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摘要：【目的】弓形虫是一种专性细胞内寄生的原虫，可感染包括人类在内的所有温血动物。目前，弓形虫病的

治疗缺乏特效药物，传统药物治疗存在毒副作用大、疗效有限等问题。因此，开发安全有效的疫苗成为防控该

病的重要策略。弓形虫表面抗原相关序列蛋白（SRSs）在虫体的毒力、入侵与黏附、免疫调节等方面均发挥着关

键作用。其中，SRS51蛋白（TGME49_308840）作为 SRS家族成员之一，具体生物学功能尚不明确，具有潜在的

研究价值。旨在探究弓形虫 SRS51蛋白的生物学功能及作用机制，为开发安全有效的弓形虫疫苗提供参考依

据。【方法】以弓形虫 II型 Pru株为研究对象，采用CRISPR-Cas9基因编辑和无缝克隆技术，构建 Tgsrs51基因缺

失株（PruΔsrs51），分别通过噬斑试验、细胞入侵与增殖试验、逸出试验、体外缓殖子转化试验以及小鼠毒力试

验，系统评估弓形虫 SRS51蛋白的生物学功能。【结果】Tgsrs51基因缺失后，弓形虫的噬斑面积和数量显著减少

（P<0.000 1），降低了微线体蛋白MIC2的表达，入侵和胞内增殖能力明显下降（P<0.001），对小鼠的致病力也有

所减弱（P<0.05），但不影响虫体的逸出能力和体外缓殖子转化（P>0.05）。【结论】SRS51蛋白缺失可显著削弱弓

形虫的急性毒力及慢性包囊形成能力，可作为弓形虫弱毒疫苗候选基因。
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Abstract：［Objective］Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite that infects all 
warm-blooded animals，including humans. Currently，there is a lack of specific drugs for the treatment of 
toxoplasmosis，and traditional drug therapy faces issues such as significant toxic side effects and limited 
efficacy.Therefore，developing a safe and effective vaccine has become an important strategy for preventing and 
controlling the disease. Surface antigen-related sequence proteins（SRSs）of T. gondii play a crucial role in 
virulence，invasion and adhesion，and immune regulation of the parasite.Among them，SRS51 protein（TGME49_
308840），as a member of the SRS family，has potential research value due to its unclear specific biological 
function. This study aims to explore the biological function and mechanism of action of Toxoplasma gondii 
SRS51 protein，providing a reference for the development of safe and effective T. gondii vaccines.［Method］
With the Toxoplasma gondii type II Pru strain as the subject，CRISPR-Cas9 gene editing and seamless cloning 
techniques were employed to construct a Tgsrs51 gene-deleted strain（PruΔsrs51）. The biological function of 
the Toxoplasma SRS51 protein was systematically evaluated through plaque assay，cell invasion and 
proliferation assay，escape assay，in vitro bradyzoite conversion assay，and mouse virulence assay.［Result］After 
the deletion of the Tgsrs51 gene，the plaque area and number of T. gondii significantly decreased（P<0.000 1）.
The deletion of the Tgsrs51 gene caused a decrease in MIC2 protein expression.The invasion and proliferation 
abilities were significantly reduced（P<0.001）.The pathogenicity to mice also weakened（P<0.05），but it did not 
affect the escape ability and in vitro tachyzoite transformation of the parasite（P>0.05）.［Conclusion］SRS51 
protein deletion significantly reduces acute virulence and chronic cyst formation. It can be considered as a 
candidate gene for a weakened T. gondii vaccine.

