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一、流式细胞分选的特点和应用



1、流式细胞分选技术简介

1.1、流式细胞分选是一种从混合（异质性）细胞群体中分离出特定细
胞亚群的的技术，是基于流式细胞检测技术上的实时分选

1.2、流式细胞分选技术的特点
• 单细胞水平，多参数同时测量
• 速度快：高达上万个evts每秒
• 可以定量分析，大数据提供统计学差异
• 分选纯度模式：富集（yield）、纯度（purity）、单细胞（single cell）等

等
• 分选接收模式：收集管、孔板和玻片
• 可根据实验需求调节的纯度、活性和回收率



2、流式分选能够分析、分选的颗粒范围

刘春春，清华大学蛋白质研究技术中心

1um以下的颗粒越小难度越高



3、流式分选的应用

• 何时应当使用流式分选而不是梯度离心、磁珠分选等细胞批量分离纯化方法?
（1）需要根据多个细胞参数（多色荧光标记）逐级圈门来分选细胞;
（2）需要根据表面蛋白的密度差异（同一信号的强弱差异）来分选细胞;
（3）需要分离低密度表面抗原（微弱信号）的细胞;

       （4）要求目标细胞群有极高的纯度(95%-100%);
（5）根据细胞功能活动及状态特征（胞吞、凋亡等，非抗体标记）来分选细胞；             

       （6）根据细胞内的某些标志，如DNA含量、荧光蛋白、胞内抗原等分离细胞；

（7）多孔板分选；如单克隆分选，在96、384孔板每个孔中精确的分入1个细胞；

（8）需要分选极低含量的稀有细胞（如0.001%或更低）；

（9）分选感兴趣的未知特征的细胞亚群。

刘春春，清华大学蛋白质研究技术中心



二、流式细胞分选的基本原理



1、流式细胞术的检测原理
流式细胞术对细胞的检测基于激光和免疫荧光技术，通过测量流动的细胞/小颗粒通过检测点时
与激光相互作用产生的散射光和荧光，从而得到各种特征参数。

Thermofisher 培训资料



流式细胞术中的光信号：散射光和荧光

• 散射光信号
（1） 细胞的固有参数，不需要标签
（2） 前向散射光（Forward Scattering，FSC）：细胞大
小

Ø Mie散射
Ø 细胞越大，前向散射光越强

（3） 侧向散射光（ Side Scattering，SSC ）：细胞颗粒
度（复杂度）

Ø 光强取决于参与散射的颗粒数
Ø 细胞复杂度越高，侧向散射光越强

（4） 影响散射光信号强度
Ø 细胞膜结构的变化：refractive index差异的变化
Ø 细胞对光的吸收

Introduction to Flow Cytometry: A Learning Guide
From Becton Dickinson



• 散射光信号
（5）FSC和SSC在流式分析中的
作用

Ø FSC-SSC散点图：利用细胞大小和
颗粒度初步区分细胞群

Ø FSC-SSC散点图：去除细胞碎片
Ø 去除粘连细胞：FSC（A）-FSC

（H）， FSC（H）-FSC（W）， 
FSC（A）-FSC（W）， SSC（A）
-SSC（H）， SSC（H）-SSC
（W）， SSC（A）-SSC（W），
任一组合区分粘连细胞

裂红后的血液样本

去除粘连细胞
How to Perform Doublet Discrimination In Flow Cytometry - Cheeky 

Scientist

流式细胞术中的光信号：散射光和荧光

https://expert.cheekyscientist.com/how-to-perform-doublet-discrimination-in-flow-cytometry/


