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建立聚合酶链反应"

FÎ

#方法扩增梅毒螺旋体
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基因!为进一步探讨其在梅毒感染诊断中的作用提供

依据$方法
!
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获取
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基因序列!生物信息学分析!设计特异性引物$收集
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株感染组和对照组的新西

兰兔睾丸标本!提取全基因组
![3

!通过优化
FÎ

扩增条件寻找最佳反应体系和反应条件!

FÎ

扩增
4
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的编码基因!同时

通过新构建扩增方法检测泌尿生殖道感染常见病原微生物$结果
!

通过
FÎ

扩增及琼脂糖凝胶电泳!只有感染梅毒螺旋体的新

西兰兔标本才能扩增出特异性条带!条带位置约为
*%*E
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!其他病原微生物未见扩增条带$结论
!

检测
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基因能用于诊断

梅毒螺旋体的感染$
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梅毒是由梅毒螺旋$

4F

%引起的一种危害极大的全世界流

行的性传播疾病$

U4!

%'梅毒是一种慢性的*系统的传染性疾

病#对健康危害程度仅次于艾滋病#几乎可以累及全身各个器

官#导致功能障碍(

#

)

'由于至今缺乏疫苗#自然感染
4

=

后机

体可再感染#因此早期诊断*早期治疗*发现和控制传染源是控

制梅毒传播的重要措施'
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是梅毒螺旋体的天然蛋白#

序列比对$

GS3U4

%分析表明#
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的编码基因具有高度的

特异性#可以用做靶基因来检测梅毒螺旋体的感染'本研究根

据梅毒螺旋体基因序列#自行设计筛选一对特异性寡核苷酸引

物#通过实验研究#建立了检测梅毒螺旋体
4
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基因的

FÎ

方法#为寻找诊断梅毒感染的新方法提供依据'
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材料与方法
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菌株来源
!
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%标准菌株*解脲支原体$

L:

%标

准株*人型支原体$

K<

%标准株*淋球菌$

[a

%标准株和沙眼衣

原体$

I4

%标准株由南华大学病原生物研究所惠赠'试验动物

为健康新西兰兔#雄性#由南华大学动物实验中心提供'

A-B
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仪器与试剂
!
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采用美国
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62@5A?3a

温度

梯度
FÎ

仪#凝胶成像系统为美国的
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"
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#电泳仪和电泳槽为北京六一仪器厂'
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提取试剂盒为上海生物工程公司提供#

FÎ

扩增相关试剂和

![3

分子量标准等均为天根生化科技$北京%有限公司'
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方法

A-C-A

!

全基因组
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提取
!

将对照和感染
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标准

株
)$@

后的新西兰兔处死#取睾丸组织剪碎#按
![3

提取试

剂盒说明书操作提取
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全基因组
![3

模板#

L:

标准株*

K<

准株*

[a

标准株和
I4

标准株基因组按照试剂盒操作说明书

进行提取'
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引物设计与合成
!
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序列$
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%#应用
GS3U4

软件分析在

不同
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临床株的保守区域及与其他物种的特异区域#在此区

域再用
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在线软件设计以下引物!上游引

物!
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&下游

引物!
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#引物由
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70;A5

B

62

公司合成'以下为
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的碱基序列$包括一部分

上游序列和一部分下游序列%'蓝色字体的
34a

为起始密码

子#

43a

为终止密码子#下划线表示上下游引物的位置#

FÎ
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建立
!

通过改变退火温度#优化后
FÎ

反应体系与反应条件'反应体系!

'b 48

d

FÎ K81;6AK0Q

#'-+

)

S

*

'+?>59

"

S
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标准株
![3

模

板或
FGU

$阴性对照%

#

)

S

*加双蒸水补足至
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)

S

'扩增条

件!

&+f

预变性
+>02

&

&%f

变性
)$1

*

+&f

退火
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*

('f

延伸
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#共
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个循环&
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终延伸
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'取扩增产物
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标记物
+

)

S

用
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琼脂糖凝胶
#'$Z

电泳
)+

>02

#核酸染料染色观察#凝胶成像系统记录结果'

B

!

