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冻融循环过程中虾过敏原的免疫原性变化
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摘要! 采用凡纳滨对虾为研究对象!分别将过敏原提取物在;!! ;#$ 和;C$ _的贮存条件下

反复冻融 % \" 次!通过测定每次冻融后的蛋白浓度!过敏原免疫原性等探讨过敏原在不同温

度循环下的变化!分析冻融循环对过敏原提取物活性的影响$ 结果表明!虾过敏原提取物在

;C$% ;#$% ;! _冻融循环 " 次时!蛋白浓度分别下降 !!7%V%!$7$V和 #=7#V&在 ;C$ 和

;#$ _冻融循环 = 次时!主要过敏原条带发生降解! ;! _冻融循环 " 次!主要过敏原条带不

会发生变化$ 在 ;C$ 和 ;#$ _冻融循环 " 次以及在 ;! _冻融 ! 次时!过敏活性降低&在

;C$和;#$ _冻融 " 次!主要过敏原的免疫印迹条带消失!在;! _冻融的免疫印迹条带没有

变化$ 因此!应尽量减少过敏原蛋白冻融次数!保证贮存在 ;C$ 和 ;#$ _的过敏原冻融循环

= 次以内以及;! _冻融循环 # 次以内!以保证实验结果的准确性$

关键词! 凡纳滨对虾& 过敏原& 冻融& 免疫原性

中图分类号! *!>#7C& 0><C7##&&&&&&&文献标识码',

&&近年来随着社会环境和生活方式的巨大改变"

食物过敏性疾病的发病率呈现出持续快速的上升

趋势"尤其是在发达国家& 在美国"约有 !7@V的成

年人和 <V的儿童受到食物过敏的困扰(% ;#)

& 在联

合国粮农组织提出的八大类容易引起过敏的食物

中"虾蟹等甲壳类动物及其制品是其中重要的一

类(! ;")

"已 经 分 离 纯 化 出 的 凡 纳 滨 对 虾

#"1'*+()$(34A$))$8(1$主要过敏原为分子量!< OI

的原肌球蛋白(<)

& 皮肤点刺测试#0BD$为临床常

用的检测过敏原特异性/L2的体内试验(@)

& 目前"

市场上点刺液的剂量一般为 ! \" F-"治疗时的最

小剂量一般为 $7$" \$7% F-

(C ;%$)

"因此用于点刺

液的过敏原难免会出现反复冻融的现象& 本实验

以虾蛋白提取物为研究对象"研究了冻融过程中过

敏原免疫原性的变化情况"以期为过敏原点刺液以

及口服激发药物的贮存与使用提供理论指导&

%&材料与方法

&'&(实验材料

凡纳滨对虾购于青岛市市南区南山水产品批

发市场"三羟甲基氨基甲烷#DQGH"青岛福林生物

化学公司$"二硫苏糖醇#?DD"H569QTG5 公司$%十

二烷基硫酸钠#0?0"山东爱博科技贸易公司$%虾

免疫的兔抗#实验室制备$%1*B;山羊抗兔 /LY

#北京中杉金桥生物技术有限公司$& 其他试剂

如无特殊说明均为分析纯&

&'*(实验仪器

电泳仪#?jjE@3"北京六一$%冷冻干燥机

#.?%"丹麦1PS5公司%R1计#B10#!3"上海伟业

仪器厂$%冷冻离心机# *̀=G"法国 '5I9K 公司$%

高速组织捣碎机#?0#%"上海标本模型厂$%>< 孔

35HS9Q酶标板 #美国 35HS9Q公司 $% 酶标仪

#8I-SGHO9K 8c!"芬兰-9TH:HSPFH公司$%紫外可

见分光光度计#D)%C%$ 型"北京普析仪器有限公

司$&

&'-(虾过敏原丙酮粉的制备

参照文献(%%)的方法改进"将虾去头去壳去

肠线的 "$$ L虾肉放在匀浆器中"用 "$$ F-的生

理盐水悬浮"匀浆& 悬浮液在 $ \= _悬浮 " FGK

后加入 # $$$ F-的冷丙酮# ;#$ _预冷$"充分
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混匀"放在 $ \= _下作用 !$ FGK"期间混匀数次"

抽滤& 抽滤后"将布氏漏斗上的固体转移到容器

中"再加入 # $$$ F-的冷丙酮# ;#$ _预冷$"

