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炭疽杆菌检测方法的研究现状与展望
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摘要:炭疽是严重威胁人类健康的烈性传染病，其病原体为炭疽芽孢杆菌。炭疽芽孢杆菌在我国公布的《人
间传染的病原微生物名录》中被列为第二类病原微生物(高致病性病原微生物)，其芽孢可作为生物战剂和
生物恐怖的原材料，因此，发展灵敏、高效的炭疽杆菌检测方法十分重要和紧迫。按检测的靶标分类，针对炭
疽杆菌的检测方法主要有四大类:针对炭疽杆菌芽孢的检测方法，针对细菌繁殖体的检测方法，针对炭疽杆
菌基因的检测方法和针对炭疽毒素蛋白的检测方法。其中，针对炭疽杆菌芽孢和细菌繁殖体的检测已经有
比较成熟的方法，但其在特异性以及临床的实用性方面难以令人满意;针对炭疽杆菌基因的检测技术在特异
性和灵敏度上有较大的提高，但在临床诊断等方面还有欠缺;而针对炭疽毒素蛋白的检测技术的发展，使得
直接对炭疽杆菌的主要致病因子的检测成为可能，这对于临床诊断以及流行病学研究具有重要意义。本文
对当前炭疽杆菌检测方法的最新进展做了简要的归纳，关注了不同检测方法的适用范围和检测能力，并展望
了相关领域的发展趋势，希望能为从事炭疽杆菌检测方法研究的同行提供参考和帮助。
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1 炭疽芽孢杆菌

炭疽芽孢杆菌( Bacillus anthracis)为革兰氏阳
性菌，是烈性传染病炭疽的病原体，在我国 2006 年
1 月 11 日下发的《人间传染的病原微生物名录》中
被列为第二类病原微生物(高致病性病原微生物)。
炭疽芽孢杆菌的完整毒株包括 pXO1 和 pXO2 两个
质粒，二者分别含有炭疽芽孢杆菌的两类重要毒力
因子———炭疽毒素和抗吞噬的荚膜多肽的编码基
因［1］。炭疽毒素，是一类 AB 型复合毒素，包含三种
蛋白———致死因子( LF)，具有金属蛋白酶的活性，

能够切割 MAPKK 蛋白家族的多种蛋白;水肿因子
(EF)，具有腺苷酸环化酶的活性;保护性抗原
(PA)，能够与细胞表面的受体特异性结合，同时也
能与 LF 或 EF 结合，将它们带入胞内。这三种组分
中的任何一种都不能单独产生毒性作用，但 PA +
LF(LT，致死毒素)和 PA + EF(ET，水肿毒素)的组
合形式则会对宿主产生极大的伤害［1］。

当生存环境恶化时，比如离开宿主进入土壤，炭
疽杆菌就会形成芽孢，芽孢对恶劣环境具有极强的
抵抗能力，可存活数十年。当被摄入动物体内时，芽
孢通常会利用吞噬细胞作为载体，抵达淋巴结，萌
发、增殖，并最终被释放到血液之中，导致严重的菌
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血症。而到此阶段时，常规的治疗手段，如抗生素治
疗已经难以保护患者———大量的细菌及其产生的大
量毒素已足以对宿主造成巨大的损伤［2］。由此可
见，及时有效的诊断治疗对于炭疽的防治具有至关
重要的作用。

另外，由于存活时间长、易于制备、易于散布等
特性，炭疽芽孢成为非常理想的生物战剂和生物恐
怖的原材料。2011 年美国的炭疽邮件事件进一步
表明炭疽恐怖威胁的现实存在。因此，对于环境样
本和诸如“白色粉末”等特殊样本的有效检测手段
也是必不可少的。

2 当前的主要检测手段

作为一种危害极大的病原微生物，针对炭疽杆
菌的检测手段的开发一直受到研究者们的重视。近
年来随着生物技术的快速发展，新的检测技术层出
不穷。归纳起来，目前针对炭疽杆菌的检测方法主

