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’$小结
在筛选的基础上"本研究制备了牛乳中二噁英

类化合物标准物质"采用高分辨气相色谱(高分辨质
谱法测定 !3 种二噁英类化合物’ 瓶间均匀性检验
和 %! 个月的长期稳定性检验显示"制备的标准物质
均匀性和稳定性良好"多家实验室协作定值结果可
比’ 该标准物质的研制"将为二噁英类化合物检测
提供质量评价手段"同时为食物基体标准物质的制
备提供技术支持’
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论著
我国部分地区市售巴氏杀菌乳中 "(内酰胺酶含量调查

周蕊!丁颢!周爽!赵云峰
!国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室"北京$%"""!%$

摘$要!目的$采用酶热生物传感器法对我国部分地区巴氏杀菌乳样品中 "(内酰胺酶进行快速检测及本底含量

调查" 方法$在巴氏杀菌乳样品中预先加入一定量青霉素 D!室温震荡反应 ’ A!使样品中的 "(内酰胺酶充分酶解

青霉素 D底物!直接通过酶热生物传感器测定青霉素 D含量" 根据反应前后样品中青霉素 D含量的变化!间接计

算巴氏杀菌乳样品中 "(内酰胺酶的活性" !"%’ 年 = k< 月在 %’ 个省市采集巴氏杀菌乳样品 %"= 份!对其 "(内酰胺

酶含量进行本底调查" 结果$该方法线性范围为 4 k!" U,\0!检出限和定量限分别为 ! 和 4 U,\0" 全国 %"= 份样

品的总检出率为 ’2<g!其中北京市的 4: 份样品中 "(内酰胺酶活性均﹤ ! U,\0&其他 %! 个省市的 #3 份样品中 "(

内酰胺酶活性均﹤ 4 U,\0!其中 4 个样品在 ! k4 U,\0之间" 结论$我国 %’ 个省市 %"= 份巴氏杀菌乳样品的测定

结果表明样品中 "(内酰胺酶含量普遍较低!一定程度上表明我国巴氏杀菌乳中违法添加 "(内酰胺酶的问题已得到

较大改善"
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*OHXOW@KW-KK/ 9G@OXJ7F.] ;..O..\OHX" 1OF>FHI%"""!%" *AFHG%

9:5)%(.)& ":;&.)*<&$8KFHVO.XFIGXOXAO"(NG?XG\G.O.G?XFVFXFO.FH _G.XORWF‘O/ \F0] FH *AFHGZG.O/ KH GH OH‘J\O

XAOW\F.XKW$c8% ZFK.OH.KW&=&)>+-5$*OWXGFH G\KRHXK@_OHF?F00FH D Ĝ.FH?RZGXO/ F̂XA XAO\F0] .G\_0O@KW’ A" XAOH GH

G0F[RKXK@XAO\FYXRWO Ĝ./FWO?X0JFH>O?XO/ FHXKXAOc8.J.XO\XKIFVOG.FIHG0?KWWO._KH/FHIXK_OHF?F00FH DWO\GFHO/&8AO

G\KRHXK@"(0G?XG\G.O Ĝ.?G0?R0GXO/ ZJXAO_OHF?F00FH D?KH.R\O/ /RWFHIFH?RZGXFKH&%"= _G.XORWF‘O/ \F0] .G\_0O.

?K00O?XO/ @WK\%’ _WKVFH?O.̂ OWOXO.XO/&?&5@1)5$8AO0FHOGWWGHIOK@XAF.\OXAK/ Ĝ.4 e!" U,\0̂ FXA NSlGH/ NS+K@

! GH/ 4 U,\0" WO._O?XFVO0J&8AOXKXG0/OXO?XFKH WGXO Ĝ.’2<g&4: _G.XORWF‘O/ \F0] _WK/R?X.?K00O?XO/ FH 1OF>FHI.AK̂O/

HOIGXFVOWO.R0X.?KHXGFHFHI"(0G?XG\G.O0K̂OWXAGH ! U,\0$NS+%&#3 _WK/R?X.?K00O?XO/ @WK\%! KXAOW_WKVFH?O.?KHXGFHO/
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"(0G?XG\G.O ÔWO/OXO?XO/ FH %"= \F0] .G\_0O.?K00O?XO/ @WK\%’ _WKVFH?O.FH *AFHG" GH/ FX̂ G..RIIO.XO/ XAGXXAOF00OIG0

