
№ 4, 2012 10

Изучение протеома t. pallidum с целью 
совершенствования лабораторных исследований 
для диагностики сифилиса
С.В. Ротанов, Р.Ф. Хайруллин, Н.В. Фриго 

Studies of t. pallidum proteome for the purpose of improving laboratory assessments for the syphilis 

diagnostics

S.V. RoTANoV, R.F. hAyRULIN, N.V. FRIGo 

С.В. Ротанов — д.м.н., доцент, главный научный сотрудник отдела лабораторной 
диагностики ИППП и болезней кожи ФГБУ «ГНЦДК» Минздравсоцразвития России, 
Москва
Р.Ф. Хайруллин — к.х.н., научный сотрудник отдела лабораторной диагностики ИППП 
и болезней кожи ФГБУ «ГНЦДК» Минздравсоцразвития России, Москва
Н.В. Фриго — д.м.н., заместитель директора по научно-образовательной работе ФГБУ 
«ГНЦДК» Минздравсоцразвития России, Москва

©  С.В. Ротанов и соавт., 2012 Vestn Dermatol Venerol 2012; 4: 10—15. Контактная информация: rotanov@cnikvi.ru

об авторах:

В обзоре рассмотрены проблемы, касающиеся путей развития современных методов лабораторных исследований, 
применяемых для диагностики сифилиса, на основе использования специфических антигенов возбудителя 
заболевания. 
Представлены результаты исследований отдельных белков из состава иммунопротеома t. рallidum. 
Приведены данные о возможности их использования для создания новых методов исследования и разработки 
диагностических наборов реагентов на основе выявления антител к целевым белкам Т. pallidum в образцах 
сыворотки крови больных с разными клиническими формами сифилиса. 
Ключевые слова: сифилис, антигены, биология T. pallidum, лабораторные методы диагностики, 
иммунологические исследования, иммунопротеом.

The review covers problems related to the ways of development of modern methods of laboratory assessment used for
syphilis diagnostics on the basis of the use of specific antigens of the pathogenic agent.
Results of studies of some immune proteome proteins of T. рallidum have been provided. 
The data on the possibility of their use for the development of new laboratory methods based on the detection of 
antibodies to Т. pallidum target proteins in blood serum samples of patients with different clinical forms of syphilis.
Кey words: syphilis, antigens, T. pallidum biology, laboratory methods of diagnostics, immunological studies, 
immune proteome.

 �Сифилис относится к антропонозным инфекцион-
ным заболеваниям с преимущественно половым пу-
тем передачи возбудителя Treponema pallidum подвид 
pallidum. заболевание характеризуется хроническим 
рецидивирующим течением с постепенным вовле-
чением в патологический процесс различных тканей 
и систем органов, что приводит к нарушению жизнен-
но важных функций организма человека.

Лабораторная диагностика сифилиса основана на 
прямом выявлении возбудителя заболевания из оча-
гов поражения на коже или видимых слизистых обо-
лочках и его визуальной идентификации по морфоло-
гическим свойствам при микроскопии в темном поле 
зрения или выявлении уникальных фрагментов гене-
тического материала молекулярно-биологическими 
методами (пцР, ДНК-гибридизация). Для первичного 
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скрининга и установления диагноза при латентных 
клинических формах заболевания определяющую 
роль играют иммунологические методы исследова-
ния, основанные на выявлении антител к наиболее 
специфичным антигенам T. pallidum [1—4]. Результа-
ты иммунологических исследований в ряде случаев 
позволяют оценивать эффективность специфиче-
ского лечения, проведенного больным сифилисом, 
и решать вопросы о необходимости дополнительной 
терапии или прекращении клинико-серологического 
наблюдения.

В структуре клетки T. pallidum установлено более 
сотни различных веществ, обладающих антигенными 
свойствами. при этом значительная их часть по свое-
му составу гомологична антигенам непатогенных тре-
понем, боррелий, лептоспир и других микроорганиз-
мов, антитела к которым могут присутствовать в орга-
низме человека [1, 5]. Для лабораторной диагностики 
сифилиса необходимы антигены, видоспецифичные 
для патогенной T. pallidum. 

