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荧光流式细胞仪的标准化研究进展

吕英楷， 刘文丽， 胡志雄*

中国计量科学研究院医学计量中心，北京  100029

摘要  目前，关于荧光流式细胞仪的计量和溯源方面的资料相对有限。为了研究基于荧光检测的流式细胞仪的技术发

展并加快其标准化进程，对国内外文献资料进行整合，并总结了荧光流式细胞仪的类别、应用、相关标准化研究进展和关

键参数的详细信息，主要包括仪器分辨率、散射光和荧光灵敏度、荧光线性相关系数、检出限、准确性、可重复性和稳定性

等。国内外对广泛使用的几种评价荧光流式细胞仪性能的计量方法具有基本一致的标准。各个研究组织与应用领域对

于流式细胞仪的性能具有不同的需求，一套完整可溯源的表征流式细胞术的计量标准及其评价方法能够方便实验室之

间进行可重复和可比较的研究交流与讨论。
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Progress in Standardization of Fluorescence Flow Cytometer

Lü Yingkai, Liu Wenli, Hu Zhixiong*

Center for Medical Metrology, National Institute of Metrology, Beijing 100029, China

Abstract Currently, resources to improve the metrology and traceability of fluorescence flow cytometer are relatively 
limited.  To study the technical development of flow cytometer based on fluorescence detection and accelerate progress 
toward standardization, this paper integrates domestic and foreign literatures.  Furthermore, detailed information regarding 
types of fluorescence flow cytometers, their applications, standardization research progresses, and critical parameters 
including instrument resolution, scattered light and fluorescence sensitivity, fluorescence linear correlation coefficient, 
detection limit, accuracy, repeatability, and stability are summarized.  Foreign and domestic conventional standards are 
available for several widely used metrology methods to evaluate fluorescence flow cytometer performance.  Various 
research organizations and application areas have different requirements for flow cytometer performance.  A complete and 
traceable set of metrology standards for characterizing flow cytometry, and corresponding evaluation methods enable 
reproducible and comparable research communications and discussions between laboratories.
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1　引 言

流式细胞术是一种强大的分析工具，可应用于免

疫学、分子生物学、细菌学、病毒学、癌症生物学和传染

病监测方面［1-6］。在过去的 30 年里，它的发展取得了巨

大的进步，为免疫系统和其他细胞生物学领域的研究

提供了前所未有的信息。流式细胞术用于分析单个细

胞，以了解它们拥有或产生的蛋白质、核酸和其他生物

分子；并用于分析细胞群（或亚群），以区分不同的细胞

类型和谱系。流式细胞术还被生物制药厂商广泛用于

研究由活细胞制成或由活细胞组成的疗法（细胞治

疗）［7-9］。细胞和基因疗法以及其他再生医学产品的进

步不断提高了对用于细胞表征的高质量、稳健且经过

验证的测量的需求。荧光流式细胞术，包括成像流式

细胞术［10-12］，已经成为一个重要的平台，因为它能够快

速并同时分析异质细胞群和亚细胞分析物，例如免疫

细胞亚群（中性粒细胞、淋巴细胞和单核细胞）［13］。此

外，多参数流式细胞仪可用于疫苗研发［14］、药物和癌症

研究［1］、临床诊断和免疫治疗［15］。

然而，在来自不同仪器平台、地点和时间的计量结
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果的可信度和可比性方面仍然存在挑战［16］，影响了在

