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原料乳中 β-内酰胺酶检测试剂盒的研究 

谢岩黎 1*, 张鑫潇 2, 史秀丽 3, 孙淑敏 1 
(1. 河南工业大学 粮油食品学院, 郑州  450001; 2. 南阳市工商行政管理局, 南阳  473003; 

3. 郑州市电子信息工程学校, 郑州  450007) 

摘  要: 目的  制备原料乳中 β-内酰胺酶的快速检测试剂盒, 方法  β-内酰胺酶分解青霉素钾的产物青霉噻

唑酸具有还原性, 能将二价铜还原为一价铜, 2, 2′-联喹啉与一价铜反应生成的是紫红色配合物, 颜色深浅与 β-

内酰胺酶的量在一定范围内呈线性关系。 结果  利用可见分光光度法优化出试剂盒最佳检测条件为: 0.05% 2, 

2′-联喹啉添加量为 2.4 mL, 20 mmol/L的 CuSO4最佳添加量 0.2 mL, 原料乳添加量为 0.1 mL; 配制 β-内酰胺酶

的标准品浓度梯度溶液 0～200 U/mL进行显色反应后, 利用分光测色仪测定颜色反应 L*、a*和 b*值数据, 并

应用色彩模块软件对其进行模拟, 制作标准比色卡; 原料乳样品显色 15 min后与标准比色卡对比,确定牛奶中

β-内酰胺酶浓度, 试剂盒最低检出限为 4 U/mL。结论  β-内酰胺酶检测试剂盒法具有快速、操作简单、经济实

用等特点, 易于普及和现场测定。 
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Study on the test kit of β-lactamase in raw milk 
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ABSTRACT: Objective  To make the kit for rapid detection of β-lactamase in raw milk. Methods Penicil-
loic acid, the decomposer of penicillin G potassium by β-lactamase, has the reducibility and can reduce Cu2+ 
into Cu+， the 2, 2'-biquinolyl can coupling with Cu+ to display purple, which the color depth and the amount of 
β-lactamase are in linearity within a certain range. Results  Using visible spectrophotometry to optimize the 
best detection condition of box for: 0.05% 2, 2'-Alliance quinoline added volume for 2.4 mL, 20 mmol/L of 
CuSO4 for 0.2 mL, raw dairy samples added volume for 0.1 mL; β-Lactamase standard solution for gradient 
concentration 0~200 U/mL for colour reaction is prepared, using spectro colorimeter to determine the color 
reaction L*, and a* and b* value data, and applicate the color module software on its for simulation to prepare 
the standard color card. After 15 min for Color rendering of sample, it is compared to the standard color cards 
to judge the concentrations of β-lactamase in a sample. The detection limit of Kit was 4 U/mL. Conclusion  
β-lactamase kit method is of rapid, simple, economical and practical, easy to popularize and field tests. 
KEY WORDS:  β-lactamase; test kit; dairy products 
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1  引  言 

β-内酰胺酶 (β-lactamase)是由革兰氏阳性细菌
产生和分泌的, 可选择性分解牛奶中残留的 β-内酰
胺类抗生素, 使微生物法、酶联免疫法等常规的检
测方法失效 , 从而无法正确判断是否为“无抗奶”, 
掩盖抗生素超标的事实[1,2]。青霉素钾在 β-内酰胺酶
作用下, 酶中亲核性基团向 β-内酰胺环进攻, 开环
后可脱羧重排生成中间体青霉噻唑酸, 其具有还原
性和酸性, 运用碘量法、酸度法、高效液相色谱法、
分光光度法等方法测定样品中青霉噻唑酸的含量 , 
间接检测牛奶中的 β-内酰胺酶[3]。碘量法中碘易吸

附在指示淀粉颗粒表面 , 影响终点的正确判断 [4]; 
酸度法是根据在 β-内酰胺酶的作用下, 青霉素被酶
解生成青霉噻唑酸, 该酸是一种强酸, 可电离产生
H+, 使牛奶的 pH值下降, 酸度法需要一定的底物浓
度, 检测灵敏度较低[5-11]; 高效液相色谱法灵敏, 但
难以实现快速检测的需要[6]。因青霉噻唑酸具有还

