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、摘要

笠、摘要

家農蝸已被研究認為是引起過敏性疾患的重要致病因

子之一，如支氣管氣端，過敏性鼻炎及異位姓皮膚炎等。在台

灣主要的蜻種為 Dennatophagoides pteron)ωinus (Dp) 。

Der p II 為重要的過敏原，分子量為 16KD '與思

過敏性疾病的病童的血清中 19E 的反應率為 80-90% 口

首先我們以台灣過敏病葷的血清利用放射性菌斑免疫

分析法以 DNA 原位雜交的技手持，來篩選陽性的菌株。利用載

體 (Bluescript) 來做 DNA 的序列分析，發現到一段基因，其

氮。基酸序列與 Der p II 所表現出來的氮基酸序列僅僅只有三

個氯基酸不同 o

籍出表現載體 pGEX-2T 在大腸桿菌系統中將此段蛋

白質表現出來，為一分子量 44KD 的融合蛋白質 (II-8) 。利

用台灣過敏病寰的血清做 Westem blot 結果呈陽性反應。

更進一步我們以台灣過敏病寰的血清利用 Dot blot 

技街來比較 Der p II (包R) 與 II-8 過敏原 c 結果發現有三組

情形產生: (1) 立忌、 S2R 皆呈陽性反應 o (2) II-8 、 S2R皆

呈陽性反應， II-8 反應較 S2R 為強。 (3) S2R 呈陽性反應，

E 品里陰性反應 o II-8 與台灣過敏病童的血清中的 19E 反應



、攜妻

較 S2R 為強，此兩者之闊的差異是否會因為當初 II-8 是由

本地的病童血清中的 IgE 所篩選出來的差異而具有意義呢?皆需

進一步的探討。並利用 RIA 更精壤的比較兩者之間與 IgE 的結

合能力的量是否有意義的差異，都是我們所要努力的方向 D
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Part 1 

家塵螞 Der p 11 相關基因之選殖及表現 (Cloning

and Expression of Der p 11 1soforms) 
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貳、研究背景

貳、研究背景

一、即發型 (immediate) 過敏反應就是無防禦性

(anaphylactic) 或反應素依賴性 (reagin '即IgE ' dependent) 

過敏反應 G 其臨床症狀可以分為全身性和局部性兩種，全身性

的即發裂過敏反應包括下列幾種器官系統:

抗原:

(1)呼吸道，

(2)胃腸道，

(3)心臟血管系統，

(4)皮膚 o

各種抗原(過敏京)都可以引起。包括了家塵 (house

dust)、花粉 (pollen)、徽蘭 (mold)、動物皮屑 (a也mal

dander)、一些昆蟲如蟑螂(cockroach) 等所衍生的過敏原

(insect-derived allergen)、食物 (food)、藥物 (drug)、以及

膜翅類昆蟲毒素(hymenopteravenom)等 o

抗體:

主要為IgE 0 

補體:

不參與作用 G

典型的部發型過敏反應在動物實驗中是先注射抗原，

6 



貳、研究背景

過幾天後抗原已經誘發抗體形成，並且抗體附著在肥大細胞

上，也就是說該動物已經被致敏化了，這時候再從靜脈注射抗

原立刻就會引起即發型的過敏反應 (Gell and Coombs, 

1963) 0 

二、每個抗體只與抗原的某一特別部位結合，這個部

位稱為抗原決定位聾，某一特定抗原可以具有數種不同或相同

的抗原決定位置 o

三三、 Dr.Chua 於 1993年提出 :DNA 序列的

polymorphisms 深深地影響過敏原敏感度及 T 細胞的 Cross

reaction (交叉作用) (Chua KY et al., 1993) 。決定 Allergen

polymorphism 的重要性並不是只為了未來相關技術童組

(recombinant) 的應用，而是為了讓我們更進一步的了解

恥fite allergen 0 

在 1993 年 Dr.Chua 研究五個 Derp 1 株落

(Clones) ，發現共有六處氮基酸產生變化，每一個 Derp 1 株

落 (Clones) 只有 1刁個氮基酸的變化 (Chua KY et 泣，

1993) 0 例如: His 白 Tyr 所置換; Glu 由 Lys 所貴換，這

些並不被認為會造成蛋白質三級結構的改變，但是氮基酸的任

何改變亦可能會深深地影響 T 細胞抗原決定點的改變，包括

7 



貳、研究背景

決定 T 細胞所對應的抗原決定點的靠外傲的氮基酸的變化 G

(Liu ZR et al., 1991 ; Evavold BD et al., 1991 ; Brown LE 

et al., 1991) 。

Evavold and Allen 於 1991 年也曾提出

antihemoglobin T cell clone 會因為 Thr 由 Ser 所取代;

Gln 由 Asn 所取代的變化而失去了它 epitypic 的活性 o 此

Derp 1 株落 (Clones) polymorphism 的機率遠遠大於

cDNA replication 所產生的錯誤 (e訂or) 機率 1/10000 '並

立證明確實 4/5 的株落有氯基酸代替。

自為所有全部的 polymorphisms 並不可能完全被找

到，所以在測量過敏原闊的 T 細胞 cross-reactivity 或免疫

反應上基因的研究，皆會造成混淆 D 有趣的是

polymorphisms 的區域都是在 Derp 1 與 DerfI 高度保留

區域，而不是在 N 端或 C 端或是種與種之間的變異處

(interspecies variation) 0 

四、家麗是引起氣喘病及異位性皮膚炎的黨要過敏原

之一。雖然家廳中，包含了許多過敏原，如:螞、動物皮屑、

籲葳袍子等，鏽還是引起許多過敏性疾病的重要過敏原之一

(Toshifurr吐 Yuuki and Yasushi Okumura 19 )。

8 



、研究背景

第一組騎過敏原 (group 1 ) 

塵蝸過敏原為過敏性疾病的主要過敏原，而且是氣端的

危險因子之一 o Der p 1 '為一 27KD 的普普蛋白 (glycoprotein) , 

是在瞞的糞便中發現的(Thomas WR et al. ,1988) 0 Der p 1 'Der f 

i 及Eur m 1 (Thomas WR et al. ,1988) (Chua KY et al. ,1988 ; 

Dilwo吋1 RJ et al. ,1991) (Kent NA et al. ， 1991) 的 cDNA 已被選

殖 o Der p 1 被證明為一 Cysteine protease ' Der p 1 的第詔-71 個

氮基酸和第 117-133 個氮基酸與病人血清中的 19E 反應性最高

(Pascale Jeannin et al. , 1992) 0 但是Derp 1 過敏原經過 Ecoli 系統

所表現出來的融合蛋白質與病人血清中的 19E 反應性比自然裂的

Derp 1 差很多的ilworth RJ et al., 1990) 0 Der p 1 與DerfI 有

81% 的 homologous ' 1993 年 Dr.Chua KY 比較五個 Derp 1 不同

的 cDNA' 發現在每個 cDNA 之間有 1刁佰氮基酸的不悶，其最

常兒的氮基酸改變位置為鉤， 82 ' 124 ' 136及215等，而這些位

置恰為細胞重要的抗原決定點 D 現今已在酵母商系統表現出 Der

pI 的蛋白質 (Chua KY et al. ， 1992) 其對 19E 的抗原性，較大揚桿

菌系統表現出來的好，為今後研究的重要材料之一 D

第二組搞過敏原 (group II ) 

9 



貳、研究背景

Derp 1 為一分子重 14KD 的蛋白質 o Der p 1 和

Der p II 與病人血清中 IgE 的反應率大於 800/0 (Lind P et 

al., 1983 ; Krilis S etal., 1984 ; Tovey ER et al., 1987 ; 

Heymann PW et al., 1989) , Der p II 與 DerfII 有 88%

的 Homology (Trudinger M et 泣， 1991) 0 1990 年， Dr. 

Chua 以 IgE plaque immuno screening 的方法從 λgt11 基

因庫中分離出Der p II 過敏原。將Der p II 義囡接入pGEX申

2T 株落中，為一分子豎 42KD 大小的 GST 融合蛋白質，此

GST 融合蛋白質與氣喘病人和氣喘病叢血清的反應率和自然

型的 Der p II 差異並不大 o

D r. Chua 於 1991 年研究分析指出 Der p II 在 L

的的氯義酸片段與 69-129 的氣基酸片段與病人血清中的

IgE 反應率皆為 38% '但是比的-129 的氯基酸片段少了 12

偶氮基酸的 69由 117 的氮基酸片段，其反應率部降到 15% 。

1993 年 Joost RJ 等人提出:有許多 T 細胞的 epitope 零散

地分佈在 Der p II 分子上 o 有人推測鋪重要過敏原為消化過

程的一重要物質， 1992 年 Dr. Stewart 比較生化及全理化學

的研究後，指出此蝸體糞便中及臨體萃取物中所找到的蛋白質

Der p II 推測可能為 lysozyme 0 

nu 
令
2
2
.
4



貳、研究背景

協第二組過敏原與溶菌酵素(lysozyme) 闊的比較 (Stewart

GA et al., 1992) 

Parameter Group II allergen Mite lysozyme 

Molecular weight 15 ,000 16.000 

Isoelectric point 5>8 5>8 

Precipitation by ammo- 50%-80% 50%-80% 

nium sulfate (percent 

saturation) 

Acid stable Y臼 Y的

Heat stable Yes Y臼

Present in Both body Y臼 Yes 

and fecal extracts 

我們利用憂灣氣喘病童血清中的 19E 選殖到一個

Der p II 的 cDNAo 關於 Der p II 的抗原決定位置的存在是

否依賴完整的蛋白質三級構造，目前正被探討中。

第三組麟過敏原 (group IlI)

Der p III 、 Derf近其氮基酸的排列序列應是膜蛋白

酵素 (tηrpsin) ，為消化到的童要物質之一 (Stewart GA et 

a l., 1991) 0 Der fII1 為一 29KD 的蛋白質 (HeymannPW

et a l., 1989) 0 自然狀態的 DerfII1 是藉由 5A12 單株抗體

11 



武、研究背景

分離得到的 o Der p III 為… 32KD的蛋白質，但常常有 34 及

28KD 變化的形式出現(Stewart GA et al.， 1992) 。其自然狀

態的 Der p III 是由 Gel filtration 分離得到的。藉由 DNA

探針已從 Dp 的 cDNA 基因庫中調到 Der p III 的 cDNA

(Smith W A et al. , 1994) ，其具有 232 個氮基酸，推測的分

子量為 24985D' 與 Trypsin 蛋白質有 50% 的相似性 (homo

-logous) 0 這些存在不向分子量的 Derp m 及 DerfIII 可

能是自己分解的產物或變異型 (isoform) 的蛋白質 (Stewart

GA et al., 1992) 。

1989 年 Dr. Heymann 等利用 IgE 菌斑放射線免疫

分析法 (plaque radioimmunoassay) 分析其反應比率為

16% 0 

第四組螞過敏原 (groupN)

在 1979 年 Flind 發現徽菌中的澱粉酵素(Amylase)

會引起過敏病， 1986 年 Baur 等人發現澱粉酵素(Amylase)

可刺激 IgE 產生，並產生呼吸道的症狀。在 1991 年， Dr. 

