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摘　要　许多过敏原可以介导Ⅰ型超敏反应，通过与 IgE特异性结合，引起过敏症状. 过敏原与细胞表

面的特异性 IgE结合的部分叫做表位，其与 IgE的结合能力可以表征过敏原致敏性的强弱. Der p 2是一

种重要的屋尘螨过敏原，其线性表位中含有的酪氨酸可被空气中的 NO2 和 O3 硝基化，从而影响线性表

位与 IgE的结合能力. 本实验研究了 Der p 2的线性表位及其硝基化产物与 IgE的结合能力. 研究发现，

Der p 2的两条表位多肽可以有效地结合 IgE，硝基化表位多肽的 IgE结合能力显著高于未硝基化的表位

多肽，且不同位点的硝基化对于 IgE结合能力的增强程度也不同. 结果表明，硝基化能够位点特异性地

增强 Der p 2的致敏性.
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The IgE binding capability of the linear epitope peptides and their
nitration products of house dust mite allergy Der p 2
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Abstract　Many  allergies  can  cause  type  I  hypersensitivity,  through  binding  to  specific-IgE  and
leading  the  allergic  symptoms.  The  binding  ability  of  epitope,  which  is  the  portion  of  an  allergen
protein that binds with specific IgE on cell surface, to IgE can indicate the allergenicity of allergen.
Der p 2 is an important house dust mite allergic protein. The tyrosine residues in the epitopes of Der
p 2 can be nitrated by airborne NO2 and O3, which could subsequently promote the allergenicity. In
this  study,  the  abilities  of  the  epitopes  and  their  nitrated  products  to  bind  to  the  specific  IgE  were
investigated.  The  results  reveal  that  the  two epitope  peptides  effectively  bound to  the  specific  IgE,
and the IgE binding capacities of the nitrated epitope peptides were significantly higher than the non-
nitrated  forms.  Besides,  the  contribution  of  nitration  to  the  enhancement  of  IgE  binding  capacity
depended  on  the  location  of  tyrosine.  These  findings  suggest  that  nitration  can  enhance  the
allergenicity of Der p 2 in a tyrosine site-specific manner.
Keywords　Der p 2，linear epitope，nitration，site-specific，IgE，allergenicity.
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尘螨（house dust mites，HDMs）是过敏性鼻炎和哮喘最常见的诱因之一，大约 85%的过敏性哮喘是

由尘螨引起的 [1]. 屋尘螨（Dermatophagoides pteronyssinus，Der p）分布最广，广泛分布在全球 85%的地

区[2]. 目前，人们发现了 20种来自于屋尘螨的过敏原，其中，2组过敏原 Der p 2是最重要的过敏原之一.
研究表明，90%以上的宿舍和家庭环境灰尘中都能检测到 Der p 2[3]，80%的尘螨过敏患者都对其有过

敏反应[4]. 在 10岁以下儿童中，Der p 2是屋尘螨过敏原中患病率最高的过敏原[5]. Der p 2由 129个氨基

酸组成，其中包括 3个酪氨酸残基[6]. Der p 2引起的过敏属于Ⅰ型超敏反应，主要是由 IgE介导. 当机

体初次接触过敏原蛋白时，机体产生特异性 IgE，IgE可以吸附在嗜碱性粒细胞、T细胞和 B细胞等细

胞表面的 IgE受体上. 当机体再次接触过敏原蛋白时，过敏原与细胞表面的 IgE特异性结合，诱导释放

组胺、白三烯等活性物质，引发各种过敏症状[7]. 整个致敏、激发和效应过程中，过敏原蛋白与细胞表

面的 IgE结合是关键环节. 过敏原蛋白与细胞表面 IgE结合的部分叫做表位. 表位分为线性表位和构

象表位，线性表位包含可以与 IgE结合的一个连续氨基酸序列，构象表位是由在序列上相距较远但是

因为蛋白质立体结构而相邻的几个氨基酸残基组成[8 − 9]. 目前，以线性表位为基础合成的表位肽可以作

为生物标志物，用于过敏原的致敏性研究，酶联免疫吸附测定（epitope-ELISA）被广泛应用于临床诊断[10].
近年来的研究表明，空气污染物 O3 和 NO2 可引起过敏原的硝基化，即蛋白质中的酪氨酸被硝基

