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摘   要：流式细胞术是通过对液流中各种荧光标记的颗粒进行多参数快速高效的定性或定量测定

的方法，在科学研究的多个领域发挥重要作用。然而，由于植物组织及细胞壁和次生代谢产物等

细胞的特殊成分和结构，限制了其在植物研究领域的应用。本文在介绍流式细胞仪发展和组成分

类的基础上，着重讨论了流式细胞术在植物领域的应用、研究进展及应用限制，进而展望该研究

领域的发展趋势，为拓宽植物流式细胞术的潜在应用范围提供新的思考方向。 
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Abstract: Flow cytometry is a multi-parameter, rapid and efficient method for qualitative 
analysis and quantitative determination of various fluorescently labeled particles in liquid flow. 
Flow cytometry has been applied in multiple disciplines such as immunology, virology, 
molecular biology, cancer biology and infectious disease monitoring. However, the application 
of flow cytometry in plant research is hampered due to the special composition and structure of 
plant tissues and cells, such as cell walls and secondary metabolites. In this paper, the 
development, composition and classification of flow cytometry were introduced. Subsequently, 
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the application, research progress and application limitations of flow cytometry in plant field 
were discussed. At last, the development trend of flow cytometry in plant research was 
prospected, which provides new perspectives for broadening the potential application scope of 
plant flow cytometry.  
Keywords: plant flow cytometry; dissociation buffer; plant cell nucleus; fluorescent dyes; 
subcellular structure separation 

 

20 世纪 50 年代初，Wallace Coulter 提出

了一种流动的细胞计数方法，该方法基于检

测微粒电导率的差异所形成不同的脉冲信号

的强度和数量，从而获得微粒大小、数目、

颗粒的复杂程度等信息 [1]。60 年代早期，研

究人员 Hallermann Leitz 和同事合作开发设

计了一种具备荧光测量能力的血清红细胞计

数器，他们在血液样本中加入荧光染料，白

细胞的荧光信号远强于红细胞，通过荧光信

号和散射光信号分别计数白细胞和红细胞，

荧光测量在 60 年代末才引入流式细胞术的

定性和定量分析 [2]。20 世纪 70 年代初，Los 

Alamos 团队率先实施应用了多参数流式细

胞仪检测分析 [3-5]，该大型流式细胞仪不仅具

有双色荧光测量、体积测量和多角度的散射

光测量能力，还具有液滴分选能力。随着计

算机的发展和应用软件的开发，仪器各种性

能和检测器灵敏度的提高，以及越来越多的

新式荧光染料和荧光分子标记物的开发，流

式细胞检测操作开始变得简单易掌握，检测

分辨率大幅提高，检测速度更快，分选更加

准确。在过去几十年的时间里随着流式细胞

仪的日趋完善，流式细胞术已成长为一项非

常强大的技术，影响了从基础细胞生物学到

遗传学，以及免疫学、分子生物学、细菌学、

病毒学、植物学和环境科学等领域。近年来，

一些新的用途如流式细胞仪与质谱技术、显

微成像技术等相结合，拓宽了流式细胞技术

的应用范围，为人类的科学研究提供了更加

强而有力的技术手段。  

1  流式细胞术概述 

1.1  流式细胞术的定义和特点 
流式细胞术(flow cytometry, FCM)是应用

流式细胞仪对处于液流中悬浮的细胞及亚细胞

结构等生物颗粒和非生物颗粒进行多参数、快

速准确分析定量及分选的技术[6]。流式细胞术

有以下几个特点：检测速度快，在 1 s 内能检测

溶液中 10 万个单个的生物颗粒或其他颗粒，可

以在很短的时间内评估大量的粒子，这使得结

果在统计上具有很强的说服力，并具有整个种

群的代表性；检测参数众多，可同时检测单个

生物颗粒的散射光和多种不同的荧光信号，即

使粒子检测速度高达每秒 10 万次，每个粒子也

可以同时收集和分析 20 个参数；对单个生物颗

粒进行快速分析的同时还能准确地分选，分选

是一种细胞颗粒分类的过程，能够以每秒数万

个细胞的速度从混合群体中物理分离单个颗粒

或细胞，并且细胞分选保留了大多数细胞的生

存能力[7]。因此，其强大的分析和分选能力，

集合其他分析检测手段，令其在生物学研究领

域应用广泛。 

1.2  流式细胞仪的组成和工作原理 
传统流式细胞分析仪由一个用于进行细胞

处理的流体系统、对光信号识别的光学系统、

收集信号并进行传输和转化的电子控制系统和

用于分析和储存数据的计算机分析系统组成，

以及具有分选系统的细胞分选仪。世界上仅有
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几个国家能够自主研发并生产制造流式细胞

