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摘要!为建立用于花生致敏蛋白
YH4L#

快速"灵敏"特异

检测的双抗体夹心
1_F,Y

法!以
YH4L#

鼠源单抗

'

3YP

(为捕获抗体!以
YH4L#

兔源多抗'

J

YP

(为检测抗

体!通过棋盘法优化抗体工作浓度建立方法!并对方法的

灵敏度"特异性"准确度"稳定性等检测特性进行鉴定#

结果表明!双抗体夹心
1_F,Y

法的
3YP

和
J

YP

最佳工作

浓度分别为
#l#""""

稀释和
#l/"""

稀释%

1_F,Y

标准

曲线线性范围为
(

"

!AC:

;

$

3_

!检测限为
(<#C:

;

$

3_

%样

品添加回收试验的平均回收率为
/A<0E

"

0(<AE

!且该方

法与其他常见致敏蛋白无交叉反应%并能在
(a

条件下

避光密封保存
0">

内保持检测结果稳定#说明所建立的

双抗体夹心
1_F,Y

法灵敏特异"准确稳定!能够用于花生

致敏蛋白
YH4L#

的快速筛查#

关键词!花生%

YH4L#

蛋白%双抗体夹心法%酶联免疫

吸附
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1_F,Y

近年来%食物过敏患病率日趋上升*

#U!

+

%由于目前仍

缺乏致敏阈值研究以及过敏症状有效治疗方法研究%食

物过敏患者只能通过药物缓解过敏症状%并避免接触致

敏食物以保护自身*

)

+

&因此%许多国家已通过制定法规

或标准%强制要求在食品标签中标识致敏物质*

(

+

&中国

)%

&VV'WXYSZFR1.%
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食品安全国家标准审评委员会在
!"#/

年底公布的.预包

装食品标签通则/!

B[$$#/

#修订草案征求意见稿中也已

将致敏物质标示作为预包装食品标签标示的基本内容&

花生是八大常见致敏食物之一*

A

+

%也是诸多食品标签标

准中要求标示的主要致敏成分&花生含有多种致敏蛋

白%其中
YH4L#

是主要致敏蛋白之一%能被大部分的过

敏患者血清识别*

C

+

&

YH4L#

约占花生蛋白总量的

#!E

"

#CE

%也是花生中含量最多的致敏蛋白*

$

+

%其三聚

体具有很强的稳定性%胃肠道的消化作用和加热均难以

破坏其致敏性*

/

+

&因此%为了更好地保障过敏消费者的

食品安全%研究食品中花生致敏物质的灵敏)特异)高效

检测方法尤为必要&目前%用于花生致敏物质检测的方

法主要包括聚合酶链式反应!

G̀6

O

3=H4M=@L45:H=4@I5G:

%

S̀.

#

*

0U#"

+

)酶联免疫吸附试验!

1:7

O

3=265:\=>533?2

:GMGHP=:I4MM4

O

%

1_F,Y

#

*

##U#!

+和质谱法!

X4MMM

J

=@IHG32

=IH

O

%

X,

#

*

#)U#(

+

%其中
S̀.

和
1_F,Y

是实验室)食品企业

及监管机构筛查食品致敏成分最常用的快速定性和定量

分析方法*

#A

+

&

S̀.

是基于致敏蛋白标志性基因的检测

方法%不能直接反映是否含有致敏物质*

#C

+

%而
1_F,Y

是

基于蛋白质的检测方法%可利用抗体针对性的检测致敏

蛋白&现有用于花生致敏物质检测的
1_F,Y

法常基于多

抗建立%而利用多抗进行检测时存在特异性不足的问

题*

#$

+

&试验拟利用所制备的
YH4L#

鼠源单抗提高致敏

蛋白捕获特异性%再通过
YH4L#

兔源多抗进行夹心检

测%建立花生致敏蛋白
YH4L#

的双抗体夹心
1_F,Y

法

并对其检测特性进行鉴定%以期为食品中花生致敏蛋白

的快速筛查提供技术支撑&

#

!

材料与方法

#<#

!

试剂溶液

花生致敏蛋白
YH4L#

和
YH4L!

"美国
FR'VV.

公司$

大豆球蛋白)卵清蛋白)酪蛋白)牛血清蛋白
(

种常

见致敏蛋白%

)

%

)

0%

A

%

A

0

2

四甲基联苯胺!

-=IH43=IL

O

6P=:2

75>5:=

%

-X[

#"美国
,5

;

342Y6>H5@L

公司$

Z.̀

标记的山羊抗兔
F

;

B

抗体!

B4.F

;

B2Z.̀

#"索

莱宝生物科技公司$

其他试剂均为市售分析级$

YH4L#

兔源多抗!

