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基于流式细胞仪提高乳制品商业无菌检验 
时效性的研究 

刘  娜, 王亚萍, 李景云*, 崔生辉* 
(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  基于流式细胞仪探究提高乳制品商业无菌检验项目时效性。方法  以地衣芽孢杆菌 CMCC(B) 

63552和蜡样芽孢杆菌CMCC(B) 63303菌株制备定量参考品。以 4种灭菌乳为基质, 制备染菌浓度分别为 800、

8000、80000 CFU/mL 的菌悬液, 测试流式细胞仪法灵敏度。制备染菌浓度为 8 CFU/样品和 80 CFU/样品的灭

菌乳和调制乳样品, 经(36±1) ℃保温(24±2) h后, 按照 GB 4789.26法和流式细胞仪法进行检测, 并分析比较两

种方法检测结果。结果  在灭菌乳基质中, 染菌浓度为 800 CFU/mL 时, 流式细胞仪法对人工污染地衣芽孢杆

菌样品的阳性检出率为 75%, 而对人工污染蜡样芽孢杆菌的样品均未检出阳性; 染菌浓度为 8000 CFU/mL 和

80000 CFU/mL 时, 流式细胞仪法对地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌污染样品的阳性检出率均为 100%。对人工

污染 8 CFU 和 80 CFU 地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌的灭菌乳和调制乳样品, 经保温处理后, 流式细胞仪法检

出率为 100%, GB 4789.26 法中未见样品膨胀, 但是镜检和培养结果检出率为 100%。结论  当样品中染菌浓

度≥8000 CFU/mL 时, 流式细胞仪法可稳定检出。人工污染地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌的灭菌乳和调制乳

样品经保温处理(24±2) h 后, 流式细胞仪法和 GB 4789.26 法检出率均为 100%。 

关键词: 商业无菌; 地衣芽孢杆菌; 蜡样芽胞杆菌; 乳制品; 流式细胞仪 

Research on improving the timeliness of commercial sterile testing of dairy 
products based on flow cytometry 

LIU Na, WANG Ya-Ping, LI Jing-Yun*, CUI Sheng-Hui* 
(National Institute for Food and Drug Control, Beijng 100050, China) 

ABSTRACT: Objective  To improve the timeliness of commercial sterile testing projects for dairy products based 

on flow cytometry. Methods  The quantitative reference materials were prepared using Bacillus licheniformis 

CMCC(B) 63552 and Bacillus cereus CMCC(B) 63303 strains. The bacterial suspensions with bacterial 

concentrations of 800, 8000, and 80000 CFU/mL were prepared using 4 types of sterilized milk as matrices, and 

the sensitivity of flow cytometry was tested. The sterilized milk and formulated milk samples with bacterial 

concentrations of 8 CFU/sample and 80 CFU/sample were prepared, and after insulation at (36±1) ℃ for (24±2) h, 
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were detect according to GB 4789.26 method and flow cytometry method, and the results of the two methods were 

analyzed and compared. Results  In the sterilized milk matrix, when the concentration was 800 CFU/mL, the 

positive detection rate of flow cytometry for artificially contaminated Bacillus licheniformis samples was 75%, while 

no positive results were detected for artificially contaminated Bacillus cereus samples. When the concentration are 

8000 CFU/mL and 80000 CFU/mL, the positive detection rates of flow cytometry for contaminated samples of 

Bacillus licheniformis and Bacillus cereus were 100%. In the insulation test, the detection rates of sterilized and 

modified milk samples artificially contaminated with 8 CFU and 80 CFU of Bacillus licheniformis and Bacillus 

cereus were 100% using flow cytometry. The GB 4789.26 method showed no expansion in the samples, but positive 

rate was 100% in microscopic detection. Conclusion  When the concentration is not smaller than 8000 CFU/mL, the 

flow cytometry method can show positive results stably. For the samples contaminate with 8 CFU and 80 CFU of 

