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摘要：【目的】旨在设计一对双歧杆菌属特异性引物以检测不同样品中低丰度双歧杆菌的含量。【方法】

在 NCBI 中下载 57 株双歧杆菌全基因组序列，以其共有单拷贝核心基因为目的片段设计双歧杆菌属特

异性引物；并对引物进行 PCR 初筛和特异性复筛；之后借助 ddPCR (Droplet Digital PCR，微滴式数字

PCR)依次对筛选出的引物进行特异性、灵敏度和实用性验证。【结果】引物 Bif-D-9 特异性最好，可扩

增出 4 株双歧杆菌而不能扩增 20 株非双歧杆菌中的任何一株菌；同时通过 ddPCR 仪定量稀释后的 DNA，

其扩增结果呈线性下降趋势，证明其灵敏度较好；另外，Bif-D-9 结合 ddPCR 定量出婴儿粪便中双歧杆菌

的拷贝数为 71 copies/μL，母亲粪便中双歧杆菌的拷贝数为 2.7 copies/μL，证明了该方法的实用性。【结论】

引物 Bif-D-9 具有双歧杆菌属特异性，且灵敏度较高、实用性较好，适用于复杂样品中双歧杆菌属定量。 
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双歧杆菌作为一种革兰氏阳性厌氧菌，呈杆

状，最早于 1899 年由法国巴斯德研究院的 Tissier

从母乳喂养的健康婴儿粪便中发现并分离出来，

后根据其形态被命名为双歧杆菌[1]。肠道内的双歧

杆菌作为判断人体是否健康的标志性菌株之一，

研究发现，母乳喂养的婴儿体内双歧杆菌含量占

肠道微生物总数的 91%，而健康中青年肠道内双

歧杆菌相对含量约 3%–7%[2–3]。Nagpal 等[4]通过研

究不同生产方式对婴儿肠道菌群的影响，发现剖

腹产婴儿 3 岁前粪便中双歧杆菌定殖率远低于顺

产婴儿，得出剖腹产影响婴儿肠道内双歧杆菌的

定殖这一结论。Kerckhoffs 等[5]使用 FISH 法和

q-PCR 法(实时荧光定量 PCR，Quantitative Real-time 

PCR)对 41 例 IBS (irritable bowel syndrome)患者和

26 例正常人的粪便及十二指肠粘膜样品进行分

析，发现 IBD 患者粪便及十二指肠粘膜中双歧杆

菌含量较正常人下降了 2 倍。Fukuda 等[6]通过喂

食小鼠出血性大肠杆菌，发现肠道内定殖有双歧
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杆菌的小鼠存活率远高于无菌小鼠，且含有双歧

