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益生菌活菌计数及代谢活力检测 拉曼光谱法

1 范围

本文件规定了益生菌产品活菌计数及代谢活力的术语和定义、描述了益生菌活菌计数方法和代谢活力

的拉曼光谱检测方法。

本文件适用于含益生菌产品的活菌计数及代谢活力检测。包括添加的植物乳杆菌、嗜酸乳杆菌、鼠李

糖乳杆菌、副干酪乳杆菌、罗伊氏乳杆菌、格氏乳杆菌、卷曲乳杆菌、乳双歧杆菌、长双歧杆菌、婴

儿双歧杆菌和嗜热链球菌等一种或多种菌种。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成文本必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅

该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法。

T/CIFST 009-2022 食品用益生菌通则。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1 
益生菌 probiotics

一类当摄入足够量时，可对生物体（人和动物）健康有益的活的菌类微生物。

[T/CIFST 009-2022，3.1]
3.2 
活菌密度 viable probiotic density

被测样品单位质量或体积内可增殖（可培养）的益生菌活菌总数。

3.3 
代谢活力 metabolic activity

活细胞原位代谢活动的强度。为细胞原位代谢状态的一项指标。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

CDR：碳-氘键峰值占比（C-D ratios）；
DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic Acid）；
MRS 培养基：乳酸细菌培养基（Man Rogosa Sharpe Medium）；

MAL：代谢活力水平（Metabolic Activity Level）；
MAL-HI：代谢活力异质性指数（Metabolic Activity Level Heterogeneity Index）；
PDMS：聚二甲基硅氧烷（Polydimethylsiloxane）。
5 检测原理

利用重水（D2O）同位素标记时，具有代谢活力的细胞会同化氘（D）并代替氢（H）进行合成代谢，

使得细菌的脂类、蛋白质、DNA 等生物质被氘化，所产生新的 C-D 键可被拉曼光谱灵敏检测到，并且

碳-氘（C-D）峰强度可反映细胞的代谢活力。基于细胞的代谢活力来进行活菌计数，即具有代谢活力

的细胞为活细胞。CDR 为 C-D 键的峰值光谱强度除以 C-D 键和 C-H 键的峰值光谱强度之和，以量化 C-H
键中 D 的替代程度，即碳-氘峰值占比；所述 C-D 键的光谱强度是指在拉曼位移波数范围（2040-
2300）cm−1 范围内的拉曼光谱强度；C-H 键的光谱强度是指在拉曼位移波数范围（2800-3100）cm−1 范

围内的拉曼光谱强度。

6 试剂和材料
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除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为 GB/T 6682 规定的三级水。

6.1 基础试剂

生理盐水（0.85% NaCl，无菌），重水（D2O）（纯度 99.9%），三级水 [GB/T 6682，4.3]。
6.2 培养基

按照菌种类型配制，或选用相应商品化培养基。

MRS 培养基粉末。

6.3 芯片

氟化钙（CaF2）芯片（26 mm×76 mm），用于人工检测。

微流控计数芯片，带有高度为 100 μm 的腔室。用于自动化检测的细菌计数。

微流控洗脱芯片，芯片由带有微结构的 PDMS 层与石英玻璃层组成，其中 PDMS 层的主要功能结构包

括：>1000 个约 0.3 nL 的微腔室，以及与其相连接的微通道。该芯片用于益生菌悬液的洗脱（主要指

去除悬液中的培养基、D2O 等物质），及用于拉曼检测的样品干燥制片（主要指将洗脱后的益生菌单细

胞干燥于石英玻璃基底表面，用于后续拉曼成像）。用于自动化检测的样品洗脱和检测。

7 仪器设备

7.1 显微拉曼光谱仪：光谱分辨率不低于 5 cm-1，拉曼位移波数范围至少包含 400 cm-1-3200 cm-1。需

配备 50 倍物镜、100 倍物镜。

7.2 恒温培养箱：温控范围包含 36 ℃，波动<±1 ℃；

7.3 振荡重悬器：转速覆盖 1000-2800 r/min；
7.4 分析天平：感量 0.1 mg 和 0.01 g；
7.5 离心机：最大转速不低于 5000 r/min，有 2-8 ℃制冷功能；

7.6 显微镜：数值孔径（50 倍物镜为 0.5、100 倍物镜为 0.9），视场数 26.5；
7.7 真空进样装置（适用于自动化检测法）：真空度 50 mbar；
7.8 注射泵（适用于自动化检测法）：流速范围包含 2 μL/min；

