
Hans Journal of Agricultural Sciences 农业科学, 2021, 11(8), 739-754 
Published Online August 2021 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/hjas 
https://doi.org/10.12677/hjas.2021.118099  

文章引用: 刘宗玲, 刘培祥, 杨森, 刘春香, 孙海燕. 洋葱表皮和小麦幼苗自发荧光的研究[J]. 农业科学, 2021, 11(8): 
739-754. DOI: 10.12677/hjas.2021.118099 

 
 

洋葱表皮和小麦幼苗自发荧光的研究 

刘宗玲，刘培祥，杨  森，刘春香*，孙海燕 

潍坊学院，山东 潍坊  

  
 
收稿日期：2021年7月8日；录用日期：2021年8月6日；发布日期：2021年8月16日 

 
 

 
摘  要 

自发荧光是多数植物组织具有的特征，这对于通过荧光标记手段研究基因表达非常不利，对自发荧光的

认识有助于对其进行科学地应用。本研究选择常用的洋葱表皮细胞做参照，对比研究小麦的自发荧光现

象，将小麦在有光照、无光照下幼苗不同发育天数的根、叶鞘、叶片制成装片，在激发光光源的作用下，

观察小麦不同时期根、叶鞘、叶片的蓝色、绿色、红色自发荧光的分布情况；最后通过50 μg∙L−1的卡那

霉素处理使小麦幼苗白化，制备叶片装片观察三种颜色的荧光。实验结果表明黄皮洋葱的内、外表皮细

胞均检测不到红、绿、蓝色荧光；紫皮洋葱的表皮细胞色素会影响红色荧光的观察，也不具有荧光。在

500 nm波长的激发光照射下，见光小麦的根在第1 d以及6~10 d具有红色荧光；叶片及叶鞘从第3 d起一

直有强烈的红色荧光；黑暗培养的小麦根在第16 d出现红色荧光；叶鞘始终无荧光产生，叶片有较弱的

红色荧光。450 nm激发光照射下，见光小麦，根在第1 d以及6~10 d有明显的绿色荧光；黑暗培养的小

麦根从第16 d起出现绿色荧光。光照、黑暗下培养的小麦叶鞘都从第22 d起有明显的绿色荧光，两种条

件下培养的小麦叶片始终检测不到绿色荧光；400 nm激发光照射下，小麦的根、叶鞘、叶片中蓝色荧光

始终存在，且叶鞘中蓝色荧光随着发育天数增加逐渐强烈；处理后白化的叶片无法观察到红色和绿色荧

光，蓝色荧光依然存在。白化处理后有利于通过红色荧光蛋白标记目的基因，为小麦的组织、细胞定位

研究提供便利。 
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Abstract 
Autofluorescence is a characteristic of most plant tissues, which is very unfavorable for studying 
gene expression through fluorescent labeling methods. The understanding of plant autofluores-
cence can benefit for proper application. In this study, the commonly used onion epidermal cells 
were selected as a reference to compare and study the autofluorescence phenomenon of wheat 
seedling. The roots, sheaths, and leaves of wheat seedlings in different days of development under 
light and dark were used to make slices to stimulate the light source. Next, we observed the dis-
tribution of blue, green, and red autofluorescence in the roots, leaf sheaths, and leaves of wheat in 
different periods. Finally, the wheat seedlings were albino treated with 50 μg∙L−1 kanamycin, and 
the leaves were mounted to observe the fluorescence of three colors. The results of the experiment 
showed that the red, green, and blue fluorescence could not be detected in the epidermal cells of 
the yellow onion; the epidermal cytochrome of the purple onion would affect the observation of red 
fluorescence, and it did not have fluorescence. Under the excitation light of 500 nm wavelength, 
the roots of visible wheat have red fluorescence on the 1st and 6~10 d; the leaves and leaf sheaths 
have always had strong red fluorescence from the 3rd day onwards; the wheat roots in the dark 
have red fluorescence on the 16th day; The leaf sheath always has no fluorescence, and the leaf 
has weak red fluorescence. Under 450 nm excitation light, the roots showed obvious green fluo-
rescence on the 1st day and 6~10 d when the wheat was exposed to light; in the dark, the roots 
showed green fluorescence on the 16th day. The leaf sheaths of wheat cultivated under light and 
dark showed obvious green fluorescence on the 22nd day, and the leaves of wheat cultivated un-
der the two conditions could not always detect green fluorescence; under the irradiation of 400 
nm excitation light, in the roots, sheaths, and leaves of wheat, the blue fluorescence always exists, 
and the blue fluorescence in the leaf sheath becomes stronger with the increase of the develop-
ment days; the red and green fluorescence cannot be observed in the albino leaves after treatment, 
and the blue fluorescence still exists. After bleaching treatment, red fluorescent protein can be 
used to label the target gene, which provides convenience for the study of the tissue and cell loca-
tion of wheat. 
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1. 引言 

