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一、流式细胞仪发展的前景



具有分选功能流式细胞仪

FACS Cablibur InfluxFACS JazzFACS AriaIII

EPICS  ALTRA MoFlo-XDP

超速流式细胞分析分选系统
MoFlo Astrios EQ 

超高速流式分选系统



流式细胞仪介绍（美国 BD公司）

高速分选流式细胞仪（AriaIII)特点：

1.  四根激光器：488nm、375nm、633nm、561nm可检测11

种荧光和 2种散射光参数

2.分析速度：至少100,000 cell/sec

3.分选速度：70,000 cell/sec，分选纯度>99%，细胞成活率

>80%

个人型流式细胞仪（Accuri C6)特点：
1.二根激光器（488nm、633nm）可检测4种荧光和 2种散射
光参数
2.样品获取速度：≥10000个细胞/秒
3.绝对细胞计数
4. 操作方便，无需方案设置和仪器调节。

分析型流式细胞仪（Verse)特点：
1.二根激光器（488nm、633nm）可检测6种荧光和 2种散射
光参数
2.分析速度：35000细胞/秒
3.绝对细胞计数



流式细胞仪（美国Beckman公司）

超速流式细选分胞系统（MoFlo-XDP）
应用：可用于植物原生质体/染色体的分选、下游细胞培养、功能
测定、动物实验和RNA/DNA/蛋白提取。
1.4根激光器，激发波长分别为：488nm、640nm、405nm、561nm
2.分析速度：100,000 细胞/秒，分选速度：70,000个细胞/秒、
3.分选纯度最高可达99%以上、回收率大于90%，特别是对含量极
低（低于1‰）的细胞亚群有很好的分选效果
4.支持二路、四路分选，支持12x75mm管，15ml管和微量管；单克
隆细胞分选装置：可以使用载玻片, 微孔板（6孔板, 24孔板, 48孔
板, 96孔板, 384孔板）

流式细胞仪（CytoFlex S）小型分析型
1. 配置4根激光器，波长分别405nm ,488nm,561nm，638nm；可检
测13种荧光和 2种散射光参数
2. 前向角散射光SSC最低检测300 nm的颗粒；侧向角散射光VSSC
最低检测200 nm的颗粒；
3. 检测速度：达到30000events/s；
4. 绝对细胞计数：无需借助绝对计数管可实现绝对计数；
5. 上样系统：可用12 x 75-mm的流式管和1.5ml、2ml的EP管上样；
并配备自动化96孔板上样系统；



质谱流式细胞仪
---开启流式细胞技术的“后荧光时代”

质谱流式细胞技术（Mass Cytometry）是利用质谱原理对单

细胞进行多参数检测的流式技术。它继承了传统流式细胞仪
的高速分析的特点，又具有质谱检测的高分辨能力，是流式
细胞技术一个新的发展方向。

使用金属元素作为流式抗体的标签，ICP质谱装置作为

检测手段。在检测通道数量和信号质量有质飞跃。实现细胞
表型更精准的观察和分类，细胞内信号传导网络全面的分析

解决荧光补偿问题-无串色
传统的流式技术主要基于对荧光发射光谱的检测，但是

荧光基团发射光谱一般比较宽，其间往往会发生重叠。一方
面限制了检测通道的数量（<20个）；另一方面，它会带来
严重的串色问题，很多通道的信号需要复杂的补偿计算。

人骨髓细胞的精细免疫分型



多维全景流式细胞仪（量化成像分析流式细胞仪）

传统的流式细胞术基础之上，结合了荧光显微成像技术，它具有多个检测通道，可以
对通过流动室中的每个细胞进行成像，实现了对细胞图像进行多参数量化分析，获得
全新的细胞形态统计学数据。



微流控流式细胞仪



流式细胞分选仪发展趋势

• 流式细胞分选仪小型化

• 流式细胞分选仪简单易学化

• 流式细胞分选仪普及化

MACSQuant® Tyto采用全封

闭的无鞘液设计，全部液流系
统位于一个样本盒中，样本盒
中最关键的部件是一个微芯片
控制的阀门，通过阀门的开合
控制细胞的分选。该样本盒采
用卡槽式的设计，不同的细胞
样本可以更换样本盒，避免样
本间交叉污染的风险，而且全
封闭的设计保证细胞处于无菌
状态。



流式细胞仪特点

单细胞悬液
或生物颗粒

分析速度高

多参数

精度高

当代最先进的细
胞定量分析技术

分选

(1)外周血，骨髓，细针穿刺，洗脱液，实体组织，培养细胞

(2)CBA技术！血清、血浆、培养上清、细胞裂解液

104细胞/秒



二、流式细胞仪基本原理



What Is Flow Cytometry?

