
 生 物 工 程 学 报                                                   Chin J Biotech 2009, August 25; 25(8): 1187-1194           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn © 2009 Institute of Microbiology, CAS & CSM, All rights reserved 

   

                           

Received: March 31, 2009; Accepted: June 18, 2009 
Supported by: Science and Technique Research Project of Health Department of Zhejiang Province (No. 2004A018). 
Corresponding author: Jie Yan. Tel: +86-571-88208297; E-mail: Med_bp@zju.edu.cn 
浙江省医药卫生科学研究基金(No. 2004A018)资助。 
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梅毒螺旋体 TpN17与 TpN47表位肽融合抗原的重组表
达及其酶联免疫吸附试验的建立和应用 
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摘  要: 以重组 TpNs 为抗原的 ELISAs 已被证明是具有较高敏感性和特异性的梅毒血清学检测方法, 若 ELISAs 使用多

种 TpNs 抗原, 可进一步提高检测敏感性和特异性。根据抗原表位分析结果, 本研究首先采用连接引物 PCR 获得了

TpN17 和 TpN47 抗原表位序列融合成的人工基因片段 tpE17-47, 然后构建了全长 tpN17、tpN47 基因以及 tpE17-47 融

合基因的原核表达系统。SDS-PAGE 和 BioRad 凝胶图象分析系统检查结果显示, 所构建的原核表达系统能稳定表达目

的重组蛋白 rTpN17、rTpN47 和 rTpE17-47, 其产量分别约占细菌总蛋白的 36%、20%和 28%。采用 Ni-NTA 亲和层析

法提纯的 rTpN17、rTpN47 和 rTpE17-47 蛋白经 SDS-PAGE 分析, 均显示为单一的蛋白条带。Western blotting 结果表明, 

rTpN17、 rTpN47 和 rTpE17-47 蛋白均可被梅毒抗体阳性的病人血清所识别。以 rTpE17-47 为包被抗原的

rTpE17-47-ELISA 检测 630 例临床确诊梅毒患者血清标本的阳性率为 98.6%, 仅略高于 TPPA(97.9%)(P>0.05), 但明显高

于 rTpN17-ELISA(83.8%)、rTpN47-ELISA(83.3%)和 RPR(72.1%)(P<0.01)。上述 ELISAs 和 TPPA 对 25 例 SLE、36 例

RA 患者和 250 例健康体检者的血清标本检测结果均为阴性, 但 RPR 分别有 1、2 和 2 例标本检测结果为阳性。本试验

成功地构建了 rTpE17-47抗原表位融合基因及其高效原核表达系统, 所建立的 rTpE17-47-ELISA可作为一种快速、简便、

安全、敏感和特异的梅毒血清学筛查或诊断新方法。 

关键词 : 梅毒螺旋体 , 抗原表位 , 融合基因 , 重组表达 , 酶联免疫吸附试验  
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Abstract: Using recombinant TpNs proteins of Treponema pallidum as antigens, ELISAs are proved to be of higher sensitivity and 
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specificity. However, they can be further increased by using multiple TpNs antigens. According to the epitope analysis, we firstly 
used linking primers PCRs to obtain an artificial fusion gene segment tpE17-47 containing epitopes of both TpN17 and TpN47. 
Subsequently, we conducted the prokaryotic expression systems of entire tpN17 and tpN47 genes and tpE17-47 fusion gene. 
SDS-PAGE analysis and BioRad Gel Image Analysis System showed that the recombinant proteins rTpN17, rTpN47 and rTpE17-47 
expressed stably, with 36%, 20% and 28% yields of total bacterial protein, respectively. After purified by Ni-NTA affinity 
chromatography, all the three recombinant proteins could be recognized by T. pallidum antibody positive sera from syphilis patients. 
The positive rate of rTpE17-47-ELISA for detecting serum specimens in clinically 630 cases with syphilis was 98.6%. This rate was 
slightly higher than that by Treponema pallidum particle agglutination (TPPA) (97.9%) (P>0.05), but significantly higher than those 
by rTpN17-ELISA (83.8%), rTpN47-ELISA (83.3%) and rapid plasma reagin (RPR)(72.1%)(P<0.01). Furthermore, both ELISAs 
and TPPA for detecting the serum specimens in 25 cases with SLE, 36 cases with RA and 250 healthy cases were all negative. RPR 
showed positive in 1 case with SLE, 2 cases with RA and 2 healthy cases. This could be a novel serological screening or diagnostic 
method of syphilis with advantages of quickness, convenience, safety, sensitivity and specificity. 

