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摘  要 

流式细胞术是一种具有操作简单、方便快捷、灵敏、多参数同步检测优点的细胞分析技术，目前已经广

泛地应用于细胞学、发育生物学、生理学、免疫学、分子生物学等诸多研究领域。本文简单介绍了流式

细胞仪的工作原理，并对近年来流式细胞术在果树研究中的应用、关键点及应用前景进行了综述。 
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Abstract 
Flow cytometry is a simple, convenient, sensitive and multi-parameter simultaneous detection of 
cell analysis technology, which has been widely used in cytology, developmental biology, physiol-
ogy, immunology, molecular biology and many other research fields. This paper briefly introduces 
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the principle of flow cytometry, and summarizes the application, key points and prospect of flow 
cytometry in fruit crop research in recent years. 
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1. 引言 

流式细胞术(Flow Cytometry, FCM)是流式细胞仪快速、准确地分析或分选细胞或亚细胞群体，并对

细胞的基本特性，如细胞种类、大小、内部结构及 DNA、RNA、蛋白质、抗原等生物大分子进行快速检

测或分类收集的一种细胞分析技术。具有速度快、分辨率高、数据的可重复性好，准确性高且样品制备

简单等优点，是当代最先进的细胞分析技术。已在细胞生物学、发育生物学、细胞动力学、生理学、免

疫学、分子生物学等生命科学诸多研究领域广泛应用[1]。 

2. 流式细胞术的工作原理及操作程序 

2.1. 基本原理 

待测生物颗粒被制成单细胞悬浮液，排列成单列的由流动室的喷嘴喷出，成为细胞液柱；细胞液柱

中的分散生物颗粒逐个依次通过测量区；本身具有天然荧光物(如叶绿素)或已用荧光染料染色的生物颗粒

暴露于相应波长光束时，荧光物质受到激发，产生特异的荧光信号和非特异的散射信号；这些信号被转

化为电信号，再进一步被测量、存储、分析，最终显示生物颗粒的某些重要的物理及生化特性，如颗粒

尺寸、DNA 含量、抗原类型等[2]。 

2.2. 基本程序包括 

完整细胞悬液的制备、荧光染料染色、使用流式细胞仪分析染色的细胞待检物的荧光强度，并根据

荧光强度对细胞待检物进行分析、分类[3]。 
常用的操作过程如下：取 0.5 cm2待测材料，加入 0.5 ml 萃取液，如果是叶片等材料先用解剖刀或薄

刀片碎切并浸泡 2~3 min，加入特异性的荧光染料或缓冲液染色几分钟，使用 30 um 或者其他尺寸滤网过

滤到样品管，上机检测。操作者可根据情况调整进样速度、gain、1-1 等值，再经仪器自动分析。 
FCM 在植物生物学研究中的应用始于 20 世纪 70 年代初。目前，已广泛应用于植物生理学、遗传学

等多个研究领域。在果树上的应用早期是 20 世纪 90 年代初在猕猴桃[4]的倍性检测和桃[5]的核 DNA 含

量估测等方面的研究；现在已大量应用在果树种质资源和遗传育种研究中。 

3. 流式细胞术在果树中的应用 

3.1. 果树树种的基因组大小和 C 值测定 

每一种植物的单倍体基因组的 DNA 总量是特异的，被称为 C 值，C 值代表该生物单倍体基因组中
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DNA 碱基对的数目。C 值与植物的种群进化、物种分类与分布、遗传信息总量等有密切关系，是各种植

