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• 水生生物：种类繁多 

     

• 研究意义：水生生物学、水生生态学、水体环境 

 

• 传统的研究方法： 

 

 

 

• 流式细胞仪与水生生物的研究： 

    1. 快速准确地对样本中的单细胞或某一细胞类群进行分析； 

    2. 完成对复杂组分中特定细胞类群的获取，为后续的研究奠定基础。 

 

水生生物 

生理
生化 

观察 培养 
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主要内容 

环境毒理 

水生动物 

水体微型生物 



数量巨大： 

• 超微型真核自养生物：100 cells/mL - 1,000 cells/mL 

• 聚球藻：1,000 cells/mL - 10,000 cells/mL 

• 原绿球藻：10,000 cells/mL -100,000 cells/mL 

• 浮游细菌：100,000 cells/mL - 1,000,000 cells/mL 

• 浮游病毒：1,000,000 cells/mL - 10,000,000 cells/mL 

水体中的微型生物——“看不见的巨人” 

个体微小： 

 超微型浮游生物：0.2-2μm 

 纳米级浮游生物：2-20μm 

 微米级浮游生物：20-200μm 

 Whitman et al., PNAS, 1998; Karl, Nature, 2002 



个体微小：纳米-微米级别； 

数量巨大：每一滴海水中有100万个细菌； 

种类繁多：仅培养的不到1%； 

功能复杂：参与所有物质和能量循环； 

分布广泛：各种极端环境均有发现。 
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水中微型生物的特点 

研究手段？ 

1. 个体较小，常规显微观察困难； 

2. 工作量大，操作繁琐； 

3. 显微计数主观，结果不准； 

4. 性质功能检测受限制。 



       

      以其样品制备简单、可进行快速多参数数据采集、测定精确、不易受溶解有机物的

干扰等优越性而成为水生和环境微生物学研究的重要工具。 

      根据微粒的荧光特性反映出浮游微型生物的大小、形状、结构或者是色素类型，从

而对浮游微型生物进行定量和定性研究。对单个细胞进行分选，方便对不同种浮游生物

进行分离和富集培养。 

流式细胞仪技术优势 

流式细胞仪特点： 

 灵敏度高； 

 分析速度快； 

 精确度高； 

 多参数分析； 

 具有分选功能； 

 

水体中微型生物特点： 

 个体微小 

 数量巨大 

 水中悬浮性 

 种类繁多 

 功能复杂 

 分布广泛 



样本采集 
• 河流湖泊 

样本处理 

• 细胞群解聚（振荡/超声） 

• 预过滤（15-35um滤器） 

• 细胞固定/染色标记 

流式分析 
• 固有属性 

• 荧光染色 

流式分选 • 获取目标群体 

BD Confidential  slide 7 

流式细胞术在水体研究中的应用策略 



• 病毒和细菌的检测 

计数 

活力检测 

分类鉴定 

• 藻类 

水体藻类的分类和多样性研究 

水体藻类的活性和功能检测 

水体藻类分选应用  

 

流式在水体微型生物研究中的应用 



• 病毒和细菌的检测 

计数 

活力检测 

分类鉴定 

• 藻类 

水体藻类的分类和多样性研究 

水体藻类的活性和功能检测 

水体藻类分选应用  

 

流式在水体微型生物研究中的应用 



• 水源中细菌的研究：基本的需要是菌体计数； 

• 常规计数方法： 

                     ①平板法培养法；②通用的显微技术 

    局限性：误差大、耗时长，且平板法只能计数活菌 

• 流式细胞仪用于菌体计数： 

1) 快速得到细菌总数； 

2) 若检测的是一定体积样品中的菌数，即得知菌浓度； 

3) 可区分活菌和死菌，获得活菌百分比。 
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1. 计数 



流式检测原理： 

利 用 合 适 的 核 酸 荧 光 染 料 （ 如 SYBR 

Green I, SYTOX Green I 等）对细菌

DNA 进行染色后，使用流式细胞仪便可

以对这些微小的微生物细胞从背景信号

中检测出来，并进行分群。 
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1. 计数 
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应用举例 

绿色荧光/细胞数一维直
方图，显示LNA（低核酸
含量）和HNA（高核酸含
量）细菌聚类及比例统计。 

Monitoring microbiological changes in drinking water systems using a fast and 

reproducible flow cytometric method 

E.I. Prest, F. Hammes, et al. Water Research (2013) Vol.47: 7131-7142. 
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应用举例 

Isolation and characterization of low nucleic acid (LNA)-content bacteria 

Yingying Wang, Frederik Hammes, et al. ISME Journal (2009) Vol. 3: 889-902. 

