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梅毒螺旋体TrkA蛋白的表达、纯化及多克隆抗体制备*
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【摘要】 目的 分析梅毒螺旋体钾离子转运蛋白TrkA的生物学特性,表达、纯化并制备TrkA蛋白的抗血清。 方法

 从NCBI中查到梅毒螺旋体钾离子转运蛋白TrkA的氨基酸序列,采用生物信息学方法分析TrkA蛋白的基本理化性

质、信号肽、定位、跨膜区、糖基化位点、磷酸化位点、二级结构、三级结构和B细胞表位。按照梅毒螺旋体TrkA的DNA
序列设计引物,PCR扩增 TrkA基因,双酶切后与质粒pET28a相连,连接产物pET28a-TrkA转转化入大肠埃希菌

BL21,培养后使用IPTG诱导重组TrkA蛋白表达,利用 Ni2+ 亲和层析法纯化TrkA蛋白。取TrkA蛋白皮下接种小

鼠,免疫3次,制备小鼠血清,ELISA法检测血清TrkA特异性IgG滴度。 结果 生物信息学预测
 

TrkA蛋白共有236
个氨基酸,相对分子质量26.7ku,为胞内蛋白。该蛋白二级结构中α螺旋占45.34%,β折叠占20.76%,无规卷曲占

27.97%,β转角占5.93%。Phyre2网站预测TrkA蛋白三级结构中85.5%氨基酸处于最合理区。TrKA蛋白含有6个

连续B细胞表位和4个非连续表位。成功构建重组质粒pET28a-TrkA并获得高纯度的重组TrkA蛋白。该蛋白免疫

小鼠能够诱导产生特异性IgG抗体,血清抗体滴度为1∶25
 

600。 结论 生物信息学分析梅毒螺旋体TrkA为亲水性

蛋白,含有B细胞歌表位,纯化的重组TrkA蛋白具有良好的抗原性,能诱导小鼠产生高滴度抗体。
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【Abstract】 Objective To
 

analyses
 

the
 

biological
 

information
 

of
 

Treponema
 

pallidum
 

TrkA,construct
 

the
 

recombi-

nant
 

prokaryotic
 

expression
 

plasmid,expresses
 

and
 

purify
 

the
 

recombinant
 

TrkA
 

protein,and
 

tests
 

its
 

immunological
 

ac-
tivity. Methods The

 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

T.
 

pallidum
 

TrkA
 

protein
 

was
 

obtained
 

from
 

NCBI
 

website.
 

Bioinforma-
tics

 

methods
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

basic
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties,signal
 

peptide,localization,transmembrane
 

region,glycosylation
 

site,phosphorylation
 

site,secondary
 

structure,tertiary
 

structure
 

and
 

B
 

cell
 

epitope
 

of
 

TrkA
 

protein.
 

PCR
 

primers
 

were
 

designed
 

according
 

the
 

DNA
 

sequence
 

of
 

TrkA
 

which
 

were
 

used
 

to
 

amplify
 

the
 

TrkA
 

gene.
 

The
 

TrkA
 

were
 

double
 

digested
 

then
 

was
 

ligated
 

to
 

the
 

plasmid
 

pET28a.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

pET28a-TrkA
 

was
 

transformed
 

into
 

E.
 

coli
 

BL21,and
 

the
 

recombinant
 

TrkA
 

protein
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG
 

which
 

was
 

purified
 

by
 

Ni2+
 

affinity
 

chroma-
tography.

 

Mice
 

were
 

immunized
 

with
 

recombinant
 

TrkA
 

protein
 

and
 

the
 

content
 

of
 

total
 

IgG
 

were
 

determined. Results
 TrkA

 

protein
 

is
 

an
 

intracellular
 

protein
 

with
 

236
 

amino
 

acids
 

with
 

a
 

relative
 

molecular
 

weight
 

of
 

26.7×103.
 

The
 

con-
tent

 

of
 

α-helix
 

is
 

as
 

high
 

as
 

45.34%.
 

The
 

content
 

of
 

random
 

coil
 

was
 

27.97%,β-sheet
 

was
 

20.76%
 

and
 

β-turn
 

was
 

5.93%.
 

The
 

tertiary
 

structure
 

of
 

TrkA
 

protein
 

predicted
 

by
 

phyre2
 

website
 

and
 

85.5%
 

amino
 

acids
 

in
 

the
 

most
 

reasona-
ble

 

region.
 

