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含有blaOXA-48 基因BL21(DE3)菌株的转录组
测序与分析*

潘亚菲1,2,3,康宇婷2,3,刘文淼1,2,3,贾伟1,2,3,李刚1,2,3**

(1.宁夏医科大学总医院医学实验中心,宁夏银川
 

750004;2.宁夏临床病原微生物重点实验室;3.宁夏医学检验临床研究中心)

【摘要】 目的 了解含有blaOXA-48 基因的BL21(DE3)菌株其细菌转录谱的变化,探究blaOXA-48 基因的引入对BL21
(DE3)菌株代谢及耐药性的影响。 方法 采用高通量转录组测序的 RNA-seq技术对pET32a(+)-OXA-48-BL21
(DE3)与pET32a(+)-BL21(DE3)及OXA-48菌株进行检测,测序数据处理后获得表达差异基因,差异表达基因的筛选

阈值为:|log2(FoldChange)|>1且qvalue<0.005。对差异表达基因进行聚类分析,利用GO数据库和KEGG数据库对

表达差异基因进行注释与富集性分析,筛选部分差异表达关键基因进行分类整理。 结果 pET32a(+)-OXA-48-
BL21(DE3)与pET32a(+)-BL21(DE3)相比有1

 

201个差异表达基因,其中上调592个,下调609个;GO分析表明,代
谢过程、生物合成过程、分子功能、催化活性、离子结合等途径共同参与OXA-48菌株的生物过程。KEGG富集分析表明

差异基因主要与碳代谢、不同环境中的微生物代谢、抗生素的生物合成、嘌呤代谢、次生代谢物的生物合成等有关。对差

异表达关键基因进行整理分析,与耐药性、生物膜形成、及脂多糖合成代谢相关的差异基因有acrA、acrB、ompF、pedR、

mcbR 和LptD 等。 结论 blaOXA-48 在BL21(DE3)菌株中的表达能调控多种与细菌耐药性及代谢相关基因的表达,这
为研究耐药基因对于肠杆菌科细菌产生的影响奠定了基础,可为OXA-48菌株的流行病学监测及其感染的预防控制提

供参考。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

changes
 

of
 

bacterial
 

transcription
 

profile
 

of
 

BL21(DE3)
 

strain
 

containing
 

blaOXA-48
 gene,and

 

to
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

blaOXA-48
 gene

 

introduction
 

on
 

the
 

metabolism
 

and
 

drug
 

resistance
 

of
 

BL21
(DE3)

 

strain. Methods The
 

high
 

throughput
 

transcriptome
 

sequencing
 

RNA
 

seq
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

pET32a(+)-OXA-48-BL21(DE3),pET32a(+)-BL21(DE3)
 

and
 

strains.
 

After
 

sequencing
 

data
 

processing,differential
 

expression
 

genes
 

were
 

obtained.
 

The
 

screening
 

threshold
 

of
 

differential
 

expression
 

genes
 

was
 

as
 

follows:|log2
 

(Fold-
Change)

 

|>
 

1
 

and
 

qvalue
 

<
 

0.005.After
 

cluster
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes,GO
 

and
 

KEGG
 

databases
 

were
 

used
 

for
 

annotation
 

and
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes,and
 

some
 

key
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

selected
 

for
 

classification. Results There
 

were
 

1201
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

pET32a(+)-OXA-48-BL21
(DE3)

 

compared
 

with
 

pET32a(+)-BL21(DE3),of
 

which
 

592
 

were
 

up-regulated
 

and
 

609
 

were
 

down-regulated.GO
 

analy-
sis

 

showed
 

that
 

metabolic
 

process,biosynthesis
 

process,molecular
 

function,catalytic
 

activity,ion
 

binding
 

and
 

other
 

path-
ways

 

were
 

involved
 

in
 

the
 

biological
 

process
 

of
 

OXA-48
 

strain.
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

differential
 

genes
 

were
 

mainly
 

related
 

to
 

carbon
 

metabolism,microbial
 

metabolism
 

in
 

different
 

environments,antibiotic
 

biosynthesis,purine
 

metabolism,biosynthesis
 

of
 

secondary
 

metabolites
 

and
 

so
 

on.After
 

sorting
 

out
 

the
 

key
 

differentially
 

expressed
 

genes,we
 

found
 

that
 

acrA,acrB,ompF,pedR,mcbR
 

and
 

LptD
 

were
 

related
 

to
 

drug
 

resistance,biofilm
 

formation
 

and
 

lipopolysis.
 Conclusion The

 

expression
 

of
 

blaOXA-48
 in

 

