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坚果类过敏原的分离及免疫印迹分析 
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摘要：本文采用传统的丙酮、乙醚溶剂去脂方法，选用不同品种和不同种类的坚果食品对其进行过敏蛋白的初步分离，应用 BCA

蛋白试剂盒测定各蛋白浓度，通过 SDS-PAGE 电泳分离坚果过敏蛋白各组份，采用免疫印迹(Western-blotting)方法鉴定坚果蛋白的过

敏性。结果表明，各坚果蛋白提取浓度为白芝麻：14 mg/mL，黑芝麻：4 mg/mL，核桃：8 mg/mL，腰果：28 mg/mL，开心果：21 mg/mLL。

SDS-PAGE 电泳显示 15 ku 是白芝麻的主要蛋白，34 ku 是黑芝麻的主要蛋白，19 和 37 ku 是腰果的主要蛋白，13 ku 是核桃的主要蛋

白，13 和 21 ku 是开心果的主要蛋白。Western-Blotting 显示对过敏患者的阳性混合血清均有过敏反应，坚果过敏具有同源性，白芝

麻与黑芝麻的主要过敏原分子量均在 22 ku，腰果的主要过敏原分子量在 20 ku，核桃的主要过敏原分子量在 54 ku，开心果的主要过

敏原分子量在 23 ku。 
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Abstract: Acetone and ethyl ether solvent were used to degrease of different kinds of nuts, then the allergen were isolated from the 

defatted nuts. The concentration and molecular weight of allergenic proteins were tested by the BCA protein kit and SDS-PAGE. Western 

–blotting was adopted for the identification of nut allergens. Results showed that the extracted concentration of the protein of white sesame, 

black sesame seed, walnut, cashew and pistachios were 14 mg/mL, 4 mg/mL, 8 mg/mL, 28 mg/ mL and 21 mg/ mL, respectively. In addition, 

the molecular weight of each allergenic protein from the obove-mentioned five nuts were 15 ku, 34 ku, 19 and 37 ku, 13 ku, 13 and 21 ku, 

respectively. The Western - blotting method showed allergenic reaction to patients with positive mixed serum. Nut allergy had homology, and 

the main allergens of sesame, cashew nuts, walnut and pistachios were at 22, 20, 54 and 23 ku. 

Key words: nuts; allergens; sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE); Western - blotting  

 

随着食品行业的加速发展，环境污染加剧，过敏

食物越来越多,食品过敏的发病率和流行情况日益加

剧，食品过敏性疾病已成为一个新兴的、公众性、全

球性的健康问题
[1]
，给临床变态反应学和食品工业造

成了巨大的压力
[2, 3]

。加之，食物过敏原的种类和来

源急剧增加，与食物过敏直接相关的过敏性疾病亦趋

于多样化、复杂化和严重化
[4]
，过敏症成为了人类健

康和生命危害的又一大文明病。国外流行病学调查表

明，约 1~2%的成人和 5~7%的儿童对一种或者几种食

品过敏[5]，因此食物过敏已被视为一种严重的世界公 
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与检测 

共卫生问题[6]。其中坚果类制品的过敏更是占有很大

的比重，因坚果类食品具有极高的的营养价值及其独

特的风味，作为疗效食品和休闲食品备受消费者的喜

爱，但是坚果类食品过敏问题涉及食物过敏症的

90%[7]，在食品标签上标明过敏原的存在是避免过敏

患者食入潜在过敏原的最有效的途径。目前，体外免

疫印迹分析检测技术是将免疫反应与现代检测手段相

结合而建立的超微量测定技术，是以抗原与抗体的特

异性、可逆性结合反应为基础的分析技术，在过敏原

的检测中也有较广泛的应用[8]。本研究旨在通过醚类

和丙酮等有机试剂对坚果类蛋白进行粗提取分离，再

应用聚丙烯酰胺凝胶电泳和免疫印迹分析研究坚果食

品中的过敏原，找到引起人体致敏的主要过敏原蛋白，

以期得到纯度比较高的坚果类过敏原-抗原，为后续的

http://zhidao.baidu.com/search?word=%E8%81%9A%E4%B8%99%E7%83%AF%E9%85%B0%E8%83%BA%E5%87%9D%E8%83%B6&fr=qb_search_exp&ie=utf8
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研究坚果致敏机理奠定基础，并对临床过敏症诊断及

