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坚果中主要过敏原种类、检测及脱敏
技术研究进展
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摘　要：近年来由于摄入坚果而导致的过敏反应屡见报道，已成为影响和威胁人体健康的一类重要的食品安全问

题。本文对坚果中常见的过敏原的性质及危害进行了介绍，列举了目前国内外用于坚果过敏原检测的主要技术、

特点及其应用，对比分析了不同处理方式对坚果中过敏原脱敏效果以及优缺点，指出目前坚果中过敏原检测及脱

敏技术的不足和今后发展展望，旨在为坚果的加工和消费提供理论基础，助推坚果产业发展。
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Research Progress on Types, Detection and Desensitization
Technology of the Main Allergens in Nuts
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（School of Forestry, Northeast Forestry University, Key Laboratory of Forest Food Resources Utilization of Heilongjiang
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Abstract： In  recent  years,  allergic  reactions  caused  by  eating  nuts  have  been  reported  frequently,  which  has  become  an
important food safety problem that affects and threatens human health. This paper introduces the properties and hazards of
common  allergens  in  nuts,  lists  the  main  technologies,  characteristics  and  applications  used  in  nut  allergen  detection  at
home and abroad,  compares and analyzes the desensitization effects,  advantages and disadvantages of  different  treatment
methods on allergens in nuts, and points out the shortcomings and future development prospects of allergen detection and
desensitization technology in nuts, in order to provide a theoretical basis for nut processing and consumption, and promote
the development of the nut industry.
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坚果是植物的精华部分，不仅含有丰富的脂肪、

蛋白质、维生素，还含有许多矿物质和天然活性物

质，研究表明，坚果对调节血脂、防治冠心病、增强大

脑记忆、降低癌症、预防心脏、神经和肺部疾病有重

要作用[1−2]。Marta 等[3] 研究表明每周食用核桃 1 次

或 1 次以上，脑血管疾病风险降低 19%，冠心病风险

降低 21%，中风风险降低 17%。近年来，随着消费者

对坚果营养价值认识的深入，坚果的销售量和市场份

额正在逐年递增，但同时由于坚果摄入所引发的过敏

性食品安全事故也逐年增加，据 2021 年世界过敏组

织期刊报道，花生/树坚果过敏事故比例在食物诱发

过敏反应死亡案例中高达 70%~90%[4]，因此，由于摄

入花生以及树坚果过敏所带来的潜在食品安全问题

更加值得关注。
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食物过敏是指食物进入机体后，机体对食物抗

