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摘要! 采用]LIPIQNF十二烷基硫酸钠 ;聚丙烯酰胺凝胶电泳"]LIPIQNF1@1FB-W3#和免疫印迹

"oNJRNLQFf76R#方法!通过模拟肠胃液消化实验分析淡水鱼类肌肉中主要过敏原小清蛋白

"UHLgH7f9GIQ!B5#的消化特性$ ]LIPIQNF1@1FB-W3结果显示!纯化的鲫(鲢B5在模拟胃液消

化实验中反应 = !̂% GIQ明显分解!而在模拟肠液消化实验中 " K 仍未见明显分解$ 鲫(鲢肌

浆蛋白在模拟胃液消化实验中!肌浆蛋白中的B5比纯化B5的分解时间明显延长!消化 !% ^

<% GIQ仍未被完全分解!而其它肌浆蛋白消化 &% !̂% GIQ 就完全分解$ 采用抗 B5多克隆抗

体的oNJRNLQFf76R显示!该抗体能特异识别 B5及其降解产物$ 研究结果表明!淡水鱼类 B5

相对于非过敏蛋白具有较高的消化稳定性!而胃蛋白酶能较好地分解该过敏原$

关键词! 鲫% 鲢% 模拟肠胃液消化% 小清蛋白% ]LIPIQNF十二烷基硫酸钠;聚丙烯酰胺凝胶电泳

中图分类号! ][>!% 1>&#'''''''文献标识码)-

''食物过敏是人类常见的一种免疫性疾病!主

要由食物中的蛋白质引起) 食物过敏的主要症状

有哮喘(荨麻疹等!严重时会引发休克甚至危及生

命*&+

) 近年来!因食用水产品而发生过敏的比率

逐年增高*$ ;!+

!因此!开展水产品过敏研究具有重

要的现实意义)

随着研究的深入!不同种类水产品的过敏原陆

续被发现) 小清蛋白"UHLgH7f9GIQ!B5#是鱼类的

主要过敏原) B5是一种 4H

$ h结合型的水溶性蛋

白!分子量在 &% &̂" E9!已有文献报道鳕"E'9$4

(*))2$'#

*"+

(鲭鱼*=+

(大西洋鲑鱼*<+

(鲤*#+等多种

鱼类B5能引起人类0T3介导的过敏反应)

鲫"6')'44%$4'$)'+$4/$<%0)%#是一种成长快(

适应能力强(疾病少(肉质细嫩(经济效益高的优

质淡水鱼类%鲢"G3.*.2+2'&(%/2+234(*&%+)%B#广

泛分布于亚洲东部!随处可见于我国各大水系!是

我国淡水养殖的&四大家鱼'之一) 以这两种具

有重要经济价值和食用价值的淡水鱼为研究对

象!通过模拟胃肠液消化实验分析比较鱼类 B5

与其他蛋白质的消化稳定性!以期为保障水产品

安全性(提高水产品利用价值提供理论依据)

&'材料与方法

!"!#材料

鲜活鲫和鲢购自厦门市集美菜市场) 即杀取

肉后直接用于实验)

]LIPIQNF1@1FB-W3所用的标准蛋白分别为

W3公司和/NLGNQRHJ公司产品!oNJRNLQFf76R所用

的标准蛋白为 ,Ni3QT7HQO CI6.Hf 公司产品!

@3-3F1NUKHL6JN为 BKHLGHPIH公司产品!山羊抗

兔0TWF2+B为 BINLPN公司产品!猪胰蛋白酶(猪

胰凝乳蛋白酶为1ITGH公司产品!猪胃蛋白酶!兔

抗鲢B5特异性多克隆抗体由本研究室制备*?+

!

其它试剂均为国产分析纯)

主要仪器设备有组织捣碎机"jIQNGHRIPH!瑞

士#!高速冷冻离心机"CNPEGHQ!美国#!凝胶成像

仪"5I7fNL.69LGHR!法国#!电泳仪及电转移装置

"CI6F+HO!美国#!恒温水浴锅"bNGGNLR!德国#!

