
  弓形虫(Toxoplasm
 

gondii)可感染包括人类在

内的几乎所有温血动物,引起人兽共患弓形虫病[1-2]。
血清学调查显示,全球约有三分之一的人口受其感染,
我国人群弓形虫感染率约为7.89%[3]。弓形虫的生

命周期非常复杂,包括有性周期和无性周期两个阶段。
有性周期仅发生在最终宿主猫身上,无性循环发生在

包括哺乳动物类在内的几乎全部温血动物[4]。人感染

弓形虫后大部分无明显症状,呈隐性感染,但当感染者

免疫功能受损时(如长期化疗的癌症患者、器官移植、

AIDS等患者),潜伏体内的弓形虫被激活,可引起严

重疾病,甚至死亡[5]。怀孕早期感染弓形虫有40%的

几率可致流产、早产、胎儿畸形或死胎[6-7]。家畜感染

弓形虫病,对畜牧业会造成巨大经济损失[8]。
弓形虫钙依赖蛋白激酶(Toxoplasma

 

gondii
 

cal-
cium-dependent

 

protein
 

kinases,TgCDPKs)
 

是一类

弓形虫特异性表达的钙依赖性蛋白激酶,其活性直接

由Ca2+调控,不依赖CaM[9]。研究发现,CDPKs主要

参与影响寄生虫对宿主细胞的粘附、入侵、逸出以及在

宿主体内移行、细胞内增殖、宿主蛋白的分泌等多个重

要过程,被认为是弓形虫感染的关键毒力因子[10]。本

研究通过体外表达并纯化TgCDPK3蛋白,免疫新西

兰大白兔以制备TgCDPK多克隆抗体,并以该抗体为

一抗采用于免疫荧光法进行TgCDPK3蛋白的细胞定

位,为进一步探究TgCDPK3在弓形虫感染过程中的

功能和作用机制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株、质粒、弓形虫虫株和细胞 大肠埃希菌

TOP10和BL21感受态细胞购自生工生物工程(上
海)股份有限公司;pET28a-TgCDPK3重组质粒以及

非洲绿猴肾细胞(Vero)和人肾上皮细胞(293T)均由

本实验室保存;弓形虫 ME-49株和 ME49-△CDPK3
株为本实验室保存,复苏后在Vero细胞中传代。

1.2 主要试剂 异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)购自北

京索莱宝科技有限公司;原核表达载体pET-28a购自

美国Novagen公司;卡那霉素购自广州赛国生物科技

有限 公 司;DL2000
 

DNA
 

Marker、限 制 性 内 切 酶

BamH
 

I和Xho
 

I购自日本TaKaRa公司;弗氏完全佐

剂(Freund’s
 

complete
 

adjuvant,FCA),弗氏不完全

佐剂(Freund’
 

s
 

incomplete
 

adjuvant,FIA)和PMSF
均购自美国Sigma公司;Ni-NTA

 

Agarose购自美国

QIAGEN公司;澳洲胎牛血清购自上海逍鹏生物科技

有限公司;质粒大量抽提试剂盒,DAPI染色液,抗荧

光淬灭封片液和考马斯亮蓝均购于上海碧云天公司;

