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流式平台仪器总览

I. 分选型流式细胞仪（可用于分析）
• Beckman Moflo 6激光流式细胞分选仪

• BD FACSAria III 3激光流式细胞分选仪

• BD FACSAria Fusion 5激光流式细胞分选仪 （即将安装）

II. 分析型流式细胞仪
• Beckman Cytoflex 3激光流式细胞仪 （高通量96孔板上样）

• BD LSRFortessa 3激光流式细胞仪

III. 量化成像分析流式细胞仪
• Amnis ImageStream MarkII 4激光量化成像流式细胞仪

IV. 质谱流式 （使用金属标签，不同的工作原理）
• Fluidigm Helios + Hyperion™组织成像系统

传统流式细
胞仪



一、流式细胞术的基本原理



1.1 流式细胞术简介

1.1.1 什么是流式细胞术（Flow Cytometry， FCM）？
• 流式 + 细胞术： 测量流动中的细胞/颗粒的（光信号）物理或化学性质的技术

1.1.2 广义流式细胞术的分类 

质谱流式
• 基于飞行时间质谱
• 重金属同位素作为抗体标签
• 数据反映整体信号强度
• 各个检测通道的互相干扰（补

偿）基本可以忽略

传统流式
• 基于激光和免疫荧光技术
• 只接收特定波段的光信号
• 数据反映整体荧光强度
• 可以分选细胞
• 分析/分选速度最快

光谱流式
• 基于激光和免疫荧光技术
• 检测器接收全光谱信号
• 数据反映整体荧光强度
• 可以分选细胞
• 补偿相对简单

成像流式
• 基于激光和免疫荧光技术
• 检测器类似荧光显微镜
• 数据反映被荧光强度和分布

简化补偿

信号空间分布

狭义上的流式细胞术



1.1 流式细胞术简介

1.1.3 传统流式细胞仪：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的仪器

1.1.4 传统流式细胞术的特点
• 单细胞水平，多参数同时测量

• 检测速度快：高达上万个evts每秒

• 可以定量分析

• 大数据提供统计学差异

• 可以对混合细胞进行分离纯化

• 局限性：只能分析悬浮样本



1.1 流式细胞术简介

1.1.5 传统流式细胞仪能够分析和分选的样本
• 样本类型：能够处理成悬浮细胞/颗粒的样本

• 外周血、骨髓、细胞穿刺液、实体组织、培养细胞、微生物、藻类、染色体、外泌体等

• 颗粒大小：100nm-100μm

https://www.mybeckman.cn/flow-cytometry/instruments/cytoflex/nanoparticle-detection



1.1 流式细胞术简介

1.1.6 传统流式细胞仪能够测量的参数
• 固有参数：细胞大小、颗粒度

• 荧光标记：细胞内几乎所有能够被荧光染料标记的成分或某种变化都可以用流式细胞仪进行检
测

刘春春，清华大学蛋白质研究技术中心



1.2. 流式细胞术中的光信号：散射光和荧光

1.2.1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



1.2.1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

1.2. 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/


1.2. 流式细胞术中的光信号：散射光和荧光

1.2.2 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.com

荧光信号的产生过程



二、分析型流式细胞仪的结构



2.1.1 液路系统：流动室+鞘液+废液+上样器+压力控制
系统

Ø液路系统将样品（细胞/颗粒悬液）排列成单列细胞/颗
粒流，并使细胞/颗粒稳定高速的通过流式细胞仪的检
测点

2.1.2 光学系统：激光 + 透镜 + 二向色镜+滤光片 + 检测
器

Ø当细胞/颗粒通过检测点时，激光束照射到单个细胞/颗
粒上，产生前向角散射（FSC）和侧向散射（SSC）；和
荧光。所有这些光被透镜收集，二向色镜和滤光片分离
并导向相应的检测器，在检测器内转化为光电流。

