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小鼠过敏模型在食品过敏原分析中的研究与应用
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摘要：建立牛乳蛋白、河虾蛋白的ＩＣＲ小鼠过敏模型，检测食品过敏原体外激发小鼠致肥大细胞
的组胺释放率，探讨食品过敏原鉴定并验证所建过敏原体外评价新方法。方法 以牛奶蛋白、河
虾蛋白，氢氧化铝佐剂免疫ＩＣＲ小鼠，建立ＩｇＥ高反应性食物过敏动物模型。间接ＥＬＩＳＡ测定
激发后第７、１４、２１ｄ血清中过敏原ｓＩｇＥ水平；并在激发第１４ｄ分离小鼠腹腔肥大细胞，过敏原
体外激发，紫外分光光度法检测类胰蛋白酶定向释放水平。①模型小鼠血清ｓＩｇＥ水平明显高于
对照组，且在过敏激发后第１４ｄｓＩｇＥ效价最高，河虾组和牛奶蛋白组的ｓＩｇＥ效价分别达到１／
２５　６００和１／１２　８００。②牛奶组类胰蛋白酶释放率达３８．５％；河虾组的类胰蛋白酶释放率达
４７．１％，所有模型组与对照组间差异均达显著水平（Ｐ＜０．０５）。建立了一种小鼠过敏模型，通过
检测过敏原体外激发类胰蛋白酶释放率可以作为一种鉴定与评价食品过敏原的有效方法。
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　　食品过敏原的安全问题已引起广泛的关注，其
潜在的过敏源性是急需研究的新课题。过敏症是
在全世界广泛流行的一类常见变态反应性疾病，由
于其症状复杂，种类繁多，危害广泛且难以根治，成
为长期以来医学界的一大难题［１］，食品过敏原或混
合物的分布范围非常广泛，包括农作物、畜禽产品、
水产品、水果、蔬菜等。世界粮农组织（ＦＡＯ）１９９５
年报告［２］，９０％以上的食物过敏是由牛奶、鸡蛋、
鱼、贝壳海产品、花生、大豆、坚果类和小麦引起。
牛乳是母乳特别重要的替代品，也是新生儿最

早接触到的过敏原之一，因而牛乳过敏在婴幼儿中
最常见。通常引起牛奶过敏的过敏原主要有酪蛋
白、β－乳球蛋和α－乳白蛋白，其中以β－乳球蛋白的过
敏活性最高［３］。在发达国家 ，有２％～７．５％的婴
幼儿发生牛奶过敏症这主要是由于其抗消化活性

最高从而导致在肠内不易失去过敏性的缘故。
虾中过敏原组分有多种，２００４年赖荷等研究

发现，虾中存在１２种过敏原组分［４］，最主是相对分
子质量（Ｍ）为３６　０００左右的原肌球蛋白，由于不同
过敏症患者对不同过敏原组分的敏感度不同，同时
获得多种纯化、单一过敏原组分较难，影响了虾过
敏症诊断和过敏原检测的灵敏度，导致虾过敏原标
准化的困难。

ＩｇＥ介导的免疫应答是食品过敏的主要效应，
为Ｉ型超敏反应，由Ｔｈ２型Ｔ淋巴细胞的活化介导
体液免疫应答。在小鼠体内，Ｔｈ２反应主要引起

ＩｇＥ和ＩｇＧ１型抗体产生，而 Ｔｈ１反应产生ＩｇＧ２ａ
型抗体［５］。脾脏是机体最大的免疫器官，当血液中
出现外源体时，脾脏中的巨噬细胞、淋巴细胞会发
生免疫反应，吞食外源体，结果造成脾脏肿大，因此

可以把脾脏的外形变化作为鉴定致敏效果的指标

之一。
本研究用河虾蛋白和牛奶蛋白免疫ＩＣＲ小鼠，

建立食物过敏症动物模型，间接ＥＬＩＳＡ检测过敏
原特异性ＩｇＥ效价，紫外法测定腹腔肥大细胞体外
类胰蛋白酶定向释放，证实成功建立了河虾和牛奶
过敏的动物模型，为建立体外过敏原评价体系奠定
了基础，为食品过敏原的标准化及解决食品中过敏
原表示等问题提供技术支持。

