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重组人 "<乳清白蛋白潜在致敏性的生物信息学预测
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!国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室"北京$!6665!$

摘$要!目的$通过生物信息学分析预测牛乳腺生物反应器表达的重组人 "<乳清白蛋白#?G0/$的致敏性% 方法
$使用在线致敏原数据库 #:GM/WWM?JMC ,CWBCM2FQFPFTM$"致敏蛋白结构数据库 # *Q?HZQH?FW2FQFPFTMKR/WWM?JMCBZ

=?KQMBCT$和食品安全致敏原数据库#/WWM?JMC 2FQFPFTMRK?1KKS *FRMQL$!分析目标蛋白与已知致敏原的序列或结构相

似性% 结果$?G0/致敏性的生物信息学分析结果显示!?G0/与已知致敏原牛 "<乳清白蛋白"牛乳糖合酶 X蛋白
#致敏原 XKTS #$"鸡溶菌酶 %#!!#<#<(乙酰胞壁质酶 %"致敏原 4FWS ’n"致敏原 4FWS #$存在较高的序列或结构

同源性% 结论$?G0/具有潜在的致敏可能性%
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$$"<乳清白蛋白""<WFZQFWPHABC$"<0/#由乳腺上皮 细胞合成$分泌到所有的哺乳动物乳汁中$分子量为
!# U2F左右’ 作为半乳糖苷转移酶的调节亚基$促进
乳中乳糖的生成从而调控乳的渗透压’ 人乳清白蛋
白是母乳中的主要成分$"<0/的氨基酸组成中包含
大量的人体营养所必需的氨基酸$对婴幼儿体格和
神经系统的正常发育具有十分重要的作用’ 此外$
据报道 "<0/还具有抑菌和诱导肿瘤细胞凋亡的功
能 )!<7* ’ 通过转基因技术$在牛乳腺中特异表达人
"<0/$既可以提高牛乳中 "<0/的含量$增强其营养
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价值$又可为获得大量人 "<0/提供原料来源’ 本
研究评价的转人乳清白蛋白是由中国农业大学开
发的转人乳清白蛋白转基因牛在牛奶中高效表达
的外源蛋白’ 对于转基因生物表达的外源蛋白$首
先必须考虑其安全性$在之前的研究中本研究室已
经对该转基因牛生产的牛奶的食用安全性进行了
初步评价$未发现该牛奶饲养的动物出现任何有生
物学意义的改变 )#* ’ 本文主要讨论该重组蛋白的
致敏性$致敏性也是目前评价转基因生物表达的外
源蛋白安全性的一个重要方面’ 566! 年 1/,@
k&,转基因食品致敏性评价导则中将生物信息学
分析作为评价蛋白质致敏性的一个重要手段 )8* $本
研究也将以此初步预测重组人 "<乳清白蛋白的致
敏性’

!$材料与方法
!9!$致敏原数据库及其使用 )D*

致敏原数据库主要收录自然界中已知致敏蛋
白的信息$目前国外已建立的主要变应原数据库
以 7 个蛋白质数据库 "4MC=M[Q(:?)VX0和 2/2#
和 7 个核酸数据库 "4MCXFCU()VX0和 22X+#
为依托$ 对已知变应原相关信息$ 如物种来源(地
域分布(蛋白质和核酸编码等进行收录(整理(分
析’ 本研究选用了 7 个比较常用的致敏原数
据库’
!9!9!$在线致敏原数据库

在线致敏原数据库是美国内布拉斯加大学建
立的食物变应原相关数据库$可以进行序列搜索和
识别蛋白质的交叉反应性$具备了对不同蛋白质的
序列进行比较的功能’ 输入网址 GQQ[%@@‘‘‘_
FWWM?JMCKCWBCM_ZKA@SFQFPFTMRFTQF_FT[ 并打开链接$在
序列输入框输入外源蛋白质英文名称"在外源蛋白
质英文名称前用+ i+引导#$换行后输入外源蛋白
质氨基酸全序列"氨基酸序列用大写单字母表示#’
点击+ *BA[WM1/*:/,进行全长比对&点击 + *WBSBCJ
E6AM?, 进行 E6 个氨基酸片段比对&点击 + EAM?
)\FZQVFQZG,进行 E 个连续氨基酸比对’
!9!95$致敏蛋白结构数据库

