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揖Abstract铱 Objective To identify the protein鄄protein interaction between aldolase and actin of Toxoplasma

gondii by GST pull鄄down. Methods The aldolase and actin genes were obtained from cDNA library by PCR amplifi鄄
cation袁 and subcloned respectively into pGEX鄄4T鄄1 and pET30a. The fusion protein GST鄄Aldolase and Actin鄄His6 were
expressed in E. coli upon induction by 1 mmol/L IPTG and then purified with affinity chromatography. Fifteen rats were im鄄
munized intradermally with 200 滋g Actin鄄His6 protein per rat at first time to produce the polyclonal antibodies. Then 100
滋g Actin鄄His6 protein per rat on the 2nd鄄4th immunizations. Rats were immunized for 4 times with 7 days interval. The
serum of rats was collected from heart at the fifth day after the final immunization. Glutathione sepharose beads were in鄄
cubated with GST鄄Aldolase protein袁 then incubated with Actin鄄His6袁 and bound proteins were eluted using sample buffer.
Eluants were resolved by SDS鄄PAGE and Western blotting. Results The aldolase and actin genes were obtained, and
the recombinant plasmid aldolase/pGEX鄄4T鄄1袁 actin/pET30a were successfully constructed. Protein GST鄄Aldolase and
Actin鄄His6 were expressed and purified in vitro. Serum samples were prepared from rats immunized with protein Actin鄄
His6, and polyclonal antibody was purified with affinity chromatography. SDS鄄PAGE and Western blotting analysis of prod鄄
ucts from GST pull鄄down experiment showed that the protein bands on NC membrane were specifically recognized by
anti鄄Aldolase鄄His6 and anti鄄Actin鄄His6 antibody. Conclusion Aldolase interacts with Actin of Toxoplasma gondii.
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GST沉降技术验证弓形虫醛缩酶与
肌动蛋白的相互作用
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揖摘要铱 目的 通过 GST沉降技术 渊GST pull鄄down冤 验证刚地弓形虫醛缩酶渊aldolase冤与肌动蛋白渊actin冤的相互作
用遥 方法 PCR扩增弓形虫 cDNA中 aldolase 和 actin基因袁 分别亚克隆至原核表达质粒 pGEX鄄4T鄄1和 pET30a袁 转化
至大肠埃希菌 BL21渊DE3冤袁 1 mmol/L异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷渊IPTG冤诱导表达袁 亲和层析法纯化表达产物遥 采用腹部
皮内多点注射免疫 SD大鼠 15只袁 首次免疫 Actin鄄His6蛋白量为 200 滋g/只袁 第 2次起免疫蛋白量为 100 滋g/只袁 共免疫
4次袁 每次间隔 7 d袁 末次免疫后 5 d收集心脏血袁 制备 Actin鄄His6抗血清遥 以纯化的 GST鄄Aldolase蛋白作为探针蛋白与
Actin鄄His6蛋白液进行 GST沉降实验袁 实验产物进行十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤和蛋白质印迹
渊Western blotting冤分析遥 结果 获得了弓形虫 aldolase和 actin基因序列袁 构建了相应的原核表达载体遥 表达并纯化了
GST鄄Aldolase和 Actin鄄His6蛋白遥 Actin鄄His6蛋白免疫 SD大鼠后获得其抗血清袁 经抗体亲和纯化柱纯化袁 获得 Actin鄄His6
多克隆抗体遥 SDS鄄PAGE和 Western blotting 结果显示袁 GST沉降实验产物中的蛋白条带可被 Aldolase鄄His6多克隆抗体
和 Actin鄄His6多克隆抗体识别遥 结论 弓形虫醛缩酶与肌动蛋白存在相互作用遥

