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摘要：根据原肌球蛋白基因序列设计引物，以我国南方地区美洲大蠊 -./+0)$&.#$ $(./+"$&$ D/!为模板，用 DG0HID
方法扩增出 3)& J"的全长编码片段，经序列分析发现该基因与 /IK-公布的 H@# 7(有 +个核苷酸发生改变。将目的
片段克隆到 "5G&*7（ L）表达载体中，在大肠杆菌 K8&4 .F7#获得表达，融合蛋白的分子量约为 ++ MN。利用蟑螂过敏
性患者血清对表达产物进行 O@<F@#C J%PFF$CQ检测，出现明显的识别条带，说明表达产物具有 -Q5结合活性。
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自上世纪 1’年代 K@#CFPC和 K#PZC首次报道蟑
螂是一种潜在的变应原以来，蟑螂在过敏性疾病发

病中的作用受到越来越多的重视。蟑螂系全球性分

布的昆虫，其种类多达 + )’’种。在欧美国家，德国
小蠊 1)$##.))$ *./($&+"$ 为优势种，而在拉丁美洲国
家、日 本 和 台 湾 等 地 以 美 洲 大 蠊 -./+0)$&.#$
$(./+"$&$ 居多（!##>A7 .# $) ?，422)）。赖乃揆等
（422&）对广州地区进行了系统调查，发现在我国南
方以美洲大蠊为蟑螂优势品种（约占 (’]左右）。
室内常见的以美洲大蠊和德国小蠊为优势种（张韶

华等，&’’4）。室内蟑螂对人类危害很大，尤其在城
市居民中，蟑螂密度与哮喘发病之间存在明显相关

（王金德等，&’’’）。
近 4’年来，蟑螂的主要变应原已陆续被鉴定和

克隆。!##>A7等（422)）利用蟑螂过敏病人血清从德

国小蠊 BN/! 文库中筛选出德国小蠊主要变应原
K%7 Q&、K%7 Q*、K%7 Q)和 K%7 Q1；O>等（422)）从美洲
大蠊克隆 I#0"!和 I#0""等变应原。此外，现已在
美洲大蠊和德国小蠊之间发现了两类交叉抗原性成

分，一类是 H@# 74（又称 I#0""）和 K%7 Q4，另一类是
H@# 7(和 K%7 Q(。前者的功能尚未清楚，后者则属于
原肌球蛋白家族（^@PCQ .# $) ?，&’’+）。研究表明，尘
螨、甲壳类动物和蟑螂体内普遍存在原肌球蛋白，这

是这些物种间存在交叉反应的原因之一（N7>% .#
$) ?，422*；!M$ .# $) ?，422)）。
本研究克隆了美洲大蠊变应原 H@# 7(基因，在

大肠杆菌中进行高效表达，并对其进行纯化和免疫

学鉴定，为进一步开展 H@# 7(重组变应原的临床诊
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断和免疫治疗奠定了基础。



! 材料与方法

!"! 主要试剂
限制性内切酶 !"#!和 !$%!，!"#$% &’(聚合

酶和 &’(片段纯化试剂盒均为 #$)$*$ 公司产品；
硝酸纤维素膜为 (+,-./$+公司产品；生物素标记
的抗人 01!抗体，2*3标记的链霉亲和素购自 )34
公司；其他试剂为分析纯产品。

!"# 质粒和菌株
56&789# 载体购于 #$)$*$ 公司；原核表达载

体 5!#:;$（ <）购自 ’=>$1,?公司；大肠杆菌 & @ ’$()
#=57A和 B4:7 CD$-由本实验室保存。
!"$ 血清
取自深圳市第一人民医院和深圳市第六人民医

