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ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ＰＣＲ ａｎｄ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｐＭＤ１９ Ｔ － Ｖｅｃｔｏｒ． Ａｆｔｅｒ ＢａｍＨ Ⅰ ａｎｄ ＥｃｏＲⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，
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ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＰＢ７０ －ＥＳＡＴ － ６ ａｓ ｂｏｖｉｎｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ｖａｃｃｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｏｖｉｓ； ｍｐｂ７０ ｇｅｎｅ； ｅｓａｔ－６ ｇｅｎｅ； ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 牛结核病（Ｂｏｖｉｎｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）主要是由牛结

核杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｏｖｉｓ）引起的牛、鹿等多种动

物及人共患的慢性细菌性疫病，是世界动物卫生组

织（Ｏｆｆｉｃｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｄｅｓ Ｅｐｉｚｏｏｔｉｅｓ， ＯＩＥ）规定的

Ｂ 类疫病之一。 人通过与患病动物的密切接触［１］

及饮用未消毒的乳制品［２］而患病。 另外，人结核分

枝杆菌也可传播给牛和其他动物［３－４］，从牛乳［５］ 和

不同动物组织［６－７］ 中可广泛地分离出结核分枝杆

菌。 可见，致病性结核杆菌可在人和动物之间的相

互传播，给结核病的控制带来了相当的困难。 目

前，检测牛结核病唯一的方法是 ＯＩＥ 指定的牛结核

菌素（Ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ，ＰＰＤ）变态反应［８］，
但是该方法存在较高的非特异性反应，由此造成

不必要的经济损失令许多发展中国家难以承担。
而现有 的 临 床 上 唯 一 应 用 的 疫 苗———卡 介 苗

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｆ Ｃａｌｍｅｔｔｅ ａｎｄ Ｇｕｅｒｉｎ，ＢＣＧ）又不能用于

牛的接种。 因此，畜牧业生产中亟需适于牛结核病

诊断和预防的新型抗原和疫苗。
ＭＰＢ７０ 和 ＥＳＡＴ－６ 是结核分枝杆菌分泌到细

胞外的主要蛋白质，ＭＰＢ７０ 是菌体表面蛋白，但
ＢＣＧ 中表达水平低下或不表达［９］，ＥＳＡＴ－６ 是菌体

的毒力因子，由 ＲＤ１ 区基因编码，只存在于致病结

核分枝杆菌中，但不存在于环境分枝杆菌和 ＢＣＧ
中，已被提议作为区分感染和接种动物试验候选抗

原［１０］。 另外，ＭＰＢ７０ 中存在多个 Ｔｈ１ 型细胞抗原

表位［１１］，能诱导免疫动物产生 ＩＦＮ－γ ［１２］，ＥＳＡＴ－６
能够引起显著的体液免疫和细胞免疫［１３］ 及有效的

保护作用［１４］。 可见，ＭＰＢ７０ 和 ＥＳＡＴ－６ 均是结核

病新型诊断抗原和疫苗的靶点。 目前，人们越来越

关注血清学方法与传统的细胞介导免疫技术相结

合，以提高结核感染的检出率，尤其是利用融合蛋

白或多重抗原来提高血清学诊断的敏感性［１５－１８］。
因此，将 ＭＰＢ７０ 和 ＥＳＡＴ－６ 两个特异性抗原基因

通过重叠延伸 （ Ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｂｙ Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ，

ＳＯＥ） ＰＣＲ 技术相融合，并进行原核表达及抗原反

应性分析，为融合蛋白 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 用于牛结

核病的诊断及疫苗研制打下基础。
１　 材料与方法

１．１　 基因、载体及菌株　 ｐＧＥＭ－Ｔ－７０ 和 ｐＧＥＭ－Ｔ－

ｅｓａｔ－６ 由吉林省新兽药研发与创制重点实验室构

建；ｐＥＴ２８ａ （ ＋） 为 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司产品； Ｔ － Ｖｅｃｔｏｒ
ｐＭＤ１９ 购于宝日医生物技术 （北京） 有限公司；
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５ɑ、Ｅ．ｃｏｌｉ ＪＭ１０９、Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）
为吉林省新兽药研发与创制重点实验室留存。
１．２ 　 酶与主要试剂 　 ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ、Ｔ４ ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ、ＬＡ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、Ｐｙｒｏｂｅｓｔ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒｓ 及 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒均为 ＴａＫａＲａ
公司产品；卡那霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋａｎ）、氨苄青霉素

