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摘要：Ａｒａｈ２蛋白是花生的主要过敏原蛋白之一，为获得高

纯度的花生 Ａｒａｈ２蛋白，以新鲜花生为原料，通过蛋白浸

提、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交换层析，十二烷基

磺酸钠—聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ—ＰＡＧＥ）回收等方法分

离得到目的蛋白，并运用基质辅助激光解吸／电离飞行时间

质谱（ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ／ＭＳ）对其进行鉴定。结果表明：该方

法可得到纯度较高的纯化蛋白；经质谱鉴定后确定该蛋白为

Ａｒａｈ２蛋白，两个同种异型物分子量分别为１８．５ｋＤ

（Ａｒａｈ２．０１）和２０．１ｋＤ（Ａｒａｈ２．０２）；层析柱分离和ＳＤＳ—

ＰＡＧＥ电泳回收的得率分别为３１．４％和１８．６％。
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　　近年来，食物过敏引起了人们的广泛关注。据世界粮农

组织（ＦＡＯ）１９９５年报告，９０％以上的食物过敏是由牛奶、

蛋、鱼、甲壳类水产动物、花生、大豆、坚果类和小麦引起

的［１］，其中花生致敏人数占食物过敏的５９％
［２］，相对于其他

过敏原而言，花生过敏具有长期性、普遍性，甚至威胁生命等

特点。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１１种，其中Ａｒａｈ１、Ａｒａｈ２、Ａｒａｈ３、Ａｒａｈ６属于主

要过敏原，可被９０％花生过敏患者识别
［３］。而Ａｒａｈ２被认

为是致敏性最强的花生过敏原之一，其ｃＤＮＡ序列全长为

４７７ｂｐ，编码１５８个氨基酸，分子量１７～２０ｋＤ，ｐＩ为５．２，约

占花生蛋白总量的１０％
［４］。Ａｒａｈ２有Ａｒａｈ２．０１和Ａｒａｈ

２．０２两个亚型
［５］，称为同种异型物，Ａｒａｈ２．０２比 Ａｒａｈ

２．０１多１个由１２个氨基酸构成的ＩｇＥ结合表位，因此其致

敏性可能更严重［６］。

　　为深入研究花生过敏机理，获得大量高纯度的花生Ａｒａｈ２

蛋白是关键。对于Ａｒａｈ２的分离纯化方法已有很多报道，

如Ｂｕｒｋｓ
［７，８］、张英坤［９］等通过花生脱脂，离子交换层析等方

法分离得到Ａｒａｈ２蛋白。由于脱脂时使用的有机溶剂丙酮

等可能会使蛋白质变性或沉淀［１０，１１］，在本研究中花生不经过

脱脂，粗提蛋白直接过ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交

换柱，并用ＳＤＳＰＡＧＥ和 ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ／ＭＳ分离、纯化并

鉴定目的蛋白，为进一步开展花生过敏原 Ａｒａｈ２致敏机理

研究提供试验材料。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　花生：四粒红，购于上海市某大型超市；

　　预染 Ｍａｒｋｅｒ：天根生化科技（北京）有限公司；

　　ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ预装柱：博格隆（上海）生物

技术有限公司。

１．１．２　主要仪器

　　垂直板型电泳槽：ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ Ｂａｓｉｃ型，美国ＢＩＯＲＡＤ

公司；

　　蛋白纯化仪：ＡＫＴＡＰｕｒｉｆｉｅｒ型，美国 ＧｅｎｅｒａｌＥｌｅｃｔｒｉｃ

公司；
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　　恒温磁力搅拌器：８１２型，上海志威电器有限公司；

　　超微量分光光度计：ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００型，上海在途生物

科技有限公司；

　　高速多功能粉碎机：ＨＣＰ２００型，上海旗箭粉碎机公司；

　　台式高速冷冻离心机：ＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｓ型，德国贺利氏有

限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　花生总蛋白的提取及ＳＤＳ—ＰＡＧＥ分析　花生去红

衣，组织破碎后液氮研磨，得花生粉末。５ｇ花生粉末浸于

１００ｍＬ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．２Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ缓冲液中，４℃磁力

