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摘要
传统细菌培养计数法是依据细菌表型特征来
对双歧杆菌进行鉴别计数的, MTPY和BSM培
养基是经常使用的双歧杆菌培养基. 近年来包
括点杂交、荧光原位杂交、荧光原位杂交结
合流式细胞计数和荧光实时定量PCR技术在
内的以核糖体及其编码基因核酸序列为鉴别
基础的分子生物学技术被广泛用于双歧杆菌
的定量定性分析, 其中荧光原位杂交结合流式
细胞计数和荧光实时定量PCR技术是目前较
为理想的方法. 
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0  引言

双歧杆菌(Bifidobacterium )是1899年由法国巴斯

德研究所的Tissier首次从母乳喂养的婴儿粪便

中分离发现的, 作为恒温动物肠道内重要的原

籍菌群, 他与其他生理性细菌成员一起构成了

一个微生物群落, 并与宿主构成一个微生态系

统, 发挥维持微生态平衡、生物拮抗、免疫调

节、营养等多方面的生理作用. 对人类而言, 他
不仅能维持肠道的微生态平衡, 还能提高人体

对乳糖的耐受性, 具有降血脂、抗肿瘤的作用, 
并能合成多种维生素, 促进机体免疫机能, 是最

重要的益生菌之一, 其在肠道内的总数量反应

了机体肠道微生态状况和机体的健康状况. 因
此对肠道内或食品中的双歧杆菌进行准确地定

量分析, 对于医疗卫生和营养保健方面的研究

具有重要意义. 双歧杆菌定量分析的方法主要

分为传统计数法和分子生物学定量分析法. 

1 传统计数法

细菌培养加菌落计数是双歧杆菌定性定量的一

种传统计数方法, 主要是依据细菌表型特征通

过特殊培养基接种培养、菌株计数而实现. 由
于双歧杆菌属于革兰氏阳性厌氧菌, 无孢子形

成, 不能游动, 无氧化脱氢酶, 形态多变, 对酸敏

感, 对营养要求苛刻, 其生长所需的氮源需有酪

蛋白降解产生的肽和氨基酸, 所需的碳源大多

由人体不能利用的寡糖提供, 且与其他乳酸菌

如嗜酸乳杆菌、德氏乳杆菌、保加利亚乳杆菌

及嗜热链球菌具有相近的生长特点, 使双歧杆

菌的培养和鉴别存在很大难度. 
当待测样品中仅含有双歧杆菌时 ,  其计

数可在葡萄糖血肝培养基(glucose-blood-liver, 
GBL)、强化梭菌培养基(reinforced clostridial 
a g a r, R C A)和脑心浸液培养基(b r a i n-h e a r t 
infusion, BHI)等培养基中进行[1]. 然而大多情况

下, 待测样品中往往混合了多种细菌, 此时必须

利用选择性鉴别培养基来对双歧杆菌进行鉴别

计数, 各种细菌不同的氧耐受性、营养要求、

抗生素敏感性以及菌落的形态和颜色特征构成

了鉴别的基础. 在以往众多的选择性鉴别培养

基中, 应用效果较好的主要有: 1978年Teraguchi 
et al [2]将新霉素-巴龙霉素-萘啶酮酸-氯化锂培养

基(neomycin-paromomycin-nalidixic acid-lithium 
chloride, NPNL)用于双歧杆菌的选择计数, 该培

养基在后来双歧杆菌计数培养基的发展中一直

作为一种参考培养基. 其后, Lapierre et al [3]设计

的氯化锂-丙酸钠培养基(lithium chloride-sodium 
propionate, LP)及Lim et al [4]研制的葡萄糖-血肝

-牛胆汁-庆大霉素培养基(glucose-blood-liver-
oxgall-gentamycin, GBL-OG), 在发酵乳制品中

选择计数双歧杆菌时也得到较好的结果, 1999
年Rhodes et al [5]研究的在半乳糖基质中同时计

数双歧杆菌及其他乳酸菌的方法也比较好. 近
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年改良的TPY培养基(modified TPY, MTPY)[6]

和在MRS培养基中添加盐酸半胱氨酸的BSM
培养基(bifidobacteria selective medium, BSM)[7]