致敏蛋白结构数据库是美国于 566! 年发布且
不断更新的(具有丰富计算工具"1*/*:(X0/*:#的
变应原数据库$可对整条变应原序列或者多肽进行
比较(计算$ 最终得出其差异或相似程度$用于蛋白
质致敏性预测$变应原之间交叉反应的研究’ 输入
网址 GQQ[%@@RM?AB_HQAP_MSH@*2/=@TSF[pT?Z_GQAW_
并打开链接$点击 1/,@k&,/WWM?JMCBZBQL:MTQ$分

别输入外源蛋白质英文名称和氨基酸序列’ 点击
+1HWW1/*:/ FWBJCAMCQ, 进 行 全 长 比 对& 点 击
+1/*:/ FWBJCAMCQTRK?FC E6 FABCKFZBSTTWBSBCJ
‘BCSK‘,进行 E6 个氨基酸序列比对&比对条件设定
为 E$点击+)\FZQAFQZG RK?ZKCQBJHKHTFABCKFZBST,进
行 E 个连续氨基酸比对’
!9!97$食品安全致敏原数据库

食品安全致敏原数据库是由日本国家健康科
学研究院新型食物和免疫化学部门联合推出的一
个项目$包括食物致敏原和致敏性预测数据库$其
中收录了所有的已知变应原和 X细胞表位’ 输入
网址 GQQ[%@@FWWM?JMC_CBGT_JK_Y[@/21*@并打开链
接$选择 /WWM?JMCBZBQL=?MSBZQBKC%1/,@k&,AMQGKS
菜单$输入外源蛋白质氨基酸全序列 "氨基酸序列
用大写单字母表示#$点击+2KFRHWWRFTQFFWBJCAMCQ,
进行 E6 个氨基酸片段比对&选择 /WWM?<JMCBZBQL
=?MSBZQBKC%VKQBR<PFTMS AMQGKS 菜单$设定比对条件为
E$点击+0KKU RK?FTAFWWM\FZQ‘K?SAFQZG,进行 E 个
连续氨基酸比对’
!95$比对结果判定

将 ?G0/的氨基酸序列 "不包括前导序列#与
7 个致敏原数据库进行比对’ 通过全长比对 "1HWW
1FTQF#获得 )值$)值 q79")<6b 时$认为 ?G0/与已
知致敏原具有较高的序列同源性 )b* ’ 通过 E6 个氨
基酸片段序列相似性比对获得序列一致性$若序列
一致性 i78e$则认为 ?G0/与已知致敏原具有较高
的序列同源性 )8* ’ 通过连续 E 个氨基酸相同的精
确比对获得匹配记录$若 ?G0/与已知致敏原具有完
全匹配的连续 E 个氨基酸$则认为 ?G0/与已知致敏
原具有较高的序列同源性 )E* ’ 结构比对 )值 q
6966! 时$认为 ?G0/与已知致敏原具有较高的结构
相似性 )"* ’

5$结果
?G0/含有 !57 个氨基酸残基 "不包括前导序

列#$详细信息如下%
)j0:&%)n1j&0&20&2344n*0=)kn%:/1&

:*432:j/’nj((2*:)3401j’((&’k%&22j(=&
*.(’%(’*%2&102220:22’n%/&&’02&n4’(3k0
/&&/0%*)&02jk0%)&0’
59!$在线致敏原数据库比对结果

在该数据库中通过全长比对(E6 个氨基酸片段
序列相似性比对和连续 E 个氨基酸相同的精确比对
结果见表 !’
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表 !$在线致敏原数据库比对结果
:FPWM!$*MF?ZG ?MTHWQTFJFBCTQQGM/WWM?JMC ,CWBCM2FQFPFTM

过敏原 物种 序列编号 序列长度 )值 序列一致性 匹配记录

"<乳清白蛋白 牛
4X%%//5"DD#9!
4’%5"8bb#

!#5 89E)<688 "696e 7"

"<乳清白蛋白&乳糖合酶 X蛋白&
致敏原 XKTS #"前体# 牛

*=%=66b!!95
4’%!58""D

!#5 !9#)<68# EE9be 7!

溶菌酶 %&!$#<#<(<乙酰胞壁质酶 %&
致敏原 4FWS ’n&致敏原 4FWS #"前体# 鸡

*=%=66D"E9!
4’%!5DD6E

!#b b9D)<65 #E9!e !

