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弓形虫致密颗粒蛋白GRA35多克隆抗体的制备
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【摘要】 目的 制备兔多抗弓形虫致密颗粒蛋白GRA35抗体,并对其进行初步的鉴定和应用。 方法 利用GRA35
重组蛋白免疫新西兰兔,获得抗GRA35抗体。采用ELISA检测抗体效价,采用 Western

 

Blot鉴定抗体的特异性,并将

获得的多克隆抗体应用于免疫荧光技术。 结果 获得的抗体效价在1∶32
 

000之上;经重组的外源性致密颗粒蛋白

GRA35和弓形虫速殖子中的内源性致密颗粒蛋白GRA35能够被制备的多克隆抗体特异性识别;弓形虫入侵细胞时形

成的纳虫泡膜与弓形虫致密颗粒蛋白GRA35共定位。 结论 成功获得具有较高效价和较强特异性的弓形虫致密颗

粒蛋白GRA35的兔多克隆抗体,为弓形虫致密颗粒蛋白GRA35在弓形虫入侵宿主细胞时发挥的作用的进一步研究创

造了条件。
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【Abstract】 Objective To
 

prepare
 

and
 

identify
 

rabbit
 

polyclonal
 

antibody
 

Toxoplasma
 

gondiiagainst
 

dense
 

granular
 

protein
 

(GRA35),and
 

apply
 

it. Methods By
 

constructing
 

the
 

expression
 

vector
 

of
 

GRA35,the
 

GRA35
 

protein
 

was
 

obtained
 

and
 

immunized
 

New
 

Zealand
 

rabbits
 

to
 

prepare
 

anti-GRA35
 

antibody.
 

ELISA
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

antibody
 

titer
 

and
 

Western
 

Blot
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

specificity
 

of
 

the
 

antibody.
 

The
 

location
 

of
 

GRA35
 

was
 

identified
 

by
 

immunofluorescence. Results ELISA
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

antibody
 

obtained
 

titer
 

was
 

above
 

1:32
 

000;Western
 

Blot
 

results
 

showed
 

that
 

exogenous
 

recombinant
 

GRA35
 

protein
 

and
 

endogenous
 

natural
 

GRA35
 

protein
 

in
 

T.
 

gondii
 

tachyzoites
 

could
 

be
 

specifically
 

recognized
 

by
 

the
 

polyclonal
 

antibody.
 

Immunofluorescence
 

results
 

indicated
 

that
 

dense
 

granular
 

protein
 

GRA35
 

co-localized
 

with
 

Parasite
 

vesicle
 

membrane(PVM). Conclusion The
 

polyclonal
 

antibody
 

of
 

GRA35
 

was
 

successfully
 

obtained
 

.The
 

antibody
 

has
 

high
 

titer
 

and
 

strong
 

specificity,which
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

further
 

study
 

on
 

the
 

role,mechanism
 

and
 

function
 

of
 

T.
 

gondii
 

dense
 

granule
 

protein
 

GRA35
 

in
 

T.
 

gondii
 

invasion
 

of
 

host
 

cells.
【Key

 

words】 Toxoplasma
 

gondii;GRA35;Polyclonal
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***刚地弓形虫是一种专性的胞内寄生虫,能够引起人

兽共患弓形虫病,感染包括人类在内的几乎全部温血

动物。在全世界范围内大概有1/3的人感染弓形虫,
检测其弓形虫血清抗体呈现阳性[1]。正常人体被弓形

虫感染时通常表现为隐性感染,无明显临床症状;而当

弓形虫感染免疫缺陷症的患者和孕妇时,可导致严重

并发症甚至会造成死亡[2]。
致密颗粒作为弓形虫的重要分泌型细胞器之一,

它分泌的致密颗粒蛋白(GRAs)能够参与纳虫泡(PV)
及纳虫泡网状结构(PVN)的形成与修饰,以维持弓形

虫在宿主细胞内的生存。致密颗粒蛋白在弓形虫入侵

宿主细胞时,毒力发挥强弱的控制以及在宿主细胞内

的存活、复制发挥着关键作用。同时,GRAs是宿主在

感染弓形虫后血液循环中的抗原的重要组成部分,因
此GRAs能够在宿主体内发挥比较强的免疫原性[3]。
研究发现GRA35能够定位于纳虫泡膜(PVM)上[4],
但是目前对于GRA35在弓形虫入侵宿主细胞发挥的

