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高压脉冲电场结合糖基化对β-乳球蛋白抗原性 

与结构的影响 
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摘要：β-乳球蛋白（β-lactoglobulin，β-Lg）是一种营养丰富的牛乳清蛋白，但也是导致牛乳过敏的主要过敏原；本文以β-Lg为

研究对象，通过酶联免疫吸附法、电泳、圆二色谱及荧光光谱等方法，在蛋白与糖的质量比为1:2、修饰温度60 ℃、反应时间3 h、反

应环境pH 7.4和不同高压脉冲电场（pulsed electric fields，PEF）强度反应条件下，对β-Lg-半乳糖复合物中β-Lg的抗原性变化及反应产

物的结构特性进行研究。结果表明：经过PEF结合糖基化处理后，β-Lg抗原性显著降低，且PEF预处理会促进β-Lg抗原性降低，在电

场强度25 kV/cm下预处理90 µs后进行糖基化，β-Lg抗原性降低最多，降低了约72.9%；其分子量增大；α-螺旋和β-转角结构减少，而β-

折叠和无规则卷曲结构逐渐增多；表面疏水性和内源性荧光强度均降低；自由巯基含量先升高后下降，这为制备低致敏性β-Lg提供了

一种新的方法。 
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Abstract: β-Lactoglobulin (β-Lg) is a nutrient-rich bovine whey protein, but it is a major allergen in milk. In this study, we investigated 

β-Lg, and the changes in the antigenicity of the β-Lg in β-Lg-galactose conjugates and the structural properties of reaction products as 

determined using indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE), circular dichroism spectroscopy, and fluorescence spectroscopy. The reaction conditions were as follows: mass ratio of β-Lg and 

galactose, 1:2, modification temperature, 60 ℃, reaction time, 3 h and reaction pH 7.4. The pulsed electric field (PEF) intensity was varied. The 

results showed that after the pretreatment with glycation and PEF, the antigenicity of β-Lg significantly reduced, and PEF pretreatment promoted 

the decrease in antigenicity. When the sample was treated with PEF at 25 kV/cm for 90 µs, followed by glycation, the largest drop in the 

antigenicity of β-Lg was achieved (about 72.9%). After pretreatment with glycation coupled with PEF, the molecular weight of β-Lg increased. 

The contents of α-helix and β-turns decreased while the content of β-sheet and random coil increased. The intrinsic fluorescence intensity and 

surface hydrophobicity decreased, and the free sulfhydryl content first increased and then decreased. In this study, we describe a novel method 

for producing low-allergic β-Lg. 
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β-乳球蛋白是一种优质的牛乳清蛋白，营养丰富，

含有人体必需的氨基酸和矿物质元素。同时具有多种

功能特性，被广泛应用于食品加工中。但是，β-Lg 是 
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的开发与高效利用 

导致牛乳过敏的主要过敏原，在牛乳过敏人群中，对

β-Lg 过敏的患者高达 82%[1]。近年来，国内外对降低

β-Lg 的抗原性进行了大量的研究。其中，利用化学改

性蛋白质如糖基化、磷酸化和聚乙二醇（PEG）改性

等较为广泛；Enomoto 等[2]利用麦芽五糖与 α-乳白蛋

白结合，降低了 α-乳白蛋白的抗原性，同时蛋白构象

也发生了改变；Li 等[3]采用麦芽糖与草鱼小清蛋白进
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行糖基化处理，显著降低了小清蛋白的抗原性；Iwan
等[4]利用葡萄糖与榛子过敏原 Cor a 11 进行糖基化处

