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益生菌产品中菌群组成快速鉴别技术研究进展

谷贤晶  于 颖  夏永军  王光强  艾连中  杨昳津*

（上海理工大学健康科学与工程学院，上海  200093）

摘要：益生菌对人体健康具有多种促进作用，目前已广泛应用于食品、医药等领域。益生菌的功效高度依赖于

产品中特定的微生物群落组成，因此，快速、准确的菌群组成鉴别技术对产品质量控制、功效评估与市场监督管

理具有重要支撑作用。作者将现有鉴别方法划分为基于培养的方法、单细胞分析技术、分子生物学技术 3类，综

述了各类技术的原理、具体分析内容（如活菌计数、群落多样性解析），同时指出当前技术所面临的挑战，并对未

来研究方向进行了展望，旨在为益生菌产品质量控制及相关领域的发展提供参考。
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Research Progress in Rapid Identification Technologies for Community Composition in 
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Abstract: Probiotics exert multiple beneficial effects on human health and have been widely applied in fields 

such as food and medicine. Their efficacy is highly dependent on the specific microbial community composition 

in the products. Therefore, rapid and accurate identification technologies for community composition play a 

crucial supporting role in product quality assurance, efficacy control, and market supervision and management. 

According to technical principles, the author classifies existing identification methods into three categories: 

culture-based methods, single-cell analysis technologies, and molecular biology technologies. The author 

elaborates on the principles and specific analytical contents (such as viable count and community diversity 

analysis) of each category of technologies. Meanwhile, the author points out the challenges currently faced by 

these technologies and provides prospects for future research directions, aiming to offer a reference for the quality 

control of probiotic products and the development of related fields.
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作为一类对人体健康具有显著正向调节作用

的功能性微生物，“益生菌”这一专业术语最早由

德国科学家Kollath于 20世纪 50年代提出，当时用来

指代微生物产生的能够促进其他有益微生物生长的

活性物质［1-2］。随着研究的深入，联合国粮食及农业

组织/世界卫生组织（FAO/WHO）将益生菌定义为“当

摄入足够剂量时，能对宿主产生健康作用的活性微

生物”［3-5］。随后大量研究证实益生菌对人类健康有

多方面益处，如减缓压力、促进生长、增强免疫力、增

强肠道屏障功能、降低慢性疾病发生风险等［6-11］。

要实现益生菌的健康促进作用，最终产品必须

满足菌群组成明确、菌株真实、活菌数达标等基本
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条件［12-13］。其中活菌数需达到每克或每毫升 1×108~

