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梅毒螺旋体膜脂蛋白 Ｔｐ０８２１ 促炎活性研究
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摘　 要:　 目的　 探讨梅毒螺旋体(Ｔｐ)膜脂蛋白 Ｔｐ０８２１ 潜在的促炎活性及可能参与的信号转导通路ꎮ 　 方

法　 表达重组蛋白 Ｔｐ０８２１( ｒＴｐ０８２１)ꎬ去除其中内毒素ꎮ ｒＴｐ０８２１ 刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬＥＬＩＳＡ 检测促炎细胞因子 ＩＬ￣６、
ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１β 的表达水平ꎻＥＲＫ１ / ２、ＪＮＫ、ｐ３８ 和 ＮＦ￣κＢ 特异性抑制剂分别预处理 ＴＨＰ￣１ 细胞 ３０ ｍｉｎꎬ再以 ｒＴｐ０８２１
刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬＥＬＩＳＡ 分别检测 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１β 的表达水平ꎮ 　 结果　 ｒＴｐ０８２１ 刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞表达 ＩＬ￣６、ＩＬ￣
８ 和 ＩＬ￣１β 在一定范围内与刺激时间以及蛋白浓度呈正相关ꎬ１.０ μｇ / ｍＬ 刺激 ２４ ｈ 时各细胞因子表达水平最高ꎻ
ｒＴｐ０８２１ 刺激经 ＥＲＫ１ / ２、ＪＮＫ、ｐ３８ 和 ＮＦ￣κＢ 特异性抑制剂预处理后的 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬＩＬ￣６ 表达水平分别下降 ６３.４％
(Ｐ<０.００１)、４.３％(Ｐ>０.０５)、５３.４％(Ｐ<０.００１)和 ７３.１％(Ｐ<０.０００１)ꎬＩＬ￣８ 分别下降 ４９.２％(Ｐ<０.００１)、６.０％(Ｐ>０.
０５)、４１.１％(Ｐ<０.００１)和 ７１.０％(Ｐ<０.００１)ꎬＩＬ￣１β 分别下降 ３６.８％(Ｐ<０.０１)、３.９％(Ｐ>０.０５)、３０.３％(Ｐ<０.００１)和

５９.７％(Ｐ<０.００１)ꎮ 　 结论　 ｒＴｐ０８２１ 可通过 ＥＲＫ１ / ２、ｐ３８ 和 ＮＦ￣κＢ 通路诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞表达促炎细胞因子 ＩＬ￣６、
ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１βꎬＴｐ０８２１ 可能是 Ｔｐ 重要的致病因子ꎮ
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　 　 梅毒是由梅毒螺旋体(Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ ｐａｌｌｉｄｕｍꎬＴｐ)
引起的一种性传播疾病ꎮ 近年来梅毒发病率居高不

下ꎬ全球每年大约新发 １ ２００ 万梅毒病例ꎬ已经成为

全球严重的公共卫生问题[１]ꎮ Ｔｐ 不能在体外培养

的特性严重限制了其致病分子和致病机制研究[２]ꎮ
目前的研究表明ꎬＴｐ 膜脂蛋白引起的炎症可能是介

导 Ｔｐ 感染后机体病理损伤的主要原因[３]ꎮ
同其他膜脂蛋白一样[４]ꎬＴｐ０８２１ 膜脂蛋白具有

良好的免疫原性和抗原性[５]ꎬ但其是否还具有促炎

活性以及是否参与介导机体的炎症反应尚不明确ꎮ
本研究旨在探讨 Ｔｐ０８２１ 潜在的促炎活性以及可能

参与活化的信号转导通路ꎬ为阐明 Ｔｐ 致病机制提供

实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要材料和试剂　 　 Ｔｐ Ｎｉｃｈｏｌｓ 标准株以及人

单核细胞(ＴＨＰ￣１ 细胞)均由南华大学病原生物学

研究所馈赠ꎮ ＢａｍＨＩ 和 ＸｈｏＩ 限制性内切酶购自美

国 ＮＥＢ 公司ꎬＮｉ￣ＮＴＡ 亲和层析纯化试剂盒、Ｄｅｔｏｘｉ￣
Ｇｅｌ ＴＭ 内毒素去除胶、Ｔ４ 连接酶、胎牛血清以及

Ａｎｔｉ￣Ｈｉｓ 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司ꎬ ＨＲＰ￣羊 抗 小 鼠 ＩｇＧ 购 自 美 国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎬＥＣＬ 蛋白印迹法检测试剂盒、ＩＬ￣６ 和

