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传统微生物法与试剂盒法测定乳粉中生物素比较 

程  敏*, 刘锦光 

(雅培(嘉兴)营养品有限公司, 嘉兴  314000) 

摘  要: 目的  比较微生物法和试剂盒法测定配方奶粉中生物素的结果。方法  用国标 GB 5009.259-2016 和

试剂盒方法测试标准参考物质和不同配方奶粉中生物素含量, 对结果进行精密度和相对偏差比较。结果  微

生物方法测得标准参考物质生物素平均值为 173.6 μg/100 g, 试剂盒法测得标准参考物质生物素平均值为

199.4 μg/100 g, 与标准物质指定值(189 μg/100 g)相对标准偏差分别为 8.49%, 5.34%; 对不同配方奶粉生物素

检测, 2 种方法的相对标准偏差<10%。结论  微生物法与试剂盒法测试配方奶粉中生物素结果接近, 可综合实

验室人员和经济条件选择适当的方法进行测试。 
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Comparison for determination of biotin in milk powder by microbiological 
method and kit method 

CHENG Min*, LIU Jin-Guang 

(Abbott (Jiaxing) Nutritionals Co., Ltd., Jiaxing 314000, China) 

ABSTRACT: Objective  To compare the results of determination of biotin in formula milk powder by 

microbiological method and kit method. Methods  The content of biotin in standard reference substance and 

different formula milk powder was tested by GB 5009.259-2016 and kit method, and the precision and relative 

deviation of the results were compared. Results  The mean value of standard reference substance biotin measured by 

microbial method was 173.6 μg/100 g, and the average value of standard reference substance biotin by kit method 

was 199.4 μg/100 g. The relative standard deviation from the reference value of the reference substance (189 μg/100 

g) was 8.49% and 5.34%, respectively. The relative standard deviations of the 2 methods were less than 10% for the 

detection of biotin of different formulas. Conclusion  The results of determination of biotin in formula milk powder 

by microbiological method and kit method are similar, and the laboratory personnel and economic conditions can be 

integrated to select the appropriate method. 
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1  引  言 

婴幼儿配方奶粉是指以牛乳(或羊乳)及其加工制品

为主要原料 , 加入适量的维生素、矿物质和其他辅料 , 

经加工制成的供婴幼儿食用的产品。配方奶粉是婴幼儿

除母乳外主要的营养来源 [1], 对维生素和其他成分的添

加量有严格的要求。 

维生素是机体正常代谢和生理机能不可缺少的一

类有机化合物 , 是婴幼儿配方奶粉的重要组成部分 , 按

其溶解性分为水溶性和脂溶性维生素 [2]。生物素是一种

较稳定的水溶性维生素, 又称维生素 B7, 是构成羧化酶

的重要成分 [3], 是脂肪和蛋白质正常代谢不可或缺的物
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质。对机体正常生理功能的维持有重要作用。体内长期

缺乏生物素会引起免疫、代谢、基因表达方面的疾病[4-7]。 

婴幼儿配方奶粉中生物素的检测是必不可少的 , 

检测方法目前有微生物法 , 试剂盒法 , 荧光测定法 , 气

相色谱法 , 高压液相色谱法 [8,9], 超高效液相色谱 -质谱

联用法 [10,11]等, 其中微生物法是最灵敏和应用最广泛的

方法。传统微生物法操作复杂, 过程相对繁琐, 耗时长, 试

验误差较大, 成本较低。试剂盒法较传统微生物法操作相

对简单, 对人员要求较高, 成本高, 也存在培养时间长等

问题, 适用于样品量大的实验室。   

本文采用微生物法和试剂盒法对生物素标准参考物质

进行重复测试, 进行数据结果比较, 并验证试剂盒法的准确

性, 为试剂盒在日常检测工作中的应用提供相关参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料、菌株与试剂 

材料: 7 种配方奶粉, 本单位生产。 

菌株: 植物乳杆菌 L.plantarum ATCC8014(广东省

微生物菌株保藏中心)。 

试剂 : 乳酸杆菌肉汤培养基和生物素测定用培养

基(美国 BD 公司); SRM1869 生物素标准物质(国家标准

物质中心); 乙醇(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 

硫酸、盐酸、氢氧化钠(分析纯, 德国默克公司); 微生物

微孔板试验测定生物素试剂盒(德国拜发公司)。 

2.2  仪器与设备 

XS205DU 电子天平、XP1203S 电子天平、S220PH

计(瑞士 Mettler Toledo公司); Universal 320R 台式高速离

心机(德国 Hettich 公司); Lambda25UV/VIS 紫外分光光

度计 (日本岛津公司 ); LV250 高压蒸汽灭菌器 (美国

STERIS 公司); LA2-4A1 生物安全柜、AHS-8C1 洁净工

作台(新加坡 ESCO 公司); KB240 电热恒温培养箱(德国

Binder 公司); Multiskan MK3 酶标仪(美国 Thermo 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  微生物法 

