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甜荞麦 16 kDa过敏原基因的克隆及其原核 
表达载体的构建 
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摘  要: 目的  对甜荞麦(common buckwheat)过敏原的分子生物学开展研究。方法  通过 RT-PCR克隆甜荞麦

16 kDa过敏原蛋白的全长基因, 并根据序列设计带有酶切位点的特异性引物, 扩增甜荞麦 16 kDa过敏原基因

的完整开放阅读框, 与 pET-28a 载体连接, 构建原核表达载体。  结果  本研究成功克隆了甜荞麦 16 kDa 过敏

原蛋白的基因, 且构建了其原核表达载体。该基因含有长度为 450 bp 的开放阅读框, 编码 149 个氨基酸, 在

GenBank 数据库中的登录号为 EU883600, 同源性分析发现其与数据库中已知的荞麦过敏原基因有高度的同源

性。结论  本研究为甜荞麦 16 kDa过敏原蛋白的重组表达和临床过敏性疾病的诊断奠定了基础。 
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Cloning and prokaryotic expression vector construction of  
common buckwheat 16 kDa major allergen gene  
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ABSTRACT: Objective  To study the molecular biology of allergens from common buckwheat. Methods  
In this paper, the RT-PCR was applied to clone the full-length allergen genes from common buckwheat and the 
sequences were analyzed, and then the specific primers were designed. At last, the ORF of 16 kDa allergen 
gene of common buckwheat was subcloned into the prokaryotic expression vector pET 28a. Results  The 
cDNA sequence coding for this allergenic protein contained 450 bp and encoded 149 aa. Sequence analysis 
showed that this clone shared high identities with 16 kDa allergen gene from common buckwheat. The deduced 
protein was therefore regarded as the major allergen of 16 kDa of common buckwheat (GenBank database entry 
No. EU883600). Conclusion  This research lay a foundation for the recombinant expression of allergen pro-
tein and the diagnosis of allergic diseases. 
KEY WORDS: common buckwheat; clone; 16 kDa allergen; prokaryotic expression vector 
 
 

 
 

1  引  言 

过敏性疾病在过去几十年中发病率显著上升 , 
成为全球关注的公众卫生问题, 世界变态反应组织 

公布的 30个国家过敏性疾病流行病学调查结果显示: 

世界各国变态反应性疾病的总发率为 10%~30%[1,2]。

世界卫生组织 (WHO) 已把过敏性疾病列为 21世纪

需重点研究和防治的四大疾病之一。已有数据显示, 
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约有 1%~3%的成年人以及高达 5%~8%的儿童及婴

幼儿对一种或多种食物过敏[3]。在众多的食物中小

麦、荞麦是重要的过敏原之一, 患者会出现瘙痒、荨

麻诊、红斑、血管性水肿等症状, 严重时可发生晕厥、

休克等[4]。目前国内对于小麦、荞麦过敏原的研究主

要集中在临床流行病学调查上, 对其中相关过敏原

基因的分子生物学研究仅见少许报道[5]。确定过敏原

中的关键致敏蛋白并通过基因工程进行体外重组 , 

表达高纯度的重组过敏原, 以代替传统的过敏原天

然提取物进行临床免疫诊断和免疫治疗, 仍将是今

后变态反应学研究的热点[6]。 

荞麦(Fagopyrum esculentum Moench)属于蓼科
植物, 其栽培品种为甜荞麦(Common buckwheat)和
苦荞麦(Tartary buckwheat)。前者在亚洲、欧洲和拉
美等国家栽培广泛, 尤其是在亚洲[7]。甜荞麦种子中

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 [8,9]。甜荞麦种子中含

有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 , 受到医学界的普遍
关注[10-12]。 

甜荞麦也含有许多过敏性成份, 使接触或食用
它的一些人产生过敏症状。自从 1909 年 Smith[13]首

次报道了甜荞麦的过敏性以来, 甜荞麦已经被公认
为是最重要的食物过敏原之一, 引发由 IgE 介导的 I
型速发性过敏反应[14,15]。甜荞麦的主要过敏原是储藏

蛋白。国外研究人员通过 SDS-PAGE 和免疫印迹进
行分析, 结果显示甜荞麦的主要过敏原蛋白有 8、14、
16、17、18、22、24、36、39、50、70和 100 kDa[16]。

虽然国外对于甜荞麦的研究已取得一些进展, 但是
国内对甜荞麦的过敏性研究尚未见报道。 

本实验成功克隆出了甜荞麦主要过敏原 16 kDa
过敏原的基因, 对其序列进行分析, 并构建了其原核
表达载体, 为甜荞麦 16 kDa过敏原蛋白的重组表达、
免疫活性鉴定及变应原标准化奠定了实验基础。 

