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摘 要 活菌含量和上消化道耐受性是益生菌产品的两个重要指标，共同影响最终定植于人体肠道的活菌

数，准确评估这两个指标对于消费者选择产品和生产者提升产品质量具有重要的指导意义。基于本研究组

研发的纳米流式检测技术（Nano-flow cytometry， nFCM）在单颗粒水平对细菌进行高灵敏度、高通量分析的

独特优势，本研究利用 SYTO 9和碘化丙啶（Propidium iodide， PI）两种核酸染料共染的方法标记总菌和识别

死菌，对益生菌产品的活菌含量及其经模拟胃液（Simulated gastric juice， SGJ）、肠液（Simulated intestinal
juice， SIJ）或上消化道消化处理后的益生菌活性进行测定，从而实现对益生菌产品的细菌活性及其上消化道

耐受性的定量评估。本研究对 18款益生菌产品（包括 16款粉末冲剂和 2款胶囊产品）的活菌含量及上消化

道耐受性进行考察，结果表明， 18款产品的活菌含量均大于 1010 cells/package，平均活菌比例为 61.7%，均符

合国际标准（107 cfu/g），但是其中有一款产品未达到其活菌含量的标注值。其次，使用 pH = 3的 SGJ和胆盐

浓度为 0.3% （m/V）的 SIJ 考察益生菌产品的胃液、肠液及上消化道耐受性，根据模拟消化处理后益生菌的

存活率可将产品分为耐胃液型（12款）和耐肠液型（6 款）两类，上消化道模拟消化处理后大部分产品的活菌

数大于 108 cells/package，平均存活率为 15.6%。最后，考察了胃溶型和肠溶型胶囊对益生菌的保护作用，结

果表明，肠溶型胶囊可提升益生菌的胃液耐受性，但是，所包覆的益生菌需要同时具有较强的肠液耐受性才

能提升其在上消化道的存活率。
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益生菌是一类有益宿主健康的活性微生物[1-2]，随着对益生菌健康功能的研究和认识的深入，益生

菌消费市场快速增长[3]，消费者对益生菌产品也有了更多的选择。摄入足够数量的活菌是益生菌产品发

挥益生功效的前提[2]，通常建议每天的最低活性益生菌摄入量应达到 1 × 109 cfu[4]。因此，活菌含量是益

生菌产品的一个重要指标。微生物制剂通常需要冷链运输和储存，以保持活性。为了便于消费者保存和

降低制造商的运输及储存成本，对益生菌进行冻干或喷雾干燥处理是一种有效策略，干燥处理后的益生

菌可常温保存且寿命更长[5]。但是，干燥处理也会造成益生菌的损伤和死亡[6-7]，并且脱水后的益生菌在

运输和储存的过程中受环境温度、湿度和氧气等因素的影响也会在一定程度上导致死亡[8]。因此，消费

者所服用产品的实际活菌含量通常低于其出厂值。尽管相关规定要求产品在保质期内的实际活菌含量

应始终大于或等于其标注的活菌含量[1-2]，但是研究表明，部分益生菌产品在保质期内的活菌含量并不能

达到其标注值[9-10]。
益生菌发挥功效的地点在肠道，通常认为，获得临床效果所需要的益生菌活菌浓度在小肠中应达到

106 cfu/mL，在结肠中应达到 108 cfu/g[4]。但是，益生菌到达肠道前会经过胃液和肠液等消化处理，其中胃

酸、胆盐及多种酶类等是人体抵御病原菌的重要屏障，对益生菌同样具有灭活作用[11]。受配方（益生

菌[12]和益生元[13]的选择）、干燥处理（冷冻或喷雾干燥、保护剂的选择[14-15]）和胶囊包覆[16]或微胶囊包

覆[17]等因素的影响，不同产品的益生菌抵御胃肠道压力的能力相差很大，最终到达肠道的活菌数由初始

摄入的活菌数及其上消化道耐受性共同决定。因此，上消化道耐受性是益生菌产品的另一个重要指标。
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但是，目前监管部门并不要求生产商提供该信息，尽管部分益生菌产品会开展耐受性测试，但通常是在菌

种筛选的研发阶段，测试对象并非最终产品，对消费者的产品选择缺少直接的指导意义。

因此，评估益生菌产品的活菌含量及其上消化道耐受性对消费者选择产品和生产商提升产品质量

均具有重要意义。平板计数法是评估益生菌活性的“金标准”，也是目前大多数相关研究所采用的方

法[9， 11]。但是，平板计数费时费力，并且重复性差，此外，平板计数法对“活的非可培养”（Viable but
no-culturable， VBNC）状态益生菌的漏检可能造成对产品中活菌含量的低估。

为了克服传统方法的不足，近些年发展了很多不依赖细菌增殖的微生物表征技术，可实现快速、准

确地测定活菌浓度 [18]。其中，流式细胞术（Flow cytometry， FCM）通过在单细胞水平对细菌的膜完整性或

生物酶活性等参数进行检测，实现对细菌活性的评估[19]，已被证实可用于益生菌产品总菌及活菌的计

数[20]，也为研究人员和生产商对益生菌干燥和储存条件的优化提供了有力工具[15， 21-22]。FCM也被用于

益生菌上消化道耐受性的研究，但目前研究对象多为新鲜培养的益生菌[23-25]，或是某一种或少数几种益

生菌产品[26-27]。此外，部分研究只单独考察了益生菌的胃酸耐受性[28]，没有考察胆盐或完整上消化道

（胃液及肠液先后消化）耐受性[29]。因此，缺少对较多数量的益生菌产品进行胃液、肠液及上消化道耐

受性的系统研究。

结合瑞利散射和鞘流单分子荧光检测技术，本研究组研发了纳米流式检测技术（Nano-flow cytometry，
nFCM）[ 3 0 - 3 2 ]，其散射及荧光检测灵敏度较传统流式细胞仪大幅提升。结合 SYTO 9 和碘化丙啶