(1)生物素标准溶液配制 

精确称取 100 mg 生物素标准品, 加入 50%的乙醇溶 

液, 溶解并转移至 1000 mL 容量瓶中, 得到生物素标准储

备液; 准确吸取 10 mL 标准储备液至 1000 mL 容量瓶中, 

用 50%乙醇溶液定容至刻度, 得到生物素标准中间液; 每

次测试时分别吸取 5 mL 标准中间液至 250 mL 和 500 mL

的容量瓶中, 用水定容至刻度, 得到生物素标准工作液, 

浓度为 0.2 ng/mL 和 0.1 ng/mL。按照表 1 制备标准品的测

定管[12]。 

(2)菌株制备 

挑取 MRS 培养基上的植物乳杆菌 ATCC8014 至乳

酸杆菌肉汤培养基中, (37±1) ℃厌氧培养 16~20 h 后, 

2000 r/min 离心 10 min, 弃去上清液, 用 0.85%生理盐水淋

洗 3 洗, 振荡混匀, 每次 2000 r/min 离心 10 min。彻底去

除上清液后, 加入 0.85%的生理盐水, 振荡混匀, 调节透

光率在 60%~80%之间。 

(3)试样提取    

准确称取适量样品, 转入 250 mL 锥形瓶中, 加入

100 mL 3%硫酸溶液, 121 ℃水解 30 min。迅速冷却至室

温, 调节 pH 至 4.5±0.2, 转移至 250 mL 容量瓶中, 用水

定容至刻度。充分混合均匀后过滤, 准确吸取 5 mL 滤液, 

加入约 20 mL 水, 调 pH 至 6.8±0.2, 转移至 100 mL 容量

瓶, 用水定容至刻度。 

(4)样品制备和培养 

按照表 2 依次将蒸馏水, 样品溶液和生物素测定培养

基加入试管中, 盖上试管盖, 每组进行 3 平行。依据培养

基的说明是进行灭菌。灭菌后加入制备好的菌悬液 , 

(37±1) ℃厌氧培养 19~20 h。 

(5)测定 

将培养过的标准系列管, 样品系列管溶液涡旋后, 在

550 nm 处, 以接种的空白管 S2 为对照管调节吸光值为 0, 

依次测定标准系列管和试样管的吸光值。以生物素标准溶

液含量为横坐标, 吸光值为纵坐标, 绘制标准曲线, 计算

样品中生物素的含量(表 3)。 

2.3.2  试剂盒法 

(1)标准溶液制备 

参考 VitaFast 维生素检测试剂盒使用说明书, 按照表

3 制备、稀释标准品[13]。 

 

 
表 1  标准溶液管的制备 

Table 1  Preparation of standard curves 

试管号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 

蒸馏水/mL 5 5 4 3 2 1 0 2 1 0 

标准溶液/mL 0 0 1 2 3 4 5 3 4 5 

培养基/mL 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
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表 2  样品管的制备 
Table 2  Preparation of samples 

试管号 1 2 3 4 样品空白 

蒸馏水/mL 4 3 2 1 0 

样品溶液/mL 1 2 3 4 5 

培养基/mL 5 5 5 5 5 

 
表 3 试剂盒生物素标准溶液制备 

Table3 Preparation of standard curves for the test kid method 

 
标准曲线浓度 
/(μg /100 mL ) 