G̀6

O

@6G:464:I5PG>

O

%

J

YP

#)

YH4L#

鼠源单抗!

XG:G@6G:464:I5PG>

O

%

3YP

#及超纯水"实验室

制备$

1_F,Y

包被液!

"<"A3G6

(

_

碳酸盐缓冲液%

S[,

#)稀

释液!

"<"#3G6

(

_

磷酸盐缓冲液%

[̀,

#)洗涤液!含
"<"AE

-N==:2!"

的
[̀,

%

[̀,-

#)封闭液!含
AE

脱脂奶的
[̀,-

溶液#)显色液!

-X[

缓冲液#)终止液!

!3G6

(

_Z

!

,V

(

#

等溶液"实验室配置&

#<!

!

主要仪器

电子天平"

[,Y!!(,

型%德国
,4HIGH5?M

公司$

酶标仪"

X?6I5M\4:&S

型%美国
-L=H3G,@5=:I585@

公司$

振荡器"

]GHI=Q!

型%艾卡!广州#仪器设备有限公司$

控温磁力搅拌器"

,eS_2!

型%巩义市予华仪器有限

责任公司$

恒温培养箱"

Z̀ h20"A!X[1

型%上海博迅实业有限

公司&

#<)

!

方法

#<)<#

!J

YP

与
3YP

的制备
!J

YP

为
YH4L#

免疫新西兰

白兔%经纯化血清制备%其效价达
!<ACb#"

A以上$

3YP

为

YH4L#

免疫
[_Y[

(

@

小鼠%通过细胞融合筛选阳性杂交

瘤细胞株%经体外诱生腹水法制备*

#/

+

%其效价达
A<#!b

#"

A以上%亲和常数
F%

为
!<CAb#"

/

_

(

3G6

%亲和力较高

且具有良好的特异性&

#<)<!

!

双抗体夹心
1_F,Y

步骤
!

将
YH4L#

鼠源
3YP

作为捕获抗体包被酶标板%首先用
S[,

稀释
3YP

%

#""

%

_

(孔加入酶标板%在
(a

条件下过夜包被%用
[̀,-

洗板
(

次后拍干%再向酶标板加入封闭液
!""

%

_

(孔%在

)$a

条件下封闭
#L

%洗板!同上#后备用&

检测时首先将样液
#""

%

_

(孔加入酶标板%并设置阴

性孔!

[̀,#""

%

_

(孔加入#%在
)$a

条件下孵育
#L

后洗

板$将
YH4L#

兔源
J

YP

作为检测抗体%用封闭液稀释

J

YP

%

#""

%

_

(孔加入酶标板%在
)$a

条件下孵育
)"35:

后

洗板$用封闭液
#lA"""

倍稀释
B4.F

;

B2Z.̀

%

#""

%

_

(孔

加入酶标板%在
)$a

条件下孵育
)"35:

后洗板$显色液

#""

%

_

(孔加入酶标板%室温反应显色
#"35:

$最后加入终

止液
#""

%

_

(孔终止反应%用酶标仪读取
N0

(A":3

值&

#<)<)

!

捕获抗体和检测抗体工作浓度的优化
!

采用棋盘

法优化抗体工作浓度*

#0

+

&将
3YP

用
S[,

稀释为
#l

A"""

%

#l$A""

%

#l#""""

%

#l#!A""

的稀释度%每个稀

释度
#""

%

_

(孔包被酶标板两行$第
#

行加入
#""

%

_

(孔

确定浓度的
YH4L#

标准溶液%第
!

行加入
#""

%

_

(孔

[̀,

作为阴性对照$孵育)洗板后%将
J

YP

用封闭液稀释

为
#l!"""

%

#l("""

%

#lC"""

%

#l/"""

的稀释度%每

个稀释度
#""

%

_

(孔加入酶标板
)

列$孵育)洗板后%加入

封闭液稀释的
B4.F

;

B2Z.̀

进行孵育%然后显色)终止%

并测定
N0

(A":3

值&当所测定的
N0

(A":3

值!

R

#和阴性对

照
N0

(A":3

值!

/

#的比值!

R

(

/

#最大时%其所对应的捕获

抗体
3YP

和检测抗体
J

YP

的稀释度分别作为最优工作

浓度&

#<)<(

!

双抗体夹心
1_F,Y

法的特性鉴定

!

#

#灵敏度"通过检测限!

_535IG8>=I=@I5G:

%

_V'

#的

确定以鉴定方法的灵敏度&用
[̀,

配制不同浓度的

YH4L#

标准溶液%利用优化抗体工作浓度的双抗体夹心

*&

安全与检测
,Y&1-% WFR,̀ 1S-FVR

总第
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期
"

!"!"

