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生物素检测试剂盒 
BTN[03]08.18   

 

一. 简介 

本试剂盒参照国标GB 5009.259-2016《食品安全国家

标准 食品中生物素的测定》，利用植物乳杆菌

（Lactobacillus plantarum）ATCC 8014对生物素的特异

性，在含有生物素的样品中生长形成的浊度来测定生物

素的含量。 

 

二. 检测原理 

    在含有除生物素以外所有营养成分的培养基中，植

物乳杆菌的生长强度(浊度)与生物素的含量呈线性关系。

将培养基、植物乳杆菌与经过处理的样品提取液（或标

准品溶液）加入 96 孔板微孔中，植物乳杆菌会一直生长

至生物素耗尽。以培养后不同浓度标准溶液中菌体浊度

相对于各标准品的浓度绘制标准曲线，通过检测样品孔

中植物乳杆菌浊度，与标准曲线对比即可得到样品中生

物素含量。 

 

三. 产品性能 

检测时间：实验操作约 1 h，培养时间 44-48 h 

线性范围：0.06-0.52 μg/100 g(mL) 

回收率：  80-120% 

批内差异：<10% 

批间差异：<10% 

贮藏条件：试剂盒于 2-8℃保存一年。 

 

四. 试剂盒组成 

生物素标准品 3 瓶 

生物素检测菌球 3 瓶 

生物素培养基 3 瓶 

1×生物素缓冲液（50 mL/瓶） 3 瓶 

100×生物素检测用缓冲液（10 mL/瓶） 1 瓶 

无菌水（10 mL/瓶） 3 瓶 

独立包装无菌 96 孔微孔板 3 块 

封板膜 3 片 

 

五. 其他试剂及设备（本试剂盒不提供） 

1. 超净工作台             2. 酶标仪(550 或 630 nm) 

3. 恒温培养箱，36℃±1℃   4. 高压灭菌锅 

5. 水浴锅，95℃           6. 涡旋仪 

7. 移液枪及无菌枪头，20-200 μL，100-1000 μL 

8. 无菌离心管：1.5 mL 或 2 mL，15 mL，50 mL，其中 

15 mL 和 50 mL 需带有旋转盖 

9. 无菌注射器与 0.22 μm 无菌滤膜 

10. 蒸馏水       11. 量筒及 300 mL 三角瓶 

 

 

 

六. 试剂配制 

 

样品处理液（20 mL/样品）：将 100×生物素检测用缓冲

液用蒸馏水稀释至 1×备用（现用现配）。 

 

注：根据样品数量计算所需样品处理液的体积，每个 96

孔板一般可检测 8 个样品，所需样品处理液为 160 mL，

则吸取 100×生物素检测用缓冲液 2 mL 于一个洁净的三

角瓶中，加入 198 mL 蒸馏水混匀，制备得到 200 mL 稀

释液，即为样品处理液。 

 

七.乳粉样品处理 
 

1. 称取1 g（精确至0.01 g）乳粉样品于50 mL离心管中，

加入样品处理液20 mL，相当于样品的提取稀释倍数为20，

这个稀释倍数已经包括在标准曲线中。混匀，95℃水浴

加热提取30 min，其间至少振荡5次，迅速置于冰水中冷

却至30℃以下。 

 

以下操作均需在超净工作台内进行： 

 

2. 将冷却后的提取液用0.22 µm滤膜过滤至2 mL无菌离

心管中，即为无菌样品溶液。 

 

3. 用 1×生物素缓冲液，将样品稀释至生物素浓度约为

0.06、0.12、0.24 μg/100 g(mL)。 

 

样品稀释处理示例 

如检测婴幼儿乳粉样品中添加生物素含量时，以产

品标签中生物素酸含量为 36 µg/100g(mL)为例，称取样

品1 g，加入20 mL样品处理液，95℃水浴加热提取30 min，

迅速冷却至 30℃以下，取冷却后的提取液用 0.22 µm 滤

膜过滤除菌，要得到生物素终浓度约为 0.06 µg/100g(mL)、

0.12 µg/100g(mL)和 0.24 µg/100g(mL)的样品溶液，还需

将样品液稀释 600 倍、300 倍和 150 倍，稀释步骤如下：  

样品稀释倍数 稀释方法 

10 倍稀释 900 μL 1×生物素缓冲液+100 μL 提取液 

50 倍稀释 400 μL 1×生物素缓冲液+100 μL溶液 

150 倍稀释 400 μL 1×生物素缓冲液+200 μL溶液 

300 倍稀释 500 μL 1×生物素缓冲液+100 μL溶液 

600 倍稀释 550 μL 1×生物素缓冲液+50 μL溶液 

 

注：样品每一步稀释完后都要混匀，样品提取液必须当

天使用，并避光保存；若检测未知样品，应假设两种生

物素含量，分别进行上述处理，两个假设值为相邻数量

级，按照上述步骤操作。 

 

