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摘要： 【目的】建立基于胶体金免疫层析技术 (CGIA)，快速简便、现场检测鱼糜中食品过
敏原成分卵白蛋白 (OVA)的方法。 【方法】鸡蛋清采用双水相萃取法进行前处理，通过离
子交换层析法分离纯化 OVA，利用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)检
测纯度并进行质谱鉴定。制备了抗 OVA多克隆抗体，验证其特异性。以柠檬酸三钠还原
法制备胶体金溶液标记抗体，基于竞争法原理制备 OVA胶体金免疫层析试纸条并进行优
化。 【结果】SDS-PAGE和质谱鉴定结果均表明获得了高纯度 OVA。蛋白免疫印迹 (West-
ern blot)结果显示，抗鸡 OVA多克隆抗体对鸡蛋 OVA和鸭蛋 OVA均有特异性反应，与
鱼糜中的其他蛋白无免疫交叉反应，特异性良好。开发的卵白蛋白胶体金免疫层析检测试
纸 (OVA-CGIA-Strip)可快速检测鱼糜中的鸡蛋 OVA和鸭蛋 OVA。采用四参数逻辑曲线拟
合标准曲线 y=7.17~2.79 lgx(R2=0.983 4)，线性范围为 0.01~20.00 µg/mL，检出限为 0.20 µg/mL，
IC50=(3.13±0.18) µg/mL。 【结论】本研究制备的卵白蛋白胶体金免疫层析检测方法操作简
便、特异性好、准确度高，配合胶体金试纸条分析仪可以现场快速定量检测鱼糜中的卵白
蛋白。本研究对于鱼糜制品生产企业把控原料质量，保障过敏人群的健康等具有重要意义。
关键词: 卵白蛋白；鱼糜；胶体金免疫层析技术；食品过敏原；快速检测
中图分类号: TS 254.7 文献标志码: A

 
卵白蛋白 (OVA)是禽蛋清中的主要蛋白质，

占蛋清总蛋白的 54%。OVA是一种球状磷酸糖蛋

白，相对分子质量约 45 ku，包含 385个氨基酸残

基，等电点约为 pH 4.5，性质较为稳定[1-2]。OVA
分子中含有 1个二硫键和 4个自由巯基，高温加

热等处理后极易形成蛋白质间的交联，因而 OVA
具有良好的凝胶性、乳化性和起泡性，作为一种

功能性食品配料被广泛应用于食品工业中。但是，

OVA是蛋清中的主要过敏原之一，其致敏性仅次

于卵类黏蛋白，可引起人体由 IgE介导的Ⅰ型速
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发型变态反应，对婴幼儿和儿童致敏率较高，临

