
LUNA-FLTM 自动荧光细胞计数仪

用户使用手册

北京东胜创新生物科技有限公司

根据 Logos Biosystems LBSM-MD-ML-LUF-001 Rev. 8 user manual编译



目 录

安全信息（Safety Information ）.....................................................................................................................................1

本手册中使用到的图标符号.....................................................................................................................................................2

使用 LUNA-FLTM 荧光细胞计数仪的通用指导.....................................................................................................................3

环境条件.....................................................................................................................................................................................4

第一章 产品介绍（Introduction）..................................................................................................................................... 5

1.1 产品概览（Product Overview）...........................................................................................................................5

1.2 产品内容（Product Contents）............................................................................................................................ 7

1.3 产品参数（Product Specifications）.................................................................................................................. 7

1.4 产品描述（Product Description）..........................................................................................................................8

第二章 设置 （Setting Up）............................................................................................................................................. 11

2.1 安装 (Installation).................................................................................................................................................11

2.2 启动界面（Start-Up Screen ）............................................................................................................................ 11

2.3 设置（Settings）................................................................................................................................................... 16

2.4 设置时间与日期（Setting the date and time）..............................................................................................16

2.5 保存选项（Save Options）................................................................................................................................. 17

2.6 计数选项（Countng Option）........................................................................................................................... 17

重要声明：
LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪是一款仅能用作科学研究的实验室电子设

备。它不是一款医疗或者体外诊断设备。



2.7 结果/打印机/计算器选项（Result/Printer/Calculator Options）...................................................................... 20

第三章 明场视野细胞计数（Bright Field Cell Counting ）....................................................................................... 21

3.1 样品准备（Sample Preparation）.....................................................................................................................21

3.2 加样品到计数板（Loading Samples into Slides ）.......................................................................................21

3.3 计数细胞（Counting Cells）.................................................................................................................................22

3.4 使用 Tag 功能（Using the Tag Founction）...................................................................................................24

3.5 细胞尺寸和数量的分布（Cell Size and Number Distribution）..................................................................25

3.6 使用稀释计算器（Using the Dilution Calculator ）..................................................................................... 28

3.7 保存图像并生成一个当前计数结果的 PDF 报告（Saving Images and Generating a PDF Report of the

Current Count ）......................................................................................................................................................... 30

3.8 打印计数结果（Printing the Counting Results）.......................................................................................... 32

第四章 荧光细胞计数（Fluorescence Cell Counting ）............................................................................................ 34

4.1 样品制备（Sample Preparation ）...................................................................................................................34

4.2 将样品加入到计数板中（Loading Samples into Slides ）...........................................................................34

4.3 计数细胞（Counting Cells ）.............................................................................................................................35

4.4 使用 Tag 功能（Using the “Tag” Function）...........................................................................................38

4.5 细胞尺寸和数量的分布（Cell Size and Number Distribution）..................................................................40

4.6 使用稀释计算器（Using the Dilution Calculator ）..................................................................................... 43

4.7 保存图像并生成一个当前计数结果的 PDF 报告（Saving Images and Generating a PDF Report of the

Current Count ）......................................................................................................................................................... 45

4.8 打印计数结果（Printing the Counting Results）.......................................................................................... 47

第五章 GFP 转染分析（GFP Transfection Assay）.....................................................................................................49

5.1 样品准备（Sample Preparation ）...................................................................................................................49



5.2 加样到计数板中（Loading Samples into Slides ）.......................................................................................49

5.3 检测 GFP 转染效率（Measuring GFP Transfection Efficiency ）.............................................................. 50

5.4 使用 Tag 功能（Using the “Tag” Function ）..........................................................................................54

5.5 GFP 强度和数量分布（GFP Intensity and Number Distribution ）...........................................................55

5.6 明场和绿色通道的开启与关闭（On/off of the Bright and Green Channel ）.........................................58

5.7 针对当前的计数结果保存图像并生成报告（Saving the Image and Generating a Report of the Current

Count ）.........................................................................................................................................................................59

5.8 计数结果的打印（Printing the Counting Results ）.................................................................................... 61

第六章 酵母细胞计数（Yeast Cell Counting ）........................................................................................................... 62

6.1 样品制备（Sample Preparation）.....................................................................................................................62

6.2 加样到计数板（Loading Samples into Slides ）.............................................................................................. 63

6.3 酵母计数（Counting Yeasts ）........................................................................................................................... 64

6.4 使用 Tag 功能（Using the“Tag”Function ）.............................................................................................69

6.5 故障处理（Trouble Shooting ）....................................................................................................................... 71

6.6 打印计数结果（Printing the Counting Results ）........................................................................................ 72

第七章 回看以前的结果（Reviewing Previous Results ）........................................................................................73

7.1 输入以前的计数结果（Importing Previous Counts ）................................................................................. 73

7.2 回看以前的结果（Reviewing Previous Results ）.........................................................................................73

7.3 以前计数按钮（“Previous Count” button ）.............................................................................................74

第八章 设置计数的 protocol（Setting Up the Protocol for Counting ）........................................................ 77

第九章 维护和故障处理（Maintenance and Troubleshooting ）......................................................................... 83

9.1 清洁（Cleaning ）................................................................................................................................................83

9.2 更换电池组（Changing the Battery ）.............................................................................................................83



9.3 校准仪器（Calibrating the Counter ）.............................................................................................................84

9.4 固件升级（Updating Firmware ）....................................................................................................................87

9.5 故障处理（Troubleshooting ）.........................................................................................................................89

第十章 订货信息（Ordering Information ）............................................................................................................... 91

第十一章 购买须知（Purchaser Notification ）......................................................................................................... 92



1

安全信息（Safety Information ）

为了获得最佳的结果，LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪（下文简称 LUNA-FLTM）的用户必须遵照下面操作指

导，另外也需要遵照通用的用电安全防护措施要求。

1. 操作仪器时，使用人员要避免被电击；不要用湿手触碰仪器机器配套零部件，不要将它放置在例如孵育器

之类的潮湿环境中。更多信息，请参考环境条件部分内容。

2. 台盼蓝，吖啶橙和碘化丙啶以及其他试剂被认为是有害材料，处理这些试剂时，请务必佩戴手套以避免皮

肤暴露。

3. 使用之前，请确认输入电压与仪器的供电电压相匹配。

4. 为了获得最优的操作，请将仪器放置在一个水平台面上，避免任何震动。

5. 只有当将电源线和适配器连接好，并与仪器正确连接后，方可启动仪器电源。在拔掉电源线之前或移动仪

器前请关闭电源。

6. 使用前请确保电源线插头紧紧地插在电源插孔，墙壁的插座以及适配器的插孔内。

7. 仪器操作一段时间后，温度会升高，请在使用时要小心，不要让仪器长时间使用或者连续使用导致温度过

高。操作时，仪器周围留出足够的空间以利于空气循环和降温。

8. 任何情况下都不要私自拆卸仪器，仪器出现失灵，跌落或者摔坏破损，请联系当地客服人员，拆卸仪器将

失去免费质保。

9. 请使用官方授权的零部件（适配器，电源插头以及 USB 驱动）

10. 如果仪器发生冒烟现象，请立即从墙壁上拔下插头，联系当地客服人员。

11. 使用的细胞计数板必须做为生物有害物废弃物进行丢弃。

12. LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪是一款仅能用作科学研究的实验室电子设备。它不是一款医疗或者体外

诊断设备。
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本手册中使用到的图标符号

WEEE(Waste Electrical and Electronic Equipment )图标意味着使用该产品的用户有责任在对

环境友好的情况下丢弃和回收电子废弃物。

请在当地按照规定妥善处置电子废弃物。

CE图标表示该仪器符合所有欧盟使用 CE所要求的规定，要使用该仪器，用户清楚

并必须按照本说明书规定的条件来执行。如果没有按照该说明书要求使用该仪器，该

仪器所提供的保护将会受到损害。

接地保护
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使用 LUNA-FLTM 荧光细胞计数仪的通用指导

为了使用 LUNA-FLTM荧光细胞计数仪获得最佳的结果，使用人员必须按照下面的指导小心操作。

1. 仪器必须在本手册第 4页描述的匹配的环境条件下使用，特别是温湿度条件非常重要。

2. 根据用户的需要，样品必须以合适的方式进行处理。

3. 捏住细胞计数板的两侧边缘避免接触光学表面，确保计数板的光学表面没有发生损坏或者污染。

4. 要获得准确的细胞活率计数，细胞样品与提供的试剂混合后，请在 1-3min内完成计数。最好是同一个样品

计数两次（读两次数）以获得更好的结果。

5. 由于 LUNA-FLTM在出厂之前已经进行过校准，使用人员在使用之前不需要进行二次校准。不过，如果需要，

例如仪器长时间使用后，可参考 9.3部分进行二次校准。

6. 不要裸手接触台盼蓝或者其它试剂，因为它们都是有害化学品，计数板使用后，请按有害生物废弃物处理，

不要重复使用一次性计数板。
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环境条件

操作电源 100-240V AC，1.5A

频率 50/60Hz

电源输入 12VDC，5.0A

安装位置 仅限于室内

操作温度 10-35℃

最大相对湿度 20-80%

海拔高度 ≤2000米

污染程度 2级
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第一章 产品介绍（Introduction）

1.1 产品概览（Product Overview）

LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪是一款基于图像法原理的小型的，快速的，价格合理的细胞计数仪器，包含有

明场和双荧光光路系统，能够计数用于科学研究实验的各种不同类型细胞。

通过精密的光学组件，先进的图像分析算法，LUNA-FLTM可帮助测量细胞数量包括细胞活率（活细胞，

死细胞，总细胞数）。由于被 Logos Biosystems公司引入了革新技术，LUNA-FLTM为用户提供了最先进的技

术装备，并且消除了手动细胞计数产生的繁琐和主观性。

LUNA-FLTM可以以一种非常简单的程序使用，例如：为了完成双荧光计数，首先，将 18μl 细胞样品与

2μl AO/PI（吖啶橙/碘化丙啶）荧光染料混合（万一细胞样品不多，也可以用 9μl细胞悬液与 1μl染料混合。）

然后，取 10μl 混好的细胞悬液加到一次性荧光计数板 PhotonSlideTM或者 LUNATM可重复使用计数板上。第

三，将计数板插入到仪器的计数板插孔中，调节对焦旋钮得到清晰的细胞图像，最后点击“Count”按钮，细

胞计数结果和活率会显示在显示器上。计数的图像可以以 TIF格式下载到随机配套的 U 盘中用于后续分析。

分析原理：AO染所有细胞，PI只染死细胞。如果 AO和 PI同时存在，应为荧光共振能量传递的原理，

AO的荧光信号绝大多不被 PI淬灭掉，因此，AO荧光（绿色）只在活细胞中存在，而 PI荧光（红色）只在

死细胞中存在。利用 AO/PI双染色法进行细胞活率分析是已经被证明而且是普遍接受的方法。

LUNA-FLTM自动细胞计数仪提供下列数据：

活细胞数和死细胞数以及二者的浓度

总细胞数和浓度

活率百分比（活细胞在总细胞数中的百分比）
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细胞图像（活细胞显示绿圈标记，死细胞红圈标记）

