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摘要：本文运用实时荧光 PCR（Real-time PCR）技术建立了对食品中常见的乳酸杆菌进行检测的快速方法。针对乳酸杆菌 16S 

rDNA 序列，设计了通用引物和特异性探针，进行 TaqManTM实时 PCR 检测，以非同源性参考菌株做特异性检测；把乳酸杆菌菌株稀

释成不同梯度，做灵敏度检测。实验结果表明用实时荧光 PCR 法检测乳酸杆菌，快速、敏感、特异性高。 
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Abstract: In this article ,we established a rapid method for detection of Lactobacillus in food using real-time PCR technique. General 

primers and specific probes were designed to detect the 16S rDNA sequence of Lactobacillus by TaqManTM real-time PCR assays using 

non-homologous strains for specific test. The results indicated this method was rapid, sensitive and with high specificity for the detection of 

Lactobacillus in food. 
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乳酸杆菌（Lactobacillus）广泛存在于乳制品（如

乳酪、酸奶）中。某些乳酸杆菌如嗜酸乳酸杆菌、保

加利亚乳杆菌，常用于饮料等发酵工业。也有些常用

于生物检定，如乳酪乳杆菌被广泛应用于各种维生素

B 和各种氨基酸的检定、李氏乳杆菌用于维生素 B12

的微生物学检定。而有一些乳酸菌，特别是乳杆菌可

以在含酒花物质的啤酒中生长，是啤酒腐败的主要细

菌。 
由于 16S rDNA 序列的高度保守性，现代微生物

中利用 16S rDNA 序列来鉴定微生物的种类已被广泛

运用。郑飞云等人根据细菌 16S rDNA 序列的特点，

设计合成了针对啤酒污染乳酸杆菌的引物[2]。国外已

将 real-time PCR 技术应用于乳酸菌的检测和控制，然

而在国内，相关的研究却相对较少[3-5]。本文根据乳酸

杆菌 16S rDNA 序列的特征，设计合成了针对乳酸杆

菌的引物和 Taqman 探针，验证了 real-time PCR 方法

在乳酸杆菌鉴定中的高度特异性、灵敏性、以及简便、

快速、准确的优点。 

1  材料与方法 

收稿日期：2007-09-24 

作者简介：童睿(1982-)，女，硕士研究生，研究方向为食品微生物检测 

1.1  微生物菌株 
本研究所用植物乳酸杆菌、干酪乳酸杆菌、保加

利亚乳酸杆菌，嗜热链球菌标准菌株购自北京兰伯瑞

生物技术有限公司；其他菌株均为本实验室分离得到。 
1.2  仪器和试剂 
1.2.1  仪器 

ABI PRISM 7500 Fast Real-Time PCR 基因扩增

仪；台式高速离心机；恒温振荡器；厌氧罐。 
1.2.2  试剂 

MRS 培养基、TJA 培养基等；细菌基因组 DNA
提取试剂盒及 Premix Ex TaqTM等试剂（大连宝生物工

程有限公司）。 
1.3  试验方法 
1.3.1  细菌的培养和基因组 DNA 的抽提 

将菌株接种于 20 mL MRS 液体培养基中，分别

在有氧和厌氧条件下，于 37 ℃恒温培养 48±3 h，以

提高细菌检出率。 
采用宝生物工程（大连）有限公司生产的 DNA

提取试剂盒（货号 D9093），按其操作说明提取细菌

基因组 DNA。 
1.3.2  实时荧光 RCR 
1.3.2.1  引物和探针的设计 
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通过乳酸杆菌属的 16S rDNA 序列进行同源性比

