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微生物法测定食品中水溶性维生素的原理及进展
李全霞，崔亚娟，赵寅菲，姜菲菲，李 东

(北京市营养源研究所分析检测中心，北京 100069)

摘  要：本文简要介绍微生物法的分析步骤，重点阐述微生物法测定食品中烟酸、泛酸、生物素、VB6、叶酸和

VB12的方法原理、目前的应用情况及研究进展，以期为微生物法测定水溶性维生素提供一定的参考。
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Abstract：This paper has briefly described the analytical steps, principles, current applications and research progress of 

microbiological assay for nicotinic acid, pantothenic acid, biotin, vitamin B6, folate and vitamin B12 in foods, which will 

provide some references for the determination of water-soluble vitamins with microbiological methods.

Key words：microbiological method；water-soluble vitamins；nicotinic acid；pomtothenic acid；bihotin；folate

中图分类号：R151.3                                  文献标志码：A 文章编号：1002-6630(2013)13-0338-07
doi:10.7506/spkx1002-6630-201313071

收稿日期：2012-04-10

基金项目：北京市科技新星计划项目(2011059)；北京市财政资金项目创新工程Ⅱ-2；卫生部卫生行业科研专项(201202012)

作者简介：李全霞(1979—)，女，助理研究员，硕士，主要从事维生素检测研究。E-mail：liquanxia@163.com

维生素是维持生命体正常生理功能和新陈代谢所必

须的一类微量有机物质，在机体内含量极少，必须由食物

供给。长期缺乏某种维生素，就会导致其对应的缺乏症。

水溶性维生素包括B族维生素和VC。其中B族维生素是辅

酶或辅基的组成成分，参与体内的代谢过程，不能在体内

贮存或贮存量很少，并很容易消耗，每天需要补充。

某种微生物会对特定维生素具有极强的特异性，

是其正常生长所必需的因子，并且在一定条件下，其生

长与繁殖速度与溶液中该维生素的含量成一定的对应关

系，微生物法就是根据此原理对该维生素进行定量。微

生物法的分析步骤一般分为以下几步：1)测试菌液的制

备，包括日常固体培养基上菌种的转接活化及液体种子

培养液的制备。2)试样及标准的制备，包括试样管和标

准曲线管的制作。3)测定用培养基的制备，目前可以直

接使用商业化生产的专用测定目标维生素的培养基进行

配制。4)灭菌，接种和培养。5)测定，方法主要有酸度法

和光密度法两种，目前常用的是光密度法。

微生物法中至关重要的工具是测定用的菌株，目前我

国国家标准中使用的菌株中英文名称及其曾用名见表1，

可知，这4株菌中除了测定VB6的是酵母菌外，其他均为

乳酸杆菌。乳酸杆菌是非致病菌，营养需求简单，在合

成和半合成的培养基中容易生长，不易发生变异，在实

验室中经过多年的传代依然能保持良好的特异性；乳酸

杆菌是微需氧菌，因此在有限空间的试管中也能进行良

好生长，基于乳酸杆菌的这些优势，有利于用试管法测

定维生素。

表 1 现行国家标准中用于测定水溶性维生素的菌株

Table 1 Assay strains used for determining water-soluble vitamins in 

current national standard

现用名 曾用名
ATCC
编号

适用标准编号 维生素种类

鼠李糖乳杆菌
(Lactobacillus rhamnosus)

干酪乳酸杆菌
(Lactobacillus casei) 7469

GB/T 5009.85—2003
GB/T 5009.211—2008

GB 5413.16—2010

VB2

叶酸
叶酸

植物乳酸杆菌
(Lactobacillus plantarum)

阿拉伯乳酸杆菌
(Lactobacillus arabinosus)

8014

GB/T 5009.210—2008
GB 5413.17—2010

GB/T 5009.89—2003
GB 5413.15—2010
GB 5413.19—2010

泛酸
泛酸
烟酸
烟酸

游离生物素

莱士曼氏乳酸杆菌
(Lactobacillus leichmannii) — 7830 GB 5413.14—2010 VB12

酿酒酵母
(Saccharomyces cerevisiae)

