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摘要：【目的】利用原核表达系统对牛分枝杆菌 Mb0950c 蛋白进行表达和纯化，通过小鼠模型评价其免

疫原性，建立血清学间接 ELISA 方法用于牛结核病的临床检测。【方法】构建 pET32a-Mb0950c 原核表

达质粒，并转化至 BL21(DE3)中诱导蛋白的表达，对蛋白进行纯化。使用流式细胞术(flow cytometry，

FCM)、ELISA 等对该蛋白在小鼠中的免疫原性进行分析。建立基于 Mb0950c 的间接 ELISA 方法，评

价该方法的临床检测潜力。【结果】SDS-PAGE 和 Western blotting 结果显示，成功获得了可溶性 Mb0950c

蛋白，且具有良好免疫反应性；FCM 结果显示，Mb0950c 蛋白上调了 T 细胞表面 CD69 分子的表达。

细胞因子和抗体结果表明，该蛋白能够诱导特异性的 IFN-γ 和 IL-4 的分泌，同时能诱导机体分泌特异

性的抗体，且以 IgG1 型为主。建立了 ELISA 检测方法应用于牛结核临床检测，结果显示，该方法与牛

结核外周血 IFN-γ 外释放试验和皮试试验结果的阳性符合率、阴性符合率和总符合率分别为 65.7%、

97.9%和 72.4%。【结论】在原核表达系统中可溶性表达 Mb0950c 蛋白，它在小鼠模型中诱导 Th1 和 Th2

型免疫应答，基于此蛋白建立了牛结核病血清学检测的间接 ELISA 方法。 
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牛结核病是由牛分枝杆菌引起的一种在自然

界广泛分布的慢性消耗性人兽共患病，被世界动

物卫生组织(OIE)列为需通报的动物疫病 [1]。该

病不仅能在动物间高度传播，而且能够传染给人

类[2]，给养殖业和社会公共卫生造成巨大的威胁。

据世界卫生组织报道显示，在 2018 年大约 143000

人感染牛分枝杆菌，其中 12300 人死亡[3]。因此牛

结核病的预防和检测具有重大的经济和社会意义。 
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目前，常采用结核菌素皮试试验作为检疫依据，

通过扑杀结核阳性牛，来控制和消灭牛结核病。但

该方法存在诸多缺陷如假阳性高、主观误差大、无

法连续检测等[4]。牛 γ-干扰素试验作为一种牛结核

病诊断的辅助手段应运而生。该方法既能保证灵敏

度，又能极大地提高检测的特异性[5]。研究显示当

使用牛 γ-干扰素试验检疫时，该方法的敏感性为

81.8%–100%，特异性为 94%–100%[6]。结核菌素皮

试试验与牛 γ-干扰素试验的结合，大大提高了检测

效率。牛分枝杆菌感染后，机体首先产生细胞免疫，

体液免疫反应相对滞后，抗体水平与病程发展成正

相关。而上述的两种方法都是基于细胞免疫，仍存

在漏检的情况[7]。因此对牛结核病的血清学诊断仍

需 大 量 的 研 究 。 目 前 可 用 于 检 测 的 抗 原 包 括

CFP-10、ESAT-6、MPB64、MPB70、MPB83、Ag85

等[8]。牛分枝杆菌 Mb0950c 蛋白是一种短链脱氢酶/

还原酶，与结核分枝杆菌 Rv0927c 的氨基酸序列

100%同源。它属于短链脱氢酶/还原酶家族(SDR)，

该家族是依赖 NAD 或 NADP 的氧化还原酶大家族

之一，存在于所有结核分枝杆菌菌株中。已有研究

显示该家族可作为分枝杆菌诊断的分子靶标[9]，然

而关于该蛋白的免疫学特性和作为诊断靶标的潜力

尚未被探究。 

因此本研究成功构建了 Mb0950c 的原核表达

质粒，获得了可溶性表达的 Mb0950c 蛋白，并对

该蛋白的免疫学特性进行了探究，同时建立了基

于 Mb0950c 蛋白的间接 ELISA 抗体检测方法，对

其在牛结核血清学检测中进行了初步应用。 

1  材料和方法 

1.1  菌种、试剂及实验动物 

结核分枝杆菌 H37Rv 基因组 DNA、大肠埃希

氏菌(Escherichia coli，E. coli)DH5α、BL21(DE3)