揖关键词铱 刚地弓形虫；醛缩酶；肌动蛋白；GST 沉降技术；蛋白相互作用
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Toxoplasma gondii by GST Pull鄄down
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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 可感染几乎所有的有核细胞袁 由其引发
的弓形虫病在全世界范围内广泛流行袁 给人类健康和
畜牧业发展造成了不可估量的损失 咱1暂遥 微线体蛋白
渊microneme protein袁 MIC冤由该虫体顶端的胞器微线
体分泌袁 在虫体入侵过程中发挥识别尧 黏附宿主细胞
的作用咱2袁3暂遥 对 MIC6相互作用蛋白的筛选研究渊研究
结果未发表冤发现醛缩酶和肌动蛋白共同出现在相互
作用蛋白产物中袁 提示两者存在一定关系遥 Jewett等咱4暂

的研究表明袁 弓形虫的醛缩酶可与肌动蛋白相互作
用袁 本研究将利用 GST沉降技术 渊GST pull鄄down冤验
证醛缩酶和肌动蛋白的相互作用袁 为揭示 MIC6的功
能和弓形虫的入侵机制奠定基础遥

材料与方法

1 材料

1.1 弓形虫株尧 细菌菌株尧 细胞和实验动物 弓形

虫 RH株尧 大肠埃希菌 JM109尧 BL21渊DE3冤和原核表
达载体 pGEX鄄4T鄄1由中山医学院寄生虫学教研室传
代保种袁 pET30a质粒购自德国 Novagen公司遥 SD大
鼠 15只袁 SPF级袁 雄性袁 体重约为 300 g袁 由中山大
学实验动物中心提供遥
1.2 主要试剂 DNA 连接试剂盒购自加拿大 Fer鄄
mentas公司袁 PCR 产物纯化试剂盒购自德国 Qiagen
公司袁 限制性内切酶 BamH玉尧 EcoR玉和 Xho玉购自
美国 NEB 公司袁 GST 融合蛋白亲和纯化柱渊GSTrap
FF冤尧 抗体亲和纯化柱渊HiTrap Protein G HP冤和 GST
pull鄄down 琼脂糖珠 渊Glutathione sepharoseTM 4B冤购
自美国 Amersham Biosciences公司袁 His标签蛋白纯
化树脂渊Ni鄄IDA His窑Bind R Resin冤购自德国 Novagen
公司袁 福氏完全佐剂和不完全佐剂购自美国 Sigma公
司袁 硝酸纤维素膜渊NC冤购自美国 PALL 公司袁 免疫
印迹增强化学发光法 渊enhanced chemiluminescent
method of Western blotting袁 ECM冤试剂盒渊大鼠 IgG冤
购自美国 Promega公司袁 辣根过氧化酶渊HRP冤标记的
兔抗大鼠 IgG尧 显影液和定影液购自武汉博士德公
司袁 X感光胶片购自美国 Kodak公司袁 Aldolase鄄His6
多克隆抗体为本室自制保存遥

2 方法

2.1 GST鄄Aldolase蛋白的制备

2.1.1 Aldolase/pGEX鄄4T鄄1 重组质粒的构建和鉴定
根据弓形虫 RH株 aldolase mRNA序列 渊AY150663冤
设 计 并 合 成 一 对 特 异 性 引 物 院 ALDP1 渊5忆 鄄
TAGAATTCATGTCGGGATACGGTCTTC鄄3忆 冤和 ALDP2
渊5忆 鄄TTCTCGAGTTAGTACACGTAGCGTTTC鄄3忆冤渊下划
线部分为 EcoR玉和 Xho玉酶切位点冤遥 以弓形虫 cD鄄
NA第一链为模板袁 PCR扩增目的基因遥 限制性内切
酶双酶切 pGEX鄄4T鄄1 DNA与 aldolase DNA袁 纯化酶
切产物遥 用连接试剂盒进行连接袁 连接产物转化入
CaCl2 法制备的 JM109感受态细菌中遥 将经过酶切和
PCR鉴定的阳性克隆菌袁 送宝生物工程 渊大连冤 有限
公司测序遥 利用在线软件 clustal W渊http院 //www.ebi.
ac.uk/clustalw冤对 aldolase 基因测序结果与报道序列进
行比较分析遥
2.1.2 GST鄄Aldolase蛋白的表达和纯化 将重组质粒

