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Abstract： The prevalence of food allergy is continually increasing due to a large variety of food
intake and tremendous lifestyle and living environmental changes in modern world. Food allergy
incidences have gotten a sharp increase in recent years and food allergy has regarded as one of hot
topics in food safety. Food processing may change the epitopes and the binding properties of
allergenic protein，and subsequently causes the differences in activation of lymphocyte and cytokine
release in the process of allergic reactions. However，due to the differences between food kinds，
ingredients or processing techniques，without a general rules for food allergenicity changes caused

摘要： 综述了热加工处理对典型食物过敏原致敏性的影响， 重点介绍了体外细胞学评价方法在
评价食物过敏原致敏性变化方面的一些研究进展。 人们生活方式和环境的改变，以及日常食物
丰富所致过敏诱发因素的增加，食物过敏发生比例大幅提高，食品过敏问题已成为目前国内外
食品安全研究的热点之一。 食品热加工可以改变食物过敏原的蛋白表位结构、聚合特性以及过
敏原诱发淋巴细胞释放细胞因子的特性。 由于食品基质、配料和处理过程的差异，加工过程中食
品致敏性的变化尚无普遍规律可循。 通过对典型食物过敏原的分离纯化、分子鉴定，可以追踪过
敏原组分在食物加工过程中的改变规律。 目前过敏效应分子 IgE抗体的水平变化常常被作为致
敏性评价的指标，酶联免疫分析和免疫印迹试验是常用的测定手段。 然而，对于过敏反应阶段由
IgE抗体与效应细胞上 Fcε R 受体之间的结合引发系列炎症反应的部分， 则无法通过这些方法
进行判断。全面评价食物过敏原的致敏效应不但需要监测 IgE抗体水平，也需要监测效应细胞致
敏程度，以及释放的细胞因子水平。
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现代生活， 食品种类的多样和生活方式的变

革，使得食物过敏发生率呈现上升趋势。 有报道称，
西方国家大约 1%～2%的成人和 5%～7%的儿童有食

物过敏史 [1]。 中国疾控中心营养与食品安全所的调

查表明，我国 15~24 岁的健康人群中，约有 6%的人

曾有食物过敏经历[2]。 由于食物过敏与人群年龄、当

地食物类型，以及环境气候等多种因素相关 [3]，因此

不同地区、 不同人群的食物过敏发生率差异较大。
如牛奶、 鸡蛋、 花生和海产品食物致敏率为 0.1％~
10.8%[3]，水果和蔬菜的致敏率为 0.1%~4.3％[4]。 过敏

