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流式细胞术应用介绍
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流式细胞术的应用
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流式细胞术的应用
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• 分析型流式应用

• 多色--免疫分型

• 细胞周期/凋亡/增殖等

• 细胞因子检测—可溶性蛋白检测

• 细胞功能检测

• 微颗粒检测（微生物、细胞外囊泡）
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• 分析型流式应用

• 多色流式--免疫分型
• 细胞周期/凋亡/增殖等

• 细胞因子检测—可溶性蛋白检测

• 细胞功能检测

• 微颗粒检测（微生物、细胞外囊泡）
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多色流式的应用
6

Standardizing immunophenotyping for the Human 

Immunology Project. Holden T ect.  

Nature Rev Immunol . ; 12(3): 191–200.
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A typical DNA histogram

常用DNA染料

DAPI }
Hoechst } UV

Propidium iodide (PI)    }
7-AAD } 488

TOPRO-3 }
DRAQ5 } 633

These dyes are stoichiometric – number 
of bound molecules are equivalent to the 
number of DNA molecules present

基础应用

❑细胞周期检测
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经七叶皂苷诱导后，细胞被
阻滞在G1期。表现在G1期细
胞明显增多，S期明显减少

举例：药物对细胞周期的影响

DNA非整倍体的出现提示机体有恶性
转变的可能--癌前病变
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• 原理：

         凋亡启动后，膜内侧磷脂酰丝氨酸（PS）外翻到膜表面，胞膜结构

仍然完整。

AV+PI双染法
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• 染色方法：

活细胞同时染Annexin V+PI。（PI作用：标记碎片与死

细胞）。
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❑细胞增殖分析-CFSE法

荧光染料CFSE， 也可称为CFDA-SE（5，6- carboxyfluorescein diacetate，
succinimidyl ester） 即羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂，是一种可穿透细
胞膜的荧光染料，在活细胞内与胞内蛋白共价结合，水解后释放出绿色荧光。
当细胞进行分裂增殖时，具有荧光的胞质蛋白被平均分配到第二代细胞中，这
样与第一代细胞相比，其荧光强度便会减弱至一半；以此类推，分裂得到的第
三代细胞的荧光强度便会比第二代细胞再次减弱。

• 原理
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以微球为反应载体,以达到实现多种蛋白分子同时定量的目的

CAR-T cell therapy seeks strategies to harness cytokine storm, Nature Biotechnology
volume32, 604(2014) 

流式在Car-T细胞治疗中的应用

12

❑血清血浆中可溶性蛋白的检测
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Different Sorts for Different Folks: The Importance of Technological Diversity in a Cell Sorting Facility.

Article in Journal of biomolecular techniques: JBT · May 2013

❑细胞功能-细胞因子的产生
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微颗粒检测（微生物、细胞外囊泡）
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❑蓝藻计数
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大肠杆菌的检测
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细胞外囊泡

Brittain, George C., et al. "A novel Semiconductor-Based flow cytometer with enhanced Light-Scatter Sensitivity for the Analysis of Biological nanoparticles." Scientific 

reports 9.1 (2019): 1-13.
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分选型流式应用

• 分选特定群体；

• 干细胞分选;

• 单克隆筛选/单细胞分选；

• 微生物分选；

分选型流式应用
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流式分选的应用

19

• 几种必须使用流式分选的情况

（1）需要根据多个细胞参数（多色荧光标记）来分选细胞;

（2）需要根据表面蛋白的密度差异（或即同一信号的强弱差异）来分类分离细胞;

（3）要求目标细胞群有极高的纯度(95%-100%);

（4）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；

（5）多孔板分选；如单克隆分选，在96、384每个孔中精确的分入1个细胞；

（6）需要分选极低含量的稀有细胞（如0.001%或更低）；

（7）分选感兴趣的未知特征的细胞亚群。
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流式分选的应用

20

• 分选特定细胞亚群-T Naïve /Memory

Different human resting memory CD4+ T cell subsets show similar low inducibility of latent HIV-1 proviruses.  Kwon KJ et al. Sci 

Transl Med. (2020)