aldolase/pGEX鄄4T鄄1转化入表达用宿主菌 BL21渊DE3冤中袁
1 mmol/L异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷渊IPTG冤 37 益诱导表
达目的蛋白袁 在诱导 1尧 2尧 3尧 4尧 5尧 6和 7 h后分
别取样袁 十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳渊SDS鄄
PAGE冤遥 分析融合蛋白的可溶性袁 应用GSTrap FF纯化
融合蛋白袁 按操作手册进行遥
2.2 Actin鄄His6蛋白及其多克隆抗体的制备
2.2.1 Actin/pET30a 重组质粒的构建和鉴定 根据

actin的序列咱5暂设计一对特异性引物ActP1 渊5忆鄄GAGGATC鄄
CATGGCGGATGAAGAAGTG鄄3忆冤渊BamH玉酶切位点 冤
和 ActP2 渊5忆鄄GTCTCGAGTTAGAAGCACTTGCG GTG鄄
3忆冤渊Xho玉酶切位点冤袁 各 26个碱基遥 以弓形虫 cD鄄
NA第一链为模板袁 PCR扩增 actin基因遥 目的基因经
双酶切后克隆至 pET30a载体袁 构建 actin/pET30a重组
质粒遥 重组质粒阳性克隆菌的鉴定参见方法 2.1.1遥
2.2.2 Actin鄄His6 蛋白的表达和纯化 重组质粒
actin/pET30a 转化入表达用宿主菌 BL21渊DE3冤中袁
1 mmol/L IPTG 26 益诱导表达目的蛋白遥 诱导 1尧 2尧
3尧 4尧 5尧 6和 7 h后分别取样进行 SDS鄄PAGE遥 分析
Actin鄄His6蛋白的可溶性袁 用 Ni鄄IDA His鄄Band树脂亲
和纯化蛋白袁 按操作手册进行遥
2.2.3 Actin鄄His6 蛋白抗血清的制备及其多克隆抗体
的纯化 15只 SD大鼠免疫前剪尾采血遥 采用腹部皮
内多点注射的免疫方法袁 首次免疫 Actin鄄His6蛋白量
为 200 滋g/只袁 与等量福氏完全佐剂混合袁 第 2次起
免疫蛋白量为 100 滋g/只袁 与等量福氏不完全佐剂混
合袁 每次间隔 7 d袁 共免疫 4次遥 在末次免疫后 5 d
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M: DNA标志物曰 1~3院 醛缩酶基因 PCR产物遥
M: DNA marker曰 1-3院 PCR products of aldolase gene.

图 1 Aldolase PCR扩增产物
Fig. 1 PCR products of aldolase gene

收集心脏血袁 制备 Actin鄄His6抗血清遥 Actin鄄His6抗血
清经 BL21 裂解液吸附袁 过 0.45 滋m 微孔滤器袁 用
HiTrap Protein G HP 纯化抗体袁 按操作手册进行袁
获得 Actin鄄His6多克隆抗体遥
2.3 GST pull鄄down 实验产物的 SDS鄄PAGE 和 West
ern blotting分析 分别取 100 滋l Glutathione sepharose
4B于 2支0.5 ml Ep 管中袁 4 益袁 1 180伊g离心 4 min袁
弃上清袁 PBS 重悬遥 PBS 洗 3 次袁 分别加入 50 滋g
GST鄄Aldolase 蛋白 渊探针蛋白冤和GST蛋白 渊对照蛋
白冤袁 4 益缓慢旋转结合 1 h遥 4 益袁 1 180伊g离心4 min袁
弃上清袁 PBS重悬遥 用 PBS洗涤 3次袁 分别加入 300 滋l
Actin鄄His6蛋白液袁 4益缓慢旋转结合12 h遥 4益袁 1180伊g
离心 4 min袁 弃上清袁 PBS洗涤 3次遥 4伊SDS 凝胶加
样缓冲液重悬 sepharose袁 100 益加热 5 min袁 进行
SDS鄄PAGE和 Western blotting分析遥 Western blotting
检测时袁 将目的蛋白转移至 NC膜袁 分别以 SD大鼠
源 Aldolase鄄His6 多克隆抗体和 Actin鄄His6 多克隆抗体
为一抗袁 兔抗大鼠 HRP鄄IgG为二抗温育 NC膜袁 TB鄄
ST漂洗袁 免疫印迹增强化学发光法检测分析遥

