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摘要! 采用鱼丸加工$烘烤$油炸$高压 8 种方式对鲢进行加工!并比较在这 8 种鲢制品中小清

蛋白的含量$免疫活性以及体外模拟胃液消化稳定性的变化情况% 通过 FN>D>A27*4*76&I,和

G2?L2NA730/LL>AS 分析表明!鱼丸加工$烘烤$油炸$高压等方式处理可降低鲢制品中小清蛋白的

含量!但在一定程度上提高了小清蛋白的胃液消化稳定性&高压几乎可完全破坏小清蛋白的

)SI结合能力!是较为理想的降低食物过敏原免疫活性的加工方式之一%

关键词! 鲢& 小清蛋白& 加工& 免疫活性

中图分类号! H731& *:30444444444 文献标志码'&

44食物过敏是由过敏原与肥大细胞表面的 )S,

产生交联引发的
$

型超敏反应( 尽管各种食物都

可能引发人体产生过敏反应"目前公认的 &主要

致敏食物'是指那些能引发机体产生严重不良反

应的八大类食物"包括牛奶+鸡蛋+花生+坚果+甲

壳类动物+鱼类+小麦和大豆
)3*

"目前鉴定的食物

过敏原均为蛋白质( 过敏原中与 )S,产生交联的

部位称为表位"也称为抗原决定簇( 同一过敏原"

可能同时含有线性表位和构象表位
)1*

( 因此"采

用一定的加工方式"可在过敏食物被食用前改变

其中过敏原表位的特性"从而降低某些食物的致

敏性( 但是"加工处理对不同食物过敏原的影响

存在很大差异"如热处理可以破坏蔷薇科果实的

致敏性"也能部分影响大豆+坚果+猕猴桃+鸡蛋+

虾等过敏原的稳定性
)/ 58*

"而牛奶+花生等致敏食

物的热稳定性却很好
)7 56*

(

鱼 类 的 主 要 过 敏 原 为 小 清 蛋 白

#V=NM=03@<>A"6.$"是 ,0?=R2P 等
)0*

在 3:03 年从

鳕鱼#K+I()*+..+%&+)$中发现的( 尽管国际上对

鱼类小清蛋白的研究已较为深入"但关于食品加

工方式对小清蛋白免疫活性的影响报道仍然很

少( 因此"本实验采用鱼丸加工+烘烤+油炸+高压

8 种方式对鲢 #>,$,$E8E+.@&*E8E#@,.&8%&?$进行

加工"并比较在这 8 种鲢制品中小清蛋白的含量+

免疫活性以及体外模拟胃液消化稳定性的变化情

况"为进一步开发低致敏性水产制品提供理论

参考(

34材料与方法

$%$&实验材料

实验所用鲢购自厦门市集美菜市场( 现杀

后"取去皮鱼肉进行烤鱼片+鱼丸制备( 另切下带

皮带骨肉块进行炸鱼块+鱼罐头的制备(

抗蛙小清蛋白单克隆抗体 #6&$.73: $购自

*>S<=公司%+$6标记的羊抗鼠 )SI抗体购自

4&T"公司%蛋白质分子质量标准为 (2<2AL=?公

司和 %2C,AS0=AP 8>/0=3?公司产品%,-'底物购

自 6>2ND2公司%其他试剂均为分析纯(

$%'&不同鲢加工制品的制作

鲢鱼丸的制作44将鲜活的鲢采肉+去骨+去

皮( 鱼肉切小块"以冰水漂洗 1 =/ 次( 脱水后"