均由本室保存；pET32a(+)购自 Novagen 公司。限

制性内切酶 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ购自 TaKaRa 公司；

RPMI 1640、胎牛血清、青链霉素双抗购自 GBICO

公司；CD4、CD8 和 CD69 抗体与小鼠 IFN-γ、IL-4

检测试剂盒购自 BD Biosciences 公司；羊抗鼠

IgG-HRP、IgG1-HRP、IgG2a-HRP、ConA 均购自

Sigma 公司。6 周龄雌性 C57BL/6 小鼠(H-2b)，购

自扬州大学比较医学中心。 

1.2  Mb0950c 基因的扩增和重组菌的构建 

查询目标基因序列，使用 Primer Premier 5.0

软件设计 PCR 扩增引物，上游引物为：5ʹ-GCTGA 

TATCGGATCCGAATTCATGATCCTGGATATGTT

CCGTCTT-3ʹ (引入 EcoR I 酶切位点)，下游引物 

为：5ʹ-CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTCACAG 

GTCCGGAATGGGA-3ʹ (引入 Hind III 酶切位点)。

PCR 扩增目的片段，回收后使用一步法连接至

pET32a(+)载体，并热激转化至 DH5α 感受态细

胞中。获得阳性克隆后 PCR、质粒双酶切和测序

鉴定。 

1.3  Mb0950c 融合蛋白的表达与鉴定 

将测序正确的 pET32a-Mb0950c 重组质粒热

转至大肠杆菌感受态 BL21(DE3)中，在含有卡那霉

素的 LB 固体培养基上挑取阳性克隆。将重组菌培

养至 OD600 为 0.4–0.6 时，加入终浓度为 0.5 mmol/L

的 IPTG，30 °C 诱导 5 h。诱导结束后使用预冷的

PBS 洗涤 2 次，随后加入适宜体积的 PBS 进行重

悬。超声破碎后离心，收集上清和沉淀，进行

SDS-PAGE 和 Western blotting 分析。使用 His 标

签纯化试剂盒对蛋白进行纯化，随后对蛋白进行透

析和内毒素的去除，测定蛋白浓度和内毒素含量。

最后将获得的蛋白进行分装，并置于–70 °C 保存。 
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1.4  FCM 检测脾脏 T 细胞表面 CD69 的表达 

取预先制备的 Mb0950c 蛋白与 DDA 佐剂按

体积比 1:1 混合乳化充分后，按 100 μg 蛋白/只，

皮下注射方式免疫 6–8 周龄雌性 C57BL/6 小鼠，

每组 6 只，同时设定阳性对照组及阴性对照组。

阳性对照在第二次免疫时间点时腹腔注射 BCG 

(107 CFU/只)，PBS (100 μL/只)及 DDA (250 μg/只)

