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花生过敏原及其检测方法研究进展 
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摘  要: 花生过敏可导致某些人群严重的食品安全问题。过敏患者只能通过避免食用含有花生过敏原成分的食

物来避免过敏。但是, 食品在生产加工、储存、运输、销售过程中有可能被过敏原污染。因此, 确定各类加工

食品中是否含有花生过敏原成分, 对于预防食用者发生花生过敏反应具有重要意义。花生中已确定的过敏原蛋

白有 13种(Ara h 1~Ara h 13)。本文综述了花生中过敏原蛋白的结构信息, 当前流行的提取方法, 以及各种定性

定量的检测方法, 总结了各种方法的优缺点。同时对建立一种具有特异性强、灵敏度高、定量准确的花生致敏

蛋白检测方法的发展趋势进行了展望。 
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ABSTRACT: Peanut allergy represents an important food safety issue because of the potential lethal effects. 

The only effective treatment is to avoid eating allergen foods. However, during the process of manufacture, 

machining, storing, transporting and selling, foods may be unintentionally contaminated by food allergens. 

Therefore, it is of great significance to quantify the amount of peanut allergens in a food for preventing the 

anaphylaxis. Thirteen potentially important allergens of peanut have been identified to date, assigned as Ara h 

1~Ara h 13, respectively. This article summarized the structural information of peanut allergens and several 

popular extraction methods. At the same time, various qualitative and quantitative methods to determine the 

peanut allergens in foods were described in detail. At last, the trend of development in establishing a specific, 

sensitive and accurate method was prospected. 
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1  引  言 

食物过敏已经成为威胁人类身体健康的原因之一。在

发达国家, 1%~2%成年人和 4%~8%的儿童对食物发生过敏
[1-3]。联合国粮食与农业组织(FAO)1995年公布了 8种常见

的过敏食物, 分别为牛奶、鸡蛋、大豆、花生、小麦、坚

果类(包括核桃、榛子、杏仁、腰果、山核桃和开心果等)、

鱼及甲壳类 [4], 它们引起 90%以上的食物过敏反应。食

物过敏症状主要有皮肤红肿、呕吐、腹泻、哮喘等, 严

重的甚至会导致过敏性休克和过敏性死亡[5,6]。因此, 欧

盟、美国等发达国家为了保护消费者, 强制要求食品包

装标签中标识过敏原成分[7,8]。而我国于 2012 年 4月 20
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日实施的国家标准 GB7718.2011《预包装食品标签通则》

中也增加了在含有致敏成分食品包装上推荐注明标示的

条款[9]。但是, 国际上至今还未见对食品中主要过敏原颁

布统一限量规定的相关文件[10]。国际上普遍认为食品过

敏原的检测方法的定量限应该满足 1~10 mg蛋白质/kg的

限量要求[11-13]。 

作为一种常见的过敏原食物, 花生引起的过敏占食

物过敏的 1%~20%[14-16]。花生过敏反应在儿童群体中的发

病率较高[17-19]。在 2001年, 美国开展了一项关于儿童食品

过敏的调查, 发现对花生过敏的儿童占了总过敏人群的

68％[20]。2003 年至 2005 年期间, 英国的一项针对入学儿

童的调查表明有 2.8％的儿童对花生过敏[21]。2008 年, 在

深圳进行的一项常见食物致敏原调查中, 儿童对花生过敏

达到了 6.44％, 已经成为继牛奶、鸡蛋、小麦、虾等致敏

原之后, 最为常见的食源性致敏原之一[22]。目前, 国际组

织过敏原命名委员会已公布并命名了 13 种花生致敏蛋白
[23](见表 1)。其中, Ara h l和 Ara h 2是最主要的致敏原, 其

含量分别占花生总蛋白含量的 12%~16%和 5.9%~9.3%[30]。

90％以上的过敏患者血清都能对其识别[24,25] 

