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摘要：目的　聚焦双歧杆菌类微生态活菌制品活菌含量影响因素及测定方法、基因安全性等核心问题，开展相关研究和分析，
为该类产品质量控制的提升提供参考和建议。方法　研究贮藏温度和活菌数测定方法对该类产品活菌计数的影响，并进行前
处理方式和稀释液成分的优化；采用全基因组测序和功能基因组分析方法开展４种产品包含的１１株菌的耐药基因和毒力基
因分析。结果　研究结果表明，温度对双歧杆菌类微生态活菌制品的活菌计数结果影响较大，优化后的活菌计数方法可有效
提高计数结果，该类活菌制品中有多株菌含有耐药基因和毒力基因。结论　建议在生产、储藏和流通等环节重点关注温度对
产品的影响；活菌计数方法需考虑菌株特性和生产工艺等，对前处理方式和稀释液等影响因素进行优化；有必要对已上市的

微生态活菌制品涉及的所有菌株进行系统性的安全性评估。
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　　双歧杆菌为一类革兰阳性、不运动、严格厌氧细
菌的属名，是人和动物肠道内一种重要的有益微生

物，对人体健康具有生物屏障、营养作用、抗肿瘤、免

疫增强、改善胃肠道功能及抗衰老等多种重要的生

理功能［１］。特别是随着近年肠道微生物组学研究

的发展，人们越来越认识到双歧杆菌的重要性。双

歧杆菌类活菌药物是一类能治疗菌群失调或二重感

染的重要的微生态活菌制品，该类活菌制品起步较

早，是国内外研究最热门的益生菌制品之一。目前

国外已经有７０多种相关产品问世［２］，国内也有７个
品种在售，是市售最多的活菌药物，主要包括片剂、

胶囊剂、肠溶胶囊和散剂，常见的如双歧杆菌活菌胶

·６４２１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｌｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１３　　　　　 　 　　 　　　　 中国药学杂志２０２４年７月第５９卷第１３期