Bacillus licheniformis and Bacillus cereus, the detection rates of GB 4789.26 and flow cytometry methods are 100% 

after insulation (24±2) h. 
KEY WORDS: commercial sterility; Bacillus licheniformis; Bacillus cereus; dairy products; flow cytometry 
 

 

0  引  言 

乳制品含有丰富的蛋白质、脂肪、碳水化合物、维生

素和矿物质, 已成为人们重要的营养来源。然而, 乳制品

也容易受到微生物的污染而发生腐败变质[1–2]。因此, 对乳

制品的无菌检验是保障乳制品安全的重要措施。乳制品行

业也在不断发展[3–4], 随着超高温瞬时杀菌[5]等技术的使

用, 常温储存[6]的灭菌乳和调制乳等产品越来越多[7]。关于

此类产品质量控制, 美国等发达国家和地区实行的是过程

控制规范与终产品检验并行的方式[8]。而我国当前主要通

过终产品检测来管理风险[9], 商业无菌检验是防控微生物

污染的重要保障。国家执行标准为 GB 25190—2010《食品

安全国家标准 灭菌乳》, 其中关于微生物检验部分则是依

据 GB 4789.26—2023《食品安全国家标准 食品微生物学

检验 商业无菌检验》[8,10], 包括孵育、镜检和培养等过程, 
至少需要 3~5 d, 对于不产气微生物则需要 7 d 以上时间[11], 
时效性差一直是该项目的瓶颈[12]。一直以来, 研究者在不

断从免疫[13]和纳米[14–15]等方面[16]研究, 希望打破限制, 实
现微生物准确快速的检验[17]。 

为提高商业无菌检验时效性, 有不少研究者从腺嘌

呤核苷三磷酸(adenosine triphosphate, ATP)方面着手[18–20], 
但是该方法不能直观反映产品中菌含量。流式细胞仪结合

了免疫荧光、流体学和激光学等[21], 不仅可实现定量检测

靶细胞数目[22], 还具有高灵敏度、高准确性和高通量等优

点, 已在临床和科研检验等多个生物化学[23]领域广泛应用
[24], 随着在饮用水微生物[25–26]检测的应用, 为食品微生物

快速检测方法[17,27]提供了更多选择性。 
本研究聚焦于两种广泛存在于环境中的不产气细菌

—地衣芽孢杆菌[28]与蜡样芽胞杆菌[29], 采用流式细胞仪

法与 GB 4789.26 法分别进行检测, 并对两者的检测结果

进行了全面系统的对比分析。旨在探索提升商业无菌检

验效率的途径 , 特别是针对不产气微生物 , 期望能缩短

商业无菌检测时间, 从而为食品安全检测领域带来实质

性的改进。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与试剂  

袋装利乐枕纯牛奶、盒装纯牛奶、盒装早餐奶(麦香

味)、盒装早餐奶(核桃味)(国内某品牌 A); 袋装利乐枕纯牛

奶、盒装纯牛奶、盒装红枣早餐奶、袋装核桃早餐奶(国内

某品牌 B); 所有样品均检测为商业无菌。 
磷酸盐缓冲液(美国 Gbico 公司); 平板计数琼脂培养

基(plate count agar, PCA)培养基(美国 BD 公司); 生理盐水

(国药集团化学试剂公司); 冻干保护剂(中国食品药品检定

研究院)。 
地衣芽孢杆菌 CMCC(B) 63552、蜡样芽孢杆菌

CMCC(B) 63303(中国食品药品检定研究院)。 

1.2  主要仪器设备 

CHEMUNEX®流式细胞仪(法国 bioMérieux 公司); 
Thermo1389 恒温培养箱、Thermo 205050GC 生物安全柜

(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); auto-flex 基质辅助激

光 解 析 电 离 飞 行 时 间 质 谱 仪 (matrix-assisted laser 
desorption/ionization time of flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF MS)( 德 国 Bruker 公 司 ); LABCONCO 
FreeZone 12 L 冷冻干燥机(德国 LABCONCO 公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  检测方法 
平板计数法: 取 100 μL待测样品, 用L棒涂布于 PCA

