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中文摘要

摘要

目前對於家塵鵝 Dermatophagoides pteronysi 

-nus(Der p) 第五經過敏，慰的研究，已進行至.I} 括當的階段，並

且發現.Ðer pV過誰愿在臨床土確有其重要的意義。本論文的第

一部分，則是針對於以往 De r p V過敏尿的研究，皆取台於大腸

菌表達系統。而此類、蛋白質在和負眾的 De r p V比較下，聽來自

不同的系統，負義差異便很大。於是我們便利用轉狀為毒載體/

昆蟲細胞表達系統 {Baculovirus I insect cel1 

system} ，將 Der p V的兩抹異蟻體， WL及 WM 株落的 cDNA講築

封桿狀為毒載體 pVL1393 ，並是學昆蟲細聽 SF - 9 '使其表達

Der p V過敏暉，尚能夠再進行往後更深入的研究。

本論文之第二部分，便是利用目前可用來選殖cDNA 的

方法;如多聚合鵰錄反廳、 (PCR) 、 1單位 DNA雜交 (in situ 

DNA hybridization) 、及菌斑放射免疫分析 (plaque

radioimmunoassa 汁，再以 Der pvl\ 其基礎模鼠，按另一

同屬之蟻戴 Dermatophagoides farÎnae(Der 仆的互捕

DNA基揖庫 (cDNA library) 中搜尋，再經由 PCR 的方式 9 我

們得封 4 段 DNA 片當時，立在將這些片斷講學至 pBluescript 載體

中做 DNA 序列分析。再經由學街網路( i n t e r n e t )進入中研院

的暴風庫做相似性比對，發現其中一段DN A Jt艷的 C端序列和噬

菌體及老鼠的 ferritin 的基因有很高的相似性。至於此結果

是否有意義仍頌史進一步的探討。
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峙的生命過期立在不長 (Clinical and Experìmen 

-tal Allergy. ， 199 是)從孵化至死亡只耗時十過左右。在

這短短兩個半月之繭，雌性錯體可以產生 4 卜 80個卵，而每隻

螞體終其一生又可產生 1000偶排泄物;平均每個排扭物中令有

10Qpg 的主要過敏犀 De r p 1 0 鏘的生存環境和人類所須星異不

大;在溫度 25 呻 30 度之時，相對溼度 (RH) 在 75 峙的%也就是

最適宜的生存條件下，螞體可於一過內有入皓以土的增賤。

目前進來是主多臨床報告證實，家鑫銷和一些過敏桂疾病

如支氣管氣鳴、過敏柱鼻炎、異拉拉皮膚炎有絕對關係存在:

且日後發展且是氣咯的比純為正常人之 19{套。在台灣，農嚼的分

布以 Dermat σphagoides pteronysinus(Der p) 為主

。而另一種主要的螞種 Dermatophagoides farinae 

( De r f) 鋪分布在歐湖、美輯、 R 本 o 到目前早已止，已有七趣

的家農喊過敏原經由分子生物學或基自選殖的方法選殖 ili 來，

並對共進行研究。其中以 Der pI(Chapman MD. ， 1980) 和

Der pII(Chua KY. ， 1990) 過敏原對氣喘病人血清的反應率

高達 80% 以上，被視為主要的過敏尿。但是近年來也發現一些

f底分子葷的過敏原如 Der pV ， 14Kd(K 回 L Lin. .199 抖 Der

pVII , 22k D. (H-D Shen. ， 1993) 對氣喘搞人血清的反應率也

分割高速 55% 及 37% 。此外，也發現De r p V不同 cDNA抹落時有

多樣性 (polymorphysim) 的存在，並已將之構築成數段重疊

一 2



閑言

片斷進行抗原性分析。

Der p 和 Der f雖然為同屬之銷種，外形也很類似，但

是其過敏原闊的生化特性及抗原柱，卻不招同。質有1" De r p V的

研究，已有相當結泉;至於Der fV' 也希冀能還殖出其 cDNA

，並與 Dè r p V做一比較。此外， De r p V過敏摩的純化，都是

來負於大屠菌表達系統。造和在昆蟲真核細胞中所表主義的過敏

原有什麼差異，封是另一項 i家其意義的研究。
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第一部分

家農螞過敏原 Der pV於昆蟲細胞表達

是



第一輩研究背景

第一章研究背景

第一節過敏反應

當適應性免疫 (adaptive immune) 的反應發生在一

種過度戲點或不適當J 的情況下，而引發組織的受損，便可稱件

過敏反應的 ypersens tivity). 

過敏反應的發生，在個體和抗原初次接觸時，並不十分

明顯;而是在往梭的接觸，才會發生 o Cooms 和 G e 1 1 把過敏反

應分為四型 (Type 1 、 1 1 、 1 1 1 、 1 V) ﹒達四種過敏反應的發

生經常是混合性，而非獨立不輯關。

過敏 (allergy) 這個名詞，首先是由 Van Pirquet 

於 1906 所劍，但是當時的定義並不清楚，直到近年來，過敏一

詞才變為第一塑過敏反應的同義詞。而異住性 (atophy) ，最

早是由 Coca 和 Cooke (1923) 用以描述第一型過數反應的臨床

特徵'包括氣喘 (asthma) 、溼甚多 (eczema) 、乾萃蓋起“設 yhe

- v e r )、萃痲疹。

第一型過敏反應又稱為立即型過敏反應，是指是些特定

的抗犀，激活已被 IgE抗體刺敲過的肥胖知胞 (mast cel1) 支

嗜蛤性白血球 (basophil) ，為導蓋全許多藥理性質的釋放，如

組織氯 (histamine) 、前列韓素 (postaglandin) 等，兩手i

-5 



第一輩研究背景

起的發炎反應所稱之 o

第二算過敏原及家農媽的過敏犀

家塵、花粉、擻苗、動物皮盾、昆蟲所衍生的過敏原，

都可以憨浮於空氣中，成為所謂的吸入性過敏原是造成氣喘

(asthma). 及過敏性鼻炎( a t 0 P i c r h i n i t i s )的主囡;其申

又以家塵為最重要，圓其可科教 90% 以土的氣喘品人皮膚湖試

呈陽性反應 (Voor-host R et al. .196 吐)。

在家塵中有許多過敏原物質 (1920) ，包含甚廣;以家塵

鵝~.最主要過敏原來源。而家農峙的種類主要有四議 J)erma

一 tophagoides pteronysínus (Der p) , Dermatopha 

-goídes farínae{Der f). Dermatophagoídes micro 

-cera{Der m 人是 Euroglyphus mayneí (E m) 0 其中

以 Der p.Der f~ 最重要。 Der p分布於台灣、澳湖、西澳

(Chang YC.Hsieh KH. .1989) ，而美麗、歐陸、日本主持以

Der f~ 主要分布的螞種 (van BronswÎ jk TEMH and 

Sinha RN..1971). 

目.前已經知道棋體有許多的過敏原會引發人類即發型過

敏反應，但在如此多的粒螞萃取物中，那些才是重要過敏尿，

一 6



第一輩研究背景

使相當值得漾究。 (Voorhorst et al. ， 196 是 Manusell

et al. , 1968 Van Bronswijk and Sinha. , 1971 

Platts 由 Mills and Ch 況 pman. ， 1987) 。在利用交叉放射免

疫電泳法 (cross radioimmunoelectrophoresis , CRIE) 

( K r i 1 1 s S e t a 1 . , 1 984 )發現蜻體中有一些成分會和氣喘

為人血清反應。但鑑於敏感度、解析度的考量及材科來源，便

有學者利用免疫轉句分析法( i 羽 munoblotting assay) 

(Towbin et al 1979)(Sutton et al. ， 1982) 對講粗萃

取物進行 IgE 的結合反應。結泉發現有此種錯粗萃取物會和

IgE有反應。而在 Dermatophagoídes此屬鍋中，至少有入攏

過敏原 (Iang RB et al. , 1988 Nakanishik et al.. 

1990 KL-Lin- et a 卜， 1 991 )其分子量分混為 10kD ， 60kD ，

55kD ， 43kD ， 31kD~27kD ， 16kD ， 15kD. 

目前已有七組過敏原被發現，其相關資特分別敘述如

下

第一起過敏犀

比組過敏尿在三種不同媽問 Ðermatophagoídes

pteronysínus , Dermatophagoídes farinae , Der 

-matophagoides microcera ， 都已故發現，且分別命名為

一?



第一輩研究背景

Der pl(Thomas WR et a1. , 1988) (KY Chua et a1.. 

1988) , Der fl(RJ Dilworth et a1. , 1991) , Der ml 

(Kent NA et al. ， 1991). 經由接骨酸排序及生化特性分析

得知此扭過敏原為 27kD 的熱不縫、定糖化蛋白質 (heatunsta

-ble glycoprotein) ，且具有成氧量支蛋白水解峰 (cyste

-ine protease) 的活性。由於此類過敏原是在搞的拼瀉物中

發現，於是推論可能是錯消化道申訴釋放的溶化峰。

至於此經過敏尿的抗原性揉詩，首先是利用超音波將

Der pl的 ~DNA打成隨機的片斷，並構集至 λg t 11 基因庫，再

利用兔子抗 Der pl血清進行反應 (WK Greece et a 卜，

19 -9 Q) ，發現在 6 卜 80 氯基酸錢基最具抗原柱。為了史進一步

確認Der pl的抗原性麗域，便將重疊的 Der p 1 片斷構祟入

pGex-l 載體，經由點潰免疫分析 (Dot b10t immunoassay) 

發現五個反應較強盛域，分別位於 3 4 - 4 7 • 60- 7 2 , 82 - 9 9 , 

112-140.166-194 殘基 ò i1Q相同方式在 Der f上只得到 34 可

是 7 ， 60-72 ， 82-99 ，有抗雄性反應 (Le Mao T et a 卜，

1992) 這也顯示了 Der p 1和 Der fl抗原性的不同。

由於大腸萬系統所表達的 De r pl和 IgE反應性並不

高，便將之還殖至酵母菌系統 pYELC5-13T 中表達 (Chua KY 

et a 卜， 1992) ，結果此系統中得到的 Der pl和 IgE有較佳的

8 
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反應柱。另外在數個不同 Der pI cDNA 摔落中間，發現有卜