床症状多表现为荨麻疹、呕吐、气喘等，严重可

导致休克甚至死亡[3-5]。此外，OVA的性质较稳定，

即便经过高温等处理后依然具有致敏性。由于目

前尚缺乏治疗 OVA过敏的有效手段，防止 OVA
导致的食物过敏主要方法是避免摄入该蛋白 [6]。

因此，对非蛋类食品中 OVA存在情况的检测对于

有效防治因过敏蛋白引起的食品安全问题具有十

分重要的意义。

鱼糜制品因营养价值高、食用方便等特点成

为我国鱼类加工的重要产品 [7]。鱼糜生产基本工

艺是将鱼洗净去内脏后采肉去杂，鱼肉经漂洗、

脱水后得到用于生产鱼糜制品的原料鱼浆，鱼浆

经添加盐、淀粉等其他成分并擂溃，成型加热后

成为鱼糜制品[8]。随着鱼糜制品需求量持续增长，

更多的低值鱼类被用于制备鱼糜原料。目前的大

型鱼糜制品生产企业自身并不生产原料鱼浆，而

是从其他企业采购或从国外进口。在鱼浆生产过

程中，部分企业通过添加经脱盐处理的蛋清蛋白、

大豆分离蛋白等外源蛋白来替代鱼肉成分以降低

成本并提高鱼糜制品的凝胶特性和白度 [9-10]。 鱼
糜制品中蛋清等非鱼肉蛋白的过量添加不仅存在

以低值蛋白替代高值鱼肉蛋白的问题，对于 OVA
等蛋白过敏的患者更存在安全隐患。我国国标中

8类食品过敏原信息只是作为预包装食品标签的

推荐标示内容，未对过敏蛋白的含量信息作具体

要求。鉴于过敏蛋白可能带来的安全隐患以及非

鱼肉蛋白过量添加对消费者的不利影响，对于蛋

清 OVA的快速准确检测可以方便鱼糜制品生产企

业对原料鱼浆中蛋清蛋白的存在情况作定性定量

分析，避免以次充好问题产生，对于保障产品质

量具有重要意义和实际应用价值。

目前，应用于过敏原 OVA的检测方法主要

有免疫分析法 [11]、质谱法 [12] 等。Baldo等 [13] 将一

次性电化学微流控制装置与免疫磁珠结合，开发

了用于检测葡萄酒中残留的微量 OVA方法，该方

法灵敏度高。Azarnia等[14] 采用 ESI-MS方法成功

鉴定了 OVA的特征肽以检测食物中的 OVA，该

方法适合热处理食品中 OVA的检测。以上方法都

可以不同程度地对食品中的 OVA进行检出，但在

实际应用中存在检测步骤烦琐，需要高昂精密仪

器，对操作人员技术水平要求高，检测周期长，

无法实现现场快速检测等缺陷，难以被用于鱼糜

生产的实际检测中。

胶体金免疫层析技术 (CGIA)是以纳米金作

为示踪标志物应用于抗原抗体的侧流免疫层析检

测技术 [15]。由于 CGIA制作成本低、方便携带、

便于现场快速检测且分析结果可肉眼辨别等优点

而被广泛应用于各个检测领域[16-17]。利用 CGIA快

速检测食品中过敏原的研究已有相关报道[18]。高

红艳等[19] 基于双抗夹心胶体金免疫层析技术建立

了检测甲壳类水产品中过敏原原肌球蛋白的方法，

该方法可在 5  min内显示结果，视觉检测限为

10.00 ng/mL。Anfossi等[20] 采用金和银纳米颗粒设

置多色侧流免疫层析试纸，利用 3种不同颜色的

特异性探针同时对 OVA、酪蛋白和榛子敏蛋白这

3种过敏原进行检测，其中 OVA的检测限为 0.10
mg/L。鱼糜制品在我国的产销量逐年增加，对

OVA过敏的人数也有较高比例，但对鱼糜制品中

OVA的检测工作尚少有相关报道。本研究拟通过

制备抗鸡 OVA多克隆抗体，基于胶体金免疫层析

检测技术，开发一种操作便捷、低成本、高特异

性的卵白蛋白胶体金免疫层析检测试纸 (OVA-
CGIA-Strip)，用于现场快速检测鱼糜原料及制品

中过敏蛋白 OVA的存在情况，为鱼糜类食品的原

料质量及产品的安全控制提供技术支撑。

 1    材料与方法

 1.1    材料与试剂

新鲜鸡蛋、鸭蛋 (厦门市集美区某大型超市)；
鱼糜原料 (福建安井食品股份有限公司)。

DEAE-Sepharose 树脂 [中科森辉微球技术

(苏州)有限公司 ]；四氯金酸 (上海麦克林生化科

技有限公司)；ECL化学发光试剂盒 (苏州优逸兰

迪生物公司)；硝酸纤维素膜 (NC膜)、PVC底板、

样品垫、结合垫、玻璃纤维棉、重悬工作液 Base
E (2×) 、T线包被液 (厦门波生生物技术有限公司)；
聚乙二醇 8000、聚乙二醇 20000(北京索莱宝科技

有限公司)；辣根过氧化物酶 (HRP)标记的羊抗鼠

IgG(上海碧云天生物技术有限公司)；其他常规试

剂均为分析纯 (国药集团化学试剂有限公司)。

 1.2    仪器与设备

G:BOX凝 胶 成 像 仪 (英 国 Syngene公 司 )；
HGS510-2-3划膜仪 (上海金标生物技术有限公司)；
SC-100自动切条机 (东莞鼎鑫机械有限公司 )；
PILot10-15ES真空冷冻干燥机 (北京博医康仪器有
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限公司)；DHP-9402电热恒温培养箱 (上海一恒科

学仪器有限公司)；PT-2500组织捣碎机 (瑞士 Kin-
ematica公司)；E07419 胶体金试纸分析仪 (厦门波

生生物技术有限公司)；Avanti JA-25高速冷冻离

心机 (美国 Beckman公司)。

 1.3    实验方法

 OVA的纯化　　蛋清前处理参考 Geng等[21]

