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摘  要 

生物素(biotin)别称维生素B7，也可称其为维生素H、辅酶R等，在碳水化合物、氨基酸和脂肪酸的代谢

中作为几种羧化酶的必需辅酶发挥重要作用，对于构成视沉细胞内感光物质、维持上皮组织结构的完整

和健全、增强机体免疫反应和抵抗力、维持正常生长发育等有重要作用。因此检测各类日常食物中的生

物素以及人类每天摄入生物素的含量意义重大。目前检测生物素的方法有微生物法、色谱法、荧光法、

分光光度法、免疫法、生物传感器法等，本文主要对于生物素主要检测方法进行综述，尤其是生物传感

器方法。 
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Abstract 
Biotin, also known as vitamin B7, can also be called vitamin H and coenzyme R; it plays an impor-
tant role as an essential coenzyme of several carboxylase enzymes in the metabolism of carbohy-
drates, amino acids and fatty acids and also in forming photosensitive substances in retinal cells, 
maintaining the integrity and soundness of epithelial tissue structure, enhancing immune re-
sponse and resistance, and maintaining normal growth and development. Therefore, it is of great 
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significance to detect the content of biotin in various daily foods and the daily intake of biotin by 
humans. At present, the detection methods of biotin include microbial method, chromatography, 
fluorescence method, spectrophotometry, immunoassay, biosensor method and so on. This paper 
mainly summarizes the main detection methods of biotin, especially biosensor methods. 
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1. 引言 

生物素(biotin)别称维生素 B7，也可称其为维生素 H、辅酶 R [1]等，在碳水化合物、氨基酸和脂肪酸

的代谢中作为几种羧化酶的必需辅酶发挥重要作用。文献报道[2] [3]人体肠道微生物可以合成一些生物

素，但根据食品和营养委员会的估计，成人生物素的适当摄入量为 30~100 微克/天，有益于刺激头发生

长、治疗某些疾病，如生物素缺乏症、脂质紊乱、糖尿病和糖尿病性周围神经病变。婴幼儿肠道功能较

弱无法合成生物素[4]，并且饮食种类单一，缺乏生物素会造成严重的神经症状，比如出现躁狂、嗜睡、

发育迟缓以及舌炎和皮炎等症状。生物素可以增强机体的免疫力，维持增长机体的溶酶体膜，参与克雷

布斯循环、胰岛细胞基因表达和胰岛素分泌[5]，此外，生物素还可以作为探针精准靶向癌细胞[6]，在生

理和病理过程中发挥极大作用。 
作为水溶性维生素 B 复合物的一员，生物素是一种重要的微量营养素，是线粒体、dria 和细胞质中

发现的五种羧化酶的共同因子。总的来说，这些生物素结合酶催化代谢途径中的关键步骤，包括氨基酸

分解代谢、糖原生成、脂肪生成和能量转换。除了作为修复组织的功能外，生物素还被确定在基因表达、

细胞内信号通路和激素生物素化的调节中发挥作用。因此，毫不奇怪，生物素缺乏已被证明会导致多种

临床疾病，从皮肤病和神经异常到生长发育迟缓。其中生物素在体内氧化生成顺视黄醛和反视黄醛，构

成视沉细胞内感光物质；并且能够通过能量产生促进某些蛋白质的合成；参与维生素 B12、叶酸和泛酸的

代谢；促进汗腺、神经组织和骨髓的健康；减少湿疹和皮炎症状；防止白发和脱发，有助于治疗秃头；

对抑郁和失眠有益；促进尿素合成和排泄；可用于治疗动脉硬化、中风、脂质代谢异常、高血压、冠心

病和血液循环障碍。当生物素缺乏时，生殖功能下降，骨骼生长不良，胚胎和幼儿的生长发育受阻。因

此，研究药物、保健品和日常食品中的生物素是否满足人们日常摄入含量是非常必要的。 
生物素在生理和病理过程中发挥极大作用，因此研究快速、简便、可靠的方法用于生物素的测定是