2 個氣基酸踐暴的不同 (Chua KY et a 卜， 1993) ，覓，結泉亦

說明了 De r pI變異性的存在 (polymorphysim) 。這些變異麗

多為於 50 、 82 、 124 、 136 、 215 的氯基酸殘基:這些位置稱

援證實和 T細胞的結合有直接關靜、。

第二組過敏犀

De r p 11是利用氣喘氣人血清 IgE在 Der p λg t 11 

cDNA 基麗庫中以萬斑免疫分析 (plaque immunoassay) 所

選殖出來的 16kD蛋白質過敏原 (KY Chua et al. .1990) 。

其與 Der p 1 的 DNA序列有 81% 的相似性，且和氣喘為人血清有

很高的反應卒，被視為是主要的過敏尿。而科詞 PCR 在 Der f 

cDNA基回庫選殖到 Der fII過敏尿，和 De r p 1 1 的D-NA 序列有

88% 的相似性 (M Trudinger et al. ， 1991) 這包含了 N 端的

糖化位置( g 1 y c 0 s y 1 a t i 0 n s i t e )和成氯酸殘基低留區 (con

-served cysteine res due) 的缺失，再經由生化分析，

發現茶具有溶解峰 (lysozyme) 的功能。

在台灣，利用氣喘病童的血清，亦選殖到了本同株萃的

Der pII cDNA' 發現有是個氯基酸殘基不同 (KL Lin et 

a 1 . , 199 3 )。這亦顯示 Der pII的多樣性;再經由 IgE 反應越

-9 一
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識得知 isoform 問反應、本具有差異。至於抗原決定點的研究

土，經所得到的資科推論 'Der pII的抗原性須完整分子才可

表現 (Chua KY et a 卜， 199 1 )比現象似乎加蛋白質三教結構

有錯。

第三經過敏璟

本扭過敏犀最先被發現的是 Der flll(Hey-man et 

a 1 • , 1 989 )。是直接由 Der f 鑰體純化出來 β 經生化特性分

析，證實其具有最蛋白攏的功能，分子量約為 29 k D '其 N 端氫

基酸序列已被分析出來，而 cDNA也已經選殖出來。在 Der p 方

面也純化到了類似的過敏尿，命名為 Ðer plII (Stewart 

GA et al. ， 199 叫，但其分子量卻是呈現雙重性 (dupli

-cate) ，有 34kD 及 28kD兩種形式;而也有其它報告指出，

Der plIl 至少有 1 2 種異議體( i S 0 f 0 r m )存在 (MacDonald

et al. , 1982) 。但一截相信 28kD 的形式是由 3 是 kD 的形式時

解而來;且經積後的證實，具 7 有最蛋白梅活性的是 28kD 的形

式。此外 'Ðer plll 的 cDNA也已選殖出 (WA Smith et 

a 1 ., 199 4 )。

本組過敏原和其它肢蛋白聽有 50%左右的相似性，以和

蛙魚是最蛋白品有是 7%相似最高。而 Ando 的株落 (Ando T et 

10 
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a 1 . • 1 99'3 )和 Stewart 的掉落問 (Stewart GA et a 卜，

1992) 在 11(Gln/~lu) 、 12{Ser/Cys) 、 25(Ser/Cys) 錢

暴土有相異處，此是否代表不向株落悶抗埠，性差異，仍須進一

步探討。

第四組過敏原、

早在 1979 年便知道敏菌中的澱翁峰 (amy 也 1 a s e )會引

發職業性的過敏性疾病，並可剝激 19E 的產生 (Baur et a 卜，

198 ,6) .北組過敏原兵激粉梅 (amylase) 的活性，為一 60kD 的

過敏諜，和氣喘為人血清有 40% 反應率 (Lake FR et a 卜，

199 1 )。自前 ib De r p及 Der f 中都已存化出此經過敏尿，並

已定 iliN 站序列。為 cDNA 的選殖的在進行中。

第五組過敏原

Tovey 等人於 1989 年利用過敏為人血清進行 IgE 菌斑

放射免疫分析法 (1gE plaque radioimmunoassay). 得到

一 14kD 的低分子暈過敏尿，命名為 De r p V 。但此時對於此掉

落的 cDNA並不能肯定為 De r p V 基因全長。同義利用台灣氣喘

病童血清進行 19E 茵斑放射免疫分折法，得封一短片斷De r .P V 

DN A '再用此為揉針 (probe) ，進行原位 DNA 雜交試驗( i n 

II 
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situ DNA hybridization)' 於 λg t 11 基因庫找封是個 Der

pV抹落，分別命名為 24(WM) 、 25 、 26(WL) 、 27 經 DNA 序持

分析和 Tqvey 的抹落進行比對;證實~ De r p V全長基因。 24

掉落有 613bp' 26 掉落有 737bp; 此二掉落間最大不再在於 24

株落尾端沒有多聽聽吟兌付 01y A tai1) 及殘基 2!}5(A/C) ，

438(AfC). 439(A/C).503(A/C) 的不同。 (KL Lin et 

a 1 . , 19 9 3 ) 

本組過敏A奈和氣喘病人血清反應亭的為 55% 。而 25 掉落

和 27 抹落和氣喘氣人血清反應率只有 41%. 再將之構集成數段片

段，進行抗雄性研究，反應、性卻又下降。這椒手和抗峰的三級

結構有關。

第六組過敏尿

本扭過敏原最早稱為 DP4 及 DF4(Yasueda H 己 t a 卜，

1991) ，是由 Der p 及 Der f培養基中分離尚存。其援被稱為

DP5 及 DF5(Yasueda H et al. ， 1993) 。目前到正式命名為

De r p V I及 Der fVI(Thomas WR. ， 1993) 。其分子量約為

25kD 且具有 chemotrypsin 的活性。運用放射免疫分析法的

禎繭，得知與氣喘病人血清反應比率為 40% 。目前僅有 N 端氯基

酸次序被定出來。

12 
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第七組過敏原

IJer pVII cDNA 的發現是利用氣喘為人血清中 IgE 為

揉針，以萬斑放射免疫分析法於λg t 11 基因庫所詩符 (HD

Shen et al. t 1993). 其 cDNA 長度為 812bp' 可轉譯為一

215 殘暴的蛋白質，包含一段 17個成基的前導辭嚴錄，分子量

約為~ 2 k D 0 IJe r f V 1 1 c DN A 白前已被選殖 ili (尚未發表) ，而

相關研究工作仍在進行中。

以下是各組塵喝過敏憑一覽表

Group Name MW(kD) Function IgE reactivity Sequence 

I Der pI 25 cystelne protease 80-90% cDNA 

Der fI 25 cysteine protease 80 明 90% cDNA 

II De r pII 16 lysozyme 80-90% cDNA 

Der fII 16 ? 92% cDNA 

III Der pIII 28 , 30 trypsin 70% 哺 cDNA

Der fI II 29 trypsln 80% N-terminal 

IV Der pIV 60 amylase 、 40% N-terminal 

V Der pV 1 是 ? 55% cDNA 

VI Der pVI 25 chymotrypsin 41% N-terminal 

VII Der pVII 22 ? 37% cDNA 

Der fVII ? ? ? cDNA 

13 
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第三節桿狀搞毒/昆蟲細胞表現系統

目前，塵喝過敏尿的抗原性研究，絕大部分是利用大腸

菌表達系、統所表現的重組蛋台賞;而此類重組過敏原和爵撓的

過敏原蛋白質，似乎有著某種程度上的差異;成 Der pI~ 鈍，

構築後的過敏原抗原性，以在酵母萬系統所表達的較高。為了

史進一步了解Der pV. 使科用真核細胞的表現系統一桿狀為毒

/昆蟲細胞表現系統，進行我們的研究。

桿狀為毒 (Baculovirus) 具有多義的族群，機乎在所

有昆蟲身土報可以我封，而且此類病毒不會寄生在非誇肢動物

宿主。 BacuLo 這個字所指的意思是為毒粒子的外裝呈現長桿

狀外觀，其丹裝直徑寬通常約為 4 卜 50u 血雨長為 200 申

是 o 0 u m (H a r r a p e t a 1 . 7 1 972 )。也就是自為桿狀茹毒有這

麼大的空悶，所以可以攜帶很大的內插DNA(Fraser et 

a 1 . .的 86) .最大可以攜華 15kbp 的內插基目。另外，品毒外

竅麗桿的一端，通常具結構上的差異，可給與桿敲茹毒一個極

性端 (Fraser et a 卜. 1 986 ) .桿狀為毒的宿主範圈，非葷的

裝店主 (Groner et a 卜 .1986) 。每一種桿狀為毒都只能忌祟

極少數相路的昆蟲細胞。重組過的桿狀為毒載體對於哺乳類沒

有不利的影響，也就是實驗者的安全無慮。

14 <
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為了取得具有生理功能的蛋白質，使用一個真按細胞的

表達系統是很重要的。晶桿狀為毒/昆蟲細胞表達系統提供了這

樣的一個環境，使得蛋白質在合成時，能有較適合的摺鴿

(folding) 、雙琉鍵的形成、寡體聚合( 0 1 i g 0 m e r i z a t i 0 n ) 

、及轉譯援修鶴 (p 0 s t r an s 1 a t i 0 n a 1 m 0 d if i c a t i 0 n) 。桿

狀為毒正會於27 0 c 下增蘊，這個溫度拾巧也適於多數原本生

長於 37 0 c 的突變生物。在適宜的混涯度下，桿狀為毒/琵蟲細

胞表達系統能大景表現殖入的基因產物 (Reynisdattir et 

al. , 1990) ，此外這個系統並不須要輔助病毒的 elper

phage) 的幫助，而是直接利用重組為毒體的方式;不但較拱勢

而且比構察一個高產量的真按細胞株來的容易。在感祟後 4 - 5 

天，溶菌斑 (plaque) 便形成，為再純化或放大 (Amplifica

-tion) 需 5 - 7 夭。

在我們的實驗中，所揉用的細胞輯是 S frugiperda 

(Sf9 ， Sf21) 比如跑掉是葷的腸細脆，其表達能力極娘，不單

如此，其生長速率拱、對於病毒的義製籠定 (18-24hr 可複製

一次)、培養容易(可懸浮培養或貼峙培養)、對重組蛋白合成

容易，都是我們還比如胞棒的原因。ifQ桿狀為毒的選擇，則有

兩種基本選擇， Autographa californica nuclear poly 

-hedrosis virus(AcNPV) 或 Bombyx mor nuclear 

polyhedrosis virus (BmNPV)' 我們則是選擇了 AcMNPV

15 
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。目前雖然有超過 500 種以土的桿狀病毒被報告，但在基 J由、複

架及表達上，仍以 AcNPV 的使用品最好。
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第二章材科及方法

