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摘　要：根据文献并结合生物信息学方法选取大豆主要过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０ｋ的抗原表位区，采用 ＰＣＲ方法扩增出

该抗原表位区基因片段，并通过酶切连接分别构建单体的 ｐＥＴ表达载体（ｐＥＴｓＧｌｙ）和二聚体的 ｐＥＴ表达载体

（ｐＥＴｄＧｌｙ），重组质粒转化到大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ，经 ＩＰＴＧ诱导后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析；同时用 Ｎｉ２＋离子亲

和层析柱纯化表达的 ｓＧｌｙ和 ｄＧｌｙ抗原表位蛋白，用 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和 ＥＬＩＳＡ检测重组蛋白的免疫原性。结果表

明：表达的单体 ｓＧｌｙ蛋白以可溶性表达为主，而其二聚体 ｄＧｌｙ蛋白以包涵体形式存在，纯化的 ｓＧｌｙ和 ｄＧｌｙ蛋白都

具有较好的免疫原性，重组蛋白 ｓＧｌｙ的抗原性更佳。成功构建的大豆主要过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０ｋ蛋白的抗原表位区

单体 ｓＧｌｙ蛋白及其二聚体 ｄＧｌｙ蛋白的工程菌，为研制大豆主要过敏原的单克隆抗体以制备用于大豆主要过敏原

检测的试剂奠定了基础。
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　　大豆是人类主要的植物蛋白来源之一，据报
道，人体所需的蛋白质 ８０％来源于植物蛋白，而其
中有１６％来源于大豆［１］

。然而早在 １９３４年 Ｄｕｋｅ
等就提出大豆蛋白会引起人类的过敏反应

［２］
，仅

１９８３～１９８６年期间，我国就有 １８４例由于食物过敏
而引起的变态反应性疾病，其中大豆过敏者占

２５５％［３］
。大豆过敏原引起的过敏反应能造成肠

道损伤，胃部不适或过敏性皮炎等，甚至会引起过

敏性休克，进而威胁生命安全
［４］
。ＯｇａｗａＴ等用免

疫印迹技术，发现了存在于７Ｓ球蛋白组分中的３种
主要过敏原：ＧｌｙｍＢｄ２８Ｋ，ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ和 Ｇｌｙｍ
Ｂｄ６０Ｋ［５］。

ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ也称为 Ｐ３４，属于半胱氨酸蛋白
酶的木瓜蛋白酶超家族的一个边缘成员。日本的

科学家对于大豆过敏原蛋白的研究比较深入，Ｂａｎ
ｄｏ研究发现大豆 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ蛋白是一种能够引
起过敏反应的糖蛋白，是大豆蛋白中主要的抗原成

分
［６］
。Ｈｏｓｏｙａｍａ等已于１９９６年分析出大豆 Ｐ３４的
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２个重要抗原表位区 Ｆ５（ＤＫＶＴＩＤＧＹＥＴＬＩＭＳＤＥＳＴ）
和 Ｈ６（ＱＧＧＣＧＲＧＷＡＦＳＡＴＧＡＩＥＡ），并制备了相应
的单克隆抗体

［７］
。２０００年，Ｂａｂｉｋｅｒ等用 ｐＥＴ２２ｂ

构建出大豆 Ｐ３４全长基因的原核表达载体，并在 Ｅ．
ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中得到大量表达，获得了具有与天
然大豆 Ｐ３４蛋白相似的免疫原性［８］

。而目前，国内

对大豆过敏原的研究非常少，因此，在国内筛选出

大豆主要过敏原单克隆抗体具有十分重要的应用

价值。邬玉兰等的研究表明 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ的全蛋
白不表达，天然纯化技术难

［９］
，从而难以得到 Ｇｌｙｍ

Ｂｄ３０Ｋ。因此，借鉴已有资料克隆出其中一段抗原
表位区，以用于其单克隆抗体的制备。

该研究通过查阅文献结合生物信息学方法选

取得到大豆过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ的主要抗原表位
区，构建该区段及其二聚体的原核表达载体，得到

