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摘 要：以梅毒螺旋体（!"#$%&#’( $())*+,’ DE.DFG $())*+,’）H9+:-3D 菌株基因组 IH1 为模板，通过 JKL 扩增梅毒螺旋

体 !CMI8、&CMI8 和 &#MI8 ( 个膜抗原基因，克隆进毕赤酵母表达载体 FJNKO P，构建重组表达载体 F2J!C、F2J&C、

F2J&#，转化酵母菌株 QR&&#，甲醇诱导表达。表达菌体裂解后通过镍离子亲和层析获得 ( 个抗原与 "ST9D ,8> 的融

合蛋白，重组蛋白的获得量分别为 T9D42J&#：!G’7>UV；T9D42J &C："G"7>UV；T9D42J!C：$#7>UV，经 RIR4J1Q6 鉴定纯度都

在 5"W以上，6VNR1 鉴定均具有很好的抗原性。从而首次在毕赤酵母中表达出梅毒螺旋体膜抗原，为梅毒血清学

检测方法开辟了新的抗原制备途径。
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梅毒（-.$/*)*0）是一种由梅毒螺旋体引起的性传播疾病。

虽然近几十年来梅毒发病率呈下降趋势，但最近几年，特别

是进入 $& 世纪以来，梅毒发病率在全球范围内又急剧上

升［&］。梅毒螺旋体迄今为止还不能在体外培养，在兔子睾丸

内培养并且分离螺旋体成本高，效率低，而且易受兔子组织

污染［$］。相对而言，用基因重组的方法获得梅毒抗原就显得

比较容易。

国内外研究表明梅毒抗原的构成相对复杂，目前发现至

少有数十种蛋白有抗原性［(］，其中 !CMI8、&CMI8、&#MI8 ( 个

膜脂蛋白具有较强的抗原性［! ) "］。!CMI8 被认为是梅毒螺旋

体内丰度最高［C］、免疫原性强［’］和特异性好的抗原，&#MI8 和

&CMI8 虽然含量较低，但无论在人体内还是动物实验都表明

是主要的免疫原［5 ) &&］。( 种抗原目前均已制备有单克隆抗

体，并已应用于临床检测。

目前，已 报 道 的 ( 种 重 组 抗 原 均 是 在 大 肠 杆 菌 内 表

达［! ) ’］，在酵母中表达则未见报道。本研究首次采用毕赤酵

母（1*2/*( $(03%"*0）对梅毒 !CMI8、&CMI8、&#MI8 ( 个抗原（不含

H 端信号肽）进行重组表达。与传统的大肠杆菌表达系统相

比，毕赤酵母的优势在于它可对表达的蛋白进行加工折叠和

翻译后修饰，外源基因可以整合到酵母染色体中，获得稳定

的遗传性。此外，它还克服了大肠杆菌表达产物多以包涵体

形式存在、复性困难、背景杂蛋白多、不易纯化等缺陷。较酿

酒酵母而言，又具有强诱导型醇氧化酶基因 1*Y& 启动子，

可有效地调控外源基因的高效表达。

! 材料和方法

!"! 材料

!#!#! 菌 株、质 粒 和 IH1：大 肠 杆 菌（ 402/#"*2/*( 2%)* ）

2*J&%Z[、表达质粒 FJNKO P 和菌株 1*2/*( $(03%"*0 QR&&# 均购

于 N;\9,0->/; 公司；梅毒螺旋体标准菌株 H9+:-3D 基因组 IH1
由 I0G R,/\/; H-009D（];9\/0D9,B -= 2/S8D ^/_9+83 R+:--3）赠送。

!#!#$ 工具酶和试剂：IH1 限制内切酶、IH1 连接酶和 IH1
聚合酶购自 28‘8L8 公司；胶回收试剂盒和质粒抽提试剂盒

购于上海华舜生物工程有限公司；JaIZ 膜由 *R^*HNKR NHK
生产；+47B+ 单抗购自 N;\9,0->/; 公司；镍离子亲和层析柱（H94
H21 1>80-D/）购自 X98>/; 公司；梅毒病人和正常人血清由西

安市血站提供。

!#$ %&’()、!&’()、!*’() + 个成熟蛋白基因（不包含 , 端信

号肽序列）的扩增

引物基于 Q/;P8;M 中基因序列设计（!CMI8、&CMI8、&#MI8
抗原基因在 Q/;P8;M 中的 8++/DD9-; ;E7./0 分别为 ^’’C"5、

