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揖Abstract铱 Objective To clone and express the phosphoglycerate mutase 2 (PGAM2) gene of Toxoplasma gondii,

and analyze the antigenicity of the recombinant protein. Methods Total RNA was extracted from T. gondii tachyzoites of
RH strain and reversely transcribed into cDNA. TgPGAM2 gene was amplified by PCR and cloned into pET30a(+) vector.
The constructed pET30a(+) 鄄TgPGAM2 was transformed into E. coli DH5琢 first and selected through the colony鄄PCR and
confirmed by the double restriction enzyme digestion and sequencing. The correct plasmid was transformed into E. coli
BL21 for expression induced by IPTG and the recombinant protein was further analyzed through SDS鄄PAGE followed by
Coomassie brilliant blue staining. Western blotting assay with rabbit anti鄄T. gondii serum was used to analyze its anti鄄
genicity. Results The length of PCR product was about 750 bp and the recombinant plasmid pET30a(+) 鄄TgPGAM2 was
successfully constructed. The results of SDS鄄PAGE and Western blotting revealed that the relative molecular weight (Mr)
of the soluble recombinant protein was approximately 30 000 and could be recognized by rabbit anti鄄T. gondii serum.
Conclusion The soluble TgPGAM2 protein has been expressed in the prokaryotic expression system and maintains its
antigenicity.

揖Key words铱 Toxoplasma gondii；Phosphoglycerate mutase 2；Gene cloning；Prokaryotic expression；
Antigenicity
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刚地弓形虫磷酸甘油酸变位酶 2基因片段
克隆、表达及抗原性分析

揖论著铱文章编号院1000鄄7423渊2012冤鄄02鄄0086鄄04

揖摘要铱 目的 克隆尧 表达刚地弓形虫 渊Toxoplasma gondii冤 磷酸甘油酸变位酶 2 渊TgPGAM2冤 基因片段袁 并分析
其抗原性遥 方法 提取弓形虫 RH株速殖子总 RNA袁 逆转录合成 cDNA遥 PCR扩增 TgPGAM2基因遥 扩增产物经双酶
切后连接入 pET30a(+) 载体袁 重组质粒转化大肠埃希菌 渊E. coli冤 DH5琢袁 阳性菌落经 PCR和双酶切鉴定袁 并测序遥 将
测序正确的重组质粒 pET30a(+)鄄TgPGAM2转化至 E. coli BL21并加入异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷渊IPTG冤诱导表达袁 十二
烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤 结合考马斯亮蓝染色检测表达产物遥 以兔抗弓形虫血清为一抗袁 蛋白
质印迹 渊Western blotting冤 分析重组蛋白的抗原性遥 结果 PCR扩增产物约为 750 bp遥 菌落 PCR尧 双酶切和测序结果
显示袁 重组质粒 pET30a(+)鄄TgPGAM2构建成功遥 SDS鄄PAGE结果显示袁 经 IPTG诱导获得相对分子质量渊Mr冤约 30 000
的可溶性重组蛋白遥 Western blotting分析证实其能被兔抗弓形虫血清识别遥 结论 刚地弓形虫 RH株 TgPGAM2基因
片段可在原核表达系统中表达袁 且该可溶性重组蛋白具有抗原性遥
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刚地弓形虫 渊Toxoplasma gondii冤 是一种专性细
胞内寄生原虫袁 可感染人和所有温血动物的有核细
胞咱1暂遥 弓形虫的致病与宿主的免疫缺陷 渊如艾滋病患
者冤 和免疫功能低下 渊如接受免疫抑制剂治疗的器官
移植或化疗的肿瘤患者冤 密切相关遥 妊娠期感染弓形
虫可会引起垂直传播袁 导致先天性弓形虫病遥 研究表
明袁 弓形虫病的疾病负担指数与沙门氏菌病和弯曲菌
病基本相当袁 但前者较少引起重视咱2暂遥 目前常用的抗
弓形虫病药物虽对速殖子有效袁 但不能杀死组织内的
弓形虫包囊咱3暂袁 对先天性弓形虫病的疗效甚微遥 发展
有效的疫苗预防弓形虫病乃当务之急遥
磷酸甘油酸变位酶渊PGAM冤是糖酵解和糖异生通

