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摘　要　将低聚异麦芽糖通过糖基化引入乳清蛋白制备乳清蛋白低聚异麦芽糖，用间接竞争ＥＬＩＳＡ法测定不同

乳清蛋白与低聚异麦芽糖质量比，不同反应时间生成的乳清蛋白低聚异麦芽糖中α乳白蛋白和β乳球蛋白抗原

性的变化。结果表明：糖基化能有效降低乳清蛋白中α乳白蛋白和β乳球蛋白的抗原性；不同反应时间、不同乳清

蛋白与低聚异麦芽糖质量比对乳清蛋白中α乳白蛋白和β乳球蛋白抗原性的影响不同，乳清蛋白与低聚异麦芽糖

的质量比为１∶４，反应２４ｈ时效果最好，α乳白蛋白的抗原性从２５．６７μｇ／ｍＬ降低到９．３３μｇ／ｍＬ，β乳球蛋白的

抗原性从９７．８２μｇ／ｍＬ降低到２８．２５μｇ／ｍＬ。
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　　牛乳蛋白中主要的过敏原为乳清蛋白中的α乳

白蛋白（αＬＡ）和β乳球蛋白（βＬＧ），对牛乳蛋白进

行改性可有效降低牛乳中的过敏原。目前通过改性

降低乳清蛋白过敏原的主要方法有热处理、酶解、糖

基化和发酵。将碳水化合物以共价键与蛋白质分子

上的氨基（主要为Ｌｙｓ的ε氨基）或羧基相结合的化

学反应（包括美拉德反应）称之为蛋白质的糖基化作

用。近几年的研究表明，通过糖修饰乳清蛋白，可以

掩蔽蛋白上的抗原决定部位，降低蛋白的抗原性。

Ｈａｔｔｏｒｉ等将壳聚糖结合到βＬＧ上，βＬＧ壳聚糖

抗原 性 显 著 降 低［１］；Ｅｎｏｍｏｔｏ 等 将 麦 芽 五 糖

（ｍａｌｔｏｐｅｎｔａｏｓｅ）结合到αＬＡ上，降低了αＬＡ的抗

原性［２］。Ｈａｔｔｏｒｉ等研究表明
［３］，磷酰基低聚糖和海

藻酸低聚糖这２种酸性低聚糖能降低βＬＧ的抗原

性，磷酰基低聚糖作用效果比海藻酸低聚糖好。目

前关于利用糖基化降低其他蛋白质抗原性的研究也
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有一 定 进 展。Ｓｌｕｔｔｅｒ 等 利 用 三 甲 基 壳 聚 糖

