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截短形式弓形虫 ,’7%抗原在大肠杆菌中的可溶性高效表达" 纯化及免
疫反应性鉴定
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摘要!目的 在大肠杆菌中以可溶性形式高效表达弓形虫 ,’7% 基因的截短片段$并进行纯化及免疫反应性鉴定& 方法
利用 !"#!’$%&3"双酶切$从本室建立的 .H*$#"8MND$,’7% 重组质粒中获取 ,’7% 基因的截短片段$并将目的片段连
接到经同样双酶切的质粒 .H*#!8 中$构建表达重组质粒 .H*$#!8MND$10,’7%& 将重组质粒转入 ’("#)% OP!% 中并进行诱
导表达&表达蛋白经 Q=$Q*’R8:80/S2 纯化后T4U2S1209$5?/11=9: 分析其免疫反应性& 结果 成功构建重组质粒 .H*$#!8MND
$10,’7%4$通过 V;*7 诱导得到了以可溶性形式表达的重组 ,’7% 蛋白$相对分子质量 +"4"""$U2S1209$5?/11=9: 结果显
示纯化的重组蛋白具有良好的免疫反应性$HPV,’ 试验表明重组 ,’7% 蛋白能被弓形虫免疫兔血清及弓形虫感染人血
清识别& 结论 在大肠杆菌中以可溶性形式高效表达了弓形虫 ,’7% 基因的截短片段$ 表达蛋白能被弓形虫免疫兔血
清及弓形虫感染人血清识别$有望成为一种有价值的诊断抗原&
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刚地弓形虫!/#2#3).*4. 0#&1%%$/(0#&1%%"是一种
专性细胞内寄生的机会致病原虫$ 呈世界性分布$能
引起人兽共患的弓形虫病&全世界约 %f#人口感染(%)$
大多数为隐性感染$但免疫功能低下人群合并弓形虫
感染可致严重并发症& 调查显示$约 !"h的 ’V‘, 病

人患有弓形虫脑病$该病是 ’V‘, 病人直接死亡原因
之一(!$#)& 孕妇在孕期初次感染弓形虫易造成流产’畸
胎’死胎等(+)&弓形虫对畜牧业也可造成严重危害&目
前T 弓形虫病 f 弓形虫感染的诊断主要依靠血清学检
测$检测抗体的包被抗原仍主要来源于鼠 f 组织培养
的 /(0#&1%% 速殖子制备的虫体抽提抗原 (()$含有大量
非特异性抗原物质$且制备程序烦琐$不易标准化&
因此$通过基因工程技术制备高度纯化的诊断抗原有
着十分广阔的应用前景&
本研究采用分子生物学方法在大肠杆菌中以可

