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前  言

  本文件按照GB/T1.1—2020《标准化工作导则 第1部分:标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由中国细胞生物学学会标准工作委员会提出。
本文件由中国细胞生物学学会归口。
本文件主要起草单位:中国科学院动物研究所、北京干细胞与再生医学研究院、中国计量科学研究

院、北京工商大学、重庆市公共卫生医疗救治中心、中国标准化研究院、深圳华汉基因生命科技有限公

司、北京泽辉辰星生物科技有限公司、安徽中盛溯源生物科技有限公司、深圳华大生命科学研究院(国家

基因库)、中国科学技术信息研究所、中国食品药品检定研究院、广东省中医院(广州中医药大学第二附

属医院)、中国合格评定国家认可中心、苏州大学、中国医学科学院血液病医院(中国医学科学院血液学

研究所)、中国医学科学院医学实验动物研究所。
本文件主要起草人:郝捷、牛帅帅、赵同标、胡宝洋、傅博强、马爱进、王磊、李夏、陈叶苗、王长林、

张勇、曹佳妮、徐然然、赵红玲、刘晶晶、于晓游、张愚、魏军、俞君英、孙珍珍、李启沅、朱礼军、纳涛、
陈曲波、翟培军、胡士军、彭耀进、周家喜、魏强、马士卉。
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干细胞标志分子检测 流式细胞测定法

1 范围

本文件规定了干细胞标志分子流式细胞术测定方法的一般性要求。
本文件适用于体外培养的哺乳动物干细胞标志分子检测,涵盖细胞表面及胞内标志分子。其他类

型干细胞标志性分子的检测,参照本文件中的相关技术要求和操作规范。
本文件不适用于植物干细胞的标志分子检测。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于

本文件。

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB/T39729—2020 细胞纯度测定通用要求 流式细胞测定法

WS/T360—2024 流式细胞术检测外周血淋巴细胞亚群指南

YY/T0588—2017 流式细胞仪

YY/T1184—2010 流式细胞仪用单克隆抗体试剂

中华人民共和国药典(2020年版 三部)

3 术语和定义、缩略语

3.1 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1.1
干细胞 stemcells
一类能够自我更新、具有分化成一种或多种功能细胞类型的细胞。

3.1.2
干细胞标志分子 stemcellmarkers
能用于鉴定干细胞类型和功能等特性的特异性分子。
注:包括表面标志分子和胞内标志分子。

3.1.3
目标细胞 celloftestingtarget
与检测目标相一致,具有流式细胞仪可检测特征(如大小、数量、特定标志分子)的细胞。

3.1.4
流式细胞术 flowcytometry
利用流式细胞仪基于液相中悬浮的单细胞或其他生物粒子的物理性质及化学性质,如细胞大小、内

部结构、DNA、RNA以及抗原等,对目标细胞进行快速、逐一的定量分析及分选的技术。
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3.1.5
单细胞悬液 singlecellsuspension
由分散的单个细胞组成、无细胞团块的均匀液体混合物。

3.1.6
封闭 blocking
在进行抗体染色之前,使用特定的封闭试剂处理细胞,以减少非特异性结合和背景信号,从而提高

实验的特异性和准确性。

3.1.7
细胞染色 cellstaining
用偶联荧光素的特异性抗体或染料与细胞内的蛋白质、DNA、RNA等化学物质结合,进行定性、定

位、半定量分析的方法。

3.1.8
前向散射光 forwardscatter
光学检测器在入射光的正前方所收集的低角度散射光信号。
注:FSC与细胞或颗粒的大小和折射指数有关。

3.1.9
侧向散射光 sidescatter
光学检测器在入射光的直角处所收集的细胞散射的光信号。
注:SSC与细胞或颗粒的内部及表面结构复杂程度有关,如细胞质颗粒性、膜不规则性及核型等。

3.1.10
荧光强度 fluorescenceintensity
荧光染料在一定波长和强度的激发光照射下所产生的发射光的强度。
注:在一定的条件下,荧光强度与细胞特定物质和荧光染料相结合的量相关。

