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摘要：随着益生菌食品市场规模的持续扩大，产品在菌种标示、活菌数量等方面的问题日益凸显，因此对益生菌食品的质量安

全评价技术的要求也愈发提高。该文介绍了国际上典型的 QPS（Qualified Presumption of Safety）、GRAS（Generally Recognized as Safe）

益生菌菌种安全性评价体系，以及部分国家和国际组织对于益生菌菌种的管理规定，梳理了国内外益生菌食品活菌含量的要求，系统

总结了益生菌食品在菌种鉴定、安全性评价、活菌计数、消化道耐受性检测、肠道粘附性检测及功能性评价领域的技术发展及现行技

术标准，旨在为构建适配行业发展的质量安全评价体系提供理论基础。 
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Abstract: With the continuous expansion of the probiotic food market, issues related to product aspects such as strain labeling and the 

quantity of viable bacteria have become increasingly prominent. Consequently, the requirements for quality and safety evaluation technologies 

of probiotic food have also been increasingly improved. This article introduces the typical QPS (Qualified Presumption of Safety), GRAS 

(Generally Recognized as Safe) safety evaluation systems for probiotic strains internationally, as well as the management regulations for 

probiotic strains in some countries and international organizations. It also sorts out the requirements for viable bacteria content in probiotic foods 

both domestically and internationally, and systematically summarizes the technological development and current technical standards of probiotic 

foods in the fields of strain identification, safety evaluation, viable bacteria counting, gastrointestinal tolerance detection, intestinal adhesion 

capability detection, and functional evaluation of probiotic foods. The aim is to provide a theoretical foundation for constructing a quality and 

safety evaluation system that aligns with the development of the industry. 
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益生菌是足量摄入时对宿主健康产生有益作用的活的微生物[1]，其定植于肠道上皮细胞，具有菌群平衡调节、

定殖抗性及屏障保护的作用，能够改善机体的亚健康状态[2]，并可预防及治疗部分代谢性疾病[3,4]和免疫性疾病[5]。

随着消费者健康认识的不断提高，以及益生菌食品技术水平的持续发展，全球益生菌食品市场正在稳步增长，2024

年全球益生菌食品市场规模增长率达到 7.4%
[6]，中国益生菌食品市场规模预计 2026 年将突破 1 377 亿元[7]。 

在当下益生菌食品行业蓬勃发展的背景下，益生菌食品在菌种标示、活菌数量、纯度等关键质量安全维度上，
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仍潜藏着诸多不容忽视的问题。Diletta 等[8]对全球益生菌食品报告展开深入分析后发现，竟有高达 46%的产品存

