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鼠李糖乳杆菌 HN001 菌株水平快速 
定量方法的建立及应用 

彭新凯 1,2, 王  娉 2, 武  运 1*, 陈  颖 2*, 曲天铭 2, 王  宇 2, 赵晓美 2, 郜忠川 1 
(1. 新疆农业大学食品科学与药学学院, 乌鲁木齐  830000; 2. 中国检验检疫科学研究院, 北京  100176) 

摘  要: 目的  应用实时荧光定量聚合酶链式反应(real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction, 

qPCR), 建立鼠李糖乳杆菌 HN001 菌株水平的快速定量检测方法。方法  通过比对鼠李糖乳杆菌 HN001 的近缘

菌株的基因组, 筛选出鼠李糖乳杆菌 HN001 菌株水平的特异基因, 以菌株水平的特异基因为靶标设计引物及探

针, 优化反应体系和条件, 建立鼠李糖乳杆菌 HN001 株水平的 qPCR 检测方法。对方法的特异性、灵敏度、检

出限进行验证, 并采用已建立的 qPCR 方法进行模拟添加样品和实际样品的检测。结果  所建立的方法特异性

强, 与近缘菌株无交叉反应, 鼠李糖乳杆菌 HN001 纯培养液检出限为 102 CFU/mL, 灵敏度可达到 650 copies/μL, 

可在 2 h 内完成样品检测。对模拟添加样品以及实际样品检测中 qPCR 和平板计数法结果的对数值进行显著性

分析检验, 两种方法的测定值结果均无显著性差异(P>0.05)。结论  本研究建立的 qPCR 检测方法可有效应用于

益生菌产品中鼠李糖乳杆菌 HN001 菌株水平定量检测, 具有快速、灵敏、准确的特点。 
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Establishment and application of rapid quantification method at the level of 
Lactobacillus rhamnosus strain HN001 
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WANG Yu2, ZHAO Xiao-Mei2, GAO Zhong-Chuan1 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid quantitative assay for Lactobacillus rhamnosus HN001 at the strain 

level based on real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Methods  By comparing the 

genomes of the related strains of Lactobacillus rhamnosus HN001, the specific genes at the level of Lactobacillus 

rhamnosus HN001 were screened, primers and probes were designed with the specific genes at the strain level as the 

target, the reaction system and conditions were optimized, and a qPCR method was established for the detection of 
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Lactobacillus rhamnosus HN001 strain. The specificity, sensitivity, and limit of detection of the method were verified, 

and the established qPCR method was used to detect the simulated added samples and the actual samples. Results  The 

established method was highly specific and had no cross-reactivity with closely related strains. The limit of detection of 

Lactobacillus rhamnosus HN001 was 102 CFU/mL in pure culture solution, and the sensitivity could reach 650 copies/μL, 

and the sample detection could be completed within 2 h. The logarithm of the results of qPCR and plate counting 

method in the simulated spiked samples and actual samples were analyzed for significance, and there was no 

significant difference between the results of the two methods (P>0.05). Conclusion  The qPCR method established 

in this study can be effectively used for the quantitative detection of Lactobacillus rhamnosus HN001 at the strain 

level in probiotic products, which is characterized by rapidity, sensitivity and accuracy. 
KEY WORDS: real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction; Lactobacillus rhamnosus HN001; 

quantitative detection of strain level; probiotic products 
 
 