理，降低了 Cor a 11 的抗原性。然而，目前未见脉冲

电场结合糖基化改性 β-Lg 的相关研究报道。本文采用

脉冲电场结合糖基化改性 β-Lg 发现，PEF 预处理会促

进 β-Lg 的抗原性降低，将两种改性技术相结合，以达

到更好地降低 β-Lg 抗原性的效果。而且脉冲电场技术

具有良好的应用特性，工业前景十分看好。 
高压脉冲电场（pulsed electric fields，PEF）是一

种新型的非热食品加工技术，已经较广泛地应用于杀

菌、钝酶、物质提取、酒类催陈和农药残留降解等[5,6]。

相对于传统的热加工处理技术，其处理条件温和，能

够很大程度地避免食品在处理过程中的感官品质和物

理特性的变化，因此，能最大限度的保持食品原有的

感官品质和营养成分。目前，PEF 对食品蛋白质的研

究主要集中在对蛋白质理化性质的研究，如乳化性、

凝胶性与表观粘度等，而关于 PEF 对过敏原蛋白抗原

性的报道几乎没有。 
目前，关于使用两种或两种以上的加工方法降低

蛋白质抗原性的报道还较少。Zhong 等[7]利用动态高

压微射流协同糖基化处理 β-Lg，发现 β-Lg 的抗原性

降低显著；Lopez-Exposito 等[8]利用超高压结合酶解法

处理卵清蛋白，发现卵清蛋白的抗原性明显降低。因

此，本论文通过脉冲电场结合糖基化改性 β-Lg，探究

其抗原性和空间结构之间的关系，这对脉冲电场加工

控制过敏原蛋白抗原性的关键技术研究具有理论指导

意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

β-乳球蛋白、半乳糖、鱼皮明胶和羊抗兔酶标二

抗（美国 Sigma 公司）；兔抗 β-Lg 血清（实验室自制）；

其他所需试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

电泳仪，美国 BIO-RAD 公司；高压脉冲电场设

备，中国农业大学与清华大学自主研发；F-7000 荧光

光谱仪，日本日立公司；HF 2000 酶标分析仪，北京

华安麦科；Bio-Logic MOS 450 CD 圆二色谱仪，法国

Bio-Logic 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  PEF处理 
用0.01 mol/L、pH 7.4的磷酸盐缓冲液（phosphate 

buffer，PBS）将β-Lg配成1 mg/mL的溶液，处理时间

为90 μs，电场强度为5、15、25和35 kV/cm。波形为

单极性方波，电场强度E和总处理时间t计算方法[9]： 

d
UE =

 

v
WfVnt ×××

=
 

式中：U，实际电压，kV；d，电极板间距 0.4，cm；n，

处理室个数；V，处理腔体积 0.05，mL；f，频率，Hz；W，

脉宽，μs；v，流速（mL/s）。 

1.3.2   糖基化处理 
根据 Zhang 等[10]的方法稍作修改，β-乳球蛋白与

半乳糖按质量比 1:2 混匀，冻干。将冻干后的粉末置

于培养箱中在 65 ℃，65%的相对湿度（饱和碘化钾

溶液）下反应 3 h，反应结束后将离心管立即置于冰浴

中终止反应。糖基化反应结束后，加入预先冷却的超

纯水复溶，然后采用截留分子量为 10 ku 的超滤离心

管除去盐和多余的糖。最终将样品中蛋白质的浓度调

为 1 mg/mL，并置于-20 ℃待用。 
1.3.3   SDS-PAGE凝胶电泳 

根据 Zhang 等[11]的方法，采用 12%的分离胶，5%
的浓缩胶，样品与 4×上样缓冲液按照 3:1 的比例混合，

沸水加热 5 min 左右，离心 1 min。开始上样，上样量

8 μL。电泳结束后，用染色液（考马斯亮蓝 G250 等）

染色 30 min，然后用 7%的冰乙酸进行脱色。 
1.3.4  圆二色谱（CD）分析 

蛋白质的二级结构采用圆二色谱法进行测定。测

定条件：样品浓度0.2 mg/mL，扫描速度100 nm/min，
扫描范围190~250 nm，带宽1.0 nm[1,2]。结果采用圆二

分析软件dichroweb进行分析。 
1.3.5  内源性荧光的测定 

采用F-7000荧光光谱仪测定β-Lg内源荧光强度。

参照 Lucia 等[1,2]方法，β-Lg 溶液用 0.01 mol/L、pH 7.0
的磷酸盐缓冲溶液稀释至质量浓度 0.5 mg/mL。测定

条件：激发波长为 280 nm，发射波长为 300~450 nm，

激发和发射的狭缝宽度均为 5 nm，扫描速度为 1200 
nm/min。 
1.3.6  表面疏水性的测定 

采用ANS荧光探针法测定表面疏水性。将ANS（8-
苯胺-1-萘磺酸）作为荧光探针，用0.01 mol/L、pH 7.4 
PBS配制一定浓度梯度的β-Lg溶液，然后与等量的

