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摘要：【目的】乳酸杆菌与人和动物的健康有密切关系，它的存在及含量变化可以作为评价宿主健康的

指标之一。在乳酸杆菌定量研究中，特异性引物往往是定量成功的关键。然而，已有引物质量参差不齐，

难以保证其特异性。本文旨在通过理论与试验的方法快速筛选出用于定量的乳酸杆菌属特异性引物，同

时为今后引物筛选和设计提供理论基础。【方法】查阅文献、挑选出 12 对基于 16S rRNA 基因序列设计

的乳酸杆菌属引物，通过 MEGA 6.0 软件确定引物相对位置，计算引物匹配率，以引物相对位置和匹配

率为依据重新组合引物，获得理论特异性乳酸杆菌属引物，再通过琼脂糖凝胶电泳和 QX200 Droplet 

Digital PCR 系统对新组合引物的特异性进行检验。【结果】通过理论与试验相结合的方法确定了一对特

异性较好的乳酸杆菌属定量引物 Lab1，它的扩增产物大小约 300 bp。ddPCR 系统检验结果发现其特异

性和灵敏性较好，还可以有效定量粪便中的乳酸杆菌。【结论】引物设计理论结合特异性试验这种方法

可以快速有效地筛选出特异性较好的引物，同时为今后引物筛选和设计提供理论基础。 
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乳酸杆菌是兼性厌氧、无芽孢、生产乳酸的

革兰氏阳性杆菌，它们是口腔、胃肠道和女性泌

尿生殖道中的常见微生物[1]。乳酸杆菌通常被认为

是非致病细菌，一些菌株还被用作益生菌以预防

和治疗某些疾病[2–4]。乳酸杆菌与人和动物关系密

切，常用它的含量变化作为健康与否的“风向标”。

刘茜明等[5]应用 q-PCR 方法对葛根芩连汤治疗前

后的巴马猪抗生素性腹泻动物模型肠道内乳酸杆

菌数量的动态变化进行定量比较分析，发现葛根

芩连汤治疗组的各肠段中乳酸杆菌属菌群含量呈

显著上升趋势，对照组的含量显著下降，进而证

明它具有调理肠道中乳酸杆菌的作用。张海波等[6]

通过实时 PCR 技术对新生儿粪便中的双歧杆菌

属、乳酸杆菌属进行定量检测，发现剖宫产组的

粪便标本中乳酸杆菌数量低于自然分娩组。 

定量乳酸杆菌属含量常用的方法是荧光实时
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定量 PCR。然而，近几年，数字 PCR 凭借不依赖

扩增曲线的 Ct (循环阈值)、不受扩增效率影响、

也不必采用内参基因和标准曲线等特点，成为了

新一代绝对定量 PCR 的代表，其中尤以微滴式数

字 PCR 应用较广[7–10]。但是，无论荧光实时定量

PCR 还是微滴式数字 PCR，都离不开引物。理想

的定量结果往往取决于引物的特异性，因此特异

性较好的引物是定量成功的必要基础。理论上符

合引物设计原则就能设计出理想的引物，实际上，

不论是理论上绝对特异还是试验绝对特异，都很

难设计出绝对完美的“引物”[11–12]。参考已有的引

物，往往不能达到预期的特异性，而且引物质量

参差不齐、特异性有待商榷，而设计引物必须经

过大量试验进行特异性验证，费时费力，也不能

保证引物的特异性。 

本文通过查阅文献筛选出 12 对乳酸杆菌属或

包含乳酸杆菌属的引物，根据文中提到的退火温

度进行 PCR，用琼脂糖凝胶电泳进行特异性检验，

结果发现 12 对引物的特异性均不理想，因此，本

文利用 MEGA 6.0、Primer 5.0 软件和 NCBI 网站

BLAST 软件对 12 对乳酸杆菌属引物的特异性和

自身质量进行评估，以评估结果为依据进行理论

筛选、组合和调整，获得理论特异性较好且符合

乳酸杆菌属定量的引物组合，之后对新组合的引

物进行特异性检验，筛选出特异性较好的乳酸杆

菌属引物。最后借助微滴式数字 PCR，用筛选好

的引物对一份已知含有乳酸杆菌的粪便样品进行

定量，通过先理论、后试验的方法，筛选出了一

对乳酸杆菌属特异性引物，同时为快速筛选适宜

的、特异性较好的引物提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  主要菌株及 DNA 提取 

本试验用来检验引物特异性的 16 株细菌，包

含 14 株模式菌株和 2 株非模式菌株，均由内蒙古

农业大学乳品生物技术与工程教育部重点实验室

提供，具体信息如表 1。利用天根生化科技(北京)