（Propidium iodide， PI）核酸染色，发展了酸奶和益生菌饮料中益生菌浓度和存活率的快速检测方法[33]。
基于实验室搭建的 nFCM 装置和核酸标记策略，本研究对 18 款商品化益生菌产品（包括 16 款粉末冲剂

和 2 款胶囊产品）的总菌和活菌含量进行检测，并系统地考察了每款产品的模拟胃液（Simulated gastric
juice， SGJ， pH = 3）、模拟肠液（Simulated intestinal juice， SIJ，胆盐浓度 0.3% （m/V））和模拟上消化道耐受

性，最后对胃溶型和肠溶型胶囊分别对益生菌胃/肠液耐受性的提升作用进行了研究。本研究结果可为

消费者选用益生菌产品以及生产商提升产品质量提供指导和借鉴。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

nFCM系统[30-33]为本研究组自行研发，滤波片选择二向色分光镜 DMLP505R（美国 Thorlabs公司）、

FF593-Di02、FF01-520/35带通滤波片和 FF01-675/67 带通滤波片（美国 Semrock 公司）。如果不特殊说

明，每个样品均采集 1 min的数据。

核酸染料 SYTO 9（美国Molecular Probes公司）和 PI（美国 Sigma-Ardrich公司）；胃蛋白酶（3000 U/mg，
郑州艾克姆化工有限公司）；胰蛋白酶（250 U/mg，北京索莱宝科技有限公司）；牛胆盐（上海麦克林生化

科技有限公司）。淀粉胶囊空壳（胃溶型，湖南尔康制药股份有限公司）、明胶胶囊空壳（胃溶型，美国

NOW公司）和肠溶胶囊空壳（青岛益青生物科技股份有限公司），规格均为 0号。

益生菌 Lactobacillus rhamnosus GG （LGG）、Lactobacillus plantarum （L. plantarum）和 Lactobacillus
acidophilus （L. acidophilus）冻干粉购自山东威凯海思生物工程有限公司。18款益生菌产品（包括 16款冲

剂和 2 款胶囊产品）均购自在线购物平台，各产品成分见电子版文后支持信息表 S1，所有产品在检测前

均于 4 ℃储存， 并且检测日期距离产品保质期至少 6个月。为避免不必要的纠纷， 16款冲剂产品用字母

A~P表示，两款胶囊产品用 CpA和 CpB表示。

1.2 实验方法

1.2.1 益生菌样品的准备

培养 LGG（见电子版文后支持信息），获得新鲜培养的活菌悬液（Freshly-grown liquid， FGL），
将 FGL 在 80 ℃加热处理 10 min，获得死菌悬液（FGL-HT）。用 5 mL PBS 重悬 0.5 g 益生菌冻干粉，获得

冻干益生菌（Freeze-dried powder， FDP）悬液。采用平板计数定量测定益生菌活菌浓度。

1.2.2 益生菌产品预处理

对于益生菌冲剂产品，从每包（Package， pkg）中取 0.5 g粉末重悬于 5 mL PBS中，涡旋 10 s使粉末充
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分溶解，用于后续平板计数和流式检测实验。对于益生菌胶囊产品，将 1 颗胶囊添加至 5 mL PBS 中，在

恒温摇床中 37 ℃、250 r/min条件下孵育 10 min，至胶囊破裂，内部益生菌完全释放；然后取 1 mL混合

液， 12000 r/min离心 5 min， 用 1 mL PBS重悬后，用于后续分析测试。

1.2.3 益生菌的SGJ、SJJ及模拟上消化道消化处理

采用文献[34]的方法考察益生菌经过 SGJ、SJJ及上消化道消化处理后的存活率。

SGJ消化处理　将胃蛋白酶溶解于 0.2% （m/V） NaCl溶液中，使其终浓度为 1 mg/mL， 用 6 mol/L HCl
调节 pH值至 1、2、3、4、5，过 0.45 μm滤膜后待用， SGJ需现用现配。取 0.5 g冲剂产品的粉末或 1颗

