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摘  要：【背景】近些年，16S rRNA 基因测序与宏基因组分析常用于肠道微生物病原体检测。【目

的】为了使检测不受限于高成本与耗时长的问题，基于荧光探针的实时荧光定量 PCR (real-time 
fluorescence quantitative PCR, qPCR)，建立一种评估人类肠道微生物群组成的平台用于检测肠道微

生物丰度。【方法】从公共数据库筛选 10 种肠道中普遍存在的微生物分类群，使用 20 个粪便样

本验证为 10 种靶标所设计的特异性引物与探针，最后通过比较 qPCR 方法和 16S rRNA 基因测序

技术的检测结果来评估该平台的有效性。【结果】10 对引物及其探针对靶标分类群具有特异性并

且在 HITdb 数据库中靶向菌种的覆盖率超过 70%；样本检测结果的变异系数(coefficient of variation, 
CV)小于 10%，证明了该方法具有很高的稳定性；qPCR 方法检测样本中物种的相对丰度与 16S 
rRNA 基因序列生物信息学分析结果大部分具有显著相关性(P<0.05)。【结论】本研究根据 HITdb
数据库设计的靶向微生物群的引物和探针检测到的粪便样本中微生物的相对丰度结果与 16S 
rRNA 基因测序结果相吻合，可以提供精确且低成本的肠道微生物群分析基础，同时也为临床诊断

制定治疗方案提供了快速有效的参考信息。 
关键词：肠道微生物；16S rRNA；qPCR；菌群丰度 
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Abstract: [Background] In recent years, 16S rRNA gene sequencing and metagenomic analysis 
have been commonly used for detecting microbial pathogens in the gut. [Objective] To 
overcome the limitations of high cost and long detection time, we established a method for 
analyzing the composition of human gut microbiota based on real-time fluorescence quantitative 
PCR (qPCR), which can measure the abundance of gut microorganisms. [Methods] Ten 
microbial taxa commonly detected in the intestine were selected from public databases. We 
designed specific primers and probes for the ten targets and validated them using 20 fecal 
samples. Furthermore, we compared the results of qPCR and 16S rRNA gene sequencing to 
evaluate the performance of the established method. [Results] The ten pairs of primers and 
probes were specific to the targeted taxa, and the coverage of targeted bacteria in the HITdb 
database exceeded 70%. The coefficient of variation (CV) of sample detection results was less 
than 10%, indicating that the method was highly stable. The results of qPCR and 16S rRNA 
gene sequencing for measuring the microbial abundance were correlated (P<0.05). [Conclusion] 
The results of the relative abundance of microorganisms detected in fecal samples using the 
primers and probes designed based on the HITdb database were consistent with those obtained 
by 16S rRNA gene sequencing. This study provides an accurate and cost-effective method for 
analyzing gut microbiota and the reference information for clinical diagnosis and treatment. 
Keywords: gut microorganism; 16S rRNA; qPCR; microbial abundance 
 

肠道微生物群是人体内基因多样性最复杂

的微生物生态系统[1-2]。肠道微生物寄生在人体

肠道中，与人们的生命安全密切相关[3-4]。微生物

群是实现宿主一系列生物过程的关键因素[5]。肠

道微生物包括细菌、病毒、真菌和其他一些单

细胞真核生物，主要细菌门有拟杆菌门、厚壁

菌门、放线菌门、变形菌门和梭杆菌门[6]，对

人类和动物的新陈代谢和免疫系统有重大影

响。人类肠道微生物群在宿主体内的功能有肠

道发育、稳态及对病原体的抗性 [7]。在正常情

况下，肠道微生物在肠道中保持动态平衡，从

而在人体中发挥重要作用[8]。如果这种平衡被

打破，在某些情况下就会形成肠道菌群失调[9]。

研究表明，肠道菌群失调可能会引起代谢性疾

病，包括肥胖和糖尿病[10]，以及抗生素相关的

腹泻[11]、炎症性肠病[12]、克罗恩病、溃疡性结

肠炎[13]和结直肠癌[14]等各种肠道疾病[15-16]。 
目前有 2 种主要的高通量测序方法检测肠

道微生物。第 1 种方法是使用靶向扩增子测序，

通过 PCR 扩增和测序保守的 DNA 靶标，如核糖

体 DNA (rDNA)编码的 16S rRNA，16S rRNA 基

因在细菌中高度保守且普遍存在，其包含 9 个高
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变区(V1−V9)，并且这些高变区在细菌种属之间