BL21(DE3)
 

strain
 

can
 

regulate
 

the
 

expression
 

of
 

multiple
 

genes
 

related
 

to
 

bacterial
 

resistance
 

and
 

metabolism.
 

Providing
 

a
 

foundation
 

for
 

studying
 

the
 

impact
 

of
 

drug
 

resistance
 

genes
 

on
 

Enter-
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obacteriaceae
 

bacteria,and
 

provides
 

a
 

new
 

reference
 

for
 

epidemiological
 

monitoring
 

and
 

infection
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

OXA-48
 

strain.
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  肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗生素耐药的主要机

制是产碳青霉烯酶。根据其分子结构,碳青霉烯酶有

三类β-内酰胺酶:A、B和D类[1-2]。其中 OXA-48型

碳青霉烯酶属于Ambler
 

D类酶。OXA-48型碳青霉

烯酶由blaOXA-48 基因编码,含有blaOXA-48 的质粒通常

位于IncL/M质粒中。该质粒大小为60~70
 

kb,且不

含其他耐药基因,为肠杆菌科最常见的质粒之一。

OXA-48最早于2001年在土耳其伊斯坦布尔的肺炎

克雷伯菌分离物中被发现,之后世界范围内的报道越

来越多。由于产 OXA-48菌株其活性可能低于临床

检测下限,但仍足以产生耐药性,特别是在抗生素渗透

性降低的菌株,因而在临床微生物实验中很容易对其

忽视[3]。由于近年在全国乃至世界范围内呈现暴发流

行趋势且其检测极具挑战性,因此耐药基因blaOXA-48

逐渐成为关注的焦点。作为CRE耐药的重要分子机

制之一,攻克携带blaOXA-48 的耐药菌所致感染的治疗

难题也变得刻不容缓。

RNA-seq(RNA
 

sequencing),即RNA测序,又称

转录组测序,是利用深度测序方法进行转录组分析的

技术[4]。近年来,随着RNA测序技术的快速发展,原
核生物转录组研究取得了多项技术的突破,在细菌基

因表达对环境胁迫的响应机制、细菌耐药新机制、致病

细菌的致病机制等方面的研究进展较为突出[5]。其中

细菌生理机制的研究范围已逐渐拓展到分子层面,利
用转录组分析可以挖掘出功能基因及其代谢通路,以
及了解细菌耐药前后对抗生素的响应和调控机制。

目前对OXA-48的研究仅限于结构表型方面,鲜
有关于对其参与的通路与基因功能的研究报道。本研

究采用RNA-seq技术对OXA-48菌株进行测序,分析

OXA-48对BL21(DE3)菌株的代谢及耐药的影响,为
进一步了解耐药基因在细菌代谢通路中发挥的作用提

供证据。

材料和方法

1 材料

1.1 菌株 BL21(DE3)感受态购自天根生化科技有

限公司。

1.2 主要试剂和仪器 LB液体培养基和IPTG购于

Solarbio(中国)公司。二氧化碳恒温培养箱为德国

Eppendorf公司生产;Eppendorf移液器为德国 Ep-
pendorf公司生产;恒温摇床购于Bluepard(中国)公
司;-80

 

℃冰箱为日本Panasonic生产。

2 方法

2.1 载体构建 选择质粒pET32a(+)作为载体并

引入
 

EcoRI和XhoI为酶切位点,交由南京金斯瑞公

司构建pET32a(+)-OXA-48载体。将含有blaOXA-48

的质粒转化至大肠埃希菌BL21(DE3)中。接合混合

物在37
 

℃下孵育过夜后,在选择性琼脂上形成接合

子。筛选接合子,提取质粒DNA进行EcoRI和XhoI
双酶切验证。将含有阳性重组子pET32a(+)-OXA-
48-BL21(DE3)菌接种于含Amp

 

