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摘要:分别对4种坚果中的过敏蛋白进行分离提取,研究其

蛋白特性,运用物理方法如高温、高压和微波超声波结合酶

法作用于坚果过敏蛋白,探索脱除坚果类蛋白致敏性的最佳

方法。结果表明:腰果、杏仁、核桃等坚果蛋白都使人产生过

敏反应,经过高温、高压、超声波—微波联合萃取及蛋白酶处

理后,均能使其致敏性明显降低。其中超声波—微波与酶法

联合处理,超声波开启,作用温度90 ℃、时间240s、微波功

率700W,0.25%胰蛋白酶处理5min能完全脱除坚果类过

敏原蛋白,是最佳脱敏方法。
关键词:坚果;过敏蛋白;脱敏;酶法处理;超声波—微波萃

取;免疫印迹

Abstract:Theexperimentistodosomeresearchaboutfeaturesof
nutsproteinacrossextractionofsomenuts.Usingphysicalmethod
suchashightemperatureandhighpressureand microwaveultra-
soundcombinedwithproteinenzymaticprocessingnuts,explorethe
bestmethodofremovingnutsallergenicprotein.Throughexperi-
mentstudyfound,cashew,almond,walnutproteinleadtoallergic
reactioninbody,butafterhightemperatureandhighpressure,ul-
trasonic-jointofmicrowaveextractionandafterproteasetreatment
canreducetheallergenicobviously.Theultr-microwaveandenzy-
matic90℃,240s,microwavepower700 W,0.25%trypsinwith
5minutescanalmostcompletelyremovingnutsallergenprotein,is
thebestwaytodesensitization.
Keywords:nuts desensitization;enzymatic processing;ultrasonic
wave,microwaveextraction;westernblotting

近年来,全球食物过敏的发生率已呈上升趋势,已经严

重地影响了部分人群的生活质量甚至危及生命,引起了各国

尤其是发达国家的高度关注[1]。全球过敏症受累人群超过

25%,在西方发达国家,成年人食物过敏症发生率超过1%;

而婴幼儿和儿童发生率达到了5%~10%[2];在中国,北京协

和医院变态反应科对就诊患者的调查显示,每年约有1.5万

患者为食物过敏[3]。据统计[4],170多种食物能够引起过敏

反应,其中,90%以上过敏反应是由八大类高致敏性食物引

起,包括牛乳、蛋类、花生、大豆、小麦、坚果、鱼和水生贝壳类

动物。为了防止消费者误食过敏性食物,美国、日本和欧盟

都颁布了食物标签法,要求对食品中的8大类食物过敏原进

行标注[5]。华南理工大学、中国农业大学、江南大学、中国海

洋大学、集美大学、南昌大学[6-10]等关于大米、虾、牛奶、花生

等的过敏源检测及脱敏技术研究已见报道,但对坚果过敏原

的脱敏方法还未见报道。本研究拟通过 SDS—PAGE电泳

技术及 Western-blotting免疫印迹技术分析坚果蛋白的大致

分子量及致敏性;采用高温、高压、超声波—微波协同萃取技

术等物理手段和蛋白酶处理坚果过敏蛋白,通过双夹心抗体

ELISA酶联免疫试验方法检测坚果过敏蛋白的致敏效价,探

索降低或脱除坚果过敏蛋白的最佳方法和途径。

1　材料与方法

1.1　试验材料

坚果过敏阳性血清:从致敏模型阳性试验小鼠采集,免

疫IgE浓度为100g/L;

核桃:产自天津蓟县;

黑芝麻:产自辽宁省丹东市;

开心果:产自蔚县黄梅乡;

腰果:产自伊朗;

HRP标记山羊抗人IgE抗体(进口):艾美捷科技有限

公司;

坚果过敏病人阳性血清(7人混合):天津市总医院;

邻苯二胺:分析纯,天津大学科威公司;
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牛血清白蛋白:标准品,北京智杰方运有限公司;

胰蛋白酶:比活力>2500NFU/mg,上海鹤善实业有限

公司;

