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不同烹饪方式及体外模拟消化对凡纳滨对虾主要过敏原
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摘要：本研究选用水煮、油炸和红烧3种烹饪方式分别处理凡纳滨对虾，并且对烹饪后
的虾肉进行体外模拟唾—胃—肠液连续消化，以调查烹饪处理后过敏原原肌球蛋白的免
疫活性变化状况。采用电泳、免疫印迹和间接ELISA方法评价样品中主要过敏原原肌球
蛋白的变化情况。SDS-PAGE结果显示，3种烹饪处理虾肉样品中TM条带无明显变化，
表明TM在烹饪处理时基本不发生降解；免疫印迹和间接ELISA结果显示，水煮、油炸和
红烧3种烹饪处理虾肉中TM免疫活性分别降低2.08%、11.33%、15.56%；而烹饪后虾肉
的体外模拟消化产物的免疫活性丢失显著，水煮、油炸和红烧处理的免疫活性分别下降
86.90%、88.94%、97.39%。研究表明，虾类TM免疫活性的降低主要发生在肠液消化阶
段，3种方式烹饪处理能够使TM免疫活性降低，并且红烧处理可明显降低TM的免疫活
性。本实验为过敏原消减机制的研究和低致敏性水产品的开发提供了理论依据。
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)因其含有

丰富的蛋白质、矿物质，以及DHA和EHA等不

饱和脂肪酸，成为当今世界养殖产量最高的三

大虾类之一，同时由于其较快的生长速率和良

好的抗逆性成为我国的主要经济虾类 [1-2]。虾蟹

等甲壳类水产品会引起某类特定人群的过敏反

应，被联合国粮农组织和世界卫生组织定义为

八大类食物过敏原之一[3]。原肌球蛋白(tropomyosin，
TM)为一种热稳定盐溶性蛋白，已被证实广泛存

在于虾类等水产品中，具有大量抗原表位和较

高的交叉反应活性 [4]，成为各国学者的主要研究

对象。

烹饪是肉类常见的热处理方式。研究发

现，烹饪处理不仅能够杀菌以保证食物的安

全、赋予肉类良好的感官品质，而且能够对食

物中的过敏原产生破坏作用 [5-6]。刘光明等 [7]采用

超声波、微波、超声波结合蒸煮处理拟穴青蟹

(Scylla paramamosain)，再进行模拟胃肠液消化，

发现蟹肉的过敏原性有不同程度的降低，但其

过敏原蛋白TM仍旧存在，并没有完全消除。刘

一璇等 [8]采用冻干、烘干、虾丸化和油炸4种加

工方法处理刀额新对虾(Metapenaeus ensis)，然后

利用体外模拟胃液消化模型，研究了不同加工

处理过程中对虾类主要过敏原蛋白免疫活性的

变化，研究表明，不同加工方式处理的虾类，

其过敏原性有较大变化。Eva等 [9]对鲟蛋白进行

模拟胃液消化，发现鲟提取物的IgG结合能力降

低，鲟过敏原在生理上降解时，其引发肠道过
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敏反应的能力大大降低。Shimakura等 [10]分别利

用胰蛋白酶、蛋白酶P、α-胰凝乳蛋白酶水解虾

蟹等水产品的抽提液，最终发现水产品的主要

过敏原蛋白含量都有一定程度的降低，从而使

其过敏原性降低。

为调查烹饪以及体外模拟消化对虾类主要

过敏原原肌球蛋白含量和免疫活性的影响，本

研究采用水煮、油炸和红烧3种家庭常见的烹饪

方式处理凡纳滨对虾，并且对烹饪处理后的虾

肉进行模拟体外唾—胃—肠液消化，系统地研

究了虾肉主要过敏原免疫活性在烹饪和体外模

拟消化过程中的变化。

1    材料与方法

1.1    实验材料

　　材料与试剂　　凡纳滨对虾购自浦东新区

农工商超市；层析滤纸(3030-861)，德国Whatman
公司；硝酸纤维素膜(NC)，德国赛多利斯公司；

胰蛋白酶(T1426-50MG)、胰液素(P1750-500G)，
脂肪酶 (L3126-100G)、唾液淀粉酶 (A3176-
1MN)、胃蛋白酶(P7000-100G)、黏蛋白(M2378-
500G)，TEMED(0761)、DAB显色液 (D0426-
50SET)、降植烷等均购于Sigma公司；HRP酶标

