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压电免疫传感技术快速筛检花生中过敏原 

王毅谦 1, 许  琼 2, 郭  旸 3, 沈伟健 1, 吴福平 3, 邵景东 3* 

(1. 江苏出入境检验检疫局, 南京  210000; 2. 江苏梁丰食品集团有限公司, 张家港  215600;  

3. 张家港出入境检验检疫局, 张家港  215600) 

摘  要: 目的  采用压电免疫传感技术快速筛检花生过敏原。方法  对花生主要过敏蛋白进行分离纯化, 免疫

新西兰大白兔获得花生抗体, 对其的效价, 半数抑制浓度等值进行测定。运用自组装的压电免疫传感器包被花

生抗体, 制作标准曲线, 确定灵敏度, 回收率及重现性。结果  分离纯化花生过敏原蛋白纯度为 90.7%, 最适的

花生包被抗原浓度为 0.1 μg/mL, 自组装的压电传感器检测花生过敏原浓度在 1~316 μg/mL范围内具有较好的

线性关系, 灵敏度为 0.1 μg/mL, 回收率介于 92.3%∼113.4%之间, 重现性变异系数为 6.04%。结论  本项目建

立的压电免疫传感技术检测花生过敏原与目前较多的光学分析相比灵敏度更高, 实现了快速、在线检测, 成本

低, 仪器简单, 具有广阔的应用空间。 
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Rapid screening of peanut allergen by piezoelectric immunosensing technique 
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ABSTRACT: Objective  The study was to establish a new method for the rapid screening of peanut allergen 
by piezoelectric immunosensing technique. Methods  Peanut major allergen proteins were isolated and puri-
fied. Peanut antibodies were gotten by immunizing New Zealand white rabbits. The potency, IC50 equivalents 
were determined. The use of self-assembly of a piezoelectric sensor coated peanuts immune antibodies, making 
the standard curve to determine the sensitivity, recovery and reproducibility. The sensitivity, recovery and 
reproducibility were detected by the standard curve of using self-assembly piezoelectric immunosensor 
coated peanut antibody. Results  The purity of peanut allergen protein was 90.7%, and the most suitable 
concentration of coated peanut antigen was 0.1μg/mL. There is a good linear relationship in range of 1 
μg/mL to 316 μg/mL by self-assembly piezoelectric sensors to detect peanut allergen concentration. The de-
tection sensitivity was 0.1 μg/mL. Recovery rate was between 92.3%~113.4% and repeatability coefficient of 
variation was 6.04%. Conclusion  Compared with other optical methods, this method has a higher sensitiv-
ity and also has other advantages such as rapid detection, online detection, low costs, with simple equipment, 
and it can be widely applied. 
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1  引  言 

花生是 FAO 报告的 8 类常见过敏食品之一, 花
生过敏甚至可以由最小剂量触发, 症状包括水肿、皮
肤风团疹、呼吸困难, 儿童花生过敏通常会产生严重
的变态反应, 有时会引起休克并危及生命。花生过敏
反应因其潜在的危险性、长期性以及不断增加的发病

率而日益受到重视[1,2]。食品的过敏原是国内外检测、

监控的一个重点、难点, 目前已有多种 ELISA、PCR
检测试剂盒面世, 然而这些方法往往需要酶标反应
物, 分析过程繁琐, 检测时间长或需要昂贵仪器, 很
难满足现场快速检测的要求。因此设计建立一套先

进、快速、适用的食品过敏原检测方法对于确保食品

质量和消费者安全十分必要。 
压电传感器是上世纪 60年代建立起的一种能够

检测 ng水平质量变化的表面分析新型传感器技术[3], 
它的敏感元件由压电材料制成, 包括换能器件、各种
有机、无机分子膜等。压电材料受力后表面产生电荷, 
电荷经电荷放大器和测量电路放大并且变换阻抗后