2  材料与方法 

2.1  材料    

甜荞麦品种为吉荞 10号; RNA提取试剂盒购于
Qiagen公司; AMV First Strand cDNA Synthesis Kit购
于 BBI公司; pMD18-T 载体、Ex-Taq酶、限制性内
切酶 Nde I和 Xho I、T4 DNA连接酶均购于 Takara

公司; 质粒DNA提取试剂盒和DNA胶纯化试剂盒购
于 OMEGA公司; 原核表达载体 pET-28a为 Invitrogen
公司产品。 

2.2  方法 

2.2.1  简并引物的设计   
从 SWISS-PROT、TrEMBL以及 NCBI的数据库

下载甜荞麦 16 kDa 过敏原的核酸序列。利用
CLUSTALW 程序对这些序列进行同源性比对, 确定
其保守区域。根据保守区域序列, 设计并合成简并引
物(由上海生物工程技术服务有限公司生物工程技术
服务有限公司合成):  

CW16KD5a  5′atgaagctcttcatcatcctagcaac 3′′ 
CW16KD3a  5′ttacacaaaataccgatttcctctcg 3′ 

2.2.2  16 kDa 过敏原基因的 RT-PCR 扩增    
取 6~7 粒甜荞麦种子于液氮中充分研磨, 称取

大约 100 mg, 转入 RNase Free离心管中, 提取过程
按照 Qiagen公司试剂盒说明书进行。采用 BBI公司
AMV First Strand cDNA Synthesis Kit, 以总 RNA为
模板进行逆转录, 合成第一链。以合成的 cDNA第一
链产物为模板进行PCR反应。电泳检测PCR产物, 并
切胶回收。 
2.2.3  RT-PCR 产物克隆和测序    

回收纯化的 RT-PCR 产物与 pMD18-T Vector进
行连接, 用氯化钙法将连接产物转入E.coliTop 10 克
隆菌中。通过含氨苄青霉素(Amp)的 LB 平板进行抗
氨苄筛选 , 挑取阳性菌落 (含重组质粒) 进行菌落
PCR 验证。阳性菌落进行序列测定(上海生物工程技
术服务有限公司完成)。 
2.2.4  序列分析    

将测序所得序列通过 GeneBank 进行序列比对, 
同时推导其相应氨基酸序列, 对该蛋白质的等电点
和相对分子量利用在线程序 Compute pI/Mw tool 
(http:/ /www.expasy.org/tools/pi_tool.html)进行评估。
利用在线程序 CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/ 
clustalw/)将所得克隆与已知甜荞麦基因进行多序列
比对, 分析其序列同源性。 
2.2.5  原核表达载体的构建   

在甜荞麦 16 kDa过敏原基因 cDNA 的 5’和 3’
末端通过 PCR反应分别引入 NdeI 和 XhoI酶切位点, 
PCR引物序列如下:  

CW16KD5t 5′ gagcatatgaagctcttcatcatcctag 3' (Nde1) 
CW16KD3t 5′ gagctcgagttacacaaaataccgatt 3' (Xho1) 
回收 PCR产物连接到 pMD18-T载体上, 经测序

无误后, 提取阳性菌落质粒, 所得质粒与原核表达载
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体 pET28a 分别进行 NdeI 和 XhoI 双酶切, 并将获得
的基因片段与 pET28a 的酶切产物相互连接, 构建重
组表达质粒。以重组质粒转化大肠杆菌 Top10, 菌落
PCR 鉴定, 提取阳性质粒, 进行双酶切鉴定, 阳性克
隆进行测序鉴定。 

3  结  果 

3.1  甜荞麦 16 kDa 过敏原基因的克隆 

提取的甜荞麦总 RNA经反转录合成 cDNA第一
链, 然后以此为模板, 用简并引物进行 PCR 扩增。扩
增的产物经琼脂糖凝胶电泳(图 1), 在 500 bp 左右有
一亮带, 大小与理论预计值相符。回收 RT-PCR 产物
并与 pMD18-T Vector连接后转化 E.coli Top 10。挑取单
菌落进行菌落 PCR鉴定(图 2), 对阳性菌落进行测序。 

 

 
 

图1  RT-PCR扩增结果 
Fig. 1  The results of RT-PCR amplification 

M: DNA standard markers (DL2000 ladder); 1,2: RT-PCR amplification. 
 

