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摘  要: 目的  比较市场上销售的三种检测牛奶中酪蛋白 ELISA 试剂盒效果。方法  以脱脂奶粉、酪蛋白做

作阳性添加成分, 对三个品牌的 ELISA 试剂盒从回收率、精密度、特异性等方面进行比较。结果  ELISA 试

剂盒可以对多种食品进行酪蛋白含量检测, 回收率、精密度等各项检测性能指标均可满足相关检测低限要求。

结论  ELISA 检测试剂盒无需大型分析仪器、操作简便快捷、适用于大量样品快速初筛和各种基层实验室食

品品质监控。 
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ABSTRACT: Objective  To compare the detection effect of three kinds of casein ELISA kits on the market. 

Methods  The recovery, precision and specificity of three brands of ELISA kits were compared by adding 

positive ingredients, such as skim milk powder and casein. Results  ELISA kits could detect casein content in a 

variety of foods. The recovery, precision and other performance could meet the relevant detection limit require-

ments. Conclusion  The method is easy to operate and does not require any complex equipment. It is applica-

ble to rapid screening for a large number of samples and a variety of primary laboratory food quality monitoring. 
KEY WORDS: casein; allergen; ELISA 
 
 

 
 

1  引  言 

牛乳是优质的营养食品, 同时又是较易引起过
敏的食物之一, 尤其是对以牛乳为主要食物的婴幼
儿来说, 乳蛋白过敏严重地影响了婴幼儿对乳蛋白
的吸收[1]。据报道约 3%的成年人对乳制品过敏, 症
状主要表现为皮肤、呼吸道、胃肠道症状及全身性的

症状(如过敏性昏厥等)。这些症状是由于乳中具有过
敏原性的蛋白质 ,  能够避开肠道黏膜上皮细胞中 

存在的免疫球蛋白, 被吸附在肠道黏膜上产生免疫

反应而引起过敏。 

酪蛋白是乳蛋白中的主要组分, 占牛乳总蛋白
的 80%, 也是其中的主要过敏原, 可分为 αs1-酪蛋
白、αs2-酪蛋白、β-酪蛋白和 k-酪蛋白。有文献报道, 
大约 65%的牛乳过敏病人对酪蛋白过敏, 大部分对
酪蛋白过敏的病人对其 4种酪蛋白都过敏[2]。 

市场上广泛存在着被酪蛋白污染的食品, 严重

危害着过敏儿童的健康。美国一项研究表明, 177 份 
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被消费者或科技人员怀疑可能含有过敏原的食品样

本, 发现 4％样本含有至少一种过敏原, 其中以乳制
品情形最为严重, 在 72 份受检样本中, 28 份检出酪
蛋白[3]。可是, 这些过敏原却无一在标签上标明, 对
于消费者生命健康的潜在威胁不言而喻。 

