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摘要：为了探究南极磷虾致敏问题，从南极磷虾中筛选、鉴定、分离纯化其主要过敏原，
并对过敏原的性质进行研究，实验通过缓冲盐溶液提取南极磷虾蛋白；采用 SDS-PAGE
和 Western blot (WB) 筛选南极磷虾过敏原；使用高效液相色谱-串联质谱鉴定过敏蛋白；
通过等电点沉淀、硫酸铵盐析、阴离子交换柱层析分离纯化过敏原；采用 SDS-PAGE 及
WB 分析南极磷虾主要过敏原的耐热性及对模拟胃肠液的消化稳定性。结果显示，南极磷
虾肌浆蛋白 (SP) 和肌原纤维蛋白 (MF) 电泳条带丰富且分子量范围广。南极磷虾蛋白与虾
蟹过敏患者血清能发生免疫反应，其中至少有 4 个蛋白条带发生了阳性反应；免疫反应最
强烈的蛋白分子量约为 35 ku，能够被所有的患者血清识别，经液质联用鉴定此过敏蛋白
为南极磷虾原肌球蛋白 (TM)。硫酸铵分级盐析纯化 TM 的最佳饱和度为 50%；分离纯化
后得到了纯度较高的 TM，其等电点为 4.4，热稳定性好，能与虾蟹过敏患者血清发生强烈
的免疫反应。TM 随着模拟胃液消化时间的延长，主条带分子量逐渐降低，最后稳定在 33 ku
左右，并且分子量为 15 和 12 ku 的降解片段含量逐渐增多且稳定存在；这些降解条带仍然
能与过敏患者血清发生较强的免疫反应。随着模拟肠液消化时间的延长，TM 原始片段逐
渐减少直至消失，最后完全降解成分子量更小的多肽；TM 经肠液消化后其降解产物免疫
活性大大降低。研究表明，南极磷虾中存在过敏原，TM 是其最主要的过敏原，且具有免
疫反应性。TM 还具备了过敏原的一般特性，比如耐高温、耐胃蛋白酶消化、对胰蛋白酶
消化部分稳定。研究结果对于阐明南极磷虾潜在致敏问题的预警和防控具有现实意义，也
为南极磷虾加工利用及过敏原消减技术构建提供基础信息。
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南极磷虾 (Euphausia superba) 属于磷虾目 (Eup-
hausiacea) 磷虾科 (Euphausiidae) 磷虾属 (Euphausia)，
是一类生活在南极海域的浮游类甲壳动物，生物

资源量约为 1.25~7.50 亿 t，被称为人类未来的“蛋
白质仓库”[1]。南极磷虾优良的营养价值，巨大的

生物资源量和良好的利用潜力赋予其广阔的开发

前景。因此，南极磷虾的食用安全性也受到了格

外关注，特别是南极磷虾的致敏问题引起了研究

人员和消费者的重视。

食物过敏是指机体摄入某种食物后产生的有

害健康、可重复发生的特定免疫反应 [2]，过敏的

主要症状表现为恶心、呕吐、腹泻等，严重时甚

至危及生命。FAO 指出的八大类过敏食物中，虾、

蟹等甲壳类水产品是引起亚洲地区食物过敏的主
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要来源。研究表明，甲壳类水产品过敏症的发生

率在成年人群中高达 3%，鱼类过敏症在成年人群

中约占 1%[3]，并且由于食用量较高，海鲜过敏在

亚洲通常比在西方国家更普遍[4-5]。目前，已经鉴

定的甲壳类水产品中最主要的过敏原为原肌球蛋

白 (TM) 和精氨酸激酶 (AK) 等，其中 TM 是甲壳

类水产动物的主要过敏原，约占所有虾和蟹过敏

原的 80%[6]。TM 是一个分子量为 34~38 ku 的热稳

定性蛋白，并且是一种氨基酸序列高度保守的蛋

白质，在许多无脊椎动物中被认为是一种交叉反

应的过敏原[7]。AK 也已经被证实是存在于无脊椎

动物中的常见过敏原，在不同物种如虾、蟹、章

鱼等中被发现 [8]。此外，一些新型的过敏原也在

甲壳类水产动物中陆续被发现，如肌浆钙结合蛋

白、肌钙蛋白 C、血蓝蛋白和磷酸丙糖异构酶

等[9-10]。

Hoffman 等[11] 首次报道了棕虾过敏原是分子

量为 36 ku 的蛋白，开启了不同领域研究人员研

究虾蟹类过敏原的序幕。有研究报道了 [12-13] 凡纳

滨对虾 (Litopenaeus vannamei)、克氏原螯虾 (Proc-
ambarus  clarkii)、口虾蛄  (Oratosquilla  oratoria)、
刀额新对虾 (Metapenaeus  ensis) 和中国明对虾

