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摘要    种子活力状态评价是包括鳗草(Zostera marina)在内的人工培育植物苗种的重要环节。本研

究在采用不同干燥时间处理(0、1、2、4、8 h)来形成同批次鳗草种子活力差异的基础上，测定萌发

率、相对电导率、含水率以及过氧化氢酶(CAT)活性和丙二醛(MDA)含量的同时，利用非损伤微测

技术(non-invasive micro-test technology, NMT)对种子的 Ca2+流速进行了测定，并探究了鳗草种子活

力与 Ca2+流速之间的关系。结果显示，随着干燥处理时间的增加，含水率、萌发率逐渐降低，相对

电导率上升。干燥处理 4 h 后的种子比未经处理的种子萌发率降低了 12%，处理 8 h 后的萌发率显

著降低，比未经处理的种子萌发率降低了 68.7%。MDA 含量逐渐上升，CAT 活性也随着干燥处理

时间的增加先上升后下降；Ca2+呈现外流现象，外流速率随着干燥处理时间的增加不断加大，且萌

发率与 Ca2+外流流速呈显著负相关(y = –0.192 2x + 94.09，R2=0.860 6)。本研究表明，Ca2+流速与鳗

草种子活力具有很强的相关性，具有发展成为快速无损伤评估鳗草种子活力方法的潜力。 
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鳗草(Zostera marina)为木兰纲(Magnoliopsida)、

泽泻目 (Alismatales)、鳗草科 (Zosteraceae)、鳗草属

(Zostera)，是一种多年生海洋种子植物，常见于近海

浅滩、河流入海口等处，营沉水生活(Short et al, 2007)。

鳗草主要分布于太平洋及北大西洋地区的欧亚、北非、

北美沿海，是我国温带海域海草床典型的优势种类，

具有净化水质(Gambi et al, 1990)、保护生物多样性

(李文涛等, 2009; 刘旭佳等, 2013)、护堤减灾(Bos et al, 

2007)、固碳(Duarte et al, 1999; 高亚平等, 2013)等重

要的生态服务功能(Short et al, 1996)。近年来，受海

洋开发利用强度增大以及全球气候变化的影响，海草

床资源呈现日益衰退迹象(Short et al, 1996; Park et al, 
2007; Brodie et al, 2020; Xu et al, 2022)，中国海草床

退化速度也逐年加快(郑凤英等, 2013)，在这样的背

景下，海草床资源的保护和修复刻不容缓。 

当前，除采取有效管理措施保护现存海草床外，
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通过人为干预手段科学修复海草床也是重要途径之

一(Orth et al, 2000; Shafer et al, 2010; 王小康等, 

2023)。目前采用的修复方法主要有生境恢复法、种

子 播 撒 法 和 成 体 移 植 法 三 类 (Phillips et al, 1990; 

张沛东等, 2013; 李森等, 2010)。其中，生境恢复法

所需周期很长；种子播撒法中的种子贮存、萌发、播

撒都存在许多困难。移栽人工栽培的海草幼苗进行海

草床修复也是高效利用种子的一个方法，因为与直接

将种子播种到海区相比，在人工条件下更容易控制温

度、盐度、光照等对海草种子萌发和成苗率有重要影

响的因子，以保证有较高的萌发率和成苗率，减少种

子的浪费和损失(张壮志等 , 2017; 韩厚伟等 , 2012; 

