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梅毒螺旋体外膜蛋白 ./0 基因的克隆、表达及其免疫活性研究
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摘 要：利用 MNO 技术从 7P 0@+H’(E 株基因组模板中扩增梅毒螺旋体（!"#$%&#’( $())*+,’，7P）外膜蛋白 -$+ 基因，定

向克隆构建真核表达重组体 P+Q014R%（ S ）5TPU，免疫印迹和免疫组化技术检测 P+Q014R%（ S ）5TPU 在 V.W: 细胞中

的表达；同时将真核表达重组体 P+Q014R%（ S ）5TPU 免疫新西兰兔，检测其在兔体内的免疫应答效果。免疫印迹和

免疫组化鉴定均显示重组体在 V.W: 细胞中能有效表达一个 !%XQ 的 TPU 融合蛋白。新西兰兔接种核酸疫苗后，能

产生特异性抗体，第 4 次免疫后 # 周抗体最高滴度可达 %Y%$#!，免疫后兔脾细胞受 TPU 蛋白刺激有明显增殖反应。

所诱导的抗体水平和脾淋巴细胞增殖情况均显著高于空质粒对照组和空白对照组（P Z $R$"）。7P 真核表达重组体

P+Q014R%（ S ）5TPU 的成功构建及能刺激新西兰兔产生较强特异的免疫应答，为 TPU 蛋白生物学功能及梅毒 Q01
疫苗的深入研究奠定了一定的实验基础。
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梅毒螺旋体（ !"#$%&#’( $())*+,’，7P）是引起人

类性传播疾病（\7Q）梅毒的病原体，国内外梅毒的

发病率近年一直居高不下［%，#］；此外，梅毒与艾滋病

（1]Q\）的传播途径相同，可大大增加感染和传播

1]Q\ 的危险性［4］，因此梅毒仍然是一个全球关注的

公共卫生问题。对于梅毒的有力控制就迫切需求发

展一种能对 7P 各亚种［!，<］均有完全保护作用的有效

疫苗来预防。但到目前为止，国内外尚没有切实有

效的疫苗来预防 7P 的感染。为了有效控制和预防

梅毒，国内外对 7P 的一些主要抗原分子进行了深入

研究，通过筛选 7P 的基因组文库并对其重组抗原进

行了定位、结构和功能的研究，发现 TPU［" ^ =］、7P/_
和 7P=# 等几个基因可作为 7P Q01 疫苗的理想基

因［%$，%%］，而 -$+ 基因因其不仅存在于所有 7P 各亚

种基因组中，而且其序列高度保守［<］，抗原性强，而

被认为是更合适的 7P 疫苗候选基因。对性传播疾

病病原体核酸疫苗的研究，目前仅见于 V]&、VM&、

V3&、N7 等，国内外尚未见用 7P 抗原基因直接构建

真核表达重组体免疫动物的研究报道。因此本研究

将 7P TPU 作为研究对象，利用基因工程技术钓取

该基因并将其定向克隆至真核表达载体 P+Q014R%
（ S ），构建真核表达重组体 P+Q014R%（ S ）5TPU。将

重组体 P+Q014R%（ S ）5TPU 免疫新西兰兔研究其免

疫活性，以期为进一步研究 7P Q01 疫苗及建立梅

毒抗感染动物模型提供一定实验依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：7P 0@+H’(E 株由新疆疾病预防

控制中心董永惠教授惠赠。所用宿主菌大肠杆菌

（./01#"*01*( 0%)*）‘a%$= 及 V.W: 细胞株由本研究所

保存。真核表达质粒 P+Q014R%（ S ）、OMa]5%2!$ 培

养基及脂质体 W@P’K.+,:?@F.7a#$$$ 为 ]Fb@,/’I.F 公司

产品。

!"!"# 试剂：7! Q01 连接酶、限制性内切酶、Q01
?:/X./!Q0182*&U" S .0%O#和 #$$-P Q01 ?:/X./
等购自洛阳华美生物工程公司，高保真酶 PA/’-.E,7a