1×109 CFU，以确保至少有 1×106 CFU 的活菌能抵

达直肠［14-15］。常见的某品牌活性乳酸菌酸奶，不仅

出厂时乳酸菌活菌数可高达 8×108 CFU/mL，符合

上述剂量要求，其标注的发酵菌株（如乳双歧杆

菌、嗜热链球菌等）经检测也与实际群落组成一

致。基于明确的健康价值，益生菌产品在注重健

康的消费群体中越来越受欢迎，这推动了全球益

生菌产品的需求量不断增长［16］。随着益生菌产品

的大量涌现，功效宣传夸大、配方合理性不足、菌

株真实性与活性难以保障等市场乱象日益凸显。

多项针对欧美市售益生菌产品的研究发现，部分

产品的微生物群落组成与生产商宣传的存在差

异，且活菌数不足［17-18］。因此，构建一套全面、精

准、快速、灵敏且普遍适用的检测方法已成为推动

益生菌行业快速发展的首要任务［19-20］。

当前益生菌群落组成的检测方法种类繁多，依

据技术原理可划分为基于培养的方法、单细胞分析

技术、分子生物学技术 3类。其中基于培养的方法

中的平板培养法与分子生物学技术中的聚合酶链

式反应（polymerase chain reaction，PCR）应用较为

普遍，具有操作简便、成本较低的优点，但难以全面

评估微生物群落组成。近年来，分析益生菌群落组

成的检测方法持续迭代优化，基于培养的方法作为

传统核心技术，其操作体系已较为成熟，目前优化

方向聚焦于缩短培养周期、提升选择性培养基对目

标菌株的分离效率。在单细胞分析技术领域，流式

细胞术（flow cytometry，FCM）已广泛用于细菌计

数，不仅能快速完成细菌定量，还能同步测定细菌

的代谢活力，提升了检测效率［21-22］。在分子生物学

技术领域，新一代测序技术通过靶向 16S核糖体核

酸（16S ribosomal RNA，16S rRNA）编码基因并结

合宏基因组鸟枪法测序技术，可在不依赖菌体培养

的前提下，精准评估益生菌样品中微生物的相对丰

度 ；实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative 

polymerase chain reaction，qPCR）则在 PCR 基础上进

一步提升了目标菌株的定量精度与检测效率［23-24］。

此外，Nami 等［25］围绕乳酸杆菌属约翰逊乳杆菌

（Lactobacillus johnsonii）的 CRISPR-Cas 系统展开研

究，为分子生物学技术在益生菌群落组成快速鉴定

中的应用提供了多方面的技术思路和理论支持，对

推动相关检测技术的发展具有重要意义。

各类技术的发展完善弥补了基于培养的方法

在复杂样品分析、快速检测等方面的不足。但不

同技术之间并非简单的替代关系（如基于培养的

方法仍是获取纯培养物的核心方法），实际应用中

常通过多技术联用实现更精准的微生物检测。鉴

于此，作者系统综述了益生菌群落组成的鉴定技

术。从基于培养的方法（平板培养法、生理生化

法）、单细胞分析技术（流式细胞术）、分子生物学

技术（PCR、qPCR、高通量测序、CRISPR-Cas12a技

术）的原理入手，对比各类技术的优势与应用局

限，阐明其在益生菌群落鉴定中的独特价值，旨在

为益生菌产品研发、质量控制等方面提供参考。

1　益生菌产品的群落组成

健康是消费者的核心需求，在快节奏的现代生

活中，人们往往借助与健康相关的外界资源来维持

健康，益生菌产品便是其中的热门品类［26-29］。这类

产品中微生物群落组成丰富多样，包含多种对人体

有益的菌属，如乳杆菌属（Lactobacillus）［30］、双歧杆

菌属（Bifidobacterium）［31］、芽孢杆菌属（Bacillus）［32］、

酵母菌属（Saccharomyces）［33］。它们在生物学特征、

代表性菌株及功能上各有侧重：乳杆菌属是一类革

兰氏阳性、无芽孢的兼性厌氧杆菌，常见的菌株包

括鼠李糖乳酪杆菌（Lacticaseibacillus rhamnosus）、嗜

酸乳杆菌（Lactobacillus acidophilus）等，其核心功能

包括调节肠道菌群，以及通过发酵产生的乳酸维持

肠道酸性环境，从而抑制有害菌；双歧杆菌属是革

兰氏阳性、无芽孢的专性厌氧杆菌，代表性菌株有

长双歧杆菌长亚种（Bifidobacterium longum subsp. 

longum）、短双歧杆菌（Bifidobacterium breve）等，常

见功能包括增强免疫力、促进消化等；芽孢杆菌属

是革兰氏阳性、能形成芽孢的需氧或兼性厌氧杆

菌，常见菌株包括枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis），

凭借芽孢结构可耐受极端环境，从而定植肠道，具

有改善便秘、抗氧化等功效；酵母菌属作为单细胞

真菌 ，具有兼性厌氧特性 ，其中布拉氏酵母菌

（Saccharomyces boulardii）是酵母菌属中应用最广

泛、研究最深入的益生菌之一，常见功能包括治疗

抗生素相关性腹泻等。这些菌属通过各自的独特

功能协同作用，共同发挥调节肠道菌群、增强免疫

力、促进消化等功效。

为满足不同的使用需求，益生菌产品通常以
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多种形式呈现：液体形式如益生菌发酵乳、益生

