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摘   要：【背景】牛结核病 (bovine tuberculosis, BTB)是一种由结核分枝杆菌 (Mycobacterium 
tuberculosis)复合体中的牛分枝杆菌(Mycobacterium bovis)引起的慢性传染性疾病，对牛群健康、畜

牧业经济和公共卫生构成了重大威胁。【目的】筛选牛分枝杆菌新型诊断分子标识物，以期建立牛

结核病新型诊断方法。【方法】利用同位素标记的相对与绝对定量技术并结合文献报道筛选出

Mpb70、GroEL2、HspX、DnaK、Mpb83、EsxW、BfrB、Hrp1、EsxL、AtpD 和 EsxN 这 11 种蛋白

质进行制备，并通过豚鼠模型评价其致敏效果。【结果】当重组蛋白量为 100 μg 时，Mpb70、HspX、

Mpb83 和 EsxN 可引起明显的迟发型过敏反应，并且出现破溃。当使用量为 50 μg 时，Mpb70、HspX、

Mpb83、EsxW、EsxL 和 EsxN 可引起明显的迟发型过敏反应。当使用量低至 12.5 μg 时，则无法引

起豚鼠的迟发型过敏反应。对不同蛋白进行组合使用，EsxW/EsxL/EsxN 组合的活性最好，可刺激

豚鼠产生明显的迟发型过敏反应；EsxW/EsxL、EsxW/EsxN、EsxL/EsxN 组合也可引起迟发型过敏

反应，但其反应程度不如 EsxW/EsxL/EsxN 组合。【结论】重组蛋白 Mpb70、HspX、Mpb83、EsxW、

EsxL 和 EsxN 可引起较好的迟发型过敏反应，具有可替代结核菌素的应用前景。 
关键词：豚鼠模型；迟发型过敏反应；重组蛋白；结核菌素 
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preliminary evaluation in guinea pigs 
XIN Lingxiang1,2, SUN Weifeng2, WANG Nan2, LI Junping2, ZHU Liangquan2, WANG Haojie2,  
XU Lei*2, GUO Xin*1 

1 China Agricultural University, Beijing 100193, China  
2 China Institute of Veterinary Drug Control, Beijing 100081, China 
 
Abstract: [Background] Bovine tuberculosis (BTB) is a chronic infectious disease caused by 
Mycobacterium bovis, a part of the Mycobacterium tuberculosis complex, posing threats to 
cattle health, livestock economies, and public health. [Objective] In order to screen new 
diagnostic molecular markers of Mycobacterium bovis and establish new diagnostic method for 
bovine tuberculosis. [Methods] Using isotopic labeling-based relative and absolute 
quantification techniques and article screening, we identified 11 proteins (Mpb70, GroEL2, 
HspX, DnaK, Mpb83, EsxW, BfrB, Hrp1, EsxL, AtpD, and EsxN) for further evaluation. These 
recombinant proteins were then assessed for sensitization effects in a guinea pig model. 
[Results] At a dose of 100 μg, Mpb70, HspX, Mpb83, and EsxN induced marked delayed-type 
hypersensitivity (DTH) and rupture. At a dose of 50 μg, Mpb70, HspX, Mpb83, EsxW, EsxL, 
and EsxN provoked significant DTH. At a dose of 12.5 μg, the proteins did not induce DTH. 
Among the protein combinations, EsxW/EsxL/EsxN showed the highest activity, triggering 
robust DTH in guinea pigs. Other combinations such as EsxW/EsxL, EsxW/EsxN, and 
EsxL/EsxN also induced DTH, though to a lesser extent than EsxW/EsxL/EsxN. [Conclusion] 
Recombinant proteins Mpb70, HspX, Mpb83, EsxW, EsxL, and EsxN elicited notable DTH, 
demonstrating the potential as tuberculin substitutes. 
Keywords: guinea pig model; delayed-type hypersensitivity; recombinant protein; tuberculin 
 
 