0  引  言 

益生菌是指在活菌状态下满足一定数量时, 能够给

宿主健康带来有益效应的微生物[1‒2]。近年来, 中国的益生

菌市场发展越来越快, 保健协会数据显示, 2023 年中国的

益生菌消费市场规模已经位居全球第二 , 并且以每年

11%~12%的增幅增长, 益生菌市场正呈现出巨大的市场潜

力[3‒4]。鼠李糖乳杆菌(Lactobacillus rhamnosus)作为一种益

生菌已被使用了 30 多年, 其功效已被多项研究证实。研究

表明, 鼠李糖乳杆菌能够耐受胃液而进入肠道, 黏附在肠

道黏膜层, 维护肠道菌群平衡和肠道稳态平衡[5], 抑制鼠

伤寒沙门氏菌生长[6], 缓解抗生素相关性腹泻, 去除水溶

液中的镉和黄曲霉毒素 B1
[7], 增强免疫反应[8], 减轻过敏

反应[9]。鼠李糖乳杆菌 HN001 是 2022 年卫生和健康委员

会发布的《可用于婴幼儿食品的菌种名单》中的菌株, 目
前市场上已经有较多的婴幼儿配方乳粉和益生菌保健品中

添加了鼠李糖乳杆菌 HN001[10‒11], 国家市场安全监督管理

总局发布的《益生菌类保健食品申报与审评规(征求意见

稿)》中规定益生菌保健产品在其保质期内活菌数不得少于

106 CFU/g(mL)。益生菌的安全性和功能具有菌株特异性, 
在菌株水平对益生菌进行精准定量是确保益生菌产品质量

和功效的关键[12]。 
现行有效的国家标准中采用平板计数法对鼠李糖

乳杆菌进行定量检测。平板计数法有着方法简单、定量

结果准确的优点, 缺点是流程较长, 一般需要 2~3 d 的

时间[13‒14]。目前用于益生菌鉴定的新型检测方法主要包括

全基因组测序(whole genome sequencing, WGS)技术, 多点

位 序 列 分 型 (multilocus sequence typing, MLST) 技 术 , 
16S/23S rRNA 测序技术(16/23S rRNA gene sequencing)等。

WGS 技术如今常用于解决生物学和医学上的遗传学问题, 
是一种可靠的菌株水平鉴定技术, 该技术也存在着技术要

求高和耗时长的限制因素, 难以满足益生菌产品中益生菌

的快速且频繁检测需求。MLST 技术是通过分析管家基因

序列差异来实现种内或亚种水平上区分细菌 , 16S/23S 
rRNA 测序技术利用 16S/23S rRNA 区域的序列可以将细菌

划分为属或种, 这两种方法都难以在菌株水平上对细菌进

行鉴定 [15‒16]。实时荧光定量聚合酶链式反应 (real-time 
fluorescence quantitative polymerase chain reaction, qPCR)
技术是由聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)
技术发展出来的一种技术, qPCR 技术相较于传统 PCR 更

具优势, 它能够实时监测反应, 并且不需要对 PCR 产物进

行后处理, 省略了扩增子可视化的步骤, 整个流程的时间

可以控制在 2 h 左右, 可以满足益生菌产品中益生菌的快

速检测需求[17‒18]。qPCR 鉴定菌种或菌株时, 通过物种特

异性或菌株特异性引物/探针来检测特定目标物种或菌株

的存在[19‒20], 使用菌株水平特异性引物/探针建立的 qPCR
检测方法可以实现对目标菌株在菌株水平上的快速定量检

测[21‒22]。为了实现对益生菌产品中目标菌株的快速定量检

测, 针对现有检测方法的不足, 本研究拟通过设计鼠李糖

乳杆菌 HN001菌株特异性引物及探针, 建立一种鼠李糖乳

杆菌 HN001 菌株水平的 qPCR 快速检测方法, 用于益生菌

产品中鼠李糖乳杆菌 HN001株水平的鉴定与定量, 并对所

建立方法的特异性、灵敏度、检出限和扩增效率进行验证

分析, 为益生菌产品中鼠李糖乳杆菌 HN001的株水平定量

检测提供新的思路, 为监管部门对益生菌产品的质量监管

提供技术参考, 对鼠李糖乳杆菌 HN001在益生菌产品中更

加广泛安全的应用具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鼠李糖乳杆菌(L. rhamnosus) HN001(美国杜邦公司); 
鼠李糖乳杆菌(L. rhamnosus) CICC6151、鼠李糖乳杆菌(L. 
rhamnosus) CICC6135(中国工业菌种保藏中心); 鼠李糖乳

杆菌(L. rhamnosus) Mp108、鼠李糖乳杆菌(L. rhamnosus) 
LGG(菌粉样品中分离菌株); 鼠李糖乳杆菌(L. rhamnosus) 
ATCC6001、鼠李糖乳杆菌(L. rhamnosus) ATCC7469、鼠李
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糖乳杆菌(L. rhamnosus) ATCC11443、干酪乳杆菌(L. casei) 
ATCC393、干酪乳杆菌(L. casei) ATCC334、植物乳杆菌(L. 
plantarum) CTCC6009 、 植 物 乳 杆 菌 (L. plantarum) 
ATCC8014 、德氏乳杆菌乳亚种 (L. delbrueckii. lactis) 
CICC6047、罗伊氏乳杆菌(L. reuteri) CTCC6226、嗜酸乳