研究过程和临床环境中基于流式细胞术数据的关键决

策。计量结果之间的差异会给诊断和治疗决策带来不

确定性，阻碍基础科学的进步。美国国家标准与技术

研究院流式细胞仪标准联盟（NIST Flow Cytometry 
Standards Consortium）和美国国立卫生研究院（NIH）

汇集了包括医学界、工业界、学术界和政府的利益相关

者，以实现以下目标［17］：1）制定可溯源的参考标准，包括

参考材料、参考数据、参考方法和测量服务，用于为校准

微球分配等效数量的参考荧光团（ERF）并评估相关的

不确定性和效用；2）制定候选参考标准，包括生物参考

材料、参考数据、参考方法；3）根据候选参考材料设计实

验室间研究，以支持最佳实践方法和标准方法的开发。

到目前为止，商用的流式细胞仪主要测量激光束

经分析细胞的散射光（前向和侧向）和大于 30 种荧光

通道［18］。基于荧光检测原理的流式细胞仪可以为疾

病检测等产生大量实验数据，以供医生和研究人员参

考和分析。本文首先总结了过去 30 年荧光流式细胞

仪的技术发展，包括基本原理、分类和主要应用，并且

强调了其标准化计量方法的需求。基于对国际标准

和国内标准研究现状的整合，给出了可用来评估流式

细胞仪性能的计量学参量的详细介绍和仍然存在的

问题和挑战。通过对荧光流式细胞仪标准化研究的

分析与讨论，给出了未来研究与医学工作者应考虑的

方向，从而使流式细胞术更好地为人类健康服务。

2　荧光流式细胞仪的技术发展

流式细胞术（flow cytometry）可以快速定量地检

测来自异质群体中数千到数百万个细胞在液流中通过

光束流动时的物理特征。这项技术能够在短时间内处

理大量样本，产生大量可应用于临床诊断的实验数据。

流式细胞检测技术已经在临床中被广泛使用，并且随

着可检测标志物数量的增加而不断发展。

2. 1　荧光流式细胞仪的基本原理

传统的流式细胞仪由 3 部分组成，如图 1 所示。首

先，流体系统（Fluidic System）采用流体动力学聚焦方

法利用鞘液（通常是缓冲盐水溶液）通过加压将样品输

送并聚焦到激光探测点，在激光聚焦点处分析样品；其

次，光学系统（Optical System）由激发光学器件（一个

或多个激光器）和收集光学器件［光电倍增管（PMT）

或光电二极管（PD）］组成，激光光源作用于细胞样品，

从而激发出特定荧光信号；最后，电子系统（Electronic 
System）将来自光探测器的光电信号转换为可由计算

机读取的数字信号。

2. 1. 1　流体系统

流式细胞仪的流体系统控制细胞依次穿过激光束。

这种流体动力聚焦特性是 Reynolds在 1883年描述的同

轴层流体力学原理。为了确保流体动力聚焦的良好质

量，流体系   统必须非常稳定。样品悬浮液首先被加压，

然后在通过喷嘴之前注入鞘液中。细胞悬浮液的速度

取决于鞘液压力，该压力对于分析仪是固定的。因此，

样品压力越高，越多的细胞则有机会在流体中横向移

动，这会导致流体动力学聚焦的精度降低，从而导致样

品分析质量下降。流通池可以说是系统的核心，因为它

是激光束和细胞相互作用的地方。这里用光学收集系

统检测散射光（前向散射和侧向散射）和荧光信号。

2. 1. 2　光学系统

激发光源进入细胞内部环境后会发生散射（前向

图 1　流式细胞仪结构示意图

Fig.  1　Schematic of flow cytometer

散射和侧向散射）并激发出荧光。首先，当细胞通过激

发光源时，激光束与细胞内物质（细胞核和细胞器等）

相互作用，会产生不同方向的散射光。小角度的前向

散射光（FSC）在激光束轴向上被光电二极管或光电倍

增管收集，其强度与细胞的相对大小有关。大角度的

侧向散射光（SSC）和荧光发射光在与激光束呈 90°的
地方被分别收集。此外，侧向散射光和荧光由多个二

向色镜（dichroic mirror）和滤光片（optical filter）引导至

特定的检测器，带通滤光片确定读取的光波长，以便检

测和测量每个单独通道的荧光信号［19］。值得注意的

是，二向色镜（短通或长通）是使波长较短或较长的光

通过并以一定角度反射剩余光的滤光片。例如：450
二向色长通滤光片（DLP）允许波长超过 450 nm 的光

通过，并以一定角度反射较短波长的光，然后将其发送

到另一个检测器；带通滤光片用来在小窗口范围内检

测特定波长的光，450/50 带通滤光片（BP）使波长为

450 nm±25 nm 范围内的荧光通过滤光片并由检测器

读取。

多激光系统通常在具有 20 个参数的仪器（FSC、

SSC 和 18 个荧光检测器）中很常见。有的仪器平台引

入了 5 个或更多激光器来测量 30~50 个参数，但这些

不太常见。传统流式细胞仪最常用的激光波段有

405 nm（紫色）、488 nm（蓝色）、532 nm（绿色）、552 nm
（绿色）、561 nm（绿黄色）、640 nm（红色）和 355 nm（紫

外线）。额外的激光波长可用于特殊的实验需求。此

外 ，还 有 一 些 仪 器 用 雪 崩 光 电 二 极 管（APD）代 替

PMT 用于荧光检测，目的是提高灵敏度。

2. 1. 3　电子系统

检测器（光电二极管和光电倍增管）将来自细胞的

光信号（光子）转换为脉冲电信号并进行放大。该脉冲

随后被数字化（ADC）、记录并由特定软件处理。光电

二极管一般用于高强度信号，而光电倍增管更适用于

低强度信号。低强度信号需要通过倍增电极在光电倍

增管中连续放大。

2. 2　荧光流式细胞仪的分类

传统的流式细胞仪利用鞘液将样品聚焦在探测

点，样品与激光产生相互作用，从而测量前向散射光、

侧向散射光和荧光。在此基础上，对传统的流式细胞

仪进行不同程度的改进，则可以满足特定的测量需求，

例如基于声聚焦的流式细胞仪、细胞分选仪、成像流式

细胞仪等。

2. 2. 1　基于声聚焦的流式细胞仪

声聚焦流式细胞仪利用超声波的能量将细胞聚焦

在流体中心从而进行光检测［20］。与传统的流式细胞仪

相比，这种方式不需要鞘液，从而减少消耗品的使用和

浪费，并同时大大提高了仪器的便携性［21-23］。此外，声

聚焦方法对开发廉价的小型化流式细胞仪，对从资源

贫乏地区的疾病诊断到分布式传感器网络的应用都很

重要，例如发展中国家的艾滋病监测和进展分析［24-25］。

值得注意的是，声聚焦技术可以突破传统流式细胞仪

对细胞尺寸大小探测的极限（<70 μm）。 Piyasena
等［26］开发了多节点声学聚焦流动池，如图 2 所示，可以

将粒子（小至红细胞，大至直径为 107 μm 的细胞）定位

到多达 37 个平行液流中。这种方法将对稀有细胞检

测的应用（例如循环肿瘤细胞）、大颗粒分析的应用和

高通量流式细胞仪的应用产生重大影响。

2. 2. 2　细胞分选仪

基于荧光标记的细胞分选仪根据荧光探针或染色

剂来识别细胞类型。在传统的荧光激活细胞分选仪

（FACS）中，如图 3 所示，带有荧光标记的细胞在层流

中排列以穿过聚焦的激光束，并被照射几微秒。在此

期间，细胞会发出荧光，检测系统根据接收到的荧光波

长识别每个被标记的细胞，然后细胞被封装在带电的

气溶胶液滴中并被静电分选［27］。

为了避免气溶胶液滴的形成，许多研究小组使用

荧光标记物来识别微流体环境中的细胞，并通过各种

机制将它们分离，包括电动机制（例如电泳、介电泳和

电渗流）［28-30］、声泳机制（使用体声驻波、声表面驻波或

行波）［31-33］、光学操作［34-36］、机械系统［37-39］。

与传统的荧光流式细胞仪类似，微流体技术通常

会执行以下操作：细胞与激光束的相互作用、实时识

别、快速命令驱动的分选。这些优势使基于荧光标记

的方法成为细胞分选中最常见和最成熟的技术，是微

流体芯片细胞分选设备的可行选择。

2. 2. 3　成像流式细胞仪

成像流式细胞术（IFC）是一种同时结合了显微镜

图 2　玻璃器件中的多节点声聚焦［26］。（a）用矩形玻璃毛细管制

成的声学流通池示意图；（b）固定宽度毛细管的前三个压

力节点的位置（上为半波长，中为一个波长，下为一个半

波长）

Fig.  2　Multinode acoustic focusing in glass devices[26].  
(a) Schematic of acoustic flow cell made with a 
rectangular glass capillary; (b) location of first three 
pressure nodes of a fixed width capillary (top with width of 

λ/2, center with width of λ, bottom with width of 3λ/2)
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散射和侧向散射）并激发出荧光。首先，当细胞通过激

发光源时，激光束与细胞内物质（细胞核和细胞器等）

相互作用，会产生不同方向的散射光。小角度的前向

散射光（FSC）在激光束轴向上被光电二极管或光电倍

增管收集，其强度与细胞的相对大小有关。大角度的

侧向散射光（SSC）和荧光发射光在与激光束呈 90°的
地方被分别收集。此外，侧向散射光和荧光由多个二

向色镜（dichroic mirror）和滤光片（optical filter）引导至

特定的检测器，带通滤光片确定读取的光波长，以便检

测和测量每个单独通道的荧光信号［19］。值得注意的

是，二向色镜（短通或长通）是使波长较短或较长的光

通过并以一定角度反射剩余光的滤光片。例如：450
二向色长通滤光片（DLP）允许波长超过 450 nm 的光

通过，并以一定角度反射较短波长的光，然后将其发送

到另一个检测器；带通滤光片用来在小窗口范围内检

测特定波长的光，450/50 带通滤光片（BP）使波长为

450 nm±25 nm 范围内的荧光通过滤光片并由检测器

读取。

多激光系统通常在具有 20 个参数的仪器（FSC、

SSC 和 18 个荧光检测器）中很常见。有的仪器平台引

入了 5 个或更多激光器来测量 30~50 个参数，但这些

不太常见。传统流式细胞仪最常用的激光波段有

405 nm（紫色）、488 nm（蓝色）、532 nm（绿色）、552 nm
（绿色）、561 nm（绿黄色）、640 nm（红色）和 355 nm（紫

外线）。额外的激光波长可用于特殊的实验需求。此

外 ，还 有 一 些 仪 器 用 雪 崩 光 电 二 极 管（APD）代 替

PMT 用于荧光检测，目的是提高灵敏度。

2. 1. 3　电子系统

检测器（光电二极管和光电倍增管）将来自细胞的

光信号（光子）转换为脉冲电信号并进行放大。该脉冲

随后被数字化（ADC）、记录并由特定软件处理。光电

二极管一般用于高强度信号，而光电倍增管更适用于

低强度信号。低强度信号需要通过倍增电极在光电倍

增管中连续放大。

2. 2　荧光流式细胞仪的分类

传统的流式细胞仪利用鞘液将样品聚焦在探测

点，样品与激光产生相互作用，从而测量前向散射光、

侧向散射光和荧光。在此基础上，对传统的流式细胞

仪进行不同程度的改进，则可以满足特定的测量需求，

例如基于声聚焦的流式细胞仪、细胞分选仪、成像流式

细胞仪等。

2. 2. 1　基于声聚焦的流式细胞仪

声聚焦流式细胞仪利用超声波的能量将细胞聚焦

在流体中心从而进行光检测［20］。与传统的流式细胞仪

相比，这种方式不需要鞘液，从而减少消耗品的使用和

浪费，并同时大大提高了仪器的便携性［21-23］。此外，声

聚焦方法对开发廉价的小型化流式细胞仪，对从资源

贫乏地区的疾病诊断到分布式传感器网络的应用都很

重要，例如发展中国家的艾滋病监测和进展分析［24-25］。

值得注意的是，声聚焦技术可以突破传统流式细胞仪

对细胞尺寸大小探测的极限（<70 μm）。 Piyasena
等［26］开发了多节点声学聚焦流动池，如图 2 所示，可以

将粒子（小至红细胞，大至直径为 107 μm 的细胞）定位

到多达 37 个平行液流中。这种方法将对稀有细胞检

测的应用（例如循环肿瘤细胞）、大颗粒分析的应用和

高通量流式细胞仪的应用产生重大影响。

2. 2. 2　细胞分选仪

基于荧光标记的细胞分选仪根据荧光探针或染色

剂来识别细胞类型。在传统的荧光激活细胞分选仪

（FACS）中，如图 3 所示，带有荧光标记的细胞在层流

中排列以穿过聚焦的激光束，并被照射几微秒。在此

期间，细胞会发出荧光，检测系统根据接收到的荧光波

长识别每个被标记的细胞，然后细胞被封装在带电的

气溶胶液滴中并被静电分选［27］。

为了避免气溶胶液滴的形成，许多研究小组使用

荧光标记物来识别微流体环境中的细胞，并通过各种

机制将它们分离，包括电动机制（例如电泳、介电泳和

电渗流）［28-30］、声泳机制（使用体声驻波、声表面驻波或

行波）［31-33］、光学操作［34-36］、机械系统［37-39］。

与传统的荧光流式细胞仪类似，微流体技术通常

会执行以下操作：细胞与激光束的相互作用、实时识

别、快速命令驱动的分选。这些优势使基于荧光标记

的方法成为细胞分选中最常见和最成熟的技术，是微

流体芯片细胞分选设备的可行选择。

2. 2. 3　成像流式细胞仪

成像流式细胞术（IFC）是一种同时结合了显微镜

图 2　玻璃器件中的多节点声聚焦［26］。（a）用矩形玻璃毛细管制

成的声学流通池示意图；（b）固定宽度毛细管的前三个压

力节点的位置（上为半波长，中为一个波长，下为一个半

波长）

Fig.  2　Multinode acoustic focusing in glass devices[26].  
(a) Schematic of acoustic flow cell made with a 
rectangular glass capillary; (b) location of first three 
pressure nodes of a fixed width capillary (top with width of 

