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摘  要: 蛋白质免疫印迹技术作为一门新兴的方法, 在蛋白质组学研究中得到广泛应用。该技术可对待测样

品中目的蛋白质进行定性和半定量分析, 为探究水产品中蛋白质组成及变化规律带来了新的途径。本文在重

点介绍蛋白质免疫印迹技术原理及特点的基础上, 系统地总结了近年来该技术在水产品加工、贮藏、品质鉴

别及质量安全方面的应用研究进展, 对目的蛋白质选择的局限性、水产品研究尚未覆盖、蛋白质受环境改变

等问题进行了探讨, 就此展望了丰富数据库、多组学方法联合分析等发展前景, 以期为蛋白质免疫印迹技术在

水产品品质与质量安全相关研究和应用提供参考与借鉴。 
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ABSTRACT: As a new method, western blotting technology has been widely used in protein's omics research. This 

technology can be used for qualitative and half quantitative analysis of the target proteins in the samples to be tested, 

which brings a new way to explore the composition and variation of protein in aquatic products. On the basis of 

introducing the principle and characteristics of protein western blotting technology, this paper systematically 

summarized the recent progresses of western blotting application system at actually in terms of processing, storage, 

quality identification and quality safety of aquatic products, discussed the limitations of the choice of destination 

protein, the lack of coverage of aquatic products research, and the environmental changes in protein, prospected the 
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development prospect of riching database, multi-omics method joint analysis and that like, in order to provide 

references for the research and application of protein western blotting technology in aquatic product quality and 

quality safety. 

KEY WORDS: western blotting; aquatic products; proteomics; quality and safety 
 
 

0  引  言 

我国是水产品养殖、加工与出口大国, 养殖产量已

连续多年位居世界水产行业首位。2019 年淡水养殖鱼类

总量 2548.02 万 t、海水鱼类养殖总量 160.58 万 t, 水产品

的加工与消费已成为我国食品行业的核心之一[1]。水产品

种类多样, 营养价值丰富, 主要包括鲜活水产品、冷冻水

产品、鱼糜制品、调味鱼粉、鱼油和冷冻调理水产品等[2]。

水产品中富含蛋白质, 约占总体的 16%~25%[3]。蛋白质

不仅是营养价值的载体, 还承担着保持形态结构和改善

水产品肉质特性的作用[4‒5], 蛋白质组学(proteomics)是可

靠的高通量分析方法, 是基因组学与转录组学的分析补

充, 最早由澳大利亚学者 WILKINS和 WILLIAMS共同提

出和利用[6‒7]。水产品中的蛋白质丰富多样, 因此应用蛋

白质组学技术研究不同水产品蛋白质组成及变化规律的

差异是科学发展的一大热门。 

蛋白质组学技术在水产品中的应用主要集中于双向

凝胶电泳(two dimensional electrophoresis, 2-DE)技术、质谱

(mass spectrometry, MS)技术和生物信息学(bioinformatics)

