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植物基因组学中的流式细胞分析及分选技术 
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华中农业大学生命科学技术学院, 武汉 430070 

摘要  流式细胞术是一种高通量技术, 可以同时快速检测单个颗粒物的多项物理及生物学特征。随着测序成本的大幅降低, 

流式细胞术在植物基因组学高通量样品获取中的作用日益凸显。该文以水稻(Oryza sativa)和大豆(Glycine max)为例, 详细

介绍了应用流式细胞术对植物细胞核进行精细分选以及后续的ATAC-seq和RNA-seq实验分析流程, 为农业生物育种中基

因的高效挖掘提供了优选工具。同时针对实验操作中的关键技术和常见问题, 如细胞核制备注意事项、分选纯度与效率的

平衡及单细胞分选调试方法进行分析并提出建议, 为植物科学工作者应用流式细胞术开展基因组学研究提供参考。 
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流式细胞术(flow cytometry, FCM)是应用流式细

胞仪进行分析及分选的技术。传统的流式细胞仪根据

其功能可分为分析型和分选型。分析型流式细胞仪由

流体系统、光学系统和电子系统组成; 而分选型流式

细胞仪则在此基础上增加了分选系统(图1)。自20世纪

70年代以来, 流式细胞术在检测性能、多参数测量能

力和分选能力方面得到显著提升, 流式分选仪从1个

激光器、2个检测通道的简单设备, 发展至多激光器、

多通道检测系统(Kamentsky et al., 1965; Shapiro, 

2003; 杭海英等, 2019)。流式分析原理基于细胞或颗

粒在流体中单个通过激光束时产生的光散射和荧光

信号的测量(Büscher, 2019)。细胞或颗粒所带的荧光

素被激发后发射出荧光, 被透镜收集, 通过二向色镜

和滤光片分离并导向相应的检测器, 在检测器内转化

为光电流信号, 并通过模数转化器转化为数字信号, 

以散点图和直方图的形式呈现。在流式分析的基础上, 

流式分选以物理手段分离出具有特定特征的细胞群

体(Büscher, 2019)。当识别出目标细胞后, 这些细胞

在通过喷嘴且即将被断点为液滴之前会被加电, 随后

这些带电的液滴通过电场。根据液滴的电荷正负和大

小, 它们在电场向不同方向偏转。通过这种电荷引导

的偏转, 将这些目标细胞分离到收集管中, 用于后续

研究和应用。 

与动物细胞相比, 植物细胞具有细胞壁和液泡等

特殊结构, 细胞大小、形态和生理状态差异大, 这给

植物样品的制备和分析带来了许多困难。1983年, 

Galbraith等(1983)成功地将流式细胞术应用于植物

细胞周期的测定, 并于1984年通过调整流式细胞仪

的喷嘴尺寸和优化压力设置, 成功分选出植物体细胞

融合产生的异核体原生质体, 再通过培养使其再生为

正常植株(Galbraith et al., 1984)。此后, 流式细胞术

在植物基因组学、细胞生物学和发育生物学等领域得

到广泛应用。 

制备具有良好分散性的单颗粒悬浮样品是进行

流式分析和分选的关键步骤(Reichard and Aso-

singh, 2019)。通过特定的细胞核解离缓冲液(表1), 

用刀片切碎组织(叶、茎、根、花及种子等)制成细胞

核悬浮液, 结合碘化丙啶(propidium iodide, PI)或4,6-

二脒基-2-苯基吲哚(4,6-diamidino-2-phenylindole, 

DAPI)染色, 利用流式细胞术能够快速准确地进行植

物基因组大小测定、细胞周期分析、倍性分析以及

DNA含量变异研究(Galbraith et al., 1983; Doležel et 

al., 2007; Sliwinska et al., 2022)。通过温和的酶解法

制备植物原生质体, 可实现对特定类型细胞的分选和 

·特邀专家方法· 
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图1  流式细胞仪的基本结构 

SSC: 侧向散射通道; FSC: 前向散射通道; PMT: 光电倍增管 

 

Figure 1  Basic structure of flow cytometer 

SSC: Side scatter channel; FSC: Forward scatter channel; PMT: Photomultiplier tube 