Tanner et al, 2010)。利用海草种子经陆基人工育苗后

移 栽 到 海 区 的 修 复 方 式 逐 渐 成 为 热 点 (王 合 虎 等 , 

2013)，显现出广阔的应用前景。在这套技术工艺中，

种子活力状态评价是关键环节，决定着种子萌发率、

整齐度和幼苗建成率。近年来，随着海草床的生态修

复日益受到关注，对陆基工厂化人工培育幼苗作为移

植供体的需求量越来越大，相应地对种子数量的需求

量也越来越大，通常可达到千万粒级甚至亿粒级，如

何快速、高效地判定巨量种子的活力状态已经成为亟

待解决的关键技术问题。 

目前，鳗草种子活力检测仍主要依赖于发芽实验

法、四唑染色法等传统方法，但都具有一定局限性。

发芽实验存在周期长的问题，通常需要数周甚至数月

才能得出结果(代蓓等, 2023)；四唑染色法虽能一定

程度上反映种子活力，但操作繁琐，且对种子有一定

损伤，难以满足快速、无损检测种子活力的需求。传

统检测种子活力的方法需进行大量的重复实验验证，

需要投入大量的人力、物力和时间，还可能对样品造

成损伤。总体来说，传统种子活力检测方法虽操作简

单、成本较低，但存在耗时长、损伤种子等诸多局限

性，难以满足现代农业对种子(尤其是数量巨大的种

子)活力快速、准确、无损检测的需求。随着技术的

快速发展，各类非接触式、无损、快速的种子活力检

测方法开始涌现，如非损伤微测技术(non-invasive 

micro-test technology, NMT)、近红外光谱扫描分析技

术、高光谱成像技术、电子鼻检测技术等(瞿志杰等, 

2020)。其中，NMT 是通过测定滴在种子表面的离子

和分子流速来判断种子的活力。该技术是在不接触被

测活体样品的情况下，获得进出(活体)样品的离子和

分子流速的多学科交叉集成技术(许越, 2021)。区别

于传统膜片钳技术等需要将电极刺入样品的离子流

速检测方式，该技术可在不破坏样品细胞或组织的情 

况下灵敏地测出样品周围微粒流速，也规避了检测所

造成的细胞膜通透性改变对微粒流速的影响。可以长

时间对单个样品进行检测、同时对多种微粒进行检测

等是 NMT 的优点(丁亚男等, 2007)。该技术具有非损

伤、多电极、多角度、高灵敏度、高分辨率等优点，

已被证明在传统植物生理学中具有重要的应用价值，

在 很 多 藻 类 以 及 高 等 植 物 研 究 中 都 被 广 泛 应 用

(McLamore et al, 2010)。Zhu 等(2020)和 Li 等(2014)

将 NMT 应用到大豆(Glycine max L. Merr.)、玉米(Zea 
mays L.)、柠条锦鸡儿(Caragana korshinskii Kom.)等

种子活力评价研究，建立了过氧化氢流速、Ca2+流速

与种子存活率的相关关系。 

Ca2+是植物生长发育和逆境响应的核心调控因

子。作为细胞中的第二信使，当植物受到环境压力刺

激时，会产生钙信号，通过一系列级联传导，调控植

物的细胞分裂、细胞伸长、各种胁迫反应以及生长发

育等过程(刘贯山等, 2003)。非生物胁迫可引起 Ca2+

浓度变化，诱发植物细胞产生钙信号，是评价种子活

力状态的指标。近年来，基于 NMT 检测 Ca2+流速在

玉米等陆生植物领域已有应用，但尚无关于鳗草种子

活力与 Ca2+流速之间关系的报道。本研究拟通过非损

伤微测系统测定不同活力条件下鳗草种子内 Ca2+流

速及流动方向，探究 Ca2+流速与鳗草种子活力之间的

关系，为建立快速、无损、高效的鳗草种子活力判定

方法提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用鳗草种子取自山东省荣成市东楮岛海

草床区域(37°01′~37°09′ N, 122°24′~122°35′ E)。实验

室内于 15 ℃天然海水环境中保存备用。开展实验前，

利用重力分选与人工挑选，选取 3 500 粒颜色深棕黑

色、质地坚硬、结构完整的成熟种子。用 3%次氯酸

钠溶液浸泡 3 min 进行消毒，随后立即用消毒的自然

海水冲洗表面的次氯酸钠溶液残余，重复冲洗 5 次。

将完成筛选及消毒工序的鳗草种子短时间保存于已

消毒的盐度为 30 的海水中待用。 

1.2  实验方法 

1.2.1  不同活力水平种子的处理方法    在恒温恒湿

培养箱中，设置温度为(25±1) ℃、湿度为(50±5)%的条

件，对鳗草种子干燥老化处理(Park et al, 2017)。经预

实验后，选出 5 个在含水率上有一定梯度的处理组，

分别为 0、1、2、4、8 h。预实验显示超过 8 h 的处理
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组含水率降低到 10%以下，此时鳗草种子的活力较低，

