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摘  要：植物电信号的研究进展很大程度上依赖于测量技术的发展。目前对于微电极等测量

技术而言，多方面因素的限制使得同时测量 2 个以上细胞的电活动基本无法实现，因此对植物群

体细胞电活动规律的研究进展较小。本文介绍了 2 种可以同时对植物群体细胞电活动进行测量并

具有空间分辨率的测量技术—依赖于电压敏感染料的光学标测技术和微电极阵列技术。分别介绍

了光学标测技术的测量原理、电压敏感染料的特性、系统构成、信号提取方法等内容，并列举了

在植物细胞电信号测量方面的应用实例，概述了影响植物电信号光学标测的因素；阐述了微电极

阵列技术的系统组成、阵列微电极的特征、测量依据及模型、影响测量的因素，并对阵列微电极

在玉米幼根测量中的应用做了简要介绍。最后对这 2 种测量技术在植物电信号测量中存在的一些

问题进行了讨论。 
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Abstract：Significant progress in the investigation of spatiotemporal dynamics electrical activity in 

plant has been enabled by recently developed electrophysiological techniques. The optical recording using 

Voltage-Sensitive Dyes(VSD) and Multi-Electrode Array(MEA) are the two techniques with higher 

spatial-temporal resolution which can observe the electrical activity from large numbers of cells 

simultaneously by now. In this review, the optical recording is introduced with regard to the measuring 

principle, the characteristics of VSD, construction of system, signal processing methods and the 

application in plants. Meanwhile, the intrinsic characteristics of MEA system including system 

composition, characteristics of electrodes, recording basis and factors involved in signal recording are 

presented. For the application of MEA system in the plant, there is only one case report for the electrical 

network activity in plant. In the future, some new scientific discoveries of spatial-temporal feature for 

electrical signal of plant cells population will be expected by using both advanced techniques. 
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植物电信号的研究可以追溯到 1873 年，Sanderson 首次记录到捕蝇草的电活动 [1]。此后，不少学者以各种不

同的植物为研究对象，对植物电信号做了大量研究 [2−5]，研究表明，生物电活动在植物体内是普遍存在的。电信

号对植物的许多生理活动都会产生重要影响，细胞间通过电信号传导信息是植物信息传导的基本方式之一 [2]。植

物电的研究应属生物电子学的研究内容之一。  
植物电信号活动规律的研究很大程度上依赖于测量方法的发展。目前比较成熟的植物电信号测量技术有微电

极细胞内(外)测量、膜片钳测量技术、宏电极细胞外测量等。微电极细胞内测量一般用尖端直径小于 1 μm 的玻  
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璃微电极刺入植物细胞，测量的是单个细胞的电活动。微电极胞外测量则是将电极刺入细胞间隙或放置在胞外空

