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　　摘　要：　目的　本文旨在对季节性变应性鼻炎（ＡＲ）患儿进行变应原组分筛查，了解ＡＲ患儿代表性蒿属植
物花粉变应原致敏组分。方法　采集黄花蒿和大籽蒿花粉，提取花粉蛋白，以临床确诊为 ＡＲ且艾蒿特异性免疫
球蛋白Ｅ（ｓＩｇＥ）检测为阳性患儿血清为一抗，通过蛋白质免疫印迹法筛查花粉中变应原组分。结果　蛋白质免疫
印迹显示２种蒿属植物花粉蛋白提取物中主要有３条带能与血清ＩｇＥ特异性结合，相对分子量（Ｍｒ）分别为１２、２５
和７０ｋＤａ。黄花蒿花粉中７０ｋＤａ变应原为 ＡＲ儿童最常见的变应原分子，阳性检出率为 ８５．１９％，２５ｋＤａ和
１２ｋＤａ变应原分别为３７．０４％和１４．８１％。大籽蒿花粉中７０ｋＤａ变应原阳性检出率低于黄花蒿（Ｐ＜０．０５），为
５１．８５％，２５ｋＤａ和１２ｋＤａ变应原阳性检出率与黄花蒿相似（Ｐ＞０．０５）。另外，同一个体血清对２种蒿属植物同源
变应原阳性反应存在差异，不同患儿对１种或多种变应原分子敏感。结论　ＡＲ患儿黄花蒿花粉致敏率更高，推荐
增加黄花蒿花粉组分蛋白进行诊断和免疫治疗，尤其是７０ｋＤａ变应原分子。
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　　呼吸道过敏性疾病是全球最常见的慢性疾病之
一，造成国家卫生保健系统资源消耗的主要负担之

一。国际儿童哮喘和变态反应研究（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｓｔｕｄｙｏｆａｓｔｈｍａａｎｄａｌｌｅｒｇｉｅｓｉｎｃｈｉｌｄｈｏｏｄ，ＩＳＡＡＣ）对
５６个国家和地区儿童哮喘与过敏性疾病横断面调
查发现，６～７岁和１３～１４岁儿童变应性鼻炎（ａｌｌｅｒ
ｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）的患病率分别波动于 ２．２％ ～
２４．２％和４．５％～４５．１％［１］。目前国内相关的流行

病学调查资料还十分有限，不同城市儿童 ＡＲ的患
病率不尽相同［２４］，受遗传因素、生活习惯、居住地

环境与植被等因素影响。通常 ＡＲ患儿发展成过敏
性哮喘的风险会提高４～５倍，而继发过敏性哮喘与
其致敏成分、病程等相关。在世界范围内主要的气

传致敏原为气传花粉［５］，而我国引起季节性呼吸道

过敏性疾病的主要花粉种属中，蒿属花粉的关联指

数最高，研究表明蒿属花粉是中国、尤其是内蒙古地

区引起呼吸系统过敏性疾病最主要的室外致敏原之

一［６９］。在内蒙古地区夏秋季蒿花粉浓度逐年攀

高，我国多项研究证实大籽蒿和黄花蒿花粉是致敏

率最高的花粉之一［１０１１］。

变应原组分诊断是在生物分子层面明确变应原

致敏组分蛋白的新型诊断技术，应用提取天然变应

原组分、重组变应原分子，了解变应原分子与免疫球

蛋白Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＥ，ＩｇＥ）的结合力，可高效准
确的认识变应原分子及致敏特征［１２］，其在诊断及免

疫治疗中具有更高的效力［１３１４］。本研究旨在获取

ＡＲ患儿夏末和秋季有关黄花蒿、大籽蒿花粉变应
原分子致敏性的特征，为花粉致呼吸道过敏性疾病

的预防和变应原免疫治疗提供重要线索。

１　材料与方法

１．１　患者的选择
每年８～９月份是季节性ＡＲ高发期，根据可靠

的临床病史、夏秋季艾蒿花粉过敏史以及符合 ＡＲ、
儿童哮喘诊断和治疗指南［１５１６］的诊断标准，共收集

２７例ＡＲ患儿血清进行后续检测，男２０例，女７例，
年龄２～１３岁，平均（５．８５±３．０２）岁。纳入标准：
受试者艾蒿特异性 ＩｇＥ抗体（酶联免疫法）检测为
阳性；１２个月内未接受免疫治疗；４周内未服用糖皮
质激素；有季节性过敏症状或症状加重。排除标准：

