
弓 形 虫 SAG1 基 因 在 大 肠 杆 菌 中 的 高 效 表 达 及 重 组 抗 原 对 弓 形 虫 感 染 的
检 测
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摘 要 ：目 的 在 原 核 系 统 中 高 效 表 达 弓 形 虫 表 面 抗 原 SAG1 并 利 用 重 组 抗 原 检 测 弓 形 虫 感 染 。 方 法 将 截 短 的 SAG1 基

因 经 PCR 扩 增 后 ，定 向 亚 克 隆 入 原 核 表 达 载 体 pET-30a(+），酶 切 鉴 定 出 阳 性 重 组 子 并 经 序 列 测 定 证 实 读 码 框 正 确 ，将

重 组 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌 BL21(DE3)，以 IPTG 诱 导 表 达 , 对 融 合 的 表 达 产 物 进 行 纯 化 和 复 性 ，通 过 免 疫 印 迹 和 ELISA实

验 检 测 其 特 异 的 免 疫 反 应 性 。结 果 成 功 构 建 截 短 型 SAG1在 原 核 系 统 中 的 重 组 表 达 质 粒 ，并 以 融 合 蛋 白 的 形 式 在 大 肠
杆 菌 中 得 到 了 高 效 表 达 ， 其 表 达 量 占 细 菌 裂 解 液 中 总 蛋 白 量 的 31.58%。 经 过 简 易 的 纯 化 和 复 性 过 程 ， 该 重 组 抗 原

（rSAG1）能 被 弓 形 虫 感 染 的 人 血 清 所 识 别 。 用 rSAG1构 建 的 ELISA试 剂 盒 对 弓 形 虫 病 的 检 测 具 有 高 度 的 敏 感 性 和 特

异 性 。结 论 截 短 型 SAG1在 大 肠 杆 菌 中 得 到 了 高 效 表 达 ，重 组 抗 原 经 纯 化 和 复 性 后 ，能 有 效 检 测 弓 形 虫 的 感 染 ，可 用 于

构 建 弓 形 虫 病 检 测 试 剂 盒 。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ� Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Toinvestigatethe expressionoftruncated Ｔ．ｇｏｎｄｉｉsurfaceantigen SAG1in Ｅ．ｃｏｌｉandthe detection of
Ｔ．ｇｏｎｄｉｉinfection withthisrecombinantantigen. Ｍ ｅｔｈｏｄ ThetruncatedSAG1wassubclonedintoaprokaryotic expression
vector pET-30a(+),andthe recombinantplasmidwasidentifiedbyenzyme digestionandthe readingframewas confirmed by
sequenceanalysis. AbacteriumBL21 (DE3) was transformed withtherecombinant plasmidandthe recombinant product
expressedin Ｅ．ｃｏｌｉaftera3-hourinductionwithisopropylbeta-D-thiogalactosidase (IPTG), andthe immunogenicity of the
purified and refolded SAG1(rSAG1) was tested with Westernblotand ELISA. Ｒｅｓｕｌｔｓ ThetruncatedSAG1of Ｔ．ｇｏｎｄｉｉwas
successfully subclonedand highlyexpressedin Ｅ．ｃｏｌｉ, andtheexpressionproduct accountedfor31.58% ofthe total proteinof
cell lysate. After simple purification and refolding procedures, rSAG1 couldbe recognized by human toxoplasma-infective
serum. TheELISA kits constructedbythe rSAG1weredemonstrated tobehighly sensitive and specific for thedetection of
Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａinfection, almost comparablewith immunoblotting method. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ The truncated SAG1 was highly
expressed in Ｅ．ｃｏｌｉ as a fusion proteinandthe recombinant antigenisimmunogenicaftersimple purification and refolding
procedures. The ELISA kit constructedwith rSAG1canbe usedtodetect Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａinfection.
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弓 形 虫 是 一 种 寄 生 在 有 核 细 胞 内 的 寄 生 原 虫 ，可

