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摘  要: 目的  食物过敏已成为全球性的食品安全问题, 欧美等发达国家均要求对食品中的过敏原成分进行

标识, 其中就包括作为八大过敏性食物之一的牛乳及其乳制品。β-乳球蛋白是牛乳中的主要过敏原, 约占乳清

蛋白的 50%, 牛乳总蛋白的 10%, 并且约有 82%的牛乳过敏患者对 β-乳球蛋白过敏, 因此其可以作为检测食

品中是否含牛乳蛋白的一个有效的标志物。建立灵敏、可靠的 β-乳球蛋白检测方法, 对牛乳过敏原标识及保

障牛乳过敏人群的安全消费具有重要意义。本文主要综述了牛乳 β-乳球蛋白的高效液相色谱法、超高效液相

色谱法、液相色谱-质谱联用法、酶联免疫吸附法、免疫层析法、电化学免疫法、蛋白微阵列法、等离子体共

振法等色谱学和免疫学检测方法的研究进展, 并对未来发展方向作出展望, 以期促进牛乳 β-乳球蛋白等过敏

原检测方法的研究与开发。 
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ABSTRACT: Food allergies have become global health concern. In European Union, America and other developed 

countries, food allergens are need to be labeled, including cow’s milk and its products, regarded as one of the eight 

major allergic foods. Bovine β-lactoglobulin is one of the major allergens of milk, accounts for 10% of total milk 

proteins and 50% of whey proteins. In addition, approximately 82% of cow’s milk allergy patients are sensitive to 

β-lactoglobulin. Therefore, β-lactoglobulin could be as an important biomarker for detection of milk protein. 

Development of sensitive and reliable β-lactoglobulin detection methods are important for milk allergens labeling, 

and aiding in the prevention of exposure to milk allergens. In this paper, the β-lactoglobulin detection methods were 

summarized, such as high performance liquid chromatography, ultra performance liquid chromatography, liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, enzyme-linked immunosorbent assay, immunochromatography, 

electrochemical immunosensor, protein microarray and surface plasmon resonance. Finally, we outlook the research 

trend of detection methods in the future, in order to promote the research and development of β-lactoglobulin 

