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摘   要: 目的   建立榛子过敏原双抗夹心酶联免疫吸附法(sandwich enzyme-linked immunosorbent assay, 

sELISA)快速检测食品中微量榛子的方法。方法  对两株抗体进行配对, 确定捕获抗体和检测抗体, 利用棋盘

法确定捕获抗体、检测抗体、辣根过氧化物酶标记的兔抗大鼠 IgG(horseradish peroxidase-IgG, HRP-IgG)的最

佳稀释浓度, 然后对各工作步骤的孵育时间进行优化, 并应用于实际食品的检测。结果  使用兔抗作为捕获抗

体, 鼠抗作为检测抗体, 兔抗血清稀释度为 1:10000 (V:V)、鼠抗血清稀释度为 1:10000 (V:V)、HRP-兔抗大鼠

稀释度为 1:20000 (V:V)。各步骤最佳反应时间为抗原孵育 30 min、检测抗体孵育 30 min、酶标二抗孵育 45 min

及四甲基联苯胺 (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, TMB)显色 8 min。此方法的线性回归方程为 Y=0.4504 

ln(X)+2.1194, r2=0.9934, 定量限为 10 ng/mL、检出限为 0.1 ng/mL。该方法特异性强, 仅与核桃产生轻微的交

叉反应, 在面包、酸奶和咖啡基质中的回收率在 80%到 120%之间, 批内、批间变异系数均小于 15%。结论  本

方法具有较高的灵敏度和特异性, 适用于商业加工食品中榛子残留的快速、准确检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid determination for trace hazelnuts in food by hazelnut 

allergen sandwich-enzyme linked immunosorbent assay (sELISA). Methods  The two antisera were paired to 

determine the captured antibody and detection antibody, the optimal dilution concentration of capture antibody, 

detection antibody and horseradish peroxidase-labeled rabbit anti-rat IgG (HRP-IgG) were determined by chessboard 

method, then the incubation time of each working step were optimized and applied it to the actual food detection. 

Results  The rabbit antibody was used as the capture antibody, and the mouse antibody was used as the detection 
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antibody. The dilution of rabbit antiserum was 1:10000 (V:V), mouse antiserum was 1:10000 (V:V), and HRP-rabbit 

antirat was 1:20000 (V:V). The optimal reaction time of each step was determined as 30 min of antigen incubation,  

30 min of detection antibody incubation, 45 min of HRP-rabbit anti-mice incubation and 8 min of 

3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) color rendering. The linear regression equation of this method was Y=0.4504 

ln(X)+2.1194, r2=0.9934, the limit of quantitation was 10 ng/mL, the limit of detection was 0.1 ng/mL. The method 

had strong specificity and only slightly cross-reacted with walnuts. The recovery rates in bread, yogurt and coffee 

matrix were between 80% and 120%, and the intra-assay and inter-assay coefficients of variation were both less than 

15%. Conclusion  This method has high sensitivity and specificity, and is suitable for rapid and accurate 

determination of hazelnut residues in commercial processed foods. 

KEY WORDS: hazelnut; allergen; enzyme linked immunosorbent assay; detection 
 
 

