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柑橘 PGIP 的 B细胞抗原表位分析和原核表达 
 

陈波，罗庆华，谭雅芹，闫慧清 

（贵州师范大学生命科学学院，贵州贵阳 550001） 

摘要：柑橘是重要的经济园艺植物，但是部分人群在食用柑橘后会造成过敏现象，其中多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白（PGIP）是

柑橘中重要的过敏原。本文利用 Jameson-Wolf 法、Kyte-Doolittle 法、Emini 法和 Karplus-Schulz 法对柑橘过敏原蛋白 PGIP 的抗原指

数、亲水性、蛋白表面可及性及柔韧性进行分析，通过构建 PET-28 a-PGIP 载体转移到大肠杆菌(Escherichia coli)中进行原核表达。结

果表明：当 PGIP 二级结构是 β-转角和无规则卷曲，同时氨基酸序列的抗原指数>0、柔韧性>0、亲水性>0 和蛋白表面可及性>1 时的

氨基酸时，过敏原蛋白 PGIP 的 B 细胞表位结合氨基酸的序列区域是在 19~22、37~41、49~52、68~69、117~120、163~164、173~177、

221~226、236~240。通过分析氨基酸的区域及原核表达，为寻找柑橘过敏原蛋白 PGIP 的 B 细胞抗原表位的最佳优势区域提供支持，

同时也为消除柑橘过敏原蛋白 PGIP 对人体的影响的进一步研究提供理论基础。 
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B Cell Epitopes Analysis and Prokaryotic Expression of PGIP in Citrus 
CHEN Bo, LUO Qing-hua, TAN Ya-qin, YAN Hui-qing 

(College of Life Science, Guizhou Normal University, Guiyang 550001, China) 
Abstract: Citrus is an important horticulture. However consumption of citrus fruits could cause allergen for some people. With the method 

of Jameson-Wolf, Kyte-Doolittle, Emini and Karplus-Schulz, the antigenicity, hydrophilicity, protein surface accessibility and flexibility of citrus 

allergen protein PGIP (polygalacturonase inhibitor protein) were predicted. Meanwhile PET-28 a-PGIP vector was constructed, and then transfer 

to Escherichia coli. The target gene was induced and expressed. The results showed: When the secondary structure of amino acid was β-angle 

and irregular curl, the antigen index>0, the flexibility>0, the hydrophilicity>0, the protein surface accessibility>1 amino acid region, the 

sequences of the B cell epitope binding amino acid were 19~22, 37~41, 49~52, 68~69, 117~120, 163~164, 173~177, 221~226, 236~240. By 

estimating the amino acid region, it provides support for finding the best possible region of the B cell epitope of citrus allergen protein PGIP, and 

also provides a theoretical basis for the further study of citrus allergen protein PGIP. 
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柑橘（Citrus reticulata Blanco）的栽培面积和果

实产量均居各类水果首位。柑橘果实中富含维生素 C、
类胡萝卜素、类黄酮、橙皮柑和膳食纤维等多种次生

代谢产物，具有抗氧化活性、抗癌、预防心脑血管疾

病以及抗菌作用等[1,2]。但在生活中有仍有部分人群食

用后会有发痒、肿胀、哮喘及过敏性休克等过敏反应
[3]。柑橘过敏反应主要是由 IgE 介导的Ｉ型变态反应，

其反应包括呼吸系统、中枢神经系统和皮肤等不同形

式的临床症状[4]。过敏原分布在少数限定功能蛋白家

族中[5]，包括有运输蛋白、病程相关蛋白、结构蛋白、 
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蛋白酶及蛋白酶抑制剂，如多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋

白 PGIP (Polygalacturonase inhibiting protein，PGIP)[6]。

由于这些过敏原蛋白在不同物种之间的序列具有保守

性，因此三维空间结构很相似，易具有相似的抗原表

位，因而易引起不同物种间的交叉过敏反应[7]，它包

括同一科（属）水果和不同科（属）内的水果[8]，水

果过敏原是导致水果过敏复杂性的关键物质基础之

一，而不同植物过敏原分子结构上共同的表位是免疫

交叉反应的基础。 
本文利用BLAST将柑橘中PGIP蛋白序列同其他

物种进行同源性对比，根据相似程度，利用其它植物

在过敏原蛋白方面的研究与成果将有助于研究柑橘的

过敏原蛋白，而这些过敏原表位往往位于细胞表面易

于检测与鉴定，所以本文对柑橘的柑橘多聚半乳糖醛

酸酶抑制蛋白（PGIP）的 B 细胞抗原表位结构域进行

分析，为寻找柑橘多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白（PGIP）
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B 细胞抗原表位的最佳优势提供支持。同时本文构建

PET-28a-PGIP 载体，对目的基因诱导进行原核表达，

为纯化后进行免疫学的深入研究提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  柑橘中 PGIP 氨基酸序列及同源比对 

通过 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）中检索

到 PGIP 的蛋白序列及其登录号，得到 PGIP 多肽链中

氨基酸的排列顺序为一级结构，并利用生物软件

BioEdit 对不同中间的一级结构进行同源比对。 

1.2  PGIP 的二级结构及蛋白特性分析 

将在 NCBI 上检索到的氨基酸序列，利用

DNAStar 生物软件中的 Gamier-Robson 方法对蛋白质

α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规则卷曲的氨基酸区域进

行分析。再利用 DNAStar 生物分析软件中的 protean
程序，采用 Jameson-Wolf 法[9]、Kyte-Doolittle 法[10]、

Emini 法[11]和 Karplus-Schulz 法[12]对柑橘过敏原蛋白

PGIP 的抗原指数、亲水性、蛋白表面可及性及柔韧性

进行分析。将柑橘过敏原蛋白 PGIP 的二级结构分析

结果与抗原指数、亲水性、蛋白表面可及性及柔韧性

分析结果相结合，进行综合分析得出B细胞抗原表位。 

1.3  原核表达载体 PET-28a-PGIP 的构建 

利用 Trizol 试剂盒（Invitrogen，货号：15596026）
提取成熟温州蜜柑的果实总 RNA，经 cDNA 反转录

试剂盒（Thermo，K1622）后生成 cDNA，并设计用

于 扩 增 PGIP 基 因 的 特 异 引 物 F1 ：

GGAATTCCATATGATGAGCAACACGTCACTG ；

R1：CCCCCCCGCTCGAGTCACTTGCAGCTTTCGA 
GGGGCGC。 

PCR 产物电泳检测回收，连接入 PMD18-T 载体

转化测序。准备经测序可用的菌斑质粒和 pET28a(+)
载体质粒，用 BamHI 和 HindIII 分别酶切、回收后进

行过夜连接，获得重组质粒 pET-28a-PGIP，经 PCR
验证、酶切验证和测序证明后将重组质粒转移到大肠

杆菌(Escherichia coli)中，对目的基因诱导进行原核表

达。 

1.4  PET-28a-PGIP 表达产物 SDS-PAGE 检测 

挑取阳性克隆，接种于 LB 液体培养基（含

Km=100 μg/mL）振荡培养过夜，振荡培养至 OD600

约为 0.6~1.0 时，加 IPTG 至 1.0 mM 诱导 0、1、2、5
和 7 h，收集菌液 12000 r/min 离心 1 min，沉淀用 SDS

凝胶加样缓冲液（Tris-HCl 50 mmol/L，pH 6.8；SDS 
2%；二硫苏糖醇 100 mmol/L；溴酚蓝 0.1%；甘油 10%）

100 μL 重悬。按比例配置 5%浓缩胶溶液和 10%分离

胶溶液。在两玻璃板的间隙中灌注分离胶，留出浓缩

胶所需体积，用少量水封盖。待分离胶聚合后(30 min)，
倾出水；在已聚合的分离胶上直接灌注浓缩胶，并插

入干净的梳子。浓缩胶聚合完全后(30 min)，小心移出

梳子，每个样品 20 μL，接上电源。所选用的蛋白

Marker 是 140-15 ku(NexusView™20 ku Dual Color, 
Bionexus, USA)。电泳完成后经考马斯亮蓝 R250 染色