detection methods. 
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1  引  言 

食物过敏已成为严重的全球性公共卫生问题, 约 5%

的成年人和 8%的儿童对食物过敏, 其中约 1/3 由牛乳过敏

引起, 且发病率呈上升趋势[1]。牛乳是联合国粮食及农业

组织(Food and Agriculture Organization, FAO)和世界卫生

组织(World Health Organization, WHO)认定的八大过敏性

食物之一, 婴幼儿是牛乳过敏的主要人群。我国最新流行

病学调查表明, 我国约有 2.69%的婴幼儿对牛乳蛋白过敏
[2]。在食品加工中, 牛乳蛋白被广泛添加到各类食品中, 而

且在食品加工、储存、运输等环节也存在牛乳蛋白污染的

可能性。因而增加了牛乳过敏人群接触牛乳过敏原的风险, 

严重影响牛乳过敏人群的身体健康与生活质量。目前, 食

物过敏尚无特效疗法, 牛乳过敏患者需要严格避免食用含

牛乳蛋白的食品。欧美等发达国家均要求标识食品中的过

敏原成分, 其中就包括牛乳及乳制品[3]。牛乳中超过 30 种

蛋白具有潜在致敏性, 主要过敏原为酪蛋白和乳清蛋白。

其中 , β-乳球蛋白约占牛乳总蛋白的 10%, 乳清蛋白的

50%, 而且约 82%的牛乳过敏患者对 β-乳球蛋白过敏[4]。

因此, β-乳球蛋白可以作为一种检测食品中是否含牛乳蛋

白的一种有效标志物。 

目前, 有关过敏原的检测方法众多, 按检测原理可以

分为 3大类: 基于过敏原 DNA的聚合酶链反应(polymerase 

chain reaction, PCR)检测法、基于过敏原蛋白的色谱检测法

和免疫学检测法。其中, PCR 对食物过敏原中的基因成分

进行检测和分析, 具有较高特异性和灵敏性, 主要用于检

测目标 DNA 含量较高的食物, 如鱼、虾、花生、大豆、坚

果等动植物组织 [5,6]。但牛乳中基本不含过敏原相关的

DNA, 所以色谱技术和免疫学技术是检测牛乳过敏原的主

要方法。色谱学方法主要包括高效液相色谱法 (high 

performance liquid chromatography, HPLC)、超高效液相色

谱法(ultra performance liquid chromatography, UPLC)及液

相 色 谱 - 质 谱 联 用 法 (liquid chromatography-mass 

spectrograph, LC-MS)。免疫学方法主要包括酶联免疫吸附

法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)、免疫层析

技术(immunchromatography assay, ICA)、电化学免疫技术、

芯片技术和表面等离子体共振技术 (surface plasmon 

resonance, SPR)等。随着牛乳过敏患者人数及发病率的增

加, 消费者对食品安全意识的增强, 以及欧美等发达国家

对食物过敏原标识的强制要求, 检测食品中 β-乳球蛋白的

含量对牛乳过敏原标识具有重要意义。 

本研究对牛乳 β-乳球蛋白的色谱学检测方法和免疫

学检测方法进行简要综述, 并对 β-乳球蛋白检测方法的未

来发展趋势进行展望, 为促进牛乳过敏原检测方法的研究

与开发提供参考。 

2  牛乳 β-乳球蛋白色谱学检测方法 

2.1  高效液相色谱法 

高效液相色谱法(HPLC)是色谱法的一个重要分支 , 

以液体为流动相, 通过高压输液系统将具有不同极性的流

动相泵入填装有固定相的色谱柱中, 在柱内被分离, 然后

进入检测器被检测, 实现对待检样品的分析。根据固定相

的不同, 可以分为正向高效液相色谱(positive-phase high 

performance liquid chromatography, PP-HPLC)和反相高效

液 相 色 谱 (reversed-phase high performance liquid 

chromatography, RP-HPLC), 其中 RP-HPLC 是目前应用最

多的 HPLC 方法[7]。 

早在 1998 年, Bobe 等[8]通过 RP-HPLC 法(C-18 柱)

同时分离和定量了牛乳中的 6种主要过敏原(α-乳白蛋白、

β-乳球蛋白、αS1-酪蛋白、αS2-酪蛋白、β-酪蛋白和 κ-酪蛋

白)及其不同亚型, 并对来自 234 头奶牛的牛乳蛋白质组

成进行分析 , 结果与牛乳蛋白参考值相似 , 该方法的批

内偏差低于 5.1%, 批间偏差低于 7.1%, 对 β-乳球蛋白的

线性检测范围为 1.4~11.3 μg。随后 , Bordin 等 [9]通过

RP-HPLC 法(C-4 柱)对牛乳主要过敏原(α-乳白蛋白、β-

乳球蛋白-A、β-乳球蛋白-B、αS1-酪蛋白、αS2-酪蛋白、β-

酪蛋白和 κ-酪蛋白)进行分离和定量, 其中对 β-乳球蛋白

-A 的最低检测限(limit of detection, LOD)、最低定量限

(limit of quantification, LOQ)和线性检测范围分别是 0.14 μg、

0.48 μg 和 0.46~2.81 μg, 对 β-乳球蛋白-B 的 LOD、LOQ

和检测范围分别是 0.08 μg、0.28 μg 和 0.46~2.78 μg, 并

对多种牛乳产品进行检测, 但粉状乳产品需要经过高温

处理 , 结果部分对热敏感的乳清蛋白发生变性 , 导致检

测结果比液态乳产品差。Bonfatti 等[10]则以 C-8 柱建立同

时检测牛乳主要过敏原蛋白及其常见亚型(α-乳白蛋白、

β-乳球蛋白-A、β-乳球蛋白-B、αS1-酪蛋白、αS2-酪蛋白、

β-酪蛋白-A1、β-酪蛋白-A2、β-酪蛋白-B、β-酪蛋白-1、κ-

酪蛋白-A 和 κ-酪蛋白-B)的 RP-HPLC 方法的 RP-HPLC 方

法, 对 β-乳球蛋白-A 和 β-乳球蛋白-B 的 LOD 分别为 0.5 μg

和 0.7 μg, 并分析了来自 4 个不同品系奶牛的 40 份样品

以及 BCR-063R 脱脂奶粉中各蛋白的含量。另外, Bonfatti

等[11]还通过 RP-HPLC 方法(C-8 柱)对水牛乳的主要蛋白

(α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、αS1-酪蛋白、αS2-酪蛋白、β-

酪蛋白和 κ-酪蛋白)及其不同亚型进行了分离和定量检测, 

并对 536 份样品进行了检测分析。 
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2.2  超高效液相色谱法 