(Fenneropenaeus chinensis ) 等主要过敏原。傅玲琳

等[14] 对中国明对虾中的主要过敏原 TM 进行了研

究。刘光明等 [8, 15] 从中华绒螯蟹  (Eriocheir sinen-
sis) 拟穴青蟹 (Scylla paramamosain) 中分离获得了

TM、AK 等过敏原，并对这些过敏原进行了理化

特性分析和致敏性评估。目前，国内外关于南极

磷虾加工利用的研究更多集中在南极磷虾蛋白质、

脂质、酶、虾青素，冻虾、虾粉及加工利用等方

面[16]，关于南极磷虾安全性的研究主要集中在氟

和砷等方面，而关于南极磷虾过敏原的研究报道

很少。Motoyama 等 [17] 研究发现南极磷虾中存在

TM 过敏原，但是并未对其 TM 进行分离纯化和

性质分析；Nakano 等[18]通过磷虾重组原肌球蛋白

揭示了南极磷虾 TM 具有潜在的致敏性。国内，

目前还未见对南极磷虾过敏原及其性质的报道。

本实验以南极磷虾为研究对象，分离纯化、鉴定

其主要过敏原并进行研究，这对于阐明南极磷虾

潜在致敏问题的预警和防控具有现实意义。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与试剂

南极磷虾 2019 年 3—6 月由辽宁远洋渔业有

限公司于南极南设得兰群岛海域捕获。捕获后的

南极磷虾于 1 h 内冷冻并机器脱壳处理，脱壳后

于−18 °C 贮藏至运回国内。通过冷链运输到达实

验室，置于超低温冰箱储存备用 (−78 °C)。
阳性及阴性血清、HRP 标记的羊抗人 IgE 二

抗均购自重庆沃卡威生物技术有限公司；高灵敏

度 ECL 发光试剂、蛋白预染 marker、4xSDS PAGE
上样缓冲液、SDS、Tris、甘氨酸、丙烯酰胺 /
甲叉双丙烯酰胺 30% 溶液、考马斯亮蓝 R-250、
N,N,N',N'-四甲基乙二胺、 10×TBST、PVDF 膜、

5x 丽春红染色液、BCA 蛋白质定量检测试剂盒、

脱脂奶粉、DTT、IAA 均购于生工生物工程股份

有限公司；硝酸纤维素膜 (上海碧云天生物技术有

限公司)、PTFE 针式滤器 (上海安谱实验科技股份

有限公司)、HiPrep DEAE FF16/10 预装柱  (GE 公

司)、猪胃蛋白酶  (15 000 U/mg) 和胰蛋白酶  (250
U/mg) 均购自上海源叶生物科技有限公司；其他

试剂均为分析纯。 

1.2    仪器设备

高速冷冻离心机 (KUBOTA 6200，日本)；真

空冷冻干燥机  (Labconco，美国 FreeZone 公司 )、
电子天平  (德国 Sartorius)、Bio-Rad 电泳仪、Bio-
Rad 转膜装置、PHS-3C 型 pH 计 (上海精密科学仪

器有限公司雷磁仪器厂)、BSZ-100 自动部份收集

器  (上海沪西分析仪器厂有限公司)、PRO250 均

质器  (美国 Pro  Scientific 公司 )、蛋白纯化系统

(AKTA pure 25，美国 GE 公司)、凝胶电泳成像系

统 (Tanon-5200Multi，上海天能)、多功能酶标仪

(Spark 10M，帝肯贸易有限公司)、Easy nLC 1 200
纳升液相系统  (美国热电公司)、质谱仪  (Thermo
Fisher Q Exactive 系统，美国热电公司)。 

1.3    南极磷虾蛋白的提取

蛋白的提取方法参考 Yang 等 [8] 并作适当的

修改。取去壳后的冷冻南极磷虾 100 g 溶于 5 倍

体积预冷的 Tris-HCl 缓冲液  (0.1  mol/L，pH 8.0)
并于冰浴下进行均质，然后在 4 °C、10 000×g 下

离心 20 min，得到的上清液即为肌浆蛋白 (Sarco-
plasmic protein，SP)。上述离心后的沉淀重新悬浮

于 10 倍体积的 1 × PBS (Na2HPO4、KH2PO4、NaCl、
KCl，pH 7.5) 溶液中，于 4 °C、12 000×g 下离心

20 min，重复这一步骤 3 次后，得到的沉淀溶于

含 0.1 mol/L NaCl 的 Tris-HCl (0.05 mol/L，pH 7.5)
溶液中，然后用均质机于冰浴下低速搅拌，置于
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冰箱中过夜浸提。次日，离心后得到的上清液即

为肌原纤维蛋白 (Myofibrillar protein，MF)。 

1.4    SDS-PAGE分析

对上述得到的南极磷虾蛋白进行 SDS-PAGE
分析，电泳参考 Brunelle 等[19] 的方法。 

1.5    免疫印迹 (Western blot，WB)

