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摘要$利用碱溶酸沉法提取未加工的澳洲坚果蛋白$分别制

备鼠#兔多克隆抗体$并以兔多抗为捕获抗体$鼠多抗为检测

抗体建立了双抗夹心酶联免疫检测方法(该方法的检出限

为!

%*21e%*#/

"

E

F

'

=J

(方法与大豆#核桃#榛果#杏仁#花

生#开心果#腰果和小麦蛋白无明显交叉反应$证明该方法特

异性良好(焙烤的澳洲坚果和焙烤饼干中澳洲坚果蛋白的

添加回收率为
/!*./0

#

//*%!0

$说明该方法不仅适用于未

加工澳洲坚果蛋白的准确检测$也适用于热加工后以及焙烤

食品中澳洲坚果蛋白的定量检测(

关键词$澳洲坚果蛋白&过敏原&双抗夹心
;J4\Z

&焙烤食品
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坚果是八大类过敏原之一!其中澳洲坚果营养丰富!临

床试验.

#-$

/表明!天然澳洲坚果$经烘焙加工的澳洲坚果都

会引起患者不同程度的过敏反应!出现全身瘙痒$眼睛$嘴唇

肿胀呼吸困难甚至晕厥等症状%

;KP(OD

等.

!

/对过敏患者进

行皮肤点刺试验+

\:6

,发现!澳洲坚果中可能存在一种分子

量约为
#/KX>

的主要过敏原&

[DGPSO

等.

"

/通过免疫印迹分

析!报道了澳洲坚果中另
$

种过敏原蛋白!其分子量分别在

#$

!

"1KX>

左右%过敏原的有效检测是避免易致敏人群误食

过敏原的有效手段之一!当前研究最多$应用最广泛的检测

方法是基于蛋白过敏原的酶联免疫吸附分析法+

;J4\Z

,

.

1

/

和基于
X+Z

的
:RM

检测法.

.-/

/

%

9GD@E>

等.

&

/建立了一种

实时
:RM

方法!用于检测食品中的澳洲坚果!检测限为

#*"1

NF

#

=J

!并通过
#"

种样品验证
:RM

方法的实际适用

性!此方法能够灵敏地检测食物样品中的澳洲坚果!但并未

报道是否适用于热加工后的坚果中过敏原的检测%经过热

加工后食物中的
X+Z

会受损难以提取!极易造成
:RM

检测

结果的假阴性!因此
:RM

法检测食物中过敏原会对检测结

果的准确性造成影响.

2

/

%热处理会使蛋白结构发生变化从

而对与抗体的结合造成不同程度的影响%因此!基于抗原抗

体特异性结合原理建立的
;J4\Z

方法应用于热加工食品中

过敏原蛋白的检测也存在检测适用性的难题%

>̂)DK?

等.

#%

/

研究表明焙烤花生比生花生过敏原与
4

F

;

有更强的结合能

11



力%刘珂等.

##

/研究表明加热使得
W'6

$

W'Z

$

W'^

蛋白结

构发生变化!相比于未处理蛋白!与抗体结合能力减弱%不

同的过敏原蛋白热稳定性不同!对澳洲坚果蛋白在经过热加

工后的结构变化及过敏原的定量检测尚未有报道%本研究

拟针对澳洲坚果蛋白制备多克隆抗体!建立双抗夹心
;J4\Z

方法!并对该方法应用于热加工后的澳洲坚果及焙烤食品中

的澳洲坚果蛋白的定量检测进行评价!以期为加工食品中澳

洲坚果过敏原的检测提供有效方法%

#

!

材料与方法

#*#

!

材料与仪器

#*#*#

!

材料与试剂

澳洲坚果+

>̂B>I>=?>?EOD

F

G?T()?>

,"

[Z;Z$2"

!云南江

城中澳农业科技发展公司&

大豆$核桃$榛果$杏仁$花生$开心果$腰果和小麦"

市售&

免疫动物"

!

月龄雄性新西兰白兔$

.

