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花生过敏原检测方法研究进展

韩远龙，吴志华 *，闫  飞，陈红兵

(南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，中德联合研究院，江西 南昌      330047)

摘   要：花生是重要食物过敏原之一，能引起严重的过敏反应。目前尚没有花生过敏的特效疗法，严格避免食

入含花生的食物是花生过敏患者的最佳选择，所以食物中花生的检测就显得尤为重要。本文对花生主要过敏原及其

过敏反应研究进展进行简要介绍，重点介绍花生过敏原的主要检测方法的新发展，包括传统的酶联免疫吸附实验

(ELISA)、免疫印迹法、聚合酶链式反应(PCR)等，ELISA 和免疫印迹法都是应用较为普遍的检验方法，PCR 方法

应用较少，但它能从 DNA/RNA 方面检测花生过敏原的存在；新兴检测方法主要包括生物传感器和质谱法，这两

种方法在花生检测方面具有可观的前景。未来的这些检测方法将朝着快速、灵敏、简便的方向发展。

关键词：花生过敏；E L I S A；免疫印迹法；P C R；生物传感器；质谱法

Research Progress in Peanut Allergen Detection

HAN Yuan-long，WU Zhi-hua*，YAN Fei，CHEN Hong-bing
(State Key Laboratory of Food Science and Technology, Sino-German Joint Research Institute, Nanchang University,

Nanchang      330047, China)

Abstract ：Peanut is one of the major allergenic foods, which can cause severe allergic reactions. Currently, there are no effective

therapeutic strategies for peanut allergy. For peanut allergic patients, avoiding intake of the foods containing peanuts is the best

choice. Meanwhile, the detection of peanuts in foods is becoming particularly important. Herein, major peanut allergens and

research progress in peanut allergen detection are introduced. Traditional enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), west-

ern blotting and polymerase chain reaction (PCR) are summarized. ELISA and western blotting are extensively used in the

detection of peanut allergens. However, the application of PCR based on DNA or RNA is not common. Moreover, some newly

developed detection methods such as biosensor and mass spectrometry are discussed. Both of them are characteristics of faster,

easier and more sensitive detection have promising prospects in the detection of peanut allergens.

Key words：peanut allergy；ELISA；western blotting；PCR；biosensors；mass spectrometry (MS)
中图分类号：TS207.3                                       文献标识码：A                             文章编号：1002-6630(2012)13-0305-04

收稿日期：2011-06-30
基金项目：江西省科技支撑计划重点项目(2009BNA08100)
作者简介：韩远龙(1988 —)，男，硕士研究生，研究方向为生物加工过程。E-mail：hanyuanlong0337@qq.com
* 通信作者：吴志华(1976 —)，男，副教授，博士，研究方向为食品纳米加工。E-mail：wuzhihua@ncu.edu.cn

花生是重要的过敏食物。2010 年，加拿大第一个

全国性的调查证实花生过敏症的患病率为 0.61%[1]。2008
年，美国儿童花生过敏症患病率由 2002 年的 0.8% 增长

到了 1.4%[2]。法国的一项调查表明，食物过敏患者中花

生过敏的人数占 28%[3]。中国协和医科大学变态反应科

调查表明，北京地区约有 4% 的食物过敏患者对花生过

敏[4]。随着国民饮食结构的变化，花生消费量的不断增

加，花生过敏发病率呈上升的趋势。通常花生过敏是

终身的，只有约 10% 的过敏儿童会随年龄的增长产生耐

受性[5]。而且不同的花生过敏病人，其花生致敏组分有

所不同[6]。目前，花生过敏作为世界各地普遍存在的一

个公众性健康问题，得到了广泛关注。

花生过敏属于 IgE 介导的超敏反应，其机制主要为

I 型超敏反应机理[7]，一定量的过敏原可诱导易感个体产

生足够量的 IgE，IgE 与膜表面特定的受体结合，从而

使机体处于致敏状态。当再次接触含相同或相似过敏原

成分时，过敏原分子特异性识别致敏细胞膜表面的

I g E ，诱导细胞脱颗粒释放炎症介质而触发花生过敏

症。与牛奶、鸡蛋过敏相比，花生过敏一般不随年龄

增长而消失[8]，而且目前还没有特效疗法，严格避免食

入含花生的食物是目前的最佳选择。

1 花生过敏原的检测

由于避免食入含花生的食品是避免花生过敏的最佳
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选择，所以食品中花生的含量检测就显得尤为重要。花