有所不同[17-19]。第 2 种方法是宏基因组测序，使

用鸟枪法对从样品中分离的总基因组 DNA 进行

测序，非选择性地捕获样品中的所有 DNA 序列[20]。

需要注意的是这 2 种方法都有其局限性，例如存

在误差率和灵敏度等问题，而且这些方法通常需

要昂贵的设备与试剂，并且需要很大的空间用于

严格分区实验室，再由专业人员在样本量足够的

条件下进行分析操作至少 12 h，甚至 24 h 以上

才能获得测试结果。此外，数据分析也是极为重

要的步骤，需要借助专业软件进行分析解读。 
大量研究表明，肠道微生物群的高通量测序

检测仍存在着操作复杂、需要专业实验室和实验

人员、检测时间长、成本高等缺陷[21]。因此，本

研究介绍了一种先进的检测和分析方法——实

时荧光定量 PCR (real-time fluorescence quantitative 
PCR, qPCR)，它是定量研究肠道微生物群落的

最佳方法之一。作为检测和量化相关微生物的工

具，qPCR 已广泛应用于微生物生态学，这有助

于更好地了解肠道微生物群落的复杂性[22-23]。我

们可以利用 qPCR 快速检测肠道微生物群，分析

人体肠道微生物组的主要成分，其中分析的样本

类型可以从粪便样本到拭子和活检，以及人体肠

道模拟器的内容物[24]，分析结果可以用于探索与

疾病、饮食和生活方式等因素的关联[25-27]。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit，Qiagen
公司；Animal Detection U+Probe Master Mix，
Vazyme 公司；胶回收试剂盒，Omega Bio-Tek
公司；KAPA HiFi HotStart PCR Kit，罗氏诊断

产品(上海)有限公司；MiniSeq Mid Output Kit，
Illumina 公司。CFX connectTM 荧光定量 PCR 检

测系统，Bio-Rad 公司。 

1.2  靶标筛选 
通过人类肠道宏基因组公共数据库(GMrepo, 

https://gmrepo.humangut.info./home)获得大量肠

道微生物样本的数据，并在出现频率和相对丰

度的条件下对样本数据进行筛选，得出所需的

流行物种列表，选择从门到属与人类健康关联

较大的靶标分类群。 

1.3  引物探针的设计与验证 
为了识别针对特定肠道微生物群的引物和

探针，分析基因序列以识别在给定群体中高度

保守的区域以及足以将该群体与肠道微生物组

的其他成员区分的区域。 
首先使用 NCBI 设计引物和探针。在选择每

个靶标的特定保守区序列后，通过 NCBI-BLAST
算法获得所选基因序列的物种特异性，设计参

数(如引物长度、探针长度、扩增子长度、熔解

温度和 GC 含量等)以获得更高的成功率。为了

提高探针的稳定性、特异性和灵敏度，每个探

针至少包含 4 个锁定的特异性碱基。 
接着通过 PCR 与 qPCR 扩增验证引物、探

针的稳定性与特异性。通过 BLAST 搜索将扩增

的序列与相应的微生物基因组进行比较，验证引

物和探针靶向微生物的覆盖度。PCR 扩增验证

引物特异性的反应体系(50 μL)：2×Taq PCR Mix 
25 μL，上、下游引物各 1 μL (终浓度 0.4 μmol/L)，
DNA 模板 1 ng，ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应

条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 
1 min，35 个循环；72 ℃ 5 min。得到的 PCR 产

