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荞麦过敏原特异性抗体酶联免疫

吸附法检测试剂制备

张  昕 1，崔晓东 2，王转花 2

(1.山西大学环境科学与工程研究中心，山西 太原      030006；
2.山西大学生物技术研究所，山西 太原      030006)

摘    要：以天然苦荞过敏蛋白包被聚苯乙烯微孔板，以鼠抗人 IgE 抗体标记辣根过氧化物酶，以间接酶联免疫吸

附法(indirect enzyme-linked immunosorbent assay，IELISA)检测病人血清中的特异性抗体，分析并建立关键操作步

骤及反应条件。结果表明：ELISA 反应的最适工作条件为包被的抗原质量浓度 100μg/mL、阳性血清稀释度 1:50、
酶标二抗稀释度 1:1000，37℃时封闭的最佳时间为 40min，包被抗原与阳性血清中抗体的最佳作用时间为 40min，
阳性血清与酶标二抗的最佳作用时间为 40min。本方法具有良好的特异性、重复性和精密度。
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Abstract：An indirect enzyme-linked immunosorbent assay (IELISA) was proposed to detect specific antibodies in tartary
buckwheat allergenic patients, sera using polystyrene micro-well plate coated with natural tartary buckwheat allergenic proteins
and horseradish peroxidase (HRP)-labeled mouse anti-human IgE. Key operations and reaction conditions were optimized. The
results showed that the optimal coating antigen concentration, positive serum dilution, HRP-labeled mouse anti-human IgE
concentration, blocking time at 37 ℃, reaction time between coating antigen and antibodies in positive sera, and reaction time
between positive sera and HRP-labeled mouse anti-human IgE were 100 μg/mL, 1:50, 1:1000, 40 min, 40 min and 40 min,
respectively. This method proved highly specific, repeatable and sensitive.
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食物过敏同保健食品和食品安全等，已成为食品卫

生研究中的重要问题。全球范围内，大约有 4%～6% 的

儿童和 2% 的成年人有食物过敏症[1]。患者一旦发生食物

过敏，症状通常十分严重。目前，我国对于食品过敏

研究还没有引起足够的重视，与国外发达国家相比有较

大的差距，这对于我国全民的身体健康构成了很大的威

胁。过敏原无处不在，因此患者清楚自己对何种食品

过敏，及早避开这些过敏原就显得至关重要。

近年来，富含生物类黄酮及多种生物活性成分的荞

麦、燕麦等产品不断问世，而食用这些食品引起的不

同程度过敏症也成为了生物学和医药学领域普遍关注的

热点问题。荞麦由于其独特的营养以及药用价值，在

世界各地已经成为一种普遍栽培的作物[2]。近年来关于

荞麦过敏的报道日益增多，许多人在食用或接触荞麦后

会产生休克、哮喘和皮疹等过敏症状[ 3 -7 ]。目前，有关

荞麦过敏的诊断在国外已有临床检测的产品，但它的检

测范围较窄，对于一些荞麦过敏的病例易造成漏检。间

接性 ELISA(indirect enzyme linked immunosorbent assay，
I E L I S A )诊断技术具有特异、敏感、快速、经济、可

自动化等特点，是过敏症早期快速诊断和免疫抗体监测

的有效实用技术[8-10]。

对荞麦食品过敏的患者首先应进行过敏原检测，只

有明确过敏原后，才能进行下一步针对性的预防和治

疗。本实验从前期得到的苦荞种子中，分离纯化得到

一种分子质量为 2 4 k D 的蛋白质，同时采用基因克隆、

定点突变及免疫学等技术确认其为苦荞麦食品中的主要
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过敏原 [ 1 1 - 1 2 ]。在此基础上，本研究将通过分离、纯化

