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摘 要: 按常规动物免疫方法用黑胸大蠊不同发育阶段可溶性抗原对新西兰兔进行免疫,并通过 SD S- PA GE 和酶联

免疫印迹( EL IB) 技术分析黑胸大蠊不同发育阶段抗原的免疫学特性, 同时用黑胸大蠊若虫和雄虫免疫兔血清筛选美洲

大蠊若虫 cDN A 文库, 对阳性克隆进行 P CR 鉴定和序列测定,结果显示: 卵抗原、若虫抗原、雄成虫抗原、雌成虫抗原分别

可见 13, 28, 26 和 41 条蛋白区带 , 4 种抗原组分相互之间有交叉抗原存在, 用黑胸大蠊若虫免疫兔血清筛选出 1 个新基因,

用黑胸大蠊雄虫免疫兔血清筛选出 6 个新基因.
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德国小蠊( Blat tella germanica)、美洲大蠊( Perip laneta americana )、黑胸大蠊( Perip laneta f uliginosa1,

Pf )是中国常见的室内 3大蜚蠊目害虫.目前国内外对蜚蠊的研究主要集中在种群分布及防制上, 作为药用

及过敏原的研究也主要针对美洲大蠊和德国小蠊,对黑胸大蠊研究甚少. 本研究以黑胸大蠊为材料,目的是

制备黑胸大蠊不同发育阶段免疫兔血清,应用 SDS- PAGE和 ELIB技术对黑胸大蠊可溶性蛋白组分及抗原

成分进行分析,并用黑胸大蠊若虫和雄虫免疫兔血清为抗体探针对美洲大蠊若虫文库进行免疫筛选,以期筛

选、鉴定黑胸大蠊入药中具有免疫调理作用的药效成分及有潜在药用价值的蛋白或多肽成分,同时为丰富黑

胸大蠊发育生物学和生理生化方面的知识以及黑胸大蠊的基因组学及蛋白质组学的研究提供具有一定参考

价值的实验资料.

1 材料与方法
1. 1 实验材料

健康新西兰兔 4只,雌性,体重 2 kg 左右, 由中南大学湘雅二医院实验动物学部提供. 黑胸大蠊系本室

饲养.

1. 2 主要试剂

Freund s完全佐剂为 Sig mag 公司产品;丙烯酰胺、N, N- 亚甲基双丙烯酰胺为 Fluka公司产品, 十

二烷基磺酸钠( SDS)为日本进口分装;低分子量标准蛋白质( 14. 4- 97. 4kDa)购自上海生化所西巴斯生

物技术公司;辣根过氧化酶标记的葡萄球菌 A 蛋白( H RP- Protein A)冻干纯品购自上海科欣生物技术

研究所;美洲大蠊若虫 cDNA文库及重组体转染宿主菌 E. Coli NM522由深圳大学生命科学学院刘志刚

教授馈赠.其余试剂均为国产分析纯.

1. 3 黑胸大蠊不同发育阶段可溶性抗原的制备

挑选黑胸大蠊雌、雄成虫各 30只, 3~ 4龄期若虫 40 只, 隔离饲养, 禁食、供水 5~ 6 d, 使其排尽胃肠
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道内容物,于- 20 冷冻处死. 75%酒精短时间清洗虫体表面,蒸馏水淋洗 2遍, 剪去触须、足、翅,晾干备

用.取卵荚 40枚, 按上法用 75%酒精和蒸馏水清洗处理, 晾干.分别将上述各类材料置于研钵中,加入适

量 pH 值为 7. 4的磷酸缓冲液,研磨成匀浆. 用冻融法于- 70 进行 4~ 5 次反复冻融, 使可溶性抗原充

分释出,纱布过滤去粗渣.再用超声破碎法,以 4 000 r/ min 离心 15 min; 吸出上层溶液, 10 000 r/ min 离

心 20 min, 取上清液,此即黑胸大蠊不同发育阶段可溶性抗原.测定其蛋白含量
[ 1]

,调整至含蛋白质 15 g/

L, 分装后置- 20 冻存备用.