原产生可重复出现的异常免疫反应，导致机体生理功

能紊乱和/或组织损伤，进而引发一系列临床症状[5]。

根据其免疫特点可分为免疫球蛋白 E（Immunoglo-
bulin E，IgE）介导、非 IgE 介导及这两种反应的混合

型。坚果所引发的过敏反应属于 IgE 介导类型，即

一定量的坚果致敏物质进入易感人群机体后，诱导机

体产生对这一致敏物质特异性的 IgE，并与受体细胞

结合，若这种坚果致敏物质再次接触机体，便会与受

体细胞上的 IgE 结合并发生反应，进而释放出多种

过敏物质，引起身体系统过敏反应[5−6]。主要表现为

皮疹、咽喉肿胀、恶心呕吐，严重时会出现急性哮

喘、过敏性休克等危及生命的症状。

据中国海关数据显示，2020 年中国水果及坚果

进口金额为 116 亿美元，同比增长 2.5%；中国水果及

坚果出口金额为 68 亿美元，同比增长 14.7%。由于

各国坚果销量不同，所引发的致敏率也各不相同，花

生所引起的致敏率在 0.5%~3% 之间，树坚果所引起

的致敏率在 0.05%~4.9% 之间，其中，巴西坚果、核

桃、杏仁、腰果、榛子等树坚果已成为英、美和欧洲

大陆上最主要的过敏坚果[4]。尽管经过多年理论和

临床研究，但仍未发现有效防治坚果过敏的方法。目

前对于食物过敏性消费者而言，最有效的预防方式就

是避免食用含有致敏原的过敏物质，因此世界各国对

于食品标签中过敏原的标注都有着严格的法律规定，

但从消费者饮食营养、口味、多样性的需求以及食品

安全性的角度来看，明确坚果中过敏原的种类及检测

以及有效的脱敏技术研究尤为重要。

本文针对一些常见坚果过敏原，阐述了其性质

和特点，介绍了常见检测方法，并对目前国内外坚果

主要脱敏方式进行综述，以期为促进坚果脱敏技术开

发提供参考。

 1　坚果中的主要过敏原
食源性过敏原主要是食物中的水溶性或盐溶性

糖蛋白，分子量范围为 10~70 kDa，等电点大多为酸

性，无生物化学和免疫化学共性，也无统一氨基酸序

列，倾向于耐热、耐酸、耐酶解。根据来源不同，又可

以分为植物性食物过敏原和动物性食物过敏原，坚果

即属于植物性食物过敏原。植物性食物过敏原主要

包含醇溶谷蛋白超家族、Cupin 超家族、发病机制相

关蛋白（Pathogenesis-related protein，PR）和 profilins
家族。醇溶谷蛋白超家族由非特异性脂质转移蛋

白、2S 白蛋白、胰蛋白酶抑制剂、α-淀粉酶和谷类醇

溶蛋白组成，有很强的耐水性、耐热性和耐脂性；

Cupin 超家族由 7S 球蛋白和 11S 球蛋白体组成，其

三级结构可能具有耐热性；发病机制相关蛋白不是蛋

白质超家族，而是代表 14 个不相关植物蛋白质家族

的特异性集合并与许多植物性食物过敏原具有同源

性。profilins 家族主要为蔬菜和水果中过敏原，对热

以及胃消化非常敏感，因此由 profilins 家族引起的

食物过敏通常为生食引起的口腔过敏综合征[7−8]。

坚果种类较多，每种坚果中又含有多种过敏原

且所属蛋白种类不同，因而一种坚果所包含的过敏原

又可分为不同蛋白质家族。世界卫生组织和国际免

疫学会联盟（IUIS）过敏原命名小组委员会已发现并

命名多种坚果过敏原，并且还在持续更新中，其命名

原则为 Ggg（g） s（s） n，其中 g 表示属（2~3 个字母），

s 表示种（1~2 个字母），n 表示过敏原编号。表 1 为

IUIS 公布的常见坚果中的主要过敏原。

 1.1　花生

花生是最常见的致敏性坚果，对于花生过敏的

人群，只要 30~100 μg 的致敏蛋白就能够引起轻微的

过敏反应，如嘴唇和舌头肿胀、皮疹、呕吐和腹泻

等[9]。在美国，2001 年至 2017 年间，花生年致敏率从

1.7% 增至 5.2%，2017 年 4~17 岁致敏人群为 125 万人

（2.2%，美国医疗索赔数据库患者纵向数据），2018
年 0 至 17 岁致敏人群为 160 万人（2.8%，美国医疗

索赔数据库患者纵向数据）[10]，每年因花生过敏而死

亡的人数为 50~100 人。花生过敏不仅对过敏人群

身体带来不同程度伤害，对个人及家庭也产生巨大负

担，所造成的心理问题比身体健康问题更加严重[11]。

目前 WHO/IUIS 过敏原命名小组共收录花生过

敏原物质 18 种，分别命名为 Ara h 1~18。主要过敏

原为 Ara h 1、Ara h 2、Ara h 3 和 Ara h 6，都属于种

子贮藏蛋白，分别占花生总蛋白的 12%~16%、10%、

3.7%~4.3% 和 6%~9%。据报道，超过 95% 的花生

过敏人群至少对 Ara h 1、Ara h 2 和 Ara h 3 三种过

敏原中的一种过敏，超过 95% 的花生过敏人群可以

通过血清 IgE 识别 Ara h 1、Ara h 2 和 Ara h 6[12]。

Ara h 1 是花生子叶中的一种可溶性蛋白，在花

生总蛋白中含量最高，烘焙处理后分子间可交联形成

高度稳定的三聚体而不易被破坏；Ara h 2 与胰蛋白

酶抑制剂具有同源性，主要由 α 螺旋和无规则卷曲

组成，结构中存在二硫键，因此在高温和胰蛋白酶处

理下都较为稳定，还可保护花生第二大过敏原 Ara h 1
不被胰蛋白酶降解[12]；Ara h 3 是一种可水解蛋白，但

耐热性较强[13]；Ara h 6 和 Ara h 2 一样富含二硫键，

具有耐高温和蛋白酶水解的性质[14]。

此外，不同地域的人群对花生过敏原的敏感度

不同，在一项来自 3 个国家的 115 例花生过敏人群

的研究中，美国过敏者（n=30）经常对 Ara h 1、Ara h 2
和 Ara h 3 敏感，致敏率为 56.7%~90.0%；荷兰对花

生过敏人群的一项研究中，最常见的过敏原为 Ara h 2，
近来研究表明，Ara h 1 和 Ara h 3 为中国花生过敏人

群主要的过敏原[15]。

 1.2　核桃

核桃是继花生之后最常涉及过敏性反应的食

物。在美国，花生和树坚果过敏登记处收集的 5149
名患者中，核桃是引起树坚果过敏反应的首要原因

（34%）[16]。2008 年在韩国进行的一项调查中，没有
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任何个人对核桃过敏。然而，在过去 10 年中，随着

核桃的进口量增加，现已是韩国儿童过敏反应的第三

种常见食物。核桃过敏主要表现为口腔过敏、上呼

吸道、皮肤、消化系统症状[17]。在 WHO/IUIS 过敏

原命名小组中被分为两大类，分别是黑核桃和普通核

桃。黑核桃中包含 Jug n 1、Jug n 2 、Jug n 4 三种过

敏性物质。普通核桃中包含 Jug r 1~8 八种过敏性物

质。Jug r 1、Jug r 2、Jug r 4、Jug r 5、Jug r 7 和 Jug n 1、
Jug n 2 分别被鉴定为普通核桃和黑核桃中的主要过

敏原[18−19]。

Jug r 1 和 Jug n 1 属于 2S 白蛋白，是低盐浓度

下的水溶性蛋白，紧凑的球状结构使其有较高的

pH 和热稳定性[20]。Jug r 1 含有二硫键，所以在碱性

（pH8.0）条件下对胰蛋白酶和糜蛋白酶的水解具有高

抗性、且 90 ℃ 加热后仍能保持蛋白质螺旋和折叠

结构[20]；Jug r 2 属于 7S 球蛋白，具有较高的热稳定

性，在 70~75 ℃ 时仍能保持稳定构象；Jug r 5 属于致

病相关蛋白（PR-10）家族，过敏后通常引发轻微的口

腔反应，主要由于摄入生食品而发生，对热和胃消化

较为敏感[18]。

核桃中不同类型过敏原在不同地域的发病率是

不同的，Jug r 5 是在北欧和中欧占主导地位的核桃

过敏原，Jug r 3 是在南欧占主导地位的过敏原，Jug r 7
是在整个欧洲都很突出的核桃过敏原类型，所有核桃

过敏原中，致敏率最高的是 Jug r 5 和 Jug r 7 这两种

过敏性物质[18]。

 1.3　榛子

榛子是 EuroPrevall 诊所调查的 24 种常见致敏

食物（包括花生、核桃、芝麻、瓜子、大豆、小麦、桃、

苹果、虾、鱼、牛奶等）中被报道最多的致敏食物

（32%），也是 IgE 介导食物过敏最常见的食品诱因之

一，调查数据发现在 8 个欧洲中心城市、20~57 岁普

 

