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利用不确定度比对乳粉中叶酸含量的快速 

检测方法 

解  鑫, 喻东威, 马文丽, 赵  媛, 刘萍萍, 梁春梅, 宋晓东* 

(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司中心实验室, 呼和浩特  011517) 

摘  要: 目的  利用不确定度比对乳粉中叶酸含量的快速检测方法。方法  分别用进口和国产的微生物法

和酶联免疫法的试剂盒对代表性乳粉样品进行 3 d 3 平行检测, 对检测数据做正态分布分析及不确定度计

算。结果  各方法检测结果正态分布检验值(anderson-darling, AD)均小于临界值 0.725(95%置信区间), 服从

正态分布 ; 微生物快速检测方法不确定度范围为 13.3%~27.4%; 酶联免疫方法不确定度范围为 9.6%~ 

31.3%。结论  微生物试剂盒快速检测方法, 具有稳定性较好, 品牌差异较小的特点, 适合质控品的长期监测, 

质控图的建立。酶联免疫检测方法, 具有简单、快速的特点, 适合样品中叶酸的快速检测。 
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Comparison of rapid detection methods of folic acid in milk powder 
by uncertainty 
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ABSTRACT: Objective  To compare the rapid detection methods of folic acid in milk powder by uncertainty 

Methods  Representative milk powder samples were tested for 3 d 3 in parallel using imported and domestic 

microbiological and enzyme-linked immunosorbent assay kits. Normal distribution analysis and uncertainty 

calculation for test data, and normal distribution analysis and uncertainty calculation were performed. Results  The 

normal distribution test value (anderson-darling, AD) of each method was less than the critical value of 0.725 (95% 

confidence interval), which indicated the data subjected to normal distribution. The uncertainty of microbial rapid 

detection method ranged from 13.3% to 27.4%. The uncertainty of the immunization method ranged from 9.6% to 

31.3%. Conclusion  Rapid detection method of microbial kit has the characteristics of good stability and small 

brand difference, suitable for long-term monitoring of quality control products and establishment of quality control 

chart. The enzyme-linked immunosorbent assay has the characteristics of simple and rapid, and is suitable for rapid 

detection of folic acid in samples. 
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1  引  言 

叶酸是一种有机化合物 , 对一些正常的身体机能 , 

如核酸及蛋白质的合成、氨基酸的代谢来说是必不可少

的 [13]。叶酸可以添加于乳粉中作为一种重要的营养强

化剂 , 其功效主要是预防胎儿神经管畸形出生缺陷 , 发

育迟缓以及预防贫血 [48]。国家卫生行业标准对人群叶

酸营养缺乏有明确的判定指标和测定方法 [9]。食品中叶

酸常见的检测方法有高效液相色谱法[10]、液相色谱串联

质谱法 [11]、酶联免疫法 [12]、免疫亲和层析法 [13]、微生

物法[14]等。乳粉中叶酸含量的标准检测方法通常为微生

物法。 

对于企业来讲, 常采用商业化微生物法快速检测试

剂盒检测乳粉中的叶酸, 该方法基于国标微生物法原理, 

即 叶 酸 是 鼠 李 糖 乳 杆 菌 Lactobacillus casei spp. 

Rhamnosus (ATCC 7469)生长所必需的营养素, 在一定控

制条件下, 将鼠李糖乳杆菌液接种至含有试样液的培养

液中, 培养一段时间后测定透光率(或吸光度值), 根据叶

酸含量与透光率(或吸光度值)的标准曲线计算出试样中

叶酸的含量[14]。但该方法仍存在检测周期较长、步骤较

多、 人 员 要求 较高 等 特 点。 因此 , 酶联 免 疫吸 附 方法

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)以其耗时短, 

操作简便等特点可以作为标准方法的重要补充, 其原理

为在酶标板微孔条上预包被叶酸抗原, 待测样本或标准

品中游离的叶酸与包被在微孔板上的叶酸竞争抗叶酸抗

体的抗原结合位点 , 经洗液洗板后 , 将未能结合于微孔

板上物质除去。然后加入辣根过氧化物酶标记二抗, 与叶

酸 抗 体 相 结 合 , 经 3,3',5,5'- 四 甲 基 联 苯 胺 (3,3',5,5'- 

Tetramethylbenzidine, TMB)底物显色 , 样本吸光值与其

含有的叶酸呈负相关, 与标准曲线比较再乘以其对应的

稀释倍数, 即可得出样品中叶酸的含量。 

本研究利用不确定度比对不同快速检测方法, 以期

为非标准快速检测方法的应用提供参考依据, 并根据不确

定度结果为未来快速方法质控图的制定提供标准依据, 探

索未来快速方法的优化方向、还可以为后续公司含叶酸产

品的研发升级提供检测技术保障。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与材料 

婴幼儿奶粉(叶酸浓度≥100 µg/100 g), 女士多维高

钙高铁奶粉(简称“女士奶粉”)(叶酸浓度≥312 µg/100 g(欧

世蒙牛公司)。 

进口微生物法检测试剂盒; 国产微生物法检测试剂

盒; 进口叶酸酶联免疫法检测试剂盒; 国产叶酸酶联免疫

法检测试剂盒。 

2.2  仪器与设备 

ELx808IU 酶标仪、ELX508 洗板机(美国 BioTek 公司); 