免疫印迹分析参考陈亨莉等[20] 的方法并做修

改。南极磷虾蛋白提取物经透析除盐、适当浓缩

后进行 SDS-PAGE 分析，分离胶浓度为 12%，浓

缩胶为 5%。电泳结束后将蛋白胶条转移至 0.45
μm 的 PVDF 膜上进行转膜。采用湿法转膜，于

100 V 恒压下转膜 1.5 h。转膜后将膜置于含 5%
脱脂牛奶的 1×TBST 中室温封闭 2 h。封闭后用

1×TBST 洗膜 5 次，每次 5 min。然后加入虾蟹过

敏患者的血清或正常人血清 (血清稀释度为 1∶5)
于 4 oC 下过夜进行抗原抗体反应。反应结束后洗

膜，加入 HRP 标记的羊抗人 IgE (稀释度 1∶2 000)
进行二抗结合反应，室温下于摇床上反应 1 h。最

后使用 ECL 发光试剂对印迹膜进行显色。 

1.6    过敏蛋白种类的鉴定
 

　　胶内酶切　　对目的蛋白的电泳条带进行胶

内酶切。考马斯亮蓝染色后的条带经双蒸水冲洗

3 遍，加入 150 μL 脱色液脱色，水洗 4 次，再依

次用 300 μL 的 25 mmol/L 碳酸氢铵溶液，50% 乙

腈和 100% 乙腈洗涤胶条 2 次，最后使胶脱水至

胶块变白。加入 50  μL 的 10  mmol/L  DTT 溶液

56 °C 下水浴还原 30 min，待温度降至室温后加入

等体积的 50 mmol/L 的 IAA 溶液避光烷基化 15 min，
再依次用 300  μL 的 25 mmol/L  碳酸氢铵溶液，

50% 乙腈和 100% 乙腈洗涤胶条 2 次，最后使胶

脱水至胶块变白。加入 0.01 μg/μL 的蛋白质组学

级胰蛋白酶 15~20 μL，冰上充分吸涨变透明后，

加入 50 mmol/L 的碳酸氢铵  (含 10% 乙腈 ) 溶液

30~40 μL 覆盖；37 °C 水浴消化过夜。酶解后的

上清液转移至另一新的 EP 管中，加入 100 μL 萃

取液  (67% 乙腈，含 2% 甲酸) 于剩下的胶块中，

37 °C 保温 30 min，然后超声 15 min，离心、合并

上清，再浓缩干燥，待做质谱分析。 

　　LC-MS/MS 分析　　酶切多肽样品经离心干

燥后，重新溶解于 Nano-LC 流动相 A (0.1% 甲酸/
水) 中装瓶上样，进行在线 LC-MS/MS 分析。溶

解后的样品以 2  μL 的体积上样到 C18 预柱上

(3 μm，100 Å)，然后用 20 μL 体积冲洗脱盐。液

相色谱为 Easy nLC 1200 纳升液相系统  (Thermo
Fisher, USA)，样品在预柱上脱盐保留后再经分析

柱分离，分析柱为 C18 反相色谱柱 (Acclaim PepMap
RSLC，75 μm × 25 cm，C18，2 μm，100 Å)，实验

所用流动相梯度为 30 min 内流动相 B (80% 乙腈，

0.1% 甲酸) 由 5% 升高至 38%。质谱采用 Thermo
Fisher  Q Exactive 系统  (Thermo Fisher,  USA) 结合

纳升喷雾 Nano Flex 离子源 (Thermo Fisher, USA)，
喷雾电压为 1.9 kV，离子传输管加热温度为 275 °C。

质谱扫描方式为数据依赖采集模式  (DDA，Data
Dependent Analysis)，一级质谱扫描分辨率为 70 000，
扫描范围 350~2 000 m/z，最大注入时间 100 ms。每

次 DDA 循环下最多采集 20 个电荷为 2+到 5+的二

级图谱，二级质谱离子最大注入时间为 50 ms。碰

撞室能量 (高能碰撞诱导解离, HCD) 设定为 28 eV，

适用于所有前体离子，动态排除设置为 25 s。 

　　数据库检索与分析　　质谱采集到的原始

raw 图谱文件，采用 PEAKS Studio 8.5 (Bioinform-
atics Solutions Inc. Waterloo, Canada) 软件进行数据

加工处理和检索分析。数据库为 NCBI 下载的南

极磷虾和凡纳滨对虾蛋白数据库。检索参数设置

如下：胰蛋白酶酶解，一级质谱质量容差为 10 ×
10−6，二级质谱为 0.05 u。 

1.7    过敏原原肌球蛋白 (TM)的分离纯化
 

　　硫酸铵盐析　　提取后的南极磷虾肌原纤维

蛋白于 100 °C 下煮沸 15 min，冷却后离心取上清。

上清液采用 1 mol/L 盐酸调节 pH 至 4.5[21]，4 °C
静置 2 h，然后于 4 °C、10 000×g 下离心 20 min。
离心后得到的沉淀溶于 20  mmol/L  Tris-HCl  (pH
7.5) 中，搅拌混匀，用 1 mol/L 氢氧化钠调节溶液

的 pH 至 7.5，随后进行硫酸铵盐析。

取 600 μL 上述蛋白溶液，分别逐滴加入800
μL 不同饱和度 (饱和度分别为 20%、30%、40%、

50%、60%、70% 和 80%) 的硫酸铵溶液，充分混

匀后，冰浴放置 1 h；再逐滴加入 400 μL 的 100%
饱和度硫酸铵溶液，充分混匀后 4 °C 过夜静置。

次日，4 °C、12 000×g 下离心 20 min，分离上清和

沉淀，沉淀溶于 20 μL 的 1×PBS 溶液，待电泳分析。 

　　阴离子交换柱层析分离过敏原　　南极磷

虾肌原纤维蛋白经等电点沉淀、硫酸铵盐析后得

到的沉淀溶于双蒸水，4 °C 下双蒸水透析 48 h，
真空冷冻干燥。取冻干后的蛋白粉末适量溶于平
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衡缓冲液 20 mmol/L Tris-HCl (A1) 中，样品混匀溶

