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摘要: 构建经基因工程改造的 Ara h 2 表达载体，表达并纯化该蛋白，鉴定其过敏原性。将花生主要过敏原 Ara
h 2 基因序列进行颠换，并将颠换后的序列进行合成，再将合成后的基因克隆到原核表达载体 pET － 32a( + )

上，然后转入 Origami 宿主表达菌中; 利用 Isopropyl β － D － 1 － Thiogalactopyranoside( IPTG) 诱导表达; 通过 Ni2
+ 亲和层析纯化目的蛋白; Western blotting 和 ELISA 鉴定该重组蛋白的过敏原性。测序结果表明合成后的序

列成功整合到原核表达载体 pET － 32a( + ) 上。重组的目的蛋白纯化后经 SDS － PAGE 鉴定，蛋白大小与理论

值相符。Western blotting 和 ELISA 结果均表明经基因工程改造的 Ara h 2( F － Ara h 2) 蛋白与重组的 Ara h 2( R
－ Ara h 2) 蛋白相比，结合花生过敏患者混合血清中 IgE 显著降低。成功构建经基因工程改造的 Ara h 2 表达

载体，初步的体外实验表明该基因表达的重组蛋白具有低致敏原性。
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Abstract: The genetically engineered major allergen Ara h 2 was expressed and purified and the hypoal-
lergenic of purified recombinant F － Ara h 2 protein was characterized． The Ara h 2 was reassembled and in-
serted into the expression vector pET － 32a( + ) ． The vector was transformed into Origami and the protein ex-
pression was induced by IPTG． Ni2 + Chelating affinity chromatography was used to purify the recombinant F －
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Ara h 2 protein． The hypoallergenic of F － Ara h 2 was examined by Western blotting and ELISA． The ORF
which contained 471 bp and encoded 157 amino acids was authenticated to be F － Ara h 2． The recombinant F
－ Ara h 2 protein induced by IPTG was consistent with the actual value． The affinity between recombinant F －
Ara h 2 protein and IgE antibodies from pooled peanut － allergic patients serum was significantly decreased
compared with R － Ara h 2 was identified by Western blotting and ELISA． Recombinant F － Ara h 2 protein
was hypoallergenic．
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在当今工业十分发达的国家里，食物过敏仍然是一个十分严重的大众健康问题［1 － 3］。国际健康中

心的统计数据显示: 在 2007 年，大约 3． 9%美国儿童对食物过敏，而且从 1997—2007 年，食物过敏患者

以 18% 的速度增长［4］。在所有的食物过敏原中，花生过敏原是一种比较常见的重要食物过敏原，而且

花生做为食品添加剂广泛地加入到食品中，因而花生过敏患者很难避免接触花生过敏原［5］。
1998 年 WHO 的意见书指出: 变应原特异性免疫治疗( SIT，俗称脱敏治疗) 是除避免接触变应原外

唯一能够影响变态反应性疾病自然进程的治疗手段［6］。传统上的特异性免疫治疗主要是对过敏患者

逐渐增加过敏原的注射剂量，但这种方法存在很高的风险性，有可能引发强烈的过敏反应，甚至可能导

致死亡［7］。为了避免脱敏治疗的风险性，将变应原制备成低致敏原从而降低治疗过程中发生的超敏反

应的可能性［8］。
文章首次通过基因工程的手段将花生主要过敏原 Ara h 2 进行改造，将其主要的 IgE 位点分割，然

后重新排列。将重新排列后的新型蛋白( F － Ara h 2) 进行重组表达，并进行低致敏原性鉴定。

1 材料与方法

1． 1 材料和试剂

1． 1． 1 材料 所用花生过敏患者的 8 份阳性血清取自于深圳市南山防疫站，大肠埃希菌( E． coli)
Top10 和 Origami 由深圳大学过敏反应与免疫学研究所取得。
1． 1． 2 试剂 琼脂糖凝胶回收试剂盒［Gel Extraction Kit ( 50 ) D2500 － 01］以及质粒小量提取试剂盒

［Plasmid Mini KitⅠ( 100) D6943 － 01］均购于美国 OMEGA 公司。限制性内切酶 EcoRⅠ和 HindⅢ、T4
DNA 连接酶、表达载体 pET － 32a( + ) 以及 DL2，000 DNA Marker 均购于宝生物工程( 大连) 有限公司

( TaKaRa) 。预染蛋白 Marker SM0671 购于 Fermentas( MBI) 。生物素标记的二抗 IgE 以及 HRP 标记的

羊抗人二抗 IgE 均购于 KPL 公司。DAB 试剂盒购于 Invitrogen 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 序列的合成 根据已鉴定出 Ara h 2 的 3 个主要 IgE 抗原表位( 27 － 36，59 － 64，65 － 72) ［9］，将