细胞尺寸分布和细胞尺寸门控的柱状图。

转染 GFP细胞的数目和百分比。

PhotonSlideTM是一种专门为 LUNA-FLTM设计的一次性的计数板，每个计数板包含两个样品池，标记为 A

和 B,一块计数板可用于针对同一个样品重复计数两次，也可用于计数两个不同样品。

LUNA-FLTM的关键特征参见下表：

关键特点 描 述

明场和双荧光光路系统 LUNA-FL™整合了明场和双荧光光学组件为用户提供先进的细胞计数功

能。从每个通道（明场，绿色和红色）获得的图像可以在屏幕上叠加。每

种颜色的亮度可单独被调节以获得准确的显示结果。

小尺寸 由于其尺寸小（22 cm x 21 x 9 cm），重量轻（1.8kg），它可用在超净台

或者生物安全柜内。

准确与精准 由于具有精密的光学组件和先进的计数算法， LUNA-FL™ 每次计数都能

提供可重复的结果。

简便易用的界面 基于触摸屏上的直观的界面使得使用起来简单且容易操作。

出结果时间最短 对于绝大多数的细胞系，点击“Count”按钮后 7-30秒内都可以得到结果。

革新性的计数板 LUNA-FL™采用了一种革新性的计数板，具有 T-bound技术，没有使用危

害性的有机溶剂。

细胞浓度和活率范围 计数范围可在 1x104~1x107个细胞/ml（最佳是 5x104~1x107）

直径范围是：1-90μm（最佳是 5-60μm）。

细胞尺寸门控 计数完毕后，用户可以设置细胞尺寸的门控参数。

易用的浓度稀释计算 应用内置的计算器可以很容易计算出稀释浓度。

设置和保养 只需要接通电源，它就处于待机状态，几乎没有保养时间和花费。

计数图像转移 计数图像可通过 U盘下载为 TIF格式图片以用作后续分析。

独立的 protocol 保存 每一位用户都可以调节计数参数并保存 protocol 作为后续使用。

自动生成报告 完成一次计数后，LUNA-FLTM可立即根据计数结果生成 PDF格式的计数

报告。
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1.2 产品内容（Product Contents）

LUNA-FL™自动荧光细胞计数仪（Cat#L20001）包含下面组成部分：

组成部分 数量

LUNA-FL™自动荧光细胞计数仪 1台

电源线（包含适配器） 1套

PhotonSlideTM荧光计数板 1盒 x50片

吖啶橙/碘化丙啶染料(AO/PI) 2x0.5ml

0.4%台盼蓝染料 2x1ml

LUNATM荧光校准微珠 1x0.5ml

U盘，16GB 1个

注意：PhotonSlide™荧光计数板是 Logos Biosystem 开发的能够提供更好的荧光信号，具有极低的自发荧光。

LUNA-FL™的用户推荐使用该计数板，特别是进行酵母计数和 GFP转染效率分析时。

注意：当您收到货物时，请检查上面列表中所有的零部件都齐全而且没有在运输过程中损坏。运输过程中造成的损

坏不包含在质保期内，任何损坏索赔必须递交给承运方。

1.3 产品参数（Product Specifications）

1.3.1 LUNA-FLTM 荧光细胞计数仪的参数

仪器类型 台式细胞计数仪

尺寸 22 cm x 21 x 9 cm
重量 1.8kg
光源 LED
激发光波长范围 470+/-20nm
发射光波长范围 525+/-25nm(绿色)，600nmLP 长带通(红色)
细胞浓度范围 1x104~1x107个细胞/ml（最佳是 5x104~1x107）
细胞直径范围 1-90μm（最佳是 5-60μm）

细胞圆度范围 30-100%
细胞活率范围 0-100%
图像解析度 500万像素 CMOS
图像格式 TIF
报告类型 PDF
液晶显示屏 7英寸（800x600像素）

计数时间 明场下大约 7秒钟，荧光模式下大约 30秒，具体时间取

决于细胞类型和浓度。
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1.3.2 荧光计数板（PhotonSlideTM）参数

材质 聚甲基丙烯酸甲酯（PMMA）
尺寸 25 x 75 x 2.4 mm
样品池深度 100μm
样品池体积 10μl

1.3.3 LUNA-FLTM 软件(V3.0)

 双荧光细胞计数

 明场细胞计数

 酵母计数

 转染效率分析

1.4 产品描述（Product Description）

1.4.1 LUNA-FLTM 荧光细胞计数仪正面视图

LUNA-FL™自动荧光细胞计数仪前视图显示一个宽大的触摸屏，该界面包含了所有功能和显示结果的按钮。
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1.4.2 LUNA-FLTM 荧光细胞计数仪背面视图

LUNA-FL™ 的背面视图显示了一个用于开启或者关闭仪器的电源按钮和一个电源接口。用随机器提供的电源线和

适配器将仪器连接到一个电源插座上。请确认电源插座与您所在的国家相匹配。

1.4.3 LUNA-FLTM 荧光细胞计数仪右侧面视图

LUNA-FL™自动荧光细胞计数仪的右侧视图显示一个对焦旋钮和一个计数板插孔。使用对焦旋钮通过调节活细胞的

中心亮点与死细胞的中心暗点之间的对比度，获得最佳的细胞图像。计数板插孔用于插入加好样的计数板到仪器内

部去。

1.4.4 LUNA-FLTM 荧光细胞计数仪左侧面视图

在细胞计数仪的左侧，有一个 USB插孔，用于插 U盘转移和保存数据，在本机的包装中包含一个 U盘，任何一个

标准的 U 盘都可以使用。

对焦旋钮
计数板插孔

U盘插孔
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1.4.5 为 LUNA-FLTM 而设计的 PhotonSlideTM 荧光计数板

PhotonSlide™ 荧光计数板包含两个样品池，标记为 A和 B, 它们可用于同一个样品的两个重复，也可用于两个不

同样品（例如：GFP转染效率分析），计数板样品池的深度是 100μm，计数的细胞总体积大约是 0.5μl,几乎是相

当于一个标准血球计数板上 5个 1x1mm区域的面积。

注意：0.4%台盼蓝染色后的样品是蓝色，AO/PI染色后的样品是浅粉色（或者橙色）。

样品池，标记为 A和 B

样品加样孔
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第二章 设置 （Setting Up）

2.1 安装 (Installation)

2.1.1 在收到货物后，小心打开包装，检查并确保所有零部件都包含在内并且没有发生损坏。

2.1.2 将 LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪放置在一个水平稳定的实验台上。

2.1.3 检查完当地的电源输出与仪器所需要的电源相匹配后，将电源线的一端插入到仪器背后的电源插孔内，

将另一端插入到外接电源的插孔内。

2.1.4 利用仪器背后的电源开关接通电源打开仪器。

2.1.5 启动界面将会出现在触摸屏上，如 2.2所示。

2.2 启动界面（Start-Up Screen ）

2.2.1 主界面（home screen）

当 LUNA-FLTM荧光细胞计数仪打开电源后，启动界面显示四个选项，如下图所示。用户可选择其中一个选项进行

操作。

LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪的启动界面

2.2.2 明场细胞计数界面（Bright Field Cell Counting Screen ）
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2.2.3 荧光细胞计数界面（Fluorescence Cell Counting Screen ）

2.2.3.1 荧光计数--明场界面

2.2.3.2 荧光计数--绿色荧光界面
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2.2.3.3 荧光计数--红色荧光界面

2.2.4 GFP 转染分析（GFP Transfection Assay）

2.2.4.1 GFP 转染分析--明场界面
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2.2.4.2 GFP 转染分析--绿色荧光界面

2.2.5 酵母计数界面（Yeast Cell Counting Screen ）

2.2.5.1 酵母计数--明场界面
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2.2.5.2 酵母计数--绿色荧光界面

2.2.5.3 酵母计数--红色荧光界面
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2.3 设置（Settings）

一般情况下，用户不需要更改仪器“Settings”里的参数，因为在出厂前已经预设好了。如果用户需要重新设置日期，

时间或者其它选项，用户可以从下面描述的“Settings”的菜单中调节或者更改这些参数。

2.3.1 打开仪器电源后，选择主界面上四个功能模块中的任意一个进入。

2.3.2 点击细胞计数界面右上角的齿轮（ ）图标，然后 Settings界面会出现，在该界面，用户可以改变

或调整相应各个参数和选项。

设置界面

注意：请检查软件版本，如果有需要，请从 Logos Biosystems 网站（www.logosbio.com）上下载最新版本。

2.3.3 Settings按钮允许进行如下操作：

仪器的背景校正（在 9.3部分进行介绍）

实时发布的固件的升级（在 9.4部分固件升级介绍）

时间和日期的设定

其它选项如保存，计数以及结果/打印/计算器等的设置。

2.4 设置时间与日期（Setting the date and time）

2.4.1在 Settings界面上选择，选择日期和时间按钮。

2.4.2 选择下面区域后，通过后退按钮（ ）擦除日期或时间，输入最新的数字，点击 Apply（ ）

来保存对日期和时间的更改。
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2.5 保存选项（Save Options）

2.5.1保存选项界面将如下界面显示，选择保存按钮后，只有分析图像按钮是默认被激活的。而原始图像和报告按

钮是未激活状态。

2.5.2 在默认图像保存选项（Default Image Save ）中，用户可根据自己需要选择保存原始图像，PDF或者二者

同时保存。每个按钮都可以以 ON或者 OFF切换。

保存的项目 描述

分析图像 图像含有计数结果和活细胞/死细胞的标记。

原始图像 图像只含有计数时拍照的图像，三种图像将会被保存（明场，绿色和红色）。

报告 PDF报告含有计数结果和柱状图。

注意：请记住要获得最佳的技术支持，原始图像必须被打开并发送到原始图像。

2.5.3 上图红色框中的 Auto-header是新建的默认的文件夹名字或者是文件的名字的前缀，所有的图像在保

存之前都是以此开始。保存后，用户可以在 U 盘的根目录下看到一个含有被保存的前缀的文件夹或者是文件

名。一旦用户想使用另外一个默认的名字，用户可通过编辑默认的 Logos Biosystems来定制化自己想要的名

字。

2.6 计数选项（Countng Option）

2.6.1 该选项显示三个不同的菜单，如下图所示。
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2.6.2 在计数选项中的 Staining 选项，用户可以选择下面三种染色选项中的其中一种。

染色选项 描述

台 盼 蓝 染 色 With Typan

Blue(1:1)

该选项可用于正常明场计数，当细胞样品与台盼蓝染料进行 1:1比例混合后，

该选项可生成细胞活率数据。

无台盼蓝染色（without Typan

blue）

当样品不含台盼蓝染料时，打开该按钮，并按照表格中的指示操作，这些指导

设置了稀释因子（Dilution factor）。对于含有台盼蓝染料的样品，稀释因子

设置为 2，不含台盼蓝染料的样本，稀释因子设置为 1。

注意：LUNA-FLTM中的明场模式下的细胞计数参数已经用台盼蓝染料优化过

了。尽管无台盼蓝染色选项提供在 protocol 菜单中，能够满足特殊用户对大

多数情况下的总细胞数的计数需求，但仍然不推荐使用无台盼蓝计数模式。由

于缺乏台盼蓝，导致对比度不够，这可能导致结果异常。

注意：稀释因子的设置必须通过手动检测和处理。

定制染色（Custom staining） 在该选项中，细胞可被赤藓红 B 染色或者其它染料包括培养基。在选用该选
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项之前，仪器需要用客户自己的染料或者培养基进行重新校准。要进行中心校

准，请参照 9.3校准计数仪部分内容。当使用本选项时，请确保细胞悬液与染

料是 1:1混合的。稀释因子必须设置为 2。

2.6.3 LUNA-FLTM的自动曝光功能可在 3.0及更高版本的软件上使用，只有在With Typan blue（ 1:1）选项

中，该功能才可以使用。该模式默认是激活状态（On）。

自动曝光模式的描述见下表：

自动曝光 描述

ON 用户使用该功能是为了尽可能减少在台盼蓝 1:1 染色模式下因为

染料的浓度波动导致的计数结果的波动。随着自动曝光模式开启，

即使样品的背景稍微亮一点或者暗一点，计数的图像的背景会被自

动调节。

注意：LUNA-FLTM的基本分析结果都依赖于图像，当细胞与准确

浓度的台盼蓝染料染色后，仪器可以提供一个准确的计数结果。正

是因为这，可能因为染料的浓度受各种因素影响导致浓度变化，染

色的细胞的浓度变化受染料浓度的变化影响。在这种情况下，使用

自动曝光模式，计数结果的准确性可确保不受来自染料的品牌，浓

度，是否避光等因素的影响。

OFF 随着自动曝光模式关闭，样品通过之前进行过的背景校正设定的值

进行采集和计数。
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2.7 结果/打印机/计算器选项（Result/Printer/Calculator Options）

