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牛乳主要过敏原及其检测技术研究进展 
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上海  200436; 2. 上海海洋大学食品学院, 上海  201306) 

摘  要: 牛乳过敏是婴幼儿常见的食物过敏之一, 能引发皮肤、胃肠道或者呼吸系统方面的疾病。明确牛乳

过敏原的结构及致敏机制, 并建立准确且敏感度高的检测分析方法有助于人们预防这类疾病。牛乳中常见的

过敏原为酪蛋白、β-乳球蛋白和 α-乳白蛋白。本文详述了这些主要过敏原蛋白的结构、致敏机制以及相关的

抗体识别序列, 并结合国内外关于乳过敏原检测的相关报道, 阐述了基于蛋白质和 DNA 的牛乳过敏原检测技

术, 包括 ELISA、免疫传感器、PCR 以及环介导等温扩增技术, 以及这些技术应用的优缺点, 旨在为牛乳过敏

的防控和乳过敏患者的健康提供一定的理论支撑。 
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Research progress of cow milk allergens and their detection techniques 
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(1. State Key Laboratory of Dairy Biotechnology, Shanghai Engineering Research Center of Dairy Biotechnology, Dairy 
Research Institute, Bright Dairy & Food Co., Ltd., Shanghai 200436, China; 2. College of Food Science and Technology, 

Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China) 

ABSTRACT: Cow milk allergy is one of the common food allergies in infants, which can cause skin, gastrointestinal 

or respiratory diseases. It is helpful for people to prevent this kind of disease by knowing the structure and 

sensitization mechanism of milk allergens and establishing accurate and sensitive detection and analysis methods. 

Casein, β-lactoglobulin and α-lactoalbumin are common allergens in milk. This paper described the structure, 

sensitization mechanism and related antibody recognition sequences of these main allergens in detail. Through the 

research on the related researches of milk allergens detection at home and abroad, this review also expounded the 

detection technology of milk protein allergen based on protein and DNA, including ELISA, immunosensors, PCR, 

and loop-mediated isothermal amplification techniques, as well as the advantages and disadvantages of these 

techniques, in order to provide essential supports for cow milk allergy control and ensure the health of those people 

suffering from milk allergy. 
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1  引  言 

