
87科儀新知第二十四卷第六期 92.6

一、 概述

流式細胞技術是一種利用螢光來標定細胞，再

透過流式細胞儀 (flow cytometer)，進行快速自動分

析及分選被螢光標定細胞的專門技術，其中包含了

許多高科技，例如細胞免疫學、分子生物學、雷射

光學、流體動力學、能量學及電子學，還有電腦相

關的整合應用。

近十五年來，由於各式各樣單株抗體

(monoclonal antibody) 的持續發展，還有核酸探針

(DNA probe) 及新螢光染料 (new fluorescence dye)

的問世，使得臨床醫學和生物科技研究者對流式細

胞儀的需求日益增加。因為流式細胞儀可提供快

速、精準、客觀的診斷數據，因此，目前已成為臨

床免疫、血液及腫瘤學、細胞生物學、遺傳學、病

理學臨床檢驗學上重要的參考診斷工具。並由於該

本文內容主要包括原理的介紹、各個結構部分的描述、高速細胞分選的創新技術、以及流式

細胞儀在醫學研究領域上數個普遍的應用。流式細胞儀的基本組成結構，包括：提供能量給

螢光的雷射光源、調節導引樣品柱通過測量區的液流系統、規劃不同波長之螢光到達光電倍

增管路徑的光學系統、收集電壓脈衝訊號並轉換為數位化訊息的電子系統、電腦系統用來分

析所有數位化訊號並以圖形表示之，另外，還有用於分離純化具有特定特徵細胞的分選系統。

This article summarizes the principle, component’s description, new technical innovation of high
speed cell sorter, as well as some major applications of flow cytometry in research field. The basic
components of the flow cytometry include: laser light source that was used for providing the energy
to the fluorescence dye; fluid system used to regulate the flow of sample stream containing particles
through the laser illuminating area; optical system to direct and separate the different fluorescence
wavelength to individual photomultiplier tube; electrical system for measuring the voltage pulse
signals and converting to digital signals for computer system; the computer system to analyze all
digital data and present by plot; in addition, sorting system for obtaining pure preparations of
particles with certain kinds of characteristics of interest. In briefly, the particles to be measured are
introduced into the center of a fast moving fluid stream and passing through the laser illuminating
area, the scatter and fluorescence signals generated by particles are collected by detector and
analyzed by computer. Besides the above description of principle and components of flow
cytometry, some research applications is also discussed.
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類型的儀器設備硬體、軟體的不斷更新，以及使用

新的檢驗方法與試劑 (例如：多激光可同時應用於

偵測更多種螢光顏色、no-wash sample preparation

procedure、auto cell wash machine 等等)，許多新的

臨床應用也很快速的發展出來，減少了許多檢體製

備的時間，也減少了許多人為的誤差。

二、流式細胞儀結構示意圖

流式細胞儀基本上由光源 (light source)、液流

系統 (fluid system)、光學系統 (optical system)、資

料儲存和分析 (data management and storage)及分選

裝置 (sorting system) 等五個部分組合而成。

1. 光源

用於流式細胞儀的光源主要為雷射 (laser)，而

氬離子雷射 (argon ion laser) 是目前流式細胞儀最常

用的雷射。除此之外，也有許多種雷射應用於流式

細胞儀，例如：氦氖雷射、氪雷射氦、鎘雷射等。

2. 液流系統

流動室 (flow cell, flow chamber, cuvette) 是液流

系統中最主要的一種裝置，用於將樣品柱 (sample

stream) 導引至鞘液柱 (sheath stream) 之正中央，如

此，才能使細胞或粒子一顆顆依序排列地流出，進

而通過測量區 (請參考圖 1)。

3. 光學系統

光學系統部分，乃是指細胞或粒子通過測量區

受到雷射光的照射，一直到產生的螢光進入光電倍

增管偵測器 (photomultiple tube) 為止，此部分包括

有光的種類：散射光 (scatter signal) 和螢光

(fluorescence) 及光學訊號收集組 (含濾光鏡片和光

電倍增管偵測器)，請參考圖 1。

4. 分選系統

除了分析型的流式細胞儀和簡易型的流式細胞

分選儀 (catcher tube) 之外，還有更高階的流式細胞

技術，便是流式細胞分選儀中的電子式 (electrical

charge) 分選系統 (cell sorter)。

電子式分選系統可以根據所測定的參數，把指

定且欲分選的某二種細胞群體，從樣品中同時分別

分選出來，並可保存細胞活性 (viability)，以便再

繼續做進一步細胞培養及功能測試 (請參考圖 2)。

圖 1.