2.1.3 电子系统：信号放大器+模数转化器
Ø对收集的信号进行放大，通过模数转化器转化为数字信
号，以备保存和后续分析或下一步操作（分选流式）。

BD 培训材料

2.1.流式细胞仪结构总览



液路系统组成，来源：BD 培训材料

2.2.1 组成：流动室+鞘液桶+废液桶
+上样器

2.2.2 原理：鞘液+流体动力学聚焦
（1） 鞘液和样本在流动室内形成稳
定的同轴层流，稳定层流保证各层之
间彼此平行移动，物质基本不混合。

（2） 在鞘液压力和流动室逐渐收窄
的双重作用下，样本液流横截面收缩，
形成直径在20μm左右的中心液流，
束缚细胞排成单列。

2.2.3 作用：颗粒以相同的速度和相
同的轨迹移动到检测点

2.2.液路系统

https://www.thermofisher.com

鞘液

样本



2.2.4 上样速度对结果的影响
Ø上样速度越高，样本中心液流（sample 

core）越粗，激光聚焦越差，分辨率越
低

• 定性测量一般对流速要求不高，例如
免疫分型

• 定量测量严格要求低速，例如细胞周
期检测

Introduction to Flow Cytometry: A Learning Guide
From Becton Dickinson

2.2.液路系统



2.3.1 组成：激光 + 透镜 + 二向色镜+滤光
片 + 检测器

2.3.2 作用：光子的产生、分离、收集

2.3.光路系统

流式中典型的光路系统
https://bitesizebio.com/31638/flow-cytometry-optics-system/



2.3.3 激发光源：激光器
（1）常见激光器：355nm（紫外）、405nm（紫
色）、488nm（蓝色）、561nm（黄绿色）、
633nm（红色）

（2） 激光器布局：
Ø平行与共线布局

Ø平行是主流排布

• 细胞一次只会被一个激光光源激发，允许激发
波长不同但发射波长类似的荧光基团同时使用

• 通过激光延迟（laser delay）时间将同一细
胞的数据整合

2.3.光路系统

https://www.thermofisher.com

激光延迟时间

平行布局

共线布局



2.3.4 光信号收集、分离系统
（1）二向色镜

Ø长通（long pass） LP + 波长

Ø短通 （short pass）SP + 波长

（2） 滤光片
Ø长通（long pass） LP + 波长

Ø短通 （short pass）SP + 波长

Ø带通 （band pass）BP + 波长/带宽

• BP 630/20: 即允许630±10 nm的光通过

二向色镜偏转非允许通过的光，而滤光片
则吸收非允许通过的光。

2.3.光路系统

https://www.bio-rad-antibodies.com/flow-cytometry-optics-detection.html



2.3.5 光信号检测器
（1） 原理：光电效应 光子→光电子

（2）前向散射信号：光信号较强，不需放大
Ø光电二极管 （photodiode）

（3 ）侧向散射和荧光信号：较弱，需要放大
Ø光电倍增管（PMT）

Ø雪崩光电二极管（APD）

   （4） 检测器有线性工作范围。只有在这个范
围内，输入的光信号才和输出的电信号成正比
关系。

2.3.光路系统

三种检测器的工作原理 
https://expert.cheekyscientist.com

PMT



2.3.6 通道
（1） 一个检测器和它对应的激发光源和光
路，被称为一个通道

（2）前向散射通道、侧向散射通道

（3） 荧光通道
Ø以最常用的荧光素简称：例如FITC 通道

Ø判断一个荧光素该用哪一个通道收集数据
时，最可靠的方法仍然是根据通道上的激
发光源和检测器前的带宽滤光片进行判断

（4）有多少个荧光通道就能同时检测多少
个参数

2.3.光路系统

激光
（488nm）

FL1
(FITC, GFP, etc)

530/30  
BP

555
LP

FL2
(PE, RD1, etc)

FL3
(PE-TR, ECD, etc)

