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摘  要：流式细胞仪(Flow cytometer)是集应用流体学、光学、电子学、生物学、免疫学等多门

学科和技术于一体的新型高科技仪器。它的核心技术是流式细胞术(Flow cytometry，FCM)，该

技术是利用流式细胞仪，使单个细胞或其他微小生物粒子处于快速直线流动状态，且逐个通过

光束，从而对单个细胞或微粒进行多参数(数量、大小、核酸含量、细胞活性、特定菌群或物

种等)定量分析和分选的检测技术，具有快速、灵敏、精确以及便于操作等突出优点。本文简

要介绍流式细胞仪的原理，并论述流式细胞技术在实验室研究、工业生产、临床诊断、环境评

估等领域的细菌快速检测应用。 
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Application of flow cytometry to rapid detection of bacteria 
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Abstract: Flow cytometer, an advanced instrument integrating fluidics, optics, electronics, biology, 
immunology, etc., measures cells in suspension that flow in single-file through laser beam. Flow 
cytometry (FCM), as the core of flow cytometer, is a multidisciplinary technique for analysing and 
sorting cells or other particles. FCM can provide a multitude of information at the single-cell level, 
including (but not limited to) total counts, size measurements, nucleic acid content, cell viability and 
activity, and detection of specific bacterial groups or species. The main advantage of FCM is that it is 
fast, sensitive, accurate and easy to perform. Here, we briefly review the basic principle of flow 
cytometer, focusing on its recent applications to rapid detection of bacteria in laboratory research, 
industrial biotechnology, clinical diagnosis and environment assessment.  
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流式细胞技术从 20世纪 70年代创建以来，发

展迅猛，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相对较晚，主要原因是微生

物细胞或粒子较小，所得光信号相对较弱，不便于

检测。在国外，流式细胞术(Flow cytometry, FCM)

已在细菌常规工作中得到广泛的应用[1]，而在国内

起步较晚。 

随着近些年来光学的发展与进步、荧光染料的
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丰富和改良以及流式细胞仪本身的不断完善[2-5]，

如今流式细胞术已经成为微生物学研究中一种必

不可少的手段，在微生物检测中扮演着越来越重要

的角色。微生物学，尤其是细菌学，当前面临着一

些问题，特别是需要对细菌逐个进行快速、多参数

精确测量，流式细胞术很适合解决此类问题。目前，

已有很多此方面的报道[6-8]，本文将从实验室研究、

临床诊断、工业检测以及环境领域等 4个方面介绍

流式细胞术在细菌检测中的应用。 

1  流式细胞仪工作原理[9-11] 

图 1为流式细胞仪基本结构。它主要由液流系

统、光学系统、信号收集与转换系统、分析系统和

细胞分选系统 5个部分组成。 

1.1  分析 

1.1.1  单菌制备:首先将待测标本处理成单细胞或

单微粒悬液进行荧光染色后，在一定气压下将待测

样品压入流动室，不含细胞或微粒的缓冲液(又称

鞘液)在高压下从鞘液管喷出，鞘液管入口方向与

待测细胞或微粒流成一定角度，使鞘液包绕着细胞

或微粒高速流动，形成一个圆形的流束(即鞘流)，

待测粒子在鞘液的包裹下单行排列，逐个依次通过

流式细胞仪的检测区域。 
 

 
 

