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燕窝唾液酸糖蛋白间接竞争酶联免疫 

检测方法的建立 

何金麟 1, 王仍瑞 1, 张世伟 2, 冯荣虎 2, 范群艳 3, 柳训才 3, 徐敦明 1* 

(1. 厦门海关技术中心, 厦门  361026; 2. 深圳市计量质量检测研究院, 深圳  518102;  

3. 厦门市燕之屋丝浓食品有限公司, 厦门  361100) 

摘  要: 目的  建立间接竞争酶联免疫(indirect competitive enzyme linked immunesorbent assay, IC-ELISA)检

测燕窝中唾液酸糖蛋白的分析方法。方法  以唾液酸糖蛋白为抗原, 制备单克隆抗体, 对 IC-ELISA 步骤中相

关参数进行优化, 确定最佳反应条件。结果  最佳包被抗原为 1:2000, 抗体稀释倍数为 1:5000; 封闭液浓度为

1%牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA), 封闭时间为 150 min; 竞争时间 30 min; 酶标二抗浓度稀释倍

数为 1:1000, 孵育时间 30 min; 显色时间为 10 min。建立的 IC-ELISA 检测方法半抑制浓度(50% inhibition 

concentration, IC50)为 8.61 μg/mL, 线性范围为 2.23~33.25 μg/mL, 回收率为 82.7%~92.0%, 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSDs)为 1.7%~8.9%。结论  该方法灵敏度较高、特异性强, 可以有效地鉴别假冒

伪劣燕窝产品, 具有较好的实际应用价值。 
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Establishment of indirect competitive enzyme linked immunosorbent assay 
for detection of sialoglycoprotein of edible bird’s nest 

HE Jin-Lin1, WANG Reng-Rui1, ZHANG Shi-Wei2, FENG Rong-Hu2,  
FAN Qun-Yan3, LIU Xun-Cai3, XU Dun-Ming1* 

(1. Technical Center of Xiamen Customs, Xiamen 361026, China; 2. Shenzhen Academy of Metrology and Quality 
Inspection, Shenzhen 518102, China; 3. Yan Palace Seelong Food Co., Ltd., Xiamen 361100, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an indirect competitive enzyme linked immunosorbent assay (IC-ELISA) method 

for the detection of sialoglycoprotein in edible bird’s nest. Methods  Monoclonal antibody was prepared with 

sialoglycoprotein as antigen, and the relevant parameters in IC-ELISA step were optimized to determine the optimal 

reaction conditions. Results  The optimal coating antigen was determined to be 1:2000, and the dilution of antibody was 

1:5000. The concentration of blocking liquid was 1% bovine serum albumin (BSA) and the blocking time was 150 min. 

Competition time was 30 min. The concentration dilution of enzyme-conjugate secondary antibody was 1:1000. The 

incubation time was 30 min and colouration time was 10 min. The results showed that the 50% inhibition concentration 

(IC50) of the established IC-ELISA was 8.61 μg/mL. The linear range was 2.23‒33.25 μg/mL and the recoveries were 

between 82.7%‒92.0%, with relative standard deviations (RSDs) of 1.7%–8.9%. Conclusion  This method has high 
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sensitivity and specificity, which can be used for effectively identify fake bird’s nest products and has good practical 

application value. 

KEY WORDS: edible bird’s nest; sialoglycoprotein; indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay 
 
 