微量蛋白测定仪",@;&%%%!德国#等)

!"$#肌浆蛋白的制备

鱼类过敏原小清蛋白主要存在于鱼肉肌浆蛋

白中*= ;<+

) 取新鲜鱼肉用组织捣碎机于 &% 倍体
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积"<RP#的冰冷 $% GG67A.磷酸缓冲液 " U2

#8%#捣碎) 重复 ! 次"每次不超过 !% J!中间间隔

& GIQ#!将悬浮液于 ? %%% T 离心 &% GIQ!上清即

为粗提的鱼肉肌浆蛋白*> ;&%+

)

!"%#&G的纯化

按 &8$ 的方法制备粗提的鱼肉肌浆蛋白!于

&%% `水浴加热&% GIQ%冷却至室温!然后于&= %%%

T离心 &= GIQ!所得上清进行 #%Y &̂%%Y的饱和

硫酸铵盐析!所得沉淀溶于适量的$% GG67A.]LIJF

247"U2#8=#%将溶液置于透析袋中!以 $% GG67A

.]LIJF247"U2#8=#透析 $" K!期间更换 ! 次透析

液%最后将透析后溶液于 &% %%% T 离心 &% GIQ!取

上清上样于预先平衡好的阴离子交换柱 @3-3F

1NUKHL6JN!然后用缓冲液充分流洗未吸附蛋白"流

速 & G.AGIQ#!待流洗到蛋白浓度约为%时!用% ^

%8= G67A.,H47进行线性洗脱吸附的蛋白!以每管

! G.收集!测-

$?%

和-

$$%

!获得纯化的B5

*?!&&+

)

!"<#&G的模拟胃液 $0-.15*7/2E*07,-@351-2#

CAB%消化

1W/参照美国药典方法*&$+配制!参与消化反

应的猪胃蛋白酶水解底物牛血红蛋白的活力为

$#$ *AGT UL6R!& .胃液中含,H47$ T!用247调

U2至 &8$) 体外 1W/消化参照 ]K6GHJ等*&!+的

方法!并作适当修改) 在玻璃试管中加入1W/!于

!# `预热 &= GIQ!再将纯化的过敏蛋白加入试管

中混匀!总反应体系为 & G.!胃蛋白酶与 B5的

比例为 &p=%"PpP#!!# `水浴锅中振荡反应) 分

别在反应 %(&($(=(&%(&=(!%(<% GIQ 后取出 &%%

$

.反应液于 &8= G.离心管中!加入 !%

$

.$%%

GG67A.,H

$

4)

!

混匀使其中止反应!置于冰上)

其中 % GIQ 样品是将含有胃蛋白酶的 1W/先与

,H

$

4)

!

中和终止反应!再加入一定量的蛋白底

物%对照反应不加蛋白酶)

!"I#&G的模拟肠液$0-.15*7/2-97/07-9*5351-2#

CTB%消化

10/参照美国药典方法*&$+配制!参与反应的

猪胰蛋白酶(猪胰凝乳蛋白酶活力分别为 !$=

*AGT UL6R和 <$ *AGT UL6R!10/消化实验反应体

系为 =%%

$

.=% GG67A.磷酸缓冲液"U2#8=#)

由于两种酶活力的差异!胰蛋白酶与底物的比例

设为 &p"%%"PRP#%胰凝乳蛋白酶与底物的比例

为 &p=%"PRP#) 反应在 !# `下进行!反应进行

一定时间后取出 =%

$

.反应液于 >= `加热 = GIQ

终止反应!置于冰上) 其中 % GIQ 样品是将含有

蛋白酶的10/先加热失活终止反应!再加入一定

量的蛋白底物%对照反应不加蛋白酶*&"+

)

!"J#),-@-9/6CVC6&?AH和^/07/,96+5477-9E分析

]LIPIQNF1@1FB-W3参照文献*&=+进行!考马

斯亮蓝 +;$=% 染色%oNJRNLQFf76R依照 ]6ifIQ

法*&<+进行!以二氨基联苯胺 "!!!dFOIHGIQ6fNQF

SIOIQN!@-C#显色)

$'结果

$"!#&G的纯化

由于 B5的分子量比较小!用普通的 1@1F

B-W3不能分析其小分子量蛋白条带的降解情

况) ]LIPIQNF1@1FB-W3可分离分子量在 & &̂%%

E9的蛋白质!主要用于分辨分子量小于 !% E9 的

蛋白质) 所以本实验采用 ]LIPIQNF1@1FB-W3分

析比较鱼类过敏原B5的体外模拟消化结果) 图

& 是鱼类过敏原B5的纯化结果!从图中可以看出

两种鱼的B5分子量均为 &% E9 左右) 该结果与

文献报道的鱼类B5一致*" ;?+

)

图 !#纯化的鲫"鲢小清蛋白

b8标准蛋白% &8鲫的小清蛋白% $8鲢的小清蛋白)