Keywords：Toxoplasma gondii；SRS51 Protein；CRISPR/Cas9；gene knockout；virulence

【研究意义】刚地弓形虫（Toxoplasma gondii）是一种呈全球性分布的严格专性细胞内寄生原虫，属于

顶复门（Apicomplexa）、球虫亚纲（Coccidiasina）、真球虫目（Eucoccidiorida）、肉孢子虫科（Sarcocystidae）、

弓形虫属（Toxoplasma）[1]，是人兽共患病弓形虫病的病原体，可感染包括人类及所有的温血脊椎动物[2-3]。

据估计，全球约 1/3人口为隐性携带者[4]，我国人群平均感染率为 7.88%，感染者逾 1亿，且呈逐年上升趋

势[5]。健康个体多呈无症状带虫状态，但免疫功能低下者（如艾滋病、器官移植及恶性肿瘤患者）可诱发

致命性脑炎或全身播散性感染；孕妇感染则可通过胎盘垂直传播，造成流产、死胎或胎儿先天畸形[4-6]。

在我国孕妇的血清检测中，弓形虫感染的阳性检出率为 4.3%~26.1%[7]。我国畜禽感染弓形虫的情况也

尤为严重，其中猪的平均感染率为 7.19%~35.69%，羊为 4.38%~39.13%。患病动物经常表现的临床症状

是精神沉郁、食欲减退、呼吸困难、高热及神经症状等，孕畜被感染后可发生流产或死胎，严重威胁公共

卫生与畜牧业生产安全[4,6]。弓形虫生活史复杂，包括在猫科动物肠道内的有性生殖阶段和在多种宿主

体内的无性增殖阶段。速殖子是其主要致病形态，可入侵所有有核细胞并在体内扩散，而缓殖子形成的

组织包囊则是慢性感染和垂直传播的根源。目前临床首选的磺胺嘧啶-乙胺嘧啶联合疗法存在毒副作

用大、耐药率上升、对包囊无效等缺陷，因此开发安全有效的疫苗被视为防控弓形虫病的根本策略[8-10]。

【前人研究进展】弓形虫表面抗原相关序列（surface antigen glycoprotein 1-related sequences，SRSs）超家族

是弓形虫入侵宿主和免疫逃逸的关键分子[11-12]。SRS29B（SAG1）是弓形虫在速殖子阶段表达最丰富、最

重要的表面蛋白之一，在干扰素-γ（IFNγ）等免疫压力下，弓形虫对宿主细胞附着和生存能力至关重

要[13-14]。SRS57（SAG3）作为介导宿主细胞识别和附着的配体，缺失株与野生型株相比，毒力减弱，入侵率

显著降低[15]。弓形虫入侵宿主细胞的先决条件就是黏附到宿主细胞表面，在这个过程中，弓形虫表面抗

原（SAGs）首先识别宿主细胞膜表面受体，随后大量分泌微线体蛋白（microneme proteins，MICs）至虫体顶
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端或膜表面[16]。微线体蛋白由多种跨膜蛋白和黏附蛋白组成，在寄生虫入侵宿主细胞及致病过程中发

挥多重核心作用。目前已经鉴定出几种弓形虫中的微线体蛋白，包括 MIC1、MIC2、MIC3、MIC4、MIC6、
MIC11，都在一定程度上影响了弓形虫的入侵能力[17-21]。MIC2是一个跨膜的黏附蛋白，该蛋白可以与宿

