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摘要 主要介绍了一类基于荧光检测的新型细胞传感器，这类传感器利用免疫细胞表面分子特异性识别、结合抗原的特性和

生物(或化学)发光技术，通过检测荧光信号在数分钟内达到检测病原体或其他抗原的目的．这类传感器的发光原理主要是利
用钙离子敏感型化学荧光探针发光，如 Fluo-4等，或钙离子敏感型发光蛋白发光，如水母发光蛋白、绿色荧光蛋白等．现在
已经应用的主要是 B细胞传感器和肥大细胞传感器．这类传感器具有灵敏度高、检测准确、反应速度快的优点．同时又存
在交叉反应、细胞不易保存等不足之处．这类传感器在疾病诊断、环境监测、生物战剂检测等领域具有较大的应用前景．
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环境污染、食品中毒、大规模疾病爆发[1]、生

物恐怖袭击[2]等严重威胁人类健康和生命事件的发

生，引起了人们对环境监测、食品监控、疾病诊断

和生物制剂检测等的重视，而这些都迫切需要快

速、准确检测病原体的方法[3]．传统的检测方法主

要有形态学鉴定、生物化学方法、免疫测定和核酸

检测方法．这些方法的应用都存在着一定的局限

性，形态学和生物化学方法需要分离、培养微生

物，费时费力，通常需要几天的时间才能完成．免

疫测定方法，如酶联免疫吸附测定(enzyme linked
immunosorbent assay，ELISA)虽然检测时间较短，
但却是一种操作繁琐的技术，需要反复地冲洗操

作[4]．一般来讲，核酸检测方法具有较高的敏感性,
聚合酶链式反应(polymerase chain reaction，PCR)技
术可以检测到 10个甚至更少微生物的存在，但其
需要较纯净的样品并且不能检测蛋白质[5]．

用细胞传感器检测有毒有害物质是一项较新的

快速检测技术．这项技术使用细胞作为识别元件，

通过检测细胞生理指标或物理化学指标的变化来检

测有毒有害物质．细胞在生理条件下对有毒有害物

质发生反应将信号传入细胞内部，信号传导途径的

放大作用增加了检测敏感性，并且细胞制备方便、

培养成本低廉、便于大量制备[6]．传统的细胞传感

器主要通过检测细胞阻抗、新陈代谢物质、细胞兴

奋性等指标来检测各种生物或化学物质，这种方法

往往需要制作各种电极，通过电极和细胞紧密耦合

在一起来进行检测[7]．电极的制备相对复杂，且与

细胞的耦合程度容易受其他因素的影响，这些都增

加了检测的误差．

基于荧光检测的细胞传感器是近几年来发展起

来的新型细胞传感器，这种传感器利用生物或化学

发光原理，检测器不用和细胞直接接触就能检测细

胞的活动．这种细胞传感器除具有传统细胞传感器

的优点外还具有很多其他的优点．它一般利用特异

性抗体或受体分子识别匹配的表位或配体，所以特

异性较高、检测准确．利用光感元件检测，避免制

备复杂的电极，使检测方便，细胞无需固定在特殊

基质上，只需在透明容器中就能完成检测．加之细

胞信号传导迅速，信号发生后瞬间就能发光，使得

整个检测过程能在数分钟内完成，大大缩短了检测

的时间．

本文描述了这类新型细胞传感器的基本原理及

其特点，综述了其核心技术进展及其应用进展，并

讨论了它未来的发展方向．



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2011; 38 (2)

