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摘$要!目的$分离获得太平洋牡蛎致敏蛋白!考察酶解法对牡蛎致敏蛋白抗原性的影响" 方法$利用硫酸铵沉
淀和葡聚糖凝胶 +,#) 分离牡蛎致敏蛋白!聚丙烯酰胺电泳分析获得蛋白的分子量大小!使用木瓜蛋白酶#中性蛋
白酶和动物蛋白水解酶$! """ -./%酶解牡蛎致敏蛋白!012法测定水解度!间接竞争 34562法测定酶解产物的抗
原性" 结果$分离到分子量约为 ’" 和 *7 89的牡蛎致敏蛋白!经木瓜蛋白酶酶解的致敏蛋白特征条带消失!酶解
产物水解度为$!%:7# ;":!"*%<!动物蛋白酶和中性蛋白酶对牡蛎致敏蛋白水解度分别为 $&’:%! ;":%)!%<和
$%&:’! ;":%%)%<!但致敏蛋白特征条带未完全消失&间接竞争 34562检测表明 ! 种蛋白酶均能不同程度地降低
牡蛎致敏蛋白的抗原性或使致敏性基本消除" 结论$蛋白酶酶解法可有效水解牡蛎致敏蛋白!从而降低其抗原
性!其中木瓜蛋白酶效果明显"
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$$牡蛎是我国四大经济水产之一"蕴含丰富的蛋 白质’多肽’多糖和功能氨基酸等生理活性物质"以
及多种人体必需的维生素’矿物质"近年诸多以牡
蛎为原材料的食品’营养品与保健品研发上市 (% e&) *

然而鱼类’甲壳类’贝类’头足类等水产动物普遍存
在致敏问题"因食用水产动物及其制品而出现腹
痛’腹泻’皮疹’哮喘等过敏症状的报道屡见不鲜*
有调查表明"&’<的亚洲儿童存在甲壳类海鲜过敏
的症状"也有统计报道称在亚洲 ’"<的儿童与 !!<

的成人对海鲜有不同程度的过敏症状 (!) * 虾与蟹
等甲壳类动物及其制品是联合国粮农组织提出的
八大类主要致敏食物中的重要一类 (! e’) * 由此可
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见"水产动物蛋白致敏问题成为限制其在食品’保
健食品和医药品等领域中广泛应用的重要原因之
一"也是我国海洋动物制品产业发展亟待解决的重
要限制性技术难题*

水产动物引起的致敏反应是机体的一种应激
状态"属于免疫球蛋白 3$5/3%介导的 5型变态反
应 ()) * 相关研究显示运用辐照’加热’高压’酶解’

超声等方法对致敏蛋白进行处理后"致敏性都有不
同程度的下降"推测处理过程中致敏蛋白的结构发
生了改变"蛋白质肽链发生解聚’交联’断裂’聚合
等一系列的变化"抗原表位被破坏或者被掩盖"从
而降低了与 5/3抗体结合的能力"致敏性随之降
低 (?) * 6DI]J8FTJ(#) 采用胰蛋白酶’!,糜蛋白酶’
1TSUQJYQ1等 ! 种酶对螃蟹’龙虾等致敏蛋白进行处
理"34562试验结果表明原肌球蛋白的致敏性部分
或完全消失* 董晓颖等 (7)也发现碱性蛋白酶能有
效降低虾致敏蛋白的致敏性*

酶处理法消除或降低水产动物蛋白的致敏性具
有绿色’安全’高效’可控等特点"而且不容易损坏水
产动物蛋白和多肽的营养成分或活性成分"目前国内
外从酶解产物的分子量大小和血清学试验的角度来
研究蛋白酶降解致敏蛋白的能力和酶解对致敏蛋白
抗原性的影响* 牡蛎主要致敏蛋白是分子量约为 ’"

和 *7 89的原肌球蛋白(*) "而 ’" 89的原肌球蛋白分
子量又与虾的原肌球蛋白分子量相近"且含量相对更
高"因此被看作一类普遍致敏的蛋白* 本试验对牡蛎
致敏蛋白分离纯化并用酶解法对牡蛎致敏蛋白进行
处理"对酶解产物分子量及抗原性进行研究"为提高
牡蛎等海洋贝类在食品及保健制品等领域的应用安
全性提供理论依据和技术支持*