路中的一种重要蛋白酶咱4暂遥 刚地弓形虫磷酸甘油酸变
位酶渊TgPGAM冤包括 TgPGAM1 和 TgPGAM2遥 Blader
等咱5暂利用人的表达序列标签对感染刚地弓形虫的人包
皮成纤维细胞进行 cDNA微阵分析表明袁 在刚地弓形
虫感染过程中 PGAM1 表达上调遥 Okomo鄄Adhiambo
等咱6暂利用猪的表达序列标签对感染弓形虫的猪肾上皮
细胞进行 cDNA微阵分析表明袁 在弓形虫感染过程中
PGAM2表达上调遥 上述结果提示袁 PGAM在弓形虫
侵入的过程中承担着重要角色遥
本实验室的前期研究发现袁 弓形虫可溶性速殖子

抗原 渊soluble tachyzoite antigen袁 STAg冤 可有效诱导
小鼠黏膜和系统免疫应答袁 并可有效抵抗弓形虫感
染咱7,8暂遥 蛋白质组学分析证明袁 PGAM2为弓形虫 STAg
组分之一咱9暂遥 生物信息学分析表明袁 该蛋白包含 16
个潜在抗原表位咱10暂遥 本研究克隆 TgPGAM2基因袁 表
达重组 TgPGAM2蛋白袁 并分析其抗原性袁 为筛选候
选抗原提供依据遥

材料与方法

1 材料

1.1 弓形虫虫株尧 质粒和菌株 刚地弓形虫 RH 株
速殖子袁 北京大学医学部高兴政教授惠赠袁 山西医科
大学医学寄生虫学研究所液氮保种遥 原核表达质粒
pET30a(+)尧 大肠埃希菌 渊E. coli冤 DH5琢和 BL21袁 山
西医科大学医学寄生虫学研究所保存遥
1.2 主要试剂 限制性内切酶 Kpn玉和 BamH玉尧 T4
DNA连接酶尧 Taq DNA聚合酶尧 逆转录试剂盒和质
粒提取试剂盒购自宝生物工程 渊大连冤 有限公司袁 总
RNA提取试剂盒渊TRIzol Reagent冤和琼脂糖凝胶回收
试剂盒袁 异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷渊IPTG冤购自北京
博迈德科技发展有限公司袁 辣根过氧化物酶标记的
山羊抗兔抗体 IgG渊HRP鄄IgG冤购自北京中杉金桥生物
技术有限公司袁 二氨基联苯胺渊DAB冤显色液购自武

汉博士德生物工程有限公司遥 兔抗弓形虫血清由本室
制备遥

2 方法

2.1 RT鄄PCR 引物的设计与合成 根据刚地弓形虫

PGAM2基因编码序列渊GenBank登录号为 DQ457187冤
设计引物袁 上尧 下游引物序列分别为袁 P1院 5忆鄄CGG鄄
GGTACCATGGCAAAAGCAAAGTACACTC鄄3忆袁 P2院 5忆鄄
CGGGATCCTTAGGCCTTTCCTTGGTTGG鄄3 忆 袁 下划线
部分为酶切位点袁 预期扩增产物为 750 bp遥 引物由北
京奥科鼎盛生物科技有限公司合成遥
2.2 TgPGAM2基因扩增 按文献[7]的方法收集纯化刚
地弓形虫速殖子遥 按 TRIzol试剂盒说明书提取弓形虫
总 RNA遥 取 1 滋g RNA袁 按逆转录试剂盒说明书合成
cDNA遥 以合成的cDNA为模板进行 PCR袁 反应条件
为院 94 益 3 min袁 94 益 50 s袁 68 益 50 s袁 72 益 1
min袁 共 28个循环曰 72 益 7 min遥 1%琼脂糖凝胶电
泳分离鉴定遥 琼脂糖凝胶回收试剂盒回收纯化
PCR产物遥
2.3 原核表达质粒的构建 将 PCR产物和原核表达
质粒 pET30a(+) 经 Kpn玉和 BamH玉双酶切袁 琼脂糖
凝胶回收试剂盒回收酶切产物遥 目的基因 TgPGAM
与质粒 pET30a(+) 按 10 颐 1摩尔比混合于 25 滋l反应
体系中袁 16益连接 16 h袁 构建原核表达质粒 pET30a(+)
鄄TgPGAM2遥 取连接产物 10 滋l 转化 E. coli DH5琢感
受态细胞袁 卡那霉素筛选阳性克隆袁 对阳性克隆提取
质粒进行 PCR尧 单酶切和双酶切袁 1%琼脂糖凝胶电
泳分离鉴定袁 阳性菌液送宝生物工程渊大连冤有限公司
测序鉴定遥
2.4 重组蛋白的表达与纯化 将测序正确的阳性重