技术等方面[8]。随着对水产品中蛋白质翻译后的修饰、相

对密度、相对质量及蛋白质之间的相互作用研究的深入, 

蛋白质免疫印迹技术(western blotting)近年来已逐渐成为

相关研究热点[9], 该方法最早由美国科学家 SAMBROOK

提出并运用, 是蛋白质组学中分析蛋白质组成的一种新兴

技术, 特点是实用性高、分析效果好, 目前广泛应用于生

物化学、分子生物学、医学、遗传学等诸多领域, 已成为

蛋白质定量分析检测的方法之一[10‒12]。蛋白质免疫印迹技

术作为蛋白质组学的一个重要组成部分, 本文简要介绍该

技术的原理和特点, 并对水产品中运用该技术的相关研究

进行综述, 旨在为水产品中该技术的运用提供思路。 

1  蛋白质免疫印迹技术的工作原理和特点 

1.1  蛋白质免疫印迹技术工作原理 

蛋白质免疫印迹技术结合了十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE)的高分辨率及酶联免疫技术

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)的高敏感性和

特异性。在 SDS-PAGE 凝胶电泳基础上将分离的蛋白质转

移到印膜上后, 先用抗目的蛋白质的一抗与转印膜上的蛋

白质反应, 随后利用代标记的二抗与一抗反应, 根据不同

二抗标记物的特性检测微量蛋白质[13‒14]。 

1.2  蛋白质免疫印迹技术特点 

蛋白质免疫印迹技术能够在复杂的多蛋白质样本中检

测单个感兴趣的蛋白质, 归一化程度高, 免疫印迹条带的结

果代表了蛋白质基因组的综合功能体现[15]。凝胶电泳操作

简便、通量高、自动化程度较高, 但是耗费时间长、分辨率

和可比性较低、特异性较差, 不适用于检测蛋白质多肽分子

和分子量较大的蛋白质及低丰度蛋白质, 具有一定的局限

性[16‒17]。蛋白质免疫印迹技术的灵敏度更高、操作规范性

好, 蛋白质特异性之间的鉴别效果明显, 能同时进行定性和

定量的比较, 可进行微量级蛋白质的检测, 同时解决了传统

蛋白质鉴别存在的溶解、聚集和靶点蛋白质与外来蛋白质共

沉淀的问题, 强调了数据分析的整体有效性, 反映生物样本

之间真实和有意义的差异, 适应“组-学”技术的飞速发展, 

为蛋白质分析提供了更充分的需要和更大的舞台[18‒19]。 

2  蛋白质免疫印迹技术在水产品中的应用 

2.1  水产品过敏原 

水产品是人们饮食和营养获取的重要组成部分, 也是构

成食物过敏的类别之一, 每年因食用鱼、虾、蟹类水产品引

起过敏症状的人数逐渐增加, 且沿海地区的过敏率要高于内

陆地区[20‒21]。通过对水产品过敏原蛋白质的分离与纯化表达, 

并与过敏性患者、实验动物的血清检测进行对比, 利用凝胶

电泳和免疫印迹的测试结果确定免疫球蛋白(immunoglobulin 

E, IgE)的结合位点, 能够有效地评估致敏性蛋白质的稳定和

差异性, 优化调节水产品加工的控制点[22]。我国水产品资源

丰富, 经济型水产品受到广大消费者的喜爱, 也成为了研究

的热 点 。 陈 献雄 等 [23] 将 我国 重 要 淡 水鱼 类 的 草鱼

(Ctenopharyngodon idellus)作为研究对象, 收集了草鱼过敏性

人体的血清, 运用蛋白质免疫印迹技术确定了血清的免疫学

特性, 与草鱼的致敏性蛋白质组比较发现当蛋白质相对分子

质量在 20~55 ku 之间、等电点在 pH 5~9 时鱼体内有 22 个人

体致敏性蛋白质, 该研究为草鱼过敏原蛋白质数据库的建设

确定了反应基础和条件, 拓宽了草鱼过敏原诊断的新思路。

鳜(Siniperca chuatsi)的肉质肥嫩、爽滑, 是人们喜爱的鱼类之

一。为了丰富鳜加工产业化的发展, 减少鳜过敏性蛋白质在

加工中带来的影响, 李阳等[24]通过 SDS-PAGE 凝胶电泳及免

疫印迹实验识别出了鳜的致敏蛋白, 与鳜过敏患者血清对比

后确定了分子量为 17、34、50、60 ku 的蛋白质条带为阳性

致敏蛋白, 为今后继续分离纯化阳性条带打下了基础, 同时
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进一步明确了木瓜蛋白酶是降低鳜过敏性蛋白质的最优水解