#

/

周龄雌性

9ZJ9

#

B

小鼠!中国食品药品检定研究所&

弗氏完全佐剂$弗氏不完全佐剂$牛血清白蛋白+

9\Z

,$

羊抗兔
4

F

Y<[M:

$羊抗鼠
4

F

Y<[M:

$

6G?S

$甘氨酸$

9RZ

蛋白

定量 试 剂 盒$十 二 烷 基 磺 酸 钠 +

\X\

,$过 氧 化 氢 脲

+

R[

.

+

$

W

!

,$

!

!

!

!

1

!

1<

四甲基联苯胺+

6 9̂

,$脱脂乳粉$鱼

皮胶$明胶$酶标稳定剂"含量
$

220

!美国
\?

F

=>

公司&

6UDDE$%

"化学纯!海浦东化工试剂厂&

#

<

环糊精$二甲基亚砜+

X \̂W

,"化学纯!德国
D̂GBK

公司&

预制胶"

#$0

!美国
9?(<M>I

公司&

其他试剂均为分析纯%

#*#*$

!

主要仪器设备

免疫亲合层析柱"

:G(OD?EZ<\D

N

C>G(SD"9

$

:G(OD?EY<

\D

N

C>G(SD"9

型!美国
Z=DGSC>=

公司&

蛋白纯化仪"

/!#<&!%%

型!美国
94W<MZX

公司&

酶标仪"

5$%%:MW

型!美国
6CDG=(

公司&

磁力搅拌器"

M[<c6

型!德国
4cZ

公司%

#*$

!

方法

#*$*#

!

澳洲坚果蛋白的制备与验证

+

#

,除脂"将无壳生澳洲坚果仁充分研磨!用料液比为

#

%

$%

+

F

#

=J

,的正己烷室温下搅拌浸提
#.C

!经过
%*"1

%

=

有机系纤维素膜过滤!收集果粉重复上述操作!挥发残留的

正己烷%将得到的坚果粉过
1%

目筛!真空包装后于
-$%`

保存备用%

+

$

,提取"采用正己烷脱脂$碱提取+

^Z:4

,方法提取澳

洲坚果蛋白.

#$

/

!用去离子水溶解得到的蛋白沉淀冷冻干燥!

将得到的蛋白质粉在
-$%`

保存备用.

#!-#1

/

%

+

!

,

\X\<:ZY;

"参照
iC>E

F

等.

#.

/方法!对制备的澳洲

坚果蛋白进行
\X\<:ZY;

分析%

#*$*$

!

澳洲坚果蛋白的兔多克隆抗体制备
!

以所制备的澳

洲坚果蛋白为免疫原对雄性新西兰白兔进行免疫!

$

周免疫

#

次%初次免疫的乳化剂使用完全佐剂!免疫剂量
#=

F

#只!

后
"

次增强免疫选择不完全佐剂!免疫剂量
%*1=

F

#只%第
$

次免疫
#

周后开始耳部静脉取血!第
1

次免疫结束
#

周后采

股动脉全血!用
4R<;J4\Z

法测定血清效价!用
:G(OD?EZ<

\D

N

C>G(SD<"9

免疫亲合层析柱纯化获得抗体.

#/

/

%

#*$*!

!

澳洲坚果蛋白鼠多克隆抗体的制备
!

选择
.

#

/

周龄

雌性
9ZJ9

#

B

小鼠进行免疫%初次免疫时免疫原与弗氏完

全佐剂
#

%

#

体积混合乳化!每隔
$

周与不完全佐剂混合加

强免疫!免疫剂量均为
#%%

%

F

#只!第
1

次免疫结束
#

周后取

全血!

:G(OD?EY<\D

N

C>G(SD<"9

免疫亲合层析纯化!于
-$%`

保存备用%

#*$*"

!

澳洲坚果蛋白双抗夹心
;J4\Z

检测步骤
!

将兔抗澳

洲坚果蛋白抗体以
#%%

%

J

#孔包被于
2.

孔酶标板上!在
"`

下孵育
#$C

后用
:9\6

洗板
!