杆菌(L. acidophilus) CTCC6074、嗜酸乳杆菌(L. acidophilus) 
ATCC4356、发酵乳杆菌(L. fermentans) ATCC9338、瑞士乳

杆菌(L. helveticus) CICC6032、短双歧杆菌(Bifidobacterium breve) 
ATCC15700、两歧双歧杆菌(B. bifidum) ATCC11863、两歧

双歧杆菌(B. bifidum) CICC6071(中国检验检疫科学研究院

菌种保藏中心); 乳酸菌培养基 MRS(美国 BD 公司); 质粒

DNA 小提试剂盒(货号: DP103)、细菌基因组 DNA 提取试

剂盒(货号: DP302)、蛋白酶 K(货号: RT403)、溶菌酶(货号: 
RT401)( 北京天根生化科技有限公司 ); Taqman Gene 
Expression MasterMix(货号: 4069016, 美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司); 感受态细胞 JM109(货号: C1300, 北京索

莱宝科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

7500FAST 实时荧光 PCR 仪 ( 美国 ABI 公司 ); 
NanoDrop 2000 分光光度计(美国 Thermo Fisher Scientific
公司); WNB14 恒温水浴锅(德国 Memmert 公司); Ⅱ级 A2
型 NU-602 生物安全柜(美国 Nuaire 公司); Sigama 1-16 高

速离心机 (德国 Sigama 公司 ); CB56 恒温培养箱 (德国

Binder 公司); PowerPacTMBasic 电泳仪器、VersoDocImager
凝胶成像仪(美国Bio-Rad公司); BS200S-WE1电子天平(精
度 0.001 g, 德国 Sartorius 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  DNA 提取 
使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒按照制造商的说明

提取细菌培养物和益生菌产品的 DNA。DNA 在 50 µL 洗脱

液中洗脱。用 Nanodrop 2000 分光光度计紫外吸光度分析

DNA 纯度, 提取 OD260/280 比值为 1.8~2.0, 浓度为 10 ng/µL
的 DNA, 样品保存在−20℃。 
1.3.2  引物的设计 

根据鼠李糖乳杆菌 HN001 近缘菌株名称从 NCBI 
(National Center for Biotechnology Information) RefSeq数据

库获取其基因组信息和基因序列, 利用 Orthovenn 2 软件

进行分析得到目标菌株与近缘菌株的共有基因与特有基因, 
并进行深入分析。Orthovenn 2 首先会将所有菌株的蛋白序

列放在一起进行 BLAST 比对, 根据 BLAST 比对结果, 确
定出不同蛋白间相似程度, 相似的基因会划分入同一个

Orthologs Cluster。筛选得到的 2 个特异性基因均为单拷贝

基因, 使用 2 个特异性基因序列在 Primer 3 上进行引物设

计, 根据 Primer 3 软件上给出的引物信息进行初步筛选, 
初步筛选后的引物在 NCBI 上进行 Primer BLAST, 验证所

设计引物及探针的特异性, 最终筛选出的 2 对引物及探针

序列信息如表 1 所示, 探针 5′端标记 FAM, 3′端标记 BHQ。

所述引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 
 

表 1  鼠李糖乳杆菌 HN001 菌株水平鉴定的引物及探针 
Table 1  Primers and probes for strain-level identification of L. 

rhamnosus HN001 

引物/探针名称 序列(5'-3') 

FD-F CATCCAAGCCTTCTCGTGGT 

FD-R ACAACATTTGGTTGGCCTGC 

FD-P GCAAGGCCTGCAGAGTAGCGA 

RP-F GCTTAGCTTTCTCTACTGGCGA 

RP-R GTTTGCACCAGATCCCCTCA 

RP-P AAGCGCCAAGCCTTACGTGAT 
 

1.3.3  qPCR 反应体系及检测方法 
采用 25 μL 的扩增体系, 扩增使用的模板 DNA 用量

为 2 µL (10 ng/µL), Taqman Gene Expression Master Mix 
12.5 µL, 上下游引物各 1 µL (10 μmol/L), 探针 0.5 µL 
(10 μmol/L), 加去离子水补足至 25 µL。qPCR 反应程序: 
95℃预热 10 min, 循环程序为(95℃ 15 s, 58℃ 35 s), 循环

