
活动增多 ,接触吸入性抗原的机会增加。 5种吸入性抗

原中 ,螨 IgE抗体阳性率最高 ,在> 7岁组杉花粉 IgE

抗体阳性率急增 ,因为被杉花粉致敏需 6～ 7年 ,恰好

小儿 7岁以后易发病。 而且在> 7岁组螨 Ig E抗体阳

性率最高 ,对螨过敏后 ,对杉花粉的过敏起促进作用。

　　随着年龄增长 , 3种食物性抗原的 IgE抗体阳性

率减少。原因是～ 3岁组婴幼儿以鸡蛋、牛奶为主食 ,

食物性抗原是其哮喘的主要抗原。其他组接触这类抗

原机会减少 ,因而食物性抗原的 Ig E阳性率减少。 加

之 ,婴幼儿消化功能弱 ,食物性抗原经过消化后抗原性

不减弱 ,因而仍产生致敏作用 ,造成婴幼儿对食物性抗

原过敏。

　　小儿变态反应进行曲 ( Ma tch )学说: 小儿变态反

应疾患 ,对于具有过敏性体质患儿 ,伴随着年龄增长 ,

出现过敏性皮炎 (湿疹 )、小儿哮喘、花粉症 (过敏性鼻

炎、结膜炎 )等一系列疾病移行 ,被称为小儿变态性反

应进行曲 ( Ma tch )。此次研究结果表明 ,随着年龄增

长 ,哮喘患儿的过敏原从食物性向吸入性移行 ,相应的

特异性 IgE抗体也从食物性向吸入性移行。此研究为

小儿变态反应进行曲 ( M atch)提供了病因学依据。 小

儿哮喘随着年龄增长 ,过敏原的 IgE抗体阳性率从食

物性向吸入性移行 ,验证了变态反应进行曲 ( Match )

学说。

　　哮喘患儿的总 IgE与特异性 Ig E的关系:本结果

提示 161例患儿中总 IgE阳性者 104例 ,其特异性

IgE全部阳性 ,而总 IgE阴性者 57例中 ,特异性 IgE

阳性者 26例。说明特异性 IgE作为小儿哮喘过敏性的

检测指标更敏感、更直接。

　　随着工业发展 ,小儿哮喘近年来有增加趋势 ,被称

为文明病。为了减少哮喘的发病 ,对吸入性抗原如室内

尘、螨、杉花粉等的暴露应减少 ,对食物性抗原也要引

起高度重视。对于婴幼儿哮喘的过敏原 ,要注意到有一

部分是由于食物性抗原引起的。
　　关键词　哮喘 ;过敏原 ; IgE抗体

　　中图法分类号　 R725. 5

参考文献

1 须甲 ,松伸 .抗原特异的 Ig Eクラス抗体の新しい测定法 .临

床科学 , 1990, 26: 1316

2 全国儿科哮喘协作组 .全国 90万 0～ 14岁儿童支气管哮喘

患病情况调查 .中华结核和呼吸杂志 , 1993, 16( 1): 64

3 山田　节 .气管支喘息 のスギ RASTに关すゐ检讨 .小

アレルギ——学会 , 1987, 11( 1): 17

4 森　郎子 .小儿のスギ花粉症 .小 科 , 1996, 37: 117

5 马场　实 .アレルギ - マ -チとは马场　实 (监修 ) .アレル

ギ -マ -チの临床 ,东京:メデイカルレビエ—— 社 , 1992. 9

～ 15

(收稿: 1997-10-31;修回: 1998-12-09)

(编辑　王　红 )