图：水样经SYBR Green I染色处理，流式细胞仪分析结果显
示总细菌群落 主要有低核酸含量 （LNA）和高核酸含量
（HNA）细菌两群；而LNA细菌富集培养后占主导。 
表：显示的是不同水环境中LNA细菌占总细菌群落的百分比。 

溪水总细菌群落 

湖水总细菌群落 

排放废水总细菌群落 

LNA细菌富集培养 



瑞士联邦水产科学技术研究所
已经开发出一种标准的流式细
胞仪染色方法，用以区分饮用
水样品中的细菌和碎片。 

样本采集 

样本制备 

流式检测 

数据处理 



SYBR Green I 
Staining 

TCC/Days   LNA/Days  (14 days) TCC/Time   LNA/Time  (One day) 



• 原理：SYBR Green I/PI 双染色检测 
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2. 活力检测 



应用举例：快速评估物理化学作用对细菌细胞活性的影响 

强氧化剂处理对水中细菌活力影响 
摘自：Kinetics of membrane damage to high (HNA) and low (LNA) nucleic acid bacterial clusters in drinking water 

by ozone, chlorine, chlorine dioxide, monochloramine, ferrate (VI), and permanganate 

Maaike K. Ramseier, Urs von Gunten, et al. Water Research (2011) Vol. 45: 1490-1500. 

图释：流式细胞术分析不同浓度的二氧
化氯对于水样中细菌活力的损伤作用。
(a-d). SYBR Green I (SGI)染色；
(e-h). SGI与PI双染色。总细胞=完整
细胞+损伤细胞(SGI染色阳性)。 
结果显示：二氧化氯处理可以增加水样
中损伤细胞的比例，且呈现剂量依赖。 

UVA 射线对细菌活力影响 
摘自：Assessment and interpretation of bacterial viability by using the LIVE/DEAD BacLight kit in combination with 

flow cytometry 

Michael Berney, Frederik Hammes, et al. Applied and Environmental Microbiology (2007) Vol. 73: 3283-3290. 

图释：流式细胞术分析人
造UVA射线对水样中细菌
活力损伤作用。结果表明，
人造UVA射线可以降低水
样中细菌的细胞活力，并
呈浓度依赖关系。 



利用流式细胞术 - 荧光原位杂交技术 (Flow cytometry - fluorescent in situ 

hybridization, FCM-FISH)，可以快速对样本中的特定类群的微生物进行分类鉴
定，并可以分选进行后期分析。 
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3. 分类鉴定 

种群特异的DNA序列，以
利用荧光标记的特异寡聚
核苷酸片段作为探针，与
环境基因组中DNA分子杂
交检测该特异微生物种群
的存在与丰度。 

//upload.wikimedia.org/wikipedia/en/0/00/Flow-FISH_1.JPG


 

应用举例 

This illustrates that a 

combination of CARD-

FISH and flow sorting 

might be a powerful 

approach to study the 

diversity and potentially 

the activity and the 

genomes of different 

bacterial populations in  

aquatic habitats. 



• 标记病毒DNA，根据病毒和细菌大小以及DNA含量的不同进行区分； 

• 利用荧光染料标记的特异识别病毒抗原的单克隆抗体，可以检测细胞表面

及细胞内的病毒抗原。 
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水样中病毒检测 

海洋浮游病毒的流式细胞分析图谱 
图片来源：厦门大学 

解析了长江口浮游病毒动态变化，发现来自
高度人为干预的黄浦江水的扰动是自然规律
失常的主要原因。 （Jiao et al., 2006）  

长江口细菌、病毒
丰度的季节变化 



 