了具有免疫学活性的高表达大豆抗原表位蛋白，为

研制大豆主要过敏原单克隆抗体和用于大豆主要

过敏原检测的试剂奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　 供试材料
１．１．１　菌株及质粒　含 ＧｌｙｍＢｄ３０ｋ的全长基因
的载体（ＧｅｎＢａｎｋＬＯＣＵＳ：ＥＵ８８３６００）［７］，原核表达
质粒 ｐＥＴ载体，表达菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ，这些均
由该实验室构建和保存，ｐＭＤ１８Ｔ载体购于 ＴａＫａ
Ｒａ公司。
１．１．２　工具酶和试剂　ＤＮＡ限制内切酶 ＸｂａⅠ、
ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
和 ｒＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ均购自 ＴａＫａＲａ公司，Ｐｆｕ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、蛋白 Ｍａｒｋｅｒ是 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司的产
品，质粒小提试剂盒和胶回收试剂盒为美国 ＯＭＥＧＡ
公司产品。硝酸纤维素膜购于美国 ＰＡＬＬ公司。吐
温２０、ａｎｔｉＩｇＧＨＲＰ、链酶亲和素ＨＲＰ、ＴＭＢ是 Ｓｉｇｍａ
公司产品。鼠抗大豆蛋白多克隆抗体由该实验室制

备
［１３］
。其它试剂为分析纯产品。

１．２　试验方法
１．２．１　抗原表位分析　参照文献［７］，并根据现有
关于大豆主要过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０ｋ蛋白抗原表位
的研究，选取此蛋白中的一段作为目标基因，此段

应具有确切的抗原表位。然后利用 ＤＮＡＳｔａｒＬａｓｅｒ
ｇｅｎｅ Ｖ７．０生物学软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａｓｔａｒ．ｃｏｍ／
ｐｒｏｄｕｃｔｓ／ｌａｓｅｒｇｅｎｅ．ｐｈｐ）分析该段蛋白的抗原性指
数，用以评估此段蛋白的抗原表位的活性。

１．２．２　抗原表位区基因的 ＰＣＲ扩增与其 Ｔ克隆　
根据目标基因设计 １对引物 ＧｌｙｍＦ１：５′ＡＧＧＴＧ
ＴＡＧＡＴＣＴＧＧＣＧＧＣＧＧＴＧＴＣＡＴＣＡＣＣＣＡＡＧＴＡ３′；
ＧｌｙｍＲ１∶５′ＴＣＡＣＡＣＡＡＧＣＴＴＡＧＣＣＴＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣ

ＣＧＣＣＧＣＴＴＡＡＧＡＡＣＧＣＴＴＧＣＴＣ３′，以 ＧｌｙｍＢｄ３０ｋ
全长基因载体为模板通过 ＰＣＲ方法扩增得到其抗
原表位区基因，单体基因命名为 ｓＧｌｙ基因，二聚体
基因命名为 ｄＧｌｙ基因。用 ＰｆｕＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ进
行 ＰＣＲ，程序设定为：９４℃ 变性 ４ｍｉｎ后，９４℃
３０ｓ，５５℃ １５ｓ，７２℃ ６０ｓ条件下进行 ２５个循环后
再７２℃ １０ｍｉｎ。进行１％琼脂糖电泳分析。用ＰＣＲ
纯化试剂盒回收 ＰＣＲ产物。然后用 ｒＴａｑＤＮＡＰｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅ，加入 ｄＡＴＰ，于７２℃ ２０ｍｉｎ，使 ＰＣＲ产物两
端加 Ａ，可用于 Ｔ克隆。首先得出 ｐＭＤ１８ＴｓＧｌｙ载
体，送上海生工测序验证序列。

