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摘  要：【背景】乳杆菌属是发酵食品中最常见的微生物之一，与食品的品质和安全密切相关，

定量检测乳杆菌活菌数、解析乳杆菌群落组成对发酵乃至肠道微生物等具有重要意义。【目的】

建立一种在种水平上定量检测 5 种乳杆菌活菌数的叠氮溴化丙锭-荧光定量 PCR (propidium 

monoazide-quantitative PCR，PMA-qPCR)检测方法并探讨其适用性。【方法】以植物乳杆菌、发

酵乳杆菌、短乳杆菌、嗜酸乳杆菌和干酪乳杆菌等发酵食品中常见的 5 种乳杆菌为目标菌株，查找

并筛选特异性引物用于荧光定量 PCR (qPCR)检测，优化叠氮溴化丙锭(PMA)处理条件，测定

PMA-qPCR 检测法的特异性、灵敏度及可靠性。最后利用 PMA-qPCR 法检测黄酒酿造过程中 5 种乳

杆菌的活菌数。【结果】PMA 最佳处理条件为：浓度 20 μmol/L 下暗处理 15 min 后曝光 15 min，此

时可抑制样品中 99.89%的死菌 DNA 扩增。该方法特异性高，能够准确识别 5 种乳杆菌；线性关系

强，R2>0.98；灵敏度高，检测限为 101.8−103.2 CFU/mL；重复性好，Cq 值变异系数小于 1%；与平板

计数相比差异不显著(统计学上)，P>0.05。利用该方法检测黄酒中 5 种乳杆菌的活菌数，发现发酵

乳杆菌、干酪乳杆菌和短乳杆菌是主要的乳杆菌(总计占比 59%−89%)，与已知黄酒酿造中乳杆菌群

落组成相符。【结论】建立的 PMA-qPCR 法能够快速、准确地检测 5 种乳杆菌的活菌数，为解析样

品中乳杆菌的实时组成及检测具有活性但不可培养(viable but nonculturable，VBNC)状态的乳杆菌提

供了可靠的手段。 
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Abstract: [Background] Lactobacillus is commonly found in fermented foods which associated with food 
quality and safety. Quantifying the real-time dynamic and tracking the composition of viable Lactobacillus 
is substantial to explore metabolic function in fermentation and even intestinal microorganism system. 
[Objective] To establish and employ a real-time and rapid approach to detect 5 kinds of viable 
Lactobacillus at species level by quantitative PCR combined with propidium monoazide (PMA) treatment, 
and then assess its applicability. [Methods] Using Lactobacillu plantarum, Lactobacillus fermentum, 
Lactobacillus brevis, Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei which are the common 
Lactobacillus strains in fermented foods as the target, the specific primers for quantitative PCR (qPCR) 
analysis were searched and screened. We also optimized PMA conditions and ascertained the specificity, 
sensitivity and reliability of the method. Then 5 kinds of viable Lactobacillus during Chinese rice wine 
fermentation were quantified by PMA-qPCR. [Results] The optimal process included that 20 μmol/L PMA 
for 15 min incubation followed by 15 min photoactivation can eliminate 99.89% amplified signal of 
non-viable bacteria. This method exhibited good specificity to accurately identify 5 kinds of Lactobacillus, 
and possessed strong linear relationship (R2>0.98) and high sensitivity (limit of detection=101.8−     
103.2 CFU/mL) and the variation coefficients of Cq values were less than 1%. Additionally, it had no 
statistically significant (P>0.05) difference compared with plate count. Furthermore, the PMA-qPCR 
method was applied during Chinese rice wine fermentation, indicating that Lactobacillus fermentum, 
Lactobacillus casei and Lactobacillus brevis were the dominant Lactobacillus (59%−89%), which was 
consistent with known Lactobacillus composition in Chinese rice wine brewing system. [Conclusion] The 
established PMA-qPCR method could quickly and accurately quantify 5 kinds of viable Lactobacillus, 
which provided a feasible approach on tracking the real-time composition of viable Lactobacillus and 
detecting viable but nonculturable Lactobacillus in samples. 