575/26  
BP

610/20  
BP



2.4.1 作用：对检测器的信号进一步放大，
通过模数转化器（ADC）转化为数字信号

2.4. 电子系统

https://www.thermofisher.com



2.4.2 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

2.4. 电子系统

https://www.thermofisher.com



2.4.3 电压脉冲通过模数转化器（ADC）转
化为数字信号-分箱

（1）具体数值取决于ADC的位数
Ø以24位ADC为例，所能转化的数值范围0-16，
777，215（224）

Ø假如经过放大的输出电脉冲信号0-10V，那么
数值1对应596nV

Ø如果测量值 < 596nV， 赋值0

Ø如果测量值 在596-1192nV之间， 赋值1

Ø以此类推

2.4. 电子系统

https://www.thermofisher.com



2.4.3 流式数据的生成：

2.4. 电子系统

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



三、荧光素、荧光特性和荧光补偿



3.1.3 荧光素分子的发光原理
• 荧光的产生是由基态的荧光素吸
收一定波长的光跃迁到激发态，
再释放光子

3.1.2 激发光谱、发射光谱和斯
托克斯位移

• 激发光谱，最大激发波长（λex）

• 发射光谱，最大发射波长（λem）

• 斯托克斯位移=λem -λex

3.1.荧光特性

荧光信号的产生过程

最大激发波长

最大发射波长

激发光谱 发射光谱

https://www.thermofisher.com



3.1.3荧光染料的种类和特点

3.1.荧光特性

优点 1. 种类多，颜色范围广
2. 细胞功能检测

1. 明亮
2. 颜色范围广

斯托克斯位移大 1. 明亮
2. 斯托克斯位移大

缺点 斯托克斯位移小，通道选
择受限

通道选择受限 1. 稳定性相对差
2. 批次间有差异
3. 供体通道需要补偿

1. 稳定性相对差
2. 供体通道需要补偿
3. 需要特定的staining 

buffer

来源：Thermofisher 培训材料



3.1.4 荧光染料的亮度
（1）荧光强度

• 固有荧光强度 = 摩尔吸光系数 X 荧光量子
产率

（2）染色指数
• 受到荧光强度、抗体和仪器配置的影响

• 在实际实验设计中需要考虑的参数

3.1.荧光特性



3.1.荧光特性

荧光染料的亮度与抗原表达的强弱的匹配原则：抗
原表达越弱，配对的荧光染料应该越亮



3.2.1 为什么会有荧光补偿？

——荧光染料的发射光信号被不
止一个通道检测到，从而在被溢出通道
产生假阳性信号。

（1）主要原因：荧光染料的发射光
谱有一定的范围（一般在 100 nm-
200 nm）

（2）次要原因：
Ø 荧光素可以被多于一个激光激发，比

如Percp-Cy5.5可以同时被488 和405
激发，会溢出到BV711通道

Ø 复合荧光素在供体通道有溢出

3.2.荧光补偿

FITC的发射光谱除了在主接收通
道FITC（530/30），在PE通道
（575/26）和PE-TexRed
（610/20）均有溢出

Percp-Cy5.5可以同时被488和
405激光激发，会溢漏405激光
对应的发射波长在700左右的通
道（BV711）

PE-Cy7的发射光谱除了在主接
收通道（780/60），在供体
荧光素PE通道（575/26）也
有溢出。



3.2.2 补偿前后的数据看起来什么样？

3.2.荧光补偿

FITC单染管 PE单染管 FITC+PE

补偿前

补偿后

横平竖直



3.2.3 如何做荧光补偿
（1）必须使用单色补偿管

Ø 荧光素匹配：一定要使用相同的荧光素

• 复合类荧光素需要批次一致

Ø 阴性群的自发荧光要与阳性群一致

Ø 必须有明显的阳性细胞群，阳性群的荧光强度应不低于样
本

Ø 补偿样本必须和样本经过同样的处理，例如固定

Ø 稀有细胞、抗原表达很弱的细胞可以使用补偿微球代替

（2）单色补偿管数据采集的电压参数必须与样本一
致

（3）手动补偿：横平竖直原则

（4）自动补偿：软件自动计算（推荐）

3.2.荧光补偿
以FITC，PE样本为例

FITC单染管：FL1 = FITC + x% * PE (0)
        FL2 = PE (0) +  y% * FITC

PE单染管：   FL1 = FITC (0) + x% * PE
                         FL2 = PE + y% * FITC (0)



3.2.4 荧光补偿的后遗症：spreading error

（1）Spreading error是一种测量误差，表现为在被
溢出通道的弥散，是由荧光溢出造成的，不是由
补偿造成的
（2）Spreading error 降低了双阳性细胞在被溢出
通道的分辨率。一般需要对照辅助圈门。

Ø补偿数值的改变不会提高分辨率
Ø只能通过配色方案来降低spreading error的影响

3.2.荧光补偿

Maciorowski, Z., Chattopadhyay, P.K., & Jain, P. (2017). Basic multicolor flow cytometry. Current Protocols in Immunology, 117, 5.4.1–5.4.38. doi: 10.1002/cpim.26
Ashhurst, T. M., Smith, A. L., & King, N. J. C. (2017). High-dimensional fluorescence cytometry. Current Protocols in Immunology, 119, 5.8.1–5.8.38. doi: 10.1002/cpim.37