8 检测要求和方法

8.1 检测要求

8.1.1 应选择同一批次三个独立包装的样品进行益生菌活菌计数及代谢活力检测，样品应按包装

标识要求的贮存条件进行贮存。

8.1.2 益生菌活菌计数及代谢活力检测应在 5小时内完成。 
8.2 检测步骤

8.2.1 样品前处理

1　制备样品孵育液：按照培养基产品说明书称取适量的MRS培养基粉末，加入相应量的

D2O充分振荡，待完全溶解后，再用0.22 μm的针头过滤器过滤除菌，避光保存待用。

2　固体样品：准确称取1 g益生菌产品（要求益生菌总菌数≥108 个/g）溶于0.85%无菌生理

盐水中，至终体积为10 mL，振荡（3-5）min，制成样品匀液；

液体样品：将液体样品充分摇匀后用无菌枪头吸取1 mL（要求益生菌总菌数≥108 个/mL）置

于0.85%无菌生理盐水中，至终体积为10 mL，振荡（3-5）min，700 r/min离心5 min取上清液，

制成样品匀液；

3　将10 μL样品匀液滴在血球计数板上进行样品浓度初步确认。

4　若样品匀液浓度在108 个/mL数量级范围，则为适宜浓度样品，可跳至步骤⑤；
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若样品匀液浓度≥109 个/mL，吸取样品匀液1 mL至装有9 mL无菌生理盐水的试管中，制备1

：10样品匀液。按照此法依次制备10倍递增样品匀液，直至出现108 个/mL数量级范围的样品匀

液作为适宜浓度样品。每次递增稀释一次，需更换无菌吸管或吸头；

若样品匀液浓度<108 个/mL，应参考浓缩倍数取一份或多份样品匀液，通过离心进行富集（

5000 r/min，4℃离心5 min，去上清液，吸取2 mL无菌生理盐水重悬菌体），保证得到的样品匀

液浓度在108 个/mL数量级范围；

5　分别取2份1 mL的适宜浓度样品，1份为待测样品，1份为背景样品。将待测样品和背景样

品5000 r/min离心5 min，丢弃上清液；

6　吸取1 mL 100% D2O MRS孵育液重悬待测样品菌体，厌氧孵育3 h；背景样品无需添加

D2O MRS孵育液和厌氧孵育，直接进行下一步骤；

7　用灭菌三级水洗涤（5000 r/min，4℃离心5 min，去上清液，吸取1 mL灭菌三级水重悬，

5000 r/min离心5 min。重复三次），吸取适量三级水（0.1-1）mL重悬洗涤后的菌体，检测待用

； 

8　取1 μL菌悬液滴在CaF2芯片上，风干10 min，待样品干后进行检测；

9　另取步骤④中适宜浓度样品10 μL滴在血球计数板上待进行总菌计数。

8.2.2 样品检测

通过显微镜 50 倍镜下对血球计数板上的菌悬液进行总菌计数，得到样品菌悬液的总菌数 N。
通过显微拉曼光谱仪 100 倍物镜下分别采集待测样品和背景样品的单细胞拉曼光谱（去除异常光谱

后，拉曼光谱数量>200 条），激光功率为（40-100）mw，曝光时间为（1-3）s，并采集背景拉曼光谱

扣除背景信号干扰。

8.2.3 数据处理

1　使用RStudio或Python软件去除异常光谱，包括信噪比差、基线不平以及C-D和C-H区域

有尖峰的拉曼光谱；

2　使用RStudio或Python软件计算拉曼光谱的CDR；

3　将待测样品和背景样品CDR由高到低进行排序；

4　背景样品选取第2.5百分位数的数据定义为CDR_背景，计算第2.5百分数所在位置k的公式为

：k=2.5（n-1）/100，其中n为数据数量。如果k为整数，则第2.5百分位数就是数据中第k个数；

如果k不是整数，则第2.5百分位数为数据中第k+1个数；

5　计算待测样品MAL值：MAL=CDR_样品-CDR_背景。

8.2.4 结果计算

活菌密度的计算公式为：C=N×d×f
式中：

C —样品的活菌密度（个/g（mL））；
N —菌悬液的总菌密度（个/g（mL））；
d —活菌率；
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f —稀释/浓缩倍数；