 

表1  几种代表性的植物细胞核解离缓冲液 

Table 1  Several representative plant cell nucleus dissociation buffers  

Names Components Applications 

Galbraith’s (Galbraith et al., 
1983) 

45 mmol∙L–1 MgCl2, 30 mmol∙L–1 sodium citrate, 20 mmol∙L–1 MO-
PS, 0.1% (v/v) TritonX-100, pH7.0 

Arabidopsis thaliana, Glycine 
max 

LB01 (Dpooležel et al., 
1989) 

 

15 mmol∙L–1 Tris, 2 mmol∙L–1 Na2EDTA, 0.5 mmol∙L–1 spermine,  
80 mmol∙L–1 KCl, 20 mmol∙L–1 NaCl, 0.1% (v/v) TritonX-100, 15 

mmol∙L–1 β-mercaptoethanol, pH7.0–8.0 

Oryza sativa, Chrysanthe-
mum indicum, Solanum ly-

copersicum 

Otto’s (Otto, 1992; Dolezel 
and Gohde, 1995) 

OTTO I: 100 mmol∙L–1 citric acid, 0.5% (v/v) Tween-20, pH2.0– 
3.0; OTTO II: 400 mmol∙L–1 Na2HPO4·12H2O, pH8.0–9.0 

Ranunculus japonicus, O. sa-
tiva 

Tris-MgCl2 (Pfosser et al., 
1995) 

200 mmol∙L–1 Tris, 4 mmol∙L–1 MgCl2·6H2O, 0.5% (v/v) TritonX- 
100, pH7.5 

Centaurea cyanus, Celtis au- 
stralis 

GPB (Loureiro et al., 2007) 
 
 

0.5 mmol∙L–1 spermine, 30 mmol∙L–1 sodium citrate, 20 mmol∙L–1 
MOPS, 80 mmol∙L–1 KCl, 20 mmol∙L–1 NaCl, 0.5% (v/v) TritonX- 
100, pH7.0 

O. sativa, Actinidia chinensis 
 

WPB (Loureiro et al., 2007) 
 
 

0.2 mol∙L–1 Tris-HCl, 4 mmol∙L–1 MgCl2∙6H2O, 2 mmol∙L–1 EDTA 
Na2·2H2O, 86 mmol∙L–1 NaCl, 10 mmol∙L–1 sodium pyrosulfite, 1% 
PVP-10, 1% (v/v) TritonX-100, pH7.5 

Vitis vinifera, Quercus robur 
 
 

PVPK12-mGB2 (Zhang  
and Feng, 2023) 
 
 

30 mmol∙L–1 sodium citrate, 45 mmol∙L–1 MgCl2, 20 mmol∙L–1 MO- 
PS, 20 mmol∙L–1 NaCl, 20 mmol∙L–1 EDTA Na2·2H2O, 0.1% (v/v) 
TritonX-100, 0.5% (v/v) Tween-20, 10 μL·mL–1 β-mercaptoethanol, 
1%–2% PVPK12, pH7.0 

Silicone fast-drying plant ma- 
terials 
 
 



776  植物学报  59(5)  2024   

 

富集。例如, 利用特异性荧光标记基因分选玉米(Zea 

mays)根尖内皮层细胞(Ortiz-Ramírez et al., 2018)及

拟南芥(Arabidopsis thaliana)根尖发育早期非根毛细

胞(李斐等, 2010); 利用特化细胞不同的自发荧光分

选长春花 (Catharanthus roseus)特化叶原生质体

(Guedes et al., 2022)。通过瞬时转化植物原生质体

可以分析评估基因表达、靶向突变、蛋白质互作、细

胞周期以及启动子活性状态等(Taher, 2017; Lin et 

al., 2018; Decaestecker et al., 2022)。此外, 通过羟

基脲(hydroxyurea, HU)同步化制备植物根尖细胞染

色体悬浮液, 并成功应用于多种植物染色体的分选

(Doležel et al., 1992, 2021; Cápal et al., 2023), 为

复杂基因组的结构解析和物理图谱构建奠定了基础。

这对于多倍体作物如小麦(Triticum aestivum)和大麦

(Hordeum vulgare)的基因定位及组学研究尤为关键

(Šafář et al., 2004; Mayer et al., 2011; International 

Wheat Genome Sequencing Consortium, 2014; 

