌株[41]。将野生型菌株

与噬菌体按照一定比例接种到新鲜液体培养基

中，培养至菌体完全裂解，之后继续培养 48 h，将

裂解液涂布到固体培养基上培养过夜，获得具有

噬菌体抗性候选菌株，候选菌株与噬菌体共培

养，传代 3 次均能正常生长，则该菌株确定为抗噬

菌体菌株。通过检测噬菌体对抗性菌株的吸附效

率，排除抗性菌株通过吸附阶段影响的噬菌体侵

染。抗性菌中限制-修饰系统的检测方法：利用双

层琼脂平板法检测噬菌体与野生型、抗性菌株分

别 培 养 后 的 成 斑 率 (Efficiency of Plating ， EOP) 

(EOP=等量噬菌体以抗性菌株为指示菌时形成的噬

菌斑数目/等量噬菌体以野生型为指示菌时形成的

噬菌斑数目)，记为 EOP1；从抗性菌平板上挑取

1−2 个噬菌斑接种到抗性菌株的过夜培养物中，以

允许潜在修饰的噬菌体扩增，将得到的裂解液与

野生型、抗性菌株分别混合均匀，检测成斑率，

记为 EOP2；从野生型菌株平板上挑取单个噬菌斑

接种于野生型菌株中，测定所得到的裂解液与 2 种

菌株培养后的成斑率，记为 EOP3。如果 EOP3 与

EOP1 相近，则表明抗性菌株中可能存在限制-修饰

系统[30]。利用 REBASE 数据库，预测细菌基因组

DNA 中编码限制-修饰系统基因的位点[42]，构建带

有限制-修饰系统基因的质粒，并转化到噬菌体敏

感菌株内，通过检测成斑率的变化，判断敏感菌

株是否获得噬菌体抗性，而将抗性菌株的限制-修

饰系统敲除后，使细菌对噬菌体的抗性消失。通

过 Southern 杂交实验检测感染细胞内噬菌体的复

制，缺乏限制-修饰系统的菌株中噬菌体 DNA 复制

不受影响，而存在限制-修饰系统的菌株内噬菌体

DNA 的复制明显受到抑制[30]。 

3.4  CRISPR-Cas 系统 

CRISPR-Cas 系统是一种适应性免疫机制，由

一些成簇的规则间隔的短回文序列以及具有核酸

加工功能的 Cas 蛋白(CRISPR-Associated Proteins)

组成。这种免疫记忆的分子基础是细菌将入侵者

基因组中 30−40 个碱基对作为一种短的间隔序列存
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储在自身的基因组中，CRISPR-Cas 系统的发现就