检测细胞表面及细胞内的病毒抗原 

图释：流式细胞仪在HEK-293A细胞上基于腺病毒六邻体
蛋白检测rAd5、Ad2和Ad41。图中显示原初病毒密度和
抚育时间对于检测的影响。 
表中显示利用此法从环境样本中检测感染性腺病毒。 



• 病毒和细菌的检测 

计数 

活力检测 

分类鉴定 

• 藻类 

水体藻类的分类和多样性研究 

水体藻类的活性和功能检测 

水体藻类分选应用  

 

流式在水体微型生物研究中的应用 

WHO？ 

WHAT？ 

WHY？ 
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水体藻类的分类和多样性研究 

水生浮游植物种类多、数量大、分布广，是生态系统中

不可或缺的一环。 

水生浮游植物的群落、数量及分布信息对于了解淡水生

态系统动力学具有重要意义。 

对淡水生态系统保护、资源的开发利用提供理论支持。 

流式细胞术可以根据浮游植物固有性质( 细胞大小和颗粒度，色

素自发荧光) 或结合荧光染料，对其进行分群，并同步研究个类

群的数量和生理生化变化。 



根据藻类自发荧光定义水体中藻类 

Image provided by Daniel Vaulot,CNRS, Station Biologique de Roscoff, France 

原绿球藻 聚球藻 超微真核生物 

//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c7/Picoplancton_cytometrie.jpg


应用举例：藻类群落分析 
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利用流式细胞仪调查了百
慕大大西洋的浮游藻类的
群落结构，分析了浮游植
物的季节变化规律，结果
表明：聚球藻以及真核浮
游植物在春季的时候浓度
最高，且在表层浓度达到
最高值；而原绿球藻在夏
季和秋季的时候浓度最高，
在次表层其浓度达到最高
值。 

应用举例：分析群落空间和时间的变化规律 



 

应用举例：原绿球藻和聚球藻的世界分布格局 

Present global distribution of Prochlorococcus and Synechococcus abundance. (A) 

Prochlorococcus and (B) Synechococcus mean annual abundances at the sea surface. 



• 病毒和细菌的检测 

计数 

活力检测 

分类鉴定 

• 藻类 

水体藻类的分类和多样性研究 

水体藻类的活性和功能检测 

水体藻类分选应用  

 

流式在水体微型生物研究中的应用 

WHO？ 

WHAT？ 

WHY？ 

藻类计数 
藻类活性检测 
藻类细胞周期检测 
藻类代谢活性 
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1. 藻类计数 

传统方法 

费时费力 

误差较大 

人工镜

检计数 无需前处理 

节约时间 

精确计数 

流式细

胞仪 

   

      在海洋浮游植物研究中，光学显微镜技术目前仍然是主要手段，但是对于个

体较小的微型藻类及超微型藻类的研究，该手段具有局限性。 



• 绝对计数： 

A. 通过流式细胞仪直接计算出上样体积； 

B. 根据已知浓度的计数微球进行计算； 
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藻类计数 



• 应用于水环境污染的监测： 

A. 直接从环境中取样，不需要细胞培养和富集； 

B. 可以准确地分辨出活细胞、死细胞以及干扰的颗粒状物质； 

C. 判断污染物对浮游藻类的生长活动的影响来，作为判断水体的污染

程度的指标； 

D. 作为环境毒理实验的生态学指标； 

应用举例 



• 利用流式细胞仪，通过藻类自发荧光和侧向角信号，对藻类计数,绘制出微藻生长
抑制曲线，分析重金属离子铜和铅对5种海洋微藻的生长抑制。 
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应用举例：研究重金属对微藻数量的影响 



2. 藻类细胞活性检测 

目的：利用流式细胞仪分析病毒感染对藻类
细胞活性影响。 

荧光染料：SYTOX-Green （死细胞染料） 

激光器：488nm 

检测通道：Green fluorescence 



• 细胞周期反映了生物自身的代谢和增殖能力，通过细胞周期分析G1期，
S期和G2/M期可以深入了解微生物的生长代谢情况。 

 

