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细菌耐药性及新型抗菌疗法研究进展
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摘要：传统抗生素能够阻断细菌中共有的信号通路或新陈代谢途径，往往无法区分杀菌对象，长期使用会导致菌群失调及

耐药性的产生，因此需要找出一种新型抗菌药物能特异针对病原菌或耐药菌。本文参阅近年来国内外研究进展，介绍了传统抗

生素及细菌产生耐药性的主要  机制。并且针对日益严重的细菌耐药性现象而出现的一系列新型抗菌疗法进行  总结，特别介绍了
近年来比较热门的基因编辑工具CRISPR-Cas9系统作为基因特异性杀菌药物的应用。
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Abstract    Traditional antibiotics can block conserved bacterial signaling pathway or metabolic pathway, and 
therefore it is unable to distinguish bacteria. Long-termed usage will lead to dysbacteriosis and drug resistance. We 
need to fi nd a new antibacterial drug which can target pathogens and drug-resistant bacteria specifi cally. By reviewing 
current research progress, this paper mainly discussed the mechanisms of traditional antibiotics and bacterial drug-
resistance. We summarized a series of traditional and new antimicrobial therapies for solving bacterial drug-resistance, 
including the application of CRISPR-Cas9 system, a popular gene editing tool, as a gene-specifi c bactericidal drug.
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1928年，Fleming发现青霉素，被誉为人类医学
史上一个重大的里程碑。人类从此步入了利用抗生

素治疗感染性疾病的时代。1944年，Waksman发现
了链霉素，它抗结核菌的疗效，开创了结核病治疗

的新纪元，进一步加强了人们研究抗生素的信心。

自此以后抗生素的研究得到了飞速的发展。随着抗

生素的使用，大部分由细菌感染所引起的疾病得以

治疗，在外科手术中因受感染死亡的病例也大幅减

少，但是一些问题也接踵而至。比如，抗生素的滥

用不仅杀死体内的病原菌，也会消灭人体肠道中的

益生菌，扰乱体内环境的稳定性，进而威胁健康。

另一方面，大量抗生素的使用使得细菌耐药性不断

累积和传播。现如今细菌耐药性产生的速度越来越

快，而新型抗生素的研发却越来越慢。如果不能

尽快解决这一问题，那我们将很快进入无药可用的

“后抗生素时代”。随着分子生物学技术的发展以

及对细菌耐药机制了解的深入，人们更多的将目光集

中在利用生物化学，基因工程或分子生物学手段，特
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异的针对病原菌或耐药菌进行消除。