数设置为 40。 
1.3.4  引物的特异性验证 

为确保所设计引物及探针的特异性, 通过鼠李糖乳

杆菌 HN001 的 16S rRNA 基因在 NCBI 上进行 BLAST, 选
取序列同源性较高的菌株进行系统发育树的构建, 筛选出

与鼠李糖乳杆菌 HN001 亲缘关系较近的 20 株菌株作为非

把标菌株进行引物特异性验证, 最终确定的 20 株菌株如

1.1 中所示。 
1.3.5  重组质粒的构建 

使用 FD 引物和 RP 引物对鼠李糖乳杆菌 HN001 的

DNA 进行常规 PCR 扩增, 扩增产物送至上海生工生物工

程有限公司进行测序, 将目的基因与扩增产物的测序结果

进行序列比对。参考王娉等[23]的方法将扩增出的目的基因

片连接到载体 pMD19-T vector 上, 并导入到感受态细胞

JM109 中, 于 37℃过夜培养复制。 
1.3.6  标准曲线的建立 

提取质粒标准品的 DNA, 使用分光光度计测定重组

质粒的 DNA 浓度, 按照公式(1)计算重组质粒的拷贝数, 
将重组质粒按照 10 倍梯度进行稀释, 每个梯度重复 3 次

qPCR 扩增。反应体系和程序按照 1.3.3 进行, 以不同质粒

DNA 拷贝数的对数为横坐标, 以 qPCR 反应过程中到达荧

光阈值的初始循环数(Ct)为纵坐标进行标准曲线的绘制, 
具体见公式(1)[24]:  

质粒 DNA 拷贝数/(copies·μL)= 
9DNA 10 NA

660

−× ×
×

浓度

片段大小
  (1) 

式(1)中: NA, 阿伏伽德罗常数, 6.02×1023。 
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使用曲线的斜率以及应用公式(2)[25]来确定扩增效率:  

E=
1

slope10
−

 (2) 
式(2)中: E 表示扩增效率, slope 表示斜率。 
1.3.7  灵敏度分析 

将质粒 DNA 模板预混液原液按 10 倍梯度进行稀释, 
从原液开始稀释至 10‒8, 一共 9 个梯度。稀释后的对每个

梯度进行 qPCR扩增, 每个梯度的样品重复 3次, 以测定检

测体系的灵敏度。 
1.3.8  纯菌菌液检出限的确定 

将鼠李糖乳杆菌 HN001 过夜培养后的菌悬液进行 10
倍梯度的稀释 , 以 108 CFU/mL 作为起始浓度 , 制备

108~101 CFU/mL 不同梯度的菌悬液, 使用 1.1 中的细菌基

因组 DNA 提取试剂盒对每个梯度的菌悬液进行 DNA 的提

取。提取后的 DNA 参照 1.3.3 中的反应体系和扩增参数进

行 qPCR 扩增, 根据 qPCR 扩增曲线与 Ct 值判断该方法可

检测到的最低纯菌菌液检测浓度。 
1.3.9  模拟鼠李糖乳杆菌 HN001 样品的平板计数及 qPCR
检测 

称取未添加鼠李糖乳杆菌 HN001 的乳粉样品 5 g, 将
称好的乳粉样品加入装有 44 mL 生理盐水的均质袋内, 
取出 37℃厌氧环境下培养 48 h 的鼠李糖乳杆菌 HN001, 
制备鼠李糖乳杆菌 HN001 菌悬液并将菌悬液的浓度调整

