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·基础研究·
结核分枝杆菌分泌蛋白 Ag85B、Hsp16.3和 ESAT6在血清学检测中

的初步应用 *
张彩勤 张 海 赵 勇 毛峰峰 赵善民 杨 巍 白 冰 师长宏△

（第四军医大学实验动物中心 陕西西安 710032）

摘要 目的：探讨结核分枝杆菌分泌蛋白 Hsp16.3、Ag85B以及融合蛋白 ESAT6-CFP10、Ag85B-Hsp16.3和 Ag85B-ESAT6用于
TB病人血清学检测的意义。方法：将已构建的含 5种目的基因的表达载体（pProEXHTb-Hsp16.3、pProEXHTa-Ag85B、pProEXHTb-
ESAT6-CFP10、pProEXHTa-Ag85B-Hsp16.3、pProEXHTa-Ag85B-ESAT6），分别转入宿主菌 E.coli DH5α中，诱导表达后分别获得
Hsp16.3、Ag85B、ESAT6-CFP10、Ag85B-Hsp16.3和 Ag85B-ESAT6五种蛋白，采用 Ni2+亲和层析柱进行纯化，并用透析方法进行
目的蛋白的复性。将经过复性的 5种蛋白分别作为抗原，采用间接 ELISA方法检测待测的血清样本，经 OPD显色，测定各孔
OD490值并判定结果。结果：五种蛋白被成功纯化并复性，通过 ELISA方法共检测了 22例 TB病人血清、10例非结核病人血清
和 6 例正常对照血清，Hsp16.3、Ag85B、ESAT6-CFP10、Ag85B-Hsp16.3 和 Ag85B-ESAT6 这 5 种抗原的灵敏度分别为 36.4 %、
90.9 %、77.3 %、95.5 %、100 %，特异性分别为 100 %、75 %、100 %、93.8 %、93.8 %。统计分析显示，ESAT6-CFP10 和 Ag85B、
Ag85B-Hsp16.3、Ag85B-ESAT6这三种蛋白 ELISA 检测的结果无差异，而与 Hsp16.3 和痰涂片检测结果有显著差异。结论：
Ag85B-Hsp16.3和 Ag85B-ESAT6可作为结核分枝杆菌 ELISA检测的初选抗原。
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ABSTRACT Objective: To investigate the significance of Hsp16.3, Ag85B, ESAT6-CFP10, Ag85B-Hsp16.3 and Ag85B-ESAT6 of

Mycobacterium tuberculosis (MTB) in the serological detection. Methods: The five recombinant plasmids (pProEXHTb-Hsp16.3,
pProEXHTa-Ag85B, pProEXHTb-ESAT6-CFP10, pProEXHTa-Ag85B-Hsp16.3 and pProEXHTa-Ag85B-ESAT6) were transfered into
E.coli DH5α, respectively. The five proteins were induced by IPTG and purified by Ni-NTA purification system under denaturing condi-
tion. Following by renaturation of dialysis, the five proteins were used as antigen to detect sera of 22 TB patients, 10 non-TB patients and
6 controls by indirect ELISA. OPD was chromogenic agent, and OD490 were detected. Results: The sensitivities of Hsp16.3, Ag85B,
ESAT6-CFP10, Ag85B-Hsp16.3 and Ag85B-ESAT6 to 22 TB patients were 36.4 %, 90.9 %, 77.3 %, 95.5 %, 100%, respectively, while
the specificity to 16 non-TB patients were 100 %,75 %,100 %,93.8 %,93.8 %, respectively. There was no difference for the ELISA detec-
tion result between ESAT6-CFP10 and Ag85B, Ag85B-Hsp16.3, Ag85B-ESAT6, while there was difference between ESAT6-CFP10
with Hsp16.3 and sputum-smear. Conclusion: Ag85B-Hsp16.3 and Ag85B-ESAT6 could be used as the original selective antigens in de-
tecting MTB by ELISA.
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前言

