刚地弓形虫RH株ROP11基因的克隆、真核表达载体的构建及表达
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【摘要】 目的 构建刚地弓形虫（Toxoplasma gondii）棒状体蛋白11的真核表达重组质粒并使其在真核细胞中表达目的蛋白。方法 设计合成弓形虫ROP11引物，运用RT-PCR方法扩增，其基因片段克隆至真核表达质粒pcDNA3.1（+），从而构建重组表达质粒pcDNA3.1-ROP11。将重组质粒转染HeLa 细胞，间接免疫荧光法检测细胞内蛋白表达情况。结果 RT-PCR扩增弓形虫ROP11基因序列正确，构建的重组质粒pcDNA3.1-ROP11经PCR、EcoRI和NotI双酶切和测序鉴定正确。重组质粒转染的HeLa 细胞胞浆观察到黄绿色荧光，对照组无荧光。结论 成功获得了真核表达质粒pcDNA3.1-ROP11，且能够在真核细胞中表达目的蛋白,为进一步研制弓形虫疫苗的免疫保护性奠定基础。
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【Abstract 】 Objective To construct an eukaryotic expression recombinant plasmid containing rhoptry protein 11(ROP11)of Toxoplasma gondii and make recombinant plasmid can express ROP11 protein in eukaryotic system. Methods ROP11 gene fragment was amplified by RT-PCR with primers and cloned into pcDNA3.1（+） to construct eukaryotic expression plasmids pcDNA3.1-ROP11. then transfected into HeLa cells． The expressed protein was identified by indirect immunofluorescence
Assay．Results The gene fragment encoding ROP11 was amplified correctly by RT-PCR. The recombinant eukaryotic expression plasmid pcDNA3.1-ROP11 was accredited and confirmed to be right by colony-PCR, double restriction enzyme digestion, Sequencing. ROP11 protein expressed in the HeLa cells. Conclusions The successful construction of recombinant eukaryotic expression plasmid of ROP11 and expression ROP11 protein in eukaryotic system has laid foundation for further development of immune protective vaccine against Toxoplasma gondii infections.
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刚地弓形虫（Toxoplasma gondii）是一种专性细胞内寄生原虫，能感染世界上所有的恒温哺乳动物和鸟类[1]。当中间宿主，如鸟类，啮齿类动物，反刍动物和人类食入卵囊或生的、未熟的含有组织包囊的肉类时可引起感染。饮用含有刚地弓形虫的水是引起急性弓形虫病最主要的原因[2、3]。感染的人类可以一直呈现无症状带虫状态除非发生免疫抑制 [4、5]。仅有少量的人感染后出现临床症状；然而严重的或是致命的临床表现是非常少的[6]。孕妇如果感染弓形虫能引发先天性弓形虫病。感染了的胎儿能引起流产，死胎或是一系列的临床表现如脑积水，脑钙化和视网膜脉络膜炎[7]。弓形虫棒状体蛋白是由虫体前端的分泌器官棒状体分泌，在虫体入侵细胞时起到很重要的作用，特别是在纳虫空泡的形成和修饰过程中。Bardley等用蛋白组学质谱分析确定了ROP11蛋白，发现ROP11属于ROP2家族，与ROP5和ROP16相似，ROP11也存在蛋白激酶的同源性 [8]。所以ROP11也有可能具有良好的免疫原性。我国尚未见对ROP11的研究。本文构建了ROP11基因的真核表达重组质粒并使其在真核细胞中表达，以期筛选出免疫效果较好的核酸疫苗，为弓形虫疫苗的研制创造条件。
1 材料与方法

1.1材料

1.1.1虫株、菌种、质粒  
弓形虫RH株、大肠杆菌XL-Blue、真核质粒pcDNA3.1（+）、HeLa细胞、ROP11多克隆抗体均由本实验室保存。

1.1.2试剂材料  
TaqDNA聚合酶、primestar GXL DNA polymerase、dNTP(2.5mM)、5xBuffer、T4 DNA Ligase、10xT4 DNA Ligase Buffer购买于宝生物大连有限公司，限制性内切酶EcoRI、NotI 购买于Fermentas公司，DNA Marker购买于南京凯基生物有限公司,Trizol reagent ,M-MLV First Strand Kit 购于Invitrogen公司，辣根过氧化物酶( HRP) 标记的羊抗鼠IgG 抗体购于南京金思瑞生物科技有限公司; 异硫氰酸荧光素( FITC) 标记的羊抗鼠IgG 抗体购于Solarbio公司。
1.2 方法
1.2.1 弓形虫速殖子总RNA的提取 

 收集约2×108个小鼠腹腔接种培养的弓形虫速殖子,3000rpm/min,2min,收集沉淀虫体, 然后用生理盐水溶液悬浮, 3000rpm/min,2min,弃上清，加Trizol试剂1mL,快速混匀，室温静置5min，用氯仿/异戊醇法纯化弓形虫RNA, 将获得的弓形虫总RNA溶于30uL DEPC处理过的三蒸水中, 置-80℃冻存备用。

