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微孔板法检测婴幼儿配方乳粉中 

维生素 B12的含量 

王  晶*, 王红丹, 芦  云, 李  玲 

(中国检验检疫科学研究院, 北京  100123) 

摘  要: 目的  建立用微孔板检测婴幼儿配方乳粉中维生素 B12 的方法。方法  基于微生物原理的检测方法, 

缩小样品的培养体积。样品经提取后, 分装到 96 孔细胞培养板中, 在培养基中加入 0.05%的菌悬液, 混匀后

分配到含有样品和标准品的微孔中, 培养后直接用酶标仪测定吸光度值。结果  本方法标准曲线相关系数

0.9987, 加标回收实验回收率在 92.7%~98.7%之间, 重复性实验相对标准偏差在 1.03%~1.73%之间, 6种不同含

量的样品同时用 GB 5413.14-2010 方法和本方法检测维生素 B12, 检测结果无显著性差异。结论  该方法快速, 操

作简单, 稳定性高, 检测成本低, 可大批量样品同时检测, 适合测定婴幼儿配方乳粉中维生素 B12 的含量。 
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Detection of vitamin B12 in infant formula milk powder by microporous 
plate method 

WANG Jing*, WANG Hong-Dan, LU Yun, LI Ling 

(Chinese Academy of Inspection and Quarantine , Beijing 100123, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for detection of vitamin B12 in infant formula milk powder by 

microporous plate. Methods  Based on the principle of microbial detection methods, reduce the training volume of 

the sample. The samples were extracted and packed into a 96-well cell culture plate, added 0.05% bacterial 

suspension to the B12 assay medium, after mixing, it was distributed to micropores containing samples and standard, 

after culture, the absorbance value was determined by enzyme standard instrument. Results  The standard curve 

correlation coefficient was 0.9987, the recovery rates of the method were in the range of 92.7%98.7%, the relative 

standard deviations of repetitive experiments were in the range of 1.03%1.73%, six samples of different content 

were simultaneously tested with GB 5413.14-2010 method and this method for vitamin B12, there was no significant 

difference in the test results. Conclusion  The method is rapid, easy to operate, high stability, low detection cost, 

easy to detect large quantities of samples at the same time, suitable for the determination of vitamin B12 content in 

infant formula milk powder. 
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1  引  言 

维生素 B12 是自然界中唯一含有金属元素的咕啉类化合

物的总称, 分子中心含有金属钴原子故又被称为钴胺素[1]。维

生素 B12 有 5 种左右的类似物, 根据分子中与钴连接的基

团不同, 通常分为羟基钴胺素(hydroxy cobalamin), 水钴胺

素(aqua cobalamin), 氰基钴胺素(cyanocobalamin), 脱氧腺

苷钴胺素(deoxy adenosyl cobalamin)和甲基钴胺素(methyl 

cobalamin)[2]。其中氰基钴胺素非天然存在形式, 是工业提

纯过程中用氰化物代替天然钴胺素而得到的产物[3]。人体

自身不能合成维生素 B12, 外源食物主要来源于动物类食

物 , 天然乳含量很低 , 植物性食品中基本不含维生素

B12
[4]。目前应用在医药、食品和饲料中的维生素 B12 多为

氰基钴胺素[5], 已被广泛地应用于医药、保健食品, 强化营

养食品, 尤其是婴幼儿配方食品中[6]。 

维生素 B12 是人体必需的维生素之一, 它能促进人体

血液系统中红细胞的发育和生长, 并参与 DNA 的合成, 调

节神经系统和人体内细胞代谢等[7]。对于婴幼儿来讲, 维

生素 B12 会影响其身体发育, 若摄入不足, 会导致维生素

B12 缺乏症, 表现出情绪异常、爱哭爱闹、反应迟缓及发育

不良等一系列症状[8]。 

我国对食品标签有严格的规定, 标准中要求在产品保

质期内, 能量和营养成分的实际含量不低于标示值的 80%。

维生素 B12 是乳粉标签的必检项目。维生素 B12 检测方法主

要有免疫分析法、化学发光分析法、高效液相色谱法和微生

物法等[911]。其中, 微生物法具有灵敏度高, 检测限低, 可靠

性强等优点。我国国家标准 GB 5413.14-2010[12], 美国药典

(United States Pharmacopeia, USP)[13]和美国分析化学家协会

(Association of Official Analytical Chemists, AOAC)[14]都将微

生物法作为维生素 B12 测定的主要方法和仲裁方法。但微生

物方法操作复杂, 需要使用大量玻璃试管, 增加了工作量和

实验的不稳定性。鲁盛静等[15]应用德国拜发公司的 VitaFast 

vitam in B12 试剂盒检测了婴幼儿配方奶粉, 试剂盒法虽然

操作简单, 但成本高且耗时长, 需要培养 48 h。为此, 建立

一个准确度高, 快速并易于普及的检测方法十分重要。 

为了保留微生物原理的传统优点又能简化操作步骤, 

提高效率并降低成本。本文研究应用 96 孔微孔板代替玻璃

试管对婴幼儿配方奶粉维生素 B12 进行检测, 用酶标仪代

替分光光度计测定结果。以期为婴幼儿配方乳粉中的维生

素 B12 的检测提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

XS105 电子天平(梅特勒-托利多公司); G180TW 高

压灭菌锅 (中国致微公司 ); MIR-254-PC 培养箱 (日本

Panasonic 公司) ; multiskan go 酶标仪(美国 Thermo 公司); 

