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摘"要!目的"验证 i7大鼠作为评价转基因食物蛋白致敏性动物模型的可行性" 方法",0 只雌性 i7大鼠随机

分为对照组#灭菌水$’马铃薯酸性磷酸酶组#O4O$’鸡蛋清粗提蛋白质组#EG6O$’卵清蛋白低剂量组#_g45J$’

卵清蛋白中剂量组#_g451$’卵清蛋白高剂量组#_g45E$!每组 0 只" 各组依次分别每天经口灌胃 ! \V灭菌水’

! \=/\VO4O’!% \=/\VEG6O’%-! \=/\V_g4’! \=/\V_g4’!% \=/\V_g4溶液!持续 ’ 周" 分别于第 !,’#0 和
,# 天取血分离血清!测定特异性抗体 d=8和血清总 d=G" 于第 #! 和 &( 天取血分离血浆!测定组胺" 测定各组动物

的血压变化及胃肠道渗透性" 结果"不同浓度致敏原 _g4均可激发 i7大鼠过敏反应!包括特异性 d=8和血清总
d=G升高’组胺升高以及血压下降!其中 ! \=/\V_g4溶液为致敏最佳剂量" 弱致敏原 EG6O过敏反应较弱%非致

敏原 O4O无过敏反应%各组胃肠功能均未发生明显的生理变化" 结论"i7大鼠致敏动物模型是评价转基因食物

致敏性较为理想的动物模型"
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""随着转基因食品的不断发展和生产"其安全性
问题"特别是潜在致敏性问题越来越受到公众的关

注’ #%%! 年 D4_/6E_生物技术食品致敏性联合
专家咨询会议把动物模型试验添加到转基因食品
致敏性评估树状分析法中 )!* "并作为树状分析法重
要组成部分’ i7大鼠以对免疫球蛋白高反应性及
遗传特性上与食物过敏人群非常相似等优点"成为
目前国内外应用最为常用的致敏动物模型 )# c&* "也
是较为理想的致敏模型动物’ 本研究以经口灌胃
i7大鼠非致敏原 O4O(弱致原 EG6O以及不同浓
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度的强致敏原 _g4"观察其免疫反应状况"验证 i7
大鼠作为致敏动物模型的可行性"为转基因食品致
敏评价体系标准的建立提供依据"从而更好地应用
于转基因蛋白过敏性的研究’

!"材料与方法
!-!"材料
!-!-!"实验动物

棕色挪威大鼠$i7大鼠%"雌性", )’ 周龄"购
自北京维通利华实验动物技术有限公司 ) >Saf
$京% #%!#5%%%!*’ 在 >OD环境中饲养"温度$#& s
&% h"湿度 (%. )+%."饲料中不含受试蛋白质’
!-!-#"仪器与试剂

!5乳球蛋白(卵清蛋白 $_g4%(马铃薯酸性磷
酸酶$O4O%(辣根过氧化酶标记免抗大鼠 d=8抗体
$均购自 ><=\C公司%"大鼠血清总 d=G试剂盒(血清
!5乳球蛋白试剂盒(血浆组胺试剂盒 $均购自 GVCY
公司%"iS4蛋白质浓度测定试剂盒$碧云天有限公
司%"鼠仪5智能无创血压计$iO5*04"北京软隆生物
技术有限公司%’
!-#"方法
!-#-!"鸡蛋清粗提蛋白的制备 ),*

无菌取鸡蛋清"称取 &% ="再加 #+% \V灭菌水"
, h搅拌一夜", h # (%% R/\<: 离心 !% \<: $Rj
!% [\%"取上清", h !+ %%% R/\<: 离心 !( \<:"上
清用 %-# !\滤膜过滤"取滤液"iS4蛋白质浓度测
定试剂盒测定蛋白浓度为 !0-’ \=/\V"配置 !% \=/
\V的鸡蛋清粗提取蛋白’
!-#-#"动物分组与处理

,0 只 i7大鼠"随机分为 ’ 组"分别为对照组
$灭菌水%(马铃薯酸性磷酸酶组 $O4O%(鸡蛋清粗
提蛋白质组$EG6O%(卵清蛋白低剂量组$_g45J%(

卵清蛋白中剂量组 $_g451%(卵清蛋白高剂量组
$_g45E%"每组 0 只’ 各组依次分别每天经口灌胃
灭菌水(! \=/\V的 O4O溶液(!% \=/\V的 EG6O