物的一项重要特征参数。孚尔根染色法和 FCM 是目前测定基因组大小和 C 值最常用的两种方法，其中

FCM 以其简单便捷、分析速度快、灵敏度高、可靠性好等优点被广泛应用于果树研究中。柳觐[6]运用流

式细胞术对澳洲坚果基因组 C 值进行了测定，并认为运用流式细胞术进行澳洲坚果基因组 C 值测定准确

可靠，可为其他物种基因组 C 值测定提供参考。她[7]还改进了细胞核提取缓冲液配方，优化了芒果细胞

核提取方法，首次建立了适合于芒果的流式细胞术基因组 C 值测定方法，为芒果的基因组学研究、细胞

生物学研究和种质资源研究提供重要依据。之后更多的果树树种如樱桃、荔枝等利用 FCM 结合其它分子

方法测定基因组大小。李祯[8]以 13 种樱属植物为研究对象，通过流式细胞术对其倍性及基因组大小进行

了分析研究，首次确定了东京樱花、山樱花、樱桃等 13 种樱属植物的基因组大小。为该属起源及演化提

供细胞学证据和全基因组测序提供参考。陈哲[9]通过流式细胞仪和 SCoT 分子标记分别鉴定了 14 个荔枝

品种的基因组大小及亲缘关系，说明荔枝品种间亲缘关系与嫁接亲和性具有一定的相关性。为荔枝砧木

的筛选及嫁接亲和力早期鉴定提供理论依据。  

3.2. 流式细胞仪在果树倍性鉴定上的应用 

作为倍性鉴定的传统方法，形态学鉴定法及细胞法简便易行，但准确性不高。染色体计数法准确

性高，但其操作繁杂，所需材料较多，可用样品范围较小，一般选取具备强大分生能力的组织，如，

根尖、茎尖等；采用流式细胞仪进行倍性鉴定，在短时间内可以检测大量样品且部位及细胞所处时期

无特殊要求，操作简单，方便快捷，且数据分析结果较为准确，目前已成为现在的倍性鉴定的主流方

法之一。 

3.2.1. 果树种质资源评价和鉴定 
FCM 目前已被广泛的运用在果树各树种中，例如樱桃[10]、梨[11] [12] [13] [14]、香蕉[15] [16] [17]、

山楂[18]、葡萄[19]、蓝莓[20]、桑树[21] [22]、猕猴桃[23] [24]、枣[25] [26]、越桔属[27]植物、荔枝[28]
等树种批量的种质资源评价和鉴定。如 Postman J [11]等利用流式细胞术对 1284 份基因库的梨种质幼叶

组织进行倍性鉴定，研究发现其中有一个欧洲品种是四倍体，有三个亚洲品种是三倍体。这项研究明确

了梨种质的倍性，不仅可以有效的帮助种植者避免使用三倍体不育花粉，提高了育种的效率，而且还有

助于该种质资源遗传图谱的建立以及今后的开发利用。张靖国[12]等采用流式细胞术较为系统全面地对国

家果树种质武昌砂梨圃中收集保存的 466 份砂梨种质进行倍性鉴定，明晰了中国砂梨基于染色体水平的

多样性，为砂梨多倍体育种和起源进化等研究提供依据。闫佼[15]利用流式细胞术完成了国家香蕉种质资

源圃内 183 份香蕉种质的倍性分析。 

3.2.2. 果树多倍体育种 
在现代育种中，体外诱导多倍体是研究的热点。FCM 还经常被用于鉴定果树染色体倍性异常及染色

体加倍。李斌等[29]、陈绪中[30]、马爱红[31]等利用流式细胞仪分别检测了诱变的苹果、鄂柿和葡萄植

株细胞核 DNA 含量，在短时间内检测了成千上万个细胞，且检测速度快，结果可靠全面，并具有一定的

代表性。张敏[32]从 50 个果实扇形嵌合体再生的 600 棵苗中，检测到纽荷尔脐橙四倍体 3 棵，“蔡维林

娜”脐橙四倍体 4 棵和“纽荷尔”脐橙混倍体植株 2 棵。Roux 等[33]使用 DNA 流式细胞术在三倍体香

蕉中快速地鉴定出非整倍体，且通过染色体计数证实了该鉴定结果。FCM 在非整倍体、多倍体、正常或

非正常细胞类型研究中的应用，极大地推动了现代果树育种的发展[24] [26] [34]。 

3.2.3. 果树杂交后代、育种及新种质的鉴定 
FCM 可以快速准确地鉴定杂交后代和新种质、筛选变异材料，测定杂种的基因组大小；并在分子水
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平筛选特定优良基因，使导入优良基因，改造物种成为了可能。在提高果树品种的品质、产量和抗逆性、

