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牛乳αS1-酪蛋白与大豆蛋白交叉过敏原的识别鉴定
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摘  要：为识别牛乳αS1-酪蛋白和大豆蛋白的交叉过敏原，鉴定其致敏特性，揭示交叉过敏机理，首先以牛乳过敏

患者血清、αS1-酪蛋白小鼠单克隆抗体为探针，通过免疫印迹方法识别大豆蛋白交叉过敏原，然后通过生物信息学

工具比对了交叉过敏原与αS1-酪蛋白的氨基酸序列相似性，进而通过体外消化实验和加热实验探究交叉过敏原的稳定

性。结果表明：牛乳αS1-酪蛋白和大豆蛋白的交叉过敏原为β-伴大豆球蛋白α亚基（Gly m Bd 60K），十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰氨凝胶电泳结果表明Gly m Bd 60K在2 min消化完全，并且加热对过敏原的交叉反应性没有影响。
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Abstract: In this paper, we firstly identified cross-reactive soybean allergens using sera from cow milk allergic infants 
and mouse monoclonal antibodies. Then, the amino acid sequence similarity between the cross-reactive allergens and cow 
milk αS1-casein was analyzed by using bioinformatics software. In addition, the stability of the cross-reactive allergens 
was examined to in vitro digestion in simulated gastric fluid and to heating. The results showed that α subunit of 
β-conglycinin (Gly m Bd 60K) was identified as cross-reactive allergen. SDS-PAGE analysis demonstrated that Gly 
m Bd 60K could be completely digested in 2 min. Heating did not change the cross-reactivity of Gly m Bd 60K with  
αS1-casein monoclonal antibodies.
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世界粮农组织1995年报告，90%以上的食物过敏是

由牛奶、鸡蛋、鱼、甲壳类动物、花生、大豆、坚果类

和小麦引起。一些过敏患者对某种食物过敏，然后食用

其他同源食物或非同源食物也可能产生过敏反应，这种

现象称为食物的交叉过敏，但是与同源食物发生过敏的

频率及强度显著高于非同源食物，比如牛乳与其他动物

乳类、虾和贝壳海产品，花生和其他豆类食物等 [1-3]。

食物交叉过敏的普遍性和复杂性增加了食物过敏发生的

概率，同时增加了建立精准高效的过敏原定量检测方法

及开发低过敏食品的难度。过敏原的交叉反应研究一直

是食品过敏学领域的重要研究课题，识别鉴定交叉过敏

原，分析其结构与致敏特性的关系，对于过敏原检测、



※生物工程	                            食品科学	 2019, Vol.40, No.18  71

诊断以及过敏原脱敏疫苗设计，指导过敏患者合理饮

食，开发新型低过敏食品，合理有效避免交叉过敏反应

发生均具有重要的意义。

每100 mL牛乳约含有3 g蛋白质，包含至少25 种不同

的蛋白质，是婴幼儿最理想的母乳替代品，但是牛乳中

这些蛋白质都可能是潜在的过敏原[4]，研究表明，酪蛋白

中的4 种组分是主要过敏原，并且αS1-酪蛋白的致敏性要

强于αS2-、β-、κ-酪蛋白[5-6]。大豆蛋白质的氨基酸组成平

衡合理，可以提供婴幼儿正常的生长和免疫需求，并且

成本低，适口性好，因此大豆蛋白质也被广泛应用于婴

幼儿食品中。通常将大豆种子中的过敏原蛋白可分为5 大
类，Gly m 5（β-伴大豆球蛋白）、Gly m Bd 30K/P34、
Gly m Bd 28K/P28、Gly m 6（大豆球蛋白）和Gly m Ti
（胰蛋白酶抑制剂）[7]。本课题组前期系统研究了牛乳主

