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前  言

  本文件按照GB/T1.1—2020《标准化工作导则 第1部分:标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由中国细胞生物学学会提出并归口。
本文件主要起草单位:中国科学院动物研究所、北京干细胞与再生医学研究院、中国计量科学研究

院、北京工商大学、深圳华汉基因生命科技有限公司、北京泽辉辰星生物科技有限公司、中国医学科学院

血液病医院(中国医学科学院血液学研究所)、安徽中盛溯源生物科技有限公司、深圳华大生命科学研究

院(国家基因库)、中国科学技术信息研究所、中国食品药品检定研究院、广东省中医院(广州中医药大学

第二附属医院)、中国合格评定国家认可中心、苏州大学、中山大学、复旦大学附属肿瘤医院。
本文件主要起草人:郝捷、王磊、赵同标、胡宝洋、傅博强、马爱进、牛帅帅、张勇、徐然然、马士卉、

曹佳妮、赵红玲、王婉莹、王海滢、马娟、魏军、俞君英、李启沅、朱礼军、纳涛、蔡佳乐、范笑、彭耀进、
于晓游、陈曲波、翟培军、胡士军、项鹏、华国强、周家喜。
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细胞活率测定 吖啶橙/碘化丙啶染色法

1 范围

本文件描述了吖啶橙/碘化丙啶(AO/PI)染色法测定细胞活率的方法,包括原理、试剂或材料、仪
器设备、样本制备、试验步骤、结果计算、方法确认和结果报告等。

本文件适用于有核哺乳动物细胞的活率检测,其他有核动物细胞的活率测定参照执行。
本文件不适用于植物细胞和无核细胞的活率检测。

2 规范性引用文件

本文件没有规范性引用文件。

3 术语和定义、缩略语

3.1 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。
3.1.1

细胞活率 cellviability
总细胞群体中活细胞所占的百分比。

3.1.2
单分散细胞悬液 singlecellsuspension
由分散的单个细胞组成、无细胞团块的均匀液体混合物。

3.2 缩略语

下列缩略语适用于本文件。
AO:吖啶橙(AcridineOrange)

PI:碘化丙啶(PropidiumIodide)

4 原理

AO/PI染色液由能发出绿色荧光的双链DNA结合染料AO和能发出红色荧光的双链DNA结合

染料PI组成。其中,AO可通过完整的细胞膜,进入所有细胞(活细胞和死细胞)的细胞核,在480/30nm
光的激发下呈现绿色荧光;PI只能通过破损的细胞膜,进入所有死细胞的细胞核,在525/30nm光的激

发下呈现红色荧光。在死细胞中,AO/PI共存时,在合适的AO、PI配比下,会发生荧光共振能量转移,
导致AO的绿色荧光被淬灭,而PI的红色荧光增强,因此死细胞呈现红色荧光。通过荧光细胞计数仪,
基于其统计出的活细胞数及死细胞数,得出活细胞的比率,即细胞活率。

5 试剂或材料

5.1 细胞计数板:荧光细胞计数仪配套专用。
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5.2 细胞过滤器:孔径40μm~100μm。

