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锯缘青蟹主要过敏原的纯化与鉴定 
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摘要: 以锯缘青蟹为研究对象, 从免疫鉴定、分离纯化、抗体制备和免疫学分析等方面对其主要过敏原进行

研究。首先利用过敏者血清的免疫印迹法, 确定锯缘青蟹的主要过敏原为分子量约 38 kD的蛋白。然后通过

制备丙酮粉、等电点沉淀、硫酸铵沉淀及加热处理对分子量为 38 kD 的主要过敏蛋白进行了高度纯化。该

蛋白的 pI约为 4.5, 与虾的原肌球蛋白 Pen a 1性质相近, 证实了锯缘青蟹的主要过敏原为原肌球蛋白。通过

免疫新西兰大白兔, 制备了原肌球蛋白的抗血清, 采用 Protein A Sepharose亲和层析柱对动物抗体进行了纯

化。该抗血清效价高, 经 4×105 倍稀释后仍能与抗原进行反应。该抗体与甲壳类动物及软体动物的原肌球蛋

白具有较强的免疫交叉反应, 可用于食品过敏原检测。 
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食物过敏是人类常见的一种过敏性疾病, 主要由
食物中的蛋白质引起。食物过敏的主要症状有哮喘、

荨麻疹等, 严重的甚至会危及到生命[1]。近年来, 国民
因食用水产品而发生过敏的比率逐年增高[2]。蟹类作

为甲壳类动物的一种, 是主要的过敏食物之一[3]。国外

的研究结果表明, 甲壳类动物的主要过敏原为原肌球
蛋白[4−6], 该蛋白的分子量约为 36—38 kD, 对热稳定, 
蛋白质保守性好, 种间交叉反应明显[7]。国内赵绮华 
等[8]报道梭子蟹的主要过敏原分子量为 48.7 和 74.4 
kD的蛋白质, 但未对这两种蛋白质进行鉴定。 

锯缘青蟹(Scylla serrata), 俗名青蟹, 其肉味鲜
美 , 营养丰富 , 是我国蟹类增养殖的重要对象 , 远
销日本及东南亚国家, 随着消费人群的扩大, 过敏
人数越来越多。随着物种的不同, 以及人种等各方
面的差异, 针对国人的蟹类主要过敏原是否为原肌
球蛋白, 或者是其他蛋白, 仍有待进一步研究证实, 
而以锯缘青蟹为对象的过敏原研究尚未见报道。据

此, 本文以锯缘青蟹为研究对象, 分离纯化其主要
过敏原并进行鉴定, 制备动物抗体并检测不同水产

品间的交叉反应。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与试剂 
鲜活的水产品购自厦门市集美菜市场(表 1)。现

杀取肉或置于−20℃保存备用。 
新西兰大白兔约 2 kg/只, 购于厦门大学医学院, 

用于抗体制备, 提供充足的标准饲料和清水, 并保
证干燥通风和清洁安静。 

11 份甲壳类(含虾、蟹等)过敏者血清(编号 1— 
11)及 5份正常人阴性血清由厦门市妇幼保健院和集
美大学医疗中心提供, 11 位过敏者均有典型的过敏
病史, 症状包括荨麻疹、哮喘、过敏性鼻炎等; 5份
正常人血清混合作为阴性血清池。 

SDS-PAGE 标准蛋白购自 Fermentas 公司; 辣根
过氧化酶标记的羊抗兔 IgG 二次抗体购自 Pierce 公
司; 辣根过氧化酶标记的羊抗人 IgE 抗体购自 KPL
公司 ; 免疫印迹用蛋白质标准分子量购自 New 
England Biolab公司。 
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表 1  本文实验所用的水产品 
Tab. 1  Aquatic products used in this study 