在菌种标注不当的情况，44%的产品活菌数量低于标签值，还有 16%的产品含有潜在病原体。这类问题此前曾引

发产品召回[9]、退货[10]以及致病[11]等一系列不良事件，严重威胁着消费者的健康安全。由此可见，全面、深入且

严格的食品安全评价，对于保障益生菌食品乃至整个食品行业的安全稳定发展，具有至关重要的意义。该文通过

比较国内外益生菌食品质量安全管理要求及评价技术，为提升益生菌食品检测的有效性及完善的益生菌食品评价

体系提供参考。 

1  国内外益生菌食品的安全管理要求 

目前国外较为成熟的食品用菌种安全性评价体系包括欧盟的安全资格认证（Qualified Presumption of Safety，

QPS）体系、美国的公认安全（Generally Recognized as Safe，GRAS）体系。QPS 由欧洲食品安全局（European Food 

Safety Authority，EFSA）进行管理，对菌株分类学地位、现有知识体系、潜在致病性、最终用途 4 个方面进行评

估[12]。GRAS 由美国食品药品监督管理局（Food and Drug Administration，FDA）管理，当前有自主认定 GRAS

和备案通告 GRAS 两种监管途径[13]。 

放眼全球，多个国家已相继构建起益生菌安全标准的监管体系，且这一架构正随着时代发展不断演进。日本

是全球首个实施功能性食品和营养保健品监管体系的国家，若益生菌产品作为特定保健用食品（Foods for Specified 

Health Uses，FOSHU）上市，必须提供功效和安全性的相关证据，并获得日本厚生劳动省（Ministry of Health and 

Welfare，MHLW）的批准[14]。加拿大卫生部实施了用于天然健康产品的益生菌专论，其中明确规定了安全标准，

且会根据最新的科学进展和认识持续更新内容，其构建的益生菌法规监管框架，被多个国家推崇为最佳模式[15]。

印度食品安全标准局（Food Safety and Standards Authority of India，FSSAI）依据《食品安全与标准法》及《保健

品、营养补充品、特殊膳食用食品、特殊医疗用途食品以及含益生元和益生菌的食品条例（2022）》[16]对益生菌

的菌种使用和产品要求进行管理。国际相关行业协会如国际乳品联合会（International Dairy Federation，IDF）也

在积极推动食品用微生物菌种名单的出台与更新，如《发酵食品用菌种名单》[17]。 

中国通过“名单制”对食品用菌种进行严格管理，只有《可用于保健食品的益生菌菌种名单》、《可用于食品

的菌种名单》和《可用于婴幼儿食品的菌种名单》名单内的菌种才能被应用于益生菌食品，对名单外的新菌种则

按照《新食品原料安全性审查管理办法》执行[18]。近年来，随着益生菌研究的不断深入，我国对益生菌食品的管

理与相关标准法规处于不断完善之中，《保健食品原料用菌种安全性检验与评价技术指导原则（2020 年版）》、《食

品安全国家标准 食品用菌种安全性评价程序》GB 31615.2-2025 等技术文件的发布，进一步规范指导我国益生菌

食品用菌种的安全性评价，保障益生菌食品安全。 

2  国内外益生菌食品的活菌含量要求 

关于活菌摄入量的标准，国际益生菌和益生元科学协会（The International Scientific Association for Probiotics 

and Prebiotics，ISAPP）[19]建议，益生菌的每天最低活性摄入量应达到 10
8
 CFU/d。美国 FDA 和 EFSA 虽未硬性规

定统一的活菌数量标准，但通过一系列法规确保益生菌产品的质量和真实性，包括但不限于企业应基于科学证据、

标签合规性和菌种特性来确定适宜的剂量，并避免未经批准的健康功效宣传。尽管国际上对于益生菌食品中活菌

数量的要求存在差异，但普遍要求产品在保质期内的活菌数不低于 10
6 
CFU/g (mL)或 10

9 
CFU/份（见表 1 和表 2）。 

表1 国外部分国家/组织对于益生菌食品活菌含量的要求 

Table 1 Requirements for the viable bacteria content of probiotic foods in some foreign countries/organizations 

国家/组织 监管规定 活菌含量要求 文献 

意大利 益生菌及益生元指南(2018) 

建议食用的益生菌产品应含有至少 1 个菌种的活菌数达到

109 CFU/份，当有充分的科学依据支持所使用的菌种在肠道

中具有定植能力，可以降低其活菌数 

[20] 

加拿大 
有关微生物的健康声称及“益生菌” 

术语的使用(2024) 
保质期内非特定益生菌活菌数≥109 CFU/份 [21] 

巴西 
食品补充剂管理法规（规范性指 

令-2024 年 3 月 7 日第 284 号） 

供 1 岁以下婴儿的鼠李糖乳杆菌 GG(DSM 33156) 

活菌数≥1010 CFU/份，其他年龄人群及其他益生 
[22] 
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菌活菌数≥109 CFU/份 

阿根廷 阿根廷食品法典第 6/2023 号联合决议 
含发酵乳饮品中乳酸菌总数≥106 CFU/g； 

发酵乳饮品中乳酸菌总数≥107 CFU/g 
[23] 

泰国 作为食品成分的益生菌的应用(2010) 保质期内活菌数≥106 CFU/g [24] 

联合国粮农组织和世

界卫生组织联合委员

会(FAO/WHO) 

国际食品法典标准 发酵乳 CXS 

243-2003(2024 年修正版) 

在保质期内，相关产品特定益生菌（如酸奶中的嗜热链球

菌和德氏乳杆菌保加利亚亚种）活菌数≥107 CFU/mL (g)，

其余益生菌活菌数≥106 CFU/mL (g) 

[25] 

表2 国内对于益生菌食品活菌含量的要求 

Table 2 Requirements for the viable bacteria content of probiotic foods in China 

类别 规定/标准名称 活菌含量要求 文献 

监管规定 
益生菌类保健食品申报与审核规定（试行） 

（国食药监注[2005]202 号） 
保质期内活菌数≥106 CFU/g (mL) [26] 

国家标准 

食品安全国家标准 发酵乳 GB 19302-2025 乳酸菌活菌数≥106 CFU/g (mL) [27] 

食品安全国家标准 饮料 GB 7101-2022 乳酸菌活菌数≥106 CFU/g (mL) [28] 

食品安全国家标准 婴儿配方食品 

GB 10765-2021 
活菌数≥106 CFU/g (mL) [29] 

食品安全国家标准 幼儿配方食品 

GB 10767-2021 
活菌数≥106 CFU/g (mL) [30] 

食品安全国家标准 婴幼儿谷类辅助食品 

GB 10769-2025 
活菌数≥106 CFU/g (mL) [31] 

食品安全国家标准 特殊医学用途婴儿配方食

品通则 GB 25596-2025 
活菌数≥106 CFU/g (mL) [32] 

食品安全国家标准 特殊医学用途配方食品通

则 GB 29922-2013 
活菌数≥106 CFU/g (mL) [33] 

含乳饮料 GB/T 21732-2008 出厂期乳酸菌活菌数≥106 CFU/mL [34] 

地方标准 
益生菌及其制品生产技术规范 DB43/T 

2903-2024 

益生菌原粉：活菌数≥1011 CFU/g； 

益生菌制品：保质期内活菌数≥107 CFU/g (mL)； 

含益生菌制品：保质期内活菌数≥106 CFU/g (mL) 

[35] 

行业标准 

凝结魏茨曼氏菌菌粉 QB/T 5940-2024 
原料型：保质期内活菌数≥1011 CFU/g； 

即食型：保质期内活菌数≥108 CFU/g 
[36] 

食品用菌种制剂 QB/T 4575-2023 
原料型：保质期内活菌数≥1010 CFU/g (mL)； 

即食型：保质期内活菌数≥108 CFU/g (mL) 
[37] 

团体标准 
益生菌制剂食品 T/CHC 1014-2024 保质期内活菌数≥107 CFU/g (mL) [38] 

食品用益生菌通则 T/CIFST 009-2022 保质期内活菌数≥108 CFU/g (mL) [39] 

3  国内外益生菌食品的质量安全评价技术 

3.1  益生菌的鉴定技术 

益生菌的鉴定技术经历着技术迭代与效能跃升，其鉴定方法主要分为表型、基因型、光谱型[40]。表型鉴定法

从依赖人员经验的形态观察和生理生化鉴定法（如梅里埃 API 微生物鉴定系统），到 Biolog 微生物自动鉴定系统

的问世，表型鉴定技术迈入自动化时代。 

在基因型鉴定法中，基于保守基因的鉴定方法主要包括 16S rRNA 基因测序、多位点序列分型（Multi-Locus 

Sequence Typing，MLST），前者涉及扩增细菌 16S rRNA 基因并进行测序，随后与公共数据库如 NCBI、EZBioCloud

进行比对，以实现快速鉴定到属或种水平。然而，由于扩增区域的高保守性，该方法在区分近缘种方面存在局限

性，难以鉴别菌株的特异性。相比之下，MLST 方法通过对多个保守管家基因（例如 recA、dnaK、pheS 等）进

https://news.foodmate.net/tag_2989.html
https://news.foodmate.net/tag_2217.html
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行测序，利用等位基因组合来确定菌株的型别，从而将分辨率提升至种或菌株水平[41]，该技术在益生菌溯源研究