TrkA
 

protein
 

contains
 

6
 

continuous
 

B
 

cell
 

epitopes
 

and
 

4
 

discontinuous
 

epitopes.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

pET28a-TrkA
 

was
 

successfully
 

constructed
 

and
 

the
 

recombinant
 

protein
 

was
 

purified.
 

The
 

specific
 

IgG
 

was
 

induced
 

by
 

TrkA
 

protein.
 

The
 

serum
 

antibody
 

titer
 

in
 

serum
 

was
 

1∶25
 

600. Conclusion The
 

purified
 

recombinant
 

T.
 

pallidum
 

TrkA
 

protein
 

has
 

good
 

immunogenicity
 

and
 

can
 

induce
 

mice
 

to
 

secrete
 

high
 

titer
 

antibodies.
【Key

 

words】 Treponema
 

pallidum;TrkA
 

protein;bioinformatics;immunogenicity

***梅毒是由梅毒螺旋体(Treponema
 

palladium,Tp)
感染所导致的一种多阶段、多系统的性传播疾病[1]。
按照病情发展将梅毒分为一期、二期和三期。一期梅

毒表现为硬下疳。二期梅毒表现为关节炎、脑膜炎、虹
膜睫状体炎、粘膜病变、扁平湿疣、弥漫性淋巴结病等
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症状。三期发展为晚期神经梅毒、心血管梅毒和树胶

样肿等[1-3]。通常情况下梅毒的病史非常复杂,并且与

梅毒螺旋体的侵袭性、免疫逃逸和致炎能力相关[4-6]。
虽然梅毒螺旋体对青霉素极为敏感,但是近年在全球

范围内梅毒死灰复燃,世界卫生组织预计全球每年约

有600万新病例,故研究梅毒螺旋体的致病机制具有

重要意义[7]。
钾离子是每种生物必需的金属元素之一,它是细

胞质中主要的一价无机阳离子[8]。细胞质中钾离子的

浓度大于细胞膜外,动物细胞中钾离子的浓度约为膜

外的10倍,细菌、真菌和植物中胞内浓度为膜外的

103~105 倍。当细菌处于渗透胁迫时,膜内的钾离子

浓度高达1摩尔每升[8]。细菌中的钾离子起调节渗透

压,调节细胞内pH值以及第二信使等多种功能。在

细菌中有Trk和Ktr系统两个钾离子吸收系统[9-10],
其中 Trk系 统 是 由 介 导 钾 离 子 转 运 的 跨 膜 亚 基

(TrkH蛋白、TrkG蛋白或者TrkI蛋白等)以及调节

亚基(TrkA蛋白)组成[9-11],但关于梅毒螺旋体获取钾

离子的机制尚不清楚。本实验利用生物信息学软件预

测梅毒螺旋体TrkA蛋白的生物学特性,并构建重组

质粒pET28a-TrkA,表达重组 TrkA蛋白,免疫小鼠

后获得多克隆抗体,为研究梅毒螺旋体的致病机制提

供实验基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌种和质粒 大肠埃希菌Top10、BL21和质粒

pET28a由邵阳学院病原学实验中心保存;梅毒螺旋

体由南华大学病原生物学研究所提供。

1.2 主要试剂 Ni-NTA蛋白纯化试剂盒购自美国

GE公司;PCR引物由赛默飞世尔科技(中国)有限公

司合成;琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒,小量质粒提取

试剂盒和细菌 DNA提取试剂盒购自天跟生化科技

(北京)有限公司;T4DNA连接酶,限制性内切酶Hind
 

III和NdeI,PCR扩增酶,蛋白质以及DNA
 

Marker购

自宝日医生物技术(北京)有限公司;辣根过氧化物酶

标记(Horseradish
 

Peroxidase,HRP)的羊抗鼠IgG购

自美国Abcam公司;BCA蛋白质定量试剂盒,弗氏完

全佐剂和弗氏不完全佐剂购自美国Sigma-Aldrich公

司。

1.3 实验动物 6~8周龄雌性BALB/c小鼠购自湖

南斯莱克景达实验动物有限公司。

2 方法

2.1 TrkA蛋白生物信息学分析 利用Protparam
网站分析 TrkA 蛋白的理化特性;利用 www.cbs.
dtu.dk/services/TMHMM网站分析TrkA蛋白是否

具有跨膜结构;利用Gneg-mPLoc软件分析TrkA蛋

白的细胞定位;运用SignalP
 

5.0预测TrkA蛋白的信

号肽;利用YinOYang1.2预测TrkA蛋白的糖基化位

点;利用NetPhos3.1预测TrkA蛋白的磷酸化位点;
利用

 