Stewart 等人發現締的排泄物中有澱粉酵素(Amylase) 的活

性 o 故懷疑臨的排泄物中的澱粉酵素為一過敏原 o 之後純化

到一 60KD 的蛋白質 DerPIV '亦可與 IgE 反應，其與蝸

12 



貳、研究背景

的過敏病童反應率是 25% '與鏽的過敏病成年人的血清中

IgE 的反應率為 46% 0 目前其基因的選殖工作正在進行中 D

第五組搞過敏原 (groupV)

1989 年 Dr. Tovey 利用混合的過敏病人血清所進行

的 IgE 菌斑放射線兔疫分析法 (plaque radioimmunoassay) 

第一個選殖到的 Der p V 0 Der p V 為一可製造 14KD 蛋白

質的過敏原，可能與果蠅的乙醇去氫酵素 (a1cohol

dehydrogenase) 相似(Fletcher TS et al., 1978) 0 1993 年

Dr. Lin 利用一位臺灣病童的血清進行 IgE 菌斑放射線免疫

分析法 (plaque radioimmunoassay) 得到一個截短澀的 Der

p V '並利用此截短澀的 Derp V 基囡當探針，進行 DNA

雜交反應、 (hybridization) ，得到預測成熟蛋白質為的KD 全

長的 cDNAo 純化自然型的 Derp V '並決定其 N申端氮基酸

排列序列乃是未來所要努力的方向 G

第六組搞過敏原 (groupVI) 

Der p VI 及 Derf 現在還原態的 SDS-PAGE 分

析，分子量為 25KD '以 Sephadex G-75 的過游色層分析，

分子量為 27KD 0 早期利用生化學方法從 Dp 及 Df 的培養
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貳、研究背景

基純化得到的，稱之為 DP4 及 DF4 (Yasueda H et 

泣， 1991) 0 之後稱之為 DP5 及 DF5 (Yasueda H et 

泣，1993) 0 最後正式稱之為 Der p VI 及 Der f VI (Thomas 

WR. , 1993) 0 Der p \11 及 Der f VI 具有水解蛋白質活性，為

類似乳藤蛋白酵素 (chymotrypin) ，其放射性免疫分析結果，

血清 IgE 反應比為 41% 0 

第七組螞過敏原 (groupVII)

DerpVII 乃是以菌斑放射性免疫分析法，利用一位

臺灣氣喘病童的血清中的 IgE 抗體從 Dp 之 λgt11 基因庫所

找到的 (Shen HD et al.,1993) ，分子最為 22， 177 D '為一可

製是 215 個氮基酸的 cDNA' 包含了 17 個氮慕酸的領導序

列，目前沒有 Homologous 發現 o 這位臺灣氣喘病童的血清

中的 IgE 抗體與鋪 60KD 與 25KD 成分皆有反應。 Derp

VII沒有 cystein 及 tryptophan '含一個醋化位置，其基因

在大腸桿菌系統表現，對臺灣氣喘病童的血清做點狀免疫分析

法 (Dot blot) 及皮膚試驗 (skin test) 發現有 37% 及 53% 的

陽性率，以兔子抗螞抽取物的抗體 (rabbit anti咱mite extract 

antibody) 經 DerpVII 的蛋白質吸階，發現可吸附蝸抽取物

(mite extrac) 中 29 ' 27 ' 24KD 的抗體，其真正意義正在研

14 



貳、研究背景

究中 G

家塵螞 (D. pteronyssinus) 過敏原(Thomas WR, 1993) : 

MW Function IgB binding sequence 

(KD or Mr) Frequency (%sera) 

Derp I 25 Cysteine protease 80-100 cDNA 

Der p II 14 Probably lysozyme 80-100 cDNA 

Der p III 28/30 Trypsin 70-100 N-term 

Der p IV 56-60 Amylase 40 N-term 

DerpV 15 。 40 cDNA 

Derp VI 25 Chymotrypsin 40 N-term 

Der p VII22,26,28 。 40 cDNA 

15 



參、材料與方法

參、材料與方法

家塵蜻品ermatophagoides pteronyssinus 的 cDNA 基

因庫

Po1y A十 RNA是由泊的蟻體分離出來的 (Common

wea1th Serum Laboratories, Me1bourne, Austra1ia) 

(Stewart GA et al., 1987) 0 cDNA 的備製是使用 HuynH et 

al.所描述的 Sl nuc1ease 方法製作 (Huynh TV et 泣，

1985) 。接上 EcoRI 連接子 (1扭扭r) ，產生接合端，再接到

λgt11 中，之後再設在 Escherichia coli YI090 平板培養基

上 o
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參、材料與方法

家塵騙-Dermatophagoides pteronyssinus cDNA 基因庫的篩

選

將 Escherichia coli Y1090 50ml 培養至 Log

phase 後， 4
0

C 離心 4000 rpm, 15分鐘，沈澱物力日 400μ1

PBS' 加入適量的噬菌體培養 37
V

C 30 分鐘後一起倒入未凝間

50
0

C 的培養液，混合後再倒在平板培養且上， 37
0

C 作用隔

夜 o 使每個平板培養血土產生 20000個噬茵體形成單位

(pFl乃，將硝基纖維素濾、紙 (Nitrocellulose filter) ，先以

2mg/甜甜'TG (isopropyl beta-D-thiogalactoside) 飽和後乾

燥 G 然後平放在平板培養血上， 37
0

C 作用隔夜，敢出濾紙以

TNT 洗三次，再以 5% 脫脂奶粉阻斷 (blocking) 一小時，再

加入欲測試的台灣病叢血清 (1 : 5 倍稀釋) 4
v

C 隔夜作用，洗

三次，再加入125碘標識的抗人類血清 IgE 的第二級抗體

(secondary antibody) 作用一小時， TNT 輕洗徹底(約 10 分

鐘 6 次)。於 x-光底片下感光，也70
0

C 24小時。
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參、材料與方法

Derp n 棺關基因的 DNA序列分析

用廠商的 Lambdasorb Phage Adsorbent (Promega, 

Madison，明11) 分離 λgt10 和 λgt1 1 的 cDNA' 將其DNA

用 EcoR I 切割。插入的 DNA 用標準步驟次選蘊到

Bluescript phagemide (Stratagene, Califomia) 口為了決定

DNA 的次序， 4μg 的雙股質體 DNA' 利用鹼性溶液 (2M

NaOH, 2rnM EDTA) ，在室溫作用 5 分，使 DNA 變性成單

股 DNA; 再用 2μ12M 醋酸鏡 pH4.6 中和反應，此時變性

的單股 DNA 用酒精沈澱，再以 7β1 的蒸餾水溶解。 cDNA

次序的決定是用廠商的 Sequencing Version 2.0 kit(USB , 

Ohio) 以雙去氧核酸鏈中止的方法完成 (Sanger F et al., 

1977) 0 
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多、材料與方法

以 PCR 技術放大 Der p II 相關基因 (N路10)

Bluescript phagemide (Stratagene, Califomia) 上

接有Der p II 相關基因(以下稱NsB lO) ，以 PCR 技術放大

之 O 利用含 BamH I 位置 (site) 序列的引子，以PCR 技術將

Der p II 相關基因 (NsB lO) 3 端放大成真 B缸nH I 位置

(site) 的序列 D 如此一來此Der p II 相關基因 (NsBlO)則一端

具有 EcoR I site '一端則具有 BamH I site 0 其惡|子

(primer) 分別是:

SK- I (5 呻TCTAGA ACTAGTGGATC刁);

Eh5(5-TYAGAAGTEGATG TTCCC3 , )o 

使用的酵素是 pfu 0 

其步驟為 95
0

C 5分鐘， 55
0

C 2分鏡， 72
0

C 2分鐘，

各一次 95
0

C 30秒鐘， 55
0

C 1分鐘， 72
0

C 2分鐘，各 38

次 95
0

C 30秒鐘，鈞。C 1分鐘， 72
0

C 10分鐘，各一次。
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參、材料與方法

純化 PCR 結果的Derpll 相關基因 (N5BI0)

PCR 產物跑1.5% 低沸點洋菜膠 (Low melting 

gel) ，之後在紫外燈下切下預期大小的洋菜繆(約 O.4ml) ，加

入 200μ1 1 X TE (pH8.0)/40μ1 1M NaCl '加熱的。C 20分

鐘，趁熱時加入 phenol (1: 1) ，趁熱攪拌混合 (stir) 2分鐘，

離心 20
0

C ' 12000rpm ' 5分鐘。敢上清液，下層液加入 100

μ1 TE' 攪拌混合 (stir) 2分鐘，離心鉤。c ' 12000rpm' 5 

分鐘 o 敢上清液與第一次的上清液混合，加入 phenol (1: 1) , 

攪拌混合 (stir) 2分鐘，離心鉤。c ' 12000rpm' 5分鐘 G 敢

上清液，加入 phenol (1: 1) ，攪拌混合 (stir) 2分鐘，離心 20

。c ' 12000rpm' 5分鐘。敢上清液，加入 leader phenol 

(1 :1) ，攪拌混合 (stir) 2分鐘，離心 20
0

C ' 12000rpm ' 5分

鐘 G 敢上清液，加入 leader phenol (1: 1) ，攪拌混合 (stir) 2 

分鐘，離心 20
0

C ' 12000rpm ' 5分鐘 o 敢上清液，加入

leader phenol (1: 1) ，攪拌混合 (stir) 2分鐘，離心鉤。c ，

12000rpm' 5分鐘。故土清液，加入 Ch1oroform : 

Isoamyalcohol 24 : 1 溶液，攪拌混合 (stir) 2分鐘，離心 20

。c ' 12000rpm ' 5分鐘 D 敢上清液，置於事先已加入 1μ1

20 



參、材料與方法

10mg/ml Dextran 或 glycogen; (1: 10) 3N Sodium 

Acetate ; (2.5 X) 100% 冰的絕對酒精的容器中，稍稍混合一

下，覽於刁OOc 2小時 G 迅速離心於 4
0

C ' 15000rpm' 15分

鐘，去上清液，乾燥 5 分鐘，加入 50μ1 的 H20 ，稍稍混合

一下，微微離心，蠶於“。C 15分鐘，置放在 4
0

C 隔夜 G
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參、材料與方法

用限制酵素切載體 DNA 和欲插入載體 DNA 的Derp 互相關

基囡 (N5BI0)

Plasmid DNA (GEX-2T) and Der p II -R insert DNA cutted 

Restriction Enzyme 

a. 載體 DNA(GEX-訂)的簡介:

pGEX 載體限制酵素切割位置的介紹:

pGEX-l: 