的方法并加以修改。将 30 mL鸡蛋清用 3倍体积的

50 mmol/L NaCl溶液稀释，4 ℃ 下搅动 2 h，用

6 mol/L HCl调节 pH至 5.0，4 ℃ 静置 0.5 h后于

4 ℃、12 000×g 离心 25 min，取上清液。边搅动

上清液边加入聚乙二醇 8000至饱和度达到 9%(质
量体积比 )，静置 0.5 h后，4 ℃、12 000×g 离心

20 min，取上清液。再边搅动边加入聚乙二醇

8000至饱和度达到 15%(质量体积比)，静置 0.5 h
后，4 ℃、12 000×g 离心 20 min，取上清液，用

缓冲液 (20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5)充分透析。

将已透析的样品上样于用缓冲液 (20 mmol/L
Tris-HCl，pH 7.5)预平衡的 DEAE-Sepharose离子

交换层析柱 (2.5 cm×20 cm)，用缓冲液流洗掉未结

合蛋白，用含有 0~0.2 mol/L NaCl的缓冲液进行

线性洗脱，收集第 3个洗脱峰即为纯化的目的蛋

白 OVA。

 SDS-PAGE　　参考 Jiang等 [22] 的方法，采

用 SDS-PAGE对分离蛋白进行分析检测，将样品

与上样缓冲液以 1∶3(体积比)混合后，振荡混匀，

95℃ 加热 10 min。采用丙烯酰胺质量分数为 12%
分离胶和 5%浓缩胶。电泳结束后，经考马斯亮

蓝 R-250显色、脱色后进行凝胶成像分析。

 质谱鉴定　　将纯化的 OVA进行 SDS-PAGE
后，染色、脱色后切胶回收目的蛋白条带，委托

深圳维纳菲生物技术有限公司进行肽质量指纹图

谱鉴定分析。

 抗鸡 OVA多克隆抗体的制备　　取 100 µL
纯化的鸡 OVA(2 mg/mL)与等体积的弗氏完全佐

剂，充分乳化后，进行皮下多点注射 ICR小鼠，每隔

2 周以相同剂量的抗原加强免疫。免疫 4 次后，

采血，静置待血清析出后，3 000×g 离心 10 min，
将血清用 Protein G亲和层析柱纯化。抗体制备在

厦门大学医学院完成。

 Western blot　　通过半干转膜方式将蛋白从

聚丙烯酰胺凝胶转移到 NC膜上，用含 5%脱脂奶

的 TBST缓冲液 (含 0.5%吐温 -20的 20  mmol/L

Tris-HCl， pH  8.0)室温封闭 1  h，用 TBST洗膜

3次，每次 5 min。将鼠抗鸡 OVA多克隆抗体与

TBST按 1∶10 000 (体积比)稀释后室温孵育 NC
膜 1 h，TBST洗膜 5次，每次 5 min；再以 HRP
标记的羊抗鼠 IgG与 TBST按 1∶20 000 (体积比)
稀释后室温孵育 1 h，TBST洗膜 5次，每次 5 min。
加入 ECL显色液至 NC膜，室温避光孵育 3 min，
在荧光化学发光成像系统上记录结果。

 OVA-CGIA-Strip的制备及性能测定　　胶

体金溶液采用柠檬酸还原法制备[23]，具体操作：取

100 mL配制好的 0.01%氯金酸溶液搅动加热至沸

腾，吸取 1 mL 1%柠檬酸三钠溶液快速加入，持

续沸腾 10 min后，停止加热并冷却至室温。通过

目测得到胶体金的外观特征，同时以紫外-可见分

光光度计分析在 400~700 nm处的吸光度，根据最

大吸收峰位置判断胶体金颗粒粒径及均一性，并

以此验证胶体金是否合成。

 金标抗体的制备　　取 1 mL胶体金溶液，

采用氯化钠破坏法确定最佳 pH和最适抗体添加

量。将标记完成的金标抗体溶液采用两步法离心，

所得的沉淀混合均匀后复溶，加入 500 µL重悬工

作液 Base E (2×)，加水补足至 1 mL，均匀平铺在

空白玻璃纤维上，冷冻真空干燥 2 h后取出密封

即为金标垫。

将 NC膜平滑地贴在 PVC底板中间位置上，

用划膜仪划线。根据标尺位置分别将浓度为 0.8
mg/mL的抗原 OVA和浓度为 1 mg/mL的羊抗鼠

IgG划至 NC膜上的 T线和 C线处，37 ℃ 干燥至

少 4 h，取出密封干燥备用。免疫层析条件主要优

化检测线 T和质控线 C的最佳工作质量浓度以及

最适 NC膜。按顺序将金标垫、样品垫和吸水纸

贴在底板上，用切条机切割成宽 3.5 mm试纸条，

密封保存备用。

 OVA-CGIA-Strip灵敏度测试　　对试纸条

进行灵敏度试验，配制终浓度为 0、0.01、0.10、
1.00、10.00、20.00、40.00、100.00 µg/mL的 OVA
标准工作液，用OVA-CGIA-Strip检测，各取 50 µL
不同浓度的工作液滴加到样品垫上，反应 5 min
后观察显色结果。结果判定方法：阴性，T、C线均

显色；阳性，C线显色，T线不显色；无效，T线、

C线均不显色。依靠胶体金试纸分析仪读取 T线

数值，以 T线条带的光吸收值为纵坐标，各 OVA
浓度的对数值为横坐标，每个浓度样本平行测得

3次，利用 Origin 2021软件拟合线性标准曲线。
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 OVA-CGIA-Strip特异性测试　　选取 5种常

见鱼糜制品的原料鱼肉：草鱼 (Ctenopharyngodon
idella)、鲢 (Hypophthalmichthys  molitrix)、蓝圆鲹

(Decapterus  maruadsi)、尼罗罗非鱼 (Oreochromis
niloticus)和大西洋鳕 (Gadus morhua)，参考 Jiang
等[22] 的方法取鱼肌肉，用冰水漂洗 2~3次，擦干