较，发现它们之间具有很高的同源性。运用 ABI 的

Primer Express 及 DNAstar 中的 PrimerSelect 软件，在

同源性较高的区域选择设计了乳酸杆菌的通用引物及

探针： 
（1）引物序列，正向引物 5’-AGCGAAGGATAT 

GGAGAGTAGAAATACT-3’；反向引物 5’-CGGTTT 
TTT GCTTGGATTATATTCA-3。 

（2）探针：5’-CCAGAGCAAGCGGAAGCACA 
CTAAGAAAC-3’。本研究的引物和探针由宝生物工程

（大连）有限公司合成。其中探针的 5’端标记 FAM，

3’端标记 TAMRA。 
1.3.2.2  反应体系 

Premix Ex TaqTM（2×）12.5 μL，10 µmol/L 引物

各 0.5 µL，10 μmol/L 荧光探针溶液 1 μL，ROX 
Reference Dye Ⅱ（50×）0.5 µL，DNA 模板 2 µL，加

灭菌双蒸水使总体积为 25 µL。 
1.3.2.3  反应条件 

95 ℃，预变性 10 s；95 ℃，5 s；60 ℃，34 s，40
个循环。 
1.3.2.4  结果判断 

（1）循环阈值(cycle threshold，Ct 值)≤35，表明

PCR 过程中有目标ＤＮＡ扩增，可直接判定为阳性； 
（2）待检样基因检测 Ct 值在 36~40 之间，应重

做实时荧光 PCR 扩增；再次扩增后的外源基因 Ct 值
仍小于 40，且曲线有明显的对数增长期，并且阴性对

照、阳性对照和空白对照结果正常，则可判定为阳性；

再次扩增后外源基因 Ct 值大于 40，且阴性对照、阳

性对照和空白对照结果正常，可判定为阴性。 
1.3.3  灵敏度试验  

取乳酸杆菌标准菌株分别于选择性培养基中培养

一定时间，测其 A 值，估计其菌数，然后按 10-1，10-2，

10-3，10-4，10-5，10-6，10-7，10-8的倍数稀释，取最后

几个梯度的菌液涂平板计数，重复 3 次，取其平均值

确定其真实的菌密度。同时每个梯度菌液各取 3 管进

行荧光 PCR 检测，将检测结果与平板计数结果比较，

确定反应体系的灵敏度。 
1.3.4  特异性试验 

乳酸杆菌标准菌株及大肠杆菌、猪霍乱沙门氏菌，

肠炎沙门氏菌、浦那沙门、金黄色葡萄球菌、单增李

斯特、福氏志贺菌、弗地劳枸橼酸杆菌、奇异变形杆

菌、耶尔森产气肠杆菌分别在肉汤增菌液中培养，提

取细菌 DNA，把以上几种细菌 DNA 等量混合，进行

实时荧光 PCR，检验方法的特异性。 

2  结果与分析 

2.1  灵敏度试验结果 
2.1.1  植物乳杆菌灵敏度试验结果 

如图 1 所示，图中由左至右与基线相交的阳性扩

增线分别表示：10-1，10-2，10-3，10-4，10-5，10-6稀释

梯度。由图 1 可见，荧光 PCR 可检出至 10-6梯度，根

据平板计数可得出检测的浓度为 83 CFU/mL。 
2.1.2  干酪乳杆菌灵敏度试验结果 

如图 2 所示，图中由左至右与基线相交的阳性扩

增线分别表示：10-1，10-2，10-3，10-4，10-5，10-6稀释

梯度。由图 2 可见，荧光 PCR 可检出至 10-6梯度，根

据平板计数可得出检测的浓度为 100 CFU/mL。 
2.1.3  保加利亚乳杆菌灵敏度试验结果 

如图 3 所示，图中由左至右与基线相交的阳性扩

增线分别表示：10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6、10-7

稀释梯度。由图 3 可见，荧光 PCR 可检出至 10-7梯度，

根据平板计数可得出检测的浓度为 40 CFU/mL。 

 
图1 植物乳杆菌实时荧光PCR灵敏度试验结果 

 
图2 干酪乳杆菌实时荧光PCR灵敏度试验结果 

 
图3 保加利亚乳杆菌实时荧光PCR灵敏度试验结果 
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2.2  特异性实验结果 

 
图4 乳酸杆菌实时荧光PCR特异性试验结果 

从图 4 可以看出，乳酸杆菌到了扩增，而所有非

乳酸杆菌均没有检测到荧光信号，说明实时荧光 PCR
在检测乳酸杆菌方面均具有很好的特异性。 

3  讨论 

目前常用的检测方法是厌氧平板培养法，即待长

出菌落后用肉眼直观检测。乳酸杆菌属细胞形态多样，

从长的和细长状到弯曲形及短杆，也常有挥形球杆状，

一般形成链[1]。通常不运动，运动者则具有周生鞭毛。

无芽孢，革兰氏染色阳性。这种方法最大的缺陷是费

时，5~7 d 才可看到结果，不能够及时反馈微生物的

污染状况。乳酸杆菌属细菌营养要求复杂，培养特性

比较特殊，而且传统平板培养生长缓慢，分离培养鉴

定周期约需 7~9 d，因此建立快速检测和鉴定乳酸杆

菌的检验方法势在必行。 
传统 PCR 方法一直面临着两大难题，即 PCR 的

假阳性污染和定量的准确度。近年来出现的实时荧光

定量 PCR（real-time quantitative PCR）技术克服了这

两大难题，实现了 PCR 从定性到定量的飞跃，它以其

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了分子生物学研究中的重要工

具。 
乳酸杆菌属中已被描述的有 56 个种，根据这一特

点本文设计了扩增乳酸杆菌属各种乳酸杆菌的通用引

物。在实时荧光 PCR 中，使用乳酸杆菌通用引物，乳

酸杆菌种出现特异性扩增，非乳酸杆菌都未出现特异

性扩增，结果证明本实验所设计引物和探针具有很高

的特异性，只特异性扩增乳酸杆菌。 
实验结果表明，建立荧光 PCR 检测乳酸杆菌的方

法准确、可靠、实用性强，是检验食品中乳酸杆菌技

术水平的一次飞跃。本文所建立的检测方法对今后乳

酸杆菌的检测、鉴定具有广阔发展前景，为更大规模

的使用奠定可靠的理论与技术基础。  
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添加量小于0.25%时，产品分值随柠檬酸添加量的增

大而提高；但当柠檬酸添加量大于0.25%时，产品分

值随柠檬酸添加量增加呈下降趋势。白砂糖添加量由

5%增加至15%，产品分值呈上升趋势，而由5%增加

至15%时，产品分值则呈下降趋势。 
综合采用下列的工艺条件：卡拉胶添加量为

0.8%、白砂糖添加量为15%、鹌鹑蛋添加量为15%、

柠檬酸添加量为0.25%时，可得产品质地、色香味均

佳的鹌鹑蛋果冻。 
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