5.3 细胞稀释液:渗透压和pH值应符合待测细胞的生理状态。

5.4 AO/PI染色液:AO和PI需具有合适的比例,以满足细胞染色和检测需求。

6 仪器设备

6.1 荧光细胞计数仪:经校准的具有能够激发AO的480/30nm和PI的525/30nm激发光的激发光

源和相应的荧光检测通道。

6.2 微量移液器:经检定校准,满足试验需求。

6.3 离心机:需满足细胞悬液离心所需离心力的要求,离心力上限≥1000g。

7 样本

7.1 应为单分散细胞悬液。

7.2 样本体积应符合荧光细胞计数仪的上样量要求。

7.3 细胞浓度应在1×105mL~1×107mL之间。

8 试验步骤

警示———AO和PI对人体有刺激,操作时请小心,并注意适当防护以免直接接触人体或吸入体内。

8.1 细胞悬液制备

8.1.1 已标定细胞浓度的细胞悬液

如细胞浓度在要求的范围内,则直接取适量的细胞悬液(悬液A)。
如细胞浓度超过规定的最高浓度,则取适量细胞悬液,加入适量的细胞稀释液将细胞沉淀重悬,制

成浓度约为1×106 个/mL的单细胞悬液(悬液A)。
如细胞浓度低于规定的最低浓度,则将细胞悬液转移至15mL离心管中,150g~400g 离心5min。

弃上清,根据标注的细胞浓度,加入适量的细胞稀释液将细胞沉淀重悬,制成浓度约为1×106 个/mL
的单细胞悬液(悬液A)。

注:对于特殊细胞类型,如需调整离心力参数,应根据实际情况优化,并基于验证结果确认其适用性。

8.1.2 未标定细胞浓度的细胞悬液

取少量细胞悬液,加入细胞计数板中,然后用荧光细胞计数仪进行总细胞计数。
如细胞浓度在要求的范围内,则直接取适量的细胞悬液(悬液A)。
如细胞浓度超过规定的最高浓度或低于规定的最低浓度,按照8.1.1进行操作。

8.2 制样

每组样品需制备3个平行样品(悬液A)。向悬液A中按照适当的配比加入AO/PI染料并混匀,
制成悬液B。

8.3 加样

按照荧光细胞计数仪的体积要求,取适当体积的悬液B,加入细胞计数板,覆盖计数板孔槽,室温避
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光静置,然后在10min内进行检测。

8.4 检测

将仪器专用的细胞计数板放入荧光细胞计数仪中,选择合适的荧光模式,通过仪器设备自动对焦测

量,自动输出数据。

9 结果计算

细胞活率按式(1)计算:

x=
Nh

Ns+Nh
…………………………(1)

  式中:

x ———细胞活率;

Nh———呈现绿色荧光的活细胞数量,单位为个;

Ns———呈现红色荧光的死细胞数量,单位为个。
最终计算结果以重复性条件下获得的3次独立测定结果的算术平均值表示,保留3位有效数字。

平均值按式(2)计数,单位以%表示。

x=
∑
n

i
xi

n
…………………………(2)

  式中:

x ———细胞活率平均值,%;

xi———每个平行样本的细胞活率,%;

n ———平行样品数量,单位为个。

10 精密度

在重复性条件下获得的3次独立测定结果的绝对差值不应超过算术平均值的10%。

11 试验记录和结果报告

将试验条件、测量结果和计算结果进行记录。记录模板可参考附录A。
报告内容应包括试验对象、采用标准、方法、结果、观察到的异常现象、日期。
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附 录 A
(资料性)

细胞活率测定 AO/PI染色法检测记录

检验日期: 年 月 日 检验依据:

样品信息

名称 批号 规格 用量

材料

名称 批号 有效期至 厂家

AO/PI

样品稀释液

检测仪器设备

名称 型号 编号 厂家

荧光细胞计数仪

测定方法

1.供试品溶液制备:取供试品细胞,轻轻混匀,吸取细胞悬液 μL,加至含有 μL样

品稀释液中,稀释 倍,轻轻吹打混匀。按此法平行制备3管。

2.染色:分别取混匀后的供试品溶液 μL,分别与等体积的 AO/PI混合均匀后,各吸取

μL加至细胞计数板孔中,共3孔。

3.检测及计算:将细胞计数板插入荧光细胞计数仪中,用“AO/PI细胞活率”模块检测,设定稀释比例

1∶1,读取并记录活细胞密度和细胞活率,计算3孔测定结果的平均值、RSD值。

结果

细胞活率/%
1 2 3 平均值 RSD值<10%

□是□否

结论:
备注:

检验人/日期 复核人/日期
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