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提供了一种检测羊乳及羊乳粉中掺有牛乳

成分的快检测试剂盒，其特征在于，所述试剂盒

包括以下成分：1）阴性质控品、2）阳性质控品、3）

包被有多克隆抗体的酶标板、4）酶标多肽特异性

单克隆抗体溶液、5）显色底物、6）终止液、7）洗涤

液。利用该试剂盒，可在较短时间内检测出羊乳

及羊乳粉中牛乳成分掺假，维护市场。针对当前

乳品质量监管的复杂形势，具有非常广阔的市场

前景，可在基层检测和政府监管中发挥重大作

用。
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1.一种检测羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的快速检测试剂盒，其特征在于，试剂盒包

括以下成分：

1）阴性质控品；

2）阳性质控品；

3）包被有多克隆抗体的酶标板；

4）酶标多肽特异性单克隆抗体溶液；

5）显色底物；

6）终止液；

7）洗涤液；

其中所述阴性质控为不含有牛乳成分的复原羊乳，含有0.03%的叠氮钠作为防腐剂；

所述阳性质控为经过亲和纯化的牛酪蛋白标准品溶液，其中酪蛋白浓度为1mg/mL，稀

释液为0.01mol/L  pH7.2的磷酸盐缓冲液，含有0.05%的叠氮钠作为防腐剂；

所述包被有多克隆抗体的酶标板，其包被的多克隆抗体为有序列为SEQ  ID  No.1  所示

的多肽与载体蛋白偶联后免疫新西兰兔制备的；

所述酶标多肽特异性单克隆抗体溶液为利用如序列SEQ  ID  No.1所列的多肽与载体蛋

白偶联作为免疫原制备的单克隆抗体，其能特异性地与牛酪蛋白反应，而与羊酪蛋白反应

较小（交叉反应<1%）；

所述显色底物为单组份TMB显色底物等；

所述终止液为0.5~2M硫酸溶液；

所述浓缩洗液为添加有吐温-20的PBS溶液。

2.  根据权利要求1所述的检测羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的快速检测试剂盒，其特

征在于所述阳性质控中经过亲和纯化的牛酪蛋白标准品是将采购的牛酪蛋白标准品用上

述SEQ  ID  No.1所列的多肽与载体蛋白偶联作为免疫原制备的单克隆抗体亲和纯化的，去

除其中杂质和与所述单克隆抗体不发生反应的成分。

3.根据权利要求1所述的检测羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的快速检测试剂盒，其特

征在于所述试剂盒组成中还可包括经亲和纯化的牛酪蛋白系列标准品，标准品的浓度可为

0、0.1、0.3、0.9、2.7、8.1mg/mL，通过酶标仪测定吸光度值，绘制试剂盒反应的标准曲线，对

未知样本定量检测。

4.根据权利要求1所述的检测羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的快速检测试剂盒，其特

征在于所述试剂盒可用于检测羊乳及羊乳粉中牛乳掺假。

5.根据权利要求1所述的检测羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的快速检测试剂盒，其特

征在于所述试剂盒检测方法为：

(1)  将待测样本用0.01M  PBS（pH7.2）按照一定比例稀释备用；

(2)  将准备好的样品按照检测试剂盒的操作方法进行操作；

(3)  利用分析软件分析数据，将检测样本与质控品对照；

(4) 根据数据分析结果判定样本中是否添加有牛乳成分。
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一种羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的检测试剂盒及其检测

方法

技术领域

[0001] 本发明属于乳品质量检测领域，涉及一种羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的检测试