鱼肉表面水分后切碎，加盐擂溃后简单制成鱼糜。

鱼糜与样品提取缓冲液按 1∶10(质量体积比)充分

溶解混匀，静置 5 min后吸取上清液 50 µL进行检

测，同时以鸡蛋 OVA和鸭蛋 OVA作为阳性对照，

静置 5 min显色后观察结果。

 OVA-CGIA-Strip准确性测试　　选取 2份

上述制备的不含蛋清的阴性鱼糜样品，向其中分

别添加不同浓度的鸡蛋 OVA和鸭蛋 OVA，使加

标后 OVA终浓度分别为 1.00、 10.00和 100.00
µg/mL，每个浓度设置 3组平行，鱼糜与样品提

取缓冲液按 1∶10(质量体积比)充分溶解混匀，静

置 5 min后吸取上清液 50 µL分别测定，并用胶体

金试纸分析仪进一步确证。加标回收率和变异系

数 (CV)计算公式：

加标回收率(%) =
加标量

实际检测值
×100%

CV(%) =
SD
Mean

×100%

 OVA-CGIA-Strip的实际应用效果　　随机

选取 7种市售鱼糜和 1份不含蛋清的鱼糜样品作

为阴性对照样本，鱼糜与样品提取缓冲液按

1∶10(质量体积比)充分溶解，静置 5 min后取上

清液进行 10~100倍稀释处理，保证最终检测浓度

处于检测线性范围内，滴加 50 µL溶液于样品垫

上进行检测，5 min后观察条带显色情况，并通过

胶体金试纸分析仪读取 T线数值，代入标准曲线

中推测出鱼糜样品中 OVA的含量。

 1.4    数据分析

采用 DOSON-10软件读取胶体金试纸条 T线

灰度值，实验均作 3次平行，取平均值和标准偏

差。采用 Excel软件进行数据分析，Origin 8.0软

件绘图。图片采用 Adobe Illustrator 2022软件标注。

 2    结果

 2.1    鸡蛋 OVA的纯化

为了获得高纯度 OVA以制备特异性抗体，

本研究利用柱层析从鸡蛋清中纯化 OVA。蛋清通

过双水相萃取法前处理除杂后上样于 DEAE-Seph-
arose阴离子交换层析柱，经流洗掉未结合的杂蛋

白后用含 0~0.20 mol/L NaCl的 20 mmol/L Tris-HCl
(pH 7.5)缓冲液进行线性洗脱，OVA在约 0.12 mol/L
NaCl浓度开始被洗脱下来，收集图 1-a中第 3个

蛋白洗脱峰进行 SDS-PAGE分析，图中字母序列

为鉴定得到的 OVA酶解肽段的氨基酸序列。SDS-
PAGE结果表明 (图 1-b)，OVA在非还原状态下呈

现分子质量约为 40和 80 ku的蛋白条带，推测
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图 1    OVA的柱层析纯化及质谱鉴定

(a)  OVA的 DEAE-Sepharose 柱层析纯化图； (b)  OVA的 SDS-
PAGE结果。M.标准蛋白；1.非还原；2.还原；(c) OVA的肽质量

指纹图谱。

Fig. 1　Column chromatography purification and
mass spectrometry identification of OVA

(a)  DEAE-Sepharose  column chromatography  purification  of  OVA;  (b)
SDS-PAGE  analysis  of  OVA.  M.  molecular  weight  marker;  1.  non-
reduced; 2. reduced; (c) peptide mass fingerprinting of OVA.
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80 ku处的条带为 OVA的二聚体 [24]。加入还原剂

后的 OVA分子质量在 45 ku处呈单一蛋白条带，

这与报道的还原条件下 OVA理论分子质量一致[9]。

为进一步验证该蛋白条带是否为目的蛋白

OVA，将还原条件下的 OVA蛋白条带切胶回收

后进行质谱鉴定分析。质谱鉴定共扫描得到了

195个肽段，含 385个氨基酸残基。图 1-c是该蛋

白条带的其中一个二级质谱图，与鸡 (Gallus gal-
lus) OVA氨基酸序列比对覆盖率为 99%，证明本

研究纯化得到了高纯度鸡 OVA。

 2.2    抗 OVA多克隆抗体的特异性分析

以高度纯化的鸡 OVA免疫小鼠，通过 Pro-
tein G亲和层析柱纯化小鼠血清，得到抗 OVA多

克隆抗体 IgG。用Western blot分析抗体的特异性。

图 2-a为还原条件下鸡蛋清全蛋白，咸鸭蛋清全

蛋白，鲢、草鱼、蓝圆鲹和凡纳滨对虾 (Litopen-
aeus vannamei)的肌肉全蛋白 SDS-PAGE。图 2-b
为 Western blot结果，制备的抗 OVA多克隆抗体

