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摘要：总结和回顾了双歧杆菌的常规和分子生物学方面与鉴定方面的研究进展，重点介绍了分子生物学在双歧杆菌检测和鉴定

方面的应用，如各种特异性核酸前体或探针直接检测技术、分子标记技术、PCR相关技术等。对各种技术的优缺点进行了比较，并展

望了各种检测技术的发展前景。 
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Key words: bifidobacteria; detection; identification; development 

 
国内外研究了多种双歧杆菌的检验检测及鉴定

方法，但迄今为止并无标准统一权威的检测方法，这

对双歧制品的质量监管十分不利。双歧杆菌的检验鉴

定技术主要包括常规检测技术和分子生物学检测鉴定

技术。 

1  双歧杆菌常规检测技术进展 

与其它细菌一样，双歧杆菌的常规检测技术主要

是各种表型特征、化学分类性状、血清学特征等为依

据的。目前市场上双歧制品多以双歧制品与嗜酸乳杆

菌、嗜热链球菌、保加利亚乳杆菌等双菌或多菌联用。

因此，双歧杆菌常规检测技术的主要目的就是将之与

其混合培养的其它菌种分离开来。 

1.1  双歧杆菌的选择性培养基检测 
双歧杆菌选择性计数的原理是在培养基中添加抑

制其它菌群的抗生素，或采用棉子糖、低聚糖等其它

菌群无法利用的糖类，从而达到选择性检出双歧杆菌

的目的。添加的抗生素主要包括：新霉素、巴龙霉素、

萘啶酮酸、氯化锂等。Beatrice Pzcherdeng[1]推荐的抗

生素添加量为 Aztreonam（8 mg/L），萘啶酮酸（6 
mg/L），萘替米星（8 mg/L），巴龙霉素硫酸盐（6 mg/L）。 
收稿日期：2006-12-31 

作者简介：史燕强（1981－），男， 硕士研究生，主要研究方向为乳品微生

物与生物技术 

由于双歧杆菌属内种的不同，营养代谢要求不尽相同，

且选择性培养基种添加的抑菌物质对不同种双歧杆菌

有不同的抑制作用，使得没有一种通用的双歧杆菌培

养基可用于全部双歧杆菌的选择性检测。各种选择性

计数方法都有其一定的缺陷和局限性[2]。实际操作时，

应综合考虑益生菌产品中各组成菌的种类、产品特性

等因素，有选择性地加以使用，以取得最佳的选择性

检出效果。值得注意的是，有许多双歧因子，如西红

柿汁、肝浸汁、乳糖糖浆[1]、人乳清-(2,6)-果糖低聚糖
[3]等，均可促进双歧杆菌的生长。可在双歧杆菌培养

基中添加这些物质以促进双歧杆菌的生长。加富布氏

培养基（AMC）和添加半胱氨酸的 MRS 培养基被认

为是工业品控实验室的较佳选择[4]。 
国内外许多学者研究和改良了多种双歧杆菌选择

性培养基。其中很多是在MRS培养基基础上改进而成

的。孙纪录[5]在CMRS培养基中添加丙酸、氯化锂和

美蓝等，单菌和混菌检测结果表明，该培养基对双歧

杆菌有良好的选择性，其制作和使用简便。江晓等[6]

在MRS培养基中添加X-Gal，在此培养基上，双歧杆

菌单独培养及与乳酸菌混合培养时双歧杆菌均呈白色

菌落或浅蓝色菌落，而乳酸菌为蓝色菌落。C.G. 
Vinderola[3]在MRS培养基中添加0.2%氯化锂和0.3%
丙酸盐制成LP-MRS培养基，可用来作两歧双歧杆菌

的选择性培养基。P.J. Simpsona[7]报道的BSM培养基，
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是在MRS培养基基础上添加莫匹罗星（50 mg/L）或

