
基金项目:国家自然科学基金青年科学基金项目(编号:31201306)
作者简介:蔡琴(1990—),女,上海大学在读硕士研究生。

E-mail:caiqin08123310@163.com
通讯作者:陈沁

收稿日期:2014-07-24

第31卷第2期

2015年3月
ＯＯＤ＆ＭＡＣＨＩＮＥＲＹ
食 品 与 机 械

Vol.31,No.2
Mar.2015

DOI:10.13652/j.issn.1003-5788.2015.02.009

花生过敏原Arah2.02原核表达方法条件的研究
StudiesonprokaryoticexpressionconditionsofpeanutallergenArah2.02

蔡　琴

CAIQin
　

张文举

ZHANGWen-ju
　

陈　沁

CHENQin
(上海大学生命科学学院,上海　200444)

(SchoolofLifeScience,ShanghaiUniversity,Shanghai200444,China)

摘要:将重组质粒pET-32a(+)-Arah2.02转化表达宿主菌

Rosetta(DE3)中,经IPTG 诱 导 表 达,SDS—PAGE 电 泳 分

析,结果显示表达的蛋白大小约为38kDa。进一步用通用

His标签抗体进行 WesternBlotting检测,结果表明成功克

隆表达了花生过敏原 Arah2.02。为获得较多的重组蛋白

Arah2.02,分别对IPTG 浓度、摇床转速、诱导温度和时间

等条件进行选择,确定最佳条件为:IPTG浓度0.3mmol/L,
摇床转速220r/min,诱导温度37℃,诱导时间2h。
关键词:花生;过敏原;重组蛋白;Arah2.02;原核表达

Abstract:Therecombinantproteinwasinducedbytransformingre-
combinantplasmidpET-32a(+)-Arah2.02intoRosetta(DE3),

andidentifiedbySDS—PAGEand WesternBlotting.Theresults
showedthatthemoleculeweightofHis-Arah2.02fusionprotein
wasabout38kDa.Atthesametime,effectofIPTGconcentration,

shakingspeed,inducedtemperatureandtimeontheproductionof
solublerecombinantproteinweredetermined.Thebestconditions
wereasfollowed,theIPTGconcentration was0.3 mmol/L,the
shakingspeedwas220r/min,theinductiontemperaturewas37℃
andtheinductiontimewastwohours,respectively.
Keywords:peanut;allergen;recombinantprotein;Arah2.02;pro-
karyoticexpression

花生是一种重要的常见食物过敏原,是世界粮农组织

(FAO)报告的八大过敏食物之一,过敏反应具有长期性、普

遍性,甚至威胁生命,故引起了全球的广泛关注[1-4]。目前

国际免疫联合会命名小组委员会认可的花生过敏原有 Arah

1、Arah2、Arah3、Arah4、Arah5、Arah6、Arah7、Arah

8、Arah9、Arah10、Arah11[5],其中 Arah2是主要的花生

过敏原之一,超过90%的花生过敏患者的血清IgE能识别

Arah2[6,7]。Arah2属于2S白蛋白家族,是分子量为17~

20kDa的同种异型蛋白,约占花生蛋白总量的10%[8-10]。

目前已经证明 Arah2包含 Arah2.01和 Arah2.02两个

亚型,与过敏原 Arah2.01相比,Arah2.02多1个IgE结

合表位,其致敏性可能更严重[6,11]。

Arah2蛋白在结构上有由8个半胱氨酸残基构成的4
个二硫键,同时还有胰蛋白酶抑制性,耐酸性环境和胃肠道

消化以及耐一定程度的热处理等性质[12-15]。研究[16,17]表

明,花生过敏原主要由蛋白质组成,热处理可能会引起蛋白

质结构的改变,这种改变可能会影响花生的过敏性。但对于

花生过敏原 Arah2,热处理对其免疫结合特性以及致敏性

的研究结果却并不一致。胡纯秋等[18]研究发现 Arah2经

过115 ℃ 的热处理后,其抗原性下降了 85.56%;Vissers
等[19]的研究也发现,在含水的条件下热处理 Arah2,其IgE
结合能力和致敏性都是降低的。但重组 Arah2 蛋白在

100℃加热90min后,其IgE结合能力有小幅提高,而这种

提高在有糖类存在的情况下更加明显[20];从焙烤(140℃)的

花生中提取的内源 Arah2,其IgE结合能力也有增强[21]。

但是目前关于热处理后,Arah2蛋白的结构是否会变化,结

构的改变是否会影响相关抗原表位,还有对致敏性变化分子

机理的研究尚未见报道。要解决上述问题,大量的 Arah2
重组蛋白是必需的。鉴于此,本研究拟通过改变原核表达的

条件以获得大量的 Arah2重组蛋白,为研究其致敏机理提

供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂

花生:上海市的大型超市;

