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【摘要】　目的　克隆并构建ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２重组表达载体，获取纯化的Ｐ２２蛋白，为进一步研究Ｐ２２

的生物学特性和免疫保护作用奠定实验基础。方法　应用ＰＣＲ技术扩增Ｐ２２基因片段，连接到载体

中，诱导并纯化Ｐ２２蛋白，进行ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，并组装成弓形虫ＩｇＭ 抗体酶联免疫

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒，并与进口试剂盒对比。结果　成功构建了重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２，并得到分子量在

４３ＫＤ的大量表达蛋白，具有良好的抗原性，将该蛋白组装成ＥＬＩＳＡ试剂盒检测ＩｇＭ 抗体，与意大利

ＳＯＲＩＮ试剂盒对比检测４５０份临床血清，阴阳性符合率分别为９２．１６％和８８．０６％，总的符合率为

８８．８９％。结论　高效表达纯化的Ｐ２２重组蛋白抗原性强，利用其建立的ＩｇＭＥＬＩＳＡ试剂盒与进口试剂

盒对比，具有较高的灵敏度和特异性，可用于检测弓形虫抗体。
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　　弓形虫病（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍｏｓｉｓ）是由刚地弓形虫引

起的一种原虫病，是一种人畜共患病，宿主的种类十

分广泛，人和动物的感染率都很高。据国外报道，人

群的平均感染率为２５％～５０％，有人推算全世界至

少有５亿人感染弓形虫。

表面抗原Ｐ２２与其侵入宿主细胞有密切关系，弓

形虫感染者血清中的ＩｇＧ和ＩｇＭ抗体均可识别Ｐ２２

表面抗原，因此Ｐ２２可以作为弓形虫感染的诊断抗

原，并具有良好的抗原性与免疫原性［１，２］。目前弓形

虫感染诊断方法主要有免疫学检测、直接镜检、病原

体分离和聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测等
［３５］。免疫学方

法由于操作简便快捷适于临床使用。本研究通过

ＰＣＲ扩增Ｐ２２基因片段，测序后连接到载体ｐＧＥＸ４Ｔ

１进行表达，对表达的重组蛋白进行表达与纯化，为进

一步应用该基因进行弓形虫病诊断的研究做好准备。

１　实验材料

细菌菌株及载体：ｐＧＥＸ４Ｔ１质粒由本实验室

保存，Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１购自华美生物技术有限公司

酶及其他试剂：ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，Ｔ４ＤＮＡ连

接酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶ＢａｍＨＩ和

ＸｈｏＩ均为 ＴａＫａＲａ公司产品；蛋白质分子质量标

准，ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ纯化柱购自华美生物技术有限

公司。

ＥＬＩＳＡ试剂、酶标板。

２　实验方法

２．１　ＰＣＲ引物　由上海英俊生物技术有限责任公

司合成，在正向引物Ｆ１和反向引物 Ｒ１分别引物

ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ酶切位点。