非常必要。 

2. 生物素主要检测方法 

如图 1 所示，生物素的检测方法主要有微生物法[7]、色谱法[8] [9] [10] [11]、荧光法[12]、分光光度

法[13]、傅里叶变换红外反射吸收光谱法[14]、免疫法[15] [16] [17] [18]、生物传感器法[19]-[25]等。 
1) 微生物法 
微生物法主要有比浊法、滤纸片法等，并且微生物检测生物素主要分为传统国际方法和试剂盒法[26]。

其原理为一些细菌的生长强烈依赖于特定的维生素，可用于制备选择性培养基，即要测量的维生素量直
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接影响细菌的生长。添加不同浓度的待测维生素作为标记曲线，可半定量测定样品中特定维生素的含量

[7]。 
 

 
Figure 1. Main detection methods of biotin 
图 1. 生物素的主要检测方法 

 
王志伟[7]采用培养植物乳杆菌检测婴幼儿配方奶粉中的生物素含量，线性范围为 0.1~1 ng；刘志楠

[27]等人采用植物乳酸杆菌、干酪乳杆菌、莱士曼氏乳酸杆菌对于 183 组牛奶中的生物素及叶酸机型检测，

实验得到牛奶中生物素含量多数集中在 2~3 μg/100mL。曹艳娟[28]等人依据相关统计学方法，对影响全

营养配方食品中生物素含量结果的不确定度分量进行探究和评定，结果表明生物素含量的扩展不确定度

为 1.84 μg/100g (k = 2)。 
2) 高效液相色谱法 
高效液相色谱法(HPLC)是近几十年发展起来的一种高效快速分离检测技术，其测定原理是根据被分

离组分在流动相和固定相之间的各种微观作用的差异。目前 HPLC 经常结合质谱法一起检测食品或者其

他物质中的维生素等物质，而液相色谱–质谱联用技术(Liquid chromatography tandem mass spectrometry, 
LC-MS)是将色谱法中的高分离能力和质谱法中的高选择性结合起来，具有了色谱分离和质谱鉴定的双重

功能。 
Ji-Young Kim [9]等人利用三柱体系高效液相色谱法检测韩国人消费量高的食物中的生物素浓度，在

已优化的实验条件下，这些食物中含有的生物素：大豆(2.037 μg/g)、猪肝(0.455 μg/g)、大米(3.433 μg/g)、
啤酒(4.428 μg/g/day)等。Ulrich Höller [10]等人开发了两种基于 HPLC-MS/MS 定量饲料、食品、片剂和预

混料中微生物的灵敏和特异方法并进行了验证。关键步骤是将样品用木瓜蛋白酶进行酶消化，然后用硫

酸进行碱提取或水解，用氘化生物素作为内标物，用于补偿样品制备过程中的损失和样品制备过程中的

离子抑制。该定量限为 100 μg/kg，与微生物法进行对比，两个方法结果一致，但是该方法比常用的植物

乳杆菌微生物检测法更快。Shuko Nojiri [29]等人构建了一种灵敏和选择性的柱后衍生高效液相色谱法，

使用邻苯二甲醛(OPA)和 3-巯基丙酸(3-MPA)用于测定药物制剂中的生物素。S. Lahély [30]等人提出了一

种通过反相液相色谱法测定各种食品中生物素含量的方法，包括通过酶水解(木瓜蛋白酶)提取维生素体

(d-生物素和 d-生物素)，必要时使用高淀粉酶，用荧光检测通过抗生物素 FITC (荧光素 5-异硫氰酸酯)柱
后衍生的配合物。该方法具有良好的回收率(90%~106%)、令人满意的重复性(变异系数小于 7%)和极低的

检测限(0.005 μg/g)。Nicholas A. Cellar [31]等人建立了一种同时测定婴儿配方奶粉及相关营养素中的核黄

素(B2)、烟酰胺和烟酸(B3)、泛酸(B5)、吡哆醇(B6)、生物素(B7)和叶酸(B9)的改进方法。该方法采用了一

种简单的、高效、快速的样品制备，然后进行液相色谱–串联质谱分析(LC-MS/MS)。它改进了以前的方

法，提供了简单而坚固的样品制备，通过改进色谱条件，最终得到高度准确和精确的方法可用于测定各
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种配方中的水溶性维生素。该方法经过六个月的验证，两名分析员在两个不同实验室的仪器上工作。得

到中间的精密度的相对标准偏差平均为 3.4% ± 2.6%，平均过峰回收率平均为 100.2% ± 2.4% (n = 100)。 
3) 荧光法 
荧光法测定生物素的原理是生物素与荧光素反应，从而引起荧光强度增加或者猝灭。其中 Robert H. 