间，测量电极周围几个细胞的胞外电活动 [2]，这种测量方法需要借助微电极操纵器和显微镜来进行操作 [6]。膜片

钳测量技术是 1976 年 Neher 和 Sakmann 创建的一种通过记录流经离子通道的离子电流来反映细胞膜单一的或多

个的离子通道分子活动的技术 [7]，主要有 4 种记录方式，分别为贴附式记录模式、内膜向外记录模式、外膜向外

记录模式、全细胞记录模式，记录对象为单个细胞，测量植物细胞时需要做去细胞壁处理 [8-9]。宏电极胞外测量

一般用金属电极或表面电极与被测植物相接触 [2-5]，检测的是多个细胞电信号时空叠加，此方法适合对植物整体

进行测量，不具有空间分辨特征。  
以上测量技术由于测量电极等因素的限制，同时测量 2 个以上细胞的电活动基本无法实现。而对于植物群体

细胞电活动规律，植物电信号的传导路径和传播机理等内容的研究则需要具有较高时空分辨率的检测方法以同步

记录多个细胞的电活动。本文将介绍 2 种能够同时测量植物群体细胞电活动的技术，即依赖于电压敏感染料的光

学标测技术和多电极微阵列(MEA)技术。  

1  基于电压敏感染料的光学标测方法简介 

1.1 光学标测技术的基本原理  

光 学 标 测 技 术 的 基 本 原 理 是 利 用 电 压 敏 感 染 料 (VSD)
将细胞膜电信号的变化转化为荧光信号，通过检测荧光信号

的变化来反映电信号的变化。膜电位的提取是通过计算荧光

图像序列荧光强度的变化实现，如图 1 所示，A 是荧光图像

序列的某一位点，每一幅图像的 A 点对应一个荧光强度值，

同时对应一个膜电位值，将所有图像 A 点荧光强度计算出

后，就可以获得荧光强度变化曲线 ΔF/F(ΔF 为荧光强度的

变化量，F 为荧光强度基值)，进一步处理后可以获得膜电

位变化曲线。  

1.2  光学标测技术系统的构成  

构成光学标测技术的基本模块有激发光源模块、电压敏

感染料、光学平台、可检测微弱荧光的 CCD 相机、CMOS
相机或光电二极管阵列 [10−11]。激发光源一般由高压汞灯构

成，配合发射光滤光片可提供绿光、蓝光、紫光、紫外光等

不同波长的激发光，可根据不同染料的激发特性选择激发光

波段。根据实验要求不同，光学平台可以采用商用平台或自行搭建，目前可用的商用平台较多，包括共聚焦显微

镜、体式荧光显微镜、倒置荧光显微镜等，这些平台可以精确定位到细胞层级，根据显微镜放大倍数的不同，检

测区域直径可从数百微米到一千微米以上，如果要求用光学标测方法对植物进行整体性测量，检测区域为毫米或

厘米级别，一般采用自行搭建平台办法。  
图 2 是作者所在研究组设计的 2 种植物电信号光学标测检测系统。图 2(a)系统的检测目标为细胞层级，光学

平台采用了倒置荧光显微镜(XSP-63XD，上海光学仪器厂)。整套系统的基本组成包括激发光源、激发光滤光片、

倒置荧光显微镜平台(控制光路的光学器件主要有物镜、半透半反镜、反射镜、可移动的分束镜)、发射光滤光片、

冷 CCD(TCC-1.4CHICE，福州图森图像技术有限公司)、计算机。图中蓝色光路为激发光光路，根据染料不同的

激发特性，选择合适的激发光源对染料进行激发，染料受激发后会发射出荧光，发射荧光强度的变化会反应细胞

膜电位的变化；暗绿色光路为染料的发射荧光光路，由于既有光谱迁移型染料又有荧光强度增强或减弱型染料，

图 2(a)的系统采用了既可以单通道测量又可以双通道测量的设计，由于植物叶片或茎秆中有叶绿体，而叶绿体受

到激发光照射后也会产生荧光，另外为了去除激发光的影响，发射光必须经过发射光滤光片后才能被 CCD 检测，

信号经 CCD 采集后荧光图像可用控制软件采集、存储。图 2(b)系统标示的检测区域为叶片的一部分，相比图 2(a)
系统的微米级检测区域，图 2(b)为厘米级，基本的组成单元有激发光源、激发光滤光片、聚焦透镜、发射光滤光

片、CCD、计算机，由于检测的区域增大，对激发光源的要求进一步提高，提供足够强的激发光源才能保证染料

的发射荧光有一定强度，满足信噪比的要求，同时对 CCD 应该满足能够检测到微弱荧光的条件 [12]。  
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图 1 荧光信号与电信号的对应关系 
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1.3 电压敏感染料  

光学标测技术中电压敏感染料是能否将电信号转化为光信号的关键，随着电压敏感染料的不断研制，其种类

已有多种，但并非每种染料都是理想的信号转化载体，目前报道的在植物电信号测量方面应用的电压敏感染料有
Pyridinium, 4-(2-(6-(dibutylamino)-2-naphthalenyl)ethenyl)-1-(3-sulfopropyl)-, hydroxide, inner salt(di-4-ANEPPS), 
Bis(1,3-dibutylbarbituric acid)trimethine oxonol(DIBAC4(3))等 [13−15]，染料的化学结构如图 3 所示。这 2 种染料荧