记的兔抗鼠IgG抗体购于Invitrogen公司；非预染

Marker和预染Marker均购于Fermentas公司；牛血

清白蛋白(BSA)购于上海生工生物工程股份有限

公司；其他试剂和药品均为国产分析纯。

　　仪器与设备　　组织匀浆机(8010S)，美国

Waring公司；电子天平(PL2002)，瑞士梅特勒-托
利多仪器(上海)有限公司；电子天平(PB303-S)，
瑞士梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司；电热恒

温水槽 (DK-8D型 )，上海一恒科学仪器有限公

司；纯水系统(Elixtm)，美国Millipore公司；蛋白

质电泳仪(mini protean 4)，美国BIO-RAD；半干

式转膜仪(AE-8135)，日本ATTO公司；凝胶扫描

仪(powerlook 2100XL-ΜSB)，ΜMAX公司；实验

室pH计(pHSJ-4)，上海精密科学仪器有限公司—
雷磁仪器制造厂；脱色摇床(TS-8)，江苏海门其

林贝尔仪器制造有限公司；恒温磁力搅拌器

(H05-1)，上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司；

高速冷冻离心机(Z36HK)，德国Hermle公司；高

速冷冻离心机 (CR21G)，日本HITACHI公司；

PD‐10脱盐柱、Protein-G亲和层析柱子均购自英

国GE Healthcare公司。

1.2    实验方法

将新鲜的凡纳滨对虾用清水冲洗干净，进

行称重，分为2组，每组500 g，放入沸水中煮沸

10 min后取出，置于冰上待用，作为水煮虾；取

新鲜的凡纳滨对虾若干用清水冲洗干净，进行

称重，分为2组，每组500 g，用吸水纸吸干虾表

面的水分，于150~160 °C植物油中油炸至熟，5 min
后取出，置于冰上，待用，作为油炸虾；红烧

虾统一购买于上海海洋大学第一食堂。

　　蛋白抽提液的制备　　将烹饪处理后的虾

肉进行称重，各取5 g，按照1∶5的比例加入1%
Tween-20的PBS溶液后，匀浆30 s得到肌肉匀浆

液，煮沸15 min后置于冰上30 min，10 000 r/min
离心20 min，取上清液，即为样品抽提液。

1.3    体外模拟消化模型

人工唾液、胃液和肠液配置参照美国药典[11]，

模拟唾—胃—肠液参考Hur等 [12]的方法，略有改

动。人工唾液为含有黏液素和α-淀粉酶的盐溶

液，胃液包含胃蛋白酶和黏液素，肠液为含有

胰酶和脂肪酶的盐溶液。分别取水煮、油炸和

红烧虾肉，虾肉和模拟唾液按1∶1(W/V)比例混

合，调节pH至1.3，37 °C水浴消化1~2 min；再按

照虾肉和模拟胃液为1∶2(W/V)的比例加入模拟

胃液，调节pH至8.1，37 °C恒温水浴消化1~2 h；
按照虾肉和模拟肠液为1∶2(W/V)的比例加入模

拟肠液，37 °C恒温反应4 h，回收不同时间段的

消化产物。

1.4    聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)

十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)根据Laemmli[13]的方法进行。电泳预

制胶浓度为12%，样品上样量8 μL。将不同待测

样品溶液与2×上样缓冲液混合，煮沸后的溶液

即为电泳样品。设置电源电压进行跑胶，待电

泳结束后取出预制胶，进行考马斯亮蓝染色液

染色，然后脱色液脱色至蛋白质条带清晰。

1.5    蛋白免疫印迹

免疫印迹法(Western-blotting)根据Song等 [14]