本文将介绍传统抗生素及多重耐药菌的产生机

制，并着重介绍针对多重耐药菌感染的传统疗法与

新兴疗法如噬菌体疗法，光化学疗法以及CRISPR-
Cas9系统作为新兴热门的基因编辑工具被用作一种
序列特异性的杀菌药物的优缺点。

1    传统抗生素与细菌耐药性的发展
一直以来，人类与病原菌之间的抗争从来没有停

止过。在抗生素发现以前，由细菌感染所引起的疾病

极大程度的影响了人类的发展，造成较高的发病率和

死亡率。如14世纪由于耶尔森菌(Yersinia pestis)传播引
起的鼠疫流行[1-2]以及在世界各地都有爆发和流行的疟

疾、霍乱都曾经造成大规模的死亡。自青霉素被发现

并投入使用后，抗生素得到了快速的发展，使得人类

在对抗病原细菌上取得一定的胜利。

1.1    传统抗生素及作用机制
现如今抗生素的种类繁多，按照其作用方式的

不同，我们可将其分为：干扰细胞壁合成的β-内酰
胺类和糖肽类；抑制蛋白质合成的氨基糖苷类；干

扰DNA复制的喹诺酮类；抑制细菌新陈代谢的复方
磺胺甲噁唑；以及破坏细菌细胞膜的多黏菌素和达

托霉素(表1)[3-5]。

1.2    细菌多重耐药性的产生
随着抗生素的使用，人类在对抗细菌感染性疾

病上取得了阶段性的胜利，但是细菌针对抗生素不

断出现的耐药性也给人们带来了巨大的挑战。细菌

产生耐药性的原因是多种多样的，有的是细菌天然

的对超过一种以上的药物具有耐受性[3]，而我们更加

关注的是抗生素压力下的细菌获得性耐药。从作用

方式上来看，细菌获得耐药性的机制主要有3种，即
通过对药物靶位点的修饰，对药物的修饰以及对药

物摄入途径的影响。

对药物靶位点的修饰，使得药物与靶点的结合

能力减弱。如：在大肠埃希菌中，氟喹诺酮药物靶

点DNA解旋酶亚基GyrA的第84位丝氨酸(Ser)突变成
其他氨基酸如：色氨酸(Trp)，会降低氟喹诺酮类药
物与DNA解旋酶的结合能力，从而导致细菌耐药性
产生[10-11]。利福平能与RNA聚合酶以1:1的比例形成
复合物，抑制转录的启动，研究表明编码大肠埃希

菌RNA聚合酶β亚基的rpoB基因的突变可以引起对利
福平的耐药性。核糖体RNA，核糖体蛋白的点突变
以及16S rRNA甲基化都会造成大肠埃希菌及铜绿假
单胞菌对氨基糖苷类药物产生高水平耐药性[12-13]。

在对药物的修饰导致耐药性产生这一机制中包

括两种形式，一种是产生可以降解药物的酶类如β-
内酰胺酶(β-lactamases)，这是细菌对β-内酰胺类抗
生素产生耐药性的主要原因，β-内酰胺酶的种类繁
多。如今，传播最为广泛的是广谱类β-内酰胺酶类
(extended spectrum lactamases, ESBL)以及碳青霉烯
酶类(carbapenemases)，它们可以水解大部分内酰胺

表1    传统抗生素种类及作用位点
Tab. 1    The types and target of traditional antibiotic

药物类型 作用机制 作用菌群 代表药物

    β-内酰胺类 与PBP结合，抑制细
胞壁肽聚糖合成，激

活细胞壁水解酶，引

发细胞自溶[6]

需氧，厌氧革兰阴性菌或阳

性菌

根据其发展和分子结构可分为4类：第1类：青霉素类(penicillins)，
如氨苄西林(ampicillin)和阿莫西林(amoxycillin)；第2类：头孢菌素
类(cephalosporins)，如头孢噻吩(cefalotin)和头孢噻肟(cefotaxi  me)；
第3类：单环内酰胺类(monobatam)，如氨曲南(aztreonam)；第4
类：碳青霉烯类(carbapenems)，如亚胺培南(imipenem)，厄他培南
(ertapenem)和美罗培南(meropenem)

喹诺酮类 与DNA解旋酶(DNA 
gyraes)和拓扑异构酶
Ⅳ(topoisomerase Ⅳ)
结合，干扰DNA复制
累积并释放断裂DNA
片段[7-8]

需氧革兰阴性菌或阳性菌，

部分厌氧革兰阴性菌，如结

核分枝杆菌

国际上根据其药物抗菌活性分为4代：第1代：萘啶酸(nalidixic acid)
和奥索利酸(oxolinic acid)；第2代：氟喹诺酮类药物，如诺氟沙星
(norfloxacin)，环丙沙星(ciprofloxacin)和氧氟沙星(ofloxacin)；第4
代：莫西沙星(moxifloxacin)和加替沙星(gatifloxacin)；第4代：曲伐
沙星(trovafloxacin)

氨基糖苷类 与30S核糖体亚基结
合抑制蛋白质合成[9]

需氧革兰阴性菌或阳性菌  链霉素(streptomycin)，庆大霉素(gentamicin)，卡那霉素(kanamycin)
和妥布霉素(tobramycin)

脂肽类 破坏细胞膜结构 革兰阴性菌及阳性菌 达托霉素(daptomycin)和多黏菌素B(polymixin B)

利福平 抑制RNA转录 革兰阴性菌或阳性菌，如肺
炎链球菌

利福霉素(rifamycins)和利福平(rifampin)
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类抗生素[6]。另一种对抗生素化学修饰的典型例子就