搅拌３ｈ，５０００×ｇ，４℃冷冻离心５ｍｉｎ，上清于２５０００×ｇ

再次离心３０ｍｉｎ，上清液经０．４５μｍ过滤膜过滤得蛋白提取

液，－２０℃保存，备用。

　　将提取得到的花生蛋白粗提液进行ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳

分析［１２，１３］：采用不连续体系ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳平板凝胶，浓

缩胶浓度为５％（ｐＨ６．８），分离胶浓度为１９％（ｐＨ８．８），

８０Ｖ恒压电泳３０ｍｉｎ后，１２０Ｖ恒压跑电泳。电泳结束后，

经考马斯亮蓝Ｒ２５０染色、醋酸脱色。

１．２．２　ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交换层析　据文

献［１４］报道花生蛋白Ａｒａｈ２等电点为５．２左右，采用阴离

子交换树脂ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ（１６ｍｍ×２５０ｍｍ）

进行分离。２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．２Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ平衡４～５个柱

体积，流速２ｍＬ／ｍｉｎ；花生蛋白上柱后，先用 Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ

（２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．２）漂洗至基线，再用０～１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ连

续梯度洗脱（流速２ｍＬ／ｍｉｎ），２８０ｎｍ检测紫外吸收峰，自动

收集器收集洗脱蛋白。

　　将收集到的洗脱蛋白溶液置于透析袋中，透析３次，每

次２ｈ。经３ｋＤＭｉｌｉｐｏｒｅ超滤管４℃下浓缩，备用。

１．２．３　Ａｒａｈ２蛋白的回收及得率的测定　纯化后的目的

蛋白溶液经ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳，ＫＣｌ染色后割下目的条带，

切成细小胶条置于透析袋中进行恒压（１００Ｖ，２ｈ）水平电

泳，结束后置于２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．２Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ中透析４ｈ，

离心，收集上清液与花生纯化后蛋白进行ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电

泳，进行比较对照，鉴定回收结果。

１．２．４　ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ／ＭＳ鉴定Ａｒａｈ２蛋白　将纯化的蛋

白进行ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳，考马斯亮蓝染色，醋酸脱色后，切

下目的条带，冷冻保存。送至复旦大学蛋白质组中心进行

ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ／ＭＳ质谱鉴定。质谱条件：激发波长３３５ｎｍ，

加速电压２０ｋＶ，一级质谱误差１００ｍｇ／Ｌ，二级质谱误差

０．６ｋＤ。

２　结果与分析

２．１　花生粗提蛋白ＳＤＳ—ＰＡＧＥ分析

　　花生经液氮研磨、浸提、离心后获得蛋白粗提物，ＳＤＳ—

ＰＡＧＥ电泳检测结果如图１所示，蛋白电泳检测到至少１０

条主蛋白条带，Ａｒａｈ１（６５ｋＤａ）和 Ａｒａｈ３（１４～４５ｋＤａ不

等）含量较高，其中检测到分子量约为１８ｋＤ和２０ｋＤ的两

个目的条带，与已报道［１５］的Ａｒａｈ２分子量相吻合。
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M. 标准蛋白Marker    Peanut. 花生蛋白粗提物

图１　花生蛋白粗提物电泳结果

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳＤＳ—ＰＡＧＥｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ｃｒｕｄｅｐｅａｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．２　ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ 阴离子交换层析法分离

