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不同加工处理方式对蛋清致敏的影响

聂 君1, 2 , � 杨哪1, 2 , � 金征宇1, 2 , � 徐学明* 1, 2

( 1. 江南大学 食品学院,江苏 无锡 214122; 2.食品科学与技术国家重点实验室,江南大学, 江苏 无

锡 214122)

摘 � 要: 为开发低致敏性蛋清制品, 用不同的蛋白水解酶和非蛋白氧化酶及常规加热法处理蛋清。

结合酶联免疫技术评价测定,发现在适宜条件下用菠萝蛋白酶处理, 蛋清致敏性降低约 79. 63% ,

葡萄糖氧化酶( GOD)处理能使蛋清致敏性降低 25� 92%, 高温加热处理( 121 � , 10 m in)可使样品

致敏性降低约 20� 4%。
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Abstract: In order to have low antig ent ic egg w hite product, dif ferent enzymes like proteolyt ic

enzymes and non- proteo lyt ic ox idase as w ell as normal heating applicat ions w ere ut ilized to t reat

egg w hite. Results of enzyme- liked- immunoso rbent assay indicated that eg g w hite t reated w ith

bromelain reduced 79. 63% o f its ant ig enicity, g lucose ox idase and pasteur izat ion ( 121 � , 10

min) caused its ant igenicity reduced 25. 92% and 20. 4% respectively.
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� � 世界卫生组织( WTO)认为过敏反应是当前世

界性的重大卫生学问题[ 1 ~ 2]。在国外, 1% ~ 2%的

成人和 5% ~ 7%的儿童对食物过敏[ 2] 。我国疾控

中心营养与食品安全所调查表明, 在 15~ 24 岁年

龄段健康人群中, 约有 6% 的人曾患有食物过

敏[ 3]。世界粮农组织( FA O) 1995年报告指出, 90%

以上引起过敏的食物包括: 牛奶、鸡蛋、鱼、贝类海

产品、花生、大豆、坚果类和小麦等 8 大类
[ 3]
。而在

众多的食物过敏原中, 引起儿童及婴幼儿过敏的主

要食物是鸡蛋与牛奶 [ 4]。目前, 鸡蛋过敏尚无特效

疗法,严格避免食用含鸡蛋的产品依然是鸡蛋过敏

患者的最佳选择
[ 5]
。然而由于鸡蛋在食品加工中

应用广泛,这使得鸡蛋过敏患者很难避免接触鸡蛋

而遭受健康威胁[ 6] , 因此, 开发脱敏鸡蛋制品不仅

具有现实意义,而且具有潜在的商业价值。

鸡蛋过敏主要是由蛋清蛋白引起。这些过敏



原的主要蛋清蛋白分别是卵类粘蛋白( Gal d1)、卵

白蛋白 ( Gal d2)、卵转铁蛋白 ( Gal d3) 和溶菌酶

( Gal d4)
[ 7]
。热处理、酶解及辐射等方法是目前针

对鸡蛋过敏所采用的主要脱敏手段[ 8]。热处理降

低蛋清致敏性主要归因于蛋白质空间构象及三维

结构在加热过程中的变化,但这种方法的脱敏效果

一般。Heather Lemon- M ule
[ 9]
等人在前人的基础

上,对鸡蛋过敏小孩开展跟踪测试发现, 在 117 名

耐受强热处理鸡蛋人群中, 只有 23 个人耐受普通

处理的鸡蛋, 27 个仍对普通热处理的鸡蛋严重过

敏;蛋白酶酶解脱敏主要是通过改变抗原决定簇的

三维结构,或者断裂一些化学键使抗原失去原有的

活性而降低其致敏性, 也可通过断裂酰胺键破坏其

一级结构而降低其致敏性
[ 8]
。酶解法比热处理更

为有效,是报道中生产低抗原性食品最为有效的方

法[ 10~ 11]。有学者报道胃蛋白酶处理卵类粘蛋白, 不

仅提高了该蛋白的消化率,同时也降低了它的抗原

性
[ 12]
。辐照降低食物的致敏性主要是因为辐照导

致蛋白质二级结构和更高级结构发生变化
[ 8]
。Ju.