仪，其中最具影响力的有 BD 公司的 FACSAria、

FACSCalibur、LSRFortessa 等型号仪器，以及

Beckman Coulter 公司的 MoFlo XDP、MoFlo 

Astrios、Gallios、FC500 等，国产流式细胞仪

如迈瑞公司的 BriCyte E6、唯公科技的 EasyCell

系列等。 

流式细胞仪的工作原理如下：流体系统将

荧光染色的悬浮细胞或微粒在压力下从试管或

多孔板中抽取细胞样品，并将其注入流动液体

(称为鞘液)层流中间的流室中，鞘液可帮助缩窄

细胞流，从而将细胞组织成一行大致单行的单

细胞颗粒流并输送至流式检测室。细胞颗粒经

光学系统的激光器照射产生了前向散射光信号

(forward scatter, FSC)、侧向 90°方向的侧向散

射光信号(side scatter, SSC)和激发荧光信号，

一系列的滤光片分离出不同波段的荧光信号

并引导至特定检测器，以便可以检测和测量每

个单独的荧光染料。光学收集元件(光电倍增

管、PMTs、光电二极管)收集分析样品的可见

光和荧光信号，电子控制系统将收集的光学信

号进行光电转换和放大处理，检测的原始数据

以规范的 FSC 数据文件储存在计算机上，通过

分析系统进行数据处理和分析。 

1.3  流式细胞仪的分类 
传统的流式细胞仪的多参数分析检测能力

通常可具有 20 个检测参数，一些新的仪器平台

具备更多的激光器和检测器，可实现 30−50 个

参 数 的 检 测 。 声 聚 焦 流 式 细 胞 仪 (acoustic 

focusing cytometers)通过超声波可以更好地聚

焦细胞颗粒进行激光检测，允许更高的样品输

入和更少的样品堵塞[8]。细胞分选仪(cell sorters)

除了分析能力外，还可以纯化和收集样本以进

行后续的研究。成像流式细胞仪(imaging flow 

cytometers, IFC)将传统流式细胞仪与荧光显微

成像相结合，实现了在细胞水平和群体水平上

快速分析样品的形态和多参数荧光，应用在细

胞信号传导、共定位研究、细胞间相互作用、

细胞群的荧光表达 [9]。质谱流式细胞仪 (mass 

cytometers)继承了传统流式细胞仪的高速分析

特点，又具有质谱检测的高分辨能力，不同的

是使用重金属离子标记抗体而不是荧光标记的

抗体，并使用飞行时间质谱进行检测[10]。全光

谱流式细胞分析仪(spectral flow cytometry)为

解决荧光染料之间的光谱重叠，测量多色样品

中每种荧光染料的整个荧光发射光谱以创建

光谱指纹，在分析过程中将每个光谱混合为每

种荧光染料提供纯信号[11]。基于微珠矩阵分析

的细胞仪(cytometers for bead array analysis)用

于分析少量样品中的大量分析物[12]。纳米流式

检测仪(flow nanoAnalyzer)可实现单个粒径在

7–1 000 nm 间的纳米颗粒检测，使亚细胞结

构颗粒、细菌、病毒、外泌体等的检测成为了

可能 [13]。  

1.4  荧光是流式细胞术中最基础的光学

参数 
荧光是一种物理现象，其中有机或无机物

质吸收某种颜色的光，即吸收某种波长和能量

并激发出另一种颜色的光，因此激发光的能量

较低，波长较长。能够进行这种光(能量)转换的

染料分子称为荧光染料，一种行而有效的荧光

染料必须能够使用滤光片依据吸收光和发射光

波长的差异将它们分离开。一种特异的荧光分

子标记是成功运用流式细胞检测的关键，流式

细胞术中使用的荧光试剂多种多样，可分为有

机小分子(small organic molecules)、藻胆蛋白

(phycobiliproteins)[14]、量子点(quantum dots)[15]、

多聚染料 (polymer dyes)、串联染料 (tandem 

dyes)[16]、金属离子偶联染料(metal conjugates 

for mass cytometry) 、 荧 光 蛋 白 (fluorescent 
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proteins)[17]、核酸染料(nucleic acid dyes)、扩散