组质粒 pET30a(+)鄄TgPGAM2转化入 E. coli BL21感受
态细胞袁 挑取单个菌落置于含卡那霉素的 5 ml LB培
养基中袁 37 益 震荡 12 h 渊250 r/min冤袁 取 0.2 ml菌液
加入含卡那霉素的 5 ml LB培养基中袁 37 益培养至生
长对数期袁 即吸光度渊A 600值冤为 0.5时袁 加入 IPTG至
终浓度为 0.2 mmol/L袁 诱导表达 12 h遥 超声裂解菌体
沉淀袁 4 益 10 000伊g 离心 15 min袁 取上清进行
Ni鄄NTA亲和层析纯化遥 重组蛋白经 15%十二烷基硫
酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳渊SDS鄄PAGE冤袁 考马斯亮蓝
R鄄250染色检测蛋白表达遥
2.5 重组蛋白的蛋白质印迹 渊Western blotting冤 分析
参照文献[11]的方法袁 用 Western blotting分析重组蛋
白 pET30a(+)鄄TgPGAM2袁 兔抗弓形虫血清 1 颐 50稀释袁
羊抗兔 HRP鄄IgG 1 颐 2 000 稀释袁 DAB 显色 5 min袁
纯水终止反应遥
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结 果

1 TgPGAM2基因的 RT鄄PCR结果
TgPGAM2的 cDNA 序列全长为 790 bp袁 其开放

阅读框为 756 bp遥 依据本研究设计的引物扩增
TgPGAM2基因袁 PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳显
示袁 在约 750 bp处有一特异扩增条带袁 相对分子质
量大小与预期值相符 渊图 1冤遥

2 pET30a(+) 鄄TgPGAM2重组质粒的鉴定结果
对重组质粒 pET30a(+)鄄TgPGAM2进行 BamH玉单

酶切尧 Kpn玉+BamH玉双酶切和 PCR扩增鉴定遥 结果
显示袁 阳性重组质粒单酶切可见大小约 6 000 bp的单
条带袁 双酶切可见 5 422 bp和 756 bp的两条带袁 而空
质粒经 BamH玉单酶切只有 5 422 bp一条带 渊图2冤遥

重组质粒 PCR扩增产物经测序后与已发表的基
因序列 渊GenBank 登录号为 DQ457187冤 进行比较袁
发现仅有第 306位的鸟嘌呤渊G冤 变异为腺嘌呤 渊A冤袁
但 AAG和 AAA均为赖氨酸密码子袁 属无义突变遥 结

果表明袁 pET30a(+)鄄TgPGAM2重组质粒构建成功遥

3 表达产物的 SDS鄄PAGE鉴定结果
E. coli BL21空菌尧 空质粒 pET30a(+) 转染菌和

重组质粒 pET30a(+) 鄄TgPGAM2阳性菌经 IPTG 诱导
表达 12 h袁 收集菌体沉淀袁 经 SDS鄄PAGE分离及考马
斯亮蓝染色袁 重组蛋白 TgPGAM2在蛋白相对分子质
量 渊Mr冤 约 30 000处出现表达条带袁 而 BL21空菌和
空质粒转染菌均未表达该条带遥 将重组质粒阳性菌的
菌体沉淀超声裂解袁 进行 SDS鄄PAGE分离袁 上清和沉
淀中均有明显的目的蛋白条带 渊图 3冤遥

4 表达产物的Western blotting鉴定
Western blotting 结果显示袁 重组蛋白 TgPGAM2

能被兔抗弓形虫血清识别袁 在 Mr约 30 000处可见一
条识别条带遥 其他未经纯化的蛋白在 Mr 30 000附近
有杂带 渊图 4冤遥

M院 DNA标志物曰 1院 TgPGAM2的 PCR产物遥
M院 DNA marker曰 1院 PCR product of TgPGAM2.

图 1 TgPGAM2的 PCR产物
Fig. 1 The PCR product of TgPGAM2
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M院 DNA 标志物 曰 1院 pET30 a ( + ) 空质粒经 BamH玉单酶切 曰 2院
pET30 a(+ )鄄TgPGAM2 重组质粒经 BamH玉单酶切曰 3院 pET30 a( + )鄄
TgPGAM2重组质粒经 BamH玉和 Kpn玉双酶切遥
M院 DNA marker曰 1院 pET30a(+) digested by BamH玉曰 2院 pET30a(+)鄄
TgPGAM2 digested by BamH玉曰 3院 pET30a(+)鄄TgPGAM2 digested by
BamH玉and Kpn玉.

