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电泳法在食品过敏原检测中的应用 

徐双双, 王  尉, 陈尔凝, 贺天雨, 赵新颖* 

(北京市理化分析测试中心, 有机材料检测技术与质量评价北京市重点实验室, 北京  100094) 

摘  要: 本文简要介绍了食品过敏原的检测特点和难点, 比较了目前常用的聚合酶链式反应法、环介导等温扩

增法、酶联免疫法、液相色谱法和液相色谱质谱法等检测方法的优劣势。主要介绍了电泳技术的特点, 总结了

经典电泳技术在食品过敏原分析上的应用现状。详细介绍了近年来毛细管电泳技术在食品过敏原检测研究方面

取得的进展, 列举了区带毛细管电泳法、亲和毛细管电泳法、凝胶毛细管电泳法、动态涂层毛细管电泳法和芯

片毛细管电泳法在致敏蛋白分析方面的应用, 并对电泳法在食品过敏原分析中的发展趋势进行了展望。 
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Application of electrophoresis in the detection of food allergens 
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ABSTRACT: This paper briefly introduced the detection characteristics and difficulties of food allergens and 

compared the advantages and disadvantages of the commonly used detection methods such as polymerase chain 

reaction (PCR), loop mediated isothermal amplification (LAMP), enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), 

liquid chromatography (LC) and liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS). At the same time, this article 

mainly introduced the characteristics of electrophoresis technology, summarized the application status of classical 

electrophoresis technology in food allergen analysis, introduced the progress of capillary electrophoresis in the 

detection of food allergens in recent years in detail, listed the advantages and disadvantages of capillary zone 

electrophoresis (CZE), affinity capillary electrophoresis (ACE), capillary gel electrophoresis (CGE), dynamic coated 

capillary electrophoresis (DCCE) and chip capillary electrophoresis (Chip-CE) in the analysis of allergenic proteins, 

and prospected the development trend of electrophoresis in food allergen analysis. 
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1  引  言 

过敏反应是指机体受抗原刺激后, 产生相应的特异

性抗体, 当再次接触同一种抗原后在体内引起体液或细胞

免疫反应, 从而导致组织损伤或机体生理机能障碍[1]。引

起过敏反应的抗原被称为过敏原, 一般为相对分子质量

10~70 kD 的蛋白质或糖蛋白[2,3]。国际食品法典委员会认

为世界范围内临床 90%以上的过敏反应由 8 类食品引起: 

奶类、禽蛋类、鱼类、甲壳类水生动物、花生、大豆、坚

果和小麦[4]。食品过敏的症状主要有荨麻疹、呕吐和哮喘
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等, 严重的会导致过敏性休克甚至死亡。因此, 避免食用

含有过敏原的食品是目前最有效的预防方法[5]。实际上, 

食品种类繁多, 成分复杂, 过敏原的含量较低, 快速准确

找到过敏原是非常困难的。本文详细介绍了近年来电泳技

术在食品过敏原检测研究方面取得的进展, 并对毛细管电

泳法应用于食品过敏原分析中的发展趋势进行了展望。 

2  现行检测方法 

目前, 食品过敏原的检测方法主要有临床皮肤实验

和直接食品过敏原检测法。与皮肤实验相比, 食品中过敏

原的检测不需要直接接触受试者, 安全性更高, 但是相对

检测时间较长。因此, 过敏原的体外检测是当前发展的趋

势和研究的重点[6]。Gasilova 等[7]发表了体外食品过敏和过

敏原检测技术的综述, 列出了各种方法的原理、检出限、

样品的类型和需要的体积及检测时间等重要参数。以 DNA

为检测对象 , 利用聚合酶链式反应法 (polymerase chain 

reaction, PCR) 和 环 介 导 等 温 扩 增 法 (loop-mediated 

isothermal amplification, LAMP)检测食品中的过敏原是一

种主要的方法, 如我国现行的 SN/T 1961-2013《出口食品

过敏原成分检测》[8]、SN/T 4419-2016《出口食品常见过

敏原 LAMP 系列检测方法》[9]和 SN/T 4417-2016《常见食

品过敏原可视芯片检测方法》[10]。直接检测过敏原的方法

有酶联免疫法和色谱法。我国现行的 SN/T 1961-2013《出口

食品过敏原成分检测》中有 2 类采用了酶联免疫法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)[11]。色谱法以高

