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流式细胞术检测单增李斯特菌与酿酒酵母 
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摘要：为探讨流式细胞术对单增李斯特菌和酿酒酵母的活菌与热灭活菌的检出效果，本文采用荧光染色试剂 SYTO-9 和碘化乙

锭（PI）对单增李斯特菌和酿酒酵母的活菌与热灭活菌的细胞悬液进行染色，采用流式细胞仪同时测量红色荧光与绿色荧光从而得出

细胞悬液中的细菌和酵母的含量。结果表明经核酸荧光染料染色后，再结合流式细胞术对细菌与酵母菌进行检测，步骤简单、耗时短。

该法不仅简化了测量步骤且分辨率高，对单增李斯特菌和酿酒酵母均具有良好的检出结果，能分辨同一体系中同一菌种的活细胞与热

灭活细胞和同一体系中的细菌与酵母活细胞；该法检出限低，将单增李斯特菌稀释后，最低检出限可达 1.2×104 cells/mL，将酿酒酵

母稀释后，最低检出限可达 6×103 Cells/mL，因此能大大缩短增菌时间或者避免繁复的增菌步骤。 
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Abstract: The viable and heat-treated microorganisms such as Listeria monocytogenes and Saccharomyces cerevisiae were investigated 

in this study. They were stained by fluorescent staining reagents SYTO-9 and Propidium Iodide (PI) and then the red and green fluorescence 

signals were detected using flow cytometry to get the concentration of cells in samples. The results showed that flow cytometry was able to 

detect bacteria and yeast after the nucleic acid fluorescent staining. This method simplified the procedure for L. monocytogenes and S. cerevisiae 

detection, shortened the time of detection procedures, and also distinguished viable with heat-treated micrograms and viable bacteria with yeast 

in the same system. This method was capable of detecting as few as 1.2×104 cells/mL L. monocytogenes and 6 × 103 cells/mL S. cerevisiae. This 

improvement might shorten the time consuming of culture enrichment or simplify the process. 
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由于保健品原料中污染的微生物往往含量很低，

或在加工过程中受到损伤活性低，给快速检测带来许

多困难，由此造成的漏检给保健品生产企业带来重大

的经济损失与资源浪费[1]。如何快速准确的检出保健

品原料中的腐败菌与致病菌是目前研究的热点之一。

传统方法存在灵敏度不高、检测周期长、步骤繁琐等 
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缺点[2]已经不适应现代检测的快速灵敏、准确高效等

需求。然而新型检测方法如基于免疫技术的检测方法

和以 DNA 杂交为基础的探针、芯片等检测方法，虽

特异性高但一般需要进行繁复的增菌培养[3]；以 DNA
扩增技术为基础的 PCR、多重 PCR 和 RT-PCR 等检测

方法，在核酸抽提与 PCR 扩增过程中容易偏差，降低

了精确度[4]。流式细胞术（Flow Cytometry，FCM）检

出限低能避免繁复的增菌步骤和繁琐的核酸提取过

程，目前在血液学、病理学、临床检验等领域得到广

泛应用[5]，但将其应用于食品中食源性致病菌快速检

测的研究还比较少。Herve Alexandre 等采用已知荧光

标记的单链核酸特异性探针结合 FCM 技术对酒香酵

母（Brettanomyces）浓度进行实时监控，能在葡萄酒

腐败变质前有效控制腐败酵母菌数[6]。王宁等对生乳

http://www.engineeringvillage.com/search/thesHome.url?CID=thessearch#/search/thes/fullrec.url?snum=1&term=Saccharomyces+cerevisiae&database=1
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进行热处理，经荧光染料碘化丙锭染色后用 FCM 能

快速检测生乳中热损伤的 E.coli 和 S.aureus [7]。

Malacrino 等用 FCM 结合荧光染色的方法对葡萄酒中

酵母菌进行检测，计数结果与平板计数法相关性高，

对酵母最低检出限达 103[8]。上述研究表明 FCM 对复

杂的食品样品中的目标菌和热损伤菌具有良好的检出

效果，且具有检出限低的优势，适应于保健品原料中

微生物污染的检测要求。 
保健品原料中常见的腐败菌和致病菌包括酵母

菌与细菌，但FCM能否同时对酵母与细菌进行检测，

对其热损伤菌能否检出尚未见报道。本实验中采用的

酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）广泛存在于食品

中的腐败酵母菌 [9] ；单增李斯特菌（ Listeria 
monoeytogenes）是食源性致病菌，被WHO列为食品

四大致病菌之一[10]。本文采用FCM技术鉴别同一体系

中的酿酒酵母与单增李斯特菌，活菌与热损伤菌，同

时测得其含量。探讨利用流式细胞仪快速检测保健品

原料中可能出现的食源性致病菌和腐败菌的可行性，

克服其他快速检测方法的不足。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  菌株与培养基 
实验中所用菌种分别为Listeria monoeytogenes 

