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摘要! 选取冻干%烘干%虾丸化以及油炸 A 种加工方式处理刀额新对虾!通过检测可溶性蛋白%

主要过敏原含量和免疫活性的变化以及体外模拟胃液消化实验!分析加工方式对虾类过敏原

免疫活性及抗酶解能力的影响$ 结果表明经过不同的加工处理后!分子量为 !" b9 左右的主

要过敏原蛋白仍然存在!免疫印迹显示其免疫活性有不同程度的下降!其中虾丸化处理对免疫

活性的降低程度最大!达 ?=j!冻干处理的影响最小!仅达 #8?j&而主要过敏原蛋白抗酶解能

力变化不明显$ 结论'不同的加工方式对虾过敏原活性的降低有比较大的差异!但对于抗酶解

能力影响不大$

关键词! 刀额新对虾& 加工& 过敏原& 过敏活性

中图分类号! P1$"A8&'''''''文献标志码'-

''随着人们生活水平的提高"由于食物引发的

过敏反应日益增加"食物过敏已经成为一个严重

的食品安全隐患*& <A+

( 食物过敏是0X3介导的食

物蛋白的不耐受反应"能引起人体过敏的食物蛋

白质被称为食物过敏原( 过敏原的活性位点可能

是一级结构中氨基酸组成的线性表位"也可能是

三级结构构成的构象表位"构象表位比线性表位

更容易受到加工的影响而被破坏*" <#+

( 许多研究

表明"食品加工过程会对一些食物过敏原的活性

产生 影 响*= <?+

( 早 在 &>>$ 年" DD3+,203.F

D+)-@D3,P等*>+就发现罐装的金枪鱼和鲳鱼

较生鲜及蒸煮的产品的过敏原活性低(

虾类作为八大类主要的食物过敏原之一"其

主要过敏原是肌肉中的原肌球蛋白*&%+

( 以刀额

新对虾#%,+/*,=/,-.,=.&.$为研究对象"采用 A

种加工方式对其进行加工处理"对比不同加工处

理后刀额新对虾的可溶性蛋白分布)主要过敏原

含量)免疫活性和抗酶解能力的变化"研究加工方

式对刀额新对虾过敏原蛋白的影响"为食物过敏

的研究提供理论基础(

&'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(

C5@/膜 #%8A"

'

G"167HUKI6 公司$%CI;UO;

34.蛋白印迹底物#PZ;UG6 1OI;:MIWIO公司$%三

羟甲基氨基甲烷#PUIS"青岛福林生物化学公司$%

二硫苏糖醇#@PP"167HUKI6 公司$%十二烷基硫酸

钠#1@1"山东爱博科技贸易公司$%兔抗虾多克隆

抗体%羊抗兔 0X[#中杉金桥$%虾过敏患者血清

#青岛大学医学院附属医院$%抗人 0X3#1IXGH公

司$%胃蛋白酶#1IXGH公司$( 其他试剂如无特殊

说明均为分析纯(

实验仪器 ' ' 酶标仪 # R9MISbH: R !̀"

PZ;UG6 .HKSVSM;GS公司$%离心机 #D+AI"(69H:

公司$%电泳仪#@ccF&$"北京六一仪器厂$%半干

式碳板转印仪#@c4CFA%4"北京六一仪器厂$%冷

冻干燥机#/@F&4F?%"北京博医康实验仪器有限

公司$%天能凝胶成像仪#PH:6: A$%%"上海天能科

技有限公司$(
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# 期 刘一璇"等!加工方式对刀额新对虾主要过敏原免疫原性的影响 ''

!&('实验方法

虾的加工处理''将新鲜的刀额新对虾去

头)壳和肠线后"生理盐水洗净"进行称重"分为 "

