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噬菌体Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的生物学特性及抗耐药结核潜力的初步研究
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　　［摘要］　目的　研究噬菌体Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的生物学特性并初步探索其用于抗耐药结核的潜力。方法　 双层平板法制备
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的噬菌斑，观察其特点，纯化噬菌体，电镜观察Ｌｅｇｅｎｄｒｅ形态；提取Ｌｅｇｅｎｄｒｅ基因组，限制性内切酶酶切分析确定
其核酸类型；以不同感染复数扩增Ｌｅｇｅｎｄｒｅ，找出最佳ＭＯＩ和最小 ＭＯＩ；通过一步生长实验找出 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ潜伏期、裂解期
和裂解量；纯化 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ颗粒，免疫家兔，获得抗血清，通过中和反应实验测定 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ以及其他８种噬菌体和 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ
抗血清之间的吸附反应常数Ｋ值；采用单斑法测定Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的宿主谱；检测Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对紫外线、温度、氯仿、酒精、酸碱度
的耐受性。结果　 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的噬菌斑圆形透明，边界清楚，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ头部呈多面体立体对称，直径平均为６５ｎｍ，尾长平均
为２１５ｎｍ；基因组核酸能被双链ＤＮＡ内切酶ＥｃｏＲⅠ，ＨｉｎｄⅢ及ＢａｍＨⅠ切开，大小约６５ｋｂ；Ｌｅｇｅｎｄｒｅ最佳 ＭＯＩ为１０－４，
最小ＭＯＩ为１０－３，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对耻垢分枝杆菌极度易感；Ｌｅｇｅｎｄｒｅ感染宿主菌的潜伏期为１８０ｍｉｎ，裂解期为１２０ｍｉｎ，裂解量
为１３；ＬｅｇｅｎｄｒｅＫ值为 ６９７，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ抗血清对非对应噬菌体的中和活性有差异，对 ＤＮＡⅢ、Ｂｏ４、Ｃｌａｒｋ、Ｓｅｄｇｅ、Ｌｅｏ高，对
ＴＭ４、Ｄ２９中和活性较低；Ｌｅｇｅｎｄｒｅ能裂解耻垢分枝杆菌、结核分枝杆菌标准株、多数临床耐药株；Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对紫外线、温
度、氯仿、酒精、酸碱度均敏感。结论　 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ属于长尾噬菌体科，双链 ＤＮＡ噬菌体，抗原性低，宿主谱广，具有抗耐药
结核潜力。
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　　噬菌体（ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ，ｐｈａｇｅ）侵入宿主细胞后，
随即引起宿主细胞裂解，利用这一特性可治疗感染性

疾病［１］。自发现噬菌体以来，研究者就尝试采用噬菌

体治疗细菌性感染，但随着抗生素的出现，已很少开展

对噬菌体疗法（ｐｈａｇｅｔｈｅｒａｐｙ）的研究。近年来，由于
各种耐药性病原菌出现，尤其是广泛耐药结核菌已经

到了无药可医的境地，新型抗生素的研发越来越困难，

而噬菌体作为一种抗菌剂，具有特异性强、自我增殖

快、来源广等一些其他抗菌剂无法比拟的优点，因此噬

菌体疗法重新受到研究者的重视。随着大量噬菌体基

因组的测序，研究者对噬菌体的进化史、噬菌体和宿主

的相互作用、病原菌的致病性以及噬菌体生态学有了

更深的了解，噬菌体疗法的知识背景和技术手段逐渐

成熟［１］。噬菌体疗法主要针对大肠杆菌、铜绿假单胞

菌、葡萄球菌等快生长菌导致的感染，结核分枝杆菌为

慢生长细菌，相关研究很少［１－４］，而且结核分枝杆菌为

细胞内寄生菌，噬菌体能否杀灭巨噬细胞内结核分枝

杆菌对治疗结核病非常关键。本实验通过研究分枝杆

菌噬菌体 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的生物学特征及其与宿主菌相互
作用规律，探寻其治疗耐药结核病的潜力。

１　材料与方法

１．１　菌种来源及培养
　　耻垢分枝杆菌（ＣＭＣＣ９３２０２）由中国药品生物制品检定所
王国治教授馈赠，结核分枝杆菌标准株 Ｈ３７Ｒｖ（ＣＭＣＣ９３００４）
购自重庆市肺科医院，分枝杆菌临床分离株自行从本院结核病

