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花生致敏蛋白 Ara h1 与咖啡酸互作对其抗原性的影响 
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摘  要：为探寻适宜的花生脱敏方法，该文研究了花生致敏蛋白 Ara h1 与咖啡酸互作对其抗原性的影响，利用荧光光谱、

紫外光谱和间接 ELISA 法对碱法、酶法、自由基法处理后的咖啡酸蛋白复合物抗原性变化进行了分析，并对碱法互作反

应温度、反应时间、pH 值、咖啡酸浓度进行优化。结果表明：在温度 33.2 ℃、时间 25 h、pH 值 8.67 和咖啡酸浓度 1.76 mg/mL

时，咖啡酸与花生致敏蛋白 Ara h1 碱法互作后其抗原性降至 69.31%，接枝量为 119.16 nmol/mg。碱法处理后，咖啡酸与

花生致敏蛋白 Ara h1 互作能降低致敏蛋白抗原性，研究结果可为花生脱敏处理提供参考。 
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0  引  言  

花生营养丰富，是人们生活饮食中植物油脂和蛋白质

的重要来源[1]，但花生也是联合国粮食及农业组织（Food 

and Agriculture Organization of the United Nations，FAO）

认定的八大类过敏原之一，是大龄儿童和成人最常见的食

物过敏源[2]。国际免疫学联合会（International Union of 

Immunological Societies，IUIS）和世界卫生组织（World 

Health Organization，WHO）确认了 18 种花生过敏蛋白，

分别命名为 Ara h1-Ara h18[3]。其中 Ara h1 占花生总蛋白

含量的12%～16%，35%～95%的花生过敏反应是由Ara h1

引发[4]，并且 Ara h1 能够被 90%以上患病人群血清进行免

疫球蛋白 E（Immunoglobulin E，IgE）识别[5]。花生过敏

会导致患者产生腹泻、呕吐、红斑丘疹、荨麻疹、血压下

降和血管性水肿等症状，在严重情况下还可能导致过敏性

休克并危及生命[6]，因此对花生脱敏方法的研究非常重要。 

当前花生脱敏的主要方法是物理加热法[7]、基因工程

法[8-9]、酶处理法[10]、辐照处理法[11-12]等，但大都存在不

足之处，如破坏营养成分、安全性低、脱敏效果差、适

用范围窄以及部分酶解产物仍具抗原性等[13]。植物多酚

是来源广、绿色安全的天然活性物质，并且在食品加工

过程中易与蛋白质在同一体系中通过共价与非共价键结
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合，改变蛋白质结构进而影响其致敏性，因此通过植物

多酚与花生致敏蛋白相互作用成为解决花生过敏的一种

新方法。植物多酚与蛋白的非共价结合依靠疏水相互作

用、氢键、静电相互作用和范德华力等维持[14]；共价结

合主要依靠多酚氧化和亲核加成过程形成的共价键且反

应不可逆[15]。共价结合根据反应原理的不同分为碱法、

酶法、自由基法 3 种方法，其中酶法具有特异性强、安

全性高等优点，但引入的酶需要去除[16]；碱法操作简便，

但反应条件较剧烈[17]；自由基法条件温和、无毒副产物，

但产生自由基的氧化还原体系构建较复杂[18]。 

研究表明多酚与花生致敏蛋白互作能够影响其致敏

性，如 Plundrich 等[19]发现花生蛋白与蔓越莓和蓝莓多酚

结合能显著降低花生蛋白 IgE 结合能力（分别降低 38%

和 31%），细胞试验中组胺和 β-氨基己糖苷酶释放显著

降低。Rishipal 等[20]让致敏小鼠食用富含花生蛋白多酚聚

集体的氨基酸饮食，发现小鼠脾脏裂解物中 CD63 蛋白表

达及血浆 IgE 均降低。当前研究主要为植物多酚粗提物与

花生蛋白的混合物，对单一成分多酚与纯化花生致敏蛋

白的研究较少。咖啡酸（Caffeic Acid，CA）作为内源性

酚类植物组分的一种，广泛存在于水果、蔬菜、谷物等

食物中，具有抗氧化、抗炎症、调节免疫等作用[21-22]。

本试验开展咖啡酸与花生致敏蛋白 Ara h1 共价结合方法

筛选及反应条件优化，为多酚与花生致敏蛋白共价结合

降低其致敏原抗原性提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

花生（豫花 37 号，黄淮流域种植范围较广，河南正
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阳新地花生集团）；咖啡酸（纯度≥98%），上海麦克林

