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应用流式细胞仪准确进行细胞计数的参数设定

柏春玲，董馨忆

（昆明医科大学科研实验中心，云南昆明 650500）

［摘要］目的 探索运用流式细胞仪准确进行细胞计数的参数设定．方法 使用 CyFlow R Space流式细胞仪

对体外培养的宣威人肺腺癌细胞 GLC进行细胞计数设定前向角散射（FSC）、侧向角散射（SSC）及进样速度，编

制 GLC细胞计数程序，流式细胞仪法计数结果与血球计数板法比较．结果 适当进样速度的流式细胞仪法与血球

计数板法计算的细胞浓度差异无统计学意义（ ＞0.05）．结论 CyFlow R Space流式细胞仪能对培养细胞株准确

快速计数，流式细胞仪法进行细胞计数可应用于大规模细胞实验中．
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Parameter Settings for Accurate Cell Counting by Flow
Cytometer
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China）

［Abstract］ Objective To set parameters for accurate cell counting by flow cytometer. Method By setting

forward scatter（FSC），side scatter（SSC） and speed，we programmed the enumeration of GLC，and compared

the results between flow cytometer method and blood counting plate method. Result There was no significant

difference in the concentration of GLC between the blood counting plate method and flow cytometer method of the

appropriate speed（ ＞0.05） ．Conclusions CyFlow Space flow cytometer is able to quickly and accurately

count cultured cell lines，flow cytometer method can be recommend to be applied in large scale experiments for cell
counting.
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分析细胞的浓度或细胞亚群浓度统称为绝对计

数．通过对细胞绝对计数才能确定培养细胞的密
度，这对细胞培养中细胞状态监测、生物工程学研

究等都有很重要意义[1，2]．

传统的细胞计数是采用血球计数板法，此法易
受操作细节及操作者主观因素影响，精确性得不到

保证，并且费时费力，不适用于大规模的细胞实

验．而应用流式细胞仪进行细胞计数所得数据准确

可靠，重复性好，具有快速稳定的特点[3]．据报道

显示，采用不同品牌、不同型号的流式细胞仪进行

细胞计数所得的结果有差异[4]．任何一台流式细胞

仪，保证其合适的参数，是获得准确计数结果的前

提[5]．
目前，昆明医科大学科研实验中心新进一台德

国 Partec CyFlow R Space流式细胞仪，Partec 拥有

真正的液量绝对计数专利，进行细胞绝对计数的精

确性好，定标准确无误，成本更低．之前，笔者采

用此台仪器对人全血细胞进行了计数，结果显示，

6组进样速度所得计数结果均存在显著性差异[6]．

这一结果使得我们无法判断哪一进样速度下的计数

结果是准确的，这可能是由于该实验中所检测的细

胞样品特性和所设仪器参数导致的．该实验中所检
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测细胞样品为人全血细胞，所含细胞种类多，细胞

大小和细胞内容物差异较大，为了全面体现所有经

检测的细胞，笔者只能选择对数坐标系，收集到的

信号成对数放大，从而不同进样速度具有的推进压

力，对计数结果产生了很大影响．

为了探讨德国 Partec CyFlow R Space流式细胞

仪准确进行细胞计数的参数设定，笔者选用了体外

培养的宣威人肺腺癌细胞 GLC作为检测样品，该

细胞形态、大小较为均一，而且被广泛应用于生物

工程和药理实验[7，8]．因为此台仪器由昆明医科大学

科研实验中心专人专管，有研究者可能担心前往使

用该仪器进行细胞计数，所花费的时间会影响细胞

活性，从而影响后续实验，为了证实这一影响是否

存在，笔者应用流式细胞仪对室温放置长达 2 h的

细胞进行了细胞活率检测．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞 宣威人肺腺癌细胞 GLC（昆明医科