始于这种短的重复序列，该序列特点是由许多较

短且保守的重复序列(Repeats)及两侧间隔区序列

(Spacers)组成[43]。研究发现，间隔序列可以与噬菌

体 DNA 序列片段互补[44]，并首次在嗜热链球菌中

证实 CRISPR-Cas 系统是一种抵御噬菌体侵染的防

御机制[45]。目前已知在大约 40%已测序的细菌和

90%的古菌中都存在这种特殊的基因序列[44]。 

细菌将噬菌体 DNA 中一段较短的序列作为

CRISPR 间隔子储存在自身的基因组中，当噬菌体

再 次 侵 染 时 ， 这 种 免 疫 记 忆 就 会 被 激 活 ，

CRISPR-Cas 识别并切割噬菌体DNA。Cas蛋白介导

的免疫过程主要分为 3 个阶段，当噬菌体首次侵染

宿主细菌时，外源入侵 DNA 的特征序列被加工整

合到 2 个重复序列之间形成非重复的间隔序列，经

过转录形成成熟的 CRISPR RNA (crRNA)；之后 Cas

蛋白在 crRNA 指导下精确切割外源基因特定位点，

阻止噬菌体 DNA 在宿主细胞内复制[46]。目前已知

的 CRISPR-Cas 系统有 I−VI 型[47]，其中 I、III、IV

型系统的 Cas 蛋白由多亚基复合物组成，这类

CRISPR-Cas 系统主要参与噬菌体抵抗；而 II、V、

VI 型系统 Cas 蛋白是由单亚基组成，II 型系统中

Cas9 蛋白切割双链 DNA，在分子生物学领域得到

了广泛应用[48-49]。 

3.5  噬菌体抵抗 CRISPR-Cas 的机制 

噬菌体通过对自身的基因位点进行突变来逃

避宿主 CRISPR-Cas 的切割，但由于 CRISPR-Cas

系统具有自适应性，可以重新获得新的免疫能

力，因此噬菌体仅靠基因突变并不能完美逃避宿

主细菌的制约。2013 年，在铜绿假单胞菌的噬菌

体中发现了一种抗 CRISPR 蛋白，截至 2019 年，

已经有 40 种抗 CRISPR 蛋白被发现[50]。抗 CRISPR

蛋白可以通过阻断 Csy 复合体与噬菌体目标 DNA

结合，使噬菌体不被降解[51-52]。抗 CRISPR 蛋白

AcrE1 抑制 Cas3 核酸酶活性，将内源 TYPE I-E 

CRISPR 系统转化为靶标基因的转录抑制因子，阻

止噬菌体基因表达，而噬菌体也可以利用该系统

抑制宿主细菌的基因表达[53]。 

3.6  CRISPR-Cas 抑制噬菌体的检测 

细菌 CRISPR-Cas 系统的演化过程是从外源

DNA 中获取新的间隔子，并将其添加到 CRISPR

序列中。由于 CRISPR 序列间保守性低，可通过多

种方法，如 CRISPR Finder、PILER-CR 工具、

CRISPRDetect、CRISPRdisco 等进行生物信息学分

析[54]。将细菌基因组中的 CRISPR 重复序列和间隔

序列与噬菌体基因组序列进行比对，以判断细菌

CRISPR-Cas 系统是否具有抵抗噬菌体侵染的潜

能，自然状态下产生噬菌体抗性的菌株 CRISPR 序

列与野生型菌株相比有明显差异。为了证明间隔

区序列是否与噬菌体抗性有关，通过删除或添加

新的间隔区改变 CRISPR 序列，并观察菌株对噬菌

体的敏感性的变化[45]。Cas 蛋白是一种依赖金属离

子的 DNA 特异性核酸内切酶，通过敲除抗性菌株

的 cas 基因，菌株失去噬菌体抗性，说明 cas 基因

也参与了噬菌体抵抗过程[55]。 

4  流产感染 

4.1  流产感染与噬菌体互作机制 

流产感染(Abortive Infection，Abi)是指在噬菌

体将自身 DNA 注入到宿主细胞后，宿主细菌阻断

后代噬菌体的繁殖，导致只有少量噬菌体释放的

过程[56]。流产感染的结果也伴随着被侵染宿主的

过早死亡，这是细菌个体保护周围种群的自我牺

牲机制，革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌中都存在

这种利他机制。目前研究较多的是大肠杆菌和乳

酸菌，T4 噬菌体衣壳蛋白的 Gol 多肽激活大肠杆

菌 K12 的 Lit 蛋白酶，Lit 切割核糖体延伸因子

EF-Tu，抑制宿主及噬菌体基因的翻译[57]。大肠杆

菌还有一种 RexAB 介导的 RII 排斥机制，由

RexAB 与 RIIAB 以及一系列宿主蛋白参与，通过

改变细胞膜的通透性，降低膜电位，导致细胞死

亡[58]。乳酸菌中也发现了 20 多种 Abi 系统，乳酸

菌中的 Abi 系统由 Abi 蛋白介导，抑制噬菌体 DNA

复制[59]。此外，葡萄球菌中也发现了一种由 Stk 激
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酶(Serine/Threonine Kinase)介导的流产感染系统。