其中活菌率计算公式为：d ×100%=
𝑐
𝑛

式中：

d —活菌率；

n —采集视野中的总菌数；

c —采集视野中的活菌数；

其中，菌的死活情况根据 MAL 判定，公式为：MAL=CDR_样品-CDR_背景，MAL>0，认为是活菌，

MAL<0，认为是死菌。

式中：

MAL —细胞代谢活力水平。

益生菌活菌数计算结果以同一批次三个不同样品的益生菌活菌数平均值计算。

8.3 自动化检测步骤

8.3.1 细菌计数

1　样品孵育液、适宜浓度样品匀液制备方法见8.2.1；

2　移液枪取待测样品匀液10 μL，注入微流控计数芯片进样口；

3　将芯片放置于自动化显微拉曼光谱仪50倍物镜视野下，进行自动计数。

8.3.2 样品洗脱制片

1　分别取2份0.1 mL适宜浓度样品匀液，1份为待测样品，1份为背景样品，进行5000 r/min

离心5 min，弃上清液；

2　将待测样品用0.1 mL 100% D2O MRS培养基孵育液重悬菌体，厌氧孵育3 h；背景样品无

需添加D2O MRS培养基孵育液和厌氧孵育，直接进行下一步骤；

3　分别取待测样品和背景样品5 μL加入微流控洗脱芯片的待测样品和背景样品点样口，之后

将芯片放入真空进样装置，抽真空2分钟，保证样品填充至芯片微腔室中；

4　将连通有纯水相的导管连接芯片进样口，将连通有注射泵一端的导管连接芯片出口，注射

泵调节至抽取模式，速度2 μL/min（同时处理多块芯片时可按比例增加），抽取10分钟；

5　将芯片进样口处的导管由纯水相切换至乙醇相，继续开启注射泵抽取2分钟；

6　揭下芯片上层PDMS结构，进行检测。

8.3.3 样品检测

使用自动化显微拉曼光谱仪配套的检测软件，通过显微拉曼光谱仪的自动化分别采集待测样品和背景样

品的单细胞拉曼光谱（去除异常光谱后，拉曼光谱数量>200 条），激光功率为 40-100 mw，曝光时

间为（1-3）s，并采集背景拉曼光谱扣除背景信号干扰。

8.3.4 数据处理和结果计算

使用自动化显微拉曼光谱仪配套的分析软件，打开待测和背景样品采集的所有的单细胞拉曼光谱数据，

点击运行程序，得到活菌数和 MAL 以及生成相对应的图片。

8.4 益生菌产品评价方法

8.4.1 益生菌产品的菌原位活力评价
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以 MAL 值作为评价益生菌产品的原位活力的指标，MAL=CDR_样品-CDR_背景，MAL 值越高，则活力

越高。

将采集的待测样品和背景样品的单细胞拉曼光谱，计算 CDR 值和 MAL 值。将背景样品的 CDR 值由

高到低进行排序，选取第 2.5 百分位数的数据定义为 CDR_背景；用 CDR_样品-CDR_背景得到每个细胞

的 MAL 值，并计算平均值。

代谢活力计算公式：
n
M

MAL 

式中：

 —采集所有单细胞代谢活力之和；∑𝑀

n —单细胞个数；

8.4.2 益生菌产品的菌代谢活力异质性评价

基于 MAL 值完成 MAL-HI（Metabolic Activity Level Heterogeneity Index）值的计算；通过计算采集

的单细胞的 MAL 值的方差，取其平均值得到 MAL-HI 值，MAL-HI 值越高，益生菌产品中的细胞异质

性越高，表明益生菌产品中的细胞代谢活性分布不均匀；MAL-HI 值越低，益生菌产品中的细胞异质

性越低，表明益生菌产品中的细胞代谢活性分布均匀。

细胞异质性计算公式：𝐻𝐼 =
(𝑀𝑖 ‒ 𝑀𝐴𝐿)2

𝑛

式中：

—每个细胞 MAL 的值；𝑀𝑖 

 —MAL 的平均值；𝑀𝐴𝐿
n —单细胞个数。
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附录 A
（资料性）