制霉菌素（50000 U/L）以抑制其它乳杆菌、乳球菌和

链球菌的生长。可通过形成菌落的直径大小来判定是

否为双歧杆菌（双歧杆菌形成的菌落直径大）。 
此外R.Hartemink[8] 以双歧杆菌琼脂培养基为基

础，添加7.2 g/l的棉子糖作为选择性碳源，采用酪蛋

白作为氮源。所有的人源和奶制品用双歧杆菌在此培

养基上均生长良好，菌落为黄色，且菌落周围有沉淀

线与其他杂菌分开。L. Masco[9]报道DP培养基在检测

双歧杆菌时给出了最高的cfu数值。陈晓蔚[10]改良了

BBL培养基，在原配方基础上添加了氯化锂和硫乙醇

酸钠，可抑制乳杆菌的生长，而嗜热链球菌的菌落由

于颜色不同从而可以明显区分。这两种培养基均可用

于乳品中双歧杆菌的选择性检出。 
1.2  双歧杆菌ELISA检测技术 

ELISA（酶联免疫吸附实验）是一种高效的免疫

学检测方法。测定时，受检标本（测定其中抗体或抗

原）与固相载体表面的抗原或抗体起反应。洗涤，使

固相载体上形成抗原抗体复合物与液体中的其他物质

分开。再加入酶标记的抗原或抗体，使之反应并结合

在固相载体上。此时固相上的酶量与标本中受检物质

的量呈一定的比例。加入可与酶反应的底物后，底物

被催化成为有色产物，产物的量与标本中受检物质的

量直接相关，故可根据呈色的深浅进行定性或定量分

析。反应中酶的催化效率很高，间接地放大了免疫反

应的结果，使得测定方法达到很高的敏感度。近年来

许多学者报道了使用此方法检测样品中的双歧杆菌。 
孙震[11]将双歧杆菌细胞壁作为抗原获得抗血清

K，用间接ELISA和夹心ELISA法鉴定双歧杆菌，检测

双歧杆菌的最低浓度限在105 mL左右。在检测过程中

无需纯化抗原。两种方法结果差异不大。袁耀武等[12]

