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摘要:阐述了流式细胞仪的工作原理、结构及流式细胞术

在乳品微生物检测中的方法和应用,并展望了未来的研

究方向.
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乳是理想的天然食品之一.它包括多种品类,例如

液态乳、发酵乳制品(如酸奶和奶酪)和经干燥提炼后的

乳制品(如奶粉和炼乳)[１].乳品中可能存在多种微生

物,有影响产品质量和消费者健康的腐败菌和致病菌,也

有可以改善乳品发酵工艺和功能性的益生菌.鉴于微生

物对乳品的影响,目前乳品微生物检测越来越受到关注.

现阶段,常用的乳品微生物检测技术包括传统计数

法、免疫分析检测技术、PCR技术、ATP生物荧光技术和

基因芯片技术等[２－３].这些技术在乳品微生物检测方面

各有优势,也各有不足之处,如传统计数法检测成本低、

操作简单,但检测时效长.传统 PCR技术快速、简单,但

无法区分死活细胞.

流式细胞术是应用流式细胞仪,对悬浮单细胞进行

快速定量分析和分选,是集电子技术、激光技术和计算机

技术于一体的先进的生物学测定技术,具有高灵敏度、高

通量、高精确度和多参数检测等多个功能特征[４－５].流

式细胞术起初应用在医学临床检验领域,随着科技的发

展和仪器不断的改进与完善,目前该技术已被应用于分

子生物学、免疫学、病毒学、癌症生物学、传染病监测和食

品检测等多个学科[４,６].

近年来,流式细胞术在乳品微生物检测领域发挥了

广泛的作用.文章拟结合国内外相关研究,探讨流式细

胞术在乳品微生物检测方面的进展,旨在为流式细胞术

在乳品领域中进一步的开发提供参考.

１　流式细胞术

１．１　流式细胞术的发展

流式细胞术最早可追溯到 ２０世纪 ３０年代.１９３４
年,Moldaven提出了流式细胞仪的概念原型,他设想让细

胞检测自动化,并使光电记录仪记录通过单根毛细管的

细胞数量.１９４９年,Coulter提出了在悬液中计数粒子的

方法.１９５３年,Parker和 Hutcheon描述了全血细胞计数

装置,是 流 式 细 胞 仪 的 雏 形.１９６７ 年,Kamemtsky 和

Melamed 提 出 了 细 胞 分 选 方 法.１９６９ 年,Van Dilla

Fulwyler等发明了第一台荧光检测细胞仪.２０世纪７０
年代,流式细胞术开启了商业化进程,一批生产流式细胞

仪的公司如BectonDickinson和BeckmanCoulter逐渐涌

现;９０年代开始,流式细胞术迈向了低成本、易操作、多用

途、高精尖的发展历程.迄今为止,流式细胞术的发展已

日臻完善,研究人员越来越侧重于检测样品的制备、软件

开发等 方 面,以 扩 大 流 式 细 胞 术 在 不 同 领 域 的 应 用

范围[７－８].
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１．２　流式细胞仪的工作原理和结构

流式细胞仪的基本工作原理是利用激光对鞘液中的

染色细胞标志物进行测量,并记录其荧光宽度、荧光强度

和散射光强度等参数[８].传统的流式细胞仪主要由液流

系统、光学系统和电子系统三部分组成(图１).液流系统

包括液流驱动系统和流动室.液流驱动系统主要提供压

力和进行压力调节.细胞悬液在压力作用下进入流动

室,同时被加压后的鞘液也自鞘液管进入流动室,在鞘液

的包被下,细胞悬液由流动室的喷嘴喷出形成细胞液柱.

光学系统包括激发光源和光束收集系统.细胞液柱在激

发光的照射下,产生荧光信号和散射光信号,之后,光束

收集系统中的滤光片将荧光信号引导至特定检测器.电

子系统将来自检测器的信号经过放大和模数转换使其成

为计算机可以读取的数字信号,该信号被送至计算机,经
过数据处理和分析得出结果.值得一提的是具有分选功

能的流式细胞仪还包括了分选系统.细胞的分选是指将

待测液滴给予不同电荷,使其在高压电场作用下发生偏

转,落入指定的收集容器内,实现细胞的分离[６,１０－１２].

