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Co je fluorescence
Fluorescence je jev spočívající v 
tom, že některé látky (fluorofory) 
po ozáření (excitaci) světlem určité 
vlnové délky λexcit vyzařují
(emitují) světlo jiné vlnové délky 
λemit

λemit > λexcit
Např. chlorofyl při ozáření  modrým 
světlem emituje světlo červené.

Autofluorescence – např. celulóza, 
chlorofyl, keratin aj.

Fluorescenční barvení – užívá se ke 
zviditelnění molekul a buněk, které 
nemají autofluorescenci. 
Fluorescenční barvivo je barvivo, 
jehož molekuly jsou schopny 
fluorescence. např. akridinová oranž.

Na obrázku je ukázán princip optických přístrojů využívajích fluorescence 
světla. Ze zdroje světla je pomocí tzv. excitačního filtru propuštěno pouze 
světlo určité vlnové délky λExcit, které dopadá na vyšetřovaný vzorek. 
Zde dochází k fluorescenci, přičemž vzorek emituje světlo o vlnové délce 
λemit > λexcit. Pomocí tzv. bariérového filtru je do oka pozorovatele 
propuštěno jen světlo emitované vzorkem a oko vidí jen ty části vzorku, 
které emitují světlo o vlnové délce λemit.

Zdroj: http://www.mikroskop-mikroskopy.cz/fluorescence/



Pro zájemce trochu podrobněji…

Jev fluorescence je založen na tom, že fotony, které tvoří světlo, nesou určitou energii, kterou mohou předat elektronům v 
různých molekulách. Při tomto předání energie dochází k tzv. excitaci elektronů - tyto se přesouvají do vyšší energetické 
hladiny. Prakticky to znamená, že se pohybují kolem jádra molekuly ve větší vzdálenosti (ve vyšším orbitalu). Tento stav ale není 
stabilní - elektron obsahuje energii "navíc" a ta má tendenci se zase uvolnit, když je elektron "přitažen" jádrem molekuly opět na 
nižší energetickou hladinu (do nižšího orbitalu). Energie se opět uvolní v podobě fotonu, který je vyzářen (emise). Děj shrnuje 
schéma nahoře. Protože při každé přeměně energie dochází ke ztrátám - část energie se uvolní do prostředí v podobě tepla 
(konkrétně v podobě tepelných pohybů molekul), obsahuje vyzářený foton menší množství energie. 

Protože světlo má vlnovou povahu, je vlnová délka vyzářeného (emitovaného) světla delší, než vlnová délka 
světla, které fluorescenci vybudilo (excitovalo).

Fotony (světlo) kratší vlnové délky totiž obsahují více energie - délka vlny je kratší a fotony kmitají rychleji, nesou tedy více energie.

Pohlcení a vyzáření jednoho fotonu ovšem není běžným okem ani mikroskopem pozorovatelné. Fluorescenční barviva jsou 
proto velké molekuly, obsahující velké množství elektronů, které lze snadno a koordinovaně excitovat a které se také rychle 
vracejí zpět do nižší energetické hladiny. Jako fluorescenční barviva se proto nejčastěji používají aromatické sloučeniny a 
heterocykly s elektrony konjugovanými v plochých "mracích" nad a pod rovinou ploché molekuly. 

Zdroj: http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fluorescencni%20barvivo.htm



Zapůjčený fluorescenční mikroskop

Olympus CX21 s LED 
Fluorescent Illuminator

Pozn. výrazně levnější varianta 
fluorescenčního mikroskopu kde je na 
místo tradiční ho zdroje světla –
rtuťové výbojky použita  LED dioda

http://www.olympus.cz/microscopy



Jak jsme se k fluorescenčnímu 
mikroskopu dostali…

•Prezentace fluorescenčního mikroskopu středoškolským učitelům biologie na 
týdnu biologie v rámci Otevřené vědy v Nových Hradech – možnost zapůjčení 
mikroskopu na SŠ

•Zapůjčovatelem mikroskopu je Přírodovědecká fakulta Univerzity Karlovy v 
Praze

•Mikroskop byl pořízen z prostředků MŠMT, v rámci grantu, jehož řešitelem byla 
katedra buněční biologie  PřF UK



K čemu je dobrá fluorescenční 
mikroskopie
Nejširší užití v buněčné biologii a molekulární genetice:

•Nalézání specifických molekul (bílkovin, lipidů, sacharidů)

•Zviditelnění některých buněčných struktur (jádra, cytoskelet)

•Nalezení určitých sekvencí nukleotidů v DNA či RNA

aj.

Výrazný posun ve fluorescenční mikroskopii živých buněk přinesl objev tzv. GFP
(green fluorescent protein)

•Zelený protein mořské medúzy rodu Aqueoria

•Izolace genu pro tento protein z jejího genomu

•Genovými manipulacemi je tento gen vnášen do jiných organismů a umožňuje 
„značkování“ buněk, molekul, struktur a díky tomu je možné pozorovat osud těchto 
struktur v buňce či těle, jejich zapojení do buněčných činností a tělesných funkcí 
organismu



Nobelova cena za 
chemii 2008

V souvislosti s objevením a využitím 

GFP

O. Shimomura – objev proteinu u 
medúzy

M. Chalfie – detekce genu, genové 
manipulace, využití proteinu jako 
markeru („značkovače“) v genetických 
výzkumech

R.Y. Tsien – vylepšení proteinu a 
rozšíření škály (drobnými úpravami 
vytvořil celou barevnou škálu 
značkovacích fluorescenčních 
proteinů)

Zdroj: Doc. Jan Černý: Zelený 
fluorescenční protein, Vesmír 4/2009



Naše pozorování – 4.9. – 18. 9. 2009



Zelené řasy – autofluorescence



Zelené řasy – barvení akridinová oranž



Zelené řasy – barvení akridinová oranž



Obrněnky, rozsivky



Rozsivky



Řezy - autofluorescence



Pylová zrna- autofluorescence



Výtrusnice, prašník- autofluorescence



Pokožka pelargonie; lístek mechu



Hmyz - autofluorescence


