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扁豆过敏原 Len c 3蛋白 B细胞抗原表位预测及同源建模 *
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摘要 目的：通过应用生物信息学软件模拟、分析预测扁豆过敏原 Len c 3蛋白的结构、性质及 B细胞抗原表位,为探索基于扁豆
过敏原 Len c 3抗原表位的改造提供依据。方法：从 Uniprot蛋白质数据库中得到扁豆过敏原 Len c 3的氨基酸序列，通过生物信
息学软件 Swiss-Model及 Swiss-PdbViewer 4.0模拟和分析扁豆过敏原 Len c 3蛋白的结构，使用 DNAStar软件对其 B细胞抗原
表位进行模拟、分析预测。结果：扁豆过敏原 Len c 3蛋白为疏水性蛋白，在氨基酸残基第 7-26位有一跨膜区，Ramachandran图评
估扁豆过敏原 Len c 3蛋白的三维结构显示其空间构象稳定，Len c 3蛋白潜在的 B细胞抗原表位为 35-36，48-50，66-71，87-90。结
论：本研究通过对扁豆过敏原 Len c 3蛋白进行生物信息学分析获得了该过敏原的结构、性质及潜在的 B细胞抗原表位，为进一
步了解和掌握扁豆过敏原 Len c 3蛋白的结构功能以及抗原性改造、单克隆抗体制备、表位疫苗设计等提供重要的线索。
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Prediction of the B Cell Antigenic Epitopes and Homology Modeling Study
of Lentil Allergen Len c 3*

To predict and analyze the structure, biological characteristics and B cell antigenic epitopes of lentil aller-
gen Len c 3 by using bioinformatics software, so as to provide clues for modifying the antigenic epitopes of lentil allergen Len c 3.
The amino sequence of lentil allergen Len c 3 was acquired from Uniprot protein database. The structure of lentil allergen Len c 3 was
simulated and analyzed by the bioinformatics software Swiss-Model and Swiss-PdbViewer 4.0, and the B cell antigenic epitopes of lentil
allergen Len c 3 were predicted and analyzed by using DNAStar. Lentil allergen Len c 3 with a transmembrane domain belongs
to a hydrophobic protein. The Ramachandran plot showed the spatial conformation of Lentil allergen Len c 3 was stable. The potential B
cell antigenic epitopes of Len c 3 were at the region of 35-36, 48-50, 66-71, 87-90. This study predicted and analyzed the
structure, biological characteristics and potential B cell antigenic epitopes of lentil allergen Len c 3, which provided important clues for
further understanding and mastering the structure and biological characteristics even antigen modification, monoclonal antibody prepara-
tion and epitope vaccine design of Lentil allergen Len c 3.

Lentil allergen; Len c 3; Structure; Antigenic epitopes

前言

过敏是一个被高度关注的问题。近几十年，过敏性疾病的

发病率在不断地增加，近 20%-30%的人口不同程度受到各种

变态反应性疾病的影响[1,2]。食物过敏反应是其中非常突出的部

分。不断增加的食物过敏性疾病影响着人们特别是儿童的生

活，甚至有致命性的危险[3-5]。在我国，食物过敏一般人群发病率

为 1-2%，儿童则为 8%，由此可见食物过敏问题相当突出[6]。

扁豆是一种易于引发Ⅰ型超敏反应的豆类食品，在地中海

地区和众多亚洲国家，很多人特别是儿童食用扁豆后常出现系

统性过敏症状，比如哮喘，鼻液溢，全身性荨麻疹等[7,8]。虽然避

免食用扁豆是解决其过敏性问题的最好方法，但扁豆等豆类具

有非常高的营养价值，长时间限制饮食会导致营养不均衡，也

是不现实的。不仅如此，过敏原与一些同源蛋白之间易于引起

交叉反应[9]，也就是说对扁豆过敏的患者，食用其它相关的豆类

食品时也有可能引起过敏，有研究指出扁豆与花生，大豆，豌豆

等食品之间存在交叉反应[10, 11]。目前已知的扁豆过敏原有 Len

c 1.01，Len c 1.02和 Len c 2，Len c 3等几种蛋白 [12-14]。其中，
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Len c 3蛋白是近期发现的一种属于脂质转移蛋白家族的扁豆

