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大豆主要致敏蛋白及其检测技术研究进展
邢玉飞，布冠好*，陈复生，常永锋，王美月

（河南工业大学粮油食品学院，河南 郑州 450001）

摘  要：大豆是常见的食物过敏原之一，能够引发严重的过敏反应。目前，由于缺乏对大豆过敏的明确治疗方法，

大豆过敏人群只能避免摄入含有大豆的食物。但在实际的食品生产过程中会添加不同的食品配料，且加工过程复

杂，难以准确检测部分食品中是否含有大豆过敏原。因此对于食品中大豆过敏原检测方法的研究变得尤为重要。本

文主要阐述大豆中主要致敏蛋白及其结构特性，并详细总结目前用于大豆过敏原检测的主要技术，对于有效避免大

豆过敏、保证过敏人群生命健康具有重要意义。
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大豆中含有丰富的蛋白质及多种人体必需氨基酸，

是一种重要的植物性蛋白资源，常被加工成各种食品，

如酱油、豆豉和豆浆等[1]。同时，大豆还可以作为保健品 

及医药制品的原料[2]。然而，大豆在部分国家是优先过敏原[3]。 

据统计，大豆过敏影响了大约0.2%～0.4%的人群[4-5]， 

其在儿童中的过敏率高达13%[6]。随着植物基食品种类
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及大豆副产品的逐渐增加，大豆过敏的发病率也在不断

上升[7]。据相关报道，引发大豆过敏反应的阈值水平在

0.001 3～500 mg[8]。现阶段，食物过敏是第四大公共卫生

问题[8-9]，而大豆过敏是一种重要的食物过敏反应。食物

过敏大多是由免疫球蛋白（immunoglobulin，Ig）E介导

的速发型过敏反应，当过敏性人群二次接触过敏原时，

会刺激人体产生一系列免疫性反应，其机理为过敏原特

异性IgE与肥大细胞表面上的高亲和力IgE受体（receptor I  
for the Fc fragment of IgE，FcεRI）相交联[10]，使细胞

