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体检人群小麦不耐受阳性率及其组分的分析研究"

戈立秀.

!张
!

丽;

!张
!

伟.

!韩
!

煦.

!常艳敏.

#

"

.4

天津市南开医院检验科
!

0//.//

&

;4

天津医科大学检验学院!天津
0//;/0

#

!!

摘
!

要"目的
!

分析体检人群小麦免疫球蛋白
O

"

T

B

O

#抗体水平!探讨体检人群小麦不耐受的阳性率与性别%年龄间的关系!

分析其不耐受组分$方法
!

采用乙醇
'

丙酮法对小麦蛋白进行提取!用粗提小麦蛋白包被
3:

微孔板!酶联免疫吸附试验检测
.;;

例体检者小麦蛋白
T

B

O

水平!

PSP',9O#

电泳分析其蛋白组分!并用酶免疫印迹方法分析提取液中与
T

B

O

特异度结合的主要蛋

白组分$结果
!

该地区体检人群小麦不耐受抗体阳性率为
;.40U

!其中男"

.145;U

#%女"

;0450U

#阳性率差异无统计学意义"

!

$

/4/5

#&少年组阳性率为
;:48-U

!中年组
.-4;8U

!老年组为
.14:8U

!其中少年组与中年组%老年组的差异均有统计学意义"

!

%

/4/5

#!而老年组和中间组之间差异无统计学意义"

!

$
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#&酶免疫印迹结果显示!小麦蛋白不耐受组分主要有
8

种!主要为

麦谷蛋白!且个体间所针对的抗原差异无统计学意义"

!

$
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#$结论
!

体检人群中部分存在小麦蛋白
T

B

O

抗体&且小麦蛋白不

耐受与性别无相关性!而与年龄有一定相关性&不同个体间小麦主要不耐受组分差异无相关性$

关键词"食物不耐受&

!

小麦蛋白&
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免疫球蛋白
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食物不耐受是机体对某种特定食物或食物成分所产生的

不良反应#由食物特异性免疫球蛋白
O

$

T

B

O

%介导的复杂的免

疫反应#可发生在各年龄段)据报道#

T

B

O

介导的食物不耐受

在人群中的阳性率高达
85U

#其中不同年龄的阳性率存在差

异'

.';

(

)目前其诊断标准还尚未明确#临床上多采用对症治

疗#但由于长期反复发作#缺乏正确的治疗可引发器质性病

变'

0

(

)不耐受原是食物中能引发不耐受的关键蛋白#检测患者

外周血中的特异性
T

B

O

进而推测不耐受原是诊断食物不耐受

重要而有效的体外试验方法)引发不耐受的各种成分中#以蛋

白种类居多#因此#鉴别不耐受食物蛋白提取液中的不耐受组

分和探索不耐受原的纯化方法具有重要理论价值和临床应用

价值)

本文以小麦蛋白提取液为抗原#通过酶联免疫吸附试验

$

#!TP9

%对
.;;

例天津市南开医院体检人群血清中特异性

T

B

O

进行分析#并选取特异性
T

B

O

水平较高的体检人群中阳性

血清#调查小麦不耐受的阳性率并以酶免疫印迹技术分析小麦

不耐受的蛋白组分#现报道如下)

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

选取
;/.5

年
:7-

月在天津市南开医院体检

的
.;;

例体检者$静脉血
;M!

%#离心收集血清标本#其中男
58

+

-;1;

+

检验医学与临床
;/.-

年
./

月第
.8

卷第
.3

期
!

!CGW?LRF<=

!

XEA*G?);/.-

!

"*F4.8

!

%*4.3

"

基金项目"天津市卫生和计划生育委员会科技基金资助项目$

;/./Z

Q

.;

%)

!!

作者简介"戈立秀#女#检验技师#主要从事微生物免疫方面的研究)

!

#

!

通信作者#
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例$

884;:U

%#女
:1

例$

554-8U

%#根据年龄分为少年组$

%

;5

岁%*中年组$

;5

!

5/

岁%*老年组$

$

5/

岁%)

$4/

!

仪器与试剂
!

3:

孔酶标反应板$美国
R*@AC)

公司%#

#d!'1//

型酶标分析仪$美国
+<*A?b

公司%#

9FF?

B

)C:8_

型低

温高速冷冻离心机$美国
+?EbMC=

公司%#垂直电泳槽及转印

槽$美国
+<*_CL

公司%)辣根过氧化物酶$

2_,

%标记的抗人

T

B

O

抗体$美国
P+9

公司%#碱性磷酸酶$

9,

%标记的抗人
T

B

O

抗体$美国
YCEb@*=

公司%#蛋白包被液'

/4/.M*F

"

!

(

2-4;

磷

酸盐缓冲液$

,+P

%(#标本稀释液$

/4/.M*F

"

!

(

2-48,+P

%#胎

牛血清$

O<GE*

%)

$4'

!

方法

$4'4$

!

小麦蛋白提取物的制备
!

称取
0//M

B

小麦#洗净粉

碎#将得到的面粉置于
5/M!

