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流式细胞仪样品流速的即时标定及误差分析
�

A QUICK METHOD TO MEASURE THE SAMPLE CUR2
RENT OF THE FLOW CYTOMETER AND ITS ERROR
MARGIN

彭兴跃 何学佳 邵寒娟

(厦门大学生命科学学院 361005)

关键词 流式细胞仪,流速标定,误差分析

流式细胞仪是进行细胞生物学研究的重要仪器,

在微型浮游生物的研究中也起着很重要的作用 [3], 但

流式细胞仪测定对进样体积的准确度和精密度往往

都有较高的要求。目前的几种商业化流式细胞仪(如

Beckman Coulter 的 EPICS XL, Becton Dickinson 的

FACSCALIBUR, Becton Dickinson的 LSR, Cytomation的

Mo Flo BTA, Partec_PAS的 Dako_GALAXY
[4]

) 采用的进

样方式主要有两种, 即针筒式进样和压力式进样。压

力式进样是普遍采用的进样方式, 如贝克曼 _库尔特

的 Epics XL型流式细胞仪。虽然该仪器设有定量体积

进样, 但实际上进样体积是根据进样时间和进样流速

进行计算的。因此, 进样流速的准确与否直接关系到

进样体积是否准确可靠。为此本文利用分析天平称量

的方法来标定进样流速 (张利华 [1]也采用了类似的称

量法来确定进样体积) , 发现原来仪器设定的流速参

数与使用时实际数值有较大的偏离。因此, 及时地对

流速参数进行准确标定是十分必要的, 为此作者研究

了利用分析天平称量标定该参数的方法。同时, 考虑

到不同盐度海水具有不同的比重及粘度, 可能引起系

统误差, 也考察了盐度 0~ 35. 01范围内该参数的变

化情况。

1 仪器及方法

1. 1 仪器及标准海水

流式细胞仪为 Beckman_Coulter Epics XL, 1999年

购入。分析天平采用精确至 0. 1mg的电子天平。不同

盐度的海水采用标准海水 (青岛海洋大学, 盐度

35. 01)用重蒸水进行稀释而成。

1. 2 实验方法

流式细胞仪开机稳定进入工作状态后, 分别采用

高、中、低 3种流速进样, 每种流速设定不同的进样时

间, 最大设到 100 s。当然也可以设定更长的进样时

间, 这主要看样品测定所用的时间范围而定。如果时

间长, 线性相关系数也会更接近 1, 但整个实验用机

时间也长, 而偶然误差的绝对值并不会变化太大。本

研究主要考察进样误差的情况 , 所以最长时间设在

100 s。进样前将样品(重蒸水或不同盐度的海水)装入

进样管中, 进行精确称量。进样后将装有剩余样品的

进样管重新称量以求得进样前后的损失质量, 即实际

进入仪器管道中的质量。体积则根据不同盐度海水的

条件密度计算, 计算参考5海洋学常用表6 [2], 温度采

用仪器空调房间的实际温度 24 e 。

2 数据结果及分析

2. 1 进样时间与进样体积的线性关系

图 1显示了进样时间与质量损失具有比较好的

线性关系, 不同流速的直线在纵轴上的截距是十分接

近的。这表明, 仪器进样流的死体积或填补真空体积

与流速没有关系, 只与仪器本身有关。而 3条直线的

斜率实际上就是进样的流速。从这 3条直线计算出来

的低速、中速及高速进样状态下样品流的流速分别为

0. 3788, 0. 8093, 1. 2864 mg/ s, 换算成体积流速则为
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图 1 仪器置于低速、中速、高速时样品质量损失与进样时

间的关系(样品盐度 24. 50)

图 2 盐度 0~ 35范围内粘度系数和条件密度的变化情况
数据引自文献 4。其中 24e 的粘度系数为 20e 和 25e
时粘度系数的线性插值 ;一个大气压下的实际密度
( g/ ml) = 1 + 条件密度/ 1000