溶液(%-! \=/\V的 _g4溶液(! \=/\V的 _g4溶
液(!% \=/\V的 _g4溶液 ! \V/只"持续 ’ 周’ 各
组大鼠分别于第 #(, 和 ’ 周内眦静脉取血", h
# %%% R/\<:离心 !% \<:$Rj’-( [\%"分离血清"用
于特异抗体 d=8(总 d=G测定’ 于第 & 和 ( 周内眦静
脉取血"加入肝素钠"# %%% R/\<: 离心 !% \<:$Rj
’-( [\%"分离血浆"用于组胺测定’
!-#-&"血清特异性 d=8抗体测定

采用间接 GJd>4检测方法" *’ 孔酶标板"
!% \=/J致敏原 !%% !V", h过夜#Oi>/%-%(. 吐
温 c#% 洗涤 & 次"用 Oi>/(.小牛血清白蛋白封

闭", h过夜"洗涤 & 次"加 !%% !V按 !m!%% 稀释的
待检血清"&+ h温育 ! A"洗涤 ’ 次"加辣根过氧化
酶标记免抗大鼠 d=8抗体 !%% !V"&+ h温育 ! A"洗
涤 ’ 次"加 _O2溶液 !(% !V显色"&+ h &% \<:"加
(% !V! \NV硫酸终止",(% :\酶标仪比色’
!-#-,"血清总 d=G抗体测定

采用大鼠血清总 d=GGV<UC试剂盒检测"用抗
大鼠 d=G抗体包被"加血清与包被抗体结合"依次
加生物素化的抗大鼠 d=G抗体和辣根过氧化物酶
标记的亲和素"形成免疫复合物"加底物显色"用
酶标仪在 ,(% :\波长处显色’ 计算O/7值 )(* ’
_g4组相对 _2值$_g4组 _2值 c空白 _2值%
与对照组相对 _2值 $对照 _2值 c空白 _2值 %

之比$O/7% e# 为阳性 )(* ’
!-#-("组胺$E<U%测定

采用大鼠组胺$E<U%GV<UC试剂盒检测"用抗 E<U

抗原包被"加血浆与包被的 E<U竞争生物素标记的
抗 E<U单抗上的位点结合"加入辣根过氧化物酶标
记的亲和素"形成免疫复合物"加底物显色"用酶标
仪在 ,(% :\波长处显色"测定 E<U浓度’
!-#-’"血压测定

每组随机选取 , 只大鼠进行血压测定’ 试验结
束后恢复 + P"禁食 #, A 后"各组依次分别灌胃灭菌
水( ( \=/\VO4O溶液( (% \=/\VEG6O溶液(
%-( \=/\V_g4溶液(( \=/\V_g4溶液((% \=/\V
_g4溶液 # \V"灌胃后 %(!(&(((+ A 用鼠仪5智能无
创血压计测量大鼠血压"观察血压变化’
!-#-+"胃肠道渗透性测定

每组取 , 只大鼠进行胃肠道渗透性测定’ 试验
结束后"各组大鼠经口灌胃给予 # \V(% \=/\V
_g4’ &% \<: 后"再灌胃给予 !%% \=/\V的 !5乳球
蛋白 ! \V’ 分别于 %-((!(#(,(0 A 后内眦静脉取
血"离心分离血清"用 !5乳球蛋白试剂盒测定’
!-&"统计分析

试验的计数资料用 G‘[9V#%%& 对数据进行录
入"利用 >O>> !&-% 对数据进行描述分析"并进行 8
检验和方差分析’

#"结果
#-!"血清特异性蛋白 d=8测定结果

不同时期各组血清特异性蛋白 d=8的 O/7值
分布见表 !’ 各组特异性蛋白 d=8的浓度随着致敏
时间延长"d=8浓度逐步升高’ O4O组 & 次血清均
呈阴性#EG6O组第 ’ 周中有 ,#-0’.$&/+%血清呈
阳"其余时间均呈阴性#第 #(,(’ 周 _g45J组的阳
性率分别为 ,#-0’. $&/+ %"+(-%%. $’/0 %"!%%.
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$+/+ %#_g451 组阳性率分别为 ’#-(. $ (/0 %"
’#-(.$(/0%"!%%. $+/+%#_g45E组阳性率分别
为 0+-(%.$+/0%"!%%.$0/0%"!%%.$0/0%’

表 !"不同时间各组血清特异性蛋白 d=8的 O/7值分布$"<s(%

XCYV9!"XA9P<UTR<YBT<N: NLO/7WCVB9NLUZ9[<L<[d=8

<: U9RB\NL=RNBZUCTP<LL9R9:TT<\9

组别
O/7值

第 # 周 第 , 周 第 ’ 周
8值 2值

O4O组 %-00 s%-#0! !-%! s%-!#, !-&+ s%-##+ !%-’!+ %-%%!

