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&引言
高亲和力 !"# 受体!$%!&!"主要表达于肥大细胞和嗜碱粒细

胞表面#经与过敏原 !"# 特异性交联后#与 ’%!&! 结合#导致效应
细胞活化#引起脱颗粒#释放组胺$白三稀等炎性介质(引起病理生
理反应%据报道#部分慢性荨麻疹病人外周血中存在抗 $%!&!自身
抗体#该抗体可以直接结合 $%!&! 活化肥大细胞和嗜碱粒细胞#引
起病理生理反应& 亦有报道# 抗 $%!&!属于天然自身抗体库的成
员#它参与 !")和 ’%!&!的反应调控#维持内环境的稳定性% 制备
完全糖基化的膜外 ’%!&!"蛋白#对深入研究 !"*受体的功能有着
重要意义% 我们以昆虫杆状病毒系统制备了可溶性高亲和力 !"*
受体膜外蛋白#并利用该蛋白对其体内的自身抗体进行了检测%

! 材料与方法
!’& 研究对象

+,- 例慢性荨麻疹患者#应符合如下条件’# 非食物药物过
敏因素&$ 非物理性荨麻疹&% . 周未使用抗组胺药物$皮质类
固醇和免疫抑制剂% -/ 例正常健康自愿者为对照组#本人及家属
均无过敏史及寄生虫感染史%
!’! 实验器材和试剂
含人高亲和力 !"* 受体膜外区 " 链 012 !"3" 的重组质粒

4567/8"3 由本实验室分离克隆 97:%大肠杆菌 ;<7=/ 为第三军医大
学防原教研室保存菌种% 杆状病毒表达系统试剂盒购自 6>=1!
?*6@ 公司% 生化试剂$限制性内切酶和连接酶购自 AB"CD 华美
生物工程公司和宝灵曼公司% 人 !"*$过氧化物酶标记的羊抗人

!"* 和过氧化物酶标记的羊抗人 !"E# 为晶美生物工程公司产
品% F6& 引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成#上
游引物’G"H6? E22 ??6 2?E E?6 66? 62? 222 66? 22E EH
."!含 !"#$! 酶切位点 "& 下游引物 ’G"H?6 6?6 62E ?62 ??2
?2E 662 E?2 6H."!含 %&#! 酶切位点"%
!’( 实验方法
!’(’& 重组转移质粒 )*+,)-./0!1 的构建
以质粒 F568"3 为模板#F6& 扩增出含有 !"#’! 和 %&#! 酶切

位点的 "3 %012# 用 !"#’! 和 %&#! 酶双切 F6& 产物及 4ID%!
F2J/ 质粒#然后用 F6& 回收试剂盒分别回收#将回收的 "3 片段
与 4ID%42J/ 载体片段#进行连接转化后#经 !"#’! 和 %&#! 双酶
切鉴定阳性克隆%

!’(’! 重组病毒的构建
取生长良好的对数生长期 AK-7#用 ID%F2J 完全培养基调整

细胞浓度为 L#7MG CN#-L$在 .G CC培养皿温育 - O 后#换为 - CN
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!!!利用昆虫细胞杆状病毒表达系统#成功表达了人 2,"34 膜外区 ! 蛋白$用该蛋白检测抗 2,"34 自身抗体#结果显示慢性荨麻疹
病例组与健康对照组差异不显著%

!!皮肤病学$ 抗 2,"34 自身抗体$慢性荨麻疹$杆状病毒表达系统 !!!3M%N’!"O PMN
!!!- &###;MN%MQ!##$R#%;##%S;#(
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表 & 实验染液的配制
ET\] & E=9 ,H:^9,1 H^ 1=9 ?:^9,1 <H\Z1?H:

实验组 阳性对照 阴性对照
消毒蒸馏水

4ID%F2J8"3 ‘7MM Q"8&N Ni
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ID%KP%3BQ
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表 & 实验染液的配制
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!"#$% 培养液!温育 &’( )" 按表 * 配制染液"
轻轻转动以上各管!室温静置 *( +,- 后!分别加入到对应的

培养皿中!轻轻旋动!使之混匀!放入湿盒!温育 ( ) 后!分别各加
入 *’( +. /#$012 完全培养基至各培养皿" 约 34 ) 后!收集各培
养皿中的培养液!用终点滴定法测定重组杆状病毒的滴度"
%=K=K 重组病毒的鉴定
分别从感染上清中提取重组杆状病毒 /5$6!78 9:1!并以其

为模板!用前述引物进行 ;<= 扩增及序到测定" 用 /5$6!78 感染
>?4* 细胞后!用免疫细胞化学方法进行鉴定!其一抗为人 @AB!二
抗为酶标抗 @AB 抗体"
%=K=& 免疫印迹
以 *& +C.重组杆状病毒 /5$D!78 感染 >?4* 细胞!43!培养 34

