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摘　要：为分析牦牛乳中主要的过敏原，腹腔注射牦牛乳蛋白质免疫Ｂａｌｂ／Ｃ小鼠．未次免疫后，小鼠摘眼球
取血，测定特异性抗体和组胺质量浓度．在无菌条件下收集并培养脾淋巴细胞．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ方法分析牦
牛脱脂乳中主要过敏原组分．结果显示，牦牛脱脂乳中主要的过敏原组分为β乳球蛋白、α酪蛋白和β酪蛋
白，这３种过敏原蛋白质致敏强度的大小为β乳球蛋白 ＞α酪蛋白 ＞β酪蛋白．因为脾淋巴细胞产生的细
胞素ＩＬ４、ＩＬ５质量浓度较高而ＩＦＮγ较低，所以牦牛乳蛋白质为Ｔｈ２应答．
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　　牛乳作为母乳的替代品是新生儿主要的营养
来源，但是约有１８％ ～７５％婴儿对牛乳是过敏
的［１］．这种食品过敏反应常表现为腹泻、气喘、荨
麻疹，有时可能会出现休克或死亡［２－４］．牦牛乳的
营养价值极高，其脂肪、蛋白质和乳糖质量分数分

别为脂肪（５５％ ～７５％）、蛋白质（４０％ ～
５９％）、乳糖 （４０％ ～５９％）［５－６］，被誉为天然
的浓缩乳．牦牛乳蛋白质同牛乳蛋白质一样也是
由酪蛋白和乳清蛋白组成．其中酪蛋白主要由 α
酪蛋白、β酪蛋白和 κ酪蛋白组成，乳清蛋白主

要由 α乳白蛋白、β乳球蛋白和血浆白蛋白组
成［７］．牦牛乳蛋白的氨基酸组成与牛乳相近，因
此，牦牛乳可能也存在过敏原性［８－１０］．

目前确定食品中过敏原最有效的方法是食品

产物标记，但该方法不能覆盖到由于食品交叉接

触而污染的过敏源．另外还有应用基于蛋白质组
学的质谱分析方法、液相色谱方法等［１１］，但目前

应用最广泛的还是免疫分析方法［１２］．免疫印迹、
酶联免疫（ＥＬＩＳＡ）已用来确定牛乳、蛋清、大豆和
小麦蛋白等食品中的过敏原［９，１３－１５］．

本研究主要通过免疫印迹和酶联免疫的方法

分析牦牛乳蛋白质中主要的过敏原．小鼠腹腔注
射牦牛乳中α酪蛋白、β酪蛋白和β乳球蛋白，
通过分析受试小鼠血浆中的特异性抗体 ｓＩｇＧ、
ｓＩｇＥ的质量浓度，细胞因子ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＦＮγ的质



量浓度和受试小鼠血浆中的组胺质量浓度，评价

牦牛乳蛋白质的过敏性，并利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
确定脱脂牦牛乳过敏原组分，为牦牛乳过敏症防

治提供理论论据．

１　实　验
１１　实验材料
１１．１　试剂和牦牛乳样品的制备

Ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａ 购 于 Ｓｉｇｍａ 公 司 Ｃｏ．
（Ｃ２０１０）；山羊抗小鼠ＩｇＥ和ＩｇＧ抗体，ＩＬ４、ＩＬ５、
ＩＦＮγ试剂盒购于莱博赛斯生物技术公司（哈尔
滨，中国）；增强型 ＨＲＰＤＡＢ底物显色试剂盒购
于Ｔｉａｎｇｅ生物技术公司（北京，中国）；ＰＶＤＦ膜
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司．其他试剂均为分析纯．

牦牛乳α酪蛋白、β酪蛋白和β乳球蛋白的
质量分数分别为 ８７１３％、８８５８％、８０００％，由
哈尔滨工业大学食品科学与工程学院提供．用
００５ｍｏｌ／ＬｐＨ７２的磷酸盐缓冲液分别将牦牛乳
α酪蛋白、β酪蛋白和β乳球蛋白溶液的质量浓
度调整为０５ｇ／Ｌ．
１１２　实验动物

Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，洁净二级，雌性，４～６周龄，
１８～２０ｇ，购于哈尔滨医科大学第二附属医院实
验动物中心．
１２　实验方法
１２１　腹腔注射牦牛乳蛋白质免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠

Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分成牦牛脱脂乳组、β乳球
蛋白组、α酪蛋白组、β酪蛋白组和对照组，每组
６只．小鼠饲养到６～８周龄后开始免疫，分别取
０５ｇ／Ｌ的牦牛脱脂乳、α酪蛋白、β酪蛋白、β乳
球蛋白与氟氏佐剂等体积混匀后，腹腔注射每组

小鼠０２ｍＬ／只；对照组小鼠腹腔注射等体积的
ＰＢＳ和氟氏佐剂混合液．首次免疫后在第３周、第４
周共两次加强免疫，每次免疫后观察过敏症状．在
第５周小鼠禁食１夜，次日小鼠摘眼球取血，在
５０００×ｇ、４℃条件下离心１０ｍｉｎ得血清．在小鼠
血中加 ３０～４０μＬ７５％钾ＥＤＴＡ后，５０００×ｇ、
４℃条件下离心１０ｍｉｎ得血浆．在无菌条件下解剖
取脾脏，并制得脾淋巴细胞进行培养．
１２２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ分析牦牛乳中主要过敏

原组分

牦牛脱脂乳ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，凝胶在转移缓
冲液（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１９２ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸，
２０％甲醇，ｐＨ８３）中用电转移的方法将蛋白质转
移至硝酸纤维膜上．在４℃、９０ｍＡ条件下转移２ｈ
后，将转移完毕的硝酸纤维膜在 ＴＢＳＴ缓冲液

（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ７５，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
００５％Ｔｗｅｅｎ２０）中漂洗１次，转入到１０ｍＬ３％
ＢＳＡ溶液中在脱色摇床上缓慢摇动，室温（２５℃封
闭１ｈ．封闭完成后，直接在封闭液中加入羊抗鼠
ＩｇＧＨＲＰ１０μＬ，在脱色摇床上缓慢摇动，室温
（２５℃）反应１ｈ．反应完成后将硝酸纤维膜在
ＴＢＳＴ缓冲液中漂洗３次，每次１０ｍｉｎ．再将硝酸纤
维膜浸在１０ｍＬ的 ＴＢＳＴ缓冲液中，并加入１０μＬ
的脱脂乳免疫小鼠抗血清，室温（２５℃）反应１ｈ．
反应完成后，硝酸纤维膜在ＴＢＳＴ缓冲液中漂洗３
次，每次１０ｍｉｎ．用增强型ＨＲＰＤＡＢ底物显色试剂
盒显色，显色后用水终止反应，结果扫描保存．
１２３　间接 ＥＬＩＳＡ检测过敏原特异性抗体 ＩｇＧ

