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两种链格孢霉变应原提取方法的比较

曹乃清，张宏誉喘，杨秀云，高鲁芳
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·基础研究·

摘要：目的 比较传统方法和新方法对链格孢霉变应原浸出液蛋白质含量、组分及生物活性的影响。方法将经空

气曝皿获得、中国科学院鉴定为链格孢霉的菌株于26℃恒温下培养4周，取12份5 g湿重的菌苔，6份用传统方法

(风干，高速粉碎机粉碎后，搅拌提取)，6份采用新方法(液氮研磨+超声破碎，再搅拌提取)提取蛋白质；然后

用改良的Bradford法进行蛋白质含量测定；SDS-PAGE分析两种方法提取的蛋白质组分的差别，放射性变应原吸附

(BAST)抑制试验比较两者问变应原生物活性的差异。结果传统方法和新方法提取的蛋白质含量分别为(O．205±

0．019)和(0．532±0．023)g／ml，所得到变应原的50％抑制率分别为5．96和1．25州ml。结论两种提取方法中，
新方法能够得到较高的蛋白质含量及更多的蛋白质组分．对于低丰度蛋白的获得及生物学活性即效价的提高具有十

分重要的意义。
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Comparison of Novel and Traditional Methods for

Alternaria Alternata Allergen Extract Production

CAO Nai-qing，ZHANG Hong-yu"s，YANG Xiu-yun，GAO Lu-fang

(Department of Allergy，Provincial Hospital Mfiliated to Shandong University，Jinan 2,50021，China)

Objective To investigate the influence of novel and traditional methods on the extract production of

A／钯mada口阮r讥嘲．Methods A lternaria dternata was collected from the air and identified by Chinese

Academy of Sciences，cultured under 26℃for four weeks．Twelve 59 hsh molds，six extracted by

traditional method(wind dry，disintegrated by hish-speed disintegrator)，another six by novel method

(1iquid nitrogen+ultrasonic)；protein concent,ation WAS determined by Bradford assay，its residual proteins

were analyzed by SDs．PAGE．and bioactivitive potency were tested by RAST inhibition．Results The

concentration of protein extractions were(O．205 4-0．019)and(0．532 4-O．023)g，ml respectively．From

SDS·PAGE，we gained the most component in the extraction by novel method；from BAST，50％

inhibition were 5．96 and 1．25 p．g／ml respectively．Conclusion Novel method w∞more production than

traditional method．

Key words：traditional method；novel method；A缸，m谢口a／拓maa extracts；bioactivity；RAST inhibition
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近年来发现，链格孢霉(A／termw／a dternata)是 一种常见的、极为重要的吸入性变应原，与支气管
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哮喘、变应性鼻炎的关系十分密切⋯；传统的链格

孢霉变应原提取方法蛋白质含量较少，效价不高；

为了探索一种有效的提取方法．本研究比较传统方

法与新方法对链格孢霉变应原浸出液蛋白质含量、

组分及生物学活性的影响．为该变应原浸出液的制

备、分析、标准化和纯化奠定一定的基础。

材料和方法

菌种获得与培养

在北京协和医院门诊楼顶层用琼脂葡萄糖平皿

进行曝皿3分钟。置于26℃恒温下培养3天，将生

长出来的菌落逐一分离提纯。置于26℃恒温下培养

6天，将菌落形态及镜下鉴定为链格孢霉的真菌送交

中国科学院微生物所进行鉴定：将鉴定的链格孢霉

进行培养，培养条件为26℃、4周，培养基含葡萄糖

200 g，蛋白胨100 g，氯化钠50 g，溶于10 000 ml

水中[引。

链格孢霉变应原浸出液的制备

传统方法⋯：取5 g湿重的菌苔，置于生物安

全柜内风干30分钟，用高速粉碎机粉碎成粉末状。

将粉末倒入50 IIll干净的烧杯中．加入Coca’s液

lO IIll，置于冰水浴中反复搅拌24小时，然后倒入

50毫升的离心管中。4。C低温下以35 000 g的转速

离心15分钟，取上清，置一80℃冰箱中保存备用。

新方法：取5 g湿重的菌苔，在液氮浴中进行

反复研磨直至菌苔呈粉末状，将粉末转入50 Inl干

净的离心管中。加入Coca’s液10 IIll，用超声破碎

仪进行超声破碎，超声7．0秒，停7．0秒，功率为

35％，时间为lO分钟，将液体转入干净的50毫升

烧杯中，置于冰水浴中反复搅拌24小时，余下步

骤同传统方法。

重复上述传统方法与新方法步骤5次，得到12

批不同的上清液。

链格孢霉变应原浸出液蛋白质含量测定

将上述两种方法得到的12批变应原浸出液样

品．按改良的Bradford蛋白质定量试剂盒操作说明

进行蛋白质含量测定。

链格孢霉变应原浸出液蛋白质组分分离

采用SDs_聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS．PAGE)