目前针对牛奶过敏蛋白的检测研究主要集中在

两种主要过敏成分酪蛋白、β-乳球蛋白方面, 检测方
法采用免疫印迹法、多肽微阵列技术、质谱技术、蛋

白质分离芯片等[4-7], 但在实际检测工作中以 ELISA
技术为主。本研究特针对市场上广泛销售和应用的三

种酪蛋白 ELISA检测试剂盒进行比较实验。 

2  材料与方法  

2.1  材料 

2.1.1  检测试剂盒 
A、B、C 三种 ELISA 检测试剂盒, 购自澳大利

亚 ElisaSystems、德国 R-biopharm、美国 Neogen 三
家公司。 

2.1.2  阳性添加物 

脱脂奶粉(天津口岸新西兰进口原料脱脂奶粉)、
酪蛋白(sigma 公司)做作阳性添加成分; 酪蛋白过敏
原(德国 IFP公司)。 

2.1.3  食品样品 
由天津出入境检验检疫局提供的经验证不含酪

蛋白成分的早餐谷物、米粉、果汁; 牛血清白蛋白(美

国 MPBio)、β-乳球蛋白(sigma 公司)、α-乳白蛋白

(sigma 公司); 市售麦粉、粟米粉、大麦粉、豆浆、

全蛋粉、卵磷脂、牛胶质、羊奶粉、鸡肉、鱼肉、虾。 

2.2  方法 

2.2.1 技术细节比较 
对三种试剂盒从检测样品范围、样品制备及提取

步骤时间、检测时间、定量目标及范围等技术细节比较。 

2.2.2  准确度试验 
2.2.2.1  添加试验 

根据试剂盒检测样品范围, 将不含酪蛋白成分
的早餐谷物、米粉、果汁为代表作为添加试验的基质。

分别将早餐谷物研磨成粉状按照拜发公司提供的《样品

中过敏原添加方法》做早餐谷物、米粉及果汁添加[8]。 
以脱脂奶粉、酪蛋白做作阳性添加成分。脱脂奶

粉为添加成分: 取 10 g脱脂奶粉添加至 90 g的基质
粉或 100 mL果汁中充分混匀, 形成含 10%脱脂奶粉 

的混合物。以此比例添加至新的基质粉中分别形成含

1 mg/kg脱脂奶粉的三种混合物。在添加过程中充分
混匀, 保证脱脂奶粉均匀散布。 

酪蛋白为添加成分: 取 1 g酪蛋白添加至 9 g的
基质粉或 10 mL 果汁中充分混匀, 形成含 10％酪蛋
白的混合物。以此比例添加至新的基质粉中直至形成

含 0.5 mg/kg酪蛋白混合物。在添加过程中充分混匀, 
保证酪蛋白均匀散布。 
2.2.2.2  ELISA 检测 

以回收率作为准确度评价指标,回收率计算公式
为: 回收率(%)=实际测定值/真实值×100%, 其中真
实值为模拟样品的添加浓度。 

由于 A 试剂盒检测低限在三种试剂盒中最低, 
酪蛋白定量检测低限为 0.26 mg/kg, 脱脂奶粉定量低
限为 1 mg/kg, 故采用脱脂奶粉 1、2.5、5、10 mg/kg
四个添加浓度; 酪蛋白 0.5、1、2.5、5、10 mg/kg五
个添加浓度。 

将上述添加样品由 2个实验员操作。每个实验员
在酶标仪上完成的检测内容为每个样品取 3 份按照
说明书进行样品前处理及检测。 

2.2.3  精密度试验 
以重复测定某一浓度样品的检测结果变异系数

(CV%)作为精密度评价指标。以酪蛋白过敏原参考物
质, 浓度分别为 5、12.5 mg/kg 黑巧克力, 由两个实
验员操作, 每个参考物质重复测定 3次, 检测结果以
变异系数(CV%)作为精密度评价指标。 

CV%计算公式为: CV(%)= SD/X×100%, 其中
SD为测定数据的标准偏差, X为测定数据的平均值。 

2.2.4  特异性试验 
选择麦粉、粟米粉、大麦粉、米粉、豆浆、全蛋

粉、卵磷脂、牛血清白蛋白、β-乳球蛋白、α-乳白蛋
白、牛胶质、羊奶粉、鸡肉、鱼肉、虾等作为特异性

实验比对的阴性样品。 
按照上述添加回收试验的制样方法在基质中加

入阴性样品成为 100 mg/kg混合物进行检测。 

3  结  果 

3.1  技术细节比较 

对 A、B、C三种试剂盒从检测样品范围、样品
制备及提取步骤时间、检测时间、定量目标及范围等

技术细节比较, 结果见表 1。 
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表 1  试剂盒技术细节比较 
Table 1  Comparison of the technical details of kits 

 A试剂盒 B试剂盒 C试剂盒 

检测样品 
加工食品及含多酚类食品,   如黑巧克
力、红酒、果汁、丹宁和环境检测 

烘焙食品、巧克力、香肠、冰淇淋、

红酒及其他饮料 
果汁、调味酱料 , 果汁冰糕和
环境检测 

样品提取 均质, 缓冲液 60℃提取, 离心 均质, 缓冲液 60℃提取, 离心 均质, 提取试剂盒, 离心 

样品处理时间 30 min 45 min 45 min 

检测时间 40 min 30 min 30 min 

定量范围 1.0 ~10 mg/kg 0.5~13.5 mg/kg 2.5~15 mg/kg 

结果表述 脱脂奶粉/酪蛋白 酪蛋白 牛奶蛋白 

抗体 特异性酪蛋白抗体 特异性酪蛋白抗体 特异性酪蛋白抗体 

 
三个试剂盒样品提取及检测操作均简单可行 , 

所需时间大致相同。差别较大的地方主要体现在以下

三个方面:  
(1) 检测范围: A、B 两种试剂盒检测较为广泛, 

包括加工食品、巧克力、红酒、果汁等, C试剂盒不
能对加工食品、巧克力等进行检测, 范围较窄。 

(2) 检测结果报告: A 试剂盒可以通过转化表可
以对脱脂奶粉、全脂奶粉、酪蛋白、脱脂奶、全脂奶

进行定量, 根据检测目标要求出具不同的报告; B 试
剂盒专门针对牛奶酪蛋白进行检测及报告; C试剂盒
对食品中牛奶致敏蛋白进行定量。 

(3) 定量检测范围及低限: A 试剂盒直接定量结
果是脱脂奶粉, 范围是 1.0~10 mg/kg, 如果转化为酪
蛋白则定量检测范围是 0.26~2.6 mg/kg; B试剂盒对
酪蛋白定量范围为 0.5~13.5 mg/kg; C试剂盒对牛奶
致敏蛋白定量为 2.5~15 mg/kg。比较三种试剂盒, A
试剂盒定量检测限最低, 相对灵敏。  