人痰中分离（２０１０年３月至２０１１年４月）。噬菌体 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ，
Ｂｏ４，Ｃｌａｒｋ，ＤＮＡⅢ，３３Ｄ，Ｌｅｏ，Ｓｅｄｇｅ购自加拿大拉瓦尔大学
Ｆéｌｉｘｄ’Ｈéｒｅｌｌｅ噬菌体中心，Ｄ２９由中国药品生物制品检定所
王国治教授赠送，ＴＭ４由美国匹兹堡大学Ｈａｔｆｕｌｌ教授赠送。扩
增耻垢分枝杆菌时采用７Ｈ９液体培养基（美国ＢＤ公司），扩增
其他分枝杆菌时采用罗氏培养基（珠海贝索公司），扩增噬菌体

时采用双层琼脂固体培养基（美国 ＢＤ公司）。稀释噬菌体采
用噬菌体缓冲液（ｐｈａｇｅｂｕｆｆｅｒ，ＰＢ），配方为１．２１１ｇＴｒｉｓ，１２０４ｇ
硫酸镁，４ｇ氯化钠，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钙，ｄｄＨ２Ｏ９８０ｍｌ，ｐＨ７．５。
与结核分枝杆菌相关的操作均在重庆医科大学附属第一医院

生物安全二级（Ｐ２）实验室进行。
１．２　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的培养与形态观察
　　采用双层琼脂平板培养法扩增 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ，次日即可长出单
个噬菌斑，观察噬菌斑形态。参照文献［５］的方法，略有改动，
扩增、纯化Ｌｅｇｅｎｄｒｅ，取２０μｌ（１０１０ｐｆｕ／ｍｌ）滴于铜网上，自然沉

淀１５ｍｉｎ，用滤纸从侧面吸走多余液体，加１滴２０ｇ／Ｌ磷钨酸
（ｐＨ７．０）于铜网上，染色１０ｍｉｎ，用滤纸从侧面吸去染液，干燥
后用电镜（Ｈｉｔａｃｈｉ７５００）观察２０个视野以上。
１．３　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ核酸的提取及鉴定
　　纯化Ｌｅｇｅｎｄｒｅ颗粒，λ噬菌体ＤＮＡ提取试剂盒（北京艾比根
公司）提取ＤＮＡ，定量后用限制性核酸内切酶ＥｃｏＲⅠ，ＨｉｎｄⅢ
ａｎｄＢａｍＨⅠ（加拿大Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）酶切基因组核酸，根据酶
切图谱鉴定其核酸类型，估计基因组大小。

１．４　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ最佳感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
ＭＯＩ）和最小ＭＯＩ

　　ＭＯＩ是指初始感染时加入噬菌体的数量与宿主菌数量的
比值。按照不同的感染复数加入Ｌｅｇｅｎｄｒｅ和耻垢分枝杆菌，双
层平板３７℃过夜培养，各点均作双份复板培养取平均值。次
日收集噬菌体，梯度稀释测定滴度。产生最高噬菌体滴度的

ＭＯＩ为最佳感染复数。噬菌体感染宿主菌２４ｈ后，宿主菌完全
被裂解时（即培养板完全透明时），最高稀释浓度下的噬菌体与

细菌数量的比值为最小感染复数，其大小可用来评价不同菌株

对于待测噬菌体的易感性［６］：当最小 ＭＯＩ＜１０－２时为极度易
感，即Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对耻垢分枝杆菌极度易感。
１．５　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ一步生长曲线的绘制
　　参照文献［７］的方法，略有改动。加入噬菌体及宿主菌使
ＭＯＩ＝０．１，３７℃温育１５ｍｉｎ后加入４％硫酸亚铁铵杀灭未吸
附的噬菌体，１３０００×ｇ离心１ｍｉｎ，弃上清，７Ｈ９液体培养基洗
涤２次后高倍稀释（１００００倍），迅速置于３７℃大振幅摇床中
培养（１６０ｒ／ｍｉｎ），开始计时，根据预实验结果每３０分钟取样
１００μｌ，１３０００×ｇ离心１ｍｉｎ，吸取上清测定噬菌体滴度，各时
间点均作双份复管取平均值，实验重复 ３次。０ｍｉｎ时取样
１００μｌ离心后的沉淀与耻垢分枝杆菌混合后铺板，产生的噬菌
斑数即为感染初期感染了噬菌体的宿主菌数。根据实测值绘制