化形成 3-硝基酪氨酸（3-NT），从而促进其致敏性的增强[11 − 14]. 例如，暴露于 NO2 和 O3 的白桦花粉过敏

原蛋白 Bet v 1.0101可发生硝基化作用 [15]，硝基化后的桦树花粉蛋白与桦树花粉过敏患者血清中

IgE结合能力显著增强[16]. 此外，也有报道称，NO2 和 O3 可以改变法国梧桐花粉过敏原 Pla a 3的结构，

从而提高其与 IgE结合能力，加重花粉引起的 BALB/c小鼠肺炎 [17]. 先前研究已经证实了环境中硝基

化 Der p 2的存在，并且能定位 Der p 2每个酪氨酸位点的硝基化程度，在居家环境中，Der p 2的 3个酪

氨酸硝化位点 Y92、Y103 和 Y107 的硝化率分别为 19.12%—95.12%、2.02%—78.39%和 1.92%—79.75%，

整体呈现 Y92>Y107>Y103 的趋势 [3,18 − 19]. 然而，每个酪氨酸位点的硝基化对于 Der p 2的致敏性的影响，

尤其对于 IgE结合力的影响还未可知.
Der p 2包含 3个酪氨酸，分别位于其两条线性表位肽上. 本研究通过分析两条线性表位肽及其硝

基化产物与特异性 IgE的结合能力，鉴别线性表位肽在硝基化前后与 IgE结合能力的变化及其与酪氨

酸位点的相关性，以此揭示硝基化对 Der p 2致敏性的影响. 

1    实验部分（Experimental section）
 

1.1    实验材料

Recombinant House Dust Mite Der p 2（0.62 μg·μL−1，纯度>95%）购自美国 RayBiotech；屋尘螨过敏原

特异性 IgE抗体血清国家参考品（白色冻干粉末，4级阳性，17.51—50.00 IU·mL−1）购自中国食品药品

检 定 研 究 院 ； Anti  Der  p  2  Human  IgE  monoclonal  antibody（ 50000  IU·mL−1） 购 自 美 国 Indoor
Biotechnologies；小鼠单克隆抗体 [B3102E8]抗人 IgE Fc （HRP）（B3102E8）购自英国 Abcam. ELISA相

关试剂，如 1×包被缓冲液（0.05 mol·L−1，pH 9.6，碳酸盐溶液）、牛血清白蛋白（组分Ⅴ，Biotech Grade）、

10× PBST缓冲液（0.1 mol·L−1，pH 7.2—7.4，0.5% Tween 20）、TMB显色液（A液：3,3′,5,5′-四甲基联苯

胺溶液，B液：过氧化物溶液）分别购自中国 Coolaber、生工生物、Solarbio、Macklin. 

1.2    线性表位多肽筛选与合成

尘螨过敏原 Der p 2（UniProt编号：Q1H8P8）含有 3个酪氨酸残基，Y92、Y103 和 Y107. 以前的研究已

经鉴别出了 Der p 2的两条线性表位多肽[20 − 23]，即本研究中的 EP1（氨基酸序列为 82—95）和 EP2（氨基

酸序列为 101—117）. Der p 2含有的 3个酪氨酸均位于这两条表位多肽上，EP1和 EP2分别含有 1个

和 2个酪氨酸. 两条表位多肽及其硝基化产物通过吉尔生化（上海）有限公司合成，相关信息如表 1所示. 

1.3    间接性 ELISA法测定 IgE相对结合率 

1.3.1    实验最佳包被浓度、一抗稀释倍数和二抗稀释倍数筛选

（1）包被：每孔加入 100 μL包被缓冲液稀释的不同浓度的 Der p 2溶液（0.5 μg·mL−1、1 μg·mL−1 和

5 μg·mL−1），同时设置包被缓冲液每孔 100 μL作为空白对照，4 ℃ 包被过夜.
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表 1    Der p 2表位多肽和硝基化表位多肽相关信息

Table 1    The information about the linear epitope peptides and nitrated epitope peptides of Der p 2
 

表位多肽
Epitope peptide

氨基酸序列及硝基酪氨酸位置
Amino acid sequence and position of tyrosine

纯度/%
Purity

EP1-0 VPGIDPNACHY92MKC 98

EP1-1 VPGIDPNACHY（3-NO2）MKC 98

EP2-0 QQY103DIKY107TWNVPKIAPK 98

EP2-1 QQY（3-NO2）DIKYTWNVPKIAPK 98

EP2-2 QQYDIKY（3-NO2）TWNVPKIAPK 98

EP2-12 QQY（3-NO2）DIKY（3-NO2）TWNVPKIAPK 98

　　注：Y（3-NO2）表示3-硝基酪氨酸（3-NT）. Note: Y（3-NO2） means 3- nitrotyrosine （3-NT）.
 

