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摘  要：【目的】采用实时荧光定量 PCR 的方法定量分析黏附于 Caco-2 细胞的双歧杆菌，并建

立一种快速有效分离黏附于细胞的细菌的方法。【方法】采用 Triton X-100 溶液处理黏附于 Caco-2

细胞上的菌体，确定获得最佳分离效果的处理时间；建立实时荧光定量 PCR 定量检测双歧杆菌

的方法，获得标准曲线，进行特异性、灵敏度、重复性评价；应用建立的方法分析 11 株双歧杆

菌对 Caco-2 细胞的黏附能力。【结果】Triton X-100 处理黏附于 Caco-2 细胞的双歧杆菌的最佳作

用时间为 10 min。实时荧光定量 PCR 定量检测双歧杆菌的方法重复性好、特异性强、灵敏度高；

起始模板浓度范围在 104−108 CFU/mL 之间具有良好的线形关系，相关系数>99%，在该浓度范围

线性方程为：y=−3.345 2x+37.637 0。应用建立的方法定量分析双歧杆菌的黏附能力，与直接镜检

法相比差异不显著(P>0.05)，检测时间由 48 h 缩短至 4 h。【结论】Triton X-100 分离处理结合实

时荧光定量 PCR 方法是一种快速、有效的检测双歧杆菌对 Caco-2 细胞黏附能力的方法。 
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Abstract: [Objective] Bifidobacterium adherent to Caco-2 cells were quantitatively analyzed by 
quantitative real-time PCR, and a rapid and effective method to detach the bacteria from the Caco-2 
cells was established. [Methods] Firstly, the Bifidobacterium adherent to the Caco-2 cells were treated 
by Triton X-100 solution with the aim of separating bifidobacterial cells from the Caco-2 cells. 
Secondly, quantitative real-time PCR method for quantifying Bifidobacterium was determined by 
generating a standard curve, evaluating the specificity, sensitivity and reproducibility of the method, 
respectively. Finally, the adhering capacity of 11 Bifidobacterium to the Caco-2 cells was detected by 
the method established in this study. [Results] The optimum time for separating Bifidobacterium from 
Caco-2 cells by Triton X-100 was 10 min. The quantitative real-time PCR method used for determing 
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adherent ability of Bifidobacterium demonstrated a good reproducibility, a high specificity and 
sensitivity. When the initial template concentration was in the range of 104−108 CFU/mL, a good linear 
relationship between bacterial cell counts and Ct value was expressed with the equation of y=−3.345 
2x+37.637 0, whose correlation coefficient was above 99%. Compared with the gram staining 
microscopic examination with the detection time of 48 h, the quantitative real-time PCR method 
established in this study was able to obtain non-significant results of quantifying the adherent capacity 
of Bifidobacterium (P>0.05), however, the time for detection was greatly shortened to 4 h. 
[Conclusion] Triton X-100 separation processing combining with quantitative real-time PCR is a rapid, 
accurate and sensitive method for detecting and quantifying the adhering capacity of Bifidobacterium to 
the Caco-2 cells. 