免疫阴性对照组，与实验组也一样进行 3 次免疫。

间隔两周免疫 1 次，共免疫 3 次。收集小鼠血清，

同时无菌取脾脏，参照文献[10]方法制备小鼠脾脏单

细胞悬液，细胞计数后，调制至 2×107 个/mL 备用。 

参 照 文 献 [11]方 法 对 小 鼠 脾 脏 细 胞 表 面 的

CD4、CD8 和 CD69 分子进行染色，FACS 检测各

组细胞中 CD4+、CD8+ T 细胞表面分子 CD69 的表

达水平。 

1.5  ELISA 试验检测特异性 IFN-γ 和 IL-4 分泌

水平 

将各组细胞悬液调整至 2×106 个/mL，50 μL/

孔，加至 96 孔细胞板中，再加入 50 μL 用完全培

养基稀释的 Mb0950c (10 μg/mL)进行刺激培养，

同时设立未刺激细胞组和刀豆蛋白(ConA)刺激剂

组，设 2 个重复孔，37 °C、5% CO2 培养箱培养

48 h。4 °C、1000 r/min 离心 5 min，收集细胞培养

上清，使用 ELISA 检测试剂盒对上清中的 IFN-γ、

IL-4 进行检测。 

1.6  ELISA 检测免疫小鼠血清中特异性抗体效价 

将 Mb0950c 蛋白稀释至 2 μg/mL，100 μL/孔

过夜包被，同时设立非相关蛋白包被孔。取采集

的小鼠血清从 1:8000 等比稀释至 1:1024000，每孔

加入 100 μL，37 °C 孵育 2 h。PBST 洗涤 6 遍，

分别加入工作浓度的羊抗鼠 IgG-HRP、IgG1-HRP、

IgG2a-HRP 二抗，100 μL/孔，37 °C 孵育 2 h。使

用 PBST 洗涤 5 遍后，TMB 显色，2 mol/L H2SO4

终止显色，测量 OD450 值。 

1.7  间接 ELISA 方法的建立及评价 

将 Mb0950c 蛋白稀释至 0.25、0.50、1.00、

2.00、4.00、8.00 μg/mL，100 μL/孔加入 ELISA 板

中，4 °C 包被过夜，用 PBST 清洗 3 次后，每孔加

入 300 μL 5%脱脂奶的 PBS 于 37 °C 封闭 2 h。同前

洗涤后，取牛结核阳性血清从 1:25 等比稀释至

1:100，每孔加入 100 μL，37 °C 孵育 2 h。用 PBST

清洗 6 次后加入工作浓度的羊抗牛 IgG，37 °C 反应

45 min。同前洗涤 6 次，100 μL/孔加 TMB 进行显

色，用 2 mol/L H2SO4 终止，测量 OD450 值以确定

Mb0950c 的最佳包被浓度和适当的血清稀释度。 

使用建立的牛结核抗体 ELISA 检测法与商品

化 BOVIGAMTM 试剂盒，共同检测一批临床样品。 

1.8 统计学分析 

统计分析采用 Prism V6.01 软件，Student’s t

检验进行差异分析。 

2  结果和分析 

2.1  重组质粒的构建及其蛋白的表达与纯化 

成 功 扩 增 Mb0950c 目 的 基 因 ， 并 构 建 了

pET-32a-Mb0950c 载体(图 1-A)，经双酶切和测序

鉴定正确。将重组载体热转至 BL21(DE3)中，并

进行诱导表达，成功获得可溶性表达的 Mb0950c，

随 后 对 蛋 白 进 行 纯 化 ， 对 纯 化 后 的 蛋 白 进 行

SDS-PAGE 和 Western blotting (His 标签单抗检测)

分析，结果如图 1 所示，成功对该蛋白进行了纯

化(图 1-B)。随后又对该蛋白的免疫原性进行鉴定，

结果显示融合蛋白与兔抗 H37Rv 多抗血清发生特

异性反应，表明其具备良好免疫反应性(图 1-C)。 
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图 1.  Mb0950c 蛋白的表达与鉴定 

Figure 1. Analysis of recombinant plasmid and 
Mb0950c protein. A: Analysis of Mb0950c gene PCR 
product and recombinant plasmid pET32a-Mb0950c. 
M1, M2: DL2000 DNA marker; lane 1: PCR product 
of Mb0950c gene; lane 2: pET32a-Mb0950c digested 
by restriction enzyme. B: SDS-PAGE and Western 
blotting analysis of Mb0950c protein. M3, M4: Protein 
molecular weight marker; lane 3, 4: Affinity purification 
of Mb0950c protein. C: Western blotting analysis of the 
reactivity of Mb0950c with sera from healthy rabbits 
(lane 5) or rabbits immunized with M. tuberculosis (lane 
6). M5, M6: Protein molecular weight marker; lane 5, 6: 
Purified product of Mb0950c protein. 
 