3. 藻类细胞周期检测 
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藻类细胞周期检测 

流式细胞术分析采集自不同深度的海水中原绿
球藻群落细胞周期，样本经过SYBR-I(左、中
列)或Hoechst 33342(右列)染色处理。 



检测藻的脂酶活性用FDA（Fluorescein Diacetate）染色，代谢探针，激
发波长488nm，在FLI通道处收集FDA荧光，荧光检测波长为530—560nm 

4. 藻类代谢活性 

Figure 2 Daily frequency distri- butions of FDA-derived fluo- rescence (relative 

units) in Chrysochromulina hirta kept in darkness a without (Chr)) and b with 

(Chr+) addition of bacteria 

流 式 细 胞 仪 分 析 Chrysochromulina 
hirta中FDA来源的荧光强度的每日的
频率分布。细胞内的酯酶可以催化FDA
形成荧光，流式细胞仪通过检测荧光来
评价浮游植物的代谢活力。 



BD Confidential  slide 38 

藻类代谢活性 

流式检测不同Cu离子对淡水绿藻脂酶活性的影响。 



• 病毒和细菌的检测 

计数 

活力检测 

分类鉴定 

• 藻类 

水体藻类的分类和多样性研究 

水体藻类的活性和功能检测 

水体藻类分选应用  

 

流式在水体微型生物研究中的应用 

WHO？ 

WHAT？ 

WHY？ 



     流式细胞仪可以通过浮游生物固有

属性(色素自发荧光、细胞大小和颗粒性

)或特异性荧光探针对混合样品中的特定

组分进行分选，分选获得的细胞可以用

于： 

 纯化功能类群 

 生理生化分析 

 分子生物学检测 
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藻类分选应用 

Czechowska et al., Curr Opin Microbiol, 2008 



根据水体中微藻类自发荧光（APC通道为藻青蛋白荧光，PE通
道为藻红蛋白荧光），将藻类分成5群，并进行分选。 

应用举例：纯化功能类群 



 通过分选型流式细胞仪，将细

胞分选于96孔板中，分选的细

胞可以在含有固体琼脂培养基

的96孔板中生长。 

 实验证明，流式细胞分选技术

可以进行复杂环境样本的分群

以及无菌单细胞克隆的制备。 

应用举例：纯化功能类群 

(A) 无菌单克隆 (B) 伴有细胞污染的
单克隆 

(C) 伴有细胞污染的
单克隆 

(D) 伴有细胞污染的
单克隆 



 

应用举例：高脂含量微藻分选 

图释：利用流式细胞术分析高脂含量T. 

suecica细胞群，并加以两次分选。第一
次分选从生长于光合生物反应器的15–

20×106cells mL-1细胞中获得了8%的细
胞群。26天后，1.2×106cells mL-1细胞
可以产生的平均 FL3为1。第二次分选
38天后，可以产生的平均 FL3为2.3。细
胞经过Nile Red染色处理，该染料为一
种亲脂性染料。 



应用举例：不同群体细胞的生理生化分析 

 利用流式细胞仪FACSCalibur-Cell Sorter分析并分选超微浮游植物中不同组分的DMSP硫摄取
和同化的分布。 

 流式细胞术将样本中的浮游生物分为四个主要类群：异样细菌、原绿球藻、集球藻属和自发
体荧光超微型真核生物。所有类群均表现出一定的同化DMSP中硫的能力。 



 

分选应用：分子生物学检测 

利用流式对原绿球藻，聚球藻和单细胞蓝藻进行分
选，并分别进行基因组分析，发现固氮蓝藻缺乏放
氧光合系统II，因此无法进行固碳作用。 



单细胞测序——荣登年度技术榜首 

2014年年初，Nature Methods将单细
胞测序选为年度最重要的方法学进展，对
单个细胞基因信息的解读，成为科学研究
的新焦点。 



      大多数细胞实验是在群体中分析基因活性，并没有关注细胞之间的个体差异。“这就
如同拿房间里所有人的眼睛颜色进行平均，然后得出眼睛平均为灰色，但实际上可能房间
里根本就没有人是灰眼睛。因此，理解和重视细胞群体中的个体差异是很有必要的。” 

                                                                     ——Duke大学的副教授Benjamin Yellen 

 