Said et al., 2019)。流式细胞术的发展体现了生物技

术领域的重要进步, 使得细胞水平的复杂生物过程得

到更精细的分析和深入理解。在植物科学领域, 随着

高通量测序成本的降低以及组学研究手段的发展, 通

过流式分选植物原生质体或细胞核, 已成为构建单细

胞转录组、蛋白质组和表观遗传图谱的重要手段

(Petrovská et al., 2014; Kawakatsu et al., 2016; Xu 

et al., 2021; Sun et al., 2022)。Xu等(2021)通过流式

分选玉米穗原生质体构建了单细胞转录组图谱。而

Sun等(2022)则通过分选单个细胞核进行RNA-seq, 

揭示了玉米表皮组织中气孔细胞的类型和发育路径。 

尽管植物单颗粒悬浮样品的制备仍面临诸多困

难, 且专家曾对组学样品制备中使用细胞核还是原生

质体展开过热烈讨论(Marx, 2016), 但流式细胞术的

应用优化策略和技术创新为研究人员铺平了道路。

Grindberg等(2013)通过比较细胞和细胞核内转录组

数据 , 发现细胞核转录组结果与细胞高度一致。

Guillotin等(2023)对禾本科单细胞和单个细胞核转录

组的联合和独立分析产生的细胞簇聚类呈现相同的

基本生物学模式。这些结果显示出流式细胞术在原生

质体和细胞核分析中的可靠性。流式细胞术在植物基

因组学中的应用不仅加深了人们对植物细胞生物学

的理解, 还为作物遗传改良、功能基因组研究和复杂

性状解析提供了新的视角和策略。 

本文以水稻(Oryza sativa)和大豆(Glycine max)

为例, 分别介绍水稻幼穗细胞核的制备、分选和下游

ATAC-seq (assay for transposase accessible chro-

matin with high-throughput sequencing)实验, 以及

大豆根瘤细胞核的制备、分选和下游RNA-seq (RNA 

sequencing)实验的操作流程。 

1  实验材料 

水稻(Oryza sativa L.) 1–2 mm幼穗。大豆Williams 82 

(Glycine max (L.) Merr.)接种高效固氮大豆慢生根瘤

菌(Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110), 取所

需发育时期的根瘤(Fan et al., 2022)。 

2  试剂与耗材 

水稻细胞核解离缓冲液LB01和大豆细胞核解离缓冲

液Galbraith’s buffer (表1), 过滤除菌之后分装, 于

–20°C冻存。若分选细胞核进行下游RNA-seq实验, 

需要在解离缓冲液中加入RNA酶抑制剂以及稀释50

倍的Complete Protease Inhibitor Cocktail。不同植物

材料适用的细胞核解离缓冲液可参考表1。 

DAPI (Sigma, Cat No.D5942)储备溶液: 用预冷

的无菌超纯水溶解DAPI干粉至浓度为0.1 g∙L–1, 分装

保存于–20°C。 

其它试剂与耗材包括双面剃须刀片(舒适牌)、

CellTrics® 20和30 µm一次性过滤器(Sysmex Partec, 

Cat No.04-0042-2315/2316)、Falcon 35 μm尼龙网

细胞滤器帽(BD Biosciences, Cat No.352235)、无菌包

装的60 mm一次性塑料培养皿、RNA酶抑制剂、RNA

抽提试剂TRIzol (Life Technologies, Cat No.15596- 

026)、微量RNA抽提试剂盒(天根, Cat No.DP-420)

及ATAC-seq建库试剂盒(诺唯赞, Cat No.TD501)。 

3  实验仪器及相关耗材 

BD Aria SORP分选型流式细胞仪、BD™ CS&T beeds

和BD™ AccuDrop Beads。 

4  实验设计思路 

采用流式分选获取植物基因组学高通量样品主要包

括3种形式: 细胞核、原生质体和染色体。根据实验
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目的选择合适的样品形式。总体而言, 细胞核适用于