生过敏原的检测方法有很多种，除免疫学检测方法外，

还有许多其他新检测方法。免疫学方法主要包括酶联免

疫吸附实验(ELISA)、印迹法、聚合酶链式反应(PCR)
等，其他检测方法如生物传感器、质谱法等。

1.1 传统检测方法

1.1.1 ELISA
酶联免疫吸附实验采用单克隆或多克隆抗体技术检

测过敏原，是花生过敏原最常用方法之一，最早出现

于 20 世纪 70 年代，其优点是特异性高、敏感性强、简

单迅速，不需要昂贵仪器设备。一般，E L I S A 的检测

限在 0.1～1mg/kg 之间。Yeung 等[9]首次成功的采用酶联

免疫吸附实验检测食品中的各种微量的花生过敏原，得

出抑制率为 12ng/mL，检出限为 400μg/kg，回收率为

68%～90%，由于使用不同提取缓冲液和不同 ELISA 方

法之间缺乏可比性，2010 年，Zeleny 等[10]对 ELISA 改

进，采用一个合适的质量控制材料( Q C M)，对材料特

性进行了评价，为找到合适的认证的参考材料迈出了第

一 步 。

目前，用于花生过敏原的检测方法有双抗夹心

ELISA 和竞争 ELISA。

双抗夹心 ELISA 是一种常见的检测方法，此法既可

以测抗体，又可测抗原。Kiening 等[11]就采用了双抗夹

心检测食物中花生含量，检测限为 0.2～1.2mg/kg，回

收率为 86%～127%，时间为 30min，能快速检测花生过

敏原。吉坤美等[12]用夹心 ELISA 法同时检测 15 种食品

中的花生蛋白成分，检出限为 8 n g / m L。而且现在市

面上已经有针对花生过敏原的 ELISA 试剂盒多采用此

法检测花生过敏原。比如：R - B i o p h a r m 公司的

Ridascreen 快速花生检测试剂盒，它的检测下限：定

性检测为 1 . 5mg/ kg，定量检测下限为 2 . 5mg/ kg，而

Neogen 公司花生过敏原检测试剂盒，同样分为定性检

测和定量检测两种，其中定性检测为 5mg/kg，定量检

测范围为 2.5～25mg/kg，ELISA 试剂盒简化了操作步骤

和过程，进而缩短了检测时间，并且方便。W h i t a k e r
等[13]对市面上的 4 种 ELISA 检测试剂盒进行了评估，发

现 Neogen 公司的试剂盒有最好的准确度，R-Biopharm
公司的试剂盒则具有最好的精度。Park 等[14]也采用了 3
种市售的 ELISA 试剂盒检测食品中花生的含量，均能在