菌饮料等，有利于菌群进入肠道并发挥作用；固

体形式如口服胶囊、咀嚼片等，便于携带且利于

长期储存；此外还有滴剂等半流体形式产品，见

表 1。当前，为提升产品综合功效，益生菌产品多

采用多菌株或跨菌属复配的形式，通过不同菌群

的协同作用，满足人体更多样的生理调节需求。

而益生菌产品能否真正起效，核心在于各菌株是

否达到有效活菌数标准，以及不同菌属的菌株比

例是否合理。这高度依赖检测技术的支撑，上述

3 类检测技术为解析益生菌群落组成提供了不同

路径，在不同应用场景中均展现出独特的应用价

值 ，为深化对益生菌产品菌群的认识奠定了

基础。

2　基于培养的方法

基于培养的方法以“微生物在特定培养基上

的生长特性”为核心，通过人工模拟生长环境使微

生物形成可见菌落或发生生化反应，进而鉴别微

生物。这类技术是微生物研究领域的经典方法，

适合基层实验室进行常规检测。

2.1　平板培养法

平板培养法依据不同微生物在特定培养基上

的生长特性，将益生菌样品接种到选择性培养基

中，在适宜环境中培养成可见菌落后，通过菌落形

态（颜色、大小、形状、质地等）对微生物进行初步分

类。该方法在益生菌发酵乳制品的早期研究阶段

发挥了重要作用。如徐松滨等［34］通过将酸奶样品

接种到选择性培养基上，成功分离并鉴定出保加利

亚乳杆菌（Lactobacillus bulgaricus），为后续微生物

分离鉴定技术的发展提供了重要参考。但是平板

培养法在益生菌鉴定中存在明显不足，如难以全面

反映产品的群落组成，且操作周期长。赵婷等［35］研

究证实，该方法仅能检测出特定培养基与培养条件

下可生长的微生物，对不可培养的微生物易造成漏

检，且培养阶段就需要 72 h，检测效率偏低。因此，

平板培养法难以满足精准的群落组成分析需求。

2.2　生理生化法

在益生菌群落组成鉴别中，生理生化法是基

于不同菌株独特的生理代谢特性与生化反应能

力，通过特异性反应实现菌株分类鉴定。由于该

方法需以纯培养物为前提，因此通过平板培养法

获得纯培养菌落后，通常需结合生理生化测试进

一步提升鉴别准确性。以法国生物梅里埃公司开

发的生化鉴定试剂盒 API 50 CHL 为典型代表，该

试剂盒通过检测细菌对碳水化合物的发酵能力等

核心生理特性指标，实现对乳酸菌等菌株的精准分

类与鉴别［36］。相较于形态学分类方法，API 50 CHL

试剂盒显著提升了鉴定的特异性。Lee 等［37］通过

API 50 CHL 试剂盒初步鉴定菌株为嗜酸乳杆菌

A12，同源性达 99.9%，其精准度远超仅依赖形态学

特征的鉴定方法。尽管 API 50 CHL试剂盒推动了

鉴定技术的进步，但实际应用中仍存在以下问题：

一是重复性不足。对相同嗜酸乳杆菌菌株的 50种

表型模式进行测试时，结果均无一致性反应［38］。

二是鉴定效率有限。经 API 50 CHL鉴定的菌株中

有 1 3 无法明确鉴定［39］。三是准确性不够。研究

证实，API 50 CHL 的检测结果与已知原始菌种存

在差异［36，40］。生理生化法本质上是对纯培养物进

行单菌株检测，无法满足复合益生菌产品群落组

成的解析需求，这一技术特性决定了其在群落组

成整体鉴定方面存在精度不足的问题。

基于培养的方法虽在微生物研究史上发挥过

关键作用，但随着益生菌产业的快速发展，其在实

际应用中的不足日益凸显。一是不同微生物生长

速度差异较大。对于难以培养的微生物，该方法可

能需要数周时间，不符合快速鉴定要求。二是对不

表 1　常见益生菌产品的核心功能菌株分类及应用

Table 1　Classification and applications of core functional strains in common probiotic products