天疱疮抗体的纯化与鉴定

The purif ication and identification of pemphigus antibodies

杨卫兵
 
　刁庆春　 叶庆佾　　 (第三军医大学附属西南医院皮肤科 ) 重庆 , 400038

　　提　要　目的: 为纯化天疱疮患者血清中的天疱疮抗体 ,研究其在天疱疮发病机制中的意义。方法:利用

PI-1天疱疮抗独特型抗体 ,通过亲和层析法纯化了 1例天疱疮患者血清中的天疱疮抗体 ;用间接免疫荧光法

( IIF)、 SDS-PAGE、免疫双向琼脂扩散试验对纯化的天疱疮抗体进行鉴定。 结果: 纯化的天疱疮抗体经鉴定

为 Ig G4亚类 ,分子量约为 15× 103 u,其 IIF图像为表皮细胞间均一亮绿的线状荧光。 结论: PI-1天疱疮抗独

特型单抗特异性地针对于天疱疮抗体 Ig G4亚类 ,为进一步对纯化的天疱疮抗体 ( IgG4亚类 )在天疱疮发病

机理中的意义打下了基础。

　　天疱疮是一种自身免疫性大疱性皮肤病 ,患者血

清中的 IgG4亚类可能是天疱疮的病原性抗体
[ 1]
。抗独

特型抗体已应用于多种自身免疫性疾病的临床诊断和

实验性治疗
[2 ]
,但在天疱疮方面的应用 ,国内外尚未见

有关文献报道。本研究利用我科建立的 PI-1天疱疮抗

独特型单克隆抗体 [3 ] ,对患者血清中的天疱疮抗体 ,进

行纯化和鉴定 ,期望能有助于今后对天疱疮发病机制

的研究。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　天疱疮患者血清: 患者女性 , 16岁 ,经临床、病理和直接免
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疫荧光 ( DIF)、间接免疫荧光 ( IIF)确诊为活动期寻常型天疱疮

