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生物实验室 

双歧杆菌属特异性测序引物筛选及优化 
郑慧娟  白晓晔  高旭  孙志宏  张和平* 
内蒙古农业大学 乳品生物技术与工程教育部重点实验室 农业农村部奶制品加工重点实验室  内蒙古 
呼和浩特  010018 

摘  要：【背景】目前双歧杆菌的益生功能被普遍认可，越来越多的研究开始关注肠道中双歧杆菌的

生物多样性。然而双歧杆菌是肠道中的低丰度物种，现有技术尚难以深入研究其多样性。【目的】基

于双歧杆菌 16S rRNA 基因序列筛选一对适用于分析粪便样品中低丰度双歧杆菌属多样性的特异性

引物。【方法】依据已有引物的相对位置及其与双歧杆菌属 16S rRNA 基因序列的匹配率，将引物重

组优化得到扩增片段>800 bp 的双歧杆菌属特异性引物；通过 PCR 扩增和琼脂糖凝胶电泳对引物进

行实验筛选和特异性验证；以细菌通用引物(27f/1492r)为参照，通过单分子实时(Single-molecule 
real-time，SMRT)测序技术对不同引物的 3 份粪便样品中细菌的 DNA 扩增子进行测序，在种水平上

分析比较不同引物的优劣。【结果】对文献中已有的 9 对双歧杆菌特异性引物进行重组并优化，其中

2 对引物的理论特异性较好且扩增产物大于 800 bp，它们分别为 Bif164-f/Pbi R2 和 Pbi F1/Pbi R2。
PCR 扩增和琼脂糖凝胶电泳实验发现，Bif164-f/Pbi R2 的扩增条带明亮且无拖尾。此外，利用 SMRT
测序平台对引物 27f/1492r和 Bif164-f/Pbi R2 的 3 份粪便样品中细菌的 DNA 扩增子进行测序并分析。