过敏原[14]，目前对 Len c 3蛋白的其他功能研究还比较缺乏。

随着食物过敏原检测技术的发展，过敏患者已可明确其过

敏的食物的具体成分[15]，传统上的特异性免疫治疗主要是对过

敏患者逐渐增加过敏原的注射剂量从而达到免疫耐受的目的，

但这种方法往往是基于过敏原蛋白的粗提，其粗提液成分复

杂，既有致敏蛋白，也有非致敏蛋白及其他生物大分子[16]，并且

这种方法存在很高的风险性，有可能引发强烈的过敏反应，甚

至可能导致死亡。因此，为了降低脱敏治疗的风险，通过基因工

程方法获得低致敏原性的免疫治疗蛋白将是未来特异性免疫

治疗的一个非常重要的方向。表位是过敏原的物质基础，表位

定位技术是过敏原表位研究的工具，包括表位定位和表位预

测[17]，因此，笔者以扁豆过敏原 Len c 3蛋白的氨基酸序列为基

础，分析 Len c 3蛋白的理化性质，并结合计算机软件模拟、分

析预测其结构、性质及 B细胞抗原表位，为扁豆过敏原 Len c 3

的过敏原性改造及其抗体设计等进一步研究奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 扁豆过敏原 Len c 3的氨基酸序列

从 Uniprot蛋白质数据库（http://www.uniprot.org/）检索扁

豆过敏原 Len c 3 的氨基酸序列，得到（登录号：A0AT29）：
MARGMKLACVVLVICMVVIAPMAEGAISCGAVTSDLSPCL-
TYLTGGPGPSPQCCGGVKKLLAAANTTPDRQAACNCLKS-

AAGSITKLNTNNAAALPGKCGVNIPYKISTTTNCNTVKF。
1.2 扁豆过敏原 Len c 3蛋白理化性质分析

通过利用 ProtParam 在线软件（http://web.expasy.org/prot-

param/）预测其氨基酸组成、等电点、分子量、亲水性等基本理

化性质，并运用 SignaIP 4.0（http://www.cbs.dtu.dk/services/Sig-
nalP/）和 TMHMM（http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.

0/）软件预测其蛋白信号肽和跨膜区域。
1.3 扁豆过敏原 Len c 3蛋白结构预测

利用在线分析软件 GOR 4（http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html）对扁豆过敏原 Len c
3蛋白二级结构进行预测。通过将 Len c 3蛋白的序列提交到

Swiss-Model（http://swissmodel.expasy. org/）服务器[18]进行自动

模建,得到其三维空间结构。模型查看运用 Swiss-Pdb Viewer软
件，并利用 Swiss-Viever 4.0对建模的结构进行检测，并获得
Ramachandran图，评估所模拟的蛋白质三维结构的稳定性。
1.4 扁豆过敏原 Len c 3蛋白 B细胞抗原表位分析预测

运用 DNAStar Protean 软 件的 protean 程序 ，根 据
Kyte-Doolittle 方案、Karplus-Schulz 方案、Emini 方案和 Jame-

son-Wolf方案，分别预测其蛋白的亲水性、可塑性、可及性和抗

原性指数，并选取亲水性好、可塑性好、可及性高、抗原性强的

片段作为候选表位。综合扁豆过敏原 Len c 3蛋白的结构预测

结果和其亲水性、可塑性、可及性和抗原性指数，取预测结果的

重叠区域，作为扁豆过敏原 Len c 3蛋白潜在的 B细胞抗原表位。
1.5 Lenc 3蛋白的同源进化树构建

利用 Uniprot在线服务器，搜索与 Len c 3蛋白同源性高的
氨基酸序列，运用 ClustalX1.83软件对其同源蛋白氨基酸序列

进行比对分析，然后采用 Mega 3.1软件中的 N-J法构建进化

树。

2 结果与分析

2.1 Len c 3蛋白基本理化性质
通过 ProtParam网络服务器分析得到 Len c 3蛋白的分子

式为 C508H854N142O155S14，原子总数为 1673个，分子量约

为 11.88 KD，理论等电点约为 9.01，在氨基酸组成上，Ala（A）
16个，占 13.6%，含量最高，其次是 Gly（G）和 Thr（T），均为 11，