酶。虾的过敏属性来源于螨致敏反应, GAMEZ 等[25]通过免疫

印迹分析了干燥、潮湿气候生长的海虾 IgE 图谱, 证明了螨

致敏来源于虾的原肌凝蛋白和泛素结合酶, 螨类-海鲜交叉反

应(cross-reactivity, CR)相互抑制免疫印迹实验发现, 在潮湿

气 候 生 长 的 海 虾 致 敏 性 高 。 研究人员从中国对虾

(Fenneropenaeus chinensis)中提取了对虾肌肉蛋白, 经腹腔注

射小鼠, 运用间接 ELISA 法构建小鼠过敏源特异性(institute of 

cancer research, ICR)模型, 通过分离对虾蛋白与小鼠阳性免疫

印迹血清进行对照, 获得 4 个关键过敏蛋白, 成功验证了对虾

肌肉全蛋白的致敏效果, 并收录于蛋白质数据库中[26]。王梦梦

等[27]探究了常用的抑菌方式中酸性电解水浸泡过的南美白对

虾(Litopenaeus vannamei)致敏性低于茶多酚和壳聚糖, 且烹

饪后效果最佳。小清蛋白(parvalbumin)作为鱼类主要过敏原, 

已成为低敏性水产品鉴别的研究热点。汪宁等[28]将鲢鱼

(Hypophthalmichthys molitrix)、鲫鱼(Carassius auratus)、鲤鱼

(Cyprinus carpio) 和 金 鲳 (Trachinotusovatus) 、 黄 鳍 鲷

(Acanthopagrus latus)的鱼肌肉及鳕鱼丸、鲢鱼丸制品、鳗鱼

(Anguillidae)、沙丁鱼(Sardine)、鲮鱼(Mitchill)的罐头制品作

为样本进行分析, 通过免疫印迹结果发现鱼肌肉的样本中小

清蛋白主要存在于白色肉的肌浆蛋白中, 红色肉的致敏性要

低于白色肉, 经过漂洗加工后的鱼肉制品小清蛋白含量显著

降低, 安全性增高, 漂洗越充分, 致敏性越低, 适宜更多人群

食用和选择。在此研究基础上 , 研究者通过对三文鱼

(Oncorhynchus)的肌肉蛋白研究确定了在免疫印迹的条件下

三文鱼水溶性总蛋白及纯化小清蛋白在分子量约为 12 ku 处

具有较强的免疫反应活性且出现明显的特异杂交显色条带, 

质谱检测出该蛋白为 β-parvalbumin (β-PV)型, 且耐高温、性

质稳定, 具有较强的免疫活性[29], 将完整的鱼肌肉加工成鱼

糜海鲜制品能够显著降低β-PV含量, 免疫印迹结果进一步在

阿拉斯加鳕鱼(Alaskapllock)加工中得到了证实[30]。运用蛋白

质免疫印迹技术有助于水产品中过敏原蛋白质的表位定位与

稳定性研究, 为过敏的临床诊断及预防奠定了基础, 有助于

相关治疗方案的设计和防过敏性技术的创新与研发。 

2.2  水产品加工 

水产品加工的品质变化主要由肌肉组织、蛋白质含量

和蛋白质组成等生物因素和环境温度决定[31]。蛋白质免疫

印迹技术能够充分展现目的蛋白在加工变化中的表达差异

情况, 为深入了解水产品中的蛋白质变化、机理差异分析研

究和保障质量安全性、筛选最优加工方案提供参考方向[32]。 

不同的加工方式增加了蛋白质分子与分子之间的聚

集、展开、交联或氧化等可变性, 继而影响目的蛋白的免疫

活性, 高压加工联合处理能够灭活微生物, 改善内源酶活性, 

调节蛋白质表达, 满足安全和感官、营养特性的需要[33]。蟹

肉的蛋白质组成已经完全测定, 且对热敏感。热处理能够借

助高温引起过敏蛋白质空间构象及三级结构改变, 破坏蛋白

质空间结构, 从而达到降低致敏性或去除过敏原的效果[34]。

杨煌 [35] 将蟹类 2 种主要的致敏性蛋白原肌球蛋白

(tropomyosin, TM)和精氨酸激酶(arginine kinase, AK)利用美

拉德反应进行加工处理, 免疫印迹分析显示当 TM 和 AK 分

别与 L-阿拉伯糖的比例为 1:3、在 100 ℃、pH 为 8.5 的条件

下加热 60 min 致敏性显著降低, 微观结构证实了蛋白质内

部结构发生氧化修饰, AK 二硫键破坏。程华峰等[36]探究了

不同热加工方式对中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis) TM 的消

化稳定性和致敏性影响 , 根据体外模拟胃液 (simulated 

gastric fluid, SGF)中消化后原肌球蛋白的免疫印迹测定的结

果表明了反压蒸煮与高温高压处理对致敏性降低的效果较

好, 消化率较高。余慧琳等[37]和刘光明等[38]进一步验证了运

用超声波结合蒸煮的方法也可降低蟹肉的致敏性, 以期为蟹

类过敏原性质及脱敏方面的深入研究提供依据。蔡秋凤等[39]