１．２．３　ｐＥＴｓＧｌｙ和 ｐＥＴｄＧｌｙ原核表达载体的构建
　对于单体表达载体的构建，将 ｐＥＴ质粒载体（如
图１）用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 双酶切、ｐＭＤ１８ＴｓＧｌｙ
用 ＢｇｌⅡ和 ＨｉｎｄⅢ 双酶切，ＢａｍＨⅠ和 ＢｇｌⅡ为同
尾酶，把回收酶切的质粒及 ｓＧｌｙ基因于１６℃过夜连
接，重组载体用 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 双酶切鉴定，正确
的重组质粒为 ｐＥＴｓＧｌｙ。对于二聚体表达载体的
构建，先将 ｐＥＴｓＧｌｙ用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 双酶切、
ｐＭＤ１８ＴｓＧｌｙ用 ＢｇｌⅡ和 ＨｉｎｄⅢ 双酶切，同上将
回收酶切的质粒与 ｓＧｌｙ基因连接，用 ＸｂａⅠ和 Ｈｉｎｄ
Ⅲ 双酶切鉴定重组载体，正确的重组质粒为 ｐＥＴ
ｄＧｌｙ。最后送往上海生工测序验证。

图 １　原核表达质粒 ｐＥＴ载体的多克隆位点

Ｆｉｇ．１　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｌｏｎｅｓｉｔｅｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐＥＴｖｅｃｔｏｒ

１．２．４　ｐＥＴｓＧｌｙ和 ｐＥＴｄＧｌｙ的表达与纯化　将
构建成功的原核表达载体 ｐＥＴｓＧｌｙ和 ｐＥＴｄＧｌｙ转
化到ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ宿主菌中，经３７℃ ＩＰＴＧ诱导
４ｈ后，离心收集表达菌菌体，用 ＰＢＳ洗涤后，冰浴
超声破碎菌体，分别取诱导前和诱导后菌体、用超

声破碎后的上清和沉淀各加入上样缓冲液，经 １５％
ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

ｓＧｌｙ蛋白上清液可直接用亲和层析柱纯化，分
别用２０、６０、１００、１５０、２００、３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１梯度咪唑
洗脱，收集各个梯度洗脱液进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析。
ｄＧｌｙ包涵体蛋白经 １％Ｔｒｉｔｏｎｘ１００、２ｍｏｌ·Ｌ－１尿
素洗涤后用８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素溶解，然后用亲和层析
柱纯化，采用梯度透析法复性

［１０］
。最后用 Ｂｒｏａｄｆｏｒｄ

法测定蛋白浓度。

１．２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ　将纯化得到的蛋白 ｓＧｌｙ
和 ｄＧｌｙ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后电转到硝酸纤维
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素膜上，用２％ＢＳＡ封闭过夜，用纯化后的鼠抗大豆
蛋白多克隆抗体 ＩｇＧ为一抗，以免疫前小鼠血清为
阴性对照，用标记生物素的羊抗鼠 ＩｇＧ为二抗，最
后用 ＤＡＢ显色。
１．２．６　用 ＥＬＩＳＡ检测抗原的免疫学原性　用碳酸
盐缓冲液（ｐＨ９．０）分别稀释纯化后的 ｓＧｌｙ蛋白和
ｄＧｌｙ蛋白，酶联板包被 １μｇ重组蛋白，４℃过夜，
ＰＢＳＴ洗板３次，每孔加封闭液 ２００μＬ，３７℃ ２ｈ，
以鼠抗大豆蛋白多克隆抗体 ＩｇＧ为一抗，稀释
１∶５００，以免疫前小鼠血清为阴性对照，稀释１∶５００，
每孔加样 １００μＬ，３７℃反应１ｈ，ＰＢＳＴ洗板３次 ，
每孔加 １００μＬＨＲＰ标记羊抗鼠 ＩｇＧ（１∶２０００稀
释），３７℃反应 １ｈ，ＰＢＳＴ洗板后，用 ＴＭＢ显色。
测定 Ａ４５０值。