次!加封闭液+

$%%

%

J

#孔,于

!/`

下封闭
#C

%用
:9\6

洗板
!

次!加入梯度稀释的澳洲

坚果蛋白溶液+

#%%

%

J

#孔,!室温下孵育
#C

后
:9\6

洗板
"

次%加入鼠抗血清+

#%%

%

J

#孔,!室温下孵育
#C

后用
:9\6

洗板
"

次%将
[M:

标记的鼠二抗+

#%%

%

J

#孔,加到酶标板

上!室温反应
!%=?E

后用
:9\6

洗板
1

次!加入底物
Z

和
9

的混合液+

#%%

%

J

#孔,!

!/`

下显色+

#1

#

$%=?E

,!每孔加入

1%

%

J

硫酸终止液后在波长
"1%

#

.1%E=

读取吸光度值%

以蛋白浓度为横坐标!吸光度值+

(

"1%

-(

.1%

,为纵坐标绘制

标准曲线%检出限+

JWX

,为
(

空白 平均值
e!\X

对应的蛋白

浓度!定量限+

JW_

,为
(

空白 平均值
e#%\X

对应的蛋白

浓度%

#*$*1

!

双抗夹心
;J4\Z

检测方法特异性的测定
!

选择大豆$

核桃$榛果$杏仁$花生$开心果$腰果和小麦
&

种常见过敏原!

采用与澳洲坚果蛋白相同的方法制备相应的蛋白!采用建立

的双抗夹心
;J4\Z

方法进行检测%

:9\

缓冲液作为阴性对

照%样品孔和阴性对照孔的吸光度值分别用
3

和
#

来表示%

如果
3

#

#

#

$

!则表明样品中的蛋白与抗体有交叉反应%

#*$*.

!

双抗夹心
;J4\Z

检测方法的应用
!

自制饼干!定量

添加澳洲坚果!同时以不含澳洲坚果的饼干为对照!采用本

研究建立的蛋白提取方法提取样品中的澳洲坚果蛋白!采用

建立的双抗夹心
;J4\Z

方法检测饼干中澳洲坚果过敏原蛋

白的含量!按式+

#

,计算回收率"

3

U

>

#

Y

>

%

>

$

X

#%%0

! +

#

,

式中"

3

)))回收率!

0

&

>

#

)))添加澳洲坚果蛋白样品的检测值!

=

F

&

>

%

)))未添加澳洲坚果蛋白样品的检测值!

=

F

&

>

$

)))澳洲坚果蛋白理论添加值!

=

F

%

#*!

!

数据处理

所有试验平行测定
!

次!利用统计学软件
\:\\$$*%

对

试验结果进行方差分析+

:

"

%*%1

,!用
WG?

F

?E&*%

绘制检测方

法的相关曲线图%

$

!

结果与分析
$*#

!

澳洲坚果蛋白的验证

将所制备的澳洲坚果蛋白+

#=

F

#

=J

,通过
\X\<:ZY;

.1

安全与检测
!

$%#&

年第
##

期



分析+图
#

,!由图
#

可见!澳洲坚果蛋白分子量主要分布在

#1

#

1%KX>

左右!其中分子量在
$%

!

"1KX>

左右的蛋白含量

较高!与
[DGPSO

等.

"

/研究结果一致%

^*

蛋白分子量标准参照
!

#*

澳洲坚果蛋白

图
#

!

澳洲坚果蛋白的
\X\<:ZY;

图谱

5?

F

HGD#

!

\X\<:ZY;(T=>B>I>=?>EHO

N

G(OD?E

$*$

!

双抗夹心
;J4\Z

免疫检测方法的建立

在以澳洲坚果蛋白为免疫原制备的兔多克隆抗体和鼠

多克隆抗体基础上!优化双抗夹心
;J4\Z

免疫检测条件%

$*$*#

!

捕获抗体及封闭液的选择
!

由于夹心
;J4\Z

方法检

出限与空白值大小密切相关!先对捕获抗体和封闭液进行优

化%将兔抗和鼠抗分别作为捕获抗体包被于酶标板上!