27f/1492r 扩增子的分析结果显示，3 份样品依次分别含 1、3、4 个双歧杆菌种且双歧杆菌的平均相

对含量为 0.34%；而 Bif164-f/Pbi R2 扩增子的分析结果显示，3 份样品依次分别含 2、6 和 8 个双歧

杆菌种且双歧杆菌的平均相对含量为 98.72%。上述结果表明，Bif164-f/Pbi R2 可在种水平上特异地

检出粪便中低丰度的双歧杆菌，进而实现样品中双歧杆菌的多样性分析。【结论】筛选出一对双歧杆

菌特异性引物 Bif164-f/Pbi R2，可在种水平上分析粪便样品中低丰度双歧杆菌的生物多样性，同时

也验证了理论结合实验进行引物筛选这种方法的可行性。 

关键词：双歧杆菌，特异性，测序引物，单分子实时测序 

Screening and optimization of Bifidobacterium-specific sequencing 
primers 
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Abstract: [Background] The probiotic functions of Bifidobacterium are widely recognized, and a large 
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body of studies paid attention to the biodiversity of Bifidobacterium in the intestine. However, 
Bifidobacterium is a low abundance genus in the intestine, and it is difficult to study the bifidobacterial 
diversity by extant technologies in depth. [Objective] To screen a pair of specific primers for the analysis 
of diversity of Bifidobacterium with low abundance in fecal samples. [Methods] Initially, to obtain 
Bifidobacterium-specific primers with amplicons of over 800 bp, the primers were recombined and 
optimized according to the relative positions of the extant bifidobacterial primers and their matching rates 
with the Bifidobacterium 16S rRNA gene sequence. Then, the rest primers were screened by PCR 
amplification and agarose gel electrophoresis, and their specificity was verified. Finally, taking the 
universal bacterial primer (27f/1492r) as control, the DNA amplicons of bacterial microbiota in three fecal 
samples amplified by selected primers were sequenced by SMRT (Single-molecule real-time) sequencing 
technology, and different sequencing primers were compared and analyzed at the species level. [Results] 
Two pairs of primers, Bif164-f/Pbi R2 and Pbi F1/Pbi R2, were selected as the optimal Bifidobacterium 
primers theoretically with amplicon greater than 800 bp from 9 pairs of Bifidobacterium-specific primers 
collected from literature. The PCR amplification and agarose gel electrophoresis showed that the amplified 
bands of Bif164-f/Pbi R2 were bright and no tail. In addition, sequencing and analysis of DNA amplicons 
from bacterial microbiota in three fecal samples with primers 27f/1492r and Bif164-f/Pbi R2 using SMRT 
sequencing platform. The analysis of 27f/1492r amplicons showed that three samples contained 1, 3 and 4 
bifidobacterial species respectively, and the average relative content of Bifidobacterium was 0.34%. The 
analysis of Bif164-f/Pbi R2 amplicons showed that three samples contained 2, 6 and 8 bifidobacterial 
species respectively, and the average relative content of Bifidobacterium was 98.72%. The above results 
indicate that Bif164-f/Pbi R2 can specifically detect bifidobacteria with low abundance in feces at species 
level, which realize the diversity analysis of Bifidobacterium in samples. [Conclusion] In summary, a pair 
of Bifidobacterium-specific primers Bif164-f/Pbi R2 were screened in the experiment, which can be used 
to analyze the diversity of low-abundance Bifidobacterium in fecal samples at species level. It was also 
confirmed that the combination of theory and experiment is feasible to perform primers screening. 

Keywords: Bifidobacterium, Specificity, Sequencing primer, SMRT sequencing 

双歧杆菌(Bifidobacterium)是无芽孢革兰氏

阳性菌，定殖于哺乳动物的胃肠道、口腔、阴

道等位置，是哺乳动物肠道菌群的主要菌属之

一 [1-2]。1899 年，Tissier 第一次从母乳喂养婴儿的

粪便中分离出双歧杆菌，并因其末端常见有分叉将

其正式命名为双歧杆菌[3]。1984 年，第 8 版《伯

杰细菌鉴定手册》首次将其列为一个独立的属——
双歧杆菌属[4]。有研究发现双歧杆菌具有提高机体

免疫力、改善营养元素代谢、改善乳糖不耐症、缓

解便秘、保护肝脏、预防肠道疾病、抗氧化和增强

机体免疫等一系列益生功能[5-8]。同时，越来越多

的研究发现患病人群的肠道菌群存在以双歧杆菌

为代表的有益菌降低而有害菌升高的规律 [9] 。

Mizuno 等认为供体粪便中双歧杆菌的高丰富度是

粪便微生物移植(Fecal microbiota transplantation，

FMT)成功的一个积极预测因子 [10]，并且有临床

研究证实双歧杆菌可以减少人体菌群失调，进而预

防细菌感染[11]。 
鉴于双歧杆菌具有众多益生特性和潜在作为

生物标签的功能，双歧杆菌多样性及其变化规律逐

渐成为研究热点。对样品中双歧杆菌多样性进行分

析的传统方法主要包括平板计数与菌落形态特征

观 察 、 选 择 性 培 养 基 和 细 胞 质 蛋 白 模 式 分 析    
等[12-14]。传统生物学手段虽可以在一定程度上揭示

样品中双歧杆菌的组成，但这些方法往往耗时耗力

且难以充分展现样品中双歧杆菌的多样性，而且据

估计 60%−80%的人类肠道微生物群可能是不可培

养的[15]。现代分子生物学手段则无需培养，更适

合双歧杆菌的多样性分析。常见鉴定双歧杆菌的

分子生物学手段包括限制性酶切片段长度多态性

分析、DNA 分子杂交和 PCR-DGGE 等[16-18]，其

精密性差与对检测分子要求高等特点使其不适于
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更精密、快速的多样性分析。 
分子生物学方法在近些年得到了长足发展。三