囊、三联活菌片、双歧杆菌四联活菌片，以及双歧杆

菌三联活菌胶囊等。在超级细菌和众多耐药细菌出

现的今天，该类药物也越来越得到国内外广大临床

医生的认可和应用，其质量的好坏直接关系到临床

用药安全和有效。

调研分析国内活菌药物产业现状，主要面临两

大难题：一是活菌制品质量控制保障不完善，二是活

菌应用的安全问题尚未完全解决。目前双歧杆菌类

微生态活菌制品的质控项目主要包括鉴别、理化检

查、活菌数测定、杂菌检查。该类产品的质控标准和

检测方法难以全面反映产品质量，存在以下问题亟

须解决：①贮藏条件对活菌含量的影响。贮藏条件
如储存温度和时间等对活菌制品的稳定性影响较

大。双歧杆菌类活菌制品在贮藏和流通过程中需要

低温环境，温度变化会导致活菌的死亡。因此，该类

产品在货架期内，活菌数一般会逐渐下降。②计数
方法对活菌含量的影响。影响活菌计数的因素包

括：前处理方式、稀释液、培养基、包埋技术、菌株特

性和生产工艺等。目前大部分活菌制品活菌计数结

果差异较大，结果重复性差、偏差大，直接影响产品

质量水平，对用药安全及有效性存在不可控性。③
菌种安全性问题。微生态活菌制品相关品种已被批

准多年，之前可能由于技术等原因，相关菌种安全性

评价程序缺失。随着检测技术的发展和相关研究的

深入，益生菌菌株携带耐药基因、毒力基因以及产生

有毒代谢产物等安全问题开始慢慢暴露出来［３］。

本研究对上述存在的问题先进行了贮藏温度和

活菌计数影响因素的探索性研究，再采用全基因组

测序及分析开展该类药物的毒力基因和耐药基因的

评价研究，为相关产品的质量提升和安全性评价奠

定基础。

１　材　料
１１　仪器

ＧｒｉｄＩＯＮＭＫ１测序仪（英国 ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏｐｏｒｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；ＢｉｏＤｒｏｐ超微量蛋白核酸分析仪
（中国宝予德有限公司）；Ｑｓｅｐ１００（中国台湾光鼎生
物科技股份有限公司）；Ｏｕｂｉｔ４０［赛默飞世尔科技
（中国）有限公司］；全自动柔性核酸纯化仪 ＢＪＮＡＰ
２４０（杭州柏炬科技有限公司）；电泳仪（美国Ｂｉｏｒａｄ
公司）；ＡＮ２ＣＴＳ三气培养箱（荷兰 Ａｎｏｘｏｍａｔ公司）；
ＭＥ２００２Ｅ电子天平（瑞士梅特勒托利多公司）；ＨＦ
ｓａｆｅ１２００生物安全柜（上海力康生物有限公司）；
ＭＬＳ３７８１ＰＣ高压蒸汽灭菌器（日本三洋公司）；

５４２４离心机（德国艾本德公司）；ＴＷ２０精密恒温水
浴槽（德国优莱博公司）；ＨＴＹ７６１匀浆仪（浙江泰
林生物技术股份有限公司）。

１２　试剂和耗材
细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒（批号ＡＩ８２５８７Ａ，

宝生物工程有限公司）；溶菌酶（索莱宝生物科技有

限公司）；ＯｕｂｉｔｄｓＤＮＡＨＳＡｓｓａｙＫｉｔ［赛默飞世尔科
技（中国）有限公司］；连接法测序多样本ＤＮＡ建库
辅助试剂盒（杭州柏熠科技有限公司）；ＳＱＫＬＳＫ１１０
测序试剂盒、无扩增条形码 Ｎａｔｉｖｅｂａｒｃｏｄｅ（ＥＸＰ
ＮＢＤ１０４＋ＥＸＰＮＢＤ１１４）、Ｒ９４１Ｆｌｏｗｃｅｌｌ测序芯
片（英国 ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏｐｏｒｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；５ｋ
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（全式金生物科技有限公司）；灭菌生理
盐水（批号 ＬＰ１９１２１７０９，青岛蓝雁绿检生物技术有
限公司）；Ｌ半胱氨酸（批号２０２１０７１３，上海佰奥生
物科技有限公司）；纳米孔测序由杭州宝诚生物技

术有限公司完成。

ＭＲＳ培养基（批号２０２１０９２３）、ＢＡ培养基（批号
２０２１０７２８）、ＥＣ培养基（批号２０２１０７２８）、ＴＰＹ培养基
（批号２０２１０６０８）（青岛海博生物技术有限公司）。

双歧杆菌四联活菌片、双歧杆菌三联活菌胶囊、

双歧杆菌活菌胶囊和双歧杆菌三联活菌肠溶胶囊购

自浙江省内不同经营单位和使用单位。

２　方法与结果
２１　贮藏温度对活菌含量影响的研究

因目前不同微生态活菌制剂的储藏温度主要涉

及常温（１５～３０℃）储藏和冷藏（２～８℃）两种情况，
故将双歧杆菌活菌胶囊、双歧杆菌四联活菌片和双歧

杆菌 三 联 活 菌 胶 囊 各 取 ６批，分 别 置 常 温
（１５～３０℃）和冰箱冷藏（２～８℃）贮藏１个月后，按
照２０２０年版《中国药典》三部微生态活菌制品总论附
录２要求进行各活菌数的测定。上述品种的活菌数测
定方法按标准均为无菌称取样品３０ｇ，加入２７０ｍＬ
稀释液，振摇稀释后依法培养。结果平均值见表１。

常温贮藏对于双歧杆菌活菌胶囊中的青春双歧

杆菌活菌计数结果影响较大，与冷藏条件相比，活菌

计数结果下降至冷藏条件的１／５３；双歧杆菌四联活
菌片中除蜡样芽孢杆菌活菌数降低至冷藏条件的

１／２，其余菌的活菌计数均降至１／６甚至更少，其中
双歧杆菌数量降低至１／２７；双歧杆菌三联活菌胶囊
中长双歧杆菌数量降低至冷藏条件的１／２１，其余菌
活菌数下降不大。