１．１　主要试剂及仪器
山羊抗小鼠ＩｇＥ抗体：Ｓｉｇｍａ公司产品；ｐｒｅｃｏｌｌ

分离液：上海源叶生物公司产品；ＩＣＲ小鼠：无锡惠
山实验动物养殖中心；９６孔８×１２可拆酶标板：上
海春博生物实验仪器有限公司产品，Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ
ＭＫ３酶 标 仪：Ｔｈｅｒｍｏ　Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ 公 司 产 品；

ＷＦＪ２０００型７２２紫外分光光度计：上海市三分析仪
器厂生产。

１．２　实验动物与分组

ＩＣＲ小鼠２１只，雌性，６～８周龄，体重约１６～
１８ｇ，随机分为３组：虾蛋白致敏组、牛奶蛋白致敏
组及ＰＢＳ对照组，实验组各９只，对照组３只。用
不含河虾蛋白和牛奶蛋白的特种饲料喂养。

１．３　过敏原制备
实验用过敏原参照《变态反应学实验技术》［６］

制备，过敏原蛋白经过脱脂、浸提、冷冻离心后进行
硫酸铵分级沉淀和等电点沉淀，经透析后获得比较
纯净的过敏原蛋白。用考马斯亮蓝法进行蛋白质
定量，ＰＢＳ稀释到１０ｍｇ／ｍＬ，０．２５μｍ微孔滤膜过
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滤除菌、分装，－２０℃贮存，备用。

１．４　小鼠免疫
小鼠饲养７ｄ后开始免疫，取１ｍｇ／ｍＬ过敏原

蛋白提取液与２．５ｍｇ／ｍＬ　Ａｌ（ＯＨ）３ 佐剂等体积混
匀后，按分组腹腔注射０．２ｍＬ／只，对照组注射等
体积０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ　７．４ＰＢＳ，每隔一周激发１次，
一共激发３次，期间观察激发后小鼠过敏症状。各
实验组９只小鼠又分为３小组，分别在激发后第７、

１４、２１ｄ各组分别眼球采血，分离血清，－２０℃贮存
备用。小鼠处死后立即收集腹腔肥大细胞用于体
外组胺释放测定。

１．５　腹腔肥大细胞的分离和纯化
腹腔肥大细胞的采集参照《肥大细胞体外脱颗

粒的检测方法》［７］中的方法加以改进。小鼠眼球采
血处死后，向小鼠腹腔注射５ｍＬ　ＨＢＳＳ液，按摩小
鼠腹部５ｍｉｎ，抽取腹腔液。将其缓慢注入到体积
比３０％∶８０％的ｐｅｒｃｏｌｌ梯度分离液中。室温下１
０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸出中间层的细胞，即为肥
大细胞。用 ＨＢＳＳ液调至１０ｍＬ／管，充分混匀后，

１　５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，重复两次。冲洗后的细胞
重新悬浮于３ｍＬ　ＨＢＳＳ液中，置于４℃，备用。

１．６　肥大细胞的计数与鉴定
光镜下计数，调细胞浓度至１０５ 个细胞／ｍＬ。

分别用台盼蓝和甲苯胺蓝染色，镜下观察活细胞和
肥大细胞纯度比例。按常规制作标本，观察过敏原
激发前后肥大细胞形态变化。

１．７　小鼠脾脏观察及占体重比值计算
取血前称量小鼠的体质量记作ｍ１，解剖取脾脏

称取其质量，记作 ｍ２，比较致敏组和对照组的

ｍ１／ｍ２值，即脾脏占体重的百分比，来评价致敏作用
的效果。

１．８　间接ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清过敏原ｓＩｇＥ
用ｐＨ９．４碳酸盐缓冲液稀释过敏原包板，４℃

过夜，ＰＢＳ－Ｔ（含体积分数０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０）洗板５
次，每次３ｍｉｎ；５ｇ／ｄＬ脱脂奶粉２００μＬ孔封闭，

３７℃，湿盒中温育２ｈ后洗板；加待测血清和阴性对
照血清，３７℃反应２ｈ，同上洗涤；加山羊抗鼠ＩｇＥ
抗体（１∶５　０００稀释），３７℃反应２ｈ，同上洗涤；加
底物ＯＰＤ，３７℃显色１５ｍｉｎ；２ｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２ＳＯ４５０μＬ
孔终止反应，１５ｍｉｎ内在酶标仪上测量 ＯＤ 值
（Ａ４５０）。

