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摘"要!目的"克隆获得腰果主要过敏原 0@>?- 基因!并利用 ]H?NQ2VCZD原核表达载体重组表达 0@>?- 并鉴

定免疫活性" 方法"提取腰果总 /K0!逆转录至 8:K0!设计特异性引物!通过巢式 aH/技术克隆腰果 0@>?- 基

因!将其插入 ]H?NQ2VCZD[S8T?U!鉴定并测序%将测序正确的阳性质粒转化大肠埃希菌 eE#!#:G-$!低温 !’ (诱导

表达" 摸索诱导表达条件!经镍柱纯化!并通过 FSPTSU@ YN?T鉴定免疫活性" 结果"测序结果表明!克隆腰果 0@>?-

基因片段全长为 1!4 Y]!与 BS@e>@X 上 0@>?- 基因 H:V 序列基本一致%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

表明!目的蛋白分子量为 #4 X:左右!大小与理论值相符%FSPTSU@ YN?T结果表明!与腰果过敏阳性血清具有良好的

反应性" 结论"从腰果中成功克隆了 0@>?- 基因!并于原核系统表达了 0@>?- 蛋白!证实了此蛋白与腰果过敏

血清具有良好的反应性"
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""腰果过敏是一种常见的坚果类过敏"甚至成为
影响人类健康的危险因素之一 )!* + 流行病学研究
发现"欧美等发达国家坚果类过敏的患病率高达

!)1* )#* "坚果类食物中腰果过敏的 发病率为
!’* f-&* )-* &而在我国无锡地区"陈国千等 )1*用
德国 ZSQ=\=PP过敏原检测系统检出儿童腰果过敏
阳性率为 !5*+ 腰果过敏是由 ;AG介导的变态反
应"可引起皮肤(呼吸道和胃肠道症状"严重时可导
致过敏性休克"且危及生命 )’* +

食物过敏原特异性 ;AG#P;AG$检测是诊断食物过
敏的重要方法之一"分子诊断是 P;AG检测的重要趋
势+ 分子诊断强调以单一组分为已知抗原"替代食物
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蛋白提取液#混合蛋白$"分别检测待检血清中 P;AG"
减少彼此干扰"有效提高 P;AG检测的准确性)%* + 目
前"已明确的腰果过敏组分有 -种"即0@>?!(0@>?#(
0@>?-+ 0@>?! 为 ’& X:"4V 的豌豆球蛋白&0@>?#
为 -- X:"!!V 的球蛋白&0@>?- 为 !#)% X:"#V 的白
蛋白)4* + 研究报道"- 种重组过敏原与腰果过敏阳性
血清特异性 ;AG结合频率依次为 ’&*( %#*和
5-*)32!&* + 天然过敏原提取困难"且蛋白容易降解"
难于标准化)!!* + 因此"本研究通过构建 0@>?- 重组
质粒并以大肠埃希菌#;,*&.-2*&2$ *)(2$作为表达宿
主"近而获得可溶性好(表达量高(免疫活性强的重组
0@>?-"为实现腰果 P;AG分子诊断提供优质抗原+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"样品及血清来源

新鲜腰果购自天津世纪联华超市"腰果过敏阳
性血清(阴性血清由天津市儿童医院提供+

腰果过敏阳性病例共 !- 例#见表 !$"临床诊断
依 据 包 括% 典 型 的 临 床 过 敏 史" 血 清 总
;AG,!&& XC6E"腰果 P;AG,&)-’ XC06E等+ 阴性
对照血清 ! 例"来自无任何过敏史的健康体检人群+

表 !"腰果过敏阳性病人临床资料
R>YNS!"HN=@=8>N8.>U>8TSU=PT=8P?98>P.S\2>NNSUA=8]>T=S@TP

编号 性别 年龄
临床 P;AG水平

浓度6# XC06E$ 分级
! 男 ’ 月 &)4! #)&
# 男 !# 岁 &)’! !)1
- 男 ! 岁 &)-5 !)!
1 男 !1 月 #)5& #)3
’ 男 - 岁 #)-& #)’
% 女 !1 岁 #3)3& 1)-
4 男 ! 岁 !&)%& -)’
3 男 # 月 &)4! #)&
5 男 ! 岁 &)1’ !)-
!& 女 ! 岁 &)1! !)!
!! 男 !! 岁 &)1! !)!
!# 女 ’ 岁 &)1’ !)-
!- 男 - 岁 !)1& #)#

!)!)#"主要仪器与试剂
水平摇床"aH/仪(Z=@=2a/DRG0K- 垂直板型

电泳仪(Z=@=RU>@P2eN?T电转印槽(凝胶成像系统均
购自美国 e=?2/>Q"K>@?:U?] #&&&8分光光度计#美
国 R.SUW?P8=S@T=9=8$+