大部分常规的组学实验, 如ATAC-seq、RNA-seq和

WGBS (whole genome bisulfite sequencing)。制备

具有优异分散性的单细胞核悬浮液是关键, 针对不同

植物及组织部位, 需测试优化合适的细胞核解离缓冲

液。在启动流式细胞仪进行样本分选之前, 需确保仪

器运行状态的准确性与稳定性, 可通过使用标准微球

进行系统校验及执行预分选来实现。此外, 合适的分

选参数设置可确保植物细胞核样品在经历分选后仍

然保持活性和结构完整性, 如低温上样、低温收集、

合适的鞘液样品压力差, 从而为下游的组学研究提供

可靠的生物学材料。因此, 维持细胞核的活性与完整

性不仅是整个技术流程的核心, 更是保障研究结果准

确性和生物学意义的关键。 

5  实验流程 

5.1  样品制备 

5.1.1  细胞核悬浮液制备 

在冰上放1个直径60 mm的塑料平皿, 在平皿下放平

整磁铁板, 以便切碎样品, 在平皿中滴加少量细胞核

解离缓冲液。将3–5个水稻幼穗放入冰冷的缓冲液中, 

用锋利的刀片快速切碎以释放细胞核, 用30 μm尼龙

网过滤器过滤, 收集滤液于流式管中。为保证细胞核

的完整性, 以上操作均在冰上进行。对于大豆根瘤样

品, 需用水清洗根部泥沙, 并用纯净水漂洗, 用无尘

纸吸干根瘤组织上的水, 用镊子摘取根瘤, 立即放入

冰冷的细胞核解离缓冲液中, 悬浮液制备方法同水

稻。若后续进行RNA-seq, 则所有器皿耗材及操作过

程要确保无RNA酶污染。 

 

5.1.2  染色 

向0.5 mL过滤后的细胞核悬浮液中加入终浓度为

4 mg∙L–1 DAPI, 轻柔混匀后避光冰上孵育染色5分

钟, 即可上机。 

5.2  流式分析 

染色后, 将细胞核悬浮液样品用流式细胞仪进行倍性

分析, 所用激光器为355激光器, 检测通道为450/50。

根据FSC vs SSC、DAPI-W vs DAPI-A和DAPI-A直方

图设定细胞核门, 进行倍性分析并记录数据(图2)。每个

样本收集记录20 000个颗粒(events, evts), 并导出fcs 

3.0格式文件, 利用FlowJo软件进一步进行倍性批量

分析。水稻幼穗样品为分生组织, 有显著的2C和4C峰。 

5.3  细胞核分选及下游ATAC-seq及RNA-seq 

分选前对仪器状态进行调试 , 分选水稻细胞核用

70 μm喷嘴, 分选大豆根瘤细胞核用85 μm喷嘴, 采

用BD™ AccuDrop Beads进行自动液滴延迟计算。将

进样仓温度设定为4°C, 收集托架进行预冷, 打开电压, 

调整收集通道的偏转角度, 确保分选细胞核落入收集

管中央。分选水稻和大豆细胞核均选择4路管式分选。 
 

 

图2  大豆根瘤细胞核不同DNA倍性分析  

(A) 通过FSC-A与SSC-A双参数设定总细胞核门; (B) 通过DAPI-W和DAPI-A设定单细胞核门; (C) 通过DAPI-A直方图设定不同

DNA倍性的细胞核门。SSC和FSC同图1。DAPI: 4,6-二脒基-2-苯基吲哚 

 

Figure 2  Analysis of different DNA ploidies in nuclei of soybean nodule cells 

(A) Total nucleus gate was set by FSC-A and SSC-A dual parameters; (B) Single nuclei gate was set by DAPI-W and DAPI-A; 

(C) Nuclei gate for different DNA ploidies was set by DAPI-A histogram. SSC and FSC are the same as shown in Figure 1. 

DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindole 
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对于水稻常规ATAC-seq实验(Zhu et al., 2024), 

所需细胞核约10万个, 用3–5个幼穗制备约0.5 mL样

品可以在3分钟内分选获得10万个细胞核 , 采用

1.5 mL离心管收集, 4°C、500 ×g离心10分钟, 去上

清, 保留约10 μL, 按照诺唯赞试剂盒(Cat No.TD501)

实验流程进行酶切纯化和建库, 也可以用实验室自制

的Tn5进行酶切建库(Zhu et al., 2020)。10万个细胞核

建议扩增循环11次, 可减少PCR导致的重复, 提高数

据质量。 

对于大豆根瘤样品, 选择接种后12天和接种后

20天的新鲜根瘤, 用DEPC水清洗数次, 置于冰上预

先加入少许细胞核解离缓冲液(含蛋白酶抑制剂和

RNA酶抑制剂)的平皿中, 制样方法同水稻。预先在收

集管中加入800 μL TRIzol, 分别收集10万个2C、10

万个4C、10万个8C和8万个16C倍性的细胞核。由于

收集的细胞核需进行RNA提取, 因此样品分选时间控

制在25分钟以内, 以减少细胞核内RNA降解。同一批

材料每个倍性收集2管作为重复, 分2批材料, 共收集

16管细胞核。随后进行RNA抽提, 向管中加入200 μL

氯仿, 轻柔混匀, 室温放置3分钟, 于4°C、12 000 ×g

离心15分钟, 将液体转移至0.5倍体积的无水乙醇中, 

离心后, 将RNA重悬并转移至迷你纯化柱(微量样品

RNA抽提试剂盒, 天根), 后续按照试剂盒说明书进行

提取。提取的细胞核总RNA直接送测序公司进行微量

建库及双端150 bp (PE150)测序。一般二倍体测序

3×107条序列, 异源四倍体测序5×107条序列。 

5.4  ATAC-seq和RNA-seq数据分析 

ATAC-seq数据分析流程包括6步。(1) 测序数据质控: 

使用FastQC软件评估测序质量、接头污染及碱基组

成, 采用Trimmomatic软件去除接头序列。(2) 基因组

比对: 使用BWA将质控后的读段双端比对到水稻参

考基因组, 用SAMtools去除PCR重复读段并过滤比

对质量低于30的读段。(3) 鉴定染色质开放区: 用

MACS2进行peak calling, 鉴定染色质开放区。(4) 样

品文库质控: 为了检测ATAC-seq文库质量并保留高

质量数据用于后续分析, 对样品读段数、比对率、重

复率、TSS富集以及peak中读段的比例(FRiP)进行统

计。(5) 数据可视化: 使用BEDTools或deepTools生

成大规模信号轨迹文件, 并加载到IGV或UCSC基因

组浏览器中, 进行可视化检查。(6) 下游分析: 使用

DiffBind或DESeq2进行样本间差异开放染色质分析; 

使用HOMER或MEME Suite识别开放染色质区域中

转录因子结合基序; 使用GREAT或Enrichr进行开放

染色质区域相关基因的功能富集分析 (Smith and 

Sheffield, 2020)。 

RNA-seq数据分析流程包括4步。(1) 测序数据

质控: 利用FastQC软件对大豆根瘤2个发育时期不同

倍性细胞核16个RNA样本序列进行测序质量检测 , 

利用Trimmomatic软件去除接头及低质量的碱基。(2) 

基因组比对: 将过滤后的数据利用hisat2软件比对到

Williams 82参考基因组上。(3) 基因表达量化: 利用

cufflinks中的cuffnorm软件对唯一比对的读段(reads)