中具有重要应用价值。 

脉冲场凝胶电泳（Pulsed Field Gel Electrophoresis，PFGE）、核糖体分型（Ribotyping）、随机扩增多态性 DNA

（Random Amplified Polymorphic DNAs，RAPD）等技术也是常见的基因型鉴定方法。PFGE 是大规模流行病学调

查中菌株分型的最常用方法之一[42]，它基于使用稀有切割限制酶（如 ApaI、AscI、SmaI、XbaI）消化染色体 DNA，

随后将所得消化产物在琼脂糖凝胶中通过交变电场进行分离，PFGE可以分辨最大超过1Mb的DNA片段大小[43]。

王营等[44]采用 PFGE 对酸乳中的保加利亚乳杆菌及嗜热链球菌不同菌株进行分型。PFGE 作为在微生物分型领域

被广泛认可的“金标准”，可重复性好，分辨率高[45]，可以对微生物进行菌株水平上的区分[44]，然而也存在着培

养周期冗长，以及操作和结果解读过程复杂的难题。Ribotyping 使用限制性内切酶对全基因组 DNA 进行酶切，

DNA 片段经过电泳分离后转移到膜上，然后用放射性标记的核糖体探针杂交转移的 DNA 片段，形成核糖体分型

基因指纹图谱。Ribotyping 可重复性强，且一个探针即可用于对全部样本进行亚型检测[46]。不过，该技术存在一

定局限性，单次进样量仅为 8 个样本，且需间隔 2 小时才能进行下一批样品的操作[47]，因此不适用大批量样品的

检测场景。RAPD 是一种基于片段集合的侧支扩增过程，使用短链寡核苷酸作为随机引物，在低退火温度条件下

完成核酸扩增。Herbel
[48]使用该方法成功区分瑞士乳杆菌、清酒乳杆菌、植物乳杆菌和德氏乳杆菌保加利亚亚种。

该方法易于实施、成本低廉，但其可重复性相对较低[49]，鉴别能力低于 PFGE
[50]。 

由规律成簇的间隔短回文重复序列（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats，CRISPR）及其

相关蛋白（CRISPR-associated proteins，Cas）构成的 CRISPR-Cas 技术相比其他基因型鉴定技术，CRISPR-Cas 技

术在特异性、反应时间等方面具有显著优势，但在检测低浓度靶标时，存在局限性[51]，因此通过与多种核酸扩增

技术结合，可以提高其检测灵敏度[52]。有研究表明 CRISPR-Cas 结合环介导等温扩增技术（Loop-mediated Isothermal 

Amplification，LAMP），可在恒温条件下高效扩增靶标 RNA/DNA，大幅提高了检测的特异性和灵敏度，1 小时

即可完成食源性病原菌鼠伤寒沙门氏菌的鉴定[53]。目前 CRISPR-Cas 技术在益生菌鉴定方面的应用尚不多见，但

凭借其出色的生物识别能力和靶向切割功能，该技术在益生菌鉴定领域展示出广阔的应用前景。 

基于全基因组分析的鉴定技术包括全基因组测序（Whole Genome Sequencing，WGS）的核心基因组 MLST

（Core Genome MLST，cgMLST）、全基因组 MLST（Whole Genome MLST，wgMLST）和单核苷酸多态性（Single 

Nucleotide Polymorphism，SNP）分析，这些方法均需通过测序手段获取微生物的全基因组信息，其中 cgMLST

聚焦核心基因组，可实现快速准确的菌株分型；wgMLST 覆盖全基因组，能够实现快速且准确的菌株分型具有极

高的分辨率，能够细致区分亲缘关系极近的菌株[46]，优于 PFGE 鉴别能力[54]。cgMLST 和 wgMLST 均适用于大规

模菌株筛查的场景[54]，与 wgMLST 相比，cgMLST 分析考虑的基因组位点数少，对数据质量、阈值的要求相对较

低，能够满足大多数情况下对菌株的溯源及系统发育分析要求，因而更常用于流行病学分析[54,55]。SNP 分析通过

检测微生物基因组特定位点的核苷酸变异实现分离株的鉴别。作为所有基于测序的分型技术中分辨率最高的方法，

SNP 分析可在菌株水平对微生物进行精准区分[46]。Song 等[56]基于全基因组分析方法识别菌株特有的 SNP，并根

据这些独特的 SNP 标记设计了聚合酶链反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）引物，准确且可重复地将益生菌

在菌株水平识别。要确保 SNP 分析结果的准确性和一致性，需采用严格的质量标准，包括最小覆盖范围和 SNP

之间允许的距离等，而基因组装方法的不同导致测序数据结果的差异[54]，所以构建并共享跨不同研究组的数据库，

并选定合适的参考基因组，方能确保结果的可比性与可靠性[57]。 

针对混合样本的分析，通过宏基因组测序技术可以获取样本中全部基因组信息。利用生物信息学方法，可以

识别出益生菌与污染杂菌的存在情况，并进一步预测与安全性相关的耐药基因、毒力因子等信息。 

此外，借助光学工具开展食品微生物监测成为近年来研究领域的热点方向之一。光谱型（Spectroscopic Typing）

应用比较多的有基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight 

Mass Spectrometry，MALDI-TOF MS）、傅里叶变换红外光谱（Fourier Transform Infrared Spectroscopy，FTIR）、

