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论著

辐照对虾过敏原抗原性的影响

顾可飞 　高美须 　李春红 　潘家荣

(农业部农业核技术与农产品加工重点实验室Π中国农业科学院农产品加工研究所 ,北京 　100094)

摘 　要 :目的 　探索辐照对海产品脱敏的效果 ,研究辐照对虾过敏原抗原性的影响。方法 　利用 SDS - PAGE 纯

化的虾过敏原 (原肌球蛋白)制备高效价、高特异性多克隆抗体 ,通过酶联免疫实验研究以 3、5、7、10 kGy 的辐照剂

量处理对虾过敏原与患者特异性血清抗体 IgE及多抗的免疫亲和力的影响。结果 　原肌球蛋白经辐照处理后 ,与

患者特异性血清抗体 IgE及鼠源多抗 IgG的免疫亲和力下降。结论 　辐照可降低原肌球蛋白的致敏性。
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Abstract : Objective 　To study the effect of irradiation on reduction of the allergenicity of shrimp. Method 　Polyclonal

antibody was prepared using shrimp allergen (Tropomysin TM) purified by SDS2PAGE and treated with irradiation at 3 , 5 , 7 and

10 kGy. The affinity of irradiated TM binding to polyclonal antibody and IgE of patient allergic to shrimp was examined by ELISA.

Results 　It was found that shrimp allergen (TM) after treating with irradiation , the affinity of IgE of patient allergic to shrimp and

mouse polyclonal antibody IgG binding to irradiated TM was dose dependently reduced. Conclusion 　The results indicated that

antigenic properties of shrimp was changed and the allergenicity can be reduced by irradiation.
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　　近年来有关食源性虾过敏的报道屡见不鲜[1 ,2 ]
,

虾与蟹等甲壳类动物及其制品是联合国粮农组织提

出的 8 大类引起过敏的食物中重要的一类[3 ,4 ]
,因此

研究辐照降低虾过敏原致敏性对保护消费者食品安

全有着积极的意义。

1999 年Lee Y K和Myung2woo byun 等[5 ,6 ]报道辐

照可破坏虾过敏原抗原表位 ,降低其致敏性。科学

研究发现辐照技术可以促进生物大分子的降解、交

联和分子构象的改变 ,降低蛋白质的热稳定性 ,破坏

其抗原决定簇 ,可以做为降低食物过敏反应的重要

技术。本研究以我国海虾的主要过敏原原肌球蛋白

(Tropomyosin , TM)为对象 ,分析其辐照免疫学效应。

1 　材料与方法

111 　材料与试剂 　冷冻海虾于 2005 年 9 月份购自

北京某超市 ,虾患者特异性血清抗体 IgE 由青岛海

洋大学提供 ,辐照源来自本所辐照源60
Co。

主要实验设备 　DYY - 6C 型电泳仪、DYCZ -

24D 型垂直电泳槽及转印装置 (北京六一仪器厂) 、

荣华 FS - 1 高速可调匀浆机 (江苏荣华仪器厂) 、

TGL - 16A 高速冷冻离心机 (长沙平凡仪器厂 ) 、

Genesis25XL 冷冻干燥机 (美国 Virtis) 。

BalBΠc 小鼠 　中科院遗传所实验动物研究室。

试剂 　牛血清白蛋白 (BSA) 、丙烯酰胺 ( Tris) 、

甲叉丙烯酰胺 (Bis) 、十二烷基磺酸钠、巯基乙醇、低

分子量标准蛋白质、生物素标记羊抗人 IgE 抗体、二

氨基联苯胺 (DAB) 、四甲基联苯胺 ( TMB) 、辣根过氧

化物酶标记的亲和素、吐温 - 20、硝酸纤维膜 (NC)

均购自美国 Sigma 公司。

112 　方法

11211 　虾过敏原的提取 　提取方法参考 Myung2woo

byun 等的方法并略做修改[5 ] 。冷冻虾解冻 ,于蒸馏

水中煮沸 10 min ,去虾壳及背部黑静脉 ,以体积比

1∶1将虾肉与 0115 %磷酸盐缓冲液 (pH 712 ,PBS) 混

合 , 于匀浆机中以 10 000 rΠmin 匀浆 , 匀浆液以

11 000 rΠmin离心 30 min ,取上清液 (将此溶液作为全

虾过敏原 whole shrimp allergen (WA)鉴定) ,上清液经

硫酸铵 (60 %) 沉淀、等电点 (pH415) 沉淀 (重复 3

次) ,离心 (同上) ,取离心后沉淀溶于 PBS 中透析

(每次 6 h ,共 3 次) ,透析后液体分成 2 份 :1 份为虾
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过敏原溶液 (allergen solution ,AS) ,直接冻存 ,1 份冷