图 1  流式细胞仪示意图 
Figure 1  Diagram of flow cytometer 

1.1.2  产生检测信号:以激光为激发光源，经过聚

焦整形后的光束垂直照射到样品流上，被荧光染色

的细胞在激光束的照射下产生散射光和激发荧光。

这两种信号同时被前向光电二极管和 90°方向的光

电倍增管(PMT)接收。在前向小角度检测的光散射

信号，称为前向散射光(Forward scatter，FSC)，其

信号反映细胞的大小；90°散射光又称侧向散射光

(Side scatter，SSC)，是指与激光束-液流平面垂直

的散射光，其信号强度可反映胞内粒度情况及胞内

部分结构的信息。荧光信号的接收方向与激光束垂

直，经过一系列双色性反射镜和带通滤光片的分

离，形成多个不同波长的荧光信号。这些荧光信号

的强度代表所测细胞膜表面抗原的数目或其细胞

内、核内所标记物质的浓度等。可见流式细胞仪可

以同时进行多个参数的检测。 

1.1.3  信号转换和处理:荧光信号和散射光信号经

光电探测器和光电倍增管接收后转换成放大电信

号，再通过模/数转换器将连续的电信号转换为可

被计算机识别的数字信号，输入计算机进行处理，

应用不同的分析软件可分析样品的各种参数，最后

以散点图或直方图或三维图等形式显示出来。 

1.2  分选 

1.2.1  形成液滴:把需分选液滴形成的信号加于高

频电晶体(在流动室的喷口上配有一个超高频电晶

体，充电后振动，使喷出的液流断裂为均匀液滴，

待测定细胞分散在这些液滴之中)上，使之产生机

械振动，流动室即随之振动，使液柱断裂成一连串

均匀的液滴。 

1.2.2  液滴充电:一部分液滴中包有细胞，而细胞

性质在进入液滴之前已被测定，如果其特征与被选

定进行分选的细胞特征相符，则仪器在这个被选定

的细胞刚形成液滴时给整个液柱充以指定的电荷，

当被选定的细胞形成液滴时已带有特定电荷，而未

被选定细胞形成的液滴和不包含细胞的空白液滴

不被充电。 

1.2.3  液滴偏转:带有电荷的液滴向下落入偏转板

的高压静电场，按照所带电荷符号向左或向右偏
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转，落入指定的收集器内，完成分类收集的目的。