Keywords: Treponema pallidum, antigen epitope, fusion gene, recombinant expression, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

梅毒螺旋体(Treponema pallidum, Tp)感染引起

的梅毒 (Syphilis)是最为重要的人类性传播性疾病

(Sexual transmission diseases, STD)之一[1]。梅毒潜伏

期长、病情进展缓慢、病灶中梅毒螺旋体的分离阳

性率低, 故检测梅毒螺旋体特异性抗体的血清学试

验成为临床上梅毒实验室诊断的常用方法 [2], 如快

速血浆反应素试验(Rapid plasma regain, RPR)和梅

毒螺旋体明胶颗粒凝集试验 (Treponema pallidum 

particle agglutination, TPPA)[3]。 

有文献报道 , 早期梅毒患者血清中存在

TpN30、TpN33和 TpN37等梅毒螺旋体抗原的抗体, 

中期梅毒患者血清中此等抗体水平往往明显下降甚

至消失, TpNl5、TpNl7、TpN34和 TpN47抗原的抗

体在早、中期梅毒患者血清中均可检出 [4-5]。由于

TpNl7 和 TpN47 抗体水平较高且稳定、维持时间较

长, 故 TpNl7和 TpN47被认为是最有临床应用前景

的梅毒螺旋体抗原[6-8]。 

至今尚不能用无生命的人工培养基培养梅毒螺

旋体, 因而建立基于重组 TpNs 抗原的梅毒血清学

检测方法倍受人们重视 [5]。目前以单一重组表达

TpNs(rTpNs)为抗原的血清抗体检测方法已有不少

研究报道, 但单一抗原的灵敏度和特异性较低[9-11]。

若采用融合基因技术表达同时含 2种 TpN抗原的重

组抗原, 往往因分子量较大而表达效率较低。此外, 

任何蛋白抗原的免疫原性主要取决于抗原表位

(Epitope)。本研究根据 TpN17和 TpN47抗原表位预

测结果, 构建了 tpN17 及 tpN47 表位肽融合基因

tpE17-47 原核表达系统, 建立了基于 rTpE17-47 的

ELISA 并检测了 630 例梅毒患者血清标本, 以了解

该方法在临床梅毒血清学诊断中的应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种与质粒 

T-A克隆质粒及其试剂盒购自 TaKaRa公司, 原

核表达载体 pET42a和表达宿主菌 E. coli BL21DE3

均购自 Novagen公司。 

1.1.2  标本来源 

630 例临床确诊为 I 或 II 期梅毒患者的血清标

本及部分硬性下疳分泌物标本、25 例 SLE 和 36 例

RA无梅毒病史患者血清标本、250例无梅毒病史健

康体检者血清标本由杭州市第三人民医院皮肤科、

杭州市中医院、金华中心医院和浙江嘉兴市妇幼保

健院提供, 其中 72.1%(454/630)和 97.9%(617/630)的

梅毒血清标本分别 RPR和 TPPA检测结果阳性。上

述标本采集时均获得患者或体检者的知情同意。 

1.2  方法 
1.2.1  抗原表位预测 

根据 Propred HLA-DR binding peptide prediction- 

ProPred预测服务器(http://www.imtech.res. in/raghava/ 

propred/)以及 EMBOSS 软件包中 ANTIGENIC 程序

(http://bioinfo.hku.hk/EMBOSS/)分析 TpN17和TpN47

分子中的抗原表位。结果显示, TpN17除 N 端为疏水

信号肽序列而无抗原表位外, 其余部分(22~156 位, 
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135 个氨基酸残基)存在多个优势抗原表位(TpE17), 

