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一株泛耐药肺炎克雷伯菌噬菌体的分离及其
对细菌耐药性变化的影响*

胡 岚,王 鹤△,王 超,齐文杰

(首都医科大学附属北京友谊医院感染内科 100050)

  [摘要] 目的 探讨泛耐药肺炎克雷伯菌噬菌体的分离及其对细菌耐药性变化的影响。方法 收集该院

污水站处理前污水,提取肺炎克雷伯菌噬菌体,筛选出泛耐药菌株的噬菌体,对其生物学特性进行分析,并探讨

其与细菌在体外试验中相互作用的关系。结果 通过处理提取并纯化分离得到噬菌体φKPN338HL7,经过3
次纯化后,双层LB平板可见清晰、等圆、大小均一、外缘光滑透明、直径3~4

 

mm的噬菌斑,噬菌体效价约为5×
1010

 

pfu/mL,最佳感染复数(MOI)=4时能产生最佳裂解效果。经过一段时间的噬菌体刺激后,该菌株对于亚胺

培南及厄他培南的敏感性有所改变。结论 噬菌体可以诱导细菌耐药性变化,为抗生素再次使用提供了可能。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

isolation
 

of
 

phage
 

of
 

pan-
 

drug
 

resistant
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

and
 

of
 

its
 

effect
 

on
 

bacterial
 

drug
 

resistance
 

change.Methods The
 

sewage
 

was
 

collected
 

from
 

the
 

sewage
 

treatment
 

station
 

of
 

this
 

hospital.
 

The
 

phages
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

were
 

extracted.
 

The
 

phages
 

of
 

pan-
drug

 

resistant
 

strains
 

were
 

screened,
 

their
 

biological
 

characteristics
 

were
 

analyzed,
 

and
 

their
 

interaction
 

with
 

bacteria
 

in
 

the
 

in
 

vitro
 

experiment
 

was
 

investigated.Results The
 

phage
 

φKPN338HL7
 

was
 

isolated
 

and
 

puri-
fied

 

by
 

treatment.
 

After
 

3
 

times
 

of
 

purification,
 

the
 

phage
 

plaque
 

with
 

equal
 

circle,uniform,smooth
 

and
 

transparent
 

outer
 

edge
 

and
 

a
 

diameter
 

of
 

3-4
 

mm
 

could
 

be
 

clearly
 

seen
 

in
 

the
 

double
 

layer
 

LB
 

plate,the
 

phage
 

titer
 

was
 

about
 

5×1010
 

pfu/mL,when
 

the
 

maximal
 

multiplicity
 

of
 

infection(MOI)=4,the
 

optimal
 

splitting
 

decomposition
 

effect
 

could
 

be
 

produced.After
 

a
 

period
 

of
 

phage
 

stimulation,the
 

sensitivity
 

of
 

this
 

strain
 

to
 

imipenem
 

and
 

ertapenem
 

had
 

some
 

change.Conclusion Phage
 

can
 

induce
 

the
 

change
 

of
 

bacterial
 

drug
 

resist-
ance,and

 

provides
 

the
 

possibility
 

for
 

the
 

reuse
 

of
 

antibiotics.
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  随着抗生素的广泛应用,细菌耐药现象日益严

重。噬菌体作为一种可以杀灭细菌的病毒,有着抗生

素无法比拟的优势,同时,由于它的生物学特性,对于

临床推广和应用也有很大的局限。深入的了解噬菌

体的特性,以及它在吞噬细菌后对于细菌可能产生的

影响,对于将来发展噬菌体疗法以应对泛耐药细菌的

危害有着一定的意义和价值。本研究探讨一株泛耐

药肺炎克雷伯菌噬菌体的分离及其对细菌耐药性变

化的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

本院细菌室保存的一株泛耐药肺炎克雷伯菌菌
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株。液体LB培养基:胰蛋白胨(英国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司)10
 

g,酵母提取物(英国Thermo
 

Fish-
er

 

Scientific公司)5
 

g,NaCl
 

10
 

g,加去离子水(或蒸馏

水)至1
 

L,pH
 

7.4;0.7%半固体
 

LB
 

培养基:胰蛋白

胨10
 

g,酵母提取物5
 

g,NaCl
 

10
 

g,琼脂粉(美国Sig-
ma公司)7

 

g,加去离子水(或蒸馏水)至
 

1
 

L,pH
 

7.4;