因对双歧杆菌的选择性较强、培养阳性率较

高而经常使用. 以上各种培养基主要是用于食

品或发酵乳制品中双歧杆菌菌种的培养, 如长

双歧杆菌(B.longum )、短双歧杆菌(B.breve )、
婴儿双歧杆菌 (B. i n f a n t i s )、青春双歧杆菌

(B.adolescentis )、两双歧杆菌(B.bifidum )等, 而
正常人体还包括了一些不能由这些培养基鉴

别计数的双歧杆菌的其他菌种, 如球双歧杆菌

(B.globosum )、链双歧杆菌(B.catenulatum )、假

链双歧杆菌(B.pseudocatenulatum )、角双歧杆菌

(B.angulatum )等, 同时培养基中添加的抗生素对

双歧杆菌本身也会有不同程度的抑制作用, 而
且特异性培养基只是相对特异[8], 到目前为止也

没有一种完全理想的选择性培养基. 这些原因

使得传统的细菌培养法虽然能计数活菌, 但费

时、费力、培养难度大, 其计数也不精确. 

2 分子生物学定量分析法

传统细菌培养法的鉴别依据是基于细菌的形态

学、生理学和生物化学特征, 而这些特征仅仅

是细菌在特殊培养条件下的特异表现, 相反分

子生物学定量分析法是以细菌基因组的核酸序

列为鉴别基础, 不易受外界环境因素的干扰, 不
依赖培养基性能, 不受培养时间限制, 使定量分

析结果更稳定、更敏感、更省时, 同时重复性

更好[9]. 细菌细胞内核糖体数量达104-105, 核糖

体RNA(rRNA )又具有特异区和保守区之分, 因
此5S rRNA 、16S rRNA和23S rRNA的指纹图

谱和序列常被用作为比较微生物学分类的方法. 
其中16S rRNA的序列达1500-12 000个核苷酸, 
其序列长度适中, 兼有保守区和可变区之分, 因
此其序列资料常用于设计基因探针和PCR(多
聚酶链反应)扩增引物. 由于探针和引物具有高

度敏感性和特异性, 使其能在属、种、亚种甚

至株等各个水平上对细菌进行鉴别计数. 目前

用于双歧杆菌定量分析的分子生物学技术主要

有点杂交(dot blot hybridization)、荧光原位杂

交(fluorescence in situ  hybridization, FISH)、荧

光原位杂交结合流式细胞计数(FISH combined 
with flow cytometry)和荧光实时定量PCR技术

(real-time quantitative PCR, real-time Q-PCR). 
2.1 点杂交(dot blot hybridization) 进入1990年代