代测序技术主要包括单分子实时测序、单分子

DNA 测序和纳米孔单分子测序。2013 年，PacBio 
RS Ⅱ测序平台面世，为样品中微生物的精准分析

带来了新的技术手段[19]。单分子实时测序具有“长

读长”的特点，并且采用循环多次测定模式，以保

证较高的准确度[20]。而对低丰度物种信息的检测

则易受到测序深度的影响[21]，且其信息量小难以

支持深入的分析。有研究表明肠道中双歧杆菌的含

量仅占肠道中厌氧菌的 0−0.8%[22]，这使其易被肠

道菌群中其他优势物种的信息掩盖，很难通过常规

检测手段进行深入的分析。特异性引物则可以放大

低丰度物种的信息量，目前已有能检测双歧杆菌种

水平的引物多为定量引物和多重引物，前者扩增长

度为 300 bp 左右，不能发挥三代测序“长读长”的

优势，后者在后续处理时不易去除[23-24]。同时，通

常使用的细菌通用测序引物虽然可以展现复杂样

品的微生物多样性，但是对低丰度双歧杆菌缺乏足

够的特异性。 
本研究根据已有基于 16S rRNA 基因序列的双

歧杆菌特异性引物，筛选优化适用于粪便样品中低

丰度双歧杆菌的特异性引物，为研究肠道菌群中低

丰度双歧杆菌的多样性奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 
实验菌株由内蒙古农业大学乳品生物技术与工

程教育部重点实验室提供，其中双歧杆菌 2 株，乳

酸菌 20 株，共计 22 株菌，具体如表 1 所示。 

1.2  主要试剂和仪器 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科技

(北京)有限公司；QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit，
Qiagen 公司；引物由上海桑尼生物科技有限公司

合成。PCR 仪，赛默飞世尔科技公司；电泳仪，

北京六一生物科技有限公司；全自动凝胶成像分析

系统，北京赛智创业科技有限公司；PacBio SMRT
测序平台，Pacific Biosciences 公司。 

表 1  实验菌株信息 
Table 1  Information of strains used in the test 

菌株名称 
Strains name 

菌株编号 
Strains number 

Bifidobacterium gallicum DSM 20093T 
Bifidobacterium longum DSM 20088T 
Enterococcus asini DSM 11492T 
Enterococcus faecium ATCC 19434T 
Enterococcus italicus DSM 15952T 
Escherichia coli ATCC 11775T 
Lactobacillus helveticus DSM 20075T 
Lactobacillus casei ATCC 334T 
Leuconostoc pseudomesenteroides DSM 20193T 
Lactobacillus salivarius DSM 20555T 
Lactococcus plantarum DSM 20686T 
Listeria monocytogenes ATCC 19115T 
Pediococcus acidilactici JCM 2014T 
Pediococcus pentosaceus DSM 20336T 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145T 
Salmonella typhi ATCC 19430T 
Streptococcus thermophilus NM-81-2 
Shigella flexneri ATCC 29903T 
Staphylococcus aureus ATCC 25923T 
Weissella beninensis DSM 22752T 
Weissella confusa IMAU 10245 
Weissella kandleri DSM 20593T 

 
1.3  DNA 提取 

依照细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书对 
表 1 中菌株提取 DNA。A1 为 1 份自然分娩并母乳

喂养健康婴儿(汉族)的胎便样品，本文引用了其细

菌通用引物的扩增序列[25]，原文中编号为 IF8。A2
和 A3 为 2 份健康母亲(汉族)的粪便样品，分两批

采集自内蒙古医科大学附属医院。3 份样品采集后

均贮藏于−80 °C。依照 QIAamp Fast DNA Stool 
Mini Kit 说明书提取粪便中微生物 DNA，均保存

于−20 °C 备用。 

1.4  PCR 扩增 
PCR 体系：10×PCR buffer (Mg2+ plus) 2 µL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 1.6 µL，DNA 模板(10 ng/µL)  
1 µL，上、下游引物(100 µmol/L)各 0.5 µL，Taq
酶(5 U/µL) 0.2 µL，蒸馏水 14.2 µL。PCR 反应条

