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超声协同糖基化对蛋清粉致敏性及结构的影响
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摘要!以市售蛋清粉为研究对象!通过电泳"紫外光谱"荧光

光谱和酶联免疫吸附等方法研究超声波协同糖基化修饰对

其蛋白结构和致敏性的影响#结果表明!超声波协同糖基化

修饰能显著降低蛋清粉的致敏性!致敏性随超声强度的增加

呈先增加后降低的趋势!且在
*'029

"

-))A

的条件下有最

大程度降低#这和其结构变化密切相关!经复合处理后!蛋

清蛋白分子量显著增加!同时三级结构发生显著变化!使表

面疏水性增强"内源荧光和自由氨基含量降低!导致其致敏

性降低#超声波协同糖基化修饰是一种良好的降低蛋清粉

致敏性的方法#

关键词!超声波$糖基化$致敏性$结构$蛋清粉
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食物过敏是指机体摄入食物或食品添加剂而引起的消

化系统内或全身性免疫反应%常见的过敏症状有胃肠道紊

乱*荨麻疹和哮喘等+

*

,

&近年来%食物过敏发生率不断增加%

有近
'R

的成年人和
=R

的儿童对食物过敏+

(

,

&因此%降低

食物过敏发生率是目前亟待解决的问题&众所周知%鸡蛋是

人类最主要的食物资源之一%由于其具有优良的加工特性%

因此广泛应用于加工食品中&但它也是引起食物过敏的主

要过敏源%且过敏原主要存在于蛋清中+

,

,

&因此%研究蛋清

中的过敏蛋白对于降低鸡蛋过敏发生率具有重要意义&目

前%对鸡蛋蛋白致敏性的研究主要是采用单一方法降低鸡蛋

中某种特定过敏蛋白%如
@29D

等+

&

,报道通过羧甲基化可以

降低卵转铁蛋白和卵类黏蛋白的致敏性$

$C29

等+

'

,报道热处

理可以降低卵清蛋白致敏性但增加了卵类黏蛋白致敏性$

$D;

等+

-

,报道
*)MS

8

剂量的伽马射线辐照可以部分降低卵

清蛋白致敏性&而关于采用复合改性方法降低鸡蛋蛋白体

系的研究还很少&

复合改性具有高效*协同等优点%既可以互补单一方法

的不足%又可以更快速*全面地改性样品&本课题组前期研

究中发现高强度超声能够促进蛋白结构展开+

<

,

%

@1

等+

=

,通

*



过外接葡萄糖的糖基化使卵清蛋白致敏性显著降低%

S519

等+

.

,发现超声波对糖基化有积极的促进作用&由于食品是

一个复杂的体系%有必要研究食品加工方式对复杂体系过敏

蛋白!如市售蛋清粉#致敏性的影响&因此%本试验拟采用超

声预处理结合糖基化复合改性市售蛋清粉%通过间接
/PQ$"

法%以人血清
Q

H

/

结合力为指标评价蛋清粉中蛋清蛋白的致

敏性%通过间接竞争
/PQ$"

法%以兔血清
Q

H

S

结合力为指标

评价蛋清粉中卵清蛋白的致敏性%利用紫外光谱*荧光光谱

和电泳分析其结构及分子量变化%研究超声波协同糖基化修

饰对蛋清粉结构和致敏性的影响%为脱敏蛋制品的研发提供

更具实际参考价值的依据&

*

!

材料与方法
*:*

!

材料与仪器

*:*:*

!

材料与试剂
!!

蛋清粉"郑州奥冉化工有限公司$

卵清蛋白*羊抗兔酶标二抗*羊抗人酶标二抗"美国

$2

H

01

公司$

兔血清"自制$

人血清"美国
T31L01P1GQ94DE9142;913

公司$

其他试剂均为常用分析纯&

*:*:(

!

主要仪器设备

电泳仪"

@292

J

E;4D19BD4E1 @T&

型%美国
+QU%#"V

公司$

酶标仪"

$

8

9DE

H8

W*

型%美国
+2;BDM

公司$

荧光光谱仪"

X%<)))

型%日本日立公司&

*:(

!

