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婴幼儿配方食品中 B族维生素测定方法研究进展 

史贇学*, 姚  华, 李敏婕, 冉凌云 

(成都产品质量检验研究院有限公司, 成都  610000) 

摘  要: B 族维生素是人体维持正常生体机能的一类必需营养物质, 适量的摄取 B 族维生素对婴幼儿的成长

发育至关重要, 而分析测定婴幼儿配方食品中的 B 族维生素含量对于科学指导和研究其添加量具有重要意

义。本文就近年来国内外婴幼儿配方食品中 B 族维生素的测定分析方法进行了综述, 主要包括分光光度法、

荧光分析法、高效液相色谱法、试管法等, 讨论了目前检测方法中存在的问题, 并对其发展趋势进行了展望, 

为婴幼儿配方食品中 B 族维生素测定方法的进一步发展提供参考。 
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Research progress on determination of B vitamins in infant formula food 

SHI Yun-Xue*, YAO Hua, LI Ming-Jie, RAN Ling-Yun 

(Chengdu Institute of Product Quality Inspection Co., Ltd, Chengdu 610000, China) 

ABSTRACT: B vitamins are a type of essential nutrients for the human body to maintain normal biological 

functions. Appropriate intake of B vitamins is essential for the growth and development of infants and young 

children. The analysis and determination of B vitamins in infant formula food is of great significance for scientific 

guidance and study of its additive quantity. This article reviewed the determination and analysis methods of B 

vitamins in infant formula foods at home and abroad in recent years, mainly including spectrophotometry, 

fluorescence analysis, high performance liquid chromatography, test tube method, etc. It discussed the existing 

problems in current detection methods, and looked forward to its development trend, so as to provide reference for 

the further development of the determination method of B vitamins in infant formula food. 
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1  引  言 

B 族维生素是人和动物机体维持正常生命活动必须

的一类重要营养物质, 属于重要且典型的水溶性维生素, 

化学结构复杂, 种类繁多, 大部分属于酶的组成部分或酶

的辅基[1,2]。这类维生素大多不能在机体内合成, 存储量也

较小, 必须通过食物或外界环境摄取和补充[3]。B 族维生素

在人体内虽然含量很少, 但却对调节和稳定身体健康起着

重要作用。当 B 族维生素摄入不足时, 将会影响婴幼儿的

正常发育和生长代谢, 甚者会引发维生素缺乏症, 对机体

造成不可逆的伤害[4]。 

常见的 B 族维生素有 B1、B2、B6、B12、烟酸、泛酸、

叶酸、生物素等, 均有其特有的生物活性。B 族维生素在

参与人体的生长发育和正常生理代谢过程中, 起着极为重

要的作用[5]。例如, 维生素 B1 参与线粒体的能量代谢过程, 

维生素 B2 维持和参与人体中脂肪、蛋白质和碳水化合物的

代谢 , 具有强化肾脏功能 , 调节皮脂腺和毛囊粘膜的功 

能[6,7]。同时泛酸、叶酸、生物素和维生素 B12 也是婴幼儿
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配方食品中最为常见的营养添加剂, 是新生儿生长发育过