胃蛋白酶:比活力3800NFU/mg,上海雅心生物技术有

限公司。

1.2　试验仪器

电泳系统:Mini-PROTEAN型,美国BIO-rad公司;

微波超声波联合萃取仪:CW-2000型,江苏荣华仪器有

限公司;

凝胶成像系统:GL2200PRO型,美国 Kodach公司。

1.3　试验方法

1.3.1　蛋白质的粗提取

(1)粉碎:各类坚果去壳及膜质内种皮后,置于(30±

1)℃烘箱中干燥48h,烘干后的坚果于冰浴中研磨成分,过

40目筛,备用。

(2)去脂:坚果粉与石油醚以1︰10(m ︰V)的比例充

分混合后置于4℃,每隔1h搅拌1次,6~8h后更换石油

醚,重复3~4次后,直到坚果粉呈白色为止,于4℃下放置,

直至石油醚挥发完全。

(3)坚果蛋白的提取:称取脱脂后的坚果粉与 Tris—

HCl缓冲液(TBS,0.2mol/L、pH7.4)以 1︰10(m ︰V)

的比例充分混合均匀,然后于4 ℃浸提24h,期间每隔1~

2h搅拌一次,之后在4℃、5000r/min离心15min,最后收

集的上清液为坚果蛋白的 Tris—HCl提取液。

(4)坚果蛋白提取物的硫酸铵分级沉淀:首先通过饱和

度差值为20%的硫酸铵进行分段沉淀。硫酸铵研磨成粉末,

4℃冷却备用。量取50mL蛋白粗提液在离心管中,先加入

硫酸铵使硫酸铵饱和度为 40%,充分溶解后4 ℃静置 1h,

之后在5000r/min、4℃离心30min,然后弃去沉淀,收集上

清液备用;上清液中再加入适量硫酸铵粉末,使硫酸铵饱和

度达80%,同上操作,得沉淀。

(5)透析:沉淀分别用少量 TBS(0.01mol/L、pH8.0)

