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在过敏性疾病中的作用奠定研究基础%方法
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抗体的能力!为后续研究提供了有
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过敏性疾病常表现为支气管哮喘*过敏性鼻炎和过敏性皮

肤病等#对患者的日常生活质量有极大影响#严重时可危及生

命#且这类疾病多由特异性
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的交联分子可促使肥大细胞脱颗粒并释放血

管活性物质#从而引起过敏反应&

0.3

'

)研究表明#

7E

*

?6

)

蛋白

在
6

K

W

介导的过敏性疾病的发生中占有重要地位&
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本研究通过基因工程技术制备
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蛋白并对其生物学功能

进行鉴定#为后续进一步探讨
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在过敏性疾病中的作用

奠定研究基础)
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资料与方法
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本研究经医院伦理学委员会批准#患者知情
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板上#包被

浓度分别设置为
%

*

$%

*

1%

*

'%

*

0%

*

3%

*

)%,

K

"

JU

#

0j

过夜并封
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统计学处理
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应用
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统计软件进行数据分析#

组间差异采用单因素方差分析的
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扩增
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设计全长拼接引物#通

过基于
R8L

的方法获得
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胞外区段基因#经核酸电泳显

示目的基因大小约为
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#见图
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分子量标记物

图
$

!!

人
7E

*

?6

)

基因合成产物电泳图
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重组质粒
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的酶切鉴定
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采用限制性内切

酶
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对重组质粒
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进行双酶切#电泳

条带大小约为
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和
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#见图
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分子量标记物(
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!酶切后的重组

质粒

图
1

!!
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'

中可以发现#目标蛋白主要集中在

诱导表达的菌体裂解后的沉淀中)

>&>&>

!

人
7E

*

?6

)

的复性及纯化
!

L4L.R8VW

分析蛋白相对

分子质量大小约为
11%%%

$图
0

%#纯化后的蛋白浓度明显高于

未纯化前)

>&?

!

人
7E

*

?6

)

的生物功能的鉴定

>&?&=

!

人血清中抗
7E

*

?6

)

自身抗体水平的测定
!

对照组中

抗
7E

*

?6

)

自身抗体浓度为$

1&$(=%&0/

%

,

K

"

JU

#观察组中抗

1)$$
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年
'

月第
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7E

*

?6

)

自身抗体浓度为$

$'&)3=$&)0

%

,

K

"

JU

#观察组血清中

的抗
7E

*

?6

)

自身抗体浓度明显高于对照组$

"

#

%&%3

%)

!!

S

!蛋白分子量标记物(

$

!重组质粒未诱导的表达产物(

1

!重组质

粒诱导表达的可溶性产物(

'

!诱导表达的菌体裂解后上清液(

0

!诱导表

达的菌体裂解后沉淀液

图
'

!!

人
7E

*

?6

)

诱导表达的
L4L.R8VW

分析

>&?&>

!

人
7E

*

?6

)

重组蛋白与人血清中
6

K

W

的结合力测定
!

将不同浓度的重组人
7E

*

?6

)

分别包被于
WU6L8

板#随包被蛋

白量的增加#

,

值逐渐增大)当包被量继续增加时#

,

值不再

继续增大)在包被蛋白量相同的条件下#观察组血清的
,

值

均大于对照组$

"

#

%&%3

#表
$

%)

RZL

组
,

值小于
%&$

#由此能

判断重组的人
7E

*

?6

)

可与人血清中的
6

K

W

结合#见表
$

)

!!

S

!蛋白分子量标记物(

$

!未纯化的表达产物(

1

!穿透液(

'

!洗脱液

图
0

!!

人
7E

*

?6

)

复性及纯化的
L4L.R8VW

分析

表
$

!!

各组不同浓度人
7E

*

?6

)

重组蛋白与血清中
6

K

W

结合的
,

值比较%

,

K

&

JU

'

K=E

'

(>3

(

组别
% $% 1% '% 0% 3% )%

RZL

组
%&%3/=%&%%/ %&%3-=%&%%3 %&%)'=%&%%- %&%)/=%&%%) %&%)%=%&%%- %&%)$=%&%%0 %&%)0=%&%%3

对照组
%&1$)=%&%1% %&'3%=%&%$1 %&0%3=%&%$- %&0)0=%&%$$ %&3%1=%&%$0 %&311=%&%%( %&330=%&%%(

观察组
%&'$1=%&%1%

;

%&0()=%&%$%

;

%&303=%&%$0

;

%&)/1=%&%$0

;

%&/$/=%&%$'

;

%&/%)=%&%$%

;

%&/%-=%&%$3

;

!!

