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　　副结核病是由副结核分枝杆菌引起的一种慢

性消化系统疾病，主要引起反刍动物慢性肠炎以及

生产性能下降。目前该病在全世界范围内流行，尚

无有效的治疗方法，最好的控制方法就是对畜群进

行严格的检疫并及时淘汰阳性牛［１］。对于副结核

病检疫诊断，常用方法为 ＥＬＩＳＡ与皮肤变态反应。

但由于副结核分枝杆菌属于禽结核分枝杆菌属的

一个分支，其与其他禽结核分枝杆菌存在基因与抗

原表位的交叉，如皮肤变态反应用的副结核抗原与

禽结核菌素（ＰＰＤ－Ａ）、牛结核菌素（ＰＰＤ－Ｂ）、环

境分枝杆菌存在共同抗原［２］。因此寻找具有鉴别

诊断作用的副结核分枝杆菌特异性蛋白，并以其为

基础建立ＥＬＩＳＡ方法是诊断副结核病的有效途径。

关于运用副结核分枝杆菌特异性蛋白建立

ＥＬＩＳＡ方法几无报道，不过目前通过比较基因组学

已经鉴定出至少１３个副结核特异性抗原［３］。实验

室前期已原核表达获得了５个特异性蛋白，初步试

验表明 ＭＡＰ０８６２与 ＭＡＰ１３４５具有一定的血清学

鉴别诊断效果。目前关于副结核蛋白的研究较少，

已有 ＭＡＰ０８６２蛋白的抗原性报道，然而对于

ＭＡＰ０８６２与ＭＡＰ１３４５蛋白的结构、功能至今未有

相关报道［４］。为了探索前期发现的具有较好诊断

作用的两种蛋白在协同作用下的鉴别诊断中应用

价值，本研究通过引入一段柔性氨基酸将副结核特

异性蛋白ＭＡＰ１３４５与 ＭＡＰ０８６２进行串联表达，并

对其表达产物进行了抗原性分析，将表达产物纯化

复性后作为 ＥＬＩＳＡ包被抗原，进一步优化了在

ＥＬＩＳＡ反应中的各项参数，为后续系统建立 ＥＬＩＳＡ

方法奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株与载体　副结核分枝杆菌菌株 Ｐ１８

（Ｃ６８６７８），购自中国兽医微生物菌种保藏管理中

心。原核表达载体ｐＥＴ－３２ａ由本实验室保存。

１．１．２　试剂　Ｈｅｒｒｏｌｄ蛋卵黄琼脂培养基购自 ＢＤ

公司；ＤＮＡ聚合酶Ｑ５、限制性内切酶ＥｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ、

Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ购自ＮＥＢ公司；小量质粒提取试剂

盒购自ＯＭＥＧＡ公司；胶回收试剂盒、细菌基因组

ＤＮＡ小量纯化试剂盒、片段回收试剂盒购自Ｔａｋａｒａ

公司；ＨＲＰ标记的兔抗牛酶标抗体购自 ＳＩＧＭＡ

公司。

１．１．３　包涵体蛋白纯化溶液配制　包涵体洗涤液

１：２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ－１００；包涵体洗液２：２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，２ｍｏｌ尿 素；变 性 液：２０ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ，

５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，８ｍｏｌ／Ｌ尿素；复性液：２０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％甘氨

酸，１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽。以上溶

液配制后使用盐酸调ｐＨ值至７．４。

１．１．４　血清　牛副结核病阳性血清、牛结核病阳

性血清、牛布病阳性血清、卡介苗免疫牛血清、健康

阴性牛血清（副结核病、结核病及布病抗体均为阴

性），由本实验室鉴定保存。临床牛血清采集自山

东某牛场。

１．２　方法

１．２．１　菌种复苏与基因组提取　无菌开启一支冻

存的Ｐ１８副结核菌种，用０．５ｍＬ灭菌生理盐水将

菌体重悬后接种于一支Ｈｅｒｒｏｌｄ蛋卵黄琼脂培养基

斜面，置于３７℃温箱内培养２１～３５ｄ，待表面长出

白色颗粒状菌苔，用５ｍＬ灭菌生理盐水将菌体洗

下后，８０℃灭活２ｈ。接着将灭活菌体转移至罗氏

真空磁珠管中，用组织研磨机上（１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｓ）

将菌体充分震荡打散，然后按照Ｔａｋａｒａ细菌基因组

ＤＮＡ小量纯化试剂盒提取革兰氏阳性菌的步骤提

取Ｐ１８全基因组。

１．２．２　引物设计　分别从ＧｅｎＢａｎｋ上调取ＭＡＰ０８６２

与ＭＡＰ１３４５基因序列，使用ＤＮＡＳＴＡＲ软件分析两个

序列中包含抗原位点的疏水性区域，使用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计针对两段基因的特异性引物。

