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摘　要:目的　对屋尘螨(Dermatophagoidespteronyssinus)８类变应原Derp８进行克隆表达、纯化及免疫原性分析,并
用生物信息学方法分析其同源性.方法　根据已知Derp８基因序列,设计PCR引物;提取屋尘螨总 RNA,逆转录聚合酶链

式反应(RTＧPCR)扩增得到 Derp８的cDNA片段,以cDNA和设计的引物进行PCR扩增;扩增产物连接至 T载体并转化入

大肠埃希菌(E．coliTop１０)中,培养后挑选阳性单克隆菌落测序.测序正确后,转入表达载体pETＧ３２a,经酶切鉴定、测序后转

入表达菌BL２１,大量表达重组蛋白 Derp８.用亲和层析法纯化后进行免疫印迹分析(Westernblotting).利用生物信息学方

法分析Derp８基因的同源性.结果　酶切鉴定显示Derp８表达载体构建成功,目的基因分子量约为７００bp;SDSＧPAGE电

泳显示 Derp８重组蛋白成功表达,分子量约为３８kD,且主要以包涵体形式存在.Westernblotting结果显示 Derp８重组蛋

白具有免疫原性.同源性分析结果显示本实验克隆Derp８基因与 NCBI基因库的Derp８基因同源性为７６．９７％.结论　
本实验成功克隆表达并纯化出具有免疫原性的 Derp８重组蛋白,为临床上应用重组蛋白于诊断和治疗提供理论基础.
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Cloning,expression,purificationandimmunogenicityoftheDerp８gene
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Abstract:Withthedevelopmentofthesocialeconomy,peopleareincreasinglyexperiencingallergicdiseases．DermatophaＧ

goidespteronyssinus,thehousedustmite,isanimportantallergencausingmanyallergicdiseases．Theaimofthisstudywas
toclone,express,purifyandanalyzetheimmunogenicityofDerp８fromDermatophagoidespteronyssinus,andtoanalyzeits

genetichomologybybioinformatics．AccordingtotheknownDerp８genesequences,primersweredesigned．ThetotalRNA
ofhousedustmiteswasextracted．AfteramplificationofcDNAfragmentsofDerp８byRTＧPCR,theamplifiedproductswere
connectedtoTcarriersandtransformedintoE．coliTop１０cells．Properlysequencedgeneswereligatedintotheexpression
vectorpETＧ３２a,digestedbyrestrictionenzymesandusedtotransformtheexpressionstrainBL２１．Afteramplification,alarge
numberofrecombinantproteinswasexpressed．Theexpressedproductswerepurifiedbyaffinitychromatography,andtheir
immunologicalactivitywasassessedwithWesternblotting．Derp８wassuccessfullyconnectedtotheexpressioncarrier,and
SDSＧPAGEelectrophoresisindicatedsuccessfulexpression．ThepurifiedDerp８recombinantprotein’smolecularweightwas
approximately３８kD,andWesternblottingresultsindicateditsimmunogenicity．Bioinformaticanalysisrevealedthatthecloned

Derp８genehad７６．９７％ sequenceidentitytotheDerp８

geneintheNCBIdatabase．TherecombinantDerp８protein
withimmunogenicitywassuccessfullycloned,expressedand

purified．Itmaybeusedinthespecificdiagnosisofdustmite
allergicdiseasesorinspecificimmunotherapyfordustmite
allergies,thuslayingafoundationfortheproductionofareＧ
combinantallergenvaccine．
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　　随着社会经济的发展,人们生活水平的提高,越
来越多的人遭受过敏性疾病的困扰.过敏性疾病发

病率在全球呈上升趋势,是重要的世界卫生问题.
而尘螨是引起许多过敏性疾病的重要过敏原之一,
现研究证明与尘螨过敏原相关的过敏性疾病有许

多,如过敏性哮喘、过敏性鼻炎和过敏性皮炎等[１Ｇ３].
居室内的优势螨类主要有屋尘螨(DermatophaＧ
goidespteronyssinus,Derp)和粉尘螨(DermatoＧ
phagoidesfarina,Derf),研究表明屋尘螨在温带