ＩＬ￣８ ＥＬＩＳＡ 试剂盒为英国 Ａｂｃａｍ 公司产品ꎮ 从南

华大学附属第一医院和广东省江门市皮肤医院收集

６０ 份梅毒患者血清和 ４０ 份正常血清ꎮ 梅毒患者血

清由临床诊断确诊(ＲＰＲ 和 ＴＰＰＡ 血清学试验阳

性、特异的临床症状以及不洁性接触史)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 重组 Ｔｐ０８２１( ｒＴｐ０８２１)的表达、纯化与鉴定

从 ＧｅｎＢａｎｋ 中获取 ｔｐ０８２１ 基因序列ꎬ设计引物(上海

英潍捷基公司合成)ꎮ 上游引物为 Ｆ５′￣ＣＧＣＧＧＡＴＣ￣
ＣＡＴＧＡＡＡＧＧＡＡＡＡＡＣＧＧＴＧＡＧ￣３′ꎬ下划线为 ＢａｍＨＩ
酶切位点ꎻ下游引物为 Ｒ５′￣ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＡＣＡＡＡＧ￣
ＣＡＧＧＣＧＣＣＡＣＣ￣３′ꎬ下划线为 ＸｈｏＩ 酶切位点ꎮ 以 Ｔｐ
Ｎｉｃｈｏｌｓ 株 ＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增 ｔｐ０８２１ 基因ꎬ构建

ｐＥＴ２８ａ(＋) / Ｔｐ０８２１ 重组质粒ꎮ 经测序鉴定后转化至

Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中ꎬ０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 于 ３０ ℃诱导表达 ４
ｈꎬＮｉ￣ＮＴＡ 亲和层析法纯化 Ｔｐ０８２１ꎮ ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒检测 ｒＴｐ０８２１ 浓度ꎬＤｅｔｏｘｉ￣ＧｅｌＴＭ 内毒素

去除胶去除其中的内毒素ꎬ鲎试剂盒检测其中内毒素

含量ꎮ 以 Ａｎｔｉ￣Ｈｉｓ 单抗为一抗ꎬ以羊抗鼠为二抗ꎬ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ｒＴｐ０８２１ꎮ
１.２. ２ 　 ｒＴｐ０８２１ 促炎作用测定 　 ＴＨＰ￣１ 细胞于

３７ ℃、５％ＣＯ２ 恒温培养箱以含 １０％ ＦＢＳ、１００ Ｕ / ｍＬ
青霉素 Ｇ、１００ μｇ / ｍＬ 链霉素、２ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷氨酰胺的

ＲＰＭＩ１６４０ 培养基培养ꎮ 在细胞布满整个视野时离

心ꎬ弃去培养基后以无菌 ＰＢＳ 漂洗ꎬ分装ꎬ然后加新

鲜培养基继续于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 恒温培养箱中培养ꎮ
为测定不同浓度对促炎细胞因子表达水平的影响ꎬ
分别以含 ０.５、１.０、３.０ 和 ５.０ μｇ / ｍＬ 的 ｒＴｐ０８２１ 预处

理 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎮ 为检测 ｒＴｐ０８２１ 在不同时间对促炎

细胞因子表达水平的影响ꎬ用 １. ０ μｇ / ｍＬ ｒＴｐ０８２１
刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞 ６、１２、２４ 和 ４８ ｈꎮ 各实验组设置阳

性对照(１００ ｎｇ / ｍＬ ＬＰＳ)、阴性对照(ＰＢＳ)和空白对

照(仅加入培养基)ꎬ每组设 ３ 个平行孔ꎮ ＰＢＳ 冲洗

上述 ＴＨＰ￣１ 细胞 ３ 次后以 ０.１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 处理

３０ ｍｉｎꎬ离心收集上清ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书测

定其中 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１β 浓度ꎮ
１.２.３　 ｒＴｐ０８２１ 促炎作用的相关信号通路测定　 为

探讨 ＭＡＰＫ 与 ＮＦ￣κＢ 是否参与 Ｔｐ０８２１ 诱导 ＴＨＰ￣１
细胞表达促炎细胞因子ꎬ分别以 ＥＲＫ１ / ２ 特异性抑

制剂 ＰＤ９８０５９、ＪＮＫ 特异性抑制剂 ＳＰ６００１２５、ｐ３８ 特

异性抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 和 ＮＦ￣κＢ 的特异抑制剂

ＢＡＹ１１￣７０８２ 预处理 ＴＨＰ￣１ 细胞 ３０ ｍｉｎꎬｒＴｐ０８２１ 刺

激 ＴＨＰ￣１ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬＥＬＩＳＡ 检测其分泌 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８
和 ＩＬ￣１β 浓度ꎮ
１.２.４　 统计学方法 　 所有实验均重复 ３ 次ꎮ 采用