是氨基糖苷酶催化的化学修饰，主要通过3个常规的
机制发生：O-磷酸转移酶(APH)，O-核苷酸转移酶
(ANT)和N-乙酰基转移酶(AAC)。对抗生素关键位点
的修饰阻断了它们与16S rRNA结合的能力，是大部
分临床分离菌株产生耐药性的原因。

在对药物摄入途径的影响中，位于细胞膜上孔蛋

白通道或者外排泵(efflux pump)突变所导致的对药物
摄入障碍，可能导致多重耐药性(multidrug resistance)
的产生。在革兰阴性菌疏水性外膜上存在亲水性孔

道，由孔蛋白(porins)构成，亲水孔道可选择性的吸
收一些营养物质或其他成分如抗生素进入到细胞中。

因此孔蛋白的任何变化都会造成抗生素摄入障碍，导

致对抗生素的敏感性降低。研究表明在大肠埃希菌

(E. coli)中OmpF和OmpC孔蛋白家族[14]，肺炎克雷伯

菌(K. pneumoniae)中的孔蛋白OmpK35/36以及鼠伤寒
沙门菌(Salmonlla typhimurium)中的孔蛋白OmpF的表
达修饰会降低细胞膜的渗透性，导致对碳青霉烯类

抗生素的耐药性[15-17]。通过细菌细胞膜上的输出泵将

进入细菌内但未到达靶点的抗生素主动外排到环境

中也是细菌产生抗药性的原因之一。研究表明，三

大类抗生素都有相关的外排泵突变导致的耐药性产

生。在大肠埃希菌中AcrAD(属于RND蛋白家族)是与
TolC相关的一种氨基糖苷类的外排泵，能够从细胞
间质和细胞质中捕获抗生素并输出[18-19]。

通过基因的水平转移即：转化(transformation)、
噬菌体转导(transduction)、质粒接合(conjugation)，
使得耐药基因可以在不同种属的细菌间相互转播，

从而导致细菌耐药性以飞快的速度蔓延，并逐渐演

化同时可以耐受多种药物的超级细菌，如耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌(methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus, MRSA)，耐万古霉素肠球菌(vancomycin-
resistant enterococci)，耐万古霉素(vancomycin-
resistant, MRSA)，碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌(Klebsiella 
pneumoniae carbapenemase, KPC)等，使得抗生素的研发
和使用面临着巨大的挑战。

