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和平与发展已成为当今世界的两大主题#然而#由于各种

矛盾所引发的地区性冲突和局部战争却从未中断#大规模杀伤

性武器#尤其是生物武器被使用的事实和可能性一直存在#这

对全球所有地区构成了现实的威胁)近年来相继发生的几起

生物恐怖事件印证了这一点!
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年
6

月由奥姆真理教发动

的东京地铁.沙林/事件#

#''%

年
@

*

%'

月发生在美国的.炭疽

信件/以及后来在美国国会参议院接连发生的两起可疑毒素事

件#不但造成了严重的人员伤亡#而且对社会和经济造成了严

重的冲击#给社会造成了极度的恐慌和不安'
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)中国生物反

恐形势也非常严峻#

#''%

年上海
,!40

会议前#在美国时任总

统布什即将下榻的套房内发现了白色粉末)其后#中国发生

.白色粉末/事件百余起#其中阳性一起#由于处置得当#未造成

太大影响)常用来作为细菌性生物恐怖剂的主要有炭疽芽孢

杆菌*鼠疫杆菌*土拉弗菌*布鲁菌属*沙门菌属*志贺菌*大肠

杆菌
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*霍乱弧菌等#其具有致病力强*传染途径多*易

大量增殖*容易引起传染病大规模流行等特征'
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)因此#快速

检测并确定生物恐怖剂的种类是疫情控制的关键)生物恐怖

剂检测的结果是判定是否遭受生物武器袭击的主要依据#随着

科技的迅猛发展#生物恐怖剂检测技术也与分析化学*电子工

程学等学科相结合#使检测的结果和灵敏度大幅提高)本文对

目前国内外细菌性生物恐怖剂检测技术的研究进展和应用进

行综述)
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生物传感器

C&C
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纳米生物传感器
!

近年来#由于纳米技术研究的不断深

入#利用纳米材料在尺寸上的减少以及表面状态的改变#会使

其表现出许多既不同于微观粒子又不同于宏观物体的特性#以

及具有巨大的比表面积和界面对外部环境的变化都十分敏感

的优势)利用纳米固件的界面效应*尺寸效应*量子效应制成

的生物传感器容易实现便携化#在生物恐怖剂检测方面具有广

阔的应用前景)
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核酸电化学传感器
!

核酸电化学传感器是利用核酸适体

作为识别的接受器#以电化学电极*热敏电阻*场效应晶体管*

压电石英晶体等作为换能器#再加上电子线路三部分组成#是

一种可以对待测物质进行定性定量检测的装置)单链核酸物

质体系构建的核酸电化学传感器是在适当的温度*
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子强度条件下将适体固定到电极表面#并把待测目的物加入电

极表面#当目的物与适体发生作用时#电极表面结构发生变化#

通过检测电极表面电活性识别元素的电信号#达到识别和鉴定

靶物质的目的)双链核酸物质体系构建的核酸电化学传感器

有不完全双链结构和完全双链结构两种)不完全双链结构是

将巯基修饰腺苷单磷酸适体与一条较短的互补链杂交#形成

.半双链/结构#然后固定至金电极表面#待氨苄西林与适体结

合后#双链解开#产生明显的电信号变化)完全双链结构将核

酸适体的互补链固定在电极表面#然后与标志过电活性物质的

核酸适体进行杂交#形成双螺旋结构#待靶物质与适体的高亲

和力结合后#核酸适体从电极脱落#从而产生电信号变化)两

条单链核酸物质体系构建的核酸电化学传感器是根据核酸适

体与靶物质的结合位点个数或适体数量#将能与靶物质特异性

结合的一条核酸适体作为捕获探针与靶物质先结合#再加入另

外一条具有不同结合位点的核酸适体加入反应体系#通过检测

酶催化反应或金属离子的溶出峰#达到定量分析'

D<?

(

)

C&E

!

压电生物传感器
!