获得苦荞过敏蛋白纯品，并对 ELISA 反应体系进行优

化，制备一种成本低、特异性高的荞麦过敏蛋白 ELISA
抗体检测试剂，为食物过敏症患者过敏原的检测、确

诊提供方法和试剂。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

血清来自于荞麦过敏患者(临床表现为哮喘、变异

性鼻炎、皮疹等症状)，特异性 IgE 浓度均大于 0.35IU/
mL；辣根过氧化物酶鼠抗人 IgE     美国 Southernbiotech
公 司 。

抗原包被液( 5 0 m m o l / L 碳酸盐缓冲液、2 . 9 3 g
NaHCO3、1.59g Na2CO3、1L ddH2O，pH9.6)，抗体

稀释液(8g NaCl、2.9g Na2HPO4·12H2O、0.2g KH2PO4、

0.5mL 吐温 -20、0.01mmol/L PBST、1L ddH2O，pH7.4)，
底物 - 邻苯二胺溶液(SIGMA FASTTM OPD Tablet Set，
S i g m a )临用前配制：0 . 1 m o l / L 柠檬酸、0 . 2 m o l / L
Na2HPO4·12H2O、12.5mL 蒸馏水，10mg 邻苯二胺，

临用前加质量分数 30% 的 H2O2 溶液。

酶标测定仪    美国 Bio-RAD 公司；CAP 系统    瑞典

Pharmacia 公司。

1.2 方法

1.2.1 抗原样品的制备

按照已报道的苦荞过敏蛋白的制备方法[13]，将脱脂

荞麦粉经缓冲液抽提、盐析、透析、离子交换和凝胶

过滤层析，得到电泳纯的 24kD 抗原，将抗原真空冻干，

备 用 。

1.2.2 ELISA 最佳反应条件选择

1.2.2.1 阳性血清最佳稀释度与抗原包被浓度的确定

采用方阵滴定法，用包被缓冲液将制备的抗原分别

按 5、10、20、30、40、50、100、200μg /mL 稀释

后包被 ELISA 板，抗原在使用前加入吐温 -20，使其终

体积分数达到 1 %。4℃过夜包被，倒尽液体，用洗涤

液(PBST)洗 3 次。用质量分数 1% 的明胶于 37℃水浴封

闭 1 h。用洗涤液洗 3 次，每排 1～8 孔分别加入按照

1:20、1:40、…、1:2560 倍稀释的阳性血清，再加入

酶标二抗(辣根过氧化物酶标记的鼠抗人 IgE)，洗 3 次，

最后加入邻苯二胺显色底物，37℃温育 15 mi n，加入

1mol/L H2SO4 溶液终止反应，在酶标仪上测定 OD490 处

的光密度。

1.2.2.2 酶标二抗最佳工作浓度的确定

用 1.2.2.1 节确定的最佳抗原包被浓度包被酶标板，

阳性血清也使用 1.2.2.1 节确定的最佳稀释度。酶标二抗

稀释度分别为 1:100、1:200、1:400、1:800、1:1600、

1:3200、1:6400 和 1:12800，具体操作同 1.2.2.1 节。

1.2.2.3 封闭液最佳作用时间的确定

使用 1.2.2.1 节确定的抗原包被浓度和阳性血清稀释

度，使用 1.2.2 .2 节确定的酶标二抗稀释浓度。用质量

分数 1 % 的明胶封闭酶标板，分别封闭 2 0、3 0、4 0、
5 0、6 0、7 0、8 0、9 0 mi n，具体操作同 1 . 2 . 2 . 1 节。

