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阴离子交换层析法分离纯化花生主要过敏原 

Ara h1 的研究 
 

何伟逸 1，吴序栎 2，刘志刚 2，黄海珍 2，李瑶 1，叶烨 2，曹鹤瑶 1 

（1.深圳大学生命科学学院，广东深圳 518060）（2.深圳大学医学院，广东深圳 518060） 

摘要：Ara h1 蛋白是花生的主要过敏原蛋白。本研究从天然的花生提取花生蛋白质，通过硫酸铵分级沉淀及阴离子交换层析法

纯化花生主要过敏原Ara h1。通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分析蛋白纯度，结合免疫印迹实验对 Ara h1 免疫活性进行鉴定。结果表明：

采用阴离子交换层析法纯化出的Ara h1 纯度达到 90%以上。得率为 23.1%。免疫印迹实验表明，此方法纯化出来的Ara h1 仍具有免

疫原性，能跟花生过敏病人血清特异结合。 
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Abstract: Protien Ara h1 is a major allergen in peanut. In order to obtain the natural peanut allergen Ara h1, ammonium sulfate 

precipitation and anion-exchange chromatography were used for purification. The analysis and identification of peanut allergens was carried out 

using SDS-PAGE and Western blot. The results showed that the purity of Ara h1 was more than 90 percent and the recovery accounted 23.1% of 

total Ara h1 with the anion-exchange chromatography. The Ara h1 purfied by anion-exchange chromatography had immunocompetence. It can 

combine to peanut allergy patients serum with high specificity. 
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花生是八大类食物过敏原之一，花生过敏具有长

期性与普遍性，甚至威胁生命等特点，引起全球广泛

的关注[1]。FAO（1995）报告的八类过敏食物均为常

见食物，它们分别是牛奶、鱼、鸡蛋、甲壳类（虾、

蟹）、花生、大豆、核果类（杏、腰果、板栗）以及小

麦，约占所有食物过敏原的 90%以上[2]。花生过敏引

起的症状主要有咽喉水肿、急性哮喘、过敏性休克，

严重的情况甚至导致死亡[3]。花生过敏与其他食物过

敏不同，花生过敏是终身伴随性疾病，它不会因年龄

的增长而消失[4]。目前对花生过敏采取的治疗方法主

要是脱敏治疗，然而却具有一定的风险性，对花生过 
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敏蛋白进行低致敏性处理，改变花生蛋白的结构和功

能，能够有效的降低风险性。有文献报道通过湿热处

理，能够明显的改变花生蛋白的结构与功能[5]。花生

作为一种重要食物，对花生过敏引起的安全性研究显

得非常重要。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[6]，其中 Ara h1、Ara h2、Ara 

h3，Ara h4、Ara h6 属于主要过敏原，可被 90%花生

过敏患者识别。为深入的研究花生过敏的机理，必须

对花生过敏原进行纯化，获得足够纯度的过敏原蛋白。

Ara h1 是花生中含量最丰富的蛋白之一，也是花生主

要的过敏原之一。为了获得高纯度 Ara h1 本研究以花

生为原材料，采用丙酮去脂，硫酸铵分级沉淀和阴离

子交换层析法纯化Ara h1，并对所纯化出来的 Ara h1

进行免疫印迹实验检测其免疫原性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
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1.1.1  原料与血清 

500 g花生购于深圳市南山区人人乐超市，花生过

敏患者血清由深圳市儿童医院提供。 

1.1.2  仪器与试剂 

垂直板型电泳槽，model 1000/500转膜电泳槽法

国 Vilber Lourmat 公司；MonoQ 阴离子交换层析柱，

蛋白快速纯化仪，美国 GE 公司；低温高速离心机，

Epperndorf 公司；pH 计 BANTE instrument 公司；酶

标仪 BioTek 公司；磁力搅拌机，IKA-C-MAG 公司。 

生物素标记的羊抗人 IgE抗体，链霉亲和素(HRP) 