结
!!

果

B-A

!

退火温度优化结果
!

不断改变退火温度#通过图
#

发现

在电泳图
%

号孔位条带最清晰#最后选择退火温度为
+&-$f
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![3

标记物$
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图
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温度梯度
FÎ

扩增琼脂糖凝胶电泳结果

B-B

!

FÎ

扩增结果
!

FÎ

扩增产物在琼脂糖凝胶电泳中结

果见图
'

#可见感染
4

=

的新西兰兔标本在
*%*E

=

左右位置见

一特异性条带#与预期
![3

片断大小$包含引物片段%一致#

而对照新西兰兔标本未能扩增出任何条带'

!!

K

!

![3

标记物&

#

"

)

!感染
4

=

的新西兰兔标本&

%

"

+

!对照新西

兰兔标本'

图
'

!!
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$'+&FÎ

扩增琼脂糖凝胶电泳结果

B-C

!

特异性检测结果
!

新构建
FÎ

扩增方法特异性检测见

图
)

#可见感染
4

=

的新西兰兔标本在
*%*E

=

左右位置见一特

异性条带#而泌尿生殖道常见感染病原菌均未见扩增条带'
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!

![3

标记物$

!S'$$$

%&

#

!
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标准株&

'

!阴性对照&

)

!

[a

标准

株&

%

!

L:

标准株&

+

!

K<

标准株&

*

!

I4

标准株'

图
)
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新构建扩增方法特异性检测结果
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!

讨
!!

论
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目前实验室诊断最常用方法是血清学方法(

'

)

'梅毒螺旋

体感染一般可产生至少两种抗体#包括非特异性抗体即反应素

和特异性的梅毒抗体'传统的血清学方法包括初筛方法如甲

苯胺红不加热血清学试验$

4̂ LU4

%和快速血浆反应素试验

$

F̂̂

%#和确诊试验如密螺旋体颗粒凝集试验$

4FF3

%

(

)

)

'但

是在梅毒感染早期#机体不能及时产生抗体#因此依赖抗体检

测的血清学试验对出现下疳前梅毒的诊断效果并不理想(

%

)

'

由于目前梅毒螺旋体的基因序列已经测序完成#以分子水平为

基础的
FÎ

检测方法#以其高灵敏度和高特异度的优点成为

早期梅毒检测的重要手段'郭文秀等(

+

)通过比较发现在实际

检测中#由于检测对象的不同#只有
FÎ

可以在一期梅毒的潜

伏期进行检测'目前针对梅毒螺旋体检测的靶基因已有
;

=

?"

#

*

GKF

*

;>

=

*

%(W!8

蛋白基因及
#*UÂ [3

等#但这些基因大

部分与其他微生物具有同源性#扩增时容易出现假阳性#因此

需要寻找梅毒螺旋体更为特异的靶基因'

GS3U4

分析表明

4

=

$'+&

的编码基因具有高度的特异性#可以用做靶基因来检

测梅毒螺旋体的感染'本研究应用
GS3U4

分析
4

=

$'+&

基

因#设计特异性引物'

FÎ

敏感性主要影响因素为退火温度

和
K

B

离子浓度#通过反复摸索反应条件#发现在
+&f

退火时

产物最多*条带最亮#以此作为优化后的反应体系和条件#建立

FÎ

扩增
4

=

$'+&

基因'利用所建立的
FÎ

法成功地从感染

4
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标准株新西兰兔的睾丸组织中扩增出该基因#但在

对照新西兰兔标本中和泌尿生殖道常见感染病原菌均未见扩

增条带'说明
FÎ

扩增该基因能够区分是否感染梅毒螺旋

体#显示出
4

=

$'+&

基因的诊断价值'下一步将收集临床一期

梅毒标本#评价检测该基因诊断梅毒的灵敏度和特异度#并与

目前常用梅毒检测方法进行比较#以寻找诊断一期梅毒诊断最

佳的方法#为梅毒感染早诊断*早治疗提供科学依据'
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