VS-1300L-U 超净工作台(中国苏净集团); 2000237 电热恒

温培养箱(西班牙 J.P.Selecta 公司); HV-110 灭菌器(日本

HIRAYAMA 公司); W20M-2 恒温水箱(美国 shellab 公司)。 

2.3  样品前处理 

微生物法(进口): 取 1.0 g 样品至 50 mL 离心管中, 准

确加入蒸馏水或纯水 40 mL, 漩涡混匀。在超净台中用无

菌滤膜过滤至无菌离心管中进行检测。 

微生物法(国产): 称取 1 g(精确至 0.01 g)乳粉样品于

离心管中, 加入样品处理液 20 mL, 混匀, 95 ℃水浴加热

提取 30 min, 其间应至少振荡混合 5 次, 然后迅速置于冰

水中冷却至 30 ℃以下; 在超净工作台内将冷却后的提取

液用滤膜过滤至无菌离心管中待测。 

酶联免疫法(国产): 称取 0.5 g 样品, 加入 5 mL 水溶

解; 取 100 µL 上述样品, 加入 900 µL 样本稀释液, 振荡混

匀, 取 70 µL 进行分析。 

酶联免疫法(进口): 取 10.0 g 奶粉溶于 25 mL PBS 中, 

定容至 50 mL; 混匀后, 在沸水中隔水加热 3 min, 随后冷

却至室温(20~25 ℃); 3000 g 离心 10 min, 弃除上层脂肪, 

取下层, 用样品稀释液 5 倍稀释, 待测。 

2.4  测定方法 

2.4.1  微生物法 

(1) 标准曲线的绘制: 无菌操作用无菌水复溶标准品, 

取 6 个无菌离心管按照试剂盒操作要求梯度稀释获得各浓

度标准品溶液, 用试剂盒进行检测, 将各标准品吸光度值

代入专业分析软件, 利用 4-Parameter Curve 拟合获得标准

曲线。 

(2) 样品测定: 根据样品浓度范围选择适当稀释倍数, 

使得稀释后样品浓度处于曲线第 2-3 标准品浓度范围内, 

用试剂盒检测, 吸光值代入标准曲线获得浓度值, 乘以稀

释倍数即为最终样品结果。 

2.4.2  酶联免疫法法 

(1) 标准曲线的绘制: 试剂盒自带标准品用试剂盒进

行检测 , 将各标准品吸光度值代入专业分析软件 , 利用

spline 或者 4-parameters 函数拟合获得标准曲线。 

(2) 样品测定: 根据样品浓度范围选择适当稀释倍数, 

使得稀释后样品浓度处于曲线第 2~3 标准品浓度范围内, 

用试剂盒检测, 吸光值代入标准曲线获得浓度值, 乘以稀

释倍数即为最终样品结果。 

2.5  不确定度评价 

不同实验人员利用各检测方法, 分别对各样品进行 

3 d 三平行检测, 评估方法的相对不确定度[15]。 

23
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式中, SSt 为组间偏差平方和, SSe 为组内偏差平方和, SST 为

总偏差平方和, i 代表天数, j 代表重复数, 为 3 天三平行的 

均值, S2IF 为组内与组间均方和, CV 为相对标准偏差, U 为

不确定度。 

3  结果与分析 

3.1  标准曲线 

利用专业计算软件, 拟合曲线如下:  

3.2   检测结果及正态分布分析 

同一试验人员分别使用 4 种方法 3 d 3 平行检测样品, 

结果如表 1 所示。 

 

 
 

注: A: 国产酶联免疫试剂盒, B: 进口酶联免疫试剂盒, C: 国产微生物检测试剂盒, D: 进口微生物检测试剂盒标准曲线 

图 1  标准曲线 

Fig.1  Standard curve 
 

表 1  不同方法三天三平行检测叶酸样品结果 
Table 1  Results of folic acid samples determined by different methods triplicate each day in three days 

基质 检测方法 
理论浓度 

/(µg/100 g) 

第一天 第二天 第三天 

正态分布分析

(AD 值) 
检测结果 

/(µg/100 g) 
检测结果 

/(µg/100 g) 
检测结果 

/(µg/100 g) 

重复 1 重复 2 重复 3 重复 1 重复 2 重复 3 重复 1 重复 2 重复 3 

婴幼儿 

奶粉 

微生物法(进口) 

≥100 

137.60 141.60 129.80 148.80 156.40 143.20 161.60 152.00 147.20 0.101 

微生物法(国产) 175.20 164.80 173.60 177.60 152.80 151.20 139.20 159.20 174.40 0.385 

酶联免疫法(进口) 172.4 187.4 181.9 155.5 137.5 176.1 137.9 152.3 180.9 0.438 

酶联免疫法(国产) 162.80 165.80 168.90 174.80 180.60 172.80 148.90 164.40 154.00 0.221 

女士 

奶粉 

微生物法(进口) 

