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本发明公开了一种检测植物赤霉素的免疫

荧光方法，属于植物生物技术领域。一种检测植

物赤霉素的免疫荧光方法，包括下列步骤：S1.脱

蜡复水；S2.抗原修复；S3.自发荧光淬灭；S4.血

清封闭；S5.加一抗体；S6.加二抗体；S7.DAPI复

染细胞核；S8.封片；S9.显微镜观察。这种方法简

单、快速、安全无毒，有效降低检测成本，用DAPI

复染细胞核对组织细胞进行定位，可更好的观察

和确定抗原分布的位置；染色后可直接通过荧光

显微镜观察赤霉素在植物组织内的分布情况；实

验过程最大程度保持植物组织和细胞的原有形

态；标记后能保持生物学活性和免疫活性。
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1.一种检测植物赤霉素的免疫荧光方法，其特征在于，包括下列步骤：

S1 .  脱蜡复水：将植物组织制成石蜡切片后，依次放入二甲苯  I  10min，二甲苯II 

10min，二甲苯III  10min，无水乙醇I  5min，无水乙醇II  5min，95%乙醇5min，85%乙醇5min，

75%乙醇5min，最后用蒸馏水水洗，得脱蜡复水后的组织切片；

S2.  抗原修复：将所述脱蜡复水后的组织切片置于抗原修复缓冲液中，放入微波炉内

中高火加热8～10min，中火加热3～5min后取出自然冷却至室温，再置于PBS缓冲液中并在

脱色摇床上洗涤3次, 得抗原修复后的组织切片；

S3.  自发荧光淬灭：将所得抗原修复后的组织切片甩干后，用组化笔在切片上的组织

周围画圈，在圈内加入自发荧光淬灭剂使其覆盖全部组织，静置5min后用流水冲洗10min；

S4. 血清封闭:在所述圈内滴加BSA血清孵育25～35min，得血清封闭切片；

S5.  加一抗体：将所述血清封闭切片上的BSA血清甩去后，在所述圈内滴加一抗体并于

4℃孵育过夜，得一抗体孵育切片；

S6.  加二抗体：将所述一抗体孵育切片置于室温复温13～15min后，置于PBS缓冲液中

并在脱色摇床洗涤3次，每次5min，将洗涤后的一抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加二抗

体覆盖组织，避光、室温下孵育1h，得二抗体孵育切片；

S7.  DAPI复染细胞核：将二抗体孵育切片置于PBS缓冲液中并在脱色摇床洗涤3次，每

次5min，随后将洗涤后的二抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加DAPI染液，避光、室温下孵

育35～40min，得复染切片；

S8.  封片：将复染切片置于PBS缓冲液中并置于脱色摇床洗涤3次，每次5min，随后取

出、甩干，然后用抗荧光淬灭封片剂进行封片，得免疫荧光染色切片；

S9. 荧光显微镜观察：将所述植物封片放于荧光显微镜下进行观察。

2.如权利要求1所述的检测植物赤霉素的免疫荧光方法，其特征在于，所述S1中所述二

甲苯I、二甲苯II和二甲苯III均为浓度为99%的1,3-二甲苯。

3.如权利要求1所述的检测植物赤霉素的免疫荧光方法，其特征在于，所述S2中所述抗

原修复缓冲液为：pH为6.0的1.8mM/L的一水合柠檬酸和0.2mM/L的二水合柠檬酸三钠的混

合液。

4.如权利要求1所述的检测植物赤霉素的免疫荧光方法，其特征在于，所述S5中所述一

抗体为北京博奥森公司生产的Rabbit  Anti-Gibberellins  antibody（bs-4606R）。

5.如权利要求1所述的检测植物赤霉素的免疫荧光方法，其特征在于，所述S6中所述二

抗体为武汉赛维尔生物公司生产的Alexa  Fluor ® 488标记的山羊抗兔IgG（H+L）

（GB25303）。

6.如权利要求1所述的检测植物赤霉素的免疫荧光方法，其特征在于，所述一抗体是经

过PBS缓冲液稀释的，稀释比例为1:100。

7.如权利要求1～6中任一项所述的检测植物赤霉素的免疫荧光方法，其特征在于，所

述PBS缓冲液为pH为6.8～7.0的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二氢钠和

0.725mM/L氯化钠的混合液。
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一种检测植物赤霉素的免疫荧光方法