主细胞受体和肌动-肌球蛋白骨架结合，产生入侵动力，当 MIC2表达耗竭时，虫体的黏附、滑行运动能

力、入侵效率，以及对小鼠的毒力均显著降低[19,22]。

【本研究切入点】SRS51蛋白与经典毒力标志蛋白 SAG1/SRS29B、BSR4具有高度序列同源性，其中

41个氨基酸完全保守，三维结构预测显示其表面存在明显的黏附凹槽，可能作为宿主细胞结合位点参

与侵袭[23]。前期本实验室团队通过对不同基因型弓形虫虫株的基因组和转录组进行高通量测序[24]，并

结合 ToxoDB 数据库发布的基因组序列比对分析，发现 Tgsrs51基因相对于强毒株而言其在弱毒株中的

表达存在显著差异，推测该蛋白表达水平可能对不同基因型弓形虫毒株差异毒力的形成有一定的贡

献。然而，SRS51 的生物学功能及其在致病机制中的作用迄今未见系统报道。【拟解决的关键问题】本

研究利用CRISPR-Cas9技术构建 II型 Pru株的 Tgsrs51基因缺失株，通过体外噬斑、入侵、增殖、逸出、缓

殖子转化及小鼠毒力等试验，系统评估其缺失后的表型变化，旨在阐明 SRS51蛋白在虫体入侵与毒力

调控中的功能，为解析弓形虫不同基因型间毒力差异的分子机制提供新线索，也可为新型疫苗和诊断

靶点的研发提供依据。

1 材料与方法

1.1　虫株、细胞与实验动物

弓形虫 II 型 Pru 株和人包皮成纤维细胞（HFF）由兰州兽医研究所保存；SPF 级 6~8 周龄昆明雌鼠

60 只，体质量（18.7±0.89）g，购自兰州兽医研究所实验动物中心，生产许可号：SCXK（甘）2020-0002。饲

养地点在寄生虫楼东侧动物房，环境温度为 22~24 ℃，适应性饲养时间为 1周，使用许可号：SCXK（甘）

2020-0010，中国农业科学院兰州兽医研究所伦理审查编号：LVRIAEC-2024-105。
1.2　动物分组与处理

实验动物随机选取 60只 6~8周龄的雌性 SPF级昆明小鼠，随机分成 10组，每组 6只，将弓形虫Pru野

生型与Tgsrs51基因敲除株分别以 5×10⁵，5×10⁴，5×10³，5×10²，2×10²个速殖子的剂量进行腹腔注射感染小

鼠。各组小鼠每日饲喂等量常规饲料，自由饮水。试验采用细胞破碎法收集处于逸出前状态的速殖子

并经血球计数板计数后接种，每日观察记录小鼠发病与死亡情况。对感染 30 d后存活的低剂量组小鼠，

采用颈椎脱位法处死，采集脑组织研磨制成PBS匀浆，样品于4 ℃暂存或-80 ℃冻存备用。

1.3　主要试剂

DMEM高糖培养基、胎牛血清FBS和 0.25%胰酶Trypsin-EDTA购自美国Gibco公司（Grand Island Bi⁃
ological Company）；乙胺嘧啶购自美国 Sigma公司（Sigma-Aldrich）；青霉素 G钠盐、硫酸链霉素、4% 组织

细胞固定液、PBS片剂购自北京索莱宝科技有限公司；DH-5α感受态细胞购自南京诺唯赞生物科技有限

公司；质粒小提试剂盒及细胞、组织、血液DNA提取试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；DNA纯

化回收试剂盒购自美国Omega（Omega Engineering）；其余试剂均为国产分析纯。

1.4　敲除株构建

参考Wang等[16]报道的相关方法进行敲除株的构建。CRISPR-Cas9同源重组技术构建完全缺失株的

原理如图 1所示。在弓形虫数据库ToxoDB（http：//toxodb.org）中录入Tgsrs51基因的 ID编号，从而获取与

之对应的基因序列。借助E-CRISPR网站对 sgRNA进行设计，并挑选出评分最高的 sgRNA。以 pSAG1-
Cas9-sgUPRT 质粒作为模板，选取目的基因的 sgRNA-F 和 sgRNA-R 作为引物，运用 PCR 扩增技术，将

pSAG1-Cas9-sgUPRT质粒中的 sgUPRT替换成 Tgsrs51基因的 sgRNA。对上述 PCR产物酶切、环化后利

用DH5α感受态细胞进行转化操作，挑选单个菌落进行测序，测序结果比对正确的菌落即为阳性菌落。

以pUC19质粒为模板，用pUC19-F和pUC19-R引物扩增出pUC19载体片段。再通过用pUPRT-DH⁃
FR-D 质粒作模板，用 DHFR-F 和 DHFR-R 引物扩增出 DHFR 片段。利用 srs51-U3-F、srs51-U3-R 和

srs51-U5-F、srs51-U5-R引物，以 Pru虫株DNA为模板，扩增目的基因 Tgsrs51的U3、U5同源臂片段。扩

增完成后，分别对同源臂片段、DHFR片段以及pUC19片段进行核酸凝胶电泳，再胶回收纯化。将胶回收
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产物进行酶切，对酶切产物用 ClonExpress MultiS 一步克隆法进行无缝克隆连接，连接产物进行转化操

作，挑选单个菌落进行测序，测序结果比对正确的菌落即为阳性菌落，将阳性菌落扩大培养后提取质粒。

以获得的质粒为模板，再利用 srs51-KZ-F和 srs51-KZ-R引物扩增出 5′UTR-DHFR-3′UTR同源臂片段，

经胶回收纯化后置于-20 ℃保存备用。然后，将带有目的基因靶点序列的质粒与抗性同源臂片段混合，

预热。随后通过电转染将二者导入弓形虫Pru速殖子中，用乙胺嘧啶筛选阳性虫株，单克隆筛选后提取

虫株 DNA，用 srs51-PCR1-F 和 PCR1-R、srs51-KO-F 和 srs51-KO-R、PCR3-F 和 srs51-PCR3-R 3 对引物