100
 

μg/mL的LB液

体培养基中,37
 

℃培养过夜。

2.2 样品处理 将pET32a(+)、pET32(+)a-OXA-
48质粒分别转入BL21(DE3)感受态细胞中。将转化

菌液接种在含氨苄西林(100
 

μg/mL)的LB平板上,

37
 

℃培养箱培养过夜;分别挑取转化成功的pET32a
(+)-OXA-48-BL21(DE3)菌株和pET32a(+)-BL21
(DE3)对照菌株单菌落,37

 

℃摇床180
 

r/min培养至

对数生长期;以1∶100比例分别接种于20
 

mL氨苄

西林(100
 

μg/mL)的LB液体培养基中,OXA-48组加

IPTG,对照组不加IPTG,37
 

℃均继续振荡培养;取菌

液,4
 

℃离心15
 

min,收集菌体,用5
 

mL
 

PBS溶液清

洗3次后委托北京奥维森公司进行RNA-seq分析。

2.3 mRNA文库构建 试验设pET32a(+)为a组,

pET32a(+)-OXA-48为b组,每组做3个生物学重

复,分别为a1、a2、a3和b1、b2、b3。提取总RNA,使
用Nanodrop检测RNA纯度,并采用Agilent

 

2100对

RNA进 行 片 段 长 度 检 测。mRNA 富 集 之 后 加 入

fragmentation
 

buffer,将 mRNA打断成短片段,采用

六碱基随机引物以 mRNA 为模板反转录合成一链

cDNA,再加入缓冲液、dNTPs和DNA聚合酶I合成

二链cDNA;利用 AM
 

Pure
 

XP
 

beads纯化双链cD-
NA,并对纯化后的双链cDNA进行末端修复、加 A、
加接头;通过AMPure

 

XP
 

beads对双链cDNA进行片

段大小选择,然后进行PCR扩增以构建cDNA文库,
同时检测构建的文库的质量。文库质检合格后采用

Illumina平台测序。

2.4 RNA-seq数据处理 对测序所得数据进行质控

及过滤,确认测序数据质量符合预期。将过滤好的数

据与参考基因组进行比对,然后通过软件 HTSeq(v0.
5.4

 

p3)基因表达水平分析。采集基因表达水平分析

中得到的readcount数据,使用DESeq(1.10.1)软件

分析差异表达基因。通过对比公共数据库,将基因及

表达信息作为一个整体网络进行研究。以 KEGG数
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据库中Pathway为单位,应用超几何检验在差异表达

基因中找出与整个转录组背景相比显著性富集的

Pathway,对其进行进一步分析。

结 果

1 重组质粒载体的鉴定

提取重组质粒,通过EcoRI和XhoI双酶切验证

目的基因片段,结果如图1。pET32a(+)-OXA-48重

组表达载体构建正确。

1 重组质粒 2 重组质粒双酶切 M DNA标志物
图

 

1 重组质粒pET32a(+)-OXA-48酶切鉴定

1 Plasmid
 

before
 

enzyme
 

digestion 2 Plasmid
 

after
 

enzyme
 

di-
gestion M DNA

 

marker
Fig.1 Plasmid

 

digestion
 

diagram

表
 

1 样品总RNA检测结果
Table

 

1 Total
 

RNA
 

detection
 

results
 

of
 

samples
样品名称

Sample
 

name
浓度(ng/μl)
Concentration

体积(μl)
Volume

总量(μg)
Total

完整性值
Integrity

 

value

a1 495 32 15.84 10
a2 489 32 15.648 9.9
a3 520 32 16.64 9.9
b1 202 32 6.464 10
b2 226 32 7.232 9.9
b3 220 32 7.04 10

2 转录组测序质量评估

样品测序统计结果显示,a组pET32a(+)和b组

pET32a(+)-OXA-48和3个生物学重复共6份样品

clean
 

reads数据均超过1G,且 Q20>95%,Q30>
89%。质粒的碱基质量分布、GC含量分布、碱基质量

混合分布、测序饱和度和均一化分布数据均合格(表

2,表3)。

表
 

2 样品数据过滤情况
Table

 