导 致 免 疫 功 能 低 下 的 宿 主 产 生 严 重 疾 病 ，甚 至 威 胁 其

生 命 。

弓 形 虫 的 主 要 表 面 抗 原 1（SAG1，即 以 前 命 名 的

P30）已 被 证 明 是 一 种 良 好 的 诊 断 性 和 疫 苗 研 制 的 候
选 分 子 ［1］。 研 究 表 明 SAG1是 一 种 高 度 构 象 决 定 性 抗

原 ，其 抗 原 活 性 与 蛋 白 分 子 的 正 确 折 叠 密 切 相 关 ［2~4］。

许 多 研 究 者 曾 试 图 用 重 组 DNA 技 术 来 获 得 SAG1，
但 从 大 肠 杆 菌 中 获 得 的 大 部 分 重 组 SAG1由 于 错 误
折 叠 而 并 不 具 有 特 异 的 免 疫 反 应 性 ［1、5］。 国 外 学 者 报

道 在 大 肠 杆 菌 中 表 达 的 全 长 SAG1之 所 以 不 能 正 确
折 叠 ， 主 要 归 因 于 该 蛋 白 N 端 信 号 肽 和 C 端 一 段 疏
水 性 氨 基 酸 的 存 在 ［1、6］。 在 本 研 究 中 ，我 们 建 立 了 截 短

型 SAG1基 因 在 大 肠 杆 菌 中 的 高 效 表 达 体 系 ，并 在 复
性 以 后 获 得 了 具 有 良 好 抗 原 活 性 的 重 组 SAG1, 用 重
组 SAG1构 建 的 ELISA 试 剂 盒 对 弓 形 虫 病 的 检 测 具
有 高 度 的 敏 感 性 和 特 异 性 。
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1 材 料 与 方 法

1.1 试 剂 来 源
载 体 质 粒 pET-30a （+) 为 美 国 Novagen 产 品 ，

TALONTM 金 属 亲 和 树 脂 层 析 柱 为 美 国 CLON
TECH 产 品 ，6 000~8 000 D 孔 径 透 析 带 为 美 国

Gelman产 品 ，羊 抗 人 HRP 标 记 IgG 为 美 国BIO-RAD
产 品 ，PVDF 膜 、 BCIP 及 NBT购 自 德 国 Boehringer
Mannheim 公 司 ，内 切 酶 和 连 接 酶 为 美 国 Promega 公
司 产 品 ，其 余 为 国 产 分 析 纯 。

1.2 血 清 来 源

40 例 孕 妇 血 清 、9 例 中 枢 神 经 系 统 疾 病 患 者 血
清 、5 例 器 官 移 植 患 者 血 清 来 自 第 一 军 医 大 学 南 方 医
院 ，50 例 正 常 血 清 来 自 广 州 血 站 ，20 例 丹 麦 标 准 血 清
由 丹 麦 EskildPetersen教 授 惠 赠 。

1.3 方 法

1.3.1 重 组 质 粒 的 构 建 从 构 建 好 的 质 粒 pBV220-p30［7］

中 用 PCR 扩 增 出 编 码 SAG1成 熟 区 第 61到 290 位 氨
基 酸 的 基 因 片 断 ， 引 物 中 含 有 ＮｃｏI 和 ＨｉｎdIII 限 制
性 内 切 酶 酶 切 位 点 。 将 PCR 扩 增 产 物 亚 克 隆 入 以
Ｎｃｏ I 和 Ｈｉｎd III酶 切 的 原 核 表 达 载 体 pET-30a（+）
中 ， 插 入 基 因 通 过 测 序 （ABIPRISMDyeTerminator
CycleSystem）进 行 确 定 。

1.3.2 SAG1 在 Ｅ．ｃｏｌｉ中 的 表 达 挑 转 化 有 重 组 质 粒

pET-30a（+）-SAG1的 BL21（DE3）的 单 菌 落 于 加 有 卡
那 霉 素 （100μg/ml）的 LB液 （每 升 含 1 0 g胰 蛋 白 胨 、

5 g酵 母 提 取 物 和 10gNaCl ，pH值 为 7.0）中 37 ℃培
养 过 夜 ,然 后 以 新 鲜 LB培 养 基 按 1：10 稀 释 。 当 培 养
液 D600