多细胞步向单细胞研究 



单细胞研究的技术路线 

细胞样本的制备 

单细胞的捕获 

单细胞全基因组和转录组
测序 

基因序列的研究 



单细胞获取方法 

流式细胞术分选 激光流体细胞分离技术 

微液流的细胞分离技术 激光捕获显微切割 

最流行的策略 

（Antoine-Emmanuel Saliba，etal，Nucleic Acids Research, 2014） 



流式细胞仪作为单细胞获取的主流技术： 

高通量 

• 短时间内分析大量细胞。 

• 高速分选，利于低比例

细胞的快速富集。 

多参数 

• 通过大小，颗粒度，内

在或外在荧光染色，最

大程度获得单细胞的多

维信息。 

•  将单个细胞的基因转

录，蛋白表达和细胞功

能三者有机结合，与上

下游进行无缝衔接。 

操作可行性 

• 技术成熟，流程适合进

行标准化操作。 



• 实时追踪单细胞分选结果，无需在显微镜下逐一筛选。 

• 完美呈现细胞结构功能与基因表达调控的相互关系。 

Index sorting：索引分选功能 



独特应用：可与RT-PCR技术结合进
行单个细胞水平的基因表达分析，将
流式细胞分选技术与基因表型分析技
术相结合， 一次实验即可获得单个
细胞的基因水平、蛋白水平以及细胞
水平的多重信息，信息量更大、更全、
更精确。 



微生物：泛指细菌、真菌、病毒等。 
来源：自然环境中海洋、泥土、温泉及其它恶劣自然环境下，或人

体外通腔道(如呼吸道、食道和肠道等) 

特点：种类多，绝大多数或99%的微生物目前并不能在实验室培养
生长 

微生物基因测序： 
混合材料测序：只能获得最优势生长的微生物的信息, 无法获得一

个完整的单一微生物基因组序列, 不能提供足够的有用信息。 

不能培养的微生物, 达不到全基因组测序所需要的DNA质量。 

这些阻碍了对微生物进行测序和研究。 

微生物基因测序面临的挑战： 

单细胞测序技术的发展，无疑能够解决研究单个微生物细胞的基因组测序研究。 



       通过流式可以根据微生物的大小，颗粒度和DNA的含量，
对不同的微生物进行分门别类和快速富集。 
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流式作为微生物细胞富集的重要技术手段 



 

污泥颗粒样本 生物膜样本 

海洋沉积物样本 淡水沉积物样本 
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主要内容 

环境毒理 

水生动物 

水体微型生物 



水生动物 

• 水生动物细胞分类 

• 水生动物细胞功能和机制研究 

• 水生动物生物模型与遗传育种研究 



1.细胞分类 

• 在水生动物的研究中，主要集中在血细胞的分类研究。 

（1）根据细胞大小和内部颗粒复杂程度  

 墨吉对虾血细胞的流式细胞术分群 

透明细胞 

大颗粒细胞 

小颗粒细胞 

小龙虾血细胞在体外添加酵母聚糖和脂
多糖后细胞大小的变化。 



细胞分类 

（2）带有特异性抗原的细胞 

                                           ——单克隆抗体与荧光染料相结合 

仿刺参体腔细胞 



细胞分类 
Detection of coelomocytes reacted with mAb 3F6 by indirect immunofluorescence assay test 

Detection reaction of mAb 3F6 with coelomocytes by FACS. 



2. 细胞功能和机制研究 

细胞活性分析：根据膜的完整性； 

• 常用染料：PI 

 

太平洋牡蛎血细胞 

利用PI检测不同
温度和盐度对太
平洋牡蛎血细胞
分别在活体内和
体外环境下活性
的影响。 



 

使用PI进行流式检测，评估不同浓度
的镉和汞对离体太平洋牡蛎血细胞活
性的影响。 



细胞周期和倍性分析 

• 原理：对细胞周期的分析主要通过检测细胞的总DNA含量。 

                倍性是指生物单倍体基因组所含DNA的总量。 

 

 

 

 

• 应用价值： 

     A.细胞生物学基础研究 

     B.遗传育种 

     C.种群多样性 

        

 

 