就成为正比于所受外力的电量输出。压电免疫传感器

可促使免疫诊断方法向定量化、操作自动化的方向发

展, 有利于进行生命体活动的研究, 因此成为生物传
感器的研究热点之一, 目前它的应用己涉及到临床
医学与生物检测技术、食品工业、环境监测与处理等

广泛领域[4-7]。 
本研究尝试采用自组装的压电免疫传感器对花

生过敏原检测, 以期实现过敏原检测方法领域的新
突破以及压电传感器的新应用, 为今后二者领域研
究提供建议和数据参考。  

2  材料与方法 

2.1  主要试剂与仪器 

实验材料: 红皮小粒花生于本地市场购买。 
试剂: 牛血清蛋白(BSA)购自上海华美生物工程

公司、氯金酸(HAuCl4·3H2O)购自上海第一化学试剂
厂; 1%柠檬酸三钠购自中国医药集团上海化学试剂
公司; 弗氏完全(不完全)佐剂购自 Sigma公司; 2月龄
雄性新西兰大白兔(二级)购自上海陈行实验用兔有

限公司; 其余试剂(分析纯)均购自国药集团化学试剂
有限公司。 

仪器: DELTA-320 型酸度计、AB104-N 型电子
分析天平、PB4001-E 型精密电子天平(梅特勒-托利
多仪器(上海)有限公司); DF-101S 型集热式磁力搅
拌器(江苏省金坛市正基仪器有限公司); H7000 透射
电镜 (日立公司 ); Multiskan MK3 酶标仪 (Thermo 
Labsystems 公司 ,美国); 垂直板电泳仪和转移系统
(Bio-Rad 公司 , 美国 ); CHI-400 型石英晶微天平
(QCM)、石英晶片、三电极系统(上海辰华仪器厂); 
AKTA蛋白纯化系统(瑞典 GE Healthcare公司)。 

2.2  方法 

2.2.1  花生过敏蛋白的制备 
花生仁去红衣磨粉后, 将粉末按正己烷 1:10(w:v)

脱脂得花生脱脂粉, 与含 0.01 mol/L ß-巯基乙醇和
0.5 g/L EDTA·2Na的预冷 PBS 1: 10(w:v)混合浸提, 
4 ℃下静置过夜。花生浸液 16000 r/min离心 30 min
后取上清。花生浸液缓慢加入硫酸铵使其饱和度达

40%, 4 ℃下静置过夜, 16000 r/min离心 30 min, 上清
液继续缓慢加入硫酸铵至饱和度达 65%, 16000 r/min
离心 30 min, 沉淀用 PBS 复溶, 在 pH计的监控下等
电点沉淀, 加 2 mol/L的 H2SO4至花生过敏原 Ara h2 
pH 5.2, 25000 r/min离心 30 min, 上清液进一步沉淀, 
调 pH至花生过敏原 Ara h1 pH4.55; 所得沉淀物均复
溶于 PBS 中。蛋白液在透析袋中充分透析后使用
AKTA系统进行纯化: 经 Superdex 200(10 mm×300 
mm)凝胶柱层析, 以 pH 7.0的含 0.15 mol/L NaCl的
50 mmol/L磷酸缓冲液进行洗脱。对得到的洗脱峰分
别收集, SDS-PAGE分析鉴定后冻干 [6-9]。 
2.2.2  胶体金的制备及鉴定 

参考相关文献, 采用双蒸水配制 100 mL 0.1 g/L
氯金酸溶液, 加热至沸腾, 迅速加入 37 ℃ 10 g/L柠
檬酸三钠溶液 4.5 mL, 搅拌加热 15 min, 至溶液呈现
清亮的酒红色[10-12]。4 ℃冰箱保存备用。采用紫外扫
描和透射电镜鉴定制备后的胶体金, 在 390∼700 nm
波长下扫描, 检测其最大吸收波长及峰宽。拍片测量
胶体金颗粒直径。 
2.2.3  动物免疫与抗体的纯化 

用纯化后的花生抗原免疫 12只健康雄性新西兰
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大白兔, 将其分为 2 组, 每组 6 只, 免疫前一周从耳
缘静脉采血作阴性对照。首次免疫采用背部皮下多