#

F

#

#%%=J

的脱脂乳粉$

9\Z

$鱼皮胶$明胶$酪蛋白作为封

闭液!检测抗体分别为鼠抗和兔抗!测得空白的吸光度值见

表
#

%

表
#

!

不同封闭液下空白的平均吸光度值

6>P)D#

!

ZPS(G

N

O?(E,>)HDS>OOCDI?TTDGDEOP)(BK?E

F

PHTTDG

封闭液
吸光度值

兔抗 鼠抗

#

F

#

#%%=J

脱脂乳粉
%*#!% %*#!2

#

F

#

#%%=J9\Z %*#2! %*$#$

#

F

#

#%%=J

明胶
%*$%" %*$!"

#

F

#

#%%=J

酪蛋白
%*#$1 %*#!1

#

F

#

#%%=J

鱼皮胶
%*$#& %*$.!

!!

由表
#

可见!以兔多克隆抗体作为捕获抗体时!采用不

同封闭液的空白吸光度值均低于鼠抗!说明所制备的兔多抗

的特异性要好于鼠多抗!以其为捕获抗体时非特异性吸附较

小!因此确定该方法的捕获抗体为兔多抗!检测抗体为鼠多

抗!可在一定程度上提高检测方法的灵敏度和特异性%同

时!

#

F

#

#%%=J

脱脂乳粉为封闭液时空白值最小!说明脱脂

乳粉对酶标板上空余位点的封闭效果最好!且与鼠抗的非特

异性吸附最弱!有助于提高检测的灵敏度%因此选择脱脂乳

粉作为封闭液!并进一步优化封闭液浓度%

由表
$

可知
%*1

F

#

#%%=J

的脱脂乳粉空白值最小!低浓

度+

%*#

F

#

#%%=J

,脱脂乳粉封闭的空白值比
%*1

F

#

#%%=J

脱脂乳粉的大!可能是封闭液中蛋白浓度小导致未能完全封

表
$

!

不同脱脂乳粉浓度下空白的平均吸光度值

6>P)D$

!

ZPS(G

N

O?(E,>)HDS>OOCDI?TTDGDEOB(EBDEOG>O?(E

PHTTDG(TSK?==DI=?)K

脱脂乳粉浓度#+

#%

-$

F

0

=J

-#

, 吸光度值

%*# %*#!#

%*1 %*#$&

#*% %*#!#

闭酶标板上未被捕获抗体占据的空余位点!造成检测抗体与

空余位点结合的非特异性吸附&

#*%

F

#

#%%=J

脱脂乳粉空白

值最大!可能是浓度大使非特异性吸附增加所致%因此优化

后的封闭液为浓度
%*1

F

#

#%%=J

的脱脂乳粉%

$*$*$

!

捕获抗体包被量的优化
!

将兔多克隆抗体作为捕获

抗体!分别稀释至
%*%$1

!

%*%1%

!

%*#%%

%

F

#孔进行包被!分别

绘制标准曲线+图
$

,%捕获抗体的包被量对检测方法的灵敏

度有很大影响!捕获抗体量越多!特异性结合的过敏原越多!

因此会对待检过敏原起到富集的作用!相应提高方法的灵敏

度%但捕获抗体过高!会造成非特异性吸附增加!使空白值

增大!又会降低检测灵敏度%因此捕获抗体量需要通过试验

优化确定%结果表明!包被量为
%*%1%

!

%*#%%

%

F

#孔时空白值

相差不大且都具有良好的线性相关性!同时比
%*%$1

%

F

#孔

包被量在同一浓度蛋白对应的检测吸光度值高!从节约抗体

角度考虑!将捕获抗体的包被量确定为
%*%1%

%

F

#孔%

图
$

!

捕获抗体包被量对澳洲坚果蛋白双抗夹心酶联免疫检

测方法的影响

5?

F

HGD$

!

