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DAPI染色法在流式细胞术中去除死细胞影响的探讨 *
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摘要 目的：探索利用 DAPI染色法在流式细胞检测过程中去除死细胞，消除死细胞对流式结果的影响。方法：建立原位肝癌小鼠

模型，流式检测其中死细胞对脾脏中骨髓来源抑制性细胞（myeloid-derived suppressor cell，MDSC）结果的影响，并以碘化丙啶

（propidiumiodide，PI）为对照，探索不同 DAPI浓度、不同染色时间对死细胞比例的影响。结果：流式细胞术中去除死细胞影响时

DAPI染色浓度低于 1 g/mL时，其染色结果影响不大，浓度大于 1 g/mL，死细胞比例明显升高；当 DAPI使用浓度为 0.2 g/mL时，

在 30钟内死细胞染色结果与 PI相比差别无统计学差异，当染色时间大于 30 min时，死细胞的比例显著升高。结论：DAPI染色法

应用于流式细胞术中去除死细胞是一种可靠的检测方法，且简单易行，推荐使用方法为 0.2 g/mL，染色时间 1-5 min。
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A Methodology Study on Elimination the Influence of Dead Cells
Stained with DAPI*

To explore the method of DAPI staining in the process of flow cytometry to remove dead cells and elimi-

nate the influence of dead cells on flow cytometry results. An orthotopic transplantion tumor model of hepatoma in mice was

used to detect the dead cells effect on the result of MDSC in splencyte by flow cytometry. PI was used as a positive control to contrast the

influence of different DAPI concentration and staining time on the proportion of dead cells. The data showed that while the

DAPI concentration was less than 1 g/mL, there had a similar result of the proportion of dead cells compared with PI staining; however, if

the concentration of DAPI was more than 1 g/mL, the proportion of dead cells was increased. Stained the cells with 0.2 g/mL of DAPI

within 30 minutes had a little influence on the proportion of dead cells. But when the staining time exceed 30 minutes, the proportion of

dead cells increased obviously. The DAPI staining method is a reliable and easy detection method applied to remove dead

cells effect on the flow cytometry, 0.2 g/mL of DAPI stained 1-5 minutes was recommend.
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前言

流式细胞技术（flow cytometry, FCM）对悬液中的单细胞或

其他生物粒子,通过检测标记的荧光信号，实现高速、逐一的细

胞定量分析和分选的技术[1]。由于其强大的数据收集与分析功

能，流式细胞术在临床医学诊断、细胞分子生物学、免疫学、血

液学、病毒学、植物学、海洋微生物学、食品科学等学科得到了

广泛的应用[2-8]。

流式细胞采集信号的原理实质是根据细胞或颗粒上的荧

光信号强度分析分选[9]。流式细胞分析的目标一般是活细胞，流

式细胞分选的目标更要求是活细胞。而实际样品细胞中一般都

会有死细胞，特别是组织制备成的单细胞悬液或是一些本身活

性不高的样品，死细胞所占比例会更大。由于死细胞有非特异

性荧光波长，因此在所有通道表达量相等，对流式结果有一定

的影响。本文根据一些国外的文献及实际工作中提出了用低浓

度的 DAPI溶液去除死细胞的方法[10]。DAPI是一种可以穿透细

胞膜的蓝色荧光染料，能够以非嵌入式的方式与 DNA特异性

结合，由 355 nm激光激发时发射光谱为 400-500 nm。且 DAPI

1660· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.9 MAY.2019

使用时无需 RNase 对细胞进行处理，因为 DAPI 与双链的

DNA结合时其荧光强度增强 20倍，而与单链 DNA结合时荧

光强度不增强，与 RNA结合不会形成强荧光[11,12]。因此，DAPI

是一种理想的 DNA染料。本文采用 DAPI标记原位肝癌小鼠

模型脾脏中的细胞，并与 PI染色法进行比较，探索简便易行的

DAPI去死细胞染色法，提高实验数据的准确性。

1 材料与方法

1.1 材料

流式细胞抗体大鼠抗小鼠的 APC CD11b，PE Gr-1购自美

国 BD公司，PI购于罗氏试剂公司，DAPI购于碧云天公司，红

细胞裂解液购自 Hyclone 公司，CFSE 购于 invitrogen 公司。

BALB/c小鼠，8-12周龄，购于上海斯莱克实验动物有限责任公

司。小鼠肝癌细胞 H22购自中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 小鼠肝癌细胞 H22 培养于 90% RPMI