生 化 有 限 公 司 ； DEAE-SepHarose Fast Flow 、

SepHadexG-200、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、福利酚试

剂、漆酶、甘氨酸、L-赖氨酸、透析袋 MD25（8 000～

14 000 Da）、吐温-20、PBS 缓冲液干粉，北京索莱宝科

技有限公司；兔抗 Ara h1，瑞典 Agrisera 公司；HRP 标

记羊抗兔免疫球蛋白 G（Immunoglobulin G，IgG），武

汉三鹰生物技术有限公司。 

1.2  仪器与设备 

SCIENTZ-48 高通量组织研磨器（宁波新芝生物科技

股份有限公司）；SN-MS-1 型磁力搅拌器（上海尚普仪

器设备有限公司）；CXG-1 电脑恒温层析柜（上海沪西

分析仪器厂有限公司）；PHS-3C pH 计（上海仪电科学

仪器有限公司）；FX303-Z 型电热培养箱（上海树立仪

器仪表有限公司）；SHA-B 水浴震荡器（上海力辰邦西

仪器科技有限公司）；BioTek/epoch2 酶标仪（美国伯腾

仪器有限公司）；TU-1901 双光束紫外可见分光光度计（北

京普析通用仪器有限公司）；LF-1803010 型荧光分光光

度计（赛默飞世尔科技有限公司）；Neofuge 1600R 高速

冷冻离心机（上海力申科学仪器有限公司）。 

1.3  试验方法 

1.3.1  花生致敏蛋白 Ara h1 提取与纯化 

提取方法参考闫飞[23]的方法。 

纯化方法参考 Wu 等[24]并略作改动。在电脑恒温层

析柜中先用 DEAE-SepHarose Fast Flow 填充层析柱进行

阴离子交换层析，以 Tris-HCl 缓冲液平衡 2～3 倍柱体积

后即可上样，然后用含 0～0.5 mol/L NaCl 的 50 mmol/L

的 Tris-HCl 缓冲液（pH 值 8.0）进行线性梯度洗脱并收

集各洗脱峰用 SDS-PAGE 检测。将收集后的目标峰蛋白

再用 SepHadexG-200 进行凝胶过滤层析纯化，然后用 3～

5 倍柱体积的洗脱液平衡层析柱后进行上样，然后用上柱

缓冲液进行洗脱并收集各峰进行 SDS-PAGE 检测，经分

析后纯度达到 90%以上。 

1.3.2  Ara h1 与 CA 互作方法筛选 

碱法互作：参考 Tao 等[25]的方法。用去离子水溶解制

备浓度为 40 mg/mL 的 Ara h1 溶液，并将 pH 值调节至 9.0，

同时加入 0.02%叠氮钠抑制微生物生长。Ara h1 溶液与 CA

溶液（0.70 mmol/L）等体积混合后，再次调节 pH 值至 9.0。

将混合物在室温下敞口搅拌 24 h，为了消除反应体系中的

游离酚类化合物，将混合物转移至透析袋（截留分子量

14 000Da）内，4 ℃下于去离子水中透析 48 h（每隔 6 h

换一次水确保未反应的游离多酚完全透析出去）。透析后

的溶液冷冻干燥即得 Ara h1-CA 共价接枝物。 

自由基法互作：参考刘夫国[26]的方法。以去离子水

溶解制备浓度为 20 mg/mL 的 Ara h1 溶液，加入 0.02%叠

氮钠抑制微生物生长。向 50 mL 上述溶液中依次加入

0.5 mL 双氧水（10 mol/L）和 0.25 g 维生素 C，室温下

搅拌反应 2 h。然后向反应液中加入一定量的 CA 使其最

终浓度为 0.35 mmol/L，继续反应 24 h。反应结束后将溶

液转移至透析袋（截留分子量 14 000 Da）内，4 ℃下于

去离子水中透析 48 h（每隔 6 h 换一次水确保未反应的游

离多酚完全透析出去），透析后的溶液冷冻干燥即得 Ara 

h1-CA 共价接枝物。 