达 到 0.5 时 加 入 异 丙 基 β-D 硫 代 半 乳 糖 苷
（IPTG，终 浓 度 为 1.0mmol/L）进 行 诱 导 。 诱 导 3 h后
收 集 细 菌 。

1.3.3SAG1 的 纯 化 和 复 性

1.3.3.1包 涵 体 的 收 集 将 40ml 细 菌 培 养 物 重 悬 于 10ml
包 涵 体 分 离 液 （50mmol/LTris·HClpH8.0；1mmol/L
乙 二 胺 四 乙 酸 （EDTA）; 0.2mg/ml 溶 菌 酶 ，悬 液 于 液
氮 和 37℃水 浴 中 反 复 冻 融 5次 ， 样 品 以 12000r/min
离 心 15min，小 心 倾 去 上 清 ，保 留 沉 淀 ，以 包 涵 体 洗
涤 液 （1mol/L尿 素 ，0.5%TritonX-100， 50mmol/L
Tris·ClpH8.0,1mmol/LEDTA）洗 包 涵 体 沉 淀 2~3
次 ，最 后 以 12000r/min离 心 15min收 集 包 涵 体 。

1.3.3.2 融 合 蛋 白 的 纯 化 操 作 步 骤 依 TALONTM金
属 亲 和 树 脂 法 纯 化 蛋 白 的 操 作 手 册 （美 国

CLONTECH）进 行 ，即 ：取 2ml 树 脂 悬 液 于 一 无 菌 离
心 管 中 ，700r/min 离 心 2min，收 集 树 脂 沉 淀 。 在 收 集
的 包 涵 体 中 加 入 10ml 裂 解 液 （50mmol/LNaH2PO4

pH 8.0, 10 mmol/LTris HCl pH8.0 , 8 mol/L 尿 素 ，

100 mmol/LNaCl），震 荡 直 至 沉 淀 完 全 溶 解 ，以 12000
r/min 离 心 5min，沉 淀 不 可 溶 的 残 渣 ，转 上 清 于 含 树

脂 的 离 心 管 中 ， 室 温 条 件 下 轻 轻 摇 动 20 min。 700
r/min 离 心 5 min 收 集 树 脂 ， 以 洗 涤 液 （50 mmol/L
NaH2PO4 pH7.0,8mol/L 尿 素 ，100mmol/LNaCl）洗

3 次 。 加 8 ml 洗 脱 液 （50mmol/LNaH2PO4 p H 6 . 0 , 8
mol/L 尿 素 , 20mmol/LMES,100mmol/LNaCl）洗 脱

6- 组 胺 酸 融 合 蛋 白 SAG1，轻 轻 震 荡 混 匀 后 700r/min
离 心 5min，收 集 含 有 融 合 蛋 白 6×His-SAG1的 上 清 。

1.3.3.3复 性 以 稀 释 液 （50mmol/LNaH2PO4，100mmol/L
NaCl,pH8.0）稀 释 洗 脱 的 融 合 蛋 白 或 溶 解 的 包 涵 体 ，
使 蛋 白 的 终 浓 度 为 50~100 μg/ml，而 尿 素 的 终 浓 度 为

0.5~2.0mol/L。 样 品 先 以 透 析 液 I （0.5mol/L 尿 素 ,
20mmol/LTris·HClpH8.0,1mmol/LEDTA）于 4 ℃
透 析 24 h ，然 后 以 透 析 液 II （20 mmol/LTris·HCl,
1mmol/LEDTA,2mmol/L还 原 型 谷 胱 甘 肽，0.2mmol/L
氧 化 型 谷 胱 甘 肽 ，pH8.3）再 于 4 ℃透 析 2 4 h。

1.3.3.4 浓 缩 将 透 析 过 的 样 品 分 为 每 份 72ml， 分 别
装 入 透 析 带 ，埋 于 PEG20000 中 。 分 别 在 终 体 积 为 原
体 积 的 2/3、1/2、1/3、1/6和 1/12 时 停 止 浓 缩 过 程 。

