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  苍白螺旋体( Treponema pallidum, Tp) 是引起梅

毒的病原体,几乎可侵犯全身各个组织和器官,导致

组织器官损伤,甚至引起感染者死亡。梅毒在许多

发展中国家高度流行,在发达国家社会经济地位较

低人群中仍为一重要的公共卫生问题。有关研究肯

定梅 毒 是 增 加 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 ( human

immunodeficiency virus, HIV) 传播的危险因素,因而

对 Tp的研究愈加受到重视。

Tp在体外不易人工培养,对 Tp 致病性的研究

主要集中在荚膜、透明质酸酶及黏多糖酶等抗原物

质。以前,对 Tp的研究受分子生物学技术水平的限

制,难以进行 Tp株间区分, 妨碍了从分子水平对梅

毒流行病学的研究;而今随着分子生物学技术的飞

速发展,对 Tp分子水平的研究获得了快速进展。本

文就近年 Tp基因亚型研究方面的进展做一综述。

Tp基因亚型

Centurion-Lara等
[ 1 ]
报道,密螺旋体亚种( Tp、雅

司螺旋体、地方性梅毒密螺旋体 ) 之间可根据其相

对分子质量 ( Mr) 为 15 ×10
3
的脂蛋白基因 5′端单

一 Eco47 Ⅲ限制性酶切位点的存在或缺失进行区

别。但应用 DNA杂交技术、蛋白质分析等遗传学方

法及单基因( Mr 15 ×103
抗原、4D抗原) 等实验方

法一直未能成功进行 Tp的株间区分,阻碍了对梅毒

病原学的研究。Pillay等 [ 2] 1998 年首先发现临床标

本的 Tp 存 在 arp ( acidic repeat protein) 和 tpr

( treponema pallidum repeat) 基因的株间差异, 他们

用聚合酶链反应( polymerase chain reaction, PCR) 的

方法分离到 63 个 Tp 株,分出了 12 个 arp 亚型, 再

用限制性内切酶 MseⅠ消化后, 又得到 7 个 tpr 亚

型,建立了用 arp基因与 tpr基因 2 个系统联合对 Tp

进行分子分型的方法。目前已知, arp基因编码酸性

蛋白,长度约 1 000 bp,含 2 ～22 个不等的 60 bp 重

复基因序列,以 arp基因重复序列个数表示该 Tp株

的 arp型,共 21 个亚型; tpr基因包括 A～L 12 个亚

基因,根据氨基酸的同源性分别属于 3 个 tpr基因亚

家族:亚家族Ⅰ包括 tpr C、D、F和 I,亚家族Ⅱ包括

tpr E、G和 J,亚家族Ⅲ包括 tpr A、B、H、K和 L。在

tpr基因亚家族Ⅰ和亚家族Ⅱ中的各亚基因之间分

别具有相同的氨基 ( N) 端和羧基 ( C) 端,其区别在

于中央区域基因序列和长度不同;相比之下, tpr亚

家族Ⅲ同源性不高
[ 3]

, tpr基因通过限制性内切酶

MseⅠ 消化后呈现限制性片段 长度的多态 性

( restriction fragment length polymorphism, RFLP) , 根

据不同株出现长度不等的限制性内切酶的酶切片段

已发现 tpr基因 A ～L共 12 个亚型。在不同的 Tp

株内 arp和 tpr基因有不同的组合。将 arp和 tpr 2

种基因型组合为该菌株的基因型,应用上述 2 种基

因系统联合对 Tp进行分型的方法结果稳定、可重复

性高、容易操作,而且对 Tp株有很高的鉴别力。

Tp基因 arp和 tpr 亚型的检测

1. 检测方法 Tp基因亚型的检测方法主要有

常规 PCR和套式 PCR[ 4 , 5]
。应用 arp基因的单一序

列片段作为扩增引物,常规 PCR 即可获得 arp基因

的特异性产物。 tpr基因是一个基因族, 套式 PCR

可以减少非特异性扩增产物。有报道套式 PCR 比

常规 PCR扩增 arp基因的检出率更高,其原因可能

是常规 PCR敏感性低以及标本在保存过程中发生

DNA降解或标本 DNA含量不足
[ 4 -6]
。

2. 标本选择 PCR检测 Tp可使用各种临床标

本,包括生殖器溃疡和Ⅱ期梅毒疹渗出物、淋巴结穿

刺液、血清( 全血) 、脑脊液、羊水、组织抽吸物、石蜡

包埋组织及眼玻璃体等
[ 7 , 8 ]
。目前国内外学者研究

Tp基因分型所使用的标本一般采用生殖器溃疡、Ⅱ

期梅毒疹渗出物、脑脊液或全血。男性生殖器溃疡

渗出物检测 Tp基因的分型阳性率较高,但由于女性

生殖器溃疡隐匿而不易被发现, 以及许多梅毒患者

就诊时硬下疳已愈合,其研究结果存在一定的局限

性。有学者认为 PCR 对 Tp 含量极低、存在 Taq 酶

抑制因子的血清 ( 全血) 或脑脊液等标本的检出敏
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感性较低
[ 9-1 1]
。

