
流式细胞术的参考标准及其误差来源*

魏文

(军毛|云 J" 利!~二阶川军~l!!I:[2~ ，';: jjJf究所 ) 哑

用于流式细胞仪(FCM) 的参考标准可分为

两类: 一类 i:r iJl:i 格仪器的参考标准9 用以价 由

1立 悍的 I- f乍H: 并三 )(:_{~， íE抖，称为外参考标准9

包拆荧光微球丰11) 足 之陪同定 (:r~1 X'(~红细胞。另 一

类布汩li ;在料 31细胞的某种成分合原时作定标，

称为内参考标洽。通常院用一种已知该成分含

量的细胞作定柯:细胞 ， 又称为标准细胞。标准

细胞还可作为酶、 311 料。与 仪陈稳定性的纵向对

照，来排除系统以差 。

-、外参考栋;吉

理想的夕!、老考，町、 ìfj= );\f. :h 士:j( 3l~颗粒， 呈 Èf，个

分散状态，具有相同的荧光强度，散射光信号

稳定，而且变异系数(CV )小 ， 无i挠集丰f í碎片。

最好选用平r1 r( ， ~;i ， 纠 i !胆大小相近的标准颗粒，以

产4.与样平。1!相仿阶 1J;:~ ，11，日天l!大致相同的李数。 利

用这fi: ((j外标 ì(i'训接仪器 ， 可使其达到最大的

分}i'i' -;丰: )，'1 1 λ敏度 ， 以及 CV 值降至最低。

问 !ìíI }}ï_ 门 ! I'l'.j吃!刊:'H~;飞球有 3 利' : (1) j[~荧光

微球， 有各种不 1;1) ]' ; 扣的~~号? ?支 ïF 散射信号­

时， 自E形成?肘子阶线杆比例， 由 ift.而拴断样品

细胞的大小。(?) 各 类荧光侬球， 1，肉联 ?斗不同

的荧光染料，以校J1二仪器的荧光信号。 (3) 合

已在n l'tl:荧光景的 1;性球，其偶联的荧光素分子数

目是已知的， 它除了可以测定细胞大小外， j1 

能通过计算已知 是:t: Sl<光索微球~;r l待测样品两者

荧光强度之比. 求得 if ，':0中每个细胞合有的荧

光分子数目 ， 仁}， 及每个细胞中)开枪测的抗原{~[

点数目 。

j戈二醇罔定的川红细胞(CRBC) ， 带有自

发荧光，是校iE仪器的荧光和散射光信号的一

种很好的外标准。 椭圆饼形的 CRBC， 在液流

中通过激光束时是随机取向的 。 当细胞以其侧

周边朝向漱~ì!~:束时 ， {~I到 J~ 产生一个低振幅波

型。 而当细月色以其最大平Mi IW r句时则波型振幅

加大。通常可以见到两种波型共存于图中， 是

校正仪器的正常模式图。 CRBC 荧光 受降化过

程的影响较大， 降化好的细胞在 4 0C冰箱中可

保存 1 年以上。因其来源丰富， 价耕低廉， 是

日 常校准仪器的一种较好的外参考标准。

标准的颗粒悖悬液J{:Ï.始终保持lfl，颗粒良好

的离散度， 这样才能使测量巾何利!参数保持稳

定， 并使液流喷射速度均悟，啧嘴不致堵塞。

失光微球和 CRBC 在使用时也一定要市1]备战离

散良好的单颗粒戎单细胞悬液。

一般在实验前先用外参考标准校正仪器，

再做;十了几分析。 样品汩1]完!舌 ， 为了证实仪器有

无飘移现象， 再用外参考标准校正 1 次。

二、 DNA 参考标准

内参考标准中重要的一切是 DNA 参考标

准。由于 FCM 是对每个细胞进行相对 测量，

在测:主细胞 DNA 含fF-时 ， 就要用 … ·种 DNA

含量稳定， 测定重复性好， CV {直小又 便 于储

存的二倍休细胞作为 l人l 参考标准。

应用好的内参考标准乡可以进行高分辨率

的细胞 DNA 测定 ， 即使 DNA 含量 变化甚微

的早期癌变细胞，也可以用 FCM 鉴别出 来。

Iversen[l]利用虹蹲鱼红细胞及外周血白细胞们二

标准细胞， 在二人的正常子宫内 j院与良性卵巢瘤

的二倍体细胞中，以及其他肿瘤样品所包含的

二倍体细胞中 ， 精确地测出 DNA 含量 的微小

· 本文jf(北京师范大学生物系薛绍自教授及军事

际学科学院吴加金教授审阅，特)r七致谢。
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变化 ‘ ,17. L L:.人 j 七 乞内细胞 DNA 高二一- '( %。

川内外文峨山在 i fl 市 :jl~ r'j:,í :'J 二考h;ìfì~ ' (j如l

下几种 :

