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弓形虫 !"#$蛋白和 %&’蛋白的融合表达、纯化及抗原性分析
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摘 要 利用基因工程技术制备抗原性好的弓形虫 ABC#蛋白和 D&%蛋白的融合蛋白，并用作抗原检测弓形虫抗
体。根据弓形虫 ABC#蛋白和 D&%蛋白的氨基酸序列，通过计算机分析，筛选出其中较强的抗原决定簇。用 DEB方
法分别扩增含抗原决定簇的基因片段。将这两个基因片段克隆至同一质粒 F:4$37（ G）内，表达一个融合蛋白。将
重组质粒转化大肠杆菌 HI$!（J:&），筛选表达该融合蛋白的工程菌。纯化表达的融合蛋白，用已知的 #份抗弓形虫
KLM阳性血清和大量正常人血清，:IKNC法检测纯化融合蛋白的抗原性和特异性。获得了高效表达含弓形虫 ABC#
蛋白和 D&%蛋白抗原表位的工程菌，表达的融合蛋白约占菌体蛋白总量的 $2O。纯化获得了表达的融合蛋白，该
蛋白有较好的抗原性和特异性。表达的弓形虫 ABC#和 D&%融合蛋白可用做抗原检测弓形虫抗体，用于临床及孕
妇检测，对优生优育有较大意义。
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弓形虫病是一种人兽共患寄生虫病，弓形虫的

整个生活史发育过程需两个宿主。人体感染一般为

隐性感染，仅少数人发病。虫体可侵犯多种脏器与

组织，轻者为隐性感染，重者可表现为多器官的严重

损害。被弓形体感染的孕妇，常可通过胎盘将弓形

虫传给胎儿，影响胎儿的发育，造成胎儿严重畸形，

甚至死亡，亦可发生流产、死产。感染发生得越早，

胎儿受损越严重。在妊娠前 &个月感染，多会引起
流产、死产、或出生的婴儿发育缺陷无生活能力。可

见弓形虫对人类危害极大，尤其是孕妇。因此，防治

弓形虫病的重点对象应为育龄期妇女。建立弓形虫

感染的快速检测方法对育龄期妇女进行检测，对优

生优育有重要意义。

多种弓形虫蛋白可刺激机体产生相应的抗体。

研制弓形虫特异的抗体检测试剂，应选用抗原性强、

特异性好的蛋白抗原。国外的研究证实，弓形虫的

ABC#蛋白［!］和 D&%蛋白［$］具有较强的抗原性，在弓
形虫感染者的血清中其相应的抗体检出率较高。根

据 ABC#蛋白和 D&% 蛋白的氨基酸序列，通过计算
机分析，我们选出较强的抗原决定簇，用 DEB方法
分别扩增了 ABC#蛋白和 D&%蛋白内含抗原决定簇
的基因片段，将两个基因片段串联克隆至同一质粒

表达载体，构建成功了高效表达含两者抗原表位的融

合蛋白的工程菌，建立了表达蛋白的纯化方法，获得

了高纯度的融合蛋白，并用作抗原检测弓形虫抗体。

( 材料与方法

()( 材料
()()( 菌种与质粒：宿主菌 HI$!（J:&）及表达载体
F:4$37（ G）为美国 +(,7L-?公司产品。
()()* 分子生物学试剂：限制酶 30(!、.+4Q!、
50(B!、及 49 J+C连接酶为 47R7B7公司产品。质
粒纯化试剂盒及从琼脂糖凝胶内回收 J+C片段的
试剂盒为德国 PKCA:+ 公司产品。J:C:1N-FS71
0(T-66阴离子凝胶为 DS70.7U;7公司产品，KD4A、J44
为 D0(.-L7公司产品。其它试剂为进口或国产分析
纯试剂。

()()& 抗弓形虫 KLM阴、阳性血清：由南京军区总
医院等单位提供。

()()+ 酶联反应材料：酶联板为深圳产 "#孔板，辣根
过氧化物酶（QBD）标记的鼠抗人"链单克隆抗体为
N;L.7公司产品。其它材料为酶联反应的常规材料。
()* 方法
()*)( DEB引物的合成：由大连 47R7B7公司帮助