2 Data
 

filtration
 

by
 

sample

样品
Sample

原始
读数
Raw
reads

原始
碱基
Raw

 

bases

过滤后
读数
Clean
reads

过滤后
碱基数
Clean

 

bases

Phred值
>20的碱
基占比
Q20(%)

Phred值
>20的碱
基占比
Q30(%)

a1 10696108 1.6G 10633638 1.6G 97.88
 

93.75
 

a2 8748782 1.31G 8694568 1.3G 98.05
 

94.08
 

a3 9211250 1.38G 9146900 1.37G 97.94
 

93.86
 

b1 9327702 1.39G 9240958 1.39G 97.96
 

93.81
 

b2 8941198 1.34G 8819424 1.32G 97.96
 

93.80
 

b3 8146538 1.22G 8050244 1.21G 97.91
 

93.70
 

表
 

3 差异表达基因归类分析表
Table

 

3 Differential
 

expression
 

gene
 

classification
 

analysis
 

table
项目
Item

基因名称
Gene_name

差异倍数
log2FoldChange

P 值
P

 

value
功能
Product

耐药性 acrB 1.3936 3.81E-12 multidrug
 

efflux
 

RND
 

transporter
 

permease
 

subunit

acrA 1.0492 0.001549 multidrug
 

efflux
 

RND
 

transporter
 

periplasmic
 

adaptor
 

subunit
 

acrA

ompF -4.8083 4.00E-141 porin
 

OmpF
eptC 2.6556 6.17E-07 phosphoethanolamine

 

transferase
 

CptA
生物膜
形成 thrA 1.4508 1.08E-06 bifunctional

 

aspartate
 

kinase/homo-
serine

 

dehydrogenase
 

I

fumB 1.8235 8.89E-28 class
 

I
 

fumarate
 

hydratase
ilvN 2.4134 0.002502 acetolactate

 

synthase
 

small
 

subunit

mcbR 3.6661 0.000139 colanic
 

acid/biofilm
 

transcriptional
 

regulator
 

McbR

pdeR 1.5944 0.000741 cyclic
 

di-GMP
 

phosphodiesterase

fnr 1.9753 1.77E-17 fumarate/nitrate
 

reduction
 

tran-
scriptional

 

regulator
 

Fnr

malP 1.7061 6.77E-08 maltodextrin
 

phosphorylase
脂多糖

生物合成 arnT 3.471 5.91E-06 Lipid
 

IV(A)
 

