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微孔板式微生物法测定婴幼儿配方乳粉中叶酸、 
泛酸和生物素含量 

姜华军*, 魏  敏, 丁世杰 
(威海市食品药品检验检测研究院, 威海  264210) 

摘  要: 目的  建立微孔板式微生物法测定婴幼儿配方乳粉中的叶酸、泛酸和生物素含量的方法。方法  按照

国标方法分别提取婴幼儿配方乳粉中的叶酸、泛酸和生物素, 在 96 孔微孔板中接种含有相应测试菌悬液的培养

基, 再分别加入标准系列溶液和试样提取液, 培养后用酶标仪测定吸光度, 根据标准曲线分别计算试样中的叶

酸、泛酸和生物素含量, 并考察测定方法的检出限、精密度和加标回收率。结果  叶酸、泛酸和生物素标准曲

线的相关系数均大于 0.999, 检出限分别为 0.10 μg/100 g、0.013 mg/100 g、0.57 μg/100 g, 相对标准偏差(relative 

standard deviations, RSDs)分别为 1.02%、0.94%、1.08%, 加标回收率分别为 94.6%~100.0%、95.3%~103.3%、

94.5%~100.1%。结论  该微孔板方法操作简单、成本较低, 结果准确性和重现性良好, 适用于婴幼儿配方乳粉

中叶酸、泛酸和生物素含量的大批量检测。 

关键词: 微孔板; 微生物法; 婴幼儿配方乳粉; 叶酸; 泛酸; 生物素 

Determination of folic acid, pantothenic acid, and biotin content in infant 
formula milk powder by microplate microbial method 

JIANG Hua-Jun*, WEI Min, DING Shi-Jie 
(Weihai Institute for Food and Drug Control, Weihai 264210, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a microplate microbial method for the determination of the content of folic acid, 

pantothenic acid, and biotin in infant formula milk powder. Methods  The folic acid, pantothenic acid, and biotin were 

extracted from infant formula milk powder according to the national standard methods. The culture mediums containing 

the corresponding test bacterial suspension were inoculated into a 96-well microplate, and then the standard series 

solutions and sample extraction solutions were added separately. The absorbance value was measured using a microplate 

reader after cultivation. The content of folic acid, pantothenic acid, and biotin in the sample were calculated according to 

the standard curve, and the limits of detection, precisions, and spiked recovery rates of the methods were investigated. 

Results  The correlation coefficients of the standard curves for folic acid, pantothenic acid, and biotin were all greater 

than 0.999. The limits of detection were 0.10 μg/100 g, 0.013 mg/100 g and 0.57 μg/100 g, respectively. The relative 

standard deviations (RSDs) were 1.02%, 0.94% and 1.08%, respectively. The spiked recovery rates were 

94.6%–100.0%, 95.3%–103.3% and 94.5%–100.1%, respectively. Conclusion  This microplate method is simple, 

cost-effective, and has good accuracy and reproducibility of results. It is suitable for large-scale detection of folic acid, 
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pantothenic acid, and biotin content in infant formula milk powder. 
KEY WORDS: microplate; microbial method; infant formula milk powder; folic acid; pantothenic acid; biotin 
 
 

0  引  言 

叶酸、泛酸、生物素是婴幼儿配方乳粉中添加的必需

营养素, 其含量水平对于婴幼儿生长发育有重要影响[1–2]。

目前对食品中叶酸、泛酸、生物素的测定最常用的是微生

物法, 其基本原理是利用微生物的生长与维生素含量呈相

关性, 根据微生物生长导致的培养液浑浊度的变化来测定

维生素含量[3–7]。此外还有液相色谱法[8–13]、液相色谱-串
联质谱法[14–20]等仪器分析方法, 但是适用范围有一定限制, 
而且样品处理较为复杂, 检测成本较高。 

