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牛奶过敏原 β-乳球蛋白的单克隆抗体制备 
及其双抗体夹心法的建立 

陈献雄, 邬玉兰, 吉琼梅, 杨平常, 刘志刚* 
(深圳大学过敏反应与免疫学研究所, 深圳  518060) 

摘  要: 目的  制备与鉴定牛奶主要过敏原 β-乳球蛋白(β-LG)的单克隆抗体, 并建立双抗体夹心检测法。方法  

以 β-LG为抗原免疫 BALB/c小鼠, 融合免疫鼠脾细胞和小鼠骨髓瘤 NS-1。半固体培养基法结合有限稀释法筛

选稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株。杂交瘤细胞株诱生小鼠腹水, 采用蛋白 A 亲和层析法获得纯化抗体。利用

Ig类与亚类鉴定试剂盒鉴定该单克隆抗体的 Ig亚型。间接 ELISA方法和Western Blot鉴定抗体效价和特异性

以及与其他过敏原的交叉反应性。建立双单克隆抗体夹心法, 检测 β-LG。结果  共获得抗 β-LG细胞株 6株, 分

别命名为 1H8, 4A7, 4C3, 1F9, 1G5, 3D11, 效价均高于 20万。经抗体亚型鉴定, 6株抗体均为 IgG1型。Western Blot

的结果表明 6株抗体能识别 β-LG。在特异性检测实验中, 6株抗体与其他种类食物过敏原无交叉反应, 而 1G5和

3D11 与牛奶酪蛋白过敏原有交叉反应性。通过建立双单克隆抗体夹心 ELISA 法, 发现牛奶 β-LG 蛋白的检出低

限为: 15.625 ng/mL, 标准曲线在 15.625~250 ng/mL 范围内线性良好。结论  获得高效价抗体 6株, 建立了高效、

高特异性的牛奶过敏原 β-LG的检测方法, 为食品中牛奶过敏原的检测提供了依据。 
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Preparation of monoclonal antibodies and establishment of a sand-
wich-ELISA system against allergen β-lactoglobulin from milk 

CHEN Xian-Xiong, WU Yu-Lan, JI Qiong-Mei, YANG Ping-Chang, LIU Zhi-Gang* 
(Institute of Allergy and Immunology, Shenzhen University, Shenzhen 518060, China) 

ABSTRACT: Objective  To prepare and characterize monoclonal antibodies against allergen β-lactoglobulin 
(β-LG) in milk and establish a method for the detection of milk allergens by sandwich-ELISA . Methods  
BALB/c mice were immunized with β-LG-the main allergen from milk. The fusion cell strain secreting antibo-
dies stably was screened by using hybridoma and limit dilution technique. The cells used to induce ascites in 
mice and monoclonal antibodies were purified by affinity chromatography on immobilized protein A. The sub-
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class of Ig, speciality, titers and cross-reactvity of the antibodies were detected with indirect enzymelinked 
immunosorbent assay (ELISA) and western blot. β-LG in milk with these antibodies was detected by sand-
wich-ELISA. Results  Six hybridoma cell lines secreting McAbs against antigenic epitope of β-LG from milk 
were obtained, which were denominated as 1H8, 4A7, 4C3, 1F9, 1G5, and 3D11. The titers of 6 monoclonal 
antibodies were higher than 1:200000 (P/N＞2.1). The 6 McABs belonged to IgG1 subtype. Results of western 
blot and ELISA indicated that all antibodies could bind to β-LG specifically, and had no cross-reaction with 
other familiar foods, but 1G5 and 3D11 had cross-reactivity with casein allergen from milk. The standard curve 
was linear with β-LG concentration from 15.625~250 ng/mL and the detection limit was 15.625 ng/mL. Con-
clusion  These 6 monoclonal antibodies against of β-LG from milk are prepared successfully, and a sand-
wich-ELISA system is set up to detect the presence of milk allergens, which will facilitate establishing detec-
tion method of milk allergen. 
KEY WORDS: β-lactoglobulin protein from milk; monoclonal antibody; characterization; allergen test 
 
 

1  引  言 

牛奶营养丰富, 含多种人体必需的氨基酸与矿
物质, 同时也是世界粮农组织认定的导致人类过敏
的八大类食物之一[1]。对于婴幼儿来说, 牛奶是除了
母乳外, 其较早接触的外源性食物蛋白。据流行病学
研究显示, 牛奶过敏在儿童中的发生率高达 7.5％, 
是 3岁以下儿童最主要的过敏类型[2]。牛奶过敏极大

