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“小鼠脾脏单细胞悬液不同制备方法及其流式

细胞术检测”综合实验的建立与探索
黄莹莹*  邢月婷  阿依西布·萨吾提  杨丹  李艳伟  王佳佳  郭春  周南

(浙江大学医学院公共技术平台, 杭州 310058)

摘要      由于流式细胞术应用中涉及的样品制备、仪器使用和数据解读均比较复杂, 该文对流

式实验教学的内容和形式进行了有益的探索, 建立了“小鼠脾脏单细胞悬液不同制备方法及其流式

细胞术检测”的综合性实验。新方法不仅包含小鼠原代组织取材、单细胞悬液不同制备方法(手动

解离、自动解离)、流式细胞仪计数、显微观察等步骤, 而且能涵盖流式抗体的配色与标记、流式

细胞仪操作、数据分析(T淋巴细胞亚群的分群)等多个知识点, 并围绕不同解离方法对实验结果的

影响进行了探讨, 极大地改善了实验教学效果和质量, 充分发挥了流式细胞术在高校教学和科研中

的重要支撑作用, 使学生学会完整的流式技术链条, 并提升了其科研能力与创造力, 从而为培养复

合型科研人才提供助力。
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Establishment and Preliminary Study of Comprehensive Experiment of 
“Different Preparation Methods and Flow Cytometry Detection of Mouse 

Spleen Single Cell Suspension”

HUANG Yingying*, XING Yueting, Sawuti Ayixibu, YANG Dan, LI Yanwei, WANG Jiajia, GUO Chun, ZHOU Nan
(Core Facilities, School of Medicine Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

Abstract       Due to the complexity of sample preparation, instrument manipulation and data analysis in-
volved in FCM (flow cytometry) applications, beneficial explorations on the content and form of FCM experimental 
teaching were conducted. Accordingly, a comprehensive experiment of “different preparation methods and FCM 
detection of mouse spleen single cell suspension” has been established. The new method can not only include sam-
pling of mouse primary tissue, different preparation methods of single-cell suspension (manual dissociation, auto-
matic dissociation), flow cytometer counting, microscopic observation, etc., but also cover many knowledge points, 
such as color matching and labeling of antibodies in FCM, operation of flow cytometer, data analysis (cluster of 
T lymphocyte subsets), etc. The influences of different dissociation methods on the experimental results were dis-
cussed. It greatly improves the effectiveness and quality of experimental teaching, gives full play to the important 
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随着科学与技术的发展, 流式细胞术(flow cy-
tometry, FCM)已成为生物学、医学等基础研究及临

