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尘螨变应原 Der f1真核表达载体的构建及转染 CHO细胞 *
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摘要 目的：构建尘螨变应原 Der f1真核表达载体，转染真核细胞并进行蛋白表达。方法：根据 Genebank中 Der f1基因的核酸序
列（AB034946），设计引物，采用 PCR法，从保存的 JM109工程菌中扩增 Der f1编码基因，克隆到真核表达质粒 pcDNA3.
1/myc-his A上，以脂质体法转染 CHO细胞，经 G418筛选，进行稳定表达细胞株的筛选和鉴定。结果：将目的基因 Der f1成功连
接到 pcDNA3.1/myc-hisA-Derf1并转染 CHO细胞，获得稳定表达的 CHO细胞株。结论：成功构建了尘螨变应原 Der f1真核表达
载体,并转染 CHO细胞表达蛋白质。
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ABSTRACT Objective: To construct eukaryotic expressing vector of derf1 gene of dermatophagoides farinae, and transfect CHO

cells for protein expression. Methods: According to the Genebank nucleic acid sequences of Derf1 (No.AB034946), designed primers,
amplified the Der f 1 gene from the preservative engineering bacteria JM109 by PCR, then cloned it into plasmid pcDNA3.1/myc-his A;
and then transfected the plasmid into CHO cells by liposomes and screening the positive cell clone use G418 to express the protein of
Derf1 gene. Results: The Derf1 gene was connected to plasmid pcDNA3.1/myc-hisA and screening into CHO eukaryotic expression cells
successfully. Conclusions: The eukaryotic expression vector of Derf1 was constructed well and got its protein.
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前言

尘螨体积微小，广泛存在于人类生活和工作环境中，其排

泄物、螨体及螨的代谢物均含变应原,过敏体质者吸入后,可诱
发Ⅰ型变态反应,从而引起哮喘、过敏性鼻炎、异位性皮炎和荨
麻疹等多种变态反应性疾病[1]。
目前，临床主要采用粉尘螨变应原粗提浸液免疫治疗哮喘

患者，由于变应原浸液包含成分较复杂如存在变应原、非过敏
性或毒性蛋白及其它成分，所以很难进行变应原标准化，且在

治疗中长期使用易导致红晕、肿胀、硬结、坏死等局部反应和休
克、喉头水肿、支气管痉挛、荨麻疹等全身反应[2,3]。因此，提高变
应原纯度是减少免疫治疗副反应发生的有效途径。随着分子生
物学技术的发展和成熟，研制基因工程变应原成为变态反应学

研究的主流。本研究拟构建尘螨变应原 Der f1真核表达载体，
并转染 CHO细胞进行真核表达。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
尘螨变应原 Derf1基因来自课题组保存的 JM109工程菌

（含质粒 pMD19-T载体，连接有 Derf1基因）。PrimeSTAR? HS
DNA Polymerase，内切酶 Bam HⅠ、XhoⅠ，DNA Ligation Kit
Ver.2.0，凝胶回收试剂盒，均购自日本宝生物公司（Takara）；质
粒 PcDNA3.1/myc-hisA 购自 invitrogen 公司；DH5α 感受态细
胞购自 TIANGEN公司。1640培养基、小牛血清为 GIBCO公
司，Lipofectamine转染试剂购自上海生工，G418为 SIGMA公
司。
1.2 方法
1.2.1 Derf1 克隆与连接 从 pMD19-T 克隆 Derf1 至 pcDNA3.
1/myc-hisA，连接成 pcDNA3.1/myc-hisA-Derf1。