1. 4 免疫兔血清的制备

1. 4. 1 免疫用抗原的制备 取石蜡油 3份,羊毛脂 1份,充分混匀, 高压灭菌, 制成 Fr eund s不完全佐剂

( IFA) [ 2] ;将各种黑胸大蠊不同发育阶段可溶性抗原以 1 1的比例与 IFA 混匀,形成稳定的油包水乳剂,

即可用于动物免疫.

1. 4. 2正常兔血清的制备 健康、雌性新西兰兔 4 只, 于免疫前自耳静脉采血, 分离血清, 置- 20 冻

存备用.

1. 4. 3 免疫兔血清的制备 将 4只兔做好标记, 用 0. 5 mL/只 Freund s完全佐剂分别注射于每只兔 2后

足掌肉垫, 进行基础免疫. 2周后用黑胸大蠊雌、雄成虫、若虫以及卵蛋白抗原 400 g/次/只分别于 4只兔

的颈、背部进行多点皮内注射免疫[ 3] .以后每 2周加强免疫 1次,抗原的制备、用量、注射途径及方法同前.

免疫期间用对流免疫电泳法检测血清抗体效价, 待效价达 1 16时采血, 分离、收集血清, - 20 保存

备用.

1. 5 SDS- PAGE、ELIB和银染色

参照文献[ 4]方法.电泳缓冲液为 T ris- 甘氨酸缓冲液(含 Tris 1. 5 g/ L, 甘氨酸 14. 4 g/ L , SDS 0.

1%) .上样量为每孔 10 g .转印采用低压大电流( 30~ 32 V, 100 mA)转印 2 h,丽春红染色证明转印效果

完全.银染色参照文献[ 5]方法进行.

1. 6 黑胸大蠊若虫及雄虫免疫兔血清对美洲大蠊若虫 cDNA 文库的筛选

1. 6. 1抗体探针的制备 将上述制备的免疫兔血清用 E. coli NM522 裂解液按 1 8的比例反复吸附, 制

成 1 25稀释的吸附血清,作为文库筛选的抗体探针.

1. 6. 2 cDNA 文库的免疫学筛选 筛选方法参照文献[ 6]方法进行.

2 结果
2. 1 免疫兔血清的制备

用 4种不同发育时期及不同性别的黑胸大蠊可溶性抗原对新西兰兔进行免疫, 雄虫与若虫抗原经 4

次免疫后, 对流免疫电泳检测抗体效价达 1 16;雌虫与卵抗原则经 6次免疫后对流免疫电泳检测抗体效

价达 1 16, 制得 4种免疫兔血清.

2. 2 SDS- PAGE 和 ELIB 结果

4种抗原蛋白经 SDS- PAGE 银染色后均可得到较清晰蛋白显色条带,卵抗原、若虫抗原、雄成虫抗

原、雌成虫抗原分别可见 13, 28, 26, 41条蛋白区带.根据标准分子量蛋白迁移率( Rf值) , 用半对数坐标纸

绘制分子量标准曲线,测算出样品蛋白组分的分子量
[ 7]

.各抗原蛋白组分的分子量及分布(表 1)参见文献

[ 8] . 结果表明不同发育阶段黑胸大蠊的蛋白质组分从卵 若虫 成虫逐渐增多并趋于复杂化.

表 1 黑胸大蠊不同发育时期可溶 性蛋白组分的分子量分布情况

蛋白组分 主带 次带

卵 90 80, 76, 63, 52, 38, 23, 14

若 虫 82, 76, 63, 58, 54, 41, 38, 30, 18, 13 70, 67, 43, 40, 39, 36, 29, 23. 5, 22, 20, 15

雄 虫 71, 57, 39, 33, 28. 5, 21. 5, 20, 17. 5, 14, 12 85, 81, 79, 61, 59, 48, 41, 37, 24, 22. 5, 10