有限公司生产的细菌基因组 DNA 提取试剂盒进

行 DNA 提取，具体方法参照说明书进行。 

1.2  乳酸杆菌属 16S rRNA 基因序列的查找及引

物的搜索 

下载 219 种乳酸杆菌 16S rRNA 基因序列，汇

成基因序列集。通过查阅文献搜索已有乳酸杆菌

属和包含乳酸杆菌属的引物。将搜索到的引物借

助 MEGA 6.0 以 Lactobacillus salivarius 的 16S 

rRNA 基 因 序 列 为 模 板 (Accession number ：

AF089108.2)进行比对，确定每条引物的起始位置。 

 
表 1.  试验主要菌株信息表 

Table 1.  Information of main strains in the experiment 

Type strain Numbers Type strain Numbers 

Enterococcus asini DSM 11492 Weissella beninensis DSM 22752 

Enterococcus faecium ATCC 19434T Weissella confusa IMAU 10245 

Enterococcus italicus DSM 15952 Weissella kandleri DSM 20593 

Lactobacillus casei ATCC 334 Pediococcus acidilactici JCM 8791 

Lactobacillus salivarius DSM 20555 Pediococcus pentosaceus DSM 20336 

Lactobacillus helveticus 1.2278 Leuconostoc psedomesenteroides DSM 20193 

Streptococcus thermophilus NM-81-2 Bifidobacterium gallicum DSM 20093 

Lactococcus plantarum DSM 20686 Bifidobacterium longum subsp. infantis DSM 20088 
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1.3  乳酸杆菌属引物的特异性试验 