件参照 Rinttilä 等的方法[26]。 

1.5  引物的理论筛选 
查阅文献搜索基于双歧杆菌 16S rRNA 基因序
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列设计的引物。依照 LPSN (http://www.bacterio. 
net/)确定双歧杆菌属模式菌株，并下载相应 16S 
rRNA 基因序列。使用 MEGA 6.0 计算上述引物与

序列的匹配率，并确定其在双歧杆菌模式菌株 B. 
longum subsp. infantis 16S rRNA 基因序列(NCBI 登

录号为 ATCC 15697)的相对位置。 

1.6  引物的重组与优化 
通过上述步骤筛选高匹配率的引物，并根据其

相对位置进行重组优化，筛选扩增片段长度大于

800 bp 的引物，以增加可以检测到双歧杆菌属种水

平的几率。双歧杆菌与乳酸菌属在肠道中均较常见，

并且比对发现两者 16S rRNA 结构具有相似性，因此

将重组引物通过 MEGA 与包含乳酸菌 7 个属[肠球菌

属(54)、链球菌属(101)、明串珠菌属(19)、片球菌属

(13)、乳球菌属(15)、乳酸杆菌属(219)、魏斯氏菌属

(22)，括号内为各菌属包含序列数] 16S rRNA 基因序

列的本地数据库进行 BLAST 比对，得到只对双歧杆

菌属匹配率高的引物进行后续实验验证。 

1.7  重组引物的特异性验证 
首先应用 PCR 体系，在 52−60 °C 之间设置温度

梯度，确定最佳退火温度；继而进行特异性对照实验，

并通过凝胶电泳筛选能准确区分双歧杆菌的引物。 

1.8  PacBio SMRT 测序 
依据 QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 说明

书，分别对 3 份粪便样品中细菌 DNA 的扩增产物

构建文库并通过 PacBio RS Ⅱ测序平台测序。使用

SMRT® Portal (V2.7)软件中 RS_Readsofinsert.1 方

案对样品下机数据进行质控，并根据 Barcode 将序

列拆分到不同的样品以进行后续的生物信息学分

析。通过 QIIME (V1.7.0)平台对序列进行物种多样

性分析[27]。以细菌通用引物(27f/1492r)扩增结果为

参照，根据上述物种注释的结果在种水平和属水平

对 新 引 物 的 扩 增 多 样 性 进 行 分 析 比 较 。 通 过

OriginPro 2015 绘制饼图、柱状图。通过 R 语言软

件(V3.4.3)的 Pheatmap 软件包，以热图形式呈现样

品扩增结果中双歧杆菌属菌种缺失情况。 

2  结果与分析 

2.1  已有双歧杆菌属引物特征 
2.1.1  基本特征 

所搜集引物涉及了定性与定量两大用途，多针

对复杂环境样品。引物基本特征汇总见表 2。 
 

表 2  引物基本特征 
Table 2  Basic characteristic of primers 

编号 
Number 

引物名称 
Primers name 

引物序列 
Primers sequence (5′→3′) 

退火温度 
Annealing temperature (°C)

参考文献 
References 

检测目标 
Detection targets 

1 g-Bifid-F 
g-Bifid-R 

CTCCTGGAAACGGGTGG 55 [28] Adult feces 
GGTGTTCTTCCCGATATCTACA 

2 Bif164-f 
Bif662-r 

GGGTGGTAATGCCGGATG 66 [29] Infant feces 
CCACCGTTACACCGGGAA 

3 lm26 
lm3 

GATTCTGGCTCAGGATGAACG 57 [30] Sour milk 
CGGGTGCTYCCCACTTTCATG 

4 F 
R 

TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG 58 [26] Adult feces 
CCACATCCAGC(A/G)TCCAC 

