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Abstract： The reduction of tropomyosin (Tm), the major allergen in Pacific white shrimp
(PenaeusVannamei), was studied using enzymolysis and the combination of ultrasound
andenzymolysis, respectively. First, the enzymatic hydrolysis of shrimp Tm with bromelain was

摘要：以南美白对虾原肌球蛋白（Tropomyosin，Tm）为研究对象，采用酶解法、超声结合酶解法

消减 3种虾制品中的Tm。首先，以菠萝蛋白酶水解富集的Tm样品通过优化酶活与底物质量

比、反应时间和反应温度，建立了能有效消减Tm的酶解方法；同时对比了酶解、超声结合酶解

法分别对虾仁、蝴蝶虾仁和虾糜3种制品中的Tm过敏原性变化情况。Tm致敏动物模型的抗血

清ELISA结果显示，单纯酶解和超声结合酶解处理的虾仁其过敏原性无显著性差异(P>0.05)；经
超声结合菠萝蛋白酶酶解处理后的蝴蝶虾仁样品其过敏原性降低了21.05%；而虾糜样品中，单

纯的酶解或超声结合酶解法与对照相比均有显著性差异，其过敏原性分别减少了 30.70%和

33.33%。综上所述，作者建立的酶解法可有效消减Tm的过敏原性，该酶解法以及超声结合酶

解法在低过敏原性蝴蝶虾仁和虾糜制品的生产领域具有较高的应用可行性。
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optimized by measuring the effects of changes in enzyme activity/substrate mass ratio, incubation time
and temperature of hydrolysis. The changes of Tm allergenicity in peeled prawns, butterfly shrimp and
minced shrimp was comparatively studied by three methods of hydrolysis. The antiserum of
sensitization animal model for shrimp allergen Tm was detected using enzyme-linkedimmunosorbent
assay (ELISA). The results showed the allergenicity was not significant (P>0.05) when treated with
enzymolysis or combining with ultrasound. The allergenicity of the butterfly shrimp treated by
ultrasound and bromelain was reduced to 21.05% , while the allergens of the minced shrimp
hydrolyzed using enzymolysis or the combination of ultrasound andenzymolysiswere reduced to
30.70% and 33.33% , respectively. In conclusion, the developed enzymolysis methods, ie., the
enzymolysis and the combination of ultrasound andenzymolysis, can effectively reduce shrimp Tm
allergenicity. They have potential applications in producing hypoallergenic shrimp, such as
hypoallergenic butterfly shrimp or hypoallergenic minced shrimp.
Keywords: allergenicity，tropomyosin，reduce，bromelain