植物自发荧光现象广泛存在，植物的自发荧光具有一定的应用价值，如徐国华[1]等人发现，梨花柱

头的荧光现象差别可以鉴别花粉是否与柱头亲和；Lloyd Donaldson 等人[2]利用木质素荧光来评估木材形

成以及化学改性；梁艳丽等人[3] [4]借水稻叶片细胞壁自发荧光变化来研究不同品种的抗性；Pascale 
Talamond 等人[5]通过自发荧光对活体植物的次生代谢产物进行定位。左敏[6]等人报道，低温会抑制叶绿
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体的自发荧光，通过对其自发荧光强度的观察，可以比较多个品种的抗冷能力[7] [8]。黑麦草种子的自发

荧光特性可以鉴别与其外形相似种子的物种[9]。然而，有时人们又不希望植物具有自发荧光，因为利用

荧光染料或融合荧光蛋白进行辅助目标分子的细胞定位及基因表达研究是重要的分子生物学手段，自发

荧光则限制了这些方法的应用。 
降低植物自发荧光的手段很受研究人员的关注，Kodama Yutaka 利用“时间门控成像技术”完全消

除了植物的自发荧光[10]。意味着当用荧光显微镜进行激发时，要控制时长，特定时长会产生消荧光现象

[11]，然而时长的控制在实验中是很难掌控的，植物自发荧光强度也会影响时间的把握；Randall W. Shultz
等人用三氯乙酸–丙酮法大大降低了植物组织蛋白质提取物的红外自发荧光，还能保留靶蛋白的免疫原

性[12]；J. YANG 用氯仿来降低角质层的自发荧光[13]，然而有机物处理后植物细胞会死亡，不利于观察

活体细胞内的状态。 
绿色荧光蛋白(GFP)已经作为分子探针得到广泛应用[14] [15]。然而如果 GFP 的表达量低，植物叶绿

素的红色自发荧光会掩盖 GFP 的绿色荧光。虽然已有利用 GFP 作为选择标记成功转化小麦、大麦、水稻

等[16]的报道，但我们对这些物种自身荧光的特性了解并不是很透彻，自发荧光会不会影响用于表达检测

的荧光也未可知。在植物学领域，应用最广的是洋葱表皮细胞，依赖洋葱表皮细胞进行的组织或细胞定

位报道较多[17] [18]，蛋白质定位的研究往往都是依赖于荧光标记，洋葱表皮细胞是公认的基因表达定位

的重要材料。因此，本研究以洋葱表皮细胞的红、绿、蓝三种荧光检测为参照，研究小麦的自发荧光现

象，并通过适当的处理设法消除小麦的自发荧光，为小麦的荧光标记应用及自发荧光利用提供参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