Pro Lys Ser Asp Pro Arg Glu Phe I1e Val Thr Asp *牢牢

CCAAAATCG GAT CCC CGG GAA TTC ATC GTG ACT GAC TGA CGA 

BamHI SmaI EcoRI 

TCTG 

pGEX♂T: 

Thrombin 

Pro Lys Ser Asp Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Gly I1e His 

CCA AAA TCG GAT CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATT CAT 

BamHI SmaI EcoRI 

Arg Asp *** 
CGT GAC TGA CTG ACG ATC TG 

pGEX刁X:

22 



參、材料與方法

Factor X 

Pro Lys Ser Asp Leu 1le Glu Gly Arg Gly I1e Pro Gly Asn 

CCA AAA TCG GAT CTG ATC GAA GGT CGT GGG ATC CCC GGGAAT 

BamI SmaI EcoRI 

Ser Ser *** 
TCA TCG TGA CTG ACT GAC 

GATCTG 

b. 步驟

將載髏 (Plasmid) DNA (GEX-2T) 和Der p II 血R

insert DNA 皆以 EcoR 1 'BamH 1 restriction enzyme 作用

37
0C 4 小詩切斷。
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參、材料與方法

接合 (Ligation)

將已被 EcoR 1 'BamH 1 restriction enzyme 作用

過的載體 (Plasrnid) DNA (GEX-2T) 和 Derp 立 -R insert 

DNA 跑1.5% 低沸點洋菜膠 (Low melting gel) ，之後在紫

外:援下切下預期大小的洋菜膠，並純化之，加入接合緩衝液

(ligation buffer) ，及 T4 DNA ligase (按合酵素) ，作用 4
0

C

隔夜 o
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參、材料與方法

Agarose“ Gel Electrophoresis 

以 TAE 緩衝液泡 0.8% 的 agarose gel '待冷卻凝

圓後將 DNA 與 loading dye (6: 1) 混合之後，覽於 agarose

gel 的自槽中，以 100V 的電壓出陰極往陽極跑，之後以

Ethidium Bromide 染色，在紫外燈下觀看 o
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參、材料與方法

轉型 (Transformation) 及篩選 (Selection)

陪夜培養 E.coli TG血 1 '然後取 1/50 體積接種在含

有安匹西林 (100μ g/ml) 的 L 肉湯，放在 3月7 0C 200 rpm 搖

動，一直到吸光度在 OD 為 0.6 '此時約須二小時 O 取
650 

50ml的菌液以 3000rpm' 5 分鐘， 4
0

C 離心 D 去上清j夜 O 加

入無菌冰的 O.lM MgCt 25ml '快速震還混合，之後立刻以
2 

3000rpm' 5 分鐘， 4
0

C 離心。去上清液，加入無菌冰的

O.lM CaC1
2 

12.5ml '置冰中，小心溫和地以玻璃吸管一吸一

放地混合之 G 置冰中至少 1 小時 D 以 3000rpm' 5 分鐘， 4 0C 

離心，去上清液，加入無菌冰的 O.lM CaCl 5ml' 小心溫和
2 

地混合之。故 300μ1110入接合好的 DNA25μ1 '另各取 300

μl加入 10 倍 100 倍稀釋的 DNA25μ1 '蠶冰中 40 分鐘至

1 小時，之後放軍在 42
0

C 1 分鐘(或 37
0

C 5 分鐘)。塗抹在

含有安匹西林 (100μ g/ml) 的平板培養基上， 370C 隔夜培

養 G 隔天從此含有安匹西林(100μ g/ml) 的平板培養基上，

挽選交出來的菌株 8 株再劃在另一偶含有安匹西林 (100μ

g/ml) 的平板培養基上， 37
0

C 隔夜培養，使我們能得到更純的
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參、材料與方法

單一菌株 o 晴天從此含有安匹西林(100μg/ml) 的平板培養

基上，各挑選長出來的菌株 1 株，種於含有安匹西林(100μ

g /ml) 的 L 肉湯中， 37
0

C 陪夜培養 D 隔天從此含有安匹西

林 (100μ glml) 的 L 肉湯中，吸取 0.2ml 放於1.8ml 的合

安匹西林 (100μ glml) 的 L 肉湯中，放在 37
0

C 200 rpm 搖

動， 2 小時 D 取 300μl 離心 10000 rpm 4 0C 5分鐘，凍於申

70
0

C 。剩下的1.7ml 菌液加上 IPTG (isopropyl beta-D-

thiogalactoside) 使其最終濃度為 O.lmM 0 放在 37
0

C 200 

rpm 搖動 '2 小時，取 200μ1 離心 10000 rpm 4 0C 5分鐘，

再將此 200μ1 菌液離心後的沈澱物與前面凍在刀OOC 的商液

離心後的沈澱物一起以 SDS-PAGE sample buffer 100μ1 混

合後煮沸 5 分鐘。跑 SDS-PAGE 來篩選轉型

( transformatrion) 成功的菌株 D
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參、材料與方法

SDS-PAGE Gel (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

of Proteins) 

Mini-resolving gel : (12.5%) 

試藥(1:36) 30% Ac叮rlamide : 3.75立吐

l.5孔1 Tris pH 8.6 : 2.25日11

H
2
0: 3ml 

20% SDS (Sodium dodecyl sulfate) : 45μ1 

10.0% A.P. (Ammonium persulfate) : 35μl 

TEMED (N ,N ,N' ,N' -te缸缸ne吐lylethy lenedi缸nine)

:5μ1 

方法: 靜軍作用 60 分鐘，以 20% 酒精壓平，為下層膠

(Lower gel) 0 

Stacking gel : 

試藥 (1 :36) 300/0 Acrylamide : l.Oml 

0.5M Tris pH 6.8 : l.9口11

H
2
0: 4.5ml 

20% SDS (Sodium dodecyl sulfate) : 35μ1 

10.0% A.P. (Ammo剖um persulfate) : 40μ1 
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參、材料與方法

TEMED (N ,N ,N' ,N'-tetramethylethylenediamine) 

: 10 ~ 1 

方法: 靜聾作用的分鐘，並加上齒槽做蛋白質欲放軍的臼

槽的模型，為上層膠 (Upper gel) 。

樣品: 將欲瀉的樣品與樣品援衝液，一起混合完全後煮沸 5

分鐘，待冷卻後，將處理過的樣品置入凹槽中，以

100 伏特的電壓在 Tank buffer (Tris 3 g / Glycine 

14.4g / SDS 19/ 每公升)中使樣品由陰極跑向陽

極，當第一個染料跑掉時，即可關掉電源 o ~文下

SDS-PAGE Gel 置放於 Staining buffer (0.1 0/0 

Coomassie blue / 100/0 Acetic acid / 50% 

methanol) 中染色 2 小時，之後以脫色液

(lO%Acetic acid /45% methanol) 脫色至背景色為

透明無色為止。
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參、材料與方法

GST 磁合型蛋白質的表現 (Expression) 和純化

a.GST 基因融合系統的介紹:

Insertion of foreign gene into GST expression vector. 

Growth and induction of bacteria transformed with 

recombinant vector. 

Harvesting and lysis of bacteria. Clarification of 

homogenate. 

Adsorption of fusion protein onto gel. 

Elution of fusion protein. Proteolytic cleavage of fusion 

protein immobilized on gel. 

Proteolytic cleavage in solution 

of eluted fusion protein. 

• 

Further purification of foreign (poly)peptide 
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多、材料與方法

b.步驟:

將轉型成功的 E.coli 菌株先隔夜培養，然後取 1/50

體積接種在含有安匹西林 (100μ glml) 3000ml 的 L 肉湯

中，放在 37
0

C 200 rpm 搖動，一直到吸光度在 OD60。為

0.5 '此時約須二小時 D 在 3000ml 的 L 肉湯中加入 IPTG

(Isopropy 1thiogalactosidase) 使最終濃度為 O.lmM '繼續放

在 37
0

C 200 rpm 搖動二小時， 3000g 離心的分鐘，去土清

液 O 以 TBS (Tris Buffer saline) 洗塵澱物 1-2 次，離心後

加入 1:100 體積比的 TBS (Tris Buffer saline) ，約 30ml 0 

之後加入 1ysozyme 7.5mg (10mg 1ysozyme / 40ml TBS) , 

萱室混30 分鐘，再加入 MgCl.， (lM) 150 抖 1 ; DNase 1 
2 

(10mg / ml) 60 /1 1 ; Aprotinin 200μ1; PMSF 

(pheny1methy1- su1fonyl fluoride 100mM) 150μ1 

Tween咀20150μ1 0 將此、溶液置放在液態氮 N(l)中，並旋轉

容器，使之能夠快速結冰，再迅速解凍於 45
0

C 中，加 PMSF

150μ1 0 如此結凍、解凍 3 次，再以超音波處理樣品由膠液

態變成液態，以 15000 rpm 4
0

C 離心 10 分鐘，敢上清液 G

上清液約 30ml 加上的川之 EDTA(0.5M)混合。過

mil1ipore (1.2μM)2 次，道 column (新的粉狀 G1utathion
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參、材料與方法

bead 100mg 泡在 50rnl 的 TBS 中，洗 3 次，填塞在

column 中，以含有 0.25mM EDTA 的 TBS 100rnl 沖洗之)

3 次，再以 TBS 洗至 OD 小於 0.003 '利用洗出緩衝液
280 

(Glutatmon elution buffer; Tris 0.605g / Reduced 

Glutathione 0.154g /每 100rnl / pH8.0) 將 OD280值最高者

收下來﹒並以 TBS 清洗 column 0 (column 可重復使用。)收

集下來的樣品須以透析模/ PBS 透析之 G
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參、材料與方法

蛋白質的測定

採舟 BIO-RAD PROTEll、J ASSAY 的方法。以 O 、

2 、 4 、 6 、 8 、 10μg BSA/ml 當 standard ' standard 與預測

定的樣品皆溶於 0.8ml 的 H20 中，待混合完全後，各加入

0.2ml 的 Bio-Rad reagent '混合完全後，靜置 5 分鐘，再各

取 150β1 至 ELISA plate 上，以 ELISA reader 判讀結果。
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參、材料與方法

轉印 (Transfer)

採用 ATTO corporation 的 AE-6675

HORIZBLOT 0 SDS咱PAGEGel 和硝基纖維素紙 (Nitro-

cellulose paper) 大小為 9× 6.5cmh 毫安培數為 146.0 '伏

特數為 100 Volts '由負極往正極飽。轉印時間為 40分鐘至

60 分鐘，轉印 (Transfer) 完成後以 2% Ponceau-S 染色看看

蛋白質是否有轉印成功，並用鉛筆標示分子囂的大小於硝基纖

維素紙上(r、JÏtro-cellulose paper) 。
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參、材料與方法

蛋白質免疫轉印法 (Western Blot) 