0  引  言 

燕窝是由雨燕科(Apodidiae)金丝燕(Aerodramus)、侏

金丝燕(Collocalia)、雨燕(Apus)属等燕类用舌下腺分泌物

与绒羽等混合凝结所筑的巢窝[1‒2], 主产于东南亚沿海地

区[3‒5], 如印度尼西亚、马来西亚、泰国等。燕窝提取物具

有多种功效, 如抗氧化[6]、改善免疫[7‒8]、延缓衰老[9]、抗

病毒[10]、抑制血凝[11]、提高学习和记忆能力[12‒13]等, 深受

广大消费者喜爱。燕窝价格昂贵, 不法商人因利益驱使利

用掺假手段销售假燕窝牟取暴利, 仅凭感官评价很难区分

真假燕窝。目前燕窝的真伪鉴别方法有经验鉴别和显微鉴

别[14]、一般理化分析[15‒18]、酶联免疫分析[19]和分子生物学

检测[20‒24]等方法。燕窝是唾液腺的分泌物, 并不存在组织

细胞的特征, 因此经验鉴别和显微鉴别法可靠性不高且不

适用于燕窝加工品。燕窝糖蛋白中含有大量的唾液酸[25], 

过去将唾液酸的检测来鉴别燕窝真伪[26], 然而唾液酸作为

一种可以人工添加的工业产品, 用理化分析检测唾液酸来

评价即食燕窝的质量指标意义不大。分子生物学检测技术

因其灵敏度和特异性高得到广泛应用[27]。LIN 等[28]建立了

以线粒体细胞色素 b 基因为靶标的燕窝遗传学分子鉴定方

法, 认为该方法具有用于燕窝真伪鉴定的可能性。WU 等[29]

采用实时荧光聚合酶链式反应法(polymerase chain reaction, 

PCR)和双向电泳法, 以上两种方法可用于燕窝真伪的鉴别, 

但由于燕窝制品需要经长时间的热处理过程, 核酸高温降

解, 导致扩增难度大且不易实现定量。 

酶联免疫分析方法因其快速、高通量、低成本[30‒31]

等优势被越来越多地应用于食品检测领域。燕窝中的唾液

酸大部分以糖蛋白的形式存在[32], 可以作为燕窝中的特征

物质且目前无法通过燕窝以外的其他渠道获得。该蛋白在

不同燕窝中含量稳定, 可作为燕窝的指示蛋白[33]和燕窝真

实性的鉴定靶标。张世伟等[34]利用双抗夹心酶联免疫分析

方法检测燕窝中唾液酸糖蛋白, 实验结果显示该方法灵敏

度高、重复性好。但因蛋白质的降解或变性会破坏抗原决

定因子, 该方法无法检测经过热处理的唾液酸糖蛋白。相

比而言 , 间接竞争酶联免疫(indirect competitive enzyme 

linked immunesorbent assay, IC-ELISA)分析法可以与经过

热处理的唾液酸糖蛋白反应, 且通常具有更快的分析速度, 

重复性好。因此本研究建立检测燕窝中唾液酸糖蛋白的

IC-ELISA 分析方法, 对燕窝尤其是燕窝加工制品的唾液

酸糖蛋白进行定量检测, 一方面可以为执法部门提供技术

支撑, 打击市场上的假冒伪劣产品, 保护消费者利益; 另

一方面为研究和开展其他食品的属性鉴别技术研究提供思

路和参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

1.1.1  试  剂 

牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)、3,3’,5,5’-

四甲基联苯胺(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, TMB)、卵白

蛋白、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)(美国 Sigma

公司); 氯化钠(NaCl)、氯化钾(KCl)、磷酸二氢钾(KH2PO4)、

磷酸氢二钠(Na2HPO4ꞏ12H2O)、碳酸钠(Na2CO3)、碳酸氢

钠(NaHCO3)、浓硫酸(H2SO4)、吐温-20 (Tween-20)(分析

纯, 国药集团化学试剂有限公司); 尿素(分析纯, 北京雷

根生物公司); 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠二抗(horseradish 

peroxidase-immunoglobulin G, HRP-IgG)(分析纯, 英国 Abcam

公司); BALB/c 小鼠 A 购自中山大学医学院动物中心。 

1.1.2  仪  器 

Bio-Rad 伯乐高电压等电聚焦电泳(美国伯乐公司); 

T25 均质器、MS3 振荡器、MS3 BASIC 漩涡混匀器(德国 IKA

公司); P/ACE MDQ 毛细管电泳系统(美国 Sciex 公司); 

JY92-IIN 超声波细胞破碎仪(宁波新芝生物科技股份有限公

司); KBF240 恒温恒湿培养箱(德国宾德公司); TGL-16G 高

速离心机(上海安亭公司); SPARK 多功能酶标仪(瑞士 Tecan

公司); BSA224S-CW 万分之一电子天平(德国赛多利斯科学

仪器有限公司); Step One Plus 荧光 PCR 仪(美国赛默飞世尔

公司); Agilent 1290 高效液相色谱仪(美国安捷伦公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  燕窝抗原及抗体的制备 