对12批变应原浸出液进行蛋白质组分分离。
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试剂：丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、甘氨酸、

三羟甲基氨基甲烷(Tris)购自Bio．Rad公司，四甲

基乙二胺(TEMED)、低相对分子质量Marker、十

二烷基磺酸钠(SDS)购自日本Nacalai Tesque公

司。

设备：3KD离心式超滤管(北京华美公司)、

Biofuge Stratus型离心机(Heraeus Germany)、78．2型

双向磁力加热搅拌器(江苏省金坛市)、4711_45，

vex750型超声波细胞破碎仪(Cole．parluer AmeriCa．)、

FS系列高速粉碎机(江苏省无锡市)、微型垂直电

泳仪(美国Bio-Rad公司)。

操作程序：从2种变应原浸出液中分别取5 tnl

用3KD离心式超滤管进行超滤浓缩至1 ml。各取

100山，尽快加入等体积的2xSDS凝胶加样缓冲

液，将样品置于沸水浴中加热3分钟。取适量待检

样品进行SDS．PAGE。条件如下：积层胶80V，30

分钟；分离胶120V，1小时；完毕后，取出凝胶，

用考马斯亮蓝R．250迸行染色4小时以上。用适量

脱色液进行脱色24小时，其间更换脱色液4次，

直至凝胶背景褪色，蛋白条带清晰。取已知相对分

子质量的蛋白质Marker作为阳性分子量标准。

链格孢霉变应原生物活性检测

采用放射性变应原吸附(radioaUergosorbent

test，RAST)抑制试验[31进行链格孢霉变应原生物

活性检测。

材料：链格孢霉变应原CAP、供绘制标准曲线

的标准血清、酶标二抗、底物(4-甲基伞桂．B．半

乳糖苷)、终止液及其附属液(均购自瑞典Phadia

公司)、阳性混合血清(20例链格孢霉过敏患者血

清混合而成)、阴性混合血清(10例非链格孢霉过

敏患者血清混合而成)。

仪器：采用Phadia的UniCAPl00变应原检测系

统。

操作方法：将2种提取方法所得到的链格孢霉

变应原浸出液进行10。、10-4、10一、10。2和10。1稀

释，共得到10种不同的稀释液：取10支Eppendoff

管，每管加入阳性混合血清100山及各种不同的链

格孢霉变应原浸出液稀释液100山，在4℃条件下

孵育12小时；取阳性混合血清和阴性混合血清各

100山，分别加入Eppendoff管中，再加入Coca’8

液100 m，在4℃条件下孵育12小时；按UniCAP
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100变应原检测系统提供的RAST方法对阳性对照、

抑制后的阳性血清、阴性对照及供绘制标准曲线的

标准血清进行链格孢霉sIgE测定，记录其光密度

(OD)值。

数据处理：

RAST (OD m性对l-OD田性对置)一(OD摔_后m性·靖一OD田性对一)

抑制率 OD目性对囊一OD舅性对曩
×100％

统计学处理

计数资料的比较采用方差分析，以芽±s表示。

sIgE光密度(OD)值采用线性趋势，多条直线回归

比较。

结 果

两种方法提取的蛋白质含量比较

Bradford测定结果显示．传统方法和新方法提

取的蛋白质含量分别为(0．205±0．019)和(0．532

4-0．023)gird，两种方法比较有显著性差异(P<

O．05)，新方法能够得到较高的蛋白质含量。

两种方法提取的蛋白质组分比较

SDS-PAGE显示，新方法比传统方法可得到更

多的蛋白质组分(图1)。

两种方法变应原生物活性检测结果

5个不同稀释度RAsT抑制率测定结果经线性

趋势／多条直线回归分析。显示两种提取方法的链

格孢霉变应原生物学活性无明显差异(尸=0．106)；

达到50％抑制率时，变应原的蛋白质浓度传统方法

为5．96 pg，Inl，新方法为1．25 pg／ml(图2)。

圈l SDS-PAGE结果

|．ig 1 Result 0f SDS-PAGE

Tl：传统方法；1"2：新方法；Mr：相对分子质量
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图2链格孢霉变应原特异性IgE的抑制曲线