超高效液相色谱法(UPLC)是在 HPLC 的基础上进行

的升级, 采用小颗粒高性能固定相、超高压输液泵、高速

采样的灵敏检测器、低扩散和低交叉污染自动进样器, 其

检测速度、灵敏度和分离度相较 HPLC 都有不同程度的提

升[12]。在牛乳过敏原蛋白的检测中, Boitz 等[13]通过亚 2 μm

颗粒反相柱的 UPLC 检测热处理牛乳样品中的 β-乳球蛋白, 

只需要 1.8 min(共 3 min)即可检测到 β-乳球蛋白, 其 LOD、

LOQ 和线性检测范围分别为 7 μg/mL、23 μg/mL 和 20~  

560 μg/mL, 并检测了商业牛乳样品中 β-乳球蛋白的含量。

该方法相较传统 HPLC、UPLC 的检测速度明显更快。 

2.3  液相色谱-质谱联用法 

液相色谱-质谱联用法(LC-MS)是近年发展迅速的一

种可以准确定量蛋白质含量的分析方法, 该方法是以液相

色谱为分离系统, 以质谱作为检测系统。样品经过分离、

离子化后, 再通过质谱的质量分析器将离子碎片按质量数

分开, 经过检测器的得到质谱图。LC-MS 体现了色谱和质

谱优势的互补 , 相对于液相色谱 , 前者具有更高的灵敏

度、特异性、重现性、回收率等特点, 且可以对复杂基质

中的单个或多个目标蛋白质进行分析, 但需要复杂的前处

理。根据检测对象, 可以分为基于蛋白水平(分析天然蛋白

质)和多肽水平(分析消化后的特征肽)对目标蛋白质进行

定量检测。基于蛋白质水平检测具有高稳定性及避免消化

步骤带来的不稳定因素等优点。如 Czerwenka 等[14]建立了

一种 LC-MS 方法对多种反刍动物乳产品中的非消化 β-乳

球蛋白进行定量检测, 其中对牛乳 β-乳球蛋白的检测范围

为 25~1×103 μg/mL, 对山羊乳 β-乳球蛋白的检测范围为

12.5~500 μg/mL。 

基于多肽水平则可以检测蛋白质的标志性多肽(如过

敏原 IgE 表位肽), 具有高特异性, 但需要对样品进行酶解, 

需要更多时间[15]。特征肽的选择是该方法的关键环节, 应

该具有以下特点: 唯一性、稳定性、消化重现性、容易被

质谱检测、在样品中含量较多、未被修饰、易提取及 6–12

个氨基酸等[16]。另外, 对过敏原蛋白质的水解也是该方法

的关键步骤, 不同的酶具有不同的酶切位点, 因此, 酶的

选择会影响水解结果。由于胰蛋白酶的酶切位点位于人们

所熟知的精氨酸(R)与赖氨酸(K)之间, 且胃液中也存在胰

蛋白酶, 因此该酶成为目前最常用的样品水解酶[16]。例如, 

Ansari 等[17]利用胰蛋白酶对牛乳蛋白先进行消化, 再通过

液质串联多反应监测技术法(LC-MRM/MS)对水解产物中

α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、α-酪蛋白和 β-酪蛋白的特征性

肽进行检测, 其中 β-乳球蛋白的标志性肽为 LIVTQTMK, 

也是该蛋白的主要 IgE 表位肽[18], 其 LOD 为 1.11 ng/mL。

最近, Ji 等[19]则先对样品进行提取, 再通过 SDS-PAGE 电

泳 分 离 蛋 白 , 然 后 进 行 胰 蛋 白 酶 消 化 , 最 后 通 过

LC-MRM/MS 检测牛乳 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白和 αS1-酪

