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偏重亚硫酸钠对微生物法测定维生素 B12 

含量的影响 

杨亚芳#, 李  倩#, 刘  凯, 郭晶晶, 毕思丹, 杨文炼, 李  爽, 王雨婷, 巴冬梅, 蔡雪凤* 

[北京市食品安全监控和风险评估中心(北京市食品检验所), 国家食品质量安全检验监督中心, 北京  100094] 

摘  要: 目的  探究偏重亚硫酸钠对微生物法测定婴幼儿食品和乳品中维生素 B12(vitamin B12, VB12)含量的

影响。方法  通过在标准工作液和样品待测液中添加质量浓度梯度为 0、0.0025、0.005、0.02、0.08 和 0.16 mg/mL

偏重亚硫酸钠, 测定不同处理组实验样品中 VB12 含量值并对质控样品进行质控结果分析, 研究偏重亚硫酸钠

对莱士曼氏乳杆菌生长的促进作用及其对原生 VB12 提取的影响。结果  在标准溶液中添加质量浓度为 0~  

0.16 mg/mL 的偏重亚硫酸钠都可以促进莱士曼氏乳杆菌的生长。在 0~0.05 mg/mL 的范围内时, 偏重亚硫酸钠

能促进样品中原生 VB12 的提取, 且随偏重亚硫酸钠质量浓度增加, 原生 VB12 的提取会成比例增加。结论  偏

重亚硫酸钠在 0~0.16 mg/mL浓度范围内可以促进莱士曼氏乳杆菌的生长, 提高食品原生VB12的提取率, 进而

增加检测结果的稳定性和准确度。 
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Influence of sodium metabisulfite on the determination of vitamin B12 by 
microbiological method 

YANG Ya-Fang#, LI Qian#, LIU Kai, GUO Jing-Jing, BI Si-Dan, YANG Wen-Lian, LI Shuang,  
WANG Yu-Ting, BA Dong-Mei, CAI Xue-Feng* 

[Beijing Food Safety Monitoring and Risk Assessment Center (Beijing Food Inspection Institute), National Food Quality 
and Safety Inspection and Supervision Center, Beijing 100094, China] 

ABSTRACT: Objective  To explore the effect of sodium metabisulfite on the determination of vitamin B12 (VB12) 

in infant food and dairy products by microbiological method. Methods  By adding mass concentration gradients of 

0, 0.0025, 0.005, 0.02, 0.08 and 0.16 mg/mL sodium metabisulfite to the standard working solution and the sample 

solution, the content of VB12 in the experimental samples of different treatment groups was detected and the results of 

quality control samples were analyzed, the promotion node of sodium metabisulfite on Lactobacillus leichmannii and 

its effect on the extraction of the original form of VB12 were explored. Results  Adding sodium metabisulfite with a 

mass concentration of 0‒0.16 mg/mL to the standard solution could promote the growth of Lactobacillus leichmannii. 
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Sodium metabisulfite could promote the extraction of native VB12 in the samples in the range of 0‒0.05 mg/mL, and 

as the concentration of sodium metabisulfite increases, the extraction of native VB12 would be proportionally 

increased. Conclusion  In the concentration range of 0‒0.16 mg/mL, sodium metabisulfite can promote the growth 

of Lactobacillus leichmannii, increase the extraction rate of native VB12, and thereby increase the stability and 

accuracy of the test results. 
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0  引  言 