平板, 置于(36±1) ℃培养(24±2) h 后, 计数菌落数量。 
GB 4789.26 法: 依据 GB 4789.26—2023《食品安全国

家标准 食品微生物学检验 商业无菌检验》进行检验。 
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流式细胞仪法: 依照仪器说明书配制约 2.0 mL 测试

试剂, 加入 0.5 mL 待测样品(无需前处理)中(待测样品被稀

释 5 倍), 放入仪器进行检测。仪器说明书中结果判定原则: 
counts/mL>150 为阳性, counts/mL≤150 为阴性。 
1.3.2  定量参考品研制和均匀性检验 

选择不产气且环境中常见的地衣芽孢杆菌 CMCC(B) 
63552 和蜡样芽孢杆菌 CMCC(B) 63303 作为待测菌株, 并
用 MALDI-TOF MS 对菌株进行确认。 

将地衣芽孢杆菌 CMCC(B) 63552 和蜡样芽孢杆菌

CMCC(B) 63303 二代新鲜培养物重悬于冻干保护剂中, 以
20 μL/样品进行速冻后, 冷冻干燥, 通过冻干前后菌落计

数, 计算存活率, 制备实验用参考样品(106 CFU/样品)。从

制备的两种参考样品中各随机抽取 20 瓶, 将每瓶参考品

溶解于 1 mL 生理盐水溶液中, 按平板计数法测定活菌浓

度, 并用单因素方差分析法分析样品的均匀性。 
1.3.3  灵敏度测定 

分别取地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌参考样品溶于

磷酸盐缓冲液中, 用 4种灭菌乳稀释, 分别制备 800、8000、
80000 CFU/mL 的菌悬液, 每种灭菌乳的每个染菌浓度做 3
个平行样, 即制备每种平行样 12 个, 共计 36 包染菌样品。

分别通过平板计数法和流式细胞仪法检测, 测定方法的灵

敏度。 
1.3.4  GB 4789.26 法和和流式细胞仪法对比测试 

将地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌参考样品分别稀释

至 8 CFU/mL(低浓度)和 80 CFU/mL(高浓度), 用无菌注射

器接种至 4 种灭菌乳产品中, 每包产品接种 1 mL 菌悬液, 
并用无菌胶带封住注射口, 放置于(36±1) ℃保温(24±2) h。
每种灭菌乳分别接种低浓度菌液 26 包和高浓度菌液 10 包, 
其中 1/2 染菌样品按照 GB 4789.26 法进行检验, 另 1/2 染

菌样品用流式细胞仪法检测。另取 4 种未开封灭菌乳样品

各一包, 放置于 2~8 ℃作为对照。 

1.4  数据处理 

采用 Microsoft Excel 2021 进行数据分析, 每个实验

重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  菌种确认与参考品制备 

地衣芽孢杆菌 CMCC(B) 63552 和蜡样芽孢杆菌

CMCC(B) 63303 经 MALDI-TOF MS 测定后, 分别确认为

Bacillus licheniformis 和 Bacillus cereus, 与预期结果一致。

分别对冷冻干燥后的参考样品(n=20)进行测试, 地衣芽孢

杆菌的均值为 1.31×106 CFU/样品, 蜡样芽孢杆菌均值为

1.22×106 CFU/样品, 两种参考品数值分布均符合正态分布, 
均匀性良好。 

2.2  灵敏度测试结果 

流式细胞仪法灵敏度测试结果见表 1。人工污染地衣芽

孢杆菌样品中, 染菌浓度为 800 CFU/mL (n=12)时, 有 3 份为

阴性, 其他 9 份为阳性; 平板计数结果在 760~960 CFU/mL 之

间。染菌浓度为 8000 CFU/mL (n=12)和 80000 CFU/mL 
(n=12)时, 流式细胞仪法测试结果均为阳性; 平板计数法

结果均为多不可计。 
人工污染蜡样芽孢杆菌样品中 , 染菌浓度为 800 

CFU/mL (n=12)时 , 结果均为阴性 ; 平板计数法结果在

940~1140 CFU/ml 之间。染菌浓度为 8000 CFU/mL (n=12)
和 80000 CFU/mL (n=12)时, 结果均为阳性; 平板计数法结