酶法互作：参考 Prigent 等[27]的方法。以去离子水溶

解制备浓度为 20 mg/mL 的 Ara h1 溶液，加入 0.02%叠氮

钠抑制微生物生长。向 Ara h1 溶液中加入一定量的漆酶

（10 U/mL），调节 pH 值至 7.0，室温下搅拌 2 h。向反应

液中加入一定量的 CA 使其最终浓度为 0.35 mmol/L，继

续反应 24 h 后加入 10 μmol/L NaHSO3终止反应。然后将

溶液转移至透析袋（截留分子量 14 000 Da）内，4 ℃下

于去离子水中透析 48 h（每隔 6 h 换一次水确保未反应的

游离多酚完全透析出去），透析后的溶液冷冻干燥即得

Ara h1-CA 共价接枝物。 

1.3.3  单因素试验设计 

经预试验筛选出较优互作方法，针对咖啡酸浓度、温

度、时间、pH 值 4 个因素研究其对花生致敏蛋白 Ara h1

共价结合的影响。每组试验花生致敏蛋白 Ara h1 为

20 mg/mL 的溶液，单因素试验设计见表 1，每组 3 次平行，

结果取平均值。温度设置：25、35、45、55、65 ℃，其他

指标为时间 24 h、pH 值 9、CA 浓度 0.63 mg/mL。时间设

置：6、12、18、24、30 h，其他指标为温度 25 ℃、pH 值

9、CA 浓度 0.63 mg/mL。pH 值设置：7、8、9、10、11，

其他指标为温度 25 ℃、时间 24 h、CA 浓度 0.63 mg/mL。

CA 浓度设置：0.157 5、0.315 0、0.630 0、1.260 0、

2.520 0 mg/mL，其他指标为温度 25 ℃、时间 24 h、pH 值

9。以 IgG 结合能力作为主要指标，多酚蛋白接枝量和紫

外光谱扫描结果作为辅助指标，判定较佳单因素条件。 

表 1  单因素试验设计 
Table 1  Single factor experimental design 

水平
Level

温度 
Temperature /

℃ 

时间
Time 

/h 

pH 值 
pH 

value 

咖啡酸浓度 
CA(coffee 

acid )concentration/(mg·mL-1) 

1 25 6 7 0.157 5 

2 35 12 8 0.315 0 

3 45 18 9 0.630 0 

4 55 24 10 1.260 0 

5 65 30 11 2.520 0 

 

1.3.4  二次回归正交试验设计 

根据单因素试验结果确定 CA 浓度、温度、时间、pH

值 4 个因素的水平编码范围，以 IgG 结合能力为响应值。

试验设计见表 2。 

表 2  二次回归正交试验因素水平表 
Table 2  Factors and levels of quadratic regression orthogonal 

experiment 

水平编码
Horizontal 

coding 

温度 
Temperature/℃

时间 
Time /h 

pH 值 
pH value 

咖啡酸浓度 
CA concentration 

/(mg·mL-1) 

1.5467 50.4 33.2 9.77 2.230 

1 45.0 30.0 9.50 1.890 

0 35.0 24.0 9.00 1.260 

-1 25.0 18.0 8.50 0.630 

-1.5467 19.5 14.7 8.22 0.285 

 

1.3.5  试验指标测定 

总酚当量测定：选用福利酚法测定接枝物中 CA 的接
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枝量，参考陈卫军等[28]的方法。 

