
生堡邀生物堂塑复瘥堂盘查2Q塑生!旦筮!!鲞筮!坦曼M!』丛i!些尘!坚些!型：垒!趔!Q塑：!!!：垫：塑!：§

双向电泳分析链格孢霉过敏原提取液的
致敏蛋白组分

曹乃清张宏誉

【摘要】 目的利用双向电泳及其免疫印迹分析技术研究链格孢霉过敏原提取液的致敏组

分。方法对经空气曝皿获得，经形态学和分子生物学鉴定为链格孢霉的真菌进行26℃恒温下培养

4周，提取新鲜菌苔总蛋白后，用双向电泳技术进行蛋白质分离，免疫印迹技术分析链格孢霉过敏原

提取液致敏蛋白组分。结果链格孢霉过敏原提取液经双向电泳共发现1450±35个蛋白点，双向免

疫印迹分析发现6种过敏原组分，它们的相对分子质量(肘，)和等电点(PI)分别为：16．4×lO’，PI为

7．O～8．O；26×10’，PI为6．0—7．O；3l×103，PI为7．5～8．5；34×10’，PI为6．5—7．0；45×lO’，Pl为

7．0—8．0；57×103，PI为6．5—7．5。结论双向电泳町用于链格孢霉过敏原提取液致敏蛋白组分的

分析。
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A抛Mr如以￡emm口，cultured under 26℃for 4 weeks，extracted total protein of fre8h mold8。isolated“th

two．dimensional electrophoresis．And the components of allergen were analyzed with Westem blot．R龉lIlts

Tko．djmensional electmphoresis showed 1450±35 protein spots．Six aller即n components were found by two-

dimensional electrophoresis We8tem blot．11leir molecular wei小t帅d P1 were鸽follows：16．4×lO’，P17．O．
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链格孢霉(Az把瑚砌口f把删D)是一种常见的、
重要的吸人性过敏原，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⋯。据报道，患

有重型哮喘(脆性哮喘)的病人较其他哮喘病人有

一个更高的过敏程度，对他们的皮肤试验显示更高

的真菌皮肤试验阳性率，尤其是链格孢霉口1。News—

on等∞1和Atkinson等∽1进行的研究显示，户外真菌

孢子的浓度与哮喘的死亡率、住院率、呼吸道症状呈

正相关，而与呼吸流速峰值呈负相关。重型哮喘同

样与户内真菌暴露有关，许多病人自述每当进入潮
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湿，尤其是那些有可见真菌生长的房间，病情就会加

重；zureik等∞1对1312个哮喘病人进行的皮肤试验

显示，在重型哮喘患者中，对链格孢霉过敏原提取液

的阳性率达到26％。可见链格孢霉过敏与哮喘疾

病的严重性、住院率等密切相关，同时还与气道重坦

有关∞一J，因此对链格孢霉过敏原的研究具有一定的

社会和经济意义。

本研究经空气曝皿获取真菌，形态学及分子生

物学鉴定为链格孢霉，用双向电泳技术对链格孢霉

过敏原提取液进行蛋白分离，免疫印迹技术分析致

敏蛋白成分，从而为该种真菌过敏原的质谱分析、重

组和纯化奠定基础。

材料和方法

链格孢霉过敏原提取液的制备：取经空气曝皿
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获得，形态学和分子生物学鉴定为链格孢霉的真菌

迸行26℃恒温下培养4周，获取新鲜菌苔5 g，在液

氮浴中研磨成粉末状，冰水浴中搅拌24 h后，离心

取上清液；将上清液经三氯乙酸(TCA)／丙酮沉淀

后，加入样品裂解液，分装于瑚℃冰箱中保存。
试剂：丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、甘氨酸、三羟

甲基氨基甲烷(嘶s)购自Bio—Rad公司。四甲基乙

二胺(1'EMED)、低相对分子质量Marker、十二烷基

磺酸钠(sDs)、硫脲、CHARPs、ASB3—14购自Sigma

公司。超纯尿素购自Pmmega公司。IPG干胶条

(PH3一10)、IPG缓冲液、IPG覆盖液购自Ame璐h锄
Phamacia Biotech公司。一抗：lO份链格孢霉特异

性IgE阳性血清来自北京协和医院变态反应科实验

室；二抗：中国医学科学院基础医学研究所的HRP

标记的鼠抗人IgE McAb。增强型HRP—DAB底物显

色试剂盒(北京天为时代科技有限公司)。

仪器：微型垂直电泳仪及电转装置(美国Bio-

Rad公司)。IPGphor、附件和循环水浴、直电泳仪

llliniVE、双向电泳(2一DE)图像分析软件ImageMaster

2D Elite 3．01均为Amersh锄Ph删acia Biotech产

品。

双向电泳：具体操作步骤如下：(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Amersh锄PhanIlacia Bio．