内已有的或新合成的白细胞介素（interleukin，IL）-3、
IL-5、IL-13等细胞因子释放，并通过刺激嗜碱性粒细胞等

其他炎症细胞激发过敏反应。由此引发皮肤、呼吸道及消

化道症状，如皮疹、荨麻疹、哮喘、腹泻、腹痛等[11]，严

重时可导致过敏性休克[12]。

由于食品工业的高速发展及食品加工程度的不断深

化，食物中的组分越来越复杂，其中微量过敏原成分的

存在使得食物过敏的发生率不断增加。食物过敏主要发

生在工业化国家[13]，多数工业化国家均强制性要求商家

将大豆、花生、牛奶、鸡蛋等主要食品过敏原在食品标

签中有所显示[14]。目前，除对麸质的含量进行规范外，

大多数过敏原的标识仅存在于定性阶段，即标明了“含

有”或者“可能含有”[15]。当前，由于缺少对食品过敏

的有效治疗手段，所以敏感人群要严格避免摄入含有一

种或多种过敏原的食物。然而，大豆及其副产品广泛添

加于许多素食和肉类食品中，通过饮食避免食物过敏变

得较为困难。因此，对于大豆致敏蛋白特性的深入了解

及研究快速、精确和标准化的过敏原检测方法具有重要

的实际意义。

1 大豆主要致敏蛋白及结构特性

根据超速离心分类法，大豆蛋白可分为4 种主要蛋

白质，分别为2S、7S、11S及15S球蛋白组分[15]。大豆中

已有38 种过敏原被识别[16-18]，根据致敏蛋白的组分含量

及其致敏能力的差异，β-伴大豆球蛋白、大豆球蛋白、

Gly m Bd 30K、Gly m Bd 28K被列为主要致敏成分[19]。

1.1 β-伴大豆球蛋白

β-伴大豆球蛋白属于贮藏蛋白，其含量约占大豆总

蛋白的30%[20]，分子质量约为210 ku，属于7S球蛋白。

由α’（～71 ku）、α（～67 ku）和β（～50 ku）3 种亚

基通过疏水相互作用及静电相互作用连接形成三聚体糖

蛋白[21]。亚基α和α’由延伸区和核心区组成，其延伸区

的氨基酸数量分别为125及141。而β亚基仅有一个核心 

区[15,22]，其氨基酸数量为418。3 种亚基随机组合形成3 种
同三聚体（如α3、α’3、β3）和7 种异三聚体（如αα’2、

α2α’、αα’α2、α’2β、α’β2、α2β、αβ2），其中β3的立体图如

图1所示[23]。研究发现这3 种亚基都有不同程度的致敏性， 

其中β-伴大豆球蛋白的α亚基能被23%的患者血清识别，

并且这3 种亚基之间具有较高的同源性[24]。其中，对于核

心区，α与α’的同源性为90.4%，α与β的同源性为76.2%，

α’与β的同源性为75.5%[16-17]；而α和α’之间的延伸区具有

57.3%的序列同一性 [25]。

A B

A.俯视图；B.侧视图（90°）；图2同。

图 1 β-伴大豆球蛋白β3的透视图[23] 

Fig. 1 Ribbon diagrams of β-conglycinin β3
[23]

1.2 大豆球蛋白

大豆球蛋白也是一种贮藏蛋白，约占大豆总蛋白含

量的19.5%～23.1%[18-19]，其分子质量约为360 ku，属于11S
球蛋白。大豆球蛋白由氢键连接的5 个主要亚基对组成，

其主要亚基对根据氨基酸序列可以分为两组（组1包括

A1aB1b、A1bB2、A2B1a；组2包括A3B4、A5A4B3）[26]， 

每个亚基对的分子质量约60 ku。目前已知的大豆球蛋白

酸性多肽链有6 种：A1a、A1b、A2、A3、A4和A5，其

分子质量为35～40  ku；碱性多肽链有5种：B1a、B1b、
B2、B3和B4，其分子质量均为22 ku。除了A5A4B3以
外，其他亚基对均由1 个酸性A肽链和1 个碱性B肽链通

过二硫键组成A-S-S-B单体形式[27]。研究表明，酸性多

肽链与碱性多肽链的结合并不是随机的，而是形成独特

的酸性-碱性对[28]。Badley等[29]利用电子显微镜和X射线

散射技术，首次揭示了大豆球蛋白的四级结构，阐明

大豆球蛋白的物理形状是一个低扁圆柱体，其尺寸为

11.0 nm×11.0 nm×7.5 nm，其中两个三聚体位于另一个

三聚体之上，从而形成大豆球蛋白六聚体。同时两个三

聚体通过静电作用相互连接，而三聚体中的亚单元则主

要通过疏水力结合。迄今为止，仅有含A3B4亚单位的大

豆球蛋白同型六聚体被确定了晶体结构，如图2所示[30]。

在不同的离子强度、pH环境及热处理条件下，大豆球蛋

白可被解离为亚基、成分多肽和半分子形式，但是天然

状态下大豆球蛋白的分子结构十分紧密，一般难以被酶

解和催化[31]。针对致敏性而言，大豆球蛋白的致敏性弱

于β-伴大豆球蛋白[24-25]，其中大豆球蛋白碱性多肽链的致

敏性较弱，而酸性多肽链的致敏性较强，原因是酸性多

肽链与IgE、IgM、IgA有较强的结合活性。
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图 2 大豆球蛋白A3B4的透视图[30] 

Fig. 2 Ribbon diagrams of glycinin A3B4[30]

1.3 Gly m Bd 30K

Gly m Bd 30K，又称P34，是一种半胱氨酸蛋白酶，

广泛存在于大豆细胞液泡中[32]。Gly m Bd 30K是单体蛋

白，其氨基酸数量为379 个，分子质量为34 ku，属于7S

球蛋白，约占大豆总蛋白含量的1%[18]，其结构如图3所

示[33]。研究发现，66.5%的大豆过敏患者对Gly m Bd 30K

识别并产生过敏反应，因此认为其属于大豆中的主要致

敏蛋白[19,34]。同时，Gly m Bd 30K是一种糖蛋白，其N端

170位氨基酸处是一个多糖链结合位点。研究表明，蛋白

质的糖基化位置在其致敏性方面发挥重要作用[35-36]，因此

Gly m Bd 30K存在一定致敏性。

图 3 Gly m Bd 30K的透视图[33]