胶囊加入至 5 mL SGJ中，涡旋 10 s使充分混匀，在恒温培养箱中 37 ℃、100 r/min孵育 3 h。模拟消化结

束后，取 1 mL悬浮液， 12000 r/min离心 5 min， 用 PBS洗涤 2次，以停止消化反应。对于肠溶型胶囊，由

于在酸性的 SGJ 溶液中无法溶解，因此需要先将 SGJ 替换为 5 mL PBS，孵育 10 min 使胶囊破裂，内部益

生菌充分释放后，再离心洗涤处理。

SIJ消化处理　将胰蛋白酶和牛胆盐溶解于磷酸盐缓冲溶液（PB， 0.05 mol/L NaH2PO4）中，使其终浓

度分别为 1 mg/mL和 0.15或 0.3% （m/V）。用 1 mol/L NaOH溶液调节至 pH = 7.4，过 0.45 μm滤膜，待用，

SIJ 需现用现配。取 0.5 g 冲剂产品的粉末或 1 颗胶囊加入至 5 mL SIJ 中，涡旋 10 s 使充分混匀，在恒温

培养箱中 37 ℃、100 r/min孵育 4 h。模拟消化结束后，离心洗涤停止消化反应，操作同上。

模拟上消化道消化处理　SGJ消化处理结束后，加入 4.5 mL预热至 37 ℃的 SIJ，用 1 mol/L NaOH溶

液调节至 pH = 7.4，添加适量 PB 缓冲溶液至总体积为 10 mL，在恒温培养箱中 37 ℃、100 r/min 孵育

4 h。模拟消化结束后，离心洗涤停止消化反应，操作同上。

1.2.4 益生菌荧光标记和nFCM评估益生菌存活状态

将上述预处理或消化处理后的菌液稀释 10倍，使益生菌浓度为 108 cell/mL数量级。取 100 μL益生

菌悬液，用 1 μmol/L SYTO 9 和 14 μg/mL PI 染料对其进行核酸染色，室温下避光孵育 10 min 后，进行

nFCM检测。使用已知浓度的 200 nm聚苯乙烯微球（Polystyrene beads， PS微球，美国 Invitrogen公司）作

为外标对益生菌浓度进行定量分析。对于模拟消化处理的益生菌产品，采用 nFCM 检测 1 min 得到的

活菌个数除以未消化处理的活菌个数，计算得到模拟消化处理的益生菌存活率（Survival rate， SR（%）），

SRSGJ、SRSIJ 和 SRSGJ-SIJ 分别代表 SGJ、SIJ和上消化道模拟消化后的益生菌存活率。

2 结果与讨论

2.1 益生菌的死/活菌检测原理

细胞膜完整性是评估细胞死/活的重要指标。本研究基于 SYTO 9和 PI两种核酸染料的跨膜特性进

行益生菌死/活的区分。STYO 9是一种跨膜型核酸染料，进入益生菌后，可与核酸结合并发出绿色荧光，

可用于标记总菌。PI是一种非跨膜型核酸染料，只能通过受损的细胞膜进入细胞，与核酸结合发出红色

荧光，可用于标记死菌。如图 1所示，对预处理后的益生菌进行染色，使用 nFCM对颗粒经过激光探测区

时所发出散射（SSC）、绿色（FL1）及红色荧光（FL2）信号进行同时检测，其中，只有 SSC 信号的颗粒被认

定为样品中的杂质颗粒；只有 SSC 和 FL1 信号的颗粒被认定为活菌；同时有 SSC、FL1 和 FL2 信号的

颗粒被认定为死菌。通过 SSC-FL1双参数散点图，可圈门得到益生菌群体；再通过 FL1-FL2双参数散点

图，可圈门得到活菌和死菌亚群。分别对益生菌群体及各亚群进行计数，并将已知浓度的 PS微球作为外

标，可换算得到总菌、活菌和死菌的浓度。

2.2 nFCM检测冻干益生菌的存活状态

使用 SYTO 9和 PI分别对 LGG的 FGL、FGL-HT和 FDP悬浮液进行染色， nFCM检测到的 3个通道

的代表性脉冲时序图和双荧光散点图如图 2A~2C（i~iii）所示。对于只有活菌的 FGL，益生菌仅能被

SYTO 9染色，发出绿色荧光信号；而热处理后细菌膜受损， PI也可进入益生菌内部将核酸染色，同时发

出绿色和红色荧光。根据图 2A-iv和图 2B-iv，可在双荧光散点图中画一条斜线，以区分活菌和死菌。对

于 FDP悬液，部分益生菌已经失活，并且死菌和活菌的荧光亮度均较新鲜制备的细菌偏弱（图 2C-iv），这
可能是由于冻干过程 DNA 双螺旋结构被破坏[35]，影响了核酸染料的结合效率。对另外两种益生菌
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L. plantarum和 L. acidophilus的冻干粉末的检测结果如图 2D和图 2E所示，同样可有效区分益生菌的死/
活，证明了该方法的普适性。nFCM 检测益生菌的同时，采用平板计数法对 FGL 进行培养和浓度计数，

图 2F显示 nFCM定量的 FGL浓度与平板计数的结果高度吻合，检出限低至 106 cells/mL数量级。

图 2G展示的是 nFCM和平板计数法对 3种冻干益生菌的检测结果，平板计数只能检测可培养的细

菌，而 nFCM 可检测总菌和活菌的浓度。实验数据表明，两种方法对于 L. acidophilus的活菌浓度测定结

果基本一致，而 LGG和 L. plantarum的平板计数结果低于 nFCM的检测结果。这主要是因为冻干处理会

导致益生菌的细胞膜破裂、蛋白质变性和核酸结构破坏等[35]，使部分益生菌进入 VBNC 状态[36]。但是

VBNC 状态的益生菌同样可发挥益生功能[37]，因此，相比于平板计数只能检测到可培养的益生菌， FCM
对益生菌产品活菌含量的检测更准确。由于冲剂产品溶解稀释后即可染色和检测，因此可在 15 min 内

获得总菌和活菌计数结果，检测速度相较于平板计数 1~2 d的测定速度大大提升。

胶囊是益生菌的另外一种常见产品形式。胶囊溶解后，溶液会变粘绸，直接流式上样容易造成毛细

管堵塞，因此需要离心洗涤。由于此过程会在一定程度上损失益生菌，因此对胶囊产品的益生菌回收率

进行了考察。在自行购买的明胶、淀粉和肠溶性胶囊中分别灌装 LGG 冻干粉，使用 nFCM 检测样品处

理后的活菌和总菌浓度，并与等量粉末直接溶解的益生菌浓度比较。图 2H 显示平均回收率大于 99%，

因此，胶囊产品的预处理过程对益生菌浓度的定量结果影响不大。胶囊产品可在 30 min内完成检测。

2.3 益生菌冲剂产品的活菌浓度检测

基于上述建立的方法，对购买的 16款益生菌冲剂产品的总菌含量、活菌含量和活菌比例进行快速

定量分析。以产品 C为例，图 3A为其散射 SSC（i）、绿色荧光 FL1（ii）和红色荧光 FL2（iii）的代表性脉冲

时序图。由于杂质颗粒无法被 SYTO 9标记，因此可在 SSC-FL1二维散点图中通过 FL1设置阈值圈出益

生菌（图 3B-i），并进一步作 FL2-FL1二维散点图，以区分死/活菌（图 3B-ii）。由于产品 C含有 B. helveticus、
B. bifidum和 B. infantis 3种益生菌，因此在散点图中有可能细分亚群。但是益生菌的异质性较大，并且益