１．９　体外类胰蛋白酶定向释放测定
类胰蛋白酶活力测定采用专一性底物［８］α－Ｎ－苯

甲酰－ＤＬ－精氨酸－Ｐ－硝基苯胺（Ｎａ－ｂｅｎｚｏｙｌ－ＤＬ－ａｒｇｉ－
ｎｉｎｅ－Ｐ－ｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｄｅ，ＢＡＰＮＡ）。ＢＡＰＮＡ以２０ｇ／Ｌ
溶于二甲基亚砜，取４０μＬ加入含１ｍＬ细胞上清的

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）反应缓冲液１．５
ｍＬ中，３７℃反应３０ｍｉｎ后，加入０．５ｍＬ　３００
ｍＬ／Ｌ乙酸终止反应。相应的细胞被１．５ｍＬ反应
缓冲液重悬后，经过细胞破碎仪彻底破碎，其他处
理方式同上清。在４０５ｎｍ测光吸收值。以反应缓
冲液做参比调零。根据制定的类胰蛋白酶标准曲
线计算细胞上清中的类胰蛋白酶含量与细胞中的

类胰蛋白酶含量。释放率＝上清的类胰蛋白酶／
（上清类胰蛋白酶＋胞内类胰蛋白酶）×１００％。校
正类胰蛋白酶释放率＝类胰蛋白酶释放率－空白对
照组类胰蛋白酶自发释放率。

２．１　致敏小鼠过敏症状分析
第一次免疫后，致敏组ＩＣＲ小鼠出现明显过敏

症状，前爪频繁搔挠口鼻处，体毛直立，身体颤抖，
呼吸频率加快，精神萎靡，活动减少［９］；对照组无过
敏症状，说明小鼠过敏症模型建立成功。

２．２　肥大细胞计数鉴定及光镜观察
经染色后光镜下计数观察：分离纯化的腹腔肥

大细胞台盼蓝染色，细胞数为１０５ 个／ｍＬ，活细胞占
总细胞的９４％，甲苯胺蓝染色，纯度９１％。正常肥
大细胞核较大，胞内有许多致密小颗粒。光镜观察
可见正常细胞呈圆球形，轮廓清楚、完整（见图１）；
牛奶、河虾致敏组脱颗粒细胞形态变得不规则，表
面出现一些空洞，轮廓模糊不清（如图２、３）。

图１　ＰＢＳ对照组ＰＭＣ
Ｆｉｇ．１　Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ　ｍａｓｔ　ｃｅｌｌ　ｏｆ　ＰＢＳ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ
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ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　ｆｏｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ａｌｌｅｒｇｅｎｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

图２　牛奶致敏组ＰＭＣ
Ｆｉｇ．２　Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ　ｍａｓｔ　ｃｅｌｌ　ｏｆ　ｍｉｌｋ　ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ　ｇｒｏｕｐ

图３　河虾致敏组ＰＭＣ
Ｆｉｇ．３　Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ　ｍａｓｔ　ｃｅｌｌ　ｏｆ　ｓｈｒｉｍｐ　ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ　ｇｒｏｕｐ

２．３　脾脏观察与称重
激发后取小鼠脾脏，每周一次，连续３周，分别

计算致敏组和ＰＢＳ对照组脾脏占体质量的比值（质
量百分比），发现致敏组小鼠脾脏占体重比值明显
大于对照组，说明发生了脾脏肿大，结果如图４：

图４　不同致敏组小鼠脾脏质量比较
Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｓｐｌｅａｎ　ｗｅｉｇｈｔ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｅｎｓｉ－

ｔｉｚｅｄ　ｇｒｏｕｐｓ

２．４　模型小鼠血清ｓＩｇＥ水平
分别于初次免疫激发前（０ｄ）和激发后第７、

１４、２１天检测河虾组、牛奶组及对照组小鼠血清过
敏原ｓｌｇＥ效价。结果判定以阳性 ＯＤ 值为阴性

２．１倍为准。不同时间及不同组别小鼠血清ｓＩｇＥ
效价如表１所示。可见各组血清ｓＩｇＥ效价均在激
发后第７天已上升，第１４天达到最高，第２１天又有

所下降。从表１中还可看出免疫河虾蛋白组比免
疫牛奶组致敏效果更佳。

表１　过敏原激发的ｓＩｇＥ效价

Ｔａｂ．１　Ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　ｓＩｇＥ　ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ　ｂｙ　ａｌｌｅｒｇｅｎ