2.细胞功能和机制研究 

用核酸染料对DNA

进行染色，根据荧
光的强弱可区分出
G0/G1期(二倍体)、
S 期 ( 超 二 倍 体 ) 、
G2/M期 (四倍体 )，
分析各期细胞数量
的比例即可知细胞
的增殖状况。 

传统方法 
费时费力 
不能活体检测 

染色 

计数 批量处理 
节约时间 
结果稳定 

流式细
胞仪 



 

Assessment of haemic neoplasia in different soft shell clam Mya arenaria populations from 

eastern Canada by flow cytometry 

Maryse Delaporte, Stéphanie Synard, et al. Journal of Invertebrate Pathology (2008) Vol. 98: 190-197 

利用流式细胞仪FACSCalibur分析砂
海螂血细胞中正常二倍体(G0/G1期)、
S期和四倍体细胞(G2/M期)。 

不同采集点砂海螂种群血细胞的细胞
周期分析结果。 

应用举例：细胞周期和倍性分析 



应用举例：基因组大小 



细胞凋亡检测 胞质密
度增加 

细胞体
积缩小 

 

膜内侧磷
脂酰丝氨

酸外翻 
形态学变化 

DNA片
段化 

线粒体
膜电位

消失 
生物化学变化 

蛋白水解
酶活化 

传统检测凋亡的方法： 

 显微镜下进行形态学的观察； 

 细胞DNA提取物的电泳实验； 

 细胞内凋亡信号通路相关蛋白的表达研究（如ELISA, IHC, Western blot）； 

2. 细胞功能和机制研究 

定义：又称为程序性细胞死亡(Programmed Cell 

Death)是机体主动的、高度有序地清除无用细胞

的过程。 

细胞坏死（ Necrosis）是细胞受到强烈理化或生

物因素作用引起细胞无序变化的死亡过程。 



细胞凋亡的流式方法学 

Annexin V/PI 双染色法                                 凋亡峰检测(PI) 

 

 

 

 

 

线粒体膜电位                相关凋亡酶的检测        TUNEL检测（末端转移酶标记）                           



应用举例：细胞凋亡 

 

使用流式检测斑节对虾(P．monodon)和印度对虾(P．indicus)经
白斑综合症病毒注射后的血细胞凋亡情况。 



感染病毒之后细胞凋亡情况 

 斑节对虾 印度对虾 

斑节对虾 印度对虾 

流式结果与DNA电泳结果相匹配 



细胞钙离子检测 
细胞内钙离子浓度对细胞许多功
能如酶的活性起着主要作用，还
是重要的细胞内信使，测定细胞
内钙离子的变化，对于了解细胞
内信息传递，细胞凋亡等都有一
定的意义。 

2. 细胞功能和机制研究 

文章比较研究了太平洋牡蛎离体
血细胞在血淋巴和人工海水中孵
育后钙离子含量的差异。 



水生动物 

• 水生动物细胞分类 

• 水生动物细胞功能和机制研究 

• 水生动物生物模型与遗传育种研究 

1. 模式生物：斑马鱼 

2. 水生生物精子质量评估 



1.模式生物：斑马鱼 

转基因斑马鱼技术服务平台 

斑马鱼作为重要的脊椎动物模式系统之一，由于
其体型小，世代周期短，繁殖率高，饲养管理康
价方便且成本低。其胚胎透明，且在体外受精和
发育等多方面的优势，使其在毒理学研究领域发
挥着越来越重要的作用。目前它已被广泛地用于
胚胎发育毒理学、病理毒理学、环境毒理学等毒
理学领域的研究中，并展现出其特有的优势。 