$ \= _下作用 % U"期间混匀数次"抽滤& 抽滤

后"将布氏漏斗上的固体转移到容器中"再加入

% $$$ F-的冷丙酮# ;#$ _预冷$"$ \= _下作

用 % U"期间混匀数次"抽滤"收集漏斗上固体并转

移至干净的滤纸上"分散并让其在室温下风干"直

到固体充分干燥和分散& 待粉末干燥后研磨"#$$

目筛并收集转移至密闭的容器中"即为丙酮粉&

&'<(虾过敏原提取物的抽提

含 % F56A-c36$7$"V的二硫苏糖醇#?DD$

的抽提液"与丙酮粉的质体比为 %s%$ 的比例抽提

%# U"%$ $$$ QAFGK 离心 !$ FGK 后"取上清"沉淀

用抽提液继续以质体比为 %s%$ 的比例抽提 = U"

%$ $$$ QAFGK 离心 !$ FGK 后"取上清液& 两次的

上清液合并后用双蒸水透析"直到透析液用氯化

银溶液检测没有沉淀产生时"冻干&

&'=(虾过敏原提取物的冻融处理

将浓度为 % FLAF-的虾过敏原提取物分别

贮存于;C$' ;#$' ;! _的冰箱中 %# U"然后取

出融化 %# U"如此反复"每冻融 % 次为 % 个循环"

分别循环 % 到 " 次&

&'>(二喹啉甲酸法$@I%法%测定蛋白浓度

以二喹啉甲酸法# 3̀,法$测定蛋白浓度"牛

血清白蛋白溶液作为标准品绘制标准曲线"在

">$ KF处测定不同浓度下冻融 " 次的蛋白浓度&

每个处理重复 ! 次"取平均值"并对数据进行标准

差分析&

&'S(十二烷基硫酸钠 W聚丙烯酰胺凝胶电泳

$O#OL0%?V%

采用-,288-/

(%#)建立的不连续电泳体系"

以十二烷基硫酸钠;聚丙烯酰胺凝胶电泳#0?0E

B,Y2$研究蛋白在不同温度条件下贮存冻融后

可溶性蛋白组成变化& 电泳分离胶浓度为 %"V

#

%

$"浓缩胶浓度为 "V#

%

$"经样品缓冲液处理样

品"上样量 #$

!

-& 电泳完毕后用考马斯亮蓝 *E

#"$ 染色"用 %$V的乙酸'甲醇溶液进行脱色&

&'T(间接酶联免疫吸附法$U87214"9V,UO%%

参考文献(<)的方法"采用间接酶联免疫吸

附法#/KXGPQNS2-/0,$测定贮存后过敏原蛋白活

性的变化情况& 用 $7$" F56A-R1>7< 碳酸盐包

被缓冲液"将贮存于不同温度的虾蛋白分别稀释

%$ 倍'%$$ 倍'% $$$ 倍'%$ $$$ 倍& 在每个聚苯乙

烯板的反应孔中加 %$$

!

-#空白孔加入 %$$

!

-

双蒸水$"= _过夜& 次日"弃去孔内溶液"用洗涤

缓冲液洗 ! 次"每次 ! FGK#简称洗涤"下同$%以

%$$

!

-$7"V牛血清蛋白封闭 # U"弃去孔内溶

液"用洗涤缓冲液洗 ! 次"每次 ! FGK%加 "$$ 倍稀

释的兔抗虾#一抗$%$$

!

-于上述已包被的反应

孔中"!@ _ 孵育 % U"洗涤 ! 次%在各反应孔中"加

入新鲜稀释 %$ $$$ 倍的酶标抗体#二抗"1*B标

记的羊抗兔$%$$

!

-"!@ _ 孵育 % U"洗涤%在各

反应孔中加入临时配制的 D8`底物溶液 %$$

!

-"!@ _ %" FGK%最后于各反应孔中加入 # F56A

-硫酸 "$

!

-终止反应& 在酶标仪上"以空白对

照孔调零后测各孔 (?

="$KF

"每个稀释浓度测定 !

个孔"取平均值"进行标准差分析&

&'!(免疫印迹$a459418L/DE9928C%

参照文献(%!)的方法改进"经冻融处理后

的虾总蛋白经 0?0EB,Y2后"采用半干式碳板

转印仪"横流 !$ F,转印 ! U"将凝胶上的蛋白

条带电转移到B4?.膜上& 转印完毕后"用丽春

红0对B4?.膜进行染色"检测蛋白条带是否转

移成功"采用 B̀ 0D脱色& 将膜浸泡在封闭液

#"V脱蚍菹AB̀0D$中 # U"然后用 B̀ 0D洗涤 !