噬菌体蛋白激活 Stk 激酶后，诱导流产感染的发

生，从而防止噬菌体的传播[60]。 

流 产 感 染 系 统 还 可 以 通 过 毒 素 - 抗 毒 素

(Toxin-Antitoxin，TA)机制发挥作用，该系统由共

转录的毒素和抗毒素组成，毒素靶向抑制细菌重

要的细胞过程，导致细菌休眠或者死亡[61]。根据

毒素与抗毒素因子的类型，TA 系统分为蛋白质与

蛋白质、蛋白质与 RNA、RNA 与 RNA 三类[26]。

正常生长条件下，细菌的抗毒素与毒素因子结

合，抑制毒素因子活性；当噬菌体侵染细菌后，

抗毒素因子被抑制或者降解，毒素与抗毒素因子

的平衡被打破，毒素释放，导致细菌死亡[62]。这

种 TA 机制介导的流产感染首次在黑腐果胶杆菌

(Pectobacterium atrosepticum)中发现，黑腐果胶杆

菌的 ToxIN 系统由 toxI 与 toxN 组成，分别编码抗

毒素因子与毒素因子；ToxN 抑制细菌生长，ToxI 

RNA 中和 ToxN 毒性，在噬菌体感染细菌后，毒素

与抗毒素比例失衡，释放 ToxN，诱发流产感染[63]。 

噬菌体也可以表达抗病毒因子，逃避细菌的

毒素-抗毒素系统的制约。例如 T4 噬菌体编码一种

Dmd 抗毒素因子，可以直接抑制大肠杆菌的毒素

因子，阻断流产感染[64]。T7 噬菌体则是通过合成

一种抑制抗毒素降解的蛋白，从而使宿主毒素因

子保持稳定；此外噬菌体可以合成一种类似 toxI 的

序列伪装成抗病毒因子，抑制毒素因子以保护噬

菌体后代 [65]。除了上述这些机制外，逆转录子

(Retrons)介导的流产感染机制也参与细菌抵抗噬菌

体过程，包括逆转录酶(Reverse Transcriptase)、非

编码 RNA (Non-Coding RNA)及效应蛋白，噬菌体

蛋白对 RecBCD 的抑制会激活逆转录子，导致流产

感 染 和 细 胞 死 亡 [66] 。 最 近 的 研 究 发 现 ， I 型

CRISPR-Cas 基因簇内部还存在一对 RNA 的毒素-

抗毒素系统——CreT/A，CRISPR-Cas 系统可利用

RNA 抗毒素 CreA 控制 RNA 毒素 CreT 的表达，使

宿 主 菌 无 法丢 失 其 CRISPR-Cas 系 统 (对 其 “上

瘾”)。一旦 CRISPR-Cas 组分被破坏，就会诱导

CreT 毒素的表达，从而抑制或杀死该宿主菌，使

得 CRISPR-Cas 系统能够在细胞群体中稳定存在[67]。 

4.2  流产感染参与噬菌体抵抗的检测 

典型的流产感染机制的特征是在感染后期细

胞过早裂解，释放未组装的噬菌体颗粒。以乳酸

乳球菌为例，噬菌体抗性菌株中包含多个质粒，

将质粒转入噬菌体敏感菌株，成斑率‘EOP’明显下

降，通过构建基因突变体，确定 AbiQ 基因与噬菌

体抵抗相关[68]。噬菌体吸附效率检测显示敏感菌

株和抗性菌株的吸附效率差异不大，同时利用

Southern 实验监测不同侵染时间内抗性菌株与敏感

菌株中噬菌体 DNA 复制情况，在 AbiQ 存在时噬菌

体 DNA 能正常复制[68]。利用单克隆抗体检测噬菌

体蛋白衣壳的表达，AbiQ 不影响噬菌体蛋白衣壳

的合成，抗性菌株上清液中噬菌体蛋白衣壳较敏

感菌株明显减少，表明噬菌体抗性是由于 AbiQ 阻

断了噬菌体的裂解周期，造成流产感染[68]。 

5  细菌群体感应 

5.1  细菌群体感应与噬菌体互作机制 

群体感应(Quorums Sensing，QS)是一种依赖

于细菌密度的调控机制，当细菌密度达到一定阈

值，胞外的信号分子介导基因的表达调控，从而

抵御噬菌体侵染。鳗弧菌(Vibrio anguillarum)通过

群体感应系统降低噬菌体的受体 OmpK 表达水

平，而对噬菌体不敏感，群体感应信号分子 N-酰

基高丝氨酸内酯(Acyl Homoserine Lactone，AHL)

