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摘$要!目的$初步评价牛乳腺生物反应器表达的重组人乳铁蛋白"+,-.#的致敏性$ 方法$通过生物信息学分

析和消化稳定性试验了解 +,-.致敏的可能性$ 结果$生物信息学分析显示 +,-.与已知致敏原乳转铁蛋白和卵转

铁蛋白有序列同源性!与 /01 .%%2344!" 和 23445 存在结构相似性$ 消化稳定性试验显示 +,-.在胃液中易被消

化成小片段!在肠液中不易被消化$ 结论$+,-.具有一定的潜在致敏可能性$
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$$随着转基因生物研究’开发及商业化进程的快
速发展"人们对其可能存在的安全性问题更加关
注"致敏是蛋白质的毒性表现之一"也是目前评价
转基因生物表达的外源蛋白安全性的一个主要方
面( 尽管目前评价致敏性的方法很多"但由于致敏
性在生物体内的表现差异很大"许多方法的灵敏度
和特异性尚有所欠缺"本研究选用了国际同行比较
认可 的 生 物 信 息 学 和 体 外 消 化 稳 定 性 两 种
方法 )! [%* (

乳铁蛋白是一类广泛存在于哺乳动物体液中
的天然糖蛋白"大约由 *5" 个氨基酸组成"分子量为
9" NW>左右"具有参与铁代谢’抑菌’抗炎’调节免

疫功能’抗氧化等多方面的作用 )&* "在我国可以作
为食品营养强化剂使用"也可在婴幼儿配方食品中
添加 ): [)* ( 本次研究对象重组人乳铁蛋白是由转人
乳铁蛋白基因的牛在乳汁中分泌的"本研究试图通
过生物信息学方法比较重组蛋白与已知致敏蛋白
的氨基酸序列及结构是否具有同源性#将转基因生
物反应器生产的重组蛋白分别在模拟胃肠消化体
系和猪消化液中进行消化"根据该蛋白被消化的时
间和消化产物"判断其在胃肠消化过程中的稳定
性( 综合两方面的结果初步分析重组人乳铁蛋白
的致敏性"为其安全性评价提供基础资料(

!$材料与方法
!’!$材料
!’!’!$样品

蛋白质&模拟胃肠液消化的阴性对照蛋白为酪
蛋白$!;S>04<?%"阳性对照蛋白为胰蛋白酶抑制剂
$76\%( 样品蛋白包括人乳铁蛋白 $ ,-.%和重组人
乳铁蛋白$+,-.%"+,-.来源于北京济普霖生物技术
有限公司培育的转人乳铁蛋白基因牛产的牛奶"由
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中国科学院过程工程研究所通过膜纯化工艺分离
纯化"经冻干工艺制成( 由于纯化工艺中除盐不彻
底"冻干粉中含有 !!a的氯化钠"其余均为蛋白质"
其中重组人乳铁蛋白的纯度为 5)a以上( 将阴性’
阳性对照蛋白及样品蛋白配置成相应浓度的溶液"
模拟胃液消化蛋白溶液$) B(-%"模拟肠液消化蛋白
溶液$% B(-%(

模拟胃消化液$7‘G%和肠消化液$7\G%&试验前
检测模拟胃液中胃蛋白酶活力为 & %"" ^(O3(

猪生理胃液$‘G%和肠液$\G%&通过胃瘘和肠瘘
收集的猪空腹胃液和肠液( 由于一次收集的胃液
有限"实验用胃液为多次收集所得"试验前检测猪
空腹胃液胃蛋白酶活力为 ! #:: b% &*" ^(O3不等(
!’!’%$仪器与试剂

J=c/‘Y! :ab!%a P<0;K+<0预制梯度胶 $!’"
OO"!) 孔%#cdWG膜$P<E;M>F%#感光胶片$eEF>N%#
电泳仪及凝胶成像系统$P<E;M>F%等(