注%!为未见匹配记录’

595$致敏蛋白结构数据库比对结果
在该数据库中通过全长比对(E6 个氨基酸片段

序列相似性比对和连续 E 个氨基酸相同的精确比对
结果见表 5’

表 5$致敏蛋白结构数据库比对结果
:FPWM5$*MF?ZG ?MTHWQTFJFBCTQQGM*Q?HZQH?FW2FQFPFTMKR

/WWM?JMCBZ=?KQMBCT

过敏原 物种 序列编号
序列
长度

)值
序列
一致性

匹配
记录

XKTS # 牛
*=%j5E6#"
4’%b867"#D6

!57 59E)<87 E897be 7"

XKTS # 牛
4X%%//5"DD#
4’%5"8bb#

!#5 796)<87 E897be 7"

XKT# 牛
*=%=66b!!
4’%!58""D

!#5 b95)<87 E#988e 7"

4FWS # 鸡
*=%=66D"E
4’%!5DD6E

!#b 79#)<56 7"9E#e !

注%+!,为未见匹配记录’

597$食品安全致敏原数据库比对结果
在该数据库中通过全长比对(E6 个氨基酸片段

序列相似性比对(连续 E 个氨基酸相同的精确比对
结果见表 7$结构相似性比对结果见表 #’

与食品安全致敏原数据库进行 VKQBR<PFTMS 三
维结构比对获得 )值$)值 q6966! 时$认为 ?G0/
与已知致敏原具有较高的结构同源性’ 结果显示
?G0/与 VKQBR/21* 66D8 具有相似的三维结构 ")
值 fb97)<66##’ 含有 VKQBR/21* 66D8 的致敏原有
以下 7 种"见表 ##’
59#$同源性比对结果汇总

综合对上述 7 个致敏蛋白数据库的搜索结果$
与 ?G0/具有较高的序列或结构同源性的致敏原主
要为以下 # 种"见表 8#’

?G0/致敏性的生物信息学分析结果显示%?G0/
$$

表 7$食品安全致敏原数据库比对结果
:FPWM7$*MF?ZG ?MTHWQTFJFBCTQQGM/WWM?JMC RK?1KKS *FRMQL

过敏原 序列编号 序列长度 )值 序列一致性 匹配记录

"<乳清白蛋白&乳糖合酶 X蛋白&致敏原 XKTS #"前体#
*=%=66b!!
4’%!58""D

!57 79")<8" E#9De 8

溶菌酶 %&!$#<#<(<乙酰胞壁质酶 %&致敏原 4FWS ’n&致敏原 4FWS #"前体#
*=%=66D"E
4’%!5DD6E

!6! D9E)<55 #898e !

注%+!,为未见匹配记录’
表 #$含有 VKQBR/21* 66D8 的致敏原

:FPWM#$/WWM?JMCTZKCQFBCBCJVKQBR/21* 66D8
过敏原 过敏原通用名称 物种 编号
/CBTb -/7 识别抗原"片段# 鲱鱼蠕虫 /";X+E&4’%!!"85#67D

XKTS # "<0/"乳糖合酶 X蛋白# "XKTS ## "前体# 牛
*=%=66b!!&*=%j7:!!!&
*=%j"8()#&4’%!D5D##&
4’%5"8bb#&4’%!D5D##

4FWS # 溶菌酶 %")%7959!9!b# "!$##<(乙酰胞壁质酶 %# "致敏原 4FWS ’n# "4FWS ## "前体# 鸡
*=%=66D"E&*=%j"6EE#&
4’%!5DD6E&4’%5!55b"

表 8$7 个致敏原数据库比对结果汇总
:FPWM8$*HAAF?L?MTHWQTFJFBCTQQG?MM/WWM?JMC 2FQFPFTMT

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
E6 个氨
基酸

连续 E 个
氨基酸

E6 个氨
基酸

连续 E 个
氨基酸

三维
结构

全长
E6 个氨
基酸

连续 E 个
氨基酸

牛 "<乳清白蛋白"4X%%//5"DD#9!$4’%5"8bb## m m m g g m m m m

牛 "<乳清白蛋白"乳糖合酶 X蛋白(致敏原 XKTS ## " *=%=66b!!
$4’%!58""D#

m m m m m m m m m

鸡溶菌酶 %"!$##<(乙酰胞壁质酶 %(致敏原 4FWS ’n(致敏原 4FW
S ## " *=%=66D"E$4’%!5DD6E#

g m g m m m m m g

牛 "<乳清白蛋白" *=%j5E6#"$4’%b867"#D6$4X%%//##"5b9!# g g g g g g m m m

注% m为阳性& g为阴性’
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与已知致敏原牛 "<乳清白蛋白(牛乳糖合酶 X蛋白
"致敏原 XKTS ##(鸡溶菌酶 %"!$#<#<(乙酰溶菌
酶(致敏原 4FWS ’n(致敏原 4FWS ##存在较高的序
列同源性或结构相似性’