ANS溶液混合，测定其荧光强度。测定条件：激发波

长为370 nm，发射波长为400~600 nm，扫描速度为

1200 nm/min，激发和发射的狭缝宽度均为10 nm。以

蛋白浓度（mg/mL）为横坐标，荧光强度为纵坐标模
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拟曲线，表面疏水性（H0）为拟合曲线的斜率[13]。 
1.3.7  自由巯基含量的测定 

自由巯基含量测定采用Ellman's DTNB法[14]，取

1.0 mL、1 mg/mL的β-Lg溶液与4.0 mL Tris-Gly缓冲溶

液混合，再加入Ellman's试剂，于25 ℃温育30 min，
然后在412 nm下检测吸光值。所有样品重复三次、计

算平均值。计算方法如下： 
( ) D/CA73.53μmol/g 412××=自由巯基含量  

式中，D：稀释倍数；C：样品浓度（mg/mL）。 

1.3.8  抗原性评估 
抗原性的测定采用间接竞争 ELISA 法。酶标板中

每孔加入 100 μL、2 μg/mL 的 β-Lg 标准品在 37 ℃包

被 45 min。每孔加入 250 μL、质量分数为 1%的鱼皮

明胶，在 37 ℃温浴 35 min。依次加入 50 μL 不同浓

度的 β-Lg 标准品以及 50 μL、15 μg/mL 不同条件 PEF
结合糖基化处理的样品，再加入50 μL兔抗β-Lg血清，

37 ℃温浴 30 min。再每孔加入 100 μL 羊抗兔酶标二

抗，37 ℃温浴 30 min，每步操作之后均用 PBST 溶液

洗板 3 次并拍干。加显色液（TMB，四甲基联苯胺）

显色，37 ℃避光反应 15 min，最后每孔加入 100 μL、
2 mol/L H2SO4溶液终止反应，酶标仪 450 nm 检测及

结果分析[15,16]。以 β-Lg 标准品浓度（0.5~64 μg/mL）
的对数为横坐标，吸光值为纵坐标绘制标准曲线，根

据标准曲线即可算出不同 PEF 处理条件下 β-Lg 样品

的抗原性（μg/mL），从而算出抗原性降低率。计算公

式如下： 

100
C

C-C
(%) ×=

原样

待测原样抗原性降低率
 

式中，C 原样：根据标准曲线计算出的原样的抗原性（μg/mL）；

C 待测：根据标准曲线计算出的待测样品的抗原性（μg/mL）。 

1.3.9  数据统计与分析 

实验数据采用 Origin 8.6 软件作图，SPSS 17.0 软

件进行显著性分析（p<0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  SDS-PAGE凝胶电泳分析 

β-Lg单体由162个氨基酸组成，分子量为18.4 ku，
图 1 为 PEF 结合糖基化处理对 β-Lg 分子量的影响。

根据图1的电泳图谱可以看出，与未处理的β-Lg相比，

经 PEF 结合糖基化处理的样品电泳条带明显上移，说

明糖基化反应后 β-Lg 与糖分子发生了共价交联反应，

β-Lg 的分子量增大。随着 PEF 场强强度的增大，电泳

条带没有明显变化，说明 PEF 处理不会改变 β-Lg 分

子量。另外，在分子量 31~43 ku 范围内出现一条明显

的条带，原因是热处理作用使 β-Lg 形成了共价二聚体
[17]。 

 
图1 PEF结合糖基化处理对β-Lg分子量的影响 

Fig.1 Effects of the pretreatment combination of glycation 

with PEF on the molecular weight of β-Lg 

注：1 为 Marker；2 为 β-乳球蛋白；3~7 分别为 0、5、15、

25 和 35 kV/cm 糖基化 β-乳球蛋白。 

2.2  圆二色谱分析 

表1 PEF结合糖基化处理对β-Lg二级结构各组分含量的影响 

Table 1 Effects of the pretreatment combination of glycation with PEF on the content (%) of β-Lg secondary structure 