原性, 能将二价铜还原为一价铜, 而亚铜试剂与一
价铜具有很好的选择性[7,8]。在亚铜试剂中, 2,9-二甲
基-1,10-菲啰啉的反应环境要求 pH 3.2～6.5, 与一
价铜反应生成的是黄色配合物, 最佳吸收峰在 460 
nm 左右; 2,2’-联喹啉的反应环境要求 pH 3.5～7.0, 
与一价铜反应生成紫红色配合物 , 最佳吸收峰在
520 nm左右[9-11]。牛奶的 pH值在 6.8左右, 且紫红
色的颜色反应肉眼容易观察, 故选择 2,2’-联喹啉做
显色剂 , 在可见分光光度法的前期研究的基础上 , 
设计能快速、简便检测牛奶中 β-内酰胺酶的试剂盒。 

2  材料与方法 

2.1  试验材料 

β-内酰胺酶标准品, 中国药品生物制品检定所; 
青霉素钾标准品, 中国药品生物制品检定所; 2,2'-联
喹啉(用无水乙醇配制), 上海晶纯试剂有限公司; 抗
坏血酸, 天津市科密欧化学试剂有限公司; 吐温 80、
冰醋酸、三水合乙酸、三氯乙酸、CuSO4均为分析纯, 
购自洛阳市化学试剂厂。 

2.2  试验仪器  

TU 1901 双光束紫外-可见分光光度计, 北京普
析通用仪器有限责任公司; SMY-2000 全自动测色色

差仪, 北京盛名扬科技开发有限责任公司; AL 204型
电子天平 , 梅特勒 -托利多仪器有限公司 ; 雷磁
PHS-3 C 型 pH 计, 上海精密科学有限公司; Proline
移液枪, 上海科华实验系统有限公司; DK-S 24型电
热恒温水浴锅, 上海精宏实验设备有限公司; TDL-4
型台式离心机, 上海安亭科学仪器厂制造。 

2.3  实验方法 

2.3.1  显色剂用量优化 
配制青霉素标准品浓度为 50000 U/mL、β-内酰

胺酶 50 U/mL的样品, 37 ℃水浴 1 h, 按 1:1比例添加
13%的 TCA溶液, 倒入离心管中, 4000 rpm离心 15 
min, 取上清液 0.1 mL, 分别加入显色剂 0.05% 2, 2’-
联喹啉 1.8、2.1、2.4、2.7、3.0、3.3 mL, 混合均匀, 分
别加入 20 mmol/L的 CuSO4 0.15 mL, 混合均匀, 倒
入比色皿中, 15 min后开始光谱扫描。 
2.3.2  CuSO4 用量优化 

配制青霉素标准品浓度为 50000 U/mL, 含 β-内
酰胺酶 50 U/mL的样品, 37℃水浴 1 h, 按 1:1体积比
添加 13%的TCA溶液, 倒入离心管中, 4000 rpm离心
15 min, 取上清液 0.1 mL, 分别加入 0.05% 2, 2’-联喹
啉 2.4 mL, 混合均匀, 分别加入 20 mmol/L的 CuSO4 

0.05 mL、0.1、0.15、0.2、0.25 mL, 混合均匀, 倒入
比色皿中, 15 min后开始光谱扫描。 
2.3.3  原料乳样品添加量优化 

配制青霉素标准品浓度为 50000 U/mL, 空白
和含 β-内酰胺酶 50 U/mL的样品, 37℃水浴 1 h, 按
1:1 体积比添加 13%的 TCA 溶液, 置入离心管中, 
4000 r/min离心 15 min, 分别取上清液 0.05、0.1、
1.5、2.0、2.5 mL, 混合均匀, 分别加入 20 mmol/L
的 CuSO4 0.2 mL, 显色剂 0.05%2,2’-联喹啉添加量
为 2.4 mL, 混合均匀好后倒入比色皿中, 15 min 后
开始光谱扫描。 
2.3.4  标准比色卡的制备 

配制分别含有浓度梯度 0、4、12、25、50、100、
150、200 U/mL β-内酰胺酶的标准品溶液, 分别加入
青霉素钾底物浓度为 50000 U/mL的溶液中; 混合均
匀后 37℃温浴 60 min后, 加入 5 mL 10%~15%TCA, 
4000 r/min离心 10 min, 取上清液 100 μL, 置入试管, 
加入 0.1% 2,2'-联喹啉乙醇溶液 2.5 mL和 40 mmol/L 
CuSO4 0.1 mL 混合均匀, 室温 15 min 的显色反应; 
利用分光测色仪测定反应溶液的 L*、a*和 b*值数据, 
输入计算机, 利用颜色模块软件对色彩 L*、a*和 b*
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数据进行模拟, 制作标准比色卡。按 β-内酰胺酶的标
准品溶液的浓度的高低, 将标准比色块进行排列、粘
贴, 制成 β-内酰胺酶的标准比色卡[12]。 
2.3.5  试剂盒试剂的配置 