染料(proliferation dyes)、活性染料(viability dyes)、

钙指示剂染料(calcium indicator dyes)等[13]。 

1.5  流式数据分析 
FCS 文件格式创建于 1984 年，所有流式细

胞术数据文件都具有“.fcs”文件扩展名，标准化

流式细胞仪检测数据的存储，允许任何流式细

胞术分析程序读取分析文件。Spidlen 等 [18]在

2020 年 9 月依据一些新的需求和建议，制定了

最新 FCS 文件标准 FCS 3.2。流式检测数据的

分析软件除了仪器提供的软件外，还有多种商

业计算机程序可用于分析流式细胞术数据[13]，

如：FlowJo、FCS Express、WinList、Kaluza 和

WinMDI，而 ModFit LT 仅是一个专门用于细

胞周期分析的软件。传统的流式细胞术分析是

在细胞群体周围绘制一个区域称为设门，选择特

定的细胞群以进一步分析其他的分子标记。传统

的流式设门分析策略对于 14 个以上多个参数的

高维数据是麻烦而费时的，可能会错过想要分析

的细胞群体并且不易确定分子标记之间的关

系，对于这类高维数据分析诞生了新的可视化

和分析工具，如 SPADE (spanning-tree progression 

analysis of density-normalized events)[19]、t-SNE 

(t-distributed stochastic neighbor embedding)[20]、

PCA (principal component analysis)[21]等。 

2  流式细胞术在植物研究中的

应用 
1973 年发表了流式细胞术首次成功用于

植物细胞核分析的文章，但是该方法制备细胞

核悬浮液过程比较复杂且是用德文发表，因此

几乎被忽略[22]。1983 年，Galbraith 等最早提

出建立机械切割从而简单快速制备适合流式

细胞仪分析的细胞核悬浮液的方法并通过

Galbraith’s 细胞核解离液成功测定了数种植物

的 DNA 含量和细胞周期[23]，从此开启了流式

细胞术在植物研究中应用的大门。目前流式细

胞术在植物研究中有着广泛的应用，主要包括

通过流式细胞术分析测定 DNA 的含量，从而

进行基因组大小测定、遗传倍性测定[24]、细胞

周期分析[25]，以及原生质体及其融合细胞分析

分选、染色体分析及分选[26]等细胞及亚细胞结

构颗粒的分析。 

2.1  植物细胞核检测 
细胞核 DNA 含量的测定是流式细胞术在

植物研究中的重要应用之一，为了减少歧义以

及正确表述，Greilhuber 等[27]系统地定义了植物

核 DNA 流式细胞术的专业术语、意义和符号。

Doležel 等[28]提出了在 4 种细胞核解离液中分

离完整细胞核悬浮液的制备方法，从必要的试

剂和仪器设备、测量过程、数据分析、最常见

的问题等方面描述了如何使用 FCM 对核 DNA

的含量进行分析。目前植物细胞核 DNA 含量

的分析已广泛地应用在遗传倍性水平分析[29]、

基因组大小测定 [30-31]、DNA 碱基组成、细胞

周期[32]、核内复制[33]、生殖途径检测、核染色

质的组成[34]，以及细胞核的分选[35]等。 

2.1.1  植物核 DNA 的分离策略 
植物流式细胞术检测分析与微生物、动物

细胞或医学研究领域不同，植物细胞外围有细

胞壁，细胞壁参与维持细胞形态，增强细胞的

机械强度。细胞壁的存在为核 DNA 的分离增加

了难度。目前为分离适用于流式细胞仪检测的

核 DNA 主要采取两种策略[28]：一种是酶解去

除植物细胞的细胞壁从而收获原生质体经染色

后直接进行流式细胞检测，或者为了减少叶绿

体、线粒体、质体的影响，可将原生质体在低

渗溶液中吸水破裂进一步游离细胞核颗粒，染

色后进行分析检测。该方法需要用到纤维素酶

及果胶酶等在合适的渗透压缓冲液中消化细胞
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壁，需要优化酶解条件，如酶解的温度、时间、

