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摘要!目的 分析霜天蛾主要变应原的变应原性和免疫原性!为进一步制备霜天蛾标准化变应原疫苗和基因工程重组霜

天蛾昆虫变应原奠定基础"方法 应用不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳对霜天蛾变应原蛋白成分进行分离!对 % 例霜天蛾过
敏患者血清分别进行 &’(#&’) 免疫印记分析!并对比分析 &’(#&’) 反应变应原成分"结果 霜天蛾提取液经 *+*,-.)(
染色后显示出 /# 余种蛋白质成分!相对分子质量 "/0###1"/20###" 免疫印迹分析结果显示具有变应原性的蛋白相对分
子质量及反应率分别为$!$0###%223%4&!550###%//3/6&!$%7###%//3/6&!850###%!!326&!/90###%88386&!具有免疫原

性的蛋白相对分子质量及反应率分别为$!%0### %88386&!!$0### %553!6&!550### %//3/6&!$%0### %//3/6&!850###
%$$3$6&! /90###%99356&"结论 霜天蛾变应原中具有较强变应原活性的蛋白质相对分子质量为 !$0### 和 850###!具有
较强免疫原活性的蛋白质相对分子质量为 !$0### 和 /90### 的蛋白质! 是霜天蛾过敏患者特异性过敏诊断和治疗的主
要成分"
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77777777过敏性哮喘是常见的呼吸道变态反应性疾病"引
起过敏性哮喘的变应原很多!其中花粉#昆虫#真菌等
是重要的吸入性变应原" 近年来!研究发现蛾类变应
原致敏性哮喘的发生率有所上升!认为蛾类是人类变
态反应疾病最常见的致敏原之一"根据我们对西安地
区致敏性昆虫调查结果发现霜天蛾 %."/$%&’())(
)1+1,-’%+&是西安地区优势致敏鳞翅目昆虫(")" 本实
验应用不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳对霜天蛾变应原

蛋白成分进行分离!并进一步了其变应原活性和免疫
原活性"

"77材料和方法

"3"77霜天蛾变应原提取液的制备
捕捉霜天蛾成虫!鉴定后灭活!干燥!粉碎!乙醚

脱脂!取 9#7’脱脂霜天蛾干粉!加 ZSWL[O液浸泡 /$7A!
超声波粉碎仪粉碎 "#7U>C! 离心取上清液 ! 置于
ZSWL[O%PH723/&液中提取 !/7A!浓缩至总体积的 "e"#!
无菌滤过!细菌培养!无菌生长后!$7!冷藏备用"
"3/77霜天蛾变应原提取液蛋白浓度的测定
采用 fQLXVSQX 法测定提取液蛋白浓度" 以牛血

清白蛋白为标准蛋白! 依次加入考马斯亮蓝#<LZE#
标准蛋白后! 置振荡器上震荡 "#7O! 充分反应 87U>C
后测定 .9%97CU 吸光度!绘制标准曲线!得到标准曲线
方程!计算蛋白浓度"
"3877霜天蛾过敏患者血清抗体的筛选

/##$ 年 / 月 1"" 月呼吸科门诊霜天蛾过敏性哮
喘患者 % 例!其中男性 $ 例!女性 9 例’年龄%893""
/"3$&岁!病程%""39"%35&年" 哮喘诊断根据第四届全
国哮喘学术会议制定标准(/)" 霜天蛾过敏诊断根据霜
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图 !""霜天蛾昆虫粗制液 !#$%&’&()*+, 分析
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图 #%%霜天蛾主要变应原免疫学鉴定结果
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天蛾皮肤点刺结果!阳性对照!T&*(,9N&*"链霉亲
和素 ( 酶联吸附试验#法检测特异性 NO,@:NO,H结果W
阴性对照两倍$抽取上述病人静脉血 C"5D!以 #AAA"/%
534(!!!U"534 离心后将血清移至另一试管中!!#A""
冰箱冻存$
!XL""&’&()*+, 法分析霜天蛾主要变应原蛋白组分
取标准蛋白及霜天蛾提取液各 #A"!D 按 !#! 比例

加入 #A"!D上样缓冲液充分混匀后!沸水浴中加热 !A"
534!冷却后离心 !A"AAA"O%534(!!!A"534$ 采用不连续
变性凝胶电泳&&’&()*+,#’浓缩胶&UY#电压为 CA"
Z[?5!分离胶&!#Y#为 #A"Z[?5!待溴酚蓝线到达分
离胶底部后停止电泳!考马斯亮蓝 \(#UA 染色(脱色
至背景清晰$凝胶成像系统测定各条带蛋白相对分子
质量$
!XU""转印
将三层滤纸(纤维垫(转移盒放入电转移缓冲液