压电生物传感器则是以压电材料为换

能器的新型生物传感器#当某些电解质晶体在外力作用下发生

形变时#在其表面出现异号极化电荷)这种没有电场的作用#

只是由于应变或应力在晶体内产生电极化的现象称为压电效

应)近年来#利用石英晶体为转换器的压电传感器发展迅速#

已广泛应用于生物恐怖剂检测等领域'

@

(

)与传统
4;=+,

等方

法比较#压电生物反应器的特点是反应灵敏*特异性高*简便快

速*样品无需标志*方法易于自动化*集成化)
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检测技术

D&C
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多重
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多重
!0*

检测方法是在反应体系中包含多

组
!0*

引物#可以同时完成多个致病菌或同一致病菌中多个

靶点的检测#因而可以很好地实现高通量检测这一目标#目前

已经成功应用于生物恐怖剂的检测工作中'
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)此外#多重

!0*

引物也不能造成各扩增之间有干扰#这种干扰会使多种

!0*

的扩增反应体系难以得到优化#特别是在引物对数量较

多的反应体系中尤为关键)
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巢式
!0*
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巢式
!0*

是一种变异的聚合酶链反应#使

用两对$而非一对&

!0*

引物扩增完整的片段#第一对
!0*

引

物扩增片段和普通
!0*

相似%第二对引物称为巢式引物$因为

其在第一次
!0*

扩增片段的内部&#结合在第一次
!0*

产物

内部#使得第二次
!0*

扩增片段短于第一次扩增)巢式
!0*

的好处在于#如果第一次扩增产生了错误片段#则第二次能在

错误片段上进行引物配对并扩增的概率极低)巢式
!0*

通过

两轮
!0*

反应#使用两套引物扩增特异性的
12,

片段)第二

对引物的功能是特异性的扩增#位于首轮
!0*

产物内的一段

12,

片段)因此#巢式
!0*

的扩增非常特异#目前根据该技

术设计出的生物恐怖剂检测和鉴定方法已有不少报道'

%%

(

)

D&E

!

反转录
!0*

!

反转录
!0*

$

*5<!0*

&又称为逆转录

!0*

)其原理是!提取组织或细胞中的总
*2,

#以其中的
-*<

2,

作为模板#采用
j9:

O

8

$

M5

&或随机引物利用逆转录酶反转录

成
/12,

#再以
/12,

为模板进行
!0*

扩增#而获得目的基因或
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检测基因表达)

*5<!0*

使
*2,

检测的灵敏性提高了几个数

量级#使一些极为微量
*2,

样品分析成为可能)该技术主要用

于!分析基因的转录产物*获取目的基因*合成
/12,

探针*构建

*2,

高效转录系统)在实验过程中要防止
*2,

的降解#保持

*2,

的完整性)在总
*2,

的提取过程中#注意避免
-*2,

的

断裂)另外#为了防止非特异性扩增#必须设阴性对照)
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免疫学检测方法

免疫检测方法是对抗原与相对应的抗体高度专一性结合

的检测#是通过形成抗原
<

抗体复合物来实现的)免疫学检测

方法可分为体液免疫和细胞免疫测定)体液免疫测定主要利

用抗原与相应抗体在体外发生特异性结合#并在一些辅助因子

参与下出现反应#从而用已知抗原或抗体来测未知抗体或抗

原)细胞免疫测定法是根据各种免疫细胞$

5

细胞*

"

细胞*

\

细胞*

2\

细胞及巨噬细胞等&表面所具有的独特标志和产生

的细胞因子等#测定各种免疫细胞及其亚群的数量和功能#以

帮助了解机体的细胞免疫水平)免疫学方法可以用来检测病

原或毒素#是用抗体检测病原的特异蛋白#可以做到光谱的生

物恐怖剂检测速度快且易于实现自动化)其中应用比较广泛

的免疫荧光法$荧光抗体法&是应用荧光素染料$如异硫氰酸荧

光黄等&来标志抗体#但不影响其活性#此种抗体称荧光抗体)

用已知种类的荧光抗体浸染待检的含有抗原的细胞或组织切

片#如有相应抗原存在#则抗原即与此种抗体发生特异性结合#

形成复合物而黏着在细胞上#不易洗脱#在荧光显微镜下成为

发出荧光的可见物#可达到检测生物恐怖剂的目的'
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生物芯片

生物芯片技术具有准确*快速*高通量*平行化检测等优

点#已经开始应用于生物恐怖剂的检测领域#但由于其检测成

本*稳定性及灵敏度等方面的问题#制约着该项技术普及和最

大限度地发挥其在检测领域的优势)生物芯片技术可以平行

化检测大量的目的片段#实现对多种目的基因的平行化鉴定)

正是生物芯片这一高通量的特点使其适合于多种细菌性生物

恐怖剂的同时鉴定)将基因芯片技术与致病菌检测和生物恐

怖剂的检测有机地结合在一起#全面地提高检测的水平#增强

对多种致病菌检测的能力#实现了同时对大量的致病菌进行检

测的目的)目前#国外已经有基因芯片在食源性致病菌检测方

面进行报道#建立了一种寡核苷酸芯片的体系用于对多重

!0*

扩增致病菌大肠杆菌的产物进行鉴定#该方法将免疫诱

捕技术与
!0*

*基因芯片结合在一起可以得到很高的灵敏度#

对鸡肉中的致病菌检测的灵敏度低于
%''0gU
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)生物芯