Keywords: Bifidobacterium, Adhesion, Triton X-100, Quantitative real-time PCR 

双歧杆菌(Bifidobacterium)最早由法国巴斯德

研究所的 Tissier[1]于母乳喂养的健康婴儿粪便内发

现并分离，该菌存在于健康人体的消化道内，与人

的健康密切相关。双歧杆菌因具有调节肠道菌群平

衡、降低血清胆固醇水平和血脂浓度等多种益生作

用[2-4]，被作为益生菌广泛应用于食品和药品[5-6]中。 

根据 FAO/WHO[7]发表的报告，筛选益生菌的

主要标准之一是该菌是否具有能够黏附到肠道黏

膜或上皮细胞上的性质。因此，双歧杆菌作为益生

菌要发挥其益生作用的前提是能够黏附到人体肠

上皮细胞[8]。由于在人体内评价双歧杆菌对人体肠

道粘膜的黏附难以实现，绝大多数采用体外细胞培

养模拟胃肠道系统进行体外实验[9]。Caco-2 细胞，

因其能够体外模拟成熟上皮细胞的结构和功能特

征，被广泛用于益生菌黏附的研究[10]。 

目前，评价双歧杆菌对 Caco-2 细胞黏附的常用

方法包括：直接镜检法、平板菌落计数法和以 PCR

技术为特征的分子检测法等[11]。直接镜检法受研究

者主观因素影响较大，精确性相对较低。平板菌落

计数法费时费力，而且双歧杆菌属于专性厌氧菌，

增加了对培养条件的要求。以 PCR 技术为特征的分

子检测方法具有快速、特异性强、灵敏度高、定量

准确、重复性好等优点而被广泛采用，尤其是在定

量检测产品中双歧杆菌时得到应用[12-14]。Requena

等[15]以 TaqMan 作为荧光探针，以 16S rRNA 基因

作为目的基因进行实时荧光定量 PCR，可以快速准

确定量婴儿粪便中的双歧杆菌。Kramer 等 [16]以

SYBR Green 为荧光染料对冷冻食品中的双歧杆菌

进行定量分析，结果表明采用 16S rRNA 基因作为

目的基因进行 PCR 不仅可以准确定量双歧杆菌，

还可以有效区分乳杆菌和双歧杆菌菌群。以上研

究表明，实时荧光定量 PCR 可以应用于双歧杆菌

的定量。 

因此，本研究拟采用实时荧光定量 PCR 的方

法，对黏附于 Caco-2 细胞的双歧杆菌进行快速的定

量检测，为益生菌的体外筛选奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  试验菌株和供试细胞：长双歧杆菌标准株(B. 

longum ATCC 15707)购于中国普通微生物菌种保藏

中心(CGMCC)，10 株双歧杆菌、鼠李糖乳杆菌 LGG

和嗜酸乳杆菌 NCFM 由东北农业大学乳品科学教

育部重点实验室乳品工业微生物菌种保藏中心

(KLDS-DICC)提供。 

Caco-2 (Human colon adenocar cinoma，人结肠

腺癌细胞)，购自中国科学院上海细胞库。 

1.1.2  培养基配方：乳杆菌属菌株选择 MRS[17]培

养基培养，双歧杆菌属菌株选择添加 0.05% L-半胱

氨酸盐酸盐的 MRS (mMRS)培养基培养。 

1.2  菌种的传代 

将双歧杆菌按 3%接种量接入 mMRS 液体培养

基中，37 °C 厌氧(80% N2、10% H2、10% CO2)培养，

将鼠李糖乳杆菌 LGG 和嗜酸乳杆菌 NCFM 按 3%

接种量接入 MRS 液体培养基中，37 °C 培养过夜，
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经过 3 代液体培养以提高菌株活力，作为实验菌株。 

1.3  细胞培养 

采用含 10%胎牛血清(使用前于 56 °C 灭活   

30 min)和 1%双抗(青霉素和链霉素溶液)的 DMEM

培养基作为细胞培养基，在 37 °C、5% CO2-95%空

气的细胞培养箱中进行培养。 

用于黏附试验的细胞培养于细胞 6 孔培养板

中，接种量为 1×105 cells/well，待单层细胞汇合之

后，继续培养 10−15 d，即可用于黏附试验。进行

黏附实验前 24 h，需要更换为无双抗 DMEM 培养

基(含有血清，不含抗生素)。 

1.4  黏附实验 

参考 Grootaert 等[18]的方法，略作修改。将生长

到 对 数 生 长 期 后 期 细 菌 培 养 物 的 浓 度 调 整 至    

108 CFU/mL，重悬于等体积无双抗的 DMEM 培养

基中，然后加入到培养在 6 孔板中的已分化的

Caco-2 细胞层中，于 37 °C、5% CO2-95%空气的细

胞培养箱中共同培养 2 h。 

1.5  Triton X-100 处理与 Caco-2 细胞黏附的双

歧杆菌 

1.5.1  Triton X-100 处理对双歧杆菌存活率的影

响：取培养至对数生长期后期的细菌培养物，    

10 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，用等体积的

Triton X-100 溶液处理 30 min，对其进行 10 倍梯度

稀释后，涂布于 mMRS 固体平板培养基上进行平板

菌落计数，按照下列计算公式计算存活率，存活率

=处理后菌数/未处理菌数×100%，定义未经 Triton 

X-100 处理的双歧杆菌存活率为 100%。 

1.5.2  Triton X-100处理与Caco-2细胞黏附的双歧

杆菌的最佳分离时间的确定：按照 1.4 中的方法进

行黏附试验，用 PBS 清洗以去除未黏附的双歧杆

菌，加入 1 mL Triton X-100 溶液，分别处理 5、10、

15、20、25、30 min，收集于离心管中。将收集的

样品经 10 倍梯度稀释后涂布于 mMRS 固体平板培

养基上进行平板菌落计数，结果以 Log CFU/well

表示，进行 3 次独立的实验。对照组采用胰酶

(Gibco，0.25% Tripsin-EDTA，10 min，37 °C)处    

理 [19]分离黏附的双歧杆菌，其他处理与实验组   

相同。 

1.6  实时荧光定量 PCR 检测双歧杆菌时标准曲

线的绘制 

1.6.1  实时荧光定量 PCR：按照王超等[20]的方法，

从 GenBank 序列数据库 (http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov)中调出已知的 34 种双歧杆菌 16S rRNA/16S 

