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中文摘要

近年來通敏性氣喘之病章有日益增加之驅勢雪在這十

年當中學齡兒童也由 197是年之1. 3%增加至 199往年 10.8% ，

而家塵鵡被發現是最重要之通敏原，其中最主要之種類為

Dermatophagoides Pteronyssinus(D凹，目前被確認過敏源

共有七組，其中 Der p 5 過敏原基因是由我們實驗室所選蘊

立孟加以大量表達。

本論文分為二部份，第一部份利用遺傳工程表達之

Der p5 作成吸的性管柱用以純化道敏病人血清特異性

Anti Der p5 抗體，並將純化的抗體和家塵鵡萃取物進行兔

疫轉印法分析，結果可以證明 Der p5 是一自然型過敏屎。

進一步我們調查台中市 12 位氣喘病章之往家，進行塵鵡抗

厚、 Der p5 特性之評估。本研究於 1994 年 10 月至 1995 年九

月以每月採集方式進行長達一年之連續偵測，使用吸塵器

技集居家表面的灰塵，再以酵素兔疫分析方法定量一克灰

塵中 Der p5 抗厚、之濃度，結呆顯示濃度由 6-8000ng/g fine 

dust ，而居家環境中的不同地點，發現床墊上的抗潭、量最多

，其次為客廳地板，而臥室地板則含量最少。在台中地區年

平均溫度為 23.2 Oc '以六月 28.4
0

C 最高，而以二月的 15.5

℃最低 0 年平均相對濕度為 75.3 % '以六月的 79 %最高，

而以十月的 70 %最低。而本實驗結果得知家塵中之 Der p5 

過敏原含受全年各月份並無明顯差異。總結，本實驗證明

了 Der p5 過敏原為一自然型蛋白質並建立了偵測家塵中

Der p5 過敏厚、含量的技銜。
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第二部份以 RIA 方法測通敏病童經治療後之血清對

多種鵡過敏原所形成特異性 IgG 、 IgE 反應，再分析與各

組過敏原閑之反應率，結呆發現應用台灣氣喘病章所篩選

出泉的 Der p2 (I卜 8)其反龐率高於另一組由澳洲血清所篩

選之 Der p2 Isoform(S2R) 。而 Der p 5 在臨沫土也確有其

重要性，即對 Der p5 通敏之氣喘病童，其血清抗體會特別品

, l!p 其如有反應，則其反應特別強 9 自 1比息說明 Der p5 可能

有其臨床重要之表徵，位得進一步探討。
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ABSTRACT 

The prevalence of asthma in school吋ge children in 
Taipei increased from 1. 3% to 10.8% during the past twenty 
years. It is found that HDM (House Dust Mite) is the most 
impotant allergens in Taiwan ' especially for asthmatíc 
chíldren . 

Thís study is divided into two parts.In the first part the 
author used the affinity purification of human sera that 
attaches specific Der p 5 antibodies with the Der p5 recom 
-binant fusion protein .The result will elute antibody in mite 
extraction and rDer p5 fusion protein to corresponding to 
components of Mr 14 kd and 42 kd 他at can identify the 
natural allergen -Der p5 . 

The samples are drawn from the 12 families in Taichung. 
Inclusion criteria: the family must has a child attacked 
asthma. The dust samples were collected from the mattreses 
and the f1 00rs of the bedroom and living room of the children 
'home enviroment from OCT 1994 to SEP 1995.In the research 
finding , the highest concentration of dust samples ranges 
from 6-8000 ng/g fine dust , The highest concentration 
samples were observed the mattress . The lowest concentra 
• ion in the f1 00rs of the bedroom. 

In the second part , the study is focused on the reaction 
frequency and relationship between antibodies (IgG an往 IgE)
and purified mite allergen (Der p5) in different groups , 
According to the resu此， theDer p5 has the significance in the 
clinical fin吐 ing . The antiboddy (IgE) in the serum has the 
high affinity and frequency in the children of asthma . 
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第一章背景介紹:

第一節過敏性疾病免疫機轉

呼吸性過敏疾病包括氣喘 (asthma)及通敏鼻炎，在最近幾

年似乎有逐年增加的是建勢。 而造成的原因相當廣泛。 在整個琨

敏疾病的致病機轉中，雖然過敏原特異性 IgE 及肥胖細胞 (mast

cell)是直接的因素，但是過敏原特異性的 T 細胞仍是扮演著一個

重要角色。

當後天性免疫反應 (Adaptive immune) 發生得過於強烈或者

是很不恰當的時候，引起組織傷害，則稱為過敏反應

(Hypersensitivity) 。其是一種異位性(ATOPY)，而且是當個體第

二次或者是說再次接觸到(特定)過敏原時所產生的反應。

第一型過敏反應(立即型過敏&.應)的免疫機轉如下 IgE

與無害的抗原、作用峙，被 IgE 致敏是義的肥大細胞 (mast cell) 或嗜

鹼性細胞 (basophilic cell) 一旦再次遇到過敏原，即會引起 Fcε

RI 受體的交叉聯結 (cross闡linking) 而被活化，釋放出具有藥理

活性的媒介物，包括 histamines ， prostaglandins 及 leucotrienes

等，而這些介質會造成血管通透性增加及氣管放縮，造成氣喘等

臨床症狀;接下來的反應是由被越化圈子吸引嗜酸性球

(eosinophiles )，嗜中性球 (neutrophiles)，單核球 (monocytes)

互作用區域，而這些細胞會造成史進一步的發炎反應

(inflammation) ，但若加入類留舊事(steroid) 則可以壓抑輔助性
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T 細胞 (helper T -cells.) 分泌雄主巳激素(lymphokines)，則可阻止

發炎反應的發生。 (Janeway)

今已知道?輔助細胞依其分泌之淋巴激素的不同而分成二

類 (Romagnani S et al., 1992) :第一型 T 輔助細胞(Th1 )及第二型

T 輔助細胞 (Th2); Th1 細胞或 NK 細胞分泌 1L-2 及時N-a 和

1FN-γ 其中以 1FNγ 會促進 Th1 的分化 (Manetti R et a l., 

1993) ，幫助 B 細胞製追 19 G 及 19 M 抗體及活化豆噬細胞

(macrophage )，且抑制 1h2 對抗厚、所產生的瓦應.已知在細菌成

染特 macrophage 及 B cell 分泌的 1FN凹， 1L-12 ， 1FNß 會

促使 Th1 expansion(Romagnani S et a l.， 1992) 。

通敏反應的形成 9 主要是與外界的過敏原接觸時，由

mast cell 呈現抗原子 CD4+α戶+ Th2 ce11 並活化，而 Th2

ce11 會釋放出 1L-4(interleukin-4 ), 1L-5 , 1L-1 0 ， 1卜 13 等激

素 (cytokine). 同時 Th2 ce11 透過 CD40 ligan往與 B ce11 上

CD40 交互作用，此作用與大量 19E mRNA 形成有關

(Gauchat JF et a1 1992) ， Th2 細胞似乎更易被抗原呈獻細胞

(antigen presenting cells) 刺激，達成 IL4， IL"的的釋放而促使促

使 gernlineε 表現 (Spriggs MK et a l.， 1992).透過這兩個訊

息活化 B cell 的向型機轉轉換且會製進 19豆，因而 19E 結合至肥

大細胞和嗜鹼性、細胞表面上 FcεR1 受麓，當抗原再次進入時，

便可直接呈現抗原與 Th2 ce11(Madde GC et a l., 1990) 。 同

時當 Langerhans' 的 11 或 Mast ce11 表面上的 19E 接上抗
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潭、後，會促使其釋放 TNF位 (tumor necrosis factor a) ， IL-l 及

且-4.IL-4 會促使 eosinophile 游移至發炎處，並會釋放出 major basic 

protein,peroxidase, cationic protein(ECP)，neurotoxin(EDN)等毒性蛋白，

而造成細胞損害. CD4+ Th2 cell 在過敏反應中撿演重要角

色，而造成 Th2 cell 發展的機會j 與 microenviromental

cytokine 有關. macrophage 及 B cell 分泌的 cytokine 與

Th2 的發展較無闕，對人類及鼠類 Th2 development 有關

的 cytokine 是 IL-I0(Hseih CS et a l., 1992)，在某些鼠類

扎扎是 Th2 cell 生長 cofactor(Williams ME et al 1991) 。

另一最重要的 cytokine 是旦國4(Seder RA et al 1992).在缺

乏 IL-4 基臨的老鼠無法產生成熟的 Th2，也不能製造

IgE(Kopf M et a l., 1993). 在早期 IL斗的分泌推湖與

CD4-CD 令 αß T cell 有關 (Zlotnik A et al 1993) 。之外 mast

cell ~會分泌 IL4，而在 mast cell 缺乏的老鼠仍有正常

的 Th2 cell 發展出來 (Wershil BK et a1., 1994)，所以 mast

cell 所產生的 IL-4 可能與 secondary response 較有關，而

與 pnmary response 中 Th2 cell 發展較無關。

另外影響 Th2 cell 發展有關的重要因素是抗潭、呈現

細胞 (antigen presenting cell ， APC)及 T cell repertoire. 在氣

喘或其位性皮膚炎病人與過敏原接觸的第一點就是呼吸道

黏脹的 dendritic cell 或皮膚的 Langerhans' cell，有證據

指出氣喘病人呼咬道上皮的 dendritic cell 較正常人多，且

hv 



此 dendritic cell 可誘導 T cel1活化並分泌 IL4，此，

5(Schon-Hegrad MA et a l., 1991) 。另一受爭議的是 T cell 

rpertoire，在被 Leishmania major 是哀樂的老鼠所發展出相

間 TCR 的 Thl ， Th2 cell(Reiner SL et a l., 1993) 。但另有證

據指出對 ragweed allergen 過敏病人其 IgE 的產生及臨

床症狀與特定的 Vß express T cell 有關 (Renz H et al. , 

1993)，由此推演~ T cell receptor 過敏尿的認識，提供了

個訊息，或一連串的訊息促使 T cell 發展成 Thl 或

Th2 。

自此這兩型 T 輔助細胞彼此間有著非常密切的交互調

節作用，不僅在過敏疾病扮演著重要角色食同時也有調節

成禁或自體兔疫疾病等反應。

第二節家農構與過敏症之問關條

過敏原的總類相當多，包括花粉，徽髓，動物皮層 9 家塵端，

蟑螂等，其可存在空氣中，成為吸入性過敏原.兩家塵於 1920 年

就已被研究與家塵喝過敏症(house 如st allergy)之間是否有關聯，

直至 1964 年由 Voorhost 證明其之閱有相關。
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鵡類典人類之生活在息相關，常造成人類之疾病發生，例如悉

構( Leptotrombidium spp.) 引起，毛蟲病等，至於家中灰塵亦有構類

存在，除了造成食物污業以外，亦會引發疾病.其與脊椎動物相伴

發生，且均可在室塵內生存，所以逐漸成為世界性分佈，在臨正義醫學

上 Voorhost (1964) 利用家塵構之萃取物在皮膚測試，產生強然

皮膚過敏反應以證寶典室塵通敏症(House 卸的 allergy)有關;再經

美國昆蟲學會鑑定確定其屬於塵鵡料。yrog1yphi益的)(Wharton

GW， 1967).與家塵構有關之室內構分三群:家塵構(house 往ust mite) 

約佔家塵鵡中 80%， storage mite(倉庫鵡)則佑弘8%， glistening 

mite 佑 10%，而以家塵鵡這個 family 與人之往家最有密切關像。

(Hallas TE et al., 1991) 

家塵構為家塵過敏原之主要來源 9家塵構為節肢動物門中之塵

端科(pyroglyphidae )屬於此類相當多，有關其分類，主要乃根據型態學;已知

pyrog1yphidae 這個 f缸nily 中以 Dermatophagoides pteronyssinus(Der p), Der. 