2.7.1 该选项显示三个不同的菜单，如下图所示。

选项 此选项 描述

Result Display 默认值是关闭，当它启动时，计数结果对话框只显示总数结果，不显示

活细胞/死细胞结果。

Dilution
Caculator
Option

Current
Concentration

默认值是 Total Cells（On）,要在计算器中使用活细胞，请将 Live Cell 点

开（On）。

Printer Print Protocol 当该按钮打开时，打印出来的结果中包含了计数参数的详细信息。反之，

计数参数的相关信息不显示。

Thermal 目前，默认的打印纸是热敏打印卷纸，确保 thermal 选项始终开启。

注意：随着四种不同计数模式的使用，某一个或者某几个选项有可能是不能用了或者失活的。
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第 三 章 明 场 视 野 细 胞 计 数 （ Bright Field Cell

Counting ）

3.1 样品准备（Sample Preparation）

3.1.1 请为细胞样品计数准备好下面材料：

细胞样品

荧光计数板（Cat#L12005）或者 LUNATM 可重复使用计数板（Cat#L12008）

0.4%台盼蓝染料（Cat#T13001）或者赤藓红染料（Cat#L13002）

3.1.2 如果需要，请插入 U盘来保存计数数据与结果。

3.1.3 取 10μl 细胞悬液与 10μl 0.4%台盼蓝染料在一个微量离心管里用移液器小心地反复吹吸混匀。

注意：LUNA-FLTM的明场计数模式的细胞计数参数是使用台盼蓝染料进行优化过的。尽管在 protocol 手册

中提供了不加台盼蓝染色的计数模式选项，该选项可以满足某些特殊用户在绝大多数情况下的总细胞数的计

数需求。但是仍然不推荐用户使用不加台盼蓝模式计数！由于不加台盼蓝，细胞与背景的对比度低，容易造

成结果误差。

注意：赤藓红 B是台盼蓝染料的替代品，也是可以使用的。它对细胞的毒性更小，使用赤藓红 B 染料，需

要使用明场计数模式下的定制染色（Custom staining）模式。

3.2 加样品到计数板（Loading Samples into Slides ）

3.2.1 捏住计数板的边缘，加 10-12μl混合好的细胞悬液到计数板的一个样品槽的进口处。为了容易加样，请

像下面图片展示的那样，将枪头倾斜 45-60°。

注意：往样品槽中加样时，不要加样过多，也不要太少。
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3.3 计数细胞（Counting Cells）

3.3.1 将加了样品的计数板插入到细胞计数仪的样品孔中，确保加有样品的样品槽朝里处于第一个位置插入样

品孔中，因为仪器只分析第一个位置的细胞样品，轻轻地把计数板插到底。

注意：插入细胞计数板后，LUNA-FLTM只能计数第一个位置的样品，要想计数第二个样品槽，需要把计数

板拔出来，水平旋转 180°，再重新插入到样品孔中。请确保细胞计数板没有样品孔朝下插入到计数仪内，这

将导致样品洒出，严重损坏仪器。

3.3.2 在细胞计数仪的主界面上选择 Bright Field Cell Counting模式。

注意：这一步骤结束后，样品的真实计数图像会显示在显示器上，细胞图像可通过手指触屏或者触控笔在

显示器上浏览，要知道，LUNA-FLTM的触摸屏是电阻式触摸屏，需要稍微施加点压力，屏幕才会有感应。

3.3.3 Preview 界面在明场下会出现下面图片情况，确保用户具有最好的聚焦。必要时，调节仪器右侧的对

焦旋钮进行聚焦，以确保活细胞具有明亮的中心和黑暗的边缘，而死细胞整个细胞具有均一的黑色。
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注意：要获得最佳的计数结果，操作员需要寻找到准确的对焦点。

注意：要获得最好的聚焦，图像可以通过 Count 下面的 Zoom-in 按钮放大，最初时，Zoom-in设置是 1x 放

大，点击一次，显示 2x放大，2x放大是调焦的最佳状态。当再一次点击 Zoom-in，可以显示 4x放大。再点

击一次，重新恢复到 1x放大。

注意：当前的染色选项显示在上述图像左侧红色方框标记的位置，该染色选项可以在设置菜单中进行更改

（2.6.2部分）。选择错误的染色选项，会导致产生弱曝光的预览图像，如下图所示，选择了 without typan blue

模式，而有有台盼蓝存在。

注意：默认的预览图像设置为一个灰度，要想将预览图像改成彩色的模式，请点击 color按键一次，预览图

像会变成蓝色背景的图像，而 color 按键也会变成蓝色背景。不管选择哪种模式，灰度或者彩色，灰度图像

都将被用来计算显示在细胞计数结果中的细胞数目。
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3.3.4 点击 count按钮，该按钮位于缩放按钮上方。

3.3.5 大约在 7秒钟内（依赖于细胞的浓度），细胞样品的图像和计数数据/结果(包括总浓度，活细胞浓度，

死细胞浓度，活率，平均直径，实际数到的总细胞数，活细胞数以及死细胞数)都显示在屏幕上。

3.4 使用 Tag 功能（Using the Tag Function）

3.4.1 执行完计数功能后，Tag 按钮用于区分计数结果。
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注意：Tag 功能是 LUNA-FL自动荧光计数仪的其中一个直接工具，它使得用户可以不经过计算机算法而去浏

览数据，并且在线判断计数的准确性。

3.4.2 当触摸 Tag 按钮后，屏幕上的图像将会呈现目标细胞被绿色和红色圆圈包围的状态。绿色圆圈指示的

是活细胞，红色圆圈指示的死细胞。

3.4.3 预览过图像分析的准确性后，再次点击 Tag 可以移除绿色和红色标记的圆圈。

3.5 细胞尺寸和数量的分布（Cell Size and Number Distribution）

3.5.1 要想从图表中获得细胞尺寸和数量分布的更多信息，点击屏幕左下方的 Graph/Gating 按钮。一个柱状

图将会如下图所示显示细胞样品尺寸和数量的更多细节。活细胞显示绿色，死细胞显示红色。

1. 总细胞/活细胞/死细胞按键

2. 成团图谱按键

3. 细胞数量/细胞浓度按键

当细胞大小超出范围后，显示为灰色

注意：上述按键可联合使用，具体细

节参见下一张图片中说明。
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注意：当点击 Total 按键后，它会切换到 Live 按钮，这种情况下，只显示活细胞的数量。再次点击 Live 按

钮，它又会切换成 Dead, 只显示死细胞的数量。

注意：当点击 Cell number 按键时，它会切换到细胞浓度（Cell concentration）,单位是个/ml。再次点击，

又会重新切换到 Cell number。

总数和细胞数量

联用，显示了总细

胞数对应下的尺

寸分布的细胞数

量。

活细胞数和细胞

数量联用，显示了

只有活细胞数对

应下的尺寸分布

的细胞数量。

死细胞数和细胞数

量联用，显示了只有

死细胞数对应下的

尺寸分布的细胞数

量。
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3.5.1.1 活细胞和死细胞的图形表示

当点击 Total 按键后，直方图以一种叠加的柱状图显示。
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3.5.2 成团化图谱（Cluster Map） 按键

3.5.2.1 当点击成团化图谱按键后，界面显示细胞成团化分布的百分比，1-cell 意味着是单个细胞，2-cell 意

味着是 2个细胞成团做为一个单元的。当成团化图谱按键开启后，Total 和 Cell Number 按键就失灵了。

3.5.2.2 再次点击 Graph Gating 按键，重新回到前一个界面。

3.6 使用稀释计算器（Using the Dilution Calculator ）

3.6.1 LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪提供了一个内置的计算器，能够帮助轻松的计算浓度来获得一个期望的

浓度。
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3.6.2 稀释度计算器最初显示的是当前的计数浓度，在下面 Desired Concentration 和 Final Volume的空白

处填入个人期望的数值。

使用者可以选择总数（Total）,

活细胞数（Live）或者死细胞数

（Dead）来计算他们的稀释度。

通过点击这个按钮，当前的浓度

（Current Concentration）会显

示总数（Total）,活细胞（Live）

或者死细胞（Dead）的浓度。

在计算稀释因子之前，请检查该

选项是否匹配你的需要。
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3.6.3 点击 Caculate，然后一个稀释的指导方法会出现在信息栏中。

3.7 保存图像并生成一个当前计数结果的 PDF 报告（Saving Images

and Generating a PDF Report of the Current Count ）

3.7.1 要保存图像和生成报告，需要提前在仪器的左侧 USB插口处插入 U盘。

3.7.2 点击屏幕左下方的 Save 按键，会弹出一个新的保存（Save）界面，如下图所示。

注意：保存界面含有 3个保存选项。

Analyzed Image：选择该选项来保存分析后的图像，该图像中，活的有核细胞被绿色圆圈标记，死的有核细

胞被标记为红色。

Raw Image：该选项必须始终被选中，为了保存 3张 TIF格式的图像（明场，绿色，红色）。这些被保存的

图像可用于以后需要时再分析。

Report: 选择该选项，会生成一个可供打印的 PDF格式的报告文件，该报告文件包含了所有的细胞计数的信

使用者也可以计算他们自定义的稀释

度。
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息。同时也可以在个人电脑上查看。

注意：要从分销商和厂商获得更多的技术支持，请不要忘记把 Raw Image 保存下来并发送给厂商。

3.7.3 利用屏幕上的软键盘输入所需要的文件名，点击 Date/Time按钮，日期和时间会添加到文件名中去。

注意：在输入文件名之前，请确保光标定位在文件名信息栏内。

3.7.4 一旦文件名确定下来，点击 Enter 保存图像或报告到 U盘上去。现在，通过 U盘把这些文件转移到个

人电脑上后，可通过相应的软件打开它们。

注意：在 LUNA-FLTM软件中，数据和结果中额外提供的图表说明会在 PDF 报告中体现出来，如下图所示。

第一页：数据和结果

包含：细胞计数数据

使用的 Protocol

细胞图像（Tag标记的和 4倍放大的）

第二页：分析后的柱状图

包含：细胞数目柱状图（Total/Live/Dead）

细胞浓度柱状图（Total/Live/Dead）

细胞成团化分布柱状图
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3.8 打印计数结果（Printing the Counting Results）

3.8.1 用户可以通过 LUNATM Printer（Cat# P10001）和配套的热敏打印纸 LUNATM Printer paper

（Cat#P12001）。 该打印机是热敏式的，在打印之前可对其电池组进行充电。

注意：LUNATM Printer及其配套的热敏打印纸是专门为 LUNA-FLTM细胞计数仪设计的，需要从厂家或者其分

销商处购买。

关于 LUNATM Printer的更多信息，请详细阅读 LUNATM Printer的使用说明书。

3.8.2 首先，通过 USB接头连接 LUNATM Printer到 LUNA-FLTM细胞计数仪上（打印机的连接是即插即用型）。

然后长按打印机上的 Power 按钮 1-2sec（关机同样是这样的操作）。

3.8.3 在 LUNA-FLTM细胞计数仪上返回到 Print/Save 界面，点击 Print 按钮。

3.8.4 计数的结果和使用的 Protocol 会如下图所示被打印出来。
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注意：仪器上的打印按钮只会打印最后一次计数的结果。

注意：如果打印内容中 Protocol 部分不需要，可以通过仪器的设置功能将它关闭掉。
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第四章 荧 光 细 胞 计 数 （ Fluorescence Cell