冻干燥制成过敏原粉 (allergen powder ,AP) 。

11212 　虾过敏原鉴定 　利用 15 %的分离胶 (含

15 % Tris 和Bis) 、5 %的浓缩胶 (含 5 % Tris 和Bis)将

WA、AS、AP 电泳分离后 ,在 290 mA 下转印 1 h ,取出

NC(硝酸纤维膜) ,室温在封闭液 PBST(含 015 %BSA

和011 %吐温 - 20) 中封闭 2h ,以洗涤液 TBST (含

015 %吐温 - 20 的磷酸盐缓冲溶液 pH 714) 洗 3 次 ,

加封闭液、患者特异性血清抗体 IgE ,37 ℃下反应 2

h ,用 TBST 洗 3 次 ,加入生物素标记羊抗人 IgE 抗

体 ,37 ℃下反应 2 h ,用 TBST洗膜 3 次 ,加入辣根过

氧化物酶标记的亲和素反应 2 h ,洗后加入 DAB 底

物显色 15 min ,以水冲洗终止反应[7 ] 。

11213 　虾过敏原纯化及动物免疫 　利用李振兴

等[7 ]的方法制备纯化免疫原并免疫小鼠制备多抗 ,

血清离心后于 - 20 ℃冰箱中保存。

11214 　多克隆抗体 ( IgG) 效价的测定 　采用间接酶

联免疫实验的方法 ,用 AS 包被 96 孔酶标板 ,每孔

150μl ,4 ℃过夜 ( ≥12 h) ,015 %封闭液 PBST ,37 ℃

封闭 1 h ,磷酸盐缓冲溶液 (PBST , pH714)洗涤 3 次 ,

加入梯度稀释的抗血清 ,每孔 100μl , 37 ℃孵育 1

h ,PBST洗涤 3 次 ,加入 HRP 辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠 IgG,每孔 100μl ,37 ℃孵育 1 h ,洗涤 3 次 ,加

入 TMB 显色液显色 ,每孔 50μl ,37 ℃孵育 15 min ,2

molΠL硫酸终止反应 ,每孔 50μl ,测定 450 nm 处吸光

值 ( A 值) 。

11215 　辐照处理 　分别取 AS(018 mgΠml)及 AP(012

g)于试管中 ;全虾做真空包装 ,室温下以 0、3、5、7、10

kGy 剂量辐照处理 ( n = 5) 。辐照后样品立即贮于

- 20 ℃冰箱中。辐照后的全虾按 11211 方法提取 :

在 0115 磷酸盐缓冲液 ( PBS) 中10 000 rΠmin下匀浆 ,

11 000 rΠmin 离心 30 min , 去除沉淀 , 取上清液

(irradiation whole shrimp allergen ,RWA)备用。

11216 　间接竞争酶联免疫实验分析辐照前后过敏

原的免疫亲和性 　以 0105 molΠL pH 916 碳酸盐缓冲

液将包被抗原 (RWA、AS、AP)稀释成浓度为 6μgΠml ,

包被 96 孔酶标板 ,每孔 100μl ,4 ℃孵育 12 h , PBST

洗涤 3 次 ;封闭液 (含 210 %脱脂奶)每孔 150μl 封闭 ,

于 37 ℃温箱中孵育 1 h(以下均在 37 ℃下操作)后洗

涤 3 次 ,加入经 PBS 缓冲液稀释一定浓度的抗血清

(人 IgE或鼠 IgG) 及 50 倍稀释的辐照后 (RWA 、AS、

AP)各 50μl 孵育 1 h ,洗涤 3 次 ,加入经 PBS 稀释1 000

倍的羊抗兔 IgG2HRP 或生物素标记二抗液 100μl 孵

育 1 h ,洗涤后加入底物显色液 (DAB 或 TMB) ,每孔

100μl ,孵育 15 min ;每孔加入 2 molΠL 硫酸 50μl 终

止反应 ,于酶标仪测定各孔的 A450 值 ( n = 5) 。

2 　结果与分析

211 　过敏原蛋白质的鉴定 　三种存在状态的 TM :