第一節 De r p V之於昆蟲細胞表達

( A )桿狀為毒載體

我們採甫的是 pVL1393\1392 載體，是以 pVL9 是 1~ 基

礎所設計改造出的 (Lucknow and Summers. ， 1989)' 它主

要是把 AcMNPV/pUC8 接合處，也就是 polyhedri I1 promo 

汁。 r(polh) 下游處切除，並且把 polyhedrin promotor 之

企 TG 突變成 A T t '而使得其下游 (down stream) 之ATG 能啟動

更好的 promotor 活性。

此載體之殖選限制住還有 Bql 口 Pst 1 , Not 1 , 

Ega 1 , EcoR 1 , Xba 1 , Sma 1 , Kpn 1 ，及 BamH 1 

基於基因方向之考量，我們說用了 BamH 1 和 EcoR 1 兩個位

置。

pVL1393 和 pVL1392 唯一不同處在於二三個載體的

p 0 1 y 1 i n k e r 排列方向相反。其基圓圓如圈一。

(B) 將 De r p V基因構集至 pVL1393 載體

我們所要構祟的是兩抹Der pV cDNA ， WM 及 WL ，但此

-17 



第二章材料及方法

二段 cDNA 其結構基自( s t r u c t u r e g e n e )前有大於 100 個給

基封的非轉譯盛 (untranslation region)' 若直接構築至

pVL1393 載體，會使得 De r p V 蛋白質表現的不好，甚致於不

會表現。於是我們便設計了一段具BamH 1 構築位的引子 WMWL

(見聞二) .其序列如下:

5'GCGGATCCCCGTTTAAAAAAATATCAATC 3' 

並進行PCR反應，其條件如下

w級或 WL SKII(-) O.Olug 

WMWL prlmer 20pmole 

ks prlmer 20pmole 

dNTPS 40mM 

10X P f u buffer 1 0 u 1 

pfu enzyme 2 u n i t 

方口水至 1 0 0 u 1 

95 0 C 5min 55 0 C lmìn 72 0 C 2min lcycle 

95 0 C lmin 55 0 C 1 訟 in 72 0 C 2mìn 38cycle 

95 0 C 2mìn 55 0 C lmin 72 0 C 5min lcycle 

持反應完成，把產物於 2括低融點洋菜膠上以電泳分離

18 
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援(閻三) ，切下令放大帶的膠'還入獄量離心管中，於 65 0 C 

水浴 15 分鐘，加入等體積的餘的 henol)' 以第一節 (C) 所提

之phenol/chloroform方式純化出 DNA 再以第二節( E )所

提之方法，把純化出的 DNA及 pVL1393 載體分割以 BamH l' 

EcoR 1 處理後，再以 T4 Ligase接合。圓四為接合後所鐘就

的結泉。

(C) 昆蟲細胞培養波配製

昆蟲細胞培養渡的種類很多，為最常使用的有三種基

質，分割)t Grace's medium{ Grace 1962) , IPL 且是 1

(Weiss et a111981~ ， Weiss and Vaughn ， 1986) 及 TC

-lOO(Garduner and Stockdale ， 1975) 。目前使用最廣

泛的是 TNM-FH medium(Hink ， 1970) ，其成份以 Grace's

basal medium為主，再加上二種補充物 (supplement) , 

lactalbumin hydrolysate 及 yeasolate 0 

我們是拉馬 Grace's Insect Cell Culture 

Medium powder/l pack(GiBCO BRL) 。首先把 O.35g 的

s 0 d i um b i c a rb 0 n a t e ( N a H C 03) ，加入 950ml 的純水中，置

入減菌鍋滅菌後，加入 Grace's Medium powd βr ' 3g TC 

yeasolate 及 3g lactalbumin hydrolysate' 於室溫下

19 
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攪拌 2 小時，使各成份確實溶解後，用 10N NaOH 調 pHft直至 6 . 2 

，直入通風櫥內，以丟棄式的 O.22um 濃膜 (Gelman mini 

capsale) 過萬五乾淨瓶中後，加入 50ml 胎牛血清。

此時，把配製好的 medium 蓋於 27 0 c 中培育 3-5 天

，確定無細菌污學援雪可直 4 " C棒存但須於 3 摺月內使聽完。

(D)SF9 細胞培養

我們實驗採繭的是SF9 細胞，是蠶的腸細胞。值得注意

的是這類細胞和一殼細胞不同處，在於其沒有接觸桂抑制 (c(>n

-tact inhibition) 。當細胞密度太高時，會因為接壓而變

型，只有在合宜的情況于，細胞會呈現均勻醫球狀，而非聚集

成大顆粒狀 (granula 仆，這本為判別的重要依據。(國五)

在準備好 37 0 C 水浴後，把主主態氣中提存的細胞取出，於水浴

中快速攪動 30 - 6 0 秒使之解凍，容器外壁再以 70% 酒蜻消毒後

，直入通風廚內，把細胞還入T 四 25 培養瓶中，加入 10ml TNM 

-FH mediu 函，於 27 0 C 培育是小時，特細胞的著 (attach) , 

再置換 5ml 新鮮 TNM-FH medium 。於 27 0 C 培育 3 - 4 天後，

再繼代培養 (passage) 及可。此時每個 T-25培養瓶中約加入

30 萬個細胞即可。
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(E) 感學昆蟲細胞

我們所使用的是 Liposome 叮 mediated Transfe 

- c t i 0 益的方法，其成份 ~l ipofectin(DOTMa 和 phos

由 pholipid dioleoyl phos 明 phatidylethanolamine

1 : 1混合) ，是一種合成的路質- N- [1 自( 2 , 3 吋 ioleyl

~xy)propyl]-N1N1N1 由 triethylammonium chloride 

(DOPA) ，可形成帶正電憤之庸小體(positive charged 

1 i p 0 s 0 m e )，會和 DNA 或 RNA成自動形成分子內鍵結 (Felg

-ne~ e~ a1. , 1987) 。

進行感祟之前，要先準備好使康的細胞。換 2 m 1 不合胎

牛血清的 medìum後，將如跑刮于並置入無蓓的離心管中，取

4 5 u 1 至敏章離心管中，並加入 5ul trypan blue 混合，於血

球計算盤計算一大格的細胞數再乘土一萬便是每 ml 的知脆數。

之後取 10 6 的細胞至 3 . 5 位訟的培養盤中，靜叢 30-60 分錯，此

時把 40 u 1 1 i P 0 f ec t i n (Ph r a m a c i a) 稀釋在 1 m 1 不合胎牛血

清的 mediu 訟中，另外把品毒 DN A 1 u g和接有 De r p V之

pVL1393 3ug 混合，還室溫下 5 分鐘後，將之滴到培養盤並部

分封上，盡 27 0 c 中培育 d 小時援，再以不合胎牛血清的

medium 置換 2 次後，於 27 0 -c中培育卜 5 夭。之後，把

medium移至離心管離心 3000rpm 5 分鐘，取土清液至無菌容
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器中，並置 4 0 C 18-存。

( F )品毒的增殖 (Am p 1 i f i c a t i 0 n) 

如 (E) 所示，計算細胞數後，取 7xl0 6 揭卸鮑至 14. 5 

cm 的培養盔，特細胞悶著後，直接新的 me9iu泊，並加入初次感

學錢回毅的 me 'Ò ium lml' 於 27 0 c 中培育 3-5 夭。如此重

表數次，直到病毒價數變高。

(G) 終點稀釋 (End poirrt dilution) 

此為偵測為毒噴數的方法。先種 2xl0 4 鶴細胞至 12 搪

平板土的每個構中，待細胞悶著後，以 2ml 新鮮 TMN-FH\10%

FCS 置換。加入所收集的病毒懸浮注 1 0 0 u r • 1 0 u 1 , 1 u 1 , 0 u 1 分

斜封不同的榜舟，於 27 -c 培育 72hr 後，觀察細胞是否有明顯受

處祟的現象;若是有 CPE 的現卒，射殺 1在此榜冉的細胞，將細胞溶

破後，可進行史進一步的確認。

(H) 時閔行程 (Time course) 

本實驗的目的為觀察SF9 細胞在被為毒感祟後，不何時

問內 Der p V 過敏原蛋白質表現的情況。

nrh nafu 



第二章材料及方法

首先種入 10 6 的 SF9 知跑到 35mm培養盤中，靜蓋 30 分

鐘，符其附著後，以 2m1 新鮮 TMN 自 FH\10% FCS 置換，並加入

適量 MOI(20pfu/ce11) 約為毒懸浮浪，於 27
0

C 中培育 1 '2 h r 

• 2 是 hr ， 36hr ， 48hr 後，收集細胞，加入違章 SDS sample 

buffer' 以沸水袁 5 分鐘後，產- 2 0 Oc 中儲存。(闢六}

( 1 )西方點墨、法( W e s t e r n B 1 0 t ) 

a.SDS PAGE 

把不同時間搜集的 SF9 細胞義本取 1 0 u 1 封 15% SDS 

PAGE 的轉中，以 120V(Bio Rad) 進行電泳反應，當反應結束

後，將之浸泡在 transfer buffer(25mM Tris 2~% me 

-thanol 192mM pH8.3) 中半小時，成備 transfer 之用。

b.Transfer 

裁與 SDS PAGE相同大小的 NC paper 及 3Mi處紙，浸泡

在 transfer huffer 中，由負起到正極分科擺土棉塊、連

紙、膠、 NC paper 、濃紙、棉塊，於 100 仗特下 transfer

1 小時後，取下 NC paper ，以 ponsou S 祟 30 教，再以清水

沖洗， J1tl 可見轉印過去之 b a n d ，以鉛擎迅遠將 marker 標示

一23一



第二章材料及方法

後，便將之以 5% 的脫胎奶粉 block 整夜。

c.Western blot 

把抗體帶釋於適量 5% 牛奶中，和 b 1 0 c k 好的 NC paper 

於室溫做用 2 小時後，以 PBS 且 tween 清洗 5 次/每次 10 分鐘，再

以接舍有鹼性磷酸酵素之二次抗體，室溫下做用 1 小時，再以

PBS-tween 清洗 6 次/每次 10 分鐘，之後於 s 的 strate

buffer (O.15M Tris-Cl.4mM MgC12) 主色，待呈色復以

清d 水終止反應。(圈七.入)
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第三章結果

第三章結果

欲攝象至桿狀梅毒載體的 Der p V基函， WM 、 WL 以由經

林克亮教授還殖並分析完成，且於大腸菌系統表達。本部分便是

將其講義於昆蟲病毒載體，以期於此真接系統中表現。

第一節講築 De r p V 基因至桿狀茄毒載體

it 先，我們將 Der p V基函， WM 、 WL株落選取適當位置，

使其含有自己結構暴自土游的啟蜂密碼- ATG ，且和結構基因

小於 100bp 的距離。基於這些條件，於是設計一段引子(續二) , 

利用 PCR把要講祟的部分放大血來〈醫三)再將其構築至昆蟲病

毒載體 pVL1393( 圖四)。且暴於轉錄土方向的考量，便將之以

Bam HI ， EcoRI 限制膳位構藥。

第二節感祟昆蟲知胞

此時把構築好之兩林落 Der pV cDNA ， WM 及 W L.藉由為

毒 DNA及 lipofectin 的幫助，共同感學( c 0 t r a n s f e c t i 0 n ) 