对鸡、鸭蛋清中的 OVA均有特异性反应，与蛋清

中的其他蛋白及 3种鱼肉肌肉蛋白和凡纳滨对虾

肌肉蛋白不产生免疫交叉反应。鉴于鸡 OVA和

鸭 OVA的蛋白同源性高达 81%[25]，所制备的抗

OVA多克隆抗体对鸡 OVA和鸭 OVA均有特异性

反应且亲和力较好，可用于后续实验。

 2.3    胶体金溶液的制备

采用传统的柠檬酸三钠还原法制备胶体金溶

液，通过紫外可见光光谱和目测观察对其进行表

征，图 3-a是通过紫外可见光扫描光谱表征其粒

径，500~550 nm为其特征峰，最大吸收波长在

527 nm，对应的最大吸光值为 3.49，峰形较窄、

波形光滑。目测观察结果如图 3-b所示。胶体金

溶液清澈透亮，呈酒红色，无悬浮物和沉淀，判

断胶体金溶液质量良好。

 2.4    金标抗体最佳 pH值和最佳抗体蛋白用量

的确定

胶体金溶液颗粒易受 pH值、盐离子、温度

等因素的影响。因此，金标抗体在制备过程中应

保持整体稳定，使胶体金与抗体之间较好地进行

耦联，提高耦联成功率，减少“死金”现象发生[26]。

在金标抗体制备过程中，主要考虑胶体金溶

液的 pH以及抗体蛋白的最佳添加量。由于胶体

金溶液易损坏 pH计探头，采用不同添加量的

0.2  mol/L  K2CO3 来定义  pH[27]。如图 4-a所示，

1  mL胶体金 -抗体耦合物溶液的 OD520 值随着

0.2  mol/L  K2CO3 的增加不断增大。当 0.2  mol/L
K2CO3 添加量为 10 µL时，OD520 达到最大值，此

后变化幅度不大。表明在 1 mL胶体金溶液中加

入 10 µL的 0.2 mol/L K2CO3，金颗粒与抗体蛋白

吸附效果最好，此时的溶液达到标记抗体的最适

pH， 故 而 选 择 1  mL胶 体 金 溶 液 中 0.2  mol/L
K2CO3 的最适添加量为 10 µL。如图 4-b所示，随

着抗体添加量的增加，胶体金-抗体耦合物 OD520

值逐渐增大，当每毫升胶体金溶液中抗体浓度为

0.075 mg/mL 时，OD520 为最大值，之后随着抗体

添加量继续增大，OD520 的值未出现显著升高，

表明体系达到稳定状态。此时即为胶体金溶液中

鼠抗鸡蛋 OVA多克隆抗体的最适浓度。
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图 2    抗 OVA多克隆抗体的特异性分析

(a) SDS-PAGE；(b) Western blot。M.标准蛋白，1.鸡蛋清，2.咸鸭

蛋清，3.鲢，4.草鱼，5. 蓝圆鲹，6. 凡纳滨对虾。

Fig. 2　Specificity analysis of anti-OVA
polyclonal antibody

(a)  SDS-PAGE;  (b)  Western  blot.  M.  molecular  weight  marker;  1.  hen
egg  white,  2.  salted  duck  egg  white,  3. H.  molitrix,  4. C.  idella,  5. C.
crysos, 6. L. vannamei.
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 2.5    OVA-CGIA-Strip的灵敏度测试

通过制备不同浓度的 OVA标准工作液，滴

加到试纸条上进行灵敏度测定及拟合标准曲线。

图 5-a为 T线灰度值随着 OVA工作液浓度变化

的曲线，当 OVA的浓度为 0.01~20.00 µg/mL时，

OVA浓度的对数值与 T线灰度值呈线性关系，线

性 方 程 为 y=7.17-2.79  lgx， R2=0.98， LOD=0.20
µg/mL，作为抑制性 ELISA，其 IC50=(3.13±0.18)
µg/mL。随着 OVA反应浓度的增大，OVA-CGIA-
Strip的 T线颜色逐渐变浅，C线颜色保持不变

(图 5-b)。当 OVA浓度为 1.00 µg/mL时，T线仍略

有颜色；浓度为 20.00 µg/mL时，T线完全消失，

因此视觉检出限 (vLOD)为 20.00 µg/mL。

 2.6    OVA-CGIA-Strip特异性测试

为了验证 OVA-CGIA-Strip的特异性，选取

5种市面上常见用于鱼糜制品生产的原料鱼，将

它们简单加工制成生鱼糜。将鱼糜与样品提取缓

冲液 (含 0.05%吐温-20的 10 mmol/L PBS, pH 7.4)
按 1∶10(质量体积比)充分混合均匀，让鱼糜在缓

冲液中均匀分散，静置 5 min后吸取 50 µL滴加到

样品孔进行特异性检测。反应 5 min后观察 OVA-
CGIA-Strip的 C线和 T线的显色情况。结果如

图 6所示，5种鱼糜的测试结果均为阴性，而对

照组鸡蛋 OVA、鸭蛋 OVA均呈阳性，表明所研

发的 OVA-CGIA-Strip与鱼肉蛋白不发生免疫交叉

反应，与Western blot结果一致，特异性良好。

 2.7    OVA-CGIA-Strip准确性测试

向阴性鱼糜样品中添加不同浓度的鸡蛋
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图 3    胶体金溶液的表征

