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胶体金免疫层析技术测定食品中黄原胶
夏 敏1，杜美红1，贾 瑜2，赵建业1，陈舜琮1，张德红2，赵正苗2

(1.北京市理化分析测试中心，北京 100089；2.北京勤邦生物技术有限公司，北京 102206 )  

摘 要：目的：建立一种简便实用的胶体金免疫层析检测新方法，用于食品中黄原胶的快速筛查。方法： 用黄原

胶抗原标准品免疫新西兰大白兔，制备得到高效价的抗黄原胶多克隆抗体；采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金，并

将其与抗黄原胶多克隆抗体标记制得金标抗体；在硝酸纤维素膜检测线上，预包被黄原胶标准抗原，质控线上包被

羊抗兔IgG，采用竞争法，制成黄原胶胶体金免疫层析检测试纸条，并对试纸条的特异性、敏感性和稳定性进行了

试验。结果：该试纸条检测样品的敏感性为3g/kg。结论：研制出黄原胶胶体金免疫层析试纸条及其检测方法，该

方法敏感性高、特异性强、操作简便，5min可出检测结果，可用于现场大量样品的快速检测。 
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Detection of Xanthan Gum in Foods by Colloid-Gold Immunochromatographic Assay

XIA Min1，DU Mei-hong1，JIA Yu2，ZHAO Jian-ye1，CHEN Shun-cong1，ZHANG De-hong2，ZHAO Zheng-miao2

 (1. Beijing Center for Physical and Chemical Analysis, Beijing 100089, China；
2. Beijing Kwinbon Biotechnology Co. Ltd., Beijing 102206, China)  

Abstract：Objective: To develop a new rapid colloid-gold immunochromatographic assay for the screening of xanthan gum 
in foods. Methods: The immunochromatographic assay was based on competitive immunoassay. Standard xanthan gum was 
used to immunize New Zealand rabbits to obtain high titer polyclonal antibodies. Colloid-gold was prepared according to the 
sodium citrate method, and was then conjugated to polyclonal antibodies. Xanthan gum antigen was coated on nitrocellulose 
membrane and goat anti-rabbit IgG was coated on control line. Results: The developed colloid-gold immnunochromatographic 
assay revealed a detection sensitivity of 3 g/kg. Conclusion: A new colloid-gold immunochromatographic strip for the detection 
of xanthan gum has been successfully developed. This method is highly specifi c, sensitive, rapid (the detection procedure can be 
completed in 5 min) and suitable for in situ, rapid, large-scale detection.
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食品安全问题始终是广大消费者关心的热点问题，

人工合成食品添加剂的过量使用直接影响食品的安全

性。黄原胶是一种胞外多糖，在国内外广泛运用于各行

业。作为食品添加剂，其具有良好的稳定性和增稠性，

但GB 2760—2011《食品安全国家标准：食品添加剂使用

标准》对其的最大使用量有规定，且食品整治办也将其

列入易滥用的食品添加剂的名单中[1]。对于黄原胶含量的

检测，目前还没有一套行之有效的方法，所以对黄原胶

检测方法的研究是食品安全监管的重要环节。胶体金免

疫层析技术操作简便、成本低、结果准确并易于判读，

已广泛应用于多种病原菌和农药残留等的检测[2-5]。

本研究利用自制的黄原胶抗原的多克隆抗体，以胶

体金标记后，采用竞争胶体金免疫层析法制备黄原胶胶

体金免疫层析试纸条，旨在高灵敏、低成本并用于现场

快速检测和筛查工作。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄原胶标准品 日本TCI公司；氯金酸、柠檬酸三

钠、磷酸、碳酸钾 北京化学试剂公司；弗氏佐剂(羊
毛脂、液体石蜡，自配)、弗氏不完全佐剂(羊毛脂、液体

石蜡和卡介苗，自配) 国药集团化学试剂北京有限公

司；牛血清白蛋白(BSA)、卵清蛋白(OVA) 美国Sigma
公司；羊抗兔IgG 北京吉比埃生物技术有限公司；商

品化蛋白保护剂 北京索来宝公司；硝酸纤维素膜、样

品垫、吸水垫 上海良信科技有限公司；多糖胶、卡拉

胶、明胶 商务部流通产业促进中心实验室。
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1.2 仪器与设备