0  引  言 

1995 年, 联合国粮食及农业组织报告中列举了全球

范围内 8 大类常见过敏食物, 大约占所有食物过敏原的

90%以上, 分别为奶、蛋、鱼、甲壳类、花生、大豆、坚

果及小麦[1]。榛子是目前最受欢迎的可食用坚果之一[2], 被

广泛应用在各种加工食品(蛋糕、奶油、巧克力和糖果)中, 

具有巨大的经济价值[3]。虽然榛子被认为是一种安全的食

品, 但全球有一部分人在食用榛子后会产生不良的免疫反

应。目前, 据研究估计榛子过敏的总发病率为 0.2%[4], 其

中高达 4.5%的成年人和 0.2%的儿童受到榛子过敏的影响, 

伴随着异常免疫反应[5]。世界卫生组织和国际免疫学联合会

认定出的榛子过敏原有 Cor a 1、Cor a 2、Cor a 8、Cor a 9、

Cor a 10、Cor a 11、Cor a 12、Cor a 13、Cor a 14 和 Cor a 

thaumatin-like protein (TLP), 这些榛子过敏原均会导致过敏

患者产生不良免疫反应, 严重时甚至导致休克或死亡[6]。然

而, 目前针对榛子过敏并没有有效的临床根治手段, 因此, 

榛子过敏患者必须避免摄入含有榛子的食品。欧洲、美国

等国家强制要求在食品包装上标注含有榛子的食品, 这些

国家对违反规定的产品都会采取禁止销售和召回等一系列

处罚措施。我国 GB 7718—2004《预包装食品标签通则》

也推荐在食物包装上对榛子致敏成分进行标识。随着人们

食品安全意识的增加, 以及国外对我国出口食品的限制, 

建立过敏原标签, 开发灵敏、快速、大通量的食物过敏原

检测方法至关重要[7‒8]。 

目前, 针对榛子过敏原的检测方法主要有酶联免疫

吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)、液相

色谱技术[9]、生物传感器技术[10‒13]、生物质谱技术[14‒16]等。

其中 ELISA 方法因具有操作简便、快速、灵敏度高、特异

性强、经济等优点, 是目前应用最广泛的一种检测食品过

敏原的分析方法, 而且我国已经将检测过敏原的 ELISA 方

法作为推荐性国家标准进行了立项[17‒19]。目前建立榛子过

敏原的 ELISA 检测方法所使用的抗原标准品分为混合过

敏原和单一过敏原, 有研究针对主要过敏原 Cor a 9建立了

ELISA 检测方法, 该方法虽然检测限很低, 能够检测到加

工食品中的微量榛子残留, 但与核桃、椰子、豆类、澳洲

坚果等多种树坚果发生交叉反应, 导致检测方法特异性较

差, 在实际检测中容易出现误检情况。食品的生产加工过

程会导致蛋白的构象、结构发生变化甚至是蛋白降解, 从而

造成抗体不能检测到抗原 [20], 使用单一过敏原建立的

ELISA 检测方法增加了对实际食品误检、漏检的风险。

而使用混合过敏原蛋白可以制备出含有诸多结合位点的

抗体[21], 使抗体在最大程度上与抗原及待检样品结合, 不

容易出现漏检的情况[22]。已有的研究虽然也针对榛子混合

过敏原建立了 ELISA 检测方法, 但是存在检测限较高的问

题, 可能无法检测出加工食品中所含有的微量过敏原。此

外并不是所有食物中的致敏成分都是已知的, 会存在一些

可能导致过敏的蛋白, 但是其未被鉴定为过敏原, 为了提

高检测的准确性, 在建立 ELISA 检测方法时选用的抗原应

尽可能地包含榛子的所有蛋白。同时不同地域的榛子所含

有的蛋白具有地缘上的差异, 国外的 ELISA 试剂盒在对国

内的榛子加工食品的检测中很容易出现误检情况, 因此建

立一种用于检测国内榛子过敏原的 ELISA 检测方法至关

重要。 

本研究使用含有榛子过敏原的混合蛋白作为抗原对

新西兰大白兔以及 SD 大鼠进行免疫, 制备兔多克隆抗血

清和大鼠多克隆抗血清, 并对这 2 种抗血清中的抗体的特

异性和稳定性等性能进行评价和分析, 开发出适用于国内

加工食品的榛子过敏原的双抗夹心ELISA方法[23‒25], 为榛

子过敏原准确、便捷、快速检测提供新的途径。   

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

榛子(Corylus avellana, 中国辽宁本溪生产); SD 大鼠、

新西兰大耳兔(武汉普罗金蛋白公司); 核桃(Juglans regia)、

板栗(Castanea sativa)、腰果(Anacardium occidentale)、松仁

(Pinus koraiensis)、杏仁(Prunus armeniaca)、开心果(Pistacia 
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vera)、巴旦木(Prunus dulcis)、花生(Arachis hypogaea)、小

麦(Triticum aestivum)、大豆(Glycine max)(青岛利群超市); 辣

根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的羊抗兔

IgG、兔抗大鼠 IgG(河南洛阳佰奥通公司); 四甲基联苯胺

(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, TMB)单组分显色液、牛血清

白蛋白(bovine serum albumin, BSA)(北京索莱宝科技有限公

司); 吐温 20、磷酸二氢钾、氯化钾、氯化钠、磷酸氢二钠、

浓硫酸(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

96 孔聚苯乙烯酶标板(美国 Costar 公司); 800TS 吸收

光酶标仪(美国 BioTek 公司); iBlot2 免疫印迹转膜仪(美国

Thermo Fisher Scientific 公司); Tanon-4200SF 凝胶成像仪

(上海天能科技有限公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  榛子混合过敏原的提取 

先将去壳后的榛子研磨成细小粉末, 加入一定量的

丙酮对榛子粉进行脱脂、脱色处理; 按照 1:10 (g/mL)比例

加入含有 Tween-20 的磷酸盐缓冲液(phosphate buffered 

solution, PBS, 0.01 mol/L, pH=7.4), 在室温条件下充分混

匀(约 3 h), 之后在 10000 r/min, 4 ℃条件下离心 20 min, 上

清液依次通过 0.45、0.22 μm 的滤膜过滤, 得到榛子混合过

敏原溶液, -20 ℃保存。 

1.2.2  榛子多克隆抗血清的制备 

实验动物饲养于标准化实验动物房, 连续观察７ d, 

确定动物健康状况正常后进行免疫。用 1.2.1 提取得到的榛

子混合过敏原作为免疫原, 初次免疫采用肌肉注射和皮下

注射, 生理盐水稀释的免疫原蛋白溶液与弗氏完全佐剂按

照 1:1 (V:V, 以下同)充分乳化, 免疫剂量为 1 mg/只。之后采

用皮下多位点免疫注射, 每隔两周加强免疫 1 次, 共免疫 4

次。免疫原蛋白溶液经生理盐水稀释后与弗氏不完全佐剂

1:1 完全乳化, 免疫剂量为化 0.5 mg/只。用榛子混合过敏原

溶液分别经腹腔与皮下对大鼠进行免疫, 初次免疫采用弗

氏完全佐剂与经生理盐水的稀释免疫原蛋白溶液1:1完全乳

化, 每两周进行 1 次加强免疫, 加强免疫 3 次, 免疫原蛋白

溶液与弗氏不完全佐剂完全乳化, 免疫剂量均为 100 μg/只。

采血前这 2 种动物禁食 24 h, 以防血脂过高。得到的血液于

37 ℃静置 2 h, 之后 4 ℃过夜, 次日 9500 r/min, 4 ℃条件下

离心 20 min, 分装后置于-80 ℃保存备用。 

1.2.3  榛子多克隆抗血清对榛子蛋白的特异性评估 

(1)聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 

根据 LAEMMLI[26]的方法, 将榛子蛋白和其他粗提蛋

白的样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
分析。将样品(每孔 10 μg)与溴酚蓝缓冲液 4:1 (V:V)混合, 并