牛分枝杆菌 (Mycobacterium bovis)是引发

牛结核病(bovine tuberculosis, BTB)的人兽共患

重要病原菌[1]。该病原菌具有广泛的宿主范围，

感染对象涵盖多种家畜、蹄类动物、食肉动物、

有袋类动物、啮齿动物、泻形动物、灵长类动物

及人类，对畜牧业的发展和公共卫生健康构成严

重威胁[2-3]。当前，结核菌素皮试依然是全球范

围内应用最广泛且由世界动物卫生组织(World 
Organization for Animal Health, WOAH)推荐的牛

结核病检测标准方法之一[4]。然而，结核菌素的

制备存在一些关键问题，如培养周期较长、批次

效力不一致等[5]。因此，开发替代方法或分子标

志物显得尤为重要。研究表明，牛分枝杆菌的分

泌蛋白可诱导宿主产生显著的细胞免疫反应，为

诊断结核病及研制安全、有效的诊断制品提供了

广阔的应用前景 [5-6]。有研究表明，KLK12、
MMP-1 和 MMP-9 在区分潜伏感染和活动性牛

结核病的血清学标志物中具有重要价值[6]。 
蛋白质组学技术是一种研究蛋白质组成及

其变化规律的重要手段。其突出特点在于通

过特定的蛋白质分离方法，结合高通量鉴定

分析技术，有效研究蛋白质在特定条件下的

表达情况，从而筛选出具有重要功能的蛋白

质 [7-9]。豚鼠在感染结核分枝杆菌(Mycobacterium 
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tuberculosis)后表现出的疾病症状与人类结核

病具有许多相似之处，结核病豚鼠模型广泛用

于分枝杆菌的毒力测定及皮试试验，有助于理

解和描述疾病的发生机制[10-12]。因此，本研究前

期采用同位素标记的相对与绝对定量技术，分析

了国内外牛型结核菌素的蛋白质组成，并结合文

献报道筛选出多种候选蛋白质进行制备[13-20]。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

牛分枝杆菌 CVCC 68001 和牛分枝杆菌

CVCC 68002，中国兽医药品监察所保藏并提

供；豚鼠，北京维通利实验动物技术有限公司。

动物实验方案经过中国兽医药品监察所实验动

物福利伦理委员会审核 [中监所 (福) 2022 第

00014 号、中监所(福) 2022 第 00197 号]。 

1.2  主要试剂和仪器 
牛型结核菌素国家标准品、牛型结核菌素国

际标准品和牛分枝杆菌致敏原参考品，中国兽

医药品监察所；生理盐水，北京中海生物科技

有限公司。生物安全柜，青岛海尔股份有限公

司；恒温培养箱，上海精宏实验设备有限公司；

涡旋振荡器，上海旻泉仪器有限公司。 

1.3  牛型结核菌素制备及其蛋白表达量

分析 
提纯牛型结核菌素并对牛型结核菌素的效

价进行标定。采用同位素标记、相对和绝对定量

技术，对我国和进口制备的牛型结核菌素的蛋

白质组分进行分析[7-9]。 

1.4  蛋白的制备 
根据蛋白表达量及文献[13-20]选择 11 种

蛋白质委托北京六合华大基因生物科技有限公

司利用原核表达的方式进行制备。分别编号：

Mpb70、GroEL2、HspX、DnaK、Mpb83、EsxW、

BfrB、Hrp1、EsxL、AtpD 和 EsxN。 

1.5  不同剂量单一重组蛋白对豚鼠皮试

试验 
取 135 只 300 g 左右 SPF 级豚鼠，分别在大

腿内侧肌肉深部注射牛分枝杆菌致敏原 200 μL。

35 d 后，在豚鼠臀部皮内注射牛型结核菌素检

测致敏效果。在致敏效果良好的豚鼠(3 只/组，

共 39 组)背部采用多点轮回法各注射 0.1 mL 不

同含量(100、50 和 25 μg)的单一重组蛋白。同时，

设立提纯牛型结核菌素国家标准品作为阳性对

照(100 IU/只)，以载体标签蛋白 pET (100、50 和

25 μg)作为阴性对照，各注射 0.1 mL。待 24 h 后

测量注射部位肿胀直径并计算红肿面积[10-12]。 

1.6  部分重组蛋白组合对豚鼠皮试试验 
选取重组蛋白进行组合，混合物中各组分

等比例混合。取 100 只 300 g 左右 SPF 级豚鼠，

分别在大腿内侧肌肉深部注射牛分枝杆菌致敏

原 200 μL。35 d 后，在豚鼠臀部皮内注射牛型

结核菌素检测致敏效果。在致敏效果良好的豚

鼠(5 只/组，共 18 组)背部皮下注射 0.1 mL 混合后

的蛋白(每种蛋白最终含量为 50、25 和 12.5 μg)，

同时设立提纯牛型结核菌素国家标准品作为阳

性对照(100 IU/只)，以载体标签蛋白 pET (50 μg)