UVmini-1240紫外-可见分光光度计 日本岛津公

司；Biodot点膜仪 长沙博优生化制品有限公司；90-2
型恒温电磁搅拌器 上海振荣科学仪器有限公司；DH-
101-2型电热恒温培养箱  上海一恒科技有限公司；

S4800冷场发射扫描电子显微镜 日本日立公司。

1.3 方法

1.3.1 黄原胶多克隆抗体的制备

1.3.1.1 动物免疫

将黄原胶溶液用0.02mol/L磷酸缓冲液(PBS)稀释成质

量浓度为1.0mg/mL的溶液，用于免疫新西兰大白兔2只。

首次免疫时，将上述溶液与等量的弗氏佐剂混匀，每只兔

子注射2.0mL，在颈背部皮下多点注射，每点0.2mL，第

2次免疫时将上述溶液与等量的弗氏不完全佐剂混匀，每

只兔子用2.0mL，在颈背部皮下多点注射，每点0.2mL。
每次注射间隔2周，免疫期间采血，检测抗血清效价，连

续加强免疫，直到抗体效价大于1:10000(OD450nm＞1.5)为
止。最后一次用无佐剂抗原1.0mg腹腔注射。

1.3.1.2 动物采血

检测效价时可用注射器针头刺破耳缘静脉采血，免

疫完毕后大量血清的采集可以将兔子全身麻醉后实施心

脏穿刺取血。

1.3.1.3 分离血清

将采得的血液于37℃放置1h，再转入4℃过夜，待血

块充分收缩后迅速分离血清，并于4℃、2500r/min离心

血块20min，收集上清液与前面的血清混合，再于4℃、

1500r/min离心全部血清，收集上清液，分装，将一部分

上清液于－20℃冻存，另一部分上清液于4℃保存备用。

1.3.1.4 抗血清纯化

采用辛酸-硫酸铵法[6-7]纯化制得的多克隆抗体，以

PBS液作空白对照，用紫外-可见分光光度计在280、 
260nm测定其吸光度，计算蛋白含量[8]。

1.3.2 胶体金标记抗体的制备

1.3.2.1 胶体金的制备

采用柠檬酸三钠还原法[9]制备胶体金，具体操作如

下：取0.01%氯金酸溶液100mL，用恒温电磁搅拌器加

热至沸腾，在持续搅拌的情况下加入1%柠檬酸三钠溶液

2.5mL，继续搅拌加热20min，溶液呈透亮的红色。冷却

至室温，用去离子水定容至100mL，于4℃保存。

1.3.2.2 胶体金质量鉴定

肉眼观察：用肉眼观察制备的胶体金的颜色、均

匀度、有无杂质、透明度情况；紫外-可见光谱分析：

取冷却后的胶体金溶液，用紫外 -可见分光光度计在

200～600nm进行扫描，确定最大吸收峰波长，观察最大

吸收峰的峰形、峰宽；电镜观察：取冷却后的胶体金溶

液，通过电镜观察胶体金颗粒直径的大小。 

1.3.3 黄原胶多克隆抗体-胶体金标记物的制备

复溶缓冲液：在0.02mol/L、pH9.0的硼酸溶液中，加

入0.1%卵清蛋白、0.05%表面活性剂和0.3%蛋白保护剂。

在磁力搅拌下，用0.1mol/L碳酸钾溶液将胶体金的

pH值调至7.0，按每毫升胶体金溶液中加入抗体100μg的
标准向50mL胶体金溶液中加入黄原胶多克隆抗体5mg，
搅拌混匀30min，加入10g/100mL BSA，使BSA在胶体