的方法进行。设置半干式转膜仪电流电压，运

行1 h后将预制胶上的蛋白转移至PVDF膜。用

5%脱脂奶粉封闭1 h，然后用PBST洗涤膜3次，
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每次5 min。PVDF膜用TM的特异性单抗5G5E
(1 μg/mL)孵育1 h，洗涤。然后用HRP-羊抗小鼠

IgG (1∶2 500)溶液孵育1 h，洗液洗涤。加入DAB
工作液，显色5 min，用去离子水洗去残留显色

液并风干。

1.6    间接ELISA

间接酶联免疫法 (indirect immunosorbent
assay，ELISA)根据Kamath等 [15]的方法略有改动，

即将样品按照一定浓度稀释后，4 °C过夜包被，

PBST溶液洗涤。然后用5%脱脂奶粉37 °C封闭2 h，
洗涤。加入5 μg/mL的单克隆抗体5G5E，37 °C孵

育1 h，洗涤。加入HRP-羊抗小鼠IgG (用抗体稀

释液稀释2 500倍)37 °C孵育1 h，洗涤。然后加入

邻苯二胺底物显色液室温反应15 min，最后加入

2 mol/L硫酸终止反应，并立即用酶标仪测定490 nm
处波长的吸光度值。以50 mmol/L的碳酸盐溶液

作为阴性对照，以抗体稀释液稀释的特异性单

克隆抗体作为阳性对照，每个样品做4个平行。

2    结果

2.1    烹饪处理对虾类主要过敏原免疫活性的

影响

SDS-PAGE能够从电泳条带中反映不同处理

样品液蛋白分子量和浓度的变化。蛋白免疫印

迹和间接ELISA通过抗原抗体的特异性反应，能

够评价过敏原免疫活性的变化，本实验采用的

本实验室自制的小鼠单克隆抗体5G5E对甲壳类

主要过敏原TM有特异性反应 [16]。水煮、油炸和

红烧3种烹饪方式处理的样品的SDS-PAGE和

Western-blotting结果如图1所示(图1-b中所用为市

售的预染色Marker，可以直接在PVDF膜上显

色，红色条带有助于确定条带的分子量，图3同)，
间接ELISA结果如图2所示。

 

与生虾样品相比，3种烹饪方式处理虾样中

的蛋白质条带减弱，尤其是在45、35以及约21
ku处的条带有较为明显的减弱，25~35 ku处的条

带基本消失，大分子条带也明显减少(图1-a)。但

不同烹饪处理对虾类蛋白质的破坏程度不同，

红烧虾肉样品的电泳条带粗细减小程度最为明

显，其次为油炸，水煮虾样品的电泳条带减小

程度最低。烹饪虾样品液与单克隆抗体5G5E在

35 ku附近产生较强的反应条带，说明此条带为

目标条带TM。对比不同样品的免疫反应条带，

生虾样品的免疫反应条带最粗，而经水煮、油

炸和红烧样品的免疫反应条带轻微减弱(图1-b)，
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图 1    烹饪虾肉抽提液的电泳图(a)和免疫印迹图(b)

M. 标准蛋白；R. 生虾；BO. 水煮虾；F. 油炸虾；B. 红烧虾；T. 纯化TM。下同

Fig. 1    SDS-PAGE (a) and Western-blotting (b) results for different cooking ways shrimp meat extract before digestion
M. protein marker; R. raw; BO. boiled shrimp; F. fried shrimp; B. braised shrimp; T. purified TM. The same below
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图 2    烹饪虾肉抽提液的间接ELISA结果

Fig. 2    Indirect ELISA results for different cooking
shrimp extract
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但3种烹饪样品的免疫反应条带无明显差别。