由此可见，含双歧杆菌的微生态活菌制品中虽
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然包含多种不同活菌，但是贮藏温度对双歧杆菌活

菌数量的影响远大于对其他益生菌（粪肠球菌、嗜

酸乳杆菌和蜡样芽孢杆菌）的影响。由试验结果可

知温度是影响双歧杆菌类微生态活菌制品质量的重

要因素，该类产品虽然一般都要求冷藏，但在生产、

储藏和流通等环节均需重点关注温度的影响。

表１　不同贮藏温度下８株菌的活菌计数结果
Ｔａｂ１　Ｃｏｕｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｓｔｒａｉｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒｏａｇｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

Ｄｏｓａｇｅｆｏｒｍ　　　　　 Ｂａｃｔｅｒｉａ　
Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｏｒａｇｅａｔ

１５－３０℃／ＣＦＵ·ｇ－１
Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｏｒａｇｅａｔ

２－８℃／ＣＦＵ·ｇ－１

ＬｉｖｅＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，Ｏｒａｌ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ ３０×１０７ １６×１０９

ＣｏｍｂｉｎｅｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ，ＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓａｎｄＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＴａｂｌｅｔｓ，Ｌｉｖｅ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｆａｎｔｉｓ ２０×１０７ ５３×１０８

Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ ４０×１０６ ２７×１０７

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ １０×１０７ ２１×１０８

Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ ６０×１０６ ７９×１０６

ＬｉｖｅＣｏｍｂｉｎｅｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓＣａｐｓｕｌｅｓ，Ｏｒａｌ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ １０×１０５ ２１×１０６

Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ １５×１０９ １６×１０９

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ １６×１０８ ２１×１０８

注：表格中的数值均为６批产品活菌计数结果的平均值。

Ｎｏｔｅ：ｔｈｅｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｆｔｈｅｌｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｘｂａｔｃｈｅｓｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ．

２２　活菌数测定方法的优化研究
活菌数测定方法中稀释液成分、前处理方法、

操作过程以及培养条件等因素都会影响活菌计数

的结果。双歧杆菌活菌胶囊、双歧杆菌四联活菌

片和双歧杆菌三联活菌胶囊３个品种的活菌数测
定方法相似，前处理方法皆为振摇数分钟后逐级

稀释，之后取样涂布培养，且对整个前处理过程温

度未进行控制。优化活菌数测定方法时先将前处

理方法采用１５０００ｒ·ｍｉｎ－１匀浆２ｍｉｎ进行供试

液的均匀分散，因“２１”中试验结果表明在储藏环
节温度高低对双歧杆菌影响较大，温度上升可能

会引起该菌活性下降，因此，优化方法时将所涉及

的稀释液均预先降温至 ４℃，并在稀释液中增加
０１％聚山梨酯８０作为表面活性剂帮助样品的扩
散与溶解。将双歧杆菌活菌胶囊、双歧杆菌四联

活菌片和双歧杆菌三联活菌胶囊各取 ３批，分别
按标准方法和优化后的活菌计数方法进行活菌数

测定，结果平均值见表２。

表２　８株菌在不同计数方法下的活菌计数结果
Ｔａｂ２　Ｃｏｕｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｓｔｒａｉｎｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

Ｄｏｓａｇｅｆｏｒｍ　　　　　　 Ｂａｃｔｅｒｉａ　
Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄ

ｍｅｔｈｏｄ／ＣＦＵ·ｇ－１
Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ／ＣＦＵ·ｇ－１

ＬｉｖｅＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，Ｏｒａｌ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ １６×１０９ １４×１０９

ＣｏｍｂｉｎｅｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ，ＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓａｎｄＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＴａｂｌｅｔｓ，Ｌｉｖｅ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｆａｎｔｉｓ ５３×１０８ １０×１０９

Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ ２７×１０７ ４３×１０７

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ２１×１０８ ４５×１０８

Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ ７９×１０６ ２５×１０７

ＬｉｖｅＣｏｍｂｉｎｅｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓＣａｐｓｕｌｅｓ，Ｏｒａｌ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ ２１×１０６ ３１×１０６

Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ １６×１０９ ２５×１０９

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ２１×１０８ ３３×１０８

　　由表２结果可见，优化后的活菌计数方法对双
歧杆菌活菌胶囊中的青春双歧杆菌活菌计数结果影

响不大。优化活菌计数方法后，与之前相比，双歧杆

菌四联活菌片中，双歧杆菌、粪肠球菌和嗜酸乳杆菌

的活菌数计数结果均提升２倍左右，蜡样芽孢杆菌
活菌计数结果提升３倍左右。双歧杆菌三联活菌胶
囊中长双歧杆菌、嗜酸乳杆菌和粪肠球菌活菌数计

数结果均提升１６倍左右。上述结果显示，如果生
产中添加碳酸钙类辅料（如蜡样芽孢杆菌菌粉），在

稀释液中添加一定浓度的聚山梨酯８０作为表面活
性剂有助于样品分散均匀从而提高活菌数测定结

果。供试液处理采用匀浆方法比振摇更有利于活菌

的分散均匀，但是匀浆过程中容易产热，因此可以降

低稀释液温度，减少产热升温对菌活性的影响。
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２３　耐药基因及毒力基因研究
采用纳米孔测序技术对４种产品中的总计１１

株菌（包括１株青春双歧杆菌、１株婴儿双歧杆菌、２
株长双歧杆菌、３株嗜酸乳杆菌、３株粪肠球菌和１
株蜡样芽孢杆菌）分别进行全基因组测序，研究每

株菌的耐药基因和毒力基因。

２３１　核酸提取和纳米孔测序　取上述不同菌的
新鲜培养物适量，分别加入２００μＬ（１０ｍｇ·ｍＬ－１）
溶菌酶消化，３７℃孵育３０ｍｉｎ。使用全自动柔性核
酸纯化仪进行核酸提取，使用 Ｑｕｂｉｔ４０及 Ｑｕｂｉｔ
ｄｓＤＮＡＨＳＡｓｓａｙＫｉｔ对纯化后 ＤＮＡ进行核酸浓度
定量。取纯化后核酸样本采用连接法测序多样本

ＤＮＡ建库辅助试剂盒建库，并使用ＧｒｉｄＩＯＮＭＫ１测
序仪及Ｒ９４１Ｆｌｏｗｃｅｌｌ芯片进行测序。
２３２　数据分析　对质控过滤完成的数据进行无
参组装，使用 ａｂｒｉｃａｔｅ软件进行耐药基因分析和毒
力基因分析，耐药基因分析使用 ＣＡＲＤ数据库，毒
力基因分析使用ＶＦＤＢ数据库。
２３３　耐药基因和毒力基因分析结果　上述 １１
株菌的耐药和毒力基因结果详见表３～４，其中青春

双歧杆菌、婴儿双歧杆菌和２株长双歧杆菌中均不
含有毒力基因，但同时含有相同的３个耐药基因，主
要对莫匹罗星、利福平和四环素类抗生素的耐药基

因。３株嗜酸乳酸杆菌中均不存在耐药和毒力基
因，因此无相关耐药基因转移和毒力因子风险。

蜡样芽孢杆菌含有７个耐药基因，主要对糖肽
类、磷霉素和头孢菌素类抗生素的耐药基因。另含

有９个毒力基因，分别为侵袭免疫系统的 ｉｎｈＡ基
因、溶血素 ＡＬＯ基因（ａｌｏ）、溶血素 ＢＬ基因（ｈｂｌＡ、
ｈｂｌＣ、ｈｂｌＤ）、非溶血性肠毒素基因（ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ、
ｎｈｅＣ）和细胞毒素Ｋ基因（ｃｙｔＫ）等。
３株粪肠球菌所含的耐药基因一样，均包含５

个耐药基因，主要对喹诺酮类、林可酰胺类和二氨

基嘧啶类等的耐药基因。但是３株粪肠球菌所含
的毒力基因不一样，其中１株粪肠球菌有２６种编
码不同功能蛋白的毒力基因，另外 ２株粪肠球菌
有１４种毒力基因。根据基因功能分类，携带毒力
基因的功能主要是参与编码胞外酶、表面蛋白、荚