至昆蟲細胞 SF-9 後(醫五 a 、 b ) ，收集不同時時之被感吾吾細胞，

觀察是否有預期大 .1、之蛋白質產生，結系發現在 14Kd 處寄一蚤

白質嘻出現〈關六) ，隨 E基接時聞之不同而變化，且於感學 48 小

時後最多。
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第三章結果

第三節西方點墨法之確認

之後，便以兔子抗 De r p V多抹抗體進行西方點墨法確

認(厲七、入).發現分別會與 WM ， WL time course 之 14Kd 處

蛋白質替反應，但 WM較強。再由 time course 及 wild type 

之比較中發現， wild type 不會 1 是 Kd 處蛋白質帶反應。且又知

wild type 是不合Ðer p V暴國之為毒。設推知 Ðer p V確實表

達於SF寸之幸。
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第三章結果

P VL139211393 Baculovirus Transfer Vector Set 

Revision 09/94 

MCS 
pVL1392 

MCS 
pVL1393 

Pvull (9547) 

~âlE P VL1392/1393 
9639 bp 

unique sites underlined 

310 
•-1 

U且且且且盟主 E:!gl (4144) 
Bglll (4 1 J.\) ••• ....:-:.ï....' XbaJ (4行的

Pstl(4138) t I EcoRI ~4155) SmaJ (4170) i:dHl43)iii i iγ吋
AGATCTGCAGCGGCCGCTCCAGAATTCTAGAAGGTACCCGGGATCC 
TCTAGACGTCGCCGGCGAGGTCTTAAGATCTTCCATGGGCCCTAGG 

poJ)'hedrin promoter 

扭扭曲揖平怨這

SmaJ (413月 E目的 (4148) E'gl (415的
8g111 (4169) 

B mM r i γ 4叫) I 伽州川川…[(川川(4叫4叫叫1

CGGATCCCGGGTACCTTCTAGAATTCCGGAGCGGCCGCTGCAGATCτT 
. 

GCCTAGGGCCCATGGAAGATCTTAAGGCCTCGCCGGCGACGTCTAGA 
7日 21201 P吊

Rev. 曲409月

圖桿狀為毒載體 pVL1393/1392 的基圓圓
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第三章結果

WL ITγγITITGCT油TI'GGA認TA'甘'GTCCAATAGAγfAATGMC品TAACT白γITI'CAAG 60 

WM 

WL TGTATCITTGTMTI'GGTMITITMATCGATCMAATGTAMCMCMCAAAMAAGAG 120 

W組

耽 ATAGAMTACMITTGA'吹:::GATATMAAAATAMGAACI'GGMGITATMITγ昨日AM 180 

WM 
6ζ:a:'A TCt:' 

WL GA甘'GATCGACMAAG吹了民主ATITATATMγm才可'CfAGAM且M且rc也AAAαx;rr 240 

WM T*T*TIT料*T*T呵T*抖C向::GA*A*T材 "'G帥******抖，虐，是5

WL TAAAAA.，的TAJt:'M1U\TGAAAITCATCA甘叮叮叮叮叮ITGCCACITτ'GGCCGITAT 300 
WM ******叫*******輛“材料科材料材料*材料材料材料材料材料A材料* 105 

吼叫α'GTTTCAIα3TGMGATAMAMCATGATTATCAMATGAA羽田叮叮℃叮A甘'GAT 360 

WM * ***** ************** ******************,********************** 165 

就 GGAA品TA廿'CATGMCAMTTAMMAα立日且cr時CAγ即位'CTATCfTCA品AACA 420 

WM ************************************************************ 225 

Ala 

WL GAITMTCATI'ITGAAαx:.MACCMC晶晶晶晶.TGMAGATA.A.AA甘'GTAαmAA且T4容。

WM *****************AA***************************************** 285 

GIu 

耽 GGATACeATTAT'品CTA犯AγfGATGGTGTACG哎叮叮TAI口可'GATCGTCITATGCAA臼 540

WM ************************************************************ 3是5

啊J TA.M.GA甘TAGATATTTTTGAACAATATAATCTTGAA且TGGCTAA且AMTCTGGTGATAT 600 

WM ************************************************************是05

WLTγI'GGAACGfGA:γITGAAAA且AGAAGMGCAC治~TG甘'MAMGATfGAAGTITMTI1'AA 660 

WM **********************************************************掌* 465 

WL TfGAAγfMAM1可TTC廿'GAT'口可?叮℃甘U叮G仗了π"CATCAAγfGACAATAAAA.I\.TG 720 

WM ********************G****學********************************** 525 

啊J AATAAAGMTITTGG 

WM **************AMTAA且MAA

WL 

WM 

736 

585 

613 

圖二二 .WMWL 引子的設計位置，包含了 Der p V基因自身的啟始

密碼，且結構基因前之非轉譯最小於 100hp
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第。王章結果

cgg能

國三五命科鋪設計之事!乎所符至才 智蝠，會 L PCR 之處尋會議今 1%洋菜

分布的緝毒之 o
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.t;~r 沾了斗芋金主b 問l

.5r.J一可 lø írt:.l :;.;'j';;;: 

+一pVL1393 

• WM 
←可NL

國四.此為 W 妓 WL. 講翠玉三 pVL1393 轉載舟毒載體錢. ~X 眼

制鸝切 ili 在 1% agarose 土搶說 .lanel ~1 Kb ladder. 

lane2 晶宮說 lane3 ~ WL 
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第a 三哥是結果

1 

2 

五。札}互為正常細胞. 11色質均每且外觀呈國軍學嶽扎的且每 w i 1 d 

type 圍 AcNPV 是主義籍的如施，巨龍頭8 輛鑽 CPE.(200X)
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( 3 ) (抖分寄自居第每學習麓，會L義鸝鴿誨

揮軍纜的現率. ( 2 0 ()蓋}
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第三舉結果

a 

呻-14kd

去 .SDS PAGE 的結泉 (a)(b) 分翻譯為幫醋 .WL 轉時閥特種

La JJl el 蟲 marke 宮

互為時間持經 La JJl e1 

Ac 對 PV 是主義等綺鑫彎路

t

會

hfL 
W尸
誨

。
z

申
O

Te en nua 
為

L

2t es nG a L 
會蛋白 La JJl e3 曲 6

是每 La JJl e9 
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a 
1 

b 

45kd-

2 

第三舉結果

3 4 5 6 7 8 

聽k-.喝常聽墨主義轉幕之( a ) ( b )發射是宵單 WL與多轉載體罩之處的

轉著走 9 在村訟忍 c@u Jr se 處 (lane 卜的可見一處處

3是



68-

M 

14 

鱷九. a • b 分鋪展海會腫習L 職.iE會兔

沒晨星星華盛現。
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第四章討論

第四章討論

本論文的第一部分，便是希望能把 Der p V過敏原於昆

蟲真核細胞表達系統中表現。由於』扭住Der p V過敏尿的研究，

並無法取得自然 (native) 蛋白質，都是由大腸萬率達系統所

取得大小為 15Kd 的重組蛋白質 (recombìnant proteìn)' 

為這些由大腸菌表達系統所取得的蛋白質，抗原性並不很高，

於是我們希冀能把 De r p V過敏原於昆虫真核細胞表達系統中表

現。因$v，fi..真核知胞表達系統中，不會有融合蛋白的產生，應更

接近Der p V過敏掠於螞體所表現的自然 (native) 蛋白質。另

一方面，因當台大蔡考窗老師在發現Dcr p V會直接剝激 B 細

胞的增殖及產生抗體，似乎有 mit o- gen 的功能。但我們知道，

脂多館打 ìpopolysaccharide-LPS) 也是巨細胞的認 i t 0 

- g e n '而細菌的細胞壁，正是富含LPS的接域，這對証明 Ðer

pV是 B 細胞的血 îtogen' 似乎有不利的影響。但若能由昆虫

真桔細胞表達系統中取得 Der p V過敏潭，對B細胞進行m i t 0 

-ge 旦實驗，相信是相當具有意義。

在考量 Der pV cDNA(WL ， W的之後，我們分割選擇了

最適宜的部分，包含距結構基因小於 100 鹼基勢的一起蜂密碼

(ATG) 及前導基因序列 (leader sequence)' 模集五桿狀為

毒昆虫載體，以期於昆虫細胞有最好表現。在感學昆虫細胞

後，我們取是接 Ohr 、 24hr 、 36hr 、是 8hr 及 60hr 的細胞，於

SDS PAGE梭視，發現.14 Kd 附近，有一蛋白質帶隨惑接時時增
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第四室主討論

力"。但由 SDS PAGE 的接攏，不晃確定是否真有 .Ð e r p V的產

生。於是再由西方點墨挂，我們發現以單株抗體作用的結果，

暗了 positive control 有反庭、外，並沒有其它反應出現。

事實上，這種現象是可以解釋的。由於我們使用的單株抗體只

有一棒，而一般車轉抗體在產生復會有很多種非落，可能會諮知

抗原土不同抗原點( e p i t 0 P e )或部分構彤。所以並不一定那株

單林抗體會有反應。加土目前放偵 iJff 之抗原是由另一系統所表

達，單抹抗體的認知，財又更為可議。而在成多株抗體{兔子抗

.Ð er p 叫做繭的結果中發現，在先前SDS PAGE 15Kd 處，有

一反應帶出現，但因為是多林抗體，所以有些非特異性的反應

帶。局再以正會兔血清進行比照， 15 Kd處並沒有反應譽，又在

60Kð處有一非特異性的反應帶。於是我們報信 ， .Ð e r p V確實

於昆虫細胞表達。此外，再深究其竟，知道 .Ð e r p V單抹及多株

抗體皆是由 WM 株落敢1 ~毀所產生，品多抹抗體共西方點霉的結果

中也發現對於W臨的認識較強，這是否又是 .Ðe r p V異構體產物

抗雄性相真的例子，街頭更漾入證實。玉之於單抹抗體益沒有反

應帶產生，有可能是因製造單株抗體的 .Ð e r p V琨敏原是由原核

系統表達所致。

雖然由我們的結果推論Der p V確實於昆虫知跑表達，

但是其表達的量似乎太少。由昆虫細跑表達系統的文獻得知，

插入基茵的蛋白質表違章，可能佔細胞蛋白質產量的 o . 1 括自
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50% 不等。以 B型肝炎病毒抗原 (HBsAg) 來說，便是一相當成功

的倒子。而表達量和載體的選擇、及感祟的病毒數又有絕對的

關舔。且基於此類過敏原基困於昆虫細胞表達的胡子，你數先

驅，相信還有許多須要改進的地方。目前實驗室宇 ， De r p I及

De r p I I於昆虫細胞表達的實驗也正顧利進行，希冀能將此系

統建立，相信封過敏尿的研究會有很大助豆豆。
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第二部分

Der f基因庫過敏原基因選殖
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第一輩研究背景

第一章研究背景

第一節過敏原基因之選殖

由目前所發表之←關於螞過敏車還殖的文章中，所主主用的

方法在最早期是叫氣嗚茹人血清和銷粗萃取物進行反應，發現

1 7 種螞粗萃取輪會和 19E有反應，而其中 14 種萃取物有較強的

反應。在Dermatophagoídes此屬螞中，推測至少有入殺過敏

原 (Ia~g RB et a 卜， 1988 Nakanishik et a 卜. 199 0 

KL Lin et al. ， 1991~其分子輩分別為 10kD ， 60kD ， 55kD

, 43kD , 3fkD , 27kD , 16kD , 15kD. 

