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研究报告
腰果主要过敏原 /1HL9原核表达及免疫学鉴定

康晨 !!闫娟娟 !!姜琛 9!张嘉懿 9!谢万珍 !!毕宏晨 !!李会强 !

!!D天津医科大学医学检验学院"天津"3##9#3$ 9D天津市儿童医院检验科"天津"3###)8#

摘"要!目的"构建 /1HL9 重组表达质粒!原核表达重组蛋白并评价其免疫活性" 方法"将 /1HL9 基因构建到
_G629&H#s$载体中!测序正确的重组质粒转化 ;LOQ>>H#dG3$感受态细胞!诱导表达目的蛋白并进行质谱鉴定" 利

用腰果过敏阳性血清!通过酶联免疫吸附试验#G+X-/$和蛋白质免疫印记#\QO>QK1 ^JL>$法评价重组 /1HL9 的免

疫活性" 结果"重组蛋白进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳#-d-24/[G$表明分子量为 (8 ad!与理论值相

符!经质谱鉴定为 /1HL9" G+X-/结果显示!用重组 /1HL9 检测腰果过敏阳性血清与阴性血清特异性 XMG抗体
#OXMG$水平差异有统计学意义#7j9@88!!?#@#($" \QO>QK1 ^JL>结果表明!重组 /1HL9 与腰果过敏患者血清反应

性良好" 结论"利用原核系统表达了 /1HL9!并且重组 /1HL9 与腰果过敏患者血清具有良好的反应性"
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""食物过敏是被致敏机体在重复暴露于相同食
物所产生的特定免疫反应"对机体产生不良影

响 ) !* ’ 食物过敏的患病率在过去的几十年内不断
攀升"目前全世界约有 97f37的成年人和 (7f
!#7的儿童患有食物过敏 ) 9* ’ 中国的食物过敏患病
率在十年中由 3@(7上升到 )@)7) 3* ’ 食物过敏通
常起病迅速"某些严重反应甚至危及生命"严重影
响患者生活质量"也占用了大量的医疗资源 ) 8* "因
此"用高效的检测方法准确诊断食物过敏(提出预
防和控制食物过敏的措施至关重要 ) 82(* ’

过敏原特异性 XMG#OXMG$抗体检测是评估食物
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过敏的重要指标 ) !* ’ 过敏原组分诊断 #ELA_L1Q1>2
KQOLJ‘QS SIHM1LOIO" ’;d$通过使用过敏原单个组分
对患者 OXMG抗体进行检测 ) $* "减少其他过敏组分的
交叉反应"评估特定食物过敏表型(严重程度和患
病风险 ) )* "是重要的诊断方法’ 在天然过敏原中"

某些单一过敏原含量低(提取难于标准化(批次间
不稳定"通过纯化难以获得大量的高纯度过敏
原 ) )* "因此"重组过敏原成为实现 ’;d的有效方法’

坚果过敏占食物诱发过敏反应致死人数的
!&7 f8#7) &* " 其中腰果占坚果过敏的 !(7 f
387) %* ’ 在我国一些地区"腰果可占食入性过敏原
的 &@(#7"也是引起支气管哮喘最重要的食入性过
敏原#!)@&#7$ ) !#2!!* ’ 腰果过敏的发病年龄从 9 个
月至 9) 岁不等"平均发病年龄为 3 岁 ) !9* ’ 腰果过
敏首发症状多为皮肤与呼吸道的症状"或伴随胃肠
道和心血管症状 ) !3* ’ 已知腰果过敏组分有 3 种%)-

球蛋白 /1HL!(!!- 球蛋白 /1HL9 和 9- 白蛋白
/1HL3) !8* ’ 其中"/1HL9 为腰果主要贮藏蛋白"在
以往研究中可与超过半数的腰果过敏阳性血清 OXMG

特异性结合 ) !9* ’ /1HL9 作为 !!- 球蛋白"是 ER_I1

超家族蛋白成员"天然为六聚体形式"与大豆(花
生(杏仁的 !!- 球蛋白具有同源性 ) !(* ’ 本研究利用
原核表达系统大量表达了重组 /1HL9"纯度高(免
疫活性强"为实现腰果组分诊断提供优质抗原’

!"材料与方法
!@!"材料
!@!@!"主要仪器与试剂

紫外分光光度计#美国 6:QKAL$"4’;仪(电泳
装置均购自美国 *IL2;HS"聚偏二氟乙烯#4qd.$膜
#美国 0IJJI_LKQ$"G+c2&## 酶标仪#美国 *IL>Qa$"水
平摇床"超声破碎仪"%$ 孔板’