1640、10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 U/mL链霉素的完

全培养基中，并于 37℃、5% CO2、95%相对温度的恒温培养箱

中培养。H22是悬浮培养，传代时轻轻将贴在壁上的细胞吹打

下来，收集培养液至 10 mL离心管，300× g离心 5 min，弃掉上

清液，加入新的培养液将细胞团吹打成单细胞悬液，传至新的

培养板中培养。

1.2.2 动物模型建立 正常 BABL/c小鼠，腹腔注射 10%水合

氯醛(4 L/g)进行麻醉，仰卧位固定，消毒后在胸骨下缘 2 cm处

沿腹中线向上剪开 2 cm左右，分离并剪开腹壁，挤出肝左外叶。

用 1 mL胰岛素注射器将 H22肝癌细胞悬液(5× 105/25 L)缓慢

注入肝被膜下，见注射部位起一个小泡，证明注射成功。缓慢拨

出针头，用电凝笔止血后将肝脏放回原位，缝合腹壁及皮肤切

口。10 d后处死，取脾脏用于后续流式检测[13]。

1.2.3 脾细胞分离 取小鼠脾脏细胞于 300目的尼龙布上，加

入预冷的 2 mL RPMI-1640基础培养基，用研磨棒轻轻按压研

磨后收集细胞悬液，1500 r/min 4度离心 5 min，去上清后用 2

mL红细胞裂解液破红 3 min，用预冷的 2 mL RPMI-1640全培

终止，离心后预冷的 10 mL 0.5% FBS-PBS洗 1遍。

1.2.4 T细胞增殖 分离得到的脾细胞经尼龙毛柱法分离提

纯后得到 T 细胞，用 PBS 制备成 1× 106/mL 细胞悬液，用

CFSE（Invitrogen）染色（5 M，20 min，37 度，避光），再用 1640

全培终止，于 37℃，避光孵育 5 min。将细胞离心后用 1640全

培重悬，接种在 24孔板，1× 106/孔，T细胞活化用抗小鼠 CD3

单克隆抗体 0.1 mg/mL和抗小鼠 CD28单克隆抗体 0.1 mg/mL

激活。37℃、5% CO2、95%相对温度的恒温培养箱中培养 3天后

流式细胞仪检测。

1.2.5 流式细胞检测 将细胞悬液制备成 5× 106/mL，取 100

L 细胞加入相应抗体，4 度避光孵育相应时间后上机检测。

MDSC检测使用抗体：APC CD11b, PE Gr-1。探讨 DAPI染色时

分别加入不同量的 DAIP，使之终浓度为 0.1 g/mL，0.2 g/mL，1

g/mL，5 g/mL，4℃避光孵育 5 min后加入 300 L PBS上机检测。

探讨 DAPI染色时间时，加入 DAPI，使 DAPI 终浓度为 0.2

g/mL，分别 4度避光孵育 5 min，10 min，30 min，1 h后加入 300

L PBS上机检测钟。流式细胞议为 Beckmann Coulter Galios。

1.3 统计学分析方法

实验所得数据经 GraphPad Prism 5软件处理，数据之间的

差异用 Mean± SD 方法进行分析，组间比较采用 one-way

ANOVA。P<0.05表示差异具有统计学意义，P<0.01表示差异

具有显著性，P<0.001表示差异具非常显著性，P>0.05则表示差

异无统计学意义（no significance, ns）。

2 结果

2.1 死细胞对流式细胞结果的影响

在流式细胞的样品处理中难免会有死细胞产生，特别是组

织样品。而死细胞对流式结果会有一定的影响。如图 1所示，样

品是小鼠原位肝癌模型中的脾脏细胞。我们将 A中的目标细

胞群圈出后分析其中骨髓来源抑制性细胞（MDSC）的量，结果