膜多糖、心内膜炎抗原、群体感应系统和黏附

素等［４６］。

表３　８株菌的耐药基因分析
Ｔａｂ３　Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｓｔｒａｉｎｓ

Ｔｙｐｅｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ　　　　 Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ　　 Ｓｏｕｒｃｅ

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｔＷ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ、Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｆａｎｔｉｓ、２ｓｔｒａｉｎｓｏｆＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ

Ｍｕｐｉｒｏｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｌｅＳ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ、Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｆａｎｔｉｓ、２ｓｔｒａｉｎｓｏｆＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ

Ｒｉｆａｍｐｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒｐｏＢ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ、Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｆａｎｔｉｓ、２ｓｔｒａｉｎｓｏｆＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ

Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＥｍｅＡ、ｅｆｒＡ、ｅｆｒＢ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ｌｉｎｃｏｓａｍｉｄｅｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＩｓａＡ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ｄｉａｍｉｎｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｄｆｒＥ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｖａｎＺＦ、ｖａｎＹＡ、ｖａｎＳＡ、ｖａｎＲＡ Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

Ｐｈｏｓｐｈｏｎｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＦｏｓＢ Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＢｃＩ Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

３　讨　论
虽然储藏温度对活菌制剂中双歧杆菌活性影响

较大，但在前期研究中发现同品种活菌制品不同批

次间双歧杆菌活菌数差异也较大，主要原因可能是

目前标准中一般只要求活菌数的最低限度却缺乏最

高限值规定，而温度和氧气等因素对双歧杆菌的活

性影响较大，因此在生产投料中一般为确保活菌数

量，每批次菌粉的投料量会有差异。微生态活菌制

品中不同批次间菌粉投料量不一致的情况一直存

在。如果同种产品不同批次间活菌数量相差较大，

对临床使用效果可能会存在较大影响。

活菌数量是评价微生态活菌制品安全有效的重

要质控指标。目前双歧杆菌类微生态活菌制品相关

标准和检测方法难以全面反映该类产品质量。不同

种微生物特性不一样，对营养条件要求也不一致，因

此多联制剂中每种活菌的计数方法也不尽相同［７］。

２０２０年版《中国药典》对微生态活菌制品的活菌数
测定规定为无菌称取样品３０ｇ，加入２７０ｍＬ稀释
液，稀释后涂布在选择性琼脂培养皿上测定。目前

该类检测方法存在活菌数测定结果偏低、不同时间

和人员测定结果差异大和多联制剂活菌互相干扰测

定结果等问题。活菌计数结果应尽量真实反映产品

的活菌数量。影响计数方法准确性的因素主要包括

供试液成分、样品处理和培养条件等。如活菌制剂

·９４２１·
中国药学杂志２０２４年７月第５９卷第１３期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｌｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１３



　　　　表４　８株菌的毒力基因结果分析
Ｔａｂ．４　Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｓｔｒａｉｎｓ

Ｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ　　　　　　　　　　 Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅ　　　　　 Ｓｏｕｒｃｅ　　　　

Ｉｍｍｕｎｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｎｈＡ Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

Ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ ａｌｏ、ｈｂｌＡ、ｈｂｌＣ、ｈｂｌＤ Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ、ｎｈｅＣ Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

Ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ ｃｙｔＫ Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

Ｅｘｏｅｎｚｙｍｅ ＥＦ３０２３ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

ＥＦ０８１８ １ｓｔｒａｉｎｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ｆｓｓ１ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

ｆｓｓ２ １ｓｔｒａｉｎｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

ｆｓｓ３ ２ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

ｂｏｐＤ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ｃａｐｓｕｌｅｐｏｌｙｓａｃｈａｒｉｄｅｓ ｃｐｓＡ、ｃｐｓＢ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

ｃｐｓＣ、ｃｐｓＤ、ｃｐｓＥ、ｃｐｓＦ １ｓｔｒａｉｎｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

