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流式细胞仪快速检测酸奶中乳酸菌含量 
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(1. 蒙牛乳业(马鞍山)有限公司, 马鞍山  243000; 2. 内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司, 呼和浩特  010000) 

摘  要: 目的  建立一种使用流式细胞仪检测酸奶中乳酸菌含量的快速检测方法。方法  吸取稀释后样品匀

液 100 μL 加入 20 mL 试管中, 30 min 内使用流式细胞仪检测。经过光电倍增器过滤和检测, 荧光脉冲的密度

和高度被记录下来并被换算为细菌的个数。结果  与国标法相比, 仪器检测时间约缩短了 3 d, 试验结果表明

流式细胞仪检测结果与国标结果 R 值均在 1 以下。结论  流流式细胞仪法与国标平皿菌落计数法的结果具有

很高的一致性。采用流式细胞仪对酸奶中的乳酸菌进行快速检测, 培养时间为由 48 h 缩短至 13 min, 大大提

高了检测速度, 对于乳制品生产企业来说, 意义重大。 
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Determination the content of lactic acid bacteria in yoghurt by flow 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid method for the determination of lactic acid bacteria in yoghurt by 

flow cytometry. Methods  The diluted sample of 100 μL was absorbed into 20 mL test tube, and it was test on the 

flow cytometry within 30 min. The density and height of the fluorescent pulse were recorded and converted to the 

number of bacteria after the photomultiplier was filtered and detected. Results  Compared with the national standard 

method, the detection time of the instrument was shortened by 3 d, and the results of the flow cytometry and the 

national standard showed that the R values were all below 1. Conclusion  The results of flow cytometry are 

consistent with those of the national standard colony count method. Using flow cytometry to detect the lactic acid 

bacteria in yogurt, can shorten the culture time from 48 h to 13 min, which greatly improves the detection speed. It is 

of great significance to dairy enterprises. 
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1  引  言 

近年来, 乳酸菌的快速检测技术得到了很大的发展, 

如 3M 菌片法[1]、ATP 生物发光法[2]、流式细胞计数法[3]、

微生物自动检测仪[4]等。但在实际生产中, 标准平板计数

法为最广泛应用的方法。但存在的主要缺点为专业要求高、

滞后性严重, 检测精度差。发酵乳国家标准 GB19302-2010

《食品安全国家标准 发酵乳》[5]中对乳酸菌的规定微生物

的 限 量 为 ≥ 1.0×106 CFU/mL, 其 检 测 方 法 指 定 GB 

4789.35-2010 《食品安全国家标准 食品微生物学检验 乳

酸菌检验》[6], 采用平板计数法进行检测。如果采用标准

平板计数法进行乳酸菌检测, 检测时间太长, 显然是不太
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容易实现的[7]。有的乳品厂先将产品进行检测, 等平板法