序列见表１。

１．２．３　片段扩增与目的片段回收　以副结核分枝

杆菌Ｐ１８基因组作为模板，使用引物Ｐ１与Ｐ２扩增

ＭＡＰ１３４５基因，使用引物 Ｐ３与 Ｐ４扩增 ＭＡＰ０８６２

基因，反应组分为：２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，上下游

引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各２．５μＬ，基因组２μＬ，加灭菌

ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。反应程序为：９８℃３０ｓ；９８℃
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表１　特异性引物序列
引物名称 　　　　　　　　引物序列 扩增长度

ＭＡＰ１３４５Ｐ１ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＣＧＡＴＴＣＣＧＧＴＴＣＴＴＣＴＡＣ（ＥｃｏＲＩ） ５５５ｂｐ

ＭＡＰ１３４５Ｐ２ ＴＧＡＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＴＡＣＧＴＣＧＧＧＧＴＣＴＴＧＴ

ＭＡＰ０８６２Ｐ３ ＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＴＣＡＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＴＣＡＡＴＧＣＧＣＴＴＣＧＴＡＡＡＣＧ １０３２ｂｐ

ＭＡＰ０８６２Ｐ４ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＧＧＣＴＴＣＣＴＣＧＴＡＡＡ（ＸｈｏＩ）

　下划线部分为酶切位点，加粗部分为引入的柔性氨基酸序列

１０ｓ，５４℃ ２０ｓ，７２℃ ２０ｓ（３０个循环）；７２℃
１０ｍｉｎ延伸ＰＣＲ反应。ＰＣＲ反应结束后使用胶回
收试剂盒对两个产物进行回收。

１．２．４　重叠 ＰＣＲ　使用分光光度计对两个 ＰＣＲ
回收产物测定浓度后按照１∶１等量混合作为 ＰＣＲ
反应模板，使用引物 Ｐ１与 Ｐ４对模板进行扩增，
ＰＣＲ反应程序为：９８℃３０ｓ；９８℃１０ｓ，５４℃２０ｓ，
７２℃４０ｓ（３０个循环）；７２℃ １０ｍｉｎ延伸 ＰＣＲ反
应，获得ＭＡＰ１３４５与ＭＡＰ０８６２的融合基因。
１．２．５　重组质粒构建与诱导表达　使用限制性内
切酶 ＥｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ分别对融合基因 ＭＡＰ１３４５－
０８６２与原核表达载体 ｐＥＴ－３２ａ进行双酶切后回
收目的片段，按照一定比例将两种回收产物混合后

使用Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ进行连接，将连接产物转化进
入ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，挑取单个菌落摇菌
后提取质粒进行双酶切鉴定，将含阳性质粒的重组

菌转接含氨苄抗性的新鲜ＬＢ培养基，以３７℃、１５０
ｒ／ｍｉｎ摇菌４～６ｈ，当ＯＤ４５０ｎｍ为０．６时加入终浓度
为１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，继续摇菌４ｈ后收集菌体。
１．２．６　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定　取诱导后菌液超声破
碎（３０％功率；超声２ｓ；暂停２ｓ；超声１０ｍｉｎ）。分
别取标签蛋白，全菌蛋白，超声后沉淀，超声后上清

进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，验证目的蛋白大小以
及可溶性。

１．２．７　包涵体形式目的蛋白纯化　超声破碎后的
菌体经４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ收集沉淀菌
体，每克菌体使用４０ｍＬ包涵体洗液１重悬后，经
４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２５ｍｉｎ收集沉淀；沉淀用
４０ｍＬ包涵体洗液 ２重悬，搅拌溶解 １ｈ，经 ４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２５ｍｉｎ后弃去上清；沉淀加入
４０ｍＬ含８ｍｏｌ／Ｌ尿素的变性液室温搅拌２ｈ，４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２５ｍｉｎ；吸取上清溶液使用
０．４５μｍ滤器过滤后装于处理后的透析袋内，然后
置４℃依次使用含８、６、４、２、０ｍｏｌ／Ｌ尿素的复性