原核表达载体 _G629&H#s$($8(9:;6<4!# 感受
态细胞($8(9:;;LOQ>>H#dG3$感受态细胞(快速琼脂
糖凝胶 dB/回收试剂盒(高纯度质粒提取试剂盒(

限制性内切酶 $(9;X和 <=9X(68 dB/连接酶均购
自大连宝生物公司"蛋白分子量标准 0HKaQK(*’/

试剂盒均购自美国 6:QKAL"羊抗人 XMG2T;4#美国
-IMAH$"T;4底物 /液#四甲基联苯胺$(*液#过氧
化氢$均购自北京索莱宝"T;4化学发光底物#美国
[G$"基因合成及测序由安徽通用生物系统有限公
司完成’
!@!@9"血清标本

腰果过敏患者及阴性血清由天津市儿童医院
提供’ 纳入标准%具有荨麻疹(皮炎(哮喘或胃肠道
不适等典型的临床过敏症状 ) !"!3* "血清总 XMGn

!## a5,+"腰果 OXMGn#@3( a5/,+’ 血清分装后
于h9# g保存’
!@9"方法
!@9@!"重组质粒 _G629&H#s$2/1HL9 的构建

查询 [Q1*H1a" 获 得 /1HL9 氨 基 酸 序 列
//B)$&$9"分别利用 dB/->HK(-IM1HX4(@#(60T00

生物信息学软件分析蛋白的二级结构和抗原性(信
号肽(跨膜区"加入酶切位点 $(9;X#[//66’$和
<=9X#’6’[/[$"委托公司合成基因序列’ 将获得
的 /1HL9 基因与 _G629&H#s$质粒进行 $(9;X和
<=9X双酶切"回收产物后用 68 dB/连接酶进行
8 g过夜连接"获得重组质粒 _G629&H#s$2/1HL9’

将重组质粒转化 $8(9:;6<4!# 感受态细胞并挑取
单克隆进行酶切鉴定"阳性结果测序’
!@9@9"重组蛋白的诱导表达

将测序正确的重组质粒提取" 转化 $8(9:;
;LOQ>>H#dG3$感受态细胞"涂布含卡那霉素和氯霉
素抗性的 +*平板 3) g过夜培养’ 挑取单个菌落
接入含卡那霉素和氯霉素抗性的 +*液体培养基"
3) g 99# K,AI1 扩大培养至吸光度 $## 1A#<d$##$

为 #@8f#@$ 时"取出部分菌液作为未诱导"剩余菌
液中加入终浓度为 ! AALJ,+的异丙基2"&.2硫代半
乳糖苷#X46[$"3) g 99# K,AI1 诱导 3 :’ 表达完
成后将诱导和未诱导的菌液分别于 % ### K,AI1 离
心 ( AI1#离心半径 #@&( EA$"收集后的菌体沉淀加
入裂解液)#@! AALJ,+_T值为 )@8 的磷酸盐缓冲
液 #4*- $ =(76KI>L12]!## =!# AALJ,+溶菌酶 j

)=9=!*"冰上超声破碎’ 超声后分出诱导菌液于
8 g !9 ### K,AI1 离心 ( AI1#离心半径 #@%( EA$"

分别收集上清和沉淀’ !97分离胶进行十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳# -d-24/[G$检测重组蛋
白表达情况"并将目的蛋白切胶送至上海生工进行
质谱分析’
!@9@3"重组蛋白的复性及纯化

将以包涵体的形式存在的重组蛋白复性纯化"

用包涵体洗涤液)含 6KIO2T’J_Tj&@("! AALJ,+乙
二胺四乙酸#Gd6/$"!## AALJ,+BH’J"!76KI>L1 ]2
!##*重悬包涵体沉淀"超声洗涤"!3 ### K,AI1 离心
!# AI1#离心半径 #@%( EA$"收集沉淀’ 用包涵体
溶解液 # (# AALJ,+6KIO2T’J_Tj&@(" ! AALJ,+
Gd6/"!## AALJ,+BH’J"!# AALJ,+"2巯基乙醇"
9 AALJ,+脱氧胆酸钠"& ALJ,+尿素$将沉淀缓慢充
分溶解" !3 ### K,AI1 离 心 !# AI1 #离 心 半 径
#@%( EA$"收集上清于透析袋中’ 在含 8(3(9(!(
# ALJ,+尿素的梯度复性液中 8 g透析 98f3$ :"得
到稳定可溶的重组蛋白’
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!@9@8"重组蛋白的免疫活性评价
用酶联免疫吸附试验#G+X-/$检测腰果过敏血