果均为多不可计。 
流式细胞仪法测试过程中, 由于待测样品已被相关

试剂稀释 5 倍, 因此在测试 800 CFU/mL 浓度时检测结果

应接近仪器的检测阈值(150 counts/mL)。 
 

表 1  流式细胞仪法灵敏度测试结果 
Table 1  Sensitivity results of flow cytometry 

菌株名称 菌液浓度
/(CFU/mL) 

方法 
样品

编号 
品牌 A 纯牛奶  品牌 B 纯牛奶        

袋装利乐枕 盒装 袋装利乐枕 盒装 

地衣芽孢

杆菌 

800 

平板计数法 
/(CFU/mL) 

1 900 960 920 760 

2 760 880 960 820 

3 900 800 840 900 

流式细胞仪法 
/(counts/mL) 

1 210 220 230 130 

2 120 140 210 180 

3 260 180 230 190 

8000 

平板计数法 
/(CFU/mL) 

1 TNTC TNTC TNTC TNTC 

2 TNTC TNTC TNTC TNTC 

3 TNTC TNTC TNTC TNTC 

流式细胞仪法 
/(counts/mL) 

1 1349 1119 1119 1319 

2 1519 1368 1229 1039 

3 1669 1399 1169 1379 
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表 1(续) 

菌株名称 菌液浓度
/(CFU/mL) 

方法 
样品

编号 
品牌 A 纯牛奶  品牌 B 纯牛奶  

袋装利乐枕 盒装 袋装利乐枕 盒装 

 80000 

平板计数法 
/(CFU/mL) 

1 TNTC TNTC TNTC TNTC 

2 TNTC TNTC TNTC TNTC 

3 TNTC TNTC TNTC TNTC 

流式细胞仪
/(counts/mL) 

1 18758 14832 16321 16754 

2 20732 15998 17361 15976 

3 19635 15805 17336 18338 

蜡样芽孢

杆菌 

800 

平板计数法 
/(CFU/mL) 

1 940 980 1140 920 

2 1000 1080 1020 1020 

3 900 1000 960 880 

流式细胞仪法
/(counts/mL) 

1 130 90 110 90 

2 120 120 100 80 

3 120 60 70 60 

8000 

平板计数法 
/(CFU/mL) 

1 TNTC TNTC TNTC TNTC 

2 TNTC TNTC TNTC TNTC 

3 TNTC TNTC TNTC TNTC 

流式细胞仪法
/(counts/mL) 

1 860 740 600 630 

2 759 909 929 759 

3 570 839 789 849 

80000 

平板计数法 
/(CFU/mL) 

1 TNTC TNTC TNTC TNTC 

2 TNTC TNTC TNTC TNTC 

3 TNTC TNTC TNTC TNTC 

流式细胞仪法 
/(counts/mL) 

1 16239 19058 17681 19199 

2 16012 19285 18644 18310 

3 15951 20441 18898 19335 

注: TNTC 表示多不可计。 

 
2.3  GB 4789.26 法和流式细胞仪法测试灭菌乳保温

样品结果 

人工污染地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌的灭菌乳经

保温孵育后, 流式细胞仪法检测结果见表 2。地衣芽孢杆

菌污染的样品(8 CFU/样品, n=104)中, 52 份经流式细胞仪

法检测均为阳性 , 检出率为 100%; 52 份样品经 GB 
4789.26 法检测, 均未涨袋, 但镜检和培养结果均为阳性。

地衣芽孢杆菌污染的样品(80 CFU/样品, n=40)中, 20 份经

流式细胞仪法检测, 结果均为阳性, 检出率为 100%; 20
份样品经 GB 4789.26 法检测, 均未涨袋, 但镜检和培养

结果均为阳性。蜡样芽孢杆菌污染样品的检测结果与地衣

芽孢杆菌一致。 
人工污染地衣芽孢杆菌的 4 种灭菌乳样品经保温孵

育后, pH 变化见表 3 和表 4。4 种灭菌乳样品 pH 均出现一

定程度的降低, 地衣芽孢杆菌污染组变化值介于 0.05~0.16

之间, 蜡样芽孢杆菌污染组变化值在 0.15~0.23 之间。依据

GB 4789.26—2023 中 pH 相差 0.5 及以上判为显著差异, 地
衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌人工污染 4 种灭菌乳后 pH 均