• Flow ~ cells in motion

• Cyto ~ cell

• Metry ~ measure

• Measuring properties of cells while 

in a fluid stream



流式细胞术（FLOW CYTOMETRY）

流式细胞术（Flow Cytometry）是对于处在快速直
线流动状态中标记荧光和染料的细胞或生物颗粒进行多
参数、快速、高通量的定量分析和分选的技术。

流式细胞仪(Flow Cytometer, FCM)是一种集激光
技术、电子物理技术、光电测量技术、电子计算机以及细
胞荧光化学技术、单克隆抗体技术为一体的新型高科技仪
器。



流路
• 流动室
• 鞘液SHEATH 
• 样本流SAMPLE 单细胞悬液5*105~1*106个/ml

光路
• 光源
• 滤片
• 光电倍增管PMT  HV

电路
• 放大电路HV及GAIN 增益
• A/D转换

统计
*   计算机

*    超声压电晶体
高压偏转板

流式细胞仪的结构

分选





Injector 

Tip

Fluorescence
signals

Focused laser
beam

Sheath

fluid

流式细胞仪流动室

•单细胞悬液

•大多数仪器是在50-300 µm 

大小的孔径中,将细胞悬液注
射进入鞘液中

•这一过程,成为流体动力学聚
焦



光 路

光源：激光相干光源
（水冷氩离子激光）

检测信号：
散射光信号

前向角散射光(Forward Scatter，FS)：细胞大小

侧向角散射光(Side Scatter，SS )：细胞颗粒性(90度散射光)

荧光信号:
荧光染料/荧光探针 光学滤片
FL2 – FITC     fluorescein isothiocyanate(异硫氰酸)

FL3 – PE       phycoerythrin (RD1)(藻红蛋白)

FL4 – ECD    energy coupled dye(藻红蛋白-德州红)

FL4 – PI propidium iodide(碘化丙啶)

FL5– PC5     phycoerythrin cyanin 5 (PeCy5)(藻红蛋 白-花青苷5)



散射光信号——细胞大小及颗粒性
FS SS



Lymphocytes

Monocytes

Granulocytes

RBCs, Debris,

Dead Cells

FSC



散射光信号
前向角散射光(Forward Scatter，FS)：细胞大小

侧向角散射光(Side Scatter，SS )：细胞颗粒性(90度散射光)

荧光信号:
荧光染料/荧光探针 光学滤片
FL2 – FITC     fluorescein isothiocyanate(异硫氰酸)

FL3 – PE       phycoerythrin (RD1)(藻红蛋白)

FL4 – ECD    energy coupled dye(藻红蛋白-德州红)

FL4 – PI propidium iodide(碘化丙啶)

FL5– PC5     phycoerythrin cyanin 5 (PeCy5)(藻红蛋 白-花青苷5)

检测信号



荧光信号

原理：
细胞表面的抗原(或细胞膜受体)与相关的荧光抗体结合，
形成带有荧光的抗原抗体复合物。
通过流式细胞仪测定其荧光量，即可得到细胞群的不同抗原位点
表达情况。
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Fluorescence

FALS Sensor

Fluorescence detector

( FL1,FL2,FL3,FL4)



• 长通滤片(long-pass filter,LP) –允许长于设定波长的光通过

• 短通滤片(short-pass filter,SP) – 允许短于设定波长的光通过

• 带通滤片(band-pass filter,BP – 允许一定带宽的波长通过

• 当以 45o角放置滤片时,该滤片可以通过一定波长的光,同时也可
以阻断并折射该波长以下的光，这种方式的滤片称为二向色性滤
片( dichroic filter,DF)

630 nm BandPass FilterWhite Light Source

光路－滤片特性



信号放大及阈值

• 信号放大方式

 线性放大 Lin ： 散射光信
号 FS、SS，检测细胞DNA含量
、RNA含量、总蛋白质含量

 对数放大 Log  荧光信号
( FL1, FL2, FL3, FL4 )，细
胞膜表面抗原检测

• 阈值 (去噪声干扰）

–FS = 100

–FL3PEAK = 40



The Pulse

Time



Measurements of the Pulse

Time

V
o

lt
ag

e 
In

te
n

si
ty

Pulse Area

PulseHeight

Pulse Width



Creation of a Histogram

Event 

#

Param 

1

FSC

Param

2

SSC

Param 

3

FITC

Param 

4

PE

Param 

5

APC

1 100 500 10 650 4

2 110 505 700 700 6

3 90 480 720 670 10

4 95 490 15 720 15

0………10………100………1000…….10000



检测器

• 流式细胞仪两种主流的检测器
 光电二极管

o 用来检测强信号, 如FSC等
 光电倍增管 (PMT)

o 比光电二极管更敏感, PMT用来检测荧光素发
出的微弱荧光

• 通常光检测器前面放置一个带通滤片, 仅允许特
定波长范围的光通过



五光十色的荧光素
• 单分子荧光素

• 耦合的复合荧光素分子

• 新型的荧光素样荧光物质—Qdots



4 Color Single Laser (488nm)
FITC/PE/ECD/PC5



补偿-消除荧光的干扰

PE

FITC

PE+ cells

FITC + cells

To do colour compensation:

