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　　【摘要】　目的　研究重组 ＥＳＴＡ６（ ｒＥＳＴＡ６）、ＣＦＰ１０（ ｒＣＦＰ１０）、ＣＦＰ１０唱ＥＳＴＡ６（ ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＴＡ６）三种结核
分枝杆菌重组抗原在结核病血清学诊断中的应用价值。 方法　检测 ２３０ 例肺结核、７０ 例非结核疾病及 ２００
例健康血清标本中抗结核抗体，应用 ＳＰＳＳ １８畅０ 对检测结果进行方差分析。 结果　方差分析表明，ｒＣＦＰ１０、
ｒＥＳＡＴ６、ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６ 三种抗原对肺结核、非结核疾病及健康人血清标本的检测结果有统计学意义（P ＜
０畅０５），三种抗原检测肺结核病患者血清标本的敏感性分别为 ３１畅３％、２５畅２％、３４畅８％，特异性分别为 ９４畅８％、
９７畅８％、９５畅６％。 ｒＣＦＰ１０和 ｒＥＳＡＴ６联合检测敏感性及特异性分别为 ４０畅０％和 ９３畅０％；ｒＣＦＰ１０ 和 ｒＥＳＡＴ６ 联
合检测的 ９２例阳性标本中，有 ２３例 ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６检测呈阴性；ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６ 检测的 ８０ 例阳性标本中，有
２６例 ｒＣＦＰ１０ 和 ｒＥＳＡＴ６联合检测呈阴性。 结论　ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＴＡ６ 的结构与 ｒＣＦＰ１０ 和 ｒＥＳＴＡ６ 的单体的结构
可能不完全相同，ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＴＡ６抗原不能完全代替 ｒＥＳＴＡ６、ｒＣＦＰ１０ 两种抗原进行结核病的血清学实验室
诊断。
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　　结核病是常见的呼吸道传染病之一，全球约有 ２０
亿人感染了结核分枝杆菌，其中有 ２０００ 万人为结核病

患者。 结核病血清学检测是目前临床上常用的辅助诊
断方法［１］ ，其相关抗原的研究是目前研究的热点之
一

［２唱４］ 。 研究证明编码早期分泌抗原靶 ６（ｅａｒｌｙ ｓｅｃｒｅ唱
ｔａｒｙ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｔａｒｇｅｔ ６，ＥＳＴＡ６）和培养滤液蛋白 １０（ｃｕｌ唱
ｔｕｒｅ ｆｉｌｔｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ１０，ＣＦＰ１０）两种蛋白的编码基因位于
致病性分枝杆菌的 ＲＤ１ 区，而 ＢＣＧ 及其他非致病性分
枝杆菌此分区缺失。 因此，该两种抗原在结核病免疫
学诊断中可能具有比较重要的意义。 本文用基因工程
方法获得 ｒＥＳＴＡ６、ｒＣＦＰ１０、ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＴＡ６ 三种特异性
蛋白并进行结核病临床诊断研究，为结核病血清学诊

·２８３· 中华临床医师杂志（电子版）２０１２ 年 １ 月第 ６ 卷第 ２ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｊａｎｕａｒｙ １５，２０１２，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．２



断研究奠定实验基础。

材料与方法

１畅菌种和血清来源：ｒＥＳＴＡ６、ｒＣＦＰ１０、ｒＣＦＰ１０唱ＥＳ唱
ＴＡ６大肠杆菌基因工程菌均由本课题组构建。 ２３０ 例
结核病患者血清来自全军结核病研究所经影像学或细

菌学确诊肺结核的住院患者在抗结核治疗前的血清。
其中，男 １２０ 例，女 １１０ 例，年龄 １９ ～５５ 岁，平均年龄
（３３ ±５）岁；７０ 例非结核病患者血清来自解放军第 ３０９
医院呼吸科肺炎、支气管炎等非结核病的住院患者刚
入院时的血清标本。 其中，男 ３７ 例，女 ３３ 例，年龄 ２５
～６２岁，平均年龄（３７ ±５）岁；２００ 例正常人血清来自
入伍新战士的体检血清，均为男性，年龄 １８ ～２１ 岁，平
均年龄（１９ ±１）岁。