拉曼光谱（Raman Spectroscopy），与基因型鉴定技术相比，基于光谱型鉴定技术侧重于从各种分子结构单元（如

蛋白质、脂质、多糖和核酸）收集的大量光谱特征[58]，代表了菌种鉴定和分型领域的一个重要范式的转变，具有

快速鉴定的优点。 

MALDI-TOF MS 技术的应用，标志着菌种鉴定技术进入高通量的全新阶段。MALDI-TOF MS 技术通过将待

测微生物（如益生菌单菌落）与有机基质（如 α-氰基-4-羟基肉桂酸，HCCA）混合后点在靶板上，基质吸收激光
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能量并促进微生物蛋白的离子化；采用脉冲激光（如氮激光，337 nm）轰击样品，使基质-蛋白共结晶升华，生成

带电荷的肽和蛋白离子。离子在电场中加速，根据质荷比（m/z）不同到达检测器的时间差异形成质谱图。将获得

的质谱峰图（m/z 2 000~20 000 Da）与商业数据库（如 Bruker 的 MBT 库、VITEK MS 或自建库）比对，实现菌种

/菌株水平鉴定。该技术在鉴定单一菌株耗时少于 15 分钟，单次运行可处理多样本且成本低廉，显著提升了鉴定

效率[59]。FTIR 采用多色红外光作为光源，在以特定波长的激光持续辐照细菌样本后，针对样本成分的转动与自旋

状态展开分析[48]。Deidda 等[60]利用 FTIR 对双歧杆菌菌株进行分型发现，FTIR 能区分出动物芽孢杆菌乳酸亚种组

内 PFGE、WGS、MLST 都无法鉴别的菌株。拉曼光谱法是以拉曼散射效应为基础，通过检测分子的振动、转动

特征，实现对分子结构分析的技术方法 [45]。为提升检测灵敏度，目前常采用表面增强拉曼光谱技术

（Surface-Enhanced Raman Spectroscopy，SERS）对原有光谱信号进行放大处理，SERS 结合微流控技术可在 1 分

钟内完成乳酸菌的快速鉴定[61]。此外，还有报道指出运用高光谱技术[62]、荧光光谱技术[63]、太赫兹时域光谱技    

术[64]可对乳杆菌实现快速鉴别，这些新兴技术都可作为菌种鉴定的辅助手段。 

在益生菌“株水平”的精准鉴定工作中，全基因组测序是首选工具，尽管该方法存在耗时较长的局限性。为

提升益生菌鉴定工作的准确性与效率，建议采用基因型技术与表型或光谱型技术相结合的策略。鉴定的水平不仅

取决于鉴定技术本身的灵敏度，还与该鉴定技术相关的参考数据库体量规模密切相关，建立并完善标准菌株数据

库，有利于菌株样品的准确分型。在现行的标准体系中，表型鉴定法、PCR 法、MALDI-TOF MS 法均为常用的

微生物鉴定方法。不同分型方法原理和效果具有差异性，在实际操作过程中，应根据目标菌株的生物学特性、流

行病学数据以及具体的应用场景选择合适的鉴定方法，实现益生菌鉴定溯源分析（见表 3）。 

表 3 国内外益生菌鉴定的标准  

Table 3 Standards for probiotic identification at home and abroad 

类别 标准 技术 文献 

国际标准 
酸奶-特征微生物的鉴定（德氏乳杆菌保加利亚亚 

种和嗜热链球菌）ISO 9232:2003 
表型鉴定法 [65] 

国外标准 

美国药典 PCR 法 [66] 

细菌学分析手册 表型、基因型、光谱型如 FTIR [67] 

IDF 公报 No.513/2021 益生菌菌株水平鉴定指导文件 

菌株鉴定方法有 MALDI-TOF MS 与 FTIR 联用、

基于 WGS 的 SNP 和 MLST 分析、PFGE、

Ribotyping、RAPD、菌株特异性 PCR 等 

[68] 

国家标准 

食品安全国家标准 食品微生物学检验 乳酸菌检验 

GB 4789.35-2023 
表型鉴定法/实时荧光 PCR 法 [69] 

食品安全国家标准 食品微生物学检验 双歧杆菌检验 

GB 4789.34-2016 
表型鉴定法 [70] 

生物产品中功能性微生物检测 GB/T 34224-2017 表型鉴定法 [71] 

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱鉴别微生物方法通则

GB/T 33682-2017 
MALDI-TOF MS 法 [72] 

行业标准 食品用乳酸菌鉴定技术指南 QB/T 5165-2017 表型鉴定法和 PCR 法相结合 [73] 

团体标准 

微生物快速鉴定 质谱法 T/CITS 257-2025 MALDI-TOF MS 法 [74] 

食品中马克斯克鲁维酵母的定性检验 

PCR 法 T/SSFS 0012-2024 
PCR 法 [75] 

食品微生物学检验 食品用乳酸菌菌株鉴定方法 

T/CAAPP 00011-2021 
PCR 法 [76] 

基于全基因组测序的益生菌菌株分型鉴定指南 

T/SZAS 22-2020 
全基因组测序法 [77] 

实验动物 木糖葡萄球菌检测方法 T/CALAS 92-2020 表型鉴定法 [78] 

3.2  益生菌的安全性评价技术 
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食品用的益生菌菌种应具有传统使用历史，对于新开发的益生菌菌种，在其进入市场前，必须对其安全性进

