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实时荧光定量PCR技术在乳酸菌定量检测中的应用
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摘 要：与传统的菌落计数、杂交技术及PCR技术等相比，实时荧光定量PCR技术作为一种检测

和定量微生物的方法，具有较高的灵敏度及可重复性，而且反应过程快速，污染较小。作者综述了

实时荧光定量PCR技术的定量原理，荧光检测物质，目的基因序列以及其特点，并且列举了在乳酸

茵定量检测中的应用，同时对其应用前景进行了展望。
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Application of Real—Time Fluorescent Quantitative PCR in

Quantitative Detection of Lactic Acid Bacteria
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Abstract：Real—time fluorescent quantitative PCR(RT—FQ PCR)was a method detecting and

quantifying microorganism．Compared with traditional colony count，hybridization and other

PCR—technology，RT—FQ PCR has better sensitivity and reproducibility，it was also quicker to

perform and has minimized cross contamination．The basic principle of RT—FQ PCR，the

chemistries，target gene sequences and．characteristic of RT—FQ PCR were described and

discuSSed in this review，furthermore，some applications were presented and the future

perspectives were suggested．
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乳酸菌是一类能在可利用的碳水化合物发酵

过程中产生大量乳酸的细菌‘1。。乳酸菌无处不在，

广泛分布于人体、动物、植物和整个自然界。乳酸

菌是人和动物体内重要的生理菌群，有重要的生理

功能，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‘2-33。在

自然发酵的食品和一些工业发酵工艺中，乳酸菌作

为发酵剂可以使食品延长保质期并且赋予食品良
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好的风味特性。作为益生菌，在临床应用上，乳酸

