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食品中过敏原及其检测方法的研究进展 
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摘  要: 食物过敏作为食品安全的热点问题在全球引起了广泛关注。目前食物过敏仍无有效的根治方法, 严

格避免摄入致敏食品仍是过敏性疾病防治的最有效方式。因此, 食品中过敏原的识别鉴定、性质分析及检测

方法的研究至关重要。本文针对八大类过敏食物, 从分子结构、免疫学特性等方面介绍了常见食物过敏原的

研究进展; 归纳了现阶段用于食品中过敏原分析的常规检测方法, 以及在此基础上发展而来的新兴检测方法, 

并比较分析了不同检测技术方法的优缺点。相比于植物源性过敏原, 动物源性过敏原的相关研究有待深入, 尤

其是蛋白家族的确定及空间结构解析等是未来动物源性过敏原研究的重要方向; 目前食品中常见过敏原的常

规检测方法及新兴检测方法依然存在检测效率和准确性不高、成本昂贵等局限性, 将不同技术方法相结合, 建

立高效、准确、低成本的过敏原检测方法仍是该研究领域发展的重要趋势。 
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ABSTRACT: Food allergy is a front-burner issue for food safety, which has obtained widespread attention globally 

in recent years. There is no effective therapeutic method for food allergy, food avoidance is mainly in practice the 

only way to prevent hypersensitive consumers from ingesting allergens. Thus, it is imperative to provide complete 

information on food allergens and establish accurate allergen detection technology. This work introduced the research 

progress of food allergens from the aspects of molecular structure and immunological features; furthermore, main 

detection methods of food allergens and newly developed technologies were summarized, and the advantages, 

benefits and limitations of each approach were discussed. Compared to plant derived food allergen, the related 

research of animal allergens needs to be deepened, especially the determination of protein family and spatial structure 

analysis are the important directions of animal allergen research in the future; At present, the conventional detection 



5498 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

 

methods and emerging detection methods of common allergens in food still have limitations such as low detection 

efficiency and accuracy, and high cost. Combining different technical methods to establish efficient, accurate and 

low-cost allergen detection methods is still an important trend in the development of this research field. 

KEY WORDS: food allergy; allergen; protein family; detection technology 
 

 

