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技术与方法

分子信标!实时 "#$法快速检测双歧杆菌的研究#

王 超 孟祥晨##

（东北农业大学乳品科学教育部重点实验室食品学院 哈尔滨 !"##$#）

摘要：为建立双歧制品中双歧杆菌快速、敏感、特异的检测方法，根据双歧杆菌 !%& ’()*+!%& ’,)*基因设计合成了
双歧杆菌属特异性引物和分子信标探针，建立了快速检测双歧杆菌的分子信标-实时 ./(检测方法，并对反应条件
进行优化。检测方法重复性好，批内和批间变异系数均小于 "0；特异性强，扩增曲线呈现明显的 &型，无非特异性
扩增；灵敏度高，是普通 ./(的 !##倍，对纯双歧杆菌 ,)*的检出限为 "1234+./(反应体系，纯双歧杆菌菌液的检出
限为 5 6 !#$ /78+9:；线形范围宽，起始模板数在 5 6 !#; /78+9: < 5 6 !#= /78+9:之间具有良好的线性关系，相关系
数大于 >20。该方法具有灵敏、特异、简便和快速的特点，可用于对双歧杆菌原位菌数的定量检测。
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双歧杆菌因具有维持肠道菌群平衡，刺激机体

免疫机能，防止消化道疾病，促进消化和吸收，缓解

乳糖不耐症，降低血清胆固醇，抗癌抗氧化等益生作

用而被广泛应用到很多益生菌产品中，而且，产品中

双歧杆菌的存活与否及其存活的数量是双歧杆菌发

挥生理功能作用的前提。双歧杆菌的传统检测方法

是平板菌落计数法，依赖于选择性培养基，操作程序

较复杂，检测时间长，特异性较低。现代的聚合酶链

反应（./(）技术虽然具有简便、快速、敏感性高和特
异性强的优点，并且已被应用于双歧杆菌的检

测［! < =］，但却存在着污染实验室环境，使用的染色剂

具有致癌性，毒害人体健康的缺点。而近年来出现

的实时 ./(（(JCO-KH9J ./(）技术因其高特异性、高
灵敏性、检测时间短、无污染等优点而备受推崇，在

分子生物学各相关领域，如医学、检验检疫、军事、农

业、基础研究领域得到广泛的应用［"］，也逐渐应用在
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了双歧杆菌的检测上［! " #］。本研究主要是根据双歧

杆菌 $!% &’()*$!% &+()基因设计双歧杆菌属特异
性引物和探针序列，开发分子信标,实时 -.’技术，
用以快速检测产品中的双歧杆菌。

! 材料与方法

!"! 实验菌株
长双歧杆菌标准株（! / "#$%&’ )0..$1232）购

于中国普通微生物菌种保藏中心（.45..）；埃希氏
大肠杆菌标准株（( / )#"* )0.. 61#66）购于黑龙江省
科学院应用微生物研究所；2 株双歧杆菌分离自国
产益生菌制剂及丹尼斯克公司和罗地亚公司赠予的

菌粉；! 株双歧杆菌及 $7 株非双歧杆菌株由 89+%
乳品工业微生物菌种保藏中心（89+%,+:..）提供。
!"# 仪器与试剂

2133 ’;<=,0>?; -.’ 仪和 #233 -.’ 仪（美国
)@@=>;A B>CDEDF;?D公司生产）；G,H133 荧光分光光度
计（日本日立公司生产）；0<I +() 聚合酶和 A(0-D
（北京天为时代公司产品）；’JK ’;L;&;MN; +E;（美国
:MO>F&CP;M公司产品）
!"$ 引物和探针的设计与合成
从 4;MB<MQ 序列数据库（RFF@：**SSS/ MNT> / M=?/

M>R / PCO）中调出已知的 7H种双歧杆菌 $!% &’()*$!%
&+()，利用 .=UDF<=V（ RFF@：**SSS/ ;T> / <N / UQ）及
+()?<M多序列分析软件，对其进行多重比对分析，
找出双歧杆菌 $!% &’()*$!% &+()保守的一段序列
区，以长双歧杆菌 $!% &+()序列（数据库登录号为
51W27#）为模板，将这段序列提交到引物设计软件
-&>?;& -&;?>;&1X3中，设计引物，委托宝生物（大连）
公司合成；再将这段保守序列提交到探针设计软件

