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弓形虫硫氧还蛋白 20的表达纯化、抗体制备和亚细胞定位分析
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［［摘 要］］   目的目的：：对弓形虫硫氧还蛋白 20 （Trx20） 进行表达纯化、抗体制备和亚细胞定位分析，

为弓形虫疫苗的研制提供参考。方法方法：：采用生物信息学相关网站及软件对 Trx20 蛋白进行生物信息

学分析，设计特异性引物进行目的片段扩增和原核表达载体构建，进行蛋白质的体外表达和纯化。免

疫实验动物进行抗体制备，采用酶联免疫吸附试验 （ELISA） 法检测多克隆抗体效价，Western 
blotting 法验证抗体的特异性和灵敏度以及确定该蛋白的天然表达情况，间接免疫荧光法 （IFA） 分

析蛋白的亚细胞定位。结果结果：：生物信息学分析，Trx20 蛋白是一种较稳定的亲水性蛋白，分子式为

C2172H3412N548O616S20，含有 424 个氨基酸，预测相对分子质量为 47 700，理论等电点为 8. 55；预测该蛋

白存在 1 个信号肽，无跨膜区，含有 1 个名为“Thioredoxin like Superfamily”的结构域，并含 35 个磷

酸化位点、1 个 N-糖基化位点和 17 个抗原决定簇；二级结构中 α 螺旋占氨基酸总数的 41. 51%，无规

则卷曲占 39. 86%；成功构建重组质粒 pET-28a-Trx20 和 pGEX-4T-1-Trx20，实现了可溶性重组蛋白

的表达和纯化；成功制备多克隆抗体，效价高达 1∶64 000，且对 Trx20 蛋白具有特异性识别能力；亚

细胞定位，Trx20 蛋白在虫体细胞质中广泛分布。结论结论：：刚地弓形虫 Trx20 蛋白是一种含有磷酸化/糖
基化修饰位点和硫氧还蛋白结构域，且为定位于虫体胞质中的分泌型蛋白质。
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ABSTRACT  Objective：To express， purify， prepare antibodies， and analyze the subcellular localization of 
Toxoplasma gondii thioredoxin 20（Trx20）， and to provide the reference for the development of  Toxoplasma 
gondii vaccine.   Methods：Bioinformatics-related websites and software were used to perform bioinformatics 
analysis of the Trx20 protein； specific primers were designed to amplify the target fragment and construct 
the prokaryotic expression vector； the protein was expressed in vitro and purified； experimental animals 
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were immunized to prepare antibodies； enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA） method was used to 
detect the titer of the polyclonal antibodies； Western blotting method was used to verify the specificity and 
sensitivity of the antibodies and to determine the natural expression of the protein； immunofluorescence 
assay （IFA） was used to analyze the subcellular localization of the protein.  Results：The bioinformatics 
analysis results showed that Trx20 protein was a relatively stable hydrophilic protein with a molecular 
formula  of  C2172H3412N548O616S20，  containing  424  amino  acids，  a  predicted  relative  molecular  mass  of 
47 700， and a theoretical isoelectric point of 8. 55； it was predicted that the protein had one signal peptide， 
no  transmembrane  region，  contained  one  domain  named   “Thioredoxin   like   Superfamily”，   and   had 
35 phosphorylation sites， one N-glycosylation site， and 17 antigenic determinants； in the secondary structure， 
alpha-helices accounted for 41. 51% of the total amino acids， and random coils accounted for 39. 86%； the 
recombinant plasmids pET-28a-Trx20 and pGEX-4T-1-Trx20 were successfully constructed， and the 
soluble recombinant protein was expressed and purified； polyclonal antibodies were successfully prepared 
with a titer as high as 1∶64 000， and they specifically recognized the endogenous Trx20 protein in 
Toxoplasma gondii； the subcellular localization results showed that Trx20 protein was widely distributed in 
the cytoplasm of the parasite.  Conclusion：Toxoplasma gondii Trx20 protein is a secretory protein 
containing phosphorylation/glycosylation modification sites and a thioredoxin domain， and it is localized in 
the cytoplasm of the parasite.
KEYWORDS Toxoplasma gondii； Thioredoxin 20；  Subcellular localization；  Protein purification；
Polyclonal antibody

刚地弓形虫 （Toxoplasma gondii） 属顶复门原

虫，是一种单细胞专性细胞内寄生原生动物，具有

有性和无性生殖周期，可感染大多数动物的有核细

胞，其成功寄生的关键在于可以逃避宿主的免疫机

制，从而导致慢性或终身感染［1-2］。弓形虫感染宿

主细胞后会激活先天免疫反应，随后适应性免疫反

应被启动，其中包括抗原呈递以及特异性 T 淋巴细

胞和 B 淋巴细胞反应的激活，尽管免疫反应通常能

够控制急性感染，但无法清除组织内的包囊或阻止

再次感染［3］。作为一种重要的人兽共患病，弓形虫

感染不仅对人类健康造成威胁，对畜牧业的发展也

可造成极大的经济损失［4］。临床上常用乙胺嘧啶联

合磺胺嘧啶或克林霉素进行治疗，磺胺类药物治疗

急性弓形虫病有效，但对慢性弓形虫病疗效有限［5］。

此外，在采用磺胺类药物时应考虑其不良反应，因

此开发有效的疫苗或新的治疗方法迫在眉睫［6］。

弓形虫硫氧还蛋白 20 （thioredoxin 20，Trx20）
是一种在生物体内广泛存在、相对分子质量较小的

氧 化还原类蛋白质，可 与 硫 氧 还 蛋 白 还 原 酶

（thioredoxin reductase，TrxR）和烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，
NADPH） 组成硫氧还蛋白 （thioredoxin，Trx） 系