游离氨基的测定：选用 OPA 法测定样品游离氨基含

量，参考 Xue 等[29]的方法。 

游离色氨酸的测定：参考陈卫军等[28]的方法。 

巯基含量测定：参考刘夫国[26]的方法。 

紫外光谱分析：参考周昊等[30]并略作改动。通过双

光束紫外可见分光光度计测定其在 190～600 nm 波长范

围下的光谱，以缓冲液作为空白对照。 

内源荧光光谱分析：参考王喜波等[31]并略作改动。

将样品溶解在缓冲液中，浓度为 0.2 mg/mL。在发射波长

300～500 nm 和激发波长 295 nm 处收集荧光光谱，激发

和发射狭缝的宽度均设置为 5 nm。 

抗原性检测：参考罗春萍[32]方法并略做改动。将花

生致敏蛋白 Ara h1 与咖啡酸共价结合前后的样品，每孔

100 μL 加入酶标板中，4 ℃包被过夜；每孔加入 250 μL 5%

的脱脂乳，37 ℃封闭 1 h；加入一抗（兔抗 Ara h 1，1∶200

稀释），37 ℃孵育 1 h；加入二抗（HRP 标记羊抗兔 IgG，

1∶1 000 稀释)，37 ℃孵育 1 h。每步操作之后均用 PBST

洗板。最后加显色液避光显色 15 min，然后加终止液终

止显色反应，用酶标仪测定在 490 nm 处吸光值。 

   490

490

OD
IgG 100%

OD
 

理 品 值
合能力

未 理 品 值

处 样
结

处 样
 （1） 

1.3.6  数据处理 

所有试验均设置 3 组平行，使用 SPSS16.0、DPS 7.05

进行数据分析，运用 Origin 2019 及 GraphPad Prism 8.0.2

软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  Ara h1 与 CA 互作方法结果分析 

2.1.1  互作方法的反应基团与接枝量分析 

从表 3 中可以看出 3 种 Ara h1-CA 接枝方法中游离

氨基、游离色氨酸、巯基含量均比空白 Ara h1 有所降低，

原因是多酚与蛋白质分子共价结合过程中，与蛋白质分

子中的氨基、巯基等亲核基团发生加成反应并形成 C-N

或C-S共价键[33]。3种方法中CA 接枝量由大到小依次为：

碱法>酶法>自由基法，由表 3 可知碱法互作反应后游离

氨基、色氨酸、巯基含量均比酶法和自由基法有所降低

且均具有显著性差异（P<0.05），因此说明参加反应的基

团含量越多，CA 接枝量就越高，剩余游离基团含量就越

少，与文献报道一致[28]。综合分析接枝量和反应基团含

量后发现碱法在 3 种共价结合方法中互作效率最高。 

2.1.2  共价接枝方法光谱分析 

由图 1a 可以看出致敏蛋白 Ara h1 在 280 nm 处有最

大吸收峰，是由于蛋白质分子上酪氨酸或色氨酸残基的

吸收。蛋白质吸收峰值强弱受蛋白质与多酚相互作用强

弱的影响，峰值位移是由于蛋白质结构微环境中疏水性

改变所导致的[34]。3 种接枝方法均使得蛋白质 Ara h1 最

大吸光度提高，并且多酚所带助色团或发色团使得蛋白

质多肽链伸展而发生解折叠，导致最大吸收峰发生蓝移，

其中碱法接枝物蓝移最明显，由 280 nm 蓝移至 273 nm，

并且所引起紫外吸收强度改变最大。 

表 3  Ara h1 和 Ara h1-CA 中氨基酸、巯基和 CA 接枝量 
Table 3  Amino acid, thiol, and CA graft amount of Ara h1 and 

Ara h1-CA  

样品 
Sample 

游离氨基
Free amino

/(μmol·mg-1)

游离色氨酸 
Tyrosine 

group  
/(μg·mg-1) 

巯基 
Thiol 

/(μmol·mg-1) 

CA 接枝量 
CA graft 

amount/(nmol·mg-1) 

Ara h1 20.76±1.09a 46.97±2.1a 2.38±0.07a — 

自由基法 
Free radical 

method  
16.94±0.05c 36.60±0.7b 1.64±0.13b 29.01±0.24c 

酶法 
Enzymatic 

method 
18.85±0.09b 34.95±0.6b 1.74±0.18c 42.58±0.27b 

碱法 
Alkali method

14.06±0.21d 27.20±1.5c 1.33±0.32d 48.42±0.41a 

注：同一列数据不同字母上标表示差异显著（P<0.05），下同。 
Note: In the same column of data, different letter superscripts indicate significant 
differences (P<0.05), the same below. 

 
由图 1b 可知，与 Ara h1 相比 3 种方法的接枝物荧光

强度均有所降低，这说明 CA 与 Ara h1 发生共价相互作

用，可能是 CA 氧化形成的醌类物质与 Ara h1 中的色氨

酸残基发生结核反应，遮掩了 Ara h1 色氨酸残基导致荧

光强度下降[35]，并且峰值发生轻微红移，原因是 CA 诱

导 Ara h1 三级结构发生解折叠。在 3 种接枝方法中荧光

强度由小到大依次为：碱法接枝物<酶法接枝物<自由基

法接枝物，从而说明碱法接枝能够更好促进 CA 与 Ara h1

共价作用。碱法处理 pH 值并不高，且此方法在食品加工

中常用，例如稀氢氧化钠处理橄榄，以氧化咖啡酸和羟

基酪醇，从而生产成熟的橄榄[36]，因此对安全性及环境

污染影响较小。 

 
a. 紫外可见吸收光谱 b. 内源荧光光谱 

a. UV-Vis absorption spectrum b. Endogenous fluorescence 
spectrum  

图 1  互作方法对花生致敏蛋白 Ara h1 光谱的影响 

Fig.1  Effects of interaction methods on the spectrum of peanut 
sensitizing protein Ara h1  

