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摘要: 以定向选育的刺参(Apostichopus japonicus)耐高温品系子三代(F3 组)和未经选育的普通刺参(C 组)1 龄幼参

[(13.6±1.8) g/头]为研究对象, 在室内模拟池塘夏季高温环境, 比较了两个群体在 25℃、27℃、29℃、31℃、32℃

和 33℃ 6 个温度梯度下体壁抗氧化酶(SOD、CAT 和 T-AOC)、水解酶(ACP 和 AKP)和溶菌酶(LSZ)活力的差异。

结果表明, 在抗氧化酶活力方面, F3 和 C 组刺参 SOD 活力均随温度的升高呈先升高后降低的趋势, 且当温度为

31℃和 32℃时 F3组 SOD活力显著高于 C组(P<0.05); F3组 CAT活力在实验温度范围内均高于 C组, 且当温度为

27~31℃和 33℃时差异显著(P<0.05); F3组 T-AOC活力在各温度下均显著高于 C组(P<0.05)。在水解酶活力方面, F3

组的ACP活力在各温度下均高于C组, 且除 31℃外, 其余温度下均差异显著(P<0.05); F3组AKP活力在 25℃、27℃

和 31℃下显著高于 C组(P<0.05), 其余温度下差异不显著。F3和 C组 LSZ活力均随水温的上升呈先升高后降低的

趋势, 且在 27~31℃范围内 F3组 LSZ活力显著高于 C组(P<0.05)。结果表明, 经过定向选育的耐高温品系 F3 对高

温的耐受能力获得了提高, 实验结果为耐高温刺参良种选育提供了理论依据。 
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温度是影响刺参 (Apostichopus japonicus)生

长和发育的重要因素, 超过适温范围后, 刺参会

停止活动而进入“夏眠”状态[1]。在中国的主要刺

参养殖区, 夏眠时间一般在 100 d左右, 其间刺参

消化道萎缩、体重减轻[2], 各种消化酶活力发生改

变[3], 甚至发生如 2013 年夏季因池塘高温、低氧

导致刺参大面积死亡的现象, 这不仅给刺参养殖

生产带来严重的经济损失, 也给刺参产业的健康

发展敲响了警钟。因此, 培育具有耐高温特性的

刺参品种是解决刺参产业发展的有效途径, 也是

刺参良种选育的重要方向。 

温度胁迫是物种进化的动力之一, 长期的温

度变化很容易引起物种分化甚至新物种的形成[4]。

将被选生物置于胁迫环境中进行淘汰选择, 存留

抗性个体进行累代选育也是选择育种的传统方法, 

以高温为胁迫因子进行耐高温性状的选择育种已

在酵母(Saccharomyces genus)[5]、坛紫菜(Porphyra 

haitanensis)[6]、大菱鲆(Scophthalmus maximus)[7–8]

等物种的选育中获得了良好的研究进展。 

生物在对高温适应的过程中, 逐渐改变机体

代谢水平和生理状态, 这是一种积极的适应和调

节过程。我们前期的研究结果表明, 与未经选育

的野生刺参群体相比, 选育的耐高温群体在高温

胁迫下具有更好的耐受能力, 而且从高温下的存活

率、热休克蛋白表达量等生物学角度验证了高温耐

受性的可遗传性[9–10], 但有关高温胁迫对刺参耐高
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温品系免疫功能的影响尚缺乏研究报道。因此, 本