Fig. 3 Ribbon diagram of Gly m Bd 30K[33]

1.4 Gly m Bd 28K

Gly m Bd 28 K是由473 个氨基酸残基组成的糖蛋白[27-28]， 

其分子质量为26 ku，等电点为6.1，主要存在于7S球蛋白

中，约占大豆总蛋白含量的0.5%[37]，其蛋白结构如图4 

所示[38]。23%的大豆过敏患者可以对Gly m Bd 28K产生

过敏反应[34]，其致敏表位最主要反映在其N端氨基酸序

列：FHDDEGGDKKSPKSLFLMSSTR[19,38]，其多糖结合

位点位于多肽链20位天冬酰胺处，该多糖由甘露糖、 

N-乙酰氨基葡萄糖、木糖及海藻糖以物质的量比3∶2∶1∶1

组成[39]。研究表明，去糖基化后Gly m Bd 28K的致敏性

完全消失[18]。

图 4 Gly m Bd 28K的透视图[38]

Fig. 4 Ribbon diagram of Gly m Bd 28K[38]

2 检测技术

根据识别物质的不同，目前食品过敏原的检测技术

可分为基于蛋白水平和基于核酸水平的检测技术。基于

蛋白质水平的检测技术包括酶联免疫吸附测定（enzyme-
linked immunosorbent assay，ELISA）、免疫印迹法

（Western blotting）、免疫层析法、质谱法及生物传感

器法；基于核酸水平的检测技术有实时定量聚合酶链式

反应（quantitative real-time polymerase chain reaction，
qPCR）、环介导等温扩增（loop-mediated isothermal 
amplification，LAMP）技术。本文主要介绍当前大豆过

敏原检测方法的基本原理、优缺点及实际应用，为后续

研究提供依据。

2.1 基于蛋白水平的检测技术

2.1.1 ELISA

ELISA基于抗原-抗体的特异性结合对过敏原进行

免疫测定，通过间接指标对过敏原含量进行定性或定量

检测，不需要复杂或昂贵的设备[40]。ELISA作为常见的

免疫学检测技术，已广泛应用于大豆中主要抗原蛋白的

检测[41]。ELISA根据固定抗原方法的不同，可分为直接

法和间接法，其中间接法包括夹心法及竞争法，不同

ELISA方法的原理示意图如图5所示。Xi Jun等[42]建立了

一种基于自制的重组蛋白Gly m Bd 28K及单克隆抗体的

竞争性ELISA法测定食品样品中的Gly m Bd 28K，其检

测限为0.235 μg/L，平均回收率为96.73%。Ma Xi等[43]基

于自制的单克隆抗体4B2，建立了竞争性ELISA法检测

大豆球蛋白，其检测限为0.3 ng/mL，定量线性范围为

0.3～11.2 ng/mL。Segura-Gil等[44]开发出可检测β-伴大豆

球蛋白的两种检测方法，结果显示间接竞争ELISA法及

夹心ELISA法的检测限分别为30 ng/mL及0.90 ng/mL，
定量线性范围分别为10～3 000 ng/mL及2～15 ng/mL。
Smirnova等[45]建立了检测食品中大豆原料的竞争性ELISA
法，以大豆胰蛋白酶抑制剂为识别物质，该方法的检

测时长为60 min，检测限为3.5 ng/mL，定量线性范围为
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7.7～110 ng/mL，研究结果证明该方法可用于检测肉类食