本实验选择小麦常规品种洛旱 8 号作为实验材料，培养条件分别为 22℃/24 h 光照和 22℃/24 h 黑暗。

参照植物洋葱为超市购买的商品洋葱，黄皮和紫皮两种，撕取活体洋葱鳞叶表皮作为实验材料。 

2.2. 小麦幼苗的培养与黑暗处理 

实验材料采用水培法处理，将小麦种子均匀撒在发芽盒中，盒里铺两层已灭菌的发芽纸，因有黑暗

处理，为了维持生长，加入浓度为 2%的无菌蔗糖水 10 ml。种子发芽后，将幼苗塞入种植棉中，以无菌

的 2%蔗糖水溶液为营养液，培养幼苗。发芽 1~7 d 内每天取样观察，8~31 d 内每 3 d 观察一次。将植物

的根、叶鞘、叶片置于载玻片上，滴加蒸馏水做成临时装片，立即在荧光显微镜下观察根、叶鞘、叶片

部位的自发荧光并进行拍照保存。 

2.3. 小麦幼苗的白化处理 

以方形发芽纸 2 张作为发芽床，在方形发芽盒内加水 12 ml 对小麦种子进行催芽，第 2 d 更换发芽床，

加入 12 ml 浓度为 50 μg∙L−1的卡那霉素，按照 22℃、12 h 光照/12 h 黑暗的发芽条件进行幼苗培养，之后

以含有 50 μg∙L−1卡那霉素的液体补充水分，到幼苗约 8~10 cm 高，取颜色纯白的幼苗与正常叶片一起制

备临时装片，观察红、绿、蓝三种颜色的荧光。 

2.4. 小麦自发荧光图像观察与获取 

采用奥林巴斯(olympus) BX53 荧光显微镜，4 × 物镜观察，分别用 400 nm、450 nm、500 nm 的荧光

光源激发植物组织，分别用于蓝色、绿色、红色荧光的观察，拍照时关闭明场的光源，仅使用激发光源，

使用 CCD 摄像机将所观察的图片拍照，曝光时间为 58 s。 
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3. 结果与分析 

3.1. 洋葱表皮细胞自发荧光的观察 

植物组织中不发光的组织较难寻找，本研究以常用的荧光标记实验材料洋葱表皮细胞为参考植物组

织，来对比研究小麦幼苗的自发荧光。从图 1~图 2 可知，将黄皮洋葱的内表皮(图 1)和外表皮(图 2)分别

进行红色、绿色、蓝色荧光的观察，三种颜色的荧光均未在黄皮洋葱内出现，但撕取表皮时粘连的极少量

洋葱鳞叶组织细胞会呈现蓝色荧光或绿色荧光，很少见红色荧光，外表皮粘连的非表皮细胞多于内表皮。 
紫皮洋葱的内(图 3)、外表皮(图 4)也不显蓝、绿、红三种自发荧光，而紫皮洋葱自身的紫色色素在

荧光显微镜下呈现红色(图 4(C))，对红色荧光检测会有一定的干扰。外表皮比内表皮紫色色素更多。 

3.2. 不同光照下小麦根、叶鞘和叶片红色的自发荧光 

3.2.1. 不同光照下小麦幼苗根组织的红色荧光 
在 500 nm 波长的激发光照射下，光照培养条件下小麦的幼根在第 1 d、第 4 d、以及 6 d~10 d 具有较

弱的红色荧光(如图 5(A)、图 5(D)、图 5(F)~图 5(I))；光照培养下小麦的根在第 10 d 以后红色荧光不稳定，

第 19 d~31 d 可见较弱的红色荧光。 
从图 6 可知，黑暗培养下小麦的根在第 16 d (图 6(J))出现红色荧光，荧光一直持续到第 31 d 观察结

束，说明黑暗条件下小麦是可以产生微弱的红色荧光的。且光照和黑暗不同条件培养会引起小麦根内可

发光物质含量的区别。黑暗处理下幼苗在发芽期幼苗根内几乎不会有红色荧光。 
 

 
Figure 1. Fluorescence image of yellow onion inner epidermis. Note: A is ultraviolet excitation light, used to detect blue light; 
B is blue excitation light for detection of green light; C excited green light for detection of red light 
图 1. 黄色洋葱内表皮荧光图像。注：A 为紫外激发光照射，用于检测蓝光；B 为蓝色激发光照射，用于检测绿光；

C 为绿色激发光照射，用于检测红光 

 

 
Figure 2. Fluorescence image of yellow onion outer epidermis. Note: A is ultraviolet excitation light, used to detect blue light; 
B is blue excitation light for detection of green light; C excited green light for detection of red light 
图 2. 黄色洋葱外表皮荧光图像。注：A 为紫外激发光照射，用于检测蓝光；B 为蓝色激发光照射，用于检测绿光；

C 为绿色激发光照射，用于检测红光 
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Figure 3. Fluorescence image of purple onion inner epidermis. Note: A is ultraviolet excitation light, used to detect blue light; B 
is blue excitation light for detection of green light; C excited green light for detection of red light 
图 3. 紫色洋葱内表皮荧光图像。注：A 为紫外激发光照射，用于检测蓝光；B 为蓝色激发光照射，用于检测绿光；

C 为绿色激发光照射，用于检测红光 

 