研究以选育的刺参耐高温品系 F3群体和未经选育

的普通刺参群体为研究对象, 在室内模拟池塘夏

季高温环境, 比较研究了两个群体在高温胁迫条

件下体壁抗氧化酶、水解酶以及溶菌酶活力指标的

变化和差异, 以期为高温胁迫下刺参的适应机制

和耐高温刺参品种选育效果评价提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

在刺参高温夏眠期, 收集仍处于摄食活动的

大规格刺参(200 g/头以上)组成基础群体, 进行子

代苗种培育。在子代浮游幼体阶段、平均规格分

别为 100000头/kg、10000头/kg和 1000头/kg时, 

分别进行高温淘汰和大规格苗种选择, 各阶段苗

种淘汰率均保持在 50%左右, 并在夏眠期选择仍在

摄食的大规格个体作为子代种参, 实施累代选育。 

实验在 2014年 6月中旬进行, 选择耐高温品

系 F3群体(F3组)和未经选育的普通刺参对照群体

(C组)1龄幼参, 各 200头, 鲜体重为(13.6±1.8) g。

实验前, 幼参置于 4.5 m3水泥池中暂养 7 d, 自然

水温(24±0.5) , ℃ 每天按时定量投喂人工饲料(鼠

尾藻、马尾藻、海带粉和海泥等)。 

1.2  实验设计 

恒温系统由 3 个 0.3 m3的塑料水箱组成, 其

中一个水箱为升温箱, 内置控温仪进行升温和控

温, 升温水通过小型潜水泵注入另 2 个苗种受试

箱, 受试箱的水利用水位差通过虹吸管自动流回

升温箱, 保证各受试水箱水温的一致性, 水温波

动控制在 0.2℃以内。刺参暂养结束后, 停止投喂

人工饲料, 再经过 2 d的静养, 待刺参肠道内粪便

基本排出完毕后, 将两个群体的刺参转移至恒温

系统内, 每组设置 4个平行, 每个受试箱放 2个平

行, 每个平行放养 50头。实验共设 25℃、27℃、

29℃、31℃、32℃和 33℃ 6个温度梯度, 升温幅

度为 0.5 /℃ (12 h), 达到每个设定温度并维持恒温

12 h后, 开始取样。每个平行随机取 5头刺参, 将

体表色素层用解剖刀切除后, 取少量体壁组织样

本保存在–80℃超低温冰箱备用。 

1.3  免疫指标测定 

利用南京建成生物工程研究所试剂盒及其说

明进行以下免疫指标的测定, 测定指标为: 超氧

化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、总抗氧化

能力 (T-AOC)、酸性磷酸酶 (ACP)、碱性磷酸酶

(AKP)和溶菌酶(LSZ)。 

1.4  数据处理 

应用 SPSS13.0软件统计耐高温群体(F3组)和普

通对照群体(C 组)的 SOD、CAT、T-AOC、ACP、

AKP 和 LSZ 平均值和标准差( x ±SD), 并对数据进

行单因素方差分析(One-Way ANOVA)和多重比较

(Duncan), 以 P<0.05作为差异显著的标志。 

2  结果与分析 

2.1  超氧化物歧化酶(SOD) 

不同处理温度下 C 组和 F3 组刺参体壁 SOD

活力变化如图 1 所示, 可以看出, 温度对两个群

体的 SOD 活力影响显著(P<0.05)。(1)C 组: SOD

活力随着温度的升高有整体下降的趋势, 且 27℃

时的 SOD 活力显著高于 31~33℃的 SOD 活力。

(2)F3组: SOD活力随着温度的升高呈先升高后降

低的趋势, 29℃、31℃和 32℃时的 SOD活力显著

高于 25℃、27℃和 33℃的 SOD 活力。(3)C 组和

F3 组之间: 当胁迫温度为 31℃和 32℃时, F3 组

SOD 活力显著高于 C 组(P<0.05), 其他温度下两

组差异不显著(P>0.05)。 

2.2  过氧化氢酶(CAT) 

由刺参体壁CAT活力变化(图 2)可以看出, 温

度对两组刺参体壁 CAT 活力影响显著(P<0.05), 

均随着温度的升高呈下降的趋势。(1)C 组: CAT

活力在温度为 25℃时最高 , 且与其他温度下的

CAT 活力差异显著(P<0.05); 33℃时的 CAT 活力

显著低于 25℃、27℃和 29℃的CAT活力(P<0.05)。

(2)F3 组: 温度为 25℃下的 CAT 活力显著高于

32℃和 33℃下的 CAT活力(P<0.05), 27℃和 29℃

下的 CAT 活力显著高于 33℃下的 CAT 活力

(P<0.05)。(3)C组和 F3组之间: F3组 CAT活力均

高于 C组, 且在 27℃、29℃、31℃和 33℃的胁迫

温度下差异显著(P<0.05)。 
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图 1  不同温度胁迫下刺参体壁 SOD活力变化 

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力

差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示同一温度下 C组和 F3 

组免疫酶活力差异显著(P<0.05). C: 普通刺参; F3: 耐高温

品系子三代. 