rDNA ， 利 用 ClustalW (http://www. ebi.ac.uk) 及

DNAMAN 多序列分析软件，对其进行多重比对分

析，找出双歧杆菌 16S rRNA/16S rDNA 保守的一

段序列区，以长双歧杆菌 16S rRNA 基因序列(数据

库登录号为 M58739)为模板，利用引物设计软件

Primer Premier 5.0 设计引物。本实验所使用的引物

包括正向引物 BIf-F 和反向引物 Bif-R。BIf-F：

5′-TCTGGCTCAGGATGAACGC-3′；Bif-R：5′-CAC 

CGTTACACCGGGAATTC-3′。 

实时荧光定量 PCR 的反应体系：总体系 20 μL，

2.5×Real Master Mix/20×SYBR solution 9 μL，模板

DNA 100 ng，上下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，无

菌去离子水 8 μL。 

实时荧光定量 PCR 的反应条件：94 °C 3 min；

94 °C 15 s，60 °C 30 s，68 °C 1 min，40 个循环，

以 0.5 °C/s 的速度，从 60 °C 到 95 °C 作溶解曲线。

溶解曲线用于检测是否有非特异性扩增产物和引

物二聚体的产生，每个样品做 3 个平行。 

1.6.2  实时荧光定量 PCR 定量检测双歧杆菌标准

曲线的绘制：取过夜培养至生长指数期后期的长双

歧杆菌(B. longum ATCC 15707)菌液，进行 10 倍梯

度稀释，选择连续 6 个稀释度作为样品，分别对 6

个样品进行平板菌落计数。同时采用天根细菌基因

组 DNA 提取试剂盒对 6 个样品提取基因组 DNA，

以基因组 DNA 作为模板进行实时荧光定量 PCR，

具体参数见 1.6.1 方法。以长双歧杆菌标准株的不

同菌落数的对数值(Log CFU/mL)为横坐标，以 PCR

反应过程中出现荧光信号的初始循环数(Ct 值)为纵

坐标绘制标准曲线，进行相关性分析，确定检测的

线性范围，进而建立实时荧光定量 PCR 检测黏附于
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Caco-2 细胞的双歧杆菌的标准曲线。每个样品做 3

