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原肌球蛋白的重组表达、鉴定及与免疫球蛋白 ' 结合
能力分析
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贝类是导致食物过敏的主要原因之一，在食

物过敏患者中的流行率为 !)8*+8)"*

d(e。随着近些

年来贝类消费量的不断增加，免疫球蛋白 '（34'）

介导的贝类过敏对儿童和成人造成的健康威胁日

益严重。

目前关于贝类过敏的实验室血清学诊断包括

基于食物粗提物（包括过敏原组分与非过敏原组分）

作为抗原的检测和基于纯化或者重组过敏原作为

已知抗原的分子诊断d!e。分子诊断可以明确致敏蛋

白，提高诊断特异性，并且某些过敏原与临床过敏

症状的严重性相关，因此，这种诊断方法具有显著

优势d#e。目前已明确的贝类过敏原有 (% 种d+e。由于部
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分过敏原组分在其来源中含量降低，并且纯化过程

易受其他组分的干扰，通过提取纯化的方式获得单

个过敏原蛋白往往难以实现。而过敏原重组表达技

术可以高效的获取足量的单一目的蛋白，已被广泛

应用!"#$%。

此外，一些贝类过敏人群仅对单一过敏原组分

敏感，而另一些患者则对多种组分同时敏感!&%。这些

不同的过敏原识别模式对贝类提取物在过敏原特异

性免疫治疗（'(()*+),#-.)/010/ 0223,456)*'.7，89:）

中的安全性和有效性产生了一些限制。重组过敏原

与其天然组分类似，但具有稳定的质量和无限量的

产量等优点，便于选择符合条件的患者和适合的过

敏原进行 89: 脱敏治疗，从而使这一领域朝着更有

效的治疗效果、更少的不良反应的方向发展!"%。

原肌球蛋白（;), ' <）是贝类动物中的主要过

敏原组分。本研究中笔者成功表达、纯化出有良好

免疫学活性的重组 ;), ' <，为进一步研究 ;), ' <

在贝类动物过敏的诊断和治疗中作用奠定基础。

! !"#$%

<=< !"#$ 限制性内切酶 !"# >!和 $%&'"

（美国 ?@A 公司），B?8 连接酶（美国 ?@A 公司），

质粒提取试剂盒、;CD 凝胶回收试剂盒（北京天根

生化科技有限公司）EA 培养基（上海生工生物工程

有限公司），?0#?:8 纯化系统、长臂生物素（美国

:6)*24F0-6)* G/0),5010/ 公司），抗人 9+@ 抗体（美国

G0+2'#8(H*0/6 公司），链霉素标记的感光球、裸的发

光球（北京科美生物公司）。

<=I %&'( 收集天津市中医药研究院附属长

征医院和天津市港口医院 IJ<K 年 < 月#L 月共

$M例临床血清样本，分别来自 M" 例贝类过敏患者

和 IK 名健康志愿者。9+@ 介导的贝类过敏的诊断按

照欧洲变态反应与临床免疫学学会（@3*4.)', 8/'!

H)27 41 8(()*+7 ',H C(0,0/'( 9223,4(4+7N @88C9）指

南推荐的以下诊断标准做出N 即基于与贝类摄入相

关的严重和O或急性过敏反应等明确的临床病史，以

及血清贝类特异性 9+@"J=M" PQ

8

OE（9223,4C8;系统，

;6'H0'）。如果无临床贝类过敏病史且血清贝类特异

性 9+@#J=M" PQ

8

OE，则为阴性血清样本，作为对照。

患者入组前均获得书面知情同意。本研究经天津医

科大学伦理委员（:RQ>R@CIJ<&JJK）批准，按照

《赫尔辛基宣言》的原则进行。

<=M ;), ' <)*+,- 由于 ;), ' < 序列（S),A

',P ?4= BT <"<U"&）已知，委托通用生物系统（安

徽）有限公司人工合成目的基因。目的基因合成后，

通过 ;CD 扩增初步验证其片段大小。根据 ;), ' <

序列设计合成特异性引物，上游引物为 "$ #8C:S!

S:SS8C8SC888:SSS:CSCSS8:CC8:SS CC8:

C88S88S88S8:#M$ N下游引物为 "$ #C:C8S:S!

