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实验技术与方法
花生过敏患者血清中抗 2TJD% 的 5/+与 5/3分离纯化研究

何伟逸%!李瑶%!景江珊&!冯玥%!幸鹏%!黄海珍%!吴序栎%!刘志刚%

!%(深圳大学过敏反应与免疫学研究所"广东 深圳$)%7"?"#&(深圳大学化工学院"广东 深圳$)%7"?"$

摘$要!2TJD% 是花生的一种主要致敏原蛋白!能够使花生过敏患者产生特异的 5/+与 5/3!从而导致花生过敏症

状" 2TJD% 与其特异5/+和5/3的结合是导致花生致敏的一个重要原因" 本研究利用1TSUQIG 2亲和层析柱与2TJD%

作为配体的亲和层析柱纯化抗 2TJD% 的 5/+与 5/3" 高纯度的抗 2TJD% 特异 5/+与 5/3对探讨研究其与 2TJD% 之间

相互作用具有重要意义"
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$$花生是八大类食物致敏原之一"在美国约有 !""
万人对花生及坚果类食物过敏"并且有上升的趋势(%) *
花生致敏引起的症状主要表现有咽喉水肿’荨麻疹’哮
喘’过敏性休克"严重者危及生命(&) * 花生过敏属于即
时性过敏"通常也叫 5型变态反应"是机体对致敏原物
质产生的一种变态反应(!) * 研究表明(&"’) "食物特异性
5/3和5/+在食物过敏发病机制中有重要的影响* 花
生致敏原是一种球蛋白"主要是花生球蛋白和花生伴
球蛋白()) * 目前发现的多种花生致敏原中 2TJD% 和
2TJD&被认为是主要致敏原"*"<的花生过敏患者对
二者过敏(?) * 其中 2TJD% 是主要致敏原中含量最多

的一种蛋白"分子量为 ?!:) 89"W5j’:)"占花生总蛋
白的 %&< i%?<(#) * 为了更加深入地研究花生致敏

原与其抗体的相互作用"探讨花生致敏机理"纯化出
有代表性的致敏原抗体非常重要* 亲和层析法是纯
化抗体的常用方法"吴光辉等(7)利用 1TSUQIG 2亲和

层析法快速分离纯化出了鲫鱼血清中的 5/X*
=SRSUDJ]等(*)利用亲和层析法从坚果过敏患者血清

中分离出了抗 HF/T% 的特异5/3* 本研究利用花生主
要致敏原 2TJD% 为配体制备亲和层析柱"从花生过
敏患者血清中纯化特异的抗 2TJD% 免疫球蛋白 5/+

和 5/3"探索特异 5/+与 5/3的纯化方法*

%$材料与方法
%:%$材料
%:%:%$血清与致敏原

花生过敏患者血清由深圳市儿童医院提供"花
生致敏原 2TJD% 由深圳大学免疫学研究所提供*
%:%:&$主要仪器与试剂

可自行填装的实验室用层析柱 sP %?.&"
BSOF]G’1TSUQIG 2亲和层析柱’蛋白快速纯化仪均购
自美国 +3"酶标仪$美国 NISVQ8%’垂直板型电泳槽
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和 ]SZQO$法国 mIORQT4SFT]JU%’洗板机 $美国 NIS,
=JZ%’低温高速离心机*

溴化氰$LENT%活化的亲和层析填料$美国 +3%"

生物素标记的羊抗人5/3抗体’M=1标志的鼠抗人5/+
抗体’链霉亲和素均购自美国 6SFUDQTG NISUQBD"NL2
蛋白定量检测试剂盒$南京凯基生物科技发展有限公
司%"EJ&M10’’EJM&10’’EJLO均购自美国 6I/]J*
%:&$方法
%:&:%$2TJD% 作为配体的亲和层析柱的制备

准确称取 ! /LENT活化的亲和层析填料装于
烧杯中"加入 %"" ]OMLO缓冲液 $% ]]SO.4"WMj
&:)%浸泡 ":) D"溶胀后得到 * ]O的凝胶颗粒"用
)"" ]OMLO缓冲液$% ]]SO.4"WMj&:)%反复冲洗’
过滤凝胶颗粒* 再将凝胶颗粒倒入装有 %) ]O
EJML0!,EJLO偶联缓冲溶液 $9EJML0! j":% ]SO.4"