随着生活水平的提高，食物引起的过敏性疾病

已成为严重的食物安全问题，相关调查显示，约有

3%～4%的成人和 6%的儿童发生食物过敏反应 [1]。

根据联合国粮农组织公布的 8大类主要过敏食品，

有两类属于水产品，其中一类就是虾蟹等甲壳类动

物及其制品 [2]。近年来，食物过敏发生率呈持续上

升趋势，但其发病机制尚不明确[3]，临床上尚无有效

的治疗方法，易过敏患者仅能依靠避免或者减少致

敏性食物的摄入，从而达到预防过敏的目的。

南美白对虾在我国的分布较为广泛，养殖规模

较大，是我国常见的虾类，因其含有较高的营养成

分，氨基酸种类齐全，蛋白质含量丰富，具有较高的

营养价值[4]，而被消费者青睐。目前，我国对其消费

较高，主要产品有冷冻虾仁、即食虾仁[5]、虾丸[6]等，

废弃物[7-8]头壳也有较高的利用价值。

食品领域中的低过敏性处理方法主要有物理

法，生物法等，例如有学者用微波结合酶解 [9]，超高

压[10]等方法处理乳制品来降低其过敏性，用超高压

结合酶解[11]的方法处理大豆蛋白。原肌球蛋白Tm
是甲壳类水产品的主要过敏原物质，其相对分子质

量约为 36 000，具有较高的热稳定性和一定的耐消

化性。目前较为常见的降低虾类致敏性的处理方

法有酶解法[12-13]、美拉德反应[14]、高压处理等。也有

学者采用辐照 [15]、超声 [16]等方法降低虾的过敏原

性。超声波具有高速、强烈振动和空化效应作用，

是一种弹性机械振动波。其传播时产生的热效应、

机械效应和空化效应，能够降解生物大分子[10]，引起

介质的某些变化[17]。蛋白酶的酶解作用主要是使抗

原决定簇的三维结构改变，或使化学键断裂导致抗

原失去活性从而达到降低其致敏性的作用，也有通

过断裂酰胺键，破坏其一级结构而降低其致敏性。

有报道用菠萝蛋白酶酶解蛋清样品，其蛋清致敏性

有较大程度的降低[18]。

作者以南美白对虾主要过敏原 Tm为研究对

象，首先优化菠萝蛋白酶对 Tm富集样本的最优消

减条件[19]，建立了Tm的低过敏性处理方法；进而采

用酶解、超声结合酶解法分别处理虾仁、蝴蝶虾仁

和虾糜样品对比分析其过敏原性变化情况，最终探

讨了低过敏原性虾制品的有效处理方法。

1.1 材料与仪器

鲜活南美白对虾：购于浦东新区果园农贸市

场；层析滤纸（3030-861）：德国Whatman公司产品；

硝酸纤维素膜（NC）：德国赛多利斯公司产品。菠萝

蛋白酶（B4882-10G），TEMED（0761），DAB显色液

（D0426-50SET）：美国 Sigma公司产品；蛋白标准相

对分子质量Marker（BM523），双色预染宽相对分子

质量Marker，牛血清蛋白组分V（BSA），HRP标记的

兔抗小鼠抗体 IgG（BS392-A）：上海生工生物工程技

术服务有限公司产品；其他试剂如无特殊说明均为

国产分析纯。

匀浆机（JYL-C020）：九阳股份有限公司产品；

蛋白质电泳仪（mini protean 4）：美国 BIO-RAD 产
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品；半干式转膜仪（AE-8135）：日本 ATTO公司产