与 OmpK 的 mRNA 水平呈明显的负相关[69]。群体

感应也可以协同 CRISPR-Cas 系统抵御噬菌体侵

染 ， 如 沙 雷 氏 菌 (Serratia) 的 群 体 感 应 使 TYPE 

I-E、I-F 和 III-A 这 3 种 CRISPR-Cas 系统的表达上

调，增强细菌对噬菌体的抵抗作用[70]。细菌可以

利用群体感应来调控生物膜的形成，而生物膜中

的蛋白质水解酶和纤维素内切酶可以使噬菌体失

活 [71]，并且一些噬菌体受体也可能被生物膜遮

蔽，从而避免了噬菌体的侵染[72]，这也是一种细

菌通过群体感应抵抗噬菌体的方式。 
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在噬菌体侵染细菌的过程中，群体感应可以 

参与细菌抵抗噬菌体，同时噬菌体也可以利用群

体感应来抵抗细菌。在细菌和噬菌体长期共进化

的过程中，噬菌体有裂解性和溶源性 2 种状态。大

肠杆菌 AI-2 型群体感应系统可以介导大肠杆菌噬

菌体 T1 由溶源态到裂解态的转变，而噬菌体的裂

解则进一步受到细菌的 cAMP 受体蛋白所介导的细

胞代谢状态的调控[73]。群体感应介导的噬菌体由

溶源态到裂解态的转变有利于噬菌体的侵染。群

体感应的信号分子 AHLs 能提高 T4 噬菌体对大肠

杆菌 BL21(DE3)的裂解效率[74]，而噬菌体可以诱

导群体猝灭(Quorum Quenching，QQ)内酯酶的合

成，通过这种酶水解 AHL 和抑制群体感应系统活

性来减少铜绿假单胞菌生物膜的形成，从而提高

噬菌体的侵染效率[75]。 

5.2  群体感应调控噬菌体侵染的检测 

大肠杆菌由于缺乏 LuxI 型 AHL 合酶，不产生

AHL 信号分子，但可以通过 LuxR 型转录调节因子

SdiA 响应外源 AHL 信号分子。在添加或不添加

AHL 信号分子的情况下，将放射性标记的λ噬菌体

与大肠杆菌野生型菌株或群体感应转录因子 SdiA

缺失突变体共培养，测定吸附噬菌体的放射量换

算为吸附率。添加 AHL 使噬菌体对野生型菌株的

吸附率降低，而对 SdiA 缺失突变体的吸附率没有

显著变化[76]。在沙雷氏菌(Serratia sp. ATCC39006)

中，将 lacZ 报告基因与 cas 基因或 CRISPR 序列融

合构建报告菌株，通过检测 β-半乳糖苷酶的活性，

判断 AHL 对 CRISPR-Cas 系统表达的影响，发现

AHL 可以诱导 I-E、I-F 和 III-A 这 3 种 CRISPR-Cas

系统的表达，增强细菌对噬菌体的抵抗[70]。用群体

感应信号分子淬灭酶处理铜绿假单胞菌菌株，测定

绿脓素、蛋白酶和弹性蛋白酶等毒力因子的活性，

群体感应淬灭酶可以降低菌株毒力因子的表达，同

时细菌对所有噬菌体的敏感性提高[77]。 

6  展望 

噬菌体的发现已有 100 多年的历史，由于抗生

素耐药菌的出现，噬菌体的应用才重新受到广泛

关注，对于噬菌体的研究也有了很多突破性进

展。更好地了解噬菌体与宿主细菌之间的相互作

用，尤其是二者相互抵抗机制(图 1)，有利于人们
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图 1  细菌抵抗噬菌体机制以及噬菌体的反抑制策略 
Figure 1  The mechanism of bacterial resistance to phages and the counter-attacks used by phages to defend bacterial hosts 