≥312 

418.00 429.00 399.00 498.00 443.00 442.00 458.00 390.00 446.00 0.238 

微生物法(国产) 480.00 510.00 570.00 435.00 432.00 414.00 426.00 426.00 393.00 0.617 

酶联免疫法(进口) 342.0 272.0 283.6 356.5 417.7 403.6 333.4 388.8 330.9 0.232 

酶联免疫法(国产) 468.30 443.40 451.30 481.10 456.30 438.80 503.20 488.90 463.00 0.260 



第 21 期 解  鑫, 等: 利用不确定度比对乳粉中叶酸含量的快速检测方法 7293 
 
 
 
 
 

 

从表 1 可以看出: 采用 Minitab 软件对各试剂检测结

果 进 行 正 态 性 检 验 分 析 可 知 , AD 值 均 小 于 临 界 值

0.725(95%置信区间), 各系统均服从正态分布, 数据处于

统计受控状态。 

进口酶联免疫试剂盒检测女士奶粉中叶酸含量, 第 1 的

有2 个结果未能达到预期, 检测值分别为272.0、283.6 µg/100 g, 

低于理论浓度范围≥312 µg/100 g; 其余试剂都可以满足

检测预期(符合理论浓度范围)。 

3.3  方法不确定度评估 

不确定度检测结果如表 2 所示。 

从表 2 可知, 微生物快速检测方法的不确定度范围为

13.3%~27.4%; 酶联免疫方法不确定度范围为 9.6%~31.3%, 

二者无明显差异。微生物法检测叶酸, 进口试剂的重复性

相对标准偏差(CVr)、重现性相对标准偏差(CVR)、以及相

对不确定度比国产试剂更低, 结果精密度更好; 而酶联免

疫方法则是国产试剂精密度相对更好, 造成这种差异的主

要原因是, 不确定较大的检测方法往往有着相对更复杂的

样品处理或操作步骤。微生物检测法方面主要体现在国产

试剂样品前处理需要进行水浴提取, 进口试剂直接溶解混

匀即可; 此外, 国产试剂使用微生物需要培养基复溶混匀

后加入微孔, 进口试剂为预先包被于微孔底部。酶联免疫检

测法方面, 进口试剂相对于国产试剂增加了水浴加热, 迅速

冷却、离心等前处理步骤。增加的操作可能会引入新的不确

定度来源, 导致结果重复性、重现性及不确定度的差异。 

 
表 2  不同方法叶酸样品检测不确定度 

Table 2  Uncertainty of different methods for the detection of folic acid samples 

检测方法 基质 平均值/(µg/100 g) sr sR CVr/% CVR/% 绝对不确定度 相对不确定度/%

婴幼儿奶粉 

微生物法(进口) 146.47 6.67 10.54 4.60 7.20 21.07 14.40 

微生物法(国产) 165.89 5.42 11.07 3.30 6.70 22.15 13.30 

酶联免疫法(进口) 164.66 17.41 19.8 10.60 12.00 39.6 24.10 

酶联免疫法(国产) 163.11 13.69 13.69 8.40 8.40 27.38 16.80 

女士奶粉 

微生物法(进口) 435.89 29.3 33.3 6.70 7.60 66.61 15.30 

微生物法(国产) 454 29.39 62.28 6.50 13.70 124.56 27.40 

酶联免疫法(进口) 347.61 34.19 54.49 9.80 15.70 108.97 31.30 

酶联免疫法(国产) 466.03 18.52 22.46 4.00 4.80 44.91 9.60 

 

4  结  论 

通过不同原理快速检测方法的比对可以看出二者均

可以应用于乳粉中叶酸含量的检测。其中, 微生物试剂盒

快速检测方法, 具有稳定性较好, 品牌差异较小的特点, 

适合质控品的长期检测, 质控图的建立; 而酶联免疫检测

方法, 具有简单、快速的特点, 更适合样品中叶酸的快速

筛查。 

本实验应用整体法评价不确定度, 以影响分析测试

程序的所有变量为基础评估不确定度。其优势在于简单易

于施行, 全面监控所有变量对不确定度的影响。可以通过

和相关不确定度标准比较, 制定符合实验室自身状况的不

确定度要求, 应用于日常质量控制(例如: 法国 Bipea 能力

验证提供机构推荐快速筛选方法不确定度为 30%, 实验室

可选择表 2 中不确定度更低的进口微生物法检测试剂或者

国产酶联免疫检测试剂, 并将不确定度定为 20%进行日常

质量控制)。其不足之处在于未能充分考虑偏倚(乳粉中叶

酸含量真值不易获得, 本次评价未予考虑), 因此在采取整

体法进行方法不确定评价前, 还可以通过和国家标准方法

进行比对, 从而充分评价偏倚对检测结果的影响, 以期在

准确度及稳定性方面全面评价检测方法。 
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