1.2.2 引物的设计与合成  

根据GeneBank中弓形虫TgROP11基因全长编码序列（登陆号为DQ077905）的开放阅读框设计引物，上游引物P1：5’-CGCGAATTCATGGTCGATAGCTGTGCC-3’,下游引物P2：5’- TTTTCCTTTTGCGGCCGCCTACCCCGTGACGGG -3’,扩增长度为1545bp。其中GAATTC为EcoRI酶切位点，CGC为保护性碱基，GCGGCCGC为NotI酶切位点，TTTTCCTTTT为保护性碱基。引物由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。

1.2.3 弓形虫ROP11基因的RT-PCR扩增  

通过RT-PCR将提取的弓形虫总RNA反转录成cDNA，以此为模板，以P1、P2两条引物进行PCR扩增，反应体系100uL，其中包含5×Buffer20uL， dNTP8uL（2.5mM），上游引物4uL（10umoL/uL），下游引物4uL（10umoL/uL），cDNA基因组模板250ng（0.92uL），primestar GXL DNA polymerase聚合酶2uL，灭菌三蒸水补至100uL。反应条件：95℃预变性5min，94℃变性45s，58℃退火1min，72℃延伸1min，进行33个循环，最后72℃延伸10min。取5uLPCR产物于1%琼脂糖凝胶中电泳。

1.2.4 真核表达重组质粒的构建与鉴定 

 将PCR产物用酚/氯仿纯化回收后经EcoRI和NotI双酶切并与同样经EcoRI和NotI双酶切的pcDNA3.1（+）真核表达载体于16℃连接过夜，之后转化到大肠杆菌XL-Blue感受态细胞内,均匀涂布于含氨苄青霉素（100ug/mL）的LB平板上，37℃培养过夜，挑取阳性克隆接种于含氨苄青霉素（100ug/mL）的LB液体培养基中大量扩增，提取质粒，重组质粒经菌落PCR、EcoRI和NotI双酶切初步鉴定后送北京六合华大基因科技股份有限公司测序。（重组质粒的构建方案见图1）


                    图1. 重组质粒pCDNA3.1-ROP11的构建 
Fig1. Construction of recombinant plasmid pCDNA3.1-ROP11
1.2.5  pcDNA3.1-ROP11在真核细胞内表达
按照脂质体转染说明书将重组质粒pcDNA3.1-ROP11转染至HeLa 细胞，同时以转染空质粒pcDNA3.1的细胞做阴性对照。将转染后置37℃、5%CO2培养箱中培养24小时后的细胞取出，进行间接免疫荧光检测，立即荧光显微镜下观察并记录结果。
2 结果

2.1 弓形虫ROP11基因的扩增

用所合成的引物以提取的弓形虫速殖子基因组cDNA为模板，进行RT-PCR扩增弓形虫ROP11基因的片段，通过电泳与标准分子量DNA比较，扩增的目的基因ROP11的片段大小为1545bp，与预期目的片段大小相符，未见非特异性扩增带。（见图2）。
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 图.2ROP11基因的扩增

Fig. 2 Amplification of ROP11 gene
M. DL - 2 000 Marker; 1、2ROP11的RT-PCR产物；

M.DL 2000; 1、2 ROP11 gene；
2.2 pcDNA3.1表达载体的构建与鉴定 

用EcoRI和NotI酶分别双酶切PCR扩增产物和pcDNA3.1（+）质粒。分别回收目的基因ROP11小片段和载体pcDNA3.1（+）大片段，T4连接酶连接，转入E.coli XL-Blue 感受态细胞，用氨苄青霉素筛选阳性克隆（见图3），将鉴定为阳性克隆的质粒经EcoRI和NotI双酶切获得1545bp和5.4kb左右的两条带，大小与目的DNA和载体片段长度相符（见图4）。用特异性引物进行PCR扩增，扩增条件同上，可得到1545bp一条带，与预期一致。                                              
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     图3.阳性克隆PCR产物的凝胶电泳结果

     Fig3. Agarose gel electrophoresis of PCR products of positive clones

      M. DL - 2 000；1、2、3、4、5、6阳性克隆PCR产物
      M. DL - 2 000 Marker;1、2、3、4 、5、6PCR products of positive clones
[image: image3.jpg]54001

5451

1000t

M2
150000p

50000p

25000

1000bp





                                图4.重组质粒的双酶切结果 

                            Fig4. Identification by restriction enzymes of recombinant plasmid
M1. DL - 15 000 ; M2. DL - 2 000 ;1.空质粒；2.重组质粒酶切结果
                            M1. DL - 15 000 Marker; M2. DL - 2 000  Marker;1、 2. recombinant plasmid enzyme cutting results
2.3重组质粒的测序鉴定结果