中文名称 英文名称 拉丁文名称 

锯缘青蟹 Mud crab Scylla serrata 
中华绒鳌蟹 Chinese mitten crab Eriocheir sinensis 
三疣梭子蟹 Japanese blue crab Portunus trituberculatus 
南美白对虾 White-leg shrimp Penaeus vannamei 
斑节对虾 Grass prawn Penaeus monodon 
日本对虾 Kuruma prawn Penaeus  japonicus 
杂色鲍 Abalone Haliotis diversicolor 
菲律宾蛤仔 Short necked clam Ruditapes philippinarum 
缢蛏 Razor clam Sinonovacula constricta 
彩虹明樱蛤  Moerella iridescens 
太平洋牡蛎 Pacific Oyster Crassostrea gigas 
阿根廷滑柔鱼 Argentine shortfin squid Illex argentinus 
中国鲤鱼 Common carp Cyprinus carpio 

 

1.2  粗提物制备 
粗提物的制备参考黎锋等[9]的方法。取 5 g锯缘

青蟹肌肉, 以 4倍体积的冰冷 10 mmol/L 磷酸缓冲
液(pH 7.0, 含 3% NaCl)进行组织捣碎, 重复两次(每
次不超过 30s, 间隔 1min)。于 100℃沸水浴中加热
处理 15min, 冰水冷却后 15000 r/min离心 20min, 上
清即为粗提物。 
1.3  SDS-PAGE 

参照蛋白质电泳技术[10]。 

1.4  Western-blot和 Dot-blot分析 
参照 Western-blot和 Dot-blot技术[10]。 

1.5  肌原纤维的制备 
取新鲜肌肉用组织捣碎机以 10 倍体积(v/w)的

冰冷 20 mmol/L 磷酸缓冲液(pH 7.5)(含 50 mmol/L 
KCl)捣碎。重复两次(每次不超过30s, 中间间隔 1min), 
将悬浮液于 7000 r/min 离心 10min, 得上清及沉淀, 
上清即为肌浆蛋白。将沉淀重新悬浮于 10倍体积的
磷酸缓冲液中并捣碎, 再以同样的条件离心, 弃上
清, 再次取用沉淀, 如此重复 4次。将最后一次离心
得到的沉淀溶解在含有 0.5 mol/L KCl的 20 mmol/L
磷酸缓冲液(pH 7.5)中, 得到的溶液即为肌原纤维。 

1.6  主要过敏原的纯化 
主要过敏原的纯化参考 Liang, et al.[11]的方法, 

主要步骤有制备丙酮粉、等电点沉淀、硫酸铵盐   
析等。 

1.7  抗体制备及纯化 
抗血清的制备及血清滴度的确定参考杜雪莉 

等[12]的方法。纯化的过敏蛋白以 100 μg的剂量免疫
体重约 2 kg的新西兰大白兔。免疫时抗原按免疫剂
量稀释至 300 μL, 混合 300 μL弗氏佐剂(初次免疫

用弗氏完全佐剂, 二、三次免疫用弗氏不完全佐剂), 
乳化后用注射器在兔子的颈背部皮下多点注射。初

免后隔两周进行二免, 二免一周后三免; 三免后一
周耳缘静脉取血, 测定抗血清的效价; 效价达到要
求后, 冲击免疫 1次, 5d后颈动脉采血; 血液于 37℃
水浴 1h后 4℃放置过夜, 离心, 上清即为抗血清。 

多克隆抗体的纯化方法参考分子克隆的方法[13], 
并分装成小份于−80℃冰箱中保存。 

1.8  不同水产品粗提物的制备及检测 
不同水产品粗提物的制备方法与步骤 1.2一致。

制备得到的粗提物分别上样于 SDS-PAGE, 电转移
至 NC 膜, 采用制备的兔抗青蟹原肌球蛋白抗体, 
HRP标记的羊抗兔 IgG为二抗, DAB显色, 检测不
同水产品间原肌球蛋白的免疫交叉性。同时以甲壳

类过敏者血清检测不同水产品粗提物的过敏蛋白。 

2  结  果 

2.1  粗提物组分的分析 
锯缘青蟹肌肉经含 3% NaCl的磷酸缓冲液捣碎

后加热抽提, 采用胶浓度为 12%的 SDS-PAGE 进行
分析(图 1), 上清所含的蛋白组分约有 15种, 分子量
从 14—150 kD不等, 主要的蛋白条带为 15、19、22、
30、31、38、50、60 kD, 其中 38 kD和 50 kD组分
分别占总含量的 50%和 30%左右。 
2.2  锯缘青蟹肌肉加热前后的差异 