统［7］。Trx 作为一种抗氧化酶，在生物体抵抗氧化

应激中发挥重要作用，同时也参与其他生物过程如

蛋白质折叠、DNA 合成、细胞凋亡调控和蛋白质

运输等关键生物过程［8-10］。本研究通过生物信息学

技术分析刚地弓形虫 Trx20 （TGME49_209950）
的理化性质、空间结构和修饰位点等信息，通过原

核表达获得目的蛋白，经纯化后免疫实验动物以制

备特异性抗体，进而利用该抗体对目的蛋白进行亚

细胞定位分析，为弓形虫疫苗的研制提供数据

支持。

1 材料与方法  

1. 1　　实验动物实验动物、、寄生虫寄生虫、、细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　

20 只 6 周龄昆明雌性小鼠，由锦州医科大学实

验动物中心提供，实验动物使用许可证号：SYXK
［辽］2019-0007，实验动物处置符合动物伦理学标

准。弓形虫 RH 株速殖子由沈阳农业大学陈启军教

授惠赠，锦州医科大学病原学实验室传代与保存。

Vero 细胞、原核表达载体 pET-28a 和 pGEX-4T-1
均由锦州医科大学病原生物学实验室保存。大肠杆

菌 DH5α 和 BL21 购 自 上 海 生 工 生 物 有 限 公 司 。

PCR 扩增酶、反转录试剂盒、限制性核酸内切酶

BamHⅠ、NotⅠ以及 T4 连接酶均购自宝日医生物

技术 （北京） 有限公司，胶回收试剂盒购自天根生

化科技 （北京） 有限公司，质粒提取试剂盒购自生

工生物工程（上海）股份有限公司，异丙基-β-D-硫

代半乳糖苷 （isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside，
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IPTG）、溶菌酶和 HRP 鼠二抗均购自北京索莱宝

生物科技有限公司，弗氏 （不） 完全佐剂购自上海

碧云天生物技术有限公司。恒温 CO2培养箱购自美

国 NUAIRE 公司， PCR 仪购自美国 BIO-RAD 公

司，超声波细胞破碎仪购自宁波新芝生物科技有限

公司，台式恒温摇床购自天津莱玻特瑞仪器设备

公司。

1. 2　　Trx20 蛋白的生物信息学分析蛋白的生物信息学分析　　

在弓形虫数据库 （ToxoDB 数据库）（https：//
toxodb. org/toxo/app 中检索 Trx20），下载其氨基

酸序列，通过蛋白质理化性质预测平台 （ProtParam
软 件）（http：//web. expasy. org/protparam）分 析

Trx20 蛋白的理化性质、亲水性和疏水性；分别通

过蛋白质结构预测网站 （Self-Optimized Prediction 
Method with Alignment， SOPMA）（https：//npsa-

prabi. ibcp. fr/cgi-bin/npsa_automat. pl page=/
NPSA/npsa_server. html 和 SWISS-MODEL 网 站

https：//swissmodel. expasy. org） 预测 Trx20 蛋白

的 二 级 和 三 级 结 构；  通 过 蛋 白 质 磷 酸 化 位 点

预 测 网站 （NetPhos-3. 1 网站）（https：//services.
healthtech. dtu. dk/services/NetPhos-3. 1） 分 析

Trx20 蛋白的磷酸化位点；通过蛋白质糖基化位点

预测网站 （NetNGlyc-1. 0 网站）（https：//services.
healthtech. dtu. dk/services/NetNGlyc-1. 0） 和

YinOYang-1. 2 网 站（https：//services. healthtech.

dtu. dk/services/YinOYang-1. 2） 分析 Trx20 蛋白的

N-糖基化位点和 O-糖基化位点；利用信号肽预

测 网 站 （SingalP-4. 1 网 站 ）（https：//services.
healthtech. dtu. dk/services/SignalP-4. 1） 预 测

Trx20 蛋 白 的 信 号 肽 ； 利 用 跨 膜 区 预 测 网 站

（TMHMM-2. 0网站）（https：//services. healthtech.
dtu. dk/services/TMHMM-2. 0） 预测 Trx20 蛋白的

跨   膜   区；  通   过   抗   原   决   定   簇   预   测   网   站
（Immunomedicine Group 网站）（http：//imed. med.
ucm. es/Tools/antigenipl） 分析 Trx20 蛋白的抗原

决定簇；利用结构域预测网站 （Conserved domain 
Search 网 站）（https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/
Structure/cdd/wrpsb. cgi）预测 Trx20蛋白的结构域。

