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摘 要: 为了建立热带螨重组变应原 Blo t 21( rBlo t 21) 诱导小鼠变态反应气道炎症模型，笔者利用从 NCBI

GenBank 库里获得的热带螨 Blo t 21 基因序列，进行了序列优化与全基因合成，构建了原核表达载体 PQE80L-

rBlo t 21，在大肠杆菌内诱导表达 rBlo t 21，利用镍柱亲和层析纯化 rBlo t 21 蛋白。12 只 BALB /c 小鼠随机分

为对照组( PBS 组) 与诱导组( rBlo t 21 组) ，每组 6 只，通过腹腔注射致敏与气道诱导后，分别通过酶联免疫

吸附试验( ELISA) 检测血清总 IgE 水平; 鼠尾静脉注射变应原诱发应激性过敏反应; HE 染色观察小鼠肺部

炎症严重程度。本试验成功表达与纯化了重组热带螨变应原 Blo t 21。利用纯化的 rBlo t 21 诱导小鼠变态

反应气道炎症模型，与 PBS 组相比，rBlo t 21 组的小鼠血清总 IgE 水平显著升高，肺部组织细胞侵润明显增

加( P ＜ 0． 05) 。原核表达纯化的重组 Blo t 21 变应原能够诱导小鼠产生变态反应气道炎症。
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热带无爪螨，简称为热带螨，是尘螨中非常重要的一种，也是室内致敏原的重要来源之一。在热带地

区，热带螨过敏发生率极高，是哮喘和其他过敏性疾病的室内过敏原的重要来源［1 － 2］。王灵等对海南 324
例哮喘患儿进行过敏史问卷调查及皮肤点刺试验和血清过敏原特异性 IgE ( SIgE) 抗体检测，结果显示，

对热带螨的皮肤点刺阳性率为 85． 5%［3］。热带螨有多种 IgE 结合蛋白存在，目前至少有 12 种被列入致

敏原库，分别是 Blo t 1，3，4，5，6，7，10，11，12，13，19 和 21［4 － 7］。Blo t 21 是 2007 年发现的一种重要的热

带螨致敏原［8］，与热带螨第 5 组致敏原 Blo t 5 是旁系同源蛋白，但两者之间有较低的交叉反应性［9］。Blo
t 21 与其他尘螨第 21 组致敏原的序列相似度较高。屋尘螨( Dermatophagoides pteronyssinus，Der p) 的第 21
组致敏原 Der p 21 与 Blo t 21 的氨基酸序列同源性为 38． 1%，粉尘螨( Dermatophagoides farinae，Der f) 第

21 组致敏原 Der f 21 与 Blo t 21 的氨基酸序列同源性为 38． 9%［8 － 9］。研究结果表明，热带螨的主要致敏

原分别是 Blo t 21，Blo t 5，Blo t 7［6］，这与屋尘螨的主要致敏原是第 1 组和第 2 组致敏原( Der p 1，Der p 2)

不同。目前，关于热带螨变应原的研究甚少，临床上使用热带螨的总变应原提取物作为诊断或特异性治

疗的变应原，但热带螨粗提螨浸液成分复杂，含有不同比例的各种过敏原或者非变过敏原，容易引起过敏

反应。笔者从 GenBank 库获得 Blo t 21 基因序列，进行优化后在大肠杆菌中进行表达，纯化出具有致敏性

的重组变应原 Blo t 21，并利用重组 Blo t 21 变应原( rBlo t 21) 诱导小鼠变态反应气道炎症模型，为热带螨

过敏的特异性诊断与免疫治疗奠定了基础。



1 材料与方法

1． 1 基因序列 热带螨 Blo t 21 基因序列来自 NCBI Genbank 库 ( GenBank: DQ788677． 1) 。基因序列经海

南大学热带农林学院生物技术与分子药理实验室优化后，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
1． 2 菌株、载体和试剂 大肠杆菌( E． coli) DH5α 感受态细胞、BL21( DE3) 感受态细胞均购自海南青峰

生物科技有限公司; PQE-80L 原核表达载体由海南大学热带农林学院生物技术与分子药理实验室保存;

胶回收试剂盒、质粒小提试剂盒均购自 TaKaＲa 公司; T4 DNA 连接酶购自 Promega 公司; BamHⅠ和 SalⅠ
限制性内切酶均购自 New England Biolabs 公司; Ni-NTA Agarose 购自 Qiagen 公司( 货号: 30210) ; 氢氧化