全虾过敏原提取液 (WA) 、过敏原溶液 (AS) 、过敏原

粉 (AP)经电泳分离后 ,在分子量约36 KD处有 1 条

蛋白带 ,与前人报道的虾过敏原 TM 的分子量相

符[5 ] 。以人血清抗体 IgE 进行免疫转印检测证实

(如图 1) ,其为虾的主要过敏原。利用薄层扫描测

定过敏原灰度值 ,并与标准蛋白比较确定过敏原的

量 ,经考马斯亮蓝染色 ,确定为过敏原后 ,将其切下

作为免疫原[7 ] 。

1 :全虾过敏原提取液 (WA) ;2 :虾过敏原溶液 (AS) ;

3 :虾过敏粉 (AP) ;MK:标准蛋白。

图 1 　过敏原的 SDS - PAGEΠ免疫转印图谱

212 　多抗的鉴定及效价的测定 　由于多抗的制备

需高度纯化的过敏原 ,如果纯度过低 ,制备的抗体特

异性会受到相当程度的影响 ,进而可能使制备的多

抗无法满足抗原抗体特异反应的需要。利用 SDS -

PAGE方法纯化的过敏原免疫动物 ,制备的多克隆

抗体的效价能满足实验的需要 ,其效价如图 3。免

疫转印检测鼠源多抗的特异性 (如图 2) ,发现只有

过敏原蛋白质与多抗有特异性反应 ,表明此方法制

备的多抗 ,具有很强的特异性。

MK:标准蛋白

图 2 　鼠抗血清的免疫转印图

213 　辐照对过敏原免疫亲和力的影响 　以过敏原

溶液 (AS) 、过敏原粉 (AP) 、全虾 (WA) 为辐照对象做

辐照处理 ,比较不同的存在状态下过敏原对辐照的

敏感性。其中全虾经辐照后 ,按 11211 的方法提取 ,

辐照后提取液 (RWA)于冰箱中冻存备用。
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图 3 　抗血清的效价

AS:过敏原溶液 ;AP :过敏原粉 ;RWA :辐照后全虾过敏原提取液

BT与 B0 分别代表抗体与辐照前和辐照后的过敏原的结合力

图 4 　辐照后过敏原与 IgE的结合力

间接竞争酶联免疫实验 (Ci - ELISA) 证明辐照

后 TM 的量随着辐照剂量的增加而减少 ,这说明辐

照改变了的抗原 TM 特性 ,其结果如图 4、5 所示。

图 4 表明 , 人血清 IgE对辐照后的过敏原溶液、过敏

原粉及全虾辐照后过敏原提取液的识别率较未辐照

的低。当辐照剂量达 7 kGy 时 ,过敏原溶液及过敏

原粉与人血清 IgE的结合率降低了约 50 % ,而在 10

kGy 时其结合率均降至 20 %以下。从图 5 可以看

出 ,多抗 IgG与辐照后 3 种过敏原 TM(RWA、AS、AP)