宽范围彩色预染蛋白质 Marker、Anti-HisAntibody及

羊抗鼠IgG-HRP:天根生化科技(北京)有限公司;

氨苄青霉素及IPTG:生工生物工程(上海)股份有限

公司;
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Rosetta(DE3):上海迈其生物科技有限公司;

PVDF膜(0.45μM):美国 Millipore公司;

BeyoECLPlus(超敏 ECL化学发光试剂盒):上海碧云

天生物技术有限公司;

pET-32a(+)表达载体:上海市能源作物育种及应用重

点实验室提供。

1.1.2　主要仪器

基础型电源:PowerpacBasic型,美国Bio-rad公司;

垂直电泳槽:VE-180型,上海天能科技有限公司;

小型转 印 槽:MiniTrans-Blot® Cell型,美 国 Bio-rad
公司;

化学 发 光 成 像 系 统:ChemiDocXRS 型,美 国 Bio-rad
公司。

1.2　方法

1.2.1　Arah2.02基因的诱导表达及检测　将鉴定为阳性

的重组质粒和空载 pET-32a(+)分别转化到表达宿主菌

Rosetta(DE3)中,通过含氨苄青霉素的LB平板筛选,挑取阳

性克隆,将验证为阳性克隆的菌落于2mL含氨苄的培养基

中,37℃,200r/min过夜培 养。次 日 将 上 述 培 养 液 倒 入

100mL灭菌的新鲜的培养基中进行二活培养,后测菌液的

OD 值,待OD600 值为0.4~0.5时,取1mL菌液作为诱导

前的对照,重 组 质 粒 加 入IPTG(终 浓 度 为 1 mmol/L)在

37℃,200r/min诱导2h,4℃,12000r/min离心1min收

集菌体,用预冷的PBS缓冲液洗涤2次,再用PBS缓冲液溶

解;上样量150ng(5×上样缓冲液、0.1M DTT),100℃水

浴煮10min,进行SDS—PAGE电泳分析。

1.2.2　WesternBlotting检测　将经SDS—PAGE电泳的产

物,电转至PVDF膜上,条件为:恒流300mA,2h;将膜取

出,用TBST缓冲液洗涤1次(洗涤10min);用5%的脱脂乳

封闭液室温封闭1h;加入1∶2000稀释的 His标签抗体,

4℃摇床孵育过夜;用封闭液洗涤3次,每次洗涤10min;加

入1∶500稀释的羊抗鼠IgG-HRP二抗,室温孵育1h;用

TBST洗涤3次,每次洗涤10min;最后加入 BeyoECLPlus
显色液,用Bio-radChemiDocXRS凝胶成像系统拍照。

1.2.3　IPTG浓度对重组蛋白表达的影响　加入终浓度分

别为0.3,0.6,0.9,1.2mmol/L的IPTG 进行诱导表达,诱

导表达条件为37℃,200r/min和2h,具体诱导表达过程同

1.2.1。SDS—PAGE电泳和 WesternBlotting检测选择最佳

IPTG使用浓度。

1.2.4　转速对重组蛋白表达的影响　使用1.2.3选择的最

佳浓度IPTG浓度,分别在220,190,160r/min的转速下诱

导表达蛋白,其余同1.2.3。

1.2.5　温度对重组蛋白表达的影响　使用1.2.3选择的最

佳IPTG浓度和1.2.4选择的最佳转速,分别采用37,30,

25,20,16℃5个诱导表达温度,诱导表达蛋白,具体过程和

检测同上。

1.2.6　时间对重组蛋白表达的影响　选择最佳IPTG浓度、

最佳转速和最佳温度分别诱导表达2,4,6,8,12h后用SDS—

PAGE电泳和 WesternBlotting检测选择最佳诱导时间。

2　结果与分析

2.1　重组蛋白的表达

含有 重 组 质 粒 pET-32a(+)-Arah2.02 的 Rosetta
(DE3)表达菌在1mmol/L的IPTG诱导2h后,超声破碎,

分别对诱导前、诱导后全菌、超声后上清液进行SDS—PAGE
电泳,结果见图1(a)。在约38kDa处有明显的蛋白条带,而

未经诱导的阳性菌在此位置未见目的蛋白。

将SDS—PAGE电泳后的胶进行转膜,用通用 His标签

抗体进行 WesternBlotting检测,结果见图1(b)。由图1(b)