大学第一附属医院中心实验室保存）．

1.1.2 主要试剂与仪器 1640 培养基 （Gibco）、

小牛血清（TBD）、胰蛋白酶（上海生工）；碘化丙

啶（PI） （Solarbio）．

CyFlow R Space流式细胞仪、流式管（Partec）、

TE2000U 倒置荧光显微镜 （Nikon）、CO2 培养箱

（Sheldon）；T75细胞培养瓶（Corning）．

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及处理 液氮冻存的细胞，用 37

℃水浴复苏，接种在 T75培养瓶中，培养基为含

10%小牛血清的 1640培养基，置 37.5℃，5% CO2

的培养箱中培养．待细胞融合率达到 85%时，用
0.25%胰蛋白酶消化成单细胞悬液，用含 10%血清

的 1640 培养基终止消化，离心收集细胞，用 15

mL培养基重悬细胞，用于细胞计数．部分细胞在

室温放置 2 h后，进行细胞活率检测．

1.2.2 应用流式细胞仪进行细胞计数 将制备好

的细胞悬液充分混匀，分装于 3.5 mL专用流式管

中，每管 800 滋L．采用德国 Partec CyFlow R Space

流式细胞仪检测，分别以前向角散射（FSC）和侧

向角散射（SSC）作为横坐标和纵坐标，采用线性

坐标系，调节电压参数，使检测细胞群位于坐标系

中央，在结果图中划多边形门 R1，排除杂质，圈

出细胞群．修改进样速度（Speed）为 10、5、1，

不改变电压参数和 R1，记录 R1中细胞群的计数

结果，每一进样速度重复 3次．

1.2.3 应用血球计数板进行细胞计数 将计数板

及盖片擦拭干净，并将盖片盖在计数板上，将细胞

悬液吸出少许，滴加在盖片边缘，使悬液充满盖片

和计数板之间，静置 3 min，注意盖片下不要有气

泡，也不能让悬液流入旁边槽中．将血球计数板置
于显微镜的低倍镜下观察，并移动计数板，当看到

镜中出现计数方格后，数出计数板四大格细胞总

数，压线细胞只计左侧和上方的．然后按公式计

算：

细胞数（mL）＝四大格细胞总数
4

×104

1.2.4 应用流式细胞仪进行细胞活率检测 取 1

mL室温放置 2 h的细胞悬液，离心收集细胞，加

入 200 滋L PBS重悬细胞，在此细胞悬液中加入 2

滋L PI（1 mg/mL），室温染色 20 min，用 PBS 洗 1

遍，再用 3 mL PBS重悬细胞，将此细胞悬液充分

混匀，分装于 3.5 mL专用流式管中，每管 1 mL．

以未经 PI 染色的细胞作为阴性对照，采用德国

Partec CyFlow R Space 流式细胞仪检测，先在

FSC-SSC线性坐标系中，调节电压参数，使检测

细胞群位于坐标系中央，在结果图中划多边形门

R1，排除杂质，圈出细胞群．再在以 FL3为横坐

标，Counts为纵坐标的对数坐标系中，调节 FL3

的电压参数，使阴性对照细胞的信号在横坐标的值

在“1”以内，在横坐标“1”右侧划门 RN1，不

改变任何参数，检测经 PI染色的样品，记录 RN1

的细胞比例，重复 3次．

细胞存活率 =100%－RN1的细胞比例

1.3 统计学处理

数据采用 SPSS软件进行分析处理，采用方差

分析及 LSD多重比较分析， ＜0.01为差异有统计

学意义．

2 结果

2.1 FSC-SSC线性坐标系适于检测形态、大小

均一的培养细胞株

设置 FSC 电压值为 115.0， SSC 电压值为

209.0，流式细胞仪检测宣威人肺腺癌细胞 GLC的

散点图见图 1．由图 1可见，在分别以 FSC和 SSC

作为横坐标和纵坐标的线性坐标系中，GLC 细胞

集中分布在坐标系中央，所有经检测的细胞能全面

地体现出来，说明此坐标系适于检测 GLC细胞．

2.2 适当进样速度的流式细胞仪法与血球计数板

法计算的细胞浓度结果一致

不同进样速度的流式细胞仪法与血球计数板法



计算的细胞浓度结果见表 1．由表 1可见，当进样

速度为 5和 10时，流式细胞仪法与血球计数板法

计算的细胞浓度的差异无统计学意义，说明在适当

进样速度条件下，流式细胞仪计数可替代血球计数

板计数．

2.3 进样速度过低时，流式细胞仪法计算的细胞

浓度结果是不准确的

