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热蒸加工对大菱鲆过敏原免疫原性的影响 

李振兴, 黄榕芳, 吴玟静, 林  洪*  
(中国海洋大学食品科学与工程学院, 青岛  266003) 

摘  要: 目的  研究热蒸加工方式对大菱鲆(Scophthatmus maximus)过敏原免疫原性的影响。方法  利用热蒸

处理对大菱鲆鱼肉进行了不同时间的加工, 利用 SDS-PAGE 测定大菱鲆蛋白质组分和蛋白质含量的变化, 并

采用免疫印迹和间接 ELISA 分析热蒸加工对过敏原免疫原性的影响。结果  大菱鲆经过热蒸加工后, 其肌肉

组分中分子量在 40 ~65 kDa的蛋白有很大程度地降解, 而分子量在 10 ~12 kDa的蛋白组分有增加的现象。免

疫印迹的结果表明热蒸后的大菱鲆蛋白质组分与血清 IgE 特异性结合的能力减弱, 但与兔源小清蛋白抗体有

强烈地反应, 特别是在分子量 18 kDa的位置出现了一条能够与人血清 IgE结合的蛋白质, 有可能是新的过敏原

组分。结论  热蒸加工可以降低大菱鲆过敏原的免疫活性, 但在加工过程中可能有新的过敏原条带产生, 在进

行过敏原检测时有必要考虑加工方式对过敏原结构和活性的影响, 以便得到更可靠的结果。 
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Effects of steam processing on allergen immunogenicity of  
Scophthatmus maximus  
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ABSTRACT: Objective  To study the effects of the steam processing on allergen immunogenicity of 

Scophthatmus maximus. Methods  The composition and content of Scophthatmus maximus after steam proc-

essing for different periods were detected by SDS-PAGE, and the changes of the immunological activity of al-

lergen protein were detected by Western-blot and indirect ELISA. Results The muscle component of 

Scophthatmus maximus after steam process appeared a high degree of degradation of proteins with the molecu-

lar weight of 40 ~65 kDa while an increase of proteins with the molecular weight of 10 ~12 kDa. The Western 

blot results showed that the capacity of the proteins of Scophthatmus maximus after steam processed to re-

sponse specifically to serum IgE was not as strong as before, but showed a strong reaction to parvalbumin an-

tibodies. What’s more, a protein with a molecular weight of 18 kDa, a new potential allergen component, 

showed up, which could combine with human serum IgE. Conclusion  The results showed that steam proc-

essing could decrease the immune activities of fish allergen proteins. However, new allergy proteins were pro-

duced in the process. Therefore it is necessary to take account of the effects of processing on the structure and 

activity of the allergy proteins during detection in order to obtain more reliable results. 
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1  引  言 

研究表明, 食物过敏原在加工过程中会发生变
性、聚合和化学修饰等一系列变化, 而这些变化能够
影响其引发过敏反应的能力, 表现为与血清特异性
IgE结合能力的变化[1~3]。这些变化多种多样, 比如经
焙烤或油炸的花生过敏原其 IgE结合能力显著增强[4], 
而高压加热却可以降低花生过敏原的免疫原性[5]。随

着人们对过敏原认识的深入, 在日常生活中尽可能
避免摄入过敏原从而减轻过敏疾病的危害成为大家

的共识, 这要求有准确可靠的检测方法, 但目前的检
测方法基本上是针对未加工的食品[6]。由于加工过程

中过敏原的变化导致假阳性和假阴性的检测结果时

常出现, 因此有必要对加工后过敏原免疫原性的变
化情况进行研究, 为进一步开发准确可靠的过敏原
检测方法提供基础数据。 

食品加工的方式主要分为热蒸加工和非热蒸加

工两类, 在我们日常生活中, 热蒸加工是最常见的加
工手段, 是我国传统的食品加工方式, 其产品具有营
养损失少, 口感好等特点。因此, 本研究以我国养殖
量大、营养丰富的高端水产品——大菱鲆为研究对象, 
研究热蒸加工方式对其过敏原免疫原性的影响, 一
方面明确热蒸对大菱鲆过敏原免疫原性的影响, 为
开发低过敏性的水产食品提供技术支持, 另一方面
探讨热蒸后的大菱鲆过敏原与 IgE 结合能力的变化, 
为提高鱼类过敏原检测方法的准确性和可靠性提供

