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离心管微生物法优化食品中的烟酸检测 

任新军*, 白  祥, 杨  凡, 王亚琴, 赵小林 

(云南省产品质量监督检验研究院, 昆明  650223) 

摘  要: 目的  简化 GB 5009.89—2016 微生物法检测食品中烟酸的步骤和操作, 提高可操作性。方法  在国

标微生物法的基础上, 将试管改进为一次性离心管, 将移液管改进为微量移液器, 优化校准曲线, 再通过分析

校准曲线线性、定量限、精密度和加标回收率验证方法的适用性。结果  离心管微生物法根除了试管残留的

培养基和试样等造成的污染, 节省准备时间, 配制测定系列管的时间缩短为国标法的 56.8%; 培养体积优化为

2 mL, 称量精密度得到提高; 将烟酸拟合曲线确定为对数曲线方便样品含量的计算, 相关系数 r2 达到 0.997。

离心管法的定量限是 0.17 mg/100 g, 加标回收率是 93.52%~107.95%, 相对标准偏差为 4.60%(n=7)。实测 16

种不同类型的样品, 烟酸含量在 0.913~5.539 mg/100 g 之间。结论  离心管微生物法改善了微生物法的培养

体系、缩短了检测周期、操作简便, 适合检测使用。 
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Optimization of niacin detection in food by microbiological method cultured 
in centrifuge tube 

REN Xin-Jun*, BAI Xiang, YANG Fan, WANG Ya-Qin, ZHAO Xiao-Lin 

(Yunnan Institute of Product Quality Supervision and Inspection, Kunming 650223, China) 

ABSTRACT: Objective  To simplify the steps and operation of microbiological method GB 5009.89—2016 for 

detecting niacin in food and improving the maneuverability. Methods  Based on the national microbiological method, 

the test tube was improved to a disposable centrifuge tube, and the pipette was improved to a micropipette, and the 

calibration curve was optimized. The applicability of the method was verified by analyzing the linearity of the 

calibration curve, limit of quantification, precision and recovery of this method. Results  The microbiological method 

of centrifuge tube eradicated the pollution caused by the residual culture medium and samples in test tubes, and the 

method saved the preparation time. The time for preparing determination series tubes was shortened to 56.8% of that 

in the national standard method. The culture volume was optimized to be 2 mL, and the weighing precision was 

improved. The fitting curve of niacinwas determined as the logarithmic curve to facilitate the calculation of the 

sample content, and the correlation coefficient r2 reached 0.997. The limit of quantitation for the centrifuge tube 

method was 0.17 mg/100 g, and the recoveries were 93.52%–107.95% with a relative standard deviation of 4.60% 

(n=7). The content of niacin in 16 different types of samples was measured to be within the range of 0.913–    

5.539 mg/100 g. Conclusion  Microbiological method of centrifugal tube improves the culture system of 
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microbiological method which shortens the detection period. The method is easy to operate and suitable for detection. 

KEY WORDS: microbiological method; culture in centrifuge tube; logarithmic curve; niacin; food 
 
 