程中必不可缺的营养物质[8,9]。随着食品行业的飞速发展和

人们对营养保健的日益重视, 在日常食品和保健品中添加

B 族维生素也越来越普遍和多元化, 在奶粉、米粉、果蔬

汁等婴幼儿配方食品中也普遍添加有 B 族维生素[10,11], 但

对其的添加量有着严格要求, 因此对于婴幼儿配方食品中

B 族维生素的测定具有重要意义。但由于 B 族维生素在光

热等环境下易分解的特性导致其分析测定过程中存在一定

的难度。现阶段对婴幼儿配方食品中添加的 B 族维生素的

分析测定方法主要有光谱分析法、色谱分析法、微生物法

等[1214], 其中现行的国标方法中, GB5413 和 GB5009 系列

中对婴幼儿配方食品中的 B 族维生素的检测方法分别进行

了规范, 其中针对维生素 B1、B2、B3、B6 的测定, 第一法

均为液相色谱法, 而泛酸、叶酸、生物素和维生素 B12 的

测定则全部为微生物方法[1520]。 

本文对常见的婴幼儿配方食品中 B 族维生素的分析

测定方法进行了总结, 并对未来的发展方向进行了展望, 

为相关检测单位日常检测工作提供方法参考。 

2  B 族维生素测定的前处理 

食品中的 B 族维生素, 通常分为游离态和结合态。食

品中游离态的 B 族维生素通常用水解法直接提取即可, 而

针对婴幼儿配方食品的 B 族维生素的测定, 通常先将样品

中的蛋白质变性沉淀再使用有机溶剂提取; 在婴幼儿配方

食品中以结合态存在的 B 族维生素一般会被大分子化合物

包裹或偶联, 在提取时首先需要使其断开或释放, 将结合

态的 B 族维生素转化成游离态再进行提取。但游离态的 B

族维生素结构易被破坏[21], B 族维生素的提取效率一般较

低。另一种方法是使用高频超声波进行物理提取, 例如微

生物法对婴幼儿配方食品叶酸的测定中, 使用氢氧化钠乙

醇溶液对其充分溶解后进行超声提取, 声波有助于样品在

水解时均匀分散, 并形成多种物理效应加速 B 族维生素的

水溶, 在提取的过程中要注意避光[22,23], 可适当加入抗氧

化剂, 如抗坏血酸盐, 抗坏血酸盐与 β-巯基乙醇或者二硫

苏糖醇相互作用, 可以保护 B 族维生素的稳定性[24]。傅红

雪等[25]分别使用国标法、酸解法、等电点法对婴幼儿配方

食品的样本进行处理, 同时对提取剂和流动相配比进行优

化, 其中国标法和酸解法的相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)相对较小, 而等电点法的 RSD 值偏大。实