雌 虫 85, 79, 64, 58, 50, 39, 33, 21. 5, 17. 5, 14, 12
83, 72, 68, 61, 57, 54, 41, 37, 31, 30, 28. 5,
25, 24, 22. 5, 20, 16, 10

注 > 97. 4kDa 和< 10k Da 的蛋白未记入

用正常兔血清为对照,用抗卵抗原免疫兔血清、抗若虫抗原免疫兔血清及抗雌成虫抗原免疫兔血清为
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一抗, 分别与卵抗原、若虫抗原、雄成虫抗原、雌成虫抗原硝酸纤维膜共同温育; 以 H RP- Protein A 为酶

标二抗, DAB显色,观察识别抗原情况.可见正常兔血清不识别以上 4 种抗原组分的任何区带, 3种免疫

血清均能程度不同地识别各类抗原组分,提示在黑胸大蠊各发育阶段间有交叉抗原存在,但抗若虫抗原免

疫兔血清不能识别卵抗原.各抗血清所识别的主要抗原区带分子量分布范围如表 2所示.

表 2 黑胸大蠊不同抗血清所识别的各抗原组分的分子量分布情况

血清种类 雌成虫抗原 雄成虫抗原 卵抗原 若虫抗原

抗雌虫抗原免疫兔血清
> 97, 79, 72, 50, 39,
21. 5, 17. 5

> 97, 85, 81, 79,
39, 21. 5 > 97, 80, 76, 52, 38

> 97, 82, 76, 63,
58, 54

抗卵抗原免疫兔血清 > 97, 79, 72 > 97, 85, 79 > 97, 90, 80, 76, 63,
52, 38, 35

> 97, 82, 76, 67, 54

抗若虫抗原免疫兔血清 > 97, 79, 72, > 97, 85, 81, 79
> 97, 82, 76, 67, 63,
58, 54, 41

2. 3 对美洲大蠊若虫 cDNA文库的筛选

M DNA M arker; 1 N1阳性克隆; 2 N2阳性克隆; 3 N3阳性克隆

图 1 黑胸大蠊若虫免疫兔血清筛库阳性克隆

P CR 产物的琼脂糖凝胶电泳

2. 3. 1黑胸大蠊若虫对美洲大蠊若虫 cDNA 文库的

筛选 用黑胸大蠊若虫免疫兔血清筛选美洲大蠊若

虫 cDNA 文库, 对阳性克隆进行 PCR 鉴定和序列

测定, 通过国际互联网进行核苷酸序列的同源性分

析及编码蛋白质的结构分析和功能预测.结果经 3

轮复筛,从多个持续阳性克隆中挑选出 3 个进行测

序、分析, 其中 N1 克隆为新基因, Scor e< 50, 命名

为 Parcx pw nx 01, GenBank 登录号为 AY838802. 该

基因编码 231个氨基酸,初步预测该蛋白可能为一

具信号转导功能的跨膜蛋白. N2 克隆与美洲大蠊

核蛋白体 16S RNA 基因高度同源, N3 与黑胸大蠊

线粒体 DNA 高度同源.

2. 3. 2黑胸大蠊雄虫对美洲大蠊若虫 cDNA 文库的

筛选 初筛获数 10个阳性克隆,随机挑选 12个阳性克隆噬菌斑做第 2、3轮复筛,最后获 10个持续阳性、

反应信号良好的克隆.经 PCR初步鉴定, 从中选出 6 个进行测序.核苷酸序列同源性分析显示, 6个克隆

与其他已知基因无显著同源性, Score 在 33. 5~ 149之间, 为新基因, 分别命名为 Parcx pw mw 01, Par cx p-

w m w02, Par cx pw mw 03, Parcxpw mw 04, Parcxpw mw 05, Parcxpw mw 06. 将有关信息提交 GenBank, 获得

相应登录号 DQ256397, DQ256398, DQ256399, DQ256400, DQ256401, DQ256402.