NC膜购自爱尔兰 Merck
 

Millipore公司;羊抗兔

HRP-IgG购自成都正能生物技术有限公司;BSA购

自广州赛国生物科技有限公司;多聚甲醛固定液购自

武汉塞维尔生物科技有限公司;罗丹明红记的山羊抗

兔IgG购自于赛默飞世尔科技(中国)有限公司。

1.3 实验动物 新西兰兔由安徽医科大学实验动物

中心提供,常规方法饲养。

2 方法

2.1 pET28a-TgCDPK3重组质粒的双酶切鉴定及测

序验证 将pET28a-TgCDPK3重组质粒转化至感受

态TOP10细胞中,在含卡那抗性的LB固体培养基上

培养12
 

h。挑取单菌落接种于含卡那抗性的LB液体

培养基,在180
 

r/min、37
 

℃条件下培养过夜,利用质

粒抽提试剂盒提取菌液中的质粒并进行BamH
 

I、Xho
 

I双酶切鉴定和测序验证。

2.2 pET28a-TgCDPK3蛋白的诱导表达与纯化 将

鉴定正确的重组 pET28a-TgCDPK3 质粒转 化 至

BL21感受态细胞中,均匀涂布于含卡那霉素的LB固

体培养基,37
 

℃条件下培养过夜。挑取单菌落接种至

5mL含有卡那霉素的LB培养基中,220
 

r/min、37
 

℃
培养过夜。以1∶100比例将培养过夜的菌液加入

200
 

mL的LB培养基中,在相同条件下培养细菌至生

长对数期(A值约0.4~0.6)时加入IPTG,于30
 

℃、

220
 

r/mim条件下诱导5
 

h。收集干菌,加入裂解液进

行超声破碎。取超声破碎后上清加至Ni-Bead柱中进

行纯化。分别收集诱导前、诱导后,以及超声破碎和洗

脱后的样品进行SDS-PAGE电泳分析。

2.3 TgCDPK3多克隆抗体的制备 注射TgCDPK3
抗原前,对新西兰大白兔进行耳缘静脉预采血,分离血

清作对照。取1
 

mL
 

TgCDPK3(浓度1
 

mg/mL)与

FCA等体积乳化,于新西兰大白兔背部进行多点注

射。初次免疫后每隔两周再以同样方法免疫两次(乳
化剂为FIA)。第3次免疫结束后,用纯化的 TgCD-
PK3蛋白注射耳缘静脉作加强免疫,4

 

d后从兔心脏

采血,分离血清,保存于-80
 

℃。

2.4 抗体效价的测定 将纯化的TgCDPK3蛋白用

包被液稀释为2
 

μg/mL,按每孔100
 

μL加到96孔板

中,4
 

℃包被过夜,用含0.05%
 

Tween-20的PBS缓冲

液洗涤3遍;每孔加入200
 

μL
 

1%
 

BSA,37
 

℃封闭1
 

h,洗涤;将免疫前和免疫后兔血清用含0.1%
 

BSA的

PBS缓冲液从1∶1
 

000开始作倍比稀释至1∶
64

 

000,并设置空白孔,37
 

℃孵育1
 

h,洗涤;加入含

0.05%
 

Tween-20的PBS缓冲液稀释的羊抗兔 HRP-
IgG,37

 

℃孵育1
 

h,洗涤;按每孔100
 

μL加入 TMB
显色液,置于暗处显色5

 

min后加入终止液,在5
 

min
内用酶标仪测吸光度A450 值。

2.5 抗体特异性检测 分别提取ME-49株和ME-49
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△CDPK3株的总蛋白,以及转染GFP和GFP-TgCD-
PK3质粒的细胞总蛋白,经SDS-PAGE分离后转移到

NC膜上,5%脱脂牛奶封闭1
 

h,TBST洗3次,8
 

min/
次;加入用TBST作1∶1

 

000稀释多克隆抗体,4
 

℃
孵育过夜,洗涤;加入用TBST作1∶10

 

000稀释和羊

抗兔HRP-IgG,室温孵育1
 

h,洗涤后采用ECL法显

影并分析结果。

2.6 TgCDPK3免疫荧光定位 采用以抗TgCDPK3
蛋白多克隆抗体为一抗的免疫荧光法。将Vero细胞

消化后按1×105 个/孔重悬后加入到提前放有无菌盖

玻片的24孔板中;待细胞长满60%时,加入弓形虫

ME-49株悬液(1×105 个/孔)继续培养,PBS缓冲洗

3次;加入多聚甲醛固定15
 

min,洗涤;加入含0.5%
 

triton-100的PBS缓冲液打孔15
 

min,洗涤;每孔加入

100
 

μL
 

5%
 

BSA
 

37
 

℃封闭30
 

min,洗涤;每孔加入

100
 

μL
 

1%
 

BSA稀释的TgCDPK3多抗(1∶1
 

000)4
 

℃孵育过夜,洗涤;每孔加入100
 

μL的1%
 

BSA稀释

的罗丹明红标记的山羊抗兔IgG
 

37
 

℃孵育1h,洗涤;
每孔加入100

 