菌属

乳杆菌属

双歧杆菌属

芽孢杆菌属

酵母菌属

代表性菌株

鼠李糖乳酪杆菌

嗜酸乳杆菌

长双歧杆菌长亚种

短双歧杆菌

枯草芽孢杆菌

布拉氏酵母菌

功能特性

调节肠道菌群、缓解腹痛

抑制有害菌、改善乳糖不耐受

增强免疫力、促进消化

调节过敏体质、适合母婴群体

耐 100 ℃高温、抗氧化

治疗抗生素相关性腹泻

常见产品形式

益生菌制剂、发酵乳

酸奶、咀嚼片

婴幼儿配方奶粉

益生菌滴剂

膳食补充剂

口服胶囊、液体益生菌
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可培养微生物及群落形态与生理功能相似的菌群

存在检测盲区，难以精准识别。因此，基于培养的

方法在区分或选择性计数复合益生菌产品中的菌

落组成方面存在困难，无法满足当前快速发展的益

生菌行业的需求［41-42］。在此背景下，无需依赖微生

物培养的检测技术正逐渐成为新的方向。

3　单细胞分析技术

益生菌产品通常宣称包含多种菌株，且菌株

种类与产品标注一致，然而部分产品因生产工艺

缺陷、储存不当等问题，实际活菌数远低于宣传

值。因此，对复合益生菌产品进行活菌计数是保

障产品品质的关键［43］。

几十年来，细菌存活力一直采用标准化平板计

数方法进行评估，其原理是对琼脂培养基上生长的

细菌进行定量，以可见菌落的形式呈现结果［44］。基

于培养的方法（如琼脂扩散法、平板计数法）不仅耗

时长、灵敏度低，还存在一个关键问题：许多益生菌

可能无法培养或在培养条件下生长有限，无法培养

并不意味着细胞已经死亡，这类微生物仍表现出活

细胞的典型特征 ，这些“活但不可培养微生物

（viable but non-culturable，VBNC）”往往被基于培

养的方法所遗漏。

FCM 在微生物计数方面，有效地平衡了检测

效率、精准度、操作成本这三者的关系，相较于基

于培养的方法，其应用更广泛［45］。作为一种单细

胞分析技术，FCM 可通过检测荧光信号和散射光

信号来识别细胞的特征［46-47］。如图 1 所示，其基本

原理可分为样本处理、信号检测、数据分析 3 个核

心环节。先将益生菌样本制备成单细胞悬液，用

特异性荧光染料（如活细胞染绿色、死细胞染红

色）标记；再让细胞在鞘液驱动下以单细胞流形式

通过激光检测区，产生反映细胞大小/结构的散射

光信号、反映活/死状态的荧光信号；最后通过计

算机软件分析信号，实现活菌计数、活死区分及细

胞特性判定，全程无需依赖微生物培养。

Tracey 等［45］研究表明，相较基于培养的方法

（如平板计数法），FCM 可将检测时间从数天缩短

至数小时，显著提升了检测效率。同时 FCM 还可

检测到平板计数法所遗漏的 VBNC 菌株。在益生

菌产品的工业生产过程中，VBNC 在培养物中频

繁出现，因此，FCM 能够避免因低估活菌数导致的

产品质量误判 ，这是仅通过培养法无法实现

的［48-49］。但有研究发现，当样本中含有高比例非

活菌菌株（如 CUL61）时，FCM 检测出的活菌回收

率达到了 111.56%，表明在复杂混合菌中，双重染

色信号与活菌的绿色荧光信号可能产生重叠，从

而影响检测结果的真实性［45］。

因此，FCM 虽在益生菌活菌定量分析中具备

检测快速、单细胞分辨率高的优势，还能提供活菌

计数、菌株鉴定、生理特性分析等检测功能［50-51］。

但受样本微生物组成特性的影响，当样本中含有

较高比例非活菌时，FCM 可能因染色重叠问题高

估活菌数量，从而导致结果偏差。未来可开发具

有特异性识别与多靶点结合能力的荧光标记体

系，利用多通道信号交叉验证减少染色重叠干扰；

同时，结合微流控芯片技术实现样本中活菌的精

准富集与单细胞捕获，降低高比例死细胞的背景

干扰，进一步提升检测的准确性。

图 1　FCM 基本原理示意图

Fig. 1　Schematic diagram of the basic principle of FCM

4
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4　分子生物学技术

4.1　PCR 技术

在益生菌群落组成鉴别中，PCR 技术的核心

原理是通过体外模拟 DNA 复制过程，实现目标

菌株特异性核酸片段的快速扩增与检测，从而精

准识别样本中是否存在特定益生菌菌株。PCR

作为分子生物学领域的革命性突破，相较于平板

培养法和生理生化测试，其优势主要体现在检测