- Woon Lee等人[ 13] 用辐照处理过的蛋清为材料做

成蛋糕, 考察卵白蛋白的抗原性和过敏性变化, 结

果发现辐射处理会增加卵白蛋白的抗原性, 但该蛋

白的过敏性却降低了。同时, 近年来, 日本学者

Byun, M . W. 等人[ 14] 研究经过辐射处理过敏食品

的结构变化,他们提出在辐射过程中, 过敏食品的

抗原表位遭到破坏, 从而使之与抗体结合受到影

响,致敏性降低。

由于不同酶或物化处理造成蛋白质结构变化

及程度不一样, 这种蛋白变性程度的不同很可能导

致蛋清脱敏效果存在差异,而且体外蛋白酶酶解和

高温下( 121 � )处理后蛋清致敏性降解情况及其中
蛋白质的一些变化尚未见报道。作者拟采用常用

的商业性蛋白水解酶或其它非蛋白水解类氧化酶

及常规的食品热处理条件处理蛋清,以评价蛋清脱

敏效果,为实际生产脱敏蛋制品提供参考。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料与设备
蛋清粉:购于苏州欧福蛋业公司, 使用前储藏

于- 40 � 下; 酶(碱性蛋白酶,木瓜蛋白酶, 复合蛋

白酶,中性蛋白酶, 菠萝蛋白酶, 风味蛋白酶, 胃蛋

白酶, 葡萄糖氧化酶: 南宁庞博生物工程有限公司

提共;酶联免疫吸附测试( ELISA )试剂盒: 购于德

国 R- Biopharm AG, Darmstadt 公司;全自动酶标

仪: M ult iskan MK3,芬兰公司品;灭菌锅: 上海华线

医用核子仪器有限公司产品; 电泳仪: 美国伯乐公

司产品;冷冻干燥机:美国照生有限公司产品。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 复原蛋清液的制备 � 蛋清粉用去离子水配
成质量分数为 10%的蛋清液,并充分匀质。以下简

称蛋清。

1� 2� 2 � 蛋白酶酶解蛋清 � 蛋清用 7 种蛋白酶(碱

性蛋白酶,木瓜蛋白酶, 复合蛋白酶, 中性蛋白酶,

菠萝蛋白酶,风味蛋白酶,胃蛋白酶)分别酶解。酶

解前,蛋清于 90 � 热处理 5 min, 以充分杀死其中

的致病菌同时有利于蛋白酶充分作用,并用 1 mol/

L HCl或 1 mol/ L NaOH 调溶液的 pH 至各种酶最

适宜的水解条件以活化该酶。酶解时酶与底物的

比为 1 � 200(质量比)。水解 2 h 后, 在 95 � 下灭
酶活 10 m in,对照组为没有经过酶处理的样品。各

组水解液在- 40 � 冷冻后干燥[ 15]
。各种酶最适宜

的水解条件见表 1。

表 1 � 各种酶的最适水解条件

Tab. 1 � The optimum conditions for different enzymes ( ac-

cording to the specifications)