反应可以在摄入食物后的几个小时甚至几分钟内

发作，因此对于某种食物过敏的人群，其日常生活

质量受到很大的影响。 目前的研究发现，尽管几乎

所有食物都可能引发过敏反应，但不同食物的过敏

原可以归纳为少数几个蛋白质家族 [5]。 对于食品过

敏性的评价可以分为体内试验和体外试验两种类

型，目前大多数采用后者。 较为简便的体外监测方

法 是 基 于 过 敏 原－IgE 抗 体 结 合 的 酶 联 免 疫 分 析

（Enzyme Linked Immuno- sorbent Assay，ELISA）和

免疫印迹。
随着最近 10 年里细胞生物学的迅速发展，从

细胞和分子水平上研究过敏机理、评估致敏过程已

越来越受到关注。 例如过敏原的致敏活性可以通过

流式细胞仪分析嗜碱性粒细胞特异性启动标志细

胞 CD63 或者 CD 203c 的上调来评价， 即嗜碱性粒

细胞活化试验 （Basophile Activation Test，BAT）；亦

可通过检测 T 细胞诱导的免疫反应来进行评价。 研

究者可以使用同源的或者被动致敏的异源人体嗜

碱性粒细胞开展组胺释放实验 （Histamine Release
Test ，HRT）； 或 者 通 过 细 胞 过 敏 原 激 发 试 验

（Cellular Allergen Stimulation Test，CAST）检测肥 大

细胞白三烯的释放，以评估过敏原在人血嗜碱粒细

胞中的脱颗粒的能力。 本文中主要讨论食品加工对

食物过敏蛋白致敏性的影响，并重点介绍食品致敏

性评价中细胞学方法的最新研究进展。

现代食品加工不仅要改善食物的颜色、 风味、
质地等方面的性质， 还要着力提高食品的安全性。
食物的加工处理会掩蔽或者暴露食物蛋白的抗原

表位，影响人体免疫系统对过敏原蛋白的识别和反

应，因而导致食物蛋白致敏性的改变。 过去 20 年，
科学家们在食物过敏蛋白的分子鉴定方面做了大

量研究，这为深入研究食品加工对食物过敏蛋白的

理化性质及其致敏性变化奠定了基础。
1.1 食品基质对致敏性的影响

加工过程中食品基质对过敏原的致敏性有一

定的影响。 Grimshaw 等[6]发现巧克力里的脂肪对食

物过敏临床症状反应影响很大。 另外，高脂肪含量

会影响 IgE 抗体对花生过敏原的识别， 导致 ELISA
检测敏感性降低。 此研究表明，用于过敏性激发实

验的食 品 配 方（Provocation Recipes）中 的 脂 肪 含 量

很重要， 因为它可以影响食物激发病人的临床反

应。 由于食品基质脂肪会掩盖花生过敏原表位，在

食物激发试验中，导致测试方法对口腔和皮试的反

应敏感度下降，只有待受试人肠胃消化之后才能检

测到。 然而食物激发测试中若用量加大会引发受试

人较为严重的过敏反应。
通过过敏小鼠模型可以测试食物基质的致敏

性。 在该模型里，将食品基质充当活化树突细胞的

佐剂。 例如，对于花生基质中花生过敏原的致敏性

测试，可以选择一伴随佐剂，用来活化抗原呈递细

食品热处理对食物过敏原致敏性的影响1

by the way of processing. The IgE antibody level was regarded as the marker in allergy reaction，
which was usually detected using enzyme -linked immunoabsorbent assay （ELISA） or
immunoblotting measure. However，the methods above couldn't tell whether allergens caused cross-
linkingbetween FcεR1 and IgE，which leads to secondary inflammatory reaction. The overall
assessment of food allergen not only includes the monitoring of IgE level but also includes the
detection of effective cell activation and the release of cytokines. In this review，the effects of
thermal processing on the allergenicity of food were summarized and the recent progress of in vitro
cellular assay were highlighted for its application in assessment of food allergy.
Keywords： food allergy，food thermal processing，allergenicity，cellular measurement
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胞（APCs）和诱发随后的免疫刺激（Stimulation）[7]。 比