行全面有效的评估。《食品安全国家标准 食品用菌种安全性评价程序》GB 31615.2-2025
[79]里要求，一个新的菌株

在开展安全性评价时，一般需要进行以下试验：菌种鉴定、遗传稳定性分析、全基因组测序、产毒试验、耐药性

试验、动物致病性试验以及毒理学试验。 

部分菌株在代谢过程中可能产生有毒代谢产物，如溶血素、D-乳酸、生物胺等，因此，对菌株的产毒能力进

行评估是必要的。产毒试验应涵盖多种基质和条件，以确保评估结果的准确性和全面性。我国的《保健食品原料

用菌种安全性检验与评价技术指导原则（2020 年版）》[80]和《食品安全国家标准 食品用菌种安全性评价程序》

GB 31615.2-2025
[79]均对菌株的产毒试验作出了明确的要求，首先采用全基因组测序技术对拟评价菌株的遗传物质

进行分析，然后与已有的数据库，包括但不限于毒力基因数据库（VFDB）、毒力/致病岛数据库（PAIDB）、生物

防御数据库（MvirDB）等最新版本中存储的序列进行比对，以识别与已知致病相关的毒力因子和毒素代谢相关基

因（如溶血素、肠毒素、表皮毒素等）的存在情况，随后结合多培养基培养和相关国家/国际组织标准检测进行毒

素（或抗菌物质）含量（或活性）检测。对于直接添加至 1 岁以下婴儿食品中的菌种，则必须开展 D-乳酸含量测

定[79]。除细菌菌株外，对于真菌菌株产生的真菌毒素、放线菌菌株产生的抗菌物质或藻类菌株产生的藻类毒素，

都需依据相应食品安全国家标准中规定的检验方法或其他经验证的等效方法实施检验[79]。 

对于新开发的益生菌菌种应建立抗生素耐药性模型且确认无耐药性转移的风险。在《食品安全国家标准 食品

用菌种安全性评价程序》GB 31615.2-2025
[79]与 EFSA 发布的《关于评估对人类和兽医重要抗菌药物的细菌敏感性

指南》[81]中，对于食品用菌种抗菌药物的评估标准存在相似之处。两者均规定必须确定菌种对氨苄西林、万古霉

素、庆大霉素等 9 种抗生素的最低抑菌浓度（MIC），对于特定菌种，还需进一步测定其对环丙沙星、泰利霉素、

黏菌素、磷霉素的 MIC 值。通过将测定结果与菌种公开的 MIC 折点值进行对比分析，若 MIC 值未超过折点值，

则可判定该菌种为安全菌种；若超过折点值，则需要对其抗性进行遗传学的分析。益生菌的耐药性包括固有耐药

性和获得性耐药性，固有耐药性一般不会水平转移，获得性耐药性可通过接合、转导和转化等方式水平转移耐药

基因。目前，关于益生菌抗生素的敏感性试验尚未形成标准化方法，需在分子水平上鉴定耐药基因并评估其转移

风险[82]。若菌种携带的耐药基因位于染色体上，或者其耐药机制是由染色体突变引起的，那么该菌种水平传播耐

药性的可能性较低，可视为安全菌种；若位于可移动遗传元件上，表明该菌种具有水平传播的潜力，则认为该菌

种是不安全菌种。 

动物致病性试验及毒理学试验是评估益生菌的安全性的重要手段。在我国，《保健食品原料用菌种安全性检

验与评价技术指导原则（2020 年版）》[80]与《食品安全国家标准 食品用菌种安全性评价程序》GB 31615.2-2025
[79]

均对菌种的致病性评价做出了明确要求，但不同的是，前者要求所有拟评价的菌种必须使用腹腔注射和经口灌胃

两种途径给予动物受试物，后者对国内外有安全使用历史且对人和动物健康无不良反应的菌种,可只通过经口灌胃

方式给予动物受试物。毒理学评价则根据拟评价菌种在国内外使用的情况，依据食品安全国家标准 GB 15193.1

相关评价程序和方法，对食品用菌种进行不同的毒理学组合试验，包括急性经口毒性试验、90 天经口毒性试验、

遗传毒性试验、致畸试验和生殖毒性试验。美国 FDA 正努力开发与应用基于支架和细胞构建的组织或器官模型、

三维细胞培养（微生理）平台、基于计算机建模模拟的非生物性测试技术等毒理学替代方法，达到替代、减少和

改进传统的动物毒理学试验的目标[83]。毒理学替代方法可帮助加速产品开发，是未来益生菌安全性评价的重要发

展方向。 

另外，根据《食品安全国家标准 食品用菌种安全性评价程序》GB 31615.2-2025
[79]，还需对菌种遗传稳定性

进行分析，即评估 1 个生产周期内最多传代次数 2 倍以上代数的菌种关键指标或特征的遗传稳定性，比如传代后

比对性状、代谢产物、关键基因、发酵特性等是否稳定。联合国粮农组织（Food and Agriculture Organization, FAO）

和世界卫生组织（World Health Organization，WHO）的《食品益生菌评价指南》[1]指出，益生菌产品销售市场后，

对消费者使用后出现的各种不良事件，应进行流行病学监测。 

值得注意的是，益生菌可能对免疫功能低下的人群带来巨大的健康风险。Besselink 等 
[84] 研究发现，对重症急

性胰腺炎患者使用益生菌，并不能降低感染并发症的风险，反而与患者死亡率增加相关。Davidson 等[85]研究发现，

肥胖的孕妇服用益生菌患先兆子痫风险增加。ISAPP 在 2022 年召开的会议中就益生菌使用相关的不良事件报告进

行讨论，建议针对脆弱人群如早产儿、免疫低下者、孕妇等的益生菌使用应经过严格测试以达到适合该人群的质

量标准[86]。近年来患病动物模型（如心内膜炎模型、免疫缺陷模型和结肠炎型）越来越多地被使用[87,88]，通过选
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取免疫抑制或严重虚弱的宿主，以及通过使用不寻常的给药途径，以便检测候选益生菌菌株的任何潜在致病性[89]。