ＳＰＳＳ １５.０ 统计软件进行分析ꎬ实验数据以均数±标
准差表示ꎬ均数之间比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差

异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ｒＴｐ０８２１ 的表达、纯化与鉴定　 　 ｔｐ０８２１ 基因

ＰＣＲ 扩增产物电泳显示在 ８００ ｂｐ 左右大小处存在

一条 特 异 性 条 带 ( 图 １ )ꎬ 与 预 期 片 段 的 大 小

(８０７ ｂｐ)相符ꎮ 测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 公布结果完

全一致ꎮ ｐＥＴ￣２８ａ / Ｔｐ０８２１ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 表达 ３４
ｋＤ 大小的蛋白ꎬ与预期蛋白分子量一致(图 ２)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果显示其与 Ｈｉｓ 单抗和梅毒血

清反应(图 ３)ꎬ表明该蛋白为 Ｔｐ０８２１ꎮ
２.２　 ｒＴｐ０８２１ 刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞表达 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣
１β　 　 ｒＴｐ０８２１ 诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞分泌促炎细胞因子

ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１β 在一定范围内与刺激时间和蛋白

６１５ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.５



图 １　 ｐＥＴ￣２８ａ / Ｔｐ０８２１ 菌液 ＰＣＲ 鉴定　 Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１ꎬ２:
ｐＥＴ￣２８ａ / Ｔｐ０８２１ 重组质粒的扩增产物

图 ２　 ｒＴｐ０８２１ 的纯化 　 Ｍ:Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１:流出液ꎻ２ ~ ７:不同

咪唑浓度洗脱液洗脱的 ｒＴｐ０８２１

图 ３　 ｒＴｐ０８２１ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定　 Ｃ:对照正常人血清ꎻ１:Ａｎｔｉ￣
Ｈｉｓ 单抗ꎻ２:梅毒患者血清

浓度呈正相关:低于 １ μｇ / ｍＬ 时ꎬＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１β
的水平随刺激蛋白浓度增加而增加ꎬ１ μｇ / ｍＬ 时达

到峰 值ꎬ 分 别 为 １６６. ０ ± １６. ９ ｐｇ / ｍＬ、 １４５. ３ ±
１０.７ ｐｇ / ｍＬ和 １１８.２±１６.３ ｐｇ / ｍＬ(图 ４Ａ)ꎬ随后随浓

度增加而表达下降ꎻ１ μｇ / ｍＬ ｒＴｐ０８２１ 刺激 ＴＨＰ￣１
细胞时ꎬＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１β 表达水平在 ２４ ｈ 内随刺

激时间增加而增加ꎬ２４ ｈ 时均达到峰值ꎬ分别为

１７７􀆰 ８ ± ８.８ ｐｇ / ｍＬ、 １４７. ４ ± ７. ６ ｐｇ / ｍＬ 和 １１８. ３ ±
７.０ ｐｇ / ｍＬ(图 ４Ｂ)ꎬ随后随刺激时间延长而表达

下降ꎮ
２. ３ 　 ＰＤ９８０５９、ＳＰ６００１２５、ＳＢ２０３５８０ 和 ＢＡＹ１１￣７０８２
抑制 ｒＴｐ０８２１ 诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞表达 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣
１β　 　 ｒＴｐ０８２１ 刺激经 ＰＤ９８０５９、ＳＰ６００１２５、ＳＢ２０３５８０
以及 ＢＡＹ１１￣７０８２ 预处理后的 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬＩＬ￣６ 表达

水平分别下降 ６３.４％(Ｐ<０.００１)、４.３％(Ｐ>０.０５)、
５３􀆰 ４％(Ｐ<０.００１)和 ７３.１％(Ｐ<０.０００１)ꎬＩＬ￣８ 分别下

降 ４９.２％ (Ｐ < ０. ００１)、６. ０％ (Ｐ > ０. ０５)、４１. １％ (Ｐ <
０􀆰 ００１)和 ７１.０％(Ｐ<０.００１)ꎬＩＬ￣１β 分别下降 ３６.８％
(Ｐ<０􀆰 ０１)、３.９％(Ｐ>０.０５)、３０.３％(Ｐ<０􀆰 ００１)和

５９􀆰 ７％

图 ４　 不同浓度 ｒＴｐ８２１　 (Ａ)和不同刺激时间(Ｂ)对 ＴＨＰ￣１ 细胞

表达促炎细胞因子的影响　 ＰＢＳ 为阴性对照ꎬＬＰＳ 为阳性对照

(Ｐ<０.００１)(图 ５)ꎮ 以上表明 ＰＤ９８０５９、ＳＢ２０３５８０ 和

ＢＡＹ１１￣７０８２ 能显著抑制 ｒＴｐ０８２１ 刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞表

