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!摘要"

!

目的"用第三代流式细胞分选仪比较不同直径喷嘴分选的单细胞的得率及细胞活性!进一步完善单细胞微孔板

分选的参数设置及条件优化&方法"用
JK4PK.+*

)

流式细胞分选仪及
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孔板对
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D

+

细胞'
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细胞

系进行单细胞分选!分别采用
N"

$

)

'

#""

$
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和
#2"
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)

喷嘴分选!比较分选后单细胞得率及克隆形成率&结果"在单细胞分

选模式下!用
2

种不同直径喷嘴及
>$

孔板分选后的单细胞得率为
&$'CCT

"

>2'==T

!即
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孔(
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孔'
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N&

孔&结论"进行单细胞微孔板分选时!在精确调节及优化实验参数的前提下!为了保证单细胞的活性!应优先选择
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喷嘴&
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!!

随着分选型流式细胞仪功能的不断完善!其在

单细胞分选相关研究中的应用越来越广泛!尤其广

泛应用于细胞个体差异研究'单细胞基因测序'转

录组学研究)

#

*

!以及代谢物转运途径'肿瘤细胞免疫

应答机制'富集异质性微生物群落研究等方面)

!%C

*

&

第
2

代 分 选 型 流 式 细 胞 仪
JK4PK.+*

)

是

JK4PK.+*

系列最新型的高端分选系统之一!其光

学系统具有更高的灵敏度和检测分辨率!液流系统

较前两代更加稳定!且有更好的数据获取和分析功

能!这些特点有利于提高分选效率&此外!分选前

流式细胞仪参数'喷嘴尺寸的选择对于保证高分选

效率和高分选纯度亦很重要!但这需要丰富的经验

和一定的技巧!且目前相关报道很少&本研究旨在

探讨应用
JK4PK.+*

)

及
>$

孔板进行单细胞分选

时的主要参数调节及不同直径喷嘴对细胞纯度和

活性的影响!为单细胞分选相关研究提供技术支持&

A

!

材料与方法

#'#

!

仪器与试剂
!

JK4PK.+*

)

分选型流式细胞

仪!自动细胞定位分选装置 #

K4@X

$及
K4@X

制

冷循环装置'质控微球#货号"

$=!=#!

$'分选荧光校

准微球#货号"

2=C!=>

$'

JK4PJ,3]

鞘液
!"\

#货

号"

2=!""2

$均购自美国
L@

公司(

IS̀ B%#$="

培养

液'

@̀ (̀

培养液'胎牛血清#

JLP

$和胰酶均购自

美国
[+H/3

公司&

#'!

!

方
!

法

#'!'#

!

细胞培养与样本制备
!

人
L0.̂+::s5

淋巴瘤

I*

D

+

细胞'人肺腺癌细胞
KC=>

'鸡淋巴瘤
@<="

采用

含
#"TJLP

的
IS̀ B%#$="

培养液培养!小鼠单核巨

噬白血病细胞
IKd!$='N

用含
#"TJLP

的
@̀ (̀

培养液培养&所有细胞均置于含
CT4A

!

'

2Nm

'饱

和湿度的细胞培养箱内培养&分选前将对数生长期

的
KC=>

和
IKd!$='N

细胞用胰酶消化!制备成单细

胞悬液(将
I*

D

+

和
@<="

细胞重悬!

2""p

4

离心

C)+7

!再次制备成单细胞悬液&细胞均重悬于无菌

磷酸盐缓冲液#

SLP

$中#

#p#"

$个%
)\

$!用
=""

目滤

网过滤!置于冰上&整个操作过程在超净台中完成&

#'!'!

!

流式细胞仪常规校准
!

打开
JK4PK.+*

)

仪器总开关及电脑的
@+O*

软件!联机后执行开机程

序&首先安装
N"

$

)

喷嘴 #

73??,-

!应用前经超声洗

涤
#)+7

$!从
@+O*

软件菜单
P3.:P-:0

6

中选择对

应的喷嘴尺寸!

/

1

:3)-:-.