品中的大豆过敏成分。夹心ELISA法检测灵敏度明显高于

竞争性ELISA法，但更适合于未加工大豆蛋白的检测，

而竞争性ELISA法则更适合检测加工后的大豆制品[46]。 

基于单克隆抗体所建立的ELISA法检测精准度高于基于

多克隆抗体的ELISA法[47]。

A B

C

D

E

/

A.直接ELISA法；B.间接ELISA法；C.夹心式ELISA法；D.含标

记抗体的竞争性ELISA法；E.含标记抗原的竞争性ELISA法。

图 5 ELISA的检测原理

Fig. 5 Principle of enzyme-linked immunosorbent assay

2.1.2 免疫印迹法

免疫印迹法又称蛋白质印迹法，是基于抗体的特

异性来鉴定抗原的有效检测方法。首先进行十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE），随后将

聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白质样品电转移至聚偏二氟乙烯

膜（polyvinylidene fluoride，PVDF）上。利用一抗作为

“探针”，用标记的二抗进行“显色”，对样品进行检

测与分析[48]，免疫印迹法的具体步骤及原理如图6所示。

Matsuo等[49]基于免疫印迹法，以IgE结合能力为指标，对

比了转基因大豆及非转基因大豆的过敏原性，结果显示

这两种大豆之间并无致敏性差异。免疫印迹法兼具电泳

的高分辨力及免疫测定法的高特异性及敏感性等优点，

可用于抗原的定性和半定量检测[50]。相比于ELISA，免

疫印迹法的灵敏度较低，对检测样品中的大豆过敏原仅

能进行定性或半定量检测，但是其可以追踪不同食物加

工阶段产物中所有蛋白和肽段图谱。此外，免疫印迹法

可以有效避免由于蛋白抑制剂的存在导致的检测结果假

阴性现象[50]。

1. SDS-PAGE

2. 

3. 

6. 5. 4. 
Western blot

PA
G

E

148 kDa
98 kDa
64 kDa
52 kDa

45 kDa
36 kDa

22 kDa

－
－

＋

＋

_

＋

图 6 免疫印迹法的检测原理

Fig. 6 Principle of Western blotting

2.1.3 免疫层析法

免疫层析法基于抗原-抗体的特异性结合，首先将抗

体预包被于硝化纤维素（nitrocellulose，NC）膜上，待

测样品通过毛细作用涌动到预包被抗体区域时被捕获，

使用酶标或胶体金作为检测标志物，从而得到可视化结

果，以纤维素膜上显色条带及其颜色的深浅等作为评价

指标，从而实现过敏原的定性或定量检测[48]，检测原理

如图7所示。Wang Yao等[51]建立了胶体金标记的试纸条并

应用于奶粉中大豆球蛋白的检测，利用自制的多克隆抗

体及胶体金标记的多克隆抗体，成功组装了可精准检测

大豆球蛋白的试纸条，最低检测限为46.1 ng/mL，定量线

性范围为50～3 200 ng/mL。Wang Yao等[52]利用胶体金标

记的小鼠抗β-伴大豆球蛋白单克隆抗体和兔抗β-伴大豆球

蛋白多克隆抗体，建立了基于夹心法的快速侧向流动胶

体金免疫分析试纸条，以专门鉴定大豆过敏原β-伴大豆

球蛋白，检测时间为10 min，检测限为1.66 mg/kg。该检

测方法显示出对β-伴大豆球蛋白的高特异性，并且与其

他食品过敏原没有交叉反应。该检测试纸条对奶粉样品

中β-伴大豆球蛋白的检测范围在80.8%～89.2%之间。相

比于ELISA法，免疫层析法虽然检测时间较短，但是其

精准度较低。免疫层析法操作简单、用时较短，通过增

加检测线（T线）可以进行高通量检测。为了有效提高免

疫层析法的灵敏度，未来可以将单克隆抗体与新型材料

标志物如荧光量子点相结合。

PVCNCCT

T线.检测线；C线.质控线；PVC.聚氯乙烯（polyvinyl chloride）。

图 7 免疫层析法的检测原理

Fig. 7 Principle of immunochromatograpgy

2.1.4 生物传感器

生物传感器通过生物识别元件识别并响应食物中的

过敏原，再由换能器将其转化为定量的光电信号来实现

检测[53]，其工作原理如图8所示。根据换能器的不同，生

物传感器可以分为光学生物传感器、电化学生物传感器

及压电传感器三类。作为一类新的检测方法，它具有快

速、灵敏度高、自动化程度高、实时监测等优点，近年

来已被广泛应用于食物过敏原方面的检测。Sundhoro等[54] 

