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流式细胞检验的研究

流式细胞术研究细胞增殖的方法与技术
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摘要院流式细胞术是检测细胞增殖的一种重要手段袁较以往的检测方法袁流式细胞仪的优点在于能够实现多荧光指标同时检测袁
并且可以对混合样品中的特定细胞进行增殖分析袁本文就目前常用细胞增殖检测染料的检测原理,应用范围及染色方法作进行
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Method and Technique for Cell Proliferation by Flow Cytometry
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Abstract：Flow cytometry is an important means to detect cell proliferation. Compared with previous detection methods, flow cytometry has the
advantages of simultaneous detection of multiple fluorescence indicators, and can perform proliferation analysis on specific cells in mixed samples. At
present, the detection principle, application range and dyeing method of cell proliferation detection dyes are commonly used.
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细胞增殖是生物体的重要生命特征，细胞以分

裂的方式进行增殖，增殖是生物体生长、发育、繁殖

以及遗传的基础，增殖检测技术广泛应用于分子生

物学、遗传学、肿瘤生物学、免疫学、药理和药代动力

学等研究领域。流式细胞术是一门集现代激光技术、

电子技术、生物学技术为一体的高通量细胞检测技

术。近年来，得益于激光技术的发展和荧光染料的

开发，流式细胞术在已成为检测细胞增殖的一种重

要手段，能够快速实现多参数多荧光指标的检测。

本文就目前流式细胞检测增殖常用的方法与技术进

行阐述。

1基于 DNA含量的细胞增殖分析方法
1.1原理 利用某些荧光染料具有与 DNA发生特异
性结合，且被 DNA结合的荧光染料的量与 DNA的
含量成正比，即荧光强度与荧光直方图的通道数成

正比的原理，运用流式细胞仪检测出处于 G0/G1期，
S期和 G2/M期的细胞的比例。根据仪器的不同激光
配置及实验需求，有多种荧光染料可供选择。

1.2常用检测法 碘化丙啶（propidium iodide，PI）染
色法：单细胞悬液经通透处理后，加入能够与 DNA
结合的荧光染料，此时被染荧光物质的量与 DNA含
量成正比，检测到荧光信号的强度即可代表 DNA含
量，处于 G0/G1期的细胞 DNA含量为二倍体，处于
G2/M期的细胞 DNA含量为四倍体，S期细胞染色体
含量介于二倍或四倍之间，所检测的样品中，处于 S
和 G2/M期的细胞越多，说明细胞增殖越活跃。PI可
由 488 nm或 561 nm激发光激发，发射光谱为 610~
620 nm，由于 PI 也与双链 RNA 结合，所以在 DNA
含量检测前应对样本进行 RNase 消化处理，排除
RNA对 DNA荧光定量的影响。目前实验室绝大多

数流式细胞仪配备有 PI的检测通道，因此 PI的应
用十分广泛[1-3]。其染色优点为操作简单，可通过一
步染色法实现[4]，且 CV值小，荧光稳定，抗光漂白性
良好。PI在使用过程中最大的限制就其光谱与其它
染料的干扰问题，PI与常用染料藻红蛋白（P-phy原
coerythrin，PE）及 PE检测通道的染料光谱几乎是重
叠的，因此 PI检测周期的样品中不能同时利用 PE
标记其他指标。若使用 488 nm激光器激发 PI，PI与
异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC），
绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）等染
料也存在部分光谱重叠。

7-氨基-放线菌素 D（7-Aminoactinomycin D，7-
AAD）也是标记 DNA的染料，主要以插入方式与
DNA链的 G-C碱基对结合，激发波长约为 580 nm，
最大发射波长为 640 nm。利用流式细胞仪 488 nm
或 561 nm激光器激发均可得到良好的检测效果[5]。
7-AAD属细胞膜非通透性染料，不能通过完整的细
胞膜，在进行 DNA染色前需对细胞进行 75%冷乙
醇固定处理，由于 7-AAD是与 DNA特异性结合，
因此在染色过程中无需对样品进行 RNase处理。7-
AAD的发射波长较长，可与 PE、FITC等常用流式染
料同时使用较少发生光谱重叠。

DAPI 和 Hoechst33342 是常用的 DNA 标记染
料，可以非嵌入方式与 DNA链上的 A-T碱基对特
异性结合，二者光谱较为接近，激发光为 355 nm，最
大发射光为 461 nm，利用流式细胞仪的 351 nm紫
外激光器激发效果最佳，对于未配备紫外激光器的