作为阴性对照，各注射 0.1 mL。待 24 h 后测量

注射部位肿胀直径并计算红肿面积。 

2  结果与分析 
2.1  牛型结核菌素蛋白表达量分析结果 

通过同位素标记、相对与绝对定量技术对

不同牛型结核菌素蛋白质组分进行分析，牛型

结核菌素中表达量前位的蛋白见表 1。结合已

报道的文献 [13-20]选择 11 种蛋白 (Mpb70、

GroEL2、HspX、DnaK、Mpb83、EsxW、BfrB、

Hrp1、EsxL、AtpD 和 EsxN)进行制备并利用豚

鼠模型评价引起迟发型过敏反应的效果。 
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表 1  牛型结核菌素蛋白表达量分析结果 
Table 1  Results of bovine-type tuberculin protein expression analysis 
蛋白质 
Protein 

描述 
Description 

基因 
Gene 

牛型结核菌素 
国家标准品

PPD-B-National 

牛型结核菌素 
国际标准品

PPD-B-International 
P9WNK6 EsxA_MYCTO 6 kDa early secretory antigenic target esxA 514 057.366 7 199 007.933 3 

P9WNK4 EsxB_MYCTO ESAT-6-like protein EsxB esxB 463 244.333 3 245 425.066 7 

P0A669 MP70_MYCBO immunogenic protein MPB70 mpb70 185 242.4 83 105.8 

P9WPE7 CH602_MYCTU 60 kDa chaperonin 2 groEL2 180 775.733 3 193 687.033 3 

P9WPE4 CH10_MYCTO 10 kDa chaperonin groS 174 369.0 157 614.9 

Rv2031c HspX heat shock protein HspX (alpha-crystallin 
homolog) (14 kDa antigen) (HSP16.3) 144 AA 

hspX 159 732.6 65 283.7 

A1KFH2 DNAK_MYCBP chaperone protein DnaK dnaK 121 887.333 3 119 279.266 7 

MT18B_2586 Mpt64 228 AA mpt64 116 267.066 7 54 730.133 33 

C1AL18 EFTU_MYCBT elongation factor Tu tuf 90 511.366 67 163 797.2 

MT18B_2507 Mpt63 159 AA mpt63 88 832.366 67 51 538.066 67 

C1AFY9 MP83_MYCBT cell surface glycolipoprotein MPB83 mpb83 80 193.566 67 51 298.666 67 

MT18B_2421 Apa325 AA – 70 745.533 33 43 624.233 33 

MT18B_4797 EsxW98 AA esxW 53 162.633 33 21 801.766 67 

Rv1636 TB15.3 iron-regulated universal stress protein family 
protein TB15.3 146 AA 

– 52 638.666 67 62 666.566 67 

P9WQF3 AcpM_MYCTU meromycolate extension acyl carrier 
protein 

acpM 50 730.2 60 883.966 67 

P9WK06 METE_MYCTO 
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine 
methyltransferase 

metE 49 149.366 67 36 078.233 33 

MT18B_3102 MT18B_310294 AA – 48 238.4 17 045.2 

O53166 AcnA_MYCTU aconitate hydratase A acn 45 297.166 67 47 494.8 

P9WHE2 RL7_MYCTO 50S ribosomal protein L7/L12 rplL 44 595.466 67 67 284.2 

C1APB4 MASZ_MYCBT malate synthase G glcB 44 020.266 67 52 378.433 33 

P9WJA9 GarA_MYCTU glycogen accumulation regulator GarA garA 38 722.766 67 31 356.433 33 

H8F1Z2 BfrB_MYCTE ferritin BfrB bfrB 38 495.8 45 768.033 33 

P46817 KatG_MYCBO catalase-peroxidase katG 35 432.833 33 56 655.333 33 

P9WJA3 Hrp1_MYCTU hypoxic response protein 1 hrp1 35 058.266 67 17 687.0 

MT18B_2828 wag31260 AA – 34 508.566 67 31 535.233 33 

P65004 Y2587_MYCBO uncharacterized protein Mb2587 BQ2027_ 
MB2587 

34 117.7 11 710.5 

P9WGZ0 RpoA_MYCTO DNA-directed RNA polymerase 
subunit alpha 

rpoA 33 017.2 60 324.533 33 

Rv1198 EsxL putative ESAT-6 like protein EsxL (ESAT-6 like 
protein 4) 94 AA 

esxL 32 678.166 67 13 035.1 

C1AMV4 AtpB_MYCBT ATP synthase subunit beta atpD 30 688.7 62 724.166 67 

P0A571 EsxN_MYCBO ESAT-6-like protein EsxN esxN 21 991.933 33 8 739.1 
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2.2  不同剂量单一重组蛋白对豚鼠皮试