解后过 0.45 μm 的亲水 PTFE 针式滤器，待上柱分

析。用缓冲液 A1 以 5 mL/min 的流速平衡阴离子

交换柱 HiPrep DEAE FF (16 μm ×100 mm，90 μm，

20 mL)10 个柱体积，然后上样，缓冲液 A1 冲洗

10 个柱体积后开始用含 1 mol/L NaCl 的 20 mmol/L
Tris-HCl 溶液 (B1) 洗脱蛋白。洗脱时的线性梯度

为 0~100% B1，洗脱 20 个柱体积。根据色谱峰的

出峰时间在线收集每个洗脱峰，收集样品后进行

透析、冻干、称重。 

1.8    南极磷虾 TM等电点测定及耐热性分析
 

　　等电点测定　　南极磷虾 TM 等电点的测定

参考董银卯等[22] 的方法。 

　　耐热性分析　　南极磷虾 TM 的热稳定性分

析参考陈亨莉等[20] 的方法。 

1.9    模拟胃肠液消化实验
 

　　模拟胃液消化　　模拟胃液 (SGF) 的配制方

法参考美国药典 [23]。配制好的 SGF 在 37 °C 水浴

下预热，加入纯化后的 TM 至其终浓度为 0.5 g/L，
胃蛋白酶与 TM 的质量浓度比为 4∶1，反应在

37 °C 恒温水浴下进行。分别在反应时间 0、1、2、
5、10、15、30 和 60 min 时取出 100 μL 消化液，

用 35 μL 的 0.2 mol/L Na2CO3 溶液终止反应。0 min
的样品是将含有胃蛋白酶的 SGF 先用 Na2CO3 终

止液终止反应，再加入蛋白底物。后续对 SGF 消

化产物及对照进行 SDS-PAGE 和 WB 分析。 

　　模拟肠液消化　　模拟肠液 (SIF) 的配制方

法参考美国药典[23]。配制好的 SIF 在 37 °C 水浴下

预热，加入纯化后的 TM 至其终浓度为 1 g/L，胰

蛋白酶与 TM 的质量浓度比为 1∶440，反应在

37 °C 恒温水浴下进行。分别在反应时间 0、1、5、
15、30、60、120 和 240 min 时取出 100 μL 消化

液，于 95 °C 下加热 5 min 终止反应。0 min 的样

品是将含有胰蛋白酶的 SIF 于 95 °C 下加热失活，

然后加入蛋白底物。后续对 SIF 消化产物及对照

进行 SDS-PAGE 和 WB 分析。 

2    结果
 

2.1    南极磷虾蛋白提取物的电泳分析

南极磷虾蛋白提取物分为两部分，即肌浆蛋

白 (SP) 和肌原纤维蛋白 (MF)。SP 中蛋白条带丰

富，分子量范围广，最大分子量达到 200 ku 左右。

其中丰度最高的分子量为 43 ku (图 1红色箭头标

注)。MF 中蛋白条带也较多，其中含量最丰富的

分子量为 35 ku (图 1 红色箭头标注)。 

2.2    南极磷虾过敏原的鉴定

为了鉴定南极磷虾肌肉中的 IgE 结合蛋白，

以提取的南极磷虾蛋白为抗原，虾蟹类过敏患者

血清中的特异性 IgE 为抗体，采用免疫印迹法进

行过敏原鉴定。结果显示，来自 6 个过敏患者的

血清及其混合血清均能够与南极磷虾 SP 和 MF 发

生免疫反应，其中有超过 4 个蛋白条带发生了抗

原抗体结合反应 (图 2)。免疫反应最强烈的蛋白条

带大小约为 35 ku (图 2 红色矩形框所标注)，能够

被所有的患者血清识别。正常阴性对照血清中未

检测到 IgE 结合蛋白  (图 2 泳道 8)。推测分子量

为 35 ku 左右的蛋白很可能是南极磷虾原肌球蛋

白，因为 TM 是已知的甲壳类水产动物的主要过

敏原。 

2.3    南极磷虾过敏蛋白的种类鉴定

为了明确南极磷虾过敏蛋白的种类，采用液

相色谱-串联质谱法对免疫印迹反应中的阳性蛋白

条带进行一级结构鉴定。结果显示，分子量为 35
ku 左右的过敏蛋白经鉴定为南极磷虾原肌球蛋白

(tropomyosin [Euphausia superba])。该鉴定蛋白的

氨基酸覆盖率为 88%，鉴定到的总肽段有 81 条，

其中原肌球蛋白特异性肽段有 76 条，理论平均分

子量为 32.6 ku (图 3)。另外，分子量为 43 ku 左右

的蛋白经鉴定为南极磷虾精氨酸激酶  (arginine
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图 1    南极磷虾蛋白提取物的 SDS-PAGE图

M. 蛋白预染 marker；1，2，3. 肌浆蛋白 (SP)，不同的电泳上样量；

4，5. 肌原纤维蛋白 (MF)，不同的电泳上样量

Fig. 1    SDS-PAGE analysis of Antarctic krill protein
M. marker; 1, 2, and 3. SP; 4 and 5. MF
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kinase  [Euphausia  superba])，理论平均分子量为