Fig. 1  SOD activity of sea cucumber at different temperatures 
Different lowercase letters indicate significant difference at dif-
ferent temperatures in the same group (P<0.05), and different 
capital letters indicate significant difference between group C and 
F3 at the same temperature (P<0.05). C: wild population; F3: F3 

of breeding population. 

 

 
 

图 2  不同温度胁迫下刺参体壁 CAT活力变化 

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力

差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示同一温度下 C组和 F3 

组免疫酶活力差异显著(P<0.05). C: 普通刺参; F3: 耐高温

品系子三代. 

Fig. 2  CAT activity of sea cucumber at different temperatures 
Different lowercase letters indicate significant difference at 
different temperatures in the same group(P<0.05), and different 
capital letters indicate significant difference between group 
C and F3 at the same temperature(P<0.05). C: wild population; 

F3: F3 of breeding population. 
 

2.3  总抗氧化能力(T-AOC) 

由图 3可以看出, 随着胁迫温度的升高, C组

和 F3 组 T-AOC 活力均呈下降的趋势, 且温度对

两组刺参体壁 T-AOC 活力影响显著(P<0.05)。 

 
 
图 3  不同温度胁迫下刺参体壁 T-AOC活力变化 

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力

差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示同一温度下 C组和 F3 

组免疫酶活力差异显著(P<0.05). C: 普通刺参; F3: 耐高温

品系子三代. 

Fig. 3  T-AOC activity of sea cucumber at different temperatures 
Different lowercase letters indicate significant difference at dif-
ferent temperatures in the same group (P<0.05), and different 
capital letters indicate significant difference between group 
C and F3 at the same temperature (P<0.05). C: wild population; 

F3: F3 of breeding population. 

 
(1)C组: T-AOC活力在 25℃时最高, 且显著高于

31℃、32℃和 33℃下的 T-AOC活力(P<0.05); 31℃

下的 T-AOC 活力最低, 但与 32℃和 33℃下的

T-AOC 活力差异不显著(P>0.05)。(2)F3 组: 25℃

下 T-AOC的活力显著高于 33℃(P<0.05)。(3)C组

和 F3组之间: F3组 T-AOC活力均显著高于 C组

T-AOC活力(P<0.05)。 

2.4  酸性磷酸酶(ACP) 

由图 4可以看出, 随着温度的升高, C组和 F3

组 ACP 活力均呈下降的趋势, 温度对两组 ACP

活力均影响显著(P<0.05)。(1)C组: 在 25~31℃下

ACP活力变化不大, 33℃下的 ACP活力最低, 且

与 25~31℃下的 ACP 活力差异显著(P<0.05)。

(2)F3 组: 25℃和 27℃下的 ACP 活力显著高于

32℃和 33℃下的 ACP 活力(P<0.05)。(3)C 组和

F3组之间: F3组ACP活力均高于 C组, 且除 31℃

外, 其余温度下的 ACP活力在两组之间均差异显

著(P<0.05)。 

2.5  碱性磷酸酶(AKP) 

由刺参体壁碱性磷酸酶(AKP)活力变化(图 5)

可以看出, (1)C 组: 随着温度的升高, 除 31℃下 
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图 4  不同温度胁迫下刺参体壁 ACP活力变化 

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力

差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示同一温度下 C组和 F3 

组免疫酶活力差异显著(P<0.05). C: 普通刺参; F3: 耐高温

品系子三代. 

Fig. 4  ACP activity of sea cucumber at different temperatures 
Different lowercase letters indicate significant difference at 
different temperatures in the same group (P<0.05), and differ-
ent capital letters indicate significant difference between group 
C and F3 at the same temperature (P<0.05). C: wild population; 

F3: F3 of breeding population. 
 