蛋白的特征肽, 其中 β-乳球蛋白的特征肽为 LIVTQTMK

和 TPEVDDEALEK, 前者为 β-乳球蛋白的主要 IgE 表位

肽[18], 后者也是 β-乳球蛋白 IgE 表位的部分序列[20], 对 β-

乳 球 蛋 白 的 线 性 检 测 范 围 、 LOD 和 LOQ 分 别 为

0.48~31.25、0.20 和 0.48 μg/mL, 但样品水解时间需要 16 h。 

3  牛乳 β-乳球蛋白免疫学检测方法 

3.1  酶联免疫吸附法 

酶联免疫吸附法(ELISA)具有灵敏度高、特异性强、

操作简单、费用低、速度快和高通量等优点, 是检测过敏

原最常用、最成熟的方法之一, 也是牛乳 β-乳球蛋白商业

检测试剂盒的主要方法(表 1)。根据 ELISA 检测类型, 可

以分为间接竞争 ELISA(cELISA)和夹心 ELISA(sELISA)。

在 cELISA 法检测牛乳 β-乳球蛋白中, 张忠华[21]利用 β-乳

球蛋白免疫新西兰大白兔制备多克隆抗体, 基于该抗体建

立了 cELISA 方法 , 其线性检测范围和 LOD 分别为

10~1×103 ng/mL 和 50 ng/mL, 但没有验证所建方法的可靠

性。袁水林等[22]利用 β-乳球蛋白多克隆抗体建立 cELISA

方法, 其线性检测范围为 1~1×103 ng/mL, 对多个牧场的

牛乳和乳清中的 β-乳球蛋白进行检测, 并通过 RP-HPLC

对结果进行验证, 结果表明 2 种方法检测结果具有良好一

致性。 

由于 ELISA 法是基于抗体与表位的结合对过敏原进

行检测, 当过敏原经过加工处理, 如加热、酶解等, 其表位

可能被破坏(尤其是构象性表位), 免疫反应性也会受到影

响, 导致检测结果不准确[23]。因此, Negroni 等[24]制备针对

天然 β-乳球蛋白和热处理 β-乳球蛋白的单克隆抗体, 并建

立了 sELISA 检测方法, 对天然 β-乳球蛋白和热处理过的

β-乳球蛋白的 LOD 分别为 30 pg/mL 和 200 pg/mL, 线性检

测范围分别为 0.05~5 ng/mL 和 0.2~20 ng/mL, 可以分别检

测食品中天然和热处理过的 β-乳球蛋白。另外, IgE 表位是

引起牛乳过敏的物质基础, 我们团队制备了特异性识别牛

乳 β-乳球蛋白 IgE 表位的多克隆抗体和单克隆抗体, 并基

于 IgE 表位识别建立了多种 sELISA 检测方法。首先, 韩婷
[25]基于表位疫苗原理, 以 β-乳球蛋白的 7 个主要 IgE 线性

表位和 1 个 T 细胞表位为基础, 构建了表位串联体原核表

达体系, 并制备了相应的重组蛋白和兔多克隆抗体。随后, 

He等[26]通过 cELISA对所制备抗体的免疫学性质进行分析, 

结果表明该抗体能识别表位串联体中的 7 个 IgE 表位及其

阻断肽, 且具有良好的特异性和灵敏性。之后, 以 β-乳球

蛋白多克隆抗体为捕获抗体, 以表位串联体多克隆抗体为

检测抗体建立了 sELISA 检测方法, 其 LOD、LOQ 和线性

检测范围分别为 1.96、3.91 和 31.25~8×103 ng/mL, 并通过

RP-HPLC 法验证所建方法的可靠性[27]。然后, He 等[28]以
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表位串联体多克隆抗体为捕获抗体, 将 β-乳球蛋白多克隆