作用以及免疫逃避的机制尚不清楚。本研究通过体外

诱导纯化GRA35蛋白,将其作为抗原免疫新西兰兔
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来制备抗GRA35多克隆抗体,并应用于免疫荧光技

术,为进一步研究GRA35在弓形虫中的功能及其在

入侵时发挥的作用奠定了基础。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞株和质粒 N2a细胞与 Vero细胞为本实

验室冻存,pet-28a载体为本实验室保存。

1.2 实验动物和弓形虫株 新西兰兔是由安徽医科

大学实验动物中心提供。野生型弓形虫株 ME-49速

殖子为本实验液氮保存,经复苏后接种于 Vero细胞

内培养,传代后用于实验。

1.3 主要试剂 弗氏完全佐剂(Freunds
 

complete
 

adjuvant,FCA)、弗 氏 不 完 全 佐 剂 (Freunds
 

incomplete
 

adjuvant,FCA)购自美国西格玛奥德里奇

贸易有限公司;Ni-NTA
 

Agarose购自美国凯杰公司;
澳洲胎牛血清购自上海逍鹏生物科技有限公司;DAPI
染色液、抗荧光淬灭封片液购自上海碧云天公司;羊抗

兔HRP-IgG抗体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;NC膜购自美

国默克密理博公司;lipofectamine3000、山羊抗兔罗丹

明IgG购自赛默飞世尔科技公司。

2 方法

2.1 pET-28a-GRA35重 组 表 达 载 体 的 构 建 在

ToxoDB上查找出GRA35的序列并利用Oligo6.0软

件设计1对引物:GRA35-F:5'-GAATTCCGTCCTG
 

CAAATTTCTTCCGTA-3'
 

GRA35-R:5'-CTCGAG
 

AAGCTCTTGAAATGAGTTGCG-3',在 上 游 引 入

EcoRⅠ酶切位点,下游引入XhoⅠ酶切位点。以野生

型 ME-49虫株的全基因组为模板,PCR扩增GRA35
基因,GRA35基因克隆至原核表达载体pET-28a,后
利用EcoRⅠ和XhoⅠ进行双酶切验证。

2.2 pET-28a-TgGRA35外源重组蛋白的诱导表达

 将pET-28a-TgGRA35重组质粒进行转化,导入大

肠埃希菌BL21(DE3)感受态细胞中,加入750
 

μL
 

LB
培养基,37

 

℃,150
 

r/min震荡培养1
 

h,涂板后置于

37
 

℃恒温孵箱过夜(14
 

h);挑取单个菌落,于37
 

℃,

220
 

r/min培养过夜,将过夜的菌液加入含有卡那抗

生素的200
 

mL培养基,37
 

℃,220
 

r/min培养2
 

h后,
加入1

 

mmol/L的IPTG(1∶1
 

000),将30
 

℃,220
 

r/

min作为诱导条件,诱导表达6
 

h,之后取诱导后菌液

进行SDS-PAGE电泳验证,观察蛋白表达量。8
 

000
 

r/min离心收集后放入-20
 

℃,用于后续纯化。

2.3 pET-28a-GRA35外源重组蛋白的纯化 将5
 

mL的裂解液(1%triton-100)加入诱导表达后收集的

菌体内,重悬后在低温条件下进行超声破碎;将蛋白上

清装入Ni-beads柱,4
 

℃旋转结合2
 

h;用预冷的PBS
洗涤两次后,洗柱数次;洗脱蛋白,取40

 