酶的比例和酶量，不同物种、品种、组织部位

的最适酶解条件不同。另一种策略是在适当的

低渗缓冲液中，通过刀片切割、钵体研磨、匀

浆或珠击破碎等破裂植物材料的组织细胞，释

放出细胞核游离在低渗缓冲液中，荧光染料染

色后通过流式细胞仪进行检测，该方法对于有

经验的操作者最快仅需要 3−5 min，样品的制备

最少仅需要几十毫克的植物组织，这是目前植

物细胞核的流式细胞检测最常用的方式，已实

现了在拟南芥[32]、大豆[36]、兰花[37]、玉米[33]、

梨[38]、黄芩[39]等多个物种细胞核的检测分析，

甚至适用于标本[40]、二氧化硅干燥样品[41]和种

子[42]中的相对核 DNA 含量的检测。 

2.1.2  细胞核释放方法的比较与选择 
制备单个的细胞及亚细胞结构颗粒样品悬

浮液对于成功应用流式细胞检测至关重要。在

低渗缓冲液中裂解原生质体，细胞核以这种方

式可轻易地从细胞中释放出来，其流式细胞检

测结果通常很好，可获得背景低的 DNA 含量

直方图和具有非常低 CV 值的 DNA 峰，适用于

研究基因组的大小测定、分析检测组成等，但

是原生质体分离方案却很费时费力，可能并不

适用于细胞周期的分析。原生质体也能够直接

分析核 DNA 的含量，由于原生质体的直径可

以达到 100 μm，在分析时需要使用大孔径

(100−200 μm)的喷嘴，并存在叶绿体和线粒体

DNA 荧光的干扰。 

刀片切割释放出细胞核是目前最常用细胞

核悬浮液制备方法，常用在植物组织的基因组

大小测定、分析遗传倍性、细胞周期变化等，

在研究新物种时，建议根据物种和植物材料特

性，控制初始植物材料的量、细胞核解离液的

体积、植物材料切碎强度，通过多种细胞核解

离缓冲液制备细胞核悬浮液，流式上机检测比

较细胞核分离效果及检测结果的差异，从而选

择最合适的缓冲液。与其尝试直接获得大量的

细胞核数量，不如先使用少量组织和最小化的

切割，容易获得具有细胞核数量少但高质量

DNA 含量峰，则可以增加组织和切割的数量，

直到细胞核的浓度达到需要的量可以快速检测

大量的细胞核。植物材料的切碎程度通常由操

作者的经验决定，切碎过程是将植物材料切成

细小的碎片，而不是压碎或是扯裂开，因此刀

片的锋利程度在植物材料切碎过程中非常重

要。干燥或旱生型的材料会比柔软的材料使刀

片更快变钝，玻璃材质的培养皿比塑料材质更

容易降低刀片的锋利程度，更换刀片能够更有

效地将植物材料切割成细小的组织块。在切碎

植物材料时倾斜培养皿，使较少的缓冲液聚集

在培养皿的较小区域，使植物材料充分润湿，

但不是完全浸没在缓冲液中(会妨碍有效切碎)；

或者在一半体积缓冲液中进行切碎，另一半在

切碎后的过滤之前加入，并且在冰上或者 4 °C

冷藏室切碎样品可能有利于高次生代谢含量的

植物样品[43]。 

粉碎植物组织常用的方法有匀浆、研磨、

珠打，操作者根据自己的经验来控制组织的粉

碎程度，可从各种植物组织中释放细胞核，细

胞破碎程度的监测完全依赖于操作者的经验感

知。匀浆和研磨通常对植物组织破碎程度较大，

游离出细胞核的同时也释放了大量的细胞碎

片，在制备细胞核悬浮液时，植物材料组织细

胞的破碎程度难以保持一致，平行样品间难以

建立质量控制标准。而珠打是使用可容纳相对

较少样本的组织均质器，在含有直径为 2−3 mm

的玻璃、金属或陶瓷微珠的缓冲液中，通过机

械搅拌从组织中释放细胞核，这种高通量的样

品制备方法已成功用于各种类型组织[44]，甚至

是干燥或新鲜的叶子[45]、花粉[46-47]及小孢子[48]，
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以及石松和蕨类植物的孢子[49]。珠打制备样品