软件分析 TrkA蛋白的二级结构;利用Phyre2
网站分析TrkA蛋白的三级结构,并使用 VMD软件

进行查看;利用www.iedb.org网站预测TrkA蛋白

的B细胞表位。

2.2 重组质粒pET28a-TrkA
 

的构建 从Pubmed
中查找梅毒螺旋体TrkA的DNA序列,并据此设计

PCR引物(F:5-CCCCATATGGTGAAAAGATTT-
GCTCTTATTGGACT-3,下划线为NdeI酶切位点;

R:5-CCAAGCTTTCAGCTGGTAAGGAACCATT-
GTTTG-3

 

下划线为 HindIII酶切位点)。以梅毒螺

旋体基因组DNA为模板,以上述引物PCR扩增Tr-
kA基因,操作步骤和条件按大连宝生物公司Prime-
STAR

 

PCR试剂盒说明书。利用NdeI和 HindIII将

空质粒pET28a和TrkA
 

DNA片段双酶切,回收酶切

后的pET28a和TrkA
 

DNA,利用T4 DNA连接酶进

行连接,然后利用42
 

℃热激法将连接产物pET28a-
TrkA转入大肠埃希菌 Top10。利用卡那霉素筛选,
挑取阳性菌落到LB液体培养基,然后放入摇床,37

 

℃、200
 

r/min培养16
 

h,利用质粒提取试剂盒提取质

粒,进行PCR鉴定和测序验证。

2.3 重组TrkA蛋白的表达与纯化 将pET28a-Tr-
kA转化大肠埃希菌BL21,从抗性平板中挑取阳性

菌,37
 

℃震荡培养,第2
 

d按照1∶100扩接,当菌液

A600 值为0.5~0.6时,加入终浓度为0.5
 

mmol/L的

IPTG诱导6
 

h。取菌液以12
 

000
 

r/min离心2
 

min,
收集重组菌,PBS溶液洗涤2次;超声破碎,12

 

000
 

r/

min
 

离心10
 

min,收集上清,使用Ni2+ 亲和层析纯化

TrkA蛋白并进行SDS-PAGE电泳分析。利用多粘

菌素B试剂盒去内毒素,采用BSA试剂盒测定TrkA
的浓度。

 

2.4 动物免疫 将BALB/c小鼠随机分为3组,每组

6只,分别为TrkA蛋白+弗氏佐剂组,弗氏佐剂组和

PBS组。第1次免疫将TrkA蛋白与弗氏完全佐剂按

照1∶1混合均匀,每只小鼠接种30
 

μg
 

TrkA蛋白。
第2次免疫将TrkA蛋白与弗氏不完全佐剂混匀,每
只同样接种30

 

μg
 

TrkA蛋白。第3次免疫时候与第

2次免疫相同。3次免疫的时间分别为第0、2、4周。
末次免疫后第2周处死小鼠,取血,分离血清。

2.5 血清抗体滴度测定 采用ELISA法。TrkA蛋

白包被浓度为10
 

μg/ml,免疫兔血清作系列倍比稀

释。HRP酶标记羊抗鼠IgG工作浓度按说明书,加显

色剂显色15
 

min后终止反应,用酶标仪测定吸光度
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A450 值。

2.6 统计学分析 采用GraphPad
 

7.0软件进行数据

分析。组间均数比较采用单因素方差分析,P<0.05
为差异有统计学意义。

结 果

1 梅毒螺旋体TrkA蛋白的理化性质

生物信息学分析TrkA蛋白共有236个氨基酸,
分子式C1209 H1929N317O345S10,含有3

 