 
Figure 4. Fluorescence image of purple onion outer epidermis. Note: A is ultraviolet excitation light, used to detect blue light; B 
is blue excitation light for detection of green light; C excited green light for detection of red light 
图 4. 紫色洋葱外表皮荧光图像。注：A 为紫外激发光照射，用于检测蓝光；B 为蓝色激发光照射，用于检测绿光；

C 为绿色激发光照射，用于检测红光 

 

 
Figure 5. Red fluorescence observation of wheat roots under light culture. Note: Figure (A)~(O) are red fluorescence obser-
vation on day 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31 in turn 
图 5. 光照培养下小麦根的红色荧光观察。注：图(A)~(O)依次是第 1、2、3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、25、
28、31 d 的红色荧光观察 
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Figure 6. Red fluorescence observation of wheat roots under dark culture. Note: Figure (A)~(O) show the red fluorescence 
observation on day 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31, respectively 
图 6. 黑暗培养下小麦根的红色荧光观察。注：图(A)~(O)依次是第 1、2、3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、25、
28、31 d 的红色荧光观察 

3.2.2. 不同光照下小麦幼苗叶片组织的红色荧光 
从图 7 可知，光照培养下小麦的叶片除了第 1 d~2 d 荧光较弱外，其它时间均表现出了强烈的红色荧

光，荧光一直持续到第 31 d 观察结束，与小麦叶片一直保持绿色趋势相符。从图 8 可知，黑暗条件下叶

片呈黄色，荧光观察可以见到微弱的红色荧光，强度远小于光照下。 
 

 
Figure 7. Red fluorescence observation of wheat leaves under light culture. Note: Figure (A)~(L) are the red fluorescence 
phenomenon of wheat leaves on day 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25 and 28 
图 7. 光照培养下小麦叶片的红色荧光观察。注：图(A)~(L)依次是第 3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、25、28 
d 的小麦叶片红色荧光现象 

https://doi.org/10.12677/hjas.2021.118099


刘宗玲 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjas.2021.118099 745 农业科学 
 

 
Figure 8. Red fluorescence observation of wheat leaves under dark culture. Note: Figure (A)~(H) are the red fluorescence phe-
nomenon of wheat leaves on the 3rd, 4th, 5th, 6th, 7th, 10th, 13th, 16th day 
图 8. 黑暗培养下小麦叶片的荧光观察。注：图(A)~(H)依次是第 3、4、5、6、7、10、13、16 d 的小麦叶片红色荧光

现象 

3.2.3. 不同光照下小麦幼苗叶鞘组织的红色荧光 
从图 9 可知，光照培养下小麦的叶鞘除了第 3 d~6 d 荧光较弱外，其它时间均表现出了较强的红色荧

光，荧光一直持续到第 28 d 停止观察，与小麦叶鞘的绿色变化趋势相符。从图 10 可知，黑暗条件下幼

苗黄化，从第 3 d~28 d 均无红色荧光现象。 
 

 
Figure 9. Red fluorescence observation of wheat bud sheath under light culture. Note: Figure (A)~(L) are red fluorescence ob-
servation on day 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25 and 28 
图 9. 光照培养下小麦的芽鞘的红色荧光观察。注：图(A)~(L)依次是第 3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、25、
28 d 的红色荧光观察 
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3.3. 不同光照下小麦根、叶片、叶鞘绿色自发荧光的分析 

3.3.1. 不同光照下小麦幼苗根组织的绿色荧光 
采用 450 nm 波长的激发光对小麦的根、叶片、叶鞘组织进行照射，从图 11、图 12 可知，光照条件

下的小麦根在第 1 d 以及 6~10 d (图 11(A)、图 11(F)、图 11(G)、图 11(H))可见绿色荧光；黑暗下，根在

16 d 起出现绿色荧光(图 12(J))，绿色荧光持续天数较多，说明黑暗处理并不能抑制根组织的绿色荧光。 
 

 
Figure 10. Red fluorescence observation of wheat bud sheath under dark culture. Note: Figure (A)~(L) are red fluorescence 
observation on day 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25 and 28 
图 10. 黑暗培养下小麦芽鞘的红色荧光观察。注：图(A)~(L)依次是第 3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、25、
28 d 的红色荧光观察 

 