;,*&.-2*&2$ *)(2R?] !& 感受态细胞(;,*&.-2*&2$
*)(2eE#!#:G-$感受态细胞(原核表达载体 ]H?NQ2
VCZD[S8T?U(RU=_?N(总 /K0提取试剂盒(逆转录第
一链合成试剂盒(快速琼脂糖凝胶 :K0回收试剂
盒(快速 :K0产物纯化回收试剂盒(高纯度质粒小
提试剂盒(RU>@P#g]NMP;;:K0Z>UXSU(h’ J?TPT>UT

:K0]?N(a9M :K0聚合酶(=$>酶(R1 :K0连接酶(
限制性内切酶 "#+"(1$4J"均购自大连宝生物公
司"镍柱#德国 ;@[=TU?AS@$"辣根过氧化物酶#J/a$
底物 #美 国 Z=NN=]?US$" 鼠 抗 人 ;AG2J/a# 美 国
V=AW>$"氨苄青霉素(5E阿拉伯糖(丙基E!EF2硫代吡
喃半乳糖苷#;aRB$(细菌裂解液#!* RU=T?@2<!&&"
! WW?N6E溶菌酶"&)! W?N6E]Jo4)1 磷酸盐缓冲
液$等试剂均购自上海生工生物工程股份有限公
司"特异性引物也由其合成+
!)#"方法
!)#)!"0@>?- 基因的克隆

取腰果植物组织样品"按照 RU=_?N说明进行总
/K0提取"利用 K>@?:U?] #&&&8分光光度计进行
纯度分析+ 然后逆转录 aH/#/R2aH/$获得腰果
8:K0+ 根 据 BS@e>@X 中 0@>?- 的 核 酸 序 列
#0d&3!3’-)!$"设计巢式引物#见表 #$"通过巢式
aH/#KSPTSQ aH/$技术获得 0@>?- 目的基因+

表 #"巢式 aH/引物序列

R>YNS#"aU=WSUPS‘MS@8SP9?U@SPTSQ aH/
引物 序列#’’2-’ $ 酶切位点
L! RBBH000BRRHRR0HRHHRHHR 无

/! 000HBHH0B0BRRBRB00BH 无

L# 0000BBHHRR0RBBH000BRRHRR0HRHH "#+ ;

/# HBHBB0RHHHR00R00B0RB0HRB000 1$4J;

注%下划线为酶切位点

!)#)#"表达载体 ]H?NQ2VCZD20@>?- 的构建
将获得的 0@>?- 基因与 ]H?NQ2VCZD质粒进行

"#+"和 1$4J;双酶切"R1 :K0连接酶将回收产物相
互连接"即得重组质粒+ 将重组质粒转入 ;,*&.-2*&2$
*)(2R?]!&"涂布含有氨苄青霉素的 Ee培养基#!&&
!A6WN$进行抗氨苄青霉素筛选"挑取单个菌落进行
菌落 aH/"设置空载对照"鉴定片段大小并测序+
!)#)-"重组蛋白的诱导表达

将测序正确的菌株进行质粒提取"转化至表达菌
株 ;,*&.-2*&2$ *)(2eE#!#:G-$+ 将含有重组质粒的
表达菌株"接入 Ee培基#52阿拉伯糖 &)’ WA6WN(氨
苄青霉素 !&& !A6WN$"扩大培养至 %&& @W吸光度
#D:%&&$为 &)1 f&)% 时"!’ (静置 -& W=@+ 留取一部
分菌液为未诱导"剩余进行 !’ (分管诱导"5 &&& U6W=@
离心 ’ W=@ 收集菌体"加入裂解液"冰上超声破碎+
1 ((!# &&& U6W=@ 离心 ’ W=@"收集上清"检测 ;aRB

终浓度#&)’(! WW?N6E$(诱导时间#-(#1 .$对 0@>?-
可溶性表达量的影响+ 设置 ]H?NQ2VCZD空载质粒
及 ;,*&.-2*&2$ *)(2eE#!#:G-$空菌为蛋白表达阴性
对照+ 最后用 !#*的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝
胶电泳#V:V2a0BG$检测蛋白表达情况+
!)#)1"重组蛋白的纯化
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按照最优表达条件扩大蛋白表达量"获取细菌
裂解上清+ 因重组蛋白带有 J=P标签"采用 K=2KR0
进行目的蛋白提纯+ 首先"在柱子中加入 K=2KR0
和不含咪唑的 e=@Q=@AeM99SU#’& WW?N6EK>J#aD1"
’&& WW?N6EK>HN"]Jo3)&$进行镍柱平衡&然后加
入细菌裂解上清 1 (慢摇 ! ."使目的蛋白与镍柱进
行充分结合&为了去除未结合蛋白"加入含低浓度
咪 唑 的 F>P. eM99SU# ’& WW?N6E K>J#aD1"
’&& WW?N6EK>HN"咪唑 #& WW?N6E$&最后加入含高
浓度咪唑的 GNMT=?@ eM99SU# ’& WW?N6EK>J#aD1"
’&& WW?N6EK>HN"咪唑 #’& WW?N6E$洗脱亲和柱"
收集洗脱液" V:V2a0BG检测纯化结果+ 最终"用
K>@?:U?] #&&&8分光光度计检测蛋白浓度+
!)#)’"重组蛋白的免疫活性鉴定