1.4 ELISA 法 检 测
采 用 ELISA 对 124份 弓 形 虫 感 染 的 人 血 清 进 行

了 分 析 。 具 体 过 程 如 下 : 用 复 过 性 的 重 组 SAG1包 被

96 孔 板 （10 μg/孔 ），4 ℃过 夜 ，然 后 以 封 闭 液 （含 1%
无 脂 奶 粉 、0.05%Tween-20 的 PBS） 于 室 温 封 闭 1 h
后 ，洗 3 次 （洗 液 为 含 0.05%Tween-20 的 PBS）。每 孔
加 100 μl 待 检 血 清 （原 血 清 用 含 1%无 脂 奶 粉 的 PBS
按 1∶100稀 释 ）， 室 温 孵 育 1 h后 ， 洗 涤 （20mmol/L
Tris·HCl, 500mmol/LNaCl, 0.05% Tween-20, pH
7.4），每 孔 加 入 100 μl羊 抗 人 HRP标 记 的 二 抗 ，室 温
孵 育 1 h，同上洗 3次 ，每孔加入 100μl邻 苯 二 铵 显 色 20
min， 加 入 1 mol/LNaOH终 止 显 色 ， 于 酶 标 仪 上 测 定

D492值。

1.5 免 疫 印 迹
应 用 在 昆 虫 杆 状 病 毒 系 统 中 表 达 纯 化 并 能 被 人

弓 形 虫 感 染 血 清 识 别 的 重 组 SAG1［8］行 SDS-PAGE电
泳 （12%凝 胶 ），先 用 考 马 氏 亮 蓝 染 色 ，后 转 印 到 硝 酸
纤 维 膜 上 ，分 别 对 124 例 血 清 进 行 免 疫 印 迹 分 析 ［9］，凡
能 与 SAG1条 带 特 异 结 合 的 判 为 弓 形 虫 感 染 阳 性 。

2 结 果 和 讨 论

2.1 SAG1表 达
我 们 曾 试 过 在 不 同 的 表 达 系 统 中 表 达 SAG1，包

括 在 大 肠 杆 菌 中 的 非 融 合 的 pBV220 系 统 和 融 合 的

pRSET系 统 以 及 杆 状 病 毒 系 统 ［7、8］。实验结果表明，SAG1
在 非 融 合 系 统 和 杆 状 病 毒 系 统 中 表 达 量 很 低 ，在 融 合

的 pRSET 系 统 中 尽 管 SAG1的 表 达 量 很 高 ， 但 表 达
产 物 难 以 被 抗 天 然 SAG1的 血 清 所 识 别 。
现 已 明 确 SAG1 的 转 录 后 修 饰 发 生 在 其 整 合 到

562· ·



图 1SAG1 在 大 肠 杆 菌 中 表 达 产 物 的 凝 胶 电 泳 分 析
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Theamountofsampleineachlanewasequivalentto100 μl
bacterial culture

Lane1:LysateofpET30(a)/DH5a;Lane2:LysateofpET30(a)
-SAG1/DH5a; Lane3:SupernatantofpET30(a)-SAG1/DH5a;
Lane4: Pelletof pET30(a)-SAG1 /DH5a; Lane5: Inclusion

bodiesofpET30(a)-SAG1/DH5a; Lane 6: Purified
6xHis-SAG1of pET30(a)-SAG1/DH5a;Lane7: Molecular

weightmarker

图 3 不 同 浓 缩 倍 数 复 性 包 涵 体 的 凝 胶 电 泳 分 析
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Nonreducedsamples(10μl/well)wererunon12%

polyacrylamide-SDSgel,thenstainedwithCoomassieblue.
M:Molecularstandars;Lane1:Purifiedrp30beforeconcentration;
Lane 2-6: Ratioofpurifiedrp30inthefinalvolumn,withinitial

volumnof 2/3,1/2, 1/3,1/6and1/12

6 5 4 3 2 1 M

速 殖 子 表 面 之 前 ， 包 括 N 端 信 号 肽 的 切 割 以 及 切 除
疏 水 的 C 端 后 加 入 一 个 含 磷 脂 酰 肌 醇 的 糖 脂 类 锚
（成 熟 SAG1C端 的 确 切 切 割 位 点 还 未 知 ）。 基 于 此 ，
本 研 究 中 截 取 SAG1中 被 认 为 是 成 熟 的 一 部 分 （第

