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摘要：各类不同品牌的流式细胞分选仪给学习和使用带来了一定的困难和挑战。为了解决这

些问题，本文设计了适用于各类不同仪器的通用标准操作步骤。根据流式细胞分选仪的基本

原理，设计了仪器启动时所需要的流体系统，光学系统，及电子系统的操作步骤；根据细胞

分选的功能需求，设计了数据获取和细胞分选的通用步骤。该通用操作步骤，消除了不同仪

器的步骤差异，统一了数据获取的操作步骤，极大简化了学习和使用的难度，同时提高了仪

器操作的一致性和数据质量的可靠性。
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流式细胞仪是在液流中利用荧光信号来检测单细胞多参数的仪器设备[1]，按照功能通常

分为流式细胞分析仪和分选仪[2]。其中分析仪仅用于待测细胞样本中的荧光信号比例分析，

而分选仪可在分析数据基础上，进一步分离纯化靶细胞，用于下游单克隆筛选、单细胞建库

测序等实验[3]。

现代流式细胞分选仪通常含有四个子系统，分别是液流、光学、电子学、及分选系统[4,5,6]。

液流系统在流动室内通过流式动力学聚焦把细胞样本以单颗粒的方式输送到激光检测点，受

激产生的荧光信号在 90度方向通过光学系统中的滤光片输送到光电检测器，光电转化之后

在电子系统中进一步经模数转换及信号放大处理，最终呈现在软件中的流式点图，根据点图

中圈门的靶细胞，可进一步在分选系统中得到大量且纯度极高的靶细胞。自 70年代流式细

胞分选仪问世以来，在结构和功能上经历了巨大的变化。检测信号由单激光多色、到多激光

多色、再到光谱流式[7,8,9]；激发原理由空气激发到石英杯激发、再到芯片激发(10,11)；液流

由被动流体动力学聚焦到主动颗粒聚焦[6,11]；分选侧液流由 2路到 4路、再到 6路、甚至虚

拟多路分选。目前市面上的流式细胞分选仪品牌众多且各有特点，同时搭载不同的软件系统，

使得流式细胞仪分选仪使用难度增加，在不同品牌仪器之间切换更是困难。本文按照流式基

本原理，从功能需求上设计了通用的标准操作步骤，降低了学习和使用流式细胞分选仪的难

度，且消除了不用品牌仪器之间的壁垒。
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1 开机准备

1.1 鞘液及废液确认

鞘液通常是磷酸盐缓冲液、生理盐水等具有一定渗透压及盐离子强度、含有防腐剂且经

过 0.01-0.02µm滤器过滤的溶液。在流式细胞仪中，压缩空气驱动鞘液从鞘液桶进入流动室，

鞘液负载细胞样本在激光检测点实现信号的激发与检测，之后细胞样本进入废液桶。因此在

开机准备阶段，首先确认鞘液桶是满的，废液桶是空的（添加 10%终体积的次氯酸钠原液）。

1.2 硬件电源连通

流式细胞仪的硬件主要是流式细胞仪主机，及外围设备空气压缩机、温度控制水浴、气

溶胶控制系统，及搭载数据获取软件的电脑。硬件电源连通顺序依次是外为设备、流式细胞

仪主机、及电脑。

1.3 软件登录

软件既是操作硬件运行的界面，也是协调各个硬件工作的集成控制器。在开机准备阶段，

登录软件，保证软件和硬件建立通讯连接。

2 系统启动

2.1 液流启动

液流是负载细胞样本进入流动室检测信号的介质，因此正确的液流启动是流式细胞仪工

作的基础。液流启动包含鞘液加压、鞘液管路密闭性检测、鞘液滤器排气泡、反冲清洗进样

针等步骤。液流启动稳定后，从鞘液桶到流动室的鞘液服从伯努利流体动力学方程，流速越

快的地方压力越小，整体上表现为流体动力学聚焦。样本管路中的细胞进入流动室后，将被

聚集到液路中心，形成典型的鞘液包裹的细胞流。

2.2 激光校准

在流动室内，激光激发鞘液包裹的细胞产生荧光信号。为了保证最好的信噪比，要求激

光与鞘液流正交。对石英杯激发类型的流式细胞仪，一般激光和鞘液的位置是相对固定的，

无需每天校准。对空气或芯片激发类型的流式细胞仪，需通过荧光微球校准，已该激发信号

的标准差系数最小为佳。通常对空间独立排布的多激光仪器来讲，需要兼顾各个检测通道的

标准差系数，或者优先保证实验所需要的检测通道的标准差系数最小。

2.3 质量控制

在液流启动和激光校准后，理论上仪器可正常获取数据了。为了验证是否真实可行，通

常使用带有固定荧光强度的荧光微球做质量控制。在生成的质量控制报告中，通常含有激光
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功率、激光延迟校准、得到理论荧光强度的检测器电压或增益值及标准差系数。通过控制该