个平行，同时以实验用水代替 DNA 模板作为空白

对照(下同)。 

1.7  实时荧光定量 PCR 定量检测双歧杆菌方法

的方法学评价 

1.7.1  特异性检测：对 11 株双歧杆菌及鼠李糖乳

杆菌 LGG 和嗜酸乳杆菌 NCFM 进行实时荧光定量

PCR 检测，评价该方法的特异性，LGG 和 NCFM

作为阴性对照，同时做空白对照。 

1.7.2  灵敏度检测：将长双歧杆菌标准株培养液进

行连续 10 倍梯度稀释，以每个稀释度的菌液作为

实验样品，分别提取 DNA，进行实时荧光定量 PCR

检测，做空白对照。同时对每个梯度稀释度的样品

进行平板菌落计数，评价该方法的灵敏度。 

1.7.3  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 DNA

为模板，连续 6 d 对同一模板进行重复检测。 

1.8  实时荧光定量 PCR 定量检测双歧杆菌对

Caco-2 细胞的黏附 

1.8.1  双歧杆菌对 Caco-2 细胞的黏附：按照 1.4 试

验方法，进行双歧杆菌对 Caco-2 细胞的黏附试验。 

1.8.2  实时荧光定量 PCR 测定双歧杆菌的黏附能

力：按照 1.5.2 的试验方法，采用 Triton X-100 溶液

对黏附于 Caco-2 细胞的双歧杆菌进行分离处理  

10 min (处理时间为 1.5.2 确定的最佳处理时间)，收

集于离心管中，10 000×g 离心 5 min，收集菌体，

采用天根细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 10 株双

歧杆菌的 DNA，按照 1.6.1 的方法进行实时荧光定

量 PCR。按照 1.6.2 方法中建立的标准曲线，计算

双歧杆菌的黏附能力。以直接镜检法和平板菌落计

数法为对照。 

1.8.3  直接镜检法测定双歧杆菌的黏附能力：按照

Guglielmetti 等[21]的方法进行黏附试验，用 PBS 清

洗，甲醇固定 10 min，革兰氏染色，在显微镜下观

察细菌与细胞的黏附状态。黏附能力以随机选取的

20 个显微视野进行评价，计算 100 个 Caco-2 细胞

黏附的细菌数，比较时转换成 Log CFU/well (细胞

培养 6 孔板中可容纳约 106 个细胞，通过对 Caco-2

细胞进行计数获得)。 

1.8.4  平板菌落计数法测定双歧杆菌的黏附能力：

按照 1.8.1 方法进行黏附试验，加入胰酶 250 μL，

37 °C 孵育 10 min，释放细胞上已黏附的细菌，然

后向培养板每个孔中添加 250 μL 含无双抗 DMEM

的培养基以终止胰酶活力，用吸管将 Caco-2 细胞层

吹打下来。黏附细菌经 10 倍梯度稀释后涂布于

mMRS 固体平板培养基上进行平板菌落计数，菌株

的黏附能力以 Log CFU/well 表示，进行 3 次独立的

实验，以上平板菌落计数样品均在 37 °C 条件下厌

氧培养。 

1.9  数据分析与统计 

每个实验重复 3 次，运用 SPSS Statistics V17.0

软件进行数据分析。 

2  结果与分析 

2.1  Triton X-100 处理对双歧杆菌存活率的影响 

采用 Triton X-100 溶液对双歧杆菌处理 30 min

后，双歧杆菌的存活率均在 96.2%以上(表 1)。这与

van den Abbede 等 [22]的研究结果相似(存活率在

96.0%以上)，表明细菌在 Triton X-100 溶液中能够

较好地存活。 
 

表 1  Triton X-100 处理双歧杆菌 30 min 后的存活率

Table 1  Bacterium survival (percentage) after 30 min 
exposure to Triton X-100 

菌株名称 

Bacterium name 

存活率 

Survival (%) 

ATCC 15707 97.8±0.4 

KLDS 2.0602 98.6±0.8 

KLDS 2.0603 96.2±1.3 

KLDS 2.0613 97.6±0.9 

KLDS 2.0003 96.8±0.5 

KLDS 2.0005 96.6±0.8 

KLDS 2.0006 97.8±0.9 

KLDS 2.0501 98.8±2.5 

KLDS 2.0502 98.0±0.3 

KLDS 2.0506 96.6±1.0 

BB12 96.9±0.6 
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2.2  Triton X-100 处理黏附于 Caco-2 细胞的双

歧杆菌的最佳分离时间 

Triton X-100 处理黏附于 Caco-2 细胞的双歧杆

菌不同时间的分离效果，结果(图 1)显示，Triton 

X-100 溶液处理 5 min 的分离效果极显著低于对照

组(P<0.01)，处理 30 min 的分离效果显著低于对照

组(P<0.05)，处理 10、15、20、25 min 的分离效果

与对照组差异不显著(P>0.05)。因此，选择采用

Triton X-100 溶液处理 10 min 作为最佳的分离   

时间。 

2.3  实时荧光定量 PCR 定量检测双歧杆菌的标

准曲线 

所绘制实时荧光定量 PCR 检测双歧杆菌的标准

曲线见图 2。结果表明：当浓度过大(≥109 CFU/mL) 

 
 

 
 

图 1  不同处理时间 Triton X-100 对黏附于 Caco-2 细胞

的双歧杆菌的分离效果 
Figure 1  The seperation of Bifidobacterium adhesion to 
Caco-2 cells treated by Triton X-100 for different times 
注：与对照组相比，*：P<0.05；**：P<0.01. 

Note: *: P<0.05; **: P<0.01 as compared with control. 