溶解,置于透析袋(截留分子量 8kDa)中,用相同的 TBS

4℃透析,BaCl2 检测至无硫酸铵为止。透析液置于冷冻干

燥机中冻干即为坚果蛋白粗提物,4℃贮藏备用。

1.3.2　考马斯亮蓝法测蛋白浓度及标准曲线绘制　参照文

献[6]。

1.3.3　蛋白质的处理方法

(1)高温高压处理:取浓度约为1.0mg/mL的4种坚果

蛋白各2mL,置于压力为102.9kPa,温度为121 ℃的高压

锅内处理20min,处理时管塞切勿塞得过紧,以免蛋白溶液

喷射出来。处理后于冰箱内冷冻保存。

(2)微波—超声波联合处理:根据前期单因素试验结

果,分别取4种坚果蛋白溶液在 CW-2000微波超声联合萃

取仪进行如表1的正交处理。由于蛋白样品有限,处理时选

取100mL的玻璃瓶,清洗时勿使底部铁块沾到水。处理后

的蛋白冷冻保存。

表1　正交试验设计

Table1　Thedesignoforthogonalexperiment

条件 A作用时间/s B微波功率/W C作用温度/℃

1 180 500 90

2 240 600 105

3 300 700 120

　　(3)酶处理:分别取经高温高压和微波超声联合处理后

的蛋白溶液各1mL,于37℃ pH7.8的条件下用活力单位

为2000U,稀释浓度为0.25%胰蛋白酶处理5min,pH2.0
的条件下用活力单位为2800U,稀释浓度为0.7μg/mL胃

蛋白酶处理5min,处理后冷冻保存。

1.3.4　免疫印迹方法鉴定过敏原

(1)SDS—PAGE聚丙烯酰胺凝胶电泳配置方案:凝胶

配置比例见表2。

(2)转膜:① 胶的处理:胶切成适当大小,放于负极缓冲

表2　凝胶配置比例

Table2　TheratioofGelallocation mL

凝胶 水
30%

Arc/Bis

1.0mol/L

Tris—HCl

1.5mol/L

Tris—HCl

10%

SDS

10%

AP
TEMED

分离胶 6.68 8.00 0.00 5.00 0.20 0.10 0.01

浓缩胶 6.80 1.70 1.25 0.00 0.10 0.10 0.01

液中平衡15min;② 膜的处理:膜 PVDF切成与胶相同大

小,在甲醇中浸泡15s再放于bufferⅡ中至少5min;③ 贴膜

顺序:按照阳极、两层滤纸(于bufferⅠ中浸泡)、1层滤纸(于

buffer中浸泡)、PVDF 膜、胶、3层滤纸(浸泡于负极缓冲

液)、负极的顺序叠加;④ 转膜完毕后,用 TBST+5%的脱脂

奶粉于4℃封闭过夜。

(3)免疫反应:① 将封闭过夜的PVDF膜用PBS清洗5

次,每次10min。洗完后用 TBST 洗膜5次,每次10min;

② 将膜置于过敏者血清中,按照1︰2000的比例用 TBST

稀释,于37℃温育1h,然后弃一抗,用 TBST洗膜5次,每

次10min;③ 洗膜后,将膜置于1︰5000稀释的二抗中温

育1h,震荡。然后用 TBST洗膜5次,每次10min;④ ECL
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显色:稳定剂与增强型发光剂按1︰1混合,均匀滴到膜上,

显色1min。

1.3.5　数据统计及图形分析　用Excel2003统计分析所有

数据,计算误差并制图。

2　结果与分析

2.1　蛋白质标准曲线的绘制

采用考马斯亮蓝法配制标准蛋白后测得的标准蛋白曲

线见图1。

由图 1 可 知,蛋 白 质 含 量 的 标 准 曲 线 方 程 为 y=

0.5338x+0.0144,R2=0.9974,方程呈线性相关。 
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图1　蛋白质标准曲线

Figure1　ThestandardcurvesofBCA

2.2　蛋白得率测定

采用考马斯亮蓝 G-250法测定各坚果蛋白含量,根据标

准曲线方程,计算出蛋白得率(样品平行测定3组,取平均

值),结果见图2。
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图2　蛋白得率

Figure2　Proteinyieldofthenuts

　　由图2可知,蛋白质得率效果最高的是开心果样品,提

取得率最低的是核桃样品,蛋白得率为42.1%,综合各坚

果的特性,本提 取 方 法 对 4 种 坚 果 样 品 均 有 较 好 的 提 取

效果。

2.3　超声波—微波正交处理结果

选取腰果蛋白进行超声波—微波联合处理正交试验,并

测定处理后的蛋白含量,见表3。

表3　腰果蛋白超声波—微波正交处理结果

Table3　Theorthogonalprocessingresultsofultrasonic-

microwaveonCashewprotein

试验号 A 时间 B功率 C温度 D空列
蛋白质含量/

(mg·mL-1)

1 1 1 1 1 0.7842

2 1 2 2 2 0.7921

3 1 3 3 3 0.7563

4 2 1 2 3 0.6458

5 2 2 3 1 0.7214

6 2 3 1 2 0.6854

7 3 1 3 2 0.7731

8 3 2 1 3 0.6621

9 3 3 2 1 0.7053

k1 0.7775 0.7344 0.7106 0.7370
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