0  引  言 

食物过敏是人体对食品中的抗原物质产生的由免疫

系统介导的不良反应, 大多数食物过敏属于免疫球蛋白

(immunoglobulin, Ig)E 介导的 I 型(速发型)超敏反应[1]。食

品中能够诱导机体产生 IgE 并与之结合, 使抗体进一步诱

导效应细胞释放介质从而引起速发型过敏反应的成分称为

食物过敏原[1]。食物过敏原多为蛋白质, 与其他种类的抗

原一样, 要引起机体的免疫反应, 食物过敏原必须是免疫

系统不能识别的外来大分子, 因此食物过敏原大都是对食

品加工处理、人体消化等过程具有抗性的高稳定性蛋白分

子[2‒3]。此外, 过敏原必须在效应细胞表面与 IgE 结合后才

能促使机体产生过敏反应, 一般而言, 含有 2 个以上 IgE

结合位点的过敏原才能引发效应细胞的介质释放, 这一过

程对过敏原的分子大小和空间结构则有了一定限制[4]。目

前已鉴定的大多数食物过敏原都是分子量在 10~100 kDa

之间的糖蛋白, 且具有酸性等电点。 

食物过敏的临床症状多种多样, 最常见的是消化道

症状、皮肤黏膜症状和呼吸道症状, 严重时会产生过敏性

休克甚至危及生命[5‒6]。在过去的几十年中, 过敏性疾病的

发病率在全球范围内显著而迅速地增加。美国国家过敏症

和传染病研究所的流行病学调查表明, 食物过敏的发病率

逐年上升, 而工业化和西化地区人口的发病率高于其他地

区, 儿童的发病率普遍高于成人, 目前约有 8%的儿童和

4%的成人对食物有过敏症状, 部分地区食物过敏患者的

比例已达 10%[7]。但目前食物过敏仍无标准化的根治手段, 

对致敏食品的禁食是控制食物过敏的最主要途径, 食品中

过敏原的检测也因此受到关注。本文针对食物过敏原, 阐

述其结构和免疫学特性, 归纳过敏原的常规检测技术和新

兴检测技术, 并在此基础上展望未来食品中过敏原检测方

法的发展方向, 以期为过敏原检测方法的开发提供参考。 

1  常见的食物过敏原 

目前被报道能够引起过敏的食物已逾百种, 而 90%以

上的食物过敏反应都是由花生、坚果、大豆、小麦、蛋类、

奶类、鱼类和甲壳类水产品这八类食物引起的[8]。其中前 4

种属于植物源性过敏食物, 后 4 种属于动物源性过敏食物。 

1.1  植物源性过敏食物 

几乎所有的植物源性过敏原都属于贮存蛋白或防御

蛋白, 而 65%以上的植物源性过敏原都可以按照结构特征

分为 4 个主要的蛋白家族: 醇溶谷蛋白超家族、Cupin 超家

族、抑制蛋白超家族和 Bet v-1 超家族[9]。 

花生是西方国家引起食物过敏反应比例最高的食物

之一[10], 其过敏原在西方国家已得到较为深入的研究。目

前已鉴定出的花生过敏原有 16种, 分别命名为 Ara h 1~17, 

Ara h 4 与 Ara h 3 的序列重复率高达 90%, 因此 Ara h 4 被

作为 Ara h 3 的同分异构体而重新命名为 Ara h 3.0201[11]。

花生过敏原中属于 Cupin 超家族的 Ara h 1 和 Ara h 3 及属

于醇溶谷蛋白家族的 Ara h 2 和 Ara h 6 被鉴定为主要过敏

原[12], 其中 Ara h 1 约占花生总蛋白的 12%, 是花生中丰度

最高的过敏原, 且 90%的花生过敏患者血清中都能够检测

到 Ara h 1 的特异性抗体, 因此针对 Ara h 1 的致敏性消减

方法探究成为开发低致敏性花生产品的重点[13]。而在花生

过敏的诊断中, KUKONEN 等[14]通过双盲对照实验证实

Ara h 2 和 Ara h 6 敏感的患者更容易出现严重的临床症状, 

Ara h 2 和 Ara h 6 因此被广泛应用于食品中花生过敏原的

安全检测和花生过敏的组分诊断[15]。与 Ara h 2、Ara h 6

相反, Ara h 8 敏感患者则多表现为较轻微的过敏症状[16]。

Ara h 7 与 Ara h 2、Ara h 6 同属于醇溶谷蛋白家族的 2S 白

蛋白, 但其丰度较低。HAYEN 等[17]发现 Ara h 7 的一种亚

型 Ara h 7.0201 分子 C 端存在一段与 Ara h 2、Ara h 6 分子

C 端关键表位同源的序列, 这一序列在花生过敏组分诊断

中的应用也开始受到关注。尽管 Ara h 9 未被认为是花生

主要过敏原, 但地中海地区的食物过敏流行病学调查结果

表明 Ara h 9 在该地区致敏比例最高[16]。Ara h 5、Ara h 

10~15 是花生过敏患者识别比例较低的几种过敏原, 因而

相关研究较少, 但值得关注的是, 由于这些过敏原的结构

特征, 它们在引起物种之间的免疫交叉反应中发挥着重要

作用[18]。 

除花生外, 坚果类的榛子、腰果、核桃、杏仁和巴西

坚果等也是西方国家重要的过敏食物, 其过敏患者比例在

0.05%~7.3%, 且儿童患者的比例较成年人高[19‒21]。坚果类

作为植物种子, 其蛋白质多为贮存蛋白或防御蛋白, 如醇

溶谷蛋白超家族的 2S 白蛋白、Cupin 超家族的 7S/11S 球

蛋 白 和 Bet v 1 超 家 族 的 病 程 相 关 蛋 白 -10 

(pathogenesis-related protein 10, PR-10)等[19]。榛子 Cor a 

14、腰果 Ana o 3、核桃 Jug r 1、巴西坚果 Ber e 1 和开心

果 Pis v 1 等都属于 2S 白蛋白家族, 该家族中的蛋白分子

量较小, 氨基酸序列中谷氨酰胺、精氨酸、天冬酰胺和半
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胱氨酸含量较高, 分子中的半胱氨酸能形成多对二硫键可

