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梅毒螺旋体硫氧还原蛋白
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的原核表达和鉴定
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"摘要#

!

目的
!

构建梅毒硫氧还原蛋白
/T%!%%

基因的原核表达载体!在大肠埃希菌中表达重组蛋白!并评价

其在梅毒血清学诊断中的价值&方法
!

构建
3

K/,".D,/T%!%%

重组表达质粒!转化大肠埃希菌
XM"!

"

]K&

%后诱导

表达&经镍柱纯化!重组蛋白通过质谱和
f1A<157D40<

进行鉴定&以重组蛋白为抗原建立酶联免疫吸附试验

"

KM̂S*

%间接法!并检测临床收集的梅毒血清&结果
!

成功构建表达载体
3

K/,".D,/T%!%%

!测序结果表明质粒中

的插入序列与
a17X67H

中
/T%!%%

的基因序列相同&重组蛋白表达约占菌体总蛋白的
$%)

!相对分子质量约为
"&

h!%

&

&质谱和
f1A<157D40<

分别证实重组蛋白的酶解片段来自于
/T%!%%

蛋白!重组蛋白能与梅毒
/TT*

阳性血

清发生特异性反应&

KM̂S*

检测
"%

份梅毒螺旋体明胶凝集试验"

/TT*

%阳性血清和
"%

份
/TT*

阴性血清!与

/TT*

方法的符合率分别为
-')

"

!-

(

"%

%和
!%%)

"

"%

(

"%

%&结论
!

重组硫氧还原蛋白
/T%!%%

能够与梅毒患者阳

性血清发生特异性反应!是一个潜在的梅毒血清学诊断抗原&
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根据全国和各省市的研究调查报告显示#目前我国的梅毒

发病率处于不断上升的趋势.

!,&

/

*由于梅毒感染人体后的症状

和体征并不特异#临床诊断需依靠梅毒血清学的试验结果*传

统的梅毒血清学诊断方法存在固有缺点#梅毒非特异性抗体检

测如快速血浆反应素试验$

YTY

&的敏感性和特异性较低#特异

性抗体的检测如梅毒螺旋体明胶凝集试验$

/TT*

&其试剂成

本较高*传统方法以手工操作为主#结果判读受主观影响#难

以满足目前临床上大样本的快速筛查工作*近年来#以梅毒重

组蛋白为抗原所建立的检测方法开始在临床上推广应用*为

了进一步丰富梅毒螺旋体的特异性抗原库#有学者从梅毒全蛋

白质表达库中筛选可与梅毒螺旋体感染的兔血清和患者血清

结合的蛋白抗原#成功鉴定出硫氧还原蛋白
/T%!%%

能够与梅

毒感染后的各期血清发生特异性反应.

$,'

/

*因此作者拟通过原

核基因工程技术获得梅毒螺旋体重组
/T%!%%

蛋白#并探讨其

在梅毒血清学诊断中的初步应用价值*

$

!

材料与方法

$#$

!

材料
!

菌株和载体!梅毒螺旋体$

Q?B=04A

株&的基因组

]Q*

由南华大学病原微生物研究所提供%原核表达载体
3

K/,

".D

以及大肠埃希菌
]R'j

和
XM"!

$

]K&

&菌株为本实验室保

存*梅毒血清样本由广州医学院第一附属医院收集*主要试

剂!质粒提取和
TOY

产物回收试剂盒购自天根生化公司#

]Q*

和蛋白
N65H15

购自
d15917<6A

公司%

T519?2K2/6

G

聚

合酶购自大连宝生物公司%限制性内切酶
QB0

'

)

S64

'

和
/$

]Q*

连接酶购自
Q18K7

E

467:X?0M6DA

公司%

&%)

丙烯酰胺

$

!k"-

&)

/5?A

)

S]S

)

T̂/a

)

/5?B?71

购自
S?

E

96

公司%透析袋购

自广州捷倍斯公司%镍离子层析柱购自
aKR164<=B651

公司%

+

$%-

+
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辣根过氧化酶$

RYT

&标记羊抗人
^

E

a

购自北京博奥森公司*

$#/

!

方法

$#/#$

!

引物设计和基因扩增
!

以梅毒螺旋体基因组
]Q*

为

模板#聚合酶链反应$

TOY

&扩增
/T%!%%

基因*引物序列如

下!上游引物
'I,O*/aOO*/aaaO*/a*a//aO/OO

Oa/*Oa*O,&I

和下游引物
'I,*OaOa/Oa*Oa/O*O

aOaOO*a//OO//***a,&I

*反应体系为!模板
%#"7

E

#

引物
%#&

)

904

"

M

#

"hT519?2K2/6

G

"'

)

M

#补充水至
'%

)

M

*

反应条件为!