一步生长曲线，得出噬菌体的潜伏期、裂解期和裂解量。每个被

噬菌体感染的宿主菌释放子代噬菌体的平均数称为裂解量：裂

解量＝裂解末期噬菌体数÷感染初期感染噬菌体的宿主菌数。
１．６　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ抗血清的制备与中和实验
１．６．１　抗血清的制备　　参照文献［８］，纯化Ｌｅｇｅｎｄｒｅ噬菌体
颗粒，皮下免疫家兔（新西兰大耳白兔３只，４月龄，雄性，体质量
２．０～２．５ｋｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供，符合伦理要
求）。经试血测定噬菌体抗血清符合要求（即以１∶１００稀释的抗
血清能在５ｍｉｎ内中和９０％以上的噬菌体）后经心脏采血，４℃
静置过夜，收集析出的血清，离心除去残余红细胞，５６℃水浴
３０ｍｉｎ灭活补体，０．２２μｍ滤器过滤除菌后分装，－２０℃保存。
１．６．２　吸附Ｋ值及交叉吸附 Ｋ值的测定　　吸附 Ｋ值是抗
噬菌体血清与对应噬菌体反应的吸附常数，交叉吸附Ｋ值是抗
噬菌体血清与非对应噬菌体反应的吸附常数。Ｌｅｇｅｎｄｒｅ抗血
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清按不同比例稀释后分别与Ｌｅｇｅｎｄｒｅ（１０７ｐｆｕ／ｍｌ）及非对应的
８株噬菌体（１０７ｐｆｕ／ｍｌ）以９∶１的比例混合，３７℃共孵育５ｍｉｎ
后置于冰上终止反应，测定其滴度，以反应混合液中噬菌体失

活９０％以上为有中和作用。以上均设置未接触过噬菌体的家
兔血清作为对照，最终结果代入公式Ｋ＝２．３Ｄ／ｔ×ｌｇ（Ｐ０／Ｐ），
求出Ｋ值。式中Ｐ０为未加抗血清时测定的噬菌体滴度，Ｐ为
经ｔ分钟后测定的噬菌体滴度，ｔ＝５ｍｉｎ，Ｄ是抗血清稀释度。
１．７　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ宿主谱
　　收集本科室结核菌室日常分离的临床病原菌３２株，采用
罗氏药敏培养基（珠海贝索公司）鉴定菌种和检测药敏，单斑法

测定Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的宿主谱（ｈｏｓｔｒａｎｇｅ），以耻垢分枝杆菌和结核分
枝杆菌标准株Ｈ３７Ｒｖ为阳性对照，３７℃倒置培养，每天观察实
验结果，出现噬菌斑者为阳性，即噬菌体能裂解该菌株。６周以
后还未出现噬菌斑者判为阴性，即噬菌体不能裂解该菌株［４］。

１．８　噬菌体对理化因素的抵抗力
１．８．１　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对紫外线、高热、氯仿、７５％酒精的耐受性　　
噬菌体悬液（５．０×１０７ｐｆｕ／ｍｌ）置于紫外灯５０ｃｍ处，每２分钟取
１００μｌ测定噬菌体滴度，检测Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对紫外线的抵抗力；噬菌
体悬液（５．０×１０７ｐｆｕ／ｍｌ）分别置于３７、６０、８０℃孵育，每１５分钟
测定噬菌体滴度，检测 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ热稳定性；噬菌体（５．０×１０７

ｐｆｕ／ｍｌ）与氯仿１∶１混合，振荡混匀后于３７℃静置１０ｍｉｎ，离心吸
取上层水相，测定滴度，检测Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对氯仿的耐受性；噬菌体
（５．０×１０７ｐｆｕ／ｍｌ）中加入终浓度７５％酒精中，３７℃作用１０ｍｉｎ，
离心吸取下层水相测定噬菌体滴度，检测Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对７５％酒精
的抵抗力。

１．８．２　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对酸碱度的耐受性　　将 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ（２．０×
１０１０ｐｆｕ／ｍｌ）加入不同ｐＨ的７Ｈ９液体培养基中，３７℃恒温孵育
１ｈ。测定每管噬菌体滴度，检测 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对酸碱度的耐受性。
将固体培养基ｐＨ值调至５．０和７．４，比较相同滴度的Ｌｅｇｅｎｄｒｅ
在这２种培养基中裂解耻垢分枝杆菌的能力。