要有以下几类(见表 1):(1)基于芽孢的检测方法;
(2)基于细菌繁殖体的检测方法;(3)基于基因的检
测方法;(4)基于毒素蛋白的检测方法。
2. 1 基于芽孢的检测方法

对炭疽杆菌芽孢的有效检测是应对可能的生物
战及生物恐怖袭击的必需手段，针对可能被污染的
土壤、空气、水源等的有效检测，以及针对可疑物品
如“白色粉末”的有效分析，对于规避可能的伤害和
损失有着至关重要的作用。因此，针对炭疽杆菌芽
孢的检测，特别是对强毒株芽孢的检测，一直受到相
关研究者的重视。

目前，针对芽孢的检测手段主要是利用芽孢的
物理特性、芽孢的标志物或者其抗体或配体。

芽孢，作为有形的物质，存在着其独特的物理性
质，利用这些性质，就可以完成对其检测。比如
Melissa 等人利用芽孢的高温裂解物在电场中的迁
移率对芽孢进行分型，可以成功地对含 103级别的
芽孢、体积为数微升的样品进行分析［3］。

表 1 几种主要的炭疽杆菌检测方法
Table 1 List of several detection methods of Bacillus anthracis

Methods Targets LODa TCb Reference
Fluorescence detection targeting DPA spore 101 spores /mL nd + 20 sec ［7］
Laser analysis based on short peptide ligands spore 34 spores / reaction 35 min ［12］
Electrochemical analysis based on the lysis of specific phage-infected bacteriaVegetative Cell 101 cells /mL 8 h ［13］
Multiplex q PCR gene less than 10 copies / reactionnd ［21］
LAMP gene 1000 copies / reaction several h + 90 min［22］
Multiplex PCR-suspension Array gene 1. 6 ng / reaction 1 h + 0. 5 h ［43］
PNA probe gene 10 zmol / reaction nd ［27］
Immunoassay based on antibody and Europium nanoparticles PA 0. 01 ng /mL nd ［30］
Electrochemical analysis based on short peptide ligands PA 0. 03 ng /mL nd ［32］
Mass Spectrometry based on the enzyme activity of LF LF 0. 05 ng /mL 4 h ［35］
Mass Spectrometry based on the enzyme activity of LF LF 0. 005 ng /mL 20h ［36］

a． LOD，limit of detection．

b． TC，time consuming，described in two forms:A + B，or T． A means the time costed by sample processing; B means the time costed by detection alone;

T means the time costed by both． The abbreviation“nd”means“no description”．

DPA( dipicolinic acid，2，6-吡啶二羧酸))，作为
芽孢中必不可少的成分，常用来作为标志物进行分
析。比 如 Morgan 等 人 利 用 DPA 形 成 的 ［Tb
(DO2A)(DPA)］－ 络合物的光学特性，Steven 等人
以及 Xiaoyu Zhang 等人分别利用表面增强的拉曼光
谱(SERS)技术，都实现了对芽孢的检测［4 － 6］。Wan-
Kyu 等人则利用铕修饰的多聚纳米颗粒对 DPA 进
行荧光分析，并实现了相当低的检测下限 (相当于
每毫升样品中只有几个芽孢)［7］。

当然 DPA 并不是唯一可用的标志物。如 Marco
Tamborrini 等人利用单克隆抗体对芽孢表面的低聚
糖进行分析，同样可以对样品中的芽孢进行检
测［8］。Rongzhang Hao 等人也利用了单克隆抗体来
检测芽孢，不过，他们是利用 QCM ( quartzcrystal
microbalance，石英晶体微天平)来检测抗体与芽孢
结合后产生的频率变化［11］。

除了抗体以外，一些简单的配体也受到了研究
者的关注。如 David D． Williams 等人利用噬菌体展
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示技术筛选到特异性的短肽，并将其用于芽孢的荧
光检测分析［9］。Park 等人也利用基于短肽和荧光
技 术 的 荧 光 量 子 点 ( Peptide-Quantum Dot
Conjugates)对芽孢进行检测［10］。利用短肽和对激
光透射强度的测量，Ghanashyam Acharya 等人实现
了灵敏度相当高的芽孢检测［12］。