微孔板式微生物法对传统微生物试管法检测体系进

行了优化, 近年来在多种维生素的检测中广泛应用[21–24], 
且 已 列 入 多 项 国 家 标 准 中 , 在 最 新 版 的 GB 
5009.211—2022《食品安全国家标准 食品中叶酸的测定》、

GB 5009.210—2023《食品安全国家标准 食品中泛酸的测

定》、GB 5009.259—2023《食品安全国家标准 食品中生

物素的测定》中均增加了微孔板测定方法。本研究采用微

孔板试剂盒对叶酸、泛酸、生物素的微孔板测定方法进行

验证, 试剂盒中包含有标准品、测定用菌株以及培养基, 
其中菌株为冻干菌球, 直接加入培养基中混匀即可使用, 
不需按国标方法进行菌株的活化和菌悬液的制备。应用该

方法对多种婴幼儿配方乳粉进行检测, 以期为微孔板试剂

盒在多种维生素检测中的应用提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

婴儿配方乳粉质控样品 QC-IP-705(中国检验检疫科

学研究院); 15 种不同品牌的婴幼儿配方乳粉(孕婴用品

店)。 
氢氧化钠(分析纯, 天津市大茂化学试剂厂); 无水乙

醇、冰乙酸、硫酸(分析纯, 烟台远东精细化工有限公司)。 
叶酸微孔板法即用型试剂盒 GVT2001(北京陆桥技术

股份有限公司): 内含叶酸标准品(纯度 89.97%, 德国 Dr. 
Ehrenstorfer 公 司 ) 、 叶 酸 检 测 菌 球 ( 鼠 李 糖 乳 杆 菌

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469)、叶酸测定培养基等。 
泛酸微孔板法即用型试剂盒 GVT2004(北京陆桥技术

股份有限公司): 内含泛酸标准品(纯度 95.50%, 德国 Dr. 
Ehrenstorfer 公 司 ) 、 泛 酸 检 测 菌 球 ( 植 物 乳 植 杆 菌

Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014)、泛酸测定培养

基等。 
生物素微孔板法即用型试剂盒 GVT2003(北京陆桥技

术股份有限公司): 内含生物素标准品(纯度 99.80%, 德国

Dr. Ehrenstorfer 公司)、生物素检测菌球(植物乳植杆菌

Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014)、生物素测定培

养基等。 

1.2  仪器与设备 

Quintix224-1CN 电子天平(精度 0.1 mg)、Tacta 手动移

液器(德国 Sartorius 公司); AB2-4S1 生物安全柜(新加坡

ESCO 公司 ); BI-250A 生化培养箱 (美国 STIK 公司 ); 
HVE-50 立式压力蒸汽灭菌器 (日本 Hirayama 公司 ); 
V4DS025 涡旋振荡器(德国 IKA 公司); KM-700DE 超声波

振荡器(昆山美美超声仪器有限公司); SevenCompact S210
精密 pH 计(瑞士 METTLER TOLEDO 公司); Spark 10M 多

功能酶标仪(瑞士 Tecan 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  试样提取 
分别参照 GB 5009.211—2022、GB 5009.210—2023、