将分子印迹聚合物（molecularly imprinted polymers，
MIPs）固定到丝网印刷电极上，并将其与电化学生物传

感器相结合，以实现对大豆球蛋白精准、高效的检测，

其检测限为0.1 mg/L。Wang Wei等 [55]开发出无标记的 
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芯片，用以检测Gly m Bd 30K在食品基质中的含量，其

可在15 min内检测出1 mg/mL的Gly m Bd 30K。生物传

感器技术兼具免疫检测技术及光电技术的优点，在大豆

过敏原检测中，选用最佳生物传感器并扩大检测范围是

未来的发展热点之一。此外，为了更好地检测大豆过敏

原，高灵敏度、集成化、微型化及商业化的生物传感器

也是未来研究的主要方向之一。

图 8 生物传感器的检测原理

Fig. 8 Principle of biosensor

2.1.5 质谱法

液相色谱串联质谱（liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry，LC-MS/MS）法检测的基本原理是样

品通过离子源从而被电离成不同带电粒子，利用加速电

场使带电粒子进入质量分析器，接着在电场及磁场的双

重作用下，将不同质荷比（m/z）的离子分离并计算其

分子质量，最后通过计算机对蛋白质或肽段进行鉴定分 

析[39-40]，其工作原理如图9所示。Chen Shimin等[56]成功建

立质谱法，筛选出大豆中11 种过敏原的特征标识肽段，

为食品中大豆过敏原的检测提供了技术支撑。Montowska
等 [57]基于LC-MS/MS法检测寿司中的大豆、牛奶及鸡

蛋清3 种食物中过敏原的含量，结果显示大豆及鸡蛋清

中过敏原的检测限为0.45%（m/m），牛奶中过敏原的

检测限为0.14%（m/m）。Gu Shuqing等[58]成功建立了 

LC-MS/MS检测方法，对巧克力基质中含有的8 种过敏原

进行多重检测，对牛奶、大豆、花生、坚果的检测限分

别为0.2～0.4、1.0～4、2.5～4、1～3 μg/g，并且其加标

回收率为60.1%～92.4%，表明所建立的检测方法有效且

精准。质谱方法虽然克服了免疫学技术遇到的问题，即

在食品加工处理后导致蛋白质的结构发生变化后，无法

有效、精准地检测过敏原，但其需要使用昂贵的设备，

维护成本很高，而且需要由训练有素的人员操作[58]。现

阶段，由于质谱法具有检测灵敏度高、检测时间短、检

测用量少及可进行分离鉴定等特点，已广泛应用于大豆

过敏的检测中。

Q1 Q2 Q3

1

2

3

3

3

图 9 LC-MS/MS的检测原理

Fig. 9 Principle of liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

2.2 基于核酸水平的检测技术

2.2.1 qPCR

PCR技术是一种在体外将少量初始样品中的目的基

因进行大量扩增的核酸合成技术。随着科学技术的发

展，qPCR技术也开始在过敏原检测中有所应用[59-60]。随

着荧光化学物质的发展，基于其荧光特性实时定量监测

扩增过程即为qPCR技术，其利用体外大量扩增的核酸产

物来进行样品检测。可在PCR体系中加入荧光基团，通

过所产生的荧光信号变化来动态监测整个反应过程[46]。 

qPCR是在食品过敏原检测中应用最为广泛的一项基因

水平检测技术。qPCR的特异性和灵敏度均优于普通

PCR，在进行定性分析的同时，实现了在复杂食品基质

中对多重过敏原的定量分析。兰海鸥[61]成功建立了qPCR
方法，可精准检测出大豆、核桃及花生的过敏成分，其

最低检测限均为0.01 ng/μL。张舒亚等[62]以大豆主要过敏

蛋白P34为靶标，建立并优化了特异性强、灵敏度高的

qPCR检测方法，最低检测限为10 mg/kg。Ladenburger等[63] 