铝凝胶为本实验室自制，其他试剂均为国产分析纯。
1． 3 BALB /c 小鼠 BALB /c 小鼠，雌性，6 ～ 8 周龄，体质量约为 20 g，购自广东省医学实验动物中心。
1． 4 载体构建 热带螨 Blo t 21 基因序列优化后，5'端添加 BamHⅠ酶切位点，3'端添加 SalⅠ酶切位点，

进行全基因合成，然后利用 BamHⅠ和 SalⅠ双酶切回收，连接至经 BamHⅠ和 SalⅠ 双酶切回收的 PQE-
80L 载体上，构建 PQE80 L-rBlo t 21 原核表达质粒。
1．5 rBlo t 21 蛋白的原核表达 将原核表达质粒 PQE80L-rBlo t 21 转入大肠杆菌 BL21( DE3) 感受态细胞

中，挑取单菌落至 10 mL 含有卡那霉素的 LB 培养基中，37 ℃，200 r·min －1振摇过夜。次日，按 1∶ 100 转接

培养至 OD600≈ 0． 6。取出部分菌液作为非诱导对照，然后加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol·L －1，37 ℃ 诱导 4
h 收样，进行 SDS-PAGE 电泳检测。
1． 6 IPTG 浓度梯度诱导 rBlo t 21 蛋白的表达 设置不同 IPTG 浓度诱导实验，IPTG 的浓度设置为 0． 1，

0． 2，0． 3，0． 4，0． 5，0． 6，0． 8，1． 0 mmol·L －1，37 ℃诱导 4 h，收集等量菌体，SDS-PAGE 蛋白电泳检测。
1． 7 rBlo t 21 蛋白的纯化 利用 IPTG 0． 1 mmol·L －1，37 ℃诱导 6 h 扩大诱导的菌液量，收集菌体，超

声破碎菌体，离心取上清，利用镍柱进行重组蛋白的纯化。先用 1 倍柱体积的 10 mmol·L －1 咪唑缓冲液
( 50 mmol·L －1 NaH2PO4，300 mmol·L －1 NaCl，10 mmol·L －1 咪唑) 平衡镍柱，将超声破碎离心后的上清

液加入镍柱里，重复上样 1 次; 利用 5 倍柱体积的 50 mmol·L －1咪唑缓冲液( 50 mmol·L －1 NaH2PO4，300
mmol·L －1 NaCl，50 mmol·L －1 咪唑) 漂洗镍柱，洗脱杂蛋白; 利用高浓度咪唑缓冲液 ( 50 mmol·L －1

NaH2PO4，300 mmol·L －1 NaCl，250 mmol·L －1咪唑) 洗脱目的蛋白。
1． 8 rBlo t 21 蛋白诱导小鼠变态反应气道炎症模型 将购买的 BALB /c 小鼠随机分笼饲养，每笼 3 只小

鼠，每 2 笼小鼠为 1 组: PBS 组作为对照组，注射 PBS 溶液; 诱导组为 rBlo t 21 组，注射 rBlo t 21 蛋白。将

100 μg rBlo t 21 蛋白( 1 g·L －1溶于 PBS) 作为过敏抗原与 5 mg 氢氧化铝凝胶佐剂混合，室温条件下震荡

混合 2 h。第 0，7 天时，每只小鼠腹腔注射 100 μg rBlo t 21 /氢氧化铝的复合物，第 14，16，18 ，20 d，利用

100 μg rBlo t 21( 溶于 PBS，浓度为 1 g·L －1 ) 经过气管注入小鼠的肺组织，进行过敏模型的诱导。于第 21
天，眼眶静脉采血。第 22 天，分离小鼠肺部组织，4%多聚甲醛固定，石蜡切片进行 H＆E 染色。
1． 9 ELISA 法检测小鼠血清总 IgE 水平 设置标准品孔和样本孔，标准品孔各加不同浓度的标准品 50
μL; 待测样本孔先加待测样本 10 μL，再加样本稀释液 40 μL; 随后标准品孔和样本孔中每孔 加入辣根过

氧化物酶( HＲP) 标记的检测抗体 100 μL，用封板膜封住反应孔，37 ℃水浴锅或恒温箱温育 60 min。弃去

液体，在吸水纸上拍干，每孔加满洗涤液，静置 1 min，甩去洗涤液，在吸水纸上拍干，如此重复洗板 5 次

( 也可用洗板机洗板) 。每孔加入底物 A，B 各 50 μL，37 ℃避光孵育 15 min。每孔加入终止液 50 μL，15
min 内，在 450 nm 波长处测定各孔的 OD 值。
1． 10 小鼠肺部组织切片 H＆E 染色 小鼠被麻醉处死。取小鼠的肺部组织进行固定、包埋和切片。进

