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诊断抗原的纯化在牛 γ-干扰素 ELISA 法中的应用  
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摘  要：比较皮内变态反应(TST)、抗酸染色、牛结核 ELISA(PPD-ELISA）和 γ-干扰素 ELISA法(IFN-γ-ELISA）
对牛结核的检测结果，并通过比较牛 PPD、禽 PPD、亲和层析牛 PPD(牛 PPD’)的 IFN-γ-ELISA 检测结果，探索
诊断抗原的纯化在牛 IFN-γ-ELISA法中的应用．结果表明，与抗酸染色相比，IFN-γ-ELISA的敏感性、特异性和
符合率都比较高，分别为 83.33%(5/6)，98.14%(53/54)，98.33%(58/60)；牛 PPD、禽 PPD、牛 PPD’ 3种特异性抗
原刺激产生 IFN-γ释放反应的结果表明，1例抗酸染色阳性的牛，未经亲和层析处理牛 PPD的 IFN-γ-ELISA检测
OD值偏高，判为牛结核阳性，亲和层析纯化牛 PPD的 IFN-γ-ELISA检测 OD值较低，判为牛结核阴性，表明亲
和层析处理能排除环境分支杆菌对试验的干扰，IFN-γ-ELISA法有望替代 TST法在中国推广使用。 
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Abstract：The test results of the bovine tuberculin skin test (TST), acid-fast stain test, ELISA test and bovine IFN-γ- 
ELISA diagnosis test respectively were compared for detection of tuberculosis of them, three stimulators, detected by 
IFN-γ-ELISA including bovine PPD, avian PPD and bovine PPD at affinity chromatography were compared in 
exploration for application of purification of diagnostic antigen in the IFN-γ-ELISA method. Using acid-fast staining as 
the standard, the sensitivity of IFN-γ-ELISA detection reached 83.33%(5/6), and its specificity reached 98.14%(53/54), 
the consistency reached 98.33% (58/60). As the other result, acid-fast stain detected a positive sera with high OD value 
and produced a positive result using bovine IFN-γ-ELISA in which the antigen was not purified at affinity 
chromatography, but the result was negative with low OD value using bovine IFN-γ-ELIS in which the antigen was 
purified at affinity chromatography. In conclusion, the miscarriage of justice caused by infected with Mycobacterium 
bovis and environmental Mycobacterium simultaneouly could be prevented using bovine IFN-γ-ELISA in which the 
antigen was purified at affinity chromatography. So this method has great potential to replace TST for development and 
application prospects in China. 

Key words：bovine tuberculosis; tuberculin skin test (TST); acid-fast stain; PPD-ELISA; IFN-γ ELISA; affinity 
chromatography 

 
目前，牛结核病的早期临床诊断仍以皮内变态 反应(TST)为主，但其检测的敏感性和特异性不高。
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随着免疫机理研究的深入，建立了牛 γ-干扰素
ELISA诊断法(IFN-γ-ELISA)，在国外已通过临床试
验，证实了用该法诊断牛结核病的可靠性[1]。大量

研究[2-8]表明，特异性诊断抗原影响 IFN-γ-ELISA诊
断的灵敏度。Amadori 等[2]运用分子生物学手段，

制备了特异性诊断抗原，使得 IFN-γ-ELISA诊断的
特异性有所提升。有研究 [8]发现，特异性抗原

CFP10/ESAT6诱导的 IFN-γ释放反应的灵敏度略低
于 PPD诱导的 IFN-γ释放反应。笔者通过亲和层析
纯化牛结核菌纯蛋白衍生物(PPD)抗原，并制备兔
抗草分支杆菌抗体，将其偶联到 CNBr活化的凝胶
上，探讨牛结核病的 IFN-γ-ELISA诊断。现将结果
报道如下。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

(1) 样品。无菌采集长沙某养殖场60份奶牛血。 
(2) 菌种与试剂。草分支杆菌购自中国科学院

微生物研究所(菌种编号为 4.1180)；牛 γ-干扰素
(IFN-γ)ELISA 试剂盒购自 ADL公司；溴化氰活化
的凝胶(CNBr-Sepharose 4B)购自法马西亚公司；牛
PPD和禽 PPD均购自黑龙江省生物制品一厂。 

1.2  方  法 

1.2.1  诊断抗原、抗体的制备 

1) 草分支杆菌菌体抗原的制备。将草分支杆菌
培养后，离心，收集菌泥。将菌泥充分研磨，稀释，

静置过夜，将上层液体配成 OD525 nm为 0.4的混悬
液。 

2) 兔抗草分支杆菌抗体的制备。选取 2 只
2.0~2.5 kg 的健康公兔，在其皮下多点多次注射草
分支杆菌进行免疫。每次免疫后于耳静脉采血，收

集血清，待试管凝集价达 1∶800以上时将兔处死，
采血并分离血清。血清用饱和硫酸铵提纯。用

Bradford法[9]测定血清抗体蛋白含量。  
3) 亲和抗原的制备[10-11]。取纯化的兔抗草分支

杆菌抗体约 18 mg与 1 g胶(CNBr-Sepharose 4B)混
匀，室温作用 2 h。离心后装柱，过量的配基用偶
联缓冲液洗涤。收集全部未偶联的蛋白，Bradford
法[9]测定蛋白含量。加入封闭液，室温下摇匀 2 h，