表 1    坚果中的主要过敏原

Table 1    Major allergens in nuts

主要过敏原 分子量（kDa） 蛋白质家族 蛋白种类

花生

Ara h 1 64 Cupin 7S球蛋白

Ara h 2 17 醇溶谷蛋白 2S白蛋白

Ara h 3 60，37 Cupin 11S球蛋白

Ara h 6 15 醇溶谷蛋白 2S白蛋白

核桃

普通核桃

Jug r 1 15~16 醇溶谷蛋白 2S白蛋白

Jug r 2 44 Cupin 7S球蛋白

Jug r 4 58.1 Cupin 11S球蛋白

Jug r 5 20 PR-10 Bet v 1
Jug r 7 13 profilins Profilin

黑核桃
Jug n 1 醇溶谷蛋白 2S白蛋白

Jug n 2 Cupin 7S球蛋白

榛子

Cor a 1 17 PR-10 Bet v 1

Cor a 2 14 profilins 肌动蛋白结合蛋白

Cor a 8 9 醇溶谷蛋白 非特异性脂质转移蛋白

Cor a 9 40 Cupin 11S球蛋白

Cor a 11 48 Cupin 7S球蛋白

Cor a 14 10 醇溶谷蛋白 2S白蛋白

腰果

Ana o 1 50 Cupin 类7S球蛋白

Ana o 2 55 Cupin 类11S球蛋白

Ana o 3 14 醇溶谷蛋白 2S白蛋白

杏仁

Pru du 3 9 醇溶谷蛋白 非特异性脂质转移蛋白1型

Pru du 4 14 profilins 肌动蛋白结合蛋白

Pru du 5 10 PR-10 60S酸性核糖体蛋白P2

Pru du 6 360 Cupin 11S球蛋白

开心果

Pis v 1 7 醇溶谷蛋白 2S白蛋白

Pis v 2 32 Cupin 11S球蛋白亚基

Pis v 3 55 Cupin 7S球蛋白

Pis v 4 25.7 PR-9 锰超氧化物歧化酶

Pis v 5 36 Cupin 11S球蛋白亚基

巴西坚果
Ber e 1 9 醇溶谷蛋白 2S富含硫贮藏蛋白

Ber e 2 29 Cupin 11S球蛋白

板栗

Cas s 5 PR-3 几丁质酶

Cas s 8 12~13，9 醇溶谷蛋白 非特异性脂质转移蛋白1型

Cas s 9 17 热休克蛋白20

松籽 Pin p 1 6，15 醇溶谷蛋白 2S白蛋白
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通人口中过敏率达 9.3%[21]。美国 7390 万儿童中

147800 名儿童会受到榛子过敏影响。过敏人群通常

表现出口腔粘膜、上气道、皮肤和消化反应，部分有

哮喘，心血管或神经症状[22]。

榛子中过敏原包括 Cor a 1、Cor a 2、Cor a 6、
Cor a 8~Cor a 15 十一种。主要过敏原有Cor a 1、Cor a 2、
Cor a 8、Cor a 9、Cor a 11 和 Cor a 14 六种[23]。Cor a 1
属于 PR-10 家族，是美国东北部成人的主要过敏原

物质，IgE 水平比其他榛子过敏原人群水平平均高

5 到 10 倍，并且对消化道和胃中极端 pH 条件较为

敏感；Cor a 2 是与花粉相关的主要过敏原，因地区不

同而引发不同的致敏率[24]；Cor a 8 作为一种脂质转

移蛋白是地中海地区榛子中的主要过敏原[25]，在

170 ℃ 烘烤时可丧失免疫活性；Cor a 9 作为球蛋白

在所有加工技术处理中稳定性最高，即使在 94 ℃ 条

件下加热，蛋白质二级结构仍基本保持不变[26]；Cor a
11 是一种糖基化的储存球蛋白，在中欧榛子过敏人

群中被鉴定为轻微过敏原，对食品加工敏感，耐热性

较差，在 70 ℃ 时已经表现出结构变化[27]。Cor a 14
对热处理具有高稳定性，处理温度需要超过 80 ℃
才开始展开，且体外消化实验表明，Cor a 14 对蛋白