或过低(≤103 CFU/mL)时，标准曲线相关性不好；

浓度范围在 104−108 CFU/mL 之间时，标准曲线线

性关系良好，相关系数 R2>0.99。在该浓度范围的

线性方程为 y=−3.345 2x+37.637 0，其中 y 为 PCR 反

应过程中出现荧光信号的初始循环数(Ct)；x 为     

B. longum ATCC 15707菌落数的对数(Log CFU/mL)。 

2.4  实时荧光定量 PCR 定量检测双歧杆菌方法

的评价 

2.4.1  特异性：对 11 株双歧杆菌及鼠李糖乳杆菌

LGG 和嗜酸乳杆菌 NCFM 进行实时荧光定量 PCR

检测，检测菌株的实时荧光定量 PCR 扩增曲线，结

果(图 3)显示：无非特异性产物的扩增，11 株双歧

杆菌均表现为阳性扩增，扩增曲线呈现明显的 S 型，

而鼠李糖乳杆菌 LGG 和嗜酸乳杆菌 NCFM 及空白

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。 
 
 

 
 
 

图 2  实时荧光定量 PCR 检测双歧杆菌的标准曲线 
Figure 2  Standard curves for quantifying Bifidobacterium 
by quantitative real-time PCR 

 

 
 

图 3  不同菌株 DNA 的实时荧光定量 PCR 扩增曲线 
Figure 3  Quantitative Real-time PCR amplification curves used for quantification of the DNA of different strains 
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2.4.2  灵敏度：不同稀释度菌液的实时荧光定量

PCR 扩增曲线(图 4)显示：当双歧杆菌浓度低于  

104 CFU/mL 时，扩增曲线 S 型不明显。因此，该

方法的最低检出限为 104 CFU/mL。 

2.4.3  重复性：用实时荧光定量 PCR 方法对长双歧

杆菌标准株进行重复 6 次检测，并对结果进行统计

学分析，结果(表 2)显示，批内和批间 CV 值均在 5%

以内，说明实时荧光定量 PCR 检测方法具有较好的

重复性，实验结果具有较高的可靠性和稳定性。 

2.5  实时荧光定量 PCR 方法定量检测双歧杆菌

对 Caco-2 细胞的黏附 

应用所建立的实时荧光定量 PCR 方法定量检

测了 11 株双歧杆菌的黏附能力，结果(表 3)显示：

双歧杆菌 KLDS 2.0003 和 KLDS 2.0501 的实时荧光

定量 PCR 检测结果与平板菌落计数法检测结果差

异显著(P<0.05)，与直接镜检法的检测结果差异不

显著(P>0.05)；其余 9 株双歧杆菌的实时荧光定量

PCR 检测结果与传统的平板菌落计数法和直接镜

检法检测结果均无显著性差异(P>0.05)。实时荧光

定量 PCR 方法检测时间只需要 4 h，而平板菌落计

数法检测耗时 48 h，由此可见，实时荧光定量 PCR

方法可大大缩短检测时间。 

3  讨论 

双歧杆菌具有调节肠道菌群平衡和竞争排斥

病原微生物[23]等益生作用，定殖于肠道是双歧杆菌

发挥其益生作用的前提，而能否黏附到人体肠上皮

细胞则是双歧杆菌快速定殖肠道的先决条件[24]。因

此，一种快速、准确、灵敏的检测细菌黏附能力方

法，非常有利于高黏附能力的双歧杆菌菌株的   

筛选。 

 

 
 

图 4  不同浓度双歧杆菌菌液的实时荧光定量 PCR 扩增曲线 
Figure 4  Real-time PCR amplification curves used for quantification of different concentrations of Bifidobacterium 

 

表 2  同一模板 DNA 批内和批间重复性试验结果 
Table 2  The test results of intra-assay and inter-assay reproducibility with the same template DNA 

 

批内重复性 

Intra-assay reproducibility 批间重复性 

Inter-assay reproducibility 
1 2 3 4 5 6 

X (Ct) 19.67 19.22 19.08 19.64 18.98 19.48 19.32 

s 0.27 0.32 0.47 0.33 0.62 0.47 0.48 

CV (%) 1.38 1.66 2.46 1.70 3.26 2.44 2.50 
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表 3  双歧杆菌对 Caco-2 细胞的黏附能力的检测结果 
Table 3  The test results of quanlification of Bifidobacterium adhesion to differentiated Caco-2 cell 

菌株名称 

Bacterium 

黏附能力 

Adhesion ability (Log CFU/mL±s) 

实时荧光定量 PCR 

Real-time PCR (Ct±s) 