培育优良的品种等方面都有着重要的研究意义。Hirsch [35]等对猕猴桃属中的几个品种的杂交后代进行鉴

定，快速而又准确地鉴定出了超二倍体、三倍体、四倍体和六倍体猕猴桃。吴雅琴[36]利用流式细胞术对

110 个葡萄杂交后代进行了倍性鉴定，并从中筛选出了 3 棵三倍体植株。Roux [33]等采用流式细胞仪测

定香蕉茎尖 gamma 辐射材料，检出了非整倍体，为辐射诱变育种的检测提供了快速又准确的方法。闫佼

[15]利用流式细胞术完成了 183 份栽培香蕉和野生香蕉以及杂交后代的倍性分析，有 69 个二倍体，91 个
三倍体，23 个四倍体，为品种选育工作提供分子鉴定依据。胡磊[37]利用流式细胞技术对属间杂交群体

的基因组大小测量，发现远缘杂种的基因组大小差异很大，低于低亲和高于高亲的远缘杂种所占比例很

大，超倍体和亚倍体都为非整倍体；对龙眼荔枝遗传育种具有重大意义。Lysák MA [38]通过多倍体基因

组成分析发现二倍体香蕉中基因可分为 AA 和为 BB。A、B 基因组大小不同；通过比较分析二倍体与三

倍体基因组大小，能确定三倍体的基因组组成，并能有助于确定其二倍体祖先；因此，通过分析异源多

倍体基因组的组成，可以有助于阐明异源多倍体植物的进化关系。 

3.3. 分析细胞周期 

FCM 分析细胞周期是将细胞分离成单个细胞后，用荧光标记细胞的 DNA 或细胞周期特异蛋白，经

标记后的细胞随流体一起通过流式细胞仪的荧光检测器，根据细胞在不同时期 DNA 或细胞周期特异蛋白

含量的变化区分细胞所在的周期。是目前应用最广的细胞周期分析实验技术。Pozarowski [39]等通过流式

细胞仪同时检测 DNA 含量和 4 种细胞周期蛋白，用于精确区分 G0 期、G1 期与 M 期的细胞。张俊娥[40]
以“暗柳橙”、“长沙橘”、“澳洲指橘”、“纳维来特脐橙”等几种培养多年的柑橘愈伤组织为试材，

使用流式细胞仪分析其特定时间段的细胞周期，进而找到柑橘愈伤组织理化诱变的最佳时期即分裂最旺

盛时期；为研究柑橘愈伤组织理化诱变提供依据。随着人工智能技术的快速发展，将它与 FCM 相结合，

细胞周期分析技术也将获得新的发展动力与空间。 

4. 流式细胞术在果树应用中的几个关键节点 

FCM 在测定果树时会遇到许多问题，如适宜的实验材料、染色液、裂解液、定参样本的选取等；而

且不同果树树种的特殊性如粘液分泌、褐化等现象，都会影响工作的顺利开展。吴志娟[20]在分析蓝莓种

质的染色体倍性时发现试验材料、染色液和裂解液是影响流式细胞仪结果的主要因素，不同部位细胞

DNA 含量不稳定且细胞内含有大量酚类、酮类、色素等物质会干扰流式细胞仪鉴定结果。Kulithinee [41]
等在流式细胞仪对猕猴桃做倍性鉴定时加入了体积浓度为 1%的 PVP，解决了猕猴桃叶片含有大量的粘性

物质的问题，准确地测出了当地猕猴桃多个品种的倍性。 

4.1. 适宜的实验材料的选择 

一般取材需要考虑样品易获性、细胞核型的稳定性和保存性等一系列问题[42]。果树样品最好选取幼

嫩的组织如叶片[19] [25] [28]、根或茎的分生组织等，或幼嫩的花穗和果皮[43]等，但也有使用愈伤组织

的细胞的[40]。王晓庆[44]以梨树叶片为试材，系统优化了 FCM 各个关键实验节点；结果表明：实验材

料选取当年春季新梢第 3~5 片梨树嫩叶，尤其是大棚新梢嫩叶最好；叶片前处理时用蒸馏水、去离子水

依次洗净叶片表面后，再用去离子水浸泡 10 min；使用 WPB 解离液对梨叶片细胞核进行提取后，用 500 
mm 滤膜过滤 2 次，离心 1 次后用流式细胞仪进行检测可得到理想的实验结果。张俊娥[45]使用倍性分析

仪，对 48 种培养多年不同基因型的柑橘愈伤组织的细胞 DNA 含量进行了测定。结果发现有 93.8%的基

因型的愈伤组织的细胞均出现了 DNA 含量加倍的细胞。 
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4.2. 适宜缓冲液筛选与使用 