和ＩｇＥ
９６孔板分别用２０ｍｇ／Ｌ的牦牛乳β－乳球蛋

白、α－酪蛋白和 β－酪蛋白（溶于 ０１ｍｏｌ／Ｌ，
ＮａＣＯ３溶液，ｐＨ９６）包被，４℃过液．用洗液
（５０ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ，０１４ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，００５％
Ｔｗｅｅｎ２０）洗板 ３次，每次 ３ｍｉｎ．用封闭液
１５０μＬ／孔（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，０１４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％
ＢＳＡ）封闭每孔，在３７℃湿盒中温育２ｈ后用洗
液洗板．１００μＬ的 β－乳球蛋白、α酪蛋白和 β
酪蛋白组小鼠血浆样品（１∶１０稀释）加到各自包
被的孔中，３７℃孵育１ｈ．孵育结束后，用洗液洗
板５次，每次３ｍｉｎ，再向每孔中加１００μＬ的羊抗
鼠ＩｇＧ或ＩｇＥ抗体，在室温条件下孵育１ｈ．同上
洗涤．样品用 ３，３’－５，５’ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ
（３，３’－５，５’四甲基苯胺，ＴＭＢ）在３７℃、暗室
染色 ３０ｍｉｎ．染色结束后向每孔中加终止液
（０．５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４）５０μＬ终止反应，最后在
４５０ｎｍ波长下读取吸光值，并以此波长下的光密
度表示ＩｇＧ和ＩｇＥ的含量．
１２４　小鼠免疫血浆中组胺的测定

利用酶联免疫的方法测定β乳球蛋白、α酪
蛋白和β酪蛋白组小鼠免疫血浆中组胺的量．测
定方法参照组胺测定试剂盒说明．
１２５　脾淋巴细胞培养

未次免疫后３０ｍｉｎ，无菌条件下分离脾细胞，
去除结缔组织，在培养皿中剪切成数立方毫米大小

的组织块，用Ｈａｎｋｓ液冲洗血液后，将组织块转移
至７０～１００μｍ孔径的尼龙或不锈钢筛网上，用空
针内芯轻轻挤压研磨组织，并不断用 Ｈａｎｋｓ液冲
洗．将细胞悬液再依次通过１５０目和６００目的不锈
钢滤网以形成单个细胞悬液．收集筛网下滤过的细
胞悬液于离心管，１５００ｒ／ｍｉｎ５ｍｉｎ．用溶解液
（ＮＨ４Ｃｌ，１７ｍｏｌ／Ｌ；ＫＨＣＯ３，０１２ｍｏｌ／Ｌ；ＥＤＴＡ，
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０００９ｍｏｌ／Ｌ）在４℃条件下溶解红细胞１５ｍｉｎ．再
次离心洗涤，重悬细胞，作细胞计数．以上操作过程
中，细胞均置于０～４℃冰浴中．脾细胞用ＤＭＥＭ＋
１０％ＦＢＳ培养，３７℃、湿润的５％ＣＯ２环境．

１）脾淋巴细胞增殖分析———ＭＴＴ比色法
分别取β乳球蛋白、α酪蛋白和β酪蛋白组

小鼠脾细胞悬液加入２４孔培养板中，其中实验孔
加０５ｍＬ，对照孔加 ０５ｍＬ．再在实验孔中加
３０ｍｇ／Ｌ的 ＣｏｎＡ００５ｍＬ，对照孔加完全培养基
０５ｍＬ，混匀后置３７℃、５％ＣＯ２孵育７２ｈ．培养
结束前 ４ｈ，每孔轻轻吸上清液 ７００μＬ，加入
７００μＬ不含小牛血清的 １６４０培养液，同时加
ＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）５０μＬ／孔，混匀后继续培养４ｈ，每
孔加１ｍＬ的盐酸异丙醇，吹打混匀，使紫色结晶
完全溶解，然后分装到９６孔板中，置酶标仪（波
长分别为５７０和６３０ｎｍ）测定吸光度值．
２）ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子质量浓度
各实验组小鼠处死后取脾脏，并在无菌条件

下制得脾细胞淋巴细胞．将各实验组脾淋巴细胞
分别悬浮在完全培养基中（ＲＰＭＩ１６４０加１０％小
牛血清，１％青霉素／链霉素和１％谷氨酸盐）．细
胞悬浮液在２４孔板中培养（２×１０６细胞／孔），每
孔中加２ｍｇ／Ｌ的伴刀豆球蛋白００５ｍＬ，并在各
组实验孔中加入对应的牦牛乳 β－乳球蛋白、α
酪蛋白和 β酪蛋白，７２ｈ后收集上清液，用
ＥＬＩＳＡ检测ＩＦＮγ（干扰素）、ＩＬ４、ＩＬ５（白细胞介
素）的水平．
１２６　统计分析