1 基于荧光检测的细胞传感器的发光技术

进展

基于荧光检测的细胞传感器一般是利用免疫细

胞表面特异的受体直接或间接地识别和结合抗原，

然后通过膜表面分子相互作用激活细胞内部的信号

传导通路，将信号传入细胞内部，引起细胞发生一

系列生理生化反应，如胞浆内钙离子浓度的迅速升

高、蛋白质磷酸化、特异基因的表达[8]．接着细胞

内人工添加的或通过基因工程表达的指示剂将细胞

内部的信号转化成容易检测的光信号，检测器通

过检测光信号的强弱来定性或定量地检测特异性

抗原．

信号转换环节在传感器的设计中起着极为重要

的作用，现在应用的信号转换技术主要是利用各种

钙离子探针将钙离子浓度的变化转变成荧光信号．

下面介绍了现今信号转换技术的研究进展．

1援1 钙离子敏感型化学荧光探针

钙离子敏感型化学荧光探针是一类多苯环有机

化合物，可以和二价金属离子结合，对钙离子具有

较高的选择结合性．当其与钙离子结合后在一定波

长的光激发下可以发出一定波长的光．钙离子敏感

型化学荧光探针有两种形式，一是普通的可溶性盐

形式，通常需要以微注射的方式载入细胞；另一种

是将其负电基团结合了乙酰羧甲酯(AM)的酯基形
式，可通过被动扩散直接进入细胞，并在细胞内非

特异性酯酶的作用下水解，恢复为不能通过细胞膜

的游离酸形式[9-10]．由于这种钙离子探针使用方便，

现被广泛应用于细胞内钙离子的检测．但这种探针

存在自发荧光干扰、光损害和光漂白等问题，从而

影响细胞的生理活性和代谢状态[10]．现在已经开发

出许多新型的这种探针，对钙离子具有不同的亲和

力，可以测定不同浓度钙离子的变化，有些具有

更强的发光效果，低载量使用可以减轻细胞的光

损害．

1援2 重组钙离子敏感型水母发光蛋白

水母发光蛋白(aequorin)是从维多利亚水母体
内获得的一种钙离子敏感型发光蛋白．功能性水母

发光 蛋白 复合物 由脱 辅基水 母发 光蛋 白

(apoaequorin，189氨基酸残基，约 22 ku)和腔肠素
(coelenterazine，423 u)组成．该蛋白质有 3个钙离
子结合位点，当它们结合有钙离子时，该蛋白质就

会具有加氧酶活性，从而使荧光素被氧化而释放

CO2，并释放出波长约 470 nm的蓝色荧光[11]．重组

脱辅基水母发光蛋白已经可以在哺乳动物、植物、

真菌中稳定表达，但该蛋白质必须和腔肠素结合起

来才能组成功能性蛋白．腔肠素是可溶性小分子物

质，可以自由穿过细胞膜，可以通过在培养液中添

加该物质使其进入细胞内与脱辅基水母发光蛋白组

成功能性发光蛋白[12]．近年来，有研究者对水母发

光蛋白多肽链特定的氨基酸位点进行突变，开发出

了具有更好发光性能的蛋白质[13]．水母发光蛋白不

需要其他光源激发就能发出荧光，避免了自发荧光

干扰、光漂白的问题，并且无细胞毒性，不会干扰

细胞的正常功能．水母发光蛋白在细胞内钙离子检

测方面已经得到广泛的应用[11-12]．

1援3 绿色荧光蛋白

近年来发展了一种基于绿色荧光蛋白(green
fluorescent protein，GFP)的钙离子探针．GFP是一
种自发光蛋白，和 aequorin一样都是从同一种维多
利亚水母体内分离得到的．这种探针对钙离子的检

测是利用一种嵌合蛋白，这种嵌合蛋白由三部分组

成，前一部分由蓝色荧光蛋白(BFP)或青色荧光蛋
白(CFP)担当荧光能量供体，后一部分由绿色荧光
蛋白(GFP)或黄色荧光蛋白(YFP)担当荧光能量受
体，中间是钙调节蛋白(calmodulin, CaM)和钙调蛋
白结合肽(M13)将前后两部分连接起来[14]．其基本

原理主要是基于荧光共振能量转移技术(fluorescence
resonance energy transfer，FRET)．
这种钙离子探针已经可以表达在许多细胞及亚