λ/2, center with width of λ, bottom with width of 3λ/2)



0400002-4

综 述 第  60 卷  第  4 期/2023 年  2 月/激光与光电子学进展

成像和流式细胞术优势的混合技术，用于对流动环境

中的细胞进行高通量成像［40］。当每个细胞流过激发光

源和检测器（例如 CCD）时，系统会捕获每个细胞的图

像数据来进行分析。这种方法极大地增强了收集到的

信息内容（包括细胞大小、形态及细胞内生化信号等），

但同时也伴随着一些技术挑战，包括需要获取高速移

动的单细胞的高分辨率（无模糊）图像、集成多种成像

模式（如荧光［41-42］、拉曼［43-44］、明场和暗场成像［45］）、在短

曝光时间内要实现较高的检测灵敏度等。

最近的研究表明，IFC 可以对单细胞、多细胞簇和

小聚集体中的分子［肽、蛋白质、蛋白质复合物、核酸

（DNA、RNA、miRNA）、糖脂、分子组合等］进行定位

和定量，并将它们的空间分布映射到细胞隔间［11］，最后

用深度学习等方法进行高通量数据分析，如图 4 所

示［46］。其中单细胞测量能够揭示隐藏在群体平均值中

的信息。例如，使用荧光分子作为标记物，IFC 可以分

析宿主 -病原体的相互作用，量化细胞内寄生虫，并具

有提供对宿主 -蛋白质相互作用的高通量分析和对寄

图 4　成像流式细胞术以高通量获取单细胞图像的流程［46］

Fig.  4　Flowchart of acquiring single cell images by imaging flow cytometry in high throughput[46]

图 3　荧光激活细胞分选仪示意图［27］

Fig.  3　Schematic of fluorescence-activated cell sorter[27]

生虫和微生物感染药物评估的潜力［47］。

IFC 在分析活细胞与死细胞和凋亡细胞［48］、黏附

的血小板/血小板碎片［49］或细胞外囊泡（EV）之间的联

系时非常有用。在这些情况下，使用传统的流式细胞

术并仅利用 FSC/SSC 参数作为鉴别标准可能会将阴

性染色细胞解释为阳性细胞。凋亡标记物［50］和/或
CD41a+的表达［51］显示了这一点。CD41a 是一种糖蛋

白（Ca ++依赖性异源二聚体），可作为血小板表面黏

附蛋白的受体并介导细胞与底物和细胞与细胞之间的

黏附。许多漂浮在血管中的癌细胞暂时被血小板包

裹，可能会逃避免疫监视［51-52］，而 IFC 是对它们进行分

析最有前途的方法。此外，IFC 在区分死亡细胞［53］和

活化细胞中的假阳性事件方面也非常有帮助。

如今，成像流式细胞术利用传统流式细胞术和荧

光显微镜的互补优势在实地细胞分析中取得了巨大的

进步［10，12，54］。细胞成像仪器的进步正在推动基于荧光

的细胞形态和细胞异质性分析的复兴。随着所提出的

问题变得越来越复杂并需要多模式和多色细胞分析，

定量在形态参数测量以及荧光和显色强度测量领域变

得非常重要。

2. 3　荧光流式细胞仪的应用

流式细胞术拥有丰富的技术，并且适用于多个研

究领域［55］。由于流式细胞术可同时鉴别单个细胞上的

多种抗原，而且能够在极短的时间内分析大量细胞，因

此它是医学免疫学研究、临床血液病诊断、治疗及细胞

周期研究的重要检测手段［15］。

2. 3. 1　免疫表型分析

免疫表型分析是流式细胞术最常见的应用［13］。它

能够利用流式细胞术同时分析混合细胞群的多个参

数［56］。免疫表型实验最简单的形式是针对细胞表面的

抗原用荧光染料偶联抗体对细胞进行染色。大多数这

些抗原被赋予“分化簇”编号（或 CD 编号），以便使用

通用命名法来定义针对特定细胞抗原的单克隆抗体。

例如：CD3 是“3 号分化簇”，用于定义存在于所有 T 细

胞上的 T 细胞共同受体；而大多数免疫细胞具有特定

的 CD 标记物，将它们定义为细胞群；还有 T 细胞标记

（CD3、CD4、CD8）、B 细胞标记（CD19、CD20）、单核细

胞标记（CD14、CD11b）、NK 细胞标记（CD56、CD161）
和活化细胞标记（CD25、CD40L、CD71、HLA-DR）［18］。

如今，“CD”不仅仅代表着白细胞表面抗原，还有

红细胞膜表面抗原、血小板表面抗原、髓系细胞表面抗

原、其他组织细胞表面或细胞内的抗原等，而流式细胞

术检测法可广泛应用于血液病研究中。例如，在白血

病 的 免 疫 分 型 中 ，流 式 细 胞 仪 利 用 单 克 隆 抗 体

（McAb）检 测 白 血 病 细 胞 的 细 胞 膜 和 细 胞 浆 抗 原

（CD），分析其表现型，以了解被测白血病细胞所属细

胞系列（如髓系、红系、淋巴系等白血病亚型）及其分化

程度。对白血病细胞抗原的分析研究有助于研究白血

病分型，从而为诊断、治疗和预后提供依据。

2. 3. 2　细胞周期分析

细胞周期分析包括用饱和量的 DNA 结合染料来

染色 DNA［57-59］。在大多数情况下，细胞用体积分数为

70% 的乙醇溶液固定，使细胞通透，然后用染料（PI、
7AAD、DAPI）染色。但是，有些染料可以进入活细胞

对 DNA 染色而不会对细胞造成伤害，例如 Hoescht 
33342［57］。在这种类型的分析中，以线性放大的低流速

采集样品，然后使用建模软件进行分析以确定细胞周

期阶段。

2. 3. 3　细胞凋亡分析

细胞凋亡或程序性细胞死亡是免疫学和其他研究

领域经常检查的一种现象［60］。它通过去除细胞而不触

发炎症反应（坏死）来维持免疫系统的稳态，这是免疫

反应后克隆扩增的 T 细胞、自我靶向 T 细胞、自身反应

性 B 细胞和免疫系统中的多个其他细胞的死亡机制。

流式细胞术利用与细胞凋亡相关的级联事件的多个目

标来检测细胞凋亡［61-63］。例如，质膜的易位通过膜联

蛋白 V 染色来识别，DNA 的核酸内切酶消化过程通过

TUNEL（TdTkj dUTP Nick End Labeling）来 检 测 ，

Caspase 的激活可以被抗体和染料测定，而线粒体凋亡

通过使用染料测量线粒体膜电位并用 Hoescht 33342
染色检测细胞核中的染色质凝聚来验证［18］。

2. 3. 4　细胞内细胞因子分析

细胞内细胞因子分析是通过用蛋白质转运抑制剂

（布雷菲尔德菌素 A 或莫能菌素）处理细胞 2~12 h 来

进行的，这样细胞产生的任何细胞因子都可以在细胞

内积聚，从而实现更好的检测。在此孵育过程中，可以

用各种抗原刺激细胞，例如来自疫苗的肽，以测量免疫

反应。在经过蛋白质转运抑制剂处理后，对细胞进行

活力标记和细胞表面标记染色，然后固定并透化，以使

用抗细胞因子抗体进行细胞内染色［18］。最后，通过流

式细胞术分析标记的细胞［64-66］。

2. 4　荧光流式细胞仪的标准化

由于流式细胞仪旨在测量血液或组织液中不同种

类细胞的物理和化学特性，因此，通过采用具有一些已

知特性的样品（例如标准微球）可以对流式细胞仪进行

表征或标准化。控制参数和特性可为一台仪器提供随

时间变化的一致结果，但除非仪器经过校准，否则不一

定允许对一台仪器的结果与其他仪器的结果进行定量

比较。性能表征结果提供了有关流式细胞仪分析能力

的详细定量信息，例如测量尺度的线性度、微弱荧光的

灵敏度、DNA 含量微小差异的分辨率或可以通过光散

射检测到颗粒尺寸最小的估计值等［17］。

标准化、控制和校准为仪器采集的数据提供了不

同程度的确定性。每个过程都旨在确保仪器的结果具

有预期目的所需的质量［67］。目的可能是个人研究实验

或 临 床 结 果 ，以 确 定 患 者 对 治 疗 反 应 的 纵 向 过

程［13，16，68］。每一台仪器需要在特定时间点标准化，随后

在质量控制条件下运行。这些过程将仪器保持在预定
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生虫和微生物感染药物评估的潜力［47］。