技术领域

[0001] 本发明属于植物生物技术领域，涉及一种检测植物赤霉素的免疫荧光方法。

背景技术

[0002] 赤霉素，是广泛存在的一种植物激素,化学结构属于二萜类酸，由四环骨架衍生而

得。赤霉素在植物生长方面具有重要生理效应，最突出的生理效应是促进茎的伸长和诱导

长日植物在短日条件下抽薹开花，遗传上矮生的植物如矮生的玉米和豌豆经赤霉素处理后

株型与非矮生的相似;非矮生植物则只有轻微的反应。

[0003] 赤霉素在种子发芽中起调节作用，许多禾谷类植物如大麦的种子中的淀粉，在发

芽时迅速水解;如果把胚去掉，淀粉就不水解，用赤霉素处理无胚的种子，淀粉就又能水解，

证明了赤霉素可以代替胚引起淀粉水解。

[0004] 赤霉素能代替红光促进光敏感植物莴苣种子的发芽和代替胡萝卜开花所需要的

春化作用；赤霉素还能引起某些植物单性果实的形成。对某些植物，特别是无籽葡萄品种，

在开花时用赤霉素处理，可促进无籽果实的发育。但对某些生理现象有时有抑制作用。

[0005] 因此了解植物体内赤霉素的分布情况对了解植物的生理生化指标具有重要意义，

目前赤霉素检测主要通过ELISA、HPLC、GC-MS等检测方法，仪器贵重操作繁琐、成本较高，并

且无法在组织或细胞上进行赤霉素原位定位。

发明内容

[0006] 针对上述存在的问题，本发明提供一种检测植物赤霉素的免疫荧光方法，这种方

法简单、成本低且可以进行赤霉素原位定位。

[0007] 本发明采用的技术方案如下：

一种检测植物赤霉素的免疫荧光方法，包括下列步骤：

S1 .  脱蜡复水：将植物组织制成石蜡切片后，依次放入二甲苯  I  10min，二甲苯II 

10min，二甲苯III  10min，无水乙醇I  5min，无水乙醇II  5min，95%乙醇5min，85%乙醇5min，

75%乙醇5min，最后用蒸馏水水洗，得脱蜡复水后的组织切片；

S2.  抗原修复：将所述脱蜡复水后的组织切片置于抗原修复缓冲液中，放入微波炉内

中高火加热8～10min，中火加热3～5min后取出自然冷却至室温，再置于PBS缓冲液中并在

脱色摇床上洗涤3次, 得抗原修复后的组织切片；

S3. 自发荧光淬灭：将所得抗原修复后的组织切片甩干后，用组化笔在切片上的组织

周围画圈，在圈内加入自发荧光淬灭剂使其覆盖全部组织，静置5min后用流水冲洗10min；

S4. 血清封闭:在所述圈内滴加BSA血清孵育25～35min，得血清封闭切片；

S5.  加一抗体：将所述血清封闭切片上的BSA血清甩去后，在所述圈内滴加一抗体并于

4℃孵育过夜，得一抗体孵育切片；

S6.  加二抗体：将所述一抗体孵育切片置于室温复温13～15min后，置于PBS缓冲液中

并在脱色摇床洗涤3次，每次5min，将洗涤后的一抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加二抗
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体覆盖组织，避光、室温下孵育1h，得二抗体孵育切片；

S7.  DAPI复染细胞核：将二抗体孵育切片置于PBS缓冲液中并在脱色摇床洗涤3次，每

次5min，随后将洗涤后的二抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加DAPI染液，避光、室温下孵