用绞肉机充分绞匀( 将肉糜于研钵中低温空擂

32 <>A"再加入 /J盐擂溃 32 <>A( 用手将鱼丸成

型"于 82 W左右的水中定型 12 <>A"再于沸水中

加热"至鱼丸全部漂起"捞出"于冰水中快速冷却

即可(
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烤鲢鱼片的制作44将鲜活的鲢处理干净

后"进行开片"控制肉片约 1 <<厚度( 将肉片反

复漂洗干净"捞出沥水"于调味料液中浸泡 62

<>A( 之后将腌渍好的鱼片摊在烘帘上"于烘箱

中 /2 W烘至含水量为 12J左右"揭下"即得生鱼

片( 将生鱼片重新摊在烘帘上"于预热的烤箱中

392 W烘烤 1 <>A( 烤好的鱼片趁热经面条机滚

压即得烤鱼片成品(

炸鲢鱼块及鲢鱼罐头的制作44将鲢鱼块于

盐水中浸泡 32 <>A"捞出沥水"于 392 W热油中油

炸"炸至表面金黄即得炸鱼块( 将炸好的鱼块与预

先熬煮的汤汁一起装罐"于 322 W排气"至中心温

度达 92 W后"拧紧盖子"于 337 W高压 12 <>A( 高

压处理后"采用分段冷却至 82 W"即得成品罐头(

$%(&小清蛋白粗提物的制备

新鲜的鲢鱼肉及 8 种鲢制品小清蛋白粗提物

的制备参考汪宁等
)9*

的方法进行( 取 1 S 的样品

于 7 倍体积 12 <</05'FN>?7+-0#V+017$缓冲液

中组织捣碎"经 9 222 >S 离心 /2 <>A 所得的上清

即为小清蛋白粗提物( 将 所 得 的 粗 提 物 按

T/3=R=?Q>等
):*

的方法进行 322 W加热 37 <>A"

9 222 >S离心 /2 <>A 后"所得上清即为小清蛋白

热提取物(

$%,&模拟胃液消化

对不同鲢制品进行消化稳定性分析主要参考

+@=AS 等
)32*

的方法进行( 模拟胃液中使用的消

化酶是猪胃蛋白酶"提取方法参考刘西之等
)33*

的

报道"酶活 32: #5<S"V+311( 将粗提物与模拟

胃液混合后"于 /0 W水浴锅中分别反应 2+3+7+

32+37+/2 和 62 <>A 后"迅速与 %=

1

-"

/

混匀"终

止反应( 对照样品中不加酶"仅将粗提物中于 /0

W反应 62 <>A(

$%K&"15?59:QONOQ)IBU

FN>D>A27*4*76&I,不连续梯度胶对于小分

子量的蛋白质有很好的分离效果( 因此"本研究

参考 *DQiSS2N

)31*

的方法采用 FN>D>A27*4*76&I,

对小清蛋白进行分析( 其中"丙烯酰胺在浓缩胶

浓度为 8J"夹层胶浓度为 32J"分离胶浓度为

36J"蛋白上样量为 7

!

S( 电泳结束后"以考马

斯亮蓝进行染色"脱色后用凝胶成像系统 #I!