43.2 ku。免疫印迹结果 (图 2 泳道 5) 显示该蛋白

在过敏患者 5 号中有明显的 IgE 结合反应，说明

精氨酸激酶可能是南极磷虾潜在的过敏原。 

2.4    南极磷虾原肌球蛋白的分离纯化

通过分级硫酸铵沉淀法盐析南极磷虾 MF，
以确定硫酸铵的最佳饱和度。实验中向已煮沸且

经等电点沉淀后的 MF 中加入不同饱和度的硫酸

铵，待出现沉淀后，静置一段时间，然后再加入

饱和的硫酸铵继续盐析。盐析后的蛋白溶液进行

SDS-PAGE 分析。结果显示，当硫酸铵的饱和度

为 30%~35% 时，TM 的丰度较低；当饱和度为

40%~45% 时，得到的 MF 中蛋白条带较复杂，杂

条带增多，不利于 TM 的纯化；当饱和度为 50%
时，杂条带较少，高分子量和低分子量的蛋白均

大大减少，TM 的丰度很高，且精氨酸激酶的丰

140
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图 2    免疫印迹法检测南极磷虾蛋白提取物对虾蟹过敏患者血清中 IgE的反应性

M. 蛋白预染 marker；泳道 1 到 7. 虾蟹过敏患者的血清  (1， PL24819； 2， PL23435； 3， PL27140； 4， PL21224； 5， PL25723；
6，PL24375；7，混合阳性血清)；8. 正常人的混合血清

Fig. 2    Reactivity of IgE in allergic patients’ serum with Antarctic krill protein by Western blot
M. marker; 1. PL24819; 2. PL23435; 3. PL27140; 4. PL21224; 5. PL25723; 6. PL24375; 7. pooled positive serum; 8. pooled normal negative serum
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tropomyosin [Euphausia superba] 
图 3    南极磷虾原肌球蛋白的一级结构鉴定结果

TM 的氨基酸覆盖率图谱：蓝色线条所标注的氨基酸序列为质谱所鉴定到的肽段与 NCBI 数据库中所匹配到的 TM 理论肽段，不同颜色标

记的氨基酸残基为多肽修饰；嵌入表格：氨基酸覆盖率 (coverage, %)，即鉴定到的有效多肽氨基酸数量占整个蛋白氨基酸的比值；高置信

度的有效多肽的数目 (#peptides)；特征肽数目 (#unique)；鉴定多肽对应的总匹配图谱数 (#spec 1)；蛋白质的平均质量数 (avg. Mass)；蛋白

质在数据库中的详细信息描述 (description)

Fig. 3    Primary structure identification of tropomyosin from Antarctic krill
Amino acid coverage map of TM: the amino acid sequences marked by the blue line are the peptides identified by mass spectrometry and the TM theoret-
ical peptides matched in NCBI database; the amino acid residues marked with different colors are peptides with modifications; Embedded table: cover-
age (%), the ratio of the number of effective peptides amino acids identified to the amino acids of the whole protein; #peptides, number of effective pep-
tides with high confidence; #unique, number of specific peptides; #spec 1, the total number of matching mass spectra corresponding to the identified pep-
tides; avg. mass, average mass of protein; description, detailed description of protein in database
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度较小，有利于 TM 的纯化；当饱和度大于 55%
时，小分子量的杂蛋白开始增多，且 TM 的丰度

开始降低。综合上述分析，当硫酸铵的饱和度接

近 50% 时，相比较于盐析前的 MF 而言，TM 的

含量得到富集，杂蛋白大部分被去除，达到了纯

化的目的 (图 4)。因此，可以得出 50% 的硫酸铵

饱和度是南极磷虾 TM 分级盐析的最佳饱和度。

硫酸铵盐析后得到的蛋白沉淀经过透析、冻

干后，溶于平衡缓冲液经弱阴离子交换柱层析，

得到紫外吸收图谱 (图 5-a)，峰 2 对应的蛋白经过

手动收集、透析脱盐、冻干后，进行 SDS-PAGE
和 WB 分析，结果显示，第 4 泳道经过阴离子交

换柱层析分离后，得到了单一的蛋白条带，根据

条带的分子量得出此蛋白是 TM (图 5-b)。纯化后

的 TM 进一步通过液相色谱-串联质谱验证其一级

结构，结果显示只鉴定到一个蛋白，且该蛋白的

氨基酸覆盖率为 94%，证明经过本实验纯化后得

到了纯度较高的单一蛋白组分南极磷虾 TM。使

用虾蟹过敏患者的混合血清对纯化后的 TM 进行

免疫印迹反应，结果表明纯化后的 TM 与患者血

清发生了特异性的免疫结合反应 (图 5-c)，证明了

南极磷虾过敏原 TM 纯化成功。 

2.5    南极磷虾 TM的等电点及耐热性

南极磷虾 TM 的等电点结果表明，当缓冲液

体系的 pH 在 4.4 下，得到的蛋白质沉淀最多且最

稳定，最终确定南极磷虾 TM 的等电点为 4.4。
南极磷虾 TM 的耐热性结果表明，在整个加

热过程中，蛋白条带不会发生降解，也没有形成

多聚体形式，和 4 oC 条件储存下的蛋白条带一致

(图 6)，表明南极磷虾 TM 具有很高的热稳定性。 

2.6    南极磷虾原肌球蛋白模拟胃肠消化稳定性

纯化后的南极磷虾 TM 模拟胃液消化，胃蛋

白酶在 0 min 消化时，TM 条带保持完整 (图 7-a)。
消化 1 min 后，TM 开始出现微弱的降解，但是主

条带变化不明显；随着消化时间的延长，主条带

分子量逐渐降低，最后稳定在 33 ku 左右。消化 5
min 后，降解条带增多，大约产生 5 个降解条带；

当消化反应达到 60 min 后，分子量 33 ku左右的

1 2 3 4 5 6 7 98

 
图 4    不同饱和度硫酸铵盐析南极磷虾MF后

沉淀的 SDS-PAGE分析

泳道 1 到 7 的硫酸铵饱和度分别为：1.  30%；2.  35%；3.  40%；

4. 45%；5. 50%；6. 55%；7. 60%；8. 未盐析的 MF；9. 酸沉后的

MF

Fig. 4    SDS-PAGE analysis of the precipitation salting
outed with ammonium sulfate at different degrees of

saturation from MF
Saturations of ammonium sulfate were: 1. 30%; 2. 35%; 3. 40%; 4. 45%;
5. 50%; 6. 55%; 7. 60%; 8. MF without salting out; 9. MF after acid pre-
cipitation
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图 5    南极磷虾 TM的纯化