行 H＆E ( hematoxylin for evaluation) 染色。肺部组织切片 H＆E 染色的炎症打分标准: 以 0 ～ 3 分标准来

评价支气管周围炎症的程度［10 － 11］。0 分是指没有炎症细胞的侵润; 1 分是指支气管周围偶尔出现炎症细

胞; 2 分则说明大多数支气管包围着 1 ～ 5 层炎症细胞薄层; 3 分则代表了大多数支气管周围环绕着一厚

层( 超过 5 层细胞厚度) 的炎症细胞。

2 结果与分析

2． 1 载体构建 表达质粒 PQE80L-rBlo t 21 经 BamHⅠ和 SalⅠ双酶切，电泳结果表明，目标条带位于
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250 bp 和 500 bp 之间，与 Blo t 21 基因片段( 336 bp) 大小一致( 图 1 泳道 1 所示) 。
2． 2 rBlo t 21 蛋白的原核表达 重组质粒 pET80L-rBlo t 21 转化入大肠杆菌 BL21 ( DE3) 感受态细胞，

37 ℃条件下，用 1 mmol·L －1 IPTG 诱导 4 h，SDS-PAGE 结果显示: 与非诱导对照( 图 2 泳道 1) 相比，经

IPTG 诱导后，重组 Blo t 21 蛋白( 约 14 kDa) 呈较好表达( 图 2) ，10 ku 与 15 ku 之间。且不同单菌落均呈

现较高的表达量( 图 2 泳道 2 ～ 4) 。

图 1 PQE80L鄄rBlo t 21 重组质粒双酶切鉴定
M：DNA 分子质量标准（DL5000）；1：PQE80L鄄rBlo t
21 质 粒 经 BamH I 与 Sal I 双 酶 切 产 物 2：
PQE80L鄄rBlo t 21 质粒对照
Fig.1 Identification of recombinant plasmid
PQE80L鄄rBlo t 21 digested with BamH I and Sal I.
M: 5000bp ladder DNA marker; 1: PQE80L鄄rBlo t
21 digested with BamH I and Sal I; 2: Recombinant
plasmid PQE80L鄄rBlo t 21, CK
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图 2 重组 Blo t 21 蛋白的原核表达
M： 预染蛋白相对分子质量标准 （Bio鄄rad 161鄄0375）；1：
PQE80L鄄rBlo t 21 未诱导菌体表达产物；2~4：PQE80L鄄rBlo
t 21 诱导菌体表达产物，不同单菌落
Fig.2 ProkaryoticexpressionoftherecombinantBlot21protein
M: Pre鄄stained protein marker (Bio鄄rad 161-0375); 1: Bacte鄄
rial lysate containing rBlo t 21 protein without IPTG induc鄄
tion; 2-4: Bacterial lysate containing rBlo t 21 protein with
IPTG induction, having different single colonies
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2． 3 IPTG 浓度梯度诱导 rBlo t 21 蛋白的表达 设置 IPTG 浓度梯度诱导实验，结果如图 3 所示，从

IPTG 0． 1 mmol·L －1到 1． 0 mmol·L －1，rBlo t 21 均呈现较好的表达，且表达量差异不大。这为后续大量

诱导表达纯化 rBlo t 21 蛋白提供了 IPTG 浓度的参考依据。

图 3 IPTG 浓度梯度诱导 rBlo t 21 蛋白的表达
M：预染蛋白相对分子质量标准（Bio鄄rad 161鄄0375）；1：PQE80L鄄rBlo t 21 未诱导菌体表达产物；2~9：PQE80L鄄
rBlo t 21 诱导菌体表达产物，不同 IPTG 浓度梯度，依次为 IPTG 0.1，0.2，0.3，0.4，0.5，0.6，0.8，1.0 mmol·L-1

Fig.3 Prokaryotic expression of the recombinant Blo t 21 protein induced with IPTG at concentration gradients
M: Pre鄄stained protein marker (Bio鄄rad 161鄄0375); 1: Bacterial lysate containing rBlo t 21 protein without IPTG
induction; 2鄄9: Bacterial lysate containing rBlo t 21 protein induced with IPTG at different concentration gradients:
0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8，1.0 mmol·L-1
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图 4 rBlo t 21 蛋白的纯化
M： 预染蛋白相对分子质量标准 ， （Fermentas
SM0441）；1：不加 IPTG 诱导对照；2：加入 IPTG 诱
导后的全菌；3：诱导菌超声破碎后的上清溶液；4：
镍柱亲和纯化的目的蛋白 rBlo t 21
Fig.4 Purification of recombinant Blo t 21 protein