如图产 1B所示，在 P1门的位置会有一些对角线的细胞出现，

进而影响MDSC的比例。在一些其他的实验中，死细胞对实验

结果会有产生一定的影响，比如，T细胞增殖的实验中会使 T

细胞增殖的比例产生显著性变化，图 1C左边是没有去除死细

胞的 T细胞增殖 84.4%，而去除死细胞后，实际上 T细胞增殖

的比例是 94.8%。

图 1 死细胞对流式细胞结果的影响。

A：组织样品中的 FSC和 SSC的参数二维散点图；B：组织样品中死细胞对MDSC的影响；C：T细胞增殖实验中死细胞对 T细胞增殖的影响。

Fig.1 The effect of dead cells on the result of flow cytometry

A. The parameters scatter plot of the tissue samples of FSC and SSC; B. The influence of dead cells in tissue samples of MDSC.

C. Cell death in T cell proliferation experiment effects on T cell proliferation.

2.2 组织样品中细胞的活性

我们将原位肝癌小鼠模型中脾脏制备成单细胞悬液后且

PI染色，检测其中死细胞比例，结果如图 2所示，此样品活性较

好，样品中活细胞约有 95.5%。为后续摸索 DAPI染色法的浓度
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和时间提供了依据。 2.3 不同浓度 DAPI染色的结果

取 100 L 4份相同的脾脏样品，用不同浓度的 DAPI浓度 4

度、避光染色，5 min加入 300 LPBS后上机检测。结果如图 3B

所示，随着 DAPI使用浓度的增加，活细胞的比例有所降低，但

当 DAPI使用浓度为 0.2 g/mL的时候，流式检测的活细胞为

95.1%，与使用 PI染色的结果较为接近。而当 DAPI的浓度为

0.1 g/mL时，流式检测的活细胞为 96.4%，虽然比 PI染色的结

果略高，但与 PI染色相比无统计学差异。但当 DAPI浓度增加

到 1 g/mL时，活细胞比例比 PI染色的结果略少，但无统计学

并异。而 DAPI浓度增加到 5 g/mL 时，活细胞比例下降到

92%，与 PI染色相比降低有统计学差异。推荐 DAPI使用浓度

为 0.2 g/mL。
图 2 PI染色法检测组织样品的细胞活性

Fig.2 The ability of tissue sample detect by PI satin

图 3 不同 DAPI浓度检测组织样品的细胞活性

A：PI染色法活细胞的比例；B：不同浓度 DAPI染色活细胞比例；C：PI染色法与不同浓度 DAPI染色活细胞比例的统计学分析。*P<0.05, ns P>0.05。

Fig.3 The cell activity of tissue samples were detected by different DAPI concentration

A: the ability of tissue sample detect by PI satin；; B: the ability of tissue sample detect by different concentration of DAPI; C: the statistical data of PI

stained and DAPI stained. *P<0.05, ns P>0.05.