合成。

!"#"# 弓形虫 !"#的纯化：取小鼠培养的弓形虫
$%%!&（南京农业大学提供），离心，收集沉淀虫体，用
’%%!& () 溶 液（ *% ++,-.& (/01234- 5367%、
%7* ++,-.& )!(#）悬浮，加 $%%!& 蛋白酶 8（$%+9.
+&），置 *:;水浴 <=。用酚.氯仿法纯化弓形虫
!"#，将获得的弓形虫 !"#溶于 ’%!&去离子水内，
置 > ’%;冻存备用。
!"#"$ 基因克隆方法：!"#的酶切、连接、电泳；质
粒的提取、转化；蛋白的 ?!?2@#A)分析等一般分子
克隆方法按常规方法进行。其它按试剂盒说明书进

行操作。

!"#"% !"#序列分析：用 BC#A)"公司质粒纯化试
剂盒纯化质粒，用 !"#全自动测序仪测序。
!"#"& 表达弓形虫融合蛋白工程菌的超声裂解：
将培养的表达弓形虫融合蛋白的工程菌离心

（6%%%/.+0D，$%+0D，<;），弃上清，菌体重悬于原培养
液 $ E $% 体积的裂解液（*%++,-.& (/01234- 5367%、
$%++,-.& )!(#、$%++,-.& !((、*F 甘油）内，冰浴超
声破菌 $%+0D，离心（$’%%%/.+0D、’%+0D.、<;）收集沉
淀包涵体。

!"#"’ 包涵体的溶解：包涵体用 %7*F十二烷基肌
苷酸钠（?8&，用 *% ++,-.& (/01234- 5367$<、%7*
++,-.& )!(#、%7’*++,-.& !((平衡液配制）溶液悬
浮，室温溶解包涵体 $=，离心（$’%%% /.+0D、’% +0D、
<;），收集上清，装入透析袋内对 $%%%+& 平衡液
（*% ++,-.& (/01234- 5367$<、%7* ++,-.& )!(#、
%7’*++,-.& !((）透析。<;透析过夜，次日换透析
液 ’ 次，每次 $%%% +&。离心（6%%% /.+0D、’% +0D、
<;），收集上清上 !)#)2?G5=H/,1G II 阴离子柱纯
化。

!"#"( !)#)2?G5=H/,1G II 阴离子柱纯化：将 !)2
#)2?G5=H/,1G II 阴离子柱连接至常压层析系统，先
用平衡液（*% ++,-.& (/01234- 5367$<、%7* ++,-.&
)!(#、%7’* ++,-.& !((）冲洗平衡，然后将上步获得
的溶解上清液上样，流速为 $7*+& E +0D。收集穿过
峰。上样后用平衡液冲洗，然后依次用含 *%、$%%、
’%%、J%%、$%%% ++,-.& "H4-的平衡液洗脱蛋白，收集
各洗脱峰蛋白。用 $’F?!?2@#A)检测穿过峰和各
洗脱峰蛋白，确定哪个组份内含有融合蛋白。

!"#") )&C?#试验：采用间接 )&C?#检测血清中的
C9K抗体。基本步骤为：用 *%++,-.& 碳酸盐溶液
（53L7:）稀释重组蛋白包被酶联板，每孔 $%%!&，<;
过夜。次日用封闭液（$%++,-.& 磷酸盐缓冲液、

53M7<，$%F山羊血清，’%F小牛血清，%7%*F硫硫
汞）封闭，每孔 $J%!&，JM; $=（或 <;过夜）。将待
测的抗弓形虫 C9K 阴、阳性血清用样本稀释液
（$%++,-.& 磷酸盐缓冲液、53M7<，$%F山羊血清，
’%F小牛血清，%7%*F硫硫汞）$ N $%% 稀释后，分别
加至封闭后的酶联板孔内，每孔 $%%!&，每个样本加
’孔，JM;反应 J% +0D，用 @O?(液（$%++,-.& 磷酸盐
缓冲液、53M7<，%7*F吐温2’%）洗 * 遍后，加$ N*%%%
稀释的辣根过氧化物酶标记的抗人!链单抗，每孔
$%%!&，JM;反应 J% +0D，@O?( 洗 * 遍，加底物 (KO
溶液 $%%!&，JM;避光显色 $% +0D，加 *%!& ’+,-.&硫
酸混匀终止反应，用酶联仪测定 !<*%值。

# 结 果

#"! 弓形虫*+,’蛋白和 -$.蛋白抗原表位的筛选
利用 #"(3)PC"等软件，通过计算机分析弓形

虫 AQ#:蛋白和 @J% 蛋白的全部氨基酸序列，筛选
出弓形虫 AQ#:蛋白内的强抗原表位位于第 <J个氨
基酸到第 $*’个氨基酸（图 $）；@J%蛋白内的强抗原表
位位于第 *: 个氨基酸到第 J$J 个氨基酸（图 ’）。