当使用对免疫功能低下的人群有健康风险的菌株（如鼠李糖乳杆菌 GG (DSM 33156)、植物乳杆菌 CECT 7529）

时，需要在食品标签上注明“免疫功能低下或患有严重健康状况的人群不宜食用”的安全警告[22]。 

3.3  益生菌的定量检测技术 

平板计数法是微生物定量分析的经典方法，基于代谢表型差异的选择性培养基可对微生物在菌属层级上进行

定量检测。平板计数法虽然检测成本低廉，但检测周期较长，且无法检出活的非可培养（Viable But Non-Culturable，

VBNC）状态的益生菌。 

流式细胞术（Flow Cytometry，FCM）通过 DNA 结合染料（如 SYTO 9）和碘化丙啶（PI）的联用，可以在

单细胞水平对菌种进行定量检测的同时对活细胞与死细胞进行分选。SYTO 9 能够穿过所有细菌细胞膜，而 PI 只

能进入细胞膜受损的细胞，从而能够区分活细胞和死细胞。FCM 具有高通量，低变异、检测速度快等特点[90]，

Michelutti 等[91]分别采用 FCM 和平板计数法对嗜酸乳杆菌、动物双歧杆菌等样本进行检测，结果发现两种方法的

检测结果无显著差异，且与平板计数法相比，FCM 的检测时间从 3 天大幅缩短至 2 小时。 

在实际生产实践中，部分益生菌食品经营者会通过混合菌种提高产品的活菌数量，这些混合物中可能包含大

量发酵菌，而这些发酵菌并不属于益生菌范畴。因此，开展带有菌种筛选功能的计数方法的研究与应用，对于准

确评估益生菌食品品质具有重要意义。实时荧光定量 PCR（Real-Time Quantitative PCR，qPCR）通过设计特异性

引物，能够精准区分和定量复合益生菌食品中的不同菌种，结合 PMA 染料（PMA-qPCR），可以选择性检测单

一菌种的活菌数量，Marole 等[92]采用 PMA-qPCR 技术对复合益生菌酸奶中的鼠李糖乳杆菌、长双歧杆菌及酸奶

发酵菌种进行定量检测，结果显示该方法对目标菌株具有高特异性，可实现对活性细胞的精准定量，与平板计数

法相比，二者检测结果具有良好相关性，但比平板计数法具有更高的选择性、更短的检测周期。数字 PCR（Digital 

PCR，dPCR）作为第三代核酸扩增技术，相较于 qPCR 技术，其显著优势在于无需依赖标准曲线便能直接对目标

核酸分子进行绝对定量分析[93]，微滴式数字 PCR
[94]、三重数字 PCR

[95]等技术对于菌种鉴定的灵敏度更是有进一

步提升。Wang 等[94]针对鼠李糖乳杆菌 HN001 设计引物和探针，运用 ddPCR 技术结合使用脱氧胆酸钠和 PMA，

实现对复合益生菌产品中活性鼠李糖乳杆菌 HN001 株水平上的快速定量检测。 

环介导等温扩增（Loop-mediated Isothermal Amplification，LAMP）在恒温条件下对 DNA 进行扩增，该技术

不需要热循环，与 PCR 相比，检测时间较短，有研究显示 LAMP 技术能在 45 分钟内快速定量益生菌产品中的长

双歧杆菌亚种[96]。此外，双抗夹心酶联免疫吸附技术[97]、三磷酸腺苷（ATP）生物发光技术[98]、磁珠捕获技术[99]、

电阻抗技术[100]等技术的发展也为益生菌定量检测提供了新的方向。 

我国正极力推进制定更快速的益生菌活菌计数检测标准，流式细胞术、PCR 相关衍生技术已在标准层面上作

为产品中活菌计数的技术支撑，成为培养依赖的平板计数法的有效补充（见表 4）。在微生物定量领域，平板计

数法无需复杂的仪器，试验成本低，但培养周期长，适合常规的质控场景；FCM 能检测出平板计数法难以培养的

VBNC 状态菌种，适合 VBNC 状态菌种的定量分析或高通量筛选场景，但 FCM 缺乏菌种特异性识别能力[101]，难

以从复合益生菌中对某一菌种生物量进行准确定量；PCR 法通过设计特异性引物，能够精准区分和定量复合益生

菌食品中的不同菌株，有利于食品溯源与安全监测，但对操作人员技能要求高；LAMP 法一般 1 小时内即可完成

扩增[96]，检测周期短于 PCR 法，但定量精度低于 PCR 法[102]，适合定性或半定量检测的现场快速检测。实际应用

中需根据检测样本类型、时效要求及成本预算综合选择，必要时可联用多种方法以提升检测准确性和效率，也可

以借助新兴技术如纳米传感器，提高检测效率与精度。纳米传感器使用的纳米材料（如金纳米颗粒、量子点、磁

性纳米微珠）[103]通常与酶、抗体和核酸等生物分子结合，以达到所需的特异性。当生物受体与目标病原体形成牢

固连接时，它会引起光学、热学或电学特性的改变，以更强的信号被传感器检测到，以提高检测效率[104]。有研究

表明金纳米颗粒增强的免疫层析试纸条对大肠杆菌灵敏度比传统的光学试纸条方法高约 10 倍[105]。基于金纳米颗

粒的双抗夹心酶联免疫吸附法可在 3 小时内快速测定牛奶中鼠伤寒沙门氏菌[106]。 
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表 4 国内外益生菌活菌计数的标准 