结果出来后再进行出厂销售, 但酸奶在低温下储存保质期

短, 这样做影响产品的新鲜度。也有一些乳品厂生产的产

品不等乳酸菌检测结果直接将产品调入市场进行销售, 会

将乳酸菌达不到产品包装标识标准以及国家要求限量(≥

1.0×106 CFU/mL)的产品发往市场[8]。 

流式细胞术最初主要应用于科学研究和临床检验 , 

在微生物学方面的应用则发展相对较晚。近 20 年来, 国内

外专家学者使用 Bactiflow ALS 流式细胞仪在微生物学上

做了不少的研究和应用工作, 已经成为高水平病原微生物

研究中不可缺少的技术, 可用于微生物基因组及功能基因

组学、生理生化学、临床微生物学、抗感染免疫学、药物

学等领域。实际上, 微生物学, 尤其是细菌学当前面临的

一些问题, 特别是需要对大数量细菌进行逐个、快速、多

参数精确测量时, 流式细胞术很适合解决此类问题。已发

表的论文多数是针对酵母菌和各类细菌的测量与分析。酵

母菌的测量在技术上比较简单, 其自身体积大; 在酸奶的

生产工程中, Bactiflow ALS 流式细胞仪还被应用于检测其

中添加的有益的乳酸菌的数量[9]。 

Bactiflow ALS 流式细胞仪可以高速分析上万个细胞, 

并能同时从一个细胞中测得多个参数, 具有速度快、精度

高、准确性好的优点, 是当代最先进的细胞定量分析技术

之一[10]。目前现行有效的版本为 GB 4789.35-2010[6], 采用

平板计数法进行检测, 检测时间为 48 h。通过使流式细胞

仪来验证方法检测范围线性关系、稳定性、采用与国标法

对比结果的准确度来验证快速仪器法检测酸奶乳酸菌含量

的应用。用本检测技术有以下应用: 快速准确地计数乳酸

菌, 快速及时地控制产品在出库前检测过来结果, 快速及

时地控制乳酸菌不合格产品流入市场。主要优势为性能出

色、操作简便、分析快速(结果在 13 min 内得出), 能够提

前发现产品质量风险。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器  

Bactiflow ALS 全自动流式细胞仪(法国生物梅里埃有

限公司); SW-CJ-2F 超净工作台(苏州安泰空气技术有限

公司); HVE-50 高压灭菌器(日本 HIRAYAMA 株式会社平

山制作所); MS3 basic 振荡器(广州仪科实验室技术有限

公司)。 

Chem Sol B24 试剂、Chem Chrome V23 试剂、CSV

试剂、CS13 试剂、Diluent R+CSR+Isored 试剂、Cleaning 5

试剂、ChemSol S 工作液、Cleaning 3 试剂、Antifoam 试剂

(法国生物梅里埃有限公司)。 

MRS 培养基(北京陆桥技术股份有限公司), 培养基成

分为: 蛋白胨 10.0 g、牛肉粉 5.0 g、酵母粉 4.0 g、葡萄糖

20.0 g、吐温 80 1.0 mL、K2HPO4·7H2O 2.0 g、醋酸钠·3H2O 

5.0 g、MgSO4·7H2O 0.2 g、MnSO4·4H2O 0.05 g、琼脂粉 15.0 

g 、蒸馏水 1000 mL、pH 6.2。 

酸奶: 本试验的所有产品为蒙牛品牌酸牛奶, 由蒙牛

乳业(马鞍山)有限公司生产。 

2.2  试验方法 

2.2.1  检测原理 

流式细胞仪(flow cytometer)是一种对细胞进行自动

分析和分选的装置。它可以快速测量、存贮、显示悬浮在

液体中的分散细胞的一系列重要的生物物理、生物化学方

面的特征参量, 并可以根据预选的参量范围把指定的细胞

亚群从中分选出来[11]。 

流式细胞仪主要由流动室及液流驱动系统、激光光源

及光束形成系统、光学系统、信号检测与存储、显示分析

系统、细胞分选系统 5 个部分组成。而绝大数细菌内部均

存在一种胞内酶, 该酶可特异性水解相应底物。该方法将

酶的底物与暂无荧光活性的物质相结合作为染料, 染色时

该染料可自由进入细胞内部。染料进入细胞后, 胞内酶可

水解酶的底物, 同时也将荧光物质释放生成有活性的荧光

物质, 并富集在细胞中。染色后, 流式细胞仪将细胞以单

细胞悬液的方式注射进仪器内一条石英液相流动室中形成

一条狭窄的分析流。此时, 含有活性荧光物质的待测细胞

会单个依次通过激光发射器, 每个细胞形成的荧光信号由

灵敏的检测器收集, 经数字处理器分析。最终得出样品中

的活的微生物的数量[12]。通过这样的方法可以检测发酵乳

(如酸奶等)中乳酸菌(如嗜热链球菌 S. thermophilus、保加

利亚乳杆菌 L. bulgaricus、干酪乳杆菌 L. casei、双歧杆菌

属 Bifidobacteria spp 等)的计数[13]。 

2.2.2  样品处理 

制作样品稀释液: 无菌称取 25 g(或 mL)样品置盛有

225 mL 无菌生理盐水的无菌锥形瓶(瓶内预置适当数量的

无菌玻璃珠)中, 充分混匀, 制成体积（或质量比体积）比

为 1:10 的样品匀液。 

用 1 mL 无菌吸管吸取样品匀液 1 mL, 沿管壁缓慢注

于盛有 9 mL 稀释液的无菌试管中振摇试管并换用 1 支无

菌吸管反复吹打使其混合均匀, 制成体积比(V:V)为 1:100

的样品匀液。 

另取 1 mL 无菌吸管或微量移液器吸头, 按上述操作

顺序, 做 10 倍递增样品匀液至少稀释 1:10000(V:V)的样品

均液, 每递增稀释 1次, 即换用 1次 1 mL灭菌吸管或吸头。 

2.2.3  样品检测 

(1)GB 4789.35-2010 国标检测方法[6](以下简称平板法):  