要过敏原αS1-酪蛋白的作用表位及关键氨基酸[8]，而牛乳

αS1-酪蛋白与大豆蛋白中的致敏蛋白是否存在交叉过敏反

应是本研究的重点内容。

本研究以牛乳过敏婴幼儿血清、αS1-酪蛋白单克隆抗

体为探针，通过免疫印迹实验识别鉴定大豆蛋白质交叉

过敏原，并通过生物信息学软件进行序列比对，验证体

外实验结果，最后深入探究了交叉过敏原的消化稳定性

和热稳定性。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

αS1-酪蛋白 美国Sigma公司；αS1-酪蛋白单克隆 

抗体 实验室自制；低分子质量标准蛋白 北京天根

生物科技有限公司；HRP-鼠抗人IgE、HRP-羊抗小鼠IgG 

北京友谊中联生物技术有限公司；大豆分离蛋白 上海

源叶生物科技有限公司；96 孔酶标板 北京拜尔迪生物

技术有限公司；聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，
PVDF）膜 美国密理博公司。

1.2 仪器与设备

KHB ST-360酶标仪 上海科华实验系统有限公司；

DYY-7C型电泳仪、电热恒温水浴锅 北京市六一仪器厂； 

S H - 2磁力搅拌器  北京东方开物科学器材公司；

BSA124S-CW电子天平 赛多利斯科学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 牛乳过敏患者血清的收集

筛选8 名牛乳过敏患者（年龄在2～3 岁），4 男
4  女，临床症状均为特异性皮炎，收集血清，血清

IgE抗体含量为25～100 kU /L。5 名非牛乳过敏儿童 

（5～10 岁）血清作为阴性对照。阳性、阴性血清均等体

积混合用以识别交叉过敏原。

1.3.2 牛乳αS1-酪蛋白单克隆抗体的制备、亚型鉴定及

效价测定

牛乳αS1-酪蛋白单克隆抗体的制备按照Docena等 [9]

的方法，亚型鉴定采用IgG酶联免疫吸附实验（enzyme 
linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒测定，间接

ELISA法测定单抗效价[10]，以5 μg/mL的αS1-酪蛋白（溶解

液为50 mmol/L pH 9.6的碳酸盐缓冲液）作为包被抗原，

抗体按1∶1 000、1∶2 000、1∶4 000、1∶8 000、1∶16 000、
1∶32 000倍数稀释（稀释液为磷酸盐缓冲溶液），底物

显色液为60 mg四甲基联苯胺溶于10 mL二甲基亚砜配

制而成。以未被免疫的正常小鼠血清为阴性对照，测定

450 nm波长处的OD值。

1.3.3 牛乳αS1-酪蛋白与大豆蛋白交叉反应原的鉴定

分别以牛乳过敏患者血清、αS1-酪蛋白单抗为探针，

用免疫印迹法识别大豆蛋白交叉过敏原。首先用十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）分离αS1-
酪蛋白、α-酪蛋白、大豆分离蛋白、牛乳蛋白，然后将

分离胶上的蛋白转印到PVDF膜上，进而在膜上完成免

疫印迹反应，一抗为牛乳过敏患者混合血清（稀释倍数

1∶10）或αS1-酪蛋白抗体（稀释倍数1∶16 000），二抗

为HRP-鼠抗人IgE（稀释倍数1∶2 000）或HRP-羊抗小

鼠IgG（稀释倍数1∶4 000），以4-氯-1-萘酚为底物显色 

液[11-13]。阴性血清作对照。

1.3.4 牛乳αS1-酪蛋白与大豆Gly m Bd 60K的氨基酸序

列比对

通过GenBank检索αS1-酪蛋白与Gly m Bd 60K的基因

序列，应用DNAStar软件导出各蛋白的氨基酸序列，利用

NCBI网页工具中的BLASTp工具比对相似氨基酸序列[14-17]。

1.3.5 交叉过敏原在模拟胃液中的消化稳定性

胃蛋白酶活力的测定采用GB/T 23527－2009《蛋白

酶制剂》[18]中的福林-酚法。消化稳定性实验参照国家标

准农业部869号公告-2-2007《模拟胃肠液外源蛋白质消化

稳定性试验方法》[19]进行。以国际公认的过敏原鸡蛋清

白蛋白、大豆胰蛋白酶抑制剂为阳性对照，无致敏性的

马铃薯酸性磷酸酶为阴性对照。将模拟胃液消化处理的

样品进行SDS-PAGE。
1.3.6 加热对过敏原交叉反应特性的影响

以不同加热时间和加热温度对分离提取的大豆蛋

白Gly m Bd 60K进行加热处理，分别于70、100 ℃对

Gly m Bd 60K加热10、20、30、40、50、60 min。通过免

疫印迹实验以αS1-酪蛋白单抗为探针评价加热对过敏原交

叉反应性的影响。

1.4 数据分析

采用微软Excel 2010软件进行图表制作，采用SPSS 
17.0进行数据分析。
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2 结果与分析

