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EPSPS蛋白和 PAT蛋白的模拟胃液消化稳定性分析

毛德倩1 王艳萍2 王倩2 杜克贺2 胡贻椿1 李敏1 杨晓光1 杨丽琛1

1 中国疾病预防控制中心营养与健康所 国家卫生健康委微量元素营养重点实验室，北京 100050;
2 北京汇智泰康医药技术有限公司，北京 101111

摘要:目的 研究 5-烯醇式丙酮酸莽草酸-3-磷酸合成酶( 5-enolpyruvylshikimate-
3-phosphate synthase，EPSPS ) 蛋 白和膦丝菌素乙酰转移酶 ( phosphinothricina
cetyltransferase，PAT) 蛋白在模拟胃液中的消化稳定性。方法 参照中华人民共和
国国家标准( 农业部 869 号公告-2-2007) 模拟胃肠液外源蛋白质消化稳定性试验方
法中模拟胃液的配方，在体外建立模拟胃液消化体系，通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯
酰胺凝胶电泳 ( dodecyl sulfate，sodium salt-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE) 和蛋白印迹( Western blot) ，分析 EPSPS 蛋白和 PAT 蛋白在模拟胃液中不同
消化时间点的降解情况。结果 EPSPS 蛋白和 PAT 蛋白均在15 s内消化完全，SDS-
PAGE 和 Western blot蛋白免疫印迹均未检测到蛋白残留，EPSPS蛋白和 PAT蛋白在
模拟胃液中极易被消化。结论 EPSPS蛋白和 PAT蛋白经过胃液消化后，不具有免
疫原性。
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ABSTＲACT: OBJECTIVE To study the digestive stability of 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase ( EPSPS ) protein and phosphinothricina
cetyltransferase ( PAT) protein in simulated gastric fluid． METHODS The component
of simulated gastric fluid was based on the method of target protein digestive stability in
simulative gastric and intestinal in national standard of the People’s Ｒepublic of China
( Published by the Ministry of Agriculture No． 869-2-2007) ． The test model of stability of
different protein to digestion in Simulated Gastric Fluid was established by dodecyl sulfate，
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sodium salt-polyacrylamide gel electrophoresis ( SDS-PAGE ) and western blot． The
degradation of EPSPS protein and PAT protein in simulated gastric fluid at different
digestion time points were analyzed． ＲESULTS The experiment showed that EPSPS
protein and PAT protein were completely digested within 15 s in simulated gastric fluid，no
any remain of protein was detected by SDS-PAGE and Western blot，indicating that EPSPS
protein and PAT protein were easily digested in the simulated gastric． CONCLUSION
EPSPS protein and PAT protein do not have immunogenicity after digestion with simulated
gastric fluid．

KEY WOＲDS: EPSPS protein， PAT protein，simulated gastric fluid ( SGF ) ，
digestive stability，genetically modified food，food safety

抗除草剂是农作物品种改良的重要内容，利

用转基因技术培育抗除草剂作物，可以利用除草

剂有效控制田间杂草，减少农药使用量，降低生产

成本，保护环境。同时，转基因抗性农作物的种植
可以降低农药的使用，减少杂草造成的损失［1］。

5-烯醇式丙酮酸莽草酸-3-磷酸合成酶 ( 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase，
EPSPS) 是细菌、真菌、藻类、高等植物体内芳香族
氨基酸( 包括色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸) 生物合
成过程中一个关键酶。草甘膦可以和 EPSPS 结
合，导致 EPSPS 的活性受到抑制，从而阻断了芳
香族氨基酸和一些芳香化合物的生物合成，最终

扰乱生物体正常的氮代谢使其死亡［2］。由于草
甘膦对作物和杂草不具有选择性，因此常对作物

产生一定的毒害作用。EPSPS 基因的转入，由于
抗性植株中 5-烯醇式丙酮酸莽草酸-3-磷酸( 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate，EPSP) 合成酶的
过量表达，不仅解除了草甘膦的结合限制，而且有

足够的酶活性满足生物合成代谢的需要，从而维

持了植物正常的生理代谢活动［3］。bar 基因是抗
除草 剂 基 因，编 码 膦 丝 菌 素 乙 酰 转 移 酶

( phosphinothricina cetyltransferase，PAT) 。PAT蛋
白能使除草剂草丁膦脱毒，从而使转 bar 基因的
作物具有抗除草剂的性状［4］。
转基因作物的环境安全性及食用安全性评价