k2 0.6842 0.7252 0.7144 0.7502

k3 0.7135 0.7157 0.7503 0.6881

R 0.0933 0.0187 0.0397 0.0621

　　由表3可知:各试验因素主次顺序为:B>C>A,最优工

艺组合为B3C1A2,即240s、90 ℃、700 W。同时,通过对各

影响因素与空列组R 值的比较,发现 B,C两因素的R 值低

于空列组,说明微波处理中选择合适的温度和功率对脱敏效

果有较大的影响,而因素 A的R 值高于空列组,说明微波处

理的时间对脱敏效果影响不明显。对脱敏效果有影响的其

他因素如压力、超声波频率或样品的破碎程度等还没有进行

分析,对此,课题组还将在后期进一步增加正交试验的影响

因素,并结合免疫印迹及SDS—PAGE电泳加以分析验证。

2.4　坚果过敏蛋白分离纯化SDS—PAGE电泳分析和蛋白

粗提液免疫印迹结果

　　取3种坚果蛋白分别用上样缓冲液稀释到1mg/mL后

上样,进行电泳,结果见图4。采用对坚果类食品过敏者阳性

混合血清为一抗,HRP标记山羊抗人IgE抗体为二抗,ECL
显色法进行显色对3种坚果蛋白的过敏原进行了免疫印迹

分析,在暗室中根据结果调整曝光时间以得到最佳结果,见

图3。

由图3可知,各坚果样品都含有多种蛋白成分。最富集

的各样品条带分别为腰果23kU 和13kU、杏仁15kU 和

25kU、核桃13kU和24kU。由免疫印迹图可以看出,每种

坚果蛋白都能使阳性血清产生致敏性,腰果有两个过敏条

带,在32kU和42kU 附近,42kU 附近的条带为主要过敏

原。核桃只有一个过敏条带,在35kU附近。杏仁也只有一

个过敏条带,在42kU附近。

2.5　物理法结合酶法处理后蛋白的免疫印迹结果对比分析

　　由 图4可 知 ,坚 果 的 过 敏 原 主 要 是 分 子 量 在0.7~
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（a） SDS—PAGE电泳 （b） Western Boltting免疫印迹

M. 分子质量标准 1. 腰果蛋白条带 2. 杏仁蛋白条带
3. 核桃蛋白条带

3 2 1 M M 1 2 3

40 kU

35 kU

25 kU

15 kU15 kU

25 kU
35 kU
40 kU
55 kU
70 kU
100 kU
130 kU
170 kU

图3　腰果、杏仁、核桃粗提液蛋白SDS—PAGE结果

坚果提取过敏原蛋白免疫印迹结果

Figure3　ResultofSDS—PAGEtestwestern-blottingtest

andontheproteinofnuts

  

  

（a） 高温高压处理 （b） 超声波—微波联合处理

（c） 高温高压与酶法
联合处理

（d） 超声波—微波与酶法
联合处理

图4　物理法及结合酶法处理对坚果过敏性的影响

Figure4　Theeffectonthetreatmentofphysicalmethod

andcombinedwithenzymeaboutnutallergic

100kU的高度糖基化蛋白质,它们分别属于不同的蛋白质

家族。其中 Arah1、Arah2 和 Arah3是主要的致敏蛋白,

90%的病人血清都能识别他们。Arah1具有热稳定性强、耐

酶解、不易消化等特性。超声波—微波联合处理能使这些肽

键的作用力弱化,空间构象发生改变,致敏抗原性降低。高

温高压与酶法联合处理,该方法几乎能完全脱除坚果类过敏

原蛋白的致敏性,但对腰果的致敏蛋白脱除效果不彻底。蛋

白酶可通过引起 Arahl和 Arah2的聚合反应来降低坚果蛋

白的致敏性。由于坚果过敏蛋白 Arah1、Arah2、Arah3中

抗原决定簇多含有丝氨酸,而蛋白酶能使丝氨酸连键断裂,

使其抗原性降低。

3　结论

(1)本研究结果表明超声波-微波协同处理结合特殊

蛋白酶能够使坚果过敏蛋白变性失活,在作用温度为90℃、

处理时间240s、微波功率700W 结合0.25%胰蛋白酶处理

5min能使其致敏性几乎完全脱除,是脱除坚果过敏原的有

效方法。

(2)超声波—微波结合蛋白酶处理能够脱除坚果过敏

原,使结合肽键的作用力弱化,空间构象发生改变,致敏抗原

性降低,比热力脱除过敏原效果更好,更加节约成本。

(3)本研究的不足之处是没有对失去致敏活性的蛋白

结构及营养成分进行分析,后期需要继续研究。
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