灵敏度和速度等方面。例如 ，Sheu 等［52］利用

PCR 技术成功鉴定出益生菌产品中的双歧杆菌

属菌株，且仅需数小时即可完成，极大缩短了检

测时间。但是该技术也具有明显不足：一方面，

PCR 技术依赖特异序列设计的引物来识别目的

基因，这使其难以精准识别基因库中未录入序列

的菌株，以及部分基因序列高度相似的近缘物种

（如乳酪杆菌属组，该组以干酪乳酪杆菌为核心，

还包含与其基因序列高度相似的同属近缘菌

株），导致引物和分子探针的设计难度增加。因

此，需结合高质量基因组序列与先进生物信息学

工具才能突破这一限制。另一方面，PCR 检测十

分灵敏，即使是微量污染的 DNA 也会导致检测

结果假阳性，如此高的灵敏度对检测操作流程提

出了严格要求，操作复杂度随之提升，进而增加

了时间和成本。这一点在 Kwon 等［53］利用 PCR

检测乳酸杆菌以及上述双歧杆菌鉴定试验中均

有体现。

尽管 PCR 检测技术在益生菌群落组成鉴定中

已得到广泛应用，但其对目标序列的依赖以及通

量限制等问题，导致该技术无法满足多菌株复配

益生菌产品中全面解析群落组成的需求。这些技

术瓶颈推动学术界开始探索更具针对性的分子生

物学检测技术。

4.2　qPCR 技术

qPCR 技术的核心原理是在 PCR 的基础上引

入荧光信号实时检测扩增过程，实现对目标菌株特

异性核酸片段的定性与定量分析，精准确定目标益

生菌的含量。目前 qPCR 已成为核酸与微生物定

量的金标准，对保障产品的质量与功效具有重要意

义［54］。在检测性能上，qPCR的检测限通常较低，可

达到 103 CFU/mL 甚至更低。例如，在针对嗜酸乳

杆菌的检测中，通过设计特异性引物构建的 qPCR

检测体系已达到这一灵敏度［55］。同时，qPCR 的检

测效率显著优于基于培养的方法（提升 10~100倍），

见表 2。不过与 PCR 类似，该方法存在明显局限：

一方面无法区分死细胞与活细胞；另一方面高度依

赖目标菌株的 DNA 或 RNA 序列，由于并非所有微

生物的核酸序列都是已知的，因此会限制其对未知

菌株或序列信息不足的微生物的检测能力，还可能

因序列信息缺失导致漏检［41］。

针对上述问题，可在 qPCR 检测前用叠氮化丙

锭（PI）或叠氮化乙锭（EB）等染料对样本进行预处

理，这类染料可穿透死细胞膜并与 DNA 结合，抑

制死菌核酸的扩增，从而保证仅能检测到活菌核

酸，使检测结果更接近产品的有效活菌量；同时，

通过设计双重特异性引物进行验证，减少对单一

序列的依赖，降低菌株漏检的风险，使 qPCR 检测

技术在益生菌检测中发挥更重要的作用。

4.3　高通量测序技术

在益生菌群落组成解析中，PCR、qPCR等分子

生物学技术虽提升了检测效率，但受限于靶标序列

设计，仍难以全面鉴定复杂群落的多样性，而高通量

测序技术的出现为微生物群落组成研究提供了革命

性的技术支持［59-60］。该技术通过大规模同步测序，

一次性获取样本中所有微生物的核酸序列信息，再

结合生物信息学分析，实现对益生菌群落的物种组

成、丰度及多样性（α多样性、β多样性）的全面解析。

目前，基于高通量测序的微生物组成分析方

法主要有 2 类，即 16S rRNA 基因测序和宏基因组

测序。其中，16S rRNA 基因测序可在属水平快速

表 2　qPCR 针对特定益生菌的检测效率与检测限的结构化信息表

Table 2　Structured information table for detection efficiency and limit of detection of qPCR for specific probiotic strains

菌株名称

植物乳植杆菌 P-8

嗜酸乳杆菌

鼠李糖乳酪杆菌 GG

动物双歧杆菌

靶基因

16S rRNA

SPIDR

Lc-Nu

K1717_01615

样本类型

发酵乳

发酵乳

发酵乳

纯培养物

检测限

1×103 CFU/mL［56］（活菌）

1×103 CFU/mL［55］

1×102~1×103 CFU/mL［57］

1×104 CFU/mL［58］（菌液）

检测效率

90%~110%

90%~105%

90%~110%

88%~102%

5



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  315 期  | 2026 年  6 月  | 食品与生物技术学报