 
Figure 11. Green fluorescence observation of young roots of wheat under light culture. Note: Figure (A)~(O) show the green 
fluorescence of root tissues on day 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31, respectively 
图 11. 光照培养下小麦幼根的绿色荧光观察。注：图(A)~(O)依次是第 1、2、3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、
25、28、31 d 根组织的绿色荧光 
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Figure 12. Green fluorescence observation of young roots of wheat under dark culture. Note: Figure (A)~(O) are green fluo-
rescence observation of root tissue on day 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31 
图 12. 黑暗培养下小麦幼根的绿色荧光观察。注：图(A)~(O)依次是第 1、2、3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、
25、28、31 d 根组织的绿色荧光观察 

3.3.2. 不同光照下小麦幼苗叶片、叶鞘组织的绿色荧光 
由于叶片、叶鞘有大量的叶绿素，因此光照下的小麦叶鞘难观察到绿色荧光，前期红色荧光能掩盖

其他荧光(图 13)，但到后期叶鞘变浅变硬后可以观察到，表现为光照条件下 22 d 以后绿色荧光越来越明

显。黑暗培养时(图 14)，前期叶鞘的绿色荧光几乎观察不到，但都后期可见绿色荧光，荧光强度不及对

应的光照条件下的，荧光较弱。 
 

 
Figure 13. Green fluorescence observation of wheat leaf sheath under light culture. Note: Figure (A)~(L) are the green fluo-
rescence of day 3, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31 
图 13. 光照培养下小麦叶鞘的绿色荧光观察。注：图(A)~(L)依次是第 3、5、6、7、10、13、16、19、22、25、28、
31 d 的绿色荧光 
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Figure 14. Green fluorescence observation of wheat leaf sheath under dark culture. Note: Figure (A)~(L) are the green fluo-
rescence of day 3, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31 
图 14. 黑暗培养下小麦叶鞘的绿色荧光观察。注：图(A)~(L)依次是第 3、5、6、7、10、13、16、19、22、25、28、
31 d 的绿色荧光 

 
叶片组织在光照培养下红色荧光完全盖过绿色荧光(图 15)，除第 1 d~2 d 红色较弱外，其他时间所有

叶片均有强烈的红色荧光。黑暗条件下(图 16)，整个苗期所取的时间点叶片均能够看到微弱的绿色荧光。 
 

 
Figure 15. Green fluorescence observation of wheat leaves under light culture. Note: Figure (A)~(L) show the green fluo-
rescence observation on the 3rd, 4th, 5th, 6th, 7th, 10th, 13th, 16th, 19th, 22nd, 25th and 28th day, respectively, but the green 
fluorescence of all materials was covered by red fluorescence 
图 15. 光照培养下小麦叶片的绿色荧光观察。注：图(A)~(L)依次是第 3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、25、
28 d 的绿色荧光观察，但所有材料荧光均被红色掩盖 
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Figure 16. Green fluorescence observation of wheat leaves under dark culture. Note: Figure (A)~(L) are the green fluores-
cence observation on day 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25 and 28 
图 16. 黑暗培养下小麦叶片的绿色荧光观察。图(A)~(L)依次是第 3、4、5、6、7、10、13、16、19、22、25、28 d
的绿色荧光观察 

3.4. 小麦幼苗不同时期根、叶鞘、叶片蓝色自发荧光的分析 

采用 400 nm 波长激发光对小麦的根、叶片和叶鞘组织进行照射，小麦组织发出的荧光为浅蓝色，荧

光越强，蓝色越亮。从图 17~图 22 可见，无论是从培养 1 d 到培养 31 d 任何时期、根组织(图 17、图 18)、
叶组织(图 19、图 20)、叶鞘组织(图 21、图 22)都显示较强的蓝色荧光，黑暗培养和见光培养，均能检测

