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流式细胞光度术 (Flow Cytometry) 

一种快速单细胞运量分析和分类的新技术

薛绍白

(北京师范大学生物系 )

流式细胞光度术又称流式显微荧光光度术

(Flow Microfluorometry 缩称FMF) ，脉

冲细胞光度术 ( Pulse Cytophotometry )或荧

光激活细胞分 类术( Fluorescence-activa ted 

Ce l1 Sorting缩称FACS ) 。它可对单个细胞逐

个的进行高速的定量分析和分类，每秒钟可测

定5000个细胞，从一个细胞中同时测得多种参

量如DNA、蛋白质、细胞体积以及核与细胞直

径的比例等。 在无菌条件下，按每小时一亿八

千万个细胞的速度对话细胞进行分类收集 ， 其

纯度可达到 90-99% 。 这种高速，多信息分析

和高纯度分类的新技术不仅为细胞生物学提供

了一种研究细胞周期动力学强有力的手段，而

且很快的推广到免疫生物学、 体细胞遗传学、

生物化学、 肿瘤学和放射生物学中去。其发展

速度很快，近年来( 1975-1977 ) ， 每年就召

开一次国际性的脉冲细胞光度术会议。 括:式细

胞光度术中的新仪器技术和新的应用层出不

穷，都说明了这种技术是一种很有发展前途的

新技术。

从30年代Caspersson 引入了显微光度术以

后 ，虽然在显做荧光光度术和 自动扫描显微分

光光度术方面有一些近展外，但从速度和准确

性(指统计学方面〉者I$ill展不大。 60年代末和

70年代初由于利用了流体喷射技术、激光技

术、空气计数， γ-射线能陆术和电子计算机等;

技术，使静态细胞光皮术一跃而成为高速的流

式细胞光度技术。 以下仅对流式细胞光度术的

方法、原理和应用作一简略介绍。

流式细胞先度计和分类计

目前使用的流式细胞光度计基本上有二种

类型:一种是用录灯作光源，在落射光照明条

件下，激发在流动室中以水平方向流动着的细

胞悬液，测量细胞发出荧光脉冲的强度，这种

系统灵敏度高，但不能测量前向散射光(用于

测定细胞体积) ，也不能对细胞进 行分 类 处

理。第二种是用激光激发，细胞按重力方向流

动的系统，女1-1图 1 所示，这种仪器目前得到户

泛的应用。

".，‘~ fÍ(， "'í 号

因 i 流工飞细胞光度分衍计及分炎计示忘图

细胞悬液通过样品进入管被压进喷嘴的中

央，同时无细胞液体通过另一进入管也被压入

喷嘴，形成了包围细胞悬浓的壳液 ， 由于这种

同轴流动的设计使得细胞能够保持平t ìnf束的 中

央。壳浓的直径一般为50-100微米(对于细胞
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分类计〉和250微米(对细胞分析计)。通过调

节壳液和细胞悬液的压力，使样品束的直径保

持在10-30微米左右， 通过喷嘴的圆孔喷射出

来 。 f.\ .. ,." - _. W%. 'l;:_ 

\二_j )t; n.lI 'a!í! 

图2 一维缝扫描

当流动的细胞通过激光照射缝时C irJ到)在不同的时
间问隅， 测定荧光强度，此可得-ht '~1扫拍轮廓因

(右图).分析荧光轮廓可测出细胞直径、 核直径、
核与细胞直径比例、核荧光强度和胞质 7: :)'(;强度.