效液相色谱法 (high performance liquid chromatography, 

HPLC)和液相色谱-质谱联用法(liquid chromatography-mass 

spectrometry, LC-MS)应用最为广泛[12,13]。通过对上述方法

的简单比较得知, 直接检测食品中的致敏蛋白更加符合实

际需求(表 1)。 

电泳法也是基于分离技术的检测方法, 根据溶液中

目标物的电荷和质量不同, 通过外加电场作用在惰性介质

中形成狭窄的区带, 在紫外光下实现分子量、等电点、纯

度等参数的准确测定。与 HPLC 和 HPLC-MS 法相比, 电

泳法最大的优势是不使用色谱柱, 降低了吸附的干扰。因

此, 该技术在 DNA 和蛋白质分析中具有不可替代的优势。

根据分离通道不同, 电泳法又分为经典电泳法和毛细管电

泳法。本文重点讨论了这 2 种模式在食品过敏原检测中的

应用进展。 

3  经典电泳法 

经典电泳法是蛋白质或核酸在琼脂糖凝胶、聚丙烯酰

胺凝胶等惰性支持介质中, 有外加电场时, 按各自的速度

进行泳动, 组分按照分子量或等电点分离成狭窄的区带, 

并被检测的方法。二维电泳(two-dimensional electrophoresis, 

2-DE), 通过第一向使等电点不同的蛋白质得到分离, 再

利用第二向使分子量不同的蛋白得到分离, 两向结合得到

高分辨率的蛋白图谱, 对总蛋白质进行分离甚至完成蛋白

质定性的方法。一般情况下, 电泳法用于食品过敏原的表

征需要和 Western blot 或 ELISA 同时使用。该方法的优势

是操作简便、成本低; 不足是需样量大, 灵敏度较低。本

文整理了近 5 年我国在电泳法测定食品过敏原方面的相关

报道(表 2), 由此可知, 经典电泳法测定食品中的过敏原主

要集中在蛋白质的检测; SDS-PAGE 结合 Western blot 技术

解决了分离、检测和评价的问题, 是日常食品过敏原检测

的重要方法; 基本涵盖了 8 类食品过敏原的检测。 

经典电泳法可通过切胶回收操作将蛋白和 DNA 进行

纯化, 同时完成分离和制备实验。这也是该项技术独有的

优势。作为检测方法, 该技术需样量大、灵敏度低, 而致

敏蛋白的浓度普遍不高。因此, 即使搭配很好的前处理方

法, 经典电泳技术也不能避免假阴性的结果。此外, 该项

技术的分离时间长, 分离效率较低, 商业化的试剂盒并不

成熟, 对环境不够友好。这些都不利于经典电泳技术在食

品过敏原检测方面的应用。 

4  毛细管电泳法 

毛细管电泳法(capillaiy electrophoresis, CE)是对经典

电泳技术的一项重大改进。通过提高外加电压(V 到 kV), 

降低分离通道直径(mm 到 μm), 大大提升了分离效率, 减

少了进样量和溶剂。CE 法的主要优势有: 分离效率高 , 

100~500 V/m 的高电场强度下, 能实现每米几十万至上百

万理论塔板数的柱效; 分离模式多, 且各模式之间转换容

易, 使得应用广泛, 既能分析极性或非极性小分子, 又能

分析 DNA、多肽、蛋白质等生物大分子; 分析速度快, 样

品分析一般只需要几秒到十几分钟; 进样体积少(1~50 nL), 

试剂用量少, 有利于珍贵样品的分析; 对环境友好, 分离

一般在水溶液中进行, 基本无有机相。与经典电泳技术相

比, 目前商品化的 CE 都可以实现和紫外检测器(ultraviolet 

detector, UV)、二极管阵列检测器(photo-diode array detector, 

PDA)和激光诱导荧光检测器 (laser induced fluorescence 

detector, LIF)的联用。此外, CE 商品化试剂盒成熟, 操作简

便, 自动化程度高。这些优势促进了 CE 技术在食品过敏

原方面的应用。目前, 在食品过敏原检测方面主要有毛细管

区带电泳(capillary zone electrophoresis, CZE)、免疫亲和毛细

管电泳法(immunoaffinity capillary electrophoresis, IACE)、毛

细管凝胶电泳(capillary gel electrophoresis, CGE)、动态涂层

毛细管电泳法 (dynamic coating capillary electrophoresis, 

DCCE)和芯片毛细管电泳法(Chip-CE)模式。 

4.1  区带毛细管电泳法 

CZE 是最为常用的一种毛细管电泳模式, 具有溶液 
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组成简单、分离条件多样、方式灵活的优势, 在食品致敏