至目前已於時屬之兩類家塵嘴中找出壯起的過敏尿，分

射命名 'A ])çr pI 呻 VII ， Der fI-VlIo 且也於分子生物技街的

日趨成匙，大多數鵝過敏原暴自己被選殖血來，尚未被選殖出來

的只接Ðer flII.IV , V , VI , Ðer pIV ， Vl 。但是 Ðer pIV , 

VI , Der fIII的到端序刻也已被找車，其 cDNA全長的選殖也正

在進行申 e

目前用以選殖家塵媽過敏原的常用技衛有 DNAJ家針雜交

法 (DNA probe hybridization) ，是以一段 DNA標示放品物

質後'A據針，於基因庫中搜尋相似基因、o Der flcDNA便是用此

詩找到。另外有多聚合梅鍊反應按 (PCR) ，此法是以設計好且具

特異性之小Ji段DNA 引子 (primer) 於基因庫中，利用 PCR 方法
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第一輩研究背景

放大出相似基因，而達到選殖的目的。 Der fII , Dèr fVII , 

Der fIII等，便是以此法找出其 cDNA <> 

此外，還有一種相當常用的方式便是菌斑社射免疫法

(plaque radioimmunoassa 汁。它亦為一種利用揉針選殖

的技樹，只是所利用的樣對烏具有特異性或專一性的多抹或單棒

抗體或是氣喘病人的血清。用此法尚有一個好處，便是可以肯定

所表現出來的蛋白質，具有拉原柱。目前多數過敏犀皆是以此詩

選殖血，如 Der pI. Der pII , Der pV.Der pVII. 及其持

多異構體 (Iosform) 。

除了以上的方式外 ， Der fIII因其接蛋白鵬的特性，也

可以用親合管拉將之純化。而第六組過敏原皆由培養基分離nQ

待。大體言之，過敏尿的純化或選殖，並其是一定的方式，而是鑽

多方的科試。
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第二章材料及方法

第一節多聚合駱鍊反應法

(A)Der f cDNA基因庫之構集

首先以修錦過的 guanidiumHCl/CsCl 方法 (Stewart

GA et al. , 1987;Thomas WR et al. ， 198 圳，抽取Der

f塵媽的 mRN A '再以反轉婊多聚合駐反應 (RTPCR) 的方法，以

最高提供試劑 (Amersham Internation Inc. ， Bucks) 將

之合成 cDNA(Gubler U et al. ， 1983). 再以磷酸化的

EcoRI 連接子 (Li n. ker_}接舍，並構學至 λg t 11 及 λZAP載體

中。色裝成嘩菌體後，可惡毒至宿主 YI090 或 XL 凹 1 blue 大腸

萬中， (Huynah et a 卜， 1 986 ) ，將之增殖後可加入 7% di 

-methyl sulfoxíde(DMSO) 立在運於- 7 0 <> C保存。

(B)Der f λ 噬菌體的增殖

把由 (A) 訝得的 λ 噬菌體由 1 /10 依序做 100 怯稀釋於

PSB(phage sorbent buffer). 並加入一滴氯封遺於 4 0 C 

4幸存。將宿主大腸菌培養於L- 肉汁，於 37 0 C 震暈培養過夜，

次晨將之做 100 倍稀釋至新鮮L一肉汁，於 37 0 C 震愛培養 2-3

小時，直到 OD600 之 o . 5 後，把菌波於 4 o C'5000rpm離心 5

分錯，去除上清淚，加入 30ml PSB 清洗一次後，將之憨浮於
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5ml PSB 中。取 300 u 1 的雇主懸浮液，加入適量的噬菌體保存

液中，於 37 0 C 孵育 30 分鐘，加入 9m145 0 C 的液態 L+G 洋菜

膠混合均勻，迅遠街至L+G培養基土，援國 f是置於 37 0 C 孵當整

痕。次日溶菌斑形成後，加入 15ml PSB' 再直於 4 0 C 騙子支援，

吸出 PSB '於 4 oC 10000rpm 離心 1 0 分鐘，去除況嚴翰，加

數滴氯桔蓋於 4 0 C保存，或 7%DMSO 於- 70 0 C 保存。

(C)DfλcDNA 的純化

把由( B )取得之PSB溶液(每盤培養基約可歸故 1 0 扒}

加入 100ul Lambdasorb phage adsorbent (promaga 

， Madison.WI) 混合均勻復於室還下震盪 30 分鐘，使試劑中

Staphylococcus aureus 及兔子抗 λ噬菌體多棒抗體的蘊含

物，和嘩菌體結合，再以 10000rpm' 5 分鐘離下來，去母土

液後用 lm1 PSB打散沉濃物，並移至擻量離心管，以 PSB 清洗

三次，再加入噬菌體釋放 j容法( r e叫lease buffer , 10m 

T r i s 咱 C 1 p 踅 7.8 10mM EDTA) 打散 i況兄揖激史物，置入 70 0 c 水浴

10 分鐘後，特噬菌體DNA 釋放出後，以 10000rp 眩， 5 分鐘離

心去除沉澱物，再以聆/氯偉 (phenol/chloroform) 法純化

DNA: 本方法的目的是利階盼及氯信把溶液中蛋白質變性才是-k

除。首先加入等量體積的 1 e a d. e rp h e n 0 1 ( p h e n 0 1 : c h 1 0 r 0 

自 form: isoamyl alc 之 25:24:1) ，震最 1 分鐘，施以 1 2 000 
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rpm.3 分鐘離心，如此重稜 2 寸次，再以 chloroform{chlo

- r 0 f 0 r m : i S 0 a my 1 a 1 c = 24 : 1 )萃取一次，之後加入 1/10

體積之 3Msodium acetate 及 2 . 5 皓體積之純酒蜻置，斗 o 0 c 

沉澱 30min 再以 14000rpm離心 15 位此，去除土清波後再以 70%

酒蜻清洗一次，以去除鹽類。特乾爆後加入適量 TE溶解 4幸存。

圈九.萃取物之按攏。

(D)PCR 

本方法的目的是利用 Der pV 5' 竭的一段DNA(KL-2)

為一個引子 (primer) ， λg t 11 的 reverse 或 forward 為另一

個引子，以 Der f cDNA基西岸為模耘，依賤 pfu 聚合臨的特

性進行不同溫度重複鑄環的反應。以下為其反應鋒件及所使用

的 51 于:

KL 呻 2: 5 i GAAGATAAAAAACATGAT 3' 

λgt11 F: 5 I GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG.3' 

λgt11 R: 5 1 TTGACACCAGACCAACTGGTAATG 3' 

templete O.OOlug 

10X pfu buffer 5ul(MgCl 1.5m 酷}

dNTP 40uM 

prlmer 20p 阻 leach

pfu enzyme 2 u n 1 t 
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加水至 50 u 1 ，並覆上一層 mineral oil' 於Thermal

cycle machine 進行如下溫度及時問反應:

95 0 C 5min 55 0 C lmin 72 0 C lmin lcycle 

95 0 C 45sec 55 0 C lmin 72 <> C lmin 38cycle 

95 0 C 2 mi n 55 0 C 1 mi n 72 0 C5 m i n 1 c y c 1 e 

待反應結束後，取 2 叫產物於 1 路洋菜膠土供電泳分佈，再昌等以

EtBr(30ug/ml) 按說，結泉如團十。

(E)PCR結泉的純化及構集

取PCR反應完成之產物於 2% 的低融點洋菜膠 (low mel 

申 ting agarose) 土進行電泳分布後，切下含放大帶〈詩經 P 1 i 

可 fication band) 的膠，直於敏章離心管中 '65 o C 1}之浴 15

mln 後，加入等量盼，震盪 lmi 草，以 12000rpm 離心 5 m.i n .;再

以 (C) 中所提的 phenol/chlorofQrm方式純化。

純化梭的 DN A 1:為了構集五載體土，首先以限制路切

，使之成為 cohesive end' 其反應如下:
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DNA 2ug 

5 u 1 mult core buffer 

Bam H 1 

Eco R 1 

2 u n i t 

2 u n i t 

加水至 5.(1叫，於 37 0 c 下水浴 2-4 小時後，利用 Wizard DNA 

clean up system(pro 組 ag i;l )Kit 回收，此種利用 resln 閻

怯的方式，可直接去除 50mer 以下的 DNA 小片段。 ifQ 載體也同

樣利用此按處理後備用。

當載體及DNA處理好後，便可進行講集的工件。其成分

如下‘

Atpre NPTeS D.-Afa 

rfg cu

‘I 

SBL e uX4 IGT QMEA DA 

3pM 

lpM 

l(}mM 

1 u 1 

2 u n i t 

加水至 l(}ul' 於 16 <J C 作用 12 即 18 小時。

(F}Transformation 
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a.competent cell 準備

把宿主大腸萬 E.col XL-l blue(12.5ug tetra 

也 cycline resistance}於前夜於 37 0 C 震盪培養一夜後，

於次晨散 1 : 100 韓釋，於 37 0 C 震盪培養 2-4 小時，達到

OD600=O.5 後，把菌液於 4 0 C 下，以 3500rpm離心于來，以

25ml O.lM MgC12 清洗一次後，加入 12mlO.lM CaC12 官

泳浴 50min 後，將之再懸浮於 5ml O.lM CaC12 中，比時可還

於 4 0 C 中 2 自 3 天借用。

b.Transformation 

取 200 u 1 製備好的 competent cel1 懸浮液，加入

5 u 1 接舍克的混合物，再ι 浴 60min 後，及費:“ o C 水塔 2 m i n ' 

再 J水浴 5min後於己塗土 4mg X 如 gal 的 A+T培養基 (ampici

-lin 100uglml. tetracycline 12.5ug/ml) 上建賄，

於 37 0 c培育整夜，持掉落長出。

(G) 成功株落的詩選一

把隔夜培養的讀盤取出，挑tl:白色株落至新的培養盤次

培養:這是由於連接成功的載體會打斷Lac Z(ß-galacto 
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一 s i d a s e )的轉譯，使得塗在培養基土之X-gal 不會被分解，

而不產生藍色掉落(國十一)。次日再說出次培養之株落至 5ml

L-broth (ampicillin lOOug/ml , tetracycline 

12.5ug/ml) 於 37 <> C 隔夜培育，次日取 1 m 1 菌液至徵暈離心

管，於 4 0 C 離心 10000rpm 5 分鐘，去除土清或後加入 100ul

j客波 I(50mM glucose' TrÌs-Cl ph8.010mM EDTA) 懸浮

菌塊，再加入 200ul 溶液 II(O.2N NaOH' l%SDS) 於冰浴作

周刊分鐘宮之後加入 150 溶液 III(5M potassumac~tate) 