(a) 阴离子交换柱分离南极磷虾 TM。峰 2. TM； (b) 纯化前后南极

磷虾蛋白及 TM 的 SDS-PAGE 分析。M，蛋白预染 marker；1. SP；
2. MF；3. 50% 饱和度硫酸铵盐析 MF 后得到的沉淀；4. 阴离子交

换柱纯化后得到的 TM； (c) 纯化后 TM 与过敏患者混合血清的免

疫印迹反应结果

Fig. 5    Purification of Antarctic krill TM
(a)  Separation  of  TM  by  DEAE-Sepharose  column:  peak  2.  TM; (b)
SDS-PAGE  analysis  of  Antarctic  krill  protein  and  TM  before  and
after  purification;  M,  marker;  1.  SP;  2.  MF;  3.  precipitation  salting
outed  with  50%  ammonium  sulfate  from  MF;  4.  TM  purified  by
DEAE-Sepharose column; (c) Reactivity of IgE in allergic patients’
serum with TM by Western blot

450 水    产    学    报 46 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


条带仍然大量存在，并且分子量为 15 和 12 ku 的

降解片段含量逐渐增多且稳定存在。此结果说明

TM 是一种耐胃蛋白酶消化的蛋白。与模拟胃液

消化相比，模拟肠液对 TM 消化的更加彻底，降

解片段也更小 (图 7-b)。胰蛋白酶消化 1 min 后，

TM 开始降解，产生一些小分子蛋白，且原始蛋

白条带仍然大量存在，比较明显的降解条带分子

量分别为 33，27，20 和 12 ku；随着肠液消化时

间的延长，TM 原始条带逐渐减少，产生的小片

段含量逐渐增加；当消化至 60 min 时，TM 原始

条带消失，分子量大于 10 ku 的降解片段含量减

少；当反应至 120 min 时，TM 完全降解成分子量

更小的多肽，电泳中未检测到。这说明 TM 对胰

蛋白酶消化部分稳定。

为了验证模拟胃肠液消化后的南极磷虾 TM
降解产物是否仍然具有过敏性，采用虾蟹过敏患

者的混合血清对 TM 消化产物进行免疫印迹实验。

结果显示经胃蛋白酶消化后，南极磷虾 TM 降解

条带仍然能与过敏患者血清发生免疫反应，反应

强度并未有明显的降低 (图 7-c)，特别是分子量为

33 ku 的条带仍然具有很强的免疫反应。经胰蛋白

酶消化 60 min 后，TM 降解产物仅具有微弱的免

疫活性 (图 7-d)，说明胰蛋白酶消化可以大大降低

南极磷虾 TM 的过敏原性。 
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图 6    南极磷虾 TM的热稳定性的 SDS-PAGE图谱

M. 蛋白预染 marker；对照温度。 4  °C；热处理温度。 40  °C，
60 °C，80 °C，100 °C

Fig. 6    SDS-PAGE analysis of the thermal stability of
Antarctic krill TM

M.  protein  marker;  Control.  4  °C;  Heat-treatment  temperature.  40  °C.
60 °C, 80 °C and 100 °C
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图 7    南极磷虾 TM模拟胃肠液消化的稳定性分析

SDS-PAGE 分析：(a) 胃蛋白酶消化； (b) 胰蛋白酶酶消化； WB 分析；(c) 胃蛋白酶消化； (d) 胰蛋白酶酶消化

Fig. 7    Digestive stability analysis of Antarctic krill TM to SGF and SIF
SDS-PAGE analysis: (a) Pepsin digestion; (b) Trypsin digestion; Western blot analysis of (c) Pepsin digestion; (d) Trypsin digestion
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3    讨论

食用海鲜后会使易感人群发生过敏症状，甲

壳类水产动物过敏是引起过敏反应的最常见原因

之一。目前，关于南极磷虾过敏方面的研究报道

极少。引起食物过敏的物质是过敏原，因此要想

研究南极磷虾过敏问题首先必须鉴定其过敏原。

目前，主要采用免疫印迹或斑点杂交方法确证过

敏原，并结合质谱对其氨基酸组成与结构进行鉴

定。甲壳类水产品中主要过敏原的鉴定和表征不

仅有助于阐明甲壳动物间的交叉反应，而且有助

于海产品过敏的诊断和治疗 [24]。TM 是甲壳类动

物的主要过敏原，是一种氨基酸序列高度保守的

蛋白质，在许多无脊椎动物中被认为是一种交叉

反应的过敏原 [7]。基于免疫交叉反应的原理，本

实验采用虾蟹过敏患者的血清对南极磷虾蛋白提

取物做免疫印迹反应，结合液相色谱-串联质谱鉴

定结果，筛选出南极磷虾中的过敏原主要为 TM。

这个结果与 Motoyama 等 [17] 研究结果一致，认为

南极磷虾中存在 TM 过敏原，并通过构建分子进

化树证明了南极磷虾的 TM 与十足目的 TM 不同，

并且独立进化。Nakano 等[18] 通过磷虾重组原肌球

蛋白揭示了南极磷虾和日本对虾  (Penaeus japon-
icus)、棘刺龙虾 (Palinurus elephas)、红帝王蟹 (Par-
alithodes  camtschaticus) 等 TM 在虾过敏相关 IgE
结合中具有交叉反应性，表明了南极磷虾 TM 具