结核病是目前威胁人类健康的重大传染病之一[1-2]，其临床
检测的主要方法是痰液涂片镜检，结合胸部 X射线检查综合
判断。该方法灵敏度不高，阳性检出率很低，有必要建立敏感、

特异性的检测方法。本实验室尝试选择结核分枝杆菌（MTB）特
异性分泌抗原，采用血清学的方法，建立研究结核分枝杆菌
ELISA检测方法。Ag85B是 MTB在生长早期分泌的蛋白之
一，与 MTB的细胞壁合成有关，且具有多个 T细胞表位能诱
导机体产生保护性细胞免疫[3]。ESAT6和 CFP10基因仅存在于
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少数致病性分枝杆菌中，且同是分枝杆菌早期分泌的低分子量
蛋白，能诱导机体产生强烈的 T细胞免疫应答，并释放出高水
平的 IFN-γ[4]。热休克蛋白 16.3（Hsp16.3）是MTB在休眠期表
达量增加最多的蛋白，且在MTB稳定生长的过程中起关键作
用 [5]。因此本研究选用 Hsp16.3、Ag85B 以及融合蛋白
ESAT6-CFP10、Ag85B-Hsp16.3和 Ag85B-ESAT6作为抗原，进
行临床血清学初步研究，以期为进一步研究开发结核分枝杆菌
的 ELISA检测方法奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 菌株和质粒 大肠杆菌 E.coli DH5α，五种表达质粒
pProEXHTb-Hsp16.3 [6]、pProEXHTa-Ag85B [3]、pProEX-
HTb-ESAT6-CFP10 [4]、pProEXHTa-Ag85B-ESAT6 [7]和 pProEX-
HTa-Ag85B-Hsp16.3[8]均由本室构建。
1.1.2 试剂 IPTG购自 Sigma公司；含有 Ni2+螯合剂的 Ni-NTA
His纯化试剂盒购自 Invintrogen公司；Bradford蛋白浓度测定
试剂盒购自碧云天生物技术研究所；其余的试剂均为国产分析
纯。
1.1.3 分组 实验共分 3组，结核病组：于 2009年 12月在甘肃
省武威市的某区、县医院采集到的 22例病人血清，均经过临床
痰检、胸部 X射线、PPD等检验，并确诊为结核病患者，已在当
地医院接受一定时间的规范抗结核病治疗。非结核疾病组：10
例患有感冒、糖尿病等其他疾病的病人血清，结核病诊断为阴
性。正常对照组：6例由第四军医大学西京医院血站馈赠健康
献血者的血清。
1.2 方法
1.2.1 五种目的蛋白的诱导表达 分别将包含 pProEX-
HTb-Hsp16.3、pProEXHTa-Ag85B、pProEXHTb-ESAT6-CFP10、
pProEXHTa-Ag85B- Hsp16.3 和 pProEXHTa-Ag85B-ESAT6 重
组质粒的 5种菌株，接种于含氨苄青霉素的 LB培养基中，37
℃过夜震荡培养，转接入 100 ml含有氨苄青霉素的 LB液体培
养基中，培养至 OD600 值达到 0.6～1.0，加入终浓度为 1
mmol/L的诱导剂 IPTG，诱导培养 4 h后收集菌体沉淀。取 100
μl的菌样，加入等量的 2×上样缓冲液，沸水煮 10 min，离心
后取 10μl上清，进行 12 %聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）
分析，观察目的蛋白的诱导表达状况。
1.2.2 五种目的蛋白的纯化 由于 pProEXHTb-Hsp16.3、
pProEXHTa-Ag85B、pProEXHTb-ESAT6-CFP10、pProEXHTa-Ag
85B-Hsp16.3、pProEXHTa-Ag85B-ESAT6这 5种目的蛋白的表
达载体都带有 6×His的标签，采用含 Ni2+螯合剂的 Ni-NTA
His纯化试剂盒进行纯化。将收集到的每种菌体沉淀用含有 8
M尿素的 Binding buffer重悬，超声裂解，按照产品说明书进行
纯化操作。最后将纯化到的目的蛋白进行透析，透析液是分别
含有 6 M、4 M、2 M、1 M尿素的 PBS溶液，每步透析至少 4 h。
将复性的 5种目的蛋白 -20℃冻存备用。
1.2.3 蛋白浓度的测定 根据 Bradford蛋白浓度测定试剂盒的
说明书进行操作，绘制标准曲线，并计算出每种待测蛋白质的
浓度。
1.2.4 五种抗原板的包被和封闭 根据测得的 5种蛋白的浓度，