这 3 个抗原表位断开，并重新组合，按 69 － 157，62 － 68，32 － 61，1 － 31 的氨基酸顺序重新排列( 图 1 ) 。
然后将对应的核酸序列首尾分别插入 EcoRⅠ ( gaattc) 、HindⅢ ( aagctt) 酶切位点以及保护碱基( g) 和

( ggg) ，再进行优化后交由南京金斯瑞生物科技有限公司进行基因合成。
1． 2． 2 pUC57 simple vector – F － Ara h 2 的双酶切 南京金斯瑞生物科技有限公司将 F － Ara h 2 转入

pUC57 simple vector，将该重组质粒进行 EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切可得到目的基因 F － Ara h 2。
1． 2． 3 pET － 32a( + ) – F － Ara h 2 表达载体的构建以及测序 将 pUC57 simple vector – F － Ara h 2
进行双酶切得到 F － Ara h 2，同时将 pET － 32a( + ) 用同样的酶( EcoRⅠ和 HindⅢ) 进行双酶切，最后用

T4DNA 连接酶将它们进行连接。连接产物转化到 E． coli Top10 中，提质粒并进行双酶切以及测序鉴定。
1． 2． 4 重组表达载体 pET － 32a( + ) – F － Ara h 2 在 Origami 中表达 pET － 32a( + ) – F － Ara h 2
成功转化到 Origami 中后，利用 IPTG 诱导表达，再将诱导表达后的菌体用 20 mmol /LTris － HCl( pH 8． 0) 溶

解，并超声，然后离心，最后将诱导前、诱导后、超声上清以及超声后沉淀进行 SDS － PAGE，检测最终表

达情况。
1． 2． 5 重组 F － Ara h 2 蛋白的纯化 SDS － PAGE 结果表明目的蛋白存在于超声后上清，直接对上清

进行 Ni2 + 亲和层析，利用 40 mmol /L，100 mmol /L 以及 300 mmol /L 的咪唑进行洗脱，收取其洗脱峰液。
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Ara h 2 Original 代表 Ara h 2 原始氨基酸序列; F － Ara h 2 代表经基因工程改造后的氨基

酸序列; = = 代表主要的 IgE 表位。
Ara h 2 Original represents the original amino acid sequence of Ara h 2; F － Ara h 2 represents
the amino acid sequence of Ara h 2 which is reformed by genetic engineering; = = represents
the major IgE epitope of Ara h 2．

图 1 F － Ara h 2 与 R － Ara h 2 氨基酸序列比对

Fig． 1 Amino acid sequence alignment between F － Ara h 2 and R － Ara h 2

SDS － PAGE 检测纯化结果。
1． 2． 6 免疫印迹( Western blotting) 检测重组 F － Ara h 2 蛋白的过敏原性 将蛋白 Marker、R － Ara h 2
蛋白以及重组 F － Ara h 2 蛋白进行 SDS － PAGE，F － Ara h 2 蛋白和 R － Ara h 2 蛋白上样量一致，均为 2
μg。然后再在 300 mA 条件下进行 SDS － PAGE 转膜。8 份花生过敏病人的混合血清作为一抗，HRP 标

记的羊抗人 IgE 作为二抗，DAB 试剂盒显色分析。
1． 2． 7 ELISA 检测重组 F － Ara h 2 蛋白的过敏原性 酶标板 A1 － D3 共 12 孔，每孔包被 100 ng 重组

F － Ara h 2 蛋白( 用碳酸盐缓冲液稀释纯化后的重组蛋白，每孔包被 100 μL) ; A4 － D6 每孔包被 200 ng
F － Ara h 2; A7 － D9 每孔包被 400 ng F － Ara h 2; A9 － D12 每孔包被 800 ng F － Ara h 2。96 孔板 E1 －
H3 每孔包被 100 ng R － Ara h 2( 每孔体积 100 μL) ; E4 － H6 每孔包被 200 ng R － Ara h 2; E7 － H9 每孔

包被 400 ng R － Ara h 2; E9 － H12 每孔包被 800 ng R － Ara h 2。冰箱 4 ℃封闭过夜。第 2 天弃去孔内

溶液，用 PBST 洗涤 3
次 ( 5 min /次 ) 。然

后 各 孔 加 入

100 μL2% PBST －
BSA37 ℃ 进 行 封 闭

2 h。再 用 花 生 过 敏

患者血清中的特异性

抗 体 IgE 作 为 一 抗

( 稀释比为 1 ∶ 20 ) 在

37 ℃ 条 件 下 孵 育

1 h; 用 PBST 洗 涤 3
次( 5 min /次) ; 然 后

加入生物素标记的羊

抗人 IgE( 稀释比为 1
∶ 2 000) 在 37 ℃条件

下孵 育 1 h; 然 后 加

入 链 霉 亲 和 素 在

37 ℃ 条 件 下 孵 育

1 h; 之后用 TMB 在 37 ℃条件下显色 30 min; 再用 2 mol /L 浓硫酸终止反应; 最后用酶标仪检测 450 nm
处的吸光度。利用统计学软件 SPSS 对所测的数值进行统计学分析，分别计算出包被的 4 种浓度梯度下

