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第一章FlowJo简介  

FlowJo是美国斯坦福大学Leonard Herzenberg（FACS机器的发明者）实验室

在90年代研发的一款流式数据分析软件。FlowJo由于功能强大，简单易用，已经

被领域内的科学家、实验室广泛引用；同时FlowJo也是各高影响力核心期刊引用

最多的流式数据分析软件。 

一、FlowJo对电脑配置的要求 

1. PC电脑： 

操作系统：Windows XP，Vista，Windows7 

内存：512MB及以上 

网络连接：使用试用序列号及联网序列号必需要有网络连接； 

加密狗无需网络 

2. 苹果电脑： 

操作系统：OSX10.3或者更高版本 

内存：512MB及以上 

网络连接：使用试用序列号及联网序列号必需要有网络连接加； 

密狗无需网络 

二、FlowJo的安装过程(Windows) 

• 请到我们的网站上下载最新版本： 

http://www.flowjochina.com/content/download	
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在此，我们下载V7.6.5 为例

http://www.flowjochina.com/sites/default/files/7.6.5_X32.exe 

将文件下载到桌面之后，就可以看到FlowJo安装程序图标。 

 
• 双击FlowJo安装程序 

• 屏幕上出现解压进程窗口： 

 
• 解压完成后出现安装窗口： 

 
• 选择“NEXT” 
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• 选择“NEXT” 

 
• 选择“NEXT”  

 
• 选择“Install”软件自动安装。 

• 软件安装完成后显示 

 
• 选择“Done”进入软件版权信息窗口 
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• 根据不同软件的授权方法，进行以下操作： 

a. 购买的加密狗：先在电脑上插入加密狗（Dongle），然后启动FlowJo。 

b. 购买的序列号：在序列号栏输入序列号（Serial Number），然后点击Use 

Serial Number按钮。 

c. 如果是初次试用，需要申请序列号：点击 Get Trial License按钮，在FlowJo

官方网站申请试用序列号。收到注册邮箱里的序列号之后，将试用序列号

输入序列号栏，点击Use Serial Number按钮。 
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d. 使用Demo模式：如果试用序列号已经过期，而且需要继续学习FlowJo，点

击Run in Demo Mode按钮，在Demo模式下使用FlowJo提供的Demo数据进

行数据分析。 

 

三、FlowJo的工作台 

双击桌面FlowJo软件图标，进入软件工作台。 

或者  

软件工作台由菜单栏、常用工具栏、组空间和样本空间组成。 
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第二章FlowJo分析单标样本  

单标记样本数据常用的显示方式是单参数直方图。单参数直方图是一维数据

用的最多的图形显示形式，既可以用于定性分析，又可以用于定量分析。横坐标

可以是线性标度或对数标度，单位用“通道数”或者“道数”来表示，在流式检测中

的含义是代表所检测的荧光或散射光的强度。纵坐标表示的是横坐标某一特定荧

光强度的细胞数，有时也用相对百分比来表现。 

 

一、由原始数据生成单参数直方图的过程 

原始数据：手册中提到的演示数据,可以在flowjochina的网站上下载 

www.flowjochina.com/sites/default/files/demodata.rar 

选择3 color comp文件夹中的Cy5PE comp.fcs进行分析演示。将此文件夹存

放到桌面。 

1. 双击桌面FlowJo软件图标，进入软件工作台。 

2. 把“3 color comp”数据文件夹从桌面上拖入FlowJo。 
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• 在组空间中单击选中“3 color comp”组，此时在样本空间里显示“3 color 

comp”组中的所有样本。 

• 在样本空间中双击“Cy5PE comp.fcs”，出现图形窗口。 

 
图形窗口显示为二维点图。 
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1) X轴选择SSC（侧向散射，侧向散射的含义：它对细胞膜、细胞质和

核膜的折射更为敏感，其散射强度几乎与细胞内颗粒结构的质量成

近似直线关系，也就是说，细胞内颗粒结构越复杂，质量越大，其

SSC越大；反之则越小） 

2) Y轴选择FSC（前向散射，前向散射的含义：该值的大小与细胞的直

径近似直线关系，也就说，对于不同的细胞，细胞越大，其FSC就越

大；反之则越小） 

3) 然后选择设门工具（矩形门 、椭圆门 、多边形门 、自动门

）中任意一个，在二维点图中选中淋巴细胞。 

如下图所示:图中用圆圈所选中区域为淋巴细胞 
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• 在图形窗口中双击选中的淋巴细胞，生成新的图形窗口。 