用配制好的 pH9.6的 0.05 M碳酸盐（Na2CO3、NaHCO3）包被缓
冲液，分别将各蛋白按相同终浓度为 10μg/ml包被 96孔酶标
抗原板，4℃过夜。用洗涤液 PBST洗涤 3～5次。用含 0.5 %
BSA的 PBS液 37℃封闭 2 h。同上洗涤后，-20℃保存备用。
1.2.5 血清的间接 ELISA检测 摸索病人血清的稀释比例，最
后确定用稀释液（0.1 %BSA的 PBS）将每组血清依次分别按 1:
320的最佳比例稀释，将共 38份稀释好的血清依次分别对应
加入 5种包被的抗原板中，每个样本设 3个复孔同时设置稀释
液空白对照孔。37℃孵育 1 h，用 PBST洗涤三次，用稀释液将
HRP标记的山羊抗人 IgG 1:5000稀释，37℃孵育 1 h，再次用
PBST洗涤三次，加入邻苯二胺和 H2O2底物显色液，37℃显色
10～20 min，用 2 M的 H2SO4终止反应，测定 490 nm吸光度。
取 3孔平均值作为每个样本的终结果。

2 结果

2.1 五种目的蛋白的表达和纯化
ESAT6-CFP10、Hsp16.3、Ag85B、Ag85B-Hsp16.3 和Ag85B-

ESAT6这五种目的蛋白的分子量分别约为 27 kDa、16.3 kDa、
32 kDa、48 kDa和 45 kDa。用 IPTG诱导重组宿主菌，分别表达
了相应大小的目的蛋白，并通过 Ni-NTA His纯化试剂盒分别
得到了纯度 90 %以上的 5种目的蛋白，如图 1、2所示。
2.2 蛋白浓度的测定

利用 Bradford蛋白浓度测定试剂盒测得的五种蛋白抗原，
ESAT6-CFP10、Hsp16.3、Ag85B、Ag85B-Hsp16.3 和 Ag85B-
ESAT6的浓度分别为 0.44 mg/ml、1.13 mg/ml、0.58 mg/ml、0.44
mg/ml、0.49 mg/ml。
2.3 间接 ELISA法检测的结果分析

图 1四种目的蛋白的诱导表达和纯化电泳图：M：蛋白分子量；1：未诱
导的 DH5α；2：pProEXHTb-Hsp16.3的表达产物；

3：pProEXHTb-Hsp16.3的纯化产物；4：pProEXHTa-Ag85B的表达产
物；5：pProEXHTa-Ag85B的纯化产物；6：pProEXHTa -Ag85B- Hsp16.3

的表达产物；7：pProEXHTa -Ag85B- Hsp16.3的纯化产物；
8：pProEXHTa -Ag85B- ESAT6的表达产物；9：pProEXHTa -Ag85B-

ESAT6的纯化产物
Fig.1 SDS-PAGE analysis of expressed and purified products：M: Protein

marker; 1: DH5α without induction; 2: expression product of
pProEXHTb-Hsp16.3; 3: purified product of pProEXHTb-Hsp16.3;
4: expression product of pProEXHTa-Ag85B; 5: purified product of
pProEXHTa-Ag85B; 6: expression product of pProEXHTa -Ag85B-
Hsp16.3; 7: purified product of pProEXHTa -Ag85B- Hsp16.3;

8: expression product of pProEXHTa -Ag85B- ESAT6;
9: purified product of pProEXHTa -Ag85B- ESAT6
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Note: "+" is positive cases; "-" is negative cases.

Note: "＋" is positive cases.