（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，Ａｍｐ）均 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司产品；异丙基硫

代半乳糖苷（ Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β－Ｄ－Ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）
为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ 公司产品；Ｎｉ－ＮＴＡ Ａｇａｒｏｓｅ 为 ＱＩＡＧＥＮ
公司产品；牛血清白蛋白 （ Ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，
ＢＳＡ）为 Ｒｏｃｈｅ 公司产品；牛结核阳性血清采自结

核病变牛；ＨＲＰ 标记羊抗牛 ＩｇＧ 为北京百奥莱博科

技有限公司产品。
１．３　 引物的设计与合成　 依据 ｍｐｂ７０、ｅｓａｔ－６ 的碱

基序列，利用生物软件设计 ＰＣＲ 引物，序列见表 １，
由吉林省库美生物科技有限公司合成。 引物 Ｐ１－７０、
Ｐ２－ｅｓａｔ－６中分别加入 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ酶切位点。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｐｒｉｍｅｒ
名称 序列

Ｐ１－７０ ５＇ ＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＣＧＡＴＣＴＧＧＴＧＧＧＣ ３＇

Ｐ２－７０
５＇ ＡＣＴＡＣＣＴＣＣＡＣＣＧＣＣＧＣＴＡＣＣＧＣＣＴＣＣＧＣＣＧＣ⁃
ＴＴＣＣＡＣＣＧＣＣＡＣＣＣＧＣＣＧＧＡＧＧＣＡＴＴＡＧ ３＇

Ｐ１－ｅｓａｔ－６
５ ＇ ＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＡＡＧＣＧＧＣＧＧＡＧＧＣＧＧＴＡＧＣ⁃
ＧＧＣＧＧＴＧＧＡＧＧＴＡＧＴＡＴＧＡＣＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧ ３＇

Ｐ２－ｅｓａｔ－６ ５＇ ＧＣＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＧＣＧＡＡＣＡＴＣＣＣＡＧＴ ３＇
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１．４　 融合基因的扩增 　 首先利用 ｐＧＥＭ－Ｔ－７０、
ｐＧＥＭ－Ｔ－ｅｓａｔ－６ 为模板，以 Ｐ１－７０和 Ｐ２－７０、Ｐ１－ｅｓａｔ－６

和 Ｐ２－ｅｓａｔ－６ 为引物，应用 Ｐｙｒｏｂｅｓｔ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
分别对 ｍｐｂ７０ 与 ｅｓａｔ－６ 基因进行 ＰＣＲ 扩增。 再以

ｍｐｂ７０ 和 ｅｓａｔ－６ 的扩增产物为模板，以 Ｐ１－７０－ 和

Ｐ２－ｅｓａｔ－６为引物，通过 ＬＡ Ｔａｑ ＤＮＡ 对ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 进

行扩增。 扩增产物利用凝胶回收纯化试剂盒纯化。
１．５　 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 的克隆和序列分析　 将 ｍｐｂ７０－

ｅｓａｔ－６ 和 Ｔ－Ｖｅｃｔｏｒ ｐＭＤ１９ 用 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ 连接，构建

重组质粒 ｐＭＤ－７０－ｅｓａｔ － ６，转化至感受态 Ｅ． ｃｏｌｉ
ＪＭ１０９ 中， 振 荡 培 养 １ ｈ， 于 固 体 ＬＢ 培 养 基

（１００ ｍｇ ／ Ｌ Ａｍｐ）中培养。 转化菌于液体 ＬＢ 培养

基中培养过夜。 提取质粒，进行 ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ
双酶切，重组质粒由吉林省库美生物科技有限公司

予以测序。
１．６　 重组表达载体的构建与鉴定 　 以 ＢａｍＨⅠ、
ＥｃｏＲⅠ酶切 ｐＭＤ－７０－ｅｓａｔ－６ 和 ｐＥＴ２８ａ（ ＋），回收

产物通过 Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ 连接，构建 ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６。
转化至 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）中，于 ＬＢ（５０ｍｇ ／ Ｌ Ｋａｎ）
固体培养基中培养过夜。 转化菌经液体 ＬＢ 培养

后，提取质粒并酶切分析。
１．７　 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 的诱导表达及鉴定　 将重组菌