平板计数法 

Plate count 

直接镜检法 

Microscopic examination 

B. longum ATCC 15707 7.26±0.04a (13.35±0.10) 7.16±0.05a 7.25±0.12a 

KLDS 2.0602 7.28±0.08a (13.28±0.27) 7.14±0.25a 7.26±0.05a 

KLDS 2.0603  7.60±0.03a (12.21±0.07) 7.64±0.16a 7.68±0.08a 

KLDS 2.0613 6.58±0.06a (15.63±0.04) 6.56±0.21a 6.62±0.11a 

KLDS 2.0003 7.57±0.02a (12.31±0.05) 7.42±0.34b 7.59±0.06a 

KLDS 2.0005 7.46±0.08a (12.68±0.27) 7.39±0.11a 7.48±0.02a 

KLDS 2.0006 7.79±0.02a (11.58±0.07) 7.74±0.20a 7.83±0.10a 

KLDS 2.0501 7.88±0.01a (11.28±0.04) 7.76±0.26b 7.89±0.06a 

KLDS 2.0502  7.19±0.02a (13.59±0.05) 7.15±0.31a 7.22±0.04a 

KLDS 2.0506 7.46±0.08a (12.68±0.27) 7.41±0.17a 7.50±0.03a 

BB12 7.83±0.02a (12.28±0.07) 7.80±0.10a 7.85±0.07a 

注：同行数据角标不同表示差异显著(P<0.05). 

Note: Different subscript in each row indicate significant difference (P<0.05). 
 

本研究采用 Triton X-100 溶液分离处理的方

法，分离获得黏附于 Caco-2 细胞的双歧杆菌。Triton 

X-100 处理的方法与胰酶消化法相比，胰酶消化法

获得的双歧杆菌会混有大量的黏附细胞，且离心不

易分离；而 Triton X-100 处理的方法不仅可以获得

较好的分离效果，而且不会混有大量的细胞影响后

续实验。因此，Triton X-100 溶液分离处理的方法

优于胰酶消化法。在本研究中，用 Triton X-100 对

双歧杆菌处理 30 min 后，发现双歧杆菌存活率均在

96.2%以上，说明双歧杆菌在 Triton X-100 溶液中能

够较好地存活。van den Abbede 等[22]用 Triton X-100

溶液对细菌处理 1 h 后，发现细菌的存活率可以达

到 96.0%以上，该研究佐证了上述的试验结果。进

一步研究发现：当用 Triton X-100 溶液对黏附的双

歧杆菌处理 10 min 时，获得的分离效果与胰酶消化

法 差 异 不 显 著 (P>0.05) ， 而 且 延 长 处 理 时 间 至    

30 min，对其分离效果无明显的增强，说明 Triton 

X-100 溶液在一定时间内可以有效分离黏附在

Caco-2 细胞上的双歧杆菌。Grootaert 等[18]的研究也

表明，Triton X-100 可以有效分离黏附在模拟肠道

细胞上的细菌。本试验采用 Triton X-100 对 11 株黏

附的双歧杆菌处理 10 min，均可以获得较好的分离

效果。 

所建立的实时荧光定量 PCR 方法灵敏度高，双

歧杆菌的最低检出限为 104 CFU/mL (图 4)。当起始

模板浓度范围在 104−108 CFU/mL 之间时，所建立

的标准曲线具有良好的线性关系，相关系数大于

99%。Tomas 等[25]采用 Real-time PCR 方法对发酵

乳中的乳酸菌和双歧杆菌进行定量，所绘制标准曲

线的起始模板浓度在 105−109 CFU/mL 时，相关系

数在 94.2%−99.7%之间，所获得的最低检测限是

(1×103)−(1×104) CFU/mL，该研究结果与上述的试

验结果具有相似性，但是本试验所采用的 Real-time 

PCR 方法检测的是全部双歧杆菌，如需对活菌数进

行准确的检测，还需要进一步的研究。 

在本研究中，采用实时荧光定量 PCR 方法检测

获得的 11 株双歧杆菌的黏附能力与直接镜检法获

得的结果差异不显著，双歧杆菌 KLDS 2.0501、
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KLDS 2.0006、BB12 都表现出较高的黏附能力，其

中 KLDS 2.0501 和 KLDS 2.0003 两株双歧杆菌的黏

附能力显著高于平板菌落计数法，这可能是由于平

板菌落计数法仅检测黏附的活细胞，而实时荧光定

量 PCR 方法和直接镜检法计数的是黏附的全部细

菌细胞(表 3)，既有活的细菌细胞，也包括不可培养

的细菌细胞。Chauviere 等[26]的研究也发现死菌可

以黏附到细胞上。直接镜检法受研究者人为主观因

素影响较大，精确性相对较低。平板菌落计数法检

测大约耗时 48 h，费时费力。然而采用实时荧光定

量 PCR 的检测方法，可以快速定量检测黏附于

Caco-2 细胞上的双歧杆菌(4 h 左右)，这为高黏附能

力的益生菌的筛选和评价奠定了基础。 
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