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美拉德反应对四角蛤蜊原肌球蛋白免疫 
结合活性的影响

亢  帅1，何欣蓉1，李东晓1，纪乃茹1，于晨晨1，陈桂霞2，曹敏杰1,3，刘光明1,3,*
（1.集美大学海洋食品与生物工程学院，厦门市海洋功能食品重点实验室，福建 厦门 361021；

2.厦门大学附属妇女儿童医院，福建 厦门 361003；3.福建省海洋功能食品工程技术研究中心，福建 厦门 361021）

摘  要：以四角蛤蜊（Mactra veneriformis）为研究对象，采用木糖、阿拉伯糖对蛤蜊粗提物进行干法美拉德反

应，对反应产物的免疫结合活性、消化特性分析发现，美拉德反应能够降低四角蛤蜊过敏原的免疫结合活性，提高

四角蛤蜊粗提物在模拟胃肠液中的连续消化速率，降低消化产物的粒径。之后对蛤蜊美拉德反应产物中原肌球蛋白

（tropomyosin，TM）进行分离纯化，并分析其结构特性和免疫结合活性。结果显示，经过干法美拉德反应后TM的

α-螺旋相对含量减少，β-折叠、β-转角、无规卷曲相对含量增多，表面疏水性增强，空间结构改变，最终导致TM的

免疫结合活性降低。本研究为开发低致敏性蛤蜊产品提供理论参考。
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Abstract: In this study, xylose and arabinose were subjected separately to Maillard reaction with a crude extract of Mactra 
veneriformis under dry-heating conditions. The immunoreactivity and digestion properties of the Maillard reaction products 

(MRPs) were analyzed, finding that the Maillard reaction could reduce the immunoreactivity of allergens derived from 

Mactra veneriformis, increase the continuous digestion rate of the crude extract in simulated gastrointestinal fluid, and 

reduce the particle diameter of the digestion products. After that, TM in the MRPs was separated and purified, and its 

structural characteristics and immunoreactivity were analyzed. The results showed that the α-helix content of TM decreased 

and the β-sheet, β-turn, and random coil contents increased after the Maillard reaction, the surface hydrophobicity increased, 

and the spatial structure changed, which eventually led to a reduction in the immunoreactivity of TM. This study provides a 

theoretical basis for the development of hypoallergenic clam products.
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食物过敏是世界范围内重要的公共安全问题，其