4-amino-4-deoxy-L-ar-
abinosyltransferase

lptD 2.1434 0.000121 LPS
 

assembly
 

protein
 

LptD

3 差异表达基因(DEGs)数量统计

根 据 a 组 pET32a(+)-BL21(DE3)与 b 组

pET32a(+)-48-BL21(DE3)基因表达水平进行差异

基因的筛选,筛选阈值一般为:|log2(FoldChange)|>
1且qvalue<0.005。DEGSs火山图(图2)显示,检测

到的显著差异表达基因有1
 

201个,其中上调592个,
下调609个。

图
 

2 pET32a(+)-BL21(DE3)与pET32a(+)-48-
BL21(DE3)DEGs火山图

Fig.2 Volcano
 

plot
 

analysis
 

of
 

Group
 

a
 

and
 

Group
 

b
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4 差异表达基因维恩图

a组pET32a(+)-BL21(DE3)与 b组 pET32a
(+)-48-BL21(DE3)相比较,两组间的差异表达基因

关联分析结果如图3。该图展示了各组表达的基因个

数及其重叠关系,其中圆圈交叉部分为表达的共有基

因。共有3
 

219个差异表达基因两组均表达,260个差

异表达基因为a组所特有,268个差异基因为b组所

特有。

图
 

3 差异表达基因维恩图

Fig.3 Venn
 

map
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes

5 差异表达基因聚类分析

将差异基因的表达水平做层次聚类分析,结果如

图4。每种颜色代表一种分组,颜色相近说明基因表

达模式也相近。每一行表示一个基因,每一列表示一

个样品。颜色从蓝到红表示log10(
 

FPKM
 

+1)从小

到大。通过基因ID在数据库中查找其功能,在可查到

基因中,b组相较于a组与耐药性相关的外排泵基因、
生物膜转录因子、及脂多糖组装蛋白相关等基因表达

均显著上调。

6 差异基因GO富集分析

为了能够直观反映差异表达基因在分子功能和生

物过程的分布情况,采用GO富集柱状图分析差异表

达基因,前30个富集最显著的GO
 

term如图5。GO
分析表明,代谢过程、生物合成过程、分子功能、催化活

性、离子结合等途径共同参与 OXA-48菌株的生物过

程。

7 差异表达基因的信号通路富集分析

Pathway显著性富集分析能确定差异表达基因参

与的最主要生化代谢途径和信号转导途径。KEGG
是作为Pathway相关的主要公共数据库。对两组间

差异表达基因的 KEGG富集分析显示,b组pET32a
(+)-48-BL21(DE3)的DGEs主要富集到碳代谢、不
同环境中的微生物代谢、抗生素的生物合成、嘌呤代

谢、次生代谢物的生物合成等(图6)。

图
 

4 差异表达基因聚类分析图

Fig.4 Cluster
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes

图
 

5 差异基因GO分类

Fig.5 GO
 

classification
 

of
 

group
 

b
 

and
 

group
 

a

8 差异表达关键基因分析

为了全面梳理1201个差异表达基因与耐药性、生
物膜被膜形成及脂多糖生物合成等方面的相关性,筛
选部分相关基因并进行分类整理,结果见表3。
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图
 

6 差异表达基因的KEGG
 

Pathway富集

Fig.6 KEGG
 

Pathway
 

enrichment
 

of
 

group
 

b
 

and
 

group
 

a

讨 论

为探究OXA-48对BL21(DE3)菌株的代谢及耐

药性的影响,本研究采用转录组测序技术对pET32a
(+)-OXA-48-BL21(DE3)和 pET32a(+)-BL21
(DE3)进行了转录组测序。测序结果表明,OXA-48
中DEGs有1

 

201个,其中上调592个,下调609个。
对DEGs进行GO富集和KEGG富集,有助于探索究

OXA-48对BL21(DE3)菌株耐药性和代谢的影响。
结果表明,OXA-48中的DGEs富集到碳代谢、不同环

境中的微生物代谢、抗生素的生物合成、嘌呤代谢以及

次生代谢物的生物合成。信号通路富集表明,OXA-
48对细菌的影响由众多信号通路共同参与。李会

等[6]对空肠弯曲菌酰胺醇类诱导耐药株与敏感株进行

了转录组分析,发现氯霉素和氟苯尼考耐药菌株中差

异表达基因均参与代谢通路、次级生物合成代谢、不同

环境中微生物的代谢、核糖体代谢和碳代谢等途径。
对耐药菌株进行转录组分析,发现碳代谢直接影响细

菌的生长特性。因此,微生物重要的代谢途径碳代谢

可能与抗生素耐药性的演变有关。
本研究从β-内酰胺耐药性、生物膜形成、脂多糖生

物合成等方面对差异表达关键基因进行分类整理。耐

药性方面,acrA 和acrB 基因在OXA-48组表达上调。
有研究表明,由外排泵基因(acrA、acrB、tolC)编码的

外膜蛋白TolC、膜间质融合蛋白AcrA和内膜转运蛋

白 AcrB 组 成 AcrAB-TolC 药 物 外 排 泵。AcrAB-
TolC通过从细菌中排出抗生素和其他化合物赋予抗

生素抗性,从而产生 MDR细菌[7-8]。其赋予肠道细菌

固有的和进化的耐药性,包括大肠埃希菌和鼠伤寒沙

门菌。本研究结果显示在OXA-48组BL21(DE3)中,
外排泵基因均表达上调,从而使细菌耐药性增强。多

粘菌素能杀灭大多数革兰阴性菌,是治疗 MDR革兰

阴性菌感染的最后手段[9]。在革兰阴性菌中,多粘菌

素通过与脂质A的初始相互作用发挥其杀菌杀作用。
然而染色体编码的的PEA转移酶可通过修饰脂质A
介导多黏菌素的抗性[10]。本研究结果显示在 OXA-
48组BL21(DE3)中,EptC 基因表达上调,从而使细