片技术高通量分析的特点与病原微生物检测相结合#是细菌性

生物恐怖剂检测和鉴定领域的重大技术突破)但是从目前该

技术的普及和应用情况来看#还存在大量问题#所以造成该项

技术只能停留在实验室检测和一些辅助鉴定的水平#无法真正

发挥生物芯片技术在病原微生物检测中的巨大优势'
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)首

先#虽然近些年基因芯片技术平台已经引入了生物恐怖剂检测

方面#但由于目前使用的生物芯片扫描仪均是检测荧光染料激

发的荧光信号#有自身难以克服的缺点#如光淬灭*信号强度

低*光谱重叠*激发光随机闪烁$时有时无&等)另外#有机荧光

染料并不是在各种环境中都稳定#从而影响到检测信号的均一

性和实验重现性)生物芯片技术的应用特别是在致病菌*生物

恐怖剂现场检测和鉴定方面的应用及其相关标准化产品和仪

器的研制仍然需要进一步加大研究的力度)
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综上所述#由于应对生物恐怖事件的迫切需要#各种有可

能用于生物恐怖剂检测的先进技术都会被尝试用于此领域)

目前#对于细菌性生物恐怖剂检测*鉴定手段仍停留在培养*血

清和生化等水平#一些分子生物学技术由于没有成熟的产品问

世#离能够远程*快速*广谱地准确鉴定生物恐怖剂还有一定的

差距#导致这些技术很少应用到实际的检测鉴定工作中#只能

作为常规标准检测方法的补充和辅助'
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)纳米金是一种新型

的标志检测技术#应用于基因芯片检测中#为基因芯片技术的

研究开辟了一个新领域#成为当前生物芯片领域研究的一个热

点'

%(<%D
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)与传统荧光标志法相比#金标银染方法具有成本低*

灵敏度高等优点#应用于基因芯片检测#克服了传统荧光标志

法需借助激光扫描仪实现数据采集的缺点#结果可通过肉眼观

察或普通扫描仪扫描#结果判断方便*直观#具有很好的应用前

景#适合于在生物恐怖剂检测*食品安全和传染病监督中现场

检测的需求)为进一步提高国境口岸生物恐怖剂检测技术能

力#研究高通量*高特异性*准确*快速和低成本的纳米金标银

染的可视化生物芯片技术#从而提升中国口岸在反生物恐怖中

对细菌性生物恐怖剂的侦检能力)
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北京基因型结核杆菌播散致病的相关性研究

张运玲 综述!朱朝敏 审校

"重庆医科大学附属儿童医院感染消化科
!
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北京基因型结核杆菌是结核杆菌的一个独特遗传谱系#全

球广泛分布#并在许多地区占优势#已达全球分离结核杆菌的

%6b

#在东亚超过
W'b

#并常和结核多耐药耐多药相关)在过

去的十年里#许多研究显示北京基因型结核杆菌对世界结核杆

菌的流行和结核多耐药耐多药有重要意义)

C

!

选择性优势

北京基因型结核杆菌的广泛传播和分布与抗结核的两大

措施#即卡介苗接种和抗结核治疗有一定的相关性'

%

(

)长期以

来#接种卡介苗被认为可能是北京基因型结核杆菌成功蔓延的

一个优势)在雅加达'

#

(

*印尼的一项研究中显示#

#(b

的北京

基因型结核杆菌和
#6b

其他患者有卡介苗接种疤痕)在越

南#北京基因型结核杆菌患者中#卡介苗接种者也比其他菌株

患者高)虽然在调整年龄后相关性不明显'

6

(

#但许多研究提示

卡介苗接种对北京基因型结核杆菌患者的保护作用更弱#结核

抗体的治疗效果更差#这在
",;"

"

/

小鼠结核动物模型中得到

证明'

E<W

(

)也有学者认为#北京基因型结核杆菌的传播优势源

于其对抗结核药的敏感性下降)

最近有调查显示#埃塞俄比亚菌株显示出更多的基因多态

性#但卡介苗接种在突尼斯更为普遍#这在一定程度上提示卡

介苗接种对结核杆菌的选择性)北京基因型结核杆菌可能也

有相似的机制)

D

!