(a) 胶体金溶液的紫外可见光扫描图谱；(b) 目测观察结果。

Fig. 3　Characterization of the colloidal gold solution
(a)  UV-Vis spectrum of  the  colloidal  gold  solution;  (b)  visual  observa-
tion result.
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图 4    0.2 mol/L K2CO3 最适添加量和最佳

抗体浓度的确定

(a) 不同 0.2 mol/L K2CO3 添加量下胶体金的  OD520；(b) 不同抗体

浓度下胶体金的 OD520。

Fig. 4　Determination of the optimal addition of
0.2 mol/L K2CO3 and antibody concentration

(a) OD520 of  colloidal  gold with different amounts of 0.2 mol/L K2CO3

added; (b) OD520 of colloidal gold at different antibody concentrations.
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OVA和鸭蛋 OVA标准品，加标终浓度分别为

1.00、10.00 和 100.00 µg/mL，每个加标浓度重复

测定 3次，并用胶体金试纸分析仪器进一步确证。

鸡蛋 OVA在鱼糜样品中的加标回收率为 109.50%~
112.52%，CV值为 9.83%~11.32%；鸭蛋 OVA在

鱼糜样品中的加标回收率为 87.94%~114.92%，

CV值为 11.03%~12.41% (表 1)。由于鱼糜的基质

干扰较大，导致两种 OVA在鱼糜中的加标回收率

整体略偏高，但该方法在线性范围内的加标回收

结果符合预期要求，具有良好的准确度，表明研

发的 OVA-CGIA-Strip可用于鱼糜中 OVA的检测。

 2.8    OVA-CGIA-Strip的实际应用效果

随机选取市售的 7种鱼糜制品 (序号 1~7，配

料表中均有标注含蛋清成分，但未明确具体含量)
和不含蛋清鱼糜 (序号 8，作为阴性对照 )，用

OVA-CGIA-Strip进行检测。结果如图 7-a所示，

7种冷冻鱼糜制品在检测卡的 T线均出现不同程

度的弱化，表明不同鱼糜制品中均有不同程度添

加蛋清，这也提示了在鱼糜制品包装上对蛋清含

量进行明确标示及监管的必要性。进一步可利用

胶体金试纸条分析仪对 T线条带进行量化，代入

标准曲线可计算得到鱼糜样品中 OVA的含量。

为进一步确认这 7种鱼糜制品中 OVA的存

在情况，用 Western blot作进一步验证。如图 7-b
所示， 7种鱼糜制品均在分子质量 45  ku处有

OVA特异性条带显示，而阴性对照未检测到该条
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图 5    OVA-CGIA-Strip的灵敏度分析

(a) OVA-CGIA-Strip四参数竞争抑制曲线；(b) OVA-CGIA-Strip标
准曲线；(c) 不同标准浓度 OVA的检测结果，A.提取缓冲液。

Fig. 5　Sensitivity analysis of OVA-CGIA-Strip
(a) four-parameter competitive inhibition curve of OVA-CGIA-Strip; (b)
OVA-CGIA-Strip standard curve; (c) detection results of OVA at differ-
ent standard concentrations, A. extracted buffer solution, 1. 0.01 μg/mL,
2. 0.10 μg/mL, 3. 1.00 μg/mL, 4. 10.00 μg/mL, 5. 20.00 μg/mL, 6. 40.00
μg/mL, 7. 100.00 μg/mL.
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图 6    OVA-CGIA-Strip的特异性测试

B.空白对照，1.草鱼糜，2.鲢鱼糜，3.蓝圆鲹鱼糜，4.尼罗罗非鱼

糜，5.大西洋鳕鱼糜，6.鸡蛋 OVA，7.鸭蛋 OVA。

Fig. 6　Specificity test of OVA-CGIA-Strip
B.  blank， 1. C.  idella  surimi， 2. H.  molitrix  surimi， 3. D.  maruadsi
surimi， 4. O.  niloticus  surimi， 5. G.  morhua  surimi， 6.  egg  OVA，
7. duck egg OVA.