分别制备锯缘青蟹肌肉的肌浆蛋白和肌原纤维, 
并对其进行 100℃加热处理 15min, 分别进行电泳
(图 2), 肌浆蛋白经加热处理后, 上清已基本没有蛋
白(泳道 3 中没有明显条带); 而肌原纤维加热后的
主要变化是肌球蛋白重链、肌动蛋白和 90—110 kD
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的条带被沉淀或降解, 而 38 kD 左右的条带无明显
变化。 
 

 
 

图 1  锯缘青蟹加热粗提物电泳图 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of cooked crude extract from Mud 
crab 

M. protein marker; 1. cooked crude extract of Mud crab 
 

 
 

图 2  锯缘青蟹肌肉蛋白加热的电泳图 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of proteins from Mud crab with or 
without heating 
M. protein marker; 1. sarcoplasmic protein; 2. myofibrillar protein; 
3. supernatant of cooked myogen; 4. supernatant of cooked myofi-
brillar protein 

 
采用甲壳类过敏者血清分别对锯缘青蟹肌肉的

肌浆蛋白和肌原纤维蛋白组分进行免疫印迹检测。

肌浆蛋白部分的结果(图 3), 反应条带主要集中在
175 kD以上的大分子蛋白(泳道 1—8), 以及分子量
约为 40 kD的蛋白(泳道 1、2), 部分阳性血清(泳道
9—11)则与阴性混合血清池(泳道 12—14)一样没有
反应条带。 

肌原纤维部分的结果(图 4), 反应条带主要为 
38 kD的蛋白(泳道 1—10)和 100 kD以上的大分子蛋
白(泳道 2—11), 阴性混合血清池没有反应条带。泳
道 11的阳性血清 11与肌原纤维蛋白在 38 kD没有

反应条带, 推测分析可能是加热改变了过敏原的空
间构象及三级结构, 导致某些 IgE 结合位点被破坏
而无法与该血清反应。 
 

 
 
图 3  锯缘青蟹肌肉肌浆部分过敏蛋白的免疫印迹检测 

Fig. 3  Western-blot analysis of allergenicity of sarcoplasmic 
protein from Mud crab 
M. Prestained Protein Marker; 1—11. Sera from subjects with 
crustacean allergy (1—11, respectively); 12—14. Normal control 
sera pool 

 

 
 

图 4  锯缘青蟹肌肉肌原纤维部分过敏蛋白的免疫印迹检测 

Fig. 4  Western-blot analysis of allergenicity of myofibrillar pro-
tein from Mud crab 
M. Prestained Protein Marker; 1—11. Sera from subjects with crus-
tacean allergy (1—11, respectively); 12. Normal control sera pool 

 
2.3  锯缘青蟹主要过敏原的纯化 

制备的锯缘青蟹肌肉丙酮粉经 1 mol/L KCl 溶
液抽提后, SDS-PAGE结果如图 5泳道 2, 与肌原纤
维(泳道 1)对比, 主要去除的杂蛋白为分子量约 200 
kD 肌球蛋白重链及 90 kD 蛋白, 同时分子量为 45 
kD的肌动蛋白含量也有明显下降。 

制备的丙酮粉经盐溶液抽提后的上清 , 用 1 
mol/L HCl调节 pH进行等电点沉淀, 以过敏者血清
1 的 Dot-blot 检测沉淀中过敏蛋白质的杂交反应显
示, pH为 6.0时, 无显色; pH为 5.0时, 有轻微显色; 
pH为 4.5时, 着色反应最为明显; 进一步降低 pH时
着色反应随之下降, pH 为 3 时, 无显色; 因此确定
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最佳等电点为 pH 4.5。等电点沉淀的 SDS-PAGE结
果如图 5泳道 3, 该步骤主要去除了分子量约为 23、
31、32 kD的条带, 同时对蛋白进行了沉淀浓缩, 有
利于后续纯化。 
 