菌耐药性增强。有研究发现在IPM治疗下,产ESBLs
酶和/或AmpC酶的大肠埃希菌更能引起对碳青霉烯

类抗生素 MIC值的增高,主要是引起膜孔蛋白ompF
基因表达下调所致。OmpF是大肠埃希菌重要的外膜

亲水性非特异孔道蛋白之一,通过改变外膜的通透性

能够适应碳青霉烯类抗生素,导致临床抗感染治疗失

败[11]。本研究结果显示在 OXA-48组 BL21(DE3)
中,ompF 表达下调,从而使细菌耐药性增强。

在生物膜形成方面,pedR 基因、mcbR 基因在

OXA-48组表达上调。Yu等[12]的研究表明,转录调

控因子McbR通过抑制周质蛋白YbiM调节胞外多糖

的产量,从而增加生物膜的形成和粘性。Serra等[13]

研究发现,磷酸二酯酶PdeR是细胞外基质局部异质

性的关键成分,对于大肠埃希菌菌落生物膜的完整性

和形态发生至关重要。本研究结果显示在 OXA-48
组BL21(DE3)中,pedR 和mcbR 均表达上调,从而使

细菌生物膜形成能力增强。
在革兰阴性菌中,脂多糖是外膜的重要组成部分,

并参与构成细菌的固有免疫[14]。而在大多数革兰阴

性菌中,Lpt系统均是运输脂多糖的唯一途径。作为

革兰阴性菌所独有的一种强有力的免疫激活剂[15-16],
脂多糖通过宿主的Toll样受体4(TLR4)激活宿主的

炎症反应信号通路,因此脂多糖也常作为主要诱因导

致炎症和人体天然免疫反应。Ruiz等[17]在20世纪初

首次明确脂多糖从胞质到外膜的输出过程和外膜上的

组装过程需要脂多糖运输蛋白(Lipopolysaccharide
 

transport
 

proteins,LptABCDEFG)的参与。本研究结

果显示,OXA-48组BL21(DE3)的
 

LptD 基因表达上

调,从而影响脂多糖的运输过程。
综上所述,blaOXA-48 在BL21(DE3)菌株中的表达

能调控多种与细菌耐药性及代谢相关基因的表达。对

RNA-seq的结果作进一步分析,深入研究blaOXA-48 耐

药基因对于肠杆菌科细菌的影响,可为 OXA-48菌株

的流行病学监测及预防控制感染提供新的参考。
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弓形虫钙依赖蛋白激酶CDPK3多克隆抗体的制备
与初步应用*
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230032)

【摘要】 目的 制备抗弓形虫钙依赖蛋白激酶(TgCDPK3)多克隆抗体,为进一步探究TgCDPK3在弓形虫中的作用奠

定基础。 方法 将酶切鉴定正确的原核重组表达载体pET28a-TgCDPK3转化 BL21,使用IPTG诱导表达重组

TgCDPK3蛋白,利用 His-Ni
 

Beads亲和层析法纯化重组pET-28a-TgCDPK3蛋白。取纯化蛋白用弗氏佐剂乳化后通过

皮下多点注射免疫新西兰大白兔,一周后加强免疫,共2次。末次免疫后1周取血,分离血清,通过ELISA测定抗体效

价,Western
 

blot检测抗血清与内源天然TgCDPK3蛋白以及重组表达蛋白TgCDPK3的反应性。同时以该抗血清为一

抗采用免疫荧光法进行TgCDPK3蛋白的定位。 结果 pET-28a-TgCDPK3转化BL21后表达相对分子质量为59×
103 的 His-TgCDPK3蛋白,纯化后免疫新西兰大白兔,制备的抗血清抗体效价为1∶64

 