патогенная T. pallidum относится к плохо куль-
тивируемым на искусственных питательных средах 
микроорганизмам, при выращивании in vitro этот 
микроорганизм теряет свойство патогенности и не-
которые исходные специфические антигенные ха-
рактеристики [6, 7]. К группе культивируемых на 
искусственных средах бледных трепонем относятся 
наиболее широко известные штаммы: reiter, Kroo, 
noguchi, Kazan [6].

Для получения препаративных количеств натив-
ных антигенов T. pallidum патогенного штамма nichols 
был разработан способ культивирования возбудите-
ля в семенниках лабораторных кроликов с последу-
ющим выделением обогащенной суспензии клеток 
T. pallidum из тканей и их разрушением путем воздей-
ствия ультразвуком. производственный выход антиге-
нов зависит от многих факторов: качества материала, 
инокулируемого лабораторным животным, условий их 
содержания, длительности инкубационного периода. 
получаемый биоматериал представляет собой слож-
ную смесь различных антигенов, включая тканевые 
белки лабораторного животного [7, 8].

Для лабораторных исследований разработаны так-
же методики культивирования клинических изолятов 
патогенной бледной трепонемы in vitro на клеточных 
культурах млекопитающих, однако они позволяют 
поддерживать не более 11 пассажей и при этом не 
обеспечивают получение значимых количеств био-
массы микроорганизма [9—12].

Сведения о белках T. pallidum длительное время 
были ограничены не только вследствие невозможно-
сти длительного культивирования возбудителя in vitro, 
но также трудностями проведения непосредственных 
генетических манипуляций с ними, что не позволяло 
осуществить прямой анализ функций продуктов инди-
видуальных генов [13].

Развитие методов молекулярной биологии в конце 
XX века, в том числе разработка технологии получе-
ния рекомбинантных белков, а также методов функ-
циональной геномики и протеомики открыло широкие 
перспективы в изучении функций белкового комплекса 
возбудителя и дало основу для широкомасштабного 
поиска новых потенциальных антигенов для диагности-
ки сифилитической инфекции [14—17]. Технология по-
лучения рекомбинантных белков T. pallidum в гетероло-
гических системах предусматривает внедрение генов, 
отвечающих за синтез определенного белка T. pallidum, 
в клетку другого хорошо культивируемого в искус-
ственных питательных средах микроорганизма (напри-
мер, кишечной палочки E. coli или дрожжевой клетки 
Saccharomyces cerevisiae), последующее выращивание 
полученного модифицированного микроорганизма, его 
дезинтеграцию, выделение и очистку рекомбинантного 
антигена [18, 19]. Технология получения рекомбинант-
ных белков позволяет получить в гомогенном состоя-
нии любой индивидуальный антиген [1, 16]. 

Для обозначения отдельных белков T. pallidum 
была предложена специальная номенклатура, в со-
ответствии с которой формат обозначения включает 
префикс tpn (для референсного штамма T. pallidum 
nichols), величину молекулярной массы в килодаль-
тонах и в случае необходимости дополнительный 
буквенный постфикс для различных полипепти-
дов с одинаковой молекулярной массой (например, 
tpn47, tpn15) [20, 21]. Для практических целей бел-
ки микроорганизма могут обозначаться по локализа-
ции в структуре клетки: флагеллярные белки (напри-
мер, flaa), белки наружной или цитоплазматической 
мембраны (trOmp) — или по их функциональной 
принадлежности: пенициллин-связывающие белки 
(например, pbp-1), экстрацеллюлярные белки. Для 
проведения генетических исследований существует 
классификация белков T. pallidum исходя из номера 
открытой рамки считывания (последовательности ну-
клеотидов в составе ДНК или РНК, потенциально спо-
собные кодировать белок) с префиксом tp (например, 
tp0136). Таким образом, некоторые белки могут одно-
временно иметь несколько обозначений (например, 
tmpa, tpn41—42 или tp0768). 