成功研发出两种可应用于定量检测花生及大豆的竞争性

qPCR检测方法，建立了针对其线粒体DNA序列的PCR
引物及探针，其定量检测范围是1～100 mg/L，该检测方

法可定量检测商业食品中微量的花生和大豆。然而利用

PCR检测大豆过敏原容易出现假阳性或假阴性结果，因

此PCR在大豆过敏原检测中的应用有所局限。

2.2.2 LAMP技术

LAMP技术是根据6～8 种不同的靶基因DNA序列

开发设计出4～6 种特异性引物，60～65 ℃恒温下在链

置换DNA聚合酶作用下进行大量扩增，短时间内可实现

靶基因的特异性显著扩增[64]。LAMP的分析检测结果通

过反应体系中样品颜色等变化进行评估。与传统的PCR
和qPCR检测方法相比，LAMP具有许多优点，如恒温

扩增、反应时间短、检测结果可通过肉眼判断等。该方

法最主要的难点在于引物的设计，其直接决定了检测方

法的准确性[49]。张舒亚等[65]成功设计6 条引物，建立了

LAMP检测方法，可在60 ℃、40 min内成功检出大豆过

敏原成分，灵敏度可达0.01%。Allgöwer等[66]利用多拷

贝基因ORF160b的循环介导等温扩增引物，结合侧向流

动免疫法评估LAMP在复杂食品基质中检测大豆成分的

精准度，并且与基于抗体的侧向流动免疫法的检测结果

进行比较。结果显示，LAMP-侧向流动免疫法可精准、

重复地检测出3 种代表性基质（煮熟的香肠、巧克力、

速溶番茄汤）中10 mg/kg的大豆成分，然而两种商业侧

向流动免疫法阳性检测线的清晰显示需大豆成分含量在 

10～102 mg/kg之间，且可见度可能会受到食品基质的影

响。因此，基于DNA的LAMP-侧向流动免疫法是一种操

作简单的大豆致敏原检测方法，其显示出比商业侧向流

动免疫法更高的灵敏度及特异性。
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2.3 不同检测方法的对比

随着全球范围内食品多样性的增加，食品中可能含

有的过敏原含量及种类不断上升，检测难度不断升高，

总结和认识现有检测方法的优势与不足（表1），对于食

品中不同过敏原的快速精准检测具有重要作用。

表 1 不同检测方法的对比

Table 1 Comparison of different testing methods

分类 检测方法 优势 不足

蛋白质类

ELISA 操作相对简便，应用广泛 易出现假阳性结果

免疫层析法 快速、高效 检测过程复杂，检测时间长

免疫印迹法 检测时间较短 实验结果差异性较大

质谱法 灵敏度高，可同时检测多种过敏原 需要专业仪器及专业人员

生物传感器法 成本低、灵敏度高、可自动化检测 对样品前处理要求较高

核酸类
qPCR 灵敏度高、检测结果精准 易出现假阳性结果

LAMP技术 检测效率高、检测速度快 需要设计特异性引物

3 结 语

在全球范围内，食物过敏尚无特效疗法，但大豆过

敏患者人数逐年升高。由于大豆具有较高的营养价值及

良好的功能特性，且其在食品工业中应用广泛，所以明

确大豆中的主要致敏蛋白及其结构，建立灵敏、高效的

检测方法对于预防大豆过敏相当重要。目前应用的检测

技术中，ELISA、质谱技术及qPCR检测方法应用最为广

泛，但是检测结果容易受到食品加工技术及食品基质的

影响。此外，食品加工过程中过敏原的分子结构变化、

样品前处理中的有机溶剂残留等因素均会影响抗原-抗
体的特异性结合，导致检测结果不准确。由于食品在加

工、包装、运输过程中可能发生交叉污染，所以精准检

测复杂食品基质中的隐藏过敏原成分极为重要。随着食

品工业的快速发展，研究高通量且可现场检测的方法十

分必要。在现有检测技术的基础上，应用新型生物传感

器及纳米材料开发出便捷、高效、精准的过敏原检测技

术极具实际意义。
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