的结合力随着辐照剂量的增加而减小 ,当辐照剂量

在 3 kGy 时 ,过敏原溶液的结合力为辐照前的 50 % ,

当达到 10 kGy 时其结合力低于 10 %。而过敏原粉

在辐照剂量为 7 kGy 时结合力降至 50 %。

另外从图 4、5 还可以看出 ,辐照后的溶液 (AS) 、

过敏原粉 (AP) 及全虾辐照后提取液 ( RWA) 与多抗

IgG及 IgE 的结合力降低程度的顺序为 AS > AP >

RWA。这一结果说明过敏原的不同存在状态对辐

照的敏感性不同。

3 　讨论

AS:过敏原溶液 ;AP :过敏原粉 ;RWA :辐照后全虾过敏原提取液。

BT与 B0 分别指抗体与辐照前和辐照后的过敏原的结合力

图 5 　辐照后过敏原与 IgG的结合力

全虾过敏原提取液 (WA) 、过敏原溶液 (AS) 、过

敏原粉 (AP)经人血清抗体 IgE 鉴定 ,其反应均为阳

性 (图 1) 。Ci - ELISA 实验发现沸水处理后过敏原

溶液与患者特异性血清抗体 IgE 仍具有很强的结合

力 ,这说明 TM 具有很强的热稳定性 ,热处理后的过

敏原仍具免疫原性[8 ] 。

用 SDS - PAGE制备的微量过敏原免疫小鼠 ,提

取到高效价多抗 ,表明过敏原具有很强的免疫原性

(图 3) 。Ci - ELISA 实验证明 ,辐照后过敏原溶液

(AS) 、过敏原粉 (AP)及全虾辐照后提取液 (RWA) 与

IgE的结合力随着辐照剂量的增加而降低 ,其中 AS

和 AP 在 10 kGy 时其结合率低于 20 % , RWA 在 10

kGy 时其结合力低于 40 %(图 4) 。TM 与多抗 IgG的

结合力随着辐照的剂量增加而降低 ,AS 在 10 kGy

时结合力低于 20 % ,而 AP、RWA 均低于 40 % (图

5) ,这表明辐照改变了过敏原 TM 的抗原性。分析

不同存在状态的过敏原 TM ,AS、AP 在辐照剂量为 7

kGy 时 ,其与人体特异性抗体 IgE和鼠源多抗 IgG的

结合力均低于 50 % ,三者的降低程度顺序为 AS >

AP > RWA ,分析认为过敏原表现出的这种不同的敏

感性是由于水的存在影响了辐照的效应所致。据

Thayer[9 ]报道 ,辐照剂量在 10 kGy 及以下 ,食品的营

养成分如蛋白质及脂肪均不发生显著性改变 ,这说

明在安全的辐照剂量下 ,辐照可降低虾过敏原 TM

的致敏性。
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论著

高效液相色谱法测定玉米中的黄曲霉毒素

高秀芬 　计 　融 　李燕俊 　王玉平

(中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 , 北京 　100021)

摘　要 :目的 　建立一种定量检测玉米中黄曲霉毒素的高效液相色谱方法。方法 　样品用甲醇 - 盐酸溶液提取、

正己烷脱脂 ,再经二氯甲烷萃取和硅胶柱净化 ,最后与 TFA 进行衍生反应 ,以甲醇 - 乙腈 - 水为流动相 ,C18柱分离

并通过荧光检测器定量。结果 　4 种黄曲霉毒素在 15 min 内得到良好的基线分离 ,样品中 AFB1 、AFB2 、AFG1 、AFG2

的检出限分别为 0104、0102、0110 和 0104μgΠkg。0110～50100μgΠkg AFB1 加标回收率为 7812 %～8519 % ,相对标准偏

差为 10 %～16 % ;10100 和 40100μgΠkg 总黄曲霉毒素加标回收率分别为 8615 %和 8912 % ,相对标准偏差分别为 13 %

和 912 %。盲样测定结果在给定浓度范围内。结论 　该方法灵敏度高、稳定性好、成本低 ,可以用于玉米中黄曲霉

毒素的定量检测 ,并具有推广应用的前景。

关键词 :黄曲霉毒素类 ;色谱法 ,高压液相 ;玉米

Determination of Aflatoxins in Corns by High Performance Liquid Chromatography

GAO Xiu2fen , J I Rong , LI Yan2jun , WANG Yu2ping

(National Institute for Nutrition and Food Safety , Chinese CDC , Beijing 100021 , China)

Abstract : Objective 　A high performance liquid chromatographic method for the quantitative determination of aflatoxins in

corns was established. Methods 　The samples were extracted with methanol2hydrochloric acid , defatted with hexane. The

extracts were cleaned by liquid2liquid partitioning with dichloromethane and then applied to silica2gel purification column. After

reaction with trifluoroacetic acid , four kinds of aflatoxins were quantified by reverse2HPLC with fluorometric detector , using

methanol2tolune2water as mobile phase. The baseline separation of four kinds of aflatoxins was achieved within 15 minutes.

Results 　The detection limits for AFB1 、AFB2 、AFG1 、AFG2 were 0104 , 0102 , 0110 and 0104μgΠkg , respectively. The

recoveries of samples spiked with AFB1 of 0110～50100μgΠkg were 7812 %～8519 % , with the relative standard deviations of

10 %～16 %. The recoveries of samples spiked with total aflatoxins of 10100 and 40100μgΠkg were 8615 % and 8912 % ,

respectively , with the relative standard deviations of 13 % and 912 % , respectively. The detections of a blind sample gave results

within the given range of concentration. Conclusion 　This method is highly sensitive , stable with low cost , and can be used to

detect aflatoxins in corn quantitatively.

Key word : Aflatoxins , Chromatography , High Pressure Liquid ; Corn

—501—高效液相色谱法测定玉米中的黄曲霉毒素 ———高秀芬 　计融 　李燕俊等