Возбудитель сифилиса T. pallidum отличается от 
других бактерий особенностями физиологии и стро-
ения клетки. Используя метод электронной микро-
скопии, Н.М. Овчинников и В.В. Делекторский (1974) 
установили, что важнейшим структурным компонен-
том бледной трепонемы является клеточная стенка: 
она состоит из прозрачного чехла, внешней трехслой-
ной (двух электронно-плотных листков, разделенных 
электронно-прозрачным слоем) и цитоплазматической 
мембран [22]. Клеточная стенка предохраняет трепо-
нему от воздействия антител и антибиотиков, а также 
обеспечивает способность бактериальной клетки к из-
бирательному транспорту и переносу веществ.
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Внешняя мембрана T. pallidum, в отличие от мем-
бран других грамотрицательных бактерий, лишена 
липополисахаридов и эндотоксинов, а количество 
белков на ее поверхности примерно в 100 раз меньше, 
чем у других бактерий [23, 24]. это свойство приводит 
к тому, что возбудитель сифилиса может персистиро-
вать в организме хозяина в течение длительного вре-
мени, оставаясь малозаметным для иммунной систе-
мы [23, 25]. 

Качественный скачок в области изучения антиген-
ного состава T. pallidum произошел после расшифров-
ки генома возбудителя сифилиса, осуществленного 
группой американских исследователей в 1998 г. [17]. 
Геном микроорганизма представлен кольцевой дву-
цепочечной молекулой ДНК размером 1 138 012 пар 
оснований (1,14 млн пар оснований — м.п.о.). это зна-
чительно меньше генома других грамположительных 
и грамотрицательных микроорганизмов (например, 
геном E. coli содержит 4,6 м.п.о., а геном B. subtilis — 
4,2 м.п.о.). Как высокоспециализированный патоген, 
Т. pallidum не имеет в своем геноме генов, отвечаю-
щих за синтез ферментов, расщепляющих жирные 
кислоты, она использует сахара, содержащиеся 
в жидких средах организма хозяина [26].

Геном T. pallidum насчитывает 1090 генов, из них 
1039 кодируют белки, открытые рамки их считывания 
составляют 92,9% генома [12]. Молекулярная масса 
белков T. pallidum варьирует от 3,2 до 172,8 кД (сред-
няя 37,7 кД). 

Анализ in silico транслированного генома 
T. pallidum показал, что протеом микроорганизма 
представлен в основном положительно заряженными 
белками, среднее значение изоэлектрической точки 
(pi) которых составляет 8,1; при этом 66% белков ми-
кроорганизма обладают pi > 7,0 [27]. установлено, что 
преобладание положительно заряженных белков ха-
рактерно для протеомов паразитических микроорга-
низмов, и это свойство облегчает взаимодействие ми-
кроорганизма с хозяином [28]. На основании исследо-
вания сходства аминокислотных последовательностей 
в белках разных микроорганизмов для 55% открытых 
рамок считывания в структуре генома T. pallidum была 
предсказана биологическая функция кодируемых ими 
белков, для 17% установлена аналогия с белками с ги-
потетическими или с неизвестными функциями, в 28% 
случаев наблюдаемые последовательности не обла-
дали значимым сходством с белками других микроор-
ганизмов [12].

Следует отметить, что за исключением белка 
tp0326/tp92 [33, 41] в геноме бледной трепонемы 
не обнаружены аналоги известных белков внешней 
мембраны других грамотрицательных микроорганиз-
мов [17].

Состав белков T. pallidum в настоящее время 
изучается методами протеомики — современного на-
правления молекулярной биологии, занимающего-

ся сравнительным изучением белков, которые могут 
быть экспрессированы микроорганизмом в опреде-
ленную фазу жизнедеятельности [29, 30], предсказа-
нием функциональной роли отдельных белков путем 
экспериментального сопоставления их качественного 
и количественного составов в разных клетках, а так-
же установлением взаимосвязи структуры белка и его 
функций [31].

