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基于生物信息学分析的弓形虫ＴｇＳＵＢ３多抗制备

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【摘要】　目的　在利用生物信息学全面分析ＴｇＳＵＢ３序列的基础上，制备针对该蛋白Ｂ细胞抗原表位的兔源多克隆抗

体。　方法　采用生物信息学软件对ＴｇＳＵＢ３蛋白的理化性质、空间结构、磷酸化／糖基化位点、Ｂ细胞抗原表位等进行

分析。用原核表达、纯化的ＴｇＳＵＢ３重组蛋白免疫新西兰大白兔，于４次加强免疫后第７ｄ制备兔血清，采用ＰｒｏｔｅｉｎＡ

亲和纯化抗体蛋白，分别利用ＳＤＳＰＡＧＥ和ＥＬＩＳＡ分析抗体纯度和效价。　结果　生物信息学分析ＴｇＳＵＢ３为不稳

定亲水性蛋白，无信号肽，跨膜区为１９３９ａａ，包含１个Ｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ＿Ｓ８结构域（３５８６１７ａａ）。二级结构中无规卷曲占

５１．２９％，α螺旋占２６．１１％。ＴｇＳＵＢ３包含６５个磷酸化位点和１２６个糖基化位点。Ｂ细胞抗原表位区集中在４５２９０ａａ

和７１５９３７ａａ。ＳＤＳＰＡＧＥ显示纯化的ＴｇＳＵＢ３多抗为单一５５ｋｕ条带，ＥＬＩＳＡ 检测ＴｇＳＵＢ３抗体滴度为１：１０２４００。

　结论　成功制备了兔源ＴｇＳＵＢ３抗血清，经纯化获得高纯度高滴度的多抗。

【关键词】　弓形虫；ＳＵＢ３蛋白；多克隆抗体；生物信息学
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弓形虫（犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻，Ｔｇ）呈世界性分布，

可感染几乎所有温血动物的有核细胞，引发人和多种

动物的感染，导致人兽共患弓形虫病。我国人群弓形

虫平均感染率约为１０％，猪的弓形虫感染率为３０％～

５０％，南方地区鸡的感染率超过２０％，北方和西北地

区羊的感染率约为２０％
［１］。畜禽弓形虫感染不但给

畜牧养殖业带来经济损失，同时会增加人感染弓形虫

的风险。

弓形虫入侵基于多种蛋白协调且机制精细复杂，

大多数蛋白需经蛋白酶修饰加工使其功能域展现或形
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成活性位点才能发挥功能［２］。因此，蛋白酶在弓形虫

入侵宿主细胞、逃避宿主免疫机制、参与细胞分化和调

节致病机制中发挥重要作用［３５］。

类枯 草 杆 菌 蛋 白 酶 （ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅａｓｅ，

ＳＵＢ）属于丝氨酸蛋白酶家族，是广泛分散在进化中的

一组古老的蛋白酶。ＳＵＢ最初以无活性的前蛋白形

式存在，一般包括信号肽、前肽结构域（前结构域）和催

化结构域。在信号肽被水解后，前结构域被自动催化

断裂，但仍以非共价结合状态发挥分子伴侣的作用，用

于后续的正确折叠而催化为活性酶。前结构域通常是

其同源酶的有效和选择性抑制剂。ＳＵＢ在功能上具

有多样性，但具有保守的催化结构域，催化三联体残基

以保守性的 ＡｓｐＨｉｓＳｅｒ排列，在这些残基周围具有

容易识别的序列基序［６］。目前已在顶复门原虫中的疟

原虫、弓形虫、新孢子虫、隐孢子虫中发现了ＳＵＢ同源

蛋白，分别为 ＰｆＳＵＢ１、ＰｆＳＵＢ２、ＰｆＳＵＢ３、ＴｇＳＵＢ１、

ＴｇＳＵＢ２、ＮｃＳＵＢ１和ＣｐＳＵＢ１
［７１３］。在弓形虫中，Ｔｇ

ＳＵＢ３是继ＴｇＳＵＢ１和 ＴｇＳＵＢ２发现后被鉴定的第

三种ＳＵＢ，但其定位及功能尚不十分清楚。本研究从

ＴｇＳＵＢ３序列分析入手，筛选其Ｂ细胞抗原表位，针

对其表位区制备兔源多抗并进行纯化，为该蛋白的相

关研究奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　载体和菌株　原核表达载体ｐＥＴ３０ａ由本实验

室保存。大肠埃希菌 ＴＯＰ１０和表达菌ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐＬｙｓＳ感受态细胞购自北京天根生化科技有限公司。