Counting ）

4.1 样品制备（Sample Preparation ）

4.1.1 准备下列材料用于细胞计数

 细胞样品

 荧光计数板（PhotonSlideTM Cat#L12005 ）或者 LUNATM可重复使用计数板（Cat# L12011）

 AO/PI预混荧光染料（Cat# F23001）

4.1.2 如果需要，请插入 U盘用于保存数据和结果。

4.1.3 转移 2μlAO/PI预混荧光染料到 1.5ml 微量离心管中。

4.1.4 向上述含有 AO/PI的微量离心管中加入 18μl的细胞悬液，用移液器上下反复吹吸混匀或者用手颠倒混

匀。

4.2 将样品加入到计数板中（Loading Samples into Slides ）

4.2.1 两指轻轻捏住计数板的两边，用 10μl 移液器吸取 10μl 混合好的样品，加入到计数板的其中一个样品

池的加样孔中去。要想轻松准确加样，建议移液器吸头与计数板保持 45-60°夹角。如下图所示。
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4.2.2 剩余的 10μl 混合样品可用于另一个重复计数，以获得平均的计数结果。

注意：往样品槽中加样时，不要加样过多，也不要太少。

4.3 计数细胞（Counting Cells ）

4.3.1 根据细胞样品的不同，静置 15sec-1min，让细胞沉降下来，这一步很重要。

注意：如果跳过该步骤，有可能导致计数结果不准确，因为移动的细胞会导致细胞图像（明场，绿色荧光,红

色荧光）叠加不准确。最佳的等待时间需要根据实验人员的经验来判断。如果在预览视野中细胞仍在移动，

需要等待更长的时间，确保在预览窗口观察到的细胞不再移动为止。

注意：如果细胞不能沉降下来，则从明场，绿色荧光和红色荧光通道采集到的图像不能很好叠加，就像下图

所示。

4.3.2 将加了样品的计数板插入到细胞计数仪的样品孔中，确保加有样品的样品槽朝里处于第一个位置插入样

品孔中，因为仪器只分析第一个位置的细胞样品，轻轻地把计数板插到底。

注意：LUNA-FLTM只能计数第一个位置的样品，要想计数第二个样品槽，需要把计数板拔出来，水平旋转

180°，再重新插入到样品孔中。
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注意：请检查计数板没有被倒置插入到样品孔。这会导致样品洒出来严重损坏计数仪。

4.3.3 选择屏幕主界面上的荧光计数（Fluorescence Cell Counting ）按钮。

注意：这一步骤结束后，样品的真实计数图像会显示在显示器上，细胞图像可通过手指触屏或者触控笔在显

示器上浏览，要知道，LUNA-FLTM的触摸屏是电阻式触摸屏，需要稍微施加点压力，屏幕才会有感应。

4.3.4 Preview 界面在明场下会出现下面图片情况，确保用户具有最好的聚焦。必要时，调节仪器右侧的对焦

旋钮进行聚焦。

注意：确保在明场下进行调焦，准确的聚焦对准确的计数非常重要。
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注意：要获得最好的聚焦，图像可以通过 Count 下面的 Zoom-in 按钮放大，最初时，Zoom-in设置是 1x 放

大，点击一次，显示 2x放大，2x放大是调焦的最佳状态。当再一次点击 Zoom-in，可以显示 4x放大。再点

击一次，重新恢复到 1x放大。

注意：在预览界面检查细胞全部都固定不动再开始计数，如果有些细胞还在移动，请等待所有细胞静止下来

再开始计数。

4.3.5 点击 BF/GF/RF选择按钮一次，预览绿色荧光图像，如果预览的绿色荧光图像信号太暗只有几个细胞能

看到，可增加激发光强度。如果荧光信号太强以致于背景荧光开始出现，适当降低激发光强度。最佳的荧光

激发光强度值取决于经验值，仪器默认的哺乳动物细胞的值是 5。

注意：在预览阶段，如果细胞在长时间的光源照射下，他们的荧光强度会迅速降低。当使用过强的激发光时，

这种荧光漂白现象会加速产生。在选择 GF/RF预览时，通常尝试用尽可能短的曝光时间和尽可能低的激发光

强度。

4.3.6 再一次点击点击 BF/GF/RF按钮一次，可预览红色荧光(RF)图像，根据需要调节荧光激发光强度，仪器

出厂默认的哺乳动物细胞的值是 5。

注意：在预览阶段，如果细胞在长时间的光源照射下，他们的荧光强度会迅速降低。当使用过强的激发光时，

这种荧光漂白现象会加速产生。在选择 GF/RF预览时，通常尝试用尽可能短的曝光时间和尽可能低的激发光

强度。
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4.3.7 点击 Count 按钮

4.3.8 大约 30秒（取决于细胞浓度），细胞样品的图像和数据（总细胞浓度，活细胞浓度，死细胞浓度，活

率，平均直径，总细胞个数，活细胞个数以及死细胞个数）将会显示在屏幕上。

注意：LUNA-FLTM会按顺序拍摄明场、绿色荧光、红色荧光三张图像。

4.4 使用 Tag 功能（Using the “Tag” Function）

4.4.1 为了核验计数后的结果，依次点击 Image 和 Tag，显示下面图像结果。
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注意：这个 Tag 功能是 LUNA-FLTM 自动荧光计数仪直观的功能之一，它能帮助用户不用电脑即可在线浏览

并判定计数结果的准确性。

4.4.2 当触摸 Tag 按钮后，屏幕上的图像将会呈现目标细胞被绿色和红色圆圈包围的状态。绿色圆圈指示的

是活细胞，红色圆圈指示的死细胞。

注意：在荧光计数模式下，包含在细胞培养液中的非细胞碎片，因为不含核酸很容易在细胞计数时被区分出

来。
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4.4.3 预览过图像分析的准确性后，再次点击 Tag 可以移除绿色和红色标记的圆圈。

4.5 细胞尺寸和数量的分布（Cell Size and Number Distribution）

4.5.1 要想从图表中获得细胞尺寸和数量分布的更多信息，点击屏幕左下方的 Graph/Gating 按钮。一个柱状

图将会如下图所示显示细胞样品尺寸和数量的更多细节。活细胞显示为绿色柱状图，死细胞显示红色。

注意：当细胞尺寸超出设定的范围时，超出部分显示为灰色。（本图没有显示）

菜单上的功能按钮

Count--Graph Gating
1. 总细胞/活细胞/死细胞按钮

2. 成团化图谱按钮

3. 细胞数量和浓度按钮

上述按钮可以多个联合使用，具

体的细节在下面页面显示。
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注意：当 Total 按钮点击一次时，它切换到显示活细胞按钮，这时，只显示活细胞数量，如下图所示。再次点

击一下，它切换到显示死细胞按钮，此时只显示死细胞，如下图所示。

注意：当 Cell number 按钮点击一次时，它切换到浓度按钮，显示是个/ml（例如：柱状图的 Y轴部分）。当

再点击一次，它又切换到 Cell number 。

总细胞数和细胞数量联用，显示

了总细胞数下的细胞数量与细胞

尺寸的分布。

活细胞与细胞数量联合使用，显

示了只有活细胞情况下的细胞数

量与细胞尺寸的分布。

死细胞与细胞数量联合使用，显

示了只有死细胞情况下的细胞

数量与细胞尺寸的分布。
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4.5.1.1 活细胞和死细胞的柱状图代表的含义

当点击 Total 按键后，直方图以一种叠加的柱状图显示。

总细胞数和细胞浓度联用，显示

了总细胞数下的细胞浓度与细胞

尺寸的分布。

活细胞与细胞浓度联合使用，显

示了只有活细胞情况下的细胞浓

度与细胞尺寸的分布。

死细胞与细胞浓度联合使用，显

示了只有死细胞情况下的细胞

浓度与细胞尺寸的分布。
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4.5.2 成团化图谱（Cluster Map） 按键

4.5.2.1 当点击成团化图谱按键后，界面显示细胞成团化分布的百分比，1-cell 意味着是单个细胞，2-cell 意

味着是 2个细胞成团做为一个单元的。当成团化图谱按键开启后，Total 和 Cell Number 按键就失灵了。

4.5.2.2 再次点击 Graph Gating 按键，重新回到前一个界面。

4.6 使用稀释计算器（Using the Dilution Calculator ）

4.6.1 LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪提供了一个内置的计算器，能够帮助轻松的计算浓度来获得一个期望的

浓度。



44

4.6.2 稀释度计算器最初显示的是当前的计数浓度，在下面 Desired Concentration 和 Final Volume的空白

处填入个人期望的数值。

使用者可以选择总数（Total）,

活细胞数（Live）或者死细胞数

（Dead）来计算他们的稀释度。

通过点击这个按钮，当前的浓

度（Current Concentration）会

显示总数（Total）,活细胞（Live）

或者死细胞（Dead）的浓度。

在计算稀释因子之前，请检查

该选项是否匹配你的需要。
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4.6.3 点击 Caculate，然后一个稀释的指导方法会出现在信息栏中。

4.7 保存图像并生成一个当前计数结果的 PDF 报告（Saving Images

and Generating a PDF Report of the Current Count ）

4.7.1 要保存图像和生成报告，需要提前在仪器的左侧 USB插口处插入 U盘。

4.7.2 点击屏幕左下方的 Save 按键，会弹出一个新的保存（Save）界面，如下图所示。

注意：保存界面含有 3个保存选项。

Analyzed Image：选择该选项来保存分析后的图像，该图像中，活的有核细胞被绿色圆圈标记，死的有核细

胞被标记为红色。

Raw Image：该选项必须始终被选中，为了保存 3张 TIF格式的图像（明场，绿色，红色）。这些被保存的

图像可用于以后需要时再分析。

Report: 选择该选项，会生成一个可供打印的 PDF格式的报告文件，该报告文件包含了所有的细胞计数的信

使用者也可以计算他们自定义的稀释

度。
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息。同时也可以在个人电脑上查看。

注意：要从分销商和厂商获得更多的技术支持，请不要忘记把 Raw Image 保存下来并发送给厂商。

4.7.3 利用屏幕上的软键盘输入所需要的文件名，点击 Date/Time按钮，日期和时间会添加到文件名中去。

注意：在输入文件名之前，请确保光标定位在文件名信息栏内。

4.7.4 一旦文件名确定下来，点击 Enter 保存图像或报告到 U盘上去。现在，通过 U盘把这些文件转移到个

人电脑上后，可通过相应的软件打开它们。

注意：在 LUNA-FLTM软件中，数据和结果中额外提供的图表说明会在 PDF 报告中体现出来，如下图所示。

第一页：数据和结果

包含：细胞计数数据

使用的 Protocol

细胞图像（Tag标记的和 4倍放大的）

第二页：分析后的柱状图

包含：细胞数目柱状图（Total/Live/Dead）

细胞浓度柱状图（Total/Live/Dead）

细胞成团化分布柱状图
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4.8 打印计数结果（Printing the Counting Results）

4.8.1 用户可以通过 LUNATM Printer（Cat# P10001）和配套的热敏打印纸 LUNATM Printer paper

（Cat#P12001）。 该打印机是热敏式的，在打印之前可对其电池组进行充电。

注意：LUNATM Printer及其配套的热敏打印纸是专门为 LUNA-FLTM细胞计数仪设计的，需要从厂家或者其分

销商处购买。

关于 LUNATM Printer的更多信息，请详细阅读 LUNATM Printer的使用说明书。

4.8.2 首先，通过 USB接头连接 LUNATM Printer到 LUNA-FLTM细胞计数仪上（打印机的连接是即插即用型）。

然后长按打印机上的 Power 按钮 1-2sec（关机同样是这样的操作）。

4.8.3 在 LUNA-FLTM细胞计数仪上返回到 Print/Save 界面，点击 Print 按钮。

4.8.4 计数的结果和使用的 Protocol 会如下图所示被打印出来。



48

注意：仪器上的打印按钮只会打印最后一次计数的结果。

注意：如果打印内容中 Protocol 部分不需要，可以通过仪器的设置功能将它关闭掉。
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第五章 GFP 转染分析（GFP Transfection Assay）