以及热带的沿海、湿润地区有较多的分布,是室内尘

螨过敏原中多种过敏原的主要来源[４].目前临床上

治疗过敏主要应用过敏原特异性免疫治疗(AllerＧ
genＧspecificimmunotherapy,ASIT),以改变疾病

的进程,然而 ASIT制剂多是过敏原、非过敏原和其

他蛋白质的混合物,且大部分过敏患者对于不同尘

螨过敏原呈现交叉反应,难以完全标准化,可能引起

严重的副作用[５Ｇ６].目前研究者致力于开发重组过

敏原,重组或纯化的天然变应原代替天然提取物,能
有效还原原有的免疫原性,使得过敏治疗更加安全

有效[７Ｇ８].
谷胱甘 肽ＧSＧ转 移 酶 (glutathioneSＧtransferaＧ

ses,GSTs)是一类生物广泛存在的解毒酶家族,其
作用是催化谷胱甘肽(GSH)与多种亲电子化合物

的结合,保护生物大分子免受亲电试剂的氧化破坏

攻击[９].因其可能与宿主的免疫反应以及寄生虫对

药物的耐药性有关,已在许多寄生虫中进行了研

究[１０Ｇ１２].此前已有研究克隆表达了与 GSTs具有很

大同源序列的过敏原Derp８,并鉴定了它的过敏原

性[１０],但国内未见对 GSTs基因及其蛋白特征的相

关报道.考虑到不同地域的过敏原之间可能存在差

异性,有必要对其变化性和差异性进行研究.因此,
本实验希望通过对屋尘螨 Derp８蛋白的克隆、表
达及纯化,并鉴定重组蛋白的免疫原性,分析其同源

性,为临床上尘螨过敏性疾病的特异性诊断和治疗

提供依据.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　螨、载体和菌株　屋尘螨为本实验室纯培

养,表达载体为pETＧ３２a,表达菌株为大肠埃希菌

BL２１(DE３).

１．１．２　主要试剂和实验材料　RNA 提取试剂盒和

核酸胶回收试剂盒(QIAGEN,奥格生物技术有限

公司),反转录试剂盒(生工生物工程股份有限公

司),质粒DNA 提取试剂盒和 DNA 胶纯化试剂盒

(美国 OMEGA公司);T 载体、T４DNA 连接酶、限
制性内切酶BamHⅠ及 XhoⅠ(Takara,宝日医生

物技术有限公司);镍离子亲和层析柱,Mouseanti
humanIgEＧHRP(美国SouthemBiotech公司),其
余试剂为国产、进口分析纯试剂.

１．１．３　血清　Westernblotting所用血清取自广州

医学院第二附属医院变态反应科 DerpIgE 阳性

患者.

１．２　方　法

１．２．１　尘螨饲养　收集室内尘样本,根据屋尘螨形

态学特征,显微镜下挑取雌雄各半的屋尘螨,放在装

有尘螨饲料的培养瓶中湿度(７０±２)％、温度(２５±
２)℃条件下进行培养３个月,再进行收集纯屋尘螨.

１．２．２　尘螨鉴定　称取１g尘螨用液氮研磨,研磨

好的粉末PBS溶解冰上摇２h,８０００r/min离心３０
min.上清取样进行SDSＧPAGE鉴定.

１．２．３　设计引物　根据 GenBank数据库中Derp８
的核酸序列信息,利用 GeneTool软件设计合适引

物,引物交由生物工程(上海)股份有限公司合成.

１．２．４　提取屋尘螨总RNA和RTＧPCR扩增　按照

说明书,将冻存的屋尘螨于液氮中研磨至粉状后按

RNA提取试剂盒(QIAGEN公司)说明书提取屋尘

螨总RNA.根据逆转录引物,以提取出的总 RNA
为模板,按反转录试剂盒说明书进行 RTＧPCR扩增

(反应条件:４２℃６０min、７０℃５min),得到屋尘螨

的cDNA.

１．２．５　PCR扩增及其克隆产物的鉴定　以合成的

cDNA为模板,根据设计的特异性引物,进行 PCR
扩增.反应条件为:９４ ℃变性１ min,５２ ℃退火

１min,７２℃延伸９０s,共３１个循环,再以７２℃延

伸１０min.PCR扩增产物凝胶电泳鉴定,胶回收并

连接至 T载体,转化入大肠埃希菌(E．coliTop１０),
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涂板培养１５h,挑选合适的菌落３７ ℃摇菌过夜培

养,取样送至公司测序.

１．２．６　构建重组表达质粒和重组表达菌　将测序

正确的菌液于３７℃摇菌过夜培养(LB培养液),提
取质粒用BamHⅠ及XhoⅠ双酶切,核酸电泳后胶

回收.连接产物与表达载体pETＧ３２a得到重组质

粒,并转化入大肠埃希菌(E．coliTop１０)中,培养

后取样重复测序一次,测序正确后提取质粒进行双

酶切鉴定.

１．２．７　诱导表达重组蛋白 Derp８　鉴定正确后的

序列转入表达菌大肠埃希菌BL２１(DE３)中,涂板培

养,挑选合适的菌落接种于 LB５０mL＋AMP５０μL
(LB∶AMP＝１０００∶１)液体培养基中,３７ ℃振摇

(１５０r/min)过夜培养.第２d于新鲜液体培养基

中扩大培养,当细菌处于对数生长期时(OD６００＝０６
~０．８),应用１mmol/L的诱导剂异丙基硫代半乳

糖苷(IPTG)诱导目的蛋白的表达.４~５h后离心

弃上清,菌体用平衡液重悬.菌液冰上超声破碎、

４℃离心后,收集上清及沉淀,取部分进行 SDSＧ
PAGE电泳,以检测Derp８的表达情况.