组"每组 $%% X( 采用冻干)烘干)凝胶化)油炸 A

种加工方式"处理刀额新对虾(

具体方法为#&$ 冻干处理!将虾肉整齐地摆

入盘中"于<$% g冷冻"放入冷冻干燥机中冻干(

#$$ 烘干处理!放入 &%" g烘箱中烘烤 $ Z#测定

水分含量*[DBP"%%>8! <$%%!+$( #!$ 虾丸处

理!虾肉用研钵捣至松软"分别加入 &8&j的食盐

和 &j的淀粉进行搅打"冰冻 & Z 后取出"将虾肉

制成丸子"放入 #% g清水里煮 A GI:"然后用旺火

将水煮沸至丸子漂起"捞出( #A$ 油炸处理!虾肉

放在干净滤纸包起"挤去多余水分"于 &"% h&#%

g的花生油油锅中炸至熟"约为 ! GI:(

虾过敏原的提取''将加工处理后的虾肉进

行称重"各取 &%% X"按照 & XBG.的比例加入

%8>j,H47溶液后"匀浆得到肌肉匀浆液( 然后

参照文献*&&+制作丙酮粉( 各取 $ X丙酮粉按照

&e&% 的比例用 & G67B. 4̀7%8%"j @PP抽提液

在 A g下过夜抽提"&% %%% UBGI: 离心 &" GI: 取

上清"沉淀再按照上法重新抽提 A Z"离心"合并上

清进行透析"并冷冻干燥后于干燥器中储存( 采

用D+-@/)+@的方法*&$+测定蛋白质浓度(

蛋白质电泳''采用 .-3RR.0

*&!+建立的

不连续电泳体系"其中分离胶质量体积比为

&"j"浓缩胶质量体积比为 "j( 蛋白质样品稀

释为 & GXBG."上样量为 &%

'

."经样品缓冲液处

理( 电泳完毕"考马斯亮蓝 +$"% 染色"脱色收集

图像(

虾过敏原免疫活性的免疫印迹分析''参照

文献*&A+方法改进"1@1FC-[3按 .-3RR.0

*&!+

的方法进行"电泳结束后"将蛋白质标准用考马斯

亮蓝 +$"% 染色"待测样品进行免疫检测( 采用

半干式碳板转印仪"横流 !" G-转印 !8" Z"将凝

胶上的蛋白条带转移到 C5@/膜上( 转印后"用

丽春红1对C5@/膜进行染色"检测蛋白条带是

否转移成功"采用CD1P脱色"将硝酸纤维膜置于

封闭液#"j脱脂奶BCD1P$中 $ Z"然后用 CD1P

洗涤 ! 次"每次 " GI:"下面的洗涤方法相同( 一

抗采用 &e"% 或者是 &e$ "%% 的兔抗凡纳滨对虾

多克隆抗体"室温下预孵育 & Z"$% g下孵育膜过

夜"洗涤"用 "%j封闭液稀释 &%% 倍的羊抗人 0X3

或稀释 & %%% 倍的羊抗兔 0X3作为二抗"于 != g

孵育 & Z"洗涤"化学发光底物孵育膜"倾去化学发

光物溶液"用天能凝胶成像仪#PH:6: A$%%$进行

成像(

间接酶联免疫#I:\IU;OM3.01-$对过敏原免

疫活性的定量检测''用包被缓冲液将加工处理

后的虾蛋白稀释到 &%

'

XBG."每孔包被 &%%

'

."

然后参考文献*&"+利用兔抗凡纳滨对虾多克隆

抗体作为一抗"羊抗兔 0X3为二抗进行间接

3.01-实验"以 A"% :G的吸光值表示虾过敏原免

疫活性的变化(

体外模拟胃液消化实验''按照1IXGH公司

提供的测定方法进行胃蛋白酶酶活测定"参考文

献*&#+的方法"以 A GXBG.的虾样品抽提液作为

底物"按照 &% *e&

'