( PV )。 收集其血清备用。

　　 PI-1杂瘤细胞株:本科研制 ,于液氮冻存。

　　主要试剂: RPM I-1640培养基 ,美国 GIBCO公司 ; HRP标

记兔抗鼠 IgG,华美生物制品公司 ; CNBr-Activa ted Sephar ose

4B, Pharmacia公司 ;低分子量蛋白电泳标准品 ,军事医学科学

院 ;羊抗人 IgG荧光抗体 ,华美生物制品公司 ;鼠抗人 Ig G各亚

类标准品 ,重庆医科大学。

1. 2　方法
1. 2. 1　 PI-1天疱疮抗独特型单克隆抗体的生产及其效价的检

测　　取本科研制的 ,经液氮冻存的 PI-1杂交瘤细胞株 1支 ,

于 37℃水浴快速复温 ,用含 10%小牛血清的 RPMI-1640培养

液按常规进行传代培养。取 8～ 12周龄的 Ba lb /c小鼠 ,腹腔内

注入 ( 1～ 2)× 106个细胞 /ml的处于对数生长期的 PI-1杂交瘤

细胞 ,待小鼠腹部胀大后 ,收集腹水。

　　分别以天疱疮患者血清和正常人血清 (均以 0. 02 mol /L

p H7. 4 PBS稀释 100倍 )包被酶联板孔 ,检测 P I-1单抗的效

价。阴性对照孔一抗为 SP2 /0瘤细胞小鼠腹水 ( 1∶ 500稀释 ) ,

阳性对照孔一抗为小鼠免疫血清 (即建立 PI-1杂交瘤细胞时

的小鼠免疫血清 ,以 1∶ 10 000稀释 )。

1. 2. 2　亲和层析法纯化天疱疮抗体　　参照产品说明及有关

资料。 先将 P I-1单抗和天疱疮患者血清分别以 0. 22μm的微

孔滤膜过滤 ,以除去溶液中的颗粒性物质 ;以 1 mmol /L HCl

( pH2～ 3)溶液激活 CNBr-Activa ted Sepha ro se 4B的活性基

团 ;将 Sepha ro se 4B与 PI1天疱疮抗独特型单抗混匀 ,于室温

下平缓搅拌 2 h ,使二者充分偶联 ,于布氏漏斗上用大量 0. 1

mo l /L NaHCO3、 0. 5 mo l / L NaCl缓冲液 ( p H8. 3)反复过滤冲

洗 ,至流出液于波长 280 nm的 D492值≤ 0. 02,以充分洗脱未偶

联的蛋白质 ;将偶联后的 Sepha ro se 4B置于 1 mo l / L乙醇胺溶

液 ( pH8. 0)中 ,于室温中静置 2 h,封闭 Sepha rose 4B中未偶联

蛋白的活性基团 ;然后先后用 0. 1 mo l /L醋酸钠 (含 0. 5 mol /L

NaCl, p H4. 0)、 0. 5 mol /L T ris-HCl (含 0. 5 mol /L NaCl, pH

8. 0)缓冲液于布氏漏斗上过滤冲洗 ,以进一步洗脱未偶联的蛋

白质和封闭剩余的活性基团 ,如此反复处理 3遍 ;将以上处理

后的 Sephar ose 4B装入层析柱中 ,用 0. 1 mo l /L NaHCO3、 0. 5

mo l /L NaCl缓冲液 ( pH8. 3)缓冲液进行平衡 ;加入天疱疮患者

血清于层析柱中 ,多次少量上柱 ,上柱完毕后于室温保持 2 h ,

使天疱疮患者血清与 PI-1抗独特型单抗充分反应 ; 用 0. 1

mo l /L NaHCO3、 0. 5 mo l / L NaCl缓冲液 ( p H8. 3)缓慢洗柱 ,至

流出液于波长 280 nm的 D≤ 0. 02;然后用 3 mo l /L硫氰酸钾

溶液洗脱 ,当流出液于 280 nm的 D值出现峰值时 ,收集洗脱

液 ;合并洗脱液装入透析袋中 ,以生理盐水透析平衡 ,浓缩后用

Low ry法检测蛋白浓度。层析柱可反复使用多次。

1. 2. 3　纯化天疱疮抗体的鉴定　　① SDS-PAGE: 浓缩胶和

分离胶浓并分别为 5%和 12% ;采用垂直板电泳槽对 2批亲和

层析法纯化的天疱疮抗体进行电泳 ,浓缩胶中电压为 80V ,分

离胶中电压为 150V ,电泳完毕后用银盐对凝胶进行染色。蛋白

标准品的分子量分别为 94. 7× 103 u, 66. 2× 103 u, 43. 0× 103 u,

31. 0× 103u, 20. 1× 103 u, 14. 4× 103 u;②间接免疫荧光 ( IIF )检

测: 取环切后的正常人包皮 ,作冰冻切片 ,以此为底物 ;一抗为

亲和层析法纯化的天疱疮抗体。阴性对照和阳性对照的一抗分

别为正常人和天疱疮患者血清 ;③免疫双向琼脂扩散试验: 以

1. 5% 琼脂加热后制板 ,其孔径为 2 mm,孔距为 3～ 5 mm ,于中

孔加入纯化的天疱疮抗体 ,周围各孔分别加入各抗体亚类鉴定

标准试剂。于 37℃湿盒中扩散 24 h ,观察抗原抗体沉淀线的位

置 ,确定纯化天疱疮抗体的亚类。

2　结果

2. 1　 PI-1单抗的生产及其检测

　　液氮冻存的 P I-1杂交瘤细胞复苏后 ,于 Balb /c小鼠腹腔

中分泌抗体 ,用间接 ELISA法测定抗体的效价为 1∶ 16 000;

而 SP2 /0瘤细胞腹水 1∶ 500稀释为阴性 ( D492值为 0. 01～

0. 05)。以正常人血清包被酶联板 , PI-1单抗与之不反应 (D492值

为 0. 07～ 0. 14)。

2. 2　天疱疮抗体的纯化
　　 PI-1天疱疮抗独特型单抗与 CNBr-Activ a ted Sephar ose

4B偶联 ,亲和层析法纯化天疱疮患者血清中的 PI-1单抗特异

性的天疱疮抗体 , Low ry法测得纯化的天疱疮抗体浓度为 0. 69

mg /ml,稀释为 0. 5 mg /ml。

2. 3　纯化天疱疮抗体的鉴定
　　亲和层析法纯化的 2批天疱疮抗体经 SDS-PAGE后 ,用

硝酸银对凝胶进行染色 ,结果均在分子量约为 50× 103u、 27×

103 u处各得一条清晰的染色带 ,见图 1,纯化的天疱疮抗体经

双向琼脂免疫扩散试验 ,可见在 Ig G4处有一清晰的沉淀线 ,见

图 2,说明了纯化的天疱疮抗体为 IgG4亚类 ;纯化天疱疮抗体

的 IIF图像为表皮细胞间有均一亮绿的线状荧光 ,天疱疮患者

血清的 IIF图像也为表皮细胞间的线状荧光 ,而这种图像以正

常人血清检测为阴性。

图 1　纯化 PAb的 SDS-PAGE
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图 2　纯化天疱疮抗体的 IgG亚类测定