9EJLOj":) ]SO.4" WM j7:! % 的小烧杯中"加入
%"" ]/配体 2TJD% 与填料混匀"于 ’ k冰箱中过夜
使二者充分偶联* 将偶联了配体的填料填装于空
的 sP%?.&" BSOF]G 层析柱中"用 #) ]O偶联缓冲液
洗净未与填料结合的 2TJD%* 以 VTIY,MLO缓冲液
$":% ]SO.4"WMj7:"%填充介质"静置 % D* 用醋酸,
EJLO缓冲液 $9醋酸 j":% ]SO.4"9EJLOj":) ]SO.4"
WMj’:" % 与 VTIY,MLO,EJLO缓 冲 液 $ 9VTIY,MLO j
":% ]SO.4"9EJLOj":) ]SO.4" WMj7:" % 交替冲洗
! 次* 即制备好 2TJD% 作为配体的亲和层析柱*
%:&:&$1TSUQIG2亲和层析柱纯化花生过敏患者血
清中总 5/+

取 ) ]O花生过敏患者血清用生理盐水 $含
":*< EJLO%稀释 %" 倍"再以 ":’) !]滤膜过滤"

得到约 )" ]O上柱血清样品* 在 xPV2WFTICIQT全
自动层析仪系统下"用生理盐水平衡 1TSUQIG 2亲
和层析柱* 将血清样品上 1TSUQIG 2亲和层析柱"

待紫外吸光值 w%"" 时收集流出液用于后续 5/3
的纯化试验* 待血清样品全部上柱后用生理盐水
平衡"甘氨酸$&"" ]]SO.4"WMj&:! %洗脱结合在
1TSUQIG 2柱上的 5/+"待紫外吸光值曲线上升时用
装有 %)" !OVTIY,MLO$% ]SO.4"WMj*:" %的 %" ]O
离心管收集洗脱峰*
%:&:!$696,12+3凝胶电泳鉴定纯化的 5/+

分别取花生过敏患者血清’生理盐水洗脱液’
甘氨酸洗脱液各 7" !O"均加入 &" !O) g4SJZIG/
NFCCQT"%"" k水浴 %" ]IG"%& """ T.]IG 离心 ! ]IG*
取 ? !O蛋白样品加于 696,12+3凝胶上样孔中"浓
缩胶浓度为 )<"分离胶浓度为 %&<"先 7" m恒压
%) ]IG"再 %&" m恒压 ’" ]IG* 电泳结束后经考马
斯亮蓝 =&)" 染色’醋酸脱色*

%:&:’$抗 2TJD% 的 5/+抗体纯化与效价测定
在 xPV2WFTICIQT全自动层析仪系统下"用生理

盐水平衡 2TJD% 作为配体的亲和层析柱"流速
%:) ]O.]IG* 取由 1TSUQIG 2纯化出的总 5/+抗体以
生理盐水稀释 % 倍"由 2泵将蛋白样品上柱"用生
理盐水平衡"收集洗脱峰* 待紫外曲线平稳时"以
甘氨酸缓冲液$&"" ]]SO.4"WMj&:!%替换生理盐
水"用于特异免疫球蛋白 5/+的洗脱"当有吸收峰出
现时用装有 )" !OVTIY,MLO$% ]SO.4"WMj*:"%的离
心管收集洗脱液*

利用 34562法测定抗 2TJD% 的 5/+效价* 用
碳酸盐包被液将2TJD% 稀释至% !/.]O"每孔 %"" !O

包被 *? 孔板"空白对照孔用 1N6 包被* ’ k冰箱过
夜"次日 1N6 洗板"每孔加入 &"" !O!< N62,1N6
于 !# k孵育 & D* 1N6V洗板"用 %< N62,1N6V倍
比稀释特异 5/+抗体 %" i’" *?" 倍* 分别吸取
%"" !O加入到 *? 孔板中"每个浓度 ! 个平行孔"阴
性对照用正常人血清替代"!# k孵育 % D* 1N6V洗
板 ! 次"加入 %"" !OM=1标志的鼠抗人 5/+$1N6V

稀释 ! """ 倍%作为二抗"!# k孵育 % D* 弃去孔内
的二抗"1N6V洗板 ) 次* 每孔加入 VXN显色液
%"" !O于 !# k孵育 %& ]IG"然后每孔加入 )" !O
M&60’ 终止液$& ]SO.4%终止反应"用自动酶标仪在
’)" G]处检测吸光值*
%:&:)$抗 2TJD% 的 5/3抗体的纯化与效价测定

用生理盐水平衡 2TJD% 为配体的亲和层析柱"