过敏原检测提供借鉴，对生产企业在坚果过敏原的标

注上起到推进作用，为普通消费者选购该类食品也具

有一定的指导意义[9~10]。 

1  材料与方法 

1.1  原料  

黑芝麻、白芝麻、核桃、开心果、腰果均购自天

津市物美超市，产地河北省。 

1.2  仪器与试剂 

DYY-7C型转膜电泳仪，北京市六一仪器厂；电

泳仪、凝胶成像仪，伯乐生命医学产品有限公司；酶

标仪，赛默飞科技有限公司；BCA蛋白定量试剂盒，

博士德生物；ECL化学发光显色液，上海西唐生物科

技有限公司；HRP标记山羊抗人IgE抗体（进口），艾

美捷科技有限公司；过敏病人阳性血清（7 人混合），

天津市长征医院变态反应病理室提供。 

1.3  实验方法 

1.3.1  蛋白质的粗提取 
1.3.1.1  粉碎 

将白芝麻、黑芝麻、核桃、腰果和开心果分别在

冰浴中研磨破碎，并分别称取坚果样品的质量。 
1.3.1.2  去脂 

用丙酮浸泡放入 4 ℃冰箱中去脂 1 d，期间冰浴

中用丙酮、乙醚多次交替去脂，直至脱脂的丙酮澄清

后倒掉丙酮，并在通风橱中风干，直至样品呈粉末状。

分别称取去脂后的样品质量，测定脂肪的去除效果，

即蛋白质的得率。 
1.3.1.3  提取 

分别称取 10 g 风干后的样品，按 1:10 比例加入

PBS 100 mL 进行蛋白质提取，用磁力器搅拌 24 h。提

取完后用冷冻离心机在 10000 r/min、4 ℃条件下离心

10 min，并将上清液在冰浴上过滤。 
1.3.1.4  透析 

将透析袋置于 NaHCO3溶液中煮 30 min，将坚果

类的过敏原粗提液分别装入透析袋中，用密封夹夹紧

袋口，于磷酸盐缓冲溶液中透析 48 h，期间每隔 6~8 
 

小时更换一次透析液，得到粗提的蛋白质样品。将各

样品分装后放入-18 ℃冰箱中保存备用。 
1.3.2  蛋白质含量的测定 

解冻蛋白质样品之后用 BCA 蛋白定量试剂盒进

行测定，参照操作说明进行，蛋白质样品分别稀释 2、
4、8、16、32、64 倍。 
1.3.3  SDS-PAGE 聚丙烯酰胺凝胶电泳配置方

案 
表1 凝胶配制比例（mL） 

Table 1 The proportional allocation of gel electrophoresis 

凝胶 H2O
30% 

Arc/Bis

1.0 M  

Tris-Hcl 

1.5 M  

Tris-Hcl 

10% 

SDS 

10%

AP
TEMED

分离胶 6.68 8.00 0 5.00 0.20 0.10 0.01 
浓缩胶 6.80 1.70 1.25 0 0.10 0.10 0.01 

1.3.4  免疫印迹方法鉴定过敏原 
1.3.4.1  转膜（半干电转移） 

取出 SDS-PAGE 凝胶，按凝胶的大小剪取 NC 膜

和滤纸。NC 膜在无水甲醇中浸泡 15 s，将胶和膜放

入电转缓冲液中平衡 20 min 后，在 150 V 恒压下，于

4 ℃冰箱中电转 80 min。用 2% BSA-TBS 封闭 2 h 后

将膜放入血清池中，在血清池中加入过敏较严重病人

（共 6 人）的混合阳性血清。十分钟后取出滤纸、凝

胶和 NC 膜，按照三张滤纸+凝胶+NC 膜+一张滤纸+
两张滤纸的顺序叠放，放入转膜电泳仪中，在 100 mA
条件下转膜 20 min。然后进行封闭，抗体制备。 
1.3.4.2  免疫反应 