(CMCC34761)、Saccharomyces cerevisiae (ATCC9763)，
均为华南理工大学食品安全与检测中心保藏菌种。 

LB（Luria-Bertani）液体培养基：蛋白胨 10 g/L、
酵母浸粉 5 g/L、NaCl 10 g/L，调 pH 至 7.0，固体培

养基加入 15 g/L 琼脂粉，121 ℃，20 min 高压灭菌后

使用。 
YPD（Yeast Extract Peptone Dextrose）液体培养

基：蛋白胨 20 g/L、酵母浸粉 10 g/L、葡萄糖 20 g/L，
固体培养基加入 15 g/L 琼脂粉，121 ℃，20 min 高压

灭菌后使用。 
1.1.2  主要试剂 

SYTO-9 和 PI，购自美国 Invitrogen 公司。 

1.2  主要仪器 

FA2004B 电子天平，雷磁 PHS-3Cx 型 pH 计，购

自上海精密仪器科学有限公司；YXQ-LS-18S1 高压灭

菌锅、SPX-250B 生化培养箱，购自上海博讯实业有

限公司；QL-866 旋涡振荡仪，购自江苏海门其林贝尔

仪器制造有限公司；Guava EasyCyte 6-2L流式细胞仪，

购自美国默克生物技术有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株活化 
用接种环沾取甘油管保存的 L. monoeytogenes 菌