Ａｒａｈ２蛋白

　　在ｐＨ８．２的条件下，花生中带正电荷和不带电的蛋白

首先随缓冲液洗出，带负电的则由于其带电大小不同与

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ结合能力有所不同。在洗脱过

程中，随ＮａＣｌ离子强度增大，带负电的蛋白依次被洗脱下

来。将收集到的洗脱蛋白溶液进行ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳，从而

确定目的蛋白Ａｒａｈ２被洗脱下来时ＮａＣｌ浓度，电泳结果见

图２（ｂ），表明目的蛋白 Ａｒａｈ２在０．２～０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ

（图２（ａ）箭头所指位置）时被洗脱下来，且随着 ＮａＣｌ离子强

度的增大，洗脱蛋白溶液中Ａｒａｈ２的含量逐渐增大后又逐

渐减少。收集目的蛋白含量较大的洗脱溶液用以回收。
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图２　阴离子交换层析分离纯化花生过敏原Ａｒａｈ２
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２．３　电泳回收Ａｒａｈ２蛋白及其得率计算

　　由图２（ｂ）可知，纯化后含目的蛋白Ａｒａｈ２的溶液中有

少量杂带，因此，进行ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳后割胶回收以进一

步纯化。由图３可知，目的蛋白得到富集，蛋白密度扫描该

蛋白纯度＞９５％（图略），表明ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳回收Ａｒａｈ２

蛋白的方法可行，此法可迅速获得一定量纯度较高的Ａｒａｈ２

蛋白。经过计算，花生Ａｒａｈ２蛋白在粗提、纯化、回收各步骤

的蛋白得率见表 １，纯化后目的蛋白的回收率可达到

１８．６％。

M             1          2

75kDa

63kDa

48kDa

35kDa
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Ｍ．蛋白质标准 Ｍａｒｋｅｒ　１．纯化后花生蛋白

２．ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳回收纯化后的蛋白

图３　电泳回收纯化后蛋白电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳＤＳ—ＰＡＧＥｏｆｒｅｃｏｖｅｒｅｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