原分析中的应用最为广泛, 但该法的检测灵敏度不高。王

彦波等[3336]在硼酸缓冲溶液(pH 9.0~9.2)的运行缓冲溶液、

分离电压 15 kV、检测波长 214 nm 条件下对鱼类胶原蛋白、

甲壳类精氨酸激酶、鱼类小清蛋白和虾原肌球蛋白进行检

测。检测线性范围是 5~100 μg/mL, 相关性系数 r2 大于

0.995, 精密度(relative standard deviation, RSD)<6%(n=6), 

回收率高于 95%, 灵敏度达到 0.1 μg/mL (S/N>3)。郭岩[37]

在 25 mmol/L 硼酸-硼砂缓冲液(pH 9.2)的运行缓冲液中, 

检测波长 214 nm, 分离电压 15 kV 时在 5 min 内测定了检测

鱼类过敏原小清蛋白的含量。在 5~100 μg/mL 浓度范围内, 

线性相关系数 r2 为 0.994, 检出限(S/N=3)为 2.31 μg/mL, 加

标回收率在 91%~116%之间, 测定结果的相对标准偏差为

7.4%(n=6)。刘一等[38]在 25 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 7.0), 

检测波长 205 nm, 压力进样 5 kPa×10 s 下, 实现了 α-乳清

蛋白和 β-乳球蛋白的基线分离和痕量检测。α-乳清蛋白在

10~250 μg/mL 浓度范围内, β-乳球蛋白在 40~1000 μg/mL

浓度范围内, 线性相关系数 r2 均为 0.999, 检出限分别为

3.0 和 12 mg/L。二者在高、中、低 3 种浓度下加标回收率

分别为 71%和 50%, 基本无样品基质的干扰。目前报道的

案例说明, CZE 法主要以蛋白质为检测对象, 浓度线性范

围基本在 20 倍以上, 检出限达到 μg/mL 级, 分析时间大概

在 5 min 左右。 

4.2  免疫亲和毛细管电泳法 

IACE 法将免疫亲和反应引入毛细管中, 成功克服了

CZE 模式的不足, 提高了检测的灵敏度。Gasilova 等[39]报

道 了 IACE 结 合 基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 质 谱 法

(matrix-assistedlaserdesorption/ionization-mass spectrum, 
MALDI-MS)测定牛奶中 α-乳清蛋白和 β-乳球蛋白的方法。

将带有抗体的磁珠置于毛细管内富集 α-乳清蛋白和 β-乳球

蛋白, 并利用质谱法进行定性和定量检测。利用 IACE-MS

分析, 得到 α-乳清蛋白和 β-乳球蛋白的最低检出限分为

0.03 和 0.02 μg/mL 。 最 后 利 用 IACE-UV 和

IACE-MALDI-MS 测得牛奶中的 α-乳清蛋白和 β-乳球蛋白

含 量 分 别 为 (0.15±0.01) mg/mL 和 (0.52±0.03) mg/mL, 

IACE-MALDI-MS 检测的结果分别为(0.13±0.02) mg/mL 和

(0.47±0.05) mg/mL。与 CZE 法相比, IACE 的灵敏度至少提

升了 10 倍以上, 且结果稳定性好。随后该课题组[40]将抗人

IgE 抗体和病人 IgE 抗体复合物通过化学十字交联修饰磁

珠表面后, 分别和牛奶中的蛋白结合, 再利用 IACE-UV 和

MALDI-MS 检测确定致敏蛋白质, 发现有牛血清、乳铁传

递蛋白和 α-酪蛋白和抗体相结合, 并用经典的酶联免疫法

对该结果进行了确证。此外, 刘志刚等[41]发明了一种基于

IACE-UV 的仪器, 利用异硫氰酸荧光素进行目标物标记, 

旋转扫描激光诱导荧光检测, 可降低毛细管的吸附, 能够

高效、特异、定量检测花生、大豆、小麦、蛋、鱼类、贝

壳类、坚果类、水果及蔬菜类的过敏原。 

4.3  凝胶毛细管电泳法 

CGE 通过在运行缓冲溶液中加入筛分介质对目标物

进行筛分, 可根据分子量对目标物进行分离, 是测定蛋白

质和 DNA 分子量的主要方法。Pelaez 等[42]使用 β-巯基乙

醇(β-ME)、盐酸胍和硼砂的混合溶液将蛋白质中的二硫键

和氢键完全打开, 在 6 mmol/L 硼砂-6 mmol/L SDS (pH 9.0)