过敏原特异性ＩｇＥ抗体检测阴性；１２个月内接受过

免疫治疗；４周内服用过糖皮质激素；过敏症状非季
节性发作或加重；非呼吸道过敏患儿；排除患有癌

症、自身免疫性疾病和寄生虫病的患儿。所有患儿

样本均在监护人知情同意的情况下采集，本研究经

内蒙古自治区妇幼保健院伦理委员会批准。

１．２　蒿属植物和蛋白质提取物
两种蒿属植物的花粉于花开季节采集自内蒙古

呼和浩特市市郊区，花粉去除杂质、分样过筛，

－２０℃低温保存备用。提取花粉蛋白全程冰上操
作，使用花粉蛋白提取试剂盒（上海贝博），花粉蛋

白提取液在４℃、２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清后
４℃、１４０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，弃沉淀取上清分装
－８０℃存储备用。使用 ＢＣＡ蛋白质定量检测试剂
盒（碧云天生物技术）测定样本蛋白浓度。

１．３　花粉蛋白提取物免疫印迹实验
大籽蒿、黄花蒿蛋白提取液根据所测蛋白浓度

按等质量配平，将蛋白提取液与 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝
胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）蛋白上样缓冲液（５×）４∶１混
匀。ＳＤＳＰＡＧＥ分离花粉蛋白组分，１２．５％分离胶、
５％浓缩胶的 ＰＡＧＥ凝胶在电泳缓冲液中以１００Ｖ
运行１．５ｈ。

通过半干转方式将蛋白质转移到硝酸纤维素膜

上，封闭膜１５ｍｉｎ，然后以ＡＲ患儿血清作为一抗孵
育。ＴＢＳＴ洗涤液冲洗膜３次，然后以 ＨＰＲ标记的
山羊抗人ＩｇＥ二抗孵育，清洗膜后ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ＥＣＬ发光液均匀覆盖膜并成像。
１．４　统计学分析

运用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析。计数资
料以例数和构成比表示，两组之间阳性率的比较采

用χ２检验。采用双侧检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　花粉蛋白提取物免疫印迹分析
以２７例 ＡＲ患儿血清作为一抗与２种蒿属植

物分别进行免疫印迹检测，所有结果中可以看到

３个主要条带：１２、２５和 ７０ｋＤａ的 ＩｇＥ结合率高。
其中７例患儿仅表现出对黄花蒿单一植物过敏，
２０例患儿对２种植物花粉均过敏，黄花蒿和大籽蒿
花粉过敏阳性率分别为 １００．００％和 ７４．０７％。见
表１。
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表１　２７例过敏患儿一般信息和２种花粉过敏组分资料

患

儿

性

别

年龄

（岁）

黄花蒿

Ｍｒ
７０ｋＤａ

Ｍｒ
２５ｋＤａ

Ｍｒ
１２ｋＤａ

大籽蒿

Ｍｒ
７０ｋＤａ

Ｍｒ
２５ｋＤａ

Ｍｒ
１２ｋＤａ

Ｎ１ 男 ９ ＋ ＋ － － ＋ ＋
Ｎ２ 男 ５ － ＋ － － ＋ －
Ｎ３ 男 ８ ＋ － － － － －
Ｎ４ 女 ４ ＋ ＋ － － ＋ －
Ｎ５ 男 ５ － ＋ － － ＋ －
Ｎ６ 女 ３ ＋ － － ＋ － －
Ｎ７ 男 ５ ＋ ＋ － ＋ ＋ －
Ｎ８ 男 １０ ＋ － － － － －
Ｎ９ 男 ３ ＋ － － － － －
Ｎ１０男 ４ ＋ ＋ － ＋ ＋ －
Ｎ１１男 ５ ＋ － ＋ ＋ － ＋
Ｎ１２男 ３ ＋ － ＋ ＋ － ＋
Ｎ１３女 ２ ＋ － － ＋ － －
Ｎ１４男 １２ ＋ － － ＋ － －
Ｎ１５女 ６ ＋ － － － － －
Ｎ１６女 ５ ＋ ＋ － ＋ ＋ －
Ｎ１７男 ４ ＋ － － ＋ － －
Ｎ１８男 １３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｎ１９男 ２ － ＋ － － ＋ －
Ｎ２０男 １０ ＋ － － － － －
Ｎ２１女 ８ ＋ － － － － －
Ｎ２２男 ４ － ＋ ＋ － ＋ －
Ｎ２３男 ５ ＋ － － ＋ － －
Ｎ２４女 ７ ＋ － － － － －
Ｎ２５男 ９ ＋ － － ＋ － －
Ｎ２６男 ３ ＋ － － ＋ － －
Ｎ２７男 ４ ＋ － － ＋ － －