5.1 样品准备（Sample Preparation ）

5.1.1 进行一个带有阴性对照的 GFP转染实验，阴性对照例如：无转染的对照或者是无质粒的模拟转染。

5.1.2 转染后大约 24-96小时内收集细胞样品。

5.1.3 计数样品中的细胞，血球计数板上最佳的计数浓度是 2x106~5x106cells/ml，如果初始浓度太高，请加

入一些细胞培养基进行稀释，如果初始浓度偏低，请利用离心机进行离心后，重悬在小体积的溶液中来进行

浓缩。

5.1.4 打开 LUNA-FLTM，为了测量 GFP转染效率，请准备下列物品。

 细胞样品

 荧光计数板（PhotonSlideTM Cat#L12005 ）或者 LUNATM可重复使用计数板（Cat# L12008）

 如果需要，请准备一个用于存储数据和结果的 U盘。

注意：GFP转染分析的试剂和相应的试剂盒没有包含在 LUNA-FLTM的标准套装中，这些需要从供应商处额外

购买。

5.2 加样到计数板中（Loading Samples into Slides ）

5.2.1 两指轻轻捏住计数板的两边，用 10μl 移液器吸取 10μl阴性对照样品，加入到计数板的其中一个样品池

的加样孔中去。另一个样品池中加入 GFP转染后的细胞样品。要想轻松准确加样，建议移液器吸头与计数板

保持 45-60°夹角。如下图所示。
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注意：往样品槽中加样时，不要加样过多，也不要太少。

5.3 检测 GFP 转染效率（Measuring GFP Transfection Efficiency ）

5.3.1 优化检测条件（对焦和曝光水平）

5.3.1 为了让细胞沉降下去，等待 10sec（根据细胞样品有所不同）再开始计数。

注意：该步骤很重要，如果跳过该步骤，有可能导致计数结果不准确。最佳的等待时间需要根据实验人员的

经验来判断。如果在预览视野中细胞仍在移动，需要等待更长的时间。

注意：如果细胞不能沉降下来，则从明场，绿色荧光和红色荧光通道采集到的图像不能很好叠加，就像下图

所示。

5.3.1.2 将含有 GFP转染细胞的计数板插入到仪器的插孔中，确保加样的一边朝里并且加样孔朝上，仪器只

会根据计数的结果分析第一个插入的样品池中的样品。轻轻地将计数板推到底部。

注意：LUNA-FLTM只能计数第一个位置的样品，要想计数第二个样品槽，需要把计数板拔出来，水平旋转 180°，

再重新插入到样品孔中。

注意：请检查计数板没有被倒置插入到样品孔。这会导致样品洒出来严重损坏计数仪。
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5.3.1.3 在主界面上选择 GFP转染效率（GFP Transfection Efficiency ）按钮。

注意：点击该按钮之后，细胞样品的实时图像会显示在屏幕上（预览状态），细胞的图像可以通过触控笔触

碰屏幕移动或者手指在屏幕上移动进行浏览。要知道，LUNA-FLTM的触摸屏是电阻式触摸屏，需要稍微施加点

压力，屏幕才会有感应。

5.3.1.4 Preview 界面在明场下会出现下面图片情况，确保用户具有最好的聚焦。必要时，调节仪器右侧的对焦

旋钮进行聚焦。

注意：要想获得最佳的结果，请使用明场模式（2X 或 4X）去调节对焦点。
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注意：要获得最好的聚焦，图像可以通过 Count 下面的 Zoom-in 按钮放大，最初时，Zoom-in设置是 1x 放

大，点击一次，显示 2x放大，2x放大是调焦的最佳状态。当再一次点击 Zoom-in，可以显示 4x放大。再点

击一次，重新恢复到 1x放大。

注意：在预览界面检查细胞全部都固定不动再开始计数，如果有些细胞还在移动，请等待所有细胞静止下来

再开始计数。

5.3.1.5 点击 BF/GF/RF按钮一次，预览绿色荧光图像，如果预览的绿色荧光图像信号太暗只有几个细胞能看

到，可增加激发光强度。如果荧光信号太强以致于背景荧光开始出现，适当降低激发光强度。最佳的荧光激

发光强度值取决于经验值，仪器出厂默认设置的哺乳动物细胞的值是 18。

注意：在预览阶段，如果细胞在长时间的光源照射下，他们的荧光强度会迅速降低。当使用过强的激发光时，

这种荧光漂白现象会加速产生。在选择 GF/RF预览时，通常尝试用尽可能短的曝光时间和尽可能低的激发光

强度。

注意：绿色荧光的曝光水平必须从 18开始然后根据信号的强弱，可适当调节。

5.3.2 设置阴性对照

5.3.2.1 取出含有 GFP转染细胞的计数板，插入含有阴性对照的计数板。

5.3.2.2 点击 Set (-) control 按钮。

注意：一个弹窗（如下图所示）会显示出存在当前阴性对照的警告，如果您是错误操作了 Set (-) control 按钮，

点击 cancel 返回，否则，点击 OK 确认开始设置。
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5.3.2.3 大约 30秒内（取决于细胞的浓度），阴性对照的分析会完成，点击 OK按钮。

5.3.3 计数 GFP转染样品

5.3.3.1 插入含有 GFP转染样品的计数板，点击 Count Sample 按钮。

5.3.3.2 大约 30秒内（取决于细胞的浓度），细胞样品的图像，数据和结果（包括总浓度，GFP+浓度，GFP+

百分比，总细胞数，GFP+细胞数，平均直径，稀释因子等）会显示在屏幕上。

注意：阴性对照和 GFP转染样品请使用相同的曝光水平。

注意：结果屏幕上的 GFP转染数据是采用自动门控功能计算得来的，要想得到更为准确的结果，请点击 Graph

按钮采用一个新的门控，关于用户自定义的门控部分更详细的内容，请参考 5.5部分内容。
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5.3.3.3 如果您有多个 GFP转染的样本，并且想测量下一个样品的转染效率，直接插入下一张含有 GFP样本

的计数板，点击 Next Count按钮就可以了。

5.3.3.4 根据需要点击 Count Sample 按钮

5.4 使用 Tag 功能（Using the “Tag” Function ）

5.4.1 完成测量 GFP转染效率功能后，为了核验计数后的结果，如下如所示点击 Image 和 Tag。
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注意：这个 Tag 功能是 LUNA-FLTM 自动荧光计数仪直观的功能之一，因为它能帮助用户不用电脑即可在线

判定测量 GFP转染效率的准确性。

5.4.2 当触摸 Tag 按钮后，屏幕上的图像将会呈现目标细胞被绿色圆圈包围的状态。绿色圆圈指示的是 GFP

转染的细胞。

5.4.3 预览过图像分析的准确性后，再次点击 Tag 可以移除绿色圆圈。

5.5 GFP 强度和数量分布（GFP Intensity and Number Distribution ）

5.5.1 要想得到 GFP强度和数量的图示分布，请点击左下角的 Graph/Gating按钮。屏幕上就会显示一个如下

图所示的柱状图，含有更多的 GFP强度和数量的细节。GFP转染的细胞显示为绿色曲线，而阴性对照细胞显

示为灰色曲线。

点击 Tag 按钮

绿色圆圈--GFP 转染细胞

菜单上的功能按钮，在 Count模式

下进入 Graph/gating

对照+样品

对照按钮

样品按钮
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注意：仪器自动设定的默认的阈值线是 GFP强度的最小值，该情况下，所有的阴性对照被标记为 GFP-细胞。

万一自动生成的阈值线不满意，用户可以按下图所示自定义阈值线。

GFP 强度阈值线是被

LUNA-FLTM 软件自动判

别的

细胞样品中 GFP+和 GFP-的百

分比显示在这里。

GFP强度阈值可以被使用者

人为降低，使用人可以通过

触碰右下方左侧箭头图标。

要更新GFP+和GFP-的百分

比，需要点击 Apply 按钮。

需要注意的是，GFP+和

GFP-的百分比是从当前的

数值变化。
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5.5.2 再次点击 Graph/Gating按钮，返回到前一个界面。

GFP强度阈值可以被使用者

人为增加，使用人可以通过

触碰右下方右侧箭头图标。

要更新GFP+和GFP-的百分

比，需要点击 Apply 按钮。

需要注意的是，GFP+和

GFP-的百分比是从当前的

数值变化。

当点击一次 Control+Sample
按钮，阴性对照细胞(Control)
的 GFP荧光强度会显示。

当再次点击 Control 按钮，会显

示转染 GFP细胞（Sample）的

GFP荧光强度。
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5.6 明场和绿色通道的开启与关闭（On/off of the Bright and Green

Channel ）

5.6.1 使用人可以通过点击 On/Off 按钮来开启或者关闭明场和绿色通道。

5.6.2 使用人员还可以通过上下箭头来调节明场和绿色通道的亮度水平。
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5.7 针对当前的计数结果保存图像并生成报告（Saving the Image and

Generating a Report of the Current Count ）

5.7.1 要保存数据或者生成报告，首先在仪器左侧的 USB插口处插入 U盘。

5.7.2 点击屏幕左下方的 Save 按钮，会弹出一个新的保存界面。
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注意：保存界面含有 3个保存选项。

Analyzed Image：选择该选项来保存分析后的图像，该图像中，活的有核细胞被绿色圆圈标记，死的有核

细胞被标记为红色。

Raw Image：该选项必须始终被选中，为了保存 3张 TIF格式的图像（明场，绿色，红色）。这些被保存

的图像可用于以后需要时再分析。请记得保存原始图像以便于从厂家或者分销商处得到技术支持

Report: 选择该选项，会生成一个可供打印的 PDF格式的报告文件，该报告文件包含了所有的细胞计数的

信息。同时也可以在个人电脑上查看。

注意：要从分销商和厂商获得更多的技术支持，请不要忘记把 Raw Image 保存下来并发送给厂商。

5.7.3 利用屏幕上的软键盘输入文件名，可通过点击 Add Date/Time 按钮添加上时间和日期。

5.7.4 一旦文件名被确认，点击 Enter 按钮来保存图像或者报告到 U盘中去。现在，利用 U 盘把这些文件转

移到个人电脑中去后，这些文件可以在电脑上使用相应的程序被打开。
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注意：利用 LUNA-FLTM软件，PDF报告中数据和结果的附加的图示含义，如下图所示。

5.8 计数结果的打印（Printing the Counting Results ）

请参考 3.8 部分打印计数结果。
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第六章 酵母细胞计数（Yeast Cell Counting ）

利用新的荧光染料，二乙酸荧光素(Fluorescein diacetate,FDA)和 2.0及以上版本的软件，LUNA-FLTM的用户

可以计数酵母细胞，要想了解更多的信息，请参阅官方网站（www.logosbio.com）上发布的应用文档。

6.1 样品制备（Sample Preparation）

6.1.1 请准备下列计数酵母细胞所用的材料。

酵母细胞

荧光计数板(Cat#L12005)或者是可无限重复使用计数板(Cat#L12008)

酵母活率计数试剂盒 I(Cat# F23202)