鉴定群落组成，但在种或菌株水平，由于其基因序

列的保守性较高，难以实现精准区分；而宏基因组

测序则直接对样本中总 DNA 进行测序，实现菌株

水平的鉴定［61］。Lugli等［61］通过 16S rRNA 基因测

序技术初步确定益生菌补充剂的组成，再结合宏

基因组鸟枪法测序技术解析菌株基因组序列，最

终发现产品实际菌株与生产商宣传不符。

高通量测序技术的优势主要体现在检测准确

性高、灵敏度高、测序通量大 3个方面，且不依赖培

养过程，这一优势在益生菌鉴定中得到了充分体

现。Shehata 等［62］研究证实，高通量测序不仅能够

有效检测产品中嗜酸乳杆菌、动物双歧杆菌乳亚

种（Bifidobacterium animalis subsp. lactis）、副干酪

乳酪杆菌（Lacticaseibacillus paracasei）等 10 种目

标 菌 株 的 存 在 情 况 ，还 能 排 查 变 形 杆 菌 属

（Proteus），如奇异变形菌（Proteus mirabilis）、粘液

变形菌（Proteus myxofaciens）等未声明物种，同时

还可以对多个样本展开评估，为益生菌产品质量

把控与标签准确性评估提供了有力手段。然而高

通量测序也存在一定局限性，如二代测序读长较

短（一般为 50~300 bp），对结构复杂、高度重复序

列测序难度较大；三代测序虽读长较长，但主要针

对全基因组测序，检测成本较高。

因此，益生菌检测无需依赖单一技术。多数

益生菌企业的常规质控（如验证产品是否有宣传

的核心菌株、有无未声明杂菌等）无需采用昂贵的

三代全基因组测序技术，只需针对益生菌的特征

基因片段（如 16S rRNA 基因 V4—V5 高变区、乳杆

菌 pola 基因等）设计靶向检测方案，再结合二代测

序的高通量优势，既能降低检测成本，又能通过多

种基因片段交叉验证来弥补其读长较短的缺陷，

满足菌株属甚至种水平的鉴定需求。

4.4　基于 CRISPR-Cas12a系统的微生物群落检测新

方法

在益生菌群落组成检测领域，基于培养的方

法存在周期长、无法检出难培养微生物等问题。

尽管 FCM、PCR、qPCR、高通量测序等方法弥补了

平板计数法在检测精度方面的不足，但仍面临设

备成本高昂（如单细胞测序仪售价超百万元）、数

据分析复杂度高、部分技术环节（如荧光标记的特

异性）尚待优化等问题［63-66］。理想的检测平台应

具备以下条件：正确、高效地扩增多个核酸靶标；

在适宜温度下进行扩增与鉴定；不受任何因素干

扰，精确识别靶标；准确区分信号并将其与每个独

立靶标相关联［67-69］。

CRISPR-Cas12a 技术的出现为解决上述问题

提供了新方向。该技术的核心原理是依托细菌自

身的CRISPR免疫防御系统，通过向导RNA（gRNA）

引导 Cas12a蛋白精准识别目标菌株的特异性核酸

序列，识别结合后，Cas12a蛋白被激活，既切割目标

核酸，又启动非特异性反式切割活性，切割体系中

预先加入的荧光报告分子（荧光基团与猝灭基团）

并产生荧光信号，通过检测荧光信号可判断目标菌

株是否存在，实现精准检测。近年来，大量研究围

绕不同生物中的 CRISPR-Cas 系统展开。但目前

CRISPR-Cas 技术在原核生物（尤其是与食品微生