至 108 CFU/mL, 添加 1 mL 菌悬液至于均质袋中, 使用均

质机将样品均质 2 min, 样品一共制备 5 份, 每个样品重复

3 次。将制备好的 5 个样品, 分别梯度稀释进行平板计数

方法检测。同时取各样品溶液各 1 mL 用 1.3.1 方法提取

DNA, 提取完的样品 DNA 进行 qPCR 检测。将 qPCR 定量

结果与平板计数定量结果进行比较, 使用 SPSS Statistics 
26 软件对两种方法的检测结果进行显著性分析检验来评

价建立的 qPCR 方法的可信度。 
1.3.10  实际样品检测 

采集市售 5 份不同厂家的益生菌产品进行实际样品

检测, 所采集样品标签中均含有鼠李糖乳杆菌 HN001。样

品的制备参照 GB 4789.35—2016《食品安全国家标准 食
品微生物学检验 乳酸菌检验》方法进行处理, 取 25 g 产

品样品溶于 225 mL 无菌生理盐水中, 用无菌生理盐水稀

释 10 倍, 记录稀释次数, DNA 提取方法参照 1.3.1, 原始样

本 DNA 拷贝数 copies/μL =待测样本拷贝数×稀释倍数, 原
始样本总细菌拷贝数 copies/g=(原始样本 DNA 拷贝数

copies/μL×基因组 DNA 总体积)/样本抽提重量。每个样

品做 3 次重复, 同时对样品应用平板计数方法定量检测, 
比较两种方法的定量结果的一致性。 

2  结果与分析 

2.1  引物及探针特异性验证 

为了测试引物的特异性, 本研究采用了 20 株鼠李糖

乳杆菌 HN001 的近缘菌株作为非靶标样品对两对引物及探

针进行特异性验证。近缘菌株包含乳杆菌属和双歧路杆菌

属的几种菌株, 为确保菌株水平的特异性, 采用鼠李糖乳

杆菌 LGG、MP108、CICC3135、CICC6151、ATCC7469、
ATCC11443 作为非靶标菌株, 同时为了确保能对不同来源

的 HN001 进行扩增, 使用了 3 株不同来源的鼠李糖乳杆菌

HN001 作为靶标菌株, 包括鼠李糖乳杆菌 HN001 标准菌株

一株, 乳粉样品中分离一株以及益生菌菌液产品中分离一

株。如图 1 所示, 图 1a 为 RP 引物特异性验证结果, 图 1b 为

FD 引物特异性验证结果, 两对引物均只能扩增出鼠李糖乳

杆菌 HN001 而无法扩增出其他非靶标菌株, 说明两对引物特

异性良好, 可满足对鼠李糖乳杆菌 HN001 的菌株水平检测。 

 

 
 
 

注: a 为 RP 引物特异性验证结果; b 为 FD 引物特异性验证结果; ΔRn 为荧光强度。 
图 1  两对不同引物的 qPCR 特异性验证结果 

Fig.1  qPCR-specific validation results of 2 pairs of different primers 
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2.2  质粒标准品的鉴定 

使用两对引物构建的质粒标准品进行 PCR 扩增, 使用

扩增产物进行琼脂凝胶电泳, 结果如图 2 所示, 泳道 1、2、3
为 FD 引物的扩增产物的两次重复和空白对照, 每次重复均

只出现了单一条带且与目标大小 127 bp 一致, 空白对照未出

现扩增。4、5、6 为 RP 引物的扩增产物的两次重复和空白对

照, 每次重复一致且大小与目标大小 98 bp 一致。将质粒扩增

产物进行测序, 测序结果与目的基因序列进行比对, 结果完

全一致。上述结果表明质粒构建成功可用于后续实验。 
 

 
 

注: M 为 maker 条带; 条带 1 和 2 为 FD 引物构建的质粒条带; 条带 
4 和 5 为 RP 引物构建的质粒条带; 条带 3 和 6 为空白对照。 

图 2  两种质粒标准品鉴定的凝胶电泳图 
Fig.2  Gel electrophoresis diagram for identification of two  

plasmid standards 
 

2.3  qPCR 标准曲线的建立 

以质粒 DNA 拷贝数为横坐标, Ct 值为纵坐标, 建立

回归方程。当使用 RP 引物作为引物时, 构建回归方程时发

现, 虽然R2=0.9891, 线性拟合度较好, 但使用 1.3.6中的公

式(2)计算得出扩增效率为扩增效率只有 77.8%, 扩增效率

较低无法满足后续的定量需求, 后续定量实验不使用 RP
引物。使用 FD 作为引物进行回归方程的构建时, 回归方

程为 Y=‒3.2829X+36.44, 式中 Y 为 Ct 值, X 为质粒 DNA 拷

贝数, 相关系数 R2=0.9978, 线性关系良好, 式(2)计算得出

扩增效率为 99.5%, 扩增效率满足要求, 因此, 后续实验

均使用 FD 引物进行, 后续研究中根据 qPCR 的 Ct 值来计

算待测样本的拷贝数。 

2.4  qPCR 的灵敏度检验 

采用 1.1 中的质粒小提试剂盒对构建的质粒 DNA 进行

提取, 使用超微量分光光度计 NanoDrop2000 测定提取后的

质粒 DNA 浓度, 将质粒初始浓度代入 1.3.6 中的公式(1)中
进行计算, 计算其初始拷贝数浓度为 6.5×108 copies/μL, 如
图 3 所示, 在拷贝数小于 6.5×102 copies/μL, 扩增曲线已经