图１　流式细胞仪结构示意图[９]

Figure１　Schematicdiagramofflowcytometer

２　流式细胞术检测乳品微生物的方法

应用流式细胞术检测乳品中微生物需要经过样品前

处理、样品染色、流式细胞仪测定等过程.样品前处理方

法、缓冲液的选择、荧光染料的选择等都会影响检测结果

的准确性.

２．１　样品前处理

乳及乳制品中含有丰富的乳蛋白和乳脂肪等物质,

在使用流式细胞仪检测前,需要经过一定的样品前处理

以减少背景干扰.针对非液态乳品,需要将其转化为液

体基质进行后续研究.Wang等[１３]将奶粉溶于缓冲蛋白

胨水中制成液相.Yanachkina等[１４]采用液压奶酪压榨

机将磨碎的奶酪挤出奶酪汁备用.针对液态乳品,通常

的做法是将样品用纱布过滤去除杂质,用蛋白酶降解蛋

白质,加入 TritonXＧ１００以破碎牛乳体细胞,通过离心实

现脂肪分离[１５－１７].除了用通常的样品前处理方法,刘思

渊等[１６]还采用牛奶中微生物快速纯化试剂盒处理样品,

该试剂盒可直接去除牛奶中的脂肪和蛋白质颗粒,使样

品纯化时间由传统的３０min缩短至１５min.

２．２　缓冲液的选择

样品经过前处理后得到细胞悬液.细胞悬液需要用

缓冲液稀释,缓冲液中的阳离子含量可影响染色质量和

检测结果.Sahalan等[１８]和 Kathrin等[１９]均发现缓冲液

阳离子缺乏可影响大肠杆菌(Escherichiacoli)细胞膜的

稳定性和活力,进而影响荧光信号,因此,建议用 Mg２＋ 和

Ca２＋ 来补充缓冲液.Haruta等[２０]研究表明使用标准缓

冲液,经过流式细胞仪分析仅可检测到低于３０％的大肠

杆菌 和 低 于 ４０％ 的 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 (Salmonella
Typhimurium)阳性信号,而向标准缓冲液中添加 Ca２＋

后,大肠杆菌阳性信号检出可达９０％以上,鼠伤寒沙门氏

菌阳性信号检出可达８０％以上.Kathrin等[１９]还用磷酸

缓冲盐溶液、M９缓冲盐溶液和 TrisＧHCl分别培养大肠

杆菌,应用流式细胞仪进行检测,对比３种缓冲液对荧光

信号的影响,发现磷酸缓冲盐溶液更适宜用于稀释.目

前在乳品微生物检测中大多应用未补充阳离子的磷酸缓

冲盐溶液,可建议在缓冲盐溶液中适当添加阳离子以提

高检测质量.

２．３　荧光染料的选择

流式细胞术对乳品中微生物的定量以及活性的检测

依赖于荧光染料.染料稳定性、染色强度等均影响染料

作用效果[２１].表１列举了乳品微生物检测时常用的染料

种类及原理.根据不同检测目的,可选择不同染料品类.

孙芝杨等[１５]选用PI染料定量乳品的细菌总数.刘思渊

等[１６]用偶联有荧光染料FITC的细菌单克隆抗体对大肠

杆菌 O１５７:H７进行特异性标记,通过流式检测方法,快
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表１　乳品微生物检测常用的荧光染料

Table１　Fluorescentdyecommonlyusedformicrobialdetectionofdairyproducts

染料名称 原理 用途 参考文献

碘化丙啶(PI) 不能通过活细胞膜,仅能对膜受损的细胞进行染色

７氨 基 放 线 菌 素

(７ＧAAD)

与PI作用相似,但发射波谱较PI窄,是一种核酸染料,可发

出红色荧光,不能透过正常质膜,随着细胞受损程度的增

加,荧光强度越大

噻唑 橙 二 聚 体Ｇ１
(TOTOＧ１)