流式细胞仪之所以可以准确检测细胞的关键之一是用适宜的细胞解离缓冲液制备拥有单个的、完整的细

胞悬浮液。目前虽然有多种解离液，但因为植物细胞不仅具有细胞壁，还含有大量次生代谢物、且不同植物

基因型不同，导致在组织和结构成分、含量等方面均有差异，因此降解各种成分所需的化学物质含量也不同；

当选取的解离缓冲液不能有效地降解或消除细胞内的多余成分时，有可能会影响细胞核 DNA 含量的准确分

析。许多研究者[8] [37] [46]会事先通过实验筛选适宜该研究物的解离液。胡磊[37]比较了 Otto、WPB 和 LB01 
3 种细胞核提取液对属间杂种的提取效果，发现 LB01 提取的属间杂种细胞核稳定、杂质较少、分辨率高，

并通过流式细胞术测定属间杂种的基因组大小，对龙眼荔枝遗传育种具有重大意义。李彩琴[43]在检测荔枝

幼果时，比较 5 种常用细胞核分离缓冲液对制备样品 DNA 分辨率效果的影响，发现在 Otto 缓冲液的基础

上进行适当增加还原剂种类和含量，把 RNaseA 直接加入缓冲液，降低离心力，可获得最佳的提取效果，分

辨率高，细胞 G1/G0 峰产生的变异系数低。目前常用的 9 种解离缓冲液(见下表 1 [42] [43])。 
 
Table 1. Most popular isolation buffer and compositions 
表 1. 常用解离液及组分 

序号 
No. 

解离液 
Isolation buffer 组分 Component 

1 Li 100 mmol/L citric acid; 0.2% Triton X-100; pH 2.0~3.0 

2 OTTO1 
OTTOA:100 mmol/L citric acid; 0.5% Tween 20; 20 mmol/L β-mercaptoethanol; pH 2~3 

OTTOB: 400 mmol/L Na2HPO4·12H2O; 20 mmol/L β-mercaptoethanol; pH 8~9 

3 Pfosser 200 mmol/L Tris; 4 mmol/L MgCl2 ·6H2O; 0.5% Triton X-100; 20 mmol /L β-mercaptoethanol; pH 7.5 

4 Galbraith 45 mmol/L MgCl2, 30 mmol/L Sodium citrate, 20 mmol/L MOPS, 0.1% (V/V) Triton X-100, pH 7.0 

5 Hepes 10 mmol/L MgSO4·7H2O, 50 mmol/L KCl, 5 mmol/L Hepes (pH 8), 6.5 mmol/L DTT, 0.25% Triton 
X-100 

6 WPB 0.2 mmol/L Tris·HCl, 4 mmol/L MgCl2·6H2O, 2 mmol/L Na2EDTA·2H2O, 86 mmol/L NaCl, 10 
mmol/L Na2S2O5, 1% PVP-10, 1% Triton X-100, pH 7.5 

7 LBO1 15 mmol/L Tris, 2 mmol/L Na2EDTA, 0.5 mmol/L Spermine·4HCl, 80 mmol/L KCl, 20 mmol/L NaCl, 
0.1% (V/V) Triton X-100, 15 mmol/L β-巯基乙醇, pH8.0 

8 MGB 45 mmol/L MgCl2, 20 mmol/L MOPS, 30 mmol/L Sodium citrate, 1% (W/V) PVP-40, 0.2% (V/V) 
Triton X-100, 10 mmol/L Na2EDTA, 20 mmol/L β-巯基乙醇, pH 7.0 

9 GPB 0.5 mmol/L Spermine·4HCl, 30 mmol/L Sodium citrate, 20 mmol/L MOPS, 80 mmol/L KCl, 20 
mmol/L NaCl, 0.5% (V/V) Triton X-100, pH 7.0 

4.3. 适宜的标准品的选取 

在使用流式细胞仪进行检测前需找到合适的标准品做为内标或外标。要求标准品的倍性本身是已知

的且需要接近被测植物的基因组大小[47]；也可以与待测样同种植物或是其亲本；因为未知待测样本是根

据标准品比较后得出结果的。目前许多植物细胞核 DNA 含量的研究中仍采用鸡血红细胞用作植物材料的

内参标准品，鸡血红细胞来源多，测定结果稳定[42]。李斌[29]等利用流式细胞仪鉴定苹果倍性研究时，

就是以已知细胞核 DNA 含量的鸡血红细胞核作测量标准的。但也有许多使用别的植物做内标的：赖彪等

[28]在测定荔枝基因组大小时，检测比较了六种裂解液；并以番茄为内标植物测定了 14 个荔枝品种的基

因组大小。李春兰等[14]，将三种已知不同倍性的新疆梨(二倍体“库尔科梨”、三倍体“黑酸梨”、四

倍体“沙梨 01 号”)作为内参，对新种质“棉梨”进行了倍性测定。 
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5. FCM 在果树中的应用前景 