不再适用于后续实验。处理结束后，除含水率实验样

本外，其余种子立即浸入已消毒的盐度为 30 的海水

中进行下一步实验。 

1.2.2  种子萌发实验    将不同干燥时间老化处理

后的鳗草种子置于 2 mL 装有已消毒的盐度为 10 的海

水的离心管内，使海水完全浸没种子。每个离心管

1 粒种子，3 个重复，每个重复 50 粒。将离心管置于

15 ℃恒温培养箱内避光培养，每 24 h 取出统计各实

验组总萌发数，直至第 21 天，计算萌发率(germination 

percentage, GP) (田璐等, 2014)： 

GP＝
萌发种子数

种子总数
×100% 

1.2.3  电导率测定    选取每组经干燥处理后的 50 粒

鳗草种子为一实验处理组，每一实验处理组进行 3 个

重复。用去离子水冲洗 3 遍，用滤纸擦干浮水后将种

子放入干净的 100 mL 烧杯内，加入 50 mL 去离子水，

置于 25 ℃培养箱中平衡 12 h。摇匀后，利用 YSI 水

质分析仪检测各烧杯内液体电导率(μS/cm)。最后，

将烧杯内种子及液体煮沸，冷却至室温(25 ℃)后，再

次测定电导率。将煮沸前后电导率作比，所得相对电

导率(relative conductivity, RC)，即为种子损伤率(Li 

et al, 1998)： 

RC＝
煮沸前电导率

煮沸后电导率
×100% 

1.2.4  含水率测定    选取干燥处理后的 20 粒鳗草

种子为一实验处理组，每一实验处理组进行 3 次生物

学重复。利用分析天平测定干燥老化处理后的鳗草种

子湿重。对于 0 h 干燥处理的鳗草种子，在测定其重

量前先用滤纸吸干种子表面水分。用锡箔纸将鳗草种

子包裹后置于 70 ℃烘箱干燥 48 h，再次用分析天平

测定其干重。计算不同处理组种子的含水率(moisture 

content, MC)，公式如下(Li et al, 2020 )： 

MC＝ 

干燥前供检种子质量 干燥后供检种子质量

干燥前供检种子质量
×100% 

1.2.5  过氧化氢酶(CAT)活性和丙二醛(MDA)含量测

定    CAT 活性和 MDA 含量测定前先对样品进行蛋

白定量测定，得到待测样本蛋白浓度(g/L)，操作步骤

如下：准确称取经过干燥处理后的鳗草种子的重量，

按重量(g)∶体积(mL)=1∶9 的比例加入9 倍体积的匀浆

介质——100 mmol/L PBS 缓冲液(10×)，置于预冷的研

钵中，在冰浴上研磨匀浆，转入离心管，2 500 r/min 4 ℃

离心 10 min，取上清液(10%匀浆上清液)。按照南京建

成生物工程研究所蛋白定量(TP)试剂盒操作方法，在

595 nm 波长下测定样本蛋白浓度 Cpr (100 mg prot/mL)；

再将离心管以 4 000 r/min、4 ℃条件下离心 5 min，取

100 μL 上清液，参照南京建成公司 CAT 测定试剂盒

操作方法，在 405 nm 波长下测得种子中 CAT 活性单

位 (U/mL)，除以 Cpr，得到待测样本中 CAT 比活

(U/100 mg prot)。 

MDA 含量测定步骤如下：准确称取经过干燥处理

后的鳗草种子的重量，按重量(g)∶体积(mL)＝1∶9 的

比例加入 9 倍体积的匀浆介质——100 mmol/L PBS 缓

冲液(10×)，置于预冷的研钵中，在冰浴上研磨匀浆，

于 4 000 r/min、4 ℃条件下离心 10 min，取 50 μL 上清

液，参照南京建成生物工程研究所 MDA 测定试剂盒操

作方法，于 530 nm 波长下测定种子中 MDA 含量(nmol/g)。 

1.2.6  Ca2＋流速测定    利用北京旭月科技有限公

司非损伤微测系统(NMT100-SIM-XY)测定 Ca2+流速。

溶液配制：测试液和校正液Ⅰ、Ⅱ。测试液配方为

8 mmol/L KCl、0.1 mmol/L Na2SO4、0.5 mmol/L CaCl2、

0.5 mmol/L MgCl2 、 540 mmol/L NaCl 、 2 mmol/L 

NaHCO3、pH 值为 7.8，现配现用；校正液Ⅰ的配方

为 8 mmol/L KCl、0.1 mmol/L Na2SO4、0.1 mmol/L 

CaCl2，0.5 mmol/L MgCl2、540 mmol/L NaCl、2 mol/L 

NaHCO3，pH 值为 7.8；校正液Ⅱ的配方为 8 mmol/L 

KCl、0.1 mmol/L Na2SO4、1 mmol/L CaCl2，0.5 mmol/L 

MgCl2、540 mmol/L NaCl、2 mmol/L NaHCO3，pH

值为 7.8，校正液现配现用。 

在完成 Ca2+流速传感器组装后，先利用校正液Ⅰ

与校正液Ⅱ完成传感器校正以得到电位–浓度斜率。

进行 Ca2+流速测定：① 将配制好的两个校正液分别