不明显且 Ct 值>35, 判断此时扩增是无效的, 所以该方法

的灵敏度可到到 650 copies/μL。 
 

 
 

注: 1、2、3、4、5、6、7、8 分别为 6.5×108、6.5×107、6.5×106、6.5×105、

6.5×104、6.5×103、6.5×102、6.5×101 copies/μL 及空白对照。 
图 3  鼠李糖乳杆菌 HN001 qPCR 检测方法灵敏度检验结果 

Fig.3  Sensitivity test results of L. rhamnosus HN001 qPCR assay 
method 

 

2.5  鼠李糖乳杆菌 HN001 纯菌菌液检出限的测定 

为了测定纯菌菌液的检出限, 使用生理盐水制备了

108、107、106、105、104、103、102、101 CFU/mL 梯度浓度

的鼠李糖乳杆菌 HN001 菌悬液, 每个不同梯度的菌悬液均

进行 DNA 的提取并使用 FD 引物进行 qPCR 扩增, 结果如

图 4 所示, 当浓度达到 101 CFU/mL 时, 此时已经没有明显

的扩增曲线且 Ct 值>35, 其原因是菌液浓度为 101 CFU/mL
时, 提取得到的 DNA 浓度极低, qPCR 无法检测到扩增信

号, 所以纯菌菌液的检出限为 102 CFU/mL。 
 

 
 

注: 1、2、3、4、5、6、7、8 分别为 108、107、106、105、104、

103、102、101 copies/μL 及空白对照。 
图 4  纯菌菌液检出限的测定 

Fig.4  Determination of limit of detection of pure bacteria liquid 
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2.6  模拟鼠李糖乳杆菌样品的平板计数及 qPCR 检测 

对模拟添加鼠李糖乳杆菌 HN001 的乳粉样品进行

qPCR 检测 , 并使用构建的标准曲线(Y=‒3.2829X+36.44, 
R2=0.9978)计算样品的拷贝数, 结果如表 2 所示。qPCR 与

平板计数法结果的对数值进行显著性分析检验检验, 结果

显示二者结果在不同的样品中均无显著性差异(P>0.05), 
说明该方法检测结果可靠, 可应用于实际样品检测。 

2.7  实际样品检测 

为了确定所建立方法在实际样品中的实用性, 对 5 种

不同品牌含有鼠李糖乳杆菌 HN001 的益生菌菌粉产品和

乳粉产品进行 qPCR 定量检测和平板计数检测。测得的结

果显示, 5 个实际样品的活菌数均≥106 CFU/g。结果如表 3
所示, 样品定量检测结果均>106 CFU/g, 且 qPCR 定量值

与平板计数定量值差较小。使用 SPSS Statistics 26 软件对

qPCR 和平板计数的定量结果进行显著性分析检验, 两者

之间的 P>0.05, 表明两种结果没有明显差异, 结果一致性

较好。由此可知本研究所建立的对益生菌产品中鼠李糖乳

杆菌 HN001 的 qPCR 定量检测方法可应用于实际样品中的

鼠李糖乳杆菌 HN001 的菌株水平定量检测。 
 

表 2  模拟样品检测的 qPCR 检测结果与平板计数检测结果(n=3) 
Table 2  qPCR test results and plate counting test results for simulated sample detection (n=3) 

样品序号及标识 qPCR 测定结果/(CFU/mL) 定量值/lg(CFU/mL) 平板计数测定结果/(CFU/mL) 定量值/lg(CFU/mL)

模拟样品 1 1.7×107±0.12 7.20 1.3×107±0.10 7.11 

模拟样品 2 2.3×107±0.15 7.30 1.2×107±0.09 7.02 

模拟样品 3 8.4×106±0.73 6.92 9.5×106±0.45 6.97 

模拟样品 4 1.6×107±0.16 7.20 7.9×106±0.38 6.89 

模拟样品 5 2.1×107±0.20 7.32 1.7×106±0.19 6.23 

 
表 3  实际样品检测的 qPCR 检测结果与平板计数检测结果(n=3) 

Table 3  qPCR test results and plate counting test results for actual sample detection (n=3) 

样品序号及标识 qPCR 测定结果
/(CFU/g) 