 
 

图 5  不同温度胁迫下刺参体壁 AKP活力变化 

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力

差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示同一温度下 C组和 F3 

组免疫酶活力差异显著(P<0.05). C: 普通刺参; F3: 耐高温

品系子三代. 

Fig. 5  AKP activity of sea cucumber at different temperatures 
Different lowercase letters indicate significant difference at 
different temperatures in the same group (P<0.05), and differ-
ent capital letters indicate significant difference between group 
C and F3 at the same temperature (P<0.05). C: wild population; 

F3: F3 of breeding population. 
 

AKP 活力显著低于 25℃外(P<0.05), 其他温度下

的 AKP活力相互之间差异不显著(P>0.05)。(2)F3

组 : 温度的升高对 AKP 活力下降影响显著

(P<0.05), 25℃下的 AKP 活力最高, 27℃的 AKP

活力次之, 32℃和 33℃下的 AKP活力最低, 且相

互间差异显著(P<0.05)。(3)C组和 F3组之间: 在

25℃、27℃和 31℃下, F3组 AKP活力均显著高于

C组 AKP活力(P<0.05), 其余温度下的 AKP活力

两组之间差异不显著(P>0.05)。 

2.6  溶菌酶(LSZ) 

由刺参体壁溶菌酶(LSZ)活力变化(图 6)可以看

出, 两组 LSZ活力均随温度的升高呈先升高后下降

的趋势, 温度对 LSZ 活力变化影响显著(P<0.05)。

(1)C组: 温度为 25℃时的 LSZ活力最低, 且显著低

于 27~33℃下的 LSZ 活力(P<0.05); 27~33℃下的

LSZ 活力相互之间差异不显著(P>0.05), 32℃时的

LSZ活力最高。(2)F3组: 31℃下的 LSZ活力最高, 

且显著高于除 29℃外其他温度下的 LSZ活力; 25℃

下LSZ活力最低, 且显著低于其他温度下的LSZ活

力。(3)C组和 F3组之间: 27℃、29℃和 31℃下, F3

组 LSZ活力均显著高于 C组(P<0.05), 其余温度下

两组之间差异不显著(P>0.05)。 
 

 
 

图 6  不同温度胁迫下刺参体壁 LSZ活力变化 

不同小写字母表示同一群体内不同处理温度间免疫酶活力

差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示同一温度下 C组和 F3 

组免疫酶活力差异显著(P<0.05). C: 普通刺参; F3: 耐高温

品系子三代. 

Fig. 6  LSZ activity of sea cucumber at different temperatures 
Different lowercase letters indicate significant difference at 
different temperatures in the same group (P<0.05), and differ-
ent capital letters indicate significant difference between group 
C and F3 at the same temperature (P<0.05). C: wild population; 

F3: F3 of breeding population. 
 

3  讨论 

3.1  高温胁迫对耐高温群体和普通群体抗氧化能

力的影响 

温度通过影响生物体新陈代谢反应速率从而
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调控其能量收支、生长发育、酶活水平和抗病能