2.3.1 ELISA检测的结果 根据 ELISA检测判定标准，最终判

定各组样本中结核病阳性的结果见表 1。用稀释至同样浓度的
ESAT6-CFP10、Ag85B、Ag85B-Hsp16.3、 Ag85B-ESAT6 和
Hsp16.3五种抗原检测 22例结核病组的灵敏度分别为 77.3 %、
90.9 %、95.5 %、100 %和 36.4 %。另外，这 5种抗原检测 16例
未患结核病组的特异性分别为 100 %(16/16)、75 %(12/16)、93.8
%(15/16)、93.8 %(15/16)和 100 %(16/16)。
2.3.2 统计学分析 根据统计学方法，采用配对四格表资料的 x2

检验，检验 5种目的抗原对 22位临床确诊 TB患者的检测结
果（见表 2）有无差别。P<0.05为有差异，并有统计学意义。

通过间接 ELISA方法，比较以上 5种蛋白的检测结果得
出：ESAT6-CFP10和 Ag85B比较，差异无统计学意义（x2＝
0.571，0.25<P<0.5）；ESAT6-CFP10 和 Ag85B-Hsp16.3 比较，差
异无统计学意义 （x2＝2.25，0.1<P<0.25）；ESAT6-CFP10 和
Ag85B-ESAT6比较，差异并无统计学意义（x2＝3.2，0.05<P<0.
1）；ESAT6-CFP10和 Hsp16.3比较，差异有统计学意义（x2＝
7.111，0.005<P<0.01）。另外，ESAT6-CFP10和临床常用检测结
核病的主要方法 --痰涂片镜检结果相比较（见表 2），差异有统
计学意义（x2＝5.79，0.01<P<0.025）。

3 讨论

图 2 ESAT6-CFP10蛋白的诱导表达和纯化电泳图：M：蛋白分子量；
1：未诱导的 DH5α；2：pProEXHTb-ESAT6-CFP10的表达产物；3、4：

pProEXHTb-ESAT6-CFP10的纯化产物
Fig.2 SDS-PAGE analysis of expressed and purified ESAT6-CFP10：M:

Protein marker; 1: DH5α without induction; 2: expression product of

pProEXHTb-ESAT6-CFP10; 3、4: purified product of

pProEXHTb-ESAT6-CFP10

表 1 五种抗原分别对各组血清进行 ELISA检测的结果
Table 1 The ELISA result of all groups with five antigens

groups total

antigens

ESAT6-CFP10

(＋)

Ag85B

(＋)

Ag85B-Hsp16.3

(＋)

Ag85B-ESAT6

(＋)

Hsp16.3

(＋)

TB patients 22 17(77.3 %) 20(90.9 %) 21(95.5 %) 22(100 %) 8(36.4 %)

non-TB patients 10 10 0 3 0 0

controls 6 0 1 1 1 0

ESAT6-C

FP10

Ag85B Ag85B-Hsp16.3 Ag85B-ESAT6 Hsp16.3 Sputum-smear
total

+ - + - + - + - + -

Positive 15 2 17 0 17 0 8 9 5 12 17

Negative 5 0 4 1 5 0 0 5 2 3 5

total 20 2 21 1 22 0 8 14 7 15 22

表 2 结核病组用抗原 ESAT6-CFP10与 Ag85B、Ag85B-Hsp16.3、Ag85B-ESAT6、Hsp16.3通过 ELISA检测以及痰涂片镜检结果的比较
Table 2 Comparison of 22 TB patients detected by ESAT6-CFP10 with Ag85B, Ag85B-Hsp16.3, Ag85B-ESAT6, Hsp16.3 and sputum-smear

痰液镜检是临床 TB诊断的金标准，但检出效率低，必须
结合 X射线检查，以及结核菌素试验（PPD）等多种检测方法进
行综合诊断。采用 PCR扩增技术和结核菌特异性探针，酶显色
联合检测结核分枝杆菌需要高精密仪器[9]，技术要求高，一般的
实验室和临床科室的条件很难达到。而 ELISA方法简便易行、
快速、又不需要特殊精密的仪器，是目前较为成熟的血清学诊
断方法，其临床应用价值较高。为了建立MTB临床检测 ELISA