物使用 1.5%琼脂糖凝胶电泳验证目的条带，再

通过 qPCR 检测多重反应中所有引物的稳定性。

qPCR 反应总体系为 20 μL：Animal Detection 
U+Probe Master Mix 10 μL，上、下游引物终浓

度各 0.5 μmol/L，探针终浓度 0.25 μmol/L，DNA
模板 1 ng，ddH2O 补足 20 μL。qPCR 反应条件：

37 ℃ 2 min；95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，
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40 个循环。 

1.4  样本收集与 DNA 提取 
本试验所有粪便样本在沈阳医学院附属二

四二医院科教科的辅佐下由消化内科采集。采

集的样本对应人群男女比例为 1:1，年龄在

22−45 岁之间，样本未被尿液或污水污染且存放于

−80 ℃，用干冰运输。通过使用 QIAamp PowerFecal 
Pro DNA Kit 从上述粪便样品中提取 DNA。该试

剂盒可以从粪便和肠道样本中分离微生物和宿

主基因组 DNA，为粪便 DNA 的提取提供一种专

有的方法，即使是最困难的粪便类型，也能有效

地去除 PCR 抑制剂。试验时，每份粪便样本称

取 200 mg 用于提取 DNA。提取后测量 DNA 浓

度，并储存在−20 ℃以便进一步分析。 
试验符合规定，获得的所有数据均是保密

的，只有研究人员和参与者才能根据要求访问

这些数据。参与者均已告知研究的性质、生物

样本的使用以及在研究前提供书面知情同意

书，而且本试验已经得到了沈阳医学院附属二

四二医院伦理委员会的批准(2022002)。 

1.5  肠道微生物群的 qPCR 检测 
使用 CFX connectTM 荧光定量 PCR 检测系

统在 0.1 mL PCR 八连管(NEST)中进行反应。引物

和探针的序列见表 1。进行 qPCR 检测前通过设 
 
表 1  10 种靶标的引物与探针 
Table 1  Primers and probes for 10 targets 
Target Primer and probe (5'→3') 
Firmicutes F: GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 
  R: GGACTACNVGGGTWTCTAAT 
  P: FAM-TAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCG-BHQ1 
Fusobacteria F: AAGCGCGTCTAGGTGGTTATGT 
  R: TGTAGTTCCGCTTACCTCTCCAG 
  P: FAM-CAACGCAATACAGAGTTGAGCCCTGCATT-BHQ1 
Veillonellaceae F: AGAAAACAGGTGGTGCACGG 
  R: RATAGGGGTTGCGCTCGTT 
  P: HEX-CGTCAGCTYGTGTCGTGAGATGTTG-BHQ2 
Lachnospiraceae F: GAKCAAACAGGATTAGATACC 
  R: AATTAAACCACATGCTCC 
  P: HEX-TACGTYCGCAAGAATGAAACTC-BHQ2 
Akkermansia F: GCTCACCAAGGCGATGACGG 
  R: TGCTCCCACATGACAGGGGTTTAC 
  P: Texas Red-CCATTGTGAATGATTCTCGACTGCTGCCA-BHQ2 
Bacteroides F: VGATGGGGATGCGTTCCATTAG 
  R: CATCCTTCACGCTACTTGGCTGG 
  P: HEX-CGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTC-BHQ2 
Enterococcus F: TGGAAACAGGTGCTAATACCG 
  R: TGAGCCGTTACCTCACCAAC 
  P: FAM-TGGACCCGCGGTGCATTAGC-BHQ1 
Lactobacillus F: GTAATACGTAGGTGGCAAGCG 
  R: CACCGCTACACATGGAGTTC 
  P: HEX-TCCGGATTTATTGGGCGTAA-BHQ2 
Prevotella F: GTAACGCGTATCCAACCTRC 
  R: GACCTTCCTCTCAGAACCCC 
  P: Texas Red-CTGATTAGCTTGTTGGCGGG-BHQ2 
Streptococcus F: GATACATAGCCGACCTGAGAGGGTG 
  R: ACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGG 
  P: Texas Red-CCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGC-BHQ2 
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置引物浓度梯度与温度梯度测试反应条件，每个