B;<NCM +;D>PM;& 6X3 中，构建一枚分子信标探针，探
针的荧光标记选择 G)5 作为报告发光基团，
+)B.Y9为淬灭基团，委托上海生工生物工程公司
合成。

上游引物 B>L,G：1Z,0.044.0.)44)04)).4.,7Z
下游引物 B>L,’：1Z,.)..400).)..444))00.,7Z
探针 B>L,5B：1Z,G)5,..)44.)0..44.),00)..).,
..40..044,7Z,+)B.Y9
!"% 方法
!"%"! +() 模板提取方法的比较：氯化苄法：约
3X1P湿菌体中加入 $3 [体积 3XW\的 (<J]溶液洗
涤 6 次，无菌超纯水洗涤 $ 次，抽提液［$33??C=*9

0&>D,].=（@]#X3），H3??C=*9 ^+0)（@]WX3），6\ %+%］
洗涤 $次；菌泥重新悬浮在 6X1?9抽提液中，吸打均
匀后，依次加入 3X1?9 $3\%+%液和 $X1?9氯化苄
液，充分吸打均匀后，室温静置 $3?>M；置于 13_温
育 $R，每隔 1?>M振荡混匀 $次；立即加入 7?C=*9醋
酸钠 $X1?9，冰浴放置 $1?>M；小心定量吸取上清至
一新离心管中，用等体积氯仿*异戊醇（6H ‘ $）溶液抽
提 6次，将上清移至一新离心管中，用等体积异丙醇
轻柔混匀，可见絮状沉淀析出；用 23\冷乙醇洗涤
沉淀 7次，挥干乙醇后，用 13!9 0^缓冲液（含 7?P*
?9 ’(<D;）重 新 溶 解 沉 淀，室 温 放 置 $1?>M，
a 63_保存备用。

0^缓冲液法：$?9 菌液（+,!33!$）$3333&*?>M
离心 $3?>M，弃上清，用 13!9 0^ 缓冲液［$3??C=*9
0&>D,].=（@] WX3），$??C=*9 ^+0)（@]WX3）］洗涤沉淀
6次，13!9 (0^缓冲液［$3??C=*9 0&>D,].=（@] WX3），
$??C=*9 ^+0)（@]WX3），3X#\（SF*OC=）(<.=］重新悬
浮沉淀，#W_温育 $3?>M后，立即置于冰水中快速冷
却，$1333&*?>M离心 $3?>M；定量吸取上清至一新离
心管中并加入 ’(<D;（使其终浓度 7?P*?9），室温放
置 $1?>M，a 63_保存备用。
!"%"# ’;<=,0>?; -.’初步扩增体系：采用 13!9反
应体系，其中 -.’ BULL;&（$3 [）1!9，5P

6 b（61??C=*9）
W!9，A(0- 5>cFU&;（6X1??C=*9）H!9，B>L,G（$3!?C=*9）
和 B>L,’（$3!?C=*9）及 B>L,5B（1!?C=*9）各 $!9，0<I
+() -C=E?;&<D;（6X1d*!9）3X1!9，’JK ’;L;&;MN; +E;
6!9，待检样品 1!9。扩增反应程序为：#H_ [ 7?>M

"#H_ [ $?>M"H3_ [ 71D"1#_ [ 73D "26_ [
$?>M，- e H3，（注：有下划线的步骤表示在此温度下
采集荧光信号）

!"%"$ ’;<=,0>?; -.’扩增体系的优化：根据以往的
经验，设定不同的引物、探针及 5P6 b 浓度，进行
’;<=,0>?; -.’扩增，观察其对检测结果的影响，优
化出最佳的引物、探针及 5P6 b浓度。
!"%"% ’;<=,0>?; -.’检测标准曲线的建立：利用经
连续稀释的已知量的长双歧杆菌标准株纯培养液做

