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弓形虫 GRA 3 基因真核表达质粒的构建与鉴定

薛书江 ,张守发 ,栾　杨
(延边大学 农学院 ,吉林 龙井 133400)

摘要:以 pGEX-GRA3为模板 ,经 PCR 扩增获得弓形虫 GRA 3基因 ,克隆于 pMD-18T simple

载体上。重组质粒经 PCR鉴定 、PstⅠ和 XhoⅠ双酶切鉴定后测序分析 ,再将其定向插入真核表达

载体 pVAX Ⅰ , 构建真核表达重组质粒 pVAX -GRA3 。经 PCR 和酶切鉴定后 , 将重组质粒

pVAX-GRA3转染 Hela 细胞 ,然后进行 RT -PCR检测 。RT -PCR结果表明 ,检测到了目的基

因的存在 ,说明 pVAX-GRA3成功转入 Hela细胞 。
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Const ruction and Identification of the Eukaryotic Expression

Plasmid Containing GRA 3 Gene of Toxop lasma gondi i

XUE Shu-jiang ,ZHANG Shou-fa , LUAN Yang
(Agricultural Co llege o f Yanbian University , Long jing 133400 , China)

Abstract:The GRA 3 gene o f Toxop lasma gondi i was amplified f rom plasmid pGEX-GRA3 by
PCR and ligated into pMD-18T simple vector fo r DNA sequencing.Then , the PCR products

w ere inserted into pVAX Ⅰ vector to const ruct a recombinant plasm id named as pVAX -GRA3
and characte rized by PCR and rest riction-endonuclease Pst Ⅰand XhoⅠdigestion.Hela cells w ere
t ransfected by plasmid pVAX-GRA3 w ith lipofection st rategy and the expression of GRA3 gene

w ere detected by RT -PCR.The results showed that w e have successfully constructed a recombi-
nant plasmid of GRA 3 gene of Toxop lasma gondii ,which established a base fo r further study o f
vaccines using the GRA 3 gene.
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　　弓形虫(Toxoplasma gondii)是一种细胞内的

专性寄生原虫 ,可引起人畜共患性弓形虫病 。该虫

可感染包括人类在内的 190多种哺乳类动物 ,传染

源主要是猫科动物[ 1 , 2] 。全世界约有 1/3 的成年人

感染 ,我国人群的感染率为 5%～ 20%,家畜感染率

为 10%～ 50%。预防和控制弓形虫病的发生 ,对保

障人类健康和发展畜牧业具有重大意义。目前 ,国

内外学者对弓形虫病的研究不断深入 ,在该病的病

原学和诊断技术等方面取得了一定进展。在国外 ,

弓形虫核酸疫苗已被广泛研制和应用 ,并显示出良

好的保护作用 ,而国内弓形虫核酸疫苗的研制尚处

于起步阶段[ 3-5] 。弓形虫 GRA3 基因能被抗弓形虫

单克隆抗体 2H11识别 ,可以刺激机体产生 B 细胞

免疫应答 ,可用于弓形虫病诊断和作为疫苗的候选

分子[ 6] 。因此 ,本研究应用基因工程技术构建弓形

虫 GRA3 基因的真核表达载体 ,旨在为弓形虫疫苗

的研制奠定基础 。

1　材料和方法

1.1　质粒及宿主菌

pGEX-GRA3由延边大学预防兽医实验室构

建 ,大肠埃希氏菌 DH 5α和 Hela细胞为延边大学预
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防兽医实验室保存 。