样品设置 2−3 组平行试验，反应总体系(20 μL)：
Animal Detection U+Probe Master Mix 10 μL，

上、下游引物终浓度各 0.5 μmol/L，探针终浓

度 0.25 μmol/L，DNA 模板 1 ng，ddH2O 补足

20 μL。 
所有 qPCR 反应均通过以下热循环程序进

行：37 ℃ 2 min (此步使用 UDG 酶，建立 PCR
防污染体系，保证 PCR 扩增结果的准确性)；
95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环。 

通过 qPCR 获得的基因扩增水平显示为与初

始 DNA 浓度成反比的循环阈值(cycle threshold, 
Ct 值)。初始 DNA 浓度越高，Ct 值越小；初始

DNA 浓度越低，Ct 值越大。利用已知起始拷贝

数的标准品制作标准曲线，通过获得的样品 Ct

值，从标准曲线上计算出该样品的拷贝数。CFX 
connectTM软件控制程序根据设定的校准曲线值

自动计算数量平均值。在数据自动处理之后，

通过手动校准来校正某些曲线自动读取的不准

确性。将定量值导出到电子表格中进一步分析

数据，并将分析结果与 16S rRNA 基因测序结

果进行比较。 

1.6  16S rRNA 基因测序 
通过 PCR 引物 515F (5′-GTGCCAGCMGC 

CGCGGTAA-3′)和 806R (5′-GGACTACHVGG 
GTWTCTAAT-3′)扩增 16S rRNA 基因的 V4 高

变区。 
扩增试剂盒是含有热启动高保真 DNA 聚

合酶的热启动多重扩增试剂盒。PCR 反应体系：

5×KAPA HiFi Buffer 5 μL，KAPA dNTP Mix  
(10 mmol/L) 0.75 μL，正、反向引物(10 mmol/L) 
0.75 μL，KAPA HiFi Hot Start DNA 酶(1 U/μL) 
0.5 μL，DNA 模板 3 μL，ddH2O 补足 25 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 45 s，25 个循环；72 ℃ 5 min。PCR 扩增

产物用 2%琼脂糖凝胶电泳进行检测，用凝胶回

收试剂盒回收目的片段，使用 MiniSeq Mid 
Output Kit 在 Illuminia MiniSeq 平台上进行高通

量测序。 

2  结果与分析 
本研究的 qPCR 方法是使用带有寡核苷酸

探针的 qPCR 半定量检测肠道微生物类群。它

提供了一种有效的方法来检测肠道微生物群组

成，并以此来评估饮食习惯和身体健康水平。

该方法用于检测和定量如表 1 中所列微生物的

特异性寡核苷酸探针。 

2.1  流行肠道微生物群落与靶标筛选 
通过检索大量关于肠道微生物的文献，选

取 GMrepo 数据库作为参考数据库。从公共数

据库中筛选表型(腹泻、健康)和成人扩增子的样

本数据，以获得流行肠道微生物群落图谱。在

常见肠道微生物群落中，通过定量分析和相对

丰度值，最终靶标包括表 2 所示的 10 个分类群，

这 10 个靶标在常见肠道菌群中的覆盖率达到

80%以上。继续从公共数据库中下载了 487 份

肠道微生物健康的样本，通过使用人类内部 16S 
rRNA 基因参考分类法(HITdb)评估靶标对类别

的覆盖率。结果表明，选定靶标对类别的覆盖

率超过 70% (图 1)。 

2.2  引物和探针的设计结果与 qPCR 反应

条件的优化 
根据前文的分析，从分类单元特定的保守

区中得出一致序列，使用 NCBI 设计引物和探

针。引物和探针的设计需满足以下要求：引物

的熔解温度(Tm)为 58−62 ℃，探针的熔解温度

为 65−75 ℃，GC 含量为 40%−65%。以这种方

式选择的 10 对引物和探针对所调查的分类群 
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表 2  与人类健康相关的 10 个微生物群作为靶标 
Table 2  List of the 10 target taxa in this study 
Target Associations References 
Firmicutes It is one of the main phyla of human and animal gut microbiota and can produce resistant 

endospores, bile acid and other important nutritional signaling molecule 
[24] 