流速 %:) ]O.]IG"将通过 1TSUQIG 2去除总 5/+的血
清上柱"上柱完毕后用生理盐水洗脱未特异结合的
非特异蛋白"收集洗脱峰* 盐浓度曲线与紫外吸收
曲线平稳时"以甘氨酸缓冲液 $&"" ]]SO.4"WMj
&:!%替换生理盐水"将结合在柱子上的抗 2TJD% 的
特异 5/3洗脱下来"收集洗脱峰* 采用 34562法测
定抗 2TJD% 的特异 5/3效价"方法同 %:&:’*

&$结果与分析
&:%$1TSUQIG 2亲和层析柱纯化花生过敏患者血清
中总 5/+

1TSUQIG 2为金黄色葡萄球菌的细胞壁组分"与
人 5/+的 fB片段具有强特异性结合能力 (7) * 从图
% 的洗脱结果可知"出现 & 个明显吸收峰"其中 % 号
峰是不能与 1TSUQIG 2特异结合的血清蛋白"由生理
盐水洗脱下来#& 号峰是总 5/+"能够与 1TSUQIG 2特
异结合"可由甘氨酸缓冲液$&"" ]]SO.4"WMj&:!%

将其洗脱下来*
&:&$总 5/+的 696,12+3凝胶电泳鉴定结果

取上柱前的花生过敏患者血清’上柱后 % 号峰



!!’&$$ !
中国食品卫生杂志

LM5E363H0-=E240ff009Mc+53E3 &"%’ 年第 &? 卷第 ’ 期

注&% 号峰为不能与 1TSUQIG 2特异结合的血清蛋白#

& 号峰为能够与 1TSUQIG 2特异结合的总 5/+

图 %$1TSUQIG 2纯化花生过敏患者血清总 5/+峰型图
fI/FTQ%$1FTICIBJUISG SCUSUJO5/+RK1TSUQIG 2

收集液与 & 号峰收集液进行 696,12+3凝胶电泳分
析* 结果$见图 &%显示"5/+主要由重链和轻链组成"
重链是一个 )" 89的蛋白"轻链是一个 &) 89的蛋
白* & 号孔的 )" 与 &) 89蛋白条带相比一号孔明显
变淡变细"但依然有一点"可能原因是上柱的蛋白量
太大"超过了 1TSUQIG2亲和层析柱与 5/+的最大结合
量* ! 号孔是与 1TSUQIG2特异结合的 5/+"在 )" 与
&) 89处有两条明显的条带"分别为 5/+的重链与轻
链条带* 而在 %"" 89处有比较淡的条带"而 % 号与
& 号孔却没有"推测其为重链的二聚体所致*

注&X为蛋白 XJT8QT#% 为花生过敏患者血清蛋白#

& 为 % 号峰洗脱收集蛋白$1TSUQIG 2去除 5/+的血清蛋白% #

! 为 & 号峰洗脱收集蛋白$1TSUQIG2纯化的总 5/+%

图 &$纯化总 5/+的电泳结果分析
fI/FTQ&$696,12+3SCWTSUQIG CTS]WQJGFUJOOQT/KYQTF]

&:!$抗 2TJD% 的 5/+抗体的纯化与效价测定结果
抗 2TJD% 的 5/+抗体纯化结果如图 ! 所示"% 号

峰为非特异 5/+"不能与柱中的抗原配体$2TJD%%特
意结合#& 号峰为抗 2TJD% 的特异 5/+"可与柱中的
抗原配体$2TJD%%特意结合* 特异 5/+抗体由甘氨
酸缓冲液$&"" ]]SO.4"WMj&:!%洗脱下来* 采用
34562法测定纯化 5/+效价"阴性对照 09’)" j

":%7&"空白对照 09’)" j":"?’"具体结果见表 %"吸
光值随着倍比稀释浓度降低而减小"收集所得的特
异 5/+效价在 %h& )?" 左右* 通过透析将获得的
5/+保存于 1N6 缓冲液中"于 e&" k冰箱保存*

注&% 号峰为非特异 5/+#& 号峰为抗 2TJD% 的特异 5/+

图 !$抗 2TJD% 特异 5/+纯化峰型图
fI/FTQ!$1FTICIBJUISG SCJGUI,2TJD% 5/+RK

JCCIGIUKBDTS]JUS/TJWDK

表 %$抗 2TJD% 特异 5/+的 34562分析
VJROQ%$34562JGJOKYIYSCJGUI,2TJD% 5/+

稀释倍数 09’)" 阳性.阴性
%" &:!%* @
&" &:%7’ @
’" %:)7! @
7" %:!’? @
%?" %:%!# @
!&" %:""’ @
?’" ":7%" @