对分选出的细胞可以进行深入研究。 

2  FCM 在实验室研究中的细菌检测应用 

细菌研究中一项最基本的需要是菌体计数，常

规计数方法主要是国家标准推荐的平板法[12]和通

用的显微技术，它们最大的缺点分别是误差大和耗

时长，且平板法只能计数活菌。 

FCM 可以同时克服传统方法耗时长和误差大

的缺点，快速得到细菌总数，若检测的是一定体积

样品中的菌数，即得知菌浓度[13]，并可区分活菌

和死菌，获得活菌百分比。谢小军等[14]以碘化丙

啶(PI)为荧光染料，用流式细胞术检测被链球菌

α-34抑制而死亡的化脓性链球菌 32309-2数量，并

计数了活菌数目，快速便捷且结果可靠。另外，根

据前向角散射光(FSC)与细胞直径密切相关，可通

过 FSC 获得菌体平均大小或粒度分布情况，需注

意，虽然 FSC 是固有参数，但在具体操作时，一

般要进行荧光素处理，不仅可以增加待测菌体的敏

感度和精确性，同时避免了样品中其他细小微粒的

干扰(因为大小相近)。 

FCM 也可用于细菌鉴定。流式细胞仪检测的

荧光强度与 DNA片段大小成比例，Kim等[15]依据

基因组 DNA的限制性片段指纹图谱鉴定革兰氏阳

性菌——球芽孢杆菌(Bacillus globigii)和两种革兰

氏阴性菌——大肠杆菌(Escherichia coli)和草生欧

文氏菌(Erwinia herbicola)，结果表明，FCM得到

的DNA大小与脉冲场凝胶电泳(PFGE)结果具有高

度一致性，而 FCM所需纯化 DNA样品量为 pg级，

且只需 10 min对数据进行处理和分析。可见，该

技术有高度灵敏和快速的特点，是一种极具前景的

细菌鉴定手段。 

细菌群体的分化是很普遍的现象，即使实验室

“纯培养”也是由多种生理生化性质不同的小亚群

组成，FCM 可对细菌的生理异质性进行分析。如

Andrew Want等[16]采用 FCM检测出至少 4种生理

异质性蜡样芽胞杆菌亚群，并将其分类后进行固体

平板培养，证实其不同。该技术不仅可以同时从表

型上和基因水平上进行异质性检测，而且有利于检

出更多异质性菌体，并从中筛选出优势菌株，更全

面、透彻地解释细菌的高度适应性。 

FCM 在细菌诱导突变株选育中也有应用。

Valdivia等[17]根据荧光信号的不同，对鼠伤寒沙门

氏菌基因启动子的酸诱导突变株进行了筛选，得到

8个突变株，经过分析鉴定，它们的启动子与野生

菌具有高度同源性。可以预言，只要能找到合适的

荧光探针，就能利用该技术获得特定位点的突变

株，在菌种改良方面有很大意义。 

此外，Lingling Yang等[6]首次应用高灵敏度流

式细胞仪检测、计数自体荧光细菌，并分析 1 min

内通过的细菌获得自体荧光的强度分布情况，这种

检测微弱自体荧光的方法对研究单个菌体内低水

平基因表达和低丰度生物分子具有重要意义。 

3  FCM 在工业生产中的细菌检测应用 

工业产品中的微生物是影响产品质量、风味、

保质期及安全性的关键因素。国内外有关用流式细

胞仪检测工业产品中细菌的报道很多，以下从

FCM 在菌体计数、活性判断、在线监测三方面的

应用做一介绍。 

目前，该技术已应用于检测液态加工产品中总

菌数或特定菌群数，如 Gunasekera 等[18]使用流式

细胞仪在 1 h内检测牛奶中污染的细菌数量，使用

酶解法消除蛋白质类和脂质粒子，菌的检测下限浓

度为<104个/mL；刘道亮等[19]用流式细胞技术快速

检测了果汁中的细菌总数；Malacrino 等[20]用流式

细胞仪检测啤酒中乳酸菌数目，结果与平板计数法

的相关系数为 r=0.94。这些研究表明，FCM 可以

作为产品质量控制和菌群生长动态监测的重要手

段，与传统方法高度一致，结果可靠，且具有快速、

灵敏、便捷的优点。 

工业生产中，有时需要判断菌体活性，确保生

产效率。此时，运用 FCM需选用膜非渗透性染料，

如碘化丙锭(PI)，它不能进入具有完整细胞膜的活

细胞，当细胞死亡或细胞膜不完整时，PI 渗入细

胞内嵌入 DNA 碱基对中并与之结合，在 488 nm
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的激光激发下，在波长 660 nm左右检测到红色荧

光。因此，通过荧光信号的强弱或有无可知菌体活

性的大小或有无，并且该方法可以检测低活性的细

胞；如果使用传统的培养法或亚甲基蓝染色法检测

低活性细胞，则误差较大。 

产品的生产一般是一个连续的流水线过程，

终产品是否合格依赖于各环节的质量保证，这就

是实时在线监测的意义所在，科学家们应用 FCM

对此作了探索。Tobias Broger等[21]设计了一种低

通量流式细胞术检测系统 (Flow injection flow 

cytometry，FI-FCM)，用于实时、在线监测生物反

应器中菌体生长的整个变化过程，每 5 min检测一

次，并且对发酵液的稀释倍数高达 10 000倍。通

过与 3种其他荧光检测方法比较，指出，虽然这 4

种荧光检测之间的相关性极高(R2≥0.97)，但只有

流式细胞术可以从大量弱荧光信号的菌体中辨别

出少量荧光信号强的菌体。他们还证明菌体培养

过程中，个体之间异质性明显，因为菌群中菌体

的信号分散在一个较宽的范围内，并设想从中选

择高产量、稳定的菌株，为了验证该方法的可靠

性，他们对 3 种菌进行了试验，其中包括大肠    

杆菌。 

由上可知，该技术在产品检测和监测方面具有

传统方法无法比拟的特点，有利于及时将合格产品

投放到市场，促进生产效率的提高。 

4  FCM 在临床细菌检测中的应用 

流式细胞术最初是应用于哺乳类动物细胞的

检测，在临床中的应用历史几乎是 FCM的应用历

史，目前该技术普遍应用于临床检测，样品范围由

真核细胞拓展到原核生物，甚至更小的病毒。它灵

敏、快速的特点，使病症的及时诊断成为可能，对

患者的健康至关重要，最典型且最早的例子是菌血

症的诊断[22]，在医学领域，FCM 起着举足轻重的

作用，有极其广阔的应用前景。 

关于临床细菌，药敏性和异质性很常见，且二

者密切相关。应用 FCM检测临床细菌始于药敏性

检测。Suller 等[23]用 FCM 检测头孢他啶、氨苄青

霉素和万古霉素这 3种抗生素分别对绿脓杆菌、大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的药敏性反应，结果发

现，FCM可以快速、灵敏地检测抗生素抗菌效应，

并且利用细胞氧化活性染料 CTC 检测出几个不同

的细胞亚群，因为不同的细菌亚群对抗生素的敏感

性不同，从而直观地反映细胞异质性。付亮等[24]

对 49株临床分离的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌同

时用NCCLS推荐的确证试验和流式细胞术两种方

法进行两种药物的敏感性检测，结果发现，流式细

胞术与传统方法检测结果具有一致性，且更快速、

客观、便于自动化，可用于联合药敏试验方面的研

究。该技术可同时获得有关药敏性和异质性的相关

信息，是一种有力的检测手段。 

FCM 快速的优势在临床检测中显得尤为重

要，因为快速诊断有利于及时治疗，特别对于急

性病，直接关系生命健康与安全。Dilan Qin等[25]