B-E"!#&1,-3-/2&G03,4.@,1@-*9@*,F*920-5:/,@*,F

b8UL6RNIQ GHLENL% &8B56ZPL9PIHQ PHLU% $8B56ZJI7gNLPHLU8

$"$#纯化鲫&G的模拟胃肠液消化

纯化鲫 B5的体外 1W/(10/消化结果见图

$) 从图中可知!胃蛋白酶作用 & GIQ!B5即开始

降解!= GIQ 后!原始 B5条带已被完全分解) 随

着时间的延长!在 $ <̂ E9 之间逐级产生低分子

量的降解条带!消化 <% GIQ 后!在 $ E9 处仍然能

观察到一条微弱的蛋白带"图 $F-#) 与甲壳类水

产品过敏原"原肌球蛋白#的 10/消化结果*&#+不

)%##
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同的是!鲫 B5在 10/消化中!对胰蛋白酶和胰凝

乳蛋白酶都有很强的耐降解性!消化 " K后B5仍

然没有被降解"图 $FC!4#)

图 $#纯化鲫小清蛋白的模拟胃"肠液消化

b8标准蛋白% -8胃蛋酶% C8胰蛋白酶% 48胰凝乳蛋白酶)

B-E"$#CAB*92CTB2-E/07-4949

F1,-3-/2&G43@,1@-*9@*,F

b8UL6RNIQ GHLENL% -8UNUJIQ% C8RL:UJIQ% 48PK:G6RL:UJIQ8

$"%#纯化鲢&G的模拟胃肠液消化

鲢B5与鲫B5的消化模式有些不同!在胃蛋白

酶的作用下!鲢B5能被降解但是较鲫的慢) &% GIQ

后B5开始降解!<% GIQ 原始B5条带被完全降解!

并产生分子量约为 ! E9大小的降解产物条带"图 !F

-#) 与鲫B5相似!鲢B5在胰蛋白酶或胰凝乳蛋白

酶的作用下!同样比较稳定) 不同的是在胰蛋白酶

消化 &= GIQ后!在 < E9处产生一分解产物!该条带

随着时间的延长!越来越明显!但即使消化 " K也不

能被完全分解!具有很强的耐消化性"图 !FC!4#)

$"<#鱼肉肌浆蛋白中&G的CAB消化

已有的研究表明!小清蛋白主要存在于鱼肉肌

浆蛋白中*= ;<!?+

) 由于鱼肉肌浆蛋白中含有胰蛋白

酶内源性抑制剂!干扰胰蛋白酶分解的测定效果以

及胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶对纯化 B5不产生明

显降解等原因!所以本文仅研究了肌浆蛋白的1W/

消化) 鲫(鲢肌浆蛋白的 1W/消化结果见图 ")

B5在肌浆蛋白中的含量很高!与纯化B5一样!两

种鱼肉肌浆蛋白在胃蛋白酶作用下都能被降解)

尽管两种鱼肌浆蛋白的浓度有所不同!但从蛋白条

带的分解速率看!鲢肌浆蛋白比鲫肌浆蛋白较易被

分解) 随着消化时间的延长!"% E9 处的蛋白被逐

渐分解!其产生的降解条带也被逐渐分解) 鲫肌浆

蛋白在 $= E9 和 &< E9 处的条带分别在 !% GIQ 和

<% GIQ被完全分解"图 "F-#!而鲢的这两个条带在

&= GIQ和 !% GIQ就被完全分解"图 "FC#) 相对于

纯化 B5和肌浆蛋白中的其他蛋白!肌浆蛋白中

B5的分解时间明显延长!消化 !% <̂% GIQ 仍可观

察到B5及小分子量的降解产物)

图 %#纯化鲢小清蛋的模拟胃"肠液消化

b8标准蛋白% -8胃蛋白酶% C胰蛋白酶% 48胰凝乳蛋白酶)

B-E"%#CAB*92CTB2-E/07-49

49F1,-3-/2&G430-5:/,@*,F

b8UL6RNIQ GHLENL% -8UNUJIQ% C8RL:UJIQ% 48PK:G6RL:UJIQ8

*%##
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图 <#鱼肌肉肌浆蛋白的CAB消化

b8标准蛋白% -8鲫% C8鲢)

B-E"<#CAB2-E/07-49493-0K0*,@4F5*0.-F,47/-90

b8UL6RNIQ GHLENL% -8PL9PIHQ PHLU% C8JI7gNLPHLU8

$"I#鱼肉肌浆蛋白 &G经 CAB消化后产物的

^/07/,96+547分析

为了详细分析肌浆蛋白中 B5的降解情况!