核酸染料,不能通过正常细胞质膜,可发出黄绿色荧光信号

溴化乙锭(EB) 核酸染料,不能通过正常细胞质膜,可发出橙红色荧光信号

单独使用可定量受损细胞;可

以与SYTO􀆿９等染料双色联

用,定量活细胞和死细胞

[１５]

[２２]

[２３]

[２４]

绿 色 荧 光 染 料

SYTO􀆿９/２４

核酸染料,可对活和死细菌进行染色;染色效果可能由于不

同细胞种类略有差异,因此研究者需要视情况选用不同型

号的绿色荧光染料

绿 色 荧 光 染 料

SYBR􀆿 Green

可结合双链 DNA分子发出绿色荧光

可与PI等染料联用,用于定量

活细胞和死细胞

[２５－２６]

[２７－２８]

吖啶橙(AO) 染料可渗透入活细胞和死细胞中,并通过嵌入或静电吸引

与DNA和 RNA相互作用,结合单链 DNA/RNA可发出红

色荧光,双链 DNA可发出绿色荧光

可以准确检测革兰氏阴性菌

和真 菌,可 定 量 活 细 胞 和 死

细胞

[２９]

羧基荧光素双乙

酸酯(cFDA)

本为非荧光分子,扩散到细胞内,与胞内酶结合,产生荧光

物质聚集于活细胞生成荧光产物,可在活细胞内进行积累.

易受细胞种类的影响,可能由于胞内酶差异所致

用于活细胞定量,可与PI等染

料联用

[３０—３１]

异硫氰酸荧光素

(FITC)

可与抗体蛋白结合作用于待检测细菌,并释放出绿色荧光 对检测物质进行特异性标记,

快速定量检测污染物质

[１６]

速定量 牛 乳 中 的 大 肠 杆 菌 O１５７:H７.He等[２５]采 用

SYTO９和 PI两 种 染 料 双 色 联 用 研 究 乳 品 中 乳 酸 菌

(Lacticacidbacteria)的存活情况.经过染色后,流式细

胞仪可通过检查荧光信号强度定量细胞总数或对细胞的

死活以及损伤状态等方面进行判断.

３　流式细胞术在乳品微生物检测中的

应用

３．１　乳品质量安全方面的应用

目前乳品行业发展迅速,微生物引发的乳品质量安

全问题也愈发凸显.微生物检测是监控乳品质量安全不

可缺少的一个环节.现阶段,在乳品工业中,乳品微生物

检测一般采用计数法,该方法需要对细菌进行增菌、培养

等一系列步骤,耗时较长.多数乳品的保质期较短,需要

尽快销售,所以当在实验室完成检测时,产品可能已经销

售掉了.因此,需要进行乳品中微生物的快速且准确检

测,帮助生产者对乳品质量实施在线控制并及时规避风

险.流式细胞术可对乳品中的细菌总数及活菌数进行快

速定量和鉴定.孙芝杨等[１５]用流式细胞术可在１h内测

得液态乳中细菌总数.Liu等[３２]应用流式细胞仪通过高

选择性荧光标记抗体和 PI定量奶粉和液态奶中金黄色

葡萄球菌(Staphylococcusaureus)活菌数,可在６h内(包

括５h增菌过程)检测出金黄色葡萄球菌,在奶粉和液态

奶中的检出限分别为８．３０,７．５０mL－１.Wnuk等[２９]应用

成像流式细胞仪(Imagingflowcytometry,IFC)结合 AO
染料,同时应用多个IFC参数进行表征,成功且快速地筛

选出牛奶中的８种细菌.表２为应用流式细胞仪快速检

测乳品中微生物的相关参数,对比费时耗力的平板计数

法,运用流式细胞术检测效率得到了极大提高,有助于乳

品质量的保障.