Keywords: Lactobacillus, Viable bacteria, Propidium monoazide, Quantitative PCR, Real-time and rapid 
detection 

乳杆菌属(Lactobacillus)是一类革兰氏阳性细

菌，广泛存在于食品、饲料、植物、脊椎动物、无

脊椎动物和人类中[1]。由于其出色的发酵性能和“益

生”特性[2]而被广泛应用于发酵食品领域。一方面乳

杆菌产生的有机酸、胞外多糖、γ-氨基丁酸等物质

极大地增强了发酵食品的风味和保健功能；另一方

面乳杆菌是导致食品发生腐败变质、影响食品安全

的主要微生物之一[3-4]。与大多数发酵食品一致，黄

酒具有丰富的微生物群落，而乳杆菌的占比很大(约

占细菌总量的 0.59%−65.17%)[5]。丰富的乳杆菌群

落与复杂的发酵环境共同作用，最终形成了黄酒独

特的风味与品质。因此，解析乳杆菌在黄酒乃至其

他发酵食品中的实时组成情况，尤其是检测乳杆菌

的实时活菌数对于发酵食品的安全制造及新型发

酵食品的开发都具有重要意义。 

目前已经建立了如基因组测序[6]、荧光原位杂

交 [7]、末端限制性片段长度多态性分析(terminal- 

restriction fragment length polymorphism，T-RFLP)[8]、

磷脂脂肪酸检测(phospholipid fatty acid，PLFA)[9]、

荧光定量 PCR (quantitative PCR，qPCR)[10]等多种非
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培养的乳杆菌检测方法。其中，荧光定量 PCR 是一

种基于特异性引物定量检测微生物的方法，因其具

有快速、灵敏、特异等特点而被广泛应用于各种样

品中微生物的检测[10-12]。但传统 qPCR 既能扩增活

菌 DNA，又能扩增死菌 DNA，无法区分活细胞与

死细胞。反转录荧光定量 PCR (reverse transcription 

qPCR，RT-qPCR)虽然能够达到检测活菌的效果，

但因 RNA 易降解等特性而不适宜于复杂样品中微

生物的检测。叠氮溴化丙锭(propidium monoazide，

PMA)是一种常见的活菌染料，能够穿透死亡细胞/

膜损伤细胞的细胞膜插入核酸，在强光照射下能够

与 DNA 形成稳定的共价氮碳键不可逆地修饰

DNA，阻止死细胞/膜损伤细胞的 DNA 进行 PCR

扩增[13]。PMA 耦合 qPCR 不仅能够选择性地检测目

标微生物的活菌数，而且具有稳定、快速、灵敏等

特点，成为了检测样品中乳杆菌活菌数的有利方

法。尽管 PMA 耦合 qPCR 在微生物活菌检测中已

有广泛应用[10-11,14-15]，但不同微生物对 PMA 的敏感

度不同[16]，因此应当针对乳杆菌建立特定的 PMA

处理方式，以获得更为准确的活菌检测结果。 

本研究以发酵食品中常见的 5 种乳杆菌为目标

菌 株 ， 筛 选 得 到 高 特 异 性 乳 杆 菌 引 物 ， 通 过

PMA-qPCR 检测，建立一种实时定量检测 5 种不同

乳杆菌活菌数的特异性方法，并将其应用于黄酒酿

造过程。该方法对于其他样品中乳杆菌乃至乳酸菌

的种水平的实时定量活菌数检测也具有一定的参

考价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  黄酒样品 

实验用黄酒发酵醪液全部取自江苏某黄酒厂，

黄酒酿造工艺和取样参考文献[4]。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基 

叠氮溴化丙锭(PMA)，Biotium 公司；细菌基因

组 DNA 提取试剂盒(TaKaRa MiniBEST Bacteria 

Genomic DNA Extraction Kit)，宝生物工程(大连)有

限公司；DNA 提取试剂盒(Fast DNA® Spin Kit for 

Soil)，MP Biomedicals 公司；ChamQ Universal SYBR 

qPCR Master Mix，南京诺唯赞生物科技股份有限公

司。650 W 卤素灯，OSRAM 公司；实时荧光定量

基因扩增仪，Bio-Rad 公司；核酸与蛋白分析仪，

赛默飞世尔科技公司。MRS 肉汤培养基，北京索莱

宝科技有限公司；MSA 培养基(g/L)：牛肉膏 1.0，

蛋白胨 10.0，甘露糖醇 10.0，氯化钠 75.0，pH 7.4；

GY 培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，酵母提取物 10.0，

pH 自然；LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，

氯化钠 10.0，pH 自然。 

1.1.3  菌株及培养方式 

植 物 乳 杆 菌 (Lactobacillus plantarum) 

ACBC271 购自酿造微生物应用中心，短乳杆菌

(Lactobacillus brevis) ATCC367 和巴氏醋酸杆菌

(Acetobacter pasteurianus) ATCC33445 购自美国菌

种保藏中心，嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus) 