farinae (Der刀，Der. microcera (Der m)是 Euroglyph的• maynei(Eur m)四

種為最重要過敏原，而又以 Der p 和 Der f 1是起過敏性疾病中最主

要來源、 (Yasueda H et 仗， 1989)(P1atts “ MillsTAE ,1 1989).Der p 盛行

於英國、澳洲、及多數亞熱替國家(如台灣)， Der f 則普遍於先美

及日本。

倉庫埔不僅出現在往家，也會出現在農場中，通常與職業性之

過敏症有關，所以忠顯得其委要，在許多國家之往家中灰塵也會出現，特別是

在濕氣較重之房子，屬於此類有Acarus，砂'rophagz的 ，Lepidoglyph筋，Blom紹，其

分類屬於non中yroglyphide 這個 f翻旬，而以 Blomia tropicalis 常出現在熱

帶與亞熱帶地這位家之灰塵(香港、日本、台灣、巴西、委內瑞
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拉 )(Tee Rd et al., 1994) ，由巴西聖保羅家塵構中分離出 Blomia

甘opicalis ，所產生之過敏原會促成 IgE 形成，達成氣鳴之重要圈子。

(Arruda Lk et al., 1991) 

構之發育期分為卵期、幼構、第一若端，第三若構，成鵡五

期，雌鵡生育期間與雄織接近，經接尾後，每天可產卵 1-3 枚，在適宜

環境下可生存兩個月，在此期間，每一雌端一生可產生 20。“300 粒

卵，而每隻鵡每天可排洩 20 粗排泄物;平均每個排?世物中含有

100 pg 的主要過敏原 Der p 1 (Tovey ERet al ., 1981) ，溫度和濕、度

為家塵鵡生長之二大有利因素，其靠其皮膚取得水份及氣體.如相

對濕度低於 45%則幾乎無法生長，國此溫度 17儡32 0C 以及 55-80%

的相對濕、度，為其最佳的生長環境 (Korsgaard et al.， 1991).但隨著

不同的地點，季節月份及距離，海平面的高度，家塵鵡產量忠會有

所改變. (Vervloet D et al ., 1982) 

臺灣位於亞熱帶，屬於高溫多濕之海島型氣候，整年平均溫

度為此“29 oC ，相對濕度 82-94 %多因此適合塵構之生長.曾調查臺

灣塵構與氣喘病童家中環境，發現其種類共有五科十種，而以塵鵡

料之 ( Der p)令量最多( Chang YC et 祉， 1989). 因此為造成氣

鳴、鼻炎及其位性皮膚炎 (atopic dermatitis) 等通敏性疾病中之

最重要過敏原 (Hsieh KH et al.， 1988). 氣鳴在小孩中是最常見之慢

性疾病，目前在遼東地區國家有日漸增加，而死亡率也相對增加。

(Lai ckw et al., 1996) 

國比如避開與過敏原間接觸，尤其是在幼兒期 9 更可減少

其發作次數 (Colloff MJ et a l., 1992). 家塵峙的數目，具有季

節過期的變化，而於秋季達到最高貴 (Korsggard J et 

a 1.， 1983) ， 1 克家塵中如出現 2ug 以上之 Der p 1 (即 100 隻埔
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體)會成為引起氣鳴之危險圈子，而大於 10ug 以上 Der p 1 (約

500 隻)，會使病情加重.自比如何逃權鵡，而減少氣鳴之發作

及減敏療法之功效息是受到特別之重視。

家塵鵡暈典人類生活作息有闕，而以人出入最頻繁之起居室更

是重要，尤以起居室中床墊的家塵喝令量更是多，因為此處富令人

類之皮層，正為峙的主食，家塵喝過敏原可能是造成過敏的製 i患

者，其經腸清化後，由糞便排法，因此主要的家塵螞過敏原存在於

鵡使中，即使構已死亡，其屁體、糞便仍引起過敏症狀.喝此即家

鑫鵡繁殖量可困季節而異，對鑫峙的過敏卻是終年性的。

家塵構之採集通常以吸塵法為最主要之方法，即:利用吸塵器

吸取灰塵，再至實驗室分離，所得樣本可在室溫或鈞。C 及 75%R菇，

存放三個月，利用篩浮法取得嗎體計數之，但此法耗時;不通令大量

調查流行病學，今可應用單株抗體技術測定家塵鵡之過敏原。

(Lind P et al., 1986)(Platts-Millis TAE et al., 1986) (Chapman MDet 

al., 1987) 

第三節家塵鵡過敏原
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有關家塵喝過敏 f京之研究，利用交叉放射免疫電泳法 (Cross

radioimmunoelectrophoresis ,CRIE)(Krills S et al., 1984)發現鵡體中

有一些成份會和氣喘病人血清反應，再利用免疫轉印分析法

(imunoblotting assay)(Lin KL et al., 1991)，發現在 Dermatophagoides

此屬中，至少有八種通敏原.昌前已有 t 組過敏原被研究出，其相

關資料分別敘述如下:

第一組站敏原

Der pl Der 缸， Der m 1 目前經 DNA 定序 (DNA sequencing) 

及生化特性分析得知 (Tho血的 WR et al.,1 988) (Chua KY et 鈍，

1988) ,(Dilworth RJ et al., 1991), ~組過敏Jf-、為分子最 25 KD，對熱

不穩定，易溶解之張白質，具有半就氯酸蛋白水解晦 (cysteine

protease) 的活性，是在織的排泄物中發現的， 推論可能是鵡清

化道中所釋放的清化疇。.

其抗厚、結構已在人類及老鼠被調查， Der p 1 基鷗在大腸桿菌

(Escherichiα coli) 所表現出之融合蛋白質與病人血清 Ig E 反應

性比天然型 (Native protein) Der p 1 反應性低 (Thomas WR et 

al.， 1989)，自此將其選殖至酵母菌系統中 (pYELC5-13T)表達，結果

得到一與 Ig E 有較強之反應性(Chua KY et al., 1992). Der p 1 與 Der

fl 有 81% 的相似性 (homology)，將純化 Der p 1 以皮膚試驗和放

射性兔疫分析法 (radioimmunoassay， RIA) 瀾試對喝過敏病人之

血清，對 IgE 反應陽性者有 90%(Lin吐 P et al ., 1986)(O'brien RM et 

al., 1994) 。

第二組過敏原

Der p 2 之 cDNA 科用澳洲血清以 Ig E 菌斑兔疫篩選法
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(IgE plaque immunoassay) 兩邊殖出 16 kD 蛋白質過敏潭、 (Chua

KY et al.， 1990)，有 90%對家塵鵡 i過敏潭、之病人血清中 IgE 可以辨

識 Der p2 (Tovey ER et al., 1987 )，所以被視為是主要過敏原. Der p2 

可能具有同功略(isozyme) 之性質 (Stewart GAet al.， 1990)，其主

要存在於構體清化道和排泄物，利用違傳工程技術在大腸桿菌中

以 Glutathione-S 帽Transferase(GST) 融合蛋白表現 (Recombinant

Der p 2)，在皮膚試驗中與天然型 Der p2 (native Der p2)比較，其

引起陽性反應強度差不多 (Chua KY et al., 1990b) (Lynch NR et 

al.， 1994)，所以可作為通敏材料.稍後，在台灣氣喘病童血清篩選到

另一株 Der p2 的同質異體型(Isoforms).為利比較，由澳洲血清篩

選到之 Der p 2 稱 S2R 型，由台灣血清篩選到之 Der p2 稱 II -8 

型.兩者差別在鉤，47 ， 114 胺基舊金殘基的改變.以 GST 融合蛋白質型

式，檢湖 Ig E 反應強度，發現反應情形改變，顯示 Der p 2 的 Ig E 

抗原決定點似乎是由蛋白質三級結構決定的 (Chua KY et 

al., 1991) 。

第三組過敏原

Der f3 是最早被發現的 (Heymann PW et al., 1側的，為一 29KD

蛋白， N-端胺基段已被定序，經生化特性分析，證實其具姨蛋白時

(Trypsin)的功能 .Der p3 為一 32KD 之蛋白質 (Stewart GA. , 1992), 

但偶而也以 34KD 和 28KD 這兩種型式存在，Der p 3 至少有 12 種

同質異型體存在( MacDonald RJ et 祉， 1982), 28KD 型式是由

34KD 之型式降解(degradation); 且經務後的證實，具有燒蛋白鵝

活性的是 28 KD 之型式.而自然狀態的 Der p3 是由 Gel filtration 

分離得到的. Der p3 之 cDNA 也己選蘊 (Smith WA et al., 1994). 

有關其 IgE 反應的研究，利用放射線通敏厚、吸附分析法

(radioallergosorbent test , RAS T)，其反應性為 100% (Stewart GA et 
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al.， 1992). 但也有一些報告指出 IgE 反應性為 60-83 0/0.

第四組 i是敏原

徽萬中的澱粉晦(Amy1ase)在 1979 年便知會引發職業性過敏

性氣鳴，且可刺激 Ig E 的產生 (Baur X et al., 1986)，此組 i是敏原

具有澱粉晦之活性，其生化特性為一 60 KD 之蛋白質，和氣喘病

人血清反應有 46%(Fiona R et al .， 1991)，目前由 Derp 及 Derf 中

都可純化出此組為敏尿，並已定出 N闡端序列，而 cDNA 之選蘊

仍在進行中。

第五經過敏原

Tovey 等人於 1989 年利用過敏病人血清進行 IgE 萬斑放射兔

疫分析法(IgE plaque radioimmunoassay)，得到一 14 KD 的低分

子暈過敏原，命名為 Der 抖，為一製造 14 KD 蛋白質的過敏原，

但是無法肯定比一邊獲之 cDNA 是否為 Der p5 之全長基因.於

1993 年利用台灣氣喘病童血清進行 Ig E 菌斑放射線免疫分析法，

得到一個短丹段 Der p5 DNA，再以此為探針 (probe)，進行原位

DNA 雜交反應 (in situ DNA hybridization)，經 DNA 序列分析及

和 Tovey 等人的株落進行此對，證實為 Der p5 全長基因。 (Lin

KL et al., 1994) 

本組過敏潭、和氣喘病人血清反應率約為 55%，再將之構築

( construstion) 或數丹段多檢測其和 IgE 之反應強度，結果發現反應

性卻又下降，顯示似乎和蛋白質的三級結構有關.

第六組過敏原

最早的名稱為 Dp 4, Df 4，其發現是由 Der p 2i Der f此兩種

織的堵養中分離而符，其居前正式名稱為 Der p6 及 Der f6 
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(Thomas WR et al., 1993)，分子量為 25kD，具有 Chymotrypsin 的

活性，以放射線兔疫分析法偵測，與氣喘病人血清瓦應率約為

的丸目前僅有詩一端胺基酸次序被定出呆.