结 果

1 GST鄄Aldolase蛋白的克隆表达与纯化
1.1 弓形虫 aldolase 基因的体外扩增 以弓形虫cD鄄
NA第一链为模板 PCR扩增 aldolase基因袁 1.0%琼脂糖
凝胶电泳观察袁 在 1 000 bp附近有 1条带袁 与目的基
因渊aldolase基因的长度为 1 092 bp冤大小相符渊图 1冤遥

1.2 重组质粒 aldolase/pGEX鄄4T鄄1 的双酶切和 PCR
鉴定 EcoR玉和 Xho玉双酶切初筛阳性重组质粒袁 1.0%
琼脂糖凝胶电泳观察酶切产物袁 在 1 000 bp和 5 000 bp
附近可见条带渊图 2冤遥 以初筛阳性重组质粒为模板
PCR扩增 aldolase 基因袁 1.0%琼脂糖凝胶电泳观察袁
在 1 000 bp附近可见条带渊图 3冤遥

1.3 GST鄄Aldolase 融合蛋白的表达和纯化 SDS鄄

PAGE结果表明袁 在 Mr 45 000~66 200有一明显蛋白
条带 渊GST鄄Aldolase 融合蛋白 Mr为 65 000冤袁 目的蛋
白在 4~5 h时表达量达到峰值渊图 4冤遥
蛋白可溶性分析表明 GST鄄Aldolase蛋白为可溶性

表达袁 经 GSTrap FF纯化尧 透析和浓缩后袁 蛋白浓度
为6.45 mg/ml遥

2 Actin鄄His6蛋白及其多克隆抗体的制备

2.1 弓形虫 actin基因的体外扩增 以弓形虫 cDNA
第一链为模板袁 PCR扩增 actin基因遥 扩增产物经 1.0%
琼脂糖凝胶电泳袁 在 1 000 bp附近有 1条带袁 与目的
基因渊actin cDNA长度为 1 131 bp冤大小相符渊图 5冤遥
2.2 Actin/pET30a重组质粒的双酶切鉴定 BamH玉
和 Xho玉双酶切初筛阳性重组质粒 actin/pET30a袁
1.0%琼脂糖凝胶电泳观察酶切产物袁 在 1 000 bp和
5 000 bp附近可见条带 渊图 6冤遥 测序结果与报道序列
经 Clustal W对比袁 碱基序列正确遥
2.3 Actin鄄His6 蛋白的表达及纯化 SDS鄄PAGE分析
结果表明袁 Actin鄄His6蛋白在 3~4 h时表达量即达到
峰值 渊Actin蛋白 Mr为 41 900袁 再加上 6个组氨酸冤

M1院 DNA 标志物曰 1~2院 以 aldolase/pGEX鄄4T鄄1 重组质粒 DNA 为模
板的 PCR扩增产物曰 3院 醛缩酶基因遥
M1: DNA marker曰 1-2: PCR product of recombinant plasmid aldolase/
pGEX鄄4T鄄1曰 3: PCR product of aldolase gene.

图 3 重组质粒 aldolase/pGEX鄄4T鄄1的 PCR鉴定
Fig. 3 Identification of recombinant plasmid aldolase/pGEX鄄4T鄄1

by PCR analysis

bp M 1 2 3
2 000
1 000

750
500
250

M1尧 M2院 DNA标志物曰 1院 醛缩酶基因双酶切产物曰 2~3院 Aldolase/
pGEX鄄4T鄄1重组质粒DNA双酶切产物曰 4院 pGEX鄄4T鄄1质粒DNA双酶切产
物遥
M1袁 M2: DNA marker曰 1院 The restriction product of aldolase DNA曰
2 -3院 The restriction product of recombinant plasmid aldolase/pGEX鄄
4T鄄1 DNA曰 4: The restriction product of pGEX鄄4T鄄1 DNA.