For Pure FITC+ cells,

= PE signal - % FITC signal

For Pure PE+ cells,

= FITC signal - % PE signal

After 

compensation

PE

FITC

PE+ cells

FITC + cells

GOOD compensation:

Y-mean of the FITC cell = the

Y-mean of -/- cells

X-mean of the PE cell = the X-

mean of -/- cells
PE

FITC

PE+ cells

FITC + cells

OVER compensation



多色补偿

多色补偿调节就是在双色补偿调节的基础上，进行多色的两两补偿调

节。

自动化补偿

随着软件功能的增强，现在可以实现在线自动化的多色补偿调节。

也可以进行实验后的离线调节。

一次补偿，一劳永逸！

CytoFlex不依赖微球的自动补偿实验，生成补偿矩阵，补偿可随

电压的调节而发生相应的变动，

自动补偿，一劳永逸！



流式数据分析

• 你需要的是哪一种数据?
 荧光强度?

 阳性百分比?

 X与y差值多少?

 参数1和参数2的比值?

• 可使用哪些统计手段
 平均荧光强度MFI (geometric or arithmetic)

 百分比均值%-ages

 变异度CV

 中位数Median

 很多其他适用于数值型数据的统计手段



流式直方图
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单参直方图



二维参数图

等高线图 密 度 图

灰阶密度图 点 图





流式细胞仪检测流程

激光光源照射到细胞上，光向四方散射

散射的光线通过滤片到达检测器
 FSC 检测细胞大小和表面形状

 SSC 检测细胞内部结构

细胞表面和细胞内部结合的荧光素被激光激发，发
出荧光

光信号被二向色性滤片分流至不同的通道

特定波长的光波通过带通滤片后被PMT转换成电信号

电信号被放大，计算机处理信号

数据显示及分析



流式细胞分选技术是利用流式细胞分选仪，以高

能量激光照射高速流动状态下被荧光色素染色的

单细胞或微粒，测量其产生的散射光和发射荧光

的强度，从而对细胞（或微粒）的物理、生理、

生化、免疫、遗传、分子生物学性状及功能状态

等进行定性或定量检测的一种现代细胞分析技术，

它可根据发射光的荧光强度和波长将发光颗粒亚

群分开并可实现单克隆分选，能复杂样本中的细

胞进行鉴定、分类、定量和分离，单次可同时对

其中一种到四种特定细胞进行超高速分选纯化、

高通量单克隆分选或细胞芯片制备。分选后的细

胞能直接用于培养、移植、核酸提取、单细胞

PCR扩增或原位杂交等，可进一步进行细胞基因、

蛋白、功能水平的研究和不同细胞之间的差异化

研究。

什么是流式分选？

http://baike.baidu.com/subview/11767453/12135436.htm
http://baike.baidu.com/subview/994221/994221.htm
http://baike.baidu.com/subview/7175238/7328206.htm
http://baike.baidu.com/subview/332448/332448.htm
http://baike.baidu.com/subview/2461/12538870.htm
http://baike.baidu.com/subview/11772529/12140557.htm
http://baike.baidu.com/subview/896303/896303.htm
http://baike.baidu.com/subview/1272481/1272481.htm
http://baike.baidu.com/subview/119339/119339.htm


电子偏转的方式



MoFlo™ XDP：喷嘴种类多，适合不同研究对象的需要

CytoNozzle

 同等大小的罗纹卸载和安装，简单易用

 喷嘴内壁由生物活性材料组成，对细胞无损伤，确保最好的细胞活性

XDP 细胞 InFlux Aria II

√ 染色体/精子/细菌/大病毒颗粒/藻类
细胞 （50um）

√ ×

√ 实验动物细胞/人淋巴细胞/神经细胞
（70-90 um）

√ √

√
肿瘤细胞 （100-130 um）

√ ×/ √ 

√ 巨噬细胞等真核生物细胞 （150um）√ ×

√ 植物/花粉/大藻类细胞 （ 200um） × ×



完全程序化控制的上样系统
配备多种试管规格的适配器

 试管规格为 0.5, 1.5, 5, 14, 15 and 

50 mL，适合从微量到大量样本的
分选分析

 任意震荡强度和间隔时间控制系统

 自动气泡检测和警示系统，自动样
本管空余保护功能

 自动样本间冲洗和关机功能

 操作者生物安全防护系统



MoFlo™ XDP: 