图 3 盐度 0~ 35. 01之间根据回归直线斜率计算所得进

样流速的变化情况

图 4 盐度 0~ 35. 01之间回归直线截距的变化情况

0. 3729, 0. 7968, 1. 2664 Ll/ s。这与仪器原来设定的每

60 s 20 Ll是有很大差别的。可见,想要得到精确的进

样体积, 流速的校正是必须的。

2. 2 线性方程各参数与盐度的关系

压力进样实质上是通过固定流路的压力差来控

制流速的目的, 而样品流的流速本身会受到粘度甚至

比重的影响。在海水样品的实际测定中, 盐度变化会

引起比重及粘度的微小变化, 进而影响到进样体积的

准确度及精密度。从图 2可以看出密度与粘度的变化

幅度。密度从盐度为 0时的 0. 997变为 35时的

1. 024, 增加了 2. 6%。粘度系数则从 9. 18@10
- 3
变为

9. 90@10- 3 增加了 7. 9%。考虑这些因素,作者配制了

不同盐度的水样来考察盐度对样品流流速的影响。

图 3是不同盐度样品进样流速的实测值。从图中

可以看出流速随盐度的变化略呈中间高, 两边低的趋

势, 这个趋势低速和中速更为明显一点。确切地说, 曲

线有向下弯曲的趋势。由于盐度越大, 粘滞系数越大,

同样的压力差流速会更小, 曲线向下弯曲是必然的。

考虑比重(密度)的影响, 如果样品流进口与出口有正

的落差, 则盐度增加又有使流速增加的趋势。因为仪

器的管路十分复杂, 难以将这两种影响直接进行计算

量化, 但这两种影响因素共同作用产生图 3的图形是

可能的。

图 4是回归直线截距受盐度影响的情况。总的趋

势是随盐度的增加而减少。

2. 3 压力式进样的误差分析

让我们进一步分析误差的来源。表 1是不同盐度
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仪器

设定

流速

盐度

0. 00 4. 52 5. 16 5. 99 7. 29 9. 03 12. 05 17. 82 21. 01 24. 51 28. 01 31. 51 35. 01 平均

低速 2. 84 4. 31 1. 76 1. 40 1. 71 1. 45 0. 66 2. 42 3. 59 0. 55 4. 03 0. 43 0. 96 2. 01

中速 1. 28 4. 07 5. 21 3. 50 2. 11 3. 00 4. 80 0. 34 1. 63 0. 96 2. 61 1. 03 0. 77 2. 41

高速 4. 67 1. 32 4. 13 2. 33 2. 28 4. 05 2. 98 3. 61 1. 18 1. 39 1. 62 0. 83 2. 22 2. 51

表 2 固定进样时间体积损失(Ll)随盐度变化的标准偏差(SS= E (y
j
- y ) 2,n = 13, y为平均值)

仪器设

定流速

进样时间(s)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 平均

低速 6. 93 4. 86 4. 17 4. 22 4. 38 4. 53 5. 70 5. 91 6. 78 6. 52 5. 40

中速 8. 03 8. 44 6. 66 6. 32 6. 82 6. 71 5. 08 6. 08 8. 02 6. 83 6. 90

高速 5. 82 6. 02 7. 10 6. 97 7. 14 7. 71 6. 92 7. 29 8. 15 8. 75 7. 19

样品改变进样时间测量所得数据线性回归后的残差

( SR) , 实际计算是扣除回归直线预测值后计算标准偏

差, 该偏差反映了固定样品盐度测量进样流速的偶然

误差。表 2是固定进样时间改变盐度所得的标准偏差

( SS ) , 如果盐度的改变不影响进样流的流速, 即图 2

所示的微弱趋势是假的, 数据的波动同样是由偶然误

差引起, SR 与 SS则在数值上接近。然而, 表 2的值( SS

平均值 5. 40~ 7. 19 Ll)明显大于表 1的值 ( SR 平均值

2. 01~ 2. 51 Ll) , 这说明盐度带来了新的偏差, 由于图

2和图 3呈现一定的趋势, 可以认为盐度带来了一定

的系统误差。在实际的工作中, 可以做出如图 2所示

的拟合曲线来校正盐度变化带来的系统误差。

图 5 盐度 0~ 35. 01回归直线相关系数平方( r 2)的变化情况

2. 4 即时标定流速的必要性及可能的简单

步骤
从以上的讨论可以看出, 压力进样的误差主要有

两个方面来源: ( 1)偶然误差, 其标准偏差可控制在?