 
2.1.3  共价互作方法抗原性分析 

由图 2 可知，3 种互作接枝物的 IgG 结合能力均低于

空白 Ara-h1，这表明与多酚结合降低了 Ara-h1 的抗原性。

IgG 结合能力降低可能是由于原包埋于分子内部的表位

暴露或原存在于分子表面的表位与多酚进行共价结合从

而进行掩盖，导致 IgG 结合能力降低[37]。在 3 种接枝物

中碱法接枝物的 IgG 结合能力下降最多（P<0.05），降

至 76.8%，酶法与自由基法次之且两组间差异不显著

（P>0.05），因此选用碱法互作来降低 Ara h1 的 IgG 结合

能力。 
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图 2  互作方法对花生致敏蛋白 Ara h1 抗原性的影响 

Fig.2  Effects of interaction methods on antigenicity of peanut 
sensitizing protein Ara h1  

 
2.1.4  碱法处理对致敏蛋白 Ara h1 的影响 

本试验目的是通过不同处理使花生致敏蛋白与多酚

反应，为避免各处理本身对蛋白抗原性产生影响，以碱

法为例，花生致敏蛋白与多酚碱法互作反应后 Ara h1-CA

为互作组，天然花生蛋白（Native Ara h1）为空白，采用

碱法处理但未添加多酚的 Control Ara h1 为对照组。由

图 3a 和图 3b 可知，Control Ara h1 与 Native Ara h1 相比

蛋白结构变化小，即碱法处理本身对 Ara h1 蛋白影响较

小，但两者与 Ara h1-CA 蛋白结构存在较大差异。 

 
a. 紫外可见吸收光谱 b. 内源荧光光谱 

a. UV-Vis absorption spectrum b. Endogenous fluorescence 
spectrum 

图 3  碱法处理对 Ara h1 影响光谱图 

Fig.3  Spectrogram of the effect of alkali treatment on Ara h1 
 

2.2  单因素试验结果分析 

2.2.1  咖啡酸浓度对 Ara h1-CA 影响 

由图 4a 可知随着 CA 浓度的升高，接枝量增加，IgG

结合能力下降。当 CA 浓度超过 0.630 0 mg/mL 后接枝量

无显著性差异（P>0.05），IgG 结合能力在 CA 浓度超过

1.260 0 mg/mL 后无显著性差异（P>0.05）。原因是随着

CA 浓度增加与之进行共价结合的蛋白质巯基、氨基等基

团逐渐被结合完全，剩余多酚无法与蛋白结合进而被透

析除去。由图 4b 可知 Ara h1 的紫外光谱强度随着 CA 浓

度提高而增加，当 CA 浓度超过 0.630 0 mg/mL 后其紫外

光谱变化不明显（P>0.05）。因此综合 IgG 结合能力后

选择咖啡酸浓度为 1.260 0 mg/mL。 

2.2.2  pH 值对 Ara h1-CA 影响 

由图 5a 可知随着 pH 值的升高，接枝量先升高后下

降，在 pH 值 9 处有最高值，IgG 结合能力先下降后升高，

在 pH 值 9 处有最低值。多酚在碱性环境下易被氧化为醌

类与蛋白质进行共价结合，共价结合程度起初随 pH 值的

增加而加强[38]，但随着 pH 值不断提高会由于静电斥力导

致 α-螺旋解体引起蛋白质变性[39]，从而导致多酚与蛋白

质共价结合能力降低。由图 5b 可知 pH 值 9 时的紫外光谱

具有最大吸收强度，是因为咖啡酸与致敏蛋白发生共价结

合后导致蛋白质微环境发生改变，生成新的显色基团如

C=C、C=O、C=N 等不饱和基团导致吸收强度增加[40]。因

此选择 pH 值为 9。 

 
a. 抗原性和接枝量 b. 紫外可见吸收光谱 

a. Antigenicity and graft amount b. UV-Vis absorption spectrum 

图 4  CA 浓度对 Ara h1-CA 抗原性、接枝量和紫外光谱的影响 

Fig.4  Effects of CA concentration on antigenicity, graft amount 
and UV spectrum of Ara h1-CA 

 
a. 抗原性和接枝量 b. 紫外可见吸收光谱 

a. Antigenicity and graft amount b. UV-Vis absorption spectrum 

图 5  pH 值对 Ara h1-CA 抗原性、接枝量和紫外光谱的影响 

Fig.5  Effects of pH value on the antigenicity, graft amount and 
UV spectra of Ara h1-CA 