和 CARRERA 等[40]探究白鲢和鳕鱼在烘烤、煎炸、水煮和

高压等加工方式中致敏性蛋白免疫活性, 免疫印迹验证了

高压加工方式的脱敏优越性。水产品精深加工能够优化水生

生物资源利用, 提高附加值。栉孔扇贝(Chlamys farreri)的副

产物裙边钙含量丰富, 数量庞大, 焦奎[41]利用酶解法提取

栉孔扇贝裙边蛋白制备复合氨基酸鳌合钙的工艺, 通过免

疫印迹检测大鼠的骨通路蛋白-Wnt/β-Catenin 显示鳌合工艺

能够增加骨密度, 且安全无毒。罗文奇[42]酶解改良了鳗鱼、

海参和罗非鱼肽的加工工艺 , 并结合了小鼠巨噬细胞

RAW264.7 测定免疫激活活性, 免疫印迹结果揭示了肽能够

激活细胞通路, 具有良好的免疫增强活性。 

水产品中的蛋白质随着加工方式的变化不断丰富着功

能特性, 随着研究的深入, 蛋白质免疫印迹技术可以为高品

质加工提供合理的理论依据, 保证水产品质量安全发展。 

2.3  水产品贮藏 

在贮藏过程中, 冰温能够延缓水产品的肉质分解、蛋

白质降解与变性。通过蛋白质免疫印迹技术有助于观察目的

蛋白质的差异变化, 为进一步探究蛋白质分子机制和关键

控制点的确立提供研究方向。HE 等 [43]鉴别了罗非鱼

(Oreochromis niloticus)切片后冰存 0 d 和 7 d 的蛋白质变化, 

蛋白质组学鉴定出了差异丰富的两种蛋白质, 葡萄糖磷酸

变位酶 1 (phosphoglucomutase-1, pgm1) 和乳酸脱氢酶

(L-lactatedehydrogenase, LDHA)免疫印迹结果进一步证实了

保存 7 d 的差异蛋白质的含量低于新鲜对照组, 从而证明了

鱼肉的质构与酶和厌氧条件引起的结构蛋白降解和乳酸增

加有关。随着研究的深入, 作者对于罗非鱼死后冰温贮藏过

程中细胞凋亡通路进行测定后发现半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶 3 (caspase-3)是凋亡信号的关键分子, 参与多种凋亡信号

通路, 可切割细胞骨架蛋白等多种靶蛋白, 观察其活性和免

疫 印 迹 分 析 了 罗 非 鱼 骨 骼 肌 线 粒 体 细 胞 色 素 c 

(mitochondrial cytochrome c)、细胞质细胞色素 c (cytosolic 

cytochrome c)、线粒体蛋白组分甘油醛 -3-磷酸脱氢酶
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(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)和细胞

质蛋白组分磷酸甘油醛脱氢酶(cytosolic protein fraction, 

GAPDH)贮藏 36 h 的相对变化和细胞受到死亡信号刺激后

B 细胞淋巴瘤/白血病-2 (B cell lymphoma/lewkmia-2, Bcl-2)

和 BCL2-Associated X 的蛋白质(BCL2-Associated X, Bax)的

构象变化, 得出了凋亡过程一直持续到死后 20 h, 因此, 腺

嘌呤核苷三磷酸(adenosine-triphosphate, ATP)和细胞色素 c

水平的增加是 caspase-3 激活的必要条件, 而前者部分限制

了 caspase-3 的活性[44]。红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)味道

鲜美、营养价值高, 食用该水产品容易引起河鲀毒素中毒, 

且在冷冻运输过程中其品质会发生劣变。LEI 等[45]研究了红

鳍东方鲀在 0、14 和 60 d 冷藏过程中的蛋白质组变化情况, 

经过生物信息学的分析确定了影响品质的 4 个蛋白质标志

物: 泛素氧化还原酶亚基(ubiquinone oxidoreductase subunit, 

NADH)、原胸腺素 α型(putative prothymosin alpha species)、

桥段整合子 3 (bridging integrator 3)、Mx 族 (Mx species), 与

相关研究结果对比证实了该类蛋白质与颜色变化、对冷应激

性和免疫调节有关。免疫印迹结果条带通路验证了它们在贮

存过程中的变化, 间接验证了它们调控红鳍东方鲀的肌肉

分解、调节肉的品质机理, 为下一步改进储存和运输方式提

供标志物抑制剂的研发参考。 

目前关于水产品品质保存中蛋白质变化的研究主要

集中在目标蛋白质活性变化、溶解性变化及蛋白质表达差

异等方面。今后可采用多组学联合分析技术研究水产品肌

肉蛋白质冰温贮藏中的变性情况, 为更好地抑制蛋白质冷

冻变性、降低水产品品质劣变提供理论依据。 

2.4  水产品品质鉴别 

蛋白质品质控制是水产品质量的关键要素, 测定蛋

白质印迹通路的变化有助于精确把握品质差异信息化的研

究与发展, 提高活性效能, 为蛋白质质量归一化提供准确

的研究方向[46]。 

大豆蛋白营养价值高, 富含人体所需的必需氨基酸, 价

格实惠, 可替代动物蛋白用于鱼糜制品中, 降低成本的同时

提高了产品质量, 生产中一般添加持水性、乳化性、凝胶性

好的大豆分离蛋白[47]。江韬玲[48]将 6 种市售鱼糜制品中分离

出的目的蛋白大豆胰蛋白酶抑制剂(soybean trypsin inhibitor, 

STI)免疫印迹检测后, 发现原料和制品中有重复添加的嫌疑, 

含量巨大, 降低了鱼糜制品的品质, 侧面加深了消费者食用

后大豆致敏的几率。高消耗 ω-3 长链多不饱和脂肪酸(high 

consumption of ω-3 long chain polyunsaturated fatty acids, 
PUFAs)是丰富的氨基酸来源, 广泛存在于海产品和植物中, 