生菌状态会影响其核酸染色情况，因此并不能仅通过核酸染色结果直接鉴定益生菌类型，需要结合相应

抗体进行免疫荧光标记[38]。通过外标法进行浓度定量分析，产品 C 的总菌浓度为 6.1×1010 cells/g，活菌

浓度为 3.7×1010 cells/g，活菌占比为 61.2%。产品 C 每包含 1.5 g 粉末，因此其总菌和活菌含量分别为

9.1×1010 cells/pkg和 5.6×1010 cells/pkg，产品 C标签所标注的活菌含量为 > 1.0×1010 cfu/pkg。为确保产品

的活菌含量在保质期内均符合其标注值，生产商通常会加入超量的益生菌，因此，就活菌含量而言，产品

C与其标签是相符的。

本研究测试的 16 款益生菌冲剂产品的总菌含量、活菌含量、活菌占比以及产品标注的活菌含量

如图 3C和表 1所示。从产品 A到产品 P，活菌含量逐级递减，产品 A的活菌含量最高，为 1×1011 cells/pkg

图1 纳米流式检测技术（nFCM）评估益生菌制剂细菌死/活原理示意图
Fig.1 Schematic diagram of the detection principle for live/dead cell counting in probiotic products using
nano-flow cytometry (nFCM)
注（Note）：SSC， 侧向散射光（Side scattering）; FL， 荧光（Fluorescence）
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（图 3D），产品 P的活菌含量最低，为 1.6×1010 cells/pkg，小于其标注的 4×1010 cfu/pkg。除产品 P外，其余

15款产品的活菌含量均符合其标注值， 16款产品的活菌浓度均大于 109 cells/g（见电子版文后支持信息

图 S1），满足国际标准（107 cfu/g）。平均活菌占比为 63.0%，其中，产品 M 的活菌占比最高，达到 89.9%
（图 3E）。尽管相比于酸奶和益生菌饮料等新鲜发酵的益生菌产品[33]，干燥处理的益生菌产品的益生菌

活菌率相对较低，但是后者具有可常温运输、储存和保质期长等优点。

2.4 益生菌冲剂产品的上消化道耐受性考察

使用 SGJ（pH = 3）和 SIJ（胆盐浓度 0.3% （m/V））分别对新鲜培养的 LGG进行胃液、肠液和上消化道

图2 nFCM检测冻干益生菌的存活状态：（A~C） 益生菌 LGG的 FGL（A）、FGL-HT（B）和 FDP（C）样本的散
射（i）、绿色荧光（ii）和红色荧光（iii）的代表性脉冲时序图（i~iii）和双荧光散点图（iv）；（D， E） L. plantarum
（D）和 L. acidophilus（E）冻干粉末的双荧光散点图；（F）nFCM和平板计数法定量 LGG的 FGL样本活菌
浓度的线性关系；（G）nFCM和平板计数法定量检测 LGG、L. plantarum、L. acidophilus冻干粉的益生菌
浓度；（H）前处理（溶解、离心、洗涤）包裹 LGG冻干粉的明胶胃溶型胶囊、淀粉胃溶型胶囊和肠溶型
胶囊样品的益生菌回收率
Fig.2 Assessing viability of probiotics by nFCM. Samples of freshly-grown LGG (FGL), FGL upon heat
treatment (FGL-HT), and freeze-dried LGG (FDP) stained by nucleic acid dye SYTO 9 and PI, and analyzed by
nFCM. (A-C) Representative burst traces of side scatter (i), green fluorescence (FL) (ii), and red FL (iii), and the
bivariate dot-plot of red FL burst area versus green FL burst area (iv) for the samples of FGL (A), FGL-HT (B),
and FDP (C). (D, E) The bivariate dot-plot of red FL burst area versus green FL burst area for the freeze-dried
L. plantarum (D) and L. acidophilus (E). (F) Relationship between the concentrations measured by nFCM and
those obtained by plate counting for different concentrations of FGL. (G) The concentrations of live bacteria in
freeze-dried LGG, L. plantarum, and L. acidophilus measured by plate counting and the concentrations of live
and total bacteria in freeze-dried LGG, L. plantarum and L. acidophilus measured by nFCM. (H) Recovery test
for analysis of the freeze-dried LGG encapsulated by gelatin, starchand enteric capsules
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的模拟消化处理， nFCM 和平板计数法的活菌浓度定量分析结果非常接近（见电子版文后支持信息

图 S2），因此， nFCM能够对模拟消化处理后的活菌浓度进行准确定量分析。同样分别使用 pH = 3的 SGJ
和胆盐浓度为 0.3% （m/V）的 SIJ 对 16 款益生菌冲剂产品进行模拟消化处理，以考察其胃液、肠液和上

消化道耐受性，各产品模拟消化后的双荧光散点图如电子版文后支持信息图 S3-S5所示，统计结果如图 4
和表 2所示。图 4A展示了 16款冲剂产品经过 SGJ和 SIJ模拟消化处理的益生菌存活率，不同品牌之间

