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激光流式细胞分析技术及其应用

许松林 杨枯俐

提要:本文叙述了以激光作为细胞荧光和散射光源，用于细胞流式分析的原理

和结构，给出 了各种实验数据采集和处理法。
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Abstract: In this paper, the principleof of cell analytical technique and device structure 

based on cell fluorescence and scattered 1ight by laser radiation are described. Some methods to 

collect a且d pr∞:ess experitnental data are p'r~sented. 

激光流式细胞分析技术已广泛应用于生

物医学领域。经过几年努力，我们研制成

LXJ 激光流式细胞计，用在细.胞动力学研

究、癌症诊断与治疗监视、白血病人血细胞分

析、计划生育中生精细胞分析等等。

-、 tXJ 多参数流式

细胞计的原理

主要原理如图 1 所示。让染色细胞在稳

定的液体流动中经过 50 .....， 100μm 的小孔，

使细胞排队成行，每个细胞依次、恒速通过激

光束的椭圆焦斑区。 细胞受激光照射后产生

荧光和散射光，由硅光二极管或光电倍增管

接收，得到随细饱体积、 DNA 或 RNA 变化

的电信号 S(t) 。

在细胞流速恒定、激光照射稳定的情况

图 1 多参数激光流式细胞计原理图

下，电信号的幅度和宽度只与细胞体积、

DNA 和 RNA 含量有关。同群体细胞的形

状可能有区别， 荧光强度的时间分布虽各有

差异，但在 DNA 或 RNA 含量一定的情况

下，电信号对时间的积分应为一与 DNA(或
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RNA)成正比的常数3 即

J:+Jt S(t) dt=O 

式中 Llt 为细胞受照时间。对同子群细胞 O

值一定，对不同子群细胞 C 值不同。如果细

胞是在增值过程中，则 O值为一恒定规律的

统计分布。

细胞在流动过程中，其体积、 DNA 和

RNA 的含量不变，同一子群细胞的荧光信号

只随激光焦斑区中光强分布而变化，所以要

求所用激光为 TEMoo 模，而荧光信号的时间

函数近似地为高斯函数。但是荧光信号的幅

度和宽度受各种因素的影响，诸如细胞流速、'

激光功率不稳定性、细胞流的搅动、光和、电

路噪音等，都会使等量 DNA(或 RNA) 含量

的细胞荧光信号稍有差异，在多道脉冲幅度

分析器或电子'计算中，细胞数与 DNA(或

RNA)含量的关系曲线被展宽为一正态分布

函数。在测量标准荧光小球的情况下，所得

正态分布曲线的变异系数(定义为标准差除

以均值)代表了仪器的分辨能力。变异系数

越小，仪器的分辨能力越大。

二、 LXJ 流式细胞计的结构

除信号处理部分外，激光流式细胞计包

括细胞流动室及流速控制系统$激光器及光

束成形装置;荧光和散射光的接收与检测设

备。

细胞流动室的作用是使细胞排队成行，

主要部件为 1roro 内径的样品管，外套3roro

内径的鞠流管，此二管共轴。玻璃质的鞠流

管出口处呈流线型，出口处直径 100μ，血。样

品细胞流出玻璃管后即进入检测区，然后经

100μ，m 的小孔流出室外的空气中。

小孔的直径和速度可在一定范围内选

择，以保证流动是层流，防止揣流为原则。满

足层流条件的直径是:

d<2300 ~ 
ρ'v 
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式中 η 为流体的粘滞系数， ρ 为流体密度，否

为平均速度。小孔直径选 100μ皿时，则流

速必须控制在 16m/s 以内。

常用的光源有量离子激光器、氧离子激

光器、氮-锚激光器和氮-氛激光器等，我们采

用放电管长 800mm 的氢离子激光器的 488

nm 谱线作为激发光，单谱线功率 1W，实际

使用在 200roW 以下，功率稳定度在 1% 以

内。

激光经准直后，进入二块柱面透镜组成

的光束成形装置，二柱面透镜共轴但正交放

置，焦距分别为 200mm 和 23mm。在检测

区激光焦斑为23 x 200μ皿的椭圆截面，短轴

沿细胞流方向，长轴垂直于细胞流和激光轴。

在与激光轴和细胞流垂直的方向上检测

荧光，接收透镜焦距 10mm，焦点调节在细

胞流与激光相交处。用一分柬器将 DNA 的

绿色荧光与 RNA 的红色荧光分离，经各自

的滤光片后，通过由二透镜和小孔(200μm)

组成的杂散光过滤器，分别进入蓝敏和红敏

光电倍增管。

侧向散射光的检测与荧光检测用同一接

受透镜，在此透镜之后先分离散射光，然后分

离红、绿荧光。侧向散射光也用光电倍增管

接收。

在与激光轴同方向的小角度范围内 (2。

"，7
0

)，进行前向小角度散射光检测，以测定

细胞的体积。用一椭圆锥形物挡住中心光，

让小角度散射光进入硅光二极管，进行光电

转换。

在零分辨率的仪器中，细胞核体积小于

焦斑线度，对信号宽度仅有较小的影响，决定

因素是细胞流速和椭圆焦斑的短轴尺寸。 在

我们的实验条件下3 鸡血红细胞的脉冲信号

宽度约 2.5 闷，这就是脉冲被积分后的前

沿。

等量 DNA(或 RNA)含量而分布有差异

的细胞信号幅度也有一些起伏，光电倍增管

中先脉冲在管内产生的电荷分布也有些时间



展宽的起伏。为减少这些影响，光电倍增管

输出端接一有源积分放大器。使积分脉冲的

幅度与光脉冲的面积成正比，即与 DNA 含

量或 RNA 含量成正比。

仪器的工作状态有二种监视装置:用示

披器监视光电倍增管输出的模拟信号，用多

道脉冲幅度分析器监视仪器工作的最佳状

态。在多道分析器中，细胞信号的积分幅度决

定道数，该道的存储内容即为细胞数。显示

二维曲线，此二维曲线的 X 坐标为道数，即

DNA(或 RNA)含量 y 坐标为细胞数。显

然， DNA(或 RNA)恒寇的细胞群，应显示

出一正态峰;细胞在增值过程中，如腹水癌细

胞，由于 DNA 在连续变化中，应显示如图 2

所示的曲线。

道数①NA)