院过敏反应科。临床上选择对蟑螂皮试阳性的患者

EA例，收集阳性反应达 :级或 :级以上的患者血清，
分装后低温保存。

!"% &’(引物
根据 F,?B$?G提供的 #-=5=+H=.I?序列（登录号：

J7;8K;）设计引物，扩增全长 #-=5=+H=.I? 开放阅读
框，上游引物为 KL91$M$D$D11$D1MD$DM$$1$$19EL，下游引
物为 KL9D$1M11MM1M1D$$MM$1M$$1DDM11D9EL，为便于 3N*产
物的克隆和表达，分别在两引物的 KL端引入 !"#!
和 !$%!的酶切位点。引物由上海博亚生物公司合
成。

!") 美洲大蠊总 (*+的提取
美洲大蠊由深圳大学生命科学学院变态反应学

和免疫学研究室纯培养。取美洲大蠊幼虫 7只（重
约 EA +1），使用 OI$1,?公司 *’,$.H 6I?I )ID进行总
*’(的抽提。
!", (-.&’(扩增及产物的克隆与鉴定
采用 OI$1,? 公司的 P+?I.M-I5D *# )ID，以 PQI1=

R#为引物，总 *’( 为模板逆转录合成 M&’( 第 7
链。取 ;"4 *#反应产物为模板进行 3N*。3N*反
应条件：S;T预变性 K +I?，接着 S;T ;K .，K8T 7
+I?，U:T 7 +I?，共 :K个循环，最后 U:T延伸 U +I?。
将 3N*扩增产物回收纯化，连接到 56&789#载

体上。将重组质粒转化克隆菌 & @ ’$() #=57A。通过
含 (+5、V9F$Q和 03#F的 4B平板进行蓝白斑筛选，
挑取白色菌落（含重组质粒），提取质粒，用 !"#!和
!$%!酶切鉴定，然后送上海博亚生物公司进行
&’(序列测定。

!"/ 01-#%2（ 3）表达质粒的构建
将含有 3,- $U基因的重组质粒 56&789#93,- $U

和原核表达载体 5!#:;$（ <）分别用 !"#!和 !$%!
酶切，回收目的片段并连接，转化克隆菌 & @ ’$()
#=57A。用碱裂解法提取重组质粒，用 !"#!和 !$%
!双酶切鉴定后，再转化高效表达菌 & @ ’$() B4:7
CD$-进行表达。
!"4 重组蛋白的表达与纯化
挑取单菌落培养过夜，按 :W比例接种于 KA +4

含 :K"1X+4卡那霉素的 4B培养基中，EUT培养至
菌液的 P&YAA达到 AZY 时，加 03#F 至终浓度为 7
++=QX4，诱导表达 8 /。取 7 +4 菌液，离心收集菌
体，进行 C&C93(F!分析。
离心收集剩余菌体，重悬于 K +4 3BC，超声波破

菌。破菌液于 ;T，7A AAA -X+I?离心 7K +I?，收集沉
淀。用包涵体洗涤液（7W #-ID=? V97AA，: +=QX4 尿
素）洗涤 E 次，溶于 Y +=QX4的盐酸胍。在 ()#(的
[34N上装好购于 (+,-./$+公司的 2I9#-$5柱，按常
规 ’I: <，用平衡缓冲液 (（Y +=QX4 尿素，KA ++=QX4
3B，EAA ++=QX4 ’$NQ，:A ++=QX4咪唑，52 8ZA）平衡层
析柱，上样品，平衡至基线后，再用平衡缓冲液 (和
平衡缓冲液 B（KA ++=QX4 3B，EAA ++=QX4 ’$NQ，:A
++=QX4咪唑，52 8ZA）按 7AAW至 A的梯度进行柱上
复性，然后用洗脱液（KA ++=QX4 3B，EAA ++=QX4
’$NQ，:AA ++=QX4咪唑，52 8ZA）洗脱，收集洗脱峰并
透析去除咪唑。