存在较大的差异。SRSGJ 的分布区间为 3.3%~91.7%，平均值为 47.9%，其中产品 I 具有最强的胃液耐受

性，产品 P的胃液耐受性最弱。SRSIJ 的分布范围是 0.6%~99.6%，平均值为 26.9%，其中产品 C具有最强

的肠液耐受性，产品 I的肠液耐受性最弱。产品的胃液和肠液耐受性之间没有明显的相关性。

在 pH = 3 的 SGJ 和 0.3%（m/V）胆盐浓度的 SIJ 的模拟消化条件下，可将产品分为耐胃液型（SRSGJ>
SRSIJ）和耐肠液型（SRSGJ < SRSIJ）两类，结果如图 4B所示。耐胃液型产品（图 4-i）有 10种（如产品 I），耐胆

盐型产品（图 4-ii）有 6 种（如产品 C）。本研究详细考察了产品 C 和 I 在不同 pH 值的 SGJ 和不同胆盐浓

度的 SIJ 分别模拟消化处理 3 h和 4 h 的存活率，结果表明， SGJ 的 pH 值越低， SRSGJ 越小，相同 pH值条

件下，产品 I 的 SRSGJ 均高于产品 C（图 4C）。此外，益生菌的死亡主要发生在 SGJ 消化处理的前 10 min
（见电子版文后支持信息图 S6），因此，一般建议饭后待胃液 pH值有所上升后再服用益生菌产品[39]。SIJ

图3 16 种市售益生菌冲剂产品益生菌活性表征：（A）产品 C 的代表性散射（i）、绿色荧光（ii）和红色
荧光（iii）脉冲时序图; （B）产品 C的 SSC-FL1二维散点图（i）和 FL2-FL1二维散点图（ii）；（C）16款益生
菌冲剂产品的总菌含量（蓝）、活菌含量（绿）和标签标注的活菌含量（红）；（D, E）产品 A（D）和产品
M（E）的 FL2-FL1二维散点图
Fig.3 Viability assessment of 16 kinds of commercial powdered products of probiotics: (A) Representative side
scatter (i), green fluorescence (ii) and red fluorescence burst traces (iii) of product C; (B) The bivariate dot-plot of
SSC burst area versus green fluorescence burst area (i) and red fluorescence burst area versus green FL burst
area (ii) for product C; (C) Assessment of the total (blue) and viable (green) probiotic amounts for 16 commercial
powdered products. Red line represents the viable probiotic content on the label; (D, E) The bivariate dot-plots of
red fluorescence burst area versus green fluorescence burst area for product A (D) and product M (E)
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消化过程中，胆盐浓度越高， SRSIJ 越小，相同胆盐浓度下，产品 C 的存活率均高于产品 I（图 4D），益生菌

的死亡主要发生在 SIJ消化处理的前 30 min内（见电子版文后支持信息图 S7）。
图 4E展示的是实验测得的 16款冲剂产品模拟上消化道消化的存活率 SRSGJ-SIJ（i）和活菌含量（ii）。

SRSGJ-SIJ 的分布区间为 0.2%~50.6%，平均值是 17.7%，其中产品 C的存活率最高，产品 P的存活率最低。模

拟上消化道消化后，活菌含量除产品 P为 2.8×107 cells/pkg之外，其它产品的活菌含量均大于 108 cells/pkg。
活菌含量和上消化道耐受性共同影响最终到达人体肠道的活菌数，综合考察 16款冲剂产品的活菌含量和

上消化道耐受性可知，活菌含量较高的产品其上消化道耐受性也相对较好，活菌含量排序前 8位的产品中

有 6款产品的上消化道存活率高于平均水平，其中产品 A、B和 C同时具有较高的活菌含量和优异的上

消化道耐受性，因此消化后的活菌含量在所有冲剂产品中名列前三，如只考虑活菌量，建议消费者选用这

三款产品；而排序后 8位的产品中仅有 2款产品（产品 K和产品 L）的上消化道耐受性达到平均水平。

益生菌产品的上消化道耐受性和益生菌的种类、益生元的选择、微胶囊包覆、冻干方法和储存条

件等多个因素有关[12-17]，益生菌产品通常包含多种益生菌和益生元（见电子版文后支持信息表 S1），并且

很少提供是否为微胶囊包覆处理以及包覆方法、材料、环境等条件的详细信息。因此，本研究无法将产

品的上消化道耐受性结果与上述条件参数进行关联分析。但是，基于 nFCM所建立的益生菌产品上消化

图4 16款冲剂产品的胃液、肠液及上消化道耐受性评估：（A）16款产品经过 SGJ（蓝）和 SIJ（绿）模拟
消化处理后的存活率；（B）胃液耐受型产品（i）和肠液耐受型产品（ii）；（C）不同 pH值的 SGJ模拟消化
产品 C（绿）和产品 I（蓝）的存活率；（D）不同胆盐浓度的 SIJ 模拟消化产品 C（绿）和产品 I（蓝）的存活
率；（E）模拟上消化道消化后的存活率（i）和活菌含量（ii）
Fig.4 Assessment of gastric juice, intestinal juice and upper gastrointestinal tract tolerance of 16 kinds of
powdered products by nFCM: (A) Survival rate of 16 powdered products after SGJ (blue) and SIJ (green)
digestion; (B)10 products have stronger gastric juice tolerance (i) and 6 products have stronger intestinal juice
tolerance (ii); Survival rate of product C and product I after SGJ digestion with pH = 1, 2, 3, 4, 5 (C) and after SIJ
digestion with the bile salt concentration of 0, 0.15%, and 0.3% (m/V) (D); (E) Survival rate (i) and viability
contents (ii) of 16 kinds of powdered products after upper gastrointestinal tract digestion
注（Note）：pkg， 包（Package）; SGJ， 模拟胃液（Simulated gastric juice）; SIJ, 模拟肠液（Simulated intestinal juice）
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道耐受性评估方法可很好地运用于产品的生产、优化等过程的质控，耐受性评估结果对于消费者选择产