菌可以预防和治疗腹泻，可以提高乳糖酶缺乏者对

于乳糖的消化和利用，一些最新的研究数据也显

示，这些益生菌在预防和治疗过敏性反应、节肠炎

性疾病方面具有重要作用[4]。乳酸菌制剂和益生

乳酸菌制品可以明显地改善和提高人的健康水平。

然而其益生作用会受到乳酸菌的数量和分布的影

响，益生菌产品中高浓度的活性菌体细胞是其发挥

功效的必要条件[5j。Chaitow(1990)指出，治疗用

的活菌制剂在有效期应保证活菌含量不低于109

个／克。因此，进行食品、药品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以及益

生菌产业的长远发展具有很重要的意义。

乳酸菌的定量对于研究其作用以及不同条件

下的动态变化很重要。传统的计数方法尽管使用

不同的选择性培养基，但是对于乳制品或是动物肠

道中乳酸菌的鉴定和计数仍然存在问题。为了快

速的鉴定和定量复杂微生态环境中的乳酸菌，定量

点杂交、细胞荧光原位杂交技术也应运而生，然而

这些方法只能检测到目的研究菌群在总的微生态

环境中占至少1％的菌数¨]，当数量低于l％时，定

量检测存在一定的困难。实时荧光定量PCR技术

以其较高的可重复性、灵敏性以及准确性在微生物

定量以及乳酸菌定量研究领域得到广泛应用。

定量原理及定量方法

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。实时荧光定量PCR

方法可以分为两种类型：绝对定量和相对定量。

绝对定量是对未知样品的绝对量进行测定的

方法。绝对定量使用系列稀释已知浓度的标准品

制作标准曲线，对未知浓度的样品进行其拷贝数的

测定。标准曲线在cr值与起始模板浓度之间建立

一种线性关系，依据所测得未知样品的G值，则可

以得到未知样品的浓度。绝对定量所使用的标准

品可以是dsDNA、ssDNA和cDNA[6]。DNA标准

品可以直接合成，直接梯度稀释PCR产物，或者通

过将PCR产物克隆到载体上，然后抽提出质粒，

通过测量浓度和拷贝数来确定。此种方法要求样

品与标准品有几乎相近的扩增效率口]，标准品的稀

释梯度应该包含所要测试实验样品的浓度，而且也

要求在RT—FQ PCR分析所能够定量和检测的范

围之内。

相对定量不是测定基因的绝对量，而是分别测

定目的基因和参比基因的量，再求出相对于参比基

因的目的基因的相对量，最后再进行样品间相对量

的比较。相对定量通常选择一定的内参基因进行

校正和标准化[8]。内参基因一般为各种看家基因，

在某些类型细胞中以及在各种状态下的表达基本

是恒定的，常用的有GAPDH和J9-actin等[6]。一

般而言，两种定量方法没有可比性，只是根据实验

目的、实验要求选择较为合适的定量方法。

2 荧光检测方法

RT—FQ PCR的关键是可以实时监测DNA扩

增进程，通过检测反应体系中的荧光强度来定量

PCR产物，可用于实时定量PCR的荧光标记方法

主要分为两大类：荧光染料法和荧光探针法。

荧光染料，即双链DNA结合染料，通常使用

SYBR Green I，是一种能够与所有dsDNA双螺旋

小沟区域结合的具有绿色激发波长的荧光染料，其

放射出的荧光强度是游离状态下的1 000倍，它与

PCR合成的双链DNA结合，在激发光的照射下产

生荧光，通过对荧光强度的检测，可以实时监测

PCR扩增的产物量[9J。反应过程中dsDNA的量越

多，SYBR Green I与DNA结合的越多，所产生的

荧光信号就越强[1 0‘。此外还有BEBO，Thiazole

Orange等等一些染料在实验中也有应用但是不是

很广泛。

荧光染料法不需要使用特异性荧光标记的探

针，其检测方法相对比较简单，同时也降低了检测

的成本。由于荧光染料会与任何的dsDNA序列结

合，其不可能鉴别出不同的双链DNA片段，因此也

会与一些非特异性产物(例如引物形成的二聚体)

相结合，影响到检测的灵敏性，目前可以通过对熔

解曲线的分析来确定反应的特异性[6]。同时在使

用DNA结合染料时精确的引物设计以及PCR反

应条件的优化很重要。

荧光探针法有很多种类，包括TaqMan探针

法、杂交探针法及分子信标等。最常用的是Taq—

Man探针法，是使用5’端带有荧光物质，3’端带有

淬灭物质的TaqMan探针进行荧光的检测。Taq—

Man探针是一种线形的寡核苷酸，当探针完整时，

荧光物质受到淬灭物质的制约，不能发出荧光，而

当在PCR反应过程中，TaqDNA聚合酶将TaqMan

探针分解后，5’端的荧光物质便会游离出来发出荧

光，通过检测反应体系中的荧光强度，则可以达到
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检测PCR产物扩增量的目的。