可以精确控制珠子击打的强度、频率和时间，

平行植物样本之间破碎程度非常类似，其流式

细胞检测结果的碎片背景和变异系数 CV 值更

加接近，平行样品间更具备可比性。珠打样品

与切碎样品进行比较时，结果表明两种方法的

样本 CV 值通常相似，而细胞核数量可能会随

着珠子击打频率的增加而增加，而样品制备速

度的提高，易于制备和降低成本，该方法的应

用具有较大的潜力。 

作者实验室从事大豆遗传育种研究，大豆

种子的蛋白质和脂质含量高并且硬度较高。对

比不同细胞核释放方法发现，通过匀浆、研

磨、珠打等方式制备细胞核悬浮液因杂质碎过

多难以用于流式细胞仪分析，而通过锋利的刀

片对不同生理状态和品种的大豆种子进行切片

所释放出的细胞核可用于流式细胞检测细胞周

期的变化。图 1 所示为大豆 Williams 82 干种子

经水(A)和细胞核解离液 LB01 (B)浸泡 5 h、灌

浆期的大豆种子(C)、成熟期大豆种子(D)的细

胞周期结果。结果表明在核解离液浸泡后通过

刀片切割的方式使大豆种子在 G0/G1 期和

G2/M 期观察到呈正态分布的 DNA 峰，因此细

胞解离液对种子细胞核分离效果(图 1B−1D)较

水(图 1A)更好。 

2.1.3  细胞核解离液组成及选择 
细胞核解离液是获得可靠、准确、高分辨

率的植物细胞核流式细胞检测结果的关键之

一。因植物组织结构和化学成分的多样性，没有

一种通用的缓冲液适用于所有物种[50]，但在分

析模式植物时，某些细胞核解离液的核分离效果

始终比其他缓冲液的效果更好。Greilhuber 等[27]

总结了 10 种最常用的非商业缓冲液及其化学

成分，通过这些细胞核解离液进行研究的文献

数量约占当时植物 FCM 研究论文的 3/4[51]。

在 2006 年，Loureiro 等[52]介绍了 2 种新的应用

广泛细胞核解离缓冲液 GPB (general-purpose 

buffer)和 WPB (woody plant buffer)。到目前为

止，已报道 30 多种不同细胞核解离缓冲液用

于植物细胞核分离或同时分离和染色，其中

Galbraith’s、MgSO4
[53]、LB01[54]、Otto[55]、GPB

和 WPB 是植物 FCM 中最常用细胞核解离液。

流式细胞仪制造商 Partec 和 Sysmex 也出售多种

商业化的细胞核解离液，在植物 FCM 的研究应

用上取得良好流式细胞检测的结果，但这些细胞

核分离缓冲液的配方并没有公开[51]。 

细胞核解离缓冲液通常由以下几种常见成

分组成：有机缓冲成分、非离子去垢剂、染色 

 

 
 

图 1  流式细胞术分析 Williams 82 大豆种子的相对 DNA 含量 
Figure 1  Flow cytometry analysis of relative DNA content of soybean Williams 82 seeds. 
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质稳定成分、螯合剂、无机盐、还原剂等。有

机缓冲物质如 MOPS、Tris 和 HEPES 等，这些

有机缓冲成分调节着溶液 pH 接近中性(pH 在

7.0–8.0 之间)并使细胞核状态保持完整，兼容

常见的 DNA 荧光染料，Tris 在 pH 小于或等于

7 时其缓冲效果不好。非离子去垢剂释放并清

洗细胞核，并降低细胞核和碎片聚集的趋势，

如 Tween-20、Triton X-100 等，Triton X-100 的

浓度在很大程度上影响细胞碎片对细胞核的黏

附，值得注意的是离子型去污剂(如十二烷基硫

酸钠 SDS)会改变染料分子的荧光特性[56]。染色

质稳定剂，例如 MgCl2、MgSO4、精胺，其中

精胺在多数情况下比 MOPS、MgSO4 更好的染

色质稳定剂；螯合剂(如 EDTA、柠檬酸钠等)