倒入 2 个 35 mm 塑料培养皿中，将盛有校正液的培

养皿放到载物台上，将参比电极冲洗干净，插入浓度

高的校正液Ⅰ中，随后将微电极也放入同一校正液中

开始校正，观察流速传感器输出项，待读数稳定后，

确定校正液Ⅰ的最终读数；将参比电极取出，用去离

子水冲洗干净，用滤纸将表面溶液吸干，流速传感器

也从溶液中取出；将流速传感器和参比电极放到校正

液Ⅱ中，方法同校正液Ⅰ；待电极校正合格，即可开

始测量。② 待测样品干燥处理后置于测试液内平衡

至少 30 min，将种子浸没在培养皿中的测试液中，置

于倒置显微镜下。从 3 mol/L KCl 中取出保存的参比

电极，用去离子水洗净后擦干，放入培养皿内。调节

倒置显微镜载物台，使种子一侧尖端清晰出现在视野

中央。检测时微电极的运动方向垂直于种子表面，每

次电极移动距离为 30 μm，检测间隔时间为 600 s，

调节传感器所连运动控制器三维滑块，使传感器尖端
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一并清晰出现在视野中央偏上位置，尽可能贴近种子。

③ 调整传感器运动模式为 X-30 μm，Rotate 为+90°，

即传感器垂直于自身轴向往返运动。启动 Motion 开

关，读数 10 min 直至流速示数稳定。④ 分析处理数

据。非损伤微测系统通过传感器得到运动两点间相差

电势 ΔI，利用能斯特方程推导得出浓度梯度 dc，并

利用公式： 

J＝–D×
dc

dx
 
 
 

 

计算得到 Ca2+对应流速，单位为 pmol/(cm2·s)。式中，

J 为 Ca2+流速，D 为 Ca2+在测试液中扩散常数，dc 为

Ca2+浓度梯度，dx 为电极移动距离。 

1.3  数据处理 

实验数据使用 Excel 2010 软件整理；采用 SPSS 26

统计软件进行单因子方差分析(one-way ANOVA)，采用

Duncan’s 多重比较检验组间差异，P<0.05 为差异显著，

P<0.01 为差异极显著；采用 GraphPad Prism 7.0 软件绘

图。利用 GraphPad Prism 9.1.0 软件对该时间范围内各

种鳗草种子活力指标与 Ca2+流速进行相关性分析，以

Ca2+流速为自变量，种子活力指标为因变量。 

2  结果与分析 

2.1  干燥处理时间对鳗草种子萌发的影响 

干燥处理 0、1、2、4 h 的鳗草种子经 14 d 左右

萌发率达到平台期，萌发率分别为 95.33%、92.00%、

88.00%、83.33%，干燥处理 8 h 第 17 天才达到平台

期，萌发率为 32.67% (图 1)。经干燥处理后的鳗草种

子萌发率随干燥时间延长而显著降低(P<0.05)，其中

经 8 h 干燥处理的种子萌发率降低极显著(P<0.001)。 

 

 
 

图 1  不同干燥时间对鳗草种子萌发率的影响 
Fig.1  Effect of different drying time on the germination rate 

of eelgrass seeds 

2.2  干燥处理时间对鳗草种子主要生理特性的影响 

2.2.1  含水率     未 经 干 燥 种 子 的 含 水 率 约 为

36.19%，经过干燥处理后的种子含水率比未经干燥处

理的种子含水率明显降低，且种子的含水率随着干燥

时间的延长而降低(图 2)。干燥 1、2、4、8 h 后的种

子比未经干燥处理的种子含水率分别降低了 4.75%、

7.40%、16.08%、25.99%。 

2.2.2  相对电导率    如图 3 所示，经 1 h 和 2 h 干 
 

 
 

图 2  不同干燥时间对鳗草种子含水率的影响 
Fig.2  Effect of different drying time on the moisture  

content of eel grass seeds 
 

 
 

图 3  不同干燥时间对鳗草种子相对电导率的影响 
Fig.3  Effect of different drying time on the relative 

conductivity of eel grass seeds 
 

干燥处理组与未经处理鳗草种子相比，ns 表示差异不显著

(P>0.999 9)，*表示差异显著(P<0.05)，***表示差异极其 

显著(P<0.001)。 
Drying treatment group compared with non-treatment group, 
ns denotes no significant difference (P>0.999 9); * denotes 

significant difference (P<0.05); *** denotes highly 
significant difference (P<0.001). 