第七組i過敏原

同樣利舟 IgE 菌斑放射線兔疫分析法，於 λgt11 基器庫篩到一

個與 IgE 抗體呈揚性&...應之互補 DNA 誅，稱為 Der p7(HD6)(Shen 

HD et al ., 1993)，可轉譯為 215 殘基蛋白質，分子量約為 22kD，沒

有半就錢酸多以及有一個 N-glycosylattion site，與蟻過敏病人之血

清反應性約為 37%. 目前已應用其單株抗體證明其性質 (Shen 封 D

et a1 ., 1995),Der f7 cDNA 目前已被選接出，按基酸序列有 86%與

Der p7 homology 0 (Shen H D et al ., 1995) 

近年來，社會進步、文明發達然而對家農喝過敏性疾病不但

沒有減少，反而有增加的驅勢，因此被認為是人類文明進步的結果，

間比越來越受到重視，對其研究也就越重視，也問此基因工程合成

之純化過敏原也易受重視，其將有助於探討過敏性疾病的致病機

轉及其預防與治療的方法。
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Dermatophagoides 過敏原之相關資料

Group Name MW(kD) Function IgE sequence 

reactlvJty 

Der p1 25 cysteme 80-90% cDNA 

Der f 1 25 protease 80幅90% cDNA 

Der m1 25 cysteme cDNA 

protease 

II Der p2 16 Lsozyme 80-90% cDNA 

Der p2 16 (unknown) cDNA 

isoform 16 92% cDNA 

Der f2 16 cDNA 

Der f2 

isoform 

III Der p3 28-30 Trypsin 80% N-terminal 

Der f3 29 Trypsin 70% N-terminal 

IV Der p4 60 Amylase 40% N-terminal 

V Der p5 14 unknown 55% cDNA 

VI Der p6 25 Chymotrysin 41% N-terminal 

VII Der p7 22 unknown 36% cDNA 

Der f7 cDNA 
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第四節經減敏治療後血清學變化

引起氣鳴之主要因素有: ( 1 )家塵鴨、花粉、徽齒、動物皮

底等， (2)遺傳茵子，通常小孩有氣喘，其家屬約有一半以上，忠有

此症狀，因此具有家族性; (3)空氣污柴; (的藥物(如 Aspirin) ; (5) 

成熱如病毒; (6)運動，由流行病學調查證明吸入性通敏原而引起氣

鳴在小孩較大人常見。 (Onorato J et al., 1986) 

塵峙中之 Dermatophagoides 造成氣喘之主要通敏尿，特別

在小孩 (Platts-Mill T A巨， 1989)，台灣也是如比 (Chang YC et 

al.， 1989).其傳統治療方法主要有三方面: (1)避免暴露於致過敏物

即避免療法，(2)以藥物減輕或消除症狀 ;(3)改變對過敏原的兔疫反

應(減敏療法 Hyposensitization).但病患如藥物治療出現副作用及

長期使用類固醇改善而有不良效呆或環境改變不具顯著感受性，

則減敏療法便成為治療的選擇。

過敏原特異的免疫治療其形成的減敏反應，最早是由 Noon

提出 (Noon， 1911)，以花粉萃取物有效治療氣喘 (Pollart SM et 

al.， 1989). 其機轉使對塵喝過敏原有Ji...應性之 T 淋巴細胞之功能告

活化，做法就是長期地注射此種過敏原，讓體內產生免疫球蛋白(主

要是 IgG)，下次再接觸過敏原時， Jt1 體內抗體便可將之中和，由為此

治療並不是每個人都有效，所以目前對減敏療法效力仍是爭論的，

今最常應用在對吸入性過敏原所堆成的過敏病人，且得到良好的

療效(O'hman JL et al., 1989) (Nuchel PB et al., 1988). 但有些學者

並不認為減敏療法有任何效果。 (Grant I~唔， 1986)(Warner JO et 
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al., 1986) 

為達到減敏之良好良效，需注意選擇病人，確知其為吸入性竭

敏原引起及使用適合劑量，而免疫治療期間自前仍未有明確之界

定，但至少 3 年的治療(Bousquet J et al.， 1990)，自前減敏治療法已被

廣泛使用多年，但對減敏治療法作用機轉仍不明確，綜合最近的研

究顯示與下列機轉可能有關: 1 、接受治療的病人血清中有阻斷抗

體的出現，此阻盧布抗體是屬於 Ig G 而且對注射的抗原有特異性，盟

此視抗厚、種類不舟，其 IgG subclass 抗體之種類變化亦不同

(Philip B et al., 1987) (Nakagawa T et al., 1991)，其可與肥胖細胞及

嗜驗性細胞上的 IgE 抗體競爭抗原(過敏原) 0 2 、血清中 Ig E 

和特異性 IgE 抗麓的含量在治療初期會有上升之現象，但經長期治

療後，會有下降趨勢 (Nakagawa T et al , 1987) 0 3 、對於淋巴球的

功能方晶，接受治療的病人不單祇對過敏原刺激所引起的增生反

應降低，同時可產生過敏原特異性壓制性 T 細胞，也會影響病人淋

巴球製造林巴激素(lymphokine)的機能 (Hsieh KH et 祉， 1987) 。

4 、可穩定肥胖細胞和嗜鹼性細胞，使受到過敏原刺激時釋出的組

織胺及其它介質 (mediator) 的反應降低。 (Liao TN et al., 1990) 

減敏療法通常以一年四季不斷為過敏性病人注射過敏尿，起

初以最低劑量問使始注射，每過一次，約需六個月便可達到最大耐

受章，當達到耐受量後則可將注射時閱延長，一般減敏療法所需時

間約三到五年。但造成過敏之因素是多鹿子的，其癒後也受到許多

自素的影響。
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第一部份

台中地區家塵螞過敏原 (Der p5)分佈研究
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第二章台中地區家塵鵡過敏原 (Der p5)分佈研究

第一節前言

過敏性氣鳴在學齡兒童中，有時漸增加之建勢。根據國內報告

由 1974 年的1.3%增加到 1985 年的1.3% (Hsieh KH et a1., 1984)，至

1994 年增加到 10.8%(Hsieh KH et a1.， 1992)，可見其成長速度較其

他疾病快很多。其發生因素可分為兩大類，一類走過敏性或外囡

性(extrinsic)，另一類是非過敏性或內國性 (instrinsic)，步，外自性的

過敏原中，在台灣最重要就是家鑫構 (Chang YC 1989. , et al)，過敏

性疾病之傳統療法，是先經由病史及診斷性實驗，找出誘發症狀之

物質或狀況。然後再以此為根據擬出治療計劃，長久以來對氣喘治

療基本原則，即在儘量減少過敏兒童與家塵、家塵螞接觸之機會。

1920 年便知家塵構為過敏原，到 1967 年確知家塵為家塵鵡

中之主要過敏原。利用免疫轉印法分析台灣氣喘病童血清之家塵

構特異性 Ig E , Ig G4 及 Ig G 之變化，約有 8 種可在多數氣喘病童

刺激產生 Ig E 及 Ig G4 抗體 (Lin KL et al., 1991)，而已有 7 ~且

家塵埔過敏原經由分子生物學或基民選殖的方法而遠遁到

(Editorial , 1993) 並進行研究。其中在台灣 Der pl 和 Derp2 過

敏原對氣喘病童血清的反應率高達 80%以上，國此被視為主要過

敏尿，但也發現一些低分子量的過敏原如 Der p 5，對氣喘病章血

清的反應也有高達近 60% 0 (Lin KL et al., 1994) 

Der p5 在 1989 年已被 Tovey 等人還蘊到 cDNA，且證實是
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- 14 kD 的低分子暈過敏原，但不能肯定其為全長的 Der p5 基

因， Lin KL 等(1 994)利用台灣氣喘病童血清當做探針，篩選 Der

p5 之義聞庫(library)，得到一段短的 cDNA，再次以此段 DNA

作為探針，進行1單位 DNA 雜交試驗 (in situ hybridization)，找到

了四個相異的 Der p5 株落.再經 DNA 序列分析，並與 Tovey

所發現的序列進行比對，證實為 Derp5 之全長基圈。利用大腸桿

菌大量表現，且加以純化並證實可與 Ig E 抗體有很好的反應。

環境中之灰塵如減至最低程度是非常重要，而且比一簡單的

處理並不影響病人或家人之日常生活而對痴情之改善卻大有幫

助。台灣是一海島國家，溫度可高達 18-29 oC ，相對濕、度則在蛇"

94%之間，因此非常適合塵喝之生存，Chang YC 等(1 989)，利用

RAST 和皮膚試驗證明台灣地區的塵鵡以 Der p 為主(1 0 個樣

本中佑 78.7%)，其次為 Der f (僅有 6.2%). 台灣地區對家塵喝過敏

之氣喘病童往家會依環境之不間， Der p5 抗厚、濃度之分佈亦有所

差異。 (Li CS et al., 1996) 

通常家塵構與人類之生活作息習習相闕，最會出現居家中起

居室，臥室中史以床墊為佳環境，若在床聾上覆蓋毛毯，喝含量會增

加，且與床的年齡或正相關 (Van Strien RT et al .， 1994)即老舊的床

墊鵡數量增加;國為當床上有人睡覺時，床表溫度會增加至 25個29

OC ，而此溫度適合家塵織生長由此床墊上之喝令量佔所有寢具中

最多 (Lang et al .， 1978)，如使用纖維物品也有利家塵螞生長情況

(Georgesgridel et al .， 1987)，此外，建築物年齡忠與家塵鵡含量成正

相關。 (Mul1a et al., 1975) 

本實驗目地想要了解 Der p5 比過敏原是否存在自然界中多
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進一步想了解台中地區在氣喘病童在不同季節中其居家室內環境

灰塵中的 Der p 5 抗原舍量及其分佈情形，則將可在 Der p5 抗潭、

量升高前，抹取適當的預防措施，有助於降低氣鳴的發生率。 自

此本實驗利用抗 Der p5 多株抗體、單株抗體及由對 Der p 5 抗

原有特異性抗體之痴人血清(利用兔疫性親和力色層分析法

(immunoaffinity chromatography) 將血清 IgE 引流(elution) 下求

與使用吸的法證明之，巨即F 利用 Der p抖5 過敏原(大腸桿葛表現)將氣

喘病童血清中之 Derp 5 抗體吸附之;將此以兔疫轉印法測試對粗

製鵡萃取液，rDe盯rp抖5.爛吋自.

然界過敏原。進一步調查合中市十二位對家塵鵡過敏之氣喘病章

家中，想暸解灰塵中 Der p 5 之濃度是否與溫度及濕度有關，另外

，想瞭解環境中分佈之情形聞此收集個案家中表面灰塵之 Derp

5 的含量及由病患家長填寫基本問卷以做為環境參考，採集方式

是每個月收集往家不同地點之灰塵(床墊，臥室地板，客廳地板);每

次用吸塵器吸取 1 平方公尺這域面積的灰塵，每次之吸取時間是 2

分鐘，將校集的灰塵經過濾、萃取、加入緩衝液再以酵素兔疫分析

法分析一克灰塵中 Derp5 含量，故集時間由 83 年 10 月到 84 年 9

月止。
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第二節實驗材料與方法

實驗材料

Dermatophagoides pteronyssinus 粗製鵡萃取液( Cru往e mite extract). 

以 1 克的構體步加上 100 ml 乙重建振盪 24 小時去路，均質化後不斷

地與 100 ml 之 PBS 緩衝液攪拌拘小時，經離心後，將上清淚存放於國

70
0

C 。

舍有鵡抗原之垮養液(Spent mite medium). 