试验效果 
用灭活的牛分枝杆菌致敏豚鼠对重组蛋白

引起迟发型过敏反应能力进行评价。分别皮下

注射 100 μL 纯化后的不同重组蛋白(100、50 和

25 μg)。结果显示，当使用量为 25 μg 时，不引

起迟发型过敏反应(图 1)；当使用量为 50 μg 时，

Mpb70、HspX、Mpb83、EsxW、EsxL 和 EsxN
可引起明显的迟发型过敏反应，其中 Mpb70 和 

 

 
 
图 1  25 μg 重组蛋白对豚鼠的皮试效果   PPD-B
代表皮试注射提纯牛型结核菌素国家标准品的阳

性对照组；Negative 代表皮试注射载体标签蛋白

pET 的阴性对照组；Mpb70、GroEL2、HspX、

DnaK、Mpb83、EsxW、BfrB、Hrp1、EsxL、AtpD
和 EsxN 分别代表皮试注射以上单一重组蛋白的

试验组。 
Figure 1  The skin test effect of 25 μg recombinant 
protein on guinea pigs. PPD-B represents the 
positive control group injected with the national 
standard of purified bovine tuberculin. Negative 
represents the negative control group injected with 
the carrier label protein pET. Mpb70, GroEL2, 
HspX, DnaK, Mpb83, EsxW, BfrB, Hrp1, EsxL, 
AtpD and EsxN represents the experimental groups 
injected with the single recombinant protein, 
respectively. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; 
****: P<0.000 1. The same below. 

HspX 引起的反应强度与 PPD-B 之间无显著性

差异(P>0.05)，Mpb83、EsxW 和 EsxN 引起的

反应强度与 PPD-B 之间存在显著性差异

(P<0.05)，EsxL 引起的反应强度与 PPD-B 之间

存在极显著性差异(P<0.01)；其余蛋白引起的迟

发型过敏反应强度均低于 PPD-B，并且存在显

著性差异(P<0.01 或 P<0.001) (图 2)。 
当重组蛋白量为 100 μg 时，Mpb70、HspX、

Mpb83 和 EsxN 可引起明显的迟发型过敏反应，

并且皮肤出现破溃(图 3)。其中 Mpb70 的反应

强度与 PPD-B 之间存在显著差异(P<0.05)，而

HspX、Mpb83 和 EsxN 所引起的反应强度与

PPD-B 之间无显著差异(P>0.05)。其余蛋白引起

的迟发型过敏反应强度均低于 PPD-B，并且存

在显著性差异(P<0.01 或 P<0.001) (图 3)。 

2.3  部分重组蛋白组合对豚鼠皮试试验

效果 
对单个皮试效果较好的重组蛋白进行组合

(EsxW/EsxL、EsxW/EsxN、EsxL/EsxN、EsxW/ 
EsxL/EsxN)后皮下注射豚鼠，24 h 后观察豚鼠

皮肤红肿情况。结果显示，当剂量均为 50 μg 
 

 
 
图 2  50 μg 重组蛋白对豚鼠的皮试效果   ns：组

间差异不显著(P>0.05)。下同。 
Figure 2  The skin test effect of 50 μg recombinant 
protein on guinea pigs. ns: Not significant difference 
between groups (P>0.05). The same below. 
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时，4 组混合蛋白均引起了强烈的迟发型过敏

反应，皮肤出现破溃，但红肿面积与阳性对照

差异不显著(P<0.05) (图 4)。当剂量均为 25 μg
时(图 5)，4 组混合蛋白均可刺激豚鼠产生明显

的迟发型过敏反应，皮肤未出现破溃，并且红

肿面积大于或等于阳性对照。EsxW/EsxL/EsxN 组

合效果最佳，与 PPD-B 之间存在极显著差异

(P<0.000 1)；EsxW/EsxL、EsxW/EsxN、EsxL/EsxN 

 

 
 
图 3  100 μg 重组蛋白对豚鼠的皮试效果    
Figure 3  The skin test effect of 100 μg recombinant 
protein on guinea pigs. 

 

 
 
图 4  部分重组蛋白(50 μg)组合对豚鼠皮试效果    
Figure 4  The skin test effect of some combinations 
of recombinant proteins (50 μg) on guinea pigs.  

组合也可引起明显的迟发型过敏反应，与 PPD-B
之间也存在差异(P<0.05)或相当(P>0.05)。当剂

量均为 12.5 μg 时(图 6)，则无法引起豚鼠明显

的迟发型过敏反应。 
图 7 为引起豚鼠不同反应的特征，包括不

反应、微弱红肿、红肿，反应强烈导致破溃

情况。  
 

 
 
图 5  部分重组蛋白(25 μg)组合对豚鼠皮试效果    
Figure 5  The skin test effect of some combinations 
of recombinant proteins (25 μg) on guinea pigs.  