http://www.flickr.com/photos/45424482@N06/4171265943/


• 斑马鱼的研究现状 

模式生物：斑马鱼 

1. 我国斑马鱼研究的SCI源刊论文
发表数在世界范围内的比重及相关研
究机构的数量迅速增加。 2.国内以斑马鱼为模式动物的研究

内容更加丰富, 领域更加广阔, 并与
现代生命科学研究的热点紧密契合。 

3. 我国斑马鱼相关研究的水平明显提升, 一
些研究成果具有非常重要的科学价值, 甚至
达到世界先进水平, 得到世界同行的认可。 

贾顺姬等: 中国斑马鱼研究发展历程及现状  



应用举例 

• 斑马鱼作为研究生长发育及相关信号通路的生物模型 

• 斑马鱼作为疾病机制研究的生物模型 

• 斑马鱼作为毒理模式动物研究外源毒物作用机制 

广州生物医药与健康研究院裴端卿
教授和舒晓东教授合作利用斑马鱼
作为肝脏发育的研究模型, 揭示了
SNX7通过抑制细胞凋亡调控肝脏
形成的作用机制。 





2. 水生生物精子质量评估 

• 在水生动物人工繁育及品系选育、精子冷冻保存等研究中，对精子进行
质量评估，以预测其受精能力是很必要的。 

• 流式细胞术，成为了一种检测精液质量的新平台，能为精子功能研究提
供快速、客观、多指标、大通量的检测手段。主要检测精子的质膜完整
性、顶体状态、染色质结构完整性以及线粒体功能等方面，该技术在哺
乳动物精子质量评价中已有较为广泛的应用。流式细胞仪在水生生物精
子质量研究的报道较少。 

（1）精子浓度检测：通过单位体积内收集到的精子数目便可 

        快速地计算出精子的浓度。 

（2）精子质膜的完整性检测：精子质膜的完整性反映了精子 

         的活力。对精液进行荧光染料染色，根据精子对荧光染 

         料的排斥与否即可鉴定出精子质膜的完整性。常用来检 

         测精子质膜完整性的荧光染料有碘化丙锭(PI)、SYBR系 

         列等。 

（3）精子染色质结构的完整性和线粒体功能等。 



精子线粒体功能检测——JC-1 

 

正常细胞：JC-1透过细胞膜进入细胞，以单体的状态聚
集在细胞内，正常健康线粒体的膜电位（△y）具有极
性,JC-1依赖于△y的极性被迅速摄入线粒体内, 浓度增高
而在线粒体内形成多聚体,多聚体发射光为红色荧光。 

 

凋亡细胞：细胞发生凋亡时,线粒体跨膜电位被去极

化,JC-1从线粒体内释放,红光强度减弱,以单体的形式

存在于胞质内发绿色荧光。 

荧光染料： 

JC-1：阳离子脂质荧光染料 

激发波长：488nm 

JC-1的变化状态： 

A. 低浓度时，以单体存在，可检测到绿色荧光（FL-1/FITC）; 

B. 高浓度时，以多聚体存在，可检测到红色荧光（FL-2/PE）； 

C. JC-1浓度的变化,在单体和多聚体之间形成一个可逆的转变过程。  

专用检测试剂盒：BD Mitoscreen（JC-1）Cat# 551302 



 

The developed method will 

enable rapid measurement 

of mitochondrial membrane 

potential of sea urchin 

sperm for application in 

reproductive biology, 

aquaculture research, 

and the impact of 

environmental stressors 

such as ocean acidification 

and pollution on sperm 

development and function. 



应用举例：海胆精子线粒体膜电位检测 
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主要内容 

环境毒理 

水生动物 

水体微型生物 



环境毒理研究 

• 环境毒理学研究的发展： 

    从经典的单物种实验逐步发展为多物种等模拟生态系统，不仅研究环境
污染物对某一种群的危害，而且研究其对生态平衡的影响。 

• 研究方法： 

    A.从传统的动物体内实验逐步向体外细胞实验发展； 

    B.从生态水平，个体水平，器官水平，细胞水平和分子水平等多个层面 

• 研究手段： 

    流式细胞术作为单细胞检测的主要技术手段，能够在复杂群体中鉴别群
体分类，实时追踪细胞的活性状态，评估细胞的物理和生物学功能等。 

 

因此，流式细胞术在环境毒理学研究一方面体现于建立一种高效快速的毒性
评价方式，一方面体现于深入的毒理学机理机制的研究。 

 



1. 免疫毒理：细胞吞噬实验 

• 早期检测方法以显微观察为主，如吞噬红细胞实验，白细胞墨汁吞噬实验等 

 

检测费时费力 敏感性低 

结果易受主观因

素影响 

难以满足大量检验任

务要求 

面临问题 



流式方法检测细胞吞噬 

1982年Steinkamp首创荧光微球流式细胞术定量检测吞噬功能,

发展至今,结合各种荧光标记技术,流式细胞术在单核-巨噬细胞吞

噬功能研究中的应用很广: 

 

 吞噬荧光标记细菌； 

 吞噬凋亡细胞 

 吞噬荧光微球； 



应用举例：细胞吞噬 

 



 

Fig. 1. Typical FS vs. SS plots of native fish h   

         head kidney cells,  

(a) before (negative control)  

(b) after incubation with FITC-latex beads. 