1) 在X轴选择Cy5PE:CD4，Y轴选择Histogram， 

2) 选择设门工具（区域门 、双分门 ）中任意一个，在单参数直方

图中设门。 

a. 双分门设门如下图所示： 

 
左边区域为CD4阴性细胞，右边区域为CD4阳性细胞 



	
  

10	
  
FlowJo中文实用手册             杭州艾米绿生物科技有限公司             support@flowjochina.com            400-680-5527 

b. 区域门设门如下图所示： 

 
左边区域为CD4阴性细胞，右边区域为CD阳性细胞 

二、图形的输出和保存	
  

a. 在单参数图上点击鼠标右键选择复制图片，可以把图片粘贴到

WORD或PPT中。 

b. 在图形分析窗口菜单栏中选择“文件”并单击，选择下拉菜单中的“另

存为”，选择保存位置、重新命名文件名以及保存的文件类型（SVG、

PNG、EMF、JPG）。 
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c. 在FlowJo工作台单击 打开布局编辑器。 

d. 在样本空间中，把淋巴细胞的节点拖入到布局编辑器中。 

淋巴细胞节点如下图所示： 

 
布局编辑器显示的单参数直方图如下图所示： 
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e. 在布局编辑器中点击保存按钮 ，在弹出的对话框中选择保存的

路径，更改保存的图片名称以及图片格式。 

备注：  

①可以在图片名称后面直接输入需要保存的格式，比如命名并保存

为：data001.JPG。可以保存的图片格式有：JPG, PNG, GIF, EMF, 

SVG, PDF。 

② FlowJo默认的图片格式为PNG格式 

f. 更改布局编辑器输出的默认图片格式的步骤： 

①到工作台的菜单栏中点击“编辑”菜单，在下拉列表中选择“偏好设

置”，在偏好设置对话框中选择“文件格式” 

②点击在布局编辑器项目下拉按钮，选择需要的图片格式： 
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第三章FlowJo分析多色标记样本  

多色标记样本，包含双标记、三标记及以上的样本。多色标记样本分析的原

则是把多色标记简化为单标记或双标记。多色标记样本在采集或数据处理过程中

需要做荧光补偿。在FlowJo中的数据显示方式是二维点图。二维点图能够显示两

个独立参数与细胞相对数之间的关系，横坐标和纵坐标分别代表与细胞有关的两

个独立参数，平面上的每一个点表示具有相应坐标值的细胞。一般来说可以由一

个二维点图得到两个一维直方图，但是由于多个细胞具有相同二维坐标现象的存

在，所以二维点图的信息量要大于两个一维直方图的信息量。二维点图在设十字

门之后被分成四个区域，实验目的不同，各个区域所代表的含义不同。本手册提

供参考的是三标记样本的分析步骤。只要灵活掌握分析技巧，根据实验需求学会

把多色分析简化，这样就可以做到事半功倍的效果。 

 

一、由原始数据生成二维点图的过程 

原始数据：为FlowJo演示数据，选择3-color-experiment文件夹中的931115-

B02-Sample01.FCS进行分析演示。 

1. 打开软件，将“3-color-experiment”文件夹拖入FlowJo工作台。 

2. 在样本空间中双击“931115-B02-Sample01.FCS”样本，出现图形窗口，显示

为二维点图。X轴选择FSC，Y轴选择SSC。然后选择多边形设门工具 ，

在二维点图中选中淋巴细胞。如下图所示： 
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3. 双击淋巴细胞门，出现图形窗口，X轴选择Fluor::CD3，Y轴选择FSC。使

用矩形设门工具 选中CD3阳性细胞，设门并命名为T细胞 
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4. 双击T细胞门，出现图形窗口，在X轴选择Cy5PE::CD4，Y轴选择

PhyEry::CD8，使用十字门工具 设门，如下图所示： 

Q1：CD8单阳性细胞，为CD8+ T细胞 

Q2：双阳性细胞 

Q3：CD4单阳性细胞，为CD4+ T细胞 

Q4：双阴性细胞 

 
四分门更改门位置的方法：  

单击四分门“十字”的交点选中这个四分门，如下图所示。拖动鼠标将四分

门移到目标位置。 
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二、二维点图的设门原则 

二维点图常用四分门来设门，四分门设门要根据阴性对照界定阴性区。根据

细胞分群的趋势，四分门的界定线可设在阴性、阳性细胞的分群处。 

三、多色标记分析说明 

多色样本分析在实验中具有重要的地位，很多用户对多色分析感觉无从下

手。其实，流式分析中结果的显示一般都是一维和二维的。因此，在流式

分析中无论是几色标记的样本，只要把多色的分析简化为单标记和双标记

的分析，问题就会迎刃而解。 
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比如：检测TREG需要标记CD4/CD25/FOXP3，可以用SSC vs. CD4的二维点