与作为核酸酶辅助因子的二价阳离子结合，从

而阻断 DNase 活性，减少核酸的降解。无机盐

(如 KCl、NaCl)提供适当的离子强度，起到维

持渗透压的作用[57]。此外，一些细胞核解离液

富含抗氧化的还原剂成分，如巯基乙醇、焦亚

硫酸氢盐、抗坏血酸和二硫苏糖醇等，以及与

酚类物质结合的聚乙烯吡咯烷酮 (PVP-10 或

PVP-40)。 

最合适的细胞核解离液取决于物种本身的

组织结构和组成，新鲜幼嫩的组织细胞更容易

释放出细胞核。在分析新物种时，建议测试对

比多个细胞核解离液的制备幼嫩组织的细胞核

悬浮液从而进行流式细胞检测的效果，以获得

准确可靠、荧光量高、核产量高、细胞碎片少、

变异系数低的优质流式检测结果。不同细胞核

解离的缓冲特性以及在切碎植物材料时释放的

次级代谢物均会影响样品制备和检测的质量，

每种细胞核解离缓冲液的特性效果都不同，在

大多数情况下某一物种在一些缓冲液中制备的

样品都能获得可接受的结果。细胞核解离液

GPB 是以 LB01 的化学成分为基础，将缓冲成

分 Tris 替换为缓冲效果更好的盐酸精胺和

MOPS，Triton X-100 的浓度提高到 0.5%从而

减少了细胞碎片对核的附着。因此通常认为

GPB 对于很多物种的通用性和核分离效果会

更好，但在利用流式细胞仪分析大豆叶片在

Galbraith’s、GPB、WPB、LB01 等 6 种细胞

核解离液制备的细胞核悬浮液时，发现细胞核

解离液 Galbraith’s 和 LB01 更适合大豆组织的

分析 [36]。  

本实验室进而通过对比不同大豆品种的

灌浆期或成熟期种子，发现在细胞核解离液

LB01 中通过切片方式均可获得较好的分离效

果。图 2 所示为不同大豆品种在灌浆至成熟期

阶段细胞周期情况。结果表明该解离液和方

法可以制备不同大豆品种种子中的细胞核悬

浮液，用于流式细胞检测分析 DNA 的含量、

细胞周期和遗传倍性分析。上述研究结果为

后期细胞周期调控大豆种子发育研究提供了

技术支持。 

木本植物组织通常富含酚类和其他次生代

谢物，研究人员开发了一种新的细胞核解离缓

冲液 WPB，基于 Tris·MgCL2 缓冲液的成分，加

入了螯合剂和无机盐，1% Triton X-100 以及焦

亚硫酸钠和 PVP-10 以减少次生代谢产物的干

扰影响。因此对于分析富含多糖多酚的植物材

料时，首选 WPB 缓冲液可以提高 DNA 含量检

测效果[51]。若常用的细胞核解离液都难以制备

某一物种的细胞核悬浮液，可根据细胞核解离

液成分发挥的作用，从而对细胞核解离液成分

和浓度进行改良和优化，也可制备出适用于流

式细胞仪分析的细胞核悬浮液。 

2.1.4  常用的核酸荧光染料 
在流式细胞术中所使用的 DNA 荧光染料，

必须能选择性地或化学计量地与 DNA 链结合。

目前已开发了许多荧光染料能与 DNA 特异性 
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结合，但只有少数的染料适用于植物 DNA 含量

分析(表 1)[58-59]。溴化乙锭(ethidium bromide, 

EB)和碘化丙锭(propidium iodid, PI)能够嵌入

到双链的 DNA 和 RNA 中，每个染料分子结

合 4−5 个碱基，这种嵌入结合没有碱基和序列

的偏好性，因此适用于基因组大小的测定，但

在用于植物细胞核的检测时需要经核酸酶处理

以排除 RNA 染色荧光。待检测基因组在碱基含

量上没有较大差异时，AT 或 GC 特异性结合的

荧光染料适用于 DNA 相对含量分析、DNA 的 

 

 
 

图 2  流式细胞术分析不同大豆品种灌浆或成熟期种子的相对 DNA 含量   A：灌云大四粒. B：苏豆

13. C：黔豆 6 号. D：南农 S5-1. E：大豆果荚. F：豆粒 

Figure 2  Flow cytometry analysis of relative DNA content of seeds from different soybean genotypes. A: 
Guanyun large 4. B: Sudou #13. C: Qiandou #6. D: Nannong S5-1. E: Soybean pods. F: Soybean seeds. 

 
表 1  常用植物核 DNA 检测的荧光染料 
Table 1  Commonly used fluorescent dyes for plant nuclear DNA detection 
Fluorescent dyes Binding modes Membrane permeability Excitation wavelength Emission wavelength 

DAPI AT-specific Semipermeable 350 450 

PI Interaction Not permeable to live cells 535 640 

EB  Interaction Not permeable 538 617 

SYBR Green I Interaction Living cell-permeable 498 522 

Hoechst 33258 AT-specific Living cell-permeable 352 455 

Hoechst 33342 AT-specific Living cell-permeable 350 461 

Mithramycin GC-specific Living cell-permeable 445 575 

Olivomycin GC-specific Living cell-permeable 440 560 

Chromomycin A3 GC-specific Living cell-permeable 445 570 
 
 
 
 
 
 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

480 

 