２　结果

２．１　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ噬菌斑特点和电镜观察
　　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ噬菌斑圆形透明，边界清楚，直径约１ｍｍ，呈现出
烈性噬菌体的噬菌斑特征。Ｌｅｇｅｎｄｒｅ头部呈多面体立体对称，
直径平均６５ｎｍ，长尾，尾长平均２１５ｎｍ，尾宽平均２２ｎｍ，属长
尾噬菌体科（图１）。
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图１　噬菌体Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的电镜观察

２．２　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ酶切图谱
　　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ基因组核酸被限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ 和
ＢａｍＨⅠ酶切后，酶切产物经琼脂糖凝胶电泳后的结果如图２
所示。从泳道２、３、４可见，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ基因组核酸能够被ＥｃｏＲⅠ、
ＨｉｎｄⅢ 和 ＢａｍＨⅠ切开，这３种酶能够识别双链 ＤＮＡ分子某
种特定的核苷酸序列并切割双链 ＤＮＡ分子的核酸内切酶，表
明Ｌｅｇｅｎｄｒｅ基因组为双链 ＤＮＡ。酶切图谱分析表明 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ
基因组大小为６５ｋｂ左右。
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Ｍ：标准；１：Ｌｅｇｅｎｄｒｅ基因组；２：ＬｅｇｅｎｄｒｅＤＮＡ／ＥｃｏＲⅠ；３：Ｌｅｇ
ｅｎｄｒｅＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ；４：ＬｅｇｅｎｄｒｅＤＮＡ／ＢａｍＨⅠ

图２　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ基因组经ＥｃｏＲⅠ，ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ
酶切电泳结果

２．３　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ最佳ＭＯＩ和最小ＭＯＩ
　　各板噬菌体滴度结果见表１。当 ＭＯＩ＝１０－４时，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ
感染耻垢分枝杆菌后产生的子代噬菌体滴度在８个感染复数
中最高，即最佳感染复数为１０－４，后续实验大量扩增 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ
时，可根据最佳感染复数扩增，以达到最大产量。耻垢分枝杆

菌完全被裂解时（即培养板完全透明时），最高稀释浓度下的噬

菌体与细菌数量的比值为１０－３。

表１　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ感染复数的测定

管号
细菌数

（ｃｆｕ）

噬菌体数

（ｐｆｕ）
感染复数 结果　　　

２４ｈ滴度

（ｐｆｕ／ｍｌ）

１ ３×１０７ ３×１０８ １０　　 平板透明 １．２×１０９

２ ３×１０７ ３×１０７ １　　 平板透明 ２．７×１０９

３ ３×１０７ ３×１０６ ０．１　　 平板透明 ２．５×１０９

４ ３×１０７ ３×１０５ ０．０１ 平板透明 ４．０×１０９

５ ３×１０７ ３×１０４ ０．００１ 平板透明 １．３×１０９

６ ３×１０７ ３×１０３ ０．０００１ 部分噬菌斑融合 ９．３×１０１０

７ ３×１０７ ３×１０２ ０．００００１ ３１０个噬菌斑 １．１×１０１０

８ ３×１０７ ３×１０１ ０．０００００１ ３２个噬菌斑 ８．０×１０８

２．４　一步生长曲线
　　以稀释离心后实际测得上清液中噬菌体数为纵坐标，感染
时间为横坐标，绘制一步生长曲线（图３）。０ｍｉｎ时离心后的
沉淀与耻垢分枝杆菌混合后铺板，产生的噬菌斑数为１８，即为
感染初期感染了噬菌体的宿主菌数。该曲线显示 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ感
染宿主菌的潜伏时间约为１８０ｍｉｎ，裂解期为１２０ｍｉｎ，３００ｍｉｎ
后进入平台期，噬菌体滴度不再增加。裂解量：２４２／１８≈１３，即
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ感染宿主菌的裂解量为１３。
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图３　噬菌体Ｌｅｇｅｎｄｒｅ一步生长曲线分析