ｃｐｓＧ、ｃｐｓＨ、ｃｐｓＩ、ｃｐｓＪ

ｃｐｓＫ

Ｅｎｄｏｃａｒｄｉｔｉｓａｎｔｉｇｅｎ ｅｆａＡ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ ｆｓｒＡ、ｆｓｒＢ １ｓｔｒａｉｎｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

ｆｓｒＣ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ｇｅｌａｔｉｎａｓｅ ｇｅｌＥ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ ｓｐｒＥ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

Ａｄｈｅｓｉｏｎ ｓｒｔＣ、ｅｂｐＡ、ｅｂｐＢ、ｅｂｐＣ ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

的辅料是碳酸钙类的易沉颗粒，可通过研究在供试

液制备时添加合适浓度（如吐温８０类）的表面活性
剂［８９］，防止辅料快速沉降影响计数结果，但也要注

意表面活性剂是否对菌活性有影响［１０］。样品处理

时充分混匀样品对准确测定活菌数至关重要，目前

常见混匀方式包括振荡混匀和匀浆混匀等。如采取

人工振荡混匀，振荡的频率和时间受人员影响较大。

匀浆混匀时应考虑匀浆速率和匀浆时间等影响因

素，尤其是匀浆时可能引起供试液温度的上升，会对

菌活性产生影响。传统微生物培养计数方法存在着

培养时间长、操作繁琐等问题，随着快速微生物检测

方法的发展，新技术如聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术、
流式细胞技术等开始应用于微生物活菌计数［１１１２］，

Ｚｈｅｎｇ等［１３１４］也考察了基于标记微生物和流式细胞

计数原理的流式细胞仪进行微生态活菌制剂的活菌

数测定，结果显示与平板培养方法的计数结果无显

著性差异。因此评估并应用快速准确的新技术替代

传统的微生物培养计数方法也是微生物检测技术发

展的趋势。

以往研究中涉及本文中的微生物菌株，主要集

中来源于环境、肠道和临床，对药品来源菌株的耐药

性和毒力基因等比对分析研究相对较少。目前，国

内外很多法规要求对益生菌进行安全性评价，提出

开展菌株的耐药性和毒力性方面的安全评估。欧盟

于２００７年正式提出了安全资格认证理念，对添加到

食品及饲料中的微生物实施上市前的风险评估，排

除含有耐药基因和毒力基因的不良菌株。国内近两

年发布的《食品用菌种安全性评价程序》和《食品用

益生菌通则》也提出了耐药基因及毒力基因等的分

析和风险评估。因此对于批准多年的微生态活菌制

品中相关菌株毒力基因和耐药基因的分析和评估也

迫在眉睫。

研究中涉及的双歧杆菌菌株虽然携带３种耐药
基因，但这３种耐药基因在双歧杆菌中均被认为是
内在耐药性，在双歧杆菌中无特殊影响；但是同时也

存在着产品中耐药基因转移问题，需要警惕转移至

宿主生物或者微生物间耐药性传递的风险，尤其是

和致病微生物间的转移［１５１６］。本研究中的蜡样芽

孢杆菌含有的耐药基因与乳制品等食品来源的菌株

耐药基因不一样［１７１８］，其中含有的溶血素 ｈｂｌ、非溶
血性肠毒素ｎｈｅ和细胞毒素ｃｙｔＫ被认为是腹泻疾病
相关的毒力因子［１９］。在临床及动物源肠球菌中检

出率较高的耐药基因 ｔｅｌＬ、ｔｅｌＭ、ｅｒｍ［２０］，包括临床上
常见的耐万古霉素基因型 ｖａｎＡ和 ｖａｎＢ［２１］，在本研
究中的３株粪肠球菌中均未发现。３株粪肠球菌含
有的毒力因子种类都类似，且与其他环境分离株的

毒力基因也无显著差异。总之微生态活菌制品类药

物，一方面可以调节肠道菌群，另一方面也可能具备

传播耐药基因和毒力基因的风险，因此有必要对已

上市的微生态活菌制品涉及的所有菌株进行系统性
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的安全性评估，加强对与致病相关的毒力基因或耐

药基因等的存在情况开展进一步研究和分析。
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