Fusobacteria Can produce a large amount of butyric acid alone and amplify during the development of 
colorectal cancer 

[15] 

Veillonellaceae It is the main microbiota associated with the severity of fibrosis in obese subjects [10] 
Lachnospiraceae It is colonized in the intestinal tract from birth and is one of the main producers of 

short-chain fatty acid 
[3] 

Akkermansia It is colonized in the Slime layer of the gastrointestinal tract and takes mucin as the only 
source of carbon and nitrogen, playing a key role in maintaining intestinal health and 
regulating host metabolism 

[24] 

Bacteroides Gut microbiota can protect against pathogens and provide nutrition for other 
microorganisms in the gut 

[4] 

Enterococcus Multidrug resistance has become the main cause of global healthcare related infections [24] 
Lactobacillus Play a key role in food biotechnology and human and animal gut health [7] 
Prevotella Related to human infection, such as gut diseases such as Ulcerative colitis [13] 
Streptococcus One of the most invasive bacterial communities that can cause diseases such as pneumonia 

and arthritis 
[28] 

 
 

具有特异性。基于 qPCR 的方法，每个分类单

元包含一对引物和一个寡核苷酸探针(表 1)。 
以人类粪便 DNA 为模板，PCR 扩增产物

的琼脂糖凝胶电泳验证了引物的特异性，结果 

 

 
 
图 1  HITdb 评估目标类别的覆盖率 
Figure 1  HITdb evaluates coverage of target 
categories. 

显示了清晰单一的条带，片段大小与预估一致，

未出现非特异性扩增条带(图 2)。 
为了测试反应条件，通过改变反应中的引

物浓度与退火温度，分别设置了0.25−2.00 μmol/L
的浓度梯度与 50−65 ℃的温度梯度，通过扩增

曲线与 Ct 值的结果和成本的考虑，以及防止出

现非特异性扩增，将引物终浓度为 0.5 μmol/L、

退火温度为 60 ℃作为最终反应条件(图 3)。 
 

 
 
图 2  琼脂糖凝胶电泳验证引物特异性 
Figure 2  Verification of primer specificity by 
agarose gel electrophoresis. 
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图 3  确定 qPCR 反应条件   A：10 对引物浓度

梯度. B：退火反应温度梯度 
Figure 3  Determine the qPCR reaction conditions. 
A: Primer concentration gradient. B: Temperature 
gradient. 
 

为了评估检测结果的稳定性，进行了一孔

三靶标的多重扩增与单孔单靶标的单重扩增的

差异性分析，结果显示，多靶标与单靶标扩增

之间并无显著差异，证明了多靶标在反应时引

物之间并不会受到干扰(图 4)。 

2.3  标准曲线与 qPCR 方法的特性 
根据数据库中已覆盖微生物基因组序列选

择一段并合成质粒(金唯智)作为标准品。用稀释

10 倍的标准品绘制标准曲线(具体拷贝数可根

据浓度计算) (图 5)。 

 
 
图 4  10 种靶标多重扩增与单重扩增的差异性 
Figure 4  Differences between multiple amplification 
and single amplification of 10 targets. 

 
根据连续 10 倍稀释的质粒标准品的扩增分

析 qPCR 方法的特性。其中一个引物组的扩增示

例如图 6 所示。所有引物组在 83.65%−113.39%
的效率范围内工作，测定系数高(R2>0.995 8)，
证实了结果的高再现性(表 3)。通过与高通量

16S rRNA 基因测序结果的比较，评估证明了

qPCR 方法的特异性。 

2.4  qPCR 稳定性检验 
通过计算试验样品的变异系数验证了 qPCR

方法具有良好的稳定性，并且试验样品的 Ct 值

满足要求，同一组重复试验样品 Ct 值的 CV 一

般小于 10% (表 4)，证明了该方法具有很高的

稳定性。对于体外诊断试剂而言，精确度对产

品质量表征的重要性不言而喻。 

2.5  qPCR 与 16S rRNA 基因测序结果比较 
通过 qPCR 和 16S rRNA 文库制备(V4 区)