轉印成功的硝基纖維素紙 (N咀C paper) ，先以 5% 的

脫脂奶做阻斷的工作，置放於室溫至少 30 分鐘 o 將病童的血

清，以 1:5 倍稀釋，與硝基纖維素紙 (N-C paper) 一起於 4

。C 中作用稿夜，之後以 TBS-Tween 洗 3 次每次 10 分鐘 G

然後加入第二級抗體(已接上放射性125碘的老鼠抗人類血清中

的兔疫球蛋白 IgE 的抗體) ，於室溫中一起作用 3 小時，之後

以 TBS-Tween 洗 6 次每次 10 分鐘，最後待硝基纖維素紙

(N-C paper) 乾了之後，以 x-光片壓片、洗片即可。
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參、材料與方法

點狀免疫吸附分析法 (Dot-blot immunobinding assay) 

將欲測試的抗原蛋白質直接點在硝基纖維素紙 (N間c

paper)上，待乾燥後，以 5% 的脫脂奶做阻斷的工作，置放於

室溫至少 30 分鐘 o 將病寰的血清，分別以 1:5 倍稀釋，與

硝義纖維素紙 (N-C paper) 一起於 4
0

C 中作用隔夜，之後以

τ13S-閻刁.胸剛

的老鼠抗人類血清中的免疫球蛋白 I站gE 的抗體，於室溫中一

起作用 3 小時，之後以 TBS-Tween 洗 6 次或更多，每次的

分鐘，最後待硝基纖維素紙 (N-C paper) 乾了之後，以 X呵光

片壓片、洗片即可。
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肆、結果

肆、結果

1.Der p II 相關基因 II-8 的 cDNA 次序的決定是用

廠商的 Sequencing Version 2.0 kit(USB , Ohio) 以雙去氧核

酸鏈中止的方法完成的。

a. Der p 立相關基因的cDNA 次序(圈一)

CACAAATI'CITCTITCτ立'CCITACTGATCATrAA'ICTGAAAA.c:AAAACCAAACAA

-17 哺 10

ACCA TICAAA 1\.τG 1\.τG TAC AAA. ATr TIGτGT CTr 'I'CλTIG TIG Gτ'c GCA GCC GTr GCT CCT 

Met Met Tyr Lys 工le Leu Cys Leu Ser Leu Leu Val Ala A工a Val Ala A工a

10 20 

GAT CAA GTC GAT GT<三AAA. GAT τ"GT GCC AAT CAT GAA 1\.τ'c AAA. AAA. GTT TTG GTA CCA GGA 

Asp Gln Val Asp Val Lys Asp cys A工a Asn His Glu 工le Lys Lys Val Leu Val Pro Gly 

30 是O

τ"GC CAT GGI' τ'CA GAAτ'CA τ"GT 1\.τ'c ATr CAT α:;T GGI' AAA. CCA TTC CAA TTG GAA GCC GTT 

已's His Gly Ser Glu Ser 臼rs 工le Ile His Arg Gly Lys Pro Phe Gln Leu Glu A工a Val 

50 60 

TTC GAA GCC AAC CAA AACτ'CA AAA. ACC Gcr AAA. ATr GAA ATC AAA. GCTτ'CA1\.τ'c GAT Gσr 

Phe Glu A工a Asn Gln Asn ser Lys τ'hr Ala Lys 工工e Glu 工工e Lys A工a Ser Ile Asp Gly 

70 80 

TrA GAA GTr GAT GTT CCC GGI' 1\.τ'C GAT CCA AAT GCA τGC CAT TAT ATG AAA. τGTα三A TTG 

Leu Glu Val Asp Val Pro Gly 工le Asp Pro Asn A工a Cys His 站rr Met Lys 也rs Pro Leu 

90 100 

GTT AAA GGA CAA CAA TAT GAT ATr AAA. TAT ACA TGG AAT GTT Cα:; AAA. ATr GCA CCA AAA. 

Va工 Lys Gly Gln Glnτyr Asp Ile Lysτyrτ'hr Trp Asn Val Pro Lys 工工e Ala Pro Lys 

110 120 

τ'c1' GAA AAT GTT G恨三GI'C ACT GTT AAA. GTr 1\.τ"G GGT AAT GAT GGT GTr TTG GCC TGT GCT 

Ser Glu Asn Va1 Val Val 甘1r Val Lys Val Met Gly Asn Asp Gly Val Leu A工a Cys Ala 

129 

A'IT GCT ACT CAT GCT AAA. 1\.τ'C CGC GAT TAAAT"æAGI::AAACAAACAAAATTrÞæ士也控''ITIGTAATCAA 

工le A工aτ'hr His Ala Lys 工le Arg Asp 

A'ICÞA TIGA. TrTrCTTTCCAÞAAAAÞ::rAAAAATAA.的革ATTC
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肆、結果

b. Der p II 相關墓園 II-8 的 cDNA 與 Der p II 相

關基因 S2R 序列的差異 o (圈二)

立-8 CACAAATI'C'ITCTI'TCTI'CCTI'ACτ'GATCATTAATCτ'GAAAACAAAACCAAACAA 

S2R ***女女女********女女**********女會*****************會******會**

-17 -10 

ACCATTCAAA N.τ'GÞ!.τ'G TAC AAA ATI' TI'G τ'GT CTI' TCA TI'G TI'G Gτ'C GCA GCC GTI' GCT G:三T

付叫抖的村 女叫***村女的*村會叫* *** ***村女付* *** ***叫* ***叫* ***α? 

工 10 20 

GAT CAA Gτ'C GAT G'IX三 AAA GAT τ'GT GCC AAT CAT GAA N.τ'C AAA AAA GTI' TI'G GTA CCA GGA 

*** *** **會 *** *** *會* *** *** *** *** *** *** *** **，每 *可每* **女 女*可給 女** *** *** 

30 40 

TGC CAT GGT TCA GAAτ'CA τ'GT N.τ'C ATT CAT CGT GGT AAA CCA TTC CAA TI'G GAA GCC GTI' 

*** *** *** *** *** C** *** *** *** *** *女女 *** *** *** *** *** *** *** *** *** 

50 60 

TTC GAA GCC AAC CAA AACτ'CA AAA ACC GCT AAA ATT GAA N.τ'C AAA GCTτ'CAN.τ'C GAT Gσ工，

女** *** *** *** 會** *** A** *** *會G *** 會** *** *** *會背 *** **C *** *** *** *** 

70 80 

TTA GAA GTT GAT GTI' CCC GGT ATC GAT CCA AAT GCA τ'GC CAT TAT ATG AAA TGT CCA TI'G 

*** *** *** *** *** *** *會* *** *** *** *** *** *** *計* **C *** *** **C *** *** 

90 100 

GTI' AAA GGA CAA CAA TAT GAT ATT AAA TAT ACA 吐'GG AAT GTI' CCG AAA ATT GCA CCA AAA 

*可每* ，悟** *** **.，每 *** *** *** 女、台* *** *** *** *，每* *** *** *** *** *** *** *** *** 

110 工20

TCT GAA AAT GTT G在'C GTC ACr GTI' AAA GTT ATG GGT AAT GAT GGT GTT TI'G GCC TGT GCT 

*** *** **會*** *** *** *** *** *** *** *** *** G** *** *** ***會** *** *** *** 

129 

ATT GCT ACT CAT GCT AAA þ!.τ'C CGC GAT TAAATTCAOCAAACAAACAAAKITTKrτ'GKrTI'I'GT AATCAA 

*** *** *** *** *** *** *** *** *** *****CA*A****ATTTATI'G****τ'C*A**CACAA*τ'GATT 

KrCAATrGA TI'I'去了rr立:CAAA.AAAKrAAAAATAA.GGGAATTC 

GATTT *CTI'*C:CAlAAAAAA * * *T* * * * * *女女T*TT**會*****
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肆、

c. 立品與 S2R 蛋白質其氣基酸的變化市影響電荷的變

化情形:

NO. “ 1 Arg• Pro(postively charged• nonpolar) 

NO. 26 Pro~Ser(nonpolar→polar but uncharged) 

NO. 47 Thr• Ser(polar but uncharged) 

NO.113 Asp-• Asn(negatively charged• polar but 

uncharged) 

2. Derp 立相關基因 (N5BlO)與表現載體 pGEX-2T

接合成功後，轉型(transformation) 送入寄主細胞 TG-l' 以

一倍、十倍、一百倍稀釋培養在平板培養且中，挽選出 8 個

商落，再經 IPTG 的誘導 (induced) ，以 SDS間PAGE 篩選出

接合成功的菌株 oMW

(團三)
97 

66 

45 

31 

21 

14 

關三 lane 1 : molecule weight. lane 2. non-induced. 

lane 3明8 : transformation 經Ampicillin 篩選後分別挑選

出六棟菌落，再以 IPTG induced '觀察 pGEX-汀，也

Der p II cDNA 的表現情形 o
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譯、結果

3. 將轉型成功的 E.coli 萬株加入 IPTG 誘導

(induced) 後，將菌液打破，還 column '再以 TBS 洗王三

OD
280 
小於 0.003 '利用洗出緩衝液 (Glutathion elution 

bu缸er; Tris 0.605g / Reduced Glutathione 0.154g /每

100ml / pH8.0) 將 OD280 值最高者收下來 o 收集下來的樣品

以透析模 / PBS 透析之。(圈四)

97KD 
66KD 

45KD 

31 KD 

圓白: lane 1 : rp.olecule weight. lane 2 : non-induced. 

lane3 : IPTG induced. lane 4 : Der p II related 

allergen (II-8) lane 5 : GST. lane 6 : mite 

extract. 
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肆、結果

4. 將跑好的 SDS-PAGE 利用 ATTO corporation 的

AE咀6675 HORIZBLOT 轉印 (Transfer)到硝基纖維素紙

(Nitro-cellurose paper)上 9 做 Westem blot 0 以 5% 的脫脂

奶做好阻斷的工作，將病寰的血清與硝基纖維素紙 (N-C

paper) 一起作用 D 第二級抗體為已接上放射性125碘的老鼠抗

人類血清中的免疫球蛋白 IgE 的抗體，以 x-光片廢片、洗片

即可。(圓五)

induce4支 II-8 S2RGST 

45 KI: 

31 KD ‘ ←non-spec迢c bincling 

21 KD 

麗五: lane 1 : no仔induced. lane 2 : IPTG induced. 

lane 3 : Der p II related allergen (II-8) 

lane 4 : GST. lane 5 :口吐te extract. 
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肆、結果

5.將欲測試的抗原蛋白質直接點在硝基纖維素紙 (N-

C paper)上以便做 Dot blot 0 待乾燥後，以 5% 的脫脂奶做

阻斷的工作 9 將病童的血清與硝基纖維素紙 (N可C paper) 一

起作用，第二級抗體是已接上放射性125碘的老鼠抗人類血清

中的免疫球蛋白 IgE 的抗體。結果:

a. 將欲點在 N-C paper 上的蛋白質先以 BIO-RAD

PROTE卦~ ASSAY 的方法測定白下屬為定量後的蛋白質的

SDS-PAGE 0 (閱六)

45KD 

31 KD 

21 KD 
14KD 

圈六: lane 1 : molecule weight. lane 2 .3 : GST. 