810个原子数,相
对分子质量为26.7

 

ku,理论等电点为5.88。在280
 

nm处的消光系数为1
 

3075,吸光系数为0.489。不稳

定指数为31.07,表明该蛋白为较稳定蛋白质。亲水

性平均系数(GRAVY)为0.162,属于亲水性蛋白。

2 梅毒螺旋体TrkA蛋白的信号肽、跨膜区和细胞定

位

利用SignalP
 

5.0预测梅毒螺旋体TrkA蛋白无

信号肽(图1A),TMHMM 软件预测该蛋白无跨膜区

(图1B),Gneg-mPLoc软件预测该蛋白定位在细菌内

膜。

图
 

1 TrkA蛋白的信号肽(A)和跨膜区(B)预测

Fig.1 Thesignal
 

peptide(A)
 

and
 

transmembrane
 

region(B)
of

 

TrkA
 

protein

3 梅毒螺旋体TrkA蛋白的磷酸化和糖基化修饰

使用NetPhos3.1预测TrkA蛋白的磷酸化,可能

有10个丝氨酸,5个苏氨酸,3个酪氨酸磷酸化位点。
而YinOYang1.2软件预测TrkA蛋白无糖基化位点

(图2)。

4 TrkA蛋白的二、三级结构

采用
 

软件分析梅毒螺旋体TrkA蛋白的二级结

构含量,其中107个氨基酸为α螺旋(h),占45.34%;

49个氨基酸为β折叠(e),占20.76%;66个氨基酸为

无规卷曲(C),占27.97%;14个氨基酸为β转角(t),
占5.93%(图3)。

图
 

2 TrkA蛋白的磷酸化(A)和糖基化(B)预测

Fig.2 The
 

phosphorylation(A)
 

and
 

glycosylation(B)
 

sites
of

 

TrkA
 

protein

图
 

3 TrkA蛋白的二级结构

Fig.3 The
 

secondary
 

structure
 

of
 

TrkA
 

protein

使用 Phyre2预 测 TrkA 蛋 白 的 三 级 结 构(图

4A),然后使用 VMD软件进行看图,获得空间结构。
使用拉氏图(Ramachandran

 

plot)检查结果,其中85.
5%的区域为最合理结构,14.5%为一般合理区(图4

 

B)。

图
 

4 TrkA蛋白的三级结构(A)和拉氏图(B)
Fig.4 The

 

tertiary
 

structure(A)
 

and
 

ramachandran
 

plot(B)
of

 

TrkA
 

protein

5 TrkA蛋白的B细胞表位

利用Bepipred网站预测 TrkA蛋白共有6个连

续的B表位,表位的氨基酸序列、位置及得分见表1。

TrkA有4个非线性表位,其位置见图5。

6 TrkA蛋白的表达与纯化

以PCR法验证重组质粒pET28a-TrkA,获得711
 

bp左右的DNA片段,与TrkA基因的理论大小相符
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合(图6)。测序其与NCBI中梅毒螺旋体的TrkA基

因序列相一致,重组质粒pET28a-TrkA 构建正确。
将pET28a-TrkA转化大肠埃希菌BL21,采用IPTG
诱导TrkA蛋白表达,SDS-PAGE电泳分析重组蛋白

相对分子质量约为29
 

ku。使用Ni2+亲和层析柱进行

纯化,得到单一电泳条带的TrkA蛋白(图7)。

图
 

5 TrkA蛋白非连续表位的空间位置

Fig.5 Discontinuous
 

epitopes
 

of
 

TrkA
 

protein

表
 

1 TrkA蛋白的连续表位的序列以及位置
Table

 

1 Locations
 

and
 

sequences
 

of
 

continuous
 

B
 

epitopes
in

 

TrkA
 

protein

编号
No.

起点
Start

终点
End

肽段
Peptide

氨基酸数量
Amount

 

of
 

amino
 

acids

得分
Score

1 219 236 LAHTHSFSDFFKQWFLTS 18 0.814
2 180 199 KRDAEDFCFINDPEYCFEAN 20 0.74
3 21 26 LKLTNN 6 0.699
4 154 173 HEDYVGRTLREVDVRKNFSL 20 0.687

5 32 66 RDRTLVETYRSRVRIVRAI
DVLDEFTLCKMIPQDI 35 0.666

6 85 93 TFLKKLEIA 9 0.619

M DNA标志物 1 pET28a-TrkA
 

PCR产物 2 空白对照
图

 