　　在乳品的有害菌中,还存在着一类活的非可培养态

(ViablebutnonＧculturable,VBNC)微生物,其引发的安

全风险不容忽视.VBNC意为微生物在不良环境下进入

异常的生理状态,它们具有代谢活性,却不能被培养或进

行繁殖,但在某些特殊复苏条件下,可恢复正常生理状

态[３５－３６].在乳品加工中,存在着诸多环境胁迫因素,例
如低pH、低水分活度和抗生素,它们都可以诱导微生物

进入 VBNC状态,使其在常规微生物检测中不能被发现.
同时,还有研究[３７]表明 VBNC态的微生物比可培养态的

微生 物 对 抑 菌 物 质 具 有 更 大 的 耐 受 性.因 此,鉴 别

VBNC态微生物在乳品质量安全领域具有实用价值.运

用流式细胞术可通过细胞形态或生理情况等判断乳品中

的 VBNC态微生物[３８－３９].Zhang等[３９]应用流式细胞术

等方法研究了用于奶牛疾病治疗的氨苄青霉素诱导阪崎

３２２
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表２　乳品微生物流式检测的相关系数

Table２　Correlationcoefficientofmicrobialflowcytometryindairyproducts

研究对象 样品 检测时间 检出限 参考文献

沙门氏菌　　　 奶粉 ＜７h(包括６h增菌) １(２５g)－１ [１３]

牛奶 ＜７h(包括６h增菌) ２０CFU/mL [３３]

金黄色葡萄球菌 超高温瞬时灭菌奶 ４５~５５min １０３CFU/mL [３３]

牛奶 约３０min １０３CFU/mL [３４]

大肠杆菌　　　 超高温瞬时灭菌奶 ４０~６０min １０４CFU/mL [３３]

牛奶 ６０min １０３CFU/mL [３３]

单增李斯特菌　 牛奶 ３０min １．３×１０３CFU/mL [３３]

克罗诺杆菌(Cronobactersakazakii)进入 VBNC态的能

力.阪崎克罗诺杆菌是污染奶粉的主要病原菌之一,它
可对免 疫 力 低 下 人 群 尤 其 是 婴 幼 儿 健 康 产 生 危 害.

Zhang等[３９]研究发现了１０４~１０５ mL－１不可培养的活细

菌,这些细菌可以在适宜条件下复苏,其形态较正常细胞

不同,具有呼吸链活性,判断细菌进入了 VBNC状态,及
时避免了抗生素诱导的 VBNC态阪崎克罗诺杆菌可能造

成的健康风险.目前,国内外应用流式细胞仪评估乳品

中 VBNC态有害微生物的研究相对较少,仍需要进一步

丰富.

流式细胞术还可以通过检测乳品中有害微生物的生

理状态快速评估加工工艺和抑菌物质的抑菌效果.Li
等[４０]应用流式细胞术和平板计数法对比了微波容积加热

与传统的管式换热对脱脂牛奶中原生细菌和地衣芽孢杆

菌(Bacilluslicheniformis)及其内生孢子的灭活作用.

两种检测方法均证明了微波容积加热与管式换热以相似

的程度灭活了细菌和内生孢子.相比平板计数法,运用

流式细胞仪检测速度较快,还可提供细胞渗透性等一系

列生理数据,这些数据可以整合到未来乳品质量控制和

风险评估策略中.Mieszkin等[４１]使用乳酸菌作为生物保

护培养物防止发酵乳中酵母的腐败,应用流式细胞术评

估了酵母活力、膜电位、细胞内pH 和活性氧的产生,提供

了乳酸菌抗真菌机制的信息,为防止乳制品真菌腐败的

栅栏技术选取提供更多理论依据.

３．２　乳品发酵方面的应用

对乳酸菌进行定量分析是评估发酵剂和发酵乳制品

质量的重要因素.中国制定了 GB１９３０２—２０１０«食品安

全国家标准　发酵乳»,规定乳酸菌数≥１×１０６ CFU/mL
(或 CFU/g).益生菌常被加入发酵乳及乳饮料中,其菌

种的生长和存活可以改善乳品发酵工艺和提高乳品的功

能性.２０１５ 年 １２ 月,国 际 标 准 化 组 织 (International
StandardOperation,ISO)制定了标准化方法ISO１９３４４:

２０１５,介绍了用流式细胞仪分析乳制品发酵剂中乳酸菌

和益生菌的活性和总量.目前,已有研究人员采用流式

细胞术对乳酸菌和益生菌展开了活细胞快速定量分析.