光强度随膜电压变化的机理有所差异，其中 di-4-ANEPPS 的发射光谱会随膜电压的变化而发生迁移，当膜电压

增大时荧光谱会向波长减小的方向移动，当膜电压减小时会向波长增加的方向移动 [16−17]，如图 4 所示；DIBAC4(3)
与细胞结合后，膜电位的增加会让荧光强度增加，膜电位减小后荧光强度减弱 [13](如图 5 所示)。  
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图 2 植物电信号光学标测系统 
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图 3 荧光染料 di-4-ANEPPS 和 DIBAC4(3)的化学结构 

Fig.4 The migration of di-4-ANEPPS emission spectrum induced 
by changing membrane potential 

图 4 di-4-ANEPPS 随膜电压变化产生发射光谱迁移示意图
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图 5 DIBA C4 (3)荧光染料细胞膜电压升高，荧光强度增强 
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1.4 信号提取  

光学标测技术中荧光染料在激发光照射下有淬灭现象 [18−20]，也就是荧光染料的发光强度会随着激发光的照

射时间增长而不断衰减。在植物电信号测量中，膜电位的去极化、复极化时程较长，一般为秒级或分钟级，这样

长的时间下荧光染料自身会有明显的淬灭现象，如图 6 所示。在光学标测方法检测中，为了消除淬灭的影响，得

到准确的荧光强度变化曲线，可以采用比率测量 [20−22]或测量值减去拟合值后再比较的方法 [12,15,23−24]，如图 7[25]

和图 8[12]所示。图 7 采用的是比率测量方法，测量 2 个波段下的荧光信号，通过比率校正因光漂白引起的光衰减；

当测量采用单个波段时，可以采用图 8 中拟合校正的方法。比率方法需要测量 2 个不同波段的荧光信号，因此电

压敏感染料应当具有随电压变化发生光谱迁移的特性，而拟合校正的方法则对所有染料都适合。            

 

2  多电极微阵列(MEA)技术 

2.1 MEA 的测量基础  

MEA 的测量依据是细胞膜电位的变化会产生胞外电场，并伴有

胞 外 电 压 产 生 [26−35]。 细 胞 膜 产 生 电 位 变 化 的 实 质 是 离 子 的 跨 膜 运

动，在此过程中会有膜电流产生，描述这一过程的经典模型为 H-H
方程 [36]，H-H 方程适合描述动物细胞，在植物细胞方面也有人做了

探索研究，给出了修正的 H-H 方程 [37]。细胞外电压与膜电流的关系

可简单描述为方程(1)[35]。图 9 给出了 MEA 系统进行测量的简化电

路模型 [38]。  
d

d

VmIm t
ϕ ∝ ∝                      (1) 

2.2 MEA 系统组成  

MEA 系统的组成除电极部分外还包括信号滤波、放大部分，数  
据采集部分以及配套的记录、控制软件，如图 10(a)所示 [39]。大多数  
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图 9 MEA 单个电极测量简化模型 

Fig.6 The quenching of di-4-ANEPPS 
图 6 测到的 di-4-ANEPPS 的淬灭现象 
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Fig.7 The ratio method of calculating fluorescence signal 
图 7 应用比率方法获得荧光信号变化曲线 
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Fig.8 The fitting method of calculating fluorescence signal 
图 8 应用拟合校正的方法获得荧光信号变化曲线 
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MEA 系统的电极阵列部分有 5 cm×5 cm 大小的透明基底，之所

以透明是为了方便用显微镜观察操作。标准的 MEA 系统一般在

基底上排列着 8×8 或 6×10 个电极，电极直径为 10 μm 或者 30 
μm，电极间距 100 μm 到 500 μm 之间，记录的区域为 0.25 mm2

到 12.25 mm2。图 10(b)为 6×10 阵列电极 [39]。由于 MEA 系统是

胞外测量，而根据胞外电压与细胞膜电流的关系可知，胞外电

压 的 幅 度 为 微 伏 级 。 MEA 系 统 信 噪 比 要 求 为 能 检 测 10 μV~ 
100 μV 的胞外信号，检测如此小的电压信号对电极提出了很高