占 9.3%；带负电荷残基总数（Asp + Glu）：3 个，带正电荷残基
总数（Arg + Lys）：10个。不稳定系数为 31.99，低于阈值 40，因

此，可认为该蛋白为稳定蛋白。脂肪系数为 88.56，亲水性评估

值为 0.408，预测该蛋白为疏水性蛋白。
2.2 Len c 3蛋白信号肽、跨膜区分析

利用在线软件 SignaIP 4.0 预测 Len c 3 蛋白的氨基酸序
列，结果显示有一段信号肽，在 25-26 之间存在分割位点（图
1）。采用 TMHMM软件预测 Len c 3蛋白跨膜区段，发现该蛋

白在 7-26位间存在一明显的跨膜区（图 2）。
2.2.1 Len c 3蛋白的二级结构预测 通过 GOR4在线软件预

图 1 SignaIP 4.0预测 Len c 3蛋白信号肽

Fig.1 Signal peptide of Len c 3 protein predicted by SignaIP 4.0
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服务器模拟 Len c 3 蛋白的三级结构，通过 Swiss-PdbViewer

4.0软件评估 Len c 3蛋白三级结构，结果如图 3所示，该蛋白

主要由无规则卷曲和 α -螺旋组成。图 4显示，模拟所得到的
Len c 3蛋白三维结构的 Psi（ψ）角和 Phi（φ）角约有 94%位于
Ramachandran 图中的允许区（即黄线内以及黄线与蓝线之

间），从理论上讲所模拟的三维结构图是可靠的。

2.3 B细胞抗原表位预测

通过 DNAStar软件中的 protein模块，对 Len c 3蛋白相关

参数进行预测，综合分析结果显示 Len c 3蛋白 B细胞抗原表

位区域为 35-36，48-50，66-71，87-90（表 2）。
2.4 Len c 3蛋白同源树的构建

以 Len c 3蛋白序列为基础，通过在 Uniprot数据库搜索其

同源序列，结果显示扁豆 Len c 3 蛋白（A0AT29）与苜蓿

（G7JI87）、鹰嘴豆（O23758）、大豆（C6TFC1）、墨西哥棉

（I1T4C4）、菜豆（D3W147）相关蛋白的氨基酸序列具有较高的
相似性，分别为 74.0%、73.0%、61.0%、64.0%、67.0%。运用
ClusterX1.83软件对上述同源序列对齐后，采用 Mega 3.1软件

构建系统进化树，可发现有两个聚类簇，扁豆、鹰嘴豆、苜蓿和

大豆的同源蛋白为一簇，而菜豆和墨西哥棉的同源蛋白为另一

簇，且这两簇分枝明显（图 5）。

3 讨论

测 Len c 3蛋白的二级结构，结果显示该蛋白氨基酸 α -螺旋

集中在 3个区域，占 11.86%；延伸链主要分布在 7个区域，占

26.27%；无规则卷曲区域有 11个，占 61.86%（表 1）。
2.2.2 Len c 3蛋白的三级结构预测 利用 Swiss-Model在线

图 2 TMHMM预测 Len c 3蛋白跨膜区

Fig.2 Transmembrane region of Len c 3 protein predicted by TMHMM

Secondary structure（Relative content） Prediction results（AA）

Alpha helix（11.86%）

Extended strand（26.27%）

Random coil（61.86%）

60-63，70-75，85-88

7-19，27-28，31-32，40-43，93-94，105-109，115-117

1-6，20-26，29-30，33-39，44-59，64-69，76-84，89-92，95-104，110-114，118

表 1 GOR4对 Len c 3蛋白的预测结果

Table 1 Secondary structure of Len c 3 protein predicted by GOR4

图 3 Len c 3蛋白三级结构

Fig.3 Tertiary structure of Len c 3

图 4 Len c 3蛋白 Ramachandran

Fig.4 Ramachandran plot of Len 3
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目前，重组低致敏原蛋白免疫治疗法成为治疗过敏的热

