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摘要：　 目的　 利用原核系统获得重组结核分枝杆菌 Ｌｓｒ２ 蛋白，制备抗 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体。 　 方法　 以临床标准株 Ｈ３７Ｒｖ
ＤＮＡ 为模板，合成引物 ＰＣＲ 扩增 Ｌｓｒ２ 核酸序列，插入原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ，转化大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３），经 ＩＰＴＧ 诱导表

达，柱上复性纯化后，重组蛋白免疫新西兰大白兔，制备并纯化抗 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体，采用间接 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实

验对抗体进行验证。 　 结果　 成功构建 ｐＥＴ２８ａ－Ｌｓｒ２ 表达质粒，重组蛋白 Ｌｓｒ２ 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳鉴定分子量为 １４ ｋＤ。
亲和层析及柱上复性后，纯化的重组蛋白纯度在 ９５％左右。 制备的抗 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体效价在 １：５􀆰 ５×１０６ 以上，并能特异

性识别纯化的重组蛋白和结核分枝杆菌菌体蛋白。 　 结论　 成功在原核系统内表达并纯化了重组结核分枝杆菌 Ｌｓｒ２ 蛋

白，制备了高效价的抗 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体，为进一步研究 Ｌｓｒ２ 蛋白的功能，筛选其下游相互作用蛋白以及相关分子机制研

究奠定了基础。
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　 　 根据 ２０１６ 年 ＷＨＯ 发布的报告，我国是全球结核

病高发率的国家之一，患病总人数居世界第三位［１］，
结核病的防治和新型疫苗的研发愈发紧迫［２］。 在感

染 结 核 分 枝 杆 菌 （ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，
Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）携带者中，只有很少一部分人群因为免

疫力低下或者是合并其他感染发展成为活动性结核病

（ａｃｔｉｖｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＡＴＢ），一部分感染者因为结核分

枝杆菌在体内长期存在，成为无症状的潜伏感染人群

（ｌａｔｅｎｔ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＬＴＢＩ）。 对 ＬＴＢＩ 人群的早

诊断，采取新预防和治疗措施对阻止结核病扩散和进

行治疗都具有重大意义。 Ｌｓｒ２ 在 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 潜伏感

染中发挥重要作用，它作为 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 的拟核结合

蛋白，对诸多 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 潜伏感染相关蛋白的基因

表达进行调控， 从而对 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 起到保护作

用［３］。 作为转录调控因子，目前发现受 Ｌｓｒ２ 调控的

Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 基因有 ４０１ 个［４］，它往往采用固化和折

叠的方式与 ＤＮＡ 片段形成 Ｌｓｒ２－ＤＮＡ 复合物，导致相

关基因的表达受到抑制从而达到调控作用。 Ｌｓｒ２ 主要

调控 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 在潜伏感染状态适应氧浓度的变

化，使 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 在相对缺氧的条件下长期存活并

可能发展成为致病菌。 目前针对 Ｌｓｒ２ 的生物学特性

已有阐述［４］，但其详细的功能作用以及分子作用机制

尚未有确切的实验结果支撑，与其相互作用的下游蛋

白和调控网络有待新的发现。 本研究通过原核表达系

统对 Ｌｓｒ２ 蛋白进行重组表达与纯化，分析重组蛋白的

免疫原性，并制备能特异识别 Ｌｓｒ２ 蛋白的多克隆抗

体，为更深研究该蛋白的分子作用机制，寻找下游相互

作用蛋白以及网络通路奠定实验基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 质粒、菌株　 原核质粒 ｐＥＴ－２８ａ、菌种 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）系本室保存，其感受态细胞由本室制作，活动性

肺结核患者血清样本由本室临床实验室收集保存。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物　 雄性新西兰大白兔，体重约 ２ ｋｇ，
由本室实验动物中心购买并饲养。
１􀆰 １􀆰 ３　 仪器与试剂 　 结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ 标准株