进行表达定量, 获得TPM值(transcripts per million)。

使用R语言edgeR软件包中的TMM方法进行均一化

处理, TPM+1后取以2为底的对数, 然后用sva软件包

中的ComBat函数去除批次效应, 再还原为TPM值, 

取2个生物学重复的平均值, 最终获得8种细胞核的

RNA表达量数据。(4) 差异表达分析: 为获得无偏的

差异表达基因, 同时考虑到离群值(outliers)和低表达

量基因容易造成假阳性, 将TPM值加上一个小数s0, 

取以2为底的对数, 再计算每个基因的第二最大值和

第二最小值之间的差异作为该基因的样本间差异, 根

据目的取差异最大的1 000个或2 500个基因用于不

同分析。本例中s0的取值为所有样本中基因表达量的

中位数。用Pheatmap函数进行基因表达趋势热图展

示, 其中log2 (TPM)值通过Z-Score标准化。 

6  注意事项和常见问题 

6.1  细胞核制备注意事项 

(1) 所有操作尽可能在低温和无菌条件下进行, 以保

持细胞核的完整性和活性。 

(2) 添加适量的蛋白酶抑制剂及维持适当的pH值以

防止DNA降解。 

(3) 选择合适的DNA染料对于后续的流式分析至关

重要。染料的选择取决于具体的分析目的和设备配

置。对于基因组大小测定, 常使用非特异性荧光染料

PI, 由于PI可以结合到双链RNA和DNA上, 大多数用

于评估基因组大小的PI染色方案通常包括RNase处

理。然而, 植物匀浆常含有内源性RNase, 可能抵消

RNA对PI荧光的影响。在分析富含RNA的组织(如分
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生组织和种子)时需要添加外源性RNase。使用叶片