秤取 100 克 spent mite medium 溶於 100 ml PBS 中，於 4
0

C 中攪

拌，隔日以 9000 rpm 離心 30 分鐘，取出土清液，加入 NaN3(sodium

azide) 至 0.01%，置於 4
0

C 保存

Der p 5 去 Glutathione-S 國Transferase (GST)置備

取 Der p5 大腸桿麓萃取液，通入 Glutathione agarose 再加入

CaC210 叫，及 80 ul 凝血時(thromin)(20 ul thromin I1 mg protein) ，再

℃隔夜反應，則可引流出 14 kd Der 抖。

抗 Der p5 單株抗體( Anti-Der p 5 monoclonal antibody) 

Fusion: 

取已經經 rDer p 5(去 GST)兔疫小白鼠 BALB/C 之脾臟細胞，

取出牌臟泡在 RPMI-1640 media '離心取沉澱細胞再將其與

myeloma ce-ll以咐.的比例混合，離心沉澱取沉澱細胞，在 37
0

C

作用一分鐘 9 加入 polyethylene glycol( 4000) 1 g/ml ，分覽於 well
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中，利馬 ELISA 篩檢 hybri吐 cell 0 

Cloning 

利用 limiting dilution(跟數吸釋法) ，殺老鼠取其脾臟當為

F edder cell '與欲選殖的細胞混合均每混合，退出只有單一細胞

長出來之株落，以 ELISA 挑選出兵分泌抗體能力之細胞株。

抗 Der p 5 多株抗體( Anti自Der p 5 mouse polyclonal antibody) 

將 rDer p5-GST 免疫小白鼠(BALB/C)以 50 ug i.容於 0.5 ml PBS 

中，再與 0.5 ml Complete Freund's Adjuvant ，以二支針傳達接方式均

勻混合後，以皮下注射至小白鼠至腹腔，兩道後將 rDer p5-GST 50 

ug i容於 0.5 ml PBS 中，再與 0.5 ml imcomplete Freund's Adjuvant, 

以二支針筒連接方式均勻混合後，再以皮下注射至小白鼠至腹腔，

為第一次追加.兩過後，再將 rDer p5 岫GST50ugi容於 0.5 ml PBS 

中，再與 0.5 ml imcomplete Freund's Adjuvant，以二支針筒連接方式

均勻混合後，再以皮下注射至小白鼠至腹腔，為第二次追加多雨過

後以 ELISA 測其血清效償，如呆達到 1: 100 倍稀釋濃度，就可將純

之 rDer p 5-GST50 ug i.容於 0.5 ml PBS 中，從尾靜脈注射。

抗 Der p 5 多株抗體(Anti Der p5 Rabbit polyclonal antibody)宣備及

純化:

將純化的 rDer p5-GST 融合蛋白質免疫兔子，於免疫兔子前先

取兔子血液，再將純化出的 rDer p5 圖GST 融合蛋白 100ug / ml 與

lml Complete Freund's Adjuvant 以二支針筒連接方式均勻混合後，

全部注入兔子皮下， 10 夭後追加注射(booster)，第一次所追加注射

的量是 100ug / ml 融合蛋白與 lml Incomplete Freund's Adjuvant 

同樣以二支針筒連接方式混合，然後注入兔子皮下，再隔闊天後

追加注射第二次，追加的量是以 180ug / ml 融合蛋白與 lml
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Incomplete Freund's Adjuvant，.t由且兔子血液以酵素連結免疫吸的

法 (Enzyme Linke往 Immunosorbent Assay );初步鑑定兔子對 Der

p5 所產生之特異性免疫反應，假如抗體力價達到 1: 10缸，即達到

了免疫效呆，則此時再追加注射 260ug / ml 融合蛋白質與 lml

Incomplete Freun往's Adjuvant，相隔 10 天後則可抽取耳朵靜脈血

(如為了大量血液可採取心臟血)，以 3000 rpm 離心 10 分取得血

清。

多株抗體 (anti國Der p5 polyclonal)純化瀾試

以 G 蛋白 (G protein )層析柱(chromatography column )純化

含有 Anti Der p5 之兔子血清，其步轉如下:先將 protein G column 利

用緩衝液沖洗，之後加入兔子血清，符一段時間即加入緩衝液，將血

清中非 IgG 部份的免疫球蛋白欲已去險，再以 pH 2.5 Glycine 將的

著 column 中之 IgG 洗出，此時立即以 1M Tris 中和洗出之含 IgG

溶液，最後利用分光光度計(波長 280 nm )定量血清中妥白質濃度

。之後取抗體 20抖，以 l昀5% SDS.輛平

測試抗體之活性及專一性。

Der p5 之單株抗體與多株抗體在 ELISA 反應的飽和濃度測定

為瞭解 ELISA 反應中適當的 Der p5 抗體濃度的使用，以便應

用未來臨床血清學測定，首先先分別 coating 1: 1 000 倍、1: 100 倍、

1 :50 倍、1:40 倍稀釋之單株抗體血清與多株抗體血清(多棒抗體

則至1:20 倍及1: 15 倍)在 96 well 的 microtiterplate，然後加入

100ul rDerp 5-GST 融合蛋白質，濃度分別為 0.1 ng 、 0.3ng 、

lng 、 3ng 、 10ng 、 30ng 、 100ng 、 300ng 、 lug 、 3ug， Þ.Ã ELISA 

方法偵測，結果發現單株抗體血清效價 1 :40 倍與多株抗體血清效

價1: 15 倍已達飽和。
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對家塵鵡抗厚、 Der p 5-GST 融合蛋白質有特異性抗體反應之血清

利舟 RIA 方法找出對 Der p5-GST 融合蛋白質有特異性抗體

之血清.

灰塵檢體

利用吸塵器吸取 12 位氣喘病童家中臥室地板，客廳地板及床

墊之表面灰塵收集時聞從 83 年 10 月至 84 年 9 月，共J/t集 283

個檢體，分別是 83 年 10 月的 32 個檢艘， 83 年 11 月有 36 偈撿禮， 83 

年 12 月有 39 個檢體 84 年 l 月有 33 個檢禮， 84 年 2 月有 16 個檢

麓， 84 年 3 月有的個檢麓， 84 年 4 月有 17 個檢麓， 84 年 5 月有 21

個檢鐘， 84 年 6 月有 12 個檢嫂， 84 年 7 月有 11 個檢麓， 84 年 8 月

有 12 個檢禮， 84 年 9 月有 14 個檢髓。

抗原萃取

將採符的灰塵檢體以 300 微米孔徑之篩網 (300μm) 過濾，將

其中較大的灰塵顆粒去除，加入(l :20wtlvo1) 碳酸氫錢緩衝溶液

。.125M (NH4HC03) , O.的%胎牛血清白蛋白 (Bovine serum 

a1bumin , BSA) , O.的% Sodium Azide，於 4
0

C 的冰箱中緩慢均勻攪

拌 6 個小時，再離心 3000 rpm 10 分鐘，吸取上清液，最後置於蟬20

℃冰箱冷凍。
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實驗方法

以 Der p5 單株抗體與多株抗體瀾其 IgG 反應

吸的人血清中含有特異性 Derp5 之抗體測其 IgG與 IgE'證明 Der

p5 是天然型通敏原

將隔夜培養的大腸桿菌，以 10 倍 L-broth 稀釋(含 100 ug/ml 

ampicillin )，置於 37
0

C 垮養 2 小時後，加入 IPTG，再垮養 2 小時，

9000 rpm 10 分離心，再以 TBS 清洗沉澱物，以 TBS 調整至原來培養

液 1 /1 00 的體積，置於 Braun 瓶內並令其體積一半葷的 0.1血m 玻璃

珠，加入 lysozyme (1 0 mg Lysozyme/40mlTBS)置室溫 30 分，再加入

MgC12 1M);DNaseI(1 0mg/ml) ;Apotinin200凶，PMSF(Phenylmethyl

sulfonyl fluoride 100 mM)財在每一次進行振破菌體前立即加入。置

於均質振盪機(B.Braum Hamburger)振盪三次，每次 l 分鐘，中間並以

冰浴將之降溫，將均質化後之產物，以離心 (Hettich Zetrifugen ) 15000 

rpm 10 分鐘。取上清波加入 0.5 M EDTA， i這 millipore(1 .2 站在)，將

含 Der p 5 抗體之人血清與大腸桿菌 lysate 以 1 :2 倍稀釋，覽於 4
0

C

24/J、時緩慢均勻反應，再將未與菌液吸附血清與吸附後血清，進行

西方墨點法測試 IgG 與 IgE 反應.

測試舍有特異性 Der p 5 之 IgE 抗體血清通過親和力色層分析柱及

抗體引流出證明其屬於夭然型過敏原

取 CNBr-activated Sepharose 4B (pharmacia USA)粉末 0.5 克，

以 1mM HCl 將其漲大，可至體積1.75ml(1 5 分鐘) ，並以 100ml 1mM 

HCl 分數次將保存劑洗去.將 3 mg/1 ml Der p 5-GST 融合蛋白質溶
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於 2.5 ml coupling buffer ( 0.1 M NaHC03 , 0.5M NaCl pH 8.3) 和

上述處理過之 Sepharose 4B 混合，並寰於先前已用 5% non個 fat milk 

阻斷過之管子內，於 4
0

C 緩慢旋轉。偽日先將 ~I ~走出來溶液湖其 OD

佳，再以 5 倍量 coupling buffer 洗去未結合之蛋白質，再加入 1M

ethanolamine 於室溫作用 4 小時(怕光)。

病人血清以 3000rpm 離心 10 分鐘，去除大塊殘渣以1:5 倍鴉釋

(pH7.5 10 mM Tris)再將之逼入已荳備好之 column(至少三次)，再以

20 倍量之 10 mM Tris (pH7.5) 和 500mM NaCl 10 mM Tris (pH7.5) 

沖洗，再以 10 倍量之 100mM Glycine (pH2.5) 引流出抗體，而以

1M Tris(pH8.0) 中和之。置於 PBS 中 4 OC ， 24 小時透析。

利用西方墨點法(Western Blot) 偵測令抗 Der p 5 多株抗體、單株

抗體及吸的前、後人血清之 IgG 、 IgE 與通過親和力色層分析柱引

流出來的 IgE 反應

a.SDS圓PAGE

將如前述方法所純化 rDer p5 圓GST 融合蛋白質 10 ul (3 ug)及前

述方法所得之粗製鵡萃取液取 20ul(80ug)以 15%SDS PAGE 分離之

b.Transfer 

將 rDer p5-GST 融合蛋白質與粗製鵡萃取液轉至 N.C paper, 

裁與 SDS PAGE 相同大小的 nitrocellulose paper(NC)及 3M 濾紙，

浸泡在 transfer buffer 中 (anode 與 cathode buffer)，利用 H oriblot 

(ATTO)由負種到正極分別擺上四張港紙、膠、 N.C paper，二張

濾紙，以面積換算其伏特， 40 分鐘條件下轉印至 N.C paper 上，取下

N.C paper，以 Ponsou S 染 30 秒，再以清水沖洗，則可見轉印過去
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之 ban述，以鉛筆迅速將 marker 標示後，將之以 20 m15%的脫脂奶粉，

於室溫中均勻搖動反應 30 分，進行阻斷(blocking)作舟。

c.利用西方墨點法(Western blot)偵測含抗 Der p5 多株抗體、單株

抗體及吸附諧、後人血清之 IgG

將抗體稀釋於適量 5%脫賠妨中，和 block 好的 NC paper 於室

溫作用 1 小時後，以 PBS國tween 清洗 5 次/每次 10 分鐘，加入以鹼

性磷酸梅標定之 antihuman IgG 或 Antimouse IgG 二次抗體(依第

一次抗體而決定)，於室溫作用 1 小時，再以 PBS圓tween 清洗d 次

/每次 10 分鐘，之後以 nitroblue tetrazolium (NBT) 及 5品romo-ι

chloro-3 -in益。lylphosphate (BC1P) 為鹼性磷酸晦之受質 (substrate), 

於 0.05M sodium carbonate, lmM MgCh ,pH 9.5 之水溶液中呈色。

a.利用西方墨點法(western blotting )偵測氣喘病童血清吸附令 Der

p5-GST 之大腸桿菌萃取液前及後及病童血清通通已吸的 Der p5 

過敏原管柱再利用 pH2.5 Glycine 將抗体引流下

加入與含有 Der p5-GST 之大腸桿茵萃取液吸荊諧與吸的後之

血清與未通過與通過吸的性管柱之稀釋的血清(10 mM Tris ph 7.5) 

