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摘要"目的 对霜天蛾 ’()* 表达文库进行免疫学筛选!分离和鉴定霜天蛾主要变应原阳性克隆!并测定和分析阳性克
隆变应原 ’()* 序列! 为制备重组霜天蛾昆虫变应原疫苗和疫苗的标准化奠定基础" 方法 构建 ! +*,"噬菌体霜天
蛾表达文库!应用霜天蛾免疫多克隆兔血清和霜天蛾特异性过敏患者血清反复筛选霜天蛾 ’()* 表达文库!所得的阳
性克隆经转化克隆至 -./012’34-5 质粒!,67 扩增 ’()* 片段!并对片段进行序列测定#分析" 结果 对 8!!%&的噬菌体

斑进行免疫学筛选!成功获得 8 个阳性克隆" 经 ,67 扩增并测序分析表明!8 个阳性克隆基因与 91:.;:< 中已知基因
无明显同源性" 结论 筛选出 8 个霜天蛾主要变应原的新基因!为霜天蛾过敏患者的特异性免疫治疗及进一步的实验
研究奠定基础"
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变态反应性疾病是一类严重影响人类生活质量

的常见病!被世界卫生组织%NMb&列为 "! 世纪重点
防治的三大疾病之一"世界各国的变态反应疾病的总
发病率约为 !%cd=%e’!!"(" 近年来国内外的研究表
明!气传昆虫致敏原在变态反应性疾病的发生#发展
中与花粉#真菌等起同等重要的作用’=B8(" 多个地区的
研究显示蛾是重要的吸入性致敏原 ’ABC(" 我们既往的
调查研究也显示!霜天蛾是西安地区主要的气传优势
致敏昆虫’>(" 研究表明!应用基因工程技术制备重组
变应原不仅可以明确主要变应原的组分及结构!并且
可以保持变应原的抗原性用于变态反应疾病的诊断

和治疗 ’!%(" 本研究在成功构建霜天蛾 ’()* 表达文

库的基础上!应用兔抗霜天蛾多克隆免疫血清及对霜
天蛾特异性过敏的患者血清筛选霜天蛾 ’()* 表达
文库! 并对筛出的阳性克隆进行序列测定和分析!结
果报道如下"

