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褐虾过敏原Cra c 8蛋白的结构分析和同源建模
陆宗超，王邦平，李振兴 *

(中国海洋大学食品安全实验室，山东 青岛      266003)

摘   要：为了进一步认识褐虾中的一种过敏原——磷酸丙糖异构酶过敏原(Cra c 8)的结构与功能关系，理解食物过

敏原之间产生交叉反应的分子基础，采用生物信息学方法分析 Cra c 8 蛋白的理化性质和各级结构，探讨其与食物

中该蛋白质在分子水平上的异同。结果表明：褐虾 Cra c 8 蛋白是由 249 个氨基酸组成的酸性蛋白质，与螯虾、对

虾、三文鱼、小麦、蟑螂中的磷酸丙糖异构酶蛋白具有较高的同源性，亲疏水性区域相似；二级结构预测结果

显示其以α - 螺旋和不规则折叠为主，均没有β - 折叠及β - 转角区域；利用同源建模的方式成功的构建褐虾 Cra c 8
蛋白的空间结构。
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Structure Analysis and Homology Modeling of Cra c 8 Protein from Crangon crangon
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Abstract ：To further understand the structure-function relationship of the allergen Cra c 8 of triosephosphate isomerase (TPI)

from brown shrimps (Crangon crangon) and the molecular basis of cross reaction among food allergens, physical and chemical

properties as well as the difference and similarity between Cra c 8 and other triosephosphate isomerases at molecular level were

analyzed by a series of bioinformatics softwares. The results showed that Cra c 8 protein was an acidic protein composed of 249

amino acids. The homology of similar proteins was relatively high and hydrophobic and hydrophilic areas had great similarity

in Archaeopotamobius sibiriensis, Fenneropenaeus chinensis, Salmo salar, Triticum aestivum and Blattella germanica. The

prediction results of secondary structure showed that α-helix and irregular folds were the major structures of Cra c 8 protein,

while β-sheet and β-corner regions were absent. The spatial structure of Cra c 8 protein was successfully built by homology

modeling. This study will provide a theoretical reference for exploring the activity and cross-reactivity properties of brown

shrimp Cra c 8 protein.
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磷酸丙糖异构酶蛋白(triosephosphate isomerase，
TPI，EC 5.3.1.1)是广泛存在于甲壳类(螯虾、褐虾、对

虾 ) 、鱼类 ( 三文鱼等 ) 、小麦、荔枝、乳胶等多种物

种中的一种糖酵解酶，催化二羟丙酮磷酸与 3- 磷酸甘油

醛之间的可逆反应[1]，几乎所有包括三糖磷酸脂代谢的

途径都包含这一转化过程，如糖酵解、糖异生、磷酸

戊糖途径及脂肪酸的生物合成等[ 2 -3 ]。近年来，有研究

发现部分物种如小麦、荔枝、鲭鱼、褐虾等食物中的

TPI 蛋白能够导致人体产生过敏反应，是一种食物过敏

原[4]。有研究表明，褐虾中的 TPI 能够与 44% 过敏患者

血清中的 IgE 有特异性反应，被认为是一种食物过敏原

(Cra c 8)，但对于该酶的结构及其过敏活性之间关系的

研究相对较少 [ 5 ]。

生物信息学是一种建立在计算机模拟上的一门科

学，广泛运用于蛋白质结构的分析与预测。常用的软

件包括 ProtParam、SWISS-MODEL[6]、Swiss Pdb-
Viewer、Protscale[7]和 HNN 等，曾被运用于对花生[8-9]、

牛奶过敏原[10-13]结构的分析当中。本实验拟使用 SWISS-
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MODEL、Swiss Pdb-Viewer 等软件分析 TPI 蛋白的理化

性质、二级结构和三级结构，并在三级结构的基础上

进行同源建模，为进一步研究褐虾过敏原的性质及不同

来源过敏原之间的交叉反应提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试蛋白质序列来自GenBank数据库(http://www. ncbi.
nlm. nih. gov)，蛋白质序列登录号分别为褐虾 Cra c 8
(ACR43476.1)、中国明对虾 TPI(ABB81879.1)、小麦 TPI
(CAC14917.1)、三文鱼 TPI(ACI68030.1)、蟑螂 TPI
(ABI63547.1)、螯虾 Arc s 8.0101(CAD29196.1)。
1.2 方法

1.2.1 褐虾 Cra c 8 蛋白一级结构分析

利用 Expert Protein Analysis System (ExPASy)
Proteomics tools (http://www. Expasy. ch/tools/)所提供的