5 Pbi F1 
Pbi R2 

CCGGAATAGCTCC 50 [31] Strains 
GACCATGCACCACCTGTGAA 

6 Bif-F 
Bif-R 

TTCGGGTTGTAAACCGCTTTT 62 [32] Waste water 
TACGTATTACCGCGGCTGCT 

7 FP 
RP 

GGGCGTAAAGGGCTCGTA 53 [33] Duck intestinal tract
CTTCCCGATATCTACACATTCCA

8 P175 
P674 

GGGTGGTAATGCCGGATG 56 [34] Strains 
CACCGTTACACCGGAATT 

9 Bif S11 
Bif S12 

TCCTCGCTTTGCTCCCGATA 56 [35] Sour milk 
AATTCCCGTTGTAACGGTGG 

Note: Y: A/T/C/G. 
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2.1.2  双歧杆菌属匹配率 
通过 MEGA 计算引物与双歧杆菌属匹配率，

结果见图 1。3 条引物匹配率较低，其中 P674 的

序列依据相关匹配信息被改进为 P674- (5′-TCCA 
CCGTTACACCGGGAATT-3′)继续后续实验，Bif 
S11/Bif S12 则停止后续实验。 
2.1.3  引物相对位置 

8 对匹配率高的引物起始位点如图 2 所示。引

物相对位置的确定为后续扩增片段长度筛选工作

奠定基础。 
 

 
 

图 1  引物与双歧杆菌属 16S rRNA 基因数据库的匹配

率 
Figure 1  Matching rate of primers with Bifidobacterium 
16S rRNA gene database 

2.2  引物的重组与优化 
2.2.1  引物重组 

根据上述特征，将高匹配率引物重组，得到以

下两者均较优且可扩增大片段(大于 800 bp)的组

合：Pbi F1/Pbi R2、lm26/R、Bif164-f/lm26 和 Pbi 
R2/Bif-F。 
2.2.2  引物的序列库比对结果 

通过 MEGA 将上述组合与双歧杆菌属和乳酸

菌 7 个属序列进行 BLAST 比对，结果如图 3 所示。

综合比对结果发现 Bif-F 可匹配乳酸菌 5 个属的序

列，说明其特异性差，因此舍弃。Im26 双歧杆菌

匹配率最低，因此舍弃。其他引物对双歧杆菌特异

性均良好。 
2.2.3  引物的优化 

将特异性好的引物再次组合，使其扩增片段长度

约 600−1 000 bp，以发挥三代测序读长优势，并提高

物种预测的准确度，最终组合结果如表 3 所示。 

2.3  引物的特异性检验 
温度实验显示 Pbi F1/Pbi R2 特异性差而放弃

后续实验。Bif164-f/Pbi R2 特异性良好，因此将其

确定为最优引物。同时确定实验最高温度 60 °C 为

最佳退火温度以增加特异性[29]。 
Bif164-f/Pbi R2 对 2 株双歧杆菌、20 株相近

属菌种和蒸馏水的扩增结果如图 4 所示。仅 2 株

双歧杆菌的扩增条带明亮，引物表现出良好特

异性。 
 

 
 

图 2  引物相对 B. longum subsp. infantis 16S rRNA 基因序列的位置(NCBI 登录号为 ATCC 15697) 
Figure 2  Relative position of various primers on B. longum subsp. infantis 16S rRNA gene sequence (NCBI accession 
number ATCC 15697) 
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图 3  引物在双歧杆菌属与乳酸菌属数据库中的序列匹

配数 
Figure 3  Matched sequences amount of primers with 
Bifidobacterium and Lactobacillus 16S rRNA gene database 

2.4  Pac Bio SMRT 对重组引物的扩增效果

评估 
引物 27f/1492r 与 Bif164-f/Pbi R2 对样品 A1、

A2 和 A3 的扩增序列随机选取相同序列数，依次

分别为 1 293、8 173 和 9 062 条。 
2.4.1  引物在属水平上扩增结果比较 

引物对粪便样品中细菌 DNA 的扩增结果如图 5
所示。A1、A2 和 A3 样品中，27f/1492r 扩增结果中

相对含量大于 5%的优势菌属依次分别为 Veillonella 
(57.72%)、Escherichia (16.53%)、Bacteroides 
(12.89%)和 Streptococcus (25.67%)、Haemophilus 
(10.60%)、Collinsella (8.56%)、Ruminococcus 
(6.51%)及 Eubacterium (20.29%)、Bacteroides 
(8 .53%)、Coll insel la  (7 .83%)、Clostr idium  