CICC20244 和乳杆菌(Lactobacillus sp.) CICC6251

购自中国工业微生物菌种保藏中心，木糖葡萄球菌

(Staphylococcus xylosus) CGMCC1.8382 购自中国普

通微生物菌种保藏管理中心；大肠杆菌(Escherichia 

coli) JM109 由 本 实 验 室 提 供 ； 巴 氏 醋 酸 杆 菌

(Acetobacter pasteurianus) CICIM B7003 分离自酿

造工厂，发酵乳杆菌(Lactobacillus fermentum)、干

酪 乳 杆 菌 (Lactobacillus casei) 、 4 株 乳 杆 菌

(Lactobacillus sp.)和 10 株肠球菌(Enterococcus spp.)

分离自黄酒发酵醪液，4 株芽孢杆菌(Bacillus spp.)

分离自豆瓣酱；以上菌株由本实验室保存。乳杆菌

和肠球菌采用 MRS 肉汤培养基 37 °C 静置培养，木

糖葡萄球菌采用 MSA 培养基 37 °C 静置培养，醋酸

杆菌采用 GY 培养基 30 °C、180 r/min 振荡培养，芽

孢杆菌和大肠杆菌采用 LB 培养基 37 °C、180 r/min

振荡培养。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组 DNA 的提取 

微生物纯培养物基因组 DNA 按照 TaKaRa 

MiniBEST Bacteria Genomic DNA Extraction Kit 产

品说明书进行提取，黄酒发酵醪液微生物基因组
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DNA 按照 Fast DNA® Spin Kit for Soil 产品说明书

提取。所有基因组 DNA 通过核酸与蛋白分析仪检

测其纯度与浓度后置于−20 °C 保存待用。 

1.2.2  PMA 处理与优化 

参考 Gobert 等[17]的方法制作热致死乳杆菌，具

体方法：将乳杆菌在 MRS 培养基中 37 °C 静置培养

24 h 后，用无菌生理盐水洗涤并稀释至 104 CFU/mL，

作为活菌菌液记为 V4。另取稀释至 107 CFU/mL 的

菌液于 90 °C 水浴 15 min (通过平板计数确保没有

活菌)，作为死菌菌液记为 D7。取适量活菌菌液与

死菌菌液混合作为待测样品，调整其浊度一致，记

为 V4+D7。 

在待测样品中加入 PMA，调整其终浓度为 5、

10、20、30、50 μmol/L，分别在黑暗环境反应 5、

10、15、20、25、30 min，然后在 650 W 卤素灯下

照射 5、10、15、20、25、30 min (样品置于冰上，

距离灯管 20 cm)后，室温、12 000 r/min 离心 2 min

用于后续基因组提取，通过 qPCR 检测其对死菌

DNA 的抑制率，计算公式如下： 

V4 D7 i

V4 D7 V4

(%) 100
C C

C C





 


抑制率  

CV4+D7：待测样品未经 PMA 处理的菌落浓度，

CFU/mL；CV4：V4 样品的菌落浓度，CFU/mL；Ci：

待测样品经 PMA 处理后的菌落浓度，CFU/mL。 

1.2.3  引物获取及特异性检测 

所有引物均从已发表的文献中获取，引物来源

及详细信息可见表 1，引物由生工生物工程(上海)

股份有限公司合成。通过 NCBI 数据库、RDP 数据

库 和 TestPrime (https://www.arb-silva.de/search/ 

testprime/) 检 索 引 物 特 异 性 ， 然 后 通 过 Oligo 7 

(Molecular Biology Insights, USA) 、 silico PCR 

(http://insilico.ehu.es/PCR/) 和 Serial Cloner 2.6 

(serialbasics.free.fr/Serial-Cloner.heml)模拟 PCR 并

对引物评价分析。以 1.1.3 中的 28 株细菌为目标菌

株，提取基因组后通过 qPCR 来验证引物特异性。 

1.2.4  qPCR 方法的建立 

qPCR 反应体系：ChamQ Universal SYBR qPCR 

Master Mix 10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各    

0.4 μL，DNA 模板 1.5 μL，添加双蒸水补足体积至

20 μL。 

qPCR 反应条件：95 °C 3 min；95 °C 10 s，60 °C 

30 s (收集荧光)，共 39 个循环。循环结束后进入熔

解曲线分析，程序为：65 °C 逐步升温至 95 °C，每

升温 0.5 °C 检测一次荧光信号，每次检测持续 5 s。 

 
表 1  qPCR 引物 
Table 1  Primers used for qPCR analysis 
序号 

No. 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

目标菌株 

Target strains 

大小 

Size (bp) 