)后!收集感染细胞!;/> 清洗 E 次并重悬细胞!加入 /F;B= 哺乳
细胞蛋白提取液G;,%"$%公司产品H!IC"7%J*& +,- K!离心 *E &&&
D"L+ *& +,-" 收集上清进行 *4M聚丙烯酰胺凝胶电泳及 N%O7F
P.C7 分析"蛋白样品通过 >9>F;1QB 分离蛋白组分并通过转膜仪
转到硝酸纤维素滤膜G@++R-CF;S T,..,LC"%U上"蛋白杂交膜用含有
EM牛血清白蛋白 G/>1U 的 V/> 溶液在 K!封闭过夜"封闭后的硝
酸纤维素滤膜与人 @AB 抗体在室温下作用 * )! 其使用浓度为 *W
4&& !杂交溶液为含有 &XEM/>1 的 V/> 溶液" 用 V/>FV<G含有
&X*M的 VNBB:4&U清洗 E 次!每次 *( +,-" 用过氧化物酶标记的
羊抗人 @AB 二抗与硝酸纤维素滤膜在室温下作用 * )! 抗体浓度
为 *W*&&&"再用 V/>FV 溶液清洗 E 次!每次 *( +,-"而后用 91/F
过氧化氢系统检测杂交信号"
%=K=) 抗 D@!4E 自身抗体的检测
方法同上! 其一抗为 *#4&&的慢性荨麻疹病人或健康者的血

清!辣根过氧化物酶标记的羊抗人 @AQ抗体为二抗进行免疫反应"
%=& 统计学处理
将慢性荨麻疹组与健康对照组自身抗体检测阳性率结果进

行卡方检验" !Y&X&( 为相差显著"

K结果
K=1 高亲和力 EIL 受体膜外区 " 链 @?’C 的获取及序列测定
从 LZ<*[D!7 中!通过 ;<= 获得含有 "#$%\ 和 &’$\ 酶切位

点的 !7 $9:1" 扩增产物经 4M琼脂糖凝胶电泳鉴定 !长度约
(K& PL" 将 ;<= 产物克隆入 L/5$;12[ 多酶切位点 " 重组
L/5$;12D!7 质粒经 "#$%\ 及 &’$\ 双酶切后! 用 *X4M琼脂糖凝
胶电泳鉴定阳性克隆G见图 *U"9:1 测序表明!扩增的 $9:1 为人
!7 $9:1!编码 *3[ 个氨基酸"

K=% 重组病毒的获取与鉴定
将转染混合液转染 >?4*!在感染后第 K 天!我们观察到!两个

阴性对照的共转染上清处理的细胞生长良好"图 4 显示了阴性对

照共转染上清处理的 >?4* 的生长未见有异常影响! 说明线形的
/5$;12] 9:1 因缺乏病毒复制前的必需基因! 而不能进行正常
感染程序" 实验管共转染上清感染的 >?4* 可见细胞体积增大!有
颗粒形成G见图 EU" 做为阳性对照!野生型病毒 1$T:;I<] 感染
的 >?4* 细胞数目明显减少!细胞有双核及停止在分裂期的细胞!
细胞体积增大!有颗粒!可见包涵体形成G见图 KU"

用空斑法挑取实验管单个病毒 !7-S感染 >?4* ( ^ 后!收集含
病毒上清!提取 9:1!用 ;<= 鉴定!结果出现 (K& PL 条带 _见图
(U!证实含 !7 $9:1" 用被 !78 感染的 >?4* 进行免疫细胞化学试
验!结果见图 ]"
K=K 目的蛋白的表达结果
用重组 !78 病毒感染 >?4* 细胞!34"[] ) 后!进行 *4M >9>F

;1!B 分析!蛋白质电泳结果表明!对比未感染的 >?4* 细胞!感染

图 1 MN:@OCPQR"; 酶切鉴定
1= STUV5U %= !"#$#和 %&##双酶切

DAI= 1 ?AI58;A"6 AG56;AJA@:;A"6 "J MN:@OCPQR";

图 % -J%1 经阴性对照共转染上清处理 W!)**2
DAI= % -X%1 ;U5:;5G FY 8.M5U6:6;8 "X 65I:;AZ5

@"6;U"< @"7;U:68J5@;8 ,!)**2

图 & -J%1 经 C@S’O[\+ 处理,!)**2
DAI= & -X%1 ;U5:;5G FY C@S’O[\+ ,!)**2

图 K -X%1 经实验管共转染上清处理 ,!)**2
DAI= K -X%1 ;U5:;5G FY 8.M5U6:6;8 "X ;58;

@"7;U:68X5@;8 ,!)**2
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图 $ !’( 感染 )*!& 细胞 " + 后免疫细胞化学显色结果
,-./ $ )*!& 0’1+-2+ 3-’4 -551674-0’78425-0’9: ;’

+;: " ;*’29 -6*28’2+ <: !’(

图 = 免疫印迹
!" 正常 #$%! 蛋白样品 %" !&’ 感染的 #$%! 蛋白样品 (" 对照

,-./ = >20’296 <?7’-6.