液，在 LB 固体培养基上划线，于 37 ℃培养 24 h。挑

取单菌落接种于 LB 液体培养基，37 ℃培养至对数生

长期(OD600≈1.0)制成活化的种子液[11]。用接种环沾取

甘油管保存的 S. cerevisiae 菌液，在 YPD 固体培养基

上划线，于 30 ℃培养 48 h。挑取单菌落接种于 YPD
液体培养基，30 ℃培养至对数生长期(OD600≈2.0)制成

活化的种子液[12]。 
1.3.2  细胞悬液制备 

将制好的种子液，摇匀后取 1 mL 于 1.5 mL 离心

管中，此为活菌培养液。 
热灭活菌的制备参考 Soejima 等[13]的研究方法。

吸取 1 mL 处于对数期的细菌培养液于 1.5 mL 离心管

中，在沸水浴中处理 50 s 后立即置于冰上冷却，吸取

100 μL 涂布于 LB 固体培养基，37 ℃培养 72 h 后未有

菌落长出。通过该处理，使细胞壁与细胞膜有不同程

度损伤，达到病菌受损的目的。通过上述操作，则制

成热灭活菌培养液。混合菌培养液为活菌培养液与热

灭活菌培养液的等体积混合液。 
取待测菌液 1 mL(待测菌液中细胞量约为

1×106~1×107 cells/mL)，8000 r/min 离心 2 min，弃上清

液，用灭菌去离子水洗涤。重复上述操作，离心弃上

清后将细胞重悬至 0.5 mL 灭菌去离子水中，用旋涡振

荡仪混匀 2 min，则制成待测活细胞悬液、热灭活细

胞悬液和混合细胞悬液。 
1.3.3  平板计数 

吸取 100 μL 三个浓度梯度的 L. monoeytogenes
培养液涂布于 LB 固体培养基，每个梯度做三个平行，

37 ℃培养 24 h 计数；吸取 100 μL 三个浓度梯度的 S. 
cerevisiae 培养液涂布于 YPD 固体培养基，每个梯度

做三个平行 30 ℃培养 48 h 计数。 
1.3.4  染色方法 

实验中使用的染色剂为SYTO-9和PI两种核酸荧

光染料。其中，SYTO-9 是一种能渗入具有完整细胞

膜细胞内的小分子，呈绿色荧光，PI 则是一种仅能渗

到细胞膜破损的菌体内且呈红色荧光的大分子，并且

与 SYTO-9 竞争核酸着染位点，最终使得死菌被 PI
染色而活菌被 SYTO-9 染色，经这两种试剂染色后，

发出绿色荧光的即为活菌，而发出红色荧光的为死菌
[14]。 

将含 SYTO-9 和 PI 两管染色剂分别以 3:1000 的

比例用灭菌去离子水稀释，实验时等比例混合或单独

http://www.engineeringvillage.com/search/thesHome.url?CID=thessearch#/search/thes/fullrec.url?snum=1&term=Saccharomyces+cerevisiae&database=1
http://www.engineeringvillage.com/search/thesHome.url?CID=thessearch#/search/thes/fullrec.url?snum=1&term=Saccharomyces+cerevisiae&database=1
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使用[15]。在活细胞液中加入含 SYTO-9 荧光染料的溶

液，在热灭活细胞溶液中加入含 PI 荧光染料的溶液，

在混合细胞液中加入含等体积SYTO-9和PI荧光染料

的溶液，将待测细胞液与配好的染色剂按 1:1 的比例

混合均匀后，37 ℃避光负载 15 min 以保证染色均匀

有效。利用 Guava EasyCyte 6-2L FCM 检测染色后活

细胞悬液、热灭活细胞悬液和混合细胞悬液的红色与

绿色荧光强度，绘制以绿色荧光和红色荧光为坐标的

散点图。 
1.3.5  FCM 分析 

实验中采用由美国默克生物技术有限公司生产的

Guava EasyCyte 6-2L 流式细胞仪，该系统使用六个参

数（4 个荧光色、2 个光散射）可提供细胞绝对计数，

其中全固态激光器蓝色激光为 488 nm（40 mW）、红

色激光为 640 nm（40 mW）。当细胞液柱内的细胞经

过测量区时，在激发光的照射下，产生特异的荧光信

号和非特异的前向角散射与侧向角散射信号，荧光信

号由 PMT 检测，前向角散射由光电二极管检测。因

此，流式细胞仪可同时检测同一个细胞的至少三种参

数，前散射角（forward scatter ，FSC）、测散射角（side 
scatter ，SSC）和荧光信号。荧光信号的种类与产生

荧光的化学物质以及与特异荧光色素结合的化学物质

有关，90°侧散射光的大小与细胞内部的颗粒有关，前

向角散射光的强度与细胞的大小有关。使用流式细胞

仪初步预估 2 种菌液中细胞含量，根据细胞含量加入

适量的染色剂，上机测试，约 1 min 既可得出检测结

果。 
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1.3.6  数据分析 
采用模块化软件 Incyto2.6 进行数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1  细胞悬液中细胞量预估 

将未添加荧光染料的待测细胞悬液上样检测，由

于细胞大小的影响光的散射，通过筛选经过光路的颗

粒大小去除细胞碎片等可得到细胞浓度，稳定的液流

推进装置使样本呈单列，每个细胞以均等的时间依次

通过激光照射区，当细胞通过光路时，受照射后产生

散射光信号，又分为前向散射光（Forward scatter，
FSC），一般与细胞体积的大小呈正比；侧向散射光

（Side scatter，SSC），与细胞的颗粒度和复杂性有关。

以单增李斯特菌为例，如图 1 所示 R1 所标示的区域

为细胞出现的区域。根据 FSC 与 SSC 散点图上设置

的门可对细胞悬液中的细胞量进行预估，其中单增李

斯特菌活细胞悬液中细胞量为 3.30×106 cells/mL，热

灭活菌细胞悬液中细胞量为 4.30×106 cells/mL；酿酒

酵母活细胞悬液中细胞量为 8.70×105 cells/mL，热灭

活菌细胞悬液中细胞量为 7.80×105 cells/mL。FCM 检

测过程中，浓度过低时会使得收集信号过低，无法计

数；浓度过高时，由于细胞不容易打散而粘附在一起

而影响实验结果的准确性。据文献报道[7]，FCM 检出

限大约在 104~107 cells/mL，因此实验中所使用的细胞

悬液均在可检出范围内。 

 
图1 单增李斯特菌的散射光散点图 

Fig.1 Plot of forward scatter versus side scatter of L. 