親和力色層分析之血清，再以 pH 2.5 Glycine 將 19B 抗體引淚下

來.和 block 好的 NC paper 於室溫作用 l 小時後，再以 TBS-tween

清洗 5 次/每次 10 分鐘，之後加入 biotin labeled antihuman 19B 

(Vectastain ABC kit )於室溫反應 30 分鐘，再以 TBS岫tween 清洗

5 次/每次 10 分鐘，然後加入 ABC reagent (avidin DH,biotinylated 

horseadish peroxidase H )30 ml ，於室溫反應 30 分鐘，再以 TBS-

tween 清洗 5 次/每次 10 分鐘，最後加入 Diaminobenidine solution 

(final cocentration 0.01 %)及 H202 (final concetration 0.012%)呈色

分析。
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王明治酵素連結兔疫吸附法 (sandwich enzyme廿inked

immunosorbent assay, ELISA)定量灰塵中之塵鵡抗潭、 Der p5 濃度

在 96 孔微量平較 (96 well microplate) 的每一孔中加入 100 u1 

(1 :4 0 倍)稀釋之單株抗體(anti Der p5 monoclonal Ab) 於 37
0

C 垮

養 2 小縛，以 PBS蟬tween 沖洗三三次;加入 100 Jl l 之 5% 脫脂牛奶

於每一孔中，垮養 1 小時， PBS-tween 清洗三次;分別加入 100μl 之灰塵檢

體(而標準定量曲線以定量純化 rDer p5岫GST 融合蛋白質為材料，以不同濃

度 0.lng.0.3ng.1ng.3ng.l0ng.30ng.100ng.300月.1ug.3ug 求出標準曲線)， 37 

℃垮養 l 小時， PBS-tween 清洗三次;加入 100 Jl11:15 倍稀釋多株

抗體(anti Der p5 rabbit polyclonal Ab) , 37
0

C 垮義 l 小時， PBS... 

tween 清洗三次;加入1: 1000 倍稀釋之鹼性磷酸晦標定之羊抗兔

Ig G 抗體 100抖， 37
0

C 垮養 l 小時， PBS -tween 清洗三次;最後

加入酵素基質 p-nitropyrophosphate (PNPP) ， 30 分後產生顏色變化，

於自動比色儀 (DYNATECH， U.S.A.)波長.495nm 測其 O.D 值。

統計方法

利用 wilcoxon signeιrank test 分析樣本之統計檢定。
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第三節結果

本實驗採用之 Der p 5 為我們實驗室所選殖且已分析完成貫穿令

大腸桿藹系統表達，本部份目的想瞭解 Der p5 是否存在螞体中，進

一調查台中地區氣喘病童家中灰塵之家塵鵡抗原 (Der p 5)在不同

季節其含量及分佈情形。

西方墨點法測定抗 Der p 5 多株抗體及單株抗體

將 rDer p 5-GST 融合蛋白質免疫小白鼠(balbc) strain ， 1吏其產

生抗 Derp 5 多株抗麓，粗製鵡萃取液、含有鵡抗原之垮養液、 rDer

p5 圖GST 融合蛋白質與去 GST 之 Derp 5 首先先以 l昀5% SDS PAGE 

進行〈仔Fi站g. l.川.)，再與抗 Der p抖5 之多株抗體與單株抗體進行西方墨點

法確認 I站gG 反應，結呆發現多株抗體在粗製瞞萃取液及去 GST 之

Der p抖5 在 14 kD 有一反應帶， rDe盯r p 5-闡心.圖.圖.

反應 (σFi挖g 2 .ιa的)，而單株抗體則只出現在去 GST 之 Der p 5只(14 kD防)與

rDe叮r p5 國GST 融合蛋白質 (42 kD)有反應帶 .(Fig 2.b) 

人的血清 Der p 5 抗體吸的前及吸符合後之 IgG 與 IgE 反應

將大腸桿菌 Lysate 典人之血清 (1: 2 倍稀釋)置於 4 oc 
24 小時緩慢均勻反應，取未吸的與吸階後之血清進行西方

墨點法，測其與粗製鵡萃取波與 rDer p5 闡 GST 融合蛋白質之

Ig G(Fig 3. a，的及 Ig E 反應，結果其在吸闊前皆有反應帶出

現，兩吸附後則皆沒有反應 .(Fig 4a .b) 

將未通與通過親和力管柱之人的血清及再經酸將抗體引滾下來之
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溶液進行西方墨點法測試 IgE 抗體

將人的血清先經稀釋，而後通過棍和力管拉多再以( pH2.5) 

G1ycine 將抗體 ~l 流下來，以 pH 8.0 1M Tris 中巷口之，進行西方墨點

法測試其對粗製鵡萃取波與 rDer p 5-GST 融合蛋白質是否有產生

反應，結果發現 (Fig.5a)為未通 co1umn 前之血清，其呈現反應帶皆

有反應，而經通過後之血清皆未有反應，表示血清中抗 Der p5 其

都與管柱中 Der p5 抗原結合，(Fig 5b.)，但經竣引滾下來之抗體則

在粗製鵡萃取液(l4kD)與 rDer p 5-GST 融合蛋白質 (42kD) 皆有反

應。 (Fig 5.c) 

進一步想嚎解台中地區灰塵中塵鵡抗原 (Der p 5)之濃度分佈

是否與溫度及濕、度有闕，從一九九四年十月至一九九五年九月，我

們在台中地區技集十二位氣喘患者之往家灰塵量，收集當中也測

個案家中!室內-室外之濕度與溫度，再根據中央氣象局所發佈之年

相對濕度及平均溫度之報告;全年的相對濕度約在 70%國79%之間，

年平均相對濕度為 75%，其中以二月份之相對濕度為 70%略低，大

抵本省之月平均相對濕度問並無顯著差異。而攝氏平均溫度全年

約在 17.2
0

C 至 28.3
0

C 筒，年平均溫度為 23.5 oC ，其中以七月份之攝

氏平均為 28.3 oC ，一月份之攝氏平均為 17.2 oC ，全年平均溫度為

23.5 0C 0 (Fig .6) 

Der 抖的重量濃度從最低 6ng/g fine dust 至最高 8000 月/g

fine dust ，其中濃度最高的月份是在 3 月(l 0-5400 ng/g fine 如仗?幾

何平均值為 195 .1ng/gfine dust，標準誤差為 5ng/g fine 如s，中位數為

1047.2ng/g fine dust 與五月 (20 -7600ng/g fine du仗，幾何平均值為

188 .4ng/g fine dust，標準誤差為 6.2 ng/g fine dus，中位數為 152.5

ng/g fine 如st)，而濃度最低則出現在 11 月 (6 翩 8000ng/g fine 如前，幾

35 



何平均值為 86.3ng/g fine dustA票準誤差為 2.1 ng/g fine dust 多中位

數為 50月/g fine 伽s)(Fig 7.) 

塵鵡抗原 Der p5 在居家環境中不同地點，其濃度也有所不時.

對床墊而言實整年鑫鵡抗原 Der p5 (7 圓 8000 ng/g fine dust，幾何平均

儷為 145.9ng/d fine dust，中位數為 95ng/g fine dust)將其中最高的

月份是在六月 (60 -5600 ng/g fine dust，幾何平均值為 1055.2 ng/g 

fine dust，標準誤差為 263.8 ng/g fine 如前，中位數為 2500 ng/g fine 

dust )，與五月 (20國7600 ng/g fine dust，幾何平均值為 226.0 ng/g fine 

dust，標準誤差為 22.6 ng/g fine dust ，中位數為 157.5 ng/g fine dust) , 

而濃度最低的月份為四月(12圖 1600 ng/g fine dust，幾何平均值為

62.2 月/g fine dustA票準誤差為 7.8 ng/g fine dust ，中位數為 30 ng/g 

fine dust ) (Fig 8.) ，臥室地放整年塵鵡抗潭、 Der p5(6-5400 月Ig fine 

dust，幾何平均值為 100.lng/g fine dust ，中位數為 90 ng/g fine 伽st) ，

濃度出現最高的月份是在七月 (80-1200 ng/g fine dust，幾何平均

值為 363 .4 ng/g fine dust，標準誤差為 121 月Ig fine du泣，中位數為

183.5 ng/g fine dust)，而以六月最低(1 0 -210 ng/g fine dust，幾何平

均值為 22.9 ng/g fine dust，標準誤差為 5. 8ngl g fine dust ，中位數為

1 1. 5 月Ig fine dust)(Fig 9.)，妻子客廳地板而言，整年塵橘抗潭、 Der p 

5(6 岫6200 月Ig fine dust，幾何平均值為 130.6ng/g fine dust , ，中位數

為 100 ng/g fine dust)，其以四月最高 (3札2500 ng/g fine dust ，幾何平

均值為 472.7 ng/g fine dust，~票準誤差為 59.2 ng/g fine du泣，中位數

為 600 ng/g fine dust )，而濃度最低的月份為六月(10圓的 o ng/g fine 

dust，幾何平均值為 30.8ng/g fine dust，標準誤差為 7.8 ng/g fine 

du泣，中位數為 25 月/g fine dust(Fig 10.) 

同時，本實驗室亦測主要通敏厚、 Der p 2 其分佈情形，自此我們忠
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想了解 Derp2 與 Der p5 之間分佈是否有關餘，Der p2 重量濃度(lng/g

-360 ,000 ng/g fine dust)，以八月最高 (46-16400 ng/g fine dust，幾何平

均值為 8550 ng/g fine dust)，最低則在六月 (26-1600 ng/g fine dust，幾

何平均值為 97月/g fine dust )，而將其與 Der p5 比較:發現與床墊相

關餘數(r=-O. 肘， P>O.I)(Fig 10.)，臥室地板其間相關靜、數 (r=-O. 肘，

P>O.I)(Fig 12.)，客廳地板相關靜、數 (r=醋。.例， P>O.I)(Fig 13.) 

除外，將所有灰塵之數據以三個月為一單位區分為四季歹計算

其問結果(Fig 14，時， 16 ，1 7 由結呆顯示與月份計算似乎並沒有明顯

改變

。

第四節討論

Tovey 等人於 1989 年還蘊到一 Der p5 基圈，且證實其所反應

之 IgE 抗體是與粗製鵡萃取液中 14KD 蛋白質反應。而 LinKL 等

1994 也還殖到一 Der p5 基園，即為本實驗所用之材料，較適合大量

善社 f匕 。

本實驗想證明 Der p5 基團是否為自然界之過敏原，因此將含

有 Der p5 基因之大腸桿茵茵液，與含有特異性 Anti 心er p5 之人類
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血清而將此吱的後之血清與粗製鵡萃取波及 Der p5 融合蛋白質反

應，測其 IgG 及 IgE 反應，結呆顯示吸的後之血清，其 14KD 與 42KD

之反應替皆被吸酹 9 月時將 Der p5 融合蛋晶質置備於親合力色層

分析 (Affinity hromatography )，再通含有特異性 Anti -Der p5 之人類

血清，以 pH2.5Glycine ，將抗體引流下來，以免疫轉印分析法測其鵡

萃取波與 Der p5 融合蛋白質之 IgE 反應，結果發現有一 14KD 典

的KD 之反應帶引流下之抗艘，因此由以上實驗與 Tovey 等(1 989) ，

證明 Der p5 是屬於會然界之過敏JQ.、.通常研究過敏性病的致病機

轉及其預防與治療的方法，其困難之一緣無法大量取得純化過敏

原鵡萃取波通敏尿中成分之含量不一又少，因此由基因工程合成

之純化過敏原將有助於探討過敏性疾病的基礎及臨床之研究。

台灣地區位居亞熱帶，一年四季溫度介於攝氏 17.2
0

C 至此。C

(平均溫度為 23.5 OC)，全年相對溫度約在 70-79 %(年平均濕度為

75%)，此溫度及濕、度條件下為家農鵡生長之最佳環境，因此一年四

季沒有影響構之生長.而本研究調查主要針對台中地區過敏病章

之居家環境，首先先瞭解台中自然環境，自此根據中央氣象局台

中站之報告，台中地區牟平均溢度為 23.2 oC (最高為六月 28 .4 Oc 多

最低為二月 15.5 OC) 年平均濕度為 75.3%，(最高為六月 79%，最低

為十月的 70%)，也為蓋於適合家塵鵡生長之環境，所以合中市一

年四季皆適合其生長。

Der p5 整年含量由 ι8000ng/g fine dust，以三月最高(幾何平均

值 195.1 月/g )，十一月最低(幾何平均值 86.3 ng/g )，而 Li CS (1 995) 

