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擒要传统的微生物定量检测方法主要运用纯培养技术根据细胞的形态特征或通过使用细胞计数仪来进行

定量。近年来，随着分子生物学及生物技术的发展，依赖于特异核酸序列的分子生物学定量技术如：点杂交和狭

线杂交、荧光原位杂交、PCR--DC拾E以及实时荧光定量PCR技术已经被广泛应用。文中综述了用于乳酸茵定

量检测的几种方法，简单概括了各种方法的原理、特点以及其研究应用现状。
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乳酸菌是一类革兰氏染色阳性，发酵可利用的碳

水化合物产生以乳酸为唯一或主要代谢产物的细

菌LlJ。是人和动物体内重要的生理菌群，有重要的生

理功能、理想的保健和医疗效果，它可以阻止致病菌

的定植、刺激肠道粘膜免疫、降低胆固醇水平、维持肠

道菌群平衡等[2。。然而其益生作用会受到乳酸菌的

数量和分布的影响，因此，进行食品、药品或是人体、

动物肠道中乳酸菌的准确定量分析，对于提高我国益

生菌的定量检测能力、完善保健食品的质量监管，并

对益生菌产业的长远发展具有很重要的意义。纵观

国内外研究现状，用于乳酸菌定量的方法主要分为传

统的定量方法和现代分子生物学的定量方法。

1 传统的定量方法

传统的乳酸菌定量方法主要是平板菌落计数方

法，根据每个活菌可以长出一个菌落的原理来进行计

数。取一定量的菌悬液，作一系列的倍比稀释，然后

将定量的稀释液接种于适宜的平板培养基培养，根据

培养出的菌落数即可以计算出培养物中的活菌数量。

此方法的关键是选择适当的培养基以及合适的培养

条件，培养基及培养条件的合适与否可对计数结果产

生数量级的影响[1]。

平板菌落计数方法是一种经典的计数方法，是目

前国际上普遍认同的方法。但是计数过程费时费力，

而且对于一些未知的微生物或是已知但是不可培养
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的微生物不能计数，所以有时不能提供准确的信息。

此外，还有计数器测定方法，采用光学显微镜，摄像系

统及细菌计数板结合进行显微计数，同时结合活体染

色方法可以对活菌计数，但是由于很多菌在显微镜下

形态差异很不明显，很难对混合菌中的每一种乳酸菌

计数；比浊法、电子计数器计数法、涂布厌氧胶法‘3]

等，这些传统的定量计数方法都各有其计数特点，同

时存在一定的缺陷，而且随着生物学技术的发展，一

些现代分子生物学的方法已经广泛应用于乳酸菌的

定量。

2现代分子生物学定量方法

2．1点杂交。狭线杂交定量

点杂交和狭线杂交的基本工作原理如下：将待测

样品中总DNA或RNA或是几种核酸样品直接点样

或者用真空抽滤将样品固定在同一固相支持物上(尼

龙膜或纤维素膜)，然后用特异性探针与样品杂交，以

已知浓度的靶核酸序列作为标准品，通过估计样品点

发出的信号强度，与标准品发出的信号强度进行比

较，确定待测样品中靶序列的含量；也可以通过通用

探针和特异性探针在相同条件下分别对同一样品进

行杂交，通过杂交后显示出的相应信号强度比可以计

算特异探针所对应的靶序列占通用探针所对应的靶

序列的百分含量[4]。

点杂交和狭线杂交是2种类似的快速检测特异

核酸(DNA或RNA)分子的核酸杂交技术。在许多

研究中都使用此方法对核酸进行定量分析。2000年

Sghir等[s]研究中分析了人类排泄物中微生物的群落

结构，其中双歧杆菌和乳酸杆菌的数量只占总微生物

数量很少一部分(<2％)。较之前的研究比例较小，
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这种偏差产生的～部分原因可能是所使用的探针是