不同进样速度的流式细胞仪法计算的细胞浓度

结果见表 1，由表 1可见，进样速度为 5和 10时，

流式细胞仪法计数的细胞浓度差异没有统计学意

义，而且与血球计数板计数结果一致．而当进样速

度较低，为 1时，所得计数结果与进样速度为 5和
10，及血球计数板计数结果均存在显著性差异．说

明采用流式细胞仪进行细胞计数时，应设定合适的

进样速度，以免检测时间过长，引起细胞明显沉

降，影响计数结果的准确性．

2.4 GLC细胞室温放置 2 h后，细胞活率仍高达

96.76%

PI（碘化丙啶）是一种核酸染料，它不能透过

完整的细胞膜，但能够透过死细胞和晚期凋亡细胞

的细胞膜，在 488 nm激发光下使细胞核红染[9]．因

此，可用 PI作为计算细胞存活率的染料，荧光强

度低的为活细胞，荧光强度高的为死细胞．室温放

置 2 h的 GLC细胞，经 PI染色流式细胞仪检测的

细胞活率结果见图 2．

由图 2 可见，阴性对照细胞 PI 阳性比例为
0.12% （远小于 1%），说明 FL3 电压参数设置合

理．经 PI染色的细胞 PI阳性比例为 3.53%，说明

室温放置 2 h后，有少部分细胞坏死，但存活率仍
很高，3次重复的统计值为（96.76±0.22）％，说

明使用流式细胞仪进行细胞计数花费的时间，将不

表 1 不同进样速度的流式细胞仪法与血球计数板法计算的

细胞浓度（x±s）
Tab. 1 The cell counting results of flow cytometer

and blood counting plate（x±s）
计数方法 结果（个×103/mL）

流式细胞仪法 speed=10 829.59±38.95

流式细胞仪法 speed=5 829.59±38.95

流式细胞仪法 speed=1 374.36±83.21**

血球计数板法 830.83±31.66

图 1 流式细胞仪检测宣威人肺腺癌细胞 GLC 散点图

（FSC/SSC）

Fig. 1 Dotplot of human lung adenocarcinoma cell

GLC by flow cytometer (FSC/SSC)

会影响细胞活率，不会对后续实验产生不良影响．

3 讨论

图 2 流式细胞仪检测细胞存活率

Fig. 2 Cell survival rate estimated by flow cytometer

A:流式细胞仪检测未经 PI染色的阴性对照细胞直方图，坏死细胞比例为 0.12%；

B:流式细胞仪检测经 PI染色细胞直方图，坏死细胞比例为 3.53%；

C:流式细胞仪检测细胞存活率三次重复的均值及标准差（96.76±0.22）%.

C
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** ＜0.01.
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流式细胞仪具有快速定量的特点，而 Partec拥

有真正的液量绝对计数专利，笔者的实验数据表

明，无需免疫荧光染色，通过物理参数 FSC 和

SSC，在适当的进样速度下，即可对培养的 GLC细

胞进行准确计数．这与此前笔者采用物理参数对人

全血进行细胞计数的结果不同，很可能是因为人全

血细胞所含细胞种类多，细胞大小和细胞内容物差

异较大．而培养的 GLC细胞形态、大小较为均一，

各个细胞的物理参数 FSC与 SSC差异较小．

进样速度过低会导致细胞计数结果不准确，这

可能是因为在较低的进样速度条件下，完成计数的

进样时间过长，导致了细胞悬液中细胞明显沉降．

在今后的计数实验中，实验者应选择合适的进样速

度，根据以上实验结果，笔者建议选择进样速度在
5～10之间．

室温放置 GLC 细胞 2 h，并不会导致 GLC 细

胞大比例坏死，说明使用流式细胞仪进行细胞计数

花费的时间，将不会明显降低细胞活率，不会对后

续实验产生不良影响．

综上所述，可运用流式细胞仪对形态、大小均

一的培养细胞株准确快速计数，在大规模的细胞实

验中，可用流式细胞仪法替代血球计数板法对细胞

进行计数．
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