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摘要: 古代牛奶残留物研究是国际科技考古界的热点方向之一，分析方法主要有脂肪酸单体碳同位素分析和蛋白

质免疫性分析，但国内相关研究尚未开展。本研究利用商品化的酶联免疫吸附测定法( ELISA) 试剂盒，对新疆吐鲁
番地区鄯善县苏贝希遗址出土的黑色块状残留物进行分析。结果发现，其中含有少量牛酪蛋白，可见该残留物可
能为牛奶制品或掺杂了牛奶，这说明最迟在公元前 3 到 5 世纪牛奶就已出现在我国新疆先民的食谱中。分析手段
的成熟，可广泛应用于我国古代牛奶残留物的快速检测。
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0 引 言

牛是人类最早驯化的家畜之一，随着文明的发

展，家牛逐渐用于食用、产奶、运输和耕作等［1］。牛
奶由于其独特的营养价值，在欧洲农业文化和欧亚

草原的游牧文化中占有重要地位［2］。古代牛奶的
传播和食用，取决于人类的迁徙和家牛的传播; 因而

相关研究，有助于深入了解先民的生活模式、迁徙活
动和文化交流［3］。鉴于此，探索史前时期牛奶的起
源和传播，一直是国际上学术研究热点之一。相关
研究主要通过四种途径: 1) 牛奶的有机残留物。如
出土陶器的有机残留物分析表明，人类食用牛奶的

历史至少可提早到公元前 7000 年，位于土耳其西北
地区［4］; 2) 出土家牛的年龄结构。如巴基斯坦哈拉
帕遗址出土的牛的种群数量和屠宰年龄分布表明，

当时的成年母牛已经被长期饲养，可能用于产

奶［5］; 3) 乳糖耐受基因的分布。如乳糖耐受能力可
能最早出现在乌拉尔西部地区和高加索北部地区的

人群中［6］; ( 4 ) 通过氮同位素手段判断牛犊的断奶
时间［7］。
牛奶的有机残留物分析对象主要为脂肪酸和蛋

白质。脂肪酸分析方面主要采用脂肪酸单体的碳同
位素分析法［8 ～ 9］; 蛋白质分析方面主要采用质谱法

( DTMS) 和多维分析( MVA) 结合［10］、消化分析和免
疫吸附测定法( DACIA) ［11］以及酶联免疫吸附试验
法( ELISA) ［12］等。目前，国内关于古代牛奶残留物
的报道甚少，非常需要开展这方面的研究工作，以弥

补空白并为相关研究提供参考。
新疆吐鲁番地区长年干燥少雨，古代蛋白质类

有机遗物如皮革、毛织品保存相对较好。在这种气
候条件下，奶制品中的蛋白质也有可能保存下来。
ELISA方法检测牛酪蛋白，具有超低检测限、准确度
高和操作方便等优点，至今未在国内牛奶残留物研

究中加以应用; 本研究利用该方法，对吐鲁番盆地苏

贝希遗址出土的黑色块状残留物加以分析，研究该

残留物中牛酪蛋白的保存情况，从而推测其生物来

源。

1 材料与方法

1． 1 方法
试验采用德国 R － Biopharm公司生产的牛酪蛋

白快速检测 ELISA 试剂盒，此试剂盒经欧盟认可，
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可以快速准确地鉴定出牛酪蛋白，在现代食品检测

等领域被广泛使用，但尚未见到在科技考古领域中

的应用报道。试剂盒中使用的单克隆抗体可特异性
识别牛奶中的 α －、β －和 κ －酪蛋白，并且与 β －
乳球蛋白没有交叉反应，与其他动物( 绵羊、山羊)
的酪蛋白也没有交叉反应。方法为 ELISA 夹心酶
法，其原理为抗原抗体反应［13］。微孔板包被有牛酪
蛋白特异性抗体，加入标准品或样品溶液后，其中含

有的牛酪蛋白会和特异性抗体结合，形成抗体 －抗
原复合物。没有结合的部分在洗涤步骤中会被除
去。然后加入酶标记的抗体，即酶连接物，和抗体 －
抗原复合物结合，形成抗体 － 抗原 － 抗体复合物
( “三明治”夹心法) 。洗涤后在孔中加入发色剂，结
合的酶连接物将发色剂转化为蓝色。加入反应终止
液后颜色由蓝色转变为黄色。用酶标仪在 450nm
处检测其吸光值。吸光度值与样品中的牛酪蛋白浓
度成正比。该试剂盒的检出限为 0． 12mg /kg，定量
限为0． 5mg /kg。
1． 2 样品
吐鲁番地区鄯善县苏贝希遗址 3 号墓地年代为

