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BD FACSAria流式分选仪无菌制备
流程的优化
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摘要：为优化 BD FACSAria 流式分选仪无菌制备和无菌维护的流程，以保持设备长期稳定的无菌分选状态，从无菌制

备的成本、操作流程和系统稳定性等方面进行优化，探索了 LB 培养基监测管路无菌状态的方法，并对 HCT116 细胞无菌

分选状态及长期培养情况进行观察。优化后的无菌制备方法简化了操作流程、节约了成本，能够长期保持仪器液管的无菌

状态；HCT116 结直肠癌细胞分选后在无双抗培养基中长期培养状态良好且未出现污染的情况。优化的 BD FACSAria 分选

仪无菌制备方法及维护流程为仪器的运行和管理提供了简单可行的方案，为科研工作提供更加优质稳定的无菌分选技术

服务。
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BD FACSAria Flow Sorter
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Abstract: To optimize the process of  aseptic preparation and maintenance for  BD FACSAria cell  sorter  to maintain long-term
stable  sterile  sorting  state,  the  cost  of  aseptic  preparation,  operation  process  and  system  stability  are  optimized.  The  method  of
monitoring the aseptic status of the fluidics system with LB medium is explored, and the aseptic sorting status and long-term culture of
HCT116 cells are observed. The optimized aseptic preparation methods simplify the operation process, save the cost, and can keep the
aseptic state of the instrument liquid flow pipeline for a long time. HCT116 colorectal cancer cells are sorted and cultured in antibiotic-
free  medium for  a  long  time  without  contamination.  The  optimized  aseptic  preparation  methods  and  maintenance  procedure  of  BD
FACSAria sorter provide a simple and feasible scheme for the operation and management of the instrument, and provide high-quality
and stable aseptic sorting services for scientific research.
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流式细胞分选是在流式分析技术的基础上，

使用静电分选技术将目的群体进行分离与纯化的

技术[1–3]。由于其快速、准确、通量高等特点，已

被广泛应用于免疫、肿瘤、微生物检测、疾病监

测等科研及医学领域[4–7]。无菌分选则可以进一步

保障目的细胞得以长时间培养，以便后续实验的

顺利开展。要维持分选仪长久稳定的无菌条件，

无菌制备及后期的无菌维护是关键[8−9]。虽然 BD

FACSAria流式分选仪内置了无菌管路制备的流

程，但前期的准备及后期的维护工作依然耗费精

力。该研究以 BD FACSAriaⅢ 分选仪为例，从成

本支出、时间、系统稳定性等方面优化了无菌制
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备的流程，探索了检测管路清洁度的简便方法；

针对分选过程中的污染源，详述了无菌维护的流

程。该研究建立的简化版的流式无菌分选的制备

和维护方案为相关技术及管理人员提供参考借鉴。 

1    无菌管路制备的优化

无菌管路的制备，不仅需要对管路进行无菌

化处理，还需制备无菌容器、无菌鞘液等。本研

究优化了无菌鞘液的制备过程，建立了简明的无

菌管路制备流程并探索了检测管路清洁度的方法。 

1.1    无菌鞘液及鞘液桶制备的优化

鞘液的无菌是维持整个无菌管路制备的关

键，优化前无菌鞘液（桶）的制备过程参考已有报

道[9−10]，所需的耗材及器材如图 1所示，从左至右

分别为：2.5 L 75% 乙醇溶液、10 L超纯水、10 L
鞘液、鞘液桶（空）。具体制备过程为：

1）  10 L无菌水及 10 L鞘液高温高压灭菌，

120 ℃，30 min；
2） 乙醇溶液充分浸润鞘液桶内壁及鞘液传感

器，浸泡至少 1 h或过夜熏蒸；

3） 无菌水少量多次反复冲洗鞘液桶内壁，以

去除残留的乙醇；

4） 无菌环境中将鞘液灌装于鞘液桶；

5） 安装鞘液过滤器并排除气泡。
 
 

10 L

75% 鞘液 鞘液桶
（无鞘液）

乙醇 (10 L) (10 L)

(2.5 L)

