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自身抗体的检测方法!

为慢性自发性荨麻疹的临床治疗提供有效的诊断依据$方法
!

通过噬菌体抗体库筛选技术!筛选得到携带目

标
6<S4

片段的噬菌体并进行富集(通过测序分析确定阳性克隆!并将其进行大量表达和纯化(利用
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片段构

建抗人
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自身抗体的检测方法$结果
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通过噬菌体展示技术筛选富集得到
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个与抗人
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抗体结合

的噬菌体阳性克隆(经测序分析及酶联免疫吸附试验"
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#鉴定后选择
/$#

转化到表达菌株中大量表达(利

用表达获得的
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片段构建抗人
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自身抗体的检测方法并采用受试者工作特征"

,HO

#曲线分析!确定

该方法的临界"

<A73;;

#值为
#+-*"

!其灵敏度及特异度分别为
.-+0V

和
%##+#V

$结论
!

成功构建人血清中抗

人
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自身抗体的检测方法!为后续临床研究提供了有利的理论基础$
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慢性自发性荨麻疹$

OIZ

%是一种常见易复发的

皮肤疾病#在任何年龄段均可发生#其临床症状表现

为反复发作的水肿性红斑+风团#常伴剧烈瘙痒#给患

者的日常生活造成了严重影响)

%1*

*

'然而#这类荨麻

疹的发生却难以找到确切的病因或诱发因素#这为

OIZ

的临床治疗带来了不便和困难)
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'现有的研究

表明#

OIZ

的发生与抗人
W
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\

高亲和力受体$
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!

%

自身抗体存在密切的关系#但在临床上却未开展对该

自身抗体的检测)

01.
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'因此#本研究通过噬菌体展示

技术制备人
S<

+

,W
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的单链抗体$
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%并建立抗人
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自身抗体的快速检测方法#为慢性自发性荨麻

疹的临床治疗提供有效的诊断依据'
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材料与方法
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材料与仪器
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噬菌体随机线性
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%#其滴度为
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%*噬菌斑形成单位$
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&大肠杆菌
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&测序引物$
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#均购自美国
Q5@\(

8

B9(=J'3B9?6

公司&抗人
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抗体+

L,K

标记的山羊抗人
W

8

Y

均购自英国

/?<9&

公司&噬菌体单链
_Q/

提取试剂盒购自美国
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E8

5(

公司&
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5C=5>0"

层析柱购自美国
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L59B7:<9C5

公司&

*

#
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#
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#

"k1

四甲基联苯胺$

)NJ

%显

色试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司'
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检验医学与临床
$#%2
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台式高速离心机购自德国
I3C49B

公司&

J'3B3

8
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MK

层析系统购自美国
J'31,9=

公司&

L3;5C
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紫外透射仪购自美国
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酶标仪购自美国
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超净工作台购自成都苏净科学器材有限公司&

恒温培养箱购自上海博泰科学器材有限公司'
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方法

$+/+$

!

标本收集
!

本研究经本院伦理学委员会批

准#患者知情同意#从本院收集健康者和
OIZ

患者标

本各
*#

例'

OIZ

患者入组前需接受自体血清$

"#

"

M

%注射测试#以
#+%&

8

"

&M

的组胺和
#+.V

的生理

盐水分别为阳性和阴性对照'注射
*#&'(

内#若风

团直径
#

%+"&&

者为阳性反应#方可入组'若风团

直径
&

%+"&&

者为阴性反应#不可入组'
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6<S4

的生物淘选
!

在
.-

孔板中加入
"#

"

8

"

&M

抗人
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抗体溶液于
!e

孵育过夜
(

加入

封闭液于
!e

孵育
$:

(

)JI)

洗涤
(

加入
$m%#

%%

D

;A

噬菌体溶液于室温孵育
%:

(

)JI)

洗涤
(

加入

洗脱液$

#+$&3B

"

M

#

D

L$+$

#

YB
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<'(51LOB

%及中和液

$

%&3B

"

M

#

D

L.+%

#

)C'61LOB

%

(

取
%

"

M

测滴度并将

剩余液体扩增
(

扩增液于
! e %$###m

8

离心
%#

&'(

(

取
2#V

上清液至新管中#加入
%

"

-

体积的
$+"

&3B

"

M

+

Q9OB

"

$#V K\Y12###

$

@

"

4

%于
!e

静置过夜

(

次日于
!e%$###m

8

离心
%"&'(

#去上清液
(

%

&M)JI

重悬沉淀#重复离心
%

次
(

取上清液至新管

中并加入
%

"

-

体积的
K\Y

"

Q9OB

冰浴
%:

(

! e

%$###m

8

离心
%# &'(

#去上清液
(

用含
#+#%V

Q9Q

*

的
)JI

重悬沉淀
(

取
%

"

M

测滴度#剩余液体

用于下轮筛选'三轮筛选后#在菌斑数
$

%##

的平板

上随机挑取
!2

个分隔良好的噬菌斑按
%+$+*

的方法

进行扩增'

$+/+'

!