Lane 4.5 : S2R. lane 6.7.8 : II-8. 

Each lane was loaded 2μg sample. 
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肆、結果

h 將 n -8 、 S2R 融合蛋白質以及 Mite extract 、

GST直接點在硝基纖維素紙 (Nitro岫cellurose paper)上，觀察

其與病童血清中的 19E 反應、發現有三種情形: (圖七)

a. n-8 、 S2R 及 Mite extract 皆有反應、 o

b. n-8 、 S2R 、 GST 及 Mite extract 皆沒有反應 G

c. S2R 及 Mite extract 皆有反應， n-8 、 GST沒有

反應。(Repeated)

屬七:

a. n 品、 S2R 及 Mite

extract 皆有反應 D

b. n-8 、 S2R 、 GST 及

Mite extract 皆沒有反應 o

c. S2R 及 Mite extract 皆有反

應，立 -8 、 GST沒有反應 D

(Repeated) 
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肆、結果

c.下屬為 50 位病童血清中的 IgE 與 II -8 、 S2R 融合

蛋白質以及 Mite extract 、 GST 做 Dot blot 的結果。(閱八)

44 
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譯、結果

S2R 融合蛋白質d. 50 位病童血清中的 IgE 與立忌、

GST 做 Dot blot 的結果 o (表一)以及 Mite extract 、

GST II-8 S2R ffilte Patient 
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譯、結果

8.以 HDM (House dust mite) 、 GS才、 II-8 、 S2R 、

1-129 、 22-129 、DpVII" DfVII等蛋白質作皮膚試驗，結果

如下: (表二)

肘，三 υ竺 T叭 m叭亡?川冷 IndurationlWheal (in mm) 
Patient NO. 1 2 3 4 5 

任制 11 x12/25x25 7x7/34x30 (哺) 11x11/35x27 10x11/20x18 i 
GST ( -) ( - ) (.) (.) (.) 
11-8 15x15/30x25 11 x8/29x30 (.) 12x12/36x37 11x10/25x18 
S2R 5x7/15x17 7x7/18x17 (-) 8x7/30x27 (“) 

1-129 10x8/25x22 (.) (.) 7x7/23x22 (哺)

22-129 5x5/5x5 8x8/26x8 ( -) (.) (.) 
Dp VII ( -) (.) (.) (.) (.) 
Df VII (.) (.) (“) (.) (-) 

IndurationlWheal (in mm) 

Patient NO. 6 7 8 9 
時刺 (-)/7x7 7x7/9x11 ( - ) 9x8/33x30 

GST ( -) (-) (.) (.) 
11-8 9x8/12x12 9x9/12x12 11 x9/28x18 13x10/30x25 

S2R (-)/7 x7 ( -) 8x7/17x14 8x8/27x26 

1-129 (.) (.) 7x6/13x12 11 x 1 O/23x22 

22-129 (.) ( -) (個) ( -) 

Dp VII (“) ( -) (.) (.) 
Df VII (.) ( - ) (國) ( -) 
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譯、結果

上表中分母代表 wheal (疙痞、紅暈)的大小，分母

代表 induration (硬結) ，單位為 mm o

.wheal 

induration 

從實驗結果得知 9 位接受皮膚試驗的病章中有 3 位

只對利用里灣氣喘病童血清中的 19E 調出來的過敏原 II-8 有

反應，而對 S2R 過敏原並沒有反應。從這樣的結果我們可以

得知，利用臺灣氣喘病童血清中的 19E 從 mite library 調出

來的過敏原 II-8 在與 19E 的結合方面的確與 S2R 有差異的

存在，也就是說其 19E 所認識的抗原決定位置 (epitope) 是

有所不闊的 o DpII 過敏原中的 isoforrn 在澳洲主要為 S2R

'而這 3 位臺灣氣喘病窒除了會與 II-8 反應之外，並不會與

S2R 反應。可見 mite allergen 具有地盔性的差異，並且不同

的 species 彼此間亦有所差異 o
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第五章討論

伍、討論

從耳8 與 S2RDNA 序列的比較圈中發現自於 3' 端的

許多變化，可以得知立-8 與 S2RDNA是由兩銷不同的mRNA 所

轉譯出來的，也就是說， house dust mite 的 genonuc sequence 中

有一個以上的基因來製造 Derp II 蛋白質 o (more than one gene 

coding for Der p II protein) 

Der p II 棺關基閱 (NsBlO)藉由表現載體 pGEX-2T 所產

生的 GST 融合蛋白質，我們稱之為 II-8 0 經由 Westem blot 的結

果可以看出血清中 IgE 並不會與 GST 反應，所以並不用擔心

GST 敵合蛋白質會呈偽陽性反應 o

II-8 蛋白質有三個氮基酸與 Der p II 過敏原不間，其中

NO.26 與 NO.113 造成極性的變化 o NO. 26 是由 Pro→Ser ' 

Proline 為 Helix breaker '且具有使 helix 結構彎曲的能力，因

此， Proline 也 Serine 取代的結果就可能會引起局部結構改變的

結果 o 而在 1991 年 Dr. Evavold 和Allen 曾提出 antihemoglobin

T 細胞株落會因為祖芯由 Ser 替代，以及 Gln 由 Asn 替代而完全

失去了它 Epi句rpic activity 。恰巧 NO.47 正是甘lf 由 Ser 替代的

情形 o 這三億氮基酸的變化是否會使整個抗原決定位置的結構發

生改變呢?還是線狀的抗京決定位置單點發生改變，而影響 19E
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第五章討論

與其的結合情形呢?皆是需要繼續努力的方向 O

1990 年 Dr. Chua 曾經研究家塵瞞自然型的過敏原

Der p II 與藉由表現載體 pGEX 所產生的融合蛋白質

(fusion protein) gst-pII 對成年病人與病童血清中 IgE 的結

合情形是否有差異 G

Native Der p II gst-pII (S2R)a 

A吐ult (n=12) 12 12 

Children (n=12) 12 
-D Av es-

a. Recombinant Der p II glutathione-S-transfer品e 臼slon.

bτ'he children showing no reactivity with recombinant 
Der p II gave weak reactions with native Der p II. 

由上關得知家塵騙自然恕的過敏原 Der p II 與籍由

表現載體 pGEX 所產生的融合蛋白質 (fusion protein) gst-

pII 對成年病人血清中的 IgE 做 Dot blot 其結合情形相同 c

而 12 位血清中的 IgE 與自然型的過敏原 Der p II 有反應的

病章中，有 2 位血清中的 IgE 不會與蝕合蛋白質 (fusion

protein) gst-pII 反應，這兩位病童血清中的 IgE 與自然型

的過敏原 Der p II 的反應很微弱 o

由此可知利用表現載體 pGEX 所產生的融合蛋白質
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第五章討論

(fusion protein) gst-pII 來進行過敏原 Der p II 與人類血清

中的 IgE 結合能力是可以替代的一個有利的工具 o

1993 年 E1Kl OSH1KA 等人研究 Der p II 過敏原的各個

片段與 19E 和 19G 的結合情形 o 如下圖:

13 15 39 56 7677 99 129 
Arnino acids_ 1__1_1一一…_1-…一一一|一_U一一_1一一一一一_1 一COOH

Binding 
IgG IgE 

Lysylendopeptidase Lys-1 56 129 
Lys-2 56 

Skin Test 

Cyanogen Bromide 
CNBr-a 1 時勢胃胃司 76 

CNBr.七 77

CNBr-c 

+ + 
129 

99一一一一一129

QJ 
司
令J
V血

叫

司
令w

啥
a
A

OO V 
ρ
U
W
 

“ e O 
V且

P OO V 

129 + + 
129 

Trypsin 
T呵-1 15監控盔諂 129 + + 

結果 E1Kl OSH1KA 認為第 15 到 39 個氮摹酸是很軍耍

的片段，在三段與 19G 、 19E 有反應的氯基酸片段中第 15 到 39

個氮基酸為其交集 o 而 II-8 蛋白質與 Derp II 過敏原不同的三個

氮基酸中恰有一個氮基酸 NO.26 座落於此 D 是否會造成抗原決

定位 (epitope) 有意義的影響，仍待進一步的研究 o

我們從 Dot blot 的結果發現單位體積內相同的濃度的蛋

白質 S2及與立品其與病童血清中 19E 的結合情形有所差異 o 部

份耳8 與病童血清中 19B 的結合情形較 S2R 與病童血清中 19E

的結合情形為強，養大免疫所蔡考圓老師所指導的鄭書緯同學做
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第五章討論

Dot b10t 的結果發現 40 位病童血清中的 IgE 有 3 位只與耳8 蛋

白質有反應，而完全不與 S2R 反應 G 其他大多數的結果皆是耳8

反應較 S2R 為強。此外，有三位病童血清 (NO.6. 18.3 1.)只與

S2R 反應，而不會與 II-8 蛋白質反應，己還做確定結果 G 此兩者

之間的差異是否會因為當初耳8 是由臺灣本地的病童血清中的

IgE 所篩選出來的差異而具有意義呢?皆需進一步的探討。

怨自台灣大學醫學院附設醫院所作的皮膚試驗顯示出 9

位病章中有三位的皮膚試驗只對耳8 蛋白質有反應而不與 S2R

有反應 G 由此充分的指出 S2R 與 II-8 各有不同的 epitope '並且

其間的差異恰能檢查出對 DpII 過敏的病章其皮膚試驗不會與

S2R 反應的漏網之魚 o 總之，立-8 的發現對臺灣的部份氣喘病章

是件重要的事，或許盟-8 才是引起他們過敏性疾病的元凶 o
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P組:t 11 : 

Der p II 單株抗體的建立

Production of Monoclonal Antibodies Against Der p 
II allergen 
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瓷、研究背景

景背究研高
且

最株抗體的發展及原理

對於 B 淋巴球接受抗原刺激後，產生抗體導一性的

了解，首先來自 Bumet 於 1950 年提出的 clonal selection 

hypothesis '認為一個 B 淋巴球或由此 B 淋巴球所分化而來

得漿細胞 (plasma cell) 所產生的抗體只對抗一種抗原決定位

(Antigenic determinant) ，因而建立起單一來源

(monoclonality )的觀念 G

由於大多數的抗原分子在生物體內引起的反應為多源

的 (polyclonal) ，故傳統的抗血清都是真質的

(heterogeneous) ，早期欲獲得均質抗體有二類方法 (1) 將

某些品系的老鼠，例 Balb/c 、 NZB 等小白鼠，以腹腔多次注

射礦油 (mineral oil) ，刺激產生骨髓癌，可以體外培養均質

抗體，因為無法得知其抗原專一性，故只能用於抗體結構、抗

體基因方面的研究 o (Furth ME. , 1982 ; Galfre G. , 1977) 