１．２　实验动物　体重约２．０ｋｇ新西兰大白兔。

１．３　主要试剂　胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒购

自北京全式金生物技术有限公司；ＨＲＰ标记的羊抗兔

ＩｇＧ和ＴＭＢ显色试剂盒购自北京天根生化科技有限

公司；ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ购自赛默飞世尔科技有限公

司；ＮｉＮＴＡ 亲和层析柱购自美国Ｓｉｇｍａ公司；Ｐｒｏ

ｔｅｉｎＡ亲和纯化柱购自美国ＧＥ公司。

２　方法

２．１　ＴｇＳＵＢ３基因以及蛋白序列的获取　从 Ｔｏｘ

ｏＤＢ获取ＴｇＳＵＢ３基因及其编码蛋白序列，登录号为

ＴＧＭＥ４９＿２００３５０，该基因位于弓形虫第 ＶＩＩＩ染色体

上。

２．２　ＴｇＳＵＢ３的生物信息学分析　利用ＰｒｏｔＰａｒａｍ（

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测ＴｇＳＵＢ３

相对分子质量
!

等电点
!

氨基酸组成、不稳定指数，脂

肪指数和亲水系数；利用ＳｉｇｎａｌＰ６．０（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖ

ｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＳｉｇｎａｌＰ）和

ＴＯＰＣＯＮＳ（ｈｔｔｐｓ：／／ｔｏｐｃｏｎｓ．ｃｂｒ．ｓｕ．ｓｅ／ｐｒｅｄ／）预测

ＴｇＳＵＢ３的信号肽及跨膜区"

利用 ＣＤＤ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）

分析ＴｇＳＵＢ３的结构域组成；利用ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝

ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）和 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ ：／／

ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）预测 ＴｇＳＵＢ３蛋白的二、三

级结构；利用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈ

ｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＮｅｔＰｈｏｓ３．１）和ＧＰＰ（ｈｔ

ｔｐ：／／ｃｏｍｐ．ｃｈｅｍ．ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｇｌｙｃｏ／）预测

ＴｇＳＵＢ３的磷酸化位点和糖基化位点；利用ＳＴＲＩＮＧ

（ｈｔｔｐｓ ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ）预测其互作蛋白；利用

ＤＮＡＳｔａｒ预测该蛋白的Ｂ细胞抗原表位区。

２．３　ｐＥＴ３０ａＳＵＢ３ＫＢ表达载体的构建及表达　以

已构建的 ｐＭＤ１８ＴＳＵＢ３ 为载体，以引物 Ｆ（５′

ＡＡＡＧＡＡＴＴＣＧＡＧＡＣＡＧＡＡＣＣＣＣＡＡＡＡＡＣ３′）

和Ｒ（５′ＡＡＡＣＴＣＧＡＧＧＣＣＴＴＴＧＣＴＣＡＧＣＴＧＣＧＧ

３′）ＰＣＲ扩增ＴｇＳＵＢ３的抗原表位区（４５２９０ａａ），下

划线部分为酶切位点。酶切、连接构建表达载体

ｐＥＴ３０ａＳＵＢ３ＫＢ，转化ＴＯＰ１０感受态细胞，经双酶

切、测序鉴定的阳性质粒转化表达菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐＬｙｓＳ，命 名 为 ｐＥＴ３０ａＳＵＢ３ＫＢ／ＢＬ２１ （ＤＥ３）

ｐＬｙｓＳ。重组表达菌用终浓度为０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ

诱导２ｈ，采用ＳＤＳＰＡＧＥ分析目的蛋白表达情况，之

后进行蛋白的大量表达及纯化。

２．４　蛋白的大量表达及纯化　将过夜培养的菌液转

接到５００ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃，２００ｒｐｍ，培养

至Ａ６００ 为０．６～０．８，０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ３７℃诱导４

ｈ。６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集菌体，菌体用２０～３０

ｍＬ１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）溶液吹散，超声波

破碎（５００Ｗ，６０次，每次１０ｓ，间隔１５ｓ）。２０～３０

ｍＬ１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）重悬超声离心得到

的沉淀，静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上

清，重复静置、离心一次。先加入少量的１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）溶液重悬沉淀，再加５～１０ｍＬ含８