方法，本研究选用 Hsp16.3、Ag85B、ESAT6这三个结核分枝杆
菌分泌蛋白，以及它们之间的融合蛋白，用于 MTB 感染的
ELISA检测，以期筛选出敏感和特异的血清学检测抗原。为了
建立 ELISA检测方法，首先需要纯度和特异性较高的抗原，以
减少其非特异性结合，所以本研究前期摸索纯化条件，采用变
性条件下的纯化方法得到了纯度较高的 5种目的蛋白，并采用
透析复性的方法逐渐去除变性剂 -尿素，使目的蛋白恢复天然

403· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.3 FEB.2011

结构。
近年来，有关结核分枝杆菌的研究，都集中在了MTB相关

蛋白抗原的 DNA疫苗等的研究上[3-4]，而在 MTB的临床检测
应用方面，目前只见王雪琼等[10]进行了结核分枝杆菌 17种抗
原在 ELISA检测应用中的研究，其中 Ag85B和 CFP10-ESAT6
的灵敏度分别为 72.9%和 66.7%，特异性分别为 72.9%和
81.8%。和本研究的结果虽然有些差别，但是相关数据的趋势一
致，推测主要是由于检测的样本量有一定差别。在本研究中，
ESAT6-CFP10、Ag85B、Ag85B-Hsp16.3、 Ag85B-ESAT6 和
Hsp16.3五种抗原检测 22例结核病组的灵敏度分别为 77.3 %、
90.9 %、95.5 %、100 %和 36.4 %；这 5种抗原检测 16例未患结
核病组的特异性分别为 100 %、75 %、93.8 %、93.8 %和 100 %。
灵敏度是反映检出能力的指标，而特异性是反映鉴别非患者能
力的指标，这两个指标越大越有临床检测意义。本实验结果显
示，Ag85B-Hsp16.3 和 Ag85B-ESAT6 的灵敏度（95.5 %、100
%）和特异性（93.8 %、93.8 %）均较好，可作为 ELISA检测MTB
感染的初选抗原。Ag85B的特异性（75 %）较低，可能是由于，
Ag85B 不是致病性结核分枝杆菌特有的分泌性蛋白，而在
BCG中也有其分泌。所以，在接种过 BCG疫苗的人群中，通过
ELISA方法也可检测到 Ag85B。而 Hsp16.3的灵敏度（36.4 %）
较低，推测可能是因为 Hsp16.3作为MTB休眠菌特异性蛋白[5]，
在活动期表达量较低，所以，Hsp16.3作为抗原进行 ELISA检
测，可能对MTB休眠菌比较敏感。

本研究选择的 22例 TB病人为临床确诊的结核病患者，
正在接受规范的抗结核病治疗，病人处于MTB感染的活动期，
所以本实验结果中 Hsp16.3抗原的灵敏度明显低于其他抗原。
ESAT6和 CFP10基因仅存在于致病性结核分枝杆菌中，在疫
苗株 BCG 和其他非致病性的分枝杆菌中不存在 [4]，所以，
ESAT6-CFP10的灵敏度（77.3 %）相对较低，而特异性（100 %）
则较高。因此可以将 ESAT6-CFP10作为 MTB感染的特异性
诊断试剂。采用痰液镜检的方法显示，22例 TB病人MTB阳性
检出率即灵敏度仅为 31.8 %（7/22），和本研究中采用
ESAT6-CFP10、Ag85B、Ag85B-Hsp16.3 和 Ag85B-ESAT6 的
ELISA 检测结果有显著差异。综上所述，Ag85B-Hsp16.3 和
Ag85B-ESAT6均可作为 ELISA检测结核病的初选抗原。而前
者由于同时具有 Ag85B和 Hsp16.3结合位点，既可以检测出
MTB活动期病人，也可以检测出 MTB休眠期病人，有可能会
进一步提高MTB感染检测的灵敏度和特异性。
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