根据t6S rRNA分子豹不同序判透域的设计蔼导致；

2001年MarteauIs]等在研究中透过寡核瞢酸搽针点

杂交对人排泄物和盲肠中的双歧杆菌、拟杆菌属等进

舞了定量，结果表鲷严格茨氧缨蘑拟杼蘧属在蛮肠中

的禽蘩诋予捧淑物孛酶含豢，甭兼褴厌氧乳耔蓠属酶

含量鼹示出相对较高的比例；2003年，Seksikp]等以

16S rRNA秀鑫的基嚣鼹6释不同缨菌震豹特异寡

聚核瞀酸探锌与样品中所提取的RNA杂交，检测了

不同条件下双螋杆菌以及一些其他的细菌的数量变

德。

2．2赞光原位杂交接术

荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridiza-

tion，FlS嚣)是在放嚣牲原使杂交技术懿基穗上发蓑

起来的一种菲放射性分子细胞遗传技术，以荧光标记

取代放射性同位索标记而形成的一种新的原位杂交

方法Is]。FISH熬基本漂瑾是将鼗微垒物t6S rRNA

为靶序歹Ij设计的寡聚核瞢酸探针进行荧光标记，与匿

定好的微生物样品的特异置补核酸序列进行原位杂

交，通避激发杂交探搴}懿荧邂发凄搭号，惩荧毙显擞

镜或缃胞图像计数仪进行计数。

FISH方法的优点是所使用的荧光试剂和揲针

弪济、安全、稳定，搽锋爵以长囊保存；其实验的过程

相对简单、实验周期较短、可以快速得到结果；FISH

特异性好、灵敏度离、检测效率较高；多色FISH能同

时显示多转蔟惫，所鞋霹淡阕嚣雩检测多释序列。僵是

这种方法产生的杂交信号较弱，不同探针进入细胞内

靶序列的位点的难易及敏感性的不斓会影响到结果

薛稳定性持】。

1995年Langendij k[¨】等人用FISH技术，以种

属特辫性16S rRNA为靶序到设计的搽豺定攘了人

类雄澄物孛酶双蛙杆菌，髓暴显示凄16S rRNA的莓

变区V2，V4以及V8序列适宜于作为双歧杆菌属寡

聚孩替羧攘针设计鲢特异序列，研究中同时使熙传统

培养计数方法对双歧秆菌进行了定爨，圭2静方法所

得结果具有一致性，表明几乎所有的双歧杆菌都是可

以培养计数翡。褥如果壶单一戆菌落计数对则会蠢锆

蘸数将近lo倍左右；2004年Arthur等天口砖摄道焉

FISH方法检测掇食益生菌产品后人粪便样品中的

乳酸双歧耪墓Bb王2，弱年Monique等人n钳程骚究

中也使用荧巍骧位杂交技术对摄食藏生篓jL醚方食

品的髅儿肠道中的总细菌数和双歧杆菌的数谶进行

了测定；2006每Lahtinen等入m3蔫FISH技术对发
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酵燕麦饮料贮藏期间益生双歧杆菌的变化进行了研