的要求，电极必须具有低阻抗的特性；另一方面，MEA 系统的

电极不仅可以作为测量电极，同时也可以作为刺激电极，即电

极可以对外施加刺激电压，这就要求电极为刺激电极时瞬时的

刺激电压不能击穿介质。考虑以上因素，MEA 系统的电极采用

的是铂黑金电极，即对金电极进行了铂处理 [39−40]。  

3  在植物电信号测量中的应用及影响测量的主要因素 

3.1 光学标测技术在植物电信号检测领域的应用  

光学标测方法最早的应用领域在神经生理方面，较早的实

验记录可追溯到 1968 年，Cohen 等用染料灌注神经，受激后染

料的荧光强度会发生变化 [26]。随后光学标测技术被广泛应用于

动物神经电生理 [27−30]、心脏电生理 [22,31−34]等领域的研究中。但

在植物电生理研究中，应用光学标测方法的报道较少。图 11 是

作者所在研究组用光学标测的双波段比率方法测到的蚕豆表皮

细胞等在温度刺激下的膜电位变化。图 12 和图 13 是有关光学

标测技术在植物电生理领域应用的报道。图 12(a)中研究者以蚕

豆表皮为材料，经含有 5 μM 电压敏感染料 di-4-ANEPPS 的测

试液浸染后，在荧光显微镜下拍摄荧光图像序列，并用温度刺

激的方法诱导蚕豆表皮细胞和保卫细胞膜电位产生变化，以拟

合校正的方法计算了选定区域的荧光强度的变化，并与微电极

记录到的电位变化进行了对比，为了显示整个图像内荧光强度

的变化，给出了电位变化的伪彩图(图 12(b))[15]。图 13 中采用

电压敏感染料 DIBAC4(3)记录了 ABA 引起的 119 个蚕豆保卫细

胞原生质体膜的去极化的过程，显示了光学标测技术的优点之一，可以同时测量多个位点 [13]。  
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Fig.10 (a) MEA system and (b) MEA array electrode 
图 10 (a) MEA 系统的组成[41]和(b) MEA 阵列电极结构

Fig.11 Detected membrane potential of guard and epidermal cells in leaf of Vicia faba immersed in di-4-ANEPPS using ratio method 
图 11 以 di-4-ANEPPS 浸染蚕豆叶片，用双波段比率方法测到的温度刺激引起的蚕豆表皮、保卫细胞膜电位变化 
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3.2 影响光学标测技术在植物电信号测量中的主要因素  

植物细胞本身的生理结构(具有细胞壁)、电压敏感染料的选择、激发光强度的设置、发射荧光收集效率以及

检测器的性能是影响光学标测技术在植物电信号检测领域应用的主要因素。  
由于植物细胞具有细胞壁，电压敏感染料与细胞膜的结合增加了一层障碍。做去壁处理是解决染料与细胞膜

结合的方法之一。文献[13]采用去壁的方法获得保卫细胞原生质体，染料可以直接与原生质体膜结合，获得了理

想的染色效果。但细胞去壁后会失去彼此之间的联系，成为独立的个体，因此这种方法适合研究单个细胞的电活

动，而不能获得电信号在细胞间传递的信息。文献[15]采用方法没有对细胞做去壁处理，而是将表皮条浸染在含

有电压敏感染料的培养液中，这种方法染料会透过细胞壁最终与细胞膜结合，但需要较长的染色时间(大于 0.5 h)；
不去壁的染色方法可以使细胞之间的连接不受破坏，进而使光学标测对电信号的传递测量成为可能。  