Table 4 Standards for viable bacteria counting of probiotics at home and abroad 

类别 标准名称 微生物 检测方法 文献 

国际标准 

 

乳制品双歧杆菌计数 菌落计数法 

ISO 29981:2024 
双歧杆菌 平板计数法 [107] 

食物链中的微生物学-微生物检测与定量

的聚合酶链式反应（PCR）-通用要求和定

义 ISO 22174:2024 

食源性病原菌通则， 

可适配益生菌 
qPCR 法 [108] 

乳及乳制品发酵剂、益生菌及发酵产品中

乳酸菌计数 流式细胞仪法 ISO 

19344:2015 

乳酸菌/双歧杆菌 流式细胞仪法 [109] 

食品和动物饲料的微生物学-用于检测和

定量食品病原体的聚合酶链式反应(PCR)-

性能特性 ISO 22118:2011 

乳酸杆菌 PCR 法 [110] 

乳制品选择培养基上假定嗜酸乳杆菌计数

37 ℃菌落计数法 ISO 20128:2006 
嗜酸乳杆菌 平板计数法 [111] 

酸奶 特性微生物的计数 37 ℃菌落计数法

ISO 7889:2003 

嗜热链球菌、德氏乳杆菌 

保加利亚亚种 
平板计数法 [112] 

食品和动物饲料微生物学 嗜温性乳酸菌

计数的通用方法 30 ℃菌落计数法 ISO 

15214:1998 

乳酸菌 平板计数法 [113] 

国外标准 
美国药典 乳酸菌 平板计数法 [114] 

俄罗斯药典 双歧杆菌 平板计数法 [115] 

国家标准 

食品安全国家标准 食品微生物学检验 乳

酸菌检验 GB 4789.35-2023 

双歧杆菌、乳杆菌、 

嗜热链球菌、乳酸菌总数 
平板计数法 [69] 

食品安全国家标准 食品微生物学检验 双

歧杆菌检验 GB 4789.34-2016 
双歧杆菌 平板计数法 [70] 

行业标准 

食品用菌种制剂 QB/T 4575-2023 

唾液链球菌嗜热亚种、嗜酸乳杆

菌、干酪乳杆菌、鼠李糖乳杆菌、

双歧杆菌属、明串珠菌属、乳酸

乳球菌属、片球菌属 

平板计数法 [37] 

凝结魏茨曼氏菌计数方法 QB/T 5949-2023 凝结魏茨曼氏菌 平板计数法 [116] 

出口乳制品中乳酸菌检测方法 数字 PCR

计数法 
 

数字 PCR 法 

[117] 

SN/T 5642.1-2023 青春双歧杆菌  

SN/T 5642.2-2023 两双歧杆菌  

SN/T 5642.3-2023 动物双歧杆菌  

SN/T 5642.4-2023 植物乳杆菌  

SN/T 5642.5-2023 鼠李糖乳杆菌  

SN/T 5642.6-2023 嗜酸乳杆菌  

SN/T 5642.7-2023 副干酪乳杆菌  

商品化试剂盒检测方法 乳酸菌总数方法

一 SN/T 5451-2022 
乳酸菌 

试剂盒法（预先制备好的培养

基系统） 
[118] 

乳及乳制品发酵剂、发酵产品中乳酸菌计

数 流式细胞仪法 SN/T 5436-2022 
乳酸菌 流式细胞仪法 [119] 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2026, Vol.42, No.8 

9 

团体标准 
食品用菌种检验 鼠李糖乳酪杆菌检验

PMA-qPCR 法 T/CIFST 020-2024 
鼠李糖乳酪杆菌 PMA-qPCR 法 [120] 