S:SS:SS:SS:SS:SC:CS8S:SCSSCCSC88SC

::::8S:8SCC8S8C8S::CSC:S#M$ 。将合成的引

物和目的基因配制成混合液作为反应模板，加入

B?8 聚合酶、H?:; 配制成 ;CD 反应体系，进行

;CD 扩增并鉴定 ;CD 扩增结果。

<=U ./0123 .@:#IK' VWX#;), ' < 45

6 首先目的基因 ;), ' < 与载体 .@:#IK'VWX分别

用限制性内切酶 !"# >!和 (%&' "双酶切；然后

进行核酸电泳，凝胶回收；最后在 B?8 连接酶的作

用下，目的基因 ;), ' < 与载体 .@:#IK' VWX进行连

接，从而构建重组表达质粒 .@:#IK'（W）#;), ' <。

将构建好的重组质粒转化至感受态 :4.<J 中，涂布

相应抗性琼脂平板。培养过夜后，平板挑菌，M&%

I"J *O20, 摇菌 <$ 6，用菌液进行 ;CD 鉴定，并将阳

性克隆菌液送测序。测序比对正确的质粒，进一步

进行 !"# >!#(%&' "双酶切验证。

<=" ./789:; ;), ' < <01= >? 通

过热休克转化法，将获得含 ;), ' < 编码区和组氨

酸亲和纯化标签（$>0-）的重组质粒转化到大肠杆菌

AE I<（B@M）中，并涂布含卡那霉素琼脂平板。培养

过夜后，平板挑菌至 EA 菌液培养基。当培养基在

$JJ ,2 处的光密度值（YB）达到 J=U&J=$ 时，添加终

浓度为 < 224(OE 的 9;:S，在 M&%，IIJ *O20, 的条

件下诱导表达 M 6。U%环境中 U JJJ') 离心 " 20,，

收集菌液沉淀，;AG（.> &=U，J=J< 24(OE）重悬，超声

裂解菌体，离心取上清进行蛋白电泳。根据 ?0

W

#

?:8 亲和层析说明书，对裂解液上清进行纯化，获

得单一的重组蛋白。为进一步验证该蛋白，蛋白电

泳、切胶回收后，送至上海生工生物工程有限公司

进行质谱鉴定。

<=$ ./789:; ;), ' < 4@ABCDE

F 血清过敏原特异性 9+@（-9+@）检测采用光激化

学发光均相法（(0+65#0,050'5)H /6)20(320,)-/),5 '--'7N

E9C8）。E9C8 基于纳米粒子对的形成和发光氧通道

免疫分析技术。研究表明，该方法具有灵敏度高、分

析范围广、周期快、无需洗涤等优点，适用于血清过

敏原 -9+@ 的检测!K%。首先参照生物素试剂说明书中

的标准程序，将重组过敏原 ;), ' < 标记生物素。同

时依据已有文献中的标记流程 !K%，将抗人 9+@ 与发

光球表面带有的化学基团共价连接，制备抗人 9+@

标记的发光球。

然后在 L$ 孔板中依次加入 I" #E 用含有 <Z

!

M
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注：!" #：$%! #&'()'；*!+：菌落样本编号；,- #. $%! #&'()'；

*. 重组质粒 /0123+&45627)8 & *；3：重组质粒 /0123+&9:627)8 & *

经 !"# ;! 和 $%&' "双酶切

! ! "#$%&' "#$%!&'()*%+,- ' .()*

/01 2 3,40506'708- 85 4,689:0-'-7 ,;"4,<<08- "='<90> "?$%!&'(@*%

+,- ' .

注：#：$%! <&'()'；=：原肌球蛋白（7)8 & =）基因扩增产物

! . +,-./0+,- ' .1+AB23

/01 . +AB '9"=0506'708- 85 7C, 748"89D8<0- +,- ' .

人血清白蛋白（;>!）的 7,>（/; ?-@，A-A= <BCDE）稀

释（=.3A）的血清样品，FA #E（*.* AAA，稀释液：7,>D

;>!）抗人 GH0 抗体标记的发光球和 * #HDE 的生物

素化 7)8 & * 溶液，I?"震荡孵育 IA <J8。随后，加

入 =FK #E 链霉亲和素标记的感光球，反应混合物

在 I?"避光条件下震荡孵育 =K <J8。最后，在 EGL!

