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基于美拉德反应的鳕鱼过敏蛋白消减技术研究
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摘要!以小清蛋白粗提物为试验对象!利用美拉
!

反应!

研究不同还原糖(葡萄糖"木糖"果糖)"热处理温度(

"#

!

'M

!

!##

!

!%!

!

!(#k

)以及加工方式(注射加工"腌制加工)

对脱除小清蛋白效果的影响#结果表明%当还原糖种类
为木糖!热处理温度为

!##k

!注射加工条件下!美拉德
反应产物中小清蛋白含量可降低

'#N

!产物呈棕黄色且
具有酱香味!将该试验条件运用于鳕鱼鱼干的生产工艺
中!可得到小清蛋白含量更低的鳕鱼产品#

关键词!鳕鱼$小清蛋白$美拉德反应$低致敏性$过敏原$

糖基化反应
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鳕鱼是常见的可食用海水鱼类之一%其鱼肉雪白%肉
质嫩滑且营养丰富*

!

+

&研究*

%SO

+表明%疑似食物过敏儿
童患者鳕鱼

W

2

[

抗体检测阳性率仅次于牛奶和鸡蛋%食
物过敏患者鳕鱼

W

2

[

抗体检测阳性率仅次于蟹,虾和鸡
蛋&鱼类过敏会引发不同程度的反应%如口腔过敏,腹
痛,腹泻,呕吐,过敏性休克等症状*

$

+

&鳕鱼的主要过敏

原为小清蛋白!

;]

#%其分子量为
!#

%

!%JT,

%稳定性
极强*

MS"

+

&

目前%食品过敏原消除技术主要有热处理*

(

+

,蛋白酶
水解*

'

+

,超高压*

&

+等&

Q.4==41

等*

!#

+利用腌制,烟熏等化
学处理方法%降低了鱼过敏原的

W

2

)

结合能力%但会产生
具有

W

2

)

结合能力的新蛋白和亚硝胺等有害物质&李振
兴等*

!!

+研究表明%经热蒸加工后%大菱鲆鱼蛋白质与
.

2

)

结合能力减弱%但会出现一个新的
'JT,

的蛋白与
W

2

)

结
合&董晓颖等*

!%

+发现用风味蛋白酶和中性蛋白酶处理后
的虾过敏原其致敏性几乎消失%但会破坏水产品性状%产
品应用面窄%难以大范围推广&陆海霞等*

!O

+发现超高压
可以使鱿鱼肌动蛋白,肌球蛋白重链等聚集交联%但这种
交联也有可能暴露

W

2

)

结合位点-此外%超高压技术只能
改变蛋白质空间结构%不能改变一级结构%而且运行成本
昂贵&

美拉德反应通过糖基修饰过敏原%改变或破坏过敏
原的抗原表位%进而降低其致敏性*

!$S!M

+

&李庆丽等*

!"

+发
现麦芽糖可使虾过敏原的免疫活性降低

"#N

&李铮*

!(

+

用还原糖和纯化后草鱼小清蛋白反应%发现小清蛋白致
敏活性也显著降低&美拉德反应是少数可以在生产中实
现的海水鱼过敏原消除技术%目前尚未见利用美拉

!

反
应消除鳕鱼中过敏原的报道&美拉德反应会产生大量成
色物质%使产品感官变差*

!'

+

&

试验拟以鳕鱼为试验对象%探究不同还原糖,热处理
温度以及加工方式对脱除小清蛋白效果的影响%并应用
于鳕鱼的低致敏性加工工艺中%以期为低致敏性的,健康
的海水鱼食品的工业化生产提供依据&
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!

材料与方法

!8!

!

材料与仪器
!8!8!

!

材料与试剂
鳕鱼"市售-
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明胶"西格玛奥德里奇!上海#贸易有限公司-

三羟甲基氨基甲烷!

<@-7

#,十二烷基硫酸钠!

QTQ

#,

四甲基乙二胺!

<)G)T

#,丙烯酰胺"国药集团化学试剂
有限公司-

W

2

[

抗蛙小清蛋白单克隆抗体!

;VY]*!&

#,

LY;

标
记的羊抗小鼠

W

2

[

抗体"自制-

其他试剂均为国产分析纯&

!8!8%

!

主要仪器与设备
冻干机"

[W;;*M###9TV

型%美国
P,C6?16?