品也具有重要的指导意义。

2.5 益生菌胶囊产品的上消化道耐受性考察

为了提升益生菌产品的上消化道耐受性同时考虑到服用的方便性，部分厂家会将益生菌产品制作

成胶囊型产品。本研究测定了 CpA 和 CpB两款胶囊型益生菌产品的活菌含量以及上消化道耐受性（双

荧光散点图如电子版文后支持信息图 S8 所示），并考察了胃溶型和肠溶型胶囊外壳对益生菌的保护作

用。两款产品的活菌含量均达到 1011 cells/caps数量级，高于上述检测的 16款冲剂产品中的绝大多数，并

且均符合其标签标注的活菌含量（表 1）。使用 pH = 3的 SGJ和胆盐浓度为 0.3% （m/V）的 SIJ模拟消化处

理这两款胶囊产品， CpA的 SRSGJ 为 83.6%， SRSIJ 为 0.1%， SRSGJ-SIJ 为 0.4%（图 5A和表 2）；CpB的 SRSGJ
为 86.9%， SRSIJ 为 0.2%， SRSGJ-SIJ 为 0.2%（图 5B和表 2），因此，这两款产品都具有较强的胃酸耐受性。两

款产品的胶囊外壳在 SGJ 处理时，均在 5 min 内开始破损， 30 min 内完全溶解（见电子版文后支持信息

图 S8），因此均是胃溶型胶囊。将胶囊产品内的粉末直接用 SGJ和 SIJ模拟消化处理，其存活率与其胶囊形

式（Original）的存活率无明显差别（图 5A和 5B），说明其胶囊外壳对其内部的益生菌没有明显的保护作用。

本研究采用明胶胃溶型胶囊外壳和肠溶型胶囊外壳分别包覆来自产品 CpB 和产品 G的粉末，其中

产品 G的 SRSGJ 和 SRSIJ 均约为 40%（图 4A）。由图 5C可知，包覆于胃溶型胶囊中的益生菌在各消化阶段

的存活率均与直接作用于其粉末的结果接近，说明胃溶型胶囊外壳难以在上消化道消化过程中对益生菌

起到有效的保护作用。使用肠溶型胶囊时， SGJ消化存活率有所提升，包裹产品 CpB粉末的胶囊其 SRSGJ
从 86.9%提升至 94.8%（图 5C-i），包裹产品 G的胶囊其 SRSGJ 从 41.6%提升至 89.2%（图 5C-ii），没有达到

100%的存活率是因为胶囊存在微缺陷，以及胶囊的体和帽之间有缝隙， SGJ会泄露进胶囊腔体内导致部

分益生菌死亡[16]。但是，由于 CpB 在 SIJ 中的死亡率较高，尽管肠溶型胶囊对其在 SGJ消化阶段有一定

的保护作用，但 SRSGJ-SIJ 仅从 0.2%提升至 0.4%（图 5C-i）。产品 G的胆盐耐受性相对较好，在 SGJ消化阶

段被肠溶型胶囊保护而留存大量活菌的基础上，最终的 SRSGJ-SIJ 从 34.0%提升至 53.3%（图 5C-ii）。本研

表1 18款市售益生菌产品的总菌浓度、总菌含量、活菌浓度、活菌含量、活菌占比以及产品标签标注的活菌含量汇总
Table 1 The total and viable probiotic concentrations and amounts, viable rate and viability content of 18 probiotic products

产品
Product

总菌浓度
Total cell conc./

(cells/g)
总菌含量

Total cell amount/
(cells/pkg(caps))

活菌浓度
Viable cell conc./

(cells/g)
活菌含量

Viable cell amount/
(cells/pkg (caps))

活菌占比
Viable rate/

%

标签活菌含量
Expected cell amount/

(cfu/pkg (caps))
A (1.2 ± 0.1) × 1011 (2.4 ± 0.1) × 1011 (5.0 ± 0.2) × 1010 (1.0 ± 0.0) × 1011 41.9 ±0.8 8.0 × 1010