次"每次" FGK"下面的洗涤方法相同& 一抗采用

兔抗虾多克隆抗体A"$V封闭液"室温下过夜孵

育后洗涤& 二抗采用羊抗兔 /LYA"$V封闭液"

!@ _孵育 % U"洗涤& 然后将 B4?.膜浸没在

23-蛋白印迹底物中孵育 % FGK"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 % FGK"显影

定影后成像&

#&结果

*'&(冻融过程中凡纳滨对虾蛋白浓度的变化

经过冻融循环后"凡纳滨对虾的抽提蛋白采

用 3̀,法测定#图 %$"由图 % 可以看出"在各个

温度条件下冻融的蛋白浓度都有下降"并且随着

冻融循环的次数增多"蛋白的浓度下降越大& 在

;C$ _' ;#$ _' ;! _冻融循环 " 次时"蛋白浓

度分别下降 !!7%V'!$7$V和 #=7#V&

*'*(冻融循环过程中凡纳滨对虾蛋白组成的变化

凡纳滨对虾抽提蛋白质采用 0?0EB,Y2进

行分析#图 #$"在;C$ _冻融的蛋白#图 #E,$与

''&



!""#!

!

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

" 期 吴丽莎"等!冻融循环过程中虾过敏原的免疫原性变化 &&

在;#$ _冻融的蛋白#图 #È$电泳情况相似"经

过冻融循环 ! 次时"开始出现分子量为 "< OI 的

蛋白条带%冻融 " 次时"!< OI发生明显降解"出现

!# OI 左右的蛋白条带" ;C$ _冻融条件下"!#

OI左右的蛋白条带比 ;#$ _冻融的蛋白条带明

显& 在;! _冻融的蛋白#图 #E3$仅在冻融 = 次

时"开始出现分子量为 "< OI 的蛋白条带"其余蛋

白组成没有变化&

图 &(凡纳滨对虾蛋白质抽提物经过

冻融循环后的蛋白浓度

," "̀37贮存温度为 ;C$ _' ;#$ _' ;! _% $"%"#"!"="

"7冻融循环次数&

B2C'&(+:4H1E9428"E8"4891.92E8EGN:2945:123H

4J91."959:1E6C:72GG41489G144K4L9:.N";"D45

," "̀37SUPHUQGFR P[SQ9NSHhPQPHS5QPX 9S;C$ _" ;#$ _"

;! _ QPHRPNSĜP6:% $"%"#"!"=""7SUPKIFTPQ7

图 *(冻融循环过程中凡纳滨对虾提取物的

O#OL0%?VX考马斯亮兰染色图谱

," "̀37贮存温度为;C$ _' ;#$ _' ;! _% 87蛋白质分子

量标准% $"%"#"!"=""7冻融循环次数&

B2C'*(O#OL0%?VXIEE3.5524/D64L59.2828C EG

N:2945:123HH1E94284J91."959:1E6C:

72GG41489G144K4L9:.N";"D45

," "̀37SUPHUQGFR P[SQ9NSHhPQPHS5QPX 9S;C$ _" ;#$ _"

;! _ QPHRPNSĜP6:% 87F56PNI69QhPGLUSRQ5SPGKH% $"%"#"!"="

"7SUPKIFTPQ5ggQPPZPESU9hN:N6PH7

*'-(冻融循环过程中凡纳滨对虾蛋白活性的变化

用不同浓度的凡纳滨对虾抽提物对兔抗进行

预孵育后的检测结果如图 ! 所示"在 ;C$ _冻融

的蛋白#图 !E,$与在 ;#$ _冻融的蛋白#图 !E

$̀电泳情况相似"在冻融循环 " 次时"其蛋白的

过敏活性都降低%但在;#$ _冻融的蛋白过敏活

性比在;C$ _冻融的蛋白降低的幅度大& 在 ;!