表 3  筛选引物表 
Table 3  Information of selected primers 

组合 
Combination 

引物名称 
Primers name 

序列 
Primers sequence (5′→3′) 

扩增片段长度 
Amplified fragment length (bp) 

1 Pbi F1 CCGGAATAGCTCC 894 
Pbi R2 GACCATGCACCACCTGTGAA 

2 Bif164-f GGGTGGTAATGCCGGATG 878 
Pbi R2 GACCATGCACCACCTGTGAA 

 

 
 

图 4  Bif164-f/Pbi R2 的特异性 
Figure 4  Specificity of Bif164-f/Pbi R2 
注：1：高卢双歧杆菌；2：长双歧杆菌；3：驴肠球菌；4：屎肠球菌；5：意大利肠球菌；6：埃希氏大肠杆菌；7：瑞士乳杆菌；

8：干酪乳杆菌；9：假肠膜明串珠菌；10：唾液乳杆菌；11：植物乳球菌；12：单核细胞增生李斯特菌；13：乳酸片球菌；14：

戊糖片球菌；15：铜绿假单胞菌；16：伤寒沙门氏菌；17：嗜热链球菌；18：福氏志贺氏菌；19：金黄色葡萄球菌；20：贝尼

氏魏斯氏菌；21：融合魏斯氏菌；22：坎氏魏斯氏菌；23：蒸馏水. 
Note: 1: Bifidobacterium gallicum; 2: Bifidobacterium longum; 3: Enterococcus asini; 4: Enterococcus faecium; 5: Enterococcus italicus; 
6: Escherichia coli; 7: Lactobacillus helveticus; 8: Lactobacillus casei; 9: Leuconostoc pseudomesenteroides; 10: Lactobacillus 
salivarius; 11: Lactococcus plantarum; 12: Listeria monocytogenes; 13: Pediococcus acidilactici; 14: Pediococcus pentosaceus; 15: 
Pseudomonas aeruginosa; 16: Salmonella typhi; 17: Streptococcus thermophilus; 18: Shigella flexneri; 19: Staphylococcus aureus; 20: 
Weissella beninensis; 21: Weissella confusa; 22: Weissella kandleri; 23: Distilled water. 
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图 5  基于不同引物比较样品中细菌菌群结构 
Figure 5  Comparison of bacterial community structure in samples based on different primers 
注：27f/1492r (A)与 Bif164-f/Pbi R2 (B)检测粪便样品菌群(A1)的属水平多样性；27f/1492r (C)与 Bif164-f/Pbi R2 (D)检测粪便样品

菌群(A2)的属水平多样性；27f/1492r (E)与 Bif164-f/Pbi R2 (F)检测粪便样品菌群(A3)的属水平多样性. 
Note: Bacterial diversity of fecal sample (A1) identified using 27f/1492r (A) and Bif164-f/Pbi R2 (B) at the genus level; Bacterial 
diversity of fecal sample (A2) identified using 27f/1492r (C) and Bif164-f/Pbi R2 (D) at the genus level; Bacterial diversity of fecal 
sample (A3) identified using 27f/1492r (E) and Bif164-f/Pbi R2 (F) at the genus level. 