ProtParam 和 ProtScale 软件分别进行氨基酸残基数目、

组成、蛋白质分子质量和亲 / 疏水性的在线分析[14] 褐虾

Cra c 8 蛋白性质。最后运用 ClustalW 软件对褐虾 Cra c
8 蛋白、螯虾类、中国明对虾、三文鱼、小麦和蟑螂

的磷酸丙糖异构酶蛋白进行多序列比对，使用邻近法

(Neighbour joining)绘制系统发育树。

1.2.2 褐虾 Cra c 8 蛋白二级结构分析

利用 PredictProtein 软件、HNN 软件等在线分析褐

虾 Cra c  8 蛋白的α-螺旋、β-转角、无规则卷曲以及

延伸链等，并与螯虾类、中国明对虾、三文鱼、小

麦和蟑螂的磷酸丙糖异构酶蛋白进行比较。

1.2.3 褐虾 Cra c 8 蛋白三级结构分析及同源建模

三级结构的预测是蛋白质结构预测的重点，主要有

以下几种方法：同源模建、折叠识别和从头预测法[15]。

利用 SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org)程序进

行同源建模，它运用结构仿真模拟(ProMod Ⅱ程序)和能

量最小化分析(GROMOS96 程序)构建目标序列的结构。

表 1 褐虾 Cra c 8 蛋白与其他 5 种物种 TPI 蛋白氨基酸组成的比较

Table 1    Comparison of amino acid compositions of Cra c 8 protein from brown shrimp and TPI proteins from other five species

比较项目
褐虾 螯虾(Archaeopotamobius 中国明对虾 三文鱼 小麦 蟑螂

(Crangon crangon) sibiriensis) (Fenneropenaeus chinensis) (Salmo salar) (Triticum aestivum) (Blattella germanica)
氨基酸残基总数 249 224 248 248 253 247

原子总数 3774 3401 3851 3724 3793 3800
分子式 C1190H1884N326O360S14 C1069H1693N297O330S12 C1210H1922N342O364S13 C1170H1853N321O371S9 C1196H1908N320O361S8 C1199H1909N325O361S6

分子质量 /u 26966.86 24370.7 27501.4 26641 26802.7 26845.6
碱性氨基酸 30 27 33 28 25 29
酸性氨基酸 31 29 34 35 27 33
疏水性氨基酸 101 86 100 103 114 112
亲水性氨基酸 138 133 141 145 133 143

利用检测蛋白质质量结构的软件对预测的蛋白三维结构

进行分析。

2 结果与分析

2.1 褐虾 Cra c 8 蛋白的氨基酸组成特性

由图 1 可知，褐虾 Cra c 8 蛋白由 249 个氨基酸组

成，在所有编码氨基酸中，甘氨酸(Gly)和缬氨酸(Val)
含量最高为 9.6%，组氨酸(His)只占 1.2%。其中碱性氨

基酸 30 个，酸性氨基酸 31 个，疏水性氨基酸 101 个，

亲水性氨基酸 138 个。

由表 1 可知，褐虾 Cra c 8 蛋白的碱性氨基酸数目

比螯虾 Arc s 8.0101 蛋白多 3 个，比中国明对虾的 TPI
蛋白少 3 个，比三文鱼的 TPI 蛋白多 2 个；酸性氨基酸

比螯虾 Arc s 8.0101 蛋白多 2 个，比中国明对虾的 TPI
蛋白少 3 个，比三文鱼的 TPI 蛋白少 4 个；疏水性氨基

酸比螯虾 Arc s 8.0101 蛋白多 15 个，比中国明对虾的 TPI
蛋白多 1 个，比三文鱼的 TPI 蛋白少 2 个；亲水性氨基

酸比螯虾 Arc s 8.0101 蛋白多 5 个，比中国明对虾的 TPI
蛋白少 3 个，比三文鱼的 TPI 蛋白少 7 个。通过对以上

6 种物种的 TPI 蛋白的氨基酸序列进行比对，结果显示：

褐虾 Cra c 8 蛋白与螯虾 Arc s 8.0101 蛋白的同源性为

87%，与中国明对虾的 TPI 蛋白的同源性为 83%，与三

图 1 褐虾 Cra c 8 蛋白的氨基酸组成

Fig.1    Amino acid composition of Cra c 8 protein
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文鱼的 TPI 蛋白的同源性为 68%，与小麦 TPI 蛋白的同