TN: CD45RO−/CCR7+/CD27+; 
TCM: CD45RO+/CCR7+/CD27+; 
TTM: CD45RO+/CCR7−/CD27+; 
TEM: CD45RO+/CCR7−/CD27−.
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流式分选的应用
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• 分选造血干细胞

流式分选是目前富集纯
化造血干细胞最重要的
方法。目前认为人的造
血干细胞的标志为
Lin-CD34+CD38-，人造
血干细胞 的分离纯化
可以选择骨髓，胚胎和
脐带血的单细胞悬液。

CD117

Sc
a-

1

0.52

小鼠的造血干细胞的标志为
Lin-Sca-1+CD117+

Dynamics of genetically engineered hematopoietic stem and progenitor cells after autologous transplantation in humans. Scala S et al. 

Nat Med. (2018)
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流式分选的应用
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• 分选侧群细胞（Side population cells）

Hoechst33342 是一种亲脂性 DNA 荧光染料，可以自由通过活细胞的细胞膜进入细胞内，与 DNA 结
合，所以可以直接标记活细胞的 DNA。干细胞能够通过 ABC （ATP Bind Cassette）运输蛋白
Bcrp1/ABCG2 将细胞内的 Hoechst33342 泵出细胞外，而非干细胞没有这种能力，所以用该染料标
记时，干细胞染色较低，在流式图上能够明显区分与其他细胞。

Critical appraisal of the side population assay in stem cell and cancer stem cell research. Golebiewska A et al. Cell Stem 

Cell. (2011)
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流式分选的应用
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Flow cytometry in cancer stem cell analysis and separation. Greve B et al. Cytometry A. (2012)

• 分选肿瘤干细胞
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流式细胞技术筛选法的组件和工作

流程图，可同时检测抗体的分泌，

细胞数量和细胞存活率，筛选出合

适的细胞构建细胞株。

单克隆细胞株的筛选
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单克隆筛选

流式单克隆分选优势

• 省时省力
• 更高的精准度（不会出现一个孔

两个克隆的情况）

流式分选VS传统有限稀释法
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Analysis of a SARS-CoV-2-Infected Individual Reveals Development of Potent Neutralizing Antibodies with Limited 

Somatic Mutation, Immunity (2020)

单细胞分选

• 分选B细胞/中和抗体筛选

Analysis of a SARS-CoV-2-Infected Individual Reveals Development of Potent Neutralizing Antibodies with 

Limited Somatic Mutation, Immunity (2020)
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流式分选应用：酵母表面展示

--------Rosowski, S., et al, 2018, Microbial cell factories 

• 酵母表面展示

– 技术成熟，广泛应用于蛋白定向进化

– 流式分选可大大简化筛选流程
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流式分选应用：培养菌群分选
FCM allows analyzing subpopulations of cultured bacterial cells with different physiological states

--------Ambriz-Avina, V., et al, 2014, BioMed research international 
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流式分选的应用
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将单个细胞分选到板或管中
，以制备更高质量的样品。

海洋生物样本

SYBR Green I

流式分选单个细胞

单细胞基因组学-海洋生
物多样性

• 环境菌群分选

– 单细胞分选及测序

– 菌株鉴定

流式分选应用：环境菌群分选鉴定

https://image.baidu.com/search/detail?ct=503316480&z=undefined&tn=baiduimagedetail&ipn=d&word=384%E5%AD%94%E6%9D%BF&step_word=&ie=utf-8&in=&cl=2&lm=-1&st=undefined&hd=undefined&latest=undefined&copyright=undefined&cs=1274116455,4176401015&os=2335681776,3036111950&simid=4189866826,797319942&pn=4&rn=1&di=7810&ln=957&fr=&fmq=1596728897162_R&fm=&ic=undefined&s=undefined&se=&sme=&tab=0&width=undefined&height=undefined&face=undefined&is=0,0&istype=0&ist=&jit=&bdtype=0&spn=0&pi=0&gsm=0&objurl=http%3A%2F%2Fwww.beyotime.com%2Fcpimages%2Fimage%2FFTUB384.jpg&rpstart=0&rpnum=0&adpicid=0&force=undefined
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欢迎关注贝克曼库尔特生命科学官方微信!
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