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Flow Cytometry

• 对快速流动的细胞或颗粒进行多参数、快速的定量分析及分选

FC 500 MoFlo XDP Aria SORP



Flow Cytometry

• 制备成单细胞悬液

• 需要标记荧光抗体

• 在1min中内测量105 to 5x106 的细胞

• 能区分细胞死活

• 能测量细胞大小

• 能够绝对计数

• 能分选出单个细胞



Components

• Fluidics, Optics, Electronics



Optics
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Data - Plot
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Workflow

• 制样 sample prep

• 开机、检查状态 initialize

• 设置方案 protocol

• 调电压 voltage/gain

• 调补偿 compensation

• 上样 load samples



Sample Prep

• 浓度要求：建议1×107/ml以上

• 培养细胞

• 一般处理：消化分散成单细胞，过40、70µm滤网去除细胞团块

• 易聚集的细胞：可在缓冲液中加1~3%的小牛血清或0.05%EDTA

• 如果样本太黏，可以加一些DNA酶

• 加一点PI、7AAD去除死细胞

• 上样液体一般选择PBS或无色培养基，避免培养基中酚红的干扰



Sample Prep

• 血样本

• 样本要求：EDTA、肝素、柠檬酸钠抗凝全血

• 凝血、溶血样本应当弃用

• 白细胞样本：需裂解去除红细胞

• 裂解液的选择：甲酸 作用强，适用于一般检测

• 氯化铵 作用温和，适用于低含量细胞

• 注意：温度过低会影响裂解效果

• 红细胞样本：PBS或生理盐水稀释1000倍

• 血小板样本：避免使用肝素抗凝血， PBS或生理盐水稀释20倍



Experimental Setup



Choosing Antibody

• 弱表达抗原选择强荧光染料，强表达抗原选择弱荧光染料(“老法则”)

• 细胞内抗原（有空间位阻）检测优先选择小分子荧光素

• 多色检测时弱表达抗原放在被干扰较小的检测通道，强表达抗原放在对其他通道干
扰较小的检测通道

• 表达互相排斥的抗原可以放在相互干扰较大的检测通道

• 共表达的抗原避免放在相互干扰的通道

• 上级抗原检测通道避免对下级抗原检测通道造成干扰
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Lab Rules

• 随手关门

• 留意温湿度 18-25℃ 30-70%

• 登记

• 清理台面、地面、带走实验垃圾

• 光盘拷数据

• 样品要过滤！！！