电压敏感染料一般分为快染料和慢染料，快染料和慢染料的区别主要在于荧光信号对膜电压变化响应的快

慢，快染料对膜电压变化的影响一般在毫秒级，慢染料一般为百毫秒级或秒级。虽然快染料的影响时间较短，但

荧光强度随电压的变化却较低，快染料 Di-4-ANEPPS 每 100 mV 电压变化只有 10%荧光强度变化，而慢染料

DIBAC4(3)每 10 mV 电压变化就有 10%荧光强度变化。植物电信号的周期一般为秒级或分钟级，对于如此缓慢的

电位变化，慢染料不会产生记录失真而且能得到较高的信噪比；但如果记录电信号在微小尺度(微米级)内的传递，

慢染料则存在反应滞后的问题，可以尝试应用快染料记录，前提是电压变化的幅度足够大，能够引起荧光强度的

明显变化，否则无法检测到电信号的产生。  
由于敏感染料受激发后才能产生荧光，因此激发光强度会影响荧光强度。一般而言，激发光越强，染料受激

发后所产生荧光会越强。本研究小组实验表明相同波段的激发光源，130 W 汞灯光源产生荧光的强度大于 100 W
汞灯光源所产生荧光的强度。但并非激发光源越强，实验效果越好，因为电压敏感染料存在不可避免的淬灭现象，

特别是记录植物周期为分钟级的植物电信号，淬灭现象更加明显，如图 6 所示；而淬灭速率与激发光强度成正比，

因此选择激发光时应折中考虑，既能得到比较强的发射荧光，又能满足一定的发射时间来保证信号的完整记录。 
若用自行搭建的光学系统进行光学标测记录，光路的合理设计成为有效收集发射荧光的关键；确定激发光源

与被测物的合适距离，合理地应用透镜组将散射荧光重新聚焦，检测器与被测物角度的合理设置都会提高荧光的

收集效率。若用商用光学平台(体式显微镜、倒置荧光显微镜、共聚焦显微镜等)，物镜的选用会直接影响荧光的

收集效率。一般而言，低倍物镜能够获得更大的视场，但荧光较弱；高倍物镜视场有限，但荧光较强。而实验者

往往希望既能获得大的视场，又能测量到较强的荧光信号，这就需要根据实验目的折中选择。若普通物镜不能满  
 

                     (a)                                                                 (b) 
Fig.12 Detected membrane potential of guard and epidermal cells in leaf of Vicia faba immersed in di-4-ANEPPS using fitting method 

图 12 以 di-4-ANEPPS 浸染蚕豆叶片，应用单波段拟合校正方法测量温度刺激诱导蚕豆表皮细胞、保卫细胞膜电位变化和信号传导
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Fig.13 Recorded ABA-induced potential changing of guard cell protoplasts in Vicia faba using voltage-sensitive dye DIBAC4 (3) 
图 13 应用电压敏感染料 DIBAC4(3)记录测量 ABA 诱导的蚕豆保卫细胞原生质体膜电位变化 
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足条件，可选用长距离物镜。由于荧光信号是微弱的光信号，因此需要荧光冷 CCD 或光电二极管阵列作为检测