通过动物免疫方法分别制备了鼠和兔抗长双歧

（B.longum）和两歧双歧杆菌（B.bifidum）的免疫血

清，用双夹心ELISA法对双歧杆菌发酵乳制品中双歧

杆菌进行检测，检测的最低浓度为107 cfu/mL，仅耗时

8 h。此血清和乳制品中常见细菌间没有明显交叉反

应。Reija Laitinen[13]等报道用PCR-ELISA方法来检测

饲喂益生菌制品和乳糖寡糖后人肠道中双歧杆菌的增

殖状况。设计不同的寡核苷酸探针，将扩增后的PCR
产物用地高辛标记，作为目标DNA与连接有生物素和

链霉素的特异性寡核苷酸探针杂交，在ELISA显示装

置中产生颜色反应来检测其杂交反应。其检测下限为

4.50×108个特异性目标分子。 
1.3  双歧杆菌酶学检测技术 

双歧杆菌属中大多数细菌细胞的抽提物中具有

F6PPK。一般认为检测出F6PPK可作为鉴定双歧杆菌

属细菌的重要特征之一。E. Vlkova[14]等对F6PPK、α-
半乳糖苷酶、α-葡糖苷酶的活性进行检测，并将检测

结果与经典培养计数法、荧光原位杂交法的结果进行

比较，并无明显差异。所有的阳性样品均表现较高的

α-半乳糖苷酶和β-葡糖苷酶活性，而阴性样品缺乏此

两种酶一种或两种的活性。且所有的阴性样品均不表

现F6PPK活性。此外，许多相关研究中也经常采用检

测F6PPK酶活的方法来作为参照[15]。 
1.4  其它 

其它报道用阻抗法对奶粉中的双歧杆菌进行计

数的，如Kylie Walkerd等[16]使用一种BacTract4100的
装置，在加富克氏培养基（AMC）上测量细菌培养前

后的E值（电极表面电容变化值）和M值（培养基导

电率的变化），来测定双歧杆菌的数量。作校准曲线

与普通平板法对照，发现其结果与平板菌落计数法无

明显差别。这是一种较新的双歧杆菌检测方法。 

2  双歧杆菌分子生物学检测和鉴定技术进展 

传统的细菌生化反应并不能有效地对各种生境分

离出来的菌株进行分类和鉴定，所以只有采取多种手

段并用，即采用基因型和表型特征相结合的办法才能

够对不同的双歧杆菌菌株进行分类。随着近年来分子

生物学发展，采用分子生物学方法对双歧杆菌进行属、

种、株水平鉴定已有较大进展。 
2.1  特异性核酸前体或探针直接检测 

通过对细菌rDNA序列进行分析，尤其是对16S 
rDNA序列进行分析，可以从基因序列中得到不同种

系发生水平的多个区域的特定基因信息，如科、属、

种及亚种水平的基因信息。因此，可以通过检测某种

或某些种微生物的特定序列来证明其存在。但这需要

精确设计科特异性探针、属特异性探针和种特异性探

针作为前提。寡核苷酸探针法可以直接检测特异核苷

酸序列。其一般操作是提取样品DNA或RNA，固定在

正电荷膜（尼龙膜，硝化纤维膜）上，然后用放射性

标记、化学荧光标记或地高辛标记的探针或DNA片断

与之杂交，检测信号即可得出阳性结果。近年来报道

的各种双歧杆菌属/种特异性前体或探针已有很多。此

类技术包括各种点杂交技术（Northern/Sorthern杂交及

荧光原位杂交等）及最近几年发展起来的DNA微阵列

技术（DNA microarrays）。 
2.1.1  DNA微阵列技术 

DNA微阵列技术的原理是将大量DNA探针固定
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于支持物上，然后与标记的样品进行杂交，通过检测