组别 免疫前 第７天 第１４天 第２１天

河虾免疫组 － １／１２　８００　 １／２５　６００　 １／２５　６００

牛奶免疫组 － １／６　４００　 １／１２　８００　 １／６　４００

ＰＢＳ对照组 － － － －

２．５　类胰蛋白酶释放率测定结果
因各组小鼠均在激发后第１４天ｓＩｇＥ效价最

高，故选择在激发后第１４天测定腹腔肥大细胞组
胺定向释放，结果如图５。图５为免疫牛奶组定向
释放率达３８．５％，免疫河虾组达到４７．１％，对照组
为５．７％。数据均为每组测量３只小鼠取平均值，ｔ
检验，所有实验组与对照组比较呈显著差异（Ｐ＜
０．０５）。

图５　不同致敏组类胰蛋白酶释放率
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｌｅａｓｅ　ｒａｔｅ　ｏｆ　Ｔｒｙｐｓｉｎ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ

　　食物过敏主要是Ｉ型过敏反应（速发性过敏反
应），具体作用机制是肥大细胞膜特异性受体结合

ＩｇＥ抗体，经过抗原的交联作用，激活了肥大细胞，
促使其脱颗粒，释放出多种类型的过敏介质如组
胺，而产生食物过敏症状，其中，全身性反应（如血
压下降导致的休克）是最严重的反应［１０］。所以本研
究选择ｓＩｇＥ和组胺作为评价过敏状态的指标。
虽然Ｂａｌｂ／ｃ系小鼠受过敏原刺激后能产生高

滴度的ＩｇＥ，是常用于食物过敏性研究中的品系。
但由于其价格昂贵，养殖要求比较高，死亡率较高，
故本实验选用ＩＣＲ小鼠进行建模对象，据报道ＩＣＲ
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小鼠也是进行免疫药物筛选，复制病理模型较常用
的实验动物，并且根据本研究结果看出，选用ＩＣＲ
作为实验对象也能较好的得到需要的结果，小鼠经
过河虾、牛奶蛋白的免疫体内确实产生了较为强烈
的免疫反应，并通过血清效价和肥大细胞组胺释放
率表现出来。建立过敏模型主要有经胃肠道（口
服）和非胃肠道（腹腔或皮下注射）这两大类途径，
虽前者更好模拟了食物引起人们过敏的途径，但易
导致免疫耐受；后者不但能避免口服耐受，且能引
起更高滴度ｓＩｇＥ的产生［１１］。本实验选用了河虾和
牛奶两种致敏原，通过腹腔注射致敏途径建立动物
模型。间接ＥＬＩＳＡ结果表明，无论注射河虾组还
是牛奶组均产生了较高滴度的ｓＩｇＥ抗体，分别在３
个不同时间点检测ｓＩｇＥ水平，激发后第１４天ＩｇＥ
效价达到最高。比较河虾组和牛奶组，结果显示河
虾蛋白致敏效果要优于牛奶蛋白。
肥大细胞在变态反应性疾病发病机制具有核

心作用，是连接变态反应的诱导阶段与效应阶段的
纽带，有将过敏原的信号放大的能力。组胺是经典
的过敏介质，以往主要用来标记肥大细胞脱颗粒的
程度［１２］，但是Ｓｃｈｗａｒｔｚ等［１３］曾报道组胺这种物质
在生理条件下半衰期很短，仅为几分钟，且释放不
够稳定，所形成的荧光物质易分解，重复性差，从而
导致检测结果的不稳定。而类胰蛋白酶是肥大细
胞内预先合成的蛋白酶经肥大细胞脱颗粒释放出

胞外与其他介质一起参与过敏反应。有研究结

果［１４］表明类胰蛋白酶占肥大细胞蛋白酶的２５％，
在细胞上清液中含量较高，易于检出，此外类胰蛋
白酶的检测方法简单，不需要形成荧光物质参与反
应，相比组胺的常规检测有明显优势，它能够更精
确、更稳定的反映肥大细胞脱颗粒的程度，因此更
适合作为检测肥大细胞脱颗粒时的标志物。因激
发后第１４天过敏原ｓＩｇＥ水平最高，故测定了第１４
天腹腔肥大细胞的类胰蛋白酶定向释放率，实验组
都明显高于对照组，统计分析呈显著性差异，且与

