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摘要! 选取煮$%$$ ^%#蒸$%$$ ^%#高压$%#% ^!$7% 8A9%这 ! 种常见热加工方法!分别处

理刀额新对虾不同的时间!通过检测总可溶性蛋白#主要过敏原含量和免疫活性的变化!分析

! 种热加工方式对虾类过敏原免疫活性的影响!并通过质地剖面分析!研究虾肉经过处理后组

织结构的变化" 经过 ! 种热处理后!分子量为 !< [K的主要过敏原蛋白仍然存在!免疫印迹的

结果显示其免疫活性有不同程度的下降!高压对免疫活性的降低程度最大!!$ DEI 时免疫活

性降低了 B>]'在 #" W!" [K区域出现一条新的/F2结合蛋白" 质构分析结果显示!经过高压

热处理后!虾肉的硬度和咀嚼度都有很大程度的降低!口感变差" 结果表明(热高压处理在降

低虾过敏活性的同时!对其口感也有一定的影响!有必要通过优化高温高压处理工艺!在保持

虾口感及营养的基础上!降低其过敏活性"
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%&&&&&&&文献标识码(,

&&随着现代社会的发展以及人们饮食结构的变

化!与食物直接相关的过敏疾病发病率日益增高!

食物过敏已成为世界各地普遍存在的一个严重食

品安全问题!引起了人们的广泛关注'% ;!(

) 据世

界粮农组织".,(#报告!B$]以上的食物过敏是

由牛奶&蛋&鱼&甲壳类水产动物&花生&大豆&坚果

类和小麦引起的'?(

) 在我国!近年来虾类及其制

品的消费量逐年升高!然而因此引发的过敏问题

却严重影响了人们的生活质量'"(

) 寻找一种安

全&方便地降低虾过敏原免疫活性的方法!对于保

障消费者的身体健康具有重要的意义)

研究表明!食品热加工过程会对一些食物过

敏原的活性产生影响'< ;>(

) 虾类主要过敏原是肌

肉中的原肌球蛋白'O(

) 虾过敏原属于热稳定性

蛋白!经过一般的热加工后其活性不会完全丧

失'B ;%%(

) 但是热处理过程中!过敏原与其他成分

发生的反应是十分复杂的!因此有必要对各种加

热条件下过敏原的变化情况进行分析!特别是其

他方式与热联合作用时!虾过敏原活性的变化有

待于深入研究) 另外!目前针对加工方式对过敏

原活性的影响研究!均追求对免疫活性的最大化

降低!却忽略了加工过程对虾肉质地和食用性的

影响情况)

为此!实验选取煮&蒸和高压加热这 ! 种常见

的热加工方法处理刀额新对虾 "D(218('1(/#

('#.##!通过检测虾过敏原含量和免疫活性的变

化!研究了这 ! 种热加工方法对虾类过敏原免疫

活性的影响!并且探讨了经过处理后虾肉的质构

变化情况!为开发低过敏原甚至无过敏性的可食

用虾类食品提供一些基础依据)

%&材料与方法

!"!#实验材料与仪器

实验材料&&刀额新对虾"购于青岛市南山

水产品市场!活品#%A4=.膜"$7?"

!

D!0569:PE5

公司 #% AEM:LM23-蛋 白 印 迹 底 物 " SHM:D5

0LEMIbEXEL公司#%三羟甲基氨基甲烷"S:EU!青岛福

林生物化学公司#%二硫苏糖醇"=SS!0569:PE5 公
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司#%十二烷基硫酸钠"0=0!山东爱博科技贸易公

司#%兔抗虾多克隆抗体"由本实验室前期自行制

备&纯化#%羊抗兔 /FY"中杉金桥#) 其他试剂如

无特殊说明均为分析纯)

实验仪器&&数字型酸度计"#%% 型!上海伟

业仪器厂 #% 酶标仪 " 8KbEU[9I 8m!! SHM:D5

-9PUfUbMDU公 司 #% 紫 外 可 见 分 光 光 度 计

"S)%O%$!北京普析仪器有限公司#%涡旋振荡器

"8EIEUH9[M:!广州仪科实验室技术有限公司#%高

压灭菌锅"8-0C!>"$!0,+k(公司#%组织捣碎

机"=0C%!上海标本模型厂#%离心机"Z*?E!'5K9I

公司#%电泳仪"=kkC%#!北京六一仪器厂#%半干

式碳板转印仪"=k3AC?$3!北京六一仪器厂#%质

构分析仪"S80CA*(!.55N SMLHI565Ff公司#)

!"$#实验方法

虾的不同热加工处理&&将新鲜的刀额新对

虾去头&壳和肠线后!进行称重!分为 %# 组!每组

!$$ F) 为了防止后续热处理过程中蛋白的流失!