抗体与纳米铂偶联制备检测探针, 建立了高灵敏 sELISA

检测方法, 同时以 β-乳球蛋白多克隆抗体为检测抗体建立

了普通 sELISA 检测方法, 前者的 LOD、LOQ 和线性检测

范围分别为 0.12、0.49 和 0.49~1.6×104 ng/mL, 后者分别为

1.96、7.81 和 62.5~5.12×105 ng/mL, 表明纳米铂可以显著

提高方法的检测性能, 且对婴幼儿水解奶粉等样品进行了

检测分析, 2 种方法检测结果与商业 sELISA 试剂盒具有良

好一致性。此外, He 等[29]还制备了 β-乳球蛋白 IgE 表位单

克隆抗体, 并结合 β-乳球蛋白多克隆抗体及双氧水敏感型

量子点, 建立了荧光 sELISA, 该方法的 LOD、LOQ 和线

性检测范围分别为 0.49、7.81 和 0.49~4×103 ng/mL, 基于

该抗体的普通 sELISA 方法的 LOD、LOQ 和线性检测范围

则分别为 7.81、15.63 和 62.5~2×103 ng/mL, 表明量子点也

能够提高所建方法的灵敏度, 通过商业 sELISA 试剂盒验

证了所建方法的可靠性。最近, 我们团队将表位单克隆抗

体共价固定于酶标板表面, 将 β-乳球蛋白多克隆抗体与胶

体金偶联制备检测探针, 建立了 sELISA 方法, 该方法的

LOD 、 LOQ 和 线 性 检 测 范 围 分 别 为 0.49 、 3.9 和

31.25~6.4×104 ng/mL, 对样品的检测结果与商业 sELISA

试剂盒及普通 sELISA 方法具有良好一致性, 且该方法固

定捕获抗体仅需 15 min, 显著低于传统方法的孵育过夜, 

而且灵敏度高于普通 sELISA 方法[30]。 

虽然 cELISA 和 sELISA 均可用于食物过敏原的检测, 

但却各有其优缺点。首先, 通常 sELISA 比 cELISA 更灵敏, 

线性关系也更好。例如, De-Luis 等[31]建立并评价了 sELISA

和 cELISA 对模型加工食品和商业食品中 β-乳球蛋白含量

的检测能力 , 2 种方法的线性检测范围分别为 5~100 

ng/mL(r2>0.99)和 15~50 ng/mL(r2>0.98), 前者的灵敏度、

线性检测范围和线性关系均要优于后者, 且前者对牛乳和

非牛乳产品的区分性更好。其次, sELISA 的特异性更好。

由于 cELISA 只需要一个过敏原特异性抗体, 而 sELISA 则

需要 2 个过敏原特异性抗体(捕获抗体和检测抗体), 因此

当检测基质中的其他蛋白与目标蛋白存在相似的氨基酸序

列或空间结构时 , cELISA 更容易发生交叉反应。再次 , 

sELISA 需要结合 2 个表位, 更适合检测过敏原致敏性残基, 

可间接评价食品中过敏原的潜在致敏性。多肽/蛋白质需要

2 个表位才能交联 IgE 分子和肥大细胞或嗜碱性粒细胞产

生脱颗粒等免疫学反应[32]。例如, 在水解奶粉中, 小于 3 

kDa 的肽段不能交联 IgE, 而大于 5 kDa 的肽段则可以诱导

脱颗粒反应[33]。最后, cELISA 更适合检测过敏原肽段或小

分子。例如, De-Luis 等[34]采用 sELISA 和 cELISA 对 11 种

标示含“奶粉”或“牛奶蛋白”食品中的 β-乳球蛋白进行检测, 

2 种方法的检测结果均表明其中的 10 种食品中含 β-乳球蛋

白, 但后者的检测结果高于前者。其原因可能是在加工中, 