采用FSPTSU@ YN?T将重组0@>?- 抗原转移到聚
偏氟乙烯#aj:L$膜上"条件为%4& j恒压 !)’ .&加
入 ’*脱脂牛奶封闭"室温慢摇 # .&ReVR洗 - 次"
!& W=@6次"将 !- 例腰果过敏阳性血清及阴性对照
血清分别 !m!& 稀释至 ! WN"1 (慢摇过夜&洗涤"加
入 !m4 ’&& 稀释的鼠抗人;AG2J/a"室温孵育 ! .&洗
涤"最后加入 J/a化学发光底物"反应 - W=@"曝光+

#"结果
#)!"0@>?- 基因克隆结果

巢氏 aH/第一轮扩增出目的片段"经琼脂糖凝
胶电泳后"在约 13& Y] 处有一条亮带"与理论预测
""""

大小 134 Y] 相符"见图 !0&以第一轮 aH/产物为模
板"在第二对引物的作用下扩增出目的片段"与理
论预测大小一致#1-% Y]$"见图 !e+

注%0图中 Z为 Z>UXSU"! 为 0@>?- 第一轮 aH/产物&

e图中 Z为 Z>UXSU"! 为 0@>?- 第二轮 aH/产物

图 !"腰果过敏原 0@>?- 基因克隆
L=AMUS!"BS@S8N?@=@AUSPMNTP?98>P.S\@MT>NNSUAS@ 0@>?-

#)#"重组质粒 ]H?NQ2VCZD20@>?- 的构建及鉴定
0@>?- 基因产物及 ]H?NQ2VCZD载体经酶切(

连接后"构建重组表达载体 ]H?NQ2VCZD20@>?-"构
建简图见图 #+ 空载 ]H?NQ2VCZD及重组表达载体
]H?NQ2VCZD20@>?- 分别进行菌落 aH/"琼脂糖凝
胶电泳见图 -"可以看出泳道 # 重组质粒与泳道 !
空载相差约 1&& Y] 左右"表明大小与预测的理论值
"""

图 #"0@>?- 基因表达质粒的构建
L=AMUS#"H?@PTUM8T=?@ ?9US8?WY=@>@T]N>PW=Q ]H?NQ2VCZD20@>?-
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注%Z为 Z>UXSU&! 为 ]H?NQ2VCZD空载&

# 为 ]H?NQ2VCZD20@>?- 重组质粒

图 -"重组质粒 ]H?NQ2VCZD20@>?- 菌落 aH/鉴定
L=AMUS-";QS@T=9=8>T=?@ ?9US8?WY=@>@T]N>PW=Q

]H?NQ2VCZD20@>?- YOH?N?@OaH/

1!4 Y] 相符+ 将该阳性菌株进行测序#见图 1$"结
果表明与 BS@e>@X 上 0@>?- 基因编码序列基本一
致#55)’*"1!’61!4$"最终编码出的氨基酸序列完
全相同+

#)-"重组 0@>?- 的诱导表达

图 ’0中 V:V2a0BG结果表明"与空菌 #!$(空
"""

图 1"阳性菌株测序结果与 0@>?- 的编码序列比对分析
L=AMUS1"VS‘MS@8S>@>NOP=P?9]?P=T=[SPTU>=@P>@Q

0@>?- =@ BS@e>@X

载##$(未诱导#-$阳性菌相比"阳性菌#1$经 ;aRB
诱导后"明显多出一条带"约 #4 X:+ 由于 VCZD标
签约 !’ X:"编码的 0@>?- 蛋白约 !#)% X:"所以融
合蛋白理论值为 #4)% X:"与电泳显示条带大小一
致&0@>?- 蛋白于上清#’$和沉淀#%$中均存在"且
上清中目的蛋白含量明显多于沉淀+ 初步摸索上
清中可溶性蛋白的诱导表达条件"图 ’e可见诱导
表达浓度 &)’(! WW?N6E差别不明显"&)’ WW?N6E
效果稍好&诱导时间 - . 与 #1 . 相比"无明显差别"
因此"选择 - . 进行大量表达+