力。刺参属于变温动物, 水温的变化会对机体免

疫产生直接的影响, 特别是在胁迫环境中, 体内

产生的大量活性氧(O2
–、·OH、H2O2 等)会对机体

造成氧化损伤和免疫机能破坏, 此时, 机体抗氧化

防御酶系统(如 SOD和 CAT等)启动免疫应答[11–13], 

可有效清除体内活性氧, 维持生物正常生命活动, 

因此, 测定 SOD 和 CAT 活力可以了解机体的免

疫能力[14–15]。总抗氧化能力(T-AOC)反映机体抗

氧化酶系统和非酶促系统对外来胁迫的免疫能力, 

是衡量机体抗氧化系统功能与生物健康程度的综

合性指标[16–17]。刺参体壁不但是抵御外来病原的

第一道物理防线, 其中的免疫酶也发挥着重要的

作用[18–19]。相关研究表明, 在刺参进入夏眠过程

中(16℃上升至 26℃), 机体的 SOD和CAT活力上

升, 持续 26℃胁迫下又回落至较低水平[20]。王天

明等[21]的研究结果表明, 相对于低温活跃期, 高

温夏眠期刺参呼吸树中Cu/Zn-SOD基因表达量出

现上调, 而 CAT基因表达量出现显著下降。锄足

蟾在高温夏眠期间肝 CAT 活力也显著低于低温

活动状态, 而 SOD活力相对升高[22]。 

本研究中, 在 25~33℃的高温胁迫下, 选育的

耐高温群体和普通群体 SOD 活力均呈现先升高

后降低的趋势, 但耐高温群体在 32℃时 SOD活力

最高, 而普通群体在 27℃时 SOD活力最高, 耐高

温群体 SOD活力最高表达出现滞后性特征。两个

群体 CAT和 T-AOC活力均随温度的升高而下降, 

这与高温环境中的刺参 [13]和锄足蟾 (Scaphiopus 

couchii)[22]对应酶活力的变化基本一致 , 说明随

着胁迫温度的升高和时间的延长, 刺参体内积累

的活性氧对抗氧化酶活力产生了抑制作用。但相

对于普通群体刺参, 耐高温群体抗氧化酶活力在

高温胁迫下仍保持较高的表达水平, 因此, 耐高

温群体在高温胁迫时仍具有较强的保护机体免受

氧化损伤的能力。 

3.2  高温胁迫对耐高温群体和普通群体磷酸酶活

力的影响 

磷酸酶包括酸性磷酸酶(ACP)和碱性磷酸酶

(AKP), 普遍存在于动植物体内 , 是两种参与免

疫防御的重要水解酶, 可催化各种含磷化合物的

水解过程[23]。ACP 是巨噬细胞溶酶体的标志酶, 

也是巨噬细胞内最有代表性的水解酶之一, 可消

化分解异物颗粒。AKP对底物的专一性要求较低, 

在碱性条件下可使磷酸单脂水解生产乙醇和磷酸, 

起到解毒的功能, 同时与营养物质的消化吸收密

切相关[24], 而且在机体抵抗疾病、免疫反应和细

胞损伤与修复过程中起着重要的作用, 在饲料中

添加免疫多糖可显著提高磷酸酶的活性, 提高机

体免疫力[25]。本研究中, 随着胁迫温度的升高和

时间的延长, 两个群体的 ACP 和 AKP 活力均呈

现逐渐降低的趋势, 这与刺参在干露[13]、饥饿和

夏眠 [26]等胁迫条件下酶活力随时间的变化趋势

基本一致, 因此, 长时间的高温胁迫会显著抑制

刺参体壁中 ACP 和 AKP 的活力, 出现免疫疲劳, 

降低刺参机体的免疫防御能力。但从两个群体磷

酸酶活力的差异可以看出, 耐高温群体 ACP活力

在 25~33℃的温度下总体显著高于普通群体, 并

且 AKP 活力在 25~31℃时也高于普通群体, 这种

变化表明, 相对于未经选育的普通群体, 经过高

温定向选育的耐高温群体在高温胁迫下仍可保持

较强的免疫防御能力。 

3.3  高温胁迫对耐高温群体和普通群体溶菌酶活

力的影响 

溶菌酶 (LSZ)广泛存在于动物及植物体内 , 

是吞噬细胞杀菌的物质基础, 也是非特异性免疫

的重要组成部分 [27], 可使外源性细菌细胞裂解 , 

也可激活机体内吞噬细胞的活性, 达到机体防御

的功能。相关研究表明, 温度对溶菌酶活力变化

影响显著, 随着温度的升高, 机体内溶菌酶活力

有升高的趋势[28–29], 在饲料中添加免疫多糖也可

以提高 LSZ活性, 提高机体免疫力[25]。在刺参夏

眠的过程中(6–10 月), LSZ 活力也呈现逐渐升高

的趋势[30], 这与本研究中 LSZ活力变化趋势相一

致; 但随着温度的进一步升高(超过 32℃), 机体

免疫系统处于崩溃边缘 , LSZ 活力也逐渐降低 , 

与Wang等[31]在 32℃下处理 6~12 h后刺参体腔液

LSZ活力显著降低的趋势相类似。以上结果表明, 

一定范围的温度胁迫可以激活刺参机体内溶菌酶
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活力, 增强机体对胁迫的免疫反应, 但超过耐受