1.5%固体
 

LB
 

培养基:胰蛋白胨
 

10
 

g,酵母提取物

5
 

g,NaCl
 

10
 

g,琼脂粉
 

15
 

g,加去离子水(或蒸馏水)
至

 

1
 

L,pH
 

7.4。将上述培养基配置完毕后送消毒供

应室 高 压 灭 菌。SM 液:100
 

mmol/L
 

NaCl,100
 

mmol/L
 

MgSO4,50
 

mmol/L三羟甲基氨基甲烷缓冲液

(美国Amresco公司),pH
 

7.5,送消毒供应室高压灭

菌。CaCl2,氯仿,聚乙二醇PEG8000(美国Sigma公

司)。0.45
 

μm、0.22
 

μm生物滤膜(美国 Millipore公

司)。

1.2 方法

1.2.1 菌株的制备

一株泛耐药肺炎克雷伯菌菌株通过血培养基培

养方式进行保留、传代。无菌条件下划线法接种在固

体LB平板上,经过37
 

℃过夜培养,次日挑选独立菌

落接种于10
 

mL的液体LB培养液(或肉汤培养液)
中,37

 

℃
 

160
 

r/min振荡培养6
 

h至对数生长早期,
本研究所用菌均为对数生长早期致病菌。

1.2.2 污水标本制备

本院污水处理指定站点留取未经处理前的污水

3L(2~3次)。加入固体CaCl2 至CaCl2 的终末浓度

为1
 

mmol/L,10
 

000
 

r/min离心20
 

min,取上清液加

入PEG8000至终浓度为10.0%(W/V),4
 

℃冰箱过

夜,12
 

000
 

r/min离心20
 

min,沉淀用5
 

mL噬菌体稀

释液重悬,加入等体积的氯仿,振荡摇匀30
 

s,5
 

000
 

r/min离心20
 

min,取上清液先后用0.45
 

μm、0.22
 

μm滤膜过滤掉细菌及杂质,仅留取小于0.22
 

μm物

质包括噬菌体[或将废水14
 

170×g离心15
 

min,取
上清液通过0.22

 

μm滤膜滤过细菌,将上清液加入等

体积的含有肺炎克雷伯菌的LB培养液中,37
 

℃过夜

至少12
 

h,用以扩增噬菌体,次日将培养液加入氯仿

(32
 

μL/mL)萃取,4
 

℃
 

14
 

170×g离心15
 

min]。

1.2.3 噬菌体分离

取上述制备完毕的污水100
 

μL,加入宿主菌(对
数生长期的肺炎克雷伯菌LB液)液体200

 

μL,混匀

后室温放置15
 

min,加入47
 

℃融化的0.7%琼脂LB
培养基2

 

mL,混匀后再倾倒于固体LB平板上,37
 

℃
过夜培养,次日观察噬菌斑的出现情况。对有噬菌斑

的,挑取单个噬菌斑,适当稀释后按上述方法再做噬

菌斑形成实验,重复3次用以纯化噬菌体。最后,挑
取纯化后的单个噬菌斑,接种于5

 

mL宿主菌中,

37
 

℃
 

160
 

r/min振荡培养6
 

h以扩增噬菌体,10
 

000
 

r/min离心20
 

min,收集上清液以0.22
 

μm滤膜过滤

即得较纯的噬菌体液。噬菌体提纯,去除内毒素,提
纯前后测定标本中内毒素水平。

1.2.4 噬菌体滴度测定

将噬菌体液用液体LB培养基10倍连续稀释,每
稀释度取100

 