 

2.2.3  温度对 Ara h1-CA 影响 

酚类物质受温度影响产生热氧化生成醌类物质从而

与蛋白质发生共价结合[41]，但随着温度不断升高，温度

影响蛋白质与多酚之间氢键并导致疏水键的形成，从而

影响其共价结合[42]。从图 6a 可看出随着温度的升高，接

枝量先升高后下降，在 35 ℃和 45 ℃处均较高且无显著

性差异（P>0.05），IgG 结合能力则是先下降后升高，并

在 35 ℃处降到最低，各组间具有显著性差异（P<0.05）。

从图 6b 可知 Ara h1 紫外吸光强度在 35 ℃和 45 ℃时均较

高，说明在这两个温度时蛋白质与多酚反应更充分。因

此结合接枝量及 IgG 结合能力选择反应温度为 35 ℃。 

2.2.4  反应时间对 Ara h1-CA 影响 

多酚在碱性条件下发生自动氧化形成醌类物质，随

着反应时间的增加多酚逐渐全部氧化并与蛋白质结合，

直至氧化完全后不再反应。从图 7a 可知随着反应时间的

增加，接枝量逐渐增加，当时间为 24 h 时接枝量最高，

24 h 与 30 h 两组间无显著性差异（P>0.05），IgG 结合

能力先下降后升高，在 24 h 时最低，各组间差异显著

（P<0.05）。从图 7b 可知随着反应时间延长，Ara h1 紫外
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吸收强度不断升高，但在 24 h 与 30 h 处的紫外光谱图较

为接近。因此选择反应时间为 24 h。 

 
a. 抗原性和接枝量 b. 紫外可见吸收光谱 

a. Antigenicity and graft amount b. UV-Vis absorption spectrum 

图 6  温度对 Ara h1-CA 抗原性、接枝量和紫外光谱的影响 

Fig.6  Effects of temperature on antigenicity, graft amount and 
UV spectra of Ara h1-CA 

 
a. 抗原性和接枝量 b. 紫外可见吸收光谱 

a. Antigenicity and graft amount b. UV-Vis absorption spectrum 

图 7  反应时间对 Ara h1-CA 抗原性、接枝量和紫外光谱的影响 

Fig.7  Effects of reaction time on the antigenicity, graft amount 
and UV spectrum of Ara h1-CA 

 
2.3  二次回归正交试验结果分析 

2.3.1  相关性分析 

通过对 IgG结合能力与接枝量进行双变量 Pearson检

验，结果表明 IgG 结合能力与接枝量呈极显著负相关

（r=-0.975，P<0.01），同时由于本试验研究互作对花生

致敏蛋白 Ara h1 抗原性的影响，因此选择 IgG 结合能力

作为正交试验评价指标。 

2.3.2  二次回归正交试验设计及结果 

根据表 4 中数据通过计算机软件 DPS7.05 进行分析，

建立数学回归模型，得到二次多项式逐步回归方程如下： 

Y=5.415 94-0.024 89X1-0.032 24X2-0.762 66X3-0.737 42X4

+0.000 19X1
2+0.000 77X2

2+0.040 49X3
2+0.112 54X4

2  

 +0.000 09X1X2+0.000 54X1X3+0.003 39X1X4 

 -0.000 48X2X3-0.002 16X2X4+0.031 51X3X4         （2） 

式中 Y 为 IgG 结合能力，X1、X2、X3、X4 为反应温度、

反应时间、pH 值、咖啡酸浓度实际值。 

经回归分析，二次多项式逐步回归线性方程相关系

数 r=0.977 5，体现出二次多项式逐步回归方程与全部试

验值在整体上的符合程度较高。显著水平 P=0.001<0.05，

回归方程显著。 

2.3.3  因素间交互效应分析 

由表 5 及图 8 可知，交互项 x 1 x 4对 IgG 结合能力影

响极显著，表示 x 1（温度）与 x 4（咖啡酸浓度）之间存

在交互作用，x 1（温度）与 x 4（咖啡酸浓度）交互图见

图 8。经 DPS 分析数据后发现，当温度为 33.210 6 ℃、

CA 浓度为 1.767 6 mg/mL 时，IgG 结合能力降到最低。 

表 4  二次回归正交组合设计正交表及结果 
Table 4  Quadratic regression orthogonal combination design 

orthogonal table and results 

试验号
Test 
No. 