 
 

图 5  锯缘青蟹主要过敏原纯化电泳图 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of purification of major allergen from 
Mud crab 
M. protein marker; 1. myofibrillar protein; 2. supernatant of salting 
in; 3. isoelectric point precipitation of pH 4.5; 4. precipitation of 
40%—60% ammonium sulfate fractionation; 5. supernatant of 
cooked precipitation after ammonium sulfate fractionation 
 

硫酸铵起始饱和度从 20%开始, 以 10%为梯度
依次递增进行硫酸铵盐析 , 以过敏者血清 1 的
Dot-blot 检测沉淀中过敏蛋白质的杂交反应显示 , 
饱和度为 30%以下时, 无显色; 达到 40%时, 有轻
微显色; 饱和度进一步增加到 50%和 60%时, 显色
程度进一步加深; 达到 70%时, 无显色; 因此确定
硫酸铵盐析的饱和度范围为 40%—60%。硫酸铵盐
析的 SDS-PAGE 结果如图 5 泳道 4, 经 40%—60%
硫酸铵盐析后的主要蛋白为 38 kD组分。 

2.4  加热处理 
对 40%—60%硫酸铵盐析后沉淀进行溶解及

100℃加热处理 15min, 其上清的 SDS-PAGE结果如
图 5泳道 5, 加热处理使 19 kD及 100 kD处的条带
消失, 而对 38 kD 的蛋白则影响不大; 将加热处理
后的蛋白进行 Dot-blot分析(图 6), 该蛋白与过敏者
血清 1 有很强的显色, 而混合阴性血清池则没有显
色, 说明纯化得到的 38 kD 条带即为锯缘青蟹主要
过敏原。 

2.5  锯缘青蟹主要过敏原的抗体制备与纯化 
纯化的 38 kD蛋白免疫新西兰大白兔后采血分

离得到抗血清, Western-blot检测抗血清的滴度结果
显示 , 抗血清在较高浓度下反应很强烈 , 稀释至

409600 倍后仍能与抗原进行特异反应, 未免疫的兔
阴性对照血清在 1︰100下没有条带出现。进一步采
用 Protein A Sepharose 对抗血清的免疫球蛋白 IgG
进行纯化, SDS-PAGE结果显示纯化的 IgG为两条条
带, 分别为 50 kD重链和 25 kD轻链。 
 

 
 

图 6  纯化过敏蛋白的点杂交分析 
Fig. 6  Dot-blot analysis of the purified allergen by Dot-blot Left, 
serum 1 from subject with crustacean allergy; Right, Normal con-
trol sera pool 

 
2.6  不同水产品粗提物的制备及检测 

对 12 种不同水产品进行粗提物抽提(图 7), 12
种水产品的粗提物均在 34—38 kD附近有明显蛋白
条带, 其中杂色鲍、彩虹明樱蛤和太平洋牡蛎三者
的条带较淡, 蛋白含量较低; 蟹类和虾类各自之间
的蛋白条带较为相似。 
 

 
 

图 7  不同水产品加热粗提物的电泳图 
Fig. 7  SDS-PAGE analysis of crude cooked extracts from differ-
ent species 
M. protein marker; 1. Mud crab; 2. Chinese mitten crab;         
3. White-leg shrimp; 4. Kuruma prawn; 5. Grass prawn; 6. Abalone; 
7. Short necked clam; 8. Razor clam; 9. Moerella iridescens;    
10. Pacific Oyster; 11. Argentine shortfin squid; 12. Common carp 