在 100 °C 下加热 7 min。用 5%浓缩胶和 12%分离胶制备

SDS-PAGE 凝胶, 蛋白电泳在 120 V 下进行 1.5 h。使用考马

斯亮蓝 R-250 染液对凝胶染色, 然后使用脱色液脱色直至

溶液变澄清。 

(2)免疫印迹(Western-Blot)分析 

如前所述, 用 SDS-PAGE 分离样品, 并在室温下使用

Iblot2 免疫印记转膜仪进行转膜, 转膜时间为 4 min。然后

以 1:20000 (V:V)稀释的兔多克隆抗血清或 1:10000 (V:V)稀

释的鼠多克隆抗血清作为第一抗体进行孵育 1 h, 然后与

1:20000 (V:V)稀释的 HRP-羊抗兔 IgG 或 1:5000 (V:V)稀释

的 HRP-兔抗大鼠 IgG 作为第二抗体在室温下孵育 1 h, 用

超纯水洗涤后, 使用 Western Blot 化学发光底物, 将 PVDF

胶片曝光 60 s, 然后用凝胶成像仪捕获图像。 

1.2.4  夹心 ELISA 定量检测方法的建立 

(1)夹心 ELISA 基本检测程序 

将兔多克隆抗血清和鼠多克隆抗血清进行配对, 同

时采用相应的酶标二抗进行表征定量 , 最终得到如下

ELISA 程序。  

用碳酸盐缓冲液(0.01 mol/L, pH 9.6)稀释兔多克隆抗

血清到适当浓度, 加入 96 孔酶标板中, 每孔 100 μL, 4 ℃

过夜孵育。然后用 PBST (0.01 mol/L PBS 含 0.05%吐温-20, 

pH=7.4)溶液洗涤 3 次, 每孔 300 μL, 每次 5 min, 弃去洗涤

液, 在吸水纸上将酶标板拍干, 之后的洗涤步骤与此步骤

完全相同。用 1% BSA 封闭, 37 ℃温育 2 h 左右, 洗涤拍干

后, 每孔加入 100 μL 标准溶液(榛子混合过敏原溶液、

PBST 作为对照), 37 ℃孵育 1 h 后洗涤拍干, 接着每孔加入

100 μL 适当浓度的鼠多克隆抗血清, 37 ℃孵育 1 h 后洗涤

拍干; 之后每孔加入 100 μL稀释到一定倍数的酶标抗体溶

液, 在 37 ℃反应 1 h 后洗涤拍干, TMB 底物溶液避光显色

10 min, 最后以 2 mol/L H2SO4 溶液终止反应 , 测定

450~630 nm 时 OD 值。 

(2)抗原工作浓度的确定 

设置 12 个不同质量浓度(1、5、10、25、50、100、

250、500、750、1000、2000、5000 ng/mL)的抗原标准液, 

得到校准曲线, 在校准曲线中进行挑选, 确定具有线性关

系的标准工作浓度范围, 确定范围内的 7 个浓度点作为标

准曲线的工作浓度。 

1.2.5  夹心 ELISA 定量检测方法的条件优化 

(1)最佳捕获抗体、检测抗体工作浓度的选择 

根据参考文献[27]中 ELISA 检测方法的工作浓度优化, 

用 PBST 缓冲液稀释兔多克隆抗血清 , 稀释倍比为

(1:10000、1:20000、1:40000、1:50000、1:80000、1:160000) 

(V:V)、用 PBST 稀释大鼠多抗血清(1:4000、1:6000、1:8000、

1:10000、1:20000、1:40000、1:80000) (V:V), HRP-酶标抗

体至 1:30000 (V:V)进行检测。利用棋盘法, 筛选最佳稀释

度。用 750 ng/mL 的榛子蛋白溶液作为阳性孔, 用 PBST

缓冲液作为阴性对照孔, 根据判定 P/N 值最大时, 为最佳

工作浓度。P/N 值=P 值(阳性值)/N 值(阴性值或空白值)。 

(2)最佳检测抗体、HRP-酶标二抗工作浓度的选择 

根据 1.2.5 (1)中确定的捕获抗体、检测抗体最佳工作
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浓度, 对 HRP-兔抗大鼠最佳稀释浓度进行筛选。用 PBST