после расшифровки генома T. pallidum появилась 
серия работ по изучению протеома возбудителя сифи-
лиса с целью выявления новых белков, представляю-
щих интерес для создания вакцины или диагностику-
мов на их основе. 

Для поиска новых антигенов T. pallidum в настоя-
щее время используются следующие методы протео-
мики и функциональной геномики, взаимно дополня-
ющие друг друга: серологический скрининг нативных 
белков T. pallidum, разделенных методом двумерного 
электрофореза [16], серологический скрининг реком-
бинантных экспрессионных библиотек T. pallidum [14, 
15, 32], изучение набора белков, полученных из от-
дельных частей клетки возбудителя (например, про-
теом белков наружной мембраны — Omom — outer 
membrane proteome) [33, 34], изучение профиля экс-
прессии мРНК T. pallidum в процессе развития ин-
фекции [35], исследование взаимодействий белков 
возбудителя с помощью дрожжевой двугибридной 
системы [36]. преимущества сочетанного примене-
ния методов протеомики и функциональной геномики 
в поиске новых антигенов состоит в том, что одновре-
менно определяется широкий набор иммуногенных 
белков, экспрессируемых на различных стадиях за-
болевания [37]. 

Данные о полногеномной последовательности ДНК 
T. pallidum позволили провести широкомасштабное 
клонирование белков, в том числе ранее неизвест-
ных. Так, m. mccevitt и соавт. (2003) создали экс-
прессионную библиотеку, содержащую 882 из 1039 
белков, предсказанных по последовательности ДНК 
T. pallidum. Авторами также было проведено скринин-
говое исследование антигенных свойств полученных 
рекомбинантных белков на модели лабораторного жи-
вотного, при этом было выявлено 106 антигенов (в том 
числе 84 ранее не описанных), в отношении которых 
наблюдалась иммунная активность сыворотки крови 
зараженных сифилисом кроликов [14]. 

Для выявления белков T. pallidum, в отношении 
которых выявляется иммунный ответ у человека, 
m. brinkman и соавт. (2006) был проведен серологи-
ческий скрининг рекомбинантных экспрессионных би-
блиотек T. pallidum с использованием образцов сыво-
ротки крови, полученных от больных сифилисом [32]. 
Изучение обширного набора рекомбинантных белков 
T. pallidum проводили в два этапа. На первом этапе 
для определения иммунологически активных белков 
был проведен скрининг 908 рекомбинантных белков 
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T. pallidum в отношении сывороток крови, полученных 
у больных с сифилисом скрытым ранним. при этом 
было выявлено 34 белка, проявляющих выраженную 
иммунную активность; для этих белков ранее уже бы-
ла показана реактивность в отношении сыворотки 
крови зараженных сифилисом кроликов [14]. 

На втором этапе работы авторы изучали иммунные 
свойства белков возбудителя сифилиса на разных 
стадиях сифилитической инфекции: первичной, вто-
ричной и скрытой ранней. Для этого было отобрано 
90 белков T. pallidum с ранее описанной реактивно-
стью в отношении сыворотки крови эксперименталь-
ных лабораторных животных и проведено исследова-
ние их индивидуальной активности в отношении сыво-
ротки человека хемилюминесцентным методом. при 
дифференцированном исследовании было выявлено 
38 белков, проявляющих антигенные свойства на раз-
ных (одной или нескольких) стадиях течения сифили-
тической инфекции; 14 из них проявляли активность 
с образцами крови, полученными от больных на всех 
изученных стадиях заболевания [32]. Совокупность 
белков возбудителя сифилиса, проявляющих иммуно-
генные свойства, была названа авторами иммунопро-
теомом T. pallidum [36]. 

Метод серологического скрининга рекомбинантных 
экспрессионных библиотек позволяет также оценить 
иммунореактивность минорных белков T. pallidum, 
так как с помощью экспрессии в клетках E. coli мож-
но получить достаточные количества этих белков [16]. 
С другой стороны, неэффективная экспрессия и/или 
фолдинг рекомбинантных белков T. pallidum в клетках 
E. coli могут приводить к ложноотрицательным резуль-
татам исследования.