^C!’$# 和 ]##$&!），!CMI8 抗原基因上下游引物分别为 #[4
112K1KQ2Q12112Q2Q2QQK2KQ2K2K12K124([ 和 #[4
22K2K21Q121K2QQQKK1K21KK22KQK4([（#[端酶切位点分别

为 1’5!和 67(!），&CMI8 抗原基因上下游引物分别为 #[4
121Q1122K12112Q2Q2Q2K2KQ2QK1K11KKQ4([ 和 #[4121
QKQQKKQK222K222Q2222222Q1QK4([（#[端酶切位点分别为

42%L!和 8%3!），&#MI8 抗原基因上下游引物分 别 为 #[4
QKKQ1122K12112Q2Q22K12221Q22K212KK4([ 和 #[4QKQ
2K21Q121KK2QK2112112QQK22K4([（#[端酶切位点分别为

42%L! 和 67( !）。#%"V JKL 反 应 体 系 含 模 板 &%;>，

$#77-3UV ^>K3$ #"V，&% b 6S !(9 .E==/0 #"V，$G#77-3UV _H2J

$"V，$%77-3UV 上下游引物各 &"V，6S !(9 酶 $G#]，去离子水

补足至 #%"V。扩增条件：5!c (79;；5!c (%D，##c (%D，C$c
&79;，(% 个循环；C$c &%79;。



!"# 重组表达载体 $%&’(、$%&!( 和 $%&!) 的构建及鉴定

分别对氯仿：异戊醇抽提纯化过的 !"# 产物和质粒载体

$!%"& ’ 进行双酶切，酶切产物在 () *+, 连接酶作用下 -./
过夜。连接产物转化 (0!-123感受态细胞，抽提质粒，双酶切

鉴定重组子，并进行测序。

!"’ 重组表达载体转化酵母菌株及其诱导表达

分别取 -1!4 的 $(!)5、$(!-5 和 $(!-6 重组质粒用 !"#"
内切酶线性化后，电转化酵母菌株 78--6（电转化条件为：电

压 9111:、电容 96!2、电阻 911#、电转化杯直径 9;;），转化菌

液在含 &<=>?@ 的 A!*8 平板上进行筛选，9B/ C D1/倒置培

养 )BE。

在含有 &<=>?@ 的 A!*8 平板上挑取 -1 个克隆，于 6;F
’G7A［-H 酵母粉，9H 蛋白胨，-11;;=IJF 磷酸盐（$K.L1），

-LD)H 酵母氮源，) M -1N 6生物素，-H甘油］培养基中 9B/ C
D1/，961OJ;?@，过夜培养至 $%.11 P 9 C . 时，D611OJ;?@ 离心，

弃上清，沉 淀 悬 浮 于 诱 导 培 养 基 ’GGA 中（不 含 甘 油，含

1L6H甲醇）使 $%.11 P - C -L6，每 9)E 补加甲醇至终浓度为

1L6H，诱导表达 59E，取 -;F 菌液，离心收集菌体沉淀。菌体

沉淀 加 入 裂 解 缓 冲 液（61;;=IJF 磷 酸 钠，-;;=IJF !G82，

-;;=IJF Q*(,，6H 甘 油，$K5L)）-11!F 和 等 体 积 直 径 为

1L6;; 的玻璃珠，剧烈震荡 -;?@，冰浴 -;?@，反复 -6 次，)/、

-)111OJ;?@ 离 心 收 集 上 清。上 清 经 8*8R!,7Q（以 空 质 粒

$!%"& ’ 表达做对照），筛选出表达量较高的克隆。

!") 免疫印迹杂交（*+,-+./ 012-）鉴定

将小量表达收集的菌体沉淀裂解，取上清 8*8R!,7Q，转

移至 !:*2 膜（转移条件为恒压 B1:，-E），以 >R;S> 单克隆抗

体为一抗，K#! 标记羊抗小鼠 %47 为二抗做免疫印迹，已转

化空质粒菌株作为阴性对照，化学发光（Q"F）显色，胶片显影

至清晰条带显出。

!"3 大量诱导表达并纯化重组蛋白

挑阳 性 菌 株 于 6;F ’G7A 培 养 基 中，9B/ C D1/，

961OJ;?@，过夜培养至 $%.11 P 9 C .，再接入 -11;F ’G7A 培养

基中，继续培养至 $%.11 P 9 C .；D611OJ;?@ 离心，弃上清，沉淀

悬浮于诱导培养基 ’GGA 中，$%.11 P - C -L6，每 9)E 补加甲

醇至终浓度为 1L6H，诱导表达 59E，收集菌体，N B1/冻存备

用。菌体沉淀重悬于 6;F 裂解缓冲液（FST?T UVWW<O：61;;=IJF
+XK9!0)，D11;;=IJF +X"I，-1;;=IJF 咪 唑，-;;=IJF !G82，