将 NC 膜放入制备好的混合血清中，在 4 ℃条件

下孵育过夜。之后用 TBST 清洗 NC 膜 30 min，期间

换液 3 次。清洗后将 NC 膜放入二抗溶液中，在 37 ℃
恒温培养箱中培养 2 h。过后取出 NC 膜。用 ECL 显

色：将 ECL 试剂的 A 液（鲁米诺）与 B 液（过氧化

氢）按照 1:1 的比例混合，滴加在 NC 膜表面，显色

1min。 
1.3.5  数据统计及图形分析 

用 Excel 2007 统计分析所有数据，计算标准误差

并制图；用 SPSS 11.0 软件进行方差分析和显著性检

验。 

2  结果与分析 

2.1  五种样品的粗蛋白得率 

五种样品在冰浴研碎后均称取 100 g 进行去脂处

理，去脂彻底后，分别称取风干后的样品质量，所得

蛋白得率如图 1 所示。 
由图 1 可知，白芝麻的蛋白得率高于黑芝麻，即

黑芝麻中有更多的脂肪含量，五种坚果中核桃的脂肪

含量最多，占总质量的一半以上。白芝麻和开心果的

脂肪含量是最少的，粗蛋白质约占各坚果总质量的

60%左右。 

http://www.biomart.cn/westang/index.htm
http://www.biomart.cn/westang/index.htm
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图1 坚果蛋白得率(n=3) 

Fig. 1 protein yield of the nuts  

注：σ＜0.5（由三维图变为二维图）。 

2.2  蛋白质标准曲线的绘制 

采用 BCA 蛋白定量试剂盒分析方法配制标准蛋

白后测得的标准蛋白曲线如图 2 所示。 

 
图2 蛋白质标准曲线 

Fig.2 The standard curves of BCA 
由图 2 可知，蛋白质含量的标准曲线方程为 y= 

1.4053x-0.1777，R2 = 0.9931，方程呈线性相关。 

2.3  BCA蛋白定量试剂盒测定 

待测坚果样品分别进行 2、4、8、16、32、64 倍

稀释，按照 BCA 蛋白定量试剂盒的方法测定 A562，

结果如表 2 所示。 
表2 坚果BCA蛋白定量结果 

Table 2 The protein quantitative results of BCA 

 稀释倍数 1 2 3 4 5 

吸光度 

值 A562 

2 2.87 1.69 2.65 2.92 2.99

4 2.75 0.94 2.68 2.07 3.23

8 1.98 0.53 2.68 1.27 2.54

16 1.21 0.34 2.07 0.73 1.67

32 0.75 0.24 1.17 0.47 0.99
64 0.46 0.21 0.75 0.33 0.62

注：1 为白芝麻；2 为黑芝麻；3 为腰果；4 为核桃；5 为

开心果。 

根据标准曲线，将蛋白样品的 A562值代入上述方

程，即可获得蛋白样品的浓度。由于实验的误差，最

终的蛋白浓度由所测得的相近的两个浓度值取平均

值。各样品的浓度如图 3 所示。 

 

图 3 坚果蛋白浓度(n=3)  

