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［摘　要］　目的　研究重组ＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白的抗原性，评价其在结核病血清学诊断中的价值，探寻更有效的

结核病诊断试剂。方法　应用基因工程技术表达、纯化ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白，通过酶联免疫吸附试验检测１９２例

健康者和２１０例结核病患者血清与纯化ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６的抗体反应。结果　ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白在大肠埃希菌

细胞内以包涵体形式高效表达，表达量约占菌体总蛋白的２５％，分子量约为２８ｋＤ，具有良好的抗原特异性。在

２１０例结核病患者血清中，１０３例菌阳患者和１０７例菌阴患者抗ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６抗体的阳性率分别为３０．１０％（３１／

１０３）和２８．９７％（３１／１０７），总的灵敏度为２９．５２％（６２／２１０）；在１９２例健康者血清中，９５例ＰＰＤ阴性者和９７例

ＰＰＤ阳性者抗ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６抗体的阳性率分别为２．１１％（２／９５）和６．１９％（６／９７），总的特异性为９５．８３％（１８４／

１９２）。结论　ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白可能成为结核病血清学诊断的组合抗原之一。
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　　结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）是严重危害人类健

康的一种慢性传染性疾病，早期诊断、有效治疗是控

制其疫情的重要手段。目前血清学诊断方法已成为

ＴＢ重要的辅助诊断手段，许多重组结核分枝杆菌
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抗原已被用于快速血清学诊断试验或已被评

价［１－３］，但国内尚未见关于结核分枝杆菌ｒＣＦＰ１０

ＥＳＡＴ６（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｕｌｔｕｒｅｆｉｌｔｅｒｐｒｏｔｅｉｎ１０ｅａｒｌｙ

ｓｅｃｒｅｔｏｒｙａｎｔｉｇｅｎｉｃｔａｒｇｅｔ６）蛋白抗原的血清学诊

断价值的研究报道。本研究应用基因工程技术表

达、纯化结核分枝杆菌ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白，并通

过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）研究１９２例健康者和

２１０例ＴＢ患者血清与纯化ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６的抗体

反应，评价ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６抗原在ＴＢ免疫反应中

的作用及其在ＴＢ血清学诊断中的价值，寻找更有

效的ＴＢ血清学诊断组合抗原。

１　材料与方法

１．１　菌种与血清来源　ｐＥＴ２４ｂＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６大

肠埃希菌工程菌由本课题组构建。２１０例ＴＢ患者

血清来自全军结核病研究所已确诊为肺结核病的住

院患者，所有血清均在患者入院时采集；１９２例健康

者血清为２００７年入伍新兵的体检血清。

１．２　ＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６基因的诱导表达　将ｐＥＴ２４ｂ

ＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６大肠埃希菌工程菌接种于含卡那霉素

５０μｇ／ｍＬ的ＬＢ液体培养基中，３７℃培养至Ａ６００＝

０．８左右时，诱导表达４ｈ收集菌体。

１．３　十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉ

ｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ

ｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）　以ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定ｒＣＦＰ１０