根据待检样品活菌总数的估计, 选择 2～3 个连续的

适宜稀释度, 每个稀释度吸取 0.1 mL 样品匀液分别置于

2 个 MRS 琼脂平板, 使用 L 形棒进行表面涂布。 

吸取 1 mL 样品匀液于无菌平皿内, 每个稀释度做 2

个平皿, 选择 2 个稀释度。同时, 分别吸取 1 mL 稀释液加
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入 2 个无菌平皿内作空白实验。 

(2)流式细胞仪器法 

Bactiflow ALS 全自动流式细胞仪是使用标记试剂来

标记活的微生物。仅有活的微生物可以在细胞内将非荧

光底物酶切, 进而释放并累计荧光。染色后, 流式细胞仪

将细胞以单细胞悬液的方式注射进仪器内的一条石英液

相流动室中, 形成一条狭窄的分析流。此时, 含有活性荧

光物质的待测细胞会单个依次通过激光发射器, 每个细

胞形成的荧光信号由灵敏的检测器收集, 经数字处理器

分析[14]。 

2.2.4  培养及计数 

(1)平板法 

(36±1) ℃条件下厌氧培养 (48±2) h 后计数平板上的

所有菌落数。可用肉眼观察, 必要时用放大镜或菌落计数

器, 记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形

成单位(colony-forming units, CFU)表示。 

(2)流式细胞仪器法  

吸取 1:10000 样品匀液 100 μL 加入 20 mL 试管中 , 

30 min 内上机检测。在样品中加入缓冲液、荧光标记

液、去除多余荧光物质溶液组成的培养试剂 , 以标记样

中的细胞、渗透细菌并沾染 DNA。在培养过程中 , 荧

光标记液快速渗入所有细胞中 , 同时超声波降解器对

干扰粒子进行化学降解、瓦解剩余的细菌菌落并减少

背景荧光。  

培养完成后, 样品进入仪器分析。在流动细胞区中, 

细胞在光源的照射下排列并发出荧光, 荧光信号得到光学

系统的收集, 经过光电倍增器过滤和检测, 荧光脉冲的密

度和高度被记录下来并被换算为细菌的个数。 

3  结果与分析 

3.1  线性关系试验 

使用流式细胞仪方法, 每个稀释度平行 3 次, 检测结

果显示: 测试的 5 种酸奶样品, 乳酸菌数量均达到 GB 

19302-2010《食品安全国家标准 发酵乳》[5]中乳酸菌的限

量 106 CFU/mL, 流式细胞仪乳酸菌计数范围在 500~20000

个/0.1 mL 之间。同一样品中不同稀释度检测得到的结果基

本一致, 呈现显著的线性关系, 见图 1。 

 

 
 

图 1  线性关系图表(n=3) 

Fig. 1  Linear relation chart (n=3) 

 
3.2  稳定性试验 

对同一稳定样本进行 6 次重复测定, 重复性偏差数据

见表 2。实验结果显示 : 对同一样本 , 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)≤10%, 重复性良好, 结

果稳定。 

3.3  不同方法对比试验 

根据 GB19302-2010[5]《食品安全国家标准 发酵乳》

中要求乳酸菌数≥1.0106 CFU/mL, 综合考虑流式细胞仪

乳酸菌计数范围在 500~20000 个/0.1 mL, 选用稀释度为

10-4 倍时平均计数结果与 GB 4789.35-2010[6]传统平板方法

进行一致性对比分析。R=参考方法计数结果/流式细胞仪计

数结果, 当 R 值在 0.1~10 之间[15], 两种方法结果具有一致

性。检测结果见表 4, 实验结果显示 29 组数据中一个样品

低于下控制线, 其他样品均在质量控制范围之内。即有

96%的样本检测结果准确可靠, 其余 4%的样本数值略有

浮动, 但浮动范围相对较小。 

4  结  论 

用仪器法检测酸奶中的乳酸菌可以同时进行多个样

品的处理, 单个样品检测耗时 13 min。多个样品同时检测

时, 单个样品的平均检测时间将仅为 5 min 左右, 极大地

缩短了检测时间, 能够满足大量样品现场检测的要求。仪

器的线性范围宽, 达 500~20000 Count/0.1 mL 之间时呈现

显著的线性关系, 能满足不同酸奶样品的乳酸菌测定。 

 
表 1  重复性偏差数据(n=6) 

Table 1  Repetitive bias (n=6) 

编号 产品名称 计数结果对数值平均值 标准偏差 相对标准偏差 

1 优益 C 芦荟味 8.6 0.026 0.3% 

2 内蒙古老酸奶 7.1 0.066 0.9% 

3 大果粒整颗蓝莓 8.4 0.067 0.8% 
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表 2  不同方法对比试验数据 
Table 2  Comparative test data of different methods 