ｓＩｇＥ检测结果相对应。
此外，由于脾脏是机体最大的免疫器官，可以

制造免疫球蛋白、补体等免疫物质，发挥免疫作用。
当血液中出现病菌、抗原、异物、原虫时，脾脏中的
巨噬细胞、淋巴细胞会发生免疫反应，吞食外源体，
结果造成脾脏肿大，因此可以把脾脏的外形及重量
变化作为鉴定致敏效果的指标之一。实验结果表
明，致敏组小鼠脾重占体重比值明显大于对照组，
且河虾致敏组的脾脏比值最大，说明致敏组小鼠体
内确实发生了较明显的免疫反应，且河虾蛋白致敏
效果更为明显。
综上本研究用河虾、牛奶蛋白皮下免疫ＩＣＲ小

鼠建立了过敏症模型 ，腹腔肥大细胞体外定向组胺
释放率和特异性ＩｇＥ水平检测可用于食品过敏原
鉴定与评价 ，对研究食物过敏症的诊断和治疗具有
十分重要的意义。
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科 技 信 息

欧盟批准二甲酸钾作为动物饲料添加剂

４月２０日，欧盟委员会发布（ＥＵ）Ｎｏ３３３／２０１２号法规，批准二甲酸钾（ｐｏｔａｓｓｉｕｍｄｉｆｏｒｍａｔｅ）作为动物饲料添
加剂，并修订了（ＥＣ）Ｎｏ４９２／２００６号法规。生鱼和作为饲料的鱼副产物中限量为９０００ｍｇ／ｋｇ，混合猪饲料中限
量为１８０００ｍｇ／ｋｇ，母猪和仔猪增肥用的饲料中限量为１２０００ｍｇ／ｋｇ。使用说明中必须指出：同时使用其他有机
酸时禁止使用最大剂量；为了安全，在操作过程中应当采取呼吸保护、眼睛保护，以及手套等措施。新法规将于
公布２０天后生效。［信息来源］Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｕｎｉｏｎ．ｃｏｎｃｅｒｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｕｔｈｏｒｉｓａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｔａｓｓｉｕｍ　ｄｉ－
ｆｏｒｍａｔｅ　ａｓ　ａ　ｆｅｅｄ　ａｄｄｉｔｉｖｅ　ｆｏｒ　ａｌｌ　ａｎｉｍａｌ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ａｎｄ　ａｍｅｎｄｉｎｇ　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ（ＥＣ）Ｎｏ　４９２／２００６．

ＣＯＭＭＩＳＳＩＯＮ　ＩＭＰＬＥＭＥＮＴＩＮＧ　ＲＥＧＵＬＡＴＩＯＮ（ＥＵ）Ｎｏ　３３３／２０１２．（２０１２－４－２０）．ｈｔｔｐ：／／ｅｕｒ－ｌｅｘ．
ｅｕｒｏｐａ．ｅｕ／ＬｅｘＵｒｉＳｅｒｖ／ＬｅｘＵｒｉＳｅｒｖ．ｄｏ？ｕｒｉ＝ＯＪ：Ｌ：２０１２：１０８：０００３：０００５：ＥＮ：ＰＤＦ

微波食品配料研究成果通过鉴定

由江南大学承担的国家轻工业科技发展项目“微波食品配料的研究和开发”技术成果，日前通过了国家轻工
业局组织的专家鉴定。该项研究系国内首创，采用配料的方法解决微波食品技术难题，研究成果居国内领先，部
分达到了国际先进水平。
据课题组负责人张灏教授介绍，该研究以食品胶体、淀粉化学和风味化学等理论为指导，系统分析了微波加

热对食品品质的影响，指出了微波食品存在的问题，提出了微波食品配料新的解决思路，并针对性地开发出了微
波面食品持水剂、油炸食品脆性剂和强化风味料，解决了微波食品在微波重制过程中出现的风味和品质问题，而
且功能性配料的研究思路为国内首创。应用试验表明，相应的微波食品经微波解冻或加热后，能达到或接近传
统加工（或烹调）食品的效果。

［信息来源］中国食品安全报．微波食品配料研究成果通过鉴定［ＥＢ／ＯＬ］．（２０１２－３－２７）．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｆｑｎ．ｃｏｍ．ｃｎ／Ａｒｔｉｃｌｅ／２０１２／２１４０ｑ／２１４０ｄ／０９５７３３５３８２２０６７．ｈｔｍ．
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