1.2　试剂及工具酶

总 RNA 抽提试剂盒 、Takara RN A PCR Kit

(AMV)Ver.3.0 、DNA 凝胶回收试剂盒 、pMD-

18T simple Vector 、限制性内切酶 Pst Ⅰ 、Xho Ⅰ,

Ex Taq DNA 聚合酶 、T4 DNA 连接酶 、dNT P 和

DNA 分子量标准购自大连宝生物工程公司;pVAX

Ⅰ vector 购于 Invi t ro gen 公司;质粒大量抽提试剂

盒购于碧云天生物技术研究所;其他试剂为进口或

国产分析纯。

1.3　引物设计与合成

根据已构建的pGEX-GRA3质粒基因序列 ,设计

1对引物。在上游引物的 5′端引入 Kozak序列 、起始密

码子 、限制性内切酶识别序列和保护性碱基。在下游

引物的5′端引入终止密码子 、限制性内切酶识别序列

和保护性碱基。引物由由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。引物序列为:上游引物 P1:5′-CGCT-

GCAGGCCACCATGGACCGTACCATATGTCCCT -3′,

下游引物 P2:5′-CGCTCGAGT TA TCAGGT T T-

GT TTCTTGGAGGC-3′。

1.4　目的基因 GRA3 片段的扩增及纯化

以 pGEX-GRA3 为模板 ,在 PCR管中 ,依次加

入 10×PCR缓冲液 2.5μL , 2.5mmol/L dNTP 2μL ,

上游引物(10 pmol/L)0.5μL ,下游引物(10pmol/L)

0.5μL ,模板 DNA 2.5μL , Taq plus DNA 聚合酶

(5U/μL)0.25μL ,补加 ddH2O 至 25μL。反应条件

为:94℃预变性5min;94℃变性 30 s , 57℃退火 1min ,

72℃延伸 1min , 35个循环;最后于 72℃延伸 7min。

PCR产物经 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳鉴定 。用 DNA

凝胶回收试剂盒回收 PCR产物 ,纯化的 PCR产物储

存于-20℃。

1.5　目的基因的克隆及 pMD18-GRA3重组质粒

的鉴定

将纯化的 PCR产物与 pMD-18T simple载体

于 16℃连接过夜 ,按常规方法转化至感受态大肠埃

希氏菌 DH5α, 将其涂布于预先铺有(0.1mo l/L)