适合所有应用的细胞接收系统

 Cyclone克隆分选装置支持
任意厂家的标准 6, 24, 96, 

384, 1536 微孔板, 客户定制
的微孔板, 波片客户任意指
定矩阵的细胞芯片，并且操
作简单

 Cyclone支持分选条件改变
引起分选异常的已收集细胞
的SortRescue自动保护功能

 各种试管和平板接收功能



BD FACS Aria III 分选接收装置

• 分选模块装置将覆盖高压电偏转板，以及抽吸器和抽吸器抽屉



传统的液滴延迟时间确定

传统方法:
• 在每天的实验开始之前，需要用微球先进
行预分选在载波片上，并不断调整液滴延
迟的参数后反复试验，最后确定合理的液
滴延迟时间。

• 一旦液滴延迟时间确定后，该时间固定，
不能根据细胞粘连等情况自动调节。

• 操作要求很高，需要很长时间的手工摸索，
而且需要配备显微镜。

耗时：0.5到1.5小时
辅助材料：

荧光微球
荧光显微镜
玻片
计算器

手工完成与计算人为偏差大



----Drop delay的确定

定义：Drop delay即液滴延迟时间，

指细胞通过检测区到液滴分离的间
隔时间

意义： Drop delay如果能够被精确确

定，就可以保证包裹细胞的液滴表面
不会充上相反的电荷，从而实现最高
的分选纯度及细胞得率。

1
 

2
 

3
 

4
 

5
 

6
 

7
 

准确的分选,来自于精确地充电



Sweet Spot自动监控液流

• 液滴断点监测窗口

• 振幅自动调节，维持断点稳定

• 阻塞报警，保护分选样本不受污染，实现
分选时无人看管



Enrich mode

要得到所有含有目标细胞的液滴

Purify mode

要得到所有含有目标细胞的液滴，但同时含有非目标细胞的液滴除
外

Single mode

只要只含有一个目标细胞的液滴

目标细胞

非目标细胞

MoFlo™ XDP: 高度智能的分选模式

Droplets

cells



Enrich

Mode

Enrich

Mode

Purify

Mode

Purify

Mode

四路分选可以分别选择不同的分选模式



独家的混合分选模式：四路分选分别选择不同的模式
既有高纯度细胞，又不浪费任何一个细胞

XDP Data unpublished  Shanghai

右路：富集模式

左路：纯化模式

Sorted at >70,000eps for >2hrs



Treg 0.1% 

pre-Sort

Treg 99%

post-Sort

Treg细胞分选





 流式荧光抗体的选择

 流式实验对照的选择

 流式样本制备

三、如何做好流式实验？



Mouse anti-Human CD4-FITC (13B8.2 IgG1)
Mouse:  抗体来源----小鼠
Anti-Human: 检测对象为人类细胞
CD4-FITC: 检测CD4 抗原, 并该抗体为FITC 标记.
13B8.2: 抗体的CLONE 株
IgG1: 为抗体的免疫球蛋白亚型

流式抗体识别



常用荧光染料

FITC = fluorescein isothiocyanate(异硫氰酸呱荧光素)

PE = phycoerythrin (RD1)(藻红蛋白)

ECD = energy coupled dye(藻红蛋白-德州红)

PI = propidium iodide(碘化丙啶)

PC5 = phycoerythrin cyanin 5 (PeCy5)(藻红蛋白-花青苷5)

ultra- violet blue green yellow orange red infra-
violet red

FITC

520

PE

575

ECD

615 PC5

665

LASER

488

PI

620

400-450 l 450-500 l 500-570 l 570-590 l<390 l 590-620 l 620-750 l >750 l



选择荧光素的要诀

 激光器的发射波长、激发波长

 抗原表达的强弱
荧光染料比较(平均荧光强度）PerCP < APC < FITC < ECD < PC5 < PE

 荧光素与待检目标是否有非特异性结合(选择合适的对照)

阴性对照：无特异性的、与抗体蛋白亚型一致的动物免疫球蛋白。

同型对照是非相关特异性的同型匹配的抗体作为对照。例如待用抗
体为小鼠抗人CD3抗体，其亚型为IgG2a,标记为FITC,那么同型对照则
FITC标记的小鼠IgG2a。