第 6 期 郝紫冰等: 利用 Ca2+流速表征鳗草种子活力的可行性 207 

燥处理后的鳗草种子相对电导率较未经处理鳗草种

子无明显变化(P>0.999 9)；经 4 h 干燥处理后的鳗草

种 子 相 对 电 导 率 较 未 经 处 理 鳗 草 种 子 显 著 上 升

(P<0.05)，上升可达 17.09%。鳗草种子细胞膜透性已

明显受干燥影响而增大。经 8 h 干燥处理的鳗草种子

相对电导率上升更加显著(P<0.001)。 

2.2.3  MDA含量和 CAT活性    随着干燥时间的增

加，鳗草种子 MDA 含量逐渐升高，从干燥 2 h 后升高

明显，到干燥 8 h 后的 MDA 含量达到了 107.73 nmol/g，

比未经干燥处理的鳗草种子高 40.73 nmol/g (图 4)。

在干燥处理下，鳗草种子中 CAT 活性随干燥时间增

加而逐渐提高：未经干燥处理鳗草种子中 CAT 活性

为 43.66 U/100 mg prot，直至干燥约 2 h 达到顶点，

CAT 活性提高至 64.66 U/(100 mg prot)，而后快速下降。

到干燥处理8 h，其CAT 活性下降至27.33 U/100 mg prot。 

 

 
 

图 4  不同干燥时间对鳗草种子 CAT 活性和 

MDA 含量的影响 

Fig.4  Effect of different drying time on the CAT activity 
and MDA content of eel grass seeds 

 

2.3  干燥处理时间对鳗草种子 Ca2+流速的影响 

无种子的空白组流速稳定在 0 附近，其余不同干

燥处理组种子 Ca2+流速可近似视作净流速值，且在一

定范围内波动。未经干燥处理的鳗草种子 Ca2+流速稳

定在–64.84 pmol/(cm2·s)左右，此时，鳗草种子 Ca2+

轻微内流。从干燥 1 h 后，Ca2+外流流速增加。在经 1 h

干燥处理后，鳗草种子 Ca2+流速约为 28.46 pmol/(cm2·s)，

较未经处理组鳗草种子 Ca2+发生显著外流。当干燥

2 h 时，鳗草种子 Ca2+流速在 51.26 pmol/(cm2·s)附近

波动，为正值。经 4 h 干燥处理后，鳗草种子 Ca2+流

速约为 130.57 pmol/(cm2·s)，8 h 干燥处理后升至

299.25 pmol/(cm2·s) (图 5)。 

 
 

图 5  不同干燥时间对鳗草种子 Ca2+流速的影响 
Fig.5  Effect of different drying time on the Ca2+  

influx of eel grass seeds 
 

2.4  Ca2+流速与活力指标的相关性分析 

通过拟合线性方程得出 Ca2+流速与各种子活力

指标的关系，Ca2+流速与萌发率的相关性达极显著水

平，拟合的线性方程式为 Y = –0.192 2×X + 94.09，

R2 为 0.860 6 (图 6)；Ca2＋流速与相对电导率呈显著线

性正相关，R2 为 0.980 8；Ca2＋流速与含水率、MDA

含量都呈显著的负相关关系，R2 为 0.961 3；与 CAT

活性相关性不显著，R2 为 0.311 6。 
 

 
 

图 6  Ca2+流速与鳗草种子活力相关指标的线性相关性 
Fig.6  Linear correlation between Ca2+ influx and indicators 

related to eelgrass seed vigor 
 

3  讨论 

3.1  干燥处理时间对鳗草种子主要生理特性的影响 

种子活力是种子发芽和出苗率、幼苗生长潜势、

植株抗逆能力和生产潜力的总和，是种子品质的重要

指标。提前了解种子活力情况，将种子活力列入种子

的筛选项目之中，有利于生产实践，降低生产成本，
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提高出苗质量。传统种子活力检测方法主要包括幼苗