黄花蒿免疫印迹结果显示：２７例 ＡＲ患儿血清
中，对１２ｋＤａ条带识别 ４例（３７．０４％），２５ｋＤａ条
带识别 １０例（１４．８１％），７０ｋＤａ条带识别 ２３例
（８５．１９％）。大籽蒿免疫印迹结果显示：１２ｋＤａ条
带识别 ４例（３７．０４％），２５ｋＤａ条带识别 １０例
（１４．８１％），７０ｋＤａ条带识别１４例（５１．８５％）。见
图１、表２。此外，黄花蒿提取物免疫印记检测显示
Ｎ１４患儿在３５～４０ｋＤａ有１条微弱条带，Ｎ２３患儿
在５５ｋＤａ条带位置识别显影。

大籽蒿

黄花蒿
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图１　ＡＲ患儿对２种蒿属植物主要致敏组分的阳性率

表２　黄花蒿和大籽蒿变应原分子结果分析　［例（％）］

提取物 黄花蒿 大籽蒿 χ２ Ｐ
１２ｋＤａ阳性 ４（１４．８１） ４（１４．８１） ０．０００ １．０００
２５ｋＤａ阳性 １０（３７．０４） １０（３７．０４） ０．０００ １．０００
７０ｋＤａ阳性 ２３（８５．１９） １４（５１．８５） ６．９５４ ０．０１８

２．２　个体致敏差异
部分个体血清ＩｇＥ对２种植物提取物的同１条

带位置阳性反应不一致，如３３．３３％（９／２７）显示黄
花蒿提取物７０ｋＤａ条带阳性，而大籽蒿阴性；另外，
１份血清 ＩｇＥ可能表现为与某一蒿属植物中的１种
或２种组分蛋白相结合，个体差异明显。见表 １、
图２。

大籽蒿 黄花蒿 大籽蒿 黄花蒿
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图２　Ｎ２３、Ｎ２４患儿免疫印迹图　注：Ｍａｒｋｅｒ（预染蛋白分
子量标准）。

３　讨论

蒿属植物花粉浓度高峰在８月中旬至９月底，
季节性致敏特点十分明显，蒿属植物种类繁多，目前

已分离鉴定出多种变应原，且致敏性存在差异。近

年来ＡＲ患病率、发展为哮喘的人群大幅度提升，年
龄段逐渐幼龄化，甚至于幼儿期就出现明显的季节

性呼吸道过敏症状，给患儿及家长在生活质量、学

业、心理上都带来承重负担。在王晓艳等［１７］的研究

中表明艾蒿花粉特异性ＩｇＥ的浓度在儿童和青少年
组显著高于成人组。因此，我们需要在儿童人群中

寻找致敏变应原成分、了解致敏模式，在精确诊断和

免疫治疗上年龄段关口前移。

本实验对黄花蒿、大籽蒿２种植物花粉提取物
的变应原进行研究，分别与每一个体血清检测，以了

解个体差异性，２种植物花粉表现出相似的变应原

·８４·
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谱，结果显示２种蒿属植物１２、２５、７０ｋＤａ组分条带
明显，但二者带谱阳性反应存在差异，一些患儿对

２种植物提取物的同一条带位置阳性反应不一致，
不同患儿对其中１种或多种变应原分子敏感，蒿过
敏ＡＲ患儿对这３种变应原分子阳性结合率较高，
为主要变应原，这与 Ｇａｏ等［１８］和来自欧洲的变应原