IFC 在分析活细胞与死细胞和凋亡细胞［48］、黏附

的血小板/血小板碎片［49］或细胞外囊泡（EV）之间的联

系时非常有用。在这些情况下，使用传统的流式细胞

术并仅利用 FSC/SSC 参数作为鉴别标准可能会将阴

性染色细胞解释为阳性细胞。凋亡标记物［50］和/或
CD41a+的表达［51］显示了这一点。CD41a 是一种糖蛋

白（Ca ++依赖性异源二聚体），可作为血小板表面黏

附蛋白的受体并介导细胞与底物和细胞与细胞之间的

黏附。许多漂浮在血管中的癌细胞暂时被血小板包

裹，可能会逃避免疫监视［51-52］，而 IFC 是对它们进行分

析最有前途的方法。此外，IFC 在区分死亡细胞［53］和

活化细胞中的假阳性事件方面也非常有帮助。

如今，成像流式细胞术利用传统流式细胞术和荧

光显微镜的互补优势在实地细胞分析中取得了巨大的

进步［10，12，54］。细胞成像仪器的进步正在推动基于荧光

的细胞形态和细胞异质性分析的复兴。随着所提出的

问题变得越来越复杂并需要多模式和多色细胞分析，

定量在形态参数测量以及荧光和显色强度测量领域变

得非常重要。

2. 3　荧光流式细胞仪的应用

流式细胞术拥有丰富的技术，并且适用于多个研

究领域［55］。由于流式细胞术可同时鉴别单个细胞上的

多种抗原，而且能够在极短的时间内分析大量细胞，因

此它是医学免疫学研究、临床血液病诊断、治疗及细胞

周期研究的重要检测手段［15］。

2. 3. 1　免疫表型分析

免疫表型分析是流式细胞术最常见的应用［13］。它

能够利用流式细胞术同时分析混合细胞群的多个参

数［56］。免疫表型实验最简单的形式是针对细胞表面的

抗原用荧光染料偶联抗体对细胞进行染色。大多数这

些抗原被赋予“分化簇”编号（或 CD 编号），以便使用

通用命名法来定义针对特定细胞抗原的单克隆抗体。

例如：CD3 是“3 号分化簇”，用于定义存在于所有 T 细

胞上的 T 细胞共同受体；而大多数免疫细胞具有特定

的 CD 标记物，将它们定义为细胞群；还有 T 细胞标记

（CD3、CD4、CD8）、B 细胞标记（CD19、CD20）、单核细

胞标记（CD14、CD11b）、NK 细胞标记（CD56、CD161）
和活化细胞标记（CD25、CD40L、CD71、HLA-DR）［18］。

如今，“CD”不仅仅代表着白细胞表面抗原，还有

红细胞膜表面抗原、血小板表面抗原、髓系细胞表面抗

原、其他组织细胞表面或细胞内的抗原等，而流式细胞

术检测法可广泛应用于血液病研究中。例如，在白血

病 的 免 疫 分 型 中 ，流 式 细 胞 仪 利 用 单 克 隆 抗 体

（McAb）检 测 白 血 病 细 胞 的 细 胞 膜 和 细 胞 浆 抗 原

（CD），分析其表现型，以了解被测白血病细胞所属细

胞系列（如髓系、红系、淋巴系等白血病亚型）及其分化

程度。对白血病细胞抗原的分析研究有助于研究白血

病分型，从而为诊断、治疗和预后提供依据。

2. 3. 2　细胞周期分析

细胞周期分析包括用饱和量的 DNA 结合染料来

染色 DNA［57-59］。在大多数情况下，细胞用体积分数为

70% 的乙醇溶液固定，使细胞通透，然后用染料（PI、
7AAD、DAPI）染色。但是，有些染料可以进入活细胞

对 DNA 染色而不会对细胞造成伤害，例如 Hoescht 
33342［57］。在这种类型的分析中，以线性放大的低流速

采集样品，然后使用建模软件进行分析以确定细胞周

期阶段。

2. 3. 3　细胞凋亡分析

细胞凋亡或程序性细胞死亡是免疫学和其他研究

领域经常检查的一种现象［60］。它通过去除细胞而不触

发炎症反应（坏死）来维持免疫系统的稳态，这是免疫

反应后克隆扩增的 T 细胞、自我靶向 T 细胞、自身反应

性 B 细胞和免疫系统中的多个其他细胞的死亡机制。

流式细胞术利用与细胞凋亡相关的级联事件的多个目

标来检测细胞凋亡［61-63］。例如，质膜的易位通过膜联

蛋白 V 染色来识别，DNA 的核酸内切酶消化过程通过

TUNEL（TdTkj dUTP Nick End Labeling）来 检 测 ，

Caspase 的激活可以被抗体和染料测定，而线粒体凋亡

通过使用染料测量线粒体膜电位并用 Hoescht 33342
染色检测细胞核中的染色质凝聚来验证［18］。

2. 3. 4　细胞内细胞因子分析

细胞内细胞因子分析是通过用蛋白质转运抑制剂

（布雷菲尔德菌素 A 或莫能菌素）处理细胞 2~12 h 来

进行的，这样细胞产生的任何细胞因子都可以在细胞

内积聚，从而实现更好的检测。在此孵育过程中，可以

用各种抗原刺激细胞，例如来自疫苗的肽，以测量免疫

反应。在经过蛋白质转运抑制剂处理后，对细胞进行

活力标记和细胞表面标记染色，然后固定并透化，以使

用抗细胞因子抗体进行细胞内染色［18］。最后，通过流

式细胞术分析标记的细胞［64-66］。

2. 4　荧光流式细胞仪的标准化

由于流式细胞仪旨在测量血液或组织液中不同种

类细胞的物理和化学特性，因此，通过采用具有一些已

知特性的样品（例如标准微球）可以对流式细胞仪进行

表征或标准化。控制参数和特性可为一台仪器提供随

时间变化的一致结果，但除非仪器经过校准，否则不一

定允许对一台仪器的结果与其他仪器的结果进行定量

比较。性能表征结果提供了有关流式细胞仪分析能力

的详细定量信息，例如测量尺度的线性度、微弱荧光的

灵敏度、DNA 含量微小差异的分辨率或可以通过光散

射检测到颗粒尺寸最小的估计值等［17］。

标准化、控制和校准为仪器采集的数据提供了不

同程度的确定性。每个过程都旨在确保仪器的结果具

有预期目的所需的质量［67］。目的可能是个人研究实验

或 临 床 结 果 ，以 确 定 患 者 对 治 疗 反 应 的 纵 向 过

程［13，16，68］。每一台仪器需要在特定时间点标准化，随后

在质量控制条件下运行。这些过程将仪器保持在预定
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范围内，并确保结果仅在特定范围内变化。如果在仪