公司-

电泳仪"

TZZ*"I

型%北京市六一仪器厂-

分光光度计"

b]*%!##

型%上海尤尼柯仪器有限司-

凝胶成像仪"

[4.T?6iY\

型%南京溯远基因科技有
限公司&

!8%

!

方法
!8%8!

!

小清蛋白!

;]

#的热提取
!

称取
%#

2

鳕鱼于烧杯
中%加入

!'#+P;EQ

溶液%电动搅拌
!M+-1

%

!##k

水浴
!#+-1

%冷却%离心%上清液倒于培养皿%用扎有一定密度
小孔的保鲜膜封住%冷冻干燥

!%

%

%$/

%得小清蛋白粗提
物%从培养皿内刮取备用*

!&S%#

+

&

!8%8%

!

还原糖种类优化
!

参考蔡秋凤等*

!&

+的方法修改
如下"准确称量质量比为

!

&

!

&

!

的葡萄糖,木糖和果糖
溶解于

%+P

水中!还原糖质量为
!%8M+

2

#备用&准确称
取

M#+

2

热提粗蛋白%加入
% +P

水溶解%加糖溶液%

!##k

水浴
O#+-1

%得美拉德反应产物!

GY;7

#%测定其
;]

含量&

!8%8O

!

美拉德反应温度优化
!

参考杨汝晴*

%#

+的研究方
法修改如下"准确称取

!8%8%

中消除效果最好的还原糖
!%8M+

2

溶于
!+P

温水中%备用-准确称取蛋白粗提物
M#+

2

溶解%完全溶解后加糖溶液%控制样品体积为
$+P

&于
"#

%

'M

%

!##

%

!%!

%

!(#k

下恒温反应%得不同反
应条件下的

GY;7

%测定其
;]

含量&

!8%8$

!

还原糖加入方式优化
!

!

#注射法"取长,宽,高分别约为
M

%

%

%

O6+

块状鱼
肉

%#

2

%取
!8%8%

中消除效果最好的还原糖
#8M

2

配成
!+P

的糖溶液%用微量注射器在鱼肉的长,宽表面上每
O6+

O注射一次%放置
%/

%使用最优温度恒温反应
O#+-1

%得美拉德反应产物&参照
!8%8!

提取小清蛋白%

并测定其含量&

!

%

#腌制法"操作步骤同!

!

#%将还原糖的添加方式由
注射改成.直接添加%腌制

%/

/&

!8%8M

!

美拉德反应消除小清蛋白的应用
!

!

#改良工艺"鱼去鳞,去内脏%洗净%晾干&取鱼肉
M##

2

%加入花椒
M#

2

,辣椒粉
"M

2

,酱油
M#

2

%盐
O##

2

&

取
!8%8%

筛选的还原糖
%8M

2

配成溶液%使用最优加工方
式加入%腌制

"/

后洗净%最优温度处理
%A

%即得鱼干%提
取小鱼干的小清蛋白%并测定其含量&

!

%

#传统工艺"不加入糖溶液直接温度处理%其他操
作步骤同

!8%8M

!

!

#&

!8%8"

!

;]

含量分析
!

!

#

QTQ*;V[)

电泳"对
GY;7

进行电泳%通过
W+,

2

4_

软件分析电泳条带%可得小清蛋白的相对含量&

!

%

#

)PWQV

酶联反应"用标准小清蛋白进行酶联反
应%显色后测定吸光度%绘图得标准曲线&对美拉德反应
产物进行

)PWQV

酶联反应%显色后测定吸光度%平行试验
数据代入标准曲线%得

GY;7

中小清蛋白绝对
含量*

%!S%%

+

&

!

O

#美拉德反应程度"取
GY;7

稀释
M

倍%测定
$%#1+

处吸光度&

!

$

#感官评价"由
!#

人组成的感官评定小组%按表
!

对
GY;7

的色泽,气味进行评分&

表
!

!

感官评定对应指标参考词汇
<,C.4!

!

Q417?@

5

4F,.0,=-?1@4.,=4A-1A-6,=?@7

@4>4@4164F?6,C0.,@

5

指标 标准 评分

色泽

浅黄
!#

黄色
%#

棕黄
M#

棕色
%#

红褐色
!#

气味

腻干甜味
!#

海鲜味
%#

酱香味
O#

烤肉味
%#

焦味
!#

!8O

!

数据处理
所有试验平行测定

O

次%采用
)H64.%#!"

软件进行
数据处理%结果以平均值

l

标准偏差表示&使用
Q;QQ

%%8#

软件进行显著性分析&利用
W+,

2

4_

软件进行图像
处理分析&

%

!