3.3.1 根据仪器配置的激光器和荧光通道选择荧光染料
Ø一个荧光通道只能选择一个荧光染料

Ø均匀选择不同激光对应的荧光通道
• 举例来说，3激光流式：3-6色，每个激光器1-2个，不要集中在一个激光器对应的通道上

3.3.2 根据抗原表达强弱匹配抗体与荧光染料
Ø将荧光染料按照亮度排序

Ø将抗原表达按由弱到强的顺序排序

Ø亮的荧光素配弱的抗原表达

Ø共表达的抗原，强表达对弱表达 spreading error要尽量少

3.3.3 善于利用文献和已经优化的配色方案（ OMIP）

3.3.如何选择荧光染料



四、实验流程和操作



4.1.流式细胞术实验流程一览

样本收集
制备单细
胞悬液

荧光染色 上机检测 数据分析



流式细胞术实验流程
4.1 样本类型：外周血、骨髓、细胞穿刺液、实
体组织、培养细胞、微生物、藻类等

4.2 准备单细胞悬液（实验中最重要的步骤）：
Ø悬浮细胞样本（最简单）：离心重悬

Ø贴壁细胞系样本（简单）：消化后离心重悬

Ø免疫器官样本制备 ：需要研磨，收集了单细胞悬液后，
裂解红细胞，离心去除红细胞碎片后， PBS 重悬

Ø实体脏器样本制备（最麻烦）：脏器剪碎后加入胶原酶、 
DNA 酶等消化后，再进行研磨

• 参考：Worthington Tissue Dissociation Guide 

Ø根据需要去除死细胞和碎片



流式细胞术实验流程

4.3荧光染色

4.3.1 表面染色：表面抗原分析

（1）0.5~1 x 106 细胞，洗涤重悬100 uL染色缓冲液中

（2）封闭（可选）：用Fc封闭或者抗体来源血清加入细胞悬液中4゜C孵育10分钟
以减少非特异性结合

（3）染色：加入适当抗体，4゜C避光孵育10-30分钟

（4）洗涤重悬细胞于染色缓冲液中

（5）死活染色（可选）：上机前加入非透膜核酸染料，如PI，DAPI，7-AAD等。若
细胞需要用1%多聚甲醛固定（包括固定破膜），则在(2)步前使用可固定的胺反应
性死活染料（amine-reactive live/dead dye）

（6）上机检测



流式细胞术实验流程

4.3荧光染色

4.3.2 胞内染色：

常见：胞内因子，例如IL-4等；核内抗原，例如FOXP3；胞内抗原

（1）死活染色（可选）：使用可固定的胺反应性死活染料

（2）表面抗原染色，洗涤

（3）固定：4%多聚甲醛，室温避光孵育15分钟

（4）透膜：洗涤后，用0.1%皂素室温孵育15分钟。或者用其他透膜剂孵育合适的
时间

（5）胞内染色：在含有透膜剂的染色缓冲液中，加入适量抗体， 4゜C避光孵育
30-60分钟

（6）洗涤重悬细胞于染色缓冲液中

（7）上机检测



流式细胞术实验流程

4.4 上机检测
4.4.1 确保准备了对照管

① 空白对照管：用于初步确定电压，检查自发荧光水平

② 单阳管：多色实验中，用于计算补偿

③ 同型对照管（选对物种、亚型）：评估抗体的非特异性结合（Fc受体或胞内蛋白结合），
不建议用于区分阴阳群

④ FMO管（荧光素减去一）：区分阴阳性群

⑤ 阳性对照管和阴性对照管

实验必须！



流式细胞术实验流程

4.4 上机检测
4.4.2 上机流程
（1）选择通道：

Ø 选择靠近荧光染料最大激发波长的激光作为激发光源

Ø 选择靠近荧光染料最大发射波长滤光片作为接受通道

（2）电压：（以BD仪器为例）
Ø 基本原则：①分出目标细胞群；②位于线性检测范围

Ø 实际操作中定电压（非最优电压）
• 方法一：使用CS&T电压，同时确认最亮的阳性群信号仍在线性范围内（不超过 2 x 10^5）

• 方法二：阴性群的位置放在200左右（不适用于自发荧光较高的样本），同时确认最亮的阳性群信号仍在线性范围内（不超过 2 x 
10^5）

Ø 优化电压：Perfetto, S. P., Ambrozak, D., Nguyen, R., Chattopadhyay, P. K., & Roederer, M. (2012). Quality 
assurance for polychromatic flow cytometry using a suite of calibration beads, 7(12), 2067–2079

（3）阈值：
Ø 只有大于阈值的信号才能被记录下来

Ø 目的：去除碎片及背景信号

Ø 除非碎片太多或者检测<500nm的颗粒，否则一般使用默认值

（4）补偿：可以在收取数据调节，也可以在分析数据时调节
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4.5 数据分析

Ø流式数据是FCS文件

Ø数据分析软件
• 第三方软件:flowjo,cytobank,FCS Express等

• 仪器相关的：FACSDiva(BD), CytExpert（Beckman） 

Ø图形类型
Ø 单参数直方图（histogram）

Ø 双参数二维图

• 散点图

• 伪彩图

• 等高线图

• 密度图

Ø 高维聚类降维生信分析 一个典型的FCS文件格式
来源：网络
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4.5 数据分析
4.5.1 直方图：横轴为荧光或者散射光强度，纵轴为细胞数