 

表 1    OVA-CGIA-Strip的准确性测试

Tab. 1    Accuracy test of OVA-CGIA-Strip

样品
samples

加标量/
(µg/mL)

spiked level

实际检测值/
(µg/mL)

measured value

加标回
收率/%
recovery

变异
系数/%
CV

鸡蛋 OVA
egg OVA

1.00 1.19±0.15 109.50 10.60

10.00 11.25±0.76 112.52 11.32

100.00 112.21±0.24 112.41 9.83

鸭蛋OVA
duck egg OVA

1.00 1.14±0.92 114.92 11.03

10.00 8.79±0.69 87.94 12.35

100.00 93.46±0.78 93.43 12.41
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带，此结果与检测试纸条一致。综合以上结果表

明，本研究开发的试纸条对于鱼糜制品中 OVA的

检测是可行的，这也为冷冻鱼糜原料及制品中

OVA的快速检测提供了解决途径。

 3    讨论

鱼糜制品适量添加蛋清可以提高凝胶强度，

丰富鱼糜制品种类等[25,28-29]。但随着鱼糜制品市场

需求量的增加，产品良莠不齐的情况值得关注，

部分鱼糜制品的生产为了降低成本，过量添加蛋

清且没有正确标识，同时蛋清作为潜在的致敏性

食物，对于过敏患者潜在风险巨大。早期，咸蛋

清作为咸蛋黄产品加工废弃物因其高含盐量等原

因往往被直接丢弃，造成大量蛋白质资源的浪

费[30]。随着电渗析技术的广泛使用，咸蛋清经过

脱盐处理后被添加到鱼糜制品中，以增强鱼糜制

品的凝胶特性，丰富质感 [31-32]。除此之外，蛋清

蛋白的添加形式还有干蛋清粉、冷冻蛋清等。目

前，大多数鱼糜制品生产企业都是直接购入冷冻

鱼糜原料进行鱼糜制品的生产加工，购买原料时

无法快速准确得知原料鱼糜中是否含有 OVA及其

含量，同一生产线的制品中可能受 OVA的残留或

交叉污染。因此，迫切需要建立一种能在现场快

速、灵敏地检测出鱼糜原料及其制品中 OVA含量

的方法，便于鱼糜制品生产企业进行合理化生产，

从而在产品外包装上正确标识，对于 OVA过敏者

维护自身健康权益具有重要的现实意义。

目前，检测鱼糜制品及其他食品中 OVA存

在情况的研究已有报道。鱼糜制品中 OVA的检测

最早是以免疫测定法为主，Romero-Rodríguez等[24]

将免疫印迹技术 (Western blot)应用于检测鱼糜制

品中的 OVA，检测限为 0.50 ng/mL。后来逐步发

展为以 ELISA检测模式的检测方法居多，例如赵

勇娟等 [9] 基于竞争性 ELISA建立了鱼糜制品中

OVA的检测方法，该方法对鱼糜制品中 OVA的

检测限为 1.82 mg/kg，具有良好的检测效果。朱

文嘉等[33]通过开发了双抗体夹心酶联免疫吸附检

测试剂盒，提升了 ELISA检测法对鱼糜制品中的

OVA的检测灵敏度，并进而实现对鱼糜制品中的

鸡蛋清含量的定量检测。诸如Western blot、ELISA
等检测方法操作步骤繁琐，检测时间长，需要精

密昂贵仪器且实际应用困难。随后研究人员将免

疫测定与传感器进行结合，突破了单一免疫检测

方法的模式，检测灵敏度得到较大提升。Kareem
等[34] 建立了一种基于纳米纤维素-Ti的超灵敏化学

免疫传感器用于检测某些食品 (如饼干、葡萄酒

等)中的鸡蛋过敏原 OVA，该方法表现出很高的

灵敏度，定量限为 1.10  fg/mL，检测线性范围

为 0.01~1 000.00 pg/mL。虽然这类检测方法较为灵

敏，检测限较低，但难以应用于检测鱼糜等成分

复杂的食品中。本研究通过采用离子交换层析法

从鸡蛋清中高度纯化 OVA，并制备了特异性较好、

亲和力较高的多克隆抗体，开发的胶体金检测试

纸条可以针对鱼糜中的 OVA快速灵敏地检测，相

较于上述检测方法有较大的优势，主要体现在本

检测方法操作简便且耗时短，从样品处理到检测

完成整个过程可在 10 min内实现。同时，无需特

定的专业操作人员来完成检测，检测结果灵敏度

较高。最后，区别于目前已有的方法大多依靠大

型昂贵精密的分析仪器完成定量检测，本研究建

立的检测方法只需借助微型或手持的胶体金试纸

分析仪实现 OVA的定量检测。虽在检测限方面

(LOD=0.20 µg/mL)高于以上几种方法，但在鱼糜

制品实际生产过程中蛋清的添加量较大，一般为
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图 7    利用 OVA-CGIA-Strip检测鱼糜样品及

Western blot验证

(a) 8种鱼糜样品的 OVA-CGIA-Strip检测结果，A.提取缓冲液；(b)
Western blot。M.标准蛋白；1~7. 市售鱼糜样品，8. 阴性对照样品。