将结核分支杆菌用荧光二氧化硅纳米颗粒和荧光

素 SYBR Green I两种染料标记后，用流式细胞术

检测，可检测菌浓度低达 3.5×103−3.0×104个/mL，

比只用 FITC 染色的流式细胞术更灵敏，整个检

测过程 (包括样品的前处理时间 )所需时间小于  

2 h，并指出该方法可用于临床上其他病原菌的快

速检测。Mansour和他的同事[22]应用 FCM检测菌

血症(菌感染浓度可能低至 10 个/mL)患者血液中

大肠杆菌数，菌的检测下限浓度是 10−100个/mL，

且只需 2 h；如果用传统方法检测，直接进行显微

计数显然是不可能的，必须经过 7 d 扩大培养才

能得到结果。也有研究报道[26]，用流式细胞术检

测卡介苗(BCG)疫苗的效能，在 4 h内即可完成检

测，而平板法需 4 个星期。由此可见，该技术效

率极高。 

另外，William等[27]用 ATYP-RPE和 IgG-FITC

双色流式细胞术同时分辨出炭疽杆菌孢子和与之

结合的抗原，证明流式细胞术是一种快速有效检测

恶性炭疽杆菌孢子的方法。这说明，FCM 的临床

细菌诊断范围不局限于一般菌体，还可以检测休眠
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体，在其活化之前作出诊断，及早治疗。 

5  FCM 在环境样品中的细菌检测应用 

在环境样品检测中，平板法严重制约了微生物

总菌数和多样性的深入研究，给检测结果带来较大

误差。再者，传统方法如基因芯片[28]虽具有高通

量的特点，但操作繁琐。FCM具有样品制备简单、

可进行快速多参数数据采集、精确测定、可进行多

元数据分析以及分选功能等优越性，自从 1993年

Wagner 等[29]利用该技术对活性污泥中微生物进行

群落结构分析以来，该技术引起愈来愈多生态学家

的关注，逐渐成为空气、土壤、水等环境中微生物

学研究中的一项重要工具。如 Lange Jeffrey 等[30]

用流式细胞仪结合荧光原位杂交技术检测实验室

空气和猪谷仓空气中的微生物，用液化收集器取得

样品后，经过荧光染料 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚

(DAPI)染色后，FCM 可以从样品中的粉尘杂质中

辨别出菌体并计数，获得细菌总数(包括死菌)，而

传统的平板计数法所得数目比 FCM 少 2 个数   

量级。 

FCM也可用于土壤样品检测。Jean Christophe

等[31]对土壤样品中特定的微生物进行 FCM的定性

和定量检测，他们用溴化乙锭(标记细胞膜通透性

增加的细胞)和与 16S rRNA 互补的荧光探针，并

利用光散射参数限定菌体的大小，从天然土壤的微

生物群落和粉尘碎片中区分出特定检测菌——絮

凝剂产生菌。Amann 等[32]和 Wallner 等[33]也用此

方法来分析混合菌群，鉴于环境样品中某些菌体量

少，16S rRNA荧光信号微弱，需要做信号的放大[34]。 

随着工业的发展，环境污染尤其水体污染日益

严重，水质的快速、准确检测对人类健康和环境保

护意义重大。Joachimsthal等[35]用 FCM和 FISH对

新加坡港的压舱水进行了细菌总数、肠道菌数、弧

菌数和大肠杆菌数的检测，结果发现不同取样点压

舱水的实验结果之间存在较大差异，表明航运业的

压舱水受多种因素的影响，水质状况较为复杂，

FISH 和 FCM 结合可以为压舱水的污染状况提供

大量信息。Yamaguchi等[36]使用 FCM分别对未污

染和污染河水中细菌的呼吸活性和酯酶活性进行

了检测，以荧光素 6-CFDA (6-羧基二乙酸酯)和 PI 

(碘化丙啶)作为细菌酯酶活性的指示剂[37]，以 CTC 

(5-氰基，2,3-二甲苯基氯化四唑)为细菌呼吸活性

指示剂[38]，结果发现，菌体酯酶活性对污染状况

更敏感，有酯酶活性的细菌比例与河水污染程度呈

正相关，可以此作为评估环境水污染的指标。 

除了细菌外，浮游生物也是造成水质破坏的一

大因素，它们常可引起“水花”。所幸，FCM 也可

用于浮游生物的检测。2011 年，Spizzichino 等[39]