 多色搭配

 可靠公司来源

最好选用同一试剂公司的同型对照: 不同公司的流式抗体滴度和荧
光素/蛋白比（F/P，每个抗体蛋白结合的荧光素数目）不尽相同。



常用荧光染料组合

FITC＋PE：最常用的双色组合

FITC＋PE＋PE-Cy5：最常用的三色组合，进行多色荧光

染色时荧光光谱重叠补偿很小，

FITC＋PE＋PerCP+APC：最常用的四色组合，一般PE和

APC用于检测表达较低的抗原上，而FITC和PerCP用于检

测表达较高的抗原上，如CD3/8/45/4

PerCP-Cy5.5与PE之间的重合光谱范围很小，也可用于四

色组合

PE-Cy7可与FITC、PE、PE-Cy5标记的抗体一同使用，荧

光补偿小

PE-Cy5可与FITC、PE同时使用，但不能与APC同时使用，

二者之间荧光干扰太大



实验对照的设置

实验样本（自发荧光＋特异荧光＋非特异荧光）

 特异荧光，即抗体F(ab’)2段与细胞抗原特异结合上的荧光染料受光

照发出的荧光

 非特异荧光，即抗体Fc段与细胞表面的Fc受体非特异结合上的荧光

染料受光照发出的荧光

阴性对照
 空白对照（自发荧光）

阳性对照
 使用已知阳性样本，帮助排除试剂的质量、浓度、特异性以及染色
方法等因素



荧光染色对照的设置

补偿对照（双色或多色分析时）

 荧光补偿（compensation）是指在流式细胞多色分析中

，纠正荧光素发射光谱重叠（spectral overlap）的过

程，即从一个被检测的荧光信号中去除任何其他的干扰

荧光信号

 将单种荧光素标记的单克隆抗体分别进行单色荧光染色

 ※几色分析就需要制备几个补偿对照管



标本获取

 常规标本来源

外周血和骨髓穿刺液

培养细胞

组织(实体瘤、脾、肝……)

 标本是否合格

凝集、溶血、量太少或骨髓穿刺液无骨
髓小粒均为不合格



标本的处理

新鲜实体组织标本制备：

1. 酶法：胃蛋白酶、胰蛋白酶

2. 机械法：减碎法、网搓法、研磨法

3. 化学法：0.2%EDTA/EDTA＋胰酶



标本的转运

 抗凝新鲜血液和骨髓标本

室温条件下（注意不能低于100C或高于370C）
且在储存时限以内直接转运。

注意不能剧烈震荡，以免溶血。

 固定标本： 可转运和存放。

 膜标记送检又较远的标本

一般需要保持细胞的活力，故需要 Ficoll分
离单个核细胞。然后加入1640完培，并含DMSO，
置液氮或 -700C转运。



抗凝剂的选择

外周血和骨髓标本抗凝剂选择

1.肝素

室温下储存限为48-72小时。

2.EDTA

室温下储存时限只有12-24小时。

3.ACD

室温下储存时限可达72小时。ACD不推
荐用作骨髓穿刺液的抗凝。



固定剂、破膜剂选择

 常用固定剂

4%的甲醛固定15分钟。适用于各类蛋白质的检测。

70%冰乙醇，用于细胞周期分析的标本固定

60%的酸性丙酮pH4.2，固定10分钟。适用于血及骨
髓标本磷酸酶和酯酶的检测。

 常用破膜剂

0.05%皂角素＞ 0.1%TritonX-100＞ 70%乙醇



标本的制备
免疫标记（膜表面)的样本处理

保证单细胞悬液：组织标本采用机械法、酶法。

300目尼龙网过滤

调整细胞浓度：1~x106/ml，

标记：取100ul样本 + 适量抗体

（细胞内、外标记：表面染色-固定-破膜-胞内染色）

孵育：室温避光20分（或根据抗体说明）

（加一、二抗）

溶血：溶血剂的选择（市售、氯化氨、草酸氨）

检测：上机



外周血单个核细胞的制备
程序：
（1） 取外周血2ml，肝素抗凝，生理盐水稀释成4ml
，混匀；
（2）沿试管壁缓缓加入4ml淋巴细胞分离液Ficoll，
勿用力过大；
（3）离心2000r/min，30min，离心后分层，上层为血
浆层，中层为分离液层，底层为红细胞层；
（4）用吸管将上层与中层之间的单个核细胞层吸出，
用生理盐水洗两遍；
（5）固定或放置低温冰箱保存备用；



培养细胞单细胞悬液的制备

程序：

（1）将培养细胞用0.04％EDTA或0.25％胰酶消化3
～7分钟，至光镜下见到贴壁细胞变圆还没有漂浮为
止，弃消化液，加PBS；

（2）用吸管将细胞从瓶壁上轻轻吹打下来，移入离
心管中；

（3）离心，1000r/min，5min；

（4）加PBS洗两遍；

（5）用少许PBS重悬，将细胞吹打均匀，固定或低
温保存待用；



人外周血淋巴细胞亚群检测的实验步骤

①取新鲜抗凝血100ul，置于FCM测量管中；

②直接标记法：加入带荧光标记抗人的单克隆抗体 5-10ul，充分混匀

，闭光孵育20～30min;