没有发生显著差异。 

2.4  GB 4789.26 法和和流式细胞仪法测试调制乳保

温样品结果 

人工污染地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌的调制乳经

保温孵育后, 流式细胞仪法检测结果见表 5。流式细胞仪

法测试地衣芽孢杆菌污染的样品(8 CFU/样品, n=52; 80 
CFU/样品 , n=20), 结果均为阳性 , 检出率为 100%; GB 
4789.26 法检测测试地衣芽孢杆菌污染的样品(8 CFU/样品, 
n=52; 80 CFU/样品, n=20), 均未涨袋, 但镜检和培养结果

均为阳性。蜡样芽孢杆菌污染的样品测试结果同于地衣芽

孢杆菌。 
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表 2  流式细胞仪法测试灭菌乳保温样品结果 
Table 2  Results of sterilized milk insulation samples using flow cytometry 

菌株 
名称 

加菌量
/CFU 

样品 
编号 

结果/(counts/mL) 

品牌 A 纯牛奶  品牌 B 

袋装利乐枕 盒装 袋装利乐枕 盒装 

地衣 
芽孢 
杆菌 

8 

1 2466474 2716945 3081755 2536878 

2 2437872 2768486 3054801 2350149 

3 1920589 2256176 3074940 2672321 

4 2176986 2332193 3142819 2559255 

5 2281581 2931796 3204891 2420329 

6 2187396 2983926 3495424 2453116 

7 1941646 2726165 3035661 2654229 

8 1892308 2507245 3015604 2625007 

9 2454637 2591001 3064282 2551656 

10 2406927 2562293 3089903 2513288 

11 2023532 2606274 3109540 2665544 

12 2036554 2514335 3080800 2832268 

13 1867827 2515219 3615906 2581171 

80 

1 2275957 2436516 3215988 2765617 

2 2461319 2506080 3330790 2807945 

3 1058723 2453562 3262769 2794767 

4 2756470 2585934 838563 2628059 

5 2689910 2529285 896818 2677671 

蜡样 
芽孢 
杆菌 

8 

1 1976696 2575611 2251956 1060666 

2 2095295 2739011 2284655 1152423 

3 1863722 1649391 2250588 1077841 

4 1926010 1736668 2308792 1119307 

5 1897181 1632541 2217578 963179 

6 1946023 1692184 2201741 1081533 

7 1892272 1819246 2833010 835392 

8 1973474 1887917 2969678 915998 

9 1920685 1497051 2220023 1325640 

10 1950768 1579815 2215425 1423528 

11 1816769 1751453 2284654 1127361 

12 1899304 1807304 2345081 1132570 

13 1916943 1801172 2420468 1161745 

80 

1 2045273 2027500 1515778 1097450 

2 1823415 1914649 1202640 1894667 

3 1964698 1981338 1435418 1931163 

4 989578 2067172 1790228 2198080 

5 1980015 1451550 1093713 2265480 
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表 3  人工污染地衣芽孢杆菌灭菌乳样品保温后 pH 测试结果 
Table 3  pH results of sterilized milk samples contaminated 

Bacillus licheniformis artificially after insulation 

样品名称 
pH 

阴性对照 8 CFU/样品 80 CFU/样品

品牌 A 袋装利乐枕

纯牛奶 
6.66  6.56~6.59 6.61~6.64 

品牌 A 盒装奶 6.64  6.56~6.58 6.56~6.57 
品牌 B 袋装利乐枕

纯牛奶 
6.68  6.52~6.55 6.54~6.56 

品牌 B 盒装奶 6.72  6.61~6.63 6.58~6.60 

表 4  人工污染蜡样芽孢杆菌灭菌乳样品保温后 pH 测试结果 
Table 4  pH results of sterilized milk samples contaminated 