IPTG和 X-Gal 的含 Amp 的 LB 平板上 , 37℃培

养过夜 。挑取 10个白色单菌落 ,将其接种于含氨苄

青霉素(100mg/L)的 LB 培养液中 , 37℃剧烈振摇

培养 8h ,按碱裂解法提取质粒 。重组质粒经 PCR

和 PstⅠ 、XhoⅠ双酶切鉴定。

1.6　DNA序列测定及分析

将 PCR和酶切鉴定均为阳性的克隆送往上海生

工生物工程技术服务有限公司测序。用 DNAMAN

软件对测序结果进行分析 。

1.7　pVAX-GRA3重组质粒的构建

按常规方法提取阳性克隆和表达载体 pVAX Ⅰ

的质粒 DNA ,将二者分别用 Pst Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶

切。分别回收 GRA 3 目的基因片段和线性载体 ,用

T4DNA 连接酶按常规方法进行连接 ,转化至感受

态大肠埃希氏菌 DH 5α。按碱裂解法提取质粒 ,进行

PCR和双酶切鉴定。将鉴定为阳性的克隆送上海

生工生物工程技术服务有限公司测序。

1.8　转染 Hela 细胞

转染前 48 h ,用胰酶消化生长状态良好的 Hela

细胞 ,显微镜下计数 ,按 1×105 ～ 3×105个/孔转至24

孔板 ,以使次日转染时细胞达到 90%～ 95%丰度。

转染在无血清无抗生素的 DMEM 培养基中进行 。

分别取应用质粒大量抽提试剂盒提取的 pVAX -

GRA3质粒 DNA(试验组)和 pVAX Ⅰ质粒 DNA

(对照组)0.8 ～ 1.0μg ,与 50μL 双无 DMEM 培养

基混合;再取 2μL Cellfectam ineTM2000 ,用 50μL 双

无 DMEM 培养基稀释 ,室温孵育 5min。将质粒

DNA 溶液与 Cellfectam ine
TM
2000 溶液轻轻混合 ,

室温下放置 5min ,以形成 DNA -脂质体复合物 。

同时 ,用双无 DMEM 培养基洗细胞 3 次 ,每孔再加

入 100μL 的双无 DMEM 培养基。复合物形成后 ,

将其加入孔内 ,轻轻晃动培养板使分布均匀 。37℃

孵育 4 ～ 6 h 后 ,将转染液移去 ,加 DMEM 完全培养

基2mL ,于 37℃、体积分数 5%CO 2 条件下培养 48 h。

1.9　RT -PCR检测重组质粒的表达

将转染 pVAX-GRA3重组质粒细胞组 、转染

pVAX Ⅰ空质粒细胞对照组 、未转染细胞对照组 ,用

总 RNA 抽提试剂盒分别提取总 RNA ,以下游引物

P2为反转录引物 ,用 Takara RNA PCR Kit(AMV)

Ver.3.0进行反转录 ,然后迅速冰浴 ,利用设计的特

异性引物对 cDNA 进行 PCR反应 。

2　结果与分析

2.1　pMD18-GRA3重组质粒的鉴定

以初步鉴定为阳性的重组克隆质粒为模板进行

PCR扩增 , 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳 。结果显示 ,扩

增出的 DNA片断大小与 GRA3 基因片段大小一致 ,

说明重组质粒含有目的基因。用 P st Ⅰ和 Xho Ⅰ对

初步筛选为阳性的重组克隆质粒进行酶切鉴定 ,酶

切产物于 10 g/L 琼脂糖凝胶中电泳 。结果显示 ,经

Pst Ⅰ和 XhoⅠ酶切 ,得到了约 694bp的目的片断 ,

与预期的片段大小相符(图 1),说明目的基因片段
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已成功地克隆到 pMD-18T simple 载体中。