H2O

图 1    优化前制备无菌鞘液（桶）所需的试剂及器材
 

本研究对无菌鞘液及鞘液桶的制备进行了优

化，使流程更为简化。所需的耗材及器材如图 2
所示，从左至右分别为：鞘液桶（含 10 L鞘液），

500 mL超纯水，500 mL 75% 乙醇溶液。具体制备

过程为：

1） 将鞘液传感器旋出，浸泡于 75% 乙醇溶液

中，锡箔纸密封鞘液传感器插口、鞘液管及气路

管插口；

2）  鞘液桶中配制鞘液，高温高压鞘液及纯

水，121 ℃，45 min；
3） 待鞘液温度降至室温，传感器在无菌纯水

中清洗后插入鞘液桶；

4） 安装鞘液过滤器并排除气泡。
  

无菌水 75%乙醇

鞘液传感器插孔

鞘液桶
（含10 L

鞘液）

图 2    优化后制备无菌鞘液（桶）所需的试剂及器材
 

优化方案除流程更简便外，成本也降低了，

系统则更加稳定。

1） 节约成本：试剂需求量大大减少，具体用

量如表 1所示；鞘液桶与鞘液可直接灭菌，无需

分别处理，节约时间成本。

2） 系统稳定：无需灌装，减少鞘液与空气的

接触，进而减少污染的可能性；同时避免罐装过

程引入大量气泡，液流系统更加稳定。
  

表 1    无菌鞘液及鞘液桶制备优化前后器材及试剂用量
 

器材及试剂名称 优化前需求量 优化后需求量

10 L原装鞘液钢桶
（可高温高压） 1个 1~2个

10 L塑料桶
（可高温高压） 1~2个 0个

无菌水 10 L 0.5 L
鞘液 10 L 10 L

75% 乙醇溶液 2.5 L 0.5 L
  

1.2    无菌管路制备流程

BD FACSAria 分选仪内置了无菌管路制备程

序（prepare for aseptic sort），制备过程需提前准备

5 L无菌水，5 L BD FACSClean溶液，5 L 75% 乙

醇溶液，10 L无菌鞘液（桶）（制备过程见 1.1节）。

无菌管路制备流程：

1） 用 75% 乙醇溶液对蒸馏水桶和传感器进行

无菌处理；

2） 按照 Prepare for Aseptic Sort程序逐条进行

操作，运行过程中 BD FACSClean溶液、无菌

水、乙醇溶液先后浸泡管路；

3） 运行 Startup开机流程，即可将管路中的乙

醇溶液冲洗干净并充满无菌鞘液。 

1.3    管路清洁度的检测−LB检测法

管路污染可能会导致分选的细胞污染，鞘液

（或管路）的细菌污染大多数情况下非肉眼可见，
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所以找到一种快速而简便的方法测定鞘液（或管

路）的清洁度，对于了解仪器的状态十分重要。

使用 LB培养基可以检测鞘液（或管路）的清洁

度，具体操作方法如下。

1） 配置 2×LB培养基，高温高压灭菌，4 ℃
保存。

2） 在接收装置中放置一个 5 mL流式管，加

电、点击“Waste Drawer”、调节相应试管的偏转

电压，点击“Test Sort”，接收大约 1 mL鞘液。

3）  在管中补充 1  mL  2×  LB培养基，轻轻

混匀，拧松管盖，放入 37 ℃ 培养箱中。一般约

12~16  h后，即可看到检测结果。如需缩短检

测时间，可采取以下措施：接收 50  mL鞘液，

10 000 r/min离心 10 min，留 1 mL鞘液重悬，加

入 1 mL 2× LB培养基，摇床 200 r/min，37 ℃ 恒

温培养 8~10 h。
结果如图 3所示，管 1鞘液来源于无菌制备

后的 FACSAria分选仪，管 2鞘液来源于未做无菌

制备的 FACSAria分选仪。图 3（a）为接种鞘液后

0 h，LB清澈且透明；图 3（b）是接种后培养 16 h
的状态，管 1透亮清澈，管 2呈明显浑浊样，说

明管 1所接种的鞘液清洁无菌，管 2接种的鞘液

已明显污染，并且 LB具有良好的指示作用；图 3（c）
是接种后培养 7天的图片，管 2液体更加浑浊，

管 1仍保持无菌状态，表明管路污染与否在短时

间内已经可以检测，随着时间的延长，污染管由

于细菌繁殖变得更加浑浊，而未污染管则始终保

持无菌状态。
 
 

管 1

(c) LB接种鞘液后98 h

管 2 管 1 管 2 管 1 管 2

(a) LB接种鞘液后0 h (b) LB接种鞘液后16 h

图 3    LB检测不同分选仪液路清洁度的结果比较
 
 

2    无菌制备的维护

流式分选仪在前期无菌制备后，后期的无菌

维护工作也很重要[7,9]。根据仪器的构造明确分选

过程中的污染源，可以有针对性地进行维护。如

图 4所示，仪器的维护主要从以下几个方面进

行：进样管路、鞘液管路、分选仓、上样仓、收

集仓、分选环境及分选耗材等的无菌维护。

 
 