验得出, 酸解法的样本前处理方法较为简单, 具有准确度

高, 重复性好等优点, 要优于国标法和等电点法。在部分

研究中, 针对乳粉和谷类辅食分别采用等电点沉淀和硫酸

水解提取的方法, 结合同位素标记定量, 利用质谱的高选

择性, 从而获得了良好稳定的检测结果[26,27]。另外, 酶解

法也是常见样品处理方法, 在针对含有淀粉或是一些谷薯

类、肉蛋乳类、果蔬菌藻、豆制品及坚果的婴幼儿配方食

品, 则需要对样品加入对应的酶进行恒温孵育酶解, 一般

使用高峰淀粉酶, 而在泛酸和叶酸的酶解过程中还需要加

入鸡胰腺溶液、碱性磷酸酶和鸽子肝脏提取液以使样品充

分反应[28,29]。 

3  测定方法 

3.1  分光光度法 

分光光度法是测定 B族维生素最常用的方法之一, 现

行的国标和药典中, 维生素 B1、维生素 B3 和维生素 B6 都

可以使用荧光分光光度计或紫外分光光度计进行测定[30], 

江蔓等[31]使用酸性双偶氮染料探针分光光度法针对婴幼

儿配方奶粉中的维生素B1进行了测定, 并与高效液相色谱

法(high performance liquid chromatography, HPLC)进行了

对比, 后来该团队使用溴甲酚绿作为探针的分光光度法测

定了市售婴幼儿奶粉中的维生素 B1 含量, 通过对溶液酸

度、显色剂浓度、试剂加入顺序和反应时间 4 个方面对实

验条件进行了优化, 方法的灵敏度、特异性、稳定性均良

好。分光光度法最大的优点是不需要复杂昂贵的仪器, 操

作简便快速。但当维生素含量较低时, 各个组分之间会存

在成分干扰, 吸收峰会形成重叠, 影响检测结果[32]。 

3.2  荧光分析法 

对于自身含有荧光特性或是可以与标记物结合发光

的 B 族维生素, 可以使用荧光法对其进行测定, 例如叶酸

结构中的吡嗪嘧啶环含有特殊的吸收光谱, 使用紫外照射

可以形成蓝色荧光, 根据叶酸的浓度与荧光强度的正比关

系, 从而测定出维生素的含量[33]。分子荧光方法相较于分

光光度法不仅灵敏度更高, 而且检测限也更低。刘莉治等
[34]将液相与荧光方法结合检测婴幼儿配方奶粉中低含量

的维生素 B1 和 B2, 该方法线性范围可以达到 10~      

1000 μg/L。该方法中维生素 B1 和 B2 的检出限分别可以达

到 1.5 μg/L 和 1.4 μg/L, 荧光法也已被广泛的应用在幼儿

配方食品中 B 族维生素的测定中, 该方法具有灵敏度高, 

操作难度低, 检测时间快等优点, 但游离的 B 族维生素一

般都具有较强的光敏性, 因此该方法的整个操作过程都需

要在严格避光条件下进行[35,36]。 

3.3  高效液相色谱法 

高效液相色谱法是目前国内外针对 B 族维生素最常

用的测定方法, 例如, 国标方法 GB5009.84-2016《食品中

维生素 B1 的测定》[37]中将其作为食品中维生素 B1 的规定

检测方法。相较于其他方法具有检测快速、灵敏度高、重

复性好的特点, 并且可以与其他分析技术联用, 样品用量

小, 因此 HPLC 法已广泛的应用于 B 族维生素的测定中。

例如, 王帅帅[38]使用 HPLC 法对婴幼儿配方奶粉中的维生
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素 B1 进行测定, 将检测方法与国标进行了对比, 样品经过

乙酸铅沉淀蛋白后直接用碱性铁氰化钾衍生, 省却了高温

灭菌和酶解过夜的步骤 , 缩短检测时间 , 方法检出限为 

0.2 mg/kg, 线性在 0.01~1.0 μg/mL。 

3.4  高效液相色谱-串联质谱法 

高效液相色谱-串联质谱法是近年来较常见的一种针

对 B 族维生素的检测方法, 该方法相较于传统的液相色谱

--紫外检测方法有着更高的灵敏度及更大的适用范围, 该

方法将色谱的高效分离能力与质谱的灵敏度高、定性能力

好等优点相结合。陈美君等[39]使用建立了一种能够同时测

定婴幼儿配方奶粉中 11 种 B 族维生素的超高压液相色谱-

串联质谱法, 采用电喷雾离子源正离子模式, 对检测过程

进行多反应检测, 分析时间控制在 12 min 内。方法线性范

围良好, 样品前处理方法简单, 灵敏度高, B1、B2、烟酸、

烟酰胺、泛酸(B5)、吡哆醛、吡哆醇、吡哆胺、叶酸、游

离生物素和 B12 的定量下限分别为 40.0、40.0、30.0、30.0、

50.0、0.9、1.2、1.2、2.0、2.0、0.2 μg/100 g。王凤玲等[40]