流式细胞术中的光信号：散射光和荧光

• 荧光信号
（1）荧光信号的产生：荧光的产生是由基态
的荧光素分子吸收一定波长的光跃迁到激发态，
再释放光子（荧光）回到基态

（2）荧光信号来源
Ø自发荧光：通常较弱

• 最常见的NADPH和核黄素等
Ø自带荧光：水生生物，转染了GFP质粒等
Ø荧光标签：高特异性

• 和荧光素结合的高特异性抗体
• 和细胞成分结合的荧光素分子：核酸染料等

https://www.thermofisher.co
m

荧光信号的产生过程



Cell# FSC-A SSC-A FITC-A

1 300 280 100

2 250 300 250

3 320 200 1000

4 400 350 4000

5 300 320 1000

6 290 330 8000

7 330 350 8000

↓ ↓ ↓ ↓

柱形图

散点图

描述电压脉冲的三个参数：
（1）高度（H）：最大光信号强度
（2）宽度（W）：细胞与激光相互作用的时间
（3）面积（A）：细胞总体光信号强度
（4）去除粘连细胞

流式数据的生成



流式分析原理的深入介绍，如仪器结构功
能、荧光补偿、实验对照等，请参考流式
细胞术原理培训资料



2、流式细胞分选原理

• 传统流式分选：分选的是液滴！
• 加电分选：

（1）第一步：液滴形成
（2）第二步：目标液滴加电
（3）第三步：电场偏转

加压
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学聚集激光束

射流喷嘴出口

透明流动池

电极板

鞘液
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液滴断裂延
迟
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刘春春，清华大学蛋白质研究技术中心



流式细胞分选原理-液滴的形成

刘春春，清华大学蛋白质研究技术中心

压电换能器
正弦波驱动脉冲
（频率、振幅、相位）

疏部 密部

纵波

鞘
液

鞘
液施加振动 如何对液流

施加振动？

周期性纵波的传播令喷射在空
气中的射流产生疏密差别，即
造成射流直径产生周期性微小
差异，形成表面波纹。



流式细胞分选原理-液滴的形成

刘春春，清华大学蛋白质研究技术中心

压电换能器
正弦波驱动脉冲
（频率、振幅、相位）

疏部 密部

纵波

鞘
液

鞘
液施加振动 如何对液流

施加振动？

周期性纵波的传播令喷射在空
气中的射流产生疏密差别，即
造成射流直径产生周期性微小
差异，形成表面波纹。

• 对于给定直径和速度的射流，存
在一个频率范围，使液滴的形成
方式规律可控。

• 自然频率范围内的振动脉冲，其
频率（freq）唯一决定液滴间隔，
其振幅（ampl）是控制射流断裂
位置。



流式细胞分选原理-目标液滴加电

laser

断裂点

液滴断裂
延迟时间
dropdelay

当液流从喷嘴射出后，经过高频振荡（ f，λ已
知），形成稳定的液滴，即液流的断点维持在一个
固定的位置。此时，检测点和液流断点之间的距离
（d）维持不变，Drop Delay值即可恒定。保证目标
液滴充电，保证高纯度和高得率。

Dropdelay = d / λ

BD AccuDrop微球“试”出最佳延迟时间

Dropdelay 是流式分选中最重要的参数

图片来源：刘春春，清华大学蛋白质研究技术中心



三、影响分选结果的因素



1、衡量分选结果的指标

• 纯度 ：目标细胞占分选后细胞的比例
• 效率（efficiency）：分选的目标细胞占检测的目标细胞的比例

• 得率（recovery rate）：收集的目标细胞占检测的目标细胞的比例

• 细胞活率：分选的目标细胞中活下来的细胞比例
• 分选速度：

• 分选纯度、效率和速度不可能同时达到最优，需要根据实验目的进行
取舍。

• 细胞活率主要由样本状态决定，喷嘴尺寸的选择也有很大影响。

• 稳定的液流是一切分选的前提！



2、分选纯度及其影响因素

• 稳定的液流和准确的drop delay值
• 纯度模式的选择：
ØBD FACS Aria 中，纯度从低到高依次为 yield（富集），purity，4-way 

purity，single cell
纯度要求越高，目标细胞被丢弃的比例越高。分选得率越低



3、分选得率及其影响因素

• 稳定的液流和准确的drop delay值
• 得率一般与纯度无法同时达到最优，纯度提高，得率降低
• 减少冲突事件（conflict events），在一定范围内可以在不降低纯