仪器，405 nm 激光器激发也可得到良好的效果 [6]。
DAPI和 Hoechst33342属膜通透性染料，细胞染色
DNA无需乙醇固定，活细胞即可，推荐染色工作液
浓度均为 5~10 mg/ml，避光孵育 30 min后上机检
测。对于配备有 355 nm或 405 nm激光器的流式细
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胞仪而言，利用 DAPI 和 Hoechst33342 染色细胞
DNA是良好的选择。首先，二者均使用紫外或紫色
激光器激发，与 488 nm、561 nm、633 nm检测通道
上的荧光染料不存在或较少存在光谱重叠，容易实

现细胞的多指标同时检测；其次，由于 DAPI 和
Hoechst33342对细胞膜具有通透性，可以标记活细
胞的 DNA，因此是两种可应用于活细胞分选的细胞
周期染料。

DRAQ5 是可发射远红外荧光的蒽醌类染料，
激发光谱在很宽范围内，流式细胞仪配备的 488
nm、561 nm、633 nm 激光器均可对其有效激发，但
以 633 nm 激发效果最佳，DRAQ5 具有膜通透，可
对活细胞和固定的细胞进行 DNA染色分析[7]，由于
它主要和 DNA双链结合，和 RNA的亲和力小，因
此染色过程中样本无需 RNase消化，利用 633 nm
激发光，670 nm发射光检测 DRAQ5标记细胞周期
时，可与 FITC、PE、GFP等荧光素同时标记较少发
生光谱重叠。

1.3染色的结果分析 以上所介绍的几种染料，激发

和发射光谱不同，但染色原理大致相同，都是根据染

料的荧光道数与 DNA含量成正比这一单一变量检
测，因此，只能根据 DNA含量区分出 G0/G1期，S期
和 G2/M期，而无法进一步区分出 DNA含量相同的
G0和 G1期，G2和 M期。由于处于不同时相的细胞
对药物或处理会有不同的反应，因此体外培养的细

胞在进行干预前应进行同步化处理，否则会影响实

验的重复性。细胞同步化的方法包括、短时间饥饿、

照射、低温法、药物抑制等物理或化学方法，血清饥

饿法因对细胞本身的干扰小且能够获得大量的 G0/
G1期细胞因此而最为常用[8-10]。此外，在检测样品的
过程中还应注意粘连体细胞的排除，两个 2C细胞
粘连在一起，在流式细胞仪上检测到的 DNA的含量
为 4C，但由于两个粘连细胞比单个细胞通过激光束
的时间长，因此脉冲的宽度是大于单个细胞的，可以

利用荧光通道的脉冲宽度信号W的差异进行排除。
对于分析癌变细胞或肿瘤活检组织的 DNA含

量时，通常引入 DNA指数（DI）的概念，即（样品 G0/
G1期细胞峰的平均荧光道数）/（正常二倍体细胞样
品 G0/G1期细胞峰的平均荧光道数），理论上正常二
倍体细胞 DI=1，由于实际检测存在变异系数，实际
检测到二倍体 DI值为 0.9~1.0，四倍体 DI值为 1.9~
2.1，DI值对于临床上肿瘤的诊断具有一定的参考价
值。可以使用鸡红细胞或正常人的淋巴细胞作对照

来确定二倍体细胞 [11]，市面上也有商品化的小鸡红
细胞核（CEN）用于调节二倍体峰的位置。DNA含量
的检测结果通常利用周期分析软件进行 S期划定，
一般 2C峰和 4C峰比较对称，且变异系数 CV较小

结果比较准确，若 CV跃8，则无法正确分析出各期细
胞比例，目前市面上常用的周期分析软件有 Muti原
cycle、ModitLT和 Flowjo等，同样样品结果利用不同
软件分析各期比例无显著性差异[12]。
2示踪染料标记法
2.1 BrdU和 EdU掺入法 5-溴脱氧尿嘧啶核苷（5-
bromo-2-deoxyuridine，BrdU），是人工合成的胸腺嘧
啶类似物，在 DNA合成期（S期），BrdU能够代替胸
腺嘧啶而渗入正在复制的 DNA分子中，用荧光标记
的 BrdU抗体进行染色，就可以标记出处于增殖期
的细胞，同时结合 7-AAD 进行 DNA 染色，可清晰
的将细胞区分出 G0/G1期，S期和 G2/M期 [13]。BrdU/
7-AAD双参数法的优势在于 S期的判定，实验结果
无需利用软件分析即可区分各期细胞。在这个方案