2.4 不同 DAPI染色时间的结果

取 4份相同的脾脏样品，用 0.2 g/mL的 DAPI染色 4度、

避光，分别于 5 min，10 min，30 min，60 min后加入 300 L PBS

上机检测。结果如图 4B所示，当DAPI染色时间为 1min，5min，

10 min和 30 min的时候，流式检测的活细胞分别为 95.5%，

94.9%，94.5%和 93.5%，与使用 PI染色的结果接近，。随着染色

时间的增加，活细胞的比例有所降低，而当 DAPI的染色时间

为 60 min时，流式检测的活细胞为 90.4%，与 PI染色法相比有

显著性降低。推荐 DAPI使用浓度为 0.2 g/mL，染色时间不超过

30 min，最佳染色时间为 1-5 min。

2.5 去除死细胞后脾脏MDSC的结果

取一份样品，加入 APC CD11b，PE Gr-1抗体 4度避光孵

育 10 min后加入 DAPI，DAPI终浓度为 0.2 g/mL，继续 4度避

光孵育 5 min后加入 300 L PBS，上机检测。结果如图 5所示，

没有去除死细胞的时，在 A图上对角线上会有一团斜的细胞

P1，比例为 5.9%，而用 DAPI 去除死细胞后（B 图）这团细胞

（P3）只有 1.1%，MDSC的比例也由 7.8%（P2）变为 9.4%（P4）。

3 讨论

随着流式细胞术的迅猛发展，目前流式细胞仪最高可达 7

根激光，可实现多激光多参数的分析，同时获得细胞的多种信

息，从而从多个角度对细胞的异质性进行研究。但实验过程中

流式样品难免会有死细胞，特别是组织样品。因死细胞的具有

非特异性荧光，且不具选择性，在每个荧光信号通道上的表达
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图 4不同的 DAPI染色时间检测组织样品的细胞活性

A: PI染色法活细胞的比例；B：不同的 DAPI染色下活细胞的比例；C: PI染色法与不同 DAPI染色时间活细胞比例的统计学分析。

*P<0.05, ns P>0.05。

Fig.4 Different DAPI staining time detection of the tissue samples activity

A: the ability of tissue sample detect by PI satin；; B: the ability of tissue sample detect by different stained time of DAPI;

C: the statistical data of PI stained and DAPI stained. *P<0.05, ns P>0.05.

图 5 去除死细胞前后MDSC表达量变化

A:未去除死细胞MDSC的表达；B去除死细胞后MDSC的表达。C: P1与 P3细胞比例的统计分析；D:P2与 P4细胞比例的统计分析。

*P<0.05,**P<0.01。

Fig.5 The expression MDSC with or without removed dead cells

A: the expression of MDSC before remove dead cells; B: the expression of MDSC after removed dead cells; C: the statistical of P1 and P3; D: the

statistical of P2 and P4. *P<0.05, **P<0.01.

强度都相等，因此对流式结果产生一定的影响，特别是散点图

的十字门或是一些弱表达或连续性表达的细胞信号结果影响

较大。所以在流式细胞术中去除死细胞的影响非常有必要。

去除流式细胞术中死细胞的方法有多种，比如对于对角线

死细胞，可以通过可以利用其他未使用通道来区分死细胞活细

胞，但对角线细胞不一定全是死细胞，而且有些荧光会漏到其

它通道上，所以单纯使用对角线去除死细胞并不十分合理。区

分活死细胞还可以通过 PI染色法[14]，7AAD染色[15]。PI是一种

可对 DNA染色的细胞核染色试剂，它不能通过活细胞膜，但能

穿过破损的细胞膜进入细胞而对核染色[16]。PI嵌入双链 DNA

后释放红色荧光，因此常用于细胞凋亡检测、细胞周期分析[17-20]，

也常被用于对活细胞和死细胞染色[21]。但 PI-DNA复合物的激

发和发射波长分别为 535 nm和 615 nm，其激发光谱几乎与

PE完全重叠，与 FITC、PerCP等也有部分重叠，因此应用 PI去

除死细胞限制了多参数分析。此外，PI具有一定的毒性，且粘性

大，容易污染仪器，且在染色过程中需加入 RNase处理[22]，不适

用于分选的仪器。7AAD发射波长为最大 670，与多种染料发射

波长重叠严重，如 cy5，APC，PerCP等，因此在多色分析时具有

比较大的局限性。DAPI是一种可以穿透细胞膜的蓝色荧光染

料，常用于细胞周期分析，但低浓度的 DAPI通过活细胞膜的

能力较弱，因此本文提出且 DAPI染色法进行去死细胞。DAPI

的激发光波长为 360 nm，一般为紫外光激发，但实际上 405 nm

的紫激光也能有效激发 DAPI。DAPI与 DNA结合后其发射波

长为 460 nm，与应用较为普遍的绿色荧光、黄色荧光、红色荧

光，如 FITC、PE、APC等几乎无光谱重叠，这一优势恰好拓宽了

流式细胞术多色、多参数分析的应用。而且，DAPI是实验室常
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备染料，常用于免疫荧光染核、细胞周期分析、细胞凋亡等[23-25]，