2  关于花生过敏原 

花生是一种营养丰富且深受人们喜爱的常见食物 , 

含水约 7.5%, 脂肪约 50%, 蛋白质约 24%~36%, 碳水化合

物约 10%~23%以及丰富的维生素与矿物质[26,27]。 

2.1  花生蛋白 

花生蛋白主要为花生的萌发提供能量与营养。该类蛋

白糖基化以及磷酸化程度较高 , 其碳水化合物含量为

3.89%, 磷含量为 0.19%, 氮含量为 13.99%, 凯氏定氮系数

为 5.46[28]。花生蛋白种类繁多, 其主要成分为清蛋白和球

蛋白, 分别占了 10%和 90% [29]。球蛋白主要包括花生球蛋

白(14S, 类似于 11S大豆球蛋白)、伴花生球蛋白 I(7.8S, 类

似于 7S豌豆球蛋白)和伴花生球蛋白 II(2S)[29]。 

2.2  花生过敏原 

Ara h 1能被 90%以上的花生过敏患者血清所识别[24]。

Ara h 1约占花生蛋白总量的 12%~16%[30], 在天然状态下

主要是以单聚体和三聚体形式存在的可溶性蛋白, 该两种

存在形式的 Ara h 1 都能用 Tris 缓冲溶液提取, 并且在

NaCl溶液中保持稳定[31]。根据 Van Boxtel E.L.等[32]的研究, 

除了单聚体和三聚体外, Ara h 1可以通过离子键形成更复

杂的多聚体结构。Ara h 1的三聚体结构稳定耐肠胃道消化
[31], 所以 Ara h 1的 IgE结合位点不易被破坏, 会引起过敏

反应。加热不易改变 Ara h 1的过敏性 [33]。另外, Cabanos

等[34]的研究也证实了 Ara h 1 具有稳定的三聚体结构, 并

在文章中进一步详细介绍了该空间结构。Ara h 1包含 23

个线性 IgE结合位点[35](见表 1)。 

Ara h 2能被 90%以上的花生过敏患者血清所识别[25]。

Ara h 2约占花生蛋白总量的 5.9~9.3%[30]。Ara h 2包含两

种遗传变异体, 分别被命名为Ara h 2.01[36]与Ara h 2.02[37] , 

分子量分别为 18 kDa和 16.7 kDa。与 Ara h 2.01相比, Ara 

h 2.02在 72~83号位点上缺失了一条长度为 12个氨基酸的

序列。Ara h 2稳定性高、耐酶解。主要原因是 Ara h 2含

有大量二硫键, 用以保持其结构稳定。在破坏二硫键的情

况下, 可以大大增加其水解敏感性[38,39]。Ara h 2具有典型

的胰蛋白酶抑制剂的结构, 并且经过烘烤处理后, Ara h 2

蛋白的抑制剂活性被显著提高, 但是通过破坏其二硫键, 

可以降低它的抑制剂活性[40]。而且 Ara h 2与 Ara h 1、Ara 

h 3会引起 IgE交叉反应[41]。包含 10个线性 IgE结合位点
[42](见表 1)。 

Ara h 3 具有低聚态稳定结构[43], 含有两个遗传变异

体, 分别被命名为 Ara h 3.01和 Ara h 3.02。Ara h 3.01可

被 44%以上的花生过敏患者血清所识别[44]。Ara h 3.01在

天然状态下是一个分子量达到 300 kDa以上的六聚体蛋白

聚合物, 可降解为一系列分子量为 60 kDa的亚基[45]。Ara h 

3.02在 2010年前被命名为 Ara h 4。后来通过比对两者蛋

白质一级结构序列发现它们有 93.9%的相同氨基酸序列[46], 

因此, 它们被认为是同源过敏原, 原命名法 Ara h 4 被取

消。Ara h 3.02能被 53%以上的花生过敏患者血清所识别
[47]。据 Dodo等[46]对 cDNA的研究分析发现, Ara h 3.01和

Ara h 3.02与蛋白酶抑制剂的结构相似, 推测 Ara h 3.01和

Ara h 3.02具有蛋白酶抑制剂活性。Ara h 3.01和 Ara h 3.02

中包括 4个相同的线性 IgE结合位点[44](见表 1)。 

与前 3种花生过敏蛋白相比较, 后 9种花生过敏原研

究较少 , 信息不完善。其中 , Ara h 5 是抑制蛋白家族

(profilin)中的一种结构蛋白, 用于控制肌动蛋白的聚合作

用[48]。Ara h 5的三维空间结构与 Hev b 8、Bet v 2的相似
[49]; Ara h 6属于 2S白蛋白, 在花生中含量很低, 其与Ara h 