２．５　噬菌体抗血清
　　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ抗血清稀释１２５０倍后仍能有效中和Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对
宿主菌的吸附与感染（Ｋ＝６９７），其抗血清效价为 １／１２５０。
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ抗血清对非对应噬菌体的中和活性有差异，对ＤＮＡⅢ、
Ｂｏ４、Ｃｌａｒｋ、Ｓｅｄｇｅ、Ｌｅｏ中和活性高，说明Ｌｅｇｅｎｄｒｅ与这几个噬菌
体具有共同抗原表位，对 ＴＭ４、Ｄ２９中和活性较低。未接触过
噬菌体的家兔对照血清也能中和部分噬菌体，但是达不到抗血

清标准（表２）。

表２　９株噬菌体间的交叉中和试验

Ｌｅｇｅｎｄｒｅ抗血清 对照血清
噬菌体

Ｄ Ｐ０ Ｐ Ｋ Ｄ Ｐ０ Ｐ Ｋ
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ １２５０ ３１０ １９ ６９７ １０ ３１０ １０ ７
Ｂｏ４ ５００ １００ １０ ２３０ 未稀释 １００ １０ －
Ｃｌａｒｋ ５００ ７６０ ７６ ２３０ 未稀释 ７６０ １０９ －
ＤＮＡⅢ ７５０ ５００ ４３ ３６７ 未稀释 ５００ ６９ －
３３Ｄ １００ ６８０ ５１ ５２ 未稀释 ６８０ ６７８ －
Ｌｅｏ ２５０ １１１ １ ２２６ 未稀释 １１１ １４ －
Ｓｅｄｇｅ ５００ ２１０ １６ ２５７ 未稀释 ２１０ １３１ －
Ｄ２９ ３ ４６０ ３９ １．５ 未稀释 ４６０ ２９４ －
ＴＭ４ １０ ６５０ ７８ 　４ 未稀释 ６５０ ６６ －

２．６　宿主谱
　　３２株临床分离株中有２８株结核分枝杆菌，２株牛结核分
枝杆菌，２株非结核分枝杆菌。Ｌｅｇｅｎｄｒｅ能裂解耻垢分枝杆菌、
结核菌标准株Ｈ３７Ｒｖ和大部分临床分离菌株（表３）。Ｌｅｇｅｎｄｒｅ
不仅能裂解所有敏感结核菌（ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ），还能裂解
耐药结核菌，对耐多药结核菌（ｍｕｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，
ＭＤＲ）和广泛耐药结核菌（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，
ＸＤＲ）裂解率达到１００％；Ｌｅｇｅｎｄｒｅ还能裂解耐多药牛结核分枝
杆菌（ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｂｏｖｉｎｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）和多耐药非结核分枝杆
菌（ｐｏｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ）。

表３　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对临床分离株的宿主谱

临床分离株 ｎ 药敏结果 菌株数 裂解菌株数 裂解率

结核分枝杆菌 ２８ 敏感菌 ５ ５ １００．０％
耐药菌 单耐药菌 ５ ４ ８０．０％

多耐药菌 ７ ６ ８５．７％
耐多药菌 ７ ７ １００．０％
广泛耐药菌 ４ ４ １００．０％

牛结核分枝杆菌 ２ 耐多药菌 １ １ １００．０％
多耐药菌 １ ０ ０

非结核分枝杆菌 ２ 多耐药菌 ２ １ ５０．０％

２．７　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对理化性质的抵抗力
　　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对紫外线敏感，紫外线照射２ｍｉｎ后已有９９％以
上的噬菌体被杀灭，但照射 １６ｍｉｎ后仍有少量噬菌体存活。
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ不耐热，６０℃放置 １５ｍｉｎ后滴度已降低超过 ９９％。
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对有机溶剂氯仿、７５％酒精敏感，接触１０ｍｉｎ后９９％
以上的噬菌体已被灭活。Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的最适ｐＨ为７～８，当ｐＨ＜５
或者＞１０时噬菌体存活率明显降低。当培养基 ｐＨ＝５时，
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对耻垢分枝杆菌无裂解活性，当培养基 ｐＨ＝７．４时，
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ能裂解耻垢分枝杆菌。

３　讨论

　　目前中国结核病疫情严峻，卫生部公布了全国第
五次结核病流行病学抽样调查结果［９］：我国结核病年

发病人数约为１３０万，占全球发病的１４．３％，位居全
球第２位；１５岁及以上人群肺结核的患病率为４５９／１０
万，其中传染性肺结核患病率为６６／１０万，耐多药率更
高达６．８％。相较于耐药和耐多药结核带来的严重威
胁，抗结核药物研发严重滞后，急需研发新型抗结核药