点注射(1 组: 花生抗原+完全弗氏佐剂 40 μg; 2 组: 
花生抗原+胶体金 40 μg)一个月后进行加强免疫采
用四肢内部肌肉注射, 加强免疫共 4次, 每次间隔 2
周(1组: 花生抗原+不完全弗氏佐剂 40 μg; 2组: 花
生抗原+胶体金 40 μg)。效价合格后, 采血, 待血液
凝集后, 放入 37 ℃保温箱静置 1 h, 4 ℃过夜, 4 ℃、
3000 r/min离心 20 min, 取上清。采用饱和硫酸铵盐
析法纯化抗体[13]。 
2.2.4  采用间接 ELISA 法测定花生过敏原的效价, 
将阳性血清的 A450≥阴性对照的 2.1 倍作为抗血清
效价[14]。 
2.2.5  自组装压电传感器抗体包被浓度的选择 

将抗体梯度稀释为 0.005、0.01、0.05、0.1、0.5、
1 mg/mL, 4 ℃下浸泡 3 h后测定频率, 记录频率 F1; 
3% BSA 孵育 1 h, 分别与 1 mg/mL对应的抗原进行
反应, 记录频率 F2, 频移值 ΔF(F1-F2)最高时作为抗
体包被浓度[15,16]。 
2.2.6  回收率[16] 

加标回收包被有混合抗体的传感器: 市场采购
花生牛奶 1 mL, 稀释 50 倍后加入浓度分别为 10、
31.62、50、100、200 μg/mL 的过敏原蛋白, 测定回
收率。公式如下:  

%100(%) ×
−

=
加标量

试样测定值加标试样测定值
回收率

 

3  结果与分析 

3.1  花生蛋白的分离纯化 

花生蛋白浸液经过硫酸铵分级沉淀, 等电点沉
淀后, AKTA 蛋白纯化系统纯化过敏原蛋白, 纯化后
得到三个洗脱峰(图 1), 分离纯化花生过敏原蛋白纯
度为 90.7%。 

3.2  SDS-PAGE 鉴定 

通过检索资料[15-17], 花生主要过敏原成分为 Ara 
h 1(相对分子量 64 kDa)、Ara h 2(相对分子量 18 kDa), 
图 1中蛋白收集峰 3中花生蛋白相对分子量 65 kDa、
19 kDa处条带确定为目标峰。 

3.3  胶体金制备结果 

向煮沸后氯金酸溶液中加入 1%柠檬酸三钠水溶 

 

图 1  花生蛋白洗脱峰 
Fig.1  Peanut protein elution peak 

 

 

图 2  花生过敏原 SDS-PAGE分析 
Fig.2  SDS-PAGE analysis of proteins extracted from 

peanuts 

 
液, 最初的金黄色在 2 min 内渐变为淡蓝色-紫色-紫
红色-酒红色。光谱扫描检测显示最大吸收峰为 521 
nm(图 3)。胶体金电镜检测呈现良好的分散状态, 平
均粒径为 16.5 nm, SD小于 3 nm(图 4)。 
3.4  采用间接 ELISA 法测定花生过敏原的效价, 以
阳性血清的 A450≥阴性对照的 2.1倍作为抗血清的效
价, 花生包被抗原最适浓度为 0.1 μg/mL, 抗体最佳
稀释度为 1:4000。 
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图 3  胶体金溶液的紫外扫描图谱 
Fig.3  UV spectrum of colloidal gold solution 

 

图 4  胶体金的 TEM照片(×80000) 
Fig. 4  TEM photos of colloidal gold(×80000) 

 
 

3.5  制作竞争ELISA标准曲线并确定半数抑制

浓度 IC50 值  

以 A/A0为纵坐标, 以 100 倍的标准溶液浓度的
对数值为横坐标作图, 绘制竞争标准曲线, 花生抗原
浓度在 0.01~30 ng/mL 范围内具有较好的线性关系
(图 5), 标准曲线为 Y=−0.1212X+0.9285(R=0.9819), 
IC50为 34.28 ng/mL, 检测限为 0.1 ng/mL。 
3.6  结果显示花生抗体包被浓度为 0.1 mg/mL 时频
率变化最大(表 1)。 