技术支持。 

2  仪器与试剂 

2. 1  实验仪器 

HP Scanjet G4050型平板扫描仪(美国惠普公司); 
电泳仪 DYY-7C(北京市六一仪器厂); 酶标仪(RS- 
232C, Thermo Labsystems); 冷冻离心机(BR4i, 法国
Jouan); 恒温孵育箱(WGP-350, 上海安亭科技仪器
厂); 冷冻干燥机(FD1, Heto); DYCZ-40A半干转印仪
(北京六一仪器厂); TU1810 型紫外可见分光光度计
(北京普析仪器有限公司); Tanon180 凝胶成像系统
(上海天能有限公司)。 

2.2  主要材料与试剂 

大菱鲆 (活品 , 购于青岛利群超市 ); 0.45 μm 
PVDF 膜(Millipore 公司); 阳性血清取自青岛大学医

学院附属医院, 分装存于−80 ℃超低温冰箱; HRP-羊
抗人 IgE(KPL 公司); 丙酮(烟台市双双化工有限公
司); DTT(二硫苏糖醇)(Solarbit); Tris 碱(青岛福林生
物化学有限公司); 吐温-20(天津市大茂化学试剂厂);  
SDS(十二烷基磺酸钠, 山东爱博科技贸易有限公司); 
双丙烯酰胺(济南爱博经贸有限公司); 过硫酸铵(济
南爱博经贸有限公司); 2-巯基乙醇(上海凌峰化学试
剂有限公司); 四甲基二乙胺(TEMED)(AMRESCO); 
Pierce ECL蛋白印迹底物(Thermo Scientific), 以上试
剂如果没有特别说明, 均为分析纯级试剂。 

2.3  实验方法 

2.3.1  大菱鲆鱼肉的热蒸加工 
将大菱鲆进行“三去”处理后, 取背部肌肉 6份, 

每份约 50 g, 将其中一份冷藏备用, 其他 5份分别放
入清洁干燥的容器中。向蒸锅中加入适量的水, 在电
磁炉中加热至沸腾。将鱼肉放在带孔的隔板上, 同时
放入蒸锅中, 分别在 5 min、10 min、15 min、20 min、
30 min后, 取出鱼肉, 并迅速冷却至室温, 放在 4 ℃
冰箱中备用。 

2.3.2  大菱鲆肉蛋白质组分的分析 
将处理后的 5 组样品和未处理的样品分别称重, 

按 1∶2(w∶v)的比例加入 Tris-Gly(pH 8.3)+0.05%的
DTT 抽提液, 2000 r/min组织捣碎机匀浆后, 于 4 ℃
条件下振荡抽提 12 h, 9000 r/min离心 15 min, 收集
上清液, 过滤除去悬浮于溶液上层的油脂, 4 ℃保
存。所得沉淀重复抽提 5 h后, 采用同样的方法处理, 
将上清液与第一批上清液合并, 于 4 ℃条件下在双
蒸水中透析 24 h, 采用 Bradford 法测定蛋白质浓度, 
分装保存于−40 ℃冰箱中备用。采用聚丙烯酰胺凝胶
电泳(SDS–PAGE)法对处理后的大菱鲆进行蛋白质组
分分析 , 浓缩胶浓度为 5%(w∶v), 分离胶浓度为
15%(w∶v), 蛋白样品浓度为 1 mg/mL, 加样品缓冲
液后沸水浴 5 min。电泳结束后取下凝胶用考马斯亮
蓝 R–250染色, 脱色后采用凝胶成像仪采集图像, 并
进行分析。 
2.3.3  免疫印迹法分析热蒸加工对大菱鲆过敏

原与过敏患者血清特异性 IgE/小清蛋白

抗体结合能力的影响 
参照张轶群等[7]的方法并略有改进,处理后的大

菱鲆样品过SDS-PAGE后, 采用半干转印仪, 恒流30 
mA 转印 3 h, 将凝胶上的蛋白条带转移到 PVDF膜
上。转移完毕后, 用丽春红 S 对 PVDF 膜进行染色, 
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检测蛋白条带是否转移成功, 采用 PBST脱色。将膜
浸泡在封闭液(5%牛血清白蛋白/PBST)中 2 h, 然后
用 PBST 洗涤 3次, 每次 5 min, 下面的洗涤方法相
同。一抗采用过敏患者血清特异性 IgE(1∶10)/兔源
小清蛋白抗体(1∶10000), 室温下过夜孵育后洗涤, 
二抗采用 HRP标记的羊抗人 IgE(1∶2000)/HRP标记
的羊抗兔 IgG(1∶2000), 37 ℃孵育 1 h后, 洗涤, 然
后将 PVDF膜浸没在 ECL蛋印迹底物中孵育 1 min, 
在凝 胶 成 像 仪 中 曝 光成像, 并采用凝胶分析软件对
IgE/IgG结合能力进行分析。 