表１　花生过敏原Ａｒａｈ２各步骤得率

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｐｅａｎｕｔａｌｌｅｒｇｅｎＡｒａｈ２

ｉｎｅｖｅｒｙｓｔｅｐ

样品 蛋白质浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１）体积／ｍＬ 含量／ｍｇ 回收率／％

粗提蛋白 １１．２００ ５．００ ５．６０ １００．０

纯化蛋白 ０．１１０ １６．００ １．７６ ３１．４

回收蛋白 ０．０８３ １２．５０ １．０４ １８．６

２．４　花生过敏原Ａｒａｈ２的质谱鉴定

　　采用 ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ／ＭＳ测得肽质量指纹谱（ＰＭＦ），并

在数据库中查询识别的方式鉴定蛋白质，是目前蛋白质组学

研究中最普遍应用的蛋白鉴定方法。本研究对目的蛋白

Ａｒａｈ２进行 ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ／ＭＳ分析得到一个一级质谱

（图４）和７个二级质谱（图略）。根据一级和二级质谱数据使

用ＧＰＳＥｘｐｌｏｒｅ软件（软件版本号：Ｖ３．６，ＡＢＩ）进行分析，分

析结果使用 ＭＡＳＣＯＴ（软件版本号：Ｖ２．１，ＭａｔｒｉｘＳｃｉｅｎｃｅ，

Ｕ．Ｋ）搜库软件对 ＮＣＢｌｎｒ数据库比对。目的蛋白 Ａｒａｈ２

的两个同系物 Ａｒａｈ２．０１，Ａｒａｈ２．０２ 分别与登录号

ｇｉ｜２２４７４７１５０和ｇｉ｜２６２４５４４７具有１００％同源性，分子质量分

别为１８．５ｋＤ和２０．１ｋＤ，肽段序列比对结果见表２，表明本

研究得到的纯化蛋白即为花生过敏原蛋白Ａｒａｈ２。

表２　花生过敏原Ａｒａｈ２质谱鉴定肽段序列比对结果

Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｐｅａｎｕｔａｌｌｅｒｇｅｎＡｒａｈ２

ｂｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

起始位点 终止位点 肽段序列

５６ ６２ ＲＤＥＤＳＹＧＲＤ

１３６ １４２ ＲＱＱＥＱＱＦＫＲ

９３ １０２ ＲＧＡＧＳＳＱＨＱＥＲＣ

９３ １０２ ＲＧＡＧＳＳＱＨＱＥＲＣ

２３ ３１ ＲＱＱＷＥＬＱＧＤＲＲ

９２ １０２ ＲＲＧＡＧＳＳＱＨＱＥＲＣ

９２ １０２ ＲＲＧＡＧＳＳＱＨＱＥＲＣ

２３ ３２ ＲＱＱＷＥＬＱＧＤＲＲＣ

２３ ３２ ＲＱＱＷＥＬＱＧＤＲＲＣ

１２２ １２８ ＲＱＱＥＱＱＦＫＲ

７９ ８８ ＲＧＡＧＳＳＱＨＱＥＲＣ

７９ ８８ ＲＧＡＧＳＳＱＨＱＥＲＣ

２１ ２９ ＲＱＱＷＥＬＱＧＤＲＲ

７８ ８８ ＲＲＧＡＧＳＳＱＨＱＥＲＣ

７８ ８８ ＲＲＧＡＧＳＳＱＨＱＥＲＣ

２１ ３０ ＲＱＱＷＥＬＱＧＤＲＲＣ

２１ ３０ ＲＱＱＷＥＬＱＧＤＲＲＣ
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图４　花生过敏原Ａｒａｈ２ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ／ＭＳ质谱图
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ／ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｐｅａｎｕｔａｌｌｅｒｇｅｎＡｒａｈ２
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３　讨论

　　离子交换层析主要是利用各蛋白所带电荷不同即与层

析柱结合能力的不同，通过增强洗脱液离子浓度，将各蛋白

分离开来。通过对比每管收集量、洗脱速度和洗脱时间对纯

化结果的影响，发现每管收集量越大，目的蛋白浓度越小，则

混入杂蛋白的可能性越大；洗脱速度太慢，很多目的蛋白很

难被洗下来；洗脱时间越短，ＮａＣｌ浓度增大越快，则会导致

目的蛋白还没来得及收集就和其他蛋白一起洗脱下来。由

图２可知，０．２～０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ线性洗脱时得到目的蛋白，

而该ＮａＣｌ浓度与罗春萍
［１６］、Ｌｅｈｍａｎｎ

［１７］等的研究不同。原

因可能是阴离子交换柱、填料等购买厂家不同，蛋白质与交

换柱结合能力略有差异导致结果不同；Ｌｅｈｍａｎｎ在分离纯化

Ａｒａｈ２时使用强阴离子交换柱，目的蛋白在０．１５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ时线性洗脱下来。

　　本研究采用ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ弱阴离子交换

柱，发现分辨率更好，但目的蛋白得率略低，可能是因为两个

原因：① 部分蛋白混入其他管中，由于浓度太小没有收集；

② 在使用超滤管浓缩时，由于 Ａｒａｈ２含有很多疏水基团，

会非特异性地结合到滤膜上，造成蛋白损失。本研究采用

０～１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ连续梯度洗脱，增强离子浓度而降低蛋白

与介质电荷，从而得到连续的洗脱蛋白，较之阶段洗脱离子

浓度跨度大能更好地分离纯化蛋白。

４　结论

　　花生过敏问题日益得到人们的关注，为深入研究花生过

敏原的致敏特性及其免疫学功能，获得纯化的花生过敏原蛋

白是关键。本试验以新鲜花生为原料，采用阴离子交换层析

及ＳＤＳ—ＰＡＧＥ 电泳回收的方法纯化回收得到高纯度

（９５％）的花生过敏原蛋白 Ａｒａｈ２，此方法简单、快速，易操

作。经ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳和 ＭＡＬＤＩ—ＴＯＦ—ＭＳ检测鉴定

目标蛋白为Ａｒａｈ２两个同系物，分子量分别为１８．５ｋＤ和

２０．１ｋＤ。为进一步开展 Ａｒａｈ２蛋白的后续研究提供了

依据。
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