M: Pre鄄stained protein marker, Fermentas SM0441;
1: Bacterial lysate without IPTG induction, the con鄄
trol (CK); 2: Bacterial lysate with IPTG induction; 3:
Supernatant of bacterial lysate with IPTG induction;
4: The rBlo t 21 purified by nickel column, with de鄄
tailed description
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2． 4 镍柱亲和层析纯化 rBlo t 21 蛋白 利用 IPTG 诱导

后收集菌体，超声破碎后利用镍柱纯化。结果如图 4 所

示，rBlo t 21 蛋白几乎全部在上清中存在( 图 4 泳道 3) ，表

明了 rBlo t 21 蛋白在大肠杆菌内呈现很好的可溶性表达。
经过镍柱亲和层析纯化后，得到了较纯的 rBlo t 21 蛋白

( 如图 4 泳道 4 所示) 。
2． 5 rBlo t 21 蛋白诱导小鼠变态反应气道炎症模型 利

用纯化的 rBlo t 21 蛋白进行诱导小鼠变态反应气道炎症

模型的结果( 图 5 － A) 显示，与 PBS 组相比，rBlo t 5 诱导

组小鼠血清总 IgE 水平显著上升( P ＜ 0． 05) 。
小鼠的肺部组织经 H＆E 染色，发现相较于 PBS 对照

组小鼠，rBlo t 21 诱导组小鼠的肺部组织细胞侵润明显增

加 ( 图 5 － B ) 。对小鼠肺部组织切片 H＆E 染色的炎症

严重程度进行打分统计的结果显示，与 PBS 组相比，rBlo t
21 诱导组小鼠的肺部细胞侵润显著增多，呈显著差异( 图

5 － C，P ＜ 0． 05) 。
由上述结果可见，rBlo t 21 诱导后的小鼠呈现出典型

变态反应的症状，血清总 IgE 上升，肺部组织细胞侵润增

加等，这表明了原核表达纯化的 rBlo t 21 具有很强的致敏

性，能够诱导小鼠呈现变态反应气道炎症的症状。

图 5 rBlo t 21 变应原诱导小鼠变态反应气道炎症模型
A：小鼠血清总 IgE 水平的检测 (n=5)。 B：第 22 天，小鼠肺部组织经 4%多聚甲醛固定后，石蜡切片进行 H&E
染色。左：PBS 对照组，右：rBlo t 21 诱导组；C：对小鼠 H&E 染色切片的细胞侵润严重程度进行打分统计。 （n=5）
打分数值表示为平均值±标准差，* 号表示与 PBS 组相比，差异显著，P<0.05

Fig.5 Airway inflammation model induced by rBlo t 21
A：Serum of individual mice was collected after allergic model induction. Mean total serum IgE titers ± SD (n=5). B：
At 22 d, histological examination of lung tissues by hematoxylin and eosin (H&E) staining. Left: The PBS group;
Right: The rBlo t 21 group. C：Lung inflammation was defined as the peribronchial inflammation score (n=5). Values
are expressed as mean ± S.E.M. * indicated significant difference from the PBS group at the level of P<0.05
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3 讨 论

螨类是在众多的变应原中最主要的变应原之一，而螨变应原是引起变态反应性疾病的重要病因之

一，也是引起儿童变应性哮喘的重要的危险因子。尘螨主要有屋尘螨、粉尘螨和热带螨。其中，热带螨是

热带和亚热带地区占优势地位的螨种，其作为一种重要过敏原在其孳生地区，致敏性可能比屋尘螨还强，

可诱发过敏性皮炎、过敏性鼻炎、哮喘等，甚至可能引起湿疹［2，7，12 － 13］。海南岛由于其特殊的地理位置，年平

均温度为 22 ～26 ℃，相对湿度为 76% ～ 86%，是我国最适宜热带螨的孳生地之一［3，14 － 15］。因此，对于热带

地区，尤其是海南岛，研究热带螨的致敏模型动物对防治热带螨诱发的过敏性疾病具有重要的意义。
特异性免疫治疗是用逐渐增加剂量的变应原提取物对过敏患者进行反复接触，提高患者对此类变应