图 $ 利用 #"(3)PC"软件分析的弓形虫
AQ#:蛋白内的抗原表位

I09R$ #DS09GD0T U,+H0D1 ,V !GD1G A/HDW-G #DS09GD AQ#: ,V
"#$#%&’()’ *#+,-- 1T/GGDGU X0S= #"(3)PC" 1,VSXH/G

图 ’ 利用 #"(3)PC"软件分析的弓形虫
@J%蛋白内的抗原表位

I09R’ #DS09GD0T U,+H0D1 ,V +HY,/ 1W/VHTG 5/,SG0D ,V "#$#%&’()’
*#+,-- 1T/GGDGU X0S= #"(3)PC" 1,VSXH/G
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!"! 弓形虫 #$%&蛋白和 ’() 蛋白抗原表位的基
因片段克隆

在弓形虫 !"#$ 蛋白抗原表位的 %&# 序列的
两侧设计 ’(" 引物。上游引物为 !"#$’)（*+, -
*$*./）：*01!(!#!2(#((#2!!(#!(#!#(#!(!!21
!!2!130；下游引物为 !"#$’4（5*$ - 5,$./）：*01(!(
!!#2((2(2!2!!(!222(2!2!22(!130。在上游引
物上增加了 !"#!酶切位点（下画线部分），并在 *0
端增加了 5 个保护碱基，以利于 !"#!酶切割。在
下游引物上增加 $%&6!酶切位点（下画线部分）。
在形虫 ’37 蛋白抗原表位的 %&#序列的两侧

选择设计 ’("引物。设计的上游引物为 ’37’3（)$$
- )5+./）：*01(2!!!#2(((##!22!2(#((2!(((#1
30；下游引物为 ’37’+（844 - 838./）：*01!2(!##21
2(’’(2(((!(#!((!#2222!(130。在上游引物上
增加了 $%&6!酶切位点（下画线部分），并在 *0短
增加了 3 个保护碱基，以利于 $%&6!酶切割。在
下游引物上增加 )"#"!酶切位点（下画线部分）及
终止密码子（斜体）。

以提纯的弓形虫 %&#为模板，分别用 !"#$’)、
!"#$’4 及 ’37’3、’37’+ 引物对 ’("扩增 !"#$和
’37蛋白的抗原表位的基因片段。反应浓度为：弓
形虫 %&#为模板 4"9、引物 ’)、’4各 )"9、)7: .;<<=>
*?7"9、4?* @@ABC9 D&2’ +?7"9、2EF %&# 聚合酶
7?*"9（4?* G）、去离子水 3$?*"9，总体积 *7"9。扩
增条件为：8+H +@IJ；8+H 37K、$*H 37K、,4H $7K，
3*个循环；最后 ,4H延伸 ,@IJ。各取 ’(" 产物
*"9，用 )?4L的琼脂糖凝胶电泳检测，结果扩增出
了 3*4 ./的 !"#$基因片段和 ,8* ./的 ’37基因片
段（图 3）。电泳回收、纯化扩增的基因片段，溶于
47"9去离子水内，置 - 47H冻存备用。

图 3 )?4L的琼脂糖凝胶电泳检测 ’("扩增结果
MINO3 PB=QR>A/SA>=KIK A< RS= ’(" />AD;QRK .T )?4L ENE>AK=

) O !"#$ N=J= <>EN@=JR A< 3*4 ./；

4O ’37 N=J= <>EN@=JR A< ,8* ./；

UO %&# @E>V=>K（2EWE"E %94777）

!"( 表达融合蛋白重组质粒的构建
用 !"#!和 )"#"!双酶切质粒 /P245E（ X），

!"#!和 $%&6!双酶切 !"#$基因片段，)"#"!和
$%&6!双酶切 ’37蛋白基因片段，电泳后回收酶切
的质粒大片段及目的基因片段，分别溶于 47"9去
离子水内。取上述三种酶切的 %&#片段，按等摩尔
浓度混匀，在同一离心管内用 2+ %&# 连接酶连接
（)$H过夜），使 !"#$ 基因片段与 ’37 基因片段串
联插入到载体 /P245E（ X）内的 !"#!和 )"#"!位
点之间（构建流程见图 +），两者翻译框架一致，表达
一个融合蛋白。

