
流式细胞分析(FCM)实验流程及配套试剂

全血快速标记流程

细胞膜表面标记流程——直接标记

细胞膜表面标记流程——间接标记

所需试剂：荧光抗体、同型对照抗体、红细胞裂解液10X (C03-05002) 、 0.01M PBS (C01-01001) 

向流式样本管中各
加入100μl 周血

各加入同型对照与检
测抗体

加入1ml 1X红细胞
裂解液

加入2ml 0.01M 
PBS (C01-01001) 
300g离心5分钟，
弃上清，重复一遍

加入300μl 0.01M 
PBS 重悬，1小时内
上机

样本制备 抗体孵育 上机检测裂解红细胞 洗涤

※

※

室温 、避光 孵育
15~30分钟。

室温、避光静置
10分钟。可重复
一遍

所需试剂：荧光抗体、同型对照抗体、0.01M PBS (C01-01001)、封闭液(C01-03001)、抗体标记

液(C03-04001) 

※ 所需试剂：无荧光一抗、荧光二抗、同型对照抗体、0.01M PBS (C01-01001) 、封闭液(C01-03001)、抗体

   标记液(C03-04001) 

样本制备 分样 样本封闭 抗体孵育 洗涤 上机检测

4℃、孵育
30分钟。

4℃、避光
孵育30分钟。

收集细胞后，预冷
0.01M PBS 
(C01-01001) 300g
离心5分钟，弃上清

抗体标记液
(C03-04001)重悬细
胞并计数，每样本管
1 x 10  cells/100μl

各加入100μl 样本
封闭液(C01-03001)

各样本管中加入对照
与检测抗体

加入2ml 抗体标记液
(C03-04001) ，300g
离心5分钟，弃上清，
重复一遍

加入500μl 0.01M 
PBS (C01-01001)
重悬，1小时内上机

样本制备 分样 一抗孵育 洗涤 样本封闭 二抗孵育

洗涤上机检测

收集细胞后，预冷
0.01M PBS 
(C01-01001) 300g
离心5分钟，弃上清

抗体标记液
(C03-04001)重悬细
胞并计数，每样本管
1 x 10  cells/100μl

各样本管中加入对
照与检测抗体，4℃
避光孵育30分钟

加入2ml 抗体标记
液(C03-04001)
300g离心5分钟
弃上清，重复一遍

各加入200μl 样本封
闭液(C01-03001)重
悬细胞，4℃、孵育
30分钟

加入荧光标记二抗
4℃、孵育40分钟

加入2ml 抗体标记
液(C03-04001) ，
300g离心5分钟，
弃上清，重复一遍

加入300μl 0.01M 
PBS (C01-01001)
重悬，1小时内上机
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细胞膜内标记流程——直接标记

所需试剂：荧光抗体、同型对照抗体、0.01M PBS (C01-01001) 、抗体标记液(C03-04001)
固定液(C01-06002)，穿膜剂(C03-03003）/ (C01-01004 )

细胞膜内标记流程——间接标记

所需试剂：无荧光一抗、荧光二抗、同型对照抗体、0.01M PBS (C01-01001) 、抗体标记液(C03-04001)
固定液(C01-06002)，穿膜剂(C03-03003） / (C01-01004)

※

※

样本制备 分样 固定 洗涤 穿膜 洗涤

抗体孵育 洗涤上机检测

收集细胞后，预冷
0.01M PBS
 (C01-01001) 300g
离心5分钟，弃上清

0.01MPBS
(C01-01001)重悬细胞
并计数，每样本管
1 x 10  cells/100μl
 

各加入2ml 固定液
(C01-06002)，
室温、固定10分钟

加入2ml 0.01M PBS
(C01-01001)，300g
离心5分钟，弃上清，
重复一遍

加入300μl 0.01M 
PBS (C01-01001)
重悬，1小时内上机

加入2ml 抗体标记液
(C03-04001)，300g
离心5分钟，弃上清，
重复一遍

各加入2ml 穿膜剂
(C03-03003)室温孵育
3分钟或者
(C01-01004)室温孵育
20分钟, 核内标记
用90%甲醇固定

加入2ml 0.01M PBS
(C01-01001)，300g
离心5分钟，弃上清，
重复一遍

100μl 抗体标记液
（C03-04001）各
样本管中加入对照
检测抗体
 

4℃ 、避光
孵育30分钟

样本制备 分样 固定 洗涤 穿膜 洗涤

一抗孵育洗涤样本封闭二抗孵育洗涤上机检测

收集细胞后，预冷
0.01M PBS 
(C01-01001) 300g
离心5分钟，弃上清

0.01M PBS
(C01-01001)重悬细胞
并计数，每样本管
1 x 10  cells/100μl

各加入2ml 固定液
(C01-06002)，
室温、固定10分钟

加入2ml 0.01M PBS
(C01-01001)，300g
离心5分钟，弃上清重
复一遍

各加入200μl 样本封
闭液(C01-03001)重
悬细胞，4℃、孵育
30分钟

加入2ml 抗体标记液
(C03-04001) ，300g
离心5分钟，弃上清重
复一遍

各加入2ml 穿膜剂
(C03-03003)室温孵育
3分钟或者
(C01-01004)室温孵育
20分钟, 核内标记
用90%甲醇-20℃固
定20分钟

加入2ml 0.01M PBS
(C01-01001)，300g
离心5分钟，弃上清，
重复一遍

100μl 抗体标记液
（C03-04001）各
样本管中加入对照
检测抗体，4℃ 、
避光孵育30分钟

加入300μl 0.01M 
PBS (C01-01001)重
悬，1小时内上机

加入2ml 抗体标记液
(C03-04001)，300g
离心5分钟，弃上清重
复一遍

加入 荧光标记二抗
4℃、孵育40分钟
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