育35～40min，得复染切片；

S8.  封片：将复染切片置于PBS缓冲液中并置于脱色摇床洗涤3次，每次5min，随后取

出、甩干，然后用抗荧光淬灭封片剂进行封片，得免疫荧光染色切片；

S9. 荧光显微镜观察：将所述植物封片放于荧光显微镜下进行观察。

[0008] 具体地，所述无水乙醇Ⅰ和无水乙醇Ⅱ是指两份相同的无水乙醇，只是顺序的一个

标号，目的是为了进一步浸染石蜡切片。

[0009] 进一步地，所述S1中所述二甲苯I、二甲苯II和二甲苯III均为浓度为99%的1,3-二

甲苯。

[0010] 具体地，用三道二甲苯脱蜡是一个渐进的过程，第一道脱蜡后其内会含有不同程

度的溶解石蜡，所以用第二道和第三道二甲苯再把从第一道二甲苯里带出来的石蜡溶解一

下，力争做到残留在切片上的石蜡越少越好。

[0011] 进一步地，所述S2中所述抗原修复缓冲液为：pH为6.0的1.8mM/L的一水合柠檬酸

和0.2mM/L的二水合柠檬酸三钠的混合液。

[0012] 进一步地，所述S5中所述一抗体为北京博奥森公司生产的Rabbit  Anti-

Gibberellins  antibody（bs-4606R）。

[0013] 进一步地，所述S6中所述二抗体为武汉赛维尔生物公司生产的Alexa  Fluor ® 488

标记的山羊抗兔IgG（H+L）（GB25303）。

[0014] 进一步地，所述一抗体是经过PBS缓冲液稀释的，稀释比例为1:100。

[0015] 进一步地，所述PBS缓冲液为pH为6 .8～7 .0的0 .05mM/L十二水磷酸氢二钠，

0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液。

[0016] 本发明的有益效果是：DAPI复染细胞核对组织细胞进行定位，可更好的观察和确

定抗原分布的位置；染色后可直接通过荧光显微镜观察赤霉素在植物组织内的分布情况；

实验过程最大程度保持植物组织和细胞的原有形态；标记后能保持生物学活性和免疫活

性；标记方法简单、快速、安全无毒，有效降低检测成本。

附图说明

[0017] 图1梨组织石细胞赤霉素免疫荧光染色；

图2  梨的中果皮组织赤霉素免疫荧光染色；

图3梨的外果皮组织赤霉素免疫荧光染色；

图4梨的内果皮组织赤霉素免疫荧光染色。

具体实施方式

[0018] 本发明所述的实施例可以在上述技术方案的基础上，通过具体范围的不同替换，

可以得到无数个实施例，因此，以下所述的几个实施例，仅仅只是无数个实施例中的较优实

施例，任何在上述技术方案所做的技术替换，均属于本发明的保护范围。

[0019] 实施例1
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一种用于检测植物赤霉素的免疫荧光方法，包括下列步骤：

S1 .  脱蜡复水：将植物组织制成石蜡切片后，依次放入浓度为≥99%的1 ,3-二甲苯

10min，浓度为≥99%的1,3-二甲苯10min，浓度为≥99%的1,3-二甲苯  10min，无水乙醇I 

5min，无水乙醇II  5min，95%乙醇5min，85%乙醇5min，75%乙醇5min，最后用蒸馏水水洗，得

脱蜡复水后的组织切片；

S2.  抗原修复：将所述脱蜡复水后的组织切片置于pH为6.0的1.8mM/L的一水合柠檬酸

和0.2mM/L的二水合柠檬酸三钠的混合液中，放入微波炉内中高火加热10min，中火加热

5min后取出自然冷却至室温，再置于pH6.8的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷

酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇床上洗涤3次,  得抗原修复后的组织

切片；

S3. 自发荧光淬灭：将所得抗原修复后的组织切片甩干后，用组化笔在切片上的组织

周围画圈，在圈内加入自发荧光淬灭剂使其覆盖全部组织，静置5min后用流水冲洗10min；

S4. 血清封闭:在所述圈内滴加BSA血清孵育30min，得血清封闭切片；

S5 .  加一抗体：将所述血清封闭切片上的BSA血清甩去后，在所述圈内滴加Rabbit 

Anti-Gibberellins  antibody（bs-4606R）并于4℃孵育过夜，得一抗体孵育切片；

S6.  加二抗体：将所述一抗体孵育切片置于室温复温15min后，置于pH6.8的0.05mM/L

十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇

床洗涤3次，每次5min，将洗涤后的一抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加Alexa  Fluor ®

488标记的山羊抗兔IgG（H+L）（GB25303）覆盖组织，避光、室温下孵育1h，得二抗体孵育切

片；

S7.  DAPI复染细胞核：将二抗体孵育切片置于pH6.8的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，

0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇床洗涤3次，每次

5min，随后将洗涤后的二抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加DAPI染液，避光、室温下孵育

40min，得复染切片；

S8.  封片：将复染切片置于pH6.8的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二

氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并置于脱色摇床洗涤3次，每次5min，随后取出、甩干，