进行PCR验证，条带大小及测序结果正确的虫株即为缺失株。在构建该质粒过程中所使用的相应引物

具体信息列于表1。

1.5　弓形虫Pru虫株SRS51蛋白的基因敲除株的生物学功能分析

1.5.1　噬斑试验　

参考Wang等[16]报道的相关方法进行噬斑试验。当弓形虫Pru野生型与Tgsrs51基因敲除株速殖子达

图1　Tgsrs51基因敲除示意

Fig.1　Schematic diagram of Tgsrs51 gene knockout
表1　用于构建敲除株的特异性引物

Tab.1　Specific primers used for constructing knockout strains

引物名称

Primer name
SgRNA-srs51-F

SgRNA-R
srs51-KZ-F
srs51-KZ-R

pUC19-F
pUC19-R
DHFR-F
DHFR-R

srs51-KO-F
srs51-KO-R

srs51-PCR1-F
PCR1-R
PCR3-F

srs51-PCR3-R
srs51-U3-F
srs51-U3-R
srs51-U5-F
srs51-U5-R

引物序列（5′→3′）
Primer sequence(5′→3′）

GGAGACCAGCAACCACGCGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AACTTGACATCCCCATTTAC

GAGGCACTCGTCTCACATTTC
CGTCTTTGTTTCCCGTATCC
TGTGAAATTGTTATCCGCTC

AACGTCGTGACTGGGAAAACC
AAGCTTCGCCAGGCTGTAAATCC
GAATTCATCCTGCAAGTGCATAG
GTATGGAAGACTTTTGACACGC

CCTGAGTACATCCGACAATGAAT
AACGAGTGACGAAAACGGAACTGG
GCCAAAGTAGAAAGGAATTAGCAT
TGACGCAGATGTGCGTGTATCCAC
ACCGTTTGCTCCCCTTCTACCATT

CTATGCACTTGCAGGATGAATTCACGAGCAGTAGTCCCAGTTCT
GAGCGGATAACAATTTCACACGTCTTTGTTTCCCGTATCC

GGTTTTCCCAGTCACGACGTTGAGGCACTCGTCTCACATTTC
GGATTTACAGCCTGGCGAAGCTTGTGTTTGTTGTCAGTCATCGC
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到即将逸出的状态时裂解细胞，随后用血球计数板对 2种虫株的速殖子进行计数，按照每孔 200个速殖

子的密度接入 12 孔板中。7~8 d 后在显微镜下进行观察，当出现大量虫斑时固定。固定 30 min 后，用

0.5%结晶紫染色液染色，对染色完成的 12孔板拍照记录，借助 ImageJ软件、GraphPad Prism 9分析图片，

测定噬斑面积及大小变化。

1.5.2　入侵试验　

参考 Wang等[16]报道的相关方法进行入侵试验。当弓形虫 Pru野生型与 Tgsrs51基因敲除株速殖子

达到即将逸出的状态时裂解细胞，随后用血球计数板对 2 种虫株的速殖子进行计数。每个共聚焦培

养小皿接种 2×106 个速殖子，在 37 ℃、5% CO2 环境下培养 1 h 后固定，PBS 清洗后，加入 160 µL 鼠抗

SAG1（1∶1 000），37 ℃避光孵育 2 h 后 PBS 清洗。加 160 µL Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG（H+L）
（1∶500），37 ℃避光孵育 1 h后PBS清洗。加入 400 µL 0.1% Triton-100室温下避光穿透 30 min后PBS清

洗。加入 200 µL兔抗 IMC1（1∶500），37 ℃避光孵育 2 h后用PBS清洗。加入 160 µL Alexa Fluor 488 goat 
anti-rabbit IgG（H+L）（1∶500），37 ℃避光孵育 90 min后 PBS清洗。最后在共聚焦荧光显微镜下，观察记

