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基因序列的免疫多肽!将合成多肽免疫新西兰白兔制备多抗血清!并对其功能进行

鉴定$方法
!

利用生物信息学的方法分析确定
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序列免疫多肽!再用合成的多肽免疫新西兰白兔制备多抗$收集多抗

血清!酶联免疫吸附测定"
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#测定多抗滴度!蛋白免疫印迹法"

X2C42'-I=54

#鉴定免疫活性!免疫荧光实验分析
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的

亚细胞定位$结果
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通过生物信息学分析!选择
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序列
a

端一段长
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的多肽序列作为免疫多肽*用合成的多肽免疫

兔子!成功获得多抗血清$
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测定多抗血清效价为
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X2C42'-I=54

证明该多抗血清能特异性识别
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#条带*免疫荧光实验结果表明!该多抗能特异性识别弓形虫内源
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蛋白$结论
!

研究根据
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序列

信息的分析!获得
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序列免疫多肽!并制备兔源多克隆抗体$
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*是一种顶复门寄生虫!可

感染几乎所有哺乳动物和鸟类!引起人兽共患的弓形虫病-
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由于其传播能力极强!对畜牧业和公共卫生安全的危害极大"

全世界大约有
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的人感染
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!但多数为隐形感染"在免

疫力低下或免疫缺陷患者中!这种潜伏性感染可被激活!进而

引起严重的损害(孕妇感染
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可引起流产%死胎或畸形(另

外!

#8T
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98T

患有先天性弓形虫病的新生儿会继发视网膜病

变-
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"目前!治疗弓形虫病的经典药物仍以乙胺嘧啶联合磺胺

类药物为主!但其缺点是疗程长达
!

年以上!具有不良反应!而

且仅对
&

J

滋养体有抑制效果!不能治愈弓形虫病-
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(阿奇霉

素是惟一对包囊和速殖子均有一定作用的药物!半衰期长!不

良反应较少!但长期服用会产生细胞毒性和耐药性"因此!面

对不断增长的
&

J

感染患者和
&
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抗药性的产生!开发新的抗
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药物不但至关重要而且面临着急迫性"
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*结合的丝氨酸,苏氨酸蛋白激

酶!对
Q(

%H 信号转导通路下游元件的调控具有重要作用"

Q(

%H作为
&

J

细胞内多种生理生化过程的重要环节!其水平的

异常直接导致细胞功能的异常"研究发现!
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Q>1̀ C

可参与

调控
&
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入侵宿主细胞%蛋白分泌%运动!及分化等生理过

程-
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"除此之外!一些
Q>1̀ C

具有良好的免疫原性!不仅能刺

激淋巴细胞增殖!还能诱导机体产生特异性抗体!被认为是研

发针对顶复门原虫新型生物制剂的候选基因-
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目前研究发现!
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基因大约有
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实的有
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"进一步研究发

现!
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可能与
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的细胞毒力%侵袭力相关-
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"然而关

于
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对
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生长%毒力%侵袭力%微线体分泌!以及水

甘油渗透性的调控作用报道较少"为了研究
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对
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的生物学功能!
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蛋白多抗是实验研究的重要材料之

一"本研究拟通过经典多抗制备方法获得兔抗
&
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Q>1̀ $

多

克隆抗体!并通过相应检测方法!确定该多抗的效价以及特异

性!旨在为
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主要试剂
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免疫多肽由广州瑞博奥生物科技有限公司
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物技术研究所!其他试剂均为国产分析纯"
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免疫多肽的获得
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根据
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中
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序列)
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序列号+
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软件和
?Q1EN>̂ 2̂'32'!B8

软件对
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的跨膜区和
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细胞线性抗原表位进行预测"选取具有高度抗原性的非跨膜

区保守序列!并委托广州瑞博奥生物科技有限公司合成多肽"
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多克隆抗体的制备与纯化
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"将偶联多肽溶于无菌磷酸盐缓冲液)
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以等体积的比例分别与弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂进行

充分乳化作为免疫原"将获得的免疫原免疫新西兰大白兔)雄

性!
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*"经背部皮下多点注射!第
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次免疫
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后!耳缘静

脉取血!测抗体效价"待血清效价达到一定值后!常规心脏取

血!收集血清于
\:8]

保存备用"用结合缓冲液稀释多抗血清
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洗脱后!收集洗脱峰为纯化的多克隆抗体"取
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进行十二烷

基
D

聚丙烯酰胺凝胶电泳)
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*!观察纯化后结果"
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多克隆抗血清效价鉴定
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采用酶联免疫吸附测定

)

N_,̂F
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夜!第
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天用
!T?̂ FD1?̂

封闭
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(洗涤后!加入梯度稀释的

多克隆抗血清孵育
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!以正常兔血清作为阴性对照"洗涤后!
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!l!8888
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显色"用
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检测仪测定
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处的吸光度)
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多抗血清免疫活性鉴定
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样本为
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9 数量的纯化

的
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免疫多肽序列分析
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"B"

!

免疫多肽的确定
!

表
!

列举了
&

J

Q>1̀ $

序列
a

端的

评分较高的多肽"按照结合多肽长度为
!$

!

%8I

U

较为合适

的原则!选择表格中红色标注的多肽序列进行合成!获得
&

J

Q>1̀ $

免疫多肽"

"B#

!

多克隆抗血清效价鉴定
!