图 2 重组质粒 aldolase/pGEX鄄4T鄄1的双酶切鉴定
Fig. 2 Identification of recombinant plasmid aldolase/pGEX鄄4T鄄1

by restriction analysis
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M院 蛋白质标志物曰 1~4院 IPTG 分别诱导 7尧 5尧 3 和 1 h 重组质粒
actin/pET30a/BL21 表达产物曰 5院 重组质粒 actin/pET30a/BL21 未诱
导曰 6院 IPTG诱导 pET30a/BL21 空质粒 7 h的表达产物曰 7院 IPTG诱
导 BL21空菌 7 h的表达产物遥
M: Protein marker曰 1-4: Actin/pET30a/BL21 induced by IPTG for 7,
5, 3, and 1 h袁 respectively曰 5院 Actin/pET30a/BL21 uninduced曰 6院
pET30a/BL21 induced by IPTG for 7 h曰 7院 BL21 induced by IPTG
for 7 h.

图 7 Actin鄄His6 蛋白表达条件的优化
Fig.7 The optimum condition for the expression of Actin鄄His6

protein

Mr M 1 2 3 4 5 6 7
116 000
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45 000
35 000
25 000
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14 400M院 蛋白质标志物曰 1~4院 IPTG分别诱导 7尧 5尧 3和 1 h重组质粒 al鄄

dolase/pGEX鄄4T鄄1/BL21 表达产物曰 5: 重组质粒 aldolase/pGEX鄄4T鄄1/
BL21诱导前曰 6院 IPTG诱导空质粒 pGEX鄄4T鄄1/BL21 7 h的表达产物曰
7院 IPTG诱导 BL21空菌 7 h的表达产物遥
M院 Protein marker曰 1 -4院 Aldolase/pGEX鄄4T鄄1/BL21 induced by IPTG
for 7袁 5袁 3袁 and 1 h袁 respectively曰 5院 Aldolase/pGEX鄄4T鄄1/BL21 unin鄄
duced曰 6院 pGEX鄄4T鄄1/BL21 induced by IPTG for 7 h曰 7院 BL21 induced
by IPTG for 7 h.

图 4 GST鄄Aldolase蛋白表达条件的优化
Fig. 4 The optimum condition for the expression of GST鄄Aldolase

fusion protein

66 200
45 000

M 1 2 3 4 5 6 7Mr

116 000

35 000
25 000
18 40014 400

渊图7冤遥 蛋白大量诱导 4 h时袁 可溶性分析显示 Actin鄄
His6 蛋白主要以包涵体的形式存在遥 纯化后的浓度
为0.35 mg/ml遥
2.4 Actin鄄His6蛋白抗血清的制备及多克隆抗体纯化
收集 SD大鼠免疫后的血清袁 用 HiTrap Protein G HP
纯化抗体袁 SDS鄄PAGE分析遥 结果显示袁 纯化后的抗
体呈现单一条带渊重链和轻链冤渊图 8冤遥

3 GST 沉降实验产物的 SDS鄄PAGE 和 Western
blotting分析

GST 沉降实验结果表明袁 GST鄄Aldolase蛋白的沉
降产物中的蛋白可以被 Aldolase鄄His6 多克隆抗体和
Actin鄄His6多克隆抗体识别袁 而对照蛋白 GST的沉降
产物中的蛋白则不能被识别渊图 9冤遥

讨 论

微线体蛋白 渊MIC冤 为弓形虫虫体的三大分泌代
谢蛋白之一袁 弓形虫的多个 MIC都含有各种与真核
细胞相似的粘附功能域袁 在虫体入侵过程中发挥识
别尧 黏附宿主细胞的作用袁 因此又称黏附因子遥 为揭
示肌动蛋白存在的原因袁 本研究利用 GST 沉降技术袁
以带 GST标签的 Aldolase 为诱饵蛋白袁 与肌动蛋白
液进行反应遥 实验结果证实醛缩酶与肌动蛋白存在相

M院 DNA标志物曰 1~3院 肌动蛋白基因 PCR扩增产物遥
M: DNA marker曰 1-3: PCR products of actin gene.