维持蛋白质三维结构的稳定性(图 1a), 因而这些过敏原都

对热、极端 pH 和胃肠道消化酶有较高的耐受性[22]。7S/11S

豆球蛋白都为三聚体蛋白, 不同的是 7S 球蛋白氨基酸序

列中不存在半胱氨酸, 因此无法在其分子结构中形成维持

结构稳定的二硫键; 11S 球蛋白的不同亚基之间则由二硫

键连接, 其分子结构较 7S 球蛋白稳定(图 1b、c)[23]。坚果

过敏原中的榛子 Cor a 11、腰果 Ana o 1、核桃 Jug r 2 和花

生过敏原 Ara h 1 都属于 7S 球蛋白, 而榛子 Cor a 9、腰果

Ana o 2、核桃 Jug r 4 及巴西坚果 Ber e 2 均为 11S 球蛋   

白[23]。核桃过敏原 Jug r 5 与花生过敏原 Ara h 8 同属 PR-10

家族(图 1d), LYONS 等[24]通过对 521 位核桃过敏患者的过

敏原组分诊断发现超过 50%的核桃过敏患者血清中都能检

测出 Jug r 5 特异性 IgE, 同时, Jug r 5 也是引起核桃与花粉

间免疫交叉反应性的重要过敏原[25]。 

大豆引发的食物过敏发病率较花生和坚果稍低, 但

作为重要的植物蛋白和油脂来源, 大豆过敏原的研究也得

到了较高的重视。目前已鉴定的大豆过敏原已超过 40 种, 

包括疏水蛋白(Gly m 1)、壳蛋白(Gly m 2)、抑制蛋白(Gly m 

3)、SAM22 (Gly m 4)、β-伴大豆球蛋白(Gly m 5)、大豆球

蛋白(Gly m6)及胰蛋白酶抑制剂等[26]。Gly m 5 (7S 球蛋白)

和 Gly m 6 (11S 球蛋白)同属 Cupin 超家族, 有较好的热稳

定性, 在欧洲地区 30%~50%的大豆过敏是由这两种过敏

原引起, 且大部分 Gly m 5 和 Gly m 6 敏感的患者都表现出

较严重的临床症状, 因此 Gly m 5 和 Gly m 6 被认为是大豆

的主要过敏原[27]。不同于欧洲地区, 亚洲地区 90%以上的

大豆过敏是由属于 PR-10 家族的 Gly m 4 引起[27], 同时 

Gly m 4 与桦树花粉过敏原 Bet v 1 具有很高的序列同源性

和结构相似性, 因而也是能够引起物种间免疫交叉反应性

的一种过敏原[26]。 

小麦引起的食物过敏除表现出常见的消化道、皮肤及

呼吸道症状外, 还可引起小麦依赖性运动诱发性过敏反应, 

即患者在摄入小麦制品后的几小时内, 运动可诱发严重过

敏反应症状, 而不运动则不产生过敏反应[28]。小麦中的蛋

白可按照溶解度分为水溶性的白蛋白、盐溶性的球蛋白及

可溶于乙醇或酸的谷蛋白, 而小麦中的过敏原多来自谷蛋

白[28]。目前已鉴定的小麦过敏原大都属于 α-淀粉酶/胰蛋

白酶抑制剂家族, 共有 18种: Tri a 12、Tri a 14、Tri a 17~21、

Tri a 25~28、Tri a 36~37 和 Tri a 41~45, 其中 Tri a 19 和 Tri 

a 36 是小麦的主要过敏原, 并且都是小麦中引起食物性运

动诱发性过敏反应的过敏原[29]。BAAR 等[29]针对小麦过敏

等组分诊断结果表明 Tri a 19 和 Tri a 36 特异性 IgE 的检测

可用于小麦过敏的诊断。 

1.2  动物源性过敏食物 

与植物源性过敏原相比, 动物源性过敏原在氨基酸

序列上没有明显的相似性, 在结构上也没有高度相似的特

征结构被发现, 因而动物源性过敏原并非有规律地分布于

有限的蛋白质家族。 

 

 
 

注: a: 2S 白蛋白(Ber e 1, PDB: 2LVF); b: 7S 球蛋白(Cor a 11, PDB: 

6L4C); c: 11S 球蛋白(Ber e 2, PDB: 6B4S); d: PR-10 蛋白(Ara h 8, 

PDB: 6AWY)。 

图 1  植物源性食物过敏原结构家族(部分) 

Fig.1  Representative structures of plant derived allergen  
families (part) 