物和人类健康相关的重要物种）中应用的巨大潜力

尚未被完全挖掘［70］。有研究者通过将微流控装置、

CRISPR-Cas12a及重组酶聚合酶扩增技术相结合，

开发出一种高效多重核酸检测技术，见图 2［71］。

CRISPR-Cas12a技术基于微流控空间编码技术，仅

需单一荧光探针即可实现对 30种核酸靶标的同步

高效检测，且多重检测仅需 40 min，不仅大幅缩短

了检测时间，还显著降低了成本［72］。有研究者通过

高效检测 9价 HPV疫苗对应的 9种 HPV亚型，验证

了 CRISPR-Cas12a技术的实用性，同时成功检测出

8种临床常见的呼吸道病毒，进一步体现了其应用

价值。

尽管 CRISPR-Cas12a 系统在益生菌群落组成

鉴定中的运用尚未成熟，但其在菌株精准区分领域

已展现出独特价值。Nami 等［25］采用 CRISPR-Cas

系统对 800 株约翰逊乳杆菌菌株的基因组进行鉴

定，并分析了 CRISPR-Cas 间隔体的进化路径，结

果表明 CRISPR-Cas 系统间隔序列的多态性可作

为“分子指纹”用于区分近缘菌株，尤其是Ⅱ-A 亚

型菌株的间隔序列模式差异显著，能够追溯产品

中菌株的来源，并评估不同生产批次间菌株的遗

传稳定性。因此，明确不同菌株 CRISPR-Cas系统

的差异，可设计特异性检测方法，为益生菌产品的

质量控制提供参考。

在益生菌质控中采用单一技术往往难以同时

满足全面解析群落组成、精准区分活菌与死菌、保

障计数准确性等核心需求，而不同类型技术的结合

具备“协同检测”的优势，这也为 CRISPR-Cas12a系

6
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统未来的应用提供了可靠的技术参考。采用 FCM

检测复合益生菌时，针对高比例死菌导致的染色

信号重叠问题，Tracey 等［45］结合平板计数法校准

结果，将活菌回收率从 111.56% 修正至 95.00%，显

著提升计数准确性。在益生菌产品质控中 ，

Shehata 等［62］先通过高通量测序全面解析群落组

成，排查出未声明杂菌，再用基于培养的方法中的

选择性培养基分离技术对测序发现的目标菌株进

行活菌验证，既弥补了高通量测序“无法区分活菌

与死菌”的短板，又解决了基于培养的方法“漏检

不可培养菌”的问题。这些结果均表明，单细胞分

析技术、分子生物学技术的高效、灵敏特性与基于

培养的方法的精准、稳定、低成本特性形成互补，

见表 3。

图 2　基于微流控平台的 CRISPR-Cas12a与重组酶聚合酶扩增技术联用的原理示意图

Fig. 2　Schematic diagram of the principle of CRISPR-Cas12a combined with recombinase polymerase amplification based on 

microfluidic platform

表 3　益生菌产品菌群组成鉴别中不同技术的核心指标对比

Table 3　Comparison of core indicators of different technologies for identifying microbial community composition in probiotic products