弃上清，分别用 pH4.0和 pH8.0的缓冲液洗胶，洗
3个循环。再用磷酸缓冲液(PBS)洗 2次。测定最后
1次洗涤液的 OD280 nm，使 OD280 nm<0.02，保存于 4 
℃备用。加入 PPD，上样量 3 mg。室温感作 30 min。
以 PBS冲洗，收集洗脱液，洗脱至 OD280 nm<0.02。
将所有蛋白洗脱管合并，所得即为 PPD亲和层析抗
原。加 pH2.4的 Gly-HCl缓冲液，收集解吸下来的
成分，立即以 NaHCO3中和。用 Bradford法[9]测定

蛋白含量。 

1.2.2  牛结核病的检测方法 

1) 皮内变态反应(TST)检测。按常规方法[10]对

60 头奶牛进行检测。参照文献[12]，仅用牛型 PPD
在牛颈部进行变态反应试验。剂量为 2 000 IU。注
射前测量皮肤厚度，注射后 72 h 再次测定皮肤厚
度，皮厚差大于 3 mm时判为牛结核病阳性，反之
为牛结核病阴性。 

2) 抗酸染色检测。按照常规方法[10]对 60份奶
牛血清进行检测。 

3) 牛结核 ELISA(PPD-ELISA）法检测。首先，
参照 1.2.1(1)制备草分支杆菌吸收抗原，简称草吸抗
原。其次，用草吸抗原处理血清：对 60 份奶牛血
检测，取血清 100 µL，分别加入草吸抗原 100 µL， 
PBS 800 µL，37 ℃感作 1 h；再取上清液 100 µL，
加入 700 µL PBST，混匀后取 100 µL加入到检测孔。
其他步骤按试剂盒操作程序进行。 

4) IFN-γ-ELISA 法检测[13]。对 60份奶牛血进
行检测，无菌采血，肝素抗凝。采血后 8 h内检测。
检测步骤按照试剂盒操作程序进行。 

5) 用亲和层析抗原IFN-γ-ELISA 法检测。对
TST法检测有疑问的奶牛血重新进行检测，无菌采
血，肝素抗凝。采血后8 h内检测。将每份检测血分
为3份，分别加入禽PPD、未纯化牛PPD、亲和层析
纯化的牛PPD，然后在CO2(5%)培养箱37 ℃孵育18 
h，离心获得的血浆用于试验。以PBS为对照。其他
步骤按照试剂盒操作程序进行。 

1.2.3  结果判定 

牛 γ-干扰素阴性对照 OD值<0.130，牛 γ-干扰
素阳性对照 OD值>0.700方可用。阴性对照重复孔
差值不能大于 0.040[14]。   

阳性判定：OD 牛型提纯结核菌素－OD 禽型提纯结核菌素≥0.1，
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且 OD 牛型提纯结核菌素－ODPBS 对照≥0.1。 
阴性判定：OD 牛型提纯结核菌素－OD 禽型提纯结核菌素<0.1，

且 OD 牛型提纯结核菌素－ODPBS 对照<0.1。 
敏感性＝真阳性数/(真阳性数＋假阴性数)。 
特异性＝真阴性数/(真阴性数＋假阳性数)。 
符合率＝(真阳性数＋真阴性数)/被检总数。 

2  结果与分析 

2.1  兔抗草分支杆菌抗体的偶联率与亲和层析结果 

加入待偶联的蛋白共 18 mg，收集到未偶联的
蛋白共约 3 mg，偶联率为 83.3%。亲和层析结果表
明，第 1次洗脱下来的成分主要是特异性的牛结核
PPD抗原；第 2次解吸附下来的成分主要是被兔抗
草分支杆菌抗体吸附的抗原，是非特异性的成分，

用 Bradford法测得第 1次洗脱和第 2次解吸附的蛋
白总量分别为 2.6、0.4 mg。 

2.2  4 种方法对牛结核病的检测结果 

4种方法对 60头牛结核病的检测结果为：TST
检测出阳性 3例，阴性 44例，疑似 15例；抗酸染
色法检出阳性 6例，阴性 54例；PPD-ELISA法检
出阳性 7例，阴性 51例，疑似 2例；IFN-γ-ELISA
法检出阳性 6 例，阴性 54 例。可见，阳性检出率
最高是 PPD-ELISA 法，为 11.6%，最低的是 TST
法，为 5%；疑似检出率最高的是 TST法，为 21.6%，
其次是 PPD-ELISA 法；抗酸染色和 IFN-γ-ELISA
法没有疑似病例。 

2.3  4 种方法的检测敏感性、特异性和符合率 

表 1结果表明，与抗酸染色相比，IFN-γ-ELISA
法的敏感性、特异性和符合率都比较高；TST法的
敏感性和特异性为 100%，但符合率比较低，主要
是因为疑似病例较多；PPD-ELISA的敏感性较低，
也存在疑似病例。 