GB 5009.259—2023 提取婴幼儿配方乳粉样品中的叶酸、

泛酸和生物素。根据试样中 3 种维生素的含量, 用水对提

取液进行适当稀释, 本研究中叶酸、泛酸、生物素试样提

取液的稀释倍数分别为 50、50、1。 
1.3.2  测定培养基制备 

按试剂盒说明书, 在无菌条件下, 各取 1 支叶酸、泛

酸、生物素测定培养基添加剂, 分别加入 20 mL 相应的测

定培养基基础中, 充分混匀。各取 200 μL 上述培养基于无

菌离心管中备用, 作为未接种 0 对照孔培养基。各取 1 支

叶酸、泛酸、生物素检测菌球, 分别加入剩余的测定培养

基中, 充分混匀作为接种测定培养基。 
1.3.3  标准系列管制备 

按试剂盒说明书, 在无菌条件下, 准确吸取 1.5 mL无

菌水分别加入叶酸、泛酸、生物素测定冻干标准品中, 充
分溶解混匀, 再各取 1 mL 加入 4 mL 无菌水中混匀, 即为

叶酸、泛酸、生物素标准曲线工作液 , 质量浓度分别为

0.20、20.00、0.20 ng/mL。取无菌离心管(S1~S10)分别加

入叶酸标准曲线工作液 0、50、100、200、300、400、500、
600、800、1000 μL, 补无菌水至 1000 μL, 制备叶酸标准

系列溶液; 取无菌离心管(S1~S11)分别加入泛酸标准曲线

工作液 0、100、200、300、400、500、600、700、800、
900、1000 μL, 补无菌水至 1000 μL, 制备泛酸标准系列溶

液; 取无菌离心管(S1~S9)分别加入生物素标准曲线工作

液 0、100、200、300、400、500、600、800、1000 μL, 补
无菌水至 1000 μL, 制备生物素标准系列溶液。所制备叶

酸、泛酸、生物素标准系列溶液质量浓度见表 1。 
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表 1  叶酸、泛酸、生物素标准系列溶液质量浓度(ng/mL) 
Table 1  Concentrations of folic acid, pantothenic acid, and biotin standard series solution (ng/mL) 

标准管号 S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 

叶酸 0.00 0.00 0.01 0.02 0.04 0.06  0.08  0.10  0.12  0.16  0.20 / 

泛酸 0.00 0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 

生物素 0.00 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08  0.10  0.12  0.16  0.20 / / 

注: S0 为未接种 0 对照; /表示系列溶液不包含该系列管, 表 2 同。 
 

1.3.4  试样系列管制备 
分别将叶酸、泛酸、生物素试样稀释液在无菌条件下

用 0.22 μm 无菌水相滤膜过滤除菌。为保证试样稀释液中

各物质浓度在标准曲线的浓度范围内, 按表 2 对试样稀释

液再进行系列稀释。取 3 支无菌离心管, 分别加入叶酸试

样稀释液 100、200、300 μL, 补无菌水至 500 μL, 制备叶

酸试样系列溶液; 取 4 支无菌离心管, 分别加入泛酸试样

稀释液 100、200、300、400 μL, 补无菌水至 500 μL, 制备

泛酸试样系列溶液; 取 4 支无菌离心管, 分别加入生物素

试样稀释液 100、200、300、400 μL, 补无菌水至 500 μL, 制
备生物素试样系列溶液。 

 
表 2  叶酸、泛酸、生物素试样系列溶液制备(μL) 

Table 2  Preparation of folic acid, pantothenic acid, and biotin 
sample series solution (μL) 

试样系列管号 1 2 3 4 

叶酸 
试样稀释液 100 200 300 / 

无菌水 400 300 200 / 

泛酸 
试样稀释液 100 200 300 400 

无菌水 400 300 200 100 

生物素 
试样稀释液 100 200 300 400 

无菌水 400 300 200 100 

 
1.3.5  接种和培养 

取无菌 96 孔微孔板, 在未接种 0 对照孔加入 150 μL 不

含测试菌的未接种 0 对照培养基, 在其他微孔加入 150 μL
接种测定培养基, 再相应加入 150 μL 叶酸、泛酸、生物素

标准系列溶液和试样系列溶液, 每个系列做 3 孔平行。用

封板膜将微孔板密封, 并按压封板膜, 保证每个微孔充分

密封。放入 36 ℃±1 ℃培养箱中避光培养 40~48 h。 
1.3.6  测定和计算 

培养结束后, 取出微孔板, 再次按压封板膜, 保证各

个微孔充分密封, 反复颠倒振荡, 使培养液充分混匀。对

角揭开封板膜, 用针刺破各微孔表面的气泡, 用酶标仪在

550 nm 处测定吸光度值。 
以标准系列管中叶酸、泛酸、生物素浓度为横坐标, 

以每个标准点的吸光度均值为纵坐标, 分别绘制叶酸、泛

酸、生物素标准曲线, 利用 ELISA Calc 软件拟合四参数曲

线方程[25–26]。根据标准曲线计算试样系列管中叶酸、泛酸、

生物素的相应浓度。 

试样稀释液中叶酸、泛酸、生物素浓度均按公式(1)计算。 

 ρ= x

x

×c V
V

      (1) 