卡尔斯伯酵母菌
(Saccharomyces 
carlsbergensis)

9080 GB/T 5009.154—2003 VB6

注：—. 无。

微生物法中另外一个关键的步骤就是从复杂的食

品基质中提取目标维生素，提取方法对结果的影响占整

个实验误差的很大部分。提取方法的选择基于以下几方

面：1)食品基质的特性；2)食品基质中维生素存在的形

式(是原生形式的所占比重大还是添加形式比重大，游离
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态较多还是结合态较多以及结合态的结合形式也不尽相

同)；3)维生素对热和pH值的稳定性；4)分析方法的选择

性和特异性。通常，水溶性维生素的提取方法包括用缓

冲液或硫酸溶液进行水解、调节pH值沉淀蛋白或者使用

合适的蛋白沉淀剂、用合适的酶进行酶解等。

1 微生物法在测定水溶性维生素方面的应用

1.1 烟酸和烟酰胺的微生物法测定

烟酸和烟酰胺是吡啶的衍生物，在体内以烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸(NAD)和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(NADP)的形式存在，NAD和NADP是许多脱氢酶的辅

酶，在氧化还原反应中起传递氢的作用。膳食中的烟酸

和烟酰胺主要以NAD和NADP的形式存在，加工过的食

品中NAD和NADP已经部分水解成烟酸和烟酰胺，在植

物中，烟酸与大分子结合，很难被利用。谷物中，烟酸

主要与多聚糖、多肽和肽聚糖结合，仅有25%的这种结

合态烟酸能被胃液水解。

1938年，Snell等[1]发现泛酸和烟酸是某些乳酸杆菌的

必需生长因子。1941年，Snell等[2]利用植物乳酸杆菌对烟

酸和烟酰胺及其辅酶的敏感性，测定了动物血液、组织

和几种谷物中的烟酸和烟酰胺，对于动物血液和组织，

回收率在94%～104%之间，直接用水提取即可，碱提取

不能提高含量。对于谷类样品充分的研磨后用水提取或者

直接用8%的氢氧化钠提取能达到相同的效果。Teply等[3]

利用此方法测定各种食品中的烟酸和烟酰胺。数据表明

大多数食品用水直接提取即可，但是谷类必须用酸或碱

才能提取完全。Andrews等[4]用同样方法测定谷物及谷物

制品中的烟酸和烟酰胺，发现提取方式对结果会有较大

影响，用水或弱酸提取比强酸或强碱提取的结果偏低。

这种差异可能有两个原因：1)由于在提取过程中某些促生

长物质的形成，2)强酸或强碱处理使得烟酸的低活性或无

活性前体水解形成有活性的烟酸而释放出来。Krehl等[5]建

议用酸处理，因为氢氧化钠处理高脂肪酸样品时可能会

形成肥皂。2006年，Ball等[6]根据提取条件的不同提出总

烟酸(total niacin)和游离烟酸(free niacin)的概念。通常，

总烟酸指用碱和0.5mol/L或1mol/L酸提取出来的烟酸含

量，而游离烟酸指用0.1mol/L酸提取出来的烟酸含量。殷

晓红等[7]利用1mol/L硫酸提取食品中的总烟酸；根据结合

烟酸在浓度为0.1mol/L盐酸溶液中稳定的特点，用浓度为

0.1mol/L盐酸在水浴上提取样品中的游离烟酸，避免高温

及强酸使结合烟酸分解。

除了植物乳酸杆菌外，鼠李糖乳杆菌[8]、肠膜明串珠

菌亚种[9]、乳脂酵母(Torula cremoris)ATCC 2512[10]，变形

杆菌(Proteus HX19)[11]等也被用来测定烟酸。植物乳酸杆

菌对烟酸、烟酰胺、烟酰甘氨酸(一种无活性的代谢物)、

NAD，以及谷物中的结合态烟酸都能进行很好的利用，

但不利用色氨酸[12]。因此在美国谷物化学师协会(AACC)