接种于含 Ｋａｎ 的液体 ＬＢ 培养基中，３７ ℃ 振荡培养

至 ＯＤ６００ｎｍ≥０．６５，用 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导，而后每

小时留存少量菌液，共诱导 ７ ｈ。 将留存的菌液

ＯＤ６００ｎｍ调至 ０．６５，吸菌液 １．０ ｍＬ，离心后，于菌体中

加双蒸水 ８０ μＬ。 加上样缓冲液，煮沸处理后，进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ。
１．８　 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 表达形式分析　 将表达菌株

接种于 ２００ ｍＬ 液体 ＬＢ 中培养，经 ＩＰＴＧ 诱导 ４ ｈ
后，离心收集菌体。 超声破碎后，离心分离上清与

沉淀，对上清和沉淀进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ。
１．９　 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 的反应性分析　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 的反应性。 诱导后的

表达菌 → 超声破碎 → 裂解液上清 → Ｎｉ － ＮＴＡ
Ａｇａｒｏｓｅ柱纯化→ＳＤＳ－ＰＡＧＥ→转膜→ＢＳＡ 封闭后，
再依次进行如下反应：牛结核阳性血清→ＨＲＰ 标记

羊抗牛 ＩｇＧ→联苯胺反应。
２　 结　 果

２．１　 融合基因扩增产物　 ｍｐｂ７０、ｅｓａｔ－６ 及 ｍｐｂ７０－

ｅｓａｔ－６ 扩增结果如图 １ 所示。 图中可见 ｍｐｂ７０、
ｅｓａｔ－６和 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ ＤＮＡ 片段分别是 ５４５ ｂｐ、
３４１ ｂｐ、８４１ ｂｐ，与预期大小相一致。

１－３： 分别为 ｍｐｂ７０、ｅｓａｔ－６ 和 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 基因的 ＰＣＲ 产物； Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
１－３： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｍｐｂ７０， ｅｓｔａ－６ ａｎｄ ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ ｇｅｎｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ／ ＤＬ２０００

图 １　 ｍｐｂ７０， ｅｓａｔ－６ 和 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｐｂ７０，ｅｓａｔ－６ ａｎｄ ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ ｇｅｎｅｓ

２．２　 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 的克隆与鉴定　 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６
与载体 ｐＭＤ１９ 连接，获得了 ｐＭＤ－７０－ｅｓａｔ－６， 经

ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶切后，电泳结果见图 ２。 图中

可见约 ２６９０ ｂｐ 的 ｐＭＤ１９ 和 ８４１ ｂｐ 的 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６。
序列测定后分析显示，ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 融合基因的

大小为 ８４１ ｂｐ，与预期大小一致，而且没有碱基的
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插入、缺失及替换现象，成功地得到了牛结核杆菌

ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 融合基因。

２．３　 原核表达质粒的构建与鉴定　 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６

和载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）连接，构建了 ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６，

经 ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ酶切，获得了约 ５３００ ｂｐ 的

ｐＥＴ２８ａ（＋）和 ８４１ ｂｐ 的 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６（图 ３）。

２．４ 　 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 分析 　 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３） 中的

ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ 经 ＩＰＴＧ 诱导各时间的表达结果如

图 ４ 所示。 图中可见 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 得到了表达，

ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 的相对分子量约为 ２７．２ ｋｕ，诱导

后表达量明显增加，４ ｈ 后达到最高，在超声裂解液

的上清和沉淀中均存在，说明 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 以

可溶性和包涵体两种形式获得了表达，这种可溶性

表达有利于后续的纯化。 而 ｐＥＴ２８ａ （ ＋） Ｅ． ｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ＤＥ３）中则没有见到该蛋白的表达。

２．５　 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 的反应性分析　 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６

融合 基 因 表 达 的 ＭＰＢ７０ － ＥＳＡＴ － ６ 融 合 蛋 白

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析结果见图 ５，图中 ２７ ｋｕ 处存

在一条明显的蛋白印迹带，表明表达的 ＭＰＢ７０ －

ＥＳＡＴ－６ 能够与牛结核阳性血清发生反应，且有着

良好的反应性。

１－２： ｐＭＤ－７０－ｅｓａｔ－６ 的酶切产物； Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００
１－２： Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＭＤ－７０－ｅｓａｔ－６ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ； Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００

图 ２　 重组质粒 ｐＭＤ－７０－ｅｓａｔ－６ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍａｐ ｏｆ ｐＭＤ－７０－ｅｓａｔ－６