（2）洗板：弃去包被液，每孔加入 300 μL的 PBST洗涤液，轻拍振荡，弃去洗涤液，在吸水纸上拍干，

重复 5遍.
（3）封闭：每孔加入 200 μL封闭液（含 3%BSA的 PBST溶液），置于 37 ℃ 恒温箱孵育 2 h.
（4）洗板：5遍.
（5）一抗：每孔加入 100 μL用 PBST洗涤液稀释不同倍数的一抗（血清稀释倍数：1:20、1:50和

1:100；单克隆抗体 IgE稀释倍数：1:500、1:600、1:1000、1:5000、1:10000和 1:50000），置于 37 ℃ 恒温箱

孵育 1 h.
（6）洗板：5遍.
（7）二抗：每孔加入 100 μL用 PBST洗涤液稀释不同倍数的二抗（1:2000、1:5000和 1:10000），置于

37 ℃ 恒温箱孵育 1 h.
（8）洗板：5遍.
（9）显色：每孔加入显色液 A和 B依次各加 50 μL，黑暗条件置于 37 ℃ 恒温箱孵育 15 min.
（10）终止：每孔加入 50 μL终止液（2 mol·L−1 H2SO4 溶液）.
（11）测定：使用酶标仪测定 450 nm处的吸光度；比较 OD450 与空白对照 OD0 的比值，OD450/OD0

最大时即为最佳包被浓度、一抗稀释倍数和二抗稀释倍数. 

1.3.2    IgE相对结合率的测定

采用 1.3.1中筛选出的最佳工作浓度和稀释倍数，具体步骤的前面部分与 1.3.1节相同，在一抗孵

育之前，先将相同摩尔浓度的表位多肽、硝基化表位多肽和 Der p 2（最佳包被浓度的两倍）分别与等体

积一抗（最佳浓度两倍）混合，置于 37 ℃ 恒温箱孵育 1 h，同时设置最佳浓度的一抗作为阳性对照，

PBST洗涤液作为阴性对照. 得出吸光度值，通过计算得出抑制率和 IgE相对结合率，公式如下：

Inhibition（%） =（1− OD
ODp
）×100% （1）

Relative IgE Binding Rate（%） =
I
I0
×100% （2）

OD ODp I I0式中， 表示样本吸光度， 表示阳性对照的吸光度， 表示样品抑制率， 表示 Der p 2的抑制率. 

1.4    数据分析

数据以各组均值或均值±SD值表示，使用 GraphPad Prism version 9.0进行单因素方差分析和作图.
当 P < 0.05时，认为组间存在显著性差异. 

2    结果与讨论（Results and discussion）
 

2.1    间接性 ELISA法测定 IgE相对结合率实验条件优化

如表 2所示，当包被 Der p 2浓度为 5 μg·mL−1，血清稀释倍数为 1:20，二抗稀释倍数为 1:2000时，

OD450/OD0 的值最大，将此条件设为最佳工作条件，用于后续 IgE相对结合率的测定.
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表 2    间接性 ELISA血清实验不同工作条件下 OD450/OD0

Table 2    OD450/OD0 under different conditions by indirect ELISA with serum IgE
 

0.5 μg·mL−1 1 μg·mL−1 5 μg·mL−1

1:20

1:2000 2.87 3.49 5.15

1:5000 2.70 3.30 4.04

1:10000 2.04 2.84 3.28

1:50

1:2000 1.95 2.38 3.57

1:5000 1.87 2.24 2.90

1:10000 1.84 2.67 2.84

1:100

1:2000 2.03 2.28 3.40

1:5000 1.80 2.38 3.12

1:10000 1.47 1.78 2.29

　　注：包被浓度为0.5 μg·mL−1、1 μg·mL−1和5 μg·mL−1，血清稀释倍数为1:20、1:50和1:100，二抗稀释倍数为1:2000、1:5000和1:10000；
n=3，数据以均值表示.
　　Note: The concentrations of coated solution were 0.5, 1 and5 μg·mL−1. The rates of dilution of the serum IgE were 1:20, 1:50 and 1:100.
The rates of dilution of the secondary antibody were 1:2000, 1:5000, and 1:10000. The data were expressed as mean （n=3）.
 