可以看出,在目的蛋白处有明显的特异性印迹,进一步证明

成功诱导出目的蛋白。

 

（a） SDS—PAGE电泳 （b） Western Blotting检测

M. 标准蛋白 1. 对照 2. 诱导后全菌 3. 超声破菌上清

M 1 2 3 1 2 3

48 kDa

35 kDa

图1　Arah2.02基因的诱导表达及 WesternBlotting检测

Figure1　ExpressionofArah2.02and

WesternBlottinganalysis

2.2　IPTG浓度对重组蛋白表达的影响

采用终浓度分别为0.3,0.6,0.9,1.2mmol/L的IPTG
进行诱导表达,取表达后的全菌和上清进行SDS—PAGE电

泳,结果见图2(a)和(b)。由图2(a)和(b)可知,当IPTG浓

度在0.3~1.2mmol/L时,全菌中都能看到明显的38kDa
的目的蛋白条带,且不同IPTG浓度下蛋白的表达量差别不

大,上清中的蛋白表达情况与此类似;进一步通过 Western

Blotting检测上清中的蛋白的表达情况,结果见图2(c)。由

图2(c)可知,IPTG 浓度对蛋白的表达影响不大,与 SDS—

PAGE结果吻合,故选用0.3mmol/L 的IPTG浓度。

2.3　转速对重组蛋白表达的影响

将含有0.3mmol/L的IPTG菌液置于37℃摇床,分别

设置3个不同的摇床转速(220,190,160r/min)诱导表达蛋

白2h,检测结果见图3。由图3(a)可知,随着转速的降低,

全菌中目的蛋白的量基本不变,而上清中目的蛋白条带不明

显,肉眼无法观察。进一步通过 WesternBlotting检测比较

不同转速上清中的蛋白的表达量,结果见图3(b)。由图3
(b)可知,转速为220r/min时,上清中的表达量较高,转速为

190,160r/min时蛋白量基本相同,因此,选择220r/min的

摇床转速用于后续试验。
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48 kDa

（a） 全菌 （b） 超声破菌上清 （c） Western Blotting检测

35 kDa

M 1 2 3 4 5M 1 2 3 4 5

48 kDa
35 kDa

1 2 3 4 5

M. 标准蛋白 1. 对照 2～5. IPTG浓度分别为 0.3，0.6，0.9，1.2 mmol/L

图2　IPTG浓度对重组蛋白表达的影响

Figure2　EffectofdifferentconcentrationofIPTGontheexpressionofArah2.02

 

 

（a） SDS—PAGE电泳

（b） Western Blotting检测

M. 标准蛋白 1. 对照 2～4. 为全菌，转速分别为 220，190，160 r/min
5～7. 为超声破菌上清，转速分别为 220，190，160 r/min

M 1 2 3

1 2 3

48 kDa
35 kDa

4 5 6 7

4

1. 对照 2～4. 为超声破菌上清，转速分别为 220，190，160 r/min

图3　转速对重组蛋白表达的影响

Figure3　Effectofdifferentshakingspeedonthe

expressionofArah2.02

2.4　温度对重组蛋白表达的影响

选取0.3mmol/L的IPTG,将菌液置于37,30,25,20,

16℃下,设置摇床转速为220r/min诱导表达蛋白2h,结果

见图4。由图4(a)可知,当诱导温度分别为37,30,25℃时,

全菌中的目的蛋白量较高且量基本相同,低温(20,16 ℃)