 

图 5  花生的抑制率曲线 
Fig.5  Inhibition curve of peanut 

 
表 1 抗体包被浓度的选择(n=5) 

Table 1  Coating concentration of antibody on the elec-
trode (n=5) 

浓度(mg/mL) 0.005 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 

花生 F (Hz) 253.76 332.19 397.48 435.33 418.17 362.93

SD 6.17 5.42 10.22 12.34 9.65 7.37 

 

3.7  灵敏度 

将包被混合抗体的传感器分别检测 1、0.5、0.25、
0.1、0.05、0.01、0.005 μg/mL花生抗原, 频率变化直
至没有响应信号出现为止, 此时最低过敏原的浓度
即为检测灵敏度。 

检测显示花生过敏原浓度为 0.1 μg/mL时, 频率
变化值为 17.28±2.75 Hz, 降低浓度至 0.05 μg/mL时
则无规则信号, 确定检测灵敏度为 0.1 μg/mL(表 2)。 

3.8  回收实验 

通过标准曲线计算, 花生样品中过敏原的平均
值为 11.20 μg/mL, 五个梯度加标实验回收率范围为
92.3%∼113.4%, 平均值为 105%, 位于 90%∼110%之
间(表 3)。 

3.9  重现性 

间接竞争 ELISA法检测梯度为 1、10、50、100、
200 μg/mL花生蛋白的平均变异系数为 4.98%, 免疫
传感检测的平均变异系数为 9.62%(表 4), 平均变异
系数均在 15%以内, 重复性良好, 适用于样品检测。 

 
表 2  传感器灵敏度限的确定(n=5) 

Table 2  The sensitivity by immunosensor (n=5) 

蛋白浓度(μg/mL) 1.0 0.5 0.25 0.1 0.05 0.01 0.005 

频率±标准差(Hz) 35.67±3.21 24.92±5.27 19.41±4.36 17.28±2.75 / / / 

 “/” 表示无信号 
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表 3  回收实验(n=5) 
Table 3  Recovery of allergen (n=5) 

加标试样(μg/mL) 加标量(μg/mL) 回收率(%) 

21.91 10 107.1 

44.15 31.62 104.2 

57.35 50 92.3 

124.6 100 113.4 

227.6 200 108.2 

 
表 4  方法重现性试验(n=5) 

Table 4  The reproducibility of the assay (n=5) 

蛋白(μg/mL) F±SD(Hz) 变异系数(CV, %)

1 32.73±2.07 6.32 

10 74.26±2.30 3.10 

50 108.85±4.59 4.22 

100 136.71±12.36 9.04 

200 140.32±10.57 7.53 

平均 CV  6.04 

 

4  讨  论 

生物传感器具有高效、灵敏、特异、结构小巧、

经济实用等诸多优点,作为一种新兴的检测手段, 可
以在物质分子层面进行快速、微量检测, 目前正成
为一种强有力的通用分析工具发展到临床医学与生

物检测技术、食品工业、环境监测与处理等广泛领

域[18]。 
本项目将电子器械压电传感器与生物技术中的

免疫学方法相结合, 促进免疫诊断方法向定量化、操
作自动化的方向发展, 有利于进行生命体活动的研
究。项目建立的过敏原电化学分析与目前较多的光学

分析相比有其特有优势, 不但实现了过敏原的快速
筛检, 同时解决了在线检测, 不受样品颜色、浊度的
影响(即液体样品可以不经处理,不需分离) ,所需仪器
设备相对简单,因此具有广阔的应用空间[19]。 

实验证明, 自主研发组装包被花生抗体的压电
传感器, 检测浓度在 1~316 μg/mL范围内花生过敏原
线性关系良好 , 线性回归方程为 Y=51.423X+ 
27.996(R=0.9900), 灵敏度为 0.1 μg/mL, 检测时间短, 
成本低, 可重复利用并实现现场检测和在线检测。作
为目前生物传感器的研究热点之一, 该项目研发产
品不仅实现过敏原检测领域的突破, 也为我国食品

过敏原监控和管理标准方法提供新的选择。 
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