酶 温度/ � 最适 pH 值

碱性蛋白酶 45 8. 0

木瓜蛋白酶 55 7. 0

复合蛋白酶 45 8. 0

中性蛋白酶 45 7. 5

菠萝蛋白酶 40 6. 8

风味蛋白酶 50 6. 0

胃蛋白酶 40 1. 5

� 注:各种酶酶解所用条件依厂家提供说明书而定。

1� 2� 3 � 蛋清的热处理 � 蛋清普通热处理为恒温水
浴锅 95 � 作用 10 min,高温热处理为高压灭菌锅

121 � 下保留 10 min。处理样品分别冷冻干燥后

待用。

1� 2� 4 � 葡萄糖氧化酶 ( GOD)处理蛋清 � 酶活为
122 U / mg 的 GOD分别以 0, 2, 4, 8 mg GOD水平

加入 90 mL 蛋清中。用 1 mol/ L HCl调 pH 5� 0,
45 � 下反应 2 h后冷冻干燥。

1� 2� 5 � 酶联免疫吸附测试( ELISA ) � 取 5 g 上述

不同处理的冷冻干燥蛋清样品, 磨碎混匀, 称取其

中 1 g,加入 20 mL 稀释后的提取缓冲液(实验前加

热至接近 60 � ) , 在 60 � 下提取 10 min。将样品

离心,过滤。吸取 100 �L 样品到微孔中( 48孔) ,经

温育,加稀释的酶结合液,洗涤并加底物/染色原溶

液, 最后加终止液, 在 450 nm 处测其吸光值。具体

操作方法参考说明书。吸光值越大, 样品中过敏原

活性越大。过敏原降低用 Ridaso ft�w in 软件分析。
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Ridasoft�w in 软件为 ELISA 方法结果数据分析软

件,将原始吸光度值传入电脑,根据标准曲线, 经软

件分析得到蛋清中过敏原的含量 C1。以未经处理

的蛋清中过敏原含量为对照 C2 ,计算经不同加工处

理后过敏原残留率: C2 / C1 � 100%。

1� 2� 6 � 聚丙烯酰胺凝胶电泳 � 分离胶交联质量浓
度为 12 g / dL ,浓缩胶交联浓度为 5 g / dL。浓缩电

压和分离电压分别为 80 V 和 100 V。考马斯亮蓝

R251染色。

1� 2� 7 � 酶处理蛋清产品功能性质的测定 � 对经酶
处理后致敏性较低的蛋清制品加工特性进行测定,

为实际生产低过敏性蛋清制品提供参考。

1) 酶处理蛋清溶解性的测定 � 将不同酶解后
的蛋清液在转速 1 000 r/ m in 下离心 10 m in, 上清

液的蛋白含量用考马斯亮兰法测定,总蛋白含量用

凯氏定氮法测定。按下式计算蛋白的溶解度 [ 16~ 17]。

溶解度( % ) = 上清液蛋白质量/总蛋白质量� 100

2) 酶处理蛋清起泡性的测定 将样品在相同条

件下(溶液体积 30 mL、pH = 7)置于 200 mL 烧杯

中使用数显搅拌器搅打发泡(搅拌速度为 1 500 r/

min)。3 min后迅速将泡沫转移至量杯中, 记录泡

沫体积,按下式计算起泡性[ 18] :

FA= ( V- 30) / 30 � 100%

式中: V 表示搅拌停止时泡沫的总体积, mL;

30表示原液的体积, mL。

将上述发泡性测定后的泡沫静置 30 min后,测

出下层析出液体体积, 按下式计算泡沫稳定

性
[ 19- 20]

:

FS= ( V - Ve) / V � 100%

式中: Ve 表示 30 min 后下层析出液体的体积

( mL)。

3) 酶处理蛋清乳化特性的测定 � 乳化性的测

定采用浊度法[ 21] ,具体操作如下:

分别配制不同条件(浓度、pH 值等)的蛋白悬

浮液 3 mL, 室温下搅拌, 边搅拌边缓缓加入 1 mL

大豆油,要避免出现太多泡沫,使用高速匀浆机在 1

200 r/ m in 转速下分散 1 m in,立即从溶液底部吸取

60 �L 乳浊液,加到 3 mL, 质量分数0� 1% SDS溶液

中,于 500 nm 处测定吸光值, 0 min 时测得的吸光

值 A 0即为乳化活性 EA。

10 min测得的吸光度值 A 10经换算得到乳化物

稳定性[ 22] ,计算公式如下:

ES= ( A 0 � A 10) / ( A 0- A 10 )

式中: A 10表示将乳状液放置 10 min 后测得的

吸光值; 10表示时间, min。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 不同蛋白酶处理对蛋清脱敏效果的影响
图 1可以看出, 除复合蛋白酶外, 其余蛋白酶