床诊断的重要技术之一[1]。随着流式技术的普及和

日益增长的科研需求, 各高等医学院校陆续开展了

流式细胞术相关实验课程。但流式作为一门新型的

细胞分析和分选技术, 涉及仪器参数众多, 对检测样

本处理方法及操作人员要求较高。未接触过流式的

初学者在短时间内掌握此技术有一定难度, 因此, 流
式教学实验往往局限于理论讲解或简单的上机操作

演示, 缺乏系统又高效的综合实验示例[2-3]。免疫学、

肿瘤学、病理学及神经生物学等众学科关于细胞的

功能研究, 均需要先从小鼠或斑马鱼等模式生物原

代组织中分离出高纯度高活性的目的亚群, 但在传

统流式教学中, 因操作困难而较少涉及原代细胞的

解离, 学生缺少样品制备相关知识技能的锻炼[4]; 而
有些细胞分离技术的实验课程, 往往只采用机械分

离法、差速离心法或密度梯度离心法[5], 缺乏新技术

的引入。小鼠原代脾脏单细胞悬液制取步骤相对较

少, 学生较易掌握, 符合有限实验课学时的要求。为

此, 本研究拟以小鼠脾脏组织为材料, 引入最新的组

织处理系统, 结合自动和手动两种不同的原代细胞

解离方法, 建立一个综合性的流式细胞术检测分析

实验, 以期帮助学生了解流式细胞术的基本原理及

前沿应用、不同样本制备方法对流式实验结果的影

响、流式抗体标记、流式细胞仪常规操作等, 从而

最大程度地调动学生的主动性和创造性, 提高学生

科研实践能力和解决实验问题的能力, 使流式细胞

术能够更广泛深入地应用于各科研领域。

1   实验原理
1.1   流式细胞术

流式细胞术是利用流式细胞仪对快速流动的

单个细胞或生物颗粒的多个参数进行定性/定量(相
对/绝对)分析或分选的生物医学技术[4]。流式细胞

仪采集的光信号包括散射光和荧光两种, 液流中悬

浮的细胞或待测颗粒能够使激光束发生散射, 散

射光信号包括正对激光方向接收的前向角散射光

(forward scatter, FSC, 可以反映细胞大小)和与激光方

向在同一水平面并于激光成90度角的侧向角散射光

(side scatter, SSC, 可以反映内部颗粒度)[6]。细胞上结

合的荧光素、染料分子或表达的荧光蛋白被激光激

发后能够发射波长高于激发光的荧光, 流式细胞仪通

过信号检测器接收信号, 并由电子系统将光信号转换

为电流信号, 再由信号处理系统将电信号转变成脉

冲信号、数字信号并最终传送至计算机系统进行处

理, 计算机系统分析相关信号来反映细胞表达抗原、

合成细胞因子等理化特征[6]。FCM具有检测速度快、

参数多、灵敏度高、采集数据量大、节约样本及成

本等优势[4], 因此广泛应用于免疫学[7]、发育和生殖

生物学[8]、神经生物学[9]、临床诊断[10]、药物学[11]、

肿瘤学[12]及植物育种[13]等学科领域。

1.2   倒置荧光显微镜

倒置荧光显微镜法是一种快速、敏感、简单、

经济、准确的细胞形态鉴定方法。倒置荧光显微镜

一般由倒置显微镜和落射荧光装置组成, 是近代发

展起来的新式荧光显微镜, 具有在培养瓶或培养皿

内进行显微观察的特点, 可以实现组织、细胞、沉

淀物或流质等的明场、相差、荧光观察, 是科学研

究工作中的有效支撑工具[14]。因此, 在生物、医学

等学科的实验教学中, 使学生掌握倒置荧光显微镜

的使用就很有必要。只有正确、规范地使用倒置荧

光显微镜, 才能发挥它的最大功能, 使之更好地为实

验教学和科学研究服务。

1.3   组织处理系统

组织是进行细胞学与分子生物学研究的重要

材料。目前将原代组织分离为单个细胞的传统方法

有机械法、酶消化法或两者组合等[15]。不同的处理

方法对细胞的得率、活性等均有不同程度的影响。

gentleMACSTM组织处理系统是一款全自动的单细

胞制备仪, 具有标准化的组织解离程序, 可提高下游

分析的重复性和可靠性; 具有全封闭的系统, 可保证

样本无菌性; 具有配套的解离试剂盒, 操作相对简单

supporting role of FCM in teaching and scientific research in colleges and universities. Based on these lessons, stu-
dents can learn the complete technology chain of FCM, which enhances their scientific research ability and creativity. 
The comprehensive experiment would provide impetus for the cultivation of compound scientific research talents.

Keywords       single cell suspension; manual dissociation; automatic dissociation; flow cytometry; experi-
mental teaching