采用兔抗鲢 B5特异性多克隆抗体以 oNJRNLQF

f76R分析粗提鱼肉肌浆蛋白的 1W/降解过程及

其产物) 从图 = 可以看到!两种鱼类 B5具有相

似的降解规律!鲫 B5"图 =F-#和鲢 B5"图 =FC#

均在= GIQ开始逐渐被酶解消化!并产生微弱的降

解产物%随着消化时间的延长!原始 B5条带逐渐

减弱!至 <% GIQ被完全分解) 尽管 1W/消化 B5

产生的多条微弱降解条带仍能被抗 B5多克隆抗

体识别!但显色条带较模糊!表明降解产物的免疫

原性得到了有效破坏)

图 I#鱼肉肌浆蛋白CAB消化产物的^/07/,96+547分析

b8标准蛋白% -8鲫% C8鲢)

B-E"I#^/07/,96+547*9*5;0-0432-E/07/2F,421@70-93-0K0*,@4F5*0.-F,47/-90+; CAB

b8UL6RNIQ GHLENL% -8PL9PIHQ PHLU% C8JI7gNLPHLU8

!'讨论

为了明确淡水鱼类主要过敏原小清蛋白

"B5#的消化稳定性!本文依据美国药典方法!对

纯化的鲫(鲢 B5及肌肉肌浆蛋白进行了体外

1W/(10/消化) 结果发现!纯化鲫 B5经 1W/消

化 & GIQ即开始降解!= GIQ 后原始 B5条带已被

完全分解!并产生 $ <̂ E9 的低分子量降解条带!

消化 <% GIQ 在 $ E9 处仍能观察到一条微弱的蛋

白带) 该结果与 *QRNLJGH:L等*&?+进行 1W/消化

时发现鳕鱼 B5在 & GIQ 就能被分解基本一致)

而纯化鲢B5与鲫B5的消化模式有些不同!在胃

蛋白酶的作用下!鲢B5能被降解但较鲫B5的降

解速度慢!&% GIQ 时 B5开始降解!<% GIQ 原始

B5条带被完全降解!并产生约为 ! E9 大小的降

解产物)

目前为止!尚未见有关鱼类 B5用 10/消化

的文献报道) 本文研究发现纯化鲫 B5(鲢 B5的

10/消化模式相似!在胰蛋白酶或胰凝乳蛋白酶

的作用下!同样比较稳定!作用 " K 均未被完全分

解) 从报道的鱼类 B5一级结构看*= ;<+

!B5含有

多个胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶酶切位点!但在本

实验中未观察到有效酶解) 推测原因可能是由于

B5未经过胃蛋白酶消化!其胰蛋白酶和胰凝乳蛋

"%##
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白酶的作用位点没有完全暴露出来) 因此!今后

有必要按照人体内部的消化顺序(消化时间来开

展 ! 种蛋白酶联合对 B5消化作用的详细研究)

纯化鲫B5(鲢 B5的 10/消化实验中不同的是鲢

B5在胰蛋白酶消化 &= GIQ产生约为 < E9的降解

条带!该条带随着时间延长而逐渐加强!这可能是

由于这两种鱼B5的一级结构有差异而导致的)

不同消化酶作用同一种 B5所产生的降解产

物是有差别的!这是因为不同消化酶对肽段的特异

性分解位点不同所致) 如胃蛋白酶有较广泛的底

物特异性!但优先选择苯丙氨酸或酪氨酸残基的4

末端降解!胰蛋白酶特异选择.:J和-LT残基的B

&

位置!而胰凝乳蛋白酶则优先选择靠紧芳香族氨基

酸"]:L!]LU!BKN# 和.N9的B

&

位置*&>+

)

已有的研究表明!鱼类过敏原小清蛋白主要

存在于鱼肉肌浆蛋白中*= ;<!?+

) 本文针对鲫(鲢肌

浆蛋白的 1W/消化实验结果显示!肌浆蛋白中

B5经消化 !% <̂% GIQ 仍未被完全分解!而肌浆

蛋白中其它蛋白质消化 &% !̂% GIQ 就被完全分

解) 值得指出的是!由于肌浆蛋白中其他蛋白的

存在!B5经1W/消化分解的时间比纯化B5明显

延长) 为了更清楚地了解在其他蛋白一起参与消

化时过敏原B5的分解情况!我们采用兔抗鲢 B5

特异性多克隆抗体对鱼肉肌浆蛋白的消化产物进

行了 oNJRNLQFf76RRIQT 分析!结果显示胃蛋白酶作

用 <% GIQ原始B5条带几乎完全分解!该分解趋

势与使用纯化B5一致)

本文研究结果提示!在鱼类过敏原 B5的消

化过程中!胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶几乎不发生

作用!而胃蛋白酶对过敏蛋白及其免疫原性的分

解破坏有较好效果) 这与我们最近报道的蟹类主

要过敏原原肌球蛋白的消化结果正好相反*&#+

!表

明不同来源的水产动物过敏原其消化特性也是有

差别的) 本研究可为今后开发低过敏性鱼类加工

产品提供理论参考)
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