２畅重组蛋白的诱导表达及纯化：将 ｒＥＳＴＡ６、
ｒＣＦＰ１０、ｒ ＣＦＰ１０唱ＥＳＴＡ６大肠杆菌工程菌接种于含卡那
霉素 ５０ μｇ／ｍｌ 的 ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃培养至
６００ ｎｍ处光密度为 ０畅８ 左右时，诱导表达 ４ ｈ 收集菌
体，按枟分子克隆实验指南枠 ［５］介绍的方法提取包涵体，
用 Ｎｏｖａｇｅｎ公司生产的 Ｈｉｓ．Ｂｉｎｄ 蛋白纯化试剂盒进行
蛋白纯化。 通过 Ｌｏｗｒｙ 法［６］测定蛋白含量，除菌过滤
后置－２０ ℃贮存备用。

３畅应用 ＥＬＩＳＡ方法检测血清中抗结核抗体：分别
将三种重组结核分枝杆菌蛋白（１０ μｇ／ｍｌ）包被于 ９６
孔酶标板上，４ ℃过夜；用含 １％牛血清白蛋白的磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ），３７ ℃封闭 １ ｈ；用含 ０畅０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０
的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳＴ）洗液洗涤 ３ 次；加入 １∶１００ 倍
稀释的待检血清，３７ ℃温育 １ ｈ；用 ＰＢＳＴ 洗液洗涤 ３
次；加入 １∶１０ ０００ 倍稀释的辣根过氧化物酶标记的羊
抗人 ＩｇＧ，３７ ℃温育 １ ｈ；再用 ＰＢＳＴ 洗液洗涤 ３ 次；加
入邻苯二胺和 Ｈ２Ｏ２ 底物显色 ３０ ｍｉｎ，以 ２ ｍｏｌ／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４９２ ｎｍ的 ＯＤ值，取两孔平均值作为终结果。

４畅统计学分析：应用 ＳＰＳＳ １８畅０ 统计软件处理数
据。 计量资料以均数 ±标准差（珋x ±s）表示，组间比较
采用单因素方差分析，两两比较采用 t 检验，P ＜０畅０５
为差异有统计学意义。 并计算敏感性和特异性。

５畅阳性界值确定：分别以三种抗原检测健康对照
组血清标本的均值加 ２倍标准差为结核病诊断的阳性
界值。

结　　果

１畅ｒＥＳＴＡ６、ｒＣＦＰ１０、ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＴＡ６蛋白的纯化：纯
化后的重组蛋白 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ分析显示只见一条回收的
蛋白带，未见其他杂带，经光密度扫描分析表明其纯度
约为 ９５％左右，见图 １。

２畅血清中抗结核抗体的检测：结核组三种抗体水
平显著高于健康对照组，差异均有统计学意义（P ＜
０畅０５），非结核对照组三种抗体水平与健康对照组差异
无统计学意义（P ＞０畅０５），见表 １。 ｒＣＦＰ１０、 ｒＥＳＡＴ６、
ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６ 融合蛋白检测结核的敏感性分别为
３１畅３％（７２／２３０ ）、 ２５畅２％ （５８／２３０ ） 和 ３４畅８％ （８０／
２３０），特异性分别为 ９４畅８％（２５６／２７０ ）、９７畅８ （２６４／
２７０）％和 ９５畅６％（２５８／２７０）；将 ｒＣＦＰ１０ 和 ｒＥＳＡＴ６ 联
合用于标本检测敏感性及特异性分别为 ４０畅０％（９２／
２３０）和 ９３畅０％（２５１／２７０）。 ｒＣＦＰ１０ 和 ｒＥＳＡＴ６ 联合检
测的 ９２ 例阳性标本中，有 ２３ 例 ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６ 检测呈
阴性；ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６检测的 ８０ 例阳性标本中，有 ２６ 例
ｒＣＦＰ１０和 ｒＥＳＡＴ６联合检测呈阴性。