阳性模板进 ’;<=,0>?; -.’检测，以长双歧杆菌标准
株已知量的不同菌数对数值（9CP.Gd*?9）为横坐
标，以反应过程中出现荧光信号的初始循环数（.F）
为纵坐标绘制标准曲线，进行相关系数分析，确定最

优检测线性范围，进而建立 ’;<=,0>?; -.’检测双歧
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杆菌的标准曲线。

图 ! 引物"探针浓度对 #$%&’()*$ +,#反应体系的影响

!"#"$ 分子信标’实时 +,#检测双歧杆菌方法的评
价：（!）特异性检测：检测双歧杆菌的同时对其它非
双歧杆菌菌株进行检测，评价该方法的特异性。（-）
灵敏度检测：采用氯化苄法提取长双歧杆菌标准株

./0，经核酸蛋白分析仪测定其浓度后进行 !1倍系
列稀释，以这些 ./0稀释液为模板进行检测，同时
用常规 +,#检测方法作对照。（2）重复性检测：重
复性检测包括：批内和批间重复性检验。以所提取

的长双歧杆菌标准株 ./0为模板，连续 34对同一
模板进行重复检测。

!"#"% 分子信标’实时 +,#方法与传统检测方法的
比较：选取 5株纯双歧杆菌培养液，分别采用传统的
平板菌落计数法以及分子信标’实时 +,#方法检测
双歧杆菌的浓度，所得数据采用 606软件进行方差
分析，并用邓肯氏极大复差法进行多重比较，检验误

差水平为 1718。

& 结果与分析

&"! ’()模板提取方法的比较
综合目前的文献报道，氯化苄法提取双歧杆菌

基因组 ./0效果较好［!1］。本研究在此方法的基础
上作部分改动，增加了抽提液的作用时间和抽提次

数。所提取的双歧杆菌 ./0，经核酸蛋白分析仪测
定，双歧杆菌基因组 ./0 的 !"-31 "!"-51比值介于

!75 9 -71之间，!"-31 "!"-21比值大于 -71，证明 ./0
纯度高，提取结果稳定，重复性好。但该方法缺点是

步骤较多，操作时间较长。参考 :;$)*<=4$ 等［!!］提
取双歧杆菌方法，本研究建立了 (>缓冲液法用于
双歧杆菌 ./0及其它参考菌株 ./0的提取。此法

操作简便，快捷，可作为大批量双歧杆菌及其它参考

菌株的 +,#扩增模板 ./0的提取方法。
&"& *+,-./01+ 23*扩增体系的优化
通过对所得不同的扩增曲线形态分析及最大

#?@值的比较（图 !、图 -），确定出最优引物终浓度
为 175!*<&"A，探针终浓度为 17B!*<&"A，CD

- E终浓度

为 B71**<&"A。从扩增曲线上可以看出：引物、探针
及 CD- E浓度对荧光强度有一定的影响，浓度偏高或
偏低，荧光强度有所减弱；浓度的改变只影响曲线的

#?@值，但几乎不影响 ,F值，可见 ,F值只与模板浓
度有关。最终得出 #$%&’()*$ +,#检测体系为：81!A
反应体系中 +,# G;HH$I（!1 J）8!A，CD

- E（-8**<&"A）
5!A，4/(+ C)KF;I$（-78**<&"A）B!A，G)H’?（!1!*<&"A）
和 G)H’#（!1!*<&"A）及 G)H’CG（8!*<&"A）各 B!A，(%L
./0 +<&M*$I%N$（-78@"!A）178!A，#OP #$H$I$=Q$ .M$
-!A，待检样品 8!A。
&"4 *+,-./01+ 23*检测标准曲线的建立
以不同菌数的阳性模板对数（A<D,?@"*A）为横