含量为 5μg/g 的食物样品中成功检测出花生。

竞争 ELISA 先将特异性抗原与固相载体联结，形成

固相抗原，用样本中的抗体和一定量的酶标抗体竞争性

与固相抗原结合。当样本中抗体量越多，结合在固相

上的酶标抗体则越少，因此阳性反应呈色浅于阴性反

应，显色后可测定抗体。该法同样可用来测抗原。

Schmitt等[15]就采用竞争抑制ELISA法检测了花生中的主要

过敏原 Ara h 1 和 Ara h 2，检测灵敏度分别为 12ng/mL
和 0.5ng/mL，该方法简便、快速，只需要一个过敏原

特异性抗体。邵景东等[16]用间接竞争 ELISA 法检测花生

过敏原，得出花生抗原在 0.01～30ng/mL 范围内具有较

好的线性关系，IC50 为 34.28ng/mL，检出限为 0.1ng/mL。
这为花生过敏原的 ELISA 检测方法的构建提供了强有力

的支撑。

ELISA 技术发展较为成熟，在花生的检测得到广泛

应用，是目前花生过敏检测最主要的方法。E L I S A 与

其他方法相结合，其灵敏度得到大幅提高，而消耗则

大幅减小。例如 Speroni 等[17]将磁性粒子与 ELISA 结合

用于检测 Ara h 3/4，与 ELISA 试剂盒比较，能大大降

低试剂和样品消耗，灵敏度也提高了 3 倍，相对标准差

在 3.4%～10% 之间，重现性在(84 ± 5)%～(114 ± 6)% 之

间，结果显示出良好的精密度和重现性。因为磁性粒

子能帮助抗体更好地与固相载体固定，并能使更多抗原

抗体进行免疫反应，重复性也很好。E L I S A 方法的不

足在于其特异性取决于抗原的制备，这限制了其应用范

围，有待改进。

1.1.2 印迹法

印迹法(blotting)是指将样品转移到固相载体上，而

后利用相应的探测反应来检测样品的一种方法。用于花

生蛋白检测的印迹方法主要是斑点印迹和免疫印迹，通

常是将两种方法结合起来，共同检测，相互印证。

斑点印迹，将待测核酸或蛋白点样于固相载体上，

以同位素或非同位素标记探针与之杂交，通过显影或显

色而进行检测。

免疫印迹(Western blotting)和 ELISA 一样，都属于

免疫标记技术，是常用的蛋白质分析技术。采用的是

聚丙烯酰胺凝胶电泳，即 SDS-PAGE，被检测物是蛋白

质，“探针”是抗体，“显色”用标记的二抗，先

将待测蛋白通过 SDS-PAGE 电泳分离开来，然后再利用

电场力的作用将胶上的蛋白转移到固相载体，固相载体

以非共价键形式吸附蛋白质，且能保持电泳分离的多肽

类型及其生物学活性不变。以固相载体上的蛋白质或多

肽作为抗原，与对应的抗体发生免疫反应，再与酶或

同位素标记的第二抗体起反应，经过底物显色或放射自

显影以检测电泳分离的特异性目的基因表达的蛋白成

分。其优点在于：分辨率高、特异性强、灵敏度高

等。Koch 等[18]分别用斑点印迹和免疫印迹法，半定量

和定量检测市售花生过敏原并进行比较分析，用斑点印

迹估算花生蛋白的数量，再用免疫印迹进一步确定特异性

的花生蛋白，且斑点印迹在检测生花生和烘烤花生时，生

花生的反应强度是等量烘烤花生的 3～4 倍。Scha..ppi 等[19]

也采用斑点印迹和免疫印迹法检测隐藏在食品中的花生

过敏原，选定的 46 个样品中检测出了其中 19 个含有花

生但配料中未注明。
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1.1.3 PCR 法

PCR 是一种以 DNA/RNA 为基础的检测方法，由高

温变性、低温退火及适温延伸等几步反应组成一个周

期，循环进行，使目的 D N A 得以迅速扩增，具有特

异性强、灵敏度高、操作简便、省时等特点。Stephan
等[20]采用了双抗夹心ELISA和RT-PCR对食品中花生的含

量进行了检测，对 33 个当地食品样品检测中发现，有

2 个样品中含有花生但没有提示标签，而且结果显示出

这两种方法具有良好的相关性，是检测隐藏在加工食品

过敏原的敏感性和特异性的检测工具。Hirao 等[21]利用

内转录间隔区定性 PCR 检测了食物中主要过敏原(花生、

大豆、小麦)，由于 PCR 需要设计用于检测花生 PCR 靶

基因序列的引物，而且实验过程中 D N A 可能部分降

解，甚至完全降解，从而导致 P CR 产物没有得到预期

的结果，然而食品仍可能含有过敏原最终检测不出。此

外，食品中其他物质可能会干扰。另外，吉坤美等 [ 2 2 ]