将搜索到的 12 对乳酸杆菌属引物，以表 1 中

的 16 个亲缘相近种为模板，根据文中提到的最佳

退火温度进行 PCR 扩增，利用琼脂糖凝胶检验其

特异性。PCR 反应体系、DNA Marker 和核酸染料

均购自大连宝生物技术有限公司；电泳仪(DYY-6D

型)购自北京六一生物科技有限公司，凝胶成像仪

(GDS-8000)购自美国 UVP 公司。 

1.4  引物与乳酸杆菌属及其相近属的匹配率分析 

借助 MEGA 6.0 软件，将引物与乳酸杆菌属

16S rRNA 基因序列集及乳酸杆菌属相近的 6 个菌

属(肠球菌属、乳球菌属、肠膜明串珠菌属、魏斯

氏菌属、链球菌属和片球菌属)的 16S rRNA 基因

序列进行比对，查看其与乳酸杆菌属及其相近属

的匹配率(匹配率即与比对序列完全匹配的引物

序列数/16S rRNA 基因序列数)。比对时，正向引

物的序列不变，反相引物的序列反相碱基互补。 

1.5  乳酸杆菌属特异性引物筛选 

以表 2 为依据，挑选：(1) 只与乳酸杆菌属匹

配的单条引物，(2) 与其他菌属匹配但其匹配率远

远低于乳酸杆菌属的引物，(3) 与乳酸杆菌属和片

球菌属匹配的引物，(4) 与乳酸杆菌属、片球菌属

和魏斯氏菌属匹配的引物。引物扩增子太短不仅

很难与可能存在的二聚体区分，而且会影响引物

扩增的特异性，而扩增子太长引物的扩增效率较

短扩增子的低且扩增速率降低[13]，因此本实验组

合已经筛选出的引物单链，使引物的扩增产物片

段大小介于 100–300 bp。再借助 MEGA 6.0 比对

引物 3′端与乳酸杆菌属 16S rRNA 基因序列的匹

配情况，挑选 3′端与乳酸杆菌属 16S rRNA 序列完

全匹配的引物。最后将符合上述所有条件的引物

根据引物自身情况将序列做适当调整。 

1.6  引物的特异性验证 

将经筛选、组合和调整的引物，以乳酸杆菌

亲缘相近的 16 株菌为模板，退火温度 60 °C，采

用 1.0%琼脂糖电泳对 PCR 扩增产物特异性进行

检测，并用凝胶成像仪观察检测结果。 

1.7  微滴式数字 PCR 反应 

将 2 μL DNA、上下游引物各 0.2 μL、10.0 μL 

2×ddPCR SuperMix 和 7.6 μL 的灭菌超纯水混合，

制备成 ddPCR 反应液。将 ddPCR 反应液与微滴生

成油分别加至微滴发生卡的对应孔，放入微滴生

成仪(反应所用试剂均购自美国 Bio-Rad 公司)。使

用 EvaGreen 程序进行 PCR 扩增，退火温度 60 °C。

将 PCR 扩增后的 96 孔板置于微滴分析仪进行检

测和分析。 

1.8  乳酸杆菌属引物在数字 PCR 定量中的应用 

借助 QX200 Droplet Digital PCR 系统(美国

Bio-Rad 公司)，使用 EvaGreen 进行 PCR 扩增，

退火温度 60 °C，对引物 Lab-F1/Lab-R1 依次进行

如下试验：(1) 依次以 L. salivarius、W. beninensis、

P. acidilactici、L. psedomesenteroides、S. thermophilus、

L. plantarum 和灭菌超纯水为扩增模板，检验引物

Lab-F1/Lab-R1 的特异性；(2) 将 L. salivarius 的

DNA 稀释液按 10 倍梯度依次稀释，检验 Lab-F1/ 

Lab-R1 的灵敏性；(3) 以 Lab-F1/Lab-R1 为引物，

对不同的粪便中的乳酸杆菌进行检测。 

2  结果和分析 

2.1  现有乳酸杆菌引物信息 

通过查阅文献共找到 12 对基于乳酸杆菌属
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16S rRNA 基因序列保守区设计的引物，详细信息

见表 2。 

将搜索到的引物借助 MEGA 6.0 以 L. salivarius

的 16S rRNA 基因序列为模板进行比对，每条引物

的起始位置如图 1。其中，黑色方框从左到右表示

16S rRNA 基因序列的可变区 V1–V9；图中箭头表

示引物的位置，同一行为一对引物，其中每行中

靠左位置的箭头代表正向引物的起始位置，靠右

位置的箭头代表反向引物的起始位置。 

通过图 1 发现，12 对引物的起始位置多数集

中 在 V1–V6 区 间 ， 其 中 27f 、 LACTO1-f 和

Lacb-0018 这 3 条引物位于 V1 区之前的保守区，

LactoF、LactoR、Lac1、F-lacto、R-lacto、Lab-0159f、

LabF362 、 LACTO2 、 Lacb-336 、 AM-LactoF 和

AM-LactoR 集中在 V2–V3 区，Lac2、Lab-0677r 

(Lab-0677)、F、R、LabR677、F-LBF7 和 R-LBR

集中 V4–V5 区，WLAB1 位于 V4 区之前的保守

区，WLAB2 位于 V6 区前的保守区。 

 
表 2.  乳酸杆菌属引物信息 

Table 2.  Information of Lactobacillus primers 
Primer Sequence (5′→3′) Tm/°C Product size/bp Environment 

LactoF/LactoR TGGAAACAGRTGCTAATACCG 62 232 Oral cavity[14–15]，

Cheese[16]，Faeces[17] GTCCATTGTGGAAGATTCCC 

Lac1/Lac2 AGCAGTAGGGAATCTTCCA 61 340 Faeces [11,18–19] 

ATTYCACCGCTACACATG 

F-lacto/R-lacto GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 60 126 Faeces [20] 

GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC

27f/Lab-0677 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 56 700 Faeces [21–22] 

CACCGCTACACATGGAG 

Lab-0159f/Lab-0677r GGAAACAG(A/G)TGCTAATACCG 61 560 Faeces [21]， 

Breast milk[23–24] CACCGCTACACATGGAG 

F/R AGAGGAGAGTGGAACTCCATG 55 205 Vagina[25] 

GTTAGCTGCAGCACTGAGAG 

LabF362/LabR677 AGCAGTAGGGAATCTTCCA 60 － Faeces[11]，Milk products[26]

CACCGCTACACATGGAG Faeces[21] 

LACTO1-f/LACTO2 GAGTTTGATCCTGGCTCAGGA 56 200 Strains[27] 

CGGTATTAGCATCTGTTTCCA 

AM-LactoF/AM-LactoR TGATGCATAGCCGAGTTGAG 60 － Strains [28] 