式中: ρ 为试样稀释液中叶酸、泛酸、生物素质量浓

度, ng/mL; cx 为通过标准曲线计算所得试样系列管中叶

酸、泛酸、生物素的质量浓度, ng/mL; V 为试样系列管溶

液定容体积, mL; Vx 为制备试样系列管时吸取的试样稀释

液体积, mL。 
试样中叶酸、泛酸、生物素含量分别按公式(2)~(4)

计算。 

 X1= 1 1 1

1

×V f
m

ρ × × 100
1000

            (2) 

式中: X1 为试样中叶酸含量, μg/100 g; 1ρ 为试样稀

释液中叶酸浓度平均值, ng/mL; V1 为叶酸试样提取液定容

体积, mL; f1 为叶酸试样提取液稀释倍数; m1 为试样质量, g; 
100
1000

为换算系数。 

 X2= 2 2 2

2

×V f
m

ρ × × 6
100
10

       (3) 

式中: X2 为试样中泛酸含量, mg/100 g; 2ρ 为试样稀

释液中泛酸浓度平均值, ng/mL; V2 为泛酸试样提取液定容

体积, mL; f2 为泛酸试样提取液稀释倍数; m2 为试样质量, g; 

6
100
10

为换算系数。 

 X3= 3 3

3

×V
m

ρ × 4

5

V
V

×f3×
100
1000

       (4) 

式中: X3 为试样中生物素含量, μg/100 g; 3ρ 为试样

稀释液中生物素浓度平均值, ng/mL; V3 为生物素试样提取

液过滤后定容体积, mL; V4为过滤前定容体积, mL; V5 为过

滤后吸取滤液的体积, mL; f3 为生物素试样提取液稀释倍

数; m3 为试样质量, g; 100
1000

为换算系数。 

1.4  数据处理 

利用 ELISA Calc 软件, 采用四参数方程拟合标准曲线, 
得到曲线方程和线性相关系数。对试样空白重复测定 10 次, 
采用空白标准偏差法计算方法检出限。对同一样品重复测定

6 次, 计算相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)来
表示精密度, RSD 越小, 精密度越高。向同一样品中分别添
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加低、中、高 3 个浓度水平的标准溶液, 进行测定, 计算加

标回收率, 回收率越接近 100%, 准确度越高。 

2  结果与分析 

2.1  标准曲线 

采用四参数方程拟合标准曲线, 如图 1~3 所示, 线性

范围、线性方程和相关系数见表 3。叶酸、泛酸、生物素

标准曲线的线性范围分别与 GB 5009.211—2022、GB 
5009.210—2023、GB 5009.259—2023 的微生物法一致, 线
性相关系数均大于 0.999。在 GB 5009.210—2023 泛酸的测

定 标 准 中 指 明 采 用 四 参 数 曲 线 拟 合 , 而 在 GB 
5009.211—2022 叶酸、GB 5009.259—2023 生物素的测定

标准中并未指明标准曲线的拟合方式 , 常见的有直线拟

合、二次或三次曲线拟合。从本研究结果来看, 四参数曲

线拟合同样适用于叶酸、生物素的测定, 所得到的标准曲

线线性关系较好。 
 

 
 

图 1  叶酸标准曲线 
Fig.1  Standard curve of folic acid 

 
 

图 2  泛酸标准曲线 
Fig.2  Standard curve of pantothenic acid 

 

 
 