所得到的吸光度得平均值以及标准偏差。然后再对相同质量条件下，F － Ara h 2 和 R － Ara h 2 蛋白所

得到的 12 组吸光度进行差异性分析，最后通过平均值作图。

2 结 果

2． 1 经基因工程改造的 Ara h 2( F －Ara h 2) 与 Ara h 2 氨基酸序列比对

利用 BioEdit 软件对 F － Ara h 2 与 R － Ara h 2 氨基酸序列进行比对，结果如图 1。
2． 2 pUC57 simple vector – F －Ara h 2 的双酶切

将 pUC57 simple vector – F － Ara h 2 质粒用 EcoRⅠ和 HindⅢ进行双酶切后得到 F － Ara h 2 基因

( 图 2) 。
2． 3 pET －32a( + ) – F －Ara h 2 表达载体的构建

用 EcoRⅠ和 THindⅢ双酶切 pET － 32a( + ) – F － Ara h 2 表达载体，琼脂糖凝胶电泳结果表明，切

出的目的条带大小为 471 bp 左右，与理论值相符( 图 3) 。将阳性菌及其质粒进行测序，结果表明与合

成的目的基因序列一致。
2． 4 pET －32a( + ) – F －Ara h 2 载体诱导表达及分离纯化

利用 SDS － PAGE 检测含有 pET － 32a( + ) – F － Ara h 2 的 Origami 表达菌的表达情况，结果表明:
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M: DNA Marker DL 2 000; 1: 重组质粒

pUC57 simple vector – F － Ara h 2 双酶切。
M: DNA Marker DL 2，000;

1: Recombinant plasmid pUC57 simple vector
－ F － Ara h 2 digested by restriction enzymes．

图 2 pUC57 simple vector － F － Ara h 2
质粒双酶切( EcoRⅠ和 HindⅢ)

Fig． 2 pUC57 simple vector － F － Ara h 2 digested
by restriction enzymes EcoRⅠand HindⅢ

M: DNA Marker DL 2，000; 1: 重组质粒

pET － 32a( + ) – F － Ara h 2 双酶切。
M: DNA Marker DL2，000;

1: Recombinant plasmid pET － 32a( + )

－ F － Ara h 2 digested by restriction enzymes．
图 3 表达载体 pET － 32a( + ) – F － Ara h 2

EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切鉴定

Fig． 3 Restriction enzymes digestion analysis of
recombinant plasmid pET － 32a( + ) － F － Ara h 2

M: 蛋白 Marker; 1: 重组质粒 pET － 32a( + ) – F － Ara h 2 导入 Origami
表达菌诱导前; 2: 诱导后; 3: 诱导表达的菌体超声后上清; 4: 超声后沉淀;

5: 亲和层析纯化得到的重组目的蛋白 F － Ara h 2。
M: Protein marker; 1: E． coli Origami /pET －32a － F －Ara h 2 before induction;

2: E． coli Origami /pET － 32a( + ) － F － Ara h 2 after induction by IPTG for
4 h; 3: The supernatant of ultrasound; 4: The precipitation of ultrasound; 5: The
recombinant F － Ara h 2 purified by affinity chromatography．

图 4 重组 F － Ara h 2 蛋白的诱导表达与纯化

Fig． 4 Expression and purification of recombinant F － Ara h 2 protein

目的蛋白主要存在于上清。故直接对上清进行纯化; SDS － PAGE 检测 40 mmol /L，100 mmol /L 以及

300 mmol /L 咪唑洗脱峰蛋白，结果表明: F － Ara h 2 存在于 300 mmol /L 咪唑所洗脱的溶液中。然后按

照蛋白 Marker 诱导前、诱导后、超声上清、超声沉淀以及 300 mmol /L 咪唑洗脱峰溶液的顺序进行 SDS
－ PAGE 鉴定( 图 4) 。由图 4 知表

达的 目 的 大 小 约 为 37 kDa，减 掉

pET － 32a( + ) 载体的 N 端含有的

硫氧环蛋白和 6 个 His － Tag( 大约

为 20 kDa) ，刚好是 F － Ara h 2 蛋

白大小 17 kDa。
2． 5 免疫印迹( Western blotting)