和美国分析化学家协会(AOAC)标准中都规定用植物乳酸

杆菌测定食品中的总烟酸。

1.2 泛酸的测定

泛酸是泛解酸和β-丙氨酸组成的一种化合物，对

热、酸、碱均不稳定。泛酸广泛存在于动物和植物组织

中，主要以辅酶A(CoA)和酰基载体蛋白(ACP)这种结合

态形式存在。

泛酸是所有乳酸杆菌生长的必需因子，1940年，

Pennington等[13]根据泛酸的这一特性，将测定VB2的原理

运用于泛酸，提出了用鼠李糖乳杆菌测定泛酸的方法。

对天然样品，直接用水溶解，高压灭菌30min提取，成功

地测定了酵母、肝脏、牛奶、牡蛎和蘑菇提取物等的泛

酸。1941年，Strong等[14]将此方法运用于更多的样品上，

包括蛋黄、全麦、土豆、莴苣以及动物组织等。同时，

啤酒酵母、摩氏变形菌和植物乳酸杆菌都被用来测定泛

酸，其中报道最多的是植物乳酸杆菌。1944年，Skeggs

等[15]利用植物乳杆菌对泛酸的特性，对Snell等[2]的基础培

养基进行修改，将限制因素由烟酸改为泛酸，从而进行泛

酸定量分析。对酵母提取物、蛋白胨、麦芽提取物等物质

进行分析，同鼠李糖乳杆菌测定结果进行比较，结果非常

一致，回收率达到92%～106%。1945年，Hoag等[16]利用

植物乳酸杆菌测定泛酸，与鼠李糖乳杆菌进行比较，认

为鼠李糖乳杆菌在含有微量淀粉、脂肪和脂肪酸的环境

下，生长不规律，容易使结果偏高。因此，样品必须酶

解并除去脂肪，而植物乳酸杆菌的生长并不受淀粉和脂

肪酸的明显刺激。1959年，Clarke等[17]比较这2株菌对泛

酸的反应，在同样的标准范围内，植物乳杆菌的标准曲

线线性更好，而鼠李糖乳杆菌的线性部分较短，曲线中

间斜率突然变大。

起初微生物法测定泛酸时，由于泛酸对酸、碱的不

稳定性，样品提取都用水溶解，在中性条件下直接提取

或高压处理。Strong等[14]发现用淀粉酶处理酵母和动物

组织后，得到的泛酸含量会增加。Willerton等[18]研究了

淀粉酶酶解对微生物法分析酵母和肝脏中天然泛酸的影

响，37℃酶解48h，结果增加，但是比用鸡生长法测定

的值仍然低，而且酶处理后会产生干扰鼠李糖乳杆菌代

谢的物质。接着胰酶、胃蛋白酶等都被用来处理样品。

1949年，Novelli等[19]利用肠磷酸酶和鸽子肝脏提取液处

理动物组织，得到满意的结果，泛酸含量比用淀粉酶处

理的值提高4倍多。但是肝脏本身的辅酶A含量比较高，

丙酮提取的肝脏提取物造成较高的空白值。而且酶的活

力不稳定，室温条件下很快就会失活。1951年，Novelli

等[20]利用离子交换树脂处理鸽子肝脏，大大降低了空白

值并不会破坏酶的活力。后来经过多次修改，现在商品

化的鸽子肝脏提取物已经广泛被使用。
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1.3 生物素的测定