燕窝样品均质成粉状后测定蛋白质含量。称取研磨后

的燕窝均质样品 50 mg, 加入 5 mL 8 mol/L 尿素水溶液, 在

振荡器上均质10 min, 浸泡12 h。使用超声破碎仪提取5 min

后离心。采用 ZHANG 等[33]和张世伟等[34]的方法对燕窝唾

液酸糖蛋白进行分离纯化, 将其作为抗原免疫 BALB/c 小

鼠制备单克隆抗体。 

1.2.2  IC-ELISA 方法的建立 

包被: 将燕窝唾液酸糖蛋白标准溶液稀释后, 每孔加

入 100 L 于 96 孔板中, 4℃过夜反应。每孔加磷酸盐吐温缓

冲液(phosphate buffered salinetween-20, PBST)溶液 250 L

洗板一遍。封闭: 每孔加入 200 L 封闭液, 37℃反应封闭

一段时间。然后加入 250 L 的 PBST 溶液洗板, 重复 3 次。

加样: 每孔加入 50 L 标准燕窝标准溶液或样品溶液, 再
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加 50 L 稀释后的腹水抗体工作液, 37℃反应, 洗板同上。

二抗反应: 每孔加入 100 L 酶标二抗, 37℃孵育, 洗板同

上。显色: 加入 100 L 底物显色液, 室温避光反应。终

止: 每孔加入 50 L 的 H2SO4 溶液终止反应, 用酶标仪测

定 OD450 nm 值。采用齐萌等[35]方法配制 ELISA 反应检测

试液。 

1.2.3  IC-ELISA 方法的优化 

(1)包被原、抗体最佳浓度的选择 

设置包被抗原稀释倍数为 1:500、1:1000、1:2000、

1:4000、1:8000 和 1:16000, 单克隆抗体用稀释倍数为

1:1250、1:2500、1:5000、1:10000、1:20000、1:40000 和

1:80000 的不同梯度稀释倍数。测定 OD 值, 确定包被抗原

和单克隆抗体最佳工作浓度。 

(2)封闭条件的筛选 

分别建立 BSA 浓度为 0.5%、1.0%、2.0% (m:V)以及

封闭时间为 90、120、150 和 180 min 的抑制曲线, 确定封

闭条件对分析的影响。 

(3)最佳竞争时间 

分别建立标品与单克隆抗体竞争时间为 15、30、60

和 90 min 的抑制曲线, 确定竞争时间对分析的影响。 

(4)HRP-IgG 工作条件的优化 

HRP-IgG 按照 1:500、1:1000、1:2000、1:4000 和 1:8000

进行稀释, 建立 HRP-IgG 作用时间为 20、25、30 和 40 min

的抑制曲线, 确定 HRP-IgG 不同条件对分析的影响。 

(5)底物最佳作用时间的优化 

分别建立显色时间为 5、10、15 和 20 min 的抑制曲

线, 确定底物作用时间对分析的影响。 

1.2.4  IC-ELISA 灵敏度的测定 

配制质量浓度为 80.0、40.0、20.0、10.0、5.0、1.0 μg/mL

的燕窝标准溶液, 按照已优化的 IC-ELISA条件操作, 以浓

度对数值为横坐标(X), 抑制率(inhibition)为纵坐标(Y, %)

绘 制 标 准 曲 线 , 并 计 算 半 抑 制 浓 度 (50% inhibition 

concentration, IC50)和线性范围。 

1.2.5  IC-ELISA 特异性分析 

用 IC-ELISA 方法评估抗体对几种食品中常见蛋白和

干扰物的交叉反应。交叉反应率(cross reactivity, CR)=IC50 

(燕窝唾液酸糖蛋白标准品)/IC50(各干扰物)×100%。 

1.2.6  回收率与精密度 

选 BSA、胶原蛋白、假燕窝(经液相色谱分析, 不含

唾液酸)为加标样本, 分别以 5.0、10.0、20.0 μg/mL 燕窝标

准溶液加标, 计算回收率和相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)。 

1.3  数据处理 

使用Origin 2017 版软件绘制 IC-ELISA图表及标准曲线。 

2  结果与分析 

2.1  抗原、抗体的分析 

通过十二烷基硫酸钠 —— 聚丙烯酰胺凝胶电泳
(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE)分析发现, 燕窝条带的 106 kDa 和 128 kDa 占燕