测序检测相同的粪便 DNA 样品。qPCR 结果通

过标准曲线计算每个目标中每个样品的拷贝

数，并使用细菌总数计算相对丰度。16S rRNA
基因测序结果使用每次读取的分类来获得每个

样本的总成分和对应于 qPCR 物种的每个已识 
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图 5  10 种靶标的标准曲线 
Figure 5  Standard curves for 10 targets. A: Firmicutes. B: Fusobacteria. C: Veillonellaceae. D: 
Lachnospiraceae. E: Akkermansia. F: Bacteroides. G: Enterococcus. H: Lactobacillus. I: Prevotella. J: 
Streptococcus. 
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图 6  Lactobacillus 的标准曲线与扩增曲线   A：Lactobacillus 的标准曲线. B：Lactobacillus 的扩增曲线 
Figure 6  Example of amplification results (for Lactobacillus target). A: Standard curve of Lactobacillus. B: 
Amplification curve of Lactobacillus. 
 
表 3  分析 qPCR 特性 
Table 3  Analytical characteristics of the qPCR 
Target Slope y-int R2 E (%) 

Firmicutes ‒3.692 50.792 0.996 7 86.58 
Fusobacteria ‒3.399 48.526 0.995 8 96.88 
Veillonellaceae ‒3.038 44.133 0.998 8 113.39 
Lachnospiraceae ‒3.788 50.114 0.999 5 83.65 
Akkermansia ‒3.214 45.727 0.999 0 104.71 
Bacteroides ‒3.496 48.159 0.999 1 93.21 
Enterococcus ‒3.663 49.821 0.998 6 87.50 
Lactobacillus ‒3.473 48.345 0.999 1 94.06 
Prevotella ‒3.473 45.116 0.999 1 94.06 
Streptococcus ‒3.625 47.173 0.998 9 88.74 

 
表 4  变异系数评估靶标精度 
Table 4  Evaluation of target accuracy by coefficient 
of variation (CV<10%) 
Target Mean Standard deviation 

(SD) 
CV  
(%) 

Firmicutes 17.19 0.12 0.70 
Fusobacteria 36.97 0.25 0.68 
Veillonellaceae 19.45 0.15 0.78 
Lachnospiraceae 16.14 0.08 0.53 
Akkermansia 25.82 0.13 0.51 
Bacteroides 23.49 0.19 0.82 
Enterococcus 25.54 0.09 0.35 
Lactobacillus 30.59 0.18 0.60 
Prevotella 20.10 0.11 0.56 
Streptococcus 21.72 0.18 0.82 

别分类单元的相对丰度。总而言之，当所有分

类群和样本的相对丰度值合并时，qPCR 检测结

果和 16S rRNA 基因测序结果具有显著相关性

(图 7)。 
对于 10 个目标类群，大部分靶标的水平在

两种方法之间具有显著相关性(P<0.05) (图 8 和

表5)。其余分类群Lactobacillus、Lachnospiraceae、
Enterococcus 和 Firmicutes 相关性不显著(P=0.780 4, 
P=0.362 3)。 

3  讨论 
3.1  qPCR 的应用前景 

在新型冠状病毒疫情初期，qPCR 被医院、

疾控中心以及许多商业实验室和检测机构广泛

应用于诊断和监测该病毒的传播。然而从当前

流行态势来看，全球报告的新型冠状病毒感染

人数、住院人数和 ICU 住院人数、病亡人数都

处于持续下降状态，qPCR 相关仪器使用频率也

随之降低。为此，我们建立的 qPCR 检测肠道

微生物平台可以为科研人员在检测微生物方面

提供一个新的发展方向。 

3.2  qPCR 检测肠道微生物群的应用优势 
由于肠道微生物群失调会导致多种疾病的

发展，使用益生元和益生菌来改变肠道微生物 
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图 7  20 个样本检测 10 种靶标两种方法的相关性散点图 
Figure 7  Correlation scatter between two methods for detecting 10 targets with 20 samples (n=20). A: 
Firmicutes. B: Fusobacteria. C: Veillonellaceae. D: Lachnospiraceae. E: Akkermansia. F: Bacteroides. G: 
Enterococcus. H: Lactobacillus. I: Prevotella. J: Streptococcus. 