公元前 3 ～ 5 世纪，一陶钵( 编号 M27: 9 ) 中盛有黑
色块状残留物，质地坚硬，为分析的样品［14］。通过
二喹啉甲酸( BCA) 法确定该残留物中含有相当多
的蛋白质，浓度为 0． 53g /g。
1． 3 仪器和试剂
微孔板酶标仪，离心机，水浴锅，电子天平，微量

移液器，研钵，蒸馏水，现代牛奶和牛酪蛋白快速检

测 ELISA试剂盒( 德国 R － Biopharm公司) 。
1． 4 ELISA法的检测流程
1． 4． 1 检测前处理 ( 1) 冰箱冷藏室中( 4℃ ) 取出
试剂盒，升至室温待用。( 2 ) 按照说明书稀释试剂
盒自带的蛋白提取缓冲液、酶连接物和洗涤缓冲物。
1． 4． 2 样品处理 取 0． 1g 古代样品，在研钵中充
分研细; 取得的粉末样品放入干净试管中，加入 2mL
稀释好的蛋白提取缓冲液，充分混合，在恒温水浴

60℃条件下将蛋白充分释放，期间偶尔震荡。操作
中佩带一次性医用手套，确保考古样品未被污染。
完成后等样品降至室温，离心分离( 10min，2500g) ，
提取上清液放置于洁净无蛋白污染的一次性离心管

中用于检测。
取 0． 1mL 现代牛奶样品，放入干净试管中，加

入 2mL 稀释好的蛋白提取缓冲液，充分混合，在恒
温水浴 60℃条件下充分释放蛋白，偶尔震荡。后取
出至室温后，离心分离( 10min，2500g) ，取上清液于
一个洁净无蛋白污染的一次性离心管中，稀释 1000

倍后用于检测。
1． 4． 3 样品检测 有 8 个步骤:
( 1) 取相应数量的微量孔条插入微孔板架。
( 2) 按照表 1 的配置安排将不同浓度梯度酪

蛋白标准品，提取好的古代样品蛋白溶液和现代牛

奶样品蛋白溶液分别取 100μL 添加到微孔中，在室
温( 20 ～ 25℃ ) 下孵育 10min。
( 3) 倒出孔中的液体，将微孔板架倒置在吸水

纸上拍打以除去孔中的液体，在每孔加入 250 μL
洗涤缓冲液洗涤微孔。上述操作重复进行两遍。
( 4) 向每个微孔中加入 100 μL 稀释后的酶连

接物溶液，小心混匀，在室温条件下( 20 ～ 25℃ ) 继
续孵育 10min。
( 5) 倒出孔中的液体，将微孔板架倒置在吸水

纸上拍打以除去孔中的液体，再每孔加入 250 μL
洗涤缓冲液洗涤微孔。上述操作重复进行两遍。
( 6) 向每个微孔中加入 100 μL 发色剂，充分

混合后在室温( 20 ～ 25℃ ) 条件下暗处孵育 10 min。
( 7) 向每个微孔中加入 100 μL 反应终止液，

充分混合。
( 8) 在加入反应终止液后 10min 内，用酶标仪

测定 450 nm处吸光度值。利用标准酪蛋白溶液浓
度和吸收值( OD 值) 计算标准曲线，在此基础上即
可计算样品所含的牛酪蛋白浓度。
表 1 标准酪蛋白溶液浓度和样品 OD吸收值

Table 1 The concentration of standard bovine casein and
samples' OD absorbance

编号 加入溶液的名称 酪蛋白浓度 /mg． kg － 1 OD值 /450nm

1 稀释缓冲液 0 0． 073

2 酪蛋白标准品 1 0． 5 0． 218

3 酪蛋白标准品 2 1． 5 0． 366

4 酪蛋白标准品 3 4． 5 0． 735

5 酪蛋白标准品 4 13． 5 1． 507

6 古代样品提取液 0． 432 0． 180

7 现代牛奶提取液 — 1． 779

2 结果与讨论

以表 1 中的标样浓度为自变量，标样 OD 值为
纵坐标，建立标准牛酪蛋白曲线图( 图 1 ) 和回归方
程如下，相关系数 R2 为 0． 999，说明试剂盒质量较
好。

y = － 1． 5216x3 + 6． 8975x2 + 2． 1414x － 0． 1839
( R2 =0． 999)
根据回归方程和表 1中的样品 OD吸收值计算，