1L16H (Y<<@R91）中，超声破碎酵母细胞（超声功率 )11Z，超

声 -1T，间歇 D1T，重复 91 次），)/、-)111OJ;?@ 离心 91;?@，取

上清与 +?R+(, ,4XO=T< 在 )/平衡 -E 后，收集液体。清洗缓

冲液（ZXTE UVWW<O，含 91;;=IJF 咪唑）);FJ次洗两遍，最后用

洗脱液（QIV[?=@ UVWW<O，含 961;;=IJF 咪唑）1L6;FJ次洗脱 ) 次。

收集的样品进行 8*8R!,7Q，目的蛋白用 ’OX\W=O\ 法测浓度。

!"( 45678 鉴定抗原活性

将收集纯化的重组蛋白分别包被微孔板，)/过夜，6H
脱脂奶粉 D5/封闭 9E，梅毒病人阳性血清作为一抗，K#! 标

记的山羊抗人 %47 作为二抗，设正常人血清作对照，鉴定抗

原活性。

9 结果

9"! 重组酵母菌株的诱导表达

分别将整合进 $(!)5、$(!-5、$(!-6 重组质粒的酵母菌

株诱导表达，小量玻璃珠破碎后离心，上清进行 8*8R!,7Q，

以转化 $!%"& ’ 空质粒菌株作为对照。理论上 D 个成熟蛋白

（去除 + 端信号肽）与 . M K?T [X4 融合后分子量应分别为

)BL6]*X、-B]*X 和 -5]*X。由图 - 知 K?TR(!)5、K?TR(!-5 和 K?TR
(!-6 重组蛋白实际分子量分别约为 )BL6]*X、9)]*X、-5]*X，
其中 K?TR(!-5 蛋白比预期大一些（约 .]*X），分析原因很可能

是由于酵母的糖基化作用导致分子量增大。

图 ! 重组蛋白表达菌体裂解液的 7:7;&8<4
2?4^- 8*8R!,7Q X@XIST?T =W [EO<< X@[?4<@T ?@ &’#(’" )"*+,-’* L- X@\ 6L

!O=[<?@ ;XO]<O；9 X@\ .L $!%"& ’R78--6；DL $(!-6R78--6；)L $(!-5R

78--6；5L $(!)5R78--6^

9"9 重组蛋白的免疫印迹（*+,-+./ 012-）鉴定

重组蛋白表达菌体裂解液经 8*8R!,7Q 后转移到 !:*2
膜上，用 >R;S> 单抗作为一抗进行免疫印迹（Z<T[<O@ UI=[）鉴

定。结果表明在相应位置出现特异性杂交带，而含空质粒

$!%"& ’ 的对照菌未出现杂交带（图 9）。

图 9 重组蛋白的 *+,-+./ 012- 鉴定

2?4^9 Z<T[<O@ UI=[ X@XIST?T =W O<>=;U?@X@[ X@[?4<@TL-L !O=[<?@ ;XO]<O；

9L $(!-5R78--6；DL $(!-6R78--6；)L $(!)5R78--6；6L $!%"& ’R

78--6^

9"# 重组蛋白的纯化并用 45678 检测蛋白抗原性

重组蛋白是带 . M K?T [X4 的融合蛋白，用镍离子亲和层

析的方法纯化目的蛋白，收集样品进行 8*8R!,7Q，考马斯亮

蓝染色（图 DR,、’、"）。可见杂蛋白均被清洗缓冲液洗脱（Z-
C Z9），目的蛋白基本都被洗脱下来（Q- C Q)），而且无明显

的杂蛋白。K?TR(!-5 蛋白可能是由于部分降解或是糖基化

作用，而在胶上呈现模糊条带（图 DR’ Q9 和 QD）。8*8R!,7Q

9DB K_,+7 &=@4RSX@ .+ "/ ^ J0#+" 1’#-,2’,/,3’#" !’4’#"（911.）).（6）



胶经软件扫描后确定目的蛋白纯度都在 !"#以上。纯化蛋

白用 $%&’()%’ 法测浓度，确定重组蛋白获得量分别为 *+,-
./01：2345678；*+,-./09："3"5678；*+,-./29：:15678。最 后 以