结果与分析

%8!

!

小清蛋白粗提物的
QTQ*;V[)

电泳
由图

!

可知%小清蛋白分子量为
!#

%

!%JT,

%其在粗
提物中的相对含量为

%&8(!N

&小清蛋白热稳定较好%热
提取对其性质无影响%但会使部分其他蛋白质变性&

%8%

!

还原糖种类筛选
%8%8!

!

小清蛋白相对含量
!

由图
%

可知%各泳道内的蛋
白质种类较图

!

的少%除小清蛋白质外%其他蛋白质种类
依然较多%且小清蛋白条带并未消失%热提取并不能完全
消除小清蛋白%但能使部分其他蛋白变性&木糖,葡萄
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基础研究
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!8

小清蛋白粗提物
!

G8

标准蛋白
G,J4@

图
!

!

小清蛋白粗提物电泳图
9-

2

0@4!

!

).46=@?

B

/?@47-7?>

B

,@F,.C0+-16@0A44H=@,6=

糖,果糖美拉德反应产物中的小清蛋白相对含量分别为
!&8"N

%

%M8MN

%

%!8ON

%进一步表明相对应的还原糖对小
清蛋白的消除能力大小为木糖

(

果糖
(

葡萄糖&

%8%8%

!

小清蛋白绝对含量及其他指标
!

由表
%

可知%美
拉德反应越剧烈%其反应产物颜色越深%吸光度值越大-

!8

木糖与小清蛋白
GY;7

!

%8

葡萄糖与小清蛋白
GY;7

!

O8

果
糖与小清蛋白

GY;7

!

G8

标准蛋白
G,J4@

图
%

!

还原糖与小清蛋白反应产物电泳图
9-

2

0@4%

!

).46=@?

B

/?@47-7?>GY;7?>@4A06-1

2

70

2

,@7

,1A

B

,@F,.C0+-1

还原糖的反应程度次序为木糖
(

果糖
(

葡萄糖%对应的
GY;7

感官评分为
"#

%

O#

%

O#

&轻度美拉德反应会产生适
量成色物质及浓郁芳香%木糖与小清蛋白反应强度最高%

其
GY;7

棕黄%感官评分最高&木糖,葡萄糖,果糖
GY;7

小清蛋白绝对含量分别为
%"O

%

O$M

%

%'&

(

2

'

+P

%进一步
表明相对应的糖类的消除效果为木糖

(

果糖
(

葡萄糖&

表
%

!

还原糖与小清蛋白反应的各项指标m

<,C.4%

!

],@-?07-1A-6,=?@7?>GY;7?>@4A06-1

2

70

2

,@7,1A

B

,@F,.C0+-1

种类 吸光度 !!!

感官评定
!!! !!!!!!!

小清蛋白
!!!!!!

色泽 气味 总分绝对含量'!

(

2

5

+P

S!

# 相对含量'
N

木糖
#8'OOl#8##%

,

M# !# "#

%"Ol"

,

!&8"%l#8#!

,

葡萄糖
#8"!!l#8##O

C

%# !# O# O$MlM

C

%M8MOl#8#!

C

果糖
#8$OOl#8##M

6

!# !# %#

%'&l!

6

%!8O(l#8#%

6

!!!!!!!!!

m

!

同列字母不同表示差异显著!

;

#

#8#M

#&

%8O

!

温度对消除小清蛋白的影响
%8O8!

!

小清蛋白相对含量
!

由图
O

可知%

"#

%

'M

%

!##

%

!%!

%

!(#k

美拉德反应产物中小清蛋白相对含量分别为
%%8%N

%

%!8$N

%

!&8!N

%

!"8MN

%

!!8%N

&小清蛋白含量随
温度的升高逐渐降低%且

!##k

以下小清蛋白含量的减

!8"#k

!

%8'Mk

!

O8!##k

!

$8!%!k

!

M8!(#k

!

G8

标准
蛋白质

G,J4@

图
O

!

不同温度下木糖与小清蛋白美拉德反应产物电泳图
9-

2

0@4O

!

).46=@?

B

/?@47-7?>GY;7?>H

5

.?74,1A

B

,@F,.C0+-1,=A->>4@41==4+

B

4@,=0@47

少幅度小于
!##k

以上的%说明
!##k

以下进行的美拉
德反应更温和,缓慢&

%8O8%

!

小清蛋白绝对含量及其他指标
!

