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一种苦荞主要过敏原基因 cDNA 的克隆及序列分析
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摘要 　为了获得苦荞中主要过敏原的 cDNA 和由此推导的蛋白质序列 , 分析其结构特点 , 以苦荞

幼根根尖为材料 , 提取总 RNA 并反转录 mRNA 为 cDNA 第一链. 通过 RT2PCR、3′RACE、基因克隆

及序列测定 ,获得一种苦荞主要过敏蛋白基因的 cDNA 片段 ( GenBank 登录号为 AY044918) . 该

cDNA 片段由 768 bp 组成 ,包括 3′端非编码区 180 个 bp ,开放阅读框 588 bp . 可编码一个由 195 个氨

基酸残基组成的功能蛋白及一个终止密码. 苦荞主要过敏原基因与甜荞 22 kD 过敏蛋白、豆球类

蛋白的核苷酸序列分别有 95 %和 93 %的同源性. 其推导的氨基酸序列与甜荞球蛋白、刀豆蛋白、

甜橙柠檬素分别有 93 %、83 %和 57 %的同源性. 该过敏蛋白 183～188 位氨基酸残基 KEEEKE 在多

数不同过敏原中均存在 , 推测可能为其中的抗原决定簇序列.
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Abstract 　The cDNA sequence of allergenic gene expresses a kind of 22 kD protein in tartary buckwheat
( TB) , was obtained using RT2PCR and 3′2rapid amplification of cDNA ends (3′RACE) . The cDNA sequence
coding for this allergenic protein , consisted of 768 nucleotides , including 588 nucleotides in the open reading
frame (ORF) and 180 nucleotides in the 3′untranslated region. The ORF encoded a functional protein of 195
amino acids. Comparing this allergy from TB with those of common buckwheat ( CB) , it showed that this
allergy in TB shared 95 % and 93 % nucleotide sequence homology with allergenic protein and legumin2like
protein in CB , respectively. The protein sequence of TB allergenic protein shared 93 % and 83 % homology
with those of globulin protein in CB and sword bean protein , respectively. The conserved sequence KEEEKE
at position 1832188 was probably considered to be the antigen determinant sequence similar to that of other
allergenic proteins found in food and pollen.
Key words 　 Fagopyrum tataricum ( tartary buckwheat ) , allergenic protein , 3′2RACE , cloning and
sequencing
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　　荞麦属于蓼科植物 , 其栽培品种为甜荞麦

( Fagopyrum esculentum ,Common buckwheat , 简称 CB)

和苦荞麦 ( Fagopyrum tataricum , Tartary buckwheat ,

简称 TB) . 前者在亚洲、欧洲和拉美等国家栽培较

广 , 后者在我国西南和一些北方高寒地区种植 , 食

用较多[1 ]
. 荞麦种子中的蛋白质含量可达 15 % , 富

含多种必需氨基酸 , 具有很高的营养价值和药用价

值[2 ,3 ] . 特别是其中的类黄酮等生物活性物质能有

效预防糖尿病、高血压和风湿性关节炎等疾病[4～6 ]
,
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受到医学界的普遍关注. 荞麦中也含有许多过敏性

成份 , 使一些接触或食用它的人产生过敏性症状.

1909 年 Smith[7 ] 首次报道了甜荞麦的过敏性. 近年

来 ,国外对甜荞麦过敏原的研究取得了长足的进

展[8～11 ]
. Nakamura 和 Urisu 的研究揭示其病理机制

为 IgE介导的 I 型速发性过敏反应[12 ,13 ]
. 目前国内

外对苦荞过敏性的研究尚属少见. 我们曾首次从中

国黑苦荞中纯化出一种分子量为 22 kD 的球蛋白

(称作 TB22 ) [14 ] , 采用 Western 印迹及 ELISA 分析显

示 ,苦荞球蛋白中分子量在 19～70 kD 的部分均具

有程度不同的 IgE 结合活性 ,其中又以分子量约 22

kD 的蛋白质结合能力较强.