(2)Steinitz 用 Epstein-Barr Vir肘， Strosberg 用 Simian

Virus 40 (SV 40)將經高度免疫的兔牌臟細胞變形
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、研究背景

( transform) 後來獲得特異性抗體，也因變形細胞生長不穩定

而無法推廣。 (Steintz M. , 1977 ; Strosberg AD. , 1971 ) 

直到 1975 年 Kohler 及Milstein 以對各

azaguanine 具抵抗性的老鼠骨髓瘤細胞株與經以綿羊紅血球

免疫的 Balb/c 老鼠脾臟細胞，加入 Sendai 病毒促使細胞融

合，得到 10 個融合細胞，其中兩個可以大量產生抗綿羊紅血

球的抗體，從此建立了利用融合瘤來產生大量均質抗體的方

法。 (Kohler G. and Milstein C. , 1975 ; Kohler G. et 

al. ,1978) 

融合瘤技衛的發展成功，須歸功於可生長於篩選培養

基之骨髓瘤細胞突變株的發展成功，利用某些骨髓瘤絃胞對某

些藥物具有抵抗性，則可加入此藥物而抑制其他細胞的生長:

如 Kohler 等曾以抗 8-azaguanine 的簇群進行實驗，找出

Hypoxan吐吐ne-guamine phosphoribosyl tranferase 

但GPRT-) 有缺陷的細胞 (Casbey CT and Kruh G跤， 1979 ; 

Kohler G. and Milstein 仁， 1975 ) , Cotten 篩選出對 5 ，明

bromodeoxy -Uridine 具抵抗性而 thymidine kinase 有缺陷

(TK呻)的骨髓瘤突變棟。此兩種紹胞都無法在 HAT

(hypoxanthine aminopterin ' thymidine) 培養液中存活 9 因
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TK- 或HGPRT- 都無法利用培養液中的 thymidine 或

hypoxanthine 來合成細胞分裂時所須的 DNA' 而

、研究背景

aminopterin 與葉酸結構相似而與葉酸還涼酵素 (folic acid 

reductase) 緊密結合，更抑制了細胞內源性 (De Novo) 合成

purines 及 purimidines 的輔酵素活J挂 (Casbey CT and Kruh 

GD. , 1979) 0 

目前常被使用的骨髓瘤細胞株， NS1-Ag 4/1仍具有

分泌 K 鏈的能力，而 SP2/0咀Ag14 及 FO 則不具分泌抗體特

性 (AntczakD去， 1982 ; Kearney JF et al.,1979 ; Kohler 

GH. ， 1978) 。

脾臟細胞的取得最好是與骨髓瘤絕路向源品系之動

物，囡為兩者 MHC (major histocompatibility antigen) 愈棺

似，所形成之融合細胞愈穩定，目前常用來供做免疫的小白鼠

以 Balb/c 品系為主，此外如AKRIJ. 及 Balb/cX Balb/k等品

系亦常被使用 (AntczakD且， 1982 ; Kasamatsu H. , 1982 ; 

Kearney JF et al.,1979 ; Kohler GH. , 1978 ; Orvell G and 

Grandien M. , 1982 ; Kar SK et al. , 1981) 0 

最早使用 Sendai 病毒做蝕合促進劑，自不易控制融

合情況，差異大，又具危險性，故現今已不採用，目前廣被使
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壹、研究背景

用的融合劑為 polyethylene glycol (PEG) ，主要作用是幫助

細胞凝集，而形成融合細胞，但 PEG 對細胞有毒性，毒性大

小與分子單成正比，因此選擇分子量介於 500 申 6 ，000 '使用

濃度3。由 50% (John GRH. , 1982) 。

欲早期立正確地檢出分泌特異性抗體的融合瘤，常用

的方法有放射性免疫分析法 (radio明irnmune assay ; RIA) 

(Gosting LH et al., 1984 ; Kamisango K玉， 1985 ; Strand 

BC et 泣， 1982) ，酵素結合免疫吸咐法(enzyme-linked 

irnmunosorbent assay) ，螢光抗體法 (fluorescence

antibody ; FA) (Epstein AL. , 1984 ; Roumillat LF et al., 

1984 ;明Talsh EE et al., 1984) 0 自 Engvall 和 Perlman 發

表了酵素免疫測定 (enzyme-linked irnmunosorbent assay ; 

ELISA) 的原理與應用後，因其安全性高、試劑價錢合理，物

性穩定，靈敏度日接近 RIA '且操作簡單，可經自動化設計

等優點，被廣泛應用在微生物學 (Anderson LJ et 泣， 1983 ; 

Weil GJ et al. , 1985) 。最近，更發展出免疫轉印技街

(irnmuno blotting technique) ，是應用蛋白質轉印 (westem

blo說ing) 方法將已電泳完畢之眾自藍胺膠上的蛋白質垂直電泳

至硝化纖維紙上，此經電泳至硝化纖維紙上的蛋白質可以用兔
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奎、研究背景

疫學方法證坊，而結

合 ELISA 成為酵素連接兔疫轉印技術(enzyme-linked 

immuno blotting technique) 可證研單源抗體所作用之抗原決

定區是位於哪一個蛋白質上 (Gershoni JM and Palade GE. , 

1983 ; Roumillat LF et al., 1984) 。

一、單株抗體的應用

利用融合瘤製造出來有專一性的單株抗體有下列優

點: (Anderson LJ et al., 1983 ; Cotton RGH and Milstein 

C. , 1973 ; EMBO, SKMB course. 1980; Goding JW. , 1980 

; Gold p and Freedman SO. , 1965 ; Kozber DP et al., 1984 

; McMichael AJ and Fabre J引人， 1982 ; ST. Groth SF and 

Scheidegger D. , 1980) 

(1) 以獲得性質完全一致的抗體 o

(2) 融合瘤可以注射至同質動物腹腔以獲得大量抗

體 o

(3) 抗體純化領單，立純化後抗體純度高 o

(4) 利用單源抗禮，可以自粗萃敢液將抗原純化 D

57 



章、研究背景

(5) 融合瘤細胞可以冷凍保存，抗體來源不成問題 O

(6) 單源抗體可以對抗細胞抗原，而將不向的細胞分

開。

(7) 挑選高親合力 (affi剖ty) 的抗體，可以提高測定

血清中微量物質如 CEA (carcino embryonic 

antigen) 、 hormone 等的敏感度 G

由於單株抗體的許多優點，不論在植物、動物之病原

體的診斷上或動物疾病的治療上都可做更迅速正確的診斷或治

療，而在兔疫學、分子生物學及生物醫學上拓展領域，可做更

深入的基礎研究 (Gold P and Freedman S缸， 1965 ; Herlyn 

M et al., 1979 ; Yelton DE and Scharff 孔1D.， 1981) 。

(1) 在生物化學方面，以單株抗體做成 affinity

column 可純化各種蛋白質，且可做為探子 (probe) ，探索分

子上各不同決定基構造上的異悶，或結合 DNA 重組技術可決

定特定義困的位置做基因定位 (gene mapping) 方面的研究如

Mettenleiter 等利用對抗假性狂犬病毒酵素蛋白 A 之單源抗

鐘，篩選出能表現產生酵素蛋白 A 的重組基因片斷，進而決

定出酵素蛋白 A 的構造基因是位在基因圖 (gene map) 上
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章、研究背景

0.86 可 0.89 之位寰。1ettenleiter TC門 1985) 。

(2) 在微生物學方面，應用於細菌、病毒和微生物毒

物的分子研究，以單源抗體做試劑，可提高敏感度，減少

cross岫reaction 0 例如以梅毒螺旋體 (Treponema pallidium) 

的單源抗體可蠶敏地檢驗出檢體液中只含少量約 103 個螺旋

體 (NorGard MV et al., 1984) ，又如在流行性感冒病毒

(Phillips DJ et al., 1982) 、 B 型肝炎病毒 (Walsh EE et 泣，

1984) 等病毒感染之診斷上廣泛地應用 G

(3) 在免疫學上，應用於淋巴球分類分化的研究及兔

疫調節、組織抗原的了解 (Marshak-Rothstein AP et 泣，

1979 ; Zarling JM and Kung PC. , 1980) 。

(4) 在腫瘤免疫上，可以尋找腫瘤抗原，研究其特

性，以和對腫瘤分化的了解，並為提供腫瘤治療、腫瘤定位、

血清檢查的最好方法 o 如 B1ythman 等用單源抗體加上一段具

毒物的物質而形成 immunotoxi帥，能對特定的麓瘤細胞其毒

殺作用 (B1ythman 1王E et al., 1981) 0 
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貳、材料與方法

貳、材料與方法

免疫 B6 小白鼠 (Immunilization)

從台大醫學院購買 5 至 7 遁的 B6小白鼠。將自然型

的Derp 11 抗原蛋白質 50 抖 g 溶於 0.5ml PBS (phosphate由

buffer Saline) 中，再與 0.5ml compeletement adguvant 以

超音波充分混合後，以皮下注射至小白鼠 B6 的腹腔，兩週後

將自然型的Derp 耳抗原蛋白質 50μg 溶於 0.5ml PBS 

中，再與 0.5ml imcompeletement adguvant 以超音波充分混

合後，再一次以皮下注射至小白鼠 B6的腹腔，為第一次追

加 o 兩週後，再將自然型的Derp 11 抗原蛋白質 50μg溶於

0.5位ùPBS 中. ，再與 0.5ml imcompeletement adguvant 以

超音波充分混合後，再一次以皮下注射至小白鼠 B6的腹腔，

為第二次追加。雨過後，以酵素結合免疫吸附法 (enzyme也

linked immunosorbent assay ; ELISA) 測定小白鼠 B6 血清

中抗體對Derp 11 抗原蛋白質的效價為多少?如果不及 1 : 

100 倍稀釋濃度，就再繼續追加第三劑，如果達到 1 : 100 倍
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貳、材料與方法

稀釋濃度以上就可以將純的Derp 11 抗原蛋白質 50μg 溶於

0.5ml PBS 中從尾靜脈注射進去 D 約 3-4 天後從心臟採血並

取其脾臟供作融合用。
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貳、材料與方法

融合 (Fusion)