鞘液及管路

样本及进样管路

上样仓

分

选

仓

收集仓、收集装置

无菌环境

图 4    流式分选仪结构简图 

2.1    进样管及鞘液管路的日常维护

每日实验结束，需清洁进样管路并运行

Fluidics Shutdown程序，具体流程如下。

1）  清洗进样管路：每天实验结束后，先后

用 BD FACSClean溶液及无菌水高速清洗管路

10 min。
2） 清洗流动室（无需每日运行，可根据使用情

况调整清洗周期，一般 1次/周）：关闭液流，更换

闭合喷嘴，运行 Clean Flow Cell程序，先用 BD
FACSClean溶液冲洗 1遍，停留 5~10 min，再用

无菌水冲洗 3遍。

3） 运行 Fluidics Shutdown程序：按提示逐条

操作，使乙醇溶液充满管路，结束后关机即可。 

2.2    分选仓、上样仓及收集仓等的无菌维护

每日首次启动液流前，先后用无菌水、75%
乙醇溶液擦拭分选仓的内壁、电极板、喷嘴锁

扣、喷嘴室。上样仓、收集仓、收集装置用 75%
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乙醇擦拭干净。

喷嘴用无菌水超声（若喷嘴堵塞严重，可用

NaClO溶液超声，再用无菌水超声清洗干净），倾

倒干净后用 75% 乙醇溶液浸润，甩干后插入喷

嘴室。 

2.3    其他日常无菌操作

除上述的无菌维护外，提供独立、洁净、温

湿度恒定、可紫外消毒的细胞间也是很有必要的

（每日首次实验前及当日实验结束后均需紫外照射

30 min）。另外实验过程中使用的耗材如枪头、试

管、滤网等都要求无菌，最后建议用户在分选接

收液中适量添加抗生素（一般添加生产商建议用量

的青链霉素即可）。 

2.4    建立反馈机制

对于管路的无菌维护，除仪器管理员要做好

相关维护工作，也要做好反馈机制，及时对用户

进行回访，了解分选后细胞的活率、纯度、细胞

是否污染等情况，以便快速了解仪器的清洁度及

用户的分选情况。 

3    样本分选及观察

无菌制备后的 BD FACSAria分选仪分别分选

1个和 4×104 个 HCT116细胞，并在无双抗培养基

中长期无菌培养，显微镜连续观察细胞的生长情

况。结果如图 5所示，分选不同起始数量的细

胞，在无双抗培养基中培养 7天均生长良好，未

污染。

 
 

(a) 单细胞分选后培养1天

(c) 单细胞分选后培养7天 (d) 4×104个细胞分选后培养7天

(b) 4×104个细胞分选后培养1天

100 μm

400 μm 400 μm

100 μm

图 5    不同起始数量的 HCT116细胞分选后

培养 1天、7天的生长情况 

4    讨论

流式细胞分选是可以快速、准确地将目的细

胞筛选出来的高通量技术，BD FACSAria流式分

选仪作为流式领域的主流机型之一，被广泛应用

于科学研究中[11–13]。作为使用率较高的仪器，简

化的无菌制备流程及规范的维护流程不仅可以减

轻管理者的工作负担、延长仪器的使用寿命，还

能提供高质量而稳定的科研服务[13–15]。

对于需要长期培养的细胞，无菌分选则是后

续实验得以顺利进行的必要条件之一[8−9]。要保证

无菌分选的长期维持，首先要清楚污染的来源，

进而有针对性地对其进行预防性维护或清除。流

式分选引起污染的原因，一般为样本处理过程中

引起的污染、上样仓及样本管路的污染、鞘液及

鞘液管路的污染、收集器材及收集仓室的污染及

环境污染等，其中鞘液及鞘液管路更是关键[8]。与

文献 [9−10]相比，该研究优化了无菌管路的制备

流程，帮助科研工作者节约开支及时间成本，同

时液路系统及无菌维持也相对稳定，还探究了用

LB监检测液路清洁度的方法，让不易观察到的污

染变得可测可见，帮助仪器管理者及时掌握液路

的清洁度。为了给相关技术和管理人员提供完整

的仪器无菌维护流程，本文还概述了分选仪液

路、进样管路、分选仓、收集仓、环境、实验器

材等的无菌维护流程。 

5    结束语

BD FACSAria 流式分选仪的无菌制备优化和

无菌维护流程为广大科研人员提供了更简化、更

节约、更稳定的方案，同时提供了监测管路清洁

度的方法，以便管理人员及时了解仪器的无菌情

况，有助于进一步提供高质量的分选服务。
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