蛋白样品 
二级结构组成/% 

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲 

未处理 22.0±1.20b 36.9±1.20a 20.4±1.10b 20.6±0.10a 

5 kv/cm、90 µs 21.1±1.30b 37.2±1.50a 17.3±0.30a 22.5±1.60ab 

15 kv/cm、90 µs 20.2±0.10b 38.8±0.40ab 16.6±0.40a 23.6±0.10bc 

25 kv/cm、90 µs 17.0±0.10a 41.1±0.10bc 16.7±0.50a 25.4±1.20c 
35 kvcm、90 µs 15.2±0.40a 44.4±0.60c 16.4±0.60a 24.2±0.10bc 

注：实验结果以平均值±标准偏差表示（n=3），同列不同小写字母代表具有显著性差异（p<0.05）。 

圆二色谱是检测蛋白质二级结构的常用方法。β-Lg
是以β-折叠为主的球蛋白，由9条反平行的β-折叠和一

条α-螺旋组成。表1所示是通过Bio-Logic MOS 450圆二

色谱仪测定的不同PEF结合糖基化处理对β-Lg二级结

构各组分含量的影响。由表1可知：α-螺旋和β-转角结

构减少，同时β-折叠和无规则卷曲结构逐渐增多，但仍

然以β-折叠为主。可能的原因是PEF处理破坏了氢键作

用，使蛋白质结构展开，二级结构遭到破坏。这与Li
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等[18]研究PEF处理对大豆分离蛋白二级结构的影响类

似。 

2.3  内源性荧光分析 

 
图2 PEF结合糖基化处理对β-Lg内源性荧光强度的影响 

Fig.2 Effects of the pretreatment combination of glycation with 

PEF on the intrinsic fluorescence intensity of β-Lg 

蛋白质分子中因含有色氨酸（Trp）、酪氨酸（Tyr）、
苯丙氨酸（Phe）能发射荧光，具有内源荧光性。β-Lg
的内源荧光主要来源于色氨酸（Trp）。图2为不同电场

强度PEF结合糖基化处理对β-Lg内源性荧光强度的影

响。由图2可知，经过脉冲电场结合糖基化处理，β-Lg
的内源荧光强度显著降低，在电场强度35 kv/cm、90 µs
时荧光强度最低。可能的原因是脉冲电场处理使得

β-Lg分子展开，Trp和Tyr等发色团暴露于溶剂中发生

荧光猝灭，导致荧光强度降低。β-Lg单体主要包括两

个色氨酸（Trp19和Trp61）。根据相关报道发现[19]，β-Lg
的糖基化位点可能主要发生在Lys60位置，β-Lg在
Lys60位置与半乳糖发生糖基化反应，导致Trp61被掩