61~290 个 氨 基 酸 ） 来 进 行 表 达 。 表 达 及 纯 化 的

SDS-PAGE 分 析 结 果 如 图 1 所 示 。
图 1表 明 融 合 的 6×His-SAG1在 Ｅ．ｃｏｌｉ中 获 得 了

高 效 表 达 ， 其 表 达 量 占 细 菌 裂 解 液 中 总 蛋 白 的

31.58%。 6×His-SAG1以 不 可 溶 的 包 涵 体 形 式 存 在 ，
其 在 包 涵 体 中 的 含 量 超 过 80%。 经 过 纯 化 ，6×His-
SAG1的 纯 度 可 达 95%。

2.2 复 性
外 源 基 因 在 Ｅ．ｃｏｌｉ中 表 达 后 通 常 以 不 可 溶 的 包

涵 体 形 式 存 在 ，尤 其 在 其 高 效 表 达 的 时 候 , 但 经 过 变
性 剂 的 裂 解 ，纯 化 的 表 达 产 物 往 往 失 去 免 疫 活 性 。 因

此 ，为 了 获 得 具 有 免 疫 活 性 的 重 组 蛋 白 ，以 适 合 的 条

件 对 蛋 白 进 行 复 性 处 理 是 很 必 要 的 。为 了 解 决 这 一 问

题 ， 我 们 将 变 性 后 的 重 组 SAG1稀 释 到 较 低 的 浓 度

(50~100 μg/ml）， 然 后 以 含 有 还 原 型 和 氧 化 型 谷 胱 苷
肽 （浓 度 各 为 0.2mmol/L）的 透 析 液 进 行 透 析 。 经 过
这 样 处 理 后 的 SAG1可 以 被 弓 形 虫 感 染 的 阳 性 血 清
所 识 别 （图 2）。
图 2 表 明 纯 化 后 但 未 经 过 透 析 的 6×His-SAG1

几 乎 不 能 被 弓 形 虫 感 染 的 人 血 清 所 识 别 ，然 而 经 过 复

性 后 ， 尽 管 其 蛋 白 浓 度 低 至 在 考 马 斯 亮 蓝 染 过 色 的

SDS-PAGE上 难 以 看 到 ，通 过 免 疫 印 迹 却 可 以 检 测 到 。
相 反 ，未 经 过 复 性 的 6×His-SAG1即 使 通 过 SDS-PAGE
可 以 清 楚 地 看 到 ，却 不 能 通 过 免 疫 印 迹 检 测 到 。 以 上

结 果 提 示 在 Ｅ．ｃｏｌｉ中 融 合 表 达 的 6×His-SAG1经 过 复
性 处 理 后 ，获 得 了 正 确 的 空 间 构 象 。

2.3 浓 缩 样 品 的 透 析
为 了 使 重 组 的 融 合 蛋 白 重 新 折 叠 ，通 常 要 在 较 低

的 蛋 白 浓 度 下 进 行 复 性 。 但 要 达 到 应 用 的 目 的 ，还 要

对 其 浓 缩 ，使 其 达 到 适 当 的 浓 度 。 就 6×His-SAG1来
说 ，我 们 发 现 ，浓 缩 的 时 间 是 一 个 非 常 重 要 的 因 素 。浓

缩 的 时 间 太 短 ，蛋 白 浓 度 太 低 ，达 不 到 应 用 目 的 ；浓 缩

时 间 太 长 , 蛋 白 浓 度 太 高 ，蛋 白 就 可 能 会 聚 集 而 失 去
免 疫 活 性 。 于 是 我 们 测 定 了 6×His-SAG1浓 缩 程 度 和
免 疫 活 性 之 间 的 关 系 （图 3、4）。
图 3、4 表 明 复 性 后 的 6×His-SAG1 随 着 浓 度 的

