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梅毒螺旋体重组蛋白rTpNl 7或rTpN47为抗原的

ELISA与TRUST和TPHA血清学检测效果的比较

孙爱华1’2，范兴丽1，毛亚飞2，彭敏峰3，范春红1，严 杰2
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[摘 要] 目的：克隆并构建梅毒螺旋体tpnl7、tpn47基因原核表达系统，建立基于rTpNl7、

rTpN47的ELISAs，并对其用于梅毒血清学诊断的敏感性和特异性进行评价。方法：采用PCR扩增

tpnl7和tpn47基因并构建tpnl7和tpn47基因原核表达系统。采用SDS—PAGE检测目的重组蛋白

rTpNl7和rTpN47表达情况，Ni—NTA亲和层析法提纯rTpNl7和rTpN47，Western blot检测

rTpNl7和rTpN47免疫反应性。分别以rTpNl7和rTpN47为包被抗原，建立检测血清标本中梅毒

抗体的ELISAs(rTpNl7一ELISA和rTpN47一ELISA)，检测200例健康人、25例类风湿关节炎(RA)

和17例系统性红斑狼疮(SLE)患者血清样本，并与甲苯胺红不加热血清试验(TRUST)和梅毒螺

旋体间接血凝试验(TPHA)检测效果进行比较。结果：克隆的tpnl7和tpn47基因与GenBank中相

关序列相似性为100％。rTpNl7和rTpN47表达量分别为细菌总蛋白的37．2％和26．8％。提纯后

的rTpNl7和rTpN47能与梅毒抗体阳性血清发生明显的结合反应。TPHA检测阳性率最高

(99．1％，P<0．001)，rTpNl7一ELISA和rTpN47一ELISA检测阳性率相近(85．3％和84．3％，P=

0．427)，TRUST检测阳性率低于rTpNl7一ELISA(P=0．001)，但与rTpN47一ELISA相近(尸=

0．014)。所有健康人血清、RA和SLE患者血清标本的rTpNl7一ELISA、rTpN47一ELISA和TPHA

检测结果均为阴性，但有7．1％(3／42)RA和SLE患者血清标本TRUST检测结果阳性。结论：以

rTpNl7和rTpN47为抗原的ELISAs可作为快速、简便、敏感性和特异性较高的梅毒血清学筛查方

法，而且rTpNl7和rTpN47仍保持原有免疫反应特异性。
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[Abstract] Objective．To clone tpn l 7 and tpn47 genes of Treponema pallidum and then

construct their prokaryotie expression systems，to establish ELISAs based on rTpN 17 and

rTpN47 as antigens and to evaluate the sensitivity and specificity of the ELISAs for detection of

serological diagnosis of syphilis．Methods：The whole length of tpnl7 and tpn47 genes was

amplified by PCR and then their prokaryotic expression systems were constructed．SDS—PAGE

was used to measure the expression of the target recombinant proteins rTpNl7 and rTpN47．Ni

—NTA affinity chromatography was applied to extract rTpNl7 and rTpN47，while Western blot

was performed to determine the specific immunoreactivity of rTpNl 7 and rTpN47．By using

rTpNl7 and rTpN47 as the coated antigen，respectively，ELISAs(rTpNl7一ELISA and rTpN47一

ELISA)were established to detect serum samples from 200 healthy individuals，25 RA patients。

1 7 SLE patients and 2 1 1 syphilis patients．The detection effects of the ELISAs were compared to

those of TRUST and TPHA．Results：The sequence similarity of the cloned tpnl7 and tpn47

genes was 1 00％compared with the corresponding sequences in GenBank．The expression outputs

of rTpNl7 and rTpN47 were approximately 37．2％and 26．8％of the total bacterial proteins，

respectively．Both the extracted rTpN 1 7 and rTpN47 could take place remarkable conjugation

reactions to the sera with positive antibody against Treponema pallidum．The positive detection

rate of TPHA(99．1％)was the highest(P<0．001)．The positive detection rates of rTpNl7．

ELISA(85．3％)and rTpN47一ELISA(84．3％)were similar(P>0．05)．The positive detection

rates of TRUST(72．5％)was lower than that of rTpNl7一ELISA(P一0．001)but similar to that

of rTpN47一ELISA(P=0．014)．The detection results of all the serum samples from healthy

individuals，RA patients and SLE patients were negative，whereas 7．1％(3／42)of the samples

from RA or SLE patients were positive．Conclusions：rTpNl7 and rTpN47 are still maintaining

their original immunoreactivity．The ELISAs using rTpNl7 or rTpN47 as the antigen are rapid，

simple and convenient，higher sensitivity and specificity methods for serological screening and

detection of syphilis．

[-Key words]Enzyme—linked immunosorbent assay／methods；Syphilis；Treponema pallidum／

immunol；Sensitivity and specificity；Gene expression；Antigens，bacterial／

blood；Syphilis serodiagnosis／methods；Immunodominant epitopes／biosyn；

Immunodominant epitopes／genet；Recombination，genetic

[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2008，37(1)：67—72．]

