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结构"引起出血"进一步的研究表明 )) i<*该毒素直接
作用在兔肠道血管壁的内皮细胞"但对小鼠’大鼠
和豚鼠则不显示毒性作用(

本研究初步结果显示"分离自浓缩乳清蛋白粉
及其制品中的生孢梭菌"其代谢产物显示出对 G1"
小鼠致死的毒性作用"死亡时间多在 )& !KO 内"平
均 . eE !KO( 且含毒素的培养液加热处理后仍保留
毒性"且 $0-多价抗肉毒毒素诊断血清对小鼠的死
亡无保护作用"说明分离自浓缩乳清蛋白粉及其制
品的生孢梭菌其代谢产物含有不同于肉毒毒素的
有毒代谢产物( 腹腔注射后中毒死亡的小鼠经解
剖肉眼见小鼠内脏颜色暗紫"培养液与小鼠血液作
用 )& !KO 后"显微镜下可见红细胞皱缩’破裂’细胞
碎片及红细胞凝集等现象(

本文对初步探讨了生孢梭菌毒性代谢产物对
G1"小鼠的毒性作用"尚需进一步深入研究生孢梭
菌是否对人"尤其是对婴幼儿的健康危害作用"需
要开展我国乳制品食品中"尤其是婴幼儿配方食品
中包括生孢梭菌在内的 +"1监测"以便更好地开展
生孢梭菌风险评估工作(
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摘(要!目的(评价 < 种芒果致敏原提取方法!分析与血清特异性 GPI结合的芒果蛋白成分!为临床检测 bGPI提

供最佳抗原制备方法" 方法(分别用三氯乙酸沉淀法#三氯乙酸@丙酮沉淀法#裂解液提取法粗提芒果蛋白!并通

过 +4+0,$5I和二维电泳技术分析不同提取方法提取的芒果蛋白组分!用免疫印迹和二维免疫印迹的方法鉴定粗

提液中与患者特异性 GPI结合的蛋白成分" 结果(< 种方法提取的蛋白组分不同!单例病人血清与 < 种不同方法
提取的蛋白结合的强度和所识别的蛋白组分存在一定差异!三氯乙酸沉淀法和三氯乙酸@丙酮法提取的蛋白反应

条带主要是 <&#%&#%%#%E 和 ’& R4!而裂解液提取的蛋白反应条带主要是 ;<#<;#%&#%*#E<#’& R4" 结论(< 种提取

方法各有特点!三氯乙酸沉淀法提取的芒果蛋白粗提液致敏原组分较完整!重复性好!操作简便!能够满足检测芒

果 bGPI所需已知抗原的要求"
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((食物致敏是指机体免疫系统对摄入的食物产生
的不良反应))* ( 近年来"食物致敏已成为人们日益关
注的食品安全和公共卫生问题"据统计"约 ;g e)&g

的人受到食物致敏的干扰);* ( 芒果 $’/3<2@=7/
23820/%是备受人们喜爱的热带水果之一"属于漆树
科$(3/0/782/0=/=%"杧果属$’/3<2@=7/%"芒果含有大
量的蛋白质"因此具有很大的致敏潜能 )<* ( 据报
道"对食物过敏的儿童中芒果致敏的发生率为
&:;<g )%* "芒果致敏可引起接触性皮炎’血管性水
肿’哮喘和腹痛等症状"严重者可引起全身致敏甚
至休克( 临床上诊断食物致敏主要依靠过敏病史’

皮内点刺试验 $ +,/% 和血清特异性 GPI$b‘NBKCKB
GPI"bGPI%检测等 ).* ( 目前国内外学者用丙酮沉淀
法’酚抽法及乙醇提取法等方法发现芒果中含有多
种致敏原组分"其中已经命名的是 %& R4的致敏原
3JOK) 和 <& R4的致敏原 3JOK; )** ( 由于食物蛋白
比较复杂"不同提取方法得到的致敏原组分不同"