２　结果与分析

２．１　序列比较以及抗原表位区的筛选及基因的
ＰＣＲ扩增
根据文献［７］得知 Ｈｏｓｏｙａｍａ等通过单抗与合

成肽相互作用方法筛选得到的大豆主要过敏原 Ｇｌｙ
ｍＢｄ３０ｋ蛋白中的 ＱＧＧＣＧＲＧＷＡＦＳＡＴＧＡＩＥＡ和
ＤＫＶＴＩＤＧＹＥＴＬＩＭＳＤＥＳＴ这 ２段多肽为此蛋白的
ＩｇＧ抗原表位。选取含有这 ２段多肽的抗原表位区
基因（氨基酸序列范围：１４４２６４）（图 ２Ａ），结合生
物信息学软件预测分析，结果表明，通过预测抗原

指数和表位可能性表明此抗原表位区有良好的抗

原表位活性（图２Ｂ）。

Ａ．大豆主要过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ蛋白抗原表位区的选取；Ｂ．抗原表位免疫原性的预测分析

Ａ．ＳｅｌｅｃｔｉｎｇｔｈｅａｎｔｉｇｅｎｉｃｅｐｉｔｏｐｅｏｆＧｌｙｍＢｄ３０ｋｐｒｏｔｅｉｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ；Ｂ．ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｔｓｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

图 ２　大豆主要过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ蛋白抗原表位区的选取及其抗原表位活性的预测分析

Ｆｉｇ．２　ＳｅｌｅｃｔｉｎｇｔｈｅａｎｔｉｇｅｎｉｃｅｐｉｔｏｐｅｏｆＧｌｙｍＢｄ３０ｋｐｒｏｔｅｉｎｏｆｓｏｙｂｅａｎａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｔｓｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　　根据设计的特异性引物进行 ＰＣＲ扩增目的片
段。用 １％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，结果如
图３所示，在４５０ｂｐ左右位置有一明亮条带，大小与
预期结果一致。

２．２　ｐＥＴｓＧｌｙ和 ｐＥＴｄＧｌｙ原核表达载体的构建
对阳性克隆进行 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切和琼

脂糖凝胶电泳分析（图 ４）。插入的单体的 ｓＧｌｙ基
因片段大小约为 ４５０ｂｐ，插入的二聚体的 ｄＧｌｙ基因
片段大小约为 ８００ｂｐ，结果均同预期大小相一致。
阳性克隆的 ＤＮＡ序列测定结果显示，ｐＥＴｓＧｌｙ和

ｐＥＴｄＧｌｙ插入的片段均是正确的。表明这 ２个表
达载体均构建成功。所构建的重组表达载体包括

大豆 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ抗原表位区单体的 ｓＧｌｙ（ｐＥＴ
ｓＧｌｙ）和其二聚体的 ｄＧｌｙ（ｐＥＴｄＧｌｙ）。
２．３　ｐＥＴｓＧｌｙ和 ｐＥＴｄＧｌｙ蛋白表达及纯化

分别将含有 ｐＥＴｓＧｌｙ和 ｐＥＴｄＧｌｙ的表达菌株
ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ经终浓度为 １ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＩＰＴＧ
３７℃诱导 ４ｈ，再将诱导前菌体、诱导后菌体、以及
超声破菌后的上清和沉淀分别进行 １５％ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，结果显示，ｓＧｌｙ为可溶性表达（图 ５），而 ｄＧｌｙ
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Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：大豆主要过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ抗原表位区
基因

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲＰｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅａｎｔｉｇｅｎｉｃｅｐｉｔｏｐｅｏｆＧｌｙｍ
Ｂｄ３０ｋｐｒｏｔｅｉｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ

图 ３　大豆主要过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ蛋白抗
原表位区基因的 ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲＰｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅａｎｔｉｇｅｎｉｃｅｐｉｔｏｐｅｏｆ
ＧｌｙｍＢｄ３０ｋｐｒｏｔｅｉｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒｓ；１：ｐＥＴ；２：ｐＥＴｓＧｌｙ；３：ｐＥＴｄＧｌｙ