G 

被分散在这些小水涡中。由于小小泊是在荧光

和散射光测量之后形成的，当某一个细胞的荧

光扣散射光信号被处理〈比较七延迟和联合

以后产生--个充电脉冲信号，当这个被削量过

的2月胞刚要形成小滴时，充电脉冲信号通过喷

l费对整个流束充电。这样刚形成的含有细胞的

小水滴就带上.了 电荷，当充电的小水;向通过一

对带有恒定静电场的偏转板时，带屯的小水滴

根据·自 身所带的电荷性质产生偏移 ， 至于小水

滴被充以正或负电荷，则是恨据被测定的细胞

的荧光和散射光信号与预先选定的标准(脉冲

高度)进行比较来决定的 ， x~. 2r ;í} 类无意 义

的，如不含有细胞的小水拙和不需要的细胞，

细胞碎片以及与预定值相当接近很难准确分类

的细胞不进行充电，这样带正 E~荷的水泊(内

含细E~ ) ，在静电场作用下。 落入左方细胞收

集嚣，而带负电荷的水滴落入有JJ收集器，不

带电荷的落入中间容器。

荧光和散射光的信号输入到多道脉冲高度

分析仪进行分衍，分析的结果在示波器和X-y

记录仪中按组方图形式表示， 或通过数字打印

机打印出每j莹的细胞数，或通过穿孔机作成穿

孔纸带以便:ill:入计算机进一步分析， 或者可以

与 ìt算机联机操作直接把结果输入到计算机。

计算 归程快速而精确的计算出 G1/GO ， S和 Gz +

M Nû 泡在细胞群体中所占均百分比。 计算机分

析细胞群体 DNA 含量也方固的基本原理是假

泣G1 /GoDNA含量和Gl + M DNA含量的分布

因为激光的高强度和 单色性能好， 一般都

用以元作为荧光和散射光测量的光源，最常用

的是氧离子激光器 、 边 i立适宜的光学系统使激

光形成50位来宽的光束。 当 同轴流动的细胞和

先;在与激光束相~时，已被荧光染料处理过的

细胞被激光束激发而产生荧光，在与激发光束

呈90。角的方向收集荧光，用阻断滤片阻止照

明的激发光通过，而使荧光法过，再用一个双

色反射镜和另夕!、二种阻断滤片选择所要测定的

荧光波长，这样二个光电信增管就可以同时测

定二件不同波长的荧光。 因为本底低，所以荧

光测 旦有很高的灵敏度， 一个细归带有3000个

荧光分子就能被测定出来，二个细胞发射的荧

光有 5%的差别就能鉴别出来。

流动的细胞 与激光束相遇时产生散射光，

大多数仪器测定细胞体积都是 收集 0. 5--2 0

觅围的前 i~i)小角度 t认射 光(有些仪器扩展到 15
0

角 ) ，这种测量叫 Il :ìEï:前向角散射"。在这种

悄况下所产生的散射光信号基本上与细胞的体

积有关。战射 j'é;检测器一般用光电二极管。

上述的激光束租照射截面积大于流束中的

细胞，因而这功系统不能提供关于细胞形态学

方面的信息，所以称这种系统为零 分 辨 力系

统。如果用一种线状聚集的激光束或"缝"

( 5 做米宽)来照射流动的细胞，在细胞通过

激光束缝的不同时间间隔测定细胞的荧光，就

可得到一维的细胞轮廓，如图 2 所示，计算机

分析细胞轮廊可算出细胞直径、核的直径、核

与细，lj包直径ÚJ~ 比例、胞质荧光、 核荧光以及一

些其他的fJf;分湃的形态手信息， Jn双;j圭和 gm Jii~ 

重叠等。

细胞分类的原理是迈过形成含有Hn胞的带

电小水涌而实现的 ， i质嘴 tù甘超声振荡器以每

秒 4 万次频率振荡，使喷射束每秒钟破碎成 4

万个均匀的小水滴， 通过喷嘴后流动的细胞就
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都是正态分布， S期的分布是按非线性最小二