舰h公司推荐的方法进行银染；(5)图像分析：银染
后用Imagesc龃ner光学扫描仪，在256色灰度和300

dpi的分辨率下，对凝胶进行扫描，利用ImageMaster

2D E1ite 3．0l进行凝胶点的检测(spot detection)、背

景消减(backgmund subtraction)、相对分子质量和等

电点校正、归一化处理(volume no咖alization)分析蛋

白图谱。

双向免疫印迹：具体操作步骤如下：(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，放人转移缓冲液中

浸泡5 min。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，接通电源，限流l mA／cm2，时间为1．5 h。

(3)封闭：将PVDF膜转入可封接的塑料袋中，按O．1

·，d／cm2的量加入封闭液，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l：2稀释的混合阳性血

清，摇床轻摇下室温反应2 h；用TBsT洗膜3次，每

次10 lIIin。(5)二抗反应和洗膜：按0．2 mL／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l h；，I’BsT洗膜3次，每次

10 min。(6)显色反应：按0．1 IId／cm2的量加入增

强型HRP．DAB底物显色试剂，一旦蛋白点显色后，

即终止反应。(7)扫描PVDF膜留取永久性记录。

结 果

1．形态学鉴定：菌落在培养基上呈绒状，分生孢

子梗分隔，分枝或不分枝，褐色，较短，可达50“m×

(3～6)斗m。分生孢子倒棒形或卵形，砖格状分隔，

单个或成串地着生于孢梗的顶端，大小极不规律，通

常(30～36)斗m×(14～15)斗m，褐色至褐黑色，壁

光滑或粗糙。

图1链格孢霉镜下形态f×lO∞)

ng 1．Morpholo科咖旧盯m．a髑∞pe(×l咖)

2．链格孢霉过敏原提取液双向电泳结果(图

2)：链格孢霉过敏原提取液经双向电泳分析发现

1450±35个蛋白点。

图2链格孢霉过敏原提取液双向电泳结果

ng 2．2-DE惜lIlt of A如m鲥函础材嬲幻麟mlctiOn

3．2-DE免疫印迹分析结果：如图3所示，2-DE

免疫印迹分析共发现6种有免疫活性的蛋白质，它

们的相对分子质量(肘，)和等电点(PI)分别为：

16．4 x 10’，PI为7．0—8．0；26×10’，PI为6．0～

7．0；3l×105，PI为7．5—8．5；34×10’，PI为6．5—

7．O；45×10’，PI为7．0～8．0；57×103，PI为6．5—

7．5。
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图3 2-DE免疫印迹分析结果

ng 3．Itesmt of two·mm伽sional W嚣tem bIot

注：A：57×103，P1为6．5—7．5；B：45×103，PI为7．O一8．O；C：

34×103，PI为6．5—7．O；D：3l×103，PI为7．5—8．5；E：26×103，PI

为6．O一7．O；F：16．4×103，PI为7．0—8．O

讨 论

蛋白质组技术是后基因时代的重要研究工具，

它利用高分辨双向电泳对复杂组织进行蛋白质分

离，到目前为止，2一DE是蛋白质分离的黄金标准，由

此可以分析生物样品的蛋白质成分，该技术协同质

谱分析是正在出现的蛋白质组学领域的中心技

术哺J。通过多次2一DE，可以得到生物实体蛋白质特

征性状的图案，即指纹图谱，指纹图谱在分析方法上

使用了各种手段，如高效液相色谱、气相色谱、红外

色谱、毛细管电泳等来获得某些中药制剂的特征性

图谱。孙劲旅等一1曾用双向电泳对户尘螨过敏原

进行了指纹图谱的研究。在本研究中，我们通过2·

DE对链格孢霉过敏原提取液的指纹图谱进行了初

探，共发现1450±35个蛋白点，为以后该种变应原

的鉴定奠定了基础。

2一DE免疫印迹分析中，共发现了6种不同相对

分子质量及等电点的蛋白点，它们分别是

16．4×103，PI为7．0—8．0；26 x 103，PI为6．0—

7．O；31×103，PI为7．5。8．5；34×103，PI为6．5～

7．O；45×10’，Pl为7．0—8．0；57×103，PI为6．5～

7．5。与http：∥www．allergen．org报道相符的蛋白

有16．4×103，可能为Ah a 1，而3l×103的蛋白可

能为舢tal的二聚体；26×l 03蛋白与灿tal 3相

符，45×103蛋白与Ah a 6相符，57×103蛋白与Alt

a 4相符，尽管上述蛋白从相对分子质量上相符，但

是确证蛋白质的根本依据是蛋白质测序，序列相同

方可认定是同一种蛋白，可以通过氨基酸测序来证

实。同时在本试验中我们还发现了一种文献未能报

道的蛋白，即相对分子质量为34×103的蛋白，该蛋

白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，需要通过氨基酸测序来进行证

实，文献已报道了10种链格孢霉致敏蛋白，至少仍

有4种在本项研究中没有被发现，可能与采用的菌

株、试验方法、样品的制备、被研究的人群有关。
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