品；凝胶扫描仪（powerlook 2100XL-USB）：UMAX公

司产品；高速冷冻离心机（Avanti J-26XP）：美国

Beckman Coulter产品；超声波清洗器（SK5200HP）：

上海科导超声仪器有限公司产品；酶标仪：Biotek公
司产品。

1.2 实验方法

1.2.1 Tm富集样品的制备 虾类Tm的富集纯化参

照蔡秋凤[20]等的方法，并略作修改。首先将虾肉制

成丙酮粉，再将其分别经质量分数 35%和 55%硫铵

浓缩得到Tm富集样品。Bradford法[21]测定蛋白浓度

后，保存于-20 ℃冰箱中。采用 SDS-PAGE和免疫

印迹法鉴定 Tm的纯度，免疫印记一抗为单克隆抗

体2A7H6，其对虾蟹等甲壳类和部分软体动物的主

要过敏原Tm具有特异性反应[22]。

1.2.2 SDS-PAGE和免疫印记 SDS-PAGE：参考陈

小文等[23]建立的不连续电泳体系，配制质量浓度为

12 g/dL的分离胶和 5 g/dL的浓缩胶。样品与上样

缓冲液 1:1混匀后，点样，电泳结束后，考马斯亮蓝

R -250染色，再经凝胶成像系统拍照成像。免疫印

迹：电泳结束后，采用半干式电转印法将蛋白转印

到硝酸纤维膜上，将膜封闭反应 1 h，再分别加入一

抗2A7H6和二抗（兔抗鼠HRP-IgG，1:5 000）各室温

反应1 h，最后加入DAB显色液显色并拍照。

1.2.3 菠萝蛋白酶酶解条件优化 将富集的Tm样

品中加入菠萝蛋白酶酶解液（酶活 6 u/mg）中，探讨

酶解时间、最适酶解温度以及酶活与底物质量比

（u/g）3个因素对酶解作用的影响。首先探讨不同酶

活与 Tm 质量比，分别对比酶活与 Tm 质量比为

32.57、21.71、14.47、9.65、6.43、4.29 u/g，在60 ℃水浴

30 min时酶对Tm过敏原活性的酶解作用。再采用

温度60 ℃、酶活与底物质量比为32.57 u/g的条件下

分别酶解 5、10、15、20、25、30 min，优化酶解时间。

最后在酶活与底物质量比为32.57 u/g的条件下，分

别采用酶解温度为 25、30、35、40、45、50、55 ℃酶解

30 min，优化酶解温度。对酶解后的样品，采用

SDS-PAGE及免疫印迹法分析评价酶对过敏原物质

的影响，以确定最佳的酶处理条件。

1.2.4 虾制品的低过敏性处理工艺探讨 去南美

白对虾10～11 g，去除虾头，虾壳，虾线，用蒸馏水冲

洗干净，置于吸水纸上去除表面水分，称重（5±
0.03）g，即为虾仁样品；将虾仁沿虾线剖开呈蝴蝶

状，作者将其命名为蝴蝶虾仁；用匀浆机将虾仁绞

碎后的虾样定义为虾糜样品。首先配制优化后的

酶解液，再将其置于水浴锅中预热 5 min，再将虾制

品加入其中，60 ℃水浴，酶解30 min后，取出虾制品

蒸制15 min灭酶活。此外，作者还采用了超声结合

酶解的方法探讨虾的低过敏性。即先将虾仁、蝴蝶

虾仁和虾糜样品放入有水的烧杯中，超声 3 min，再
加酶解液酶解 30 min，其余步骤如前所述。对照样

品：先将酶解液煮沸10 min灭酶活，再酶解虾仁、蝴

蝶虾仁和虾糜样品，其余步骤如前所述。

1.2.5 虾制品的过敏原性分析 抽提Tm的方法参

照Shi liang[24]，并略做修改。经低过敏处理的虾肉与

20 mmol/L PBST（pH 7.0，含 质 量 分 数 0.1%
Tween20）体积比 1：5混合，匀浆 40 s。4 ℃条件下

10 000 g离心20 min，取上清，将其煮沸15 min，立即

置于冰上冷却。4 ℃条件下10 000 g离心20 min，得
上清。一部分上清液进行Tricine-SDS-PAGE电泳，

参照Hermann Schägger[25]的方法，其中分离胶质量浓

度为 16 g/dL，堆积胶质量浓度为 4 g/dL。另一部分

上清液用碳酸盐缓冲液以一定比例稀释后（ 50
mmolL- 1，pH 9. 6）100 μL/孔包被，37 ℃孵育 1.5
h，洗涤 3次。每孔加 200 μL封闭液（PBS+2%BSA）
于37 ℃孵育1 h；洗涤。依次加入抗血清和二抗，抗

血清按照 1:8 000稀释（PBS+0.5%BSA），二抗（羊抗

鼠HRP-IgG，羊抗鼠HRP-IgE）根据产品推荐稀释

度稀释，100 μL /孔，37 ℃孵育 1 h；洗涤。OPD显

色，硫酸终止，测定吸光度值。

2.1 菠萝蛋白酶对Tm酶解条件的优化

2.1.1 菠萝蛋白酶与底物质量比的优化 虾的主

要过敏原原肌球蛋白 Tm 是相对分子质量约为

3.6×104的蛋白，不同酶活与底物质量比条件下处理

Tm后 SDS-PAGE和免疫印迹结果如图 1。由图可

知，随着酶活与底物质量比的增加，在相对分子质

量约为 3.4×104 和 3.6×104 处电泳条带逐渐模糊

（图1（a））。样本1～5其过敏条带消减较少，而样本

6的过敏原Tm条带基本上消失其消减效果较明显，

表明当菠萝蛋白酶与底物质量比为 32.57 u/g时对

过敏原 Tm的消减效果最好。免疫印迹结果（图 1
（b））表明样本 3～6在 3.4×104和 3.6×104处蛋白对

2A7H6抗体具有特异性反应，说明 3.4×104和 3.6×104
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处为过敏原蛋白 Tm；并且样本 1 在 3.4×104 和

3.6×104 处无特异性条带，说明此处没有免疫反应，

该结果与电泳结果一致。因此，最优的酶活与底物

质量比为32.57 u/g。在后续的优化实验中选择该条

件较好。

（a）

（b）
注：（a）SDS-PAGE，M：Marker；0：富集纯化Tm；样本1-6

酶活与底物比分别为：4.29 ，6.43，9.65 u/g；14.47 u/g；21.71 u/g；
32.57 u/g。（b）2A7H6抗体的免疫印迹图，M：Marker；0：富集纯