图，把CD4+的细胞圈出来。然后用CD25 vs. FOXP3的二维点图，把

CD25+/FOXP3+的细胞表示出来。这样就可以把CD4+/CD25+/FOXP3+的

TREG细胞辨别出来。上面的实例就是把三标记的样本转化为两个二维的点

图进行分析。
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第四章FlowJo软件荧光补偿  

在做多色流式实验的时候，荧光补偿是必需进行的步骤。FlowJo可以根据荧光补

偿单染对照管的数据生成补偿矩阵，并可以对补偿矩阵进行调整。 

一、用FlowJo做荧光补偿并进行数据分析的步骤 

1. 在补偿编辑器中导入单染管的数据并生成荧光补偿矩阵 

2. 将补偿矩阵应用到组，对组里面的所有数据进行荧光补偿 

3. 对补偿过的参数轴启用双指数转换功能 

二、FlowJo荧光补偿的具体步骤 

如果荧光补偿单染对照的数据很好，阴性细胞群和阳性细胞群的分群很明

显，只需要将单染管的数据导入FlowJo的补偿编辑器里，FlowJo能自动设

门，界定出阴性细胞群和阳性细胞群，并计算出荧光补偿矩阵。操作非常

简单，下面的4个步骤便可完成荧光补偿： 

视频教程可以在线观看：

http://www.video.flowjochina.com/v75%20Compensation_conv.html 

1. 将数据拖入FlowJo工作台。 

演示数据为：3 color comp数据，为三色实验的数据。Cy5PE comp.fcs, FITC 

comp.fcs, PE comp.fcs为单染对照管数据；3-COLOR.FCS为样本数据，同时染

了Cy5PE, FITC, PE 
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2. 到工作台菜单栏的“窗口”栏选择“打开补偿编辑器”，打开后如下图所示。点

击单染管对应的Sample列，在弹出的下拉列表中选择对应的单染管数据。比

如在下图的例子中，在Flour单染管中导入FITC comp.fcs 
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3. 按照步骤2中的方法，在3个单染管中都导入对应的数据之后，FlowJo能自动

进行设门，界定出阳性细胞群和阴性细胞群，并计算出荧光补偿矩阵。如下

图所示： 

 
4. 将补偿矩阵应用到所有样本进行荧光补偿：在工作台的组空间中选中需要进

行荧光补偿的组，到补偿编辑器的菜单栏中选择“补偿>添加到组”， 

 
对该组的所有数据进行荧光补偿，补偿过的数据前面带有 标志，如下图

所示： 
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如果某个单染管的数据不是很理想(poor control )，FlowJo不能自动界定出

阴性细胞群和阳性细胞群，比如下面的实例： 

操作步骤：  

1. 按照上面的步骤1,2,3操作之后，如果出现一些设门的意外情况的话，如此组

数据中：FlowJo没能自动界定出PE单染管的阴性细胞群和阳性细胞群。 
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1) 单击选中工作台样本空间中PE单染管下的cw_Size节点，将其删除 

2) 右键单击补偿编辑器中的单染管出，点击“Clear”，将错误添加进去的单染

管数据清除，如下图所示： 

 
2. 将错误界定的细胞群以及错误添加到补偿编辑器的数据清除之后，我们需要

自己手动设门，界定出单染管的阴性细胞群和阳性细胞群，并手动将其添加

到补偿编辑器。按以下步骤操作： 

1) 在工作台样本空间中双击PE单染管，在FSC/SSC点图中，界定出目标

细胞群（淋巴细胞） 
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2) 双击淋巴细胞群，打开图形窗口，X轴选择PhyEry::aCD8，Y轴选择

Histogram ，选择区域门工具，界定出PE阳性和PE阴性细胞群，如下

图所示： 

 
备注：  

a. 在设门的时候，选择区域门工具，阴性门和阳性门尽量设在细

胞群分布的中心区域 

b. 如果单染管的直方图没有明显的双峰，在设门的时候，阴性门

和阳性门之间的距离应尽可能远一些 

3) 将工作台样本空间的“PE-”节点拖到补偿编辑器里PE单染管的阴性孔，

“PE+”节点拖到阳性孔里 
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3. 当所有单染管的数据都被添加到补偿编辑器后，FlowJo自动计算出补偿矩阵。