浸泡平衡 CA"534 以上!)Z’] 膜预先在 !AAY甲醇中
短暂浸泡! 蒸馏水中洗 U"534! 转移平衡液中平衡
!A^!U%534)霜天蛾变应原蛋白电泳后!将滤纸()Z’]
膜和凝胶形成的一套夹心*三明治+置于转印槽中$加
转移缓冲液!恒压 #XU%Z!转印 #XU%Q)转印结束后!凝
胶常规考马斯亮蓝染色确定转印效率!)Z’] 膜丽春
红染色!标明标准蛋白条带$将膜切成小条!便于加不
同的抗体进行反应$
!XK%%免疫印迹

_T&_ 缓冲液冲洗 )Z’] 膜 C 次) 含有 #Y牛血
清白蛋白的 _T& 缓冲液中封闭 ! 室温摇动 #%Q)
)Z’] 膜浸入稀释的霜天蛾过敏患者血清 &!$!A 稀
释#!L%"过夜孵育)分别加入 _T&稀释的抗人NO+(‘\)
&!.UAA#(抗人 NO,(‘\)&!.#AAA#!室温摇动 !%Q)加底
物反应至抗原区带呈紫色!将 )Z’]膜夹在滤纸中干
燥!成相后置暗处保存$

#%%结果
#X!%%霜天蛾变应原提取液蛋白浓度的测定
用 T/6BP0/B 法测定提取液蛋白浓度! 牛血清白

蛋白制作标准曲线!以 UIU%45处吸光度为纵坐标!蛋
白浓度为横坐标! 得到标准曲线! 方程 Ga!AX##!>b%
AXAALI!根据标准曲线计算霜天蛾变应原提取液蛋白
质浓度为 !XVIK%5O[5D$
#X#%%霜天蛾变应原经 &’&()*+, 各组分相对分子质
量测定结果

霜天蛾粗浸液经 &’&()*+,染色后显示出了 #A余
种蛋白质成分&图 !#!相对分子质量在 !#%AAA^!#V%AAA$
#XC%%变应原性分析
霜天蛾提取液经 &’&()*+, 后转印至 )Z’] 膜

上!再分别与 I例霜天蛾过敏性哮喘患者血清中特异
性 NO, 结合!经辣根过氧化物酶标记的兔抗人 NO, 第
二抗体显色后!蛋白条带见图 #$

霜天蛾变应原提取液与患者血清特异性 NO, 的
反应条带有 U条! 其相对分子质量及反应率分别为’
JL%AAA&VVXIY#!KK%AAA&##X#Y#!LI%AAA&##X#Y#!CK%AAA
&JJXVY#!#U%AAA&CCXCY#!阴性对照健康人血清及空
白对照 _T&均无反应条带$
由图 # 可知!JL%AAA 和 CK%AAA 的蛋白质与霜天

蛾过敏性哮喘患者血清特异性 9O, 的结合率均在
UAY以上!认为它们是霜天蛾昆虫具有变应原活性的
主要白质$
#XL%%免疫原性分析
霜天蛾粗浸液经 &’&()*+, 后转印至 )Z’] 膜
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表 Q((霜天蛾变应原与特异性过敏患者血清 @RA!@RB 反应结果
!"#$% &’"()*+,- +. )/’ 0"1+2 "33’24’,- *, !"#$%&’())(
)*+*,-’%+ ’5)2"() 6*)/ -’270 849 ",: 84; .2+0 )/’

"-)/0" <")*’,)-

图 F((霜天蛾主要变应原免疫学鉴定结果
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上! 再与 D 例霜天蛾地敏性哮喘患者血清中特异性
@RB 结合!经辣根过氧化物酶标记的兔抗人 @RB 第二
抗体显色后!蛋白条带见图 F"

霜天蛾变应原提取液与患者血清特异性 @RB 的
反应条带有 M条! 其相对分子质量及反应率分别为#
CDOEEE$FFHFI%!CJOEEE$MMHCI%!MMOEEE$NNHNI%!JDOEEE
$NNHNI%!FMOEEE$JJHJI%!NPOEEE$PPHMI%& 阴性对照
健康人血清空白对照 0‘Z均无条带&
由图 F可以看出!霜天蛾昆虫变应原中具有较强

免疫原活性的蛋白质是相对分子质量为 CJOEEE 和
NPOEEE 的蛋白质! 它们与患者血清特异性 @RB 的反
应率均在 PEI以上! 是具有强免疫活性的主要变应
原成分& 相对分子质量为 CDOEEE’FMOEEE’MMOEEE’JDOEEE
的蛋白质反应率小于 PEI( 是霜天蛾昆虫变应原具
有弱免疫原活性的次要变应原成分&
表 Q 对比了霜天蛾变应原提取液与患者血清特