图 + 表达弓形虫 !"#$和 ’37融合蛋白
的重组质粒构建流程图

MINO+ (AJKR>;QRIAJ A< RS= >=QA@.IJEJR /BEK@ID =:/>=KKIJN
RS= QSI@=>IQ />AR=IJ A< !"#$ EJD ’37

!"* 重组质粒的筛选
将上步连接的重组质粒转化到大肠杆菌 Y94)

（%P3），将转化产物涂布含卡那霉素（$7"N Z @9）的固
体 9Y培养基上，置 3,H培养过夜。次日随机挑选 $
个转化子菌落和一个含有质粒 /P245E（ X）的对照
菌，分别接种到含 + @9液体 9Y培养基（含卡那霉素
$7"N Z @9）的试管内，置 3,H振荡培养 $ S，取菌液 )
@9，离心收菌。分别用 *7"9去离子水悬浮菌体，沸
水煮 * @IJ，离心（+H，)4777 >C@IJ ）* @IJ，取上清
（内有质粒）4"9用作 ’("模板。用引物 !"#$’)和
引物 ’37’+组成引物对，以提取的质粒为模板进行
’("鉴定，含有弓形虫 !"#$ 基因片段与 ’37 蛋白
基因片段串联基因的重组质粒，应扩增出一条

$,$ 生 物 工 程 学 报 )8卷



!!"#$%基因片段。
取 &’(扩增产物 )!*，用 !+#,的 -./0123凝胶

电泳检测，结果，4 个转化子中有 5 个（第 !、#、5、4
号重组子）扩增出 !!"#$%的目的基因片段（见图 )），
#个转化子（第 "、)号重组子）和含质粒 %67#8/（ 9）
的对照菌没有扩增出该基因片段。初步证实，其中

5个转化子含有串联的弓形虫 :(-4 基因片段与
&";蛋白基因片段。

图 ) &’(扩增鉴定 4个重组子
<=.>) ?@3AB=C=D/B=1A 1C BE3 4 03D1F$=A/AB2 G=BE &’(

! H 4>4 03D1F$=A/AB；

’> ’1AB01I %I/2F=@ %67#8/（ 9）；

J>KL- F/0M302（7/N/(/，K*#;;;）

!"# 表达融合蛋白工程菌的筛选鉴定
将上述 4个转化子，分别接种至含 " F* *O培

养基（含卡那毒素 4;!. P F*）的试管内，"QR振荡培
养 "E，加 ?&7:至终浓度 ;+) FF1IS*，继续振荡培养
诱导 4 E，离心收集菌体进行 TKTU&-:6检测。电泳
检测显示（图 4），5 个 &’(鉴定阳性的重组子均表
达相对分子量约为 "V;;;的融合蛋白，表达量约为
#),，而对照菌和 #个 &’(鉴定阴性的重组子均无
此蛋白带。证实获得了高表达弓形虫 :(-4基因片
段与 &";蛋白基因片段融合蛋白的工程菌。