如：脂肪，会影响蛋白质的抗原反应性 [8]；食品基质

的水解加工处理中，某些有免疫活性的蛋白其 N 末

端肽链解开 [8]，或者酶促反应等处理会改变过敏蛋

白与 IgE 的结合活力[9-11]。
1.2 不同热加工方式对食物致敏性的影响

热加工是食品加工中常见的方法，加工方法对

于食品致敏性的影响因食物、 蛋白类型的不同而

异。 一些引发严重过敏的食物蛋白常常结构很稳

定，多具有二硫键，具有很强的耐酸碱和消化酶特

性，加工过程也对它们影响较小。 还有一些过敏蛋

白的稳定性一般，日常的食品热加工方法可能破坏

或者产生新的表位簇（epitope），从而影响食物的致

敏性。 如热加工可导致某些食物过敏蛋白三维构象

表位变化，使得其与人 IgE 结合活性降低，或者由于

一些过敏蛋白非常不稳定，经过热加工使其致敏性

丧失；然而热加工亦可引起蛋白致敏性新表位的产

生，或者之前隐藏的蛋白表位暴露，提高了其与 IgE
的结合能力，将导致食物致敏性的增强。

虾的过敏原蛋白组分主要是原肌球蛋白，张俊

英 等 研 究 表 明， 热 加 工 可 以 显 著 降 低 虾 致 敏 性，
80 ℃水浴加热 10 min 的乳清蛋白水解产物中过敏

原含量显著低于未经过加热处理的乳清蛋白中过

敏原含量 [12]，烘干处理（105 ℃烘箱中烘烤 2 h）后的

虾免疫活性降低了 85%[13]。 牛奶的过敏原乳球蛋白

在加热后并没有完全破坏 IgE 结合的能力， 但是增

加了乳清蛋白的体外可消化性，在小鼠模型上发现

可以降低鼠嗜碱粒细胞中介质的释放和嗜碱粒细

胞的活化作用[14]。
荷兰学者 Vissers 等 [15]设计了水煮和烘焙两种

热加工方法处理花生， 并以未加工的花生作为对

照，比较花生过敏原致敏性的变化。 她分别纯化了

花生主要过敏原 Ara h 1、Ara h 2 和 Ara h 6， 比较

了两种处理方式下过敏原结构的变化，并且评估了

其诱导效应细胞分化和细胞因子释放能力，以及引

起 IgE 结合和交联的能力。 研究发现，对于 Ara h 1
过敏原而言，水煮法可导致 Ara h 1 自身聚合，从而

降低了与 IgE 结合和交联的活性，其致敏 T 细胞的

活性并未受影响。 而从烘焙花生中提取的 Ara h 1
则高度变性，会形成更多的球状小的聚合物，但其

与 IgE 的结合活性不变。 对于 Ara h 2 和 Ara h 6 来

讲， 水煮热加工对于 T 细胞反应活性没有影响，但

水煮处理降低了这两种过敏蛋白的 IgE 结合和交联

能力，从而使其致敏性显著降低；但从烘烤花生提

取 的 可 溶 性 Ara h 2 和 Arah6 与 未 加 工 的 没 有 差

别。
其它常见的食物成分，如大豆提取物，通常包

括种子贮藏性 11S 和 7S 球蛋白， 这些蛋白比较耐

热，这类过敏原通常具有 β-桶状（β-barrel）的蛋白

基序（Motif）和高度稳定的结构域特征，在热处理下

仅出现部分和轻微的构象变化 [16-17]。 7S 球蛋白在

70~75 ℃时发生热转换，而 11S 球蛋白则在 94 ℃以

上的温度下解开。 Bohel 等研究表明，60 min 烹饪不

同的重组 Bet v 1（一种桦树花粉过敏原）相关过敏

原，可以完全消除其与 lgE 的结合能力，但是并未观

察到该过敏原致敏特异性 T 细胞活力的降低[18]。
有些食物过敏原蛋白非常稳定，如桃和苹果等

果实中脂质转移蛋白（LTP），分子量仅为 9 kDa，包

含 4 对二硫键。 研究表明，天然纯化的苹果果实脂

质转移蛋白（Mal d 3，LTP）在含或者不含葡萄糖的

基质中热处理（90 ℃，20 min）后，其 IgE 结合活性没

有发生改变。 在较高温度和较长时间（100 ℃，2 h）
处理后，才发生些许结构变化，但其 IgE 结合活性显

著降低（近 30 倍）。 在葡萄糖存在下进行热处理，则

导 致 4 个 葡 萄 糖 分 子 和 1 个 Mal d 3 蛋 白 分 子 结

合，使得 IgE 结合活性降低至原来的 10%~50%[19]。
由以上研究对比可知，热加工既可以降低食物

过敏原的致敏性， 亦可以增强食物过敏原的致敏

性，一切因食物蛋白、加工方式和热加工类型不同

而异。
1.3 美拉德（Mail lard）反应对食品致敏性的影响

在食品热加工过程中，最重要的非酶促化学变

化是美拉德反应。 过敏原氨基酸的糖基化的程度取

决于不同的环境条件，比如温度、pH 、水分活度、加

热时间和存在的还原糖浓度及种类[20]。 李庆丽等发

现，不同的还原糖对虾过敏原的免疫活性影响差异

很大。 实验表明，在合适的条件下，美拉德反应能够

有效降低虾过敏原的免疫活性[21]。 葡萄糖使虾过敏

原免疫活性降低约 10%，麦芽糖能够使虾过敏原的

免疫活性降低 60%。 Ilchmann 等探索了温度对美拉

德反应的影响，发现高温导致苹果果实脂质转移蛋

白（Mal d 3）的致敏性显著减弱，然而糖化作用则对

过敏原起到保护作用。 水果中还原糖的存在让热加

工过程中脂质转移蛋白（LTP）的过敏活性变得更加
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稳定[22]。 然而对于荞麦过敏原 Fag e 1 而言，却呈相