AGCCGAAACCCTTCTTCACT 

F-LBF7/R-LBR ATGGAAGAACACCAGTGGCG 50 － Vagina[29–30] 

CAGCACTGA GAG GCG GAA AC 

WLAB1/WLAB2 TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA 60 400 Red wine[12] 

TCGAATTAAACCACATGCTCCA 

Lacb-0018/Lacb-336 TGCCTAATACATGCAAGTCGA 52 318 Faeces[31] 

GTTTGGGCCGTGTCTCAGT 

－: no mention in the text. 
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图 1.  引物在 Lactobacillus salivarius 16S rRNA 基因序列(Accession number: AF089108.2)上的位置 

Figure 1.  The relative position of the primers on the L. salivarius 16S rRNA gene sequence (Accession number: 
AF089108.2). 

 

2.2  现有乳酸杆菌属引物特异性试验结果 

以乳酸杆菌属及其亲缘关系相近的 7 个属共

16 株细菌 DNA 为模板，通过琼脂糖凝胶电泳对

12 对引物的特异性进行检验，检验结果如图 2。

其中，A–L 依次代表 F/R、27f/Lab-0677、LACTO1-f/ 

LACTO2r、F-lacto/R-lacto、Lab-0159f/Lab-0677r、

LactoF/LactoR、F-LBF/R-LBR、Lacb-0018/Lacb-336、

Lac1/Lac2、LabF362/LabR67、AM-LactoF/AM-LactoR

和 WLAB1/WLAB2 搜索到的 12 对引物。每对引

物对应的模板一致，从左到右依次为 E. asini、E. 

italicus、E. faecium、W. beninensis、W. cnofusa、

W. kandleri、P. acidilactici、P. pentosaceus、L. salivarius、

L. helveticus、L. casei、L. psedomesenteroides、L. 

plantarum、 S. thermophilus、 B. gallicum 和 B. 

longum subsp. infantis。 

在本试验环境下，27f/Lab-0677、LACTO1-f/ 

LACTO2r、Lab-0159f/Lab-0677r、F-LBF/R-LBR、

WLAB1/WLAB2 这 5 对引物可以扩增出包含乳酸

杆 菌 在 内 的 全 部 菌 株 。 F/R 、 LactoF/LactoR 、

Lacb-0018/Lacb-336、LabF362/LabR67 和 AM-LactoF/ 

AM-LactoR 这 5 对引物可以扩增出包含乳酸杆菌

在内的大部分模板，而 F-lacto/R-lacto 和 Lac1/Lac2

无法扩增出乳酸杆菌。每对引物或者特异性不太

理想或者扩增效果不太理想，均难以符合乳酸杆

菌定量的要求。 

2.3  引物与乳酸杆菌属及其相近属的匹配率 

12 对引物均与乳酸杆菌属的匹配程度不同，

其中 9 条引物与乳酸杆菌属的匹配率达 90%以

上。12 对引物中大部分引物还与片球菌属和魏斯

氏菌属有较高的匹配率。12 对引物中，部分引物

与其他 4 个属的部分细菌种匹配，具体匹配率详

见表 3。 
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图 2.  引物特异性验证结果 

Figure 2. Specificity of searched primers. A–L denote F/R, 27f/Lab-0677, LACTO1-f/LACTO2r, F-lacto/R-lacto, 
Lab-0159f/Lab-0677r, LactoF/LactoR, F-LBF/R-LBR, Lacb-0018/Lacb-336, Lac1/Lac2, LabF362/LabR67, 
AM-LactoF/AM-LactoR and WLAB1/WLAB2. 1–16 denote E. asini, E. faecium, E. italicus, L. casei, L. salivarius, 
L. helveticus, W. beninensis, W. cofusa, W. kandleri, P. acidilactici, P. pentosaceus, L. psedomesenteroides, S. 
thermophiles, L. plantarum, B. gallicum and B. longum subsp. infantis, respectively. 