越来越受到人们的关注，其中最受关注的便是食

用安全性问题。转基因作物中所表达的外源蛋白
大部分是受体作物中所没有的蛋白质，食用转基

因作物有可能对人体产生包括致敏性在内的一些

不良反应［5］。虽然关于食物致敏的机制还不是
十分清楚，但大部分食物蛋白质是通过胃肠道途

径引发致敏反应［6-8］。体外模拟消化实验即是基
于致敏蛋白耐消化这一特点发展出来的一种过敏

评估方法，现已被许多国家以及一些国际组织规

定为转基因作物中新表达外源蛋白致敏性评价的

必选实验项目［5］。因此，对转基因作物中新表达
的外源蛋白进行体外模拟消化实验对评价转基因

作物的致敏性有着重要的理论意义和科学价值。
本研究考察了从转 EPSPS基因和 bar基因的

转基因大豆种子中分离纯化得到的 EPSPS 蛋白
和 PAT蛋白在模拟胃液中的消化稳定性，为探讨
携带 EPSPS基因和 bar基因的转基因作物对人体
的潜在致敏性奠定理论基础，同时也为评价其食

用安全性提供参考依据。

1 材料与方法
1. 1 仪器和试剂
1. 1. 1 材料 EPSPS 蛋白和 PAT 蛋白由北京大
北农生物技术有限公司提供。
1. 1. 2 试剂 α-酪蛋白、大豆胰蛋白酶抑制剂，
购 自 Sigma-Aldrich 公 司; 胃 蛋 白 酶 购 自
Worthington Biochemical 公司; CP4 /EPSPS 一抗、
FY06321( PAT /pat) 一抗购自上海佑隆生物科技
有限公司; 碱性磷酸酶标记的羊抗鼠二抗购自三

鹰生物技术有限公司; 碱性磷酸酶标记的羊抗兔

二抗购自北京博奥龙免疫技术有限公司; 所有溶

液均使用实验室自制超纯水配制。
1. 1. 3 仪器 实验室纯水制备系统( ＲO-150 ) ，北
京至信科合科技有限公司; pH 计 ( FE20-K ) ，
Mettler Toledo 公司; 恒温水浴锅( DK-98-I) ，天津
泰斯特仪器有限公司; 蛋白电泳( EPS-300 ) 及转
膜系统( VE-186) ，上海天能科技有限公司。
1. 2 溶液的配制
1. 2. 1 模拟胃消化液 ( simulated gastric fluid，
SGF) 称取 0. 202 g氯化钠( NaCl) 和 85 mg胃蛋
白酶，加入 70 mL 超纯水，加 730 μL 盐酸，调至
pH 1. 15，加水定容至 100 mL。临用前配制。
1. 2. 2 酪蛋白 称取 50 mg 酪蛋白，溶解于
10 mL超纯水中，混匀，浓度均为 5 g /L。取 4 mL
上述溶液，加 6 mL超纯水，混匀，浓度均为 2 g /L。
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1. 2. 3 大豆胰蛋白酶抑制剂 ( soybean trypsin
inhibitor，STI) 称取 20 mg 大豆胰蛋白酶抑制
剂，溶解于 4 mL超纯水中，混匀，浓度均为 5 g /L。
1. 3 模拟胃液消化稳定性试验
模拟胃液蛋白质消化试验参照中华人民共和

国国家标准( 农业部 869 号公告-2-2007 ) ［9］模拟
胃肠液外源蛋白质消化稳定性试验方法进行。
1. 4 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳
( dodecyl sulfate，sodium salt-Polyacrylamide gel
electrophoresis，SDS-PAGE)
取消化蛋白样品于 100 ℃煮沸 5 min，12 000

r /min离心 10 min，取上清点样，每孔 15 μL。电
泳条件为: 5% 浓缩胶，12% 分离胶; 80 V 电泳
20 min后，120 V电泳 90 min。电泳结束后取出凝
胶，进行染色、脱色。每个样品各进行 3 次重复
试验。
1. 5 蛋白印迹(Western blot) 分析

SDS-PAGE电泳结束后，80 V 电压条件下转
膜 120 min。转膜结束后，用 TBS 漂洗 PVDF 膜 3
次，加入封闭液，45 r /min 摇床上室温孵育 1 h。
倒掉封闭液，加入用封闭液 1 ∶ 2000 倍稀释的一
抗，4 ℃过夜。倒掉一抗工作液，用 TBST 室温洗
涤 3 次，每次 5 min。加入 1 ∶ 10000 倍稀释的二
抗( PAT) 或 1∶ 20000( EPSPS) ，室温孵育 1 h。倒
掉二抗工作液，用 TBST 室温洗涤 3 次，每次
5 min。最后加入显色液室温下显色，直到条带清
晰，倒掉显色液，加入超纯水终止反应。每个样品
各进行 3 次重复试验。

2 结果
2. 1 模拟胃液消化体系确认结果
由图 1 可见，消化稳定蛋白对照大豆胰蛋白

酶抑制剂( 20 kDa) 在 60 min 内稳定，未被消化;
消化不稳定蛋白对照酪蛋白( 38 kDa) 在模拟胃液
即时( 0 s) 消化完全( 图 2) 。结果表明，该体外模
拟胃液消化体系稳定且有效。
2. 2 EPSPS蛋白的模拟胃消化液结果
由图 3 可见，EPSPS 蛋白在体外模拟胃液消