后，更换脱色液四、五次。脱色后可将凝胶浸于水中

以便观察。 

2  结果与分析 

2.1  PGIP 蛋白质序列的同源比对 

通过 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）中检索

柑橘中PGIP的蛋白质序列，其登陆号为BAA31841.1。
PGIP 一共编码 327 个氨基酸，所对应序列为： 

MSNTSLLSLFFFLCLCISPSLSDLCNPNDKKVL
LKFKKSLNNPYVLASWNPKTDCCDWYCVTCDLT
TNRINSLTIFAGDLPGQIPPEVGDLPYLETLMFHKL
PSLTGPIQPAIAKLKNLKTLRISWTNISGPVPDFISQL
TNLTFLELSFNNLSGTIPGSLSKLQKLGALHLDRN
KLTGSIPESFGTFTGSIPDLYLSHNQLSGKIPASLGS
MDFNTIDLSRNKLEGDASFLFGLNKTTQRIDVSRN
LLEFNLSKVEFPQSLTNLDLNHNKIFGSIPAQITSLE
NLGFLNVSYNRLCGPIPVGGKLQSFGYTEYFHNR
CLCGAPLER。 

 
图1 柑橘中PGIP与其他物种的同源比较 

Fig.1 Amino acid sequence alignments of PGIP in citrus with 

other plants 

注：黑色和灰色分别表示序列的相同和相似性，相对保守

区域 LRRNT_2、LRR_1 和 Intermal repeat 1 显示在序列上方。 
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柑橘中 PGIP 蛋白的 α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规则

卷曲的氨基酸区域进行分析，得到的结果如图 2 所示。 
PGIP 的结构域包含有 LRR_2、LRR_1 和 Internal 

repeat 1，分别位于柑橘氨基酸序列的 26-64、142-164
和 189-310。利用 BLAST 对柑橘中 PGIP 蛋白的蛋白

质序列与其他物种，如苹果(Malus pumila)、梨(Pyrus)、
中国李(Prunus salicina)和葡萄(Vitis vinifera)进行同源

性比对搜索后的结果如下图 1，且氨基酸序列的相似

度分别为 74%、75%、73%和 73%，表明其在氨基酸

序列上有较高的相似性，说明这些物种之间可能存在

着交叉过敏的现象。 

 

2.2  柑橘 PGIP 的 B 细胞抗原表位分析 

2.2.1  柑橘中 PGIP 蛋白二级结构分析结果 
利用DNAStar 生物软件中Gamier-Robson 方法对

图2 柑橘多 叠、β-

Fig.2 The corres  and coil amino 

得到柑橘中过敏原 PGIP 蛋白的序列如表 1
所示。 

酶抑制蛋白的二级结构氨基酸序列 

mino acid sequences of citrus PGIP 

相关参数 

聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白的α-螺旋、β-折

转角和无规则卷曲相对应的氨基酸序列 

ponding α-helix, β-helix, β-turn

acid sequences of citrus PGIP 
将 PGIP 的二级结构和其所对应的氨基酸序列分

别列出，

表1 分析柑橘多聚半乳糖醛酸

Table 1 Prediction secondary a

分析区域（AA） 

α-螺旋 29、94 

1~15、20~22、24~25、30~38、42~46、59~63 ~89、91~93  95~100、108~127、134~140、

143~148、155~158、160~174、180~186、193、194 5~211、213~220、227~233、239~252、255~260、

、64~67、69~77、84

~201、20

262~267、269~285、287~292、297~312、323~327 

β-折叠 

β-转角 
154~155、159、 ~296、313~321 

15~16、18~19、23、26~28、37、40、47~49、51~58、64、68、78、82、102~104  128~129、149~152、

175~176、187、189~190、193、202~204、226、293

17、39、41、50、79~81、83、90~91、101~102、105~107、130~133、141~142、153、177~179、188、
191~192、212、221~225、234~238、253~255、261、268、286、322 无规则卷曲 