 
东方国家的食物过敏多由鱼类和甲壳类水产品引起, 

MOONESINGHE 等 [30]对水产食品过敏的统计结果表明, 

鱼类、甲壳类水产品在世界范围内引起的食物过敏发病率

约为 5%, 而在亚洲地区其发病率高达 10.3%。小清蛋白

(protein data bank, PDB)是鱼类最主要的过敏原, 分子质量

为 10~13 kDa, 包括 α型和 β型 2 种, 其中 α型小清蛋白致

敏性较弱, 鱼类过敏多由 β 型小清蛋白引起[31]。β 型小清

蛋白是一种 EF手型的钙离子结合蛋白(图 2a), 具有极高的

热稳定性, 且不同鱼类的 β 型小清蛋白具有很高的序列同

源性和结构保守性, 因而 β 型小清蛋白也是存在于鱼类中

的一种泛过敏原[32]。除小清蛋白外, 鱼类中还存在醛缩酶、

烯醇化酶、鱼卵 β’组分、卵黄蛋白原和胶原蛋白等次要过

敏原[31,33‒34], 而作为甲壳类水产品主要过敏原的原肌球蛋

白也被报道为鱼类的次要过敏原[35‒36]。近年来随着鱼类过

敏性疾病的深入研究, 不断有鱼类的新型过敏原被报道, 

鱼类肌肉中有 6 种分子量在 25~57 kDa 之间的组分被证实

具有 IgE 结合活性, 其中 28 kDa 的磷酸丙糖异构酶和   

57 kDa 的丙酮酸激酶已被鉴定, 但这些新型过敏原的致敏

性有待深入研究[37]。 

目前甲壳类水产品中已有多种过敏原被鉴定出来。原

肌球蛋白是发现最早的甲壳类水产品主要过敏原, 其空间

结构由 2 个 α螺旋结构的亚基相互缠绕形成超螺旋(图 2b), 

这种结构使原肌球蛋白具有很好的稳定性[38]。而后精氨酸

激酶也被鉴定为甲壳类水产品肌肉中的主要过敏原, 其空
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间结构较原肌球蛋白复杂(图 2c), 研究表明精氨酸激酶空

间结构的破坏能够导致其致敏性的降低[39]。精氨酸激酶和

原肌球蛋白不仅是甲壳类水产品的主要过敏原, 也是存在

于无脊椎动物中的过敏原, 能够引起节肢动物间广泛的免

疫交叉反应[40]。近期有研究发现鱼类原肌球蛋白能够与一

些过敏患者血清中的 IgE 发生特异性结合, 因此原肌球蛋

白是否能引起鱼类与甲壳类水产品甚至节肢动物间的免疫

交叉反应开始受到关注[41]。甲壳类水产品肌肉中的新型过

敏原肌质钙结合蛋白与鱼类小清蛋白具有相似的 EF 手型

结构, 并且也是一种钙离子结合蛋白[42]。近年来, 一些新

型过敏原如肌球蛋白轻链、肌钙蛋白、磷酸丙糖异构酶和

细丝蛋白 c 也先后被分离鉴定出来[43‒44]。 

鸡蛋引起的食物过敏多见于学龄前儿童, 且这种过

敏症状会随年龄的增长而逐渐消失[45]。目前鸡蛋中已鉴定

的过敏原有 6 种, 包括蛋清中的卵类粘蛋白(Gal d 1)、卵清

蛋白(Gal d 2)、卵转铁蛋白(Gal d 3)、溶菌酶(Gal d 4)和卵

黄中的 α卵黄球蛋白(Gal d 5)、卵黄糖蛋白(Gal d 6)[46]。蛋

清中的 4 种过敏原蛋白占蛋清总蛋白的近 80%, 大部分的

鸡蛋过敏都是由蛋清中的过敏原, 尤其是 Gal d 2 (图 2d)和

Gal d 3 (图 2e)引起[47]。尽管鸡蛋过敏原对热不稳定, 但其

热加工后的终产物仍具有致敏性, 不仅如此, 有研究发现

通过煮制、焙烤等热加工方式使蛋清蛋白凝固可更好地保

持蛋清中过敏原的致敏性[48‒49]。卵黄中的 Gal d 5 和 Gal d 

6 致敏性较弱, 相关的研究报道也较少, 但 INOMATA 等[50]

发现 Gal d 5 在引起不同物种间的免疫交叉反应中发挥重

要作用。 

牛奶及其制品是引起婴幼儿过敏的重要食品, 其中

的蛋白质主要是酪蛋白和乳清蛋白两类。乳清中的 α-乳白

蛋白(Bos d 4)、β-乳球蛋白(Bos d 5)和酪蛋白(Bos d 8)是牛

奶中研究较多的过敏原。Bos d 4 是分子量约为 14 kDa 的

钙离子结合蛋白, 其空间结构主要由 α螺旋和 β折叠构成, 

且分子内有 4 对二硫键(图 2f), 使其具有极高的结构稳定

性[51]。Bos d 5 分子中含有两对二硫键和一个游离的半胱氨

酸, 因此通常可以通过形成分子间的二硫键形成二聚体, 

该结构使 Bos d 5 对热加工和消化酶都有较好的耐受性(图

2g)[52‒53]。酪蛋白可细分为 4 个亚型: αS1 酪蛋白(Bos d 9)、

αS2 酪蛋白(Bos d 10)、β酪蛋白(Bos d 11)和 κ酪蛋白(Bos d 

12), 与 Bos d 4 和 Bos d 5 不同, 酪蛋白不耐蛋白酶的消化, 

因而目前对食品中酪蛋白的检测多针对其线性表位[54]。除

此之外, 牛乳中的 IgG (Bos d 7)和乳铁蛋白(Bos d LF)也被

报道为过敏原, 但其致敏性有待深入探究[51]。 

2  食物过敏原的检测方法 

目前对于食品中过敏原的检测方法主要可分为蛋白

质水平的检测和基因水平的检测。基于蛋白质水平的检测

又可分为免疫学方法和质谱技术。其中免疫学检测方法包

括酶联免疫吸附试验(enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA)、免疫印迹、免疫层析法及在此基础上发展起来的