①设计引物。上游引物 5'端加上 BamHⅠ（GGATCC）酶切
位点、保护碱基 CGC、kozak 序列 GGCCACC，序列如下：
5'-CGCGGATCCAGGCCACCATGAAATTCGTTTTGGCCAT-
TGTCT-3'；下游引物 5'端加上 XhoⅠ（CTCGAG）酶切位点、保
护碱基 GCGCCG，序列如下：5'-GCGCCGCTCGAGTCACAT-
GATTACAACATATGGATATTGT-3'。②JM109工程菌复苏、
增菌培养，提取质粒 pMD19-T。以 pMD19-T 为模板，扩增
Derf1目的基因。PCR的反应体系：总体积为 50μl：5×Buffer
10 μl、dNTP MIX4 μl、上游引物 1 μl、下游引物 1 μl、模板（50
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倍稀释）2 μl、酶 0.5 μl、灭菌水 31.5 μl；反应条件：94℃ 5 min、
在 98℃ 10s，58℃ 15s、72℃ 1min 的条件下 30 循环、72℃ 10
min。③PCR产物全量进行 1％的琼脂糖凝胶电泳，切出 Derf 1
的目的基因条带回收纯化目的基因。④pcDNA3.1/myc-hisA转
化 DH5α，涂板，氨苄青霉素（Amp）抗性，培养过夜；挑菌，摇菌
过夜，提取质粒。⑤目的基因回收产物 BamhⅠ/XhoⅠ双酶切，
电泳，切胶回收；pcDNA3.1/myc-his以 BamhⅠ/XhoⅠ双酶切，
电泳切胶回收。将上述回收产物以 DNA Ligation连接酶连接
Derf1和 pcDNA3.1/myc-hisA。
1.2.2 转化与验证 pcDNA3.1/myc-his -Derf1热转化至 DH5α，
氨苄青霉素筛选，阳性克隆摇菌，提取质粒 pcDNA3.1/myc-his
-Derf1，BamhⅠ /XhoⅠ双酶切，电泳验证。质粒 pcDNA3.
1/myc-his -Derf1送测序。
1.2.3 表达质粒 pcDNA3.1/myc-hisA-Derf1转染 CHO细胞 复
苏细胞，待长至 85%以上时，转至 24孔培养板，继续培养 24h
至细胞生长达 90%左右密度，将转染试剂和质粒混和作用
15min，加入无血清培养细胞，进行细胞转染，培养 8h后，改为
有血清培养基，再培养 48h，弃去上清，加入含 400μg/ml G418
的培养基进行筛选，两周后换以 200μg/ml G418的培养基进行
维持培养。待形成阳性克隆后转移至 24孔板传代培养。
1.2.4 Derf1转染 CHO真核表达产物的检测 将转染后的阳性

细胞克隆用无血清培养基培养 1 周，吸取上清离心，以
SDS-PAGE电泳，电转移至硝酸纤维薄膜，以 His鼠单克隆抗
体（1：5000，上样 20μg）进行Western-blotting检测表达产物。

2 结果

2.1 Derf 1目的基因的扩增
以质粒 pMD19-T为模板,PCR扩增 Derf 1目的基因，取 5

μl电泳，如图 1所示。
2.2 双酶切验证
用 BamH I 和 Xho I 双酶切质粒 pcDNA3.1/myc-his

-Derf1，琼脂糖凝胶电泳，结果如图 2所示，获得与预期相符的
结果。
2.3 目的基因测序
将构建好的质粒 pcDNA3.1/myc-hisA-Derf1送测序，目的

基因碱基序列与参考序列（Genebank AB034946）完全一致，见
图 3。
2.4 Western-blotting法检测目的基因表达产物
以Western-blotting检测 Derf1转染 CHO真核表达产物，

约 36KD处可见明显的免疫杂交条带，提示转染基因有稳定表
达，见图 4。

图 1.尘螨变应原 Derf1经 PCR扩增后回收纯化后的基因产物电泳图

（M：DL2000 DNAMarker；1：Derf1基因）
Figure 1. The electropherogram after amplified by PCR and purified of

Derf1 gene (M: DL2000 DNAMarker; 1: Derf1 gene)

图 2 质粒 pcDNA3.1/myc-hisA -Derf1的 BamhⅠ/XhoⅠ双酶切电泳

（M：DL10000 DNAMarker；1：双酶切产物）
Figure 2 The electropherogram of plasmid pcDNA3.