源性为 56%，与蟑螂 TPI 蛋白的同源性为 69%，其中褐

虾 Cra c 8 蛋白与螯虾 Arc s 8.0101 蛋白的同源性最高。

进一步构建磷酸丙糖异构酶蛋白序列构建的系统发育

树，由图 2 可知，褐虾 Cra c 8 蛋白与螯虾 Arc s 8.0101
蛋白、中国明对虾的 TPI 蛋白的亲缘关系最相近，与三

文鱼的 TPI 蛋白的亲缘关系较近，与蟑螂和小麦的 TPI
蛋白的亲缘差异较大。

2.2 褐虾 Cra c 8 蛋白亲疏水性分析

过敏原的表位一般都具有较高的亲水性，这是该表

位与靶点结合的基础。利用 ProtScale 软件的 Kyte and
Doolittle 算法对褐虾 Cra c 8 蛋白、螯虾 Arc s 8.0101 蛋

白、中国明对虾 TPI 蛋白、三文鱼 TPI 蛋白、小麦 TPI
蛋白、蟑螂 TPI 蛋白进行亲水 / 疏水性分析(图 3)。正

值大表示疏水性强，负值大表示亲水性强，介于 +0.5～
－ 0.5 之间的主要为两性氨基酸，结果表明大约在褐虾

Cra c 8 蛋白存在 8 个高疏水区分别分布在 25～27 区域、

46～49 区域、61～63 区域、88～90 区域、123～127 区

域、147～149 区域、163～165 区域和 231～233 区域，

6 个主要的最小分值区域则分布于 15、35、52、100、
140、180 氨基酸位点附近，显示这些区域为高亲水性

(图 3a)。褐虾 Cra c 8 蛋白的亲水区和疏水区与中国明对

虾 TPI 蛋白、螯虾 Arc s 8.0101 蛋白的基本一致，与三

文鱼 TPI 蛋白、小麦 TPI 蛋白和蟑螂 TPI 蛋白的有一定

差异。褐虾 Cra c 8 蛋白的疏水性氨基酸总数与中国明

对虾的 TPI 蛋白的疏水性氨基酸总数几乎相等，并且它们

的疏水性氨基酸所处的位置也大体一致。而褐虾 Cra c 8
蛋白的疏水性氨基酸总数与螯虾 Arc s 8.0101 蛋白、三

文鱼 TPI 蛋白、小麦 TPI 蛋白、蟑螂 TPI 蛋白的疏水性

氨基酸总数有一定的差异，所处位置也有所不同，因

此褐虾Cra c 8蛋白的亲水区和疏水区与中国明对虾的TPI

蛋白的基本一致，与螯虾 Arc s 8.0101 蛋白的亲 / 疏水

区相似性较高。

图 2 根据 6 种物种过敏原蛋白的氨基酸序列构建的系统发育树

Fig.2   Phylogenetic tree based on amino acid sequences of allergen
proteins from six species
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2.3 褐虾 Cra c 8 蛋白的二级结构分析

的二级结构相似性较高。但α-螺旋区域内的氨基酸比螯

虾 Arc s 8.0101 蛋白中的多 18 个，比中国明对虾的 TPI
蛋白少 8 个，比三文鱼的 TPI 蛋白多 1 个，比小麦的 TPI
蛋白少 9 个，比蟑螂的 TPI 蛋白少 23 个；延伸区域内

的氨基酸比螯虾 Arc s 8.0101 蛋白中的多 10 个，比中国

明对虾的 TPI 蛋白多 4 个，比三文鱼的 TPI 蛋白少 13 个，

比小麦的 TPI 蛋白少 3 个，比蟑螂的 TPI 蛋白少 2 个；

无规卷曲区域中的氨基酸比螯虾 Arc s 8.0101 蛋白少 3
个，比中国明对虾的 TPI 蛋白多 5 个，比三文鱼的 TPI 蛋
白多 13 个，比小麦的 TPI 蛋白多 8 个，比蟑螂的 TPI 蛋
白多 14 个。6 种 TPI 蛋白均都没有β-折叠及β-转角区域。

说明褐虾Cra c 8 蛋白在二级结构上与螯虾Arc s 8.0101 蛋

白、中国明对虾的 T P I 蛋白、三文鱼的 T P I 蛋白、小

麦的 TPI 蛋白、蟑螂的 TPI 蛋白的相似度较高，但也存

在一定的差异性。

2.4 褐虾 Cra c 8 蛋白的三级结构预测

采用同源建模法[16-17]对褐虾 Cra c 8 蛋白三级结构进

行预测。使用 S W I S S - M O D E L 服务器( h t t p : / / w w w .
Expasy. org/swissmod/SWISS-MODEL. html)自动选取登录