生物传感器技术、蛋白质芯片等。基于基因水平的过敏原

检测方法主要是聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 

PCR)及基于 PCR 发展而来的实时荧光定量 PCR (real time 

PCR, RT-PCR)、环介导等温扩增(loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)及基因芯片等[55](图 3)。 

 

 
 

注: a~c: 水产品过敏原; a: β型小清蛋白(PDB: 5ZH6); b: 原肌球

蛋白(PDB: 1C1G); c: 精氨酸激酶(PDB: 5ZHQ); d~e: 鸡蛋过敏原; 

d: Gal d 2 (PDB: 1UHG); e: Gal d 3 (PDB: 1OVT); f~g: 牛乳过敏

原; f: Bos d 4 (PDB: 1F6S); g: Bos d 5 (PDB: 1AKQ)。 

图 2  动物源性食物过敏原结构 

Fig.2  Representative structures of animal derived allergens 
 

 
 

图 3  常见的食品过敏原检测方法 

Fig.3  Outline of the current methods to analyze food-borne  
allergen detections 

 

2.1  基于蛋白质水平的检测方法 

2.1.1  免疫学方法 

ELISA 是目前食品中过敏原检测中应用最广泛的一
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种标准方法, 其基本原理是将抗原抗体免疫反应的特异性

和酶的高效催化作用相结合, 通过酶作用于底物后显色度

的深浅对样品中待测过敏原进行定性和定量分析[56]。根据

检测原理的差异, 食品中过敏原的 ELISA 检测方法又可分

为双抗夹心 ELISA 和竞争性 ELISA[57]。现阶段已有许多

商品化的双抗夹心 ELISA 检测试剂盒问世, LIU 等[58]对某

一以单克隆抗体作为捕获抗体和检测抗体的商品化核桃过

敏原 ELISA 检测试剂盒进行评估, 发现该试剂盒的检出限

为 0.5 μg/mL, 而定量限可达到 1.5 μg/mL。HE 等[59]以基于

过氧化氢酶介导的双氧水敏感型量子点替代传统的酶对检

测抗体进行标记, 从而将 β-乳球蛋白的检测灵敏度提高至

传统方法的 16 倍。CASTILLO 等[60]利用 β 酪蛋白的特异

性单克隆抗体建立牛乳过敏原检测的竞争性 ELISA 法, 在

复杂食品基质中 β 酪蛋白的检出限为 0.29 μg/mL。

SEGURA-GIL 等[61]对 2 种 ELISA 检测方法进行比较后发

现, 双抗夹心 ELISA法较竞争性 ELISA具有更高的灵敏度, 

并指出这种高灵敏度主要源于双抗夹心 ELISA 法中捕获

抗体和检测抗体的高特异性。 

免疫印迹是先通过聚丙烯酰胺凝胶电泳将不同蛋白

组分按照分子量大小进行分离后转移至硝酸纤维素膜等固

相载体, 再利用酶标记或放射性标记的抗体对固相载体上

的过敏原进行检测。相比于 ELISA, 免疫印迹方法检测的

灵敏度较低, 且只能对样品中的过敏原进行定性或半定量

检测, 但通过该方法能够追踪食物不同加工阶段的产物中

所有蛋白和肽段图谱[62]。免疫印迹检测方法的这一特点存

在诸多优势: (1)根据食品加工产物的蛋白和肽段图谱有助

于针对食品中的致敏组分设计最适的特异性检测抗体; (2)

