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杯碟法和酶热仪法检测乳及乳制品中 β-内酰胺酶
类物质的比较 

雷  方, 周  爽, 苗  虹*, 赵云峰, 吴永宁 
(国家食品安全风险评估中心, 卫生部食品安全风险评估重点实验室, 北京  100021) 

摘  要: 本文对 β-内酰胺酶的多种国内外检测方法进行了介绍, 并着重比较了杯碟法和酶热仪法的特点, 详细

分析了两种方法在检测原理、仪器设备、实验操作、实验周期、结果判定、方法学参数等方面的异同点。杯

碟法稳定可靠、灵敏度高, 是目前中国乳及乳制品中 β-内酰胺酶检测的推荐方法; 酶热仪法简便快捷、可实现

半定量检测, 更适合于大规模样品筛查和现场检测。两种方法的测定结果具有可比性, 可根据检测要求和实验

室情况配合使用。 
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Comparison of cylinder plate method and enzyme thermistor method for 
detection of β-lactamase activity in milk and dairy products 

LEI Fang, ZHOU Shuang, MIAO Hong*, ZHAO Yun-Feng, WU Yong-Ning 
(Key Laboratory of Food Safety Risk Assessment of Ministry of Health, China National Center for Risk Assessment of 

Food Safety, Beijing 100021, China) 

ABSTRACT: An overview of the determination methods for β-lactamase in milk and dairy products was pre-
sented, with discussion of the advantages and disadvantages of cylinder plate and enzyme thermistor biosensor 
method in detail. The advantages of reliability and sensitivity had been made the cylinder plate method a rec-
ommended strategy for β-lactamase test in China. Compared to the conventional culture-based assay, enzyme 
thermistor biosensor provided a rapid, simple and semi-quantification tool for routine use and on-site inspection. 
Both of the two methods were competent for β-lactamase analysis in milk and dairy products, showing results 
in a good agreement. 
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1  引  言 

在乳牛养殖过程中, β-内酰胺类抗生素是治疗牛乳腺
炎和其他细菌感染应用最广泛的抗生素, 同时也是牛奶中

最常见的残留抗生素之一[1-2]。随着人们对食品安全的高度

重视, 乳及乳制品中抗生素残留限量不断降低。在经济利
益的驱使下, 能有效水解此类抗生素的 β-内酰胺酶被违法
添加入奶制品, 以降低残留抗生素, 使不合格奶源流入乳
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制品生产环节。以 β-内酰胺酶消除牛奶中抗生素残留的方
法在国外早有报道[3]。β-内酰胺酶本身对人体的危害暂无
确定的研究结论, 但长期食用含有 β-内酰胺酶的奶制品, 
会导致人体对青霉素、头孢菌素等 β-内酰胺类抗生素耐药
性增高, 降低对传染病的抵抗能力, 危害健康。同时, β-内
酰胺酶的添加纵容了奶牛饲养和奶源储运过程中抗生素的

滥用, 且分解的抗生素产物也为食品安全埋下隐患。因此, 
2009 年 2 月, 由国家卫生和计划生育委员会(原卫生部)等
九部门组成的全国打击违法添加非食用物质和滥用食品添

加剂专项整治领导小组公布《食品中可能违法添加的非食

用物质名单(第二批)》, 其中将 β-内酰胺酶列入乳与乳制品
中可能违法添加的非食用物质[4]。 

β-内酰胺酶早在 β-内酰胺类抗生素应用于临床之前
就已被发现, 其作用是水解 β-内酰胺环, 迄今已发现 400
多种。分类方法主要有两种, 分子生物学方法和 BUSH 法
[5-7]。分子生物学法根据氨基酸序列将 β-内酰胺酶分为 A、
B、C、D 4 类。其中 B类为金属酶, 以锌离子为活性作用
位点, 在奶制品添加中基本不使用; A、C、D 类酶以丝氨
酸为酶的活性作用位点, 尽管酶分子的一级结构差别较大, 
但三级结构却非常相似。所有 A 类 β-内酰胺酶均有
S70XXK73, K234TG236, S130DN132和 Ω环(161 →170或
164 →179位点上的氨基酸残基组成)这几个结构单元形成
的腔, 即为 β-内酰胺酶的活性作用腔[8,9]。C类酶与 A类酶
相比活性腔的结构比较松散, 更适于具有较大空间位阻的
底物进入[10]。D类酶的三级结构也有类似于 A类酶的结构
域单元, 执行着类似功能[11]。BUSH 分类法根据底物及抑
制剂谱不同, 将酶分为 4 类: 头孢菌素酶(AmpC酶), 青霉
素酶和超广谱酶, 金属酶及其他不能被克拉维酸完全抑制
的青霉素酶。目前, 市场上出售的用于水解牛奶中抗生素
的 β-内酰胺酶制剂, 主要分为两大类, 分别对青霉素残留
和头孢类抗生素残留有显著分解作用。 