Batchelor [12]等人描述了一种基微孔板的荧光共振能量转移的高通量荧光测定法，用于检测与蛋白质或

核酸连接的生物素。该分析利用 Alexa Fluor®488 染料标记的 avidin 与猝灭染料 2-(4′-羟基偶氮苯)苯甲酸

(HABA)结合成复合物，占据抗生物素蛋白的生物素结合位点。在没有生物素的情况下，HABA 通过 FRET
猝灭 Alexa Fluor®488 染料的荧光发射。当生物素与 Alexa Fluor®488 染料标记的抗生物素结合时，HABA
被置换，导致 FRET 效率降低。这种机制导致荧光强度增加，与样品中生物素的含量直接相关。 

4) 傅里叶红外光谱法 
傅里叶红外光谱法是基于对干涉后的红外光进行傅里叶变换，傅里叶红外光谱仪主要由红外光源、

光阑、干涉仪(分束器、动镜、定镜)、样品室、检测器以及各种红外反射镜、激光器、控制电路板和电源

组成。Yam C-M [14]等人将傅里叶变换红外反射吸收光谱(FT-IRRAS)连续用于自组装单层的平面金基底

上覆盖半胱胺的共价固定监测生物素，以及转换抗生物素和生物素的分子识别。通过使用各种过渡金属

羰基探针标记抗生物素和生物素，极大地提高了该检测的选择性。通过吸附牛血清白蛋白，阻断非特异

性结合位点，优化了亲和素与生物素的结合。 
5) 免疫法 
抗原和抗体结合即发生免疫反应，其特异性很高，具有极高的选择性和灵敏度。免疫法是基于抗体

抗原特异性结合，而生物素的抗体是抗生物素蛋白，又称亲和素。Shao-Yi Hou [15]等人开发了一种超灵

敏、简单、快速的生物素-肽检测免疫分析方法，该方法使用金纳米粒子与抗体结合。将生物素共价连接

到肽上，再将生物素-肽结合在硝化纤维素膜上，抗体包裹的金纳米粒子与生物素-肽结合形成红点。Xing 
Chen 等人采用自制的 SPR 分析系统和变性牛血清白蛋白(dBSA)的 SPR 芯片，基于抑制免疫分析法检测

生物素。优化了再生条件，采用自组装方法制备了 dBSA SPR 芯片，生物素衍生物通过吸附固定在 dBSA 
SPR 芯片上。使用商用仪器和葡聚糖 SPR 芯片(CM5)进行相同的实验。基于生物素抗体和生物素衍生物

之间的免疫反应实验，生物素抗体浓度优化为约 5 µg/mL，以获得高灵敏度，用于后续的抑制免疫分析。

使用自制仪器和 dBSA SPR 芯片，生物素的最低检测限为 0.1 µg/mL，检测范围为 0.1~1000 µg/mL。所自

制的仪器和 dBSA SPR 芯片的检测结果与商业方法相当。 
综上所述，微生物法成本低，但是检测周期长、样本间平行性不好、菌种保存困难、操作复杂等；

高效液相色谱法对样品的前处理要求较高，要求样品纯度高，无杂质，复杂化了前期人工处理样品的工

序；荧光法可靠性存在缺陷；分光光度法是因为生物素无典型的紫外和荧光发色团，不适合在含量比较

低的样品中检测生物素；免疫法操作简便，结果准确，重复性好，但是对于环境的条件比较苛刻。生物

传感器法操作简单、成本低、便于携带、反应灵敏和检测速度，近期得到飞速发展。 
6) 生物传感器法 
生物传感器是一种对生物物质敏感并将其浓度转换为电信号进行检测的仪器。是由固定化的生物敏