温度
Temperature 

x1 

时间
Time

x2 

pH 值 
pH value 

x3 

CA 浓度 
CA 

concentration 
x4 

IgG 结合 
能力 

IgG binding 
capacity/% 

1 1 1 1 1 80.75 

2 1 1 1 -1 85.97 

3 1 1 -1 1 75.71 

4 1 1 -1 -1 87.52 

5 1 -1 1 1 77.28 

6 1 -1 1 -1 83.86 

7 1 -1 -1 1 73.37 

8 1 -1 -1 -1 82.69 

9 -1 1 1 1 74.32 

10 -1 1 1 -1 89.76 

11 -1 1 -1 1 69.12 

12 -1 1 -1 -1 93.23 

13 -1 -1 1 1 73.81 

14 -1 -1 1 -1 88.66 

15 -1 -1 -1 1 73.63 

16 -1 -1 -1 -1 86.36 

17 -1.546 0 0 0 72.67 

18 1.546 0 0 0 77.99 

19 0 -1.546 0 0 79.13 

20 0 1.546 0 0 75.21 

21 0 0 -1.546 0 72.72 

22 0 0 1.546 0 73.32 

23 0 0 0 -1.546 92.76 

24 0 0 0 1.546 69.77 

25 0 0 0 0 69.68 

26 0 0 0 0 71.23 

27 0 0 0 0 71.79 

表 5  偏回归系数显著性检测结果 
Table 5  Significance test of partial regression coefficients 

来源 
Source

偏相关 
Partial correlation 

T 检验值 
T score 

P-值 
P-value 

显著性 
Significance 

x1 -0.521 2 2.115 8 0.054 2  

x2 -0.421 4 1.609 7 0.131 5  

x3 -0.406 0 1.538 8 0.147 8  

x4 -0.767 1 4.142 4 0.001 2 ** 

x1
2 0.640 3 2.887 6 0.012 7 * 

x2
2 0.759 2 4.041 2 0.001 4 ** 

x3
2 0.393 7 1.483 8 0.161 7  

x 4
2 0.882 8 6.510 2 0.000 1 ** 

x 1 x 2 0.246 0 0.948 1 0.360 4  

x 1 x 3 0.134 7 0.470 8 0.645 6  

x 1 x 4 0.729 4 3.693 1 0.002 7 ** 

x 2 x 3 -0.072 8 0.252 7 0.804 5  

x 2 x 4 -0.378 1 1.414 6 0.180 7  

x 3 x 4 0.443 6 1.714 8 0.110 1  

注：P≤0.01 为极显著，用** 表示；P≤0.05 为显著，用*表示；P>0.05，
不显著。 
Note: P≤0.01 is highly significant, denoted by **; P≤0.05 is significant, 
denoted by *; P>0.05, non-significant. 

 
2.3.4  验证试验 

利用数学求极值的方法，对回归方程求一阶偏导数，
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解方程组并代入取整后温度、时间、pH 值和咖啡酸浓度

的值分别为 33.2 ℃、25 h、8.67、1.76 mg/mL，可以得到

理论上最低的 IgG 结合能力为 67.63%。按照最佳互作参

数进行 3 次验证，其 IgG 结合能力为 69.31%，与理论值

接近，相对误差为 2.48%，实测接枝量 119.16 nmol/mg，

与理论值 121.78 nmol/mg 接近，相对误差 2.14%，进一步

验证数学回归模型的可信度。另外从图 9a 紫外光谱图及

图 9b荧光光谱图看出在优化条件下咖啡酸与Ara h1互作

后改变蛋白结构，从而影响其抗原性，表明优化条件能

较好促进咖啡酸与花生致敏蛋白 Ara h1 互作。 

 