录绿色荧光和红色标记的虫体数量。全部弓形虫呈绿色，未入侵的呈红色，据此计算弓形虫入侵率（入

侵率=入侵的弓形虫数/全部的弓形虫数×100％）。

1.5.3　微线体分泌试验　

参考郑斌等[16]报道的相关方法进行微线体分泌试验。当弓形虫Pru野生型与Tgsrs51基因敲除株速

殖子达到即将逸出的状态时裂解细胞，随后用血球计数板对 2种虫株的速殖子进行计数。取 2×10⁷个速

殖子离心后弃上清，用 1 mL DMEM培养基重悬速殖子沉淀。设置诱导组与对照组，诱导组：向 200 µL速

殖子中添加 200 µL 37 ℃的DMEM培养液（含 2%无水乙醇、6% FBS），混匀。对照组：向加入 200 µL速殖

子悬液中加入 200 µL DMEM培养液，混匀。将 2组样品置于 37 ℃、5% CO2培养箱孵育 5 min后立即冰浴

冷却 5 min，离心收集虫体，弃去上清。向速殖子沉淀中加入 100 µL RIPA裂解液、1 µL蛋白酶抑制剂及

1 µL EDTA，冰上裂解 1 h。裂解后离心，取上清和未裂解前的上清 100 µL混合，加入 33.3 µL 4×蛋白上

样缓冲液，100 ℃加热 10~15 min，进行 SDS-PAGE电泳，在浓缩胶阶段以 80 V电压运行，待样品进入分离

胶后，将电压调至 120 V继续电泳。电泳结束后，按照蛋白胶的大小裁剪相应大小的 PVDF 膜，使用半

干转印装置转膜 10 min，迅速将转好的 PVDF膜放入 5%的脱脂奶粉（1×PBST配制）中封闭 2 h。封闭完

成后用 1×PBST清洗 3次，每次 15 min，清洗后用 1%脱脂奶粉，分别以 1∶500稀释兔抗弓形虫ALD内参抗

体和 1∶1 000稀释兔抗MIC2抗体，4 ℃孵育过夜。将PVDF膜在PBST中清洗 3次，每次 15 min，再往抗体

孵育盒中加山羊抗兔 IgG（1∶5 000）孵育1.5 h。时间结束后使用1×PBST快速洗3~4次，每次洗10 min。清

洗结束后加入提前配好的ECL发光液，避光放置一段时间后，于凝胶成像仪中进行显影。

1.5.4　增殖试验　

参考Wang等[16]报道的相关方法进行增殖试验。当弓形虫Pru野生型与Tgsrs51基因敲除株速殖子达

到即将逸出的状态时裂解细胞，随后用血球计数板对2种虫株的速殖子进行计数。每个共聚焦培养小皿

接种 2×105个速殖子，37 ℃、5% CO2条件下培养 36 h后固定。PBS清洗后穿透 30 min。再用PBS清洗，加

入 200 µL 兔抗 IMC1（1∶500），37 ℃孵育 2 h。孵育结束后，再用 PBS 清洗。加入 160 µLAlexa Fluor 594 
goat anti-rabbit IgG（H+L），37 ℃孵育 1.5 h 后用 PBS 清洗。于激光共聚焦显微镜下选取 100 个纳虫泡

（PV），统计各PV内含有2，4，8，16，32个速殖子的占比。

1.5.5　逸出试验　

参考Wang等[16]报道的相关方法进行逸出试验。当弓形虫Pru野生型与Tgsrs51基因敲除株速殖子达

到即将逸出的状态时裂解细胞，随后用血球计数板对 2种虫株的速殖子进行计数。每个普通小皿接种

2×104个速殖子，37 ℃、5% CO2条件下培养48 h。当显微镜下观察到大量PV中有8个及以上的速殖子时，

倒掉原有培养基，加入含 3 µmol/L钙离子载体A23187的培养基。当显微镜下看到速殖子逸出后加入固

定液。显微镜下选取 100 个 PV，并记录逸出和未逸出的 PV 数量。逸出率=逸出的纳虫泡数/总的纳虫

泡数。

1.5.6　体外缓殖子转化试验　

参考Wang等[16]报道的相关方法进行体外缓殖子转化试验。当弓形虫Pru野生型与Tgsrs51基因敲除
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株速殖子达到即将逸出的状态时裂解细胞，随后用血球计数板对2种虫株的速殖子进行计数。每个普通