(间接标记法：加入不带荧光标记的鼠抗人的单克隆抗体试剂10ul，充

分混匀，室温孵育30min，再加入带荧光标记的羊抗鼠抗体，反应30min)

④加入溶血剂A液600ul, 轻轻振荡15s,

⑤加入溶血剂B液260ul, 轻轻振荡15s，

⑥加入溶血剂C液100ul, 振荡10 s,上机检测。

其它溶血剂:加入3-4ml溶红细胞液，充分混匀，室温孵育5～10min, 

1500r/min离心5min，去上清；用PBS洗涤1遍，收集细胞上机检测。



实验分组

A: 空白对照管或同型对照(调节电压)

B: 单标补偿管(电压不变,调节补偿)

C: 双标样本检测管





四、 流式细胞术的应用与案例分享



细胞免疫功能测定

淋巴细胞亚群（T，B，
NK）

活化的淋巴细胞

有功能的淋巴细胞

抗原特异性淋巴细胞

调控性免疫细胞

抗原递呈细胞

先天免疫细胞

CTL细胞
CD8

Treg细胞
CD4CD25

FoxP3

Th1细胞
CD4 / IFN

T细胞
CD3

Th2细胞
CD4 / IL-4

Th17细胞
CD4 / IL-17

免疫学
应用



疾病 CD3 CD4 CD8 CD4/CD8 NK

自身免疫病 降低 增高 降低 降低

AIDS 降低 严重
降低

增高 降低

SARS 降低 降低 降低 降低 降低

慢性活动性肝炎、
肝硬化

降低 正常
或

增高

降低 降低

肿瘤 降低 降低 增高 降低 降低

外周血淋巴细胞亚群临床意义



HIV感染患者CD4阳性T细胞的绝对计数

 HIV入侵人体的目标细胞是CD4 T细胞，感染后期能严重破坏T
细胞，引起CD4细胞的减少

 CD4细胞的计数是诊断、疗效观察和预后的最重要指标

 CD4细胞绝对数量如果低于200细胞/ul，表明疾病将进入重症
期
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武汉大学生命科学院-杨代常
---转基因水稻大规模生产重组人血清白蛋白

研究表明：由转基因水稻种子生产的重组人血清白蛋白(OsrHSA)在

生理生化性质、物理结构，生物学功能、免疫原性与血浆来源的人
血清白蛋白一致；并建立了大规模生产重组人血清白蛋白的生产工
艺，获得了高纯度和高产量重组人血清白蛋白产品。



利用外周血单个核细胞作为一种用

于重组人血清白蛋白从水稻胚乳中免
疫反应的潜在风险评估体外系统。

研究了T细胞的增殖和T细胞亚群的
分布，特别是CD8+细胞毒性T细胞，
随着对OsrHSA细胞的细胞因子释放。
结果表明：OsrHSA和血浆来源的人血
清白蛋白（PHSA）不能刺激T细胞增
殖的1倍和5倍剂量。OsrHSA和PHSA

之间观察到处理后的细胞，T细胞表型

没有差异；四种细胞因子的炎症和免
疫调节相关的分泌，包括γ-干扰素
（IFN-）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、
白细胞介素（IL）- 10和IL-4，
OsrHSA和PHSA处理之间没有显着不
同。这表明OsrHSA在PBMC治疗没有
明显的潜在毒性。

案例五、流式细胞术评估转基因水稻重组人血清白蛋白
免疫反应的潜在性风险的应用



细胞周期检测
在细胞周期的不同时期，DNA含量存在差异，用

DNA染料（如PI）进行染色，可根据DNA荧光强度变
化判断细胞所处的细胞周期时期。
常用染料：PI、DAPI、7-AAD、Hoechst 33342…



排除粘连体细胞









中国科学院水生生物研究所-桂建芳院士

---鱼类遗传育种等相关基础生物学和生物技术研究

开展多倍体银鲫生殖发育机制研究，证实银鲫存在单性雌核生殖和有性生

殖双重生殖方式，原创银鲫育种技术路线，利用银鲫特有的生殖方式，培育

出由雄核发育产生的异育银鲫“中科3号”。开拓出一条X和Y染色体连锁标

记辅助的全雄鱼培育技术路线。



SpermEggs

6n 4n

Heterocaploid

♀ ♂

8n

Carassius  gibelio                         Other  species in Cyprininae 

AABBAAABBB

AAAABBBB

6n 2n

流式细胞仪在银鲫新多倍体育种中的作用

由于银鲫具有整合整套异源基因组的能力，但自然发生概率很低。因此可以通过流
式细胞仪对后代倍性进行快速检测从而筛选出整合有一套或多套异源基因组的银鲫新多
倍体。



合成异源八倍体异育银鲫“长丰鲫”