到明显的蓝色荧光。尤其是叶片表皮毛蓝色更明显，说明小麦是否有蓝色自发荧光不受光照的影响，在

幼苗不同的发育时期、不同器官会有荧光强弱的差异。 
黑暗条件下 2~6 d 幼嫩的根荧光略微弱一些，叶鞘(图 21、图 22)也有相似的趋势，在萌发初期荧光

略微弱一点，到后期蓝色荧光较强。从图 19、图 20 可知，叶片组织的蓝色荧光不及叶鞘组织亮，叶片

的表皮毛蓝色荧光很鲜明，无论见光还是黑暗培养荧光现象相似。 
 

 
Figure 17. Blue fluorescence of wheat root tissue under light culture. Note: Figures (A)~(G) are cultured for 1~7 days. Fig-
ures (H), (I), (J), (K), (L), (M), (N) and (O) are the tissues sampled on day 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31, respectively 
图 17. 光照培养下小麦根组织蓝色荧光。注：图(A)~(G)为培养 1~7 d，图(H)、(I)、(J)、(K)、(L)、(M)、(N)、(O)依
次是第 10、13、16、19、22、25、28、31 d 取样的组织 
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Figure 18. Blue fluorescence of wheat root tissue under dark culture. Note: Figures (A)~(G) are cultured for 1~7 days. Fig-
ures (H), (I), (J), (K), (L), (M), (N) and (O) are the tissues sampled on day 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31, respectively 
图 18. 黑暗培养下的小麦根组织蓝色荧光。注：图(A)~(G)为培养 1~7 d，图(H)、(I)、(J)、(K)、(L)、(M)、(N)、(O)
依次是第 10、13、16、19、22、25、28、31 d 取样的组织 

 

 
Figure 19. Blue fluorescence of wheat leaves under light culture. Note: Figures (A)~(G) are cultured for 1~7 days. Figures 
(H), (I), (J), (K), (L), (M), (N) and (O) are the tissues sampled on day 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31, respectively 
图 19. 光照培养下小麦叶组织蓝色荧光。注：图(A)~(G)为培养 1~7 d，图(H)、(I)、(J)、(K)、(L)、(M)、(N)、(O)依
次是第 10、13、16、19、22、25、28、31 d 取样的组织 

 
变化趋势最鲜明的是叶鞘组织(图 9、图 10)，随着植株生长天数的增加，蓝色荧光越来越强，这与叶

鞘的硬度变化趋势是相似的。无论黑暗还是光照条件下，都有随着生长天数增加蓝色荧光变强的趋势。 
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Figure 20. Blue fluorescence of wheat leaves under dark culture. Note: Figures (A)~(G) are cultured for 1~7 days. Figures 
(H), (I), (J), (K), (L), (M), (N) and (O) are the tissues sampled on day 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31, respectively 
图 20. 黑暗培养下小麦叶组织蓝色荧光。注：图(A)~(G)为培养 1~7 d，图(H)、(I)、(J)、(K)、(L)、(M)、(N)、(O)依
次是第 10、13、16、19、22、25、28、31 d 取样的组织 

 

 
Figure 21. Blue fluorescence of wheat leaf sheath under light culture. Note: Figures (A)~(D) are cultured for 4~7 days. Figs 
(E), (F), (G), (H), (I), (J), (K) and (L) are the tissues sampled on day 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31, respectively 
图 21. 光照培养下小麦叶鞘组织蓝色荧光。注：图(A)~(D)为培养 4~7 天，图(E)、(F)、(G)、(H)、(I)、(J)、(K)、(L)
依次是第 10、13、16、19、22、25、28、31 d 取样的组织 

3.5. 白化幼苗的三种荧光变化 

经过卡那霉素处理后，叶片变为白色，称之为白化，从图 23 可以看出，与正常叶片对比，白化幼苗

的红色荧光消失了(图 23(B))，绿色荧光也消失了，正常叶片因为红色荧光太强，也观察不到绿色荧光(图
23(C))，只有红色荧光，两种叶片只有蓝色荧光是同时显现的(图 23(D))，其中正常叶片观察蓝色荧光时

还可以看到红色荧光没有散去的底色。 
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Figure 22. Blue fluorescence of wheat leaf sheath under dark culture. Note: Figures (A)~(G) are cultured for 1~7 days. Fig-
ures (H), (I), (J), (K), (L), (M), (N) and (O) are the tissues sampled on day 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 and 31, respectively 
图 22. 黑暗培养下小麦叶鞘组织蓝色荧光。注：图(A)~(G)为培养 1~7 d，图(H)、(I)、(J)、(K)、(L)、(M)、(N)、(O)
依次是第 10、13、16、19、22、25、28、31 d 取样的组织 

 