2.3.4  采用间接酶联免疫法对蒸处理的大菱鲆

过敏原免疫原性进行分析 
参考李小燕[8]的方法并略作改进, 用 0.05 mol/L

碳酸盐缓冲液(CBS, pH 9. 6) 将样品稀释至 10 μg/ 
mL, 100 μL/孔于 4 ℃过夜, 用含 0.1% Tween-20的
0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液(PBST) 洗涤 3 次, 每次 5 
min, 将孔内剩余液体拍干 , 下面的洗涤方法相同 , 
加入含 1%BSA 的 PBST, 300 μL/孔, 37 ℃封闭 1.5 h, 
洗涤, 加入用 0.01 mol /L磷酸盐缓冲液(PBS, pH7.4, 
稀释液) 稀释 20 000倍的兔抗小清蛋白多克隆抗体, 
100 μL/孔, 37 ℃孵育 1.5 h, 洗涤, 再加入 HRP-羊抗
兔 IgG(1∶5 000) , 100 μL/孔, 37 ℃孵育 1 h, 洗涤。
加入四甲基联苯胺(TMB) 底物溶液, 100 μL/孔, 37 ℃
避光显色 20 min后, 加入 2 mol /L H2SO4(50 μL /孔) 
终止反应, 用酶标仪测定 450 nm处的吸光值 OD450, 
分析热蒸处理对大菱鲆过敏原免疫原性的影响。 

3  结  果 

3.1  热蒸加工对大菱鲆肌肉蛋白质组分的影响 

采用 SDS-PAGE 对 5 组经过不同热蒸处理时间
的大菱鲆蛋白组分进行分析, 以未经热蒸加工的大
菱鲆蛋白组分作对照。结果如图 1所示, 在未经过热
蒸加工的鱼肉蛋白提取液中, 蛋白组分较多; 经过热
蒸加工后鱼肉中蛋白组分明显减少 , 33~41 kDa、
48~57 kDa蛋白大部分缺失。37 kDa、24 kDa蛋白以
及 10~12 kDa的小清蛋白有很强的耐热性, 其中, 分
子量为 11 kDa的小清蛋白比 12 kDa的小清蛋白更加
耐热。这与 Hansen等[9]的研究结果一致, >40 kDa的
鱼肉蛋白具有热不稳定性, 而低分子量的蛋白具有
极好地热稳定性。此外, 24 kDa、37 kDa蛋白极可能
是小清蛋白的二聚体、三聚体[10], 由此可见小清蛋白
及其多聚体热稳定性极强。 

 
 

M: 蛋白分子量标准; 0: 未加工; 1: 蒸 5 min; 2: 蒸 10 min;  
3: 蒸 15 min; 4: 蒸 20 min; 5: 蒸 30 min 

图 1  大菱鲆肌肉蛋白组分的电泳分析 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of muscle protein of  

Scophthatmus maximus 
 
从图1中还可看出, 经过热蒸加工后的大菱鲆鱼

肉蛋白组分中, 在 17~18 kDa左右出现了两条新的蛋
白条带, 热蒸处理 5 min时, 鱼肉蛋白组分基本重新
稳定, 随着热蒸处理时间地延长, 蛋白组分及各组分
含量并没有明显的变化。 

3.2  热蒸加工对大菱鲆过敏原与过敏患者血清

特异性 IgE 结合能力的影响 

选用鱼类过敏患者的血清, 采用免疫印迹法对
未经过热蒸加工的鱼肉蛋白及经过不同时长热蒸加

工的鱼肉蛋白各组分免疫活性进行对比分析, 结果
如图 2所示。 

可以看出, 未经过热蒸加工的大菱鲆蛋白组分
中阳性反应较强烈的蛋白为 60 kDa、50 kDa 及 35 
kDa 左右, 而在加热后, 由于分子量>35 kDa 的蛋白
均有不同程度的缺失, 在免疫印迹反应中也未出现
这一分子量范围的阳性蛋白条带; 35 kDa蛋白虽然有
很好的耐热性, 在热蒸加工后依然存在, 但已丧失了
免疫活性; 样品 A 对 20 kDa蛋白反应较强, 且该蛋
白的免疫活性随着热蒸处理时间的增加并未有明显变