Southern Biotech 公司；BCA蛋白定量检测试剂盒 凯

基公司。 

1.2  方法 

1.2.1  丙酮去脂 

用飞利浦豆浆机将200 g 干燥花生粉碎，再将花

生粉末置于 500 mL的烧杯中，加入适量丙酮，于 4 ℃

冰箱中磁力搅拌两小时，反复多次去脂，直至上清澄

清为止。然后倒去丙酮，将去脂花生粉末于通风橱中

使丙酮风干。干后得脱脂花生粉末。 

1.2.2  花生蛋白的粗提 

称量花生粉末，按每克样品7 mL加入 PBS 缓冲

液进行蛋白提取，4 ℃磁力搅拌 24 h。提完后用冷冻

离心机在 15000 r/min，4 ℃条件下离心 15 min，上清

液即为花生过敏原粗提液。 

1.2.3  硫酸铵分级沉淀 

将花生过敏原粗提液置于烧杯中，在磁力搅拌的

情况下缓慢加入硫酸铵直至饱和度达到 30%，待完全

溶解，将粗提液在 4 ℃下 12000 r/min 离心 10 min。沉

淀用适量的PBS 完全溶解；按相同的操作使离心后的

的上清液的硫酸铵浓度达到 70%，第三次达到 100%。

硫酸铵三次分级沉淀所得的蛋白溶液于 4 ℃冰箱中保

存。 

1.2.4  阴离子交换层析法分离 Ara h1 

平衡缓冲液、洗脱缓冲液的制备：平衡缓冲液含

8 M尿素，20 mM 的Tris-HCl（pH 8.0）。洗脱缓冲液

与平衡缓冲液配制方法相同，除多加600 mM的NaCl。 

过层析柱蛋白样品的制备：先将硫酸铵沉淀的蛋

白样品 1 mL混合 3 mL的平衡缓冲液，于15 mL的

MILLIPORE超滤离心管中超滤离心，5000 r/min 离心

10 min。倒去滤液，再添加平衡缓冲液3 mL，超滤离

心，如此反复 5 次。使蛋白样品溶液与平衡缓冲液相

似，最终样品体积为 1 mL。 

在 ÄKTApurifier 全自动层析仪系统下，采用强阴

离子交换层析 MonoQ 5/50 GL进行蛋白分离纯化，花

生蛋白上柱后，用洗脱缓冲液以0~600 mM/NaCl连续

梯度洗脱，280 nm检测紫外吸收峰，收集各洗脱峰。 

1.2.5  SDS-PAGE电泳分析 

采用不连续体系SDS-PAGE电泳平板凝胶，浓缩

胶浓度为 5%，分离胶浓度为12%，先用 80 V恒压电

泳 15 min，然后120 V恒压跑电泳。电泳结束后经考

马斯亮蓝 R 250 染色、醋酸脱色。 

1.2.6  蛋白浓度的测定 

采用 BCA法，用 BCA蛋白含量试剂盒，配制出

不同浓度的标准蛋白溶液。用紫外分光光度计在 562 

nm 处分别测定不同浓度标准蛋白溶液的吸光值，以

吸光值(A562)为纵坐标，标准蛋白含量(μg/μL)为横坐

标，绘制标准曲线。 

1.2.7  免疫印迹法鉴定过敏原 

取 10 μL的纯化蛋白液进行 SDS-PAGE电泳，电

泳完后取出SDS-PAGE凝胶，按凝胶的大小剪取硝酸

纤维素膜（NC 膜），然后在350 mA条件下，于 4 ℃

冰箱中转膜 50 min。取下NC 膜用 3% BSA于 4 ℃冰

箱中封闭过夜，加入过敏病人的阳性混合血清(按 1:10 

稀释)。摇床上摇 2 h后，将 NC 膜转入生物素标记羊

抗人 IgE 抗体(按 1:1500 稀释)中摇 2 h。链霉亲和素

(HRP)按 1:1000稀释后将 NC 膜放入其中摇 2 h。最后

DAB显色，待条带清晰后即用水冲洗，终止显色反应。 

2  结果与分析 

2.1  花生粗提蛋白的 SDS-PAGE电泳 

 