溶性形式高效表达截短形式的弓形虫主要表面抗原

,’7%!;#""蛋白$并对纯化的重组抗原的免疫反应性
进行了鉴定&
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图 !""表达蛋白 #$#%&’() 结果
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!""材料和方法
!M!""材料
!M!M!""刚地弓形虫 弓形虫 NO株为本室液氮保种!
!M!M>""菌株和质粒 !"#$%& B*>! 为本室保存" 质粒
:)?@>+PQR为本室引种"质粒 :)?%@L+PQR%#’(! 为本
室构建!
!M!M@""主要试剂 限制性内切酶 ’#$! #(&)E"为
S-5"),71+,E"B601+CI 公司产品$辣根过氧化物酶标记
的羊抗兔 T7(%ON&%T7(&#羊抗人 T7(%ON&%T7(&购
自北京鼎国生物技术有限责任公司$S6%S?’%,62<-1%"
,694610946+2-962"+26E"S6%S?’&+7+40I-为 UT’()S 公司
产品!
!M!MF""实验动物 第一军医大学实验动物中心提供
!GV>L"7雄性昆明鼠供转种用">MGV@MG"<7雄性新西兰
兔用以制备弓形虫免疫兔血清!
!M>""方法
!M>M!""弓形虫免疫兔血清的制备 弓形虫 NO 株速殖
子自液氮中取出复苏后"腹腔接种小鼠"@"E 后"常规
无菌生理盐水腹腔冲洗"收集纯化速殖子! 速殖子超
声粉碎后离心收集上清"按常规方法免疫兔"收集免
疫兔血清!
!M>M>""重组质粒 :)?%@>+ PQR%94#’(! 的构建及鉴定
本室陈晓光等 ’H(已构建 :)?%@L+PQR%#’(! 质粒"用
’#$!#(&)E"双酶切质粒 :)?%@L+PQR%#’(!"用低熔
点琼脂糖法回收纯化双酶切下的小片段产物"再亚克
隆到经同样双酶切的 :)?@>+PQR质粒中"转化 !"#$%&
B*>!感受态细胞"用氨卞青霉素 *B 平板进行筛选"
’#$!#(&)E"双酶切及测序鉴定!
!M>M@""重组 #’(! 蛋白的表达 双酶切及测序鉴定无
误后" 接种转化有重组质粒的单菌落 %:)?%@L+PQR
%#’(!A"B*>!&于 *B%’Q&液体培养基中"@J!!">GL"
4A;6, 培养过夜"次日以 !"!LL 比例转种于 GLL";1"*B
%’Q&培养基中"@J"!">GL"4A;6, 培养 >MG"8"加入 T&?(
至终浓度为 LM!";;01A*"继续培养 F"8"离心收集菌体!
!M>MF""重组 #’(! 蛋白的纯化 将菌体重悬于 GL";1
裂菌缓冲液中"WXY>%#超声粉碎仪超声破菌!取上清
液进行 S6%S?’ 金属亲和层析"具体操作见说明书!
!M>MG""Z-I9-4,%C10996,7"""将纯化后的重组蛋白进行
Z-I9-4,%C10996,7""一抗为 !.>GL 稀释的正常兔血清及
弓形虫免疫兔血清" 二抗为 !.>"LLL 稀释的 ON&% 羊
抗兔 T7("$’BAO>[>"避光显色 >L";6,!
!M>MH""重组 #’(! 蛋白的酶联免疫吸附试验!)*T#’"
将上述制备的纯化的重组 #’(! 做 !"G#!"!L#!">L#!"
FL#!"KL#!"!HL梯度稀释后做 )*T#’!一抗为 !"@LL稀
释的正常兔血清及弓形虫免疫兔血清" 二抗为 !"G"LLL
稀释的 ON&% 羊抗兔 T7($ 根据曲线及纯化蛋白浓度
确定最佳包被浓度!在最佳包被浓度下检测人血清弓
形虫 T7(抗体"以人弓形虫感染混合血清作为阳性对

照"人弓形虫阴性混合血清作为阴性对照!

>""结果
>M!"":)?%@>+PQR%94#’(!的构建及鉴定
提取筛选到的 :)?%@>+ PQR%94#’(! 重组质粒

$S’"分别进行 ’#$!#(&)E"双酶切及测序鉴定!双
酶切后产生 JLG"C: 小片段"与预期大小相符"经基因
测序后证实插入子的序列及读码框架正确!
>M>""重组 #’(!蛋白的表达及纯化
重组质粒 :)?%@>+ PQR%94#’(! 经 T&?( 诱导后"

#’(! 基因截短片段在大肠杆菌中以融合蛋白的形
式得到了表达"通过 !>\#$#%&’() 检测"发现融合
蛋白相对分子质量为 @G"LLL左右"与理论值基本吻合$
融合蛋白约占菌体总蛋白的 !K\"! 空载体在 >!"LLL
的位置表达了 ?4] 担体蛋白"而空载体#重组质粒在
诱导前均未出现特异的表达蛋白条带!将菌体经超声
波破菌后"!F"LLL"4A;6,离心"分别取上清和沉淀进行
#$#%&’()"结果显示目的蛋白主要以可溶性形式表
达! 上清中的目的蛋白经 S6%S?’纯化后"纯度可达
K!MK\%图 !&!

