
!&#($$ !
中国食品卫生杂志

/ODN_:_V2,JNL.2TT22EOMRD_N_ %(#! 年第 %* 卷第 * 期

研究报告
引起天津地区居民口虾蛄过敏的主要致敏蛋白的研究

陈凯#!吴丹#!单立新#!任杰%

!#’天津市北辰医院检验科"天津$!((&((# %’天津医科大学检验学院"天津$!(((I($

摘$要!目的$研究引起天津地区居民口虾蛄过敏的主要致敏蛋白% 方法$通过皮肤点刺试验收集天津地区 ##)

例口虾蛄过敏病人的血清作为特异性探针!与口虾蛄蛋白粗提物进行 jU]6U3A 4>X6试验!鉴定出主要的口虾蛄致敏

原% 选取 * 例具有代表性的病人血清为研究对象!以扇贝提取物为抑制剂!进行免疫印迹抑制试验% 进而分析以

扇贝为代表的软体动物和口虾蛄之间的交叉反应% 结果$jU]6U3A 4>X6试验结果显示!病人血清与不同分子量的蛋

白之间有反应!且反应率有差异% 与 !* HE7的原肌球蛋白的反应率高达 )&<*="&(?)%#!与 )I 和 l"( HE7的蛋白

也有较高的反应率!分别达到 &#<"="%)?)%#和 *&<;="!&?)%#% 免疫印迹抑制试验结果显示!原肌球蛋白是扇贝

和口虾蛄类的主要交叉反应蛋白!而分子量较大的蛋白几乎不存在交叉反应% 结论$除原肌球蛋白外!数种大分

子量口虾蛄蛋白均可引起天津地区成人对口虾蛄类过敏!且与扇贝的交叉反应率低% 这表明一些高分子量的蛋白

在口虾蛄类致敏中扮演重要角色%

关键词!免疫印迹试验& 食物致敏原& 口虾蛄& 交叉反应& 扇贝& 致敏蛋白& 食品安全
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5@8X367A63X>U5A UZ54>U@7A65]]W35@8 7>>U3GS’

<)6 0,(%&& jU]6U3A 4>X6# [XXZ 7>>U3GUA]# UZ54>U@7A65]]W35@8# 3̂X]]+3U7̂6# ]̂7>>X8# 7>>U3GUA5̂83X6U5A]# [XXZ ]7[U6S

收稿日期!%(#!+(*+!(

基金项目!天津市北辰区科学技术委员会与卫生局联合资助项目

"\/j:%(#%+()#

作者简介’陈凯$男$主管技师$研究方向为免疫学$
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$$在联合国粮农组织提出的八大类引起过敏的
食物之中"虾(蟹及其制品是重要的一类 )#* "近年
来国内外有关对口虾蛄过敏的报道屡见不鲜’ 由
于天津地区海产品丰富"虾(蟹类是大多数居民餐
桌上较为常见的海鲜类食品"因此天津地区口虾

蛄引起的成人过敏反应有逐年递增的趋势’ 口虾
蛄蛋白分布复杂"原肌球蛋白是报道最多的虾类
致敏蛋白"其与扇贝为代表的软体类生物存在较
为广泛的交叉反应 )% f!* "对虾过敏者有 ;*=对该
蛋白的刺激出现免疫应答反应’ 除此之外"国外
已经检测出口虾蛄中能引起人类过敏反应的其他
蛋白"包括精氨酸激酶(肌钙结合蛋白和肌凝蛋白
轻链 )& fI* ’ 本研究对引起天津市成人口虾蛄过敏
的主要致敏蛋白进行分析研究"以期寻找出主要
的特异性致敏原"进而服务于临床检测以及病人
的脱敏治疗’
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#$材料与方法
#<#$材料
#<#<#$样品及血清来源

口虾蛄(扇贝均购自天津市农贸市场#血清标
本来自天津长征医院’ 阳性血清 ##) 例"选自因食
物过敏就诊的病人"以口虾蛄提取物进行皮肤点刺
试验后呈阳性反应$男性 *) 例"女性 )( 例#年龄 #%
FI! 周岁"平均年龄 !; 周岁%’ 阴性血清* 例"选自
无过敏史的健康体检人群’
#<#<%$主要仪器与试剂