!##材料和方法
!@!##霜天蛾昆虫的收集

8d!% 月! 在西安市郊区植被密集地 %南为长安
区!东为霸桥区&及杨陵县郊区 =点分设光源诱捕器!
每晚 C 时至次日凌晨 $时为捕虫时间!次日晨收集所
捕捉的昆虫! 经鉴定为霜天蛾后活体投入液氮罐内!
!!C%#"冷冻保存"
!@"##血清的收集及制备
!@"@!##兔抗霜天蛾多克隆免疫血清的制备 霜天蛾粗
提液 %!#TOfT/&!#T/ 加等体积福氏完全佐剂混匀!多
点皮下注射免疫家兔 " & 周后霜天蛾粗提液 %!#
TOfT/&!#T/ 加等体积福氏不完全佐剂混匀强化免
疫!后每间隔 ! 周强化免疫 ! 次!共强化 = 次!最后 !
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次强化免疫后第 !天! 兔耳缘静脉取血!"#$%&试验
检测抗体效价!’!’(((( 时颈动脉放血!分装后")(*"
冷冻保存"
’+,+,*霜天蛾特异性过敏患者阳性血清的收集 临床
上选择有夏秋季昆虫过敏史的患者!霜天蛾变应原皮
肤点刺试验阳性且对花粉等变应原无过敏的患者 ,-
例!男 ’( 例#女 ’- 例!平均年龄$.-+!#’/+-%岁!静脉
采血 -*01!分离血清!")(*"冷冻保存"
’+,+.*血清的预处理 参照文献&’’’的方法制备大肠
杆菌裂解液!超声裂解后取上清!无菌滤过!分装后"
)(*"冷冻保存" 使用前!每毫升抗血清中加入 (+-*01
大肠杆菌裂解液! 置室温缓慢摇动 !*2!’(*(((*34056
离心 ’(*056!收集上清!保存于 !*"以备免疫筛选时
使用"
’+.**蛋白电泳及免疫印迹分析
’+.+’*霜天蛾变应原蛋白电泳 制备霜天蛾变应原浸
液&’,’!浓缩后采用 7389:;39法测定蛋白浓度"取标准蛋
白及霜天蛾粗制提取液各 ,(*!1按 ’!’比例加入 ,(*!1
’$上样缓冲液!沸水浴中加热 ’(*056!冷却后 ’(*(((*
34056 离心 ’(*056" 采用不连续变性凝胶电脉$%<%=*
>&?"%(浓缩胶$-@%电压为 .(*A4B0!分离胶$’,C%
为 ,(*A4B0! 待溴酚蓝线到达分离胶底部后停止电
泳!考马斯亮蓝 D=,-(染色#脱色直到背景清晰"在全
自动凝胶成像分析系统上测定各组分的分子质量"
’+.+,**免疫印迹分析 霜天蛾变应原浸液蛋白电泳
后! 直接转印至 >A<E 膜!,C牛血清白蛋白的 F7%
封闭!然后分别与兔血清$’!’((%#人血清$’!’(%反应!
!*"摇动过夜 ! 清洗后分别与 F7% 稀释的抗人
$G?=HD>$’!,((%#抗兔 $G?=HD>$’!,(((%反应!清洗
后 <&7显色液显色"
’+!**B<I&表达文库的构建与免疫学筛选
本室已成功构建 B<I&表达文库!并予以鉴定&’.’!

按文献&’’’的方法对文库进行免疫学筛选" 取 ’(*!1
噬菌体与过夜培养的 J#’=71KL*MDE 大肠杆菌菌液
’((*!1 混匀!.NO"孵育 ,(*056!铺平板!按文库滴度
计算平板数! 使每个 /(*00 平皿生长 ,((P!(( 个噬
菌斑".N*"培养过夜!以高压过的 ’(*00;14#*$>F?浸
泡过的硝酸纤维素膜铺于平板上!.N*"继续培养 )*2!
非对称标记后!剥离硝酸纤维素膜!依次与封闭液#抗
血清#生物素化的抗兔或抗人 $G?$’!-(( 倍稀释%#亲
和素标记碱性磷酸酶 $’!!((倍稀释% 反应! 最终在
7Q$>4I7F 显影液中显色" 将滤膜与平板对照!确定
阳性斑区!用接种环挑取阳性噬菌斑!放入加有 , 滴
氯仿的 ’*01*%M 中!!*"过夜! 使噬菌体从琼脂块中
洗脱出来"按上述方法!先用兔血清进行初筛!保证筛
选克隆数在 -$’(!以上" 在初筛的基础上!再用混合
人血清进行复筛!筛选出的阳性克隆更换人血清后再

次复筛 .遍!直至筛选出单克隆"
’+-**阳性克隆的分析
’+-+’***噬菌体的体外切割转化为 R71KLSB35RT 质粒
混合新鲜过夜培养 J#’=71KL*MDE 大肠杆菌菌液
,((*!1# 噬菌体 ,-(*!1# 辅助噬菌体 ’*!1!.N*"孵育 ,(*
056! 加入 .*01*#7 培养液!.N*"振摇培养 .*2!U-PN(*
"加热 ,(*056!后 ’(((*G 离心 ’-*056!保留上清" 取
’(*!1上清!与 ,((*!1*%V#D大肠杆菌混合!.N*"孵育
,(*056!铺 #7 平板$氨苄抗性%!.N*"培养过夜!挑取
单克隆!#7培养基中过夜培养!保存质粒菌株"
’+-+,**阳性片段的 >QD 扩增 挑取含 R71KLSB35RT 质
粒的单克隆菌!接种 #7 培养液中过夜培养!碱裂解
法提取质粒 ! 以 F. 和 FN 为上下游引 物 !以
R71KLSB35RT 质粒为摸板!>QD 扩增目的片段!>QD 反
应条件(/!*"变性 ’*056!-N*"复性 ’*056!N,*"延伸
’+-*056!.-个循环后!N,*"继续延伸 ’(*056" ’C琼脂
糖凝胶电泳鉴定 >QD 产物! 全自动凝胶成像分析系
统测定产物片段大小"
’+-+.**阳性克隆的序列测定 提取质粒! 以 F. 和 FN
为测序引物!采用 %86GL5 双脱氧末端终止法!自动测
序仪测序" 测序结果与 ?L6786W 中的核苷酸序列进
行同源性比对"