Ｍ尿素的１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）溶液溶解蛋

白。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清，取５０μＬ电

泳。

２．５　ＴｇＳＵＢ３的多抗制备及效价测定　取新西兰大

白兔，用纯化的 ＴｇＳＵＢ３重组表达蛋白免疫４次，免

疫之前耳静脉取血，分离血清作为阴性对照。首次免

疫纯化蛋白用量为４００μｇ，加强免疫为２００μｇ，均用

生理盐水稀释至３００μＬ，加入等体积弗氏佐剂（首次

免疫用弗氏完全佐剂，加强免疫用弗氏不完全佐剂），

混匀后进行背部皮下多点注射，每次免疫的时间间隔

为１４ｄ。

第四次加强免疫７ｄ后采血，分离血清，采用
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ＥＬＩＳＡ法测定抗体效价。纯化的ＴｇＳＵＢ３重组表达

蛋白包被浓度为２μｇ／ｍＬ，多抗血清从１∶２００开始作

２倍梯度稀释至１∶２０４８００。二抗为 ＨＲＰ羊抗兔

ＩｇＧ，加入ＴＭＢ显色１０ｍｉｎ后终止反应，用酶标仪双

波长（Ａ４５０／Ａ６３０）测吸光度Ａ值。试验设ＰＢＳ空白对

照和阴性兔血清（１∶２００稀释）对照。结果判读：效价

为大于等于１／２最大Ａ值所对应的最小稀释倍数。

２．６　ＴｇＳＵＢ３多抗的纯化及其纯度与滴度测定　按

照文献［１４］的方法纯化ＴｇＳＵＢ３多抗，分别采用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ和ＥＬＩＳＡ进行抗体蛋白的纯度分析和滴度测

定。

结　果

１　犜犵犛犝犅３的生物信息学分析

１．１　理化性质　ＴｇＳＵＢ３基因全长２９１０ｂｐ，编码

９６９个氨基酸，分子质量为１０４．１１４９７ｋｕ，理论等电

点５．７９，为酸性蛋白。负电荷残基总数为１１１，其中天

冬氨酸５５个，谷氨酸５６个；正电荷残基总数为９０，其

中精氨酸５４个，赖氨酸３６个。ＴｇＳＵＢ３的半衰期为

３０ｈ，不稳定系数５３．３３，为不稳定蛋白；脂肪指数为

７２．３０，总平均亲水系数为－０．４１１，属亲水蛋白。

１．２　信号肽、跨膜区以及结构域预测　经ＳｉｇｎａｌＰ６．

０和ＴＯＰＣＯＮＳ预测（图１Ａ、１Ｂ），ＴｇＳＵＢ３不存在信

号肽序列，跨膜区位于１９３９ａａ（图１）。ＣＤＤ预测该蛋

白３５８６１７ａａ为Ｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ＿Ｓ８结构域，催化三联体位

于 Ａｓｐ
３６６、Ｈｉｓ

４２２ 和 Ｓｅｒ
５８３，推测的活性位点位于

Ａｓｐ
３６６、Ｈｉｓ

４２２、Ｓｅｒ
４８３、Ｔｒｙ

４８４、Ｇｌｙ
４８５、Ａｓｎ

５１３ 和 Ｓｅｒ
５８３

（图２）。

Ａ　ＴｇＳＵＢ３蛋白的信号肽预测　Ｂ　ＴｇＳＵＢ３蛋白的跨膜区预测

图１　犜犵犛犝犅３蛋白的信号肽和跨膜区预测分析

Ａ　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｆｏｒＴｇＳＵＢ３　Ｂ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎｆｏｒＴｇＳＵＢ３

犉犻犵．１　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狊犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲犪狀犱狋狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犱狅犿犪犻狀

犳狅狉犜犵犛犝犅３

图２　犜犵犛犝犅３蛋白的结构域预测

犉犻犵．２　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆狉狅狋犲犻狀犱狅犿犪犻狀犳狅狉犜犵犛犝犅３