 
2.4  乳酸杆菌属特异性引物的筛选结果 

以表 3 为依据，共筛选出符合条件的 16 条引

物 ： R-lacto， AM-LactoR， LactoR， LabF362，

AM-LactoF，Lab-0677r，LACTO1f，R-LBR，F-LBF，

F，R，lac1 和 lac2。参考图 1 组合扩增片段在

100–300 bp 的引物对 11 对。最后根据引物 3′端与

乳酸杆菌属 16S rRNA 基因序列的匹配情况，从这

11 对组合引物中筛选出了 3 对 3′端与乳酸杆菌属完

全匹配的引物：LactoR/F，LabF362/F 和 AM-LactoF/ 

R-lacto。将这 3 对引物调整正反向，得到新的引

物 对 序 列 ， 重 新 依 次 命 名 为 Lab-F1/Lab-R1 、

Lab-F2/Lab-R2、Lab-F3/Lab-R3，其序列如下： 
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表 3.  引物与乳酸杆菌及其相似菌属的匹配率 

Table 3.  Matching ratio of primers to Lactobacillus and its analogous bacteria (%) 

Primers Lactobacillus Streptococcus Leuconostoc Pediococcus Lactococcus Weissella Enterococcus 

LactoF 86.80 – 100.00 80.00 – 45.50 100.00 

LactoR 81.70 – – 86.70 – 50.00 – 

F-lacto 99.50 100.00 – 86.70 100.00 100.00 100.00 

R-lacto: 7.80 – – – – – – 

Lab-0159f 87.20 – 100.00 86.70 – 54.50 100.00 

Lab-0677r 96.80 – 100.00 86.70 – 95.50 – 

27f 20.10 24.80 10.50 – 20.00 – 16.70 

Lab-0677r 96.80 – 100.00 86.70 – 95.50 – 

F 37.40 – – 30.70 – 31.80 – 

R 14.20 – – – – – – 

LACTO1-f 22.00 24.80 10.50 – 20.00 4.54 16.70 

LACTO2-r 37.40 – 100.00 92.30 – 45.50 – 

F-LBF 92.70 – 57.90 84.60 – 63.60 – 

R- LBR 13.20 – – – – – – 

WLAB1 74.90 93.10 100.00 86.70 100.00 95.50 100.00 

WLAB2 100.00 100.00 100.00 86.70 86.70 100.00 100.00 

lac1 99.50 – – 86.70 – 100.00 – 

lac2 99.50 100.00 100.00 86.70 100.00 100.00 100.00 

LabF362 99.50 – – 86.70 – 100.00 – 

LabR677 96.80 – 100.00 86.70 – 95.50 – 

AM-LactoF 15.50 – 100.00 – – 50.00 – 

AM-LactoR 32.40 – – 46.20 – – – 

Lacb-0018 75.80 – 84.20 46.20 20.00 81.80 70.40 

Lacb-336 76.30 1.98 100.00 7.69 86.70 – 35.20 

–: no match. 
 

Lab-F1/Lab-R1 (5′-GGGAATCTTCCACAATGGAC- 

3′/5′-CATGGAGTTCCACTCTCCTCT-3′)，Lab-F2/Lab- 

R2 (5′-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3′/5′-CATGGA 

GTTCCACTCTCCTCT-3′)，Lab-F3/Lab-R3 (5′-TGAT 

GCATAGCCGAGTTGAG-3′/5′-GGCCAGTTACTA

CCTCTATCCTTCTTC-3′)。 

2.5  引物对的特异性验证结果 

用理论筛选组合好的 3 对乳酸杆菌属引物扩

增表 1 中的 16 株细菌 DNA，将扩增产物进行琼

脂糖凝胶电泳，试验结果如表 4 和图 3。 

通过表 4 和图 3 可知，引物 Lab-F3/Lab-R3

仅扩增 L. helveticus 和 W. cofusa 呈阳性；Lab-F2/ 

Lab-R2 除 了 扩 增 所 有 预 期 菌 种 L. casei 、 L. 

salivarius、L. helveticus、W. beninensis、W. confusa、

W. kandleri、P. acidilactici、P. pentosaceus 呈阳性外，

扩增 L. psedomesenteroides 和 S. thermophilus 也呈

阳性；而 Lab-F1/Lab-R1 仅扩增所有预期菌种 L. 

casei、L. salivarius、L. helveticus、W. beninensis、

W. confusa 、 W. kandleri 、 P. acidilactici 和 P. 

pentosaceus 呈 阳 性 。 因 此 ， 乳 酸 杆 菌 属 引 物

Lab-F1/Lab-R1 的扩增效果和特异性较好，将这

对引物用 Lab1 表示。 
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表 4.  组合乳酸杆菌属引物特异性验证结果 