采用了耐高温食品包装袋对虾肉样品进行真空包

装处理后再进行热加工处理) 具体方法为 ,7煮

处理$水 %$$ ^沸腾后!% W? 组样品分别沸腾煮

"&%$&#$&!$ DEI) Z7蒸处理$水 %$$ ^沸腾后!

" WO 组样品分别蒸 "&%$&#$&!$ DEI) 37高压热

处理$B W%# 组样品分别放入高压灭菌锅中!在温

度为 %#% ^!压力为 $7% 8A9的条件下分别热处

理 "&%$&#$&!$ DEI)

虾过敏原的提取&&将热处理后 %# 组虾肉

连同其蒸煮液一起分别称重!按照 % F@D-的比

例加入 $7B]的氯化钠"+936#溶液后!匀浆得到

肌肉匀浆液) 然后参照文献'%#(的方法按照体

积比 %p? 的比例加入冷丙酮!? ^搅动 !$ DEI 后

离心!沉淀重复冷丙酮处理 # 次!自然晾干) 然后

分别研磨成丙酮粉) 各组分别称取相同量"# F#

的丙酮粉!用 !$ D-磷酸盐缓冲液"$7$% D56@-

AZ0!Q1>7?#? ^摇晃抽提 %# H%O $$$ :@DEI 离

心 !$ DEI 后取上清!重复离心一次以彻底除去不

溶性蛋白) 采用考马斯亮蓝法测定可溶性蛋白浓

度后!分装在;#$ ^冰箱保存)

蛋白质电泳&&采用十二烷基硫酸钠;聚丙

烯酰胺凝胶电泳"0=0CA,Y2#对各组热处理后的

虾肉可溶性总蛋白组分进行比较分析) 电泳分离

胶浓度为 %"] "UTM#!浓缩胶浓度为 "] "UT

M#!蛋白质样品稀释为 % DF@D-并经样品缓冲

液处理) 电泳完毕!用考马斯亮蓝*C#"$ 染色!脱

色后收集图像)

免疫印迹对过敏原免疫活性的定性检测&&

参照文献'%!(的方法改进!经热处理后的虾总蛋

白经 0=0CA,Y2后!采用半干式碳板转印仪!横

流 !$ D,转印 ! H!将凝胶上的蛋白条带电转移

到 A4=.膜上) 转印完毕后!用丽春红 0对

A4=.膜进行染色!检测蛋白条带是否转移成功!

采用AZ0S脱色) 将膜浸泡在封闭液""]脱脂奶

粉@AZ0S#中 # H!然后用 AZ0S洗涤 ! 次!每次 "

DEI!下面的洗涤方法相同) 一抗采用兔抗虾多克

隆抗体@"$]封闭液!室温下过夜孵育后洗涤) 二

抗采用羊抗兔/FY@"$]封闭液!!> ^孵育 % H!洗

涤) 然后将A4=.膜浸没在 23-蛋白印迹底物

中孵育 % DEI!取出拭去膜上残余底物溶液!将膜

置于暗盒中!避免气泡) 在暗室中!采用胶片覆盖

于膜上!曝光 % DEI!显影定影后成像)

间接酶联免疫%2-/0,&对过敏原免疫活性的

定量检测&&用包被缓冲液将各组热处理后的虾

蛋白稀释到 %$

!

F@D-!然后参考文献'%?(进行

间接 2-/0,实验!检测虾过敏原免疫活性的

变化)

不同热处理后虾肉的质地剖面分析&&将经

过热处理后的 %# 组刀额新对虾!利用质构仪模拟

口腔咀嚼运动!进行质地剖面分析"SA,#!得到

相应的质地参数) 根据相应的质地参数来分析刀

额新对虾的硬度&弹性和咀嚼性的变化趋势!比较

不同热处理方法对虾肉口感的影响) 使用直径 !

DD的圆柱形探头!压缩&恢复速度相同!均为 $7"

DD@U%压缩程度为 "$]%停留间隔 " U%重复平行

测定次数为 %$ 次)

#&结果与分析

$"!#过敏原含量的变化

采用0=0CA,Y2对经过热处理后的刀额新

对虾蛋白质组分进行分析!结果如图 % 所示) 经

过 ! 种热处理后的虾总蛋白量明显减少!尤其在

?" W%%< [K中蛋白大部分缺失) 但是每一组仍然

存在 !< [K 蛋白) 根据实验室前期的研究!分子

量 !< [K的蛋白就是刀额新对虾过敏原蛋白!由

此可见煮&蒸和高压这 ! 种热加工方式都不能使

虾过敏原蛋白条带丧失%但是高压热处理能使该

条带减弱!说明高压可以降低主要过敏原的含量)