序号 产品批次 产品种类 
流式细胞仪结果 

(count/mL) 

GB 4789.35-2010 
国标检测方法(CFU/mL) R 

1 1G20160209T04 16: 35 优益 C 芦荟味 3.78E+08 6.95E+08 0.3 

2 4K20160130C02 内蒙古老酸奶 1.2E+07 4.9E+07 0.6 

3 1D20160214J02 06: 34 冠益乳桑葚果粒 2.2E+08 8.7E+08 0.6 

4 2R20160124D0103:14 消健黄桃果粒 3.0E+08 5.7E+08 0.3 

5 2E20160129C03 金爵蓝莓果粒 2.6E+08 6.8E+08 0.4 

6 1G20160216M05 20: 35 蒙牛风味酸牛奶 3.8E+08 6.5E+08 0.2 

7 2E20160127C04 航空杯冠益乳黄桃果粒 6.5E+08 8.3E+08 0.1 

8 1H20160124D0309: 06 紫薯酸牛奶 3.8E+08 6.4E+08 0.2 

9 1620160203604 10:12 大果粒整颗蓝莓 2.5E+08 9.4E+08 0.6 

10 1G20160209T02 12: 21 优益 C 原味 2.0E+08 8.6E+08 0.6 

11 1G20160215S03 18: 39 优益 C 苹果味 1.2E+08 1.4E+09 1.0 

12 1D20160214J02 03: 25 冠益乳草莓味 3.0E+08 5.5E+08 0.3 

13 1D20160203H07 17: 13 冠益乳黄桃果粒 2.9E+08 4.1E+08 0.1 

14 1G20160214E01 03 航空杯原味 3.3E+08 8.7E+08 0.4 

15 2E20160129D02 金爵原味 2.7E+08 9.3E+08 0.5 

16 1G20160209G02 13: 31 大果粒整颗草莓 2.3E+08 7.0E+08 0.5 

17 1G20160203G04 10: 12 大果粒桑葚+椰果 2.6E+08 7.2E+08 0.4 

18 2R20160124E0521: 41 消健草莓果粒 3.8E+08 9.8E+08 0.4 

19 2R20160124D0103: 14 消健黄桃果粒 3.2E+08 6.8E+08 0.3 

20 4K20160128C02 内蒙古老酸奶 9.5E+08 8.0E+08 -0.1 

21 1G20160213P07 21: 30 红枣风味酸牛奶 2.6E+08 6.6E+08 0.4 

22 1H20160124D0309: 06 紫薯风味酸牛奶 2.1E+08 6.7E+08 0.5 

23 1G20160227T0211: 31 优益 C 绿茶味 1.6E+08 5.4E+08 0.5 

24 1G20160307T0418: 35 优益 C 芦荟味 9.4E+07 6.4E+08 0.8 

25 1G20160309T0205: 39 优益 C 原味 1.1E+08 6.2E+08 0.8 

26 1G20160227T0109: 33 优益 C 红茶 1.5E+08 4.6E+08 0.5 

27 1G20160303T0100: 38 优益 C 减糖海盐柠檬味 2.8E+08 6.4E+08 0.4 

28 1G20160307S0317: 05 优益 C 苹果味 1.2E+08 6.0E+08 0.7 

29 4K20160130C02 内蒙古老酸奶 6.8E+07 6.7E+07 0.0 

 
 

考虑到对比实验是在不同的实验环境下进行的, 而

且实验开始的时间有短暂的先后分别, 仪器与平皿菌落计

数法的结果依然具有很高的相关性, 并且与国标法相比, 

仪器检测的结果更精确、更可靠, 平行样的重复性更好。

流式细胞计数法检测单一样品约需 13 min, 连续检测速度

更快, 对于乳制品生产企业来说, 意义重大。 

通过 Bactiflow ALS 流式细胞仪, 有效提高酸奶中乳

酸菌含量检测时间, 通过实验检测, 建立了准确度高、稳

定性强的酸奶中乳酸菌的分析方法, 实现面临大规模样品

时, 会影响效率下一步可开发快速培养方法, 从而缩短培

养分析时间, 提高检测效率。乳品厂商既能满足产品的新

鲜度的需求也能保证发往市场销售的酸奶中含有乳酸菌含

量达到国家标准 GB 19302-2010《食品安全国家标准 发酵

乳》[3]中乳酸菌的限量(106 CFU/mL)要求。 
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