目前针对乳及乳制品中违法添加 β-内酰胺酶的检测
方法按照原理分为理化法、免疫法、微生物法和生物传感

器法。理化法包括酸度法[12]、比色法、高效液相色谱法
[13](紫外检测器或质谱检测器[14])等。理化法具有准确性好、
灵感度高、重现性好的特点[15], 高效液相色谱法也能够直
接检测酶解产物判断 β-内酰胺酶的存在, 但定量困难, 且
易出现假阳性。免疫法操作简单、特异性强、灵敏度高, 无
需大型仪器设备, 对实验技术要求不高, 实验周期短, 一
般为 2~5 h, 可同时检测多个样品, 成本低廉, 便于普及和
推广。但牛奶中添加的 β-内酰胺酶种类较多, 无法判断出
是哪类 β-内酰胺酶, 这就为免疫法检测带来了相当大的难
度。微生物法是常用的乳及乳制品中违法添加 β-内酰胺酶
的检测方法。杯碟法是微生物法中的一种, 也是目前我国
推荐的方法 [16]。国家卫生和计划生育委员会 (原卫生
部)2009 年发布了《乳及乳制品中舒巴坦敏感 β-内酞胺酶
类药物检验方法: 杯碟法》[17]。该方法采用对青霉素类药

物绝对敏感的标准菌株, 利用舒巴坦特异性抑制 β-内酰胺
酶的活性, 并加入青霉素作为对照, 通过比对加入 β-内酰
胺酶抑制剂与未加入抑制剂的样品所产生的抑制圈的大小

来间接测定样品中是否含有 β-内酰胺酶类药物。酶热仪法
利用 β-内酰胺酶水解底物青霉素的热效应进行检测。利用
β-内酰胺酶能有效分解青霉素的性质, 在待测牛奶中加入
一定量青霉素, 充分反应后, 通过青霉素量的变化, 间接
测定牛奶中 β-内酰胺酶的含量。仪器配有固定 β-内酰胺酶
的酶柱, 当青霉素流过酶柱时, 发生特异性酶解反应放热, 
产生信号[18,19]。以下将从实验原理、仪器设备、实验操作、

实验周期、结果判定、方法学参数、方法局限性等方面对

杯碟法与酶热仪法进行详细比较和讨论。 

2  检测方法 

2.1  杯碟法 

2.1.1  试剂和材料 
试 验 菌 种 为 藤 黄 微 球 菌 (Micrococcus luteus) 

CMCC(B)28001; 标准品: 青霉素对照品, β-内酰胺酶标准
品, 舒巴坦对照品; 培养基: 营养琼脂培养基, 抗生素检
测用培养基。 
2.1.2  样品制备 

将待检样品充分混匀, 取 1 mL待检样品于 1.5 mL离
心管中, 共取 4 份, 分别标为: A、B、C、D, 每个样品做
3 个平行, 共 12 管, 同时每次检验应取纯水 1 mL加入到
1.5 mL离心管中作为对照。若样品为乳粉, 则将乳粉按 1: 
10的比例稀释。若样品为酸性乳制品, 应调节 pH值至 6~7。 
2.1.3  样品测定 

按照下列顺序分别将青霉素标准溶液、β-内酰胺酶标
准溶液、舒巴坦标准溶液加入到样品及纯水中:  

A: 青霉素G 5 μL; B: 舒巴坦 25 μL、青霉素G 5 μL; C: 
β-内酰胺酶 25 μL、青霉素 G 5 μL; D: β-内酰胺酶 25 μL、
舒巴坦 25 μL、青霉素 G 5 μL。 