-.`

预变性
'9?7

%

-.`

变性
!%A

#

'.`

退火
&%

A

#

+"`

延伸
$'A

#共
&%

个循环%

+"`

延伸
'9?7

*

TOY

产物经

!'

E

"

M

琼脂糖凝胶电泳鉴定*

$#/#/

!

重组质粒的构建与测序
!

TOY

产物经
QB0

'

和
S64

'

双酶切#将酶切片段与
3

K/,".D

载体在
!(`

连接
$=

后#将连

接产物转化入大肠埃希菌
]R'j

中#经对卡那霉素的抗药性筛

选阳性重组子#使用载体的通用引物进行菌落
TOY

鉴定#阳性

克隆提取质粒后经双酶切鉴定#正确的重组质粒送公司测序*

$#/#'

!

蛋白表达和纯化
!

将重组质粒
3

K/,".D,/T%!%%

导入

大肠埃希菌
XM"!

$

]K&

&中进行诱导表达*加入
T̂/a

至终浓

度
!#%9904

"

M

进行诱导#并以
T̂/a

诱导的经空载体
3

K/,

".D

转化的
XM"!

菌为对照*离心收集诱导产物的上清液和沉

淀#聚丙烯酰胺凝胶电泳$

S]S,T*aK

&鉴定目的蛋白的表达形

式*大量诱导重组菌并收集菌体沉淀#提取包涵体蛋白#经

.904

"

M

尿素溶解后进行镍柱纯化#使用
'%%9904

"

M

咪唑洗

脱目的蛋白并通过透析将溶液换为
!k!

的磷酸盐缓冲液

$

TXS

#

3

R+#'

&*

$#/#1

!

基质辅助激光解析电离化飞行时间质谱分析$

N*M,

]̂,/[d

&

!

蛋白样品经胰酶作用后与基质混合并上样#在

$.%%

3

4CAN*M]̂,/[d*764

@

J15

串联飞行时间质谱仪上进行

检测*样品首先进行一次一级质谱分析#再选择一级质谱中信

噪比大于或等于
'%

)信号由强到弱的
'

个前体离子进行二级

质谱分析*获得的二级质谱数据通过
aTSK2

3

4051

软件

N*SO[/

蛋白质数据库中检索#找出相匹配的蛋白*

$#/#2

!

f1A<157D40<

分析
!

纯化的重组蛋白经
S]S,T*aK

后#电转移至
TP]d

膜上#与
/TT*

阳性梅毒血清孵育
!=

#

)

脱脂牛奶封闭后#加入
RYT

标记的羊抗人
^

E

a

孵育
!=

#最后

加入
/NX

显色*

$#/#)

!

酶联免疫吸附试验$

KM̂S*

&间接法的建立
!

将浓度为

$9

E

"

M

的
/T%!%%

蛋白包被
KM̂S*

板#

$`

过夜孵育*使用

")XS*

在
$`

条件下过夜封闭*血清以
!k!%

稀释后再加

入反应孔并在
&+`

孵育
$'9?7

#洗涤后加入酶标抗体孵育
$'

9?7

后#充分洗涤后加入
/NX

显色#在
$'%79

波长下检测吸

光度值*检测临床收集的
/TT*

阳性和
/TT*

阴性血清各

"%

份*

/

!

结
!!

果

/#$

!

TOY

扩增结果
!

TOY

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定

可见约
(%%D

3

的特异性基因条带#见图
!

*

/#/

!

重组表达质粒的构建与测序
!

重组质粒
3

K/,".D,

/T%!%%

经
QB0

'

和
S64

'

双酶切#产物经琼脂糖凝胶电泳分析

可见约
%#(HD

和
'#&HD

的目的基因条带#见图
!

*将双酶切

鉴定成功的重组质粒送测序#测序结果经
X46A<

序列对比分

析#结果表明质粒中插入序列与
a17X67H

中登录的
/T%!%%

基

因序列完全一致*

/#'

!

蛋白表达与纯化
!

重组菌的表达产物经
S]S,T*aK

分

析#可见相对分子质量约
"&h!%

& 的特异蛋白条带#目的蛋白

主要以包涵体的表达形式存在*经凝胶成像系统扫描分析#目

的蛋白约占菌体总蛋白的
$%)

#见图
"

*

!!

注!

N

为分子量标准%

!

