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本发明公开了一种检测水牛乳和羊乳中掺

伪牛乳的酶联免疫试剂盒。本发明所提供的检测

水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒，包

括包被的抗牛IgG的多克隆和高特异性单克隆抗

体和以牛IgG和牛IgG的Fc片段为抗原。本发明使

用高特异性抗体所建立的ELISA方法检测实际样

品稳定可靠，不易受基质干扰，具有较好的实际

应用价值和开发成商品化试剂盒的潜力，将打破

牛乳掺伪检测产品国外试剂盒垄断的局面。更重

要的是，通过建立具有自主知识产权的检测方

法，将为我国乳品掺伪的发生提供有效的预警技

术手段，保障消费者合法权益。

权利要求书2页  说明书5页  附图1页

CN 108226513 A

2018.06.29

CN
 1
08
22
65
13
 A



1.一种检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒，其特征在于：由多孔包被板，

缓冲液，牛IgG标准溶液，抗牛IgG的多克隆和高特异性单克隆抗体，酶标记的羊抗鼠抗体，

洗涤液所组成。

2.一种根据权利要求1所述检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒的检测方

法，包括免疫原、包被抗体和单克隆抗体的制备及样本前处理，其特征在于：

（1）抗体和抗体标记物的制备：使用牛IgG免疫新西兰大白兔，制备多克隆抗

体；使用本课题组先前报道的方法制备牛IgG的Fc片段，将其作为抗原免疫BALB/c小鼠

制备抗牛IgG的Fc片段单克隆抗体；抗体制备方法参考文献进行；使用分别包被牛IgG、绵羊

IgG、山羊IgG、水牛IgG的ELISA板按间接法对细胞株进行特异性筛选；使用硫酸铵沉淀法纯

化抗体；抗体的辣根过氧化物酶标记按课题报道过的抗原结合位点保护标记法进行；（2）单

克隆抗体的选择：5株效价较高的阳性细胞株被筛选出，并使用分别包被有1μg/m  L黄牛

IgG、绵羊IgG、山羊IgG、水牛IgG的ELISA板测试其特异性；表1可知，5株细胞中有3株对绵羊

IgG、山羊IgG和水牛IgG产生了不同程度的交叉反应，其中6E7的交叉反应接近100%，说明不

同种属具有某些相同的IgG抗原表位；李玲曾采用牛Ig  G制备抗体检测水牛的Ig  G含量，也

从侧面证明了这种交叉反应；因此研究必须通过细胞筛选避免这种交叉反应的发生；表1显

示，有2株细胞只对牛IgG产生反应，显示了良好的特异性；效价较高的2D9制备的抗体被用

于后续ELISA试验；ELISA试验中抗体的特异性至关重要，目前使用比较多的特异性抗体主

要是经过免疫吸附的多克隆抗体和通过随机细胞筛选制备的单克隆抗体；免疫吸附法是一

种制备多克隆特异性抗体的常用方法，其将可以发生交叉反应的蛋白固定在活化树脂上，

吸附多克隆抗体中可以发生交叉反应的抗体；该方法研发时间短、成本低，但是免疫吸附只

能降低交叉反应，并不能消除，仍然不能满足高特异性ELISA的要求；并且如果需要避免和

多个抗原的交叉，需进行多次免疫吸吸附，将放大多克隆抗体的批间差异，导致不适用于商

品化试剂盒的开发；于是，通过随机细胞筛选制备单克隆抗体，就成了获得稳定且特异抗体

的重要途径；课题组曾选用完整的牛IgG作为抗原免疫小鼠制备单抗，但是未获得理想的特

异性抗体；其原因在于，完整的IgG具有众多的抗原决定簇；Fab片段主要是抗体的可变区，

分布着同种异型和独特型抗原表位，所制备单克隆抗体可能会对同物种来源的样品产生识

别差异；而Fc片段为抗体的恒定区，有多个同种型抗原表位，是区分不同种属的重要标示