化过程中，在 0 ～ 15 s内 SDS-PAGE和 western blot
均无 EPSPS蛋白残留。表明，EPSPS 蛋白在模拟
胃液中不稳定，在 0 ～ 15 s内消化完全。
2. 3 PAT蛋白的模拟胃消化液结果
由图 4 可见，PAT 蛋白在体外模拟胃液消化

过程中，在 0 ～ 15 s 内 SDS-PAGE 和 Western blot
均无蛋白残留。表明，PAT 蛋白在模拟胃液中不
稳定，在 0 ～ 15 s内消化完全。

M: 蛋白标准; SGF: 模拟胃消化液对照;
STI: 稳定蛋白对照 /大豆胰蛋白酶抑制剂( 20 kDa)
图 1 消化稳定蛋白在模拟胃液中的稳定性

M: 蛋白标准; SGF: 模拟胃消化液对照;
Casein: 不稳定蛋白对照 /酪蛋白 ( 38 kDa)
图 2 消化不稳定蛋白在模拟胃液中的稳定性

3 讨论
2001 年联合国粮食和农业组织 /世界卫生组
织 ( FAO /WHO) 公布了转基因食品潜在致敏性
状评估策略: ( 1 ) 亲本作物和基因来源的历史;
( 2) 氨基酸序列同源性分析; ( 3 ) 特异血清学试
验; ( 4) 消化稳定性试验和动物模型试液。其中
对转基因食品中的外源蛋白( 来源于非致敏源且

与致敏蛋白无序列同源性的) 必须进行模拟胃液

消化实验，不能被胃蛋白酶降解的蛋白质或降解

片段大于 3. 5 kDa 的蛋白质可能是致敏蛋白［10］。
因此，转基因产品中外源基因表达蛋白在模拟胃

肠环境中的消化稳定性结果，可以间接反映外源

蛋白的致敏可能性，同时也可作为转基因产品食

用安全性评价的理论依据。
自 1996 年 ASTWOOD 等［11］首次将胃蛋白酶

体外消化方法用于评价食物致敏源的消化稳定性

以来，模拟胃肠液消化稳定性实验一直是外源蛋

白质，尤其是通过基因工程转入传统食品中并进

行表达的蛋白质致敏性评价的重要部分。到目前
为止，已有多种转基因作物的目标或标记基因的

表达蛋白进行了体外模拟胃肠液消化稳定性的分

析，如转 HJC-1 和 G6-EPSPS 基因抗虫耐草甘膦
水稻［1］，转 AM79 EPSPS 基因的玉米［5］，转 Bt 基
因玉米的 Cry1Ie 蛋白［12］，转 Cry1Ab /Cry2Aj 和
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M: 蛋白标准; SGF: 模拟胃消化液对照; 5-烯醇式丙酮酸莽草酸-3-磷酸合成酶: EPSPS 蛋白( 55 kDa)
图 3 EPSPS蛋白的消化稳定性

M: 蛋白标准; SGF: 模拟胃消化液对照; PAT: 膦丝菌素乙酰转移酶蛋白( 30 kDa)
图 4 PAT蛋白的消化稳定性

G10evo( EPSPS) 基因“双抗 12-5”玉米的重组蛋
白［13］，PMI蛋白［14］、HPT蛋白［15］、转植酸酶基因
玉米［16］等，为预测外源蛋白的免疫原性提供了参

考依据。
本研究从转 EPSPS基因和 bar基因的转基因

大豆种子中分离纯化得到 EPSPS 蛋白和 PAT 蛋
白后，在体外建立了模拟胃液的消化体系，进行了
EPSPS蛋白和 PAT 蛋白的模拟胃液消化稳定性
实验，结果发现 EPSPS蛋白和 PAT蛋白均在模拟
胃液中不稳定，易被降解，均在 15 s 内消化完全，
SDS-PAGE 和 Western blot 均无 EPSPS 蛋白和
PAT蛋白的残留。
对 EPSPS蛋白和 PAT 蛋白进行消化稳定性

实验后，这两种蛋白均会以小肽或氨基酸的形式

存在，而这些物质在人体内仅能够作为膳食来源

的营养物质。除了花粉蛋白，其他所有免疫原性
蛋白对消化酶具有极高的稳定性，因此蛋白质的

稳定性可以被认为是预测蛋白质免疫原性的重要

参考数据［11］。蛋白质经过胃蛋白酶消化后形成
小于 3. 5 kDa 的小肽和氨基酸，则被认为几乎不
可能具有免疫原性［17］。根据以上研究进展，可以
初步判断，EPSPS 蛋白和 PAT 蛋白经过胃液消化
后，不具有免疫原性。
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