小皿接种 1×103个速殖子（设 2组），37 ℃、5% CO2条件下培养 4 h。其中一组倒掉原有培养基，加入 2 mL 
pH 8.2 的含 1% 胎牛血清的 DMEM 诱导培养基，置于 37 ℃、无 CO2条件下继续培养 48 h（每 24 h 进行换

液），另一组在原来培养箱中培养 36 h。培养完成后固定，30 min 后 PBS 清洗，加入 400 µL 0.1%Triton-
100穿透 30 min后再次用PBS清洗。加入 160 µL兔抗 IMC1（1∶500），37 ℃避光孵育 2 h后用PBS清洗，加

入 160 µL Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG（H+L）（1∶500）和 DBA（1∶500），37 ℃避光孵育 90 min后用

PBS清洗，激光共聚焦显微镜下计算转化率（转化率=染上DBA的PV数/总PV数）。

1.5.7　小鼠致病性试验　

参考Wang等[16]报道的相关方法进行小鼠致病性试验。当弓形虫Pru野生型与Tgsrs51基因敲除株速

殖子达到即将逸出的状态时裂解细胞，随后用血球计数板对 2种虫株的速殖子进行计数。将Pru野生株

和 Tgsrs51基因敲除株分别以每只小鼠 5×105，5×104，5×103，5×102，2×102个速殖子的剂量进行腹腔注射。

试验期间，每天观察小鼠，详细记录其发病情况与死亡时间。对 5×102和 2×102组中感染 30 d后存活的小

鼠进行处死，取出脑组织研磨，加入 1 mL PBS制成匀浆。轻轻吹打混匀后吸取 10 µL混合匀浆在显微镜

下记录脑包囊个数，计算出每只小鼠的脑包囊个数（小鼠脑包囊数=10 µL中脑包囊数×稀释倍数）。

1.6　数据分析

所有试验设 3次生物学重复，数据用 GraphPad Prism 9.5分析，结果以平均值±标准误（mean±SD）表

示。两组间差异用 Student’s t检验，多组间用单因素方差分析（one-way ANOVA），显著性标注分别为*表
示P≤0.05，**表示P<0.01，***表示P<0.001，****表示P<0.000 1，ns表示P>0.05。
2 结 果

2.1　弓形虫Tgsrs51基因缺失株的鉴定

相对于野生株而言，缺失株体内的Tgsrs51基因片段被抗性基因DHFR片段所替代，故野生型Pru株

PCR2可扩出 500 bp左右的条带，而敲除株则无。由于DHFR抗性基因片段被插入到野生株中，PCR1和

PCR3在敲除虫株中能够扩增出 1 900 bp和 1 600 bp左右的条带，野生株则无法扩增出条带（图 2），由此

可以证实Tgsrs51基因缺失株构建成功。

2.2　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对噬斑形成的影响

噬斑试验结果显示，Tgsrs51基因敲除株形成的噬斑面积显著低于野生株的噬斑面积（P<0.000 1），

表明敲除Tgsrs51基因后会抑制弓形虫体外生长的能力（图3）。

M：Marker；1：野生株PCR1；2：敲除株PCR1；3：野生株PCR2；4：敲除株PCR2；5：野生株PCR3；6：敲除株PCR3。
M：Marker；1：Wild-type strain PCR1；2：Knockout strain PCR1；3：Wild-type strain PCR2；4：Knockout strain PCR2；

5：Wild-type strain PCR3；6：Knockout strain PCR3.
图2　弓形虫Tgsrs51基因敲除株的DNA鉴定

Fig.2　DNA identification knockout strains of Toxoplasma gondii Tgsrs51 gene
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2.3　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对弓形虫入侵的影响

为探究 Tgsrs51 基因敲除对弓形虫体外生长的影响，本研究开展了入侵及后续表型试验。结果显

示，Tgsrs51基因敲除株的入侵率显著低于野生株（P<0.01），表明敲除 Tgsrs51基因后会影响弓形虫的入

侵能力，从而可能影响弓形虫的体外生长能力（图4）。

2.4　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对微线体MIC2分泌的影响

已有报道发现弓形虫入侵宿主细胞主要借助微线体蛋白MIC2。本试验通过检测弓形虫Pru野生株

及 Tgsrs51基因敲除株中微线体蛋白的表达情况，进一步验证 Tgsrs51基因缺失对弓形虫入侵能力的影

响。结果（图5）显示，Tgsrs51基因缺失会降低弓形虫微线体蛋白MIC2的表达。

A：Pru和敲除株所形成的噬斑大小；B：Pru和敲除株所形成的噬斑面积。****表示P<0.001。
A：Plaque size formed by Pru and knockout strains；B：Plaque area formed by Pru and knockout strains.**** indicate P<0.001.