ELLA 等[49]对比分析了鱼油中二十碳五烯酸(eicosapentaenoic 

acid, EPA)、二十二碳六烯酸(docosahexenoic acid, DHA)和植

物油中亚麻酸(alpha linolenic acid, ALA)、十八碳四烯酸

(stearidonic acid, SDA)对大鼠EA.hy926 内皮细胞的抗炎效果, 

免疫印迹表明 DHA 的抗炎作用好, 证实海洋衍生的多不饱

和脂肪酸抗炎效果优于植物。大闸蟹中蕴含着丰富的蟹膏和

蟹黄, 位于蟹体的卵巢部位, 其含量组成是大闸蟹分级的重

要标志。研究发现蟹膏和蟹黄的含量与孕酮(progesterone)密

切相关, 孕酮属于孕激素受体(progestin receptor, PR)的一类, 

调控着蟹体内的卵巢发育, 能够促进蟹黄和蟹膏的生长[50]。陈

浩等[51]用三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)为参考物研究孕

激素受体在发育过程中的变化, 免疫印迹和免疫组化结果证实

了卵巢发育过程中滤泡细胞和生殖细胞核中始终存在孕激素

受体的蛋白, 孕酮作为主要激素不仅直接参与卵黄和卵巢的生

成发育, 还能结合其他内分泌激素间接调控卵巢生长。该研究

能够确立目的蛋白质在生长发育过程中的作用, 为后续大闸蟹

发育作用机制探究和养殖经济调控起到参考效果。虹鳟鱼

(Oncorhynchus mykiss)的生鱼片质量与保水能力(water-holding 

capacity, WHC)密切相关, 受到载脂蛋白 A-I-1 (apolipoprotein 

A-I-1)、α-肌动蛋白 26 ku (alpha -actin 26 ku-fragment)的调控影

响。TIZIANA 等[52]使用免疫印迹和质谱联用分析了虹鳟鱼宰

前不同养殖环境条件下肌肉变化, 结果表明目的蛋白的降解和

完整性受损让鱼片的品质形状发生改变, 未来可使用特定的肌

肉蛋白质作为肉片品质的评价指标。 

蛋白质的特异性决定了蛋白质免疫印迹的结果, 水

产品中目的蛋白的丰度与分布研究是解开蛋白质功能及作

用的重要一环。蛋白质免疫印迹技术的发展可以提供合理

实用的表达依据, 为品质控制增添一份保障。 

3  总结与展望 

随着我国“十四五”发展规划的开启和海洋强国战略的

可持续发展, 水产品品质保障和多渠道的产品运用将紧贴

人们的生活。水产品作为重要的优质蛋白质来源对于保障我

国粮食总体安全、实施全面营养均衡战略、保障我国“蓝色

粮仓”的高品质发展、促进我国渔业的高质量发展具有重要

作用。水产品由于在生长、捕捞、加工、贮存和流通过程中

外界环境不断变化, 所涉及到的蛋白质变化机理错综复杂, 

因此蛋白质相互之间的关系还有待于进一步研究。 

水产品种类丰富, 来源广泛, 蛋白质丰富多变, 目标蛋

白选择的局限性依然是困扰蛋白质免疫印迹技术方法的一大

难题, 因此, 扩充蛋白质数据库的完整性势在必行, 应提升

水产品目标蛋白在大范围样品检测中的丰度分析与数据对比, 

建立不同时期蛋白质表达的相关性分析网络。此外, 将蛋白

质免疫印迹技术测定的目的蛋白与基因组学、转录组学、代

谢组学联合分析也是检测定量标准的一个发展趋势。未来, 

可利用蛋白质免疫印迹技术进一步探究水产品与人体、动植

物体、生态环境之间的关系, 为水产品蛋白质的机理研究及

蛋白的高效利用、提高食品营养品质等方面提供技术支撑。 
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