对降低蛋清过敏性均有不同程度的效果。其中 5

号样品经菠萝蛋白酶处理后其致敏性残留最小, 最

终致敏性降低了 79� 63%。其次是中性蛋白酶和胃
蛋白酶,都降低了约 57� 4%。

图 1� 不同蛋白酶处理对蛋清脱敏效果的影响

Fig. 1 � Percentage of reduction in egg white� s allergenic-

ity after treated with different enzymes

� � 表 2可以看出不同酶的主要作用位点不一样,

同时由于酶解时酶和底物的锁钥关系, 因此它们的

水解断裂产生的多肽也不一样,导致最终生成的多

肽相对分子质量大小及空间构象也不尽相同, 从而

被抗体识别的效果也有差别,即表现为不同的蛋白

酶处理蛋清液,样品的抗原性各有差异。

表 2� 各种蛋白酶的专一性作用位点

Tab. 2 � Main reacted site of different enzymes

蛋白酶 酶种类 主要作用位点

碱性蛋白酶 丝氨酸蛋白酶
主要为疏水性
氨基酸的羧基

木瓜蛋白酶 半胱氨酸蛋白酶 Lys, A rg , Phe的羧基

复合蛋白酶 内切兼外切酶 疏水性 AA

中性蛋白酶 金属蛋白酶
Leu, Phe的
氨基和其它

菠萝蛋白酶 半胱氨酸蛋白酶
Lys, A rg , Phe,

T ye的羧基

风味蛋白酶 内切兼外切酶
疏水性 AA 及

肽链末端一个 AA

胃蛋白酶 酸性蛋白酶 疏水性 AA

� � Wal, J指出大多数食品过敏原的表位是线性

的, 所以用酶来降解食品抗原表位就可以消除蛋清

抗原性
[ 23]
。然而, 在实际加工应用中, 酶解往往会
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破坏蛋白质的功能特性 [ 24]。但是, H ildebrandt ,

S
[ 25]
等人报道了经不同温度下加热处理及两种酶水

解后, 鸡蛋制品的风味和质构能够很好的保留, 同

时鸡蛋的致敏性极大的降低。这就表明酶解法生

产低致敏性蛋清制品是可行的。

2� 2 � 不同热处理方式对蛋清致敏性残留物的影响
热处理降低抗原性在一项临床调查中得到证

实: 鸡蛋过敏患者对冷冻干燥蛋清过敏, 却对煮熟

的蛋清无任何过敏反应
[ 26]
。类似也有研究报道蛋

清在 90 � 下加热 10min可导致 RAST (抗过敏原吸

收试验)结合能力 50%的降低 [ 27]。大多数主要的

蛋清过敏原如卵类粘蛋白都有很好的耐热性 [ 28] , 这

是由于它们结构中含有大量二硫键
[ 29]
。由图 2 可

知,普通加热处理在一定程度上降低蛋清制品的抗

原性,约为 24� 08%。而剧烈的热处理下如高温处
理可使蛋清制品抗原性降低 39� 89% , 但总体结果

不如上述蛋白酶处理的效果好。在加热处理过程

中, 蛋清中蛋白形成了可溶性聚集, 且疏水性基团

在蛋白质变性过程中显著增加, 形成的二硫键及分

子间二硫键的交换导致了第一阶段的蛋白质聚集

和第二阶段的蛋白质变性, 在此过程中, 蛋清的抗

原表位由此被破坏或在聚合变性时被隐藏, 从而不

能与 IgE 结合[ 30]。高温条件下的热处理与普通热

处理比较,最大的优势在于它强烈的条件下能更大

程度上引起蛋白质不可逆构型改变[ 31] , 因此在高温

处理条件下,二硫键引起抗原暴露的氨基酸位点及

构象更不利于它与抗体的识别,因而抗原性越低。

图 2 � 不同热处理方式对蛋清致敏性残留物的影响

Fig. 2 � Percentage of reduction in egg white� s allergenic-

ity under normal heat treatment and high tem-

perature(121 � , 10 min)