生长测定法、氯化三苯基四氮唑(TTC)染色法、逆境

检测法、电导率法等，且含水率、CAT 等物质也与种

子活力有密不可分的关系。电导率的测定是种子活力

测定中生理生化方法之一，相对电导率可以反映鳗草

种子的细胞膜透性。本研究中，随着干燥处理时间的

延长，鳗草种子细胞膜透性已明显受干燥影响而增大。

经 4 h 和 8 h 干燥处理的鳗草种子相对电导率上升更

加显著。在细胞膜透性增加的同时，部分膜结构严重

损坏的细胞可能在扩散作用下释放细胞内溶物，从而

形成自胞内向胞外环境方向的离子流，因此电导率增

加。种子含水率的大小直接影响种子的萌发率和存活

率，对大多数种子来说，种子的含水率影响着种子的

活力和寿命(颜启传等, 2001)；MDA 是脂质被氧化的

终产物，其积累可以反映植物在干旱胁迫下细胞膜以

及细胞内抗氧化系统的受损程度，MDA 含量越高，

细胞膜受损程度越大。因此，可通过 MDA 含量反映

膜脂过氧化的程度，以间接测定膜系统受损程度及植

物的抗逆性(何璇等, 2024)。本研究中，鳗草种子 MDA

含量和相对电导率均随着干燥时间的延长而上升，与

玉米(刘明久等, 2008)的研究结果趋势相同。MDA 含

量升高会加快细胞脂质过氧化反应，同时抑制酶活性，

自由基累积，进一步加速生物膜受损，导致浸出液电

导率升高。CAT 在生物防御体系中扮演关键角色，是

生物体抗衰老的保护酶之一(南芝润等, 2008)，能够

维护细胞膜的稳定性和完整性。此外，CAT 具有提高

植物抗逆水平、增强植物光合作用、延缓衰老等多种

作用，其活性可以间接反映种子活力的大小(南芝润

等, 2008; Wei et al, 2019)。但在干旱情况下，植物抗

氧 化 酶 活 性 以 及 渗 透 调 节 物 质 的 含 量 均 有 所 增 加

(Imahori et al, 2016)。在本研究中，当干旱胁迫发生

时，植物细胞内会堆积自由基、过氧化物等严重危害

细胞正常生理进程与结构完整的化合物，抗氧化酶的

过量表达可以间接反映植物积极应答干旱胁迫造成

的损伤(Wu et al, 2016 )。在干燥处理 1 h 之前，鳗草

种子中 CAT 活性随干燥时间增长而逐渐提高，直至

2 附近达到顶点，而后快速下降。到干燥处理 8 h 时，

其 CAT 活性下降至最低点。1 h 和 2 h 干燥处理下，

鳗草种子 CAT 活性的提高由抗氧化应答通路主导。

但随干燥时间增长，鳗草种子含水率逐渐下降。CAT

因水溶性环境变化而逐渐变性失活，导致 CAT 活性

迅速下降。此时，细胞内其他种类结构蛋白与功能性

酶均在干燥环境下相继失活，造成鳗草种子的活力大

幅下降甚至死亡。一般来说，种子活力越低，发芽率、

含水率越低，相对电导率和 MDA 含量越高(郝楠等, 

2015; Kauth et al, 2015)，本研究也得到了相同的结果。

但 CAT 活性和以往研究有所不同，当植物感受到非

生物胁迫时，可激活植物 Ca2+通路诱导植物产生抗逆

反应。外界环境刺激传递给膜上的受体，受体接到信

号后通过膜上一系列磷酸化反应激活膜上的钙通道，

引起 Ca2+流入细胞质，导致细胞质内 Ca2+浓度增加，

从而产生钙信号(Chinnusamy et al, 2004)。钙信号往

往伴随着植物细胞内抗氧化相关通路的开启，可引发

细胞内抗氧化酶系的过量表达，这与 CAT 活性测定

的数据吻合。 

3.2  干燥处理时间对鳗草种子 Ca2+流速的影响 

Ca2+作为一种多功能的第二信使，在几乎所有的

非生物胁迫响应中都发挥着多方面的作用，包括干旱

胁迫、盐胁迫、低温和高温刺激等多种胁迫(Ranty 

et al, 2006)，已有研究表明，不同的非生物胁迫信号

能改变细胞内 Ca2+水平。对于某种非生物胁迫，Ca2+

不仅与其感知相互关联，而且多功能地保证了后续的

信号转导(Dong et al, 2022)。Ca2+之前已被证明在植

物抗旱过程中发挥着重要作用(张晶晶等, 2013)。本

研究中，鳗草种子在干燥处理 0 h 时为内流现象，但

是干燥处理 1 h 时 Ca2+外流，且随着干燥时间的增长，

Ca2+外流逐渐增大，鳗草种子内 Ca2+逐渐减少。有研

究者在检测抗旱型与水分亏缺敏感型大豆叶肉细胞

Ca2+流时发现，敏感型大豆 Ca2+外排强烈(Mak et al, 
2014)；此外，有实验发现，油松(Pinus tabuliformis 
Carriere) 和 柴 松 (Pinus tabulaeformis f. Shekannesis 