TaqMan探针法产生较低的荧光背景，具有较

高的灵敏性和稳定性，其荧光光谱具有较高的分辨

率n1|，而且探针的保存时间较长，具有很高的可重

复性以及特异性。但是相对于SYBR Green I来说

成本较高，而且探针的设计困难，一般只能检测短

的PCR产物[111。此外荧光探针法还包括杂交探针

法、分子信标等。分子信标是使用带有特殊发夹结

构的寡核苷酸探针，与TaqMan探针相比，其成本

更高而且设计更为复杂，所以在实验中多使用Taq—

Man探针法。由于会出现较多的新的荧光化学物

质，以期达到增加反应的灵敏度，提高反应的特异

性，从而降低成本的目的。

3 目的基因序列

在实时定量PCR反应中通常使用16S rRNA

序列以及一些特异基因序列作为靶DNA序列设计

引物或探针。16S rRNA是原核生物核糖体中的一

种核糖体RNA，大小约为1．5 kb[1 2|，16S rRNA序

列含有进化速率不同的区域——可变区及恒定区

序列，恒定区序列基本保守，而同一属内的种之间

可变区域的DNA序列不同，因此可以依据基因数

据库中所得到的16S rDNA序列设计引物或探针。

2004年Furet等[4]用实时定量PCR方法准确地定

量了发酵乳制品中的乳酸菌(嗜热链球菌、德氏乳

杆菌、干酪乳杆菌、鼠李糖乳杆菌、嗜酸乳杆菌和约

氏乳杆菌)，依据16S rRNA基因序列设计引物，使

用SYBR Green I染料法。结果表明，实时定量

PCR方法可以检测到发酵乳制品中的乳酸菌，其检

测极限达到103 CFU／mL产品。

近年来，16S～23S rDNA间区序列也作为设计

引物或探针的目的基因序列，其进化速率比16S

rDNA大10多倍，但是由于其核酸数据库不完善，

也只能作为16S rDNA的一个补充。2006年Belen

等[13]成功地建立了一种简便快速的实时定量PCR

方法用于发酵肉制品中Lactobacillus sakei的定量

检测，所使用的引物以及TaqMan荧光标记探针是

依据16S～23S rDNA间区序列设计的，由此得到

的结果与通过传统的平板计数方法是一致的。此

外一些功能基因，例如：recA[14|，Hsp60[1 5|，

gyrBEl6]，TufEl71等也可以作为设计引物或探针的目

的基因序列，2006年L．Masco等u 8j以16S rRNA

和recA基因为目的基因设计特异性引物，对29种

益生菌制品中的双歧杆菌进行了定量测定，结果表

明，使用单拷贝基因recA基因为靶序列的实时定

量PCR分析方法是一种快速、重现性好的鉴定和定

量益生菌制品中双歧杆菌的方法。2007年，赵敏

等【l副以gyrB基因为靶目标设计引物和探针，对啤

酒中的6株乳酸杆菌进行实验，并且对其中一个短

乳杆菌样本作定量检测。实验结果表明，实时荧光

定量PCR只可以对短乳杆菌产生特异扩增信号，对

其它乳酸杆菌无响应，而且测得其浓度，证明实时

荧光定量PCR是一种快速、特异、灵敏检测短乳杆

菌的方法。

总之，越来越多的以特异基因为基础的分子生

物学技术正日益成为细菌分类鉴别的重要手段，由

此选择作为分类鉴定基因靶序列的基因都可以作

为定量PCR引物或探针设计的靶序列，应用实时荧

光定量PCR方法对乳酸菌进行检测和定量分析。

4 实时荧光定量PCR技术的优缺点

许多的分子生物学方法可以用于目的核酸序

列的定量。然而，这些方法都存在一些缺陷，费时、

费力，较低的灵敏性，有的需要使用放射性物质，又

存在交叉污染的可能性。实时荧光定量PCR具有

普通PCR高灵敏度检出以及光谱技术的精确定量

等优点，可以对PCR扩增产物进行实时动态监测和

自动分析结果，定量过程相对较快，缩短了检测时

间，基本实现了高通量、自动化[1 01，而且反应是在一

个相对封闭的体系中进行，无需后续PCR操作，减

少了交叉污染，其特异性强、重现性好、定量较为

准确‘20|。

同时，实时定量PCR技术也存在一定的缺点，

首先是实时定量PCR技术需要特殊的反应仪器和

反应试剂[6]，造成其检测成本相对比较高，会在一

定程度上限制了它的使用。其次，实时定量PCR技

术在检测的过程中会受到所设计的探针以及引物

特异性的影响，可能会使定量结果出现一定的偏

差，因此在实际操作时要对引物进行精确的设计以

及对PCR反应条件进行优化。实时定量PCR的标

准曲线制作也比较困难，标准品的选择及制备没有

统一的标准，标准曲线的制作也会有一定的偏差，

会使定量结果不准确。此外，以DNA为模板的实

时荧光定量PCR技术在定量过程中不可能区分死

细胞和活细胞，是对总的细胞的计数，所以虽然反

应的特异性较高，但是定量的结果不太准确，这个

问题会逐步通过提取RNA再反转录为cDNA为模

板加以解决。

5 应用及前景展望

实时荧光定量PCR方法是一种不依赖于培养
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的分子生物学定量方法，依据特异性引物结合荧光

染料或特异性荧光标记探针的原理，实时测定在

PCR反应中形成的扩增产物，从而可以检测和定量

样品中的微生物。实时荧光定量PCR方法使PCR

技术发生了质的飞跃，目前在国内外已经被广泛应

用于食品、医药和环境等研究领域。

实时定量PCR应用于乳酸菌的定量研究主要

集中在发酵乳制品和益生菌制品中乳酸菌的定量，

动物以及人类肠道中双歧杆菌、乳酸杆菌的定量

等。2005年Monique等[21]通过实时定量PCR方

法对食用益生婴儿配方食品的婴JL丰lb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

法和荧光原位杂交方法做了比较。实验结果显示，

用荧光原位杂交与实时定量PCR方法定量双歧杆

菌所得结果是相似的，表明这两种方法都可以在种

属水平上对乳酸菌进行计数。2005年，Grat—

tepanche等[223使用实时荧光定量PCR定量了使用

混合发酵剂制作的干酪中Lactococcus lactis subsp．

cremoris的数量。2006年，Friedrich等[231利用多

重实时定量PCR方法计数了嗜温乳品发酵剂中的

乳酸菌，同时使用流式细胞一荧光原位杂交技术进行

定量，两种方法所的结果一致，证明此方法可以准

确有效地用于混合发酵剂中每种微生物的定量。

2007年，Harrow等[2们依据16S～23S间隔区序列
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