X蛋白的比例"在#!= m%8"$

g条件下"进行虾过敏原的抗酶解能力测定(

$'结果与讨论

(&!'过敏原含量的变化

不同加工方式所得的虾蛋白聚丙烯酰胺

#1@1FC-[3$结果为图 &( 所选的蛋白质分子量

为低分子量蛋白标准"介于 &A8A h&&#8% b9( 从

图 & 中可见"&&# hA% b9大分子蛋白经过烘干)虾

丸)油炸处理后明显缺失"而国内外报道的虾类普

遍存在的过敏原为 !" b9 的原肌球蛋白"通过不

同的加工处理后"虽然其在虾蛋白中的分布有所

改变"但是依然存在"这与先前报道*=+的虾过敏

原具有热稳定性相符"冻干处理对虾蛋白几乎没

有影响"这也证明了冻干处理能够较完整的保持

物质的构象"烘干)虾丸及油炸后的虾蛋白条带明

显由高分子量向低分子量迁移"烘干处理的虾蛋

白大多降解为 $$ b9"虾丸)油炸处理的虾样品在

$" h!% b9左右皆出现了新的蛋白条带"说明这几

种加工方式对虾蛋白具有破坏作用"可能会引起

蛋白质的构象变化及过敏原的免疫活性变化( 烘

干处理的虾样品的 1@1电泳条带仅为 !")$% b9

左右"且根据灰度值可见其蛋白含量较少"这可能

与蛋白未完全抽提有关(

(&('免疫印迹

分别利用人血清#0X3$和兔抗凡纳滨对虾多

克隆抗体#0X[$作为一抗"通过聚丙烯酰胺B免疫

印迹方法检测加工处理后刀额新对虾的过敏原免

疫活性的情况"结果如图 $( 可以看出"不同加工

"!"
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处理方法对刀额新对虾的过敏原免疫活性的影响

不同"但是均有一定程度的降低(

图 !'不同加工处理刀额新对虾蛋白质电泳图分析

R8标准蛋白% &8对照% $8冻干% !8&%" g烘干% A8虾丸% "8油

炸 ! GI:(

D1;&!'")"J$*NI8.==306<F=<=.980<=316%<F

%7,5.&..F=30:1FF3036=80<73%%16;%

R8GHUb;U% &8UHYSZUIGNS% $87V6NZI7I]I:X% !8&%" g \UVI:X%

A8X;7HMI6:% "8WUVI:X ! GI:8

图 ('不同加工处理刀额新对虾总蛋白的免疫印迹分析

R8标准蛋白% &8对照% $8冻干% !8&%" g烘干% A8虾丸% "8油

炸 ! GI:(

#H$"#K$为人血清免疫印迹图"#O$为兔多抗免疫印迹图(

D1;&('g3%=306J/9<==16; 8.==306<F=<=.980<=316%<F

%7,5.&..F=30:1FF3036=80<73%%16;%

R8RHUb;U% &8UHYSZUIGNS% $87V6NZI7I]I:X% !8&%" g \UVI:X%

A8X;7HMI6:% "8WUVI:X ! GI:8

#H$" # K$ a;SM;U:FK76MMI:X YIMZ Z9GH: S;U9G" #O$ a;SM;U:F

K76MMI:X YIMZ N-KS8

''冻干处理的虾样品在体外0X3和 0X[免疫反

应中"阳性反应条带与未经处理的对照样品是一

致的"但是主要的过敏原 !" b9 的灰度值较未经

处理的小"说明其免疫活性有所下降( 烘干处理

的虾样品其蛋白条带很少"在 0X3反应中显示出

微弱的活性"其主要的致敏条带依然是 !" b9( 虾

丸处理的虾样品"在 0X[免疫反应中于 ## b9 和

!& b9左右出现了一条新的阳性反应条带( 油炸

处理的虾样品在体外免疫反应中"主要过敏原依

然显示了较强的活性"表示虽然油炸处理造成了

大部分的蛋白遗失"但 !" b9 主要过敏原的具有

一定的稳定性(

由图 $FH"K"O! 个图对照可见"体外0X3免疫

反应较 0X[免疫反应的特异性强"不同人体内的

特异性抗体0X3的量也是不同的"从而导致不同

人的过敏阈值差异( 由 $FH"K"O! 个图综合可见"

经过加工处理后 !" b9 的条带依然呈阳性反应"

但是其灰度值要明显较未处理的样品值低"说明

加工处理后刀额新对虾的免疫活性有一定程度的

降低(

(&+'间接酶联免疫实验$16:1037=IZ["*%

利用间接酶联免疫实验对免疫活性定量分析

进一步评价加工方式对过敏原活性的影响"结果

如图 !( 可以看出"不同的加工方式对刀额新对

虾过敏活性影响的差异"其中对虾丸的影响最大"