Bacillus cereus artificially after insulation 

样品名称 
pH 

阴性对照 8 CFU/样品 80 CFU/样品

品牌 A 袋装利乐枕 
纯牛奶 

6.79  6.57~6.59 6.62~6.64 

品牌 A 盒装奶 6.77  6.56~6.58 6.56~6.57 
品牌 B 袋装利乐枕 

纯牛奶 
6.80  6.57~6.59 6.60~6.61 

品牌 B 盒装奶 6.83  6.63~6.64 6.63~6.64 
 

表 5  流式细胞仪法测试调制乳保温样品结果 
Table 5  Results of insulation modified milk samples using flow cytometry 

菌株 
名称 

加菌量/CFU 
样品 
编号 

结果/(counts/mL) 

品牌 A 早餐奶  品牌 B 早餐奶  

麦香味 核桃味 红枣 核桃 

地衣 
芽孢 
杆菌 

8 

1 100692 51842 2228 1200 
2 114894 33200 2169 1229 
3 115018 30105 2109 1339 
4 205664 49106 21864 7707 
5 233430 46536 23581 8549 
6 247348 36605 29863 9071 
7 331578 46998 15501 2618 
8 327304 216199 12059 2539 
9 361422 228642 14469 2899 

10 110976 245823 5876 12115 
11 92905 286313 6884 13693 
12 104455 234890 5606 12588 
13 143773 283433 6213 14159 

80 

1 1970728 2006663 5704 6308 
2 1983516 1999012 6375 6342 
3 2226472 2043759 10644 6237 
4 2342137 2005136 10018 6107 
5 2401291 2328563 11670 6897 

蜡样 
芽孢 
杆菌 

8 

1 1378844 2840686 113961 1312649 
2 1436061 2947997 126148 3647327 
3 1468677 2976271 128230 3631381 
4 2509145 3240834 2364128 3718104 
5 2581533 3392671 2484702 3751475 
6 2572898 3401856 2486314 1203583 
7 2569056 5265 2403762 2947867 
8 2731259 8073 2390156 2966129 
9 2724785 7223 2401265 3041109 

10 1842306 2000290 2305139 3097026 
11 1879365 2061980 2402676 2269645 
12 1907222 2128579 2432248 2293172 
13 1912633 2125646 2457444 2765474 

80 

1 2903456 2216812 353336 2734004 
2 2878775 2283296 352790 4129323 
3 2236635 2265431 385437 4172839 
4 2331542 2213462 2675921 3971956 
5 2158033 2262137 2848445 4182159 
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人工污染地衣芽孢杆菌的 4 种调制乳样品经保温孵

育后, pH 变化见表 6 和表 7。地衣芽孢杆菌污染组变化值

介于 –0.14~0.01 之间 , 蜡样芽孢杆菌污染组变化值于

–0.77~0.01 之间。依据 GB 4789.26—2023 标准, 地衣芽孢

杆菌和蜡样芽孢杆菌人工污染 4 种调制乳后 pH 均没有发

生显著差异。 
 

表 6  人工污染地衣芽孢杆菌调制乳样品保温后 pH 测试结果 
Table 6  pH results of modified milk samples contaminated 

Bacillus licheniformis artificially after insulation 

样品名称 
pH 

阴性对照 8 CFU/样品 80 CFU/样品

品牌 A 早餐奶 
(麦香味) 

6.82  6.82~6.83 6.68~6.70 

品牌 A 早餐奶 
(核桃味) 

6.82  6.81~6.83 6.82~6.83 

品牌 B 红枣早餐奶 6.73  6.71~6.72 6.72~6.73 

品牌 B 核桃早餐奶 6.75  6.76~6.77 6.75~6.77 

 
表 7  人工污染蜡样芽孢杆菌调制乳样品保温后 pH 测试结果 
Table 7  pH results of modified milk samples contaminated 