水解具有抗性[28]。此外，不同年龄段对过敏原敏感

性不同，Cor a 9 和 Cor a 14 的致敏性反应在儿童中

最为常见，随着年龄的增长，Cor a 1 敏感作用逐渐增

加[23]。

 1.4　腰果

腰果过敏在婴儿和成年女性中发生较多。在美

国被报告为仅次于核桃的第二普遍的树坚果过敏物；

英国大约 0.08% 的 4 岁以下婴儿由于摄入腰果过敏

而导致健康受损，法国大约 41% 的坚果过敏者被发

现对腰果敏感，此外，腰果过敏在亚洲人群中也较为

普遍，Luyt 等[29] 的一项研究比较了白人儿童和南亚

儿童，发现后者更容易对腰果过敏，相对风险分别为

1.94% 和 2.59%。而 Chitta 等[30] 在一项新加坡儿童

对腰果过敏反应的研究中对 99 名受试儿童进行临

床反应试验，发现 52 名儿童对腰果过敏，其中 47 名

儿童在此之前从未接触过腰果，并普遍表现出呼吸道

和胃肠道不适等症状。

腰果中过敏原包括 Ana o 1、Ana o 2 和 Ana o 3
三种。在西方国家的免疫抑制检查过敏人群中，

Ana o 3 敏感性占 81%，Ana o 2 占 62%，Ana o 1 占

50%，因此，Ana o 3 可作为腰果过敏的最佳检测原。

Ana o 1、Ana o 2 和 Ana o 3 对热都具有一定抵抗能

力，但 Ana o 3 和 Ana o 2 对热更加稳定，150 ℃ 下烘烤

16 min 后 Ana o 2 分子量仍未显著降低，甚至有所增

加。三种过敏原对 pH 也较为稳定，Ana o 1 仅在 pH13
时敏感，Ana o 2 在极端 pH 条件下（pH1~3 或 pH13）
与 IgE 结合度略有降低，Ana o 3 在 pH1~11 范围内

都较为稳定，因此都可一定程度抵抗胃和肠道消化而

产生致敏效果[31−32]。

 1.5　杏仁

在美国，关于树坚果过敏反应人群统计的百分

比中，杏仁排名第三（15% 的树坚果过敏人群有反应

性），仅次于核桃和腰果[33−34]。主要过敏症状表现为

咽喉瘙痒、鼻塞、荨麻疹、腹痛、血管性水肿等[35]，

WHO/IUIS 过敏原命名小组中将杏仁中过敏原分为

6 种：Pru du 3~6、Pru du 8 及 Pru du 10，主要过敏原

为 Pru du 3~6。Pru du 5 又称 60S 酸性核糖体蛋白

P2，等电点在 3~5 之间[36]。Pru du 6 属于 11S 球蛋

白，对胃蛋白酶敏感，热稳定性好，高于 94 ℃ 温度才

会部分展开，在食物中聚集形成不同的结构[37−38]。

 1.6　其他坚果

坚果种类多样，除上述较为普遍的坚果外，开心

果、巴西坚果、松籽、板栗等也可引起过敏反应。在

土耳其，食物过敏人群中的 6.7% 对开心果过敏，由

于摄入开心果所导致的过敏发生率要高于许多国家，

这与土耳其是世界上主要的开心果种植和消费地区

之一密切相关[39]。开心果中包含 5 种过敏原：Pis v 1、
Pis v 2、Pis v 3、Pis v 4 和 Pis v 5。Pis v 4 是一种锰

超氧化物消解剂，其余为坚果种子储存的主要蛋白成

分。Pis v 1 为 2S 白蛋白，Pis v 3、Pis v 2 和 Pis v 5
为球蛋白，分别占总蛋白的 25% 和 66%[40]；目前，巴

西坚果中仅发现两种过敏原 Ber e 1 和 Ber e 2，均属

于种子贮藏蛋白，有一定耐热性；在 Cas s 5、Cas s 8、
Cas s 9 这三种板栗食入性过敏原中，Cas s 8、Cas s 9
更易致敏，且 Cas s 9 更耐高温[41]；松籽与核桃、花生

被报道为韩国儿童过敏反应的三种最常见坚果[42]，

其 Pin p 1（2S 白蛋白）被报道为松籽主要的过敏原物

质，分子量为 15 kDa，但其对还原剂敏感，易被还原

为 6 kDa 小分子量物质并失去与 IgE 结合特性[43]。

在坚果市场扩大的同时，坚果类食品也更加多

样化，除常见的蛋糕、冰淇凌、糖果外，一些坚果酱、

饮料等产品也相继出现，但因部分人群对坚果过敏，

所以限制了消费者对于此类产品的摄入。此外，生产

加工中共用生产线或原料运输中的交叉感染也为过

敏人群带来极大隐患，因此，更应明确过敏原信息，加

强过敏原检测及消费者健康保障。

 2　坚果中过敏原的检测方法
目前在世界范围内，过敏性疾病的发生率仍呈

现不断上升的趋势，明确食品中过敏原并建立相关检

测方法对预防食物过敏的发生至关重要。目前坚果

中过敏原的检测方法主要分为“体内诊断”和“体外

检测”两种形式。

 2.1　体内诊断

体内诊断主要利用皮肤敏感试验或双盲对照食

物激发试验等手段评价某一坚果中某种过敏原能否

使过敏人群产生过敏反应，由于过敏人群为直接检测

对象，此方法可能会为他们带来痛苦或引发过敏反应

而产生风险，结果也可能受检测对象心理或其他因素

影响[44]，从伦理以及安全学角度而言都存在一定问
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题。所以，相对于坚果中过敏原的体外检测来说，应

用较窄，相关研究报道也较少。

 2.2　体外检测技术

体外检测技术主要分为两类：基于蛋白质水平

和基因水平的检测技术。蛋白质水平检测技术主要

包括酶联免疫吸附技术（Enzyme  linked  immuno-
sorbent  assay， ELISA） 、免疫印迹技术（ Western
blotting，WB）、免疫层析技术及生物传感器技术在