3.4  益生菌的消化道耐受性检测技术 

《食品益生菌评价指南》[1]里指出，益生菌必须能够在通过胃和接触胆汁的情况下存活。食用的益生菌数量

并不等同于到达肠道的益生菌数量，Azhar
[121]等抽取市售的 10 款益生菌产品进行胃液耐受性试验，结果显示只有

进行了包埋处理的 2 款产品存活率能达到 50%以上，无包埋处理的产品中有 2 款产品存活率不足 30%，其余产品

则完全失活。真正活着到达肠道的益生菌数量才是实现益生作用的保证，胃液、肠液耐受性评价方法的建立是评

估益生菌质量的关键。目前的研究主要通过调节培养基的 pH 值与添加胆盐的方式，体外静态初步模拟胃部的强

酸环境及肠道中的胆盐环境。《益生菌剂胃液耐受性检验方法》T/CNHFA 435-2024
[122]在标准层面规范了模拟胃

液的制备及模拟胃液条件的选择（包括标准模拟胃液、空腹模拟胃液、饱腹模拟胃液的 pH 值和处理时间），建

立了胃液耐受性的检验方法。体外动态消化模型可模拟消化器官蠕动收缩、消化液连续分泌等动态消化过程，更

接近真实的消化系统，应用比较广泛的主要有胃肠道 TIM 模型、人体肠道微生态模拟器 SHIME 系统、工程胃和

小肠 ESIN 系统等[123]。然而，该领域目前尚未建立标准化框架，缺少统一的模型、规范化的评价指标及标准化的

检测方法。 

3.5  益生菌的肠道粘附性检测技术 

益生菌在肠道内附着于上皮细胞的能力是一个至关重要的特征，只有具备粘附能力，益生菌才能在肠道内定

植，从而实现预期的健康效益[124]。对益生菌进行碳氢化合物（如正己烷、二甲苯、甲苯、氯仿以及乙烯等）粘附

性试验[125]，由于自聚集性、疏水性和粘附性正相关[126]，可以间接反映菌株的粘附性；上皮细胞系（例如 Caco-2、

HT-29、IPEC-J2）粘附性试验是评估益生菌粘附性的另一种方法[125,127]。然而，由于目前尚未形成标准化的评估

方法，不同研究在实验设计中存在显著差异，如试剂/细胞类型的选择，初始菌液负载量的设定，培养温度、孵育

时间等关键参数的控制，这些差异导致很难对现有的研究结果进行横向比较，也难以构建起具有可比性的系统关

联。 

3.6  益生菌的功能性评价技术 

根据《食品益生菌评价指南》[1]，益生菌功能性评价包括体外试验、动物试验和人体试验。体外试验主要是

验证益生菌的抑菌、抗氧化等生理活性，动物试验主要是观察其对动物肠道健康、免疫等方面的影响，人体试验

可以综合反映益生菌在人体内的效果。我国依据《保健食品功能检验与评价方法（2023 年版）》[128]，对益生菌

食品进行规范的功能性检验与评价。人体试验需要满足随机、双盲、安慰剂对照的设计要求。Matsumoto 等[129]

对养乐多®活菌型乳酸菌乳饮品（含干酪乳酸菌代田株）进行人体试验，与安慰剂相比，饮用该益生菌乳饮品会

使粪便变硬，且粪便中分离出的干酪乳杆菌代田株的回收率很高，证明该该益生菌乳饮品具有调节肠道的功能。

人体试验虽然能直接客观地评价益生菌在人体内的功能性，但是试验周期长，成本高，而且如果临床试验数量不

够大，不足以具有科学上可接受的统计意义[130]。在人工智能时代，机器学习与 AI 算法不仅可以深入挖掘微生物

功能基因特征，在益生菌益生机制解析方面也有良好应用前景。人工智能模型辅助基因组学、代谢组学等技术，

可以解析庞大且多样的微生物组数据，聚类算法通过代谢物功能相似性分组，识别与健康问题相关的生物标志物，

并建立宿主-微生物互作模式[131]，进而对益生菌菌株进行功能性评价。内蒙古农业大学研究团队开发了一种基于

机器学习算法和基因组大数据的益生乳酸菌筛选和预测平台，成功挖掘到与益生特性相关的基因和代谢通路[132]。

已有报道显示，目前已存在能够预测益生菌在治疗肠易激综合征和炎症性肠病方面的成功率的人工智能模      

型[133,134]。 

4  结语与展望 

尽管各国的益生菌食品质量安全监管制度存在差异，但对菌种安全性和活菌数量水平的把控已形成国际共识。

在当下市场环境中，仍有一些不良商家存在以次充好的违规行为，市场乱象（如菌种虚假标注、活菌数不达标）

仍制约行业健康发展。作为市场监管和质量控制的关键技术支撑，科学灵敏的评价技术直接影响着益生菌产业发
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展的规范性和可持续性。当前，益生菌食品检测技术体系仍存在诸多亟待解决的问题。在菌种鉴定方面，现行的

标准体系中以形态观察及生化试验的表型鉴定法对于亲缘关系相近的菌种的鉴定存在显著的局限性，建议配合采

用管家基因测序等基因型鉴定技术，以提高菌种鉴定的准确性。在益生菌定量检测方面，平板计数法依然是国际

公认评估益生菌含量的金标准，但对于益生菌食品这类快消类产品，传统检测方法难以满足时效性需求，建议引

入流式细胞术、qPCR 等快速检测技术作为常规检测手段，同时以平板计数法建立结果验证与质量监控的双重保

障体系。针对婴幼儿食品用益生菌和保健食品类益生菌，相关管理规定需具体至菌株水平，这是由于不同菌株间

存在单核苷酸多态性差异，这种差异会导致菌株遗传特性与功能表现的多样性。然而，菌株间的基因序列具有高

度相似性，这给益生菌的株水平的鉴定和定量检测工作带来了极大的挑战。鉴于此，通过构建关键菌株的特异性

分子靶标，可实现对关键菌株的精准识别与定量分析。加快建立国家级标准菌株资源库和基因组数据库，开放菌

株序列比对公共服务，有利于益生菌在菌株层面的定性、定量比对与活性参照。国际上以保质期内活菌数量作为

益生菌食品质量的核心指标，但唯有通过胃肠道消化液作用后仍保持活性的益生菌才能真正发挥益生功能，目前

针对益生菌食品消化道耐受性和粘附性的检测标准尚未完善。定期对益生菌食品进行微生物纯度检测（包括病原

菌污染筛查）、效力检测，以及遵循良好生产规范（Good Manufacturing Practices，GMP）原则，这些都是质量管

理的基石。此外，还需要开展更多的临床研究，以支持益生菌的功效声明。 

展望未来，以技术创新为驱动力，加速构建标准化检测体系，与国际标准接轨，实现国内外益生菌食品质量

安全检测报告的可复制性，与 EFSA/FDA 合作，共享 GRAS/QPS 评估数据，健全数据互认机制。同时，强化中

国在国际标准制定领域的参与度与话语权，推动中国标准的国际化进程，助力益生菌食品产业在全球范围内实现

规范化、协同化发展。在人工智能时代，智能分析技术将通过多技术协同融合的创新应用模式，逐步构建包含测

序平台、生信分析平台、多组学整合分析平台、体外类器官与细胞验证平台以及人工智能（AI）预测模型等在内

的技术矩阵。在此基础上，进一步构建科学化、系统化的“质量-安全-功能”三维评价体系，通过多平台数据联

动与交叉验证机制，运用“组合拳式”的检测策略，推动益生菌食品检测技术从单一指标检测向全链条质控体系

升级，这不仅将净化市场环境，更可助力中国益生菌产业从“规模领先”迈向“技术主导”的全球竞争力新阶段。 
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