剂盒及其检测方法。

背景技术

[0002] 乳及其制品已经成为重要动物源性食品。特别是近些年来，随着人们生活水平的

提高和我国奶业的迅速发展，生鲜乳作为普通食品已被广泛接受。羊乳作为重要乳品，其蛋

白质和维生素含量高，脂肪颗粒小，与牛乳相比较更容易吸收，市售价格也是牛乳的数倍。

陕西、山东等地是我国羊奶及羊奶粉的重要产区，产品已经出口至欧盟。由于羊奶价格高、

产量低，生产者为了获取更多经济利益，往往在其中掺入部分牛乳，以提高经济效益。牛乳

掺入后，虽没有带来风险因子，但其降低了羊奶的营养水平及最后羊奶粉产出的质量，就有

可能造成易感人群过敏反应，以及产生国际贸易争端和扰乱市场秩序。因此非常有必要建

立快速方便的检测方法，对羊乳中掺有牛乳成分检测，以确保优质羊乳及羊乳粉的品质，维

护市场秩序。

[0003] 羊乳与牛乳均为天然产品，成分近似，主要区别在于部分营养指标含量不同，以及

部分蛋白质成分差异，这也是目前区分牛羊乳成分的重要参数。如西班牙ZEU  Lab公司开发

的生鲜羊乳中牛乳成分检测试剂盒，利用牛免疫球蛋白（IgG）成分与羊乳IgG的差异，通过

免疫胶体金检测方法检测，整个过程耗时短，检测灵敏度高，受到了市场的认可。但该方法

还有一定缺陷，羊乳（牛乳）在高温喷粉之后，IgG成分几乎损失殆尽，以IgG检测标志物就无

法检测羊乳粉中牛乳成分；以β-乳球蛋白为检测标志物也有类似缺陷。此外，利用  PCR检测

乳品中残留的DNA成分也可以用于区分羊乳与牛乳差异，但其操作繁琐复杂，无法现场检测

及在基层开展应用。

[0004] 研究表明，牛羊乳中的酪蛋白是一种热稳定性蛋白，高温处理并不能使其破坏，因

此可以用酪蛋白的差异来判定羊乳和牛乳差别。进一步对牛羊乳酪蛋白成分分析表明，牛

乳中含有的α-酪蛋白、β-酪蛋白、γ-酪蛋白等与羊乳中的相应成分有一定差异。通过合适

的方法检测此差异并与质控样本对比，即可检测羊乳中是否添加牛乳成分。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种快速检测羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的快速检测

试剂盒，该试剂盒可以在较短时间内检测出羊乳中是否添加牛乳，并与试剂盒中提供的参

考样品相比给出半定量及定量参考结果。

[0006] 本发明提供的检测试剂盒无需昂贵设备，操作简便，无需特殊培训，检测灵敏度

高，非常适合基层实验室检测应用。

[0007] 为了实现上述发明目的，本发明提供一种快速检测羊乳及羊乳粉中掺有中牛乳成

分的检测试剂盒，包括：
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1）阴性质控品；

2）阳性质控品；

3）包被有多克隆抗体的酶标板；

4）酶标多肽特异性单克隆抗体溶液；

5）显色底物；

6）终止液；

7）洗涤液。

[0008] 其中，所述阴性质控为不含有牛乳成分的复原羊乳，含有0.03%的叠氮钠作为防腐

剂，所述阳性质控为经过亲和纯化的牛酪蛋白标准品溶液，其中酪蛋白浓度为1mg/mL，稀释

液为0.01mol/L  pH7.2的磷酸盐缓冲液，含有0.05%的叠氮钠作为防腐剂。

[0009] 所述包被有多克隆抗体的酶标板，其包被的多克隆抗体为有序列为SEQ  ID  No.1 

所示的多肽与载体蛋白偶联后免疫新西兰兔制备的。

[0010] 所述酶标多肽特异性单克隆抗体溶液为利用如序列SEQ  ID  No.1所列的多肽与载

体蛋白偶联作为免疫原制备的单克隆抗体，其能特异性地与牛酪蛋白反应，而与羊酪蛋白

反应较小（交叉反应<1%）。

[0011] 所述显色底物为单组份TMB显色底物等。

[0012] 所述终止液为0.5~2M硫酸溶液。

[0013] 所述浓缩洗液为添加有吐温-20的PBS溶液。

[0014] 进一步地，上述阳性质控中经过亲和纯化的牛酪蛋白标准品是将采购的牛酪蛋白

标准品用上述SEQ  ID  No.1所列的多肽与载体蛋白偶联作为免疫原制备的单克隆抗体亲和

纯化，并除去其中杂质和与所述单克隆抗体不发生反应的成分后获得的亲和纯化酪蛋白。

[0015] 进一步地，为了定量检测待测样本中牛酪蛋白含量，所述试剂盒组成中还加入经

亲和纯化的牛酪蛋白系列标准品，例如标准品的浓度可为0、0.1、0.3、0.9、2.7、8.1mg/mL，

通过试剂盒检测后酶标仪测定吸光度值，绘制试剂盒反应的标准曲线，对未知样本中的酪

蛋白定量检测。

[0016] 本发明还涉及一种使用检测试剂盒检测羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的检测方