试剂盒组成为A:10%TCA的配置: 10 g三氯乙酸
溶于蒸馏水定容至 100 mL; B:0.05% 2, 2'-联喹啉乙
醇溶液, 0.05 g 2, 2'-联喹啉溶于乙醇定容 100 mL; C: 
20 mmol/L CuSO4: 0.5 g无水 CuSO4溶于蒸馏水定容

至 100 mL。 
2.3.6  理论最低检出限 
2.3.6.1  标准曲线的绘制 

配制青霉素标准品浓度为 50000 U/mL 的溶液, 
分别配制含有 0、4、12、25、50、100、150、200、
250 、500 U/mL β-内酰胺酶的样品, 37 ℃水浴 1 h, 按
1:1比例添加 13%的 TCA溶液, 置入离心管中, 4000 
r/min 离心 15 min。按最佳优化条件处理样品, 混合
均匀后, 倒入比色皿中, 15 min后开始光谱扫描, 按
照光谱扫描图中 547 nm处的峰值绘制标准曲线, 并
确定检出限。 
2.3.6.2  理论最低检出限 

利用可见分光光度计扫描样品的颜色反应 , 
根据扫描光谱图中 547 nm 处的峰高 , 做 β-内酰

胺酶浓度与 547 nm处峰高的线性关系图。并根据
空白重复试验的标准方差数据计算检出限 , 并判
断可操作性 [13]。并与碘量法、酸度法、高效液相

色谱法、可见分光光度法和试剂盒在检测限、相

关性、可操作性、检测时间、操作简易程度上进

行比较 [1,5,7,10,14,15]。  

3  结果与讨论 

3.1  检测条件优化 

3.1.1  最佳显色剂添加量优化 
样品添加量为 0.1 mL, 20 mmol/L的CuSO4试剂添

加量为 0.15 mL, 底物浓度为 50000 U/mL, 反应时间为
15 min, 显色剂 0.05% 2,2’-联喹啉添加量分别为 1.8、
2.1、2.4、2.7、3.0、3.3 mL, 其光谱扫描图如图 1所示。 

由图 1 可知, 2 号样的峰值最大, 随着显色剂添
加量的增加, 2号样的峰值比 1号样大, 3号样比 2号
样峰值稍低, 继续增大显色剂添加量, 峰值逐级降
低。2号样虽然比 3号样峰值稍高, 但是峰型波动较
大, 重复扫描 3 次, 波动依然较大, 故选择 3 号样品
条件为最佳条件, 即显色剂 0.05% 2,2’-联喹啉最佳
添加量为 2.4 mL。 

 

(在 547 nm处, 按照峰高从上往下依次为②2.1 mL③2.4 mL①1.8 mL④2.7 mL⑤3.0 mL⑥3.3 mL) 
图 1  显色剂 0.05% 2, 2’-联喹啉的浓度对样品扫描光谱图的影响 

Fig. 1  Effect of chromogenic reagent 2,2'-biquinolyl concentrations on scanning spectrogram 
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3.1.2  最佳 CuSO4 添加量优化 
样品添加量为 0.1 mL, 底物浓度为 50000 

U/mL, 反应时间为 15 min, 显色剂添加量为 2.4 
mL, 20 mmol/L 的 CuSO4试剂添加量分别 0.05、
0.1、0.15、0.2、0.25 mL, 其光谱扫描图如图 2
所示。  

由图 2可知, 当 20 mmol/L的 CuSO4添加量为 4
号样品添加量时在 547 nm 处的峰高值最大, 故 20 
mmol/L的 CuSO4最佳添加量为 0.2 mL。 
3.1.3  原料乳最佳添加量  

底物浓度为 50000 U/mL, 显色剂 0.05%2, 2’-联
喹啉添加量为 2.4 mL, 20 mmol/mL的 CuSO4试剂添

加量为 0.2 mL, 显色时间为 15 min, 样液添加量分
别为 0.05、0.1、1.5、2.0、2.5 mL, 其光谱扫描图如
图 3所示。 

由图 3可知, 2号样品在 547 nm处的峰值最高, 
故样液的最佳添加量为 2号样品添加量, 即 0.1 mL
添加量。由上可知 , 最佳条件为底物浓度 50000 
U/mL, 显色剂添加量为 2.4 mL, 20 mmol/L的CuSO4