ＤＮＡ 本室提取保存；引物由华大基因公司合成，常规

分子生物学实验试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司，限制性内

切酶、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 ＮＥＢ 公司（美国）；ＰＣＲ 所

需试剂来自天根生化生物公司（国产）；蛋白质相对分

子质量 ｍａｒｋｅｒ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＨＲＰ 标记羊抗人

ＩｇＧ购自华美生物技术公司；ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ
和化学发光检测试剂盒购自天根生化；Ｎｉ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

ｃｈｅｌａｔｉｎｇ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 亲和树脂填料购自美国

ＧＥ 公司，本室装填纯化柱；Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和层析预装柱

为 ＧＥ 公司；其它试剂为进口或国产分析纯。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 引物合成 　 通过 ＮＣＢＩ 查 Ｌｓｒ２ 的 Ｇｅｎｅ ＩＤ 号

为 ＮＣ＿０００９６２．３，根据其全基因序列设计引物为：正 ５－
ｃｃｃｃａｔａｔｇｇｃｇａａｇａａａｇｔａａｃ － ３， 反 ５ － ｃｃｇｃｔｃｇａｇｔｔａｇｇｔｃｇｃ⁃
ｃｇｃｇｔｇｇｔ－３，为了便于后期的克隆实验，在上下游 ５’和
３’端分别加入限制酶 ＮｄｅＩ（ＣＡＴＡＴＧ）和 ＸｈｏⅠ（ＣＴＣ⁃
ＧＡＧ）酶切位点，并在 ３’端加入大肠杆菌终止密码子

ｔａａ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 重组原核表达载体构建 　 以结核分枝杆菌

Ｈ３７Ｒｖ 标准株 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，优化 ＰＣＲ
反应条件直至获得单一条带，扩增产物经 １％的琼脂

糖凝胶电泳鉴定，切胶回收 ＰＣＲ 产物。 用内切酶 ＮｄｅＩ
和 ＸｈｏⅠ分别双酶切 ｐＥＴ－２８ａ 载体和 ＰＣＲ 产物，按摩

尔比 ３ ∶ １ 的比例混合回收的双酶切产物，１６ ℃连接

过夜。 连接产物转化感受态大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３），
菌落 ＰＣＲ 筛选阳性克隆，筛选测序正确的工程菌进行

保存和诱导鉴定，获得表达菌株 ｐＥＴ２８ａ－Ｌｓｒ２。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｌｓｒ２ 重组蛋白原核表达与纯化　 将阳性工程

菌株转接含有 ５０ μｇ ／ ｍｌ 卡那霉素的 ＬＢ 培养基中，
３７ ℃活化过夜，转种扩大增菌。 ３７ ℃恒温震荡培养

至菌液生长 Ａ６００ 值为 ０􀆰 ５ 时加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为

０􀆰 ６ ｍｍｏｌ，于 ３７ ℃继续诱导过夜，离心收集菌体，冰浴

状态下超声破菌后，分别收集上清和沉淀，行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 电泳分析重组蛋白的表达形式。 考虑 Ｌｓｒ２ 蛋白

结合 ＤＮＡ 结构域特点，选择载体时，将利于纯化的 ６
个组氨酸标签安置重组蛋白的 Ｎ 端，由于 Ｌｓｒ２ 绝大部

分以包涵体的形式存在，采用柱上复性的方法对重组

蛋白进行复性和纯化，复性和纯化的整个过程在 ＰＢＳ
缓冲液体系中进行。 沉淀包涵体以 １％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００
洗涤 ２ 次，以 ７ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶液对洗涤后的包涵体进

行充分溶解，上清过镍离子螯合的亲和层析柱，ＰＢＳ 缓

冲液缓慢平衡四个柱积，以 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑除去结合

力差的杂蛋白、１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱收集复性后重组

蛋白，以 １５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳鉴定纯化后蛋白纯度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 抗 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体的制备 　 以 ＰＢＳ 将 Ｌｓｒ２
蛋白稀释成 １ ｍｇ ／ ｍｌ 备用，取 ０􀆰 ５ ｍｌ 加入等体积弗氏