 
 

图 2  甜荞麦16 kDa过敏原cDNA阳性克隆的菌落PCR鉴定 
Fig. 2  Colony PCR identification of the positive clones 

contained common buckwheat 16 kDa allergen cDNA 
 

3.2  序列分析与同源性分析 

克隆得到的甜荞麦 16 kDa过敏原基因(图 3), 由

450个碱基组成, 其中开放阅读框为 450个碱基(含终
止密码子)。推导核酸序列编码 149 个氨基酸。经计
算分析, 推测该蛋白质的相对分子质量为 42758, pI
为 5.08。在GenBank数据库中的登录号为 EU883600。 

 

 
 

图 3  甜荞麦 16 kDa过敏原核酸序列及推导的氨基酸序列 
Fig. 3  cDNA sequences of 16 kDa allergen of common 

buckwheat and the deduced amino acid sequences 
 

测序所得序列,通过NCBI中的 BLAST进行序列
比对, 同时推导其相应的氨基酸序列, 将所得克隆推
导出的氨基酸序列与数据库中已知的甜荞麦过敏原

基因的氨基酸序列进行对比, 分析其序列同源性。结
果显示: 本研究克隆的甜荞麦 16 kDa 过敏原基因与
数据库中已知的甜荞麦 10 kDa过敏原基因同源性为
99%(ABO93594), 与甜荞麦 8 kDa过敏原基因同源性
为 87%(BAB79444)(图 4), 表明本实验所克隆的甜荞
麦 16 kDa过敏原基因与甜荞麦其他过敏原有高度的
序列同源性。 

 

 
 

图 4  推导的甜荞麦 16 kDa过敏原氨基酸序列和已知的甜
荞麦 10 kDa(ABO93594)、8 kDa BAB79444)的氨基酸序列

同源性比较 
Fig. 4  Homology comparison of amino acid sequences be-
tween deduced Common buckwheat 16 kDa allergen and the 
known Common buckwheat 10 kDa major allergen(ABO93594) 

and 8 kDa major allergen (BAB79444) 
 

3.3  载体的构建及鉴定 

提取经菌落 PCR 鉴定为阳性的重组表达质粒, 
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进行 NdeI 和 XhoI 双酶切和琼脂糖凝胶电泳分析(图
5)。插入的甜荞麦 16 kDa过敏原的基因片段 450 bp, 
同预期的大小一致。阳性克隆的 DNA序列测定结果
显示, 插入的片段准确无误。说明该表达载体构建成
功。所构建的重组表达质粒包括甜荞麦 16 kDa过敏
原的完整编码序列(包括起始密码子和终止密码子)。 

 

 
 

图5  重组表达质粒pET28a/16 kDa过敏原基因双酶切鉴定 
Fig. 5  Double enzyme digestion analysis of recombinant 

plasmid pET28a/16 kDa allergen gene 
M: DNA standard markers; 

1, 2: pET28a/16 kDa allergen gene digested with NdeI and Xho1 

4  讨  论 

本研究利用生物信息学方法, 首先根据数据库
中已知序列设计并合成简并引物, 从甜荞麦中克隆
出 16 kDa过敏原基因, 由 450个碱基组成, 其中开放
阅读框为 450 个碱基(包括终止密码子), 编码 149 个
氨基酸。该序列编码的蛋白相对分子质量约为 42758, 
pI为5.08。在GenBank数据库中的登录号为EU883600。
通过对其编码氨基酸序列的同源性分析发现其与数

据库中已知的甜荞麦 10 kDa 过敏原基因同源性为
99%(ABO93594), 与甜荞麦 8 kDa过敏原基因同源性
为 87%(BAB79444)。研究提示如蛋白间有 30％的序
列相同性, 就可以根据已知蛋白推测其同源蛋白的
空间结构和相似的功能[16]。 

本研究成功克隆出了甜荞麦 16 kDa过敏原基因, 
并构建了其原核表达载体。目前国内外尚无小麦、荞

麦单克隆抗体, 对食品安全中小麦过敏原的检测带
来一定的影响, 故本研究为小麦食物过敏原检测试
剂盒的研制奠定了基础。同时, 尽管存在物种地域差
异和人体体质差异 , 但本研究显示我国甜荞麦 16 
kDa 过敏原的基因序列与国外荞麦过敏原具有高度
同源性, 为进一步开拓变态反应性疾病的标准化、过
敏原制剂的研制及探讨变态过敏性疾病更安全、更有

效地诊断和治疗方法提供理论基础。 
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