在工作台组空间中选择3-color comp组，然后到补偿编辑器的菜单栏中选择

“补偿>添加到组”，对该组的所有样本进行荧光补偿。 

三、双指数转换 

补偿过的数据，由于减去了荧光溢漏值，会产生“0”和“负值”。如果使用Log

轴（只能显示正值），“0”和“负值”会被压在坐标轴上。这时，我们需要采用

“Logical”参数轴来显示。在FlowJo中，可以通过双指数转换功能实现。继续使用

上一步骤产生的工作台，操作步骤如下（演示数据为3-color comp组中的3-

COLOR.FCS）： 

1. 在3-COLOR数据中设淋巴细胞门，双击淋巴细胞门，在打开的图形窗口中

X轴选择CD3，Y轴选择CD8，会发现有细胞压在坐标轴上，如下图所示：

图中gate1的范围很小，但却显示里面的细胞比例达到了35.1%，表明有很

多细胞压在坐标轴上。 
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2. 在X轴和Y轴点击坐标轴边上的T按钮 ，在弹出的下拉列表中选择“用双

指数转换”，如下图所示： 

 
3. 如果启用双指数转换之后，发现还有细胞压在坐标轴上，点击T按钮，选

择“Change transform values”，打开设置转化值对话框。通过将“附加负十位”

的值变大，或者将“宽度基底”的值变小，能将压在坐标轴上的细胞显示出

来。 
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比如上面的例子中，将X轴的“宽度基底”值从“-10”调为“-30”，使压轴的细

胞完全显示出来，如下图所示： 

 
 

备注：  

a. 双指数转换只是更改了数据呈现的方式，不会对数据本身做任何更改。 

b. 任何FCS3.0数据都可以在FlowJo上做双指数转换，如果是FCS2.0的

数据的话，如果不在机器上进行补偿操作，而是在FlowJo里补偿的话，

也可以进行双指数转换。 
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第五章FlowJo的批处理功能  

演示数据：Titration Data，一个抗体滴定实验的数据，CD8单染。Sample 1为对

照组，Sample 2 ~ Sample 8所加的抗体浓度按照2倍的梯度递减。 

 

一、设门分析的批处理 

1. 设门  

在工作台中双击阴性对照的数据Sample 1，用自动门工具设淋巴细胞门， 
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双击淋巴细胞门，在X轴选择FL1-H，Y轴选择Histogram； Sample 1是未染色的

阴性对照，用来确定抗体染色的阴性和阳性的界限。用双分门工具设门， 

门的位置如下图所示。设门完成后，在工作台中右键单击FL1-H+节点，在下拉

菜单中选择“Rename”，将其重命名为CD8+；同样的方法将FL1-H-节点重命名为

CD8- 

 
 

2. 添加统计数据  
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在工作台中单击选中CD8+节点，到常用工具栏中点击添加统计数据按钮 ， 

 
打开添加统计数据对话框。选择Median（中位数），在Parameter（参数）栏中

选择FL1-H，点击添加。这样就给CD8阳性细胞群添加了FL1-H荧光强度的中位

数。如下图所示： 

 



	
  

30	
  
FlowJo中文实用手册             杭州艾米绿生物科技有限公司             support@flowjochina.com            400-680-5527 

在工作台中单击选中Σ(FL1-H):Median节点，将其拖到CD8-节点上，给CD8阴性

细胞群添加FL1-H荧光强度的中位数。如下图所示： 

 
 

3. 设门分析的批处理  

在工作台中单击选中Sample 1样本下的“淋巴细胞”节点，将其拖到Sample 2样本

上，这样就对Sample 2设了一个“淋巴细胞”门。这个淋巴细胞门的位置与Sample 

1 中淋巴细胞门的位置相同。如下图所示： 
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在工作台中单击选中Sample 1样本下的“淋巴细胞”节点，将其拖到组空间的

