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花生主要变应原 Ara h2的克隆及原核表达 *
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摘要 目的：在原核载体中克隆、表达花生主要变应原 Ara h2，为其重组变应原应用研究奠定基础。方法：合成花生主要变应原 Ara

h2基因，设计特异性引物行 PCR扩增，经 Ⅰ、 Ⅲ双酶切后与做相应酶切的 pET-28a载体连接，转化大肠杆菌 BL21，提

取质粒进行双酶切鉴定及测序分析，使用 IPTG诱导融合蛋白表达，使用 Ara h2特异性多克隆抗体对表达产物进行免疫印迹鉴

定。结果：成功扩增了 Ara h2基因，重组质粒双酶切见目的条带，基因测序显示 Ara h2在正确开放阅读框中，基因长 423bp，编码

140个氨基酸，预测的等电点为 5.3，分子量约 16660.17 Da，基因比对分析显示其与相关报道的核苷酸序列一致性达 100%。重组

pET-28a-Ara h2/BL21经 0.6 mmol/L IPTG诱导表达可见重组融合蛋白在相应分子量大量表达，使用 Ara h2多克隆抗体免疫印迹

法能检测到目的蛋白。结论：成功克隆、表达了花生主要变应原 Ara h2，为其重组变应原应用研究奠定了基础。
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Cloning and Prokaryotic Expression of Peanut Major Allergen Ara h2*

To clone and express peanut major allergen Ara h2 in pET-28a expression plasmid, which make foundation

for the recombinant peanut allergen application research. Peanut major allergen Ara h2 sequences were synthesized. The DNA

fragment of Ara h2 was PCR amplified by designed specific primer, followed by Ⅰ , Ⅲ digestion, and then ligated with

pET-28a which was digested with the same enzymes. The recombinant plasmid was transformed into BL21 and identified by

double enzyme digestion and sequence analysis. The expression of recombinant protein was induced by IPTG and confirmed by

western-blot using Ara h2 specific multi-clone antibody. Ara h2 gene with a length of 423bp was amplified, the recombinant

plasmid was identified by double enzyme digestion. Sequences analysis showed that Ara h2 was in the correct open reading frame, and

the predicted molecular weight is 16660.17 Da with 140 amino acids. The sequence comparison analysis showed that it was identical to

Ara h2 gene of peanut allergen in GenBank. The recombinant pET-28a-Ara h2/BL21 was induced by 0.6 mmol/L IPTG, the objective

recombinant protein was observed by SDS-PAGE and identified by Western-blot which using multi-clone antibody. Peanut

major allergen Ara h2 was cloned and expressed in prokaryotic system, which laid a foundation for its' application research.
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前言

食物过敏日渐增多，严重食物过敏会导致过敏性休克和死

亡，为当今世界性的重大卫生学问题[1]。由牛奶、鸡蛋、鱼、贝壳

海产品、花生、大豆、坚果类和小麦引起的食物过敏占 90 %以

上[2, 3]。美国 3岁以下儿童食物过敏发生率为 6-8 %[4]，有关亚洲

食物过敏的人群的研究较少，有报道显示我国重庆地区 0-2岁

儿童食物过敏的发生率为 7.3 %[5]。

花生过敏可致咽喉水肿、急性严重哮喘、过敏性休克等，若

不及时抢救有可能导致死亡[6, 7]。有别于其它食物过敏，花生过

敏具有终身性，严重影响过敏者的生活质量。

目前，临床上尚无安全有效的花生脱敏疫苗，花生粗浸液

免疫治疗可取得一定的效果，但安全性值得担忧[8]。国际组织过

敏原命名委员会公布并命名了花生致敏蛋白有 13 种（Ara

h1～Ara h13）[9]。Ara h2为花生主要变应原，约占花生总蛋白的

5.9 %-9.3 %，属于蓝豆蛋白家族[10]，能被 90 %的花生过敏者的

血清识别[11, 12]。人体外模型研究表明 Ara h2的致敏性强，低浓

度的 Ara h2即可激活致敏细胞引起过敏反应[13]。我们前期建立

了以益生菌枯草芽孢为载体口服疫苗递送系统[14]，本研究将在

原核载体中克隆、表达花生 Ara h2变应原，为后续重组枯草芽
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图 1 Ara h2基因的 PCR扩增

Fig.1 The PCR production of Ara h2

lane 1: Ara h2 PCR production

lane 2: DNAmarker 1000

图 2重组质粒 pET-28a-Ara h2双酶切鉴定

Fig. 2 The identification of the recombinant pET-28a-Ara h2 by double

enzyme digested

Lane 1: DNAmarker DL10000

Lane 2: Recombinant pET-28a-Ara h2 digested by Ⅰ、 dⅢ;