免疫印迹结果基本一致。同样我们的实验结果与李

兴永等［１９］对大籽蒿花粉、杨慧等［２０］对艾蒿花粉过

敏原进行分离鉴定出的主要致敏原是６２ｋＤａ的变
应原分子结果亦相同。黄花蒿变应原分子７０ｋＤａ
蛋白的致敏率在所有检测的变应原分子中最高，该

变应原分子在西班牙与荷兰的人群中致敏率分别为

９２％和９５％，在２０１８年Ｆｕ等［２１］实验中确定７０ｋＤａ
蛋白条带位置的变应原是一种相对分子量为６２ｋＤａ
的半乳糖氧化酶分子，现在被ＩＵＩＳ变应原命名小组
指定为Ａｒｔａｎ７，该实验样本中Ａｒｔａｎ７分子的致敏
率为８５％。我们亦认为变应原分子７０ｋＤａ为蒿属
气传植物花粉的主要致敏原，那么含有变应原分子

７０ｋＤａ的免疫试剂可能对相关过敏性疾病诊断及
特异性免疫治疗更有效。

黄花蒿和大籽蒿提取物中７０ｋＤａ蛋白分子的
ＩｇＥ阳性结合率差异明显，前者更高，考虑可能为
２种变应原分子生物学信息的差异、序列位点的改
变与致敏性差异相关。实验研究证实同源物异构体

对ＩｇＥ结合有潜在影响，完成生物学信息的比对及
进一步纯化，在大样本人群中评估致敏差异性［２２］。

同源变应原致敏差异需要在不同地理区域的大量具

有代表性的血清样本中进行评估，以获得更为全面

的数据与观点。

本实验中黄花蒿花粉提取物与 ＡＲ儿童血清
ＩｇＥ抗体识别度更高，而大籽蒿较弱，与 Ｚｈａｏ等［２２］

的实验结果显示黄花蒿和北艾的ＩｇＥ结合能力显著
高于大籽蒿、铁杆蒿、野艾蒿的结果一致，也与于睿

莉等［１１］对内蒙古锡林郭勒黄花蒿、大籽蒿及艾蒿

３种蒿属花粉的致敏性研究所显示的黄花蒿致敏性
强于大籽蒿结果亦一致。对大多数蒿过敏患儿而

言，研究显示黄花蒿花粉提取物的 ＩｇＥ结合率最
高［２３］。尽管黄花蒿在２０世纪８０年代即被认为是
一种重要的变应原，但一直以来中国用于皮肤点刺

的商业蒿花粉提取物主要来自大籽蒿［２４］。艾蒿提

取物也是我国目前主要蒿属植物过敏诊断商品，普

遍适用于体外试验。２０２０年 Ｌｏｕ等［６］研究证实黄

花蒿提取物可被选择作为季节性 ＡＲ的舌下免疫治
疗产品，２０２１年全球首个用于治疗黄花蒿／艾蒿花

粉过敏引起的ＡＲ（或伴有结膜炎）的标准化脱敏药
物—黄花蒿花粉变应原舌下滴剂（商品名：畅皓）获

批上市。同时研究显示多变应原组分过敏的人群更

易患过敏性哮喘，在中国北方人群较南方人群更易

患哮喘，近一半的秋季花粉 ＡＲ患者在９年内发展
为季节性过敏性哮喘［２５２６］，对２种以上变应原致敏
增加了患过敏性哮喘的风险，其中 Ａｒｔｖ１、Ａｒｔｖ３、
Ａｒｔａｎ７导致致敏患者发生过敏性哮喘的风险增加
约３倍［１７］。

实验中变应原分子１２、２５、７０ｋＤａ与 ＡＲ患儿
血清ＩｇＥ的结合率高，且免疫印迹结果显示阳性结
合反应基本集中在这３种变应原分子中，为主要致
敏组分，２种变应原组分同时致敏率易偏高，因此认
为作为商品蒿过敏诊断试剂或免疫制剂建议包含这

３种变应原组分，将提高精准诊断及特异性免疫效
率，当然仍需大样本人群检测来筛查潜在致敏原及

更准确了解致敏组分信息。免疫治疗是目前唯一可

能影响过敏性疾病自然病程的医疗干预，对于过敏

人群意义重大，明确真正的致敏组分蛋白后针对性

的免疫制剂可以有效降低免疫治疗中的不良反应，

减少社会医疗经济成本消耗。
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