图3　Pru和敲除株PruΔsrs51对形成噬斑大小与面积的影响

Fig.3　The impact of Pru and the knockout strain PruΔsrs51 on plaque size and area formation

图4　Pru和敲除株PruΔsrs51对弓形虫入侵率的影响

Fig.4　The impact of Pru and knockout strain PruΔsrs51 on the invasion rate of Toxoplasma gondii

图5　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对微线体MIC2分泌的影响

Fig.5　The effect of Toxoplasma gondii Tgsrs51 gene-deficient strain on MIC2 secretion in microfilariae
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2.5　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对速殖子增殖与逸出的影响

为探究Tgsrs51基因对弓形虫体外生长的作用，本研究开展了增殖与逸出试验。由图 6可知，Tgsrs51
基因的缺失会影响弓形虫速殖子在细胞内的增殖能力（P<0.01），但对速殖子逸出能力的影响并不显著

（P>0.05），野生株与Tgsrs51基因敲除株的逸出率均达到90%以上。

2.6　体外缓殖子转化试验

为研究Tgsrs51基因缺失后是否会对弓形虫体外缓殖子转化能力产生影响，本研究开展了体外缓殖

子转化试验。结果显示，在 pH 7.4、5% CO2条件下，Tgsrs51基因的缺失不影响弓形虫速殖子向缓殖子的

转化能力（P>0.05，图 8A）。在 pH 8.2、无CO2条件下，Tgsrs51基因的缺失也不影响弓形虫速殖子向缓殖

子的转化能力（P>0.05，图8B）。

2.7　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对小鼠毒力的影响

为研究 Tgsrs51基因缺失后对弓形虫 II型虫株 Pru株的毒力以及慢性感染的影响，将新鲜逸出的弓

形虫速殖子通过腹腔注射感染小鼠，感染剂量分别为 5×105，5×104，5×103，5×102，2×102个 Pru 野生株和

PruΔsrs51 缺失株速殖子，统计所有感染小鼠的存活率。结果显示 Tgsrs51 基因的缺失会显著减弱 II型
虫株 Pru 株对小鼠的致病性（P<0.05，图 9A~图 9E）。将感染 5×10²和 2×10²个野生株和敲除株的 4 组小

鼠 30 d后处死，通过镜检脑组织研磨物，对脑组织内包囊进行计数。结果显示，无论是感染 5×10²还是

图6　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对复制的影响

Fig.6　The impact of Toxoplasma gondii Tgsrs51 gene-defi⁃
cient strain on replication

图7　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对逸出的影响

Fig.7　The impact of Toxoplasma gondii Tgsrs51 gene-defi⁃
cient strain on escape

图8　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对缓殖子的转化率的影响

Fig.8　The impact of Toxoplasma gondii Tgsrs51 gene-deficient strain on the transformation rate of tachyzoites