度的基础上提高得率
Ø较小的喷嘴形成较小的液滴，降低目标细胞和非目标细胞包裹在一个液

滴内的可能性，从而提高得率。但小喷嘴会降低细胞活率
Ø较低的上样速度



4、分选速度及其影响因素

• 分选速度与振荡频率（液滴生成频率）
Ø振荡频率越快，分选速度越快
震荡频率由喷嘴尺寸决定。震荡频率越高，喷
嘴尺寸越小，鞘液压力越大，细胞活率会降低！

• 分选速度与上样速度
Ø在一定范围内，上样速度越快，分选速度越

快
Ø最优上样速度：震荡频率 f / (3~4)
高于最优上样速度，分选效率会降低！



5、细胞活率及其影响因素
• 分选前细胞的状态（最重要的因素）
Ø尽量温和的制备单细胞悬液
Ø使用死活染料在分选过程中去除死细胞：建议使用核酸染料，可以实时动

态检测死细胞比例
• 分选中：
Ø喷嘴的选择：喷嘴越小，鞘液压力越大，细胞运动速度越快，活率越低

基本原则：细胞直径最好不
超过喷嘴尺寸的1/5，至多
1/3。



5、细胞活率及其影响因素
• 分选前细胞的状态（最重要的因素）
Ø尽量温和的制备单细胞悬液
Ø使用死活染料在分选过程中去除死细胞：建议使用核酸染料，可以实时动

态检测死细胞比例

• 分选中：
Ø喷嘴的选择：喷嘴越小，鞘液压力越大，细胞运动速度越快，活率越低
Ø合适的偏转电压，让液滴落在接收管液面上而非管壁上
Ø接收管包被：含有BSA或者FBS的buffer 4C过夜
Ø分选时间尽量短，保证合适的温度



四、实验准备



1、样本准备
• 荧光配色，各种对照的准备，荧光补偿计算，圈门与流式分析一

致。具体可参见流式细胞原理培训资料
• 待分选样本需制成单细胞悬液：
Ø1×106～1×107cells/ml，上样前200目过滤

ü建议高细胞浓度，低上样速度
Ø推荐重悬液：DPBS/HBSS + HEPES（10-25mM）+ 2%BSA/FBS
Ø重悬液中可适当添加EDTA（1-5mM）和/或DNAase（20-200ug/mL）以

防止聚集成团
Ø使用核酸死活染料（PI，7-AAD等）实时检测分选细胞的死活状态
Ø尽量降低分选时间

ü大量细胞分选时，可制备一批，分选一批，及时处理分选后细胞



2、鞘液及接收管准备
• 鞘液：1X PBS，过滤（0.22um）+灭菌

• 接收液：DPBS/HBSS + HEPES（10-25mM）+ 高浓度血清（也可以直
接用纯血清作为接收液）+ 抗生素（细菌+真菌）
Ø高浓度血清有利保持细胞活性，但可能会改变细胞形态，并产生许多非细胞颗

