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流式细胞术注意事项

技术简介

流式细胞仪是集激光设备、电子信息技术、光学精确测量技术、电子信息技术及其体

细胞莹光技术、单克隆抗体技术为一体化的新式新科技仪器设备，具备敏感度高、可重复性

好、非特异强、方式灵便、剖析快等优势。流式细胞仪检测分析的对象是细胞或者细胞样颗

粒性物质，是细胞学的重要研究手段之一，准备合格的样品是保证实验数据准确的基础。

在典型的流式细胞术样品制备中，磷酸盐缓冲液 (PBS) 是一种常见的悬浮缓冲液，流

式细胞术直接的样品包括来自培养物、细菌、酵母、血液和组织的非贴壁细胞。对于细胞培

养，细胞浓度 105–107个细胞/ml，分选速度约为 2,000–20,000 个细胞/秒。对于血液，通

常通过简单的裂解步骤去除红细胞；然后通过它们的 FSC/SSC特征快速识别淋巴细胞、粒

细胞和单核细胞。对于实体组织，例如肝脏或肿瘤，为了产生单细胞，实体材料必须通过机

械或酶促分解。机械分解包括将切碎的组织悬浮液通过细针数次，然后根据需要进行研磨和

超声处理。

样品处理

1 细胞制备

储存在液氮中的细胞：从液氮中快速取出解冻，离心后 PBS重悬使用；

体外培养重悬细胞：直接收集细胞离心，PBS重悬沉淀；

贴壁细胞：需用胰酶消化细胞适当时间后，收集待测样品细胞；

外周血：抽取适量的血液于抗凝剂离心管中，一般以 2-4倍 PBS稀释血液，离心分离

红细胞；

胸水、腹水、脑脊液等体液内的细胞：直接将体液标本离心，弃上清，用 PBS重悬沉

淀；

免疫细胞：主要包括胸腺、脾脏和淋巴结等，制备这些脏器的单细胞悬液，直接将脏

器经钢网研磨即可；

实体脏器样品：实体脏器如肺脏、肝脏和肿瘤组织内含有较多的结缔组织，实体脏器

细胞之间一般结合紧密，直接研磨无法得到理想单细胞悬液。需将脏器剪碎后加入Ⅳ型胶原

酶消化，消化后的组织再直接研磨。在缓冲液中加入 EDTA等阳离子螯合剂以防止单细胞
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再聚集。

2 细胞与血液直接免疫荧光染色

该技术适用于荧光染料与一抗直接连接的情况，例如 PE、FITC 和 Alexa Fluor 偶联

物。调节细胞浓度为 1×106细胞/ml，全血样本可不经稀释使用，适宜抗体浓度与细胞混合

室温孵育。

3 细胞与血液间接免疫荧光染色

该技术适用于使用未偶联或生物素偶联的单克隆和多克隆抗体的情况。使用二级试剂

来显示一抗。

4 全血分析细胞内因子

可用于分析小样本，并避免在通过密度梯度离心分离外周血细胞期间产生人为影响的

干扰，所有血样必须收集到肝素抗凝剂中。EDTA 会干扰细胞刺激过程，应避免使用。

5 细胞内抗原直接染色

细胞内抗原的检测需要在染色前进行细胞通透步骤。
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