为保持统一，选取和血清 IgE实验相同的包被溶液和二抗稀释倍数，即 5 μg·mL−1 Der p 2包被液和

二抗稀释 1:2000，进行单克隆抗体 IgE实验. 设置不同梯度的一抗稀释倍数，进行筛选，结果如表 3所

示，当一抗稀释倍数为 1:600时，OD450/OD0 的值最大，此时为最佳工作条件，用于后续 IgE相对结合率

的测定.
 
 

表 3    间接性 ELISA单克隆抗体 IgE实验不同工作条件下 OD450/OD0

Table 3    OD450/OD0 under different conditions by indirect ELISA with monoclonal IgE
 

一抗稀释倍数 1:500 1:600 1:1000 1:5000 1:10000 1:50000

OD450/OD0 13.82 30.40 6.93 2.68 2.29 1.63

　　注：包被浓度为5 μg·mL−1，二抗稀释倍数为1:2000，单克隆抗体IgE稀释倍数为1:500、1:600、1:1000、1:5000、1:10000和1:50000，
n=3，数据以均值表示.
　　Note: The concentration of coated solution was 5 μg·mL−1. The rate of dilution of the secondary antibody was 1:2000. The rates of dilution
of the monoclonal IgE were 1:500, 1:600, 1:1000, 1:50000, 1:10000 and 1:50000. The data were expressed as mean （n=3）.
 
 

2.2    Der p 2线性表位多肽的 IgE结合能力

由图 1a可知，EP1-0和 EP2-0可以有效地结合 IgE，因此可以用于致敏性的研究，此外两个表位肽

的相对结合能力没有显著差异. 两个表位多肽与血清 IgE的结合能力显著高于与单克隆抗体 IgE的结

合能力，这可能是因为本实验中选取的血清来源于对屋尘螨过敏的患者，血清中含有 Der p 2的特异

性 IgE（多克隆），也含有其它抗体和非抗体的其它蛋白. 血清中特异性 IgE多克隆抗体与 Der p 2表位

多肽的结合能力与小鼠单克隆 IgE抗体存在差异. 此外，由于血清中还存在其它抗体和非抗体的其它

蛋白，Der p 2表位多肽与抗血清的结合除了特异性结合之外，还可能存在与其它抗体的交叉反应和非

特异性结合. 例如 Der p 2可与其他 2组尘螨过敏原发生 IgE交叉免疫反应，Der f 2、Eur m 2与 Der p 2
具有 84%—87%的同源性 [24]，Lep d 2与 Der p 2具有 37%的同源性，Gly d 2与 Der p 2具有 41%的同

源性，同源性越高，表位之间越易发生交叉反应[25]. 

2.3    Der p 2硝基化线性表位多肽的 IgE结合能力

Der p 2的立体结构是 β桶形结构，由 2个 3组反平行 β折叠片组成，EP1-0和 EP2-0分别包含

Y92、Y103 和 Y107 3个酪氨酸，其中 Y103 和 Y107 位于 β折叠结构，Y92 位于环状结构[26]，EP1-1、EP2-1和

EP2-2，分别对应 Y92、Y103 和 Y107 3个位点酪氨酸单独硝基化的表位多肽. 由图 1b可以看出，单位点硝

基化的表位肽与单克隆抗体 IgE结合率显著高于未硝基化的表位多肽，即 EP1-1 > EP1-0，EP2-1 > EP2-0
和 EP2-2 > EP2-0，说明硝基化的表位肽因为硝基酪氨酸的存在可能具有更高的致敏性. 表位多肽与

IgE的结合依赖于氨基酸残基的疏水性，疏水性高会导致与 IgE结合能力下降，当酪氨酸被硝基化成

3-硝基酪氨酸，疏水性降低，可能会导致表位多肽与 IgE结合能力增强[27]. 由于实验中采用抗 Der p 2的
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单克隆抗体 IgE，说明硝基化作用通过提高表位多肽与 IgE的结合能力，增强过敏原的致敏性. 血清