清 OXMG% 将 重 组 蛋 白 用 碳 酸 盐 缓 冲 液 # ’*- $
##@#( ALJ,+"_Tj%@$$稀释到终浓度 ! "M,AJ"在
%$ 孔板中每孔加入 !9( "J" 8 g包被过夜"加入
#@#(7 6PQQ129# 的磷酸盐缓冲液#4*-6$洗涤3 次"
拍干’ 每孔加入 9(# "J!7牛血清白蛋白 #*-/$"
3) g封闭 9 :"4*-6洗涤 3 次"拍干’ 每孔加入
!## "J!=9# 稀释的血清"每份血清做复孔"3) g孵
育 9 :"4*-6洗涤 3 次"拍干’ 每孔加入 !## "J
!=9 ###稀释的羊抗人 XMG2T;4"3) g孵育 3# AI1"
4*-6洗涤 3 次"拍干’ 每孔加入 T;4底物 /液(*
液各 (# "J"避光显色 !# AI1’ 每孔加入 (# "J终止
液终止显色"用酶标仪检测 <d8(#"使用 [KH_:4HS
4KIAQ( 对检测结果进行非配对 7检验"!?#@#( 为
差异有统计学意义’

用蛋白质免疫印记#\QO>QK1 ^JL>$法评价重组
蛋白反应性%将重组蛋白用 )# q恒压 !@( : 转移到
4qd.膜上&加入 37 *-/封闭"室温慢摇 9 :&6*-6
洗 3 次"!# AI1,次&将 % 例腰果过敏阳性血清及阴
性对照分别 ! =!# 稀释至 ! AJ"室温慢摇孵育 9 :"洗
涤&加入 ! =!# ### 稀释的羊抗人 XMG2T;4"室温慢
摇孵育 ! :"洗涤&最后加入 T;4化学发光底物"避
光反应 3 AI1"曝光拍照’

9"结果
9@!"表达载体 _G629&H#s$2/1HL9 构建和鉴定

去除 !2!8HH信号肽"将优化后的 /1HL9 基因
和表达载体 _G629&H#s$分别进行 $(9;X2<=9X双
酶切"酶切产物按照模式构建图#图 !$连接"构建重
组表达载体 _G629&H#s$2/1HL9’ 将重组质粒
_G629&H#s$2/1HL9#约 $@) a^$经 $(9;X2<=9X双
酶切鉴定 #图 9$"可见约 !@3 a^ 处有一亮条带为
/1HL9 优化基因" (@3 a^ 左右处亮条带为载体
_G629&H#s$酶切后片段’
9@9"重组 /1HL9 诱导表达及质谱鉴定
9@9@!"重组 /1HL9 诱导表达及纯化

重组 /1HL9 分子量理论值为 (8 ad"由 -d-2
4/[G结果所示#图 3$"经 X46[诱导后的阳性菌"
比未诱导菌体蛋白在理论大小处明显多出一条带’
与诱导后菌体蛋白的上清部分比较"目的蛋白主要
存在于沉淀中’

大量的重组蛋白以包涵体的形式存在于沉淀
中"是由于异源蛋白在大肠埃希菌宿主中高效表达
时"没有形成正确折叠’ 为了得到有免疫活性的蛋
白"需要把包涵体形式的重组蛋白变复性处理"使

图 !"重组质粒 _G629&H#s$2/1HL9 的构建
.IMRKQ!"’L1O>KRE>IL1 LFKQELÂ I1H1>_JHOAIS

_G629&H#s$2/1HL9

注%0%0HKaQK&!%_G629&H#s$2/1HL9 经 $(9;X2<=9X

双酶切&9%_G629&H#s$2/1HL9

图 9"重组质粒 _G629&H#s$2/1HL9 的 $(9;X2<=9X双酶切鉴定

.IMRKQ9"XSQ1>IFIEH>IL1 LFKQELÂ I1H1>_JHOAIS _G629&H#s$2/1HL9

SIMQO>QS PI>: $(9;X2<=9X

注%0%0HKaQK&!%未诱导菌体蛋白&9%诱导后菌体蛋白&

3%诱导菌体裂解后上清&8%诱导菌体裂解后沉淀

图 3"/1HL9 重组蛋白的表达
.IMRKQ3"X1SREÎJQQc_KQOOIL1 LFKQELÂ I1H1>/1HL9

其稳定可溶’ 由 -d-24/[G扫描所示#图 8$"复性
后的重组蛋白纯度约为 %#7"*’/法检测重组蛋白
浓度为 !@9 AM,AJ’
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注%0%0HKaQK&!%/1HL9 重组蛋白复性后蛋白