Bacillus cereus artificially after insulation 

样品名称 
pH 

阴性对照 8 CFU 样品 80 CFU 样品

品牌 A 早餐奶 
(麦香味) 

6.85  6.24~6.30 6.64~6.80 

品牌 A 早餐奶 
(核桃味) 

6.82  6.36~6.40 6.82~6.83 

品牌 B 红枣早餐奶 6.73  6.18~6.32 5.96~6.18 

品牌 B 核桃早餐奶 6.76  6.50~6.51 6.54~6.72 

 
3  讨论与结论 

本研究以平板计数法为参考, 用地衣芽孢杆菌和蜡

样芽胞杆菌参考品测试了流式细胞仪法的灵敏度, 当样品

中染菌浓度≥8000 CFU/mL 时, 流式细胞仪法可稳定检出; 
当小于该浓度时, 测试结果可能因菌株种属不同而不同。

用 4 种灭菌乳和 4 种调制乳为基质, 比较了 GB 4789.26 法

和流式细胞仪法检测保温样品的结果, 在(24±2) h 保温处

理后, 流式细胞仪法检出率均为 100%, 与 GB 4789.26 法

镜检结果一致。 
灵敏度测试中, 比较 800 CFU/mL 和 8000 CFU/mL 浓

度结果, 发现流式细胞仪法测试地衣芽孢杆菌的数值普遍

高于蜡样芽胞杆菌; 而测试 80000 CFU/mL 浓度的结果, 
则没有前面所述现象。本研究中的流式细胞仪法是检测样

品中的活菌数目, 其原理是对样品中的活菌进行荧光标记, 
并采用激光照射流体状态下的单细胞悬液, 通过检测和记

录被激发的荧光信号, 从而对细胞进行分析[30]。结合本研

究结果, 标记活细胞的试剂并不能使所有活细胞均被标记, 
标记比例与细胞种属有关系。因此, 对于低浓度污染样品, 
流式细胞仪法可能会出现假阴性结果。 

保温样品检测是本研究的核心部分。通过比较 GB 
478.26 法和流式细胞仪法的测试结果, 发现针对人工污染

8 CFU 和 80 CFU 地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌的灭菌乳

和调制乳样品经(24±2) h 保温后, GB 4789.26 法和流式细

胞仪法检出率均为 100%。由于选择的两种菌都不产气且

为兼性厌氧菌, 污染样品保温至 7 d 时, 小部分样品才开

始出现轻微膨胀, 依照 GB 4789.26 法, 需要将样品保温至

膨胀或 7 d 后才需要检验, 而实际情况是(24±2) h 后的镜检

和培养结果均为阳性。该结果提醒: 外观检测样品膨胀与

否和实际污染情况可能不一致。而流式细胞仪法是基于样

品内有活性微生物的实际浓度, 一旦超过阈值就判定为阳

性, 无需通过外观检测。 
从时效性上分析, 对于活性微生物超过阈值的样品, 

流式细胞仪法无需等到样品膨胀即可快速检出。但是该方

法也有不足之处, 一般乳制品最小包装至少为 100 mL, 而
流式细胞仪法取样量为 0.5 mL, 对于活性微生物在阈值附

近的样品 , 则有可能因为取样量小而导致假阴性。GB 
4789.26 法虽然在判断膨胀后或保温至 7 d 后才开始检验, 
但是前期是基于整个包装进行保温, 出现假阴性的概率较

流式细胞仪法更小, 并且成本更低。 
本研究通过对比分析 GB 4789.26 法和流式细胞仪法, 

证明了提高商业无菌检验时效性的可行性: 流式细胞仪法

测试高浓度(本研究中为不小于 8000 CFU/mL)污染的样品

时, 可以不经保温及时稳定检出阳性; 测试低浓度污染的

样品时, 则需要适当保温后[本研究中为(24±2) h)]才能稳

定检出阳性。对于突发事件中的商业无菌检验项目, 可以

适当引入流式细胞仪法提高检验效率, 为监管部门及时提

供准确数据。 
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