1. 3　　总总 RNA 提取提取、、引物设计和基因扩增引物设计和基因扩增　　

采 用 TRIzol 方 法 由 弓 形 虫 RH 菌 株 中 提 取

RNA， 并 按 逆 转 录 试 剂 盒 的 方 法 将 其 逆 转 为

cDNA。在弓形虫数据库 ToxoDB 下载 Trx20 基因

全长序列，运用 Premier 5. 0 软件，根据载体 pET-

28a 和 pGEX-4T-1 的克隆位点选择适宜的酶切位点

进行引物设计。重组表达载体的引物设计见表 1，
引物由生工生物工程  （上海） 股份有限公司进行合成。

以 cDNA 为模板进行 PCR扩增，将 PCR扩增产物通

过 0. 7% 琼脂糖凝胶电泳  （恒压 100 V、 30 min） 进行

条带检测，以验证  PCR 扩增有效性、鉴定产物大

小与特异性，为后续重组质粒构建提供合格模板。

1. 4　　Trx20 重组表达载体构建重组表达载体构建　　

利用胶回收试剂盒纯化 PCR 产物后，分别使

用 BamH Ⅰ 和 Not Ⅰ 限 制 性 内 切 酶 对 目 的 片 段

Trx20 及表达载体 pET-28a 和 pGEX-4T-1 进行双酶

切，酶切产物经纯化后，在 T4 DNA 连接酶作用下

分别构建重组质粒 pET-28a-Trx20 和 pGEX-4T-1-

Trx20。将连接产物转化至 DH5α 感受态细胞中，

37 ℃培养 12 h 后挑取单菌落进行 PCR 初步筛选，

提取阳性克隆质粒进行 BamH Ⅰ 和 Not Ⅰ 双酶切

验证，经琼脂糖凝胶电泳检测，呈现 2 条清晰且无

明显杂带的特异性条带，最后将重组质粒送交生工

生物工程 （上海） 股份有限公司进行测序分析。

1. 5　　Trx20 重组蛋白的表达重组蛋白的表达、、纯化和鉴定纯化和鉴定　　

将经测序正确的重组质粒 pET-28a-Trx20 和

pGEX-4T-1-Trx20 转化至 BL21 （DE3） 表达感受

态细胞，37 ℃过夜培养。次日挑取单个菌落加入

到 含 氨 苄 西 林 （ampicillin， Amp） 或 卡 那 霉 素

（kanamycin， Kana） 抗 性 的 液 体 LB 中 ， 37 ℃ 、

200 r·min-1摇床培养，培养 12 h 直至菌液呈现浑浊

状 态 。 首 先 进 行 pET-28a-Trx20 和 pGEX-4T-1-

Trx20 蛋白质的小量诱导表达：吸取 10 µL 菌液按

1∶ 100 比例将菌液接种到 Amp 或 Kana 抗性液体

LB 中，37 ℃，200 r·min-1摇至菌液吸光度  （A） 值
达到 0. 6~0. 8 时，  加 入 终 浓 度 为 0. 1 mmol·L-1 

表表 1　　Trx20 原核表达引物序列原核表达引物序列

TabTab.. 11　　Primer sequences for prokaryotic expression of TrxPrimer sequences for prokaryotic expression of Trx2020

Primer
Trx20（BamH Ⅰ）-F
Trx20（Not Ⅰ）-R

Sequence（5'-3'）    
AAGGATCCATGGCGCCTCTGCGTGTGT  
TTGCGGCCGCCAGTTCGTCCTTCTTGTC

Product length（bp）

1 200
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IPTG，再依据诱导温度和时间不同，设 2 组菌落

实验条件分别为 22 ℃、12 h 和 16℃、16 h 继续培

养，同时设置不加 IPTG 的对照组。离心后收集沉

淀，冰上超声破碎菌体，分别收集未诱导全菌、诱

导全菌、诱导上清和诱导沉淀，进行 SDS-PAGE
电泳。通过比较不同蛋白质诱导条件的 SDS-PAGE
图谱， 根据目的条带大小， 选取蛋白质表达量最大的

条件进行后续 pET-28a-Trx20 和 pGEX-4T-1-Trx20
蛋白质的大量诱导表达。根据上述确定的最佳温

度和时间扩大培养并收集菌体沉淀，重悬于 30 mL
预冷 Binding buffer 中，加入 300 µL 溶菌酶和 60 µL
蛋白酶抑制剂，冰上静置 30 min后超声破碎，4 ℃、