EG6O组C !-%! s%-#*+ !-!’ s%-!*# !-*+ s%-,&’ !+-,0& %-%%%

_g45J组C !-+( s!-%!0 #-#’ s%-0,% ,-!* s%-’’+ !(-0,! %-%%%

_g451组C #-%& s%-*%+ #-&( s%-+#, ,-!# s%-&,( !0-!%, %-%%%
_g45E组 &-!, s!-!!& &-#+ s%-#+* ,-*+ s%-&(’ !+-#0’ %-%%%

注&O/7值为各组相对 _2值$样品 _2值 c空白 _2值%与对照组相对 _2值
的比值"O/7值 e# 为阳性#C表示样品缺失"各组样品数可能 k0

#-#"血清蛋白总 d=G测定
不同时间各组血清总 d=G的 O/7值分布见表

#’ O4O组(EG6O组第 , 和 ’ 周的血样 d=G浓度比
较差异无统计学意义"_g45J(_g451(_g45E组第
, 和 ’ 周的血样d=G浓度差异有统计学意义"第 ’ 周
血清总 d=G浓度要远远高于第 , 周的血样’ 第 , 周
除 EG6O组(_g45J组(_g451组中各有 ! 只大鼠
呈阳性"其余血清总 d=G均呈阴性#第 ’ 周 EG6O
组(_g45J组(_g451组(_g45E组血清总 d=G分
别有 (%.(+(.(!%%.(+(.呈阳性"其中第 _g451
组 d=G抗体水平最高’

表 #"不同时间各组血清总 d=G的 O/7值分布$"<s(%

XCYV9#"XA9P<UTR<YBT<N: NLO/7WCVB9NLTNTCVd=G

<: U9RB\NL=RNBZUCTP<LL9R9:TT<\9

组别
O/7值

第 , 周 第 ’ 周
8值 2值

O4O组 !-,( s!-+,% !-!# s%-’%& %-&(( %-+&,

EG6O组 !-!! s%-*0( #-,% s!-,0! %-!(0 %-00%

_g45J组 %-00 s%-*#* #-+! s!-%+0 0-0(& %-%%%

_g451组 %-’( s%-0&% +-%# s!-+#0 *-,!! %-%%%

_g45E组 %-%( s%-&,# &-0# s!-0(( &-*’, %-%%!

注&O/7值为各组相对 _2值$样品 _2值 c空白 _2值%与对照组相
对 _2值的比值"O/7值 e# 为阳性

#-&"组胺浓度
由表 & 可知"对照组(O4O组(_g45E组第 & 和

( 周的血样组胺浓度比较差异无统计学意义"_g45
J(_g451组第 & 和 ( 周的血样组胺浓度差异有统
计学意义"第 & 周血样组胺浓度高于第 ( 周的浓度
值’ 第 & 周 _g45J(_g451(_g45E组血浆浓度高
于对照组#第 ( 周 _g451(_g45E组血浆组胺浓度
高于对照组’
#-,"血压变化状况

由图 ! 血压监测结果显示"对照组(O4O组(EG6O
组(_g45J组血压无明显变化"_g451组有 ! 只大鼠
激发 ! A 后出现血压下降"在之后的 ’ A 内血压又慢慢

""""表 &"不同时间各组血清组胺浓度$"<s(%

XCYV9&"XA9[N:[9:TRCT<N: NLA<UTC\<:9NL=RNBZUCTP<LL9R9:TT<\9

组别
浓度/$ :=/\V%

第 & 周 第 ( 周
8值 2值

对照组 #+-’! s##-%+, 0%-&& s’+-#*& %-!’( %-0+,
O4O组 !&#-%* s&(-*(% **-%& s+%-+!* %-*%* %-&*0
EG6O !!+-’% s##-!#& ! ! !
_g45J !,,-(% s&+-’&& 0,-’+ s(+-&&* #-,#! %-%&!
_g451 #!!-’# s(!-!0* !#(-%’ s(0-!%% &-%’* %-%%*
_g45E #!%-%% s(#-%%% !’0-%% s!!-&,! %-*&, %-&’+

注&!表示数据缺失

上升#_g45E组有 ! 只大鼠激发 ! A 后血压逐渐下降"
在激发后 ( A 时下降到最低点"+ A 时血压略有上升’