离心管后加
.5M!

的
-/U

乙醇#

室温下不断摇动充分混匀
0/M<=

#以
8///)

"

M<=

速度离心
5

M<=

$

/g

%#收集上清液加入丙酮提取后#置于
7;/g

冰箱冻

存#备用)

$4'4/

!

小麦蛋白质组分的分析
!

将提取的小麦蛋白液分别按

.m8

*

.m1

*

.m.;

*

.m.:

的比例稀释#每孔上样
.5

$

!

)堆积

胶电压
1"

"

EM

#分离胶电压
.5"

"

EM

#电泳
.45D

#

/4;5U

考马

斯亮蓝染色
0D

后#充分脱色)用凝胶成像系统对
PSP'

聚丙

烯酰胺凝胶电泳图进行分析#依据
WC)b?)

条带对应的相对分

子质量测定小麦不耐受蛋白条带的相对分子质量)

$4'4'

!

酶标反应板的制备
!

用蛋白包被缓冲液按
.m-5/

稀

释小麦蛋白提取物#包被
3:

孔板#每孔
.5/

$

!

#室温过夜)次

日用标本稀释液洗涤
0

次)每孔加
;5/

$

!

封闭液$含
./U

小

牛血清%#室温过夜)次日洗涤
0

次#密封置
8g

备用)

$4'41

!

体检人群血清特异性
T

B

O

检测
!

将体检人群的血清按

.m;5

稀释#加入已包被好小麦蛋白抗原的微孔板中#每孔加

样
.//

$

!

#

0-g

孵育
.D

#弃反应液#充分洗涤
5

次后拍干)每

孔加入
2_,'

抗人
T

B

O

抗体工作液
.//

$

!

#

0-g

孵育
0/M<=

#

弃反应液#洗涤
5

次后拍干)每孔加入底物
9

$过氧化氢%*

+

$四甲基联苯胺#

&W+

%各
5/

$

!

#

0-g

孵育
./M<=

)每孔加
5/

$

!

终止液终止反应)用
+<*A?b#d!'1//

酶标仪测定各微孔

板在
85/=M

处的吸光度值$

985/

%)

$4'42

!

临界值的确定
!

测定来自天津市南开医院体检
8/

例

无任何食物不良反应史和过敏史#且近
0

个月身体无过敏及消

化系统症状的人群的血清
985/

值#并取平均值)依据文献

'

8

(报道依据
985/

平均值的
0

倍为临界值$

EJA*II

%)

985/

大

于
EJA*II

值为阳性#

985/

大于平均值的
5

倍为强阳性)

$4'4)

!

小麦蛋白不耐受组分检测
!

小麦蛋白提取液电泳后#

将条带干转到
,"S$

膜上#采用半干转膜仪
.5"

电压
0/

M<=

#用
5U

脱脂奶封闭过夜)将已筛选出的
3

例阳性血清和
.

例阴性血清按
.m;5

稀释#依次加到
,"S$

膜上#

8g

孵育过

夜)用标本稀释液洗膜
0

次#加入
9,

标记的抗人
T

B

O

抗体#

孵育
.45D

)

$41

!

统计学处理
!

采用
P,PP.34/

软件对数据进行分析)计

数资料以'

(

$

U

%(表示#组间比较采用
!

; 检验#以
!

%

/4/5

为

差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/4$

!

小麦蛋白提取液成分分析
!

经
PSP'

聚丙烯酰胺凝胶电

泳后图谱#见图
.

)小麦蛋白提取液主要有
-

条蛋白条带#相

对分子质量分别为
5/i./

0

*

80i./

0

*

8/i./

0

*

08i./

0

*

;/i

./

0

*

.-i./

0

*

./i./

0

#其中以相对分子质量$

W)

%

80i./

0 蛋

白质水平较高)

图
.

!!

小麦蛋白提取液
PSP'

聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

/4/

!

体检人群血清中小麦特异性
T

B

O

检测
!

小麦蛋白不耐受

特异性
T

B

O

抗体阳性率为
;.40U

)小麦不耐受的发生与性别

无相关性#女性小麦蛋白不耐受的阳性率为
;0450U

#男性为

.145;U

#二者差异无统计学意义$

!

;

6/485

#

!

$

/4/5

%#见表

.

)少年组*中年组*老年组的小麦蛋白不耐受阳性率分别为

;:48-U

$

3

"

08

%*

.-4;8U

$

5

"

;3

%*

.14:8U

$

..

"

:/

%#其中少年组

与中年组*老年组的差异均有统计学意义$

!

%

/4/5

%#而老年

组和中年组之间差别无统计学意义$

!

$

/4/5

%)

表
.

!!

小麦蛋白不耐受的性别分布(

(

#

U

$)

性别 阴性 弱阳性 强阳性 合计

男性
88

$

/41;

%

-

$

/4..

%

0

$

/4/-

%

58

$

/488

%

女性
5;

$

/4-:

%

./

$

/4.5

%

:

$

/4/3

%

:1

$

/45:

%

合计
3:

$

/4-3

%

.:

$

/4.0

%

3

$

/4/1

%

.;;

$

.4//

%

/4'

!