　　Ｆ１：ＣＴＧＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＣＡＣＣＧＡＧＡＣＣＣＣＧＧＣＧＣＣＧＡＴＴＧＡＧＴＧＣＡＣＴＧＣＣＧＧＣＧＣＡＡＣＣ

Ｆ２：ＧＡＧＴＧＣＡＣＴＧＣＣＧＧＣＧＣＡＡＣＣＡＡＧＡＣＴＧＴＴＧＡＴＧＣＡＣＣＧＴＣＣＡＧＴＧＧＴＴＣＣＧＴＴＧＴＣ

Ｒ２：ＧＣＣＡＣＴＣＧＧＡＣＴＧＡＴＧＧＴＡＡＧＴＴＴＡＴＣＧＣＣＡＣＡＴＴＧＧＡＡＧＡＣＡＡＣＧＧＡＡＣＣＡＣＴ

Ｆ３：ＡＴＣＡＧＴＣＣＧＡＧＴＧＧＣＧＡＡＧＧＴＧＡＴＧＴＣＴＴＴＴＡＴＧＧＣＡＡＧＧＡＡＴＧＣＡＣＴＧＡＣＴＣＣ

Ｆ４：ＧＡＡＴＧＣＡＣＴＧＡＣＴＣＣＣＧＴＡＡＧＴＴＧＡＣＣＡＣＴＧＴＣＣＴＧＣＣＧＧＧＴＧＣＧＧＴＣＴＴＧ

Ｒ４：ＧＴＡＧＧＴＡＧＣＣＧＧＡＣＣＴＴＴＣＧＣＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＡＣＣＴＴＡＧＣＡＧＴＣＡＡＧＡＣＣＧＣＡＣＣＣＧＧ

Ｆ５：ＧＧＴＣＣＧＧＣＴＡＣＣＴＡＣＡＣＴＣＴＧＴＣＴＴＡＣＧＡＣＧＧＴＡＣＴＣＣＧＧＡＧＡＡＡＣＣＧＣＡＧＧＴＴＣＴＧ

Ｆ６：ＡＡＡＣＣＧＣＡＧＧＴＴＣＴＧＴＧＴＴＡＣＡＡＧＴＧＣＧＴＴＧＣＣＧＡＡＧＣＡＧＧＴＧＣＴＣＣＧＧＣＴＧＧＴＣＧＣ

Ｒ６：ＧＣＡＧＴＣＴＴＴＣＧＧＣＧＴＣＧＧＡＧＣＧＣＴＡＧＡＡＣＣＡＴＣＡＴＴＡＴＴＧＣＧＡＣＣＡＧＣＣＧＧＡＧＣ

Ｆ７：ＡＣＧＣＣＧＡＡＡＧＡＣＴＧＣＡＡＡＣＴＣＡＴＴＧＴＴＣＧＣＧＴＴＣＣＧＧＧＴＧＣＣＧＡＴＧＧＣＣＧＴＧＴＣ

Ｆ８：ＧＣＣＧＡＴＧＧＣＣＧＴＧＴＣＡＣＴＴＣＴＧＧＣＴＴＴＧＡＣＣＣＧＧＴＧＴＣＴＣＴＣＡＣＧＧＧＣＡＡＧ

Ｒ８：ＣＧＡＣＴＣＧＡＧＣＴＴＧＣＣＣＧＴＧＡＧＡＧＡＣＡＣＣＧＧＧＴＣ

２．２　目的片段的扩增　首先以Ｆ２为模板，Ｆ１和

Ｒ２分别为正反向引物进行ＰＣＲ扩增，反应条件为

变性９４℃３０秒，退火６５℃３０秒，复性７２℃１０

秒，进行２５个循环，再７２℃延伸１分钟。经１％琼

脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检测分析，并回收纯

化ＰＣＲ产物，命名为Ｆ１Ｒ２。以此类推，以同样的方

法扩增回收产物Ｆ３Ｒ４、Ｆ５Ｒ６、Ｆ７Ｒ８。

分别以Ｆ１和Ｒ４为正反向引物，连接Ｆ１Ｒ２和

Ｆ３Ｒ４，反应条件为变性９４℃３０秒，退火６５℃３０

秒，复性７２℃１５秒，进行２５个循环，再７２℃延伸

１分钟。经１％琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检

测分析，并回收纯化ＰＣＲ产物，命名为Ｆ１Ｒ４。以同

样的方法扩增回收产物Ｆ５Ｒ８。

分别以Ｆ１和Ｒ８为正反向引物，连接Ｆ１Ｒ４和

Ｆ５Ｒ８，反应条件为变性９４℃３０秒，退火６５℃３０

秒，复性７２℃３０秒，进行２５个循环，再７２℃延伸

１分钟。经１％琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检

测分析，并回收纯化ＰＣＲ产物，命名为Ｆ１Ｒ８。

２．３　ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２重组质粒的构建与鉴定　纯

化的ＰＣＲ产物Ｆ１Ｒ８经ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ酶切，并与

经过同样处理的ｐＧＥＸ４Ｔ１原核表达载体连接，转

化到大肠杆菌ＴＯＰ１０中，抽取质粒ＤＮＡ，进行酶切
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鉴定，并转化到大肠杆菌ＢＬ２１中。