Table 4.  Specificity of new Lactobacillus genus-specific primers 

Type strains   

Primers 

Type strains 

Primers 

Lab-F1/ 
Lab-R1 

Lab-F2/ 
Lab-R2 

Lab-F3/ 
Lab-R3 

Lab-F1/ 
Lab-R1 

Lab-F2/ 
Lab-R2 

Lab-F3/ 
Lab-R3 

E. asini － － － W. kandleri ＋ ＋ － 

E. faecium － － － P. acidilactici ＋ ＋ － 

E. italicus － － － P. pentosaceus ＋ － － 

L. casei ＋ ＋ － L. psedomesenteroides － ＋ － 

L. salivarius ＋ ＋ － S. thermophilus － ＋ － 

L. helveticus ＋ ＋ ＋ L. plantarum － － － 

W. beninensis ＋ ＋ － B. gallicum － － － 

W. confusa ＋ ＋ ＋ B. longum subsp. infantis － － － 

＋: amplification; －: no amplification. 

 

 
 
 

图 3.  组合乳酸杆菌属引物特异性验证结果 

Figure 3.  Specificity of new Lactobacillus genus-specific primers evaluated by agarose gel electrophoresis. 1–16 
denote E. asini, E. faecium, E. italicus, L. casei, L. salivarius, L. helveticus, W. beninensis, W. confusa, W. kandleri, 
P. acidilactici, P. pentosaceus, L. psedomesenteroides, S. thermophilus, L. plantarum, B. gallicum and B. longum 
subsp. infantis, respectively. 

 

2.6  乳酸杆菌引物在数字 PCR 定量中的应用 

2.6.1  乳 酸 杆 菌 属 引 物 特 异 性 检 验 结 果 ： 以

1 株乳酸杆菌模式菌、6 株乳酸杆菌亲缘模式菌

和 1 份灭菌超纯水为扩增模板，借助 QX200 

Droplet Digital PCR 系统检验引物 Lab1 的特

异性。结果发现，仅 L. salivarius 出现大量阳

性微滴，且阳性微滴和阴性微滴明显分开，见

图 4。  
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图 4.  ddPCR 特异性检验结果 

Figure 4.  Specificity of primer Lab1. One positive 
and seven negative templates were detected using 
ddPCR. A04–H04 denote the type bacterial DNA of L. 
salivarius, E. asini, S. thermophiles, L. plantarum, W. 
beninensis, P. acidilactici and L. psedomesenteroides, 
respectively. 

 
2.6.2  乳酸杆菌属引物灵敏度检验：以按 10 倍梯

度依次稀释的 L. salivarius DNA 稀释液为模板，

借助 QX200 Droplet Digital PCR 系统检验 Lab1

的灵敏性，结果发现不同浓度的 L. salivarius 拷

贝数依次为 3780.0、381.0、40.2、7.5 copies/μL，

阳性微滴数随着浓度降低呈线性递减趋势，见

图 5。 

2.6.3  乳酸杆菌属引物实用性检验结果：借助

QX200 Droplet Digital PCR 系统对 3 份健康成人粪

便和 3 份婴儿胎便的 DNA 稀释液进行检测。以

Lab1 为引物，使用 EvaGreen 进行 PCR 扩增，退

火温度 60 °C。ddPCR 结果显示，6 份粪便样品(A–F)

中的双歧杆菌拷贝数依次为 4.2、102.0、9.5、7.9、

3.9、67.4 copies/μL，同时 Lab1 这对引物可以明显 

 
 

图 5.  ddPCR 灵敏性检验结果 

Figure 5.  Sensitivity of Lab-1. DNA diluents of L. 
salivarius with different concentrations were detected 
using ddPCR. A03–D03 denote 134.7000, 13.4700, 
1.3470, 0.1347 ng/μL of L. salivarius DNA, 
respectively. 

 

区分阴性微滴与阳性微滴，即其特异性较好，见

图 6。 

3  分析和展望 

人体乳酸杆菌的存在及其数量，往往被看作

身体健康的“晴雨表”[32–34]。在定量过程中引物不

可缺少，本实验经过理论分析初筛和琼脂糖凝胶

试验筛选出 1 对特异性较好的乳酸杆菌属特异

性引物，命名为 Lab-F1/Lab-R1 (Lab1)。随后将

Lab1 作为 EvaGreen ddPCR 扩增的引物，借助

QX200 Droplet Digital PCR 系统依次对引物进行

了特异性、灵敏性和有效性检验，结果发现这

对引物不仅具有较好的特异性 (图 4)和灵敏性

(图 5)，还可以用来有效定量粪便中的乳酸杆菌

(图 6)。 
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图 6.  ddPCR 有效性检测结果 

Figure 6.  Efficiency of Lab1. Six different fecal DNA dilutions were used to test the efficiency of Lab1 using 
ddPCR. A–F denote six different fecal samples respectively. 