1.2.2.4 抗原抗体最佳作用时间的确定

使用 1.2.2.1 节确定的抗原包被浓度和阳性血清稀释

度，分别作用 20、30、40、50、60、70、80、90min，
使用 1.2.2.3 节确定的封闭液最佳作用时间，将酶标二抗

按步骤 1.2.2.2 节选择的浓度稀释后加入酶标板。具体操

作同 1.2.2.1 节。

1.2.2.5 阳性血清与酶标二抗最佳作用时间的确定

阳性血清与酶标二抗分别作用 20、30、40、50、
60、70、80、90min，其余步骤使用以上确定的条件

进行，具体操作同 1.2 .2 .1 节。

1.2.3 ELISA 阴、阳性血清标准临界值的确定

取一定数量的阴性血清样本，使用已建立的 ELISA
方法，并参考市售其他食品过敏原检测试剂盒使用说

明，确定标准临界值。大约 9 5 % 的阴性血清 O D 值与

平均值 0.05 相近，以阴性参考血清的 2 倍作为阳性判定

值。确定 P /N ＜ 2.1 为阴性、P /N ≥ 2.1 为阳性(P 为阳

性 O D 值、N 为阴性 O D 值)。依照上述步骤确定的条

件，本实验取阴性血清和阳性血清 8 份进行 ELISA 鉴

定，测量 O D 4 9 0 值，以绝对值法判定结果。

1.2.4 ELISA 质量鉴定

将阳性对照血清按照 1:50、1:100、…、1:6400 倍

稀释，选用质量浓度为 100μg/mL 的苦荞蛋白进行吸收，

然后进行 ELISA 特异性检测。同时测定选用质量浓度为

100μg/mL 的 BSA 溶液吸收阻断的阳性对照血清的 OD490

值与未加抗原的阳性对照血清的 OD 490 值。

另外取 2 例阴性血清(N 1、N 2)和 3 例阳性血清(P 1、

P2、P3)在同一条件和时间下进行 ELISA 重复性实验。实

验共重复测定 8 次，取 8 次测定值，计算其平均值、变

异系数以及相关统计学指标。

2 结果与分析

2.1 苦荞过敏蛋白的纯度分析

将苦荞蛋白的粗提物先后通 Sephadex  G-100 和

DEAE-Sepharose CL 6B 柱层析分离，十二烷基磺酸钠 -
聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate polyacryla-
mide gel electrophoresi，SDS-PAGE)检测其纯度。图 1
显示，纯化的 24kD 目的蛋白(上样量为 5μg)为单一条

带，纯度达到 9 5 % 以上，可满足后续研究。
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2.2 ELISA 最佳反应条件的确定

2.2.1 阳性血清最佳稀释度与最佳抗原包被浓度的确定

采用方阵滴定测定了阳性血清最佳稀释度和最佳抗原

包被浓度，结果显示当抗血清的稀释浓度为 1:40 和 1:80
时，各稀释度的抗原 OD 值均较高(表 1)。为了取样方

便，选定 1 :5 0 作为最佳的稀释度。当包被抗原质量浓

度为 100μg/mL 时，各稀释度的抗体即阳性血清的 OD
值最大，而当包被质量浓度为 200μg/mL 的时候，OD
值较小，原因可能是，质量浓度太高时，空间因素影

响了抗原抗体的结合。最后确定 100μg/mL、1:50 为抗

原包被与抗血清稀释的工作浓度。

包被抗原
         阳性血清稀释度

质量浓度/
(μg/mL)

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560

200 0.226 0.437 0.596 0.195 0.101 0.234 0.103 0.099
100 0.386 0.480 0.633 0.609 0.558 0.568 0.275 0.161
50 0.244 0.124 0.246 0.130 0.170 0.198 0.164 0.139
40 0.122 0.104 0.168 0.140 0.125 0.120 0.176 0.141
30 0.093 0.115 0.150 0.104 0.182 0.139 0.398 0.181
20 0.152 0.135 0.142 0.220 0.183 0.154 0.377 0.188
10 0.253 0.354 0.299 0.422 0.320 0.265 0.279 0.422
5 0.276 0.270 0.191 0.225 0.327 0.287 0.277 0.144

表 1 包被抗原和抗血清浓度的方阵滴定

Table 1   Titration matrix of coating antigen and
 positive antiserum dilution

2.2.2 酶标二抗最佳稀释度的确定

在确定最佳血清稀释度和最佳包被条件的情况下，

进一步确定酶标二抗的稀释度。从图 2 可以看出，当

稀释倍数处于 1:100～1:400 之间时，因为酶标二抗过

量，容易造成非特异性吸附，因此 O D 值较高；当倍

数大于 1:1600 时，由于抗体量不足，造成光密度值较

小。因此比较适宜的稀释倍数为 1:400～1:1600，本研

究选定 1:1000 为最佳稀释度。

2.2.3 封闭液最佳作用时间的确定

在 ELISA 反应中，封闭液的封闭效果和均一性对于

实验的结果至关重要。因此本研究选用纯度较好的明胶

作为封闭液，以减少实验的误差。在封闭液确定的条件

下对封闭的时间进行研究。发现在 40～60min 之间时，

OD 值比较稳定(图 3)，最终确定 40min 为最佳封闭时间。

2.2.4 抗原抗体最佳作用时间的确定

包被抗原和血清中抗体的结合强度和特异性程度是

ELISA 实验结果是否稳定的因素之一。通过对抗原抗体的

最佳作用时间进行探讨，发现在 30～60min 范围内，OD
值处于一个相对稳定的水平(图 4)，而作用时间大于 60min
后，OD 值明显偏大，最终选定最佳作用时间为 40min。