有潜在的致敏性。另外，本实验中发现甲壳类动

物中另一种常见的过敏原 AK 与其中一个过敏患

者的血清具有免疫反应，由于实验中虾蟹过敏患

者血清数目有限，仅能说明 AK 可能是南极磷过

敏原，仍需要后续更多的患者血清进行验证。

在研究过敏原的性质、生物体内的化学变化，

以及多种抗体的制备时，往往需要纯度更高的过

敏原。获得纯化、单一过敏原组分在研究加工方

式对过敏原活性的影响、开发低致敏性海产品的

食品加工技术中具有重要的意义。本研究通过等

电点沉淀、硫酸铵盐析结合阴离子交换柱层析及

质谱鉴定技术，分离纯化得到了纯度较高的南极

磷虾 TM。本实验对硫酸铵盐析时的饱和度进行

了优化，发现当硫酸铵的饱和度为 50% 时，TM
的含量得到富集，杂蛋白大部分被去除，达到了

纯化的目的，因此最终确定 50% 的硫酸铵饱和度

是南极磷虾 TM 分级盐析的最佳饱和度。对于不

同的甲壳类水产品，其盐析 TM 所需要的硫酸铵

饱和度不同，需要根据实验需要进行相应的优化

处理。例如锯缘青蟹肌肉中的过敏原 TM 和口虾

蛄主要过敏原 TM 的纯化均需要进行 40%~60% 的

硫酸铵盐析 [25-26]；凡纳滨对虾 TM 在抽提液 pH
6.5~7.5、硫酸铵饱和度为 30% 时，可以被有效地

分离纯化 [27]。免疫印迹反应结果显示，纯化后的

TM 与虾蟹过敏患者的混合血清具有强烈的免疫

反应，说明本实验成功得到了纯度较高的南极磷

虾过敏原 TM。目前，多种甲壳类水产动物的

TM 已经被纯化和鉴定。Motoyama 等[24] 采用硫酸

铵沉淀、等电点沉淀及反向色谱对 6 种甲壳类动

物的肌肉蛋白进行分离纯化后得到 6 种甲壳类

TM；蔡秋凤等[25] 通过制备丙酮粉、等电点沉淀、

硫酸铵盐析及加热等方法纯化了口虾蛄主要过敏

原 TM；王晓斐等 [28] 通过免疫印迹、高效液相色

谱法纯化了中国明对虾的主要过敏原 TM；Shen
等[29] 采用均质、硫酸铵盐析及 DEAE-Sepharose 层

析柱从八爪鱼中分离纯化得到了 TM 并对其免疫

活性进行了研究；Mei 等[30] 采用等电点和硫酸铵

沉淀法从细点圆趾蟹 ( Ovalipes punctatus ) 肌肉中

分离纯化了其过敏原 TM。也有研究人员采用重

组蛋白来代替传统的分离纯化方法将获得的过敏

蛋白，用于研究过敏原的性质及过敏机制研究等，

即把某物种来源的过敏蛋白 cDNA 序列克隆后在

大肠杆菌内表达，然后采用亲和层析柱纯化后得

到重组过敏蛋白 [18, 31]。但是细菌是原核生物，而

甲壳类水产品是真核生物，其蛋白质表达系统存

在差异，因此通过重组过敏蛋白研究过敏原的结

构及致敏性，在一定程度上并不能与天然过敏原

相比较，其构建的动物致敏模型也并不能完全模

拟实际情况下的食物过敏，也就无法准确地探索

其致敏机制。即使采用真核生物来表达过敏蛋白，

也可能会得到一些天然过敏原的突变体，难以保

证其结构功能满足研究需要[32]。鉴于此，仍然需

要大量天然提纯且具有高纯度及具有生理活性的

过敏蛋白。

TM 是一种高度稳定的 α-螺旋卷曲同源二聚

体蛋白，其特殊形式的二级和三级结构赋予了

TM 结构的稳定性，因此能够承受高温和高压处

理并保持其过敏性 [33]。本实验对纯化前后的 TM
进行了高温加热及煮沸处理，发现其电泳条带及

WB 反应结果并未受到影响，说明南极磷虾过敏

原 TM 耐受高温，具备过敏原的一般理化特性。

虽然 TM 具有高度的稳定性，但也有研究表明，

在热处理后，黑虎虾 TM 与抗体的结合能力会增

加[34]。食物过敏原经过胃肠道消化后，其结构与
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表位会产生变化，致敏性也会随之改变。Ast-
wood 等[35] 对几种常见的过敏蛋白进行了模拟胃肠