μL洗脱后的

样品进行12%
 

SDS-PAGE电泳验证,鉴定纯化的效

果。

2.4 抗体的制备 采集免疫前兔血清,作为阴性对

照。免疫,以1∶1的比例将免疫原即纯化获得的

GRA35重组蛋白和弗式完全佐剂混合乳化。充分乳

化后,以皮下注射的方式在多个部位免疫新西兰兔,每
只兔子共注射400

 

μg蛋白。之后每间隔一周同样以1
∶1的比例将免疫原GRA35蛋白和弗式不完全佐剂

混合,充分乳化后进行免疫,共进行3次免疫,最后一

次免疫结束后的一周,通过心脏取血的方式获得免疫

后新西兰兔的血清,分装,-80
 

℃保存。

2.5 抗体效价的测定 将纯化后获得的GRA35蛋

白按照1
 

μg/孔包被至96孔板,包被后每孔加入100
 

μL封闭液(1%
 

BSA)进行封闭,37
 

℃条件下孵育1
 

h;
使用PBST洗板(5

 

min/次,3次),将免疫后和免疫前

血清进行梯度稀释后加入96孔板,在37
 

℃的条件下

孵育1
 

h,使用PBST洗板3次;加入羊抗兔 HRP
 

-
IgG(1∶400稀释),37

 

℃条件下反应1
 

h后使用

PBST洗板;避光条件下加入TMB显色液,37
 

℃显色

5~10
 

min,加入终止液终止反应;用酶标仪测吸光度

A450 值

2.6 抗体特异性测定 分别提取野生型弓形虫株

ME-49株和敲除GRA35
 

ME-49虫株的总蛋白,以及

转染GFP质粒和GFP-TgGRA35重组质粒的N2a细

胞的总蛋白,进行SDS-PAGE电泳后,将蛋白使用湿

转法转至NC膜上,配制浓度为5%的脱脂牛奶,将转

好的膜封闭1.5
 

h后,用TBST洗涤(10
 

min/次,共3
次),加入GRA35多克隆抗体(1∶1

 

000)和作为对照

的CDPK3抗体,4
 

℃孵育过夜;同上洗涤,加入羊抗兔

二抗,低速摇床室温孵育1.5
 

h,使用TBST洗膜后显

影并分析结果。

2.7 间接免疫荧光试验 将 Vero细胞悬液加入到

24孔板中,24
 

h后加入野生型弓形虫株 ME-49株悬

液;继续培养24
 

h后,使用多聚甲醛固定液将细胞和

弓形虫固定在盖玻片上,使用PBS洗涤(5
 

min/次,3
次),加入0.5%

 

triton-100对细胞打孔,之后加入5%
的BSA室温封闭30

 

min,按上述方法洗涤之后,取出

盖玻片,加入GRA35多克隆抗体(稀释比为1∶50)孵
育过夜,使用PBS洗涤后,加入FITC标记的山羊抗

兔IgG,37
 

℃孵箱孵育1
 

h洗涤之后,加入DAPI染细

胞核10
 

min,同样按照上述方法洗涤之后滴加抗淬灭

剂封片,荧光显微镜下观察。
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结 果

1 pET-28a-TgGRA35重组表达载体

GRA35基因经扩增克隆至pET-28a载体后,利
用EcoRⅠ和XhoⅠ进行双酶切验证。经1%琼脂糖

凝胶电泳的结果显示,pET-28a-TgGRA35双酶切之

后,在1
 

137
 

bp出显示出条带,与预期大小相一致。
(图1)

M DNA分子量标准(DL2000) 1、2 pET-28a-TgGRA35双酶切产物
图

 