稀释大鼠多克隆抗血清(1:5000、1:10000、1:20000) (V:V), 

HRP-酶标抗体至(1:10000、1:20000、1:30000、1:40000、

1:60000) (V:V)进行检测。用 750 ng/mL 的榛子蛋白溶液作

为阳性孔, PBST 代替抗原为阴性, 测定 OD 值, 根据判定

P/N 值最大时, 为最佳工作浓度。 

(3)孵育时间的优化 

在抗体最佳工作浓度条件下, 采用 1.2.4 (1)节的步骤

分别对抗原孵育时间(30、45、60 min)、检测抗体孵育时间

(30、45、60 min)、酶标二抗孵育时间(30、45、60 min)、

TMB 显色时间(8、10、12 min)进行优化实验。使用 10、

25、50、100、250、500、750 ng/mL 的榛子过敏原溶液建

立标准曲线, 根据标准曲线对 OD 值的斜率趋势及线性拟

合情况, 确定最佳孵育时间。 

1.2.6  方法学评价及应用 

根据《Eurachem Guide》中的方法评估夹心 ELISA 的

灵敏度、特异性、精密度和准确性[23,27]。 

(1)灵敏度实验 

灵敏度包括检出限(limit of detection, LOD)和定量限

(limit of quantitation, LOQ), LOD 和 LOQ 是分别根据 10 个

空白 OD 值的平均值加上 3 倍或 10 倍标准差(S)时的 OD

值对应的抗原浓度计算出。通过优化后的标准曲线计算出

LOD 和 LOQ。 

(2)精密度实验 

批内实验: 将不同质量浓度的抗原(0、10、25、50、

100、250、500、750 ng/mL), 设置 5 个重复孔加入同一

ELISA 板上, 测定其 OD 值和空白标准差(S)。 

批间实验: 每 2 d进行一次上述测定, 连续 10 d, 每次

重复测定 5 次, 测定其 OD 值并计算出相应的标准差(S)。

按照公式 (1)计算批内精密度的相对标准偏差 (relative 

standard deviation, RSDr)和批间精密度的相对标准偏差

RSDR。 

RSDr (RSDR) = 100%
标准差

 
平均值

          (1) 

(3)特异性实验 

抗体的特异性通过交叉反应测定。选择核桃、板栗、

腰果、松仁、杏仁、开心果、巴旦木、花生、小麦、大豆, 

按照 1.2.1的方法提取其过敏原蛋白, BCA试剂盒进行蛋白

定量, 然后用 PBST 稀释成 1000 ng/mL, PBST 作为阴性对

照, 用双抗夹心 ELISA 法检测, 分别得到对应的吸光度

值。交叉反应物样品孔的吸光度值为 P, 阴性孔 PBST 的

吸光度值为 N, 如 P/N>２时, 则说明该 ELISA 检测方法对

此蛋白有交叉反应。 

(4)准确性实验 

通过进行回收率实验来评价该 ELISA 方法的准确性。

将 3 种不含榛子的食物(饼干、面包、酸奶)打碎, 然后将   

1 g食物碎加入总体积为 5 mL的PBST (pH=7.4)中, 用提取

得到的榛子混合过敏原溶液进行加标 , 使终质量浓度为

20、300、600 ng/mL。在室温下涡旋振荡孵育 1 h, 然后   

10000 r/min离心 10 min后, 取上清液, 用ELISA方法检测, 

每个梯度重复 3 次, 计算得出实际检测浓度, 并按照公式

(2)计算回收率。 

× 100%
实际检测浓度

回收率
理论添加浓度

          (2) 

1.2.7  真实食品检测 

采用本夹心 ELISA 方法对 18 种市售食品进行检测, 

并将其结果与食品过敏原标签信息对比以评估该方法的应

用价值。真实食品根据本 ELISA 方法检测结果和标签信息

分为两大类, 无榛子过敏原食品和含榛子过敏原食品。含

榛子过敏原的真实食品可以进一步分 3 类, 标记含有榛子

过敏原的食品、没有标记的食品或可能含有的食品。将每

种真实食品(牛奶、水果罐头、果冻、咖啡、薯片、海苔饼

干、沙琪玛、椰子水、榛子巧克力、榛子脆脆鲨饼干、榛

子棒、榛子巧克力派、榛子乳、豆浆、威化奶酪饼干、鸡

蛋卷、坚果棒)打碎, 然后按照 1.2.1 中的提取步骤获得提

取物, 并应用本夹心 ELISA 方法进行检测, 根据标准曲线

对检测结果进行定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  多克隆抗血清的特异性分析 

采用 Western-Blot 法对兔多抗血清和鼠多抗血清进行

特异性分析, 选取可能与榛子发生交叉反应的 8 种坚果的

粗蛋白溶液来进行交叉反应性实验。结果如图 1 所示。 

图 1A 为提取 9 个不同物种粗提蛋白的 SDS-PAGE 图

谱, 每个泳道的蛋白条带能够包含该物种的主要过敏原。通

过对榛子粗蛋白与兔、鼠多克隆抗血清免疫印迹的研究, 发

现兔和大鼠的抗血清与榛子粗蛋白的结合范围均在 9~   

70 kDa 范围内, 其中均和主要过敏原 Cor a 6、9、10、11 有

特异性结合。兔抗血清中的抗体与开心果位于 35 kDa 左右

的蛋白结合较强, 与核桃、夏威夷果、板栗和腰果蛋白样品

轻微结合, 而与杏仁和花生过敏原没有结合(图 1B)。此外, 

大鼠抗血清与核桃、开心果、夏威夷果、腰果和花生的结合

较弱, 而与杏仁和板栗均没有结合(图 1C)。虽然 2 种抗血清

中与其他坚果中部分蛋白组分有交叉反应的现象, 但是交

叉反应较弱, 且交叉反应条带仅出现在部分蛋白, 因此在双

抗夹心 ELISA 检测方法中不会检测到其他蛋白, 这极大降

低了所建立的 ELISA 检测方法假阳性的风险。  

2.2  夹心 ELISA 定量检测方法的建立与优化 

2.2.1  捕获抗体和检测抗体的确定 

将榛子过敏原质量浓度设置为 0.005、0.010、0.050、

0.100、0.250、0.500 和 1.000 μg/mL, 兔抗血清(1:50000) (V:V)