鉴定重组 F － Ara h 2 蛋白的过敏

原性

Western blotting 结果表明: R －
Ara h 2 蛋白在约 37kDa 处有一明

显条带，而重组 F － Ara h 2 蛋白在

约 37 kDa 处条带与 R － Ara h 2 相

比明显浅，说明重组 F － Ara h 2 蛋

白与 R － Ara h 2 蛋白相比，结合花

生过敏患者血清中 IgE 的能力明显

降低( 图 5) 。
2． 6 ELISA 鉴定重组 F － Ara h 2
蛋白的过敏原性

ELISA 结果显示: 包被的 R －
Ara h 2 蛋白和 F － Ara h 2 蛋白在
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M: 蛋白 Marker; 1: 重组的 Ara h 2( R － Ara h 2) 蛋白印迹; 2: 基因工程改

造的 Ara h 2( F － Ara h 2) 蛋白印迹。
M: Protein marker; 1: R － Ara h 2; 2: F － Ara h 2．

图 5 重组 F － Ara h 2 蛋白的免疫印迹分析

Fig． 5 Western blotting analysis of recombinant F － Ara h 2 protein

R － Ara h 2 代表重组的 Ara h 2 蛋白; F － Ara h 2 代表经基因工程改造的

Ara h 2 蛋白;＊＊＊( P ＜ 0． 001) 代表 R － Ara h 2 和 F － Ara h 2 之间具有

显著性差异。
R － Ara h 2 represents recombinant Ara h 2 protein; F － Ara h 2 represents
genetically engineered Ara h 2 protein;＊＊＊ ( P ＜0． 001) represents the difference
between R － Ara h 2 and F － Ara h 2 is Extremely significant．

图 6 重组 F － Ara h 2 蛋白的 ELISA 分析

Fig． 6 ELISA analysis of recombinant F － Ara h 2 protein

4 种质量梯度下，最终得到的吸光度均

存在极著性差异( SPSS，P ＜0． 001) ，R
－ Ara h 2 蛋白得到的吸光度比 F
－ Ara h 2 蛋白高，具有统计学意

义。说明 F － Ara h 2 蛋白结合花

生过敏患者血清 IgE 的能力比 R －
Ara h 2 蛋白显著性降低( 图 6)。

3 讨 论

叶世泰等人［10］在对我国常用

食品致喘 40 例分析中指出，花生等

油料作物居食物过敏原的前列［10］。
花生过敏反应是人体对花生过敏原

产生的由 IgE 介导的 I 型 超 敏 反

应［11］。花生能引起十分严重的过

敏反应，甚至有可能致死［12 － 13］。目

前，对花生过敏患者的治疗主要是

预防，即避免接触花生过敏原，但现

在国内外的很多食品中都添加有花

生，而且我国暂时还未出台食品标

签的标准化，因而花生过敏患者很

有可能会接触到花生过敏原［14］。
到目前为止，特异性免疫治疗

是唯一一种被广泛认可的根治过敏

的治疗方法，但是传统的特异性免

疫治疗由于采取的是抗原粗提物进

行脱敏，因而包含很多缺点，例如副

作用大［15 －17］、提取物量小、纯度低等。
但是随着基因工程的发展，重

组蛋白为特异性免疫治疗带来了新

的希望［18 － 19］。重组蛋白通过原核

表达可工业化生产得到大量的蛋

白，而且纯化的蛋白可以达到很高

的纯度。经过近十几年的努力，花

生主要过敏原 Ara h 2 的抗原表位

已经鉴定，通过改变过敏原的 IgE 表位，可降低脱敏过程中出现超敏反应，同时保留其 T 细胞表位，即可

达到安全治疗过敏的目的。
文章通过已鉴定出的 Ara h 2 主要的 3 个 IgE 表位( 27 － 36，59 － 64，65 － 72) 进行设计新型低致敏

原衍生物，同时保留其主要的 T 细胞表位。将以上这 3 个主要的 IgE 抗原表位断开，并重新组合，按 69
－ 157，62 － 68，32 － 61，1 － 31 的氨基酸顺序重新排列，并表达出这种新型的低致敏原衍生物。

Western － blotting 和 ELISA 分析结果均表明经基因工程改造的 F － Ara h 2 蛋白同样能够与花生过

敏患者血清中的 IgE 抗体进行特异性识别，但与未突变的 R － Ara h 2( 本实验室之前已表达纯化出 R －
Ara h 2) 相比，其免疫原应性有明显降低，说明其具有低致敏原性。利用该蛋白再辅助以合适的佐剂再

对花生过敏患者进行脱敏治疗将会使风险性明显降低。
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