方法

*:(:*

!

样品处理
!

将蛋清粉用
J

W=:)

的磷酸盐缓冲液

!

J

C;L

J

C14DG5OODEDKL1329D

%

T+$

#稀释到
*)0

H

)

0P

%离心后

取上清液%再分别进行以下处理"

!

*

#热处理"冻干处理后在
<)Y

*相对湿度
<'R

的条件

下反应
-C

&

!

(

#糖基化"按糖
"

蛋白质量比
(

"

*

向溶液中加入葡萄

糖%冷冻干燥后于
<)Y

*

<'R

相对湿度下反应
-C

&

!

,

#不同强度超声预处理结合糖基化"分别在
*()

%

,-)

%

-))

%

=&)

%

*)=)A

下超声
*'029

和在
-))A

下超声
'

%

*)

%

*'

%

()

%

('029

%整个超声过程通过冰浴将溶液温度控制在

()Y

以下&然后按糖
"

蛋白质量比
(

"

*

加入葡萄糖%冷冻

干燥后于
<)Y

*

<'R

相对湿度下反应
-C

&

*:(:(

!

分子量测定
!

将样品用
T+$

稀释至
*)0

H

)

0P

%加上

样缓冲液后煮沸
*)029

%再离心
()L

%使用
'R

的浓缩胶和

*(R

的分离胶%样品上样量
*)

"

P

%

=)>

跑胶%结束后染色

*C

%再用脱色液脱去底色&

*:(:,

!

内源性荧光测定
!

根据文献+

*)

,%将样品用
T+$

稀

释成
):*0

H

)

0P

%激发波长
(=)90

%在
,))

#

&')90

对发射

波长进行光谱扫描&

*:(:&

!

表面疏水性测定
!

根据文献+

**

,%以
"?$

为荧光探针%

将样品用
T+$

稀释成一系列浓度梯度!

):('

#

(:))0

H

)

0P

#%

取
(0P

样品与
*)

"

P"?$

试剂混匀%在激发波长
,.)90

%

发射波长
&))

#

-))90

的条件下进行测定&以样品浓度为

横坐标%荧光强度为纵坐标作图%斜率为表面疏水性!

3

)

#&

*:(:'

!

自由氨基含量测定
!

根据文献+

*(

,%将样品用
T+$

稀释成
&)0

H

)

0P

%分别取
*)

"

P

样品和不同浓度!

):)

#

):&0

H

)

0P

#赖氨酸与
())

"

P UT"

试剂混匀%避光反应

(029

%于
,&)90

处测定其吸光值%根据赖氨酸标曲计算样

品自由氨基含量&

*:(:-

!

卵清蛋白致敏性测定
!

以兔血清
Q

H

S

结合力为指标%

采用间接竞争
/PQ$"

法测定样品中的卵清蛋白致敏性&每

孔加入
*))

"

P(

"

H

)

0P

卵清蛋白标品%

&Y

包被过夜%洗板%

拍干$加
(')

"

P'R

脱脂奶粉
,<Y

封闭
*C

%洗板%拍干$分

别加
')

"

P

卵清蛋白标品!

):('

#

-&:))

"

H

)

0P

#和
')

"

P

&)

"

H

)

0P

样品%再加
')

"

P

兔抗卵清蛋白血清%

,<Y

温育

*C

%洗板%拍干$加
*))

"

P

二抗
,<Y

温育
*C

%洗板%拍干$加

*))

"

P

显色液
,<Y

反应
*'029

$加
*))

"

PW

(

$U

&

终止反

应%

&')90

测吸光值&以卵清蛋白标品的浓度对数为横坐

标%吸光值为纵坐标作图%通过线性函数得到样品致敏性%进

而计算其降低率&

/

J

H

)

K

H

*

H

)

L

*))R

% !

*

#

式中"

/

'''卵清蛋白致敏性降低率%

R

$

H

)

'''未处理原样的致敏性%

"

H

)

0P

$

H

*

'''处理后样品的致敏性%

"

H

)

0P

&

*:(:<

!