稀释和鼠抗血清(1:10000) (V:V)分别作为捕获抗体和检测

抗体进行夹心 ELISA 实验, 实验结果见图 2。 
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注: A: 9种坚果类的 SDS-PAGE电泳图谱; B: 兔多克隆抗体对不同坚果类的免疫印迹图谱; C: 鼠多克隆抗体对不同坚果类的免疫印迹图

谱。M: Marker; 1: 榛子粗蛋白; 2: 核桃粗蛋白; 3: 开心果粗蛋白; 4: 杏仁粗蛋白; 5: 夏威夷果粗蛋白; 6: 松仁粗蛋白; 7: 板栗粗蛋白;  

8: 腰果粗蛋白; 9: 花生粗蛋白。 

图 1  9 种不同坚果类的 SDS-PAGE 结果和两株抗体的特异性结果 

Fig.1  SDS-PAGE results of 9 kinds of different nuts and specific results of 2 strains of antibodies 
 

 
 

图 2  2 种多克隆抗血清的配对 

Fig.2  Pairing of 2 kinds of polyclonal antiserums 

 
2 种配对方式, OD 值都会随着抗原浓度的增加而增

加。但是兔抗血清作为捕获抗体时 , 线性拟合结果为

r2=0.9864, 而鼠抗血清作为捕获抗体时 , 线性拟合结果

r2=0.9797, 兔抗血清作为捕获抗体的线性拟合程度更好, 

表明此种配对方式效果更好。故将兔多克隆抗血清作为夹

心 ELISA 检测方法的捕获抗体, 鼠多克隆抗血清作为检测

抗体。 

同时选取其中具有线性关系的标准浓度范围(10、25、

50、100、250、500、750 ng/mL), 这 7 个质量浓度的榛子

过敏原作为 ELISA 检测方法的标准抗原浓度。 

2.2.2  最佳捕获抗体、检测抗体工作浓度的确定 

空白样品的检测结果 OD 值均在 0.007~0.01 之间(结果

没有列出), 表明不同捕获抗体、检测抗体的工作浓度不会对

检测结果产生假阳性的影响。表 1 结果表明, 当捕获抗体稀

释倍数为10000时, 检测抗体稀释倍数为10000倍时, 所得到

的检测结果计算得出的 P/N 最大, 最大值为 314.429。因此选

择将捕获抗体 1:10000 (V:V), 检测抗体 1:10000 (V:V)稀释。 

2.2.3  最佳检测抗体、HRP-酶标二抗工作浓度的确定 

空白样品的检测结果 OD 值均在 0.007~0.012 之间(结

果没有列出), 表明不同捕获抗体、检测抗体的工作浓度不

会对检测结果产生假阳性的影响。表 2 结果表明, HRP-酶标

二抗浓度的变化对P/N值变化影响最大, 可能由于酶标二抗

是最终显色的抗体, 最接近显色步骤, 其变化更容易被表

征。当检测抗体稀释 10000 倍, HRP-兔抗大鼠稀释 20000 倍

时, P/N 值为 213.778, 达到最大值。因此兔多克隆抗血清作

为捕获抗体的最佳工作浓度为1:10000 (V:V)稀释, 鼠多克隆

抗血清作为检测抗体的最佳工作浓度为 1:10000 (V:V)稀释, 

最佳 HRP-酶标二抗的工作浓度为 1:20000 (V:V)稀释。 

2.2.4  最佳孵育时间的确定  

在确定抗体组合以及抗体稀释倍数后, 再次进行了

孵育时间的优化, 如图 3 显示, 随着 3 种抗体浓度的升高, 
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整体 OD 值逐渐上升。图 3A 的结果表明, 随着孵育抗原的

