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中国对虾肉中与虾过敏患者血清特异性 IG8结合的组分分析
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摘&要!目的&分析与血清特异性 IG8结合的虾肉中的蛋白成分$ 方法&常规制备虾肉蛋白提取液!用 ObO4

Z378技术分析提取液中的蛋白组分!以虾过敏患者血清"QIG8#作为探针!经免疫印记技术分析%鉴定与患者特异

性 IG8结合的蛋白成分$ 结果&虾肉蛋白提取液显示 ’) 种可辨认蛋白条带!其中 ,%%%( 和 +, Rb相对含量较高&

不同过敏患者血清中与蛋白结合的强度和所识别的蛋白组分存在一定差别!但所识别的蛋白主要集中在分子量 h

.( Rb的区域$ 结论&与阳性血清的反应强度与蛋白相对含量无关!提取有效组分有望提高血清特异性 IG8检测

的敏感度$
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&&目前"食物过敏已成为日常饮食中的常见问 题"引起了众多学者的高度重视) 在 ’^^^ 年国际



中国对虾肉中与虾过敏患者血清特异性 IG8结合的组分分析!!!单立新"等 !#^%&& !

食品法典委员会报告中"虾*蟹等甲壳类食品被认
为是 $ 种主要致敏食物之一 ’’( ) 流行病学的研究
资料显示"成年人食物过敏的患病率为 ’- c)-"

其中虾过敏比例约为 +^- ’) j+( ) 在临床医学领
域"食物过敏性疾病的诊断主要通过病史*皮内点
刺试验和血清特异性 IG8$QWMV<N<VIG8"QIG8% "特别
是血清 QIG8是确定过敏原的重要方法 ’#( ) 血清
QIG8基于抗原抗体特异性结合的原理"即用蛋白
提取液作为已知抗原"实现对未知抗体的检测)

由于食物蛋白组分复杂"浓度比相差很大) 因此"
分析鉴别食物中成分"是制备标准化已知抗原的
前提条件) 本研究将以明确诊断的对虾过敏患者
的血清$QIG8%为.探针/ $识别抗体% "采用免疫印
迹技术"分析提取液中与 QIG8结合的组分"从而为
建立虾致敏原提取工艺"提高虾类 QIG8检测的准
确性提供实验依据)

’&材料与方法
’1’&材料
’1’1’&主要仪器与试剂

垂直板型电泳*凝胶成像系统*半干式转膜仪
$均购自美国 !I]403b公司%"紫外分光光度计)

丙烯酰胺*甲叉双丙烯酰胺*甘氨酸*过硫酸
铵* 十 二 烷 基 磺 酸 钠 $ ObO %* 四 甲 基 乙 二 胺
$*8\8b%**[MME4)( $均购自美国 O<GSC公司%"蛋
白分子量标准$ O\(,.’% $\!IAM9SME"CQ公司%"聚
偏二氟乙烯$ZgbA%膜$美国 \<FF<W@9M公司%"兔抗
人 IG843Z*标记抗体$美国 O@;":M9E !<@"MV: 公司%)
’1’1)&阳性患者血清和阴性对照血清

血清标本均来自天津市中医药研究院附属医
院$进行虾过敏检测的常规标本%QIG8检测方法为
德国 \M/<[<QQ公司生产的 3FFM9GPOV9MME 过敏原检
测系统$免疫印记法%) 阳性患者血清&来自临床诊
断为对虾过敏的患者 $有典型过敏病史*血清 QIG8

检测阳性和皮刺试验阳性"出现皮肤搔痒*急性荨
麻疹*血管性水肿*恶心*呕吐*腹痛*腹泻等典型食
物过敏症状%) 阴性对照血清&来自健康体检者$无
过敏家族史*无食物过敏史*血清总 IG8水平检测为
正常范围%) 血清分离分装后 j)( e保存备用)
’1)&方法
’1)1’&虾肉蛋白提取液的制备

取新鲜虾"收集虾肉"按 ’ f%的体积比加入
j)( e预冷丙酮"脱脂弃去丙酮"干燥) 按每克干
粉加 $ SF(1(’ S@F‘H*WB.1# Z!O 溶液"充分溶解"
’ )(( 9‘S"离心半径 9o’+1% VS"低温离心"收集上
清即为虾肉蛋白提取液) 分装后于 j)( e保存)