液进行透析复性。复性蛋白使用 Ｈｉｐｒｅｐ２６／１０
Ｄｅｓａｌｔｉｎｇ脱盐后置换到ＰＢＳ溶液中［５］。

１．２．８　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ与 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定　分别取
诱导重组菌超声后上清、超声后沉淀、纯化后的目

的蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，一块凝胶进行考马斯亮
蓝染色；另一块凝胶进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，将纯化后的
目的蛋白使用伯乐凝胶转印系统转印到 ＰＶＤＦ膜
上，使用牛副结核病阳性血清作为一抗，１∶５０００稀
释的ＨＲＰ标记的兔抗牛酶标抗体作为二抗，进行
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定。
１．２．９　间接ＥＬＩＳＡ条件优化以及方法的建立
１．２．９．１　使用棋盘法确定最佳抗原包被条件以及
最佳血清稀释度　将纯化定量后的重组蛋白
ＭＡＰ０８６２－１３４５用 １×碳酸盐缓冲液按照
２００、１００、５０、２５ｎｇ／ｍＬ四个稀释度进行稀释，将稀
释后的重组蛋白按每孔 １００μＬ加入酶标板后于
４℃包被过夜，使用ＰＢＳＴ缓冲液洗板三次；每孔加
入１００μＬ含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ溶液于３７℃封
闭２ｈ后，使用 ＰＢＳＴ缓冲液洗板三次。将阴阳性
对照血清按照１∶２５、１∶５０、１∶１００、１∶２００四个稀释
度进行稀释后以每孔１００μＬ加入酶标板中，３７℃
作用３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ溶液洗板三次；每孔加入１００μＬ
１∶１００００稀释的 ＨＲＰ标记的兔抗牛酶标抗体，
３７℃作用３０ｍｉｎ，使用 ＰＢＳＴ溶液洗板三次；每孔
加入１００μＬＴＭＢ显色液室温避光显色１５ｍｉｎ，然
后每孔加入 ５０μＬ１ｍｏｌ／ＬＨＣＬ终止反应，测定
ＯＤ４５０ｎｍ值，以阳性血清与阴性血清的最适 ＯＤ４５０ｎｍ
比值（Ｐ／Ｎ）所对应的抗原包被浓度与血清稀释度
作为最佳浓度。

１．２．９．２　最佳封闭条件的确立　在确定最佳抗原
包被浓度与血清稀释度后，分别使用含５％脱脂奶
粉、５％马血清、５％明胶的 ＰＢＳＴ溶液作为封闭液，
进一步优化ＥＬＩＳＡ参数，以背景值最低的封闭液作
为最佳封闭液。
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１．２．９．３最佳酶标抗体浓度的确立　按照优化后的
上述ＥＬＩＳＡ条件，用ＰＢＳＴ将ＨＲＰ标记的兔抗牛酶
标抗体分别进行１∶２５００、１∶５０００、１∶１００００、１∶２００００
稀释后进行 ＥＬＩＳＡ反应，选择 Ｐ／Ｎ值最大时的酶
标抗体稀释度作为最适工作浓度。

１．２．９．４　阴阳性血清临界值的确立　使用优化后
的ＥＬＩＳＡ方法对实验室保存的５８份健康牛血清进
行检测，分别计算ｘ与ｓ，以ｘ＋３ｓ作为阳性临界值，
当结果大于临界值时判定为阳性。

１．２．９．５　特异性试验　按照优化后的 ＥＬＩＳＡ方
法，取实验室保存的牛副结核病阳性血清、牛结核

病阳性血清、牛布病阳性血清、卡介苗免疫牛血清、

健康牛血清进行检测以验证基于不同抗原的

ＥＬＩＳＡ实验的特异性。
１．２．９．６　符合性试验　按照建立的ＥＬＩＳＡ方法对
３００份临床采集的牛血清进行检测，将检测结果与
ＩＤＥＸＸ副结核病抗体 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒检测结果
进行比对，计算二者符合率。