2.2.5 阳性血清与酶标二抗最佳作用时间的确定

泳道 1 为蛋白粗品；泳道 2 为纯化后的

目的蛋白；泳道 3 为分子质量标准蛋白。

图 1 目的蛋白的 SDS-PAGE 分析

Fig.1   SDS-PAGE analysis of purified protein from tartary buckwheat
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图 2 酶标二抗最适浓度的确定

Fig.2   Determination of optimal working concentration of HRP-labeled
mouse anti-human IgE

1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

O
D

49
0n

m

稀释倍数

100 200 400 800 1600 3200 6400 12800

图 3 封闭液最佳作用时间的确定

Fig.3   Determination of optimal blocking time
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图 4 抗原抗体最佳作用时间的确定

Fig.4    Determination of optimal incubation time of antigen and
antibody for conjugation
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阳性血清与酶标二抗的作用时间研究结果如图 5 显

示，在两者作用 40～60min 之间，OD 值比较稳定，因

此选定 40min 为最佳作用时间。

2.3 阳性血清标准临界值的确定

因为每次实验条件(包括试剂配制)会存在差异，一

般采用标本(P)与阴性对照(N)比值(P/N)的方法确定实验结

果属于阳性还是阴性。在得出标本和阴性对照的 OD 值

后，计算 P /N 值。P /N ＜ 2.1 为阴性、P /N ≥ 2.1 为阳

性，因此，标准临界值＝ 2.1 ×阴性对照 OD 值。本实

验将缓冲液作为阴性对照。为避免假阳性的出现，对

N 值作一些特殊规定，即如果实验中 N 值小于 0.05，则

按 0 . 0 5 计算。经测量后，8 份阳性血清 O D 值均大于

0 . 1 5，P / N ≥ 2 . 1，符合测定需要。

2.4 ELISA 质量判定

2.4.1 ELISA 特异性实验

阻断实验显示用苦荞抗原吸收不同稀释度的阳性对

照血清后，阳性血清的 OD490 值明显降低。而用 BSA 吸

收阻断的阳性对照血清后所测的 OD490 值，与未加抗原

的阳性对照血清的 OD490 值没有差异。说明本方法具有

良好的特异性。

2.4.2 ELISA 重复性实验

选取 2 例阴性血清和 3 例阳性血清在同一时间(t1)和
条件下重复测定 8 次，结果显示其 OD490 值变化不显著，

阳性样本 P 1、P 2、P 3 变异系数均小于 5 %，说明本方

案的精密度比较高。又在不同时间(t2)重复测定 8 次，所

测定的 8 次变异系数不超过 10%。

3 结  论

本实验从苦荞种子中分离纯化得到一种苦荞麦过敏

蛋白，纯度达到 9 5 % 以上，采用间接酶联免疫吸附法

初步建立了此过敏原的特异性抗体检测方法，确定用

ELISA 检测抗血清时的最适工作条件为包被的抗原质量

浓度 100μg/mL、阳性血清稀释度 1:50、酶标二抗稀释

度 1:1000，37℃时封闭的最佳时间为 40min，包被抗原

与阳性血清中抗体的最佳作用时间为 40min，阳性血清

与酶标二抗的最佳作用时间为 40min。ELISA 进行的 8 次

重复实验结果显示变异系数较低，证实本方法具有良好

的重复性，并且精密度也较好。

制备一个稳定且成熟的特异性过敏原检测试剂需要

通过大量的重复实验和临床检测，血清的样本数、抗

原的纯度、包被浓度、反应时间及温度等都会对结果

造成影响。本研究根据间接 ELISA 方法初步研制的检测

手段具有一定的特异性和稳定性，而对于荞麦食品过敏

原检测试剂的商品化开发还需要进一步研究。
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图 5   酶标二抗与阳性血清最佳工作时间的确定

Fig.5  Determination of optimal working time of HRP-labeled mouse
anti-human IgE and patients’positive sera
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