内的免疫学检测技术和非免疫学检测技术-质谱技术

等。基因水平检测技术主要包括聚合酶链式反应

（Polymerase chain reaction，PCR）及基于 PCR 技术

而发展的多重 PCR 技术和实时荧光定量 PCR 技术，

环介导等温扩增技术（Loop-mediated  isothermal
amplification，LAMP）等。

 2.2.1   基于蛋白质水平的检测技术　

 2.2.1.1   酶联免疫吸附技术　酶联免疫吸附技术通

过显色程度来反映待测样品中抗原或抗体的含量。

根据免疫反应动力学类型可分为竞争 ELISA 和双抗

体夹心 ELISA 两类。Zhao 等[45] 将腰果过敏原 Ana o 3
作为蛋白标记，研发出两种夹心 ELISA 检测方法，检

测限分别为 0.04 mg/kg 和 0.06 mg/kg，均低于其他

坚果检测报告中含量，且该方法能检测出加工过的巧

克力中腰果残留物痕迹，为检测食品中低剂量过敏原

提供有效依据。Joana 等[46] 开发了一种高度特异性

和敏感性的夹心 ELISA 检测方法，用于检测和量化

复杂食品体系中的榛子过敏原，榛子检出限达到

1 mg/kg，并且量化检出添加已知榛子量为 50 mg/kg
的榛子巧克力模型，强化了 ELISA 作为检测食品中

过敏原快速且可靠的价值。ELISA 检测技术因特异

性强、灵敏度高、操作方便快速被广泛应用于坚果过

敏原定性和定量分析，检测试剂盒的应用也为研究过

敏物质提供了便捷途径，虽然加工处理过程对蛋白造

成变化时会对检测结果造成影响，但目前仍是坚果过

敏原检测中应用最广泛的方法[46]。

 2.2.1.2   免疫印迹技术　蛋白质免疫印迹是在凝胶

电泳基础上利用酶或放射性标记的抗体对过敏原进

行检测的技术，主要用于坚果过敏原的鉴定以及半定

量分析。Chen 等[47] 利用蛋白质免疫印迹与免疫层

析结合的方法开发了一种花生过敏原筛选和确认系

统，通过多克隆抗体联合胶体金标记免疫层析试纸

条，可在过敏蛋白浓度为 5 ng/mL~2.5 μg/mL 范围时

呈现强阳性结果，用于快速鉴定花生过敏原成分，同

时使用 Ara h 1 特异性单克隆抗体进行蛋白质印迹

以排除假阳性结果。利用此方法对海关监测测试的

285 个样本进行分析，检测结果与原始标记样本相比

多出五例阳性样本，对阳性样本进一步进行蛋白质印

迹验证试验后发现，只有一例被证实为阳性。总体来

说，这种方法有效地将电泳技术与免疫检测技术相结

合，从混杂抗原中检测出特异性抗原，特异性强、灵

敏度高、试剂用量少，但在分析样品时花费时间过

长，且检测食品样本的复杂性对其结果会产生影响。

 2.2.1.3   质谱技术　质谱技术是对样品离子的质量

和强度进行定性、定量和结构分析的方法，常与液相

色谱、气相色谱、毛细管电泳技术相结合。近年来，

随着质谱技术的快速发展，在坚果过敏原检测领域也

得到越来越多的关注。洪宇伟等[48] 通过超高效液相

色谱-电喷雾质谱法分别检测 10、40、80 μg/g 三个浓

度花生过敏原 Ara h 2 时，发现其检测限达 1.87 μg/g，
定量限达 6.23 μg/g。同时从某超市购买 10 种烘培

食品以验证该方法的适用性，结果在食品标签或配料

表中未标明花生的食品中检测出花生蛋白残留，说明

某些食品在生产、加工、运输、销售过程发生了交叉

感染，同时也验证了该方法的可行性。Gu 等[49] 通过

使用 MonoSpin PBA 离心柱引入快速固相萃取的方

式优化了 LC-MS/MS 检测方法。结果发现巧克力中

致敏成分的检测限范围为 0.05~1.3 μg/g，定量极限

值在 0.2~4 μg/g。其中花生和坚果定量限值分别为

2.5~4 μg/g、1~3 μg/g，证明了所利用的样品处理方法

结合 LC-MS/MS 分析的出色能力。最后，利用该方

法对市售 24 种不同品牌的巧克力样品中过敏原存

在性进行评估，结果标签上标示的过敏原均检出，且

在其中六款不同品牌的巧克力样品种分别发现未标

注的牛奶、花生及榛子隐藏性过敏原，证明该方法的

可靠性和真实性，为食品过敏原含量与食品过敏原标

签之间可能存在的差异提供有利的检测依据。检测

方法存在高灵敏度和高准确性，克服了坚果加工过程

过敏原结构变化产生的假阴性结果，虽然检测设备昂

贵，可实现多种过敏原同时检测，具有广阔的应用前

景[50]。但同时，由于质谱检测是基于化合物离子化并

通过特定的质荷比来检测和定量的，因此任何干扰待

测物离子化的物质都可能影响检测方法的灵敏度和

准确性。

 2.2.2   基于 DNA 水平的检测技术　

 2.2.2.1   多重 PCR 检测技术　多重 PCR 检测技术

检测量大且精确，可大量节省成本和时间。在食品致

病菌检测中应用较多，对于食品真伪鉴别如肉制品加

工中效果也较好。采用多重 PCR 技术进行坚果检测

方面也有一定研究和报道，王守法等[51] 通过三重

PCR 法同时检测榛子磷酸葡糖异构酶、榛子致敏蛋

白 Cor a 1 及 Cor a 8 三种成分，结果 DNA 含量为

10 ng/μL 的榛子模板清晰可见，为检测榛子及坚果

过敏原提供可行方法。Cheng 等[52] 开发了一种与毛

细纤维电泳相结合的多重 PCR 检测法，可同时检测

来自榛子、开心果、燕麦、芝麻、花生、腰果、大麦、

小麦、大豆和山核桃的 10 种常见食物过敏原，该方

法的绝对检测限在 2~20 个单倍体基因组之间，为坚

果过敏原检测技术提供了另一种途径。

 2.2.2.2   实时荧光定量 PCR 技术　实时荧光定量

PCR 技术不仅可定量检测且结果更加精确，操作性

强，可以实现多种复杂坚果中过敏原的鉴定，应用范
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围更广，但实验仪器较昂贵。孙敏等[23] 通过实时荧