NU-437-600E 生物安全柜(梅特勒-托利多公司); Costar 

3590 96 孔细胞培养板(美国 Corning 公司); Cycler Seal 

Sealing Film(美国 Axygen 公司)。 

乳酸杆菌琼脂培养基、乳酸杆菌肉汤培养基(北京陆

桥公司); 维生素 B12 测定培养基(美国 BD 公司); 维生素

B12标准品, 纯度 98.4%(德国DR公司); 莱士曼氏乳酸杆菌

(ATCC7830)购自中国工业微生物菌种保藏管理中心。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液配制 

维生素 B12 标准储备液(100 μg/mL): 精确称取维生素

B12 标准品 10.2 mg, 用 25%乙醇溶液溶解, 定容至 100 mL。 

维生素 B12标准中间液(100 ng/mL): 吸取 100 μL 维生

素 B12 标准储备液, 用 25%乙醇溶液稀释, 定容至 100 mL。 

维生素 B12 标准工作液(0.10 ng/mL, 0.05 ng/mL): 吸

取 100 μL 维生素 B12 标准中间液, 用蒸馏水稀释, 定容至

100 mL, 得到 0.10 ng/mL 高浓度标准品工作液; 吸取 50 μL

维生素 B12 标准中间液, 用蒸馏水稀释, 定容至 100 mL, 

得到 0.05 ng/mL 低浓度标准品工作液。 

2.2.2  菌悬液的制备 

将培养好的莱士曼氏乳酸杆菌种子液振荡混匀, 无菌

条件下将种子液转入 15 mL 离心管, 3000 r/min 离心 2 min, 

弃去上清液。再次加入 5 mL 已灭菌的维生素 B12 测定用

培养基, 振荡混匀, 3000 r/min 离心 2 min, 弃去上清液, 

再加入 5 mL 已灭菌的维生素 B12 测定用培养基, 混匀制

成菌悬液备用。 

2.2.3  样品前处理 

按照国标GB 5413.14-2010[12]方法提取样品, 根据样品

中维生素 B12 含量用水对样品提取液进行适当稀释,使稀释

后样品提取液中维生素 B12 含量在 0.1~0.05 ng/mL 范围内。 

2.2.4  标准品和样品提取液的无菌处理 

将配好的维生素 B12 标准品低浓度工作液、高浓度工

作液、稀释后的样品提取液, 于 121 ℃高压灭菌 5 min, 冷

却后备用。 

2.2.5  微孔板操作 

将灭菌后的维生素 B12 标准品工作液、样品提取液按

照表 1 和表 2 分别加入到无菌的 96 孔微孔板中, 每个浓度

做 3 个平行。再将含有 0.05%菌悬液的维生素 B12 测定用

培养基加入到微孔中, 每孔加 150 μL, 空白孔加无菌悬液

的培养基。 

2.2.6  培养及测定 

将配制好的微孔板用无菌封口膜覆盖后置于 37 ℃恒

温培养箱中培养 22 h。培养后将微孔板充分振荡混匀, 用

酶标仪于 550 nm 测吸光度(OD)。 

2.2.7  数据统计分析 

方法比对实验, 每个样品做 6 次重复, 采用 Excel 软

件进行差异性分析。 
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表 1  维生素 B12 标准品工作液的配制 
Table 1  The preparation of vitamin B12 standard working solution  

微孔号 
低浓度工作液 高浓度工作液 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

灭菌水/μL 150 150 120 90 60 30 0 60 30 0 

标准溶液/μL 0 0 30 60 90 120 150 90 120 150 

浓度/(ng/mL) 0.00 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.10 

 
表 2  样品提取液的配制 

Table 2  The preparation of sample extract  

微孔号 1 2 3 4 

灭菌水/μL 0 75 112.6 131.2 

样品测定液/μL 150 75 37.4 18.8 

稀释倍数 400 800 1600 3200 

 

3  结果与分析 

3.1  标准曲线 

以标准曲线微孔中维生素 B12 标准品浓度为 X 轴, 相

对应的吸光度值为 Y 轴, 绘制标准曲线图, 标准曲线见图

1。维生素 B12 浓度在 0.00～0.10 ng/mL, 标准曲线的线性

关系良好, r2=0.9987。 
 

 
 