000。Western
 

blot检测该抗血

清能识别来源于弓形虫 ME-49株的TgCDPK3蛋白及外源重组TgCDPK3蛋白。免疫荧光检测显示TgCDPK3定位于

弓形虫速殖子膜表面。 结论 成功制备TgCDPK3多克隆抗体,该抗体效价高且特异性强,可用于相关基础实验,为
进一步探究TgCDPK3在弓形虫中的作用奠定了基础。

【关键词】 弓形虫;TgCDPK3;多克隆抗体;免疫荧光
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Preparation
 

and
 

preliminary
 

application
 

of
 

polyclonal
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against
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calcium
 

de-
pendent

 

protein
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CDPK3
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of
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230032,China)***

【Abstract】 Objective to
 

lay
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

investigation
 

of
 

the
 

role
 

of
 

TgCDPK3
 

in
 

Toxoplasma
 

gondii,pre-

pare
 

polyclonal
 

antibodies
 

against
 

calcium
 

dependent
 

protein
 

kinase
 

(TgCDPK3). Methods The
 

enzymatically
 

identi-
fied

 

prokaryotic
 

recombinant
 

expression
 

vector
 

pET28a-TgCDPK3
 

was
 

transformed
 

into
 

BL21,and
 

the
 

recombinant
 

TgCDPK3
 

protein
 

was
 

induced
 

to
 

be
 

expressed
 

in
 

vitro
 

using
 

IPTG.
 

After
 

purification
 

of
 

the
 

recombinant
 

pET-28a-
TgCDPK3

 

protein
 

using
 

His-Ni
 

Beads
 

affinity
 

chromatography,and
 

combined
 

with
 

Freund􀆳s
 

adjuvant,New
 

Zealand
 

rab-
bits

 

were
 

immunized
 

by
 

subcutaneous
 

injection
 

of
 

multiple
 

sites
 

Blood
 

was
 

collected
 

afterwards.
 

The
 

prepared
 

polyclonal
 

antibodies
 

were
 

tested
 

by
 

ELISA
 

to
 

determine
 

their
 

potency
 

and
 

Western
 

Blot
 

to
 

detect
 

their
 

ability
 

to
 

bind
 

endogenous
 

natural
 

TgCDPK3
 

protein
 

as
 

well
 

as
 

recombinantly
 

expressed
 

TgCDPK3
 

protein,so
 

as
 

to
 

evaluate
 

the
 

specificity
 

of
 

the
 

polyclonal
 

antibodies,and
 

also
 

applied
 

to
 

observe
 

the
 

localization
 

of
 

TgCDPK3
 

protein
 

by
 

immunofluorescence
 

technique.
 Results the

 

pET-28a-TgCDPK3
 

was
 

transformed
 

into
 

BL21
 

and
 

expressed
 

His-TgCDPK3
 

protein
 

with
 

a
 

relative
 

mo-
lecular

 

mass
 

of
 

59×103.
 

pET-28a-TgCDPK3
 

was
 

purified
 

and
 

immunized
 

in
 

New
 

Zealand
 

rabbits,and
 

the
 

antiserum
 

was
 

prepared
 

with
 

an
 

antibody
 

potency
 

of
 

1∶64
 

000.
 

pET-28a-TgCDPK3
 

recognized
 

TgCDPK3
 

protein
 

from
 

Toxoplasma
 

gondii
 

strain
 

ME-49
 

and
 

exogenous
 

recombinant
 

TgCDPK3
 

protein
 

by
 

Western
 

blot.
 

TgCDPK3
 

protein
 

and
 

exogenous
 

re-
combinant

 

TgCDPK3
 

protein.
 

Immunofluorescence
 

showed
 

that
 

TgCDPK3
 

was
 

localized
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

T.
 

gondii
 

tachyzoites. Conclusion The
 

TgCDPK3
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

successfully
 

prepared
 

with
 

high
 

potency
 

and
 

specificity,which
 

can
 

be
 

used
 

in
 

relevant
 

basic
 

experiments,laying
 

the
 

foundation
 

for
 

further
 

investigation
 

of
 

the
 

role
 

of
 

TgCDPK3
 

in
 

T.
 

gondii.
【Key

 

words】 Toxoplasma
 

gondii;TgCDPK3;polyclonal
 

antibody;immunofluorescence
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