μL
 

DAPI染10min,洗涤;避光条件下滴

加适量的荧光淬灭剂封片,荧光显微镜下观察。

结 果

1 pET-28a-TgCDPK3的双酶切鉴定和测序验证

重组质粒 pET-28a-TgCDPK3经 BamHI、XhoI
双酶切后进行1%琼脂糖凝胶电泳,得到大小为1

 

614
 

bp的目的基因片段(图1),与预期相符。对重组质粒

测序,测序结果表明与预期序列100%匹配,重组质粒

pET-28a-TgCDPK3构建成功。

  M DNA标志物 1、2 TgCDPK3PCR产物 3、4 pET-28a
 

-
TgCDPK3经BamHI和XhoI双酶切产物

图
 

1 重组质粒pET28a-TgCDPK3双酶切验证

M DNA
 

marker 1,2 PCR
 

products
 

of
 

TgCDPK3
 

gene 3,4 
pET-28a-TgCDPK3

 

digested
 

with
 

BamHI
 

and
 

XhoI
Fig.1 Double

 

digestion
 

identification
 

of
 

recombinant
 

plasmid
of

 

pET-28a-TgCDPK3

2 重组TgCDPK3蛋白的诱导表达与纯化

重组质粒转化BL21后经IPTG诱导培养5
 

h,表
达相对分子质量为59×103 的重组TgCDPK3蛋白。
重组菌超声破碎后用 His-Ni

 

Beads柱纯化,目的蛋白

能被Elution
 

Buffer洗脱(图2)。

  M 蛋白分子质量标准 1 IPTG诱导前pET28a-TgCDPK3的
总细菌裂解物 2 IPTG诱导后pET-28a-TgCDPK3的总细菌裂解物

 3 超声破碎后pET-28a-TgCDPK3的细菌裂解物上清液 4 
Wash1

 

Buffer洗脱液 5 Wash2
 

Buffer洗脱液 6~8 Elution
 

buff-
er洗脱TgCDPK3蛋白洗脱液(洗脱3次)

图
 

2 SDS-PAGE分析TgCDPK3诱导表达与纯化情况

M Protein
 

marker 1 Total
 

bacterial
 

lysates
 

of
 

pET-28a-TgCD-
PK3

 

before
 

IPTG
 

induction 2 Total
 

bacterial
 

lysates
 

of
 

pET-28a-
TgCDPK3

 

after
 

IPTG
 

induction 3 Supernatant
 

of
 

bacterial
 

lysates
 

of
 

pET-28a-TgCDPK3
 

after
 

sonication 4 TgCDPK3
 

protein
 

eluted
 

by
 

Wash1
 

Buffer 5 TgCDPK3
 

protein
 

eluted
 

by
 

Wash2
 

Buffer 6-8 
TgCDPK3

 

protein
 

eluted
 

by
 

elution
 

buffer
 

for
 

three
 

times
Fig.2 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

the
 

purified
 

TgCDPK3
 

protein

3 TgCDPK3多克隆抗体的效价

以纯化的TgCDPK3蛋白为抗原,采用ELISA检

测TgCDPK3蛋白免疫新西兰大白兔血清抗体效价,
结果如图 3。TgCDPK3 多克隆抗体效价为 1∶
64

 

000。

图
 

3 ELISA法测定TgCDPK3多克隆抗体效价

Fig.3 Analysis
 

results
 

of
 

ELISA
 

titer
 

of
 

TgCDPK3
 

polyclonal
 

antibody

4 TgCDPK3多克隆抗体的特异性

用制备的TgCDPK3多克隆抗体分别对 ME49虫

株(ME49
 

WT)和敲除CDPK3虫株(ME49△CDPK3)
总蛋白做 Western

 

blot试验,结果如图4A,TgCDPK3
多克隆抗体能识别相对分子质量约59×103 的内源天

然TgCDPK3蛋白。分别将 GFP和 GFP-CDPK3转

293T细胞,提取总蛋白做 Western
 

blot,结果如图

4B,TgCDPK3多克隆抗体能识别 GFP-CDPK3质粒

转染细胞表达的相对分子质量约86×103 的外源蛋
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白。