 

乳酸杆菌引物设计是基于其特有的序列设计

引物，这种所谓的特有序列是针对目前已知的序

列，而未知的序列难以预测，这就导致实际应用

中难以保证其特异性，尤其是复杂样品中乳酸杆
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菌的检测。Byun 等[14]以 35 种乳酸杆菌的 16S 

rRNA 基因序列为参考设计的乳酸杆菌属引物，可

以 对 龋 齿 中 存 在 的 乳 酸 杆 菌 进 行 定 量 分 析 ，

Delroisse 等[20]设计的乳酸杆菌属引物可以扩增大

鼠粪便中的 15 种乳酸杆菌，Heilig 等[21]分析肠道

微生物多样性所用的乳酸杆菌属引物一条是基于

乳酸杆菌属设计，另一条引物却可以扩增出乳酸

杆菌属和肠球菌属，还有 Isabel 等[12]设计的乳酸

菌引物可以同时扩增出乳酸杆菌属、链球菌属、

片球菌属和乳球菌属，而 Walter 等[11]设计的引物

可以同时扩增出乳酸杆菌属、片球菌属、明串球

菌属和魏斯氏菌属。这些引物往往都有其最佳使

用环境，或者扩大了检测范围，然而，目前很难

设计一对引物可以特异性地扩增出所有乳酸杆

菌。无论是重新设计乳酸杆菌属引物，还是参考

文献中提供的引物，都存在不可避免的缺陷，而

本文成功地通过先理论筛选后试验验证的方法筛

选出适合检测粪便中乳酸杆菌的特异性乳酸杆菌

属引物，进而证明这种理论与实验结合的引物筛

选的方法是可行的。 

由于乳酸杆菌是非单系起源、且与其他乳酸

菌基因序列具有高度相似性[35]，本试验以 16 株标

准菌株为模板进行引物特异性验证时，Lab1 这对

引物不仅扩增出了所有乳酸杆菌，还扩增出了魏

斯氏菌和片球菌。根据目前粪便微生物多样性分

析发现，粪便中的片球菌和魏斯氏菌属相对含量

比较低，基本检测不到，往往不做微观研究[36–39]，

这就减少了定量过程中对乳酸杆菌属真实含量的

影响。同时，通过 NCBI 网站(https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/genome/browse#!/prokaryotes/Pediococ

cus；https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse#!/ 

prokaryotes/lactobacillus)查询片球菌和乳酸杆菌

属全基因组信息可以发现，片球菌的 G+C 含量普

遍较乳酸杆菌属的低，定量乳酸杆菌属时，可适

当将退火温度提高，以提高引物的特异性。此外

寻找乳酸杆菌属特有的基因序列，如核心基因等，

作为靶序列设计属水平特异性引物也许是引物设

计的一条新途径。 
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Abstract: [Objective] Lactobacillus is closely related to human or animal health, and its presence and content 

changes can be used as health indicators. Usually, specific primers are the key to successful quantification. 

Redesigning primers is time-consuming and hard to guarantee its specificity. This study was to screen 

genus-specific primers for Lactobacillus by theoretical and experimental methods rapidly and effectively, and also 

to provide a theoretical basis for screening and designing of primers in the future. [Methods] We selected 12 pairs 

of primers based on the 16S rRNA gene sequence from published literatures and evaluated them using primer 

design software. Based on the evaluation results, we recombined the primers to obtain the theoretically specific 

Lactobacillus primers, and test the specificity of the new combination of Lactobacillus primers using the gel 

electrophoresis and the QX200 droplet digital PCR system. [Results] We screened out a pair of Lactobacillus 

genus-specific primer named Lab-F1/Lab-R1 by primer-designing software and tests, and its product size was about 

300 bp. The ddPCR tests showed that the specificity and sensitivity of the Lab-F1/Lab-R1 were better, and it also 

could effectively quantify Lactobacillus in fecal samples. [Conclusion] This method can quickly and efficiently 

screen out the specific primers with better specificity and provide a theoretical basis for the future screening and 

designing of primers. 
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