8";"*RAS2A2公司$记录结果(

$%D&f:67:19Q.307759<

G2?L2NA730/LL>AS 参照 F/C3>A 等的方法
)3/*

进

行( 由于商品化的抗蛙小清蛋白单克隆抗体

#6&$.73:$可以与鲢小清蛋白产生明显的免疫

反应
)9*

"在本实验中以该抗体为一抗检测小清蛋

白的免疫活性( FN>D>A27*4*76&I,电泳后"通过

半干转膜方式将蛋白转移至硝酸纤维素膜"用

F8*7F#12 <</05'FN>?7+-0"V+912"21387 </05

'%=-0"2127J FC22A712$清洗 7 次后"以 7J脱

脂奶室温封闭 3 Q( F8*7F清洗 7 次后" 以

6&$.73: 为一抗室温孵育 3 Q( F8*7F清洗 7 次

后"用 +$6标记的兔抗小鼠 )SI为二抗室温孵育

3 Q( F8*7F清洗 7 次后"加入 ,-'底物孵育 1

<>A"在化学发光成像系统 #(0@/N-Q2< H"&0VQ=

)AA/L2DQ 公司$曝光 3 =1 <>A 记录结果(

14结果与讨论

'%$&不同鲢制品粗提物的分析比较

小清蛋白在各种鱼类中广泛存在"是鱼类的

主要过敏原"分子量在 32 =38 O@"主要存在于鱼

肉的肌浆部分
)38 537*

( 因此"本实验采用肌浆蛋白

的提取方法制备小清蛋白的粗提物( 将新鲜鲢鱼

肉及制作的 8 种鲢制品分别取一定的量进行小清

蛋白粗提物的制备#图 3$( 与新鲜鲢鱼肉的粗提

物#泳道 1$相比"鱼丸加工#泳道 /$+烘烤#泳道

8$+油炸#泳道 :$+高压#泳道 7$等食品加工方式

可大大降低 8 种鲢制品粗提物中的蛋白质含量"

尤其是 17 =87 O@ 的蛋白组分经过这 8 种加工处

理"其含量大为降低"该变化在烘烤的样品中最为

明显( 但烘烤及油炸处理后的样品"其小清蛋白

#分子量约 31 O@$的含量与新鲜鱼肉相比"变化

并不明显( 尽管由于小清蛋白是水溶性蛋白"在

鱼丸制备过程中的漂洗步骤可降低小清蛋白的含

量"但在成品鱼丸中"仍存在一定量的小清蛋白(

在鲢鱼罐头样品中"小清蛋白含量降低最为明显"