建立了高效液相色谱-串联质谱法对婴幼儿配方奶粉中叶

酸、维生素 B12、生物素同时进行定性和定量分析的方法, 

同时, 婴幼儿配方奶粉中富含蛋白质、糖类和脂质, 该研

究对样品前处理方法进行了优化, 实验结果准确, 加标回

收率高。卢兰香等[41]针对婴幼儿配方乳粉及婴幼儿谷物类

辅食这 2 种不同基质的样品, 通过比较不同的样本提取和

纯化方法的影响, 建立了婴幼儿配方食品中生物素的液相

色谱-串联质谱测定方法。 

3.5  试管法 

针对婴幼儿配方食品中添加的 B 族维生素, 微生物

法也是国内外现在普遍采用的检测方法, 因为某种维生

素是特定细菌繁殖所必须的物质, 利用这种对应的代谢

关系结合比浊法或滴定法对细菌的繁殖程度或代谢产物

进行测定 , 从而间接得出所含维生素的含量 , 该方法具

有极强的特异性, 已经成为大部分国内外机构进行婴幼

儿配方食品中 B 族维生素检测分析的第一方法或标准方

法, 在 17 版的 AOAC 分析检测方法中, 食品中的维生素

B6, 维生素 B12 和生物素, 叶酸, 泛酸、尼克酸的第一检

测法皆为微生物法, 维生素 B1 和 B2 的第二检测法为微生

物法。相较于其他仪器的检测方法, 微生物方法可以很好

的反应待测样本中总维生素的含量[42]。针对测定 B 族维

生素的微生物法诞生至今已有 70 年左右的历史, 随着分

析技术和理论的不断完善与快速发展, 检测方法也逐渐

多元化, 针对 B 族维生素的微生物检测方法往往需要大

批量的试管 , 尤其在样品数目较多的情况下 , 对操作者

的要求比较高且工作量和强度较大。1970 年由 Davis 等[43]

使用具有氯霉素抗性的鼠李糖乳杆菌在含有氯霉素的培

养基中对叶酸进行分析测定, 从而降低了检测损耗。后来

相继由国外学者对鼠李糖乳杆菌测定叶酸方法进行不断

完善, 使得检测时间从 4 d 缩短到 2 d[44]。到现在, 通过

全自动的微生物浊度分析仪对样品进行智能的梯度稀释, 

根据标准溶液和样品中菌的生长情况, 建立对应的分析

定量方法[45,46]。从而使得用于 B 族维生素检测的微生物

方法得到不断的完善和更新。 

3.6  微生物试剂盒法 

国内外部分实验室采用试剂盒对婴幼儿配方食品

中的 B 族维生素进行测定, 利用包被特异性微生物的微

孔板为反应平台, 实验过程中只需要加入培养基、标准

液和样品稀释液[47,48]。以德国拜发公司为代表研发的微

生物法维生素检测试剂盒以 96 孔板为检测载体, 采用

以国际标准一致的原理, 通过微孔培养的方式结合实验

室普遍配备的酶标仪, 大大的减少了操作的困难程度和

工作量。黄晓林等[49]使用德国 IFP 维生素 B12 检测试剂

盒对婴幼儿配方乳粉中维生素 B12 进行检测, 整体实验

过程相比较现行的国标方法有着步骤便捷 , 检测快速 , 

方法稳定性好的优势, 但微生物试剂盒法的检测成本较

高。余文等[50]采用试剂盒方法同时对 28 组婴幼儿配方

乳粉样本中的叶酸含量进行了测定, 结果显示试剂盒方

法回收率在 95%~105%之间, 实验精密度良好 , 并且检

测结果与 GB 5413.16-2010 试管法相比无显著性差异

(P=0.98)。 

4  小  结 

B 族维生素作为一种重要的营养补充剂和生物活性

物质, 在婴幼儿配方食品领域受到越来越多的关注, 随着

各国对婴幼儿配方食品中营养成分的严格监管以及添加量

准确性的严格要求, 样本容量和检测范围也逐渐扩大, 相

应的对婴幼儿配方食品中的维生素检测技术有了更高和更

迫切的要求。本文讨论了现阶段针对婴幼儿配方食品中 B

族维生素分析测定中常用的一些方法, 对比了不同方法的

优劣。随着新的检测方法的逐渐成熟, 婴幼儿配方食品中

B 族维生素的测定不再局限于传统方法。目前国标方法对

于婴幼儿配方食品中的 B 族维生素检测都是针对其中一种

单独进行检测, 建立可同时对多种维生素进行分析测定且

准确高效的方法, 是今后婴幼儿配方食品中 B 族维生素检

测分析领域的热点和重点。 
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