针对芽孢的检测方法非常多，这里只是列举出
几种有代表性的方法。通过归纳可以看到，这类技
术或是灵敏度低，或是需要特殊的仪器设备，适应性
差，更普遍的问题是特异性的要求难以达到。如果
想据此得到灵敏高效的检测技术的话，需要做的工
作还有很多。
2. 2 基于细菌繁殖体的检测方法

除了针对芽孢进行检测外，对炭疽杆菌繁殖体
的检测也是重要而且有效的手段。其中，最常规的
是经典微生物学方法。事实上，对于芽孢的检测，也
包括这类方法，但考虑到最终的检测指标通常为菌
落的形态、或是菌体的染色等，因此将该方法归类于
此。

以蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)为模型，Miri
Yemini 等人研究了基于噬菌体的炭疽杆菌检测方
法:利用特异性的噬菌体使炭疽杆菌繁殖体裂解，得
以通过电化学方法测量 CME ( cell-marker enzyme)
的活性，从而可以检测到有活力的(亦即真正有威
胁的)炭疽杆菌［13］。Dian-Bing Wang 等人利用一种
更优的单克隆抗体———其靶标(EA1 protein)在炭疽
杆菌的芽孢和繁殖体都存在，能够实现对炭疽杆菌
的芽孢和繁殖体的有效检测［14］。同样是利用噬菌
体，Schofield DA 等人将发光的标记物送入细菌体
内，实现了对细菌的检测［15］。

可能是由直接对炭疽杆菌繁殖体进行操作的危
险度和复杂度所限，针对繁殖体的检测方法的研究
并不像针对芽孢的方法研究得那么深入和广泛。但
Miri Yemini 等人的观点［13］告诉我们，要想更加准确
地估计炭疽杆菌的威胁，针对其活菌的检测可能还
是需要的。
2. 3 基于基因的检测方法

事实上，由于各种细菌的芽孢的相似性，以及细
菌繁殖体本身标志物的相似性，炭疽杆菌检测的特
异性都难以令人满意，基于基因的检测技术则可以
比较好的解决这个问题。这一类方法主要有基于
PCR 及其各种改进型的技术，基因探针技术，芯片

技术等。
在 20 世纪末到 21 世纪初，很多研究者利用

PCR 或 RT-PCR 技术对炭疽杆菌或其芽孢进行检
测，只要靶点选择合适，引物设计合理，就可以得到
不错的结果［17］ － 20，［42］。比如 William Hurtle 等人能
够在 20 μL 体系中检测到 100 fg 左右的基因组
DNA，相当于 20 － 30 个拷贝数［16］。荣光华等人利
用实时定量 PCR 技术也可以达到类似的水平［41］。
而利用 Multiplex real-time PCRs 技术，DIngmar Janse
等人实现了更加灵敏的检测［21］。

随 着 LAMP ( Loop-mediated isothermal
amplification)技术的发展，Ben Hatano 等人尝试了
将其应用于炭疽杆菌的检测，尽管污染的可能性更
大，从而条件控制的要求实际比 PCR 更严格，但他
们在一个反应体系内(25 μL)能够检测到大约 1000
个拷贝，显示了该项技术的潜力［22］。

芯片技术作为常用的检测工具，在检测炭疽杆
菌基因组的应用中，也占有着一席之地。如文海燕
等人建立的基于悬浮芯片技术的多重检测方法，可
以将炭疽芽孢杆菌作为检测目标之一［43］。