Q01 M’(A?./:E. 购自大连 7:_:O: 公司，梅毒阳性标

准血清为本所保存，VOM 标记山羊抗人8兔 ]IT 二抗

购自北京鼎国生物技术发展中心。Q13 显色试剂

盒为武汉博士德生物工程有限公司产品。免疫用新

西兰兔由校实验动物部提供。

!"# $%& 扩增 ’( ./0 基因

根据 T.F3:FX 基因序列 19$$!#62，设计一对引

物，引物 % 和 # 分别引入 2*&U"和 3(’V#酶切序

列， 引 物 %： "c5NNN11TN7717TNTTTT11N171



!!"!"!"#$%；引物 &：’%#(""")!(("""!!!"((()"
)))(!!!)(#$%，引 物 由 上 海 *+,-., 公 司 合 成。

/00!1 反 应 体 系：!2 3456.78 株 基 因 组 93) 模 板

&!1，引物（’0!:.7;1）各 /!1，&<’::.7;1 =3!>8 ?!1，

/0 @ 2AB.CD8E FGHHDB /0!1，>AB.CD8E 93) >.7A:DB8D
（’I;!1）0<’!1，加水至总体积。>(J 反应条件：KLM
’:4,；KLM /:4,，’?M /:4,，N&M &:4,，$’ 个循环；