图 !"大鼠血压变化状况
D<=BR9!"XA9[AC:=9UNLYVNNP ZR9UUBR9NLRCT

#-("胃肠渗透性测定
对照组(O4O组(EG6O(_g45J(_g451(_g45

E组 GJd>4检测的析光度值均小于空白析光度值"
各组大鼠不同时间段血清中均未测得 !3乳球蛋白’

&"讨论
i7大鼠作为致敏动物模型"在致敏原的激发

下"能产生较高水平的特异性 d=G(d=8抗体"具有较
强的致敏免疫反应 )’* ’ 本研究采用经口致敏的方
式给予 EG6O溶液(O4O溶液及不同浓度的 _g4

溶液研究致敏动物模型"以特异性 d=8抗体(血清总
d=G抗体(组胺(血压及胃肠渗透性为指标"验证 i7

大鼠致敏模型的可行性’

动物体内的特异性 d=8(总 d=G水平与其致敏敏
感性相关)+* ’ 本研究结果显示"对于非致敏原 O4O"
d=8均呈阴性"对于弱致敏原 EG6O"只有第 ’ 周部分
i7大鼠 d=8呈阳性"而对于强致敏原 _g4"第 #(,(’

周的特异性 d=8阳性率均较高’ 有研究表明"血清总
d=G指标是"型超敏反应检测体系一项重要指标)0* ’

血清总 d=G检测结果与特异性 d=8相似"O4O组均呈
阴性"! \=/\V的 _g4溶液所产生的 d=G抗体水平最
为强烈"与贾旭东)**的研究结果一致"说明 ! \=/\V

的_g4溶液是致敏动物模型的最佳致敏剂量’ 致敏
动物发生"型超敏反应时"体内过组胺会大量释放"导致
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血浆组胺浓度升高"继而引发血压升高)0* ’ 本研究结
果表明"第 & 周 _g45J(_g451(_g45E组血清组胺浓
度要高于对照组"与以往研究结果相似)!%* ’ 第 ( 周
_g45J(_g451组体内的组胺浓度下降"这可能是因为
这两个剂量长时间暴露后产生耐受"从而导致组胺浓
度下降’ 有研究表明血压可以作为致敏评价模型的指
标)!!* ’ 本研究 _g451(_g45E组各有 ! 只大鼠血压
下降"其他大鼠血压下降不明显"说明血压测定灵敏度
不高"血压无下降并不能说明没有产生致敏反应"作为
致敏评价模型成立指标时易出现假阴性结果’

"型超敏反应会导致胃肠渗透性增大"常会出
现腹泻等胃肠道症状 )!#* ’ 本研究通过对 i7大鼠
经口致敏"各组大鼠血清中均未检测到 !5乳球蛋
白"结果与中国疾病预防控制中心营养与食品安全
所研究结果相似"这可能由于经口致敏免疫反应强
度不够"且易产生耐受性"所以并未引起胃肠渗透
性的生理变化’

本研究结果表明"i7大鼠暴露于致敏原后会
产生相应强度的过敏反应"暴露于无致敏食物后应
不产生过敏反应"符合致敏评价动物模型的要
求 )!%* ’ 因此 i7大鼠致敏动物模型是评价食物致
敏性较为理想的动物模型’ 然而 i7大鼠亲代暴露
于某种蛋白是否会对其后代大鼠作为致敏动物模
型来评价这种蛋白时产生影响"目前尚不清楚"还
需要对其进行进一步研究’
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关于发布/食品微生物检验 副溶血性弧菌检验0$8i,+0*$+!#%!&%等
+( 项食品安全国家标准等的公告

#%!& 年 第 + 号

""根据)中华人民共和国食品安全法*和)食品安全国家标准管理办法*规定!经食品安全国家标准审评委
员会审查通过!现发布)食品微生物学检验副溶血性弧菌检验*#8i,+0*$+(#%!&$等 +( 项食品安全国家标
准和)食品添加剂二丁基羧基甲苯#iEX$*#8i!*%%(#%!%$第 ! 号修改单"

特此公告"
附件&+( 项食品安全国家标准及 iEX第 ! 号修改单$̂<Z#略$
#相关链接&ATTZ&//QQQ$\NA$=NW$[:/UZU/U+0*!/#%!&!#/*(0P9Y(((0Y%,9&P09!0’C0!90,’#,&&$UAT\V$

国家卫生计生委
二〇一三年十一月二十九日