添加量为 0.2 mL, 样液添加量为 0.1 mL, 显色时间
为 15 min。 

3.2  标准比色卡的制备 

取 2.3.4 中 8 个处理后样品显色图的颜色, 利用

分光测色仪测定试纸 L*、a*和 b*值数据, 输入计算

机, 利用颜色模块软件对色彩 L*、a*和 b*数据进行

模拟, 制作标准比色块。制作 β-内酰胺酶的标准比色

卡, 如图 4所示。其中 a代表的 β-内酰胺酶浓度为 0 

U/mL, b为 4 U/mL, c为 12 U/mL, d为 25 U/mL, e为

50 U/mL, f 为 100 U/mL, g 为 150 U/mL, h 为 200 

U/mL。可以看出颜色梯度变化明显, 随着 β-内酰胺

酶浓度增加红色逐级变深。测得比色卡的值为下表 2

所示。 

3.3  理论最低检出限及实际检出限 

3.3.1  标准曲线 
在最佳条件下, 即底物浓度 5000 U/mL, 显色剂

添加量为 2.4 mL, 20 mmol/L的 CuSO4添加量为 200 

mL, 样液添加量为 0.1 mL, 显色时间为 15 min。可

见分光光度计扫描 β-内酰胺酶的浓度分别为 0、4、

12、25、50、100、150、200、250、500 U/mL的样

品, 其扫描光谱图如图 5所示。 

 

(在 547 nm处, 从上到下依次为④④④④④号样品) 

图 2  CuSO4添加量对样品扫描光谱图的影响 
Fig. 2  Effect of CuSO4 added on scanning spectrogram 
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(在 547 nm处，从上到下依次为④④④④④) 
图 3  原料乳样品添加量对扫描光谱图的影响 

Fig. 3  Effect of raw milk sample content on scanning spectrogram 

 

图 4  β-内酰胺酶标准比色卡 
Fig. 4  Standard color card of β-lactamase 

表 1  色卡的 L、a、b 值 
Table 1  Color cards of L, a, b values 

色卡 a b c d e f g h 

L值 84 76 79 73 70 53 36 29 

a值 −1 7 11 21 24 18 37 32 

b值 −3 −7 −12 −17 −17 −11 −17 −19 

备注: 其中 L为亮度, a为红度, b为蓝度, 可根据此数据制作标准比色卡。 

 
 

由图 5可知, 随着 β-内酰胺酶浓度的增大, 可见
分光光度法在 547 nm 处检测到的峰值高逐渐升高, 
标准曲线回归方程为Y=0.0144X+0.0791, R2为0.9936, 
β-内酰胺酶浓度与峰值的相关性很好。 

3.3.2  理论最低检出限 
在最优条件下, 三次空白重复试验所得的光谱

扫描图如 6, 计算得出 Sb=0.0165。 
理论最低检出限为: CL=3Sb/b=3×0.0165/0.0144=  
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(按 547 nm处峰从低到高分别为含 0、4、12、25、50、100、150、200、250、500 U/mL β-内酰胺酶的样品) 

图 5  梯度检测光谱扫描图 
Fig. 5  Spectra scanning of gradient detection 

 

图 6  空白重复试验光谱扫描图 
Fig. 6  Spectra scanning of blank repeat test 

 
 

3.44 U/mL, 因此, 理论检出限 3.44 U/mL。具有还原
性的维生素 C对青霉噻唑酸能将二价铜还原为一价
铜后, 与 2,2′-联喹啉与一价铜反应有干扰, 但是在
研究中高效液相色谱法检测牛奶中的VitC含量未能

检出。 
由前期的研究结果和参考文献可知 [1,5,7,10,14,15], 

碘量法、酸度法、高效液相色谱法、可见分光光度法

实际检测限分别为 15 U/mL、12.02 U/mL、4 U/mL
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和 4 U/mL, 试剂盒检测 β-内酰胺酶与之相比, 检出
限低、所用检测时间最短、且易于操作等优势。 

4  结  论 

利用可见分光光度法优化出试剂盒最佳检测条

件为: 0.05% 2,2′-联喹啉添加量为 2.4 mL, 20 mmol/L
的 CuSO4最佳添加量 0.2 mL, 乳品样品添加量为 0.1 
mL; 配制 β-内酰胺酶的标准品浓度梯度溶液 0～200 
U/mL 进行显色反应后, 利用分光测色仪测定颜色反
应 L*、a*和 b*值数据, 并应用色彩模块软件对其进
行模拟, 制作标准比色卡; 试剂盒最低检出限为 4 
U/mL。与碘量法、酸度法、高效液相色谱法及可见
分光光度法对比, 试剂盒法具有快速、操作简单、经
济实用, 易于普及和现场测定。 
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