来源：网络
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4.5 数据分析
4.5.2 双参数图：横轴和纵轴各代表一个参数

散点图 伪彩图 等高线图
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4.5 数据分析

4.5.3 圈门（gating）
基本圈门逻辑：
（1）圈主细胞群，去除碎片
（2）去除粘连
（3）圈活细胞
（4）根据抗原圈细胞的相互关系
4.5.4 统计参数

Ø百分比
Ø荧光强度

• 推荐使用中位数（median）而
非平均值（mean）

Ø数学模拟
• 细胞周期

Ø绝对计数



五、流式细胞术的应用



流式平台常见的应用:
Ø免疫分型

Ø细胞功能检测
• 凋亡

• 周期

Ø可溶性蛋白（CBA）

流式细胞术的应用

BD 培训材料



5.1 免疫分型

OMIP008：人类T细胞Th1和Th2细胞因子
的测定

胞内细胞
因子染色

表面抗原
染色

细胞死活

Zuleger CL, Albertini MR. OMIP-008: measurement of Th1 and Th2 cytokine 
polyfunctionality of human T cells. Cytometry A. 2012 Jun;81(6):450-2. doi: 
10.1002/cyto.a.22035



5.2 细胞凋亡

Annexin V与PI双染来判断早凋与晚凋
的细胞
原理：在正常的活细胞中，磷脂酰丝氨酸
（phosphotidylserine，PS）位于细胞膜的内侧，
但在早期凋亡的细胞中，PS 从细胞膜的内侧翻转
到细胞膜的表面，暴露在细胞外环境中。Annexin-
Ⅴ（膜联蛋白-V）能与PS高亲和力结合，可通过
细胞外侧暴露的磷脂酰丝氨酸与凋亡早期细胞的
胞膜结合。

碘化丙啶（Propidium Iodide，PI）是一种核酸染
料，它不能透过正常细胞或早期凋亡细胞的完整
的细胞膜，但可以透过凋亡晚期和坏死细胞的细
胞膜而使细胞核染红。因此，将Annexin V与PI联
合使用时，PI 则被排除在活细胞（Annexin V-/PI-）
和早期凋亡细胞（Annexin V+/PI-）之外，而晚期
凋亡细胞和坏死细胞同时被FITC 和PI 结合染色呈
现双阳性。

Crowley LC, Marfell BJ, Scott AP, Waterhouse NJ. Quantitation of Apoptosis and 
Necrosis by Annexin V Binding, Propidium Iodide Uptake, and Flow Cytometry. 
Cold Spring Harb Protoc. 2016 Nov 1;2016(11). doi: 10.1101/pdb.prot087288. 



5.3 细胞周期

原理：
细胞周期分为四个连续的阶段，从静止期（G0期）到增殖
期（G1期、S期、G2期和M期），再回到G0期。细胞周期
各时相的DNA 含量不同, 正常细胞的G1/ G0期具有二倍体细
胞的DNA含量(2N) ,而G2/ M期具有四倍体细胞的DNA 含量
(4N) ,而S期的DNA 含量介于二倍体和四倍体之间。

检测细胞周期常用的方法是检测DNA含量，选择能与DNA
结合的荧光染料（PI，7-AAD，DAPI，Hoechst 33342，
33258 ，DRAQ5™ 和 DRAQ7™等），再根据细胞各个时期
DNA含量不同从而荧光强度不同的方法，分析各个阶段的
细胞比例。

https://www.miltenyibiotec.com/CN-en/applications/flow-cytometry-
applications/cell-cycle-analysis.html



5.4可溶性蛋白检测（Cytometric Bead Array，CBA）
细胞因子微球检测技术原理：
同样大小自带不同荧光（APC）强度的混合微球，表面包被有捕获抗体，可以捕获待测蛋白。与待测
样本共同孵育后，加入带有另一荧光标记（PE）的检测抗体，形成“三明治”夹心复合物进行检测。
CBA可以同时测量多种可溶性蛋白检测，是ELISA的替代检测方法。

Hemdan NY. The role of interleukin-12 in the heavy metal-elicited immunomodulation: 
relevance of various evaluation methods. J Occup Med Toxicol. 2008 Nov 6;3:25. doi: 
10.1186/1745-6673-3-25. 



相关培训文件可以在中心网站的仪器页面找到

上机培训时间（关注中心网站首页通知并报名）