ＴｇＳＵＢ３的二、三级结构 利用ＳＯＰＭＡ分析Ｔｇ

ＳＵＢ３蛋白的二级结构（图３Ａ），其中无规卷曲占

５１．２９％，α螺旋占２６．１１％，延伸链占１４．８６％，β转角

占７．７４％。ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ分析ＴｇＳＵＢ３蛋白的三

级结构，结果见图３Ｂ。

图３　犜犵犛犝犅３蛋白的二级结构（犃）和三级结构（犅）预测

犉犻犵．３　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲（犃）

犪狀犱狋犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲（犅）犳狅狉犜犵犛犝犅３

１．４　ＴｇＳＵＢ３的互作蛋白　预测与ＴｇＳＵＢ３互作的

弓形虫蛋白有 ＴｇＭＩＣ８、ＴＧＭＥ４９＿０３０９２０和 ＴＧ

ＭＥ４９＿０９０９５０（图４）。

图４　犜犵犛犝犅３的互作蛋白预测

犉犻犵．４　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狆狉犲犱犻犮狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀犳狅狉犜犵犛犝犅３

１．５　ＴｇＳＵＢ３的磷酸化位点和糖基化位点　Ｎｅｔ

Ｐｈｏｓ３．１预测ＴｇＳＵＢ３序列分值大于０．８的磷酸化

位点共有６５个，包含４７个丝氨酸磷酸化位点，１２个

苏氨酸磷酸化位点，６个酪氨酸磷酸化位点（图５）。

ＧＰＰ预测ＴｇＳＵＢ３包含１２６个糖基化位点。

图５　犜犵犛犝犅３蛋白磷酸化位点预测

犉犻犵．５　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狆犺狅狊狆犺狅狉狔狊犻狋犲狊犳狅狉犜犵犛犝犅３

１．６　ＴｇＳＵＢ３的抗原表位区　根据ＤＮＡＳｔａｒ对Ｔｇ

ＳＵＢ３亲水性、抗原指数、表面可及性分析的预测结

果，当亲水性＞０、抗原指数＞０、表面可及性＞１时形

成抗原表位的可能性大［１５］。因此，该蛋白Ｂ细胞抗原
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表位集中在４５２９０ａａ和７１５９３７ａａ（图６）。

图６　犜犵犛犝犅３蛋白的亲水性、表面可及性和犅细胞抗原表位预测

犉犻犵．６　犎狔犱狉狅狆犺犻犾犾犮犻狋狔，狊狌狉犳犪犮犲犪犮犮犲狊狊犻犫犻犾犾犻狋狔犪狀犱犅犮犲犾犾

犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犜犵犛犝犅３

２　犜犵犛犝犅３重组蛋白的表达及纯化

ｐＥＴ３０ａＳＵＢ３ＫＢ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ经ＩＰＴＧ

诱导后表达的目的蛋白分子质量为３８ｋｕ（图７Ａ）。

纯化的重组蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ检测为相对单一的３８

ｋｕ电泳条带（图７Ｂ）。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　ｐＥＴ３０ａＳＵＢ３ＫＢ／ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐＬｙｓＳ未诱导对照　２、３　ｐＥＴ３０ａＳＵＢ３ＫＢ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳＩＰＴＧ

诱导６ｈ　４　５倍稀释的纯化蛋白　５　１０倍稀释的纯化蛋白

图７　重组菌表达蛋白犜犵犛犝犅３（犃）及其纯化产物的犛犇犛犘犃犌犈分析

Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　ｐＥＴ３０ａＳＵＢ３ＫＢ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ

ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　２，３　ｐＥＴ３０ａＳＵＢ３ＫＢ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ

ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　４　Ｄｉｌｕｔｅｄ５ｔｉｍｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ　５　Ｄｉｌｕｔｅｄ１０

ｔｉｍｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．７　犛犇犛犘犃犌犈狉犲狊狌犾狋狊狅犳犜犵犛犝犅３犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