B (7.2 ± 0.2) × 1010 (1.4 ± 0.0) × 1011 (3.0 ± 0.1) × 1010 (5.9 ± 0.3) × 1010 41.2 ± 0.7 5.0 × 1010

C (6.1 ±0.3) × 1010 (9.1 ±0.4) × 1010 (3.7 ± 0.2) × 1010 (5.6 ± 0.3) × 1010 61.2 ± 0.9 1.0 × 1010

D (6.5 ± 0.1) × 1010 (6.5 ± 0.1) × 1010 (5.5 ± 0.1) × 1010 (5.5 ± 0.1) × 1010 85.7 ± 0.4 1.0 × 1010

E (5.1 ± 0.0) × 1010 (5.1 ± 0.0) × 1010 (4.5 ± 0.0) × 1010 (4.5± 0.0) × 1010 87.9 ± 0.3 1.0 × 109

F (4.8 ± 0.2) × 1010 (7.2 ± 0.3) × 1010 (3.0 ± 0.2) × 1010 (4.5 ± 0.3) × 1010 62.2 ± 0.9 5.0 × 109

G (6.1 ± 0.0) × 1010 (9.2 ± 0.0) × 1010 (2.8 ± 0.1) × 1010 (4.2 ± 0.1) × 1010 45.1 ± 0.9 3.0 × 1010

H (4.0 ± 0.7) × 1010 (8.0 ± 1.3) × 1010 (1.8 ± 0.1) × 1010 (3.6 ± 0.1) × 1010 45.8 ±6.8 3.0 × 1010

I (6.5 ± 0.4) × 1010 (6.5 ± 0.4) × 1010 (3.3 ± 0.3) × 1010 (3.3 ± 0.3) × 1010 51.0 ± 2.0 1.5 × 1010

J (4.4 ± 0.1) × 1010 (4.4 ± 0.1) × 1010 (3.3 ± 0.2) × 1010 (3.3 ± 0.2) × 1010 74.6 ± 2.1 6.0 × 109

K (1.5 ± 0.0) × 1010 (3.8 ± 0.1) × 1010 (1.2 ± 0.0) × 1010 (3.0 ± 0.1) × 1010 78.5 ± 1.1 1.2 × 1010

L (1.8 ± 0.2) × 1010 (2.7 ± 0.3) × 1010 (1.5 ± 0.2) × 1010 (2.2 ± 0.3) × 1010 83.5 ± 1.9 1.5 × 108

M (1.0 ± 0.1) × 1010 (2.1 ± 0.1) × 109 (9.4 ± 0.7) × 109 (1.9 ± 0.1) × 1010 89.9 ±2.4 1.2 × 1010

N (1.0 ± 0.1) × 1010 (4.1± 0.4) × 1010 (4.6 ± 0.2) × 109 (1.8 ± 0.1) × 1010 45.7 ± 2.9 8.0 × 109

O (2.3 ± 0.1) × 1010 (3.5 ± 0.1) × 1010 (1.1 ± 0.0) × 1010 (1.6 ± 0.0) × 1010 45.3 ± 0.8 1.1 × 1010

P (1.1 ± 0.0) × 1010 (2.3 ± 0.0) × 1010 (7.8 ± 0.3) × 109 (1.6 ± 0.1) × 1010 68.4 ± 1.8 4.0 × 1010

CpA – (2.2 ± 0.3) × 1011 – (1.4 ± 0.2) × 1011 62.5 ±1.1 4.0 × 1010

CpB – (5.0 ± 0.3) × 1011 – (2.1 ± 0.2) × 1011 42.3 ± 4.6 3.2 × 1010

注(Note): conc., 浓度(Concentration)；caps, 胶囊(Capsule)。
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究结果表明，胃溶型胶囊对益生菌缺乏保护作用，肠溶型胶囊对胃液耐受性较差，但胆盐耐受性较好的产

品具有更好的保护作用。

3 结论

基于 nFCM和 SYTO 9/PI核酸双染色，本研究建立了分辨冻干益生菌死/活的定量表征方法，并将其

应用于 18 款益生菌产品（包括 16 款粉末冲剂和 2 款胶囊产品）的总菌含量、活菌含量和活菌占比的定

量分析，详细考察了各产品对于胃液、肠液和上消化道的耐受性，以及胃溶型和肠溶型胶囊对益生菌的

保护作用。由于本研究模拟消化的实验设计较简单，尚无法准确还原益生菌经过上消化道的真实过程，

表2 18款益生菌产品经过模拟胃液、肠液和上消化道消化处理后的存活率及活菌含量
Table 2 Assessment of gastric juice, intestinal juice and upper gastrointestinal tract tolerance of 18 kinds of probiotic products

产品
Product

SGJ消化存活率
SRSGJ/
%

SIJ消化存活率
SRSIJ/
%

上消化道消化存活率
SRSGJ-SIJ/

%

上消化道消化活菌浓度
Viable cell conc/

(cells/g)
上消化道消化活菌含量

Viable cell amount/
(cells/pkg(caps))