杆菌的小鼠粪便中乙酸含量明显高于无菌小鼠，

得出肠道内双歧杆菌可通过产乙酸来促进宿主上

皮细胞的防御功能，从而保护宿主免受致命感染。

鉴于双歧杆菌在人体肠道内具有重要作用，因此

检测其含量对评估宿主健康具有重要意义。 

肠道中双歧杆菌定量常用的方法是 q-PCR 

法[7–9]。q-PCR 虽然融合了第一代 PCR 技术的灵敏

度与准确度，同时克服了易产生假阳性的缺点，

但其定量准确度需要参考标准曲线，使得定量准

确度降低。近年来，随着技术的发展，数字 PCR 

(digital PCR，dPCR)凭借其高灵敏度、高精确度、

高耐受性和不依靠标准曲线等优点而得到广泛应

用[10–13]，其中又以微滴式数字 PCR 应用最广。但

是，无论基于 qPCR 还是 dPCR 进行定量，引物特

异性依然是定量准确度的关键。目前已发表文章

中的引物质量参差不齐，Youn 等[14]通过对 37 份

双歧杆菌引物进行 PCR 扩增，发现仅有 10 对引物

对双歧杆菌表现出较好的特异性，而其余引物的

重复性或特异性较差。另外，由于双歧杆菌引物

设计大多基于 16S rRNA 基因序列[15–16]，它虽然具

有高度的保守性和特异性，但 16S rRNA 基因序列 

为多拷贝基因[17]，且不同物种各拷贝之间存在差

异，甚至同一菌种中的不同拷贝序列也可能存在

差异[18]；另外，由于生存环境不同，不同环境中

的同一种细菌，其多重拷贝基因之间会根据环境

因素产生异化[19–21]，使得定量拷贝数的变化导致

准确度降低。 

本试验下载 57 株双歧杆菌全基因组序列，通

过比对筛选出其单拷贝共有核心基因，并以该单

拷贝核心基因为目的片段设计特异性引物，同时

对设计出的引物进行特异性筛选，旨在筛选出一

对双歧杆菌属特异性引物，应用于复杂样品中低

丰度双歧杆菌属的定量。 

1  材料和方法 

1.1  试验菌株 

本试验共使用 24 株菌，其中包括 4 株双歧杆

菌和 20 株非双歧杆菌，这 20 株非双歧杆菌分别隶

属于乳酸杆菌属、链球菌属、乳球菌属、片球菌属、

肠球菌属、肠膜明串珠菌属、魏斯氏菌属，属于双

歧杆菌亲缘菌。以上菌株由内蒙古农业大学乳酸菌

菌种资源库(LABCC)提供，具体信息见表 1。 
 

表 1.  试验菌株信息表 
Table 1.  Information of experimental type strains 

Type strain Numbers Type strain Numbers 
Bifidobacterium gallicum DSM 20093T Weissella beninensis DSM 22752T 
Bifidobacterium longum subsp. infantis DSM 20088 T Weissella confusa IMAU 10245 
Bifidobacterium animalis subsp. animalis ATCC 25527T Bifidobacterium bifidum DSM20456T 
Enterococcus asini DSM 11492 T Weissella kandleri DSM 20593T 
Enterococcus faecium ATCC 19434T Pediococcus acidilactici JCM 8791T 
Enterococcus italicus DSM 15952T Pediococcus pentosaceus DSM 20336T 
Lactobacillus casei ATCC 334T Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145T 
Lactobacillus salivarius DSM 20555T Salmonella typhimurium ATCC 19430T 
Lactobacillus helveticus DSM 20075T Escherichia coli ATCC 11775T 
Streptococcus thermophilus NM-81-2 Staphylococcus aureus ATCC 25923T 
Lactococcus plantarum DSM 20686T Shigella Castellani ATCC 29903T 
Leuconostoc psedomesenteroides DSM 20193T Listeria monocytogenes ATCC 19115T 
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1.2  仪器及试剂 

高 速 离 心 机 (Centrifuge ， 5810 R) ， 德 国

Eppendorf 公司；PCR 扩增仪(Veriti)，美国 Applied 

Biosystems 公司；电泳仪(DYY-12)，北京六一仪

器厂；微量紫外分光光度计(ND-1000)，美国 Nano 

Drop 公司；微滴式数字 PCR (QX200 Droplet 

Digital PCR)系统，美国 Bio-Rad 公司。 

QX200 ddPCR EvaGreen Supermix、QX200 

Droplet Generation Oil、Droplet Reader Oil，均购

自美国 Bio-Rad 公司。 

1.3  引物设计及理论筛选 

通过 NCBI (www.ncbi.nih.gov)下载 57 株双歧

杆菌的全基因组序列，采用 Prokka (v1.11)软件对

菌株基因组进行基因预测，之后采用 Roary (v3.6.1)