（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｃｈｉｔｏｓａｎ）与卵清蛋白反应降低其抗原

性［４］。Ｌａｇｅｍａａｔ将低聚果糖和果糖分别结合到大

豆蛋白，大豆蛋白的抗原性分别下降到１１．２％和

８．６％
［５］。另外糖基化改善蛋白的功能性质的研究

有很多，葡萄糖、阿洛糖、半乳糖、鼠李糖、核

糖、乳糖、树胶醛糖［６７］等都能有效地调节乳清蛋

白的性质。

低聚异麦芽糖（ＩＭＯ）是功能性低聚糖，有增殖

双歧杆菌等有益菌的作用［８］。目前通过糖基化将

ＩＭＯ引入乳清分离蛋白（ＷＰＩ）对 ＷＰＩ中αＬＡ和

βＬＧ的抗原性影响的研究未见报道。本研究旨在

通过糖基化反应将ＩＭＯ引入 ＷＰＩ制备 ＷＰＩＩＭＯ，

探索反应时间和犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）对 ＷＰＩＩＭＯ

中αＬＡ和βＬＧ抗原性的影响。

１　材料与方法

１．１　试验材料

乳清分离蛋白，ＭｕｒｒａｙＧｏｕｌｂｕｒｎＣｏｐｒｅｒａｔｉｖｅ

ＣＯ．，ＬＴＤ，澳大利亚；低聚异麦芽糖（ＩＭＯ９００），山

东保龄宝生物技术有限公司；α乳白蛋白（αＬＡ），

Ｌ５３８５，Ｓｉｇｍａ；β乳球蛋白（βＬＧ），Ｌ３９０８，Ｓｉｇｍａ；兔

抗αＬＡ血清，自制；兔抗βＬＧ血清，自制；ＨＲＰ标

记的羊抗兔ＩｇＧ，Ａ６１５４，Ｓｉｇｍａ。

１．２　试验方法

１．２．１　ＷＰＩＩＭＯ的制备

将 ＷＰＩ和ＩＭＯ按照质量比１∶６、１∶４、１∶２、

１∶１和２∶１溶解于去离子水中，溶液最终质量浓

度为１００ｇ／Ｌ。将溶液于－６０℃中预冻６ｈ后，在

真空冷冻干燥机中－６０℃冷冻干燥２４ｈ左右。将

冷冻干燥制得的冻干粉放入底部盛有饱和ＫＢｒ（相

对湿度７９％）的干燥器中，６０℃反应０～１２０ｈ，所得

ＷＰＩＩＭＯ共价复合物溶解于去离子水中，溶液最

终质量浓度为１００ｇ／Ｌ，再次冷冻干燥，得到的冻干

粉于－２０℃冰箱中贮存。同时，将 ＷＰＩ在相同的

干热条件下处理作为对照。

１．２．２　ＷＰＩＩＭＯ抗原性的测定

抗原性的测定采用间接竞争ＥＬＩＳＡ法。

１）抗原包被。用包被液（浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ９．６的碳酸盐溶液）将一定质量浓度的抗原（α