采用ＳＰＳＳ１３０软件进行统计分析．ｔ检验分
析数据间是否存在统计学意义（Ｐ＜００５）．

２　实验结果
２１　ＳＤＳＰＡＧＥ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ分析牦牛

脱脂乳主要过敏原组分

牦牛脱脂乳的 ＳＤＳＰＡＧＥ图谱见图１．牦牛
脱脂中主要的蛋白质为α酪蛋白、β酪蛋白和β
乳球蛋白，酪蛋白的质量浓度远高于乳清蛋白的

质量浓度．在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ中应用牦牛脱脂乳
实验组小鼠血，羊抗鼠 ＩｇＧ能检测到３种蛋白质
即α酪蛋白、β酪蛋白和βＬｇ，如图２所示．从结
果可基本确定牦牛乳中主要的过敏原蛋白质为

α酪蛋白、β酪蛋白和βＬｇ．
２２　间接ＥＬＩＳＡ检测过敏原特异性抗体ＩｇＧ和

ＩｇＥ
为确定牦牛乳α酪蛋白、β酪蛋白和β乳球

蛋白诱发的特异性抗体ＩｇＧ和ＩｇＥ，小鼠在未次

免疫后摘眼球采血，分离血清，用间接 ＥＬＩＳＡ法
检测ｓＩｇＧ及ｓＩｇＥ，结果如图３、４．３个实验组小鼠
血清中的ｓＩｇＧ滴度为２５６００，而ｓＩｇＥ的滴度仅为
６４０．且β乳球蛋白实验组的ｓＩｇＧ和ｓＩｇＥ的量要
高于αｓ１－酪蛋白和β－酪蛋白实验组．说明在相
同蛋白质质量浓度（０．５ｇ／Ｌ）的条件下，β乳球
蛋白的致敏性要高于 α酪蛋白、β酪蛋白，α酪
蛋白的致敏性要大于β酪蛋白．
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图１　牦牛脱脂乳ＳＤＳＰＡＧＥ图谱
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图２　牦牛脱脂乳ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ图谱
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图３　小鼠免疫血清中的ｓＩｇＧ含量
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图４　小鼠免疫血清中的ｓＩｇＥ含量
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２３　小鼠免疫血浆中组胺的测定
为研究小鼠经腹腔注射牦牛乳蛋白质后引起

的过敏反应，收集各实验组小鼠血浆，采用ＥＬＩＳＡ
的方法测定小鼠血浆中组胺的质量浓度，结果见

图５．小鼠血浆中组胺的质量浓度与血清中 ｓＩｇＧ
和ｓＩｇＥ具有相同的变化趋势．β乳球蛋白组小鼠
血浆中组胺的质量浓度为 （３８７１±２３２）μｇ／Ｌ，
高于由α酪蛋白实验组的（３０６２±２１０）μｇ／Ｌ
和β酪蛋白实验组的（２１７６±１９８）μｇ／Ｌ，在实
验过程中观察到β－乳球蛋白组小鼠发生腹泻的
数量也高于α酪蛋白和β酪蛋白组，这说明组胺
质量浓度越高过敏症状越强．
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图５　小鼠免疫血浆中组胺的质量浓度

２４　脾淋巴细胞增殖分析———ＭＴＴ比色法
小鼠摘眼球取血后在无菌条件下解剖小鼠．取

出小鼠脾脏，分离脾淋巴细胞进行增殖培养，并分

析脾淋巴细胞对牦牛乳过敏原的反应．结果见图６．
各实验组小鼠脾淋巴细胞的水平均高于对照组．由
于β乳球蛋白实验组小鼠脾淋巴细胞的增殖幅度
高于由α酪蛋白、β酪蛋白诱发组，说明小鼠脾淋
巴细胞对β乳球蛋白刺激的反应最强烈．
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图６　小鼠脾淋巴细胞增殖分析

