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【摘要】 目的 分析引起患者鸡蛋不耐受的主要蛋白组分。方法用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳(sodium dodecyl suhte polyacrylamide gel electmpheresis，SDs—PAGE)分析蛋清粗提取物中的

蛋白组分。以鸡蛋不耐受患者血清特异性IgG作为识别抗体，经Westem blott；ng和间接酶联免疫吸附

试验(enzyme linked immunosorbent assay，EUSA)分析与患者血清特异性IgG结合的蛋白成分。结果

蛋清粗提物SDS—PAGE电泳结果主要有4个条带，相对分子质量分别为：14x103、34x103、45×103和76×

103，根据相对分子质量推测分别为溶菌酶、卵类黏蛋白、卵清白蛋白和卵转铁蛋白。患者血清的免疫印

迹结果主要呈现4个条带，分别对应溶菌酶、卵类黏蛋白、卵清自蛋白和卵转铁蛋白．间接ELISA法结

果显示四种纯化抗原均与患者血清有反应。结论引起患者鸡蛋不耐受的蛋白主要有两种，分别为卵

类黏蛋白和卵清白蛋白，其相对分子质量分别为34×103和45×103。

【关键词】鸡蛋；食物不耐受；特异性IgG；免疫印记；间接酶联免疫吸附试验
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【Abstract】 Obj删Ve Tb aIlalysis the protein components of egg leading to egg intolemnce．Methods

The eomponents of protein ex乜acted f如m egg were analyzed by sodium dodecyl sulfate p01，acrylamide gel

electropheresis(SDS—PAGE)．The semm of patients with egg intolerance aLs the identi6cation antibodv．West—

em blotting and indirect enzyme linked immunosorbent assay (EUSA)were used to identi句the maior compo．

nents of egg protein which bound with the egg intolerance patients’semm specific IgG．R鹤IIIts The SDS—

PAGE resuhs showed four stmps which relative molecular weight were 14×103，34×103，45×103 and 76×103．

They were lysoz丫me，oyomucoid，ovalbumin aHd ovotraHsfe而n，I．espec￡ively aceording lo the r弓la￡ive moleeu．

1ar mass．The westem blotting showed four stra口s which corresponding with lvsozvme，ovomucoid，ovalbumin

and ovotmnsfe耐n．The resul￡s of indirect ELISA method showed that the four kinds 0f puri6ed pmteiI】s a11 had

reaction with patients’semm．CondI嵋ion 1'llere are two main Dmteins including ovomucoid aIld ovalbumin

caused egg intoleTance．The relative molecular wei甜n are 34x103 and 45×103，respectiveb．
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食物的不良反应被分为中毒性食物不良反应和

非中毒性食物不良反应，其中和免疫机制关系密切

的是非中毒性食物不良反应[11。非中毒性食物不良

反应又分为IgE介导的食物过敏和非IgE介导的食

物不耐受。与食物过敏不同，食物不耐受主要引起机

体产生特异性IgG抗体，从而引起机体呼吸系统、消

化系统、以及神经系统等一系列相关的临床症状[2]。

据近期报道[引，食物不耐受还可能与肿瘤的发生有

关。所以食物不耐受越来越多的引起广大学者的注

意。目前，对于食物不耐受的主要判定依据是血清中

特异性IgG的存在，患者血清中特异性IgG含量的

变化也是脱敏治疗疗效评估的指标[4]。然而，有关食

物不耐受的报道远不及食物过敏的相关报道深入。

因此，本文研究致力于引起食物不耐受相关抗原的

研究，为临床诊治提供可靠的实验依据。鸡蛋是人们

日常饮食中的常见食材，但也是引起人们食物不耐
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受的主要食物之一㈨。本文研究利用鸡蛋不耐受患

