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荧光定量ＰＣＲ检测梅毒螺旋体方法的建立及初步应用
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　　【摘要】　目的　采用二聚体蝎型探针技术建立一种高敏感性和特异性的检测梅毒螺旋体（ＴＰ）的荧光定量聚

合酶链反应（ＰＣＲ）方法。方法　根据ＴＰ特异性外膜蛋白Ｇｐｄ的基因序列设计引物和荧光探针，采用基因工程技

术构建可用于ＴＰ定量的标准品，优化荧光定量ＰＣＲ的反应体系和反应条件，建立检测ＴＰ的二聚体蝎型探针定量

ＰＣＲ。采用本研究建立方法和商品化荧光定量ＰＣＲ试剂盒检测４０例临床标本，对比分析检测结果的统计学差异。

结果　成功构建了ＴＰ重组质粒标准品和ＴＰ的二聚体蝎型探针定量ＰＣＲ，该方法线性范围为１０１～１０８ｃｏｐｙ／ｍＬ，

灵敏度为１０ｃｏｐｙ／ｍＬ，特异性和敏感性均为１００．０％；二聚体蝎型探针定量ＰＣＲ对疑似梅毒病例阳性检出率显著

高于目前商品化Ｔａｑｍａｎ荧光定量ＰＣＲ试剂盒（８２．５％狏狊６２．５％，犘＜０．０５）。结论　成功建立了二聚体蝎型探针

荧光定量ＰＣＲ快速检测ＴＰ的方法，为临床上ＴＰ的早期诊断和防控奠定了基础。
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　　梅毒是由梅毒螺旋体（ＴＰ）引起的，严重危害人类健康的

性传播疾病之一，近年来我国梅毒发病率呈逐年上升趋势［１］。

梅毒不仅可以在普通人群中水平传播，还可以通过母胎垂直传

播，引起先天性梅毒。早诊断、早治疗对控制梅毒蔓延至关重

要［２］。目前国内外ＴＰ的检测方法主要有病原体检测法和血

清学试验：病原体检测法是目前最特异、最准确的诊断方法，但

灵敏度低；非ＴＰ抗原血清学试验敏感性高而特异性较低；ＴＰ

抗原血清学试验敏感性和特异性都很高，但不能反映梅毒治疗

效果及治愈情况，也不能判断其是否具有传染性。分子生物学

诊断技术具有快速、敏感、特异等优点，将可能提高ＴＰ的诊断

效率［３］。二聚体蝎型探针定量技术是目前发展迅速的分子生

物学诊断技术之一，与现有的基于Ｔａｑｍａｎ荧光探针技术的聚

合酶链反应（ＰＣＲ）比较，该技术具有敏感度更高、成本更低等

特点［４］。目前国内外少见二聚体蝎型探针定量技术用于 ＴＰ

的报道，本研究拟采用该技术建立新型的ＴＰ荧光定量ＰＣＲ。

１　资料与方法

１．１　一般资料

１．１．１　标本来源　按《梅毒诊断标准（ＷＳ２７３２００７）》收集的

４０例疑似病例和２２例确诊病例患者血清标本均来自深圳市

罗湖区第一劳动教养管理所在押劳教人员；８份ＴＰ阴性血清

标本来自健康体检者。

１．１．２　菌株和质粒　大肠杆菌ＤＨ５α由本课题组保存，原核

表达载体ｐＥＴ２８ａ购于美国ＧＥ公司。

１．１．３　试剂与仪器　热启动 Ｔａｑ酶、ＵＮＧ酶、ｄＮＴＰｓ、缓冲

液、ＭｇＣｌ２、限制性内切酶ＢａｍＨⅠ及ＨｉｎｄⅢ和ｐＭＤ１８Ｔ载体

连接系统购自大连宝生物公司；琼脂糖、ＥＢ和胶回收试剂盒购

自北京博凌科为公司；Ｍａｒｋｅｒ购自美国 ＭＢＩ公司；梅毒Ｔａｑ

ｍａｎ荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自广州中山达安公司；胰蛋白胨、

酵母提取物购自南京森贝伽公司；质粒抽提试剂盒购自德国

Ｑｉａｇｅｎ公司。ＡＢＩ７５００荧光定量 ＰＣＲ仪为美国 ＡＢＩ公司
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产品。