图 2 重组质粒 pET30a(+)鄄TgPGAM2的酶切鉴定
Fig. 2 Identification of recombinant plasmid pET30a(+)鄄TgPGAM2

by restriction digestion
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M院 蛋白质标志物曰 1院 宿主菌 E. coli BL21曰 2院 pET30a(+) 经 IPTG
诱导曰 3院 pET30a(+) 鄄TgPGAM2未诱导曰 4院 pET30a(+) 鄄TgPGAM2经
IPTG 诱导曰 5院 pET30a(+) 鄄TgPGAM2 诱导后上清曰 6院 pET30a(+) 鄄
TgPGAM2诱导后沉淀遥
M院 Protein marker曰 1院 E. coli BL21曰 2院 pET30a(+) induced by IPTG曰
3院 pET30a(+) 鄄TgPGAM2 without induction曰 4院 pET30a(+) 鄄TgPGAM2
induced by IPTG曰 5院 Supernatant of pET30 a( + ) 鄄TgPGAM2 induced
by IPTG曰 6院 Precipitation of pET30a(+) 鄄TgPGAM2 induced by IPTG.

图 3 pET30a(+)鄄TgPGAM2表达产物的 SDS鄄PAGE分析
Fig. 3 Analysis of expression product of pET30a(+)鄄TgPGAM2

by SDS鄄PAGE
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1院 pET30a(+)鄄TgPGAM2未诱导曰 2院 pET30a(+)鄄TgPGAM2 经 IPTG 诱
导曰 3院 pET30a(+)鄄TgPGAM2诱导后上清曰 4院 pET30a(+)鄄TgPGAM2诱
导后沉淀曰 5院 纯化的重组蛋白 TgPGAM2遥
1院 pET30a(+ )鄄TgPGAM2 without induction曰 2院 pET30a( + )鄄TgPGAM2
induced by IPTG曰 3院 Supernatant of pET30a(+)鄄TgPGAM2 induced by
IPTG曰 4院 Precipitation of pET30a(+)鄄TgPGAM2 induced by IPTG曰 5院
Purified reconstructed protein TgPGAM2.
图 4 pET30a(+)鄄TgPGAM2表达产物Western blotting检测结果
Fig. 4 pET30a(+)鄄TgPGAM2 expression product analyzed by

Western blotting
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讨 论

刚地弓形虫速殖子期是主要的致病阶段和寻求有

效保护性抗原的重要虫期遥 TgPGAM2存在于速殖子
质体样细胞器渊apicoplast冤中 咱12暂袁 在弓形虫速殖子侵
入宿主的过程中发挥着供能作用遥 最近袁 Saadatnia
等咱13暂 采用双向聚丙烯胺凝胶电泳和免疫印迹分析从
RH株弓形虫的排泄分泌抗原渊ESA冤中获得 Mr 30 000
的蛋白袁 经蛋白质谱分析证实为 TgPGAM遥 ESA包含
弓形虫速殖子在附着和侵入宿主细胞过程中分泌的多

种蛋白袁 此类分泌蛋白最先与宿主细胞接触袁 不仅有
助于速殖子对宿主细胞的附着与侵入袁 而且是感染早
期诱导宿主免疫应答的主要抗原物质遥
本实验室的前期研究中袁 对 RH株刚地弓形虫可

溶性速殖子抗原 渊soluble tachyzoite antigen袁 STAg冤
的蛋白质组分析也证实了 PGAM2蛋白的存在咱9暂遥 通
过生物信息学预测发现袁 TgPGAM2存在 16个潜在抗
原表位袁 推测可能具有抗原性[10]遥 本研究构建了重组
质粒 pET30a(+)鄄TgPGAM2袁 并在 E. coli BL21中高效
可溶性表达袁 测序证实插入片段正确遥 Western blot鄄
ting分析显示袁 该蛋白能被兔抗弓形虫血清识别袁 表
明其具有抗原性袁 为研究其免疫保护性提供了实验
依据遥
在本研究中发现袁 该重组蛋白多数以可溶性的形

式存在于超声裂菌后的上清中袁 但沉淀中也有部分蛋
白袁 这主要由于超声不彻底所致袁 可通过增加超声次
数改善遥 此外袁 Western blotting 分析结果显示袁 在
IPTG诱导或未诱导表达的包含宿主菌蛋白的电泳图
中可见 Mr 30 000附近有杂带袁 而纯化后的 TgPGAM2
没有杂带袁 原因可能是本研究采用的多克隆抗体血清
中含有抗 E. coli 渊蛋白表达所用的宿主菌冤 抗体袁 这
可通过将多克隆抗体血清与蛋白表达所用的宿主菌共

孵育去除非特异性抗体袁 以减少杂带遥
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