N&M /0:4,。反应结束后琼脂糖凝胶电泳鉴定结

果，琼脂糖 93) 纯化系统回收 >(J 产物。

!"# 真核表达重组体 $%&’(#"!（ ) ）*+$, 的构建

及鉴定

将回收的 >(J 产物和质粒 2I(:#! 以 & O / 的比

例在 !L 93) 连接酶作用下 /PM连接约 /&6，转化至

宿主菌 QR/0K，经蓝白斑筛选、>(J 鉴定，!"#="和

$%&S#双酶切确认后将回收克隆载体上切下的

’() 基因片段，插入同样以 !"#="和 $%&S#双酶

切的真核表达载体 2593)$</（ T ），构建 2593)$</
（ T ）#"2= 重组质粒，双酶切鉴定及测序确认后提取

重组质粒备用。

!"- 免疫组化技术鉴定重组质粒的表达

在 P 孔细胞培养板中接种适量（’ @ /0’）对数期

生长的 SD1+ 细胞（$:1;孔），使每孔细胞在次日贴壁

形成约 ?0U单层。换新鲜 J>RV#/PL0 无血清培养

基。在 W22D,=.BH 管 中 配 制 93)（2593)$</（ T ）#
"2=）;脂质体复合物（L!- O /0!1）按 V,X4EB.-D, 公司提

供的脂质体 142.HD5E+:4,D!R&000 转染程序进行。同

时采用 2593)$</（ T ）;脂质体复合物（L!-：/0!1）、

脂质体悬液（/0!1）、SD1+ 细胞空白作为对照。转染

$06 后，将板内培养液弃去，按照免疫组化技术操作

流程固定、洗涤、封闭后；加一抗（/ O /00 稀释的梅毒

阳性标准血清）LM孵育过夜；充分孵育后用预冷的

>F* 洗涤 $ 次，加入二抗（/ O /000 稀释 SJ> 标记的

山羊抗人 V-"）室温孵育 /6，最后 9)F 显色。在荧光

倒置显微镜可见光源下观察结果。

!". 免疫印迹检测转染细胞中表达的 +$,融合蛋白

收集转染后的细胞，加入 / @ *9* 加样缓冲液，

煮沸 /0:4, 后离心取上清进行 *9*#>)"W，将 >)"W
胶上的蛋白经 P0:) $6 转至 3( 膜上，以梅毒阳性

标准血清为一抗，SJ> 标记的山羊抗人 V-" 为二抗，

进行 YD8EDB, C7.E 来鉴定 "2= 重组蛋白。

!"/ &’( 疫 苗 $%&’(#"!（ ) ）*+$, 及 质 粒

$%&’(#"!（ ) ）的大量制备

以碱裂解法大量抽提质粒。将抽提好的质粒纯

化后溶于 2SN<$ 的无菌 >F* 溶液中，浓度调整为

0<& :-;:1 备用。

!"0 实验动物分组及处理方法

新西兰兔随机分为 $ 组，每组 P 只。第一组为

空白对照组：注射 0<’:1 的 >F* 溶液；第二组为空

载体对照组：注射 0<’:1 的质粒；第三组为疫苗组：

注射疫苗 2593)$</（ T ）#"2= 0<’:1；免疫方法是股

四头肌多点注射 0<’:1 质粒溶液，每 & 周加强免疫

/ 次，共免疫 L 次。

!"1 免疫血清的采集及特异性抗体的检测

初次免疫的当天以及其后的第 &、L、P 和 ? 周分

别采集兔心脏血 &:1，LM放置过夜，离心后，将血清

保存于 Z &0M待用。间接 W1V*) 法检测特异性抗

体，取纯化蛋白 / O ’0 稀释后，LM包被 KP 孔酶标板

过夜，/0UF*#>F* $NM封闭 /6，>F*! 洗涤，加入倍

比稀释的不同浓度的待测免疫兔血清，用梅毒阳性

血清做阳性对照，$NM孵育 /6，>F*! 充分洗涤后，

加相 应 的 SJ> 标 记 的 羊 抗 兔;人 V-" 作 为 二 抗，

$NM再孵育 /6，>F*! 充分洗涤后加入显色液和终

止液。用酶标仪于 L’0,: 读取结果。

!"2 344 法检测兔脾细胞增殖情况

第 L 次免疫后 & 周，用空气栓塞法处死各组免

疫兔，无菌取脾脏，制备脾细胞悬液，以纯化的 "2=
蛋白为刺激抗原，检测新西兰兔 ! 细胞增殖反应，结

果以刺激指数（*E4:47+E4., 4,=D[，*V）表示。

!"!5 统计学分析

采用 * 检验，+ \ 0<0’ 为差异有显著性。

6 结果

6"! 4$ 789 扩 增 结 果 和 &’( 疫 苗 $%&’(#"!
（ ) ）*+$, 的酶切鉴定

经 >(J 法 扩 增 的 ’() 基 因 片 段 大 小 约 为

/0’KC2，与预期值相符。将重组质粒 2593)$</（ T ）#
"2=，用 $%&S# T !"#="双酶切后，得到两个 93)
片段，分别约为 ’<L]C 和 /<0P]C 左右，小片段迁移

率与 >(J 扩增产物一致，大片段迁移率与 2593)$</
（ T ）空质粒双酶切后的片段一致，这些均与预期值

相符。

6"6 $%&’(#"!（ )）*+$, 的测序鉴定和同源性比较

93) 测序显示重组质粒含有 /0’KC2 的目的基

因片段，读码框架正确，无碱基错配及移码突变，测

序后结果与 "D,F+,] 登录的序列做 F7+8E 比较，载体

上所连目的基因片段序列与 "D,F+,] 登录的 3456.78
株 "2= 基因序列完全一致，同其他病原性密螺旋体

菌株登陆序列比较同源性为 K?U ^ /00U。

?PN 微生物学报 ,-*% ."-/01"0203"-% 4"#"-% &00’，_.7‘L’ 3.‘’