原的耐受性，从而控制或减轻过敏症的一种治疗方法。天然萃取的抗原用来诊断和免疫治疗过敏性疾病

存在许多缺点，例如有大量非抗原性的蛋白; 会被其他潜在的免疫刺激物污染，如内毒素。Garcia 等通过

结膜和支气管激发试验证实热带无爪螨抗原提取物可引起患者的过敏症状，并建议应将热带无爪螨作为

一种重要过敏原在其孳生地区用于临床诊断和治疗［16］。
热带螨的致敏原很多，最主要的变应原是 Blo t 5，Blo t 21 和 Blo t 7［6］。Blo t 21 是 Blo t 5 的旁系同源

蛋白，2 种序列同源性为 40． 7%，但 Blo t 21 与 Blo t 5 之间只有中度的交叉反应性［6，9］，这表明了 Blo t 21
是热带螨的新的一组变应原。Blot 21 由 3 个反平行 α-螺旋组成，分别由残基 Thr-19 至 Thr-44，Glu-49 至

Glu-74 和 Leu-82 至 Asp-111 分别形成的 3 个 α-螺旋。在氨基酸的组成上，类似于大多数其他吸入性过敏

原，Blot 21 含有高百分比的碱性氨基酸残基( 15． 0% ) 和酸性氨基酸残基( 20． 4% ) ［9］，高水平的易溶性残

基和抗体结合更稳定，是致敏原性的基础结构。
本试验对热带螨主要变应原 Blo t 21 的基因序列进行了密码子优化，构建了相应的原核表达质粒

PQE80L-rBlo t 21，原核表达并利用镍柱亲和层析方法纯化出 rBlo t 21 蛋白。进一步利用 rBlo t 21 蛋白对

BALB /c 小鼠进行变态反应气道炎症模型的诱导，与 PBS 对照组相比，rBlo t 21 诱导组小鼠的血清总 IgE
显著上升，肺部组织切片 H＆E 染色则明显看到，细胞侵染增多，尤其是血管与气管周围。这些症状都与

过敏性哮喘的症状相似。过敏性哮喘在世界各国广泛存在，是一种以气道炎症、气道高反应性为主要特

征的疾病，其主要表现为血清 IgE 水平上升，气道黏膜上皮组织以 T 淋巴细胞、嗜酸性粒细胞和中性粒细

胞侵润增加，气道高反应与慢性气道重塑等［17 － 18］。这表明重组 Blo t 21 蛋白具有较强的致敏性，能够诱

导小鼠变态反应气道炎症模型。本试验成功表达与纯化了重组热带螨变应原 Blo t 21，并利用纯化的 rBlo
t 21 诱导了小鼠变态反应气道炎症模型，为热带螨过敏的诊断与治疗打下基础，尤其为研究热带螨过敏的

预防与治疗性疫苗或者药物提供了动物模型，也为热带螨与其他过敏原的交叉致敏反应的研究奠定了基础。
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The Development of Airway Inflammation Murine Model Induced by
Ｒecombinant Blomia tropicalis Group 21 Allergen

XIAO Zhengpan1，LIU Jinying1，WEI Shuangshuang2，WANG Dayong2，PEI Yechun1

( 1． Hainan Key Lab of Tropical Animal Ｒeproduction ＆ Breeding and Epidemic Disease Ｒesearch，College of Animal

Science and Technology，Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Haikou，Hainan 570228，China;

2． College of Biological Science，Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: An attempt was made to develop airway inflammation murine model induced by the recombinant Blo t
21 allergen． The Blo t 21 gene sequences were obtained from NCBI GenBank，then optimized，synthesized and
inserted into the prokaryotic expression vector PQE80L． The recombinant Blo t 21 was expressed in E． coli bacte-
ria，and purified by NI-NTA agarose． Twelve BALB /c mice were divided randomly into control group ( PBS
group，n = 6 ) and rBlo t 21-induced group ( rBlo t 21 group，n = 6 ) ． After sensitization by intraperitoneal in-
jection ( i． p) and challenged by intratracheal instillation of rBlo t 21，the total serum IgE levels were measured
by ELISA; the lungs were fixed and stained with haematoxylin and eosin ( H＆E) ． The recombinant Blo t 21 al-
lergen was expressed successfully in E． coli and purified by Ni-NTA affinity chromatography． Furthermore，the
airway inflammation murine model were induced by the recombinant Blo t 21 allergen． Compared with the control
group ( PBS group) ，the total serum IgE levels rose obviously in the rBlo t 21 group ( p ＜ 0． 005) ． Mice in the
rBlo t 21 group showed inflammatory cell infiltration in airway by haematoxylin and eosin ( H＆E) ． The airway
inflammation murine model was induced successfully by the recombinant Blo t 21 allergen．
Keywords: Blomia tropicalis; recombinant Blo t 21; airway inflammation

673 热 带 生 物 学 报 2017 年