感材料作识别元件比如生物活性物质等、适当的理化换能器如氧电极、场效应管等及信号放大装置构成

的分析工具或系统。 
i) 光学生物传感器法 
光学生物传感器分为无源光学生物传感器、光致光学生物传感器、电致光学生物传感器，一般用于

检测生物素的光学生物传感器为电化学发光。刘世利[32]等人建立了光电化学系统竞争性检测生物素小分

子浓度的方法。采用联吡啶钌作为标记物，以氧化锡纳米颗粒为电极，草酸盐为电子供体还原标记物，
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竞争性光电检测方法检测生物素，检出限为 8 μg/L。李红[33]基于链霉亲和素磁珠与荧光染料 SYBR Green 
I (SG)辅助信号放大技术，提出了一种简单、非标记的荧光生物传感方法用于生物素的检测。在最优化的

实验条件下，该传感体系的线性浓度范围在 4~24 ng mL−1内，该方法的检测限为 1.19 ng mL−1。张浩[34]
提出一种基于单链 DNA (ssDNA)与氧化石墨烯之间强相互作用和生物素与链酶亲合素(SA)特异性相互作

用的新的荧光传感系统检测生物素。 
ii) 比色生物传感器法 
比色法是以生成有色化合物的显色反应为基础，通过比较或测量有色物质溶液颜色深度来确定待测

组分含量的方法。李红[33]基于 DNAzyme 和 G-四联体串联信号放大的比色生物传感器用于生物素的检

测。根据溶液颜色和紫外吸收信号的变化，可以实现对生物素快速、灵敏、可视化的检测。 
iii) 电化学生物传感器法 
如图 2 所示，电化学生物传感器是指由生物体成分(酶、抗原、抗体、激素等)或者生物体本身(细胞、

细胞器、组织等)作为敏感元件，电极(固体电极、离子选择性电极、气敏电极等)作为转换原件、以电势、

电流、阻抗等为特征检测信号的传感器。电化学生物传感器的应用范围广泛，比如：医药领域、食品安

全、环境检测等等生活实践中。电化学生物传感器分为：电化学免疫传感器、电化学非免疫传感器(适体、

DNA、生物活性物质等)。在各种分析方法中，电化学方法由于操作简单、成本低、便于携带、反应灵敏

和检测速度快被普遍使用。电化学检测生物素的主要机理是基于在电极表面上生物素的氧化还原或与某

种类型的探针反应，通过捕获的电化学信号的不同变化检测生物素的浓度，构建修饰电极需要具有优异

的电荷传输能力，并可以获得强的电化学响应的一种方法。 
 

 
Figure 2. Biosensor classification 
图 2. 生物传感器分类 

 
Julien Biscay [19]等人使用磁珠和可重复使用丝网印刷电化学阵列进行生物素的检测分析，该反应方

案基于生物素和辣根过氧化物酶(B-HRP)标记的生物素之间的一步竞争分析如图3。采用链霉亲和素(Strep 
MB)、生物素和 B-HRP 修饰的磁珠混合物进行修饰丝网印刷电极。生物素的线性范围为 0.1~250 nM，灵

敏度为 10−2 µA nM−1。 
 

 
Figure 3. Build a competitive scheme for detecting biosensors [19] 
图 3. 构建检测生物传感器的竞争方案[19] 
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并且，Ja-an Annie Ho [22]等人研究了两种替代的固定化方法，以增强丝网印刷石墨电极(SPGE)上抗