图 3  生物素标准曲线 
Fig.3  Standard curve of biotin 

 
表 3  线性范围、标准曲线方程和相关系数 

Table 3  Linear range, standard curve equation, and correlation coefficient 

检测项目 线性范围/(ng/mL) 标准曲线方程 相关系数(r) 

叶酸 0.00~0.20 y=
1.07739

1.46275 0.15221

1 ( )
0.18378

x −
−

+
+0.15221 0.9999 

泛酸  0.00~20.00 y=
2.59092

0.35273 0.00489

1 ( )
13.04226

x −
−

+
+0.00489 0.9994 

生物素 0.00~0.20 y= 0.80197 0.00917

1 ( )
0.05534

x −1.54505
−

+
+0.00917 0.9998 
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2.2  检出限 

按照 GB/T 27417—2017《合格评定 化学分析方法确

认和验证指南》中的空白标准偏差法评估检出限。对试样

空白独立测定 10 次, 根据标准曲线得到试样空白浓度, 计
算试样空白浓度平均值和标准偏差(s), 试样空白浓度平均

值+3s 为最低检出浓度, 带入公式计算方法检出限, 结果

见表 4。叶酸的方法检出限(0.10 μg/100 g), 优于 GB 
5009.211—2022 中叶酸的检出限(0.5 μg/100 g); 泛酸的方法

检出限(0.013 mg/100 g), 优于 GB 5009.210—2023 中泛酸的 
 

表 4  检出限测定结果 
Table 4  Determination results of limit of detection 

检测 
项目 

试样空白浓度 
平均值/(ng/mL) 

标准偏差
(s)/(ng/mL) 

检出限 

叶酸 0.007739 0.0007908 0.10 μg/100 g 

泛酸 2.099 0.1943 0.013 mg/100 g

生物素 0.001980 0.0001001 0.57 μg/100 g 

检出限(0.025 mg/100 g); 生物素的方法检出限(0.57 μg/100 g), 
以 3 倍的方法检出限即 1.71 μg/100 g 为方法定量限, 优于

GB 5009.259—2023 中生物素的定量限(2.5 μg/100 g)。 

2.3  重复性实验 

对某品牌同一批次的婴幼儿配方乳粉样品中的叶酸、

泛酸、生物素含量重复测定 6 次, 计算 RSDs, 来表示精密

度, 结果见表 5。叶酸、泛酸、生物素重复测定的 RSDs
分别为 1.02%、0.94%、1.08%, 表明该方法精密度高, 重
现性好。 

2.4  加标回收实验 

向某婴幼儿配方乳粉样品中分别添加 3 个浓度水平

的叶酸、泛酸、生物素标准溶液, 采用微孔板法检测, 计
算加标回收率, 结果见表 6。叶酸、泛酸、生物素的加标

回 收 率 分 别 为 94.6%~100.0% 、 95.3%~103.3% 、

94.5%~100.1%, 表明准确度 较高。 

 
表 5  重复性实验结果 

Table 5  Results of repeatability experiment 

检测项目 
重复测定结果 

平均结果 RSDs/% 
1 2 3 4 5 6 

叶酸/(μg/100 g) 76.58 78.07 76.16 77.91 76.61 77.42 77.13 1.02 

泛酸/(mg/100 g)   3.196   3.212   3.142   3.168   3.154   3.140   3.169 0.94 

生物素/(μg/100 g) 16.07 16.37 16.44 16.16 16.19 16.51 16.29 1.08 

 
表 6  加标回收实验结果 

Table 6  Results of spiked recovery experiment 

检测项目 加标量 样品本底值 加标样测定值 回收率/% 

叶酸/(μg/100 g) 

 5.00 

77.13 

 81.86  94.6 

25.00 101.66  98.1 

50.00 127.15 100.0 

泛酸/(mg/100 g) 

 0.300 

 3.169 

  3.479 103.3 

 1.500   4.598  95.3 

 3.000   6.052  96.1 

生物素/(μg/100 g) 