器标准化时也对结果进行了校准，那么未来的实验结

果可以客观和定量地与校准结果或其他实验室的校准

结果进行比较。此外，在制定标准化时还应考虑结果

的定量。荧光流式细胞仪的大多数结果用“阳性百分

比”或“暗淡”或“明亮”等定性术语表示。这些术语是

相对的：在一个实验室中被认为是“阴性”、“暗淡”和

“明亮”的结果在另一个实验室中可能完全不同。应用

具有标准化考量的荧光流式细胞仪可以定量测量荧光

强度，为结果表达提供更客观的评估［17］。

3　荧光流式细胞仪的标准化技术发展

在流式细胞术中，将描述实验方法与结果的术语

与“标准”一词相结合使用是很常见的，例如“校准标

准”和“标准参量”，却很少有任何迹象表明谁制定了

“标准”，以何种权威或共识制定。每个实验室、不同实

验室之间、不同国家的科学研究组织之间都会有其相

应的规则和标准。为了能够在各个不同组织之间开展

学术交流，对疾病进行诊断与探讨，全球化环境下对公

共卫生进行有效管理和大数据信息共享，清晰地定义

一系列使用流式细胞仪的行业与计量标准供各个领域

的学者、医生和技术人员参考是非常必要的。这里总

结了目前国内外最具有代表性的标准化的计量方法及

其意义，并且梳理了标准化技术的研究发展。

3. 1　国际标准

美国国家标准技术研究所（NIST）发起的流式细

胞术标准联盟旨在加速定量流式细胞术在细胞和基因

疗法的生物制造中的推广与应用。该联盟将为流式细

胞术的应用制定标准化术语，并为仪器校准制定参考

材料。

精确和普遍接受的术语应该在流式细胞仪和其他

领域科学家之间有明确的定义，从而促进交流和理解。

下面列出的参量是目前国际上被认为是在应用荧光流

式细胞仪时权威且广泛接受和理解的标准术语。

准确度（Accuracy）：测量值与真实值或预期值的

一致程度。

精确度或可重复性（Precision or Reproducibility）：

同一事物重复测量彼此一致的程度。在流式细胞术

中，测量精度是通过多次测量具有非常均匀特征的颗

粒（生物或非生物）样品时获得的变异系数（CV）来估

计的［17］。

光散射灵敏度（Scatter Sensitivity）：可以在“无颗

粒”流体上方检测到小颗粒的程度。在实践中，前向散

射灵敏度通常受到激发光源引起的光学噪声的限制，

而侧向散射灵敏度通常受到鞘液中亚微米颗粒的

限制。

荧光灵敏度（Fluorescence Sensitivity）：在流式细

胞术中，荧光灵敏度的概念有两个不同的方面：阈值

（threshold）和分辨率（resolution）［17］。阈值与可以检测

到的最小光量有关。它衡量流式细胞仪测量染色较暗

的颗粒并将它们与无颗粒背景（阈值）区分开来的程

度。当测量微弱荧光群体的平均荧光时，阈值很重要。

分析的粒子数量越多，平均荧光的测量就越准确和精

确。分辨率与从混合物中未染色的细胞中分离出染色

较暗的细胞的能力有关，其对于细胞亚群的免疫荧光

分析很重要，并且受到暗淡和未染色颗粒的 CV 测量

值的强烈影响。分辨率结合了对暗淡和未染色粒子的

荧光分布宽度的测量，而不仅仅是平均荧光。两种流

式细胞仪可以具有相同的阈值，但在分辨染色较暗的

群体的能力方面可能存在显著差异。

检出限（Limit of Detection）：样品中可以检测到

但不能量化为精确值的最低分析物量。

对准粒子（Alignment Particle）：具有均匀大小、

荧光和光散射特性的粒子，用于检查流式细胞仪中激

发和发射光学器件的对准。校准粒子最好在所有检测

器通道中发出荧光，因为这样可以同时检查所有通道。

当来自粒子的信号具有最大强度和最小 CV 时，光学

器件的对准是最佳的。颗粒越均匀，就可以更好地检

测到与最佳光学对准的小偏差。最佳光学对准对于测

量 DNA 最为关键，因为细胞与细胞之间 DNA 含量的

固有差异非常低。

控制粒子或材料（Control Particle or Material）：

对稳定的材料（例如制造粒子样品）进行分析时给出的

可重复结果。用于设置流式细胞仪的颗粒即使没有分

配物理特性的测定值，也可用作对照。控制可用于监

控仪器的稳定性并确定其是否在校准范围内可接受

使用。

对照样品（Control Sample）：以与测试样品或未

知样品相同或几乎相同的方式制备的样品，应给出预

期的结果。例如，在免疫荧光分析中，阳性对照样品

可以使用已知细胞（特征在于对一组抗体具有反应

性）和与测试样品相同的抗体试剂。阴性对照样品可

以使用测试细胞，但不使用抗体试剂或使用不相关的

抗体试剂。此外，阳性对照样品可以包含一些用作内

部阴性细胞对照的阴性细胞，这也可以称为内部同种

型对照。

等 效 可 溶 性 荧 光 色 素 的 分 子（Molecules of 
Equivalent Soluble Fluorophore，MESF）和等效数量

的参考荧光团（Equivalent Reference Fluorophore，
ERF）：测量的颗粒荧光中来自荧光颗粒的信号等于来

自溶液中已知数量分子的信号。ERF 与 MESF 的不

同之处在于附着在颗粒上的荧光团和溶液中的荧光团

可能非常不同，并且可能具有非常不同的摩尔吸收率。

因此，MESF 是 ERF 的一个特例，即标记荧光团和溶

液中的荧光团是相同的。这是一种实用的方法，因为

已知浓度的粒子可以直接与荧光分光计中的荧光染料

溶液进行比较。NIST 开发了一种确定粒子 MESF 的

方法［69-70］，生产了标准荧光素溶液（标准参考材料

1932），还解决了使用 MESF 定量荧光时要考虑的实

际问题［71］。

抗体结合能力（Antibody Binding Capacity，ABC）：

在饱和染色条件下可以与细胞结合的特定类型抗体的

数量。研究人员还使用术语“ABC”来代表“每个细胞

结合的抗体”。该术语可能并不总是意味着需要饱和

染色，部分原因是同一细胞群上不同种类的抗体同时

染色引起的干扰。

线性响应（Linear Response）：使用微球或其他染

色颗粒（如包含聚集体的细胞核）可以方便地在有限的

线性范围内测量荧光强度的相对线性［72］。对样品的测

量应该给出直方图分布的平均通道，它是单个粒子的

平均通道的倍数。

目前，在一些商用的流式细胞仪中可以校准的参

量包括粒子直径或体积（或检出限）、每个粒子的荧光

染料（MESF 或 ERF）数量、抗体结合能力/每个细胞

结合的抗体（ABC）和粒子浓度（例如每微升粒子数）。

校准不需要每天进行，但必须在校准前每天对仪器进

行质量控制。只要测量值不超过应用程序确定的可接

受限值，使用控制材料监控测量值可确保仪器仍处于

校准状态。如果控制超出范围，则需要重新校准。如

果仪器被更换或维修过，通常建议重新校准。

值得注意的是，很多不受流式细胞仪控制的因素

会极大地影响结果。校准良好的仪器和仔细的质量控

制无法纠正那些未正确维护、制备和使用的样品和试

剂。如果数据分析有误，仪器产生的良好数据也不能

保证得到正确的结果。流式细胞仪的硬件只是系统中

必须正确工作才能获得良好结果的一部分。

3. 2　国内标准

基于医药行业标准 YY/T0588—2005《流式细胞

仪》［73］和计量技术法规 JJF 1665—2017《流式细胞仪校

准规范》［74］的内容，目前国内对基于荧光检测原理的分

析性流式细胞仪的性能评价方法主要包括测试仪器的

分辨率（散射光和荧光）、灵敏度（荧光和 FSC）、荧光

线性、检出限、仪器的准确性、可重复性和稳定性。这

些性能评估方法与国际上采用的一般标准化参量基本

一致，可以对流式细胞仪的性能进行可溯源的计量、比

较与评判。

此外，在评估流式细胞仪性能时，通常要确保说明

书上要求的正常仪器工作与环境条件（例如环境温度

变化不超过 5%），并且使用与流式细胞仪适配的试

剂、质控品以及标准微球［17，75］，并在实验之前按照制造

商的使用说明对流式细胞仪进行正确的校准与操作。

这里对国内使用的计量方法及其参数进行更详细的

描述。

3. 2. 1　分辨率

将适量多重荧光强度混合的标准微球（如 RCP-

30-2）稀释于体积为 1 mL 的磷酸盐缓冲液（PBS）中，

充分混匀后上机测试，获取 FSC 和各个荧光通道的

CV 值。对于分辨率的一般要求是：FSC 通道的 CV 小

于等于 2. 0%；FITC、PE 通道的 CV 小于等于 2. 0%；

其他荧光通道的 CV 小于等于 4. 0%。此外，在分析血

液样品时，从 FSC/SSC 图应能将外周血中的血小板

和红细胞、白细胞三群（淋巴细胞、单核细胞、粒细胞）

分开。

3. 2. 2　灵敏度

将适量多重荧光强度混合的标准微球（如 RCP-

30-5A）用体积为 1 mL 的鞘液充分混匀后上机测试，

获取各个峰的平均荧光强度，并根据标准微球说明上

各个峰的 MESF，用随试剂附带的标准软件计算荧光

灵敏度。技术要求一般是：绿色荧光的 FITC 不大于

200MESF；红色荧光的 PE 不大于 100MESF。另外，

在测量 FSC 检测灵敏度时，取直径为 1 μm 的无荧光

标准微球（如 3K1000）加入 1 mL 鞘液中，充分混匀后

上机测试，检查直方图上显示的峰值信号及其对应的

直径。一般要求 FSC 检测灵敏度应不大于 1 μm。

3. 2. 3　荧光线性

在装有 1 mL 鞘液的试管中加入适量多重荧光强

度混合的标准微球（如 RCP-30-5A），充分混匀后上机

检测，获取各个峰的平均荧光强度。对实验结果进行

直方图分析，根据标准微球说明书提供的各个峰

MESF 值，以 MESF（Y）和平均荧光强度（X）的线性回

归方程，计算线性相关系数（r），要求 r≥0. 98。
3. 2. 4　检出限

根据线性回归方程，计算无荧光标记的空白微球

的平均荧光强度值对应的 MESF，即为荧光检出限

（LOD）。

3. 2. 5　准确性和可重复性

流式细胞仪的准确性是检验仪器测量结果与预期

值一致的程度。可使用标准的表面标志物（如 CD3-

FITC/CD8-PE/CD45-PerCP/CD4-APC 四色试剂）对

StatusFlow® Flow Cytometry Control 质 控 品 进 行

CD3、CD4、CD8 标 记 ，重 复 5 次 可 测 定 CD3、CD4、
CD8 阳性百分比，分别计算平均值。要求测量结果在

质控品说明书给出的参考范围内。另外，对质控品进

行重复测量 20 次，并分别计算 CD3、CD4、CD8 阳性百

分比的 CV，可评估流式细胞仪的可重复性。要求 CV
小于等于 10%。

3. 2. 6　仪器稳定性

在周围环境温度变化不超过 5% 的条件下（如设

定温度±3 ℃）内，在装有 1 mL 鞘液的试管中加入适量

单色荧光微球标准物质，充分混匀后上机测试，得到标

准微球平均荧光强度（L1）。连续开机 8 h 后，在流式细

胞仪的相同设置条件下重复前述步骤，得到标准微球

平均荧光强度（L2）。计算得到荧光偏差百分比 B=
（L1－L2）×100%/L2。要求在 8 h 内得到的 FSC 及所

有荧光通道峰值平均荧光强度偏差不超过±10%。
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1932），还解决了使用 MESF 定量荧光时要考虑的实