软件以编码蛋白氨基酸相似性 95%识别全部双歧

杆 菌 核 心 基 因 。 将 核 心 基 因 代 表 性 序 列 采 用

BLAST (v2.2.24+)将全部核心基因序列与核酸序

列数据库(nucleotide sequence database，nt)进行比

对，删除非双歧杆菌相似度大于 97%的共有核心

序列，筛选得到双歧杆菌属特异性共有核酸序列。 

以双歧杆菌共有序列为目的片段，使用 Primer 

5.0 软件设计双歧杆菌属引物。将设计好的引物序

列重新在 NCBI 中进行比对，确定引物序列均来自

于双歧杆菌；借助 MEGA 6.0 软件将得到的双歧杆

菌特异性共有核酸序列与双歧杆菌亲缘菌(乳酸杆

菌属、链球菌属、乳球菌属、片球菌属、肠球菌属、

肠膜明串珠菌属、魏斯氏菌属)进行比对，查看引

物与双歧杆菌亲缘菌的匹配率，已确定引物特异

性。引物由上海桑尼生物科技有限公司合成。 

1.4  DNA 提取 

取 1 mL 活化第 3 代的菌株培养液振荡混匀后

移入 2 mL 无菌离心管中，12000×g 离心 10 min，

按照天根细菌基因组 DNA 提取试剂盒(天根生化科

技有限公司，Cat#DP302-02)的操作说明进行 DNA 提

取，称取 2 g 粪便置于 2 mL 无菌离心管，加入 1 mL 

DNA 保护液，充分振荡 30 min，4 °C、10000×g 离心

10 min，弃上清，之后按照 QIAamp DNA stool mini 

kit 试剂盒(德国 QIAGEN 公司)操作说明进行 DNA

提取。将提取质量合格的 DNA 置于–20°冰箱备用。 

1.5  PCR 扩增 

PCR 扩增条件：扩增体系均为 50 μL；基因组

模板 DNA 2 μL (20–50 ng)，10×buffer 5 μL，dNTPs 

mix (2.5 mmol/L) 4 μL，Taq 酶(2.5 U/μL) 0.5 μL，

上下游引物(20 pmol/L)各 1.5 μL，ddH2O 补足   

50 μL，PCR 扩增试剂购自美国 TaKaRa 公司。 

扩增反应程序：预变性 94 °C 5 min；变性

94 °C 1 min，退火(温度待测) 45 s，延伸 72 °C     

2 min，30 个循环；再 72 °C 延伸 10 min。 

1.6  引物初筛 

以双歧杆菌模式菌株 Bifidobacterium animalis 

subsp. animalis (ATCC 25527T)和 Bifidobacterium 

longum subsp. infantis (DSM 20088T)为模板，以

Primer 5.0 软件提供的理论退火温度为依据，结合

上下游引物的不同理论退火温度进行常规 PCR 扩

增，并以 1%琼脂糖凝胶电泳进行初筛。 

1.7  特异性试验 

以另外 2 株双歧杆菌 Bifidobacterium bifidum 

(DSM 20456T) 、 Bifidobacterium gallicum (DSM 

20093T)为阳性检测菌株，以 20 株双歧杆菌亲缘菌

株(表 2)为阴性检测菌株进行 PCR 扩增，通过 1%

琼脂糖凝胶电泳进行验证。 

1.8  ddPCR 定量验证 

1.8.1  引物特异性验证：为进一步验证引物特异 
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表 2.  试验引物对两株双歧杆菌的扩增结果 
Table 2.  The amplification results of two strains of 
Bifidobacterium were tested 

Primer Product result Primer Product result
BIF-D-1 – BIF-D-7 – 
BIF-D-2 ++ BIF-D-8 ++ 
BIF-D-3 ++ BIF-D-9 ++ 
BIF-D-4 ++ BIF-D-10 – 
BIF-D-5 – BIF-D-11 – 
BIF-D-6 ++ BIF-D-12 – 

“++” represents bright positive amplification for Bifidobacterium 
animalis subsp. animalis and Bifidobacterium longum subsp. 
infantis DNA; “－” represents no amplification for one or both 
strains. 
 

性 ， 我 们 采 用 更 灵 敏 的 ddPCR ， 以 双 歧 杆 菌

Bifidobacterium longum subsp. infantis DSM 
20088T 为阳性对照，以 Lactobacillus salivarius 