>M@""重组 #’(!蛋白抗原活性的初步分析
以弓形虫免疫兔血清与纯化的重组 #’(! 进行

Z-I9-4,%C10996,7" 结果显示含重组质粒 :)?%@>+PQR
%94#’(! 菌株的诱导表达蛋白在 @G"LLL 处与兔弓形
虫免疫血清有一特异性反应条带"而与正常兔血清无
明显反应条带出现%图 >& !
经 )*T#’测定" 根据纯化蛋白浓度及包被稀释

度换算" 重组 #’(!蛋白的最佳包被浓度约为 LMG"$7A
孔! 重组蛋白能被弓形虫感染人血清识别!
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!""讨论
#$%& 蛋白!即 ’!( 蛋白!是弓形虫速殖子期特

异性表面抗原!约占弓形虫速殖子总蛋白的 !)*+)",#$
#$%& 基因在不同虫株中高度保守! 各项研究表明!
#$%& 蛋白是诱导宿主免疫反应的主要靶抗原!具有
高度的免疫原性及免疫保护性!因此被视为免疫诊断
及研制新型疫苗的候选抗原!由于纯化天然 #$%& 蛋
白造价昂贵而且制备耗时!利用基因工程技术在体外
表达 #$%& 蛋白是获得大量均一 #$%& 抗原的良好
途径!本室已在 #$%&蛋白的表达方面进行了大量研
究"-!.*&/#$$
以往在大肠杆菌中获得的重组 #$%& 大部分形

成包涵体!表达产物由于错误折叠而不具有特异的免
疫反应性!需经复杂的变性%复性过程才能恢复部分
活性"-!&&!&0#$ 根据 #$%&基因序列推测!其主要翻译产
物含有一个 1 末端的疏水性信号肽和一个 2 末端的
疏水尾$ #$%&在翻译后要进行信号肽和疏水尾的切
除%1端连接糖基及加上糖脂锚蛋白等修饰"&!#$ 大肠
杆菌缺乏蛋白质翻译后的修饰系统!#$%& 蛋白在大
肠杆菌中表达后不能正确折叠$笔者选取 #$%&基因
的截短片段克隆至表达型质粒 ’34!05 中!舍弃了 1
端的信号肽和 2 端的疏水尾! 结果以可溶性形式在
!"#$%& 670&中高效表达了重组 #$%&蛋白!经一步纯
化!无需复性即表现出良好的免疫反应性$
以融合蛋白形式表达的重组 #$%& 蛋白可以很

容易地用 18914$:5;5<=>? 进行初步纯化$ 我们在实
验中发现!在 ’@值一定的条件下!调节洗涤 A 洗脱缓
冲液中的咪唑浓度对纯化效果影响不大$而在咪唑浓
度一定的条件下! 通过调节洗涤 A 洗脱缓冲液的 ’@
值!则可提高纯化效率$ 当洗涤缓冲液 ’@ 为 -B+*,B+
&咪唑浓度为 !+:CC=DA7’!洗脱缓冲液 ’@ 为 .B/&咪
唑浓度为 !//:CC=DA7’时纯化效果最佳$
在进行超声破菌时!笔者发现在不同的裂菌缓冲

液系统中! 上清中重组 #$%& 蛋白的量不同$ 在 &/:
CC=DA7:4<8> 缓冲液中! 重组蛋白绝大部分存在于超
声上清中(而在 !+/:CC=DA7磷酸盐缓冲液中!上清中
几乎不存在重组蛋白! 沉淀性状类似蛋白经盐析作用

后产物$ 推测在大肠杆菌中以可溶性形式表达的
#$%& 截短片段! 尽管理论上应高度接近天然构象!
但在某些表位可能仍与天然蛋白存在差异!因此在离
子浓度较高的磷酸盐溶液中不稳定! 具体原因需进一
步实验确证$
本研究中!纯化的重组 #$%&蛋白表现出良好的

免疫反应性!能被弓形虫免疫兔血清及弓形虫感染人
血清识别!但在做 37E#$ 时!本底偏高!推测可能与
重组蛋白的纯度有关$进一步的纯化及应用性实验正
在进行中$
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