 
(7.27%) ， 而 Bifidobacterium 相 对 含 量 分 别 为

0.07%、0.56%和 0.40%。Bif164-f/Pbi R2 扩增结

果表明 3 份样品优势菌属为 Bifidobacterium，其

相对含量分别为 96.15%、100%和 100%。意味

着与细菌通用引物相比，Bif164-f/Pbi R2 将样品

中双歧杆菌检出的平均相对含量由 0.34%提高

至 98.72%，对粪便中双歧杆菌具有良好的特异

性，可用于揭示粪便样品中低丰度双歧杆菌的

多样性。 
2.4.2  引物与通用引物 27f/1492r 的比较分析 

2 种引物对 3 份样品扩增序列的种水平双歧杆

菌多样性分析见图 6B。27f/1492r 对 A1、A2 



郑慧娟等: 双歧杆菌属特异性测序引物筛选及优化 1743 

 

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

 

 

 
 

图 6  不同引物的双歧杆菌特异性及多样性检测 
Figure 6  Bifidobacterial specificity and diversity detection of different primers 
注：A：不同引物的粪便样品细菌 DNA 扩增子中非双歧杆菌属检出率；B：不同引物检测粪便样品中双歧杆菌的种水平多样性；

M1、M2、M3、M4 为母亲粪便样品；I1、I2、I3、I4 为婴儿粪便样品[36]；ITS 表示引物 Probio-bif_Uni/Probio-bif_Rev；27f 表示

引物 27f/1492r；Bif164 表示引物 Bif164-f/Pbi R2；黑色代表有；白色代表无. 
Note: A: Detection rates of non-Bifidobacterium in the DNA amplicons of fecal bacterial micyobiota in using various primers; B: 
Bifidobacterial diversity of fecal samples identified using various primers at the species level; M1, M2, M3 and M4 were fecal samples 
from mothers, and I1, I2, I3 and I4 were fecal samples from infants[36]; ITS denotes the primer Probio-bif_Uni/Probio-bif_Rev, 27f 
denotes the primer 27f/1492r, and Bif164 denotes the primer Bif164-f/Pbi R2; Black mains the presence, and white mains the absence of 
Bifidobacteria. 
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与 A3 扩增序列的生物学注释显示，3 份样品分别

含 B. longum subsp. longum 和 B. adolescentis、    
B. breve、B. longum subsp. longum 及 B. animalis 
subsp. lactis、B. breve、B. pseudocatenulatum、

B. bifidum；而 Bif164-f/Pbi R2 的 3 份扩增子生物

学注释信息则显示，3 份样品分别含 B. breve、B. 
longum 和 B. longum subsp. longum、B. catenulatum、

B. animalis subsp. lactis 、 B. adolescentis 、 B. 
dentium、B. kashiwanohense 及 B. stercoris、B. 
breve、B. catenulatum、B. bifidum、B. longum subsp. 
longum、B. thermophilum、B. animalis subsp. lactis、

B. longum subsp. suis。表明 Bif164-f/Pbi R2 对样品

中双歧杆菌的扩增效果明显优于 27f/1492r。 
2.4.3  引物 Bif164-f/Pbi R2 与 Probio-bif_Uni/ 
Probio-bif_Rev 的比较分析 

本文纳入 Milani 等 [36]设计的双歧杆菌引物

Probio-bif_Uni/Probio-bif_Rev 进行比较分析。引物

Bif164-f/Pbi R2 、 27f/1492r 与 Probio-bif_Uni/ 
Probio-bif_Rev 对 11 份样品的扩增注释结果如图

6A 所示，其检出非双歧杆菌物种的最高比例依次

分别为 3.85%、99.60%和 75.36%。引物 Bif164-f/Pbi 
R2 与 Probio-bif_Uni/Probio-bif_Rev 的种水平双歧

杆菌多样性如图 6B 所示，Bif164-f/Pbi R2 对样品

扩增序列的生物学注释信息显示，婴儿粪便样品以

B. breve 和 B. longum 为主，母亲粪便样品中包含

B. adolescentis、B. longum、B. animalis、B. dentium

和 B. stercoris，与 Milani 等[36]的研究结果一致。

在此基础上，引物 Bif164-f/Pbi R2 的 2 份母亲粪便

样品细菌 DNA 的扩增子还检测到了 B. breve、B. 
bifidum、B. catenulatum、B. kashiwanohense 和 B. 
thermophilum，而引物 Probio-bif_Uni/Probio-bif_Rev
的 4 份粪便样品细菌 DNA 的扩增子中检测到 B. 
angulatum 和 B. pseudolongum。在测序量有限的情