坐标，以 +,#反应过程中出现荧光信号的初始循环
数（,F）为纵坐标绘制双歧杆菌的标准曲线，结果表
明：当浓度过大（超过 - J !15,?@"*A）或过低（低于
- J !1B,?@"*A）时，标准曲线相关性不好；浓度范围
在 - J !15,?@"*A 9 - J !1B ,?@"*A 之间时，标准曲
线线性良好，相关系数 #- 值大于 17RS。因此，依据
此模板范围建立了双歧杆菌 #$%&’()*$ +,#检测标
准曲线，见表 !和图 2。
&"# 分子信标.实时 23*检测双歧杆菌方法的评
价

&"#"! 特异性检测：对 !B株双歧杆菌及 !B株非双
歧杆菌进行 #$%&’()*$ +,#检测，结果与预期完全相
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图 ! "#! $浓度对 %&’()*+,& -.%反应体系的影响

表 ! "#$%&’()# *+"标准曲线 +,值

/0#.123,/ 4 5 6 7 8

%9:;).< ;8=8; ;6=!; !>=45 !8=77 !6=?6

%9:;).< ;8=!! ;7=55 !;=!@ !7=@4 !5=!?

%9:;).< ;8=@4 ;6=@? !;=;4 !6=57 !4=;!

"&’: A BC ;8=@8 A >=>4 ;6=;! A >=!6 !;=>? A >=;6 !7=76 A >=?; !5=8? A >=8?

图 8 不同菌株 CDE的 %&’()*+,& -.%扩增曲线

图 @ %&’()*+,& -.%标准曲线

符，无非特异性扩增，;8 株双歧杆菌都表现为阳性
扩增，扩增曲线呈现明显的 B型；而 ;8株非双歧杆
菌及水对照未有荧光增加信号，表现为阴性，表明

该方法有良好的特异性。部分检测菌株的 %&’()

*+,& -.% 扩增曲线结果见图 8。由于双歧杆菌的
CDE模板在反应体系中的浓度不同，所以扩增曲线
表现具有一定的差异，可以看出：模板浓度越高，

可检测到荧光增加信号所进行的 -.% 循环数越少，
当模板浓度为零时，即使 -.% 循环数达到最大（8>
个循环），也检测不到荧光增加信号。

-./.- 灵敏度检测：将不同浓度的 CDE阳性模板
;>倍梯度稀释，在 %&’()*+,& -.% 仪上所能检测出
的最低限数为 7=5F#3-.% 反应体系（图 7），而常规
-.%通过浓度梯度谱带可观察到的最低稀释限点为
75>F#3-.%反应体系（图 6），两者结果的对比情况见
表 !。可见，%&’()*+,& -.%的灵敏度比常规 -.%高
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图 ! 不同浓度双歧杆菌 "#$的 %&’()*+,& -.%扩增曲线

表 ! "#$%&’()# *+"与常规 *+"检测灵敏度的比较

阳性模板 "#$含量

（/-.%反应体系）

%&’()*+,& -.%

循环阈值
普通 -.%

!0123 44567 阳性

!023 48508 阳性

!5023 4!547 阳性

!0193 :4570 阳性

!093 :85!! 阳性

!5093 :75;1 阳性

!01<3 :=577 阳性

!0<3 6:5;4 阴性

!50<3 675=7 阴性

15!0<3 1 阴性

1 1 阴性

图 0 不同浓度双歧杆菌菌液的 %&’()*+,& -.%扩增曲线

411倍。另外，将长双歧杆菌 $*..4!010 纯培养物
（: > 41;.?@/,A）做阳性模板，连续 41 倍梯度稀释，
在 %&’()*+,& -.% 仪上所能检测出的最低限数为
: > 41:.?@/,A，.B值为 6!5:!（图 0，表 6），但当模板
浓度低于 : > 416.?@/,A 时，虽仍能检测出荧光信
号，读出 .B值，但扩增曲线已不明显，且重复实验表

明，由于其过低偶尔无法检出。因此，%&’()*+,& -.%
的检测纯双歧杆菌培养液菌液浓度的检出限为

: > 416.?@/,A。

图 7 不同浓度双歧杆菌 "#$的凝胶电泳结果

表 , "#$%&’()# *+"检测双歧杆菌菌液的 +-值

菌液

（.?@/,A）
: > 41; : > 410 : > 417 : > 41! : > 418 : > 416 : > 41:

.B值 4854; 4!57: :45!= :85;; :0570 6:541 6!5:!
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!"#"$ 重复性检测：用 !"#$%&’(" )*! 方法对长双
歧杆菌标准株进行重复检测，并对结果进行了统计

学分析，结果见表 +。由表 + 中可以看出批内和批
间 *,值均在 -.以内，说明 !"#$%&’(" )*!检测方
法具有较好的重复性。

表 # 同一模板批内和批间重复性检验结果

批内重复性

/ 0 1 + - 2

批间重

复性

3"#4 /56177 /561+- /56+1- /56/80 /56-8- /560++ /5612/

9: ;610- ;608- ;6118 ;6+/; ;607/ ;6++- ;6;21

*,（.） /628 /6+7 /67+ 06/+ /615 061/ 061/

!"% 分子信标%实时 )*!方法与传统检测方法的比
较

应用所建立的分子信标%实时 )*!检测方法对
8株纯双歧杆菌培养液进行检测，8株双歧杆菌均能
检出，定量检测结果与传统的平板菌落计数法检测

结果相比，除一株双歧杆菌（! < "#$#%&’）检测结果差
异显著外（( = ;6;-），其他 7 株双歧杆菌检测结果
均无显著性差异（( > ;6;-）。检测结果见表 -。

表 % 纯培养的双歧杆菌检测结果

菌株
分子信标%实时 )*!检测结果

?@A*BCD(? E 9:（*F E 9:）

平板菌落计数结果

?@A*BCD(? E 9:

! < )*+,#- 762+ E ;6;2#（006/8 E ;600） 7620 E ;6;+#

! < #.$*.,#- 86++ E ;6;0#（/561- E ;6;7） 8625 E ;6;2#

! < )/.0&’ 56+; E ;6;0#（/-65/ E ;6;7） 56+/ E ;6;+#

! < *%/)1-+1.,#- 561+ E ;6;0#（/26/- E ;6;7） 5602 E ;6;;#

! < )/.0&’ 2344 561; E ;6;;#（/261; E ;6;;） 56/; E ;6;0#

! < "5161 56+; E ;6;7#（/-650 E ;602） 56+0 E ;6;1#

! < "#$#%&’ 5675 E ;6;;#（/+6-+ E ;6;0） 56+2 E ;6;;G

! < "5161 5622 E ;6;+#（/+657 E ;6/1） 565; E ;6;0#

注：同行数据角标不同表示差异显著（( = ;6;-）

$ 讨论

传统的平板菌落计数方法只能计算活菌数，而

双歧杆菌为专性厌氧菌，在操作过程中，环境中的氧

气可能会导致部分双歧杆菌死亡，进而影响菌数的

估计；双歧杆菌若在平板上分布不均，也会影响菌数

的估计。另外，平板菌落计数是以选择性培养基为

基础的，而选择性培养基成分复杂，制备费时费力

（保守估计大约需要 0H）；双歧杆菌又需厌氧培养
+8H后才能计数，可见所需检测时间较长。本研究
所建立的双歧杆菌分子信标%实时 )*!检测方法则
不会存在此类问题，不需要繁琐的培养富集，操作过

程简单，检测时间短，只需 +H（包括样品前处理时
间），而且检测结果可靠性好，稳定性高。因此，无论

从检测灵敏度、特异性、可靠性方面，还是防污染、对

人体安全、省时省力方面，分子信标%实时 )*!检测
方法都具有很好的发展前景。

# 结论

本研究所建立的双歧杆菌分子信标%实时 )*!
检测方法重复性好，批内和批间变异系数均小于

-.；特异性强，扩增曲线呈现明显的 9型，无非特异
性扩增；灵敏度高，是普通 )*!的 /;;倍，对纯双歧
杆菌 :IJ的检出限为 -67KAD)*!反应体系，纯双歧
杆菌菌液的检出限为 0 L /;1*BCD(?；线形范围宽，
起始模板数在 0 L /;8*BCD(? M 0 L /;+*BCD(?之间
具有良好的线形关系，相关系数大于 57.。
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