法，其中包括如下步骤：

第一步，将待测样本用0.01M  PBS（pH7.2）按照一定比例稀释备用；

第二步，将准备好的样品按照检测试剂盒的操作方法进行操作；

第三步，利用分析软件分析数据，将检测样本与质控品对照；

第四步，根据数据分析结果判定样本中是否添加有牛乳成分。

[0017] 与传统的仪器分析方法相比，本发明具有以下有益效果：

1）操作简单，无需特殊仪器设备。从试剂、仪器设备来看，本方法无需有机试剂，检测样

本经稀释后可以直接检测，降低了操作难度，非常适合于基层检测实验室推广应用。

[0018] 2）耗时短，检测效率高。整体检测时间即酶联吸附检测的反应时间不超过1h。利用

酶标板96孔检测，做双孔平行，可以单次实验中同时检测至少40份样本，效率高。

[0019] 3）检测灵敏度高，成本低。方法利用免疫检测技术优势，具有极高的检测灵敏度，

可以达到10-6，单次检测成本不超过10元。

[0020] 4）检测结果可定性定量。在有酶标仪的情况下，测定吸光度值，绘制校准曲线，可

说　明　书 2/6 页

4

CN 109374879 A

4



以定量检测样本中牛乳成分掺入量。没有酶标仪，可以将样本孔的显色与生鲜羊乳（复原羊

乳）及牛乳质控品的显色相比较，定性判定样本是否掺有牛乳成分。

[0021] 更为重要的是本发明提供的方法可检测乳粉复原后的牛乳掺假，给羊乳粉生产企

业及消费者带来了更大方便，给相关产品质量和市场维护提供了有力工具。

[0022] 本发明提供的羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的检测试剂盒与传统技术相比较，优