TpN47 中第 97~120 位 (VLSKQETEDSRGRKKWE 

YETDPSV)是优势抗原表位(TpE47)。 

1.2.2  基因的扩增和克隆 

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[12]。根据 GenBank 中

梅毒螺旋体相关基因序列 (Accession No. TP0435, 

TP0574)及其内切酶图谱分析结果 [13-14], 设计扩增

全长 tpN17和 tpN47基因的引物(表 1)。PCR总体积

100 μL, 内含 2.5 mol/L各 dNTP、250 nmol/L各引物、

15 mol/L MgCl2、2.5 U Ex Taq酶(TaKaRa)、200 ng 

DNA模板、1×PCR缓冲液(pH 8.3)。tpN17基因 PCR

参数: 94 oC 3 min; 94 oC 30 s, 54 oC 30 s, 72 oC 45 s, 

30个循环; 72 oC 5 min。tpN47基因 PCR参数: 94 oC 

3 min; 94 oC 30 s, 52 oC 30 s, 72 oC 90 s, 30个循环; 

72 oC 10 min。采用溴乙锭预染的 1.5%琼脂糖凝胶电

泳检测 PCR 产物。tpN17 和 tpN47 基因扩增片段预

期大小分别为 468 bp和 1302 bp。采用 T-A克隆试

剂盒 (BioColor)将上述目的基因扩增片段克隆至

pUCm-T载体中, 转化入 E. coli DH5α并在 LB培养

液中扩增后, 用小量碱变性法提取重组质粒 [12], 委

托 Invitrogen 公司测定重组质粒 pUCm-T-tpN17 和

pUCm-T-tpN47中插入片段的序列。 

1.2.3  抗原表位融合基因的构建和克隆 

以 pUCm-T-tpN17和 pUCm-T-tpN47模板, 采用

连接引物 PCR构建 tpE17-47表位肽融合基因。设计

并合成用于扩增 tpE17片段(启始密码 ATG+405 bp 

tpE17+30 bp 柔性肽序列)引物及 tpE47 片段(72 bp 

+30 bp 柔性肽序列)引物(表 1), 按上法分别用 PCR

扩增 tpE17和 tpE47片段, 小量 DNA3S柱快速离心

纯化试剂盒(BioColor)回收目的扩增产物, 分光光度

法测定其 DNA浓度[3]。将回收的 tpE47和 tpE17扩

增片段等摩尔混合(DNA总量<500 ng), 除不加引物

外, 其余反应成分及含量与上述 PCR 相同, 反应参

数: 94 oC 5 min; 94 oC 30 s, 45 oC 30 s, 72 oC 60 s, 10

个循环; 72 oC 7 min; 利用 tpE17下游及和 tpE47上

游引物中互补的柔性肽序列形成复合模板。然后加

入 tpE17 上游及和 tpE47 下游引物各 250 nmol/L, 

PCR参数: 94 oC 5 min; 94 oC 30 s, 52 oC 30 s, 72 oC 

60 s, 30个循环; 72 oC 7 min。采用溴乙锭预染的

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物, 目的扩增片段

预期大小为 510 bp(启始密码 ATG+405 bp tpE17+ 

GGGGSGGGGS柔性肽序列 30 bp+72 bp tpE47)。采

用T-A克隆试剂盒(BioColor)将上述目的基因扩增片

段克隆至 pUCm-T载体中, 转化入E. coli DH5α并用

LB 培养基扩增, 小量碱变性法提取重组质粒[12], 委

托 Invitrogen 公司测定重组质粒 pUCm-T-tpE17-47

中插入片段的序列。 

1.2.4  目的原核表达系统的构建 

采用 Nde I 和 Xho I 双酶 切 重组 质粒

pUCm-T-tpN17、pUCm-T-tpN47、pUCm-T-tpE17-47

和表达质粒 pET42a, 琼脂糖凝胶电泳分离目的片

段。在 T4 DNA连接酶作用下, 回收的 tpN17、tpN47

和 tpE17-47分别与线性化 pET42a连接, 然后转化入

表达宿主菌 E. coli BL21(DE3), 分别构建成目的原

核表达系统 E. coli BL21(DE3) pET42a-tpN17、E.coli 

BL21(DE3)pET42a-tpN47、E. coli BL21(DE3)pET42a- tpE17-47。 

表 1  PCR 引物序列及产物大小 
Table 1  Information about the PCR primer sequences and product sizes 