蛋清蛋白致敏性测定

!

*

#血清库"

*

支对鸡蛋不过敏的血清以及
&

支对鸡蛋

过敏的血清%

&

个患者!

T*

*

T(

*

T,

*

T&

#的病史见表
*

&

!!

!

(

#每孔加入
*))

"

P*))

"

H

)

0P

的样品%

&Y

包被过

夜%洗板%拍干$加
(')

"

P'R

脱脂奶粉进行
,<Y

封闭
*C

%

洗板%拍干$加
*))

"

P

人血清
,<Y

温育
*C

%洗板%拍干$加

*))

"

P

二抗
,< Y

温育
*C

%洗板%拍干$加
*))

"

P

显色液

,<Y

反应
*'029

$加
*))

"

PW

(

$U

&

终止反应%

&')90

测吸

光值&按式!

(

#计算
Q

H

/

结合力&

表
*

!

鸡蛋过敏患者病史

B1G3D*

!

!3292713C2L4;E

8

;OD

HH

133DE

H8J

142D94LZLDE1

患者编号 年龄 性别 过敏原 症状
初次发

病时间

特异性
Q

H

/

水平)

!

M["

-

P

\*

#

T* -,

女 鸡蛋*花生 湿疹*荨麻疹* 婴儿期
,(:<

T( *<

男 鸡蛋*鳕鱼*花生 过敏性鼻炎 婴儿期
(&:&

T, ,)

男 鸡蛋 过敏性鼻炎*荨麻疹 婴儿期
(,:.

T& =

男 鸡蛋*动物 过敏反应 婴儿期
*':=

(

基础研究
!

()*=

年第
'

期



!!

2

J

2

*

K

2

)

% !

(

#

式中"

2

'''

Q

H

/

结合能力$

2

)

'''一抗为未对鸡蛋过敏的人血清所测得的吸光度$

2

*

'''一抗为患者血清所测得吸光度&

*:(:=

!

数据统计与分析
!

UE2

H

29.:)

作图%

$T$$*<:)

分析显

著性!

T

#

):)'

#%平行试验至少
,

次&

(

!

结果与分析
(:*

!

分子量分析

如图
*

所示%经热处理*糖基化和复合处理后只有卵转

铁蛋白条带几乎完全消失%说明卵转铁蛋白不稳定%易发生

聚集&经糖基化和复合处理后卵清蛋白*卵类黏蛋白和溶菌

酶的条带变浅且发生了轻微的上移%说明这
,

种蛋白发生了

糖基化反应%并且复合处理后上移程度更大%说明超声预处

理可以显著促进糖基化反应%该结果和
S519

等+

.

,的一致&

同时%不同功率超声波
%

糖基化处理后%其蛋白质条带的上移

程度明显不同%呈先增加后降低的趋势%且在
-))A

时上移

程度最大%说明相比于超声时间%功率对糖基化影响程度更

大%并且适度的超声功率才能更好地促进糖基化反应&这可

能是超声功率的增加影响了蛋白更深层的结构%促进更多的

结构展开%使空间位阻更大程度地降低并暴露出更多的糖基

化结合位点%促进糖基化反应%但过度超声也会使蛋白结构

重新折叠+

*,

,进而阻碍糖基化反应&

[)

为未处理原样$

!*

为单独热处理$

!(

为单独糖基化处理$

'

%

*)

%

*'

%

()

%

('

%

*()

%

,-)

%

-))

%

=&)

%

*)=)

分别代表
-)) A

下超声
'

%

*)

%

*'

%

()

%

('029

和
*()

%

,-)

%

-))

%

=&)

%

*)=)A

下超声
*'029

预处理

后再进行糖基化的复合处理

图
*

!

超声协同糖基化对蛋清蛋白分子量的影响

X2

H

5ED*

!

[34E1L;59KL

8

9DE

H

2L427

H

3

8

7;L

8

3142;9;94CD0;3D7%
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!