碱基组成、遗传倍性、细胞周期等。其中

4 ′ ,6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚 (4′,6-diamidino-2- 

phenylindole, DAPI)是最为常用的 AT 特异结合

染料，能与双链的 DNA 或 RNA 结合，在荧光

强度上与 RNA 结合时只有双链 DNA 结合的

20%，并且具有不同的最大发射波长。DAPI

典型的蓝色荧光特性也易于与其他颜色的荧光

染料搭配适用，具有很高的光漂白承受能力，

可用于线粒体和叶绿体 DNA 的检测。 

2.2  植物原生质体检测 
植物组织通常在甘露醇或山梨醇等低渗溶

液中质壁分离并切成细条，与纤维素酶、半纤

维素酶、果胶酶等的混合物共同孵育消化细胞

壁，释放的原生质体通过尼龙网过滤以消除组织

碎片，并通过低速、差速和等密度梯度离心相结

合的方式进行纯化获得高质量的原生质体[60]。 

原生质体作为完整植物细胞的替代品而用

于许多的实验研究，植物原生质体的直径可以

达到 100 μm，流式细胞检测分析时需要使用大

孔径(100−200 μm)的喷嘴，能够在无菌条件下

分析和分选具有活性的原生质体并进行下一步

的培养是最有意义的应用[61]，如原生质体的分

选、构建体细胞杂交。植物流式细胞术对于原

生质体的分析也有着广泛应用，主要用来检测

原生质体的生理指标及活性 [62]、原生质体细

胞周期、细胞计数、原生质体内标记物表达和

基因表达情况 [63]、次生代谢产物分析 [64-65]等。

近年来单细胞转录组测序(single-cell RNA-seq, 

ScRNA-seq)技术在发育生物学、肿瘤生物学及

微生物学领域上得到了充分的应用，但是由于

植物细胞存在细胞壁，为保证微流体技术的正

常功能，植物中进行的单细胞转录组测序很大

程度依赖于原生质体的生成，其中利用流式细

胞仪分离纯化原生质体是保证该技术在植物

中成功应用的重要因素。如 Xu 等通过流式细

胞仪分离了玉米穗原生质体进而利用单细胞

测序的方式构建了单细胞转录组图谱 [66]。但

是，由于许多植物组织的次生细胞壁阻碍了单

个原生质体的分离，导致原生质体群体中细胞

类型的代表性不平等，最近研究人员建立了利

用流式细胞仪分选通过切割方法获得的细胞

核进而结合单核测序(signle-nucleus RNA-seq, 

SnRNA-seq)的实验方法，该方法已在杨树上成

功应用[67-68]。 

2.3  分析花粉和小孢子 
高效可靠地分析花粉质量对于种子和果实

生产、植物育种和植物研究等行业具有重要意

义，Heidmann 等[69]描述了一种快速可靠无需使

用标签的方法，通过嵌入微流体芯片的阻抗流

式细胞仪(impedance flow cytometer, IFC)对花

粉质量参数进行分析。小孢子体外培养可用于

产生单倍体植株和胚胎发生的研究，Deslauriers

等[70]通过植物流式细胞术快速评价多种培养基

条件对油菜小孢子的胚胎发生的影响并分离了

有潜在研究价值的小孢子胚群体。 

2.4  植物染色体分析及分选 
通过流式细胞术对染色体进行分类，即流

式核型分析(flow karyotyping)，能够检测到植

物的数目和染色体结构变化，分析染色体多态

性[71]。流式细胞术是唯一可以提供大量高纯度

染色体片段的技术，Doležel 等[72]和 Vrána 等[73]

均描述了一种从细胞周期同步化的植物组织的

幼嫩根尖细胞制备大量高纯度的完整有丝分裂

染色体的方法，并通过流式细胞仪对有丝分裂

染色体进行分析和分选，目前已成功在玉米[74]、

矮牵牛 [75]、豌豆 [76]、水稻 [77]、西红柿 [78]等多

种植物中分选了染色体，分选后的染色体可用

于下游的物理定位、染色体特异性 (bacterial 

artificial chromosome, BAC)文库的制备、测序

和光学定位等。 
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2.5  叶绿体和线粒体的检测 
叶绿体是植物细胞中进行光合作用细胞