为揭示苦荞麦中过敏蛋白的致敏机理 ,并克隆

出一种植物过敏原家族的新基因 ,本研究以纯化的

苦荞 22 kD 蛋白的部分氨基酸序列设计简并性引

物 ,采用 RT2PCR 及 3′RACE 技术扩增 ,克隆苦荞过

敏原基因片段并分析其核苷酸序列以及氨基酸序列

的同源性. 以为深入研究苦荞过敏蛋白等功能蛋白

奠定基础.

1 　材料和方法

111 　材料

苦荞 ( Fagopyrum tataricum)为黔威苦荞 , 当年收

获. 大肠杆菌 DH5α为本室保存. AMV2Rtase , p GEM2
T Easy 载体 , T4 DNA 连接酶 , RNase2Free DNase 为

Promega 公司产品 , Taq DNA 聚合酶 , DNA 分子量

标准购自 Sangon 公司. 小量胶回收试剂盒及质粒纯

化试剂盒为上海华舜生物公司产品. 3′RACE 试剂

盒为 GibcoBRL 公司产品. 其他为国产分析纯试剂.

112 　方法

11211 　总 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合成 　将

苦荞种子洗净 , 浸润 4 h , 室温培养 2 d 后用液氮研

磨新鲜根尖 , 参考植物材料总 RNA 的提取方法 , 采

用含 50 mmolΠL EDTA , 500 mmolΠL NaCl , 10 mmolΠL
巯基乙醇及 1 % SDS的 Tris2HCl 缓冲液 (pH 810) 提

取苦荞总 RNA. 以苦荞总 RNA 为模板 , 以 Oligo

(dT) 为引物 , 由 AMV2Rtase 催化合成 cDNA 第一链

用于苦荞过敏原基因的克隆.

11212 　RT2PCR 及 3′2RACE 　根据我们先前纯化的

TB22 蛋白的 N 端氨基酸序列并参考 Nair 等[15 ] 报道

的甜荞过敏蛋白的氨基酸序列设计兼并性引物. 以

总 cDNA 为模板 , RT2PCR 扩增后得到该蛋白的编码

区片段 , 测序后设计特异性引物 , 利用 3′2RACE 方

法结合巢式 PCR 扩增基因的 3′末端. 反应条件 :反

应体系为 25μl , 采用热启动方式 , 两步循环. 第一

循环 5 个周期 , 第二循环 30 个周期. 退火温度根据

各对引物组成而定. 115 %琼脂糖凝胶电泳检测扩

增结果. 实验所用引物分别为 :

引物 Ⅰ: 5′2 G GA T T G GA R CA A GCV T T C T

G YA A C C T2 3′

引物 Ⅱ: 5′2 A A CWA T R GA GAAA C GYTC C

C T C T C C T2 3′

其中 , R 为 (A + G) , V 为 (A + G + C) , Y为 (C

+ T) , W为 (A + T)

引物 (AP) : 5′2G GC CA C GC GT C GA C TA GT

A C T T T T T T T T T T T T T T T T T23′

引物 Ⅲ: 5′2 A A C GC CA TAA C CA GTC C GA

T T23′

引物 (AUAP) : 5′2 G GC CA C GC GT C GA C TA

GTA C23′

11213 　PCR 产物的克隆及 DNA 序列分析 　用

115 %琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物 ,将目的片段

回收 ,与质粒载体 p GEMÒ2T Easy Vector 连接并转化

大肠杆菌 DH5α感受态细胞 , 在含有氨苄青霉素 ,

IPTG和 X2Gal 的LB 平板上挑取白色单克隆 , 筛选

重组质粒. 通过酶切和 DNA 测序鉴定. 核苷酸及氨

基酸序列同源性分析使用 BLAST(Ver 2. 00) 软件在

GenBank 数据库中进行. 氨基酸序列与已知过敏原

比较在 Database of Food Allergens in AgMoBiol 中

进行.

2 　结果

211 　苦荞总 RNA的获得

苦荞总 RNA 如 Fig. 1 所示 , 泳道 1、2 均能够清

晰地看到 18 S rRNA 和 28 S rRNA 及 mRNA ,且 18 S

rRNA 和 28 S rRNA 两者比例符合 2∶1 的特点 , 说明

提取过程中无 RNA 降解现象 , 提取方法效果较好.