杜耿记等[４２]采用流式细胞仪对２９种市售酸奶中的乳酸

菌进行了快速定量检测,与传统的国标检测方法(GB
４７８９．３５—２０１０)数据相近,且 培 养 时 间 由 ４８h 缩 短 至

１３min,极大提高了检测速度.王杰等[４３]通过流式细胞

术对发酵乳饮料和发酵乳中的乳酸菌快速检测,检测结

果与平板计数法具有较好的相关性,且单样品检测时间

不超过１０min.Chiron等[４４]应用流式细胞术结合多克

隆抗体针对５种不同物种的益生菌进行了计数、鉴定和

活力评估研究,该检测方法仅耗时２h.
除了对发酵菌种进行快速定量检测外,流式细胞术

还可检测发酵细菌的生理状态.Yanachkina等[１４]采用

流式细胞仪研究了不同盐分和脂肪含量在切达奶酪成熟

过程中对发酵剂中细菌生理状态的影响,发现盐和脂肪

水平的变化会影响发酵剂中细胞的自溶、透化以及细胞

内酶释放等性能.Poudel等[２７]运用流式细胞仪研究了

奶酪发酵剂中细菌在奶酪贮藏过程中的存活情况,发现

奶酪中约５％的总发酵剂培养细胞在贮藏６d后死亡,另
外３％~１９％的细胞被认定为具有半透性的活细胞,它们

具备代谢活性,可释放细胞内酶进入奶酪,促使奶酪贮藏

中风味物质的形成,由此可见,鉴定发酵菌细胞的生存状

态对于评估乳制品的风味具有重要意义.

４　结语与展望
流式细胞术在乳品微生物检测领域已有一定的应用

与发展,但仍存在一些不足.检测方法方面:① 流式细胞

仪价格昂贵,检测样品的制备和数据的分析都需要专业

人员完成.目前,流式细胞仪大多在科研机构和医学领

域应用,较难在工业界推广.② 乳品样品的前处理方法

仍有待开发和完善.液态乳、发酵乳、奶粉和奶酪已有相

关前处理方法,但主要是针对蛋白质和脂肪的去除,消除

其他乳品成分造成的背景信号干扰的相关研究仍较为缺

乏.检测项目方面:检测项目较为单一,目前,多数研究

围绕乳品中微生物快速定量或生理状态展开,研究内容

有待进一步拓展.
针对上述不足,流式细胞术可以从以下方面发展.

检测方法方面:① 使流式细胞仪便携化,目前智能手机类
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似于微型计算机,具有通信、拍照、信息处理和加工等功

能,可将智能手机上设定检测分析程序,远程对检测结果

进行分析.② 开发新型的智能化算法,使数据分析更为

方便,同时也节约了人员培训的成本.③ 进一步挖掘样

品前处理技术,尽最大可能减少不同种类乳品造成的背

景干扰.检测项目方面:① 应用流式细胞仪检测乳品加

工管道中生物膜.生物膜可附着于管道、机械等地方,它
可以对抗菌物质进行理化防御,降低抑菌效率.与浮游

细菌相比,细菌生物膜更难以应付[４５－４６].因此,寻求快

速量化该类菌体的方法显得至关重要.目前运用流式细

胞仪检测乳品微生物的研究仍基本围绕浮游微生物展

开,乳品管道内生物膜检测仍需补充.② 进一步开发特

异性抗体,鉴别不同种类甚至不同品系的菌种,为乳品中

微生物的快速溯源提供有效支持.③ 将流式细胞术与组

学技术相结合,通过流式细胞术可获得细菌表现型信息,
组学技术可获得基因相关信息,更加清晰地了解乳品中

微生物的生理状态.
总之,乳品微生物检测一直是乳品工业界关注的热

点.流式细胞术具有检测速度快,可鉴定细胞存活状态

等优点,在乳品领域应用越来越广泛.随着时代的进步,
流式细胞术也在不断地更新迭代,流式细胞术在检测中

存在的问题也将会被一一解决.
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