参考文献 

References 
1 
 

LactoF TGGAAACAGRTGCTAATACCG Lactobacillus 233 [18] 

LactoR GTCCATTGTGGAAGATTCCC 

2 
 

LPrecAF GTGGTGCGGTCGATATTTTAGTT Lactobacillus 
plantarum 

108 [19] 

LPrecAR TCAGCCGCGCTTGTAACC 

3 
 

LFermF GCACCTGATTGATTTTGGTCG Lactobacillus 
fermentum 

103 [20] 

LFermR GGTATTAGCATCTGTTTCCAAATG 

4 
 

s-Lbre-F ATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGG Lactobacillus brevis 289 [21] 

s-Lbre-R ACCCTTGAACAGTTACTCTCAAAGG 

5 
 

Acidfor AGCGAGCTGAACCAACAGAT Lactobacillus 
acidophilus 

227 [22] 

Acidrev AGGCCGTTACCCTACCAACT 

6 
 

LcaseF GCACCGAGATTCAACATGG Lactobacillus casei 117 [18] 

LcaseR GGTTCTTGGATYTATGCGGTATTAG 
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1.2.5  标准曲线的建立 

乳杆菌在 MRS 培养基中 37 °C 静置培养 24 h

后通过平板计数法测定原始浓度，同时用无菌生理

盐水洗涤 2−4 次后按照 1.2.1 的方法将提取的微生

物基因组 DNA 以 10 倍梯度进行稀释，通过 qPCR

测定对应的 Cq 值，建立菌落浓度(log10CFU/mL)与

Cq 值之间的线性关系，并通过公式 E=10−1/s−1 计算

扩增效率，其中 s 为标准曲线的斜率。 

1.2.6  qPCR 方法的重复性实验及其与平板计数法

的对比 

按照 1.1.3 的方式活化 5 种乳杆菌(Lactobacillus 

plantarum，Lactobacillus fermentum，Lactobacillus 

brevis ， Lactobacillus acidophilus ， Lactobacillus 

casei)，用无菌生理盐水洗涤并梯度稀释，选取不同

稀释倍数的菌液通过 PMA-qPCR 检测菌落浓度，重

复 3 次，计算 Cq 值的变异系数，对该方法的稳定性

进行评价。同时使用平板计数法检测 5 种乳杆菌的

含量，通过配对样本 t 检验对比两种检测方法检测

结果的差异，评估该方法的可靠性。 

1.2.7  PMA-qPCR 检测法在黄酒酿造中的应用 

黄酒发酵醪液经无菌生理盐水洗涤 2−4 次后重

悬，调整其浊度与 1.2.2 微生物纯培养物的浊度一

致，然后用最优的 PMA 处理条件进行处理，按照

1.2.1 的方法提取微生物基因组 DNA，通过 qPCR

检测 5 种乳杆菌的活菌数。 

1.3  数据分析 

所有实验均重复 3 次，数据结果以平均数±标

准差表示。利用 Excel 2016 计算 PMA-qPCR 重复性

实验的变异系数 CV。PMA-qPCR 检测法与平板计

数检测法对同一样本检测结果的显著性差异分析

通过 Origin 8.0 的配对样本 t 检验完成。 

2  结果与分析 

2.1  PMA 处理条件的优化 

如图 1A 所示，微量的 PMA (5 μmol/L)已经能

够抑制 84.83%的死菌 DNA 扩增，随着 PMA 浓度

的增加，死菌抑制率得到了进一步的提高；当浓度

提升至 20 μmol/L 时，99.84%的死菌 DNA 与 PMA

结合而无法被扩增，随后 PMA 浓度的增加不再显

著增加死菌抑制率，因此 PMA 最佳处理浓度为   

20 μmol/L。如图 1B 所示，PMA 具有相对“温和”

的细胞膜渗透能力，暗孵育时间的增加并不会使

PMA 穿透活菌细胞膜造成假阴性结果，为提高检测

结果的精确性，可将暗孵育时间设置为 15 min，此

时 PMA 对死菌 DNA 的抑制率达到了 99.89%；当

曝光时间分别为 5 min 和 10 min 时，死菌 DNA 与 

 

 
 

图 1  PMA 优化结果 
Figure 1  Results of PMA treatment 

注：A：PMA 浓度对死菌 DNA 的抑制率；B：暗孵育时间和曝光时间对死菌 DNA 的抑制率. 
Note: A: Inhibiting effect of PMA concentration on DNA of non-viable bacteria; B: Inhibiting effect of incubation and photoactivation time 
on DNA of non-viable bacteria. 
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PMA 交联不彻底，仍有 41.76%和 7.09%的死菌