完全佐剂混合，完全乳化后，经背部脊柱两侧、皮下多

点注射免疫新西兰大白兔；然后在第 １４ ｄ 和第 ２８ ｄ 以

同样剂量的重组蛋白进行加强免疫两次，其中后两次

免疫以弗氏不完全佐剂进行乳化。 第 ３ 次免疫一周

后，经兔耳缘静脉采血，间接 ＥＬＩＳＡ 法测定抗血清效
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价，同时再加强免疫 １ 次。 符合要求后心脏穿刺取血，
分离血清，用 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 预装柱纯化抗 Ｌｓｒ２
多克隆抗体，方法见文献［５］。 纯化产物 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳鉴定、分装后－７０ ℃冰箱保存。
１􀆰 ２􀆰 ５　 抗 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体的鉴定　 （１）抗体的效价

测定：用纯化的 Ｌｓｒ２ 重组蛋白以 １０ μｇ ／ ｍｌ 包被 ９６ 孔

板，每孔 １００ μｌ 包被过夜，然后于 ３７ ℃ 条件下封闭

２ ｈ，用 ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ（０􀆰 ０５％）洗板 ５ 次，分别加入不同

稀释度的纯化后 ＩｇＧ 多克隆抗体，以 ＰＢＳＴ 作为空白

对照，３７ ℃再孵育 ２ ｈ 后；重新洗板若干次，每孔再加

入用 ＰＢＳＴ 按 １ ∶ １ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的羊抗人

ＩｇＧ １００ μｌ， ３７ ℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗涤后加入 ＴＭＢ 底

物显色，加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２ＳＯ４ 终止反应。 酶标仪测

定 ４９５ ｎｍ 波长处吸光值。 （２）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验：
重组蛋白的抗原性检测： 重组 Ｌｓｒ２ 蛋白配制成

１ ｍｇ ／ ｍｌ的母液，取 ２ μｌ 行常规 １５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电

泳，半干法电转到硝酸纤维素膜上，５％的脱脂奶粉室

温封闭 ２ ｈ，分别以 １ ∶ ２０ 稀释的结核患者或健康人血

清 ３７ ℃孵育 ２ ｈ，ＰＢＳＴ 缓冲液洗涤后、以 ＨＲＰ 标记的

羊抗人 ＩｇＧ ３７ ℃孵育 １ ｈ，漂洗干净， 通过 ＥＣＬ 暗室

自动曝光显影，分析该重组蛋白的抗原性。 （３）多克

隆抗体生物学活性检测：重组 Ｌｓｒ２ 蛋白、Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
菌体蛋白不同泳道 １５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳后，以制备的

多克隆抗体为一抗（１ ∶ ５００），ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ
为二抗，其它方法同常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验步骤，暗
室曝光显影验证，多克隆抗体重组蛋白以及菌体蛋白

发生免疫反应的特异性。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ｐＥＴ－２８ａ－Ｌｓｒ２ 原核表达载体构建　 以临床标准