_冻融的蛋白#图 !E3$在冻融 ! 次时"过敏活性

开始降低& 当包被虾蛋白浓度为 $7$% FLAF-

时"冻融 " 次后" ;C$' ;#$ 和 ;! _的 (?值分

别降低#!7<V'@#7#V和 "<7>V&

图 -(冻融循环过程中凡纳滨对虾提取物的间接V,UO%

," "̀37贮存温度为;C$ _' ;#$ _' ;! _% $"%"#"!"=""7

冻融循环次数&

B2C'-(+:4287214"9V,UO%EGN:2945:123HH1E9428

4J91."959:1E6C:72GG41489G144K4L9:.N";"D45

," "̀37SUPHUQGFR P[SQ9NSHhPQPHS5QPX 9S;C$ _" ;#$ _"

;! _ QPHRPNSĜP6:% $"%"#"!"=""7SUPKIFTPQ5ggQPPZPESU9h

N:N6PH7

&&用凡纳滨对虾抽提物对兔抗进行预孵育之

后"检测冻融循环过程中过敏原抽提物的致敏性"

结果发现"未经冻融的蛋白出现条带的分子量是

!< 和 #$ OI 的蛋白& 在 ;C$ _#图 =E,$和 ;#$

_#图 =È$冻融 " 次的蛋白"没有 !< OI的蛋白免

疫印迹条带"而在!= OI出现不明显的条带& 在 ;

! _冻融的蛋白"与未经冻融的蛋白相比"没有

变化&

('&
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图 <(冻融循环过程中凡纳滨对虾

提取物的免疫印迹

," "̀37贮存温度为;C$ _' ;#$ _' ;! _% 87蛋白质分子

量标准% $"%"#"!"=""7冻融循环次数&

B2C'<(O#OL0%?V23368E/DE9928C EG

N:2945:123HH1E94284J91."959:1E6C:

72GG41489G144K4L9:.N";"D45

," "̀37SUPHUQGFR P[SQ9NSHhPQPHS5QPX GK ;C$ _" ;#$ _"

;! _ QPHRPNSĜP6:% 87F56PNI69QhPGLUSRQ5SPGKH% $"%"#"!"="

"7SUPKIFTPQ5ggQPPZPESU9hN:N6PH7

!&讨论

冻融过程对蛋白的活性和功能(%=)以及蛋白

组成(%" ;%<)有损害"并且随着冻融次数的增多"对

蛋白组成的影响越大(%@ ;%C)

& 3̀,测定冻融过程

中虾蛋白浓度以及 0?0EB,Y2的结果也表明"随

着冻融次数的增多"蛋白浓度下降越多"蛋白组分

发生变化越明显"这可能是反复冻融过程中"冰晶

结构变化造成的影响"这和 0D*(8等(%>)研究抗

冻蛋白的结论相似& 另外"由蛋白浓度以及 0?0E

B,Y2的结果也可以看出"在 ;C$ _冻融的蛋白

比在;#$ _和 ;! _冻融的蛋白"浓度下降多且

电泳条带在冻融 ! 次就发生变化& 这可能是 ;

C$_的迅速冷冻形成的冰晶及复融对蛋白的破坏

作用更大造成的"造成损害的机理还需进一步

研究&

间接酶联免疫试验结果显示 ;#$ _冻融的

蛋白"过敏活性下降最多"说明在 ;#$ _的反复

冻融对蛋白活性的影响最大& '/,+Y等(#$)考察

了遮目鱼在;#$ _和 ;!" _冻藏过程中肌原纤

维蛋白盐溶性的变化"发现;#$ _冻藏时肌原纤

维蛋白盐溶性下降速度比;!" _冻藏时快"而蛋

白质的变性速度在不同冻藏温度下的差异极其显

著(#% ;##)

"并且反复冻融"可能改变蛋白氢键和疏

水键的强弱变化"从而引起蛋白质的空间构象的

变化"造成蛋白质分子的聚集和蛋白质多肽链的

展开"这个过程可能会导致在;#$ _反复冻融的

蛋白活性比;C$ _和;! _的降低迅速&

本研究结果表明"在低温 ;C$ _' ;#$ _和

;! _反复冻融的虾蛋白提取物"其过敏活性都

有不同程度的降低"因此在贮存过敏原蛋白时要

尽量避免反复冻融"不论作为点刺液还是口服激

发液"都要小剂量分装贮存"防止过敏活性降低&
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5gHUQGFR RQ5SPGK P[SQ9NSU9X QPXINPX hUPK gQPPZPX 9KX SU9hPX g5QgĜPN:N6PH9S;C$ _ 9KX ;#$ _ 9KX
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