!"5 表达产物的免疫学活性测定
\,.D,-? ]Q=DDI?1 检测。重组表达产物经 7AW

C&C93(F!分离，然后将蛋白质电转移到硝酸纤维素
膜上（AZ:K (，7 /），用含 :A 1X4 小牛血清蛋白的
#BC# EUT封闭 : /；洗后与 7 ^ K稀释的蟑螂过敏病
人阳性血清 ;T孵育过夜，洗后加入经 #BC#稀释（7
^ 7 AAA）生物素标记的抗人 01!抗体，EUT孵育 7 /；
洗后，加入经 #BC#稀释（7 ^ 7 AAA）的 2*3 标记的链
霉亲和素，EUT孵育 7 /；经充分洗涤后，将膜片放
入新鲜配制的二氨基联苯胺（&(B）底物溶液中，于
室温振摇至褐色区带充分显现，膜放重蒸水中洗涤，

终止显色反应。

# 结果与分析

#"! (-.&’(扩增 &67 2/片段
以美洲大蠊提取总 *’(为模板，通过 *#93N*

得到的产物，经琼脂糖凝胶电泳，可见一条约 8KA ]5
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的条带，大小与理论预计值相符（图 !）。

图 ! 美洲大蠊 "#$ %& 的 ’()"*’
+,-.! ’()"*’ %/01,2,3%4,56 52 "#$ %&
7：89:梯度 89: 1%;;#$；!："#$ %&<

!"! #$% &’基因的克隆及鉴定
将回收后的 "*’产物连接到 078!=)(载体上，

转化克隆菌 ! . "#$% (50!>。挑取阳性克隆进行双酶
切和 "*’鉴定，将正确的克隆子进行测序。序列分
析结果表明，所克隆序列的 ?’+为 =@A B0，编码 A=C
个氨基酸，与 9*DE公布的 "#$ %&基因有 FF<GH的同
源性，有 I个核苷酸不同（G!3!4，I@F3!4，C>=%!-）
及 A个氨基酸不同（’A!!*，:!A>!J）。
!"( )*+!,&（ -）表达载体的构建
将构建的重组表达质粒 0K(AC%（ L）)"#$ %& 进

行 &’(!和 &#)!双酶切分析，电泳结果显示一条约
=@> B0的条带，同预期大小相一致（图 A），说明目的
基因成功地亚克隆入表达载体 0K(AC%（ L）。所构
建的重组质粒的表达产物带有六组氨酸标签，可用

于蛋白的纯化和鉴定。

图 A 表达质粒 0K(AC%（ L）)"#$ %&的 &’(!M&#)!双酶切鉴定
+,-.A (N# $#O4$,34,56 %6%1PO,O 25$ 0K(AC%（ L）)"#$

%& Q,4N &’(! %6; &#)!
7：89:梯度 89: 1%;;#$；!：&’(!M&#)!双酶切后的表达质粒

0K(AC%（ L）)"#$ %& ;,-#O4#; Q,4N &’(! %6; &#)! .

!", #$% &’重组蛋白的表达和纯化
含有 "#$ %& 的阳性克隆菌株经 E"(R 诱导 = N

后，进行 S8S)":RK，结果显示在 II T8左右处有外
源蛋白表达的条带出现，约占菌体总蛋白 ICH，蛋
白分子量与预计值（II T8）相符（图 I）。而未诱导的
重组子不见此条带。利用 0K( 载体的六组氨酸标
签，采用 9,A L 柱亲和层析的方法纯化重组蛋白，当
用 A>> //51MU的咪唑进行洗脱时，可观察到一尖锐
的峰型出现，经 S8S)":RK检测，目的蛋白主要集中
在此峰（图 C），蛋白浓度约为 !>>"-M/U。

图 I "#$ %&重组蛋白的诱导表达
+,-. I KV0$#OO,56 52 $#35/B,6%64 "#$ %& ,6 ! . "#$%

7：蛋白质分子量标准 "$54#,6 /51#3W1%$ Q#,-N4 /%$T#$；!：E"(R
诱导后 "#$ %& 的表达 DUA! S4%$M0K(AC%（ L）)"#$ %& ,6;W3#; BP
E"(R；A：未经 E"(R 诱导的 "#$ %& 的表达 DUA! S4%$M0K(AC%
（ L）)"#$ %& Q,4N5W4 ,6;W34,56.