魂2 Inhibition of A／te胁specific IgE

T1：传统方法；T2：新方法

讨 论

近年来。变态反应性疾病。如变应性鼻炎和哮

喘的发病率和死亡率仍呈逐渐上升的趋势。尤在儿

童中上升迅速，特别是城市化后，这可能与暴露于

室内外的变应原等因素有关[4】。在众多的变应原

中，链格孢霉是长期以来，被认为引起呼吸道过敏

反应的最常见变应原之一C5]。世界上许多地方的调

查均显示，真菌致敏极为常见．尤其是在哮喘患者

中。在美国进行的流行病学调查显示。儿童哮喘和

鼻炎的发病率与室内真菌水平呈正相关⋯：在希腊

进行的调查显示。患有特应性疾病的患者中约20％一

30％对真菌孢子过敏，其中链格孢霉占9．8％t71；在

意大利所进行的调查显示。接近13％的哮喘患者对

链格孢霉过敏[8】。随着变态反应学的迅猛发展，人

们对变态反应性疾病的认识越来越充分。治疗方法

亦趋于完善，脱敏治疗已被广大医务工作者和患者

所接受。但采用传统的提取方法变应原蛋白质含量

甚微，不能达到标准化且效价不一致。为了探索一

种有效的链格孢霉变应原提取方法．本研究采用液

氮中研磨+超声破碎法。并同时采用传统方法进行

链格孢霉变应原提取，对2种变应原浸出液进行蛋

白质定量、组分及生物学活性比较，为链格孢霉变

应原浸出液的制备、标准化、纯化奠定了一定的基

础。

真菌是有细胞壁的微生物．含有丰富的几丁质

和纤维素，因此用温和的条件进行细胞破碎，虽可

保持蛋白质的天然状态，但蛋白质从细胞上的脱落

效果欠佳；为了尽可能得到较高的蛋白质含量。本

研究采用剧烈的条件，即机械方法进行提取；在极
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低温度下，链格孢霉的细胞壁变得十分脆弱，轻微

外力作用即容易破碎。且低温易保持蛋白质的天然

性质，液氮能使链格孢霉降温至一1800C左右，超声

波在液体中传播产生剧烈扰动作用，使颗粒产生很

大的加速度。从而互相碰撞或与器壁互相碰撞而击

碎。本新方法在液氮浴中。用研钵研磨菌苔20分

钟至粉末状，再加上超声破碎，从而能够达到有效

的蛋白质提取。而在传统方法中。风干和高速粉碎

这两个过程可能会引起变应原的丢失及变性，因此

蛋白质含量明显低于新方法。从SDS．PAGE结果

看．2种提取方法中以新方法能够得到更多的蛋白

质组分。对于低丰度蛋白的获得具有一定的意义。

变应原效价指所有致敏蛋白活性的总和(即变

应原中任何分子所能结合特异性IgE分子表位的总

和)，RAST抑制试验是体外评估变应原相对效价的

主要技术【9】。本研究所进行的RAST抑制试验表

明．2种提取方法所得到的不同稀释度变应原浸出

液的抑制率。经线性趋势，多条直线回归比较后，

其斜率和截距均无明显差别，无统计学意义，提示

2种变应原浸出液含有相同或相近的致敏组分，分

析原因可能是变应原浸出液中变应原的成分复杂多

样。不会因一种成分的变化而影响整个生物活性。

当样本RAST抑制线接近平行、斜率差异无显著性

时．可以进行50％抑制率比较，变应原的抗原性越

强。其抑制作用也就越强。达到50％抑制率所需要

的变应原的量也就越少m】。本分析结果显示，新方

法达到50％抑制率时．所需要变应原的量明显少于

传统方法．说明该种方法所得到的变应原的抗原性

较强。

蛋白质提取方法很多，每一种方法各具有不同

的优势和特点。针对某一种组织和细胞而言，均能

探索到一种行之有效的提取方法。上述2种链格孢

霉变应原提取方法中．新方法因具有能够得到较高

蛋白质含量、较多蛋白质组分及较大的生物活性，

因此是一种比传统方法更为有效的链格孢霉蛋白提

取方法。
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