物，提高治愈率，降低病死率。分枝杆菌噬菌体

（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ，Ｐｈａｇｅ）有希望作为新型抗结核药
物的开发对象。Ｄ２９是最早发现的分枝杆菌噬菌体之
一，由Ｆｒｏｍａｎ等［１０］于１９５４年分离，经过６０多年的研
究，是目前研究最详尽的噬菌体，已有多篇文献报道利

用Ｄ２９治疗结核病［１１－１３］，均观察到 Ｄ２９具有抗结核
潜力，但是 Ｄ２９已被国外研究者注册专利［１４］，要进一

步研究噬菌体疗法必须寻找新的替代噬菌体。噬菌体

Ｌｅｇｅｎｄｒｅ于１９６７年由 Ｍａｎｋｉｅｗｉｃｚ分离自结核患者结
核结节［１５］，早期研究侧重于分枝杆菌噬菌体分型，没

有Ｌｅｇｅｎｄｒｅ用于治疗结核病的相关研究。本研究全
面阐述噬菌体Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的生物学特性，探究其抗耐药
结核的潜力。

　　形态学观察发现 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ噬菌斑表现为烈性噬
菌体噬菌斑特征，确认 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ为烈性噬菌体还需进
行基因组学研究。本实验提取Ｌｅｇｅｎｄｒｅ基因组 ＤＮＡ，
内切酶酶切分析发现 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ基因组为双链 ＤＮＡ分
子，基因组大小为 ６５ｋｂ左右，酶切产物中有大于
２０ｋｂ的ＤＮＡ分子片段，琼脂糖凝胶电泳对大片段
ＤＮＡ的分离效果差，要准确获得基因组大小需行全基
因组测序研究。噬菌体负染电镜观察发现 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ
具有 ２１５ｎｍ的长尾，属长尾噬菌体科，而 Ｐｉｕｒｉ
等［１６－１７］研究发现具有长尾的噬菌体尾部含有复苏因

子样基序，能裂解结核休眠菌，而 Ｄ２９尾部较短，不含
复苏因子样基序，不能裂解休眠菌。休眠菌是结核病

复发和恶化的重要原因，抗结核药物疗效差［１８］，Ｌｅｇ
ｅｎｄｒｅ可以作为杀灭休眠菌，减少结核病复发和缩短治
疗时间的新治疗手段。
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　　噬菌体一步生长实验前提是确保每１个宿主菌吸
附１个噬菌体，所以本实验选择感染复数为０．１。由于
是低复数感染，每条细菌只能被１个噬菌体感染，而未
吸附噬菌体的宿主菌经过高倍稀释，可以避免二次吸附

和感染，不会影响到后续各时间点噬菌体滴度的测定。

有实验选择的ＭＯＩ为１０［１９］，这样可以保证每条宿主菌
都感染噬菌体，却有可能出现１条宿主菌感染多个噬菌
体的情况。Ｌｅｇｅｎｄｒｅ一步生长周期为３００ｍｉｎ，而多数
快生长菌如铜绿假单胞菌一步生长周期小于１２０ｍｉｎ［１９］。
耻垢分枝杆菌虽为快生长分枝杆菌，但相较于铜绿假

单胞菌来说，它增殖的速度非常慢，这可能导致其噬菌

体潜伏期和裂解期长。通常认为潜伏期、裂解期短对

噬菌体疗法有利，而选择裂解量大或小的噬菌体用于

噬菌体疗法，还没有定论。有研究者认为裂解量大，子

代噬菌体产量高，下一轮感染循环可以感染更多的宿

主菌，达到裂解环境中细菌的目的［２０］，但另一些研究

者认为裂解量小的噬菌体只需要在宿主菌内少量复

制，产生很少的子代噬菌体就可以裂解宿主菌，从单个

噬菌体裂解能力来说要强于裂解量大的噬菌体［２１］，对

于这一争论还需进一步研究明确。

　　噬菌体感染宿主的首要步骤是吸附于菌细胞，而
吸附过程可被其抗血清抑制。Ｋ值的高低与噬菌体的
抗原性密切相关，Ｋ值越高抗原性越强，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ的 Ｋ
值为 ６９７，比Ｄ２９（Ｋ值为１０６９．５０）低，说明 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ
抗原性比 Ｄ２９弱，推测其在体内清除速度较 Ｄ２９慢。
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ抗血清和对照血清对 ＴＭ４中和能力无区别，
说明Ｌｅｇｅｎｄｒｅ与 ＴＭ４无相同抗原表位，可组成“鸡尾
酒制剂”用于治疗结核病。本实验还发现未接触过噬