%$材料与方法
%:%$材料
%:%:%$原料

生鲜牡蛎购于广州黄沙水产市场"由中国科学
院南海海洋研究所喻子牛研究员鉴定为太平洋牡
蛎$!"#$$%$&"’# ()(#$%*
%:%:&$主要仪器与试剂

电泳仪$北京君意东方电泳设备有限公司%’酶
标仪$美国 VDQT]SXFOUIY8JG%’冷冻干燥机’高速冷
冻离心机’控温磁力搅拌器’水浴恒温震荡仪*

*? 孔酶标板’6QWDJZQ̂ +,#) 层析柱 $!" B]g
&" ]]%均购自科吴生物有限公司* 制备多克隆抗
体所用的 & 只新西兰家兔$61f级%购于江苏省农科
院* 丙烯酰胺,甲叉双丙烯酰胺溶液 $%*h%"*+*%
$’"<"上海生物工程有限公司%’E"E"E"E,四甲基

乙二胺$V3E39%’甘氨酸$+OK%’吐温,&"’辣根过氧
化物酶$M=1%标记的羊抗兔 5/+’弗氏完全和不完
全佐剂均购自美国 6I/]J"预染蛋白 XJT8QT$%" i
%#" 89"美国 VDQT]SfIYDQT6BIQGUICIB%"木瓜蛋白酶’
中性蛋白酶和动物蛋白酶均购自广州威佳科技有
限公司"其他试剂均为国产分析纯*
%:&$方法
%:&:%$牡蛎致敏蛋白的提取与纯化

提取&牡蛎致敏蛋白的提取和纯化参考刘光明
等 (%")的方法"略作修改&新鲜牡蛎去肠肚和内脏"切
碎"匀浆"加入 ) 倍 &" ]].4VTIY,MLO缓冲液$ WMj
#:)%"’ k搅拌 ’ D"于 %"" k加热! ]IG"冷却后离
心 %) ]IG"取上清液* 用 !"<硫酸铵盐析沉淀"离
心"把沉淀至于蒸馏水中透析 ! 次"每次? D* 对透
析后的蛋白进行冷冻干燥后保存于 e&" k备用*

纯化&称取冻干蛋白 %"" ]/溶于 & ]O1N6 缓
冲液中"":&& !]滤膜过滤"滤液用葡聚糖凝胶柱
6QWDJZQ̂ +,#) 层析"用蒸馏水洗脱"收集洗脱液
!:? ]O.管"流速 %:) ]O.]IG"于紫外分光光度计
&#" G]处进行检测"记录吸光度并做吸收曲线"各
洗脱组分冷冻干燥后采用 NL2$ RIBIGBDSGIGIBJBIZ%

测定其蛋白浓度"经聚丙烯酰胺电泳检测证实得到
目标蛋白"于 e&" k保存备用*
%:&:&$蛋白酶解

采用福林酚法 (%%) "分别测定动物蛋白酶’木瓜
蛋白酶’中性蛋白酶的酶活性* 在相同酶活力条件
下根据蛋白酶对牡蛎致敏蛋白的水解能力进行比
较"过程如下&取 %"" ]/按 %:&:% 方法纯化冻干的
牡蛎致敏蛋白$为粗提蛋白用 6QWDJZQ̂ +,%"" 层析
后所得到的致敏蛋白%"用 ":"% ]SO.41N6 $ WMj
#:’%缓冲液溶解至浓度为 %" ]/.]O* 按酶活性与
底物反应比! """ -./的比例加入相应的酶"在最适
条件下反应进行水解"样品在水浴摇床中反应 ’ D"
%"" k 沸水浴 %) ]IG 使酶失活"测定酶解产物分子
量和水解度"水解度$9M%测定参照 012法 (%&) "具
体如下&在 !’" G]处测定吸光度"以去离子水作参
比* 每个试管中分别加入 ! ]O012#向装有 ! ]O
012的试管中加入 ’"" !O丝氨酸标准样品"振荡混
匀"精确反应 & ]IG 后在 !’" G]处测定吸光度"每
个样品设立 ! 个平行管#向装有 ! ]O012的试管中
加入 ’"" !O去离子水"振荡混匀"精确反应 & ]IG 后
在 !’" G]处测定吸光度"样品测定 ! 次取平均值*
9M计算公式&9Mj水解的肽键数 $ D% .总肽键数 $ DUSU%

g%""< jD.DUSUg%""<*
%:&:!$聚丙酰胺凝胶电泳分析

采用不连续凝胶垂直板电泳法检测 (%!) "分离胶
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浓度为 %&<"浓缩胶浓度为 )<"调整蛋白浓度为
% ]/.]O"蛋白质样品与样品缓冲液体积比 ’h%混合
后"煮沸"加样量为 %& !O"%:) D 电泳完毕"考马斯亮
兰 =,&)" 染色"凝胶成像系统采集图片*
%:&:’$酶解后的致敏蛋白免疫学效应
%:&:’:%$多克隆抗体的制备 (%’ e%))