DSM 20555T、Enterococcus faecium ATCC 19434T、 

Pediococcus pentosaceus DSM 20336T、Weissella 

confusa IMAU 10245、Streptococcus thermophilus 

NM-81-2、Leuconostoc psedomesenteroides DSM 

20193T 和 Lactococcus plantarum DSM 20686T  7

株双歧杆菌亲缘菌为阴性对照进行特异性验证。

所有试验菌株 DNA 浓度均稀释至相同浓度。 

1.8.2  引物灵敏度验证：将双歧杆菌Bifidobacterium 

longum subsp. infantis DNA 用灭菌过滤后的 ddH2O

进行连续 10 倍稀释，稀释最低浓度为 10–2 ng/μL

数量级，取浓度最低的 4 次 DNA 稀释液样品进行

试验。以 ddH2O 为阴性对照，将稀释后的双歧杆

菌 DNA 进行 ddPCR 扩增，以检测 ddPCR 的灵敏

度。扩增结果将以拷贝数的形式给出。 

1.8.3  引物实用性验证：使用 ddPCR 对一对母婴

粪便样品中的双歧杆菌进行定量，以验证引物在定

量复杂样品中双歧杆菌的实用性，其中母亲生育年

龄 28 岁，婴儿约 3 个月。为进一步检测引物的实用

性，我们将粪便样品 DNA 浓度稀释为 10–2 ng/μL，

用以检测引物在低浓度环境样品中定量双歧杆菌

的能力。 

2  结果和分析 

2.1  引物设计及筛选结果 

本试验通过下载 57 株双歧杆菌全基因组序

列，通过比对筛选出 3 个双歧杆菌属共有单拷贝

核心基因，分别为 RpsK、RpsG、rpsL。将上述 3

个基因序列在 NCBI 中与 NT 库进行比对，发现其

均为双歧杆菌属特异性片段；在此基础上根据双

歧杆菌模式菌株 B. longum subsp. infantis NCC2705

序列中的上述 3 个基因进行特异性引物设计，在

NCBI 中，RpsK、RpsG、rpsL 基因在 B. longum 

subsp. infantis NCC2705 中的编号分别为： ID: 

2767483、ID: 1022641、ID: 1022640；我们根据 3

个特异性基因共设计出 12 对双歧杆菌属特异性引

物；将此 12 对引物再次在 NCBI 中进行 BLAST

比对后进行后续试验。12 对引物中，其中 RpsK

基因 4 对(BIF-D-1 至 BIF-D-4)，RpsG 基因 3 对

(BIF-D-5 至 BIF-D-7)，rpsL 基因 5 对(BIF-D-8 至

BIF-D-12)。 

使用 Bifidobacterium animalis subsp. animalis、

Bifidobacterium longum subsp. infantis 对上述 12 对

引物进行 PCR 初筛发现，BIF-D-2、BIF-D-3、

BIF-D-4、BIF-D-6、BIF-D-8 和 BIF-D-9 这 6 对引

物在退火温度为 60 °C 时，可有效扩增 2 株双歧杆

菌，且条带清晰明亮，无拖尾，扩增片段长度符

合预期片段大小。而剩余 6 对引物对上述 2 株双

歧杆菌中的 1 株或 2 株扩增结果呈阴性，因此排

除进一步验证。对双歧杆菌呈阳性扩增的 6 对引

物信息见表 3。 
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表 3.  双歧杆菌引物信息 
Table 3.  Primer information table of Bifidobacterium 

Primer Gene Primer f/r Sequence (5′→3′) Size/bp 
BIF-D-2 RpsK BIF-D2f GGTAAGAGTCGGACGCTGTGCRATAA 119 

BIF-D2r TCGCGTCTGAGCACTACTAGACAATAT 
BIF-D-3 RpsK BIF-D3f GTGCAATAAGCACTGTGGTATCC 102 

BIF-D3r TCGCGTCTGAGCACTACTAGACAATAT 
BIF-D-4 RpsK BIF-D4f CGGTGATCGAGATGATCGTGTTRT 144 

BIF-D4r AATTCGTTACTAGGAAACGAGGG 
BIF-D-6 RpsG BIF-D6f CTCATAAGATGGCGGAGGCYAACA 196 

BIF-D6r AGCTCTTGCCGGTGTAGTACAGRA 
BIF-D-8 RpsL BIF-D8f TATCAAGAGCGGAATACACGATG 170 

BIF-D8r GAGCAAAGAAGGCGAAGTAAGAG 
BIF-D-9 RpsL BIF-D9f CTTACTTCGCCTTCTTTGCTCCRTAC 324 

BIF-D9r AGAAGTCCAAGACTTTGGCCCTGA 
 

2.2  引物的特异性验证结果 

2.2.1  引物特异性验证：通过上述筛选，以双歧

杆菌 Bifidobacterium bifidum、Bifidobacterium  

gallicum 为阳性模板，20 株双歧杆菌亲缘菌为阴

性模板，退火温度为 60 °C，对筛选出的 6 对引物

进 行 扩 增 ， 结 果 如 表 4 所 示 。 B I F - D - 8 对  

表 4.  双歧杆菌属引物特异性扩增结果 
Table 4.  Results of specific amplification of Bifidobacterium primers 