患病率呈现逐年上涨趋势 [1]。据估计，食物过敏会对

6%～8%的儿童和2%～5%的成年人产生影响[2]。食物过

敏主要是免疫球蛋白E介导的速发型过敏反应，能够诱发

机体产生IgE并与之结合，使抗体进一步诱导肥大细胞和

嗜碱性粒细胞释放介质从而引起速发型过敏反应[3]。不同

过敏食物引起的发病率存在地域差异性，西方国家易对

花生坚果类产生过敏反应，相比之下，在中国等东方国

家中，水产食品是主要引发过敏反应的食物之一[4-5]。其

中原肌球蛋白（tropomyosin，TM）被认为是软体类及甲

壳类动物中主要过敏蛋白[6]。

蛤蜊，是我国四大养殖贝类之一，约占全国贝类总

产量的30%，因其营养丰富、味美肉鲜、价格低廉而深

受消费者喜爱[7-8]。随着其产量和消费量的增加，因食用

蛤蜊而引起的过敏事件时有发生[9-10]。作为一种常见的食

物成分，除直接食用外，蛤蜊也被用于许多食物或调味

品中，不经意间的摄入也可能会发生超敏反应危及人们

生命，但目前为止蛤蜊中的过敏原尚未得到广泛研究，

其致敏性消减方面的探索更是有所欠缺[11-13]。因此，开发

对过敏消费者安全的低致敏性蛤蜊类食品已成为一个有

待解决的问题。

美拉德反应是广泛应用于食品工业的一种加工方式，

也是降低水产食品致敏性的有效手段。通过还原糖羰基与

蛋白质氨基之间发生反应，修饰氨基酸残基，进而改变

过敏原的抗原表位，最终达到降低致敏性的目的。美拉

德反应可以分为湿法和干法[14]。湿法美拉德反应温度一般

不低于100 ℃，反应速率较快，但反应程度不易控制[15]。 

干法美拉德反应，反应温度较低，反应速度较慢，但更

加容易控制[16]，且反应产物具有更好的热性能以及更长

的保质期[17-18]。因此，干法美拉德反应不仅能消减过敏

原的致敏性，还能最大程度保持产品的营养状态，在食

品工业中具有很大的发展潜力。蛋白质在加工过程中结

构会因外力作用受到改变，使过敏原的抗原表位受到影

响，从而调节免疫结合活性，但很少有研究集中与加

工后纯化的蛋白质的结构上[19]。现阶段研究过程中多为

对单一蛋白质进行美拉德反应，有研究发现，粗提物

在热处理过程中其中致敏原的作用效果会发生改变[20]， 

在美拉德反应的热处理过程中粗提物的过敏原是否受到

影响目前尚未可知。美拉德反应也会诱导蛋白质构象的

变化，导以食物过敏原结构变的更加松散和灵活，以及

与其他蛋白质、脂质和碳水化合物的相互作用，影响过

敏原的消化率[21-22]。Zhang Ziye等[23]发现TM与葡萄糖的

干法美拉德反应会使TM的α-螺旋减少，其他二级结构则

增加，同时减弱了TM的致敏性和消化率。经过美拉德反

应的过敏原进入人体后，需要经过胃肠消化才能被人体

所吸收。在消化过程中，过敏原本身的结构会被胃肠中

的消化酶破坏，可能会改变消化产物的致敏性。因此在

加工过程中，过敏原的消化稳定性也是探究其致敏性的

重要指标。

目前，美拉德反应消减过敏原致敏性的研究多为甲

壳类水产食品，对软体类水产食品的研究比较欠缺，而

且大多研究集中于单一蛋白。然而在实际加工过程中，

是对完整组织或粗提物进行加工，单一蛋白的研究处

理，并不完全符合实际加工过程。所以本研究运用干法

美拉德反应的工艺手段，以四角蛤蜊粗提物为原料，探

究干法美拉德反应对四角蛤蜊过敏原的消化特性、免疫

结合活性及结构特性的影响。旨在为开发低致敏性蛤蜊

产品提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲜活四角蛤蜊购自福建厦门朴朴电子商务有限公司， 

去壳去内脏取其肌肉组织用于粗蛋白的提取。兔抗华贵

栉孔扇贝TM多克隆抗体由本实验室制备；辣根过氧化物

酶（horseradish peroxidase，HRP）、标记的羊抗兔IgG抗体  

美国Pierce公司；HRP标记的羊抗人IgE抗体  英国