12 000 r·min-1 离心  10 min 收集上清。将上清液分

别与适量 Ni-Agarose Resin （pET-28a-Trx20 纯化）

或  Sepharose 4B （pGEX-4T-1-Trx20 纯  化） 孵  育，

采用不同浓度咪唑 （pET-28a-Trx20 纯化） 或还原

型谷胱甘肽 （pGEX-4T-1-Trx20 纯化） 进行洗脱，

收集洗脱组分并通过 SDS-PAGE 电泳检测洗脱

效果；将含目的蛋白的洗脱液进一步透析、浓缩，

测定蛋白浓度后分装并于-80 ℃冻存备用。为确

认 Trx20 融合蛋白的免疫原性及纯化效果，最后采

用 Western blotting 法对纯化后的 Trx20 蛋白进行

鉴定。分别以 pET-28a-Trx20 和 pGEX-4T-1-Trx20
纯化产物为样品，使用抗 GST 或抗 His标签鼠单克

隆抗体作为一抗 （1∶3 000），以 HRP 标记山羊抗

鼠 IgG 抗体为二抗 （1∶3 000），经 ECL 显影系统

显色，在目的条带大小处出现单一、清晰的特异性

条带，且无非特异性条带或杂带，表明蛋白纯化效

果好、特异性高。

1. 6　　Trx20 多克隆抗体制备和效价检测多克隆抗体制备和效价检测　　

采用纯化的 pET-28a-Trx20 重组蛋白质免疫小

鼠。将 20 只 6 周龄 SPF 级雌性昆明小鼠随机分为

4 组，每组 5 只小鼠。免疫前采集未免疫小鼠血清

作为阴性对照。将蛋白质与等体积的弗氏佐剂混匀

后，采用背部多点皮下注射的方式对每只小鼠免疫

100 µg 蛋白质；每 2 周免疫 1 次，共免疫 4 次。首

次免疫使用弗氏完全佐剂，后 3 次的免疫使用弗氏

不完全佐剂；第 4 次免疫结束后 1 周采尾静脉血样

收集血清，并按照酶联免疫吸附测定 （enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA） 说明书进行

效价检测。实验中将 pGEX-4T-1-Trx20 蛋白作为

包被抗原，把免疫所得血清及阴性血清按照按

1∶64 000~1∶500 不同倍比稀释，每个样品设置

3 个重复孔，同时设置空白对照孔，于 450 nm 波长

下测定 A 值，以血清稀释度为横坐标，A（450）值

为纵坐标绘制效价曲线，用以判定抗体效价。若抗

体效价均大于 1∶64 000 后继续饲养 1 周再行眼球

采血，血样 37 ℃放置 2 h后 3 500 r·min-1离心 10 min，
收集血清置于-80 ℃保存。

1. 7　　Trx20 多克隆抗体灵敏度和特异性鉴定多克隆抗体灵敏度和特异性鉴定　　

利用 Western blotting 法检测抗体灵敏度和特异

性。灵敏度检测：将纯化的 pGEX-4T-1-Trx20 融

合蛋白用磷酸盐缓冲液 （phosphate buffered saline，
PBS） 进行梯度稀释，分别设置 90、 180、 360、
720 和 1 440 ng 5 个上样量进行 SDS-PAGE 电泳并

转膜；转印后膜片以 1∶3 000 稀释的 Trx20 免疫小

鼠抗血清作为一抗，HRP 标记山羊抗鼠 IgG 抗体

（1∶ 3 000） 作为二抗进行孵育与化学发光显影。

通过重复 3 次独立实验，确定能够产生可辨识特异

性信号的最低蛋白上样量，即检测限 （limit of 
detection，LOD），以此评价抗体的灵敏度。特异

性检测：于同一块凝胶上分别加入 IPTG 诱导后的

菌液和未诱导菌液，同样以免疫所得血清作为一

抗，HRP 标记山羊抗鼠 IgG 抗体作为二抗，在预

期相对分子质量处出现单一清晰条带，且阴性对照

无相应条带和无杂带为非特异性结合。

1. 8　　Trx20 虫体内天然表达验证虫体内天然表达验证　　

常规方式培养细胞，待细胞汇合度达 70%~
80% 时，取液氮中冻存的弓形虫于 37 ℃水浴快速

复苏，接种至细胞中，待细胞破裂释放大量弓形虫

时收集上清，经 5 μm 滤器过滤虫体后加入 PBS 缓

冲液，2 500 r·min-1 离心 10 min 后，洗涤 2 次以纯

化弓形虫。在纯化虫体中加入适量苯甲磺酰氟

（phenylmethanesulfonyl fluoride，PMSF） 后超声破

碎，4 ℃、10 000 r·min-1 离心 10 min 收集上清液，

加入上样缓冲液煮沸后上样，采用Western blotting法

检测 Trx20 在弓形虫体内的天然表达情况。实验组

采用 Trx20 多克隆抗体血清作一抗 （1∶1 000），

阴性对照组采用未免疫鼠血清作一抗 （1∶1 000）；

二抗为 HRP 标记山羊抗鼠 IgG 抗体 （1∶3 000）。

1. 9　　 间 接 免 疫 荧 光 法间 接 免 疫 荧 光 法 （（indirect 

immunofluorescence assay，，IFA））分析分析 Trx20 虫体内虫体内

亚细胞定位亚细胞定位　　

IFA 法分析 Trx20 在弓形虫速殖子内的亚细胞

定位。虫体经 4% 多聚甲醛固定、0. 1% Triton X-

100 透化及 3% BSA 封闭后，分别以 Trx20 多克隆
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抗体 （实验组，1∶100） 和未免疫鼠血清 （阴性对

照， 1∶100） 作为一抗进行孵育， 随后 Alexa Fluor 488
标  记  山  羊  抗  鼠  IgG （1∶500） 二  抗  避  光  反  应，