R.OK@"(0G?XG\G.O Ĝ.G0\K.XO0F\FHGXO/ FH *AFHG&

A&B C+%-5& "(0G?XG\G.O# OH‘J\OXAOW\F.XKWZFK.OH.KW# _G.XORWF‘O/ \F0]# _OHF?F00FH D

$$在乳牛养殖中""(内酰胺类抗生素是治疗乳牛疾
病最常用的抗生素"也是牛乳中最主要的残留抗生
素(% e!) ’ 随着我国乳及乳制品抗生素残留监管的日
趋严格"在经济利益的驱使下"能有效水解此类抗生
素的 "(内酰胺酶被违法添加入牛乳"使不合格奶源流
入乳制品生产及消费环节’ 由此导致消费者食用后
耐药性增高"为食品安全埋下重大隐患’ 因此"!""3
年 ! 月 "(内酰胺酶被列入前卫生部公布的+食品中可
能违法添加的非食用物质名单$第二批%, (’) ’

迄今已发现 4"" 多种 "(内酰胺酶"而市场上出
售的用于水解牛乳中抗生素的 "(内酰胺酶制剂"主
要为对青霉素有特效分解作用的亚类’ 对于种类
繁多*结构多样的 "(内酰胺酶制剂"针对酶结构的
直接检测方法难度较大’ 目前绝大多数方法通过
表征酶解前后底物的变化对乳制品中 "(内酰胺酶
的活性进行间接测定"如卫生部颁布的乳及乳制品
中舒巴坦敏感 "(内酰胺酶类药物检验方法!!!杯
碟法 (4) "该方法灵敏度高"重现性好"但存在实验周
期长"技术要求高等局限性’ 本实验室前期成功开
发了基于酶热生物传感器的快速检测方法"快速*

简便"结果与杯碟法具有良好的可比性 (#) "本文即
采用酶热生物传感器法对我国 %’ 个省市的 %"= 个
巴氏杀菌乳样品进行测定"并初步分析我国牛乳中
"(内酰胺酶的本底值含量"为食品安全相关政策的
制定提供依据’

%$材料与方法
%2%$材料
%2%2%$样品采集

于 !"%’ 年 = k< 月在北京 $ 4: 份 %*黑龙江

$4 份%*河北$4 份%*新疆$: 份%*贵州$4 份%*陕西
$4 份%*甘肃$: 份%*内蒙$! 份%*湖南$= 份%*宁夏
$% 份%*江苏$: 份%*浙江$= 份%*湖北$: 份%%’ 个
省市采集市售不同品牌*不同批次巴氏杀菌乳样品
共 %"= 份’
%2%2!$主要试剂与仪器

酶热生物传感器$瑞典欧米克生物科技集团%*

全温振荡培养箱’

青霉素标准品 $ % #"" k% :#" U,\I"编号&
%#"!#"<"美国 9FI\G%* "(内酰胺酶标准品 $ 4 4="
]U,\0"编号&%’"44%"中国药品生物制品检定所%*
磷酸二氢钠*磷酸氢二钠*无水乙醇"试剂均为分析
纯或以上纯度"试验用水为重蒸去离子水’
%2!$方法

依照参考文献(#)中酶热生物传感器法操作’
%2!2%$样品前处理

取巴氏杀菌乳样品置于 # \0离心管中"共 ! 管
$! \0,管%"分别标为 ;*1’ 在 ;*1两管中各加入
!" !0青霉素 D标准溶液至终浓度为 "2! \\K0,N";