3 Ll左右; ( 2) 样品本身的比重粘度等因素带来的系

统误差, 对海水测定来说就是盐度变化带来的系统误

差, 比偶然误差大很多, 使得标准偏差可达到? 7 Ll

以上。需要强调的是, 仪器压力的稳定性是更加影响

进样精度的因素, 而仪器压力可能在一段时间以后有

所变化, 如果要求比较高的进样精度, 也必须定期对

样品流流速进行标定。而且, 仪器预置的定量进样参

数可能与实际值相差甚远。

称量法标定流速的方法很简单。首先确定样品的

比重, 即称量已知体积的样品重, 实际操作中可用容

量瓶定容;取该样品装入进样管,设定仪器进样时间,

进样前后称量求得失重。由于进样时间与质量损失的

线性很好 (见图 5) , 在仪器稳定以后, 快速的标定过

程只需取 3~ 5个不同的进样时间就可以达到足够的

精度。标定也可以直接用实际样品进行。

3 结论

只配有压力进样装置的流式细胞仪如果要对进

样体积进行定量, 需要对样品流的流速进行校正。称

量法简单易行, 可以在测定样品时的一小段时间内快

速完成。该方法可使进样精度达到标准偏差 ? 3 Ll左

右。盐度会影响样品流的流速, 但同样可以校正。

表 1 进样时间与体积损失(Ll)回归直线的残差(SR= E (y
i
- ŷ

i
)2 , n= 10, yi 为回归预测值)
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基于 Agent工作流模型的河网模拟

NUMERICAL MODELING OF NETWORK OF WATER2
WAYS BASED ON THE AGENT WORKING FLOW

刘兰芳 陈云霞

(中国海洋大学计算中心 青岛 266003)

关键词 Agent工作流, 河网, 数值模拟

根据一组定义的顺序规则, 对生产经营过程的部

分或全部实现自动化, 称之为工作流。当前的工作流

管理系统多是基于事务管理机制的, 通过扩展 E-

mail功能或者定义规则库来实现工作流程; 而王东、

任午令则提出了一种用全球网浏览器 (Web Browser)

作为用户的统一界面, 通过 Agent来实现工作流服务

的制定、管理和监控的工作流管理系统, 此系统具有

诸多优点
[1]
。天然河网的各分支, 具有一定的信息传

递规律, 对其监控的方法也一直是众多研究者关心的

问题。本文基于上述工作流思想, 成功地建立了河网

的 Agent 函数, 并实现了其数据系统的管理和监控。

1 河网Agent函数
为了实现 Agent的自动流转功能, 需要在 Agent

上定义一个原子函数。河网系统的原子函数可用圣-

维南方程来描述,它们分别是[2]:

Qx+ A t= 0 ( 1)

2Q�

A
Qx-

Q�2

A 2
A�x + gA�H x+

gn 2Q� Q A�

A2R 4/3
+ Q t-

T xT
Q

= 0 ( 2)
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式中, Q ) ) ) 流量; A ) ) ) 水流过水面积; H x ) ) ) 水

位对距离 x的偏导数; At 和Ax ) ) ) 水流过水面积对

时间和距离的偏导数; Qt 和 Qx ) ) ) 流量对时间和距离

的偏导数 ; n )) ) 满宁糙率系数; g ) ) ) 重力加速

度; Tx ) ) ) 风切应力 ( T x = Cd Qa Vw
2 ) ; T ) ) ) 河道水

面宽度; Q) ) ) 水流密度; R )) ) 水力半径; Cd ) ) )

阻力系数; Qa ) ) ) 空气密度; Vw ) ) ) 沿着河道的风

速。

在河网中的每一节点, 都是工作流程上的 Agent,

其信息可由水位 H和流量 Q来表述, 新旧信息间的

隐式差分关系是:
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