探针技术也是特异性检测炭疽杆菌基因组的有
效手段之一。Alonso Castro 和 Richard T． Okinaka
利用 PNA( peptide nucleic acid)探针和荧光检测技
术，能够检测到 0. 5 fM 炭疽杆菌的基因组［23］。Ning
Zhang 和 Daniel H． Appella 利用 PNA 探针开发的色
度检 测 方 法 能 够 实 现 更 加 灵 敏 的 检 测［27］。
Sudeshna Pal 等人和 Deng Zhang 等人利用 pagA(PA
的基因)的探针和磁性纳米颗粒分别设计了针对炭
疽检测的生物传感器，其中 Sudeshna Pal 等人设计
的传感器中的纳米颗粒可以通电激发磁性，而 Deng
Zhang 等人的设计则是带磁性的纳米颗粒直接由
DNA 探针包被，均实现了对 pagA 的灵敏检测，特别
是后者，达到 0. 2 pg /mL 的分辨率［25］［26］。另外，
Rong-Zhang Hao 等在他们原来针对芽孢的 QCM 系
统［11］的基础上，又设计了基于 DNA 探针的 QCM 传
感器，检测下限可达 3. 5 × 102 CFU /mL(CFU，colony
forming unit，菌落形成单位)［26］。

总之，基于基因的检测方法大多灵敏度较高，只
要条件控制合理，特异性也能达到比较理想的状态，
因此受到许多研究者的青睐。
2. 4 基于毒素蛋白的检测方法

作为毒血症的作用因子，毒素蛋白同样可以作
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为炭疽杆菌检测的靶标。通常被选作待检靶标的毒
素蛋白是 PA 或 LF:一方面，细菌表达 PA 的量较其
他毒素蛋白要高;另一方面，有研究表明，针对 LF
的抗体在炭疽患者体内出现较早，从而暗示 LF 可
能较早地被细菌表达［40］。

对于 PA 的检测，主要是利用其抗体、受体或配
体保证特异性。比如 Robert Mabry 等人，分别基于
PA 的抗体和细胞表面受体(ATR2，即 CMG2)，用夹
心酶联免疫分析(Sandwich ELISA)对 PA 进行检测，
发现通过他们所用的抗体，能使检测下限低至 1 ng /
ml 以下［28］。Shi-Hua Wang 等人通过人工构建的抗
体，利 用 原 子 力 显 微 镜 ( AFM，atomic force
microscopy)也达到了同样的检测水平［29］。Shixing
Tang 等人利用抗体夹心和铕纳米颗粒进行免疫荧
光分析，大大提高了检测的灵敏度［30］。另外，特异
性结合 PA 的短肽也受到了研究者的关注。Tran
Ngoc Huan 等人利用噬菌体展示技术筛选找到对
PA 高亲和的特异性的短肽，并将其应用于 PA 的检
测，能够实现和利用 PA 抗体进行检测相当的水
平［31 － 32］。Lakshmi N． Cella 等人 则是用 SELEX
( systematic evolution of ligands by exponential
enrichment)技术筛选单链 DNA 作为配体，通过电学
手段，实现了对 PA 的检测［33］。Byul Nim Oh 等人也
尝试了利用 PA 的 DNA 配体和荧光技术对 PA 进行
检测［34］。

虽然针对 PA 的检测技术在不断进步，但是也
有研究者指出，尽管 PA 的检测下限不断降低，但目
前对于患病的人或动物，还是只能在晚期的时候
(比如 DBA /2J 小鼠出现了可观察到的水肿症状)才
能检测到 PA 的存在［28，30］。

而针对 LF 的检测，除了使用抗体，还可以利用
PA 特异性结合 LF 的能力或者 LF 的酶活性。

Robert Mabry 等人就借助 PA 使用夹心 ELISA
对 LF 进行检测，检测下限可达 20 ng /mL 以下［28］。
虽然灵敏度与实际的需求尚有一定距离，但仍然为
炭疽杆菌的检测方法研究提供了思路。

事实上，LF 具有金属蛋白酶的活性，如果将其
加以利用，再加上酶联放大等技术，就有可能以更简
单的方法达到好的检测效果。Capek P 等人就利用
毒素的酶活性切割噬菌体与基质的连接物(即底
物)，通过定量 PCR 技术检测切下的噬菌体的量，从
而对毒素进行定量［37］。Michael 等人则是将设计的