１．２　方法

１．２．１　引物和探针设计合成　以ＴＰ特异性外膜蛋白Ｇｐｄ基

因序列为模板，扩增序列长１６４ｂｐ。采用 ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒｂｌａｓｔ／）设计特异

性探针和引物，并由上海生工生物公司合成和标记。普通

ＰＣＲ上游引物Ｆ１：５′ＧＣＣＡＧＣＧＣＴＴＴＣＣＴＣＴＴＴＧ３′，下

游引物Ｒ１：５′ＣＧＣＴＧＣＧＡＴＧＴＣＴＴＴＴＣＣＴＴ３′。二聚

体蝎型探针上游引物和标记荧光报告基团的核苷酸链由线性

多聚体（ＨＥＧ）连接为Ｆ２：５′ＦＡＭＴＧＧＴＴＴＴＡＧＧＣＴＧＣＡ

ＣＡＣＴＴＴＨＥＧＧＣＣＡＧＣＧＣＴＴＴＣＣＴＣＴＴＴＧ３′，标记猝

灭基团的互补链为５′ＡＡＡＧＴＧＴＧＣＡＧＣＣＴＡＡＡＡＣＣＡ

ＤＡＢＣＹＬ３′，下游引物 Ｒ２：５′ＣＧＣＴＧＣ ＧＡＴ ＧＴＣＴＴＴ

ＴＣＣＴＴ３′。

１．２．２　标本处理　取疑似病例和确诊病例患者及健康体检者

血清１００μＬ，加入等量 ＤＮＡ 浓缩试剂，振荡混匀，１００００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入２０μＬＤＮＡ提取液，振荡混

匀并瞬时离心，置１００℃干热孵育器中１０ｍｉｎ，立即放入４℃

离心机，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，留取上清液标本备用。取

确诊病例患者血清ＤＮＡ标本用于构建标准品质粒。

１．２．３　标准品质粒ｐＥＴ２８ａＧｐｄ的构建　反应体系总体积为

３０μＬ：梅毒螺旋体ＤＮＡ模板２μＬ、普通ＰＣＲ上、下游引物各

３μＬ、缓冲液３μＬ、ＭｇＣｌ２２μＬ、ｄＮＴＰ３μＬ、Ｔａｑ酶０．５μＬ、无

ＤＮＡ酶去离子水１６．５μＬ。循环参数为９５℃预变性５ｍｉｎ；

９５℃３０ｓ，５９℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环３５次；７２℃延伸５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经电泳初步鉴定，采用胶回收试剂盒回收目的