且出现一定的降解条带( 由于在鲢鱼罐头的制备

工艺中有高温油炸工艺"为了分析究竟是高压还

是油炸造成小清蛋白含量的减少"本实验进一步

对油炸+高压后的汤汁等样品进行了分析(

如图 3 泳道 6 所示"以非油炸的鱼块进行的

高压处理"样品中小清蛋白含量也大大下降了"因

此"推测鲢鱼罐头中小清蛋白含量的降低主要是

由高压引起的( 在制备鲢鱼罐头时"是将鱼块与

汤汁灌装后进行高压处理( 因此"将汤汁制样进

行分析"如图 3 泳道 0+9 所示"无论是油炸还是非

9:1
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油炸制品"在汤汁中均有大量小清蛋白的存在(

该结果表明"在高压过程中"大量水溶性的蛋白

质"包括小清蛋白都溶解到汤汁中"从而造成了罐

头鱼肉中小清蛋白含量的明显降低( 从图中可以

看出"罐头汤汁中小清蛋白的含量甚至高于罐头

鱼肉(

目前已报道的小清蛋白主要有
&

和
%

1 种类

型"且同一类型的小清蛋白还可能存在不同的异

构体"这些异构体可共存于同一鱼类中
)36 530*

( 从

图 3 泳道 3 的鲢鱼肉热抽提样品中可以观察到至

少 1 种类型的小清蛋白"分子量分别约为 31 和 38

O@( 在罐头样品中可以观察到 38 O@ 条带的明显

变化( 泳道 9"即不经过油炸制备的鲢鱼罐头的

汤汁中"38 O@ 的条带含量明显高于经过油炸制备

的鲢鱼罐头汤汁"表明在油炸过程中"有小清蛋白

溶出"该结果也可以从泳道 1 与泳道 : 的对比中

看到( 因此"炸过鱼的油中即含有一定量的小清

蛋白"其剂量可能足以引发过敏患者产生不良反

应( &kg3=NN/ 等
)39*

就报道了 1 例因食入用炸过

鱼的油炸的非致敏食物引发的不良反应(

图 $&鲢制品粗提物的 "15?59:QONOQ)IBU分析

E1蛋白分子量标准% 31对照#热抽提的小清蛋白$ % 11新鲜鲢

鱼肉% /1鲢鱼丸% 81烤鲢鱼片% 71油炸鲢鱼罐头% 61非油炸鲢

鱼罐头% 01油炸鲢鱼罐头汤汁% 91非油炸鲢鱼罐头汤汁%

:1炸鲢鱼块(

E5<%$&"15?59:QONOQ)IBU-9-3>6560;?184::H71-?76;102

45;;:1:97653F:1?-1GG10?:66:4G1048?76

E1VN/L2>A <=NO2N% 31D/ALN/0% 11UN2?Q U>?Q% /1U>?Q 3=00% 81N/=?L

U>?Q% 71D=AA2P U>?Q C>LQ UNR VN/D2??% 61D=AA2P U>?Q C>LQ/@LUNR

VN/D2??% 01?/@V /ULQ2D=AA2P U>?Q C>LQ/@LUNR VN/D2??% 91?/@V

/ULQ2D=AA2P U>?Q C>LQ UNR VN/D2??% :1UN>2P U>?Q1

44采用 G2?L2NA730/LL>AS 方法"以抗蛙小清蛋白

单克隆抗体分析不同加工处理对小清蛋白免疫活

性的影响( 从图 1 看出"7+6+0+9 泳道中的样品

在经过高压处理后"其中的小清蛋白几乎无法通

过 G2?L2NA730/LL>AS 检测到"可能是因为其抗原结

合位点被破坏的原因( 而在鱼丸+烤鱼片+炸鱼块

等样品中仍然可以检测到小清蛋白"其中鱼丸样

品的含量最低"在炸鱼块中"其 38 O@ 条带的含量

明显降低"该结果表明"鱼丸加工+烘烤+油炸+高

压 8 种加工方法均可在一定程度上降低制品中小

清蛋白的含量"其中高压的作用最为明显"其次为

鱼丸加工"且高压处理对破坏小清蛋白的免疫活

性具有显著效果( *02LL2A 等
)3:*

分析了市售的不

同鱼类加工制品的免疫活性变化情况"提出虽然

个体对不同过敏原的反应存在差异"但加工引起

的鱼类过敏原免疫活性的改变主要取决于加工方

式"与鱼种关系较小(

图 '&鲢制品粗提物的 f:67:19Q.307759< 分析

31对照#热抽提的小清蛋白$ % 11新鲜鲢鱼肉% /1鲢鱼丸% 81

烤鲢鱼片% 71油炸鲢鱼罐头% 61非油炸鲢鱼罐头% 01油炸鲢

鱼罐头汤汁% 91非油炸鲢鱼罐头汤汁% :1炸鲢鱼块(

E5<%'&f:67:19Q.307759< -9-3>6560;?184::H71-?76;102

45;;:1:97653F:1?-1GG10?:66:4G1048?76

31D/ALN/0% 11UN2?Q U>?Q% /1U>?Q 3=00% 81N/=?LU>?Q% 71D=AA2P U>?Q

C>LQ UNR VN/D2??% 61D=AA2P U>?Q C>LQ/@LUNR VN/D2??% 01?/@V /U

LQ2D=AA2P U>?Q C>LQ/@LUNR VN/D2??% 91?/@V /ULQ2D=AA2P U>?Q

C>LQ UNR VN/D2??% :1UN>2P U>?Q1

'%' &不同鲢制品中小清蛋白消化稳定性的

"15?59:QONOQ)IBU分析

由于胰蛋白酶对小清蛋白几乎不具有分解作

用
)12*

"本实验采用胃蛋白酶分析不同鲢制品中小

清蛋白的消化稳定性( 图 / 为新鲜鲢鱼肉以及 8

种鲢制品粗提物的胃液消化稳定性分析(

从图 /7=可以看出"在新鲜鲢鱼肉粗提物中"