达促炎细胞因子 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１βꎬＪＮＫ 特异性抑制

剂 ＳＰ６００１２５ 则无明显影响ꎮ

图 ５　 ＭＡＰＫ 和 ＮＦ￣κＢ 特异抑制剂对 ｒＴｐ０８２１ 诱导 ＴＨＰ￣１
细胞表达促炎细胞因子的影响　 与对照组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎻ∗

∗:Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗:Ｐ<０.００１ꎬ∗∗∗∗:Ｐ<０.０００１

３　 讨　 　 论

前期 研 究 表 明ꎬ Ｔｐ 膜 脂 蛋 白 Ｔｐ０６６３[６] 和

Ｔｐ０７５１[３]均可诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞表达促炎细胞因子ꎬ
与 Ｔｐ 致炎有关ꎮ Ｔｐ０８２１ 也是一种膜脂蛋白ꎬ但是

否具有促炎活性尚不明确ꎮ 本研究选择 ＴＨＰ￣１ 细

７１５中南医学科学杂志 ２０１６ 年 ９ 月第 ４４ 卷第 ５ 期



胞作为模式细胞主要是由于 ＴＨＰ￣１ 细胞比小鼠巨

噬细胞对刺激物更敏感ꎬ也更接近人体细胞的生理

状态ꎬ而且其作为巨噬细胞的前体ꎬ在抵抗感染的过

程中起着不可替代的作用ꎮ ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＩＬ￣１β 是启

动炎症反应的关键细胞因子ꎬ参与介导机体的免疫

调控ꎮ 本研究结果表明 Ｔｐ０８２１ 诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞表

达促炎细胞因子水平在一定范围内与蛋白浓度和刺

激时间呈正相关ꎮ 当 １.０ μｇ / ｍＬ Ｔｐ０８２１ 刺激 ＴＨＰ￣
１ 细胞 ２４ ｈ 时ꎬ促炎细胞因子表达水平达到峰值ꎮ
这可能是由于过高浓度 Ｔｐ０８２１ 和过长刺激时间会

干扰 ＴＨＰ￣１ 细胞正常生物学功能ꎬ进而影响促炎细

胞因子的表达ꎮ
ＭＡＰＫ 由 ＥＲＫ１ / ２、ＪＮＫ 和 ｐ３８ 等构成ꎬ是多种

病原体活化单核 /巨噬细胞的胞内信号转导中

枢[７￣８]ꎮ 本 研 究 发 现ꎬ ＥＲＫ１ / ２ 特 异 性 抑 制 剂

ＰＤ９８０５９ 和 ｐ３８ 异 性 抑 制 剂 ＳＢ２０３５８０ 能 抑 制

ｒＴｐ０８２１ 诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞表达促炎细胞因子ꎬ但

ＪＮＫ 抑制剂 ＳＰ６００１２５ 预处理 ＴＨＰ￣１ 细胞后对促炎

细胞因子表达却没有明显影响ꎮ 这表明ꎬＥＲＫ１ / ２
和 ｐ３８ 可能参与 Ｔｐ０８２１ 介导 ＴＨＰ￣１ 细胞表达促炎

细胞因子ꎮ
ＮＦ￣κＢ 是一种早期转录因子ꎬ参与调控多种促

炎细胞因子的基因转录[９]ꎮ 静息状态时ꎬＮＦ￣κＢ 通

过与 ＩκＢ 结合成无活性的异二聚体而存在于胞

浆[１０￣１１]ꎮ 当受到外来刺激时ꎬＩκＢ 磷酸化后降解ꎬ游
离的 ＮＦ￣κＢ 随后转位至胞核与特异序列结合ꎬ进而

发挥调控作用[１２]ꎮ 本研究发现ꎬＮＦ￣κＢ 特异性抑制

剂 ＢＡＹ １１￣７０８２ 预处理 ＴＨＰ￣１ 细胞 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ促炎

细胞因子表达水平明显受到抑制ꎬ表明 ＮＦ￣κＢ 可能

参与 ｒＴｐ０８２１ 介导 ＴＨＰ￣１ 细胞所致炎症反应ꎮ
综上ꎬ本研究初步表明 ＥＲＫ１ / ２、ｐ３８ 和 ＮＦ￣κＢ

参与 ｒＴｐ０８２１ 介导 ＴＨＰ￣１ 细胞表达促炎细胞因子ꎬ
Ｔｐ０８２１ 可能为 Ｔｐ 潜在致病因子ꎮ
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