菌体的家兔对照血清（已灭活补体）也能杀灭部分噬

菌体，虽然达不到抗血清标准，但多数噬菌体仍被杀灭

半数以上。提示在噬菌体疗法中，噬菌体在体内失活

会很快，需要进一步研发噬菌体保护剂，以减少机体清

除噬菌体。

　　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ宿主谱广，是宽噬噬菌体，能裂解绝大多
数耐药结核菌，对耐多药结核菌和广泛耐药结核菌裂

解率均达到１００％，这使其在治疗耐药结核病上具有
良好的临床应用前景。结核分枝杆菌动物实验需在生

物安全３级（Ｐ３）实验室中进行，本实验受实验条件限
制未能观察Ｌｅｇｅｎｄｒｅ在动物体内裂解结核菌的能力。
Ｌｅｇｅｎｄｒｅ能裂解耻垢分枝杆菌，是用于抗结核治疗的
重要条件，结核菌生长缓慢，如果用结核菌扩增 Ｌｅｇ
ｅｎｄｒｅ，不仅耗费大量时间，产量也受到限制，耻垢分枝
杆菌为快生长分枝杆菌，２４ｈ内即可得到超过１０１２ｐｆｕ
的噬菌体（１００ｍｌ）。结核菌专性噬菌体如ＤＳ６Ａ，培养
结核菌加上扩增噬菌体，则需要１个月以上。采用最
佳ＭＯＩ扩增Ｄ２９，２４ｈ得到的最高产量比 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ低

１０倍（１００ｍｌ），而噬菌体疗法需大量的噬菌体，Ｄ２９
难以大量扩增的缺点，限制了其临床应用。此外，非结

核分枝杆菌耐药率高，难治疗，预后差，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ能裂
解多耐药的非结核分枝杆菌，这为非结核分枝杆菌病

的治疗提供了新的思路。

　　Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对紫外线、高热、氯仿、酒精菌均敏感，实
验操作中可选用这几种方法对噬菌体污染的试验环境

和器具消毒。Ｌｅｇｅｎｄｒｅ对氯仿和酒精敏感，说明 Ｌｅｇ
ｅｎｄｒｅ衣壳蛋白含脂质，故浓缩制备高滴度Ｌｅｇｅｎｄｒｅ时
不能像其他耐氯仿的噬菌体一样采用氯仿抽提。人体

血液的ｐＨ为７．３５～７．４５，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ在 ｐＨ７．４时，生
长状态好，推测 Ｌｅｇｅｎｄｒｅ在血液的 ｐＨ值环境内能很
好的侵染宿主菌。结核菌为胞内寄生菌，潜伏在巨噬

细胞溶酶体内，导致结核病治疗时间长和结核病复发。

溶酶体内ｐＨ值为５左右，Ｌｅｇｅｎｄｒｅ在ｐＨ＝５时不能侵
染宿主菌形成噬菌斑，另一个分枝杆菌噬菌体 ＴＭ４在
ｐＨ＝５时也不能侵染宿主菌形成噬菌斑，说明这两种噬
菌体在酸性环境下不能裂解宿主菌。但有研究发现

ＴＭ４在使用耻垢分枝杆菌作为载体的情况下能减少巨
噬细胞内结核菌的数量［２２］，故推测Ｌｅｇｅｎｄｒｅ也可以利
用耻垢分枝杆菌作为载体，杀灭巨噬细胞内的结核菌。
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１　临床资料

　　患者，女性，４９岁，因“头晕３年，尿检和肾功异常２个月”
于２０１２年１月６日入本科就诊。近３年患者头晕、失眠、记忆
力减退、四肢感觉异常，近２个月腰酸、下肢间断水肿、夜尿增
多、视力下降，查ＢＰ１４０／９０ｍｍＨｇ，尿常规蛋白３＋，潜血２＋，
ＢＵＮ１２．１ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｓｃｒ１５６μｍｏｌ／Ｌ，当地医院诊断为“慢性肾
炎、慢性肾功能衰竭”，治疗２周无效（予尿毒清、肾炎康复片
等），行肾活检，病理组织送南京军区福州总院。患者随即转入