乘法计算出的二价多项式分布的，根据这些假

设，计算机算出的S朋细胞所占百分数与 3H -胸

腺嘀l览核; -tl 掺入的标记指数是一致的 。 如用双

参量多道脉冲高度分析仪，就可同时对二斗llJ参

数，女nDNA和蛋白质进行分析，以点姐阵方式

处理和显示。

细胞 fli~ 备技术看来是成功地使用流式光度

术的关键， 在固定、染色和测量过程中一定要

保证细胞处于单个分散状态，而不要使细胞成

团，并尽量减少处理过程中的细胞丢失。

荧光染色的方法 z 测定 DNA 含量最常用

的是雪夫型染料如U'(黄素( Acriflavin ) ，插

入型染料如澳化乙键(EB)和腆化丙链(PI) ，还

有光神霉素(Mithramyciw) ，色霉素和Hoech-

st 33258 0 测定蛋白质含量一般用异硫氟酸荧

光黄 (FITC) ，同时测定DNA和RNA 含量用

11'(院橙。

j班式细胞光度计的应用

1 • 在细胞动力学方面的应用 z

过去分析细胞周期的组成大多用生物化学

方法测道 tlij}J~群中DNA的平均含量 F 用 JH -胸

J!泉 l畸脏核背掺入的白显;影的方法测定细胞周期

的参数;用静态细胞光度计测定大数量细胞

DNA含量作出DNA含量分布的组方图进行细

胞周圳分忻 ， 由于测应的细胞数量少，常达不

到统计学的精确度 。 自从引入高速的流式细胞

光皮术以后，实现了细胞周期分析的快速化、

准确化和简悦化。

①圳'1 定细 胞周.)lJJ 各 u，!-相细胞的比 1.0'1 流式

细胞光度计测定细胞群体中每个细胞的 DNA

含量，然后得出町、风含量分布的组方阁，如

图 3 所示 ， 阁 中第一个DNA频率分布的峰是含

有 2C DNA 含量的GdG o ( DNA合成前期/静

止期)峰， 含 有 4C DNA 含量 的为 G 2 +M

(DNA合成后期+ 有 f'~ 1t组wn 峰， 2C到 4C

DNA 含量为 S 期 ( DNA 合成期)的区域，用电

子计算机按编定的程序就能很快算出 G1 /GO .. 

. ü . 

16弘
........ 、l

~ 12 
x 

毒哥 8 
音量

5哥 4

100 

因3 Ilela 细胞的 DNA 分t')î组方图

光Tlþ霉素染色根据计算机切合 ( Fi t )分析得U:各时相

的细胞百分比.

S和 G2 +M各时相当11胞比例 。 l毡离辐射和化疗

药物通常对于细胞周期的进行发生干扰作用，

一定剂量的X射线引起细胞在G 2 WJ积聚，不同

化疗剂干扰肿瘤细胞周期的 机 I ， U 时期，如博莱

霉素和阿霉素{史肿癌细胞阻止在G 2期，起基

尿和阿糖胞昔阻止在 GJ 到S剧的界限上。对于

化疗剂作用于细胞周期的了解和肿瘤临床有密

切关系，它可为设计治疗方案刷联合化疗提供

理论依据。 对于人的白血病的珍断和治疗，流

式t/fl ll包光度术 IIJ用少量血液样品代替'骨髓样

品，很快的测定:J::S期 ~lfI胞的百分数，因为 恰

疗后的臼血病人的S期细胞增多 ， 一般表示 白

血病细胞对药物的敏感性高 ， 杀伤白血病细胞

的数量多，因而缓解率高，过去用 3H-胸 JJ应暗

院核背放时自显影方法测定标记指数荷兰巴一周

的时间。用流式细胞光皮术就能及时 1监视病情

变化，根据每个病人对药物的反应石 1<，1 ，设计不

同的治疗方案，就有可能作到"对症下药"。

流式分类术是细胞周WJ分析{白 一 种新方

法，这种方法是以S期为观察窗口，监视 J 1-{ - 胸

腺喃院核背脉ìtl' 标记的细胞群体通过这个窗口

的情况来测定细胞周期参数 ， !!I:法比标记有丝

分裂方法快而且不需要显微放射 自显影。但流

式细胞光度术目前还不能测定细胞周期的动态

时性如转移M问。 r!=J TJ，'3WJ外细胞 IW G o J阳细

胞和肿瘤中尤其是实体娼 :1-1 存在不同的形态学

和细胞动力学的细胞混合群体，使得解释测定
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结果遇到困难。 化外币A}li I JJ也)巳度 计对被测定