混匀后, 将上述 A~D 试样各 100 μL, 加入放置于检
验用平板上的 4 个无菌牛津杯中, (36±1) ℃培养 18~22 h, 
测量抑菌圈直径。每个样品取 3 次平行试验平均值。 

2.2  酶热仪法 

2.2.1  试剂和材料 
试剂: 磷酸二氢钾(KH2PO4), 磷酸氢二钾(K2HPO4), 

无水乙醇; 标准品: β-内酰胺酶标准品, 青霉素 G钾盐标准
品(C16H17KN2O4S, CAS : 113-98-4)(纯度≥98%)。 
2.2.2  标准曲线 

用空白样品基质稀释 β-内酰胺酶标准溶液, 配制成浓
度为 0、4、10和 20 U/mL的标准工作溶液各 10 mL, 每管
加入 100 μL青霉素标准溶液, 室温翻转震荡 3 h后, 按条
件进行测定。以各浓度信号峰高与 0 U/mL 工作溶液信号
峰高之差为纵坐标, 其对应浓度为横坐标作图, 绘制标准
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曲线。 
2.2.3 样品的前处理 

将液体乳样品充分混匀, 取 2 mL待检样品于 5 mL具
塞玻璃试管中, 共取 3 管, 分别标为: A, B, C。在 B、C两
管中各加入 20 μL青霉素标准溶液, A管中加入 20 μL磷酸
盐缓冲溶液。涡旋 20 s混匀, A、B两管马上进行检测, C
管室温翻转震荡 3 h 后进行检测。如样品为乳粉, 按 1: 8
的比例稀释混匀后, 在按液体乳处理。如样品为酸奶, 则样
品以 12000 r/min离心 5 min, 取上清调节 pH值至 6~7后, 
再按液体乳处理。 
2.2.4  样品的测定 

将 2 mL的 A、B、 C 3管试样待测液注入酶热仪中
进行测定, 记录信号峰高。以 B、C 溶液信号峰高之差作
为样品最终测定值, 根据标准曲线得到待测液中 β-内酰胺
酶的活性。 
2.2.5  结果判定 

通过对 3 管测试液中青霉素峰高的比较, 即以 B、C
溶液信号峰高之差作为样品最终测定值。若 A、C 溶液信
号峰高相同, 应将样品稀释后再进行检测。对于液体样品, 
该浓度结果即为样品中 β-内酰胺酶活性。 

3  讨  论 

本部分将从实验原理、仪器设备、实验操作、结果判

定、方法学参数、局限性等多方面对杯碟法和酶热仪法进

行比较。 

3.1  实验原理 

杯碟法和酶热法均通过定量添加青霉素底物, 充分
反应后, 通过青霉素量的变化, 测定牛奶中 β-内酰胺酶的
含量, 都属于间接法。 

其中, 杯碟法是依据青霉素抑制藤黄微球菌的生长, 
通过观察比较抑菌圈的大小来判断样品中是否存在 β-内
酰胺酶。而酶热法是利用了酶柱特异性催化水解青霉素

的热效应 , 通过传感器监控青霉素流过时的温度变化 , 
产生热信号峰, 对青霉素进行定量, 进而判断 β-内酰胺
酶的活性。 

3.2  仪器设备 

杯碟法实验过程中使用的培养箱、超净台等均为微生

物实验室常规配备的仪器设备, 无需另外购置特殊装置, 
因此方法便于普及, 在通常的微生物实验室即可开展测定
工作。而酶热仪法需要使用能够灵敏感测微小温度变化

(10-5 ℃)的酶热仪, 并配备青霉素酶柱作为实验耗材, 该仪
器为非常规仪器, 因此限制了该法的使用和推广。 

3.3  实验操作 

杯碟法的实验操作较为复杂, 包括: 制备培养基、样
品前处理、放置牛津杯、加样、培养、抑菌圈测量等多个

步骤, 对操作者的实验技术要求较高。酶热仪法只需在样品
中加入一定量的青霉素标准溶液后, 室温下翻转震荡 3 h, 
无须其他处理即可直接注入酶热仪进行分析。因此, 酶热仪
法操作更为简单, 由人员操作引入的干扰和影响较少。 