因此"提取致敏原组分的完整性是制备标准化致敏
原的前提条件( 本研究将用 < 种不同方法提取芒果
果肉中的致敏原"用芒果致敏患者血清中的 bGPI作
为0探针1"采用免疫印迹的方法"探究不同提取方
法提取的致敏原组分差异"分析致敏原提取的完整
性"以期找出检测芒果致敏的最佳提取方法"从而
为建立最佳芒果致敏原提取工艺和提高临床检测
特异性 GPI检测的准确性提供实验依据(

)(材料与方法
):)(材料
):):)(样品及血清来源

新鲜芒果购自天津三义庄菜市场"芒果致敏患
者血清来自天津医科大学总医院(

芒果致敏阳性病例 < 例$均为男性"年龄 <. e
%& 岁%"临床诊断依据包括&典型临床过敏史"血清
总 GPIl)&& RX@8"芒果 bGPIl&:<. RX@8等( 阴性
对照血清 ) 例"选自无任何过敏史的健康体检人群(
):):;(主要仪器与试剂

垂直板型电泳仪’二维电泳系统’凝胶成像系
统和半干转仪均购自美国 cG20"$4(

硫脲’碘乙酰胺’载体两性电解质 G,50̂MCCNU’
‘6h< e)& 的干胶条均购自美国 5I"丙烯酰胺’甘氨
酸’过硫酸铵$$,%’十二烷基硫酸钠$+4+%’四甲基乙
二胺$/I3I4%’尿素’二硫苏糖醇$4//%’/UKbN0̂JbN’矿
物油均购自美国 +KP!J"蛋白分子量标准$编号&;**)*"

美国/DNU!Q%"羊抗人GPI0$‘$美国 +KP!J%"甲醇’冰乙
酸’甘油’三氯乙酸$/1$%等其他试剂均为国产分析
纯"溶液配制用水均为3KLLK07超纯水(
):;(方法
):;:)(制备芒果蛋白粗提液

$&三氯乙酸沉淀法$/1$法%( 参考文献)**的
方法改进"取 )& !L研磨充分的芒果匀浆"加入% 倍体
积 i;& f预冷的含 .&g/1$的水溶液"上下颠倒混
匀"于 % f沉淀过夜"其间震荡几次#% f ’ &&& U@!KO

离心 <& !KO( 弃上清"将沉淀悬浮于 i;& f预冷的
含 &:&Eg !0巯基乙醇的丙酮溶液中"涡旋"离心
;& !KO"弃上清( 悬浮’沉淀共重复< 次( 最后将沉淀
在室温下干燥"得到粗提蛋白( 将沉淀研磨成粉末"

加入适量裂解液$E !QL@8尿素"; !QL@8硫脲"%g
16$,+"*. !!QL@84//"%& !!QL@8/UKb%"震荡混匀"
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% f溶解过夜"% f ’ &&& U@!KO离心 <& !KO"收集上
清"分装"i?& f保存"备用(

c&三氯乙酸@丙酮沉淀法 $/1$@丙酮法%( 取
)& !L研磨充分的芒果匀浆"加入 % 倍体积 i;& f
预冷的含 )&g/1$’&:&Eg !0巯基乙醇的丙酮溶液
中"上下颠倒混匀"于 i;& f沉淀过夜"其间震荡几
次#% f ’ &&& U@!KO 离心 <& !KO( 后续步骤同三氯
乙酸沉淀法(

1&裂解液提取法( 取 . P新鲜芒果果肉"在液
氮中充分研磨"用匀浆器搅碎"加入 . !L裂解液
$E !QL@8尿素"; !QL@8硫脲"%g 16$,+"*. !!QL@8
4//"%& !!QL@8/UKb%"震荡混匀后"冰上静置 <& !KO"
使蛋白质充分溶解到裂解液中( % f ); &&& U@!KO
离心 ) D"取上清液"分装" i?& f保存"备用(
):;:;(芒果粗提液蛋白组分分析