3.1.11
荧光微球 fluorescentbeads
一种表面结合特定荧光染料或内部包含一种或多种荧光染料,用于流式细胞检测的人造微球颗粒。
注:常用的荧光微球包括以下3种:1)校准微球:与染色细胞大小和荧光强度相似的微球,用于检测每个荧光通道

的线性、灵敏度和检测水平,也能用来检测抗体结合量或抗原密度;2)标准微球:大小一致、荧光强度与染色细

胞相似的微球,用于检测通道的电压设置和荧光补偿设置;3)绝对计数微球:已知数量或浓度的荧光微球,与待

测单细胞悬液在同一管中进行检测,以准确获得待测细胞的绝对计数。

3.1.12
设门 gatesetting
一种图形化分析流式细胞数据的方法,通过在流式细胞分布图中选择特定细胞群体,并对其各个参

数(如前向散射光/侧向散射光/不同通道的荧光信号等)进行分析。

3.2 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

BSA:牛血清白蛋白(BovineSerumAlbumin)

CV:变异系数(CoefficientofVariation)

FBS:新生牛血清(FetalBovineSerum)

FSC:前向散射光(ForwardScatter)

MFI:平均荧光强度(MeanFluorescenceIntensity)

PBS:磷酸盐缓冲液(PhosphateBufferedSolution)
2

T/CSCB0019—2024



SSC:侧向散射光(SideScatter)

4 方法原理

利用荧光标记的特异性抗体与细胞表面或胞内标志分子结合,使用流式细胞仪,待测干细胞依次通

过激光束,分析前向散射光和侧向散射光以评估细胞大小和内部复杂性;激光激发荧光信号,通过检测

荧光强度分析干细胞标志分子的表达水平。

5 试剂或材料

除注明外,所用化学试剂均为分析纯,水为GB/T6682规定的一级水。

5.1 荧光染料:应符合GB/T39729—2020的要求。

5.2 荧光标记单克隆抗体:应符合YY/T1184—2010的要求。

5.3 缓冲溶液:应符合GB/T39729—2020的要求。

5.4 封闭试剂:应选择能有效减少抗体非特异性结合的试剂,常用的封闭试剂包括BSA、鼠源抗CD16/

CD32抗体以及人源Fc受体结合封闭剂等。应根据试验需求合理选择封闭试剂,以降低背景信号并提

高检测特异性。

5.5 固定液:不应造成待测细胞染色后的光学特性和形态严重改变,如可使用含有0.1%~2.0%新鲜

配制的多聚甲醛缓冲液(pH7.0~7.4)作为固定液。

5.6 多聚甲醛:纯度≥95%。

5.7 牛血清白蛋白:纯度≥98%。

5.8 新生牛血清:应符合《中华人民共和国药典(2020年版 三部)》中“通则3604 新生牛血清”要求。

5.9 细胞过滤器:孔径40μm~100μm。

6 仪器设备

6.1 流式细胞仪:应符合YY/T0588—2017要求,经过校准,并定期核查仪器稳定性、准确性、重复性

和精密度。

6.2 微量移液器:量程为2.5μL~1000μL,经检定合格或校准,并定期核查其移取量的准确度和精

密度。

6.3 离心机:需满足细胞悬液离心所需离心力的要求,离心力上限≥1000×g。

7 样品

7.1 应为单细胞悬液。

7.2 样品体积应根据所使用流式细胞仪的上样要求调整,通常为100μL~500μL,以保证仪器的灵敏

度和重复性。

7.3 上样细胞浓度范围宜为1×106mL~1×107/mL,细胞浓度过高或过低会影响检测准确性和仪器

的稳定性。

7.4 所有样本最好在完成染色程序后1h内进行检测。如果无法立即检测,样品应在2℃~8℃避光

保存。保存时间应根据标本类型及染色试剂要求进行调整,应在标本稳定性验证结果的允许时限内完

成检测,避免因长时间存储而导致细胞特性改变或染色失效。
3
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8 试验步骤

