Protocol：
1. 準備約106~107/ml的單一細胞液(single cell suspension)，並將細胞溶在含有
2％血清之buffer內
a. 製備檢體時，需注意有無細胞團塊與碎片，且檢體上機前必須用40 μm 

mesh過濾
b. 若是細胞容易聚集成團(aggregate)，應考慮上機前再進行mesh過濾
2. 取2052 tube(FACScan專用管)先加入適量的抗體，再加入100 μl細胞液

a. 每種抗體在使用前，須找出其最佳作用濃度，通常會以data sheet建議的

濃度為基準，往上和往下各抓2~3個濃度(共抓5~6個濃度點)
b. 每隻抗體必須符合(i)最高的Medium ratio和(ii)Negative population與X

軸的最佳距離

(i) X軸為SSC，Y軸為各種不同螢光抗體，然後以螢光positive population

MFI (Median fluorescence intensity)除以螢光Negative population MFI，
所得出的值即為Medium ratio

(ii)Negative population與X軸的距離不可太遠或是壓線
c. 需準備一管unstain sample和每個不同顏色之single stain sample，來提供

機器抓出Positive control，接著機器會以公式算出精準之Compensation 
d. 在12個顏色的配對上，須優先將PE和APC這兩個螢光顏色留給細胞

內標記(例如：細胞激素或表現量較低的標記)；此外，將抗體螢光顏色
選擇少的先排列，常用且抗體螢光種類多的最後排列
  3. 輕輕混合均勻後，避光作用30分鐘
a. 人類細胞染色時要置於室溫，老鼠細胞染色時要置於4℃
4. 加入2 ml 1x PBS來洗掉未結合之抗體
5. 500 g室溫(或4℃)下，離心5分鐘

6. 倒掉上清液並將細胞打散
7. 每管加入250 μl FACScan buffer並輕輕搖晃管子
8. 取250 μl 2﹪PFA (Paraformadehyde)，ㄧ滴一滴慢慢加入管內且要邊Vortex
邊加
9. 放入4℃冰箱避光保存
Buffer配製：
  1. PBS-2％FBS: 2 ml FBS (Fetal Bovine Serum) in 100 ml PBS
  2. FACScan buffer: 1 g BSA (Bovine Serum Albumin)＋0.1 g NaN3 in 100 ml 

PBS (Phosphate Buffered Saline)

  3. 2﹪PFA: 2 g PFA in 100 ml PBS，加熱到56℃(55~60℃)，待溶解且冷卻後，
以0.45 μm filter過濾，並將pH值調至7.4 ± 0.2，避光且4℃保存