2.2  T 细胞表面分子 CD69 的表达变化分析 

通过流式细胞术对各组小鼠脾脏的 CD4+、

CD8+ T 细胞表面分子 CD69 的表达水平进行检测，

结果显示，Mb0950c 蛋白+DDA 佐剂免疫组相比

较于仅 DDA 佐剂免疫组小鼠脾脏 CD4+ T 细胞和

CD8+ T 细胞表面 CD69 分子的表达水平均显著升

高，显示 T 细胞被活化(图 2)。 

 
图 2.  蛋白免疫后小鼠脾脏 CD4+和 CD8+ T 细胞表面

CD69 的表达 
Figure 2.  Expression of CD69 on the surface of spleen 
CD4+ and CD8+ T cell in mice injected with Mb0950c. 
Single-cell suspension of spleen obtained from mice was 
surface stained with anti-mouse PE-CD4 and anti-mouse 
FITC-CD69 (A) or anti-mouse APC-CD8α and 
anti-mouse FITC-CD69 (B), respectively. Then cells were 
analyzed by flow cytometry and as shown in the figure, 
the abscissa represents the fluorescence intensity of CD4 
or CD8, while the ordinate represents the fluorescence 
intensity of CD69. According to the negative control, 
CD4+ CD69+ and CD8+ CD69+ T cells were gated. (C) 
Frequencies of CD4+ CD69+ and CD8+ CD69+ T cells 
were compared using the Student’s t-test. *: P<0.05; **: 
P<0.01; Mean±SD is represented by error bar. 
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2.3  小鼠血清中特异性 IFN-γ、IL-4 含量测定 

采用夹心 ELISA 的方法测定各刺激组的细胞

培养上清中的 IFN-γ 和 IL-4 含量。结果显示，

Mb0950c 蛋白+DDA 佐剂免疫组与仅 DDA 佐剂免

疫组相比，Mb0950c 蛋白刺激诱导的 IFN-γ 和 IL-4

显著增加(图 3)，此外这两免疫组中，未刺激组均

检测到微量 IFN-γ，ConA 刺激剂组检测到高水平

的 IFN-γ。表明 Mb0950c 蛋白可显著诱导 Th1 和

Th2 型细胞因子产生。 

2.4  小鼠血清中特异性抗体效价 

采用间接 ELISA 检测小鼠血清中 Mb0950c 的

抗体及其亚型，结果显示 Mb0950c 免疫组小鼠血

清中抗体效价为 1:1.024×106，BCG 免疫组小鼠

血清中抗体效价为 1:4×104。同时抗体的亚型测定

结果表明，Mb0950c 主要诱导 IgG1 的抗体产生

(图 4)。 

 

 

 
图 3.  夹心 ELISA 检测脾脏细胞培养上清中 IFN-γ和 IL-4 含量 

Figure 3.  Detection the quantitation of IFN-γ (A) and IL-4 (B) in cultured supernate of spleen cells. Spleen cells 
were obtained from mice injected with Mb0950c and stimulated with ConA and Mb0950c protein. After 48 hours 
later, the supernatant was collected and the quantitation of IFN-γ and IL-4 were measured by sandwich ELISA.     
*: P<0.05; **: P<0.01; ****: P<0.0001; Mean±SD is represented by error bar. 

 
 

 
 

图 4.  小鼠血清抗体效价及亚型的检测 

Figure 4.  Detection of IgG and IgG subtype serum antibody against Mb0950c protein. The IgG, IgG1 and IgG2a 
were used as the detection antibody to measure the antibody titer of Mb0950c in mouse serum. The titer of mouse 
serum IgG (A) and IgG1/IgG2a (B) was calculated. Mean±SD is represented by error bar. 
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2.5  间接 ELISA 方法建立及评价 