讨　　论

编码 ＣＦＰ１０和 ＥＳＡＴ６ 的基因都位于 ＲＤ１，仅存在
致病性分枝杆菌，它们由一个启动子和操纵子调控，同
时进行转录表达。 由于 ＣＦＰ１０ 和 ＥＳＴＡ６ 都是小分子
分泌蛋白，可被疾病早期的人和动物免疫系统识别，刺
激机体产生较强的体液免疫，ｒＣＦＰ１０、ｒＥＳＡＴ６、ｒＣＦＰ１０唱
ＥＳＡＴ６三种抗原的血清学诊断价值已有评价［７唱９］ ，但将
三者的应用价值进行比较尚未见报道，本文将 ｒＣＦＰ１０、
ｒＥＳＡＴ６、ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６三种抗原用于检测血清中抗结
核抗体以探索它们在血清学诊断中的价值。

研究表明将三种抗原用于抗体检测特异性都在

９４％以上，敏感性在 ３０％左右，值得注意的是抗融合蛋
白阳性标本并不是抗两个单体蛋白阳性标本的叠加，
ｒＣＦＰ１０、ｒＥＳＡＴ６阳性标本中的一部分对 ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６

表 1　各组血清抗结核抗体检测结果（珋x±s）

组别 例数
抗结核抗体（ＯＤ４９２）

ＣＦＰ１０ $ＥＳＡＴ６ 鼢ＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６ 融合
健康对照组 ２００ D０ 破破畅０４４８ ±０  畅０３５１ ０ 敂敂畅０３２９ ±０ 种畅０４０６ ０ 悙悙畅０４８７ ±０ 乙畅０４３５

结核组 ２３０ D０ 破破畅１４６２ ±０  畅２４２１ ａ ０ 敂敂畅１０２４ ±０ 种畅１５３１ ａ ０ 悙悙畅１７６３ ±０ 乙畅２９１０ ａ

非结核疾病对照组 ７０ 0０ 破破畅０５０４ ±０  畅０４１２ ｂ ０ 敂敂畅０３５３ ±０ 种畅０２４２ ｂ ０ 悙悙畅０６３４ ±０ 乙畅０６８２ ｂ

　　注：与健康对照组比较，ａP ＜０畅０５，ｂP ＞０畅０５；ＣＦＰ１０ 阳性界值为 ０畅１１５０，ＥＳＡＴ６ 阳性界值为 ０畅１１４１，ＣＦ０１０唱ＥＳＡＴ６ 融合阳性界值为 ０畅１３５７
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呈阴性；同样，ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＴＡ６ 阳性标本中的一部分对
ｒＣＦＰ１０、ｒＥＳＡＴ６ 呈阴性，由此可见 ｒＣＦＰ１唱ＥＳＴＡ６ 融合
蛋白的结构与 ｒＣＦＰ１０、ｒＥＳＴＡ６ 的结构不完全相同。 其
原因可能是天然的 ＥＳＡＴ６ 和 ＣＦＰ１０ 以紧密的异二聚
体形式存在［１０］ ，而原核表达系统由于缺少一些与蛋白
修饰相关的酶类，表达产物与天然存在的物质不会完
全相同，但 ＣＦＰ１０ 肽链部分与 ＥＳＡＴ６ 肽链部分之间相
互影响，可能会形成一些接近天然产物的正确结构，也
可能原本正确的结构遭到破坏，其抗原表位可能会与
单体抗原表位有一定的差别，从而导致血清中的抗体
识别 ｒＣＦＰ１０、ｒＥＳＴＡ６ 和 ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６的差别，由此可
见 ｒＣＦＰ１０唱ＥＳＡＴ６ 抗原不能完全替代 ｒＣＦＰ１０、ｒＥＳＴＡ６
两种抗原。
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