细胞形态学二Ii lflÎ 的 {币 x，!. ~k l~f 太少 。 但许多人正

在努力克服这些小足之处 ， 女Il m f!U)!也 II，J步 JiìL

与流式 i'U1 )J包光皮术 "，{ 什 ι 米就 nJìÞ!iI起i'lflJJ包 JM 娟

的动态特性，也打人!1i ?r~ 包的 Jd去鉴别 G o ,1-1 1 

G 1 湖细胞，用电视嵌保管的 "缝扫描%12'(" i成

功相关系统吁H M1U. :I: -g1ì;[l~J Ij也核 和i'D!}j包的轮

廓有i二维的细胞 I l_!视;在 i录 。 此外，女n用超知脉

冲激光器 〈锁模激元 ?，if )为光出! ， 则测运荧光

寿命的方法就 'IJ JIJ r ili _.UIli iJI!l J'G皮水中，这也
是一个很有发展ilú'璋的 }ilfü 。

②却f 元细 胞砰体中细胞 H 步 的位直和程度

许多因素在l化疗剂 ! I j'使 ~111胞阻止在细胞)时 Jþj

的不同时相 ， 造成/1~ I"j +jl/立的同g;.化 。 如!双次给

以过量的胸)出 i眩!比核:汁， ~ir 也1i细胞积累在早 S

期。培养在缺异:且强基般暗养基1'1' [1甘中国地鼠

卵细胞 li且断在 G 1 Jþj 0 JìHJL械收获的方法能 选

择性地得到大量的有丝分裂tU I胞 。 采用流式细

胞光度术可以准伯J也 剖IJ起 l~iJ步的位置和程度，

如图 4 所示 。 肿瘤治疗的联合化疗的方案就是

根据化疗剂的同步作用和肿脑细胞对药物的周

期敏感性而设计的。

元。

儿γ 、

' !II 

'1!<J山1)

>á 
b仁川M

" 、UU

J队1]

。 υ W Jυ 

! ) N 1\ 1" I:l, 

因4 \l '(~I~ -jl染色的中闪地鼠卵细胞

(A )指数生长的 CHO. ( D)双J向 J~Æ '也览核 吁阻断 的
CHO , ( C )在快 ' 1 ，' 忡必~( 怪的刘.k l;\;巾 30 分伸 ， (D )有

丝分裂选楼的同 'J>! IBI也
应线代农 G ， ~IIG ， 卜 M JVJ (10 11 1 ;( J 'J.12:丑

③ 多 参数分析 :.<HIH J!也有了体的 DNA、蛋白

质、细胞体积和l核 l弓细胞的比例同时测定分析

1 9 7 9 年

的方法对研究细胞周期小特殊问 J9ì 时 +11的生化

过程是很有用途的 。

E萤旨 l臼过 !质质含 i埠注趴斗丰、;Il ~

质，因为这些委数大致上反映 l ~I !l IJ包群体中生

物合成的能力 。 RNA ~I~ 分析对于l三; 另IJ最 低 转

录水平的 G o i'IH ;1也 有i较 itj转求沾性的周期在I1)自

(G 1 , S , G Z +r，1 ) 以及比较不 I ; ð (I(J 转录活性

都始有 J主义的。

用二和!1荧光染料对!开放时也 (Iv i'í UiJ但ill:行双染

色，首先用PI吧色( :x.j'DN A 染色) ， 然 后用

FITC染蛋白质 。 因为 P l手li FITC 占lí {J'相似的激

发光洁，但二者发射光 ìì"í-不 Ird ， PI 发村i红色荧

光， FITC发绿黄色荧光。 用二种不 l ， ijW! 断滤片

和二个光电倍增管分 ))IJ 泪IJ ~在 DNA 初1蛋白质的

含1草。 用双参量多 j且)j们" i\'jj }立分析仪可进行完

全的双参数分析( 三维频率分布等旦因和l二姓

的轮廓罔) 。 如图 5 }开示 。 对其他双参量的联

合，女nDNAj蛋白质对蛋 白股。 DNA成细胞体

积也是可行的。

图5 He l a 细胞的 DN A-蛋白质双参数明本分布图

X铀为 DNA 含量， Y 知I}J蛋白质含盘，

Z 斗1lJ为细胞数目

由于仅从核DNA荧光分析很难对恶性 细

胞边行诊断。-~Il结合其他参数虫11 核直径 ( N )与

细胞 J1径(C)的 比例j芷行分析，就能对肿瘤细

胞作出鉴别诊断。 如 |囱 6 所杰， 于自主页的样品

中的正常鳞状细胞 ，核的荧光弱 ，并且N jC小，

形成靠近原点的一团 。 淋 巴细胞NjC高，但荧
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的染色体，峰的而积代表这种类型染色体的数