无菌水 
/μL 

标准品储备溶液
/μL 

空白 0 900 0 

标准品 1 0.08 900 100 

标准品 2 0.24 350 150 

标准品 3 0.40 250 250 

标准品 4 0.56 150 350 

标准品 5 0.72 50 450 

 
(2)样品制备 

参考 VitaFast 维生素检测试剂盒使用说明书, 准确称

取 1 g 的样品至 50 mL 无菌试管中, 加无菌蒸馏水至 40 g, 

混匀, 用 HCl 或 NaOH 调整 PH 值至 8.0±0.2。95 ℃以上水

浴中提取 30 min, 每 5 min 振荡 1 次, 确保试管塞紧闭。之

后, 迅速冷却至 30 ℃以下。无菌移取 1.4~2.0 mL 到无菌离

心管(1.5~2.0 mL)中, 然后 8000 r/min 离心 5 min。根据样

品中生物素的含量对上清液进行稀释。 

(3)培养基制备 

取 10 mL 无菌水加入生物素测定培养基瓶中, 振荡摇

匀, 95 ℃以上水浴 5 min。其间振荡至少 2 次, 并确保瓶子

封闭。迅速冷却至室温 30 ℃以下。使用 0.2 μm 无菌滤膜

过滤培养基至 15 mL 无菌离心管中。 

(4)加样培养 

按需取出微孔板条并在板上固定, 移取 150 μL 培养

基至微孔中, 再加入 150 μL 标准品或稀释的样品, 用粘合

箔盖住板条或微孔, 除去粘合箔上的保护层。做好标记, 

(37±1) ℃避光培养 44~48 h。 

(5)读数 

从培养箱中取出微孔板, 在桌面上振荡混匀液体, 混

匀后撕掉粘合箔, 用酶标仪读数。以标准品生物素含量为

横坐标, 吸光值为纵坐标, 绘制标准曲线, 依据标准曲线

计算样品中生物素含量。 

3  结果与分析 

3.1  SRM1869 不同测试方法结果 

用 2 种方法分别测试 SRM1869, 得到 10 组数据见表

4。从数据可以看出, 微生物法和试剂盒法相对标准偏差均

小于 10%, 2 个方法的精密度都较好, 试剂盒方法较微生物

法平均值更接近标准品给定值, 且相对标准偏差较微生物

法小。 

3.2  不同配方奶粉样品测试结果 

用 2 种方法对不同基质不同配方奶粉进行测试得到

的结果如表 5 所示, 2 种方法测试结果均在样品给定范围内

且接近中间值。7 个样品 2 种方法的相对偏差最小为 1.65%, 

最大 9.51%, 均小于 10%。 

4  结论与讨论 

超高效液相色谱-同位素稀释质谱法测定配方奶粉中

的生物素含量操作过程简单, 分析周期短, 灵敏度高, 重

复性好[1]。高效液相色谱法检测食品中生物素因其具有检

测测速度快, 高分辨率和高灵敏度等特点, 是生物素检测

的重要手段之一[14]。 

化学方法测试生物素其原理是检测与标准物质结构

相同的生物素成分, 与生物活性无关。会漏检有生物活性

的生物素, 同时不具备生物活性但与标准物质结构相同的

物质也会被检测到。试剂盒方法与传统微生物方法测试原

理相同, 检测具有生物活性的生物素。化学法只可作为可

选法, 当出现争议时都以微生物法作为仲裁方法[15]。实验

结果证明相比于传统微生物法, 试剂盒法操作相对简单, 

且实验的准确度也满足实验要求, 适用于大批量样品的检

测中。因此实验室相关检测人员可根据实际检测需求来选

择合适的检测方法。 

 

表 4  微生物法与试剂盒法测定标准参考物质结果 
Table 4  Results of standard reference substance determination by microbiological method and kit method 

生物素含量/(μg/100 g) SRM1869
平均值 

/(μg/100 g) 

标准 

偏差 

相对标

准偏差
/% 

与标示

值相对

偏差/% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
标示值

/(μg/100 g)

微生 

物法 
164.1 184.8 166.0 180.1 148.7 186.1 173.9 167.9 180.4 184.0

 
189±24 

173.6 11.92 6.87 8.49

试剂 

盒法 
211.0 205.6 178.3 209.3 200.3 210.7 192.0 185.6 194.4 206.5 199.4 11.28 5.71 5.34
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表 5  不同配方样品微生物法与试剂盒测定生物素结果(μg/100 g) 
Table 5  Microbiological method and kit for biotin results in different formula samples (μg/100 g) 

 参考范围 微生物法 试剂盒法 平均值 相对偏差/% 

样品 1 21~78 50.53 47.68 49.11 5.80 

样品 2 10.9~27.2 16.32 17.10 16.71 4.67 

样品 3 8.08~26.26 14.73 16.20 15.47 9.51 

样品 4 9.04~29.38 16.53 16.26 16.40 1.65 

样品 5 19.2~56.4 33.64 32.16 32.90 4.50 

样品 6 20.8~65.0 40.31 43.84 42.08 8.39 

样品 7 8.0~39.0 12.84 13.62 13.23 5.90 
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