ＤＮＡ，定量后克隆到Ｔ载体并转化入大肠杆菌ＤＨ５α，用异丙

基硫代半乳糖苷／５溴４氯３吲哚β半乳糖苷／氨苄青霉素平

板筛选出阳性克隆，含 Ａｍｐ６０μｇ／ｍＬ的ＬＢ肉汤增菌，提取

质粒，经ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切和ＰＣＲ鉴定。

１．２．４　二聚体蝎型探针定量ＰＣＲ体系和循环参数的优化　

本研究拟扩增模板为１６４ｂｐ，结合二聚体蝎型探针的特性，选

用变性和退火二步循环法。参考文献［５］报道，二聚体蝎型探

针可采用ＰＣＲ快循环，其循环参数设置应满足ＰＣＲ反应时间

最短但不影响荧光曲线的要求。为节约试剂成本，本研究反应

体系总体积为２０μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，设置镁离子浓度梯度、

探针浓度梯度、报告探针和淬灭探针浓度比梯度，并优化组合。

通过分析ＰＣＲ产物的电泳条带，实时荧光定量ＰＣＲ的荧光曲

线的背景、荧光值的峰值、信噪比和扩增曲线的形态来评价反

应体系，从而最终建立最佳的荧光定量ＰＣＲ反应体系。

１．２．５　方法学评价　（１）标准曲线及线性范围。采用含 Ａｍｐ

的ＬＢ肉汤增菌培养阳性克隆大肠杆菌，收集细菌并抽提质

粒，定量后进行１０倍梯度稀释得系列浓度的标准品：１０１～１０８

ｃｏｐｙ／ｍＬ，以该序列浓度的标准品为模板进行荧光定量反应，

ＡＢＩ７５００ＰＣＲ仪自动生成标准曲线。根据标准曲线的线性，

以保持相关系数大于或等于０．９９的稀释浓度确定本方法的

线性范围。（２）灵敏度。采用双蒸水将质粒按１０倍梯度稀释

至１０ｃｏｐｙ／ｍＬ，用双蒸水做无模板对照，进行荧光定量反应，

以能区别于无模板对照的最低质粒浓度即为本方法的灵敏度。

（３）特异性和敏感性。采用建立的方法检测２２例确诊病例患

者和８例ＴＰ阴性血清标本，计算本方法的特异性、敏感性、阳

性预测值、阴性预测值和总有效率。（４）方法学比较。以Ｔａｑ

ｍａｎ定量ＰＣＲ为比对方法，与二聚体蝎型探针方法同时检测

４０份疑似梅毒患者血清标本，统计分析试验结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件分析试验数据，二聚

体蝎型探针定量ＰＣＲ和Ｔａｑｍａｎ定量ＰＣＲ检测结果比较采

用配对χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　重组质粒的构建和鉴定　质粒经ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双

酶切，其理论酶切产物为１６４ｂｐ，产物电泳后条带位置与理论

值相符。以质粒为模板，采用构建标准品的引物按原反应体系

进行ＰＣＲ扩增，产物电泳后条带位置与理论值亦相符（图１）。

　　注：Ｍ为 Ｍａｒｋｅｒ；１为阴性对照；２为双酶切；３为ＰＣＲ扩增。

图１　重组质粒鉴定的电泳图

２．２　荧光定量ＰＣＲ反应体系和循环参数　经过优化反应体

系和循环参数，本研究最佳荧光反应体系如下：总体积２０μＬ、

模板２μＬ、上游引物和报告探针Ｆ２（５μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、下游引物

Ｒ２（５μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、淬灭探针（２５μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、缓冲液