Abcam公司；胃蛋白酶、胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶  

美国Sigma公司；木糖、阿拉伯糖 上海麦克林生化科

技股份有限公司。

1.2 仪器与设备

PT-2100组织捣碎机 瑞士Kinematica公司；Alpha 

1-4 LDplus冷冻干燥机 德国Martin Christ公司；Bio-Profile 

凝胶成像及分析系统 法国Viber Lourmant公司；600化

学发光成像系统 美国Azure Biosystems公司；NDO-700 

定温恒温干燥箱 上海爱朗仪器有限公司；Nano-ZS 

Malvern激光散射粒度仪 美国Malvern公司；Chirascan

圆二色谱仪 英国Applied Photophysics公司；Infinite® 

M200 PRO酶标仪 奥地利Tecan公司；NP80超微量分

光光度计 德国Touch Implen公司。

1.3 方法

1.3.1 四角蛤蜊过敏患者血清

血清来自于自厦门大学附属妇女儿童医院（伦理委

员会批准编号KY-2019-018）经过ImmunoCAP、通过酶

联免疫吸附测定（enzyme linked immunosorbent assay，

ELISA）分析确定能与四角蛤蜊粗提液有阳性反应的血

清，并以健康人血清作为对照。四角蛤蜊过敏患者信息

见表1。
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表 1 四角蛤蜊过敏患者信息

Table 1 Information of patients allergic to M. veneriformis

编号 年龄/岁 性别
特异性IgE值/
（kU/L）a

ELISA值
（OD450 nm）

b 症状

S1 24 F 26.21 0.20 脸红点

S2 32 M 5.32 0.13 脸和手红疹

S3 28 F 10.52 0.14 湿疹

S4 45 M 17.51 0.17 咳嗽

S5 23 M 16.22 0.15 过敏性皮炎

S6 20 F 13.83 0.13 荨麻疹

S7 59 M 6.75 0.14 湿疹

S8 23 F 14.27 0.17 全身红疹

S9 16 F 21.62 0.18 过敏性皮炎

S10 29 M 31.21 0.21 荨麻疹

S11 32 M 0.12 0.05 —c

S12 25 F 0.13 0.06 —c

注：a.特异性IgE值≥0.35 kU/L为阳性血清；b. ELISA值≥2×阴性血清
值为蛤蜊过敏患者血清；c.无过敏症状。M.男性；F.女性。

1.3.2 四角蛤蜊粗提液的制备

取四角蛤蜊肌肉组织加入含有0.5 mol/L NaCl的磷酸

盐缓冲液（1∶10（g/mL）），捣碎后4 ℃、12 000×g离
心20 min，取上清液即为四角蛤蜊粗提液。

1.3.3 制备美拉德反应产物

美拉德反应产物的制备参考Zhang Ziye等[24]，并进行

一定修改。将四角蛤蜊粗提液分别与木糖（1∶1，m/m）、

阿拉伯糖（1∶1，m/m）混合冻干，将冻干的样品在55 ℃

恒温干燥箱中进行美拉德反应，含有木糖的粗提物样品

反应3 h，含有阿拉伯糖的粗提物样品反应4 h，粉碎后即

为四角蛤蜊的美拉德反应产物。Mactra为未进行美拉德

反应的四角蛤蜊粗提物，木糖对四角蛤蜊粗提物的美拉

德反应产物为Mactra-Xyl，阿拉伯糖对四角蛤蜊粗提物的

美拉德反应产物为Mactra-Arab。

1.3.4 美拉德反应产物的十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺 

凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis，SDS-PAGE）和Western blot、Dot blot分析