杂交信号的强弱来判断样品中分子的数量。可在一块

支持物上对成百上千的目标DNA进行同时检测。R. F. 
Wang[17]用此方法检测了人体肠道中常见的20种菌（其

中包括3种常见的双歧杆菌）。此技术也可用于益生菌

制品中双歧杆菌及其它益生菌的同时检出。 
2.1.2  FISH荧光原位杂交 

在荧光原位杂交（FISH）中，目标rRNA序列的

检测由荧光标记的寡核苷酸探针杂交来实现。此技术

需要特殊的步骤来改变细胞的通透性以使探针进入细

菌的细胞中。当细菌中的rRNA分子捕捉到探针后，使

用荧光显微技术或血细胞计数的方法检测或计数细菌

细胞。Arthur C. Ouwehand[18]报道用FISH方法检测摄

食益生菌产品后人粪便样品中的乳酸双歧杆菌Bb-12。 
此外，还有一种较新的荧光原位杂交方法，即多

色FISH（multi-color FISH）方法，其原理是同时使用

不同荧光燃料的组合，达到在不同荧光光谱内对不同

目标核苷酸序列的检测。Toshihiko Takada[19]用此方法

设计了8种寡核苷酸探针进行全细胞杂交在一次反应

同时检测7种双歧杆菌。 
2.2  分子标记技术 

分子标记（molecular marker）是指可遗传的并可

检测的DNA序列。理想的分子标记必须达到以下几个

要求：（1）高的多态性；（2）共显性遗传，可鉴别

二倍体中杂合和纯合基因型；（3）能明确辨别等位基

因；（4）遍布整个基因组；（5）除特殊位点的标记

外，要求分子标记均匀分布于整个基因组；（6）选择

中性（即无基因多效性）；（7）检测手段简单、快速；

（8）成本尽量低廉；（9）在实验室内和实验室间重

复性好。此类的实验技术包括：RFLP（限制性片段长

度多态性）；RAPD（随机扩增多态性DNA）；AFLP
（扩增片段长度多态性）和SNP（单核苷酸多态性）

及近年来发展起来的较新的ARDRA（扩增DNA限制

性分析）等。以下简要介绍其中两种。 
2.2.1  ARDRA（扩增DNA限制性分析技术） 

ARDRA即扩增DNA限制性分析技术，其原理是

用限制性酶切扩增DNA产物，得到含细菌遗传信息的

特异性图谱。Marco Ventura[20]最早采用此方法，用两

种限制性内切酶（Sau3AI和BamHI）对双歧杆菌进行

分析。Sau3AI酶切后给出了较清晰和可靠的图谱。

Koen Venema[21]将12种人消化道中已发现的双歧杆菌

菌种进行PCR扩增后并纯化后用5种限制性内切酶

（Sau3A，TaqI，RsaI，AluI及Sau96I）进行酶解，得

到这12种双歧杆菌的限制性酶解图谱。 

ARDRA分辨率依赖所使用的限制性内切酶和所

扩增的DNA长度而定，可鉴别细菌到种或亚种水平。

此技术重复性较好，但其分辨率不及RPAD。 
2.2.2  RAPD（随机扩增多态性DNA技术） 

随机扩增多态性DNA技术（RAPD）是以PCR为
基础的分子标志技术。它是根据PCR原理以人工随机

合成的寡核苷酸为引物对研究对象的基因组DNA进

行扩增，扩增出的不同片段经琼脂糖凝胶电泳后呈现

出一定形式的谱带（DNA指纹图谱）。由于RAPD在

分析DNA多态性方面具有快速简便等特点，因此广泛

地应用于微生物菌种的分子分类与鉴定。董明盛[22]采

用RAPD技术选用10条引物对7种9株双歧杆菌基因组

DNA进行PCR扩增，结果表明引物S256对双歧杆菌种

及同种不同菌株均具有良好的区分能力，由该引物扩

增的RAPD图谱计算出的相对性指数矩阵以及由此构

建的聚类树状图均能正确地反映出双歧杆菌的系统发

育关系。RAPD对DNA纯度要求不严格，可在没有任

何分子遗传背景的情况下，对物种基因组进行DNA多

态分析。但扩增产物的稳定性、重复性均较差，各实

验室间结果可比性较差。因此有学者建议采用标准引

物，并规范反应条件来提高其重复性。 
2.3  PCR相关技术 

PCR（聚合酶链反应）是基于天然DNA复制规律

而设计的一种特异性DNA靶序列体外扩增方法。由

PCR反应直接扩增DNA是一种最简单直接的检测特

殊序列方法。目前已建立了应用PCR方法检测多种致

病菌及病毒方法，如志贺氏菌、沙门氏菌、霍乱弧菌、

甲肝病毒等的快速检测。近年来，国内外不少学者先

后将PCR法应用于双歧杆菌的鉴定并取得长足的进

展。Laurence Vaugien[23]比较40种丙酮酸激酶的氨基酸

序列，把其中相对保守的两条序列反转录为DNA序

列，以此两序列为前体作PCR扩增，将得到的扩增产

物测序，可将人源的13种双歧杆菌分为4个群。此方法

与16s RNA序列分析方法联用可将双歧杆菌鉴定到种

水平。V. Delcenseri Beatrice[24]报道双歧杆菌属可由

217bp的hsp60基因片断PCR扩增所鉴定。近年来，一

些PCR相关技术也飞速发展，如实时PCR、多重PCR、
细菌基因组重复序列PCR等。这些技术均是以PCR为
基础，在效率、重复性方面比普通PCR技术要好。 
2.3.1  实时PCR（real-time PCR） 

实时PCR又称荧光定量PCR或TaqMan PCR，是在

常规PCR基础上运用荧光能量传递（FRET）技术，加

入荧光标记探针，巧妙把核酸扩增、杂交、光谱分析

和实时检测技术结合在一起，借助于荧光信号来检测
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PCR产物。一方面提高了灵敏度，另一方面还可以做