牛乳蛋白营养丰富, 几乎含有所有的人体必需氨基

酸[1], 在婴幼儿的生长发育中起关键作用[2]。但和人乳相比, 
在蛋白质类型和同源性上存在较大的差异, 相关的研究显

示, 约有 2%~7%的婴幼儿因为摄入牛乳而出现呕吐、腹

泻、起红疹等食物过敏现象[3,4]。明确牛乳蛋白的致敏机制, 
并避免接触这些过敏原是预防牛乳过敏的有效方法。为了

保障人体的健康, 发达国家均要求对食品中的过敏原信息

进行标识[5]。因此, 建立准确且灵敏度高的过敏原分析方

法有助于食品包装的标识, 且对乳过敏人群的健康保障具

有重要意义。目前, 研究人员们开发了许多牛乳过敏原的

检测技术, 以进行牛乳过敏原的检测和防控, 并取得了显

著的成效。鉴于此, 本文结合国内外对于乳蛋白致敏机制

的研究进行分析总结, 对牛乳中主要过敏原蛋白的结构、

致敏表位等现状进行详细介绍, 并分别从蛋白质和 DNA 2
个方面阐述乳过敏原的检测方法, 主要集中在免疫化学分

析技术、质谱技术、实时 PCR 方法, 以及新兴的环介导等

扩增方法, 旨在为预防牛乳致敏提供一定的参考。 

2  牛乳过敏原蛋白 

食物过敏原是指食物中能够选择性激活免疫细胞 , 
引起机体免疫系统异常反应的成分, 大多为蛋白质。牛乳

蛋白约占牛乳的 3%[6], 至少有 25 种不同种类, 且都可能

作为过敏原[7]。它们含有可以被人体免疫系统识别的线性

或构象抗原表位, 当被人体摄入时, 可能会被识别为“有
害”物质, 刺激免疫细胞产生大量抗体, 主要是免疫球蛋白

E(immunoglobulin E, IgE)。多余的抗体附着在肥大细胞等

表面含有受体的细胞上面, 等到再接触抗原时, 能够刺激

这些细胞释放组胺等化学物质, 引发人体过敏[8]。酪蛋白、

β- 乳 球 蛋 白 (β-lactoglobulin, β-LG) 和 α- 乳 白 蛋 白

(α-lactalbumin, α-LA)是牛乳中含量较高的蛋白质, 且组成

和含量与人乳差别较大, 是常见的牛乳过敏原。 

2.1  酪蛋白 

酪蛋白属于一大类分泌钙结合磷蛋白, 以胶束状态

存在于乳中, 约占乳蛋白的 80%[9], 由位于同一染色体上

的不同基因编码, 被分为 αs1-、αs2-、β-和 κ-酪蛋白四种。

人乳和牛乳中酪蛋白的结构和含量的差异是导致酪蛋白致

敏的主要原因。有研究表明, 乳过敏人群中大概有 65%对

酪蛋白过敏[6]。Bernard 等[10]分离纯化了 4 种酪蛋白, 并用

固定化抗原的方式, 用 58 名对全酪蛋白过敏的儿童的血

清分别与 4 种酪蛋白进行抗原抗体反应, 发现 85%的儿童

对 4 种酪蛋白都存在特异性 IgE。 
4 种酪蛋白的氨基酸构成已经较为清楚[4], 鉴定抗原

中的 IgE 识别位点逐渐变成探究乳蛋白过敏的重要途径[11], 

大量的研究也定位了一些乳蛋白氨基酸序列的 IgE 结合区

域[1214], 甚至确定了一些 IgE 结合的关键残基[15]。Spuergin
等[14]利用合成肽的方法, 鉴定出 αs1-酪蛋白序列上过敏性

受试者产生过敏反应的三个区域, 分别为 19~30 位、93~98
位以及 141~150 位, 且这部分氨基酸序列位于酪蛋白的疏

水区, 说明了酪蛋白在人体中可经过变性或降解而增大致

敏性。Chatchatee 等[16]采用纤维素衍生膜上合成法确定了

αs1-酪蛋白上的 6 个主要 IgE 结合区, 其中包含了 Spuergin
鉴定出来的三段序列, 并提出持续性和暂时性牛乳过敏患

者在抗原表位识别上面存在差异。Jarvinen 等[17]在纤维素

衍生膜上合成了部分乳蛋白的已知 IgE 结合的肽段, 其中

有 5 个和酪蛋白相关的肽段被乳过敏患者血清识别。

Cerecedo 等[12]利用肽芯片免疫分析方法研究 IgE 和 IgG 抗

体与乳蛋白结合的特异性, 在 4 种酪蛋白中鉴定出 8 个致

敏性较强的片段, 并提出, 患者和正常人血清对于这些乳

蛋白识别模式不同。Cong 等[18]用血清学方法确定了 αs1-
酪蛋白的 IgE 和 IgG 结合表位, 并通过丙氨酸扫描分析法

确定了 αs1-酪蛋白上的致敏的关键残基, 为第 22 和 23 位。 
各项研究由于采取的方法不同, 定位到的致敏片段

不同, 但其中 αs1-酪蛋白氨基酸序列的第 69~178 位以及

173~194 位 [13,14,19], αs2- 酪蛋白的第 171~180 位以及

191~200 位[19,20], β-酪蛋白的第 45~50、55~70 以及 173~194
位 [12,16], κ-酪蛋白的第 13~22、34~44 位以及 155~164     
位[12,16,19]已被多项研究证实, 是主要的抗原表位。 

2.2  乳清蛋白 

乳清蛋白占乳蛋白的 20%, 主要的致敏组分为 α-LA
和 β-LG[6]。和酪蛋白相比, 乳清蛋白具有较高的二级、三

级结构, 而 β-LG 具有较高的四级结构。它们没有被磷酸化, 
并且含有分子内的二硫键[1], 球形结构特征导致其对于酸

或酶水解具有一定的耐受性, 能够在消化后保持某些结构

的完整性, 从而能够顺利的通过肠粘膜, 并被人体内的免

疫细胞识别, 引发免疫反应, 具有很高的致敏潜能[21]。国

外的研究显示, 在牛乳过敏患者当中, 约有 27.6%~62.8%
对 α-LA[11,12]过敏, 约有 82%对 β-LG 过敏[4]。石径等[22]研

究了我国乳过敏儿童血清中对 4 种主要乳蛋白过敏原的抗

体特异性情况, 发现 α-LA 和 β-LG 的特异性 IgE 阳性率分

别高达 44.3%和 39.3%。 
在乳清蛋白的致敏肽段的相关研究中, Jarvinen 等[17]