有部分 β-乳球蛋白被破坏成小片段, 导致后者能识别这些

小肽段, 而前者则不识别或亲和力更弱, 导致检测结果存

在差异。其他免疫学检测方法也存在同样的性质。 

3.2  免疫层析技术 

免疫层析技术(ICA)具有操作简单、快速检测、价格

低廉、便于携带、现场检测等优点, 已广泛应用于临床诊

断、食品安全等领域的快速检测。在牛乳过敏原的检测中, 

Wu 等[35]利用牛乳 β-乳球蛋白 IgG 表位单克隆抗体建立了

夹心 ICA 方法, 其检测灵敏度为 0.2 ng/mL, 并对 110 种进

出口食品中的 β-乳球蛋白进行检测, 对 106 种食品的检测

结果与其过敏原标识一致, 而对另外 4 种食品的检测结果

却与过敏原标识相反, 结果表明该方法可以对食品中的 β-

乳球蛋白进行半定量检测。 

3.3  电化学免疫技术 

电化学免疫技术是将免疫技术与电化学检测相结合

的一种分析方法, 拥有免疫学的高特异性和电化学的高灵

敏性, 用于痕量免疫性物质的检测分析。Ruiz-Valdepenas

等[36]通过将 β-乳球蛋白抗体与纳米磁珠偶联作为捕获探

针, HRP 标记 β-乳球蛋白抗体作为检测抗体, 通过磁铁将

免疫复合物固定在丝网印刷碳电极表面, 建立夹心电化学

免疫方法 , 对 β-乳球蛋白的线性检测范围为 2.8~100 

ng/mL, LOD 为 0.8 ng/mL, 对样品的检测结果与 β-乳球蛋

白商业试剂盒检测结果具有良好一致性, 表明该电化学免

疫方法是准确可靠的, 且该方法检测时间仅为 1 h, 而试剂

盒则需要 4 h。Eissa 等[37]则在石墨烯修饰的丝网印刷碳电

极表面电镀形成一层 4-氨基苯膜, 然后将牛乳 β-乳球蛋白

抗体共价固定在膜表面, 建立夹心型伏安电化学免疫方法

检测 β-乳球蛋白, 其线性检测范围为 1 pg/mL~100 ng/mL, 

LOD 为 0.85 pg/mL, 并用于检测蛋糕、奶酪等食品中 β-乳

球蛋白的含量, 检测结果与商业 ELISA 试剂盒具有良好的

线性关系, 证明该方法准确可靠。另外, 除了传统的抗原-

抗体反应外, 核酸适配体也能与蛋白特异性结合, 从而实

现对特异性蛋白的检测[38]。例如, Eissa 等[39]将核酸适配体

固定在石墨烯电极表面, 用于电化学检测牛乳 β-乳球蛋白, 

所选择的适配体对 β-乳球蛋白 A、B 亚型的解离常数分别

为 82 和 80 nmol/L, 且具有良好的特异性, 其线性检测范

围和 LOD 分别为 0.1~100 ng/mL 和 20 pg/mL, 检测时间为

20 min, 而且不需要标记。 

3.4  蛋白微阵列技术 

蛋白微阵列技术具有高通量、高灵敏性、高特异性、

低成本和快速检测等优点。在对牛乳过敏原的检测中 , 

Ricciardi 等[40]首次通过微悬臂共振器阵列检测牛乳主要过

敏原 β-乳球蛋白, 首先将微悬臂梁进行硅烷化, 然后固定

Protein G, 用于结合捕获抗体, 以 β-乳球蛋白多克隆抗体

作为捕获抗体和检测抗体, 建立夹心法检测 β-乳球蛋白, 

该方法的 LOD 和 LOQ 分别为 0.04 和 0.1 μg/mL, 比
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sELISA 试剂盒(0.19 和 0.5 μg/mL)更灵敏。而 Badran 等[41]