8.1 单细胞悬液制备

8.1.1 根据不同干细胞类型的培养要求,选择适用于不同体外培养方式(如贴壁培养或悬浮培养等)的
细胞解离、收集方法。

8.1.2 收集过程中应在超净工作台中进行,并避免可能的污染,如其他细胞、细菌等;细胞收集后应置

于适当的环境中,避免其发生变化。

8.1.3 应使用孔径范围在40μm~100μm的细胞过滤器过滤,以去除细胞团块。

8.1.4 细胞悬液浓度范围宜调整在1×106mL~1×107/mL之间,平行制备3份样品。

8.2 细胞染色

8.2.1 细胞表面标志分子染色样品制备

8.2.1.1 可选:取8.1制备单细胞悬液加入适量封闭试剂,如BSA(终浓度2%或其他合适浓度),充分混

匀,在2℃~8℃低温环境下预孵育10min~20min。

8.2.1.2 向单细胞悬液加入特异性抗体,充分混匀,2℃~8℃或冰上避光孵育至少30min;对于未带

荧光素标记的抗体,需进行8.2.1.5~8.2.1.7;对于荧光标记单克隆抗体,则8.2.1.3、8.2.1.4洗涤后,进行

8.2.1.8。

8.2.1.3 使用适量缓冲溶液洗涤细胞(可加入2%FBS或BSA)。选择合适的转速,宜在2℃~8℃低

温环境下,150g~600g 离心5min,弃上清。
注:对于特殊细胞类型,如需调整离心力参数,根据实际情况优化,并基于验证结果确认其适用性。

8.2.1.4 重复8.2.1.3。

8.2.1.5 取适量带有荧光染料标记的二抗试剂对细胞悬液进行染色,充分混匀。2℃~8℃或冰上避光

孵育至少30min。

8.2.1.6 加入适量缓冲溶液(可加入2%FBS或BSA)洗涤细胞。宜在2℃~8℃低温环境下,150g~
600g 离心5min,弃上清。

注:对于特殊细胞类型,如需调整离心力参数,根据实际情况优化,并基于验证结果确认其适用性。

8.2.1.7 重复8.2.1.6。

8.2.1.8 将细胞重悬于适量缓冲溶液(可加入2%FBS或BSA)中。如果无细胞内标志分子染色需要,
且细胞无需固定操作,则在8.2.1.7后,宜加入适量的细胞死活染料进行染色,对活细胞与死细胞进行

区分。

8.2.1.9 制备好的样品,流式细胞仪上机分析前应在4℃下避光保存,充分混匀后上机检测。未固定的

样品宜尽快完成检测。
注:细胞表面标志分子染色后使用固定液进行固定的样品,上机前避光保存,在24h内或在产品说明书规定时限内

或在样品稳定性验证结果的允许时限内完成检测。

8.2.2 细胞内标志分子染色样品制备

8.2.2.1 若在同一样本中同时进行细胞表面及细胞内标志分子染色,建议先进行细胞表面标志分子染

色,再进行如下步骤。

8.2.2.2 细胞悬液经最后一次洗涤后,弃上清,使用合适的固定液重悬细胞沉淀。

8.2.2.3 避光孵育(孵育时间参考试剂的商品说明书)。

8.2.2.4 加入清洗缓冲液进行清洗。宜在2℃~8℃低温环境下,150g~600g 离心5min,弃上清。
4

T/CSCB0019—2024



注:对于特殊细胞类型,如需调整离心力参数,根据实际情况优化,并基于验证结果确认其适用性。

8.2.2.5 重复8.2.2.4。

8.2.2.6 细胞悬液中加入适量的荧光偶联抗体以检测细胞内标志分子,充分混匀,并避光孵育至少

30min。

8.2.2.7 加入清洗缓冲液进行清洗。宜在2℃~8℃低温环境下,150g~600g 离心5min,弃上清。
注:对于特殊细胞类型,如需调整离心力参数,根据实际情况优化,并基于验证结果确认其适用性。

8.2.2.8 重复8.2.2.7。

8.2.2.9 将染色细胞重悬于适量体积的缓冲溶液中。

8.2.2.10 制备好的样品,流式细胞仪上机前应避光保存,宜在24h内或在产品说明书规定时限内或在

样品稳定性验证结果的允许时限内完成检测。

8.2.3 对照样品制备

结合实际检测实验需求,可设置不同对照组,可包括:
1) 阴性对照:未经染色操作的空白待测细胞样本;