“Titration Data”组上，这样就对该组中的所有样本都设了一个“淋巴细胞”门，这

个淋巴细胞门的位置与Sample 1 中淋巴细胞门的位置相同。如下图所示： 

 
按住ALT键，在工作台中单击Sample 1 样本下的“淋巴细胞”节点，能够将淋巴细

胞节点及其以下的所有节点全部选中，然后将其拖到组空间的Titration Data组上。

这样就对该组中的所有样本都进行了与Sample 1样本中一样的设门和添加统计数

据。如下图： 
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二、表格分析的批处理 

1. 在表格编辑器中导入需要进行表格分析的统计数据：  

在工作台的常用工具栏点击表格编辑器按钮 ，打开表格编辑器 

 
在工作台的样本空间中，将Sample 1样本的CD8+节点和CD8-节点及其下方的

Σ(FL1-H):Median节点拖到表格编辑器中，如下图所示： 
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2. 在表格编辑器中添加新的列：  

在表格编辑器中点击添加列按钮 ，打开“列信息”对话框，选择“Keyword”选

项卡，在“文件关键词”中选择“Antibody Concentration”，将列标题命名为“抗体浓

度”，点击OK 

 
3. 在表格编辑器中添加公式列：  

在表格编辑器中点击添加列按钮，打开“列信息”对话框，选择“函数”选项卡。编

辑公式“CD8+ (FL1-H) Median  ÷ CD8- (FL1-H) Median”，计算CD8阳性细胞荧光

强度中位数与CD8阴性细胞荧光强度中位数之比。将列标题命名为MFI比率。点

击OK 
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在经过上述操作之后，表格编辑器如下图所示： 
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4. 表格分析的批处理：  

点击表格编辑器右上角的批处理按钮 ，得到批处理的结果。 

 
从结果中可以看出，随着抗体浓度的增加，MFI的比率不断增加，当抗体浓度增

加到1之后，MFI的比率没有明显的增加，可以判定最佳的抗体浓度为1. 

 

三、图形分析的批处理及图像叠加 

1. 图形分析的批处理  

点击工作台常用工具栏中的布局编辑器按钮 ，打开布局编辑器，将工作台

中Sample 1样本下的淋巴细胞节点拖入布局编辑器 
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点击布局编辑器右上角的批处理按钮 ，得到批处理的结果，选择输出到

FlowJo里，点击“创建”，将“Titration Data”组中的所有样本的淋巴细胞的直方图

都输出到FlowJo的布局页里，如下图所示： 
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2. 图形的叠加(Overlay)：  

例1：  

将Titration Data中的所有实验样本的直方图分别与对照样本的直方图进行叠加，

以显示出实验样本与对照样本之间的差别。操作步骤如下： 

(1) 先将Sample 1样本的淋巴细胞节点拖入布局页，再将Sample 2样本的淋巴细胞

节点拖到布局页的Sample 1的直方图上，此时鼠标指针显示为 ，松开鼠标之后，

两个图形便重叠在一起。此时右上角的批处理按钮未启用 

 
(2) 双击重叠之后的图形，打开图形定义窗口，选择“Specify”选项卡，在“Control”

选项中双击Sample 1，将Sample 1设为对照，其前面会显示打钩。点击OK。 
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(3) 当设定了对照之后，布局页右上角的批处理按钮被启用。点击批处理按钮，

进行批量处理，所有实验样本都分别与对照样本进行了直方图重叠。 
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例2：  

将Titration Data中所有的实验样本都同时与对照样本进行叠加，以显示出该组中

所有样本的变化趋势。操作步骤如下： 

(1) 将Sample 1样本的淋巴细胞节点拖入布局页，在工作台中按住CTRL键将所有

样本下的淋巴细胞节点选中（或者，先单击选中Sample 1样本的淋巴细胞节点，

然后到工作台的菜单栏中选择“编辑”菜单中的“选择同一层次的所有节点”）。然

后将选中的所有节点拖到布局页中Sample 1的直方图上。这样，所有样本的直方

图都进行了重叠。 
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(2) 右键单击重叠后的直方图，在弹出的下拉列表中选择“直方图”中的“立体偏移” 
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(3) 单击选中立体偏移之后的图形，点击右下角蓝色的小方块可以对图形进行拉

伸或旋转。 

 
(4) 右键单击图标栏的样本名称，在弹出的下拉菜单中选择“coloring”中的“filled”，

对该样本进行颜色填充。 

 
(5) 对所有的样本都进行颜色填充之后，得到的图形如下 
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第六章FlowJo分析细胞凋亡样本  