DNA 未与 PMA 结合表现出 PCR 扩增能力；当曝

光时间增加到 15 min 后，99.84%的死菌 DNA 被

PMA 抑制，达到了较好的活菌检测效果；随着曝光

时间的继续增加，PMA 对死菌 DNA 的抑制率不再

继续上升，因此 15 min 的曝光时间对于死菌 DNA

信号的抑制是充分的。 

2.2  引物特异性 

减少或消除引物的非特异性结合是提高 qPCR 法

检测生物量准确度的关键[14]。通过 NCBI、RDP 数据

库和 TestPrime 检索证明了引物理论上的特异性，进一

步通过 qPCR 实验对引物的特异性进行检测，结果见

表 2。与乳杆菌亲缘关系较远的醋酸杆菌、芽孢杆菌

和大肠杆菌与 6 对乳杆菌引物均表现出了阴性 qPCR

结果。以购买到的 4 株乳杆菌和从黄酒发酵醪液中筛

选到的 4 株 Lactobacillus sp.与 10 株 Enterococcus spp.

作为与目标微生物亲缘关系较近的菌种库，对引物特

异性进行进一步验证，结果显示植物乳杆菌引物

(LPrecAF/LPrecAR) 、 发 酵 乳 杆 菌 引 物 (LFermF/ 

LFermR)、短乳杆菌引物(s-Lbre-F/s-Lbre-R)、嗜酸乳杆

菌引物(Acidfor/Acidrev)和干酪乳杆菌引物(LcaseF/ 

LcaseR)具有较高的特异性，只与目标微生物特异性

结合，熔解曲线单一。但实验发现基于 16S rRNA 基

因设计的乳杆菌属引物(LactoF/LactoR)不仅能与 10 株

乳杆菌结合，也能与 8 株肠球菌结合表现出扩增信

号。肠球菌作为乳酸菌的一种，与乳杆菌具有较近

的亲缘关系，在 16S rRNA 基因上具有较高的相似 

性[23]，这使得基于 16S rRNA 基因设计的乳杆菌属引

物无法准确地区分两个属，揭示这对引物只适用于

肠球菌属含量较少样本中乳杆菌的定量检测。 

 
表 2  qPCR 引物特异性检测 
Table 2  Specificity tests of primers for qPCR 
菌种 

Species 

菌株 

Strains 

数量 

Amounts 

特异性检测 

Specificity tests 
LactoF/ 
LactoR 

LPrecAF/ 
LPrecAR 

LFermF/ 
LFermR 

s-Lbre-F/ 
s-Lbre-R 

Acidfor/ 
Acidrev 

LcaseF/ 
LcaseR 

Lactobacillus 
plantarum 

ACBC271 1 + + − − − − 

Lactobacillus 
brevis 

ATCC367 1 + − − + − − 

Lactobacillus 
fermentum 

Laboratory 
strain 

1 + − + − − − 

Lactobacillus 
acidophilus 

CICC20244 1 + − − − + − 

Lactobacillus 
casei 

Laboratory 
strain 

1 + − − − − + 

Lactobacillus sp. Laboratory 
strain 

4 + − − − − − 

Lactobacillus sp. CICC6251 1 + − − − − − 
Enterococcus 
spp. 

Laboratory 
strain 

10 8/10a − − − − − 

Acetobacter 
pasteurianus 

CICIM B7003 1 − − − − − − 

Acetobacter 
pasteurianus 

ATCC33445 1 − − − − − − 

Bacillus spp. Laboratory 
strain 

4 − − − − − − 

Staphylococcus 
xylosus 

CGMCC1.8382 1 − − − − − − 

Escherichia coli JM109 1 − − − − − − 

注：+：阳性扩增结果；−：阴性扩增结果；a：10 株菌中有 8 株表现出阳性扩增结果. 
Note: +: The positive amplification result; −: The negative amplification result; a: 8 of the 10 strains showed positive amplification results. 
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2.3  PMA-qPCR 标准曲线及检测限 

如图 2 和表 3 所示，qPCR 扩增信号 Cq 值与菌

落浓度的对数值(log10CFU/mL)之间具有良好的线

性关系(R2>0.98)，优化扩增体系与条件，扩增效率

达到了 90%−103%。检测限(limit of detection，LOD)