一抗为兔抗人乳铁蛋白抗体 $ 7<BO>%"使用时
稀释 !"" 倍#二抗为过氧化物酶标记的羊抗兔 \B‘"
使用时稀释 !*" """ 倍#上样缓冲液#蛋白质 O>+N4+
$\?R<K+EB4?%#Y@-显色试剂盒$\?R<K+EB4?%(
!’%$方法
!’%’!$生物信息学分析 )!"* [#*

选择 & 个致敏蛋白数据库&在线致敏原数据库
$6,4/334+B4? 2?3<?4W>K>I>04% )#* #食品安全致敏原
数据库$/334+B4? W>K>I>04.E+GEEF 7>.4KL% )9* #致敏蛋
白结 构 数 据 库 $ 7K+=SK=+>3W>K>I>04E./334+B4?<S
c+EK4<?0% )#* ( 将重组蛋白的氨基酸序列与数据库中

的已知致敏原进行序列或结构同源性比对"比对方式
包括全长比对’9" 个氨基酸片段序列相似性比对’连
续 9 个氨基酸相同的精确比对以及结构相似性比对(
!’%’%$体外消化稳定性分析 )5*

参照农业部行业标准"用模拟消化液或生理消
化液 &# f消化对照蛋白$阴性对照蛋白酪蛋白"阳
性对照蛋白胰蛋白酶抑制剂%及重组蛋白"时间分
别为 " 0’!) 0’&" 0’! O<?’% O<?’) O<?’!" O<?’
%" O<?’&" O<?’*" O<?"同时设 &# f水浴孵育 " 0和
*" O<? 的胃’胰蛋白酶以及模拟胃肠缓冲液中目的
蛋白( 将终止消化的样品溶液用 :ab!%a P<0;K+<0
预制梯度胶$!’" OO"!) 孔%分离"上样量为 !" "3
$约含蛋白质 "’) "B%( 电泳分离后进行 C40K4+?
I3EK"用化学发光法显色并用感光胶片压片(

%$结果
%’!$生物信息学分析
%’!’!$序列同源性比对

将 +,-.的氨基酸序列 $不包括前导序列 %与
& 个致敏原数据库进行比对( 通过全长比对 $G=33
G>0K>%获得 Y值"Y值 g&’5Y;"# 时"认为 +,-.与已
知致敏原具有较高的序列同源性( 通过 9" 个氨基
酸片段序列相似性比对获得序列一致性"若其 h
&)a"则认为 +,-.与已知致敏原具有较高的序列同
源性( 通过连续 9 个氨基酸相同的精确比对获得匹
配记录"若 +,-.与已知致敏原具有 9 个完全匹配的
连续氨基酸"则认为两者具有较高的序列同源性(
结果见表 ! b&(

表 !$在线致敏原数据库比对结果
6>I34!$74>+S, +40=3K0>B><?0KK,4/334+B4? 2?3<?4W>K>I>04

过敏原 物种 编号 序列长度 序列一致性 Y值 匹配记录

乳转铁蛋白前体 牛 Jci9)!&:!# ‘\&&"#5:%5% #"9 9%’)"a "’" )9

卵转铁蛋白#伴清蛋白#血清转铁蛋白#致敏原
‘>3F &$前体% 鸡 c"%#95# ‘\&!&)!%5) #") **’%*a %Y;!): !!

卵转铁蛋白 鸡 @//%*":"# ‘\&#)#9)! #") *)’:"a *’9Y;!): 9

表 %$致敏蛋白结构数据库比对结果
6>I34%$74>+S, +40=3K0>B><?0KK,47K+=SK=+>3W>K>I>04E./334+B4?<Sc+EK4<?0

过敏原 物种 编号 序列长度 序列一致性 Y值 匹配记录

致敏原 ‘>3F &$卵转铁蛋白#伴清蛋白#血清转铁
蛋白% 鸡 c"%#95 (‘\&!&)!%5) #") )!’#&a %’*Y;!:5 !!