ＬＡ，０．５μｇ／ｍＬ；βＬＧ，１μｇ／ｍＬ）包被于９６孔酶标

板（ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ，美国），每孔１００μＬ，４℃冰箱

过夜。

２）样品与抗血清预混合。在反应管中加入蛋白

质量浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的样品（或标准品）和相同

体积一定稀释度的抗血清，兔抗αＬＡ 血清稀释

２５６０００倍，兔抗βＬＧ血清稀释１２８０００倍。不加

样品（或标准品）只加抗血清的反应管作为无竞争体

系，４℃冰箱过夜。

３）洗涤。次日倾去孔内液体，ＰＢＳＴ（ＰＢＳ＋

０．０５％吐温２０）洗涤４次，每次３ｍｉｎ，于吸水纸上

拍干。

４）封闭。加封闭液（ＰＢＳ＋１％ＢＳＡ＋０．１％吐

温２０）进行封闭，每孔１００μＬ，３７℃，１ｈ，ＰＢＳＴ洗

涤４次，拍干。

５）抗原抗体反应。加入（２）中样品和抗血清的

预混液，每孔１００μＬ，３７℃，１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤４次，

拍干。

６）加酶标二抗。加入稀释１００００倍的羊抗兔

ＩｇＧＨＲＰ标记物，每孔１００μＬ，３７℃，１ｈ，ＰＢＳＴ洗

涤４次，拍干。

７）显色。加入新鲜配制的 ＴＭＢ（Ａｍｒｅｓｃｏ，美

国）底物溶液，每孔１００μＬ，３７℃反应１０ｍｉｎ，显示

蓝色。

８）终止反应。每孔加入２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４５０μＬ

终止反应，颜色变为黄色。

９）吸 光 值 测 定。 利 用 酶 标 仪 （Ｔｈｅｒｍｏ

Ｅｌｅｃｔｒｏｎ，美国）双波长测定各孔的 ＯＤ４５０和 ＯＤ６３０

值，得到实际ＯＤ＝ＯＤ４５０－ＯＤ６３０。

１．２．３　标准曲线的建立

将标准品稀释成系列质量浓度，进行间接竞争

ＥＬＩＳＡ测定。无抗原抑制时的ＯＤ值为犅０，各相应

质量浓度抗原抑制时的 ＯＤ值为犅，以（犅／犅０）／％

为纵坐标，以相对应质量浓度的对数ｌｇρ（αＬＡ）（或

ｌｇρ（βＬＧ）为横坐标，制作标准曲线。选择标准曲线

上（犅／犅０）／％与ｌｇρ（αＬＡ）（或ｌｇρ（βＬＧ））呈明显

相关的区段，根据公式：

Ｌｏｇｉｔ（犅／犅０）＝ｌｎ［犅／（犅０－犅）］

计算各标准点的Ｌｏｇｉｔ（犅／犅０），再做对应于ｌｇρ（β

ＬＧ）（或ｌｇρ（βＬＧ））的Ｌｏｇｉｔ（犅／犅０）回归分析，得出

线性回归方程及相关系数。根据标准曲线计算各样

品的抗原性，μｇ／ｍＬ。

４３１
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１．２．４　糖基化产物颜色的测定

４２０ｎｍ波长是美拉德反应产生的棕色产物的

特征波长。将糖基化反应产物溶解于去离子水中，

使溶液中蛋白质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ，测定其在４２０

ｎｍ处的吸光度值。

２　结果与分析

２．１　反应时间对 犠犘犐犐犕犗颜色的影响

随时间增加，ＷＰＩＩＭＯ颜色加深；犿（ＷＰＩ）∶

犿（ＩＭＯ）为１∶１时颜色变化较快，反应９６ｈ后颜

色基本保持不变；热处理 ＷＰＩ颜色没有明显变化

（图１）。这说明随时间增加，ＷＰＩ与ＩＭＯ反应程度

加深，９６ｈ后反应缓慢。

ＷＰＩ，乳清分离蛋白；ＩＭＯ，低聚异麦芽糖。下同。

图１　反应时间对不同 犠犘犐与犐犕犗质量比的

犠犘犐犐犕犗颜色的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｃｏｌｏｒｏｆ

ＷＰＩＩＭＯｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｒａｔｉｏ

２．２　反应时间对 犠犘犐犐犕犗抗原性的影响

２．２．１　对 ＷＰＩＩＭＯ中αＬＡ抗原性的影响

热处理的 ＷＰＩ中αＬＡ的抗原性随时间延长

而增大，并且热处理的 ＷＰＩ比相对应的 ＷＰＩＩＭＯ

的αＬＡ抗原性都高，说明糖基化能起到降低热处

理的 ＷＰＩ中αＬＡ的抗原性的作用。犿（ＷＰＩ）∶

犿（ＩＭＯ）为１∶１的 ＷＰＩＩＭＯ中αＬＡ抗原性０～

７２ｈ随时间延长而增加，７２ｈ后开始下降，但始终

高于初始值；犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶４，反应２４ｈ

内αＬＡ抗原性从２５．６７μｇ／ｍＬ降低到９．３３μｇ／

ｍＬ，２４ｈ后αＬＡ抗原性随时间延长逐渐增高，９６

ｈ时αＬＡ抗原性高于初始值（图２）。Ｅｎｏｍｏｔｏ
［２］

研究表明，αＬＡ与麦芽五糖质量比为２∶１，５０℃反

应７２ｈ，αＬＡ的抗原性略有降低，与本研究相似。

图２　反应时间对不同 犠犘犐与犐犕犗质量比的

犠犘犐犐犕犗中α犔犃抗原性的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆ

αＬＡｉｎＷＰＩＩＭＯｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｒａｔｉｏ

２．２．２　对 ＷＰＩＩＭＯ中βＬＧ抗原性的影响

热处理的ＷＰＩ中βＬＧ的抗原性随时间延长增

加，并且比相对应的 ＷＰＩＩＭＯ的βＬＧ抗原性都高，

说明糖基化能起到降低热处理的ＷＰＩ中的βＬＧ的

抗原性的作用。犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶１，反应

１２ｈ内βＬＧ抗原性从９６．７７μｇ／ｍＬ降低到４１．８０

μｇ／ｍＬ，随后随时间延长逐渐升高，但在８４ｈ内

βＬＧ抗原性均低于初始值。犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为

１∶４，反应２４ｈ内βＬＧ抗原性从９７．８２μｇ／ｍＬ降

低到２８．２５μｇ／ｍＬ，降低效果显著，随后随时间延

长没有明显变化，在１２０ｈ内βＬＧ抗原性均低于初

始值（图３）。ＣｏｒｚｏＭａｒｔｉｎｅｚ
［９］通过糖基化将半乳

糖和塔格糖引入βＬＧ，同样有效降低了βＬＧ的抗

原性。

图３　反应时间对不同 犠犘犐与犐犕犗质量比的

犠犘犐犐犕犗中β犔犌抗原性的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆβＬＧ

ｉｎＷＰＩＩＭＯｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｒａｔｉｏ
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糖基化产物的αＬＡ和βＬＧ抗原性变化与糖