!"# 免疫印迹检测 $%& 重组蛋白的免疫反应性

提取转染细胞总蛋白进行 !"!#$%&’ 后发现重

组质粒 ()"*%+,-（ . ）#&(/0脂质体复合物转染组的

样品在分子量约为 1-2" 处出现一新的蛋白带，与预

期值相符，()"*%+,-（ . ）0脂质体复合物转染组、脂

质体悬液（3!4）转染组、5647 细胞空白对照组在相

应位置未见蛋白条带（图 -#%）；进一步以梅毒阳性

血清做 869:6;< =>?: 后暗室显影显示，在此蛋白位置

出现免疫反应带，而空质粒 ()"*%+,-（ . ）转染组及

细胞空白对照组未见免疫印迹带（图 -#@）。

图 ’ 转染细胞总蛋白 ()(*+,$-（,）和重组蛋白 $%& 的

./01/23 4561 分析（7）

ABCD- !"!#$%&’ 7<7>E9B9（%）?F :?:7> (;?:6B<9 ?F 5647 )6>>9 :;7<9F6):6/

7</ 869:6;< =>?: 7<7>E9B9（@）?F 6G(;6996/ &(/ (;?:6B< F;?H 5647 )6>>9

:;7<9F6):6/

ID $;?:6B< H7;26;；5647 )6>>9 :;7<9F6):6/ JB:K -，LD ()"*%+,-（ . ）#

&(/0>B(?9?H6；+, ()"*%+,-（ . ）0 >B(?9?H6；1, 4B(?9?H6；M,5647 )6>>9

N<:;7<9F6):6/D

图 ! 脂质体介导转染 8/9: 细胞后免疫酶标显色结果

ABCDL OHHN<?)E:?)K6HB9:;E 9:7B< ;69N>:9 ?F 5647 )6>>9 :;7<9F6):6/ JB:K

>B(?9?H6

%：5647 )6>>9 :;7<9F6):6/ JB:K ()"*%+,-（ . ）#&(/；@：@7)2C;?N</

)?<:;?> ?F 5647 )6>>9；P：5647 )6>>9 :;7<9F6):6/ JB:K ()"*%+,-（ . ）；

"：5647 )6>>9 :;7<9F6):6/ JB:K >B(?9?H6D

!"; 免疫组化检测 !"# 基因在 8/9: 细胞中的表达

将 ()"%*+,-（ . ）#&(/ 真核表达质粒转染 5647
细胞 +QK 后，免疫酶标显色结果显示细胞内有棕褐

色的阳性反应产物，而空质粒 ()"*%+,-（ . ）0脂质

体复合物转染 5647 细胞、脂质体悬液（3!4）转染

5647 细胞、5647 细胞空白对照均未见棕褐色的阳

性反应产物（图 L）。

!"< %=)>,#"’（ ? ）*$%& 诱发抗原特异性抗体

采用间接 ’4O!% 法检测兔血清中 &(/ 特异性抗

体水平（图 +），()"*%+,-（ . ）#&(/ 免疫组特异性抗

体增长显著，明显高于 ()"*%+,-（ . ）免疫组和 $@!
对照组（ ! 检 验，$ R Q,QM），第 + 次 免 疫 后 L 周，

()"*%+,-（ . ）#&(/ 免疫组血清特异性抗体滴度达

到最高 -：-QL1。

图 # 各免疫组在不同免疫时间的特异性抗体 , 值比较

ABCD + P?H(7;B9?< ?F :K6 7<:B=?/E % S7>N6 7: /BFF6;6<: :BH69 7F:6;