Type strain Product result 
 BIF-D-2 BIF-D-3 BIF-D-4 BIF-D-6 BIF-D-8 BIF-D-9 
Bifidobacterium gallicum ++ ++ + + － ++ 
Bifidobacterium bifidum – – + – – ++ 
Enterococcus asini – – – – – –
Enterococcus faecium – – – – – –
Enterococcus italicus – – – – – –
Lactobacillus casei – – – – – –
Lactobacillus salivarius – – – – – –
Lactobacillus helveticus – – – – – –
Streptococcus thermophilus – – – – – –
Lactococcus plantarum – – – – – –
Leuconostoc psedomesenteroides – – – – – –
Streptococcus thermophilus – – – – – –
Lactococcus plantarum – – – – – –
Leuconostoc psedomesenteroides – – – – – –
Streptococcus thermophilus – – – – – –
Lactococcus plantarum – – – – – –
Leuconostoc psedomesenteroides – – – – – –
Streptococcus thermophilus – – – – – –
Lactococcus plantarum – – – – – –
Staphylococcus aureus – – – – – –
Shigella Castellani – – – – – –
Listeria monocytogenes – – – – – –

“++” expression is bright positive amplification; “＋” expression is low positive amplification; “–” expression is negative amplification. 
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图 1.  BIF-D-9 引物的特异性验证胶图 
Figure 1. Specificity verification map of BIF-D-9 primer. 1: marker; 2: Bifidobacterium bifidum; 3: Bifidobacterium 
gallicum; 4: Weissella beninensis; 5: Weissella confuse; 6: Weissella kandleri; 7: Lactobacillus casei; 8: Lactobacillus 
helveticus; 9: Lactobacillus salivarius; 10: Enterococcus asini; 11: Enterococcus faecium; 12: Enterococcus italicus; 
13: Pediococcus acidilactici; 14: Pediococcus pentosaceus; 15: Leuconostoc psedomesenteroides; 16: Streptococcus 
thermophilus; 17: Lactococcus plantarum; 18: Salmonella typhimurium; 19: Escherichia coli; 20: Staphylococcus 
aureus; 21: Shigella Castellani; 22: Listeria monocytogenes; 23: Pseudomonas aeruginosa. 
 
Bifidobacterium bifidum、Bifidobacterium gallicum

均 无 扩 增 ； BIF-D-2 、 BIF-D-3 对 双 歧 杆 菌

Bifidobacterium bifidum 无扩增；BIF-D-6 对双歧杆

菌 Bifidobacterium gallicum 扩 增 条 带 微 弱 。

BIF-D-4 对双 歧杆 菌 Bifidobacterium bifidum、

Bifidobacterium gallicum 扩增微弱；引物 BIF-D-9

对 双 歧 杆 菌 Bifidobacterium bifidum 、

Bifidobacterium gallicum 呈阳性扩增，且条带清晰

明亮，无拖尾，对 20 株非双歧杆菌无特异性。引

物 BIF-D-9 对双歧杆菌 Bifidobacterium bifidum、

Bifidobacterium gallicum 及 20 株非双歧杆菌扩增

结果如图 1。 

2.2.2  ddPCR 验证引物特异性：BIF-D-9 引物

ddPCR 验证引物特异性结果如图 2 所示：7 份样

品所产生的总微滴数均大于 10000 微滴，满足泊

松分布；试验样品中，双歧杆菌(图 2，A06)产生

的阳性微滴明显区分于阴性微滴，且阳性微滴较

多；与其他样品相比，BIF-D-9 对其他 6 株非 

 

