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链格孢霉过敏原提取液的致敏蛋白组分
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长期以来，链格孢霉(Ak丌lⅡ^Ⅱ口抛mn缸)被认为是引起

呼吸道变态反应性疾病的重要过敏原之一，与哮喘患者的呼

吸骤停相关⋯，因此对它的研究具有十分重要的临床意义。

本研究采用免疫印迹技术分析了链格孢霉过敏原提取液的

致敏蛋白成分，从而为该过敏原的质谱分析、重组和纯化奠

定了基础。

1材料与方法

1．1试剂：丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、甘氨酸、三羟甲基氨

基甲烷(佰s)(Bio·Rad公司)；四甲基乙二胺(TEMED)、低分

子质量Marker、十二烷基磺酸钠(sDS)、硫脲、CHARPs、AsB-

14(Si秽公司)；超纯尿素(Prome罾a公司)，IPG干胶条
(pH 3～10)、IPG缓冲液、IPG覆盖液(Ame鸺h啪Ph蛐acia
Biotech公司)。一抗：lO份链格孢霉特异性IgE阳性血清

(北京协和医院变态反应科实验室)；二抗：HRP标记的鼠抗

人IgE McAb(中国医学科学院基础医学研究所)；增强型

HRP．DAB底物显色试剂盒(北京天为时代科技有限公司)。

1．2方法

1．2．1链格孢霉过敏原提取液的制备：取经空气曝皿、中科

院鉴定、26℃恒温下培养的链格孢霉菌苔5 g，液氮浴中研

磨，冰水浴搅拌提取24 h后，离心(4℃，35 000×g／min)、浓

缩制成适于单向电泳及单向免疫印迹的提取液；取适量上述

提取液经’陀A／丙酮沉淀后，加入样品裂解液(6 mo∥L尿素，

2啪L／L硫脲，4％cHAPS，2％ASB—14，DDw定容至5 mL)制

成适于进行双向电泳的过敏原提取液。

1．2．2 SDS．PAGE：采用聚丙烯酰胺凝胶电泳，5％的浓缩

胶，12％的分离胶，浓缩胶中电泳为电压60 V 30 IIlin，分离胶

中电泳电压为100 V l h；胶进行考马斯亮蓝染色，扫描留取

图像。

1．2．3双向电泳：(1)第一向固相pH梯度等电聚焦；(2)平

衡；(3)第二向垂直平板sDS-PAGE；(4)染色，按照Amer-
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8h枷PhaHIlacia公司推荐的方法进行银染；(5)图象分析，银

染后用IH哗eScanner光学扫描仪进行扫描。

1．2．4免疫印迹：(1)免疫印迹前的准备工作，将与胶大小相

同的PVDF膜浸泡在甲醇中20 s，用去离子水润湿，放入转移

缓冲液中浸泡5 rnin。取同样大小的滤纸6张浸泡于转移缓冲

液中。(2)转膜，依次按顺序铺放滤纸、凝胶、PVDF膜、滤纸，

接通电源，限流l mA／cm2，时间为1．5 h。(3)封闭，将PVDF

膜转入塑料袋中，按0．1 mL／cm2的量加入封闭液，封口，在摇

床上轻微摇晃封闭2 h。(4)一抗反应和洗膜，将PVDF膜置于

浅托盘中。按O．2 mL／cm2的量加入1：2稀释度的混合阳性血

清，摇床轻摇下室温反应2 h；用’mST洗膜3次，每次10 111in。

(5)二抗反应和洗膜，按O．2 m／cm2的量加入辣根过氧化酶标

记的鼠抗人IgE单克隆抗体，摇床轻摇下室温反应1 h；TBST

洗膜3次，每次10 IIIin。(6)显色反应，按o．1 mⅣcm2的量加

入增强型HRP．DAB底物显色试剂，待蛋白点显色后，即终止

反应。(7)扫描PVDF膜留取永久性记录。

2结果

2．1链格孢霉过敏原免疫印迹结果分析：10例链格孢霉过

敏患者的免疫印迹检测均有阳性反应区带出现(表1)，反应

区带变化多样，表明链格孢霉过敏原提取液含有多种致敏成

分，而对照组无链格孢霉过敏的患者血清呈阴性反应，无反

应区带出现。

2．2双向电泳免疫印迹分析结果：双向电泳免疫印迹分析

共发现6种有免疫活性的蛋白质，它们的分子质量和等电点

如下：16．4 ku pI为7～8之间；26 ku，pI为6—7；31 ku，pI为

7．5—8．5；34 ku，pI为6．5—7．0；45 ku，pI为7．O一8．O；

57 ku，pI为6．5—7．5之间。

3讨论

链格孢霉与支气管哮喘尤其是重型哮喘、过敏性鼻炎的

关系十分密切¨5；因此对链格孢霉过敏原的研究具有深远的
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表l lO例患者免疫印迹结果

T铀le l Reslll缸of immunoblot for细pa6ents

社会和经济意义。

检测过敏原活性的实验包括RAsr抑制实验、白细胞组

胺释放实验、酶联免疫吸附实验及免疫印迹实验(i衄吼山
lot)等，因免疫印迹实验能够提供被研究过敏原的生物化学
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已报道的链格孢霉致敏组分有口J：Ah a 1(16．4 ku)、Alt a 4

(57 ku)、Alt a 5(1l ku)、Alt a 6(45 ku)、．Alt 8 7(22 ku)、Ah

a 10(53 ku)、。Alt a 12(11 ku)和Alt a 13(26 ku)。

本研究通过对链格孢霉提取液的sDS．PAGE免疫印迹

分析，共发现至少7条蛋白条带能与链格孢霉特异性IgE结

合，说明链格孢霉提取液中含有多种致敏蛋白组分，其中有4

种致敏组分即53 ku、45 ku、26 ku和22 ku与上述报道”1相吻

合；双向电泳免疫印迹分析中，共发现了6种不同等电点及

分子质量的蛋白点，其中16．4 ku的蛋白可能为灿t a 1，而

3l ku的可能为Alt a 1的二聚体；26 ku蛋白与Alt a 13相符，

45 ku与mt a 6相符，57 ku与Alt a4相符，而34 ku的致敏蛋

白组分是文献未报道的，可能为其他已知蛋白的多聚体，亦

可能为一种新的未被发现的蛋白，需通过氨基酸测序来进行

证实。文献已报道了8种已知分子质量的链格孢霉致敏蛋

白，至少仍有2种在本项研究中未被发现，我们认为可能与

所采用的实验方法、原料、不同的菌株、不同的培养条件以及

研究对象不同有关。
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