Genes Primer sequences (5′−3′) Product sizes (bp) 

tpN17 F: cgc cat atg (Nde I) aaa gga tct gtc cgc gcg 468 
 R: cgc ctc gag (Xho I) ttc ctg tgt ttc ttc gag  
tpN47 F: cgc cat atg (Nde I) gag gta ttg ggc gaa aag  1302 
 R: cgc ctc gag (Xho I) ggc acg cac cat ctt agt aac  
tpE17 F: cgc cat atg (Nde I) tgt gtc tcg tgc aca acc 438 
 R: GCT ACC GCC ACC GCC GCT ACC GCC ACC GCC ctt ctt tgt ctt gag cac  
tpE47 F: GGC GGT GGC GGT AGC GGC GGT GGC GGT AGC gtt ctc tcg aag cag gag 102 
 R: cgc cat atg (Xho I) aac gct tgg gac agt ctc  
tpE17-47 F: cgc cat atg (Nde I) tgt gtc tcg tgc aca acc 510 
 R: cgc ctc gag (Xho I) gtt ctc tcg aag cag gag  

F: forward primers; R: reverse primers. The sequences in capital indicate the flexible peptide link. 
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1.2.5  目的重组蛋白表达、提纯和鉴定 

所构建的各原核重组表达系统分别在含 0.5 mmol/L 

IPTG的 LB培养基中 30oC振荡培养, 以诱导目的重

组蛋白 rTpN17、rTpN47 和 rTpE17-47 表达。采用

12% SDS-PAGE和BioRad凝胶图象分析系统检查各

目的重组蛋白表达情况和产量。离心收集菌体超声

破碎(300 V, 5 s×3), 采用 Ni-NTA亲和层析法提纯

rTpN17、rTpN47和 rTpE17-47, SDS-PAGE测定其提

纯效果。分别以 1:100稀释的 5份 TPPA阳性梅毒抗

体阳性患者血清为一抗、1:3000稀释的 HRP标记羊抗

人 IgG (Jackson ImmunoResearch)为二抗, 用 Western  

boltting 检测上述目的重组蛋白的免疫反应性。 
1.2.6  ELISAs 

采用紫外分光光度法测定提纯的 rTpN17、

rTpN47和 rTpE17-47浓度[12]。用 pH 9.6、0.01 mol/L

碳酸盐缓冲液配制蛋白浓度为 50 μg/mL的 rTpN17、

rTpN47和 rTpE17-47溶液, 96孔聚苯乙烯反应板每

孔包被 100 μL, 37 oC温育 2 h后 4 oC过夜。次日以

0.05% Tween20-0.01 mol/L PBS(pH 7.4)洗涤 3次后

用 5% BSA封闭。根据预试验结果, 以 1:800稀释的

250 例正常人血清为一抗 , 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 OD450

值, 了解健康人血清OD450值范围并计算其OD450均

值和 SD 值。分别采用 rTpN17-ELISA、rTpN47- 

ELISA和 rTpE17-47-ELISA, 对 1:800稀释的 630份

梅毒患者血清、25 例 SLE 和 36 例 RA 患者血清进

行检测, 若被检标本OD450值≥阴性对照OD450均值

+3SD者为阳性[15]。 

2  结果 

2.1  PCR 扩增及测序结果 
从梅毒患者硬性下疳分泌物标本中扩增出全长

tpN17 和 tpN47 基因片段, 采用连接引物 PCR 获得

了 tpE17 和 tpE47 抗原表位序列融合基因的扩增片

段 tpE17-47(图 1)。与报道的相应序列 (GenBank 

Accession No. TP0435, TP0574)比较 , 所克隆的

tpN17、tpN47基因核苷酸和氨基酸序列相似性均为

100%。测序结果还表明, 获得的 tpE17-47抗原表位

融合基因序列完全正确(图 2), 各 T-A克隆及其亚克