采用实时定量 PCR 技术检测食品中花生过敏原 Ara h 1 基

因成分，检测 8 种食品中过敏原基因，其结果与食品标

注一致，为检测食品中花生过敏原 DNA 成分的试剂奠

定了技术基础。

多重连接探针扩增法(MLPA)是在 PCR 基础上发展

起来的，是近几年发展起来的一种针对待检 DNA 序列

进行定性和半定量分析的新技术，每个 MLPA 探针包括

两个荧光标记的寡核苷酸片段，这两个寡核苷酸片段都

与靶序列进行杂交，之后使用连接酶连接两部分探针。

连接反应完成后，用一对通用引物扩增连接好的探针，

每个探针的扩增产物的长度都是唯一的，通过毛细管电

泳分离扩增产物，软件分析，得出结论。该方法灵敏

度较高，比定量 PCR 敏感，Mustorp 等[23]用此法检测

8 种主要食物过敏原(包括花生)，虽然没有检测出这些

过敏原，但在恶劣的条件也能有效地提取 DNA。而且

它是模块化的，因此可以很容易被删除或添加探针用

于其他特殊用途，此法可用作对传统的基于蛋白质的

补充方法。

1.2 其他新型检测方法

1.2.1 生物传感器

生物传感器的种类很多，原理也多种多样，而免

疫传感器和光传感器就是其中的两种。免疫传感器是利

用抗原与抗体专一性结合而导致检测装置信号变化设计

而成的一种传感器。具有高灵敏度，选择性高，降低

了检出下限；检测时间短，通常只需要几分钟或几十分

钟，而且免疫传感器成本低，易于推广；免疫传感器

轻巧方便，可随身携带，操作简便，不需专业培训。

Singn 等[24]就用纳米生物传感器成功检测了花生过敏原

Ara h 1，并发现传感器孔径越小越敏感，在 15nm 波长

处能检测最低质量浓度(0.04μg/mL)。传感器检测同时也

存在不足，敏感膜上抗原或抗体的固定量以及固定分子

的活性都很难控制，导致传感器使用的一致性和可靠

性差，使用寿命短。而且生物敏感膜的制备工艺复

杂，批量生产还有一些问题需要解决，所以还有待进

一步完善。

光纤表面等离子共振(SPR)生物传感器是基于 SPR原

理，当入射光在金属膜表面发生全内反射，产生消失

波，一定条件下消失波激发金属表面自由电子使之成为

等离子体。而当表面等离子体与消失波的频率、波数

相等，此时将发生共振，出现共振峰。如果金属表面

的样品折射率改变，共振峰的位置随之变化，建立起

折射率与共振峰位置的对应关系。通过对分子间相互作

用的动力学参数大小来评价生物分子间的相互作用。因

而可以实时观察生物分子间的相互作用，检测两种分子

结合的特异性，确定两种分子的结合强度，了解生物

分子的结合过程、结合 / 解离速度的快慢、结合位点和

结合顺序。Polleta 等[25]就采用光学纤维 SPR 生物传感器

与纳米磁珠抗体结合成功地快速准确检测了花生过敏原

Ara h 1，并将检测限精确在 0.09μg/mL。与 ELISA 相

比，快速灵敏、高通量、无需标记、可再生、定量

效果好、能实时检测生物分子结合解离的过程等，因

此具有良好的发展前景。

1.2.2 质谱法(MS)
无论是筛选还是确证检测技术，质谱这项技术已用

于检测花生过敏原，它具有灵敏度高，样品用量少，

分析速度快，分离和鉴定同时进行等优点而被广泛应

用。但是对样品的要求高，操作要求高，设备相对昂

贵等限制了它在这方面的应用。目前已用于花生检测的

主要有两种：LC-MS/MS 和 ICP-MS。
液相色谱 - 质谱联用(LC-MS/MS)是将复杂样品经过

液相色谱分离后，再用质谱仪检测的技术。即将色谱

的分离能力与质谱的定性功能结合起来，实现对复杂混

合物更准确的定量和定性分析。而且也简化了样品的前

处理过程，使样品分析更简便。花生蛋白成分复杂，可

用此法检测并分析, 质谱的检测方法一般用四极杆 - 飞行时

间质谱仪(Q-TOF-MS)。Chassaigne 等[26]就采用了此法检

测花生中的主要过敏原蛋白 Ara h 1、Ara h 2、Ara h 3/4。
Shefcheck 等[27]也采用先消化，再从巧克力中提蛋白，最

后 LC-MS/MS 检测的方法，成功定性检测 Ara h 1，该

方法检测限可提高到 2 × 10-6。而且很容易进行修改并

用于检测其他过敏原。

电感耦合等离子体质谱(ICP-MS)通过高频装置使氩

气电离，而氩离子和电子在电磁场作用下又会与其他氩

原子碰撞产生更多的离子和电子，形成涡流。强大的

电流产生高温，瞬间形成等离子焰炬。样品由载气带

入等离子体焰炬会发生蒸发、分解、激发和电离，辅
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助气用来维持等离子体，在配合质谱进行检测，是

花生过敏原检测的一种新方法，Careri 等 [28]采用此法

与 LC-MS/MS 法检测 Ara h 2 和 Ara h 3/4，检测限

分别为 2.2μg/g 和 5μg/g，回收率分别为(86 ± 18)% 和

(110 ± 4)%，都能很好的检验出花生过敏原，ICP-MS
与LC-MS/MS相比，ICP-MS的灵敏度较好，而LC-MS/MS
相对较差，但 I C P - M S 仍有一定的局限性，还有待

改 进 。

2 结  语

由于花生能引发严重的过敏反应，花生过敏受到全

世界的广泛关注，对花生过敏原蛋白的研究也日渐深

入。避免食入含花生的食物目前仍是花生过敏患者的最

佳选择，对食物中花生过敏原的检测显得尤为重要。传

统的检测方法，包括 ELISA 法和印迹法等被广泛用于过

敏原检测的同时，也在不断被改进，灵敏度得到提高，

样品消耗减小。一些新技术，如生物传感器、质谱法

等也被用于过敏原的检测，并逐渐成熟起来，具有广

阔的应用前景。
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