2    针对多重耐药菌的传统疗法和新型疗法
多重耐药菌的出现给临床感染治疗带来了一系

列的挑战。针对这一现象，既有传统抗生素治疗方

法，研究人员也正在积极研究一系列新型非抗生素

疗法来针对病原菌或耐药菌的感染。 
2.1    传统治疗方法—抗生素治疗

针对多重耐药菌引起的感染，传统的治疗方法

依旧是使用抗生素治疗，关键在于通过对感染细菌进

行一系列药敏实验找出对其敏感的抗生素或使用与其

耐受药物作用途径不同的抗生素种类进行杀菌如：氨

曲南对大多数内酰胺酶高度稳定，是多重耐药鲍曼不

动杆菌的有效抗菌药物[20]；多黏菌素类药物可以通过

与革兰阴性菌膜外的阳离子竞争来破坏细胞膜通透性

从而使细胞裂解死亡，对多重耐药铜绿假单胞菌具有

良好的抗菌活性[21]。体外实验表明碳青霉烯酶肺炎克

雷伯菌对替加环素的敏感性为100%。当单一抗生素
对多重耐药菌的治疗效果不明显时，往往采取联合用

药的方式，将两种不同作用方式的抗生素联用获得协

同作用的效果，可以增加药物覆盖面，减小突变选择

窗，从而减少耐药菌突变。通常使用的联合用药组合

包括β-内酰胺类/β-内酰胺酶抑制剂如：替卡西林/克
拉维酸。有时也会使用3种抗生素联合使用，如替卡
西林，妥布霉素和利福平[22]。

但是传统抗生素大多都是广谱类抗生素，其杀菌

或抑菌效果是通过抑制或破坏细菌生长过程中一些保

守的代谢途径来实现的，在杀菌过程中往往无法区分

杀菌对象，因此长期使用会导致一系列的副作用如：

耐药菌的积累和传播以及环境和人体肠道内菌群失调

等。因此，研究人员正在积极研究一些非抗生素疗

法，能够特异性地针对我们的病原菌或耐药菌，而不

会对环境中的其他微生物造成影响。近年来，常见的

非抗生素疗法主要有噬菌体疗法，金属螯合剂，光

动力疗法和CRISPR-Cas9系统等。 
2.2    噬菌体及噬菌体裂解酶疗法
噬菌体是自然界中广泛存在的细菌病毒，能够

特异的感染宿主细菌，在宿主细胞内复制繁殖，引

发宿主细胞裂解死亡。在早期研究中，Stoothill[23]曾

用噬菌体治疗铜绿假单胞菌和产气肠杆菌感染，并

对烧伤后感染起到很好的预防作用。研究表明，利

用噬菌体疗法治疗耐万古霉素肠球菌感染的小鼠，

对其能达到100%的保护，证明了噬菌体疗法的有效
性[24]。噬菌体疗法的作用方式不同于传统抗生素，

因此对多重耐药菌也有较好疗效[25]。并且具有专一

性强的特点，因为噬菌体能在宿主细胞内复制，繁

殖，因此少量噬菌体便能达到目的。当然因为噬菌

体的专一性强，造成可应用的范围过窄，其安全性

问题也有待解决，噬菌体入侵引起的细胞免疫反

应，以及噬菌体裂解病原菌造成的内毒素释放等问

题都有待解决。

考虑到活噬菌体制剂的安全性问题，研究人员
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想到利用来源于噬菌体的多种噬菌体裂解酶也能发

挥相似的作用，噬菌体裂解酶能水解细菌细胞壁肽

聚糖，破坏其结构，其作用方式与抗生素不同，因

此同样可以应用于耐药菌[26]。Schuch等[27]的研究表

明，来源于炭疽芽孢杆菌噬菌体C的裂解酶能裂解其
宿主细胞的多个分离株以及与之亲缘关系较近的蜡质

芽孢杆菌，并且动物实验表明其对腹腔感染的小鼠有

良好的保护作用。因此相比于噬菌体制剂，噬菌体裂

解酶有较宽的杀菌谱，但是噬菌体裂解酶其本质是蛋

白质，在使用时需考虑其所引起的免疫反应[28-29]。

2.3    金属螯合剂
有些金属离子是细菌在合成生物膜，蛋白质和

核酸时必不可少的物质，参与到生物体各个生命活

动过程中，如铁离子是细胞呼吸，TCA循环和氧传
递过程中必不可少的物质。研究表明，使用铁离子

螯合剂联吡啶对铜绿假单胞菌，鲍曼不动杆菌均有

一定的抑菌效果[30]。镓(Ga2+)与铁离子具有相似的原
子半径和电荷比，使得镓离子可以利用微生物铁运

输通道进入到细胞内，并可以与铁离子竞争其在蛋

白质上结合位点，但是三价镓离子无法像铁离子一

样能够被氧化还原，使得生物大分子失去活性，从

而干扰细菌细胞内正常的铁代谢途径，导致细菌生

长受阻，严重时会导致细菌死亡。研究表明，在体

外实验中，硝酸镓具有良好的抗菌活性，对多重耐

药的结核分枝杆菌，鲍曼不动杆菌以及金黄色葡萄

球菌均具有良好的杀菌抑菌作用，并且可以影响其

毒力水平[31-33]。但是金属化合物的使用会对人身体造

成一定损害如肾毒性，骨髓抑制以及对消化道的影

响等，因此需要进一步的研究。

2.4    光动力疗法
光动力疗法(photodynamic therapy, PDT)一直以

来应用于肿瘤和皮肤血管瘤方面的治疗，其基本

原理是利用光，光敏剂和氧的共同作用下对细胞

造成氧化损伤从而致使细胞死亡。将光动力疗法

应用于微生物灭菌、抗微生物化学治疗方面被称

为光动力抗菌化学疗法(photo-dynamic antimicrobial 
chemotherapy, PACT)，光动力灭活微生物的机制与
抗生素不同，它依赖于光敏剂聚集在细菌胞内，在