时,蛋白量逐渐降低;上清中目的蛋白条带几乎不可见,无法

进行比较;进一步的 WesternBlotting检测分析结果见图4
(c)。由图4(c)可以看出,随着诱导温度的降低,上清中的蛋

白表达量逐渐下降,因此,选择37℃作为后续表达的温度。

2.5　诱导时间对重组蛋白表达的影响

菌液中添加终浓度为0.3mmol/L 的IPTG,摇床转速

为200r/min,在37℃分别诱导2,4,6,8,12h,结果见图5。

由图5(a)可知,当诱导时间分别为2,4,6h时,全菌中目的

蛋白量较高且蛋白含量基本相同,随着时间的延长,目的蛋

白的表达量逐渐降低;而上清中目的蛋白条带的变化不明

显,进一步用 WesternBlotting检测,结果见图5(c)。由图5
(c)可以看出,随着诱导时间的延长,上清中目的蛋白的表达

量依次递减,故选择2h作为最佳的表达时间。

 
M 1 2 3 4 5 6

48 kDa

35 kDa

M 1 2 3 4 5 6

48 kDa
35 kDa

1 2 3 4 5 6

（a） 全菌 （b） 超声破菌上清 （c） Western Blotting检测

M. 标准蛋白 1. 对照 2～6. 诱导温度分别为 37，30，25，20，16 ℃

图4　温度对重组蛋白表达的影响

Figure4　EffectofdifferenttemperatureontheexpressionofArah2.02

3　讨论

诱导条件对于重组蛋白的可溶性表达具有重要的作用。

一般情况下,高浓度的IPTG、高的摇床转速和诱导温度有利

于蛋白表达量的提高,但同时也会由于表达过快导致形成包

涵体,反之,若IPTG浓度较低、摇床转速和诱导温度均较低

时,可能更利于可溶性的蛋白表达,但可能会导致蛋白的表

达效率降低,因此找到一个合适的平衡点是关键[22]。在影

响蛋白表达的诸多条件中,首先应该考虑IPTG 的使用量,

分子克隆手册提供的常规用量1mmol/LIPTG通常是过量

的 ,而过量的IPTG会加重蛋白表达系统的负载,不利于菌
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 M 1 2 3 4 5 6

48 kDa

35 kDa

M 1 2 3 4 5 6

48 kDa
35 kDa

1 2 3 4 5 6

（a） 全菌 （b） 超声破菌上清 （c） Western Blotting检测

M. 标准蛋白 1. 对照 2～6. 诱导时间分别为 2，4，6，8，12 h

图5　诱导时间对重组蛋白表达的影响

Figure5　EffectofdifferenttimeontheexpressionofArah2.02

的生长,可能还有一定的毒性[23]。另外,IPTG 价格相对昂

贵,从经济方面考虑在表达效果相似的情况下,IPTG使用量

应尽量低[24]。由于IPTG的作用机制是竞争性地与阻遏蛋

白结合,从而开放目标蛋白基因,使其得以转录,如果浓度过

低,达不到与阻遏蛋白结合的饱和浓度,从而影响到目标蛋

白的表达[25]。故本研究选择了0.3mmol/L的IPTG,这与

高慎阳等[26]的研究(0.3~0.5mmol/L为最佳IPTG诱导浓

度)结果是一致的。

摇床转速和诱导温度是蛋白可溶性表达的两个关键因

素。转速低一些有利于重组蛋白的可溶性表达但会影响菌

体的生长速度,而温度不仅影响菌体的生长,还影响重组质

粒的稳定性,融合蛋白表达量、可溶性和稳定性,因此有必要

选择一个适当的转速和适宜的温度进行诱导表达[22,27]。金

晶等[28]在研究 HCMVpp65截短蛋白原核表达时得到转速

和温度越高,目的蛋白表达量越高的结果。本研究的结果与

其类似。

确定摇床转速和诱导温度后,诱导时间也是影响蛋白表

达量的一个重要因素。研究[24]表明,在大肠杆菌中重组蛋

白诱导表达超过一定程度时,容易出现过多的副产物,影响

菌生长。诱导时间的长短是基于摇床转速和诱导温度进行

选择的,一般来说,转速和温度较高,则较短的诱导时间即

可;低温低转速则需要较长的诱导时间,如吕彤等[29]采用

18℃,100r/min诱导表达烯酮还原酶12h。综合考虑蛋白

的总表达量和可溶性蛋白的含量,本研究建立了基于 Arah

2.02基因,以pET-32a(+)为表达载体,Rosetta(DE3)为表

达菌株的原核表达体系。
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　　a2=-12.37020034

a3=0.8821473072

a4=3.920543206×104

a5=-79.63431974

a6=-1.265677307×10-4

a7=9.759785533×10-5

所得的三维曲面见图11。
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图11　数值拟合的三维曲面

Figure11　The3DsurfacebyNumericalfitting

　　图11反映了 U型管入口的初始温度、层数以及 U 型管

每一层的出口温度三者之间的一个函数关系。在同一初始

入口温度的情况下,随着 U 型管层数的增多,每一层的出口

温度呈现不断下降的趋势;相同层数的条件下,不同初始入

口温度也会导致各个出口的温度各不相同。

3　结论

本试验针对烟熏炉中的 U型管换热器部分,采用了flu-

ent对其中的内流场进行了模拟分析。通过对所获得的仿真

数据进行数值分析,分析建立了烟熏炉内的 U 型管换热器

的温度降模型。该模型以 U 型管入口的初始温度以及层数

为自变量,方便得到相应层数出口位置处的温度,有利于了

解 U型管换热器的加热规律,大大简化了此类 U 型管换热

器的设计过程,可直接被推广到相关企业的设计中。
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