682 · 教学研究 ·

方便[15]。该系统配套的组织解离管由隔膜、转子和

定子组成, 目前主要是两种, 一种是C管, 可将组织

制备成单细胞悬液, 用于细胞生物学研究, 另一种是

M管, 可将样本制备成组织匀浆, 用于分子或微生物

学研究。本研究拟获得符合流式实验需要的单细胞

悬液用到的是C管。

2   实验课程的设计
2.1   实验目的

本课程的实验目的包括: ①掌握小鼠脾脏单细

胞的不同制备方法, 了解手动解离与自动解离系统

对获得的样本活性、得率的差异; ②了解倒置荧光

显微镜的原理, 学会用倒置荧光显微镜观察细胞形

态; ③了解流式细胞分析技术的原理, 学会简单的

流式样本上机操作(包括电压调试、荧光补偿调试、

数据获取与分析过程中的设门等); ④学会用流式细

胞仪对单细胞样本进行计数; ⑤学会流式细胞术检

测结果的解读和分析方法。

2.2   实验材料与仪器

实验材料 : 磷酸盐缓冲液 (PBS)购自瑞典Medi-
cago公司 ; 流式抗体CD4、CD8α和死活染料FVD 
(fixable viability dye)购自Biolegend公司; TCRꞵ购自

eBioscience公司 ; C57BL/6品系小鼠为6~8周龄 , 由
浙江大学医学院动物中心提供。自动解离用的C管
购自德国Miltenyi公司。无菌细胞筛、无菌流式管、

15 mL离心管购自Corning公司。

实验仪器 : 离心机 Thermo ST 16R购自美国

Thermo Fisher Scientific公司; 流式细胞仪ACEA No-
voCyteTM购自美国Agilent technologies公司 ; 流式细

胞仪CytoFLEX LX购自美国Beckman Coulter公司 ; 
倒置荧光显微镜 (IX53)购自日本Olympus公司 ; gen-
tleMACS™组织处理系统购自德国Miltenyi公司。

2.3   实验方法

2.3.1   脾脏单细胞悬液制备      小鼠原代脾脏单细

胞悬液制取, 参照实验室原有方法[4]进行, 即(1) 取
6~8周龄小鼠脾脏置于含4 mL PBS的60 mm平皿中。

(2) 将该脾脏组织剪成大小均一的小块, 于分析天

平上称重, 记录每份脾脏组织样本重量。(3) 上述称

重后的样本分成2组, 一组进行手动解离, 即使用毛

玻璃片将脾脏研磨成细胞悬液; 另一组进行自动解

离。(4) 将研磨好的细胞悬液通过70 μm细胞筛过滤

到15 mL离心管中。(5) 过滤后的样本置于离心机中

400 ×g、4 °C离心5 min。(6) 取出离心管, 弃掉上清, 
用1 mL红细胞裂解液重悬细胞, 室温放置7 min。(7) 
加入5 mL PBS, 终止红细胞裂解过程。(8) 将终止红