DAPI 复染细胞核，封片后于荧光显微镜下观察荧

光分布以确定蛋白质在虫体内的定位。

2 结  果  

2. 1　　Trx20 蛋白的生物信息学分析蛋白的生物信息学分析　　

2. 1. 1　Trx20 蛋白的理化性质　经 ProtParam 软件

预测，Trx20 蛋白氨基酸总数为 424 个，其中异亮

氨酸、亮氨酸和缬氨酸水平较高，酪氨酸、半胱氨

酸和组氨酸水平较低 （表 2）；预估相对分子质量为

47 700，理论等电点为 8. 55，为碱性蛋白；其中含

有 54 个强酸性氨基酸 （天冬氨酸和谷氨酸），59 个

强碱性氨基酸 （精氨酸和赖氨酸）。Trx20分子式为

C2172H3412N548O616S20；当 Trx20 蛋白的 N 端为甲硫氨

酸时，该蛋白于哺乳动物网织红细胞内的半衰期达

30 h，在酵母中的半衰期为 20 h，而在大肠杆菌中

的半衰期在 10 h 以上。结果显示：Trx20 蛋白具有

较高的稳定性，其稳定性可达 26. 62；脂溶性指数

（疏水） 达 82. 87，表明此蛋白质具有较好的耐热

性；该蛋白总的平均亲水性为-0. 320，鉴于负值

对应亲水性，正值对应疏水性，由此可认为 Trx20
蛋白具有亲水性。

2. 1. 2　Trx20 蛋白的空间结构　通过 SOPMA 软

件预测 Trx20 蛋白的二级结构，有 176 个氨基酸形

成了 α螺旋结构，占总氨基酸数量的 41. 51%；67个

氨基酸残基则构成了延伸链，占总氨基酸的 15. 80%；

此外，12 个氨基酸残基参与了 β 转角的形成，占比

达到 2. 83%；而无规则卷曲在整体中的比例最高，

含有 169 个氨基酸，占总氨基酸的 39. 86%，易形

成抗原表位 （图 1A）。SWISS-MODEL 在线软件

预 测 Trx20 蛋 白 三 级 结 构 （图 1B），  基于 模 板

AOA086LUY3. 1. A 建 模，  全 球 模 型 质 量 估 计

（global model quality estimate，GMQE） 值为 0. 85，
置信度为 100%。

表表 2　　Trx20 蛋白氨基酸组成蛋白氨基酸组成

TabTab.. 22　　Amino acid compositions of TrxAmino acid compositions of Trx2020 protein   protein  (η/%)

Amino acid
Alanine
Arginine
Asparagine
Aspartic acid
Cysteine
Glutamine
Glutamic acid
Glycine
Histidine
Tryptophan
Leucine
Isoleucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline
Threonine
Tyrosine
Serine
Valine

Content 
7.1
2.8
2.4
6.6
1.9
2.8
6.1
4.2
1.9
3.1
9.9

11.1
2.8
7.1
6.4
6.8
5.2
0.7
2.4
8.7

A

50           100          150         200         250         300         350         400

50           100          150         200         250         300         350         400

B

A： Prediction of secondary structure of Trx20 protein； B： Prediction of tertiary structure of Trx20 protein.
图图 1　　Trx20 蛋白的二级和三级结构预测结果蛋白的二级和三级结构预测结果

Fig. 1　　Prediction results of secondary structure and tertiary structure of Trx20 protein
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2. 1. 3　 Trx20 的 亲 水 和 疏 水 性　 利 用 在 线 工 具

Expasy 预测 Trx20 蛋白的亲水性和疏水性，结果见

图 2。该图以蛋白的氨基酸位置为横坐标，预测的

分数为纵坐标，其中正值代表疏水性，负值则代表

亲水性。第 16 位的谷氨酰胺残基显示出最高的疏

水性峰值，达到 2. 744；而第 412 位的谷氨酰胺残

基则呈现出最低的亲水性峰值，数值为-3. 433，
表明该蛋白为亲水蛋白质。

2. 1. 4　Trx20蛋白的磷酸化位点和糖基化位点　利

用在线软件  NetPhos-3. 1 预测 Trx20 蛋白磷酸化

位点，结果显示：丝氨酸酸化位点有 35 个，苏氨

酸磷酸化位点有 16 个，酪氨酸磷酸化位点有 2 个

（图 3A）；利用在线软件 NetNGlyc-1. 0 预测 Trx20
蛋白共有 1 个 N-糖基化位点 （图 3B）；在线软件

YinOYang-1. 2 预 测 Trx20 蛋 白 无 O-糖 基 化 位 点

（图 3C）。

2. 1. 5　Trx20蛋白的跨膜区和信号肽　经TMHMM-

2. 0程序分析， Trx20蛋白含有 1个信号肽（1~26 aa），

无跨膜区；N端在膜的细胞质一侧的概率为 0. 698 98；
该蛋白为膜外蛋白 （图 4A）。在线软件 SignalP-4. 1
分析 Trx20 蛋白的信号肽序列结果见图 4B，D=
0. 850， D-cutoff=0. 450，该蛋白质 1~23 aa 的氨