株 Ｈ３７Ｒｖ ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增获得 Ｌｓｒ２ 核酸

序列，通过分子克隆技术插入到 ｐＥＴ－２８ａ 表达载体

上，ＰＣＲ 产物经 １％的琼脂糖电泳鉴定，大小在 ３４０ ｂｐ
左右，与报道的一致，见图 １。

注：Ｍ：ｍａｒｋｅｒ ＤＮＡ ２０００；１： Ｌｓｒ２ 核酸 ＰＣＲ 产物。
图 １　 Ｌｓｒ２ 核酸 ＰＣＲ 产物凝胶电泳鉴定结果

２􀆰 ２　 Ｌｓｒ２ 原核重组表达、纯化与鉴定 　 Ｌｓｒ２ 表达菌

株经活化与 ＩＰＴＧ 诱导后，重组蛋白主要以包涵体的

形式存在，其分子量大约在 １４ ＫＤ，同预期一致。 表达

的包涵体蛋白占沉淀蛋白 ５０％以上，见图 ２。

　 　 注：Ｍ：低分子量蛋白标准；１：无诱导对照； ２：表达的全菌体；３～４：
超声后上清；５：超声后沉淀。

图 ２　 Ｌｓｒ２ 原核表达产物表达形式 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

　 　 包涵体经柱上复性后纯度可达 ９５％以上，高纯度

的重组蛋白有利于获得多克隆抗体的特异性，纯化后

收集蛋白样品电泳结果见图 ３，复性后蛋白样品经水

透析冰干保存。

注：Ｍ：低分子量蛋白标准；１：洗脱的杂蛋白； ２：纯化的 Ｌｓｒ２。

图 ３　 Ｌｓｒ２ 包涵体柱上复性产物 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ３　 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体的制备、纯化及效价测定　 获得

免疫后的分离血清，用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 预装柱对抗

Ｌｓｒ２ 多克隆抗体进行了纯化，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳结果见

图 ４，获得的 ＩｇＧ 条带清晰，纯度高，无杂带和降解。

图 ４　 纯化 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

　 　 以纯化后的重组 Ｌｓｒ２ 蛋白为包被抗原，运用间接

ＥＬＩＳＡ 实验测定经免疫并纯化获得的多克隆 ＩｇＧ 抗体

的效价，滴度曲线见图 ５，以 Ａ４５０ ｎｍ 值大于 １􀆰 ０ 的最

高稀释度判断抗体效价为 １ ∶ ５􀆰 ５×１０５ 以上。
２􀆰 ４　 重组 Ｌｓｒ２ 蛋白免疫原性以及其多克隆抗体的
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定　 将 ＴＢ 患者和健康人的血清分别

与重组蛋白进行印记实验，实验结果显示结核病患者

的血清抗体能与纯化的重组蛋白发生特异抗原抗体反

应，而对照组健康人血清抗体没有出现条带。 表明纯

化后的重组蛋白结核患者血清而言具有强的抗原性以

及特异性，见图 ６。

图 ５　 ＥＬＩＳＡ 检测多克隆抗体效价

注： １、２：ＴＢ 患者血清； ３：健康人血清对照。

图 ６　 Ｌｓｒ２ 重组蛋白与 ＴＢ 患者血清 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 抗原性分析

　 　 将纯化的重组 Ｌｓｒ２ 蛋白、Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 菌体超声

破碎总蛋白与纯化的 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体进行反应，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，纯化后的多克隆抗体能与重组

Ｌｓｒ２ 蛋白以及菌体蛋白发生特异性反应，在相对分子

质量处可见特异单一的反应条带，由于重组蛋白 Ｎ 端

带有标签蛋白，电泳行为上分子量大于 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
自身 Ｌｓｒ２ 蛋白，同预期一致。 见图 ７。

注： １、２：重组蛋白； ３：无关对照蛋白；４、５：Ｍ􀆰 ｔｂ 菌体蛋白。

图 ７　 Ｌｓｒ２ 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

３　 讨　 论

在世界感染 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 的人口中，只有 ８％左

右发 展 成 为 活 动 性 结 核 病， 大 部 分 成 为 ＬＴＢＩ，
Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 这种长期处于潜伏感染状态为最终消灭