采用间接ELISA方法评价烹饪处理对虾肉中

主要过敏原TM免疫活性的降低程度。由ELISA
结果可知，生虾、水煮、油炸和红烧虾样的OD
值分别为0.97、0.95、0.86和0.82，3种烹饪处理

使虾样的OD值降低。虾样的OD值降低表示样品

中TM与单克隆抗体5G5E的结合能力降低，进一

步表明样品中TM免疫活性降低，经水煮、油炸

和红烧3种烹饪方式处理后，TM免疫活性分别降

低了2.08%、11.33%、15.56%(图2)。不同烹饪方

式对TM的免疫活性有不同程度的影响，其中红

烧对TM免疫活性的降低程度最大，为15.56%，

水煮对TM免疫活性的降低程度最小，为2.08%。

2.2    体外模拟连续消化对3种烹饪方式虾肉中

TM免疫活性的影响

为评价水煮、油炸和红烧虾肉在体外模拟

消化时TM免疫活性的变化，对烹饪后的虾肉体

外模拟唾—胃—肠液消化，并采用免疫印迹和

间接ELISA评价不同时间的消化产物中TM的免

疫活性，其结果分别如图3和图4所示。

 

随着消化时间的延长，3种烹饪方式处理的

虾肉中，消化产物样品的TM条带逐渐变浅，整

体呈明显消减的趋势(图3)。不同烹饪处理的虾

肉经体外模拟消化过程中，TM免疫反应条带降

低或消失的时间不同。水煮虾样品经体外模拟

消化4 h后仍然存在微弱的反应条带(图3-a)；油

炸虾消化3 h后(肠液消化阶段)的消化产物TM免

疫反应条带消失(图3-b)；而红烧虾消化30 min后
(胃液消化阶段)的消化产物中TM免疫反应条带

已经消失(图3-c)。
由间接ELISA结果可知，水煮、油炸和红烧

样品经唾—胃—肠液连续消化后，样品的OD值

分别为0.077、0.064和0.017，而未经连续消化的

烹饪虾样的OD值分别为0.586、0.581和0.633。
3种烹饪方式下，虾肉的消化产物TM与特异性单

抗5G5E抗体的结合能力均下降，说明虾肉经消

化后其TM免疫活性部分丢失。ELISA的结果与

免疫印迹结果相一致，唾—胃—肠液连续消化

分别使水煮、油炸、红烧虾肉连续消化产物TM
的免疫活性降低了86.90%、88.94%、97.39%，

同时红烧烹饪对TM的免疫活性的降低作用最为

明显，为97.39%。

3    讨论

研究发现，水煮、油炸和红烧3种烹饪方式

处理能够破坏虾类的可溶性蛋白，破坏程度从
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图 3    水煮(a)、油炸(b)和红烧(c)3种烹饪方式下虾肉的模拟唾—胃—肠液连续消化产物的免疫印迹图

M. 标准蛋白；C. 空白对照；1~240. 消化时间(min)

Fig. 3    Western-blotting of simulated saliva-gastric-intestinal continuous digestion products of
boiled (a), fried (b) and braised (c) in three cooking ways

C. blank control; 1-240. digestion time (min)
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图 4    模拟唾—胃—肠液连续消化产物的间接

ELISA结果

Fig. 4    Indirect ELISA results for shrimp samples after
continuous digestion
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大到小依次为红烧、油炸和水煮。3种烹饪处理

方式能够在一定程度上降低TM的免疫活性，但

3种方式之间的降低程度无明显区别。Lasekan等[17]

对斑节对虾(Penaeus monodon)进行水煮清蒸、油

炸等烹饪处理，由于蛋白质热变性或结构被破

坏，使TM的 IgE结合能力降低。Saptarshi等 [18]