1.人自细胞 人外周 If且 Go /G j 期淋巴

细胞 DNA f:; 甲-稳定，是理想的二附 体标准细

胞。用 乙醉 17;1定光材I.%~去 (Mithramycin) 染色 ，

投 Il1 甲醇同定 Ilyl应 贵一 泪如根 ( Acriflavin­

Feulgen ) 染色，其 DNA 合置测定的e fil i 果是…

致的。边向来i'1ßW定方;~.'.均可使其稳定性保持数

月。 目前人外同 JIII 涓.巴细胞和技细胞 是最广

泛使用的 DNA 内 争考标准，具中以用 Ficoll­

Hypaque :)J、出人外周 J (1J 的淋巴细胞，被公认为

是可靠的。也有人将抗凝血 离心后 ， 取自细胞

层的细胞作为内标准，效果 也很好。虽然在这

种白细胞层中包含了所有的白细胞亚群，但在

直方夜!巾的 CV {l~í却很低 [ 1 ] 。

2 . 虹鲸鱼红细胞(rainbow trout red blood 

cell , T RBC ) jJ 同外实验室常用的 DNA参

考 1和忙 。 f毛川 j良化乙拉丁-î\:~ )'(:丰rf i霉素染色 ， 月rr测

不J !Yj DNA f;;- 址是 一 致 的 。 Jacobson[ 2 ] 报道

TRBC (I':J DNA 卢 ';::}J 人二二115体的 77 . 4% ， Tffî 
Vindelöv 报~ I;' ):J 80 % [3 ] , Iversen 的?与果 则为

78 .9 % [ 1] 0 Jacobson 注意到仪器仪性随荧光州

gYt而提高， JI ， j示 ìfj: . 1 一j re J?, ~Hl胞在直方因巾 ur:ì'， 比

{J 'I. U!.l J斗，只 ) rL: ;;~ " J 气的主二月IJ 而波动大。 他1哇 rH最好

边Hl DNA ! 乌J :l!~近 1亿 1I1各低于人二陪你的 fHl f归

作jgl'、j -~二三EJ M础。 Tf{βC [ 七 CRBC 更接近于人

了1厅休， 1叮Li. DNA (\ i1{ f主定 ， 凶lij 定 i更复 ↑尘女子 ，

111 气' f n-;J 山王ir rië Ij fí'rrr iJ 1 1二1 I飞1 少 自~fi.工 '. f品 化 1日 (l~

?青 [ 2]。我 P{I 各;也较少 f!!~l鱼 ， ;1皮无 11 : 1ft'广应m 。伽

3. 鳖红细胞 (t u r tl e red blood ce l1, Tu-

RBC ) !ì~ 平 1仪等 [ 4 J.j旦在 (/1 TuRBC 方法 ， 117. 

材方便 。 f 、n ~ 瞥 ïr]" ;!j il 任约 100 ml 1':甘 TuRBC 悬

液，保存于一 80 0C 1 作以 j- 元Iÿ'l ~IJ~ Si: 化。

TuRBC 1'1甘 DNA 含斗;工J人二Lf音体 |也 70% ， CV 

{自小 ， j ]- ~JP.t，; i吉J 0 

Vi-nde l凸v [ S] 同时使用两个内 参考标准 ， ;(1:

直方图上有两个参考峰值， 用这两个峰值之比

做为内参考， 可以不安模数转换器君主位调节变

仕的影响。 Jacobson川利用 TRBC 与人淋巴细

.Il {~ i. !山I {i~L， C_i'" λJ tií; ì 托， 测得 I讨但1 月 IJ J' i~ 1 h' r ~rT ， ~rR ~é! 的

CV 值j:J 0.5 % , tUjlJ 之 lüJÚ(j CV 值为 1. 82 % 。

利用双标准法 ， 可以分 WI士~ DNA ，(~ Þ0: 发佳轻

微变化的细胞。

三、 FCJVI jfJ定细胞 DNA 的误差来源

1.仪器" F[l 月二稍不稳定， 会引起光电

陆增节的效益波动 . J主成较大 i只差。细胞 DNA

测定取决于荧光l耳_I~. I双j 个的 [:七 H川(J :1 占 M(!p~，也

包含了十下ι

度受到干扰时， 峰比1fl. )/Jì: 应按受到影响 。

激光束 、 荧光束、 !-J'X!iJ J光束 ( 在l角与前向

角 )等与液柱在夜间是绝对王交的，稍 :(T偏向 ，

吱液流速度改变，副会边 j浅 '; Yé)jij， ì l l' IYl 值UI~J ~;Kl 

移和失真 。

2..染鹏 70 年代使用 FCM 币'采用 Fe-

ulgen 丑' 色段。近年来 ，

定细胞，以确化丙皖示nt生化乙位作55料，结果

很好。 X: 同I~j 点 ;fll Hoechst-33258 也是 "j DNA 

特异性结合的染料。 H丫 I~ì: +i;'f (AO) 可问!不J'染DNA

丰I! RNA，异'-1流氨酸~~I~:jl素 ( FITC ) 月! 工J'. ti~ 细胞

蛋白质，均可 _:l:<tl;j! ?ì JJj -:吉、的 fiij 尿 。 染料 的浓度大

可才撤 )1: 的收1/金山二U 段光束 J !i.{， 牛l 液流 !I ，J' ，由于

折射现象， 使撒光放)市减弱 ; 被激发的荧光 也

会被惊 j'îic 以收。 !);I 此， :1也i丘tJ川川门j 激;发l且泣;之:与 2尘左d刷;才!忖7光'L:已υi件ïïj"