’1)1)&蛋白提取液中蛋白组分分析
采用 ObO4Z378技术"浓缩胶为 %-"分离胶为

’)-#样品蛋白浓度为 ’# SG‘SF"分析样品和上样
缓冲液 ’f)混合"煮沸 % S<E"上样 ’( !F#电泳条件&

全程恒压",% g电压堆积 #( S<E"’+% g电压分离至
待溴酚蓝指示到达底部"电泳完毕) 电泳胶片用考
马斯亮蓝染色 ’(( S<E"脱色液充分脱色后成像)
’1)1+&与血清 QIG8结合的蛋白组分分析

采用免疫印记技术) 半干式转膜方式具体条件
为 $( g电压转 +( S<E"随后 ZgbA膜用 %-脱脂牛奶
封闭过夜"风干后备用) 将上述 ZgbA膜剪成 + SS

宽的窄条状"置印记反应槽内"并用 Z!O 溶液浸湿后
除去缓冲液"再加入 %(( !F用 *!O*稀释’( 倍的 + 种
血清’’( 例阳性患者的混合血清*. 例阳性患者的单
例血清$由于标本量留取不足"仅做了 . 例%*’( 例阴
性对照的混合血清("室温摇床孵育 ’1% : 后加入
%(( !F用 *!O*稀释 )%( 倍的碱性磷酸酶标记的兔抗
人 IG8抗体继续孵育 ’ :"除去标记抗体并洗膜 % 次
后加入碱性磷酸酶显色底物避光显色 ’% S<E"将膜取
出用蒸馏水洗净"吹干后观察显色条带)

)&结果
)1’&虾肉蛋白提取液蛋白组分分析

提取液含十几种蛋白"相对分子质量为 ’)(*
’’%*’’(*’((*^(*$$*.+*.(*,%*%(*#% 和 +, Rb"其
中 ,%*%( 和 +, Rb的蛋白相对浓度较高"条带较明
显"如图 ’ 所示)
)1)&能与血清 QIG8结合的蛋白组分分析

如凝胶中蛋白组分与血清 QIG8结合"形成抗
原4QIG8复合物"再结合酶标记兔抗人 IG8抗体"加
底物后显色"酶免疫印迹结果如图 ) 所示"无论正常
血清*阳性混合血清*阳性单例血清"于 +# Rb附近
均显示反应条带#$ 号阳性单例血清和 ’) 号阳性单
例血清显示多条颜色较深反应条带"其中 $ 号血清
最为明显$条带数量超过 ’) 条%#其余阳性单例血
清$+ c. 号"^ c’’ 号%*阳性混合血清 $) 号%只显
示较少反应条带) 如 % 号血清显示 # 条反应条带"

其中以 .) ĉ % Rb之间的条带最明显#. 号血清只
显示 ) 条反应条带$位于 .) ĉ % Rb之间%#, 号和
’’ 号血清未显示明显条带) 同时"结合蛋白电泳图
谱进一步分析可以看出"与阳性血清显示强结合的组
分$条带明显%与该组分在提取液中的相对浓度不一
致"说明蛋白的致敏性与蛋白含量不相关#且印迹反
应条带数量多于蛋白条带数量"说明有些微量蛋白同
样是重要致敏原$与患者 IG8显示较强结合%)
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图 ’&虾肉蛋白提取液 ObO4Z378分析结果
A<G;9M’&8X"9CV"<@E @NQ:9<SW W9@"M<E F<D;</

ObO4Z378CECFPQ<Q9MQ;F"Q

图 )&+ 种血清与组分分析结果
A<G;9M)&*:9MMR<E/Q@NQM9;SCE/ V@SW@EME"CECFPQ<Q9MQ;F"Q

+&讨论
分析*鉴别食物致敏原是食品安全检测的基础"

而从临床医学角度"制备标准化过敏原是建立血清
QIG8检测的前提) 由于食物中蛋白成分的复杂性*过
敏性疾病的群体差异性以及各地区饮食和烹饪习惯
的不同"人们很难制备一种标准化的已知抗原适用于
所有地区过敏人群血清 QIG8检测的要求) 关于虾引
起食物过敏的报道起源于上世纪$( 年代"较为明确
的致敏原包括原肌球蛋白’%( *精氨酸激酶等’,( "同时