M.DNA 标准分子质量;1.Pst Ⅰ和 X ho Ⅰ双酶切鉴定;
2.空白对照;3.pMD18-GRA3重组质粒 PCR 产物

图 1　pMD18-GRA3 重组质粒 PCR和双酶切
电泳鉴定图谱

2.2　pMD18-GRA3重组质粒的序列测定结果

将 PCR扩增及酶切鉴定均为阳性的重组菌液

送至英骏生物技术有限公司测序 ,测序结果显示 ,所

构建的重组质粒 pMD18-GRA3中的目的基因全

长为 694 bp ,编码 222个氨基酸 ,与 GenBank 上的

序列同源性为 99.7%(图 2)。

2.3　pVAXI-GRA3重组质粒的鉴定

以筛选为阳性的重组质粒作为模板 ,利用所设

计的引物进行 PCR扩增 ,用 10 g/ L 的琼脂糖凝胶

分析 PCR产物 ,结果扩增出 1条694 bp的目的条带

(图 3),与预期的大小相符。将重组表达质粒经

Pst Ⅰ和 XhoⅠ酶切鉴定 ,得到了约 3 000bp和 694 bp

的2条片段(图 3),与预期片段大小相符 ,说明目的

基因片段已成功地连接到 pVAXⅠ载体中。

图 2　弓形虫 GRA3 基因序列及推导的编码氨基酸序列

M.DL2000 DNA标准分子质量;1.空白对照;2.Ps tⅠ和 Xho

Ⅰ双酶切鉴定;3.pVAX-GRA3重组质粒 PCR 产物

图 3　pVAX-GRA3 重组表达质粒 PCR和
双酶切电泳鉴定图谱

2.4　RT -PCR检测重组质粒在 Hella细胞中表达

转染细胞总 RNA 经 RT -PCR后 ,产物经琼

脂糖凝胶电泳 ,表达质粒 pVAX-GRA3转染细胞

组可见大小约为 694bp的条带 ,大小与目的基因相

符 ,而空质粒转染细胞和未转染细胞对照组均无任

何反应条带。表明所转染的 GRA3 基因在 Hela细

胞中得到有效转录(图 4)。

M .DL2000 DNA 标准分子质量;1 、2.转染 pVAX-GRA3 重组
质粒细胞组 RT -PCR 产物;3.转染 pVAX Ⅰ细胞组 RT-PCR

产物;4.未转染细胞对照组 RT -PCR 产物;5.阴性对照

图 4　 pVAX-GRA3 重组表达质粒 RT-PCR鉴定图谱

3　讨论

致密颗粒蛋白(GRA)是弓形虫侵入宿主细胞

后由致密颗粒释放入纳虫泡的一类分泌代谢抗原 ,

在人体和动物试验感染中具有较强的免疫反应性和

免疫原性 。目前 ,国内学者已相继将致密颗粒蛋白

中的大部分基因克隆和表达[ 6-10] ,但对 GRA 3 的研
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究却未见报道。有研究发现 , GRA 3 基因为单拷

贝 ,其 cDNA在 N -末端编码 2个蛋氨酸 ,相邻有 1

个开放阅读框 ,富含脯氨酸 ,不含内含子 ,在体内的

转录水平很高[ 6] ,可用于弓形虫病的诊断和作为疫

苗的候选分子。这就为 GRA 3 基因的克隆表达提

供了有力的理论基础。因此 ,本研究选择了 GRA 3

作为目的基因 。

在引物设计时 ,去除了 GRA 3 基因的 5′非编码

区 ,从它的第 1个翻译起始点开始设计 ,这样就扩增

了几乎整个 GRA 3 基因。并且根据 pVAX Ⅰ载体

序列与真核表达引物设计要求 ,在设计引物时 ,上游

引物 5′端加入 PstⅠ酶切位点 、Kozak 序列 ,下游引

物 5′端加入 Xho Ⅰ酶切位点与终止密码子 TAA 。

Kozak 序列的引入使载体 pVAXⅠ插入了一个内含

子 ,满足了用作 DNA 疫苗的质粒都需要有一个内

含子或插入一个内含子的要求 ,可增强哺乳动物基

因的表达。

外源基因蛋白质表达常用的表达系统有原核细

胞和真核细胞 。原核细胞表达系统主要使用大肠杆

菌 ,真核细胞表达系统主要有哺乳动物细胞和昆虫

细胞。2种外源基因表达系统都有各自的优点 ,应

根据需要加以选择。本研究的目的是探讨弓形虫

GRA 3 基因在核酸疫苗中的应用价值 ,因此 ,选择

了应用 pVAXⅠ表达载体的真核表达 。在真核表达

中 ,有 2点需要引起注意 ,一是质粒 DNA 的纯度。

质粒 DNA 的纯度影响转染的成败和转染率的高

低 。本试验选用质粒提取试剂盒来提取质粒 DNA ,

保证了质粒的纯度 。二是细胞转染的效果 。在真核

细胞的表达中 ,细胞转染是一个关键步骤 ,目前常用

的方法有电穿孔法 、基因枪法(又叫微粒轰击技术)、

磷酸钙共沉淀法 、脂质体法 、DEAE -葡聚糖转染

技术 、病毒感染法 、抗体转染法等。在这些方法中 ,

DNA 转染的效率 、机制 、可重复性及使用的方便性

都存在差异。本研究选用了阳离子脂质体 Cell-

fectamine
TM
2000进行转染 ,结果表明 ,脂质体/质粒

DNA 转染系统在病原因子如寄生虫基因的真核表

达有较好的应用效果。

分析弓形虫 GRA 3 基因在真核细胞中的表达 ,

对于深入研究其生物学功能有着重要意义。本研究

成功建立了真核表达质粒 pVAX-GRA3 ,并采用

阳离子脂质体将 pVAX -GRA3 质粒 DNA 转入

Hela 细胞 。RT -PCR检测结果显示 ,GRA 3 基因

在Hela细胞中得到有效转录 ,表明阳离子脂质体成

功地将 pVAX-GRA3 转入靶细胞。而 GRA 3 基

因的表达蛋白是否具有较好的反应原性和免疫原

性 ,还需进一步探讨 。
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