小麦蛋白不耐受组分分析
!

采用酶免疫印迹法检测
.

例

阴性对照和
3

例在
985/

较高的单例血清标本#分析小麦蛋白

中的不耐受组分)在
985/

高的
3

例体检人血清#可见反应条

带主要有
8

条#分别在
W)

为
8/i./

0

*

08i./

0

*

;/i./

0

*

./i

./

0 处)而阴性对照未见条带)

'

!

讨
!!

论

!!

自
.3/5

年以来食物不耐受的研究一直受到国内外学者关

注'

5

(

)随着社会不断发展#人们生活方式的改变#以及食品生

产工艺和各种添加剂等发展使食物多样性发生迁移#人类饮食

结构发生变化#导致了人群中食物不耐受的阳性率具有了逐年

升高的趋势特点)据英国过敏协会统计#人群中对某些食物产

生不耐受的阳性率可达
85U

#儿童发生率高于成人)

2J<

等'

:

(对中国地区健康人群进行
.8

种常见食物不耐受原调查#

发现不同食物不耐受的阳性率为
/48U

!

8345U

)食物不耐

受为一种复杂的变态反应性疾病#机体的免疫系统把进入体内

的某种或多种食物当成有害物质#针对这些物质产生食物特异

性
T

B

O

抗体)通过检测机体是否具有这种
T

B

O

抗体#可以判

断机体是否对特定的食物蛋白不耐受#能够为诊断和治疗提供
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依据'

-

(

)

国外对小麦不耐受的研究已有相当长的时间#并取得深入

进展)同发达国家相比#我国对其研究和关注还存在一定差

距)小麦是我国居民的主要且重要的食物来源#也是较常见的

引起人群食物不耐受的食物)目前国内对于食物不耐受的研

究方法一种是通过使用检测多种食物不耐受的试剂盒进行检

测)而另一种方法是直接用食物某种蛋白包被微孔板#再用

#!TP9

检测血清中特异性
T

B

O

抗体水平#该方法主要用于单

一蛋白的研究)本研究采用乙醇丙酮提取法提取小麦蛋白#并

用小麦蛋白包被微孔板#用
#!TP9

检测天津市南开医院
.;;

例体检人群的小麦特异性
T

B

O

抗体水平)研究结果显示小麦

不耐受阳性率为
;.40/U

#表明健康人群中有部分人对小麦有

不同程度的不耐受)此结果高于河南地区小麦不耐受阳性率

$

.;4//U

%

'

1

(

#也 高 于 广 州 地 区 的 小 麦 不 耐 受 阳 性 率

$

.4;/U

%

'

3

(

)这表明我国不同地区小麦不耐受阳性率不同#这

可能与不同地区饮食习惯和膳食结构有关'

./

(

#也可能是由于

分析样本量不足而使结果产生差异)

本文研究小麦不耐受与性别的关系#试验结果用统计学方

法分析#小麦不耐受与性别无相关性#其中女性小麦蛋白不耐

受阳性率为
;0450U

#男性为
.145;U

#差异无统计学意义

$

!

$

/4/5

%#与高楠楠等'

..

(的研究结果一致#由此可以表明性

别不是小麦不耐受的相关因素)在年龄组分析过程中发现#年

龄
%

;5

岁的少年组小麦不耐受阳性率较高#且与中年组和老

年组存在一定的差异)

本研究应用
PSP

聚丙烯酰胺凝胶电泳分析小麦蛋白的组

成成分#图
.

显示主要有
-

种蛋白#其
W)

分别为
5/i./

0

*

80

i./

0

*

8/i./

0

*

08i./

0

*

;/i./

0

*

.-i./

0

*

./i./

0

#根据文献

'

.;

(推测#

W)80i./

0 的蛋白可能为麦谷蛋白)利用
3

例筛

选出的
985/

较高的血清#采用酶免疫印迹方法初步鉴定小麦

粗提物中的不耐受组分)结果显示#主要有
8

种蛋白组分与小

麦不耐受有关#其
W)

分别为
8/i./

0

*

08i./

0

*

;/i./

0

*

./i

./

0

#小麦蛋白中主要引起食物不耐受的组分为
W)

为
8/i./

0

的蛋白#即麦谷蛋白)本研究中
3

例血清所针对的小麦抗原组

分相似#无异质性)此外#正常血清中几乎不存在小麦
T

B

O

抗

体)

总结本研究得出结论!体检人群中小麦不耐受的人群占较

大比例#小麦不耐受与性别无相关性#小麦蛋白抗原组分无异

质性)小麦蛋白抗原集中在中低分子区#可通过蛋白纯化保留

低分子区蛋白#从而制备小麦不耐受诊断试剂盒)通过检测个

体血清中小麦特异性
T

B

O

抗体#可初步判断该个体是否对小麦

不耐受#调整其饮食结构#为预防和治疗因小麦不耐受引起的

疾病提供理论依据#从而可改善该个体健康状况#同时也为实

验室和医院提供一种检测方法)
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