经测序弓形虫ROP11蛋白基因片段大小为1548bp，编码氨基酸515个，与文献报道的对比后发现多了3个碱基， 利用NCBI上的Blast生物软件对弓形虫ROP11的基因序列进行序列比对。比对发现克隆出的ROP11与GenBank上报到的ROP11序列相比，8个核苷酸存在变异，导致5个氨基酸发生改变，其中在第56个氨基酸位置多了一个天冬酰胺。两虫株核苷酸和推导氨基酸序列的同源性均为99%和99%，表明该基因比较保守。
2.4 检测真核细胞内的蛋白表达
在荧光显微镜下，用蓝光激发时可见pcDNA3.1-ROP11重组质粒转染的细胞胞浆内有较强的黄绿色荧光，用紫外光激发时可见细胞核呈蓝色;用空质粒转染的细胞用蓝光激发时细胞内无着色，用紫外光激发可见细胞核呈蓝色，结果显示(见
图5)。                                     [image: image4.jpg]



图5 细胞内Cpn0308 表达情况检测结果
Fig5． Assay results of ROP11 expression in cells

A. pcDNA3.1- ROP11 recombinant plasmid group; B.pcDNA3. 1 plasmid group
3讨论
弓形虫不同抗原组分的免疫原性和基因特性的研究，是基因工程及新近迅速发展起来的核酸疫苗研究的重要方向[9]。弓形虫棒状体蛋白对弓形虫侵入宿主细胞起重要作用，是在弓形虫病的诊断及其疫苗研制方面很有潜力的候选因子。目前已知的棒状体蛋白有30多种。由于棒状体蛋白在弓形虫入侵宿主细胞的过程中具有重要作用，在抗弓形虫感染疫苗的研究中，棒状体蛋白备受关注。Chen等用构建的ROP1基因的重组质粒免疫小鼠，发现小鼠产生了细胞及体液免疫应答 [10]。赵焕阁等用重组质粒pcDNA3-ROP5体外转染的HeLa细胞，表达的目的蛋白能够被ROP5免疫血清识别，且免疫小鼠血清中特异性抗体IgG水平有了明显的升高，重组质粒免疫后的小鼠存活时间显著长于空质粒对照组和生理盐水对照组，表明ROP5核酸疫苗具有较强的免疫原性，能产生良好的免疫保护作用 [11]。Wang 等用构建的真核表达PVAX-ROP13制成的DNA疫苗肌肉注射昆明小鼠，发现PVAX-ROP13能够诱导高水平的抗弓形虫抗体和特异性淋巴细胞增殖反应，抗感染免疫保护实验发现生存时间明显延长，这些均表明了弓形虫感染时ROP 13能引发强烈的体液免疫和细胞免疫应答 [12]。Yuan 等将编码ROP16的基因序列插入到真核表达载体PVAXI上，肌肉注射免疫昆明小鼠，发现了用PVAXI-ROP16免疫的小鼠和其他用空质粒或磷酸盐缓冲液的小鼠相比较产生了高水平的特异性抗体，γ干扰素显著升高，白细胞介素-2（IL-2）、白细胞介素-4（IL-4）和白细胞介素-10（IL-10）均升高，由此证明ROP16诱导了强烈的体液免疫和细胞Th1型免疫反应，之后的抗感染免疫保护实验发现用pVAXI-ROP16免疫的小鼠与在攻击实验7天之内死亡的对照组相比显著的（P<0.05）延长了生存时间（21.6±9.9天）。这些数据表明，ROP16诱导了强烈的体液免疫和细胞免疫， 是一个对抗弓形虫病的有前途的疫苗候选分子 [13]。Yuan 等将编码ROP18的基因序列插入到真核表达载体pVAXI上。用重组pVAXI-ROP18肌肉注射免疫小鼠产生了特异性的体液免疫反应和强烈的淋巴细胞增殖（P<0.05），并通过CD4+和CD8+T细胞的活化标志物CD69分子的表达，发现pVAXI-ROP18增强了CD4+和CD8+T细胞在小鼠淋巴组织内的活化，之后的抗感染免疫保护实验发现与对照组相比用pVAXI-ROP18免疫的小鼠生存时间明显增加（27.9±15.1天）。他们的研究结果表明了，ROP18疫苗能增强刚地弓形虫的细胞毒性T淋巴细胞特异性，Th1型免疫反应和存活率的延长表明ROP18是在对抗弓形虫感染中的一个有前途的疫苗候选分子 [14]。这些研究表明，棒状体蛋白在抗弓形虫感染疫苗的研究中，具有较好的应用价值。本文采用体外扩增及克隆技术，扩增的弓形虫RH株ROP11基因与报道的ROP11基因序列相比，8个核苷酸存在变异，导致5个氨基酸发生改变，其中在第56个氨基酸位置多了一个天冬酰胺。这个结果与我们此前构建的原核表达载体pGEX-6P-2-TgROP11的测序结果相同。
    本研究采用的真核表达载体pcDNA3.1含有人巨细胞病毒（CMV）高效启动子/增强子序列，是一种外源基因在哺乳动物细胞内高效表达的良好载体，常用于构建DNA疫苗。本实验应用基因工程方法，将弓形虫ROP11基因连接于真核表达载体pcDNA3.1上，构建弓形虫ROP11基因真核表达质粒pcDNA3.1- ROP11，该真核表达载体可在哺乳动物细胞中正确转录、表达，为后续动物实验鉴定核酸疫苗的免疫效果，筛选有效的核酸疫苗奠定了基础，为弓形虫疫苗的研究开辟了一条新途径。
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