;TTDBO(TB(>O?E

FV

H>EO?O

Q

(TB>

N

OHGD>EO?P(I

Q

(E

=>B>I>=?>EHO

N

G(OD?ES>EIU?BC;J4\Z

$*$*!

!

检测抗体稀释倍数的优化
!

固定优化后的捕获抗体

包被量和封闭液!将检测抗体+鼠多抗,分别按
#

%

#%%%

!

#

%

#1%%

!

#

%

$%%%

!

#

%

$1%%

的比例进行稀释!绘制标准曲线

+图
!

,%检测抗体+鼠多抗,除与澳洲坚果蛋白过敏原发生特

异性结合外!当其浓度过高时会使非特异性吸附增加造成空

白值增大!降低特异性检测的灵敏度%结果说明!

#%%%

倍稀

释抗体所得到的空白值最高!而以
#1%%

!

$%%%

!

$1%%

倍稀释

检测抗体得到的空白值相差不大!以
#

%

$%%%

比例进行稀释

检测抗体得到线性相关性最好!因此检测抗体的最佳稀释倍

数确定为
$%%%

%

$*$*"

!

酶标二抗稀释倍数的优化
!

固定优化后的捕获抗体

/1

第
!"
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##
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;J4\Z

方法的建立及应用
!



图
!

!

检测抗体稀释倍数对澳洲坚果蛋白双抗夹心

;J4\Z

的影响

5?

F

HGD!

!

;TTDBO(TIDODBO?(E>EO?P(I

Q

I?)HO?(ET>BO(G(E=>B<

>I>=?>EHO

N

G(OD?ES>EIU?BC;J4\Z

包被量$封闭液和检测抗体浓度!用
:9\

+

N

[/*"

!

%*#=()

#

J

,

缓冲液将羊抗鼠酶标二抗按
#

%

#%%%%

!

#

%

$%%%%

!

#

%

!%%%%

进行稀释!绘制标曲!结果见图
"

%羊抗鼠酶标二抗

能特异性识别检测抗体鼠多抗!利用二抗上结合的酶作为整

个体系的检测信号!理论上其浓度越大!催化酶底物产生的

信号越强!方法越灵敏!但酶浓度过高时会导致蛋白类物质

的非特异性结合!造成酶标二抗的非特异性吸附!会降低待

测物与检测信号间的线性相关性!因此酶标二抗浓度的优化

非常关键%优化结果表明!以
#

%

$%%%%

!

#

%

!%%%%

稀释时

=

$均接近于
#

!吸光度值无明显差异!为节约抗体!选择羊抗

鼠酶标二抗的稀释倍数为
!%%%%

倍%

图
"

!

酶标二抗稀释倍数对澳洲坚果蛋白双抗夹心酶联免疫

检测的影响

5?

F

HGD"

!

;TTDBO(TI?)HO?(ET>BO(G(TDE@

Q

=D)>PD)DISDB(EI

>EO?P(I

Q

(E =>B>I>=?> EHO

N

G(OD?E S>EIU?BC

;J4\Z

$*$*1

!

双抗夹心
;J4\Z

法标准曲线的绘制
!

配制系列蛋白

标准溶液!采用优化的分析条件进行检测!以蛋白浓度作为

横坐标!吸光度值作为纵坐标绘制双抗夹心
;J4\Z

检测澳

洲坚果过敏原蛋白的标准曲线+图
1

,!计算得
JWX

值为

+

%*21e%*#/

,

E

F

#

=J

!

JW_

值为+

!*#!e%*1/

,

E

F

#

=J

%

$*$*.

!

双抗夹心
;J4\Z

方法的特异性
!

为评价所建立方法

的特异性!将大豆$核桃$榛果$杏仁$花生$开心果$腰果和小

图
1

!

澳洲坚果过敏原蛋白双抗夹心酶联免疫检测方法

的标准曲线

5?

F

HGD1

!

\O>EI>GIBHG,D(TS>EIU?BC;J4\Z(E=>B>I>=?>

EHO

N

G(OD?ES

!

.a&

"

麦蛋白用
:9\

缓冲液分别配制成浓度分别为
%*#

!