通过公式 Cq (LOD)=Cq (NTC)–3[10]来计算，不同乳

杆菌的检测限在 101.8−103.2 CFU/mL 之间波动。其

中嗜酸乳杆菌的限最低，为 101.8 CFU/mL，具有最

高的灵敏度。发酵乳杆菌的检测限相对较高，达到

了 103.2 CFU/mL。PMA-qPCR 法的样品制备过程中

可能造成目标微生物基因组的丢失，造成检测限的

提高[14]。 

2.4  PMA-qPCR 检测法的可靠性评估 

按照 1.2.6 的方法评估 PMA-qPCR 法检测乳杆

菌含量的可靠性，结果如图 3A 所示，Cq 值的变异

系数均小于 1%，表明在实验浓度范围内，该方法

具有良好的重复性。t 检验证明在 103−108 CFU/mL

范围内，PMA-qPCR 与平板计数法测得的不同乳杆

菌 的 含 量 在 统 计 学 上 没 有 显 著 性 差 异 (P>0.05) 

(Lactobacillus fermentum 为 103 CFU/mL 时 和

Lactobacillus 除外) (图 3B)。当样品中发酵乳杆菌的

含量接近检测限 103.2 CFU/mL 时，PMA-qPCR 的检 

测准确性出现降低(P<0.05)，尽管如此，其检测结

果仍与平板计数检测结果处于同一数量级(表 4)。而

较差的乳杆菌属定量检测结果反映了以 16S rRNA

基因为靶基因区域定量检测的局限性，这与 16S 

rRNA 基因在不同乳杆菌基因组 DNA 中的拷贝数

不同有关。通过拷贝数矫正微生物组的丰度对于样

品中微生物检测具有重要意义，文献[24]表明通过

rrnDB 数据库(https://rrndb.umms.med.umich.edu/)可

以查找细菌和古菌的 16S rRNA 基因拷贝数，进而

矫正相应拷贝数。 

 
 

 
 
 

图 2  不同乳杆菌的 PMA-qPCR 标准曲线 
Figure 2  Standard curves of Lactobacillus constructed by PMA-qPCR 

注：A：乳杆菌属；B：植物乳杆菌；C：发酵乳杆菌；D：短乳杆菌；E：嗜酸乳杆菌；F：干酪乳杆菌. 
Note: A: Lactobacillus; B: Lactobacillus plantarum; C: Lactobacillus fermentum; D: Lactobacillus brevis; E: Lactobacillus acidophilus; F: 
Lactobacillus casei. 
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表 3  不同乳杆菌 PMA-qPCR 的扩增效率及检测限 
Table 3  The amplification efficiency and detection limit of 
PMA-qPCR for Lactobacillus 

种类 

Species 

扩增效率 

Efficiency (%) 

检测限 

Limit of detection 
(log10CFU/mL) 

Lactobacillus 90.4 2.6 

Lactobacillus plantarum 102.1 2.1 

Lactobacillus fermentum 94.3 3.2 

Lactobacillus brevis 90.4 2.9 

Lactobacillus acidophilus 90.6 1.8 

Lactobacillus casei 92.4 2.9 

2.5  PMA-qPCR 检测法在黄酒酿造中的应用 

黄酒是一种典型的多菌种混合发酵食品，具有

复杂的发酵体系和微生物群落，检测其中的微生物

组成，尤其是在种水平上检测乳杆菌的含量具有一

定难度。本研究使用建立好的 PMA-qPCR 检测法在

种水平上对黄酒酿造过程中5种乳杆菌的活菌数进行

了定量检测。如图 4 所示，随着发酵时间的延长，黄

酒发酵醪液中总乳杆菌的含量从 1.2×106 CFU/mL 逐

渐降低至 1.1×105 CFU/mL，与实验室前期高通量测

序测得的乳杆菌含量变化趋势[5]相似，较低的乳杆 

 

 
 

图 3  PMA-qPCR 法的可靠性检测 
Figure 3  Reliability of PMA-qPCR 

注：A：变异系数；B：显著性检验. 
Note: A: Variation coefficients; B: Significance test. 
 