确定间接 ELISA 方法的抗原包被浓度为  

2 μg/mL，样品稀释倍数为 25 倍。共检测 96 头阴

性 牛 血 浆 来 确 定 该 方 法 的 判 定 值 ， 临 界 值 为

0.237。随后对 192 头牛的临床血样进行检测，其

中 96 头牛被皮试试验和 IFN-γ 试验均检测为阳

性，另外 96 头牛被皮试试验和 IFN-γ 试验均检测

为阴性。结果显示共检测出 47 份阳性样品的 OD450

值大于 0.237，92 份阴性样品的 OD450 值小于

0.237，计算得出该方法的特异性为 95.8%(92/96)、

敏感性为 49.0%(47/96)。间接 ELISA 检测结果与

皮试试验/BOVIGAMTM IFN-γ 检测试剂盒共同检

测结果相比(表 1)，两者阳性符合率为 65.7%，阴

性符合率为 97.9%，总符合率 72.4%。 

3  讨论 

由于检测方法的诸多缺陷，加上许多野生储

存宿主的存在[12]，牛结核病的控制和根除异常复

杂。美国、英国、加拿大等发达国家依靠其强大

经济实力，通过“检疫-扑杀”策略较好地控制了牛

结核病的传播[13]。然而随着现代科技的迅速发展，

国际交往日益频繁，牛结核病的防控仍面临着巨

大的挑战[14]。 

牛结核病检测的金标准仍是细菌的分离培

养，但耗时长、难分离、检出率低等缺陷无法满

足当前疫情的需要[15]。结核菌素皮试试验是最早

被用来诊断牛结核病的方法，也是目前世界上应

用最广泛的检测牛结核病的标准方法。该方法价

格低廉，操作简便，但 PPD 批次差异、注射剂量、

主观性误差等均会影响检测结果[16]。体外 γ-干扰

素释放试验可以作为 TST 的理想补充试验，有研

究表明当结核菌素皮试试验与体外 γ-干扰素释

放试验相结合时，95.2%的结核阳性牛能够被检

出[17]。结核菌素皮试试验与体外 γ-干扰素释放试

验均是基于细胞介导的免疫反应，能够检测到感

染早期的动物，但仍有高达 20%的假阴性存在[18]。

配合使用牛结核病的血清学检测可以检测出当前

方法漏检的动物，提高检出率。目前已有较多抗

原用于牛结核病的血清学检测，如对 MPB70、

MPT63 和 MPB83 抗体的检测可以高特异性区别

牛分枝杆菌和禽分枝杆菌的感染[19]。牛分枝杆菌

Mb0950c 蛋白是一种分泌蛋白，并与分枝杆菌细

胞壁分枝菌酸的合成相关。已有研究报道显示该

基因在 H37Rv 中同源基因的转座失活，会上调宿

主炎性因子的分泌[20]。此外有研究报道显示，该

基因无法在北京家族中正常表达，因而成为鉴别

北京家族的靶标[21]。而北京家族菌株正是感染牛

的 最 主 要 的 人 结 核 分 枝 杆 菌 [22] ， 因 此 将 基 于

Mb0950c 的间接 ELISA 法作为一种辅助检测手

段，有利于牛结核病和人结核病的防控。 

关于结核分枝杆菌中 Mb0950c 同源基因的表

达已有报道[23]，但仅获得了包涵体表达的蛋白。

在本研究中我们尝试了多种原核表达质粒和蛋白 

 

表 1.  牛血样的检测结果(192 份) 

Table 1.  Results of detection for serum samples 

Results comparison 
Tuberculin skin test/ BOVIGAMTM test kit Positive 

coincidence rate
Negative 
coincidence rate 

Total coincidence 
rate Positive Negative 

Positive 47 4 
65.7% 97.9% 72.4% 

Negative 49 92 
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诱导条件，最终成功获得可溶性的 Mb0950c 蛋白。