菜单中选择相应配置

#

437F+

9

0.*:+37

$!打开主液流窗口 #

P:.-*)

$!待液

流稳定后!调节液滴的频率 #

J.-

G

$和振幅

#

K)

6

,

$!使液流断点位于窗口的
#

%

2

"

!

%

2

处'液滴

断裂间隔数值 #

[*

6

$趋于恒定&然后进入仪器质

控
4Pj<

程序!根据流程提示!上样
4Pj<

质控微

球!仪器自动质检通过表明仪器整体状态稳定!可

开始单细胞分选&

N"

$

)

喷嘴单细胞分选完毕后更

换成
#""

$

)

及
#2"

$

)

喷嘴!每更换
#

次喷嘴须重

新按照上述步骤调节仪器&

#'!'2

!

分选偏转液流调节
!

进行微孔板分选时!需

要于分选槽下方插入液滴防溅板!用
NCT

乙醇擦拭

电极偏转板!使其保持清洁'干燥&调好主液流后!点

中侧液流窗口的电压 #

U3,:*

9

-

$图标!使液流带电!

激活测试分选#

<-5:P3.:

$图标!通过微调振幅和第
!

滴 断点#

@.3

6

!

$使
=

路偏转的液流分束清楚且各自

集中&打开
d*5:-@.*]-.

图标!肉眼观察带电液流

偏转情况!通过移动下方的滑动条使左侧带电偏转的

两束液流#

\-F:

和
J*.\-F:

$重合通过防溅孔中心#下

方滑动条的数字一致代表两束液流重合$!再关闭右

侧偏转的两束液流!调节完毕后关闭
d*5:-@.*]-.

&

在主液流窗口输入第
#

滴断点#

@.3

6

#

$和
[*

6

的实

际数值后!选中同窗口的
P]--:P

6

3:

图标后!

JK4PK.+*

)

自动调节液滴振幅使
@.3

6

#

位置保持恒

定!断点位置波动在
#

"

#"

属于可接受范围&

#'!'=

!

液滴延迟调节
!

根据试剂说明书用
SLP

配

制分选荧光校准微球!用于分选时液滴延迟的调

节&先建立调节液滴延迟的实验文件!创建新的样

品管及工作模板!在工作界面建立散点图 #

JP4

比

PP4

$和柱状图 #

JP4;+5:3

9

.*)

$!设
B7:-.O*,

门为

S#

!包括整个柱状图!固定
JP4

阈值为
C"""

&创建

分选窗口#

P3.:\*

1

30:

$!在设备 #

@-O+/-

$窗口中选

择
!

管#

<0H-

$!在分选指标#

<*.

9

-:-O-7:5

$选项中

选连续分选#

/37:+70305

$!分选左路添加
S#

门&上

样稀 释 好 的 荧 光 校 准 微 球!调 节 流 速 为

#"""

"

#C""

个%
5

!打开
K0:3@-,*

1

软件仪器以自

动调节液滴延迟并保存数值&

#'!'C

!

分选前
>$

孔板精确定位
!

提前打开

K4@X

制冷循环装置!温度设为
=m

!预冷&将
>$

孔板置于
K4@X

上!使
K#

孔位于左前方&软件菜

单依次选择分选 #

P3.:

$'主页设置#

E3)-@-O+/-

$!

出现设备安装#

@-O+/-P-:0

6

$界面 #图
#

$!选择
>$

孔板!点击显示主页#

[3:3E3)-

$!

>$

孔板自动移

动到默认分选开始位置!再点开该界面的测试液滴

图标!系统自动加电!左边产生一束偏转液流通过

#,+

!
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防溅孔中心落入
>$

孔板的板盖上&如果液流没有

落在
K#

孔中心位置!可点击界面中的双箭头和单

箭头对孔板位置进行粗调和微调&调好后!点击固

定主页 #

P-:E3)-

$!保存即可&为了分选的精确

定位!还需要预分选细胞到孔板盖上!观察液滴位

置&取
C""

$

\

准备好的样本于流式管中!上样!建

立散点图 #

JP4

比
PP4

$!并设好
S#

门!在
P3.:

\*

1

30:

的
@-O+/-

菜单中选
>$

孔板 #

>$%d-,,

S,*:-

$!精度 #

S.-/+5+37

$菜单中选单细胞 #

P+7

9

,-

4-,,

$!分选
K

"

4

前三横排!每排分
S#

门的
#"

个

细胞!点击
P3.:

!开始分选&分好后!取出
>$

孔板!

