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蛋白!通过免疫印迹法"
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%检测其免疫反应

活性&方法
!

聚合酶链反应扩增
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克隆至
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载体!构建重组表达质粒
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!经测序鉴定

正确后!转化大肠埃希菌
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%!经诱导表达后!用亲和层析方法纯化重组蛋白!鉴定正确后采用
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检测重组蛋

白与梅毒阴性(阳性血清的免疫反应性&结果
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成功构建
F
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原核表达质粒!表达(纯化后获得了相对分子质量约为

8!d!&

% 的重组蛋白$

W;7<;A0-\?:<

检测显示其能与梅毒阳性患者血清发生特异性反应!而与梅毒阴性患者血清无交叉反应性&

结论
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成功克隆(表达(纯化
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重组蛋白!其与临床各期梅毒患者血清具有较好的免疫反应性!为
9

F

/8

重组蛋白用于梅毒早

期诊断提供了理论依据&
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梅毒是由梅毒螺旋体$

9

F

&感染引起的性传播疾病#病程漫

长#早期侵犯生殖器和皮肤#晚期侵犯全身各器官#几乎能累及

全身各个脏器#危害极大'

!

(

)

9

F

潜伏感染时间长#可很长时间

无明显临床症状)因此#早期诊断对控制梅毒的传播具有重要

意义)目前#诊断
9

F

感染主要通过血清学方法检测
9

F

非特异

性抗体和特异性抗体)这些试验均采用
9

F

天然抗原作为诊断

抗原#而
9

F

目前还不能在体外持续培养#从而导致制备天然抗

原较困难)因此#多采用基因重组方法制备
9

F

抗原代替天然

抗原以建立酶联免疫吸附试验$

)+O(.

&或免疫印迹法$

W;7<;A0-

\?:<

&检测血清中的抗
9

F

抗体'

"

(

)目前已重组的
9

F

抗原有
"&

多种#其中
9

F

/8

是
9

F

外膜脂蛋白'

%

(

#重组
9

F

/8

不仅具有高

免疫原性#而且能够作为
9

F

诊断抗原#在梅毒诊断中具有重

要意义'

/

(

)本研究利用分子克隆技术获得
9

F

/8

重组蛋白#并

通过
W;7<;A0-\?:<

对其免疫反应性进行了研究)
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!

材料与方法

B#B

!

一般资料
!

9

F

'6C@:?7

标准株,载体
F

])̂-$X-!

由本院

保存#表达宿主菌大肠埃希菌$

)#C:?6

&

\+"!

$

R)%

&购自广州科

昂公司)

!,

例不同临床分期梅毒患者阳性血清标本,

!&

例梅

毒阴性血清标本为本院临床检测标本)

B#C

!

试剂
!

细菌基因组
R'.

提取试剂盒购自亚能公司%

R'.

分子标记物,

9=

N

R'.

聚合酶,

9/

连接酶,限制性内切

酶,

](9

纯化柱均购自大连
9=G=A=

公司%蛋白分子标记物购

自
Z;A2;0<=7

公司%质粒提取试剂盒,聚合酶链反应$

X*S

&扩

增产物快速胶回收试剂盒和
R'.

纯化试剂盒购自碧云天公

司%异丙基
-

%

-R-

硫代半乳糖苷$

OX9]

&,氨苄西林购自上海生工

生物工程技术有限公司#三羟甲基氨基甲烷$

9A67

&,十二烷基

磺酸钠$

(R(

&,丙烯酰胺,

+\

培养基购自
(6

1

2=

公司)

X*S

产

物合成及
R'.

测序由上海生工生物工程技术有限公司完成)

B#D
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方法

B#D#B

!
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重组质粒的构建
!

根据
];0\=0G

中的
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/8

基

因序列$

M,,8$4#!

&#去除信号肽序列#设计引物#委托上海生

工生物工程技术有限公司合成)使用基因组
R'.

提取试剂
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盒提取
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'6C@:?7

株基因组
R'.

#操作步骤按照试剂盒说明

书进行)以提取的
R'.

为模板#

X*S

扩增
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基因)反应

体系如下!模板
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酶
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#
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e/37

,

3, e /37

,

8" e !260

循环
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次#

8" e !&260

)

X*S

产物经琼脂糖凝胶电泳进行鉴定)

X*S

产物纯化后经

X*S

产物快速胶回收试剂盒纯化回收#将纯化后的
X*S

产物

和
F

])̂-$X-!