調查台北地區 Der p5 令量由恥4630 ng/g fine dust ，以一月最高，而

以七、九月最低，此間差距 Derp5 可能是自個體差異及家庭作息不

舟，及清潔習慣不同，而突顯其數量不同。因為根據問卷，知道家長
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對環境之清潔並沒刻意注走。至於居家環境中不同地點，如客廳地

板、臥室地放與床墊，其抗原量的分佈亦有所不同。以床墊佔所

有地點中濃度最高 (7 -8000 ng/g fine dust 幾何平均值為 145.9)，最高

之月份是在六月(幾何平均值 1055.2 ng/g fine dust)，台北地區也

以床墊含量最高。 Lang 等(1 978)測試臥室內寢其與鵡之相關，發

現以床墊上鵡數最高，國為當床上有人暖時，溫度增加至 25輛29 oC , 

而此溫度適合家塵生長，而人們身上皮屁脫落下來，多集中在此成

為其之主要食物，~是生長之最佳物理環境，尤其是舊的床墊更是

多量 (LT Van Strien et al ., 1994). 由此預防方法需經會刷掃及洗淨

床聾，則可減少 90%之死與活嗎量，Funan R 等(1 992)建議定期清潔

床墊，使用床墊套之拉鍊要拉緊，最好再用膠布貼上，避免滲漏，枕

頭套材質最好用合成聚詣，一個月清洗一次，洗時水溫宜太於 55 oC , 

有效殺死構，而冷水洗游則無法有此昌地(McDonald et al., 1992)，但

由問卷待之病童家中皆沒有採舟比方法。

客廳地放令量次之(6自6200 月/g fine dust，幾何平均值為 130.6

ng/ g fine dust )以四月最高，經由問卷得知四月學校放春假，且為春

雨季節， /1、孩無法外出;因此都在客廳玩耍，而環境清掃，則為簡單

的清掃，通常以一星期小範圍之清掃"半年為較大規模之清潔工作，

使用清潔工具為掃帶，而根據 Platts-Mills T AE 認為掃帶會助長灰

塵中塵鵡抗潭、之飛揚，至一定時間便會降落下來，因此無法減少塵

鵡抗原，而根據時卷得知每個家庭都裝有冷氣機，使用濾網則每半

年清洗一次，冷氣機具有通濾、大粒子及具有除濕功能，但部份家庭

仍維持風扇與冷氣機交替使用，而成扇會增加室內過敏原之流動

(Fuan R et al., 1992) 。但有一好現象，病童家中皆未使用地毯，園地

毯可能含有大量之塵鵡抗潭、 p即使反覆使用吸塵器清理，史，無法完

全移除(Dybendal T et al., 1991). 
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臥室地板 Der p5 含章為三者之間最低(6關5400 ng/ g fine dust , 

幾何平均值為 100.1 ng/g fine dust ), tÁ 七月最高，而與床墊閱有明

顯之差異 (P<0.05)，但與客廳地板沒有明顯之不同 (P>O.l)，自為病

童待在臥室時間只有睡覺才會進入，因此令量也較少.而與 Der p2 

間相關性沒有達到統計水準 (P>O.l). 其量之差異，國 Der p5 存在構

體上，而排泄物無法偵別到，只能少量由構體萃取物湖到。總之雪本

調查針對 12 住氣喘病童往家，進行長達一年的研究，而為了配合

個案的意顯，故僅能還取十二個家戶做為比研究的對象。
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Fig.l SDS P AGE analysis of purified mite allergens 

,Lane M Molecular weight markers; Lane l ,crude 

mite extract ;Lane 2, spent mite medium ; Lane 3, 

r Der p5 GST;Lane 4 rDer p5 analysis on a 15% 

acrylamide ge1. 
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Fig.2 The Western blotting analysis of IgG binding pattern 

of crude mite extract, spent mite medium ,r Der p5 

GST， an吐 rDer p5 were transfered to N.C paper (a) 

then reacted with anti -Der p5 polyclonal antibodies 

the result developed by antimouse IgG (conjugated ALK

P) ,(b) and reacted with anti Der p5 MonAb ,the result 

developed by anti 國Der p5 polyclonal show reactivity 

to crude mite extract ,rDer p5 蝴GST and rDer p5 ,but 

anti Der p5 Moab showed reactivity to rDer p5 揖GST and 

Der p5 . 
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Fig3 The 明Testern blotting analysis of IgG binding pattern of 

alergic serim and allergic serum absorbed with E. coli lysate 

(Der p5) ,Lane 1 and Lane 3, rDer p5 -GST ; ,Lane 2 and 

Lane 4,crude mite extract were electrophorsed on a 15% 

SDS PAGE ,and transfered to N. C paper ,then reacted with (a) 

before absorbed house dust mite allergic serum and (b) house 

dust mite allergic serum absorbed with lysate from E. coli 

(Der p5) ,the result developed by anti human IgG (conjugated 

ALK-P) showed the E.coli lysate removed reactivity to Mr 42 

kD and 14 kD bands 
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Fig .4 The Western blotting analysis of IgE binding pattern of 

alergic serim and allergic serum absorbed with E. coli lysate 

(Der p5) ,Lane 1 and Lane 3, rDer p5 -GST ; ,Lane 2 and 

Lane 4,crude mite extract were electrophorsed on a 15% 

SDS PAGE ,and transfered to N.C paper ,then reacted with (的

before absorbed house dust mite allergic serum and (b) house 

dust mite allergic serum absorbed with lysate from E. coli 

(Der p5) ,the result developed by anti human IgG (conjugated 

ALK-P ) showed the E. coli lysate removed reactivity to Mr 42 

kD and 14 kD bands 
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Fig.5 The 明Testern blotting analysis of IgE binding pattern of 

alergic serim and allergic serum were affinity purified , 

Lane 1 ,3 and Lane 5 crude mite extract , Lane 2 ,4 and Lane 

6 rDer p5 -GST , were electrophorsed on a 15% SDS 

PAGE ,and transfered to N.C paper ,then reacted with .(a) 

before affinity purified house dust mite allergic serum and 

(b )after affinity purified house dust mite allergic serum. (c) 

IgE antibodies eluted from affinity purified house dust mite 

allergic serum, the result developed by anti human IgB 

(conjugated peroxidase ) showed(a) ,(c)reactivity to Mr 42 

kD and 14 kD bands 
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第二部份

台灣地區過敏病童血清中對家塵瞞

過敏原特異性 IgE 和 IgG 效價之比較
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第二章台灣地區過敏病童血清中對家塵鵡過敏

JJi、特異性 IgE 和 IgG 效價之比較

第一節前言

臺灣家塵端是造成氣鳴的重要過敏原，當然並非所有氣喘都

是由鑫鵡鵡誘發，其他通敏原亦有可能引發氣鳴，諸如花粉，蟑螂等

過敏原。在臨床上，常用皮膚反應性(skin test)來判定是否對家塵喝

過敏，然而這些方法只能知道病人是否對塵喝過敏反應，端有七種

i是敏屎，那一種過敏原才是真正觸發過敏反應，抑或 t種都參與通

敏反應?只從皮膚反應性的結果是無從得知的。

我們知道 9在第一型過敏反應中，過敏原特異性 IgE 在致病機

轉中扮演者重要角色.過敏病人血清中的 IgE 力價會上昇 (Philip

B ., e t al 1 987) .除 TotallgE 力價上昇外，過敏原特異性 IgE 也會明

顯上昇 (LinKLeta1.， 1991)，因此，我們若能比較病人血清中七種過

敏原效債之差異，應可歸納出那一種過敏原在疾病扮演著較重要

角色。

初步想了解台灣地區氣喘病章，其不同過敏原特異性 IgE 之間

關餘，以了解台灣地區氣喘病童，究竟是那一種過敏原較重要，此結

果不但對致病機轉的研究有所助益，且可提高減敏治療上的一些

訊息，此外，本實驗室有 Der p2 兩種 isoform ， S2R 來自澳洲，II-8 來

自台灣，我們也想了解此二者之間的 IgE 陽性反應百分比是否有
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所差異。

研究爵的有二:

1.對峙過敏之氣喘病章，我們將以 RIA 之方法分析對 Der pl 、 2 、

5 、 7 特異性 IgE 與 IgG 之效價.

2. 兩種家島不同地理位置之 Der p2 isoform ，本土型 II-8 之特異性

IgE 效價是否高於澳洲型 S2R?

第二節實驗材料與方法

血清

病人分別來自台大醫院小兒斜門診經治療氣喘病章，年齡 1 。

-15 歲，及另一組未經治療氣喘病章，均經 RAST 測試對家塵鵡抗

原 (Dermatophagoides pteronyssinus )呈陽性反應，取得全血後，經

3000 rpm 離心將血清取出，存放於 -20 Oc 2水櫃中，以測試血清中
IgE 、 IgG' 4 位健康孩童當對照、組及 20 位嬰兒勝帶血。

Derp2 之 S2R 與日-8 二個 clone 、 Derp5 、 Der p7GST 重組融合

蛋白質製備及純化:

Derp2 之 S2R 及 II-8 二個 clone ，Der p(W2T2) ,Der p7 clone 已

接於 pGEX-2T 載體中， pGEX-2T operon 含有一 lac，可於化學物

IPTG 誘導後大量表現出融合蛋白及 lac Z 及 AMP 25 selection 
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marker 。先將含有 Der p2 、 Der p5 、 Der p7 clone 的大腸桿齒

37
0

C 隔夜培養，以 10 倍稀釋於含有 100ug/ml Ampicillin 的培養

波(L -broth )中，於 37
0

C 振盪培養 2 小時至 O.D 600 值於 0.4-

0.6 時，加入 IPTG(isopropyl beta D輛自iogalactosi吐e)(sigma)至 0.1

mM ，繼續垮養 2 小時後將葛液離心 (Backma) 9000 rpm ， 10 分鐘，沉

澱物經 TBS(Tris buffer saline)洗過三次最後舟 TBS 調至原垮養波

之 11100 體積;置於 Braun 瓶內並令其體積一半量的 0.1 mm 玻璃

珠，之後加入 lysozyme (1 0 mg Lysozyme /40 ml TBS)置室濃 30 分，

再加入 gC12( lM);DN aseI( 1 Omg/ml) ;Apotinin200ul ,PMSF(Phenyl 

methyl sulfonyl fluoride 100 mM)，其IJ 在每一次進行振破菌體前立即

加入。置於均質振盪機(B.Braum Hamburger)振盪三次，每次 l 分鐘，

中間並以冰浴將之際溫，將均質化後之產物，以離心(旺的tich

ZETRIFUGEN )15000 rpm 10 分鐘.取上清波加入 0.5 M EDTA， l這

millipore( 1.2 uM)，再利用 Glutathion 吸附性管柱(Sigma)進行 GST

融合蛋白純化，使用前需加入蒸餾水使之吸水復原，欲純化一升的

萬液約需 50mg 的乾燥過的 bead ，當 bead 吸水膨脹後，將之充填入

色層分析用管柱(Chromatography column, Bio-Rad)，將之靜置一

段時問使 bead 沉澱至管柱底端，接著利用約 200ml 的 TBS 溶液沖

洗 bead，之後便將 sample 通過管柱，完成後利用 TBS 溶液加以清洗，

直到 OD 值小於 0.003 ，即表示一些非特異性的結合已經去除後，

再以 elution buffer ( 5mM reduced glutathion , 50mM Tr吟， pH8.0)將

GST 融合型蛋白置換出來而加以收集，經 4
0

C 隔夜於 PBS 溶液中透

析。

重組融合蛋白質定量分析

淚?定蛋白質濃度所使用的廠牌為( Bio-Rad Protein 

Assay)，其潭、理是利用一可與蛋白質結合的染料與蛋白質
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作用後在 595 n血的波長下比色，依據吸光度來詩算蛋白

質的濃度，測定之初先用一已知濃度的 BSA (Bovine Serum 

Albumin)溶液定出標準曲線， sample 中的蛋白質與試劑反

應後，可在標車曲線中依據 O.D 值算出蛋白質的濃度。

天然型 Der pl 抗潭、蛋白質 (native Der p 1 nDer p 1 ) : 

事先準備 coupling monoclonal antibodies(利用親和力色層分

析柱) ，準備 spent mite medium 再利用 1M NH40H (pHll)將 nDer

pl ~I 流下。

Dermatophagoides pteronyssinus 粗製鵡萃取液( Crude mite extract). 