化 Tm；样本 1～6酶活与底物比分别为：32.57，21.71，14.47，
9.65，6.43，4.29 u/g。

图1 不同酶与底物质量比对Tm的影响

Fig.1 The effect of mass ratio between bromelain
and substrate on Tm

2.1.2 酶解时间的优化 在酶解温度为60 ℃时，不

同酶解时间条件下处理Tm的SDS-PAGE和免疫印

迹结果如图 2所示。从图中可看出，随着酶解时间

由1 min到30 min的增加，在相对分子质量约为 34×
103和36×103处电泳条带逐渐模糊，条带颜色逐渐变

浅（图 2（a）），图中样本 6过敏原Tm条带最为模糊，

几乎看不清楚，说明相比之下，该时间点的酶解效

果较好。免疫印迹结果表明（图 2（b）），样本 6在

34×103和 36×103处无特异性条带，说明无特异性免

疫反应，进而表明 Tm消减效果较明显没有特异性

反应，免疫印迹检测不出 Tm条带。该结果与电泳

结果一致。说明菠萝蛋白酶最佳的酶解时间为 30

min，酶解 30 min的效果较好，在后续的实验中，采

用菠萝蛋白酶酶解30 min较好。

（a）

（b）
注：（a）SDS-PAGE；（b）2A7H6抗体的免疫印迹图。M：

Marker；0：富集纯化Tm；样本1～6酶解时间分别是5，10，15，
20，25，30 min

图2 不同酶解时间对Tm的影响

Fig.2 The effect of hydrolysis time of bromelain on Tm
2.1.3 酶解温度的优化 不同酶解温度处理Tm的

SDS-PAGE和免疫印迹结果如图3所示。随着酶解

温度由 25 ℃到 55 ℃的增加，在相对分子质量约为

34×103和36×103处电泳条带与对照组相比基本无变

化（图 3），表明酶解温度在 25 ℃到 55 ℃条件下，菠

萝蛋白酶的酶解作用很微弱，对 Tm的消减基本没

有作用，而根据 2.1.2可知，在 60 ℃的条件下处理

30 min时的样品过敏原条带消减较为显著，大部分

Tm被酶解（图 2（a）），免疫印迹反应也证实了这一

条件。由此说明，在相同条件下，当菠萝蛋白酶酶

解温度设置为 60 ℃时能较明显的消减过敏原Tm。

因此，在后续的优化实验中选择菠萝蛋白酶酶解温

度为60 ℃，较为合理。

2.2 超声与酶解结合处理的不同虾制品的

Tricine-SDS-PAGE结果

图 4所示，经优化条件后的菠萝蛋白酶酶解处

理的不同虾制品的Tricine-SDS-PAGE结果，由图可

知，样本2的Tm条带与对照相比，没有显著性变化，

说明菠萝蛋白酶对虾仁样品的过敏原消减作用较
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低。样本3的Tm条带与对照相比明显减弱，条带颜