Lane 3: pET-28a digested by Ⅰ、 Ⅲ

孢新型花生脱敏疫苗的研制奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株 pET-28a 质粒载体本实验室保存、BL21 购于广

州瑞舒生物有限公司。

1.1.2 试剂与仪器 限制性内切酶 Ⅲ和 RⅠ、rTaq

酶、dNTP、DNA 纯化试剂盒、高纯度小量质粒提取试剂盒、

DNA Marker、T4 DNA连接酶购于 Takara公司。琼脂粉、酵母

粉、胰蛋白胨等购自 Oxoid（英国）。Tris-Hcl、丙烯酰胺、硝酸纤

维素膜（NC膜）等购于鼎国生物公司。羊抗鼠 IgG抗体购于

EarthOx公司(美国)。DAB显色剂购自武汉博士德生物工程有

限公司。GAS7508-T20紫外凝胶成像分析系统（英国 Uvitec公

司）、BG-subMINI 型多用途水平电泳漕（北京百晶公司）、HF

safe- 1200 型生物安全柜（上海力申公司）、PCR 仪（德国

TPersonal 公司）及 Micro 17R 台式高速冷冻离心机（德国

Sorvall 公司）。

1.2 方法

1.2.1 Ara h2 基因的扩增 根据 GenBank Ara h2 基因序列

（FJ3110.1），设计特异性引物一对。Ara h2 P1：5'aaagaattcATG-

GCGAGGCAGCAGTG3'；P2：5'aaaaagcttTTAGTCTCTGTCTCT

GCC3'，引物序列分别插入 Ⅰ （GAATTC）、 Ⅲ

(AAGCTT)酶切位点，以合成的 Ara h2 DNA为模板进行 PCR

扩增，PCR反应条件：94 ℃热变性 4 min后，94 ℃变性 30 s，55

℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 35个循环，最后 72℃延伸 15

min。1 %琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR产物。

1.2.2 Ara h2克隆入 pET-28a及其鉴定 PCR产物纯化后进

行 Ⅰ、 Ⅲ双酶切，与 pET28a 质粒（经 Ⅰ、

Ⅲ酶切纯化）在 T4 DNA连接酶的作用下 16 ℃过夜连接，连接

产物转化 BL21。筛选卡那霉素抗性的阳性单克隆菌落，

增菌后抽提质粒进行双酶切及 PCR鉴定。

1.2.3 Ara h2的序列分析 将重组质粒菌采用双脱氧末端终

止法在 ABI PRISM DNA序列分析仪上测序（华大基因）。并进

行 BLAST 比对（http://www.ncbi.nlm.nih.gov），分析其与 Gen-

Bank中已知序列的同源性。

1.2.4 重组 Ara h2 的诱导表达及 western blot 将含有

pET28a-Ara h2 的 BL21 工程菌接种于含 50 滋g/mL卡那霉素
的 LB液体培养基中，37℃、180 r/min震荡培养至 OD600值为

0.5左右，加终浓度 0.6 mmol/L IPTG，30 ℃震荡 5 h诱导蛋白

表达。4 ℃ 8000 r/min 离心 15 min，收集菌体，行 12 %的

SDS-PAGE，电转移至 NC膜，用花生变应原多克隆抗体为一抗

（1:500稀释）4 ℃孵育过夜，羊抗鼠 IgG为二抗（1:5000稀释）

室温孵育 2 h，DAB显色液进行显色。

2 结果

2.1 Ara h2基因的 PCR扩增

以生物合成的 Ara h2 DNA为模板，使用特异性引物 PCR

扩增 Ara h2后，PCR产物琼脂糖凝胶电泳清晰可见约 423 bp

的条带，与预期目的片段大小一致（图 1）。

2.2 重组 pET-28a-Ara h2质粒的双酶切鉴定

挑取连接产物接种于含 50 滋g/mL卡那霉素的 LB固体培

养基上生长的单克隆菌落，增菌后抽提质粒，以重组的质粒为

模板，用 Ara h2特异性引物进行 PCR，可见与目的基因大小一

致的产物条带（423 bp）。将筛选出的阳性的重组质粒进行

Ⅰ、 Ⅲ双酶切鉴定，切下约 423 bp的 DNA条带（图

2），与 Ara h2片段大小一致。

2.3 阳性克隆的测序

测序显示，Ara h2基因全长 423 bp，预测分子量 16660.17

Da，等电点为 5.3，为弱酸性蛋白。与其序列与 GenBank Ara h2

（登录号：FJ713110.1）一致性达 99 %。Ara h2基因编码的 140

个氨基酸中，Gln、Arg和 Glu含量最高，分别为 16.4 %、13.0 %

和 10.0 %。利用 GeneBank数据库对 Ara h2基因进行 BLAST
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图 4重组蛋白表达产物Western-blot