Tp基因分型的应用

1. 梅毒流行病学调查 Tp的 arp基因和 tpr基

因联合分型的方法目前主要应用于梅毒的分子流行

病学调查, 已有较多学者进行了这方面的研究。

Pillay等
[ 2]
在美国伯明翰、路易斯、芝加哥等 10 大城

市的研究结果显示 Tp 的优势流行株是 14D亚型,

主要分布于马达加斯加岛; 另有研究发现南非各地

区优势流行株亦为 14D亚型 [ 4 ]
。而在亚利桑那州、

卡罗来纳州和美国北部, 14F 亚型是主要的流行

株
[ 10, 12 ]
。Florindo等 [ 13 ]

首次报道欧洲 Tp流行株为

14A 亚型。Molepo 等
[ 9 ]
发现在南非比勒陀利亚,

14A亚型是神经梅毒最主要的流行株, 并检出少见

的亚型( 2I、3E和 17E) ,但未发现同期南非梅毒患

者生殖器溃疡标本检出的优势流行株 14D亚型 [ 4 ] ,

提示神经梅毒是否有其特异的易感株。我国的湖南

和广东省也有相类似的研究报告,显示 14D亚型为

优势流行株
[ 5, 6 ]

, 与国外文献报道一致。观测各地

区 Tp分子亚型分布情况,可认为流行株相同的地区

其传染源可能相同,或者该菌株毒力和传染性较强。

检测梅毒患者体内的 Tp基因亚型可为临床判断复

发与再感染提供依据,监测各地区 Tp基因亚型的流

行情况有助于梅毒的防治。

2. Tp基因型与梅毒感染的免疫学关系  Tp 的

免疫性比较复杂,人类对 Tp无固有免疫力,感染后

产生不完全免疫。在感染早期阶段,机体产生强烈

的免疫反应能杀灭大部分 Tp, 但不能完全将其清

除,有关的免疫机制尚未清楚。Tp基因测序完成以

后,对其免疫学的研究主要集中在 tpr基因。有研

究认为 tpr基因族是引起梅毒的主要致病因子, 是

宿主体液免疫和细胞免疫的主要靶基因,这些蛋白

可能在梅毒感染的免疫反应和保护性免疫中起着重

要作用
[ 14]
。目前这方面研究最多的是 tpr K基因,

它含有 40 个多肽,由 478 个氨基酸组成,可分成保

守区( C区) 和变异区( V区) , tpr K基因有 7 个不连

续的 V区, C区和 V区相交错排列。tpr K基因的种

群内和种群间异质性就在于它的 7 个 V 区, 在 Tp

感染和传代过程中 tpr K基因 V 区序列可发生变

化,并随着传代次数的增加而累积, Nichols株 Tp的

tpr K基因 V区序列不变,其他兔传代的 Tp分离株

tpr K 基因 V 区序列的异质性大小不一 [ 15 , 16 ]
。

Centurion-Lara等
[ 17 ]
研究发现造成 V 区异质性的原

因可能是表观的碱基改变、插入或缺失。现有研究

显示 tpr K基因 C区含有 T细胞表位, 可刺激机体

产生细胞免疫反应; tpr K基因 V 区存在 B细胞表

位,可刺激机体产生体液免疫反应。Morgan等
[ 1 8]
在

一项研究中发现,用感染 Tp兔血清抗体对同种群进

行被动免疫,能延迟和改变Ⅰ期和Ⅱ期梅毒损害的

进展,但不能预防感染,后者可能是 tpr K基因 V 区

的变异性导致。多项研究发现针对某一 Tp菌株 tpr

K基因 V区的抗体与异质性 tpr K基因 V区交叉反

应有限,使 Tp逃避机体的免疫杀伤,导致再感染或

慢性持续性感染
[ 1 8-21]
。新近发现 arp基因编码的蛋

白质具有强烈的免疫原性, 它刺激机体产生的抗体

主要针对 arp的重复序列区域,这将有助于 Tp感染

的血清学诊断
[ 22]
。

梅毒疫苗的研制

由于梅毒仍是一个重大的公共卫生问题,开发

梅毒疫苗是减轻公共卫生负担的理想方法。迄今还

未发现任何能对 Tp感染提供完全性保护作用且可

用于制备梅毒疫苗的抗原成分。tpr K基因的 C区

和 V区都可作为免疫原,但 V区的变异性使其不能

作为梅毒疫苗的成分,而 C区在相同 Tp菌株基因

序列具有高度保守性,作为制备梅毒疫苗的成分有

很大的开发潜力。由于 Tp的 tpr K基因 V 区的异

质性,使针对 V 区产生的抗体对不同 Tp分离株的

交叉免疫反应有限。机体清除 Tp感染是体液免疫

和细胞免疫共同作用的结果,而 tpr K基因的 C 区

刺激机体产生细胞免疫,仅针对 tpr K基因 C区的

疫苗只能产生部分保护性免疫
[ 18 , 19 ]
。这种疫苗应

用于人类,预期可减轻梅毒螺旋体感染的损伤,使梅

毒更容易治愈,但不能预防 Tp感染。

结  语

Tp株内存在的 2 种基因———arp基因和 tpr基

因,可作为 Tp分子分型的基础。联合这 2 种基因进

行 Tp基因分型的方法对 Tp菌株有很高的鉴别力,

且具有良好的稳定性、可重复性和易操作性,为梅毒

分子流行病学研究和梅毒防治研究能提供一种有效

的手段。根据 tpr K基因保守性序列研制梅毒疫苗

有望取得突破, Tp基因编码蛋白的免疫原性有较广

阔的研究前景。
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