仪器上检测化学发光信号（MN)<JCO<J8)PM)8M)，LE），

信号值单位用相对光单位（')C&QJR) CJHNQ O8JQPS TEU）

表示。同时将健康人血清平行处理作为阴性对照。

每份血清样本复孔检测。

2 45

3-= 7)8 & = !"# 7LT $%&' 根据 7)8 & =

已知序列，设计上下游引物，将合成的目的基因经

7LT 扩增、琼脂糖凝胶电泳后，如图 = 所示，所得目

的片段的大小约为 VIA W/（加上保护碱基及酶切位

点），与理论预测值相符。

3-3 ()*+,- /0123+& 4:627)8 & = ./

0 将目的基因与质粒载体酶切连接后，构建重组

表达质粒 /0123+& 4:627)8 & =。部分样品的菌落

7LT 结果如图 3! 所示，7LT 扩增出的目的基因大

小约为 VIA W/，与预测的片段大小 VIA W/ 相符，说

明目的基因成功连接到质粒载体上。同时阳性克隆

菌的正向与反向测序结果显示所得序列与 %L,G 上

所公布的 7)8 & = 序列一致。此外将测序正确的菌

落摇菌培养，提取质粒并进行双酶切，获得的条带

约 +X? W/、F @AA W/ 与预期 +X? W/、F @AA W/ 的大

小一致，见图 3,。酶切结果表明获得了含 7)8 & =

基因的重组质粒。

3-I 1.23.*+45677&89 = <<BCDE G71Y

诱导培养，在 I?"，33A 'D<J8 条件下表达 I N，>$>2

7!Y0 电泳结果显示（图 I!）在 IX ($ 处出现一条

明显增多的蛋白条带，分子量与预测值相符，且未

诱导的菌体中未明显出现该条带。该目的蛋白主要

出现在超声波处理后的上清液中产生，所以为可溶

性表达。镍柱纯化后，>$>27!Y0 电泳结果显示（图

I,）获得了单一纯化的目的蛋白。此外经进一步质

谱鉴定（表 =），该目的蛋白为原肌球蛋白。

3-@ :; GH0 <=>?@*+AB 7)8 & = .C

DEF 采用 EGL! 技术检测重组 7)8 & = 过敏原

结合贝类过敏患者血清 GH0 抗体的结合能力。如图

@ 所示，?=-@Z（3FDIF）的患者血清 PGH0 抗体对重组

7)8 & = 过敏原敏感，与已有的文献报道类似，说明

该重组过敏原具有来良好的过敏原性。

W/

= FAA

= AAA

?FA

FAA

3FA

=3 AAA

+ AAA

X AAA

F AAA

# = 3 I @ F X ? +

W/

!

,

W/

# = 3

# =

F AAA

I AAA

3 AAA

= FAA

= AAA

= FAA

= AAA

?FA

FAA

3FA

=AA
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注：每一列表示单个血清!"#$ % & 阳性患者用星号标记

! ! "#$%& "#$ % &'() '()**+,-

+,) ! -.# %/,0,12 34 5#637/,$%$1 15383723',$ "#$ % & /,$9,$) 13 '#5:7 '()*

注：'()* 蛋白 )%+,#+；&：-"./ 未诱导的菌体表达蛋白；0：-"./
诱导的菌体表达蛋白；1：诱导的菌体上清蛋白；2：诱导的菌体沉淀
蛋白；3()*蛋白 )%+,#+；&：-"./ 诱导的菌体表达蛋白；0：纯化后的
目的蛋白

! ; ./01/23456

+,) ; *<85#'',3$ %$9 8:5,4,6%1,3$ 34 1.# "#$ % & %00#5)#$

用 4-5' 检测贝类过敏血清抗体与 "#$ % & 结

合反应性（!617）。作为阴性对照，健康人血清同时

也被检测（!608）。如果过敏血清的 54 值高于以水

平线表示的通过将两个标准偏差（9:）与阴性对照

的平均 54 值相加而确定的截断值（5;<=>> ?%@;# 6

)#%$A09:），则被认为反应阳性。

7 & "#$%& "#$ % &89:;

-%/ & (9#$1,4,6%1,3$ 34 5#637/,$%$1 15383723',$ "#$ % & /2 =>?