图 2 腹水癌细胞的 DNA分布

鸡血红细胞有固定的尺寸，时常用作标

准。 LXJ 流式细胞计测定鸡血细胞时，变异

系数为 2"'3%0

三、实验结果的处理

为了便于实验结果的分析、显示和记录，

用模数变换器将细胞信号变换成二进制数字

信号后送入计算机进行分析处理、显示和存

储。

来自每一检测元件的信号放大到 0"，8

V，经 A/D 变化成 6 位数字信号，送入计算

机(CJlOTeTCO 公司， CPU-Z80) 的平行口，用中

断方式存储数据于计算机内存。 双参数接收

时，内存中开辟的数据区应有 64 x 64=4096 

个单元。 单元号由被接收的数据决定，即决

定于细胞参数，而单元中的内容即细胞数。图

2 第一尖峰为鸡血红细胞 DNA 分布，第二

条曲线为腹水癌细胞 DNA 分布，前部尖峰

为 Go/仇相，中间部分为 S 相，尾部突起部

分为仇+M 相，明显地显示出 DNA 的合成

过程。' 其它仪器无法显示出此种过程。经过

计算机合理计算还可把每一相占的百分数算

出，以确定增值过程是否按正常规律进行。

通过软件控制，可使计算机输出细胞数

随双参数变化的立体分布图，如图 8 所示。

X、 Y 分别代表细胞的二个参数(DNA 和

RNA，或其它)， z轴表示细胞数，按斜二角

投影方式绘制。 从图可以看出:不同群体细

胞以不同的山峰形状显示，能分清单参数检

测法不能区分的细胞群体。这种立体图能直

观显示实验结果，易被生物工作者和医生接

受。

图 3 细胞数随 DNA、 RNA 变化的三维图

四、 LXJ 流式细胞计在

医学中的应用

应用 LXJ 流式细胞计做了一系列的生

物医学工作。

1.测定了 EATG1 期细胞、 L615 小鼠

骨髓 GO/G1 期细胞、肝细胞倍体以及混合细

胞群体样品中各亚群细胞的 DNA 含量。在

生物医学中检测异倍体、高倍体等异常细胞

是有用的工具，是其官仪器难以达到的。
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2. 研究哺乳类动物辜丸精子发生过程，

测定动物及人事丸组织内 1 倍体、 2 倍体与

4倍体 DNA 含量及其相对比例。发现同种

动物的比例恒定，异种动物的比例稍有差异。

3. 用于癌细胞动力学研究，如小白鼠

Ehrlich 腹水癌细胞动力学参数测定及一般

生长规律的研究，提供了较系统的数据。检

测精度高，工作周期短，可快速获得各相细胞

数比值，是其它方法无法获得的细胞信息。

4. 用于化疗癌症治疗的监视。抗癌药

物的工作机理与时效关系是设计合理用药方

案的重要依据。 LXJ 流式细胞计测定细胞

成份时简便迅速，故可随时监视用药前后细

胞动力学过程发生的变化。 己用 LXJ 进行

了 Ara.--c 和 VCR 对小鼠 Ehrlich 腹水癌细

胞周期进程的作用机理研究，得到的 DNA

分布图直观。
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5. 测绘出了各种癌细胞的直方图。有

白血病人血细胞 DNA 分布， ft别出一例急

性淋巴细胞性白血病复发，另-例为慢性细

胞性白血病急变。此外，还绘出了胃癌、子宫

癌、乳房癌和直肠癌的 DNA 分布图，对癌症

的诊断提供了直观信息。

LXJ 激光流式细胞计应用的潜力是很

大的。由于它提供的是生物细胞的基本信

息，从中可了解内在的本质的变化。它将在

细胞生长规律研究、肿瘤诊断、免疫分析以及

计划生育研究中发挥巨大作用。
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激光热处理成倍提高纺链的使用寿命

中国科学院上海光机所和重庆大学、 重庆纺织

机械专件厂共同试验用激光热处理纺织机用的纺

绽p 经过两年多时间的试验研究，取得了可喜的结

果。最近在重庆召开的鉴定会测定表明，激光热处

理过的纺绽使用寿命可以提高一倍以上， 其他机械

性能也有明显的提高。专家们认为，这是一项国际

首创的纺绽热处理工艺。

纺键是纺织工业的重要基础件之一，但因工作

过程中徒杆端点受磨损的原因，每年需要更换大量

• Z48. 

的绽杆。据有关部门的统计，每年至少需要更换 600

万件，价值 4200 万元。因此，自五十年代中期起，纺

织工业部门就组织力量攻关，以期提高绽杆的使用

寿命。激光热处理饺杆的成功， 为我国提高纺绽使

用寿命开创了一项新工艺Q 据有关专家的测算，采

用这项新工艺之后2 每年至少可以为国家节约资金

2100 万元，钢材约 4300 吨。同时，也大大提高了纺

织品的质量和产量，减轻纺织工人的劳动强度。
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