生物素广泛分布在动物和植物组织中，含量低微。

一般以游离态或与氨基酸、蛋白质结合的形式存在。通常

植物组织中包含的大部分是游离态的生物素，而动物组织

中大部分是结合态生物素。例如，在苜蓿中80%的生物素

是游离态，而在鱼粉中只有10%是游离态生物素[21]。

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)、鼠李糖乳杆

菌、丁酸杆菌(Clostridium butylicum13)、金黄色葡萄球

菌(Staphylococcus aureus)、索多恩微球菌(Micrococcus 
sodonensis)、植物乳酸杆菌等都被用来测定生物素。酿酒

酵母可以利用生物素、脱硫生物素、二氨基生物素、生

物胞素、生物素硫氧化物、二氨基壬酸以及很多未知的

生物素衍生物，因此测定值代表着样品中的总生物素，

比用乳酸杆菌测定的结果偏高。脱硫生物素会使鼠李糖

乳杆菌产生抗生物素的活性，但却不会影响植物乳酸杆

菌的生长，植物乳酸杆菌的生长因子简单、繁殖快，生

长过程中干扰因子较少，在实验过程中结果比其他菌种

可靠性高，所以应用的最为广泛[22-23]。

植物乳酸杆菌只能利用游离的生物素，因此在样品

分析前必须使结合态的生物素解离出来。通常硫酸被用

来水解样品，Axelrod等[24]利用2mol/L盐酸水解草粉，结

果生物素几乎全被破坏，这可能是其中的氯离子导致生

物素氧化变成砜或亚砜化合物，也不是所有样品的生物

素都会被破坏，有些天然样品本身含有保护生物素的物

质，使得生物素不会被氧化。

Lampen等[25]的实验表明，动物组织和酵母用2mol/L 

H2SO4于121℃水解1h能达到最大值，结果提高了2～6

倍，但是酵母水解2～3h后会开始产生一定的破坏，因

此采用1mol/L H2SO4于121℃水解2h相对合适；对于西

红柿、苜蓿、扁豆、菠菜等蔬菜和水果类食品用1mol/L 

H2SO4提取会破坏生物素，结果比用水提取0.5h的值还

低，尤其是西红柿破坏了将近60%。Schweigert等[26]对

肉产品做了1、2、3mol/L H2SO4于121℃水解2、4、6h的

对比，结果显示2、3mol/L H2SO4水解2h就能水解完全，

长时间水解会破坏大量的生物素。Scheiner等[27]分别用1mol/L 

H2SO4和3mol/L H2SO4水解各种样品，结果表明3mol/L 

H2SO4水解处理时，植物组织中的生物素不稳定，受到

一定的破坏；而动物组织中结合态的生物素能更多地游

离出来，所以推荐用1mol/L H2SO4于121℃水解植物性来

源的样品2h、3mol/L于H2SO4 121℃水解动物性来源的样

品2h。Maeland等[21]在分析低温干燥的胡瓜鱼粉中的生物

素含量时，用1.5mol/L H2SO4和3mol/L H2SO4于121℃分

别水解3h和2h，结果没有显著差异，平均生物素含量为

(0.52±0.02)mg/kg和(0.51±0.02)mg/kg，所以用1.5mol/L 

H2SO4水解3h就能充分提取出样品的结合态生物素。基于