增加, 会使相同浓度的 OD 值增加, 孵育的时间变化对整

体 OD 值影响不大, 抗原孵育 5 min 的结果未列出, 但是其

标准曲线与孵育 30 min 基本无差异。由于, 微少含量榛子

过敏原也会对过敏消费者带来食品安全风险, 为更好地检

测出实际样品中所含有的微量榛子残留, 因此适当加长抗

原孵育时间可以在一定程度上提高对微量过敏原的风险控

制。当抗原孵育 30 min 时, 所建立的 ELISA 标准曲线的线

性拟合程度也是最高的, 故选择抗原孵育时间为 30 min。

图 3B 的结果表明随着检测抗体孵育时间的增加, 相同浓

度抗原所对应的 OD 值也相应增加, 且增加幅度较大, 表

明检测抗体孵育时间对检测结果影响较大。当检测抗体孵

育时间仅为 5 min 时, 最高抗原浓度所对应的 OD 值低于

1.0, 导致所建立的标准曲线的斜率较低, 这极大程度上降

低了标准曲线计算检测结果的准确度。同时结合标准曲线

拟合的线性程度来看, 检测抗体孵育 30 min 时线性拟合结

果最优。图 3C 的结果表明, 随着 HRP-酶标二抗孵育时间

的增加, 使相同浓度的抗原所对应的 OD 值增加, 且增加

幅度较大, 同样是由于酶标二抗最接近显色步骤, 它的变

化更容易在结果中被表征。当孵育时间为 30 和 45 min 时, 

所得到的标准曲线的线性拟合程度是相同的, 均大于孵育

60 min 时的线性拟合结果。而当 HRP-兔抗大鼠孵育 30 min

时所得到的标准曲线的斜率远低于孵育 45 min, 会导致标

准曲线计算检测结果的不准确。图 3D 的结果表明, 随着

TMB 显色时间的增加, 相同抗原浓度所对应的 OD 值基本

无差异, 表明所设置的 3 个显色时间点对检测结果影响较

小。从标准曲线的线性拟合系数比较, TMB 显色 8 min 时

标曲的线性拟合结果最优。 

考虑抗体等试剂的经济因素、孵育时间长短的便利因

素和食品安全风险因素等最终确定了如下的夹心 ELISA

检测程序, 抗原孵育 30 min, 鼠多克隆抗血清孵育 30 min, 

HRP-兔抗大鼠孵育 45 min 和 TMB 显色 8 min。 

2.2.5  标准曲线的确立 

本夹心 ELISA 标准曲线选取具有线性关系的标准质

量浓度(10、25、50、100、250、500、750 ng/mL)绘制标

准曲线 , 如图 4 所示。此曲线的线性回归方程为

Y=0.4504ln(X)+2.1194, r2 为 0.9934, 表明该标准曲线的线

性拟合关系良好。 

 
表 1  不同捕获抗体、检测抗体工作浓度的检测结果(P/N) 

Table 1  Detection results of different working concentrations of captured antibody and detected antibody (P/N) 

检测抗体(V:V) 
捕获抗体(V:V) 

1:10000 1:20000 1:40000 1:50000 1:80000 1:160000 

1:4000 241.300 282.250 192.125  146.625 120.875 66.125 

1:6000 258.111 240.375 163.500  157.429  99.500 53.500 

1:8000 240.222 236.875 191.857  153.429 136.333 63.111 

 1:10000 314.429 250.143 158.625  148.714 109.143 59.429 

 1:20000 204.875 193.375 136.500  121.571  71.250 54.750 

 1:40000 175.000 142.429  99.625   91.286  61.857 34.857 

 
表 2  在不同检测抗体、HRP-酶标二抗工作浓度的检测结果(P/N) 

Table 2  Optimization of antibody detection and HRP-rabbit anti mice concentration (P/N) 

检测抗体(V:V) 
HRP-兔抗大鼠(V:V) 

1:10000 1:20000 1:30000 1:40000 1:60000 

1:5000  212.438 195.909 140.818 109.455 88.600 

 1:10000  201.000 213.778 135.400 121.444 84.556 

 1:20000  192.750 160.889 129.375  97.000 69.250 

 

 
 

注: A: 抗原孵育时间的优化; B: 检测抗体孵育时间的优化。 

图 3  夹心 ELISA 的工作时间优化 

Fig.3  Optimization of sandwich ELISA working time 
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注: C: 酶标二抗工作时间的优化; D: TMB 显色时间的优化。 

图 3(续)  夹心 ELISA 的工作时间优化 

Fig.3  Optimization of sandwich ELISA working time 
 

 
 