基酸序列为一段信号肽序列，剪切位点位于第 23和

24 位氨基酸之间，为分泌型蛋白。

2. 1. 6　Trx20 蛋白的抗原决定簇　利用在线软件

Immunomedicine Group 预测 Trx20 蛋白的抗原决

定簇，获取抗原表位信息 （图 5）。Trx20 蛋白包含

17 个抗原决定簇，其抗原倾向指数为 1. 042 3，表

明该蛋白具有良好的免疫原性，是一种潜在的疫苗

候选分子。

2. 1. 7　Trx20 蛋白的结构域　CDD 预测 Trx20 蛋

白结构域，分析结果显示：该蛋白于 38~138 氨基

酸有 1 个名为“Thioredoxin like Superfamily”的结

构域，相关蛋白质主要通过典型的“ -CXXC-”基

序执行氧化还原功能，其活性位点的二硫键可通过

可逆氧化的方式来改变靶蛋白质的氧化还原状态，

以保护其他蛋白质免受机体内的氧化损伤。提示弓

形虫 Trx 同样具备氧化还原功能，并参与机体内相

关的氧化还原过程。见图 6。
2. 2　　目的基因扩增和重组质粒构建目的基因扩增和重组质粒构建　　

成功扩增出 Trx20 目的基因，核酸电泳结果显

示：于 1 200 bp 处可见单一清晰条带，与预期大小

相 符 （图 7A）。 对 重 组 质 粒 pET-28a-Trx20 和

pGEX-4T-1-Trx20 分 别 进 行 双 酶 切 验 证，电 泳

结果显示：分别于 5 369 和 1 200 bp 以及 4 900 bp和

1 200 bp处各有 1条特异性条带（图 7B和 7C），且测

序结果正确，成功构建出重组质粒 pET-28a-Trx20 和

pGEX-4T-1-Trx20。
2. 3　　重组蛋白的表达重组蛋白的表达、、纯化和鉴定纯化和鉴定　　

将 测 序 正 确 的 重 组 质 粒 pET-28a-Trx20 和

pGEX-4T-1-Trx20 转化至 BL21 （DE3） 感受态细

胞中， IPTG 诱导后，成功在上清中诱导出 Trx20-

His 和 Trx20-GST 重组蛋白，相对分子质量约为

49 000（图 8A）和 73 000（图 8B）； 后续经 Ni-Agarose 
Resin 或 Sepharose 4B 亲和层析成功纯化出特异性

蛋白 Trx20-His （图 8C） 和 Trx20-GST （图 8D）；

3
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Hydropath./Kyte & Doolittle

图图 2　　Trx20 蛋白亲水性蛋白亲水性/疏水性线性权重变化疏水性线性权重变化

Fig. 2　　Linear weight changes of hydrophilicity/hydrophobicity of Trx20 protein
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Western blotting 法结果显示：鼠源抗 His 抗体可在

相对分子质量 49 000 处特异性识别重组蛋白 Trx20-

His，条带单一，其大小与重组蛋白质 Trx20-His大
小一致 （图 8E）；鼠源抗 GST 抗体在 73 000 处可

特异性识别重组蛋白 Trx20-GST （图 8F），上述结

果证实 2 种重组蛋白质表达正确且特异性良好。

2. 4　　Trx20 鼠源多克隆抗体效价鼠源多克隆抗体效价　　

将采集的小鼠尾尖血用于 ELISA 效价检测，

结果显示：小鼠血清效价达到较高水平，全部小鼠

血清效价均大于 1∶64 000 （图 9），符合制备要求，

表明重组蛋白Trx20具有良好的免疫原性。随后对小

鼠进行血液采集及血清分离， 以作为后续实验的抗体。

2. 5　　Trx20 多克隆抗体特异性和灵敏度多克隆抗体特异性和灵敏度　　

对免疫所得的抗体进行 Western blotting 分析，

结果显示：其在相对分子质量 73 000 处识别出单一

特异性条带 （图 10），与 Trx20-GST 重组蛋白质大

小一致，无杂带；且抗体稀释 3 000 倍后能够检测

到 90 ng 的 Trx20 蛋白，证实所制备的多克隆抗体

具有高灵敏度和特异性。

2. 6　　Trx20 蛋白在弓形虫体内的天然表达蛋白在弓形虫体内的天然表达　　

Western blotting 法检测结果显示：免疫获得的

抗体血清能够在弓形虫自然生长状态下成功识别到
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NetPhos 3.1a： predicted phosphorylation sites in XP 018638417.1
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NetNGlyc 1.0： predicted N-glycosylation sites in XP-018638417.1
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A: Prediction of phosphorylation sites of Trx20；B: Prediction of N-glycosylation sites of Trx20；C: Prediction of O-glycosylation sites of Trx20.
图图 3　　Trx20 磷酸化位点预测磷酸化位点预测、、 N--糖基化位点预测及糖基化位点预测及 O--糖基化位点预测糖基化位点预测

Fig. 3　　Prediction of phosphorylation sites, N--glycosylation sites, and O--glycosylation sites for Trx20
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虫体中的目标蛋白，条带单一且位置相对分子质量