,**结果
,+’**霜天蛾昆虫变应原蛋白电泳结果
霜天蛾粗浸液经 %<%=>&?" 电泳! 染色后显示

出了 ,( 余种蛋白质成分$图 ’%!其相对分子质量在
’,*(((P’,)*(((之间"

,+,**免疫印迹分析
霜天蛾粗浸液经电泳后转印至 >A<E膜上!再与

/ 例霜天蛾过敏患者血清中特异性 $G? 结合!免疫印
迹分析结果$图 ,%显示有 U 条蛋白反应条带!相对分

图 ’**霜天蛾昆虫粗制液 ’,C%<%=>&?" 分析
!"#$% %&!’(’=)*+, -./012"2 34 !"#$%&’() )()*+*,-’%+
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子质量及结合率分别为 !!"# $$$ "%%&%’ #$!() ***
%++&!’ &$++)*** %,,&,’ &$(") *** %,,&,’ &$%+) ***
%((&(’&和 ,-)***%--&+’&’ 阴性对照健康人血清及
空白对照 ./0均无条带’

霜天蛾粗浸液经电泳后转印至 1234膜上$与兔
免疫血清中特异性 567 结合$免疫印迹分析结果"图
%&显示有 8* 条蛋白反应条带$相对分子质量分别为
8**) ***(",) ***(!") ***(!() ***(++) ***((") ***((%)
***(%+)***(,-)*** 和 8+)***’ 与人血清的免疫印迹
结果比较$二者所识别的蛋白条带相似$兔血清较人
血清识别更多的条带’

,&%)阳性克隆的筛选
应用免疫兔血清在对 -!8*( 个噬菌体克隆进行

初筛后$得到 ,(个阳性克隆$对初筛阳性克隆用过敏
患者血清反复复筛$直至单克隆$最后确定 - 个阳性

克隆’
,&())阳性克隆的 19: 鉴定

- 个阳性克隆均扩增出单一片段"图 (&$全自动
凝胶成像分析各片段大小分别为 "8*(,+**(8,;*(
8*+, 和 8,;*)<=$表明经过复筛确定的阳性克隆均含
有外源性 >3?@ 片段$% 号克隆和 - 号克隆可能是相
同片段’

,&-))阳性克隆的序列分析
对 8(,(((-号克隆进行序列测定$并在 7AB/CBD

中进行基因同源性分析$结果表明这 (个片段均为新
发现的基因片段$与已知基因无同源性片段’

%))讨论
近年来随着工业化的迅速发展$变态反应疾病的

发病率逐年上升’目前只有特异性免疫治疗是唯一可
以影响变态反应疾病的自然病程并有可能阻止疾病

进展的有效治疗方法’变应原提取液的质量控制及标
准化是影响变态反应病特异性诊断的准确度"灵敏度
及特异度&及免疫治疗疗效的关键因素’ 但天然变应
原提取液的成分非常复杂$包括主要(次要致敏蛋白
组分(非致敏蛋白组分及其他物质$其效价及组分难
以标准化$ 降低了诊断的特异性及治疗的安全性$使
其应用受到限制)8(*’ 8"";年 EFG指出!鼓励应用和
发展标准化的变应原疫苗$用于变态反应病的诊断和
特异性免疫治疗)8-*’ 越来越多的研究表明$通过基因
工程技术获得的标准化重组变应原具有与天然变应