势明显，技术改进明显，特别是针对当前乳品质量监管的复杂形势，具有非常广阔的市场前

景，可在基层检测和政府监管中发挥重大作用。

附图说明

[0023] 图1为试剂盒检测的校准曲线，其中x轴为标准品浓度（mg/L），y轴为百分比吸光度

值（标准品的吸光度值与0mg/L标准品吸光度值的百分比比值）。

具体实施方式

[0024] 下面结合具体实施方式来进一步描述本发明。本发明的优点和特点将会随着描述

而更为清楚，但这些实施例仅是范例性质，并不对本发明的范围构成任何限制。本领域技术

人员应该理解的是，在不偏离本发明的精神和范围下可以对本发明技术方案的细节和形式

进行修改或者替换，但这些修改和替换均落入本发明的保护范围。所有材料未说明来源，均

可从商业渠道获取。

[0025] 实施例1：免疫抗原的制备

通过对Uniprot数据库公布的牛、羊的酪蛋白及β-乳球蛋白的序列信息进行分析，利用

生物信息学手段，筛选如SEQ  ID  No.  1所示的多肽序列，并委托第三方服务商合成。

[0026] 具体操作为：利用序列号为P02662的牛alpha  s1酪蛋白序列、序列号为P18626羊

alpha  s1酪蛋白序列、序列号为P02754的牛β-乳球蛋白、序列为P02756的羊β-乳球蛋白序

列，利用序列比对软件分析P02662和P18626的不同位点氨基酸序列、分析P02754和P02756

的不同位点氨基酸序列，将两次分析的氨基酸序列分别经过组合、分析，判断其抗原决定

簇，最终获得如SEQ  ID  No.  1所示的多肽序列，交第三方公司合成。

[0027] 合成抗原与载体蛋白按照常规方法偶联后备用，偶联抗原可以是任何大分子蛋

白，常用载体蛋白有血蓝蛋白、卵清蛋白、血清白蛋白等。根据实际实验结果，以血蓝蛋白

（KLH）偶联小分子之后形成的抗原作为免疫原效果较好，而以卵清蛋白（OVA）偶联后的抗原

作为包被原效果较好。

[0028] 例如采用碳化二亚胺（EDC）法将血蓝蛋白（KLH）与合成的多肽偶联，具体操作为：

配制0.1mol/L的乙烷磺酸（MES）溶液，平衡至室温，取400ul，向其中加入4mg血蓝蛋白

（KLH），并用超纯水稀释，确保最终体积为0.5mL；称取3mg合成好的多肽，用200ul  0.01mol/

L  pH7.2  PBS溶解后，加入到之前配制的BSA溶液中，室温反应4h；然后用脱盐柱纯化，取纯

化的偶联产物用SDS-PAGE鉴定后分装成50ul/管备用。

[0029] 实施例2：特异性单克隆抗体与多克隆抗体的制备及纯化

将制备好的偶联抗原按照50μg的量，与等量弗氏佐剂乳化后，皮下多点注射免疫若干

只Balb/C小鼠。首次免疫时佐剂为弗氏完全佐剂，后续免疫佐剂为弗氏不完全佐剂佐剂。免

疫间隔为2周，3次免疫后以直接ELISA测定血清效价，同时以间接竞争ELISA测定血清抑制
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率和血清对不同源酪蛋白的交叉反应。筛选血清效价高、有一定抑制率、交叉反应较小的小

鼠按常规方法细胞融合，筛选分泌特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞株。

[0030] 筛选抗原为羊酪蛋白、牛酪蛋白，并用牛乳、羊乳作为参考对照，通过筛选排除对

羊酪蛋白、羊乳有反应的单抗细胞株，保留只与牛源蛋白反应的细胞株。扩大培养后以体内

法诱生腹水，收集后经过饱和硫酸铵沉淀后，以Protein  G柱纯化，测定蛋白浓度后冻存。

[0031] 此外，按照常规方法以偶联抗原免疫新西兰兔制备多克隆抗体并纯化作为包被抗

体。

[0032] 实施例3：酶标抗体的制备

参考文献资料，采用戊二醛法将辣根过氧化物酶（HRP）与前期纯化好的单克隆抗体进

行标记，具体操作如下：

(1)称取辣根过氧化物酶（HRP，sigma货号：V900503）25mg溶于1.25％戊二醛溶液中，室

温静置过夜；

(2)反应后的酶溶液经Sephadex  G-25层析柱，用生理盐水洗脱。流速控制在1ml/min，

收集棕色流出液。如体积大于5ml，则以PEG浓缩至5ml。放置25ml小烧杯中，缓慢搅拌；

(3)将待标记的抗体12.5mg用生理盐水稀释至5ml，搅拌下逐滴加入酶溶液中；

(4)用1M  pH9.5碳酸缓冲液0.25ml，继续搅拌3小时；

(5)加0.2M赖氨酸0.25ml，混匀后，置室温2小时；

(6)在搅拌下逐滴加入等体积饱和硫酸铵，置4℃1小时；

(7)3000rpm离心半小时，弃上清。沉淀物用半饱和硫酸铵洗二次，最后沉淀物溶于少量

0.15M  PH7.4的PBS中；

(8)将上述溶液装入透析袋中，对0.15M  PH7.4的PB缓冲盐水透析，去除铵离子后(用萘

氏试剂检测)，10000rpm离心30分钟去除沉淀，上清液即为酶标抗体，分装后，冰冻保存。

[0033] 实施例4：牛酪蛋白的亲和层析纯化

取制备好的多肽特异性单克隆抗体与溴化氰活化的Sepharose  4B偶联，自制亲和层析

柱，纯化购买的牛酪蛋白标准品。具体操作为：

(1)取纯化的多肽特异性单克隆抗体150mg用0.1Mol/L  pH  9.0  NaHCO3溶解备用；

(2)将溴化氰活化的Sepharose  4B倒入上述抗体溶液中，确保载体与偶联抗体的比例

为18mg抗体:1g载体，4℃搅拌过夜；

(3)用200ml偶联缓冲液（0.1mol/L  NaHCO3，0.5mol/LNaCl，pH  8.3）洗上述偶联物1~2

次；

(4)转移偶联物至含100ml阻断缓冲液（1mol/L乙醇胺，pH  8.0）的烧瓶内，4℃过夜；

(5)用100ml偶联缓冲液、100mL醋酸盐缓冲液（0.1mol/L醋酸钠，0.5mol/L  NaCl，

pH4.0）洗偶联物，并按此步骤重复3~5次；

(6)选柱10cm的层析柱，将已与蛋白偶联的琼脂糖装入层析柱内，拧紧下口夹，让其下

沉，数分钟后松开下口夹，使溶液约以1ml/min的速度流出；

(7)以0.2mol/L  pH  9.0  NaHCO3（含0.1  mol/L  NaCl）洗涤至洗出液的OD280<0.02为

止，并收集全部的洗脱液，计算偶联率，确保偶联成功；

(8)取牛酪蛋白标准品用PBS稀释至1.5mg/mL，取1mL上样，使其缓慢流出，控制流速在

1mL/min，以PBS继续洗脱至洗脱液OD280<0.2；
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(9)然后使用0.1  mol/L  pH2.4甘氨酸盐酸缓冲液洗脱，流速1mL/min，收集洗脱液，以1 