也包括尚未确定的多种蛋白组分’. j’(( )

本文选择天津地区经常食用的对虾作为研究
对象"按照经典的虾蛋白提取液制备程序"经 ObO4
Z378分析得到电泳图谱显示"蛋白提取液至少含

有 ’) 种可辨认蛋白区带"其中 ,%*%( 和 +, Rb的蛋
白相对浓度较高"此结果与王晓雯研究小组 ’’’(的报
道相一致) 在此基础上"我们收集 +( 例天津地区明
确诊断的虾过敏患者的阳性血清"并以健康人群血
清作为阴性对照"分析蛋白提取液中与阳性血清的
反应情况) 分析免疫印记图谱结果提示&"过敏患
者血清中特异性 IG8所识别的蛋白组分存在一定差
别"但能被阳性血清结合的组分并非分布在蛋白含
量较高的区域$ m.( Rb"如 ,%*%( 和 +, Rb位置的
蛋白未与阳性血清产生较强结合%"而主要集中在
含量不占优势的大分子量$.( Rb以上%区域) #因
所选 +( 例阳性血清血清特异性 IG8的效价不同"条
带颜色深浅不同"如图 ) 中的 $ 号血清和 ’) 号血清
均显示较深反应条带"说明患者对过敏原非常敏
感) $虽然在 +# Rb位置 $原肌球蛋白%显示反应
条带"但未发现原肌球蛋白与阳性血清呈现较强的
结合"此结果与 *QCJ@;9<O’’)(报道的结果一致) 此
外"我们也发现部分阳性病例$, 和 ’’ 号%未出现明
显反应条带"考虑可能是 IG7# 亚类抗体所致临床表
现"采用兔抗人 IG8二抗不能检出) 纵观本研究结
果"我们初步认为不能直接采用原始蛋白提取液作
为已知抗原用于血清 QIG8检测"而是应该对此进行
加工"提取与阳性血清强结合而含量相对较低的蛋
白组分"去除$或降低%含量相对较高而与阳性血清
弱结合的蛋白组分) 另外"免疫印记结果也表明患
者之间"待检血清所识别的蛋白种类也存在明显差
异"此种差异同样表现在其它食物过敏的研究报道
中 ’’+ j’#( ) 针对血清 QIG8检测"我们需要深入解析
过敏原抗原表位"寻找那些带有共性的与群体 QIG8
有高结合频率的抗原表位进行制备重组抗原"才能
从根本上提高血清 QIG8检测的特异性和敏感度"从
而提高食物过敏性疾病的诊断水平)

参考文献
’ ’ (&*CPF@9O HY\@FF;QVCE Q:MFFN<Q: CFFM9GP’a(Y3/UA@@/ 6;"90MQ"

)(($"%#&’+^4’..Y

’ ) (&HC@4C9CPC\"*9CR;F"<UCR@9E \YZ9MUCFMEVM@NN@@/ CFFM9GPCS@EG

W9MQV:@@FV:<F/9ME <E E@9":M9E *:C<FCE/’a(YZM/<C"9IE"")(’)"%#

$)% &)+$4)#+Y

’ + (&吕相征"刘秀梅"杨晓光Y健康人群食物过敏状况的初步调查

’a(Y中国食品卫生杂志")((%"’.$)% &’’^4’)’Y

’ # (&aMMJ:CP\A"0@J<EQ*7"HM:9M9O !"M"CFY]VV;WC"<@ECFQMCN@@/

CFFM9GP&C9MU<M[’a(Y]VV;W 8EU<9@E \M/")((’"%$$^%&%%+4%,)Y

’ % (&\@:CSM/ Aa"*:@SCQ70"\C9P8\"M"CFY]VV;WC"<@ECFCFFM9GP

CE/ CQ":SCCS@EGQCF"[C"M9N<Q: W9@VMQQ<EG[@9RM9Q’a(Y3Sa

IE/ \M/")(($"%’$’)% &$^^4̂’(Y

’ , (&7@M"kb5"5:<QSCE !3Y]VV;WC"<@ECFCQ":SC<E CQMCN@@/

9MQ"C;9CE"[@9RM9& V9@QQ49MCV"<U<"P@NQ:9<SW CE/ QVCFF@WQ’a(Y

3EE 3FFM9GP3Q":SCISS;E@F")((("$%$,% &#,’4#,,Y