参考Mei Xuejiao等 [25]的方法对样品的蛋白成分进

行SDS-PAGE分析。电泳后，用FastBlue蛋白染色液

（RTD6202-02）进行染色，利用Western blot及Dot blot

的方法对过敏原的免疫结合活性进行分析。IgG的检测以

兔抗扇贝TM多克隆抗体（稀释至1∶20 000）作为一抗孵

育NC膜，以HRP标记的羊抗兔IgG抗体（稀释1∶20 000）

作为二抗进行孵育。IgE的检测以过敏患者血清（稀释

1∶3）作为一抗孵育NC膜，HRP标记的羊抗人IgE抗体

（稀释1∶10 000）为二抗进行孵育。最后使用化学发光成

像系统拍摄图像。

1.3.5 美拉德反应产物的体外消化实验

体外消化实验参考Liu Meng等[26]进行模拟胃肠道连

续消化。首先进行模拟胃液消化：将蛋白样品与模拟胃

液于37 ℃水浴锅中混合，加入预热后的胃蛋白酶（酶与

底物1∶50，m/m）进行消化，分别在0、2、5、10、15、

30、60 min后依次取出样品，加入一定量的NaHCO3将pH

值调至中性，以终止消化。

模拟肠液消化：将经过上述胃液消化60 min后的样

品加入一定量的NaHCO3将pH值升高至7.4，以终止消

化。之后加入0.5 mol/L的KCl溶液与预热后的胰蛋白酶

和胰凝乳蛋白酶混合（酶与底物1∶200，m/m）于37 ℃

水浴锅中进行消化，在0、5、15、30、60、120、180、

240 min后依次取出样品在95 ℃水浴中加热5 min终止反

应。将消化后的样品贮存在4 ℃环境中。

1.3.6 消化产物的粒径分析

使用Malvern激光散射粒度仪对美拉德反应后的消化

产物进行粒径分析，观察消化产物的粒径变化。具体参

数设置为：Material（Protein）；Dispersan（Water）；

T e m p e r a t u r e（2 5  ℃）。每个样品测定3 次，采用

Malvern Mastersizer软件进行数据结果分析。

1.3.7 美拉德反应产物中TM的分离纯化

参考Ji Nairu等[27]方法。将未处理的粗提物与美拉

德反应产物按照1.3.2节所述分别用10 倍体积的磷酸盐

缓冲液复溶，浸提1 h，4 ℃、12 000×g离心20 min取

上清液，用40% (NH4)2SO4盐析，搅拌0.5 h，静置2 h，

离心取上清液。将上清液调pH 4.55得到的沉淀用Tris-

HCl溶解，经Q-Sepharose强阴离子交换层析，用含有

0～0.2 mol/L NaCl的Tris-HCl线性洗脱后用含0.2 mol/L 

NaCl的Tris-HCl进行流洗，最后用0.2～0.5 mol/L NaCl的

Tris-HCl再次线性洗脱，收集组分得到纯化的TM。从木

糖的美拉德反应产物中纯化的TM记为TM-Xyl、阿拉伯

糖记为TM-Arab。

1.3.8 美拉德反应产物中TM圆二色谱、表面疏水性和

紫外吸收光谱的分析

将上述从美拉德反应产物中纯化的TM及未处理TM

稀释至0.2 mg/mL，利用圆二色谱仪进行二级结构的分

析，利用CDNN软件分析二级结构含量变化情况；将

美拉德反应TM及未处理TM稀释至0.05 mg/mL，并用

5 mmol/L的ANS溶液进行荧光标记，使用酶标仪测定其

荧光强度；取2 μL 1 mg/mL的样品，采用超微量紫外分

光光度计在200～300 nm扫描波长范围对将美拉德反应

TM及未处理TM进行紫外吸收光谱分析，观察三级结构

的变化。每个样品需进行3 次测定。

1.3.9 美拉德反应产物中TM的免疫结合活性分析

按照1.3.4节方法对美拉德反应产物中TM进行SDS-

PAGE和Western blot及Dot blot分析。

1.4 统计分析

运用SPSS 20.0软件进行显著差异性分析结果以3 次

±s表示（P＜0.01，差异极显著；P＜0.05，差异显

著）。使用Image J软件对蛋白印迹进行灰度值分析。
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2 结果与分析

2.1 美拉德反应产物的IgE-/IgG-结合活性分析

对四角蛤蜊美拉德反应产物进行SDS-PAGE分析，

如图1A所示，与未处理的粗提物样品相比，经过美拉

德反应后其蛋白条带出现上移和弥散，说明在一定温度

下，木糖和阿拉伯糖与蛋白质形成了糖-蛋白复合物。分

别用四角蛤蜊过敏患者血清池及扇贝TM多克隆抗体进

行Western blot分析，由图1B可知，未处理的粗提物样品

中36 kDa处有明显的蛋白印迹，通过美拉德反应处理后

免疫印迹强度明显减弱，图1C的印迹效果与图1B相似，

经过美拉德反应后TM的免疫结合活性明显降低。由此

说明，36 kDa蛋白条带为TM，是已知蛤蜊中的主要过敏

原[28]。通过木糖和阿拉伯糖的美拉德反应处理后，其免

疫结合活性大幅度丧失。这与Han Yinyu等[29]发现阿拉伯

糖引起的美拉德反应能显著降低青蟹TM免疫结合活性，

Bai Tianliang等[30]确定木糖与扇贝TM的美拉德反应使其

免疫结合活性减低相符合。因此可确定木糖和阿拉伯糖

的干法美拉德反应可以修饰四角蛤蜊TM，降低TM的免

疫结合活性。
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A.四角蛤蜊美拉德反应产物的SDS-PAGE；B.蛤蜊过敏患者血清的IgE