物；因此为了减少Fab片段的干扰，提高随机细胞株筛选的成功率，研究以Fc片段作为抗原

制备单抗，分泌特异性抗体细胞株的获得率达到了40%；（3）包被抗体的确定：研究分别对两

种反应模式的灵敏度进行了考察：一种是采用抗牛IgG兔多抗作为包被抗体配对酶标抗牛

IgG  Fc片段单抗作为二抗，另外一种是抗牛IgG  Fc片段单抗作为包被抗体配对酶标抗牛

IgG兔多抗作为二抗；由图1可知，这两种模式的IC50分别为8.9μg/m  L和4.3μg/m  L，采用抗

第二种反应模式（包被单抗）更为灵敏；单克隆抗体只结合蛋白上的一个表位，而多抗可和

蛋白上的多个抗原表位相结合；使用多克隆抗体作为包被抗体将封闭一部分抗原上的单抗

识别表位，从而使一部分抗原无法再和作为二抗的单抗相结合；而使用单克隆抗体作为包

被抗体则能克服这一缺点，从而获得更高的灵敏度；所以试验采用包被单抗的方式建立

ELISA方法；在孵育时间的选择上，延长样品溶液以及二抗的孵育时间能增加抗原抗体的结

合量，从而获得更高的灵敏度；但是掺伪检测不同于有害物检测，不需要极低的灵敏度，反

而检测时间才是最为宝贵的；所以试验所建立的方法，采用短时间孵育的方式，将ELISA的
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总孵育时间缩短在50min内完成，灵敏度达到100  ng/m  L。

3.根据权利要求l所述检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒的检测方法，

其特征在于：所述的固相载体是多孔包被板，采用48或者96孔的多微孔包被板作为固相载

体。

4.根据权利耍求l所述检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒的检测方法，

其特征在于：

（1）ELISA操作：每孔加纯化的抗牛IgG包被抗体100μL  4  ℃孵育过夜；第2天弃去包被

液，用洗涤液洗一遍，每孔再加200μL封闭液，37℃孵育3h，倒掉封闭液；每孔加100μL的牛Ig 

G标准溶液或样品溶液，阴性对照孔用PBS代替；37℃反应20  min，完后用PBST洗3次；每孔加

入100μL辣根过氧化物酶标记的抗牛Ig  G识别抗体，37℃反应20  min，完后用PBST洗3次；加

底物液，37℃反应10  min，H2SO4终止反应后上酶标仪读数；同时，采用棋盘法试验优化包被

抗体和二抗的最佳稀释倍数；

其特征在于：所述试剂盒还包括A  ,  B  ,  C  ,  D  ,  E  ,  F试剂液、G试剂液、H试剂液、I

试剂液、J试剂液；（2）ELISA检测抗体特异性：采用其他食品中常见的蛋白作考察对象，以测

定孔与阴性孔OD值之比大于2.1为阳性判断标准，采用双抗夹心E  LISA检测抗体与其之间

的交叉反应；（3）ELISA应用于实际样品的测定：从深圳市场和网上购买多种山羊乳、水牛

乳、牛乳样品，然后通过双抗夹心ELISA法定性测定样品中的牛IgG。

5.根据权利要求l所述检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒的检测方法，

其特征在于：所述的固相载体是多孔包被板，采用48或者96孔的多微孔包被板作为固相载

体。
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一种检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及一种检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒。