增 加 ，其 免 疫 活 性 也 增 强 （图 3，4 的 电 泳 条 带 1~5）；
但 当 其 浓 度 增 加 到 一 定 程 度 时 ，蛋 白 会 聚 集 并 产 生 沉

淀 （图 3的 电 泳 条 带 6），这 些 沉 淀 的 蛋 白 失 去 了 特 异
的 免 疫 活 性 （图 4 的 电 泳 条 带 6）。
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图 2 纯 化 后 的 6×His-SAG1 凝 胶 电 泳 分 析 和 免 疫 印 迹 分 析
Ｆｉｇ．２ ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎｄｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄ

６×Ｈｉｓ-ＳＡＧ１
A:Coomassiebluestainedgel.Lane1:Pre-stainedmolecular

standards;Lane2:RefoldedTALONTMmetalaffinity
resin-purified6×His-SAG1;Lane3:Refoldedinclusionbodiesof

6×His-SAG1;Lane4:Unfolded6×His-SAG1
B:Immunoblottingdevelopedwithhumantoxoplasmapositive

serum(1:100dilition).Lanes1-4arethesameasLlanes1-4inA
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图 4 不 同 浓 缩 倍 数 融 合 蛋 白 的 免 疫 印 迹 结 果
Ｆｉｇ．４ Ｗ ｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ６×Ｈｉｓ-ＳＡＧ１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Nonreducedsampleswererunon12%polyacrylamide-SDSgel,
thentransferredtonitrocellulose.Humantoxoplasmapositive
sera(1:200dilution)weretestedforreactivitytothefollowing,

Lane1:Purifiedrp30beforeconcentrateion;Lane2-6:Purified
rp30 oftheratiooffinalvolumn,withinitialvolumnof2/3,1/2,

1/3,1/6and1/12

表 2 ELISA和 Immunoblotting检 测 124 份 血 清 结 果
的 一 致 性 和 非 一 致 性 比 较

Ｔａｂ．２Ｔｈｅｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅａｎｄｄｉｓｃｏｒｄａｎｃｅｏｆ１２４ｓｅｒｕｍ

ｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ ａｎｄＩｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ

Positive Negative Total
ELISA 21 3 24
Immunoblotting 0 100 100

Samples ｎ
Immunoblotting ELISA

Positive Negative Positive Negative
Pregnancy 40 ４ 36 5 35
CNS 9 2 7 3 6
OrganTransplants 5 2 3 2 3
SerumfromDenmark 20 9 11 9 11
NormalSerum 50 4 46 5 45
Total 124 21 103 24 100

表 1 124 份 血 清 Immunoblotting和 ELISA测 试 结 果
Ｔａｂ．１Ｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１２４ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈ

ＩｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄＥＬＩＳＡ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

CNS:patientswithtroubleinthecentralnervoussystem

2.4 ELISA 和 Immunoblotting两 种 检 测 结 果 的 比 较

124 份 血 清 分 别 用 ELISA 和 Immunoblotting 两
种 方 法 进 行 检 测 ，其 结 果 分 别 见 表 1 和 表 2。

免 疫 印 迹 结 果 被 视 为 检 测 的 黄 金 标 准 。 本 实 验

中 ，ELISA 和 免 疫 印 迹 检 测 的 阳 性 符 合 率 为 87.5%
（21/24），不 符 合 率 为 12.5% （3/24）；阴 性 符 合 率 为

100%（100/100），表 明 基 于 重 组 SAG1的 ELISA 特 异
性 检 测 与 免 疫 印 迹 检 测 结 果 趋 于 一 致 。

在 本 研 究 中 ，SAG1在 Ｅ．ｃｏｌｉ中 获 得 了 高 效 融 合
表 达 ，经 过 简 易 的 纯 化 和 复 性 过 程 ，重 组 SAG1能 被

弓 形 虫 感 染 的 人 血 清 所 特 异 识 别 ，可 被 用 于 弓 形 虫 病

的 诊 断 。
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