其免疫活性降低了 ?=j"可能是因为组织捣碎过

程中"虾肉中的酶降解蛋白的机会增加"食盐的添

加导致盐溶性的的蛋白部分流失"据报道"虾主要

的过敏原蛋白原肌球蛋白是一种盐溶性蛋白( 烘

干处理后的虾免疫活性降低了 ?"j"可能是因为

干热处理更容易导致蛋白质构象变化"通过电泳

图谱的对照"烘干处理的虾蛋白主要过敏原 !" b9

的含量少"在 $% b9 左右出现了一条新的蛋白条

带"有文献报道*&=+

"虾肌球蛋白的轻链 $% b9 为

一种过敏原蛋白( 油炸处理后"其免疫活性下降

了 "#j"虽然油炸处理后"蛋白质的分布减少"但

是其主要的过敏原 !" b9蛋白在总蛋白中所占的

比例较高"且在免疫印迹中显示了较强的免疫活

性( 蛋白质冻干处理对过敏原活性的影响最小"

因此制备纯化过敏原时"可以先将产品进行冻干

处理"既可以延长样品的储藏时间"又可以保持良

好的过敏原活性(

图 +'不同加工处理方式对刀额新对虾免疫活性的影响

&8对照% $8冻干% !8&%" g烘干% A8虾丸% "8油炸 ! GI:(

D1;&+'[2256<7<283=36737>.6;3%<F%7,5.&.

.F=30:1FF3036=80<73%%16;%

&8UHYSZUIGNS% $87V6NZI7I]I:X% !8&%" g\UVI:X% A8X;7HMI6:% "8

WUVI:X ! GI:8

'$"
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# 期 刘一璇"等!加工方式对刀额新对虾主要过敏原免疫原性的影响 ''

(&,'体外模拟胃液消化实验

利用体外模拟酶消化实验"对 A 种加工处理

的刀额新对虾可溶性蛋白抗酶解能力进行评价

#图 A$"由图 AFO可见"烘干处理后的样品在酶解

%8" GI:时"其所含的 !" b9 和 $$ b9 的蛋白质已

经开始降解成 $% b9 蛋白"这可能是由于烘干处

理的虾样品"其抽提所得的蛋白质较少"降解生成

$% b9蛋白在 &% GI:时产量最大"直至 #% GI: 其

依然没有完全降解"说明 $% b9 蛋白抗酶解能力

较强( 由图 AFH"K"\";可见"在酶解开始 %8" GI:

时"大分子和小分子的蛋白迅速降解"从 $ GI: 开

始主要过敏原!" b9的蛋白质开始逐渐降解为 $%

b9的蛋白"!% GI:时几乎降解完全"此时 $% b9 的

蛋白开始有降解的趋势( 这说明刀额新对虾的主

要过敏原 !" b9蛋白具有一定的抗酶解能力( 本

实验所采用的冻干)虾丸)油炸加工处理方法对刀

额新对虾可溶性蛋白抗酶解能力没有影响(

图 ,'不同加工处理方式对刀额新对虾抗酶解能力的影响

#H$ 对照% #K$ 冻干% #O$ &%" g烘干% #\$ 虾丸% #;$ 油炸 ! GI:(

R8RHUb;U% &8对照 % GI:% $8对照 #% GI:% !8酶解 % GI:% A8酶解 %8" GI:% "8酶解 $ GI:% #8酶解 " GI:% =8酶解 &% GI:% ?8酶解 $%

GI:% >8酶解 !% GI:% &%8酶解 #% GI:(

D1;&,'*/191=? <F.6=1J36S?237>.6;3%<F%7,5.&..F=30:1FF3036=80<73%%16;%

#H$ UHYSZUIGNS% #K$ 7V6NZI7I]I:X% #O$ &%" g \UVI:X% #\$ X;7HMI6:% #;$ WUVI:X ! GI:8

R8GHUb% &8O6:MU67% GI:% $8O6:MU67#% GI:% !8\IX;SMI6: % GI:% A8\IX;SMI6: %8" GI:% "8\IX;SMI6: $ GI:% #8\IX;SMI6: " GI:% =8