化, 免疫活性基本稳定; 除 35 kDa 蛋白外, 与样品 B
有阳性反应的蛋白条带在热蒸加工后后含量减少, 甚
至缺失, 导致热蒸加工后的鱼肉与之无阳性反应; 样
品 C对未经处理的 20 kDa蛋白没有阳性反应, 但与热
蒸加工后的该蛋白条带产生了结合, 此外还与热蒸加 
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M: 蛋白分子量标准; 0: 未加工; 1: 蒸min; 2: 蒸 10min; 3: 蒸 15min; 

4: 蒸 20min; 5: 蒸 30min; A、B、C、D: 4份过敏患者血清 

图 2  热蒸加工前后大菱鲆过敏原与过敏患者血清特异性 IgE免疫印迹分析 
Fig. 2  Western-blot analysis of human serum specific-IgE reactivity to allergens from Scophthatmus maximus before and after heating 

 
工后新产生的 18 kDa蛋白以及分子量 11~12 kDa的
小清蛋白阳性反应较强, 经过热蒸加工后小清蛋白
的免疫活性并未受到影响, Hansen[9]等人的研究也证

实小清蛋白经过 4 h的水煮处理依然保持其免疫活性; 
样品D对于未经处理的鱼肉60 kDa、40 kDa及35 kDa
蛋白反应强烈, 而经过热蒸处理后阳性反应也消失。 

经过热蒸加工后, 鱼肉中大部分致敏蛋白的免
疫活性随着蛋白条带的缺失而丧失, 分子量 35 kDa
蛋白虽然有很好的热稳定性, 但其过敏原性却被热
蒸加工过程所破坏; 分子量为 20 kDa 的蛋白经过热
蒸加工后免疫活性并未降低, 甚至有所增加; 热蒸加
工后在 18 kDa 左右出现一条新的蛋白条带, 且该条
带存在免疫活性, 而它在未经过热蒸加工的鱼肉样
品中是缺失的, 这表明经过热蒸加工后, 鱼肉蛋白中
产生了新的致敏蛋白。 

3.3  热蒸加工对大菱鲆过敏原与兔源小清蛋白

抗体结合能力的影响 

利用兔抗小清蛋白多克隆抗体, 通过免疫印迹

法对未经过热蒸加工的鱼肉及经过不同时长热蒸加

工的鱼肉蛋白各组分免疫活性进行对比分析, 结果

如图 3所示。可以看出, 热蒸加工前后, 鱼肉中主要

过敏原为分子量 11~12 kDa 的小清蛋白、分子量为

24 kDa、35 kDa及 50 kDa的蛋白。 

与图1的电泳结果进行对比, 发现经过热蒸加工, 

分子量为 50 kDa的蛋白在 SDS-PAGE分析中基本不

可见, 而在免疫印迹实验结果中, 该蛋白条带的过敏 

 
 

0: 未加工; 1: 蒸 5min; 2: 蒸 10 min; 3: 蒸 15 min;  

4: 蒸 20 min; 5: 蒸 30 min; 

图 3  热蒸加工前后大菱鲆过敏原与兔抗蓝点马鲛小清蛋

白多克隆抗体结合免疫印迹分析 
Fig. 3  Western-blot analysis of rabbit anti-spanish mackerel 

parvalbumin polyclonal antibodies 
reactivity to allergens from Scophthatmus maximus before 

and after heating 
 

原性并没有消失, 说明其抗体结合位点热稳定性强,

并未随着蛋白变性甚至降解而失去活性。这些阳性蛋

白条带无论从分子量还是从耐热性来看, 都极有可

能是小清蛋白的二聚体、三聚体以及四聚体, 还有待

进一步分析。 

3.4  采用间接酶联免疫法分析大菱鲆过敏原

IgG 结合能力的变化 

采用间接酶联免疫法对热蒸加工后的大菱鲆过 
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图 4  间接 ELISA对过敏原免疫活性的分析 
Fig. 4  Indirect ELISA of allergen immune activity 