2.2.2  Profilin 蛋白与

韧性、 蛋白表面可及性

PGIP 蛋白抗原指数、柔

分析 亲水性及

 
图3 柑橘中PGIP蛋白的抗原指数、柔韧性、亲水性及蛋白表

面相对应的氨基酸序列 

surface probabi citrus PGIP 

数、

Karp i
列，其具

与抗原结合表位的可能

性增

性、 蛋白表面可及性的氨基酸序列 

ex, flexible Re ons, hydrophilicity and surface Probability 

相关参数 

利用 DNAStar 生物软件中 Jameson-Wolf 方法分

析得到柑橘过敏原蛋白 PGIP 的抗原指

lus-Schulz 得到柔韧性，Kyte-Doolittle 法和 Emin
法分别获得亲水性和表面可及性的氨基酸序

体的序列分布如图 3 所示。 
当蛋白质的亲水性>0、柔韧性>0 蛋白表面可及

性>1 和抗原指数>0 时，形成

大，因此根据上图 3 中显示的区域结合 Profilin
在亲水性>0、柔韧性>0 蛋白表面可及性>1 和抗原指

数>0 时所对应的氨基酸序列进行列表，结果如表 2 所

示。 
 

亲水性及

Fig.3 The hydrophilicity, flexible regions, antigenic index and 

lity amino acid sequences of 

表2 柑橘中PGIP蛋白抗原指数、柔韧

Table 2 Prediction of citrus PGIP antigenic ind gi

分析区域（AA） 
1~2、22~35、37~42、45~46、48~56、65~71、81~83、85~87、89~91、97、99、103~104、107、

114、117~124、127、130~131、138、151 4、167、169~180、182~183、186~187、、155、159、162~16

190、196~205、213、215、218~227、236~245、247~251、253~254、256~273、283、291、294~297、

307~318、320、325~327 

亲水性>0 

 转下页
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接上页  

柔韧性>0 
5、19~22、26~30、36~42、50~53、66~70、78 0、102~110、116~120、128~134、139~131、

153~165、173~194、200~206、220~229、235~24 、244~245、254、257~263、281~284、299~306

~9

3

抗原指数  >0

1~3、18~44、48~58、64、66~72、79~92、102~105、114~122、128~133、149~155、157、159~160、

162~166、171~184、188~194、199~207、212、214~217、219~229、235~249、252~263、265~273、

283~284、292`296、302~307、310、315~321、324~327 

蛋白表面可及性>1 198、200、202、22 261、268、292、

1~20、27~30、35~41、49~52、66、68~69、83~84、87、92、116~120、160、163~165、172~177、

1~226、236~240、243、247、252、254、256~257、259、

309~315、325~327 

2.2.3 抗

蛋白质的表面可及性、亲水性和柔韧性等在抗原

柔韧性>0、
抗原

 PGIP 的 B 细胞 原表位分析 

的形成方面发挥着重要作用，当亲水性>0、
指数>0、表面可及性>1 时，形成抗原表位的可能

性大[9]，PGIP 二级结构中的 α-螺旋和 β-折叠因氢键存

在使得结构较稳定，因此不易与 B 细胞等其他物质发

生作用，而 PGIP 的 β-转角和无规则卷曲的氨基酸区

域多位于蛋白质表面，较易与抗体结合，形成 B 细胞

抗原表位的可能性也越大。因此综合以上所有参数，

将满足要求的氨基酸序列进行综合，得到柑橘中 PGIP
的抗原结合区氨基酸的序列分别为 19~22、37~41、
49~52、68~69、117~120、163~164、173~177、221~226、
236~240。 

