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天然燕麦中维生素 B12的测定中 2种微生物法 

前处理方式的比较 

王志伟, 徐  琼, 陈欣钦, 曲勤凤* 

(上海市质量监督检验技术研究院, 上海  200233) 

摘  要: 目的  研究使用微生物法对燕麦中维生素 B12测定的可行性。方法  以国标法为基础, 采用标准前处

理方式和添加淀粉酶的前处理方式分别对 6份燕麦中的维生素 B12进行测定, 比较 2种不同前处理方式对检测

结果的影响。结果  国标法测定的标准曲线在维生素 B12 的浓度为 0.01~0.1 ng 范围内具有良好的线性关系

(r2=0.995)。前处理过程中加入 20 mL浓度为 1%的 α-淀粉酶溶液可充分提取出燕麦样品中的维生素 B12。标准

处理法的最大相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 10.2%, 酶解处理法最大 RSD为 8.83%。结论  

对于燕麦中维生素 B12的测定, 酶解处理法有更好的适用性, 检测结果更为可靠。 
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Comparison of 2 kinds of microbial pretreatment methods for the 
determination of vitamin B12 in natural oat 

WANG Zhi-Wei, XU Qiong, CHEN Xin-Qin, QU Qin-Feng* 

(Shanghai Institute of Quality Inspection and Technical Research, Shanghai 200233, China) 

ABSTRACT: Objective  To research the feasibility of the determination of vitamin B12 using microbial method. 

Methods  On the basis of national standard method, the vitamin B12 content in 6 oat samples was determined by 

standard pre-treatment method and adding amylase before treatment, comparing the effect of 2 different pretreatment 

methods on the results. Results  The standard curve of vitamin B12 by national standard method had a good linear 

relationship in the range of 0.01~0.1 ng with r2 was 0.995. The vitamin B12 in oat samples could be extracted fully by 

adding 20 mL alpha amylase solution whose concentration was 1% in the process of pretreatment. The maximum 

relative standard deviation (RSD) of the standard treatment method was 10.2%, and the maximum RSD of enzymatic 

hydrolysis was 8.83%. Conclusion  Enzyme treatment method has better applicability, and the test results are more 

reliable For the determination of vitamin B12 in natural oat. 
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1  引  言 

维生素 B12 (cyanocobalamin)又称氰钴氨素, 也称为动

物蛋白因子, 是一类含有类似氰钴氨素的维生素活性物质

的总称。它是唯一含有金属离子的水溶性维生素, 又是人

体必需的维生素之一[1]。人体自身不能合成维生素 B12, 只
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能从外源性食物、药物或保健食品中摄取[2]。维生素 B12

缺乏时, 主要影响人体的造血系统和神经系统。通过对其

生理功能的研究可知, 维生素 B12 是人体一种重要的营养

素, 参与体内多种代谢, 还可有效预防恶性贫血、老年痴呆

和抑郁症等疾病, 对保持人类身体健康起着重要作用[3,4]。 

目前, 测定维生素 B12的方法主要有分光光度法、原

子吸收法[5]、微生物法及高效液相色谱法[6,7]等, 国内采用

高效液相色谱法测定维生素 B12多用于高含量的样品(如复

合添加剂、药物、保健品等)[8,9]。由于天然燕麦中维生素

B12 的含量较低, 而微生物分析方法是利用微生物对维生

素 B12具有的特异性和灵敏性定量测定出样品中的维生素

B12 含量。微生物法对于维生素含量较低、基质较复杂
[10]