隆序列也完全相同。 

2.2  目的重组蛋白表达和提纯效果 
在 IPTG诱导下, 所构建的原核表达系统 E. coli 

BL21(DE3)pET42a-tpN17、E. coli BL21(DE3)pET42a-tpN47、

E. coli BL21(DE3)pET42a-tpE17-47 能稳定地分别表达

rTpN17、rTpN47 和 rTpE17-47, 其产量分别约占细

菌总蛋白的 36%、20%和 28%, 提纯的各目的重组蛋

白经 SDS-PAGE后均显示为单一的蛋白条带(图 3)。 

2.3  Western blotting 检测结果 
Western blotting结果显示, rTpN17、rTpN47和

rTpE17-47 均可与梅毒抗体阳性患者血清结合并出

现明显的杂交条带(图 4)。 

2.4  不同血清学检测方法的阳性率 
RPR 和 TPPA 检测 630 例梅毒病人血清标本阳

性率分别为 72.1%(454/630)和 97.9%(617/630)。

rTpN17-ELISA、rTpN47-ELISA和 rTpE17-47-ELISA

检测上述 250例健康人血清标本的 OD450均值和 SD

值分别为 0.13和 0.05、0.14和 0.06、0.12和 0.06, 故

阳性判断参考值为 0.28、0.32 和 0.30。根据上述阳

性判断参考值, rTpN17-ELISA、rTpN47-ELISA 和

rTp E47-17-ELISA对 630例梅毒病人血清标本检测 

 

图 1  tpN17、tpN47 基因和 tpE17-47 抗原表位融合基因

扩增片段 
Fig. 1  Amplification fragments of tpN17 and tpN47 genes and 
tpE17-47 epitope fusion gene. M: DNA marker (BioAsia); 1,2: 
the amplification fragments of tpN17 and tpN47 genes, 
respectively; 3: the amplification fragment of tpE17-47 epitope 
fusion gene. 
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图 2  tpE17-47 抗原表位融合基因核苷酸和氨基酸序列 
Fig. 2  Nucleiotide and putative amino acid sequences of tpE17-47 antigen epitopes fusion gene. The underlined and squared areas indicate 
the positions of primers and flexible peptide, respectively. 

 

 

图 3  rTpN17、rTpN47 和 rTpE17-47 表达和纯化效果 
Fig. 3  Effects of expression and purification of rTpN17, rTpN47 
and rTpE17-47. M: protein marker (BioColor); 1: pET42a without 
any inserted fragments; 2−4: the expression of rTpN17, rTpN47 
and rTpE17-47 induced with IPTG, respectively; 5−7: the purified 
rTpN17, rTpN47 and rTpE17-47, respectively. 
 

阳性率分别为 83.8%(528/630)、83.3%(525/630)和

98.6%(621/630) (表 2)。 

2.5  不同血清学检测方法特异性和敏感性比较 
与 TPPA 和 rTpN17-ELISA、rTpN47-ELISA、

rTpE17-47-ELISA检测结果比较, RPR对 630例临床

确诊梅毒患者血清标本的检测阳性率最低(P<0.01);  

表 2  不同血清学方法对梅毒患者血清标本的检测结果 
Table 2  Detection results of the syphilis patients’ sera by 
different serological assays 

Methods Cases (n) Positive cases 
(n) 

Positive rates
(%) 