Yao et Hsü)在长期干旱胁迫下，柴松的 Ca2+外流显著

升高，而柴松的抗旱性不及油松(王树源等, 2018)，

与本研究结果类似。研究证实，绿萝 (Epipremnum 
aureum)在受到机械损伤后周边 Ca2+呈外流趋势，而

长寿花(Kalanchoe blossfeldiana Poelln.) Ca2+呈内

流趋势(王文军等, 2012)，且绿萝与鳗草都为木兰纲，

泽泻目植物，表现为受到非生物胁迫时会发生 Ca2+

外流现象。推测，干燥处理 0~1 h，鳗草种子由于干

燥带来的胁迫产生了钙信号，可以有效调控下游信号

与生理响应过程。但植物细胞钙浓度需要维持在一定

范围内才能正常生长，持续升高对植物正常细胞有危

害作用。此时一般情况下，植物细胞将迅速通过膜

Ca2+-ATP 酶以及 Ca2+/H+转运体将细胞内多余的 Ca2+

转移至质外体或者膜外，以维持 Ca2+的平衡，这就呈

现出实验中 Ca2+的持续外流。另外，通过对近年来资

料的分析和总结，发现 Ca2+在植物抗逆中的主要作用

是稳定植物的细胞壁和细胞膜；Ca2+在植物中还有调

节膜透性的功能(张鹏飞等, 2023)；激活和抑制细胞
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膜上各种离子通道，达到细胞内外离子浓度平衡。随