２　结 果

２．１　目的基因扩增与重组质粒双酶切鉴定　经过
ＰＣＲ扩增，成功获得了长度为１０３２ｂｐ的 ＭＡＰ０８６２
基因与５５５ｂｐ的 ＭＡＰ１３４５基因，将两段基因混合
后作为模板，经过重叠 ＰＣＲ，成功获得了长度为
１６１７ｂｐ的目的片段ＭＡＰ１３４５－０８６２（图１）。重组
质粒经ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ双酶切，电泳可见有两条符
合预期大小的条带（图２），质粒送公司测序后将结果
与ＭＡＰ０８６２基因及 ＭＡＰ１３４５基因进行序列比对，
符合率均为１００％，表明成功构建了ＭＡＰ０８６２－１３４５
重组质粒，标注为ｐＥＴ

$

ＭＡＰ０８６２－１３４５。

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：ＭＡＰ０８６２ＰＣＲ产物；

２：ＭＡＰ１３４５ＰＣＲ产物；３：ＭＡＰ１３４５－０８６２融合ＰＣＲ产物

图１　ＭＡＰ０８６２、ＭＡＰ１３４５、ＭＡＰ０８６２－１３４５ＰＣＲ扩增图

Ｍ：ＤＬ５０００Ｍａｒｋｅｒ；１，２：重组质粒ＭＡＰ０８６２－１３４５双酶切鉴定

图２　重组质粒ｐＥＴ－ＭＡＰ０８６２－１３４５双酶切鉴定图

２．２　重组蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ以及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳后可见重组菌表达的目的蛋
白主要以包涵体形式存在，使用尿素梯度透析的方

法对蛋白进行复性，脱盐及纯化。纯化后的目的蛋

白大小与预期相一致，约７８ｋＤ（图３）。纯化的重
组蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后转印到 ＰＶＤＦ膜上，
进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析，结果在预期的７８ｋＤ处出
现杂交条带，表明纯化后的重组蛋白可以和牛副结

核病阳性血清发生特异性免疫学反应，具备良好的

反应原性（图４）。
２．３　ＥＬＩＳＡ方法的建立
２．３．１　优化后的 ＥＬＩＳＡ条件　经过优化后的
ＥＬＩＳＡ反应条件如下：重组蛋白使用碳酸盐缓冲液
稀释至 ２５ｎｇ／ｍＬ，每孔 １００μＬ，４℃包被过夜；
ＰＢＳＴ洗板３次后，加入含５％明胶的 ＰＢＳＴ溶液进
行４℃过夜封闭；ＰＢＳＴ洗板３次，加入使用 ＰＢＳＴ
进行１∶１００稀释的待检血清，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；
ＰＢＳＴ洗板３次后，加入使用ＰＢＳＴ进行１∶１００００稀
释的兔抗牛酶标抗体，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳＴ洗板
３次后，每孔加入１００μＬＴＭＢ显色液，室温避光显
色１０ｍｉｎ，每孔加入５０μＬ１ｍｏｌ／ＬＨＣＬ终止反应，
使用酶标仪读取ＯＤ４５０ｎｍ数值。
２．３．２　临界值确立　取实验室保存的５８份牛副
结核病阴性血清使用该ＥＬＩＳＡ方法测定 ＯＤ４５０ｎｍ数

值，经计算ｘ
－
与ｓ分别为０．３５５与０．０６７，根据公式：

ｘ
－
＋３ｓ为阳性临界值，计算ＥＬＩＳＡ临界值为０．５５６。
即当样品 ＯＤ４５０ｎｍ值大于０．５５６时判定为阳性，小
于０．５５６时判定为阴性。
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Ｍ：蛋白分子量标准；１：重组菌超声后上清；