ＥＳＡＴ６的表达水平。将菌体悬浮于适量的１×ＳＤＳ

凝胶载样缓冲液中，置沸水浴中５～１０ｍｉｎ，离心后

取上清，加于４．５％浓缩胶和１２％分离胶中进行

ＳＤＳＰＡＧＥ。凝胶经考马斯亮蓝Ｇ２５０染色和甲

醇／冰乙酸脱色，之后观察结果并照相保存。

１．４　菌体破碎和包涵体提取　对诱导后的

ｐＥＴ２４ｂＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６大肠埃希菌工程菌按《分子

克隆实验指南》［４］介绍的方法提取包涵体。取部分

上清液和包涵体沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，以确定

ＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６在大肠埃希菌中的表达形式。

１．５　重组蛋白的回收、纯化及含量测定　采用Ｎｏ

ｖａｇｅｎ公司生产的Ｈｉｓ．Ｂｉｎｄ蛋白纯化试剂盒纯化

ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白，按试剂盒说明书介绍的步骤

进行操作。通过Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白含量，除菌过滤

后置－２０℃储存备用。

１．６　应用ＥＬＩＳＡ法检测血清中抗结核抗体　将结

核分枝杆菌纯化的ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白 （１０μｇ／

ｍＬ）包被于Ｃｏｓｔａｒ９６孔酶标板上，４℃过夜；用

ＰＢＳＴ洗液洗涤３次；加入１∶１００倍稀释的待检血

清，３７℃温育１ｈ；用ＰＢＳＴ洗液洗涤３次；加入１∶

１００００倍稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗人

ＩｇＧ，３７℃温育１ｈ；再用ＰＢＳＴ洗液洗涤３次；加入

邻苯二胺和Ｈ２Ｏ２底物显色３０ｍｉｎ，以２ｍｏｌ／Ｌ硫酸

终止反应。以空白对照调校零点，用酶联免疫检测仪

测定４９２ｎｍ的ＯＤ值，取２孔平均值作为终结果。

１．７　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１０．０软件对数据进

行统计学处理，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用

两独立样本狋检验，犘＜０．０１为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白的纯化　ｐＥＴ２４ｂＣＦＰ１０

ＥＳＡＴ６重组质粒在大肠埃希菌中经异丙基βＤ硫代

半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）

诱导４ｈ后，通过ＳＤＳＰＡＧＥ分析可见特异的蛋白

表达带，分子量约为２８ｋＤ，吸光度扫描分析显示约

占菌体总蛋白的２５％。对诱导菌超声破碎后的上

清液和沉淀部分分别进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，沉淀及

上清都有较明显的特异蛋白表达带，说明表达的

ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白以可溶性和包涵体２种形式

存在。应用Ｈｉｓ．Ｂｉｎｄ蛋白纯化试剂盒在变性条件

下纯化ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白，纯化后的样品经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析，显示只见１条回收的蛋白带（图１），未见

其他杂带，经吸光度扫描分析显示其纯度约为９５％。
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Ｌａｎｅ１：ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ；Ｌａｎｅ

２：ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ；Ｌａｎｅ３：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｌａｎｅ４：Ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｏ

ｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

图１　ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

犉犻犵狌狉犲１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６ｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
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２．２　人血清中抗结核抗体的检测　见表１。以１９２

例健康对照者的吸光度平均值＋２倍标准差为正常

界限值，ＰＰＤ阴性和ＰＰＤ阳性者的特异性分别为

９７．８９％（９３／９５）、９３．８１％（９１／９７），总的特异性为

９５．８３％（１８４／１９２）；菌阳和菌阴 ＴＢ患者阳性率

分别为３０．１０％（３１／１０３）、２８．９７％（３１／１０７），总的

灵敏度为２９．５２％（６２／２１０）。

表１　健康对照者与ＴＢ患者血清标本抗结核抗体检测结果

犜犪犫犾犲１　ＳｅｒｕｍａｎｔｉｂｏｄｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６ｉｎｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＴＢｐａｔｉｅｎｔｓ

　　　　　　　　　Ｇｒｏｕｐｓ Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ Ａ４９２（狓±狊） Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％）

Ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ＰＰＤｎｅｇａｔｉｖｅ ９５ ０．０４２±０．０２７ ２．１１

ＰＰＤｐｏｓｉｔｉｖｅ ９７ ０．０５９±０．０５３ ６．１９

Ｔｏｔａｌ １９２ ０．０５１±０．０４３ ４．１７

ＴＢｇｒｏｕｐ Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｎｅｇａｔｉｖｅ １０７ ０．２２７±０．３８０ ２８．９７

Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅ １０３ ０．１２９±０．１６２ ３０．１０

Ｔｏｔａｌ ２１０ ０．１７８±０．２９３ ２９．５２

　　Ａ４９２：ＰＰＤｎｅｇａｔｉｖｅｖｓＰＰＤｐｏｓｉｔｉｖｅ，狋＝２．８０，犘＜０．０１；Ｈｅａｌｔｈｙｇｒｏｕｐ（ｔｏｔａｌ）ｖｓＴＢｇｒｏｕｐ（ｔｏｔａｌ），狋＝５．９４，犘＜０．０１；犕．狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊

ｎｅｇａｔｉｖｅｖｓ犕．狋狌犫犲狉犮犾狅狊犻狊ｐｏｓｉｔｉｖｅ，狋＝２．４５，犘＞０．０１

３　讨论

结核分枝杆菌ＥＳＡＴ６和ＣＦＰ１０是从结核分

枝杆菌早期培养滤液中分离的低分子量蛋白质。现

有研究［５－７］表明，ＥＳＡＴ６和ＣＦＰ１０编码基因位于

结核分枝杆菌ＲＤ１区，并受同一操纵子控制协同表

达；该区仅存在于结核分枝杆菌复合群和少数致病

性分枝杆菌中（如堪萨斯分枝杆菌、苏尔加分枝杆

菌和海分枝杆菌），所有卡介苗和非致病性分枝杆菌

均缺失，具有良好的抗原特性；可诱发ＰＰＤ皮肤试

验阳性者的外周血单个核细胞出现增殖反应和产生

ＩＦＮγ
［８－９］。因此，在细胞免疫方面，近年以ＥＳＡＴ

６、ＣＦＰ１０为基础的酶联免疫斑点试验在结核感染

诊断中的应用价值已有许多相关研究［１０－１２］。

本研究以ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６融合蛋白作为抗原

检测ＴＢ患者体内抗体，探索该抗原在体液免疫诊

断方面的作用，可与酶联免疫斑点试验进行相互补

充。本研究通过基因工程技术高效表达、纯化重组

的ＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６蛋白抗原，其分子量约为２８ｋＤ。

通过ＥＬＩＳＡ方法检测２１０例ＴＢ患者血清，结果表

明该融合抗原无论在灵敏度还是在抗体水平方面都

能较好地将健康者血清与ＴＢ患者血清区分开来

（犘＜０．０１）；而对ＴＢ菌阳与菌阴患者血清的灵敏

度及血的抗体水平检测结果无明显差异（犘＞

０．０１）；该重组蛋白会与极个别健康者血清抗体存在

交叉反应性，ＰＰＤ皮肤试验阳性者交叉反应率

（６．１９％）高于ＰＰＤ皮肤试验阴性者（２．１１％），ＰＰＤ

皮肤试验阳性者血清抗体水平也高于ＰＰＤ皮肤试

验阴性者（犘＜０．０１）。与健康者血清抗体的交叉反

应可能源于结核菌潜伏感染刺激机体产生低水平的

抗体。

总之，不同ＴＢ患者可能对不同的结核分枝杆菌

抗原产生抗体，ＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６是结核分枝杆菌复合

群特异的细胞外分泌蛋白，可作为ＴＢ血清学诊断的

组合抗原之一。我们将进一步研究ｒＣＦＰ１０ＥＳＡＴ６

抗原与其他抗原联合检测结核抗体的互补性。
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阳性率（χ
２＝１３．３３，犘＝０．００）。在２０２例ＰＰＤ皮肤

试验阴性和１６４例ＰＰＤ皮肤试验阳性者中，分别有

５３例（２６．２４％）和６３例（３８．４１％）ＥＬＩＳＰＯＴ阳性，

两者的一致率为５７．９２％，但两者的检测结果差异

具有统计学意义（犘＜０．００１），这与以往的报道
［９－１０］

相一致，ＰＰＤ试验与ＥＬＩＳＰＯＴ无相关性。

同时研究也发现，在接种过ＢＣＧ者中，ＰＰＤ皮

肤试验阳性率为５８．５３％，ＥＬＩＳＰＯＴ 阳性率为

２９．０３％；在未接种过ＢＣＧ者中，ＰＰＤ皮肤试验阳

性率为２４．８３％，ＥＬＩＳＰＯＴ阳性率为３５．５７％。前

者说明ＥＬＩＳＰＯＴ的特异性比ＰＰＤ皮肤试验高，后

者说明ＥＬＩＳＰＯＴ的敏感性比ＰＰＤ皮肤试验好。

我们对ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ检测均为

阴性的入伍新兵采取了预防策略———接种ＢＣＧ，１０

个月后再次进行ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ检测，

发现ＰＰＤ皮肤试验阳转率为７８．１８％，而ＥＬＩＳＰＯＴ

检测均为阴性。这一结果再次证明了接种ＢＣＧ可

致ＰＰＤ皮肤试验阳性，同时也说明ＥＬＩＳＰＯＴ检测

技术具有较好的特异性。我们对ＰＰＤ平均直径≥

１５ｍｍ或ＥＬＩＳＰＯＴ阳性的新兵将监测１８～２４个

月，以及时发现发展为活动性结核者，尽早给予治

疗。

总之，我们的研究结果表明，ＥＬＩＳＰＯＴ具有较

高的特异性和敏感性，能更真实反映驻京部队入伍

新兵的结核潜伏感染情况。ＥＬＩＳＰＯＴ的普及和推

广，对于部队乃至全国的ＴＢ预防和控制工作具有

重要意义。
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