monoeytogenes  

2.2  单增李斯特菌的 FCM检测结果 

 
图2 单增李斯特菌活细胞的荧光散点图 

Fig.2 Plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

viable L. monoeytogenes 
利用 Guava easyCyte 6-2L FCM 检测染色后活细

胞菌液、热灭活细胞菌液中细胞量以及活细胞群与热

灭活细胞群的分布区域并进行标记。结果表明，采用

SYTO-9 和 PI 两种核酸荧光染料可以很好的区分单增

李斯特菌细胞悬液中的活细胞与热灭活细胞，由于

SYTO-9 进入活细胞呈绿色，因此其分布在红色荧光

强度低而绿色荧光强度较高的区域（如图 2 所示），而

反之由于 PI 进入热灭活细胞呈红色，因此其分布在红

色荧光强度高而绿色荧光强度较低的区域（如图 3 所

示）。同时可得出悬液中细胞含量，其中活菌样品中细

胞量为 1.30×106 cells/mL，为所测总细胞量的 97.72%；
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死菌样品中细胞量为 0.85×106 cells/mL，为所测总细

胞量的 97.47%。由于染色后能有效去除细胞碎片对计

数的影响，因此细胞含量计数结果均比未进行染色时

预估的细胞含量更低。 

 

198 

图3 单增李斯特菌热灭活细胞的荧光散点图 

Fig.3 Plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

heat-treated L. monoeytogenes 

为研究 FCM 是否能同时检测单增李斯特菌的活

细胞与热灭活细胞以获得其活性状态。将两者等体积

混合，同时将含 SYTO-9 和 PI 荧光染料的溶液等体积

混合，将待测细胞液与配好的染色剂按 1:1 的比例混

合均匀后，37 ℃避光负载 15 min 以保证染色均匀有

效。经 FCM 检测，结果表明可以通过荧光强度的不

同而分开活细胞与热灭活细胞（如图 4 所示）。活细胞

与热灭活细胞等比例混合样品中细胞量为 1.07×106 

cells/mL，混合后，死亡率为 62.12%和存活率为

36.98%，基本为平均值，符合理论值。 

 
图4 单增李斯特菌活细胞与热灭活细胞混合液的荧光散点图 

Fig.4 Plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

viable and heat-treated L. monoeytogenes 

将含活细胞的单增李斯特菌细胞悬液进行梯度稀

释，上机检测。结果如图 5 所示，将李斯特菌稀释后，

最低检测限可达 1.2×104 cells/mL，而 ELISA 方法需要

增菌后要达到 105 及以上才能检出[16]，因此可能避免

繁复的增菌步骤或者大大缩短增菌时间。 

2.3  酿酒酵母菌的 FCM检测结果 

 
图5 低浓度的单增李斯特菌的荧光散点图 

Fig.5 plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

viable L. monoeytogenes in low concentration 

 
图6 酿酒酵母活细胞的荧光散点图 

Fig.6 Plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

viable S. cerevisiae 

 
图7 酿酒酵母热灭活细胞的荧光散点图 

Fig.7 Plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

heat-treated S. cerevisiae 

同样利用 Guava easyCyte 6-2L FCM 检测染色后

活细胞菌液、热灭活细胞菌液中细胞量以及活细胞群

与热灭活细胞群的分布区域并进行标记。结果表明，

采用SYTO-9和PI两种核酸荧光染料也可以很好的区

分酿酒酵母细胞悬液中的活细胞与热灭活细胞，由于

SYTO-9 进入活细胞呈绿色，因此其分布在红色荧光

强度低而绿色荧光强度较高的区域（如图 6 所示），而

反之由于 PI 进入热灭活细胞呈红色，因此其分布在红

色荧光强度高而绿色荧光强度较低的区域（如图 7 所
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示）。同时可得出悬液中细胞含量，其中活菌样品中细