梅毒是由梅毒螺旋体也称苍白密螺旋体

(Treponema paltidum，Tp)感染引起的传染性

强、危害较大的人类性传播性疾病[1]。近年我国

梅毒发病率逐年上升，已成为严重的公共卫生

问题比]。目前梅毒的实验室诊断主要依赖血清

学方法，常用的有甲苯胺红不加热血清试验

(TRUST)和梅毒螺旋体间接血凝试验

(TPHA)等。TRUST简便、快速，用于梅毒初

筛，但特异性不强，系统性红斑狼疮(SLE)和类

风湿关节炎(RA)等疾病的血清标本也可呈阳

性反应口]。TPHA敏感、特异是梅毒确诊试验，

但需培养Tp以制备抗原‘引。因此，建立快速、简

便、敏感而特异的梅毒血清学诊断新方法仍有

其现实意义。
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目前已知Tp全基因组序列及其主要表面

蛋白抗原[5]，其中有高度免疫原性的膜蛋白主

要是相对分子量为17 000的TpNl7和相对分

子量为47 000的TpN47[6]，可作为梅毒血清学

检测的抗原[r-s]。由于Tp至今难以体外人工培

养，本研究从梅毒患者硬性下疳分泌物中扩增、

克隆了Tp tpnl7基因(471 bp)和tpn47基因

(1 305 bp)，并构建了原核表达系统，建立分别

以重组蛋白rTpNl7和rTpN47抗原的ELISAs

(rTpNl7-ELISA和rTpN47一ELISA)，检测了

211例梅毒血清标本，而且对其检测敏感性和

特异性与TPHA和TRUST进行了比较。

1材料与方法

1．1血清标本及主要诊断试剂 211份临床

诊断为I或I期梅毒患者血清及部分硬性下疳

分泌物，由杭州市第三人民医院皮肤科提供。17

例SLE和25例RA无梅毒病史者血清标本由

杭州市中医院提供。200份无梅毒病史的健康

人血清标本来自杭州市第三人民医院和杭州市

中医院正常体检者。TRUST试剂购自上海荣

盛生物工程有限公司(批准文号：国药准字

S10940058)，TPHA购自日本富士公司。

1．2 目的基因扩增、克隆和测序采用基因组

DNA快速制备试剂盒(BioColor)提取硬性下

疳分泌物中的DNA。参考GenBank中登录序列

(No：TP0435，TP0574)及其内切酶图谱分析结

果，设计含合适内切酶位点，用于扩增全长

tpnl7和tpn47基因的引物。tpnl7引物序列：上

游5’一CGC GGA TCC(BamH I)ATG AAA

GGA TCT GTC CGC GCG一3’，下游5’一CGC

CTC GAG(Xho I)CTA TTC CTG TGT TTC

TTC GAG一3’。tpn47引物序列：上游5’一CGC

GGA TCC(BamH I)ATG aaa gtg aaa tac gca

cTA一3’，下游5’一CGC CTC GAG(Xho I)CTA

CTG GGC CAC TAC CTT CGC一3’。PCR总

体积100弘l，内含2．5 mol／L各dNTP、250

nrnol／L各引物、15 mol／L MgCl2、2．5 U EX

Taq酶(TaKaRa)、300 ng DNA模板、1×PCR

缓冲液(pH 8．3)。PCR参数：扩增tpnl7基因为

94℃3 rain，×1；94‘C 30 s，52C 30 s，72℃45

S，×30；72℃7 rain，×1；扩增tpn47基因为

94℃5 min，×1；94℃30 S，54‘C 30 S，72℃120

s，×30；72℃10 rain，×1。采用溴乙锭预染的

1．5％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。按

TaKaRa公司T—A克隆试剂盒操作说明书，将

目的扩增片段克隆至pMDl9一T载体中，委托

Invitrogen公司测序。

1．3原核表达系统构建及其产物表达和提纯

碱变性法提取有正确序列插入片段的

pMDl9一T重组质粒，BamH I和Xho I双酶切，

获得的目的基因片段克隆至表达载体pET32a，

转化于表达宿主菌E．coli BL21DE3中，提取重

组质粒双酶切后再次测序。在LB培养液中用

0．5 mmol／L IPTG诱导目的重组蛋白rTpNl7

和rTpN47表达。采用BioRad凝胶图象分析系

统估计rTpNl7和rTpN47表达产量，Ni—NTA

亲和层析法提纯目的表达产物并用紫外分光光

度法测定其浓度[9]。

1．4 rTpNl7和rTpN47免疫反应性鉴定

rTpNl7和rTpN47提取物经SDS—PAGE后转

膜，分别以5份1：100稀释的经TPHA确认梅