检测方法的典型图谱示例

A.1 样本

以市售的畜牧业用固体益生菌产品 A 和人用胶囊益生菌产品 B 为例进行实验。以上两种产品均为同一

批次三个独立包装的样品。

A.2 样品前处理

1　制备样品孵育液：按照产品说明书称取0.5224 g MRS培养基粉末，加入10 mL D2O，充分

震荡1-2 min，用0.22 μm的针头过滤器过滤除菌，避光保存待用。

2　产品A和B分别称取0.1 g，补加 0.85%无菌生理盐水中至终体积为1 mL，振荡3-5 min，

制成1：10样品匀液；

3　吸取1：10样品匀液0.1 mL至装有0.9 mL无菌生理盐水的试管中，制备1：100样品匀液。

按照此法依次制备10倍递增样品匀液；

4　产品A和B分别分别取2份0.1 mL适宜浓度样品，1份为待测样品，1份为背景样品，5000 

r/min离心5 min，丢弃上清液；

5　将待测样品用0.1 mL 100% D2O MRS孵育液重悬菌体，厌氧孵育3 h；背景样品无需添加

D2O MRS孵育液和厌氧孵育，直接进行下一步骤；

6　用灭菌三级水洗涤（5000 r/min离心5 min，去上清液，加1 mL灭菌三级水重悬，5000 

r/min离心5 min，重复三次），用0.1 mL三级水重悬； 

7　取1μL菌悬液滴在氟化钙（CaF2）芯片上，风干10 min，待样品干后进行检测。

A.3 样品检测

A.3.1 仪器检测条件

益生菌活菌计数及代谢活力检测拉曼光谱法仪器检测参考条件见表 A.1。
表 A.1 益生菌活菌计数及代谢活力检测拉曼光谱法仪器检测参考条件

激光功率

mw
曝光时间

s
针孔

μm
光栅

mm
90 2 125 600

A.3.2 样品拉曼光谱

待测样品和背景样品拉曼光谱见图 A.2。
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图 A.2 待测样品和背景样品平均拉曼光谱

A.4 数据处理

1　使用RStudio或Python软件打开CDR脚本，在testpath<-' '#opts$test_data#的单引号中输

入待测和背景样品的文件夹路径，全选后点击Run运行脚本（例如：testpath<-

'H:\\YL\\20230810-YL'#opts$test_data#）；

2　在SNR_Result文件夹中打开CD_ratio TXT格式文件，选择待测和背景样品所有的细胞的

CDR 值复制到excel表格中,并按大小进行排序；

3　将背景样品的CDR值由高到低进行排序，选取第2.5百分位数的数据定义为CDR_背景，样品

A的CDR_背景=0.23，样品B的CDR_背景=0.21。

A.5 结果计算

样品 A 和样品 B 益生菌活菌计数及代谢活力检测拉曼光谱法计算结果见表 A.3。
表 A.3 样品 A 和样品 B 拉曼光谱法和传统方法计算结果

样品
样品

平行

总细

胞数

活细

胞数

活菌

率

(%)

血球板计

数-总菌数

（个/g）

拉曼光谱

法-活菌数

（个/g）

拉曼光谱法-活

菌数均值

（个/g）

平板计数法-

活菌数

（CFU/g）

平板计数法-活

菌数均值

（CFU/g）

p 值

平行

1
70 6 8.57 8.30×109 7.11×108 6.50×108

平行

2
70 4 5.71 9.85×109 8.44×108 7.40×108A

平行

3
74 5 6.76 6.35×109 5.44×108

7.00±1.23×108

3.80×108

5.90±1.53×108 0.47

平行

1
77 21 27.27 1.30×109 3.55×108 1.65×108

平行

2
69 16 23.19 1.08×109 2.50×108 3.53×108B

平行

3
70 16 22.86 1.29×109 2.94×108

3.00±0.43×108

4.61×108

3.26±1.22×108 0.79
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A.6 益生菌代谢活力评价结果

按照 8.4 中益生菌代谢活力评价方法所述，根据代谢活力和细胞异质性计算公式计算产品 A 和产品 B
的代谢活力和细胞异质性，结果见表 A.4 与图 A.5。

表 A.4 样品 A 和样品 B 代谢活力和细胞异质性计算结果

样品 样品平行 代谢活力 代谢活力均值 细胞异质性 细胞异质性均值

平行 1 -9.56×10-3 9.02×10-3

平行 2 -1.02×10-2 6.20×10-3A
平行 3 -9.05×10-3

-9.60×10-3

5.68×10-2

4.53×10-3

平行 1 -1.80×10-3 7.96×10-3

平行 2 -2.44×10-3 7.65×10-3B
平行 3 -3.10×10-3

-2.45×10-3

9.99×10-3

8.53×10-3

图 A.5 产品 A 和产品 B 代谢活力和细胞异质性示意图