rTpN17-ELISA 630 528 83.8 

rTpN47-ELISA 630 525 83.3 

rTpE17-47-ELISA 630 621 98.6 

RPR 630 454 72.1 

TPPA 630 617 97.9 
 

rTpN17-ELISA 和 rTpN47-ELISA 检测阳性率相似

(P>0.05), 但均低于 rTpE17-47-ELISA 和 TPPA 

(P<0.01); rTpE17-47-ELISA 检测阳性率与 TPPA 相

似(P>0.05)。与梅毒确诊试验 TPPA 检测结果比较, 

RPR、rTpN17-ELISA、rTpN47-ELISA、rTpE17-47- 

ELISA检测结果阳性的符合率分别为 73.6%、85.6%、

85.1%、99.3%。实验中未发现 TPPA检测结果阴性而

RPR、rTpN17-ELISA 或 rTpN47-ELISA 检测结果阳

性的情况, 但有 4份梅毒患者血清标本 TPPA阴性而

rTpE17-47-ELISA 结果阳性 , 提示 rTpE17-47- 

ELISA较 TPPA有更高的检测敏感性。在 25例 SLE  

ATGTGTGTCTCGTGCACAACCGTGTGTCCGCACGCCGGGAAGGCCAAAGCGGAAAAGGTA 
M  C  V  S  C  T  T  V  C  P  H  A  G  K  A  K  A  E  K  V 
 
GAGTGCGCGTTGAAGGGAGGTATCTTTCGGGGTACGCTACCTGCGGCCGATTGCCCGGGA 
E  C  A  L  K  G  G  I  F  R  G  T  L  P  A  A  D  C  P  G 
 
ATCGATACGACTGTGACGTTCAACGCGGATGGCACTGCGCAAAAGGTAGAGCTTGCCCTT 
I  D  T  T  V  T  F  N  A  D  G  T  A  Q  K  V  E  L  A  L 
 
GAGAAGAAGTCGGCACCTTCTCCTCTTACGTATCGCGGTACGTGGATGGTACGTGAAGAC 
E  K  K  S  A  P  S  P  L  T  Y  R  G  T  W  M  V  R  E  D 
 
GGAATTGTCGAACTCTCGCTTGTGTCCTCGGAGCAATCGAAGGCACCGCACGAGAAAGAG 
G  I  V  E  L  S  L  V  S  S  E  Q  S  K  A  P  H  E  K  E 
 
CTGTACGAGCTGATAGACAGTAACTCCGTTCGCTACATGGGCGCTCCCGGCGCAGGAAAG 
L  Y  E  L  I  D  S  N  S  V  R  Y  M  G  A  P  G  A  G  K 
 
CCTTCAAAGGAGATGGCGCCGTTTTACGTGCTCAAGAAGACAAAGAAGGGCGGTGGCGGT 
P  S  K  E  M  A  P  F  Y  V  L  K  K  T  K  K  G  G  G  G   
 
AGCGGCGGTGGCGGTAGCGTTCTCTCGAAGCAGGAGACCGAAGACAGCAGGGGAAGAAAA 
S  G  G  G  G  S  V  L  S  K  Q  E  T  E  D  S  R  G  R  K 
 
AAGTGGGAGTACGAGACTGACCCAAGCGTT 
K  W  E  Y  E  T  D  P  S  V   
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图 4  rTpN17、rTpN47 和 rTpE17-47 的 Western blotting 分析 
Fig. 4  Western blotting analysis of rTpN17, rTpN47 and rTpE17-47. M: protein marker (BioAsia); 1−5, 7−11, 13−17: the positive Western 
hybridization bands of rTpN17, rTpN47 and rTpE17-47 to 5 T. pallidum antibody positive serum samples, respectively; 6, 12,18: blank controls. 

表 3  不同梅毒血清学检测方法敏感性和特异性比较 
Table 3  Comparison of sensitivity and specificity of different syphilis serological assays 

Syphilis sera (n=630) 
                                                                                   

SLE sera (n=25) 
                                      

RA sera (n=36) 
                                     

Healthy sera (n=250)
                                         

Methods Positive 
(n) 

Negative 
(n) 

Consistent rates 
(%) 

Positive
(n) 

Negative
(n) 

Positive
(n) 

Negative 
(n) 

Positive 
(n) 

Negative
(n) 

TPPA 617 13 / 0 25 0 36 0 250 

RPR 454 176 73.6 1 24 2 34 2 248 

rTpN17-ELISA 528 102 85.6 0 25 0 36 0 250 

rTpN47-ELISA 525 105 85.1 0 25 0 36 0 250 

rTpE17-47-ELISA 621 9 99.3 0 25 0 36 0 250 

 
和 36 例 RA患者血清标本中, 1 例 SLE和 2 例 RA

患者血清标本 RPR 检测结果阳性 , 但 TPPA 和

ELISAs 检测结果均为阴性 , 其检测特异性为

100%。此外, TPPA和 ELISAs对 250例健康体检者

血清标本检测结果均为阴性, RPR 除 2 例阳性外, 

其余均为阴性, 经查该 2例 RPR阳性的健康体检者

虽无梅毒、SLE、RA病史, 但有结核病史。不同血

清学方法对梅毒、SLE、RA、健康体检者血清标本

检测及比较结果见表 3。 

3  讨论 

常见的梅毒血清学试验有非 Tp 抗原试验和 Tp

抗原试验 2大类。前者如 RPR和甲苯胺红不加热血

清试验(TRUST)等, 主要用于梅毒筛查和疗效监测; 