我院。入院查体：Ｐ８０／ｍｉｎ，ＢＰ１３１／６６ｍｍＨｇ，慢性病容，贫血
貌，眼睑及双下肢轻度水肿，心肺腹未见异常，肾区无叩击痛。

超声：右肾８．８ｃｍ×４．０ｃｍ，左肾８．９ｃｍ×４．２ｃｍ，实质回声稍
增强，示双肾符合慢性肾病改变。胸片示双肺纹理增多、粗乱。

ＡＬＴ１９Ｕ／Ｌ，ＴＰ６８．９ｇ／Ｌ，ＡＬＢ３９．７ｇ／Ｌ，ＧＬＢ２９．２ｇ／Ｌ，ＢＵＮ
７．９３ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｓｃｒ１８２．７０μｍｏｌ／Ｌ，ＵＡ１４６μｍｏｌ／Ｌ，ＣｙｓｔＣ
２．４１ｍｇ／Ｌ，ＣＨＯ４５４ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴＧ１．４５ｍｍｏｌ／Ｌ。抗 ＡＮＡ、抗
ｄｓＤＮＡ、抗 ＳＭ、ＡＮＣＡ、抗 ＳＳＡ、抗 ＳＳＢ均阴性。Ｈｂ９９ｇ／Ｌ，
ＲＢＣ３．２２×１０１２／Ｌ，Ｈｃｔ３０．７０％，ＷＢＣ６．６６×１０９／Ｌ，Ｎ６９．９％，
ＰＬＴ１２１×１０９／Ｌ。尿常规：蛋白３＋，潜血２＋；２４ｈ尿蛋白定量
２．５ｇ／Ｌ、尿β２微球蛋白（β２ＭＧ）１．０ｍｇ／Ｌ。南京军区福州总
院病理报告：①大多数（６／１１）肾小球呈球性缺血性硬化，残留肾
小球轻中度系膜增生；②重度肾小管萎缩及间质纤维化；③重

度慢性间质炎（ＩｇＭ阳性浆细胞为主）；④动脉硬化４分。病理
诊断：轻中度系膜增生肾炎伴球性硬化；重度慢性间质炎伴肾小
管萎缩。根据患者病理诊断、结合患者为油漆工种特殊职业，高

度怀疑有重金属中毒的可能性。嘱患者至重庆市职业病防治院

监测血、尿重金属指标，异常指标为：血汞０．６２４３μｍｏｌ／Ｌ、尿汞
０．０４μｍｏｌ／Ｌ、尿肌酐４２６８μｍｏｌ／Ｌ，尿汞尿肌酐校正值比９．３７。
根据职业性汞中毒诊断标准（ＧＢＺ８９２００７），该患者符合“慢性汞
中毒（中度中毒）”；临床诊断：慢性肾功能衰竭（失代偿期），汞

中毒相关性肾病。予驱汞治疗：二巯基丙醇注射液 ２～３ｍｇ／ｋｇ，
肌肉注射，４～６次／ｄ，连续用 ２ｄ改为 ２次／ｄ，１０ｄ后改为
１次／ｄ。３周后复查尿常规：蛋白±，潜血１＋；２４ｈ尿蛋白定量
３５３ｇ／Ｌ；肾功：ＢＵＮ４．３５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｓｃｒ９３．０５μｍｏｌ／Ｌ，证实驱汞
治疗有效。

２　讨论

　　长期暴露于汞作业主要因汞以蒸气形式经呼吸道进入人
体，或液态汞通过皮肤吸收，随血液分布于肝、肾、脑等。研究

发现，慢性汞中毒以神经系统及肾脏损害为主。而肾脏慢性汞

中毒表现在以下两方面：①肾小球慢性汞中毒，临床出现中等
量以上蛋白尿、血尿、逐渐出现肾功异常。目前报道有膜性肾

病［１］、局灶节段性肾小球硬化症［２］、微小病变肾病［３］，而系膜增

生肾炎少见报道；②肾小管慢性汞中毒，临床出现中等量以下
蛋白尿伴尿Ｎ乙酰βＤ葡萄糖苷酶（ＮＡＧ）、尿 β２微球蛋白

（β２ＭＧ）、尿α１微球蛋白（α１ＭＧ）浓度增高。病理表现为慢

（下转８３１页）

６２８
第３４卷第９期
２０１２年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１２