动物和植物组织水解效果的差异，很难用一种统一的酸

水解模式使得生物素前处理过程程序化。目前我国国标

中，只提出针对婴幼儿食品和乳品采用0.5mol/L H2SO4于

121℃水解30min来提取游离的生物素。

1.4 VB6的测定

VB6即吡哆素是吡哆的衍生物，有吡哆醇、吡哆醛和

吡哆胺3种形式，在机体内主要以磷酸酯的形式存在，在

酸性条件下稳定。

理想的测定总VB6的菌种必须能同时利用吡哆醇、

吡哆醛和吡哆胺，而乳酸杆菌不能利用吡哆醇，因此被

排除在外。酿酒酵母能同时利用吡哆醇、吡哆醛和吡哆

胺，是应用最广的测定VB6的酵母菌。但是，酿酒酵母对

吡哆醇、吡哆醛和吡哆胺的特异性并不完全相同，对吡

哆醇最好，其次是吡哆醛，吡哆胺最差，因此也有人建

议用柠檬克勒克酵母(Kloeckera apiculata ATCC 9774)测

定。1980年，Guilarte等[28]比较了酿酒酵母和柠檬克勒克

酵母对游离的VB6的利用情况，结果显示在2～10ng范围

内，柠檬克勒克酵母对3种形式的VB6利用非常一致，而

酿酒酵母却明显有不同的反应，利用吡哆醛没有吡哆醇

好，利用吡哆胺的能力更差；在0.2～1ng范围内，酿酒酵

母的这种差异更明显，而柠檬克勒克酵母则稍有差异；

在10～50ng范围内这2株菌的差异基本上完全消失。1982

年，对这一结论Gregory[29]提出了不同的看法，他利用

与Guilarte等[28]同样培养基制备的种子及同样的分析测定

培养基进行这2种菌的对比实验，发现在2～10ng范围内

柠檬克勒克酵母出现和酿酒酵母类似的反应。1983年，

Guilarte等[30]对Gregory[29]的异议重新进行了对比实验，结

果跟以前仍然一致，因此认为对这种矛盾的造成可能跟

实验的环境及操作人员等有关，包括生长过程中所使用

培养容器、振荡频率的不同所造成的溶氧浓度的差异，

以及接种和培养方式、培养基的浓度等。

酿酒酵母对吡哆醇、吡哆醛和吡哆胺的差异反应会

导致人们在对主要含吡哆胺的样品分析时，因为一般使

用吡哆醇做标准曲线，因此会低估样品中的VB6含量(例

如一些肉类产品)。为了避免这种情况的发生，1969年，

Polansky等[31]利用Dowex 50离子交换柱分离吡哆醇、吡

哆醛和吡哆胺，再用微生物法分别测定这3种成分，结

果比不分离就测定的值普遍高一些。后来这一方法被

AOAC采用。

酿酒酵母只能利用游离态的吡哆醇、吡哆醛和吡

哆胺，所以必须进行有效的样品前处理，使样品中的

吡哆醇、吡哆醛和吡哆胺都释放出来。Atkin等[32]建议

用0.022mol/L的硫酸水解1h或者用淀粉酶处理大多数

样品，但是全麦和全麦制品需用0.22mol/L硫酸水解。

Rabinowitz等[33]用盐酸水解达到和硫酸同样的效果。他

们比较了1mol/L和0.022mol/L盐酸的水解效果，发现用

1mol/L的盐酸水解干酵母、肝粉和鲜肉1h得到的值较
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低，延长至5h，结果增加，但仍没有0.022mol/L的盐酸水