图 4 表达弓形虫 :(-4和 &";融合蛋白重组菌的
!#,TKTU&-:6分析结果

<=.>4 -A/IW2=2 1C BE3 4 03D1F$=A/AB2 $W !#, TKTU&-:6
! H 4> L1>!，L1>#，A1>5，/A@ L1>4 03D1F$=A/AB2 3X%03223@ BE3

DE=F30=D %01B3=A（"VMK）；L1>" /A@ L1>) 03D1F$=A/AB2

3X%03223@ A1 BE3 DE=F30=D %01B3=A

’> D1AB01I ! > "#$% O*#!（K6"）

!"$ %&’ 序列分析结果
将表达目的蛋白的 !号转化子，提取质粒进行

KL-序列测定，重组质粒内的 :(-4 基因片段与
&";基因片段的 KL-序列完全正确，结果如下：
-7: :’- :’- :-’ -:’ ::7 ::7 :77 --: ’-: -’’ ’’7
7’: :-- -’’ ::7 7’: -:’ ::7 ::- ’-: ’-- :-- :’-
:7: ::: -’’ -’7 :-- :-’ 7-7 :7’ --’ 7’7 7’: :’:
-7: ::’ ::7 ::’ ’-- ::’ :-’ 7’: 77- :’7 :-- :-7
:-7 -’- -’’ 7’’ :-- :’: :’: :-: ::’ :-’ :77 :-’
’’7 777 ’’’ :7: ’7: :’: --7 :-: ::: --: 7’: :-:
:’: ’:7 ::’ ’’: 7’: ’7’ :-: :-- -:- -7’ :-- :--
’-: ::’ -’- -:- ’:- ’:7 7-’ 7’’ 7’7 :77 ’-- :--
’’- ’-- :’: --: :7: ’’7 -:’ --- ’:- -’- ’-: ---
’:’ ’-’ -:- ::- 7’’ ’-- :77 :7’ -’’ 7:’ ’’- ’-7
--- --- 7’: -’- :’’ :’: :7’ -77 ’7’ -’- ’’: -’:
:-: --’ ’-’ 77’ -’7 ’7’ --: 7:’ ’’7 --- -’- :’:
’7’ -’- :-: ’’7 ’’’ -’7 ’77 :’: 7-’ 7’- ’’’ --’
-:: ’-- -7’ 7:’ ’’- :’: ::7 -’7 -’- -:7 -:’ 7:7
-’- 7’- --: :’7 :7- -’- 77: -:’ 7’’ 77: -77 ’’7
:-- :’- :-- :-7 -:’ 7:: 7:: -’: ::: :-7 7’7 :’7
-:7 ’7: :-’ -’: :’- ::’ -7’ --- ’7’ -’- :77 ’’-
-7’ :-: --: 77’ ’’’ :7: -’- -’: ’-: -’: 777 :7:
:7’ ::7 7:’ -7’ --: ::- :-’ :-’ :’- ’-: -:’ 7:7
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!"( %)’)*+,-./012, 33 阴离子柱纯化弓形虫融
合蛋白

将 K6-6UT3%E/0123 << 阴离子柱穿过峰及不同
浓度 L/’I 洗脱的各峰蛋白进行 TKTU&-:6 分析显
示，弓形虫融合蛋白（分子量 "V;;;）主要存在于 ";;
FF1IS* L/’I 洗脱峰内（见图 Q），有较高的纯度；在
#;;FF1IS* L/’I洗脱峰内亦有弓形虫融合蛋白，但含
有其它杂蛋白；其它浓度 L/’I洗脱峰内无此蛋白带。
!"4 间接 )56+’检测血清中的弓形虫 678抗体
将纯化的融合蛋白与已知不同浓度的牛血清白

蛋白（第五部分）共同电泳、显色后比较，确定纯化的

重组融合蛋白浓度约为 #F. P F*。将纯化的弓形虫
:(-4与 &";融合蛋白 ! Y );; H ! Y 8;;; 倍比稀释包
被酶联板，检测已知的 !份抗弓形虫 ?.J阳性血清
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图 ! 纯化弓形虫 "#$%和 &’(融合蛋白的
)*+,-,.&$"/分析结果

0123! $4567818 9: ;<=1:1>? @A1B>=1@ ;=9C>14 D7 )*+ ,-,.&$"/
E3&=9C>14 B5=F>=8，G3 G94C=96 ! 3 "#$% HI*)（-/’）

) 3 JA> >4214>>=>? ! 3 "#$% >K;=>88142 @A1B>=1@ ;=9C>14

* 3 /6<C>? ;=9C>14 L1CA )(( BB96MI N5G6

’ 3 /6<C>? ;=9C>14 L1CA *(( BB96MI N5G6

O 3 /6<C>? ;=9C>14 L1CA ’(( BB96MI N5G6

和 )份正常人血清，结果显示（见表 )），融合蛋白能
与抗弓形虫 P2E阳性血清反应，不与正常人血清反
应，初步说明该融合蛋白有较好的抗原性和特异性。

表 ! 融合蛋白的 "#$%&实验结果（!’()值）

*+,-. ! "#$%& /.01-20 34 5.2.62738 34
&8279"#$#%&’()’ *#+,-- $:;

G95C>? @A1B>=1@ ;=9C>14 ) QR(( ) Q)((( ) Q*((( )QO((( ) QS(((
$4C1.&#’#($)*+) ,#-.%%

P2E ;981C1T> 8>=<B
)U%’* )U*)% (UV!( (URO) (U*)%

W<B54 49=B56 8>=<B (U)*( (U(R* (U(’% (U(** (U(*!