注意：酵母活率计数试剂盒 I 包含下面几种组分。

内容 体积 存储条件

二乙酸荧光素 500μl -20℃（脱水，避光）

PI 500μl 4℃（避光）

LUNA-FLTM 细胞稀释缓冲液 20ml 4℃-常温

荧光信号增强剂 I 500μl -20℃

 货架期：保存得当情况下，从生产日期起至 16个月。

 FDA需要被溶解在 DMSO中，操作人员要小心操作。

 荧光信号增强剂 I 暴露在人体皮肤表面会产生毒性，取用时需要佩戴手套和实验室防护服。

 上述每种成分都可以单独购买，如有需要请联系当地分销商。

6.1.2 开始之前，如果需要，使用人员需要按下面方法检查样品条件。

6.1.2.1 从酵母（酒类或者啤酒）样品中取 10μl样本，加入到计数板中，不用加任何试剂，在 LUNA-FLTM 上

检查预览图像。

检查点 1： 明场图像太暗（特别是酒类样品）？

检查点 2： 荧光图像太亮（自发荧光）？

检查点 3： 明场图像中存在太多酵母细胞？

6.1.2.2 如果上述三个检测点的答案都是“是”，该样品应当用 LUNA-FLTM 细胞稀释缓冲液进行稀释。准确的

稀释比例应当根据实验情况而定，从 1:10- 1:100是一个好的起始点，如果需要，先通过离心去除上清液，然

后再用 LUNA-FLTM 细胞稀释缓冲液进行重悬。经过稀释和清洗步骤后，进行下一步操作。
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重要提示：

6.1.2.3 如果上述答案都是“否”，则直接进行下一步操作。

6.1.3 吸取 1μl FDA,1μl PI和 1μl 荧光信号增强剂 1 到一个新的 1.5ml ep 管中。

注意： AO和 PI 测量的是细胞内的核酸的量，FDA 测量的是细胞内代谢酶（酯酶）的活性。在此，酵母细

胞菌株之间核酸的量变化不会太大，但是，代谢酶的活性在不同菌种之间却变化很大。即使是同一种菌株，

它在不同的生长状态下，代谢酶的活性也会有所不同。因此，不同菌株，不同生长状态下，FDA荧光强度的

变化是不可避免的。在有些菌株中，如酒香酵母属，这些信号变化的差异就会很明显，而在另外一些菌株，

如酿酒酵母属，这些信号变化的差异时很小的。

6.1.4加入 17μl 细胞样品到 ep 管中，用移液器反复吹吸进行混匀或者盖上盖子反复颠倒混匀。

注意：任何含有 FDA 和 PI 的溶液都应该避免强光照射。

6.1.5 孵育样品 2min（可选项）

注意：由于 FDA的工作原理，请确保在室温下孵育混合样品 2-10min。

6.2 加样到计数板（Loading Samples into Slides ）

6.2.1 两指轻轻捏住计数板的两边，吸取 10μl 混合好的样品，加入到计数板的其中一个样品池的加样孔中去。

要想轻松准确加样，建议移液器吸头与计数板保持 45-60°夹角。如下图所示。

如果您的酵母细胞是生长在 YPD 培养基中，在计数前，请确保样品用 LUNA-FLTM 细

胞稀释缓冲液至少按 1:100比例进行稀释。YPD 培养基中含有强烈的酯酶活性，会

抑制酵母细胞摄如的 FDA，导致荧光信号偏弱。
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6.2.2. 剩余的 10μl 样品可用于进行第二次重复计数以获得计数结果的平均值。

注意： 要小心计数板中不要加样过多，也不要过少。

6.3 酵母计数（Counting Yeasts ）

6.3.1 打开仪器，选择界面上的 Yeast Cell Counting （FDA/PI）按钮。

6.3.2 将加好样的计数板插入到计数仪的插孔中，确保加样的一边朝里插入。该仪器只分析朝里插入的第一个

样品池的样品，请轻轻地把计数板插到尽头。



65

注意：插入计数板后，LUNA-FLTM 只能分析计数板上朝里的第一个样品池,要想阅读第二个样品池，需要将计

数板拔出，水平旋转 180度，将第二个样品池朝里再次插入计数仪的插孔中。

注意：请确保计数板没有颠倒插入，这样会导致样品洒出，损坏计数仪。

6.3.3 在明场模式的预览界面，观察酵母细胞并等待 30sec至 1min（具体根据样品情况而定）使得细胞沉降

下来，这一步骤非常重要，因为酵母细胞非常小，需要花费一些时间来进行很好地对焦。2x和 4x缩放功能有

助于对焦清晰。

注意：如果跳过该步骤，有可能导致计数结果不准确，因为移动的细胞会导致细胞图像（明场，绿色荧光,红

色荧光）叠加不准确。最佳的等待时间需要根据实验人员的经验来判断。如果在预览视野中细胞仍在移动，

需要等待更长的时间，确保在预览窗口观察到的细胞不再移动为止。

细胞在朝这个方向移动
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6.3.4 检查屏幕上用于酵母计数的默认 protocol 下当前的绿色通道（18）和红色通道（18）的曝光水平和阈

值（2）。

注意：使用人可以在 18-20之间设置曝光水平，在 1-5之间设置阈值，请确保您从 18（曝光）和 2（阈值）

开始，然后根据经验调节参数。

6.3.5 点击 Count 按钮

注意：请参考下面计数案例：酿酒酵母在指数生长期被 FDA/PI 完美计数。（图片来源：Vivelys 馈赠）
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6.3.6 通过点击 Graph/Gating 按钮，屏幕将如下面那样显示尺寸/数量的分布。

注意：通过点击箭头按钮，使用人可以酵母细胞的最小和最大尺寸，以便把酵母细胞包含或者排除在计数结

果中（外）。在屏幕下方，最大细胞直径低于最大直径设置的阈值，通过向左移动 Max界限条，然后点击 Apply。
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注意：通过点击“Total/Live/Dead”按钮，使用人可以只看到总细胞数，活细胞或者是死细胞的单种柱状图。如

下图所示。
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注意：通过点击“Cluster Map”按钮，使用人可以看到如下图所示的细胞聚团的状态。

6.4 使用 Tag 功能（Using the“Tag”Function ）

6.4.1 完成计数后，要想验证计数结果，点击下图所示的 Image 和 Tag 按钮。
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注意：这个 Tag 功能是 LUNA-FLTM 自动荧光计数仪直观的功能之一，它能帮助用户不用电脑即可在线浏览

并判定计数结果的准确性。

6.4.2 当触摸 Tag 按钮后，屏幕上的图像将会呈现目标细胞被绿色圆圈包围的状态。绿色圆圈指示的是活细

胞。

注意：在上述图片中，每个荧光通道的曝光水平可以通过上下箭头调节。

绿色圆圈：活细胞 红色圆圈：死细胞
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6.4.3 浏览图片分析的准确性后，可以再次点击 Tag按钮来去掉圆圈标记。

6.5 故障处理（Trouble Shooting ）

6.5.1 （问题 1）荧光信号太弱。

— 如果细胞是生长在 YPD培养基中，请确保使用细胞稀释缓冲液至少进行 1:100倍稀释，YPD培养基的组

分中含有很强的酯酶活性，会抑制酵母细胞摄入 FDA 染料。关于 YPD 更详细的信息说明，请查阅官网

（www.logosbio.com）上最新的应用笔记。

6.5.2 (问题 2) 荧光信号仍然很弱以至于酵母细胞无法计数。

— 增加曝光水平到 20

6.5.3 （问题 3）有荧光信号但是酵母细胞无法被计数（标记）

— 降低阈值范围到 1

6.5.4（问题 4）即使经过稀释或者清洗，背景荧光仍然很强

— 使用荧光信号增强剂 I（Cat# F23213）, 参见下面 protocol
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1. 使用 LUNA-FLTM稀释缓冲液进行至少 1：100稀释，或者是把酵母细胞进行离心取上清，然后用

LUNA-FLTM稀释缓冲液进行重悬。

2. 取 1μl 荧光信号增强剂 I 与 17μl 酵母细胞悬液进行混合。

3. 孵育 10min。

4. 加入 1μl FDA和 1μl PI。

5. 孵育 10min。

6. 取 10μl 混合样品上样到细胞计数板。

7. 静置 30sec-1min，使细胞沉降下来固定不动。

注意：荧光信号增强剂 I 是对增强信号有帮助的。但是，要看细胞的情况。例如：在指数生长期的酵母细胞，

荧光信号增强就很明显。而有些时候对生长末期的酵母细胞就不明显。 快速分裂的酵母细胞代谢活动比较明

显，他们会泵出更多活化的荧光染料。荧光信号增强剂实际上是抑制了细胞的泵出/转运机制。当在正常使用

荧光信号增强剂时，会降低背景信号，增加信号强度，这样从整体上增加了信噪比。

6.6 打印计数结果（Printing the Counting Results ）

请参阅 3.8部分打印计数结果。
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第 七 章 回 看 以 前 的 结 果 （ Reviewing Previous

Results ）

LUNA-FLTM提供了一个简单易用的功能来使用存储在 U盘里的以前的结果进行进一步的回看。该功能适用与

全部的四种计数类别。

7.1 输入以前的计数结果（Importing Previous Counts ）

7.1.1 将含有以前计数结果的 U盘插入到仪器的 USB插孔中去。

7.1.2 点击定位在屏幕上方的 Review 按钮，U盘内的文件列表会显示在屏幕左下方。

7.2 回看以前的结果（Reviewing Previous Results ）

7.2.1 点击文件名，以前的文件将开始输入，文件的图像和计数结果都会显示在显示屏幕上。
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7.2.2 以前的计数图像可以通过点击缩放按钮进行 1x，2x，4x浏览，也可以通过在屏幕窗口触摸和拖拽图像。

7.2.3 点击“X（关闭）”按钮可以来回看其它以前的结果。或者点击屏幕上方 Count 按钮，仪器开始准备进行

再次计数。

7.3 以前计数按钮（“Previous Count” button ）

无论什么时间样品被计数，结果将会自动保存在仪器内部的存储中，这些数据可以输出 CSV格式的文件进行

后续分析。

7.3.1 点击回看界面中左侧的以前计数按钮，会产生一个新窗口。以前计数窗口可以含有多达 1000个存储在

LUNA-FLTM记忆中的以前的计数结果。
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7.3.2 在 Previous Count界面，有三种按钮。

1.Export to USB（.CSV）--用户可以把以前所有的计数结果数据保存在 U盘里。这些数据可以在个人电脑的

软件上进行分析。首先插入一块 U 盘，然后点击 Export to USB（.CSV）。

2. Erase all --所有数据可以从内存中清除。

3.Close--关闭该窗口。
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第八章 设置计数的 protocol（Setting Up the

Protocol for Counting ）

用户可以针对不同种类的细胞设置独一无二的计数 protocol，当点击主界面上的 protocol 按钮，一组 protocol

将显示在 protocol 列表中。

注意：最初，仪器出厂时只有两个 Protocol，分别是 Default和 New Protocol。要生成定制化的 Protocol，首

先选择 New Protocol并且进行参数编辑（Edit）,然后点击 Save as 按钮。因为 Default protocol 不能被编辑，

在被编辑之前，需要先将其保存为另外一个名字。

注意：每一种计数模式都有自己独立的参数设置。

8.1 调节明场视野下的参数（Adjusting Parameters for Bright Field

Counting ）

当进行计数时，默认的 protocol 或者当前的 protocol 参数会被用于计数。

可调节的参数参见下表描述

参数 可调范围 默认值 描述

Dilution Factor

(稀释因子)

1-10 2 默认值是 2，使用人可以根据原始样品的稀释程度进行调节。

如果稀释了 A倍，使用人可以设置这个值为 2XA.例如进行 10
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倍稀释，稀释因子应当设置为 2x10（20）。