窝总蛋白质的 80%以上, 因此选择这些蛋白质作为抗原制

备抗体。使用 SDS-PAGE 分离和回收这两种蛋白质。ELISA

方法结果表明, 单克隆抗体可以与这两种唾液酸糖蛋白同等

结合, 两种唾液酸糖蛋白具有相同的潜在抗原性结构域。

用毛细管电泳进一步检测分离的糖蛋白的纯度, 分离的

106 kDa 蛋白在 8.8 min 时有单一峰, 表明 106 kDa 蛋白纯度

足以作为标准蛋白。具体分析参考张世伟等[34]的报道。 

2.2  抗原、抗体最佳反应浓度 

IC-ELISA 法包被原和单克隆抗体的不同工作浓度如

表 1 所示, 按照经济的原则, 选择 OD 值在 1 左右的组合为

最佳工作浓度。由表 1 可见, 选择包被原的稀释倍数为

1:2000、单克隆抗体的稀释倍数为 1:5000 为 ELISA 法的最

佳工作浓度。 

2.3  封闭条件的确定 

封闭液能封闭酶标板上未结合的位点, 减少抗原或

抗体的非特异性结合。根据上述确定的最佳包被抗原和单克

隆抗体浓度, 用 PBST 溶液将 BSA 制成 0.5%、1.0%、2.0% 

(m:V)的溶液, 在37℃条件下分别封闭90、120、150和180 min, 

其余步骤与上述一致, 比较不同条件下的 IC50和 ODmax/IC50。

根据检测结果, 以浓度和时间为横坐标, IC50 和 ODmax/IC50

为纵坐标绘图。由图 1 可知, 当 BSA 浓度为 1.0%, 封闭时

间为 150 min 时, IC50 最低, ODmax/IC50 值最大。故选择 1.0% 

BSA、150 min 为封闭液和封闭时间。 
 

表 1  不同包被原和单克隆抗体稀释倍数下 OD 值(n=3) 
Table 1  OD values of different dilution of coating antigen and monoclonal antibody (n=3) 

抗体稀释倍数 
包被原稀释倍数 

1:500 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 

1:1250 1.824±0.0087 1.645±0.0064 1.457±0.0291 1.291±0.0021 0.898±0.0075 

1:2500 1.567±0.0351 1.302±0.0293 1.114±0.0043 0.911±0.0111 0.841±0.0042 

1:5000 1.312±0.0077 1.093±0.0005 1.013±0.0107 0.791±0.0211 0.763±0.0081 

1:10000 1.054±0.0122 0.945±0.0101 0.859±0.0026 0.671±0.0323 0.615±0.0011 

1:20000 0.880±0.0022 0.740±0.0218 0.661±0.0175 0.530±0.0092 0.469±0.0008 

1:40000 0.759±0.0009 0.617±0.0024 0.485±0.0296 0.349±0.0068 0.333±0.0074 

1:80000 0.603±0.0077 0.550±0.0018 0.331±0.0094 0.238±0.0043 0.165±0.0017 
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图 1  封闭液浓度(a)和时间(b)的优化(n=3) 

Fig.1  Optimization of blocking buffer (a) and time (b) (n=3) 
 

2.4  竞争时间的选择 

利用上述已经优化好的最佳条件, 设置 37℃条件下

竞争时间分别为 15、30、60 和 90 min。根据检测结果, 以

竞争时间为横坐标, IC50 和 ODmax/IC50 为纵坐标绘图。 

由图 2 可知, 随着竞争时间的延长, IC50与ODmax/IC50值

的变化趋势相反 , 当竞争时间为 30 min 时 , IC50 最低 , 

ODmax/IC50 值最大, 故选择 30 min 为最适竞争时间。 

2.5  HRP-IgG 工作条件的优化 

利用上述已经优化好的最佳条件, 设置 HRP-IgG 稀释

倍数为 1:500、1:1000、1:2000、1:4000 和 1:8000, 在 37℃条件

下分别孵育 20、25、30 和 40 min, 其余步骤与上述一致。根

据检测结果, 以孵育时间和浓度为横坐标, IC50和ODmax/IC50为

纵坐标绘图。由图 3 可知, 当孵育时间为 30 min、稀释倍数为

1:1000 时, IC50值最小, ODmax/IC50值最大, 故选择孵育时间为

30 min、稀释倍数为 1:1000 时作为最佳条件。 

2.6  底物最佳作用时间的优化 

在上述优化的最佳条件下, 设置显色时间为 5、10、

15 和 20 min。其余操作同上述步骤一致, 绘制不同条件下

的标准曲线, 计算 IC50 和 ODmax/IC50。由图 4 可知, 当反应

时间为 10 min 时, IC50 值最小, ODmax/IC50 值最大, 故选择

10 min 为底物最佳作用时间。 

 