图 8"重组 /1HL9 的复性纯化结果
.IMRKQ8"4RKIFIEH>IL1 H1S KQ1H>RKH>IL1 LFKQELÂ I1H1>

/1HL9

9@9@9"重组蛋白质谱分析结果

注%/%重组 /1HL9 肽指纹图谱&*%重组 /1HL9 的

误差分布&’%重组 /1HL9 肽段分析

图 ("/1HL9 重组蛋白的质谱鉴定
.IMRKQ("XSQ1>IFIEH>IL1 LFKQELÂ I1H1>_KL>QI1 /1HL9

^WAHOOO_QE>KLAQ>KW

复性处理后的目的蛋白质谱结果如图 ( 所示"
重组蛋白分子量为 (!@8 ad"等电点为 $@9)’ 图 (/
为目的蛋白肽段及碎片类型离子串联质谱解析"图
(*为目的蛋白肽段及碎片离子质量数实测值与理
论值误差范围分布"图 (’中加粗标记的序列为二
级质谱与理论值匹配的序列"共有 % 个肽段串联质

谱得到匹配"质量数相符肽段序列覆盖率为 9)7"
与目标蛋白 /1HL9 比对结果为通过"匹配分数
$$$ 分’
9@3"重组 /1HL9 免疫活性评价
9@3@!"重组 /1HL9 的 G+X-/检测

通过 G+X-/法"检测了 !) 例腰果过敏阳性血
清和 ( 例阴性对照血清中 /1HL92OXMG的含量’ 如
图 $ 所示"腰果过敏血清与阴性对照血清 /1HL92
OXMG水平差异有统计学意义 #7j9@88"!?#@#($’
截断值取阴性血清 <d8(#平均值加 9 倍标准差"得出
!) 例腰果过敏血清中"有 % 例#(9@%7$可以与重组
/1HL9 反应’

图 $"重组 /1HL9 与血清 OXMG反应性分析
.IMRKQ$"-XMGKQHE>I‘I>WLF:RAH1 OQKRAHMHI1O>

KQELÂ I1H1>/1HL9

9@3@9"重组 /1HL9 的 \QO>QK1 ^JL>检测
将重组 /1HL9 与 % 例 G+X-/筛选出的/1HL9

阳性反应血清和阴性对照进行 \QO>QK1 ^JL>"结果如
图 ) 所示"重组/1HL9 与 % 例阳性血清均有不同强
度的反应"阴性对照未显示条带’ 结果表明"重组
/1HL9 可以与腰果过敏血清 OXMG结合"具有免疫
活性’

注%0%0HKaQK&!f%%腰果过敏阳性血清&B%阴性对照 6*-6

图 )"重组 /1HL9 的 \QO>QK1 ^JL>结果
.IMRKQ)"\QO>QK1 ^JL>H1HJWOIOLFKQELÂ I1H1>/1HL9

3"讨论
腰果作为主要的食物过敏原"会引发皮肤(胃

肠道(呼吸道严重的食物过敏症状’ 腰果的主要过
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敏原是/1HL!(/1HL9 和/1HL3"都属于种子贮藏
蛋白’ /1HL! 分子量为 (# ad"是 )- 豌豆球蛋白"

耐热耐水解 ) !$* ’ /1HL9 是 !!- 球蛋白"占总贮藏
蛋白的 (#7"因此被称为腰果主要贮藏蛋白 ) !)* ’ 天
然 /1HL9 约 (( ad"由 33 ad的酸性大亚基(9! ad

的碱性小亚基组成"天然通常呈六聚体形式 ) !(* ’
/1HL3 分子量为 !9@$ ad"是 9- 白蛋白"可以抵抗
机体的胃蛋白酶和胰蛋白酶的水解作用 ) !8* ’ 在以
往的研究中"这三种过敏原与腰果过敏阳性血清
OXMG结合率分别为 (#7($97(&!7) !9* "因此/1HL9

作为腰果主要过敏原组分"在腰果 OXMG检测中有重
要意义’

本研究将 _G629&H#s$2/1HL9 重组质粒转入
;LOQ>>H#dG3$感受态细胞中进行表达"获得重组
/1HL9’ 载体 _G629&H#s$带有 TIO标签"便于纯
化"同时 6) 启动子含 :>(?编码基因"提高稳定性"在
X46[诱导下可以大量表达’ 在本研究中"利用
;LOQ>>H#dG3$感受态细胞增加了稀有密码子的表
达"提高了表达效率"短时间内获得了大量高纯度
的重组 /1HL9’