3.2  准确度试验 

将 2 个实验员对各种添加物在每种基质中的每
一浓度水平实测值求平均, 将两种不同添加物质在
三种基质中回收率范围列表说明, 见表 2~表 3。 

C 试剂盒对牛奶过敏蛋白检测, 实验结果表明
实际是对样品中酪蛋白的定量检测, 定量低限为 2.5 
mg/kg, 回收率为 86.2%~121%。A试剂盒对酪蛋白定
量检测低限为 0.26 mg/kg, 回收率为 76%~119%, 但
高回收率只出现在0.26 mg/kg的检测低限, 其余浓度
的回收率均偏低在 82%~98%; B 试剂盒定量检测低
限为 0.5mg/kg, 回收率为 76.2%~123%。 

3.3  精密度试验 

将 5、12.5 mg/kg黑巧克力酪蛋白作为过敏原参
考物质, 由两个实验员操作检测, 结果见表 4。 

从表 4可知 A试剂盒变异系数在 3%左右, B试
剂盒在 5.2%以下, 精密度均较好。而且检测回收率
均在添加试验的回收率范围内, 说明自行添加样品
较为准确。 

由于 C 试剂盒不能对巧克力进行检测, 所以不
能对参考物质进行检测。 

3.4  特异性试验 

对特异性实验比对的阴性样品进行检测, B、C
试剂盒检测均为阴性, 特异性很好, 可以特异性检测
食品中牛奶酪蛋白含量。 

A 试剂盒对羊奶粉检测结果为阳性, 其余均为
阴性。经查询, 其为特异性检测哺乳动物乳汁(如牛
奶、羊奶等)的酪蛋白含量, 而不是特异性检测牛乳
中酪蛋白含量。由于其余哺乳动物酪蛋白制品不太容

易得到, 且国内外均是对牛奶中酪蛋白进行广泛的
研究, 关于其它哺乳动物的酪蛋白含量及致敏性各
方面研究未见详细报道, 所以没有做其余哺乳动物
酪蛋白定量检测的评估试验。 

4  讨  论 

乳制品已被世界各国公认为是引起人类食物过

敏的主要过敏原之一。FDA 于 2005 年 10 月 5 日发
布《食品过敏原标识和消费者保护法案—2004》
(FALCPA), 规定主要食物过敏原包括乳制品等八种
食物的成分。欧盟在 2007年 11月 27日发布乳制品
由于引起过敏反应, 其作为食品中成分必须在食品
标签中标注, 由于乳清蛋白(主要 β-乳球蛋白)和酪蛋
白[9]常被添加在食品中, 因此建议做酪蛋白及乳清蛋
白的检测。为保护消费者的健康和安全及我国食品加

工出口企业顺利出口, 我国于 2009 年国家质检总局
发布了《预包装食品中的致敏原成分》的国家标准, 

  



第 4期 张  霞, 等: 食品中酪蛋白过敏原检测方法的比较 293 
 
 
 
 
 
 

表 2  脱脂奶粉在三种基质中回收率范围(n=18) 
Table 2  The recovery rate range of skimmed milk powder in the three matrices(n=18) 

A试剂盒 B试剂盒 C试剂盒 
添加量 
mg/kg 

酪蛋白含

量 mg/kg 酪蛋白实测值
mg/kg 

回收率范围(%) 酪蛋白实测值
mg/kg 

回收率范围(%) 牛奶蛋白实测值* 
mg/kg 

回收率范围
(%) 

1.0 0.26 0.27~0.31 103.8~119 <0.5 / <2.5 / 

2.5 0.64 0.58~0.61 90.6~95.3 0.68~0.71 106.3~111.0 <2.5 / 

5.0 1.28 1.05~1.23 82.0~96.1 1.17~1.39 91.4~108.6 <2.5 / 

10.0 2.56 2.13~2.26 83.2~88.3 2.19~2.62 85.5~102.3 3.10 121.1 

*注: 由于 C 试剂盒不能检测米粉及早餐谷物, 所以只是果汁为基质的检测平均值。 
 

表 3  酪蛋白在三种基质中回收率范围(n=18) 
Table 3  The recovery rate range of Casein in the three matrices(n=18) 