μL,加入200
 

μL宿主菌液,然后按上述

方法铺双层琼脂平板。滴度(PFU/mL)=噬斑数×
稀释倍数×100,最终取10次结果的平均值为其液体

滴度。

1.2.5 细菌鉴定及耐药性分析

制备噬菌体完毕后,将制备完毕的噬菌体回种到

细菌培养基,证明其活性,观察噬菌体溶液、细菌菌

液、培养液共同培养后的变化,37
 

℃过夜保存,当出现

由清凉再次变为浑浊后,将细菌菌液在无菌条件下接

种到固体LB平板上,37
 

℃过夜培养,次日挑选独立

菌株送本院细菌室鉴定细菌及耐药性分析,对比细菌

耐药性的变化情况。

2 结  果

2.1 肺炎克雷伯菌耐药情况

本院一株肺炎克雷伯菌为泛耐药菌株,噬菌体裂

解刺激前药敏结果见表1。
表1  肺炎克雷伯菌的噬菌体刺激前后药敏结果

项目
噬菌体刺激前

MIC值 结果

噬菌体刺激后

MIC值 结果

阿米卡星 ≤2 S ≤2 S

氨苄西林 ≥32 R ≥32 R

氨苄西林/舒巴坦 ≥32 R ≥32 R

氨曲南 ≥64 R ≥64 R

头孢他啶 ≥64 R ≥64 R

环丙沙星 ≥4 R ≥4 R

头孢曲松 ≥64 R ≥64 R

头孢替坦 ≥64 R ≥64 R

厄他培南 ≥8 R 2 I

头孢吡肟 ≥64 R ≥64 R

庆大霉素 ≥16 R ≥16 R

亚胺培南 ≥16 R 4 I

左旋氧氟沙星 ≥8 R ≥8 R

呋喃妥因 256 R 256 R

复方新诺明 80 R 80 R

妥布霉素 8 I 8 I

哌拉西林/他唑巴坦 ≥128 R ≥128 R

  MIC:最低抑菌浓度;R:敏感;I:中度敏感;S:耐药。

2.2 噬菌体φKPN338HL7的分离

本实验筛选出一株能裂解泛耐药肺炎克雷伯菌
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的噬 菌 体,根 据 国 际 命 名 规 则 将 其 命 名 为

φKPN338HL7,经过3次纯化后,双层LB平板可见

清晰、等圆、大小均一、外缘光滑透明、直径3~4
 

mm
的噬菌斑,见图1。

图1  分离得到的噬菌体在双层LB平板上形成的

噬菌斑

2.3 φKPN338HL7滴度测定

根据不同浓度的噬菌体液与细菌混合后,培养所

得的双层平板结果显示本实验的噬菌体效价约为5×
1010

 