的样品具有较高的灵敏度和精确度[11]。目前, 微生物法仍

为国际官方机构测定维生素 B12的首选认可方法
[12]。本研

究主要参照国标法[13], 采用标准前处理和添加淀粉酶前处

理 2 种不同方式对天然燕麦中维生素 B12含量进行测定比

较, 分析探讨运用微生物法测定天然燕麦中维生素 B12 含

量的可行性。 

2  材料与方法 

2.1  菌株和试剂 

莱氏曼士乳酸杆菌(Lactobacillus leichmannii ATCC 

7830); α-淀粉酶(1.5 U/mg)(美国 Sigma公司); 乳酸杆菌琼

脂培养基、乳酸杆菌肉汤培养基、维生素 B12测定用培养

基(美国 BD 公司); 维生素 B12 标准品(纯度≥99.0%, 美国

SUPELCO公司); 天然燕麦(美国桂格公司)。 

2.2  主要设备 

GI6-2 电热恒温培养箱(美国 SHELLAB 公司); Seven 

Easy 酸度计(瑞士梅特勒-托利多公司); Uv-1800 型紫外可

见分光光度计(日本岛津公司); Merck Millipore 超纯水机

(美国 Millipore公司); Thermo离心机(赛默飞世尔公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品处理 

(1)标准处理法 

每份燕麦样品称取 10 g于 250 mL烧杯中, 加 10 mL

前处理液, 再加入适量水, 于 121 ℃水解 10 min, 冷却后

调 pH值至 4.5±0.2, 再用水定容至 250 mL。滤纸过滤, 保

存滤液于冰箱内, 备用。使用前将滤液适当稀释, 使最终待

测液中维生素 B12的质量浓度在 0.01~0.02 ng/mL为宜。 

(2)酶解处理法 

每份燕麦样品称取 10 g于 250 mL烧杯中, 加 10 mL

前处理液, 再加入适量水, 于 121 ℃水解 10 min, 冷却后

加入 α-淀粉酶溶液(浓度为 1%), 于 36 ℃±1 ℃保温 18 h

后, 于 100 ℃水浴加热 5 min。冷却后调 pH值至 4.5±0.2, 

再用水定容至 250 mL。滤纸过滤, 保存滤液于冰箱内备用。

使用前将滤液适当稀释, 使最终待测液中维生素 B12 的质

量浓度在 0.01~0.02 ng/mL为宜。 

2.3.2  接种液的制备 

使用前一天, 将莱氏曼士乳酸杆菌菌种由储备菌种

管移种于已灭菌的乳酸杆菌肉汤培养基中, 在 36 ℃±1 ℃

的恒温箱中培养 18~24 h, 取出离心 3 min (2000 r/min), 弃

去上清液, 用已灭菌的生理盐水淋洗 3 次, 再加入灭菌过

的生理盐水, 混匀, 使菌种成为混悬体。吸取适量该菌悬液

于 10 mL生理盐水中, 混匀制成测试菌液。 

用分光光度计, 以生理盐水做空白, 于 550 nm 波长

下测试菌液的透光率, 使其透光率在 60%~80%之间。 

2.3.3  标准曲线的绘制  

精确称取维生素 B12标准品 10 mg, 使用 25%乙醇溶

液定容至 1000 mL容量瓶中, 维生素 B12浓度为 10 μg/mL, 

此为维生素 B12贮备液。吸取 5 mL贮备液于 500 mL容

量瓶中, 使用 25%乙醇溶液定容至 500 mL, 维生素 B12

浓度为 100 ng/mL, 此为维生素 B12中间液。吸取 5 mL维

生素 B12中间液于 500 mL 容量瓶中, 使用 25%乙醇溶液

定容至 500 mL, 维生素 B12浓度为 1 ng/mL, 此为维生素

B12工作液。分别吸取 5 mL工作液于 250 mL和 500 mL

容量瓶中, 用水定容至刻度。低浓度标准溶液的浓度为

0.01 ng/mL, 高浓度标准溶液的浓度为 0.02 ng/mL。按顺

序加入超纯水、标准曲线工作液和维生素 B12测定用培养

基, 每个试管号的样品在 3只试管中重复制备 3次。标准

曲线的制作见表 1。 

 
表 1  维生素 B12 国标法标准曲线的制作 

Table 1  Production of standard curve of vitamin B12 by national 
standard method 

试管号 水(mL)
低浓度标准 

溶液(mL) 