注%0图为重组 0@>?- 的表达及分布情况&Z为 Z>UXSU&! 为空菌株#eE#!$ &# 为空载体# ]H?NQ2VCZD$ &- 为未诱导菌体蛋白&

1 为诱导后菌体蛋白&’ 为诱导后菌体裂解上清&% 为诱导后菌体裂解沉淀#- f% 为阳性菌株$ &e图为重组 0@>?- 的诱导表达条件优化&

Z为 Z>UXSU&! 为 ;aRB终浓度 ! WW?N6E诱导 #1 .&# 为 ;aRB终浓度 &)’ WW?N6E诱导 #1 .&- 为 ;aRB终浓度 &)’ WW?N6E诱导 - .

图 ’"0@>?- 重组蛋白诱导表达情况
L=AMUS’";@QM8=YNSŜ]USPP=?@ ?9US8?WY=@>@T]U?TS=@ 0@>?-

#)1"重组 0@>?- 的纯化结果
由于 ]H?NQ2VCZD冷休克表达载体含有 % 个

J=P标签"采用镍柱纯化"图 % 为纯化后的结果"箭
头所指为目的条带"电泳扫描显示目的条带比例约
占 4&* 左 右" 经 紫 外 吸 收 测 定" 蛋 白 浓 度
为&)4 WA6WN+
#)’"重组 0@>?- 免疫活性鉴定

纯化蛋白免疫印迹结果如图 4 所示"显示腰果
过敏阳性血清中除 !& 号阳性血清外"其他均与重组

蛋白显示不同强度的结合"阴性血清未显示特异性
结合+ 此结果说明重组蛋白与腰果过敏阳性 P;AG
具有良好的反应性+

-"讨论
腰果过敏作为一种较常见的食物过敏"其发病率

高"引起的后果严重"过敏伴随持久)!#* + 腰果过敏原
0@>?- 分子量小"相对含量少"提取天然 0@>?- 纯
品较为复杂"且批间差异较大+ 然而"0@>?- 作为



腰果主要过敏原 0@>?- 的重组表达与鉴定!!!闫娟娟"等 ! 1!""" !

注%Z为 Z>UXSU&! 为 0@>?- 重组蛋白镍柱纯化产物

图 %"镍柱纯化 0@>?- 重组蛋白的电泳结果
L=AMUS%"V:V2a0BG>@>NOP=P?9T.S]MU=9=SQ US8?WY=@>@T

]U?TS=@ 0@>?- YOK=2KR0

注%Z为 Z>UXSU&! f!- 为腰果过敏阳性血清&K为阴性血清

图 4"重组 0@>?- 的 FSPTSU@ YN?T结果
L=AMUS4"FSPTSU@ YN?T>@>NOP=P?9US8?WY=@>@T0@>?-

#V 白蛋白"可抵抗胃肠道的消化作用 )!-* "进而引起
过敏的发病率高"因此过敏原 0@>?- 特异性 ;AG检
测具有重要意义+

]H?NQ2VCZD是一种新型的冷休克原核表达载
体 )!1* "其 VCZD标签具有抗蛋白酶水解(增加小分
子量蛋白表达量等功能"而表达所用的 !’ (低温又
可使蛋白合成速度减慢"从而促进靶蛋白正确折
叠(提高蛋白可溶性表达等 )!’* + 然而"表达过程中
仍不可避免的会有包涵体的形成"本研究中上清与
沉淀比例约为 -m#"这与陈春丽等 )!%*表达的 VCZD2
QH>] 分布比例相一致+ 镍柱纯化后"除目的条带
外"其余两条含量较少的小片段可能为纯化时洗涤
不彻底所致+

本研究选用 !- 例腰果过敏阳性病例血清作为
识别抗体"检测纯化的重组蛋白与其特异性结合能
力"结果发现重组 0@>?- 与 !& 例腰果过敏阳性血
清反应较强"说明重组 0@>?- 具有较好的免疫活
性+ 但重组 0@>?- 与其他 - 例腰果过敏血清反应
较弱或者无反应"说明少部分腰果过敏阳性血清中
不含针对 0@>?- 过敏组分的抗体+ 对比临床资
料"发现蛋白免疫印迹结果与腰果 P;AG浓度并未成
良好的线性关系"可能因为临床检测腰果 P;AG所用
的抗 原 为 腰 果 混 合 组 分 #0@>?!( 0@>?#(
0@>?-$"而本研究的检测抗原为腰果 0@>?-+ 本
次重组 0@>?- 对于腰果单组分研究具有重要意

义"不仅可为腰果 P;AG检测提供优质原料"同时为
腰果过敏原 P;AG的分子诊断创造条件+
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