1/myc-hisA-Derf1after digested by restriction enzyme BamhⅠ and XhoⅠ

(M: DL10000 DNAMarker; 1: product)

3 讨论

尘螨隶属于节肢动物门(A rthropoda )、蛛形纲(A rachni-
da)、蜱螨亚纲(Aca ri),广泛存在于人类生活和工作环境中,其分
泌物、排泄物、代谢物及螨体均有较强的变应原性。尘螨变应原
成份十分复杂，约含 30种以上，其中第一组分和第二组分被认
为是最主要的变应原，是结合 IgE的主要成分，具有半胱氨酸

蛋白酶和溶菌酶活性，是目前研究最多的主要变应原[4,5]。尘螨
变应原进入人体后，可引起过敏性哮喘、过敏性鼻炎、特应性皮
炎及过敏性荨麻疹等多种变态反应性疾病。《哮喘全球防治策
略》指出，哮喘每年造成的直接或间接损失超过 100亿美元[6]。
而近年来随着环境污染的加重，由于尘螨变应原导致的过敏性

变态反应疾病发病率越加严重，据报道可知，目前全国过敏性

鼻炎跟十五年前相比增加了四成[7]。
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图 3 目的基因 Derf1的测序图（部分）
Figure 3 The sequencing map of Derf1 gene (part)

图 4 Derf1的Western-blotting蛋白分析结果（1、2、3为 Derf1的 CHO

细胞株）

Figure 4 Western-blotting of Derf1 (1,2,3 was CHO cell line of Derf1)

目前，临床对于尘螨变应原性疾病多采用变应原特异性免

疫治疗，也是迄今唯一的病因治疗方法，即采用尘螨变应原粗

提浸液进行脱敏治疗，以提高患者对尘螨性变应原的免疫耐

受，从而减轻过敏反应的程度[8]。1997年WHO建议将变应原
浸液改称为变应原疫苗(allergen vaccine)，并在《WHO 有关免
疫治疗的指导文件》(1998)指出：鼓励应用和发展标准化的变应
原疫苗，成功的免疫治疗取决于高质量的变应原疫苗[9]。尘螨粗
提浸液成份复杂，不但难以标准化，而且易产生严重的过敏反

应，免疫治疗中容易出现副反应,因此,加强尘螨变应原性疾病
相关的重组变应原的研究，对于研究其发病机制、治疗和防治
等是十分必要的[10]。研究表明，通过基因工程技术获得纯化的
重组变应原在可替代传统的天然变应原浸液，基因工程技术通

过减少重组变应原 IgE结合的抗原表位，能有效地降低 IgE介
导的过敏反应，同时通过保留变应原 T细胞识别所必须的结构
域，因而具有较好的免疫原性，减少免疫治疗的危险性，提高脱

敏治疗的效果[11,12]。
尘螨主要变应原的原核表达已有报道，但是其表达产物的

免疫效果并不理想，抗原性远远低于天然变应原，如屋尘螨变

应原第 1组分原核表达产物与哮喘患者血清 IgE的结合力仅
为其天然变应原的 50%[13,14]。推测可能是此重组变应原为原核
表达产物，而尘螨是真核生物，原核表达不具有表达后的蛋白

质修饰等功能；也可能是原核表达产物成分单一，缺少调节性

佐剂等成分，因而免疫效果并不理想[15,16]。因此，我们采用基因
克隆方法，将尘螨主要变应原 Derf 1 连接至真核表达载体
pcDNA3.1/myc-hisA质粒，成功构建了真核表达载体，并转染

CHO真核细胞进行蛋白表达。我们在引物设计中，引入 kozak
序列 GGCCACC 以利于蛋白表达，并借助于真核表达质粒
pcDNA3.1/myc-hisA上的 His标签，用于蛋白检测和之后的蛋
白纯化。从 western-blotting检测图可见，所检测的三株转染后
的 CHO细胞株均有蛋白表达，其分子量大约为 36KD左右，与
理论推测的目的基因表达产物分子量相吻合。
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