 
梁海慧等: 快速评价肠道微生物的 qPCR 方法的建立 5055 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 8  qPCR 和 16S rRNA 基因测序评价靶标类群水平之间的相关性 
Figure 8  Correlation between levels of target taxa evaluated using qPCR values and 16S rRNA gene 
sequencing. Rows-qPCR data, columns-16S rRNA; Color shows Spearman’s correlation coefficient (P<0.05). 
 
群引起了人们的兴趣[29]。然而，在大量益生菌

菌株且不能直接比较的情况下，很难知道患者

是否会从服用特定的益生菌中受益。为了帮助

人们了解自身肠道健康状况、指导饮食和营养 
 
表 5  qPCR 与 16S rRNA 值的靶标相关性 
Table 5  Taxon correlation between PCR and 16S 
rRNA values 
Target Spearman coefficient P value 
Firmicutes 0.215 12 3.62×10‒1 
Fusobacteria 0.726 75 2.84×10‒4 
Veillonellaceae 0.490 74 2.80×10‒2 
Lachnospiraceae 0.252 73 2.82×10‒1 
Akkermansia 0.946 28 2.91×10‒10 
Bacteroides 0.737 36 2.08×10‒4 
Enterococcus 0.232 31 3.24×10‒1 
Lactobacillus 0.066 56 7.80×10‒1 
Prevotella 0.557 35 1.07×10‒2 
Streptococcus 0.688 98 7.80×10‒4 

改善，并为相关疾病的诊断和治疗提供重要参

考，专家们开发了一些肠道微生物的检测方法，

16S rRNA 基因测序无疑是目前微生物检测中

最成熟可靠的方法。但该方法由于某些微生物

在 16S rRNA 基因上存在变异或缺失，可能存

在误识别和漏检，并且对于检测结果的数据解

释和分析较复杂，以至于检测时间需 3‒7 d，检

测费用在极限压缩的情况下达到每个样本 200 元

以上。为此，本研究建立了 qPCR 方法，通过

FAM、HEX 和 Texas red 这三通道针对厚壁菌

门、梭杆菌门和艾克曼菌属等 10 种肠道中重要

的微生物菌进行相对定量检测。经过一系列验

证，本研究设计的引物覆盖度达到 80%以上，

引物探针的特异性也很高。在多靶标同时检测

的情况下，干扰小到可以忽略不计，并且仅 2 h
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便可得到检测结果，成本只需 3−5 元。该方法

不仅可以缩短检测时间，而且在操作和成本上

具有相当大的优势。 
另外，qPCR 方法与 16S rRNA 基因测序结

果的相当一致性表明，该方法适用于分析人体

肠道微生物组的主要成分。相较而言，本研究

所设计快速检测的 qPCR 方法在时间短、成本

低的条件下仍能反映肠道微生物的丰度变化，

该方法提供的肠道微生物组分的总体标准曲线

仍可用于评估总体失调程度。该方法还可以定

量分析微生物的数量，从而可以更准确地评估

肠道微生物群落的组成和相对数量的变化。 

4  结论 
本研究建立了一种基于荧光标记探针的

qPCR 检测方法，用于在核酸水平上定量检测肠

道微生物，所设计的引物特异性高，可以多靶

标同时检测，是一种前瞻性、可迅速评价人肠

内微生物组组成的技术。使用 qPCR 和 16S 
rRNA 基因测序技术两种方法检测肠道微生物

的结果大部分一致，表明了 qPCR 方法的有效

性，而且该方法具有操作简单、时间短、成本

低且稳定性高等优点，在临床和观察性研究中

可以更广泛地应用于饮食与疾病等领域。 
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