图 1 花生粗提液蛋白 SDS-PAGE 结果 

Fig.1 SDS-PAGE of total protein in crude extract from peanut 

注：M. 分子质量标准；1. PBS 浸提花生粗蛋白；2. 30%

硫酸铵沉淀蛋白；3. 70%硫酸铵沉淀蛋白；4. 100%硫酸沉淀蛋

白。  

如图 1 所示，由 PBS 浸提的花生粗提蛋白条带很

多，1条带55~70 kD之间有一条清晰而粗的蛋白条带，

10~55 kD 蛋白分布少且均匀。2条带是30%硫酸铵沉

淀蛋白，条带稀少。3 条带是 70%硫酸铵沉淀的蛋白，

条带很多，分布比较均匀。第 4 条带在 60 kD 左右有

一条清晰而粗的蛋白带，除了这一条带之外，只有大
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概只有不到 10条的蛋白带。由文献可知 Ara h1的分

子量大小为 63.5 kD。因此根据上面的结果分析选用

100%硫酸铵沉淀的蛋白来提取 Ara h1。 

2.2  MonoQ 阴离子柱分离纯化过敏原 Ara h1 

花生上柱前，用含 8 M 尿素的 20 mM/Tris-HCl

缓冲液（pH=8.0）平衡 MonoQ 层析柱，待花生粗提

蛋白上样后，用0~600 mM/L NaCl洗脱液进行连续的

线性梯度洗脱 30 min，流速为 1 mL/min。洗脱结果见

图 2。一共出现 6 个峰，前 5个峰是0~600 mM/LNaCl

梯度洗脱所得，第6 个峰是 1.5 M NaCl洗脱所得到的。

收集 6 个峰的洗脱液，经SDS-PAGE鉴定。根据文献

报道 Ara h1的分子质量为 63.5 kD，由图 3可见，只

有 3 号峰跑的条带，分子质量是 63.5 kD，其余均未出

现分子质量是63.5 kD的条带。因此判定 3 号峰即是

所要分离的目的蛋白。 

 

图 2 MonoQ 5/50 GL 强阴离子交换层析柱纯化峰型图 

Fig.2 Purification of total protein by MonoQ 5/50 GL 

anion-exchange chromatography 

 