２：重组菌超声后沉淀；３：纯化后的ＭＡＰ１３４５－０８６２融合蛋白

图３　重组蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｍ：蛋白分子量标准；

１：纯化后的ＭＡＰ１３４５－０８６２融合蛋白

图４　重组蛋白ＭＡＰ０８６２－１３４５的ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析

２．３．３　特异性试验　使用初步建立的基于副结核
特异性蛋白ＭＡＰ０８６２－１３４５的间接 ＥＬＩＳＡ方法对
经鉴定保存的血清进行检测以验证该方法的特异

性，其中副结核病阳性牛血清１８份、布病阳性牛血
清１０份、牛结核病阳性血清１５份、卡介苗免疫牛
血清１０份、牛健康阴性血清５８份进行检测，结果
见表２。

表２　重组蛋白ＥＬＩＳＡ特异性实验结果

实验血清
副结核病

阳性牛血清

布病阳性

牛血清

牛结核病

阳性血清

卡介苗免

疫牛血清

牛阴性

血清

阳性 １６ １ １ ２ ４

阴性 ２ ９ １４ ８ ５４

总计 １８ １０ １５ １０ ５８

２．３．４　符合性试验　使用建立的 ＥＬＩＳＡ方法对
３００份牛血清进行检测，并将结果与 ＩＤＥＸＸ牛副

结核病抗体检测试剂盒检测结果进行比对，分别

计算阳性符合率、阴性符合率以及总符合率，结果

见表３。阳性符合率：１９／２６１００％＝７３．１％；阴性
符合率：２５９／２７４１００％ ＝９４．５％；总符合率：
（１９＋２５９）／３００１００％＝９２．７％。

表３　重组蛋白ＥＬＩＳＡ符合率结果

ＭＡＰ０８６２－１３４５ｉ－ＥＬＩＳＡ
ＩＤＥＸＸ牛副结核检测试剂盒

阳性 阴性 合计

阳性 １９ １５ ３４

阴性 ７ ２５９ ２６６

合计 ２６ ２７４ ３００

３　讨 论

近年来，副结核病带来生产上严重的经济损

失，以及潜在的人类生物安全威胁，引起研究者广

泛关注［６］。鉴于机体感染副结核后存在细胞免疫

与体液免疫分离现象，并且副结核分枝杆菌与牛结

核分枝杆菌以及其他环境分枝杆菌存在共同抗

原［７］，因此本研究中挖掘并验证具有鉴别诊断价值

的串联表达抗原，初步建立适合不同感染阶段的血

清学诊断的ＥＬＩＳＡ方法，具有重要意义。
虽然重组蛋白存在着抗原成分明确、易于质控

与无生物危害的优点［８］。但如何保证两个重组蛋

白的构象与功能是面临的难点，我们通过引入一段

序列为Ｇ４Ｓ的柔性氨基酸将两个蛋白进行连接，从
而确保两个蛋白的正确构象和功能［９］。Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ结果进一步证明经复性后的串联表达重组蛋
白ＭＡＰ０８６２－１３４５能与牛副结核病阳性血清发生
特异性反应。

实验中将复性后所获的具有较高纯度的可溶

性蛋白作为ＥＬＩＳＡ包被抗原，并优化筛选了 ＥＬＩＳＡ
反应参数，初步建立了基于副结核特异性蛋白

ＭＡＰ０８６２－１３４５的间接ＥＬＩＳＡ方法。但通过对５８
份健康牛血清的检测结果发现确定的临界值

（ＯＤ４５０ｎｍ为０．５５６）较高，主要原因可能由于纯化后
的目的蛋白仍存在部分表达宿主菌 ＢＬ２１的蛋白，
另外待检牛血清中可能存在与抗原蛋白含有交叉

表位的大肠杆菌的抗体。比如在临床血清检测中，

我们发现部分布病牛结核病阳性血清、牛结核阳性

血清、卡介苗免疫牛血清被检测为阳性。

另外，ＩＤＥＸＸ副结核病抗体检测试剂盒与本研
究建立的方法检测３００份临床血清样本，阳性符合
率仅为７３．１％，推断主要原因：一是副结核病抗体

·０２·



　２０１６，５０（６）：１６～２１／张 振，等 中国兽药杂志

阳性样本较少导致阳性符合率低，如３００份临床血
清用ＩＤＥＸＸ副结核病抗体检测试剂盒仅检测到２６
份副结核病抗体阳性血清；二是牛感染副结核后的

不同时间段，其ＭＡＰ０８６２蛋白、ＭＡＰ１３４５蛋白的表
达量不同，导致血清中针对该蛋白的特异性抗体含

量不同，而当蛋白表达量较低时应用该方法则可能

无法有效检出抗体。

总之，建立的 ＭＡＰ０８６２－１３４５间接 ＥＬＩＳＡ方
法，仍需要大量背景清楚的，不同感染阶段的人工

感染血清样本进一步验证和完善。鉴于当前没有

一种成熟的商品化副结核病血清学检测方法能够

准确诊断不同感染期的血清样本［１０］，因此针对可

疑牛副结核病的实验室确诊仍需要综合采用多种

不同检测方法。
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