噬菌体的扩增
!

将
\,$0*2

的过夜培养物用

MJ

培养基进行
%p%##

稀释#按每管
%&M

分装于
"#

&M

的培养管中'用无菌牙签蘸取
!2

个分隔良好的

蓝色噬菌斑分别放入上述培养管中#

*0e

剧烈振荡培

养
!+":

'将扩增好的噬菌体液体倒入离心管中#

%$###m

8

离心
%&'(

#重复
%

次'取
2#V

的上清液于

新离心管中#即为扩增的噬菌体液体'
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噬菌体阳性克隆的选择
!

将噬菌体抗体加入

.-

孔板中#加入
$

倍体积的封闭液$

"&

8

"

MJI/

%混

匀#于室温静置
*#&'(

'取
%##

"

M

加入已包被抗人

S<

+

,W

!

抗体的板条中#加底物
)NJ

溶液显色
%"

&'(

#以
$&3B

"

ML

$

IH

!

终止反应#于波长
!"#(&

下

测定吸光值$

/

值%'设立
%V JI/

的包被孔为阴性

对照#以
/

!"#

值高于阴性对照
$

倍以上为阳性克隆'

$+/+2

!

6<S4

序列测定
!

将阳性克隆扩增培养后#按

照噬菌体单链
_Q/

提取试剂盒的操作说明进行操

作#提取阳性克隆的
_Q/

#采用
%+%

中的测序引物送

上海生工公司测序'

$+/+)

!

6<S4

的制备和纯化
!

将阳性克隆转化到表达

菌株
\,$0--

中大量表达#通过
J'3B3

8

'<MK

层析系统

对
6<S4

进行纯化并进行酶联免疫吸附试验$

\MWI/

%

鉴定'

$+/+.

!

抗人
S<

+

,W

!

自身抗体的检测
!

将
6<S4"#

(

8

"

&M%##

"

M

包被于
\MWI/

板上#

!e

过夜并封闭#

于板孔中加入
%p%##

稀释的健康者和患者血清标

本#

*0e

孵育
*#&'(

&加入
L,K

标记的山羊抗人
W

8

Y

$

%p%###

%#

*0 e

孵育
*#&'(

&洗板后#每孔加入

)NJ

显色液
%##

"

M

#于
*0e

避光显色
$#&'(

#加入

"#

"

ML

$

IH

!

$

$&3B

"

M

%#于
$#&'(

内测定
/

值'

$+/+3

!

统计学处理
!

采用
IKII%.+#

软件进行统计

学分析#通过受试者工作特征$

,HO

%曲线确定检测的

临界$

<A73;;

%值+特异度及灵敏度'

/

!

结
!!

果

/+$

!

噬菌体
%$

肽库的生物淘选结果
!

通过噬菌体

抗体库筛选技术#不但可以将目标分子从库中准确筛

选得到#而且通过
*

轮扩增可以将目标分子进行富

集'从表
%

可以看到#随着淘选轮数的增加#噬菌体

产量也在增加#这说明与抗人
S<

+

,W

!

抗体结合的噬

菌体得到了富集'

表
%

!!

噬菌体
%$

肽库的生物淘选结果#

D

;A

&

淘选次数 加入噬菌体量 洗脱噬菌体量

第
%

轮
$+##m%#

%%

!+2#m%#

-

第
$

轮
$+##m%#

%%

-+%%m%#

0

第
*

轮
$+##m%#

%%

"+-"m%#

2

/+/
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噬菌体阳性克隆的检测
!

随机挑取
!2

个分隔

良好的蓝色噬菌斑#并依次编号进行扩增纯化后#通

过
\MWI/

检测筛选得到
%$

个阳性克隆#具体结果见

图
%

'

图
%

!!

噬菌体阳性克隆
\MWI/

结果

/+'

!

筛选肽的序列分析
!

按试剂盒说明书提取上述

%$

个阳性噬菌体的
66_Q/

#用
1.-

8(

测序引物进行

测序#其中
0

个克隆的序列与抗人
S<

+

,W

!