致敏原 ‘>3F &$卵转铁蛋白% 鸡 @//%*":" (‘\&#)#9)! #") )!’:)a 9’)Y;!:5 9

表 &$食品安全致敏原数据库比对结果
6>I34&$74>+S, +40=3K0>B><?0KK,4/334+B4? W>K>I>04.E+GEEF 7>.4KL

过敏原 编号 序列长度 序列一致性 Y值 匹配记录

乳转铁蛋白#乳铁蛋白$前体% c%:*%## ‘\&&"#5:%5% *95 *9’)a "’" !9

卵转铁蛋白#伴清蛋白#血清转铁蛋#致敏原 ‘>3
F &$前体%

c"%#95# ‘\&!&)!%5) (‘\&#)#9)!# *5& )!’#a !’*Y;!#9 :
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%’!’%$三维结构同源性比对
与食品安全致敏原数据库进行jEK<.;I>04F三维结

构比对获得 Y值"Y值 g"’"! 时"认为 +,-.与已知致
敏原具有较高的结构同源性( 结果显示 +,-.与 jEK<.
/WG7i"")* 具有相似的三维结构$Y值 k!’:Y;"!:%(

含有 jEK<./WG7i"")* 的致敏原有 ) 种"见表 :(
%’!’&$同源性比对结果汇总

综合对上述 & 个致敏蛋白数据库的搜索结果"
与 +,-.具有较高的序列或结构同源性的致敏原主
要有 ) 种"见表 )(

表 :$含有 jEK<./WG7i"")* 的致敏原
6>I34:$/334+B4?0SE?K><?<?BjEK<./WG7i"")*

过敏原$$ 过敏原通用名称 物种 编号
/01 .% 致敏原 /01 .% 烟曲霉 c#5"!# (‘\&9&&""&)%# ‘\&**:9)%#‘\&**9:5)"%
PE0F % 乳转铁蛋白 牛$$ c%:*%# (‘\&&"#5:%5%
‘>3F & 卵转铁蛋白 鸡$$ c"%#95 (‘\&!&)!%5)# ‘\&#)#9)!
2344!" 致敏原 2344!" 油橄榄 89:d&5(‘\&%5:*)**:
23445 #;!"&;葡聚糖酶样蛋白 油橄榄 85:‘9*(‘\&!:%#5!*5

表 )$& 个致敏原数据库比对结果汇总
6>I34)$7=OO>+L+40=3K0>B><?0KK,+44/334+B4? W>K>I>040

过敏原$$
在线致敏原数据库 食品安全致敏原数据库 致敏蛋白结构数据库

全长
9" 个氨
基酸

连续 9 个
氨基酸

9" 个氨
基酸

连续 9 个
氨基酸

三维
结构

全长
9" 个
氨基酸

连续 9 个
氨基酸

PE0F %$牛% l l l l l l [ [ [
‘>3F &$鸡% l l l l l l l l l
/01 .%$烟曲霉% [ [ [ [ [ l [ [ [
2344!"$油橄榄% [ [ [ [ [ l [ [ [
23445$油橄榄% [ [ [ [ [ l [ [ [

%’%$消化稳定性
本研究所用凝胶均为 !) 孔"从左往右依次为&

泳道 !"j>+N4+#泳道 %"" 0热稳定性样品#泳道 &"
*" O<?热稳定性样品#泳道 : b!&"" 0’!) 0’&" 0’
! O<?’% O<?’) O<?’!" O<?’%" O<?’&" O<?’*" O<?
模拟消化样品#泳道 !:"消化酶 " 0热稳定性样品#
泳道 !)"消化酶 *" O<? 热稳定性样品( 其中 j>+N4+
分子量从上往下依次为&%*"’!*"’!!"’9"’*"’)"’
:"’&"’%"’!)’!"’&’) NW>( 在模拟胃液’生理胃液’
模拟肠液’生理肠液中阴性对照蛋白酪蛋白很快被
消化"阳性对照蛋白胰蛋白酶抑制剂 *" O<? 仍稳定
存在"说明消化体系有效(
%’%’!$模拟胃液的消化结果

模拟胃液中天然人乳铁蛋白和重组人乳铁蛋
白消化图谱相似"均在 % O<? 内被消化"但出现一条
& NW>左右的条带"这个小片段在 *" O<? 内未全部
消化$图 !’%%(
%’%’%$生理胃液的消化结果