对抗原表位的掩蔽作用及在干热处理中 ＷＰＩ暴露

的新的抗原表位有关。对照组 ＷＰＩ中的αＬＡ和

βＬＧ抗原性随时间增加，这可能是因为在干热处理

中 ＷＰＩ不断暴露新的抗原表位，这与布冠好
［１０］在

不同温度湿法热处理 ＷＰＩ得到的结果一致。糖基

化过程中，ＷＰＩＩＭＯ均一定程度低于相同条件下

ＷＰＩ中的αＬＡ和βＬＧ的抗原性，这可能是因为

ＩＭＯ不断与 ＷＰＩ结合掩蔽了抗原表位。当抗原性

高于初始值时，可能是因为糖基化对抗原表位的掩

蔽作用不足以抵消新暴露的抗原表位，抗原性低于

初始值时，可能是因为糖基化对抗原表位的掩蔽作

用可以抵消新暴露的抗原表位。

从犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）对αＬＡ和βＬＧ抗原性

的影响看，犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶１时，反应１２ｈ

内，αＬＡ 抗 原 性 升 高，而 βＬＧ 抗 原 性 降 低；

犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶４时，反应１２ｈ内，αＬＡ

和βＬＧ抗原性均降低。Ａｎｄｒａｓ
［１１］研究表明葡萄糖

与小麦蛋白糖基化不能降低小麦蛋白的抗原性，芦

晶［１２］研究表明葡萄糖与乳清蛋白糖基化能降低乳

清蛋白的抗原性。这说明相同的糖对不同蛋白的抗

原表位的掩蔽效果不同。

２．３　犠犘犐与犐犕犗的质量比对 犠犘犐犐犕犗抗原性

的影响

２．３．１　对 ＷＰＩＩＭＯ中αＬＡ抗原性的影响

热处理 ＷＰＩ中αＬＡ抗原性最高（图４），这说

图４　犠犘犐与犐犕犗质量比对 犠犘犐犐犕犗中

α犔犃抗原性的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆＷＰＩａｎｄＩＭＯｏｎ

ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆαＬＡｉｎＷＰＩＩＭＯ

明犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶６～２∶１都有降低热处

理 ＷＰＩ中的αＬＡ 抗原性的作用。与 ＷＰＩ相比，

犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶６和１∶４能有效的降低

αＬＡ的抗原性，犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶２没有效

果，犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶１和２∶１的 ＷＰＩ

ＩＭＯ中αＬＡ的抗原性比初始值高。这说明αＬＡ

的抗原性随犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）的减小而下降。

２．３．２　对 ＷＰＩＩＭＯ中βＬＧ抗原性的影响

热处 理 ＷＰＩ 中 βＬＧ 抗 原 性 最 高，说 明

犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶６～２∶１都有降低热处理

ＷＰＩ中的 βＬＧ 抗原性的作用。与 ＷＰＩ相比，

犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶６、１∶４、１∶２、１∶１能有

效的降低βＬＧ的抗原性，犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为

２∶１的 ＷＰＩＩＭＯ中βＬＧ抗原性比初始值高（图

５）。这说明βＬＧ的抗原性随犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）

的减小而下降，这与布冠好［１３］对乳清蛋白与葡萄糖

糖基化的研究结果相似。与图４相比，ＷＰＩ低聚异

麦芽糖中βＬＧ抗原性降低的效果比αＬＡ好。

图５　犠犘犐与犐犕犗的质量比对 犠犘犐犐犕犗中

β犔犌抗原性的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆＷＰＩａｎｄＩＭＯｏｎ

ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆβＬＧｉｎＷＰＩＩＭＯ

３　结　论

１）低聚异麦芽糖在与乳清分离蛋白糖基化过程

中能掩蔽一定的抗原表位，在一定条件下ＩＭＯ能有

效降低 ＷＰＩ中αＬＡ和βＬＧ的抗原性。

２）当犿（ＷＰＩ）∶犿（ＩＭＯ）为１∶６～２∶１时，

αＬＡ和βＬＧ的抗原性随 ＷＰＩ与ＩＭＯ质量比的减

小而降低。
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