采用聚丙烯酰氨凝胶电泳 $ +4+0,$5I%技术"
用不连续系统进行垂直板电泳"对 < 种不同方法提
取的芒果蛋白粗提液进行分析"浓缩胶为 .g"分离
胶为 )&g"蛋白样品与上样缓冲液 )p)混合"煮沸
. !KO"每孔上样 )& %L"*. m恒压堆积 ;& !KO")<. m
恒压分离"待溴酚蓝指示到达底部"电泳完毕"考马
斯亮蓝染色 ) D"脱色液充分洗脱(

采用二维电泳进一步对不同方法提取的芒果
蛋白粗提液进行分析( 水化上样及第一向等电聚
焦&分别取 )&& %L不同方法提取的蛋白样品与等量
水化上样缓冲液混合"用移液器吸取 );. %L混合样
品均匀铺在胶条槽内"将 E B!胶条胶面朝下覆盖在
蛋白样品上"然后覆盖矿物油 ; !L( 设定的等电聚
焦程序见表 )( 胶条的平衡与第二向 +4+0,$5I电
泳&将胶条分别在平衡缓冲液 G和平衡缓冲液 GG中
平衡 )& !KO 后"放在干燥的滤纸上"备用( 制备
)&g的分离胶"待充分凝固后"将胶条放入两块玻璃
板的缝隙"胶面对着短玻璃板"然后用约 .& f的
&:.g低熔点琼脂糖封胶液灌入玻璃板缝隙中"轻轻
把胶条推到分离胶面上"待琼脂糖凝固后"即可开
始电泳( *. m恒压 )& !KO")<. m恒压分离"直到溴
酚蓝跑到玻璃板底部为止( 考马斯亮蓝染色 ) D"脱
色液充分洗脱(

表 )(等电聚焦电泳程序与参数
/ĴLN)(GbQNLNB_UKBCQBMbKOP‘UQBNVMUNbJOV ‘JUJ!N_NUb
步骤 电压@m 时间 目的

水化 .& )%:& D 主动水化
) ;.& &:. D 除盐
; .&& &:. D 除盐
< % &&& <:& D 升压
% % &&& ;& &&&:& mD 聚焦
. .&& 任意时间 保持

注&步骤 ) e. 为等点聚焦电泳程序步骤

):;:<(与血清 bGPI结合的致敏原组分分析
用不同方法提取的芒果蛋白粗提液作为抗

原"用芒果致敏患者血清中的 bGPI作为探针进行
ZNb_NUO ^LQ_试验&将 < 种方法提取的蛋白粗提液
进行 +4+0,$5I电 泳"干 转 膜 仪 ). m电 压 下
<& !KO将蛋白转移到聚偏氟乙稀$,m4-%膜上"用
.g脱脂奶室温封闭; D#封闭结束后"用 /c+/洗
< 次"每次 )& !KO( 将已封闭的 ,m4-膜剪成细
条"; 例阳性血清和 ) 例阴性血清分别与 < 种方法
提取的蛋白进行 % f孵育过夜"血清均用 /c+/稀
释 )& 倍( 洗 < 次"加入二抗 $羊抗人 GPI0$,% "
/c+/稀释) &&& 倍"室温摇床孵育 ; D( 洗 < 次"
最后加入 $,底物显色( 同时"将三氯乙酸沉淀法
提取的蛋白进行二维电泳"并进行半干转"用 ) 例
阳性血清进行 ZNb_NUO ^LQ_试验"方法同上(

;(结果
;:)(芒果蛋白粗提液蛋白组分分析

< 种不同方法提取的芒果蛋白粗提液经 +4+0
,$5I及考马斯亮蓝染色后显示出不完全相同的蛋
白条带"见图 )( 三氯乙酸沉淀法提取的芒果蛋白
和三氯乙酸@丙酮沉淀法提取的蛋白基本相同"显
示出 )& 条可辨的蛋白质条带"分子量分别为 ;.’
<&’%&’%%’%E’..’E&’E<’’&’)&& R4"其中 ;.’<&’%&’
%E R4组分条带染色较深"含量较高"为主带( 而裂
解液提取法得到的蛋白条带为 ’ 条"分子量分别为
;<’;.’;’’%&’%E’E<’)&& R4"主带有 % 条"分子量分
别为 ;<’;.’;’’%& R4(