2.1 牛乳过敏患者血清识别交叉过敏原

MA 1 2 3 4

97.4 kDa
66.2 kDa
43.0 kDa

31.0 kDa

20.1 kDa

14.4 kDa

B 1 2 3 4

Gly m Bd 60K

αS1-

11S

C 1 2 3 4

11S

A.SDS-PAGE图；B.阳性血清识别结果；C.阴性血清识别结果。M. Marker，
下同；1. αS1-酪蛋白；2. α-酪蛋白；3.大豆分离蛋白；4.牛乳蛋白。

图 1 牛乳过敏患者血清识别大豆蛋白交叉过敏原

Fig. 1 Identification of cross-reactive allergens with cow milk allergic 

patients’ sera

如图1A所示，第3泳道大豆蛋白条带由上到下分别

为α’亚基、α亚基、β亚基、A3、11S酸性链、38 kDa、
11S碱性链、14.4 kDa蛋白，第4泳道牛乳蛋白条带由

上到下分别为乳铁蛋白、血清白蛋白、免疫球蛋白、 

α-酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白、β-乳球蛋白和α-乳白

蛋白。图1B为牛乳过敏患者混合血清识别4 种蛋白的结

果，牛乳过敏患者混合血清与αS1-酪蛋白发生了特异性

反应，说明患者血清中含有αS1-酪蛋白特异性IgE。牛

乳过敏患者混合血清与大豆中的β-伴大豆球蛋白α亚基

（Gly m Bd 60K）和11S碱性链发生了免疫反应。为排除

假阳性反应，用小鼠阴性血清进行了免疫印迹实验，如

图1C所示，阴性小鼠血清与αS1-酪蛋白、α-酪蛋白没有发

生反应，与大豆分离蛋白反应了一个条带，分子质量为

21 kDa的11S碱性链，说明11S碱性链为非特异性吸附。

即牛乳过敏患者血清识别大豆蛋白的交叉过敏原为β-伴
大豆球蛋白α亚基（Gly m Bd 60K）。

2.2 牛乳αS1-酪蛋白单克隆抗体识别交叉过敏原

经鉴定αS1-酪蛋白单克隆抗体的亚型为IgG1，效价

为1∶320 000。将凝胶上的蛋白条带成功转印到PVDF膜
上后，然后通过免疫印迹实验鉴定抗体与大豆蛋白的

交叉反应特性，结果见图2A，αS1-酪蛋白、α-酪蛋白、

大豆分离蛋白与α S1-酪蛋白抗体均发生了免疫反应，

与大豆分离蛋白反应结果显示出2 个条带，测定其分

子质量分别为68、21 kDa，即为β-伴大豆球蛋白α亚基

（Gly m Bd 60K）和11S碱性链。为排除假阳性反应，用

小鼠阴性血清进行了免疫印迹抑制实验，如图2B所示，

小鼠阴性血清与αS1-酪蛋白、α-酪蛋白没有发生反应，与

大豆分离蛋白反应了1 个条带，分子质量为21 kDa，即为

大豆11S碱性链。因此大豆β-伴大豆球蛋白α亚基与αS1-酪
蛋白抗体发生了特异性免疫反应，为交叉过敏原。

B 1 2 3

11S

A 1 2 3

11S

Gly m Bd 60K

αS1-  

A.阳性血清识别结果；B.阴性血清识别结果。

1. αS1-酪蛋白；2. α-酪蛋白；3.大豆分离蛋白。 
图 2 αS1-酪蛋白单克隆抗体识别大豆分离蛋白的免疫印迹图

Fig. 2 Immunoblotting of soybean protein isolate identified by  

αS1-casein monoclonal antibodies

2.3 牛乳αS1-酪蛋白与大豆Gly m Bd 60K的氨基酸序列

比对

αS1-酪蛋白在GenBank的登录号为AAA30429.1，Gly 
m Bd 60K的登录号为BAA23360.2，应用DNAStar软件导

出各蛋白的氨基酸序列。用BLASTp工具分析两种蛋白质

的序列相似性为39%，两种蛋白的相似氨基酸序列如表1
所示。