点，这种方法极大的降低了脱敏治疗的风险性[16]，而通过生物

信息学与分子生物学相结合更是取得了很好的效果，特别是通

过生物信息学软件预测蛋白性质、结构及功能等有助于提高实

验设计上的合理性[19]。因此，本研究以扁豆过敏原 Len c 3蛋白
为基础，通过各种生物信息学软件分析了 Len c 3蛋白的性质

和结构。通过 ProtParam网络服务器预测得到扁豆过敏原 Len
c 3蛋白的理化性质，可作为该蛋白后续表达、鉴定等实验的依

据。利用 TMHMM软件预测 Len c 3蛋白跨膜区段可知该蛋白

为膜蛋白，不溶于水，分离纯化困难（图 2）。Ramachandran图可

反映蛋白结构立体化学质量参数，通过 Psi（鬃）角和 Phi（渍）角
可反映蛋白结构转角的易变程度。在稳定的蛋白质结构中，主

链中要有合理的 Psi（鬃）角和 Phi（渍）角，即骨架的集合需分布
在 Ramachandran图可接受区域内，否则会形成空间结构位阻

障碍。因此，（鬃）角和 Phi（渍）最理想的分布区域是在黄线内，
为一般允许区，而黄线与蓝线之间为最大允许区，蓝线外为不

允许区，如果预测的蛋白结构 90%以上的 Psi（鬃）角和 Phi（渍）
角位于一般允许区，则说明模拟所得的三维结构与自然结构趋

势大致相同。本研究通过模拟所得到的 Len c 3蛋白三维结构

的 Psi（鬃）角和 Phi（渍）角约有 94%位于 Ramachandran 图中的

允许区（图 4），这显示 Len c 3蛋白是稳定蛋白。

过敏原引起的由 IgE介导的过敏反应的基础是 B淋巴细

胞的活化，而 B淋巴细胞的活化需要双信号，其中第一信号为
B淋巴细胞受体（BCR）与抗原分子中决定抗原特异性的化学

基团，即抗原表位相结合，这也是最终刺激机体产生免疫反应

的基础，倘若弱化 BCR与抗原表位的结合，将降低过敏反应的

产生。因此，在此理论基础上，针对 Len c 3蛋白是一种过敏原

这种性质，笔者通过软件各种参数的综合预测得到其 B细胞抗

原表位区域为 35-36，48-50，66-71，87-90（表 2），可作为后续过

敏原性改造的突变选点依据。

此外，通过同源序列的比对我们发现，扁豆过敏原 Len c 3

蛋白与苜蓿、鹰嘴豆、大豆、墨西哥棉和菜豆相关蛋白的氨基酸

残基序列之间具有高度的相似性（图 5），至少在 61.0% 以上。

而目前大多学者认为，若蛋白质的氨基酸超过 80个，其序列的

同源性大于 35%或有 6个连续相同的氨基酸序列，则这些蛋白

之间发生交叉反应可能性就很大[20]，因此，扁豆过敏原 Len c 3

蛋白与上述物种相关蛋白之间发生交叉反应的概率很大，这对

于扁豆过敏患者避免接触这些同源蛋白起了一定的提示作用。

过敏性疾病的免疫反应是一个复杂的多细胞、多分子相互

作用的过程。B细胞表位的也是许多学者在运用并认可的[21，22]。

本研究利用生物信息学方法，预测了扁豆过敏原 Len c3的 B

细胞抗原高亲和力表位，获得其 B细胞优势抗原表位，这些表

位亦将成为下一步基因突变定点技术选点的依据，不仅如此，

这种重组低致敏原蛋白免疫治疗的方法也克服了传统免疫治

疗的危险[16]，很大程度上提高了免疫治疗的安全性。

本研究通过生物信息学软件对扁豆过敏原 Len c 3蛋白的
性质及结构及结构的预测及分析，为蛋白克隆表达及纯化提供

理论支持，而 B细胞抗原表位的预测分析及同源构模为今后扁

豆过敏原 Len c 3蛋白的过敏原性改造、单克隆抗体设计，抗原

表位疫苗设计乃至脱敏治疗等深入研究提供了非常重要的理

论依据。
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