2有 59%的同源性, 而且热稳定性好, 耐酶解[50-52]; Ara h 7

含量极低, 也属于 2S白蛋白, 与 Ara h 2蛋白氨基酸序列

有 35%的相似度[46], 且含有 2 种遗传变异体, 分别命名为

Ara h 7.01和 Ara h 7.02 [53], 两者序列具有 70.8%的相似度, 

自 126号位点开始区别较大; Ara h 8热稳定性差, 不耐酶

解[54], 也有两种遗传变异体, 分别命名为 Ara h 8.01和 Ara 

h 8.02, 具有 52.5%的相似度, 61~119号位点区别较大。Ara 

h 9 是一种非特异性的脂转运蛋白(nsLTP, nonspecific lipid 

transfer protein)[55], 耐酶解、耐高温[56], 具有两种遗传变异

体, 分别命名为 Ara h 9.01和 Ara h 9.02, 具有 71.5%的相

似度, 1~27号位点区别较大。Ara h 10 和 Ara h 11 属于油

质蛋白, 主要来自花生油脂中[57]。Ara h 10有两种遗传变

异体, 分别命名为 Ara h 10.01和 Ara h 10.02, 具有 86.9%

的相似度, 自 150号位点以后区别较大。Ara h 12和Ara h13

属于防卫素。 
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表 1  花生过敏原 
Table 1  Peanut allergens 

名称 种属 分子质量(SDS-PAGE) 异构体 等电点 IgE结合位点 

Ara h 1 Cupin (Vicillin-type, 7S globulin) 64 kDa  5.4 

25-34, 48-57, 65-74, 89-98, 
97-105, 97-105, 107-116, 

123-132, 134-143, 143-152, 
294-303, 311-320, 325-334, 
344-353, 393-402, 409-418, 
461-470, 498-507, 525-534, 
539-548, 551-560, 559-568, 

578-587 

Ara h 2 Conglutin (2S albumin) 17 kDa 

Ara h 2.01 5.7 15-24, 21-30, 27-36, 39-48, 
49-58, 57-66 

67-74, 115-124, 127-136, 
143-152 

Ara h 2.02 5.7 

Ara h 3.01 
Cupin (Legumin-type, 11S globulin, 

Glycinin) 
58 kDa  5.5 

33-47, 240-254 
279-293, 303-317 

Ara h 3.02 
Cupin (Legumin-type, 11S globulin, 

Glycinin) 
61 kDa  4.6 

Ara h 5 Profilin 15 kDa  5.2  

Ara h 6 Conglutin (2S albumin) 15 kDa  5.6  

Ara h 7 Conglutin (2S albumin) 15 kDa 
Ara h 7.01   

Ara h 7.02   

Ara h 8 
Pathogenesis-related protein, PR-10, Bet v 

1 family member 
17 kDa 

Ara h 8.01   

Ara h 8.02   

Ara h 9 Nonspecific lipid-transfer protein 9.8 kDa 
Ara h 9.01   

Ara h 9.02   

Ara h 10 16 kDa oleosin 16 kDa 
Ara h 10.0101   

Ara h 10.0102   

Ara h 11 14 kDa oleosin 14 kDa    

Ara h 12 Defensin 
8 kDa、12 kDa、 

5.184 kDa 
   

Ara h 13 Defensin 
8 kDa、11 kDa、 

5.472 kDa 
   

 