3 讨论
抗原可分为细胞性抗原(又称颗粒性抗原)和可溶性抗原 2大类. 用细胞性抗原免疫时,通常不用佐

剂,一般均可获得满意结果, 使用可溶性抗原时,通常要加佐剂, 而且要充分乳化, 才能得到较满意的结

果[ 9] .本实验采用的是经冻融法和超声破碎法制备而成的可溶性抗原, 在动物免疫前与弗氏不完全佐剂等

比混合、乳化,制成油包水乳剂.用常规免疫法对新西兰兔进行免疫,黑胸大蠊雄虫与若虫抗原经 4 次免

疫、雌虫与卵抗原则经 6次免疫后对流免疫电泳检测抗体效价达 1 16, 得到免疫血清, 说明免疫效果较

好.但从免疫结果看不同发育时期的可溶性抗原达到效价的时间不同,这能否说明黑胸大蠊不同发育时期

的可溶性抗原免疫原性不同, 需在排除动物的个体差异的同时作进一步探讨.

免疫学筛库的最佳探针应当是高滴度多克隆抗体或能同目的蛋白不同表位反应的一组单克隆抗体混

合物 [ 10] .因此,将所制的高滴度黑胸大蠊不同发育时期的免疫兔血清用超声处理的 NM522大肠杆菌裂解

液进行充分吸附, 得到了既敏感又特异的抗体探针, 运用此抗体探针对美洲大蠊若虫 cDNA 文库进行

筛选.

从 SDS- PA GE 电泳结果可以发现, 4种蛋白组分的条带数目、位置以及染色深浅均有较大差异, 提
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示在不同发育阶段, 虫体的蛋白质种类、组成和含量有较大的变化.这可能与蜚蠊生活史中要经历卵孵化、

蜕皮、羽化、交配产卵等不同生理过程有关,各生理过程需要各种不同种类的酶和蛋白质参与. 从 ELIB 的

结果看,具免疫原性的蛋白质大部分分布在 43kDa以上分子量范围; 4种抗原组分相互之间有交叉抗原的

存在,但同一抗原组分被不同抗血清所识别时,其反应强弱各有差异.若虫抗原能被抗卵抗原血清识别, 但

是卵抗原不能被抗若虫抗原的免疫血清所识别,这一现象有待进一步研究分析.此项研究对黑胸大蠊的发

育生物学和生理生化方面以及不同发育阶段蛋白质抗原免疫生化特性的研究奠定了基础.

通过利用黑胸大蠊若虫、雄虫免疫兔血清对美洲大蠊若虫 cDNA 文库的进行筛选,共发现 7个新基

因,新基因的生物信息学分析将在另外的文章中介绍, 其功能有待进一步研究. 通过文库筛选,发现黑胸大

蠊与美洲大蠊之间存在许多交叉抗原, 这可以使人们了解 2种蜚蠊种群间基因及蛋白的异同,也使得人们

能利用美洲大蠊基因组及蛋白质组学的相关信息获取黑胸大蠊的相应信息,为黑胸大蠊的基础研究及药

用成分的研究提供了有效途径和重要的数据.
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Preparation and Application of Periplaneta Fulignosa Imunized Rabbit Sera
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Abstract: Soluble pro tein ant igens fr om differ ent developmental stag es of Periplaneta fulig inosa w er e

used to immunize rabbits. T he imm unolo gical char acteristics o f ant ig ens fr om differ ent stages of Peripla-

neta fuliginosa w ere analyzed w ith SDS-PAGE and enzym e-linked immuno-blot t ing ( ELIB) . Rabbits ant-i

sera against nym ph and adult ant igens w ere used to scr een the cDNA library o f Per iplaneta Americana

ny mph, and the posit ive clo nes w ere identif ied by PCR. Results show ed that the egg ant igens, nympha

ant igens, m ale and fem ale adult ant igens revealed 13, 28, 26, 41 bands, r espect ively. T he results also

show ed that there w ere cross-r eact ive ant igen co mpo nents amo ng these g roups. One and 6 new g enes

w ere scr eened w ith ny mpha and adult antig en im munized rabbit sera, r espect ively.
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