图 4  夹心 ELISA 的标准曲线 

Fig.4  Standard curve of sandwich ELISA 
 

2.3  夹心 ELISA 检测方法的评价 

2.3.1  灵敏度实验结果 

根据 1.2.6 (1)中 LOD、LOQ 的计算方法, 本研究建立

的 ELISA 方法的 LOD 及 LOQ 分别为 0.1、10 ng/mL, 检测

范围为 10~750 ng/mL, 检测灵敏度是判断食品中过敏原残

留检测方法适用性的一个关键参数。一种理想的检测方法可

以检测到过敏性食物的水平低于诱发最敏感受试者过敏反

应的阈值, 据文献报道, 1 mg 榛子是引起不良免疫反应的最

低限量, 被认为是导致榛子过敏的阈值[6]。其他文献中所报

道的榛子 ELISA 检测方法的检测限为 0.2~1.2 mg/kg[27‒28], 

本研究的 ELISA 检测方法的检测限要远低于其他文献中检

测榛子的 LOD。但是考虑到在实际样品检测中会有提取损

失, 对于开发的检测方法, LOD 要求尽可能低。如前所述的

检测方法可能难以满足要求, 而本研究开发的 ELISA 的

LOD 为 0.1 ng/mL, 可以满足目前参考阈值上的要求, 同时

能够检测到加工食品中的微量榛子过敏原。 

2.3.2  精密度分析 

在相同的实验条件下, 按照 1.2.6 (2)中实验方法进行

批内、批间实验, 结果见表 3。根据美国分析化学家协会

出台的针对过敏原的 ELISA 检测的标准方法性能要求, 

RSDr 应小于 20%, RSDR 应小于 30%[23]。在相同的试剂和

实验条件下于一式 5 份进行批内变异系数的测定。如表 3

所示, 批内变异系数在 3.64%~11.30%范围内, 表明精度较

高。而批间变异系数的测定是在多个时间点的不同实验条

件下完成的即每 2 d 进行一次测定, 连续 10 d, 观察到的变

异系数的结果在 6.75%~11.17%的范围内。本夹心 ELISA

方法满足这一要求, 在标准化实验条件下具有较小的变化, 

并且具有较高的准确性和可重复性。 

2.3.3  特异性结果分析 

根据对榛子过敏原的同源性进行生物信息学分析 , 

坚果(开心果、核桃、杏仁等)、花生、大豆与榛子的过敏

原具有较高的同源性, 这些同源蛋白可以在检测时识别来

自相似食物来源的蛋白质, 这种交叉反应有可能会限制

ELISA 的用途。因此在建立 ELISA 时评估潜在的交叉反应

性就显得尤为重要。采用 1000 ng/mL 的核桃、板栗、腰果、

松仁、杏仁、开心果、巴旦木、花生、小麦、大豆的常见

过敏原的提取物来评估夹心 ELISA 检测方法的特异性, 结

果如表 4 所示。 

 
表 3  夹心 ELISA 的精密度评估 

Table 3  Precision evaluation of sandwich ELISA 

榛子蛋白质量浓度/(ng/mL) 
批内差 批间差 

(平均值±标准差)/(ng/mL)  RSDrs/% (平均值±标准差)/(ng/mL) RSDRs/% 

 10  9.68±0.96 11.30 10.01±0.96 11.17 

 25 23.32±2.55  6.30 22.80±3.95  9.42 

 50 52.06±7.66  6.11 54.55±15.41 10.11 

100 126.83±16.19  3.80 115.81±37.31 10.27 

250 251.68±37.72  3.64 282.64±82.99  7.85 

500 428.11±81.86  4.06 452.93±133.39  6.75 

750 823.84±214.79  5.38 812.87±299.54  8.19 
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表 4  榛子与其他种类的粗提蛋白对本夹心 ELISA 的特异性