器。增益和曝光时间的合理设置有助于提高信噪比，一般而言若拍摄帧速较低，可以设置较长的曝光时间，较低

的增益；若拍摄帧速较高，则可以增大增益。  

3.3 MEA 在植物电信号测量中的应用  

MEA 最早的应用历史可以追溯到 1972 年 Thomas 等应用 MEA 系统记录到了心肌细胞自发收缩中场电位 [41]，

但 MEA 技术在植物电信号研究中的报道，目前仅有 2009 年 Masi 等对玉米幼根电活动的记录 [39]。作者将截取的

玉米幼根固定在 MEA 阵列电极上(图 14(b))，在不施加任何刺激的情况下测量幼根细胞的电活动，为了尽量做到

紧密接触，实验中用透明胶带将幼根和阵列电极粘附在一起，测到了自发的电信号(图 14 h)。对于这一结果，一

些植物电生理学家认为：植物动作电位的持续时间大于 1 s，为 mV 级，这种记录方法要求严谨地设置实验条件，

进行深入研究。  

3.4 影响 MEA 测量的因素  

MEA 系统自出现以来主要应用领域为神经电生理、脑电等动物领域 [41−44]，而在植物领域内的应用少见报道，

之所以这样是因为影响 MEA 系统测量的因素有很多，而且植物细胞具有细胞壁，使得 MEA 系统测量植物细胞

更加具有不确定性。目前为止 MEA 记录的胞外信号与信号源之间的关系还没有准确的计算方法，主要是因为有

很多参数难以量化，包括细胞−电极之间距离的差异，细胞覆

盖电极的面积，细胞膜上离子通道的密度等 [38]。图 15 列出了

MEA 的信号通路以及每一步的影响因素 [45]。由于胞外电压会

随着与电流源距离的增加而指数减小，因此 MEA 测量成功的

关键因素是测量细胞与电极要紧密接触，如图 16 所示，电极与

细胞膜之间的距离越小，越有利于提高信噪比 [38]。但由于植物

细胞具有细胞壁，即使电极与细胞壁相接触，与细胞膜之间依

然有一定距离。  
另外，图 16 显示，MEA 的电极与细胞并非一一对应，因

此在解释记录到的信号时要考虑几方面的因素，包括细胞大小、

电极大小、电极间距、细胞的层数等。例如，当记录单个细胞

时，细胞可能部分地与电极接触，这种情况下记录到的信号幅

度正比于细胞接触电极的面积与电极总面积的比值 [45]。记录组  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.15 Pathway showing factors and parameters involved 
in signal recording with an MEA system 

图 15 MEA 的信号测量路径和影响测量的因素 
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Fig.14 General characteristics of the MEA system: (a) Overview of a 60 electrodes MEA 
device, external dimensions 5 cm×5 cm; (b) Longitudinal section of root apex 
fixed onto the MEA using adhesive water permeable and water resistant tape; (c) 
Matrix of the array of microelectrodes reporting the number of each single channel; 
(d) Magnified view of the recording site with the single traces superimposed; (e), 
(f) Confocal images of maize root cells prestained with propidium iodide 5μg/mL) 
for 10 min; (g) Background noise of the MEA system. (h) Recordings of 
spontaneous spikes. Fifteen traces are superimposed to illustrate the typical shape 
and size. Data were digitized at 20 kHz. 

图 14 MEA 测量玉米幼根自发电活动 
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Fig.16 Recording of electrical activity with MEA system, 
the cells and electrodes contacted closely 

图 16 MEA 的测量示意图，测量电极与细胞紧密接触
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织时，产生场电位的信号源为各个细胞，各个细胞的电活动会在胞外形成一个与空间、时间相关的场电位。实际

上 MEA 系统每个电极在胞外空间记录到的信号都是所有电流源产生的胞外信号的叠加 [46−47]。  

4  结论 

胞外测量技术、微电极测量技术、膜片钳技术等由于电极的限制而无法做到同时测量多个植物细胞的电活动。

光学标测技术与 MEA 技术由于分别采用多像素的荧光图像获取装置和多电极阵列而可以实现多位点的同时监

测，因此可以实现对群体细胞电活动的同时获取。由于光学标测技术将细胞电信号转换为荧光信号进行测量，因

此测量是非接触方式的，这使得测量相对容易操作。MEA 技术是胞外测量方式，同样对植物细胞没有直接伤害，

与微电极胞内测量只能持续几分钟到几十分钟相比，MEA 可以长时间测量植物细胞的电活动。目前为止光学标

测技术的应用依然有一些限制因素，电压敏感染料是信号转换的关键，而绝大多数电压敏感染料具有一定毒性，

会对细胞的生命活性造成一定伤害，因此光学标测技术的长时间测量受到一定限制；另一方面与传统测量方式相

比，光学标测技术在信噪比、信号采集速度等方面有一定差距。MEA 系统由于是胞外测量，与细胞膜的距离成

为测量的关键因素，而植物组织细胞并非规整的平面排列，而且细胞具有细胞壁，这些因素对 MEA 在植物细胞

电信号的测量应用上造成很大的影响。但总体而言这 2 种技术在植物电信号测量领域已开始应用，随着技术的发

展和实验手段的提升，会为研究植物多细胞之间电信号的传递途径和传导机理等提供更加有效的技术支持。  
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