技术类别

基于培养

的方法

单细胞分析

技术

分子生物学

技术

技术名称

平板培养法

（含生理生化测试）

FCM

PCR

qPCR

高通量测序

CRISPR-Cas12a

原理

人工模拟生长环境，使微生物在特

定培养基上形成可见菌落或发生

生化反应，结合生理代谢特性鉴别

荧光染色后经激光检测，通过散射

光/荧光信号分析单细胞特性

体外模拟 DNA 复制，特异性引物

扩增目标核酸片段

PCR 基础上引入荧光信号，实时监

测扩增情况，实现定性、定量分析

大规模同步测序、生物信息学分

析，获取所有微生物核酸序列

Cas12a-gRNA 靶向识别目标核酸，

激活反式切割，荧光报告检测

分析内容

活菌计数、初步区分属/种

水平

活菌计数、细胞代谢活力

菌株定性

菌株定量、相对丰度

α 多样性、β 多样性、相对

丰度、属/种水平鉴定

多重靶标同步检测、菌株

特异性鉴别

优缺点

优点：操作简便、成本低

缺点：周期长（72 h至数周）、漏检不可培

养菌、精度低

优点：速度快（1~2 h）、可检 VBNC 菌、具

有单细胞分辨率

缺点：成本高、高估活菌数、难辨属/种

优点：速度较快（数小时）、可检部分难培

养菌

缺点：仅能定性、无法区分活死菌、难以

精准识别近缘菌

优点：速度快（2~4 h）、灵敏度高（部分可

达 102 CFU/mL）、可定量

缺点：无法直接区分活死菌、漏检未知菌、

荧光试剂成本较高

优点：无需培养、准确度高、灵敏度高、通

量大

缺点：周期较长（1~3 d）、二代读长短、三

代成本高

优点：速度极快（40 min~2 h）、灵敏度极

高［71］、设备成本低

缺点：尚未形成标准化检测流程，需进一

步开发

注：1. α多样性指样本内的物种多样性，β多样性指样本间的群落差异； 2. 成本水平分级依据中，“低”指仅需实验室常规设备（如培养箱、移液

器），“较高”指需专用试剂或小型仪器（如 PCR仪、荧光染料），“高”指需大型专用设备或数据分析服务（如高通量测序仪、流式细胞仪）。
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未来随着 CRISPR-Cas12a 技术标准化流程的

构建，若能借鉴上述不同类型技术结合的思路，将其

与 PCR等核酸检测技术结合，有望进一步突破检测

瓶颈，成为益生菌鉴定领域的核心技术之一，为复杂

益生菌产品的群落鉴定提供更可靠的技术支撑。

5　展望

益生菌产品的功效具有严格菌株特异性，这

意味着精准掌握其菌株组成是保障产品功效的核

心。因此，深入研究菌株组成鉴别技术对解决益

生菌产业实际问题具有重要的现实意义。目前，

益生菌检测以基于培养的方法以及部分成熟的单

细胞分析技术、分子生物学技术为主。基于培养

的方法因操作简便、成本较低，是基层检测的常用

手段，但存在周期长、精度有限等不足。FCM、高

通量测序等技术虽已用于复杂微生物群落解析与

活菌快速计数，但在成本控制、排除复杂样本干扰

方面仍需不断研究与优化。因此，急需探索准确、

高效且经济的检测方法。以 CRISPR-Cas12a 为代

表的前沿技术，凭借独特的核酸靶向识别能力和

多重检测潜力，已受到该领域研究者的广泛关注，

但目前尚未形成标准化检测流程。

未来，需要在优化现有技术的基础上，推动不

同类型技术的结合，既保留基于培养的方法在基

础检测中的稳定性与低成本优势，又借助单细胞

分析技术、分子生物学技术的高灵敏度、高通量等

特性突破检测瓶颈，为益生菌行业的发展提供可

靠的技术支持。
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