3.4  实验周期 

杯碟法在样品中加入青霉素后需 37 ℃培养 18 ~ 22 h, 
测定一批样品用时大于 1 天; 酶热仪法在样品中加入青霉
素后只需室温振荡 3 h, 并在 10 min内可完成仪器检测。
因此, 用时少是酶热仪法的重要优势之一。 

3.5  结果对比 

两种方法均可对乳及乳制品中 β-内酰胺酶活性进行
判定, 其结果具有良好的可比性[15,18,19], 准确性、重现性较
好。两种方法的检出限均为 4 U/mL, 且但判定依据有所不
同。杯碟法通过 4 个抑菌圈大小的比较, 在系统成立的基
础上, 对样品中 β-内酰胺酶活性进行判定, 但只能给出阴
性或阳性的定性结果, 对于活性>4 U/mL 的样品判定为阳
性, 活性<4 U/mL 的样品判定为阴性, 无法实现定量或半
定量测定。 

酶热仪法则采用基质加标标准曲线方法实现了对样

品中 β-内酰胺酶的定量检测[18], 其线性范围为 4~20 U/mL, 
对于活性>20 U/mL的样品, 可以稀释后进行定量, 方法回
收率为 80%~120%, RSD<15% [19]。 

3.6  方法优化 

目前已有很多对杯碟法实验条件进行优化的研究。康

海英等[15]研究了指示菌浓度和培养时间对检测方法的影

响, 对杯碟法条件进行优化。薛晓晶等[20]探讨了青霉素 G
最适使用质量浓度、舒巴坦最适使用浓度, 同时指出了针
对不同品牌不同来源的 β-内酰胺酶标准品, 其适宜的最优
条件也有差异, 需根据具体情况进行详细优化。 

酶热仪法的实验条件优化包括: 酶热仪恒温箱工作
温度、流动相、流速、加入青霉素的量、振荡反应时间等。

通过延长振荡反应时间可以提高检测灵敏度, 而通过改变
加入青霉素的量可以调节标准曲线的线性范围。 

3.7  方法局限性 

杯碟法和酶热法均采用间接原理对 β-内酰胺酶活性
进行测定, 在原理上具有一定局限性。对于目前已知的 400
余种 β-内酰胺酶, 酶热仪法仅能检测其中可催化水解青霉
素的部分 β-内酰胺酶; 杯碟法仅能检测既可催化青霉素水
解, 又对舒巴坦敏感的一部分 β-内酰胺酶, 因此存在检测
结果假阴性的问题。此外, 若样品中存在其他一些有相似
功能的物质, 则同样会被这两种方法检出, 由此可能造成
检测结果的假阳性。 

以上从 7 个方面对杯碟法和酶热仪法进行了详细阐
述, 其特点总结列于表 1 中, 二者各有优势, 又相互补充, 
均可满足乳及乳制品中 β-内酰胺酶的检测。 
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表 1  杯碟法和酶热仪法的比较 
Table 1  Comparison of cylinder plate method and enzyme thermistor method 

项目 杯碟法 酶热仪法 

原理 间接法(抑菌圈) 间接法(放热) 

仪器设备 培养箱(常规设备) 酶热仪(非常规仪器) 

实验操作 较复杂 简单 

检测周期 1 d以上 3 ~ 4 h 

定性 能 能 

定量 不能 4~20 U/mL定量, >20 U/mL稀释后定量 

灵敏度 4 U/mL 4 U/mL 

局限性 
检测的 β-内酰胺酶种类: 对舒巴坦敏感, 且能水解青霉素
底物的 β-内酰胺酶 

检测的 β-内酰胺酶种类: 能水解青霉素底物的 β-内酰
胺酶 

 
 

4  结  论 

本研究对乳及乳制品中 β-内酰胺酶检测的杯碟法和
酶热仪法进行了详细比较。杯碟法和酶热仪法均可满足乳

及乳制品中 β-内酰胺酶的检测。二者各有优势, 又相互补
充。杯碟法稳定可靠、易于普及推广, 是目前我国乳及乳
制品中 β-内酰胺酶检测的推荐方法; 酶热仪法简便快捷、
可实现半定量检测 , 更适合于大规模样品筛查和现场检
测。各实验室可以根据检测要求、实验室配备情况等选择

使用。 
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