图 ４　原核表达载体 ｐＥＴｓＧｌｙ和 ｐＥＴｄＧｌｙ

的 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定

Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＥＴｓＧｌｙａｎｄ

ｐＥＴｄＧｌｙｂｙｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｓｗｉｔｈＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ

以包涵体形式表达（图 ５），亲和层析柱纯化的蛋白
在２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１洗脱效果最好。
２．４　纯化后 ｓＧｌｙ和 ｄＧｌｙ的免疫原性鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果（图６）表明纯化后的 ｓＧｌｙ
和 ｄＧｌｙ蛋白均能与鼠抗大豆蛋白多克隆抗体 ＩｇＧ
相互作用，都具有良好的免疫原性。ＥＬＩＳＡ活性检
测结果（图 ７）表明以可溶性表达的 ｓＧｌｙ蛋白比以
包涵体表达的 ｄＧｌｙ蛋白在天然条件下具有更高的
抗原表位活性。

３　讨论

过敏性疾病是目前世界上最常见的慢性疾病

之一，这类疾病与遗传和环境密切相关，近年来其

发病率持续增长。而其中大豆是目前公认的八类

食物过敏原之一。大豆过敏原引起的过敏反应能

造成肠道损伤，胃部不适或过敏性皮炎等，甚至会

引起过敏性休克，进而威胁生命安全
［１１］
。目前，控

Ｍ：蛋白分子量标记；１：诱导前菌体；２：诱导后菌体；ｓＧＬＹ３、ｄＧ
ＬＹ４：诱导后破碎菌体的沉淀；ｓＧＬＹ４、ｄＧＬＹ３：诱导后破碎菌体
的上清；５：纯化产物
Ｍ：ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：Ｅ．ｃｏｌｉＢｌ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ／ｐＥＴｓＧｌｙｂｅｆｏｒｅ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ｅ．ｃｏｌｉＢｌ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ／ｐＥＴｓＧｌｙａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；
ｓＧＬＹ３，ｄＧＬＹ４：Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｓＧＬＹ４，ｄＧ
ＬＹ３：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ；５：ｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

图 ５　大豆 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ抗原表位区 ｓＧｌｙ和
ｄＧｌｙ蛋白的诱导表达与纯化

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓＧｌｙａｎｄ
ｄＧｌｙｏｆｔｈｅａｎｔｉｇｅｎｉｃｅｐｉｔｏｐｅｏｆＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ

Ｍ：蛋白质标志物；１，３：重组 ｓＧｌｙ蛋白；２，４：重组 ｄＧｌｙ蛋白；
１，２：用鼠抗大豆蛋白多克隆抗体 ＩｇＧ反应；３，４：用正常鼠的免
疫前血清反应

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１，３：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆｓＧｌｙ；２，４：Ｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆｄＧｌｙ；１，２：ＩｇＧｒｅａｃｔｉｏｎｂｙｒａｔａｎｔｉｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；３，４：Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｙｐｒｅｉｍｍｕｎｅｓｅｒａｏｆｎｏｒｍａｌｒａｔ

图 ６　纯化后的重组 ｓＧｌｙ蛋白和 ｄＧｌｙ蛋白
的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析

Ｆｉｇ．６　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｓＧｌｙａｎｄｄＧｌｙｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｅ

１，３：正常鼠的免疫前血清；２，４：鼠抗大豆蛋白多克隆抗体 ＩｇＧ

１，３：ｐｒｅｉｍｍｕｎｅｓｅｒａｏｆｎｏｒｍａｌｒａｔ；２，４：ｒａｔａｎｔｉｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙＩｇＧ

图 ７　纯化的重组 ｓＧｌｙ蛋白和 ｄＧｌｙ

蛋白的 ＥＬＩＳＡ活性检测分析

Ｆｉｇ．７　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓＧｌｙａｎｄｄＧｌｙｂｙＥＬＩＳＡ
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制食物源性的过敏性疾病的研究主要是预防和治

疗，而对于大豆过敏性疾病的治疗方面，国内外尚

没有有效的根治手段，因此预防该过敏性疾病的发

生显得尤其重要。预先检测食物中是否含有大豆

过敏原，这对于避免致敏性消费者误食食品中大豆

过敏原而导致过敏反应具有重要的意义。另一方

面，国外近年来都重视规范食品中过敏原标识，

２００６年，美国 ＦＤＡ就开始实施新的食品过敏原标
识和消费者保护法规

［１２］
，食品中过敏原成分的检测

在各个国家的食品进出口贸易中越来越受到重视，

而有关食品中大豆的过敏原成分的检测在国际上

才刚刚起步。因此，研制具有自主知识产权的特异

性强、灵敏度高的大豆过敏原检测试剂盒具有重要

的现实意义。

检测大豆过敏原的方法主要有 ２种：基于蛋白
质的检测方法和基于基因的检测方法。基于蛋白

质的检测方法就是要利用相应的抗体来检测食品

中大豆过敏原情况，目标蛋白质可以是总蛋白也可

以是特定的过敏原组分。近来，陈家杰等报道了利

用抗大豆总蛋白的多克隆抗体检测食物中大豆过

敏原情况，但因多克隆抗体特异性不高，其检测方

法容易导致假阳性，从而亟需研制基于抗大豆主要

过敏原单克隆抗体的检测试剂
［１３］
，而该试剂则需要

制备相应的单克隆抗体。

目前，国内对大豆主要过敏原单克隆抗体的相

关研究报道比较少，２００８年，游金明等［１４］
选取了对

应于 βｃｏｎｇｌｙｃｉｎｉｎ分子 α＇亚基上的一段抗原表位
肽 （ＲＰＱＨＰＥＲ，７８８４α＇）作为半抗原，人工合成
后与载体蛋白（ＯＶＡ）交联，以此作为免疫原制备
了致仔猪过敏性大豆抗原蛋白 βｃｏｎｇｌｙｃｉｎｉｎ的单
克隆抗体（Ｍａｂ６Ｇ４），但是对人类大豆过敏原单
克隆抗体的制备国内还没有报道。制备单克隆抗

体的前提需要得到具有天然活性的大豆主要过敏

原蛋白。虽然 Ｂａｂｉｋｅｒ等已经成功利用原核表达系
统表达出大豆主要过敏原 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ蛋白［８］

，但

邬玉兰等发现原核表达系统难以表达 ＧｌｙｍＢｄ
３０Ｋ蛋白，表明获得具有天然活性的大豆主要过敏
原 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ蛋白具有一定的技术难度。该研
究通过查阅相关文献和生物信息学综合分析选取

的大豆抗原 ＧｌｙｍＢｄ３０Ｋ的抗原表位区作为研究
对象，成功构建了其单体和二聚体的原核表达载体

ｐＥＴｓＧｌｙ和 ｐＥＴｄＧｌｙ，并在 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ中得
到了成功的表达和纯化。免疫印迹结果显示，重组

的 ｓＧｌｙ和 ｄＧｌｙ蛋白均能与抗大豆蛋白的血清抗体
有阳性反应，具有良好的免疫原性。ＥＬＩＳＡ活性检
测结果显示，该表位区的单体 ｓＧｌｙ蛋白与二聚体
ｄＧｌｙ蛋白相比具有更好的免疫学活性。导致这一
结果的主要原因是可溶性表达的单体 ｓＧｌｙ蛋白具
有正确的折叠和构象，包涵体表达的二聚体 ｄＧｌｙ蛋

白复性效果不好，其活性受到了一定的影响。单体

ｓＧｌｙ蛋白具有大豆主要过敏原的抗原表位，有良好
的活性。
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