在检测前先采用电泳的方式分离食品中的不同蛋白组分, 

可有效避免由于蛋白抑制剂的存在导致检测结果出现假阴

性的现象[63]。免疫层析法是基于 ELISA 原理发展而来的过

敏原快速检测方法。该方法首先将抗体预包被于硝化纤维

膜, 待测样品通过毛细作用涌动到预包被抗体区域时被捕

获, 通过酶标或胶体金作为示踪标志物, 可得到直观的可

视化结果, 通过纤维膜上显色条带及其颜色的深浅等实现

定性或定量检测[64]。WANG 等[65]以量子点作为荧光标记

材料, 建立了基于量子点荧光标记的免疫层析方法, 采用

该方法食品中的原肌球蛋白进行检测可在 30 min 内观察

到检测结果, 且最低可视化检测浓度可达 0.5 μg/mL。 

食品加工过程中的过敏原分子结构变化、样品前处理

中的有机溶剂残留及免疫反应中的温度条件等都会在一定

程度上影响抗体与抗原的结合活性, 为解决这些问题, 具

有低分子质量、高稳定性且易于大量生产的纳米抗体

(nanobody, Nb)开始受到关注[66]。来源于骆驼科和鲨鱼的抗

体天然缺失轻链, 但具有完整的抗体功能, 被命名为重链

抗体(heavy chain antibody, HCAb), 对 HCAb的可变区进行

克隆表达, 可得到只由重链可变区组成的分子量仅 15 kDa

的单结构域抗体, 也被称为纳米抗体[67]。相比于传统的多

克隆抗体, Nb 主要由抗体可变区构成, 具有更高的特异性, 

同时其空间结构较为简单, 因而对于温度、有机溶剂等具

有更高的稳定性; 而其独特的立体结构和小尺寸, 能够深

入到抗原结构中 , 识别包裹于分子内部较为隐蔽的位   

点[67]。GARCÍA-GARCÍA 等[68]利用谷蛋白特异性 Nb 建立

间接 ELISA, 用于食品中小麦过敏原的检测, 其检出限为

0.12 μg/mL。尽管目前基于 Nb 建立的 ELISA 检测方法尚

未标准化和商品化, 但 Nb 可利用真核或原核表达系统进

行批量表达, 相对于单克隆抗体具成本低、易于大量生产

等优势, 在食物过敏原的检测中具有重要的应用价值[66]。 

2.1.2  生物传感器检测方法 

生物传感器检测方法主要通过将目标分析物与识别

元件进行特异性结合, 组成生物识别元件, 生物识别元件

对食品中的过敏原识别并产生响应, 再由换能器转化为可

定量的光电信号来实现检测, 具有快速、高灵敏度、高度

自动化、实时监控等优点[69]。采用生物传感器技术检测食

品中的过敏原, 多以过敏原的特异性单克隆抗体、多克隆

抗体或适配体作为其生物识别元件, 当待测物中有过敏原

被生物识别元件捕获并发生结合时, 分子间的相互作用产

生的化学信号被换能器接收并转换为光电信号, 而光电信

号被信号处理系统进一步放大, 从而实现对过敏原的定性

和定量分析[70]。在这一过程中, 生物识别元件是选择性检

测的基础, 而换能器则决定了检测的灵敏度。目前对生物

传感器的分类也是根据其转换器的类别, 可分为光学生物

传感器、电化学生物传感器、压电免疫生物传感器等[69]。

基于表面等离子共振的光学生物传感器灵敏度高, 检测时

无需标识, 且能够实时监测抗原抗体间的相互作用, 因而

被开发用于食品中 β-乳球蛋白、α 酪蛋白、原肌球蛋白等

过敏原的检测[55]。为进一步提升生物传感器等性能, 具有

大比较面积、高电导性能的纳米材料开始被应用于生物传

感器。SUN 等[71]利用纳米颗粒增强传感信号, 结合表面等

离 子 共 振 传 感 器 检 测 豆 类 凝 集 素 , 其 检 出 限 可 达    

0.023 μg/mL。目前 Nb 也开始作为生物传感器的识别与元

件用于食品安全检测。Nb 的稳定性可为生物识别元件的稳

定性和使用寿命提供保障, 同时 Nb 的小尺寸可使识别元

件表面包被更高密度的抗体, 但该方法在过敏原检测中的

应用尚有待深入探究[72]。 

2.1.3  蛋白质芯片 

蛋白质芯片是将特异性抗原等蛋白质探针的微小液

滴高密度地分配在固体基底表面, 形成蛋白阵列, 蛋白质

芯片的最高密度达 2500 点/cm2, 可实现高通量检测[73]。

BADRAN 等[74]将醇溶蛋白、酪蛋白、β-乳球蛋白和卵清蛋

白的特异性抗体分配于固体基底表面制成蛋白质芯片, 并

利用生物传感器检测蛋白质芯片中抗原抗体的相互作用信

号, 从而实现婴幼儿食品、果汁、啤酒等食品中多种过敏
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原的同时检测, 蛋白质芯片与生物传感器的串联使得该方