维生素 B12(vitamin B12, VB12)又称钴胺素, 是唯一含

有金属离子的水溶性维生素[1]。VB12 可促进碳水化合物、

脂肪和蛋白质的代谢, 可以增加叶酸的利用率[2], 同时参

与神经组织中一种脂蛋白的形成, 是神经系统功能健全不

可缺少的维生素。VB12 微量缺乏会引起心情压抑和慌乱, 

严重缺乏则易产生疲劳、神经衰弱和阿尔兹海默病等[3], 

但过量的 VB12 会引发荨麻疹、湿疹、哮喘、面部浮肿等过

敏反应, 也可导致叶酸的缺乏以及神经兴奋、心前区痛和

心悸等[4]。人体自身无法合成 VB12, 需要从外界摄入, 婴

儿每日建议摄入量为 0.52~1.5 μg。因此, 婴幼儿配方食品、

特殊医疗配方食品中 VB12 测定结果的准确性就尤为重要。 

目前 VB12 的检测方法主要有仪器法[5‒8]、酶联免疫   

法[9]、化学发光分析法[10‒11]和微生物法。微生物法可灵敏地

检测出样品中具有生物活性的 VB12 总量, 这是微生物法区

别于其他方法的最大特点, 也是仪器分析方法很难做到的。

美国官方分析化学家协会手册 (Association of Official 

Analytical Chemists, AOAC)[12]及 GB 5413.14—2010《食品安

全国家标准 婴幼儿食品和乳品中维生素 B12 的测定》都将

微生物法作为 VB12 检测的首选方法和仲裁方法。国标中微

生物法是利用偏重亚硫酸钠溶液来提取试样中的 VB12, 使

溶液中的氰钴胺素或羟钴胺素转变成能被莱士曼氏乳杆菌

利用的亚硫酸合钴胺素, 利用莱士曼氏乳杆菌对 VB12 的灵

敏性和特异性[13], 通过测定培养后的莱士曼氏乳杆菌的菌

浓度来推算出试样中 VB12 含量。VB12 的提取主要包括 2 方

面: ①将样品中与蛋白结合的钴胺素释放出来; ②将不稳定

形式的钴胺素转变为能被莱士曼氏乳杆菌利用的亚硫酸合

钴胺素。标准中规定样品经过水解稀释后的最终溶液中偏重

亚硫酸钠的质量浓度应小于 0.03 mg/mL, 超过该浓度时, 

偏重亚硫酸钠会抑制莱士曼氏乳杆菌的生长, 从而导致检

测结果的不准确。但是在实际检测时发现, 质控样品结果总

是高于给定的范围值[(4.82±0.85) μg/100 g]的上限, 而且目

前国内外对偏重亚硫酸钠的研究主要集中在食品防腐剂、漂

白剂、疏松剂、保鲜剂以及动物饲料添加剂等[14‒17]。关于

偏重亚硫酸钠在婴幼儿食品和乳品中 VB12 含量检测方面的

可参考资料和研究甚少。为了解决这一问题, 本研究依据偏

重亚硫酸钠和 VB12 以及莱士曼氏乳杆菌的反应原理关系设

计实验, 研究偏重亚硫酸钠对微生物法测定婴幼儿食品和

乳品中 VB12 含量的影响, 以期解答偏重亚硫酸钠不同的添

加量是否会影响原生 VB12 的测定结果的疑问, 从而为提高

微生物法对于 VB12 测定结果的准确度提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验样品 

市售婴幼儿配方乳粉(奶粉 1: 雀巢, 奶粉 2: 雅培); 

全脂灭菌牛奶(牛奶 1: 发喜全脂牛奶, 牛奶 2: 黑沃牧场全

脂牛奶 , 牛奶 3: 三元全脂牛奶 ); SRM1849A 质控样

(national institute of standards and technology, NIST)[18]。 

1.1.2  实验菌株和培养基 

莱士曼氏乳杆菌 Lactobacillus leichmannii CICC6077(等

效 ATCC7830, 中国工业微生物菌种保藏管理中心)。 

VB12 接种琼脂、VB12 接种肉汤、VB12 测试肉汤培养

基(美国 BD 公司)。 

1.1.3  实验试剂 

偏重亚硫酸钠、一水合柠檬酸(分析纯, 广东西陇科学

股份有限公司); 磷酸氢二钠(分析纯, 北京益利精细化学

品 有 限 公 司 ); VB12 标 准 品 ( 纯 度 95.9%, 德 国 Dr. 