垂直 板 型 电 泳( 凝 胶 成 像 系 统( 湿 转 槽(
N7AXE3X8 %((( 微量紫外分光光度计(La7A65V+%)C-
离心机’

丙烯酰胺(甲叉双丙烯酰胺(甘氨酸(过硫酸
铵(:E:(四甲基乙二胺$0_9_E%(0cUUA+%($均购自
美国 :5G@7%"蛋白分子量标准$:9()I#"加拿大 9\D
TU3@UA67]%" 聚 偏 二 氟 乙 烯 $ -dET% 膜 $ 美 国
95>>58X3U%"羊抗人 DG_+L-$美国 :XP6WU3A\5X6ÛW%’
#<%$方法
#<%<#$制备蛋白粗提液

制备口虾蛄蛋白粗提液&根据文献);*改进"新
鲜口虾蛄去头去壳"使用组织匀浆机制备成组织匀
浆’ 用预冷的丙酮脱脂 ! 次后彻底烘干"制备成蛋
白干粉"然后溶于 % 倍体积的 (<# @X>?.-\: $ 8O
I<&%缓冲液"& B搅拌过夜"; *(( 3?@5A 离心 !(
@5A"收集上清"即为口虾蛄蛋白粗提液’ 测定粗提
液浓度为 #& @G?@>" f%( B保存备用’

制备扇贝蛋白粗提液&新鲜扇贝去壳后"制作
步骤与口虾蛄蛋白粗提液相同’ 测定扇贝粗提液
浓度为 #(<! @G?@>" f%( B保存"作为免疫抑制试
验的抑制剂备用’
#<%<%$口虾蛄蛋白粗提液组分分析

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳 $ :E:+-LR_%技术"
配制 *=的浓缩胶"#(=的分离胶"每孔上样 #* !>"
)* d恒压堆积 !( @5A"#!* d恒压分离蛋白 # W"电
泳结束后用考马斯亮蓝染色 # W"摇床上脱色过夜"
期间换脱色液数次’
#<%<!$免疫印迹试验$jU]6U3A 4>X6%

将粗提的口虾蛄蛋白作为致敏原"以 ##) 例对
口虾蛄过敏的病人血清为探针"进行 jU]6U3A 4>X6试
验"鉴定口虾蛄粗提液中的主要致敏蛋白成分’ 具
体过程如下&使用 \5X+J7Z 转印槽"事先将 ) 块粗滤
纸和 # 块-dET膜$大小与凝胶一致%在转移缓冲液
$&; @@X>?.035]+O/>(!" @@X>?.甘氨酸((<(!I=
:E:%中浸泡 ! F* @5A"依次将海绵(! 块滤纸(-dET
膜(凝胶(! 块滤纸(海绵放置在转印槽的夹板中"

#(( d恒压 I( @5A"将电泳好的凝胶蛋白转移至
-dET膜上"用 *=的脱脂牛奶 & B封闭过夜’ 将封
闭好的膜清洗 ! 次"依次加入一抗$分 % 种"##) 例
阳性血清的混合血清"* 例阴性血清的混合血清%"
室温反应 ! W"清洗 ! 次后加入二抗$碱性磷酶标记
的羊抗人 DG_"#i& ((( 稀释%"室温反应 # W"加入底
物 8N--显色’
#<%<&$免疫印迹抑制试验

将提取的扇贝蛋白粗提液作为抑制剂"进行免疫
印迹抑制试验"观察扇贝中可以影响口虾蛄致敏原检
测的蛋白成分"筛选出区别于以扇贝为代表的软体类
生物蛋白的口虾蛄致敏蛋白’ 具体过程如下&首先从
jU]6U3A 4>X6试验 )% 例阳性结果的病人血清中选取
* 例具有代表性的$与不同分子量的口虾蛄蛋白反
应"* 例病人血清的反应条带基本涵盖了口虾蛄蛋白
的所有条带%血清为抑制试验的研究对象"将提取的
扇贝蛋白粗提液与这 * 例病人的血清$各取 #(( !>%
混合"室温孵育 ! W"从而去除对口虾蛄过敏的病人血
清中可以和扇贝粗提蛋白反应的DG_’ 将孵育好的病
人血清作为一抗"与转印的 -dET膜反应 ! W"清洗
! 遍后与二抗$碱性磷酶标记的羊抗人 DG_%反应 # W"
清洗 ! 遍"加底物 8N--显色’