3　讨论

　　天疱疮抗原位于桥粒区 ,是一类桥粒性钙依赖性

细胞粘附分子 ,寻常型天疱疮 ( PV )和落叶型天疱疮

( PF)的抗原分别为 Dsg1、 Dsg3 ,二者介导细胞的粘附

功能 ,天疱疮是一种抗钙粘附素的自身免疫性疾病
[4 ]
。

天疱疮抗体成分单一 ,主要为 IgG。本研究首次利用

PI-1天疱疮抗独特型单克隆抗体 ,特异性地将“纯”的

天疱疮抗体从天疱疮患者的血清中纯化出来。

　　对纯化天疱疮抗体的鉴定结果表明: 通过亲和层

析法纯化的天疱疮抗体 ,经 SDS-PACE后 ,与分子量

标准品相对照 ,在分子量约为 50× 103u和 27× 103 u

处各得一条清晰的蛋白染色带 ,二者分别为纯化天疱

疮抗体的重链和轻链 ,纯化天疱疮抗体的分子量约为

154× 10
3
u,达到了电泳纯 ;天疱疮患者血清作用于复

层鳞状上皮棘层细胞间的天疱疮抗原 ,其 IIF图像为

棘层细胞间的线状荧光 ,本研究纯化的天疱疮抗体的

IIF图像亦为表皮细胞间均一亮绿的线状荧光 ,且后

者的荧光图像更为清晰、特异性更强。

　　研究表明
[5, 6 ]

,天疱疮抗体 IgG4亚类可能是天疱

疮的致病性抗体 ,但天疱疮抗体各亚类在天疱疮发病

机制中的意义尚未清楚。本研究利用天疱疮的抗独特

型单抗纯化的天疱疮抗体 ,测定其亚类为 IgG4,符合

上述结果 ,说明了 PI-1天疱疮抗独特型单抗是特异性

地针对于天疱疮抗体 Ig G4,但本研究纯化的天疱疮抗

体 IgG4亚类是否导致棘层细胞松解有待实验证明。

　　 Amagai等
[7 ]分别用 PV和 PF抗原 Dsg3和 Dsg1

的重组蛋白 PV Ig、 PFIg吸附 PV患者血清中的天疱

疮抗体后 ,发现: 用 PV Ig吸附后的 PV血清只与表皮

细胞的较上层反应 ;而 PFIg吸附后的 PV血清则只与

表皮细胞的较低层反应 ,且正好处于水疱发生位置。因

此指出 ,针对于 Dsg3的抗体可能是 PV的致病性抗

体 ,而针对于 Dsg1的抗体在 PV则是非致病性的。 本

研究纯化的 PV患者血清中的天疱疮抗体为 IgG4亚

类 ,但 IIF表明 ,这些 Ig G4亚类天疱疮抗体与表皮细

胞全层反应。 因此针对于 Dsg3的天疱疮抗体与 IgG4

亚类间有何联系 ,有待于进一步研究。

　　本研究利用 PI-1天疱疮抗独特型单抗 ,特异性地

纯化了天疱疮患者血清中的天疱疮抗体 ,进一步证明

纯化的天疱疮抗体为 IgG4,说明 PI-1单抗特异性地

针对于天疱疮抗体 Ig G4亚类 ,为进一步研究 IgG4在

天疱疮发病机制中的意义提供了一种较好的手段。

　　关键词　天疱疮 ;抗独特型抗体 ;亲和层析 , IgG亚类

　　中图法分类号　 R753. 2
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