细胞结构中，与 aequorin相比 GFP发出的荧光强
度更大，更易于检测，在钙离子检测中已经有许多

应用[15-16]．但是，这种探针对 pH较为敏感，pH的
变化影响其荧光效果及对钙离子的亲和力，从而影

响检测效果，而且该探针在许多细胞内不能正常表

达，因为该蛋白质多肽链在 37℃下折叠效果不好[9].
以上 3种检测方法各有不同的优点和限制，这

3种方法是现今检测钙离子最常用的方法[14]，也是

检测细胞内信号的有效途径．除了上述通过检测钙

离子来检测细胞内信号的方法，另外有文献报道其

他检测细胞内信号的方法．有一种利用胞内信号蛋

白调控表达荧光蛋白的方法可用于细胞内特定信号

的检测，当外源物与细胞表面特异受体分子发生结

合后，会造成细胞内特殊信号蛋白的表达上调．在

该蛋白质启动子后连接一段荧光蛋白基因，当外源

物与细胞表面特异受体分子发生结合后，通过信号

通路可使荧光蛋白表达，从而使细胞发出荧光．基

于这个原理可以设计出特异性细胞传感器，并通过
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细胞发光与否来判断是否存在所要验证的外源物[17].

2 基于荧光检测的细胞传感器

2援1 B细胞传感器
Rider等[18]开发了一种快速检测病原体的 B细

胞传感器技术，并命名为 CANARY(cellular analysis
and notification of antigen risks and yields)，该技术
利用基因工程改造的 B细胞，其与特异性细菌或
病毒结合后能在数分钟内发出可检测的荧光．已经

证实该技术具有较快的检测速度、较高的敏感性和

特异性．该技术在临床诊断、生物战剂检测、食品

和水的质量监测等领域具有巨大的应用前景．

B细胞传感器技术首先筛选出的可以对特定抗
原产生特定抗体的 B淋巴细胞株，然后对其进行
基因工程改造[19]，基因工程改造后的 B淋巴细胞可
以在胞浆内高效表达水母发光蛋白(aequorin)，且
在细胞膜表面高效表达膜结合型 IgM(mIgM)．
细菌或病毒表面具有多个相同的抗原表位，可

以同时与多个相同的受体结合．当特定的细菌或病

毒与 B细胞表面多个特异的抗体分子(mIgM)结合
时，可使 B细胞表面 mIgM发生交联，从而将信
号传入胞内，使细胞发生一系列生理生化变化，包

括胞浆内钙离子水平的升高、蛋白激酶 C( protein
kinases C，PKC)、磷脂酶 C-酌(phospholipase C-酌，
PLC-酌) 的 活 化 ， 以 及 第 二 信 使 甘 油 二 酯
(diacylglycerol， DAG) 和 三 磷 酸 肌 醇 (inositol
trisphosphate，IP3)的产生等[20]．胞浆内钙离子浓度

的升高，导致钙离子敏感的水母发光蛋白发出可检

测的荧光．通过检测荧光的强度来定性或定量地检

测样本中的细菌或病毒．

由于 B细胞表面表达有丰富的表面抗体作为
识别元件，同时细胞内部信号的传导具有天然的放

大作用，使得该细胞传感技术对细菌或病毒的检测

具有很高的敏感性．同时，抗原抗体的结合具有较

高的特异性，决定了该技术对病原体的检测具有较

高的特异性．Rider等对鼠疫耶氏菌(Y. pestis)的检
测，浓度在 50 个菌落形成单位 (colony-forming
units，CFU)时仍具有较好的检测效果，可在 3 min
内检测到菌体的存在．对鼠疫耶氏菌的检出率，在

20 CFU时为 62%，在 200 CFU时达 99%，而其假
阳性率只有 0.4%(图 1)．对样品中大肠埃希菌
O157∶H7(E援 coli strain O157∶H7)的有效检测浓度
低达每克样品 500 CFU，样品准备时间连同检测时
间不足 5 min(图 2)．B细胞表面抗体对抗原的识别

所需时间很短，细胞内信号传导并导致 Ca2+释放，

引发水母荧光蛋白发光只需要数秒钟的时间，所以

该技术的检测时间大大缩短，一般可在 5 min内完
成样品的准备和检测．而现有的免疫检测方法通常

需要至少 15 min的时间[18]．

一个 B淋巴细胞表面只表达针对某一特定抗
原的抗体分子，要使抗体能够发生耦联要求抗原表

面必须要有两个或更多个相同的抗原表位．所以这

项技术通常可以有效地检测病毒或具有细胞结构的

微生物，对毒素的检测能力有限，因为毒素分子表

面一般不具备两个或更多个相同的抗原表位．

Petrovick等[21]对这种 B细胞传感器做了改进，使其

Fig. 1 Sensitivity of the B鄄cell line specific for Y. pestis[19]