体的定向性。第一种方法是将金纳米粒子沉积到 SPGE 上，然后通过金-硫醇键吸附抗生物素抗体的单价

半抗体(monoAb)片段。对于第二种技术，我们通过制备呈现 SPGE 表面的硼酸与该抗生物素抗体的碳水

化合物单元相互作用，利用硼酸对糖部分的亲和力。利用这种方法制备了一种超灵敏的电化学免疫传感

器可用于检测浓度低至 0.19 pg 的生物素。Ting-Yang Chen [24]等人展示了一种集成的生物传感器，该传

感器带有一个薄膜晶体管，用于记录生物分子携带的电荷，以及一个微流控通道，用于检测目标溶液的

扩散特性。该传感器能够通过监测晶体管电流的瞬态响应来检测链霉亲和素-生物素复合物的结合相互作

用。Silvina V. Kergaravat [6]等人研究了一种用于食品中生物素快速测定的电化学磁生物传感器。在链霉

亲和素修饰的磁性微球作为固体载体上以直接竞争形式进行亲和反应。生物素化辣根过氧化物酶

(biotinHRP)与样品中的游离生物素竞争磁性微球上链霉亲和素的结合位点。修饰后的磁珠很容易被磁性

石墨–环氧树脂复合电极捕获，电化学信号基于添加过氧化氢作为底物和邻菲二胺作为共基质的 HRP 酶

的酶活性。响应通过方波伏安法进行电化学检测。检测限为 8.4 × 10−8 mol L−1的生物素(20 μg L−1)，动态

范围为 0.94~2.4 × 10−7 mol L−1。Mai Mai Khoo [35]等人开发一种如图 4 所示简单的电化学免疫传感器，

用于直接检测生物素，对于监测生物素含量非常重要。置换法用于生物素检测，在游离生物素存在的情

况下，表面结合抗体从免疫传感器表面分离。使用这种电化学免疫传感器检测生物素时，不需要对样品

进行预处理。Yinhua Lei [36]等人报告了一种利用悬浮纳米颗粒晶体(S-NPC)作为基于纳米流体电动力学

原理的电读出生物传感器的方法。作为初步的证明，使用粒径为 520 nm 的链霉亲和素修饰 S-NPC 检测

PBS 缓冲液中的生物素。目前的结果表明，这种基于纳米流体的生物传感器对生物素的检测范围约为 1 
nM~10 mM，灵敏度为 160 nS/nM。并且有使用酶链接检测生物素，如 ZJ Huan [37]等人通过将生物素-
牛血清白蛋白结合物包被在聚苯乙烯微板上以结合抗生物素蛋白-β-半乳糖苷酶结合物的竞争来定量游离

生物素。通过与以下荧光底物之一，试卤灵 β-D-半乳糖苷和荧光素二 β-D-半乳糖苷反应，在荧光板读数

器中检测出竞争导致残留在板表面上的酶缀合物。常规可以检测到低至 0.1 nmol 的游离生物素。 
 

 
Figure 4. Schematic diagram of electrochemical immunosensor surface fabrication [35] 
图 4. 电化学免疫传感器表面制作示意图[35] 
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Alyah Buzid [21]等人研究了 Nafion 在掺硼金刚石电极(BDD)表面形成稳定的膜，修饰电极能够氧化

生物素，可用于生物素的灵敏检测，检测限为 5 nM，即血浆中生物素的平均正常水平。该方法已成功应

用于人血浆样品和一种常见保健品中生物素的测定。 
其中，微生物法作为标准化方法，因为培养微生物的时间长，并且需求高，培养环境需求高。荧光

法具有灵敏度高、分析速度快的优点，但是其具有干扰严重，荧光物质不好确定等缺点。分光光度计具

有灵敏度较高，仪器设备简单，操作简单、快捷等优点，缺点是其准确度相对来说不是很高。免疫法操

作简便，结果准确，重复性好，但是对于环境的条件比较苛刻。而电化学分析法对于目标分析物的测定

分析快速、具有选择性和高灵敏度。在涉及电化学的技术中，检测技术已被广泛应用于不同类型的药物

的分析中物质。电化学生物传感器具有检测限低、相对简单、灵敏度高、成本低等重要优点，并且易于

便携化、设备化、自动化。 

3. 结论 

在生物体内存在各种具有不同的生物和医学功能的小分子，而生物素是一种水溶性维生素，可作为

辅酶参与生物体内的新陈代谢和生化过程。虽然在很多食物中存在，但是孕妇以及婴幼儿都会面临生物

素缺乏的情况，所以在婴幼儿配方食物中至少需要 1.5 mg 的生物素用于满足婴幼儿的生物素需求。已经

报导过的检测生物素的方法有微生物法、免疫法、光学法、色谱法、生物传感器法等，但是这些方法都

会有一些缺点，比如复杂的预处理、操作时间长、稳定性不好、抗干扰能力差等，所以我们还需要探究

更多检测生物素的方法，应用于检测不同食物中以及临床医学上的标准方法。 
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