mol/L  NaHCO3中和；

(10)洗脱液进一步用SDS-PAGE鉴定，并透析后分装冻存，亲和层析的牛酪蛋白即制备

完毕，亲和柱用PBS继续洗涤，平衡后保存于2~8℃备用。

[0034] 实施例5：酶标板的制备

以制备的多克隆抗体包被酶标板，具体操作为将纯化好的多克隆抗体按照1:2000倍以

pH9.6碳酸盐缓冲液稀释后以100μL每孔加入酶标板孔，4℃孵育过夜；甩干后以PBST洗板3

次，以不含有牛源成分（特别是酪蛋白，牛血清白蛋白）的封闭液封闭，例如以1%明胶封闭液

37℃封闭2h；甩干后密封，4℃保存备用。

[0035] 实施例6：试剂盒组装及ELISA检测操作

（1）试剂盒组分：

以亲和层析纯化的牛酪蛋白用PBS稀释至0、0.1、0.3、0.9、2.7和8.1mg/L作为ELISA试

剂盒标准品；以HRP标记多肽特异性单克隆抗体用商品化酶标稀释液稀释至1:3000，作为酶

标记物；以商品化单组份TMB显色液作为底物；以PBST（含有0.05%吐温-20的0.01M  PBS）作

为洗涤液；以0.01M  PBS作为样本稀释液；以1M硫酸为终止液；以不含有牛乳成分的复原羊

乳作为阴性对照，其中含有0.03%的叠氮钠作为防腐剂。

[0036] （2）ELISA操作步骤：

1）将备好的酶标板取出后放置室温至少30min；

2）将待检乳粉复原、阴性对照按照1:9的比例用去离子水复原；将浓缩洗涤液、浓缩样

本稀释液分别按照比例稀释备用；

3）将所有样本用稀释液稀释，稀释比例1:200；

4）将标准品、稀释后的待检样本、质控对照品等以50μL每孔加入酶标板孔，室温孵育

15min；

5）取出后洗板3次，加入50μL酶标抗体，室温孵育15min；

6）取出后洗板3次，加入TMB底物100μL，室温孵育10min；

7）加入终止液50μL，以酶标仪450/630nm读取吸光度值，以数据分析软件计算检测结

果，或者将检测样本显色与质控品显色相比较判定结果。

[0037] 例如：阴性对照显色OD值为0.209，阳性对照显色值为1.631，样本显色值介于两者

之间，表示样本中有可能添加有牛乳成分。

[0038] 另外，可以绘制试剂盒标准品的校准曲线，根据校准曲线定量计算检测样本中（如

图1）。根据曲线可判定本试剂盒对亲和层析纯化的牛酪蛋白最终检测灵敏度可达到0.1mg/

L。

[0039] 实施例7：实际样本的检测

实验室内准备复原羊乳，将牛乳（酪蛋白含量为12.6mg/mL）按照以0.5%、1%、5%、10%等

比例添加后以本发明研制方法测定，具体结果如下表。

[0040] 表1 实际添加样本检测结果
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数据统计可知本方法回收率为92.6%-111.9%，平均回收率为99.4%。
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序列表

<110> 北京纳百生物科技有限公司

<120> 一种羊乳及羊乳粉中掺有牛乳成分的检测试剂盒及其检测方法

<130>  F005

<160>  1

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  35

<212>  PRT

<213> 人工序列(未知)

<400>  1

Ser  Phe  Asn  Pro  Thr  Gln  Leu  Glu  Glu  Gln  Cys  His  Ile  His  Ala  Gln

1               5                   10                  15

Gln  Lys  Glu  Pro  Met  Ile  Gly  Val  Asn  Gln  Glu  Leu  Ala  Tyr  Phe  Tyr

            20                  25                  30

Pro  Glu  Leu

        35
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图1
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