将 ":) ]/.]O纯化后的牡蛎致敏 J蛋白与弗氏
完全佐剂混合"皮下多点注射于 & 只雄性新西兰大
白兔"’"" !/.次"每隔 & 周加强免疫 % 次"共免疫
’ 次"采血检测"通过间接 34562法确定抗血清的效
价"待效价大于 %h)" """"进行心脏采血"室温放置
& D 后 ! """ T.]IG 离心 ) ]IG"制备抗血清"取血清
于 e&" k下保存备用*
%:&:’:&$间接竞争 34562法测定牡蛎致敏蛋白抑
制率

用未处理的牡蛎致敏蛋白做抗原"包被液稀释
浓度为 %" !/.]O"每孔 %"" !O"’ k包被过夜"次日
取出"1N6V洗涤 ! 次"每次 ) ]IG#每孔加入 )<脱
脂奶粉 %"" !O"!# k封闭过夜" 次日取出"1N6V洗
涤 ! 次"每次 ) ]IG#每孔加入 )" !O稀释 )" 倍的处
理后的牡蛎致敏蛋白和 )" !O用洗涤液稀释一定倍
数的兔多克隆抗体"同时每个样品设立 ! 个复孔对
照"不加抗原或样品的反应孔为无竞争反应体系"!#
k孵育 % D"1N6V洗涤 ! 次"每次 ) ]IG#每孔加入
%"" !O用洗涤液稀释的酶标二抗$羊抗兔 5/+,M=1"
稀释倍数 %h7""%"!# k孵育 % D"1N6V洗涤! 次"每
次 ) ]IG#每孔加入 %"" !O新鲜配制的底物缓冲液"
!# k孵育 %) ]IG#每孔加入 & ]SO.4硫酸 )" !O"终
止反应"于酶标仪 ’)" G]处测定 09值"绘制标准
曲线"致敏蛋白抑制率的计算公式为&
抑制率 j$% eN.N"% g%""<

j$09空白对照 e09代测样品%.09空白对照 g%""<

&$结果与分析
&:%$牡蛎致敏蛋白的初步分离

经过硫酸铵沉淀和葡聚糖凝胶分离后"用 1N6
溶解所得蛋白冻干样品进行聚丙烯酰胺电泳"分别
如图 % 和 & 所示"!"<硫酸铵沉淀的粗提蛋白"经
+,#) 分离洗脱收集到 J’R 共 & 个洗脱峰"对应电泳
的J和 R 蛋白条带"两种蛋白均含有分子量为 ’" 89
的致敏蛋白"但 R 蛋白中除了含有分子量为 ’" 89
的蛋白"还含有分子量约 *7’%") 89等大蛋白"且蛋
白组分比 J蛋白复杂*
&:&$蛋白酶解

比较 !种蛋白酶对牡蛎致敏蛋白的酶解效果* 在
相同的酶活力作用下"木瓜蛋白酶水解度最大"其次是

图 %$牡蛎粗提致敏蛋白纯化
fI/FTQ%$1FTICIBJUISG SCSKYUQTJOOQT/QGIBWTSUQIG

注&X&XJT8QT# LP&粗提蛋白#J%’J&&洗脱峰J#R%’R&&洗脱峰 R

图 &$牡蛎致敏蛋白电泳图
fI/FTQ&$3OQBUTSWDSTQYIYSCSKYUQTJOOQT/QGIBWTSUQIG

动物蛋白酶"中性蛋白酶水解度最低"见表 %*

表 %$! 种蛋白酶酶解牡蛎致敏蛋白的条件与水解度

VJROQ%$0WUI]JOTQJBUISG BSGZIUISGYSCUDTQQ

WTSUQJYQYJGZ DKZTSOKYIY
蛋白酶$$ WM 温度.k 时间.D 料水比 水解度.<

动物蛋白酶 # )) ’ %h? &’:%! ;":%)!!!""