The FITC ‘signal’ measured in PMT 2 

shows  

(c) negative control with a single peak 

representing unengulfed beads 

(d) multiple peaks after incubation with 

beads, representing phagocytes that 

have internalised multiple beads. Colours 

representation:granulocytes, blue; 

lymphocytes, pink; debris, yellow; FITC-

positive, green; PI-positive, red. 

应用举例：细胞吞噬 



免疫毒理：活性氧簇（ROS）检测 

• 呼吸爆发活力常作为反映水生生物免疫状况的重要指标。 

 

• 原理：当病菌侵入机体时，具免疫功能的细胞通过吞噬和杀菌作用杀
灭病原，在吞噬杀菌过程中产生大量还原性物质，如H2O2 、超氧阴
离子(0-

2)等活性氧簇（ROS），这一过程称为“呼吸爆发”。 

 

• 应用：受外界胁迫环境的诱导, 盐度、pH、温度、重金属等环境应激
均会导致ROS的大量上升, 因此ROS 含量也是反映水生生物是否受到
不良因素胁迫的重要指标，可作为环境污染物胁迫的评价指标。 

 

• 检测手段：ROS 在生物体内的寿命很短, 建立一种更加快速、灵敏的
ROS 检测方法尤为重要。 



流式检测方法： 

• DCFH-DA：2′,7′-二氢二氯荧光黄双乙酸钠 

• 检测原理：DCFH-DA，活性氧的特异探针, 它本身不
发荧光, 可自由穿过细胞膜进入到细胞内, 被胞内的酯
酶 分 解 为 DCFH 而 保 留 在 胞 内 , 各 类 ROS 会 氧 化
DCFH 为发强绿色荧光的DCF, DCF被488nm激光激
发，发射530nm左右的荧光信号，利用流式细胞仪检
测胞内的DCF 荧光强度即可反映细胞的ROS 水平。 

 

• DHR ：双氢罗丹明 

• 检测原理：可自由进出细胞膜，进入细胞后可被氧化
为可发出荧光的罗丹明-123，经过一定时间的积累，
即可通过流式细胞仪检出相应的荧光。 



 

圆鳍鱼外周血，头肾和脾脏白细胞吞噬能力
和呼吸爆发的评估 



 



 



2. 水生态毒理 

• 研究水体中种群生长抑制率是水体环境毒性实验的关键指标之一，传
统的方法，如镜检法和光密度法等，检测灵敏度低，而且不能有效地
区分水体中非藻类，细胞碎片以及死细胞，种群异质性等的影响。 

 

 

通过藻类色素自发荧光，利用流式细胞仪分析了重
金属离子铜和铅对5种微藻的生长抑制的影响。 



应用举例：水生态毒理 

 

南京中科院地理湖泊研究所发表的这篇文章中，
展示了利用流式细胞术进行多种群的毒理学研
究方法，通篇文章80%的实验工作都是基于流
式分析完成，包括藻类分群、计数、脂酶活性
检测、ROS水平检测。 



 



 



流式分析：揭示细胞结构和功能 

流式分选：靶细胞群分离和单细胞分离的主流技术 

流式细胞术：将细胞的生命状态和基因表达调控有机结合 
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总结 

流式 

细胞结构和
功能分析 

单细胞捕获 

稀有细胞的
富集 

难以培养微
生物的富集 

靶细胞群捕
获 



流式 
细胞仪 

细胞结构和 
功能分析 

细胞分选 

细胞后续培养 

细胞RNA提取 

细胞DNA提取 

RNA反转录成 

cDNA 

细胞转录组或 
全基因组测序 

细胞基因水平 
分析 

关于细胞的完整解决方案 



Thanks！ 
Q&A 