3  花生总蛋白的提取 

一个高效、可靠的蛋白提取方法是建立食物过敏原检

测方法的前提。然而, 食品加工过程中, 尤其加热过程会使

蛋白质变性, 降低蛋白质的溶解度[58]; 复杂的食品基质会

影响蛋白质的提取效率[59], 如食品基质中的丹宁酸与蛋白

质通过氢键结合在一起, 使蛋白质的提取变得更为困难。

因此, 选择合适的提取方法显得尤为重要。Poms等[60]比较

了 11种提取缓冲液和 6种商用提取缓冲液的提取效果。实

验结果表明花生蛋白提取效果主要受缓冲溶液的 pH影响, 

最佳 pH范围为 8~11。在缓冲液中加入 6 mmol/L尿素可以

提高花生蛋白的提取效率, 但是会使蛋白质变性。同时研

究发现, 花生经过烘烤或油炸加工后, 花生蛋白的提取效

率降低 50%~80%。Koppelman 等[30]使用 Tris-HCl 缓冲液

(pH 8.2)从花生中提取蛋白, 提取效率约为 62%~93%。

Chassaigne 等 [61]采用两步提取法提取非变性花生致敏蛋

白。首先用 TBS缓冲液(20 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 

pH 7.4)粗提取, 然后用甲醇/水(20:80)去脂纯化, 提取的非

变性蛋白占总蛋白的 25%~36%。但是这些方法同样不能完

全把非变性蛋白和变性蛋白提取出来, 而且有些提取方法

在提取过程中会使非变性蛋白变性, 所以是否能设计一个

方法, 可以不通过提取步骤直接检测致敏蛋白, 省去蛋白

提取步骤, 如样品悬浊液酶切法, 将样品不经过蛋白提取

步直接酶切后用于质谱检测。 
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4  花生过敏原的检测方法 

检测食物中花生过敏原成分主要有 2类方法: (1)基于

过敏原基因残留检测的方法, 如聚合酶链式反应(PCR); (2)

基于致敏蛋白检测的方法, 如酶联免疫吸附法(ELISA)、表

面等离子共振法(SPR)、质谱法。 

4.1  PCR 法 

PCR是一种以检测 DNA/RNA为基础的方法。该方法

较早地被应用于过敏原的检测。目前 , 传统 PCR 和

Real-time PCR 已经广泛应用于国内外食品中花生过敏原

成分的检测, 具有高灵敏度、特异性强等优点[62]。在食品

工业加工过程中经常采用加热处理方法, 会使致敏蛋白结

构被破坏[60]。而花生过敏原基因 DNA 即使经高温长时间

处理, 也仍能保持一定的完整性。相比于检测花生过敏原

蛋白成分的方法, 检测花生过敏原基因 DNA 的残留就显

得更加可靠[62]。López-Calleja等[63]采用 Real-time PCR 技

术扩增花生过敏原Ara h 2的基因片段, 该方法的检测限为

10 mg/kg。Stephan和 Vieths[64]采用类似的 Real-time PCR

技术, 检测限可达 2 mg/kg。Koppel等[65]采用多重 PCR技

术检测 8 种常见过敏原, 其中花生过敏原的检测限可以达

到 10~50 mg/kg。而国内, 陈家杰[66]等采用套式 PCR和荧

光实时定量 PCR两种方法检测食品中花生主要过敏原 Ara 

h 1 基因成分, 从而定性检测食品中是否含有花生过敏原

成分。 

但是, PCR技术是基于 DNA的检测技术, 而不直接检

测致敏蛋白。现代食品工业技术可以将蛋白质与 DNA等其

他物质完全分离, 这样也给 PCR法带来了无法逾越的困难。 

4.2  ELISA 法 

ELISA 法利用抗体抗原之间的特异性反应直接检测

致敏蛋白。它是花生过敏原检测的常用方法之一。ELISA

法检测时间短、灵敏度高、特异性强[62]。目前, 用于花生

过敏原的检测方法有双抗夹心 ELISA法和竞争 ELISA法。

Poms等[67]对市售的 5种花生 ELISA检测试剂盒进行了评

估 , 分别检测了饼干和巧克力中的花生残留 , 检测限为

5~10 mg/kg。Kiening等[68]优化了双夹心 ELISA法将检测

限提高到 0.2~1.2 mg/kg。Schmitt等[69]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 12 ng/mL和 0.5 ng/mL。现在国内, 吉坤美[70]

等建立了双抗体夹心 ELISA 法测定食物中花生过敏原蛋

白成分, 最低检测限为 8 ng/mL。闫飞[71]等建立了基于花

生过敏原蛋白Ara h 6的间接竞争酶联免疫检测法, 对食品

中花生进行定量检测, 其检测限为 16.5 ng/mL, 定量检测

范围为 16.5 ~10000 ng/mL。 

但是由于加热过程会改变蛋白质的一级结构, 导致

抗体无法正确识别被检测过敏原, 产生假阴性现象[72]。此

外 , 采用抗原抗体技术不可避免会产生交叉反应 , 导致

假阳性现象。所以 ELISA 法无法用于花生致敏蛋白的准

确定量。 

4.3  表面等离子共振法(SPR) 