际问题［71］。

抗体结合能力（Antibody Binding Capacity，ABC）：

在饱和染色条件下可以与细胞结合的特定类型抗体的

数量。研究人员还使用术语“ABC”来代表“每个细胞

结合的抗体”。该术语可能并不总是意味着需要饱和

染色，部分原因是同一细胞群上不同种类的抗体同时

染色引起的干扰。

线性响应（Linear Response）：使用微球或其他染

色颗粒（如包含聚集体的细胞核）可以方便地在有限的

线性范围内测量荧光强度的相对线性［72］。对样品的测

量应该给出直方图分布的平均通道，它是单个粒子的

平均通道的倍数。

目前，在一些商用的流式细胞仪中可以校准的参

量包括粒子直径或体积（或检出限）、每个粒子的荧光

染料（MESF 或 ERF）数量、抗体结合能力/每个细胞

结合的抗体（ABC）和粒子浓度（例如每微升粒子数）。

校准不需要每天进行，但必须在校准前每天对仪器进

行质量控制。只要测量值不超过应用程序确定的可接

受限值，使用控制材料监控测量值可确保仪器仍处于

校准状态。如果控制超出范围，则需要重新校准。如

果仪器被更换或维修过，通常建议重新校准。

值得注意的是，很多不受流式细胞仪控制的因素

会极大地影响结果。校准良好的仪器和仔细的质量控

制无法纠正那些未正确维护、制备和使用的样品和试

剂。如果数据分析有误，仪器产生的良好数据也不能

保证得到正确的结果。流式细胞仪的硬件只是系统中

必须正确工作才能获得良好结果的一部分。

3. 2　国内标准

基于医药行业标准 YY/T0588—2005《流式细胞

仪》［73］和计量技术法规 JJF 1665—2017《流式细胞仪校

准规范》［74］的内容，目前国内对基于荧光检测原理的分

析性流式细胞仪的性能评价方法主要包括测试仪器的

分辨率（散射光和荧光）、灵敏度（荧光和 FSC）、荧光

线性、检出限、仪器的准确性、可重复性和稳定性。这

些性能评估方法与国际上采用的一般标准化参量基本

一致，可以对流式细胞仪的性能进行可溯源的计量、比

较与评判。

此外，在评估流式细胞仪性能时，通常要确保说明

书上要求的正常仪器工作与环境条件（例如环境温度

变化不超过 5%），并且使用与流式细胞仪适配的试

剂、质控品以及标准微球［17，75］，并在实验之前按照制造

商的使用说明对流式细胞仪进行正确的校准与操作。

这里对国内使用的计量方法及其参数进行更详细的

描述。

3. 2. 1　分辨率

将适量多重荧光强度混合的标准微球（如 RCP-

30-2）稀释于体积为 1 mL 的磷酸盐缓冲液（PBS）中，

充分混匀后上机测试，获取 FSC 和各个荧光通道的

CV 值。对于分辨率的一般要求是：FSC 通道的 CV 小

于等于 2. 0%；FITC、PE 通道的 CV 小于等于 2. 0%；

其他荧光通道的 CV 小于等于 4. 0%。此外，在分析血

液样品时，从 FSC/SSC 图应能将外周血中的血小板

和红细胞、白细胞三群（淋巴细胞、单核细胞、粒细胞）

分开。

3. 2. 2　灵敏度

将适量多重荧光强度混合的标准微球（如 RCP-

30-5A）用体积为 1 mL 的鞘液充分混匀后上机测试，

获取各个峰的平均荧光强度，并根据标准微球说明上

各个峰的 MESF，用随试剂附带的标准软件计算荧光

灵敏度。技术要求一般是：绿色荧光的 FITC 不大于

200MESF；红色荧光的 PE 不大于 100MESF。另外，

在测量 FSC 检测灵敏度时，取直径为 1 μm 的无荧光

标准微球（如 3K1000）加入 1 mL 鞘液中，充分混匀后

上机测试，检查直方图上显示的峰值信号及其对应的

直径。一般要求 FSC 检测灵敏度应不大于 1 μm。

3. 2. 3　荧光线性

在装有 1 mL 鞘液的试管中加入适量多重荧光强

度混合的标准微球（如 RCP-30-5A），充分混匀后上机

检测，获取各个峰的平均荧光强度。对实验结果进行

直方图分析，根据标准微球说明书提供的各个峰

MESF 值，以 MESF（Y）和平均荧光强度（X）的线性回

归方程，计算线性相关系数（r），要求 r≥0. 98。
3. 2. 4　检出限

根据线性回归方程，计算无荧光标记的空白微球

的平均荧光强度值对应的 MESF，即为荧光检出限

（LOD）。

3. 2. 5　准确性和可重复性

流式细胞仪的准确性是检验仪器测量结果与预期

值一致的程度。可使用标准的表面标志物（如 CD3-

FITC/CD8-PE/CD45-PerCP/CD4-APC 四色试剂）对

StatusFlow® Flow Cytometry Control 质 控 品 进 行

CD3、CD4、CD8 标 记 ，重 复 5 次 可 测 定 CD3、CD4、
CD8 阳性百分比，分别计算平均值。要求测量结果在

质控品说明书给出的参考范围内。另外，对质控品进

行重复测量 20 次，并分别计算 CD3、CD4、CD8 阳性百

分比的 CV，可评估流式细胞仪的可重复性。要求 CV
小于等于 10%。

3. 2. 6　仪器稳定性

在周围环境温度变化不超过 5% 的条件下（如设

定温度±3 ℃）内，在装有 1 mL 鞘液的试管中加入适量

单色荧光微球标准物质，充分混匀后上机测试，得到标

准微球平均荧光强度（L1）。连续开机 8 h 后，在流式细

胞仪的相同设置条件下重复前述步骤，得到标准微球

平均荧光强度（L2）。计算得到荧光偏差百分比 B=
（L1－L2）×100%/L2。要求在 8 h 内得到的 FSC 及所

有荧光通道峰值平均荧光强度偏差不超过±10%。
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3. 3　标准化技术的研究发展