以 l 克的構體，加上 100 ml 乙瞇振盪 24 小時去脂，均質化後不

斷地與 100 ml 之 PBS 緩衝液攪拌 36 小時，經離心後，將上清波存放

於-70
0

C 。

含有鵡抗原之培養液(Spent mite medium). 

手于取 100 克 spent mite medium 溶於 100 ml PBS 中，於 4
0

C 中

攪拌，隔日以 9000 rpm 離心 30 分鐘，取出上清液，加入 NaN3(

sodium azide) 至 0.01%，荳於 4
0

C 保存。

Mouse anti human 19E mAb (2. 1.5) 

來自台灣大學醫學院兔疫研究所蔡考圈博士贈與。

間位素化之單株抗體:

利用 Sephadex-G25 分離游離之 125- 1 及 125- 1 labeled anti 

-human 19B- mAb，這是利用分子量不同來分離大、小物質。大分

子(如 antihuman 19E mAb)較早收集到，小分子(如游離 125- 1 )較
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晚被收集到。一般第一次放射性強的物質約在 7-9 管出現，此即所

要的 125- 1 labeled antihuman IgE mAb; 另一個尖峰別出現較晚，

為未標幟上的游離 125 糊 1. chloramine T 可將 125- 1 標幟到抗體土，

主要是利用氧化齊1 chloramine T 將 Na 125- 1 氧化成活化狀態，使

125- 1 主要的著於 Tyrosine 或少部分的 Histidine 上;所以成功與

杏，氧化劑佑有很重要的地位;最好在進行氧化作用前，才新鮮

配襲好 chloramine T. 

天然型 Der p 1 (native Der p 1) 、含有埔抗原之垮養液 Der p 粗製

螞萃取液與 Der p2 之 S2R 和 II-8 、 Der p5 、 Der p7 所得融合蛋

白質及 GST 以 15% sodium sulfate polyacrylamide(SDS P AGE)分析

評估分子量。

測血清中對鵡抗潭、之特異性 IgE 、 IgG 在 RIA(ra吐ioimmuno assay) 

反應的飽和濃度測定

為了暸解在 RIA 反應中適當血清的抗體濃度稀釋的使用，以便

未來在臨床血清學測定，分別 coating 1 ug/1 OOul,spent mite medium 

、 nDer p 1 、 r Der p2-GST 、 rDer p 5-GST 、 rDer p下GST 、在

96 well 的 microti terp late 然後加入 100ul 以 10 、 100 倍血清稀釋

IgG 及 5 倍血清稀釋 IgE 以 RIA 方法偵測多結果發現血清 IgE 稀釋 5

倍與血清 IgG 稀釋 100 倍已達飽和濃度。

放射免疫分析法(Radioimmunoassay;RIA)

將含有 spent mite medium ,Der p 2-GST 融合蛋白質 (S2R， 11 

-8)Der p5-GST 融合蛋白質，rDer p7 融合蛋白質，及 nDer p1 與 GST

之蛋白質的量吸的於 microwell plate (NUNC polysorp) ，每一個

well 中加入 1 OOul(l ug)並置於 4
0

C 垮養隔夜之後，用 TNT(TBS
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-TweenO.的%)清洗 well 三次，然後於每個 well 內加入 200u15%

non-fatty milk 於每一個 well 中於 37 Oc Incubator 中反應 1 小時

，然後罵 TNT 清洗 4 次，在面紙上吸乾 well 上殘餘的 Buffer，齡、

後再加入病童稀釋血清檢體 100 ul(測試 IgE 的血清是稀釋 5 倍，IgG

為 100 倍)及嬰兒騎帶血和正常小孩血清(IgE 值正常，也以相同稀

釋倍數)，並於 37
0

C 中反應 l 小時，再用 TNT 清洗 g 次，加入以 TNT

稀釋標幟 125- 1 的 Anti-human IgE 或 125- 1 Protein A 100ul (2x 

100000 cpm/ lml)，並於室溫中反應 2 小時，以 TNT 清洗 welll0 次，

置於 r - Counter 中計數其 cpm 。

統計方法:

將其分成 10 紐再依據 cross match process 做比較分析.

Group 1國nDer pl 與 rDer p2-GST 之 (S2的

Group II - nDer p 1 典的er p2-GST 之(II-8)

Group III- nDer p 1 與 rDer p5-GST 

Group IV國 nDer pl 與 rDer p7-GST 

Group V - rDer p2-GST 之(泊的與 rDer p2輛GST 之 (II-8)

Group VI- 的er p2-GST 之(S2的與 rDer p5-GST 

Group VII- 的er p2-GST 之(S2的與 rDer p7-GST 

Group VIII- rDer p2 喃GST 之 (II咽 8)與 rDer p5-GST 

Group IX 幢 rDe盯rpρ2.闖心闖闖.闡.GST 之(仰II圓 8約)與 rDe盯rp戶7.蝴-G

Group X闡 rDer p5-GST 與 rDer p7-GST 
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第三節結果

Mite allergy 分子量呈琨:

crude mite extract 呈現一低分子量 14 kD , nDer p 1 分子量為

25kD ,rDer p2 -GST(S2R) ， (II-8)分子量為 43kD(本身為 16 kD 及 27

kD GST) 、 rDer p5 -GST 為 42kD(本身為 15 kD) ,rDer p 7- GST 分

子章為 49 kD(本身為 22kD)這些融合型蛋白質和自然型蛋白質的

表現及純化則由 (Fig.l) 的 SDS-PAGE 加以分析立在確定之。

IgG 對 mite allergy 反應性之比較:

選取的位經診斷為對鵡抗原過敏之病童血清，取至實驗室庫

存卜20
0

C 保存)，利姆放射免疫分析法測試血清對 Spent mite 

medium, nDer p 1 ，及含 rDer p 2-GST (S2R，立爛的及 rDer p 5-GST 

與 rDer p 7-GST，結果顯示病童血清對以上所有過敏原形成之 IgG

反應都有一致性的反應，且彼此間並沒有顯著的差異 (P>O.I) 。

(Table .1) 

IgE 對 nDer p 1, rDer p2-GS T (S2R, II 個 8) ， rDer p5-GST，及 rDer p7 

-GST 反應性之比較:

病章之血清對含有鵡抗原之垮養波之反應結呆顯示;最小值為

0.77 最大值為 17.5 中間值為 1.5(Table.2.)，根據初步評桔可能是令

有鵡抗原之垮養液中鵡抗潭、成分較少，所以瀾出值較低。

IgE 對 mite allergy 反應性之比較:

反應結果顯示的位病童血清對 nDer p llgE 之反應性佔 10

位 (25%) ,rDer p2-GST(S2R) IgE 之反應性佑 9 位 (23%) ， rDer p 

2-GST( 立 -8) IgE 之反應性佔崗位(40%) ， rDer p5 -GST IgE 之反
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應性佑 17 位 (43%) ， rDer p7 -GST 19E 之反應性錯 10 位 (25%)

(Table.3. )，瀾另一組未治療之 24 位病章血清對 mite allergy 反應性

均有偏高之現象(Table .4) 

19E 對 nDer pl 與 rDer p2-GST(S2R) , (rr 國 8) ， rDer p5 -GST, rDer p7 

閱本自騙性:

d病章之血?青對 nDer p 1 與 rDer p2-GST(S2R) 19E 閑之相關餘數

r=0.133(p>0. l) (Fig.2.).典的er p2國GST( 旦國8) 19E 反應性之比較，相

關靜、數 r=0.043(p>0.1)(Fig.3.).與的訂戶-GST 19E 反應性之比較，

相關餘數 f立國0.05(p>0.1) (Fig.4.).與 rDer p 7 -GST 19E 反應性之比

較，相關餘數戶0.03(p>0.1) (Fig.5.)，相關靜、數沒有達姆統計顯示

水準。

.1gE 對 rDer p 2 二個 isoform; S2R 與立 -8，其間反應性之比較:

反應結果顯示 S2及與 II-8 兩個 isoform，;f目關條數 r=0.194(p>

0.1) ，相關靜、數沒有達到統計顯示水準 (Fig.6.).

19E 對 rDer p 2-GST (S2的與 rDer p5-GST. rDer p 7-GST 反應性之

比較:

rDe叮rpρ2.固-G

關餘數 f尸立祖0.102 (印p>O.1η) (σFi培g.7.).與 rDe盯rp戶7 1站gE 反應性其相關餘數

r戶立圓吋0.0ω8 (印p>O.1η)，相關餘數沒有達到統言計十顯示水準(仟Fi培g.8.)) 

19E 對 rDer p 2-GST (rr 回 8)與 rDer p 5-GST , rDer p 7-GST 反應性之
比較:

立闢-8 與 rDe叮r p 5.圖必.

rDe叮r p 7GST 之閱相關餘數 r尸=0.5兒8 ， (印p<O.ο05幻)(仔Fi培g.1叩0.). 與 rDe叮r p 7弘輛
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GST 肉相關棒、數 r=O.468 ， p<O.05(Fig.ll.)其皆呈正相醋，達到統計

水準.