 
Figure 23. Observation of three kinds of spontaneous fluorescence in normal and albino leaves of wheat seedlings. Note: (A) 
is under white light, (B) is under green excitation light to observe red, (C) is under blue excitation light to observe green, (D) 
is under ultraviolet excitation light to observe blue. Each picture is divided into two parts; the upper part is green leaves, and 
the lower part is white leaves 
图 23. 小麦幼苗正常叶片和白化叶片的三种自发荧光的观察。注：(A) 为白光下，(B) 为绿激发光观察红色、(C) 为蓝

激发光观察绿色、(D) 为紫外激发光观察蓝色。每张图片分上下两部分，上半部分为绿色叶片，下半部分为白化叶片 
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4. 讨论 

植物组织最强烈的自发荧光是叶绿素荧光，叶绿素荧光信号是研究光合作用的重要手段，植物的光

合作用可以通过叶绿素荧光的参数进行间接检测，H. R. Oppenheimer 等发现，植物的各色荧光在叶片中

都会被叶绿素的强烈红色荧光所掩盖[19]。这与本实验的结果是一致的，光照条件下，小麦叶片中的红色

荧光比黑暗中明显，并且正常绿色叶片始终无法检测到绿色荧光。 
植物中的另一重要荧光是蓝色荧光。报道认为，植物细胞壁物质会引发植物发出蓝色或绿色荧光[20] 

[21]。S. Meyer 等对小麦细胞壁自发荧光的研究认为细胞壁中阿魏酸所发出的蓝绿色荧光随着小麦叶龄的

增加而减少，其荧光强度与叶绿素的荧光强度成正比，可以作为一种荧光探针来检测小麦的叶龄[22] [23]，
但在本实验中并没有观察到此现象，小麦幼苗叶片的表皮毛蓝色荧光明显，而叶片并未表现明显的强度

变化，可能与小麦的培养条件差异有关，田间生产和室内培养的叶片硬度是不一致的。叶鞘组织的蓝色

荧光反而是随着苗龄增加而荧光强度增加，与叶鞘的硬度变化趋势是一致的。报道认为蓝色荧光一般是

细胞壁物质引起的[20] [21]，可能是因为细胞壁增厚组织变硬引发了荧光变强。有研究表明酚类物质的积

累可以增加自发荧光[22]，不是所有的酚类都会发荧光，推测降低植物中酚类物质的含量能降低植物的自

发荧光，但目前没有有效的办法降低植物酚类物质。因此，难以消除小麦的蓝色自发荧光。小麦的蓝色

荧光非常强烈，且不论是根、叶、叶鞘，不同部位还是光照、黑暗的不同方式培养，都无法避免强烈的

蓝色自发荧光。因此，对小麦进行荧光标记时，不宜选择蓝色的荧光标记物。 
荧光显微镜以及更高级的激光共聚焦显微镜为细胞内特定蛋白质、核酸、糖类、脂质及某些离子组

分的定位研究提供了便利，然而，植物材料因为其强烈的自发荧光使得这一应用受到限制。黑暗培养可

以抑制叶绿素的形成，可一定程度降低叶绿素的红色荧光强度[24] [25] [26]。但是绝对的黑暗很难控制，

植物对光极其敏感，本实验一直避光生长也可检测到微弱的红色荧光。本研究认为通过卡那霉素处理引

发白化现象是克服叶绿素形成的有效方法，因为白化幼苗完全是白色的，不会有叶绿素的干扰，因而，

选择红色荧光蛋白来标记推测是可行的，没有叶绿素的干扰，获得的信号将是准确的。且卡那霉素处理

技术简单，对植物转基因熟悉的研究人员都会使用，是一种克服小麦红色自发荧光的有效手段，前提是

目的基因与光合作用无关或对白化不敏感。 
小麦各种组织有绿色荧光，根中也不例外，有时也会没有，即便探明绿色荧光的发生规律，也依然

受叶绿素荧光自发荧光的干扰。本研究发现白化处理以后，小麦叶片也检测不到绿色荧光了，但原因仍

不清楚，绿色荧光标记是否适合做荧光标记还有待进一步研究。 
本文认为由于没有自发荧光干扰，黄皮洋葱磷叶内表皮是优秀的荧光标记表达定位材料，如果要探

索地上部组织的基因表达定位，可以通过卡那霉素处理的方式使小麦发生白化，再通过荧光显微观察进

行亚细胞定位。 
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