通过纤维素衍生膜合成法探究了 11 位牛乳过敏患者血清

对于 α-LA 和 β-LG 的识别, 发现了 α-LA 上的 4 个 IgE 结

合区和 3 个 IgG 结合区以及 β-LG 上的 7 个 IgE 结合区和 6
个 IgG 结合区。Hochwarner 等[23]的研究表明, α-LA 可与

66 名实验患者的 57.6%发生 IgE 抗体反应, 并确定了 α-LA
上的 6 个 IgE 结合区域, 包括 Jarvinen 提出的 3 个片段。

之后, Li 等[24]确定了 α-LA 上的 6 个线性 IgE 结合片段, 其
中有 2 个片段和前人的研究结果一致。Cong 等[25]通过免
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疫标记技术, 结合丙氨酸扫描分析法鉴定出了 β-LG 上的

20、23 和 27 位是 IgE 结合的关键氨基酸, 26 和 31 位是 IgG
结合关键氨基酸。并在之后的研究中[26], 又鉴定出了 α-LA
上的 6 个 IgE 结合关键氨基酸, 以及 5 个 IgG 结合关键氨

基酸。通过对各项研究的对比分析, α-LA 公认的致敏区域

位于其氨基酸序列的第 116、1526、6272 以及 93109   
位[17,23,24], β-LG 的为第 5877、7278、121134 位[12,15,17]。

而通过对这些抗原表位的识别和鉴定, 可以为检测和评估

乳蛋白的过敏性提供一定的依据, 并且, 对于开发新的降

低乳蛋白致敏性的技术和方法更有针对性和高效性。 

3  牛乳过敏原检测方法 

牛乳及其制品在日常生活中的广泛存在, 增加了乳

过敏人群接触过敏原的风险, 为了降低这种风险, 人们开

发了许多检测乳过敏原的方法[2730]。基本的原理是利用过

敏蛋白和抗体之间的特异性反应, 或者基于蛋白肽段之间

的差异性来进行分析。分为两大类: 基于过敏原蛋白质以

及基于过敏原 DNA 的检测方法。 

3.1  基于蛋白质的检测方法 

基于牛乳蛋白质的检测方法原理是以目标蛋白为靶

向, 利用抗原抗体间的特异性反应来检测特定蛋白。分为

传统免疫化学法 , 如酶联免疫吸附法 (enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)和免疫传感器等, 和以质谱

技术为代表的蛋白质组学方法。目前, 免疫传感器和质谱

技术在抗原的分析方面较为先进[31]。 
3.1.1  传统免疫化学法 

抗体可与特定抗原特异性结合, 导致机体的免疫应

答, 传统的免疫化学法正是基于此原理。ELISA 检测食物

中的过敏组分是 广泛使用的方法, 通过将未知样品的光

学或荧光信号与标准曲线进行比较来得到定量结果[31]。

ELISA 有 3 种形式, 即直接、间接和竞争性 ELISA[3234]。

Shi 等[35]采用竞争性 ELISA 法测定了乳酸菌发酵对牛乳中

α-LA、β-LG、α-和 β-酪蛋白含量的影响, 很好地测定出 4
种乳蛋白在不同作用时间下的含量, 显示出该方法用于检

测过敏蛋白的可靠性。Luis 等[36]开发了 2 种 ELISA 方法(间
接竞争和双抗体夹心法), 用于检测加工食品中的 β-LG, 
检测限分别为 0.5 和 0.05 mg/kg。目前, 对于 ELISA 系统