２．４　ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２融合蛋白的诱导表达　将含

ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２重组质粒的ＢＬ２１菌液以１∶１００的

比例加入到ＬＢ培养液中，３７℃振荡培养２小时后

加入ＩＰＴＧ至终浓度为１ｍｍｏｌ／ｌ，３７℃诱导３小时

后离心收集菌体，重悬于２ｘ样品缓冲液中，１００℃

煮沸，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。

２．５　表达蛋白的纯化　取诱导后的菌体培养液离

心收集菌体，经超声破碎后利用ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ进行

纯化柱。具体操作按照说明书进行。

２．６　重组蛋白的抗原性分析　将重组的菌体蛋白

经ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，切胶进行蛋白质电转

移，将蛋白质转移到硝酸纤维素滤膜上，用自制的免

抗弓形虫多抗与膜上的蛋白进行抗原抗体反应，用

酶标二抗进行进行检测，ＴＭＢ显色，至目的条带显

色清晰时终止反应。

２．７　捕获ＥＬＩＳＡ方法的建立　以方阵滴定法分别

确定Ｐ２２抗原的最佳使用浓度。用羊抗人ＩｇＭμ链

包被酶标板，封闭，加入待检血清和 ＨＲＰＰ２２并置

于３７℃反应，ＰＢＳＴ洗板，加显色液３７℃显色，最

后用２ｍｍｏｌ／Ｌ Ｈ２ＳＯ４溶液终止反应，测定吸光

度值。

３　结　果

３．１　ＰＣＲ扩增Ｐ２２片段　用设计的１２条引物扩

增出了４３８ｂｐ大小的ＤＮＡ片段，与预期分子量大

小相符（见图１）。

图１　Ｐ２２基因片段扩增结果

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：空白对照；２：Ｐ２２基因的扩增产物

３．２　重组体的构建与鉴定　将以ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ

双酶切的４３８ｂｐ产物与ｐＧＥＸ４Ｔ１载体连接，转化

大肠杆菌ＴＯＰ１０中，进行重组克隆的筛选，提取质

粒，进行双酶切鉴定，分别在４３８ｂｐ和５ｋｂ处出现

条带（见图２）。

图２　ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２重组质粒经ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ内切酶酶切鉴定结果

　　Ｍ１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２双酶切产物；２：ｐＧＥＸ

４Ｔ１双酶切产物

３．３　重组蛋白的表达鉴定及纯化　将重组质粒

ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２的菌液进行ＩＰＴＧ诱导后，经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳检测，在分子量４３ＫＤ处出现一条新的

蛋白带，其大小与推测的ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２融合蛋白

分子量一致。（见图３）。

图３　ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＧＥＸ４Ｔ１Ｐ２２未经ＩＰＴＧ诱导；２：ｐＧＥＸ

４Ｔ１Ｐ２２经ＩＰＴＧ诱导

３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　诱导表达蛋白纯化后经

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转移到ＮＣ膜上，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析（图４）。结果在相应位置出现特异性抗原