金溶液中的最终质量浓度为1g/100mL，静置30min。
12000r/min、4℃离心30min，弃去上清液，沉淀物用复溶

缓冲液洗涤两次，用体积为初始胶体金体积1/20的复溶

缓冲液将沉淀重悬，置4℃备用。

1.3.4 胶体金免疫试纸条的制备 
1.3.4.1 冻干金标抗体的制备

将制备好的黄原胶多克隆抗体-胶体金标记物加入微孔

条中，每孔加50μL，盖上酶标板盖，放入冻干机中冻干20h
后取出，此时观察微孔条中的金标抗体呈固体状态结合在

孔底。将制备好的金标抗体加入干燥剂，置4℃备用。 
1.3.4.2 样品吸收垫的准备

将样品吸收垫置于0.1mol/L碳酸盐缓冲液(含0.4%鼠

血清白蛋白、pH9.9)中浸泡2h，在37℃烘30min备用。

1.3.4.3 硝酸纤维素膜的处理与包被

用包被液将黄原胶标准品稀释，用Biodot点膜仪将其

包被于硝酸纤维素膜上的检测线位置，确定包被量；用

0.01mol/L、pH7.4的PBS稀释羊抗兔IgG抗体，用Biodot点
膜仪将其包被于硝酸纤维素膜上的质控线位置，确定包

被量。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 黄原胶多克隆抗体制备结果

对新西兰大白兔经过 7次免疫，静脉采血后用

直接E L I S A方法进行检测，测得抗血清的效价为

1:20000(OD450nm＞1.5)；大量采血分离血清纯化后，经紫

外-可见分光光度计测得抗体的质量浓度为18.27mg/mL。
2.2 制得胶体金的颗粒特征

图 1 胶体金溶液的透射电镜观察图像图 1 胶体金溶液的透射电镜观察图像

Fig.1 Transmission electron microscopic image of colloidal goldFig.1 Transmission electron microscopic image of colloidal gold

通过采用柠檬酸三钠还原法制备获得胶体金颗粒。



272 2012, Vol.33, No.20              食品科学 ※分析检测

用肉眼观察制备的胶体金，其颜色为酒红色，无杂质、

透明度较高。将冷却后的胶体金溶液在200～600nm扫

描，其最大吸收峰的峰宽较小，说明胶体金颗粒分布比

较均匀。用透射电镜观察粒径均匀，约40nm，形状规

则。详见图1。
2.3 胶体金标记结果

制得的黄原胶多克隆抗体-胶体金标记物离心后无挂

壁及沉淀现象，重悬后溶液澄清，可以用于后续实验。

2.4 胶体免疫层析试纸条的制备结果

用包被液将黄原胶标准品稀释5倍后，用Biodot点膜

仪将其包被于硝酸纤维素膜上，作为检测线(T线)，包被

浓度为1mg/mL；在距离检测线4mm处，用Biodot点膜仪

将PBS液(0.01mol/L、pH7.4)稀释10倍后的羊抗兔IgG抗体

喷上，即为质控线(C线)，包被质量浓度为1mg/mL。
2.5 胶体金免疫试纸条各种技术参数的确定

2.5.1 胶体金试纸条敏感性的确定

用黄原胶标准品分别配制质量浓度为0、10、20、
30、40mg/L的系列，用制备好的试纸条进行检测，每个

浓度重复测定10次。经试验该试纸条对黄原胶标准溶液

的敏感性为30mg/L。结果见表1。

表 1 胶体金试纸条测定黄原胶标准溶液结果表 1 胶体金试纸条测定黄原胶标准溶液结果

Table 1 Results of detection of xanthan gum standard solution by Table 1 Results of detection of xanthan gum standard solution by 

colloidal gold immunochromatographic stripcolloidal gold immunochromatographic strip

黄原胶溶液质量

浓度/(mg/L)
检测结果

0 质控(C)线和检测(T)线均显色，全为阴性

10 质控(C)线和检测(T)线均显色，全为阴性

20 质控(C)线和检测(T)线均显色，全为阴性

30 质控(C)线显色，但检测(T)线不显色，全为阳性

50 质控(C)线显色，但检测(T)线不显色，全为阳性

2.5.2 样品前处理方法的确定

将固体样品碾碎后，称取1g(液体样品可以直接

取样)，溶于20mL蒸馏水中，放入恒温水浴锅中，在

60～70℃的温度下浸泡30min，其中每隔10min，振荡一

次，使其充分溶解后冷却备用。

将处理好的样本与稀释液按1:4的比例混匀后，取

100μL加入微孔中，插入试纸条进行检测。经验证，此方

法处理后的样本检测结果准确。

2.5.3 胶体金试纸条的检出限

取挂面、红糖、糕点等样品共10份，在上述样品中

分别添加1、2、3、4、5g/kg黄原胶标准品，用试纸条进

行检测，结果表明对样品中黄原胶的检出限为3g/kg。
2.5.4 试纸条稳定性实验

取三批胶体金试纸条，分别置于4、37℃和18～25℃
条件保存，每7d测定一次，分别检测黄原胶标准溶液

(30mg/L)以及添加了黄原胶标准品(3g/kg)的阳性挂面和

未添加黄原胶的阴性挂面(含量小于3g/kg)样本各5份，每

个质量浓度重复测定3次，结果见表2。由表2结果可知，

胶体金试纸条性能稳定。

表 2 胶体金试纸条的稳定性实验表 2 胶体金试纸条的稳定性实验

Table 2 Stability of colloidal gold immunochromatographic stripTable 2 Stability of colloidal gold immunochromatographic strip