 
分别采用兔抗锯缘青蟹 38 kD蛋白抗体以及过

敏者血清 1 对 12 种水产品的粗提物进行 Western- 
blot 分析。动物抗体检测结果(图 8), 蟹类及虾类的
杂交反应较强, 条带较浓; 其他物种反应较弱, 条
带较淡, 而中国鲤鱼则没有反应条带出现; 而且不
同种类杂交反应条带的分子量也有所差异, 蟹类的
杂交反应条带为 38 kD, 菲律宾蛤仔和彩虹明樱蛤
的杂交反应条带为 35 kD, 其余 8种水产品的杂交反
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应条带均为 36 kD。过敏者血清 1检测结果(表 2), 中
国鲤鱼仍然没有出现显色条带, 其余 11种水产品均
在 34—38 kD 附近出现杂交显色条带, 并还出现其
他不同的反应条带, 分子量因物种而异, 从 20—100 
kD不等, 这些蛋白可能为不同物种的特异次要过敏
蛋白。 
 

 
 
图 8  采用 38 kD 蛋白抗体的免疫印迹检测不同水产品加热粗 
提物 
Fig. 8  Western-blot analysis of crude cooked extracts from dif-
ferent species with 38 kD-protein antibody 
M. protein marker; 1. Mud crab; 2. Chinese mitten crab;         
3. White-leg shrimp; 4. Kuruma prawn; 5. Grass prawn; 6. Abalone; 
7. Short necked clam; 8. Razor clam; 9. Moerella iridescens;    
10. Pacific Oyster; 11. Argentine shortfin squid; 12. Common carp 

3  讨  论 

虽然国外已有大量研究证实原肌球蛋白是甲壳类

动物的主要过敏原, 但是随着物种的不同, 以及人种
等各方面的差异, 针对国人的蟹类主要过敏原是否为
原肌球蛋白, 或者是其他蛋白, 仍有待进一步研究证
实。赵绮华等[8]通过免疫印迹实验报道了梭子蟹主要过

敏原为分子量 48.7、74.4 kD的蛋白, 并对其进行了纯
化, 但没有进行性质鉴定, 与国外的报道差别较大。 

本文以锯缘青蟹为研究对象, 首先采用直观的
免疫杂交电泳法, 以过敏者血清对锯缘青蟹粗提物
进行免疫检测 , 确定其主要过敏原为分子量约 38 
kD的蛋白。该主要过敏蛋白, 与国外报道的原肌球
蛋白分子量相近[4-6], 且都存在于肌原纤维部分, 因
此初步推测该蛋白可能就是原肌球蛋白。而对于次

要过敏原, 不同研究者的结果各不相同, 这与动物
材料及过敏者血清的不同有很大关系。例如, 本文在
对肌浆蛋白部分的检测中, 发现分子量约为 40 kD的
次要过敏原, 该次要过敏原是否即为台湾学者报道
的精氨酸激酶[14], 还有待于后续实验来研究确定。 

 
表 2  采用甲壳类过敏者血清的免疫印迹检测不同水产品加热粗提物 

Tab. 2  Western-blot analysis of crude cooked extracts from different species with the sera of crustacean allergic patients 

品名 Species 显色条带的数量 Number of color band 显色条带的分子量 
Molecular weight of color band (kD) 

锯缘青蟹 Mud crab 2 28、38 

中华绒螯蟹 Chinese mitten crab 3 38、83、90 

南美白对虾 White-leg shrimp 2 28、36 

日本对虾 Kuruma prawn 2 28、36 

斑节对虾 Grass prawn 3 20、28、36 

杂色鲍 Abalone 1 36 

菲律宾蛤仔 Short necked clam 2 34、80 

缢蛏 Razor clam 3 36、80、96 

彩虹明樱蛤 Moerella iridescens 3 30、34、85 

太平洋牡蛎 Pacific Oyster 4 28、32、36、45 

阿根廷鱿鱼 Argentine shortfin squid 2 34、50 

中国鲤鱼 Common carp 0 / 

 
然后通过制备丙酮粉、等电点沉淀及硫酸铵沉

淀对锯缘青蟹的主要过敏原进行了纯化, 获得的纯
化蛋白的 pI 约为 4.5, 硫酸铵饱和度为 40%—60%, 
这与虾的原肌球蛋白 Pen a 1性质相近[5]。对热稳定