观察盖子上小液滴是否位于每个孔的中心!如果有

偏移还应进入
@-O+/-P-:0

6

界面进行微调&

图
A

!

$&D]

精确定位界面

#'!'$

!

>$

孔板单细胞分选
!

提前打开上样仓
=m

预冷!取下
>$

孔板的盖子!

>$

孔板每孔预先加入

#""

$

\

培养液&新建实验文件!建立散点图 #

JP4

比
PP4

$!设
S#

门选定
KC=>

或
I*

D

+

细胞(对于

I*]!$='N

细胞和
@<="

细胞!再设
S!

门选定
[JS

阳性细胞&分别加入用
2""

目无菌尼龙筛网过滤后

的不同种类的细胞!在
P3.:\*

1

30:

依次设每孔分

选
S#

或
S!

门内的
#

个细胞!开始分选!每种细胞

依次用
N"

$

)

'

#""

$

)

及
#2"

$

)

喷嘴分别分选

2

块
>$

孔板&分选结束后!立刻加盖并取出
>$

孔

板!倒置显微镜下观察计数分选后的单细胞孔数!

再置于细胞培养箱内!培养
N8

后计数有单细胞克

隆的孔数&

#'2

!

统计学处理
!

采用
[.*

6

;S*8S.+)-C

软件进行

统计学分析!结果以
$

#Q$

表示!所有试验重复
2

次&

B

!

结
!

果

!'#

!

2

种不同直径喷嘴液流调试结果
!

依次安装

N"

$

)

'

#""

$

)

和
#2"

$

)

喷嘴后!调试好的主液流

见图
!K

"

!4

&主液流断点及
[*

6

灰带位于窗口的

#

%

2

"

!

%

2

处!每个主液滴近似圆形!卫星点逐渐融入

主液滴&液流加电压后!侧液流窗口可见清晰集中的

直径约
!))

左右的斑点!中央流入废液槽的斑点直

径约
=))

&如果斑点不够明亮!可调节摄像头的螺

钉旋钮!至液流光斑最亮&调节滑动条将
J*.\-F:

和

\-F:

两束液流重合使其通过防溅孔中心 #图
!@

$&

!'!

!

2

种不同直径喷嘴液滴延迟调试结果
!

液滴

延迟时间为从激光分析检测点到液流充电断裂成液

滴的时间&液滴延迟需要调节!

JK4PK.+*

)

具备自

动调试液滴延迟的功能&不同直径的喷嘴液滴延迟

数值不同!本实验中!经软件自动调节的
N"

$

)

'

#""

$

)

'

#2"

$

)

喷嘴的液滴延迟值分别为
=!'2#

'

2"'$"

'

#&'$&

!左 框 的 液 滴 比 例 达
>>T

"

#""T

#图
!(

"

![

$!说明分选精确性较高&

图
B

!

F

种喷嘴液流断点#偏转液流通过防溅孔中心及液滴延迟调节结果

K

'

L

'

4

"液滴通过
#"

$

)

'

%""

$

)

'

%'"

$

)

喷嘴(

@

"偏转液流通过防溅孔中心#箭头所示为防溅孔中心$(

(

'

J

'

[

"液滴通过
#"

$

)

'

%""

$

)

'

%'"

$

)

喷嘴的延迟值

+,+
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!'2

!

分选前
>$

孔板精确定位结果
!

调节偏转液流

使其落到
>$

孔板
K#

孔中心位置后!进行预分选至

板盖!进一步观察分选液滴实际下落的位置&结果

显示!由
#"

个细胞组成的液滴分选至前
2

排板盖每

孔中心点!且在光线下清晰可见!分选时微孔板的

位置未发生偏移&

!'=

!

不同直径喷嘴对用
>$

孔板分选的单细胞纯度及

活性的影响
!

在
>$

孔板
P+7

9

,-4-,,

分选模式下!