解5h能得到的值高。对于植物性样品同样是0.022mol/L盐

酸水解5h能得到最大值，除了米糠需要用1mol/L的盐酸

才能水解充分。在第17版的AOAC 961.15《食品中维生

素B6的测定方法》中，动物产品在121℃用0.44mol/L HCl

水解5h，植物产品121℃用0.055mol/L HCl水解2h。在我

国的国家标准GB/T5009.154—2003《食品中维生素B6的

测定方法》中规定用0.022mol/L硫酸121℃水解5h来测定

食品中的VB6。王为黎等[34]认为不同样品可分别对待，保

健食品属强化食品，其中VB6是人为添加的，以游离状态

存在于保健食品中，因此可缩短酸解时间至30min左右即

可。天然食品中VB6以结合的状态存在，为了使其游离出

来，需高温高压5h。

1.5 叶酸的测定

叶酸又称为蝶酰谷氨酸，由2-氨基-4-羟基-6-甲基-蝶

呤啶、对氨基苯甲酸和谷氨酸三部分组成，在中性和偏

碱性条件下稳定。

常用的检测叶酸的菌株有鼠李糖乳杆菌A T C C 

7469、粪链球菌 (Enterococcus  h irae，以前被称为

S t rep tococcus  faeca l i s )ATCC 8043、啤酒小球菌

(Pediococcus cerevisiae) ATCC 8081。此3种微生物对不同

形式叶酸的敏感度不同。粪链球菌只对非甲基化叶酸敏

感，如叶酸(PteGlu)、二氢叶酸(DHF)和四氢叶酸(THF)，

可用于鉴别分析各种形式叶酸在不同检测物中的分布。

啤酒小球菌对甲基化叶酸也不敏感。鼠李糖乳杆菌对单

谷氨酸叶酸、含2或3个谷氨酸叶酸(PteGlu2和PteGlu3)及

其还原型衍生物均敏感，是3种微生物中反应谱带最宽的

一种，也是最为常用的菌种[35]。

自然界中的叶酸主要以蝶酰多聚谷氨酸的形式存

在。鼠李糖乳杆菌只能利用3个谷氨酸尾以下的叶酸，因

此蝶酰多聚谷氨酸必须酶解转换成蝶酰单谷氨酸或含2

个和3个谷氨酸的叶酸才能被完全利用。这种酶就是γ-谷

氨基羧肽酶，又称叶酸轭合酶或叶酸水解酶。叶酸轭合

酶的来源很多，目前应用最广泛的来源是鸡胰腺或猪肾

脏，其次是人类或大鼠的血清，其各自的特性如表2[36]。

表 2 各种来源的叶酸轭合酶的特性

Table 2 Properties of folate conjugase from various sources

来源 优点 缺点 最适pH 产物

鸡胰腺轭合酶 不易被抑制，较稳定 不能用于HPLC法 7.8 蝶酰双谷氨酸

大鼠血清 易获取，比较稳定，便宜 易被抑制 7.0 蝶酰单谷氨酸

人类血清 内源叶酸少，使用较方便，便宜 可靠性不强 4.5～5.0 蝶酰单谷氨酸

猪肾脏轭合酶 较方便，便宜 含有大量的内源叶酸，易被抑制 4.5～5.0 蝶酰单谷氨酸

起初利用微生物法测定叶酸，样品前处理只涉及2

个步骤，包括加热处理使与蛋白结合的叶酸游离出来，

以及利用叶酸轭合酶使多聚谷氨酸尾形式的叶酸转换成

单谷氨酸尾形式的叶酸。这种传统的处理方法持续了几

十年，直到20世纪80年代，很多研究者报道只使用叶酸

轭合酶并不能非常有效地释放出结合态的叶酸，反而增

加蛋白酶或淀粉酶处理会提高某些食品中的叶酸含量。

1990年，Martin等[37]报道使用蛋白酶、淀粉酶和叶酸轭合

酶联合提取12种食品的叶酸，平均提高了19%。同样de 

Souza等[38]也发现三酶联合提取能显著提高某些样品中的

叶酸含量，其中黑麦面包和牛腩中的叶酸含量提高到只

用轭合酶处理结果的500%和340%。这说明传统的只用轭

合酶提取的某些样品中的叶酸并不完全，最近的研究进

一步地证实了三酶联合提取对某些样品比单酶提取更有

效。1997年，Tamura等[39]报道利用三酶联合提取几种食

品中的叶酸含量平均大约是单酶提取含量的271%。1998

年，Rader等[40]报道测定56个强化的谷类产品，大多数的

测定样品用三酶联合提取的结果比单酶提取大约提高了

20%～30%。

但是，并不是所有的样品用三酶联合提取方法都

有效，所用酶的数目和类型还是由样品的成分和特性决

定。例如，对于肉与肉制品用淀粉酶，而对淀粉制品却

用蛋白酶是不合适的。2003年，Iwatani等[41]的实验表明

用三酶联合处理芥兰的结果并没有单酶处理的结果高。

2004年，Pandrangi等[42]用微生物法检测菠菜中的叶酸含

量，在提取叶酸的过程中用3种不同的酶分别组合处理

菠菜提取物，然后进行叶酸检测，结果表明用蛋白酶和

轭合酶处理菠菜提取物的总叶酸含量是只用轭合酶处理

的大约2倍，而用淀粉酶、蛋白酶和轭合酶3种酶处理菠

菜提取物的总叶酸含量却仅比蛋白酶和轭合酶处理结果

低了将近40%。可见蛋白酶对从菠菜中释放的叶酸起作

用，而淀粉酶是无效的。

然而，淀粉酶、蛋白酶和轭合酶处理的顺序是否会

对提取结果有影响呢？1990年，Martin等[37]提出先用轭

合酶和淀粉酶处理，再用蛋白酶处理。后来Tamura等[39]