２５　ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子质量浓度
实验中主要测定了细胞因子 ＩＬ４、ＩＬ５和

ＩＦＮγ的质量浓度，结果见图７．β乳球蛋白实验
组小鼠体细胞产生的ＩＬ４和 ＩＬ５的量高于α酪
蛋白、β酪蛋白实验组，与对照组相比ＩＦＮγ水平
没有明显增多．
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图７　脾淋巴细胞产生的细胞素质量浓度

３　讨　论
首次应用动物实验通过 ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｔｉｎｇ方法对牦牛乳中α酪蛋白、β酪蛋白和β乳
球蛋白的过敏性进行研究．牦牛乳中酪蛋白的质
量浓度约为４０２１ｇ／Ｌ，约是牛乳的１５倍．牦牛
乳中酪蛋白约占总蛋白质的７７％，而牛乳中酪蛋
白约占总蛋白的７９４％［２，７］．酪蛋白在总蛋白中
所占的比例越高，其潜在的致敏性越强［１６］．因为
酪蛋白过敏反应可能会触发 Ｔｈ２应答反应，打破
Ｔｈ１／Ｔｈ２之间的免疫平衡，使婴儿倾向于受其他
乳蛋白质的致敏如β乳球蛋白．因此，低的 α酪
蛋白可能会降低乳蛋白质的致敏性．而牦牛乳中
酪蛋白与乳清蛋白比值要低于牛乳，因此推测牦

牛乳的过敏程度可能会低于牛乳，但这有待于进

一步的研究．
过敏小鼠血浆中ＩｇＧ抗体的量要高于 ＩｇＥ抗

体的量．可能是 ＩｇＧ抗体刺激了小鼠血浆中组胺
的释放，说明 ＩｇＧ也能介导１型超敏反应［１７－１９］．
在巨细胞上当ＩｇＧ１抗体与Ｆｃ受体相结合产生特
异性的抗原抗体反应时，会促使巨细胞脱颗粒，也

就增加了组胺的水平．在各实验组小鼠血清中，
β乳球蛋白实验组小鼠血清中 ｓＩｇＧ和 ｓＩｇＥ的量
要高于α酪蛋白和β酪蛋白实验组，血浆中的组
胺水平也有同样的规律．

Ｔ淋巴细胞的增殖和细胞因子的产生对调节
过敏疾病如气喘起着重要的作用［２０］．β乳球蛋
白实验组的脾淋巴细胞的增殖幅度要高于 α酪
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蛋白和β酪蛋实验组，同样，在 β乳球蛋白实验
组中细胞因子ＩＬ４和ＩＬ５的量要高于α酪蛋白
和β酪蛋实验组，但ＩＦＮγ在各实验组中的量均
较低．这些结果表明牦牛乳蛋白质过敏是 Ｔｈ２应
答介导的，同时也说明β乳球蛋白的致敏性要高
于α酪蛋白和 β酪蛋白．组胺对调节 Ｔｈ１／ＴＨ２
之间的免疫平衡也起到关键的作用．它能够加强
Ｔｈ２细胞因子的分泌如ＩＬ４、ＩＬ５，并抑制Ｔｈ１细胞
因子ＩＦＮγ的分泌［２１－２２］．

本研究首次应用免疫学的方法分析了牦牛乳

中的过敏原．结果显示牦牛乳主要的过敏原为α
酪蛋白、β酪蛋白和 β乳球蛋白，过敏强度的次
序为β乳球蛋白 ＞α酪蛋白 ＞β酪蛋白，且牦
牛乳蛋白质的过敏反应为 Ｔｈ２应答．牦牛乳具有
广阔的应用前景，其过敏机制及与牛乳蛋白质过

敏原的对比都应进行深入研究．
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