 

 
 
图 6  部分重组蛋白(12.5 μg)组合对豚鼠皮试效果    
Figure 6  The skin test effect of some combinations 
of recombinant proteins (12.5 μg) on guinea pigs. 
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图 7  豚鼠皮试试验不同效果   A：皮试注射；B：不反应；C：微弱红肿；D–E：红肿；F：破溃。 
Figure 7  The skin test effect on guinea pigs. A: Skin test injection; B: No reaction; C: Mild redness and 
swelling; D–E: Obvious redness and swelling; F: Ulceration. 
 

3  讨论 
结核菌素皮内变态反应是国际通用的牛结

核病检测方法之一，在防控牛结核病、保障人

类健康方面具有重要意义[21]。然而，由于结核

菌素的制备工艺复杂，成分难以保持稳定[5]，

因此，亟须开发潜在的诊断分子标志物，以替

代传统结核菌素。 

本研究运用蛋白组学技术，从结核菌素中

筛选出表达量较高的前 30 种蛋白质，并结合已

有研究报道，选取了 Mpb70、GroEL2、HspX、

DnaK、Mpb83、EsxW、BfrB、Hrp1、EsxL、

AtpD 和 EsxN 蛋白进行评估。这些蛋白在牛结

核分枝杆菌中发挥着重要作用。Mpb70 是一种

由信号肽酶 I 切割的可溶性分泌蛋白，而 Mpb83
则是一种由信号肽酶 II 加工、位于细菌表面的

糖基化脂蛋白，可能通过 N 端半胱氨酸与分枝

杆菌外膜结合[22]。Mpb70 和 Mpb83 均为结核分 

枝杆菌复合体中高度同源的主要抗原，也是牛

分枝杆菌高度表达的关键抗原[22]。编码 GroEL2
的基因位于 GroE 操纵子外部的 myc28 基因上，

属于典型的热休克蛋白家族伴侣蛋白 [23]。

GroEL2 蛋白与牛分枝杆菌的致病性密切相关，

具有协助细菌黏附至宿主巨噬细胞、帮助细菌

进入宿主细胞并在应激情况下保护细胞等功

能[23]。HspX 蛋白能够刺激 CD4+和 CD8+ T 细

胞，并诱导 TNF-α 和 IFN-γ 表达，具有较强的

免疫原性[24]。DnaK 在所有 NTM PPD 中均可检

测到，并且该蛋白可作为结合疫苗的载体[25]。

EsxW、EsxL 和 EsxN 均属于 VII 型分泌系统，

在效应蛋白的分泌及调控宿主免疫功能方面起

到重要作用[26-27]。BfrB 通过结合并降低核糖体

蛋白 S3 的核丰度来抑制 NF-κB 依赖性转录，

提示其在牛分枝杆菌与宿主相互作用中具有重

要地位[28]。此外，Rv2626c 编码的 Hrp1 蛋白可

通过 Ms 的分泌系统被分泌，并在结核分枝杆
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菌的致病机制中发挥关键作用[29]。 

4  结论 
本研究通过原核表达制备 11 种蛋白，并利

用豚鼠模型初步评价其皮试效果。实验表明，

不同蛋白质及其剂量对豚鼠的皮试反应均具有

不同程度的影响效果。当重组蛋白用量为 100 μg
时，Mpb70、HspX、Mpb83 和 EsxN 可引起强

烈的迟发型过敏反应，导致皮肤破溃，其测量

的红肿面积变小。其中 Mpb70 的反应强度与

PPD-B 组之间存在显著差异(P<0.05)，而 HspX、

Mpb83 和 EsxN 引起的反应强度与 PPD-B 组无

显著差异(P>0.05)。其余蛋白的皮试效果均显著

低于阳性对照。当重组蛋白用量降低至 50 μg
时，EsxL 可引起明显的迟发型过敏反应，出现

正常红肿现象，其测量的红肿面积大于破溃情

况下。蛋白用量降至 25 μg 时，无法引起迟发

型过敏反应。将部分蛋白组合使用显示，用量

过高会导致强烈的迟发型过敏反应且皮肤破

溃，过低不能反应。同时，本研究尚存在一定

局限性，由于尚未在牛体内验证筛选蛋白的效

果，所筛选蛋白在牛体内的诊断潜力将在日后

的试验中进一步确认。综上所述，初步筛选出

的重组 Mpb70、HspX、Mpb83、EsxW、EsxL
和 EsxN 蛋白显示出作为诊断抗原替代标识物

的良好前景。 
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