% &7" ":))% @
& )?" ":!#" @
) %&" ":&!! e
%" &’" ":&%) e
&" ’7" ":%*’ e
’" *?" ":%7? e

注&当$样品孔吸光值 e空白管吸光值%.$阴性对照管吸光值 e空白
管吸光值% w&:% 时"判定为 @$阳性% #反之为 e$阴性%

&:’$抗 2TJD% 的 5/3抗体的纯化与效价测定结果

5/+是血清中含量最多的免疫球蛋白 $约占
#"<%"而 5/3含量最少"但是过敏患者血清中特异
5/3会明显增多* 本试验在以 1TSUQIG 2去除血清中
总 5/+的基础上"采用 2TJD% 为配体的亲和层析柱
纯化花生过敏患者血清中抗 2TJD% 的特异 5/3"结
果见图 ’* 在生理盐水条件下"血清中的大部分蛋
白不能与柱子结合"而抗 2TJD% 的 5/3与柱中
2TJD% 配体结合能力较强"后用甘氨酸缓冲液
$&"" ]]SO.4"WMj&:!%在低 WM值情况下洗脱下
来* 由于 5/3的含量较低"因此 & 号峰相对 % 号峰
窄小* 收集 & 号峰洗脱液"利用 34562法测定其效

价"阴性对照 09’)" j":%?!"空白对照 09’)" j
":")?"具体结果见表 &"吸光值随着倍比稀释浓度
降低而减小"效价在 ) %&" 左右* 试验结果表明"
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2TJD% 作为配体的亲和层析柱能够有效纯化抗
2TJD%的 5/3抗体* 通过透析将获得的 5/3保存于
1N6 缓冲液中"于 e&" k冰箱保存*

注&% 号峰为血清中非特异结合蛋白#& 号峰为抗 2TJD% 的特异 5/3

图 ’$抗 2TJD% 特异 5/3纯化峰型图
fI/FTQ’$1FTICIBJUISG SCJGUI,2TJD% 5/3RKJCCIGIUK

BDTS]JUS/TJWDK

表 &$抗 2TJD% 特异 5/3的 34562分析
VJROQ&$34562JGJOKYIYSCJGUI,2TJD% 5/3

稀释倍数 09’)" 阳性.阴性
%" &:)?? @
&" &:&#’ @
’" %:*7& @
7" %:?#* @
%?" %:))# @
!&" %:!)" @
?’" %:%%& @

% &7" ":#)& @
& )?" ":’%# @
) %&" ":!!# @
%" &’" ":&%# e
&" ’7" ":%*? e
’" *?" ":%?* e

注&当$样品孔吸光值 e空白管吸光值%.$阴性对照管吸光值 e空白
管吸光值% w&:% 时"判定为 @$阳性% #反之为 e$阴性%

!$讨论
食物致敏是食品安全领域的一个重大课题"文

献报道 *"<以上的食物致敏反应是由牛奶’蛋类’
鱼类’甲壳类水产动物’花生’大豆’坚果类和小麦
引起 (%") * 花生致敏与其它食物致敏不同"其具有长
期性"*"<花生过敏患者对其终生过敏 (%%) * 花生致
敏已成为食物致敏中的一个重要健康问题"在我国
也应当引起高度的重视* 开展花生致敏研究"探讨
花生主要致敏原与其特异抗体间的相互作用"分离
纯化特异抗体是研究的一个重要环节*

本研究利用亲和层析原理对抗 2TJD% 的特异
抗体进行分离纯化* 亲和层析是一种吸附层析"抗
$$$

原$或抗体%和相应的抗体$或抗原%发生特异性结
合"而这种结合在一定条件下又是可逆的* 因此将
抗原$或抗体%固相化后"可以使存在液相中的相应
抗体$或抗原%选择性地结合在固相载体上"从而与
液相中的其他蛋白质分开"达到分离提纯的目的*

花生过敏患者血清中抗花生抗原的特异 5/+与
5/3会大量升高"因此本试验通过亲和层析技术纯
化花生过敏患者血清中的抗 2TJD% 的 5/+和 5/3*
其 5/3的效价为 ) %&""5/+效价为 & )?""而血清中
抗 2TJD% 抗体的效价普遍低于 %"""试验结果较为
理想* 此研究结果为人血清中特异 5/+和 5/3的分
离纯化提供了较为可靠便捷的方法"为 2TJD% 与其
对应抗体之间的相互作用的研究提供材料"对后续
研究具有一定科学意义*
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