为
/T%!%%

基因的
TOY

产物%

"

为
3

K/,

".D,/T%!%%QB0

'

"

S64

'

双酶切产物*

图
!

!

/T%!%%

基因扩增产物和表达质粒

3

K/,".D,/T%!%%

双酶切鉴定

!!

注!

N

为分子量标准%

!

为未诱导%

"

为
T̂/a

诱导的全菌蛋白%

&

为
T̂/a

诱导的上清液%

$

为
T̂/a

诱导的沉淀%

'

为纯化后*

图
"

!

梅毒螺旋体
/T%!%%

蛋白的重组表达与纯化

图
&

!

重组
/T%!%%

蛋白的肽质量指纹图谱&

TNd

'

和质谱*质谱&

NS

*

NS

'分析图

/#1

!

N*M]̂,/[d

结果
!

纯化蛋白
N*M]̂,/[d

分析后#结

+

'%-

+

检验医学与临床
"%!"

年
$

月第
-

卷第
.

期
!

M6DN1:O4?7

!

*

3

5?4"%!"

!

P04#-

!

Q0#.



果利用
N*SO[/

软件查询
QOX̂

数据库发现#酶解肽段中#相

对分 子 质 量 为
!'-%#+.

的 肽 段#氨 基 酸 序 列 为
aQ],

dl̂P*PQPa]SY

#来自
/T%!%%

蛋白#表明酶解肽段来自目

的蛋白#

/T%!%%

的肽质量指纹图谱$

TNd

&和质谱质谱$

NS

"

NS

&分析见图
&

*

/#2

!

f1A<157D40<

分析
!

f1A<157D40<

分析证明#纯化的重组

/T%!%%

蛋白可与
/TT*

阳性的梅毒血清发生特异性反应#见

图
$

*

!!

注!

!

为纯化的
/T%!%%

%

"

为经
T̂/a

诱导的空载体
3

K/,".D

转化

的
K#B04?XM"!

$

]K&

&细菌的裂解液*

图
$

!

重组
/T%!%%

蛋白的
f1A<157D40<

分析

/#)

!

KM̂S*

间接法测定
!

通过以重组
/T%!%%

蛋白建立的

KM̂S*

法检测
"%

份
/TT*

阳性血清
!-

份为阳性结果#

"%

份

/TT*

阴性血清全部为阴性结果#两种方法的符合率分别

-')

和
!%%)

*

'

!

讨
!!

论

随着我国梅毒感染病例数的不断上升和积极落实梅毒患

者诊治的规范化管理#传统的检测方法如
YTY

)

/TT*

已经难

以满足目前临床大样本的快速筛查*以基因工程重组表达的

抗原所建立的
KM̂S*

和化学发光法具有检测成本低)易于自

动化和标准化#是目前梅毒血清学诊断方法发展的主要趋势#

主要包括免疫化学发光法和
KM̂S*

#以重组
/T!'

)

/T!+

)

/T$+

等单个蛋白或其组合作为抗原.

(,+

/

#方法的敏感性可以达

到
-')

以上.

.

/

%但临床检测的实践中发现其结果与传统方法

包括
/TT*

的结果具有一定比例的不一致性#出现部分假阳

性结果.

-,!!

/

#已经引起临床对实验室结果判读的困惑#但其发

生的真正原因目前尚不清楚*因此#急需进一步优化目前基于

重组抗原的免疫化学发光法*但由于可供选择的特异性抗原

非常有限#限制了对方法学的优化#所以迫切需要扩大梅毒螺

旋体特异性抗原库#鉴定和研究潜在可用于梅毒血清学诊断的

新抗原*

本研究利用原核基因工程技术成功获得了的重组硫氧还

原蛋白
/T%!%%

#通过
f1A<157D40<

分析证明其能与梅毒
/T,

T*

阳性的血清发生特异性反应*以重组
/T%!%%

蛋白建立的

KM̂S*

间接法#通过与
/TT*

的比较#其对
/TT*

阳性血清的

检测符合率为
-')

$

!-

"

"%

&#对
/TT*

阴性血清的检测符合率

是
!%%)

$

"%

"

"%

&#表明基于重组
/T%!%%

抗原的
KM̂S*

间接

法与传统的
/TT*

方法具有相当的检测性能#且灵敏)特异#

操作简便和容易实现检测自动化和标准化#对进行高通量和自

动化的梅毒血清学筛查具有明显优势*但由于本研究所测试

的血清数量有限#需进一步通过大样本的临床考核去评价其在

梅毒血清学诊断的应用价值*
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