着 Ca2+的外流，鳗草种子的 Ca2+储存量逐渐减少，生

物膜的通透性随之改变。鳗草种子通过 Ca2+ ATPase

和 Ca2+/H+反向转运蛋白促进细胞 Ca2+外流，保持胞

质内低 Ca2+浓度，鳗草种子活力逐渐下降且生物膜结

构破损，鳗草种子机能损伤严重。随着生物膜功能的

损坏，植物细胞液泡及内质网中储存的 Ca2+由于化学

势的作用向细胞外扩散速率增大。持续的 Ca2+外流不

利于鳗草种子响应干燥带来的胁迫，因此随处理时间

的延长，鳗草种子 Ca2+逐渐出现外流趋势，且 Ca2+

流速不断增大。当 Ca2+外流增大时，伴有种子萌发率

降低、细胞膜透性增加、抗氧化酶活性下降等表型与

生理指标变化。且鳗草种子又为顽拗性种子，干燥脱

水能导致顽拗性种子细胞中水介质流动性下降，产生

代谢胁迫；另一方面诱导脂质相变，降低脂肪酸的不

饱和程度，生成过氧化物，造成膜结构蛋白的不可逆

外流和膜功能的丧失，最终使顽拗性种子的活力逐渐

丧失。研究结果表明，基于 NMT 的 Ca2+流速测定方

法具有作为一种重要的机理研究技术用于鳗草种子

活力检测的应用潜力，但在方法的普适性、深层次生

理机制解析等方面仍需进一步深化和提升。目前的研

究仅聚焦于特定实验区域的鳗草，该技术是否适用于

不同地理区域、生境条件下的鳗草以及其他种类的海

草种子有待明确。目前虽已初步建立 Ca2+流速与种子

活力的表观相关关系，但二者之间深层次的逻辑关系

尚不清楚，Ca2+信号转导网络的关键基因、蛋白和信

号分子及其在鳗草种子萌发及幼苗早期生长中的调

控机制等尚需深入研究。 
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Abstract    Eelgrass (Zostera marina), a perennial marine seed plant of Magnoliaceae, is commonly 
found in offshore shallows and river inlets and lives in submerged water. Eelgrass has important 
ecological services, such as water purification, protection of biodiversity, dike protection, disaster 
mitigation, and carbon sequestration. In recent years, with the increasing intensity of marine 
development and utilization and the impact of global climate change, seagrass bed resources have 
shown signs of increasing decline. The degradation rate of, China's seagrass beds also accelerates 
annually. Thus, the protection and restoration of seagrass bed resources cannot be delayed. In addition 
to taking effective management measures, scientific restoration of seagrass beds through human 
intervention is another important approach to protect existing seagrass beds. Transplanting artificially 
cultivated seagrass seedlings for seagrass bed restoration is also a way to utilize the seeds efficiently, 
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and the evaluation of seed vigor status is the key to determine the germination rate and seedling 
establishment rate. Seed vigor is an important index for screening high germination rate, high seedling 
emergence rate, and other high-quality varieties. It is also the main index reflecting the rapid and neat 
emergence of seeds and the normal growth of seedlings. At present, methods commonly used to test 
eelgrass seed vigor are low-temperature germination assay, conductivity assay, enzyme vigor assay, and 
2,3,5-tripheyl tetrazolium chloride (TTC) staining assay. However, low-temperature germination test 
cannot reflect the real vigor level of seeds well, especially in eelgrass seeds, because the germination 
time needs more than 2 weeks. Seedling growth determination, germination rate determination, and 
other traditional methods for detecting seed vigor need to be verified by a large number of repetitive 
experiments, which require large amounts of manpower, material resources, and time, as well as a large 
amount of investment in the development and development of eelgrass seeds. Similarly, conductivity 
measurement, enzyme activity measurement, and seedling growth rate measurement need to be 
validated by a large number of repetitive tests, which require a large investment of labor, material, and 
time, and may also damage seed samples. With the rapid development of technology, various 
non-contact, non-destructive, rapid seed viability testing methods have emerged. These methods include 
non-invasive micro-measurement, near-infrared spectroscopy, hyperspectral imaging, electronic nose 
detection. Among them, non-invasive micro-measurement determines seed viability by means of the 
sample. It also determines seed vigor by measuring the ion or molecular flow rate of drops on the seed 
surface. Given its advantages of non-damage, multi-electrode, multi-angle, high sensitivity, and high 
resolution, this technique has been applied in different plant research fields, such as plant salt resistance, 
plant pathology, and plant heavy metal resistance. In this study, we determined the Ca2+ flow rate and 
direction in eelgrass seeds with different activities obtained from drying treatment by a non-invasive 
microbolometer system to investigate the relationship between Ca2+ flow rate and eelgrass seed vigor, 
and provide a new method for the rapid, non-invasive, and in vivo identification of eelgrass seed vigor. 
Prior knowledge of seed viability status is a crucial aspect of artificial seedling cultivation, including 
eelgrass. In this study, eelgrass seeds were subjected to different degrees of drought stress for their 
special recalcitrant properties, and the same batch of eelgrass seeds was artificially treated to create 
differences in vigor. While different indicators were used to describe the physiological state of the 
seeds after the drying treatment, non-invasive micrometry was used to determine the Ca2+ flow rate of 
the seeds and investigate the relationship between eelgrass seed vigor and Ca2+ flow rate. In this study, 
drying treatments were used to artificially create viability differences in eelgrass seeds from the same 
batch, totaling five drying times (0, 1, 2, 4, and 8 h) and 20 groups of samples. Germination rate, 
relative conductivity, water content, catalase activity, and malondialdehyde content were determined. 
Non-invasive micro-measurement was applied to the detection research of eelgrass seed vigor. Its 
primary objectives were to verify the feasibility of seed vigor grading through preliminary experiments, 
formulate a demonstration scheme, and further lay a solid foundation for the subsequent establishment 
of a standardized system for eelgrass seed vigor grading. Results showed that the germination rate 
gradually decreased and the relative conductivity increased with treatment time, the germination rate of 
the seeds after 4 h of treatment was 12% lower than that of the untreated seeds, and the germination rate 
after 8 h of treatment significantly reduced and was 68.7% lower than that of the untreated seeds. 
Catalase activity also significantly changed with treatment time. The Ca2+ was effluxed, and the efflux 
rate increased with treatment time. The germination rate and Ca2+ efflux flow rate were significantly 
negatively correlated, and the fitted linear equation was y = –0.192 2x + 94.09, with an R2 of 0.860 6. 
This study proved that the Ca2+ flow rate could serve as an eelgrass seed vigor detection index, 
providing a basis for the rapid and non-destructive identification of eelgrass seed vigor. 
Key words    Eelgrass seeds (Zostera marina); Drying treatment; Seed viability; Ca2+ flow rate; 
Non-invasive micrometry techniques 