地影响了婴幼儿与儿童的身体健康, 可以引起婴幼
儿腹泻、皮疹、缺铁性贫血、发育不良, 严重时甚至
可以引起喉头水肿和过敏性休克[3]。导致牛奶过敏的

蛋白质主要有酪蛋白、β-乳球蛋白(β-LG)、α-乳白蛋
白等, 其中 β-LG 蛋白被认为是其中重要的致敏蛋白
质之一[4]。据报道, 约 82%的牛奶过敏病人都对 β-LG
蛋白过敏[5]。可见, 研发过敏原检测试剂, 检测出引
发症状的过敏原十分必要, 既可确保婴幼儿与儿童
免受食物过敏的伤害, 也可以防止因过度治疗或者
是不必要的饮食控制, 而导致的营养不良而影响生
长发育。因此, 本研究以牛奶 β-LG 为免疫原, 制备
单克隆抗体, 建立抗 β-乳球蛋白双单克隆抗体夹心
ELISA 法的检测系统, 为食品中牛奶过敏原的检测
提供了实验依据, 也为研究牛奶中过敏原量降低的
程度奠定了基础。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  实验材料 
雌性 4周龄BALB/c小鼠购自广东省医学实验动

物中心。小鼠骨髓瘤细胞 NS-1与牛奶粗抗原由深圳

大学医学院过敏反应与免疫学研究所保存。 
2.1.2  主要试剂 

β-lactoglobulin (L3908)、福氏完全佐剂和不完
全佐剂、Ig类与亚类二抗、PEG SOLUTION、DMSO
均购于 Sigma 公司 ; 羊抗小鼠 IgG-HRP 购于
SouthernBiotech公司; NHS-Biotin购于 Thermos公
司; DMEM、HAT、青链霉素、胎牛血清购于 Gibco
公司; 3,3’-二氨基联苯胺(DAB)购于 invitrogen公司; 
PVDF膜购于 Bio rad公司; 预染 protein marker购
于 Fermentas 公司; 牛血清白蛋白(BSA)购于 BBI
公司。 

2.2  实验方法 

2.2.1  杂交瘤细胞的制备 
用牛奶 β-LG 蛋白作为抗原免疫 6 周龄的雌性

BALB/c小鼠 3只, 免疫总剂量为 30 μg/只, 2周后皮
下分点注射等量福氏不完全佐剂乳化的抗原, 剂量
不变, 3周后进行第 3次常规免疫, 间隔至少 1个月后, 
在融合前的第 3 d尾静脉最后一次注射抗原, 剂量为
15 μg/只, 进行加强免疫一次。将收集的免疫小鼠脾
细胞和 NS-1 细胞以约 1:5 的比例在 50% PEG 作用
下按常规方法融合。融合后的细胞沉淀用 2.5 mL完
全培养液轻悬, 加入 22.5 mL半固体培养基 Medium 
D 混匀后倒入直径 3.5 cm 的平皿中, 每个平皿约 2 
mL, 37 , 5% CO℃ 2培养。一周后肉眼可见平皿的培

养基表面有白色斑点, 显微镜下即为细胞克隆团。无
菌条件下将平皿中分散的、单个的细胞团吸起放入

96 孔板培养液中, 继续培养。96 孔板中细胞长满后
间接 ELISA 法进行检测, 阳性孔用有限稀释法进行
亚克隆。 
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2.2.2  单克隆抗体的获得 
扩大培养建株的杂交瘤细胞 , 取 8 周龄的

BALB/c小鼠, 腹腔注射液体石蜡 0.5 mL/只, 7 d后腹

腔注射杂交瘤细胞 5×105~5×106/只, 7~10 d后抽取小

鼠腹水。腹水参照 HiTrap protein A亲和层析说明书

进行纯化, 获得单克隆抗体。 

2.2.3  单克隆抗体的亚类鉴定 
采用间接 ELISA法, 以 IgG1、IgG2a、IgE、IgA、

IgM为二抗, 进行单克隆抗体亚类的测定。 

2.2.4  单克隆抗体的效价测定 
通过间接 ELISA法, 包被牛奶粗抗原与 β-LG抗

原 100 ng/孔, 分别以 1:100与 1:200梯度稀释奶 β-LG

单克隆抗体, 以免疫前小鼠血清作为阴性对照, 二抗

为 HRP羊抗小鼠 IgG, 稀释比例为 1:10000。450 nm

测定吸光值, 测定孔读数与阴性对照值之比大于 2.1

为阳性。 

2.2.5  抗牛奶 β-LG 单克隆抗体结合活性鉴定 
采用 Western Blot 法, 将牛奶 β-LG 蛋白进行

12% SDS-PAGE电泳, 然后转移至 PVDF膜上, 牛奶
β-LG单抗孵育 1~2 h, HRP羊抗小鼠 IgG孵育 1~2 h, 
用 ECL试剂盒显色, 拍照后记录。 
2.2.6  单克隆抗体的交叉反应性鉴定 