·· 203



江 西 农 业 大 学 学 报 第 48 卷

2×10²个速殖子，缺失株小鼠的脑包囊数量均显著低于野生株（P<0.001 及 P<0.05），且缺失株小鼠体内

的脑包囊数量接近于零，证明 Tgsrs51 基因的缺失可以显著降低弓形虫对小鼠慢性感染的能力（P<
0.001及P<0.05，图 9F）。

3 讨论与结论

弓形虫病作为一种人兽共患的寄生虫病，因其感染方式和传播途径多样化、自身发育阶段复杂化的

特点，对人类的健康、畜牧业的发展以及全球的公共卫生安全构成了极大的威胁[25]。因此，研发出安全

有效的针对弓形虫的疫苗是当前研究的一大重点[26]。弓形虫能入侵包括人类及所有温血动物的有核细

胞，其入侵需要自身分泌的表面抗原蛋白、微线体等许多蛋白共同完成[27-28]。SRSs超家族蛋白是一类在

分布虫体表面的蛋白，因其具有众多家族成员，且成员之间结构与功能上具有多样性和特异性，使得

SRSs超家族蛋白在识别、黏附、入侵宿主等过程中发挥重要作用[29-31]。

CRISPR/Cas9 作为一种操作简便、高效的基因编辑工具，已经广泛被研究学者应用于基因功能研

究[32-33]。本试验利用CRISPR-Cas9技术成功构建弓形虫 II型Pru虫株的Tgsrs51基因缺失株PruΔsrs51，通

过噬斑、入侵、增殖及微线体分泌等试验证实，Tgsrs51基因缺失显著降低弓形虫的入侵效率、微线体分泌

能力及速殖子胞内增殖速率，导致体外生长受限，但对其逸出和缓殖子转化无影响，提示其功能窗口集

中于“入侵－增殖”阶段。体内试验进一步表明，感染 PruΔsrs51的小鼠存活率显著提高，脑内包囊数量

减少，提示该基因缺失通过削弱虫体入侵与胞内增殖能力降低急性毒力，并抑制慢性感染进程。弓形虫

SRS19D 敲除虫株形成的噬斑显著变小，增殖能力显著下降，甚至体外缓殖子转化率极显著降低[34]。

SRS29C敲除株与野生株相比，虫体的细胞内生长复制能力减弱，且随着培养时间的延长，这种差异会变

得更加明显，提示该基因与弓形虫的胞内增殖和入侵功能相关[26]。SRS51蛋白的功能特性与其他 SRS家

族蛋白（如 SRS29C[35]、SRS47D[36]）的毒力调控作用一致，其潜在黏附结构域可能通过介导宿主细胞互作

或免疫逃逸参与致病过程。SAG1和 SAG2A这 2种速殖子特异性 SRS抗原已被证实能主导血清免疫球

蛋白G（IgG）反应[29,31]，同样，SRS35基因缺失也会降低弓形虫毒力，并增强宿主的免疫反应[37]。本研究推

A~E分别为剂量 5×10⁵（A）、5×10⁴（B）、5×10³（C）、5×10²（D）和 2×10²（E）的弓形虫和滋养体；F为 5×10²组和 2×10²组存

活小鼠脑囊虫计数比较。

A-E represent Toxoplasma gondii and tachyzoites at doses of 5×10⁵（A），5×10⁴（B），5×10³（C），5×10²（D），and 2×10²（E），re⁃
spectively；Figure F compares the cyst counts in the brains of surviving mice in the 5×10² group and the 2×10² group.

图9　弓形虫Tgsrs51基因缺失株对小鼠存活率的影响

Fig.9　The impact of Toxoplasma gondii Tgsrs51 gene-deficient strain on mouse survival rate
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测，SRS51蛋白未参与缓殖子转化或逸出的功能特异性可能是因为其在作用阶段与分子机制方面具有“阶

段特异性”，这种特异性导致其在碱性pH/低CO₂条件下无法被转录激活。基于表型与机制关联性，该基因

可能具有药物靶点与疫苗候选潜力，但需进一步通过表型回补、宿主互作蛋白鉴定及多虫株功能保守性分

析等试验来验证其转化应用的可行性，同时结合动态追踪技术与结构生物学解析其毒力调控网络。

本研究选择弱毒 II型Pru虫株进行基因敲除，是因为其慢性感染特性更利于表型观察，且毒力温和

可避免高毒虫株（如Ⅰ型RH株）对试验结果的干扰。结合已有报道，SRS蛋白家族成员多通过调控宿主

黏附、入侵或免疫逃逸影响毒力，SRS51蛋白的缺失表型也进一步验证 SRS蛋白在弓形虫致病中的重要

作用。SRS51蛋白缺失后毒力显著衰减且遗传稳定，揭示其具备构建弱毒活疫苗或亚单位疫苗的潜在

价值，为弓形虫病防控提供新策略。

综上所述，本研究成功构建了以Pru株为载体的 SRS51蛋白基因缺失株PruΔsrs51，敲除株PruΔsrs51
和野生株Pru的噬斑试验、入侵试验、增殖试验以及小鼠毒力试验结果具有较显著差异，逸出试验与体外

转化试验无显著差异，可见目的基因敲除后主要影响弓形虫的入侵与胞内增殖，提示其可能是弓形虫弱

毒株的毒力因子。
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