后者如荧光螺旋体抗体吸收试验(FTA-Abs)和 TPPA

等, 主要作为梅毒确认试验[2-3]。在非梅毒螺旋体抗

原试验中, 由于采用心磷脂抗原而使其特异性受到

影响, 有少数 RA、SLE、慢性迁延性肝炎(CPH)等

非梅毒患者血清也可呈现阳性检测结果 [10]。TPPA

可测出病人血清中微量特异性抗体, 有较高敏感性

和特异性, 但是需制备大量 Tp抗原。由于至今仍不

能体外培养梅毒螺旋体, 梅毒螺旋体Nichols株虽可

在兔睾丸中传代和繁殖, 但产量很低。因此, 采用基

因重组表达技术, 是获得大量梅毒螺旋体表面蛋白

抗原的有效途径。 

研究发现, 全长 rTpN47表达量较低(约 20%)。

此外, 用分子生物学和生物信息学软件对 TpN17 和

TpN47 的分析结果显示, TpN17 分子中抗原表位虽

较多, 但均无优势; TpN47 分子中第 97~120 位肽段

(N-VLSKQETEDSRGRKKWEYETDPSV-C)是其优

势抗原表位。鉴于上述原因, 本研究构建了去除信

号肽序列的 TpN17基因片段和 TpN47主要抗原表位

肽(97~120)融合基因及其原核表达系统 , 用于建立

以 rTpE17-47 为抗原、检测特异性抗体的血清学诊

断方法。 

本研究成功地从梅毒患者硬性下疳分泌物标本

中扩增出全长 tpN17 和 tpN47 基因片段, 同时应用

连接引物 PCR获得了 tpE47和 tpE17抗原表位融合

基因。与报道的相应序列(GenBank Accession No. 

TP0435, TP0574)比较, 所克隆的 tpN17基因、tpN47

基因核苷酸和氨基酸序列相似性均为 100%, 包括

tpE17-47抗原表位融合基因在内的各 T-A克隆及其

亚克隆测序结果也完全相同。研究结果也表明 , 

rTpN17、 rTpN47 和 rTpE17-47 表达稳定 , 其中
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rTpE17-47 产量 (约 28%), 明显高于 rTpN47(约

20%), rTpE17-47 高表达为研发相关检测试剂盒提

供了有利条件。此外, 去除 tpN17、tpN47 基因和

tpE17-47 抗原表位融合基因序列终止密码后, 可利

用 pET42a 自身序列, 在目的重组表达产物 C 端加

上一个 6×His 标签后终止表达 , 如此可利用

Ni-NTA 亲和层析快速提纯 rTpN17、 rTpN47 和

rTpE17-47。 SDS-PAGE 结果显示 , 所提取的

rTpN17、rTpN47和 rTpE17-47有很高的纯度, 完全

适合作为 ELISA抗原。 

有不少文献报道 , 基于 TpNs 或 rTpNs 的

ELISAs用于检测梅毒血清标本时, 具有很高的敏感

性和特异性 , 可作为梅毒血清学实验室诊断方法
[5,7,16]。本研究中, 分别建立以 rTpN17、rTpN47 和

rTpE17-47 为包被抗原的 ELISAs。通过对 630 例临

床确诊梅毒病人的血清标本检测后 , 发现

rTpE17-47-ELISA 检测阳性率 (98.6%)明显高于

rTpN17-ELISA(83.8%) 、 rTpN47-ELISA(83.3%) 和

RPR(72.1%)(P<0.01); 与 TPPA 检测阳性率(97.9%)

比较, rTpE17-47-ELISA检测阳性率虽略高, 但其差

异无统计学意义(P>0.05)。上述实验结果提示, 较之

采用单一的 rTpN17或 rTpN47包被抗原, rTpE17-47

可明显增加检测敏感性。 

本实验中应用 TPPA 及 ELISAs 对 SLE、RA

及健康体检者血清标本进行检测时 , 未出现阳性

检测结果 , 而应用 RPR 对上述人群进行检测时 , 

分 别 有 4.0%(1/25)SLE 、 5.6%(2/36)RA 和

0.8%(2/250)健康体检者的血清标本检测结果阳

性。此外在检测梅毒病人血清标本时 , 与临床上作

为梅毒确诊试验的 TPPA 检测结果比较 , rTpE17- 

47-ELISA 的符合率最高 (99.3%), rTpN17-ELISA

和 rTpN47-ELISA 的符合率也可达 80%以上 , RPR

符 合 率 最 低 (73.6%) 。 上 述 实 验 结 果 提 示 , 

rTpE17-47-ELISA 以及 rTpN17- ELISA、rTpN47- 

ELISA 有很高的检测特异性。  
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