法兼具高通量和高灵敏度的特点。目前蛋白质芯片主要用

于临床上过敏性疾病的诊断, 而在食品中过敏原的检测方

面应用并不广泛, 但高效的特点使其在检测领域具有广阔

的应用前景[73,75]。 

2.1.4  质谱检测方法 

近年来质谱技术快速发展并不断完善, 在食品中过

敏原检测领域也占据日趋重要的地位。质谱技术的基本原

理是使试样在离子源中电离生成不同带电的分子或分子碎

片, 经加速电场的作用进入质量分析器, 借助电场和磁场

的作用分离不同质核比(m/z)的离子并计算分子量, 进而对

蛋白质或肽段进行鉴定分析[76]。为实现灵敏、准确的检测, 

质谱技术往往与液相色谱法、气相色谱法、毛细管电泳法

等高效的分离纯化技术相结合, 在过敏原检测中, 目前应

用最多的是液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)。SUN 等[77]通过对

过敏原的胰蛋白酶消化条件和色谱参数的优化建立了 β型

小清蛋白的 LC-MS/MS 定量检测方法, 该方法对复杂食品

基质中 β型小清蛋白的定量限为 0.1 μg/g。MA 等[78]针对 7

种芝麻过敏原的特征肽段建立了 LC-MS/MS 检测方法, 其

检测限和定量限分别可达到 0.1~140.0 fmol/μL 和 0.4~  

400  fmol/μL。此外, LC-MS/MS 已广泛应用于食品中大麦、

玉米、燕麦、大米、黑麦和小麦等过敏原的检测[79]。质谱

技术是针对蛋白质的一级结构或肽段的检测方法, 能够对

蛋白质和肽段进行明确鉴定和定量。因此, 相比于依赖抗

原抗体相互作用的免疫学方法, 质谱检测技术既克服了食

品加工后过敏原结构变化影响抗原抗体结合能力所导致的

假阴性问题, 也避免了由于食品中同源蛋白与抗体结合所

产生的假阳性[80]。 

2.2  基于基因水平的检测方法 

2.2.1  聚合酶链式反应 

普通 PCR 是建立较早的一种针对过敏原 DNA 的检

测方法, 该方法需结合 PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳, 

根据目的片段分子量大小进行定性分析, 而对目的片段

光密度的分析可实现对待测样品的半定量分析[81]。相比

基于蛋白质水平的检测方法, 基因水平检测的优势在于

DNA 分子经食品加后仍可有效提取且稳定性较好, 但传

统的普通 PCR 检测效率较低, 随着分子生物学检验技术

的不断发展, 能够同时检测多种过敏原的多重 PCR 方法

开始发展起来[74]。多重 PCR 检测是针对体系中的多种目

的基因分别设计引物, 从而达到在一个反应体系中同时

扩增多个基因的目的[82]。加工食品中往往同时存在多种

过敏原, 采用多重 PCR 检测相比传统 PCR 方法具有显著

的高效性, 目前在食品中过敏原的检测中已得到广泛应

用[83]。多重 PCR 检测方法的不足之处在于, 多对引物在

同一体系中对不同目的片段进行扩增时, 目的片段的准

确扩增依赖于 PCR 过程中引物设计、反应温度、离子强

度等诸多条件的严格控制[55]。 

HIGUCHI 等[84]在 1992 年提出实时 PCR, 通过在 PCR

反应体系中加入荧光基团, 利用荧光基团产生的荧光信号

变化动态监测 PCR 反应的全过程, 故也称为实时荧光定量

PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR)。RT-PCR 过程

中, 通过荧光信号的不断放大, 低丰度的目的基因也能够

被检出并且进行精确定量[84]。COSTA 等[85]通过在 PCR 反

应体系中引入荧光水解探针, 建立检测肉制品中大豆蛋白

等 RT-PCR 检测方法, 利用该方法检测猪肉制品中的大豆

蛋白, 其检出限为 10 mg/kg。COSTA 等[85]采用建立的方法

同时对 25 种市售肉制品进行检测, 其定量的准确性可达

到 90%。PUENTE-LELIEVRE 等[86]根据植物细胞中都含有

叶绿素编码基因这一原理, 以花生的叶绿素基因作为标记

物, 建立 RT-PCR 方法检测食品中的花生过敏原, 通过条

件优化可同时检测样品中的 3 种关联基因 matK、fpl16 和

trnH-psbA, 从而大大提高了检测方法的灵敏度和准确性, 

在含有番茄酱和巧克力的焙烤食品中对花生过敏原的检出

限达 1 μg/mL。与常规 PCR 和多重 PCR 检测方法相比, 

RT-PCR 不仅具有更强的特异性, 也实现了对复杂食品及

之中过敏原的精确定量, 已成为食品安全、临床医学等领

域的重要检测手段[55]。 