细胞裂解后的样本置于离心机中400 ×g、4 °C离心

5 min。(9) 弃上清, 细胞沉淀用含2%血清的PBS重
悬后用于后续实验。

自动解离步骤, 参考文献[15]方法进行, 即将样

本装入C管, 加入5 mL PBS, 旋紧C管, 使组织块落在

解离管的底部, 避免黏附在管壁上。随后将待解离

的C管倒置插入gentleMACSTM组织处理系统的样本

通道上。在参数界面选择“m-spleen-01-01”为解离程

序, 运行2次。解离结束后将样品经过70 μm滤膜过

滤到15 mL离心管中; 加入5 mL PBS清洗滤膜和解

离管, 以免细胞残留。后续处理同上述步骤(5)~(9)。
2.3.2   样本管设置与编号      每个学生小组取6支流

式管并编号, 自动解离设3个重复; 手动解离设3个重

复。一个学生小组做手动解离实验的同时, 另一个

小组可进行自动解离实验; 结束后两组同学互相交

换, 从而提高上课效率。

2.3.3   细胞计数      上述2.3.1第(8)步离心后的细胞, 弃
上清, 加入6 mL PBS重悬, 吹打混匀; 每份样本吸取

100 μL于流式细胞仪ACEA NovoCyteTM进行计数, 
并计算1 mg小鼠脾脏组织中细胞的数量。

2.3.4   显微镜形态学观察      吸取1 mL上述制备好

的单细胞悬液至12孔板中, 分别于0 h、0.5 h时将12
孔板(不带盖子)置于Olympus IX53倒置荧光显微镜

下观察细胞形态并拍照。

2.3.5   流式抗体标记      流式实验以小鼠脾脏T淋巴

细胞亚群(TCRꞵ、CD4、CD8α)检测为例, 并同时标记

死活细胞鉴定染料FVD。取上述制备好的脾脏单细胞

悬液(1×106个/样本)进行表面标志物染色(100 μL染色体

系, 抗体稀释比为1000 1׃), 室温避光反应30 min。FACS
缓冲液液[1× PBS+0.5%(V/V) FBS+2 mmol/L EDTA]洗
2次, 500 ×g、4 °C离心5 min, 弃上清。FACS缓冲液

洗2次后, 重悬, 备用。

2.3.6   流式上机分析实验      标记好的流式样本于流

式细胞仪CytoFLEX LX上进行检测。在实验开始前, 
建议学生预习观看提前录制好的仪器培训视频, 使学

生对仪器基本操作有一定了解。然后, 由带课教师演

示上机分析步骤, 重点讲解流式分析实验中关键参数

(电压、补偿、阈值、流速及门控等)的调试、设置; 
仪器的开关机流程及注意事项等。最后, 学生分组在
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老师指导下进行上机实操练习, 巩固并掌握相关知识。

2.3.7   统计学处理      全部实验数据经GraphPad 
Prism 9.0软件进行统计学分析并作图, 采用t检验。

流式数据使用FlowJo V10.7.1软件分析并作图。

3   实验结果分析
3.1   两种解离方法对细胞数量的影响

为使学生了解原代组织手动解离和自动解离

两种不同的方法, 本实验对同一小鼠来源的脾脏样

本分别进行了手动研磨解离和组织处理系统自动

解离, 实验步骤如图1所示。首先, 考察了两种解离

方法对获得的细胞数量的影响, 由图2可知, 1 mg

小鼠脾脏组织中, 自动解离获得的样本细胞数量

为5.40×108个, 而手动解离获得的样本细胞数量为

7.42×108个, 两者差异不显著。

3.2   两种解离方法对细胞形态学的影响

从图3A、图3B可知, 将重悬的小鼠脾脏单细胞

悬液加样至孔板中, 细胞呈悬浮状态, 因此, 加样0 h, 
在倒置荧光显微镜下观察时, 可观察到细胞在溶液

中有漂移现象, 细胞呈圆形, 且大小不一, 手动解离

和自动解离的细胞形态基本一致。加样0.5 h再观察

时, 可见较多圆形、均一、状态良好的细胞, 且背景

干净, 基本无死细胞或碎片杂质, 两种解离方法获得

的细胞形态无显著差异(图3C和图3D)。

图1   实验流程图

Fig.1   Workflow as a schematic description 
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图2   不同解离条件下细胞数量的比较
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3.3   两种解离方法对细胞存活率的影响

解离后的样本分别用死活细胞鉴定染料FVD
标记, 用流式细胞仪检测阳性细胞百分比, 阳性率越

高说明解离后的细胞活力越低。从图4可知, 组织处

理系统自动解离样本的存活率为98.63%, 显著高于

手动研磨解离样本(P<0.01)。这说明对于原代组织

细胞, 用自动解离的方法可能更有利于获得高活性

的细胞。

3.4   两种解离方法对CD4、CD8比例的影响

本实验参考文献[7,16]的报道, 结合现有免疫

学知识建立了小鼠脾脏T淋巴细胞亚群分析方案, 
主要包含了死活细胞鉴定染料FVD和T淋巴细胞亚

A: 手动解离样本, 于加样0 h时观察; B: 自动解离样本, 于加样0 h时观察; C: 手动解离样本, 于加样0.5 h时观察; D: 自动解离样本, 于加样0.5 h时
观察。

A: the sample obtained by manual dissociation, and observed at 0 h after loading; B: the sample obtained by automatic dissociation, and observed at 0 h 
after loading; C: the sample obtained by manual dissociation, and observed at 0.5 h after loading; D: the sample obtained by automatic dissociation, and 
observed at 0.5 h after loading.