稀释因子参数的调节时在 2-10 之间以 1 为步进调节，在

10-100之间是以 10为步进调节。

稀释因子校正的是实际的细胞数目，这样，分析结果是通过原

始样品生成的。

稀释因子会让使用者在进行高细胞浓度样本重复计数如发酵

型的 CHO样本时获得帮助。

Noise

Reduction（背

景噪音扣除）

0-10 5 这里指的是降低计数的背景。较高的背景扣除将不能检测到微

弱的信号或者是染色较浅的目标。较低的背景扣除意味着增加

了目标检测的灵敏度。需要将该参数调节到合适的数值。当细

胞染色过度或者是染色不足时，该参数也会非常有用。

Live Detection

Sensitivity（活

细胞检测灵敏

度）

1-10 5 该参数是设计用来检测具有不同水平中心亮点的活细胞，增加

该参数会检测更多的活细胞，减少该数值会出现只把那些中心

非常亮的细胞作为活细胞。

Roundness

（圆度）

30-100 60 这个参数指的是图像上目标的圆度，增加该数值，需要检测的

目标需要更圆。同时，降低该数值,将包含更多非圆形计数细

胞。当细胞样品不是通常的圆形或者是不规则的形状时，请调

整该参数。

最小细胞直径 1-90 3 用于设定可计数在内的最小的细胞直径，单位是 1μm。

最大细胞直径 1-90 60 用于设定可计数在内的最大的细胞直径，单位是 1μm。

8.2 调节荧光计数的参数（Adjusting Parameters for Fluorescence

Counting ）
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参数 可调范围 默认值 描述

Dilution Factor

(稀释因子)

1-10 1.11 默认值是 1.11，这种模式下，2μl AO/PI 与 18μl 细胞悬液混

合,20/18。如果是 4μl 染料与 16μl 细胞悬液混合，则稀释因

子为 1.25。稀释因子的变化从 1.11,1.25,1.42（6μl），1.66

（8μl），2.00（10μl），2.50(12μl),3.33（14μl），5.00

（16μl）,10(18μl)。

稀释因子校正的是细胞真实的个数，这样，计数结果可以生成

原始细胞浓度。

稀释因子校正的是实际的细胞数目，这样，分析结果是通过原

始样品生成的。

最小细胞直径 1-90 3 用于设定可计数在内的最小的细胞直径，单位是 1μm。

最大细胞直径 1-90 60 用于设定可计数在内的最大的细胞直径，单位是 1μm。

Green

Fluorescence

Threshold（绿

色荧光阈值）

1-10 5 绿色和红色荧光的阈值可以检测到图像处理中阈值的水平，增

加阈值将会通过更严格地扣除背景而检测到更少的细胞。降低

阈值会检测到更多的细胞，但是会增加噪音（杂）信号的水平

Red
Fluorescence
Threshold（绿

色荧光阈值）

1-10 5

8.3 酵母细胞计数参数的调节（Adjusting Parameters for Yeast Cell

Counting ）
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可调节的参数如下表所示：

参 数 可调范围 默认值 描 述

Dilution Factor

(稀释因子)

1-10 1.18 酵母计数（FDA/PI）模式下默认值是 1.18，这种模式下，1μl

FDA ,1μl PI 以及 1μl 荧光信号增强剂 I 与 17μl 细胞悬液混

合,z在这种模式下，稀释因子为 1.18（20/17）。

假设总体积是 20μl，使用人可以在根据下面几种参考稀释因

子来修正参数。

稀释因子（总体积/酵母细胞悬液体积）：

1 (20/20), 1.11 (20/18), 1.18 (20/17), 1.25 (20/16), 1.42

(20/14), 1.66 (20/12), 2 (20/10), 2.5 (20/8), 3.33 (20/6), 5

(20/4), 10 (20/2)

稀释因子校正的是细胞真实的个数，这样，计数结果是从原始

细胞样品生成的。

最小细胞直径 1-90 1 对于酵母细胞来说，该默认值为 1，单位是 1μm。

最大细胞直径 1-90 20 对于酵母细胞来说，该默认值为 20，单位是 1μm。

Green

Fluorescence

Threshold（绿

色荧光阈值）

1-10 2 绿色和红色荧光的阈值可以检测到图像处理中阈值的水平，增加

阈值将会通过更严格地扣除背景而检测到更少的细胞。降低阈值

会检测到更多的细胞，但是会增加噪音（杂）信号的水平。

对于酵母计数来说，根据荧光信号的强度，推荐从 2或者 3开始。Red
Fluorescence
Threshold（绿

色荧光阈值）

1-10 2
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8.4 GFP 转染效率分析的参数调节（Adjusting Parameters for GFP

Transfection Assay ）

可调节的参数如下表所示：

参数 可调范围 默认值 描述

Dilution Factor

(稀释因子)

1-10 1 系统默认值是 1，

使用人可以根据原始样品的稀释程度进行调节。如果稀释了 A

倍，使用人可以设置这个值为 2XA.例如进行 10倍稀释，稀释

因子应当设置为 2x10（20）。

稀释因子参数的调节时在 2-10 之间以 1 为步进调节，在

10-100之间是以 10为步进调节。

稀释因子校正的是实际的细胞数目，这样，分析结果是通过原

始样品生成的。

稀释因子会让使用者在进行高细胞浓度样本重复计数如发酵

型的 CHO样本时获得帮助。稀释因子校正的是细胞真实的个

数，这样，计数结果可以生成原始细胞浓度。

稀释因子校正的是实际的细胞数目，这样，分析结果是通过原

始样品生成的。

注意：在任何情况下，使用人必须在计数前把稀释后的细胞样

品与等体积的 0.4%台盼蓝染料进行 1：1 混合
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Noise

Reduction（背

景噪音扣除）

0-10 5 这里指的是降低计数的背景。较高的背景扣除将不能检测到微

弱的信号或者是染色较浅的目标。较低的背景扣除意味着增加

了目标检测的灵敏度。需要将该参数调节到合适的数值。当细

胞染色过度或者是染色不足时，该参数也会非常有用。

Roundness

（圆度）

30-100 60 这个参数指的是图像上目标的圆度，增加该数值，需要检测的

目标需要更圆。同时，降低该数值,将包含更多非圆形计数细

胞。当细胞样品不是通常的圆形或者是不规则的形状时，请调

整该参数。

最小细胞直径 1-90 3 用于设定可计数在内的最小的细胞直径，单位是 1μm。

最大细胞直径 1-90 60 用于设定可计数在内的最大的细胞直径，单位是 1μm。

8.5 管理 Protocol（Managing Protocols ）

参考下表描述

按钮 描述

Load 利用此按钮来调用一个保存好的 protocol 来调整参数或者进行计数

Edit 选定一个 Protocol后，点击该按钮，可对 Protocol 的参数进行调整，定

位在参数上下方的箭头被激活，点击箭头可改变每个参数的值。

没有选中 protocol 时，该功能是失灵的。

如果编辑完后，Load 一个新的 protocol, 则前面所编辑的参数会自动保

存同一个名字下的 protocol 中。

Delete 选中该一个 protocol,点击该按钮，可以将其从存储中移除。

未选中 protocol 时，该按钮是失灵的。

Save as 编辑完参数后，点击该按钮，可将参数保存到一个新的 protocol 中。

保存后，点击 load 可调用已保存的 protocol 用于后续计数。

注意：LUNA-FLTM提供了一个出厂时设置好的 protocol ,名字为 Default（默认）。该“默认”protocol不能被编

辑或者删除。该 protocol 里的参数是经过众多不同种类的细胞进行多次实验后确定下来的，可以不必修改参

数情况下用于普适性的细胞计数。
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第 九 章 维 护 和 故 障 处 理 （ Maintenance and

Troubleshooting ）

9.1 清洁（Cleaning ）

通常情况下，LUNA-FLTM不需要进行常规保养，当连续使用相当一段时间后，可能需要清洁或消毒表面以清

除仪器表面的灰尘和污渍。在进行清洁和保养之前，请确保关闭 LUNA-FLTM并断开电源。在清洁过程中，请

确保水或者清洗液不会进入到仪器内部的任何零部件中。

9.1.1清洁外壳

使用柔软湿润的抹布擦拭仪器表面，使用一些蒸馏水或者酒精来湿润抹布，清洁后，请立即用干布把仪器表

面擦干。不要直接向仪器表面倾倒/喷洒水或者其它清洁剂。为了避免电击和仪器损伤，电源连接线部位绝对

不能湿水。

9.1.2清洁触摸屏

找一块软抹布，稍微喷一些官方授权使用的液晶屏清洁剂，轻轻擦拭屏幕。由于用力过猛或者压力过大会损

坏液晶屏，在清洁时要轻柔而且小心，清洁后迅速把屏幕擦干。

9.1.3利用酒精消毒

如果仪器需要消毒，用蘸有 70%酒精的软抹布擦拭仪器表面，不要把酒精或其他消毒液直接喷在仪器表面。

这样会导致仪器严重损害，也会造成使用人员遭电击。

注意：不能使用带有磨砂或者漂白作用的溶液处理仪器表面，否则会造成表面和液晶屏的磨损。

9.2 更换电池组（Changing the Battery ）

LUNA-FLTM细胞计数仪的电池组可使用 10年以上，如果出现时间变化或者仪器不明原因的变慢，这意味着电

池变弱或者失效了，要更换电池组，请联系当地供应商的客服人员。任何情况下都不要尝试自己更换电池组，

私自拆卸仪器会导致质保期作废。
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9.3 校准仪器（Calibrating the Counter ）

通常情况下，仪器在出厂前已经完成校准好了，使用前不再需要校准。然而，如果 IQ/OQ需要校准，请参考

下面方法。

9.3.1 打开电源进入启动界面，如果仪器是开着，需要先关闭再启动，然后进入启动界面，选择明场计数模式

或者荧光计数模式，校准可以在这两种模式下进行。

注意：校准之前请确认仪器能够正常对焦，使用微珠去进行对焦调节。

9.3.2 进入设置界面，点击 Calibration按钮，会有一个对话框出现，如下图所示。

注意：校准包含三个步骤分别针对明场，定制染色，荧光。根据需要，每一步都可以执行或者跳过。

9.3.3 “校准第一步”对于明场校准来说是必须进行的。通过点击 Start可以实现，或者通过点击 Skip跳过，当

您点击 Exit按钮，您可以随时退出该程序。

注意：在进行校准之前移除细胞计数板非常重要，如果没有移除计数板，细胞计数的结果会不准确。
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注意：在仪器校准期间，不要关闭电源，否则会造成仪器严重的技术损坏。

9.3.4 “校准第二步”对与客户定制的染料是必要的，通过该补校准后，客户可以使用自己定制的染料进行计数，

这一部分内容请关联 2.6部分“计数选项”。

注意：要开展这一步，使用人一定要小心准备细胞染料。举个例子：客户想要用 0.1%的台盼蓝进行细胞染色，

首先需要取 5μl 0.4%的台盼蓝与 5μl PBS混匀制备成 10μl 0.2%的溶液，然后，混合 10μl0.2%台盼蓝溶液与

另外 10μl PBS, 来制备 20μl 0.1%的台盼蓝；再从 20μl 0,1%的台盼蓝中取 10μl 上样，进行 0.1%定制化校准。

要进行在浓度 0.1%台盼蓝染色情况下的细胞计数，使用人可以使用 0.2%台盼蓝与细胞悬液进行 1：1混合。
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注意：在仪器校准期间，不要关闭电源，否则会造成仪器严重的技术损坏。

9.3.5 “校准第三步”对于荧光计数校准是必须的，荧光标准微珠由韩国 Logos biosystems 公司或者他们在当

地的分销商提供。向细胞计数板的其中一个样品池中加入 10μl 的荧光校准微珠，静置 1min 让微珠充分沉降

下来。插入计数板点击 Start按钮。请确保上样的微珠是原始浓度而非稀释过的样本。
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注意：在仪器校准期间，不要关闭电源，否则会造成仪器严重的技术损坏。

9.3.6 当三个校准步骤全部成功完成后，使用者会看到下面对话框。

9.4 固件升级（Updating Firmware ）

9.4.1 如果仪器已经打开了，请关闭后再重新打开，在启动界面打开 Settings按钮，仪器最后的固件升级时间

和当前固件版本号会显示在下方。
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9.4.2 检查固件版本，需要时从 LUNA-FLTM细胞计数仪的官网上（www.logosbio.com）下载最新的固件版本，