� � 热处理常用来改善食品的质构和风味或者用

于达到微生物指标,而不是主要用于降低抗原性。

由于加热处理在食品工艺的普遍性,在生产低致敏

性产品时,生产商可以考虑适当增加热处理程度来

保证产品的低致敏性效果。

2� 3 � 葡萄糖氧化酶(GOD)处理蛋清后致敏性残留

情况

葡萄糖氧化酶是一种广泛的食品添加剂, 它主

要应用葡萄糖氧化生成葡萄糖酸的同时产生过氧

化氢,过氧化氢可以杀菌,氧化清除自由基,并且可

以氧化面筋中的巯基,增加面团网络结构
[ 32]
。由图

3可以看出,葡萄糖氧化酶在一定程度上可以降低

其致敏性,当加入 4 mg 的 GOD 于 90 mL 蛋清液

中, 致敏性可降低 25� 92%。但是随着 GOD含量的

增加,蛋清致敏性不再降低。有报道认为: 鸡蛋混

合面粉制成的蛋糕中鸡蛋的致敏性降低,可能是蛋

白中的巯基与面粉中麦胶蛋白和麦谷蛋白发生交

换的结果
[ 33]
。葡萄糖氧化酶能促使巯基转化,葡萄

糖氧化酶能够消耗氧气催化葡萄糖氧化,同时生成

过氧化氢,过氧化氢又能氧化面筋蛋白产品中的巯

基, 形成二硫键[ 25]。作者添加 GOD是为了使蛋清

发生巯基氧化,形成二硫键, 达到蛋清在面团揉捏

过程中产生二硫键一样的效果。因此在一些含鸡

蛋的食品中添加适量的葡萄糖氧化酶不仅能够增

加食品的质构,还能减少鸡蛋过敏的危险。

图 3 � 不同水平 GOD处理蛋清致敏性残留情况

Fig. 3 � Percentage of reduction in egg white� s allergenic-

ity after being treated with different content of

GOD

2� 4 � 不同处理对蛋清脱敏效果的本质初探
过比较图 4( a)的 1~ 7 条带可以看出, 这 7条

带中在80 000附近的条带几乎都降解成了小片段。

尤其 2, 3, 4, 5, 6, 7带, 其中由木瓜蛋白酶, 胃蛋白

酶作用的 2, 7条带, 它们的条带中 20 000~ 40 000

的条带强度都很低,而且木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶

作用后产生聚合型大蛋白, 即图中第 2, 5 条带

97 000以上部分, 这可能是蛋白质二硫键的作用使

小蛋白发生了聚合, 而它们相应的致敏性都偏低,

说明通过二硫键作用产生聚合物隐藏了一些表位,

导致抗原性降低。其它酶解条带(条带 1, 3, 4, 6) ,

在 30 000~ 40 000附近有很强的条带, 主要是过敏
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原卵类粘蛋白的条带, 说明这几种酶没有完全破坏