高浓度标准

溶液(mL) 

培养基

(mL) 

S1 5 0 0 5 

S2 5 0 0 5 

S3 4 1 0 5 

S4 3 2 0 5 

S5 2 3 0 5 

S6 1 4 0 5 

S7 0 5 0 5 

S8 2 0 3 5 

S9 1 0 4 5 

S10 0 0 5 5 

 
2.3.4  样品的准备 

 按顺序加入水、样品溶液和维生素 B12 测定用培养

基, 每个试管号的样品在 3 只试管中重复制备 3 次。各成

分的加入量见表 2。 
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表 2  试样管制备 
Table 2  Preparation of sample test tubes 

试管号 水(mL) 样品溶液(mL) 培养基(mL) 

S1 4 1 5 

S2 3 2 5 

S3 2 3 5 

S4 1 4 5 
 

2.3.5  接种与培养 

将标准曲线管和试样管于 121 ℃灭菌 5 min, 取出后

快速冷却。每管接种 50 μL测试菌液(其中标准曲线管中空

白 S1除外), 于 36 ℃±1 ℃恒温箱中培养 19~20 h。 

2.3.6  结果测定和计算 

以标准管的接种空白 S2调零, 在 550 nm下测定各试

管的吸光度(A)。以标准管维生素 B12所含的浓度为横坐标, 

吸光度值为纵坐标绘制标准曲线。样品中维生素 B12的含

量按下式计算:  

X=
1000

100fCx
m
   

式中: X为试样中维生素 B12的含量, 单位为 μg/100 g; Cx

为试样提取液中维生素B12含量的平均值, 单位为 ng; m为

试样的质量, 单位为 g; f为稀释倍数。 

3  结果与分析 

3.1  标准曲线的绘制 

以维生素 B12 含量为横坐标, 吸光度为纵坐标, 绘制

标准曲线, 如图 1 所示。国标法测得的维生素 B12含量为

0.01~0.1 ng 时, 标准曲线的线性关系良好, 回归方程为

Y=4.6446X+0.0511, r2=0.995(图 1)。 
 

 
 

图 1  国标法标准曲线 

Fig. 1  Standard curve of national standard method 
 

3.2  检测结果比较 

3.2.1  酶解液添加量对样品检测结果的影响 

具有生物活性的维生素才可以被人或动物吸收利用, 

而微生物法正是利用莱氏曼士乳酸杆菌的生长对维生素

B12 具有特异性的原理, 通过微生物的生长来测定样品中

维生素 B12的含量。本研究总体上按照国标检测方法, 前处

理过程增加了酶解法处理。 

 选取 1 份天然燕麦样品, 按照国标法进行测试, 使

用酶解前处理法操作。样品中均未额外添加强化维生素 B12, 

所测定的为样品中天然维生素 B12的含量。通过对不同酶

解液添加量对天然样品中维生素 B12 提取效果的研究, 发

现当酶解液添加量为 2~20 mL 时, 样品中维生素 B12的检

测结果也随之提高; 当酶解液添加量超过 20 mL 时, 样品

中维生素 B12 的检测结果变化不大, 说明酶解液添加量的

增加确实有助于样品中维生素 B12的提取。测定结果见表 3 

(同一样品平行测定 3次)。 
 

表 3  天然燕麦中维生素 B12 含量的检测结果(n=3) 
Table 3  Test results of vitamin B12 content in natural oats (n=3) 

样品

编号

酶解液

添加量

(mL) 

维生素 B12含量 

(μg/100 g) 
  SD RSD(%)