，球浴 5 分鐘，強豆豆振蠹 1 分錯，再 10000rpm 離心 5 分鐘，把土

;青波移至新的管子，加入 5ul RNase (10mg/ml) , 2ul pro 

-teinase K(20mg/ml) ， 於 37 0 C作用 15 分鐘後，以 (C) 所

提之 Pheno、 1/ chloroform方法純化。

取 5 u 1 之純化溶液，加 1 u 1 的緩街波及各 1 u 1 的 BamH

I , EcoR 1 ，於 37 0 c 水浴 1 小時後，於 1% 洋菜膠上電泳檢視(如

留十二)。

{頁 )pBluescript 11 SK(+I 仆義體

此載體是利用 p UC 1 9 ~藍本所設計改造尚待之一雙股

DNA載體。其大小島 296 1 b P' 具有抗生素抗性( a m p i c i 1 1 i n 

resistance) 及LacZ基因，可供作詩選之用，如 (F) 所提。
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此外其具有一多樣性選聽位 (mutiple cloning sìte)-MCS 

包含許多限制駱切割位 '(Short JM et al. , L988) 

(Alting-Mees MA et a 卜， 1989) 。我們基於方向土的考

量，而摔用 BamH 1 及 EcoR 1 0 其基因圖如閻十三。

( 1 )按昔酸序列分析

我們把 4毒集好的 pBluescript 質瓏，自轉一移成功的掉

落中抽出，以供作核苛酸序列分軒之用。本實驗室是誰用雙去

氧核醋接酸鍊終止接 (Sanger F et al. ， 1977) 為原理的試

齊1 Sequ~nase Ver-sion 2 、 O(USB ， Qhio) 。其操做流程

如下:

a .模報 (templete) 草備

首先取約 4ug 的 SKII( 仆雙股質體 DN A ，體發約~ 18 

u 1 再加入 2u 1 驗性溶液( 2 M N a OH , 2 m M E D T A )靜置 10 分鐘，

使雙股DNA 降解成單肢，再加入 2 u 1 的申合聾類溶液 (3M Am 股 O

- n i u.m a c e t a t e) ，使解離之單肢DNA 能籠定。再加入3 一是倍

體積的起對酒精，置於- 7 0 0 C 沉澱 15 分鐘後， 14000rpm 離心

30 分鐘，再以真空乾蜂後，加入 7u1 ddH20 溶解後借用。

b .黏結作用 (ànnea1ing)
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把所需之引子配製成 2pmole 的濃度，並準備 65 0 c 的

水浴槽，耙( a )中製備之 7 u 1 單股質體加入 2 u 1 5 X 之反應緩街

液 (reaction buffer) 及 1 u 1 配製好的引子，混合後置於

65 0 c 水浴中 2 分鐘，使其自然降溫至 35 0 c 以下，再將其插入

冰土備用。此段時筒肉，可把標示好的微量離心管中，分別加

入四種不同之中止混合物 (termination mixture) ~並置於

室述中;再以 1 : 5 稀釋標示混合物 ~Iabeling mixtQre) 及

1 : 8 稀釋 sequenase 後，插於碎冰上持用。

C' .標示反應 (labeling reaction) 

是巴泳器中己毒品土亨!子的 D-NA 混合物溶波，加一J:. lul

O.lM DTT'2ul 稀釋遍的標示混合物， 0 . 5 u 1 的( 35 S ) 

d ATP ，及 2 u 1 蟑釋遍的 sequenase 。混合均勻後，置室溫下作

用 2-5 分鐘。

d ，梅止反應( t e r m i n a t i 0 n r e a c t i 0 n ) 

把標示好裝有終止混合物的管子產入 37 0 c 中頭溫 2 分

鐘後，取 3 . 5 u 1 於窒退下作用完之標示混合物至每個裝有終止

混合物的管子中，於 37 0 c培育 5 分鐘，加入是ù: 1 之反應終止液

豆豆每個管中，此時做好的反庭、可於- 2 0 0 c 下 f幸存 1 - 2 個f 舟。

忌。
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本實驗是以雙去氧接聽按最 (ddNTP) 中止 DNA 聚合攏的

反應，而使 DNA 能停在不向長度土，於8% polyacrylamide 

7M urea 的序列分析膠土能被讀出。我們是本主用 1600 伏特電壓

進行電泳反應，之後以真空乾熱乾膠後，於- 7 0 0 C 于是a 光 60-

72 小時。圈十五為所做之X光片感光圈。

( J )按甘酸序列分析中所爵的引子

生產 pBlueScript 的廠商提棋了錢鋒在 SKI 1 (+/寸土

常用的缸子:

reverse:5'GGAAACAGCTATGACCATC 3' 

也是 O:5'GTAAAACGACGGCCAGT 3 1 

SK:5 I CGCTCTAGAACTAGTGGATC 3~ 

KS:5'TCGAGGTCGACGGTATC 3' 

此外，基於我們分析的是雙股DN盒，所能解析的長度有

限，於是另外設計了錢 f牽引子，供作序列分析之用:
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TB-l: 5'TGCGTCCAGAAGTATCTTCGTAG 3' 

TB-2: 5'GTACTGTCAGCGGCAGGAC 3' 

TB-3: 5'ATCGGGTGGCATTTGCATG 3' 

TB 申 4: 5'GTGTTACAGAGGTTCGTC 3' 

閻十五~分析完 1.lKb PCR產物之DNA 序列。
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第二節利用 DNA深針之搜尋

科馬數我 Dp V DNA 片斷做品搜尋的揉針 (Rigby

PW J e t a 1 . • 1977 )。我們所選用的提針是 5B2(182bp) 及

BH7{296bp)(KL Lin et al..1993}- 分射位於 Dp V 的

5' 端及 3' 誨。

(A) 核酸缺口移動技街 (Nick translation) 

拉馬 Promegam 產的 Nick translation Kit' 把

樣示過挂射性物質之接管員童車在基捕入選尾的探針之中，使其帶

有放射性。首先取 lug 的選定之報針，加入 10 u 1 的接甘較混合

輯、 5 u 1 的 nick translation 緩衝波、 {α32-P}dNTP

(10mCi/ml) 、及 DNA polymer-ase/DNase 1 混合物，

立在加水至 5 o- ul' 於 15 0 C 不培育 1 小時後，加入 5 u 1 得止;容波終

止反應，並插入本中保存。

再以 glass wo~l 及 Sephadex G50(Phamaci 叫做

成之管柱，加入已中止反應之混合液，豆豆於是。 C于離心 3000

rpm15 分鐘，此時未標母土揉針之放射線物質便會滯留於管拉

中，而離下之收集物便利用肉蜂計數器( s c i t i 1 a t i 0 n c 0 u n 

血 t e r )估算放射強度。
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( B )原位 DNA雜交法 (in situ DNA hybridization) 

把 Der f λgtll cDNA 基因埠，用第一節中 (B) 的

方式，使之產生 20000 個溶茵斑，並用錯子取一張椅暴纖維紙

(Nitrncellulose paper) 輕覆培養基土，室溫下靜待 2 分

鐘後，噬菌體便附著於硝基纖維紙土，此時把沾有噬菌蠶的一

面朝土，覆蓋己浸濤、過變性溶波 (0.5M NaOH' 0.5 單 NaCl)

的 3M組進紙 (Wha l: tman) ，室溫下作用 5 分鐘，使噬茵體DNA 變

性為單股援把進紙移去，再把浸濕、過中手。溶液溶波( 0 • 5 M 

NaOH'1.5M Tris-Cl pH7.5) 的 3MM遠紙覆蓋上去 5 分錯字

之後以 lX SSC溶浪浸潤清洗一次後，還入 80 0 C 祺箱中烘烤 2

小時後，使變性的單股DNA 圈定於硝基纖維紙土。此時，把處

理好的硝基議離紙和預混過 42 0 C 的詩雜交溶渡的 rehybri

-dization solution 50% formamide , 5X SS~ ， lX 

Denhard's reagent , salmon sperm DNA 100ug/ml} , 

於是 2 0 c 烘弱中以 50rpm培育 2 小時後，把前雜交 i容波置換烏合

6xl0 6 cpm/ml 揉針的雜交溶液，於 42 0 C作揖隔夜後，次日

以 2X SSC 溶液於42 0 C 清洗 3 分鐘後，分別再以 2X SSC/ 

O.I%SDS O.5X SSC/O.l%SDS , O.lX SSC/O.l%SDS 於

的。 C 清洗 15 分鐘後，最後再以 O.IX SSC/O.l%SDS於 50 0 C 

清洗 30 分鐘後，於室溫下風乾後，於- 70 0 C 曝光 4-12 小時。
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第三節萬處放射免疫分析

(Plaque radioimmunoassay) 

本方法為參照 Ðer pI(WR Thomas et a 卜. 1 988 ) 

及 Der pII(Chua KY et al. .1~91) 的方式，利用兔子血

清申抗Ðer p V的 IgG 免疫球蛋白~揮針，於 /Jerf λZAPgtll

cDNA基國庫中進行搜索的工作。

(A) 兔子血清

血 i幸的取得，為利用構華在 pGex 2T 載體中的 Ðer p V 

(KL Lin et a 卜， 1993) 基因，於大腸麓 TG-l 中表達為受

白質，再麓由 glutathione head 純化後，注射兔子所得"

首先，科閉蛋白質分析試劑 {BioRad) ，做出標萃曲線

定出妥白質的暈，善分別取 30ug 、 40ug 、 5{)ug' 的 f)e r p V 

蛋白質，混合適量之complete 佐期( j客一幫)或 incomplete

怯劑〈第二、三齊1) ，搞過注射兔子之底部皮下一封〈薄一齊1 )及

腹腔兩劑(第二、三齊1 )。之後抽取兔血，去除血球後，可 20 0 C 

醬、存。

(B) 兔血清價數之禎湖

戶
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各取 100ul Ðer pV抗原 (lug/ml) 至 ELISA平底盤土

之每個問構內，於 37 0 C培育 2 小時，以蒸餾水清洗三次後，每

個問槽內再加入 10% BSA200ul ，於 37 0 C 培育 1 小時，再以主義

餾水清洗三次，之後加入連續韓釋過的兔子血清，於 37 0 C 培

育 1 小時，以蒸餾水清洗五次後，每個問槽內再加入 1 0 0 u 1 的

125 1 protein A(5xl0 5c pm/ml) ， 室溫下作用 1 小時後，

以簇餾水清洗 6 次，再加入 6N HCI 100ul 於 37 0 C培育 1 小

時後，移至閃爍計數瓶中，利用肉蟬計數器( s c i t i 1 a t i 0 n 

counler) 推算放射強度。

(C) 菌殘渣之製備 (Lysate Preparation) 