１．２．８　亲和层析法纯化重组蛋白 Derp８　将收集

到的 沉 淀 于 ６ mol/L 盐 酸 胍 中 混 匀,超 声 破 碎

１５min,于４ ℃放置过夜,离心(１００００r/min)２０
min后弃沉淀取上清.将上清上样至用平衡缓冲液

(５０mmol/LTrisＧHCl、２００mmol/LNaCl)预平衡

好的镍Ｇ氨三乙酸亲和层析柱(NiＧNTA)上,上样速

度为２mL/min.上样后,用平衡缓冲液平衡１０倍

柱体积,然后分别用低浓度咪唑(４０mmol/L)和高

浓度咪唑(３００mmol/L)的平衡缓冲液洗脱杂质蛋

白和目的蛋白Derp８,取部分高浓度咪唑的洗脱液

用于SDSＧPAGE电泳.纯化后的重组蛋白保存于

－２０℃冰箱.

１．２．９　Westernblotting鉴定重组蛋白 Derp８免

疫原性　SDSＧPAGE电泳将纯化后的 Derp８重组

蛋白分离,转移蛋白至硝酸纤维素膜(PVDF膜)上,
室温下将膜于５％ BSA＋TBS中孵育２h,以 Derp
IgE阳性患者的血清作为一抗,以辣根过氧化物酶

标记的鼠抗人IgE(MouseantihumanIgEＧHRP)作
为二抗孵育,TBST 将膜清洗５次后,加入化学发光

试剂(ECL)显色,根据显色结果鉴定 Derp８重组

蛋白的免疫原性.

１．２．１０　生物信息学分析Derp８基因　将本实验

得到的 Derp ８ 基因 (图 ５)与 NCBI中公 布 的

Derp８序列进行比对,比较两者的同源性.

２　结　果

２．１　Derp８重组表达载体的鉴定　将测序正确的

Derp８重组质粒用BamHⅠ及 XhoⅠ双酶切,进
行核酸电泳.结果显示目的基因的分子量约为７００
bp,与Derp８的cDNA片段大体一致,证明Derp８
重组表达载体成功构建(图１).

注:M 为DNAmarker:１为PETＧ３２aＧDerp８重组质粒的双酶切

结果.

图１　重组Derp８质粒酶切后琼脂糖电泳结果

Fig．１　IdentificationofDerp８cDNA

２．２　Derp８的大量表达　用１mmol/L的IPTG
诱导重组蛋白Derp８的表达,诱导前后Derp８重

组蛋白产物经 SDSＧPAGE电泳(图２).结果显示

诱导后的菌液中,在分子量约 ３８kDa处可见明显

的条带,与 Derp８预期分子量相近.根据诱导后

的上清液和沉淀电泳结果,诱导后沉淀有较明显条

带而上清未见明显条带,且样品未做盐酸胍溶解处

理,因此可知Derp８重组蛋白为包涵体.

２．３　Derp８重组蛋白的纯化鉴定　用１mmol/L
的IPTG诱导重组蛋白Derp８的表达,经亲和层析

法纯化后,取部分进行SDSＧPAGE电泳.结果显示

分子量约３８kD处可见一清晰蛋白条带,而其余分

子量处未见条带,纯化纯度较高.该蛋白条带的分

子量与Derp８重组蛋白预计分子量相符(图３).

２．４　Derp８重组蛋白的免疫原性鉴定　以 Derp
IgE 阳性患者血清为一抗,以 Mouseantihuman
IgEＧHRP为二抗进行 Westernblotting.结果显示
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注:M 为蛋白 marker;１为诱导前菌液;２为诱导后菌液;３为诱

导后上清液;４为诱导后沉淀.

图２　不同诱导时间Derp８基因产物的SDSＧPAGE电

泳图

Fig．２　SDSＧPAGEelectrophoresisofDerp８geneproducts

注:M 为蛋白 marker;１为纯化后的 Derp８蛋白.

图３　纯化的Derp８蛋白SDSＧPAGE电泳图

Fig．３　SDSＧPAGEelectrophoresisofpurifiedDerp８proＧ
tein

在３８kD处可见一明显条带,提示 Derp８重组蛋

白能与 DerpIgE 阳性患者血清中IgE 特异性结

合,证明其具有免疫原性(图４).