目 。 目前这种分析还遇到一些困难， 一旦技术

问题解决以的，用 rJÎE式细胞光度术 ， 对早期娃

振母亲血液中的胎儿细胞核组型的分析，就有

可能检查出先天性遗传病的胎儿。

3. 在免·庭生物学中的应用

单色荧光分析和 r._i;-gUl胞分类在免疫生物学

中得到广泛的山用 。 用直撞!2Ji;问接荧光的方法

对细胞染色。 例如 ， 用猪的霍乱病毒 ( HCV)感

染猪的 PK - 15 细胞后，再用荧光素标记的猪
• 霍乱抗体与感染以及未感染的细胞相互作用，

则带有霍乱抗}); ((ý.) 感染细胞与抗体起反应，这

种细胞发绿色的火光，其尖)'é强度的众数值比

对照细胞亮 3 倍。 见凶 8 ，感染细胞荧光分布

较宽，可能反应了 PK- 15 细胞对HCV感染的敏

感性不同 。 利用这种火光差别 lïf对感染和未感

染细胞进行分类收集，以 ，研究特殊类型细胞的

抗原结合特性。

第一卷第一期

光弱，增生(异常)细胞荧光强，并且NjC高。

这种方法就有希望达到肿瘤普查的要求。

J OOO 

光

+ 

100 

图6 人宫颈样品， 核荧光和 N/C 直径比

。 正常鳞伏上皮细胞

+ 淋巴细胞

×增生、转移型细胞(异常)
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阁8 用流式细胞光JJt ;j\.分析3创IUiUiÌ>J辛苦 ( HCV) 感

染的和对!恼的 PK- 1 5 细胞与荧光京结合的

HCV 抗体的反应

11 

用 11'(院橙染白细胞，核 染 成绿色，胞质

(RNA和酸性多糖 ) 染成红色，对核和胞质的

荧光进行双参数分析，就可对白细胞进行分

类。

2. 在体细胞遗传学上的应用

利用流式细胞光度计分析单个染色体

DNA含量。首先制备单个的染色体，用荧光染

料进行染色。 用零分辨力流式细胞光度计对每

个染色体进行测定 。 如图 7 所示，每一种类型

的染色体产生一个峰，峰的道数代表某种类型

这种分析能应用于任何求回抗原。 例如，

钥孔腻血兰素 (KLH) 、瞄由类T细胞的表 面

。抗原、胸腺细胞上的Ia同种异 体抗原( Ia 

alloantigens )和l表面膜免疫球蛋白 (Sm Ig) 

等 。 同时也可对病毒抗}JiCfll 神经抗原进行定量

研究。

关于其他方面的应用，如|研究细胞表面结

合位点(受体 ) 111.) 分 ，{fi l 月1 含有高浓度荧光染料

的脂质{卒，把不 m~ill入股膜的荧光染料引入到

细胞内，以观察gHl胞中的生物化学变化，以及

( F转第38l月)

斗100
B .111., 

阁7 用流式光度计分析中国地

鼠M3- 1 细胞的核组型
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图9 胶柱扫描(550mm)和同位素测定因

小结

1. 本实验采用自己化学合成的Oligo(dT)

-纤维素树脂， 结合升温和降低离子强度的方

哇，分离得到呈单一电泳带的珠蛋白mRNA 。

2. 在体外麦胚无细胞蛋白合成系统中，

此珠蛋白的mRNA高效率地缸边标记氨基酸参

197 9 年

入，最适温度23"C而非 3 7"C ，并发现参入活力

曲线与麦胚提取液浓度不一致的现象。

3. 对体外合成的蛋白质进行分析鉴定表

明，珠蛋白被忠实地翻译出来了。
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定量估价自身免疫的机能障碍等。

综上所述，定量多参数流式细胞分析和分

类技术作为一种崭新的技术进入生物学、生物

医学和临床医学的领域。 它以高速率对单个细

胞进行分析，获得多参数的信息，并且进行高

地度的分类为特点，引起人们对它的极大注

意。这种技术的进-步改进和应用需要生物学

家、 11市床工作者、工程技术人员和生物物理学

家的进一步协作，这就要求进一步改进样品1M

备的技术，扩大应用的范畴和仪器的改进。有

人预言 ， 在本世纪末流式细胞光度术，在研究

作和临床医学中将象液体闪烁仪和自动分析

仪一样重要，看来这种估计并不夸大。
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