评估 
Table 4  Specificity assessment of hazelnut and other crude 

extracted proteins for sandwich ELISA 

交叉反应物 P/N 值 OD 值 

核桃 12.97 0.130 

板栗  0.88 0.007 

腰果  1.63 0.015 

松仁  0.63 0.005 

杏仁  0.95 0.007 

开心果  0.74 0.007 

巴旦木  1.33 0.012 

花生  0.74 0.007 

小麦  0.90 0.006 

大豆  0.67 0.007 
 

表 4 的结果表明, 本夹心 ELISA 检测方法显示出对

榛子蛋白的高特异性和反应性 , 仅观察到对核桃的

ELISA 检测出现 P/N 值大于 2.0, 呈现出阳性结果。但其

OD 值小于 0.15, P/N 值较大是由于空白值过低, 空白值小

于 0.01(结果未列出), 表明核桃与榛子的交叉反应性和结

合性较弱。而 ELISA 检测其他物种的结果计算出的 P/N

值都远低于 2.0, 且检测的 OD 值都远低于 0.1, 表明没有

交叉反应的存在, 说明该 ELISA 检测方法的特异性良好。

文献中所建立的榛子 ELISA 方法与腰果、核桃、巴西坚

果、杏仁、松仁和花生都会有交叉反应性[29], 本研究所建

立的 ELISA 检测方法极大地提高了试剂盒的特异性。在

蛋白质印迹过程中榛子兔多克隆抗血清中的抗体、鼠多

克隆抗血清中的抗体与其他坚果蛋白有微弱的结合性 , 

但在 ELISA 检测中却趋近于空白值, 推测是由于 ELISA

的方法的配对过程将在一定程度上降低抗体的识别能力, 

抗体存在微弱的竞争[28]。 

2.4  ELISA 检测方法在食品中的应用 

2.4.1  回收率实验结果 

为验证 ELISA 检测方法的准确性, 本研究选取了咖

啡、面包、酸奶 3 种不含榛子的食品, 并在这 3 种食品中以

20、300 和 600 ng/mL 的质量浓度加标榛子全组分混合过敏

原进行回收实验。结果如表 5 所示, 在咖啡中, 添加榛子蛋

白的回收率为 97.61%~114.77%。在面包中, 添加榛子蛋白

的回收率为 83.47%~115.18%。在酸奶中, 添加榛子的回收

率为 87.28%~112.36%。根据美国分析化学家协会出台的针

对过敏原的 ELISA 检测的标准方法性能要求回收率应在

50%到 150%之间[23], 本夹心 ELISA 方法满足这一要求, 表

明通过本夹心 ELISA 方法检测准确度良好。回收率数据的

变化范围较大表明可能存在基质干扰, 食物基质在进行免

疫测定时可能有干扰化合物存在于检测样品和随后的提取

物中而降低目标蛋白质的提取能力, 同时干扰抗体抗原结

合或干扰测定的酶活性, 进而降低检测的灵敏度。比较 3 种

实际样品检测的回收率可以发现, 面包的回收率范围最大, 

表明其检测结果受食物基质影响最大, 可能是由于面包经

过了热高温烘焙, 热加工通过改变蛋白质的三维结构或通

过引起蛋白质的聚集, 破坏蛋白结构同时降低蛋白的溶解

度[29‒30]。热加工还会导致食品中的各种生化反应和酶反应, 

如美拉德褐变, 这些都会导致检测结果的不准确性[24]。 

2.4.2  真实食品检测结果 

为了验证本 ELISA 方法的检测效率, 在市面上采购了

18 种商业食品进行检测。真实食品根据检测结果和标签信

息分为两大类, 无榛子过敏原食品和含榛子过敏原食品。含

榛子过敏原的真实食品可以进一步分 3类, 标记含有榛子过

敏原的食品、没有标记的食品或可能含有的食品。如表 6, 对

照的阴性样品均未检测到榛子蛋白的存在。 

结果如表 6 所示, 在 8 种外包装上标注不含有榛子过

敏原成分的食品中, 未有食品被检测出阳性, 表明该 ELISA

检测方法在实际食品的检测中没有发生误检。在 5 种标签标

注含有榛子过敏原的食品中均检测到了榛子过敏原的存在, 

表明该 ELISA 检测方法具有很高的准确性。而在 5 种标签

中可能存在榛子的食品中, 有 1 种食品出现阳性结果, 可能

是因为在坚果棒中确实含有榛子, 也有可能在加工的过程

中生产线被榛子微量残留物污染[31], 这说明了过敏原检测

对于监控包装食品中过敏原的重要性。这些结果表明, 本夹

心 ELISA 方法可以适用于检测加工食品中的榛子过敏原, 

并能够检测可疑食品样品中的榛子过敏原含量。 

3  结论与讨论 

本研究建立了一种双抗夹心 ELISA 方法, 用于检测榛

子蛋白。优化了各抗体的工作浓度, 其中兔抗血清作为捕获

抗体 1:10000 稀释, 鼠抗血清作为检测抗体 1:10000(V:V)稀

释, HRP-兔抗大鼠 1:20000 (V:V)稀释。同时, 对各步骤工作

时间优化, 抗原孵育 30 min, 检测抗体孵育 30 min、HRP-

兔抗大鼠孵育 45 min、TMB 显色 8 min。该 ELISA 检测方

法检测灵敏度、精密度较高, 比以往报道的使用的多克隆抗

体体系 ELISA 的检测限(1 μg/mL)低 100 倍以上。在食品基

质中的平均回收率在 80%到 120%之间, 批内、批间变异系

数均小于 15%, 该方法的准确性、精密度都满足要求。并将

本方法应用于实际样品检测, 可以对市售的食品做出较准

确的检测, 说明本方法可以有效地识别给定加工食品中的

微量榛子蛋白。这些结果表明, 本夹心 ELISA 方法是一种

可靠的检测方法, 可以应用于市场上的产品, 以满足消费者

的需求, 从而确保食品食用的安全性。 

热加工过程会导致蛋白结构被破坏 , 抗体无法识

别相应的抗原, 造成无法检测到食物中的榛子。而使用

含有榛子过敏原的混合蛋白作为抗原所制备出的抗体 , 

含有与不同抗原结合的多个位点, 实验中采用了包含榛

子过敏原的混合蛋白作为抗原, 极大地提高了检测方法

的准确性。规避了抗原无法与抗体识别的风险。鉴于单
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克隆抗体的假阴性风险, 本研究采用了多克隆抗体建立

的检测方法 , 仅与核桃有微弱的交叉反应 , 该检测方法

的特异性要优于其他 ELISA 检测方法, 同时极大地节省

了生产成本和时间。此外, 可尝试对检测抗体进行标记, 

减少使用酶标抗体反应的时间来提高检测效率。除此之

外 , 在进行回收率的实验中 , 发现有基质效应的存在 , 

越是复杂的食物体系 , 回收率会越低 , 可能是因为食品

基质的复杂组分之间会产生相互作用来影响过敏原的

检测, 并且基质组分和加工时的相互作用等因素可能会

加大对过敏原检测的影响。所以在今后的研究中可增强

对食品基质效应的影响以及食品加工对食物致敏性影

响的研究。 

 
表 5  夹心 ELISA 的准确性评估 

Table 5  Accuracy evaluation of sandwich ELISA 

咖啡 面包 酸奶 

添加质量浓度/(ng/mL) 回收率/% 变异系数/% 回收率/% 变异系数/% 回收率/% 变异系数/%

600 114.77  7.87  83.47 4.19  87.28 6.54 

300 104.48  4.83 115.18 6.92 103.35 5.93 

 20  97.61  5.30 92.1 5.16 112.36 6.12 

  0 ND ND ND 

注: ND: 未检出。 

 
表 6  本夹心 ELISA 对真实食品榛子过敏原的含量检测结果 

Table 6  Determination of soybean allergens in commercial food 
by sandwich ELISA 

食物样品 
榛子过敏原含量 

/(μg/mL) 
不含榛子过敏原 

牛奶 ND 

水果罐头 ND 

果冻 ND 

咖啡 ND 

薯片 ND 

海苔饼干 ND 

沙琪玛 ND 

椰子水 ND 

标签含有榛子过敏原 

榛子巧克力 0.76±0.22 

榛子脆脆鲨 0.56±0.13 

榛子棒 0.52±0.11 

榛子巧克力派 0.62±0.18 

榛子乳 1.98±0.53 

可能含有榛子过敏原(标签标注坚果)

豆浆 ND 

威化奶酪饼干 <LOQ 

鸡蛋卷 <LOQ 

牛奶脆脆鲨 ND 

坚果棒 0.23±0.07 

注: 结果表示为平均值±标准差(n=3); LOQ=10 ng/mL; ND: 未

检出。 

 
综上所述, 本研究初步建立了榛子过敏原的双抗夹心

ELISA 定量检测方法, 对食物样品中榛子过敏原的快速检

测和筛选有积极的作用, 具有一定的应用前景和应用价值。 
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