标准差系数在一定范围内，保证仪器每天的检测状态是一致的。

2.4 液滴校准

对细胞分选来讲，液滴校准也是非常关键的。液滴校准包含频率和断点设置，液滴延迟

校准，侧液流校准三部分。频率和断点的正确设置保证了含细胞的液滴的稳定性，液滴延迟

校准保证了含有靶细胞的液滴在合适的位置加电荷，侧液流校准保证带电荷的液滴偏离正确

的位移以到达分选管。

3 数据获取和细胞分选

3.1 实验创建

实验文件是保存实验数据的载体，因此首先创建实验文件。通常在该实验文件中设置文

件名、检测通道及细胞标记等信息。一般保存实验文件存在两种格式，一种是跟软件没有关

联、直接保存到指定保存地址；另外一种是跟软件有关联、自动保存到软件设定的默认地址。

前一种通常不会影响软件的运行速度，而后一种随着数据的增多会降低软件运行速度。

3.2 仪器设置

仪器设置是对当前实验的具体优化，一般包含阈值设置和电压或增益设置。阈值设置是

指扣除背景噪音信号。通常在对数显示模式中，上样一管纯水或缓冲液，让噪音信号完全暴

露出来，然后设置该噪音信号极大值为阈值，使得检测样本信号不受噪音信号的干扰。电压

或增益设置是指样本的阳性和阴性信号都在合适位置。通常用多色细胞样本，调节电压或增

益，使得阴性信号在左侧一个对数范围内，而阳性信号在右侧，且没有压线或在显示范围之

外。

3.3 补偿设置

荧光染料在激光激发后的发射光谱通常覆盖一个或多个检测通道，其中信号最强的通道

为该荧光染料的主要检测通道，其他皆为辅助检测通道。通常把辅助检测通道信号，称之为

主要检测通道信号的溢出。消除这些辅助检测通道信号的过程，称之为补偿。在多色流式检

测中，补偿有手动补偿和自动补偿两种方式。其基本原理都是利用了辅助检测通道信号占据

主要检测通道信号的百分比保持不变，通过手动逐一消除或通过软件自动消除。手动补偿中，

逐一上样单染细胞样本，然后在流式点图矩阵中消除所有辅助检测通道信号。自动补偿中，

上样所有单染细胞样本，然后通过软件自动计算补偿矩阵。

3.4 数据获取和细胞分选
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一般在流式实验中设置阴性实验样本，及阳性实验样本，以检测待测样本中靶细胞的比

例。同型对照抗体染色，可直接排除该染色通道上的非特异性信号。另外在流式多色实验中，

还可以设置“全染减一”对照样本，以排除其他荧光信号在该“减一”通道中的非特异性信号。

在确认了特异性信号及靶细胞比例后，细胞样本上样可按照下列步骤：1）选中当前文件, 2)

创建合适点图，3）上样细胞，4）调节细胞样本流速，5）画门圈定靶细胞，6）分选参数（靶

细胞门、模式、数量、分选管位置）设置，7）分选细胞，8）结束上样，及自动反冲，9）

收集细胞。

3.5 管路清洗

流式细胞仪的样本管路会直接接触细胞样本及其携带的荧光染料，因此在使用完毕后要

及时清洗，以免污染后续实验。样本管路清洗通常包含两步，一是高速上样 10%次氯酸钠

溶液 5-15分钟，二是高速上样纯水 5-15分钟。

3.6 文件导出

实验完毕后可导出的文件有仪器设置文件、补偿设置文件、实验模板文件、流式细胞文

件（flow cytometry standard, fcs）。其中前面三种文件可在下次实验中直接导入使用，而流

式细胞文件可导入到第三方数据分析软件 FlowJo等用于数据分析。

4 系统退出

4.1 液流关闭

鞘液分布在整个管路中，可能会在流动室及接口处因蒸发而产生盐结晶，因此在关机时

要把管路中的鞘液排净，然后再充满 75%酒精，这样既防止了盐结晶引起的管路堵塞，又

可以保证管路为无菌状态。液流关闭步骤中，首先把鞘液桶替换为 75%酒精桶，然后执行

关机程序即可。

4.2 软件退出

安全退出实验及软件，以保证实验文件的完整性。

4.3 硬件电源断开

软件退出后，切断电源，以延长激光寿命。

本文设计的操作步骤是标准的，分为开机准备，系统启动，数据获取和细胞分选，及系

统退出。从准备到收尾，从启动到关闭，从上样到清洗，每一个步骤都是标准操作步骤，实

现了仪器操作的标准化。前一步骤是后一步骤的基础，后一步骤是前一步骤的延申，层层递

进，环环相扣，首尾衔接，可循环执行，保证了操作步骤的标准化。本文设计的操作步骤是
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通用的，消除了不同品牌仪器的操作步骤差异。利用流式细胞分选仪的系统构成，从液流、

光学、电子及分选四个系统层面校准仪器，避开了不同品牌的表面差异，从根本原理上，保

证了通用性，可以在不同仪器上运行。本文设计的通用标准操作步骤，为学习和使用流式细

胞分选仪提供了方便，为学习和使用不同的流式细胞分选仪消除了障碍，为仪器操作的一致

性和数据获取的可靠性提供了保证。
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