管立即进行检测"1管室温翻转振荡 ’ A 后进行检测’
%2!2!$配制标准溶液

"(内酰胺酶标准溶液&准确量取或称取适量 "(
内酰胺酶标准物质"用磷酸盐缓冲溶液溶解并定容
为 #"" U,\0的标准溶液"现用现配’ 青霉素标准溶
液&准确称取适量 $精确至 "2% \I%青霉素标准物
质"用磷酸盐缓冲溶液溶解并定容为 !" !\K0,\0的
标准溶液"现用现配’ 磷酸盐缓冲溶液&以磷酸二
氢钠和磷酸氢二钠配制 "2% \K0,N磷酸盐缓冲液
$_Mh:2"%’ :#g乙醇&将无水乙醇和水以体积比
’m%混合均匀’
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%2!2’$酶热生物传感器条件
传感器工作温度 ’" i"流动相为磷酸盐缓冲溶

液"流速 %2" \0,\FH"进样量 ’#" !0’
%2!24$样品测定

将按 %2!2% 处理后的 ;*1两管溶液以酶热生
物传感器进行测定"记录信号峰高’ 以 ;*1溶液信
号峰高之差作为样品信号"通过标准曲线进行定量’

!$结果与分析
!2%$样品前处理条件的优化

酶热生物传感器基于酶柱对底物特异性的催
化作用而对底物浓度进行测定"因此专一性强"基
质干扰小"对样品前处理的要求低#并且酶柱中填
充的多孔玻璃微珠直径在 %!# k%#" !\之间"脂
肪*蛋白质等大分子不会对酶柱造成堵塞"因此样
品无需进行离心*过滤"可直接进样分析’

为保证酶解过程充分"本试验比较了 ’ 种不同温
育条件对酶解过程的影响’ 将加标巴氏杀菌乳样品
$含有 %" U,\0的 "(内酰胺酶%与青霉素 D标准溶液
混合"使其中青霉素 D浓度达到 "2! \\K0,N"分别按
以下 ’ 种条件进行酶解反应&" !# i振荡 ’ A#
#’: i静置 ’ A#$!# i静置 ’ A’ 反应后测定剩余
的青霉素 D"并计算出 ’ 种条件下的青霉素 D分解百
分率"结果见图 %’

图 %$酶解反应条件优化结果
-FIRWO%$S_XF\F‘GXFKH K@?KH/FXFKH./RWFHIOH‘J\O

?GXG0J.F.WOG?XFKH

’ 种条件下"牛乳中的 "(内酰胺酶均能催化青
霉素D的分解"其中在"和#两种条件下"青霉素D

的水解效率更高’ 这可能是由于振荡过程有助于
物质的扩散"保证了酶与底物的充分接触’ 同时""(

内酰胺酶的活性受温度影响较明显"其酶活最佳温
度为 ’: i"在该温度下酶解效率较高’ 因此"!# i

振荡 ’ A 和 ’: i静置 ’ A 均为较好的酶解条件"能
获得较高的检测灵敏度’
!2!$基质加标标准曲线

以空白巴氏杀菌乳样品配制 "(内酰胺酶基质加

标标准曲线"标准系列浓度为 "*4*%"*!" U,\0’ 按照
%2!2% 和 %2!2’进行处理和测定"以温育反应前后信号
峰高之差为纵坐标"其对应浓度为横坐标作图"绘制校
准曲线"见图 !’ 标准曲线线性范围为 4 k!" U,\0"回
归方程为 )h"2’4"*n"2"=<"5! h"233:"方法检出
限为 ! U,\0"定量限为 4 U,\0’ 当浓度 o!" U,\0
时"超出线性范围"需稀释后进行测定’
!2’$样品测定结果

将 %"= 份巴氏杀菌乳样品用 %2!2% 和 %2!2’
方法分 # 批进行处理*测定"每批随机插入 % 个质
控样品$ "(内酰胺酶含量为 =*%" 或 %< U,\0%用于
评价测定结果的有效性’ # 个质控样品的回收率
均在 <#g k%"<g之间"表明了结果的可信度"样
品测定结果见表 %’ 其中北京*黑龙江*河北*甘
肃*内蒙*湖南*宁夏*江苏*湖北 3 个省市的样品
中均未检出 "(内酰胺酶$﹤ ! U,\0% #新疆*贵州*
陕西*浙江4 个省市各有 % 份样品检出 "(内酰胺
酶"含量均 f4 U,\0’ 对 4 个阳性样品进行 ’ 次平
行验证"测定结果见表 !’ 由于其含量介于检出限
与定量限之间"其 %&’值较大"因此测定结果只能
作为半定量参考’