图3   不同解离方法后的细胞形态学观察

Fig.3   Morphological observation of cells after different dissociation methods
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Auto: gentleMACS™组织处理系统自动解离样本; manual: 手动研磨解离样本。**P<0.01, n=3。
Auto: samples dissociated by gentleMACS™ system; manual: samples dissociated by manual grinding. **P<0.01, n=3。

图4   不同解离条件下细胞存活率的比较

Fig.4   Comparison study of cell survival rate under different dissociation conditions
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群分群的表型分子(TCRꞵ、CD4、CD8α)(表1)。通

过该4色方案, 向学生全面演示了多色流式分析策

略, 具体如图5所示, 先用FSC-A与SSC-A圈出除碎

片以外的活细胞; 再用FSC-A与FSC-H排除黏连体, 
圈出单个细胞; FVD阴性细胞群为活细胞亚群; 然
后利用TCR圈出总的T细胞; 最后在TCRꞵ+细胞中

区分CD4+和CD8+ T淋巴细胞亚群 , 即CD4辅助T
淋巴细胞(TCRꞵ+CD4+ T)和CD8杀伤性T淋巴细胞

(TCRꞵ+CD8+ T)。流式分析图右下象限为CD4+ T淋
巴细胞亚群的百分比例, 左上象限为CD8+ T淋巴细

胞亚群的百分比例。由图6可知, 两种解离条件下, 
CD4+、CD8+ T淋巴细胞亚群比例无显著差异。

3.5   新综合实验与传统流式实验的比较

从表2可知, 与传统流式上机实验相比, 本课程

实验综合性强, 涵盖多个流式相关知识点, 内容丰

富, 呈现了相对完整的流式技术链条。

4   讨论
由于流式细胞术应用中涉及的样品制备、仪

器使用和数据解读均比较复杂, 因此, 结合某一项具

体的细胞生物学实验进行流式教学, 合并讲解、演

示流式相关的多个知识点, 则更容易让学生在实际

操作中理解、掌握该科研技能[17]。本课程对流式实

验教学的内容和形式进行了有益的探索, 综合取材、

单细胞悬液不同制备方法、计数、显微观察、流式

抗体标记、流式细胞仪操作、数据分析等环节, 建
立了“小鼠脾脏单细胞悬液不同制备方法及其流式

细胞术检测”的综合性实验, 着力于使学生掌握完整

的流式技术链条, 可以与他们的课题更好整合, 开拓

视野, 提升他们的科研能力与创造力。

表1   流式分析方案

Table 1   The panel for flow cytometry
标志物

Markers
反应种属

Reactive species
荧光素

Fluorochrome
用途

Purpose
最大激发波长 
Excitation max /nm

最大发射波长 
Emission max /nm

克隆号

Clone No.

FVD Mouse BV421/Pa’cific Blue Live/dead 404 446 ——

TCRꞵ Mouse FITC T-cell 498 518 H57-597

CD4 Mouse PE T-cell 565 576 GK1.5

CD8α Mouse APC T-cell 651 660 53-6.7

—代表没有。

— means there is no clone.

A: 手动解离样本; B: 自动解离样本。先圈选除碎片或死细胞以外的淋巴细胞亚群, 然后圈定单个细胞排除黏连, 再圈出活细胞群。最后分析

TCRꞵ+ 细胞中CD4+、CD8+ T细胞亚群的情况。 
A: the sample obtained by manual dissociation; B: the sample obtained by automatic dissociation. Aggregate gates were used to exclude cell and/or dye 
aggregates prior to identification of lymphocytes. Following identification of singlets, viable cells were differentiated from nonviable cells. Afterward, 
TCRꞵ+CD4+ and TCRꞵ+CD8+ T cell subsets were identified.