质粒进行双酶切#将纯化后的酶切
X*S

产物插

入到质粒
F

])̂-$X-!

中#获得重组表达质粒
F

])̂-$X!-9

F

/8

#

通过测序鉴定获得阳性克隆)

B#D#C

!

重组蛋白的表达及纯化
!

将构建正确的重组质粒
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])̂-$X!-9
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转化至宿主菌
)#C:?6\+"!

$

R)%

&#挑取单个

阳性克隆至含有氨苄西林的
+\

液体培养基#

%8e

摇床培养过

夜#次日按照
!k"&

的比例接种至新的含氨苄西林的培养基

中#继续培养
"

!

%@

#菌液
$&&02

光密度值为
&#$

!

!#&

时加

入
!22:?

"

+OX9]

#

%8e

诱导表达
/

!

$@

#同时设未诱导组)

离心收集菌体#用磷酸盐缓冲液重悬后#在冰浴中超声破碎细

菌#离心#取上清用
](9

标签蛋白纯化树脂进行纯化#具体操

作参照纯化说明书)表达及纯化产物进行
(R(-

聚丙烯酰胺凝

胶电泳$

(R(-X.])

&和
W;7<;A0-\?:<

鉴定)

B#D#D

!
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重组蛋白的鉴定
!

经
OX9]

诱导后收集细菌加

入
(R(-X.])

上样缓冲液#煮沸
%260

#冷却后离心#取上清
!&

"

+

进行
!"Q(R(-X.])

电泳#考马斯亮蓝染色后拍照记录结

果)将诱导前,诱导后和纯化的重组蛋白分别上样#进行
(R(-

X.])

电泳后#转至聚偏二氟乙烯$

XURZ

&膜#先用
3Q

脱脂牛

奶室温封闭
"@

#然后加入一抗$

](9

标签单克隆抗体#

!k

"&&&

&室温孵育
"@

#用
9\(9

洗涤
%

次#每次
3260

#再加入二

抗$辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠
O

1

]

#

!k%&&&

&室温孵育
!

@

#

9\(9

洗涤
%

次#每次
3260

#增强化学发光法$

)*+

&显影#

9.'9)'

成像仪拍照记录结果)

B#D#E

!
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分析重组蛋白的免疫反应性
!

将纯化的

重组蛋白上样进行
(R(-X.])

电泳#转膜#制备成含重组蛋白

的膜条#以
!,

例不同期梅毒患者血清作为一抗$

!k!&&&

&#以

辣根过氧化物酶标记的羊抗人
O

1

]

$

!k%&&&

&作为二抗#进行

W;7<;A0-\?:<

检测#

)*+

显影#

9.'9)'

成像仪拍照记录结

果)随后#将该膜条经
&#"2:?

"

+'=PV

作用
%&260

#以
!&

例

临床梅毒阴性患者血清作为一抗$

!k!&&&

&#以羊抗人
O

1

]

$

!k"&&&

&作为二抗#进行
W;7<;A0-\?:<

检测#

)*+

显影#

9.'9)'

成像仪拍照记录结果)
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!

结
!!

果

C#B

!
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重组质粒的构建
!

经
X*S

从
9

F

标准株
R'.

中

扩增得到
9

F

/8

基因片段#酶切#切胶回收
X*S

产物#将回收产

物连接到载体
F

])̂-$X-!

中#经测序鉴定证实插入片段为

9

F

/8

基因片段#测序结果与
];0\=0G

收录的序列完全一致)

C#C

!

9

F

/8

重组蛋白表达,纯化及鉴定
!

将重组质粒转化至

)#C:?6\+"!

$

R)%

&#挑取阳性重组菌进行
OX9]

诱导表达#经

!"Q(R(-X.])

分析#可见相对分子质量约为
8!d!&

% 的目

的蛋白条带#大小与理论值相符$见图
!

&)将诱导后的蛋白进

行
W;7<;A0-\?:<

鉴定#

)*+

显影后得到
W;7<;A0-\?:<

结果$见

图
"

&#在约
8!d!&

% 处有一明显蛋白带#未诱导的样品为

阴性)

C#D

!

9

F

/8

重组蛋白的免疫反应性
!

将纯化的重组蛋白经

(R(-X.])