6 重组质粒pET28a-TrkA的PCR检测

M DNA
 

marker 1 PCR
 

product
 

of
 

TrkA
 

gene 2 Control
Fig.6 PCR

 

detection
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

pET28a
 

TrkA

7 TrkA蛋白多克隆抗体的制备及其滴度

用重组 TrkA免疫小鼠,获得多克隆抗体血清。

使用ELISA检测免疫小鼠血清特异抗体滴度为1∶
25

 

600,PBS和佐剂对照组小鼠血清中无特异性抗体

(图8)。
 

  M 蛋白质分子质量标准 1,2 重组菌总蛋白 3 纯化的重组

TrkA蛋白
图

 

7 TrkA蛋白的表达与纯化

M Protein
 

marker 1,2 Totalprotein 3 Purified
 

recombinant
 

TrkA
 

protein
Fig.7 Expression

 

and
 

purification
 

of
 

TrkA
 

protein

注:与PBS组和佐剂组比较,*P<0.05。
图

 

8 重组TrkA免疫小鼠血清抗体滴度(ELISA法)
Notes:Compared

 

with
 

PBS
 

or
 

adjuvant
 

group
 

group,*P<0.05。
Fig.8 TrkA

 

antibody

讨 论

梅毒螺旋体是一种严格宿主内寄生菌,迄今为止

尚未能在体外进行无生命培养基中培养[4]。当梅毒螺

旋体在宿主体内生存和增殖时,必须从宿主中获得各

种营养物质以及进行生命代谢等基本的生命活动[12]。
金属阳离子是生物体的基本组成部分,参与细菌的各

种生物过程。细菌中最丰富的阳离子是钾离子,该金

属离子也是生物体所必需的微量元素之一。在细菌

中,钾离子起维持胞内恒定的pH、渗透压和正常的膜

电位等功能[8]。此外钾离子还能影响胞质内蛋白质的

活性,是一种重要的信号分子,能够调节基因表达和调

控代 谢。与 高 等 动 物 不 同,原 核 生 物 中 并 不 存 在

Na+/K+泵,而细菌胞内的钾离子浓度通常会高于外

界环境,为了控制钾离子的输入与输出,细菌拥有一系

列的钾离子转运系统和离子通道等来维持胞内钾离子

浓度[11-13]。

Trk系统是细菌中常见的一种钾离子转运系统,
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已在大肠埃希菌、肺炎链球菌和结核分枝杆菌等多种

病原菌中发现了 Trk系统[14-16]。Trk系统是一个质

子转运系统,通常由跨膜蛋白TrkH和结合核苷酸的

外周膜蛋白TrkA组成[10,14]。当TrkA与TrkH结合

后,促进钾离子的摄取。Trk系统受到胞质中的c-di-
AMP调控,胞质中高浓度的c-di-AMP抑制Trk系统

对钾离子的转运,当c-di-AMP结合 TrkA 后,TrkA
与TrkH的亲和力下降,两者的结合受到阻遏,从而影

响细菌摄取钾离子[16-17]。TrkA系统在转运钾离子时

候需要ATP的参与,当TrkA与ATP结合时,打开离

子通道TrkH,从外界获取钾离子;当与ADP结合时,
离子通道关闭[9-11]。

本研究采用生物学信息学方法分析了梅毒螺旋体

TrkA蛋白的生物学特性,结果表明 TrkA蛋白无信

号肽,无跨膜结构,定位在梅毒螺旋体内膜,与大肠埃

希菌等的TrkA蛋白定位相符合。TrkA蛋白具有多

个磷酸化位点,无糖基化位点。Phyre2软件预测Tr-
kA蛋白的三级结构,使用拉氏图检查证实85.5%的

区域为最合理结构,14.5%为一般合理区,表明模拟获

得的三级结构可信度较高,与真实的空间结构匹配度

较高。预测TrkA蛋白具有多个B细胞表位,其中6
个连续表位和4个非连续表位。构建的重组质粒

pET28a-TrkA转化BL21后经IPTG诱导表达重组蛋

白TrkA,纯化的TrkA蛋白能诱导小鼠产生特异性

IgG抗体,这与创伤弧菌TrkA蛋白参与介导宿主免

疫应答相符[18]。
生物信息学分析梅毒螺旋体TrkA蛋白含有B细

胞歌表位,表达的重组TrkA蛋白具有良好的抗原性,
为研究梅毒螺旋体的致病机制奠定了基础。
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