中，根据所用仪器的激光配置，可选择 BrdU与 FITC
或 APC等不同荧光素连接的抗体，7-AAD 也可被
PI替代。目前 BrdU有一大缺点，BrdU抗体分子较
大，双链 DNA中的碱基对阻碍 BrdU 与抗体的结
合，因此需将 DNA双链打开后，若 DNA结构打开不
充分，BrdU与荧光抗体结合不佳，导致检测到的荧
光信号不能真实准确的反映 BrdU 的含量，为了能
够暴露 BrdU的抗原表位，通常用高浓度的盐酸，乙
酸或酶解使得 DNA变性，但这就破坏了 DNA双链
结构，影响了其他染料的结合染色，导致染色弥散，

准确性降低等问题。5-乙炔基-2'脱氧尿嘧啶核苷
（5-ethynyl-2'-deoxyuridine，EdU）也是一种胸腺嘧
啶核苷类似物，在细胞增殖时能够插入正在复制的

DNA分子中，EdU只有 BrdU抗体大小的 1/500，它
与荧光素的结合一种被称作“click”化学作用的 Cu+

催化的环加成作用，而非抗原抗体反应。与传统的免

疫荧光染色比较，Edu 反应非常快速，且无需对
DNA双链变性，有效地避免了样品损伤，检测细胞
增殖具有更高的灵敏度和更快的检测速度，能在组

织和细胞水平反映细胞增殖情况[14，15]。
2.2 CFSE 标记法 羧基荧光素琥珀酰亚胺酯（car原
boxy fluorescein succinimidyl ester，CFSE）是目前应
用广泛的一种检测细胞增殖的染料，CFSE的前体羧
基荧光二乙酸盐素琥珀酰亚胺酯(carboxy fluorescein
diactate succinimidyl ester，CFSE-SE）是没有荧光
的，但可自由透过细胞膜进入细胞，进入细胞后，其

乙酸基团被胞内酯酶切除后，可产生具有荧光的

CFSE，CFSE不可逆地细胞内的氨基结合偶联到细
胞蛋白质上并且长时间存在于细胞内。当细胞进行

分裂增殖时，具有荧光的胞质蛋白平均分配到两个

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，再次分裂后，第三代细胞的荧光强

度会比第二代再减弱一半，以此类推，细胞增殖代数
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越多，得到细胞的平均荧光强度相比第一代减弱更

明显，利用流式细胞仪 488 nm激光激发，520 nm接
收可检测到细胞 CFSE染色荧光，从而反映细胞的
增殖情况。

CFSE探针多用于各种干细胞，淋巴细胞的增
殖研究中[16，17]，可用于体外培养细胞分裂跟踪，也可
用于注入动物器官内观测细胞体内增殖。由于

CFSE对细胞是有一定毒性作用的，因此，染色浓度
及时间对细胞增殖、分化存在着影响。有研究指出，

CFSE对细胞进行染色时呈现浓度依赖型[18]，细胞的
荧光随着 CFSE 染色终浓度升高而增强，但随着染
色浓度的增大，CFSE的细胞毒性也逐渐体现出来，
在一定程度上可引起细胞的凋亡，不同种类的细胞

CFSE的最佳标记浓度有所区别，最佳的染色浓度
是使父代细胞荧光强度比未染色细胞高 3~3.5个数
量级[19]。CFSE染色的持续时间也很重要，孵育时间
过长，可增加细胞毒性[20]，体外培养细胞孵育时间一
般控制在 10 min内，而后用 40%体积的冷小牛血清
终止标记 10 min后重悬细胞。此外，培养体系或缓
冲液中若存在游离氨基酸，会与 CFSE结合而影响
其染色效果，因此推荐用 PBS配制工作液。对于检
测结果的分析，可利用 ModitLT软件进行增值代数
的划定或直接进行细胞平均荧光强度的比较。

3总结
细胞增殖的检测时评估细胞功能的重要实验，

相对常用的比色法 MTT，CCK-8等，流式细胞术最
大的优势在于多色，多参数的检测，可以实现增殖和

其他指标的同时检测，或混合样品中特定细胞群体

的增殖检测。本文介绍的几种增殖检测试剂，染色

原理不同，使用的激光检测通道也有所差异，实验者

可根据流式细胞仪激光配置及实验的具体方案进行

选择。随着多色流式检测技术的不断发展，从同一

份样本获取更多的生物学信息是今后的必然趋势。
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