,-G和 +,-G在体内胃液中消化程度低于模拟
胃液"消化后产生了一个 &" b:" NW>的大片段"在
消化过程中可继续被降解$图 &’:%(
%’%’&$模拟肠液的消化结果

在模拟肠液中"天然和重组人乳铁蛋白 *" O<?
内均没有完全消化"且出现 *" NW>左右的条带见
$图 )’*%(

>&考马斯亮蓝染色后的电泳图#I&蛋白印迹杂交图

图 !$人乳铁蛋白在模拟胃液中的消化结果
G<B=+4!$W<B40K<E? 1>KK4+? E.,=O>? 3>SKE.4++<? <? 7‘GK40K
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>&考马斯亮蓝染色后的电泳图#I&蛋白印迹杂交图

图 %$重组人乳铁蛋白在模拟胃液中的消化结果
G<B=+4%$W<B40K<E? 1>KK4+? E.+4SEOI<?>?K,=O>? 3>SKE.4++<? <? 7‘GK40K

>&考马斯亮蓝染色后的电泳图#I&蛋白印迹杂交图

图 &$人乳铁蛋白在生理胃液中的消化结果
G<B=+4&$W<B40K<E? 1>KK4+? E.,=O>? 3>SKE.4++<? <? ‘GK40K

>&考马斯亮蓝染色后的电泳图#I&蛋白印迹杂交图

图 :$重组人乳铁蛋白在生理胃液中的消化结果
G<B=+4:$W<B40K<E? 1>KK4+? E.+4SEOI<?>?K,=O>? 3>SKE.4++<? <? ‘GK40K

>&考马斯亮蓝染色后的电泳图#I&蛋白印迹杂交图

图 )$人乳铁蛋白在模拟肠液中的消化结果
G<B=+4)$W<B40K<E? 1>KK4+? E.,=O>? 3>SKE.4++<? <? 7\GK40K
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>&考马斯亮蓝染色后的电泳图#I&蛋白印迹杂交图

图 *$重组人乳铁蛋白在模拟肠液中的消化结果
G<B=+4*$W<B40K<E? 1>KK4+? E.+4SEOI<?>?K,=O>? 3>SKE.4++<? <? 7\GK40K

%’%’:$生理肠液的消化结果
天然和重组人乳铁蛋白在生理肠液中 *" O<?

$$

内仍未被消化"降解产生多个片段$见图 #’9%(

>&考马斯亮蓝染色后的电泳图#I&蛋白印迹杂交图

图 #$人乳铁蛋白在生理肠液中的消化结果
G<B=+4#$W<B40K<E? 1>KK4+? E.,=O>? 3>SKE.4++<? <? \GK40K

>&考马斯亮蓝染色后的电泳图#I&蛋白印迹杂交图

图 9$重组人乳铁蛋白在生理肠液中的消化结果
G<B=+49$W<B40K<E? 1>KK4+? E.+4SEOI<?>?K,=O>? 3>SKE.4++<? <? \GK40K

&$讨论
食物过敏是一种常见的临床现象"轻者出现皮

肤或肠道的刺激症状"重者可发生过敏性休克甚至
死亡( 由于诊断方法不同"各国研究报道的人群食
物过敏率差异很大"一般儿童的发生率高于成人"
有报道称儿童食物过敏率约为 9a"成人约为
%a )!"* ( 引起食物过敏的致敏原大都来源于食物中
的蛋白质"而与过敏反应相关的仅为其部分抗原决
定簇"目前已经报道的能引起过敏的氨基酸序列有
近 % """ 条"每年还有新的序列被发现 )!!* (