由中国水产科学研究院长江水产研究所和中国科学院水生生物研究所联合培育，
以异育银鲫D系为母本，整合有一套兴国红鲤基因组并且具有明显生长抗病优势的合
成异源八倍体银鲫新品种“长丰鲫”已于2016年通过国家水产新品种审定，品种登
记号为GS-04-001-2015。



流式细胞仪高通量筛选鱼类育种、
基因突变等方面研究

取样血（1%肝素抗凝）

冷70-75%乙醇固定过夜

洗涤3次
（离心5min，1000-1200rpm）

pBS重悬细胞

室温避光染色10-30min

（PI浓度40~75μg/ml+DNase-protease 

free RNase 4Ku/ml）

流式检测

传统方法 一步法

购买试剂
（德国Partec CyStain DNA 1Step）

取样
（胚胎/幼鱼脱卵，200微升CyStain 

DNA 1Step溶液）
（血样0.5-1ul，CyStain DNA 1Step

溶液中迅速混匀）

胰酶消化、研磨组织
（胚胎或者幼鱼剪碎）

300目纱网过滤（冰上）

流式检测



水生动物基因组大小检测



斑马鱼精巢突变体的研究

精子（几乎只有1N），野生型精巢（含精子1N，4N如初级精母，
其他的2N如精原细胞等），突变体精巢（从形态学观察没有精子，
可能有2N（性腺体细胞），绝大多数可能是4N）



流式分选术在大鼠睾丸生精细胞研究中的应用

正常的精子对于保护物种

和遗传多样性具有至关重要的

作用。哺乳动物的睾丸生精细

胞由精原干细胞，精母细胞，

精子细胞等多种细胞构成，这

些细胞的大小、形态和染色体

数目均有所区别。获得高纯度

的不同类型的生精细胞，对于

研究不同阶段生精细胞的功能

以及减数分裂的发生机制具有

重要意义。









 对照设置
① 未染细胞
② 单染细胞（建立凋亡模型，必须有凋亡群体存在，用于

补偿调节）
③ 实验样本

制备方法
① 细胞、组织消化，不加EDTA

② 分散细胞（不宜过度吹打，3~5次为宜）
③ 水平离心细胞，<800g，
④ 收集培养瓶或板中上清的细胞
⑤ 当天上机检测。

AV+PI双染法









流式分选术在鱼类免疫球蛋白研究中应用

在硬骨鱼中，一直以来都认为只存在IgM和IgD两类比较保守的免

疫球蛋白分子，2005年一种新型的免疫球蛋白IgZ/IgT在斑马鱼和虹鳟

中被发现，2010年其功能在虹鳟中被验证，与哺乳动物IgA类似在黏膜

免疫中发挥主要作用。由IgM和IgT的基因组结构及抗体分选可知，虹

鳟体内存在IgM+IgT-和IgM-IgT+两种类群的B淋巴细胞。

结果

利用抗IgM和IgT的抗体可以将虹鳟PBL中的B淋巴细胞分为IgM+IgT-

和IgM-IgT+两种类群。为后续研究IgT的功能奠定基础。



在哺乳动物中，吞噬作用主要由专职吞噬细胞（例如单核细胞和

巨噬细胞）来完成，而B细胞缺乏吞噬能力；但是在硬骨鱼类中，B细
胞具有吞噬能力，2006年，B细胞的吞噬能力首次在虹鳟被验证，表明
硬骨鱼类B细胞在先天免疫中有着某些不同于哺乳类B细胞的功能，同
时也预示着B细胞和巨噬细胞之间可能存在着进化上的关系。

流式分选术在鱼类B细胞研究中的应用



抗菌肽是先天免疫中的一类重要分子，可以调节巨
噬细胞的功能，在虹鳟中，抗菌肽能够促进B细胞的吞噬
活性，为阐明B细胞和巨噬细胞之间进化上的关系提供了
新的证据。







流式细胞术在水体研究中的应用策略



流式细胞术研究藻类的自发荧光光谱

自发光 激发波长 发射波长

叶绿素a  
(Chlorophyll a）

400-600 nm
480 nm, 650 nm

680 nm

藻蓝素
（Phycocyanin）

400-620 nm
610 nm

660 nm

藻红素
（Phycoerythrin）

400-550 nm
550 nm

580 nm









蓝藻和浮游细菌生物量的动态变化及其对湖泊水体透明度的影响
Bacterioplankton dynamics and its relations to the transparency of Lakes Chunbo Wang, 
Xingqiang Wu, Bangding Xiao*（滇池）(Unpablished)