（１０×）２μＬ、ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２

μＬ、Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ、ＵＮＧ酶０．１μＬ、无ＤＮＡ酶 Ｈ２Ｏ

５．７μＬ。最佳循环参数：９３℃２ｍｉｎ预变性；９３℃４５ｓ→

５５℃３０ｓ并采集荧光信号；共４０个循环。

２．３　方法学评价　（１）线性范围：二聚体蝎型探针方法在

１０１～１０
８ ｃｏｐｙ／ｍＬ 质粒浓度范围内线性良好，标准曲线

犢＝－２．４５犡＋１２．６７，狉＝０．９９２３。（２）灵敏度：二聚体蝎型探

针方法能区别于无模板对照的最低模板浓度（灵敏度）为１０

ｃｏｐｙ／ｍＬ。（３）特异性和敏感性：二聚体蝎型探针方法检测２２

例确诊病例均为阳性，检测８例健康体检者均为阴性，其敏感

性、特异性、阳性预示值、阴性预示值和总有效率均为１００．０％。

２．４　二聚体蝎型探针方法与Ｔａｑｍａｎ荧光定量ＰＣＲ结果的

比较　以Ｔａｑｍａｎ定量方法和二聚体蝎型探针方法同时检测

４０例疑似梅毒患者血清标本，其中２５例标本两种方法均为阳

性，８例标本Ｔａｑｍａｎ荧光定量ＰＣＲ检测为阴性，而蝎型探针

方法定量结果分别为：１．２８×１０２、０．５３×１０２、１．２１×１０１、

１．５１×１０２、１．１８×１０１、１．２６×１０２、７．８２×１０１、１．３３×１０２ｃｏｐ

ｙ／ｍＬ，７例标本两种方法检测结果均为阴性。二聚体蝎型探

针方法阳性检出率为８２．５％，Ｔａｑｍａｎ定量方法阳性检出率为

６２．５％，前者显著高于后者，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

表１。

表１　两种定量ＰＣＲ检测４０例疑似病例血清的结果（狀）

Ｔａｑｍａｎ

荧光定量ＰＣＲ

二聚体蝎型探针方法

阳性 阴性
合计

阳性 ２５ ０ ２５

阴性 ８ ７ １５

合计 ３３ ７ ４０
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３　讨　　论

梅毒是由ＴＰ引起的，严重危害人类健康的性传播疾病之

一，主要通过性接触和血液传播。梅毒是一种传染性强且危害

性大的疾病，不仅可以在普通人群中水平传播，还可以经母胎

垂直传播，引起先天性梅毒［２，６］。因此，早诊断、早治疗对控制

梅毒蔓延至关重要，而选择敏感性高、特异性强的检测方法将

有助于梅毒（特别是早期梅毒）诊断。

国内外目前检测ＴＰ主要有以下几种方法：（１）病原体检

测，包括暗视野显微镜检查、银染色法、荧光抗体染色法等直接

检测ＴＰ的方法。（２）血清学试验，包括性病研究实验室试验、

快速血浆反应素环状卡片试验、不加热血清反应素试验和甲苯

胺红不加热血清试验等非特异性血清学试验，以及梅毒螺旋体

明胶颗粒凝集试验、梅毒螺旋体血球凝集试验、ＴＰＥＬＩＳＡ和

免疫印迹等特异性血清学试验。（３）基因诊断技术。这些试验

方法各有其优缺点：病原体检测法直接观察分泌物中的ＴＰ，可

直接诊断梅毒，是目前最特异、最准确的诊断方法，但灵敏度

低［７］。非特异性血清学试验检测反应素等非特异性抗体，敏感

性高而特异性较低。特异性血清学试验检测ＴＰ抗体，敏感性

和特异性都很高，可作为确认试验，但不能反映梅毒治疗效果

及治愈情况，也不能判断是否具有传染性，仅适合于大批量的

实验室检测［８］。基因诊断技术检测ＴＰＤＮＡ，有很强的特异性

和很高的敏感性，但目前国内ＰＣＲ试剂盒质量有待改进，同时

试剂成本较高［４，９］。

ＰＣＲ可以在ＴＰ抗体产生前几周检测出ＴＰＤＮＡ，即窗口

期隐性感染；实时荧光定量ＰＣＲ具有实时监测、绝对定量和高

通量检测的优势，克服了传统ＴＰ检测技术敏感性低、定量困

难、假阳性率高等缺点［４］。常用的Ｔａｑｍａｎ探针技术存在探针

标记和纯化难度高、Ｔａｑ酶要求高且反应时间较长等不足之

处。Ｓｏｌｉｎａｓ等
［１０］使用二聚体蝎型探针进行ＳＮＰ分析，这种探

针通过一个 ＨＥＧ连接在引物５′端，探针可与该引物扩增后的

新生链互补，荧光报告基团标记在探针５′端；另有一条单独的

猝灭链与探针互补，猝灭基团标记在猝灭链３′端。无特异性

产物时，猝灭链和探针杂交，从而无荧光产生；有特异性产物

时，由于分子内部杂交比分子间杂交更容易，探针更易杂交到

产物链上并产生特异荧光。

本研究首次建立了二聚体蝎型探针荧光定量ＰＣＲ检测

ＴＰ的方法，并对该方法进行了初步的方法学评价，其线性范

围为１０１～１０
８ｃｏｐｙ／ｍＬ，灵敏度为１０ｃｏｐｙ／ｍＬ，特异性和敏感

性均为１００．０％。二聚体蝎型探针方法对疑似梅毒患者阳性

检出率显著高于常用的Ｔａｑｍａｎ荧光定量ＰＣＲ。后续试剂盒

研发的优化试验中作者进一步将对该方法的批内、批间重复

性，反应体系稳定性，以及病原体检测特异性等参数进行方法

学评价。二聚体蝎型探针定量ＰＣＲ为临床上早期诊断ＴＰ和

控制其蔓延奠定了试验和理论基础，可在今后ＴＰ的监测等方

面开展应用。
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