免疫印迹（血清池编号S1～S10）；C.兔抗扇贝TM多克隆抗体的IgG免

疫印迹。1. Mactra；2. Mactra-Xyl；3. Mactra-Arab。M. Marker，下同。

图 1 四角蛤蜊美拉德反应产物的IgE-/IgG-结合活性

Fig. 1 IgE-/IgG-binding activity of the MRPs from M. veneriformis

2.2 美拉德反应产物的模拟胃肠液连续消化稳定性分析

评估四角蛤蜊美拉德反应产物在胃肠道连续消化模

式下，目的蛋白的稳定性及免疫结合活性。如图2A、B
所示，在模拟胃液消化过程中，TM条带始终具有良好的

稳定性，其免疫印迹强度也并未减弱。经过木糖和阿拉

伯糖的美拉德反应处理后，生成的美拉德反应产物消化模

式基本相似。如图2C～F所示，在模拟胃液消化过程中经

过美拉德反应的TM条带有弥散现象，但在胃液消化过程

中并无明显降解，且免疫印迹也无明显改变。在随后进行

的模拟肠液连续消化中，如图3A、B所示，TM条带在消

化30 min后基本全部降解，免疫印迹也基本消失。而经过

木糖（图3C、D）和阿拉伯糖（图3E、F）的美拉德反应

处理后，美拉德反应TM条带在肠液连续消化15 min后基本

降解，免疫印迹强度也逐渐减弱在15 min后基本消失。

结果表明，在四角蛤蜊粗提物中，TM耐胃液消化，

不耐肠液消化，美拉德反应能够加快TM的模拟胃肠液连

续消化速率，使其免疫结合活性更快的丧失。这与秀丽

白虾TM与麦芽七糖混合冻干后在60 ℃环境下反应48 h更
易被胃蛋白酶水解表现出相同的趋势[31]，但在同样条件下

秀丽白虾TM与葡萄糖的美拉德反应却降低了消化率[23]。 

这可能是由于在美拉德反应过程中由于还原糖种类及分

子质量的不同，导致过敏原构象的改变及表位的修饰程

度不同，从而表现出对消化酶不同的敏感度。除了过敏

原对酶水解的内在敏感度外，加工产物中的其他组织成

分也可以改变蛋白的消化稳定性[32]，因此，对于单一蛋

白和粗蛋白，在加工过程中可能会表现出不同的消化模

式，粗蛋白的研究更适用食品加工过程。

通过本实验可知，干法美拉德反应在一定程度上可

以促进加工产物在人体的消化速率，这可能是由于蛋白

质水解酶对肽键的不同识别和干法美拉德反应处理过程

中的一些外在条件破坏了一些结合肽及过敏原表位，改

变了蛋白质的空间结构，增加了蛋白酶的酶解位点，使

得加工产物在模拟胃肠液连续消化过程中速率加快。
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A、B. Mactral模拟胃液消化产物的SDS-PAGE及Western blot；C、

D. Mactra-Xyl模拟胃液消化产物的SDS-PAGE及Western blot；E、F. 

Mactra-Arab模拟胃液消化产物的SDS-PAGE及Western blot。con.为未加

消化酶的样品；一抗为兔抗扇贝TM多克隆抗体（稀释至1∶20 000）。

图 2 四角蛤蜊美拉德反应产物的模拟胃液消化

Fig. 2 Electropherograms of simulated gastric fluid digestion products of 

the MRPs from M. veneriformis
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A、B. Mactral模拟肠液消化产物的SDS-PAGE及Western blot；C、D. 

Mactra-Xyl模拟肠液消化产物的SDS-PAGE及Western blot；E、F. Mactra-

Arab模拟肠液消化产物的SDS-PAGE及Western blot。con.胃液消化 

60 min后的样品；一抗为兔抗扇贝TM多克隆抗体（稀释至1∶20 000）。

图 3 四角蛤蜊美拉德反应产物的模拟肠液消化

Fig. 3 Electropherograms of simulated intestinal fluid digestion 

products of the MRPs from M. veneriformis
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2.3 消化后美拉德反应产物的粒径分析
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A. Mactra连续胃肠液消化产物的粒径分析（Mactra为消化前样品）；