用流式细胞仪BD Accuri C6 分析水样中浮游细菌的生物量。采集的水样用40 

μm细胞过滤器过滤之后用with SYBR Green I染色，再用流式细胞仪分析。图
中红色的部分表示细菌，蓝色的部分表示小于40 μm的蓝藻。



藻类细胞活性检测
不同浓度百草枯处理下微囊藻活性检测

• 流式细胞术分析采集不同浓度百

草枯96h处理下的微囊藻细胞膜

损伤程度，样本经SYTOX™ Green

（死细胞染料）染色处理。

0.05mg/L         0.1mg/L            1mg/L                                    
Treatment 

concentration 
(mg/L) 

The percent of 
cellular membrane 

damage (%)

0 2.9

0.01 3.15 

0.02 3.2 

0.05 3.4

0.1 3.8

1 82.1

0mg/L             0.01mg/L           0.02mg/L                                    



藻微标准品确定野外的物种所落的位置和数量

以7种形状、大小以及所含色素种类不同的藻株为标准品，确定不同类群

浮游植物在流式细胞仪不同参数分析情况下所处的具体位置



上面几幅图展示了利用流式细胞仪分析水库中浮游植物的群落结构，通过不同的参
数画出几个门，p1和p2利用前向散射光合藻红蛋白荧光分开，p3利用叶绿素和藻蓝
蛋白荧光分开，p4利用前向散射光合藻蓝蛋白荧光分开（ps：正常情况下p1-4都应
该是所含色素蛋白和大小较一致的种类，但实际基本都是混合类群）
其中p1包括甲藻和微囊藻 p2包括甲藻、裸藻和微囊藻 p3是微囊藻和超微藻



流式细胞仪分选藻类功能研究

流式分选荧光标记凝集素的具有抗真菌功能的雨生红球藻

鞭毛相关基因的突变体藻的单克隆筛选

雨生红球藻细胞壁的糖类与标记荧光蛋
白GFP凝集素结合，采用流式分选将不
同荧光强度的细胞进行富集，研究表明
低荧光强度的细胞具有抗真菌的功能。

流式作为藻类研究富集的重
要技术手段

藻类细胞大小、内涵物、自
发光进行分类和快速富集，
为后续研究奠定基础。



微藻生物能源领域中的应用

利用流式细胞仪分选与检测突变体衣藻的油脂含量
在不同时间缺氮条件下，通过Nile Red染料对某个基因的突变衣藻进行染

色，探索该突变体基因衣藻的油脂含量变化，再应用在有前景的能源微藻上如
小球藻、硅藻等。（ Nile red 是一种脂溶性的荧光染料）





小球藻的作用机制:对氮的饥饿细胞质Ca2+水平的变化和Ca2+的作用小球

藻中中性脂质合成的信号转导研究。

钙离子通道检测
流式细胞仪在小球藻信号通道研究的应用 （王强学科组）





浸没型大叶角菌对微囊藻细胞的生成和细胞损伤的影响
（吴振斌学科组）



饲料中添加不同藻粉比例对异育银鲫血液白细胞的吞
噬活性的影响（曹申平，未发表）

采用流式细胞技术，经荧光染色，分析鱼体
头肾、血液等组织中白细胞呼吸爆发
（左上列）和吞噬活性（左下列）。

水生生物免疫毒理评价-呼吸爆发（ROS）



流式分选术在原生动物进化基因组学
与系统发育学研究

纤毛虫-嗜热四膜虫为作为原

生动物，具有单细胞真核生物特

征，是唯一一类一个细胞中同时

具有大、小核的生物，大核（营

养核）在营养时期表达，小核（

生殖核）是有性生殖时期表达。

Sybrgreen I对四膜虫染核经流式

分选大小核来研究有性、无性生

殖的意义。流式分选技术为研究

四膜虫进化与生态功能基因组学

和建立功能基因组学数据库提供

技术手段。



流式细胞仪分选斑马鱼原始生殖细胞的应用

• 原始生殖细胞(Primordial germ 

cell,PGC)： 为了探索控制原始生

殖细胞发育的关键基因，以斑马

鱼为模型，构建在斑马鱼PGC特

异表达外源基因的转基因品系，

活体荧光标记的方法特异标记原

始生殖细胞，利用流式细胞仪分

选该类细胞，进行后续转录组测

序分析。GFP原始生殖细胞比例极

低，一次分选得不到理想纯度，

采用二次分选后纯度达到97%，

有利于后续测序分析。



单克隆分选在青鳉精巢多能细胞系中研究
（96孔板）

用GFP标记的真核表达质粒转染青鳉细胞系，用流
式细胞仪单克隆分选阳性细胞培养成细胞株，鉴定细胞
株基因型并开展功能基因研究。



感谢各位专家、同仁！