年
$

月
"



1_F,Y

法进行检测&以标准溶液浓度的对数值为横坐

标%以各标准溶液检测所得
N0

(A":3

值为纵坐标%绘制双

抗体夹心
1_F,Y

法的标准曲线&然后将空白样品进行

!"

次重复测定%根据标准曲线回归方程得到对应浓度%计

算重复测定结果的平均值!

O

#和标准差!

90

#%以
OD

)90

作为检测限*

!"

+

&

!

!

#特异性"通过交叉反应试验鉴定检测方法的特异

性*

!#

+

&利用双抗体夹心
1_F,Y

法分别检测高浓度的其

他致敏蛋白!花生致敏蛋白
YH4L!

)大豆球蛋白)卵清蛋

白)酪蛋白)牛血清蛋白#&若测定
N0

(A":3

值!

R

#和阴性

对照
N0

(A":3

值!

/

#的比值
R

(

/

#

!<#

%则说明方法与其

他致敏蛋白无交叉反应%特异性良好&

!

)

#准确度"通过添加回收试验鉴定方法的准确

度*

!!

+

&在
AE

脱脂奶中添加
YH4L#

%分别配制成
#"

%

#""

%

!"":

;

(

3_

添加浓度的样品%每个浓度的添加样品

利用双抗体夹心
1_F,Y

法重复检测
C

次%通过计算每个

添加浓度样品的平均回收率以及变异系数!

,Y

#以鉴定

方法的准确度&

!

(

#稳定性"在
(a

条件下避光密封保存已包被捕获

抗体的酶标板%利用双抗体夹心
1_F,Y

法分别在保存前

和保存的第
)"

%

C"

%

0"

天检测同一浓度
YH4L#

标准溶

液%通过对比不同保存时间测定同一浓度溶液的
R

(

/

值

的差异%以鉴定方法的稳定性*

!)

+

&

!

!

结果与分析

!<#

!

捕获抗体和检测抗体最佳工作浓度

用
[̀,

配制
#"":

;

(

3_

的
YH4L#

标准溶液%利用

已包被不同稀释度
3YP

的酶标板进行棋盘试验%通过不

同稀释度的
J

YP

对
YH4L#

标准溶液及阴性对照进行检

测%得到不同抗体稀释度下的各孔
N0

(A":3

值&结果如

表
#

所示%当捕获抗体
3YP

以
#l#""""

的稀释度包被

1_F,Y

板%检测抗体
J

YP

以
#l/"""

的稀释度作为工作

浓度时%计算所得
R

(

/

值最大%所以捕获抗体
3YP

和检

测抗体
J

YP

最佳工作浓度分别为
#l#""""

和
#l/"""

稀释&

表
#

!

捕获抗体和检测抗体最佳工作浓度的优化
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I?H=4:I5PG>

O
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3YP

'

4:>>=I=@I5G:4:I5PG>
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&

J

YP

'

3YP

稀释倍数
J

YP

稀释倍数

(""" C""" /""" #""""

A""" ##</( #!<$$ #(<") #)<#/

$A"" #!<0) #(<(# #(<A$ #)<$!

#"""" #!<$A #A<(/ #C<#A #(<A)

#!A"" #"<!0 ##<(A #(</( #)<A)
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灵敏度鉴定

配制浓度分别为
!

%

(

%

/

%

#C

%

)!

%

C(

%

#!/

%

!AC

%

A#!:

;

(

3_

的
YH4L#

标准溶液%经双抗体夹心
1_F,Y

法检测后%以

各标准溶液浓度的对数值为横坐标%以检测所得
N0

(A":3

值为纵坐标%绘制标准曲线如图
#

所示%标准曲线的线性

范围为
(

"

!AC:

;

(

3_

%线性回归方程为
>

j#<#(A$EU

"<A/$A

%

P

!

j"<00##

&重复测定空白样品
!"

次%将测定所

得
N0

(A":3

值代入线性回归方程求得测定浓度%计算平均

值!

O

#

D)b

标准差!

90

#%得到方法检测限为
(<#C:

;

(

3_

%

表明所建立的双抗体夹心
1_F,Y

法具有良好的灵敏度&

!<)

!

特异性鉴定

利用双抗体夹心
1_F,Y

法分别检测浓度为
A"":

;

(

3_

的花生致敏蛋白
YH4L!

)大豆球蛋白)卵清蛋白)酪蛋白

和牛血清蛋白&所得测定
N0

(A":3

值!

R

#和阴性对照

N0

(A":3

值!