电泳后转至
XURZ

膜#切成多份小膜条#分别用
$

例一期,

$

例二期和
$

例三期梅毒患者血清和
!&

例梅毒阴性

患者血清作为一抗#以羊抗人
O

1

]

作为二抗进行免疫印迹分

析#结果显示
9

F

/8

重组蛋白可与一期至三期梅毒患者血清发

生反应#而与梅毒阴性患者血清无反应#见图
%
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M

!蛋白分子标记物%

!

!

9X/8

重组蛋白诱导前%

"

!

9X/8

重组蛋白

诱导后%

%

!

3

!

9X/8

纯化蛋白)

图
!
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(R(-X.])

分析
9X/8

蛋白的表达及纯化
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!
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9X/8

重组蛋白诱导前%

"

!

%

!

9X/8

纯化蛋白%

/

!

9X/8

重组蛋

白诱导后)

图
"
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W;7<;A0-\?:<

分析
9X/8

重组蛋白的表达及纯化

!!

!

!

$

!一抗为一期梅毒患者血清#二抗为羊抗人
O

1

]

%

8

!

!"

!一抗

为二期梅毒患者血清#二抗为羊抗人
O

1

]

%

!%

!

!,

!一抗为三期梅毒患

者血清#二抗为羊抗人
O

1

]

)

图
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分析
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重组蛋白的免疫反应性
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!一抗为梅毒阴性患者血清#二抗为羊抗人
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)

图
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分析
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重组蛋白的特异性

D

!

讨
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论

研究发现有多种
9

F

外膜脂蛋白具有很强的反应原性#其

中
9X!3

,

9X!8

,

9X&/3%

,

9X/8

已联合应用于
)+O(.

梅毒检测

试剂盒#其中
9X/8

蛋白被认为是
9

F

内丰度最高,抗原性强和

特异性好的抗原'
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(报道#在梅毒初期
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蛋白

的抗原反应性较其他抗原更敏感#说明该蛋白为主要免疫原#

可作为梅毒的早期诊断指标)
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位不仅可检测一期梅毒#也是活动性梅毒的一个标志#对于伴

有人类免疫缺陷病毒$

VOU

&感染的梅毒患者#在
9

F

抗体滴度

低于一般梅毒患者情况下#也可检测
9

F

/8

抗体)因此
9

F

/8

蛋白是梅毒诊断中的重要抗原)

本研究采用基因重组技术克隆了
9

F

/8

基因#成功构建了

9

F

/8

重组质粒#并获得了高浓度表达的以包涵体形式存在的

9

F

/8

重组蛋白)进一步采用
W;7<;A0-\?:<

分析纯化重组蛋白

的免疫反应性#显示其能与临床各期梅毒阳性血清发生反应#

而与梅毒阴性血清无交叉反应#说明
9

F

/8

重组蛋白具有良好

的免疫反应性#同时敏感性较高#血清用量比商品化
W;7<;A0-

\?:<

检测试剂盒用量$

!k"&&

&小
3

倍)

有研究通过
W;7<;A0-\?:<

检测#发现
9

F

/8

在一期梅毒,

二期梅毒,潜伏梅毒和血清固定梅毒中阳性率分别为
,8#3Q

,

!&&#&Q

,

4%#%Q

和
4"#%Q

'

,

(

)本研究选择的梅毒阳性血清包

括一期,二期和三期梅毒血清#由于各血清标本梅毒螺旋体明

胶凝集试验$

9XX.

&均为阳性$

9XX.

滴度不小于
!

!

,&

&#甲苯

胺红不加热血清试验$

9SY(9

&为阳性$

9SY(9

滴度不小于

!

!

!

&#结果显示
9

F

/8

均呈现阳性反应#且敏感性未存在明显

差异)

本研究中#

9

F

/8

蛋白纯化过程中洗脱的第一管浓度较大#

在目的蛋白大小附近含有微量菌体杂蛋白#在免疫反应性检测

时选用了浓度较高的第一管#因此结果中部分膜条显示有少量

杂带现象)本研究表达
9

F

/8

重组蛋白表达量高#虽然含有

](9

标签#同时存在于包涵体中#但是仍然具有较好的免疫反

应性#为下一步研究该蛋白在梅毒早期或合并
VOU

感染的诊

断中奠定了良好基础)
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