提出轭合酶处理应该在所有的叶酸从食品基质中释放出

来之后进行。Rader等[40]报道先用蛋白酶处理比先用淀

粉酶处理某些强化谷类制品，其总叶酸有显著提高。在

AOAC方法2004.05谷物及谷物制品中总叶酸-三酶联合提

取微生物分析法中，规定对谷物和谷物食品进行前处理

时，先用蛋白酶37℃酶解3h，再用淀粉酶37℃酶解2h，

最后用轭合酶37℃酶解16h。2005年，Hyun等[43]推荐先用

蛋白酶37℃酶解2h，再用淀粉酶和轭合酶37℃酶解2h，

这样既可以释放最大量的叶酸，又可以节省时间。

总之，叶酸测定的样品前处理过程应视样品种类而

定，适宜的前处理方法有助于获得最大检出结果。强化

剂型样品可直接水解，而含高蛋白质、高淀粉的样品需

用淀粉酶、蛋白酶和轭合酶联合处理。

1.6 VB12的测定

VB12又称为钴胺素，分子结构复杂，含有钴。VB12
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在体内因结合的基团不同，可有多种形式存在，如氰钴

胺素、羟钴胺素、甲基钴胺素和5’-脱氧腺苷钴胺素，以

辅酶的形式参加一碳基团的代谢。其中5’-脱氧腺苷钴胺

素是VB12在体内的主要存在形式，可参与构成多种变位

酶的辅酶；甲基钴胺素是甲基转移酶的辅酶，与胆碱等

合成有关。

可用来测定VB12的菌株有莱士曼氏乳酸杆菌、大

肠杆菌变异株、眼虫藻(Euglena gracilis)、汉母赭胞藻

(Ochromonas malhamensis)等。大肠杆菌和莱士曼氏乳酸

杆菌是最常用的菌株。大肠杆菌的灵敏度较差，可以利

用甲硫氨酸以及几乎所有已知的各种形式的钴胺素；莱

士曼氏乳酸杆菌可以利用脱氧核糖核苷、脱氧核糖核苷

酸、氰钴胺素及其各种形式的非氰基钴胺素；眼虫藻和

汉母赭胞藻的特异性和灵敏度都很高，但是它们的生长

时间都较长约5～7d，而且前者的培养必须在光照条件下

进行[44]。所以，莱士曼氏乳酸杆菌是目前应用最多的测

定VB12的菌株。

莱士曼氏乳酸杆菌可以广泛利用各种形式的钴胺

素，Muhammad等[45]研究了莱士曼氏乳酸杆菌对氰钴胺

素、羟钴胺素、亚硫酸钴胺素、双氰钴胺素、甲基钴胺

素、亚硝酸钴胺素和腺苷钴胺素的生长反应，发现莱士

曼氏乳酸杆菌对氰钴胺素、羟钴胺素、亚硫酸钴胺素、

双氰钴胺素和亚硝酸钴胺素的反应一致，但是腺苷钴胺

素产生较高的反应，而腺苷钴胺素反应较低，因此若样

品中的腺苷钴胺素或甲基钴胺素较高，则利用氰钴胺素

作为标准，测定结果会偏高或偏低。他们建议将腺苷钴

胺素和甲基钴胺素溶液在荧光灯条件下照耀，1h内能完

全转变成羟钴胺素，这样就可以准确定量。

VB12的提取主要包括两方面：1)将与蛋白结合的钴

胺素释放出来；2)将不稳定形式的钴胺素转变为稳定状

态的氰钴胺素或亚硫酸合钴胺素。由于氰化物的毒性，

现在都用偏亚硫酸钠溶液来提取VB12，使溶液中的氰钴

胺素或羟钴胺素转变成亚硫酸合钴胺素。但是最终测定

培养液中的偏亚硫酸钠溶液必须小于0.03mg/mL，否则会

抑制莱士曼氏乳酸杆菌的生长。

2 微生物法的发展

微生物法的诞生至今已有60a左右的历史，随着分析

理论和技术的快速发展，分析方法逐渐走向多元化，很

多改良的微生物分析法相继出现。1970年，Davis等[46]利