色较浅，有小分子蛋白条带产生，表明菠萝蛋白酶

对蝴蝶虾仁样品的过敏原消减有一定的作用。样

本4的Tm条带减弱的最为明显，并且产生小分子蛋

白条带较多，与样本2和3相比，表明菠萝蛋白酶对

虾糜样品的过敏原消减作用较强。样本5和6的Tm
条带与对照样本几乎无显著差异，表明超声结合酶

解处理后的虾仁和蝴蝶虾仁其 Tm基本无消减，而

样本7的Tm条带最为模糊，并且产生了更多的小分

子蛋白条带，表明超声结合酶解处理虾糜样品后Tm
条带有较大程度的减弱，超声结合酶解处理虾糜样

本的对其过敏原的消减有较好的作用。

2.3 虾制品的过敏原性评价

作者构建的ELISA检测方法，利用前期研究的

Tm致敏动物模型获得的针对过敏原 Tm的含高浓

度的 IgE鼠源抗血清和含高浓度 IgG的抗血清，利用

该抗血清，评价了经菠萝蛋白酶处理后的虾仁、蝴

蝶虾仁和虾糜样品的过敏原性变化情况，其结果如

表 1所示。由表可知，对于虾仁样品，采用羊抗鼠

IgE-HRP为二抗进行 ELISA检测，对于虾仁样本，

单纯的酶解法、超声结合酶解法与对照组相比其

OD值都无显著性差异（P>0.05）。
表1 虾仁、蝴蝶虾仁和虾糜经处理后的ELISA检测结果

（OD值，X±S.D.，n=9）
Table 1 OD values of tackled shrimp meat and butterfly

shrimp and minced shrimp by ELISA（X±S.D.，n=9）

血清二抗
类型

IgE-HRP

IgG-HRP

处理方式

酶解

超声结合
酶解

酶解

超声结合
酶解

虾仁

0.237±0.007

0.222±0.016

0.133±0.002

0.122±0.004

蝴蝶虾仁

0.218±0.035

0.180±0.012**▲

0.127±0.011

0.113±0.000*▲▲

虾糜

0.158±0.004**△△

0.152±0.008**

0.102±0.003**△△

0.097±0.009**

注 ：对 照 组 ：IgE- HRP：0.228 ± 0.011；IgG- HRP：

0.127±0.002；* P<0.05，**P<0.01 与各组的阴性对照组比

较；▲P<0.05，▲▲P<0.01单纯酶解法和超声结合酶解法比较；
△P<0.05，△△P<0.01蝴蝶虾仁和虾糜在相同条件下比较

对于蝴蝶虾仁，单纯酶解法与对照组相比没有

明显差异，而超声结合酶解法与对照组相比有极显

著的差异（P<0.01），其过敏原性降低了 21.05%，表

明超声结合酶解法的处理效果要明显好于单纯酶

解法。对于虾糜样品，单纯的酶解法或超声结合酶

解法与对照组相比均有显著性差异，其OD值比对

照组分别减少了 30.70%和 33.33%，说明这两种处

理方法能够明显降低虾糜样品的过敏原性。比较

蝴蝶虾仁和虾糜发现，在相同的处理方式下，单纯

酶解法处理的虾糜样品效果要好于蝴蝶虾仁，呈极

显著性差异；超声结合酶解法处理的蝴蝶虾仁和虾

糜其过敏原性的降低程度无显著性差异。综上所

述，作者所建立的超声结合酶解法较适用于低过敏

性蝴蝶虾仁和虾糜的制备。

作者首先以富集的 Tm样本为模式蛋白，探讨

并建立了有效的消减 Tm的酶解处理方法，在此基

础上进一步探讨了经该方法处理后的虾仁、蝴蝶虾

仁和虾糜制品中的Tm的过敏原性变化情况。结果

注：SDS-PAGE；M：Marker；0：富集纯化Tm；1-7酶解

温度分别是25℃，30℃，35℃，40℃，45℃，50℃，55℃
图3 不同酶解温度对Tm的影响

Fig.3 The effect of hydrolysis temperature of
bromelain on Tm

注：M：Marker；1：空白对照；2～4分别是菠萝蛋白酶酶

解后的虾仁样品，蝴蝶虾仁样品和虾糜样品；5～7分别是超

声结合酶解法处理的虾仁样品，蝴蝶虾仁样品和虾糜样品；

8：纯化Tm样品

图4 菠萝蛋白酶处理虾仁、蝴蝶虾仁和虾糜后的电泳图

Fig.4 SDS-PAGE of shrimp meat and butterfly shrimp
and minced shrimp hydrolyzed by bromelain
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表明菠萝蛋白酶能够有效消减虾制品的过敏原性，
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研究结果表明酶解法及超声结合酶解法对于蝴蝶
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了方法，具有较好的应用性与实际指导意义。
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科 技 信 息

日本新食品标示法于2015年4月1日开始实行

2015年3月3日，据日本农业新闻网消息，日本消费者厅于3月2号在东京举行说明会，就新食品标示基准和机

能性食品标示制度进行了说明。同时明确了今年4月1日开始将实施新食品标示法。

新食品标示法中营养成分标示从自愿变为强制，要进行标示的营养成分为能量，蛋白质，脂肪，碳水化合物和钠，

其中钠用相当量的食盐标示。

新食品标示法实施之后，关于根据新制度进行标示，将设定过渡期。加工食品和添加剂的过渡期为5年，生鲜食

品的过渡期为1年6个月。

［信息来源］厦门WTO工作站 . 日本新食品标示法将于2015年4月1日开始实行 [EB/OL]. (2015-3-5). http://www.
xmtbt-sps.gov.cn/detail.asp?id=48534
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