B. Mactra-Xyl连续胃肠液消化产物的粒径分析（Mactra-Xyl为消化

前样品）；C. Mactra-Arab连续胃肠液消化产物的粒径分析（Mactra-

Arab为消化前样品）；D.不同消化产物的平均粒径。CD.模拟胃液

消化；GD.模拟肠液消化；不同小写字母表示差异显著，下同。

图 4 消化产物的粒径分析

Fig. 4 Particle diameter analysis of digestion products

通过体外模拟胃肠道连续消化模型评估美拉德反应

产物中肌肉蛋白的消化特性。将未进行美拉德反应处理

及经过美拉德反应处理的样品经过60 min的模拟胃液消

化及240 min的模拟肠液消化后，对消化后的样品进行

粒径分析。每组对照为消化之前的样品。如图4A所示，

与对照组相比，胃液消化产物和连续胃肠液消化产物的

粒径显著减小，粒径强度左移现象明显，说明四角蛤蜊

粗提物样品在消化过程中发生酶解反应，蛋白质被分解

为粒径更小的多肽和氨基酸。与未进行美拉德反应的样

品相比，经过美拉德反应的样品消化产物粒子粒径强度

左移程度更大（图4B、C）。木糖与阿拉伯糖相比，木

糖的美拉德反应产物消化粒径集中在100～1 000 nm范围

内，而阿拉伯糖的美拉德反应产物消化粒径主要集中在

50～1 000 nm范围内，总体粒径比木糖的美拉德反应产

物更小。这与上述模拟胃肠液连续消化相对应，在上述

消化过程中除TM外其他高分子蛋条带在经过美拉德反应

后也更易被酶解，这也是导致消化后平均粒径更小的原

因。结果对比如图4D所示，美拉德反应会降低四角蛤蜊

消化产物的粒径，从而增加消化速率。Liu Meng等[33]研

究表明，115 ℃高温处理南美白对虾会使其肌肉蛋白结构

更加松散，减小了消化产物的粒径。对于木糖、阿拉伯

糖的干法美拉德反应，虽然反应温度较低，但在还原糖

的作用下，蛤蜊肌肉蛋白的结构及分子序列受到修饰和

破坏，使大分子蛋白质结构更加松散，暴露出更多酶解

位点，在消化过程中降解为更多的小分子多肽，从而降

低了消化产物的平均粒径。

2.4 美拉德反应产物中TM的分离纯化

为进一步探究TM在美拉德反应产物中免疫结合活

性及结构特性的变化情况，将未处理的四角蛤蜊粗提

物及其美拉德反应产物进一步进行分离纯化。首先经过

硫酸铵盐析和等电点沉淀除去大部分杂蛋白，之后经过

Q-Sepharose层析柱进一步分离纯化。由图5A可知，经过

Q-Sepharose层析柱的分离纯化，目的蛋白在0.2～0.5 mol/L  

NaCl的线性范围内得以洗脱，如图5B泳道15所示，

36 kDa条带为所纯化TM。图5C为木糖的四角蛤蜊美拉

德反应产物经Q-Sepharose层析柱的分离纯化，目的蛋白

同样在0.2～0.5 mol/L NaCl的洗脱范围内，图5D泳道19

为纯化TM-Xyl。对于阿拉伯糖的四角蛤蜊美拉德反应产

物，目的蛋白具有相同的Q-Sepharose层析柱的洗脱范围

（图5E），泳道18、19为纯化TM-Arab（图5F）。由此

可见，四角蛤蜊TM与华贵栉孔扇贝TM具有相同的洗脱

范围[30]，经过粗提物的美拉德反应后，TM的洗脱范围并

无明显改变，说明木糖、阿拉伯糖的干法美拉德反应并

无完全改变TM的理化性质。
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A、B. Mactra中TM的Q-Sepharose柱层析纯化谱图及SDS-PAGE分析；C、D. 