液消化实验，发现过敏蛋白经胃液消化后其致敏

性稳定，而非过敏蛋白在 15 s 内即被消化完全。

但是也有研究证明食物过敏蛋白不一定比非过敏

性蛋白更耐消化，而且体外测定的模拟消化能力

与蛋白过敏性之间没有明确的相关关系[36]。纯化

后的南极磷虾 TM 经过模拟胃液消化后，其降解

片段仍然具有很强的免疫活性，说明 TM 对胃蛋

白酶具有较高的消化稳定性。而经过模拟肠液消

化后，其免疫活性大大降低，说明南极磷虾 TM
不耐受胰蛋白酶消化，肠液消化可以起到消减其

致敏性的作用。黄园园等[26] 对锯缘青蟹主要过敏

原 TM 进行了模拟胃肠液消化实验，发现经胃液

消化 60 min 后 TM 的降解产物仍然具有较强的免

疫活性，这与本研究结果相一致；而经模拟肠液

消化 180 min 后 TM 完全降解成小肽或氨基酸。

黄天娇等[37] 采用不同烹饪方式对凡纳滨对虾进行

处理后再进行体外模拟唾-胃-肠连续消化，发现

虾类 TM 免疫活性的降低主要发生在肠液消化阶

段，此结果与本研究中南极磷虾 TM 的模拟消化

结果一致。 

4    结论

本实验对南极磷虾潜在的过敏原进行了筛选、

鉴定、分离和纯化，证实了南极磷虾中确实存在

过敏原，并且 TM 是其最主要的过敏原。分析了

纯化后南极磷虾 TM 的性质，证明了南极磷虾

TM 能与虾蟹过敏患者血清的特异性 IgE 发生免疫

结合反应，具有免疫活性；南极磷虾 TM 具有耐

高温、耐胃蛋白酶消化、对胰蛋白酶消化部分稳

定等过敏原的一般特性。本实验仅对南极磷虾

TM 做了部分性质研究，包括等电点测定、耐热

性、免疫活性和抗消化性能分析，未来还需要通

过细胞学方法和动物致敏模型对南极磷虾 TM 的

致敏特性进行深入、系统的评价分析。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Isolation, purification and properties of Antarctic krill
(Euphausia superba) major allergens

LIN Na 1,     MA Derong 1,2,     LIU Zhidong 1*,     NI Ling 1,     DUAN Rui 2,     ZHANG Junjie 2

(1. East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai    200090, China;
2. Jiangsu Ocean University, School of Food Science and Engineering, Jiangsu, Lianyungang    222005, China)

Abstract: Antarctic krill (Euphausia superba) is a type of crustacean living in Antarctic waters and is an import-
ant  strategic marine living resource.  Currently,  the research on the safety of  Antarctic  krill  is  mainly focused on
fluorine and arsenic, while the study on Antarctic krill sensitization is rarely reported. How to prevent and control
the food allergy caused by Antarctic krill has become urgent work. In order to explore the sensitization problem of
Antarctic  krill,  the  main  allergens  were  screened,  identified,  isolated  and  purified  from  Antarctic  krill,  and  the
properties  of  major  allergens were studied.  Antarctic  krill  proteins  were extracted by salt  buffer;  Allergens were
screened by SDS-PAGE and Western blot (WB); The primary structure of these allergic proteins were identified
using high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS); Major allergens were
separated and purified by isoelectric precipitation, ammonium sulfate salting out and anion exchange column chro-
matography.  The  heat  resistance  and  the  digestive  stability  of  Antarctic  krill  major  allergens  to  simulated
gastrointestinal fluid were analyzed by SDS-PAGE and WB. Results showed that the protein bands of sarcoplas-
mic  protein  (SP)  and  myofibrillar  protein  (MF)  extracted  from  Antarctic  krill  were  rich  and  the  range  of  the
molecular weight (MW) was wide. Antarctic krill proteins could react with the serum IgE of shrimps/crabs aller-
gic patients, and at least four proteins had positive reactions. The protein with the strongest immune reaction had a
MW of about 35 ku and could be recognized by the serum of all allergic patients. This allergic protein was identi-
fied as Antarctic krill tropomyosin (TM) by LC-MS/MS. The optimum saturation of ammonium sulfate was 50%
for the salting out Antarctic krill TM. After separation and purification, TM with high purity was obtained, which
could have a strong immunoreactivity with the serum IgE of shrimps/crabs allergic patients. The measured isoelec-
tric point of Antarctic krill TM was 4.4, and it had good thermal stability. With the extension of digestion time of
simulated gastric fluid (SGF), MW of TM gradually decreased and finally stabilized at about 33 ku, and the abund-
ance of degradation fragments with MW of 15 ku and 12 ku gradually increased and existed stably. These degrada-
tion bands could still have strong immunoreactivity with the serum IgE of allergic patients. With the extension of
digestion time of simulated intestinal fluid (SIF), the original band of TM gradually decreased until disappeared,
and finally completely degraded into smaller polypeptide. The immunoreactivity of TM degradation products was
greatly  reduced  after  digestion  by  SIF.  The  results  obtained  above  indicate  that  there  are  allergens  in  Antarctic
krill, and TM is the main allergen with immunoreactivity. TM also has the general characteristics of allergens, such
as high temperature resistance, pepsin digestion resistance and partial stability of trypsin digestion.

Key words:  Euphausia superba;  allergens; tropomyosin (TM); isolation and purification; immunoreactivity;
digestive stability
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