以 r行ι1 : 最 :大)，人、， '1"、

句削u尖}占(2)'丘t巳L:!阶!扩贝订f飞甘、~.J I~ 1仁f民 !以!贝l反4收 C i比l比七 夕外i卡、 ， 牙、 中 : 1 才、身)工 分子7]\_

;1ιI~. fEI T:Y. 竹 : ) il 1íli i3 i ili\ ó'r, ~û: I'I~ j '! Hí'i\剧性消耗 ， ïTj" 

(t，起 羽;;.别 ~i:~ =YL: , 致{史 DNA ::;-后 才有咛; (;(J gl f1 H包t二

兰仁刁、;相同的荧光 ~W~JJt。

l'rl了 JL利的 ì;己也可位守致 FCM (:1: DNA 

测定中 l| ; 现说 _;;~ : (1) DN A Lj 史料如fT 达 到

平 1ffJf r斤市的 H，J 问 ')j__!!=.改 '立 ; (:2) ~~~ *、 1 (!{j ff i fï币'

敖友t!:，改变 ; (3) DNA 碱 J;'; :kJ 与染和!分子数

的比值改变 ; (4) 细胞 染t:<.质结构与 j农聚程度

的改变 ; (5 ) 细胞内部纣 ;的 r l l DNA 以外的其

他大分子l~染料友生结合。

3. 样 EZ制备 近年来 ， i'f品 jlì l J备的重

要性引起人们足够的重视。 Wolley[5] JlíLì茸淋巴
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细胞和培养的 C-41 细胞经酸处理后，除去了

虫 色 ，体的细雪白，使 DNA 结合的染料更多 ，

从 ïfii增肖荧光强度， 证实了 pH {直对测定结果

的影响。 Iversen [l ]也指出， 月3 胃蛋白酶处理过

的细胞， 其主~2 :Yc:强度可增高。

测定 DNA 时常见的误差是 由于 RNA 8'0 

同时着色。克服的办法是加入 RNA 酶。但要

注意由于 RNA 酶不纯而导致对 DNA 的部分

破坏， 或者自得 ìí5 t!:不高而使 RNA 不能全部被

消化。

了巨样矶市Ij 备 :Ì --J:程中 ， 标准细胞与样品细胞

及时汗l{::!而重要性也引起人们的茧视 。 Ivers­

en川特别强阴 ， 如果标准与样品细胞不及早汩

介， fl Jl不同时而 l 个试管内进行同定及染色，

则r:Jj T 标准与中:'(:. l ~~l!细胞在不同时间对荧光素的

着色力 ( stainability) H0差异，使 DNA 的测定

发牛 íih罢，现对其倍性的过号:估计[ 1 ， 8 ] 。 即使

标准细胞和样品细胞在混合以前平行地分另IJ 进

υ [ilil 'í1:: 、 ì): 包吁:过和.也会产 !tfJ20%的人为

民羔 [81 0 闪此 ， 内芳在考标准与样品细胞混合­

起阴32 、 染色 、 测 昂 ，可以肖 接i卖出 自为因 j二

两个峰比值， 又 iif j:}纠正瞬时光强的波动和液

流速度的 /~2 HJi斤产生的民差。

标准及 ii 品细胞都应制备成PJ敬良好的_~1.

细胞:去液，使用膜酶消化丰IJ 橡皮俨 (rubber­

policeman) 的效果是一一:样的 [5 J 。

WOlley[5]报告人培养的胚胎组到 WI-38

细胞更适宜作 DNA 内参考标准 。

总之， 在 FCN 测定细胞 DNA 时，如能正

确使用参考标准，选好染料 ， 并且重视样品细

胞的制备，测定误差将大为减小。

摘 要

本文介绍了流式细胞术的两类参考标准。

外参考标准是作为仪器调整的标准，包括各种

微球和戊二醒固定的鸡红细胞。内参考标准中

着重介绍了 DNA 标准细胞包括罔 内常用的人

淋巴细胞及国外常用的虹蹲鱼红细胞等。本文

较详细地阐述了 FCM 测定细胞 DNA 或倍 性

的各种误差来源，包括仪器、 染和| 及样品 1fjlj 备

等。强调了标准与样品细胞在 1I11 j备过程中应早

期混合的必要性。
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家鸡联会复合体的制备

刘冬梅 张传善

(习孔t师范大学生物芽、)

联会复合体(Synaptonemal Complex , SC) 

是减数分裂时，同源染色体配对过程中形成的

一利1~1二永久性的复合结构，与黑色体配对、 遗

传交换以及染色体的分离有密切关系。大量的

研究表明. SC 分析是进行核型分析和鉴别染

色体畸变的一种新的有效手段。目前，已被广

泛应用于细胞遗传学的研究[1] 。

早期观察 SC 的方法是通过电子显微 镜对

超薄连续切片的观蕉，以构成 SC 的三 维空间

结构[2 ， 6] 。然而， 超薄连续切片的制作费事耗
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