异性 @RA’@RB 结合的蛋白条带及结合率!结果显示血
清特异性 @RA’@RB 所识别的蛋白基本相似!但各有侧
重!@RA以识别 CJOEEE 和 FMOEEE 的蛋白为主! 而 @RB
以识别 CJOEEE和 NPOEEE! 说明 CJOEEE的蛋白即具有
较强的变应原性!也具有较强的免疫原性!是主要的
致敏蛋白组分!既是特异性诊断的关键蛋白质!也是
用于特异性免疫治疗的主要蛋白& 而 FMOEEE和 NPOEEE
的蛋白质则分别以变应原性和免疫原性为主!也是用
于特异性诊断和免疫治疗的关键蛋白成分&

FOO讨论
引起过敏性哮喘的变应原有很多!如花粉’屋尘’

真菌’人与动物的皮屑’羽毛’昆虫等!在这些变应原
中!气传致敏原在过敏性疾病特别是支气管哮喘及过
敏性鼻炎的发病中起重要作用)FaOJ*& 在众多气传致敏

原!昆虫致敏原在呼吸系统疾病的发生’发展中与花
粉’真菌起同等重要的作用)P*&
近几年由昆虫引起的变态反应性疾病日益受到

国内外学者的重视)M*!目前已发现昆虫变应原微粒可
悬浮于空气中!造成变应原的扩散!通过呼吸道吸入
引起变态反应!表现为过敏性哮喘’过敏性肺炎’过敏
性鼻炎等&由于地域环境’植被特点及气候的影响!各
国致敏昆虫种类存在地区差异&本课题组调查研究了
西安地区气传昆虫种类!发现气传优势昆虫主要是蝶
和蛾!应用优势昆虫的提取液给哮喘患者行皮肤点刺
试验及特异性 @RA测定! 发现霜天蛾的阳性率最高!
分别为 PNI及 JNI)C*! 进一步应用霜天蛾提取液对
MJ 例过敏性哮喘患者进行特异性免疫治疗! 总有效
率达 CMHPI)K*!提示霜天蛾是西安地区主要气传昆虫
致敏原&
本试验分析了霜天蛾变应原提取液的免疫学特

性&b%4$%"’O5.*$$&’R结果显示相对分子质量为 CJOEEE
和 FMOEEE 的蛋白质与霜天蛾过敏性哮喘患者血清特
异性 XRA 的结合率均在 PEI以上! 认为它们是霜天
蛾昆虫具有变应原活性的主要白质(相对分子质量为
CJOEEE 和 NPOEEE 的蛋白质与霜天蛾过敏性哮喘患者
血清特异性 XRB 的结合率均在 PEI以上! 认为它们
是霜天蛾昆虫具有免疫原活性的主要蛋白质&对比分
析霜天蛾变应原血清特异性 @RA 和 @RB 的反应条带!
二者之间有共性!但也但各有侧重!相对分子质量为
CJOEEE 的蛋白即具有较强的变应原性!也具有较强的
免疫原性!是主要的致敏蛋白组分!既是特异性诊断
的关键蛋白质! 也是用于特异性免疫治疗的主要蛋
白& 分析其原因!可能与免疫球蛋白的结构上存在恒
定区和可变区!而使其功能上既存在共性也存在各自
的特性有关&

@RA介导的 @型过敏反应是速发型哮喘的主要发
病机制& @RA 在血清中的含量极低!仅占血清总抗体
的 EHEENI& @RA合成受遗传’接触变应原机会等多因
素影响& 而 @RB 抗体是血清中的主要抗体!约占总 @R
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的 VWc% 是哮喘病程中抗原刺激机体产生的保护性
抗体& 它能阻滞 ^?, 与致敏原在肥大细胞表面的结
合&从而防止肥大细胞脱颗粒&产生对特异性抗原的
耐受性&减少哮喘的发作% 相对分子质量为 VQ### 和
KW### 的蛋白质有较强的免疫原活性&是特异性免疫
治疗中产生的主要保护性抗体#Z$% 但有报道提示 ^?3
可以介导 ^^ 型’"型和部分 ^ 型过敏反应&引起哮喘
发作&尚待进一步研究%
目前变态反应性疾病诊断及治疗试剂的发展趋

势是尽可能的包括变应原的所有致敏蛋白组分&而且
可以对各组分进行标准化&本实验分析了粗制霜天蛾
变应原的变应原性及免疫原性&为制备标准化的变应
原浸液用于变态反应疾病的诊断和治疗奠定基础%
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