图 2.  ddPCR 验证引物 BIF-D-9 特异性 
Figure 2.  Validation of primer BIF-D-9 specificity 
using ddPCR. A06: Bifidobacterium longum subsp. 
infantis DSM 20088T; B06: Lactobacillus salivarius 
DSM20555T; C06: Enterococcus faecium ATCC 
19434T; D06: Pediococcus pentosaceus DSM 20336T; 
E06: Weissella confusa IMAU 10245; F06: 
Streptococcus thermophilus NM-81-2; G06: 
Leuconostoc psedomesenteroides DSM 20193T; H06: 
Lactococcus plantarum DSM 20686T. 
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双歧杆菌扩增则几乎无阳性微滴产生，证明引物

BIF-D-9 对双歧杆菌属具有较好特异性。 

2.3  ddPCR 引物灵敏度验证 

将双歧杆菌 Bifidobacterium longum subsp. 

infantis DNA 连续稀释，取其浓度最低的 4 次稀

释液 2、0.2、0.2×10–1、0.2×10–2 ng/μL 进行 ddPCR

扩增，结果由图 3 可知：ddH2O (图 3，A11)几乎

无阳性微滴产生；而 Bifidobacterium longum subsp. 

infantis 阳性扩增逐渐降低，QuantaSoft 系统显示

其拷贝数分别为 4810、488、51.3、17.7 copys/μL，

拷贝数随着 DNA 浓度呈逐级下降趋势。 

2.4  ddPCR 引物实用性验证 

实用性验证结果如图 4 所示，在母亲粪便样

品(A07)中，阳性微滴与阴性微滴具有较明显区

分，且无非特异性扩增，其拷贝数为 2.7 copies/μL；

在婴儿粪便样品(A08)中，阳性微滴与阴性微滴区

分明显，拷贝数为 71 copies/μL。BIF-D-9 可从 2 份

低浓度 DNA 粪便样品中扩增出双歧杆菌，且阳性

微滴较为集中，几乎无非特异性扩增，证明该引物

可扩增出复杂环境样品中较低浓度的双歧杆菌。 

 

图 3.  使用 ddPCR 验证引物 BIF-D-9 灵敏度 
Figure 3.  Verification of primer BIF-D-9 sensitivity using ddPCR. A11: H2O; E11: Bifidobacterium longum subsp. 
infantis (0.2×101 ng/μL); F11: Bifidobacterium longum subsp. infantis (0.2 ng/μL); G11: Bifidobacterium longum 
subsp. infantis (0.2×10–1 ng/μL); H11: Bifidobacterium longum subsp. infantis (0.2×10–2 ng/μL). 
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图 4  使用 ddPCR 验证引物 BIF-D-9 实用性 
Figure 4.  The practicality of bif-d-9 primer was 
verified by ddPCR. A07 is the DNA of the mother’s 
fecal, A08 is the DNA of the child’s feces. 
 