光定量 PCR 技术对榛子中的致敏原进行检测，结果

表明对榛子热休克蛋白设计合成引物 DNA 的检出

限可达 0.11 ng。Silvia 等[53] 通过实时 PCR 方法，对

巴西坚果进行检测，针对 2S 白蛋白基因，检测限为

2.5 mg/kg，通过对 66 种不同商业食品样品的分析，评

估了巴西坚果特定系统的适用性，为检测巴西坚果

DNA 提供了一种有效工具，并可用作常规检测分析，以

判定相关食品标签的准确性。这种利用荧光探针的

优化 PCR 技术，不但可实时监测目标产物扩增变化，

而且无需再次染色，减少产物污染和假阳性误差，实

现多重样品检测的同时提供了更快速和精确的结果。

 2.2.2.3   环介导等温扩增技术　LAMP 操作简单、快

捷、准确，在分子生物学检测领域应用较多。Shyang-
chwen 等[54] 采用 LAMP 快速检测加工食品中的过

敏性花生蛋白，当以 ITS 作为 LAMP 引物时，对花生

基因组 DNA 检出限为 1 pg，与特异性靶向 ITS 序列

的 PCR 引物相比，检出限提高了 10 倍。而以 Ara h 1
为 LAMP 引物时，对花生基因组 DNA 检出限为

100 pg，同样高出 PCR 检测技术 10 倍。此外，当其

他坚果如核桃，榛子等存在时不会对检测结果产生影

响。刘昊等[55] 通过此方法对开心果中过敏成分进行

检测，发现该方法对开心果基因组 DNA 的检出限

为 0.2 ng，且检测时间不超过 1 h。此方法对过敏成

分的检测限远低于 PCR 检测技术，这便为食品交叉

污染而产生的痕量过敏原检测提供了新的选择方式，

且在检测过程中不受其他成分干扰，具有更高灵敏度

和特异性。

 3　坚果中脱敏技术研究现状
坚果已成为现代饮食结构中不可缺少的部分，

同时坚果过敏也正成为全世界普遍存在的食品安全

问题，一些微量或痕量存在的致敏成分就足以对过敏

者的健康带来严重伤害。尽管世界各国已对食物过

敏出台多项管理措施，但由于没有统一标准且部分国

家相关法律法规尚不健全，所以实施过程中仍存在诸

多问题。在我国，不仅出现标识不完整、不正确等造

成消费者误食致敏或因过度避免致敏食物而导致营

养不良的问题，同时在出口贸易中也造成巨大经济损

失，所以研究坚果中致敏成分并通过相应技术手段降

低或消除坚果中的致敏原就变得尤为重要。

根据处理原理及方式的不同，降低坚果中致敏

原的方法主要分为三种：物理法、化学法和生化法。

不同处理方式产生的效果不同，为了提高脱敏效果，

往往采用多种方式联合处理。在国外，坚果脱敏研究

较为普遍，因而其研究方法相对成熟且研究方面也较

为广泛。我国主要采用物理方法对相关坚果中的致

敏原进行脱敏研究，且原料多为花生，虽然已有部分

报道但仍处于起步阶段。

 3.1　物理法

 3.1.1   热处理　热处理是最普遍的食品加工方式，包

括蒸、煮、烤、炸、烘、煎、微波加热、高温高压和巴

氏灭菌等。李坤等[56] 对花生过敏原研究时发现，随

着温度升高致敏蛋白二级结构会发生变化，主要表现

为 α-螺旋相对含量降低，β-折叠和 β-转角相对含量

增加，三级结构部分展开，因此可通过热处理改变蛋

白质结构和性质，破坏原生分子抗体识别部位而降低

花生致敏性。但坚果中致敏原多样且复杂，不同过敏

原对热处理耐受性不同，如李颖超等[57] 研究发现

160 ℃、5 min 油炸处理后样品中几乎检测不到 Ara h 1，
121 ℃、0.1 MPa、30 min 高温高压处理也可明显降

低 Ara h 3 的含量，但两种方式对 Ara h 2 的影响却

都很小；Zhang 等[58] 研究表明，加热可改变花生中

Ara h 2 二级结构，但程度不同，经过 100 ℃，水煮

20 min 后 Ara h 2 含量减少，而 170 ℃，烘烤 15 min
后，Ara h 2 含量会增加；而李坤等[56] 发现通过半胱

氨酸还原协同加热处理可大幅改变蛋白二级结构和

三级结构，使抗原性明显降低，热处理过敏蛋白

Ara h 2 抗原性的 IC50 值为 1.66 μg/mL，还原处理过

敏蛋白 Ara h 2 抗原性的 IC50 值为 1.75 μg/mL，而
热处理和还原联合处理后过敏蛋白 Ara h 2 抗原性

的 IC50 值为 7.92 μg/mL，高出 4 倍以上，极大降低了

Ara h 2 的致敏性。此外，Jongh 等[59] 研究发现 90 ℃
加热及高压 121 ℃ 分别处理花生 20 min，对 Ara h 6
两种异构体二级结构都没有明显影响，但高压灭菌条