抗体反应条带，表明表达蛋白与其抗体有良好的反

应原性。
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３．６　捕获ＥＬＩＳＡ方法的建立

３．６．１　最佳工作条件的确定　经过试验最后确定

Ｐ２２抗原浓度为１．０μｇ／ｍｌ。用羊抗人ＩｇＭμ链包

被酶标板，４℃过夜；次日用封闭液封闭，室温放置３

小时；每孔加入２０μＬ待检血清和１００μＬＨＲＰ

Ｐ２２（高碘酸钠还原法制备），３７℃反应６０分钟；

ＰＢＳＴ洗板５次，每孔加底物Ａ、底物Ｂ各５０μＬ，

３７℃显色１５分钟，每孔加５０μＬ２ｍｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４

溶液终止反应，测定吸光度值。

图４　纯化产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：纯化后的产物

３．６．２　与意大利ＳＯＲＩＮ试剂盒的比较　应用捕

获法检测弓形虫ＩｇＭ抗体与意大利ＳＯＲＩＮ试剂盒

对４５０份临床血清进行检测。结果如表１所示：

表１　与意大利ＳＯＲＩＮ的弓形虫病毒抗体ＩｇＭ

检测试剂盒（化学发光法）进行对比

本院试剂盒
意大利ＳＯＲＩＮ弓形虫抗体ＩｇＭ检测试剂盒

＋ —
合计

＋ ２８２ １６ ２９８

— ２４ １１８ １４２

合计 ３０６ １３４ ４５０

　　根据结果得出本院试剂盒阳性符合率为９２．１６％，

阴性符合率为８８．０６％，总的符合率为８８．８９％。

４　讨　论

刚地弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉ）是猫科动物

的肠道球虫，该虫呈世界性分布，人和许多动物都能

感染。引起人畜共患的弓形虫病大多为隐性感染，

但在宿主免疫功能低下时，可造成严重后果。孕妇

感染弓形虫后，可通过胎盘垂直传播给胎儿，造成流

产、早产、畸胎或死胎，尤以早孕期感染后畸胎发生

率高，是造成我国新生儿出生缺陷的一个重要原因。

国家人口计生委已连续３年开展了出生缺陷一级防

御工作，为提高我国人口素质，降低我国新生儿畸形

儿的发病率，对孕妇进行弓形虫产前筛查尤为必要。

目前，弓形虫感染诊断方法主要有病原学、免疫

学、分子生物学等，其中免疫学方法由于操作简便快

捷等优点而被广泛应用。用于弓形虫诊断的抗原有

弓形虫膜表面抗原、重组棒状体蛋白、弓形虫微线体

蛋白等。根据使用抗原的不同，检测结果的意义也

不同。

弓形虫速殖子表面抗原ＳＡＧ２（Ｐ２２）蛋白是刚

地弓形虫主要表面抗原之一，Ｇｒｉｍｗｏｏｄ等
［６］的研

究表明，ＳＡＧ２蛋白不仅在介导弓形虫速殖子的入

侵过程中起很重要的作用，而且还可以增强免疫动

物抵抗感染的能力，具有免疫保护的作用，所以

ＳＡＧ２抗原很早就受到国内外学者的重视。

ＳＡＧ２可以作为免疫诊断及基因工程疫苗的候

选抗原，由于纯化天然ＳＡＧ２蛋白制备工艺复杂且

得量较少，利用基因工程的方法是大量制备高纯度

的ＳＡＧ２抗原的可行之路。

Ｔｏｍａｖｏ等
［７］研究发现，ＳＡＧ２的 Ｎ端前导信

号肽与Ｃ端锚锭表膜的氨基酸序列具有高度疏水

性。国外有采用ＰＥＴ系列表达载体的，重组蛋白的

表达量为１６％
［８］，为了使ＳＡＧ２蛋白在大肠杆菌中

以可溶性形式高效表达，本研究去除序列中Ｎ端的

疏水性信号肽及Ｃ端的疏水性氨基酸。选择从Ｎ

末端第２７位到第１７２位的１４６７个氨基酸，根据碱

基序列并优化稀少密码子共合成１２条引物，通过

ＰＣＲ扩增所需的基因片段，构建的重组质粒ｐＧＥＸ

４Ｔ１Ｐ２２经充分诱导后，以融合蛋白的形式在Ｅ．

ｃｏｌｉ内表达，通过优化表达条件使融合蛋白在上清

中高效表达［９］，且Ｐ２２融合蛋白具有ＧＳＴ标签便于

纯化，为后续工作提供了便利条件。免疫印迹试验

显示该重组蛋白能够被感染弓形虫的兔血清识别，

表明其与天然蛋白的免疫原性一致。

本研究通过基因重组的方法制备Ｐ２２抗原，能

够避免由于蛋白质抗原纯度低或特异性差造成假阳

性而降低检测特异性等问题，为弓形虫感染的检测
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提供更为特异、准确的原料。ＩｇＭ 抗体是体液免疫

中最早出现的抗体，通过该抗原建立的试剂盒可以

用于孕妇的急性弓形虫感染检测，对于产前筛查有

着非常重要的意义。
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