0  引  言 

烟酸又名维生素 B3, 与糖酵解、脂肪代谢、组织呼吸

等人体代谢具有密切关系, 在维持皮肤和消化器官正常功

能中起着重要作用[12]。微生物法测定维生素的方法性研究, 

主要集中在试剂盒与国标法的比较, 应用于婴幼儿食品和

乳品的检测[34]。国标微生物法具有成本低、可操作性强、

灵敏度高等优点, 对于含量低于仪器检出限的维生素, 需

要微生物法进行测定[5]。但是, 国标微生物法操作复杂, 实

验周期长, 步骤烦琐, 误差较大, 结果重复性差[5], 在实际

应用过程中不确定因素较多, 工作量大, 不易掌握[6], 需

要适当地简化步骤、改进操作。对国标微生物法的改进已

经取得了如下进展: 20 ℃冷冻的菌种延长了接种菌保藏

时间[7], 80 ℃冻存接种液省去了接种菌制备过程[8], 菌种

活化步骤得到优化[9], 小管配制标准溶液改进了叶酸标准

曲线[10], 快速检测方法估算了叶酸含量的上下限范围[11], 

细菌生长动力学模拟修正了生长曲线的位移[12]。近年对烟

酸检测方法的研究仅验证了微生物法的重复性和准确  

度[13]、比较高效液相色谱法与微生物法的异同[14]、评估烟

酸测定的最优线性范围[15], 对烟酸检测方法研究偏少。 

本研究在国标微生物法的基础上, 借鉴分子生物学

方法, 以烟酸为例改进培养体系, 优化试管为一次性离心

管, 优化移液管为微量移液器, 并参照方法确认标准[16]的

要求确认方法指标, 以期简化食品中烟酸测定的操作步骤, 

提高操作速度。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  材料与试剂 

植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)(CICC 6076, 中

国工业微生物菌种保藏管理中心); 乳酸杆菌琼脂培养基

(HB8636)、乳酸杆菌肉汤培养基(HB8637-2)(海博生物技术

有限公司); 烟酸测定用培养基(CM1404, 北京陆桥技术有

限责任公司 ); 烟酸标准品 [编号 GBW(E)100184, 纯度

99.9％, 中国计量科学研究院]; 婴儿配方乳粉质控样品(证

书编号 803IP10052, 中国检验检疫科学研究院测试评价中

心); 离心管(5 mL, 北京兰杰柯科技有限公司); 食用淀粉

(200 g, 成都达恒毛实业有限公司)。 

1.1.2  实验仪器 

Tissue Homogenizer 均质器 ( 美国 OMNI 公司 ); 

PYH-DHS-60X75-BS-II 隔水式电热恒温培养箱(上海跃进

医疗器械厂); SN510C 立式压力蒸汽灭菌器(重庆雅马拓科

技有限公司); CT15RE 型台式高速离心机(日立工机有限公

司 ); PHS-3E 酸度计 ( 上海仪电科学仪器有限公司 ); 

UV-1800 紫外分光光度计(日本岛津仪器公司); SW-CJ-1FD

超净工作台(苏净集团安泰公司); 移液器(100~1000 μL、

20~200 μL、2~20 μL, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  基础方法 

以 GB 5009.89—2016《食品安全国家标准 食品中烟

酸和烟酰胺的测定》[17]国标方法为基础方法。烟酸检测试

剂的配制、标准工作液的配制、接种菌的制备、试样制备、

稀释、培养方法、测定和结果计算等按照国标方法进行。 

1.2.2  离心管法培养与国标法培养的比较 

分别采用 25 mL 试管加 5 mL 水、5 mL 乳酸杆菌肉汤

培养基、50 μL 植物乳杆菌接种液; 5 mL 离心管加 1 mL 水、

1 mL 乳酸杆菌肉汤培养基、10 μL 植物乳杆菌接种液, 采

用相同的水、标准溶液、培养基和接种液, 各 11 次重复, 

(36±1)℃同时培养 20 h。灭菌时将离心管放在相应孔径的

离心管盒内, 垫上棉纸, 盖上离心管盒的盖子。 

1.2.3  移液管和移液器加样速度和加样精密度比较 

采用国标微生物法最常用的 5 mL 移液管与离心管法

最常用的 1 mL 移液器比较。在样品检测过程中配制 30 只

标准系列管, 3 次重复, 分别记录加入水、标准溶液和培养

基的时间。 

5 mL 移液管和 1 mL 移液器, 分别在 3 台电子天平上

各称取超纯水 11 次, 计算相对标准偏差。 

1.2.4  定量限 

采用空白标准偏差法评估, 即加入最低可接受的样

品空白独立测试 10 次[16]。取 2.5 g 食用淀粉, 加 50 mL 一

级水, 用稀盐酸调节 pH 至 4.5, 反复摇匀, 静置 4 h 以上, 

弃上清, 然后按 GB 5009.89—2016 [17]方法处理。稀释 20

倍作为样品空白, 设置 10 次重复。按 10 倍标准偏差计算

定量限。 

1.2.5  精密度和回收率 

准确称取乳粉质控样品 1.00 g, 按照 GB 5009. 