Ehrenstorfer 公司); 实验室用水为超纯水。 

1.2  仪器与设备 

MS30325 漩涡振荡器(德国 IKA 公司); S470-K pH 计、

XSE105 分析天平(瑞士梅特勒-托利多公司); ZXDP-R2800

恒温培养箱(上海智城分析仪器制造有限公司); G180TW

高压蒸汽灭菌锅[致微(厦门)仪器有限公司]; UV2550 紫外

分光光度计(日本岛津公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌悬液的制备及添加 

将莱士曼氏乳杆菌的冻干菌株活化以后, 接种到 VB12

琼脂培养基斜面上, 36 ℃培养 20~24 h。继续转种 2~3 代增加

活力[19]后保存在 10%的甘油 VB12 接种肉汤中, ‒80 ℃保存。 

将冷冻的甘油肉汤菌株平衡到室温, 用 VB12 接种琼

脂活化 2~3 代后的菌株接种到 VB12 接种肉汤培养基中, 

36 ℃培养 18~24 h, 培养后菌悬液离心弃上清, 加入适量

的无菌生理盐水振荡均匀后再次离心并弃去上清液, 重复
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操作 3 次。将最后 1 次离心后的上清液弃掉, 加入定量新

的生理盐水混匀制成测试菌液。 

1.3.2  样品前处理 

本次实验根据偏重亚硫酸钠不同的添加量配制 6 种

VB12 水解缓冲液, 其配制方法如表 1 所示。根据实验设

计, 各实验组分别在前处理过程中加入 6 种 VB12 水解缓

冲液, 前处理均参照国家标准 GB 5413.14—2010 规定的

操作方法。 

1.3.3  实验设计 

(1)偏重亚硫酸钠质量浓度对莱士曼氏乳杆菌生长率的

影响 

配制 6 种浓度均为 1 ng/mL, 体积 100 mL 的 VB12 工

作液, 偏重亚硫酸钠的添加量分别为 0、12.5、25、100、

400、800 mg, 编号分别为 b0、b1、b2、b3、b4、b5。再

根据国标要求将 6 组 VB12 工作液配制成标准曲线工作液

备用, 偏重亚硫酸钠在标准曲线工作液中(c0~c5)的质量浓

度及实验分组如表 2 所示。其中 A0 配制方法与国标中规

定完全一致; A3 组(0.02 mg/mL)与国标中样品水解后稀释

5000 倍的最终溶液中偏重亚硫酸钠的质量浓度一致, 其余

操作步骤均按照 GB 5413.14—2010 进行处理。 

(2)偏重亚硫酸钠对不同样品 VB12 含量检测的影响 

选取市售 2 种不同品牌的奶粉和 3 种不同品牌天然牛

奶及 SRM1849A 质控样作为实验样品, 研究在样品前处理

过程中偏重亚硫酸钠对不同样品 VB12 含量检测的影响。实

验分组及各实验组样品前处理过程中偏重亚硫酸钠添加情

况如表 3 所示。后续检测流程同 GB 5413.14—2010。 

(3)偏重亚硫酸钠浓度对样品中原生 VB12 提取效果的

影响 

选取质控样品 SRM1849A 和 3 种天然样品牛奶作为

实验样品, 在样品水解时分别添加编号为 a0~a5 的缓冲液, 

实验分组如表 4 所示。 
 

表 1  6 种 VB12 水解缓冲液配制方法 
Table 1  Preparation method of 6 kinds of VB12 hydrolysis buffers 

缓冲液种类 偏重亚硫酸钠/g 无水磷酸氢二钠/g 柠檬酸/g 高纯水/mL 最终溶液中偏重亚硫酸钠的质量浓度/(mg/mL)

a0 0 1.3 1.2 100 0 

a1 0.125 1.3 1.2 100 0.0025 

a2 0.25 1.3 1.2 100 0.005 

a3 1.0 1.3 1.2 100 0.02 

a4 4.0 1.3 1.2 100 0.08 

a5 8.0 1.3 1.2 100 0.16 

 

表 2  6 种 VB12 标准曲线工作液的制备方式 
Table 2  Preparation methods of 6 kinds of standard curve working solutions of VB12 

实验分组 VB12 标准曲线工作液 标准曲线工作液中偏重亚硫酸钠的质量浓度/(mg/mL) 