当胃蛋白酶的作用时间为 3 <>A 时"即可观察到

小清蛋白产生较明显的分解现象( 当作用时间延

长至 7 <>A 时"可观察到新的降解条带产生( 随

着作用时间延长至 /2 <>A"可观察到第 / 条更小

的条带产生( 当作用时间延长至 62 <>A 时"在

31 O@附近仍可观察到条带存在"但由于肌浆蛋白

中存在较多的蛋白组分"在胃蛋白酶的作用下"产

生许多降解条带"因此"难以对这些条带进行有效

区分"需进一步通过 G2?L2NA730/LL>AS 验证(

::1
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图 (&不同鲢制品模拟胃液消化的 "15?59:QONOQ)IBU分析

#=$新鲜鲢鱼肉% # 3$鲢鱼丸% #D$烤鲢鱼片% # P$炸鲢鱼块%

#2$鲢鱼罐头% E1蛋白分子量标准% D1对照(

E5<%(&"15?59:QONOQ)IBU-9-3>6560;65283-7:4<-6715?

;385445<:675090;45;;:1:97653F:1?-1GG10?:66:4G1048?76

#=$UN2?Q ?>0M2ND=NV <@?D02% # 3$?>0M2ND=NV U>?Q 3=00% #D$N/=?L

?>0M2ND=NV% # P$ UN>2P ?>0M2ND=NV% #2$ D=AA2P ?>0M2ND=NV% E1

VN/L2>A <=NO2N% D1D/ALN/01

44图 /73 为鲢鱼丸肌浆蛋白的胃液消化稳定性

结果( 从图中可以看出"当胃蛋白酶的作用时间

为 7 <>A 时"可观察到小清蛋白的分解现象"但分

解作用与新鲜鱼肉样品相比较并不明显( 当作用

时间延长至 /2 <>A 时"其分解效果与新鲜鱼肉胃

蛋白酶作用 32 <>A 的效果类似( 随着作用时间

的延长"产生的分解条带密度逐渐加深"但没有新

的降解条带产生( 烤鲢鱼片 #图 /7D$+炸鲢鱼块

#图 /7P$+鲢鱼罐头#图 /72$样品中也观察到了类

似的结果(

'%( &不同鲢制品中小清蛋白消化稳定性的

f:67:19Q.307759< 分析

与新鲜鱼肉相比"经过鱼丸加工+烘烤以及油

炸等方式处理后"小清蛋白的消化稳定性有一定

程度的增强"但高压处理会导致小清蛋白的 )SI

结合能力几乎完全丧失"检测不到反应条带"表明

高压对于降低甚至消除小清蛋白的免疫活性具有

较好的效果( 从 FN>D>A27*4*76&I,结果看"高压

后的样品经胃蛋白酶处理 /2 <>A 内"仍可以观察

到较为明显的小清蛋白条带"但 G2?L2NA730/LL>AS

却检测不到任何条带"提示高压可能使小清蛋白

的位点结构产生较大的变化#图 8$(

图 ,&不同鲢制品模拟胃液消化的 f:67:19Q.307759< 分析

E5<%,&f:67:19Q.307759< -9-3>6560;65283-7:4<-6715?;3854

45<:675090;45;;:1:97653F:1?-1GG10?:66:4G1048?76

/4结论

本实验采用鱼丸加工+烘烤+油炸+高压等常

见的食品加工方式对鲢鱼肉进行处理"并通过

22/
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FN>D>A27*4*76&I,和 G2?L2NA730/LL>AS 方法检测

不同加工制品中鱼类主要过敏原小清蛋白的含量

及免疫活性的变化"分析了变化产生的可能原因(

结果表明"鱼丸制备过程的漂洗操作可降低小清

蛋白的含量"但在鱼丸中仍有大量小清蛋白存在%

油炸会导致部分小清蛋白溶出"这也是导致过敏

食物交叉污染的原因之一%鱼丸加工+烘烤+油炸

等方式虽然可在一定程度上提高小清蛋白的胃液

消化稳定性"但高压可几乎完全破坏小清蛋白的

)SI结合能力"是较为理想的消除食物过敏原免

疫活性的加工方式之一(
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