首次应用改良的激光扫描流式细胞仪研究超微型、

微型浮游生物——转基因聚球藻 (Synechococcus 

sp.)和莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)，指出

该方法适于研究浮游生物群落的组成和变化，可以

作为“水花”形成早期的检测手段。2012 年，Quan 

Zhou 等[40]利用流式细胞术对太湖湖底沉积物中的

微胞藻属菌体计数，并对微胞藻聚集体进行了群落

分析，表明 FCM可以高效监测微胞藻属的群落变

化，具有高度适用性。 

由以上研究成果可知，该技术可用于各种水质

检测和污染监控。 

6  FCM 在趋磁细菌研究中指日可待的应用 

1975 年美国科学家 Blakemore[41]首次发现趋

磁细菌，其体内合成独特的纳米磁性颗粒——磁小

体，因此受到科学家们的日益关注，有关趋磁细菌

及磁小体研究的文献大量涌现。本实验室也从浸矿

微生物中自行分离得到 3种趋磁细菌：氧化亚铁硫

杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)[42-43]、嗜铁钩端

螺旋菌(Leptospirillum ferriphilum)[44]和极端嗜酸氧

化亚铁古菌(Ferroplasma thermophilum)[45]。 

目前，趋磁细菌的磁小体合成机理尚不清楚，

研究遇到很多问题，其中一个瓶颈问题是磁小体合

成量的检测，即磁性的表征，阻止了磁小体合成培

养条件的优化，直接制约了磁小体的大量合成。虽

然流式细胞仪用于趋磁细菌的检测已有报道，如宋

涛 等 [46] 应 用 流 式 细 胞 仪 检 测 趋 磁 细 菌

Magnetospirillum magneticum AMB-1 菌液的细菌
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浓度，比分光光度法更加精确；Zhang 等[47]也将

AMB-1用 PI和 SYBR双着色后用流式细胞仪检测

其数量和大小，但尚未有更深层应用的报道。根据

流式细胞仪的基本原理及只要所需检测微粒能用

荧光染料标记就能被定量检测的特点，推测其可能

用于趋磁细菌磁小体合成量的检测。由于趋磁细菌

体内合成磁小体，且数量不等，所以磁小体的多少

直接影响菌的胞内粒度大小，依据 FCM的侧向散

射光信息代表细胞的胞内粒度情况，FCM 可能是

检测趋磁细菌磁小体量的一种方法。当然，这种方

法只有能直接标记磁小体才具有说服力，但是目前

尚未找到恰当的磁小体荧光探针，因此应用上还有

待于趋磁细菌研究的进一步深入。 

另外，FCM 也可能用于趋磁细菌非趋磁突变

株与标准菌株的研究。研究人员经常观察到趋磁细

菌能够自发形成非趋磁性突变体，即在同一培养环

境和条件下，有个别菌体不合成磁小体，如 Schubbe

等 [48] 报 道 ， Magnetospirillum gryphiswaldense 

MSR-1突变体MSR-1B的形成是因为一段约 80 kb

的 DNA 区域的缺失，而利用 FCM 可以检出含量

低至 40 kb的 DNA[49]，所以推测 FCM可以用来发

现非趋磁突变株，并可以利用流式细胞仪的分选功

能将其与标准菌株分离，得到纯菌株，便于进一步

的研究，对于阐明磁小体合成机理以及提高磁小体

产量具有重大意义。存在的问题是，FCM检出含量

低至 40 kb的 DNA是在病毒中实现的，要在趋磁细

菌中实现，须依赖流式细胞仪精度的进一步提高和

趋磁细菌研究的进一步完善。 

7  总结 

流式细胞术的应用极广，一句话可概括为，凡

能被荧光分子标记的细胞或微粒均能用流式细胞

仪检测，尤其对于形体极其微小的粒子，其逐个检

测、灵敏、快速、多参数分析等优势更为明显。除

了它的前期成本比较高以外，FCM 存在的一个关

键问题是荧光染料的选择和样品处理，这给荧光染

料的发展提出了挑战。总之，随着科学技术的迅猛

发展，流式细胞仪将有更广阔的应用前景。 
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中国微生物学会微生物

生物安全专业委员会 
待定 100 待定 贾晓娟 

13 
2014年全国微生物毒素与脓毒症

学术会议 

中国微生物学会微生物

毒素专业委员会 

10月 300 浙江杭州 
李会 

14 
第二届微生物与白酒酿造技术研讨

会 

中国微生物学会工业微

生物学专业委员会 
待定 200 山东 翟磊 

15 中日韩国际酶工程学术研讨会 
中国微生物学会酶工程

专业委员会 

11月
200 韩国济州 

欧阳浩淼 
010-64807420 

16 
第十七次全国环境微生物学学术研

讨会 

中国微生物学会环境微

生物学专业委员会 
11月 500 

四川 

成都 
蒋建东 

025-84396314 

17 
第二届中国放线菌生物学与产业化

大会 

中国微生物学会分子微

生物学及生物工程专业

委员会 

11月 150 广东广州 
张长生 

020- 89023105 

18 
第六届微生物资源学术暨微生物资

源平台运行服务研讨会 

中国微生物学会微生物

资源专业委员会 
11月 300 

福建 

厦门 
姜瑞波 

010-82108636 

 