A0 c0 0 

A1 c1 0.0025 

A2 c2 0.005 

A3 c3 0.02 

A4 c4 0.08 

A5 c5 0.16 

 
表 3  偏重亚硫酸钠对不同样品提取的影响实验分组 
Table 3  Group of experiments of the effect of sodium 

metabisulfite on the extraction of different samples 

实验 

分组 

偏重亚硫酸钠添加情况 

VB12 

工作液 1849A 奶粉 1 奶粉 2 牛奶 1 牛奶 2 牛奶 3

B1 无(A0) 无 

B2 无(A0) 10 mL a3 缓冲液 

B3 有(A3) 10 mL a3 缓冲液 

 
1.3.4  数据处理 

根据 GB 5413.14—2010 规定的操作方法灭菌、接种、

培养以及利用紫外分光光度计测定结果, 最后利用 Graph 

Pad prism 5.0 处理数据。 

2  结果与分析 

2.1  偏重亚硫酸钠浓度对莱士曼氏乳杆菌生长率的

影响 

根据微生物法测定婴幼儿食品和乳品中 VB12 的原理, 

本研究以吸光度的变化趋势来评价偏重亚硫酸钠对莱士曼

氏乳杆菌的生长率的影响。在标准曲线管中 VB12 标准品的

含量值为 0.01~0.1 ng 条件下, 偏重亚硫酸钠与其对应的吸

光度平均值(n=3)关系如图 1 所示。 
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表 4  不同添加量对样品提取影响的实验分组 
Table 4  Groups of experiments of the effects of different additions on sample extraction 

实验分组 VB12 工作液 1849A 牛奶 1 牛奶 2 牛奶 3 最终溶液中偏重亚硫酸钠的质量浓度/(mg/mL) 

C0 b0 10mL, a0 0 

C1 b1 10 mL, a1 0.0025 

C2 b2 10 mL, a2 0.005 

C3 b3 10 mL, a3 0.02 

C4 b4 10 mL, a4 0.08 

C5 b5 10 mL, a5 0.16 

 
 

 
 

注: 图中 CB12 表示标准品中 VB12 含量值。 

图 1  不同浓度偏重亚硫酸钠与吸光度值关系曲线图(n=3) 

Fig.1  Relation curves of different concentration sodium metasulfite 
and absorbance values (n=3) 

 
 