梅毒阳性血清作为一抗进行 ;8<=> 检测，并确定 ? 种重组蛋

白均具有很好的抗原活性。

图 ! 重组蛋白 "#$%&’()（*）、"#$%&’ (+（,）和 "#$%&’ -+（.）亲和层析纯化后 /0/%’*12
@+6A? =B=-/>C; &D&EF,+, )( GH%+(+I&J+)D ()% %KI)5L+D&DJ G%)JK+D *+,-./01（>），*+,-./09（$）和 *+,-./29（M）

H,+D6 N+-N.> >6&%),KA OA O&%PK%；M8A MKEE-EF,&JK；@.A @E)Q-JR%)H6R；S0-S:A S&,R；;0-;2A ;EH&JK,A

! 讨论

血清学非特异性试验是目前梅毒初诊的主要方法，如快

速血浆反应素试验（T/T），不加热血清反应素试验（U=T）。

作为非螺旋体抗原试验，此类方法诊断梅毒特异性及敏感性

较差，需做确认试验。而以梅毒螺旋体为抗原的特异性检测

方法，如荧光螺旋体抗体吸收试验（@.->$=），梅毒螺旋体血

凝试验（./*>）等方法虽然特异性、敏感性较好，但试剂成本

较高，难以普及。近年来，应用梅毒螺旋体重组抗原作为血

清学检测方法已经在国外展开［0:，0?］，应用研究趋向于将 : 种

或 : 种以上的重组抗原联合使用，综合两种或多种抗原的不

同特性，从而使其具有更高的特异性和敏感性；国内也开发

出了数种酶联免疫吸附试验（;8<=>）检测试剂盒，多数是多

抗原联 合 使 用。国 内 外 这 类 试 剂 盒 研 究 应 用，都 集 中 在

01PB&、09PB&、29PB& ? 个膜抗原上［02］。目前，这些抗原均在

大肠杆菌中表达，存在包涵体复性困难，表达量低，表达不稳

定［01］等缺点。

毕赤酵母表达系统是近年发展起来的一个高效表达体

系，与大肠杆菌及酿酒酵母表达系统相比具有不可比拟的优

势，迄今已有数百种蛋白在此系统中表达［0"］。作为一种真核

单细胞生物，可对外源蛋白进行加工折叠和翻译后修饰。此

外，培养基营养要求低，易于高密度发酵培养和工业化放大

生产。本研究首次尝试用毕赤酵母表达系统表达梅毒螺旋

体 01PB&、09PB&、29PB& ? 个膜抗原，结果表明抗原基因通过

与酵母基因组整合形成稳定的表达菌株，成功地表达出了膜

抗原与 " 个组氨酸形成的融合蛋白。通过镍离子亲和层析

纯化蛋白，操作简单，蛋白纯度高，经 =B=-/>C; 分析达到

!"#以上。其中 *+,-./29 蛋白有较高的表达量，摇瓶培养达

到 :15678，可以进 一 步 进 行 发 酵 罐 培 养。*+,-./01 和 *+,-
./09 蛋白表达量相对较低，*+,-./09 蛋白比预期大了 "PB&
左右，这很可能是由于酵母糖基化作用导致［09］。纯化蛋白经

;8<=> 检测都有较好的特异性（数据未列出），表明糖基化作

用并不影响 *+,-./09 蛋白的抗原活性。

因此，用毕赤酵母表达的梅毒螺旋体 ? 个重组蛋白 *+,-
./01、*+,-./09 和 *+,-./29 都可以用于梅毒血清学检测，从而

为制备梅毒螺旋体抗原开辟了新途径。特别是 ? 个抗原的

同时表达和纯化，为 : 个或 ? 个抗原联合使用建立双抗原夹

心血清学检测方法奠定了基础。本实验室正以金磁微粒为

载体，用该方法制得的抗原建立梅毒 ;8<=> 检测系统。此

外，我们用获得的 29PB& 抗原制备其单克隆抗体的工作也在

进行中。
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