液流系統、雷射及光學系統。
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5. 資料儲存方式和圖形的表示方式

光訊號進入偵測器 (包括光電倍增管及光二極

體) 後，會被轉換成電腦可以判讀的數位化訊號

(有 FSC、SSC、FL1、FL2、FL3、FL4)，因此便

可利用電腦來做分析、分類及保存，並以圖形顯示

出來。

三、流式細胞分選儀的新標準

1. 流動室的改良

整合液流系統中的流動室及光學系統中的多重

透鏡，創造出全新的革命性產品，稱之為 全透明

多重透鏡膠合流動室 (gel-coupled cuvette flow cell

and fluorescent objective lens assembly) ，細胞將會

在本流動室中被偵測到，而細胞本身產生的散射光

及細胞上的螢光訊號，及時透過多重透鏡組放大，

再聚焦 (focusing) 到光纖鏡頭，然後經光纖 (optic

fiber) 導入單一整組的光學系統 (collection optics)，

進行分光偵測 (請參考圖 3)。

2. 光學系統組的改良

傳統的光路設計，若欲同時偵側多種以上的螢

光，則所佔有的空間結構勢必加大，而全新設計改

良的光學系統組 (collection optics)，徹底改善了空

間結構的困擾。

光學系統組合有二種，分別為八角光學組

(octagon-shaped collection optics) 及三角光學組

(trigon-shaped collection optics) (請參考圖 4)。

八角光學組之主要的原理，乃在於充分應用長

通雙色分光鏡 (long-pass dichroic mirror) 的優點，

選擇八個波長依序遞減的長通雙色分光鏡，對照不

同的方向，共組成八角形結構。光訊號經光纖

(optical fiber) 導入後，依序通過此八角形結構，如

此，便可同時偵測七種的螢光 (如圖示 A－G，H

為散射光偵測器)。主要應用於 488 nm 雷射組，此

為基本配備 (請參考圖 4)。

三角光學組的原理如同八角光學組，但其主要

應用於 633 nm 雷射組及 407 nm 雷射組。每一個雷

射組分別可測得三種不同的螢光。因此，若是儀器

配備有二套雷射，則至少可同時偵測十種不同的螢

光。

3. 分選系統的改良

傳統的分選設計只能同時分選兩種不同的細胞

(2-way sorting)，但由於電子科技長足的進步，可

同時針對不同的細胞群，給予不同的液滴電荷量，

再加上正負電荷不同的組合，因此，可以同時進行

4 種不同細胞的分選 (4-way sorting)，突破了舊有

的設計概念，而且是由使用者自行決定採用二向分

圖 2. 二向分選 (2-way sorting)。

圖 3. 全透明多重透鏡膠合流動室。
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選 (2-way sorting) 或四向分選 (4-way sorting)，完全

不需更換任何硬體設備裝置。(請參考圖 5)                 