件下可使 Ara h 6 与 IgE 亲和力明显减少。由此可

见，多种方式联合处理可明显提升脱敏效果，但也应

根据不同致敏原性质采取针对性措施。

 3.1.2   辐射处理　辐射处理属于冷加工，低能耗，不

需添加化学药物，不存在药物残留问题，同时可以保

持食品原有的色泽、香气和风味。罗春萍等[60] 研究

发现，与单一热处理不同，60Co-γ 辐照处理可破坏

Ara h 2 蛋白的表位，使其失去与抗体结合的能力，且

在辐照剂量为 10 kGy 时，可完全破坏溶液中稳定的

Ara h 2 和 Ara h 6 的蛋白结构。此外，辐照与其他方

式联合作用更能明显降低坚果致敏性。Lamberti
等[26] 采用热空气和红外线处理榛子中过敏蛋白，在

170 ℃ 下烘烤可降低与 IgE 结合能力，而红外辅助

处理后过敏性几乎完全消失。Kasera 等[61] 研究发

现，对于四季豆、黑豆和花生中可溶性蛋白，单一煮

沸情况下致敏性分别降低 7 倍、3 倍、26 倍，煮沸+
辐照处理后致敏性可降低 10 倍、3 倍、47 倍（P<
0.001）；两种方式联合处理对四季豆、黑豆和花生中

不溶性蛋白的影响更加明显，单一煮沸情况下致敏性

分别降低 6 倍、4 倍、8 倍，煮沸+辐照处理后致敏性

可降低 13 倍、11 倍、23 倍（P <0.001）。与单独煮沸

相比，联合处理能更有效地降低可溶性和不可溶性蛋

白，而更适合于坚果脱敏的应用。

 3.1.3   超高压处理　超高压技术通过作用于生物大

分子立体结构而改变致敏性，同样也对食品的营养价

值、色泽和天然风味具有保护效果。美国大杏仁与
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苦杏仁中含有同种热稳定性较好，且不受辐射影响的

过敏原，但研究发现超高压可对其致敏性产生破坏，

朱乾乾等[62] 对杏仁分离蛋白进行不同压力处理后发

现蛋白样品的二级结构未受影响，但三级结构展开，

表面疏水性增强，在 500 MPa 下处理 900 s 后，苦杏

仁分离蛋白的致敏性可以降低到 25.69%。另外，

Yang 等[63] 研究了高静液压 HHP/热处理对核桃的影

响，通过竞争抑制 ELISA 方法进行评估，与 HHP 或

沸腾处理相比，核桃在 650 MPa、100 ℃ 条件下经

HHP 和热处理，能够更高效降低过敏原与 IgE 结合

能力，最高降幅可达 86.37%，为多种方法联合处理坚

果过敏蛋白提供有效思路。

 3.2　化学法

因为添加试剂可能会存在残留，对食物风味及

安全性造成潜在的影响，因此坚果脱敏研究中化学方

法相关的研究及报道较少。Chung 等[64] 用单宁结合

间接 ELISA 检测法对花生产品进行研究时发现，当

单宁浓度为 0.5、1 和 2 mg/mL 时，与未经处理的花

生酱相比 IgE 结合能力分别减少约 55%、75% 和

100%，将不同最终浓度（0.25、0.5、1 和 2 mg/mL）的
单宁添加到花生酱提取液（5 mg/mL，pH7.2）时，添加

的单宁浓度越高，花生主要过敏原 Ara h 1 和 Ara h 2
含量就越少。当浓度为 2 mg/mL 时，提取液中几乎

没有过敏原存在。但单宁属于食品添加剂，其使用计

量受到严格规定，且单宁的加入会影响食物口感和色

泽。张华[65] 在对杏仁脱敏研究中通过添加石榴、蓝

莓和康科德葡萄果汁使其与杏仁过敏蛋白形成多酚-
杏仁复合物的方法，结果表明，果汁中的多酚可使杏

仁蛋白过敏原形成粒径增大 38 倍的沉淀，以降低其

与 IgG 和 IgE 的结合。虽然通过添加果汁引入多酚

的方法可起到降低致敏性且改善口感的作用，但此方

法多倾向于复配饮料类产品使用，应用范围小，局限

较大。Tatiana 等[66] 分别用热处理和加入葡萄糖引

发美拉德反应的两种方式对榛子进行处理，发现这两

种方式均可对过敏原 Cor a 1 产生影响，Cor a 11 即

使没有糖也受热影响，而 Cor a 9 过敏原对这两种方

法均有耐性。史云凤[67] 在糖基化反应对花生过敏

原 Ara h 1 影响的研究中发现，糖基化修饰后的蛋白

可使对 Ara h 1 过敏的小鼠产生严重过敏反应，说明

美拉德反应也可增强 Ara h 1 蛋白的致敏性。可见

糖基化反应只能对部分坚果过敏原产生消减作用，而

对于某些过敏原可起到加强作用，因此，只能针对性

使用。

 3.3　生化法

 3.3.1   酶解法　酶解法以其反应高效、温和、可控等

优点广泛应用于过敏蛋白的修饰中，但在坚果脱敏中

研究相对较少。石振鹏等[68] 在对花生仁浆中致敏原

研究时发现，当碱性蛋白酶:中性蛋白酶:木瓜蛋白

酶:风味酶的体积比为 2:2:1:1，酶用量 4%，酶解温

度 60 ℃，pH 7.0，酶解时间 4 h 的条件下，花生仁浆

中的致敏蛋白 Ara h 1 和 Ara h 2 的平均消减率高达

92.91%。Meng 等[69] 利用木瓜蛋白酶、无花果酶、

菠萝蛋白酶对花生水解处理后，发现其与 IgE 结合

能力可降低 85%~95%；Carmen 等[70] 通过酶解法处

理腰果和开心果中过敏原物质时，发现高压灭菌和超

声波下酶水解分别诱导处理的腰果和开心果制成的

膏体与 IgE 结合特性也会显著降低。但酶的添加会

在一定程度上提高生产成本，同时也存在缺乏专一

性、不能够与底物充分接触而充分发挥其高效性，以

及水解产物对食品产生苦味等负面影响[71]。

 3.3.2   微生物发酵及基因工程　微生物发酵这种传

统方法是将坚果中的过敏蛋白质分解为小分子的肽

和氨基酸而降低坚果的致敏性的，同时可以为食品增

加特殊风味。王金水等[72] 通过枯草芽孢杆菌对花生

蛋白粉进行液态发酵，发现高压灭菌处理和持续发酵

能显著降低 Ara h 1 和 Ara h 2 的含量，且发酵 16~
32 h 可产生诱人色泽及令人舒服的微酸味。Pi 等[73]