价格便宜，配制方便、实验步骤简单。

实验过程中我们发现，此样品处理比较温和，但 PI染色表

明仍有 5%的死细胞。我们以 PI为对照，摸索 DAPI的染色条

件。DAPI用于免疫荧光细胞核染色时浓度一般为 5-10 g/mL，

染色时间也由 15 min到 1h不等，且一般需要将细胞固定，使

DAPI更容易进入细胞。而我们在流式细胞检测区分活死细胞

时用低浓度的 DAPI溶液，浓度为 0.1 g/mL，0.2 g/mL，1 g/mL，5

g/mL，染色时间为 5 min，结果表明，在低浓度 0.2 滋g/mL时，
DAPI的染色结果与 PI的染色结果基本一致，随着 DAPI浓度

的增加，死细胞的阳性率增加。为了明确 DAPI的染色时间，我

们选用与 PI染色结果最为接近的 0.2 g/mL，染色不同时间，5min，

10 min，30 min，60 min。结果表明染色时间 5 min与 1 0 min的

结果差别不大，且与 PI的染色结果一致。但当染色时间沿长到

30 min后，死细胞的比例有略微升高，为 6.5%，而时间延长到

60 min后死细胞的比例则明显增加，为 9.6%。这可能是因为

DAPI虽然能透过活的细胞膜，但低浓度的 DAPI溶液是半通

透性的，不固定的话，染料进入细胞会比较少。上述结果表明，

在低浓度的 DAPI溶液 0.2 g/mL，染色时间 5 min时是可以作

为流式分析中去除死细胞的方法。

本文以MDSC为例分析流式细胞术中 DAPI染色法去除死

细胞影响。MDSC为一群不成熟的、未分化完全的骨髓源性异质

性细胞群，在外伤、炎症、肿瘤等条件下生成增加，是近年来发现

的继调节性 T细胞之后的又一个重要的免疫细胞[26]。小鼠MD-

SC的标志为 CD11b+Gr-1+[27]。MD SC能够抑制 T细胞的增殖

和功能，近年来大量的研究表明，MDSC在体内蓄积是肿瘤发

生免疫逃逸的主要原因之一，也是机体产生免疫耐受的原因[28-31]。

MDSC在组织或外周血中的比例是MDSC研究的一个重要方

面。而在组织细胞制备成单个细胞用于流式检测往往会有一些

死细胞产生，从而影响 MDSC在组织细胞中的比例，比如我们

的实验中肝癌模型中脾脏中 MDSC 在未去除死细胞前为

7.8%，而去除死细胞影响后MDSC实际在脾脏中比例为9.4%。

因此在组织细胞的流式检测中去除死细胞的影响非常重要。

PI染色法应用于流式细胞术中去除死细胞的方法在很早

就已经被证实并使用[32]。但随着流式细胞仪的发展，流式细胞

术的应用越来越广，多参数的分析对染料的选择要求更多了。

而 PI对多个通道都有一定的影响，因此在目前作为流式细胞

术中去除死细胞已不是最好的方法了。本文对比了在流式细胞

术中去除死细胞的 PI染色法和 DAPI染色法，结果表明，在低

浓度、短时间染色过程中，DAPI染色法与 PI染色法的结果相

近，差异很小，说明 DAPI与 PI一样也是一种可靠的去除死细

胞的方法，并且 DAPI染色法对流式细胞仪的污染更小，适用

于配有紫激光或紫外激光的流式细胞仪，而 PI适用于普通的

分析型流式细胞仪，没有紫激光或紫外激光的流式细胞仪。每

种染色方法都各有优缺点，因此在使用过程中实验者可根据实

际情况进行选择。本研究建立的 DAPI染色法用 0.2 g/mL的

DAPI，染色时间 5 min应用于流式细胞术中去除死细胞简单易

行，是一种适用于多参数分析的方法。
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