盖从而引起荧光淬灭。不同电场强度处理下β-Lg的最

大发射波长从343 nm红移至346 nm，发生了轻微的红

移现象。说明PEF结合糖基化处理使蛋白结构发生了

部分的展开，蛋白结构发生了较大的改变[20]。 

2.4  表面疏水性分析 

表面疏水性(H0)是蛋白质重要的结构性质，是维

持蛋白质三级结构的重要作用力之一。β-Lg经PEF结
合糖基化处理后其表面疏水性的变化如图3所示，与原

样相比，表面疏水性均显著降低，并且随脉冲场强的

增大呈先升高后下降的趋势。这主要是由于β-Lg与半

乳糖发生糖基化反应形成的糖基化产物在油水界面中

亲水能力提高；与此同时，糖分子与蛋白质共价交联

也提高蛋白质表面亲水性能，从而导致其表面疏水性

显著降低。脉冲电场处理使蛋白结构展开，产生和暴

露了更多的疏水性区域，因此表面疏水性升高。当脉

冲场强增大到35 kV/cm时，使部分蛋白分子重新聚集，

造成表面疏水性下降。这与Marta等[21]研究半乳糖修饰

β-Lg对其表面疏水性的影响结论一致。 

 
图3 PEF结合糖基化处理对β-Lg表面疏水性的影响 

Fig.3 Effects of the pretreatment combination of glycation with 

PEF on the surface hydrophobicity of β-Lg 

注：小写字母不同表示差异显著（p<0.05）。 

2.5  自由巯基含量分析 

高压和加热等加工方法会导致巯基含量变化和二

硫键的断裂，巯基可以被氧化形成二硫键，而二硫键

在维持某些蛋白质的三级结构中发挥重要作用。由图

4 所示，随着 PEF 的场强增强，自由巯基含量呈先升

高后下降的趋势。一方面，可能的原因是 PEF 处理蛋

白质构象发生改变，暴露了更多的巯基基团，但自由

巯基含量没有超过 54.6 μmol/g，说明蛋白构象只是发

生部分去折叠[22]；另一方面，随着电场场强继续增强，

PEF 会加大对巯基基团的电离（-SH 电离形成 S-S），
同时诱导部分蛋白发生聚合，巯基被包埋，导致自由

巯基含量下降[22]。 

 
图4 PEF结合糖基化处理对β-Lg自由巯基含量的影响 

Fig.4 Effects of the pretreatment combination of glycation with 

PEF on the free SH contents of β-Lg 

2.6  抗原性分析 

图 5 所示为不同 PEF 结合糖基化处理对 β-Lg 抗

原性的影响。由图 5 可知，经 PEF 结合糖基化处理，

β-Lg 抗原性都有一定程度降低，且 PEF 预处理会促进
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β-Lg 抗原性降低。当处理时间为 90 μs 时，随着 PEF
电场强度的增大，β-Lg 抗原性降低率呈先增加后降

低，在电场场强为 25 kV/cm 时抗原性降低程度最大，

降低了 72.9%。经 PEF 处理对 β-Lg 抗原性的影响，

随着 PEF 电场强度的增大，β-Lg 抗原性先增加后降

低。根据试验对比发现，脉冲电场协同糖基化改性

β-Lg 比脉冲电场或糖基化单一改性 β-Lg 有更好地降

低 β-Lg 抗原性的效果。 
过敏原蛋白的抗原性与蛋白的空间结构密切相

关。据报道， 90% 的病人血清的过敏表位为

Val41-Trp60、Tyr102-Arg124和Leu149-Ile162，是β-Lg
的主要过敏表位[23]。这3个过敏表位位于蛋白表面，

经过糖基化处理，抗原表位被糖基结合修饰后，导致

抗原性下降。这也和内源性荧光强度和表面疏水性下

降测定结果相符。从晶体结构上看，肽段C端(149-162)
的α-螺旋结构易发生改变，结合圆二色谱测定结果可

知：α-螺旋结构发生改变，含量减少。经过脉冲电场

结合糖基化处理，一方面，糖与蛋白共价结合形成糖

蛋白，糖基的亲水性能使得蛋白表面活性增加，加大

了糖基和抗原表位结合程度；另一方面，随着PEF处
理强度加大，蛋白空间结构发生改变，使得更多的抗

原表位被包埋在分子内部，导致抗原性降低。 

 
图5 PEF和糖基化处理对β-Lg抗原性的影响 

Fig.5 Effects of the pretreatment combination of glycation with 

PEF on the antigenicity of β-Lg 

3  结论 

综上所述，PEF结合糖基化处理会使β-Lg的结构

发生显著变化，这使其抗原性也发生了显著的改变。

用不同电场强度（5~35 kV/cm）PEF结合糖基化处理

后，β-Lg致敏位点被修饰和覆盖，从而导致抗原性降

低，且PEF预处理会促进β-Lg抗原性降低。在25 
kV/cm、90 µs时抗原性降低程度最大，降低了72.9%。

表明PEF结合糖基化处理对β-Lg抗原性有显著降低效

果，这为制备低致敏性β-Lg提供了一种新的方法，也

为食品过敏蛋白的脱敏技术研究及过敏蛋白资源的开

发提供理论基础。 
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