N"

$

)

喷嘴分选的
I*

D

+

'

KC=>

'

I*]!$='N

'

@<="

单细胞孔数

为
&=

"

>"

!所占百分比#即单细胞得率$分别为

#

>!'2$Q!'#>

$

T

'#

&N'&=Q"'22

$

T

'#

>"'$2Q#'N2

$

T

'

#

&&'&>Q"'&$

$

T

(

#""

$

)

喷嘴分选的上述
=

种细胞的

单细胞孔数为
&C

"

>!

!所占百分比分别为#

>2'==Q

#'"!

$

T

'#

&>'C=Q#'C#

$

T

'#

>"'"$Q#'&C

$

T

'#

&N'&!Q

"'2&

$

T

(

#2"

$

)

喷嘴分选的上述
=

种细胞的单细胞孔

数为
&$

"

>"

!所占百分比分别为#

&>'NCQ"'&N

$

T

'

#

>"'!CQ#'22

$

T

'#

>"'&=Q#'C>

$

T

'#

&$'CCQ#'=N

$

T

&

分选后的单个细胞培养
N8

后!用
N"

$

)

喷嘴分选的单

细胞克隆形成的孔数为
2#

"

C!

孔(用
#""

$

)

喷嘴分

选的单细胞克隆形成的孔数为
=>

"

N"

孔!用
#2"

$

)

喷嘴分选的单细胞形成克隆的孔数为
C&

"

N&

孔&倒

置显微镜下观察!见细胞折光性好(培养
N8

后!可见数

十个细胞分裂形成克隆!

I*]!$='N

和
@<="

由于转染

有
[JS

载体而呈绿色荧光#图
2

$&

图
F

!

F

种喷嘴
W\

孔板分选的
K

种单细胞的培养结果

A.+

9

+7*,)*

9

7+F+/*:+37

"

.$""

F

!

讨
!

论

单细胞分选技术有助于观察细胞状态!研究基因

表达及调控!进而分析疾病病理进展的本质&目前!

流式细胞仪分选是获取单个细胞的最佳方法&该方

法具有高通量'多参数'耗时短'无污染等优势!而且

分选后的细胞能直接培养'移植!用于提取核酸'单细

胞
S4I

扩增或原位杂交等!以及进行细胞基因'蛋

白'功能水平的研究和不同细胞的差异化研究)

$l>

*

&

流式细胞仪分选时!样本流在鞘液的包裹和流

体动力学的推动下!以一定速度聚焦并从流动室的

喷嘴喷出&由于喷嘴处有超高频的压电晶体!能产

生高频振荡!当加电压后喷出的液流被振荡断裂成

均匀的微小液滴!待分选的细胞即分散在这些液滴

中&通过设置!待分选的细胞可被充以正'负电荷!

当流经电压偏转板时!在电场的作用下发生偏转落

入收集管或微孔板中!没有充电的液滴落入中间的

废液槽!从而实现细胞的分选&进行微孔板分选需

要在
P+7

9

,-4-,,

模式下!调节
J*.\-F:

液流的偏转

使其通过防溅孔中心&

P+7

9

,-4-,,

分选模式较

S0.+:

1

或
Y+-,8

模式对液流调试的精确度要求更

高!尤其是对分选前
>$

孔板
K#

孔的精确定位!如

果液滴没有落在
K#

孔的中心位置!将会影响后续

分选的准确性!细胞容易发生偏移甚至落在孔板的

间隙&因此稳妥的方法是除了要微调偏转液流使

其通过防溅孔中心落到
>$

孔板
K#

孔中心位置!还

要进行预分选细胞到
>$

孔板盖上前
2

"

C

排!每孔

#"

个细胞!分好后再肉眼观察
#"

个细胞形成的可

见小液滴落入孔的实际位置!再据此进行微调使液

滴落入孔中心&只要观察到大多数液滴落入前

2

"

C

排孔的中心位置!就能保证整块微孔板分选时

的准确位置&在
>$

孔板分选时!理论上可以获得

#""T

的单细胞分选得率!而实际上仪器运行中样

本流'鞘液流细微的波动以及
K4@X

装置移动时的

轻微惯性等因素都可能导致个别细胞发生偏移而

无法落入孔内!使单细胞分选得率一定程度降低&

),+
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本研究选用常用的
2

种不同直径的喷嘴对
=

种

细胞系进行
>$

孔板单细胞分选!观察分选后单细胞

得率及细胞活性!结果表明!