注：A：噬菌体复制周期。烈性噬菌体通过裂解周期进行复制，温和噬菌体可以通过选择进入溶源或裂解周期进行复制，细菌抵抗

噬菌体侵染的机制可以在不同的复制阶段中发挥功能。B：细菌抵抗噬菌体侵染的机制。(a)：吸附抑制。至依次表示正常的噬

菌体受体、基因突变的受体、蛋白修饰后受体、受体被多糖荚膜包被、外膜囊泡 OMVs；受体突变或修饰抑制噬菌体吸附，OMVs

作为诱饵阻断噬菌体吸附；(b)：阻止 DNA 进入；(c)：限制-修饰系统。RE 为限制性内切酶、MT 为甲基转移酶；(d)：CRISPR-Cas

系统。细菌识别噬菌体 DNA 的原间隔序列，将其储存在 CRISPR 序列中，当噬菌体再次侵染细菌时，在 crRNA 引导下，Cas 蛋白

复合体的作用切割外源 DNA；(e)：细菌流产感染机制。细菌在受到噬菌体侵染后，噬菌体蛋白或 Gol 多肽通过一系列作用，引发

流产感染；(f)：噬菌体应对吸附抑制。当细菌表面的受体发生突变或者修饰时，噬菌体通过识别突变受体、降解受体的多糖荚膜或

者重新识别新的受体吸附到细菌表面；(g)：噬菌体应对限制-修饰系统。噬菌体通过删除 DNA 上限制内切酶识别位点、合成甲基转

移酶或者利用宿主的甲基转移酶对自身 DNA 进行修饰进行甲基化修饰，逃避限制-修饰系统；(h)：噬菌体应对 CRISPR-Cas 系统。

噬菌体产生新的原间隔序列(突变或删除)、合成 Acr 蛋白抑制 Cas 复合物切割自身 DNA 类抵抗细菌的 CRISPR-Cas 系统 

Note: A: The phage replication cycle; Virulent phages replicate through the lytic cycle, whereas temperate phages may replicate through 
either the lytic or the lysogenic cycle. Bacteria have numerous anti-phage mechanisms that function at different stages of the phage 
replication cycle to prevent phage replication. B: Anti-phage mechanisms act at different stages. (a): Adsorption inhibition.  to  indicate 
normal phage receptor, receptor mutations, protein modified receptor, and receptor coated with polysaccharide capsule, outer membrane 
vesicle (OMVs); Mutations or modifications of receptors inhibit phage adsorption, and OMVs act as bait to block phage adsorption. (b): 
Blocking phage DNA entry into the bacterial cells. (c): Restricted modification systems. RE is a restriction endonuclease and MT is a 
methyltransferase. (d): CRISPR-Cas systems. Bacteria recognize the protospacers of phage DNA and store them in the CRISPR array. When 
the phages infect the bacteria again, the Cas protein complexes cut the foreign DNA. (e): The mechanism of bacterial abortion infection. 
Bacterial abortion infection caused by the phage proteins. (f): Bacteriophages counteract bacterial adsorption inhibition. When the receptors 
are mutated or modified, the phages recognize a new receptor, or degrade the receptor’s polysaccharide capsule. (g): Phages avoid restriction 
modification systems. Phages evade the RM systems by deletion the restriction sites, encoding methyltransferase or using the host’s 
methyltransferase to modify its DNA. (h): Phages respond to the CRISPR-Cas systems. Phages produce a new protospacer (mutation or 
deletion), synthesize the Acr protein to inactivate CRISPR-Cas systems 
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充分认识噬菌体的抗菌潜力，这对于噬菌体疗法

的应用具有重要意义。细菌和噬菌体共同进化，

展现了二者多样的相互抵抗策略，也是维持噬菌

体-宿主平衡的重要动力。随着对细菌-噬菌体相互

作用分子机制认识的深入，有望在扩展噬菌体宿

主范围及二者平衡的人工干预方面开辟新的应用

途径。 
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