\IX;SMI6: % GI:% ?8\IX;SMI6: $% GI:% >8\IX;SMI6: !% GI:% &%8\IX;SMI6: #% GI:8

!'结论

本研究选取冻干)烘干)虾丸及油炸 A 种常见

的加工处理方法"分别处理刀额新对虾"通过检测

不同加工处理的刀额新对虾过敏原蛋白含量)免

疫活性以及抗酶解能力的变化"研究加工方法对

虾类过敏原免疫活性的影响( 结果发现经过不同

加工处理后"虽然主要过敏原蛋白仍然存在"但是

其免疫活性均有一定程度的下降"这预示着加工

处理可能会导致蛋白质的构象的改变( 其中"经

过虾丸处理对虾过敏原免疫活性影响最大"可达

?=j( 但是加工处理后"主要过敏原蛋白的抗酶

解能力几乎没有差异"因此有关加工对过敏原活

性的影响尚需要进一步的验证(
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*&!+'.-3RR.0* 8̀47;ĤHX; 6WSMU9OM9UH7NU6M;I:S

\9UI:X MZ;HSS;GK7V 6WMZ;Z;H\ 6WKHOM;UI6NZHX;PA

*(+8,HM9U;"&>=%"$$=!#?% <#?"8

*&A+'R)P)c-R- "̀ 1*R- c" 0120E-̀ 01" ,+/08

R67;O97HUO76:I:X 6WMU6N6GV6SI:SI\;:MIWI;\ HS

H77;UX;:SI: SIQ SN;OI;S6W4U9SMHO;H:S*(+8(69U:H76W

-XUIO97M9UH7H:\ /66\ 4Z;GISMUV" $%%=" "" # ! $!

>?" <>>&8

*&"+'李振兴"林洪"李明华"等8不同虾类的过敏原及其

过敏原性*(+8水产学报"$%%#"!%#$$!$?& <$?A8

*&#+'2*-,[cc".0*[R"4-0T/",+/081MHKI7IMV 6W

GHJ6UH77;UX;: MU6N6GV6SI: H:\ 6MZ;UW66\ NU6M;I:S

6W G9\ OUHK # 5'?00/ .,((/+/ $ KV &= 4&+()

XHSMU6I:M;SMI:H7\IX;SMI6: *(+8/66\ H:\ 4Z;GIOH7

P6QIO676XV"$%&%"A?#"$!&&># <&$%&8

*&=+'-c*1)+" [+0120,- [" D-+@0,- ." ,+/08

RV6SI: 7IXZMOZHI: ISH:6^;7SZUIGN H77;UX;:".IM̂ !

*(+8(69U:H76W-77;UXV H:\ 47I:IOH70GG9:676XV"

$%%?"&$$#A$!=>" <?%$8

($"



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

# 期 刘一璇"等!加工方式对刀额新对虾主要过敏原免疫原性的影响 ''

"=5:? <63FF37=%<F:1FF3036=80<73%%16;%<612256<;36171=? <F

%>0128#%,+/*,5/,-.,5.&.$ .9930;36

.0*cIFQ9H:

&

" .0,26:X

&

" a*.IFSZH

&

" 423,c9

&

" a-,[[96FVI:X

$

" .0EZ;:FQI:X

&

"

#&)://8 9-2(1+,-./0-1/0+"G5(-7 H7"?(0;"1+/2><"7-"Y"7=8-/'$##%%!"><"7-%

$)M(8"5-6>/66(=("Y"7=8-/H7"?(0;"1+"Y"7=8-/'$##%=&"><"7-$
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NU6O;SSI:XŜ HUI;SYI\;7V"K9MMZ;HKI7IMV 6WH:MIF;:]VG;ZH\ ];U6 \IWW;U;:O;8

Q3? P<0:%! %,+/*,=/,-.,=.&.% NU6O;SSI:X% H77;UX;:% H77;UX;:IOIMV

R<003%8<6:16; .5=><0! .0EZ;:FQI:X83FGHI7!7I]Z;:QI:XL69O8;\98O:

)$"