2

种细胞系经
2

种喷嘴

分选后的单细胞得率均无明显差异!单细胞得率在

&$T

以上!说明
2

种喷嘴都能实现良好的单细胞分选

得率&但是培养
N8

后!结果显示!用
N"

$

)

喷嘴分

选的单细胞的克隆形成孔数为
2#

"

C!

孔!

#2"

$

)

喷

嘴分选的单细胞的克隆形成孔数最多
N&

孔!而

#""

$

)

喷嘴分选的单细胞的克隆形成孔数介于两者

之间!为
=>

"

N"

孔!表明喷嘴直径越大!分选的细胞

活性越好!单细胞形成的克隆孔数也越多&这与不同

直径的喷嘴液流压力不同有关!

#2"

$

)

喷嘴管路中

液流压力为
#"

6

5+

!

#""

$

)

喷嘴液流压力为
!"

6

5+

!

N"

$

)

喷嘴液流压力最高!为
N"

6

5+

&流式细胞仪鞘

液和样本流的高速流动都是由压力驱动的!直径小的

喷嘴对应的流速和振荡频率较大!形成的包裹细胞的

液滴小而多!分选速度随之增加!但分选后的细胞活

性降低!体积偏大且脆弱的细胞经小喷嘴分选后甚至

形成细胞碎片(而直径大的喷嘴形成的包裹液滴较

大!能给细胞较多的缓冲保护作用!另外直径大的喷

嘴分选时鞘液压力更低!样本细胞所承受的压力也更

小!分选后的细胞活性相应增高&选择喷嘴尺寸时还

要根据细胞大小来决定!喷嘴直径一般大于细胞的
C

倍才会得到最佳单细胞得率及活性&例如!

I*

D

+

淋巴

瘤细胞直径约
#C

$

)

!可选择
#""

$

)

或
#2"

$

)

喷嘴

进行分选&此外!虽然选择
#2"

$

)

喷嘴可得到较高

的细胞活性!但这种大尺寸喷嘴更适合分选体积较大

的原代细胞等!而且其调试也需要花费更长时间!而

#""

$

)

喷嘴足以适用于与淋巴瘤细胞近似大小的多

种细胞的分选&除仪器因素外!细胞样本的制备对分

选结果也起决定性的作用!合格的细胞样本应为"单

个细胞悬浮'细胞碎片较少'细胞生长活力良好&本

实验选用的细胞为新复苏!处于对数生长期!活性好!

因此单细胞克隆形成率也较高&单细胞分选时!细胞

悬液的细胞密度不能太高!每秒通过喷嘴
C""

"

2"""

个细胞可得到较好的分选得率!这可能与细胞密度越

小!液流的稳定性越好'单位时间内通过激光检测区

的细胞数越少有关!从而提高细胞检测的灵敏度!进

而提高分选效率和纯度&此外!我们应用
K4@X

制

冷循环装置!使分选时的温度维持在
=m

!保证细胞

活力(实验用的鞘液也是仪器专配的
!"\

无菌
SLP

!

背景噪点低!对分选的干扰较小&

综上所述!合适的喷嘴大小'精确的液滴延迟'稳

定的液流'适中的细胞密度及良好的细胞状态是保证

单细胞分选纯度及活性的关键!只有平衡上述因素才

能得到最佳的分选效果&

#""

$

)

喷嘴适用于细胞直

径在
!"

$

)

以下的单细胞分选(

#2"

$

)

喷嘴更适用

于体积偏大的原代细胞等的单细胞分选(而
N"

$

)

喷

嘴虽然也有较高的单细胞分选率!但其鞘液压力偏高

使分选后的单个细胞活性降低&因此!应尽量用大喷

嘴低压力进行单细胞分选&该实验为应用流式细胞

仪及微孔板进行单细胞分选的流程及参数选择提供

了一定的参考!有助于单细胞分选技术的更好应用及

后序基因测序等实验的进行&
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