由於我們所使用之抗體揉針是屬於多株抗體 (polyclo

-nol 說 ntibody). 會有非特異性的反應，為了或位此技處，

便利用噬茵體之宿主菌殘注和抗體進行吸附散用。

培育大 Z毒草 XL 仆 blue(tetracycline resis 

-tant) 於含0- .5 路 maltose( 可促藹體產生 p i 1 i 一性毛)的

1000ml L Broth 中隔夜，次晨把讀液於 10000rpm 離心下

來後，加入 20ml PBS溶波再懸浮，並加入 1 虹 MgC12 50ul 、

DNase 1 10ul (20Qg/ml) 、 aprotini Jl .100ul(lmg/ml) 

PMSF(O.OI74gl 值 1 )、 及 200ul Triton XI00 後，置入均
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質器中打碎，此時可直入- 2 0 0 C 怨存。

(D)Der f λZAP cDNA 基因庫搜尋

首先，在 37 0 C 下培育 XL-Í blue 於 100ml LB(O.5% 

maltose) 中，直到 OD=O.4 後，於 3000g 籬下菌體，以 PSß7吾

洗一次後，再懸浮於 2mlPSB 中 s 此時可直於 4 0 C 中備用。再

把製備好之菌殘渣 (B) 和血清以-1 00 : 1 混合後，於 4 0 C 中旋轉

，以進行吸俯做馬( a d S 0 r b a t i on )。

把 LSA(top agar) 溶解後，盡於50 0 C 水浴中。此時

取過最噬萬體溶波，加入 400ul XL-l blue 菌液，並於 37 '0 

C 孵有 30 分鐘後，和 LSA混合援，飼於L 洋菜膠平挂上，還於

是 2 0 C 培育 3 • 5 小時。此時菌斑已形成如針孔狀;再覆蓋土己用

8mM IPTG 浸過並已成乾之硝暴纖維紙，再產於37 0 C 中培育 6

小時後，取出培揍盤，以針站印第墨汁 (india ink) 作記罷。

取下硝暴纖維紙以 TTBS(8gNaCl.O.2g KCl , 3gTris' 0.5 路

Tween 80 for 1L) 清洗 10 分蟑 3 次 o 此時把萬殘渣和血清的

混合液加入 5% 的說脂奶粉，於室溫下和硝基纖維紙作用 2 小時

，再以 TTBS 清洗 6 次(每次 10 分鐘〉後，加入 100 u 1 的 125 1 A 

protein (lx10 7c pm/ml) ，.室溫下作用 2 小時，以 TTBS清洗

6 次(每次 10 分鐘)後，將之風乾並曝光 12 小時。圖十犬。

可
4
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第三章結果

第三章結果

第一節 Der f 基目庫之選殖

本部分~利用已知的 Der p V烏基喔，於Der f基因庫

搜尋相輔或相似的基因。圓眼於De r p V車轉抗體材科缺乏，而

採用 PCR 、 In Situ Hybridiaztion 、及 plaque radio 

。
VJ a QM s a o n u 

風也
•• 
A 

我們以 Der p V為背景，還取一段 J) e r p V基因為引子，

並純化出 Der f cDNA 基因庫做為模起(麗九) ，以 PCR方式發

兩個 Der f基喝庫 (λ) 及 (λZAP) 進行選殖，而得到四段產物，

大小分剖是 O.7Kb(λ) , 1 . 1 K b , 0 . 8K b , 0.5 K b (λZAP)( 圈

十)。再將之構築至 SKII( 間)後，讀出四段產物部分基因序封 e

短分折後，選擇 1 • 1 K b 的產物將其基因序列分析完。此時經由基

因庫相似性的搜尋，發現此段基自產物和 λgenome 或老鼠鐵紅

蛋白( f e r r i t i n )韓敘(國十五)。

而利用菌斑放射免疫分析詩，我們得到了數摔呈陽性的

初扭轉落(闡十六 Der pV) ， 仍待進一步實驗。
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第三嚷結果

九 e 制 F哥 phenol/chlo Jr ofOlr 趣方式拇飽化巨龍之Derf λ 

cDNA libralry D 軒 A 於 1% agarose 電捧至全錚援的結還是，

lanel lKb ladder .lane2(λ} 互之 lane3{λ;?; a p )鑫

禱告鶴不時 Derf λcDNA Librrary 的義國

5~ 
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第三章結果

聽十。科 F詩 PCR 的方式會成 Derf λ cDNA Libra 宜了 (λ} 且是 {λ

z a p )鑫撥教會將符封的結還是 .(a)lalllcl 是為 lKb ladde :r lane 

2 費 3 品完整 phage 如是急援露己土 λgtll R 產主 F 塔拉藍 L 叫苦j 子訝得之

義。 lane 是及 5 豆詞是試純化之D軒 A 善。 λgtl1 Rl支 F 轟己土藍 L 寸引

子所得之結果 9 可發現在iJ .1Kb 處有一這是大發. 1 a n e 6 • .7 是 po

申 s i t i v e 互之lIl egative cont :r oli.(b)lancl 為丸 EcoRII 

HilllD 111 la l!l c2 及 3 是以 λgtl1 Fl兔 KL 目 2 1，每到子訝得嚼

著毛@可見對在約 1 • 1 K h , 0 • 8 藍 h • 0 • :5藍 b 處有拉夫帶@
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第三主義結果

十一@按合 (Ligatio 越}成功之轉落在盤有衷曲 g圳的主義

土會呈現會蠶食摔落，晶車接會成功之鐘韓接i J藍藍色輯是多

6ft 



第三舉結因果

a b 

十二三@輯是審議草 p 器 lucscript SKII( 個}的 PC盟主義輛車拭換發i

鶴坊tl:錢?於 1% agarose 土接瓏，轉譯是. ( a ) 1 a n e 1 品直麗 b

ladder lane 2 咀 5 晨已不悶摔義事{已 )lanel 鑫 1 藍 b ladder 

îane3 ， îane5 ， lane6 分翻具有接入這L 宜。 lk 盔. 0 • 8 K b 費。. 5 K b 

的 PCft義物
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第三;軍結果

pBLUESCRIPT- 11 SK (+1-) PHAGEMID 
Nael t30 

位(~) origln: fl filamentous phage otigin o( (eplical叩n
aUow ing feCQvC吋 01 the ant峙。n50 s Lrand of the lacZ 
gcne whcn a hosl slcaÎn containing the pBluescript 11 
phagemîd is co-infecled with heJper phayc 

Sspl <C 41 

The p Dluescnpt - JI SK (1叫-) phagemid is a 2961 uasepair 
phâgernid derîvct.l from pUc.: 19. Thc SK dcsîgootion indi
CilteS lhe polylink包S 旭 oriented such l !lst lacZ lr山、SCCl p

t lOn proceeds from SllC I to 1< ρn I 

f1 (+) origin: fl filamenlous phauc ofigiu of rcpl iL:ation 
allowîng rccovcry oC the sense s lI aod of the lacZ gene 
when a host 叫raìn contaÎ l\ ing thc pB1uescrjμ11 
phagemid is cO-lnrected with helpcr phagc 

?vu12416 

BssHII619 

Kpnt 657 

ColEl origin: PlaslOid origìn of replicûlion lIscd in the 
abscncc of hclper phage 

LacZ: Th阻 pOflion of lhc !éIC.:Z Uenc prυvi(lcs a-eom.' 
pJe冊的nalion (Ot tJluc/whlle colol suluction {Jf wcom. 
\1 i川in岫a訓t叭叫IIp阱B汁h咱a包G叫t

Ir“<010 th自咱位 IiJCZ \.I 包nc pc削1m‘ ， l岫s fu 苟刮iOlllllOlUÜ山I ex叫ptCS揖剖iOI1' Wllh lhc ll-galaClC間iûu甜 gene product 

p81uescript 11 SK +1-
SacI759 

BssHU 792 

MCS: Multiplc cloning site Oanked by 1'3 und T7 
promoters; please sec scquence below 

AmpicUlin: AmpicHlin resistance gcne for anul泊otic
s t:t loctÎon o{ the phagemid vcctor Pvu tl977 

Please Note: 11le uppef strand ís dcsignatcò thc (+) 
slrand and thc lowcr s Lrand 阻 desÎgnated lhc {寸 titrund

R.>..-s.e Prlmc:t 
5' ^ACA.GCl ATGACC^TG3 

口 PIIO><:f
5' ATTAACCCτC'CτA^AG3 

s .'...' S.lC I U泌 詔Ð<unUI Sm.l l P^.H 雪吱"問

"‘ p，蜘誨，5'lCT .z.(>J. Acr AOfOGA. TC l' 

UET '"訟叫“

5' GGA.AACAGCT A TGACCA T GA TT ACGCCAAGCGCGCAAττA...CCCTCACT AAAGGGAACAAA A. GCl GGACCTCCACCGCCGI GGCGGCCGCT CT ....GAAC r AGl GCλrcccccGc.GcrGC仇GG
3' CCTτrCTCGATACTGGγ'Cτ^A rúCGGτTCGCGCGT T AAτTGGGAGTQAT rT CCC可 rGllíτCG 、CGl CGACGfGGCGCCACCGCιõGCCMi....rcr fGAτCACCI AGG<;.GCCCCG仇CGTCCTTA.A

也ωu o..切ct，。“如切 四"詢問四-+

K 呵
，
B

azh bh 

給
x 叫M

M
M C M V O C 

ε
 

8時HII

AATlCGAT ArCAAGt:: lτA' CGA f ACCGI C(iACCTCCACG&GC.cC.CCCGGT A. CCCA A. 1 習 -:CCCCI A. 1 AGTGAGICGTAT fACGCGCGCTCACTGGCιcrCGτ1 rlAC^^:r 
GCτAτAGT 'CGAATAGCTAïGCCAGCTGGM.lCτCCCCCCCGGGCCA了。CQT f ...."'CCGC，的jA l A fCAC rCAGCA T AATGCGCGCGAGTC.ACCGGC....GCA^^^τGYl 5 

一 n...向d

:rGCT ATGGC A<lCl l.iGA.GC 5" 
喵 p，酬，

:rGA , ̂1\:AcrCAGC盯A^ 5' 
刊，、阿

:rlGACCOOC A.GCAAA"τG5 
U1; ，)0 約翰嘲

商十五.為 pBluescript 11 SK(+ 卜}義體之基因國
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聽十瓣。~是 Seq 適合 ìll c.e Ve r s i 10 n 2. 0 藍 i t 偉錦 D 軒 A 序丹
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第三章結果