粒
Ø非培养的分选，接收液可按实际需要选择，如细胞裂解液等

• 较长时间分选，应及时混匀接收管溶液。接收到的细胞应尽快培养、
处理。



五、BD FACSAria III仪器结构和操作



1、仪器结构-液流车

清空废液桶后加入
150~200mL84消毒液

酒精桶，内装75%
乙醇溶液，用于执
行shutdown程序，
为液流管路灭菌

鞘液桶，内装灭菌过滤
的1X PBS。需要注意，
鞘液装入鞘液桶时必须
凉至室温。



1、仪器结构-分选模块

喷嘴

废液槽

电极板
摄像头1

摄像头2



2、软件界面

Cytometer，
参数设置

Acquisition 
dashboard，实
验操作控制面板

Worksheet，
实验结果展
示

图形外观设置，
包括横纵坐标命
名，scale等

Browser，
实验管理

断点
窗口

侧液流窗口，调节
侧液流偏转角度，
dropdelay确定等

Sort Layout，分选设置



3、上机操作

3.1、选择合适的喷嘴并设置对于的鞘液流速和压力

不同尺寸喷嘴对应的鞘液压力，固有频率和推荐振幅。
建议调节液流时从固有频率开始，不要偏离太多。振
幅只是参考，可能与实际值差别较大。

kHz

不同细胞推荐的喷嘴尺寸



3、上机操作
3.1、选择合适的喷嘴并设置对于的鞘液流速和压力



3、上机操作
3.1、选择合适的喷嘴并设置对于的鞘液流速和压力



3、上机操作
3.2、开机流程（start up，新鲜的鞘液替换管路中原有的液体，排除气泡）



3、上机操作
3.2、开机流程（start up，新鲜的鞘液替换管路中原有的液体，排除气泡）



3、上机操作
3.3、插入喷嘴，打开液流

1. 超声分选喷嘴10秒钟，并擦干

2. 取出闭合喷嘴

3. 擦干喷嘴放置位置以及分选舱

4. 插入分选喷嘴

分选喷嘴

闭合喷嘴



3、上机操作
3.3、插入喷嘴，打开液流

打开液流



3、上机操作
3.4、调节液流参数
• 不同尺寸喷嘴有相应的推荐频率。建

议调节液流时从推荐频率（Freq）开
始，不要偏离太多。

• 调节振幅（Ampl），让drop1与gap
的测量值与框内值尽量接近

• 液流调好的标准是
ØDrop1和gap值没有大的波动，尤其是

gap值，波动不能超过2
Ø卫星液滴视野内融合
Ø打开分液，能观察到4个清晰的分液



3、上机操作
3.5、测量drop delay（手动）
• 手动确认dropdelay一般用于仪器状态稳定，调节液流后的drop1

和gap值与前次使用差别不大的情况
• 打开accudrop实验模板，上accudrop微球，调节流速置合适的范

围（仪器旁的使用说明）。
• 打开sort layout窗口，纯度模式选择fine tune，点击 sort，选择

cancel。手动在侧液流窗口打开电压和optical filter。调节左一电压
让分选的微球落入框内，微调accudrop值，使左一框数值不低于
98%即可。



3、上机操作
3.5、测量drop delay（手动）



3、上机操作
3.5、测量drop delay（自动）
• 自动确认dropdelay一般用于仪器状态变化较大，或是某个喷嘴设置长

时间未使用过，调节液流后的drop1和gap值与前次使用差别较大的情
况

• 打开accudrop实验模板，上accudrop微球，调节流速置合适的范围
（仪器旁的使用说明）。

• 打开sort layout窗口，纯度模式选择initial，点击 sort，选择cancel。手
动在侧液流窗口打开电压和optical filter。调节左一电压让分选的微球
落入框内，点击auto delay。

• 当上一进程结束后，将纯度模式改为fine tune，再次点击auto delay。



3、上机操作
3.5、测量drop delay（自动）



3、上机操作
3.6、调节侧液流偏转角度：
• Test sort模式下，调节4路电压，使得侧液流正好落到接收管液面上。

左2 左1 右1 右2



3、上机操作
3.7、分选设置
• 根据接收模块选择device
• 根据实验需求选择纯度（precision）、所需要分选的细胞数（可选）
• 确定每路各自分选的细胞所对应的门



3、上机操作

3.8、上样本，开始分选
• 装好接收管，点击“Acquire Data”获取数据，点击分选面板的“Sort”，弹出的

窗口点击OK，开始分选
• 如果要换接收管，点击“Stop acquiring”，稍后点击“Acqurie Date”—“Resume”

继续分选（Resume 累计计数）
• 如果要换上样管，点击“unload”，稍后点击“load”—“Sort”或“Resume”继续分

选 （Sort 重新计数）



3、上机操作

3.8、关机
• 分别高速（流速设为12）上10%clean液、DI water各10分钟，清洗进样管道
• 关闭液流，将喷嘴取下来，换上闭合喷嘴，超声分选喷嘴10秒钟。擦干喷嘴，

放进盒子里。
• 关闭软件，关电脑。
• 关闭激光器，关闭电源。



4、注意事项

• 关于无菌分选：需要分细胞打鼠的用户，务必在分选前提前和我们确认仪器目前的无菌状况。分选的
细胞需要培养的，也尽量提前和我们联系。分选时请自备无菌枪头，无菌滤膜（200目），无菌接收管，
无菌接收液或PBS（以防到时候需要稀释样品、重新过滤样品或者增加接收管）。接收液中需要加入至
少双倍的抗生素（细菌和真菌）。

• 样品浓度：样品浓度不要太稀。流式分选建议高浓度低速上样（样品体积太大，分选很慢，加大流速
会影响液流的稳定性以及信号的分辨率）。做孔板分选，细胞浓度则稀一些比较好，如106cells/ml。

• 样品得率：由于细胞偏转可能会有一小部分细胞不能很好地打入接收液面以及后期细胞离心的损失，
所以最后获得的细胞很有可能只有仪器显示的百分之八十。这是正常的。

• 样品回测：没有特殊情况（获得的细胞极少），分选得到的细胞最好都做一下回测以确定目标细胞群。

• 数据拷贝：务必用格式化的U盘



关于上机培训

• 要求每个实验室必须至少有一个人员可以独立上机操作（分选，加鞘液，关机等）。

• 仪器中心定期安排BD Aria分选流式集体上机培训（每月一次），不再提供单独培训。

• 分选培训必须在中心网站首页报名（分选房间需要控制参加人数）。

• 报名参加培训的用户在培训前满足以下条件：1. 正在或即将使用BD分选流式；2. 有分析流式使用经验；3. 
完成中心网站分选流式PPT的理论学习。