1 pET-28a-TgGRA35重组表达载体鉴定结果

M DNA
 

marker(DL2000) 1,2 Endonucleaseproducts
 

of
 

pET-
28a-TgGRA35

Fig.1 Results
 

of
 

pET-28a-TgGRA35
 

recombinant
 

expression
vector

 

identification

2 pET-28a-TgGRA35融合蛋白的诱导表达及纯化

将pET-28a-TgGRA35质粒转化入BL21(DE3)
感受细胞中,经IPTG诱导表达,过 Ni-beads柱纯化

获得目的蛋白后,进行12%SDS-PAGE电泳验证。使

用考马斯亮蓝染色后在41
 

ku的位置可见大量目的蛋

白,与预期大小符合(图2)。

  1 GRA35诱导表达前 2 GRA35诱导表达后 3 GRA35超
声破碎后 4 GRA35纯化后

图
 

2 pET-28a-TgGRA35融合蛋白SDS-PAGE鉴定结果

1 GRA35
 

induced
 

without
 

IPTG 2 GRA35
 

induced
 

with
 

IPTG
 3 Thebacterial

 

protein
 

of
 

GRA53
 

induced
 

with
 

IPTG 4 Purified
 

GRA35
Fig.2 Results

 

of
 

SDS-PAGE
 

identification
 

of
 

pET-28a-TgGRA35
fusion

 

protein

3 抗体效价的测定

抗体的A450 值通过ELISA检测获得,结果如图3
所示,将血清稀释至1∶32

 

000时,其A450 值仍大于相

同稀释度下阴性血清的2.1倍,这表明获得的抗体效

价在1∶32
 

000之上。

图
 

3 GRA35多克隆抗体效价的ELISA结果

Fig.3 The
 

titer
 

of
 

GRA35
 

polyclonal
 

antibodyies

4 抗体特异性的测定

利用提取的野生型弓形虫株 ME-49株和敲除

GRA35
 

ME-49 虫 株 的 总 蛋 白,以 及 转 染 GFP 和

GFP-TgGRA35重组质粒的 N2a细胞总蛋白对获得

的多克隆抗体特异性强弱进行Western
 

blot鉴定。内

源性天然的TgGRA35抗原和经质粒转染细胞过表达

的外源蛋白都能够被制备的GRA35多克隆抗体特异

性识别,相对分子质量约41
 

ku,蛋白条带与预期位置

一致(图4)。

  A 以CDPK3抗体作为对照,野生型弓形虫株 ME-49株和本实验

室构建 的 GRA35敲 除 虫 株 的 Western
 

blot结 果 B 以 GFP和

GADPH抗体作为对照,经质粒转染提取的总蛋白的 Western
 

blot结果

图
 

4 GRA35多克隆抗体的 Western
 

Blot的结果分析

A Western
 

blot
 

results
 

of
 

ME49-wt
 

and
 

ME49-ΔGRA35using
 

CDPK3
 

antibody
 

as
 

a
 

control B Western
 

blot
 

results
 

of
 

total
 

proteins
 

extracted
 

by
 

plasmid
 

transfection
 

using
 

GFP
 

and
 

GADPH
 

antibodies
 

as
 

controls
Fig.4 Western

 

Blot
 

analysis
 

of
 

polyclonal
 

antibodies
 

against
 

GRA35

5 间接免疫荧光试验

荧光显微镜下观察发现,呈现蓝色的是 Vero细

胞和弓形虫的细胞核,呈现红色则是GRA35多克隆

抗体的结合部位,它与弓形虫的纳虫泡膜位置一致。

讨 论

作为一种严重的人畜共患病,弓形虫病仍旧是一

个严重的全球性公共问题,不仅会感染人类危害人类
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健康,同时也会引起牛、羊等牲畜的感染,从而影响畜