内源性荧光分析

蛋白的内源荧光取决于色氨酸!

BE

J

#和酪氨酸!

B

8

E

#的

极性以及蛋白质间*蛋白
\

配体间的相互作用+

*&

,

&如图
(

所示%复合处理后样品内源荧光强度随超声强度!时间和功

率#的增加呈先降低后升高的趋势%在
*'029

*

-)) A

时最

低%且均低于单独糖基化的样品&这可能是超声产生的机

械*空化等效应使蛋白质结构舒展%暴露更多的发色团发生

荧光猝灭&并且糖基化可以使色氨酸环位置变化*蛋白结构

改变*色氨酸等残基本身发生氧化%这些都会降低荧光强

度+

*'

,

&过高强度超声后复合处理的样品荧光强度略微升

高%可能是高功率或长时间的超声会使蛋白部分结构重新折

叠%将部分暴露的发色团重新包埋&相比于热处理%经复合

或糖基化处理后样品的内源荧光变化程度更小%说明糖基化

可以一定程度稳定蛋白结构避免热处理对蛋白结构的过度

破坏+

*-

,

&

图
(

!

超声协同糖基化对蛋清蛋白内源荧光强度的影响
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!

表面疏水性分析

表面疏水性!

3

)

#是蛋白分子表面疏水基团与极性水分

子环境接触数量的指标%可反映蛋白的结构变化&如图
,

所

示%复合处理后
3

)

随超声强度的增加呈先升高后降低的趋

势!

*'029

*

-))A

达到最大#%且均高于未处理原样%而单独

糖基化后样品的
3

)

显著降低&这可能是糖基化可以通过外

接亲水性基团提高亲水性并将更多的疏水基团包埋进内部%

并且糖基化后样品内源荧光图谱发生轻微的红移%说明糖基

化通过改变蛋白结构增强其极性%使
3

)

显著降低&而复合

,
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处理过程中%尽管促进糖基化会降低疏水性%但超声诱导空

化作用使蛋白的球形结构变为网状结构%大量暴露内部疏水

基团%还能通过破坏蛋白的疏水性相互作用诱导变性%最终

显著增加疏水性+

*<\*=

,

&在
*'029

*

-))A

时
3

)

最大也说明

该条件下蛋白结构的展开程度最大%进一步增加超声强度会

使展开的蛋白重新折叠%将部分疏水基团重新包埋进内部&

[)

为未处理原样$

!*

为单独热处理$

!(

为单独糖基化处理$不同字

母表示差异显著!

T

#

):)'

#

图
,

!

超声协同糖基化对蛋清蛋白表面疏水性的影响
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!

自由氨基含量分析

自由氨基含量可以反映糖基化程度&如图
&

所示%复合

改性后样品自由氨基含量随超声强度的增加呈先降低后升

高的趋势!

*'029

*

-))A

达到最大#%且均低于糖基化后的

样品&说明随着超声强度的增加%蛋白结构逐渐展开%可以

有效促进糖基化反应的进行%在超声强度超过
*'029

或

-))A

时%蛋白分子重新折叠*聚集使空间位阻增加阻碍了

糖基化反应进行&

(:'

!

卵清蛋白致敏性分析

卵清蛋白是蛋清蛋白最主要的过敏原+

*.

,

&如图
'

所

示%复合处理后蛋清粉中卵清蛋白致敏性降低率随超声强度

的增加呈先升高后降低的趋势!

*'029

*

-))A

达到最大#%

且均高于单独糖基化的样品&这是因为复合处理过程中%超

声可以展开蛋白结构修饰构象表位*促进糖基化反应%而糖

基化也能通过改变蛋白结构修饰构象表位%还能通过外接糖

分子阻塞线性表位+

()

,

%最终使过敏表位得到更全面的修饰&

并且其致敏性变化与蛋清蛋白的结构变化明显一致%说明卵

[)

为未处理原样$

!*

为单独热处理$

!(

为单独糖基化处理$不同字

母表示差异显著!

T

#

):)'

#

图
&

!