究，同时与菌落平板计数、real-time PCR等方法柞一

比较，结暴表畴通过FISH与real-time PCR方法耩

得计数结粜相似，可以很好的定量食品中的益生双歧

_择墓；2007年Olsen等人n4]以16S rRNA巍靶序列

的寡聚核甍酸探锋蔫予全缅魏愿位杂交分柝鉴定，基

定量分析了嗜温乳品发酵剂中的明串珠菌属，其所得

结果与通过标准平板菌落计数法所褥到麴结果具翁

显著的稆关性，证瞬了此方法逶瘸子鉴定jf鞋定量发酵

中的明串珠菌数量。

2。3 PCR—DGGE技寒

DGGE(Denaturing Gradient Gel Electrophore—

sis)，即变性梯度凝胶电泳，最初的应用是在医学上，

塌寒硷溅DNA亭刭孛瓣点突变。粥GE是辕据棱
黻片段大小相同而痔歹|j不同进行DNA净剜分离酶

一种电泳方法。同样大小的DNA序列Ell于含有的

碱基缓藏不丽及蒜列差鼻造或勰链温度不弱，在含翁

变性剂的聚丙烯酰胺凝胶中电泳时，不同Tm值的符

段在不同的时间发生变性，从简造成电泳速度的不

阕，爱翼有不霹穿翻豹DN轰背段停鍪予凝腔懿不阚

位置，经过染色后，可以使条带清晰的显现船来，通媳

分析DGGE图谱中条带的数量和亮度则可以得到微

生耪嚣数餐及组成懿变纯。

DGGE技术可以分辨具有片段大小褶阍的DNA

序列差异，可以检测到单一碱蕊的变化【1钔。通过以

16S rDNA基透序裂设诗酪弓l翰的PCR—DGGE方

法可以很好的用于复杂微生态群落结构的研究以及

监测一些生态系统中与环境因索相关的微生物的动

态变纯。

2001年Satokair等人(18]通过种属特异性PCR

缀合DGGE的方法定量分析了复杂豹双蛾抒菌群游

结祷，先臻双歧抒菌满特异性弓|物扩增16S rDNA鍪

因大约520bp的片段，然后PCR产物进行DGGE分

析，结果表明通过DGGE可以犋好的将零嗣双歧轷

菌属鹃籀阖片段静条带分离并来，对条带遴行分橱霹

以得出定性及定量结果；2002罐Randazz等人[1钉采

爆PCR—DGGE技术研究手工铷捧熬西鞭墼岛于酪

生产过程中菌群的多样性及动态变纯，两艇是缓16S

rRNA转泶PCR—DGGE对该千酪进行了活菌的分

橱；2003年Meroth等人[18]采熙以乳耔蕊箧群特异

健酶16S rDNA鸯靶序秀设计酶雩l物的PCR—

DGGE方法监测了磷包发酵过程中乳酸髓数量的变

化，新褥结祭与通过传统方法计数结果一致，表骥在

  



