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血清学诊断的新抗原%
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梅毒是一种由苍白螺旋体感染引起的性传播疾病#其患病

率在中国有不断上升的趋势'
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(

)由于梅毒感染人体后的症状

和体征并不特异#临床诊断和治疗需依靠梅毒血清学的实验结

果)传统的梅毒血清学诊断方法存在自身缺陷#且以手工操作

为主#结果判读受主观影响#不易实现标准化和自动化#难以满

足目前临床上大量样本的快速筛查工作)随着梅毒螺旋体基

因组
8S;

全序列的解析#基因工程重组的梅毒抗原已开始应

用于临床#推进了梅毒血清学的高通量检测和快速筛查'
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)目

前#梅毒诊断试剂主要应用
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/+$E
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/+==&'

和
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重

组蛋白这
=

种梅毒螺旋体抗原#因此需要扩大梅毒血清学诊断

的候选抗原库#以利于建立特异性和敏感性更高的梅毒血清学

诊断方法)有研究报道#从梅毒螺旋体蛋白质的表达库中筛选

与梅毒患者阳性血清结合的蛋白质抗原#成功鉴定出可与各期

梅毒患者血清发生特异性反应的
!

"

#

蛋白'
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(

)本研究通过原

核基因工程技术重组表达梅毒螺旋体
!
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#

蛋白#为优化现有

梅毒血清学诊断方法提供新的抗原)
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材料与方法
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华大学病原微生物研究所惠赠%原核表达载体
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宿主菌
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&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和佛山市顺德区龙

江医院收集)主要试剂!质粒提取和
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预
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#

E%b@(C

#共
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个循环%最

后
E%b

再延伸
'I5D

)
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产物经琼脂糖电泳鉴定)

A&B&B
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表达质粒的构建
!
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产物纯化回收并使用
S#F
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双酶切#酶切片段与同样处理的
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载体在

$Ab

连接
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后#将连接产物转化入
.&23458W'X

中#经卡那

霉素抗性筛选阳性重组子#使用
"

./

载体通用引物菌落
+,-

鉴定重组质粒后#送公司测序)

A&B&C
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蛋白的诱导表达和纯化
!

将重组质粒
"
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"

#

导入
.&234567%$

$
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&中进行诱导表达)在
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终浓度为

$&%II34

"

7

的条件下进行诱导#在不同时段收集诱导产物#同

时以诱导的含有
"

./0%)1

空载体菌作为对照)分别收集诱导

表达的上清和沉淀#

:8:0+;!.

分析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
)

I34

尿素溶解后将上清液上柱层析纯化#使用
'((II34

咪唑

洗脱目的蛋白#使用透析法逐步将溶液置换为
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基质辅助激光解析电离化飞行时间质谱分析$

_;70

890/cd
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蛋白样品经胰酶作用后与基质混合并上样#在

=)((

"

4MC_;7890/cd;DJ4

N

VFH

串联飞行时间质谱仪上进行

检测)每个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
!+:.G

"

43HF

软件

_;:,c/

蛋白质数据库中检索#找出相匹配的蛋白)

A&B&E

!

蛋白的免疫印迹分析
!

重组蛋白经
:8:0+;!.

后#电

转移至
+̀ 8d

膜上#使用含
'?

脱脂牛奶的封闭液过夜封闭#

以
/++;

阳性梅毒血清为一抗#

W-+

标记的羊抗人
9

O

!

为二

抗#进行
UFCKFHD143K

分析)

A&B&F
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间接法的建立与测定
!

建立间接
.79:;

法#将

=

#

O

"

I7

的
!
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#

蛋白包被
.79:;

板#

*E b

包被方式
%P

#再

=b

过夜)封闭液为
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并在
=b

过夜#反应条件为
*Eb

温育
='I5D

#酶标抗体工作浓度为
$]%((((

#用于检测临床收

集的
/++;

阳性和
/++;

阴性血清各
%(

例)

B

!

结
!!

果

B&A

!

+,-

扩增结果
!

+,-

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分析#

可见约
$&$<1

的特异性条带#见图
$

)

B&B

!

重组质粒
"

./%)10!

"

#

的鉴定
!

重组质粒经
S#F

"

和

\P3

"

酶切#产物经琼脂糖电泳分析可见约
$&$

和
'&*<1

的目

的条带#见图
$

)

B&C

!

重组质粒测序结果
!

提取双酶切鉴定成功的重组质粒送

测序#测序结果经
8S;_;S

软件多重序列对比分析#结果

!FD6JD<

中登录的
!

"

#

基因序列一致)

B&D

!

蛋白的表达和纯化
!

重组菌的表达产物经
:8:0+;!.

分析#可见相对分子质量约
=$>$(

* 的特异蛋白条带#主要以

包涵体形式表达)经
è +

凝胶成像系统扫描分析#目的蛋白

分别约占菌体总蛋白的
=(?