自身抗体

的结合表位一致'

(

!%.%

(

检验医学与临床
$#%2

年
0

月第
%"

卷第
%*

期
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E
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表达克隆的选择
!

将上述克隆分别转入表达菌

株中进行表达#并将纯化后的
6<S4

片段加入已包被

抗人
S<

+

,W

!

抗体的板条中进行
\MWI/

检测'从图
$

中可知#

/$#

的
/

值最高#说明它与抗人
S<

+

,W

!

抗体

的结合力最强#故选定
/$#

为表达克隆'

图
$

!!

噬菌体阳性克隆
\MWI/

结果

/+2

!

抗人
S<

+

,W

!

自身抗体的检测
!

将
/$#

转化到

表达菌株中大量表达纯化后#将
6<S4

片段包被于

\MWI/

板上测定健康者和
OIZ

患者血清中的抗人

S<

+

,W

!

自身抗体#结果见图
*

'

图
*

!!

检测抗人
S<

+

,W

!

自身抗体结果

/+)

!

,HO

曲线分析
!

将
OIZ

患者的
\MWI/

检测值

作
,HO

曲线分析发现#当
/

值为
#+-*"

时#该检测方

法的灵敏度为
.-+0V

#特异度为
%##+#V

#见图
!

'

图
!

!!

,HO

曲线分析结果

'

!

讨
!!

论

!!

OIZ

给患者的日常生活质量造成了严重的影响#

但至今对其发病机制仍不清楚#并且难以找到确切的

病因或诱发因素#从而加大了临床治疗的难度)

%#1%%

*

'

传统的研究认为荨麻疹的发生是属于
$

型变态反应#

与
W

8

\

介导的肥大细胞及嗜碱性粒细胞活化#进而释

放组胺+白三烯等活性物质有关'肥大细胞是
W

8

\

介

导的超敏反应的主要效应细胞'在荨麻疹疾病中#活

化的肥大细胞主要通过释放组胺及多种细胞因子和

趋化因子来发挥作用)

%$

*

'然而#这种发病机制多见于

急性荨麻疹#少见于慢性荨麻疹'

在部分慢性荨麻疹患者皮内注射自体血清后#注

射部位周围可出现红斑和风团'由此表明#其血清中

可能存在某些自身抗体能活化肥大细胞#从而释放活

性物质#导致
OIZ

的发生'这一研究发现提示具有

功能性的自身抗体与
OIZ

的发病存在着密切的关

系)

%*1%!

*

'随着研究的不断深入#在
OIZ

患者血清中

纯化的
W

8

Y

片段可以在体外诱导组胺的释放#并且这

类
W

8

Y

抗体主要是针对
W

8

\

高亲和力受体
!

链

$

S<

+

,W

!

%的自身抗体#从而证实当
W

8

Y1

抗
S<

+

,W

和

W

8

Y1

抗
W

8

\

结合
S<

+

,W

或
W

8

\

后通过激活补体
O"9

促使肥大细胞脱颗粒并释放组胺#导致荨麻疹的发

生)

%"

*

'因此#抗
S<

+

,W

!

自身抗体的诊断对
OIZ

在临

床治疗过程中具有重要的指导意义'

目前#国内在临床上尚未出现抗
S<

+

,W

!

自身抗

体的商品化诊断试剂盒#严重影响了由抗人
S<

+

,W

!

自身抗体所引起的此类疾病的诊断)

%-

*

'而现有的研

究多数是先通过原核表达的方法获取
S<

+

,W

!

蛋白#

然后构建
\MWI/

检测的方法#但是由于原核表达技

术多表达的是全长蛋白#在
\MWI/

检测过程中存在

一定的交叉反应#从而使该检测方法的特异性达不到

预期)

%0

*

'本研究采用噬菌体抗体库技术通过
*

轮,吸

附
b

洗脱
b

扩增-来大量富积特异性克隆从而获得人

S<

+

,W

!

的单链抗体'该单链抗体属于全人源性抗体#

通过对其序列分析及氨基酸残基的优化能明显提高

抗体的亲和力#而且获取过程简便+高效'另外#从本

研究结果中可以看出#利用
6<S4

来构建的抗
S<

+

,W

!

自身抗体
\MWI/

检测的方法#其特异度及灵敏度均

较高#为抗
S<

+

,W

!

自身抗体在临床上的诊断提供了

可靠的理论依据'
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