毒抗体阳性血清为一抗，1：4 000稀释的HRP

标记羊抗人IgG(Jackson ImmunoResearch)为

二抗，DAB为显色底物，用Western bolt检测

rTpNl7和rTpN47免疫反应性。

1．5 TRUST和TPHA检测 分别根据

TRUST和TPHA检测试剂盒说明书，对211

份梅毒患者血清、17份SLE和25份RA患者血

清，以及200份健康人血清标本进行检测和结

果判定。

1．6 rTpNl7一ELISA和rTpN47一ELISA的建

立及检测用pH 9．6、0．01 mol／L碳酸盐缓冲

液稀释提纯的重组蛋白rTpNl7或rTpN47，分

别至50弘g／ml，96孔聚苯乙烯反应板每孔包被

100弘l，37 7C温育2 h后4℃过夜。次日用0．05％

Tween 20—0．01 mol／L PBS(pH 7．4)洗涤3次

后用5％BSA封闭。分别以1：1 600和1：400

稀释的200份正常人血清为一抗，HRP标记羊

抗人IgG(Jackson ImmunoResearch)为二抗，

TMB为显色底物，终止反应后用BioRad酶标

仪测定各孔0D删值，了解健康人血清0D。。。值

范围并计算其OD伽均值和标准差。分别采用

rTpNl7-ELISA和rTpN47一ELISA，对211份
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梅毒患者血清、17份SLE和25份RA患者血清

进行检测，被检标本OD伽值≥阴性对照OD。。。

均值+3标准差者为阳性[1 0。。

1．7统计学处理采用Stata 8．0统计学软件

中的Z2检验，对不同检测方法检测结果先进行

阳性率行×列检验，若有显著性差异则应用妒

分割法再行两两比较，口作以下调整口’=
n nC砸毒赫。0·0071。
2结 果

2．1 目的基因扩增、克隆和测序结果从硬性

下疳分泌物DNA中扩增获得预期大小的目的

片段，并获得预期的pMDl9一T和pET32重组

质粒双酶切图谱(图1)。pMDl9-T和pET32重

组质粒中的tpnl7、tpn47基因核苷酸和氨基酸

序列与GenBank中登录序列(No：TP0435，

TP0574)完全相同。

2．2 rTpNl7和rTpN47表达、提纯效果及其

免疫反应性rTpNl7和rTpN47表达量分别

为细菌总蛋白的37．2％和26．8％，提纯的

rTpNl7和rTpN47经SDS—PAGE后均显示为

单一的蛋白条带(图2)。Western blot结果显

示，rTpNl7和rTpN47均可与5份梅毒抗体阳

性血清结合并出现明显的杂交条带(图3)。

2．3不同方法检测阳性率的比较 rTpNl7

一ELISA、rTpN47一ELISA和TPHA对200例健

康人、17例SLE和25例RA患者血清标本的检

测结果均阴性，TRUST对200例健康人血清标

本检测结果为阴性，但有2例RA、1例SLE患

者血清标本阳性。rTpNl 7一ELISA和rTpN47

M：Marker}1和2：PCR扩增的全长tpnl7和

tpn47基因；3和4：pMDl9一tpnl7和pMDl9一tpn47

内酶切图谱，5和6．pET32a—tpnl7和pET32a—tpn47

内酶切图谱

图1 tpnl7和tpn47基因目的扩增条带及

其重组质粒酶切图谱

Fig．1 Target amplification fragments of

tpnl7 and tpn47 genes and

endonuclease digestion maps of the

recombinant plasmids

M：Marker}1：pET32a质粒；2和3：rTpNl7和

rTpN47；4和5：提纯的rTpNl7和rTpN47

图2 rTpNl7和rTpN47表达及提纯效果

Fig．2 Effects of rTpNl7 and rTpN47

expression and their purification

M：Marker 1～5和7～11：分别为rTpNl7或rTpN47与5份梅毒阳性血清标本；6和12：空白对照

图3 rTpNl7和rTpN47与梅毒阳性血清Western blot结果
’

Fig．3 Western blot results of rTpNl7 and rTpN47 to T．pallidum antibody positive

sera
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一ELISA检测上述健康人血清标本的OD。。。值分