=> %$9 =%'631 9%1%/%'# '#%56.#'

/#$3%$,

蛋白编号
''BCDC21

5:E7FDD&

GB5&H8C0

理论分子量I:
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由于重组过敏原有可能克服天然过敏原提取

物在诊断与脱敏免疫治疗中的缺点，目前许多过敏

原已蛋白已被克隆、测序和表达LFM&0N。本研究中，根据

"#$ % & 已知序列，笔者人工合成了其目的基因，然

后与载体 OP.M08%QAR酶切连接，构建重组表达质粒

OP.M08%QSRM"#$ % &。用 -"./ 处理诱导转化的大肠

杆菌 340& 表达该重组蛋白。通过 9:9M"'/P 检测

目的蛋白质表达，得到与预计的分子量匹配的单一

特异性条带。进一步的质谱分析鉴定结果证实了重

组融合蛋白与 "#$ % & 过敏原一致。因此，笔者成功

构建了 OP.M08%QSRM"#$ % & 融合表达载体，并在大

肠杆菌中成功表达。

"#$ % & 是贝类动物中被发现的第一个主要的

过敏原，并且在 &1 个不同物种中被 ETUI-K-9 确定

和登记为过敏原L0N。同时 "#$ % & 也被认为是主要的

泛过敏原，介导甲壳类与其他节肢动物如尘螨或者

蟑螂之间的交叉反应性L&1M&2N。研究表明，在虾摄入后

的相关过敏反应诊断中，虾原肌球蛋白 V-WP 的检测

优于基于商业粗提物的皮肤点刺试验和虾 V-WP 的

测定L&7N。目前过敏原单组分 "#$ % &XV-WP 的测定以

重组过敏原 "#$ % & 作为已知抗原，采用荧光免疫分

析（-YY;$=5'" VZV<#Y! "[%\]%^ KOOV%@%_ 9`#\#$）L&DN，

但相关试剂及设备尚未被国内引进。因此本次研究

所得的目的蛋白可以作为检测原料，依托国产检测

平台（4-5' 技术）将有助于本地区过敏人群的精准

诊断。

目前对海鲜过敏的治疗策略在本质上大多是

&HH

CH

77

2H

17

07

,:%

!

1

" 刘甫，等(原肌球蛋白的重组表达、鉴定及与免疫球蛋白 P 结合能力分析

蛋白名称

"#$%#;V Y=$=\=$_

<+=O=YZ=V]$

.+]a[;+]V <+]a[];+%_

P@=$WW%<]=$ >%a<=+<;

:;>=;+#% $=b%#%$W@]%#_

<+=O=YZ=V]$X&

07F



姑息性的，即避免摄入致敏食物，强调了对食物进

行标签和检测海鲜过敏原的必要性!"#。研究认为 $%&

是唯一能改变过敏性疾病（如过敏性鼻结膜炎和哮

喘）自然病程的病因治疗!'(#。但是天然的过敏原提取

物在过敏原含量上往往表现出很大的差异，可能缺

乏重要的过敏原，并且可能被其他来源的过敏原污

染。相反，重组技术可以生产生物活性充分表征的、

纯度高、未污染的疫苗组分。此外，基因工程技术可

以对野生型过敏原进行修饰，以产生具有低 %)* 反

应性的过敏原衍生物（“低过敏原”），降低在$%& 过

程中引发不良过敏反应的风险，并保留免疫原活

性!+,#。同时在研究贝类过敏的免疫学机制以及加热

对过敏原蛋白的影响中，也常常利用重组过敏原!'-."/#。

原肌球蛋白作为贝类过敏人群的主要致敏原，其重

组表达形式优于有天然提取物，有助于贝类过敏人

群的 $%& 治疗及其他机制研究。

综上，本次研究为进一步研究重组 012 3 ' 在

变态反应诊断和治疗中的应用提供了基础。
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