牧业的发展[5]。弓形虫主要分泌型细胞器包括微线体

(MIC)、棒状体(ROP)和致密颗粒(GRA)[6],主要分

泌微线体蛋白、棒状体蛋白和致密颗粒蛋白[7]。其中,
微线体蛋白包含有黏附结构域,其结构域能够结合宿

主细胞表面的一些相关受体发挥功能,同时这类蛋白

也能够参与弓形虫的滑行运动,协助入 侵 宿 主 细

胞[8-10]。棒状体蛋白由于分布不同可分为棒状体基部

蛋白和棒状体颈部蛋白[11],棒状体蛋白参与形成和维

持PVM和PVN,从而调控弓形虫入侵宿主细胞及在

宿主内的增殖[12-13];致密颗粒蛋白在PV和PVN的形

成和维持中发挥着关键作用[14-15],同时致密颗粒蛋白

能够刺激宿主产生强烈的免疫反应。

图
 

5 GRA35多克隆抗体的免疫荧光检测结果

Fig.5 Results
 

of
 

immunofluorescene
 

detection
 

with
 

GRA35
polyclonal

 

antibodies

目前发现的GRAs已有50余种,包括GRA1-17、

GRA23-25、GRA35、GRA39、GRA42-43、组织蛋白酶、
三磷酸核苷酸水解酶、蛋白酶抑制剂、STAT1转录活

性抑制因子、Myc调节因子等[16]。能够分泌到PVM
上的致密颗粒蛋白被鉴定为寄生虫效应分子,可以参

与宿主-寄生虫相互作用,包括调节宿主信号通路、逃
避宿主免疫反应和营养获取[7]。研究显示 GRA35、

GRA42和GRA43能够介导大鼠巨噬细胞焦亡和成

熟 IL-1β 的 分 泌。 感 染 ΔGRA35、ΔGRA42 和

ΔGRA43的弓形虫,能够减少大鼠巨噬细胞死亡[4]。

ΔGRA35的弓形虫无法在大鼠体内建立慢性感染,表
明其在体内建立慢性感染中起着关键作用,但具体机

制尚不清楚。为了进一步研究GRA35在弓形虫入侵

宿主细胞与宿主细胞的相互作用以及免疫躲避机制,
本研究制备了弓形虫致密颗粒蛋白GRA35的特异性

多克隆抗体,为后续的实验创造更多条件。目前单克

隆抗体制备和多克隆抗体的制备是常用的两种抗体制

备的方法。小鼠是单克隆抗体制备常用的实验动物,
将获得的免疫原免疫小鼠,之后将骨髓瘤细胞与免疫

后小鼠的脾细胞进行融合获得杂交瘤细胞,经过逐一

筛选后进行下一步实验获得所需的单克隆抗体。而多

克隆抗体常选用新西兰兔作为免疫动物,免疫结束后

取免疫动物的血清即为所制备的抗体。该研究制备了

弓形虫致密颗粒蛋白GRA35的多克隆抗体,通过质

粒转化,IPTG诱导表达以及利用 Ni-beads柱纯化出

浓度和纯度较高的GRA35蛋白,将其作为抗原免疫

新西兰兔制备 GRA35的多克隆抗体。用ELISA检

测获得的抗体效价,结果表示制备的抗体效价在1∶
32

 

000之上。Western
 

Blot的结果显示GRA35的多

克隆 抗 体 可 以 用 于 特 异 性 识 别 弓 形 虫 内 源 性 的

GRA35蛋白以及经转染的外源重组 GRA35蛋白。
通过免疫荧光试验成功检测到GRA35可以定位于弓

形虫顶端的分泌型细胞器致密颗粒以及感染细胞的纳

虫泡。
综上所述,通过本研究成功获得弓形虫致密颗粒

蛋白GRA35的多克隆抗体,经检测抗体的效价高,特
异性强,其中经外源重组的GRA35蛋白以及弓形虫

速殖子内源性GRA35蛋白都能够被该抗体特异性识

别,GRA35多克隆抗体也可应用于 Western
 

Blot、免
疫荧光等比较常规的实验技术。为对于弓形虫中

GRA35蛋白发挥的作用及功能、弓形虫入侵宿主细胞

时发挥的作用以及与宿主细胞相互作用的机制的进一

步深入研究创造了条件。
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