用1株具有氯霉素抗性的鼠李糖乳杆菌及在添加有氯霉素

的培养基中进行叶酸分析，避免灭菌带来的叶酸损失。

20世纪80年代初，Grossowlcz[47]、Wilson[48]等相继提出

利用甘油保护的冷冻鼠李糖乳杆菌测定叶酸，这样可以

使微生物法的测定更加标准化，使测定时间由原来的至

少4d缩短到2d。黎旭茹等[49]应用自动浊度微生物分析仪

对样品进行自动稀释，自动检测标准溶液和样品溶液中

的菌体生长浊度，建立应用自动浊度微生物分析仪定量

测定多种维生素营养片剂中生物素含量的方法。王丽丽

等[50]利用平板生长圈法测定复杂有机样品中的生物素含

量。郑巍振等[51]利用管碟法建立了一种方便快捷的测定

生物素方法。卢京光等[52]建立在线微生物浊度法测定多

维元素片中微量VB12的含量，克服了手工测定烦琐、不

易获取最佳检测时间的缺点，获得了良好的标准曲线和

生长曲线，完全符合浊度法测定的要求，可获得满意的

实验结果。

通常微生物法测定过程中使用试管进行培养，在大

批量的样品检测时，则要使用大量的试管，这样工作量会

非常大，96孔酶标板的引用大大降低了工作强度。廖冰君

等[53]指出德国拜发公司推出VitaFast®维生素检测试剂盒。

该试剂盒采用的原理与国际标准完全相同，引入96孔酶标

板和实验室一般常规配备的酶标仪，以目前普遍接受的

ELISA微孔板方法为形式和载体，进行维生素的测定。该

法检测准确率高(偏差系数＜10%)，标准参考样品的回收

率可达95%～105%，但是费用昂贵。徐文婕等[54]将甘油

冷冻保存的乳酸杆菌氯霉素耐药株与96孔酶标板相结合，

建立了96孔板微生物法检测血浆中的叶酸，该法还可用于

其他生物组织和食品中叶酸含量的测定，这对国内开展叶

酸检测有着较大的意义。刘志楠等[55]利用德国IFP公司的

泛酸检测试剂盒和高效液相色谱法分别测定牛奶中的泛

酸，结果显示微生物法和高效液相法的检测相一致。

3 结 语

微生物法是经典的维生素测定方法，可灵敏地检测

出具有生物活性的维生素，反映的是基质中总维生素的

含量，这是微生物法区别于其他方法的最大特点，也是

仪器分析方法很难做到的。因此现行许多国际标准方法

仍将微生物法作为部分维生素分析的标准方法，在第18
版的AOAC标准方法中，食物中生物素、泛酸、叶酸、

VB12和烟酸的第一分析方法均为微生物法。在我国现行

的国家标准中也仍用微生物法测定婴幼儿食品和乳品中

的生物素、泛酸、叶酸、VB12、烟酸以及食品中的VB6、

VB2、烟酸、泛酸、叶酸。

微生物法的优点是成本低、可操作性强、灵敏度

高，适合于长期稳定、大批量的试样测定分析；缺点是

耗时长、准确度较低、重复性较差。随着科学技术的飞

快发展，很多仪器分析方法被用来检测含低质量分数维

生素的天然食品，例如色谱-质谱联用法、生物传感器法

等。但是仪器分析方法只能针对某种特定维生素或维生

素衍生物进行定量，如果对所有类型的维生素成分进行
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测定，难度很大，成本也比微生物法高，所以在进行分

析检验时，实验人员可以根据自己的工作需求来选择分

析方法。
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