IgE更能真实地反映实际情况下，表位多肽与 IgE的结合能力 . 本实验中使用屋尘螨过敏原特异性

IgE抗体血清国家参考品进行 IgE结合实验更具有代表性，结果如图 1c所示. 硝基化表位多肽与血清

IgE结合率高于未硝基化表位多肽，EP2-1和 EP2-2的血清 IgE结合率显著高于 EP2-0的血清 IgE结合

率，EP1-1的血清 IgE结合率也略高于 EP1-0的血清 IgE结合率（尽管没有显著性差异）. 此外，同一条

表位肽上两个酪氨酸位点都硝基化的 EP2-12的 IgE结合率显著高于单位点硝基化的 EP2-1和 EP2-2
的 IgE结合率，且显著高于未硝基化的 EP2-0的 IgE结合率，说明多位点发生硝基化，更利于表位多肽

与 IgE的结合.
 
 

图 1    Der p 2线性表位多肽及其硝基化产物的相对 IgE结合率
a为 Der p 2的两个线性表位多肽的相对 IgE结合率；b为 Der p 2线性表位多肽和硝基化表位肽与单克隆抗体 IgE相对结合率；c为

Der p 2线性表位多肽和硝基化表位肽与血清 IgE相对结合率. 数据以均值±SD表示，n=3，*、**和***表示有显著性差异，

且分别代表 P < 0.05、P < 0.01和 P < 0.001，ns表示无显著性差异.

Fig.1    The relative IgE binding rate of the linear epitope peptides and their nitration products of Der p 2
a. The relative IgE binding rate of two linear epitope peptides of Der p 2; b. The relative IgE （monoclonal IgE） binding rate of the linear

epitope peptides and their nitration products of Der p 2; c. The relative IgE （serum IgE） binding rate of the linear epitope peptides and their
nitration products of Der p 2. The data were expressed as mean ± SD （n=3）. The values *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 indicated

statistically significance, and ns means no statistically significance. 

 

Y92、Y103 和 Y107 3个酪氨酸位点单独硝基化的表位多肽与单克隆抗体 IgE的结合率和其对应的

未硝基化的表位多肽与单克隆抗体 IgE的结合率相比，分别提高了 61%、63%和 92%，说明 Y107 的硝

基化对表位肽 IgE结合率的影响程度高于 Y103 和 Y92 的硝基化的硝基化对表位肽 IgE结合率的影响

（图 1b、c）. 这是因为硝基化使表位肽与 IgE的结合力增强，不仅依赖于酪氨酸本身的硝基化，还与酪

氨酸位点附近的氨基酸序列有关，酪氨酸 Y107 的 N端为带正电的赖氨酸（Lysine，K），而 Y103 的 N和端

为不带电的谷胱酰胺（Glntamine，Q），N端为带正电荷的氨基酸残基具有更高的 IgE亲和力[28]，因此与

Y103 硝基化相比，Y107 硝基化具有更强的 IgE结合能力. 另外，由图 1c可以看出血清 IgE结合实验也证

明不同酪氨酸位点的硝基化对与血清 IgE的结合率的影响不同，Y92、Y103 和 Y107 3个酪氨酸位点单独

硝基化的表位多肽与血清 IgE的结合率和其对应的未硝基化的表位多肽与血清 IgE的结合率相比，分

别提高了 22%、13%和 26%，Y92 的硝基化对于 IgE结合率的提高程度大于 Y103 硝基化对于 IgE结合

率提高的程度可能是因为距离位点 2个残基的位置为赖氨酸，有利于表位多肽与 IgE的结合[27].
 

3    结论（Conclusion）

Der p 2的两个线性表位多肽 EP1和 EP2能够有效结合单克隆抗体 IgE和血清 IgE，硝基化表位多

肽与 IgE的结合率高于未硝基化多肽与 IgE的结合率，其中酪氨酸 Y107 的硝基化对于 IgE结合率增强

的影响程度高于 Y92 和 Y103，说明 Der p 2的硝基化具有通过增强 IgE结合能力增强其致敏性的潜力，

且不同位点对于致敏性增强的影响程度不同. 研究结果表明，硝基化能够位点特异性地增强 Der p 2的

致敏性.
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