表 1 αS1-酪蛋白与Gly m Bd 60K的相似氨基酸序列

Table 1 Similar amino acid sequences between αS1-casein and  

Gly m Bd 60K

过敏原 第1组相似序列 第2组相似序列

αS1-酪蛋白 K49EKVNELSKDIGSESTEDQAMED71 Q112LLRLKKYKVPQLEIVPNS130

Gly m Bd 60K K319EQIRALSKRAKSSSRKTISSED341 Q164LQNLRDYRILEFNSKPNT182

2.4 交叉过敏原的消化稳定性
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图 3 过敏原在体外模拟胃液中消化性后的SDS-PAGE图

Fig. 3 SDS-PAGE profile of allergens digested in simulated gastric fluid

本实验以鸡蛋清白蛋白、大豆胰蛋白酶抑制剂为阳

性对照，以马铃薯酸性磷酸酶为阴性对照，通过比较这

5 种蛋白在体外模拟胃消化系统中的稳定性，探究交叉

过敏原Gly m Bd 60K（β-伴大豆球蛋白的α亚基）的稳定

性。如图3所示，大豆胰蛋白酶抑制剂到60 min仍未被胃

蛋白酶消化，推测其具有很强的抗消化性；鸡蛋清白蛋

白在30 min时条带完全消化；αS1-酪蛋白在2 min时条带

完全消化；马铃薯酸性磷酸酶经过胃蛋白酶消化15 s时条

带消失。交叉过敏原Gly m Bd 60K在15 s条带颜色虽然变

浅，但仍清晰可见，2 min时条带消失，推测Gly m Bd 60K
在模拟胃液中的消化时间为2 min。根据SDS-PAGE结果，

消化稳定性由强到弱为大豆胰蛋白酶抑制剂＞鸡蛋清白蛋

白＞αS1-酪蛋白= Gly m Bd 60K＞马铃薯酸性磷酸酶，大豆

交叉过敏原Gly m Bd 60K的消化稳定性比较好。

2.5 加热对过敏原交叉反应性的影响

A 1 2 3 4 5 6

Gly m Bd 60K

B 1 2 3 4 5 6

C 1 2 3 4 5 6

Gly m Bd 60K

D 1 2 3 4 5 6

A、B.分别为70 ℃加热Gly m Bd 60K后与阳性血清、阴性

血清免疫印迹反应结果；C、D.分别为100 ℃加热Gly m Bd 
60K后与阳性血清、阴性血清免疫印迹反应的结果。1～6.
分别为Gly m Bd 60K加热10、20、30、40、50、60 min。 

图 4 70、100 ℃加热Gly m Bd 60K免疫印迹鉴定图

Fig. 4 Immunoblotting pattern of Gly m Bd 60K heated at 70 or 100 ℃

从图4可以看出，在70、100 ℃加热不同时间，

Gly m Bd 60K与αS1-酪蛋白单克隆抗体发生了特异性免疫

反应，阴性血清结果有效排除了假阳性反应，即加热没

有影响Gly m Bd 60K与αS1-酪蛋白抗体的交叉反应性。

3 讨 论

食物交叉过敏一般发生在同源性比较高或者是具

有相似线性表位或构象表位的过敏蛋白之间，有研究

表明构象表位在交叉过敏反应中贡献不大 [20]。目前公

认的预测交叉过敏反应标准为：在超过80 个氨基酸残

基的过敏蛋白质中，其序列的同源性大于30%或者具

有6 个连续相似的氨基酸序列，则认为有可能产生交

叉过敏反应 [21]，但是预测的结果往往会出现假阳性，

如果同源性大于35%，假阳性减少4%[22]。因此，过敏原

之间序列的同源性的比较只作为一种预测交叉过敏的方
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法，体外实验检测以及临床的诊断才是确认过敏原是否