进行过敏原分析的研究主要集中在提高它的特异性和敏感

性。Orcajo 等[32]基于 IgE 抗体和 β-LG 的识别, 建立并优化

了一种针对加工食品中的 β-LG 的免疫反应性的竞争性

ELISA 法, 检测限小于 0.2 μg/mL。该方法可以很好的避免

常规 ELISA 出现的交叉反应引起的检测误差。目前, 由于

对可快速并可靠检测食品中特定过敏原的需求的增加, 各
种商业的 ELISA 试剂盒已进入市场, 它们能够快速检测特

定的蛋白质。尽管不同的食品类型和加工方式会影响到检

测值, 但检测限也在 0.015~2 mg/L 之间[4]。虽然应用较广

泛, 但 ELISA 也有一些诸如无法检测到加热形成的不溶性

蛋白、只能检测一种蛋白等局限性[37]。 
目前, 较为热门的方法为生物传感器检测法, 具有快

速、微量检测、可重复性高等优点, 并具有完全自动化的潜

力。生物传感器是基于对于受体(抗体或探针)和靶分子(蛋白

质或 DNA)生物相互作用的直接识别, 通过传感器产生可测

量的信号[38]。人们用生物传感器的技术检测不同食品基质

中的过敏原, 低可以检测到 11.0 pg/mL 的含量[39]。Ashley
等[40]用固相印迹法合成对牛 α-酪蛋白具有高亲和力纳米粒

子, 并将其结合到等离子共振传感器中, 可以定量检测 α-酪
蛋白, 且检测限远低于 ELISA 试剂盒。Jiang 等[41]基于乳酪

蛋白造成的肥大细胞接触抗体引起电流信号的显著变化, 
开发出一款新型可快速检测牛乳酪蛋白的电化学生物传感

器, 检测限为 32 ng/mL, 成本低, 再现性好。 
免疫测定可以检测到不用食物基质中的乳蛋白, 但

也存在交叉反应导致假阳性结果、食物基质干扰、食品加

工干扰等缺点[38], 且对其乳蛋白消化后的免疫反应性的探

究也不多见[42]。 
3.1.2  质谱技术 

质谱在蛋白质组学研究中起着重要的作用, 是一种

分析蛋白质和多肽的有效技术 , 包括对食物过敏原的鉴

定、表征和测定。一个完整的质谱平台包括: 离子源、质

量分析仪和检测器[43], 具有快速、准确、敏感性强、特异

性好和可重现等优点[44]。其敏感性可与 ELISA 和聚合酶链

式反应(polymerase chain rection, PCR)相媲美, 可一次性检

测多个目标, 特异性好。此外, 通常与免疫检测相关的交

叉反应问题也被消除, 因为目标肽或者蛋白质的检测不需

要与抗体相互作用, 从而能够直接且明确地识别目标分析

物。质谱分析通常在蛋白质或肽水平上的一个或多个分离

步骤(凝胶电泳、液相色谱)之后进行。目前, 应用质谱分析

进行乳过敏原的检测、定量和定性有 2 种方式, 第 1 种较

为常见, 即先用酶水解蛋白质, 之后用液相色谱串联质谱

技术分析, 第 2 种则是蛋白质直接在质谱仪中破碎, 避免

蛋白质的水解步骤[38]。 
利用质谱技术检测食品中乳过敏原的研究呈现增长的

趋势, 可在葡萄酒、饼干、婴儿配方乳粉和烘焙产品等不同

的食品基质中检测到不同的乳过敏原 , 灵敏度在 0.01~    
5 mg/kg 之间[4549]。 近, Ji 等[50]开发了一种可监测多反应

的液相色谱串联质谱(liquid chromatography-tandem multiple 
reactions-monitoring, mass spectrometry, LC-MRM/MS)方法, 
用于检测和定量不同食品中的 3 种乳过敏原(α-LA、β-LG 和

αs1-酪蛋白), 低检测限为 0.48 μg/mL。 
和免疫测定的方法一样, 食品基质也会影响到质谱

法的灵敏度, 因此, 对于复杂基质的乳过敏原检测的检测

限较高。食品加工也会改变过敏原或目标蛋白的结构或性
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质, 这可能也会影响检测的准确性。然而, 由于其高准确