表面等离子共振(SPR)技术是基于生物芯片技术的一

种新型检测方法。芯片表面会与待分析物结合, 导致折射

率发生变化, 其折射率的变化和结合的待分析物质量成正

比, 利用此原理可建立定量检测方法[73]。SPR 也采用了抗

原抗体技术, 继承了 ELISA法特异性强、灵敏度高的优点; 

同时与 ELISA 法相比, SPR 法采用了自动化进样过程, 提

高了该方法的再现性。该法不需要在抗体上耦合标记物, 

即可达到与 ELISA法相似的灵敏度。目前, SPR技术主要

应用于检测生物分子相互作用的研究[74]、临床医学诊断
[75]、小分子物质的检测[76]以及过敏原检测。Polleta 等[77]

结合 SPR法与纳米磁珠抗体提取技术, 快速准确检测巧克

力中花生过敏原 Ara h 1, 其检测限在 0.09 μg/mL。 

由于同样采用抗体抗原技术, SPR法具有与 ELISA法

相类似的假阳性、假阴性等缺点。 

4.4  仪器法 

利用仪器法检测致敏蛋白的文献数量并不多, 主要

原因为标准品缺乏。在无法获得标准品的情况下, 利用传

统的仪器法无法建立定量和定性检测方法。 

除此之外, 传统的蛋白质分离手段主要有液相色谱

法[78]和毛细管电泳法[79,80]。但是花生蛋白质之间的理化性

质较为接近, 采取上述方法无法使蛋白质之间达到基线分

离[79], 甚至一些极为相似的蛋白质根本无法分离[81]。由于

蛋白质在氨基酸序列上存在天然变异, 各遗传变异体的保

留时间不同, 产生多重峰的现象, 增加了检测难度[78]。液

相色谱法和毛细管电泳法常用紫外检测器在波长 280 nm

处检测。在此波长下不但所有蛋白质都有吸收, 而且基质

中的干扰物质也会吸收。所以上述方法特异性差, 灵敏度

低, 检测限只能达到 5~15 μg/mL[78]。因此, 此方法不适用

于检测食品基质中微量或痕量致敏蛋白。 

利用 ESI-单四级杆质谱检测器可以部分解决上述问

题。质谱检测器利用不同蛋白质的质荷比差异, 可以将液

相无法分离的蛋白质通过质谱检测器进行区分[82,83]。蛋白

质在通过电喷雾电离后主要呈现多电荷分布, 其电荷分布

情况与流动相 pH、仪器等因素有关。选择一种或者几种质

荷比进行检测是当今学术界争论的焦点, 如 Chen 等[84]采

用 HPLC-MS 测定山羊奶中掺假牛奶, 选择了丰度最高的

质荷比进行检测。Monaci等[85]利用液质联用法测定果汁中

的乳清蛋白, 针对多个丰度较高的质荷比进行检测, 检测

限可达到 1 μg/mL。 

因为质谱的离子化效率易受到基质干扰, 所以必须

采用内标法以获得更为准确的检测结果。理论上, 最适合

的内标是同位素标记的蛋白质, 但是由于现有技术限制, 

无法获得由同位素标记的完整蛋白。因此, 有研究者尝试
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利用同一蛋白在不同物种的遗传变异体作为内标。Ren 等
[82]建立了超高效液相色谱-质谱联用法用于检测婴幼儿配

方奶粉中的牛 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的含量, 他们选择

了与其高度相似的人 α-乳白蛋白作为内标检测定量限为

0.15~0.19 μg/mL, 回收率为 94.0%~98.7%。Czerwenka等[83]