背景技术

[0002] 羊乳营养价值高，在国际营养界被誉为“乳中之王”。羊乳的脂肪颗粒较小，更易于

人体消化吸收，而且长期饮用羊乳不会引起肥胖。羊乳中的维生素及微量元素含量也明显

高于牛乳。羊乳粉是国内外营养专家一致认为最接近人乳的乳品，羊乳粉的蛋白质结构构

成与人乳的基本相同，含有大量的乳清蛋白，且不含牛乳中的某些可致过敏的异性蛋白。美

国、欧洲的部分国家均把羊乳视为营养佳品，欧洲鲜羊乳的售价是牛乳的7倍。

[0003] 水牛是我国南方重要的役用家畜，水牛乳也是老少皆宜的营养佳品，以水牛乳加

工的乳制品如广东顺德双皮奶等更是供不应求。水牛乳乳汁浓厚，清香无腋气，味道醇厚甜

美，不但乳脂肪和乳蛋白含量高，乳质佳，还富含锌、铁等矿物元素，且易于吸收，脂肪球大，

香味浓，既可加工成灭菌乳、酸乳供人们食用，也可加工成乳粉、炼乳、乳油等多种制品满足

人们的不同需要。

[0004] 羊乳和水牛乳作为乳制品的补充，越来越受到消费者的推崇，但是随着其市场的

扩大，也出现了有关羊乳和水牛乳质量的问题。由于牛乳较羊乳和水牛乳价格便宜，一些不

法商贩在羊乳或水牛乳中掺牛乳成份以此来欺骗消费者。虽然羊乳、水牛乳与普通牛乳营

养成分不同，但表观理化性质相似，在羊乳和水牛乳中掺入普通牛乳靠感官和一般理化分

析难以辨别。目前报道用于羊乳和水牛乳的乳源性掺假的非免疫学方法包括气相色谱、液

相色谱、聚丙烯凝胶电泳，毛细管电泳和PCR技术等，但这些方法均操作繁琐，检测时间长。

以特征蛋白为分析目标的酶联免疫检测（ELISA）以其简单、快速和高通量等优点成为乳品

掺伪研究的热点方法。但是这些方法基本都基于乳品的高丰度蛋白，如酪蛋白和β-乳球蛋

白，这些方法可以高灵敏度的检测使用羊乳中的掺伪情况，但是由于牛和水牛亲缘关系较

近，所制备的抗体易于和水牛乳蛋白产生交叉反应，因此不能检测掺伪的水牛乳。IgG以其

某些特有的抗原表位，成为反映物种属性的标志蛋白，而液态乳中IgG含量高，容易被检出，

使得以其作为目标检测物区分羊乳和水牛乳中掺伪牛乳成为可能。试验通过制备特异性识

别牛IgG  Fc片段的同种型表位的单克隆抗体，建立了水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的双抗夹心

ELISA方法。

发明创造内容

[0005] 本发明的目的是提供一种检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒。

[0006] 本发明所提供的检测检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒，包括包括

免疫原、包被抗体和单克隆抗体的制备及样本前处理。

[0007] 为了更方便现场监控和大量样本筛查，所述试剂盒还包括A  ,  B  ,  C  ,  D  ,  E  , 

F试剂液、G试剂液、H试剂液、I试剂液、J试剂液。

[0008] 所述A  ，B  ，C  ，D  ，E  ，F试剂液为牛IgG标准溶液。
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[0009] 所述G试剂液为酶标二抗。

[0010] 所述H试剂液为四甲基联苯胺。

[0011] 所述I试剂液为PBS洗涤液。

[0012] 所述J试剂液为终止液。

[0013] 可作为固定抗体与载体蛋白的偶联物的载体的物质很多，如聚苯乙烯等。该载体

的形式可以是试管、微量反应板凹孔、小珠、小圆片等。

[0014] 本发明的检测原理为分别以牛IgG和牛IgG的Fc片段为抗原,  制备抗牛IgG的多克

隆和高特异性单克隆抗体,  并将以此蛋白作为包被抗体,  构建双抗夹心ELISA方法，显色

后终止，测定样品吸光值，该值与样品中伪牛乳含量呈正相关，与标准曲线比较即可得出伪

牛乳的含量。同时根据酶标板上的样品颜色的深浅，与系列浓度的标准溶液颜色的比较可

判断样品的浓度范围。

[0015] 本发明主要采用直接竞争ELISA方法定性或定量检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的