则将过敏原固定在 DVD 聚碳酸酯表面, 建立同时检测麦

醇溶蛋白、酪蛋白、β-乳球蛋白和卵白蛋白的竞争型微阵

列, 金标特异性抗体作为检测探针, 并通过纳米银增强检

测信号, 该微阵列对 4 种过敏原的检测灵敏度分别为 0.04、

0.4、0.08 和 0.16 μg/mL, 线性检测范围分别为 0.01~0.3、

0.08~2、0.02~0.5 和 0.04~0.5 μg/mL, 回收率为 72%~117%。

Pastor-Vargas 等[42,43]利用牛乳酪蛋白、牛乳 β-乳球蛋白等

10 种主要过敏原的抗体构建了抗体微阵列, 并对母乳和羊

水(孕妇和产妇)中的食物过敏原进行检测, 结果表明每个

样品中的过敏原种类及含量均存在差异, 主要含 β-乳球蛋

白、卵白蛋白和麦醇溶蛋白等。 

3.5  表面等离子体共振技术 

表面等离子体共振技术(SPR)是最常用、最成熟的非

标记光学物理传感检测技术, 可用于检测各种食物过敏原
[44-46]。例如, Ashley 等[47]将 β-乳球蛋白多克隆抗体固定在

SPR 芯片表面, 用于直接检测 β-乳球蛋白, 检测灵敏度为

164 ng/mL。 

4  发展方向 

随着检测技术的不断发展, 以及市场对检测要求的

提高, 未来检测方法将朝着检测速度快、灵敏度高、高通

量、方便携带、经济、环保以及应用新型识别元件(如表位

抗体、核酸适配体等)等方向发展。 

在色谱学检测方法中, UPLC 比 HPLC 的检测速度更

快, 灵敏度更高。另外, MS 是检测过敏原的金标准, 但该

方法需要复杂的前处理, 且样品消化也需要较长的时间, 

导致耗时较长。将 UPLC 与 MS 结合、采用新型酶水解方

式等手段均可以提高检测速度和灵敏度[48]。例如, Carrera

等[49]利用高强度聚焦超声技术加速胰蛋白酶对鱼主要过

敏原 β-小清蛋白的消化, 该条件下消化样品仅需 2 min, 以

β-小清蛋白的 19 条特异性多肽为标志肽, 通过线性离子阱

质谱方法能够在 2 h 内完成对食品中 β-小清蛋白的检测。 

在免疫学检测方法中, 可以利用纳米磁珠、胶体金、

量子点、石墨烯、碳纳米管等纳米材料, 以及采用共价固

定抗体等方法来加快检测速率、提高灵敏度[50-52]。另外, 传

统检测方法需要昂贵的仪器, 且不便携带, 而手机具有易

携带、能安装多种软件, 可以通过网络进行数据传送, 基

于手机的检测方法具有低消耗、易携带、数据传输快等特

点, 将有可能发展成为下一代即时护理(point-of-care, POC)

诊断平台, 提供移动检测服务和个性化医疗[53]。传统检测

材料费用较高, 易造成环境污染, 而滤纸成分为纤维素, 

主要来源于木材、麦草等植物, 属于可再生资源, 具有价

格便宜、吸水性强、易储存、易使用、具有高密度羟基、

易修饰且生物兼容性强等特性, 基于滤纸的电化学、微流

控等检测方法已开始用于分子诊断领域[54]。 

抗体是免疫学检测方法中的核心元件, 抗体在一定

程度上决定了免疫学检测方法的灵敏性和特异性。食品加

工会使蛋白质结构和化学性质发生改变, 导致用试剂盒检

测过敏原含量时存在偏差。表位是引起过敏的物质基础, 

IgE 线性表位在食品加工中不易被破坏, 稳定性较好, 可

以作为检测过敏原的有效标志物, 还可以通过对表位残基

的检测来初步预测食品的潜在致敏性[30]。另外, 核酸适配

体是能与目标物质高特异性、高选择性结合的一段单链

DNA 或 RNA 寡核苷酸, 且具有分子量小、易修饰、稳定

性好、合成费用低等特点, 且对目标分子具有高亲和力, 

具有代替抗体用于过敏原检测的潜力[55]。例如, Weng 等[56]

将鸡蛋溶菌酶、β-羽扇豆球蛋白、冈田酸和双鞭甲藻毒素

的特异性核酸适配体与量子点偶联作为检测探针, 石墨烯

作为荧光淬灭剂, 建立基于滤纸的微流控检测方法, 对这

4 种目标分子的 LOD 分别为 343、2.5、0.4 和 0.56 ng/mL, 灵

敏度与 ELISA 试剂盒相似, 且具有检测时间短、样品和

试剂消耗少等优点。此外, 还可以利用表位肽筛选到特异

性识别 IgE 表位的适配体, 用于过敏原致敏性残基的检

测[57]。因此, 表位特异性抗体及核酸适配体将可能代替传

统抗体用于过敏原的检测。 

细胞是生命体生物活动的基本单位, 传统免疫学检

测方法是基于抗原抗体反应的分子水平, 未能体现细胞对

食品中过敏原做出的反应。随着电子传感器和体外细胞培

养技术的发展, 以活细胞为传感介质构建细胞传感器已成

为生物传感器发展的新方向[58]。根据细胞的兴奋动作电位

和细胞力学的特殊性质, 可将细胞用于定性或定量检测过

敏原, 从而实现对过敏原的含量检测和致敏性评价。 

5  小结与展望 

随着社会环境和人们生活方式的改变, 牛乳过敏患

者人数呈上升趋势。且目前尚无有效的治疗方法, 患者主

要从食品包装上的过敏原标识来避免接触含牛乳蛋白的食

品。β-乳球蛋白是牛乳的重要过敏原, 可以作为检测食品

中是否含牛乳蛋白的有效标志物。建立灵敏、快速、可靠

的 β-乳球蛋白检测方法有利于牛乳过敏原的标识。如上所

述, LC-MS 不仅能检测天然蛋白和蛋白片段, 还具有高灵

敏的优点。ELISA 是检测牛乳 β-乳球蛋白的主要方法, 具

有高通量、操作简单、灵敏度高等优点。尽管如此, 目前

绝大多数色谱学和免疫学方法不能特异性检测牛乳 β-乳球

蛋白致敏性残基, 并缺乏快速、高灵敏、便携式的定量检

测方法。 
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