*%#
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另外!经过热处理后过敏原蛋白占总蛋白的比例

有很大的提高!表明虾过敏原蛋白相对于其他蛋

白而言对热稳定) 从图中还可以看出!所有经过

热处理的虾样品!在 #" W!" [K 分子量范围内出

现一条新的蛋白条带)

图 !#刀额新对虾总蛋白的电泳分析

%7蛋白分子量标准% #7未加工% !7煮 " DEI% ?7煮 %$ DEI% " 煮 #$ DEI% <7煮 !$ DEI% >7蒸 " DEI% O7蒸 %$ DEI% B7蒸 #$ DEI% %$7蒸

!$ DEI% %%7高压 " DEI% %#7高压 %$ DEI% %!7高压 #$ DEI% %?7高压 !$ DEI)

?7@"!#R%RA('JSC-::25<0=:0:-1C50:27<90=<",+)1)

%789:[M:% #7:9gUH:EDQU% ! ;<7UH:EDQUP5E6MN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU:MUQMLbEeM6f% > ;%$7UH:EDQUUbM9DMN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU

:MUQMLbEeM6f% %% ;%?7UH:EDQU9Kb5L69eMN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU:MUQMLbEeM6f

&&另外!随着热处理时间的增加!对于煮和蒸两

种方式而言!过敏原蛋白含量未见明显的变化%但

对于高压热处理!过敏原蛋白含量随着时间的增

加而呈递减的趋势) 再次说明高压在一定程度上

对虾 !< [K过敏原含量有降低的影响作用)

$"$#免疫印迹对过敏原活性的检测

采用免疫印迹对经过热处理后虾蛋白组分的

活性进行定性分析!结果如图 # 所示) 可以看出!

未经过热处理的虾样品中只有虾主要过敏原"!<

[K#和分子量在 %%< [K以上的两条呈阳性反应的

蛋白!而经过热处理后的虾样品中却显现出更多

的阳性蛋白条带!这说明热处理后虾肉中能够与

兔抗虾多克隆抗体结合的蛋白组分明显增多)

图 $#不同处理刀额新对虾总蛋白的免疫印迹分析

%7蛋白分子量标准% #7未加工% !7煮 " DEI% ?7煮 %$ DEI% " 煮 #$ DEI% <7煮 !$ DEI% >7蒸 " DEI% O7蒸 %$ DEI% B7蒸 #$ DEI% %$7蒸

!$ DEI% %%7高压 " DEI% %#7高压 %$ DEI% %!7高压 #$ DEI% %?7高压 !$ DEI)

?7@"$#O29:25<A.10::7<@ C-::25<0=:0:-1C50:27<90=<",+)1)

%789:[M:% #7:9gUH:EDQU% ! ;<7UH:EDQUP5E6MN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU:MUQMLbEeM6f% > ;%$7UH:EDQUUbM9DMN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU

:MUQMLbEeM6f% %% ;%?7UH:EDQU9Kb5L69eMN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU:MUQMLbEeM6f7

&%#
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&&经过热处理后!分子量在 %%< [K 以上的阳性

蛋白条带消失!而在 %%< W<< [K 区域中出现多条

阳性条带!#" W!" [K 区域出现 % 条阳性条带!它

在未经过热处理的虾样品中是缺失的!但是在经

过热处理的虾样品中却全部存在"图 %#!这预示

着 ! 种热处理方式造成了新致敏蛋白的产生)

另外!从图 # 中可以看出!所有经过热处理后

的虾样品中 !< [K 蛋白仍然呈阳性反应!但其条

带的颜色均低于未经过热处理的!说明热加工后

其免疫活性有一定程度的降低!但是仍然存在不

能完全丧失!这与 =),-等'B(的研究结论相符

合) 尤其是针对高压热处理!!< [K蛋白条带的颜

色最浅!并且新增加的阳性蛋白条带也少于煮和

蒸这两种热处理方式!这表明高压热处理相对于

其他两种热处理方式来讲!更利于虾过敏原蛋白

活性的降低)

$"+#间接SVbR'对过敏原免疫活性的分析

采用免疫印迹定性地分析出虾蛋白免疫活性

的变化后!再利用间接 2-/0,对虾过敏原的免疫

活性进行定量分析!结果如图 ! 所示)

图 +#热处理对虾蛋白致敏活性的影响

%7未加工% #7煮 " DEI% !7煮 %$ DEI% ?7煮 #$ DEI% "7煮 !$ DEI% <7蒸 " DEI% >7蒸 %$ DEI% O7蒸 #$ DEI% B7蒸 !$ DEI% %$7高压

" DEI% %%7高压 %$ DEI% %#7高压 #$ DEI% %!7高压 !$ DEI)