Для верификации знаний об иммунопротеоме 
T. pallidum с учетом вышеперечисленных особен-
ностей проведения исследований М. mcgill и соавт. 
(2010) было проведено изучение белков бледной спи-
рохеты в ходе экспериментальной инфекции лабора-
торных кроликов на основе двумерного электрофоре-
за и масс-спектрометрии [16]. Клетки T. pallidum были 
выделены из тестикул зараженных кроликов, лизаты 
клеток возбудителя разделены с помощью двумерно-
го электрофореза с последующей окраской гелей ни-
тратом серебра и идентификацией обнаруженных по-
липептидов T. pallidum методом масс-спектрометрии 
с матрично-активированной десорбцией/ионизацией 
(maldi-tOf). Для анализа иммуногенности обна-
руженных белков был проведен иммуноблоттинг с 
образцами сыворотки крови зараженных кроликов 
и больных сифилисом, полученных на разных стадиях 
инфекционного процесса [16]. Для этого белки лизи-
рованных клеток T. pallidum разделяли методом дву-
мерного электрофореза, переносили на нейтральную 
реакционную мембрану и инкубировали с образцами 
сыворотки крови. Образование иммунных комплек-
сов выявлялось с помощью моноклональных анти-

тел к igg, меченных щелочной фосфатазой. Высокая 
воспроизводимость исследований с использованием 
двумерных гелей позволяла сопоставлять белковые 
пятна на иммунном блоте и двумерном геле, окрашен-
ном серебром, и идентифицировать серореактивные 
белки T. pallidum. Всего было изучено 148 белковых 
пятен, относящихся к 88 полипептидам T. pallidum, 63 
из которых ранее не были описаны на белковом уров-
не. Среди иммуногенных полипептидов были выявле-
ны 29 уже известных и ряд новых, ранее не описанных 
белков. Для пяти белков (бактериоферритин tpf1, ин-
тегральный мембранный белок tp0453, предполагае-
мый мембранный белок tp0965, гипотетические бел-
ки tp0584 и tp0608) была показана иммуногенность 
в отношении как кроличьих сывороток, так и сыво-
роток, полученных у больных сифилисом первичным. 
указанные белки, выявленные методом двумерного 
электрофореза и методом масс-спектрометрии, могут 
представлять интерес для разработки методов ранней 
диагностики сифилитической инфекции [16]. 

Данные по экспрессии белковых продуктов в клет-
ках T. pallidum согласовывались с результатами изу-
чения профиля экспрессии мРНК в процессе сифили-
тической инфекции на экспериментальной модели си-
филиса [35]. На двумерном геле выявлялись почти все 
белки, для мРНК которых была показана высокая экс-
прессия при анализе транскриптома T. pallidum [16].

Особый интерес для понимания патогенеза и раз-
работки новых методов диагностики сифилитической 
инфекции представляет протеом белков наружной 
мембраны T. pallidum [33]. Внешняя мембрана клетки 
возбудителя сифилиса содержит малое количество 
интегральных мембранных белков, которые могут слу-
жить мишенями для иммунной системы хозяина [38, 
39]. Определение последовательностей нуклеиновых 
кислот в геноме T. pallidum предоставило исследова-
телям возможность использования методов биоин-
форматики для полногеномного поиска белков с по-
тенциальной локализацией на внешней мембране [33, 
40]. Для выявления потенциальных белков наружной 
мембраны бледной спирохеты используют алгоритмы, 
учитывающие вероятность образования бета-складча-
тых структур [33]. 