超声协同糖基化对蛋清蛋白自由氨基的影响
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!*

为单独热处理$

!(

为单独糖基化处理$不同字母表示差异显著

!

T

#

):)'

#

图
'

!

超声协同糖基化对蛋清蛋白中卵清蛋白致敏性的影响
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清蛋白对蛋清蛋白结构影响显著&对比实验室的前期研究

发现%相同条件下高纯度卵清蛋白致敏性与杂蛋白!蛋清粉#

中卵清蛋白致敏性的变化趋势基本一致%但蛋清粉中卵清蛋

白的致敏性降低效果较差%可能是杂蛋白中不同抗原间普遍

存在交叉反应+

(*

,

%这会增强抗体的反应性%而且作为未处理

原样的市售蛋清粉的部分构象表位可能已经在传统加工中

得到修饰&

(:-

!

蛋清蛋白致敏性分析

不同患者的
Q

H

/

结合能力不同+

((

,

&如图
-

所示%经复合

改性后样品的
Q

H

/

结合能力随超声强度的增加呈先降低后

增加的趋势%并在
*'029

*

-))A

时最低&这是因为超声有

效促进了糖基化反应的进行%蛋白结构改变使更多的构象表

位被修饰%并且通过接入糖分子也使大量线性表位被阻塞%

致敏性显著降低&而过低或过高超声强度的
Q

H

/

结合能力

会高于单独糖基化%说明超声在展开蛋白结构促进糖基化反

应的同时也暴露了更多的过敏表位%使致敏性增强%但仍低

于未处理原样&通过与卵清蛋白致敏性的对比可以发现%二

者的总体趋势是一致的%可能是卵清蛋白是蛋清蛋白最主要

的过敏原%可以很好地反映蛋清蛋白的变化&但蛋清粉中不

致敏的蛋白也会结合葡萄糖甚至阻碍糖与致敏蛋白接触%降

低糖基化对致敏蛋白的修饰效果%同时包含多种抗原的杂蛋

白存在着更复杂的交叉反应%在某抗原表位被修饰的过程中

可能产生某些可被其他抗体识别的过敏表位%并且卵清蛋白

含有
()

个糖基化位点%是糖基化效果最显著的蛋白+

(,

,

%所以

不同字母表示差异显著!

T

#

):)'

#

图
-

!

超声协同糖基化修饰对蛋清蛋白致敏性的影响
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与卵清蛋白相比%蛋清蛋白经复合处理后致敏性降低程度较

低%但效果仍显著&

,

!

结论
复合处理会改变蛋清蛋白结构从而使蛋白的致敏性发

生变化%随着超声强度的增加蛋清粉中蛋清蛋白致敏性显著

降低%致敏性随超声强度的增加呈先增加后降低的趋势%且

在
*'029

*

-))A

的条件下有最大程度降低&同时%蛋清蛋

白中的卵清蛋白致敏性也与蛋清蛋白结构变化相符%在

*'029

*

-))A

时有最大程度降低且降低程度比蛋清蛋白更

显著&说明研究卵清蛋白致敏性也可以一定程度地反映蛋

清蛋白的致敏性变化趋势&也说明超声波协同糖基化修饰

是一种良好的降低蛋清粉致敏性的方法%可为脱敏蛋制品的

开发提供理论指导&

参考文献

+

*

,

+[#]$"A

%

!"PV/#U?@"

%

!"$"P/B

%

D413:[

J

K14D;9

133DE

H8

20059;4CDE1

J8

"

"0DE2719171KD0

8

;O133DE

H8

%

1L4C01

^20059;3;

H8

)

/5E;

J

D19171KD0

8

;O133DE

H8

19K732927132005%

9;3;

H8

)

T#"!B"PP7;9LD9L5LED

J

;E4

+

_

,

:_;5E913;O"33DE

H8

19K

!3292713Q0059;3;

H8

%

()*,

%

*,*

!