整个发酵过程中乳酸菌是优势菌群；2007年Camu

等人‘193用DGGE方法研究了可可豆自然堆积发酵

过程中乳酸菌的动态变化和生物多样性；此外，王晓

谊等‘203也采用PCR—DGGE技术对不同益生素样品

中的乳酸菌进行了分析，通过对不同乳酸菌组成的电

泳图谱的分析得出了各种乳酸菌的含量。

2．4实时荧光定量PCR

实时定量PCR是在PCR定性基础上发展起来

的核酸定量技术。它是一种在PCR反应体系中加入

荧光染料或荧光基团，利用过程中荧光信号的累积实

时监测整个PCR过程，最后通过标准曲线对未知模

板进行定量分析的方法。

Real—time PCR具有普通PCR的快速、高灵敏度

检出等优点，同时克服了普通PCR不能准确定量、

容易污染等的不足，其特异性强、重现性好、定量

准确、交叉污染较小[21。。Real-time PCR使PCR技

术发生了质的飞跃，目前在国内外已得到广泛应用。

2004年，Grattepanche等人[22]通过实时定量

PCR方法监测了在3种菌混合培养时微生物数量的

变化，结果表明由于产细菌素菌株Lc．diacetylactis

的存在，Lc．cremoris及Lb．rhamnosus菌株的数量都

有所降低，而由平板菌落计数方法是不可能检测出

Lc．cremoris菌株细胞数量的这种变化；2005年

Monique等[17]通过real—time PCR方法对食用益生

婴儿配方食品的婴儿排泄物中的几种双歧杆菌进行

了鉴定和定量，并与传统的PCR方法和FISH方法

做了比较，实验结果显示用FISH与real-time PCR

方法定量双歧杆菌所得结果是相似的，表明这2种方

法都可以在种属水平上对细菌进行计数；2006年

Martin等人[23]成功地建立了一种简便快速的real—

time PCR方法用于发酵肉制品中Lactobacillus

sakei的定量检测；2007年Maseo等人[24]运用以16S

rRNA多拷贝基因和recA单拷贝基因为靶序列的

real_-time PCR方法对29种益生菌制品中的双歧杆

菌计数，结果表明相比于传统方法，使用单拷贝基因

为靶序列的real—time PCR分析方法是一种快速、重

现性好的鉴定、定量益生菌制品中双歧杆菌的方法；

2008年童睿等[253运用实时荧光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，结果表

明用实时荧光PCR法检测乳酸杆菌快速、敏感而且

特异性较高。

3 定量研究方法的发展趋势

传统的平板菌落计数方法一直是许多微生物实

验室所选择的经典计数方法，在计数时首要选择适宜

的培养基及培养条件，但是对于未知的微生物或不能

培养的微生物则不能计数，而且在监测微生物数量动

态变化时费时费力，不能准确快速地对样品中微生物

的多样性及动态变化提供信息。一些光学仪器的应

用．如显微镜计数、分光光度计测定光密度值、流式细

胞仪计数等，都可以直接地对细胞进行计数，但是在

计数过程中不能区分死菌或活菌，结合活体染色方法

也只可以对单一的微生物进行计数，而且流式细胞计

数仪计数还会受到颗粒的影响，因此都不能区分是否

为微生物。所以这些传统的定量方法在对样品中的

乳酸菌进行分析时会有一定的弊端。为了克服这些

问题，新型的分子生物学定量技术应用而生，例如点

杂交技术、FISH技术、PCR—DGGE技术、T—

RFLP技术、real—time PCR技术等，这些方法主要

依据16S rDNA或是其他特异基因序列设计引物或

探针进行分析，相比于传统的计数方法，其简便快速，

精确性及灵敏性都比较高。然而在分析过程中探针

设计比较困难、杂交信号不稳定、rDNA基因序列

分析同样不能区分死菌或是活菌，这些缺点也对分子

生物学的定量方法提出挑战。因此近年来的研究中

有使用荧光原位杂交结合流式细胞计数仪的方法进

行定量，以16S rRNA转录的PCR—DGGE方法对

活菌进行定量等。所以对于乳酸菌及微生物的定量

研究方法在不断改进，不断发展，同时，这几种方法的

综合运用不失为实现乳酸菌定量高准确性、高灵敏

性以及较高重复性的可靠，科学的研究方法，而且也

是未来乳酸菌定量检测和菌群结构动态分析研究的

新趋势。

4 结语

综上所述，用于乳酸菌定量的方法有好多种，各

种方法都有其优点和缺陷。为了实现对样品中的乳

酸菌进行准确定量，可以将各种方法结合起来或者同

时使用几种方法定量，这样可以提高定量结果的准确

性以及可靠性。
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Progress on Optimization of Fermentation

Conditions of Hyaluronic Acid

Liu Lil，Wang Qian91，Chen Yongha01'2

1(Institute of Food Science＆Technology．Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100094，China)

2(School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

ABSTRACT This article reviews the recent progress of the mutagenesis on strains and fermentation condi—

tions for producing hyaluronic acid，and discusses the effects of temperature、pH、agitation and time of fer—

mentation conditions on hyaluronic acid yield and its molecular weight，and presents the prospects of its ap—

plication as a guidance to the fermentation Of hyaluronic acid．

Key words hyaluronic acid，yield，molecular weight，fermentation conditions
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The Research Progress of Quantitative Analysis

of Lactic Acid Bacteria

Zhao Wenjing，Liu Wenjun，Li Yan，Sun Zhihong，Zhang Heping

(Key Laboratory of Dairy Biotechnology and Engineering Ministry of Education，Dairy Processing Laboratory of National Dairy

Production Technology and Research Center，Inner Mongolia Agricultural University，Hohhot 010018，China)

ABSTRACT The traditional quantitative microbial detection method mainly used cell-culture technology in

accordance with the morphological characteristics or the cell count instrument to quantify．In recent years，

with the development of molecular biology and biotechnology，the molecular biology quantitative techniques

which dependent on the specific sequence of nucleic acid，such as dot blotting and slot blotting，fluorescence

in situ hybridization，PCR—DGGE and real—time quantitative PCR technology have been widely used．This

paper reviewed some quantitative detection methods of lactic acid bacteria，in which the principle and charac—

teristics of each method are summarized．Meanwhile，perspective and the application progress of LAB quanti—

zation were discussed．
。

Key words lactic acid bacteria，quantitation，study progress
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