Mactra-Xyl中TM-Xyl的Q-Sepharose柱层析纯化谱图及SDS-PAGE分析；E、

F. Mactra-Arab中TM-Arab的Q-Sepharose柱层析纯化谱图及SDS-PAGE分析。

图 5 美拉德反应产物中TM的分离纯化

Fig. 5 Separation and purification of TM in MRPs

2.5 美拉德反应产物中纯化TM的结构特性分析

美拉德反应会引起过敏原结构的变化，这一变化主

要体现二级结构、三级结构及疏水作用力[34]。过敏原结

构的变化也是造成致敏性变化的关键[35]。为进一步探究

经过美拉德反应后TM结构特性的变化情况，首先利用

圆二色谱仪分析纯化TM、TM-Xyl、TM-Arab的二级结

构，如图6A、B所示，四角蛤蜊TM为典型的α-螺旋结构

蛋白，经过木糖和阿拉伯糖的美拉德反应后，α-螺旋相

对含量显著降低，同时β-折叠、β-转角、无规卷曲相对含

量都有不同程度的增加。通过表面疏水性（图6C）可看

出，经过美拉德反应后TM-Xyl、TM-Arab的荧光强度均

高于TM，其强弱顺序为TM-Xyl＞TM-Arab＞TM，且荧

光强度峰有蓝移现象，这表明经美拉德反应处理后TM的

三级结构发生变化。蛋白质中的酪氨酸、色氨酸、苯丙

氨酸等芳香氨基酸残基及二硫键处不对称环境时，在近

紫外200～300 nm处会表现出CD信号，反映出蛋白质三

级结构的展开和折叠情况。如图6D所示，经过美拉德反

应处理后，TM-Xyl的吸收峰有增强而TM-Arab有下降趋

势，这表明，美拉德反应使TM的空间结构发生了变化，

但木糖和阿拉伯糖导致TM展开或折叠的方式有所不同。

结构的改变会影响过敏原的致敏性，Fu Linglin等[36]采用

核糖、低聚糖等还原糖通过干法美拉德反应消减中国对

虾TM致敏性，经研究发现致敏性降低可能是由于蛋白质

构象变化引起。木糖、阿拉伯糖的干法美拉德反应使四

角蛤蜊粗提物中TM的分子结构发生改变，出现了解螺旋

现象和空间位阻的增加，进而使蛋白质表面暴露出更多

的疏水基团，这可能会掩盖或破坏过敏原的抗原表位，

降低其致敏性。
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A. TM、TM-Xyl、TM-Arab的圆二色谱分析；B. TM、TM-Xyl、
TM-Arab的二级结构含量柱状图；C. TM、TM-Xyl、TM-Arab的表

面疏水性分析；D. TM、TM-Xyl、TM-Arab的紫外吸收光谱分析。

图 6 美拉德反应产物中TM的结构特性分析

Fig. 6 Analysis of the structural properties of TM in MRPs

2.6 美拉德反应产物中纯化TM的IgG-/IgE-结合活性分析
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A、B.美拉德反应TM的SDS-PAGE及Western blot；C、D. Dot 

blot分析蛤蜊过敏患者血清与美拉德反应TM的IgE结合活性。 

NC. S11、S12的混合血清；1. TM；2. TM-Xyl；3. TM-Arab；BSA.牛血

清白蛋白。**.与TM的IgE结合活性相比，差异极显著，P＜0.01。

图 7 美拉德反应产物中TM的IgG-/IgE-结合活性分析

Fig. 7 Analysis of IgG-/IgE-binding activity of TM in MRPs

将上述纯化得到的TM、TM-Xyl、TM-Arab进行凝胶

电泳分析，结果如图7A所示，与未进行美拉德反应的TM

相比，美拉德反应后的TM条带有弥散和上移现象，并且

有聚体和一些聚集物的产生。说明TM经过木糖和阿拉伯

糖的美拉德反应后分子质量有所增加，并且有热聚集现

象。为进一步判断美拉德反应后TM免疫结合活性的变化

情况。将TM、TM-Xyl、TM-Arab分别与扇贝TM多克隆

抗体及四角蛤蜊过敏患者的血清进行免疫印迹分析。从

图7B可以看出，经过美拉德反应后TM的免疫印迹强度

显著降低，其IgG结合活性明显下降。从图7C的7 名过敏

患者血清的Dot blot图可知，经过美拉德反应后TM的免

疫印迹明显减弱，IgE结合活性明显降低。通过进一步对 

图7C进行灰度分析，结果如图7D所示，经过美拉德反应

处理后TM的IgE结合活性得到大幅度降低，通过对比发

现TM-Xyl的IgE结合活性平均下降了约55%，TM-Arab下

降了约60%。这与Zhang Ziye等[37]确定凡纳滨对虾TM与

葡萄糖的干法美拉德反应能显著降低其IgE结合活性的

结果相似，说明木糖、阿拉伯糖的干法美拉德反应改变

了蛤蜊粗提物中TM的结构，修饰或破坏了TM的抗原表

位，使得TM的IgG-/IgE结合活性降低。因此可知，由木

糖和阿拉伯糖引起的干法美拉德反应会降低四角蛤蜊TM

的免疫结合活性，这与上述粗提物的结果相对应。

3 结 论

以四角蛤蜊粗提液为原料，探究木糖、阿拉伯糖的

干法美拉德反应对四角蛤蜊TM免疫结合活性的影响。利

用四角蛤蜊粗提液制备美拉德反应产物，而并非对单一

蛋白进行美拉德反应处理，更加符合实际加工过程。美

拉德反应加工方式促进了蛤蜊粗提物在胃肠道中的消化

速率，使蛋白质降解速率加快，消化产物粒径更小，这

使得产物更加利于人体的消化吸收。此外，通过对美拉

德反应产物中的TM分离纯化，确定了由木糖、阿拉伯糖

修饰的干法美拉德反应，会使四角蛤蜊TM的α-螺旋相对

含量显著降低，逐渐转变为β-折叠、β-转角、无规卷曲状

态，同时增加表面疏水性，改变空间结构，从而导致四

角蛤蜊TM的致敏性降低。
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