Fig.3 protein concentration of the nuts 

注：σ＜0.5（由三维图变为二维图）。 

图 3 可知，10 g 样品在 PBS 缓冲液 pH 7.8 下提取

蛋白质效果最好的是腰果样品，提取效果最差的是黑

芝麻样品，蛋白浓度低于 5%，综合各坚果的物性，

采用上述方法五种样品均有较好的提取效果。 

2.4  蛋白粗提液 SDS-PAGE结果 

提取出的各坚果蛋白分别用上样缓冲液稀释到 2 
mg/mL 后上样，进行电泳，电泳结果如图 4 所示。 

 
图4 白芝麻、黑芝麻、腰果、核桃、腰果粗提液蛋白SDS-PAGE

结果 

Fig.4 Result of SDS-PAGE test on the protein of nuts 

注：M 为分子质量标准；1 为白芝麻蛋白条带；2 为黑芝

麻蛋白条带；3 为腰果蛋白条带；4 为核桃蛋白条带；5 为开心

果蛋白条带。 

从图 4 和表 3 可以看出，白芝麻和黑芝麻蛋白种

类很相似，它们的电泳条带基本都是一致的，核桃中

蛋白种类多余其它四种样品，导致其每一种蛋白含量

较少，条带不清晰。最富集的各样品条带分别为白芝

麻 15 ku、黑芝麻 34 ku、腰果 37 和 19 ku、核桃 13 ku、
腰果 21 和 13 ku。 
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表3 坚果样品SDS-PAGE分析 

Table 3 The analysis of SDS-PAGE in nuts samples 

样品/ku 1 2 3 4 5 

蛋白分子量 

34 

26 

22 

19 

17 

15 

(6 条) 

34 

31 

22 

19 

16 

(5 条)

37 

25 

23 

20 

19 

17 

14 

(7 条) 

62 

54 

42 

38 

36 

24 

22 

19 

13 

(9 条) 

37 

32 

25 

23 

21 

13 

(6 条)

最富集的条带 15 34 37 和 19 13 21 和 13
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2.5  蛋白粗提液免疫印迹结果 

选用临床上对坚果类食品过敏患者阳性混合血清

为一抗，HRP 标记山羊抗人 IgE 抗体为二抗，ECL 显

色法进行显色对五种坚果类食品的蛋白的过敏原进行

了免疫印迹分析，在暗室中根据结果调整曝光时间和

曝光区域，得到最佳结果，如图 5 所示。 

 
图5 坚果提取过敏原蛋白免疫印迹结果 

Fig. 5 Result of western-blotting test on the allergen of nuts 

注：1 为白芝麻蛋白条带；2 为黑芝麻蛋白条带；3 为腰

果蛋白条带；4 为核桃蛋白条带；5 为开心果蛋白条带。 

根据图 5 免疫印迹反应可以看出，每类坚果都使

阳性血清产生致敏性，白芝麻有 3 条免疫条带，分子

量分别为 70 ku、55 ku 和 22 ku，主要的过敏原是 22 ku
附近的蛋白条带；黑芝麻有一个过敏条带，在 22 ku
附近；腰果有两个过敏条带，在 23 ku 和 20 ku 附近，

20 ku 附近的条带为主要的过敏原；核桃只有一个过敏

条带，在 54 ku 附近；开心果有两个过敏条带，在 25 ku
和 23 ku 附近，分子量为 23 ku 的蛋白是主要过敏原。 

3  结论 

3.1  本试验对五种坚果用丙酮和乙醚进行交替脱脂

处理，得到一个较好的蛋白得率，分别为白芝麻：

61.20%、黑芝麻：54.80%，核桃：42.00%，腰果：53.50%，

开心果：61.50%。 
3.1  SDS-PAGE 凝胶电泳结果显示，15 ku 是白芝麻

的主要蛋白，34 ku 是黑芝麻的主要蛋白，19 和 37 ku
是腰果的主要蛋白，13 ku 是核桃的主要蛋白，13 和

21 ku 是开心果的主要蛋白。 
3.3  Western-blotting 结果显示，五类坚果同时对过敏

人群有致敏性，坚果类蛋白拥有共同的过敏原成分，

具有同源性和交叉性，用同一种试剂方法检测多种坚

果蛋白提供了创新手段；其中引起过敏反应的主要过

敏物质为白芝麻的主要过敏原分子量在 22 ku，黑芝麻

的主要过敏原分子量在 22 ku，腰果的主要过敏原分子

量在 20 ku，核桃的主要过敏原分子量在 54 ku，开心

果的主要过敏原分子量在 23 ku。 
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