一、细胞凋亡概述 

细胞凋亡又称细胞程序性死亡，有别于细胞坏死。细胞凋亡是指在一定的生理病

理情况下机体为维护内环境的稳定，通过基因调控，在一系列酶的参与下，使生

物体内一些无用的、老化的细胞高度有序的自动死亡过程。Annexin V-FITC/PI

双标记法检测细胞的凋亡是实验室常用的一种方法。 

Annexin V-FITC/PI双标法染色的原理：  

磷脂酰丝氨酸（PS）能与连接素V（Annexin V-FITC）发生特异性结合。正常的

活细胞带负电磷脂酰丝氨酸（PS）位于细胞膜的内侧。细胞凋亡发生时，由于

细胞膜磷脂对称性的改变而使PS外翻暴露于细胞膜外。PI为核酸荧光染料，不能

穿透正常细胞的细胞膜，只能进入细胞膜损坏的细胞。凋亡细胞因为PS外翻从

而可以和Annexin结合，但是保持了细胞膜的完整性，不能与PI结合。当细胞凋

亡晚期或发生继发性坏死时，细胞膜破坏，可以同时被Annexin V-FITC/PI着色。

所以如果是Annexin单阳性的细胞的话，就是凋亡早期细胞，如果Annexin, PI 双

阳性的话，即是坏死细胞。如下图所示： 
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二、FlowJo分析凋亡数据的过程 

演示数据：“apoptosis”文件夹中的ZL-2011-12-20_400.fcs 

1. 把凋亡样本拖入FlowJo，双击原始数据打开图形窗口。 

X轴选择FSC-A,Y轴选择SSC-A。分析凋亡的细胞选择上图所示的细胞群体进

行分析。细胞碎片不予分析。如下图所示： 

 
2. 在SSC/FSC图中双击“分析的细胞群体”， 



	
  

45	
  
FlowJo中文实用手册             杭州艾米绿生物科技有限公司             support@flowjochina.com            400-680-5527 

X轴选择FITC,用来表示AnnexinV-FITC。Y轴选择PE-Texas,用来表示PI。用

四分门设门工具界定活细胞和凋亡细胞。如下图所示： 

 

三、凋亡数据结果分析 

1. 用四分门设门的原则：四分门设门要根据阴性对照界定阴性区。根据细胞分

群的趋势，四分门的界定线可设在阴性、阳性细胞的分群处 

2. 上图中各个区域的含义： 

Q1：(AnnexinV-FITC)-/PI+，此区域的细胞为坏死细胞。也可能有少数的晚

期凋亡细胞在其中，甚至机械损伤的细胞也包含其中。 

Q2: (AnnexinV+FITC)+/PI+，此区域的细胞为晚期凋亡细胞。 

Q3：(AnnexinV-FITC)+/PI-，此区域的细胞为早期凋亡细胞。 

Q4：(AnnexinV-FITC)-/PI-，此区域的细胞为活细胞。 
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通常统计细胞凋亡率时采用Q2+Q3，晚期凋亡＋早期凋亡群（即所有

AnnexinV阳性群）。 
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第七章FlowJo软件分析细胞周期样本  

一、细胞周期分析概述 

细胞周期的检测是流式细胞仪最为广泛的应用之一。细胞周期是指以有丝分

裂方式增殖的细胞从亲代分裂结束到子细胞分裂结束所经历的过程。通常由G1

期、S期、G2期和M期组成。细胞在G1期完成必要的生长和物质准备，在S期完

成染色体DNA的复制，在G2期进行必要的检查和修复，以保证DNA复制的准确

性。在M期完成遗传到子细胞中的均等分配，使细胞进行分裂。 

细胞周期检测的原理：  

核酸染料可以与DNA分子特异性的结合，细胞周期检测中PI最为常用。PI为插入

性核酸荧光染料，能选择性的嵌入核酸DNA和RNA双链螺旋的碱基之间与之结

合，其结合的量与DNA的含量成正比例关系，用流式细胞仪进行分析，就可以

得到细胞周期各个阶段的DNA分布状态，从而计算出各个期的百分含量。如下

图所示： 
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二、FlowJo分析细胞周期数据的过程 

演示数据：cell cycle 文件夹中的5206.001，PI标记 

1. 设门选取目标细胞群体，将细胞碎片排除在外： 

双击工作台中的5206.001样本，打开图形窗口。X轴选择FSC-H，Y轴选择

SSC-H，细胞碎片位于左下角的位置，设门选中目标细胞，如下图： 
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2. 设门选中要进行细胞周期分析的单细胞群体，排除粘连细胞（粘连在一起的