３　犜犵犛犝犅３抗血清制备及效价测定

用纯化的 ＴｇＳＵＢ３重组表达蛋白免疫新西兰大

白兔，制备兔源多抗。ＥＬＩＳＡ检测显示兔抗血清效价

为１∶１０２４００（图８）。

图８　犈犔犐犛犃检测兔源犜犵犛犝犅３抗血清效价

犉犻犵．８　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犜犵犛犝犅３犪狀狋犻狊犲狉狌犿狋犻狋犲狉

４　犜犵犛犝犅３多抗纯化及分析

纯化ＴｇＳＵＢ３多抗，ＳＤＳＰＡＧＥ显示纯化蛋白为

５５ｋｕ的单一蛋白条带（图９Ａ）。ＥＬＩＳＡ检测纯化蛋

白的抗体滴度为１∶１０２４００（图９Ｂ）。多抗纯度和滴

度均符合要求。

图９　犜犵犛犝犅３多克隆抗体纯度（犃）及滴度（犅）测定

犉犻犵．９　犜犵犛犝犅３狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔狆狌狉犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊（犃）

犪狀犱狋犻狋犲狉犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀（犅）

讨　论

对ＴｇＳＵＢ３的同源蛋白ＴｇＳＵＢ１和ＴｇＳＵＢ２的

研究表明，ＴｇＳＵＢ１基因 ＯＲＦ全长２３８８ｂｐ、编码

７９５个氨基酸，有信号肽无跨膜区，催化三联体位于

Ａｓｐ
２５９、Ｈｉｓ

３１５、和 Ｓｅｒ
４９０。ＴｇＳＵＢ２基因 ＯＲＦ 全长

３９０３ｂｐ、编码１３００个氨基酸，包含信号肽和跨膜区，

催化三联体位于Ｇｌｕ
７８３、Ｈｉｓ

８３６、和Ｓｅｒ
９９９［１６］。本研究对

ＴｇＳＵＢ３进行的生物信息学分析显示，该蛋白包含

９６９个氨基酸，有跨膜区无信号肽。ＴｇＳＵＢ３同样具

有ＳＵＢ蛋白保守的催化三联体，位于 Ａｓｐ
３６６、Ｈｉｓ

４２２

和Ｓｅｒ
５８３。

蛋白经典分泌途径是指含前导序列（信号肽）的分

泌蛋白经过内质网高尔基体内膜运输系统完成的分

泌过程。非经典蛋白质输出／分泌（ｕｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｏｒｔ／ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ＵＰＥ／ＵＰＳ）利用不依赖内质

网高尔基体系统的多种方式释放无前导序列（在某些

情况下也包括含有前导序列的膜蛋白）蛋白分泌到细

胞外［１７］。ＴｇＳＵＢ１和ＴｇＳＵＢ２序列均包含信号肽，为

经典的分泌蛋白。本研究预测ＴｇＳＵＢ３无信号肽，该

蛋白为非分泌蛋白还是非经典的分泌蛋白，以及该蛋

白的功能，均需要进一步实验验证。

根据文献报道［１６，１８］，ＴｇＳＵＢ１和ＴｇＳＵＢ２可分别

对弓形虫微线体蛋白（ＴｇＭ２ＡＰＭＩＣ２复合物和Ｔｇ

ＭＩＣ４）和棒状体蛋白ＴｇＲＯＰ１进行酶解加工，从而参

与虫体入侵宿主细胞过程。亚细胞定位研究表明，

ＴｇＳＵＢ１定位于弓形虫微线体，ＴｇＳＵＢ２与 ＴｇＲＯＰ１

共定位于棒状体。但关于ＴｇＳＵＢ３的定位尚不清楚。

多克隆抗体在蛋白定位及功能研究中是一种重要

的实验材料。本研究在筛选ＴｇＳＵＢ３的Ｂ细胞抗原

表位的基础上制备了针对该蛋白的兔抗血清，并通过

·３９６·
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ＰｒｏｔｅｉｎＡ 进行纯化，获得了高纯度、高滴度的 Ｔｇ

ＳＵＢ３多抗，为ＴｇＳＵＢ３的定位及功能研究奠定了基

础。
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［８］　ＡｄａｎｋｗａｈＥ，ＮａｕｓｃｈＮ，ＭｉｎａｄｚｉＤ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ａｎｄ犕狔犮狅

犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｄｏｒｍａｎｃｙａｎｔｉｇｅｎｓｉｍｐｒｏｖｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔ，２０２１，８２（２）：２４５２５２．

［９］　ＰａｎｄｅｙＫ，ＳｉｎｇｈＳ，ＢｈａｔｔＰ，ｅｔａｌ．ＤｏｓＲｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻

狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｅｆｆｅｃｔｏｒＴｃｅｌｌｓａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅＴ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎＴＢｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔａｃｔｓ［Ｊ］．Ｍｉ

ｃｒｏｂＰａｔｈｏｇ，２０１９，１２６：３９９４０６．

［１０］　ＣｏｐｐｏｌａＭ，ＶｉｌｌａｒＨｅｒｎｎｄｅｚＲ，ＶａｎＭｅｉｊｇａａｒｄｅｎＫＥ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌ

ｍｅｄｉａｔｅｄｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏ犻狀狏犻狏狅ｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｓｔａｇｅｓｐｅ

ｃｉｆｉｃ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ａｎｔｉｇｅｎｓｉｎｌａｔｅｎｔａｎｄａｃｔｉｖｅｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓａｃｒｏｓｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｇｒｏｕｐｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２０，

１１：１０３．

［１１］　ＺｈａｎｇＣ，ＹａｎｇＬ，ＺｈａｏＮ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｍａｃｒｏｐｈａｇｅａｕｔｏ

ｐｈａｇｙｉｎｌａｔｅｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：Ｒｏｌｅｏｆｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ

１６．３［Ｊ］．ＤＮＡＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１８，３７（５）：４４２４４８．

［１２］　马锐，马金花，杨壤，等．结核分枝杆菌休眠相关蛋白 ＨｓｐＸ的生

物信息学分析、制备及对大肠埃希菌生长抑制探究［Ｊ］．中国病

原生物学杂志，２０２３，１８（５）：５２９５３５．

［１３］　ＣａｒｒａｎｚａＣ，ＰｅｄｒａｚａＳａｎｃｈｅｚＳ，ＤｅＯｙａｒｚａｂａｌＭｅｎｄｅｚＥ，ｅｔａｌ．

Ｄｉａｇｎｏｓｉｓｆｏｒｌａｔｅｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：ｎｅｗａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓ［Ｊ］．

ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２０，１１：２００６．

［１４］　ＹａｎｇＨ，ＳｈａＷ，ＬｉｕＺ，ｅｔａｌ．ＬｙｓｉｎｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｏｆＤｏｓＲｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ｔｈｅｈｙｐｏｘｉａｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊［Ｊ］．Ｅｍｅｒｇ

ＭｉｃｒｏｂｅｓＩｎｆｅｃｔ，２０１８，７（１）：３４．

［１５］　ＶｅａｔｃｈＡＶ，ＫａｕｓｈａｌＤ．Ｏｐｅｎｉｎｇｐａｎｄｏｒａ＇ｓｂｏｘ：Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ

犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０１８，２６（２）：１４５１５７．

［１６］　ＭａｕｒｙａＲＫ，ＢｈａｒｔｉＳ，ＫｒｉｓｈｎａｎＭＹ．Ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｓ：Ｆｕｅｌｌｉｎｇ

ｔｈｅｈｉｂｅｒｎａｔｉｎｇ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＩｎｆｅｃｔ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１９，８：４５０．

［１７］　ＢｈａｔｔＰ，ＳｈａｒｍａＭ，ＰｒａｋａｓｈＳｈａｒｍａＰ，ｅｔａｌ．犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌

犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｄｏｒｍａｎｃｙｒｅｇｕｌｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓＲｖ２６２７ｃａｎｄＲｖ２６２８ａｓ

Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔａｎｄａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌａｄｊｕｖａｎｔ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍ

ｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２２，１１２：１０９２３８．

［１８］　ＲａｊｐｏｏｔＳ，ＷａｒｙＫＫ，ＩｂｂｏｔｔＲ，ｅｔａｌ．ＴＩＲＡＰｉｎｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２１，１２：６９７５８８．

［１９］　ＡｄａｎｋｗａｈＥ，ＬｕｎｄｔｏｆｔＣ，ＧｕｌｅｒＡ，ｅｔａｌ．Ｔｗｏｈｉｔ犻狀狏犻狋狉狅Ｔｃｅｌｌ

ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｓ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｑｕａｎ

ｔｉＦＥＲＯＮ ｎｅｇａｔｉｖｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔａｃｔｓ

ｆｒｏｍｇｈａｎａ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１９，１０：１５１８．

【收稿日期】　２０２３１２１８　【修回日期】　２０２４０３０６

·４９６·
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