反的现象。 Nakamura 等研究发现，多糖链在 Fag e 1
表面结合减弱了它的致敏性[23]。同样地，Iwan 等研究

发现，60~145 ℃热处理， 榛子过敏原 Cor a 11 的糖

化作用有可能减弱其与 IgE/IgG 的结合能力， 但是

其致敏嗜碱粒细胞的活力不受影响。 这有可能与美

拉德反应导致的蛋白聚集有关[24]。最近研究表明，水

煮花生中加糖与否对致敏性没有影响[25]。因此，美拉

德反应对食物过敏原致敏性的影响与食物的种类

有很大关系。

食物过敏反应是人体免疫球蛋白 IgE 介导的超

敏反应，是一种复发率很高的病理反应。 过敏患者

受到抗原（或半抗原）的刺激，体内产生相应的抗体

或致敏淋巴细胞；当再次接触同一种抗原后，在患

者体内引起体液或细胞免疫应答，导致组织损伤或

机体生理机能障碍。 致敏过程原理根据 Burks A W
的 附 图、Zhou C 和 Alexandra Zhernakova 的 综 述 绘

制[26-28]，如图 1 所示。

图 1 过敏反应机制示意图

Fig. 1 Skeptical diagram of the mechanism of allergic
reaction

Treg 细胞（T 调节细胞）有调节降低免疫应答的

作用，它由天然的 Treg 细胞（CD4+）和适应性或者诱

导产生的 Treg 细胞（Tr1）组成。 Treg 细胞可以抑制

抗原产生特异的 Th 2 和 Th 1 细胞发育反应， 因此

在健康免疫应答中扮演了重要的角色[29]。 静默状态

的 CD4+T 细胞（Th）释放很少的细胞因子。当受到过

敏原和抗原呈递细胞激发后产生 IL-2 的状态称做

Th0，Th0 持续受到激发信号后发生极化进程， 根据

激发位点的细胞因子性质分为 Th1、Th2、Th17[30]。
过敏性疾病是由异常 T 细胞（长寿命的 Th2 细

胞） 对过敏原产生应答反应而导致 [31]。 抗原特异

CD4+ Th2 细胞受到刺激后分泌大量的细胞因子 IL-
4 和 IL-13，它们诱导特异性过敏原 IgE 抗体大量合

成。 这些 IgE 抗体继而介导级联超敏反应[32-34]。 除此

之外，抗原特异 Th2 细胞也会直接参与肺和皮肤器

官的迟发型过敏反应[35]。
食品加工对食物过敏原致敏性的影响可以通

过多种手段进行分析评价。 如通过监测动物过敏模

型暴露于潜在过敏原后的病理性反应，来评估该过

敏原诱导敏感人群发生过敏反应的能力。 用于检测

过敏原和 IgE 的结合能力的免疫印迹或者酶联免疫

法简便易行，然而这些检测方法无法确定过敏原是

否可引起嗜碱性粒细胞过敏原特异 IgE 抗体与受体

FcεR1 的交联这一致敏生理过程。
近年来的研究热点是通过监测 T 细胞的极化

（polarisation）来分析 T 细胞介导的过敏反应。
该方法从细胞生物学的角度来监测 IgE 抗体与

受体 FcεR1 的交联引起效应细胞免疫应答、组胺释

放的能力。 研究者可以使用 T 细胞极化分析来衡量

食物中的蛋白质能否启动 CD4+辅助性 T 细胞以及

Th2 细胞的活化 [28]。 研究过敏蛋白的生物活性以及

食品加工或者消化对蛋白致敏潜力的影响时，一般

使用较为稳定的人化嗜碱粒细胞，而非捐献血液中

初步提取的嗜碱细胞。 体外检测嗜碱细胞脱颗粒或

组胺释放，可进行自体或异源人嗜碱细胞系的被动

激 发 试 验 。 可 定 量 检 测 硫 化 白 三 烯

（sulfidoleukotriene） 的释放水平来评价食物过敏原

导致嗜碱性细胞脱颗粒的能力。 另外，食物过敏原

的致敏活力测试，还可通过流式细胞仪进行分析嗜

碱性细胞活化的标志物 CD63 或者 CD203c 分子来

进行[32]。
2.1 外周血单细胞（PBMC）模型

外 周 血 单 细 胞 （peripheral blood mononuclear
cell，PBMC）可通过外周血的密度梯度分离而获得。
从 过 敏 患 者 和 健 康 人 （对 照 ） 身 上 抽 血 ， 菲 可

（FICOLL，葡聚糖）密度梯度离心后，顶层清液含有

血浆和血小板，第二层是 PBMC 层，第三层是聚蔗

糖和粒细胞，第四层含有血红细胞。PBMC 包括 T 细

胞和 B 细胞、自然吞噬细胞和单核细胞。
T 细 胞 极 化 分 析 是 基 于 人 的 PBMC 的 培 养 而

食物过敏原致敏性的体外细胞学评价2
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进行的。T 细胞的启动需要至少两个信号：主要组织