  A 抗原为 ME49
 

WT和 ME49△CDPK3速殖子总蛋白 B 抗
原为转染GFP和GFP-CDPK3质粒的293T细胞总蛋白

图
 

4 Western
 

blot分析CDPK3多克隆抗体的特异性

A ME49
 

WT
 

and
 

ME49△CDPK3
 

tachyzoitte
 

total
 

protein B 
Total

 

protein
 

after
 

transfection
 

of
 

GFP
 

and
 

GFP-CDPK3
 

plasmids
 

in
 

293Tcells
Fig.4 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

CDPK3
 

polyclonal
 

antibody

5 TgCDPK3免疫荧光定位

用制备的TgCDPK3多克隆抗体在ME49-WT株

虫子入侵Vero细胞24
 

h后进行间接免疫荧光试验,
观察到带有红色荧光的TgCDPK3,该蛋白主要定位

于弓形虫外围,部分位于顶端(图5)。

图
 

5 Tg
 

CDPK3蛋白的免疫荧光定位(一抗为Tg
 

CDPK3多克隆抗体)
Fig.5 Immunofluores

 

cence
 

results
 

of
 

polyclonal
 

antibody

讨 论

弓形虫作为一种机会致病性专性真核细胞内寄生

原虫,在速殖子阶段入侵宿主细胞,随后在宿主细胞内

复制和裂解,弓形虫从宿主细胞逸出主要取决于钙通

量。弓形虫的主动逸出不仅可以逃避宿主免疫系统的

攻击,还有利于弓形虫穿梭于合适的细胞[11]。CD-
PKS属于丝氨酸/苏氨酸激酶超家族,仅存在于植物、
绿藻、顶复门原虫中,是大多数真核生物中激活细胞内

信号传导的一些蛋白激酶和钙依赖性蛋白激酶的同系

物[12]。TgCDPK3通过 N-末端肉豆蔻酰化和棕榈酰

化基序锚定在寄生虫的质膜上。与所有 CDPKs一

样,TgCDPK3具有一个C-末端的钙调蛋白样结构域

(EF-hand),称为CDPK激活域,以及上游的自抑制和

催化结构域Ca2+与EF手部的结合引起结构重排,释
放激活域的活性部位,允许底物磷酸化[13]。研究发

现,在TgCDPK3突变寄生虫和 ME49WT株中存在

156个磷酸化位点的差异,其中包括与寄生虫运动有

关的蛋白质上的磷酸化位点,例如环酶相关蛋白和肌

球蛋白A(MyoA),此外还包括一些参与代谢过程的

蛋白质的磷酸化位点,如α-酮酸脱氢酶(BCKDH)亚
单位E1α,它是分解支链氨基酸(BCAA)和将丙酮酸

转化为TCA驱动乙酰辅酶A所必需的,提示TgCD-
PK3不仅可以通过控制微线体蛋白分泌参与入侵宿

主细胞,还可能通过磷酸化肌球蛋白增强弓形虫逸出

宿主细胞活力,同时可能还参与宿主细胞代谢活

动[14-15]。
由于TgCDPKs的功能强大,且哺乳动物基因组

不含有CDPKs基因,近年来成为研究热点。前期研

究发现,TgCDPK3可诱导宿主细胞自噬相关蛋白的

表达。为了进一步了解 TgCDPK3对自噬的调控机

制,本研究在体外大量诱导表达重组 His-TgCDPK3
蛋白,获得了高纯度的TgCDPK3蛋白,免疫新西兰大

白兔后制备出TgCDPK3特异性多克隆抗体,ELISA
测定该多克隆抗体的效价高达1∶64

 

000。Western
 

blot结果显示制备的CDPK3多克隆抗体不仅能识别

内源稳定的天然 TgCDPK3 蛋白,也能识别外源

TgCDPK3表达的蛋白质。免疫荧光试验显示 CD-
PK3定位于弓形虫外围,部分位于顶端。

综上所述,本研究制备的TgCDPK3多克隆抗体

效价高,能识别内源表达和外源表达的CDPK3蛋白,
可用于 Western

 

blot和免疫荧光等试验,为进一步探

究TgCDPK3在弓形虫中的功能提供了一定的基础。
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