图 C "#$ %&重组蛋白的纯化
+,-. C +"U* 0W$,2,3%4,56 52 $#35/B,6%64 "#$ %& WO,6-

9,A L 3N#1%4,6- %22,6,4P 3N$5/%45-$%0NP
7：蛋白质分子量标准 "$54#,6 /51#3W1%$ Q#,-N4 /%$T#$；!：穿透
峰 +15Q 4N$5W-N；A：A>> //51MU 咪唑的洗脱峰 A>> //51MU
,/,;%X51# 25$ ;#O5$04,56.

!". 重组蛋白的免疫原性测定
用蟑螂过敏病人的混合血清作为一抗进行的
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!"#$"%& ’()$$*&+试验，结果在约 ,, -.处有一明显的
识别条带（图 /），对照组则没有，说明 0"% 12重组蛋
白具有良好的 3+4结合活性。

图 / 重组变应原的免疫印迹
5*+6 / !"#$"%& ’()$$*&+ 1&1(7#*# )8 94:;<1（ =）>0"% 12

"?9%"##*)& 9%)@AB$# *& ! 6 "#$%
C：蛋白质分子量标准 0%)$"*& D)("BA(1% E"*+F$ D1%-"%；G：30:H
诱导 I F后的表达产物 4?9%"##*)& 9%)@AB$ 18$"% I F *&@AB$*)& ’7
30:H；;：30:H诱导前的表达产物 4?9%"##*)& 9%)@AB$ ’"8)%" 30:H
*&@AB$*)&6

! 讨论

已有研究证明蟑螂是主要的潜在吸入性变应原

之一，与常见过敏性疾病如哮喘之间存在明显的关

系，且在全世界范围内广泛分布，已对人类特别是城

市居民造成了巨大的危害。但由于不同地区的昆虫

有其种属特异性，而昆虫抗原（过敏原）碱基序列或

氨基酸序列的不同可导致过敏原免疫原性的差异，

故对临床上过敏性疾病患者免疫诊断或免疫治疗带

来一定影响。为此，本课题组在构建美洲大蠊 B.JK
文库的基础上，克隆表达主要变应原 L% 9!（刘志刚
等，;MMG，;MM;）和 L% 9"（何毅华等，;MMN），结果显
示，我国南方美洲大蠊主要过敏原 L% 9!、L% 9"与
国外的相关报道有一定差异，同源性分别为 I,O和
P/QPO。

0"% 12 属于原肌球蛋白家族（:")&+ &’ ($ 6，
;MM,）。原肌球蛋白主要存在于肌细胞中，它在引起
肌内收缩的肌动蛋白相关的钙调节系统中起重要作

用（RA1& &’ ($ 6，GPPP）。本研究通过 S:>0LS成功地
克隆出我国南方美洲大蠊 0"% 12基因，经序列测定
和分析表明，该克隆与 JLT3 公布的有 PPQNO的同
源性，说明不同地区美洲大蠊存在地区差异性。所

克隆的 0"% 12的理论分子量为 ,; 2P, .，含有 ;I<个
氨基酸残基，无 J>糖基化位点，与尘螨和虾的原肌

球蛋白的同源性分别为 IMO和 I<O。
我们采用 94: 载体进行目的蛋白与六组氨酸

标签的融合表达，U.U>0KH4分析表明重组蛋白在宿
主大肠杆菌菌株 TV;G U$1%中得到了高效表达，并且
主要以包涵体的形式存在。通常包涵体蛋白纯化包

括变性、洗脱和透析复性 ,个过程，透析复性耗时耗
材，蛋白损失量大。因此，我们在纯化过程采用了柱

上复性的方法，当复性梯度体积大于 ,M DV，流速控
制在小于 MQ, DVWD*&时，蛋白不会在柱内凝聚而使
柱压增大，复性效果良好。!"#$"%& ’()$$*&+表明重组
的 0"% 12 能与蟑螂过敏病人血清中的 3+4结合，说
明重组变应原具有过敏原性，为进一步开展过敏性

疾病免疫诊断和治疗奠定了基础。
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