图 1 特异 B细胞检测鼠疫耶氏菌的敏感性试验[19]

n表示每个浓度下的试验次数.
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Fig. 2 Detection of pathogens in samples[18]

图 2 样品中病原体的检测[18]

特异 B细胞对 O157∶H7可以检测浓度低达 500 CFU/g的样品. :

1 000 CFU/g lettuce; : 500 CFU/g lettuce; : 0 CFU/g lettuce.
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可以检测毒素，而且可以检测核酸，并改进了样品

处理技术，可以用于直接检测新鲜血液样品中的抗

原．另外，一个 B淋巴细胞只能表达针对一种抗
原的表面抗体，对不同病原体的检测必须分别构建

不同的细胞系．这样增加了检测的准备时间和操作

的复杂程度．

2援2 肥大细胞传感器

Curtis等研究表明，肥大细胞传感器在很多病
原微生物检测和其他抗原检测方面具有可行性和广

泛的潜在用途．Curtis等[22]选用嗜碱性粒细胞白血

病(rat basophilic leukemia，RBL)大鼠的肥大细胞作
为细胞传感器的信号产生元件，用 Fluo-4荧光指
示剂作为钙离子指示剂标记 RBL肥大细胞．然后
将 CD14 分子和 IgE 抗体的 Fc 端结合，构建
CD14-Fc嵌合蛋白．CD14分子是许多细菌细胞壁
成分脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)的受体，所以
CD14-Fc 嵌合蛋白可以将大肠埃希菌等细胞壁成
分含有脂多糖的细菌结合到肥大细胞表面的 Fc受
体上．

肥大细胞表面的 Fc受体主要是 Fc着R玉, Fc着R玉
与单体的 IgE抗体结合的亲和力非常高，大约是
1010 L·mol-1．单个抗原与这种 IgE结合后并不能激
活肥大细胞，只有当结合多价抗原使 IgE发生交联
时才能激活肥大细胞．这种信号激活肥大细胞并使

肥大细胞脱颗粒，释放细胞因子和炎性介质，释放

钙离子以及在胞质中产生活性氧(氧自由基)[23]，整

个过程在数分钟内就能发生．当大肠杆菌通过嵌合

蛋白和 2～3个 Fc受体形成交联复合物时，使肥大
细胞激活，胞内释放的钙离子和细胞内的钙离子指

示剂(Fluo-4荧光指示剂)结合，在一定波长的激发
下发出荧光，从而达到检测的目的．

肥大细胞表面表达丰富的 Fc受体，信号传导
系统具有较强的放大作用，以及 Fluo-4 指示剂较
强的荧光发射强度[24]决定了这种肥大细胞传感器具

有较高的敏感性．嵌合蛋白对相关成分的特异性识

别决定了此传感器的特异性．理论上也可直接使用

特异性 IgE代替嵌合蛋白识别特定抗原，同样具有
较高的特异性．和 B细胞传感器相似，其对相关
物质的检测也能在几分钟内完成．但是，在检测

的准备阶段用 Fluo-4 指示剂标记肥大细胞需要
20～30 min的时间[25]，故检测总耗时长于 B细胞传
感器．

肥大细胞传感器克服了 B细胞传感器一种细
胞系只能检测一种抗原的缺点．对多种抗原的检测

可以用同一细胞系和多种不同的嵌合蛋白或 IgE抗
体配合使用，无需构建不同的细胞系，从而节省了

准备细胞系的时间又降低了细胞系制备的难度．

肥大细胞传感器也需要多价抗原使 Fc受体发
生交联才能传导信号，由于 Fc受体对不同的 IgE
抗体具有同样的结合力，理论上可以使肥大细胞表

面结合不同的 IgE抗体，抗原分子上两个不同的抗
原表位和对应的 IgE抗体结合也能导致肥大细胞表
面受体的交联，从而克服了 B细胞传感器要求抗
原表面必须要有两个或更多个相同的抗原表位的缺