表 %$我国 %’个省市巴氏杀菌乳中 "(内酰胺酶含量测定结果
8GZ0O%$"(0G?XG\G.OG?XFVFXFO.FH _G.XORWF‘O/

\F0] _WK/R?X.?K00O?XO/ @WK\%’ _WKVFH?O.

采集
地点

样品数,
份

阴性样品数,份
$ f! U,\0%

阳性样品数,份
$ o! U,\0%

检出率,
g

北京 4: 4: " "2"

黑龙江 4 4 " "2"

河北 4 4 " "2"

新疆 : = % %42"

贵州 4 ’ % !#2"

陕西 4 ’ % !#2"

甘肃 : : " "2"

内蒙 ! ! " "2"

湖南 = = " "2"

宁夏 % % " "2"

江苏 : : " "2"

浙江 = # % %=2:

湖北 : : " "2"

合计 %"= %"! 4 ’2<

’$讨论
乳及乳制品中违法添加 "(内酰胺酶已引起全

社会广泛关注"并于 !""3 年列入+食品中可能违法
添加的非食用物质名单$第二批%,’ 针对该问题也
已发展出一系列检测方法’ 然而"由于牛乳中 "(内
酰胺酶来源复杂"除可能外源性人为添加外"也有
动物体内细菌分泌产生的内源性 "(内酰胺酶"且内
源性酶含量水平受诸种因素影响 (=) ’ 现有的检测
方法均无法实现对内*外源性 "(内酰胺酶含量的区
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$$$$ 表 !$阳性样品测定结果$- h’%

8GZ0O!$"(0G?XG\G.O/OXO?XO/ FH 4 \F0] .G\_0O.
样品编号 测定值$U,\0% 平均值$U,\0% %&’,g

新疆(94

贵州(9:

陕西(9!

浙江(9%

!2:
!23 ’2% %#24
’2=
!2=
%2< !24 !’2’
!23
!2!
’2% !23 !%2#
’24
’23
42! ’2: %#2!
’2%

分"从而导致评判标准难以界定’ 因此"开展广泛
的本底调查工作对于判定是否违法添加意义重大’
目前已陆续出现一些区域性的调查结果 (: e%") "如但
对全国范围的采样和调查仍未见报道’ 本文以此
为出发点对全国部分地区巴氏杀菌乳中 "(内酰胺
酶含量进行初步调查分析"能够在一定程度上反映
我国部分地区"特别是我国主要的乳制品生产和消
费地区的 "(内酰胺酶含量现状’

从调查结果方面分析"!"%!!!"%’ 年间的区域
性调查显示&苏州市售 ’% 份液体乳样品中 "(内酰胺
酶的检出率为 ’2!g(:) #甘肃地区 #" 份成品奶中"(内
酰胺酶的检出率为 =g(<) #吉林省 %#! 份牛乳样品中
"(内酰胺酶的检出率为 %:2%g(3) #南通市 %"! 份市售
牛乳样品中 "(内酰胺酶的检出率为 %42:g(%") ’ 这些
结果与本文结果较为一致’ 而我国在 !"": 年发表的
一项研究结果(%%)显示"在所采集的 :: 份市售牛乳样
品中"检出率高达 =4g’ 与之相比"可见我国近年来
乳制品中违法添加 "(内酰胺酶的问题已得到较大改
善’ 由于巴氏杀菌乳储存及运输的难度"部分地区未
能进行样品采集"没有涵盖在本次调查范围内’ 此
外""(内酰胺酶含量受季节气候影响也较明显"持续
监测同一地区不同时间的 "(内酰胺酶含量变化也具
有重要意义"可以为人群乳制品消费及相关部门的政

策制定提供参考依据’
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