表 4  PMA-qPCR 和平板计数法检测 5 种乳杆菌活菌数 
Table 4  Quantification of 5 kinds of viable Lactobacillus by PMA-qPCR and plate count 
菌种 

Species 

检测类型 

Type 

Log10CFU/mL 

组 1 

Group 1 

组 2 

Group 2 

组 3 

Group 3 

组 4 

Group 4 

组 5 

Group 5 
Lactobacillus 
plantarum 

Plate count 4.27±0.04 8.27±0.04 7.27±0.04 6.27±0.04 5.27±0.04 

PMA-qPCR 4.25±0.11 8.32±0.12 7.27±0.10 6.21±0.09 5.27±0.14 

Lactobacillus 
fermentum 

Plate count 7.51±0.11 6.51±0.11 5.51±0.11 4.51±0.11 3.51±0.11 

PMA-qPCR 7.35±0.01 6.44±0.04 5.45±0.00 4.50±0.01 3.65±0.04 

Lactobacillus casei Plate count 5.54±0.07 4.54±0.07 8.54±0.07 7.54±0.07 6.54±0.07 

PMA-qPCR 5.46±0.03 4.53±0.04 8.42±0.01 7.51±0.12 6.48±0.09 

Lactobacillus brevis Plate count 7.16±0.01 6.16±0.01 5.16±0.01 4.16±0.01 8.16±0.01 

PMA-qPCR 7.19±0.10 6.10±0.09 5.17±0.09 4.13±0.13 8.19±0.08 

Lactobacillus 
acidophilus 

Plate count 5.40±0.03 4.40±0.03 3.40±0.03 7.40±0.03 6.40±0.03 

PMA-qPCR 5.37±0.01 4.43±0.03 3.44±0.01 7.38±0.08 6.36±0.15 

Lactobacillus Plate count 7.67±0.07 8.28±0.04 8.56±0.06 7.79±0.04 8.18±0.01 

PMA-qPCR 7.83±0.11 8.65±0.12 8.86±0.02 8.45±0.03 8.36±0.07 
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菌 含 量 可 能 与 较 低 的 核 酸 提 取 率 有 关 (17.3−      

35.7 ng/μL)。发酵乳杆菌是黄酒中的优势乳杆菌，

占总乳杆菌的 25%−45%，尤其是在第 3 天时，发

酵乳杆菌的含量达到了 4.95×105 CFU/mL。干酪乳

杆菌和短乳杆菌的含量虽然随着发酵时间的延长在

不断下降，但其在乳杆菌属中的占比却在不断上升，

在发酵第 18 天时，干酪乳杆菌和短乳杆菌分别占比

33.76%和 27.93%。植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌在黄酒

酿造过程中具有较低的含量，仅植物乳杆菌在第 3

天和第 4 天具有 103.6 CFU/mL 和 102.9 CFU/mL，而

在其他时间点的含量均低于检测限。王然然等[25]

通过分离培养的方式从黄酒发酵醪液中筛选到了

58 株乳杆菌，通过菌种鉴定发现其中 34 株是发酵

乳杆菌，占有绝对优势。Yu 等利用 PCR-DGGE 方

法分析了黄酒酿造过程中细菌群落多样性，发现发

酵乳杆菌、短乳杆菌和植物乳杆菌在整个发酵过程

中都具有较高的丰度[26]，与本文研究结果相似。Lv

等采用 PMA-qPCR 法检测了红曲黄酒中植物乳杆

菌的含量，发酵开始阶段(1−5 d)植物乳杆菌的含量

约为 102.3−102.6 CFU/mL，随后其含量逐渐上升至约

106.7 CFU/mL (30 d)，到发酵结束其含量又下降至约

106 CFU/mL (45 d)[10]，与本研究结果具有一定差

异。酿造环境及工艺的不同可能是导致乳杆菌含量

及变化差异的主要原因。 

 

 
 

图 4  PMA-qPCR 法检测黄酒酿造过程 5 种乳杆菌的  

含量 
Figure 4  Quantitative analysis of 5 kinds of Lactobacillus 
during Chinese rice wine fermentation by PMA-qPCR 

3  讨论与结论 

活细菌不仅包括能够在传统培养基上生长并

形成菌落的细菌，还包括大量具有活性但不可培养

的细菌(viable but nonculturable，VBNC)[27]。VBNC

状态的细菌虽然失去了在传统培养基上生长繁殖

的能力，但依然具有细胞膜完整性和代谢活性[27]，

对于发酵的正常进行具有重要作用。细胞膜的完整

与否是 PMA 鉴别活/死细胞的理论基础，完整的细

胞膜能够帮助 VBNC 状态细菌抵抗 PMA 的侵入，

有效提升了活菌检出率。但同时一些研究[13]表明

PMA 对细胞膜的渗透性相对“温和”，尤其是对于一

些细胞膜轻微损伤的细菌，PMA 难以透过细胞膜与

DNA 结合。通过优化 PMA 处理条件或适量添加促

进物质(如脱氧胆酸钠、二甲亚砜和乙二胺四乙酸等)