同时在诱导后重组菌的缓冲液中加入溶菌酶和蛋

白酶抑制剂再进行超声破碎以获得大量的可溶性

蛋白。随后对该蛋白进行了纯化和透析，并加入

保护剂防止蛋白的析出。使用 H37Rv 的兔多克隆

抗体成功检测到了 Mb0950c，表明表达的蛋白具

有良好的免疫原性。但由于免疫源是灭活的结核

分枝杆菌，成分复杂，且多抗相比较于单抗能够

识别多个抗原表位而具有高敏感性，这些因素导

致当使用兔多抗血清来检测原核表达的 Mb0950c

蛋白时，Western blotting 结果中杂条带多。随后

本研究在小鼠模型中评价了该蛋白的免疫学特

性。考虑到完全弗氏佐剂中含有分枝杆菌成分，

可能对牛分枝杆菌 Mb0950c 蛋白的免疫学特性分

析有影响，因此我们选择了 DDA 作为佐剂。最终

结果显示 Mb0950c 蛋白能够活化 T 细胞并诱导机

体 IFN-γ 和 IL-4 的产生，此外该蛋白能够诱导机

体产生大量的抗体，主要表现为 IgG1 型。Mb0950c

基因在 BCG 中也存在，相应的我们在 BCG 免疫

组也检测到了 Mb0950c 的抗体产生，这为我们后

续基于 Mb0950c 建立牛分枝杆菌间接 ELISA 方法

提供依据。我们使用棋盘法确定了最佳包被浓度

和最佳样品稀释度，建立了间接 ELISA 检测法。该

方法与其他血清学检测方法相似，敏感性较低[24]，

仅能达到 49.0%，但特异性较高，为 95.8%。与皮

试试验/BOVIGAMTM IFN-γ 检测试剂盒共检测结

果相比，两者的总符合率达到 72.4%。较低的敏

感性可能与结核病的细胞免疫与体液免疫的分离

现象有关[25]，且个体差异较大。但血清学检测仍

然是众多检测手段中重要的一部分，将它与常规

的检测手段联用，更利于诊断和控制牛分枝杆菌

的感染[26]。 

本文成功表达了可溶性的 Mb0950c 蛋白，并

对其免疫学特性进行了分析。初步建立了基于该

蛋白的牛结核病间接 ELISA 方法，为进一步的深

入研究奠定了基础。 
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Immunogenicity evaluation of Mycobacterium bovis Mb0950c 
protein and establishment of serological diagnostic method for 
bovine tuberculosis detection 

Aihong Xia1, Xin Li1, Li Feng1, Juanjuan Quan2, Zhihong Yao2, Mengjun Lu1, 
Zhengzhong Xu1, 2*, Xiang Chen1, 2*, Xin’an Jiao1,2 
1 Jiangsu Key Laboratory of Zoonosis/Jiangsu Co-Innovation Center for Prevention and Control of Important Animal Infectious 

Diseases and Zoonoses, Yangzhou University, Yangzhou 225009, Jiangsu Province, China 
2 Key Laboratory of Prevention and Control of Biological Hazard Factors (Animal Origin) for Agrifood Safety and Quality, 

Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yangzhou University, Yangzhou 225009, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] The purpose of this study is to express Mb0950c protein by prokaryotic expression system, 

and to evaluate its immunogenicity by mouse model, further to establish a serological indirect enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) for clinical detection of bovine tuberculosis. [Methods] The prokaryotic expression 

plasmid of pET32a-Mb0950c was constructed and transformed into BL21(DE3) to induce protein expression. The 

immunogenicity of the protein in mice was analyzed by flow cytometry (FCM) and ELISA. And then an indirect 

ELISA method based on Mb0950c was established and used in clinical trial. [Results] SDS-PAGE and Western 

blotting showed that Mb0950c protein was successfully obtained and had good immunogenicity. The analysis of 

FCM showed that Mb0950c protein upregulated the expression of CD69 on the surface of T cells. The results of 

ELISA showed that the protein could induce the secretion of IFN- and IL-4, at the same time, it could induce the 

body to secrete specific antibodies, and it mainly belongs to IgG1. Total 192 serum samples were detected by 

indirect ELISA based on Mb0950c and the results showed that the positive coincidence rate, negative coincidence 

rate and total coincidence rate were 65.7%, 97.9% and 72.4% respectively. [Conclusion] Mb0950c protein is 

expressed in the prokaryotic expression system and it induces Th1-and Th2-type immune response in mouse 

models. Based on this protein, an indirect ELISA method for serological detection of bovine tuberculosis has been 

established. 

Keywords: Mycobacterium bovis, Mb0950c protein, immunological characteristics, serological detection 
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