/

#结果如表
!

所示%

R

(

/

值均
#

!<#

%表明双

抗体夹心
1_F,Y

法与其他常见致敏蛋白无交叉反应&由

于方法建立所使用的捕获抗体为特异性良好的鼠源

3YP

%因此能够对单一致敏蛋白识别捕获%使检测方法显

示出良好的特异性&

!<(

!

准确度鉴定

将
YH4L#

添加至
AE

脱脂奶中%分别配制成
#"

%

#""

%

!"":

;

(

3_)

个添加浓度的样品%通过利用双抗体夹

心
1_F,Y

法重复检测
C

次%计算每个添加浓度样品的平

均回收率及
,Y

%结果如表
)

所示%平均回收率为
/A<0E

"

图
#

!

双抗体夹心
1_F,Y

法标准曲线
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表
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!

双抗体夹心
1_F,Y

法特异性鉴定结果
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卵清蛋白
"<#C! "<##" #<($
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牛血清蛋白
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]G6<)C

"

RG<$

王
!

耀等!花生致敏蛋白
YH4L#

双抗体夹心
1_F,Y

法的建立



表
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!

双抗体夹心
1_F,Y

法准确度鉴定结果
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4:I5PG>
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添加量(

!
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;

1
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U#

#

测定值(

!

:

;

1

3_

U#

#

回收率(

E

,Y

(

E

#" /<A0d"<A! /A<0 C<#

#"" 0#<C0d$<(( 0#<$ /<#

!"" #//<0$d#C<(C 0(<A /<$

0(<AE

%

,Y

为
C<#E

"

/<$E

%表明检测方法具有较高的准

确度&

!<A

!

稳定性鉴定

将已包被捕获抗体的酶标板在
(a

条件下避光密封

保存%分别在保存的不同时间利用双抗体夹心
1_F,Y

法

检测
#"":

;

(

3_

的
YH4L#

标准溶液%结果如表
(

所示%

不同保存时间测定所得的
R

(

/

值均无明显变化%说明

(a

避光密封保存条件下%酶标板至少可稳定保存
0">

%

表明方法的稳定性良好&

表
(

!

双抗体夹心
1_F,Y

法稳定性鉴定结果

-4P6=(

!

,I4P565I

O

5>=:I585@4I5G:H=M?6IMG8>G?P6=4:I5PG>

O

M4:>N5@L1_F,Y

保存时间(
> R / R
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C" #<C0# "<#"$ #A</"

0" #<CAA "<#"A #A<$C

)

!

结论
试验依据双抗体夹心检测原理%利用

YH4L#

鼠源

3YP

作为捕获抗体%

YH4L#

兔源
J

YP

作为检测抗体%通

过棋盘法优化抗体工作浓度%建立
YH4L#

的双抗体夹心

1_F,Y

法&通过对方法检测特性进行鉴定%其检测限为

(<#C:

;

(

3_

%具有较高的灵敏度$交叉反应试验表明与其

他致敏蛋白无交叉%特异性强$添加回收试验平均回收率

为
/A<0E

"

0(<AE

%具有较高的准确度$且在
(a

条件下

避光密封保存
0">

内检测结果稳定$能够对快速灵敏)准

确特异的对花生致敏蛋白
YH4L#

进行检测&与已有的

一些基于多抗研制的商品化
1_F,Y

试剂盒相比*

!(

+

%试验

方法通过
3YP

提高对于单一致敏蛋白的高亲和力特异

性捕获能力%再以
J

YP

作为夹心检测抗体%进一步增强对

致敏蛋白的高效识别%在检测特异性和灵敏度上表现出

了一定优势&能够用于食品标签中致敏物质标示信息的

快速筛查%提升花生过敏患者的饮食安全性&
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正态分布曲线
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分布越集中在
+

附近%

%

越大%概率分布越分散&将试验

曲线转换成标准正态函数%当取称重误差值范围为
d)

;

时%查表得人工称重满足要求的概率约为
$0E

%使用设备

自动称重时满足的概率约为
0C<$E

&因此%该设备称重

精度和可靠性高于人工方式&

A

!

结论
设计了适用于食品行业中饼干配料过程的自动化设

备%该设备采用
_̀S

作为控制核心%对螺旋供料和称重过

程采用闭环控制%对供料电机进行分级调速%并且增加了

空中物料补偿修正%提高了设备称量精度&根据试验对

比数据%设备准确性)可靠性高于人工称重方式&该设备

也适用于其他食品)化工)制药等对精确称重和自动配料

有需求的企业%具备推广价值&后续将开展对设备的模

块化)参数化设计%方便设备成组使用&
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