
实用流式细胞技术及其样品处理
Practical flow cytometry and sample preparation
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二、应用

细胞周期分析(cell cycle)

细胞功能分析(cell function)

细胞凋亡分析(apoptosis)

免疫学领域(Immunology)

其他领域(Other)



（一）细胞周期分析
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增殖细胞核抗原（Proliferating cell nuclear antigen，PCNA）: 参与
DNA复制和核酸的切补修复（excision repair ）的一种蛋白

增殖相关抗原（proliferation related antigen）：Ki-67，Ki-S1

细胞周期蛋白：Cyclin D1, E, A, B1



（二）细胞功能分析

 细胞活性(viability)

 细胞膜电位(membrane potential)

 线粒体膜电位(mitochondria membrane potential )、

膜蛋白抗原7A6

 细胞内Ca2+(Intracellular calcium ion)

 胞浆内pH

 活性氧（Reactive Oxygen Species）



1、细胞活性分析

根据对细胞膜的渗透性不同来

区分活/死/凋亡细胞： PI，EB，

7-AAD and Hoechst 33342



2、细胞膜电位

由于细胞膜上各种泵的作用，

如钠钾泵、钙泵等，使细胞

膜内外维持不同离子的浓度

梯度，造成细胞膜电位



3、线粒体膜电位（MMP）

线粒体在呼吸氧化过程中，将所产

生的能量以电化学位能储存于线粒

体内膜。JC-1可进入细胞内，特异

地与线粒体内膜结合，其聚集程度

随MMP升高而增加。
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4、线粒体膜蛋白抗原7A6 （38kDa ）

凋亡早期的反应，早于形态学、光学特征变化及台盼蓝染色



5、细胞内Ca2+

浓度上升，与两种情况有关：(1)细胞活化，(2)细胞膜完整性遭到破
坏，可作为细胞凋亡或坏死的标志。



6、胞浆内pH

 活细胞内pH变化范围较小。

 某些生物学过程(如细胞分

裂及对细胞信号的应答)会

出现pHi的变化。

 增殖细胞比静止期细胞偏

碱性。



参与细胞生长、发育、衰老和凋亡以及许多生理和病理过程。

DCFH-DA本身没有荧光，在细胞内转化成DCFH。在ROS作用下，
氧化为绿色荧光物质DCF。其荧光强度与细胞内ROS水平成正比。

7、活性氧（ROS）



（三）细胞凋亡分析





1、散射光信号的变化
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3、磷脂酰丝氨酸外翻（Phospholipid redistribution）



4、Caspases-3的激活



凋亡晚期，核酸内切酶活化，双链DNA会出现许多不对称断点，产生一系

列的3’末端。TdT酶能够催化外源性荧光素-dUTP连接到DNA的3’末端。

坏死细胞的细胞核DNA 也降解，末端也增多。但这种随机降解所产生的末

端较难与荧光素-dUTP结合。因而，坏死的细胞观察不到荧光。

5. TUNEL





6. p53

53 kDa的核内磷蛋白。细胞周期中，在DNA损伤无法修复时启动细胞的“自
杀”过程。P53突变或缺失是多种肿瘤发生的重要原因。



（四）在免疫学领域的应用





NK细胞中有CD8+细胞;

少量的单核细胞也能表达CD4;

结合淋巴细胞绝对数来看待某一亚群百分比的改变。

1、淋巴细胞亚群分析

评价机体的免疫状态：自身免疫、免疫缺陷等
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Naïve / Memory T lymphocyte

刚从胸腺移出到外周循环的Naive细胞，首次遇到抗原时，增

殖反应强，产生细胞因子能力弱。

当Memory细胞遇到同类抗原时，产生大量的细胞因子，而不

是增殖反应。

Naive T细胞高表达CD45RAhi、CD62Lhi。

Memory T细胞表达CD45RO，一般不表达CD45RA

从Naive向Memory细胞转化过程中，CD11a表达增加、

CD62L（L-selectin）表达丢失。



Th1/Th2 lymphocyte

T细胞根据其分泌的细胞因子分为两型。

Th1类细胞分泌IL-2 , IFN-γ和TNF-α，参与细胞免疫，
对抗胞内病原体，如病毒；

Th2类细胞分泌IL-4、IL-5、IL-10与IL-13, 参与体液
免疫，对抗胞外感染，如寄生虫。



Mouse



chicken （42d ）



chicken （42d ）



2、细胞表面活化抗原的表达





3、细胞因子分析



CBA （Cytometric Beads Assay）

用一系列荧光强度不同的微球同时分析样本中多种可溶性成分。

每种微球大小一致，分别包被有适合于特定分析的特异性抗体。

所有分析只需一组标准曲线，检测的线性范围宽（0--5000 pg/ml）
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细胞膜表面的细胞因子分析





将细胞表达的细胞因子阻断在细胞内

TNF-a                                                   IL-10





CFSE

staining cell protein

4、细胞分裂



PKH

lipophilic(亲脂性)dye that inserts into the lipid bilayer of the outer membrane. 



通过分析，可以计算分化前体频率（precursor frequency）



评价细胞杀伤过程的生物学变化：如效应细胞的凋亡，CTL
介导的裂解功能的抑制。

5、CTL功能分析

Fluorogenic Caspase Substrates 检测CTL介导的靶细胞凋亡

proteolytic cleavage sites for individual caspases

18-amino-acid peptides

fluorophore



In the uncleaved substrates, 

fluorescence is quenched owing 

to the formation of intramolecular 

excitonic dimers.

On cleavage of the peptides by 

specific caspases, the fluorophore–

fluorophore interaction is abolished, 

leading to an increase in fluoresence.

Target Cell

effector 

cells
Specific killing



只要合成各种特异性抗原，即可定量体
内抗原特异性CTL。

6、抗原特异性T淋巴细胞的分析



其他领域的应用



 具有细胞壁的细胞及其细胞壁的主要成分：植物细胞（纤维素）、细菌（肽

聚糖）、真菌（几丁质）

 细菌的大小、质量、核苷酸和蛋白含量等大约是哺乳动物细胞的1/1000 。信

号强度低，限制了检测的精确度。

 细菌吸收和排除染料、药物等受细胞壁结构和孔、泵的影响。

肽聚糖
外膜

G+ G﹣

肽聚糖
细菌的
细胞壁
结构

 G+：一般不需要额外的处理，便可以吸收大量的试剂。也有例外，如：

Walberg等发现，吸入不同的核苷酸染料，也有不同的变化。

 G-：细胞膜排斥多数亲脂性或疏水分子，如cyanine染料。EDTA等破膜后，

可使亲脂性化合物穿透细胞膜，但是，破膜后的特性与自然状态不同。



X4550，
X4550(pVAX1-trc-DsRed)，
X4550(p3334-DsRed),

X6212(p3334-DsRed)，
Xa(pVAX1-trc--DsRed)

DsRed在重组菌中的表达 体外细菌感染效率



病毒感染细胞的检测



流式分子表型（Molecular phenotyping）

FCM-PCR-FISH：细胞中HIV特异性DNA或RNA

如：测定端粒长度
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