然后用抗荧光淬灭封片剂进行封片，得免疫荧光染色切片；

S9. 荧光显微镜观察：将所述植物封片放于荧光显微镜下进行观察。

[0020] 进一步地，所述一抗体是经过pH6.8的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水

磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液稀释的，稀释比例为1:100。

[0021] 实施例2

一种用于检测植物赤霉素的免疫荧光方法，包括下列步骤：

S1 .  脱蜡复水：将植物组织制成石蜡切片后，依次放入浓度为≥99%的1 ,3-二甲苯

10min，浓度为≥99%的1,3-二甲苯10min，浓度为≥99%的1,3-二甲苯  10min，无水乙醇I 

5min，无水乙醇II  5min，95%乙醇5min，85%乙醇5min，75%乙醇5min，最后用蒸馏水水洗，得

脱蜡复水后的组织切片；

S2.  抗原修复：将所述脱蜡复水后的组织切片置于pH为6.0的1.8mM/L的一水合柠檬酸

和0.2mM/L的二水合柠檬酸三钠的混合液中，放入微波炉内中高火加热8min，中火加热3min

后取出自然冷却至室温，再置于pH7.0的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二
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氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇床上洗涤3次, 得抗原修复后的组织切片；

S3. 自发荧光淬灭：将所得抗原修复后的组织切片甩干后，用组化笔在切片上的组织

周围画圈，在圈内加入自发荧光淬灭剂使其覆盖全部组织，静置5min后用流水冲洗10min；

S4. 血清封闭:在所述圈内滴加BSA血清孵育25min，得血清封闭切片；

S5 .  加一抗体：将所述血清封闭切片上的BSA血清甩去后，在所述圈内滴加Rabbit 

Anti-Gibberellins  antibody（bs-4606R）并于4℃孵育过夜，得一抗体孵育切片；

S6.  加二抗体：将所述一抗体孵育切片置于室温复温14min后，置于pH7.0的0.05mM/L

十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇

床洗涤3次，每次5min，将洗涤后的一抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加Alexa  Fluor ®

488标记的山羊抗兔IgG（H+L）（GB25303）覆盖组织，避光、室温下孵育1h，得二抗体孵育切

片；

S7.  DAPI复染细胞核：将二抗体孵育切片置于pH7.0的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，

0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇床洗涤3次，每次

5min，随后将洗涤后的二抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加DAPI染液，避光、室温下孵育

38min，得复染切片；

S8.  封片：将复染切片置于pH7.0的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二

氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并置于脱色摇床洗涤3次，每次5min，随后取出、甩干，

然后用抗荧光淬灭封片剂进行封片，得免疫荧光染色切片；

S9. 荧光显微镜观察：将所述植物封片放于荧光显微镜下进行观察。

[0022] 进一步地，所述一抗体是经过pH7.0的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水

磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液稀释的，稀释比例为1:100。

[0023] 实施例3

一种用于检测植物赤霉素的免疫荧光方法，包括下列步骤：

S1 .  脱蜡复水：将植物组织制成石蜡切片后，依次放入浓度为≥99%的1 ,3-二甲苯

10min，浓度为≥99%的1,3-二甲苯10min，浓度为≥99%的1,3-二甲苯  10min，无水乙醇I 

5min，无水乙醇II  5min，95%乙醇5min，85%乙醇5min，75%乙醇5min，最后用蒸馏水水洗，得

脱蜡复水后的组织切片；

S2.  抗原修复：将所述脱蜡复水后的组织切片置于pH为6.0的1.8mM/L的一水合柠檬酸

和0.2mM/L的二水合柠檬酸三钠的混合液中，放入微波炉内中高火加热9min，中火加热4min

后取出自然冷却至室温，再置于pH6.9的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二

氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇床上洗涤3次, 得抗原修复后的组织切片；

S3. 自发荧光淬灭：将所得抗原修复后的组织切片甩干后，用组化笔在切片上的组织

周围画圈，在圈内加入自发荧光淬灭剂使其覆盖全部组织，静置5min后用流水冲洗10min；

S4. 血清封闭:在所述圈内滴加BSA血清孵育35min，得血清封闭切片；

S5 .  加一抗体：将所述血清封闭切片上的BSA血清甩去后，在所述圈内滴加Rabbit 

Anti-Gibberellins  antibody（bs-4606R）并于4℃孵育过夜，得一抗体孵育切片；

S6.  加二抗体：将所述一抗体孵育切片置于室温复温13min后，置于pH6.9的0.05mM/L

十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇

床洗涤3次，每次5min，将洗涤后的一抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加Alexa  Fluor ®
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488标记的山羊抗兔IgG（H+L）（GB25303）覆盖组织，避光、室温下孵育1h，得二抗体孵育切