胞量为 0.84×106 cells/mL，为所测总细胞量的 97.97%；

死菌样品中细胞量为 1.09×106 cells/mL，为所测总细

胞量的 98.76%。由于酿酒酵母存在出芽生殖方式，通

过细胞大小预估细胞悬液中细胞含量的过程中可能将

处在出芽生殖阶段的体积较大的酵母和粘附在一起未

打散的酵母去除，因此预估细胞量比经染色后测得的

细胞量低，因此以 SYTO-9 和 PI 两种核酸荧光染料染

色可以有效防止酿酒酵母细胞由于粘附或出芽生殖导

致的计数偏小的问题。 
为研究 FCM 是否能同时检测酿酒酵母的活细胞

与热灭活细胞以获得其活性状态。将两者等体积混合，

同时将含 SYTO-9 和 PI 荧光染料的溶液等体积混合，

将待测细胞液与配好的染色剂按 1:1 的比例混合均匀

后，37 ℃避光负载 15 min 以保证染色均匀有效。经

FCM 检测，结果表明可以通过荧光强度的不同而分开

活细胞与热灭活细胞。活细胞与热灭活细胞等比例混

合样品中细胞量为 0.86×106 cells/mL（如图 8 所示），

混合后，死亡率为 43.01%和存活率 52.85%，为初始

细胞液的平均值，符合理论值。 
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图8 酿酒酵母活细胞与热灭活细胞混合液的荧光散点图 

Fig.8 Plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

viable and heat-treated S. cerevisiae 

为得到 FCM 对酿酒酵母的检出限，将含活细胞

与热灭活细胞的酿酒酵母细胞悬液进行梯度稀释，上

机检测。结果如图 9 所示，将酿酒酵母稀释后，可检

测得到6×103 cells/mL，可达到103数量级，与Malacrinò 
P[8]报道的结果一致。 

2.4  平板计数法验证 

分别对 L. monoeytogenes 和 S. cerevisiae 的活菌

样品按 1.3.3 的方法进行平板计数，并与 FCM 计数结

果进行比较，结果如下表 1 所示。由表 1 可知，FCM
测量结果与平板计数法测量结果基本相符，且 FCM
能有效测量平板计数法无法测得的热灭活菌含量。 

 
图9 低浓度的酿酒酵母的荧光散点图 

Fig.9 Plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

viable S. cerevisiae in low concentration 

表1 FCM与平板计数结果对比 

Table 1 Results of FCM and Plate Counting 

含量 

L. monoeytogenes  S. cerevisiae 

FCM 

/(cells/mL)

PC 

/(cfu/mL) 

FCM 

/(cells/mL)

PC 

/(cfu/mL)

活菌 1.30×106 1.68×106  0.84×106 0.95×106

热灭活菌 0.85×106 <1  1.09×106 <1 

2.5  细菌与酵母混合样品的鉴别 

 
图10 单增李斯特菌与酿酒酵母活细胞混合液的荧光散点图 

Fig.10 Plot of green fluorescence versus red fluorescence of 

viable L. monoeytogenes and S. cerevisiae 

为研究 FCM 是否能分辨同一样品中的单增李斯

特菌与酿酒酵母，将单增李斯特菌和酿酒酵母的活细

胞悬液混合后，将待测细胞液与含 SYTO-9 的荧光染

料的溶液等体积混合，按 1:1 的比例混合均匀后，37 ℃
避光负载 15 min 以保证染色均匀有效。进行检测，如

图 10 所示为单增李斯特菌和酿酒酵母活细胞混合液

的 FCM 荧光染色结果图，在图中能将李斯特菌和酿

酒酵母区分开。 

3  结论 

3.1  流式细胞术对食品中致病菌单增李斯特菌和腐 
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败菌酿酒酵母进行检测具有以下三个优点： 
（1）利用 SYTO-9 和 PI 两种核酸荧光染料染色

后，再结合流式细胞术对细菌与酵母菌进行检测，步

骤简单、耗时短。 
（2）检出限低，将单增李斯特菌稀释后，最低检

出限可达 1.2×104 cells/mL，将酿酒酵母稀释后，最

低检出限可达 6×103 cells/mL，因此能避免或者大大

缩短繁复且耗时的增菌步骤。 
（3）分辨率较高，能有效分辨同一体系下的细菌

总数以及活细胞与热灭活细胞的含量，有效防止酿酒

酵母的休眠状态和单增李斯特菌的 VBNC 状态而造

成的漏检；且能分辨在同一体系下的细菌和酵母菌，

能同时对食品中细菌与酵母进行检测。 
3.2  本文探讨了利用流式细胞仪快速检测保健品原

料中可能出现的食源性致病菌和腐败菌的可行性，克

服其他快速检测方法的不足，拓展了 FCM 在食品安

全与检测中的应用范围。不足之处是实验中所使用的

染料为通用性核酸染料，对目标菌的特异性不够，可

寻找适合的染色剂最终实现流式细胞术检测食品中常

见致病菌与腐败菌的高特异性与低检出限的兼得。 
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