下载后将其保存到 U盘的根目录下。

注意：固件含有一个文件，只能保存到 U盘的根目录下。

9.4.3 将 U盘插入到 LUNA-FLTM细胞计数仪的 USB 接口上，点击 update Firmware。

9.4.4 当屏幕显示问你是否需要升级时，点击 Start, 完成升级过程会持续几分钟。

9.4.5 固件升级完成后，点击 Restart 重新启动仪器。

注意：固件升级不会清除用户保存在仪器内的 Protocol, 升级后，这些 protocol 仍然可以使用。

注意： 固件升级后，需要对仪器进行再次校准。
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9.5 故障处理（Troubleshooting ）

问题 可能的原因 解决办法

计数不准

细胞图像没有聚

焦

确保图像用对焦旋钮对焦正常，必要时采用缩放功能，将图像放大后准

确对焦。对焦时确保活细胞中心是亮的，死细胞中心是暗的或者蓝色的。

细胞成团 确保细胞尽可能地分散，单个细胞越多，计数准确度越高。

细胞浓度范围 细胞的浓度最好是在 5x104-1x107 cells/ml，请确保样品浓度在此范围内，

必要时需要对细胞悬液进行浓缩或者稀释。

细胞计数板插入

不到位

确保计数板完全插入到仪器内，当插到底部时，会听到一声轻轻的咔哒

声。

加样问题 细胞计数板上样量过多或者过少都会影响计数的准确性，最佳的上样量

是 10-12μl

光学部件失灵 任何光学组件可能损坏，镜头被灰尘，溅出的细胞样品或者其它不明原

因玷污，请联系当地的分销商。

计数板表面损伤 上样前请确保细胞计数板计数区是透明的，上样时最好佩戴无尘乳胶手

套

细胞漂移 上样后静置 30-60sec等待细胞完全沉降下来，由于细胞形态和大小的不

同，沉降时间会有所区别，这需要根据经验判断。

漏加染料 在荧光模式下，不加与核酸结合的荧光染料，如 AO/PI，是无法计数的，

需要重新加染料混匀后再上样计数。

太低或太高的荧

光设置

在预览界面确保荧光的曝光时间设置在合理的范围内。

不准确的校准 仪器出厂前已经校准好了，如果出现校准错误，请参考 9.3部分内容重

新校准。

太低的精确范围 细胞计数结果的精度取决于被准确计算在内的细胞个数，尽管

LUNA-FLTM计数低至 5x104 cells/ml,要想获得 10%或者更低的变异系数

（CV），细胞浓度的值需要高于 2x105 cells/ml。

数据转移

和存储

U盘不正确 使用原厂附带的 U 盘，或者确认自己的 U 盘是否与仪器兼容。USB 驱

动的版本是 2.0，有些 U盘在仪器上检测不到，或者不兼容。

U盘中文件过多 U 盘中文件过多，仪器读取 U盘数据的速度会降低。

升级和校

准仪器时

的错误

校准时死机 通常情况下，仪器的再校准会花费几分钟时间，有时可能需要更长时间，

这取决于背景调节的程度。如果校准时间超过 10min，请关闭电源重启，

再重新校准。如果再校准仍然失败，请联系当地的分销商。

U盘不正确 使用原厂附带的 U 盘，或者确认自己的 U 盘是否与仪器兼容。USB 驱
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动的版本是 2.0，有些 U盘在仪器上检测不到，或者不兼容。

有不止一个固件

升级文件

在下载新的固件升级文件前，删除以前下载的升级文件。

固件升级文件存

储错误或者有损

坏

首先确保 U盘工作正常，而且与仪器兼容。其次，重新下载升级文件，

并将该文件存储在 U盘的根目录下，第三，确保 U盘正常插入到仪器上。

然后重新升级。

如果问题仍然存在，请联系当地分销商。
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第十章 订货信息（Ordering Information ）

下列货物可以从当地供应商处下单或者在官网上（www.logosbio.com）直接下单

类别 货号 英文描述 中文描述 数量

计数仪 L20001
LUNA-FL™ Automated Fluorescence Cell

Counter
LUNA-FLTM自动荧光细胞计数仪。 1 套

计数板

L12005 PhotonSlide™, 50 Slides 荧光细胞计数板，50片，100次。 1盒

L12006 PhotonSlide™, 500Slides 荧光细胞计数板，500片，1000次。 10盒

L12007 PhotonSlide™, 1000Slides 荧光细胞计数板，1000片，2000次。 20盒

L12036
PhotonSlide™, 500 Slides, Sterile -

gamma-irradiated, 500 Slides

（γ射线辐照灭菌）荧光细胞计数板，500片，

1000次。
10盒

L12001 LUNA™ Cell Counting Slides, 50 Slides LUNA™普通细胞计数板，50片，100次。 1盒

L12002 LUNA™ Cell Counting Slides, 500 Slides LUNA™普通细胞计数板，500片，1000次。 10盒

L12003 LUNA™ Cell Counting Slides, 1000 Slides LUNA™普通细胞计数板，1000片，2000次。 20盒

L12032
LUNA™ Cell Counting Slides, 500 Slides，

Sterile - gamma-irradiated, 500 Slides

（γ射线辐照灭菌）普通细胞计数板，500片，

1000次。
10盒

L12011 LUNA™ Reusable Slide LUNA™ 可重复使用计数板 1套

L12012 LUNA™ Reusable Slide LUNA™ 可重复使用计数板 2套

L12014 LUNA™ Reusable Slide Coverslips LUNA™ 可重复使用计数板专用盖玻片 10片

微珠
B13101 LUNA™ Standard Beads LUNA™ 标准微珠 2x1ml

F23102 LUNA™ Fluorescence Calibration Beads LUNA™ 荧光校准微珠 1x0.5ml

试剂

F23001 Acridine Orange/Propidium Iodide Stain AO/PI预混染料 2x0.5ml

F23011
Acridine Orange/Propidium Iodide Stain,

Sterile-filtered
AO/PI预混染料-过滤除菌 2x0.5ml

F23002 Acridine Orange Stain AO 染料 2x0.5ml

F23003 Propidium Iodide Stain PI 染料 2x0.5ml

F23202 Yeast Viability Kit 1 酵母活率试剂盒 I 1套

T13001 Trypan Blue Stain, 0.4% 0.4%台盼蓝 2x1ml

T13011 Trypan Blue Stain, 0.4%, Sterile-filtered 0.4%台盼蓝-过滤除菌 2x1ml

L13002 Erythrosin B Stain 赤藓红 B 染料 2x1ml

F23212 Cell Dilution Buffer 细胞稀释缓冲液 5x20ml

F53002 Cell Dilution Buffer II 细胞稀释缓冲液 II 5x20ml

附件

P10001 LUNA™ Printer LUNA™ 配套打印机 1套

P12001 LUNA™ Printer Paper - thermal, 700 prints LUNA™ 配套热敏打印纸，打印 700次。 3x2卷

U10005 USB Drive, 16 GB U盘，16GB 1个
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第十一章 购买须知（Purchaser Notification ）

有限使用商标许可：仅限于研究使用（Limited Use Label License:

Research Use Only ）

该产品的购买方仅能用于是买方单独受益的科学研究，使用该产品，无论买方是盈利机构还是非盈利机构，同意受

此术语约束。

如果买方不接受此条款，该产品不允许使用，厂家接受全款退货。

买方不得二次销售或者转移（a）该产品（b）产品组件（c）用于该产品或组件的材料到第三方用于商业目的。

商业目的是指任何使用该产品及其组件被乙方用于贸易或其它相关应用，包括但不限于（a）产品加工，（b）提供

服务，信息或数据等，（c）医疗，诊断或疾病预防目的，或者（d）转售该产品或组件无论它是否被转售用于研究

用途。

Aligned Genetics,Inc（简称“公司”）不会针对买方索取任何与本产品相关的厂家的或由公司控制的涵盖与产品加工

过程中相关的专利侵权费用，在研究过程中由买方使用了该产品或组件开发的在医疗，临床诊断，疫苗，或者疾病

预防等方面的产品使用和销售费用。前提是该产品及组件均未有用于他们所开发的产品的生产中去。

除了这些仅用于研究用途的使用标签许可证以外的其它任何用途，请联系公司或发邮件 infor@logosbio.com了解

更多信息。

仪器质保（Instrument Warranty）

Aligned Genetics,Inc（简称“公司”）向原买方保证仪器在正常安装和使用情况下，从产品所使用的材料和工艺，在

一年内（质保期）将与产品的技术参数保持一致。如果仪器在质保期内未能达到这个有限保证，公司全权负责，如

果在30个日历日内仪器还处于原始状态，公司将保证返还买方购买仪器所花费用。或者在购买30天后，只能更换或

维修仪器直到质保期结束。

在任何情况下，公司接受退货（包括组件），这些货物可能被使用过，或者在某些实验室受污染，包括但不限于HI

V或其它感染性疾病或血液处理实验室。这个保证不涵盖退款，换货和因意外，滥用，错误使用，疏于管理，未经

授权的维修或仪器的改装。如果该仪器被买方私自拆开或维修，则该仪器的限制性质保无效。

一旦公司决定维修仪器而不是更换，这个限制性质保包含配件更换，人工。但不包括仪器从服务中心来回的运输费

用和客服工程师的差旅费。这些费用由买方自行承担。所作的每一个努力都是确保包含在文档中的所有信息在出版

时都是正确的。然而公司无法保证那些在出版物或文档中出现的各种被认为是无心的或始料不及的错误包括偶尔的

排版错误或其它不可避免的错误。除此之外，公司保留产品持续发展中未经通知自行修改的权利。如果您在出版物

或文档中发现任何错误，请报告给当地供应商或公司。对于使用仪器或仪器失灵导致的特殊的，伴随而来的非直接

损失和伤害，公司免责。

mailto:除了这些仅用于研究用途的使用标签许可证以外的其它任何用途，请联系公司或发邮件infor@logosbio.com了解更多信息。
mailto:除了这些仅用于研究用途的使用标签许可证以外的其它任何用途，请联系公司或发邮件infor@logosbio.com了解更多信息。
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本有限质保是独一无二的，公司不做其他说明，也不做质保上的其他任何表述和暗示，包括出于销售和人身安全等

其他关于仪器的目的。在质保期内要获得服务，请联系当地的供应商或公司的技术支持团队。

保外服务（Out of Warranty Service）

在质保期保外要获得服务，请联系当地的供应商或公司的技术支持团队。必要情况下，保外服务需要为更换配件和

发生在仪器维修上的劳务付费。另外，买方负责仪器运到服务中心的往返运费，必要情况下买后超过 30天，包含

客服工程师的差旅费，只有在质保期内更换或维修仪器，不需要开信用证。
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Logos Biosystems 北京东胜创新生物科技有限公司

中国大陆总经销

北京市海淀区马连洼北路138号院1号楼4层423

北京东胜创新生物科技有限公司

电话：010-51663168
传真：010-82898283
产品技术联系人：张红星 15810208710
Email:hongxing_zhang@eastwin.com.cn
网址：www.eastwin.com.cn

1HEADQUARTERS
FL 2 & 3
28 Simindaero 327beon-gil, Dongan-gu
Anyang-si, Gyeonggi-do 14055

SOUTH KOREA

Tel: +82 31 478 4185
Fax: +82 31 360 4277
Email: info@logosbio.com

USA
7700 Little River Turnpike STE 207
Annandale, VA 22003

USA

Tel: +1 703 622 4660
Tel: +1 703 942 8867
Fax: +1 571 266 3925
Email: info-usa@logosbio.com

EUROPE
11B avenue de l’Harmonie
59650 Villeneuve d’Ascq

FRANCE

Tel: +33 (0)3 74 09 44 35
Fax: +33 (0)3 59 35 01 98
Email: info-france@logosbio.com

http://www.eastwin.com.cn
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