木瓜蛋白酶 # )" ’ %h? !%:7# ;":!"*##

中性蛋白酶 # )) ’ %h? %&:’! ;":%%)

注&!!为动物蛋白酶组与木瓜蛋白酶组相比"差异有统计学意义$,
l":"%% #""为动物蛋白酶组与中性蛋白酶组相比"差异有统计学
意义$,l":"%% ###为木瓜蛋白酶组与中性蛋白酶组相比"差异有
统计学意义$,l":"%%

$$酶解前后牡蛎蛋白的电泳分析显示$见图 !%"
木瓜蛋白酶酶解后"’" 89分子量处条带基本消失"
而动物蛋白酶和中性蛋白酶仍有 ’" 89条带"其中
中性蛋白酶效果最差"条带仍然较明显* 此外"从
木瓜蛋白酶酶解产物电泳图可见"该酶对 ’" 89以
上分子量蛋白的酶解效果同样明显"酶解后形成
%# 89分子量以下肽成分*

考察木瓜蛋白酶处理时间对酶解效果的影响
$见图 ’%"结果显示 & D 酶解处理即可使 ’" 89的蛋
白条带消失"显示木瓜蛋白酶在较短的时间内即可
较好的水解牡蛎致敏蛋白*



!!%"$$ !
中国食品卫生杂志

LM5E363H0-=E240ff009Mc+53E3 &"%’ 年第 &? 卷第 ’ 期

注&X&XJT8QT# L4&牡蛎致敏蛋白#%(动物蛋白水解酶#

&(木瓜蛋白酶# !(中性蛋白酶

图 !$! 种蛋白酶降解致敏蛋白效果电泳图
fI/FTQ!$3OQBUTSWDSTQYIYSCCI_Q8IGZYSCWTSUQJYQ

DKZTSOKYIYTQYFOUY

注&X&XJT8QT# L4&牡蛎致敏蛋白#% i!&?’’’& D"

加酶量 ! """ -./

图 ’$木瓜蛋白酶降解致敏蛋白效果电泳图
fI/FTQ’$0WUI]I[JUISG SCJOBJOJYQDKZTSOKYIYBSGZIUISGY

综上所述"木瓜蛋白酶对牡蛎致敏蛋白水解效
果最好"蛋白分解最彻底"水解度最大"而动物蛋白
酶次之"中性蛋白酶对其水解效果最差*
&:!$牡蛎致敏蛋白酶解产物的免疫学效应

通过测定分离得到的蛋白分子量大小和制备
多克隆抗体"表明分离得到具有致敏性的牡蛎蛋
白* 用动物蛋白酶’木瓜蛋白酶和中性蛋白酶对牡
蛎致敏蛋白进行酶解"得到木瓜蛋白酶’动物蛋白
水解酶和中性蛋白酶的致敏蛋白抑制率依次增高
的结果"该结果表明木瓜蛋白酶酶解产物基本不与
多克隆抗体血清中的特异性抗体竞争性结合"抗原
性大大降低#动物蛋白酶和中性蛋白酶酶解产物部
分与多克隆血清中的特异性抗体竞争性结合"表明
其抗原性有所降低"但脱敏效果不如木瓜蛋白酶*

表 &$间接竞争 34562法检测牡蛎致敏蛋白酶解

产物的免疫学效应
VJROQ&$9QUQBUISG SCSKYUQTJOOQT/KI]]FGSOS/K

QCCQBURKIGZITQBUBS]WQUIUI_Q34562
蛋白酶 致敏蛋白抑制率.<

动物蛋白水解酶 %):&! ;":?)"!!""

木瓜蛋白酶 &:" ;":))###

中性蛋白酶 %7:?# ;":?"!

注&!!为动物蛋白酶组与木瓜蛋白酶组相比"差异具有统计学意义
$,l":"%% #""为动物蛋白酶组与中性蛋白酶组相比"差异具有统
计学意义$,l":"%% ###为木瓜蛋白酶组与中性蛋白酶组相比"差
异具有统计学意义$,l":"%%