细胞新增了 ! 条 )* +, 的蛋白条带!免疫印迹证实该条带可与人
-./ 进行特异结合!证实该条带即为目的蛋白"""可溶性高亲和
力 -./ 受体膜外区蛋白#见图 0$%

@/" 抗人 ,8"AB 自身抗体的检测结果
抗人 12"3- 自身抗体的检测结果见表 %%

" 讨论
高亲和力 -./ 受体膜外 ! 链!含 0 个糖基化位点 4%5!糖基对 !

链膜外区蛋白的抗原性和免疫原性有着重要的影响!制备完全糖
基化的膜外 12"3-! 蛋白! 对 -./ 受体功能的深入研究有着重要
意义%由于利用原核表达系统制备的高亲和力 -./ 受体膜外区蛋
白是没有糖基化的! 本研究利用杆状病毒表达系统对其进行表
达! 制备了分子量约 )6 +, 的可溶性高亲和力 -./ 受体膜外蛋
白!实验证明该蛋白可结合人 -./!本研究利用该蛋白对其体内
的自身抗体进行了检测%
发现抗 12"3- 自身抗体最重要的意义在于!可对大约 !7( 到

%8( 的不明原因慢性荨麻疹患者 4(5的发生机制进行更深一步的阐

明!为临床医生对该类患者的检查诊断措施和治疗决策提供新的
依据和参考方向% 抗 12"3- 自身抗体主要有 9 种检查方法!自身
血清皮肤试验& 组胺释放试验& 免疫印迹方法和基于重组蛋白
:12"3-! 的 /;-#< 试验495%我们应用前三者的实验过程中!认为免
疫印迹方法稳定性好!实验结果可靠 4=>05% 但该方法检测出的抗
12"3- 不一定具有活化肥大细胞和嗜碱粒细胞的效能%
起初人们单纯认为抗 12"3- 属病理性自身抗体!但近年报道

从正常人外周血&基于胎儿脐血细胞的噬菌体抗体库和基于荨麻
疹患者及对照血细胞的噬菌体抗体库中分离到了相同的抗

12"3- 自身抗体 4?@A5% 序列分析这些抗体的重链可变区和轻链可变
区! 结果提示抗 12"3- 自身抗体属于天然自身抗体库的成分%
BCDE FG 等提出假设’ 12"3-&抗 12"3- 自身抗体&游离 -./&膜结
合 -./ 和可溶性 12"3- 共同构成网络!在生理情况下处于平衡状
态!抗 12"3- 天然存在!具有维持内环境稳定性的作用% 当 12"3-
的膜外区 ! 肽处于裸露状态未被 -./ 占领时! 抗 12"3- 即可与
12"3- 结合!导致效应细胞脱颗粒!引起病理反应!即所谓的条件
自身免疫(2CEHI&ICEJK JL&CIMMLEN$4!65% 我们从 !)% 例慢性荨麻疹
患者血清中检测出 =6 例携带抗 12"3-! 阳性率 (!O! 与对照组
%?O无显著差异% 阳性率的高低与检测方法的敏感性有关!我们
的结果支持抗 12"3- 属于天然自身抗体成份这一观点%荨麻疹及
过敏性鼻炎和过敏性哮喘同属于 - 型超敏反应@ 抗 12"3- 在过敏
性鼻炎和过敏性哮喘发病机制中的作用尚待进一步的研究%
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HJGQMVVJLMGW VFTMHGFT SW RJVHL LHGJKHI HLGM3N(/FOPMIQL8A%HI!
ORH HJGQHLGMSQTMFP[!,#$ N+>’\ ,5 -.."5"4/"-81 - -6:3- -9;$

!""# C+?@DBC*%E , =5 @BA* = C5 N]^ =5 FG HI$ *HGJKHI HLGM 3
N(FOPMIQLA%HIORH HJGQHLGMSQTMFP VHW MLGFKUFKF _MGR TMH&LQPGM(
GFPGP UQK HJGQMVVJLF JKGM(HKMH!,#$, +JGQMVVJL5 -..;5--7"81;234"$

图 % 空斑病毒的 EFA 鉴定
!" FJD+ND# %!9 GP3 鉴定的部分阳性结果

,-./ % EFA -+26’-*-8;’-76 7* ’42 G?;H12 (-91020

经卡方检验$荨麻疹组与正常组间无显著差异!!Q6"6=$#%R6"6!?6"

孙仁山$等% 人 12"3-膜外区 !蛋白的表达及其自身抗体的检测

表 ! 抗人 ,8"AB 自身抗体的检测结果
I<?/ ! J2’28’-6. 9201?’0 7* ’42 ;6’-K,8"AB ;6’7;6’-<7+-20

总例数 阳性例数 阳性率
荨麻疹组

对照组
!)%
%A

=6
?

(!O
%?O

表 ! 抗人 ,8"AB 自身抗体的检测结果
I<?/ ! J2’28’-6. 9201?’0 7* ’42 ;6’-K,8"AB ;6’7;6’-<7+-20
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