由图 1 可知, 当偏重亚硫酸钠的质量浓度<0.02 mg/mL

时, 吸光度呈梯度增加; 当质量浓度≥0.02 mg/mL 时, 吸光

度增长缓慢; 当标准溶液中 VB12 的绝对量≥0.02 ng 时, 随

着 VB12 绝对量的增高吸光度值增高的也越明显。这表明在

标准溶液中添加质量浓度 0~0.16 mg/mL 的偏重亚硫酸钠可

以促进莱士曼氏乳杆菌的生长。这一结果也印证了偏重亚硫

酸钠能将不同基团形式的 VB12 转变成能被莱士曼氏乳杆菌

利用的亚硫酸合钴胺素。 

2.2  偏重亚硫酸钠对不同样品VB12含量检测的影响 

利用标准曲线以及样品的吸光度, 按照国家标准 GB 

5413.14—2010 中规定的计算公式进行计算。各组实验样品

的检测结果如图 2 所示。 

由图 2a 可知, 只有 B3 组 1849A 质控样品结果在给定的

范围值(4.82±0.85) μg/100 g 内, 而 B1 组的结果远远低于质控

样品给定的范围值下限(3.97 μg/100 g); B2 组则远远高于给定

范围值的上限(5.67 μg/100 g), 并且图 2b 也表明 B3 组质控样

品VB12含量值组内差异较B1组更小, 所以B3实验组是目前

环节的最佳方案。即在标准溶液中添加和待测样品一致的偏

重亚硫酸钠, 以消除偏重亚硫酸钠因促进莱士曼氏乳杆菌生

长产生的干扰。根据图 2c, 可以观察到 B3 组天然乳品牛奶 1、

牛奶 2 和牛奶 3 的检测结果明显均高于 B1 组; 图 2d 中强化

类食品奶粉 1 和奶粉 2 也出现了相似的变化趋势。表明偏重

亚硫酸钠不仅能促进莱士曼氏乳杆菌的生长, 同时还会促进

样品中原生 VB12的提取从而影响检测结果。 

2.3  偏重亚硫酸钠浓度对样品中原生VB12提取效果

的影响 

调节最终溶液中偏重亚硫酸钠的质量浓度分别为 0、

0.0025、0.005、0.02、0.08、0.16 mg/mL 时, 偏重亚硫酸钠

对天然乳品中原生 VB12 的含量检测值的影响如图 3 所示。

图中各实验组样品检测结果均采用四参数Logicstic曲线拟

合的方程进行计算。 

图3a显示, 质控样品 1849A 的检测结果除 C0 外, 均在

质控样品给定值范围内。图 3b 显示, 在偏重亚硫酸钠添加

量为 0~0.005 mg/mL (C0~C2)时, 天然样品中 VB12含量值与

偏重亚硫酸钠添加量呈正相关; 在偏重亚硫酸钠添加量为

0.005~0.16 mg/mL (C2~C5)时, 相对应的天然样品中VB12含

量值与偏重亚硫酸钠添加量呈负相关。说明在牛奶这种原生

VB12 含量很低的未强化天然样品中, 随着偏重亚硫酸钠添

加量的增加, 偏重亚硫酸钠对于莱士曼氏乳杆菌生长率的

促进作用会逐渐超过对天然牛奶中原生VB12提取率的影响, 

即使偏重亚硫酸钠的终含量在标准允许的添加范围内, 也

会导致检测结果降低。在 0.0025~0.16 mg/mL 的添加范围内, 

偏重亚硫酸钠对强化食品的 VB12 的检测结果没有影响。 

3  结论与讨论 

莱士曼氏乳酸杆菌可以广泛利用各种形式的钴胺素[20], 

培养基营养成分的添加及配比通过影响莱士曼氏乳杆菌

的生长直接影响检测结果的准确度, 故 VB12 培养基的质

量控制对整个检测过程至关重要[21]。本研究发现, 在标准

工作液和待测液中添加质量浓度在 0~0.16 mg/mL 范围内

的偏重亚硫酸钠可以使质控样品 SRM 1849A 检测值在证

书给定值范围内, 进一步提高检测结果的准确度和稳定

性。另外, 偏重亚硫酸钠终浓度在 0~0.16 mg/mL 的范围

内可以促进莱士曼氏乳杆菌的生长 , 同时发现 , 在

0~0.05 mg/mL 的范围内, 随偏重亚硫酸钠质量浓度增加, 

原生 VB12 的提取会成比例增加。曾有研究[22]用微生物法
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测定乳酸菌代谢物中 VB12 影响因素时发现, 当偏重亚硫

酸钠的质量浓度为 1 mg/mL 时对莱士曼氏乳杆菌有明显

的抑制作用, 待测液中偏重亚硫酸钠浓度为 0.1 mg/mL时

无影响, 与本研究偏重亚硫酸钠的浓度为 0~0.16 mg/mL

时对莱士曼氏乳杆菌的生长促进作用结果并不一致, 事

实上 , 所提文献中研究基质复杂 , 其中是否存在其他影

响莱士曼氏乳杆菌的生长的物质有待进一步验证[22]。 

GB 5413.14—2010 的适用范围仅是婴幼儿食品和乳

品的检测, 本研究目前也主要针对婴幼儿配方奶粉进行一

些相关研究, 后续扩大研究范围到高淀粉含量的谷物类, 

亦或动物蛋白含量高的肉类等, 期望为相关标准的制定或

修订提供足够的实验数据支持, 扩大标准的适用范围。 

 

 
 

注: a: 1849A 质控样品结果; b: 1849A 质控样品组内差异; c: 3 种天然乳品样品结果; d: 2 种强化类食品样品结果。 

图 2  偏重亚硫酸钠对不同样品 VB12 检测的影响(n=3) 

Fig.2  Effect of sodium metabisulfite on the detection of VB12 in different samples (n=3) 
 

 
 

注: a: 质控样品 1849A 的检测结果; b: 3 种天然乳品中原生 VB12 的含量; C0~C5 中偏重亚硫酸钠添加量分别为 0、0.0025、0.005、0.02、

0.08、0.16 mg/mL。 

图 3  偏重亚硫酸钠浓度对样品中原生 VB12 提取效果的影响(n=3) 

Fig.3  Effect of the concentration of sodium metabisulfite on the extraction effect of native VB12 in the sample (n=3) 
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