Ｍ１： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １： ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６；
２： ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ 的酶切产物； Ｍ２： λ ＤＮＡ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｉｎｄ Ⅲ

Ｍ１： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １： ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６；
２： Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ；

Ｍ２： λ ＤＮＡ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｉｎｄ Ⅲ

图 ３　 原核表达质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍａｐ ｏｆ ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６

１： ｐＥＴ－２８ａ（＋）在 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中诱导 ７ ｈ；２－９： 分别是 ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ 在 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中诱导 ０～７ ｈ； Ｍ： 蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；
１０： ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ 在 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中诱导后裂解的沉淀；１１： ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ 在 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中诱导后裂解的上清

１： ｐＥＴ－２８ａ（＋） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ７ ｈ， ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ；
２－９： ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ０～７ ｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１０： Ｃｌｅａｖａｇｅ ｌｉｑｕｉｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ｏｆ ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ ｉｎ Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ；
１１： Ｃｌｅａｖａｇｅ ｌｉｑｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｐＥＴ－７０－ｅｓａｔ－６ ｉｎ Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ

图 ４　 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 在 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中的表达

Ｆｉｇ ４　 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎ Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１
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１－３： ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６； Ｍ： 蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ

１－３： ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６； Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ

图 ５　 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｆｉｇ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｔｈｅ ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨　 论

迄今为止，动物结核病一直在采取检疫－隔离－

淘汰的防制策略，但始终未能从根本上得以控制。
究其原因，一方面是存在结核动物的漏检情况，另
一方面尚无实用的疫苗。 因此，新型、安全、高效结

核病疫苗和敏感、特异检测抗原的研制，以及简便、
快速、易行诊断方法的建立则一直倍受注目。

在结核病免疫学诊断研究中，有报道指出，牛
结核杆菌 ＭＰＢ７０、ＭＰＢ８３、ＭＰＢ６３、ＥＳＡＴ－６ 和 ＣＦＰ１０
等可能是结核病血清学诊断最为有用的抗原［１９］。
ＭＰＢ７０、ＭＰＢ８３、ＥＳＡＴ－６、ＣＦＰ１０ 四种抗原在多重

ＥＬＩＳＡ 分析中的敏感性为 ７４．２％，特异性为 ９４．９％［１５］，
ＭＰＢ７０ 检 测 的 阳 性 血 清 抗 体 效 价 有 ５０％ 达

１ ∶ ６４０００［１６］。 ＭＰＢ８３ ／ ＭＰＢ７０ 融合蛋白对自然感

染的结核牛血清检测的敏感性为 ６３％，特异性为

９８％［１７］。 ｐ２２（主要是ＭＰＢ７０ 和ＭＰＢ８３ 的复合物）
ＥＬＩＳＡ 对赤鹿检测的敏感性和特异性分别为

９９．０２％和 ７０．１％［１８］。
研究发现，与 ＥＳＡＴ－６ 相比，ＰＥ ／ ＰＰＥ 肽－ＥＳＡＴ－６

融合蛋白的免疫应答增强，攻毒后，能诱导 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞分泌 ＩＬ－２＋ ／ ＩＦＮ－γ＋，且脾脏中的菌落形成单

位低于 ＥＳＡＴ－６［２０］。 ＥＳＡＴ－６ 与 ＩｇＧ１ Ｆｃγ 的融合

能够靶向 ＡＰＣ 的 ＦｃγＲ，从而增强免疫原性［２１］。 可

见，融合蛋白或多重抗原在结核病的诊断和疫苗的

研究中有着良好的应用前景。
本研究利用 ４５ 个核苷酸 Ｌｉｎｋｅｒ 将牛结核杆菌

ｍｐｂ７０ 和 ｅｓａｔ－６ 两个保护性抗原基因融合，通过

（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ） ３ 的柔性肽将 ＭＰＢ７０ 和 ＥＳＡＴ－６ 连接并

隔离，以防两个蛋白在空间结构折叠时产生干扰。
本研究成功地获得了 ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 融合基因，序
列分析表明碱基序列准确无误。 由此构建了

ｍｐｂ７０－ｅｓａｔ－６ 的原核表达重组质粒，并在 Ｅ．ｃｏｌｉ 中
表达了 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６，且具有良好的抗原反应

性，为进一步研究 ＭＰＢ７０－ＥＳＡＴ－６ 作为牛结核病

的诊断抗原和亚单位疫苗奠定了基础。
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