采用间接 ELISA 法, 包被 8 大类食物过敏原粗
蛋白: 牛奶、花生、鱼、虾、榛子、鸡蛋、大豆、麦
与牛奶酪蛋白, 将牛奶 β-LG 单抗为一抗, 以免疫前
鼠血清作为阴性对照, 用 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 的
抗体为二抗, 用 TMB试剂显色。A450 nm读取吸光值, 
并记录数据。 
2.2.7  双单克隆抗体夹心 ELISA 法的建立 

以单克隆抗体 1H8作为双抗夹心 ELISA的包被
抗体, 生物素标记的 4C7单抗作为捕获抗体, 用牛奶
过敏原 β-LG蛋白系列稀释后测定该方法的检出限与
最佳标准曲线。 

3  结果与分析 

3.1  抗牛奶 β-LG 蛋白杂交瘤细胞株的建立 

取 β-LG 蛋白免疫后的小鼠脾脏进行细胞融合, 
经多次筛选, 亚克隆获得的单克隆株经冻存复苏后
阳性维持不变。最终获得稳定的 6株抗 β-LG蛋白单
克隆细胞株, 命名为: 1H8、4A7、4C3、1F9、1G5、
3D11。 

3.2  抗体亚型的鉴定 

经单克隆抗体亚类鉴定试剂盒鉴定, 牛奶6株抗
β-LG蛋白单克隆抗体均为 IgG1类免疫球蛋白, 实验
均重复 3次(图 1)。 

 
 

 
 
 

图 1  六株抗体亚型鉴定 
Fig. 1  Ig class and subclass of 6 McAbs 

 
 

3.3  六株抗体效价测定 

包被牛奶 β-LG蛋白, 采用间接 ELISA法测定 6
株单抗的效价。结果显示 6株抗体效价均在 20万以
上, 且稀释比例 1:200000时, OD值仍维持在 1.2以上
(图 2)。检测 6株抗体与牛奶粗抗原结合能力, 发现 6
株抗体效价在 10万以上(图 3)。以上实验结果均重复
3次。 
 
 
 

 
 
 

图 2  抗体效价测定 
Fig. 2  Detection of the potency of McAbs against 

β-lactoglobulin allergen 
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图 3  抗体效价测定 
Fig. 3  Detection of the potency of McAbs against 

β-lactoglobulin allergen 
 
 

3.4  Western Blot 鉴定 

结果表明 6株抗牛奶单抗隆抗体均能与 β-LG蛋
白反应, 与 ELISA 法测定的单抗隆效价结果基本一
致(见图 4)。 
 
 

 
 
 
图 4  抗 β-lactoglobulin 单克隆抗体的免疫印迹鉴定 

Fig. 4  Western-blotting analysis of McAbs against 
β-lactoglobulin allergen 

样品顺序: Maker; 1. 1H8、2. 4A7、3. 4C3、4. 1F9、5. 1G5、6. 3D11 
 
 

3.5  单克隆抗体的交叉反应性检测 

采用间接 ELISA 法测定单克隆抗体的特异性, 
发现 6株抗牛奶 β-LG单克隆抗体与花生、鱼、虾、
榛子、鸡蛋、大豆、麦等 7大类食物均无交叉反应, 
但是 3D11 与 1G5 抗体与牛奶酪蛋白具有交叉反应
(图 5)。 

 
 
 

图 5  抗 β-LG单克隆抗体的交叉性研究 
Fig. 5  The cross-reactivity of McAbs against 

β-lactoglobulin allergen 
 
 

3.6  双单克隆抗体夹心 ELISA 法的建立 

通过棋盘滴定法摸索包被抗体和捕获抗体的最

佳稀释倍数, 结果表明 1H8 抗体包被和标记生物素
4C3抗体的最佳稀释倍数分别为 1:2000 和 1:1000。
以牛奶 β-LG 蛋白系列稀释, 测出的牛奶 β-LG 蛋白
的 检 出 低 限 为 : 15.625 ng/mL, 标 准 曲 线 在
15.625~250 ng/mL 范围内线性良好(图 6)。 
 
 

 
 