在利用纳豆芽孢杆菌对花生浆发酵研究时发现，发酵

可使花生蛋白降解、构象发生变化并减少 α 螺旋结

构，通过间接 ELISA 评估，表明该方法可将花生蛋白

与 IgE 结合性降低超过 77.3%。但目前，微生物发酵

在坚果脱敏研究中应用较少，对发酵后产物特性如氨

基酸含量、乳化性、稳定性还不够了解，对其研究还

有待加强。基因工程通过对过敏原氨基酸序列编辑，

一定程度上可以完全消除坚果食物中致敏原，但专业

技术性强且存在安全性问题。目前，基因工程对坚果

脱敏研究主要体现在花生过敏原中。易海涛等[74] 将

花生主要过敏原 Ara h 2 基因序列进行颠换合成，克

隆导入 Origami 宿主表达菌中并诱导其表达，结果表

明经基因工程改造后的 Ara h 2 蛋白仍可被花生过

敏患者血清中的 IgE 抗体特异性识别，相比于突变

之前，其免疫原应性已明显降低。Merima 等[75] 对花

生主要过敏原 Ara h 2 和 Ara h 6 进行修饰改造，与

天然过敏原相比，超过 60% 的血清鉴定显示突变过

敏原结合 IgE 的能力可降低 50%~94%，但一些过敏

者的血清对修饰过敏原仍保持较高水平的 IgE 反应

活性。Ramos 等 [76] 对花生过敏原 Ara h  2 异构体

Ara h 2.01 上的五个不同位点进行突变，发现 Ara h 2.01
与 IgE 结合能力降低了 56%~99%，不影响有效的免

疫治疗必须保留的 T 细胞表位。但基因工程在坚果

脱敏上的研究还未成熟，且处理后过敏原可能存在较

高水平的 IgE 反应活性。

综上所述，每种脱敏方法都存在优缺点（图 1），
不同种类坚果所需脱敏技术也不尽相同，无法仅通过

一种脱敏方法完整、高效、经济的去除坚果中过敏物

质，因而有针对性的进行多种技术联合作用仍将是今

后坚果脱敏研究的重点方向。

 4　结论与展望
本文首先对坚果中常见的过敏原的性质及危害

进行了介绍，列举了目前国内外用于坚果过敏原检测
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的主要技术、特点及其应用，并进一步的对比分析了

不同处理方式对坚果中过敏原脱敏效果以及优缺

点。目前在全球范围内，过敏性疾病的发生率仍呈现

不断上升的趋势，明确坚果中的过敏原并建立相关的

检测技术对于预防食物过敏的发生至关重要。目前

的食物过敏原检测技术的检出限均在食品标签管理

规定之下，并且多种方式联合检测技术在达到高灵敏

度的同时实现了高通量和高特异性检测，但昂贵的仪

器成本以及对检测人员的高素质要求在一定程度上

限制了其进一步的发展。

坚果中过敏原种类多样且性质稳定，简单的加

工方式难以产生破坏作用，还可能因暴露内部隐藏的

抗原而提高致敏物含量。单一的脱敏技术也易出现

过敏物残留、改变食品风味、破化营养价值等缺点。

在脱敏的相关研究中，针对不同过敏原性质而采用的

多种技术联合脱敏表现出显著优势，在极大破坏致敏

成分的同时又保留了食品中营养成分，而一些方法还

起到了为食品添加特殊风味的作用。由于致敏成分

的特殊性，针对性的研发多种方式联合处理的脱敏技

术仍是未来科研发展方向的热点及难点。此外，还应

加强对坚果脱敏新兴技术的研究，以便向消费者提供

信息准确、安全的食物，提高过敏人群生活质量、打

破贸易保护、促进进出口贸易及交流等。
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可为食品增加特殊风味
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超高压

添加单宁、多酚

糖基化

酶解法

微生物发酵

基因工程

物理法

化学法

生化法

脱敏方法

一方面食物中的致敏蛋白直接吸收辐射能，从而导致蛋白结构变化，
另一方面照射线作用于食物中的水分子，产生可与食物中致敏氨基酸

通过形成聚合物或沉淀的方法破坏过敏原从而

使糖和蛋白质发生反应生成糖和蛋白质的
复合物，通过化学修饰改变蛋白质的变应
原性而降低过敏原。

改变抗原决定的三级结构，或者裂酰胺降低过敏原的
分子量，从而降低其活性。

将食品中的蛋白质经微生物发酵后分解为小分子多肽
及基酸，从而降低食品的致敏性。

通过直接作用于过敏源头，消除内源基因，使编码蛋白
失去致敏性。

抗体识别的部位被破坏而降低致敏性。

反应的自由基导致蛋白质空间结构发生破坏，使致敏性降低或去除。

降低致敏性

超高压 (HHP) 技术通过作用于生物大分子立体结构，而降低致敏性

图 1    坚果脱敏技术原理及优缺点

Fig.1    Principle and advantages and disadvantages of nuts desensitization
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