片；

S7.  DAPI复染细胞核：将二抗体孵育切片置于pH6.9的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，

0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇床洗涤3次，每次

5min，随后将洗涤后的二抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加DAPI染液，避光、室温下孵育

35min，得复染切片；

S8.  封片：将复染切片置于pH6.9的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二

氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并置于脱色摇床洗涤3次，每次5min，随后取出、甩干，

然后用抗荧光淬灭封片剂进行封片，得免疫荧光染色切片；

S9. 荧光显微镜观察：将所述植物封片放于荧光显微镜下进行观察。

[0024] 进一步地，所述一抗体是经过pH6.9的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水

磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液稀释的，稀释比例为1:100。

[0025] 实施例4

一种用于检测植物赤霉素的免疫荧光方法，包括下列步骤：

S1 .  脱蜡复水：将植物组织制成石蜡切片后，依次放入浓度为≥99%的1 ,3-二甲苯

10min，浓度为≥99%的1,3-二甲苯10min，浓度为≥99%的1,3-二甲苯  10min，无水乙醇I 

5min，无水乙醇II  5min，95%乙醇5min，85%乙醇5min，75%乙醇5min，最后用蒸馏水水洗，得

脱蜡复水后的组织切片；

S2.  抗原修复：将所述脱蜡复水后的组织切片置于pH为6.0的1.8mM/L的一水合柠檬酸

和0.2mM/L的二水合柠檬酸三钠的混合液中，放入微波炉内中高火加热8min，中火加热4min

后取出自然冷却至室温，再置于pH6.8的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二

氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇床上洗涤3次, 得抗原修复后的组织切片；

S3. 自发荧光淬灭：将所得抗原修复后的组织切片甩干后，用组化笔在切片上的组织

周围画圈，在圈内加入自发荧光淬灭剂使其覆盖全部组织，静置5min后用流水冲洗10min；

S4. 血清封闭:在所述圈内滴加BSA血清孵育28min，得血清封闭切片；

S5 .  加一抗体：将所述血清封闭切片上的BSA血清甩去后，在所述圈内滴加Rabbit 

Anti-Gibberellins  antibody（bs-4606R）并于4℃孵育过夜，得一抗体孵育切片；

S6.  加二抗体：将所述一抗体孵育切片置于室温复温13min后，置于pH6.9的0.05mM/L

十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇

床洗涤3次，每次5min，将洗涤后的一抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加Alexa  Fluor ®

488标记的山羊抗兔IgG（H+L）（GB25303）覆盖组织，避光、室温下孵育1h，得二抗体孵育切

片；

S7.  DAPI复染细胞核：将二抗体孵育切片置于pH7.0的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，

0.95mM/L二水磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并在脱色摇床洗涤3次，每次

5min，随后将洗涤后的二抗体孵育切片甩干后在所述圈内滴加DAPI染液，避光、室温下孵育

38min，得复染切片；

S8.  封片：将复染切片置于pH7.0的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水磷酸二

氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液中并置于脱色摇床洗涤3次，每次5min，随后取出、甩干，

然后用抗荧光淬灭封片剂进行封片，得免疫荧光染色切片；
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S9. 荧光显微镜观察：将所述植物封片放于荧光显微镜下进行观察。

[0026] 进一步地，所述一抗体是经过pH6.9的0.05mM/L十二水磷酸氢二钠，0.95mM/L二水

磷酸二氢钠和0.725mM/L氯化钠的混合液稀释的，稀释比例为1:100。

[0027] 以梨子为例按本发明的方法所得的梨子石细胞、中果皮组织、外果皮组织和内果

皮组织赤霉素阳性反应荧光显微镜下情况。图1中白色箭头标示的为石细胞，可自发强烈的

蓝色荧光；图2中白色箭头表示中果皮部分区域见赤霉素阳性反应；图3中白色箭头表示外

果皮可见明显赤霉素阳性反应；图4中白色箭头表示内果皮内见明显的赤霉素阳性反应。

[0028] 本发明并不局限于前述的具体实施方式。本发明扩展到任何在本说明书中披露的

新特征或任何新的组合，以及披露的任一新的方法或过程的步骤或任何新的组合。
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