是食物过敏原的另一个重要特性[15], 针对这一特性, 
本文进一步采用了 100℃加热处理 15min 的方法去
除了剩下的杂蛋白, 由此获得的纯化蛋白在 SDS- 

PAGE 上显示有两条分子量极为相近的条带, 推测
分析可能为两个不同的亚基, 该 38 kD 的蛋白即为
锯缘青蟹主要过敏原-原肌球蛋白, 该蛋白的过敏原
性还需要进一步的动物模型或人体试验来研究   
确定。 

最后选择了新西兰大白兔为试验动物对纯化的

38 kD蛋白进行多克隆抗体制备, 经 4次免疫后, 得
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到的抗体效价较高, 血清经 4×105倍稀释后仍能与抗

原进行反应; 并通过 Protein A Sepharose 对血清中
的 IgG 进行亲和纯化, 获得的抗体纯度较高, 无明
显杂蛋白, 提示其可用于食品过敏原检测。提取 12
种不同水产品的粗提物, 分别以兔抗青蟹原肌球蛋
白抗体和过敏者血清的 Western-blot 检测不同水产
品间的免疫交叉情况。结果表明, 除了中国鲤鱼没
有显色条带外, 其余均有不同显色程度的条带出现, 
主要为 34—38 kD附近的原肌球蛋白。在这些水产
品中, 虾类和蟹类属于节肢动物门, 其余几种属于
软体动物门, 而中国鲤鱼属于脊索动物门。鲤鱼原
肌球蛋白与兔抗青蟹原肌球蛋白抗体没有反应, 说
明二者的抗原决定簇差异较大, 没有交叉反应。而
节肢动物门和软体动物门差异较小, 相互间交叉反
应明显, 结果提示原肌球蛋白是这些物种的主要过
敏原。 
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PURIFICATION AND IDENTIFICATION OF THE MAJOR ALLERGEN 
OF MUD CRAB 

LIU Guang-Ming, LIANG Yin-Long, WENG Ling, SU Wen-Jin, HUANG Yuan-Yuan and CAO Min-Jie 
(College of Biological Engineering, Key Laboratory of Science and Technology for Aquaculture and Food Safety in Fujian Province, 

Jimei University, Xiamen 361021) 

Abstract: IgE-mediated hypersensitive reactions to ingestion of crustacean are among the most serious forms of food 
allergies. Sensitized individuals can develop urticaria, angioedema, asthma, and even life-threatening anaphylaxis. Mud 
crab (Scylla serrata) is a kind of crab constitutes a promising fishery industry in China. Because of the increasing con-
sumption of such kind of crab, the occurrence of hypersensitive reactions is extending year by year. Although tropomy-
osin is assumed to be a major allergen in crustaceans, few experimental data are available on allergens in crabs in China, 
such as Mud crab. Thus, it is important to confirm whether tropomyosin is the major allergen of Mud crab or not. In 
order to characterize and confirm the biochemical quality of Mud crab allergen, we report herein the isolation, identifi-
cation, and determination of the major allergen of Mud crab. Crude cooked extract of Mud crab muscle was used as 
antigen and sera samples from 11 crustacean-allergic patients used as antibody investigated by Western-blot. Allergen 
with molecular mass about 38 kD was detected by all of 11 sera with crustacean allergy by Western-blot, suggesting this 
protein was the major allergen of Mud crab. The 38 kD protein was purified to homogeneity by isoelectric point pre-
cipitation, ammonium sulfate fractionation, and heating, and it was further characterized as tropomyosin. Polyclonal 
antibody against Mud crab-tropomyosin was prepared and further purified by Protein A Sepharose affinity column. The 
antibody cross reacted positively with tropomyosins from other crustaceans, suggesting its potential application in the 
detecting of the major allergen tropomyosin in crustacean foods. The identification and characterization of the major 
allergen in Mud crab will facilitate not only the elucidation of cross-reactions to crustaceans but also the advance of the 
diagnosis and treatment of seafood allergy. The 38 kD tropomyosin allergen in Mud crab as identified in the present 
study will benefit further allergic studies not only in this species of crab but also in other species of aquatic products. 
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