#*%

!

#%*%

%

F

#

=J

的蛋白溶液%以
:9\

缓冲液作为阴性对照!采

用建立的澳洲坚果蛋白双抗夹心
;J4\Z

方法测定!读取相

应的吸光度值!结果见表
!

%

表
!

!

双抗夹心酶联免疫检测方法的特异性

6>P)D!

!

\

N

DB?T?B?O

Q

(TS>EIU?BC;J4\Z(E=>B>I>=?>

EHO

N

G(OD?ES

交叉

反应物

阴性对照

吸光度值

3

#

#

值

%*#

%

F

#

=J #*%

%

F

#

=J #%*%

%

F

#

=J

大豆
!

%*#"1 #*#$ #*$& #*!"

核桃
!

%*#"! %*/1 %*&/ %*2%

榛果
!

%*#12 #*1& #*2% $*!!

杏仁
!

%*#"# %*2& #*$1 #*"%

开心果
%*#"& #*"! #*&. $*%"

花生
!

%*#!$ %*2" #*%! #*#$

腰果
!

%*#$1 %*&" #*%# #*%2

小麦
!

%*#$. %*&2 #*## #*$&

!!

从表
!

中可以看出!榛果和开心果蛋白与澳洲坚果抗体

有较弱的结合反应!其他
.

种过敏原蛋白均无交叉反应%说

明榛果蛋白和开心果蛋白与澳洲坚果蛋白具有相似的结构!

与
\HOCDG)>EI

等.

#&

/的研究结果一致%

$*!

!

双抗夹心
;J4\Z

检测方法的检测稳定性

用
:9\

缓冲液稀释澳洲坚果蛋白!浓度为
!%*%

!

#.*%

!

&*%

!

"*%E

F

#

=J

!以板内变异与板间变异对建立的双抗夹心

;J4\Z

进行精密度测试%

将
"

个浓度的蛋白溶液在同一酶标板上分别进行
1

个

平行测试!计算
(

"1%

-(

.1%

的板内变异系数为
!*!.0

#

/*$%0

%相同条件综合
1I

测得的吸光度值!计算板间变异

系数为
!*&!0

#

#$*%10

!均低于
#10

!说明该方法具有较好

的稳定%

$*"

!

双抗夹心
;J4\Z

方法的应用

$*"*#

!

烘焙加工处理对澳洲坚果蛋白提取率的影响
!

将澳

洲坚果经
#/%`

处理
$%=?E

!以未处理的生澳洲坚果作为对

&1

安全与检测
!

$%#&

年第
##

期



照样品!探讨常见焙烤条件对澳洲坚果蛋白提取率的影响!

结果见表
1

%

澳洲坚果经
#/%`

加热处理后!蛋白得率显著降低+

:

"

%*%1

,!是未加工处理蛋白得率的
2%0

左右!说明热加工在一

定程度上降低了蛋白提取率!可能是加热改变了蛋白的结

构!使蛋白溶解度降低%

$*"*$

!

饼干中澳洲坚果蛋白的测定
!

自制定量添加澳洲坚

果的饼干!用碱溶酸沉法提取饼干中的澳洲坚果蛋白%用建

立的双抗夹心
;J4\Z

法进行测定!以未添加澳洲坚果的饼

干为对照%根据表
1

蛋白得率计算澳洲坚果蛋白的理论添

加量!以及焙烤饼干中可被提取的澳洲坚果蛋白的理论含

量!按照式+

#

,分别计算回收率!结果见表
.

%

表
"

!

澳洲坚果蛋白双抗夹心
;J4\Z

检测的板内及板间变异

6>P)D"

!

4EOG>

N

)>OD>EI?EODG

N

)>OD,>G?>O?(E(TS>EIU?BC;J4\Z(E=>B>I>=?>

N

G(OD?E

%

.a1

&

浓度#

+

E

F

0

=J

-#

,

板内变异

(

空白测定平均值
\X

值#
0 R'

#

0

板间变异

(

空白测定平均值
\X

值#
0 R'

#

0

!%*% %*&2% !*1$ !*21 %*//2 2*.! #$*%1

#.*% %*1&. #*2/ !*!. %*1/1 "*1% /*&!