原提取液几乎完全相同的变应原性和免疫原性$能取
代传统的天然变应原浸液用于变态反应病的诊断和

特异性免疫治疗’ 在近十年来$重组变应原的研究取
得了很大的进展$多种变应原如尘螨(花粉(动物毛
发(蟑螂及食物等的主要致敏组分已被克隆(重组(分
析 )8+$8!*$并用于变态反应病的特异性诊断中$部分重
组变应原免疫治疗的应用已进入临床试验阶段)8;*’
变应原的种类具有显著的地区性特点$我们调查

图 %##霜天蛾主要变应原与免疫兔血清免疫印迹结果
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图 ,))霜天蛾主要变应原与特异性过敏患者血清免疫印迹结果
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图 ()))阳性克隆 19: 扩增产物凝胶电泳结果
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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 !"# 测定!发现霜天蛾的阳性率
最高!分别为 $%&及 ’%&"(#!进一步应用霜天蛾提取
液对 )’ 例过敏性哮喘患者进行特异性免疫治疗!总
有效率达 *)+$&",(#!提示霜天蛾是西安地区主要气传
昆虫致敏原$在临床变态反应疾病诊断和脱敏治疗中
应尽可能使用具有区域特色的变应原以提高诊断的

特异性和治疗的疗效!因此对本地区霜天蛾主要变应
原组分分析鉴定具有重要的临床意义!为进一步建立
变应原的标准化及质量监控体系提供了先决条件$
对变应原表达文库的筛选!抗体的选择是保证准

确筛出变应原致敏组分的先决条件!理想的抗体是多
克隆% 高滴度%!"- 类且能与天然和变性蛋白不依赖
于构象的表位均能特异性结合的抗体$近年来国内外
研究者对变应原主要致敏组分的筛选有采用过敏患

者血清或家兔%大鼠免疫血清$ 患者血清筛选变应原
致敏组分!虽然更结合临床!但由于患者血清成分复
杂! 可能会对一些非特异性变应原蛋白组分反应!而
产生假阳性结果!纯化后的血清又有可能降低抗体效
价!而影响筛选结果&免疫动物血清较患者血清成分
单一!而且可以获得高效价抗体!但动物血清抗体与
人抗体识别的变应原组分是否一致!尚有待研究$ 究
竟何种抗体更适合于变应原表达文库的筛选!目前尚
无相关研究$本研究分别应用霜天蛾特异性过敏患者
血清和家兔免疫血清对霜天蛾提取液进行免疫印迹

试验!结果表明二者共同识别 ) 条蛋白条带!兔血清
较患者血清能多识别 ’条蛋白条带$ 这可能’家兔免
疫血清是应用霜天蛾变应原的整体作为抗原免疫家

兔而制备的!它包含了所有可能的致敏成分!且经过
正规免疫周期和强化免疫! 所获得的抗体效价较高&
而患者血清只是根据患者特异性过敏成分产生的抗

体!血清中抗体效价较低!且具有个体差异性!不同个
体所致敏的蛋白成分存在差异$本研究应用霜天蛾变
应原提取液免疫兔血清作为探针用于表达文库的初

筛!筛选出的阳性克隆进一步再用霜天蛾过敏患者血
清反复筛选!既保证能筛选出所有的致敏组分!也保
证了所筛选出阳性克隆的特异性$
本研究同时结合免疫动物血清和霜天蛾过敏患

者血清筛选霜天蛾表达文库! 获得 $个阳性克隆!进
一步测序后!经过对 -./01/2 的检索发现!与已知基
因无同源性片段! 为新发现的霜天蛾致敏蛋白组分!
为进一步表达霜天蛾重组变应原!制备标准化变应原
疫苗奠定了基础$
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