1.1 GCCACTTTGGCAGTGTGAATGCGAACTCCGGGACGCTCAGTAATGTGACGATAGCTGAAA 60 

geno ***************************************~.******************* 
fer 

61 ACTGTACGATAAACGGTACGCTGAGGGCGGAAAAAATCCGTCGGGGACATTGTAAAGGTG 120 

*********** 司長************************************** 司長 ********* 

121 GCG立GCGCGGCTTTTCCGAGCGTGAAAGCAGTGTGG且CTGGCCGTCAGTACCCGTACTGT 180 

********************************** 司k 司長*****刻~******************

181 CACCGTGACCGATGACCATCCTTTTGCATCGCCAGATAGTGGTGCTTCCGTGACGTTTGC 2 壘。

*ìI'***司.*********************** 喝醉 *********** 司長******************

241 GGAAGTAAGCGTACTGTCAGCGGCAGG且CAACGTATTCGATGTGTTATTGA且AGTACTGA 300 

喝醉 *******************~*************************************** 

301 TGAACGGTGCGGTGAT~TTATATCGGCGCGGCGAACGAGGCGGTACAGGTGTTCTCCCGT 360 

******** 司已******** 司前 *****************司.************************

361 ATTGTTGACATGCCAGCGGGTCGGGGAAACGTGATCCTGACGTTCACGCTTACGTCCACA 420 

************************** 
1230 ***************************************喝拉 ******************** 1289 

421 CGGCATTCGGCAGATATTCCAGCCGTATACGTTTGCCAGCGATGTGCAGGTTATGGTGAT 是 80

****** 喝拉******************** 司長 ******************************** 
129ll一 *****************ω****************************************** 1349 

481 TAAGAAACAGGCGCTGGGCATCAGCTGGTCTGAGTGTGTTACAGAGGTTCGTCGGGAA-CG 540 

************************************************************ 
1350 ***************************~.******************************* 1409 

641 GCGTTTTATTATAAAAC且GTGAGAGGTGA且CGATGCGTAATGTGTGTATTGCCGTTGCTG 600 

*******************************************ìI'*******司.********

1410 命令.**************************************喝拉司"**"'*****喝醉********* 1469 

601 TCTTTGCCGCACTTGCT G-GACAGTCACT{;CAGGCCCGTGCGGAAGGTGGACATGGT ACGT 660 

司但司官*********************************司長************************

1470 ******************************-***************************** 1529 

-65一



‘ 
第三主義結果

661 AATGCCACCCGλTAAAAGTTCACTTTGGCCCATGTAACGGCAGCAACAGCCCGCCCCTAT 720 
....**司長*********..**喝拉***********司計********'伽司與*********司前 *****司，****

1530 *******************************司~**************************** 1589 

721 Cc-cACACTCAGT AGACTTTCCCTAATTGCACTTCATGGCAAT ACTCGACTGCCTGTC且CA 780 

** 司，************** 喝醉 **********************司與 *********** 司長 * 司1:*.* 喝醉 * 

15宮。***** 喝拉 * 喝拉 **** 喝拉*********************************************** 1649 

781 CCCCCACTAGCCAAGGACCCAAGCGGCGCAGCTTTTTCTCGGTCACTACTGGCCTCTATC 8 也喜

司Þ*********************************** 司，********司黨**家拿**********

1650 **********************~G*****************T~****************** 1709 … 

841 CGAAGTGATACTCTCGGACGC且CTGCA且TACACTCGCACTACCGGCTGGCCAAAATGTTT 900 
***司-*************萬象**司.*司長***喝醉********司與***********封信"*******司長刻'** * 

1710 ******************************************司Þ****∞************ 1769 

學 61 AGTCATTCGTCCAGTCACGCATGCGGTACCGGCCTCACCGAGTGTCAGCCACCAGGCCGA 1020 

******* 喝拉* 司，* 司，****************** 謂“ *** 喝'******* 司與 ***************** 

1770 **'******司長*************************** 也 ******~***************訓， 1829 

1021 CATGTTTCCTAAAGGAATGCGGGTCCGGCAGTACAATGGATTTCCTT且CGCGAAATAGCG 1080 

**********************************************喝醉*************

1081 CAGACATGGCCTGCCCGGTTATTATTATTTTTGACACCAGACCAACTGGTAATGGT且GCG 1140 

******司長*************************喝醉*****司長***司. * *喝醉司，*************

11 是 1 AGCCGGCGCTCAGCTG 115 岳

關十五.分析完義因序持之 1.lKb PCR產物和與其相似之丸喔鐘

體及老鼠鐵紅蛋白基因之比較
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第‘三毒草結果

鸝十六閉在 λ cDNA Lifo Jr a :r y 竟善處藹斑籠. ~挺兔子就 Der p V之

多轉拉著章為擺針的 laque lfadlioim 過 u n. oassay 之緝毒之:

( a ) • ( b ) .安全都是不問盤所得輔之結泉
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第四章討論

家農蟻第五組過敏原 (Der p V) 自 1989 年由 Tovey 等

人選殖到之後，曾懷疑並非金長，但至今已證實是 Der p V 

全長。本實驗室史，於 1993 年利用台灣氣喘病童的血清做為推

針，於 Der p基因庫中，還殖封了六個招異的 Der p V株落，

W 閩、 WL 、 25 、 27 寸、 27-2 、 2 卜 3 '且已由林克亮博士將此

六掉落的接管酸序列分析完成。經由按苛麓序列的比較，又可

分 A 二二缸。一組島和 WM 相椒，包括 27 寸 、 27 用 3 ，另一組和

WL相似，包括 25 、 27 自 1 。這結果是否意味著Dp V 是由不哭

一種基困所轉譯，抑或只是單一基國的多主義性，都是極欲求如

的問題。為悶屬中間主義具有相當重要臨床意義的另一鋪程，

Dermatoph~goÍdes farinae (Der f) ， 在第二扭過敏原

中，同樣具有多種性的結泉。為其第五組過敏尿，至今你未說

發現，這也是本論文第二部分的目的。

我們利用 Derp V接管喜愛序列的片段為引子或多株抗體

l怎樣針於Der f基臨庫搜尋，由 IgG 議斑放射免疫分析詩，得

到了 1 1 個呈陽性的初故摔落，我們便選擇其中六個株落進行次

選殖，但其中四個掉落進行次選殖後，便失去訊號。再握過二

*-次殖還後，所有的訊號便都消失。如此結祟，很難斷定這些

抹落是否真的是陽性株落，而造成造現象可能的原麗，除了使

用的是 IgG 多株抗艘，對抗尿的辨認會有變異性，而造成非特

異的偏喝性外 1 De r p V本身的抗原性亦是重要考輩因素。我們
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第四章討論

由研究申知道.， [)er pV過敏盾和 [)er pII一樣，具有基悶的

多義性，且不同株落的抗原性亦不相同。另玲 '[)er pV和氣喘

為人血清的反應率只有 40% 左右，這和其它組 過敏原比較起

來是低了一點。或許這些都是造成Der p V抗體多變性的結盟。

我們也利用了氣喘茹人血清中的抗體』怎樣針，於 [)er f基因庫

進行搜尋，亦得到數個陽性反應株落。而這些雜落目前的史待

進}步的確認。

在利用 [)er pV cDNA 片段為引子所做的 PCR 結泉中，

我們在兩個 Ðer f基因庫 (λ} 及 (λZAP) 中，得到四段被放大的

DNA產物，大小分別 AO.7Kb(λ) 、 1 • 1 K b (λZAP) 、 O.8Kb(λ

ZAP) 、及 O.5Kb( '1，. Z 先 P). 。得到此時段PCR產物後，我們將其

稱華入至 SKII(-) 後，分析四段DNA 兩端序列，發現λZAP基因

庫的三三段DNA產物的 3 I 站機乎完全相似，但 5 ‘端卻不相、同步為

O.7Kh 和其它三段並不相似。再將這些分軒出的序持經由網路

土中研院，這些GCG 進行基因庫相似性搜尋，發現λZAP 的.產物和

綿羊毛角質基西相似?於是選擇了 1 . 1 K b 的產物，將其 DNA 序

到分軒完。在分析完 1.lKb產物 (1156bp) 的 DNA序列後，再由

綺路土中研院，於GCG進行基閏庫相似性搜尋，卻發現 997

bp 和丸基目相似，且 9 5 • 8 路相筒。還有另一相似基因是老鼠鐵

紅委白 (ferritin) ，在 1156bp 中有 604bp 和和議紅蛋白有

95.9% 相似。

69 



第四章討論

若我們推童話 1 . 1 K b 產物是 λ基峙，射其意義可能不犬，

且握有可能是所設計的手i 子的問題。因由 J) e r p V的基茵序列

來看， 5 '端的 A 、 T 鹼基對太多，和 λ基商有很高相似性，所成

非專一的情形握有可能。為一般基目的 3 ·端，大多有很多棒留

片段 (conserved region). 專一性不高，益不適合用於義噶

還攏。

若此 1.lKb產物和老鼠鐵缸蛋白( f e r r i t i n )相似。長哥

哥前知道，鐵紅蛋白存在且合成於紅血球中，和發炎反應有

關，並可由多種生化方接測符，可做為惡性溝巴瘤及體性腎裴

竭的指標。為這是否是揖預期的過敏尿，彷須更完整的分析比

較。

家塵喊過敏性疾處在此工業化生活形態的社會下，越來

越受甜重說，對其研究也就越來越深入。以 J) e r p V來說，對

J) e r p V過敏的氣喘病人的血清，其血清抗體會特到高，‘對 J) e r 

pV的反應特射強，且具有專一柱，也就是對其它扭過敏 1擎的反

應拉攏。相對的，和其它扭過敏原反應性很高的氣喘為人血

清，未品會和 De r pV反應。這說明了 J) e r p V本可能有臨床土

重要的表擻，值得我們不斷的努力下去，畢竟這是和 5 位人息息

相闋的問題。
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英丈搞要

Abstract 

Recent studies have documented the 主 lmpor

-tance of responses to the group V allergen 

(Der pV) in house dust mite aIlergy. It has 

been shown to bind IgE from human allergic se 

-ra wìth high affinity and frequency . 

This paper can be divided into two parts 

Part one focus 08 the expression of Der pV 

allergen in the Baculovìrus Expression Vector 

System. Thete have had a thought to choose and 

eukaryotic system for the expression of an eu 

呵 karyotic gen~ can be particularly important 

in obtaìning hìologically actìve recombìnant 

protein. And we wísh to get Der pV allergen 

expressed in Baculovirus Express on Vector 

System for further studies. 

The second part of this paper is like to 

clone the Der pV homologus allergen in Der f 

cDNA library. With the method of PCR , we got 4 

DNA products with the sizes of 0.7 、 1 . 1 、 o . 8 、

0.5 Kb. After constructed the PCR products to 

pBluescrípt , we analized the sequence of 1.lKb 

PCR product.By simil ty comparision in Gene 

呻 bank.we found the simility wìth mouse fer 

-ritin large subunit and λphage genome , and it 

n e e d s f u r t he r s t u d i e s . 
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