约为 47 700，而对照组未出现条带，表明 Trx20 蛋

白可以在虫体中自然表达。见图 11。
2. 7　　Trx20 蛋白在弓形虫速殖子中的亚细胞定位蛋白在弓形虫速殖子中的亚细胞定位

IFA 法结果显示：弓形虫 Trx20 蛋白 （绿色荧

光） 分散于虫体胞质环境中，但未呈现出与特定细

胞器紧密相连或在某一特定细胞器处集中分布的现

象。见图 12。

3 讨  论  

弓形虫病是由弓形虫引起的一种严重的全球性

公共卫生问题，其在全球范围内高度流行的原因可

能在于该寄生虫既具有有性繁殖也具有无性繁殖的

传染性，能引发慢性感染并终生保持传染性［11-12］。

然而大部分感染者未表现出临床症状，存在潜在免

疫缺陷的感染者可能会出现严重的影响。例如，约

45% 获得性免疫缺陷综合征相关免疫功能低下个

TMHMM posterior probabilities for XP018638417.1 SignalP-4.1 prediction(euk networks):XP018638417.1
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A： Prediction of transmembrane regions of Trx20 protein；B： Prediction of signal peptides of Trx20 protein.
图图 4　　Trx20 蛋白的跨膜区和信号肽蛋白的跨膜区和信号肽

Fig. 4　　Transmembrane regions and signal peptides for Trx20 protein
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图图 5　　Trx20 蛋白的抗原决定簇蛋白的抗原决定簇

Fig. 5　　Antigentic determinants of Trx20 protein

图图 6　　Trx20 蛋白的结构域蛋白的结构域

Fig. 6　　Domains of Trx20 protein
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体可能发生弓形虫脑炎［13］。弓形虫疫苗的开发一

直是预防和控制弓形虫病的重点，因此制定疫苗战

略和开发疫苗对于减轻全球潜在疾病负担至关重

要［14-15］。疫苗的使用显著提高了人类和其他动物的

生活质量，并挽救了无数生命，生物信息学分析通

过借助计算机工具预测病原体表位，解析免疫应答

机制并指导疫苗设计，显著提升候选分子的靶向性

和有效性，同时缩短研发周期［16］。

根据小鼠感染模型，弓形虫有 3个主要谱系［17］，

Ⅰ型虫株（如RH株、CAST株和GT1株）毒力最强，

Mbp 1
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1 500

1 000
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A B C
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A： PCR amplification results of Trx20 gene （M： Marker； Lane 1： Trx20 gene amplification product）；  B： pET-28a-Trx20 enzymatic 
digestion results using BamHⅠ and Not Ⅰ restriction enzymes （M： Marker； Lane 1： Enzymatic digestion product）； C： pGEX-4T-1-Trx20 
enzymatic digestion results using EcoR Ⅰ and Xho Ⅰ restriction enzymes （M： Marker； Lane 1： Enzymatic digestion product）.

图图 7　　Trx20 基因基因 PCR 扩增结果和重组质粒双酶切验证结果扩增结果和重组质粒双酶切验证结果

Fig. 7　　PCR amplification results of Trx20 gene and enzymatic digestion verification results of recombinant plasmid
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A：Induced expression of recombinant protein pET-28a-Trx20 （M： Marker; Lane 1-7：Uninduced, whole bacteria at 22 ℃, supernatant at 
22 ℃ , pellet at 22 ℃ , whole bacteria at 16 ℃ , supernatant at 16 ℃ , pellet at 16 ℃ )； B: Induced expression of recombinant protein 
pGEX-4T-1-Trx20 （M： Marker; Lane 1-7： Uninduced, whole bacteria at 22 ℃ , supernatant at 22 ℃ , pellet at 22 ℃ , whole bacteria at 
16 ℃, supernatant at 16 ℃, pellet at 16 ℃）； C： Purification of recombinant protein pET-28a-Trx20 （M： Marker; Lane 1-2： Protein wash 
fractions;  Lane 3-7：  Protein elution fractions with imidazole concentrations of 40, 60, 80, 100 and 250 mmol·L-1  respectively）； 
D： Purification of recombinant protein PGEX-4T-1-Trx20 （M： Marker; Lane 1： protein wash fractions; Lane 2-3： Washing buffer； 
Lane 4-8： Elution solution）； E： Western blotting results of pET-28a-Trx20 recombinant protein （M： Marker; Lane 1： pET-28a-Trx20 
protein）； F： Western blotting results of pGEX-4T-1-Trx20 recombinant protein （M： Marker； Lane 1： pGEX-4T-1-Trx20 protein）.

图图 8　　Trx20 重组蛋白的表达重组蛋白的表达、、纯化和鉴定纯化和鉴定

Fig. 8　　Expression, purification, and identification of Trx20 recombinant protein
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Ⅱ型虫株 （如 ME49 株、HART 株和 WIL 株） 毒

力中等，Ⅲ型虫株（如VEG株、SOU株和MOO株）

被认为无毒［18］。在全球各地还存在许多表现出Ⅰ型、

Ⅱ型和Ⅲ型虫株特征的非典型基因型，相关多样性

导致宿主的免疫系统产生不同反应，引发多种生化
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图图 9　　Trx20 多克隆抗体效价多克隆抗体效价