89—2016[17]处理, 用离心管法 7 次重复测定, 计算相对标

准偏差。准确取质控样品 1.00 g, 加入 260 μL 烟酸标准储

备液(0.1 mg/mL), 7 次重复。对应扣减试样空白, 计算加标

回收率。样品检测时质控乳粉参与了多批次的检测, 统计

相近 6 次的结果作为实验室内重复数据。 

1.3  统计分析 

运用 Excel 2007 软件对数据进行整理, 对 3 次重复

的数据用 IBM SPSS Statistics 23.0 统计软件采用单因素
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方差分析检验各组之间是否存在差异, 采用 Origin 2018

软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  培养容器和称量量具优化 

离心管法与 GB 5009.89—2016[17]相比, 离心管可以

在控制成本的基础上采用一次性耗材, 根除试管壁上培养

基、试样及试剂残留造成的污染。同时, 省去测定系列管

制备过程, 不再进行试管洗涮、水煮、盐酸浸泡、烘干等

步骤, 节省了直接制备时间。 

由试管改为离心管, 主要是培养体积和盖盖方式的

变化, 可以通过培养结果进行比较。试管培养和离心管培

养 的 吸 光 度 分 别 是 1.699±0.020 和 1.693±0.017, 

P=0.469(n=11), 从培养效果看, 二者几乎没有差别。 

试管法配制标准系列管加水、标准溶液和培养基的

时间分别需要 7.51±0.34、7.71±0.28、7.24±0.27 min, 合

计 22.46 min, 离心管法分别需要 4.29±0.21、4.34±0.13、

4.13±0.10 min, 合计 12.76 min, 离心管法配制标准系列

管需要的时间是试管法的 56.8%。其他需要使用移液管或

移液器的环节情况类似。离心管法使用移液器节省了操

作时间。 

移 液 管 取 样 的 相 对 标 准 偏 差 (relative standard 

deviation, RSD)是 0.245%~0.443%, 平均值是 0.380%; 移

液器取样的 RSD 是 0.096%~0.207%(n=11), 平均值是

0.184%。移液器取样精密度较好 , 二者具有显著差别

(P<0.05)。 

2.2  培养体系优化 

采用 5 mL 一次性柱形离心管 , 优化培养体积为    

2 mL, 整个测定系列管配制过程可以用 1 mL 移液器完

成。2 mL 体积适合分光光度计常量测定, 没有剩余培养

液。烟酸标准工作液的质量浓度和 GB5009.89—2016[17]

一样为 100 ng/mL, 只是总体积和各加入量的体积是国标

法的 20%, 对应各管浓度与国标法相同。培养体积的减少

还节约了测定培养基和试剂。表 1 是优化后的烟酸标准

曲线系列管配制方法, 浓度梯度是 10~100 ng/mL, 配好

后各加入 1000 μL 按包装说明配制的测定培养基。表 2

是 4 个浓度梯度的试样系列管制作, 与标准曲线系列管

同时制备。 

 
表 1  烟酸校准曲线管的制作 

Table 1  Fabrication of niacin calibration curve tube 

管号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 

蒸馏水/μL 1000 1000 900 800 600 400 200 0 

标准工作液/μL 0 0 100 200 400 600 800 1000 

质量浓度/(ng/mL) 0 0 10 20 40 60 80 100 

培养基/μL 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

 
 

表 2  试样系列管的制作(μL) 
Table 2  Preparation of sample series tubes(μL) 

离心管号 1 2 3 4 

蒸馏水 800 600 400 200 

样品稀释液 200 400 600 800 

培养基 1000 1000 1000 1000 

 

2.3  烟酸校准曲线优化 

离心管微生物法使用质量浓度取代国标法中的含  

量[17], 制作对数曲线, 相关系数 r2 为 0.997, 满足校准曲线

对相关系数 r2 的要求[16]。对数曲线方便采用反对数公式计

算样品含量, 简便实用。校准曲线公式中 X 轴由 x 形式优

化为 x+c 形式(c 为常数), 可以提高相关性。由国标法使用

的含量优化为质量浓度作图, 具有更好的适用性。图 1

是优化后的烟酸校准曲线。 

 

 
图 1  离心管微生物法烟酸对数曲线  

Fig.1  Niacin logarithmic curve by microbiological method of 
centrifuge tube 
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2.4  方法的线性范围和定量限 

离心管法测定烟酸含量在标准点 10~100 ng/mL 范

围内, 符合对数规律; 在较低浓度 0.05~10 ng/mL 范围

内, 符合直线规律, 如图 1 和图 2。2 种校准曲线在各自

的线性范围内都有很好的相关性, 相关系数 0.997 以上, 

满足校准曲线对相关系数 r2 的要求 [16]。离心管法的相关

系数 r2 优于国标法 [15]。 
 

 
 