A试剂盒 B试剂盒 C试剂盒 
添加量 
mg/kg 

酪蛋白含

量 mg/kg 酪蛋白实测值
mg/kg 

回收率范围(%) 酪蛋白实测值
mg/kg 

回收率范围(%) 牛奶蛋白实测值* 
mg/kg 

回收率范围
(%) 

0.5 0.5 0.38~0.47 76~94 0.53~0.62 106~122 ＜2.5 / 

1.0 1.0 0.87~0.91 87~91 0.78~1.06 78~106 ＜2.5 / 

2.5 2.5 2.15~2.41 86~96.4 2.49~2.67 99.6~106.8 2.69 107.6 

5.0 5.0 4.56~4.79 91.2~95.8 4.61~5.20 92.2~104 4.31 86.2 

10.0 10.0 8.92~9.63 89.2~96.3 76.2~96.4 76.2~96.4 11.4 114 

*注: 由于 C试剂盒不能检测米粉及早餐谷物, 所以只是果汁为基质的检测平均值。 
 

表 4  IFP 参考物质 ELISA 检测结果 
Table 4  ELISA results of IFP reference materials 

ELISA 检测结果(mg/kg ) 
A B 实验员 平行样序号 

5.00 12.50 5.00 12.50 
1 4.63 10.95 5.39 12.68 
2 4.84 11.23 5.36 13.26 实验员 A 
3 4.78 10.86 5.26 12.98 
1 5.02 11.68 5.25 14.06 
2 5.18 11.44 5.16 14.77 实验员 B 
3 5.08 11.98 5.38 13.37 

平均值( x , mg/kg) 4.92 11.36 5.30 13.52 
标准差(SD, mg/kg) 0.19  0.40 0.08 0.70 
变异系数 (CV, %) 3.86  3.52 1.51 5.2 
回收率(%) 98.4 90.88 106.00 108.16 

 
该标准规定了预包装食品中致敏原成分的 8 种食物
中包括乳及其它们的制品。 

ELISA 试剂盒主要是应用针对不同特异性过敏
原蛋白的抗体进行定量检测。目前市场上有针对牛奶

过敏蛋白、酪蛋白或 β-乳球蛋白进行定量检测的试
剂盒, 但正如在该次评估实验中 C 试剂盒虽然表述
为牛奶过敏蛋白, 实际是对样品中酪蛋白的定量检
测。所以在选择试剂盒时, 为避免发生漏检或误检, 
应向销售商明确实际检测的目标物。 

三种试剂盒虽然在样品提取及检测操作均简单

可行, 所需时间大致相同, 但是针对检测样品范围、
特异性及检测低限上均有不同, 所以在检测酪蛋白
选择试剂盒时要明确检测样品类型、检测低限及检测

目标物。 
在本次评估实验结果表明, 三个试剂盒对多种

食品进行酪蛋白含量检测, 准确度、精密度等各项检 
测性能指标均达到 ELISA 检测技术要求, 检测低限
满足欧盟关于主要致敏物声称指南(Major Allergen 
Declaration (MAD) Guidelines)相关限量要求低于 3 
mg/kg, 其中 A、B 试剂盒检测还可满足欧盟关于 3
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岁以下婴幼儿食品低于 1 mg/kg的限量要求, 并且无
需大型分析仪器、操作简便快捷、成本低廉, 尤其适
用于大量样品快速初筛和各种基层实验室食品品质

监控。 
注: 本研究结果只针对本批试剂盒和所采集的

样本, 不作为商业评价标准。 
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“食品加工与质量控制”专题约稿 
 

《食品安全质量检测学报》感谢各位专家的大力支持！本刊自 2010年 1月创刊以来, 得到本领域专家及
管理部门的充分肯定, 在国内食品安全与质量研究领域的影响越来越大。 

近年来, 食品安全得到了国家越来越多的重视, 但我国的食品安全问题仍较严重。鉴于此, 本刊特别策划
了“食品加工与质量控制”专题, 围绕食品加工技术、加工过程污染物的检测、食品加工的安全质量控制等
的相关技术和方法等问题展开讨论, 计划在 2013年出版。编辑部特向各位专家诚征惠稿, 综述、研究论文均
可, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。请通过网站或 Email投稿。我们将快速处理并优先发表专题
论文。 

投稿方式： 
网站: www.chinafoodj.com 
Email: tougao@chinafoodj.com 
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