酶联免疫试剂盒，使用高特异性抗体所建立的ELISA方法检测实际样品稳定可靠，不易受基

质干扰，具有较好的实际应用价值和开发成商品化试剂盒的潜力，将打破牛乳掺伪检测产

品国外试剂盒垄断的局面。更重要的是，通过建立具有自主知识产权的检测方法，将为我国

乳品掺伪的发生提供有效的预警技术手段，保障消费者合法权益。

附图说明

[0016] 图1  双抗夹心ELISA标准曲线。

[0017] 图2 混合乳样品的ELISA检测结果。

具体实施方式

[0018] 实施例１、抗体及酶标抗体的制备

(1)抗体和抗体标记物的制备：使用牛IgG免疫新西兰大白兔，制备多克隆抗体。使用本

课题组先前报道的方法制备牛IgG的Fc片段，将其作为抗原免疫BALB/c小鼠制备抗牛IgG的

Fc片段单克隆抗体。抗体制备方法参考文献进行。使用分别包被牛IgG、绵羊IgG、山羊IgG、

水牛IgG的ELISA板按间接法对细胞株进行特异性筛选。使用硫酸铵沉淀法纯化抗体。抗体

的辣根过氧化物酶标记按课题报道过的抗原结合位点保护标记法进行。

[0019] (2)单克隆抗体的选择：5株效价较高的阳性细胞株被筛选出，并使用分别包被有1

μg/m  L黄牛IgG、绵羊IgG、山羊IgG、水牛IgG的ELISA板测试其特异性。表1可知，5株细胞中

有3株对绵羊Ig  G、山羊IgG和水牛IgG产生了不同程度的交叉反应，其中6E7的交叉反应接

近100%，说明不同种属具有某些相同的IgG抗原表位。李玲曾采用牛Ig  G制备抗体检测水牛

的IgG含量，也从侧面证明了这种交叉反应。因此研究必须通过细胞筛选避免这种交叉反应

的发生。表1显示，有2株细胞只对牛IgG产生反应，显示了良好的特异性。效价较高的2D9制

备的抗体被用于后续ELISA试验。ELISA试验中抗体的特异性至关重要，目前使用比较多的

特异性抗体主要是经过免疫吸附的多克隆抗体和通过随机细胞筛选制备的单克隆抗体。免

疫吸附法是一种制备多克隆特异性抗体的常用方法，其将可以发生交叉反应的蛋白固定在

活化树脂上，吸附多克隆抗体中可以发生交叉反应的抗体。该方法研发时间短、成本低，但

是免疫吸附只能降低交叉反应，并  不能消除，仍然不能满足高特异性ELISA的要求。并且如
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果需要避免和多个抗原的交叉，需进行多次免疫吸吸附，将放大多克隆抗体的批间差异，导