212 　目的基因编码区的扩增与克隆

用Oligo (dT) 为引物 , 合成的 cDNA 为模板 , 以

简并性引物 Ⅰ和 Ⅱ进行 RT2PCR 扩增. 扩增结果如

Fig. 2 所示 , 在 600 bp 处的条带与预期的目的片段

大小吻合 , 回收目的片段 , 并连入 p GEM
Ò2T Easy 载

体 , 得到重组质粒. RT2PCR 扩增产物的序列测定结

果显示 , 该基因片段长度为 585 bp . Internet 搜寻比

较表明 , 所克隆的目的基因片段与 Nair
[15 ] 报道的过

敏性蛋白的结构基因序列有 95 %的同源性 , 说明此

克隆产物是苦荞中主要过敏蛋白基因的编码区.

213 　目的基因 3′端的克隆及序列分析
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Fig. 1 　Electrophoresis of total RNA from tartary buckwheat

1 and 2 : Total RNA

Fig. 2 　The PCR fragment of allergenic protein gene coding

M:DNA marker ,1 :PCR fragment

　　用 3′RACE试剂盒中的AP (adapter primer) 为引

物 , 合成的 cDNA 为模板并根据测得的编码区序列

设计特异性引物 Ⅲ, 采用巢式 PCR , 先利用引物 Ⅰ

和 3′RACE 试剂盒中的另一引物 AUAP (Abridged

Universal Amplification Primer) 进行 PCR , 再以 PCR

产物为模板 , 用引物 Ⅲ和 AUAP 进行扩增. 得到了

包括部分编码区及 3′端非编码区的基因片段 , 将产

物纯化、连接并转化 , 筛选出阳性重组质粒 , EcoR

Ⅰ酶切分析 , 得到大小约 400 bp 的片段. 测序结果

显示 , 该片段确切长度为 404 bp , 其中包括部分编

码区碱基序列和一段 180 bp 的 3′末端非编码区.

将获得的 2 个核苷酸序列片段进行叠加分析 , 得到

一长度为 768 bp 的基因序列 ( Fig. 3) . 包括编码区

的 588 个碱基及 3′端的非编码区的 180 个碱基. 该

基因已在 GenBank 中公布 ,登录号为 AY044918. 来

源于苦荞中的过敏蛋白基因序列在国内外尚属首次

报道.

在 GenBank 中用 BLAST软件进行分析 , 表明此

核苷酸序列与甜荞过敏性贮藏蛋白及豆球类蛋白的

同源性分别达到 95 %和 93 %.

214 　TB22 过敏蛋白的氨基酸序列分析

由苦荞过敏蛋白基因核苷酸序列导出的氨基酸

序列分析显示 :该蛋白由 195 个氨基酸组成. 分子

量约为 22 kD. 酸性氨基酸 (Asp + Glu) 23 个 , 碱性

氨基酸 (Arg + Lys) 25 个. 与来自甜荞中的球蛋白 ,

刀豆蛋白有 93 %～83 %同源性 , 与甜橙柠檬素有

57 %同源性 , 与不同来源 (如 :蓖麻、咖啡、木兰、

葫芦、水稻) 的种子贮藏蛋白 , 11S球蛋白β亚基前

体 , 豆球蛋白前体均有 59 %～50 %同源性 ( Table

1) . 在食物过敏原数据库中进行 TB22 蛋白与已知

过敏原氨基酸序列的比较 , 发现连续相同的氨基酸

最多有 5 ～ 6 个 , 分别为 EEAYK, EEEKEH 和

KEEEKE. 其中氨基酸序列中 183～188 位的多肽

KEEEKE在不同过敏原中都有存在 , 推测可能为潜

在的抗原决定簇.