表 1  4 种检测方法的敏感性、特异性和符合率 

Table 1  Sensitivity, specificity, consistency of detection results by 
four tests                                           % 
检测方法 敏感性 特异性 符合率 

TST 100.00 100.00  78.33 
抗酸染色 100.00 100.00 100.00 
PPD-ELISA  71.43  98.03  91.66 
IFN-γ-ELISA  83.33  98.14  98.33 

2.4  3 种抗原刺激的 IFN-γ-ELISA 检测结果  

世界动物卫生组织(OIE)推荐使用牛 PPD、禽
PPD比较 IFN-γ释放反应，以排除环境分支杆菌对
牛结核诊断的干扰.本试验中使用牛/禽结核菌素比
较反应(包括皮内变态反应和 IFN-γ 释放反应)，发
现 1例抗酸染色阳性的牛(表 2)，亲和层析抗原纯化
PPD(牛 PPD’)的 IFN-γ-ELISA检测 OD值为 0.166，
判为阴性；未经亲和层析处理 PPD的 IFN-γ-ELISA
检测 OD值为 0.385，判为阳性，这证明 PPD中的
非特异成分，经亲和层析后被吸附，从而排除了环

境分支杆菌对试验的干扰。虽然本试验中可以用禽

PPD 刺激 IFN-γ 释放反应作为对照来排除环境分支
杆菌对试验的影响，但是，如果发生牛和禽结核或

其他环境分支杆菌的同时感染时，亲和层析抗原刺

激的 IFN-γ释放反应就具有很大的优势。 

表2  牛 PPD、禽 PPD、 牛 PPD’的 IFN-γ ELISA 检测结果 

Table 2  Results of bovine IFN-γ-ELISA with bovine PPD，avian PPD 
and bovine PPD’ 

OD值  OD值 
序号

牛 PPD 禽 PPD 牛 PPD’  
序号 

牛 PPD 禽 PPD 牛 PPD’
对照 0.105 0.118 0.102  31 0.139 0.118 0.119

1 0.118 0.093 0.113  32 0.18 0.191 0.117
2 0.119 0.086 0.102  38 1.34 0.231 1.307
9 0.167 0.120 0.094  40 1.516 0.332 1.244
13 0.385 0.439 0.166  45 1.262 0.112 1.013
16 0.118 0.098 0.109  47 0.166 0.195 0.108
20 0.138 0.104 0.117  49 0.133 0.131 0.180
24 0.367 0.110 0.390  50 0.147 0.134 0.162

  序号为 TST法检测有疑问的奶牛血编号。 

3  结论与讨论 

本试验结果表明，与抗酸染色相比，IFN-γ-ELISA
的特异性、符合率较高，达 90%以上，敏感性也达
到了 83.33%。该方法有望替代 TST法[15-19]在中国推

广使用。 
结核分支杆菌属于胞内寄生菌，在机体发生免

疫的过程中，初期是诱发细胞免疫，并释放出各种

细胞因子。IFN-γ是结核菌感染时诱导的主要细胞因
子[11-12]，因而，检测结核菌特异抗原诱导的 IFN-γ
释放反应具有较高的灵敏度与特异性[20]。牛结核 γ-
干扰素诊断依据是T淋巴细胞释放的γ-干扰素水平，
因此，能在结核病早期作出诊断。本试验结果表明，

与 IFN-γ-ELISA、PPD-ELISA 和抗酸染色法相比，
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TST法有着本身固有的缺陷：操作和结果判断主观，
非特异性反应现象常见，疑似病例较多。PPD-ELISA
的敏感性较低，也存在疑似病例。抗酸染色法无法

区分死菌和活菌，结果受试验条件和检验人员镜检

技术水平的影响较大，灵敏度低(通常需要 5 000～10 
000 个/mL 抗酸杆菌才能得到阳性结果)，特异性差
(各种抗酸杆菌均可着色，需通过进一步试验才能确
定是否为结核菌)[16-18]，而 IFN-γ-ELISA法的敏感性、
特异性和符合率都比较高。  

牛感染结核杆菌与环境分支杆菌可以分为以

下 3种情况：只感染牛结核菌，只感染环境分支杆
菌，同时感染牛结核菌与环境分支杆菌。在前 2种
情况下，牛/禽结核菌素比较反应值与牛结核菌感染
呈正相关，即比较反应结果为正值时表示牛结核菌

感染，比较结果为负值时为环境分支杆菌感染；后

一种情况，IFN-γ 比较释放反应值与牛结核菌感染
实际情况严重不符。混合感染时，牛/禽PPD的 IFN-γ
比较释放反应灵敏度低，准确度差，阴性牛被判为

假阳性。相比之下，亲和层析抗原被吸附掉草分支

杆菌及类属抗原成分，所诱导的 IFN-γ释放反应很
大程度降低了环境分支杆菌感染的影响，亲和抗原

诱导的 IFN-γ释放水平不比牛 PPD低，所以，该反
应具有很高的灵敏度与特异性。  
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