自小白鼠 B6 的心臟取血，迅速拉斷頸椎，待血液凝

囡後以 2500 rpm 10 分鐘離心 o 蜜月頸後將小白鼠 B6 泡於

75% A1cohol 中 o 圈定後剪閱皮膚及腹肌'撐閱，脾臟

(spleen) 於左下方。(脾臟在肝臟的下方，切勿將腸道剪破，

以防腸內物污染牌臟。)取出牌臟，泡在 RPMI-1640 內，更

新 RPMI-1640' 去除脾臟上的脂肪 o 以 RPMI-1640 浸洗三

次，以無菌平板物緩緩壓碎脾臟，直到只剩下牌臟的外包膜為

止。將上述溶液放置於試管肉，待大組織沈澱後再敢上層只含

細胞之 RPMI-1640 培養液。(假設每個牌臟合1X 108 個組

胞)。上層只含細胞之 RPMI-1640 培養液以 400G5 分鐘離

心，再以 RPMI-serum free medium 洗兩次 o 離心，取沈澱

的細胞 o

將 X-63 myeloma cell 計數後，以 400G5 分鐘離

心，取沈澱的細胞 o

將 RPMI-serum free medium 10ml 和 40ml 以及滅
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貳、材料與方法

過菌的 PEG (4000) 19/ml 0 預先溫熱於 37
0

C 中 O

將牌臟細胞與 X-63 骨髓瘤細胞以 4 : 1 的比例用

RPMI間serum 企eemedium 混合在一起 o 以 400G5 分鐘離

心，取沈澱的細胞 o

將沈澱的細胞輕輕地打散，在 37-C 作用一分鐘 D 加

入 1ml 的 PEG' 於 45 秒中緩慢地加入並攪拌 o 之後立刻於

30 秒內緩慢地加入 37
0

C 的 RPMI-serum free medium 

的ml '馬上於一分鐘內繼續緩慢地加入 37
0

C 的 RPMI-

serum free medium 40ml 0 

放軍 8 分鐘後，在 37
0

C 作用兩分鐘。以 400G5 分

鐘離心，取沈澱的細胞，加入的%的 HAT.去P叩 medium

2∞ml '分別加 200 抖 1至每一值 well 中 o
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貳、材料與方法

酵素結合免疫吸附法 (enzyme-linked immunosorbent 

assay ; ELISA) 

Coating Antigen :每一公撮的 PBS 含 1μg 的Derp

II 0 (1μg / rnl) 。每一個 ELISAPLATE 的 well 放軍 100

抖 1 日耨釋好的抗原蛋白質。於 37
0

C 1小時，或者是 4
0

C 放

隔夜 o 以蒸餾水或 PBS 洗 3 次，甩乾 o

Blocking : 1 % BSA 200 !l l 當 blocking agent 。

(10% BSA 50rnl / 5% Thimenso15日11 or 0.1 % gelatin 5rnl / 

PBS 445rnl) 0 37 0C 1小時，封好，可存於 4亡中 o 以蒸餾水

或 PBS 洗 3 次，甩乾 o

First Antibody : 11日 25μl 的 antibody diluent 

(10 0/0 BSA 50日11 / 5% Tween-20 / PBS 450rnl) ;加 25 !l l 

欲測試的樣品(被致敏的小白鼠 B6的血清) 0 Negative 

control : (一) diluent of antibody 0 

Positive control : (十) anti-Derp llserum 5μ1/0.5口吐

diluent 0 於37
0

C 1♂小時，以蒸餾水或 PBS 洗 5 次，甩

乾 o
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貳、材料與方法

Secondary antibody :加 50 111 Secondary antibody 

(1μ1 GAM / ml diluent) ( Alkaline phosphatase 

conjugated affini pure Goat Anti-mouse IgG+ IgM任主+

L)(minimal cross-reaction to Human Bovine and Horse 

Serum protein) )於37
0

C 1 小時，以蒸餾水或 PBS 洗 5 次，

甩乾 o

呈色:以 pNPP 皇位， 50 !l 1 0 
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、材料與方法

單蘊 (Cloning)

採用限數稀釋法 (Limiting dilution method) 。

a).Feeder cell :殺一隻老鼠，取其牌臟，磨碎後加

100/0 HAT明FUP~-1640medium 至 100rr泣，每一個 well中置

入 100 叭。

b).欲選題 (cloning) 的細胞混合均勻

(resuspension) 後，計算細胞數量，並調細胞數至每一公撮

50 個細胞，即每 100 則有 5 個細胞的量，加 100μ1 至第一

區的每一個 well 。再 3 倍 3 倍的稀釋至第二盔、第三盔、第

四l!I o

c).從以上四區挑選出只有從單一紹胞長出來的株

落，以酵素結合免疫吸約法 (enzyme-linked immunosorbent 

品say; ELISA) 測定，挑選出具分泌抗體能力的細胞株 D 之

後逐漸地將 HAT-衣P1.位-1泊640medium 換成 HT呵RPl\位-1昀640

medium '最後換成的% FCS FUP~-1640 medium 大量培

養。
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、材料與方法

單株抗體亞澀的測定 (Isotyping)

採用 MonoAb-ID™ EIA Kit 進行;如定 D

Coating Antigen :每一公撮的 PBS 含 1 抖 g 的Derp 1I抗原蛋

白質。 (1μg /ml) 。每一個 ELISAPLATE 的 well 放置

100μ1 己稀釋好的抗原蛋白質 D 於 37
0

C 1小時，或者是 4
0

C

放隔夜 O 以蒸餾水或 PBS 洗 3 次，甩乾 G

Blocking : 1 % BSA 200μl 當 blocking agent 。

(10% BSA 50ml / 5% Thimensol 5ml or 0.1 % gelatin 5ml / 

PBS 445ml) 0 37~C 1小時，封好，可存於 4~C 中 G 以蒸餾水

或 PBS 洗 3 次，甩乾 o

First Antibody :力o 25μl 的 antibody diluent 

(10% BSA 50ml / 5% Tween-20 / PBS 450虹11) ;加 25μ1

欲測試的樣品(被致敏的小白鼠 B6 的血清) 0 Negative 

control : (一) diluent of antibody 0 

Positive control : (十) anti-Derp llserum 5μ1/0.5ml 

diluent 。於 37
0

C 1-2 小時，以蒸餾水或 PBS 洗 5 次，甩
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貳、材料與方法

乾 D

Secondary antibody : RAM '完全採用 MonoAb

m ™ EIA Kit 進行測定口各加一滴(約 50μ1) , 37 0C 1 小

時，以蒸餾水或 PBS 洗 5 次，甩乾。加 GAR (Goat-anti明

Rabbit)50 叭， 370C 1 小時，以蒸餾水或 PBS 洗 5 次，甩

乾 o 加入呈色劑，判讀 o

Secondary antibody : 

(1) NRS:Normal Rabbit Serum:contro1 

(2)μ: Rabbit antimouse IgM (IgM) 

(3) Y 1 : Rabbit antimouse IgGl (IgGl) 

(4)γ2a : Rabbit antimouse IgG2a (IgG2) 

(5)γ2b : Rabbit antimouse IgG2b (IgG3) 

(6)γ3 : Rabbit antimouse IgG3 (IgG4) 

(7) K : Rabbit antimouse Kappa 1ight chain 

(8)λ: Rabbit antimouse Lambda light chain 
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貳、材科吳方法

單株抗體的大量生產

單株抗體的大量生產的方法有二:

(1)組織培養法:

將快速生長的融合瘤細胞 20ml (106cells/ml)移入

500ml 攪持培養瓶 (spinner) 中，加入 100ml 只含 2.5% 血

清之骨髓瘤培養液，在含 CO2 ' 37 0C 恆溫培養中攪拌培養 L

2 天，再加入 400ml 含 1% 血清的 RP悶，繼續攪拌培養 2-

3 天後，收集細胞培養液即可。

(2) 腹水法:

於 SCID 小白鼠之腹腔中注射 0.5ml 的 pristane ' 

經 1-2 週後，耳艾純化的融合瘤細胞，經 RPMI 洗游 2 次後，

離心去上清液，再懸浮在 O.5mlRPMI 中，每隻注射 106由的7

細胞，約在 1-2 週後，待老鼠腹腔脹大，可插入無菌的 19 號

注射針引流腹水而收集之，每 2 天引流一次，直到老鼠死

亡 D 經離心除去細胞和脂肪'其顏色里淡黃至1淡紅不一，然後

保存在孔。OC 冰箱中，供定性 D
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貳、材料與方法

純化學株抗髏 (Purification of Monoclonal Antibody of Der 

pm 

採用 Promega 的產品 Protein G 0 剛購買來泡好的

protein G 因含有保護劑，故需先以蒸餾水 (Distilled water) 

洗三次 o 首先以 coating protein G 之圓珠 (bead) 填充於

column 內，以 PBS 沖洗之 D

收集好的 Balb/c 小白鼠之腹水需先以 PBS 稀釋一

倍，在 4
0

C 2500rpm 離心 5 分鐘，敢上清液過 8μm 的

millipore 0 

以大約 100ml PBS 沖洗過的 column '最後當 PBS

快要流盡時，加入先前過濾適的腹水(注意不可讓 bead 乾掉

或者有氣泡存在，流遠也不可太快，預防 bead 來不及抓

Antibody 0 column 總共要通三次，以增加 bead binding 

antibody 的能力 o 之後再以 PBS 沖洗 column 直至 base-line

(OD280小於 0.003) 。

當 PBS 沖洗 column 直至 base-line 時，以 Glycine

buffer 當 elution buffer (pH 2.6 ; O.lM Glycine ; 0.5M 
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貳、材料與方法

NaCl)。為避免 antibody 被酸破壞掉，在接 Glycine buffer 

洗出之 antibody 的 ependof tube 中先加 200μ1 之 T丘s

HCl (lM ' pH 8.0) ，可與 Glycine buffer 中和之 O 通過

column 洗出的 antibody 要以 PBS 在 4
0

C 中透拆 o 使用過的

column j;J column 的治 10 倍體積的 Glycine buffer 沖洗，再

以 PBS 沖洗，此 column 即可再使用了自可加 0.01% NaN3 

於 PBS 中將 column 保存於 4
0

C 中 D
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參、結果

參、結果

1.以ELISA篩選出具分泌Derpll 抗體的紹胞株兩株

II-64 、 II-6 其， Isotype 測定的結果為 IgG1 K chain 0 

2. 將老鼠腹水以 Protein G 純化過後跑一片 SDS-

PAGE 看看所純化的抗體純不純。結果發現 SDS-PAGE 上只

有很純的 Heavy Chain 及 Light Chain 0 (屬九)

KD 

Heavv chain -7 KD 

Light chain 一今
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II-6 分別與3. 將此 Derp 立的單株抗體 II-64 、

GST以及 DerpV等融合蛋S2R及 II -8 抗原、

白質做 ELISA 觀看其結果。(表三)

mite extract 、

愉
J

恥
恥
湘

、
‘
'
'
，

m '', qu MOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO '
，a
E
、

γ
E
 

S G 
、
‘E
S
F

m '', nud MOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO 
'
，
看
‘
、

于l
QU G 

11 幽 8(3ug/ml)