底物与离子通道相连，利用电学方法，对 LF 进行检
测［38］。Anne 等人利用 LF 酶活性和质谱技术，可以
检测低至 0. 05 ng /mL 的 LF，而且在 0. 05 － 400 ng /
mL 的 范 围 内 都 能 实 现 良 好 的 线 性［35］，而 后
Kuklenyik 和 Anne 等人还进一步降低了检测下
限［36］，其唯一的缺点就在于需要利用质谱仪器等复
杂的设备。Karine Bagramyan 和 Markus Kalkum 利
用 LF 抗体和设计的荧光分子底物开发了称为
ALISSA ( assay with a large immuno-sorbent surface
area) 的 方法，能 够检 测 到 大约 10 － 4 ng /mL 的
LF［39］。可见，在没有采用质谱设备等复杂仪器的情
况下，利用 LF 的酶活性就能达到与前者大致相当
的检测水平，体现了这类方法的发展潜力。

考虑到 LF 作为炭疽毒素中重要的杀伤成分以
及在感染建立过程中发挥的作用［2］，针对 LF 的灵
敏高效的检测手段可能对于炭疽的诊断和治疗有着
重要的意义。

3 小结和展望

由于芽孢和细菌本身的性质所决定，直接以它
们为靶标的检测技术在特异性、灵敏度等方面已经
难以获得突破性的进展。虽然应用比较复杂的仪器
设备可能能够部分地解决一些问题，如提高灵敏度，
但由此带来的复杂度及费用方面的提升却又难以避
免。而且尽管在细菌学上具有重大的意义，但在炭
疽的防治中，这类检测技术已经逐渐被基因检测技
术以及毒素检测技术所取代。

由于基因技术的发展，基于基因的检测方法已
经可以达到比较理想的效果，特别是在针对环境中
炭疽病原体的检测方面，这类技术以其灵敏高效的
特点具有很大的优势。同样，在炭疽防治方面，基于
毒素蛋白的检测方法也有其优势。一方面，毒素直
接与炭疽杆菌的活力和致病性相关，使得这类方法
更加直接有效，而且对发展基于毒素蛋白的检测方
法来说，可供选择的技术方法比较广;另一方面，对
毒素蛋白的检测对于炭疽的治疗也有指导意义，因
为在接受抗生素治疗后，患者体内的细菌可能已被
清除，但存在的毒素蛋白仍可能是致命的。

总之，可以预计，在炭疽杆菌检测方法的研究
中，作为生物反恐和环境监测的重要手段，基于基因
的检测技术将会进一步受到重视和得到发展;而在
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临床诊治中，基于毒素的检测技术则可能更受研究
者们的青睐。
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Present status and prospects for the Detection of Bacillus
anthracis -A review

Ju Liu，JunJie Xu* ，Wei Chen*

State Key Laboratory of Pathogen and Bio-security，Institute of Microbiology and Epidemiology，Beijing 100071，China

Abstract:Anthrax，as a fulminating infectious disease，threatens human’s health seriously． Bacillus anthracis，the agent
of anthrax，was classified into the second kinds of pathogenic microorganisms ( one kind of the highly pathogenic
microorganism) in the List of Human Pathogenic Microorganisms issued by the Chinese government． The spores formed by
B． anthracis are potential material for biological warfare agent and biological terror． Therefore，it is very important and
pressing to develop sensitive，efficient detection methods for the bacteria． For detection methods of B． anthracis，there are
four types of targets:spores，vegetative cells，genes and anthrax toxin proteins． Among them，detection methods targeting
spores and vegetative cells are developed． However，owing to disadvantages in specificity and clinical practicality，these
methods are far from satisfaction． Detection methods targeting genes of B． anthracis are satisfactory in specificity and
sensitivity，while it is short in clinical diagnosis． At the same time，the development of detection methods targeting
anthrax toxin makes it possible to acquire information about main causative agent directly，which brings about great help in
clinical diagnosis as well as epidemiology research． Herein，we summarized briefly detection methods of B． anthracis
developed currently，investigated their application ranges and detection capacity，and discussed the development trend of
related research，expecting favoring the profession developing detection methods of B． anthracis．
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