BHHN<BT7:B?<

!"@ 新西兰兔免疫后 A 细胞增殖反应结果

从表 - 可 看 出，用 纯 化 &(/ 蛋 白 刺 激 后，与

$)"*%+,-（ . ）免 疫 组 及 $@! 对 照 组 相 比 较，

()"*%+,-（ . ）#&(/ 免疫组的兔脾细胞发生明显的

增殖反应（ ! 检验，( R Q,QM）。

表 ’ 不同免疫组兔脾细胞对于 $%& 蛋白刺激的增殖反应

U7=>6 - UK6 9(>66< >EH(K?)E:6 (;?>BF6;7:BS6 ;69(?<96 ?F BHHN<BT6/ ;7==B:9

=E ;6)?H=B<7<: &(/ (;?:6B< "# $"!%&（!O）
&;?N(9 *NH=6; ?F ;7==B:9 !:BHN>7:B?< B</6G
$@! 3 -,11 V Q,L3

$)"*%+,-（ . ） 3 -,MW V Q,LX
()"*%+,-（ . ）#&(/ 3 L,MX V Q,13

# 讨论

影响 "*% 免疫效果的因素包括调控元件，免疫

途径以及细胞因子等。其中，启动子的强弱直接影

响质粒 "*% 在机体内表达外源蛋白水平，因而是

"*% 免疫应答的主要影响因素。本研究用于构建

核酸疫苗的质粒 ()"*%+,-（ . ）是一种带有巨细胞

病毒（PIY）强启动子的真核表达载体，可使外源基

因在哺乳动物细胞中高效表达，载体上的氨苄青霉

素抗性基因中含 P$& 序列，是具有较强活性的免疫

刺激序列（O!!），在 "*% 的免疫中具有免疫佐剂作

用，可有效地激活免疫效应细胞增强免疫反应。通

Z3WLQQM，Y?>D1M *?DM 赵飞骏等：梅毒螺旋体外膜蛋白 ’() 基因的克隆、表达及其免疫活性研究



过对重组质粒的双酶切及测序显示，载体上所连目

的基因序列与 !"#$%#& 登录的 ’()*+,- 株 !"# 基因

序列完全一致，同其他病原性密螺旋体菌株登陆序

列比较同源性为 ./0 1 2330，如以 !45 抗原作为

梅毒疫苗候选基因，由于其良好的抗原性和序列高

度的保守性和同源性，不仅可能获得对 64 ’()*+,-
株的抗感染保护作用，还可能同时获得对多种病原

性密螺 旋 体 株 的 交 叉 保 护 作 用。研 究 中 我 们 将

4)7’89:2（ ; ）<!45 转染 =">% 细胞后进行免疫印迹

和免疫酶标鉴定，结果均显示构建在载体上的 !"#
基因片段在真核细胞内能有效表达一个 ?2&7 的融

合蛋白与梅毒阳性标准血清中相应特异性抗体特异

性结合，这表明该融合蛋白具有良好的抗原性。

免疫途径是影响 7’8 免疫应答和免疫效果的

又一重要因素，因免疫途径和免疫方式不同，所涉及

的抗原提呈细胞、抗原提呈方式均不同，故可产生不

同类型、不同强度的免疫应答，大量研究证明经肌肉

注射 7’8，诱生的抗体以 @A!B% 升高为主，并可测得

高水平的 @C’<!及 D6> 活性［2B］，而且由于骨骼肌是

多个核细胞，以及其所有的一些如肌浆网、横向微管

系统等特殊结构，使它摄取、表达 7’8 能力要比其

它组织高 233 1 2333 倍，并且进入肌纤维的外源基

因表达持续的时间较长，可达 E3 天以上；在 7’8 疫

苗的免疫活性研究中我们就采用肌肉多点注射方式

免疫新西兰兔，在初次免疫后 B 周和每次加强免疫

后 B 周，收集兔血清检测特异性抗体产生情况，结果

显示 4)7’89:2（ ; ）<!45 免疫组 @A! 特异性抗体在

第一次免疫后有一定程度升高，但 4)7’89:2（ ; ）免

疫组 @A! 抗体 8 值也有一定升高，两组差异并不是

很明显，这在一定程度上反应了 4)7’89:2（ ; ）载体

确实具有一定免疫佐剂效应；第二次加强免疫后

4)7’89:2（ ; ）<!45 免疫组 @A! 特异性抗体 8 值升

高则极为显著，达到 3:/B，远远高于 4)7’89:2（ ; ）

免疫组（3:9F）和空白对照组（3:29），且特异性抗体

效价达到 2 G 23B?，在兔体内持续时间也较长，表明

4)7’89:2（ ; ）<!45 7’8 疫苗能够在兔体内诱导较

强特异性体液免疫应答。细胞介导的免疫反应是核

酸疫苗诱导机体抵抗病原攻击的主要机制，淋巴细

胞增殖反应是测定细胞免疫反应功能的综合性指

标，在一定的程度上可以反应机体的特异性细胞免

疫功能，本实验中采用 H66 法发现 !45 核酸疫苗组

经相应特异性抗原刺激后刺激指数为 B:I/ J 3:?E，

明显高于对照组（2:IF J 3:B/）（K L 3:3I），说明核酸

疫苗免疫组脾淋巴细胞受特异性抗原刺激后能引起

特异性淋巴细胞增殖。

本实验证实 64 4)7’89:2（ ; ）<!45 核酸疫苗经

肌肉注射法可诱生较强的体液免疫和细胞免疫应

答，这在一定程度上为梅毒性疾病的预防带来了新

的希望，为进一步研究 64 7’8 疫苗的保护性及其

相关蛋白在动物体内的生物学功能，最终建立能完

全有效抗梅毒感染的动物模型提供实验依据，为研

制人用的高效核酸疫苗打下一定基础。对于梅毒感

染的抵抗虽然主要依赖于 D7?; 6*2 细胞因子反应，

但抗体（尤其是调理素抗体）的作用在梅毒感染早期

也起着重要作用，因此怎样诱导 6*2 型细胞优势反

应？又怎样诱导调理素抗体的大量产生？以及如何

选择最有效的免疫部位和有效佐剂，减少疫苗免疫

剂量并加以优化组合使该疫苗的保护作用发挥最佳

水平？我们将在后续的实验中进一步研究。
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