范围(包括温度和时间因素)时, 机体的免疫系统

遭到破坏, 机体处于濒死状态, LSZ酶活力降低。

从两个群体的 LSZ 活力差异可以看出, 在 25~ 

33℃的高温胁迫下, 耐高温群体仍可保持较高的

LSZ 活力水平, 表明选育的耐高温群体对高温胁

迫能够更有效地做出免疫调节反应, 保护机体免

受损伤, 表现出对高温胁迫的较强适应性。 
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Effects of high-temperature stress on several immune enzyme activi-
ties of Apostichopus japonicus thermotolerant and normal species 
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Abstract: Temperature has a significant effect on the growth, reproduction, distribution and abundance of sea cu-
cumbers (Apostichopus japonicus). The suitable temperature range for this species is 5–20℃, and the optimum 
growth range is 10–16℃, which fluctuates depending on size. When the water temperature exceeds the optimal 
range, A. japonicus stops feeding and goes into aestivation. In recent years, as global warming has intensified, 
slow growth, malformation and high mortality of marine animals have been observed frequently because of high 
temperatures. High seawater temperatures during summer 2013 resulted in significant economic losses in the A. 
japonicus aquaculture industry in China. Therefore, breeding A. japonicus resistant to high temperatures is re-
quired urgently. In this study, we used 1-year-old juveniles (13.6 g±1.8 g) from a directed breeding population (F3 
group) and a wild population (C group) as the experimental animals. High temperatures as in ponds in summer were 
imitated (25℃, 27℃, 29℃, 31℃, 32℃ and 33℃, increasing by 0.5℃ every 12 h). The activities of superoxide 
dismutase (SOD), catalase (CAT), acid phosphatase (ACP), alkaline phosphatase (AKP), lysozyme (LSZ) and total 
antioxidant capacity (T-AOC) of A. japonicus in F3 and C groups were determined and compared after 12 h ther-
mal stimulus at different temperatures. The results showed that temperature had a significant influence on the SOD, 
CAT, ACP, AKP and LSZ activities, and T-AOC. The SOD activities ofthe F3 and C groups initially showed an 
upward trend, but declined as the temperature increased from 25℃ to 33℃. The activity of SOD in the F3 group 
was significantly higher than in group C (P<0.05) at 31℃ and 32℃.The CAT activity and T-AOC declined in both 
groups as temperature increased from 25℃ to 33℃. The CAT activity in the F3 group was higher than in group C 
at every temperature level, and the difference was significant when the temperature was 27℃, 29℃, 31℃ and 33℃
(P<0.05). The T-AOC in group F3 was significantly higher than in group C (P<0.05) at temperature ranges from 25℃ 
to 33℃. The ACP and AKP activities in both groups declined as temperature increased; the ACP activity in group 
F3 was significantly higher than in group C (P<0.05), except at 31℃; and the AKP activity in group F3 was sig-
nificantly higher than in group C (P<0.05) when the temperature was 25℃, 27℃ and 31℃. The LSZ activity 
showed an initial upward trend and then declined as the temperature increased in both groups; the activity in the 
F3 group was significantly higher than in group C at 27℃, 29℃ and 31℃. The results indicated that the immune 
capacity of thermotolerant A. japonicus to high-temperature stress has improved after three generations of directed 
breeding. This study provides useful information for further research on selective breeding of A. japonicus. The 
rate of global warming is increasing, and the average temperature of the earth’s surface is predicted to rise by 
1.5–6.0℃ by the end of the present century, according to the 2007 report by the Intergovernmental Panel on Cli-
mate Change (IPCC). Therefore, biological studies of organisms, including A. japonicus, under high-temperature 
stress are urgently required. 
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