Fig. 9　　Polyclonal antibody titers for Trx20

MMr 1  2  3  4  5

73 00075 000
63 000

M： Protein marker； Lane 1： pGEX-4T-1-Trx20 1 440 ng； 
Lane 2： pGEX-4T-1-Trx20 720 ng； Lane 3： pGEX-4T-1-

Trx20 360 ng； Lane 4： pGEX-4T-1-Trx20 180 ng； Lane 5： 
pGEX-4T-1-Trx20 90 ng.
图图 10　　Western blotting 法检测法检测 Trx20 多克隆抗体特异多克隆抗体特异

性和灵敏度电泳图性和灵敏度电泳图

Fig. 10　　Electrophoregram of specificities and sensitivities 

of polyclonal antibodies detected by Western blotting 

method
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M： Protein marker； Lane 1： Experimental group； Lane 2： 
Negative control.
图图 11　　Western blotting 法检测法检测 Trx20 蛋白在刚地弓蛋白在刚地弓

形虫中表达的电泳图形虫中表达的电泳图

Fig. 11　　 Electrophoregram of expression of Trx20 

protein in Toxoplasma gondii detected by Western 

blotting method
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Sample 2
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Negative
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图图 12　　Trx20 蛋白在刚地弓形虫速殖子中的定位蛋白在刚地弓形虫速殖子中的定位

Fig. 12　　Localization of Trx20 protein in Toxoplasma gondii tachyzoites
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改变和临床疾病［19］。弓形虫具备高度特化的顶端

分泌细胞器，此类细胞器包括顶质体、致密颗粒体

和微线体，参与其对宿主细胞的侵袭［20-21］。特殊的

分泌细胞器，尤其是致密颗粒体，在寄生虫有效入

侵和调节宿主感染反应中发挥重要作用，有助于限

制寄生虫的清除并建立急性感染，导致弓形虫成功地

避免早期清除，同时在宿主体内建立持续的慢性

感染，对于其传播到新宿主至关重要［22］。研究［23］

发现：在弓形虫的顶质体中鉴定出 2 个 Trx，即顶

复门原虫 Trx1 （apicomplexan Trx1，ATrx1） 和顶

复门原虫 Trx2 （apicomplexan Trx2，ATrx2），条

件性敲低 ATrx1 或 ATrx2 导致寄生虫生存严重缺

陷，形成少量斑块。

本研究结果显示：Trx20 蛋白属于分泌型蛋

白，具有较稳定的亲水性质；蛋白的二级结构中，

α 螺旋占 41. 51%，延伸链占 15. 80%， β 转角占

2. 83%，无规则卷曲占 39. 86%。经预测此蛋白含

有 35 个磷酸化位点，具体包括 17 个丝氨酸磷酸化

位点、16 个苏氨酸磷酸化位点和 2 个酪氨酸磷酸化

位点，蛋白质的翻译后修饰及功能作用与磷酸化位

点有着密不可分的关系。Trx20 蛋白共有 1 个 N-糖

基化位点，无 O-糖基化位点。通过 SignalP-4. 1 预

测 Trx20 蛋白的信号肽，TMHMM-2. 0 预测蛋白的

跨膜结构，结果显示：Trx20 蛋白是一个具有信号

肽序列的非跨膜结构蛋白。

通过 CDD 在线分析软件预测 Trx20 蛋白具有

1 个名为“Thioredoxin like Superfamily”的结构域，

氨基酸序列具有经典氧化还原活性基序“-CXXC-”

和与底物结合所需的关键残基，推测 Trx20 蛋白在

参与氧化还原反应的过程中发挥了重要的抗氧化

功能。相关抗氧化机制能够帮助虫体抵御氧自由基的

损伤，保护其细胞和组织免受氧化应激的危害，

从 而 维 持 虫 体 的 正 常 生 理 功 能 和 生 存 能 力［24］。

本研究结果显示：Trx20 蛋白的平均抗原倾向指

数为 1. 042 3，并且共含有 17 个抗原决定簇，提示

Trx20 蛋白含有数量较多的优势抗原表位结构，其

抗原倾向指数处于较高水平。利用原核表达系统

进行该蛋白质的体外表达，成功制备了效价高达

1∶64 000 的多克隆抗体。经特异性与灵敏度鉴定，

该抗体稀释 3 000 倍后仍能有效检测 90 ng 的 Trx20
蛋白，可精准识别目标蛋白。Trx20 蛋白在弓形虫

自然生长过程中于虫体内得以自然表达，且该蛋白

在弓形虫速殖子胞质中呈分散分布的特征。

综上所述，本研究成功实现了刚地弓形虫 Trx20
蛋白的原核表达和纯化， 获得了具有良好免疫原性的

重组蛋白。利用 Trx20 蛋白免疫小鼠，成功制备出

效价高、特异性强的多克隆抗体，同时该抗体能有

效识别天然状态下的弓形虫 Trx20 蛋白，并进一步

明确了该蛋白质在虫体内的亚细胞定位。本研究系

统建立了 Trx20 蛋白的表达、抗体制备和定位分析

技术体系，为深入探讨 Trx20 在弓形虫抗氧化应

激、增殖及致病机制中的生物学功能提供了关键工

具和实验依据，并为推动以该蛋白为靶点的弓形虫

疫苗研发提供了参考。
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