5.1. 染色体分析 

FCM 在果树染色体分析方面的应用主要包括：鉴定性染色体和染色体分选。性染色体的鉴定是通过

流式细胞仪检测核 DNA 的含量，在图谱中两种不同性别的植株会出现互不重合的 DNA 峰，进而确定植

株的性别。使用 FCM 区分植株性别在果树育种方面具有重要的意义，特别是对于异花授粉或者雌雄异体

的树种，以及具有新颖的基因型的果树树种。目前，这方面的应用比较少，但是已经有成功的例子，如

通过使用流式细胞仪，研究者已经得到芦笋的雄性植株和二倍体的超级雄性植株[48]。 
染色体分选技术在果树方面研究很少。但随着高质量的植物染色体悬浮液的成功制备，果树染色体分选

技术的研究将获得快速发展[49]。而且现代高端流式细胞分选仪每秒可以实时检测定量分析、分选数万个细

胞，仪器可选配 3~9 根激光管，最多可检测 l8 个荧光参数，从而满足日益多元化的前沿科学研究的需要[50]。
流式细胞仪的染色体分选技术可以分选出目标的染色体，用来构建染色体的 BAC 文库[51]，将分选出的染

色体作为模板来定位基因或遗传标记在染色体中的位置，从而构建分选染色体的物理图谱和遗传图谱。 
利用染色体分选技术与测序技术结合还可以开发大量的染色体特异性标记[52]：Shatalina 等[53]利用分

选出的 2 个六倍体冬小麦 Arina 和 Forno 的 3B 染色体测序开发出 70 多个 SNPs 标记。染色体分选技术的出

现使得研究人员可以将果树复杂的基因组拆分为染色体组，通过分选单条染色体或染色体臂进行深入研究，

可解决多倍体植物测序和组装困难的问题[52]。Vrána 等[54]通过流式分选的方法得到了高质量的单个染色

体，该方法可同时纯化大量染色体，为后续试验，如基因组测序等提供方便。Akpinar 等[55]报道了利用流

式分选染色体技术分选出野生二粒小麦的 5B 染色体，然后进行测序，通过研究蛋白编码基因、重复元件

和假定的 micro RNA 和 t RNA 编码序列，揭示其基因组的结构、组织和功能，助力小麦的遗传改良。 

5.2. FCM 可用于果树生理学研究中 

FCM 可用于原生质体分析：可以用来测定原生质体大小、细胞壁生物合成、原生质体与微生物的相

互作用、原生质体融合产物分选、被膜抗原的表达等[56]。刘继红[57]采用流式细胞术，对酸橙(Citrus 
aurantium L.)叶肉原生质体和甜橙(C. sinenis cv. Shamouti)胚性愈伤组织原生质体电融合后再生的体细胞

杂种进行分析。结果表明，所有的体细胞杂种植株荧光强度是二倍体对照的两倍，这说明两者的原生质

体已经融合。随着流式细胞仪性能的不断改进，果树样品测定方法与技术的快速发展，FCM 可以被广泛

应用于检测原生质的各项指标：如检测叶绿素的含量、DNA 含量和原生质体的死活、质膜流动性研究及

细胞凋亡，甚至于可以定量检测次生代谢生物碱和花青素[58]。 
随着新型细胞检测和分选技术、新染料和探针、新数据分析算法、新型图像采集、图像数据分析算

法等各个方面的新技术的大量涌现；大数据分析技术和人工智能技术开始在流式细胞术中应用[52]；流式

技术已在科研、临床检测获得广泛应用，进入快速增长期。流式在果树的染色体分析、原生质体分析及

DNA 标记的开发利用及基因组测序和基因组学等方面的研究会取得实质性的进展，有望在不远的将来成

为这些方面研究的必备技术。 
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