用 R(BB96MI碳酸盐溶液（;WVU%）) Q )(((稀释纯
化的重组融合蛋白，包被酶联板，检测已知 %份抗弓
形虫阴性血清和 % 份抗弓形虫阳性血清。结果显
示，%份抗弓形虫 P2E阴性血清均不显色，%份抗弓
形虫 P2E阳性血清均出现显色反应，说明该融合蛋
白有较好的抗原性和特异性。用酶联仪测定各孔样

本的 /OR(值（见表 *）。另外检测了实验室保存的

)SO份正常人血清，它们的 /OR(值均小于 (U(R，进一
步证实了该融合蛋白有较好的特异性。

表 < 纯化融合蛋白 "#$%&实验结果（!’()）
!

*+,-. < "#$%& /.01-20 34 5.2.62738 34 &8279"#$#%&’()’ *#+,-- $:;（!’() =+-1.）

) * ’ O R % ! S V )( )) )*

(U(R) (U(O’ (U(*S (U(’% (U(’V (U(’O (U!(’ (US(R (UVOV (U%VS )U’)V )U*(!

(U(OS (U(R( (U(’( (U(O( (U(’! (U(’) (U!’( (US)O (UV’( (U!)S )UO() )U*)%

!：) X %：% 54C1.&#’#($)*+) ,#-.%% P2E 4>25C1T> 8>=5，! X )*：% 54C1.&#’#($)*+) ,#-.%% P2E ;981C1T> 8>=5

> 讨 论
弓形虫感染的实验室检测方法主要包括活体组

织检查和动物接种、&G#检测弓形虫基因、/IP,$检
测弓形虫抗体。第一种方法成功率低、耗时长。

&G#检测法在临床及孕妇等检测时不实用。目前国
内外应用较多的是 /IP,$ 法检测特异的抗弓形虫
P2"与 P2E。血清内的弓形虫特异的 P2E阳性说明
近期感染了弓形虫，如果是孕妇则最好终止怀孕。

目前我国使用的弓形虫蛋白抗原多是培养病原

提取物，含有多个蛋白产物，抗原特异性不强，易产

生假阳性。利用基因工程制备弓形虫特异性的抗原

受到国内外的重视，国外已克隆表达了多个重组弓

形虫抗原，并对它们的抗原性进行了鉴定，用重组表

达的弓形虫 H)(蛋白作抗原，免疫印迹和酶联免疫
方法检测人血清内的抗弓形虫抗体，均显示该蛋白

有很好的抗原性［’］。N9@F>B544［O］的研究证实，重组
表达的 &’R抗原不仅有较好的抗原性，而且可区分
是新近感染还是既往感染，血清内检测出此抗原的

抗体，提示病人是新近感染，所以该蛋白亦有较好的

应用前途。另外表达的两种重组弓形虫蛋白 NJ&
酶［R］和 &*O抗原［%］，其抗原性和特异性尚有待鉴定，
能否用作抗原检测病人血清内的抗弓形虫抗体尚不

能确定。相比之下，弓形虫的 "#$% 蛋白和 &’( 蛋
白具有较强的抗原性，在弓形虫感染者的血清中其

相应的抗体检出率较高，但是用全长 "#$%蛋白和
&’(蛋白作抗原检测弓形虫抗体有两个缺点：一是
会出现假阳性；二是要调整使用两种抗原的比例，实

验较繁琐；三是用捕获法检测抗弓形虫抗体时，需标

记 "#$%蛋白和 &’(蛋白两个蛋白。
我们分别选择弓形虫 "#$%蛋白和 &’(蛋白内

的抗原性强、特异性好的部分片段，利用基因工程技

术表达两者的融合蛋白，表达的 "#$% 蛋白和 &’(
蛋白的融合蛋白，有较多优点：)）这两个蛋白作抗
原检测抗弓形虫 P2E血清时，不再需要分别制备这
两种蛋白，也不需要调整两个抗原的使用比例，因此

应用方便且成本较低。*）当用捕获法检测抗弓形虫
P2E时，只需酶标记这一种融合蛋白，不再需要分别
标记两个蛋白。因此，当检测抗体需要多个蛋白抗

原时，制备多价融合蛋白抗原，是理想的发展方向之
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一。!）构建的表达弓形虫 "#$%蛋白和 &!’蛋白融
合蛋白的工程菌，表达量可达菌体蛋白的 ()*，主
要以包涵体形式存在（菌体裂解上清内有少量可溶

性目的蛋白），可大量纯化制备该融合蛋白。目前国

内外未见表达该融合蛋白的报道。
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