通过鱼类小清蛋白的单克隆抗体评价热处理鱼

样品中的小清蛋白免疫活性，研究发现热处理

后小清蛋白与抗体结合能力下降。本研究发现

油炸和红烧能够同等程度地降低TM的免疫活

性，而水煮处理对TM免疫活性几乎没有影响，

这可能是由于3种烹饪方式对蛋白质的破坏程度

和对肌肉组织结构的影响程度不同造成的。曹

荣等[19]发现高温处理使虾仁硬度、弹性和咀嚼性

大幅度下降，不同的烹饪方式对虾肉组织结构

的影响不同，烹饪处理会使肌肉结构松散、交

联性变差，从而影响虾肉蛋白质的稳定性，进

而影响虾肉过敏原蛋白的稳定性，这很可能是

导致红烧虾肉的TM免疫活性和过敏原性下降较

显著的原因。

对比消化前后的烹饪虾样发现，经体外模

拟消化后，虾样中TM的含量和免疫活性下降，

说明在模拟消化的过程中TM结构被破坏，在各

种酶的作用下TM发生降解。研究表明，食物中

的蛋白质能够在淀粉酶、胃蛋白酶、胰酶等多

种酶的作用下被分解为小分子的肽和氨基酸，

而在体外模拟人体消化的过程中，TM免疫活性

的降低主要发生在胃肠液消化阶段 [20-22]。胡吕霖

等 [5]对烹饪后的中华鲟(Acipenser sinensis)进行体

外模拟消化实验，发现烤制与油炸处理降低了

中华鲟的蛋白质消化稳定性。本实验对3种烹饪

方式进行了比较，发现红烧虾肉经体外模拟消

化后，其TM的免疫活性降低程度最大，其次为

油炸，降低程度最小的为水煮虾肉。经红烧和

油炸后的虾肉肌原纤维变短，使肌肉组织结构

松散，进而影响TM的消化稳定性，从而使TM的

免疫活性下降的更加明显。胰酶是胰蛋白酶、

胰淀粉酶、胰脂肪酶的混合物，能作用于赖氨

酸(Lys)、精氨酸(Arg)、淀粉、脂肪等物质，能

够促进消化，因而对TM的消化作用显著，对其

过敏原性的影响较大 [23]。Bavaro等 [22]对花生进行

高压灭菌处理后体外模拟消化，发现花生中过

敏原的过敏反应明显降低。虾肉连续消化过程

中，在淀粉酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶等多种消

化酶共同水解的作用下，过敏原TM被酶水解，

从而使TM的免疫活性降低。

本研究通过水煮、油炸和红烧分别处理凡

纳滨对虾虾肉，发现红烧烹饪后的虾样TM免疫

活性的丢失和降低最为显著。此外，发现过敏

原在体外模拟消化过程中有一定的耐受性，

TM免疫活性的降低主要发生在胃液和肠液消化

阶段，尤其是肠液消化阶段。本研究可为今后

探究胃肠消化对虾类食品的致敏性消减作用机

制、食物过敏机制提供科学依据，同时对今后

开发过敏原的消减技术和低致敏性虾制品具有

一定的参考价值。
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Effects of different cooking methods and in vitro simulated digestion on the
immunoactivity of major allergen tropomyosin in Litopenaeus vannamei

HUANG Tianjiao 1,2,3,     WANG Mengmeng 1,2,3,     GAO Yongyan 1,2,3,     LU Ying 1,2,3*

(1. College of Food Sciences and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
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Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
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Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: In this study, three cooking methods of boiled, fried and braised shrimps were used to treat the meat of
Litopenaeus vannamei, and the cooked shrimp was subjected to in vitro simulated saliva-gastric-intestinal
digestion to investigate the immunological activity after cooking. Changes of major allergen tropomyosin in
shrimp were analyzed by SDS-PAGE, Western-blotting and indirect ELISA. The results of SDS-PAGE showed
that there was no significant change in the TM bands by three cooking methods, indicating that the TM did not
undergo degradation during cooking; the results of immunoblotting and indirect ELISA showed that the
immunological activity of TM in boiled, fried and braised shrimp lost 2.08%, 11.33% and 15.56%, respectively.
However, the immunological activity of the in vitro simulated digestion products of shrimp meat after cooking was
significantly lost, and the immunological activitiy of boiled, fried and braised shrimp were decreased by 86.90%,
88.94% and 97.39%, respectively. Studies have shown that the reduction of shrimp TM immunological activity
mainly occurs in the simulated intestinal fluid digestion stage, three cooking treatments can reduce the
immunological activity of TM, and the braising treatment significantly reduced the immunological activity of TM.
This experiment provides a theoretical basis for the study of allergen reduction mechanism and the development of
hypoallergenic aquatic products.
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