双细胞或多细胞团块等）的影响。 

X轴选择FL2-W(width)，Y轴选择FL2-A(area)，设门方式如下图： 

 
BD的流式仪采集的数据：在进行周期分析的时候，通常是采用FL2-A与

FL2-W（或者FL2-A与FL2H）进行设门。 

Beckman的流式仪采集的数据：X轴选择FL3-LIN,用来表示PI的线性信号。

Y轴选择FL3-PEAK,用来表示PI的峰值信号。设门方式如下图： 
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3. 在FlowJo工作台中选中“单细胞群体”这个节点，在菜单栏的“工具”中选择“细

胞周期”，打开周期分析窗口。得到G1期、S期、G2期细胞百分比，G1期CV

值和G2期CV值等数据。如下图所示： 

 



	
  

51	
  
FlowJo中文实用手册             杭州艾米绿生物科技有限公司             support@flowjochina.com            400-680-5527 

三、细胞周期拟合的调整方法和步骤 

视频演示网址：http://www.flowjochina.com/content/tutorial-video#cellcycle 

1.周期拟合好坏的判断依据：  

上图中粉色的曲线是周期拟合的模型曲线，黑色的为样本曲线。理想状况是粉色

和黑色曲线吻合一致为最佳。拟合的好坏可以根据右边的RMS值来判断。

RMS(root mean square error)值越小越好，但是这只是一个相对值。比如：上面的

例子中，周期拟合的很好，RMS值为3.85。当周期拟合的不好的时候，可以通过

更换拟合模型或者更改限制条件进行调整。 

2.更换周期拟合模型：  

有Watson和Dean-Jett-Fox两种，用户可以选择任意一种进行分析，两种模型之间

没有实质的差别。可以比较两种模型拟合之后的RMS值的大小，选择RMS值小

的模型。如果周期拟合的时候出现不能进行拟合的提示“Could not fit.”，如下图

所示，可以更换拟合模型的种类，下面这个例子中，需要将模型从Watson更换

为Dean-Jett-Fox。 
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3. 更改限制条件：  

可以对G1峰与G2峰的位置（荧光强度的均数mean）和CV值进行限制。 

1） 通常来说，G2的位置为G1的2倍。你可以根据相对固定的那个峰来确定

另外一个峰的位置，如G1峰相对固定的话，就选择G2峰的均数为G1的2

倍(2G1)；如果G2峰相对固定的话，就选择G1峰为G2峰的0.5倍。 

2） 或者，手动界定G1峰和G2峰的位置， 

输入G1峰的均数mean： 

 
输入G1峰均数mean所在的范围： 

 
3） 通常情况下，流式细胞周期实验中CV值的大小是由流式仪检测的敏感

度及使用的DNA染色剂的特异性决定的。理论上G1和G2的CV值是一致

的。在数据分析过程中，可以利用这一特点，将参数设置为，G1 CV 

=G2 CV，或G2 CV＝ G1 CV。 

CV也可以设定为固定的数值。这个CV固定值的设定，不是随意的，而

是根据该组实验中某一个拟合的很好的对照数据为参考而设定的已知值。

因为我们假定在流式实验中，同组数据在条件一样的情况下，CV不会

有大的变动。 
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四、细胞周期结果分析 

1. RMS：root mean square error，均方根误差。RMS值的大小反映了周期分析模

型拟合结果与实际曲线的吻合程度，其值越小，说明吻合的越好。 

2. G1百分比：G1期细胞所占的百分比 

S百分比：S期细胞所占的百分比 

G2百分比：G2期细胞所占的百分比 

3. G1均数：G1期细胞荧光强度的平均数 

G2均数：G2期细胞荧光强度的平均数 

4. CV：coefficient of variation，变异系数。通常检测分辨率或精度由G0/G1峰的

CV来反映。影响CV的因素主要包括两方面：仪器因素和样品制备及染色过

程对标本的人为影响。 

G1 cv：G1峰的变异系数，其大小反映了G1峰的宽度，数值越小，峰越窄 

G2 cv：G2峰的变异系数 
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第八章 	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  FlowJo分析细胞增殖 	
  

一、CFSE法检测细胞增殖的原理：	
  

CFSE(CFDA-SE)是一种可对活细胞进行荧光标记的细胞染色试剂，CFSE 进入细

胞后可以不可逆地与细胞内的氨基结合偶联到细胞蛋白质上。在细胞分裂增殖过

程中，CFSE 标记荧光可平均分配至两个子代细胞中,因此其荧光强度是亲代细胞

的一半。 

 

演示数据：  

Proliferation tutorial：实验中所用的荧光染料为eFluor® 670 

 