存在交叉过敏的有效方法。本研究通过生物信息学工具

和软件预测αS1-酪蛋白和Gly m Bd 60K蛋白序列相似性为

39%，并找到两组相似氨基酸序列，两种蛋白可能会发

生交叉过敏反应。

牛乳过敏发生率呈上升趋势，3 岁以内儿童牛乳过

敏发生率超过8%[23]，由于乳蛋白之间的抗原表位存在显

著的同源性，目前已有研究表明，许多其他哺乳动物乳

蛋白与牛乳蛋白存在较强的交叉反应。例如，在Restani
等[24]的研究中，牛乳过敏患者血清的IgE能够识别水牛

和羊的乳品蛋白，交叉过敏原主要是α-酪蛋白和β-乳球

蛋白，而且在抗体血清IgE识别中，50%的羊乳与牛乳具

有相同的亲和力，而抗体血清对骆驼乳或人乳的蛋白质

没有免疫反应。大约50%的牛乳过敏患者对αS1-酪蛋白 

过敏 [25]。根据国际免疫联合会对过敏原的统一命名， 

αS1-酪蛋白命名为Bos d 9，分子质量为25.2 kDa，为1 条
单链的磷酸化蛋白质，由199 个氨基酸构成，脯氨酸含

量较高，包括大约70%的无规则结构和小部分的二级结

构，二级结构主要是α-螺旋和β-折叠，没有二硫键，三级

结构比较简单[26]。对于牛乳过敏症的治疗方法主要是避

免饮食中的牛乳蛋白质，为此对于牛乳过敏婴幼儿，基

于大豆蛋白的配方粉是最理想的替代品。大豆基婴幼儿

配方粉在全球的使用已有100 a左右，在美国、加拿大、

中国等国占有一定的婴幼儿配方食品市场。然而，一些

牛乳过敏婴幼儿也对大豆蛋白过敏[27]。因此开展牛乳蛋

白与大豆蛋白交叉过敏原的研究具有重要的现实意义。

近几年国内外开始探究牛乳与大豆蛋白的交叉过敏

原。Curciarello等[28]研究发现牛乳酪蛋白与大豆蛋白的

交叉过敏原为Gly m 5，识别的IgE和IgG作用表位存在

于α亚基，并且包括构象表位。进而，还发现大豆P34
与牛乳酪蛋白也具有序列相似的作用表位[29]。Candreva
等 [30]用牛乳过敏患者血清识别到大豆交叉过敏原蛋白

Gly m Bd 28K，其能够引起人外周血嗜碱性粒细胞脱颗

粒，诱发免疫小鼠IL-13分泌。Candreva等[31]通过酶解的

方法获得αS1-酪蛋白和Gly m 5的多肽，发现识别的αS1-酪
蛋白的4 个作用表位与Gly m 5的3 个作用表位存在共同

的序列区域。在此基础上，本研究以中国牛乳过敏婴幼

儿血清为探针，通过免疫印迹方法识别鉴定大豆蛋白的

交叉过敏原为β-伴大豆球蛋白α亚基，即Gly m Bd 60K蛋

白，体外模拟胃液消化实验表明α亚基具有较强的抗消化

性，热处理不会影响牛乳αS1-酪蛋白单克隆抗体与α亚基

的免疫反应特性。

临床对过敏患者治疗时，要充分考虑食物之间的

交叉反应性，既要找到可能造成高过敏风险的食物，还

要避免不必要的食物限制。事实上，对于一些食物，即

使体外检测呈阳性的交叉敏感性，但真正的交叉反应性

识别并没发生，在研究中对这两个名词存在一些混淆，

交叉反应性是用于定义真正的临床反应[32]。例如，腰果

过敏患者对开心果具有交叉敏感性，大多数花生过敏患

者可能对其他豆类会呈阳性反应，但可以毫无影响地食

用。体内实验是验证食物过敏原具有交叉反应特性的最

有效手段，这也是未来交叉过敏原研究的重点内容。目

前，对于导致不同食物间交叉过敏的免疫病理学的详细

机制尚不完全清楚，由于过敏原之间的交叉过敏受到越

来越多的关注，对交叉过敏反应的机理研究也成为当务

之急。
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