2.00 

16.29 

 18.18  94.5 

10.00  26.20  99.1 

20.00  36.31 100.1 

 
2.5  质控样品检测 

采 用 该 微 孔 板 方 法 对 婴 儿 配 方 乳 粉 质 控 样 品

QC-IP-705 进行检测, 结果见表 7。叶酸、泛酸、生物素的

测定结果均在特性值区间范围内。 

2.6  实际样品检测 

采用该微孔板方法对 15 批次不同品牌的市售婴幼儿

配方乳粉样品进行检测, 结果见表 8。测定结果均符合产

品明示值的要求。 
 

表 7  质控样品测定结果 
Table 7  Detection results of quality control sample 

检测项目 特性值 特性值区间 测定值 

叶酸/(μg/100 g) 147.05 119.41~174.69 138.67 

泛酸/(mg/100 g)   4.965 4.284~5.646   4.850

生物素/(μg/100 g)  28.00 21.83~34.17  26.11 
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表 8  实际样品测定结果 
Table 8  Measurement results of actual samples 

样品 
叶酸/(μg/100 g) 泛酸/(mg/100 g) 生物素/(μg/100 g) 

标示值 测定值 标示值 测定值 标示值 测定值 

样品 1 (1 段) 82.6 77.13 2.990 3.169 16.0 16.29 

样品 2 (1 段) 82.6 75.51 2.990 3.300 16.0 16.44 

样品 3 (1 段) 72.8 66.32 2.898 3.511 15.4 14.96 

样品 4 (1 段) 70.0 80.51 2.660 3.123 16.0 16.75 

样品 5 (1 段) 88.2 92.10 3.344 3.770 12.6 13.29 

样品 6 (2 段) 52.5 52.86 3.284 4.231 22.0 25.54 

样品 7 (2 段) 66.5 70.15 3.019 3.178 21.0 19.72 

样品 8 (2 段) 93.8 86.57 2.993 2.960 25.71 25.34 

样品 9 (3 段) 62.0 122.81 2.700 2.851 19.0 19.26 

样品 10 (3 段) 51.0 49.59 3.738 3.520 15.4 15.00 

样品 11 (3 段) 50.0 65.79 2.850 3.461 11.5 11.62 

样品 12 (3 段) 76.0 88.22 3.200 3.765 16.0 16.97 

样品 13 (3 段) 98.2 97.55 3.192 3.027 26.92 26.15 

样品 14 (3 段) 78.0 81.19 3.250 3.317 15.00 15.45 

样品 15 (3 段) 72.7 82.54 3.376 3.444 16.01 16.46 

 
3  讨论与结论 

本研究采用微孔板试剂盒测定婴幼儿配方乳粉中的

叶酸、泛酸和生物素, 采用四参数方程拟合标准曲线, 并
考察检测方法的检出限、精密度、加标回收率。叶酸、泛

酸和生物素标准曲线的线性相关系数均大于 0.999, 检出

限 或 定 量 限 分 别 优 于 GB 5009.211—2022 、 GB 
5009.210—2023、GB 5009.259—2023 的微生物方法, 多次

重复测定的 RSDs 均不超过 5%, 表明精密度较高, 不同浓

度水平的加标回收率均符合要求, 对质控样品的测定结果

均在特性值区间范围内, 表明方法的准确度较高。 
微孔板法与传统的微生物试管培养法相比, 不需使用

大量的试管等玻璃器皿, 节省了器皿清洗、灭菌的流程, 而
且很大程度上减少了标准品、培养基等消耗品的使用[27–30]。

另外微孔板法吸光度值的测定采用酶标仪, 能够一次性读

取96孔数据, 与试管法的分光光度计测定相比大大节省了

测定时间。由此可见, 微孔板法能够有效降低实验成本、

减少工作量、提高检测效率, 适合于婴幼儿配方乳粉样品

的高通量检测。 
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