2.2.2  环介导等温扩增 

环介导等温扩增是 2000 年由 NOTOMI 提出的一种新

型核酸扩增技术, 通过针对靶基因的 6 个区域设计 4 种特异

引物, 在链置换 DNA 聚合酶的作用下以 60~65 ℃恒温扩增, 

短时间内即可实现目的基因的大量扩增[55]。此外, LAMP 检

测的结果无需通过电泳或检测器, 可直接通过反应体系中

样品颜色等变化进行判断[87]。相比于传统的 PCR 和 RT-PCR

检测方法, LAMP 具有诸多优势: 扩增在恒温下进行, 反应

时间短、检测结果可通过肉眼判断等, 因而是快速现场检测

过敏原的理想手段。该方法最主要的限制因素是引物的设计, 

引物设计成功与否直接决定了检测方法的准确性[88]。SHEU

等[88]设计并筛选了花生 ITS1 和 ara h1 基因的特异性引物, 

建立了 LAMP 方法对花生过敏原进行检测, 结果表明该方

法对花生过敏原具有极高的特异性, 在仅含 0.1%花生的混

合坚果体系中能特异性地检出花生成分并与其他坚果成分

不存在交叉反应。ALLGÖWER 等[89]建立了 LAMP 与层析

技术相结合的大豆过敏原检测方法, 该方法不仅具有高灵

敏度和准确性的优点, 操作也更加简便。 

2.2.3  基因芯片 

基因芯片检测是利用核酸分子杂交的原理, 将已知

序列核酸单链作为探针, 标记后高密度地固化于芯片基质

表面, 检测时待测样品中的核酸通过碱基互补配对与芯片

基质表面的探针进行杂交[55]。近期 YUAN 等[90]将基因芯

片、LAMP 与生物传感器相结合, 该方法首先将 LAMP 所
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需引物高密地分配于固体基质表面, 并在反应体系中加入

酸碱指示剂 NueRed 染料, 当待测物中有目标基因被扩增

时, 扩增反应中随着氢离子的生产体系 pH发生变化, 导致

NueRed 染料由棕色变为粉色, 而这种颜色变化进一步由

生物传感器检测并放大。这一方法可同时检测复杂食品基

质中的榛子、花生和大豆过敏原, 其检出限达 0.4 μg/mL。

与蛋白质芯片相比, 基因芯片是一种反向杂交技术, 以生

物芯片检测过敏原最突出的优点是其检测的大规模、高通

量、和高效性, 但目前基因芯片在食品过敏原检测中的应

用尚有待推广。 

综上, 基于蛋白质水平和基因水平的检测方法各有

其优缺点。ELISA 可针对总蛋白或某一特定蛋白质进行检

测, 其结果直接反应了目的蛋白在样品中的含量, 并且随

着抗体制备技术的成熟, ELISA 检测方法实现了标准化和

商品化, 可用于工业化生产中的大批量检测[91]。但 ELISA

检测易受多种因素干扰, 如食品加工过程中过敏原结构的

变化、样品前处理中有机溶剂对抗原-抗体相互作用的影响

及复杂食品基质的干扰等 , 都可能导致检测结果的偏   

差[92]。质谱检测技术不仅可避免过敏原结构变化所导致的

假阴性问题, 也避免了由于食品中同源蛋白导致的假阳性

结果[72], 生物传感器技术在过敏原检测中的应用大大提高

了检测方法的灵敏度, 但质谱检测和生物传感器检测方法

对设备和操作技术要求较高, 因而尚未实现批量化。相比

于蛋白水平的检测, 基因水平的检测既克服了过敏原结构

对检测结果的影响, 在成本上也较质谱方法低廉, 但基因

水平的检测只针对编码目的蛋白的基因序列, 因而无法直

接反应过敏原蛋白的存在与否[92]。因此, 针对复杂食品基

质中的过敏原, 如何建立简便、准确、灵敏、低成本的检

测方法依然备受关注。 

3  结束语 

目前过敏性疾病在全球, 尤其是发展中国家的发病

率迅速上升, 而食物过敏尚无有效的根治手段, 对食物过

敏的控制仍需以预防为主, 因此明确食品中的过敏原并建

立有效的检测方法尤为重要。过去的几十年里全世界对过

敏性疾病的关注使食物过敏原的研究得以迅速发展, 食品

中过敏原的检测方法也在不断更新, 但该领域的发展仍面

临诸多挑战 , 例如 , 相比于植物源性过敏原蛋白家族系

统、完整的分类, 动物源性过敏原蛋白家族的确定和空间

结构解析等问题都是今后有待深入的方向; 基于过敏原蛋

白质水平和基因水平的检测方法不断完善并已逐渐标准化, 

但目前许多高效、精准的检测方法因高成本或对技术、设

备的高要求而无法广泛应用, 因此在未来过敏原检测方法

的开发中 , 如何在将不同的技术相结合, 实现优势互补, 

保证其准确性性、灵敏度和高通量的同时兼具低成本、易

操作也是检测方法发展的重要方向。 
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