兼容性复合体－多肽与 T 细胞受体（TCR/CD3）相结

合信号以及抗原呈递细胞（APC）表达的 CD28 结合

B7－1/2（CD80/CD86）发出的第二个信号（因此被称

为共刺激信号）[36]。 在 PBMC 培养液中加入过敏原

后， 过敏蛋白经过 APC 呈递给适应性免疫应答细

胞。 随后经过级联反应而诱导 T 细胞的活化和特殊

细胞因子的生成[37]。通过监测淋巴细胞表面标记，结

合多色流式细胞染色技术，可以分析 PBMC 培养液

中的细胞表型。 分离血液中 PMBC 部分后，可采用

特 定 细 胞 表 面 抗 原 的 特 异 性 单 克 隆 抗 体 如 α-
hCD3，α -hC4，α -hCD8，α -hCD25，α -hCD14，α -
hCD16，α-hCD19 和 α-hCD56[35]等进行特定细胞染

色，采用流式细胞仪分析。 此外，还可采用细胞因子

来校准 T 细胞的数量。
2.2 细胞培养基质以及新鲜或冻存 PBMC 选择

对于免疫应答过程而言，在接受抗原刺激 1~2 d
的阶段为先天固有（innate）反应（特异单核细胞应

答）阶段，接受抗原刺激 5~7 d 后是适应免疫系统应

答（特异 T 细胞应答）阶段。 PBMC 模型的优点在于

可在不同时间阶段测定特定细胞的应答反应，实验

结果可以归因于先天固有的和适应性免疫反应所

产生的特定细胞反应。 它的缺点是血液中的特异抗

原致敏产生的淋巴细胞浓度常常很低，抗原特异激

发后很难观察到效果。另外，PBMC 群体因人和取样

日期而异，因此需要格外精心控制。 建议统一取样

和测试方法，如用新鲜或者冷冻保存的细胞、相同

的培养基和同样的仪器系统，以及用相同的测试时

间点。
Yessel 培养基是一种基于伊思考夫改良后的杜

尔贝可培养基（Iscove's Modified Dulbecco's Media，
IMDM），不含血清。 采用 Yssel 培养基可以较好地呈

现 PBMC 表达细胞因子的水平。 单细胞可以成功超

低温保存，恢复率 50%~75%。
2.3 细胞因子的产生和扩增

食物过敏患者的 T 细胞受到过敏原活化并分

化 会 产 生 一 组 典 型 的 细 胞 因 子 IL-4、IL-5 和 IL-
13， 它们是 Th2 淋巴细胞活化的标志性细胞因子。
因此，可以通过对特定的细胞因子的分泌情况进行

检测。 可采用多重微珠流式细胞仪（BD Bioscience）

测定细胞上清液或者血清，抑或用 ELISA 来测定特

定的细胞因子。 但这些方法不能判断活化的细胞类

型及其比例。 使用细胞表面标记物的多重荧光染色

结合细胞内细胞因子的染色的方法，可以确定细胞

亚型及其分泌的特定细胞因子。 该方法可以在单细

胞水平上提供更有价值的信息。 因为每个刺激物产

生不同的细胞动力学反应和细胞因子，可以方便地

优化不同细胞因子的最佳刺激时期。
2.4 食物过敏原对特异致敏淋巴细胞的影响

血液中的特异致敏淋巴细胞的比率一般较低。
如桦树花粉过敏原 Bet v 1 特异 CD4+ T 细胞在非

桦树花粉季节的水平约为 CD4+ T 细胞总数的十万

到百万分之一（过敏和正常人群），在花粉季节上升

到千分之一[37-38]。 此外，不同过敏原致敏特异性 T 细

胞能力也差异很大。 由于致敏细胞低丰度的特点，
使得通过特异抗原的激发试验很难观察到显著的细

胞增殖和细胞因子水平变化。 尤其对于低、中程度的

过敏患者的样本， 很难发现致敏性淋巴细胞的应答

变化，因而常采用多克隆共刺激物来放大应答反应。

我国在食物过敏原以及加工后食物过敏原致

敏性的评价方面目前大多是基于提取物和特异性

IgE 的体外检测技术， 而对于过敏蛋白组分分离鉴

定和细胞学致敏性检测方法已经在西方国家获得

应用。 与国内现行的 ELISA 相比，基于细胞学的过

敏原分析可以检测过敏反应诱导的 T 细胞级联反

应，而非单单地检定过敏原与 IgE 抗体的亲和程度。
本文对外周血细胞过敏模型的介绍可为研究食物

过敏以及评估潜在食物过敏原提供参考。
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