0.244 
0.2 

0 周 112

0.019 
0.661 
0.864 
0.912 

O 
0.594 
0.582 
0.941 
0.823 
0.876 

0.62 
0.096 

O 

0.001 
O 
O 
O 

1.001 
1.085 
0 .479 

11-8(3 u g/m 1) 
0 .427 
0.345 
0.203 
0.034 
1.042 
1.334 
1.365 

O 
0.982 
0.992 
1.551 
1.389 
1.477 
1.066 
0.152 

O 
O 
O 

0.002 
O 

1.542 
1.73 

0.832 

82R(3ug/ml) 
O 

0.015 
O 

O 
0.543 
0.628 
0.646 

O 

0.514 
0 .411 
0.608 
0 .446 
0.693 
0.366 
0.055 
0.001 

O 

O 
O 
O 

0.916 
0.955 
0 .435 

82R(3ug/ml) 
O 

0.022 
O 
O 

0.925 
1.048 
1.046 

O 
0.81 

0.678 
0.999 
0.744 
1.168 
0.646 
0.099 

O 
O 
O 
O 
O 

1.433 
1.537 
0.754 

nPII(5ug/ml) 
0.154 
0.162 
0.122 
0.067 
0.272 
0.322 
0.274 
0.012 
0 .462 
484 

0.301 
0.217 
0 .474 
0.21 

0.089 
0.018 
0.06 

0.064 
0.062 
0.058 
1.076 
0.978 
0.293 

nPII(5ug/ml) 

11-64(8) 1xj O.早已

10xl 0.29 

100xl 0 ‘ 227 
1 OOOx I O. 11 8 

11-6(8) 1xj q __ ;:f日4
10xl 0.596 

100xl 0 .481 
1 OOOx I 0.015 

11-6(A) 100xj 0三813

1000xl 0.838 
10000xl 0.533 

100000xl 0.385 

7A1 1ug/ml\ 0.8?9 
0.1ug/mlj 0.37 

0.01 時/叫 0.154

0.001ug/mll 0.03 
DPI 1 ug/mll 0.109 

0.1ug/mlj 0.116 
0.01 ug/mll 0.116 

0.001 ug/mll 0.115 
DPII(poly)100xl 1.75 

1000xl 1.588 
10000x\ 0.523 
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參、結果

a.Titration-II-64 supematant (圈十)

0.5 

0.4 

0.3 

00 I~三盤 串串 npll (5ug/ml) 

白白R (3ug/ml) 

臼 11-8 (3ug/ml) 

口 GST (1 ug/ml) 

0.1 

0.0 
2 3 4 

1 x 10x dilu. 100x dilu. 1000x dilu. 

圖十: II -64 supematant 對 S2R 的反應幾乎接近於零 O
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參、結果

b.Titration-II-6 supema臨別(閱十一)

1.5 

1.0 

組:j轍 關::聽 路:;關
撞撞叩11 (5ug/ml) 

扭扭R (3ug/ml) 
00 拉島、且體 但是中J體 @子;、爾

日 11-8 (3ug/ml) 

0.5 
" F ß'-"' ... 唔， 區，臨祖國 ____-"'.-1', , 軍喝喝協筒， .--.FJ'Jo咽 f .噩噩撥單糧

口 Gst (1 ug/ml) 

0.0 
2 3 4 

1 x 10x dilu. 100x dilu. 1000x dilu. 

關十一: II -6 supematant 對 S2R 及立-8 的反應接近 o
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參、結果

c.Titration-耳6 Acities (圖十二)

1.5 

1.0 
單單 npll (5ug/ml) 

00 扭蚵J?是翻 酷迫:I'~'I觀 Li麗麗 白白刊 (3ug/ml)

曰 11-8 (3ug/ml) 

口 GST (1 ug/ml) 
I~仿1~ ' .... 觀 /"予?至于，、撥單 協主L\鸝

0.5 

0.0 

2 3 4 

100x dilu. 1000x dilu. 10000x dilu. 100000x dilu. 
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參

d.Titration-7 Al Acities (圖十三)

1.5 

錄:關 1; :體
囑咐I (5ug/ml) 

自 S2R (3ug/ml) 
」 矗能在J;單單 t~ :麟

臼 11-8 (3ug/ml) 

00 

口 GST (1 ug/ml) 
一一唔，…

0.5 

0.0 

1 ug/ml 

2 

O.1ug/ml 

3 4 

0.01 ug/ml 0.001 ug/ml 

圖十三: 7 A 1 Acities 對 S2R 及亞品的反應接近
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OD 

O 

e.Titration-Dp II Polyclonal Antibody (圈十四)

100x dilu. 

2 

1000x dilu. 

3 

10000x dilu. 

參、

盟叩11 (5ug/ml) 

白白R (3ug/ml) 

臼 11-8 (3ug/ml) 

留 GSγ(1 ug/ml) 

屆十四: DpII polyclonal Ab 不只對 npII 、 S2R 及 II-8 有反

應，立 npII 的反應大大提高 D
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參

主從上挑選出濃度適當者來作比較。(圈十五)

鸝 npll (5ug/ml) 

輯 S2R (3ug/ml) 

臼 11-8 (3ug/ml) 

自 1-129 (3ug/ml) 

口 Dfll (3ug/ml) 

自 DpV (3ug/ml) 

日 GST (1 ug/ml) 

345 

7 A 1 Dpl Dpll (polyclone) 

圈十五:由 DpII polyclonal Ab 當 control 得知， S2R 與

npII Ag 本身並沒有問題，並非 Ag 的問題而使得 II-64 對 S2R 不

反應。 1-129 peptide 在 DpII polyclona1 Ab 會被認識，而不會被

II-64、立-6 以及 7A1 認識，表示 DpII polyclona1 Ab 中仍有許多

會認識 1-129 peptide 上的 linear epitopes '但立-64 、 II-6 及 7A1
等均囡 1-129 peptide 宋端多 5 個氮基酸而產生結構的改變，進而

改變了其 epitope 與抗體的 recogmze 。
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0.1 -l 
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參、結果

g.Comparison among II-斜， II-6 and 7A1 (圈十六)

i久i

11-64 

醋、可

醋、4

盟J丹

2 

11-6 

.....1 

觀...J

臨....1

3 

7A1 

童醫 npll 

盟 S2R

自 11-8

自 1-129

口 Ofll

自DpV

富 GST

團十六: 1. II -64 supernatant 對 S2R 的反應幾乎接近於

零，但是對耳8 的反應卻很強，顯示 ll-64 為一對 ll-8 specific 的
MAb' 可見耳目64 所認識的 epitope 恰巧與 ll-8 及 S2R 的不同處

有關 o 2. II -6 supernatant 與 7Al Acities 同時與 S2R 及 ll-8 的反
應都很強，顯示 II-64 與頁-6 為不同的單株抗體 o
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參、結果

4. 將此 Derp立的單株抗體當作第一級抗體恆的t

組tibody) ，再以兔子抗老鼠抗體(Rabbit-antimouse申IgG

labled peroxidase) 當作第二級抗體 (secondary antibody) 0 

分別作用於 Mite extract 、 GST 、 S2R及 II -8 抗原上做

Westem blot 0 (闡十七)

mite S2R II-8 DpV GST 

14 
弓
目
1
A

9ï 

66 

45 

31 

圈十七: Derp 立的單株抗體 (II-64) 與 Mite extract 、

GST 、 S2R及 E 舟、做 Westem blot 的比較， Dp V antigen 作

為 negative control 0 結果顯示單株抗體 II-64 只與立志

antigen 有反應 G
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肆、討論

肆、討論

1.自 ELISA 的結果得知 II-64 與 II-6 兩個株落彼此

間有差異， II-6 與 7A1 兩個單株抗體與 S2R 和 II-8的反應

相差不多，也可以說口而與 7A1 兩個單株抗體同時認識 S2R

和 II-8 蛋白質 O 但是， II-64 單株抗體對 S2R 的反應非常微

弱幾乎接近零，而對 II-8 的反應就比較高，也可以說 II-64

單株抗體只認識 II-8 而不認識 S2R 0 S2R 和 II-8 其闊的不

同只在於三個氮基酸的差異，而幸運地我們得到的這個單株抗

體 II-64 只認識 II-8 而不認識 S2R' 這樣的結果強烈地暗示

我們三個氮基酸的差異恰會影響到 II-64 對 II-8 epitope 的認

識，或許是線狀的 epitope' 其單點的氯基酸的變化而影響了

其結合能力 D 也可能是因為單點的氮基酸的變化進而影響了聲

個結構(conformation) 的改變，進而影響了 epitope 的結合

能力。從前茁的 ELISA 結果得知 1-129 這段氮基酸與 II-6

和 7A1 的反應幾乎接近於零， 1-129 這段氮基酸其 DNA 的

序列與 S2R 完全相間，只是 1-129 是利用表現載體 pGEX-

2T 的終止密碼，因此，此段氮基酸比 S2良多了五個氮基酸

，在多了五個氮基酸的情況下，就有如此大的差異，可見 Dp
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肆、討論

II 過敏原的 N 端或 C 端是非常重要的 epitope 所在地，可

能只是 C 端多了五個氯基酸而產生 C 端本身的三級結構

( conformation) 改變，也可能因為 C 端多了五個氮基酸而產

生 C 端與 N 端間原本就有的相互問互相結合所產生的三級結

構(conformation) 發生變化，才使得與 II-6 和 7A1 的反應

幾乎接近於零 o 而 Dp II polyclonal Ab 與 1-129 的反應強

是因為 Dp II polyclonal Ab 並不像 II-6 和 7A1 為單株抗

體， Dp II polyclonal Ab 向持有許多的抗體對應 1-129 所以

才會有這麼強的結果產生。而 II-8 與 S2R 恰有一處不向點在

靠 C 端的第 113 個氮基酸處，是否因為這個因素而造成 II也

64 單株抗體對 II-8 和 S2R 的反應如此差異，都是我們今後

所要繼續努力的方向口

2.純化出來的 native Der p II 的單株抗韓伯-

64) ，與 rDer p II (II-8) 抗原、 rDer p II (S2R) 抗原以及

GST 蛋白質，進行 Westem Blot 0 結果顯示此Der p II 的單

株抗體 (II-64) 只與 rDer p II (II-8) 抗原有反應且對於

GST 蛋白質沒有反應，結果與 ELISA 的反應結果相符 o 由此

得知經出 SDS-PAGE denature 過後的蛋白質依然只對 II-8
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肆、討論

抗原有反應，是否單株抗體 II咀64 認識 II-8 抗原的決定位不

是因為 S2R 整個蛋白質三級結構的改變而有所差異，而是取

決於 S2Rno.鉤， no.47 以及 no.113的單點氮基酸的變化而

有如此大的不同?這些問題皆是未來所要繼續研究的方向口以

後可以利用此舉株抗體做成 affinity column 來獲得自然型的

Der p II isoform 抗原 (II-8) ，以及其相闋的研究 D 總之，

我們找到了一個特異性 (Specific) 很高的單株抗體。
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