?7@"+#bDD4<030DC2:2<323>-<@290=9>57DC-=:25:>522:>25D-1C5032997<@9

%7:9gUH:EDQU% # ;"7UH:EDQUP5E6MN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU:MUQMLbEeM6f% < ;B7UH:EDQUUbM9DMN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU:MUQMLbEeM6f%

%$ ;%!7UH:EDQU9Kb5L69eMN X5:"!%$!#$!!$ DEIKbMU:MUQMLbEeM6f7

&&经过热处理后虾样品的过敏原免疫活性均有

一定程度的降低!但是不同的热加工方法对过敏原

活性的影响并不相同!其中高压对免疫活性的降低

效果最为明显) 高压 " DEI!免疫活性已经降低了

>O]%而同样时间内煮和蒸处理后的免疫活性降低

了 "!]和 #!]) 高压 !$ DEI 时!过敏原的免疫活

性已经降低了 B>]左右) 可见高压热处理对于虾

过敏原免疫活性的降低效果最好!而蒸热处理的效

果最差!这同免疫印迹的结果也相对应"蒸处理后

新增阳性蛋白条带最多#) 另外!随着每种热处理

时间的延长!过敏原的免疫活性呈递减趋势!但是

幅度不大!表明热处理时间对过敏原免疫活性的影

响并不如方法对其的影响剧烈)

$"H#质构分析

为了比较经过不同热处理后!虾肉的组织结构

以及口感的变化情况!采用质构仪对各组虾肉样品

进行了SA,分析) 如图 ? 所示!煮和蒸处理对虾

肉的硬度影响情况比较类似!而高压热处理却使硬

图 H#热处理后虾样品的硬度"咀嚼度和弹性变化情况

?7@"H#*7@767:;$3>2F7<299-<69C57<@7<2993>-<@290=9>57DC-=:25:>522:>25D-1C5032997<@9

'%#
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度有很大程度的降低!仅为其他两种处理方式的

%@!左右) 对于每种热加工方式!随着热处理时间

的延长!虾肉的硬度均呈现出下降趋势) 与硬度类

似!煮和蒸处理对咀嚼度的影响情况比较缓和!但

高压热处理却使咀嚼度下降剧烈%并且对于每一种

热加工方式而言!随着热处理时间的延长!咀嚼度

也是逐渐下降的) 另外!! 种热处理后的虾肉弹性

相差不大%并且对于煮和蒸这两种方式而言!随着

热处理时间的增加!虾肉弹性有一定程度的增高)

!&讨论

热处理是食品加工过程中常用的加工方式!

一般认为热加工会破坏一些蛋白质的结构从而对

其活性造成影响) 近几年来针对虾过敏的研究发

现!单纯的加热对虾过敏活性影响不是特别

大'%"(

!但也有报道称一些联合的食品加工手段能

够比较有效的降低虾过敏原的活性'%< ;%>(

) 从本

实验的结果看!煮&蒸这两种加热方式对虾过敏原

活性有一定的降低作用%而高压热处理作为一种

简单&方便的常用加热方法!依靠热以及压力进行

作用!联合了两种加工手段!能够显著降低虾过敏

原免疫活性) 另外!在煮和蒸热处理过程中可以

明显看到!虽然 !< [K主要过敏原含量有所减少!

但产生了新的分子量较小的阳性蛋白) 新的阳性

蛋白是否是主要过敏原蛋白分解的产物!与原蛋

白的同源性数值!现在尚且未知) 同时!高压热处

理对虾过敏原蛋白起作用的机理以及过敏原决定

簇在高压处理中的变化情况!这些都尚待进一步

深入的研究分析)

另外!将热处理后各组的免疫活性与质构的

结果结合来看!虽然高压热处理可以显著地减弱

虾过敏原的免疫活性!但是经过该处理后虾肉的

组织结构有很大变化!硬度和咀嚼度下降剧烈!弹

性也有轻微的下降) 当高压 !$ DEI 时!免疫活性

虽然降低了 B>]!但是虾肉的口感已经变得很

差!在实际应用中可行性不高) 所以有必要对高

压热处理过程进行工艺参数的优化!使虾过敏活

性降低的同时保持其良好的风味和口感) 针对本

实验的结果!从降低虾过敏原的免疫活性以及保

持良好口感双方面考虑!煮处理相对于其他两种

热处理方式而言更适合)

目前!热加工方式对虾过敏原活性的影响研

究还处于起步阶段!在热加工过程中过敏原表位

序列及结构的变化情况尚且未知!需要继续深入

地对虾过敏原及表位进行研究) 只有通过全面地

了解过敏原表位及表位在加工中的变化情况!最

终才能找到剔除虾过敏原的有效方法!让人们吃

到安全健康的虾类食品)
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