pfu/mL,见图2。

图2  不同浓度的噬菌体液与细菌液混合培养后

形成的噬菌斑

2.4 φKPN338HL7溶原性测定

将1
 

mL悬液放入2
 

mL标准冻存管中,置于电

动搅拌器上,距离15
 

W紫外线灯管30
 

cm以外照射,
并将照射后的噬菌体液与细菌液共同培养,并应用单

纯细菌液做阴性对照、未照射噬菌体与细菌混合液做

阳性对照,结果显示被照射灭活过的噬菌体无法再形

成噬菌斑,与单纯细菌液铺板结果一致,因此,可以证

明该噬菌体为裂解性噬菌体,非溶原性噬菌体。

2.5 φKPN338HL7最佳感染复数(MOI)测定

本研究所得到的噬菌体以0.001、0.01、0.1、1、2、

3、4、6、8的 MOI进行感染,结果显示φKPN338HL7
的 MOI=4时所能产生最佳裂解效果,见图3。

2.6 φKPN338HL7诱导细菌耐药性变化

细菌在短暂培养液中传代并不会改变细菌的耐

药性,而经过一段时间的噬菌体刺激后,该菌株对于

亚胺培南及厄他培南的敏感性有所改变,其他种类的

抗生素无明显变化,见表1。

图3  噬菌体感染复数结果

3 讨  论

  随着医学不断地发展与进步,人们对细菌的认识

越来越深入,抗生素的发明和应用为医学带来巨大的

进步。随着抗生素的广泛使用,细菌的耐药性也是不

断地提高,给公共卫生带来了巨大的挑战,对于泛耐

药的定义,目前国内外基本可以达成一定的共识,认
为是对几乎所有分类的常用抗菌药物全部耐药,仅对

1~2种抗生素敏感时,称为泛耐药[1]。所以在这种情

况下,临床上很难应用有效的药物对患者进行治疗,
目前迫切的需要寻找到新的抗生素或者新的治疗方

法来挽救这些患者的生命。
噬菌体治疗细菌感染早已成为可能,有诸多体外

实验提示噬菌体可以有效地对抗细菌,挽救生命[2-5]。
噬菌体用于治疗细菌感染有很多特点,首先噬菌体是

一种病毒,它可以自我的复制、增殖,每一个裂解周期

就可以释放出更多的子代噬菌体,如果噬菌体裂解周

期比细菌增殖速度快,那么1个噬菌体就可以消灭它

所能识别的所有病原体。同时噬菌体又有非常严格

的宿主专一性,仅能识别专一的某种或者某类病原

体,这既是它的优势也是它的劣势,优势是它不会对

其他的细菌产生任何作用,这样可以非常有效地保护

好机体内其他的细菌免受损伤,从而避免了广谱抗生

素常发生的细菌菌群紊乱,这种高度的专一性使得噬

菌体可以进行“靶向”治疗[6]。但是这同时也带来了

问题,有时候尽管是同种同属的细菌,基因型稍有差

异,那么噬菌体就有可能不能识别,而恰恰这一点也

是限制了噬菌体发展的重要原因。已有很多关于利

用噬菌体治疗人类疾病的报道[7-8],但宿主谱狭窄一

直是治疗中存在的问题。正因为如此,国内外才出现

了许多“鸡尾酒疗法”的研究[9-10],即将不同的噬菌体

混合以提高宿主谱,从而达到有效的治疗目的。
噬菌体制剂是目前比较前沿的制剂类型,国内并

没有相应的成品及药品申报,美国亚瑟安德鲁医学公
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司(arthurandrew
 

medical
 

lnc.)研制生产的高活性复

合噬菌体制剂Floraphge是全球首款复合制剂。另

外,一种名叫分枝杆菌Actiphage噬菌体软膏也被广

泛用于治疗结核性口腔溃疡。
上海的一些研究所也在采用噬菌体治疗耐药菌,

但研究进展缓慢。在国外主要以格鲁吉亚等应用最

为广泛,而俄罗斯、英国、美国等也有个案报告。
理论上只要噬菌体生长的速度大于细菌的增殖

速度就可能完成对容器内所有细菌的杀灭,但实际上

很难构建一个数学模型来揭示噬菌体的代谢动力学,

TIWARI等[11]的研究表明,噬菌体发挥作用时要借

助中性粒细胞,并在细菌体内不断繁殖裂解,同时超过

72
 

h后噬菌体又会被机体的免疫系统清除,这种巧妙

的平衡关系使得给药时机与传统抗生素有着本质的区

别,因此这种药代动力学研究起来是非常困难的。
本研究从医院处理前污水中成功分离出一株能

裂解泛耐药肺炎克雷伯菌的噬菌体,并将其命名为

φKPN338HL7。该噬菌体裂解的空斑清晰透明,这一

点符合裂解性噬菌体的特点,其经过紫外线诱导照射

之后,再进行噬菌斑实验时,并不能形成有效的噬菌

斑,这表明紫外线照射对于噬菌体这类病毒可以起到

灭活的作用,同时也证明此次分离得到的噬菌体是非

溶原性噬菌体。因此可以通过这种紫外线诱导的方

法得到鉴别溶原性与裂解性噬菌体的结论,溶原性噬

菌体相对温和,因此临床上意义有限,而裂解性噬菌

体其生物学特性比较猛烈,通常条件下可以快速裂解

杀灭细菌,为临床提供治疗的可能,本实验所提取到

的噬菌体就属于此类。此前有研究已经证实,除紫外

线外,医院常用的消毒剂对噬菌体的影响相对小[12],
其对噬菌体的影响率在50%以下,包括84消毒液、双
氧水、苯扎溴铵、石碳酸、戊二醛、碘伏等。噬菌体在

某种层面上具有一定的稳定性,这也为噬菌体将来可

以在临床广泛应用提供了一定的支持。
目前噬菌体的提取方法多种多样,有应用透析

膜、冰水冷凝等。本研究发现,最简单的实验方法也

可以得到同样的结果,同时本研究提供的方法简单,
可操作性好,适合一些基层单位开展。在噬菌体的保

存方面,本研究与彭帆等[13]研究的结果类似,噬菌体

的有效保存温度在-20~4
 

℃,而小于-20
 

℃保存,
则会在半年左右降低噬菌体的裂解活性,降低的速度

则是多个指数等级的。
本研究也观察到噬菌体与细菌长时间培养,可使

浑浊的细菌培养液变清亮后再次变为浑浊,接种后不

能再形成噬菌斑,提示细菌可能发生了基因的突变,
使得表面的蛋白位点改变,噬菌体不能再对其进行识

别,出现了“逃逸”的现象,这种情况属于噬菌体对细

菌外部环境的选择结果,类似于抗生素的选择,也是

细菌强大的适应性表现。但是本研究也显示,诱导突

变的细菌使某些抗生素敏感性发生一定的变化。这

可能提示了细菌在发生基因突变的同时,某些耐药基

因也被改变,抑或丢失,使得原本无效的药物可能再

次有效,这需要对其进行基因分析。在以后的研究

中,有待进一步的研究噬菌体是如何改变耐药细菌的

耐药性,从而为治疗泛耐药细菌的感染提供一种有效

的治疗可能。
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