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两种链格抱霉变应原提取方法的比较

曹乃清 , 张宏誉华, 杨秀云 , 高鲁芳

山东大学 附属省立医院变态反应门诊 , 济南 加

摘要 目的 比较传统方法和新方法对链格抱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抱霉的菌株于 ℃恒温下培养 周 , 取 份 湿重的菌苔 , 份用传统方法

风干 , 高速粉碎机粉碎后 , 搅拌提取 , 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 山 法进行蛋白质含量测定 一 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

拟 抑制试验比较两者间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 土

和 土 耐 , 所得到变应原的 抑制率分别为 和 卜 。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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近年来发现 , 链格抱霉 以 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川 传统的链格

抱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

法与新方法对链格抱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 分钟 , 置于 ℃恒温下培养 天 , 将生

长出来的菌落逐一分离提纯 , 置于 ℃恒温下培养

天 , 将菌落形态及镜下鉴定为链格抱霉的真菌送交

中国科学院微生物所进行鉴定 将鉴定的链格抱霉

进行培养 , 培养条件为 ℃、 周 , 培养基含葡萄糖

, 蛋白陈 , 氯化钠 , 溶于

水中 , 。

链格抱霉变应原浸出液的制备

传统方法 取 湿重的菌苔 , 置于生物安

全柜内风干 分钟 , 用高速粉碎机粉碎成粉末状 ,

将粉末倒人 干净的烧杯中 , 加人 ' 液

, 置于冰水浴中反复搅拌 小时 , 然后倒人

毫升的离心管中 , ℃低温下以 的转速

离心 巧分钟 , 取上清 , 置一 ℃冰箱中保存备用 。

新方法 取 湿重的菌苔 , 在液氮浴中进行

反复研磨直至菌苔呈粉末状 , 将粉末转人 干

净的离心管中 , 加人 ' 液 , 用超声破碎

仪进行超声破碎 , 超声 秒 , 停 秒 , 功率为

, 时间为 分钟 , 将液体转入干净的 毫升

烧杯中 , 置于冰水浴中反复搅拌 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 次 , 得到

批不同的上清液 。

链格抱霉变应原浸出液蛋白质含 , 测定

将上述两种方法得到的 批变应原浸出液样

品 , 按改良的 川蛋白质定量试剂盒操作说明

进行蛋白质含量测定 。

链格抱霉变应原漫出液蛋白质组分分离

采用 一聚丙烯酞胺凝胶电泳 一

对 批变应原浸出液进行蛋白质组分分离 。

试剂 丙烯酞胺 、 甲叉双丙烯酞胺 、甘氨酸 、

三经甲基氨基甲烷 购自 一 公司 , 四甲

基乙二胺 、 低相对分子质量 、 十

二烷基磺酸钠 购自日本 公

司 。

设备 离心式超滤管 北京华美公司 、

型离心机 、 一型

双向磁力加热搅拌器 江苏省金坛市 、 一

型超声波细胞破碎仪 一 、
系列高速粉碎机 江苏省无锡市 、 微型垂直电

泳仪 美国 一 公司 。

操作程序 从 种变应原浸出液中分别取 耐

用 离心式超滤管进行超滤浓缩至 耐 , 各取

卜 , 尽快加人等体积的 凝胶加样缓冲

液 , 将样品置于沸水浴中加热 分钟 , 取适量待检

样品进行 一 。条件如下 积层胶 ,

分钟 分离胶 , 小时 完毕后 , 取出凝胶 ,

用考马斯亮蓝 一 进行染色 小时以上 , 用适量

脱色液进行脱色 小时 , 其间更换脱色液 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 作为阳性分子量标准 。

链格抱霉变应原生物活性检测

采用放 射性 变应 原吸 附

, 抑制试验 ' 〕进行链格抱霉变应原生物

活性检测 。

材料 链格抱霉变应原 、供绘制标准曲线

的标准血清 、酶标二抗 、 底物 一甲基伞桂 书一半

乳糖昔 、终止液及其附属液 均购 自瑞典

公司 、 阳性混合血清 例链格抱霉过敏患者血

清混合而成 、阴性混合血清 例非链格抱霉过

敏患者血清混合而成 。

仪器 采用 的 变应原检测系

统 。

操作方法 将 种提取方法所得到的链格抱霉

变应原浸出液进行 一, 、 一、 一, 、 一和 一̀稀

释 , 共得到 种不同的稀释液 取 支 即

管 , 每管加人阳性混合血清 闪及各种不同的链

格抱霉变应原浸出液稀释液 闪 , 在 ℃条件下

孵育 小时 取阳性混合血清和阴性混合血清各

卜 , 分别加入 管中 , 再加人 '

液 卜 , 在 ℃条件下孵育 小时 按

,
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变应原检测系统提供的 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

标准血清进行链格抱霉 薛 测定 , 记录其光密度

值 。

数据处理

二卫处鲤已些暨丝迎鱼些些匹竺鲤丝 、
抑制率 阳, , 照一 阴性时限

统计学处理

计数资料的比较采用方差分析 , 以牙士 表示 。

薛光密度 值采用线性趋势 多条直线回归

比较 。
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图 链格抱霉变应原特异性坛 的抑制曲线

薛

传统方法 毛 新方法

讨 论

结 果

两种方法提取的蛋白质含最比较

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 士 和 ,

士 岁 , 两种方法比较有显著性差异 尸
, 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

一以 显示 , 新方法比传统方法可得到更

多的蛋白质组分 图 。

两种方法变应原生物活性检测结果

个不同稀释度 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

格抱霉变应原生物学活性无明显差异 尸二

达到 抑制率时 , 变应原的蛋白质浓度传统方法

为 林 , 新方法为 林 耐 图 。

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川 。在众多的变应原

中 , 链格抱霉是长期以来 , 被认为引起呼吸道过敏

反应的最常见变应原之一囚 。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

对真菌抱子过敏 , 其中链格抱霉占 在

意大利所进行的调查显示 , 接近 的哮喘患者对

链格抱霉过敏圈。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

种有效的链格抱霉变应原提取方法 , 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

链格抱霉变应原提取 , 对 种变应原浸出液进行蛋

白质定量 、组分及生物学活性比较 , 为链格抱霉变

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

︷一娜墉﹄娜
曰乙̀斗

图 一 结果

一

, 传统方法 毛 新方法 阶 相对分子质量
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低温度下 , 链格袍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 , 液氮能使链格抱霉降温至一 ℃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 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 结果

看 , 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 分子表位的总

和 , 抑制试验是体外评估变应原相对效价的

主要技术 。本研究所进行的 抑制试验表

明 , 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

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 肚 抑制线接近平行 、斜率差异无显著性

时 , 可以进行 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 抑制率所需要

的变应原的量也就越少 〔 。本分析结果显示 , 新方

法达到 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 种链格抱

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抱霉蛋白提

取方法 。
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