后, 以16S rRNA为目标基因的寡核苷酸探针杂

交技术被广泛用于细菌的定性定量分析[10]. 该
技术由两部分组成. (1)合成的寡核苷酸探针能

与细菌核糖体基因的特殊区域互补杂交, 使其

具有鉴别的特异性; (2)探针末端用特殊物质进

行标记, 这些标记物又可分为具有放射活性的

热标, 如[32P]ATP、异硫氰酸荧光素(FITC)等, 和
不具放射活性的冷标, 如共价键结合的报告酶

或通过间接标记的半抗原抗体等, 然后通过特

定设备对标记物产生的放射活性、荧光数值、

酶活性或比色反应数值的测定来实现定量的目

的[11]. 点杂交和荧光原位杂交是主要的两种用于

双歧杆菌定量分析的寡核苷酸探针杂交技术. 
Seks ik e t a l [12]用6种不同细菌属的以16S 

rRNA为目标基因的特异寡核苷酸探针, 同时

与克隆病患者粪便中和正常人粪便中提取的

RNA进行点杂交, 发现克隆病患者组肠道内的

双歧杆菌和梭菌数量、活性较正常人组明显

下降. 同样的技术也应用于年龄、疾病与相关

肠道菌群结构变化的研究[13]中, 研究指出随年

龄的增长, 肠道内双歧杆菌的数量、所占比例

明显下降, 同时罹患疾病的风险显著增加. Dore 
et al [14]、Sghir et al [15]和Marteau et al [16]在各自的

研究中也用点杂交技术对双歧杆菌进行了定量. 
点杂交技术是以细胞内杂交的rRNA量来反应细

菌数量, 其优点在于rRNA数量能反应细胞的生

理活性, 然而不同的细菌细胞内或同一细菌不

同生长期细胞内所含的rRNA数量有变异, 所以

用以16S rRNA为目标基因的点杂交进行细菌定

量只是一种相对定量, 其结果具有局限性. 针对

上述缺点, 目前以rDNA即编码16S rRNA的基因

序列为目标基因的点杂交技术在计数双歧杆菌

时, 避免了核糖体数量变异的影响, 取得了较好

的效果[17]. 
2.2 荧光原位杂交(fluorescence in situ  hybri-
dization, FISH) 与点杂交、反斑点杂交和克隆杂

交等杂交技术不同, 荧光原位杂交虽然也是以

16S rRNA为目标基因, 但其无需提取RNA, 而是

在待测样品中直接加入荧光探针, 其荧光显像

是以一个细胞、一个细胞为基础, 从而可在荧

光显微镜下对原位细胞内的rRNA量和代谢活性

有直观了解, 并在荧光显微镜下进行细菌计数. 
1995年Langendijk et al [18]首次报道了用荧光原位

杂交法测定成人肠道细菌数量, 发现双歧杆菌

数量只占细菌总量的2%, 远较以往10%的结论
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要低. 其后由于荧光原位杂交操作方法简易、

定量精确和检测敏感特异, 而被广泛用于乳制

品[19]和肠道中[20-24]包括双歧杆菌在内的各种细

菌的定量检测. 
2 .3  荧光原位杂交结合流式细胞计数(F I S H 
combined with flow cytometry) 由于荧光显微镜

下的细菌计数耗时较长, 目前又出现了以荧光

原位杂交结合流式细胞计数的方法对双歧杆

菌进行快速、自动的计数. 由于该方法结合了

FISH的简易、直观和流式细胞仪计数快捷的优

点, 使他在近几年内成为医学研究实践中常用

的方法之一. 2004年一项抗生素对肠道菌群影

响的实验室研究[25]和同年Fergus et al [26]在炎性

肠病的研究中都采用了此法对双歧杆菌进行定

量分析, 取得了较理想的结果. 在应用益生菌治疗

肠道感染的一项研究中[27]也提示了相同的结论. 
2.4 荧光实时定量PCR技术(real-time quantitative 
PCR, real-time Q-PCR) 多聚酶链反应(polym-
erase chain reaction, PCR)技术的出现虽然只有

20 a, 但他及其衍生技术已成为分子生物学实验

研究最重要的手段之一. 在近几年对双歧杆菌

的各种研究中已涉及PCR、多重PCR(multiplex 
PCR)、扩增核糖体DNA限制性分析(amplified 
ribosomal DNA restriction analysis, ARDRA)、变

性梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel electro-
phoresis, DGGE)和荧光实时定量PCR(real-time 
Q-PCR)等多种PCR技术. 其中real-time Q-PCR
是指在PCR反应体系中加入荧光基团, 利用荧光

信号累积实时监测整个PCR进程, 最后通过标准

曲线对未知模板进行定量分析的方法. 他实现

了PCR从定性到定量的飞跃, 并以其特异性强、

灵敏度高、重复性好、定量准确、速度快、全

封闭反应等优点成为双歧杆菌定量分析的重要

方法. 2004年Gueimonde et al [28]在测定不同年龄

正常人粪便中双歧杆菌的数量时, 分别使用了

real-time Q-PCR和FISH两种技术, 结果发现两

者在双歧杆菌高浓度水平时都能进行精确定量, 
且结果具有良好的相关性, 而在低浓度水平时, 
real-time Q-PCR的测定更敏感也更精确, 其最低

检测水平可达5×104/g. 在比较real-time Q-PCR
和点杂交定量粪便细菌的研究[17]中发现, real-
time Q-PCR的敏感性远高于点杂交, 且操作更简

易, 更快速. Haarman et al  [29]用real-time Q-PCR方
法进行的研究发现, 食用添加益生源配方奶粉

的婴儿, 其肠道内双歧杆菌的总量较食用标准

配方奶粉的婴儿明显升高, 且双歧杆菌的菌种

构成也与母乳喂养的婴儿相仿. Bartosch et al [30]

在对老年人肠道菌群结构变化的研究中也使用

了real-time Q-PCR定量技术, 发现双歧杆菌等益

生菌数量与年龄、饮食和抗生素治疗密切相关. 
总之, 从传统细菌培养法到利用分子生物学

技术进行定量分析, 整个定量分析技术逐渐向

高精确度、高敏感度、高重复性和高效率发展. 
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