图 6  双抗夹心 ELISA法检测 β-lactoglobulin过敏原标准

曲线 
Fig. 6  The curve of sandwich ELISA for detection of 

β-lactoglobulin allergen protein 
 

4  结论与讨论 

食物过敏是临床上常见病、多发病, 被世界卫生
组织列为 21 世纪重点防治三大疾病之一, 近几十年
食物过敏的发病率趋势不断上升, 甚至有报道称其
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受累人群已达世界人口总数的四分之一[6-7]。牛奶是

八大类食物过敏原之一, 在婴幼儿与儿童中发病率
较高, 严重影响了他们的身体健康[2]。因此, 诊断和
防治食物过敏具有重要意义。过敏性疾病防治原则是

避免接触过敏原[8], 而防治手段的前提是尽早确诊食
物过敏的类型, 那么食物检测试剂的研发十分必要。 

本实验室一直致力于食物过敏原的研究[9,10], 在
2009年, 本实验室克隆了牛奶 β-LG蛋白基因并构建
了其原核表达载体 [11], 且利用牛奶多克隆抗体, 建
立了牛奶双多克隆抗体夹心 ELISA 法[12]。但是采用

多克隆抗体具有一定的缺点, 易引起交叉反应, 导致
检测结果呈假阳性。而单克隆抗体高特异性、高均一

性、生物活性单一、来源容易等优势, 能够大量提供
标准化抗体, 使抗原抗体反应结果便于质量控制, 利
于检测的标准化和规范化, 而且提高了 ELISA 方法
的特异性和选择性[13]。 

此次实验以牛奶主要过敏原 β-LG为抗原免疫小
鼠, 用半固体培养与有限稀释相结合的杂交瘤技术, 
成功筛选出 6株稳定分泌抗 β-LG的单克隆抗体的胞
株, 分别命名为 1H8、4A7、4C3、1F9、1G5、3D11。
采用半固体培养与有限稀释相结合的方法, 既可以
缩短筛选单克隆抗体的时间, 又可以避免传统的直
接铺 96 孔板培养过程中因未及时亚克隆而导致的抗
体株的丢失。目前, 单克隆抗体的纯化方法有很多, 
如辛酸-硫酸铵法、离子交换层析、亲和层析、疏水
层析、凝胶过滤法及高压液相层析法等。本实验采用

HiTrap protein A 蛋白层析柱纯化 β-LG单克隆抗体, 
纯化效果较好。纯化后单克隆抗体经 ELISA测定, 6
株抗体亚型均为 IgG1, 所有抗体效价均高于 20 万
以上, 同时发现 6 株抗体与牛奶粗抗原结合能力较
强, 效价也在 10万以上。高效价与高灵敏度抗体对
开发检测试剂具有有利的优势, 可以减少抗体的用
量, 利于检测试剂生产工艺的放大。经 Western Blot
鉴定, 6株抗体均与牛奶粗抗原具有较好的结合活性, 
这为食品中牛奶抗原的检测奠定了基础。通过与其

他食物过敏原的交叉反应性测定, 显示 6 株抗牛奶
β-LG单克隆抗体与花生、鱼、虾、榛子、鸡蛋、大
豆、麦等 7大类食物均无交叉反应, 但是 3D11和 1G5
抗体与牛奶酪蛋白具有交叉反应, 其他 4株抗体特异
性较高, 可以避免多克隆抗体产生的与其他食物过
敏原的交叉反应, 适用于检测 β-LG 蛋白等免疫学方
法的建立。 

双抗体夹心 ELISA 法是一种最常用的免疫分析
方法, 已经在食品安全等领域中被广泛使用 [14], 本
实验成功建立抗牛奶 β-LG双单克隆抗体夹心 ELISA
法 , 测出的牛奶 β-LG 蛋白的检出低限为 : 15.625 
ng/mL, 标准曲线在 15.625~250 ng/mL范围内线性良
好。之前实验室建立的牛奶双多克隆抗体夹心 ELISA
法检测限为 25~1000 ng/mL [12], 而国内学者建立的 β-
乳球蛋白的双多克隆抗体夹心 ELISA 法与间接竞争
ELISA法的检测限分别为 47~1500 ng/mL和 60~1920 
ng/mL[15]。相比之下, 此次实验建立的抗牛奶 β-LG
双抗体夹心 ELISA 法灵敏度更高, 由于实验使用的
是双单克隆抗体, 特异性也稍强。上述实验结果为食
品中 β-乳球蛋白含量的检测奠定了一定的基础, 也
为低敏性乳制品的开发提供了一定的实验依据和技

术手段。 
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