2.3  柑橘 PET-28a-PGIP 的载体构建及表达产

物检测 

 
图4 PET-28a-PGIP载体构建图 

Fig.4 The construction of PET-28a-PGIP 

注：a.1 和 cDNA 片

段；b.双酶 ，3 和 4

为小

)。用 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ分别酶

切 P

如 现在 36 ku 和 50 ku 之间有大量的

2 是扩增得到温州蜜柑中 PGIP 的片

切 PET-28a 载体的电泳图，1 和 2 为大片段

片段；c.菌液 PCR 的阳性检测，1-7 均为阳性克隆；d.双酶

切验证，1 为构建的重组载体，2 酶切后的两个片段，分别为载

体和目的基因 PGIP。 
从温州蜜柑的果实中扩增得到 PGIP 的 cDNA 片

段大约在 1 kb(图 4a
GIP 和 PET-28a(图 4b)后，并连接转化到大肠杆菌

中，得到的阳性克隆经菌液 PCR(图 4c)和酶切验证后

(图 4d)表示载体构建 PET-28a-PGIP 成功。将重组质粒

转移到大肠杆菌(Escherichia coli)进行增值。经 IPTG

蛋白质被诱导产生，而 PGIP 蛋白的大小 36.69 ku，说

明将重组载体转入到大肠杆菌中得到大量的 PGIP 蛋

白。 

诱导原核细胞表达和 SDS-PAGE 电泳后，得到的结果

图 5 所示，可以发

 
图5 不同时间诱导下PGIP的SDS-PAGE电泳检测图（CK为空载，

M为marker） 

Fig.5 The SDS-PAGE detection of PGIP expressed at different 

time (CK was used as control, M is abbreviation of marker) 

3  讨论 

抗原表位是抗原 B细胞产生抗体并

疫

础就是过敏原 PGIP 的结构表位[14,15]。对

PGIP 进行 B 细胞表位的分析，可为开展

低过

质与蛋白质相

互作

和植物之间在非自我识别系统和抗菌防

御之

分子中能激发

与抗体分子结合的一段序列，是抗原分子启动机体免

反应最基本的结构单位[13]。引发柑橘过敏反应的免

疫学物质基

柑橘过敏原

敏性或无过敏性的柑橘制品加工以及过敏原的检

测等研究工作提供理论和技术依据。 
PGIP 的结构域包括 LRRNT_2（富含亮氨酸重复

N 端结构域）和 LRR_1（富亮氨酸重复）。多序列比

对表明，PGIP 与其他物种的 PGIP 蛋白在氨基酸序列

上有较高的相似性，都参与至于的抗病免疫系统。丰

富的亮氨酸重复结构域是参与形成蛋白

用[16]。 
富含亮氨酸的结构域较小，是经典的免疫球蛋白

域的特征。LRR 是丰富重复的亮氨酸在其他植物生长

发育和抗病反应等方面发挥着重要作用[17]，同时也会

影响植物病原体和综合防御反应的感染[18]。很多数据

表明动物组织

间有着惊人的相似之处[19]。 
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本文中对于抗原性

级结构，对一些表位特别是通过三维结

性的构象依赖型抗原表位具有一定的局

限性

 and nitrogen species [J]. Pharma 

line, 2010, 3(24-5): 850-857 

 E O, Kingsley O, Esosa U S, et al. Comparative 

wei. Expression and immunolog

].检验检疫学刊,2012,22(5):66-70 

. Journal of Inspection and Quarantine, 

nal analysis of 

[7] Lopez N, Torres M J, et al. Immediate 

no A, Mayorga C, Torres M J, et al. Immediate allergic 

algorithm 

nschaften, 1985, 72(4): 212-213 

fic 

类动物 4 种过敏原的序列

 analysis, antigen epitopes prediction, and three 

[14]  J, Lilja G, Nilsson C, et al. IgE to novel citrus 

, 1995, 12(3): 405-414 

holz M, et al. Internalins from 

4  结论 

通过对 PGIP 的 B 细胞抗原表位的分析，可利用

该片段进行基因功能改造，为后续研究培育低过敏的

柑橘品种提供了一定的理论依据。

的分析均为二

构表现其抗原

，研究结果可以作为确定柑橘 PGIP 蛋白潜在表

位的参考。实验通过构建 PET-28a-PGIP 原核表达得到

大量诱导产生的 PGIP 蛋白，可以将诱导产生的蛋白

质与病原菌进行免疫杂交反应和蛋白质结构鉴定，进

一步验证其生物学功能。 
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