由表
O

可知%随
着温度的升高%

GY;7

吸光度逐渐升高%美拉德反应越剧
烈&

"#

%

'M

%

!##

%

!%!

%

!(#k

下的美拉德反应产物感官评
分分别为

!#

%

!#

%

"#

%

$#

%

O#

&随着温度的升高%产物颜色
呈现比较诱人的黄色%气味转变为肉酱味%但温度升高至
一定程度后%

GY;7

颜色偏棕色%气味开始变焦%当温度为
!##k

时感官评分最高&

GY;7

中小清蛋白的绝对含量
分别为

O#%

%

%&!

%

%%O

%

!'M

%

M#

(

2

'

+P

%说明随着温度的增
加%小清蛋白残余量减少&综上%当温度为

!##k

时%木
糖与小清蛋白的反应产物感官较好且小清蛋白含量
较低&

%8$

!

加工方式对消除小清蛋白的影响
%8$8!

!

小清蛋白相对含量
!

由图
$

可知%注射加工和腌
制加工的

GY;7

中小清蛋白相对含量分别为
&8&N

%

!"8%N

%说明注射加工方式能使木糖和鱼肉反应得更加充

#"

"

]?.8O"

$

X?8$

周
!
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不同温度下木糖与小清蛋白美拉
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同列字母不同表示差异显著!
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!8

腌制加工
!

%8

注射加工
!

G8

标准蛋白质
G,J4@

图
$

!

不同加工方式下木糖与鱼肉美拉德反应产物
电泳图
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分&注射处理的小清蛋白残余量低于腌制处理的%其
GY;7

小清蛋白的电泳条带更淡&

%8$8%

!

小清蛋白绝对含量及其他指标
!

由表
$

可知%注
射加工的小清蛋白与木糖反应程度低于腌制加工的%两
种反应产物的感官评分均为

$#

-经注射加工和腌制加工
的反应产物中小清蛋白残余量分别为

!O$

%

%!%

(

2

'

+P

%

说明注射加工的小清蛋白残余量明显少于腌制加工的&

%8M

!

小清蛋白消除技术对鱼干致敏性的影响
%8M8!

!

小清蛋白相对含量
!

由图
M

可知%泳道
!

%

%

的条
带数目无明显差别%说明两种工艺条件下小鱼干的蛋白
质类别均较少&传统工艺和改进工艺的小鱼干小清蛋白
相对含量分别为

"8#'N

%

M8('N

%说明传统工艺的小鱼干
中小清蛋白较少%但经改良工艺的小清蛋白残余量低于
传统工艺的&
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(

2

5

+P

S!

# 相对含量'
N

注射加工
#8$#%l#8##%

,

%# %# $# !O$l$

,

&8&$l#8#%

,

腌制加工
#8MO&l#8##M

C

%# %# $#

%!%lM

C

!"8%#l#8#O

C

!!!!!!!!

m

!
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传统工艺
!
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改进工艺
!
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标准蛋白质
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图
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!

不同工艺下木糖与鱼肉美拉德反应产物电泳图
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%8M8%

!

小清蛋白绝对含量及其他指标
!

由表
M

可知%改
良工艺的美拉德反应程度低于传统工艺的%二者的感官
评分无明显区别&传统工艺和改良工艺下木糖与小清蛋
白

GY;7

中小清蛋白的绝对含量分别为
'!

%

(M

(

2

'

+P

%

说明改良工艺的小鱼干蛋白提取物中的小清蛋白残余量
少于传统工艺的&

O

!

结论
利用美拉德反应%探究了还原糖种类,反应温度,还

原糖添加方式等因素对消除小清蛋白效果的影响&结果
表明%还原糖对小清蛋白的消除效果为木糖

(

果糖
(

葡
萄糖-随着反应温度的升高%感官评分先增加后降低%小
清蛋白残余量越来越少-注射加入还原糖的小清蛋白消
除效果优于腌制的&低致敏性,健康的海水鱼食品生产
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基础研究
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不同工艺下木糖与鱼肉美拉德反应的各项指标m
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工艺 吸光度 !!!

感官评定
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小清蛋白
!!!!!!

色泽 气味 总分绝对含量'!
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# 相对含量'
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的最优工艺参数为使用注射加工方法%于
!##k

时加入
木糖%将该条件应用于鳕鱼鱼干的生产工艺中%可得到低
致敏性产品&后续可探讨其他海水鱼类的脱敏技术&
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