%$结果
%<#$:E:+-LR_电泳结果

口虾蛄蛋白 :E:+-LR_电泳结果 $见图 #%显
示"口虾蛄中主要存在 #% 种蛋白组分"相对分子量
分别为 #%*(##)(##((#((("((;;(I!()"()*(*((&*(
!* HE7"各种蛋白之间的相对含量不同’ 其中
I( HE7以上的蛋白种类较多"分子量较为集中"但每
种蛋白的相对含量较少’ 同时"&* 和 !* HE7左右
处的蛋白种类较为单一"且含量较高’

注&9表示蛋白 @73HU3## 表示口虾蛄粗提液样品

图 #$口虾蛄蛋白粗提液 :E:+-LR_结果
T5GP3U#$:E:+-LR_X[6WU]W35@8 U‘637̂6
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%<%$jU]6U3A 4>X6试验结果
口虾蛄蛋白粗提液的免疫印迹反应结果表明"

)% 例血清呈明显阳性结果"*& 例血清反应较弱$条
带较不清晰%’ )% 例中有 &( 例在 !* HE7处出现阳
性反应条带"根据相关文献 )"*报道 !* HE7处的蛋白
为原肌球蛋白"本试验中其反应率达到 )&<*=
$&(?)%%’ 病人血清与分子量为 )I 和 l"( HE7的
蛋白反应的条带较为明显"有较高的反应率"分别
为 &#<"= $ %)?)% % 和 *&<;= $ !&?)% %’ #I<I=
$##?)%%血清中特异性 DG_主要与 #I HE7左右的蛋
白反应’ 图 % 为选取的 * 例代表性病人血清
jU]6U3A 4>X6图谱"# 号血清的 jU]6U3A 4>X6条带集中
出现在 !( FI( HE7处"与 !* HE7处的原肌球蛋白
反应较为强烈#% 号和 & 号血清均在单一条带处发
生反应"分别在 %( 和 !* HE7处"反应成分单一"在
其他分子量处未见明显的反应条带#! 号血清主要
与大于 I% HE7的蛋白反应#* 号血清在 !( HE7处有
明显的条带"在大于 ** HE7处条带较多"彼此之间
区分不明显’

注&# F* 表示病人血清的印迹图谱#) 表示阴性血清对照

图 %$口虾蛄蛋白粗提液免疫印迹图谱
T5GP3U%$:W35@8 5@@PAX4>X6X[]X@U5AZU‘]U37]WXc5AG6WU

>73GU7337SX[]W35@8 7>>U3GUA]3ÛXGA5eUZ 4S7>>U3G5̂8765UA6]

%<!$免疫印迹抑制试验结果
根据文献 )#(*报道以扇贝为代表的软体类生物

蛋白与口虾蛄致敏蛋白有交叉反应’ 本研究使用
扇贝蛋白粗提液作为抑制剂"与选取的对口虾蛄过
敏效价较高的 * 例阳性血清孵育后"做免疫印迹试
验"结果见图 !’ 从病人血清和扇贝蛋白粗提液预
孵育后的抑制结果中"观察到 !* HE7左右处的蛋白
出现明显的抑制现象" lI( HE7的蛋白没有出现明
显的抑制现象’

!$讨论
口虾蛄的 jU]6U3A 4>X6结果显示"分别有 %) 例和

!& 例病人血清与口虾蛄蛋白中分子量为 )I HE7左
右"以及 l"( HE7的蛋白反应的条带较为明显"且从
口虾蛄印迹图谱统计"可以推测天津地区 )&<*=左右