到PCR每循环一次就收集一个数据，建立实时扩增曲

线，准确地确定CT值，从而根据CT值确定起始DNA
的拷贝数，做到真正意义上的DNA定量。另外由于CT
值是一个完全客观的参数，CT值越小，模版DNA的起

始拷贝数越小。因此，利用CT值确定DNA拷贝数的实

时PCR方法比普通终点定量方法更加准确。且与普通

PCR相比，实时PCR分析更快，更准确，偏差更小，

重现性更好。Vitali[25]采用此技术，用SYBR绿色荧光

染料染色DNA双链，检测了益生菌保健品VSL-3中的

双歧杆菌。 
2.3.2  多重PCR 

多重PCR（multiplex PCR），又称多重引物PCR或
复合PCR，是在同一PCR反应体系里加上二对以上引

物，同时扩增出多个核酸片段的PCR反应，其反应原

理、反应试剂和操作过程与一般PCR相同。多重PCR
可在同一PCR反应管内同时检出多种微生物，或对有

多个型别的目的基因进行分型，适于微生物区系的检

测，如人肠道微生物同时侦检。Catherine Mullie[26]等

依据人源12种双歧杆菌的16s RNA亲缘性将其分为3
组，每组同时添加对应的双歧杆菌种特异性前体进行

多重PCR扩增。Germond[27]等做了类似的实验，不同

的仅是根据将人源的9种双歧杆菌和最近常被用于益

生菌制品的乳酸双歧杆菌分为两组，进行扩增和检测。

此技术的关键在于适当的分组和设计长度和在序列上

不同的探针以便在同组电泳中出现相同位置的条带。 
2.3.3  Rep-PCR细菌基因组重复序列PCR 

Rep-PCR 即细菌基因组重复序列 PCR 技术

（rep-PCR），是扩增细菌基因组中广泛分布的短重复

序列，通过电泳条带比较分析，来揭示基因组间的差

异。细菌基因组中广泛分布的短重复序列（repetitive 
sequence），包括常用的REP（repetitive Extragenic 
Palindromic，基因外重复回文系列）、ERIC（肠杆菌

基因间重复一致序列）和BOX，它们在菌株、种、属

水平上分布有差异，在进化过程有相对保守性。

Rep-PCR目前发展迅速并被广泛应用于多种细菌基因

分类，此方法操作方便，可以大样本进行，且分辨效

果好，重复性好，并可实现自动化分型。Liesbeth 
Masco[28]用此技术研究了双歧杆菌种水平的分类学鉴

定。设计了BOXA1R、ERIC1R、ERIC2R、(GTG)5、

REP1R、REP2I等六种前体，认为BOXA1R为最佳，

其重现率高达92.5%~97%。 
2.4  细菌群落分布技术 

PCR-DGGE（PCR-失活梯度凝胶电泳技术）被认

为是可不依赖培养的快速、特异性高的细菌鉴定方法。

其原理是用特异性前体或探针PCR扩增后，用失活梯

度凝胶电泳来分离扩增产物，同种的细菌在失活梯度

凝胶上表现相同的迁移率，可以用于检测细菌群落分

布。DGGE图谱的条带可将细菌鉴定到种水平。许多

学者用此方法研究了益生菌制品中的菌落分布（多数

为双歧杆菌和乳酸菌）。2002年Sara Fasoli[29]等最先

用此技术来鉴定保健食品中的益生菌种。发现其中某

些种可显示多条带现象，且每种菌均有一条优势条带

可作为其结果。对乳酸双歧杆菌的最低检测限为107 
cfu/mL。Alejandra Montesi[30]也用此技术测定了饲喂益

生菌（主要是双歧杆菌和乳酸菌群）制品和益生元制

品的小鼠的盲肠菌群的变化情况。而J. Theunissen[31]

的实验中得出PCR-DGGE对长双歧杆菌的检测限为

105 cfu/mL。以上实验均经过DNA序列分析和种特异

性PCR验证了其结果的准确性。 

3  展望 

对于双歧杆菌的检测和鉴定而言，传统的生理生

化技术正逐步被分子生物学技术所取代。但由于其技

术要求低，操作方便，结果直观，在许多方面仍有广

泛应用。而各种分子生物学检测技术由于可以提供更

为准确可靠的双歧杆菌分类信息，且不依赖培养，所

以具备更大的潜力。随着双歧杆菌微生态学和生理生

化功能的研究及分子生物学本身的发展而发展，其方

向是实时，高效，快捷，准确，低价。各种分子生物

学技术在分辨率，重复性，可操作性等方面各有优势，

将会极大地推动双歧杆菌的研究进展。 
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