古代样品提取液中的牛酪蛋白浓度为 0． 432 mg /kg，
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这个浓度高于检测限 0． 12 mg /kg而低于定量限 0． 5
mg /kg，故只能用于定性分析而不可以作为定量分
析，即检测结果为阳性，说明该可见残留物含有牛酪

蛋白成分。而现代牛奶样品的 OD 值过高，已超出
标准曲线的定量范围; 但该现代样品可作为阳性对

照，验证该 ELISA试剂盒可以检测牛酪蛋白。

图 1 牛酪蛋白标准曲线
Fig． 1 The standard curve of bovine casein

试验结果表明，该古代残留物中含有少量牛酪

蛋白，为牛奶的特异性蛋白［15］。因此该残留物在其
制作过程中使用了牛奶，推测此黑色块状古代残留

物为牛奶制品或牛奶掺杂物。这表明公元前 3 到 5
世纪时期，牛奶已经出现在吐鲁番地区先民的生活

中。从动物考古角度判断奶制品生产，需要较多的
样品［5］; 而苏贝希遗址出土牛骨较少［14］，因此本研

究的分析深化了对当时家牛利用方式的了解。
考古学资料和文献表明，古代新疆饮食文化起

源于西域历史文化，同时受到中华文化、西亚、南亚，
甚至地中海周围历史文化的影响。随着人类社会的
发展，我国古代新疆地区逐渐形成了自身独特的饮

食文化特色［16］。然而，相关研究工作主要依据历史
资料和肉眼观察，如专家推测早在秦汉时期新疆地

区先民就已开始以奶和奶酪为食［17］; 孔雀河古墓沟

发现“在草篓内有糊干的白色浆状物”，推测为乳饼
之类［18］。本工作是国内首次对古代牛奶制品开展
的科技分析，今后的深入研究有助于进一步了解牛

奶在中国的传播、农牧文化地区的农业生产模式和
饮食文化等。
目前通过免疫学方法，可以很好地区分不同种

类的蛋白，如胶原蛋白，蛋清蛋白和牛酪蛋白等; 也

可以区分同一蛋白的不同种属，如牛胶原蛋白，兔胶

原蛋白和羊胶原蛋白等［12］。ELISA 法操作简单，用
时少，检出限高，十分适合古代蛋白质类残留物的分

析鉴定; 在样品量较少时，也能获得较好结果，因此

该方法在国外也被应用于陶片，石器或艺术品中吸

附或掺杂的微量不可见残留物分析［19 ～ 23］。本工作
采用商品化的 ELISA 试剂盒，免去了制备抗体等试
验环节，样品检测更加方便和快捷，提高了实验的重

复性和可靠性。同时，本研究可为今后的相似研究
工作提供借鉴，从而推动免疫法在国内科技考古和

文物保护领域中的应用。

3 结 论

通过 ELISA法，检测出新疆吐鲁番地区苏贝希
遗址 3 号墓地出土的黑色块状残留物中含有牛酪蛋
白成分，根据这一结果推测其为牛奶制品或是牛奶

掺杂物; 首次从科技角度证实，公元前 3 到 5 世纪时
期，牛奶已经出现在我国新疆地区先民的生活中。
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Application of enzyme － linked immunosorbent assay ( ELISA)
method in the detection of ancient milk residues

HONG Chuan1，2，JIANG Hong － en1，2，YANG Yi － min1，2，LU En － guo3，WANG Chang － sui1，2

( 1． Laboratory of Human evolution and Scientific Archeology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100044，China;
2． Department of Scientific History and Archaeometry，Graduate University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China;

3． Xinjiang Institute of Antiquity and Archaeology，Urumqi 830011，China)

Abstract: Ancient milk residues research is a hot spot of international scientific archeology． Major analytical meth-
ods currently in use include stable carbon isotope composition of individual fatty acid and protein immunoassay．
Such research has not been developed in China． In this research，a commercial ELISA kit was adopted to analyze the
black block residue from the Subeixi Site in Shanshan county，Turpan district，Xinjiang Uygur Autonomous Region．
ELISA analysis demonstrated the presence of a small amount of bovine casein in the residue． Thus，the detected resi-
due could be a milk product or a certain substance blended with milk． It suggested that the milk had been included
in an ancient diet no later than the third to fifth century B． C． among the people in Xinjiang area． This analytical
method is well developed，and could be widely applied to the fast detection of ancient milk residues in China．
Key words: ELISA; Bovine casein; The Subeixi Site; Milk product
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