图5   小鼠脾脏T淋巴细胞亚群分析策略图

Fig.5   Analysis strategy of T lymphocytes subsets in mouse primary spleen
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由图2可知, 每毫克小鼠脾脏组织中, 自动解离

获得的样本细胞数量和手动解离获得的差异不显

著; 但手动解离的细胞数量是略高于自动解离的, 有
可能是因为样本从解离管转移到离心管过程中有

部分损失。另外, 本实验由于课时限制, 选用了gen-
tleMACSTM组织处理系统的标准内置程序进行的解

离, 后续学生科研过程中可以优化仪器设置程序, 探
索更佳的实验方案(protocol), 这也有助于激发学生

的实验兴趣与创造性, 培养学生的积极主动性与思

考设计能力。

将重悬的小鼠脾脏单细胞悬液加样0 h时进行

观察, 细胞尚处于悬浮状态, 在显微镜下很难聚焦, 
因此, 拍照时会呈现大小不一(图3A和图3B), 这大小

不一的圆点可能是处于不同聚焦平面的脾脏细胞。

而加样静置0.5 h后再进行观察, 大部分细胞已沉降

到孔板底部, 此时观察到的细胞数量多且状态良好

(图3C和图3D)。通过本实验, 学生不但了解了倒置

荧光显微镜的基本操作, 也明白了悬浮细胞的显微

观察应在加样静置一段之间后采集图像较佳。

从图4可知, 对于原代组织细胞, 用自动解离的

方法可能更有利于获得高活性的细胞, 这是因为相

较于人工手动解离, 组织处理系统在解离温度、强

度方面均具有标准化的程序, 这与文献报道基本一

致[15]。这也提示学生今后课题实验若是遇到难解离

的原代组织, 可利用大型仪器辅助制备流式样本。

浙江大学医学院公共技术平台自2014年起, 陆
续在本科生和研究生的生物技能课中开设了流式细

胞仪上机实验课[2,18], 但原课程为传统教学方法, 仅
讲解流式上机流程, 而且上机演示无样本或用荧光

微球代替, 形式单一且抽象, 学生理解和掌握均有难

表2   新综合实验与传统流式实验的比较

Table 2   Comparison between new comprehensive experiment and the traditional flow cytometry experiments
项目

Items
传统流式实验

Traditional flow cytometry experiments
新综合实验

New comprehensive experiment

学时数 1.5 h 3 h

知识点 流式细胞术基本原理

与上机操作流程

小鼠原代组织取材,

单细胞悬液不同制备方法,

流式细胞仪计数,

倒置显微镜原理及使用,

流式抗体的配色与标记,

流式细胞术基本原理与上机操作流程,

T淋巴细胞亚群的分群

呈现形式 单一、抽象 多个知识点、相对完整的流式技术链
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A: CD4+ T细胞比例; B: CD8+ T细胞比例。Auto: gentleMACS™组织处理系统自动解离样本; manual: 手动研磨解离样本。ns: 差异不显著。

A: the ratio of CD4+ T cells; B: the ratio of CD8+ T cells. Auto: samples dissociated by gentleMACS™ system; manual: samples dissociated by manual 
grinding. ns: not significant.

图6   不同解离条件下CD4+、CD8+ T细胞比例的比较

Fig.6   Comparison study of the ratio of CD4+, CD8+ T cells under different dissociation conditions
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度。本实验建立的新方法综合性强, 虽然学时数比

传统流式实验多了1.5 h(表2), 但包含的流式相关知

识点多达7个, 明显多于传统实验, 有利于提高学生

的参与度, 形成完整的实验理念。

综上所述, 本课程实验为探索性的流式综合实

验, 发挥了公共平台现有的大型仪器资源优势和师

资特长, 使实验课与学生的课题研究紧密连接起来, 
紧跟技术发展, 极大地提高了学生的学习热情和学

习的主观能动性, 增强了学生独立思考、分析问题、

解决问题的能力。同时其也提升了实验教学效果和

质量, 充分发挥了流式细胞术在高校教学和科研中

的重要支撑作用, 从而为培养合格的复合型科研人

才提供助力。
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