图 3 阴离子交换各峰的 SDS-PAGE 凝胶电泳结果 

Fig.3 SDS-PAGE of purified peanut protein by MonoQ 5/50 GL 

anion-exchange chromatography 

2.3  Ara h1 纯化回收率 

采用 BCA 法测定上柱前花生粗提蛋白的浓度与

过柱后纯化所得 Ara h1 浓度。根据文献报道 Ara h1

占花生总蛋白的 14%左右。本实验花生粗提蛋白浓度

测得是 40 μg/μL，上柱200 µL，收集到的目的蛋白 4 

mL，测得浓度为 0.065 μg/μL。因此可算得： 

Ara h1 蛋白得率=(0.065 μg/μL×4000 μL)/(40 

μg/μL×200 μL×14%)=23.1% 

2.4  Ara h1 的免疫学鉴定 

免疫印迹又称蛋白质印迹（Western blotting），是

根据抗原与抗体能够特异性结合的原理而设计的鉴定

抗原抗体存在的一种常用方法。由于免疫印迹具有

SDS-PAGE 的高分辨率和固相免疫测定的高特异性和

敏感性，现已成为蛋白分析的一种常规技术。本实验

首先将分离纯化所得的 Ara h1进行复性浓缩，除去尿

素。然后进行 SDS-PAGE实验，再将聚丙烯酰胺凝胶

上的 Ara h1蛋白转移到 NC 膜上。然后进行免疫学鉴

定，结果如图所示，在 63.5 kD 处有一印迹条带，说

明通过该方法纯化所得的 Ara h1 依然具有免疫反应

性。 

 
图 4 纯化后 Ara h1 免疫印迹图 

Fig.4 Western-Blotting analysis of purified Ara h1 

注：M. Marker；1.过敏患者混合血清免疫印迹条带。 

3  结论 

3.1  食品安全问题是全球关注的热点问题，食物过敏

则是食品安全的研究方向之一，食物过敏也称食物变

态反应，是由于某种食物或食品添加剂等引起的 IgE

介导和非 IgE 介导的免疫反应，而导致消化系统内或

全身性的变态反应，属于即时性过敏，通常也叫 I 型

过敏反应。是机体对过敏原物质产生的一种不正常反

应。当过敏原或抗原与过敏机体首次接触后，作用于

抗原提呈细胞，使T 细胞和 B细胞激活，进而使得效

应 B 细胞分泌特异性的 IgE抗体。IgE 抗体与肥大细

胞表面的 FCεＲI受体结合，这一阶段称为过敏的诱导

阶段。当过敏原再次进入机体后会与肥大细胞表面的

IgE 结合使肥大细胞脱颗粒启动病理过程，这一阶段

称为效应阶段，使细胞释放出血管活性物质如5-羟色

胺、组胺等，引发一系列的过敏症状[7]。近年来，世

界各国对花生过敏的研究越来越多，花生营养丰富，

富含蛋白质、脂肪、钙、磷、铁等元素和维生素 B1、

B2，胡萝卜素、尼克酸、维生素 E，以及脑磷脂、卵

磷脂等营养成分[8]。但是花生蛋白却是重要的食物过

敏原之一，花生引起的过敏属于速发型过敏，其特点



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2013, Vol.29, No.4 

771 

具有长期性，甚至是终身的[9]。花生过敏有时可引起

过敏性休克，甚至危及生命[4]。花生过敏的危害如此

之大，因此，加大开展花生过敏研究力度显得尤为必

要。要透彻地研究花生过敏，对花生过敏原的研究是

关键。花生的过敏原主要有 Ara h1、Ara h2、Ara h3、

Ara h4、Ara h6[10]。其中 Ara h1、Ara h2 这两种过敏

原能被 90%的花生过敏患者的血清识别[11]。本实验先

用硫酸铵沉淀法去除相当一部分杂蛋白，选择含目的

蛋白最多的 100%硫酸铵饱和度沉淀出来的蛋白作为

上柱子的层析蛋白样品，然后采用阴离子交换层析法

来分离纯化花生主要过敏原 Ara h1。Ara h1占花生蛋

白总量 12~16%，其分子量大小为 63.5 kD，热稳定性

强，耐酶解，不易消化[12]，等电点为 4.55[11]。根据其

等电点选择强阴离子柱。离子交换层析法的原理是：

被分离物质所带的电荷可与离子交换剂所带的相反电

荷结合，这种带电分子与固相之间的结合作用是可逆

的，在改变 pH 值或者用逐渐增加离子强度的缓冲液

洗脱时，离子交换剂上结合的物质可与洗脱液中的离

子发生交换而被洗脱到溶液中。由于不同的物质所带

的电荷不同，它们与离子交换剂的结合能力也不同，

所以被洗脱到溶液中的顺序也不同，从而可被分离开

来[13]。Ara h1 的等电点为 4.55，其在 pH 值为 8.0 时

带有比较强的负电荷，可与阴离子柱中带正电荷的介

质发生结合，那些等电点高于 8.0 的蛋白在蛋白上柱

后不能与介质结合，在上柱子平衡的时候就被洗脱了

下来。用 600 mM 的 NaCl 进行梯度洗脱，因为不同

蛋白等电点有所区别，带电荷量低的蛋白由于与介质

的结合能力较弱，会被先洗脱下来。因此，随着离子

强度的连续增加，不同蛋白按照所带电荷量的大小被

顺序洗脱下来。本实验采用 MonoQ 强阴离子柱，40 

min 连续梯度洗脱的方法，分辨率较好，虽然第 3 峰

与第 4 峰有部分重叠，但仍能得到较好的分离效果。 

3.2  对分离所得到的目的过敏原，进行复性浓缩后，

采用免疫印迹法对所分离出来的Ara h1进行免疫反应

活性鉴定。实验结果表明，用该种阴离子交换法分离

纯化得到的 Ara h1 依然具有免疫活性。因此可用该方

法分离纯化天然花生过敏原 Ara h1，进行进一步科学

研究。 
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