适当波长的光照下，光敏剂被激发，与周围生物大

分子反应产生自由基或与分子氧反应产生活性氧，

产生的自由基和活性氧破坏细胞膜和核酸从而导致

细胞死亡[34]。革兰阴性菌和阳性菌因细胞壁成分不

同，造成其对光敏剂的摄入量不同从而影响PACT

的疗效。革兰阳性菌的细胞壁由多孔的肽聚糖和磷

酸壁组成，允许光敏剂通过。中性或带负电的光敏

剂可在适当波长的光照下能有效抑制细菌生长并杀

菌。体外实验中，PACT对金黄色葡萄球菌杀菌效果
良好，且不受细菌耐药性的影响[35]。而对于革兰阴性

菌，由于存在由脂蛋白，脂质双层和脂多糖构成的疏

水性外膜，能选择性的吸收大分子物质进入细胞，造

成光敏剂进入细胞时存在障碍，因此中性或带负电的

光敏剂因无法通过外膜导致杀菌效果不好。而对阳离

子光敏剂来说，由于能结合在细胞外膜上，干扰细胞

外膜功能，从而透过外膜起作用[36]。并且PACT在对
于临床治疗铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌时，均

可提高其对抗生素的敏感性[37]。采用光动力抗菌化

学疗法的优点有：对临近组织伤害较少；因为光敏

剂和光照波长的双选择，杀菌更具有精确性，不易

产生耐药性[38]。其缺点是对光敏剂的选择，病人是

否会对光敏剂敏感以及光敏剂光毒性的问题都应当

考虑其中[39-40]。

2.5    CRISPR-Cas9系统
CRISPR-Cas system(clustered regularly interspaced 

short pa  lindromic repeats CRISPR-as sociated protein)
即规律成簇间隔短回文序列，是细菌的一种获得性

免疫，主要存在于细菌和古细菌中，能够保护细菌

免受外界核酸如噬菌体和质粒的入侵[41]。CRISPR系
统利用RNA以碱基互补配对的方式识别靶基因，其
对靶基因的识别仅需要靶基因位点上20bp左右碱基
加上PAM序列，具有简单，高效的特点。利用具有
核酸内切酶活性的Cas9蛋白对靶基因进行切割，造
成双链断裂后，利用同源重组或非同源重组的方式

进行修复，最终完成各种类型的基因编辑，如基因

敲除，插入和点突变等。因此，CRISPR-Cas9系统
很快的成为最新最热的基因编辑工具，用于各种类

型的细胞及模式生物中，如大肠埃希菌(E. coli)，肺
炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)，线虫，果蝇，
小鼠以及拟南芥[42-43]。在针对病原菌和耐药菌方面，

研究人员想要利用CRISPR系统特异识别靶基因的能
力从基因水平上特异的识别环境中的病原菌或耐药

菌，对其进行杀灭。原理在于利用噬菌体将CRISPR
系统相关基因注入细菌内，当靶基因位于耐药质粒

上时，CRISPR对靶基因的切割导致质粒丢失，使得
细菌恢复对药物的敏感性(图1a)；当靶基因位于细菌
基因组上时，CRISPR系统对靶基因的切割导致双链
断裂，最终导致细胞死亡(图1b)。并且一旦CRISPR
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染的专一性导致其应用范围过窄，以及细菌对噬菌