图 5 Actin基因 PCR扩增产物
Fig. 5 PCR products of actin gene
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M1尧 M2院 DNA 标志物曰 1院 肌动蛋白 DNA双酶切产物曰 2~3院 Actin/
pET30a重组质粒 DNA双酶切产物曰 4院 pET30a质粒 DNA双酶切产物遥
M1袁 M2院 DNA marker曰 1院 The restriction product of actin DNA曰 2 -
3院 The restriction product of recombinant plasmid actin /pET30a
DNA曰 4院 The restriction product of pET30a DNA.

图 6 Actin/pET30a重组质粒双酶切鉴定
Fig. 6 Identification of recombinant plasmid actin/pET30a by

restriction analysis
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M院 蛋白质标志物曰 1院 纯化的 Actin鄄His6 多克隆抗体遥
M院 Protein marker曰 1院 The purified Actin鄄His6 polyclonal antibody.

图 8 大鼠源性 Actin鄄His6 多克隆抗体的纯化

Fig. 8 SDS鄄PAGE analysis of the purified Actin鄄His6 polyclonal
antibody

Mr
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M院 蛋白质标志物曰 1院 Actin鄄His6蛋白渊*冤曰 2院 以 GST鄄Aldolase 为探
针蛋白的 GST沉降产物曰 3院 GST鄄Aldolase蛋白渊**冤曰 4院 以 GST为探
针蛋白的 GST沉降产物曰 5院 GST蛋白渊***冤遥
M: Protein marker曰 1院 Actin鄄His6 protein 渊*冤曰 2院 The products of
GST鄄Aldolase protein pull鄄down experiment曰 3院 GST鄄Aldolase protein
渊**冤曰 4院 The products of GST protein pull鄄down experiment曰 5: GST
control protein渊***冤.
图 9 GST 沉降实验产物的 SDS鄄PAGE和Western blotting分析

Fig. 9 SDS鄄PAGE and Western blotting analysis of products
from GST pull鄄down experiment
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Actin鄄His6抗体

Western blotting analysis B
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45 000
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SDS鄄PAGE
A

互作用遥
研究发现一些破坏肌动蛋白的试剂如细胞松弛素

渊cytochalasin冤和 latrunculin等可抑制弓形虫的运动和
入侵袁 而肌动蛋白聚合强诱导剂 渊 jasplakinolide袁
JAS冤可增强虫体的运动袁 提示肌动蛋白在虫体入侵过
程中发挥作用咱6鄄8暂遥 目前认为肌动蛋白和肌浆球蛋白
为弓形虫的动力系统袁 推动虫体运动和主动入侵宿主
细胞遥
醛缩酶在糖酵解 渊glycolysis冤过程中催化 1, 6二磷

酸果糖裂解成磷酸二羟丙酮和三磷酸甘油醛袁 该反应
可逆袁 且有利于己糖的生成袁 故名醛缩酶遥 研究发现
一些糖酵解的酶能与细胞骨架发生相互作用袁 或调
节袁 或直接尧 间接与纤维发生作用袁 推测糖酵解代谢
途径有可能存在于细胞骨架周围咱9鄄11暂遥 哺乳动物细胞
中袁 醛缩酶属于胞浆酶袁 常与细胞中含有肌丝蛋白的
成分结合而存在遥 醛缩酶可与肌原纤维渊myofibril冤尧
应力纤维渊stress fiber冤和 F鄄肌动蛋白相结合 咱12 鄄15暂遥
Jewett 等咱4暂和本研究也证实弓形虫的醛缩酶与肌动蛋

白存在相互作用袁 说明醛缩酶不仅参与了虫体代谢袁
而且还参与虫体的入侵遥 该结果为揭示 MIC6的功能
及研究弓形虫的入侵机制奠定了基础遥
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