本研究中采用了全长比对’9" 个氨基酸片段序
列相似性比对’连续 9 个氨基酸相同的精确比对以
及结构相似性比对 : 种比对方式( %""! 年 G/2(
CA2的导则中只将全长比对应用于少于 9" 个氨基
酸的序列"这是由于将全长比对应用于 9" 个以上氨
基酸序列的相似性分析时结果该如何判定尚未明
确( 近年有研究者提出若以 Y值 g&’5Y;"# 作为判
断阈值"其效率与 9" 个氨基酸片段序列相似性比对
时序列一致性 h&)a的效率相同 )** ( 在本研究中
全长比对的 Y值远远低于 &’5Y;"#"与 9" 个氨基酸
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片段序列相似性比对的结果一致( 本研究中生物
信息学分析结果提示 +,-.与已知致敏原牛乳转铁
蛋白’鸡卵转铁蛋白存在序列和结构相似性"提示
具有潜在致敏的可能性( 后两种转铁蛋白存在于
常见致敏食物牛奶和鸡蛋中( 乳铁蛋白属转铁蛋
白家族"进化比较保守"研究表明不同来源的乳铁
蛋白具有相当高的氨基酸序列同源性 )!%* "因此本研
究中重组人乳铁蛋白显示出与牛’鸡的转铁蛋白的
结构同源性这一结果并不意外( 此外"近期有文献
报道 )!&* "目前比较常用的基于序列一致性的过敏原
生物信息学分析存在一定局限性’灵敏度和(或特
异度不高"即可能对一段序列的过敏性做出假阳性
或假阴性的误判(

为进一步了解重组蛋白的致敏可能性"本研究
还进行了消化试验"结果表明&天然人乳铁蛋白和
重组人乳铁蛋白的消化谱相似"即易被胃蛋白酶消
化"不易被胰蛋白酶消化( 本实验中乳铁蛋白在模
拟胃液和生理胃液中的消化结果差别比较大"模拟
胃液中目标蛋白 ) O<? 内全部降解’只留下 & NW>
左右的片段"而生理胃液中乳铁蛋白消化不完全’
天然蛋白和重组蛋白均出现 &" b:" NW>的大片段"
甚至天然乳铁蛋白 *" O<? 未被完全消化"推测与胃
蛋白酶活力差异有关( 模拟胃液在试验前用胃蛋
白酶新鲜配制"经检测胃蛋白酶活力为 & %"" ^(O3#
生理胃液是通过瘘管收集的猪胃液"每次从每头猪
采集的胃液分别冻存备用"由于每次收集的胃液量
有限"不能保证用同一份胃液消化天然和重组蛋白"
试验前测得生理胃液胃蛋白酶活力为 ! #:: b% &*"
(̂O3不等( 无论是模拟肠液还是生理肠液对乳铁
蛋白的消化能力都很弱"至 *" O<? 未完全消化( 本
研究中胃液消化试验显示天然及重组人乳铁蛋白
消化后均有 & NW>左右的片段稳定存在"与文献报
的乳铁蛋白肽的分子量一致( 乳铁蛋白肽除不能
结合铁离子外"具有乳铁蛋白的所有生物学活性"
如抗菌’抗病毒’参与免疫反应等"而且其杀菌活性
比乳铁蛋白高"由于分子量很小"一般认为不具有
抗原性 )!: [!)* ( 由于蛋白质经口摄入后先经胃液消
化后方进入肠道"根据不抵抗胃液抵抗肠液消化的
结果判断该蛋白致敏可能性不大(

过敏患者血清筛选试验在致敏性评价过程中
具有十分重要的意义"尤其对于生物信息学分析结
果中有阳性发现的蛋白质( 本研究的目标蛋白是
人来源的重组蛋白"如果能以对母乳过敏的患者血

清对目标蛋白进行筛选是最有说服力的"但是临床
上即使是母乳喂养的婴幼儿过敏患者要确诊是母
乳过敏也很困难’收集这种目标血清可操作性更
低( 因此"本研究中未能进行血清学筛选试验( 但
在下一步的研究中将选择 \BY水平较高的过敏患者
血清进行非特异血清筛选试验"为重组蛋白的致敏
性评价提供更充足的依据( 综合上述两方面试验
结果"转基因牛表达的重组人乳铁蛋白具有一定的
潜在致敏可能性(
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