图 8  温度与咖啡酸浓度的交互图 

Fig.8  Interaction plot of temperature and coffee acid 
concentration 

 

 
a. 紫外可见吸收光谱                 b. 内源荧光光谱 

a UV-Vis absorption spectrum           b Endogenous fluorescence spectrum 

图 9  验证试验光谱图 

Fig.9  Validation test spectrogram 
 

3  结  论 

1）利用碱法、酶法、自由基法使致敏蛋白 Ara h1

与咖啡酸共价结合后，其抗原性下降，其中碱法共价接

枝物抗原性下降显著，接枝量 48.42 nmol/mg，显著高于

其他两种方法。在紫外光谱中碱法接枝物蓝移最明显，

所引起紫外吸收强度改变最大。在荧光光谱中 3 种接枝

方法荧光强度由小到大依次为：碱法接枝物<酶法接枝

物<自由基法接枝物。因此综合选择碱法作为较优反应

方法。 

2）经单因素试验和二次回归正交组合试验优化碱

法互作工艺参数，优化条件为反应温度 33.2 ℃、反应

时间 25 h、pH 值 8.67、咖啡酸浓度 1.76 mg/mL，此时

花生致敏蛋白 Ara h1 的 IgG 结合能力下降到 69.31%，

接枝量为 119.16 nmol/mg，均与理论值接近。咖啡酸浓

度对致敏蛋白 IgG 结合能力影响极显著（P<0.01），交

互项温度与咖啡酸浓度对 IgG 结合能力影响极显著

（P<0.01）。本研究为后续花生致敏蛋白 Ara h1 与多酚

互作脱敏提供参考。 
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Effects of interaction between peanut allergenic protein Ara h1 and caffeic 
acid on its antigenicity 
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(1. College of Food Science and Technology, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China; 2. Key Laboratory of Nutrition and 
Healthy Food of Zhengzhou, Zhengzhou 450002, China; 3. International Joint Research Center for Animal Immunology, Zhengzhou 450002, 

China; 4. Key Laboratory of Bulk Grain Processing, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Zhengzhou 450002, China; 5. College of 
Veterinary Medicine, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China) 

 
Abstract: Peanut is one of the eight major allergens identified by the Food and Agriculture Organization (FAO), because of 
the high prevalence, severe reactions, and the lack of reliable treatment. Thus, a large negative impact has posed on the 
peanut-allergic population and the peanut industry. Most current peanut desensitization treatments have presented nutritional 
damage and low safety, including physical heating, and genetic engineering. Alternatively, a new avenue of peanut 
desensitization can be the interactions between natural plants’ polyphenols and proteins. This study aims to explore the effect 
of interactions between peanut allergenic protein Ara h1 and caffeic acid on the antigenicity during peanut desensitization. 
Firstly, the peanut allergen Ara h1 was covalently treated with caffeic acid by three methods: alkaline, enzymatic, and free 
radical method. Then, the complex structural, antigenic changes, the reactive groups, and the binding equivalents of Ara 
h1-CA were analyzed by fluorescence spectroscopy, Ultraviolet (UV) spectroscopy, and indirect Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA). The results showed that the alkali method performed the best in the three ones, indicating the 
highest binding equivalents, and the largest number of reactive groups participated in the reaction. In the UV spectrum, the 
blue shift of the graft was found to be the most outstanding from 280 to 273 nm in the alkali method, indicating the greatest 
change in UV absorption intensity. The fluorescence intensity of the alkali graft decreased significantly, and there was a slight 
red shift in the fluorescence spectra. The Immunoglobulin G (IgG) binding capacity of the alkali graft decreased to 76.8% by 
ELISA analysis, followed by the enzyme and the free radical method. There was no significant difference between the enzyme 
and free radical method. Therefore, the best reaction was optimized on the reaction temperature, reaction time, pH value, and 
caffeic acid concentration in the alkali interactions. The single-factor and quadratic regression orthogonal experiments showed 
that the optimal combination was achieved, where the reaction temperature was 33.2 ℃, the reaction time was 25 h, pH value 
was 8.67, and the caffeic acid concentration was 1.76 mg/mL. In this case, the antigenicity of Ara h1-CA decreased to 69.31%, 
and the grafting amount was 119.16 nmol/mg. Furthermore, it was found that the caffeic acid concentration and its interaction 
with the temperature were extremely remarkable to influence the IgG-binding ability. The experiments showed that the 
interaction between caffeic acid and peanut allergenic protein Ara h1 reduced the antigenicity of peanut allergenic protein. The 
finding can provide a strong reference for the peanut desensitization and further influencing mechanism.  
Keywords: proteins; optimization; peanut; allergenic protein Ara h1; antigenicity; caffeic acid 
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