卵类粘蛋白。此外, 所有酶处理条带在 14 000以下

都显示有连续的条带, 说明酶解产生了新的多肽,

且由于各酶解位点不一样, 它们产物构象不一, 导

致抗体识别情况也不一样。图 4( b)可以看出普通

加热处理使蛋清蛋白成分变化不大,而巴氏处理由

于条件更剧烈, 一些蛋清蛋白发生了降解和聚合

(第 2条带中31 000~ 97 0000之间的成分较未处理

样品多) , 由此使过敏原发生了不同的变化, 导致与

抗体识别的差异; 而 3及 5~ 7条带显示,不同浓度

GOD处理使蛋白质成分没有发生多大的变化,但是

观察相对分子质量在67 000以上的条带依次变浓,

说明蛋白质在 GOD 作用下发生了一些聚合, 直接

导致最终得到产物与抗体识别能力不一样。

( a) 不同酶解产物电泳图

( b) 加热处理及 GOD处理产物电泳图

� � 注:图 4( a)中,第 1至 7条带分别为碱性蛋白酶、木瓜蛋

白酶、复合蛋白酶、中性蛋白酶、菠萝蛋白酶、风味蛋白酶、胃蛋

白酶酶解产物,第 8条带为未经任何处理的蛋清粉,第 9条为

标准蛋白。图 4( b)中, 1~ 3条带为普通加热处理、巴氏处理及

未处理的蛋清样品;第 4 条为标准蛋白; 5 ~ 7为 2、4、8 m g

GOD 处理的蛋清样品条带;第 8条为标准蛋白。

图 4� 不同酶解产物和加热处理及 GOD处理产物电泳图

Fig. 4 � SDS-PAGE of dif ferent products after hydrolyza-

tion and SDS-PAGE of products treated with dif-

f erent heat processings and diff erent GOD con-

tent levels

2� 5 � 酶处理低致敏性蛋清的加工特性
2� 5� 1 � 酶解对蛋清蛋白溶解性的影响 � 溶解度是
蛋白的重要功能性质之一,它与蛋白的其它功能性

质如乳化性,起泡性等存在一定的相互关系。不同

酶解处理后蛋清的溶解性见图 5。

图 5 � 不同酶处理蛋清对蛋清溶解度的影响

Fig. 5 � Influence of different enzyme treatment on egg

white sdubility

� � 从图中可以看出, 经高温处理后, 蛋清粉的溶

解度大大降低,而通过各种酶处理后, 其溶解性都

增加,以中性蛋白酶处理的样品最为明显。可能是

酶解过程,使维持蛋白质空间结构的非共价键作用

力如疏水相互作用、二硫键、静电相互作用及氢键

等被打破,蛋白分子和溶剂水的相互作用增加, 因

此溶解度提高。

2� 5� 2 � 不同酶解蛋清样品的起泡性及起泡稳定性
� 食品泡沫通常是气泡在连续的液相或含可溶性
表面活性剂的半固相中形成的分散体系。具有良

好发泡性的蛋白质必须在起泡过程中快速被空气

和水界面吸附。然后经由分子重排在界面形成具

有粘弹性的薄膜。

图 6 � 不同方式处理对蛋清起泡性及起泡稳定性的影响

Fig. 6 � Inf luence of different treatment on egg white

toaming and the stability of foaming

� � 从图 6可以看出, 经高温处理的蛋清样品起泡

性及泡沫稳定性最好; 其次是经和 GOD 处理的蛋

清样,但是它的起泡稳定性不如经高温处理的样品
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好,但是比未经处理的样品要稳定些。其它酶处理

的蛋清样起泡性均比未经处理的蛋清样高。

2� 5� 3 � 不同酶解蛋清样品的乳化性及乳化稳定性
� 由于蛋清蛋白具有两亲结构即亲水和亲油基团,

在油水混合液中,蛋白分子有扩散到油水界面的趋

势,疏水部分朝向脂质,亲水部分朝向水相, 降低油

水界面张力和成膜, 因而具有乳化性能。

图 7 � 不同酶处理对蛋清乳化性及乳化稳定性的影响

Fig. 7 � Influence of different enzyme treatment on egg

white emulsif ication and emulsion stability

� � 蛋清经不同酶处理后乳化性差异不是很大很

大, 但是它们的乳化稳定性却相差很大。如图 7

示, 经菠萝蛋白酶和中性蛋白酶处理的蛋清样品乳

化性很好,但是它们的乳化稳定性不如由胃蛋白酶

和 GOD处理的蛋清样。

3 � 结 � 语

不同蛋白酶和加热条件对鸡蛋脱敏效果不一。

蛋清在 40 � , pH 6� 8下由菠萝蛋白酶酶解 2 h 可

使其致敏性降低百分率最大, 为 79� 63%。中性蛋
白酶和胃蛋白酶的降抗原性效果也不错;与普通加

热处理相比,相同处理条件下常用高温灭菌温度更

能降低蛋清的致敏性; 葡萄糖氧化酶在一定程度上

也可以降低其致敏性。经高温处理后, 蛋清粉的溶

解度大大降低, 样品的起泡性及泡沫稳定性最好。

而各种酶处理后, 蛋清的溶解性都增加, 以中性蛋

白酶处理的样品最为明显。经菠萝蛋白酶和中性

蛋白酶处理的蛋清样品乳化性很好, 但是它们的乳

化稳定性不如由胃蛋白酶和 GOD处理的蛋清样。
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