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目的：家蚕是我国特色的过敏原和重要的经济昆虫，国内外的文献指出家蚕可导致严重的过敏性哮喘，食用蚕蛹也会引发严重的过敏性疾病，但目前国内外对于家蚕过敏原的报导较少，本研究目的是对家蚕蚕蛹粗提液蛋白进行分离，鉴定其过敏原性，并探索其诱发过敏反应的机制。方法：1、用双向电泳对家蚕蚕蛹蛋白进行分离；2、通过免疫印迹，筛选能和家蚕过敏患者血清中IgE结合的蛋白，进行质谱分析；3、将质谱结果与NCBI数据库进行对比分析，合成所得家蚕蚕蛹序列；4、原核表达合成的基因；5、运用生物信息学技术对6个重组蛋白的结构和潜在的T/B细胞表位进行预测和分析；6、免疫印迹、ELSIA检测重组蛋白的过敏原性；7、建立小鼠哮喘模型探究家蚕蚕蛹Thiol peroxiredoxin（TP）诱发过敏性哮喘的机理；8、利用流式细胞术和CCK8试剂盒等，研究TP如何调节macrophages和DCs细胞的功能，进而引发过敏。结果：1、通过双向电泳，发现了6个潜在的过敏原（gi|112983152、gi|290560816、gi|290563229、gi|112982996、gi|112983054、gi|512917985）；2、原核表达6个潜在过敏原，得到重组蛋白；3、用免疫印迹和ELISA分别鉴定得到的6个重组蛋白，免疫印迹结果显示5组重组蛋白可与病人血清IgE特异性结合(除热激蛋白20.4（gi|112983152）），ELISA结果显示TP与家蚕过敏病人IgE特异性结合能力较强；4、通过生物信息学工具，预测了6个重组蛋白的结构及其中5个具有过敏原性的重组蛋白的T/B细胞结合表位；5、建立小鼠哮喘模型，TP可明显诱导过敏性哮喘，且在支气管肺泡灌洗液和小鼠脾细胞中，IgE和IL-4水平明显升高，同时IFN-r的水平却无明显变化，说明TP是通过Th2通路诱发超敏反应；6、在体外细胞实验中，TP可在 BCL2和Caspase9通路上显著诱导巨噬细胞发生凋亡，通过热激反应验证TP主要是通过酶的作用去诱导凋亡，TP可通过TLR4导致DCs细胞的表面抗原CD80、CD40、CD83水平明显上升。结论：本研究成功表达并鉴定了5个家蚕蚕蛹新过敏原，其中TP是一个新的主要过敏原，可诱发过敏性哮喘，诱导macrophages的凋亡，调节DCs的功能。
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