1-1 

2 

0.13 

0.13 0.0153 11.80 1-2 0.15 

1-3 0.12 

1-1 

5 

0.16 

0.17 0.0115 6.76 1-2 0.18 

1-3 0.16 

1-1 

10 

0.19 

0.19 0.0058 3.05 1-2 0.18 

1-3 0.19 

1-1 

20 

0.26 

0.26 0.0153 5.88 1-2 0.25 

1-3 0.28 

1-1 

25 

0.26 

0.27 0.0058 2.15 1-2 0.27 

1-3 0.27 

1-1 

30 

0.28 

0.27 0.0153 5.67 1-2 0.27 

1-3 0.25 

 
3.2.2  不同处理方法对样品检测结果的影响 

选取 6 份天然燕麦样品, 按照国标法进行测试, 使用

2 种处理方式, 一种按照标准处理法操作, 另一种按照酶

解处理法操作(样品前处理过程中加入 20 mL α-淀粉酶溶

液)。样品中均未额外添加强化维生素 B12, 所测定的为样

品中天然维生素 B12含量。检测结果见表 4 (为比较不同处

理方法之间的稳定性差异, 同一样品平行测定 3次)。 
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表 4  不同处理法对天然燕麦中维生素 B12 含量的检测结果(n=3) 
Table 4  Vitamin B12 content in natural oats processed by different methods (n=3) 

样品编号 标准处理法(μg/100 g)   SD RSD(%) 酶解处理法(μg/100 g)   SD RSD(%)

1-1 0.11 

0.12 0.0115 9.58 

0.27 

0.27 0.0153 5.67 1-2 0.13 0.26 

1-3 0.11 0.29 

2-1 0.28 

0.28 0.0058 2.07 

0.51 

0.53 0.0200 3.77 2-2 0.28 0.55 

2-3 0.27 0.53 

3-1 0.17 

0.16 0.0100 6.25 

0.39 

0.38 0.0100 2.63 3-2 0.15 0.38 

3-3 0.16 0.37 

4-1 0.22 

0.22 0.0058 2.64 

0.46 

0.46 0.0252 5.48 4-2 0.21 0.44 

4-3 0.22 0.49 

5-1 0.23 

0.24 0.0173 7.21 

0.5 

0.51 0.0208 4.08 5-2 0.23 0.53 

5-3 0.26 0.49 

6-1 0.13 

0.15 0.0153 10.2 

0.27 

0.30 0.0265 8.83 6-2 0.15 0.32 

6-3 0.16 0.31 

 

 
用 2种前处理方法对 6份天然燕麦中维生素 B12含量

分别进行检测。2种前处理方法检测结果均较为稳定, 标准

处理法最大 RSD 为 10.2%, 酶解处理法最大 RSD 为

8.83%。但是需要注意的是, 酶解处理法的检测结果均明显

高于标准处理法的检测结果。由于天然燕麦样品中维生素

B12含量较低, 因此在测试时需要称取较多量的样品, 这样

会导致样品高温高压水解后变的相当粘稠, 不利于天然样

品中维生素 B12的提取。通过加入酶解液处理, 可以有效降

低样品粘度, 充分提取其中的维生素 B12。 

在检测过程中, 菌种的活力和纯度对实验结果有非

常大的影响, 应严格按照要求进行菌种活化, 注意无菌操

作, 避免污染。尤其是用到的玻璃器皿, 在使用前必须用稀

盐酸或重铬酸钾洗液浸泡, 这种洗液在实验室内使用最广

泛[14], 之后用纯水清洗干净后于 200 ℃烘干 2 h, 以除去

微量生长因子的影响。 

4  结  论 

微生物方法以其高灵敏度和可靠性已得到国际权威

机构的认可[15]。因此对于天然燕麦样品, 运用微生物方法

测定具有优势。本研究通过比较微生物方法中对于样品的

2 种前处理方式, 探讨使用微生物法测定天然燕麦中维生

素 B12的可行性。研究发现, 相对于国标中的标准处理法, 

酶解处理法更为适合。由于天然燕麦中维生素 B12的含量

相对较低, 检测时需要称取的样品量较大, 加入酶解液可

以有效降低样品粘度, 更有效、彻底地将天然燕麦中的维

生素 B12 提取出来, 并且微生物方法的灵敏度较高, 检出

限低, 适合天然燕麦中维生素 B12的测定。 
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