致不适用于商品化试剂盒的开发。于是，通过随机细胞筛选制备单克隆抗体，就成了获得稳

定且特异抗体的重要途径。课题组曾选用完整的牛IgG作为抗原免疫小鼠制备单抗，但是未

获得理想的特异性抗体。其原因在于，完整的IgG具有众多的抗原决定簇。Fab片段主要是抗

体的可变区，分布着同种异型和独特型抗原表位，所制备单克隆抗体可能会对同物种来源

的样品产生识别差异。而Fc片段为抗体的恒定区，有多个同种型抗原表位，是区分不同种属

的重要标示物。因此为了减少Fab片段的干扰，提高随机细胞株筛选的成功率，研究以Fc片

段作为抗原制备单抗，分泌特异性抗体细胞株的获得率达到了40%。

[0020] (3)  包被抗体的确定：研究分别对两种反应模式的灵敏度进行了考察：一种是采

用抗牛IgG兔多抗作为包被抗体配对酶标抗牛IgG  Fc片段单抗作为二抗，另外一种是抗牛

IgG  Fc片段单抗作为包被抗体配对酶标抗牛IgG兔多抗作为二抗。由图1可知，这两种模式

的IC50分别为8.9μg/m  L和4.3μg/m  L，采用抗第二种反应模式（包被单抗）更为灵敏。单克隆

抗体只结合蛋白上的一个表位，而多抗可和蛋白上的多个抗原表位相结合。使用多克隆抗

体作为包被抗体将封闭一部分抗原上的单抗识别表位，从而使一部分抗原无法再和作为二

抗的单抗相结合。而使用单克隆抗体作为包被抗体则能克服这一缺点，从而获得更高的灵

敏度。所以试验采用包被单抗的方式建立ELISA方法。

[0021] 在孵育时间的选择上，延长样品溶液以及二抗的孵育时间能增加抗原抗体的结合

量，从而获得更高的灵敏度。但是掺伪检测不同于有害物检测，不需要极低的灵敏度，反而

检测时间才是最为宝贵的。所以试验所建立的方法，采用短时间孵育的方式，将ELISA的总

孵育时间缩短在50min内完成，灵敏度达到100  ng/m  L。

[0022] 根据权利要求l所述检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒的检测方

法，其特征在于：所述的固相载体是多孔包被板，采用48或者96孔的多微孔包被板作为固相

载体。

[0023] 实施例2、检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒

（1）检测水牛乳和羊乳中掺伪牛乳的酶联免疫试剂盒的结构

该试剂盒主要由盒体、铝膜真空包装96/40孔孔酶标板、A  ,  B  ,  C  ,  D  ,  E  ,  F试剂

液、G试剂液、H试剂液、I试剂液、J试剂液。酶标板由塑料支架和各自分开的带孔的塑料条组

成。

[0024] （2）所用试剂的配制

A  ，B  ，C  ，D  ，E，F试剂液：牛Ig  G标准溶液，其浓度分别为0、0.01、0.1、1、10、100μg/

mL。

[0025] 所述G试剂液为酶标二抗。

[0026] 所述H试剂液为四甲基联苯胺。

[0027] 所述I试剂液为PBS洗涤液。

[0028] 所述J试剂液为终止液。

[0029] 实施例3、样品检测

每孔加纯化的抗牛IgG包被抗体100μL  4  ℃孵育过夜。第2天弃去包被液，用洗涤液洗

一遍，每孔再加200μL封闭液，37℃孵育3  h，倒掉封闭液。每孔加100μL的牛IgG标准溶液或

样品溶液，阴性对照孔用PBS代替。37℃反应20  min，完后用PBST洗3次。每孔加入100μL辣根
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过氧化物酶标记的抗牛Ig  G识别抗体，37℃反应20  min，完后用PBST洗3次。加底物液，37℃

反应10  min，H2SO4终止反应后上酶标仪读数。同时，采用棋盘法试验优化包被抗体和二抗

的最佳稀释倍数。

[0030]  实施例4、试剂盒灵敏度、特异性、精密度和准确度

1.试剂盒灵敏度试验

将2种不同杀菌工艺的牛乳样品按不同比例掺入水牛乳中进行ELISA检测。图2显示，试

验所建立的方法对巴氏杀菌乳灵敏度较好，巴氏杀菌牛乳在混合乳中的含量在0.2%时即可

被检出，UHT灭菌牛乳由于经过高温处理会使部分IgG变性，导致低于1.0%的掺入量后，检测

结果为阴性。但是实际上为了谋取非法利益，掺伪产品的掺入量将远高于1.0%，所以1.0%的

检出限仍能满足实际检测工作的需要。

[0031] 2.抗体的交叉反应

采用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。由表2可知，该

方法特异性良好，对食品几种常见的蛋白无交叉反应，不易出现结果误判。

[0032] 3.方法的添加回收率

液态乳不需要经过复杂的前处理，只需要12000  r/min离心5  min除去脂肪即可用于

ELISA检测，试验分别在山羊乳、绵羊乳和水牛乳中添加牛IgG，结果见

表3。表3表明，该方法的平均回收率在98.7%，平均相对标准偏差为9.9，最大值不超过

12%，说明该方法准确度高，稳定性好。

[0033] 表1 间接ELISA测定细胞上清抗体的交叉反应

表2  与各蛋白的交叉反应率

 反应物 IC50/μg•mL-1 交叉反应率/%

牛IgG 9.3 100

Α-酪蛋白 >104 <1.0

β-酪蛋白 >104 <1.0

κ-酪蛋白 >104 <1.0

γ-酪蛋白 >104 <1.0

Α-乳白蛋白 >104 <1.0

乳铁蛋白 >104 <1.0

Β-乳球蛋白 >104 <1.0

山羊IgG >104 <1.0

表3 方法的添加回收率
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