Fig.4 Western-blot of recombinant Ara h2

Lane1: pET-28a/BL21 induced;

Lane 2: pET-28a-Ara h2/BL21 uninduced;

Lane 3: pET-28a-Ara h2/BL21 induced;

Lane 4: Prestained protein ladder

图 3 SDS-PAGE电泳分析重组蛋白表达产物

Fig.3 SDS-PAGE analysis of recombinant Ara h2 in BL21

Lane 1: Prestained protein ladder;

Lane 2: pET-28a-Ara h2/BL21 induced;

Lane 3: pET-28a-Ara h2/BL21 uninduced;

Lane 4: pET-28a/BL21 induced

分析，与塞尔维亚（FJ713110.1）和美国（EF609641.1）的 Ara h2

基因同源性达 100 %，与国内广东的（AY722689.1）同源性达

100 %。与 Ara h6、Ara h7基因同源性分别达 85 %和 76 %；与

羽扇豆蛋白的蓝豆蛋白同源性达 71 %，与大豆 2 S白蛋白前肽

同源性达 82 %。

2.4 pET-28a-Arah2在 BL21中的诱导表达

用不同 IPTG浓度（0.1 mmol/L至 1.0 mmol/L）对重组菌株

进行诱导表达，当 IPTG为 0.6 mmol/L，再增加 IPTG的浓度，

重组蛋白的表达量无明显变化，因此我们用 0.6 mmol/L 的

IPTG诱导重组蛋白大量表达。pET-28a-Ara h2转化菌表达产

物经 12 %的 SDS-PAGE显示相对分子质量（16.7 KDa左右）可

见重组蛋白（图 3）。而未诱导的 pET-28a-Ara h2转化菌没有相

对应的条带出现，说明可诱导重组蛋白表达（图 3）。同时，在

IPTG的诱导下 pET-28a空质粒转化菌不表达融合蛋白的（图3）。

2.5重组蛋白的Western-blot分析

使用 Ara h2 多克隆抗体对重组蛋白进行 Western-blot分

析，发现在分子质量约 16.7 KDa处见到重组蛋白，而未加诱导

剂的重组菌株则没有检测到目的蛋白，表明目的蛋白诱导表达

成功，能被 Ara h2特异性多克隆抗体识别，具反应原性（图 4）。

3 讨论

利用基因工程方法生产重组蛋白是制备食物过敏原的重

要方法。分离纯化天然花生变应原成本高，步骤复杂，且蛋白纯

度不高而存在其他非致敏蛋白和大分子，生产很难标准化。重

组花生变应原可以大量生产，纯度高、安全性好，可用于变应原

蛋白标准物的制备。随着分子生物学技术的进步，可应用基因

工程的方法（如点突变等）对变应原序列进行修饰。使修饰的变

应原去除 IgE结合位点，并保留其免疫活性和降低过敏性。还

可以将多种重组变应原组合来诊断和治疗变态反应。

花生过敏反应是 IgE介导的 I型超敏反应[15]。Ara h2是花

生过敏最重要的变应原之一[16, 17]，含有 10个 IgE结合位点，为

弱酸性蛋白，可利用已知的等电点，通过亲和层析法分离纯化

蛋白。Western-blot结果显示重组变应原能被 Ara h2特异性多

克隆抗体识别，说明其具天然变应原的反应原性。

本实验顺利扩增出花生主要变应原 Ara h2基因，双酶切

后成功克隆入 pET-28a载体，测序结果表明目的基因与 Gen-

Bank中 Ara h2基因一致性高达 99 %。基因比对分析可知 Ara

h2与不同花生种属间、羽扇豆蛋白和大豆蛋白具有较高的同

源性；而不同国家不同地区 Ara h2基因同源性可达 100 %，说

明 Ara h2基因一致性高且其核苷酸序列具有高度保守性，这

就为花生的脱敏治疗研究提供了理论支撑。

口服纯化重组蛋白在胃肠道中不稳定，易被胃蛋白酶降

解。我们前期成功构建了枯草芽孢载体系统 [14]，后续我们将

Ara h2表达于枯草芽孢表面，研制益生菌型花生脱敏疫苗。枯

草芽孢安全、稳定，可耐受胃肠道的严苛环境，作为益生菌，能

诱导 CD4+CD25+ Fox3+Treg增加[18, 19]。我们将比较重组 Ara h2

蛋白、重组 Ara h2枯草芽孢对花生致敏小鼠的脱敏效果，为重

组 Ara h2枯草芽孢脱敏疫苗的临床应用奠定基础。
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