7$讨论
食物过敏是全球关注的公共卫生问题之一$主

要由食物中的蛋白质引起$轻者出现皮肤或肠道的
刺激症状$重者可发生过敏性休克甚至死亡’ 常见
的致敏食物有花生(大豆(牛奶(鸡蛋(鱼类(贝类(

小麦和坚果 E 种$其中又以水产品(牛奶和鸡蛋最为
常见 )!6 g!!* ’ 尽管目前评价致敏性的方法很多$但由
于致敏性在生物体内的表现差异很大$许多方法的
灵敏度和特异性尚有所欠缺$目前比较公认的有生
物信息学分析(消化稳定性和血清学筛选试验等
方法 )!5 g!7* ’

本研究选择的 7 个致敏原数据库是国际上比较
公认(应用较多且信息比较全面的数据库’ 链接上
述三个数据库$用全长比对(E6 个氨基酸片段序列
相似性比对(连续 E 个氨基酸相同的精确比对以及
结构相似性比对 # 种方法与数据库中的已知致敏原
进行比对’ 由于一直以来用全长比对分析E6 个以
上氨基酸序列的相似性在结果判断时存在争议$
566! 年 1/,@k&,的转基因食物的致敏性评价导
则中只将全长比对应用于少于 E6 个氨基酸的序列’
然而近年随着生物信息学研究的发展和深入$以及
蛋白质数据库和已知过敏原数据库的不断扩大$研
究者通过分析大量的已知过敏原和非过敏原$提出
若以 )值 q79")<6b 作为判断阈值$其效率与 E6 个
氨基酸片段序列相似性比对时序列一致性 i78e的
效率相同 )b* $因此在本研究中全长比对以 )值 q
79")<6b 作为判断阈值’ 三个数据库的比对结果提
示$重组人 "<乳清白蛋白具有潜在的致敏性’

由于致敏原十分复杂$不仅仅取决于氨基酸序
列$因此基于序列相似性的生物信息学预测方法不
可避免地存在一些缺陷’ 有研究者对 5 5"6 个已知
过敏原和 57# bD6 个已知非过敏原进行分析$发现
1/,@k&,推荐的以 E6 个氨基酸序列一致性 i
78e作为判断标准的灵敏度"已知致敏原被判定为
致敏原的比例#为 ""95e$特异度"已知非致敏原被
判定为非致敏原的比例#仅为 "9De$即非致敏原中
有 "69#e被误判为致敏原 )!#* ’ 56!5 年广州医学院
在创建 /11="FWWM?JMC RFABWLRMFQH?MS [M[QBSM#算法基
础上自主开发了过敏原判别软件 *,.:/00).$用该
软件分析上述已知过敏原及非致敏原的灵敏度为
"E9De(特异度为 "E9#e’ 笔者用 *,.:/00).分析

重组人 "<乳清白蛋白 " GQQ[%@@TK?QFWWM?_J]GAZ_MSH_
ZC@#$根据 697#E 的得分将该蛋白判断为非致
敏原’

本研究组在此之前还进行了重组人 "<乳清白
蛋白的消化稳定性试验$结果显示$重组人 "<乳清
白蛋白在模拟胃肠液和小型猪胃肠液中均容易被
消化$这与天然的人 "<乳清白蛋白是一致的 )!8* ’
由于蛋白质经口摄入后一般经消化后才吸收$而消
化后的小片段通常不具有抗原性$因此根据该蛋白
不抵抗胃肠液消化的结果判断其致敏可能性不大’

综合分析上述结果$由于与已知致敏原的相似
性不能排除重组人 "<乳清白蛋白具有潜在致敏性$
但 *,.:).分析和消化稳定性结果提示其产生致
敏性的可能性不大’ 在后续研究中将以过敏患者
血清进行血清学筛选试验$为该蛋白的致敏性评价
提供更充足的依据’
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