２．５　Derp８基因的同源性分析　将酶切鉴定阳性

的重组质粒测序,得到的基因序列如图５所示.将

序列与 NCBI基因库中的尘螨 Derp８基因序列

(GenBank:S７５２８６．１)进 行 比 对,两 者 相 似 性 为

７６９７％(图６).

２．６　Derp ８ 的 系 统 进 化 树 分 析 　 将 得 到 的

Derp８基因序列与 NCBI基因库中的序列进行比

对分析,将相似序列以 Fasta格式输出,用 MEGA

注:M 为蛋白 marker;１为纯化后的 Derp８蛋白.

图４　Westernblotting检测 Derp８蛋白的表达

Fig．４　WesternblottingdetectionoftheexpressionofDer

p８protein

７．０构建分子进化树;分析可知,其基因序列与屋尘

螨的谷胱甘肽SＧ转移酶基因序列最相近(DermatoＧ
phagoidespteronyssinus,GenBank:S７５２８６．１),推
测其功能相似;此外,通过分子进化树可知,屋尘螨

与粉尘螨(Dermatophagoidesfarinae,KC３０５４９９．
１)、绵 羊 痒 螨 (Psoroptes ovis, GenBank:

AF０７８６８４．２)的亲缘关系较近(图７).

３　讨　论

尘螨是引起多种过敏性疾病的重要过敏原之

一,而屋尘螨在亚热带和热带国家具有重要临床意

义,哮喘或其他过敏患者对屋尘螨过敏原的致敏率

可高达８０％~９０％[４].因而对其重要变应原成分

的免疫学、分子生物学特性进行深入研究,有助于临

床诊疗.目前临床采用 ASIT 疗法,通过反复给过

敏患者注射特定的过敏原,形成对过敏原的免疫耐

受,从而减少过敏原暴露后的症状[１３].随着重组技

术的发展,重组过敏原替代粗提取物进行脱敏治疗

成为可能,如治疗白杨花粉和草花粉过敏的重组低

过敏原以及野生型重组过敏原[１４Ｇ１５].此外,重组过

敏原还广泛应用于基于分子的过敏诊断,如蛋白质

微阵列或悬浮阵列[１６].
尘螨过敏原重组疫苗的研究也取得了新的进

展.Chen等设计的Derp１ＧDerp２融合蛋白在动

物体内能有效降低过敏原性,并诱导产生特异性

IgG抗体,抑制１组和２组过敏原过敏患者的IgE
活性[１７].Hesse等的研究显示在小鼠体内应用纯

化的屋尘螨过敏原 Derp１和 Derp２进行皮下免

疫治疗,在抑制 Th２细胞和尘螨诱导的肺结构细胞
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图５　Derp８的cDNA序列

Fig．５　cDNAsequenceofDerp８

图６　Derp８基因的同源性分析

Fig．６　HomologyanalysisoftheDerp８gene

图７　Derp８的系统进化树分析

Fig．７　PhylogenetictreeanalysisofDerp８

激活相较粗尘螨提取物具有明显的优越性.这显示

纯化后的尘螨过敏原有可能提高皮下免疫治疗的临

床疗效[１８].

O’Neill等的研究发现尘螨表达的与 GSTs具

有很大同源序列的过敏原Derp８能与４０％的尘螨

过敏患者血清中特异性IgE结合,４０％中有一半以

上的反应是正常对照组的１０倍[１９].本实验克隆的

Derp８序列与 GenBank上的基因序列进行比对,
具有７６．９７％的同源性,表明国外所报道的屋尘螨过

敏原Derp８基因序列与中国地区屋尘螨过敏原

Derp８基因序列存在一定的地区差异性.基于不

同地区变应原的基因多样性,建立高效表达重组过

敏原Derp８的表达载体,并对其进行大量表达和

纯化,对研制纯度较高的重组变应原疫苗以及分子

免疫诊断仍有一定意义.
本研究提取了屋尘螨总 RNA,通过 RTＧPCR

扩增后将其连接至表达载体PETＧ３２a,经双酶切鉴

定和测序后,显示所克隆序列为目的基因片段,导入

０４２ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２２,３８(３)



到表达菌大肠杆菌 BL２１(DE３).经过IPTG 诱导

剂的诱导表达及镍柱亲和层析法的纯化,结果显示

诱导的重组蛋白Derp８成功地大量表达,Western
blotting分析显示重组蛋白 Derp８具有良好的免

疫原性.随着过敏性疾病发病率的上升,人们对其

诊断和治疗的需要程度也越来越高,因此过敏性疾

病的特异性诊断和治疗需要作出更多改变和突破.
本实验所克隆的Derp８重组蛋白经检验具有较强

的免疫原性,一方面可应用于尘螨过敏性疾病的特

异性诊断,另一方面应用于尘螨过敏的特异性免疫

治疗,为制作重组的过敏原疫苗奠定基础.
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