注&3&3JURNU#$&/1$法#c&/1$@丙酮法#1&裂解液法

图 )(芒果蛋白提取液 +4+0,$5I分析结果
-KPMUN)(IT_UJB_KQO QC!JOPQ‘UQ_NKO LKjMKV +4+0,$5I

JOJLWbKbUNbML_b

用二维电泳方法对 < 种不同提取方法所提取
的芒果蛋白进行分离和检测"结果有较大差异"见
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图 ;( /1$法在酸性端存在少量的横条纹和纵向
条纹"说明有一定的干扰物质存在"分子量 )E e
’’ R4"蛋白在 ‘6h% e’ 的范围内( /1$@丙酮法
提取的蛋白分子量集中在 <& e’’ R4"在 ‘6h% e
? 范围内"大部分点与 /1$法分布一致( 裂解液
法提取的蛋白明显丢失"分子量 <& e%E R4"集中

在 ‘6h* 的位置( 在 < 种提取方法的电泳图谱中
/1$沉淀法可减少芒果蛋白在提取过程中的损
失"具有更好的提取率和重复性"蛋白质组分较完
整"因此"选择 /1$沉淀法进行二维免疫印迹试
验"鉴别芒果致敏原组分(

注&$&/1$法#c&/1$@丙酮法#1&裂解液法

图 ;(芒果蛋白提取液二维电泳分析结果
-KPMUN;(IT_UJB_KQO QC!JOPQ‘UQ_NKO LKjMKV ;04IJOJLWbKbUNbML_b

;:;(能与血清 bGPI结合的蛋白组分分析
不同提取方法得到的芒果蛋白粗提液 经

ZNb_NUO ^LQ_分析"分别使用单例阳性血清和单例阴
性血清作为探针"见图 <( 病人血清与 /1$法和
/1$@丙酮法提取的蛋白反应条带基本一致"而与裂
解液提取法反应条带不完全相同( J病人血清与
/1$法和 /1$@丙酮法提取的蛋白反应条带主要是
<&’%&’%%’%E’’& R4"而与裂解液提取的蛋白反应条
带主要是 ;<’<;’%&’%*’E<’’& R4"以 <; R4处反应
最强( ^ 病人血清与 /1$法和 /1$@丙酮法提取的
蛋白反应条带清晰可辨的是 <&’%&’%%’’& R4"裂解
液提取的蛋白反应条带主要是 ;<’<;’%E’’& R4( 1
病人血清为阴性对照"无反应条带出现(

采用 /1$法提取的芒果蛋白粗提液与单例阳性
病人血清做二维免疫印迹"见图 %( 致敏原组分与血
清特异性 GPI结合的蛋白组分大部分分布在 <& e’&
R4"集中在 ‘6h% eE"在分子量为 %&’%% 和 E& R4的
位置存在分子量大小相同而等电点不同的几种能与
血清特异性 GPI结合蛋白组分( 少数血清特异性 GPI
结合的蛋白组分散在分布在 )E e<& R4之间(

<(讨论
近年来"芒果致敏越来越引起人们的重视( 目

前"临床上仍广泛使用芒果蛋白粗提液进行体内外
诊断和免疫治疗"因此"保证芒果蛋白粗提液致敏
原组分的完整性和制备标准化致敏原是提高诊断
致敏性疾病准确性的前提"也是进行致敏原蛋白组
学分析的基础(

,JbBDRN等 )E*用 .; 例芒果致敏患者血清对芒果

注&3&3JURNU#J’^&单例阳性血清#B&单例阴性血清#

$&/1$法#c&/1$@丙酮法#1&裂解液法

图 <(芒果蛋白粗提液 ZNb_NUO ^LQ_结果
-KPMUN<(3JOPQNT_UJB_‘UQ_NKO ^WZNb_NUO ^LQ_JOJLWbKbUNbML_b