四、儀器的規格與特徵

由於科技進步神速，高檔的電子式分選儀也有

更突破的發展，以往必須為空間的大小而傷透腦

筋，現今已不必再耽心。完全桌上型的電子式分選

儀已經出現在市場上了 (請參考圖 6) 。

此完全桌上型的電子式分選儀由於所有系統裝

置皆已事先調校完整，而且固定位置，因此，在進

行細胞的分選時，儀器硬體部份已經不需要再做分

選相關設定了。其中新開發的系統－SweetSpot，

能監測最佳化液滴形成狀態，並自動調控液滴振盪

頻率，重現並維持液滴形成最佳狀態，達到精確的

細胞分選功能，也能感知液流系統中阻塞物的形

成，並能自動關閉分選機制，保護已分選下來的珍

貴樣品，避免因阻塞所造成的污染。

此桌上型的電子式分選儀為當今最先進也是唯

一的桌上型超高速電子式分選儀，具有許多突出的

表現，如下：

1. 分選速率 (sorting speed)：Standard 30,000/s。

2. 分選純度 (sorting purity)：> 97% 。

3. 不需要儀器硬體部分的校準。

4. 可偵測螢光數：至少 7 個螢光，最多有 15 參

數，依據所配備的雷射數而定。

5. 四向分選：使用者可自行決定採用二向分選或

四向分選，完全不需更換任何硬體設備裝置。

6. 可擴增多種裝置：如 ACDU (自動細胞定置裝

置)、AMO (飛沫處理系統) 。

7. 可配備三支雷射：488 nm、633 nm 及 407 nm 等

三支氣冷式雷射。

五、熱門研究用途

流式細胞儀的應用非常多，限於篇幅，無法一

一詳述，僅將挑選幾個熱門議題，在此陳述。

1. 臍帶血及周邊血幹細胞

目前幹細胞移植的運用範圍，包括惡性腫瘤、

血癌、腦瘤、乳癌、淋巴癌、先天新陳代謝異常、

圖 4. 八角光學組。 圖 5. 四向分選。

圖 6. BD FACSAria 桌上型電子式分選儀。
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黏多醣、免疫性疾病、血液疾病、地中海貧血、中

風、老人痴呆、巴金森氏症等。臨床上，上述疾病

除化療藥物治療外，還可採用造血幹細胞移植技術

治療，因為使用更多早期且原始造血幹細胞 (more

primitive stem cell) 可增長植存機會。因此，一個更

快速、可靠、且可分析早期的原始幹細胞方法，是

有必要的。

目前較快速先進的方式是用 FCM 檢測 CD34+

幹細胞 (請參考圖 7)。CD34+ 細胞群包括有最早期

的原始細胞 (most primitive stem cells) 和所有較晚

期已有系列屬性的造血先驅細胞 (lineage-committed

hematopoietic progenitors)。況且在骨髓破壞性治療

後，輸入愈純愈多的 CD34+ 細胞，會有愈好的造

血系統復原率。一般而言，要能夠長期植活，最少

的 CD34+ 細胞數量是 2－5 ¥ 106/kg。

造血幹細胞的相關研究，主要還包括幹細胞的

活性測定、鑑別、分選與純化、保存與增殖…等。

尚待相關研究人員持續進行探討。

2. 細胞凋亡

細胞凋亡 (apoptosis) 又稱為程序化細胞死亡，

是某些生理或病理條件下，細胞接受某種信號的觸

發後主動發生一連串連續性細胞變化，最終導致細

胞死亡而不引起炎症的細胞死亡過程。研究如何利

用藥物誘導腫瘤細胞死亡，可通過對細胞體積、散

射光、DNA含量、細胞膜蛋白變化、粒腺體膜電

位變化及特異性抗原基因 (如 bcl-2, Fas 等) 等之測

定，分析出細胞凋亡情形。

最常用於測定細胞凋亡的方法有 DNA 單染法

與 Annexin V-FITC/PI 雙染法二種，略述如下。

(1) DNA 單染法

DNA 單染法為最經濟的方法，只用 PI 染色，

可作凋亡定量分析。

(2) Annexin V-FITC/PI (or Annexin V-FITC/7-

AAD) 雙染法

Annexin V-FITC/PI 雙染法為最標準的方法，可

以區分正常細胞、壞死細胞及凋亡細胞。由於活的

細胞膜，其磷脂絲氨酸 (phosphatidyl serine, PS) 只

存在胞膜內層，而不外露。因此，細胞膜內的 PS

暴露到膜外，乃是細胞凋亡的早期變化之一。而

Annexin Ⅴ是一種鈣依賴性的磷脂結合蛋白，它與

PS 具有高度的親和力，因此可以作為檢測暴露在

細胞膜表面 PS 的探針，將 AnnexinⅤ 標記上螢光

素 (如 FITC)，同時結合使用 PI 拒染法進行凋亡細

胞雙染後，進行流式細胞儀檢測 (請參考圖 8)。

3. 根據基因的表達來分選轉殖細胞

利用 GFP (green fluorescence protein) 來當作

圖 7. 使用雙參數 SSC vs CD34-PE 來測定 CD34+

幹細胞。

圖 8. 圖中 M2 區域為帶有磷脂絲氨酸 (phosphatidyl

serine, PS) 的細胞群，圖中右上方小圖為雙參

數點狀圖 (annexion V/PI)，可同時區分凋亡

細胞 (apoptotic cell) 及壞死細胞 (necrotic

cell)。
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reporter gene，以便於了解細胞中基因表達 (gene

express)情形的方法，提供流式細胞儀的一個新應

用方向。事實上，GFP 本身具有螢光，可以在活

細胞中測定。由許多方面的證明，同時用多種

GFP (有許多不同的類型) 在流式細胞儀上做多種螢

光參數之分析，是可行的，如此，便可用於具有多

種不同基因表達細胞的分析 (請參考圖 9)。

GFP 也可視為可選擇標記 (selectable marker)，

因此，可利用流式細胞儀來分選 GFP 轉殖細胞

(transfected cell)。至於用來轉殖的 GFP vector 及轉

殖的方法和試劑，都有商品化的產品可供應用。

GFP 也用於細胞內蛋白質定位 (protein localization)