Fig. 7　OVA-CGIA-Strip assay for surimi samples and
Western blot

(a)  OVA-CGIA-Strip  detection  results  of  eight  surimi  samples,  A.
extracted buffer solution; (b) Western blot. M, molecular weight marker;
1-7. commercial surimi samples; 8. negative control sample.
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5%~10%，甚至更高[8]。因此，过于追求较低的检

测限对于鱼糜制品中 OVA的检测实际应用意义不

大。由于鸡OVA和鸭OVA的氨基酸序列同源度较

高 [35]，所开发的检测试纸对二者均有特异性反

应，达到了对鱼糜中鸡蛋清 OVA、鸭 OVA的检

测目标要求。接下来可从优化检测抗体的角度出

发，制备单克隆抗体、纳米抗体等，有针对性地

区分两种不同禽类的 OVA。此外，应进一步改进

检测试纸的性能，为其他复杂食品基质中 OVA的

快速灵敏检测提供理论和技术支持。

总之，本研究开发的检测试纸可以实现现场、

快速检测鱼糜原料及制品中的 OVA，配合胶体金

试纸分析仪可实现对 OVA的定量检测。整个检测

方法特异性好、成本低、速度快，较其他现有的

检测方法具有一定优势。

（作者声明本文无利益冲突）
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Rapid detection of ovalbumin in surimi based on colloidal gold
immunochromatography assay

LI Zhonglin 1,     HUANG Jianlian 2, 3*,     ZHANG Lingjing 1,     ZHANG Changgong 4,     CHEN Yulei 1,    
WENG Ling 1,     CAO Minjie 1*

(1. College of Ocean Food and Biological Engineering, Jimei University, Xiamen　361021, China;
2. Key Laboratory of Refrigeration and Conditioning Aquatic Products Processing in

Fujian Province, Xiamen　361028, China;
3. Anjoy Foods Group Co., Ltd., Xiamen　361028, China;

4. Xiamen Bonson Biotechnology Co., Ltd., Xiamen　361021, China)

Abstract: Egg white  is  widely used in the food industry due to its  unique properties,  particularly in  the production and pro-

cessing  of  surimi  products.  However,  some  manufacturers  excessively  add  egg  white  as  a  substitute  for  fish  meat  without

proper labeling, aiming to reduce production costs. Ovalbumin (OVA), a major allergen in egg white, is the primary protein of

concern. Currently, established standards for the use of OVA in surimi products are not available. The addition of non-fish pro-

teins, such as egg white protein, not only constitutes food adulteration but also causes significant health risks to individuals with

allergies due to the presence of  OVA. Since there is  no effective clinical  treatment for  food allergies,  patients  are advised to

avoid allergenic ingredients in their diets. Therefore, developing a rapid, simple, and sensitive detection method for allergens is

of practical significance. In this study, a rapid, simple, and on-site method for detecting the food allergen OVA in surimi raw

material  and  its  products  was  developed  based  on  the  colloidal  gold  immunochromatographic  assay  (CGIA).  Egg  white  was

pretreated using a two-phase aqueous extraction method, and OVA was purified by ion-exchange chromatography. The purity

of  purified  OVA was  assessed  via  sodium dodecyl  sulfate-polyacrylamide  gel  electrophoresis  (SDS-PAGE) and  further  con-

firmed by mass spectrometry. Polyclonal antibodies against OVA were prepared, and colloidal gold solution was synthesized

using the trisodium citrate reduction method. The antibodies were then labeled with colloidal gold. A colloidal gold immuno-

chromatographic test  strip  for  OVA detection was developed based on a  competitive assay principle  and optimized.  Western

blot  analysis  demonstrated  that  the  anti-OVA polyclonal  antibodies  specifically  recognized  chicken  egg  OVA and  duck  egg

OVA without cross-reacting with other proteins in surimi, indicating high specificity. The developed OVA-CGIA-Strip could

rapidly detect chicken and duck OVAs in surimi. Four parameter logistic curve was used to fit the standard curve y=7.17-2.79

lgx  (R2  =  0.983 4).  The  linear  range  was  0.01  to  20.00  µg/mL,  with  a  limit  of  detection  (LOD)  of  0.20  µg/mL  and  IC50  of

(3.13±0.18) µg/mL. The OVA-CGIA method is simple to use, highly specific, and accurate. When combined with a colloidal

gold strip  analyzer,  it  enables  convenient,  rapid,  and quantitative  detection of  OVA in surimi.  In  summary,  the  OVA-CGIA-

Strip established in this study provides a simple, specific, and accurate approach for rapid on-site detection of OVA in surimi.

This method not only helps safeguard the health of allergic individuals but also ensures the integrity of surimi products, with

significant implications for both public health and the food industry. Its promising research and development prospects make it

a valuable tool for future applications.
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