'

#"

*(==%*(.-:

+

(

,

$Q!W/#/#$W

%

$"@T$U?W":X;;K133DE

H8

"

D

J

2KD02;3;

H8

%

J

14C;

H

D9DL2L

%

K21

H

9;L2L

%

19K4ED140D94

+

_

,

:_;5E913;O"33DE

H8

19K!3292713Q0059;3;

H8

%

()*&

%

*,,

!

(

#"

(.*%,)<:

+

,

,

B"?_;C9 A

%

_U$WQTEDD42:/

HH

133DE

H8

"

"95

J

K14D

+

_

,

:

_;5E913;OT1DK214E27L19K!C23KWD134C

%

()*&

%

')

!

*

#"

**%*':

+

&

,

@Q?/`

%

aW"?S_2D%ID2:!;0

J

1E142FDL45K2DL;91942

H

D92724

8

19K

133DE

H

D92724

8

;O9142FD19KKD9145EDKD

HH

IC24D

J

E;4D29L

+

_

,

:_;5E913;O

"

H

E275345E1319KX;;K!CD02L4E

8

%

())(

%

')

!

.

#"

(-<.%(-=,:

+

'

,

$WQ?@

%

W"?`

%

"W?]:BCD29O35D97D;O4CD420D19K4D0%

J

DE145ED;OCD144ED140D94;94CD133DE

H

D92724

8

;OD

HH

IC24D

J

E;%

4D29L

+

_

,

:"33DE

H8

%

"L4C01^Q0059;3;

H8

#DLD1E7C

%

()*,

%

'

!

(

#"

.-%*)*:

+

-

,

$/U_W

%

]Q@_W

%

P//_A

%

D413:UF13G50290;K2O2DKG

8

H

10012EE1K2142;9134DEL24L20059;3;

H

2713O59742;9L19K133DE

H

27

EDL

J

;9LDL

+

_

,

:Q94DE9142;913Q0059;

J

C1E017;3;

H8

%

())<

%

<

!

&

#"

&-&%&<(:

+

<

,

"̀?S AD9%C51

%

B[a;9

H

%712

%

A"?SW52

%

D413:W2

H

C%294D9%

L24

8

534E1L;59KD9C197DL4CD20059;

H

3;G5329

!

Q

H

#

S19KQ

H

/

G29K29

H

;O;F13G5029

+

_

,

:_;5E913;O4CD$72D97D;OX;;K19K"

H

%

E275345ED

%

()*<

%

.<

!

.

#"

(<*&%(<():

+

=

,

@"b21;%

N

519

%

!W/?W;9

H

%G29

H

%

S"U_29%

8

19

%

D413:!;9O;E%

0142;91OOD74L4CD

J

;4D94213133DE

H

D92724

8

;O;F13G50291O4DECD14%

29

H

19K

H

3

8

7142;9

+

_

,

:X;;K"KK242FDL^ !;941029194L

"

T1E4"

%

()*,

%

,)

!

*)

#"

*-=&%*-.(:

+

.

,

S["? ;̀9

H

%

H

519

H

%

aW"?S+D9%LC19

%

[̀ $C5%

N

519

%

D413:

/OOD74L;O534E1L;59K;91

H

3

8

729%

H

357;LD0;KD3L

8

L4D0

"

10D19L

;O

J

E;0;429

H

012331EKED1742;9

+

_

,

:X;;K19K+2;

J

E;7DLLBD7C9;3%

;

H8

%

()**

%

&

!

=

#"

*,.*%*,.=:

+

*)

,

"W@/V?

%

X[#BW"_:X1235ED;O7;00;9

H

3

8

7142;91LL1

8

L

4;KD4D74

H

3

8

7142;9G

8

OE574;LD

+

_

,

:!3292713!CD02L4E

8

%

*..(

%

,=

!

<

#"

*,)*%*,),:

&下转第
(-

页'

'

第
,&

卷第
'

期 宋启东等"超声协同糖基化对蛋清粉致敏性及结构的影响
!



可通过选择其他表达载体%以减少重组酶本底表达$或者优

化信号肽%以期获得高效的重组蛋白胞外分泌效率%为普鲁

兰酶的工业应用提供依据&
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