 
敏原的免疫原性进行分析, 结果如图 4所示。 

图 4结果表明, 5组经过不同热蒸处理时间的大
菱鲆过敏原的免疫原性有了大幅降低。蒸 5 min 时, 
大菱鲆过敏原免疫原性降低了 67.9%; 蒸 10 min 时, 
鱼肉过敏原免疫原性降低了 72.5%; 经过热蒸处理
15 min后, 鱼肉过敏原免疫原性降低了 77.6%; 蒸 20 
min 后, 鱼肉过敏原免疫原性降低了 74.6%; 经过 30 
min 的热蒸加工后 , 鱼肉过敏原免疫原性降低了
89.2%。这说明随着热蒸处理时间的增加, 大菱鲆过
敏原的免疫原性呈递减趋势, 但在最初的 5 min内下
降幅度最大, 热蒸处理 5 min至 20 min时大菱鲆过敏
原免疫原性下降幅度不明显 , 而经过热蒸处理 30 
min后, 大菱鲆过敏原免疫原性又有较大的降幅。 

4  讨  论  

目前很多研究都表明通过加工可以降低食物过

敏原的免疫原性。加热后鱼肉蛋白的变化是十分复杂

的, Hansen等[9]人研究表明经过水煮处理的鱼肉过敏

原免疫活性显著降低, 而 Bernhisel[11]等研究发现鱼

肉罐头与水煮处理的鱼肉相比过敏原性又有更大程

度地降低, 双盲对照实验中有新鲜鱼肉过敏患者对

鱼肉罐头反应呈阴性。此外, Helbling等[10]的研究显

示, 6名鳕鱼过敏患者中有 2人对鳕鱼鱼糜 SPT试验

结果为阳性。而由本实验结果可以知道, 经过热蒸加

工后的大菱鲆鱼肉蛋白组分中, 在 17~18 kDa左右出

现了两条新的蛋白条带, 而且热蒸加工后新出现的

18 kDa 左右蛋白条带存在免疫活性, 它在未经过热

蒸加工的鱼肉样品中是缺失的, 这表明经过热蒸加

工后, 鱼肉蛋白中产生了新的致敏蛋白,新条带的来

源以及这个新 IgE 结合条带的过敏特性还需要进一

步研究确定。 

经热蒸加工后鱼肉中的蛋白质条带数目有很大

地减少, 但对于一些热稳定性良好的蛋白, 其过敏原
性所受的影响较低; 经热蒸加工的大菱鲆过敏原与
兔源小清蛋白抗体有一定的结合能力, 其中分子量
为 50 kDa的蛋白很可能是小清蛋白的二聚体、三聚
体以及四聚体[12], 但其聚合的机制以及其抗体结合
位点热稳定性的变化情况尚且未知, 需要继续深入
地对大菱鲆等鱼类过敏原及表位进行研究。热蒸加工

可使鱼肉过敏原蛋白的免疫活性降低, 蒸 5 min后大
菱鲆的免疫原性降低 67.9%, 蒸 30 min后其免疫原性
降低 89.2%。日常生活中对鱼肉加工的蒸处理时长一
般为 10 min 左右, 实验结果表明, 这种处理方式可
以降低水溶性鱼肉过敏原免疫活性 70%左右, 对其
致敏风险有一定程度地降低, 但是其过敏原性还需
要在临床上进一步验证。 

综上所述, 加工方法对大菱鲆过敏原的免疫原
性造成的影响是多种多样的, 在研发低过敏性水产
品时, 有必要对新产生的过敏原进行临床检测, 而在
建立过敏原检测方法时, 对加工后产生的新过敏原
进行鉴定具有重要意义, 以获得更加客观准确的检
验结果。 
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“食品安全追溯信息系统”专题约稿 
 

 “食品安全追溯信息系统”是指运用规模化养殖技术、计算机技术、自动识别技术等现代化技术, 来完
成对食品从生产源头到销售终端安全控制与追溯体系的建立, 从而满足人们对安全食品的需求。《中华人民
共和国食品安全法》明确了食品安全追溯的要点, 规定企业在食品生产环节、加工环节、流通环节都要有能
够实现追溯所要记录的内容, 强化了“从农田到餐桌”的全程监管。“食品安全追溯信息系统”在 2008年北
京奥运会期间已成功应用。目前, 食品安全追溯系统正逐步走进普通市民的生活。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品安全追溯信息系统”专题, 围绕食品安全追溯信息系统的功能、构建、
应用、管理等问题展开讨论, 计划在 2013年出版。编辑部特向各位专家诚征惠稿, 综述、研究论文均可, 以
期进一步提升该专题的学术质量和影响力。请在 10月 15日前通过网站或 Email投稿。我们将快速处理并优
先发表专题论文。 

投稿方式： 
网站: www.chinafoodj.com 
Email: tougao@chinafoodj.com 
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