图 %(/1$法提取的芒果蛋白二维免疫印迹结果$单例血清%

-KPMUN%(3JOPQ/1$NT_UJB_‘UQ_NKO ^W;04K!!MOQ̂LQ_

JOJLWbKbUNbML_b$bKOPLNbNUM!%

粗提蛋白进行检测"共有 ? 个特异性 GPI结合条带"
分子量分别为 )%’)*’;.’<&’%&’%<’.&’*E R4"并根
据国际规则将 %& R4的致敏原命名为 3JOK)"<& R4
的致敏原命名为 3JOK;( "NOONU等 )?*对 ; 例芒果
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致敏患者进行研究"发现分子量为 ;E R4的蛋白是
芒果主要致敏原( 本研究中"我们采用 < 种不同的
方法提取芒果蛋白质"通过 +4+0,$5I分析主要蛋
白条带"/1$法和 /1$@丙酮法提取的主要蛋白质
分子量为 ;.’<&’%&’%%’%E’..’E&’E<’’& 和 )&& R4"
而裂解液法提取的蛋白质分子量分别为 ;<’;.’;’’
%&’%E’E< 和 )&& R4"此结果与蒋鹏课题组 )’*的报道
相似( 二维电泳结果显示裂解液法提取的蛋白分
子量在 <& e%E R4"集中在 ‘6h* 的位置"未到达良
好分离效果"说明裂解液法提取的芒果蛋白不适合
应用于二维电泳( /1$法提取的芒果蛋白质分子
量从 )E e’’ R4"蛋白在 ‘6h% e’ 的范围内(
/1$@丙酮法提取的蛋白分子量集中在 <& e’’ R4"
在 ‘6h% e? 范围内"此结果与 $OVUJVN课题组 ))&*

的报道相似( 表明我们提取的芒果蛋白粗提液含
有芒果主要致敏原组分"可作为制备特异性 GPI检
测的重要抗原材料"其中部分蛋白条带的差异可能
是由于芒果果系’成熟程度’地域差异和实验室条
件的不同等因素造成的(

本研究用 ; 例芒果致敏阳性血清分别与 < 种
方法提取的蛋白粗提液进行 ZNb_NUO ^LQ_试验"鉴
别芒果蛋白中的致敏原组分( 结果显示裂解液法
提取的芒果蛋白与 ; 例病人血清结合的主要条带
是 ;<’<;’%E’’& R4"/1$法与 /1$@丙酮法的血清
bGPI结合条带基本一致"; 例病人血清结合的主要
蛋白条带是 <&’%&’%%’’& R4"此结果与 ,JbBDRN课
题组 )))*的报道相似( ; 例病人血清结合的条带略
有差异"可能是由于血清中的 bGPI水平不同造成
的( 阴性对照血清无反应条带出现( 二维电泳显
示 /1$法的蛋白组分比较完整"重复性较好"用
) 例病人血清与 /1$法蛋白粗提液进行二维免疫
印迹"结果显示致敏原组分与血清特异性 GPI结合
的蛋白组分大部分分布在 <& e’& R4"集中在‘6h
% eE"除此之外"在低分子量 $ 9<& R4%区域还散
在分布一些反应的点"说明有些含量较少的蛋白
与血清 bGPI结合较强(

((纵观本研究结果"我们初步认为 /1$法提取的
芒果蛋白粗提液致敏原组分较完整"重复性好"操
作简便"收获量大"提取的蛋白质适合用于血清 bGPI
检测的标准抗原"可以应用于临床诊断芒果致敏性
疾病( 此外"我们需要进一步收集病例"寻找与群
体 bGPI有高结合频率的重要芒果致敏原组分进行
重组表达"采用人工复合抗原取代天然抗原"为临
床检测芒果致敏原提供标准化抗原"从而提高芒果
致敏性疾病的诊断水平(
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