别为0．23士0．04和0．21±0．03，阳性结果判断

参考值分别为0．35和0．30。rTpNl7一ELISA、

rTpN47一ELISA、TRUST和TPHA对211例梅

毒患者血清标本的检测阳性率分别为85．3％、

84．3％、72．5 oA和99．1％，TPHA检测阳性率

显著高于rTpNl7一ELISA、rTpN47一ELISA和

TRUST(尸<o．01，表1)。4种方法两两比较中，

根据检验水准口一O．0071，P值≤O．001具有统

计学意义，因此TPHA检测阳性率均高于其它

3种检测方法(尸<0．001)，rTpNl7一ELISA和

rTpN47一ELISA检测阳性率相近(P=0．427)，

TRUST检测阳性率低于rTpNl7-ELISA(P一

0．001)，但与rTpN47一ELISA比无显著性差异

(P=0．014，表1)。58例TRUST检测结果阴性

的梅毒患者血清标本中包含了所有rTpNl7

一ELISA、rTpN47一ELISA和TPHA检测结果阴

性者，该58例TRUST阴性梅毒患者血清标本

经rTpNl7一ELISA、rTpN47一ELISA和TPHA

检测，分别有36、33和56例呈阳性结果(表2)。

表1 四种方法对211例梅毒患者血清的检测

结果

Table 1 Detection results of the syphilis

patients’8erfl．by four different

aSSaVS

们rTpNl7一ELISA，1妒=0．63，P=0．427、2妒=

27．65，P<O。001}tJs rTpN47一ELISA，3妒一34．61，P<

0．001 4妒=10．38、P=0．001，5妒一5．99、P=0．014，

6妒=60．93，P<0．001

3讨论

有文献报道，TpNl7和TpN47是Tp特异

性含量丰富的外膜蛋白抗原[“11]。TpNl7抗原

存在于各期梅毒患者病灶中m]。TpN47具有高

度免疫原性，能与I、I期梅毒患者血清发生强

烈反应，晚期梅毒也可检测到高效价的TpN47

表2 58例TRUST阴性血清标本ELISA及

TPHA的检测结果 。
·

Table 2 Detection results of 58 cases of

TRUST negative$era：by ELISAs

and TPHA

抗体[13q引。近年来，单用Tp表面蛋白为抗原的

酶免疫试验(EIA)用于筛查或诊断梅毒，取得

了与TRUST和／或TPHA相似的检测效果，

WHO建议Tp表面蛋白为抗原的EIA可作为

梅毒筛查方法。由于Tp培养困难，故本研究采

用基因工程技术表达的rTpNl7和rTpN47作

为ELISA的抗原。

本研究成功地从从硬性下疳分泌物标本中

扩增、克隆了序列完全正确的tpnl7及tpn47基

因，并建立了高效原核表达系统，rTpNl7和

rTpN47表达量分别达细菌总蛋白的37．2％和

26．8％。提纯的rTpNl7和rTpN47经SDS

—PAGE后均显示为单一的蛋白条带，表明我们

采用的Ni—NTA亲和层析法可快速、高效地获

得纯度很高的rTpNl7和rTpN47。rTpNl7和

rTpN47均可与5份梅毒抗体阳性血清呈现阳

性，Western blot结果表明，rTpNl7和rTpN47

仍保持特异的免疫反应性，可用作检测梅毒患

者血清标本ELISA的可靠抗原。

我们采用rTpNl7一ELISA、rTpN47一ELISA、

TRUST和TPHA检测211例梅毒患者血清标

本的结果表明，TPHA检测阳性率最高(P<

0．001)，rTpNl7-ELISA和rTpN47一ELISA检

测阳性率相近(P；0．427)，TRUST检测阳性

率低于rTpNl7一ELISA(P=0．001)，但与

rTpN47一ELISA相近(P=0．014)。此外，有3例

RA和SLE患者血清标本，TRUST检测结果

也呈阳性，rTpNl7一ELISA、rTpN47一ELISA和

TPHA无类似假阳性结果，表明rTpNl7

-ELISA和rTpN47一ELISA具有与TPHA相似

的检测特异性。因此我们认为，本研究中建立的
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分别以rTpNl7和rTpN47为抗原的ELISAs，

有望成为一种快速、简便、敏感性和特异性较高

的梅毒血清学筛查方法。

-不可否认的是，rTpNl7一ELISA和rTpN47

一ELISA对梅毒血清标本的检测敏感性还有相

当距离：已有国外文献报告，联合使用数个Tp

外膜蛋白作为抗原，可明显提高相关血清学检

测的敏感性口5。。但使用多个重组Tp外膜蛋白

为抗原则会不可避免地提高检测成本，为此，我

们拟构建Tp tpnl7一tpn47融合基因，并原核表

达同时含有以柔性短肽连接的rTpNl7一

TpN47，建立有望明显提高检测敏感性的

rTpN 1 7一TpN47一ELISA。
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