号为 2i9e 的蛋白的 B 链作为最佳模板(其与褐虾 Cra c 8 蛋

白的同源性可达 70.612%)，并由此构建了褐虾 Cra c 8 蛋

白的三维模型，建模结果见图 5 ～ 6 。并使用程序

DeepView(Swiss Pdb-Viewer)，Anolea 对构建的模型进行

评估。通过程序 DeepView(Swiss Pdb-Viewer)访问，

DeepView 是一个整合工具，用于观察和分析蛋白质结

构和模型，计算得出 Ramachandran 图，由图 7 可知，

模拟得到的褐虾 Cra c 8 蛋白结三维结构的Φ角和Ψ角有

91.2% 位于 Ramachandran 图中合理区域(白色区域)，符

合立体化学规则，从理论上表明模拟得到的褐虾 Cra c 8
蛋白的三维结构是可靠的。Anolea 是以原子经验平均力

势计算每个氨基酸和周围环境的相互作用能量，能量越

高越不稳定(为正值，以黑色表示)，反之亦然(为负值，

以灰色表示)，褐虾 Cra c 8 蛋白能量分布情况如图 8 所

示，这说明本研究构建的磷酸丙糖异构酶的三维结构有

较高的可靠性。通过对褐虾 Cra c 8 蛋白质的高级结构

预测，有助于研究褐虾 Cra c 8 过敏原蛋白的构效关系，

对于明确影响蛋白功能发挥关键的结构域、功能活性保

守位点、邻近氨基酸残基对功能发挥潜在的影响及可能

的突变机制，具有积极的作用。

氨基酸数目
褐虾(Crangon 螯虾(Archaeopotamobius 中国明对虾 三文鱼 小麦 蟑螂

crangon)  sibiriensis) (Fenneropenaeus chinensis) (Salmo salar) (Triticum aestivum) (Blattella germanica)
α-螺旋 81 63 89 80 90 104
延伸 47 37 43 60 50 49

无规则卷曲 121 124 116 108 113 107

表 2 二级结构的比较分析

Table 2    Comparison of secondary structures between Cra c 8 protein from brown shrimp and TPI proteins from other five species

a.褐虾 Cra c 8 蛋白；b.螯虾 Arc s 8.0101 蛋白；c.中国明对虾 TPI 蛋
白；d.三文鱼 TPI 蛋白；e.小麦 TPI 蛋白；f .蟑螂 TPI 蛋白。

图 3 6 种物种过敏蛋白的亲 / 疏性法分析

Fig.3   Hydrophobicity or hydrophilicity of Cra c 8 protein, Arc s
8.0101 protein, TPI proteins from Fenneropenaeus chinensis,  Salmo

salar, Triticum aestivum and Blattella germanica
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由图 4 HNN 软件分析结果可知，组成褐虾Cra c 8 蛋

白的 249个氨基酸中，81 个氨基酸可以形成α-螺旋(占总量

的 32.53%)，47 个氨基酸可能形成延伸(占总量的 18.88%)，
121 个氨基酸可能形成无规则卷曲(占总量的 48.59%)，而

β-折叠则可能不形成。从上述预测结果可以看出在第

30、71、118、152、195 个氨基酸处可能存在α-螺旋

结构；1 9、8 3、1 3 9 等处可能存在无规则卷曲；9 5、
165、246 等处可能存在延伸。

由表 2 可知， 褐虾 Cra c 8 蛋白与其他 5 种 TPI 蛋白

α-螺旋(h)，图中最长部分；延伸(e)，图

中最短部分；无规则卷曲( c )，图中中长部分。

图 4   Cra c 8 蛋白的二级结构分析

Fig.4    Secondary structure analysis of Cra c 8 protein
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3 结  论

褐虾 Cra c 8 蛋白同螯虾 Arc s 8.0101、中国明对虾

TPI 蛋白亲缘关系较近，褐虾 Cra c 8 蛋白的氨基酸序列

与螯虾 Arc s 8.0101 蛋白、中国明对虾 TPI 蛋白的氨基

酸序列同源性分别为 87%、83%，而且不同物种的 TPI
蛋白的理化性质和二级结构相似性较高。构建了较为稳

定的褐虾 Cra c 8 蛋白的立体结构，为进一步研究该过

敏原的三维构象提供了基础数据。本研究为进一步理解

不同食物之间的交叉反应提供了基础数据，实际交叉反

应的情况有待进一步的实验验证。
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图 5 模板 2i9eB 蛋白的空间结构

Fig.5     Steric structure of 2i9eB protein

图 6 Cra c 8 蛋白的空间结构

    Fig.6   Steric structure of Cra c 8 protein

图 7 Cra c 8 蛋白三维结构的Ramachandran 图

Fig.7   Ramachandran plot for the three dimensional structure of
Cra c 8 protein
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图 8 Cra c 8 蛋白结构模型的势能分析

Fig.8   Anolea analysis of the three dimensional structure of Cra c 8

横轴指的是氨基酸及数目。A4～A248、B249～
B492.对同一段氨基酸进行的两次评估。
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