况下，本研究筛选出的引物 Bif164-f/Pbi R2 扩增子

的种水平多样性更高，表明其在反映粪便样品中双

歧杆菌种水平多样性方面表现优异，具有实用价值。

需要说明的是 Bif164-f/Pbi R2 与 Probio-bif_Uni/ 
Probio-bif_Rev 分别是基于双歧杆菌 16S rRNA
基因与 ITS 序列设计的引物，二者应用的测序平

台分别为三代测序与二代测序，其扩增片段的长

度范围分别为 500−900 bp 与 350−600 bp。样品

A1、A2、A3、 I1、 I2、I3、 I4、M1、M2、M3
和 M4 测序量分别为 1 293、8 173、9 062、310 287、

141 904、132 208、198 178、75 644、68 988、

97 733 和 334 143 条。 

3  讨论与结论 
双歧杆菌是公认的有益菌，具有缓解便秘、

改善乳糖不耐症和抑制有害菌等益生功能[5-8,37]。

越来越多的研究认为益生菌可能是通过维持肠道

健康的稳态达到益生作用[38-39]。然而肠道中菌属

变化是微量的，并且双歧杆菌属于肠道菌群中的

低丰度物种，常规而普遍的测序手段很难捕获其

大量的有效数据，这极大地阻碍了其多样性及变

化规律研究的深入。特异性引物可以辅助放大变

化趋势，因此适于低丰度双歧杆菌的特异性引物

至关重要。本文通过理论与实验相结合的方法筛

选出一对适用于粪便样品中双歧杆菌测序的特异

性引物，并通过 PacBio SMRT 对其进行验证，同

时为引物筛选提供了一种新思路。 

本实验筛选优化获得了一对双歧杆菌引物

Bif164-f/Pbi R2，其扩增子分析结果显示婴儿粪便

样品以 B. breve 和 B. longum 为主，母亲粪便样品

以 B. adolescentis、B. catenulatum、B. longum 和

B. animalis 为主，与相关报道[36,40-42]指出的肠道双

歧杆菌优势种一致。婴儿粪便样品的双歧杆菌多样

性较健康成人粪便样品低[36,43]，符合婴儿时期双歧

杆菌物种的数量偏低且随着年龄的增长而减少的

规律[44]，说明引物 Bif164-f/Pbi R2 是可靠的。此

外，Bif164-f/Pbi R2 在扩增多样性方面明显优于

27f/1492r 与 Probio-bif_Uni/Probio- bif_Rev，有限

测 序 量 下 ， 引 物 Bif164-f/Pbi R2 较 引 物
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Probio-bif_Uni/Probio-bif_Rev 和 27f/1492r 从母亲粪

便样品中在种水平检测到了更多的双歧杆菌种，而

引物 Bif164-f/Pbi R2 扩增的目的片段大于 800 bp，

可以发挥 PacBio SMRT 测序平台“长读长”的优势

并提高物种预测的准确度。同时，Bif164-f/Pbi R2

在特异性方面也表现良好。测序量相同时，引物

Bif164-f/Pbi R2 对粪便样品中的双歧杆菌检出相

对含量提高了 98.38%，较细菌通用引物 27f/1492r

能更有效地识别粪便样品中的双歧杆菌属，有助

于观察不同样品间或相同样品不同阶段的双歧杆

菌种变化规律。引物 Bif164-f/Pbi R2 的筛选与优

化充分整合了现有资源，较一些仅通过实验比较

或者仅在 NCBI 上比对进行引物设计、筛选的方

案节省了人力物力[45-46]。需要说明的是本研究筛

选的双歧杆菌特异性测序引物是适用于所有三代

测序技术的。 

综上所述，本研究筛选出一对适用于粪便样品

中双歧杆菌测序的特异性引物，同时为引物筛选优

化提供了新思路，为种水平深入解析样品中低丰度

双歧杆菌多样性奠定了基础。 
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