第四節討論

以往研究過敏疾病之最大的難則是過敏原取得，但目前可由

重組融合蛋白質發展而改善，因以往皆由鵡粗製萃取液中取得，且

是商品化，其抗原成份含量不一又少，因此難以標準化，忠比較不易

取得(Meyer CH et a1 ., 1994)，而本實驗所罵之材料為重組融合蛋白

質，其利馬 IgE 菌錢放射免疫分析法還殖過敏基鹿，再將此殖入大

腸桿萬中表現，得重組融合蛋白質，優點:可得大量純化過敏原，自

此更方便應用過敏疾病機轉之研究，以往利用 Western blotting 方

法，缺點是無法量化，而本實驗設計採用 RIA 方法，優點可量化，其

間差異不大，更可看出抗體閑之變化，但 GST 為來自日本血吸蟲

(schitoma japonicum ), (Smith DB et al ., 1988)，由於寄生蟲在免疫

反應上常會引起 IgE 反應，所以在試驗中會達成結呆判讀之困擾，

自此本實驗在操作中有加做 GST 當對照，因此可減少干擾之發

生。我們在 Table .3 中發現四十位病童血清對各組過敏原之 IgE 反

應似乎與文獻上不時，因此經查證這些氣喘病章病史發現這些病

章都已經過治療，而結呆又符合 Hsieh KH 等(1 987)及 Bousquet J 
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等(1 990) ， Lin KL 等(1 987)，且在另一組未經治療之氣喘病童血清

(Table. 4)與各組過敏原特異 IgE 反應，結果顯示其陽性率均偏高，

由此病童經治療後，對過敏原特異 IgE 會有降低之趨勢.因此便可

解釋 nDer p 1 反應率只有 25%與 nDer p 2(S2的反應率有 23%，減敏

治療所用之藥物為粗製喵萃取液，成份中主要含 Der p 1 、 Der

p2(S2R)，茵此會以 Der pl 、 Der p2(S2R)治療為主，而造成反應率下

降.由 Table .3 顯示 Derp2 之兩倍 isoform (位的仙-8)之反應率，II闇8

反應率為的位有 16 位反應(40%)，而 S2R 反應率為 40 位有 9 位反

應 (23%) ， II-8 是利用台灣氣喘病童血清中 IgE 篩選出來，S2R 是利

用澳洲病童血清篩出來，而這兩 isoform 分別差在鈞、 47 、 114

胺基酸的改變 (Fig.12)，第 47 按基酸的改變 :S2R(Thr)-II-8(Ser)，第

114 按基竣的改變 S2R(Asp)-II圖 8(Asn)，第 26 胺基酸的改

變 :S2R(Pror)-II咽(Ser)，除了從非極性胺基酸變成極性胺基酸外，最

重要的是可能會影響蛋白質之立體結構.本實驗室先前利用 Dot

blot證實 II-8 反應強度高於 S2R，與我們結呆相符合，顯示 Derp2 的

過敏原在地域性的分佈可能有差異，有可能 II -8 型在台灣地區較

具有抗原性.而台大醫學院免疫研究所，為了探討這種 S2R 與日帽8

IgE 結合強度之差異，是否間多變性按基酸所造成，因此將 S2R， II國8

設計成小片段升鼠，分別色含 S2R 、 II-8 之多變性按基酸，觀察

是否可被 IgE 所認識，結果發現位查詢及的之多變性按基酸會影

響 IgE 之反應強度.國此日後如要實施減敏療法則須考慮 isoform，

因其悶不同也會影響治療之效呆.

Der p5 與 nDer p 1 、 rDer p2 、 rDer p7 比較，發現其反應率都

較其他過敏原高，即為的位病章中估盯住(43%)，可能治療中所用

之治療成份中所含 Der p5 成份較少，忠可能對 Der p5 過敏之氣喘

病人血清，其血清抗體會特別高，所以對 Der p5 反應特別強兩 Lin

KL 等(1 994)對氣喘病章以皮膚試驗測試 Der 抖，其有 58%反應率，
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以 Dlot blot 可看出只要有反應，其強度都較強.因此可說明 Der p5 

可能在臨床上伴演著重要性.

由 Fig 9,Fig lO ,Fig 11 ,II-8 ,Der p 5,Der p7 之間相關性發現其餘

數呈正相關且達統計上意義，因此有部份病人對以上三種過敏原

有同特敏成之現象

展望:

RIA 方法自標識放射線物質，雖其敏是革度較高，但其廢棄物須

保存一定時間才可拋棄，而且對人也較危險，目前酵索免疫分析法

敏感度也不輸 RIA，而如再能善加利用通敏潭、重組融合蛋白質，則

對過敏研究一定有較大供獻，且有更周密思慮，則會有更好之成果.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 

Fig .1 SDS P AGE analysis of purified mite allergens 

Lane 1. Molecular weight markers ; Lane 2, crude 

mite extrat ;Lane 3 , spent mite medium ,Lane 4 , 

nDer p 1 ;Lane 5,rDer p2 -GST(II-8) ;Lane 6, rDer p2 

-GS T(S2R) ,Lane 7,rDer p5 剛GST;Lane8 ， rDer p7-GST 

;Lane 9,GST ,samples were analysed on a 15% acrylamide 

ge l. 
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Table.l.Specific IgG reactivity to rnite allergy in allergic patients 

位üte nDer p 1 S2R II-8 rDer p V rDer pVII 

rnedian 1755.6 1262.4 1859.8 906.3 1800.0 1916.0 

rnax 4052.1 3932.2 4565.5 2547.4 3982.7 4793.2 I 

rnm 794.3 689.6 1046.3 388.6 517.3 669.1 

p>O.1 

Table.2.Specific IgE reactivi句r to rnite allergy in allergic patients 

rnlte nDer p 1 S2R II-8 rDerp V rDerpVII 

median 1.5 1.4 0.7 0.9 0.8 0.5 

口laX 17.5 11.8 29.9 126.6 166.5 174.1 

mm 0.77 0.5 0.7 0.9 0.8 0.5 
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Table.3.RIA reactivity to mite allergens in 
a l1 ergic patients 

Allergens Reactivity % 

nDer p 1 10/40 25 

rDer p2(S2R) 9/40 23 

rDer p2 (I卜 8) 16/40 40 

rDer p5 17/40 43 

rDer p7 10/40 25 

Table.4 RIA reactivity to mite allergens in 
lergic patients (untreated) 

Allergens Reactivity % 

nDer p 1 24/24 100 

rDer p2(S2R) 24/24 100 

rDer p2(II-8) 24/24 100 

rDer p5 23/24 96 

rDer p 7 24/24 92 
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Fig t丸， 關示二種Der jJ U悶背其型體(isoforms)-S2 H, J 1-忍之多變 .t生胺

基酸位置極多變性胺基酸改變rfrj造成的影響

rDer p 11 (S2刊) 1 

部 47 114 

rDer p 11 (1 卜8) 1 

。 polymorphic 削du o Cys 

residue alnino add conversions relnarks 
no. S2R 11-8 

26 P S non-polar to polar 

哇7 T S polar & unchar話e廿

129 

129 

11哇 D N #uncharged to charged( -) 

# 0 to N resulted in : (1) change of pI value from 6.6 (S2R) to 7.3 (日-8 ) 

(2) make Der p II rnore Der f II-like 

proline: (1). usually cause a significant bend in anαhelix. 

(2). flexible regions of protein … high proportion of Pro . (hinge regions of Ig) 
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深基本資料 寞;:泛影 f斗

1.個案娃于實是在偽 10
2. 性 JjIJ : 早已

3. 年齡:

在.教育程度:

5. 住扯:

!請描述憊的居家環境!

錯案娃名:豈是美;電一直jì布魯

l~ I到-- {;b f/-夕 L/ð'
台出年級 8q~這LY

7. 地理昆域:

8. 病是號碼:

9.填寫者:嶄返主\

(綠說地點是一件一室一一」也伊
夏天平均每日問些fJG 漣搞的清除干丸--__L 13 清玲一次

芳、l(， 清除方法是一三位ιL一一一一一一一一
冬天平均每日開…一，j、跨 進緝的清除平均一一一一一日清除一次

清除:方法是一一一一一一一一一一一…一

填寫者:一一一…一一一一

(是)裝設地點是一一一一一

夏天平均每日開一…一小時. 講鶴的清除手均一一一一日清除一次

清除方法是一一一一一一一一一一一一一一
冬天平均每日闖一一一小時 漣網的清除干均一一一一日清除一次

清除方法是一…一一一一…一一一一一一
填寫日期:一一『一一一一一一一一

1 住叫:叫 tr:ì厝
2. 樓層:口1 口2 口 4 。 5 口 6 01 口 8 口 9 口 10

3. 掉桂樓層:口 1 的 口 3 口是 。 5 口 6 口 7 口 8 口 g 口 10

是.家中是否裝設冷暖氣，棋?

5. 家中是否使用玲漫棧?

時

‘

-
P一

車

L

斗
K
…
自

是
每
點
均
地
干
設
夭

苦
γ

是
r
裝
叉

口
-
G
L
D

這娟的清除平均一一一一一一日清除一次

清除方法是一一一一一一一一一一…一
追捕的清除干均一一一一一日清除一次

清除方法是一一 一一 一一 一

口否

!是

{古裝設地點是一草色-- (,;00...... fI :-00 

夏天平均每沼闖一一一一一小時 進緝的清除干均一---1-一日清除一次

清除方法是…生J弘一一一一一一一
冬天平均每 a 閉一丘之一小時 義娟的清除平均一一1:1清除一決

、 清除方法是一一一一一一一一一一一一
(2) 裝設地點是一三藍.1.7.:..一一一 、

已二字。r于>oU
夏天乎均每日間三一一一小時 這緝的清除乎均一-"---日清除一次

清除方法是一」但也一一一一一一
冬天平均每日闊--~--小時 郝海的清除平均一一日清除一次

冬天乎均每時瓷缸
悅設地點是:美麗斗
夏天平均每 a 睛一一一小時 進娟的清除干均一一一-一一日清除一次

清除方法是一…一 一一冉冉一一

冬天平均每日間一一一一一小時 進娟的清除手均一一一一一日清除一次

清除方法是一一一一一一一一…一一一一一一一一

少
心

清除方法是一一一一一一一一一一一一一一一一一一
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6. 家中 J是否使用地楚.?

甘苦

口是

(1)使用地點:

購買的時聞是一一一一一一一一 使用時間共一一一一月

地毯的質料Æ__一一一一一一一一 清洗的方法是一一一一一一一一一一一一

地毯面積佑其面積的幾分之幾?一一一一 (使用地點是一一一…一坪)

(2) 使用地點:

購買的時間是一一一一一向 使用時間共一…一一月

地毯的質抖是一一一一一一一一一一一 清洗的方法是一一一一一一一一一一
地毯面積佔其面積的錢分之幾?一一一一 (使用地點是一一一坪)

(3) 使用地點:一一一一一一一一

購買的時詞是一一一一…一一 使用時閱共一一一一一月

地毯的質特是一一一一一…一 清洗的方法是一一一…一一一一

地毯面積位其面積的幾分之幾?一一一一 (使用地點是一一…坪)

(在)使用地點:一一一一一一一

使用時間共一…一一月E車質的時間是一一一……一

地毯的質特是一…一一一…一 清洗的方法是一一一一…一一

地楚，面積佔其面積的提分之錢?一一一 {使用趟，點是一一一坪)

7. 家 t 是否養寵物?

口是

(1)種類:一一一一

養寵物時間達一一一一一一月 平均一一一一一日清洗一次

清洗方法是一一一一一…歸善地點是一一一一一一一

(2) 種類:

養寵輯時間達一一一一一一月 平均一一一一一一日清洗一次

清洗方法是一一一一一一一飼養地點是一一一一一一一一

(3) 種類:

養寵物時間達…一一一一月 平均一一一一E1清洗一次

清洗方法是一一一一一一一的善地點是一一一一一一

-3 一

8.~~使用你?

口是

(1)使用地點:一一一一一一一一一

平均一一一一一一日清除一次

(2) 使用地，點:一一一一一一一…一

平均一一一一一一日清除一次

(3) 使用地點:一一一一一一

平均一一一一一一日清除一次

(4) 使用地點:一一一一一

乎均一一一一一一日清除一次

9. 家中平均多大清除地起一次?

(時除地點:一左盜←一
平均一一一日清除一次

(約耕地引益為ι…
平均一于一日清除一次

(3) 清蹄地點:一一一一一

清除方法是一一一一一一一一

清除方法是一一一…一一一一一

清除方法是…一………一一一

清除方法是一一一…一一一一

清除方法是扮

清除方法是一益也， .一一

平均一一一日清除一次 清除方法是一一一一一一一一

10 家中平均州大掃除一次 ?__1}f--一一
11.二手煌的暴露

家中成葉是否有抽煙習慣 。是 氏、
家中的指禮者共有一一一一人，與錯案之路每一一一一一。

與錯案同住在一堂是?且有抽煙情況，每天大約是一一一一-小時。

這攘的狀況有多 7 年?一一一一年。
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