Table 1 　Homologous comparison of amino acid sequence of TB 22

kD allergenic protein to 11S storage globulin and legumin2like

protein

Protein source
Homology

( %)

Allergenic protein , storage protein , legumin2like protein

( Fagopyrum esculentum)
83～93

Citrin2sweet orange ( Citrus sinensis) 57

Beta2globulin , legumin , storage protein2upland cotton

( Gossypium hirsutum)
49～58

Seed storage protein ,legumin( Ricinus communis) 51～56

11S storage globulin , 11S storage protein2coffee ( Coffea

arabica)
58～59

Globulin ,legumin( Magnolia salicifolia) 55～56

11S globulin ( Sesamum indicum) 51

11S globulin2 oat ,12S seed storage protein ( Avena sativa) 48～52

11S globulin beta subunit2 cucurbit ( Cucurbita pepo) 51

Glutelin2rice ( Oryza sativa) 51

3 　讨论

威胁人类健康的许多过敏性疾病 (包括药物过

敏、食物过敏、环境过敏等) 的病理机制是一个非常

复杂的过程. 对于一般的食物过敏许多研究认为与

其中的过敏蛋白有关 ,因此 ,寻找可能引起过敏反应

的过敏蛋白及阐明其抗原决定簇氨基酸序列等 ,对

于深入了解过敏机制及定向修饰或改造过敏原是非

常必要的. 近年来 ,荞麦食品在欧美和日本等国越

来越受到消费者的欢迎 ,但一些人群食用荞麦食品

后引起的皮肤搔痒、头晕、哮喘等过敏症状引起了国

外医学和营养学界的普遍关注 , 成为食物过敏原研
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Fig. 3 　Nucleotide and deduced amino acid sequences of a cDNA encoding for a tartary buckwheat major allergenic protein

Arrows refer to the four designed primers. The poly adenylation signals are double line underlined ( = ) and the stop codon is indicated by

an asterisk ( 3 )

究的热点课题. 1994 年 ,Urisu 等[13 ]报道甜荞麦中的

过敏蛋白氨基酸序列与双子叶物种 (花园豆、大豆、

旱地棉、卷耳水芹、油菜、南瓜、葫芦、向日葵) 11S 球

蛋白β链具有 3719 %～4813 %同源性 ,与单子叶物

种 (水稻、燕麦)类似蛋白质有 5117 %同源性. 这些

蛋白质与贮藏蛋白的β亚基寡聚物相对应. Nair

等[15 ]
1999 年测定了甜荞麦过敏蛋白的 N 端氨基酸

序列 ,分析与其它物种来源的过敏原同源性时发现 ,

甜荞过敏蛋白与单、双子叶物种贮藏蛋白的氨基酸

有很大同源性 ,其中与水稻、豌豆、燕麦、向日葵 11S

球蛋白有 65 %～75 %同源性.

本研究以我国特有的苦荞麦为材料 ,采用 RT2
PCR 和 3′RACE 技术 ,首次克隆了其中的主要过敏

蛋白 (TB22) 的结构基因部分和 3′端序列. 其中编

码区的 588 bp 可为 195 个氨基酸编码 ,3′端 180 bp

包含一段 polyA 序列 ( AT约 70 % ) , 推测的 TB22

蛋白其氨基酸序列与甜荞主要过敏蛋白相比较 ,发

现有 13 个氨基酸不同 ,其中多为碱性氨基酸. 另外

160 位的Lys 在苦荞中被 Glu 取代 , 而 181 位的 Asp

被 Tyr 取代. 并且增加了 185～188 四个氨基酸 ( E2
E2K2E) ,两者氨基酸序列同源性达 95 %. 与甜荞球

蛋白、刀豆蛋白、甜橙柠檬素的氨基酸序列分别有

93 %、83 %和 57 %的同源性. TB22 的核苷酸序列与

甜荞主要过敏蛋白、豆球类蛋白 cDNA 的核苷酸分

别有 95 %和 93 %的同源性. 按照文献[16 ]提供的方

法在食物过敏原数据库中进行 TB22 过敏蛋白与目

前已知氨基酸序列的 198 种过敏原蛋白相比较 , 发

现连续相同的氨基酸最多有 5～6 个 , 其中 183～

188 位上有在不同过敏原中存在的 KEEEKE 氨基酸

序列. 我们认为 , 从食物过敏原数据库分析得到的

结果可能是 TB22 的部分抗原决定簇序列 , 但也不

排除该过敏蛋白中存在不连续抗原决定簇的可能.

本实验得到的 TB22 过敏蛋白基因 cDNA 可为下一

步基因表达及其蛋白质的结构与功能研究建立基

础. 核苷酸和氨基酸序列分析显示其 cDNA 与多种

植物过敏原具有较高的同源性 ,为植物过敏蛋白家
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