目前，健康的人体免疫系统所包含的异质性以及

预示各种疾病的免疫学变化仅被部分记录和报道，而

它们的全面阐明被称为“人类免疫学项目”［76］。对于人

类免疫系统产生变化的准确测量，需要通过精确和标

准化的分析来区分真正的生物学变化和人为技术因素

导致的差异。因此，为了使“人类免疫学项目”取得成

功，研究人员利用需要标准化的荧光流式细胞术对健

康和有疾病的人群进行免疫表型分析。

利用细胞表面标记物，对特定免疫细胞亚群的定

义在不断发展，特别是对于当前被集中研究的细胞类

型。这些类型包括调节性 T（Treg）细胞、分泌白细胞

介素 17（IL-17）的辅助性 T（TH17）细胞、树突状细胞

（DC）、自然杀伤细胞（NK）。然而，即使是具有良好表

征的细胞亚群，例如幼稚和记忆 T 细胞，在各种研究中

根据不同的生物标记组合也会有不同的定义。由于它

们引入了未知量的异质性，研究之间的比较变得困难。

在认识到免疫表型标准化的必要性之后，美国国

立 卫 生 研 究 院（NIH）和 临 床 免 疫 学 学 会 联 合 会

（FOCIS）于 2009 年成立了一个实验室联盟。2010 年，

该联盟召集了一个国际实验室小组，成员来自 FOCIS
卓越中心（FCEs）、人类免疫表型分析联盟（HIPC）以

及流式细胞术领域内主要的学术和工业领导者。来自

这些小组的大约 50 名参与者在 2011 年 1 月在 NIH 召

开的名为 Flow Immunophenotyping Technical Meeting
的研讨会上提出了一套用于 B、T 和 NK 细胞、单核细

胞 和 DC 表 型 分 析 的 所 需 标 准 标 志 物 。 2012 年 ，

Maecker 等［76］深入讨论了免疫学界如何就这些标志

物和定义达成共识的内容，从而形成用于人类免疫监

测的标准化免疫表型分型小组。例如，基于当前全球

艾滋病毒传染的巨大负担，HIPC 提出的 8 色抗体混

合免疫表型方法使大型流式细胞仪制造厂商纷纷响

应并提出系统级的解决方案，对 CD4+T 细胞的计数

实现标准化，以实现小于 10% 的实验室间变异系

数［77］。值得注意的是，为了实现标准化检测的最大化

收益，需要集中收集并挖掘数据［78］。通过这种方式，

可以跨越年龄、性别和种族等变量来确定目前鲜为人

知的细胞亚群和功能的正常范围。结果将是更快速

地发现有助于免疫相关疾病的诊断、预后和治疗监测

的生物标志物。

此外，欧盟支持的 EuroFlow 联盟旨在通过引入 8
色流式细胞仪和完全标准化的实验室程序和抗体面

板，实现对免疫表型诊断和分类的创新和标准化，以便

在不同实验室之间实现最大程度的可比性［79］。例如，

他们采用了与目标平均荧光强度值（MFI）偏差最高

15% 的验收标准，以便在日常监测期间对仪器进行校

准和设置。开发用于样品制备的 EuroFlow 标准操作

流程（SOP）能够提供标准的稳健可靠的数据，结合用

于 定 义 仪 器 设 置 和 荧 光 补 偿 的 标 准 化 EuroFlow 

SOP，它允许为单个仪器、同一实验室内的不同仪器、

不同实验室之间的不同仪器生成高度可比和可重复的

数据。总体看来，EuroFlow 中心 6 年的广泛合作实验

和对数百名患者样本的分析为血液系统恶性肿瘤的完

全标准化诊断和分类提供了创新的方案、软件工具和

抗体面板。

尽管流式细胞术广泛用于细胞分析，包括大型

（>20 μm）神 经 元 和 肺 泡 巨 噬 细 胞 、淋 巴 细 胞

（~10 μm）和 血 小 板（2~3 μm），其 在 细 胞 外 囊 泡

（EVs）和其他亚微米颗粒（MPs）分析中的应用仍存在

许多挑战并产生了许多有争议的结果，部分原因是仪

器检测的局限性，以及在如何解释数据方面缺乏可靠

的方法［80］。Cointe 等［81］首次验证了基于微珠的散射光

信号在不同流式细胞仪平台上标准化 MP 计数的新策

略。使用分辨率和背景噪声（BNR）水平作为仪器鉴

定标准，这项标准化策略被证明与 85%（44/52）参与

调研的仪器兼容。除了散射光信号，也有其他研究组

将荧光作为首选阈值［82-83］。Nolan 等［84］梳理了利用流

式细胞仪检测血小板囊泡的方法，深入探讨了仪器间

变异系数（inter-instrument CVs）、荧光检出限（LOD）、

平均等效可溶性荧光团（MESF）等标准化参数的应用

场景与意义。目前，国际细胞外囊泡学会、国际细胞学

促进学会、国际血栓形成和止血学会正在领导一个

EV 流式细胞术工作组，用来标准化 EV 分析的荧光校

准和数据报告。这种标准化将加速对新的高灵敏度仪

器的适应和验证，用于分析生物流体中的 EV，包括血

浆中的血小板 EV。

与国际组织相比，国内目前对荧光流式细胞仪的

标准化研究还处于起步阶段。由于流式细胞仪绝大部

分应用于医院和研究组织的检验医学专业领域中，关

于流式细胞仪标准化研究的报告相对分散，各组织的

研究人员基于不同的实验研究目的所报告的标准化参

数也各有差异。

总的来说，国内应用流式细胞仪所报告的研究结

果以准确度［85］、精确度（或可重复性）［86-87］、平均荧光强

度［88-89］、检出限［90］等标准化参数为主。绝大部分的流

式细胞仪来自美国 BD 公司和 Beckman Coulter公司两

大制造商，实验研究所使用的标准物质、试剂盒以及软

件工具等均由生产流式细胞仪的厂商提供，分析数据

的软件均使用 SPSS 的不同版本。陈淑英等［91］参照美

国临床实验室标准化协会（CLSI）系列文件和相关参

考资料所提供的方案，利用 BD FACS Canto II 流式细

胞仪对科室常用的流式检测项目（外周血淋巴细胞亚

群：CD3+T 细胞、CD3+CD4+T 细胞、CD3+CD8+
T 细胞、B 细胞和 NK 细胞）的精密度、准确度、线性范

围和参考区间进行验证，并对其结果与生产商声明的

性能指标进行比较。结果显示各项评估指标均与生产

商所示的性能参数相符。除了对各项标准化参数进行

计量与溯源外，研究精确的组合门技术对急性白血病

等 疾 病 的 免 疫 表 型 分 析 也 具 有 重 大 的 临 床 应 用

价值［92］。

国内外这些研究的共同特点是通过研究制订基于

流式细胞术的细胞免疫表型分析标准，进一步推动流

式细胞术的标准化。我国在临床流式细胞分析领域的

标准化研究基础较为薄弱，需要参考国外的研究报告

制订淋巴细胞亚群检测的标准化分析方法和操作程

序，并加强对实验室人员在质量控制方面的培训，促进

我国淋巴细胞亚群检测技术和荧光流式细胞仪操作程

序的标准化。

3. 4　讨论

尽管国内外均提出了一些可供参考的标准化计量

方法来表征和评估流式细胞仪的性能［17，73-74，93］，但至今

为止还没有制定出一整套完整可溯源的可供国内外各

个相关领域人员使用的标准方法。对于科研领域而

言，一般的实验室仅仅需要考察特定的几个参量或评

估指标（如分辨率、荧光灵敏度、测量结果的可重复

性）［13，16，68，94-95］，因此对于花费巨资购买一整套流式细胞

仪设备并重新培训操作人员的高额成本，会谨慎考虑，

这些实验室一般会借用其他研究组织或公司的设备进

行单次的批量测试，以节约经济和时间成本。对于医

学领域而言，尤其是医院的检验科和医学院里专门从

事流式细胞分析的人员，仅仅考察几个参量是不够的。

由于流式细胞仪的检测结果基本用于疾病检测、治疗

和预后［15，49-50，68，96-98］，除了本文中总结的几个主要标准

参量外，还要考虑其他很多因素。例如：仪器的携带污

染率会错误地引起连续实验结果分析物浓度的增加，

一般要求不大于 1%；倍体（ploity）的线性可用来分析

生物体细胞中遗传物质（如 DNA）的含量［73，93］。此外，

目前与流式细胞分析相关的学术论文中很少会详细

提到对仪器标准化的记录与报告，因此研究人员与

制造和使用流式细胞仪的组织还需要提高对标准和使

用规范的意识，从而加速流式细胞仪标准化的研究

进展。

荧光流式细胞仪的生产制造与研究是密不可分

的。因此，商业化流式细胞仪的制造厂商需要深度了

解其产品的应用领域、研究人员的研究方向和目的、操

作人员所需掌握的知识与技能。同时，荧光流式细胞

仪的使用人员需要了解不同产品的各项性能指标。李

臣宾等［99］对 2011—2013 年的全国室间质评数据与同

期美国 Wadsworth Center 质评数据进行比较，调查了

临床实验室淋巴细胞亚群的检测现状。结果显示我国

质评计划中相对计数的变异系数（3. 0%~9. 8%）略高

于美国（2. 0%~10. 0%），而绝对计数的变异系数差距

更明显。因此，进一步制订相关标准并实施标准化是

非常必要的。此次参加全国质评的实验室主要使用美

国 BD 公司、Beckman Coulter 公司和德国 Partec 公司

3 个品牌的流式细胞仪，共计 11 种型号。其中 BD 公

司 的 FACS Calibur 和 FACS Canto 各 占 47. 1% 和

l2. 1%，Beckman Coulter 公司的 EPIC XL 和 Cytomics 
FC500C 各占 22. 4% 和 12. 6%，上述 4 种型号仪器占

所有仪器的 94. 2%。通过报告的文献资料可以看出，

商业化的流式细胞仪普遍要求用标准微粒得出的实验

结果满足荧光信号强度变异系数小于 2. 0%、能够分

辨的粒子直径小于 1 μm、携带污染率小于 0. 5% 等条

件，来达到大部分实验室的基本预期。

碧迪公司在上一代流式细胞仪 FACS Calibur 和
FACS Aria 的基础上通过进一步改进研发出新一代产

品 FACS Canto II。改进后的自动式样本抽吸装备极

大地降低了交叉污染率，创新性的光路设计提高了对

光信号的捕获能力，超快的检测速度为工作者节省了

宝贵的时间，适用于临床诊断和治疗［91］。除了开发新

的激光器［100］和提高仪器校准和标准化能力外，生产小

型、价格合理且易于使用的流式细胞仪的趋势已经出

现［101-102］。我国目前有迈瑞医疗研发生产的 BriCyte E6
流式细胞仪［103］。与 BD FACS Canto II 相比，BriCyte 
E6 的仪器分辨率 CV、携带污染率和仪器开机 8 h 稳定