及蛋白質與蛋白質之交互作用 (protein-protein

interaction) 等方面的研究。

4. 氧化作用中自由基的生成研究

生物體內自由基是造成許多疾病的主因，自由

基具有高度的反應能力，可以造成生物體的傷害。

自由基會攻擊 DNA，造成 DNA 鹼基改變，或使

DNA 突變，因而造成細胞死亡或導致細胞週期的

改變產生癌細胞。也會損傷蛋白質，造成蛋白質的

交叉連結 (cross linkage) 分解或變性，而使蛋白質

漸漸失去活性。

因此，研究氧化作用中自由基的生成與研究如

何消除自由基的方法，有助於了解抗氧化藥物或各

種抗氧化食品的效用及其作用機轉。最常應用於此

研究的螢光染劑為 DCFH、HE 與 DHR (請參考圖

10)。

5. 胞內細胞激素的研究

淋巴球受抗原刺激且發展成記憶細胞時，表面

抗原發生了一些變化，它們停止表現 CD45RA，同

時開始表現 CD45RO。據我們對記憶性 CD4+T 細

胞 (memory CD4+T cell) 的了解，它們會進一步分化

為二個不同的細胞族群 TH-1 與 TH-2 (請參考圖 11)。

一般而言，TH-1 細胞主要生產 IFN-g 及 IL-

2；而 TH-2 細胞則生產 IL-4、IL-5 及 IL-10。TH-1

生產的細胞激素 (cytokine) 可以誘導重要的細胞免

疫反應，主要功能是移除細胞內病原體。TH-2 生

產的細胞激素同樣地也誘發不同的免疫反應，但是

以 IgE、嗜酸性球增多及過敏反應之誘導為主。使

用 FCM 細胞內細胞激素分析方法，可檢測每個細

胞所表現的細胞激素，同時可鑑別記憶性 CD4+T

細胞亞群。由於 CD4+T 細胞於免疫系統功能調節

上扮演重要的角色，TH-1 及 TH-2 功能測試可做

為免疫疾病之診斷及治療之基礎。

6. 精液品質之評估

精子之染色質結構分析 (sperm chromatin

structure assay, SCSA) 乃是藉由判斷精子染色質為

雙股或是單股，來評估生殖能力。利用品質差的精

子在酸性環境下較易被破壞的原理，以螢光染劑

(acridine orange, AO) 標定在精子的染色質上，染劑

染上雙股 DNA 會呈現出綠色螢光，染劑染上單股

圖 9. 圖中 R1 區域為帶有 GFP 的細胞群。

圖 10. 比較控制組細胞及使用 PMA 刺激的對照組

細胞，觀察其綠螢光 DCF 的螢光強度表現

差異。
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DNA 會呈現出紅色螢光，再利用流式細胞儀 (flow

cytometry) 分析精子染色質結構的完整性，藉此評

估其生育能力 (請參考圖 12)。

六、結 論

鑑於流式細胞儀在基礎研究及臨床應用越來越

便利，也漸漸成為必要的工具之一，尤其是細胞核

內部的染色體、DNA、細胞質中的細胞激素、訊

息傳遞因子等，因此，操作簡單、使用方便、趨向

精緻化的桌上型流式細胞分選儀，尤其是超高速的

分選 (high speed sorting) 及四向分選的儀器，愈來

愈重要。

現在的趨勢是必須同時使用多項參數來分析實

驗數據，才能了解同一顆細胞上的不同抗原表現情

形，尤其在測定血液細胞的譜系 (lineage)，更是有

其需要性，因此利用單一激光 (488 nm)，可同時偵

測七個螢光染料之高品質流式細胞儀乃應運而生，

除可提供研究使用者更快速的檢驗方法之外，也提

供更可靠、更精準的實驗數據。
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圖 12. 計算 COMP aT 的值，可知道精子 chromatin

結構的完整性，藉此評估其生育能力。

圖 11. 圖中右上方細胞群體為 TH-1 細胞。
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