能够增强 PMA 对死亡细胞/膜损伤细胞细胞膜的渗

透性[13]，提高检测准确性。本研究针对 5 种乳杆菌，

优化了包括 PMA 浓度、暗孵育时间及曝光时间在

内的 3 个主要参数，最终抑制了 99.89%的死菌 DNA

扩增，保证了活菌检测准确性。尽管如此，还有诸

如细菌丰度及组成、活细胞与死细胞之间的比例及

样品盐含量等因素[13,28]可能影响 PMA 处理的有效

性。不同微生物对于 PMA 的敏感度有所差异，Lai

等[28]研究发现曝光时间从 5 min 增加到 15 min 能够

显著增加 PMA 对 Lactobacillus gasseri 死菌的抑制

效果，而不改变对 Lactobacillus salivarius 的处理效

果，这可能是两种乳杆菌细胞膜组成的差异造成

的。Lv 等研究发现随着 PMA 浓度、暗孵育时间和

曝光时间的增加，PMA 对 Lactobacillus plantarum 死

菌的抑制率逐渐增加，达到最佳条件后，浓度/时间

的增加不再显著改善 PMA 对死菌的抑制效果[10]，与

本文研究结果相似。根据不同微生物采取不同的

PMA 处理方式能够获得更准确的检测结果[16]。 

为了能够在种水平上区分不同的乳杆菌，我们

检索文献及数据库，最终筛选出了 5 对高特异性的

引物。其中 4 对(LFermF/LFermR、s-Lbre-F/s-Lbre-R、

Acidfor/Acidrev、LcaseF/LcaseR)是基于 16S rRNA
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基因设计的。16S rRNA 基因是最常用于细菌鉴定

与检测的核酸序列，也是 qPCR 法检测细菌含量  

最常用的区域。合理利用 16S rRNA 基因的不同分

区[29]，能够较准确地区分不同细菌。此外，基于管

家 基 因 recA 设 计 的 植 物 乳 杆 菌 qPCR 引 物

(LPrecAF/LPrecAR)也表现出了良好的特异性，表明

用于 qPCR 法测生物量的引物不应局限于 16S 

rRNA 基因。大量基于 16S−23S rRNA 基因间区[30]、

23S rRNA 基因[31]以及各种管家基因[19]的引物被设

计出来并用于细菌的检测，这也使得在菌种水平，

甚至是菌株水平上检测某种微生物的含量成为了

可能。根据不同微生物找到其最区别于其他微生物

的靶基因区域，设计出高度特异的引物是未来的发

展趋势。 

基因组拷贝数与菌落浓度之间一一对应的关

系使得可以通过基因组拷贝数反映菌落浓度。我们

通过梯度稀释目标微生物基因组 DNA，构建了扩增

信号 Cq 值与菌落浓度(log10CFU/mL)之间的标准曲

线 ， 展 现 出 了 良 好 的 线 性 关 系 (R2>0.98)。 同 时

PMA-qPCR 与平板计数法的检测结果在统计学上

没有显著性(P>0.05)，且 Cq 值的变异系数小于 1%，

证明了该方法的稳定可靠性。5 种乳杆菌的定量检

测限如表 3 所示，其变化范围从 101.8 CFU/mL 到

103.2 CFU/mL，较高的检测限可能与样品制备过程

中 DNA 的丢失有关。事实上，qPCR 本身的检测限

非常低(每个反应中含有 1−10 个目标基因即可)，在

100%扩增效率的前提下，其对微生物的检测限是

12−120 CFU/mL[14]。为了提高检测的灵敏度，可以

考虑将 PMA 处理与 DNA 提取融合到一个程序中，

减少前处理的步骤，降低 DNA 的损失[15]。 

我们建立的 PMA-qPCR 法在黄酒中乳杆菌活

菌数检测中的成功应用，展现了其在检测活菌绝对

含量中的巨大潜力。一方面，PMA-qPCR 法克服了

基因组测序和 PCR-DGGE 无法检测微生物绝对含

量的缺点；另一方面，与传统的平板计数法相比，

PMA-qPCR 省去了 1−2 d 的细菌培养时间，使得整

个检测过程能够在 3 h 内完成，而且能够检测到传

统的平板计数法无法检测到的 VBNC 状态细菌，获

得更为准确的活菌检测结果。PMA-qPCR 方法的建

立不仅能准确描述乳杆菌活菌数的实时原位动态，

还可为研究其他发酵体系中不可培养的乳杆菌相

关代谢功能提供参考。 
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