2) 同型对照:使用与单克隆抗体相同种属来源、相同剂量、相同免疫球蛋白亚型的抗体,标记相同

荧光染料,作为对照;

3) 荧光减一对照:在多色分析中,移除一个通道的荧光标记的抗体,分析剩余通道的荧光标记信

号,以评估各通道间的信号重叠和非特异性背景;

4) 补偿对照:在多色分析中,宜选择与检测一致的荧光素标记抗体标记的同种细胞或者微球作为

荧光单染色对照,以测定荧光信号的重叠并进行适当的调整。

8.3 流式细胞仪检测

8.3.1 操作顺序

流式细胞仪每次开机时,应先进行仪器光路/液路稳定性及检测通道电压稳定性的验证和调整;验
证通过后,采用荧光微球光路质控品验证仪器的光学系统参数,如FSC、SSC、MFI和变异系数是否处于

厂家或实验室根据特定的试验状态所设定的可接受范围内,完成室内质控检测;质控通过后再进行待测

细胞样本检测;每次开机和关机应做好仪器保养维护。需定期进行荧光补偿的验证和调整。所有验证

结果、室内质控结果和保养维护日志均应详细记录。

8.3.2 仪器稳定性验证

符合 WS/T360—2024的相关技术要求。

8.3.3 通道的选择

根据待测样本细胞标记的荧光染料的激发与发射光谱,选择合适的激光和对应的检测通道。在多

色荧光染色样本的检测中,宜考虑荧光信号的重叠并进行荧光补偿。

8.3.4 阈值、电压设定

根据仪器操作说明书和试剂使用说明书设定阈值。根据不同干细胞特性及检测需求,以及FSC、
SSC和荧光信号的强弱,调整电压大小。

8.3.5 荧光补偿(适用时)

8.3.5.1 荧光补偿原则

应符合 WS/T360—2024的相关要求。
5
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采用两种及以上抗体组合方案进行干细胞标志分子检测时,需要进行荧光补偿调整,且每次改变通

道电压设置后均需重新调整补偿设置。确定电压之后建立荧光补偿矩阵,通过仪器或软件将单阳性细

胞群体调整到相应荧光点图的直角坐标系象限中,宜避免补偿不足出现假阳性细胞群,同时避免补偿过

度将双阳性细胞错误识别为单阳性细胞。

8.3.5.2 荧光补偿样本

荧光补偿样本为单荧光染色的细胞或者商品化的荧光补偿微球。

8.3.5.3 荧光补偿方法

根据仪器操作软件的指示进行手工方式补偿或软件自动补偿。

8.3.6 设门

在流式细胞仪显示的象限图上基于一组参数(如FSC/SSC等)来确定所要分析的目的细胞群,对
限定区内的目的细胞群通过其他参数(如荧光参数)进一步分析相关干细胞标志分子表达情况。使用相

应的阴性对照和/或同型对照进行对比,通过相应散点图中荧光强度表达,区分出干细胞标志分子表达

的阳性信号。根据所使用的荧光染料或相关试剂盒使用说明书设置系列双参数散点图。

8.3.7 信号采集

应符合GB/T39729—2020的要求。

8.3.8 获得干细胞标志分子检测数据

通过仪器分析软件,在仪器分析结果的散点图上进行设门,获得干细胞标志分子表达水平的检测

数据。

9 报告和数据保存

数据储存和检测数据的方法都应详细记录,以便于检测者对数据进行复核。对所有要分析的样品

数据采用列表模式储存起来,以确保对原始数据进行全面分析。
将试验条件、测量结果和计算结果进行记录。报告内容应包括试验对象、采用标准、方法、结果、观

察到的异常现象、日期等。
数据的储存方式可为纸质,也可为电子信息形式。每个样本的数据应有唯一的标识。所有数据至

少保留2年,或根据实验室要求保留较长时间。储存期过后,实验室监督人员有权利决定继续保留或删

除数据。
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