以纯化的
&

J

Q>1̀ $

合成多

肽作为抗原包被
N_,̂F

反应板!已采集的多克隆抗体为一抗!

同时以未免疫的兔血清为阴性对照!

!l!8888

稀释的
bE1

标记羊抗兔
,

J

M

为二抗!效价以实验组的
A

6$8

)

1

*,阴性血清对

照组的
A

6$8

)

a

*

&

%B!

作为判定阳性的标准!检测结果显示多

抗血清的效价为
!l768888

!见图
#

"对该多克隆抗体进行亲

和纯化!纯化结果见图
6

"

图
#

!!

抗
&

J

Q>1̀ $

蛋白多克隆抗血清效价分析

"B%

!

多抗血清免疫活性鉴定
!

X2C42'-I=54

实验结果表明!

以免疫前正常兔血清作为对照!制备的抗
&

J

Q>1̀ $

抗体能

特异性识别
&

J

的天然
&

J

Q>1̀ $

蛋白!在约
9$i!8

# 处可见

一条特异性条带!而正常兔血清中未见)图
$

*"可见抗
&

J

Q>1̀ $

血清能特异性识别
&

J

Q>1̀ $

)

9$B6i!8

#

*条带"

"B'

!

免疫荧光实验
!

以免疫前正常兔血清作为阴性对照!进

一步的免疫荧光实验结果表明!该多克隆抗体能特异性识别

&

J

内源
&

J

Q>1̀ $

蛋白"除此之外!通过
>F1,

核染发现!该

蛋白以可溶的形式存在于虫体细胞质中"

!!

;

+

;('@2'

"

图
6

!!

&

J

Q>1̀ $

多抗纯化

!!

!

+抗血清(

%

+正常兔血清"

图
$

!!

多克隆抗血清对天然的
&

J

Q>1̀ $

蛋白的识别

!!

绿色荧光+

Q>1̀ $

(蓝色荧光+细胞核"

图
7

!!

免疫荧光实验检测
&

J

Q>1̀ $

蛋白细胞定位

#

!

讨
!!

论

!!

Q>1̀ C

是一类庞大的蛋白激酶家族!属于丝氨酸,苏氨酸

类蛋白激酶!广泛存在于各种植物及原生动物中"研究表明!

&

J

Q>1̀ !

能够有效的调控
Q(

%H 依赖的胞外分泌!抑制
&

J

6:!%
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Q>1̀ !

的表达导致
&

J

运动性降低%入侵,离开宿主细胞能力

减弱-

"

.

(

&

J

Q>1̀ #

与恶性疟原虫
Q>1̀ !

)

1)Q>1̀ !

*高度同

源)约
$8T

*!对
&

J

离开宿主细胞的过程至关重要-

!8D!!

.

"

[<(-

J

等-

:

.将真核表达质粒
U

KFGD&

J

Q>1̀ $

注射昆明鼠后

产生强烈的细胞
&<!

免疫应答并一定程度上提高了感染
&

J

小鼠的生存时间!提示
&

J

Q>1̀ $

可能与细胞毒力%侵袭力相

关"本研 究 所 涉 及 的
&

J

Q>1̀ $

基 因 )

aQ?,

检 索 号+

N1&%7""9B!

*是
&

J

重要的功能基因!由
7:%

个氨基酸组成!其

定位与生物学功能尚不清楚"关于
&

J

Q>1̀ $

对
&

J

生长%毒

力%侵袭力%微线体分泌!以及水甘油渗透性的调控作用均未见

报道"

为探究
&

J

Q>1̀ $

编码蛋白的功能!获得
&

J

Q>1̀ $

抗

体显得意义重大"本实验通过生物信息学分析获得
&

J

Q>D

1̀ $

免疫多肽!成功制备了兔抗
&

J

Q>1̀ $

多克隆抗体"对

于
Q>1̀ C

在功能方面的研究通常采用生化方法来进行!可直

接测定或使用特异性的激活剂来识别该酶的特异调节因

子-

!%

.

"除此之外!较难通过直接提取和纯化的方式获得该蛋

白"虽然体外表达目的蛋白可以获得具有天然活性的蛋白激

酶!但该方法繁琐!需较大工作量"本研究通过对
&

J

Q>1̀ $

的序列信息分析!发现该基因无跨膜区!因此可以选择氨基酸

序列
a

端或
Q

端免疫原性评分较高的区域选择多肽"通过对

&

J

Q>1̀ $

蛋白的免疫原性分析!本研究选定该序列
a

端一

段长
!9I

U

的多肽序列进行合成!从而获得制备多抗所需的

&

J

Q>1̀ $

免疫多肽"该方法较之体外表达目的蛋白的方法

更加简便直接!可以获得特异性较强的抗原!为后续抗体的成

功制备奠定基础"

综上所述!本实验不仅制备了能特异性识别
&

J

内源性

&

J

Q>1̀ $

蛋白的兔抗
&

J

Q>1̀ $

多克隆抗体!还利用该多抗

证实了
&

J

Q>1̀ $

蛋白以可溶形式存在于虫体细胞质中"在

接下来的实验中!该抗体将会发挥更多使用价值"了解
&

J

Q>1̀ $

的作用机制!针对
&

J

Q>1̀ $

独特的生物学特性进行

药物设计!对治疗
&

J

的药物研发具有指导性作用!也对顶复

门其他原虫的药物研究有一定借鉴意义"
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