#纯化后见相对单一的蛋白条带#

见图
%

)
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_
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8S;

标志物%

$

!

!

"

#

基因的
+,-

产物%

%

!

"
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#

$

S#F

"

"

\P3

"

&双酶切产物)

图
$

!!

!

"

#

基因扩增产物和表达质粒
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./0%)10!
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的

双酶切鉴定
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!蛋白质标志物%

$

!未诱导%

%

!

9+/!

诱导的全菌蛋白%

*

!

9+/!

诱导的上清%

=

!

9+/!

诱导的沉淀%

'

!纯化后)

图
%

!!

梅毒螺旋体
!

"

#

蛋白的重组表达与纯化

!!

$

!纯化后的
!

"

#

蛋白%

%

!经
9+/!

诱导的空载体
"

./0%)1

转化的

.&234567%$

$

8.*

&细菌的裂解液)

图
*

!!

重组蛋白
!

"
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的免疫印迹分析
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B&E

!

_;7890/cd

分析
!

纯化蛋白
_;7890/cd

分析后#结

果利用
_;:,c/

软件查询
S,69

数据库发现#酶解肽段中#相

对分子质量
$&'A$E@>$(

* 的肽段#其氨基酸序列为
7W/0

d...7Yd9-

#表明酶解肽段来自克隆的目的蛋白#

!

"

#

的肽质

量指纹图谱$

+_d

&和串联质谱$

_:

"

_:

&分析图)

B&F

!

免疫印迹分析
!

UFCKFHD143K

结果提示#在相对分子质

量约为
=$>$(

* 处可见特异性条带#即重组蛋白
!

"

#

可与
/+0

+;

阳性血清发生特异性反应#见图
*

)

B&G

!

.79:;

间接法的建立与测定
!

利用建立的
.79:;

间接

法测定
%(

份
/++;

阳性血清#发现
$

份标本的结果为阴性#测

定
%(

份
/++;

阴性血清标本中全部为阴性#两种方法测定结

果的符合率分别为
@'?

$

$@

"

%(

&和
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$

%(

"

%(

&)

C

!

讨
!!

论

传统的梅毒血清学诊断实验分为非特异性抗体和特异性

抗体的检测)前者如快速血浆反应素实验$

-+-

&用于检测血

清中的磷脂抗体#具有较高的生物假阳性'

'

(

%后者如梅毒螺旋

体明胶凝集实验$

/++;

&用于检测血清中的梅毒特异性抗体#

敏感性和特异性较高#但天然抗原制备困难#成本较高#不能自

动化#结果判读受主观影响'

A

(

)

以基因工程重组表达的抗原所建立的
.79:;

法和免疫化

学发光法具有检测成本低*易于自动化和标准化#是梅毒血清

学诊断方法发展的主要趋势'

E

(

#目前这些方法均以重组
/+$'

*

/+$E

*

/+==&'

和
/+=E

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'

@

(

#但临床实践中已发现其结

果与传统方法包括
/++;

的结果出现了不一致性#主要是假

阳性'

$(0$$

(

#引起临床对结果解释的困惑#但其真正原因目前尚

未阐明)所以需要优化目前基于重组抗原的梅毒血清学诊断

方法)但目前非常有限的特异性抗原制约了对方法学的优化#

必须积极扩大梅毒螺旋体特异性抗原库#广泛而深入地研究可

用于梅毒血清学诊断的新抗原)

本研究通过在大肠杆菌表达系统中克隆表达
!

"

#

基因#

经纯化后通过
_;7890/cd

分析证实表达的重组蛋白为

!

"

#

#其与梅毒阳性血清具有良好的免疫反应性)建立基于

!

"

#

蛋白的
.79:;

间接法#并与
/++;

法的比较#其对
/++;

阳性血清的检测符合率为
@'?

$

$@

"

%(

&#对
/++;

阴性血清的

检测符合率是
$((?

$

%(

"

%(

&#表明基于重组抗原
!

"

#

的

.79:;

间接法与传统的
/++;

方法具有相当的检测性能#而

且容易实现检测的自动化和标准化#在进行高通量和自动化的

梅毒快速筛查上具有明显优势)本研究成功获得了重组梅毒

螺旋体
!

"

#

蛋白#为完善现有梅毒血清学诊断方法提供了新

的候选抗原)
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医学统计工作的基本内容

按工作性质及其先后顺序#可将医学统计工作分为实验设计*收集资料*整理资料*分析资料)实验设计是开展某项医

学研究工作的关键#包括医学专业设计和统计学设计#医学专业设计的内容包括研究对象纳入和排除标准*样本含量*获取

样本的方法*分组原则*观察$检测&指标*统计方法等)收集资料的方法包括各种试验*检测或调查#要求资料完整*准确*及

时*有足够数量*具有代表性和可比性等)整理资料包括原始资料的检查与核对*对资料进行分组与汇总等)分析资料即对

资料进行统计学分析#包括进行统计描述和统计推断)
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