В работе d. cox и соавт. (2010) был использован 
метод перекрестной проверки принадлежности белков 
T. pallidum к белкам внешней оболочки с использова-
нием нескольких биоинформатических алгоритмов 
[33]. Для предсказания структуры белков по последо-
вательности кодирующих их генов авторы использо-
вали различные серверы. при скрининге потенциаль-
ных белков внешней мембраны T. pallidum использо-
валось определение их субклеточной локализации 
с помощью программ предсказания образования 
бета-складчатой конфигурации белков по последова-
тельности кодирующих их генов (cellO, psOrtb 3.0, 
tmbetadisc-position-specific scoring matrix (pssm), 
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tmbetadisc amino acid composition (aac), bOmp, 
hhomp, pred-tmbb); проводилась фильтрация общих 
по происхождению немембранных белков, липопроте-
инов и белков с предсказанными трансмембранными 
альфа-спиральными участками, отличными от сиг-
нальных, и дополнительный поиск отщепляемых сиг-
нальных последовательностей с использованием сер-
веров tmhmm и phObius. применение многоуровне-
вой фильтрации позволило составить список потенци-
альных белков внешней мембраны T. pallidum, причем 
для части белков уже получено экспериментальное 
подтверждение их локализации. Тем не менее, несмо-
тря на достигнутые успехи в геномике бледной спиро-
хеты, знания о протеоме белков наружной мембраны 
T. pallidum неполны [33]. 

Как отмечает d. haake (2000), для установления 
принадлежности определяемых белков к наружной 
мембране микроорганизма обязательна экспери-
ментальная проверка участков их локализации [42]. 
при исследовании локализации белков, экспони-
рованных на поверхности возбудителя, основная 
проблема заключается в трудности их отделения 
от белков подлежащих слоев клеточной оболоч-
ки — периплазмы и цитоплазматической мембраны. 
Для решения этой задачи применяют различные мо-
лекулярно-биологические и физические методики 
(методы фазового разделения с помощью детер-
гентов) [33,43]. В качестве молекулярно-биологи-
ческих методов применяется клонирование генов, 
кодирующих белки с сигнальной последователь-
ностью и/или трансмембранным участком с после-
дующей экспрессией этих белков в системе E. coli 
[44, 45]. Однако применение технологии получения 
рекомбинантных антигенов дает только косвенные 
данные об их поверхностном расположении вслед-
ствие различий в архитектуре клеточной оболочки 
E. coli и T. pallidum, и не всегда данные, полученные 
на модели кишечной палочки, можно переносить на 
возбудитель сифилиса. Так, белки tpn47 и tpn38 

(mg1b) исходно были определены как белки на-
ружной мембраны T. pallidum, в то время как более 
поздние исследования показали их локализацию на 
поверхности цитоплазматической мембраны [23], 
что было наиболее убедительно подтверждено экс-
периментальными данными [42]. 

Наружная мембрана T. pallidum является очень 
хрупкой; для предотвращения ее повреждения при 
иммунофлюоресцентном окрашивании была разра-
ботана техника заключения клеток возбудителя в ми-
крокапсулы из легкоплавкой агарозы [43] и фазового 
разделения мембран микроорганизма обработкой де-
тергентами. Для контроля целостности внешней мем-
браны используют технологию двойного окрашивания 
антителами к белкам филаментов flaa. Данная техни-
ка позволила экспериментально проверить клеточную 
локализацию некоторых белков T. pallidum. показано, 
что широко используемые в клинической лаборатор-
ной диагностике белки T. pallidum с молекулярной 
массой 15, 17 и 47 кД взаимодействовали с иммунной 
сывороткой кроликов только при обработке клеток 
T. pallidum детергентом, который растворяет внешнюю 
мембрану клетки. проведенные исследования позво-
лили экспериментально подтвердить локализацию 
этих белков на цитоплазматической мембране клетки 
[33, 43].

Как следует из представленного обзора, на каж-
дом последующем этапе развития методов научно-
го исследования постепенно происходит пополнение 
и уточнение комплекса научных представлений о со-
ставе, локализации, функциональном предназначении 
и иммунной реактивности протеома возбудителя си-
филитической инфекции T. pallidum.

В этой связи создание новых, высокочувствитель-
ных и специфичных методов лабораторного иссле-
дования для выявления сифилиса должно базиро-
ваться на глубоком, детальном изучении свойств от-
дельных целевых белков из состава иммунопротеома 
T. pallidum. 
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