检测牛奶乳制品中的 β-乳球蛋白的含量, 采用羚羊和山羊

奶的 β-乳球蛋白为内标。 

但是在食品加工过程尤其加热过程中, 蛋白质易变

性, 产生聚合产物和美拉德反应产物。蛋白质的变性会导

致色谱、质谱行为发生变化, 所以经过热处理的花生致敏

蛋白无法应用以上方法进行检测[86]。 

另一种检测策略将蛋白质组学与液质联用定量检测

技术结合, 通过对目标蛋白进行酶切, 筛选出特异性肽段, 

建立 MRM 定量检测方法。Heick 等[87]利用液质联用法同

时定性检测多种过敏原, 其中花生的检测限为 11 mg/kg。

Shefcheck等[88]采用液质联用法检测冰激凌中 Ara h l的特

异性肽链, 检测限达到 10 mg/kg。随后 Shefcheck 等[89]通

过优化蛋白提取过程, 将黑巧克力中 Ara h l检测限降低至

2 mg/kg。 

在内标的选择方面, 各个小组都选择了不同的物质

作为内标。Careri 等使用亮氨酸-脑啡肽作为内标, 定量检

测巧克力[90]与早餐食品[91]中花生致敏蛋白 Ara h 2、Ara h 3, 

其定量限为 3~14 mg/kg。Zhang等[86]建立了对婴幼儿配方

奶粉中牛 α-乳白蛋白的 MRM 方式定量检测方法, 其定量

限达到 1 mg/kg。他将特异多肽序列修改后人工合成, 作为

内标使用。与亮氨酸-脑啡肽相比, 该内标的理化性质更为

接近特异多肽, 并且参与酶解过程, 可用于校正前处理中

与离子化过程中的不稳定性。此外, 该研究还证实了利用

此方法能同时检测变性与非变性蛋白质。Lutter 等[92]建立

了对食品中牛奶蛋白的 SRM 方式检测方法, 其定量限能

达到 2 mg/kg。该方法利用稳定同位素标记的氨基酸按照

特异肽序列合成了内标, 在预处理结束后加入样品中用以

校正质谱离子化的不稳定性。该内标与 Zhang等的内标相

比在离子化过程中起到更好的校正效果, 但是不参与酶解

过程, 无法对前处理的不稳定性进行校正。随后, Zhang等
[93]在 Lutter 等方法的基础上, 设计了同位素标记的长多肽

作为内标。该多肽以同位素标记的特异肽序列为基础, 根

据乳铁蛋白的序列, 向氮端和碳端各延长了 6~8 个氨基

酸。该多肽在酶切后可形成同位素标记的特异肽, 所以它

不但能对离子化过程进行校正, 而且能校正基质对酶切过

程造成的干扰, 使建立的方法较之前的方法更加准确可

靠。由此可见液质联用检测技术是分析过敏原蛋白的有效

新方法。 

5  总  结 

经济的发展, 生态环境的恶化, 人为新物种的培育等

原因, 导致了过敏原的增加, 过敏患者不断增加。而现代化

食品种植、加工技术的发展, 促使食品生产工艺复杂化、

种类多样化、易交叉污染等, 增加了致敏物质污染的可能

性, 而且同时增加了致敏物质检测的困难度。本文综述了

多种基于蛋白质和 DNA 检测的花生致敏物质检测方法。

这些方法或多或少存在着不足 , 使得定量结果准确度欠

佳。如现在的食品加工工艺完全能做到将食品中花生过敏

原的 DNA 基因片段分离除去, 使 PCR 法无法准确检测该

食品中含有的花生过敏原。而食品加工工艺, 如加热等过

程, 经常会破坏花生致敏蛋白的一级结构, 使 ELISA 法和

表面等离子共振法的检测结果出现假阴性。另外, 其他一

些仪器法检测方法也存在无法检测热变性蛋白的局限性。

因此, 建立一个既能直接检测致敏蛋白又能检测变性蛋白

的检测方法用于食品中的花生过敏原的定量测定无疑是非

常必要的。针对上述问题, 蛋白质组学结合液质联用法无

疑是一个在未来具有巨大发展潜力的方法。如选择样品悬

浊液酶切, 省去蛋白提取步骤, 可以解决变性蛋白提取效

率低的问题; 该方法检测目标蛋白酶切产生的特异性肽段, 

能直接检测目标蛋白和变性蛋白; 选择以同位素标记的特

异性肽段作为内标, 可以解决其基质干扰所带来的一系列

问题。此外, 该方法还具有特异性强、灵敏度高、定量准

确等优势, 因此该方法有良好的应用前景。 
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