度、特异性和多靶点分析的优点, 使得质谱平台在过敏原

分析中显示较好的应用前景[38]。 

3.2  基于 DNA 的检测方法 

基于 DNA 的检测方法通常是使用特异性引物, 对编

码过敏原性蛋白基因的序列进行扩增[38], 使检测结果具有

高度特异性。灵敏度高、不受与抗体产生相关的生物学效

应的影响以及分子热稳定性高, 被证明是蛋白质方法的极

好替代品 , 特别是分析高加工食品的时候。包括常用的

PCR 技术以及新型的环介导等温扩增技术(loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP)。 
3.2.1  聚合酶链式反应技术 

大多数使用 DNA 方法的研究都是使用特异性引物通

过 PCR 扩增初始目标 DNA 序列, 从而使检测结果具有高

度的特异性[38]。目前, 检测食品中的乳过敏原的基于 PCR
的技术包括终点 PCR、多重、实时 PCR 和 PCR-ELISA[31]。

Köppel等[51]开发了 2 种六重链实时 PCR 系统, 用于同时检

测食品中的几种过敏原, 包括乳过敏原, 至少能够检测到

0.1%的含量。Xiao 等[52]建立了一种利用 TaqMan 小槽粘合

剂探针检测食品中 α-LA 的实时 PCR 方法, 该方法在牛的

DNA 检测中 低可以检测到 0.05 ng, 并应用于 42 个商业

样品的验证中, 其中包含大量的乳及含乳制品。 
近年来, 随着研究的深入, 一些基于 PCR的检测和定

量 DNA 靶标的新方法, 包括, 与高分辨率熔融分析结合的

实时 PCR、单管嵌套实时 PCR、DNA 微阵列和基因传感

器等逐渐取得新的进展[5356], 未来有望广泛应用在乳过敏

原的检测中。 
3.2.2  环介导等温扩增技术 

环介导等温扩增技术是较为新型的 DNA 扩增技术, 
在特定的 DNA聚合酶以及 4条引物存在的情况下, 可以特

异性识别靶序列上的 6 个位点, 在等温的条件下实现 DNA
的指数式增长[57]。目前, LAMP 技术在食品行业应用广泛, 
如食品微生物的检测等。在乳品的检测方面, KIM 等[58]采

用此方法检测牛奶和山羊奶, 低检测限分别达到了 0.1
和 1 pg。此方法较传统的 PCR 方法检测限更低, 具有成本

低, 耗时少, 技术要求低等优点, 在检测乳过敏原方面具

有广阔的应用前景。 

4  总  结 

牛乳过敏严重影响乳过敏人群的健康生活, 在全球

范围内的发生率都比较高。各国政府都高度重视降低乳制

品过敏的研究, 致力于推动乳过敏原分析和检测, 并完善

食品的标签制度。建立灵敏度高, 特异性好的分析检测方

法对于保障乳过敏人群健康具有重大的意义。在乳过敏原

的研究方面, 目前研究的热点在于对特定致敏位点的探索, 

这可以为乳蛋白的定向改性提供依据。在乳蛋白的检测方

面, ELISA 是较为常用的检测乳过敏原的方法, 特异性好, 
检测速度快、分析成本低。但乳制品的一些加工工艺对此

方法检测结果影响较大, 同时不同来源蛋白质的交叉反应

对此方法也有一定的影响。质谱技术用在乳过敏原的检测

中, 可以同时识别多靶点, 检测限低, 灵敏度高。但建立质

谱平台成本高以及对人员有较高要求。DNA 标记和定量检

测乳过敏原在近几年中得到了广泛的关注, 与蛋白质相比, 
DNA 分子即使是在高强度的食品加工下, 也能保持一定

的完整性。DNA 分子扩增技术检测快速, 且稳定性强, 不
容易出现交叉反应现象, 分析成本适中。尤其是 LAMP 技

术 , 特异性强 , 且不需要昂贵的仪器设备 , 相比传统的

PCR 方法更简便快捷, 在乳过敏原检测中应用前景更为广

阔。在实际检测中, 应当结合具体情况, 选择合适的检测

方法。同时, 对于乳过敏原的检测还需要更多研究的投入, 
开发稳定性更好、检测限更低、更加快速以及成本更低的

检测方法。 
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