八．检测过程 
 

1. 生物素标准溶液制备（需在超净工作台内进行）                                                                         

    取生物素冻干标准品 1 瓶，加入 4 mL 1×生物素缓冲

液，配制成生物素标准溶液，取 8 个无菌的 1.5 mL 离心
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管，按下表配制 0.06-0.52 µg/100g(mL)系列浓度的标准

溶液。 

µg/100 g(mL) 

0.1µg/100

g(mL)标

准溶液体

积 µL 

 

1×生物素

缓冲液体

积 µL 

 
总体积 

µL 

空白：0 0 + 500 = 500 

标准 1：0.06 30 + 970 = 1000 

标准 2：0.12 60 + 940 = 1000 

标准 3：0.20 100 + 900 = 1000 

标准 4：0.28 140 + 860 = 1000 

标准 5：0.36 180 + 820 = 1000 

标准 6：0.44 220 + 780 = 1000 

标准 7：0.52 260 + 740 = 1000 

注：标准溶液需现用现配，不可储存。 
 

2. 生物素培养基溶液制备 

1)取 1 瓶无菌水，加入生物素培养基中，拧紧瓶盖，振

荡溶解（必须使用试剂盒中提供的无菌水）。 

2)将培养基瓶置于 95℃水浴 5 min，其间振荡 2-3 次，再

迅速置于冰水中冷却至 30℃以下。 

3)在超净工作台内，使用 0.22 μm 的无菌滤膜将培养基溶

液过滤至 15 mL 无菌离心管中。每瓶培养基足够进行 1

块微孔板的实验。 

 

操作步骤 3-4 均需在超净工作台内进行： 

3. 生物素检测用微生物溶液制备 

    取生物素检测菌球 1 瓶，将菌球溶解于过滤除菌的

生物素培养基溶液中，拧紧盖子，充分振荡，使菌液混

匀。 

 

4. 检测步骤 

1) 将所需数量的微孔条插入微孔架，记录板孔位置，标

准溶液和样品稀释液需做 3 孔平行实验，剩余微孔条放

回铝箔袋中，密封后 2-8℃保存。 

2) 在每个微孔中加入100 μL生物素检测用微生物溶液。 

3) 滴加100 μL空白标准溶液（零标准）于A1、A2、A3

孔；依次滴加100 μL各标准溶液于B1、B2、B3——H1、

H2、H3孔；标准溶液浓度分别为0.06，0.12，0.20，0.28，

0.36，0.44，0.52 µg/100g(mL)。 

4) 滴加 100 μL 各样品稀释液于其余的微孔中。 

5) 用封板膜密封微孔条上的各个微孔，按压封板膜，保

证各个微孔充分密闭。 

 

5. 培养：于 36 ℃±1℃培养箱中避光培养 44-48 h。 

 

6. 测定： 

1)取出微孔板，再次按压封板膜，保证封板膜充分密封

各个微孔，反复颠倒振荡，使微生物充分混匀。 

2)对角揭开封板膜，用针刺破各微孔表面的气泡。 

3) 酶标仪 550或 630 nm条件下检测，推荐使用 550 nm。 

注：培养后若不能及时测定吸光度值，可将微孔板置于

2-8 ℃冷藏保存不超过 48 h。 

     

九．结果计算 

 

1.判定检测结果有效： 

低浓度标准品 OD 值<高浓度标准品 OD 值 

 

2. 选取最佳稀释度进行结果计算： 

选取 3 个稀释度中，OD 值在标准曲线中间线性最好

的；两个及以上取计算结果的平均值。 

 

使用 ELISA 专业统计分析软件中 4-Parameter 计算 

    方法对样品中生物素浓度进行计算。计算公式如下：   

m

fc
X


  

X — 样品中生物素浓度 µg/100g(mL)； 

c — 标准曲线上读取的浓度 µg/100g(mL)； 

f — 稀释倍数（不需考虑热提取时稀释的 20 倍）； 

m —样品重量 g。 

例如： 

样品重量：                      1 g                   

样品稀释倍数（三选一）：         1 : 300 

标准曲线读取的浓度：            0.16 µg/100g(mL) 

结果计算（样品实际检测值）： 

0.16 ×300 / 1 = 48 µg/100g(mL) 

 

注意：实验中需要的耗材必须无菌；实验后需按照相关

规定处理废弃物。 

注： 

婴幼儿辅食米粉、面条等外源性添加生物素的样品

均可使用乳粉的处理方法进行样品的处理，但是由于这

类产品淀粉含量高，提取过程中容易形成胶体状态，提

取结束后无法直接使用滤膜过滤，可先进行样品的稀释

再进行除菌除杂过滤，用滤液进行检测； 

薯类、水果蔬菜、蛋、肉类、动物内脏等原生性生

物素，需要进行水解后再进行酶解，样品处理方法请参

照 GB 5009.259-2016《食品安全国家标准 食品中生物素

的测定》，处理得到的滤液经适当稀释用于试剂盒检测。 
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