 
 

图 2  竞争时间的优化(n=3) 

Fig.2  Optimization of competitive reaction time (n=3) 

 

 
 

图 3  二抗孵育时间(a)和工作浓度(b)的优化(n=3) 

Fig.3  Optimization of incubation time (a) and working concentration of secondary antibody (b) (n=3) 
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图 4  底物作用时间的优化(n=3) 

Fig.4  Optimization of recation time (n=3) 
 

2.7  IC-ELISA 灵敏度的测定 

IC-ELISA 法检测燕窝唾液酸糖蛋白的标准曲线为

Y=51.134X+2.1831 (r²=0.9909), IC50 为 8.61 μg/mL, IC10 为

1.42 μg/mL, 检测范围(IC20~IC80)为 2.23~33.25 μg/mL, 该

方法线性范围较宽, 灵敏度较高, 可实现燕窝唾液酸糖蛋

白的精准检测。 

2.8  特异性分析 

分别研究了燕窝唾液酸糖蛋白、BSA、卵白蛋白、胶

原蛋白等几种食品中常见蛋白和干扰物进行方法特异性测

定, 结果如表 2 所示, 该方法特异性良好, 对食品几种常

见的蛋白、干扰物无交叉反应, 不易出现结果误判。 

2.9  回收率与精密度检测 

本研究选 BSA、胶原蛋白、假燕窝为加标样本, 分别

以３种浓度加标。用本研究所建立的 IC-ELISA 方法检测

得到的结果如表 3 所示。结果表明本研究对燕窝糖蛋白添

加回收率为 82.7%~92.0%, RSDs 为 1.7%~8.9%。说明该方

法准确度高, 稳定性好。 
 

表 2  特异性测定结果(n=3) 
Table 2  Results of specificity (n=3) 

反应物 交叉反应率/% 

燕窝唾液酸糖蛋白 100 

BSA <0.1 

卵白蛋白 <0.1 

胶原蛋白 <0.1 

银耳提取物 <0.1 

猪皮提取物 <0.1 

明胶 <0.1 

卡拉胶 <0.1 

海藻酸钠 <0.1 

聚丙烯酸钠 <0.1 

表 3  3 种样品的添加回收实验(n=3) 
Table 3  Recoveries test of 3 kinds of samples (n=3) 

样本 添加水平/(μg/mL) 
ELISA 

回收率/% RSDs/% 

牛血清蛋白

5 88.5±5.5 5.8 

10 86.3±4.8 4.2 

20 83.8±7.7 1.7 

胶原蛋白 

5 90.1±7.5 3.8 

10 83.6±2.6 4.8 

20 89.7±6.1 8.9 

假燕窝 

5 84.3±7.3 3.2 

10 92.0±4.2 5.9 

20 82.7±5.9 8.1 

 

2.10  实际燕窝样本检测 

从市场上收集 6 个燕窝及燕窝饮品样本 , 采用

IC-ELISA 法和实时荧光 PCR 法进行检测。如表 4 所示, 荧光

PCR法共检测到5个样本含有燕窝成分, 与 IC-ELISA法一致, 

结果显示 IC-ELISA 法有效而且能得出定量参考结果。 
 

表 4  实际样本检测(n=3) 
Table 4  Actual sample testing (n=3) 

样本

编号
样品名称 

荧光 PCR 法 

检测结果 

IC-ELISA 法检测 

唾液酸糖蛋白含量
/(mg/g) 

1 即食燕窝 含有燕窝成分 1.3 

2 燕窝(白燕盏) 含有燕窝成分 1.1×102 

3 即炖纯鲜燕窝 含有燕窝成分 13.0 

4 燕窝饮料 不含有燕窝成分 未检出 

5 即炖燕窝 含有燕窝成分 2.6 

6 无糖鲜炖燕窝 含有燕窝成分 3.0 

 

3  结  论 

本研究首次建立了定量检测燕窝唾液酸糖蛋白的

IC-ELISA 方法。该方法具有较好的灵敏度和良好的重复性, 

分析速度快。通过对燕窝饮品样品的定量检测, 说明该方

法可以检测经热处理的燕窝及其制品, 操作简单, 检测成

本低。目前, 市场上燕窝唾液酸糖蛋白定量的试剂盒仍是

空白, 此方法具有开发成商品化试剂盒的潜力, 为广大消

费者提供保障, 具有较好的实际应用价值。 
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