图 2  低浓度烟酸标准曲线 

Fig.2  Standard curve in low concentration of niacin 

离心管法的定量限在低浓度校准曲线的直线范围

内测定。以 20 倍样品稀释液 10 次重复测定, 食用淀粉

稀释液测定结果分别是 1.835、2.011、1.794、1.911、2.339、

2.225、2.144、2.339、2.300 和 1.911 ng/mL, 计算出    

2.5 g 食用淀粉稀释 20 倍时的定量限为 0.17 mg/100 g。 

2.5  精密度和回收率 

7 次平行测定结果平均值为 5.228 mg/100 g, 标准偏

差为 0.2403 mg/100 g, RSD 为 4.60%(n=7)。取 6 次不同批

次的结果统计, 实验室内平均值为 5.827 mg/100 g, 标准偏

差为 0.964 mg/100 g, RSD 为 16.53%(n=6)。显示了微生物

法平行实验重复性好、实验室内重复性差的特点[5]。7 次

加标回收率测定结果在 93.52%~107.95%之间, 平均值是

100.70%, 结果见表 3。 

2.6  实际样品测定 

通过对 16 种食品进行检测, 结果表明, 植物性食品

烟酸含量较低, 一般小于 1.5 mg/100 g。金菊中未检出烟酸, 

可能是烟酸含量低, 也可能是样品中含有抑菌物质。肉类

食品中烟酸含量在 1.684~5.539 mg/100 g 之间; 奶粉中烟

酸含量在 3.242~4.537 mg/100 g 之间 ; 功能饮料为    

4.914 mg/100 g, 结果见表 4。离心管法在实测中能够较快

速、准确地检测, 操作失误较少。 

 
表 3  烟酸重复性实验和加标回收实验 

Table 3  Repetitive experiment and recovery experiment of niacin 

平行样品 检测值/(mg/100 g) 加标重复 加标检测值/(mg/100 g) 回收率/% 实验室内重复 检测值/(mg/100 g) 

1 5.048 a 7.756 97.21 01 6.439 

2 4.855 b 7.660 93.52 02 7.175 

3 5.377 c 7.921 103.56 03 4.609 

4 5.604 d 8.035 107.95 04 6.505 

5 5.182 e 7.823 99.79 05 5.583 

6 5.322 f 7.894 102.52 06 4.654 

7 5.211 g 7.838 100.37   

 

表 4  食品中烟酸含量测定 
Table 4  Determination of niacin content in food 

样 品 取样量/g 稀释倍数 实测含量/(mg/100 g)

红果参嫩尖 3.070 4 1.095±0.022 

食用玫瑰 0.726 1 0.913±0.025 

葛根干片 0.321 1 1.438±0.046 

澳洲坚果 1.086 4 1.360±0.032 

金菊 0.618 1 未检出* 

鹅肉 0.725 2 1.684±0.024 

火腿 0.810 5 3.905±0.044 

表 4(续) 

样 品 取样量/g 稀释倍数 实测含量/(mg/100 g)

鸡肉 0.709 5 4.750±0.020 

猪肉 0.800 5 2.516±0.218 

牛干巴 0.803 5 5.066±0.067 

阉鸡肉 0.810 5 5.539±0.037 

独龙牛肉 0.804 4 4.328±0.016 

儿童羊奶粉 1.020 4 3.242±0.011 

孕妇羊奶粉 0.996 8 4.537±0.036 

配方奶粉 2.007 10 3.269±0.047 

功能饮料 0.994 10 4.914±0.283 

注: *检出限为 0.05 mg/100 g。 
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3  结  论 

离心管微生物法采用一次性离心管, 能够根除试管

壁上残留的培养基、试样及试剂造成的污染, 省去测定系

列管制备过程, 在培养效果上与 GB 5009.89—2016 没有差

别。离心管法配制标准系列管需要的时间是国标法的

56.8%, 取样精密度相应提高。2 mL 的培养体积同时适合

移液器操作和分光光度计常量测定, 优化的体积节约了测

定培养基和试剂。离心管法在测量范围内对数曲线的相关

系数 r2 达到 0.997, 方便采用反对数公式计算样品含量。离

心管法的定 量 限 为 0.17 mg/100 g, 加 标 回 收 率 为

93.52%~107.95%, 相对标准偏差为 4.60%(n=7)。经过对 16

种食品的实测, 离心管法能够较快速、准确地检测。离心

管法改善了国标微生物法的培养体系, 缩短了检测周期, 

操作简便, 可以在多种维生素的检测中使用。同时, 一次

性离心管会产生一些废旧塑料垃圾, 建议塑料回收。 
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