的运行缓冲溶液中, 以罗丹明为内标物, CGE 模式和激光

诱导荧光检测(laser induced fluorescence detection, LIF)可

在 12 min 内实现婴儿食品中低含量的 β-乳球蛋白的检测。

在 2×105 到 2×102 mg/mL 范围内, 相关性 r 为 0.9976, 检

出限约为 0.5 μg/L。与 Gasilova 等[7]报道的 IACE-MS 结果

相比, 灵敏度提高了 1000 倍左右。这说明, 在合适的电泳

条件系下, LIF 检测器的使用可有效提升毛细管电泳法的

灵敏度。此外, Cheng 等[43]建立了十重定量 PCR 结合毛细

管电泳法测定 10 种食品的过敏原的方法, 绝对定量限为

2-20 单体拷贝, 相对定量限为 0.005%(w/w), 用于 20 种市

售食品过敏原的检测, 稳定性好, 具有推广使用的潜质。

CGE 法代替 SDS-PAGE 对 PCR 产物进行测定, 发挥了 CE

技术在生物分析检测方面的独特优势。 

4.4  动态涂层毛细管电泳法 

DCCE 是在缓冲液中添加特定的物质形成动态涂层, 

有效降低目标物的吸附, 提升检测的稳定性和灵敏度的一

种方法。Zheng 等[44]利用阳离子聚合物聚凝胺(positive ion 

hexadimethrine bromide, PB)和阴离子聚合物聚苯乙烯磺酸

钠(polymer anionic sodium polystyrene sulfonate, PSS)在毛

细管内壁进行非共价的双层修饰, 形成的 PB-PSS 层可以

使蛋白质在 pH 2~10 范围内有效保障蛋白质保持迁移时间

的稳定性和重现性。该方法用于模拟胃液测定, 得到 β-乳

球蛋白 A、β-乳球蛋白 B、牛血清白蛋白、卵类粘蛋白和

溶菌酶分别为 4.3%、17.2%、17.7%、23.4%和 22.8%。Fu

等[45]利用离子交换色谱法(ion exchange chromatography)对

复杂海产品中的精氨酸激酶和原肌球蛋白进行提取, 然后

利用 DCCE 在 30 mmol/L 硼酸-硼砂缓冲液-吐温 20(V/V 为

0.3%, pH 9.0)的运行缓冲液中实现了精氨酸激酶和原肌球

蛋白的定量检测, 检测限分别为 1.2、1.1 μg/mL (S/N=3), 定

量限分别为 4.0 和 3.7 μg/mL (S/N=10), 回收率分别是

91.5%~106.1%和 94.0%~109.5%。该模式的优势是有效降

低了吸附, 但灵敏度与 CZE 模式基本一致, 低于 IACE 和

CGE 模式。 

4.5  芯片毛细管电泳法 

Chip-CE 是阵列毛细管电泳法的一种, 其主要优点是

极大的增加了检测通量。Zienkiewicz 等[46]基于芯片毛细管

电泳法对橄榄花粉提取物过敏诊断和免疫治疗进行了研究, 
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得到最低检测限大约为 2.5 ng/L, 分析时间大约需要 0.5 min。

与 Cheng 等[43]报道的 CGE-LIF 相比, 该方法的检测灵敏度

又提升了 100 倍, 同时检测时间大幅度缩短, 检测速度基

本可以和临床皮肤实验媲美,可以实现现场检测。该方法简

单快速, 易于商业化, 具有很大的市场潜力。但是, 该方法

不能对致敏蛋白进行定性, 对没有标准品及对照品的蛋白

来说, 分析还具有一定的困难。 

5  展  望 

相较于 PCR 法、免疫法和液相色谱法, 电泳法可直接

对蛋白质和 DNA 进行分离和分析, 且不依赖于填料, 使得

电泳法具有普适性。经典电泳法作为最重要的方法与

Western blot 或 ELISA 联用, 可解决分离、检测和评价难的

问题, 普适性好, 但检测灵敏度较低。毛细管电泳法分离

模式多样, 样品用量少、分离效率高, 替代部分经典电泳

实验已成为必然趋势。随着毛细管电泳法串联质谱技术

(capillary electrophoresis-mass spectrometry, CE-MS)的日趋

成熟[47], 有望实现高效、快速地定性和定量分析。而基于

芯片的阵列毛细管电泳法, 为实现高通量检测提供了可能

性。综上所述, 毛细管电泳技术有望成为食品过敏原检测

的最有效工具。 
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