二、FlowJo分析细胞增殖的步骤：	
  

1. 确定要分析的目标细胞群（下图为演示数据中的样本Sample 1） 
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2. 打开增殖分析平台： 

到“工具”菜单栏中选择“细胞增殖”，打开增殖分析平台，将参数轴中的参数

更换为本实验中所采用的APC_A::670Dye，如下图所示： 

  
左边为拟合结果图， 

右边为各个统计数据，其中： 

RMS: root mean square error的缩写，反映的是拟合结果与实际数据的吻合程度，

RMS数值越小，说明拟合结果越好。 

 

3.打开增殖分析平台左下角的“Options”选项 
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选项中各个参数的介绍： 

#Peaks：增殖峰的数目，默认的最大数目为8个。 

随着细胞的分裂，子代细胞所含的CFSE荧光染料的量以2倍的比例递减，分裂到

第七代的时候，第七代细胞的CFSE荧光强度只有原代细胞的1/128，可能低于细

胞的自发荧光。因此荧光染料所能检测到的代数是有限制的，比如eFluor的检测

范围为6代。研究结果表明，增殖分析可检测到的最大的代数为8代。 

Peak 0：原代细胞（generation 0）峰的位置，可以依据未刺激对照来确定。 

Ratio：子代细胞荧光强度占其母代细胞的比率，理论情况下为0.5，实际情况下，

一般低于0.5，因为细胞分裂的过程中一般会有一些损失。 

CV：变异系数，代表各个峰的宽度，理论情况下，每一代的峰的宽度是相等的。 

Background：背景荧光值 

 

4. 拟合步骤： 

在“Option”选项中更改限制条件，得到最佳的拟合结果 

4.1 确定增殖峰的数目： 

目测峰数目 + 1。本实验中，依据步骤1中的直方图，其中目测峰的数目为5，那

么确定增殖峰的数目为6。在#Peaks中输入6之后，按回车键进行计算 

4.2 确定Peak 0 的位置： 

依据未刺激对照来确定。本实验中为unstim样本，在确定目标细胞群之后，打开

增殖分析平台，#Peaks数目为1，按回车键计算之后得到的拟合结果如下图： 
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确定出Peak 0的位置为37600，在Sample 1的增殖分析平台中勾选“Fix Peak 0”

选项，在其中输入37600，然后按回车键进行计算。 

 

4.3 确定Ratio的大小： 

勾选“Fixed Ratio”选项，在其中输入，依据RMS值的大小确定输入的数据是否

可取，RMS值越小则拟合越好。Ratio的值应小于或等于0.5 

如果在确定了峰的数目、Peak 0的位置、Ratio值的大小之后，仍不能得到理想的

拟合结果，可以再按照下面的步骤调整CV的大小和Background的大小。本演示

实验中，在确定了上述3个参数之后，能得到理想的拟合结果 
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4.4 确定CV的大小： 

勾选“Fixed CV”，输入数值后按回车键进行计算。可以依据未刺激样本来确定

CV值的大小。 

4.5 确定Background： 

勾选“Fixed Backgd”，输入数值后按回车键进行计算。 

 

三、FlowJo增殖分析的结果解释	
  

RMS：root mean square error的缩写，反映的是拟合结果与实际数据的吻合程度，

RMS数值越小，说明拟合结果越好。 

#Peaks: 增殖峰的数目 

Peak cv：CV值，代表峰的宽度 

Peak ratio：子代细胞荧光强度占母代细胞的百分比 

Undiv. Mean：未分裂峰的平均荧光强度，即Peak 0的位置 

Div. Index：Division Index，简写为DI，即分裂指数。所有细胞的分裂次数除以

增殖刺激前的细胞总数。 

Prol. Index：Proliferation  Index，简写为PI，即增殖指数。所有细胞的分裂次数

除以发生过增殖的细胞的数目。 

% Divided：发生过增殖的细胞的数目除以增殖刺激前的细胞总数 

Background：背景荧光值 

Generation 0：原代细胞的数目 

Generation 1：第一代细胞的数目 
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四、参考文献中对FlowJo增殖分析数据结果的引用	
  

在撰写文章的时候，一般可以采用下面2个参数： 

% Divided：the percentage of divided cells 

Div. Index：average number of cell divisions 

下面例子中：图中左上角为% Divided，左下为Div. Index 
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图片来自于： 

Jason J. Coughlin. 2005. RasGRP1 and RasGRP3 Regulate B Cell Proliferation by 

Facilitating B Cell Receptor-Ras Signaling. The Journal of Immunology 

 