者血清(特异性IgG)作为鉴别探针(识别抗体)，采

用酶免疫印记技术和间接酶联免疫吸附试验(en．

zvme linked immunosorbent assav，ELISA)，对鸡蛋中

诱导特异性IgG抗体产生的蛋白组分进行分析，现

报道如下。

1材料与方法

1．1 主要仪器与试剂 垂直板型电泳(Mini P一4。北

京凯元信瑞仪器公司)；电转印槽(美国BIO—RAD

公司)；凝胶成像系统(ChampGel北京赛智公司)；酶

标仪(美国The瑚o scientific公司)；NanoDrop 2000／

2000c分光光度计(美国The册o scientific公司)。鸡

蛋购于天津津工超市；丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、

甘氨酸、过硫酸铵、SDS、四甲基乙二胺(TEMED)、

Tween一20、卵清白蛋白、卵类黏蛋白、卵转铁蛋白、

溶菌酶均购自Sigma公司；蛋白分子量标准

(SM0671)购自MBI Fermentas公司；聚偏二氟乙烯

(PVDF)膜(美国Millipore公司)；兔抗人IgG—AP购

自SouthemBiotech公司；兔抗人IgG—HRP、蛋清粗

提总蛋白和四种纯品(卵清白蛋白、卵类黏蛋白、卵

转铁蛋白和溶菌酶)分别包被的96微孔板、酶标抗

体稀释液(0．1 MPB)、血清稀释液(10％的牛血清白

蛋白)。

1．2标本采集 血清标本均为天津市中研院附属

医院进行食物不耐受检测的常规标本．检测试剂为

BIOMERICA公司生产的ELISA法试剂盒。选取鸡

蛋中等强度阳性以上的标本作为阳性血清，选择鸡

蛋阴性的标本作为阴性血清。血清分离分装后一20℃

保存备用。

1．3方法

1．3．1蛋清粗提液的制备本研究选取蛋清作为鸡

蛋不耐受的研究对象，进行蛋白粗提制备[6]。取新鲜

鸡蛋，收集蛋清，按1：5的体积比加入一20℃预冷丙

酮，脱脂弃去丙酮，干燥。按8 rnl／g的比例溶于PBS

缓冲液，离心收集上清液即为蛋清过敏原粗提液。分

装后于一20℃保存。

1．3．2蛋清粗提蛋白的组分分析 采用SDS—PAGE

技术，浓缩胶为5％，分离胶为12％；样品浓度为8．7

mg／mL，和上样缓冲液以1：3混合，煮沸5 min，每孔

上样6斗l；电泳条件恒压，65 V电压堆积40 min，

135 V电压分离，待溴酚蓝指示到达底部．电泳完

毕。考马斯亮蓝染色40 min，脱色液充分洗脱。

1．3．3蛋清蛋白组分分析 方法一：采用Westem

blotting技术。80 V电压下50 min，湿转到PVDF膜

上随后采用5％脱脂牛奶封闭过夜；转印好的PvDF

膜分别与5份阳性混合血清、5份阴性混合血清和5

份单例阳性血清反应。将膜用蒸馏水洗净，吹干后观

察结果。方法二：间接ELISA法。将25恤l患者血清

(1：20稀释)加入已包被好的96微孔板中，37℃反

应1 h。洗板三次。再加入125斗l兔抗人IgG—HRP

(1：12 000稀释)，37℃反应30 min，洗板。最后加人

底物，37℃显色10 min，加入终止剂，450 nm处测

OD值。

2结果

2．1蛋清蛋白组分分析 蛋清粗提物经SDS—

PAGE分析，结果如图l所示。得到5种主要蛋白组

分，相对分子质量分别为76×103、55×103、43×103、

34×103、14×103，其中43×103左右处的蛋白含量较

高，电泳条带清晰。依据文献Ⅲ推测76×103、43×103、

34×10s、14×10s可能分别为卵转铁蛋白、卵清白蛋

白、卵类黏蛋白、溶菌酶。

相对分子 M 2 相对分子

质量(×103) 质量(×103)

170
—

130一～●—-76
72懈崎

55_瞄__ 55

as一一—，43
34 一，一●■I 34

图1 蛋清粗提物组分(SDS—PAGE)分析结果

注：M为低分子量Marker：2：蛋清提取物

2．2 Westem blotting检测结果 以鸡蛋不耐受患者

混合(单例)血清(特异性IgG)作为第一(识别)抗

体，以碱性磷酸酶标记兔抗人IgG(R&H IgG—HRP)

作为标记抗体进行印迹实验。结果如图2显示。1号

阴性对照血清在15×103和70×103左右处出现两条

较为明显的条带；2～6号单例阳性血清分别在15×

103、25×103、45×103和70×103左右处有四条明显的

反应条带。根据相对分子质量推测，蛋白组分分别为

溶菌酶、卵类黏蛋白、卵清白蛋白和卵转铁蛋白。
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图2蛋清粗提物不耐受蛋白