点，所以肥大细胞传感器理论上具有检测毒素分子

的能力，因此具有更大的应用潜力．

3 展 望

基于荧光检测的细胞传感器是一种新型细胞传

感器，利用生物或化学发光原理，通过检测荧光来

检测细胞的活动．现在主要用于已知微生物或其他

已知抗原的检测，具有特异性较高、检测方便、灵

敏度高、检测耗时短的优点，但也存在着一定的

不足．

以抗体为基础的检测方法都存在抗体与抗原交

叉反应的问题，针对每种抗原制备特异性强且交叉

反应少的单克隆抗体是未来应着重研究的领域．细

胞的存储和活性保持也是值得深入研究的方面，怎

样让细胞在常温条件下维持活性并能长时间保存是

现今细胞传感器应用面临的巨大挑战．B淋巴细胞
和肥大细胞是这类传感器目前所采用的主要细胞，

关于其他细胞的文献报道较少，未来可以扩大细胞

的采用范围，筛选特性更优越的细胞用于传感器的

构建．

由于这类细胞传感器利用已知的抗体识别检测

抗原，故只能检测已知的抗原．然而，近年来新发

传染病的爆发威胁着人类的健康和生命，对未知生

物威胁的检测越来越受到人们的重视，对未知生物

威胁的及早发现有利于采取有效的应对措施[26]．开

发能检测未知生物威胁的传感技术是未来的发展方

向之一．免疫细胞的细胞表面有着丰富的模式识别

受体(pattern-recognition receptors, PRR) [27]，能非特

异性识别结合抗原，理论上可用于检测未知的生物

威胁．Banerjee 等 [28]开发了一种新型的细胞传感

器，可以确定未知物质是否有细胞毒性．这项技术

利用 B淋巴细胞作为敏感元件，通过检测 B淋巴
细胞释放的碱性磷酸酶的含量来确定待检测物是否

有细胞毒性．这种细胞传感器虽然尚未得到广泛应
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用，但其设计思路值得借鉴．

光信号是一种比较容易检测的信号，现在应用

的信号转换技术主要是利用各种钙离子探针将钙离

子浓度的变化转变成荧光信号．由于检测信号的单

一不能完全表征细胞的生理生化变化，细胞内信号

传导途径多种多样，其中有许多蛋白质和生物小分

子的参与，随着技术的发展可以开发新型的信号转

换技术，能同时检测细胞内的多种信号，以扩大这

类细胞传感器的应用范围．许多纳米材料，如碳

纳米管 (carbon nanotubes)、金纳米壳球体 (gold
nanoshells)和量子点(quantum dots)，它们具有独特
的电学和光学特性可以被用来检测细胞内的生物分

子浓度[29]．

为适应未来高通量检测的需求，开发高通量的

细胞检测技术也是未来的发展方向之一[30]．将细胞

传感器技术和生物芯片技术结合开发细胞芯片传感

器，阵列化的免疫细胞群将细胞传感器高灵敏度的

优点和生物芯片高通量检测的优点结合起来，具有

广阔的发展前景．
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Novel Cell鄄based Biosensors Based on Measurement of Fluorescence
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Abstract The diagnosis of infectious diseases, the monitoring of environment and detection of potential
bioterrorism agents greatly require a pathogen identification method with better combined speed, accuracy and
sensitivity. Here, a kind of novel cell-based biosensors based on measurement of fluorescence is introduced, which
could detect pathogens and other antigens by measuring fluorescent signals within minutes. It is based on the
specifically bind character of antigens and antibodies and the theory of bioluminescence or chemiluminescence.
The cell could emit light via calcium chemically fluorescent indicators such as Fluo-4, or calcium fluorescent
proteins such as aequorin, green fluorescent protein. B cell-based biosensors and mast cell-based biosensors have
been applied in some fields. This kind of biosensors has advantages in combined sensitivity, accuracy and speed,
while it also has disadvantages such as cross reactivity and problems with cellular storage and maintenance. This is
a promising kind of biosensors applied in the diagnosis of infectious diseases, the monitoring of environment and
detection of potential bioterrorism agents.
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