匀浆进行基因组大小测量的最佳PI浓度通常为

50 mg∙L–1。在此浓度下, 核染色几乎达到饱和, 双倍

大小的细胞核显示出完全双倍的荧光, 且峰值的变异

系数(coefficient of variation, CV)最低。碱基特异性

荧光染料(如DAPI和Horchest)常用于基因组大小初

步评估、倍性检测和种内基因组大小变异的测量。如

果AT和GC比例不均衡, 可能会造成一定的偏差; 如

果分选的细胞核要进行RNA测序, 则要对整个系统

进行去RNA酶处理, 包括鞘液和样品制备过程的试

剂及器材。 

6.2  在FSC/SSC散点图上细胞核和碎片无法区分 

由于植物细胞有细胞壁, 且不同组织部位大小各异、

多倍体性以及不同细胞周期等因素也会导致细胞核

大小不一, 因此在FSC/SSC散点图上很难看到明显

的聚团现象, 建议不采用FSC参数设定阈值, 而使用

特定的DNA荧光染料(如DAPI)设定阈值。如将DAPI

阈值设定为1 000, 通过调节电压, 可移动的是细胞

核, 聚集在左下角不能移动的是碎片, 通常在散点图

上画P1门时尽可能多的圈入evts, 在DAPI-A/DAPI- 

W散点图上圈P2单细胞核门, 之后在DAPI-A直方图

上可以显示细胞核的峰图。 

6.3  进行基因组大小评估或倍性检测时未出峰 

在一系列测量开始之前, 先检查仪器是否已正确设置

并正常运行, 如激光器是否开启、阈值是否设定正确。

使用标准的校准微球确保设备配置无误。通过双向调

整电压, 排除电压过低导致峰被阈值掩盖, 或者电压

过高超出仪器的检测限。调整电压至合适值以使直方

图上相对荧光最低的细胞核峰值清晰地与荧光较低

的碎片区分开。 

此外, 要确保样品的正确制备, 使用合适的细胞

核解离缓冲液, 优化组织匀浆条件, 确保细胞核始终

处于低温状态; 采用刀切方式时要确保刀片的锋利

度, 并及时更换刀片。确保样品新鲜, 避免细胞降解

或损伤。通过相应的细胞核DNA染色, 并在荧光显微

镜下镜检, 以确定样品的质量。细胞核荧光染料浓度

不宜太高, 否则会增加背景信号, 降低信噪比。合适

的染料浓度是在尽量降低背景信号的前提下获得理

想的信号峰图。 

测量基因组大小通常选择内标法, 可选择1–2种

与待测基因组大小比较接近的对照基因组样品, 与目

的样品同管制样上机, 通过比较对照基因组的相对荧

光强度值评估目的基因组大小。在混合样品之前先通

过单独制样, 保持染色条件一致, 并在相同的电压下

上样, 以在流式峰图上能单独出1个峰、不相互重叠

的材料作为内标。 

6.4  分选细胞核纯度低及回收率不高 

首先, 样品制备是关键。选择合适的解离缓冲液可大

大降低核碎片。合适的缓冲液还能提高细胞核的游离

效果, 增加样品中细胞核的浓度。 

其次, 优化分选参数, 纯度和得率通常相互制

约。根据实验目的选择合适的分选模式, 主要包括3

种: single cell模式所得纯度最高, 但损失得率, 而且

分选速度慢, 适用于单细胞基因表达分析和克隆培

养; yield模式可最大程度地富集目的细胞, 分选速度

快, 但损失纯度, 适用于需要大量细胞的实验; purity

模式适中, 可获得较高纯度的分选细胞, 用于要求相

对较高的下游实验。喷嘴大小通常选择分选细胞直径

的3倍以上, 喷嘴孔径太小会造成液流不稳定、堵塞

或者细胞机械损伤。采用恰当的逻辑关系设置分选

门, 逻辑关系太复杂会降低分选效率。确保液流稳定

及上样流速适中, 流速越快, 检测CV越大, 回收纯

度降低。 

最后, 为确保正确分选, 可将分选产物进行回

测, 以确定目的细胞分布正常, 也可通过镜检验证分

选效果。 

6.5  单细胞分选漏孔或错位 

首先, 确保仪器状态正常, 可以通过校准样品测试, 

对于单细胞分选, 调整A1孔偏转角度至精确位置。测

试分选时, 确保细胞准确落在96孔或384孔板A1孔的

中央, 并通过显微镜检查确认。其次 , 通过分选50 

evts微球测试不同位置的孔以验证分选角度的准确

性。最后, 将调整好的参数用于后续分选实验。 

6.6  分选的植物原生质体不完整或碎片多 

制备高质量的原生质体是关键。采用温和的细胞壁酶

解条件, 酶解后通过低速离心去除消化酶, 使用合适

的缓冲液维持原生质体的渗透压和pH值, 并且尽快
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上机分选。流式细胞仪分选参数设置要注意流速和压

力都要低, 选择较大口径的喷嘴进行植物原生质体分

选, 通常原生质体的大小要小于喷嘴直径的1/3, 以

减少机械损伤, 提高分选细胞活性。 

流式细胞术已成为现代植物科学研究中不可或缺

的重要工具。然而, 由于植物细胞结构和生理状态的

特殊性, 流式细胞术在植物研究中的应用仍面临着诸

多困难, 如植物细胞的自发荧光干扰、细胞大小和形

态的异质性以及细胞壁的存在。此外, 尽管流式细胞

术能够实现植物细胞水平的高通量分析和分选, 但在

空间分辨率和形态信息方面仍存在局限性。未来, 流

式细胞术与显微成像和空间转录组等技术相结合, 将

有助于实现对植物组织和细胞的多维度、多尺度分析, 

为植物生命活动的精细解析提供更全面深入的信息

(Nitta et al., 2018; Schraivogel et al., 2022; Bressan 

et al., 2023)。随着技术的不断进步和跨学科融合, 流

式细胞术在植物科学中的应用潜力将持续增大, 并推

动植物基因组学研究进入更精细化和系统化时代。 
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Flow Cytometric Analysis and Sorting in Plant Genomics 
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Abstract  Flow cytometry is a high-throughput technology that allows for the simultaneous and rapid detection of multiple 

physical and biological characteristics of individual particles. With the significant reduction in sequencing costs, flow cy-

tometry is playing an increasingly prominent role in high-throughput sample acquisition for plant genomics. Taking rice 

and soybean as examples, this paper describes in detail the application of flow cytometry for fine sorting of plant cell 

nuclei and the subsequent ATAC-seq and RNA-seq experiments and analysis process, which provides a preferred tool for 

efficient mining of genes for agrobiological breeding. The key techniques and common problems in the experimental ope-

ration, such as the precautions for cell nuclei preparation, the balance between sorting purity and efficiency, and the de-

bugging method for single-cell sorting, were also analyzed and suggested to provide references for the plant scientists in 

applying flow cytometry to carry out genomics research. 
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