注&#(!(*(I(" 表示未抑制免疫印迹结果#%(&()(;(#( 表示对应的

抑制免疫印迹结果### 表示阴性对照

图 !$口虾蛄免疫印迹抑制试验图谱
T5GP3U!$:X@UU‘7@8>U]X[]W35@8 5@@PAX4>X65AW54565XA

U‘8U35@UA6]P]5AG]̂7>>X8 7]5AW5456X3]̂7>>X8

的临床上出现明显对口虾蛄过敏症状的病人血清与
原肌球蛋白发生反应#作为口虾蛄致敏原的主要致敏
蛋白!原肌球蛋白与很多不同的物种具有同源性"如
扇贝等软体动物)##* "病人可能同时存在对这些物种
的过敏反应"因此出现了对口虾蛄过敏的病人血清和
原肌球蛋白反应率较高的假象’

为了验证口虾蛄与软体类生物是否拥有共同
抗原"并观察两者的交叉反应主要出现在哪些分
子量的蛋白处"本研究以扇贝粗提蛋白作为抑制
剂进行免疫印迹抑制试验’ 结果显示"从 jU]6U3A
4>X6试验的 )% 例阳性血清中选取的 * 例代表性血
清中"!(*(" 号血清与扇贝蛋白粗提液预孵育后"
!* HE7处 的 蛋 白 出 现 明 显 的 抑 制 反 应"而 l
I( HE7的蛋白抑制现象并不明显’ # 和 I 号血清
主要与口虾蛄蛋白中分子量较大的蛋白反应"因

此未发生明显的抑制反应’ 免疫印迹抑制试验结
果表明"扇贝和口虾蛄的交叉反应主要发生于小
分子量的蛋白处"尤其是 !* HE7的原肌球蛋白"而
大分子量的蛋白 $ lI( HE7%的交叉反应率较低"

反应强度也较弱’ 结合扇贝抑制试验的结果"可
以推测除原肌球蛋白外"数种大分子量的口虾蛄
蛋白均可以导致天津地区成人对口虾蛄的过敏反
应"且大分子蛋白与软体类生物的交叉反应率低"

特异性较好’

综上所述"口虾蛄蛋白中大分子蛋白成分的致
敏特异性较好"若作为临床检测使用"可较大幅度
提高检测特异性’ 由于致敏蛋白的分布较分散"因
此致敏蛋白纯化及特定蛋白的相关致敏机制有待
日后的进一步研究’
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研究报告
%(()!%(## 年西安市食品及食物中毒中
金黄色葡萄球菌毒素基因分布及分型研究

彭雁!吴守芝!栾阳!王增国!李芳!刘晓岑
!西安市疾病预防控制中心"陕西$西安$I#((*&$

摘$要!目的$了解 %(()*%(## 年西安市污染食品及食物中毒中金黄色葡萄球菌 " #:17!37%#分离株肠毒素
":_]#$杀白细胞素"-d.#$表皮剥落毒素"_0]#$毒性休克综合征毒素+#"0::0+##等毒素基因的分布状况!并比较

两种分离株在基因分布及分型上的差异% 方法$采用多重 -/J法检测 )# 株 #:17!37%"包括 &( 株食品分离株和

%# 株食物中毒分离株#%31$%3.$%36$%38$0=4$351$35.$5%%5+# 基因!其中 %31$%3.$%36$%38 基因引物加入同一反应体系!剩

余 & 对基因引物加入另一反应体系% 结果$&( 株食品分离株中 #I 株检出毒素基因"&%<*(=#&%# 株食物中毒分

离株中 #; 株检出毒素基因";*<I#=#!食物中毒分离株毒素基因的检出率明显高于食品分离株">m(<(##% 食品

分离株中主要流行的毒素基因为 %31"%*=#$351"#%<*=#!未检测到携带 35.$5%%5+# 基因的菌株&同时得到 ; 种毒素

基因型!主要流行的基因型为 %31"#(<((=#$%31 K351"I<*(=#% 食物中毒分离株中主要流行的毒素基因为 %31

"I)<#"=#$%36"%;<*I=#!未检测到携带 0=4基因的菌株&同时得到 ) 种毒素基因型!主要流行的基因型为 %31

"&%<;)=#$%31 K%36K5%%5+#"#&<%"=#% 结论$#:17!37%食品分离株和食物中毒分离株在毒素基因的分布及分型上

存在较大差异%

关键词!金黄色葡萄球菌& 毒力基因& 多重 -/J& 基因分型& 食物中毒
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