综上所述，本试验基于双歧杆菌单拷贝基因

rpsL 设计的引物 BIF-D-9 对双歧杆菌具有较好特

异性及灵敏度，且能够应用于微量复杂样品中双

歧杆菌的检测。 

3  讨论 

本试验筛选出的 BIF-D-9 引物具有较好的双

歧杆菌特异性，对乳酸杆菌属、链球菌属、乳球

菌属、片球菌属、肠球菌属、肠膜明串珠菌属、

魏斯氏菌属 DNA 扩增均呈阴性。引物 BIF-D-9 是

基于双歧杆菌共有基因 rpsL 基因序列设计，这个

基因为单拷贝核心基因，可编码糖体蛋白 S12[22]。

单拷贝核心基因主要编码蛋白质，其序列含有系

统发育信息，且多以点突变的方式存在，具有中

等程度的进化速率和适合系统发育分析的基因结

构[23]，使得其基因较为稳定，不会轻易随着环境

及复制次数而发生改变；并且这些基因无核酸偏

向性，也不存在使序列比对变得复杂的内部重复

序列[24]，这些特点使得 rpsL 基因适用于双歧杆菌

属特异性定量。且在 2008 年，Shenai 等[26]就曾基

于 rpsL 基因设计特异性引物并快速检测出 120 株

突变结核分枝杆菌，证明了该基因可用于菌株的

定性检测。此外，定量过程中常以单位样品中的

拷贝数计算定量结果，且拷贝数由系统直接读出，

默认一个拷贝基因即为一株菌，在定量多拷贝基

因时(例如 16S rRNA)无形中扩大了目标菌的数

量，而本试验引物设计使用共有核心基因 rpsL 为

单拷贝基因，可使结果更接近真实值。 

人体肠道中双歧杆菌相对含量是判断人体是

否健康的指标之一，健康人肠道约含有 1014 细菌，

其中双歧杆菌约 109–1010 个[25]。纯培养法的检测

限为 108 个/g 细胞数，且只能检测出肠道内双歧杆

菌的优势种，对于数量较少的非优势种则较难检

测到[26]；qPCR 法的检测限较低为 106 个/g[26]细胞

数，而本试验设计引物与 ddPCR 联合使用可检测

到粪便中相对含量<0.1%的双歧杆菌。此外，粪便

提取试剂盒中存在的多种 PCR 反应抑制剂使得

PCR 的效率减弱甚至不发生 PCR 反应 [27]，而

ddPCR 可将 PCR 反应体系通过微滴生成仪形成上

万个微滴，每个微滴作为一个 PCR 反应体系，这

使得 PCR 抑制剂被无限稀释，从而减弱了抑制剂

对 PCR 反应的影响。 

引物特异性是决定定量准确度的关键因素之

一。然而事实上，无论基于 16S rRNA 基因、管家

基因还是其他基因设计引物，都很难设计出绝对

特异的引物[28–29]。本文设计的双歧杆菌属特异性

引物 BIF-D-9，在对粪便样品中的双歧杆菌进行定

量时，也会产生不同程度非特异性扩增。但是由

于双歧杆菌的 G+C 含量较高，可通过提高退火温

度来减少非特异性扩增。 
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本试验基于双歧杆菌属核心基因设计的特异

性引物 BIF-D-9 可灵敏地检测出复杂样品中丰度

较低的双歧杆菌属，这为人体肠道、益生菌酸奶、

益生菌活性补充剂等复杂样品中双歧杆菌的定量

提供了有效工具；同时本试验还为其他引物设计

提供了新的思路。 
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Design and evaluation of Bifidobacterium genus-specific primer 
for quantification 

Xu Gao1,2, Xiaoye Bai1,2, Huijuan Zheng1,2, Zhihong Sun1,2, Heping Zhang1,2,  
Zhi Zhong1,2* 
1 Key Laboratory of Dairy Biotechnology and Engineering, Ministry of Education, Inner Mongolia Agricultural University, 
Hohhot 010018, Inner Mongolia Autonomous Region, China  
2 Key Laboratory of Dairy Products Processing, Ministry of Agriculture, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 
010018, Inner Mongolia Autonomous Region, China 

Abstract: [Objective] The aim of this study was to design a pair of absolute quantitative specific primers for 
detecting the number of the low content Bifidobacterium in different samples. [Methods] The complete genome 
sequence of 57 strains of Bifidobacterium was downloaded from NCBI, and the specific primers of Bifidobacterium 
were designed based on their common single-copy core genes. Primers were screened by PCR and rescreened by 
specificity. Then ddPCR (Droplet Digital PCR) was used to verify the specificity, sensitivity and practicability of 
the selected primers. [Results] The specificity of Bif-D-9 primer was best, and 4 strains Bifidobacterium were 
amplified but 20 strains of non-Bifidobacterium could not be amplified. The diluted DNA was quantitatively by 
ddPCR, and the amplification results show a linear decreasing trend, which proves that the sensitivity is better. At 
the same time, Bif-D-9 combined with ddPCR can quantitatively determine the copy number of Bifidobacterium in 
infant feces is 71 copies/μL, and the maternal feces contained 2.7 copies/μL, which proves the practicality is good. 
[Conclusion] The primer Bif-D-9 was high specificity, high sensitivity and accuracy of Bifidobacterium, and is 
suitable for the quantitative study of Bifidobacterium in complex environmental samples. 

Keywords: Bifidobacterium, genus-specific primer, quantitative, evaluation, droplet digital PCR 
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