;

!

"

#

%&%3

#与对照组比较

?

!

讨
!!

论

!!

本研究利用
B

W5

原核表达系统在体外成功制备了人

7E

*

?6

)

蛋白并对重组蛋白的生物学功能进行了鉴定)结果表

明#通过
B

W5.1/;

$

e

%质粒克隆表达出的重组人
7E

*

?6

)

蛋白

能够有效地检测慢性荨麻疹患者血清中的抗
7E

*

?6

)

抗体水

平#并且能够与人血清中的
6

K

W

结合)本研究中的原核表达系

统采用的是
5-

启动子#该启动子可调控目的基因的高效表

达#同时在目的蛋白中融合
Y#+

标签#有便于表达后的亲和纯

化)实验采用低诱导温度 $

$$ j

%和低
6R5V

浓度 $

%&3

JJ"C

"

U

%#通过减慢蛋白合成速率#从而改变多肽折叠的动力

学#进一步增加蛋白的正确折叠#为重组蛋白的正确表达提供

了更有利的条件)

7E

*

?6

是一个异四聚体结构#具有一条
)

链#一条
(

链#两

条
,

链#膜外区
)

链是
6

K

W

的结合部位#也是触发过敏反应的

基本单位&

(

'

)当多价抗原与
6

K

W

交联时#受体即发生微聚集而

被激活#经过蛋白激酶活化*磷脂酰肌醇水解及钙离子流动等

信号转导过程#使肥大细胞*嗜碱粒细胞发生释放炎性介质*分

泌细胞因子及表达黏附分子等生物学反应#参与过敏性炎症的

形成#从而引起过敏反应)在此过程中发现#当血清中
6

K

W

水

平上升时#细胞表面的
7E

*

?6

表达也出现上调现象&

3

#

$%

'

)因

此#由
6

K

W.7E

*

?6

介导的肥大细胞和嗜碱粒细胞活化被认为是

速发性过敏反应的一个重要标志)近年来#关于
6

K

W

在过敏反

应中的介导作用已逐渐清楚#越来越多的研究更多集中在

7E

*

?6

)

上#尤其是在由抗
7E

*

?6

)

自身抗体所引起的自身免疫

性荨麻疹等疾病的研究中&

$$

'

)

在体外实验中#将自身免疫性荨麻疹患者血清与重组

7E

*

?6

)

胞外区一起孵育#可抑制组胺释放#提示抗
7E

*

?6

)

自

身抗体结合的表位位于
7E

*

?6

的
)

链上)这种针对
7E

*

?6

)

的

自身抗体作为致病因子存在于约
$1Q

!

'%Q

的慢性荨麻疹患

者血清中#并且这种自身抗体在自身免疫性慢性荨麻疹发病机

制中具有重要作用&

$1.$'

'

)在经典的
#

型过敏反应中#抗原与

结合于
7E

*

?6

上的
6

K

W

发生交联#激活信号传导系统#导致效

应细胞脱颗粒而发生过敏#但在自身免疫性慢性荨麻疹中#

6

K

V.

抗
6

K

W

自身抗体与结合在
7E

*

?6

上的
6

K

W

发生交联#或

6

K

V.

抗
7E

*

?6

)

自身抗体使相邻
7E

*

?6

直接交联来激活效应细

胞释放炎症介质&

$0.$3

'

)但是#目前国内在临床上尚未出现这

类自身抗体的商品化诊断试剂盒#严重影响了抗
7E

*

?6

)

自身

抗体引起的此类疾病的诊断)因此#本研究通过基因工程技术

制备了
7E

*

?6

)

蛋白并对其生物学功能进行了鉴定#不仅为抗

7E

*

?6

)

自身抗体的诊断研究提供了实践基础#同时为后续进

一步探讨
7E

*

?6

)

在
6

K

W

介导的过敏性疾病中的作用奠定了研

究基础)
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