保存温

度/℃
时间/d

黄原胶标准溶

液(30mg/L，
n=5)

挂面-1(黄原胶含

量小于3g/kg，
n=5)

挂面-2
(黄原胶含量为

3g/kg，n=5)

4

0 ＋ — ＋

7 ＋ — ＋

14 ＋ — ＋

21 ＋ — ＋

29 ＋ — ＋

37

0 ＋ — ＋

7 ＋ — ＋

14 ＋ — ＋

21 ＋ — ＋

29 ＋ — ＋

18～25

0 ＋ — ＋

7 ＋ — ＋

14 ＋ — ＋

21 ＋ — ＋

29 ＋ — ＋

2.5.5 特异性检测结果

将其他相关的添加剂如卡拉胶、多糖胶、明胶按照

样本前处理的方法进行处理后，配成3mg/L溶液，用胶体

金试纸条检测，进行特异性试验。结果表明，胶体金试

纸条与卡拉胶、多糖胶和明胶没有交叉反应，可以进行

黄原胶的定性检测，特异性强。

3 讨 论 3 讨 论 

自从应用胶体金竞争免疫层析法检测牛奶中的孕酮

以来[10]，胶体金免疫层析法就以其灵敏度高、成本低、操

作简便、检测快速等优势，被越来越多地应用到食品安全

快速检测的研究中，特别是食品中兽药残留的检测[11-15]。

黄原胶作为一种食品添加剂，目前还没有较好的检测方

法。本研究以现场快速检测、降低检测成本为出发点，采

用免疫胶体金层析法研制出食品添加剂黄原胶的快速检测

试纸条，填补了这一空缺，具有很强的实际应用价值。

目前，国内外对黄原胶的研究多集中于发酵生产、

理化特性等方面，而对其免疫和生物学性能及检测方法

的研究报道甚少。黄原胶是五聚糖的重复多聚体，分子

质量较大，用其直接做抗原进行免疫。经3次免疫后， 
ELISA检测抗血清就呈现阳性，但其对标准品出现抑制

的质量浓度较高，大于50μg/mL，不利于其后续试纸条的

方法开发，故本研究对实验动物进行多次加强免疫，使



※分析检测                            食品科学 2012, Vol.33, No.20  273

抗血清对黄原胶标准品抑制的浓度逐渐降低，直至9次免

疫后所采血清才达到达到后续实验的要求。与常规蛋白

类免疫原相比，其免疫周期较长，这可能与黄原胶能提

高免疫活性有关[16]。

在研制胶体金试纸条的过程中，胶体金的制备是关

键。柠檬酸三钠还原法制备胶体金颗粒已经成为了一种普遍

的方法，但是在制备过程中必须注意所用试剂和耗材的质量

和洁净度，以及严格把握胶体金粒径的大小，才能够保证试

纸条的质量。本实验制备的胶体金颗粒直径为40nm，粒径

均匀，形状规则，保证了试纸条检测结果的准确性。

基于黄原胶抗体开发生物检测方法，国内已有ELISA
方法的报道[17]，但基于胶体金试纸条的研究还未出现。由

于对黄原胶检测只是针对其是否超标，故开发定性检测试

纸条更具有实际意义。GB 2760—2011《食品安全国家标

准：食品添加剂使用标准》中，生干面制品中黄原胶的最

大使用量为4g/kg，其他食品中黄原胶的最大使用量都高

于4g/kg。而本研究制备的试纸条对黄原胶的检出限为3g/kg，
低于国标规定限量，可确保检测样本是否超标。

4 结 论4 结 论

本研究用黄原胶标准品免疫新西兰大白兔获得了针

对黄原胶的多克隆抗血清，并以此为原材料研制出检测

黄原胶的快速检测试纸条。此试纸条检出限为3g/kg，
检测时间只需5min，适用于对生干、湿面制品、糖和糖

浆、酸奶、饮料等样品的快速检测，能够初步满足食品

添加剂黄原胶的快速筛查。
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