&*% %*!/$ $*$! .*%# %*!1$ "*%/ ##*1.

"*% %*$$. #*.! /*$% %*$$$ %*&1 !*&!

表
1

!

焙烤加工处理对蛋白提取率的影响m

6>P)D1

!

;TTDBO(TP>K?E

FN

G(BDSS(EOCDDAOG>BO?(EG>O?((T

N

G(OD?ETG(= =>B>I>=?>EHO

%

.a!

&

处理条件 澳洲坚果总质量#
F

提取的蛋白质量#
F

蛋白得率#
0

相对蛋白提取率#
0

未经热处理
$1*#.e%*%"/

#*2.e%*%%.

>

/*/&e%*%#$

>

)

#/%`

处理
$%=?E $"*$"e%*%#%

#*/%e%*%%.

P

/*%!e%*%$#

P

2%*"e%*"!

!!!!

m

!

同列不同字母表示差异显著+

:

"

%*%1

,%

表
.

!

双抗夹心
;J4\Z

检测饼干中澳洲坚果蛋白的添加回收率

6>P)D.

!

MDB(,DG

Q

(TS>EIU?BC;J4\Z(E=>B>I>=?>

N

G(OD?E?EP?SBH?OS

%

.a1

&

添加澳洲坚果

的质量#

+

=

F

0

F

-#

9?SBH?OS

,

澳洲坚果蛋白

的理论添加量#

+

=

F

0

F

-#

9?SBH?OS

,

热加工后蛋白

的理论含量#

+

=

F

0

F

-#

9?SBH?OS

,

;J4\Z

测定值#

+

=

F

0

F

-#

9?SBH?OS

,

回收率#
0

焙烤后澳洲

坚果蛋白

未处理澳洲

坚果蛋白

&% .*$$" 1*.%& "*//e%*1! &!*1.e%*1& /1*""e%*"1

"% !*##$ $*&%" $*"&e%*"$ &1*"2e%*!! //*%!e%*!!

$% #*11. #*"%$ #*$!e%*$/ &$*%/e%*$/ /!*./e%*$/

!!

不考虑热加工处理对澳洲坚果蛋白得率的影响!以焙烤

后的澳洲坚果蛋白理论含量计算!添加回收率为
&$*%/0

#

&1*"20

!表明该方法用于澳洲坚果蛋白检测的准确度较好%

以未处理的澳洲坚果蛋白的理论添加量计算!添加回收率为

/!*./0

#

//*%!0

!回收率偏低的原因可能是热加工使部分

澳洲坚果蛋白的结构发生变化!导致样品中蛋白提取率降

低!另外空间结构的变化可能导致抗原表位变化!从而与抗

体识别力下降!表现为
;J4\Z

检测结果整体偏低%

!

!

结论
本试验通优化封闭液$捕获抗体的包被浓度!检测抗体$

酶标二抗的稀释倍数!建立了澳洲坚果蛋白的双抗夹心

;J4\Z

方法%选用抗体包被量为
%*%1

%

F

#孔!封闭液为

%*1

F

#

#%%=J

脱脂乳粉!检测抗体稀释倍数为
$%%%

!羊抗鼠

[M:<

酶标二抗稀释倍数为
!%%%%

!方法的最低检出限为

+

%*21e%*#/

,

E

F

#

=J

!定量限为+

!*#!e%*1/

,

E

F

#

=J

!检测线

性范围为
!*#!

#

!%*%%E

F

#

=J

%测定结果的变异系数

"

#$n%10

!说明所建立的澳洲坚果蛋白双抗夹心
;J4\Z

方

法有良好的特异性与稳定性%该法应用于焙烤的澳洲坚果

和饼干中澳洲坚果蛋白检测!回收率较高!说明该方法适用

于焙烤食品中澳洲坚果蛋白的定量检测%
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