图 1  维生素 B12 标准曲线 

Fig.1  The standard curve of vitamin B12 
 

3.2  加标回收实验 

用未添加维生素 B12 的奶粉为样品进行加标回收实验, 

加标浓度分别为 0.1、0.5、1.0、2.0 和 5.0 μg/100 g。每个

加标浓度 3 个平行得到回收率结果, 见表 3。经测定平均

回收率范围为 92.7%~98.7%, 平均回收率为(96.4±3.11)%。 

3.3  重复性实验 

选取 6 个不同含量不同阶段的配方奶粉, 用微孔板法

测定的维生素B12含量, 每个样品做 6个平行, 结果见表 4。

检测结果的 RSD 在 1.03%~1.73%之间。 

3.4  方法比对实验 

选取婴儿配方奶粉(一段)、较大婴儿配方奶粉(二段)、

幼儿配方奶粉(三段)、乳蛋白深度水解配方粉、特殊医学

用途配方全营养液和液态奶, 标记为样品 1-样品 6, 分别

采用国标法和微孔板法测定维生素 B12 含量, 结果见表 5。

对 2 种检测方法的结果进行配对 t 检验, t=1.994, P=0.710, 

P>0.05, 2 种方法无显著差异。 

 
 

表 3  加标回收实验结果 
Table 3  The results of recovery test  

加标量 
/(μg/100 g)

实际测量值 
/(μg/100 g) 

回收率/% 平均回收率/% 

0.1 

0.10 100 

93.3±5.77 0.09 90.0 

0.09 90.0 

0.5 

0.48 96.0 

92.7±3.06 0.49 90.0 

0.46 92.0 

1.0 

0.98 98.0 

98.7±2.08 1.01 101 

0.97 97.0 

2.0 

1.98 99.0 

98.6±1.04 1.94 97.0 

1.97 98.5 

5.0 

4.98 99.6 

98.7±0.90 4.89 97.8 

4.94 98.8 

 

4  结  论 

本研究在传统国标法的基础上, 用 96 孔微孔板代替

玻璃试管, 降低玻璃试管上油脂、洗涤剂及活性物质等外

来因素对菌种的影响, 确保了菌株的稳定性; 降低了培养

体积减少了培养基的使用量, 降低了检测成本; 该方法结

果重复性和准确度良好, 与国标方法相比, 无显著性差异; 

与商品化试剂盒相比 , 不仅成本低 , 并且缩短了培养时

间。本研究方法适合大批量样品检测, 可在乳粉企业和检

测机构推行。 
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表 4  重复性实验结果 
Table 4  The results of repeated test 

样品号 
维生素 B12 含量/(μg/100 g) 

平均值/(μg/100 g) RSD/% 
1 2 3 4 5 6 

奶粉 1 1.62 1.65 1.64 1.59 1.60 1.62 1.62±0.02 1.41 

奶粉 2 2.89 2.90 2.83 2.83 2.91 2.85 2.87±0.04 1.26 

奶粉 3 4.64 4.68 4.60 4.72 4.63 4.70 4.64±0.06 1.18 

奶粉 4 0.87 0.86 0.90 0.88 0.86 0.88 0.88±0.02 1.73 

奶粉 5 1.11 1.09 1.12 1.09 1.10 1.12 1.10±0.01 1.25 

奶粉 6 3.66 3.59 3.67 3.60 3.62 3.58 3.62±0.04 1.03 

 
表 5  比对实验结果 

Table 5  The results of the comparison 

样品 方法 
维生素 B12 含量/(μg/100 g) 

1 2 3 4 5 6 平均值 

1 
试管法 2.43 2.52 2.48 2.48 2.46 2.55 2.49±0.04 

微孔板法 2.40 2.48 2.51 2.46 2.40 2.38 2.44±0.05 

2 
试管法 3.68 3.75 3.70 3.54 3.74 3.72 3.69±0.08 

微孔板法 3.55 3.61 3.49 3.58 3.48 3.69 3.57±0.07 

3 
试管法 4.25 4.40 4.37 4.34 4.28 4.41 4.34±0.06 

微孔板法 4.13 4.23 4.19 4.29 4.28 4.16 4.21±0.06 

4 
试管法 1.49 1.53 1.59 1.67 1.66 1.58 1.59±0.07 

微孔板法 1.52 1.48 1.42 1.43 1.55 1.50 1.48±0.05 

5 
试管法 1.78 1.88 1.75 1.68 1.59 1.93 1.77±0.12 

微孔板法 1.66 1.74 1.67 1.58 1.53 1.68 1.64±0.08 

6 
试管法 0.84 0.82 0.86 0.87 0.86 0.81 0.84±0.02 

微孔板法 0.68 0.77 0.74 0.69 0.70 0.72 0.72±0.03 
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