性这 3 项性能指标较为出色。而 BD FACS Canto II的
荧光检出限、荧光线性和 FSC 灵敏度检出限这 3 项性

能指标更为出色。在 FSC、SSC 分辨率和倍体分析线

性 方 面 ，BriCyte E6、BD FACS Canto II、Beckman 
Coulter Navios 均符合行业标准［90］。

随着流式细胞术在未来不断地向前发展，所涉及

的应用领域会逐步扩大。因此，流式细胞仪稳定良好

的性能是必需的基础，研究人员应更进一步将关注点

集中在仪器的状态以及不同仪器所产生实验数据的可

比性等方面，探索更完善的标准化实验室仪器评价

方案。

4　结束语

自 20 世纪 80 年代以来，流式细胞术得到了迅速的

发展。它从一个只有 Fulwyler 等［104］几名专家发展和

使用的技术平台转变为一个通用的实验室工具和临床

诊 断 系 统［55］。 其 中 ，荧 光 流 式 细 胞 术 对 准 确 测 量

CD4+细胞计数至关重要，以确保患者能接受适当的

抗逆转录病毒治疗，以进行 HIV/AIDS 监测［105-107］。另

外，使用荧光流式细胞术对化疗后患者造血免疫系统

重建的 CD34+细胞数量进行计数已成为临床实践的

金标准［108］。多参量流式细胞术检测（≥12 个荧光参

数）通常用于临床疾病诊断和治疗，这在恶性血液肿瘤

的临床流式细胞术分析中广泛应用［109］。所有这些应

用本质上都需要在不同的地点和时间使用不同的流式

细胞仪平台得出可比较和可重复的结果。实验结果的

一致性只能通过采用多种控制条件来实现，例如，用于

仪器标准化和校准的颗粒以及测试过程中的生物细胞

参考材料［17］。如果不正确使用这些控制条件，流式细

胞仪为人类健康和医疗带来丰富信息的价值将无法实

现，更不会进一步将其推广到新的生物和临床应用中。
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等 疾 病 的 免 疫 表 型 分 析 也 具 有 重 大 的 临 床 应 用

价值［92］。

国内外这些研究的共同特点是通过研究制订基于

流式细胞术的细胞免疫表型分析标准，进一步推动流

式细胞术的标准化。我国在临床流式细胞分析领域的

标准化研究基础较为薄弱，需要参考国外的研究报告

制订淋巴细胞亚群检测的标准化分析方法和操作程

序，并加强对实验室人员在质量控制方面的培训，促进

我国淋巴细胞亚群检测技术和荧光流式细胞仪操作程

序的标准化。

3. 4　讨论

尽管国内外均提出了一些可供参考的标准化计量

方法来表征和评估流式细胞仪的性能［17，73-74，93］，但至今

为止还没有制定出一整套完整可溯源的可供国内外各

个相关领域人员使用的标准方法。对于科研领域而

言，一般的实验室仅仅需要考察特定的几个参量或评

估指标（如分辨率、荧光灵敏度、测量结果的可重复

性）［13，16，68，94-95］，因此对于花费巨资购买一整套流式细胞

仪设备并重新培训操作人员的高额成本，会谨慎考虑，

这些实验室一般会借用其他研究组织或公司的设备进

行单次的批量测试，以节约经济和时间成本。对于医

学领域而言，尤其是医院的检验科和医学院里专门从

事流式细胞分析的人员，仅仅考察几个参量是不够的。

由于流式细胞仪的检测结果基本用于疾病检测、治疗

和预后［15，49-50，68，96-98］，除了本文中总结的几个主要标准

参量外，还要考虑其他很多因素。例如：仪器的携带污

染率会错误地引起连续实验结果分析物浓度的增加，

一般要求不大于 1%；倍体（ploity）的线性可用来分析

生物体细胞中遗传物质（如 DNA）的含量［73，93］。此外，

目前与流式细胞分析相关的学术论文中很少会详细

提到对仪器标准化的记录与报告，因此研究人员与

制造和使用流式细胞仪的组织还需要提高对标准和使

用规范的意识，从而加速流式细胞仪标准化的研究

进展。

荧光流式细胞仪的生产制造与研究是密不可分

的。因此，商业化流式细胞仪的制造厂商需要深度了

解其产品的应用领域、研究人员的研究方向和目的、操

作人员所需掌握的知识与技能。同时，荧光流式细胞

仪的使用人员需要了解不同产品的各项性能指标。李

臣宾等［99］对 2011—2013 年的全国室间质评数据与同

期美国 Wadsworth Center 质评数据进行比较，调查了

临床实验室淋巴细胞亚群的检测现状。结果显示我国

质评计划中相对计数的变异系数（3. 0%~9. 8%）略高

于美国（2. 0%~10. 0%），而绝对计数的变异系数差距

更明显。因此，进一步制订相关标准并实施标准化是

非常必要的。此次参加全国质评的实验室主要使用美

国 BD 公司、Beckman Coulter 公司和德国 Partec 公司

3 个品牌的流式细胞仪，共计 11 种型号。其中 BD 公

司 的 FACS Calibur 和 FACS Canto 各 占 47. 1% 和

l2. 1%，Beckman Coulter 公司的 EPIC XL 和 Cytomics 
FC500C 各占 22. 4% 和 12. 6%，上述 4 种型号仪器占

所有仪器的 94. 2%。通过报告的文献资料可以看出，

商业化的流式细胞仪普遍要求用标准微粒得出的实验

结果满足荧光信号强度变异系数小于 2. 0%、能够分

辨的粒子直径小于 1 μm、携带污染率小于 0. 5% 等条

件，来达到大部分实验室的基本预期。

碧迪公司在上一代流式细胞仪 FACS Calibur 和
FACS Aria 的基础上通过进一步改进研发出新一代产

品 FACS Canto II。改进后的自动式样本抽吸装备极

大地降低了交叉污染率，创新性的光路设计提高了对

光信号的捕获能力，超快的检测速度为工作者节省了

宝贵的时间，适用于临床诊断和治疗［91］。除了开发新

的激光器［100］和提高仪器校准和标准化能力外，生产小

型、价格合理且易于使用的流式细胞仪的趋势已经出

现［101-102］。我国目前有迈瑞医疗研发生产的 BriCyte E6
流式细胞仪［103］。与 BD FACS Canto II 相比，BriCyte 
E6 的仪器分辨率 CV、携带污染率和仪器开机 8 h 稳定

性这 3 项性能指标较为出色。而 BD FACS Canto II的
荧光检出限、荧光线性和 FSC 灵敏度检出限这 3 项性

能指标更为出色。在 FSC、SSC 分辨率和倍体分析线

性 方 面 ，BriCyte E6、BD FACS Canto II、Beckman 
Coulter Navios 均符合行业标准［90］。

随着流式细胞术在未来不断地向前发展，所涉及

的应用领域会逐步扩大。因此，流式细胞仪稳定良好

的性能是必需的基础，研究人员应更进一步将关注点

集中在仪器的状态以及不同仪器所产生实验数据的可

比性等方面，探索更完善的标准化实验室仪器评价

方案。

4　结束语

自 20 世纪 80 年代以来，流式细胞术得到了迅速的

发展。它从一个只有 Fulwyler 等［104］几名专家发展和

使用的技术平台转变为一个通用的实验室工具和临床

诊 断 系 统［55］。 其 中 ，荧 光 流 式 细 胞 术 对 准 确 测 量

CD4+细胞计数至关重要，以确保患者能接受适当的

抗逆转录病毒治疗，以进行 HIV/AIDS 监测［105-107］。另

外，使用荧光流式细胞术对化疗后患者造血免疫系统

重建的 CD34+细胞数量进行计数已成为临床实践的

金标准［108］。多参量流式细胞术检测（≥12 个荧光参

数）通常用于临床疾病诊断和治疗，这在恶性血液肿瘤

的临床流式细胞术分析中广泛应用［109］。所有这些应

用本质上都需要在不同的地点和时间使用不同的流式

细胞仪平台得出可比较和可重复的结果。实验结果的

一致性只能通过采用多种控制条件来实现，例如，用于

仪器标准化和校准的颗粒以及测试过程中的生物细胞

参考材料［17］。如果不正确使用这些控制条件，流式细

胞仪为人类健康和医疗带来丰富信息的价值将无法实

现，更不会进一步将其推广到新的生物和临床应用中。
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可以说，在未来以大数据为依托的精准医疗发展进程

中，将基于荧光检测以及其他类型流式细胞仪测试的

流程及计量方法逐步标准化是非常迫切的。
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