’;d利用纯化或重组的过敏原检测针对个体
过敏原的 OXMG"可以进一步确定患者的过敏组分"区
分不同的过敏症状"评估症状严重及耐受程度"成
为 XMG介导的食物过敏反应诊断及预后判断中的重
要工具 ) &* ’ 有研究利用腰果过敏组分 /1HL!(
/1HL9(/1HL3 区分对腰果过敏和耐受的儿童"并
评估过敏风险’ 三个过敏原结合性别(过敏史(OXMG
水平(皮肤点刺试验# -46$的 E指数#一致性指数$

分别为 #@%#((#@%9&(#@%!8) !$* ’ 由于单一过敏组分
在天然蛋白中含量不一"某些成分提取过程中容易
降解"提取方法也难于标准化"批次间的性质不稳
定"通过纯化方法很难获得大量高纯度的单一组分
过敏原 ) )* "因此重组表达成为了获得大量高纯度的
单一组分过敏原的重要途径"可为 ’;d提供重要检
测原料’

在对重组 /1HL9 的免疫活性评价中"\QO>QK1
^JL>结果显示重组 /1HL9 与腰果过敏阳性血清有
比较明显的特异性结合"说明与患者血清中 OXMG抗
体有较好的结合能力’ G+X-/结果显示有 (9@%7的
腰果过敏阳性血清具有重组 /1HL92OXMG"与以往的
研究结果 ) !9*相近’ 重组/1HL92OXMG在腰果过敏血
清和阴性血清中的水平差异有统计学意义 #7j

9@88"!?#@#($"重组 /1HL9 可以区分阳性和阴性
血清"可作为已知抗原用于单组分2OXMG抗体检测试
剂制备’ 阴 性血清本 底 <d8(# n#@9##" 与 重 组
/1HL9有一定非特异性结合’ 一方面"原核表达系

统缺少真核生物的蛋白合成后的修饰机制 ) !&* "通过
异源性表达获得的重组 /1HL9 与天然 /1HL9 构
象有区别"免疫活性也有差异&另一方面"可以通过
继续优化包被条件降低本底 <d值’ 为了提高诊断
效率"提高检测腰果过敏阳性血清的灵敏度和特异
性"降低阴性血清的非特异反应"研究方向将继续
对 /1HL9 的抗原表位进行筛选优化’ 将筛选出的
高反应肽段进行串联融合"进一步提高对腰果过敏
阳性标本的检出率"减少交叉反应"从而获得高效
的重组 /1HL9 抗原"推进腰果过敏的单组分分子
诊断研究’
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成都市海产品中副溶血性弧菌耐药特征及多位点序列分型
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摘"要!目的"了解成都市不同种类的海产品中副溶血性弧菌的污染程度%耐药情况%毒力基因分布%基因分型情

况!为成都市食源性副溶血性弧菌流行及其风险评估提供基础数据" 方法"参照 [*8)&%@)+9#!3,食品安全国家

标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验-!从不同种类的海产品中分离副溶血性弧菌疑似菌株!通过生化试验

及 !$- KdB/测序进行准确鉴定&采用纸片扩散法对分离株进行药敏试验!通过聚合酶链式反应#4’;$检测与其致

病性相关的 9 个毒力基因!对分离株进行多位点序列分型分析" 结果"从采集的 3&# 份海产品中共 !#8 份样品检

出副溶血性弧菌!总检出率为 9)@87" 药敏试验表明!%)@!7# !#!,!#8$的分离株具有耐药性!其中对氨苄西林的

耐药率最高#%(@97!%%,!#8$" 分离株 7@= 基因携带率为 !9@(7#!3,!#8$!7A= 基因携带率为 !@#7#!,!#8$&!#8 株

分离株共分为 3& 个 -6型!其中 -6!&#!%-63%9%-68!3 型分离率较高!分离株未出现流行克隆群" 结论"流通过程

中不同种类海产品副溶血性弧菌污染率%耐药情况%毒力基因分布存在差异!可能与养殖环境%运输条件等有关"
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MQ1L>W_I1MLF0;F@;9G>@>=>DC9:H7;(B5I1 SIFFQKQ1>aI1SOLFAHKI1Q_KLSRE>OI1 ’:Q1MSRDX1EKQHOQ>:Q^HOIESH>HL1 >:Q

_KQ‘HJQ1EQH1S KIOa HOOQOOAQ1>LFFLLS^LK1Q0;F@;9G>@>=>DC9:H7;(B5I1 ’:Q1MSRD:&(1)*/"/EELKSI1M>L[*8)&%@)2