体的防御机制导致噬菌体入侵时效率降低，此外还

有噬菌体应用到临床的安全性问题[45]。虽然尝试采

用了质粒接合的方式运输CRISPR系统到靶细胞中，
但其效率并不尽如人意。找到一种安全，高效的运

输方式是使用CRISPR-Cas系统作为杀菌药物的一大
问题。针对以上问题，可以采取的方法有：对噬菌

体进行改造使其适应更多的宿主[49]及采用鸡尾酒方

法将几种噬菌体混合对菌群进行感染[50]。此外，当

CRISPR系统对细菌造成生存压力时，细菌就会出现
一系列突变来逃避CRISPR系统的切割。最常见的
突变便是位于识别位点的20bp的原间隔  序列和PAM
序列的碱基突变会造成CRISPR-Cas系统无法识别靶
标。针对这一问题可以采取的措施有：在CRISPR系
统上设计多个sgRNA识别位点以及设计sgRNA切割
含有耐药基因的质粒，造成耐药质粒的丢失，从而

恢复细菌对药物的敏感性[51]。此外有研究表明，将

含有CRISPR系统的温和性噬菌体与裂解性噬菌体
联用，可以用来作为外用消毒及进行物体表面的清

洁，温和噬菌体中包含同时针对耐药基因和裂解性

噬菌体的CRISPR系统，成功注入细菌胞内CRISPR
系统会恢复耐药菌对抗生素的敏感性，而没有接受

CRISPR系统的细菌会被裂解性噬菌体裂解，从而达
到消毒目的来减少院内耐药菌感染[52]。

3   展望
一直以来，人类与病原菌的斗争从未停止过，抗

生素的发现和使用使得人类在对抗病原菌的入侵上取

得了巨大的胜利，但是传统抗生素研发的困难和耐药

菌的出现与传播又是人们不得不面对的非常棘手的问

题。除了规范化管理和使用现有抗生素外[53]，研发新

型抗菌药物也迫在眉睫。噬菌体疗法，光动力疗法

以及CRISPR系统都是研究人员针对细菌耐药性所尝
试的新型疗法，是将分子生物学、微生物学甚至光

化学与临床应用之间的结合。虽然目前来看，这些

尝试都还面临着巨大的挑战，但是这在对抗病原菌

方面给了我们新的视角和启示，促使我们从不同角

度研究开发新的药物。相信未来，我们所面临的一

系列问题都将得到很好的解决。
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图1    CRISPR系统作为序列特异性杀菌药物作用示意图
Fig. 1    The mechanism of CRISPR system as 

sequence-specific antimicrobial
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系统能够在细菌中稳定存在并遗传下来，它将会抵

御含有相同靶基因的DNA片段再次入侵，能在一定
程度上抑制耐药基因的传播[44]。

早期研究表明，当CRISPR系统造成的靶基因断裂
位于染色体上，会因无法及时修复造成细菌死亡[45]，

因此有研究人员利用CRISPR系统通过切割特定基因
来清除菌群中某一特定的菌种[46]。而Bikard和Citorik
等[47-48]的研究更加确定了这一想法的可行性和有效

性。在Bikard等[47]的研究结果表明含有CRISPR系统
的噬菌体颗粒侵染细菌后，可以选择性的杀死含毒

力基因的菌株，清除耐药基因质粒，阻止耐药基因

传播以及在小鼠皮肤感染的实验中也能有效减少靶

细菌的数量。在Citorik等[48]的研究中，还利用了质

粒接合的方式向菌株胞内运输CRISPR系统，不过
转化效率有待加强。并且通过流式细胞仪检测发现

CRISPR对基因组的切割引起了细菌的DNA损伤和
SOS反应。并且发现，当靶基因位于细菌本身质粒
(the native plasmid)上时，对质粒的切割同样也会造
成细菌死亡，原因在于促发了质粒上的毒素-抗毒
素系统(toxin-antitoxin system TA systems)，说明了
CRISPR系统引发杀菌作用的多重可能性。在大蜡冥
感染模型的实验中，CRISPR系统的存在也有效的提
高了大蜡冥的生存率[48]。

虽然实验证明，CRISPR系统作为一种序列特异
性的杀菌药物具有较好的效果和特异性，但是仍然

存在一些问题有待解决，比如：如何将CRISPR系统
安全有效的运输到细菌胞内。虽然2篇文章都使用了
噬菌体侵染技术有效的将CRISPR系统相关基因运输
到细菌中，但是，其缺点同噬菌体疗法一致，如侵
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