组分的Westem blotting鉴定结果

注：M：低分子量Marker；l：阴性对照印迹图谱；2～6：单例阳性血清

印迹图谱

2．3 间接ELISA法检测结果 间接ELISA结果如

表1、图3所示：以提取的蛋清总蛋白作为包被检测

抗原的阳性血清检测OD值低于卵清白蛋白、卵类

黏蛋白纯品作为检测抗原的检测OD值：和包被了

卵转铁蛋白作为检测抗原的检测结果基本相同：但

高于包被溶菌酶纯品的检测OD值。因此，使用卵清

白蛋白和卵类黏蛋白作为检测抗原时的检测灵敏度

是相对较高的。

表1五种检测抗原间接ELISA法0D均值

E盈"h
囡⋯陀

蛋清总：蚩白OVT 0～A OVM Lys

图3 5种检测抗原间接ELISA法柱状图结果

注：0VT为卵转铁蛋白；0VA为卵清白蛋白；0VM为卵类黏蛋白

Lys为溶菌酶

3讨论

食物不耐受是近几年才逐渐受到人们关注的课

题，目前对其研究尚不深入，相关的报道K也不全

面。与食物过敏反应不同，对食物不耐受的患者并不

产生特异性IgE抗体，而是会出现较高水平特异性

IgG抗体[9]。研究‘103表明，这些抗体会参与机体由于

食物不耐受而产生的各种反应。鸡蛋是人们日常生

活中营养物质摄取的普遍来源，其蛋白组分复杂，是

引起儿童和成人食物不耐受的主要食物之一⋯]。

本文研究通过免疫印迹法检测出了引起人鸡蛋

不耐受的两种主要蛋白，相对分子质量分别为：34×

103和45×103，据相对分子质量及文献Ⅲ报道推测，

分别为卵类黏蛋白和卵清白蛋白。Western blotting

结果显示，正常人的阴性对照血清和卵转铁蛋白有

条带反应，提示正常人血清中就存在抗卵转铁蛋白

的IgG抗体。这可能是物种差异引起的，有待进一步

研究探讨；而溶菌酶的阳性反应较弱。印迹反应的结

果显示，阳性血清和阴性对照血清结果差别不明显。

卵类黏蛋白和卵清白蛋白组分和不同患者血清中特

异性IgG反应基本相同，两种蛋白之间也未见明显

差异。单例患者的免疫印迹结果基本没有差别，这提

示我们，鸡蛋引起的不同人食物不耐受的组分不同

于鸡蛋过敏反应[12I．不同患者对于鸡蛋的不耐受的

组分没有异质性。

根据间接ELISA实验结果显示，蛋清中的四种

蛋白和患者血清中的特异性IgG均有反应。阳性混

合血清卵清白蛋白和卵类黏蛋白的吸光度值较高，

其P／N比值分别达到了8．72(1．370／0．157)和6．98

(1．255／O．174)。而卵转铁蛋白和溶菌酶的阳性对照

和阴性血清的P／N比值较小，分别为2．3l(0．522／

0．226)和1．49(0．23I／0．155)。综上所述，蛋清粗提物

中引起患者食物不耐受的蛋白主要有两种，分别为

相对分子质量为34×103的卵类黏蛋白和45×103的

卵清白蛋白。经过对ELISA结果的数据进行分析

后．认为该方法可以有效区分阴性和阳性患者，这就

为接下来方法学的建立提供了前提条件。ELISA检

测体系可以有效的区分鸡蛋不耐受患者和正常人，

提高了检测的灵敏度。接下来我们将进行ELISA试

剂盒的进一步研究，完善IgG的ELISA检测体系，

并对其进行方法学评估，从而实现临床鸡蛋不耐受

患者的可靠、快速、灵敏和特异的检测，进而为疾病

的诊疗建立更为有效的检测方法。
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羹中华医学会第八次全国中青年检验医学学术会议
由中华医学会、中华医学会检验分会主办的第八次全国

中青年检验医学学术会议定于2014年4月17—19日在济南

市召开。全国中青年检验医学学术会议是中国检验医学专业

的一项大型学术活动，近年来，随着检验医学的迅猛发展，中

国中青年检验工作者开拓进取，成绩斐然，为实时有效地展

示他们的学术成果并促进学术交流，全国中青年检验医学学

术会议每2年举行一次。届时将邀请国内外知名专家就检验

医学及相关学科的最新研究进展进行学术演讲。会议将进行

优秀论文评奖，同时举行临床检验设备展览会。会议将授予

国家级继续教育学分。

1征文范围

(1)临床基础检验和血液学检验：血液学、体液学、细胞

形态学、血液病基因诊断、血栓与止血、血型与输血等临床与

基础研究：

(2)临床生化检验：临床生物化学检验技术和方法学研

究与应用、生物化学指标在临床各种疾病诊断中的应用与基

础研究：

(3)临床微生物学：微生物细菌鉴定与药敏试验、院内交

叉感染检测与控制、临床病毒学检测、实验室生物安全等相

关研究；

(4)临床免疫学诊断和分子生物学技术：感染性疾病的

实验室诊断、肿瘤标志物及其应用、自身免疫疾病的实验室

诊断、免疫相关技术和分子生物学技术在临床诊断和监测中

的应用等临床与基础研究：

(5)临床实验室管理、医学实验室认可、临床实验室室间

质量评价、临床实验室质量控制、临床实验室标准化等实践

与研究：

(6)英文交流专场稿件(交流语言为英文，评选以学术为

主兼顾英文表达)；

(7)其他相关领域的基础与临床研究等。

2征文要求

(1)稿件要求：论著、经验总结、综述和评论性文章均可，

必须是未公开发表过的文章。请在投稿时选择是否参加评

奖。评奖入围论文原则上以原始研究(论著)为主，第一作者

年龄要求1969年1月1日以后出生，请提供1000字的摘

要，摘要内容包括目的、方法、结果、结论。同一篇文章不能同

时提交中文和英文稿件。请勿写成过于简短的内容提要形

式。摘要请采用文字表述，不要附图、表。无摘要或摘要字数

过少者不能评奖。

(2)投稿形式：大会采用网上在线投稿，不接受电子邮件

投稿，网址：www．cslm．o唱．cn／youn92014。

(3)会议成立优秀论文评奖专家委员会。论文以“科学

性、创新性、实用性”为基本准则在来稿中进行遴选和评审．

最后以无记名投票形式产生一、二、三等奖。

3时间及地址

会议时间：2014年04月17日一19日

会议地址：山东省济南市

4联系方式

联系人：贾玲

电 话：010—89292552

传真：010—85158132

E—mail：lilyjia@163．com

万方数据