!$讨论
本试验通过硫酸铵沉淀法和葡聚糖 凝胶

$6QWDJZQ̂ +,#)%分离了含有分子量约为 ’" 与 *7
89的牡蛎致敏蛋白"与文献报道 (*)基本相符"并发
现木瓜蛋白酶能有效酶解牡蛎致敏蛋白中的大蛋
白分子"间接竞争酶联免疫检测进一步表明其酶解
产物抗原性基本消除"说明木瓜蛋白酶能使致敏蛋
白的肽键发生断裂"生成分子量更小的多肽或氨基
酸"从而可能影响牡蛎致敏蛋白的致敏性* 木瓜蛋
白酶是一种含巯基$,6M%肽链内切酶"具有蛋白酶
和酯酶的活性"对动植物蛋白’多肽’酯’酰胺等有
较强的水解能力#而动物蛋白酶和中性蛋白酶有一
定分解牡蛎致敏蛋白的能力"但效果不明显* 动物
蛋白水解酶为混合性蛋白酶 $主要为胰蛋白酶’胃
蛋白酶’糜蛋白酶%"水解牡蛎致敏蛋白的专一性和
针对性不如木瓜蛋白酶#而中性蛋白酶虽为专一性
酶"对牡蛎致敏蛋白的水解度为 %&:’<" 与酶解鸡
全蛋清和玉米蛋白的水解度相当 (%? e%#) "可能是由于
中性蛋白酶是外切酶"不能有效水解蛋白质结构内
部的肽键"这也与蛋白质本身的结构与构象有关*

水产动物类原肌球蛋白普遍由于其耐热’耐
酸’抗胃蛋白酶水解等特性"因此性质比较稳定"在
体内不容易被消化水解"而且其本身为大蛋白分
子"容易刺激机体免疫系统发生免疫应答产生大量
特异性 5/3抗体"当此类蛋白再次进入体内"便与特
异性 5/3结合促使肥大细胞释放组胺等物质而发生
过敏反应* 根据国内外研究 (7 e*)发现"酶解能有效
水解水产动物类原肌球蛋白使其降解为小分子肽
以及破坏致敏蛋白的的抗原线性表位"从而使其抗
原性下降"致敏性大大降低或者消失* 本研究测定
木瓜蛋白酶’动物蛋白水解酶以及中性蛋白酶对牡
蛎致敏蛋白的水解度"从水解度的大小反映该酶水
解牡蛎致敏蛋白的能力以及水解程度"通过 34562
试验说明木瓜蛋白酶酶解产物基本不与多克隆抗
体血清中的特异性抗体竞争性结合"抗原性大大降
低#动物蛋白酶和中性蛋白酶酶解产物部分与多克
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隆血清中的特异性抗体竞争性结合"表明其抗原性
有所降低"但脱敏效果不如木瓜蛋白酶*

通过对酶解产物各组分分子量大小的检测和
血清学试验的角度能证明酶解产物抗原性的变化"
但酶解产物致敏性是否降低或消除"还应进一步结
合动物’病理切片或细胞因子检测等多项指标"这
需要探索动物过敏模型的建立与对多项指标
的 (%7 e%*)综合量化评估*

陈宝宏等 (&")报道木瓜蛋白酶能分解大米中的
致敏原"同时也能改善大米的食用品质* 酶处理降
低致敏性的机理分为两大类&一是通过对致敏蛋白
的限制性水解从而破坏致敏蛋白表面的抗原表位
或者水解蛋白质的肽键使蛋白质部分降解成小肽
或氨基酸来消除或降低致敏性#二是酶交联使蛋白
质内部多肽链之间或蛋白质分子之间形成共价键"
使原先暴露在表面的过敏原表位包埋入蛋白质分
子内部而消除其致敏性"但蛋白质交联形成大蛋
白"也有可能增加其致敏性 (&%) * 目前广泛用于水解
生物蛋白的食品级蛋白酶通常分三大类"一类是胃
蛋白酶’胰蛋白酶等动物性蛋白酶#二类是菠萝蛋
白酶’木瓜蛋白酶等植物性蛋白酶#第三类是碱性
蛋白酶’中性蛋白酶等微生物蛋白酶* 本研究发现
木瓜蛋白酶是对牡蛎致敏蛋白酶解效果最好并能
较好破坏其抗原性的蛋白酶"但是究竟哪一类蛋白
酶或者复合酶将稳定’高效地应用推广到水产动物
脱敏产业化生产中"还需进一步研究*

随着酶水解技术在营养食品与生物制品加工
中的发展应用"致敏蛋白结构域及其在体内代谢过
程中的变化"酶解机理’酶的结构功能修饰与酶切
位点选择性的深入研究"以及近年来新功能蛋白酶
的开发与利用"尤其是近年来极端环境的海洋微生
物酶的不断发现与功能鉴定"将可能为酶水解法在
水产动物食品或生物制品脱敏加工中的推广应用
奠定理论基础"同时为研发水产类致敏原检测’诊
断试剂与检测方法的创新提供理论参考*
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