器，叶绿体的组成和结构是随着光环境的改变

而不断变化的。利用流式细胞分析来自叶片的

叶绿体悬浮液，可以获得叶片有关光合作用适

应状态分布的统计信息。叶绿素在光谱范围

650−800 nm 内具有显著的自发荧光，可通过流

式细胞仪检测叶绿体的自发荧光和散射光特征

来识别和分选叶绿体亚群用于后续的生物化学

和分子生物学的研究[79]。另外也可以染色后分

析叶绿体 DNA 的含量[80]、研究叶绿体中荧光

蛋白的结合[81]、叶绿体发生和起源等，这对于

认知植物光合作用过程具有重大意义。 

线粒体是细胞中能量转化的场所，利用流

式细胞术检测植物线粒体 DNA 的含量，分析线

粒体的数量和质量[82]、线粒体凋亡、膜电位[83]、

超氧化物分析[84]等，对植物细胞中的活性线粒

体的功能探究具有重大意义。 

2.6  其他应用 
植物病原微生物的检测是利用特异性抗体

识别植物病原体，通过流式细胞仪的多参数检

测分析，用于检测植物病原菌并评估其生存能

力，是食品和饲料生产环节中重要的质量保证。

流式细胞术用于植物病理学的研究数量较少，

其潜在用途包括表征真菌和卵菌种群的基因组

大小、多重病原体检测、监测植物病原体的活

力、可培养性和基因表达等[85-86]。 

植物流式细胞术在藻类和藓类植物中的应

用主要是核 DNA 的含量分析和基因组的大小

测定，在浮游植物中的研究还包括物种筛选、

浮游植物多样性和丰度[87]、监测藻华[88]等。 

3  总结与展望 
流式细胞术是一种重要且强大的分析方法

和分选手段，其快速准确的多参数分析能力和

活性细胞分选能力吸引了植物领域研究者的注

意，但由于植物细胞的组成和结构的复杂性和

多样性，严重阻碍了植物流式细胞术的发展与

应用。限制流式细胞术在植物上的应用主要有

以下几个因素：植物组织样品难以制备单个游

离的细胞颗粒悬浮液，主要原因是植物组织的

细胞大小差异较大，细胞形态各异且具有坚韧

的细胞壁，含有叶绿体、质体、液泡等细胞器

会干扰检测，细胞成分如多糖、多酚及其他代

谢产物等大量富集，因此较难分离得到适用于

流式检测的单细胞颗粒悬液[89]。其次，虽然大

型流式细胞仪器检测准确且灵敏度高，检测参

数多，但其仪器本身价值较高难以普及，并且

需要专业人士进行仪器日常使用和维护。再者，

一种合适特异的荧光分子标记开发不易，需要

与相匹配流式细胞仪相结合进行研究才行而有

效，除部分核酸分子标记外，其他特异的分子

标记如探针、荧光标记的抗体花费较高。最后，

植物细胞具有高度异质性，即检测一个群体的

平均生长速率、合成产量有可能并不是代表植

物细胞的实际情况，如检测悬浮培养的植物细

胞的生长速率和产量水平等[90]。 

目前植物流式细胞术主要是通过对植物细

胞核 DNA 的含量进行研究，从而应用在植物分

类学和种群生物学、生物技术研究、育种和种

子工业等领域，而对于原生质体、叶绿体、线

粒体、花粉、染色体等其他颗粒的应用较少。

但是近年来随着成像流式细胞仪、质谱流式细

胞仪和纳米流式细胞仪等不断发展和完善，必

将拓宽植物流式细胞术的潜在应用范围。此外，

值得期待的是，目前已有许多研究报道了植物

中线粒体、质体，内质网、高尔基体、叶绿体、

核糖体、过氧化物酶体、质膜和液泡膜等细胞

器常用的定位标记[91-92]，若将这些标记与荧光

蛋白融合，构建相应转基因植株，即可对不同
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细胞器颗粒进行荧光标记，可实现流式细胞术

对植物的亚细胞结构的分析和分选。其次，制

备这些细胞器定位蛋白的抗体并偶联荧光分子

标记，也可实现对细胞器的标记。 

近年来随着基因编辑技术及单细胞测序技

术在动植物及酵母中的广泛应用[93]，开展基因

编辑结果及效率的检测及编辑细胞的分离实验

越来越普遍，目前已有文章报道流式细胞仪在

动物及酵母基因编辑效率检测中发挥的重要作

用[94-95]。但是，目前植物中尚无利用流式细胞

仪检测基因编辑效率的报道，主要原因应该是

植物特有的细胞壁阻碍了其在该领域的应用。

未来随着原生质体分离及转化效率的提高，利

用流式细胞仪检测基因编辑效率并结合单细胞

测序技术必将得到广泛应用。 

种子发育细胞核 DNA 的复制与种子大小

和质量均相关[96]。农作物若在种子灌浆期遭遇

干旱将对产量造成极大的威胁。在许多植物

中，干旱胁迫可以通过降低细胞周期蛋白依赖

性激酶的活性来抑制有丝分裂周期，增加核内

复制周期。细胞核内复制水平的提高可促进细

胞扩张，从而减轻水分亏缺对细胞大小的影

响，帮助植物减缓所受到的胁迫伤害 [97]。然

而，目前干旱胁迫下细胞周期调控如何影响作

物种子发育尚缺乏全面、系统的认识。利用流

式细胞技术快速准确地分析种子不同组织，如

胚或胚乳中细胞核 DNA 含量，可了解细胞分

裂活性的分布，从而了解种子的生理状态及活

力。此外，分析不同环境下的种子核 DNA 细

胞周期，亦可为筛选及培育优良耐逆品种提供

技术支持。 
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