A 62.7 ± 7.9 36.2 ± 0.2 34.4 ± 2.3 (1.7 ± 0.1)×1010 (3.4 ± 0.1)×1010

B 45.1 ± 0.2 57.1 ± 3.6 27.9 ± 1.6 (8.3 ± 0.9)×109 (1.7 ± 0.2)×1010

C 62.1 ± 6.2 99.6 ± 4.2 50.6 ± 4.3 (1.8 ± 0.1) ×1010 (2.7 ± 0.1) ×1010

D 70.3 ± 0.4 12.6 ± 0.7 5.6 ± 0.1 (3.1 ± 0.0)×109 (3.1 ± 0.0)×109

E 73.1 ± 2.9 43.3 ± 8.5 34.9 ± 1.6 (1.6 ± 0.1)×1010 (1.6 ± 0.1)×1010

F 42.9 ± 1.8 8.5 ± 0.2 11.2 ± 0.8 (3.4 ± 0.5)×109 (5.0 ± 0.7)×109

G 41.6 ± 1.2 46.2 ± 1.9 34.0 ± 1.5 (9.6 ± 0.6)×109 (1.4 ± 0.1)×1010

H 57.7 ± 0.7 19.0 ± 2.1 23.7 ± 4.6 (4.5 ± 0.9)×109 (8.9 ± 1.7) ×109

I 91.7 ± 2.2 0.6 ± 0.1 0.9 ± 0.2 (2.9 ± 0.5) ×108 (2.9 ± 0.5) ×108

J 83.9 ± 0.1 8.1 ± 2.2 2.4 ± 0.3 (7.8 ± 1.4)×108 (7.8 ± 1.4)×108

K 28.3 ± 1.6 41.8 ± 3.2 18.8 ± 0.9 (2.3 ± 0.2) ×109 (5.7 ± 0.4) ×109

L 26.9 ± 1.4 27.0 ± 1.6 19.4 ± 0.4 (2.7 ± 0.2) ×109 (4.1 ± 0.4) ×109

M 34.7 ± 1.8 6.7 ± 0.3 4.7 ± 0.3 (4.4 ± 0.5)×108 (8.7 ± 0.9)×108

N 10.3 ± 1.3 9.1 ± 1.5 6.3 ± 0.3 (2.9 ± 0.0) ×108 (1.2 ± 0.0) ×109

O 31.4 ± 1.0 1.4 ± 0.5 7.9 ± 0.0 (8.5 ± 0.2) ×108 (1.3 ± 0.0) ×109

P 3.3 ± 0.5 13.5 ± 1.8 0.2 ± 0.0 (1.4 ± 0.3) ×107 (2.8 ± 0.6) ×107

CpA 83.6 ± 7.1 0.1 ± 0.1 0.4 ± 0.2 – (6.0 ± 3.7)×108

CpB 86.9 ± 5.1 0.2 ± 0.0 0.2 ± 0.1 – (4.8 ± 2.2)×108

注(Note)：SGJ, 模拟胃液(Simulated gastric juice)；SIJ, 模拟肠液(Simulated intestinal juice)；SRSGJ, SGJ模拟消化后的存活率(Survival rate after
gastric digestion)；SRSIJ, SIJ模拟消化后的存活率(Survival rate after intestinal digestion)；SRSGJ-SIJ, 模拟上消化道消化后的存活率(Survival rate after
upper gastrointestinal digestion)；Viable cell conc, 上消化道消化活菌浓度(Viable cell concentration after simulated upper gastrointestinal tract
digestion); Viable cell amount, 上消化道消化活菌含量(Viable cell amount after simulated upper gastrointestinal tract digestion)。

图5 胶囊产品上消化道耐受性及胃溶型胶囊和肠溶性胶囊对益生菌保护作用的考察：（A）产品 CpA
（绿）及其胶囊内的粉末（蓝）在 PBS、SGJ 和上消化道模拟消化后的益生菌存活率；（B）产品 CpB（绿）
及其胶囊内的粉末（蓝）在 PBS中、SGJ和上消化道模拟消化后的益生菌存活率；（C）产品 CpB（i）和产
品 G（ii）的胃溶型（紫）和肠溶型（橙）自制胶囊的上消化道模拟消化存活率
Fig.5 Assessment of the upper gastrointestinal tolerance of two capsule probiotic products and the protection
effect of stomach capsules and enteric capsules on probiotics. The survival rate of product CpA (A), CpB (B), and
the home-made capsules that encapsulating probiotic powder of product CpB (C-i) or product G (C-ii), after
simulated upper gastrointestinal tract digestion
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后续可将已建立的表征方法与专业的消化模拟装置联合使用[23， 40]，以获得更准确的益生菌产品的上消

化道耐受性测试结果。此外，随食的食物种类也会影响益生菌经过上消化道的存活率[41]，后续可对此展

开详细考察。
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Assessment of Viability and Upper Gastrointestinal
Tolerance of Commercial Probiotic Products by

Nano-flow Cytometry

XUE Cheng-Feng, WANG Wen-Ting, MAO Cui-Ping, WU Li-Na, YAN Xiao-Mei*
(Key Laboratory for Chemical Biology of Fujian Province, MOE Key Laboratory of Spectrochemical Analysis &

Instrumentation, Department of Chemical Biology, College of Chemistry and Chemical Engineering,
Xiamen University, Xiamen 361005, China)

Abstract Viable quantity and upper gastrointestinal tolerance are two important indicators of probiotic products,
which together determine the number of viable bacteria that can eventually colonize in the human intestine.
Accurate assessment of these two indicators is essential for guiding consumers to choose probiotic products and for
manufacturers to improve product quality. Based on the unique advantages of the laboratory-developed nano-flow
cytometry (nFCM) in the sensitive and rapid analysis of individual bacteria, the viable quantities of probiotic
powder and upon digestion with simulated gastric juice (SGJ), simulated intestinal juice (SIJ), and simulated upper
gastrointestinal tract were measured in this work. Nucleic acid stains SYTO 9 and propidium iodide (PI) were
applied to label all the bacteria or dead bacteria with damaged membrane integrity, respectively. The viable
quantity and upper gastrointestinal tolerance of 18 kinds of probiotic products (including 16 kinds of powdered
products and 2 kinds of capsules) were evaluated. The viable quantity of these 18 products was higher than 1010
cell/package, with an average viable rate of 61.7%. All products met the International Standard for probiotic
products (107 cfu/g), but one was lower than the level stated on the label. Then, SGJ at pH=3 and SIJ with bile salt
concentration of 0.3% (m/V) were used to examine the tolerance of probiotic products to gastric juice, intestinal
juice and upper gastrointestinal tract. By comparing the survival rate after SGJ and SIJ digestion, the products
could be divided into two categories. One had stronger gastric juice resistance (12 products), and the other one had
stronger intestinal juice resistance (6 products). For most products, over 108 cells/package of probiotics survived
after upper gastrointestinal tract digestion, with an average survival rate of 15.6%. Finally, the protection effect of
stomach capsules and enteric capsules on probiotics was investigated. The enteric capsules showed gastric
protection to probiotics. However, the encapsulated probiotics needed to have strong intestinal tolerance at the
same time to improve their survival rate in the upper gastrointestinal tract.
Keywords Probiotics; Commercial probiotic products; Nano-flow cytometry; Bacterial viability; Upper gastro-
intestinal tolerance
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