结核病带来很大困难［６］。 在宿主免疫力低下时，处于

这种潜伏感染状态的 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 开始生长，导致组

织损伤或死亡［７］。 Ｌｓｒ２ 蛋白作为 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 全局

性的转录调控因子，在 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 潜伏感染状态发

挥着极其重要作用，它参与调控结核分枝杆菌的诸多

蛋白表达，如能量代谢、有氧呼吸、细胞壁肽聚糖合成

以及分枝菌酸的合成等［８］。 Ｌｓｒ２ 参与调控的基因

主要 是 编 码 重 要 毒 力 因 子 的 基 因， Ｌｓｒ２ 与

Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 中多个基因区域相结合形成稳定的复合

物，从而抑制参与毒力作用、代谢功能以及具有抗原性

的基因的表达，使 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 在宿主体内处于这种

结核潜伏感染的状态。
　 　 阐明 Ｌｓｒ２ 蛋白结构、功能以及它作用的分子机制

和调控通路网络具有重要意义，可以设计针对 Ｌｓｒ２ 靶

标的作用分子，对 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 这种潜伏状态进行阻

止，达到对 ＬＴＢＩ 防控作用。 为了更深层次的研究 Ｌｓｒ２
扮演的角色，在原核系统内表达纯化了 Ｌｓｒ２ 蛋白。 参

照 Ｌｓｒ２ 的结构功能域特点，其属于组蛋白样的 ＤＮＡ
结合蛋白，由 Ｎ 端聚合结构域和 Ｃ 端 ＤＮＡ 结合结构

域（ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ）组成，将亲和纯化的标签加

入重组蛋白的 Ｎ 端，有利于保持蛋白的功能特性。 在

获得 Ｌｓｒ２ 重组蛋白后，本研究将其免疫新西兰白兔获

得的多克隆抗体具有较高效价，实验发现 Ｌｓｒ２ 重组蛋

白具有良好的免疫原性和免疫学特性，其多克隆抗体

能特异识别重组蛋白以及 Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 菌体蛋白。
本研究为后续的 ｃｏ－ｉｐ 实验、凝胶阻滞等实验的开展

奠定工作基础，同时获得的重组蛋白不仅可以开展

Ｍ􀆰 ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ 研究潜伏感染维持的分子机制，也可以

作为为针对活动性结核病和结核潜伏感染的候选的一

种靶抗原。
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［２］ 王巧智， 龚德华． 结核病疫情现状和控制策略［Ｊ］􀆰 实用预防医学，
２０１７，２４（３）：２５７－２５９，３５１．

［３］ Ｇｏｒｄｏｎ ＢＲ， Ｌｉ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｌｓｒ２ ｉｓ ａ ｎｕｃｌｅｏｉ ｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｈａｔ ｔａｒｇｅｔｓ ＡＴ－ｒｉｃｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ［ Ｊ］ 􀆰 Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， ２０１０， １０７（１１）： ５１５４ －

５１５９．
［４］ 肖佳妮，陈颖盈，王颖 􀆰 分支杆菌 Ｌｓｒ２ 蛋白的结果、功能及其与结

核病防控［Ｊ］􀆰 生命科学，２０１７，２９（５）：４１５－４２０．
［５］ 钟丹，易维京，李淑慧，等．一种改良的高效单特异性兔多克隆抗体

的制备方法［Ｊ］􀆰 国际检验医学杂志，２０１０，３１（４）：３１５－３１６．
［６］ Ｋａｕｆｍａｎｎ ＳＨＥ􀆰 Ｆｕｔｕｒｅ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ：ｔｈｉｎｋ⁃

ｉｎｇ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｈｅ ｂｏｘ［Ｊ］􀆰 Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，２０１０，３３（４）：５６７－５７７．
［７］ Ｈａｍｂｏｒｇ Ｍ， Ｋｒａｍｅｒ Ｒ， Ｓｃｈａｎｔｅ ＣＥ，ｅｔ ａｌ􀆰 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｆｕｓｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｈ１ ａｎｄ ｈ５６［Ｊ］ 􀆰 Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｓｃｉ，
２０１３，１０２（１０）：３５６７－３５７８．

［８］ Ａｌｂａｎｎａ ＡＳ， Ｂａｃｈｍａｎｎ Ｋ， Ｗｈｉｔｅ Ｄ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄｓ ａｓ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ
ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｌａｔｅｎｔ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］􀆰 Ｅｕｒ Ｒｅｓｐｉｒ
Ｊ， ２０１３， ４２（２）： ５４７－５５０􀆰

收稿日期：２０１８－０４－０４

３０４实用预防医学 ２０１９ 年 ４ 月 第 ２６ 卷 第 ４ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ａｐｒ． ２０１９， Ｖｏｌ． ２６， Ｎｏ．４