定量值 
/lg(CFU/g) 

平板计数测定结果
/(CFU/g) 

定量值
/lg(CFU/g)

市售样品 1 鼠李糖乳杆菌 HN001, 添加量≥106 CFU/g 2.04×107±0.07 7.31 1.7×107±0.12 7.25 

市售样品 2 鼠李糖乳杆菌 HN001, 添加量≥106 CFU/g 1.62×106±0.09 6.21 2.4×106±0.38 6.38 

市售样品 3 鼠李糖乳杆菌 HN001, 添加量≥108 CFU/g 4.33×108±0.19 8.63 3.1×108±0.16 8.49 

市售样品 4 鼠李糖乳杆菌 HN001, 添加量≥106 CFU/g 7.16×107±0.35 7.85 3.8×107±0.27 7.57 

市售样品 5 鼠李糖乳杆菌 HN001, 添加量≥107 CFU/g 1.82×107±0.11 7.26 6.3×106±0.26 6.84 
 

3  讨论与结论 

益生菌的功能是具有菌株特异性的, 例如鼠李糖乳

杆菌 HN001 具有减少金黄色葡萄球菌污染的功能而别的

菌株就不具有该功能[26]。为了能更好地评价益生菌菌株的

功效, 益生菌的菌株水平的鉴定与检测是解决问题的关

键。BRANDT 等[27]利用基于噬菌体 Lc-Nu 区的 PCR 引物

成功鉴定了 L. rhamnosus GG。ZHANG 等[28]通过对鼠李糖

乳杆菌 LV108 和鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 的基因组进行

分析, 鉴定出特定的片段, 然后利用不同引物的 PCR 方法

在菌株水平上鉴定目标菌株。这些菌株水平的鉴定方法都

是通过设计特异性引物然后使用常规 PCR 来进行菌株的

鉴定, 常规 PCR 检测需要对扩增产物进行凝胶电泳等后处

理且无法定量。相较于常规 PCR, 荧光定量 PCR 不需要对

扩增产物进行后处理的步骤, 检测效率更高, 只要设计出

能够满足检测需求的菌株特异性引物及探针就能同时实现

菌株水平的鉴定与定量[29‒31]。 

本研究通过基因组的比对, 筛选出了鼠李糖乳杆菌

HN001 的菌株特异性基因, 利用菌株特异性基因设计的菌

株特异性引物及探针建立了鼠李糖乳杆菌 HN001 的菌株

水平鉴定和定量的实时荧光定量 PCR 方法, 并对市售添加

鼠李糖乳杆菌 HN001 的益生菌产品进行检测。特异性测试

中 RP 和 FD 引物均可满足鼠李糖乳杆菌的特异性检测, 而
在后续的扩增效率实验中发现 RP 引物的扩增效率较低难

以进行定量, 但是其特异性可以满足单一鉴定的需求。而

FD 引物扩增效率和特异性都能满足用于定量的需求, 所
以后续使用 FD 引物进行了方法灵敏度、检出限、模拟样

品检测以及实际样品的检测, 由此建立了益生菌产品中鼠

李糖乳杆菌 HN001 的 qPCR 快速定量检测方法。 
本研究将 qPCR 检测方法应用于益生菌产品中鼠李糖

乳杆菌 HN001 的检测, 所建立的 qPCR 检测方法对鼠李糖

乳杆菌 HN001 纯菌菌液的检出限为 102 CFU/mL, 灵敏度

可达到 650 copies/μL, 对市售添加鼠李糖乳杆菌 HN001 的

益生菌产品进行检测, 结果表明 qPCR 检测方法和平板计
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数检测方法定量结果无显著性差异, 定量结果较准确可应

用于实际样品的检测。目前对益生菌现行有效的计数方法

为平板计数法, 流程较长, 一般为 2~3 d 左右, 并且难以实

现菌株水平的定量, 本研究建立的鼠李糖乳杆菌 HN001菌

株水平 qPCR检测方法, 灵敏度高, 特异性强, 检测时间能

控制 2 h 左右, 适用于益生菌产品中鼠李糖乳杆菌 HN001
的快速检测。本研究建立的鼠李糖乳杆菌 HN001 菌株水平

检测方法为益生菌产品中菌株的特异性鉴定和定量提供了

可行的方案, 为益生菌产品的质量控制和品质管理提供了

依据。 
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