分子表达的改变

北京基因型结核杆菌的蔓延在疫苗引进和抗菌剂治疗很

早之前就已经开始#提示北京基因型结核杆菌可能有内在生物

学优势'

(<D

(

#赋予其更高的毒力#更好的抵抗性#和逃逸人类免

疫系统的能力)全球流行的
E

种不同遗传背景的菌株中发现#

北京基因型菌株毒力最强#且能在一定程度上抑制宿主的免疫

反应#显示分子表达的改变是导致其高毒力和宿主免疫抑制的

重要因素'

?

(

)

体外实验中发现#北京基因型结核杆菌的一个亚群产生具

有生物活性的脂质
<

酚糖脂$

!>;

&#抑制炎症介质的释放#并与

动物的致命性感染相关'

?

(

)动物模型实验发现#敲除相关编码

基因#该菌株毒力明显减弱)但该糖脂只能由北京基因型结核

杆菌的一种亚型合成#所以其不是致病的惟一因素)同时#体外

有氧培养中发现北京基因型结核杆菌蓄积了大量的三酰甘油

$

5>

&#同时上调
*T6%6'/

$一种
1j+*

休眠调节子&)

*T6%6'/

的产物即
5>

合成酶#

1j+*

的正调节可能使该家族成员比其

他菌株在低氧或无氧环境中更具有选择优势'

@

(

)

蛋白质组研究中#与其他临床分离株和
Z6D*T

相比#北京

基因型结核杆菌高表达
#

<

晶状体同源蛋白'

%'

(

$

%(V%'

6 的蛋

白%一种结核分枝杆菌的致病因子&#同时减少了热休克蛋白

ZB

3

(W

*磷酸盐转运蛋白
!BH+%

#

EDV%'

6 蛋白的表达#逃逸宿主

免疫杀伤'

%%

(

)其中
!BH+%

是
6?V%'

6 的磷酸脂蛋白#已知的

5

*

"

细胞刺激分子)韩国一项利用人类单核细胞系
U<@6D

表

达蛋白质的研究中发现#

>9

O

!

蛋白在北京基因型结核杆菌的

亚型中较其他菌株有更高的表达'

%#

(

#高表达的
>9

O

!

蛋白可诱

导巨噬细胞活化迁移抑制因子#这对细菌是有利的)目前这些

蛋白质的作用尚未完全明确#但其可能在结核发病播散中起重

要作用)

综上所述#北京基因型结核杆菌分子表达的改变#有助于

增加毒力#或逃避宿主防御保护机制的抑制#利于细菌广泛播

散*蔓延)

E

!

高免疫原性与免疫抑制

不同基因型菌株诱导不同的宿主免疫反应#北京基因型结

核杆菌可诱导不同的免疫反应或者破坏有效宿主免疫反应)

北京基因型结核杆菌感染的巨噬细胞表达高水平的诱导型氧

化氮合酶$

:2j+

&*白细胞介素
<%

!

$

=;<%

!

&*肿瘤坏死因子
<

#

$

52g<

#

&*白细胞介素
<%#

$

=;<%#

&和低水平的抗炎因子白细胞

介素
<%'

$

=;<%'

&

'

%6

(

#这种细胞因子模式与结核控制相关)北京

基因型结核杆菌感染的巨噬细胞虽能高表达
52g

和
:2j+

#但

不足以刺激
5I%

细胞#阻止细菌的大量增殖#导致大面积组织

损伤和宿主早期死亡)巨噬细胞受到北京基因型结核杆菌脂

质碎片的刺激#可以表达更高水平的
52g<

#

和
=;<%'

#但同时

下调
5;*#

$

5899

样受体
#

&*

5;*E

$

5899

样受体
E

&*

)Z/

-

类

分子表达#降低了对结核菌的免疫识别和抗原呈递作用'

%E<%W

(

)

有研究表明#感染细胞的凋亡有利于宿主消除细菌的生长环

境#北京基因型结核杆菌可调节已感染肺泡巨噬细胞的凋亡#

为细菌的增殖和扩散创造条件)对肺结核鼠模型的研究显示#

北京基因型结核分枝杆菌感染鼠
%

"

6M

后#诱导活化巨噬细

胞的凋亡比
Z6D*T

诱导的凋亡低一半'

%(

(

)

F

!

易获得耐药性

北京基因型结核杆菌被怀疑是获得耐药性优势的进化谱

系#将北京基因型结核杆菌在多药耐药菌株中的比例与在药物

敏感株中的比例进行比较$

?#b

与
D#b

&发现'

%D

(

#北京基因型

+

6W

+
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