中国水产科学  2014年3月, 21(2): 405(412
Journal of Fishery Sciences of China  

研究论文
412
中国水产科学
第21卷

第2期
谢佳等: 坛紫菜叶状体对失水胁迫的抗氧化生理响应
411

DOI: 10.3724/SP.J.1118.2014.00405

坛紫菜叶状体对失水胁迫的抗氧化生理响应
谢佳, 徐燕, 纪德华, 陈昌生, 谢潮添
集美大学 水产学院, 福建 厦门 361021
摘要: 失水胁迫是潮间带中高潮区坛紫菜(Pyropia haitanensis)的主要胁迫因子。本研究以坛紫菜叶状体为材料, 探讨其在不同失水程度下细胞中超氧阴离子自由基(
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·)含量、过氧化氢(H2O2)含量、超氧化物歧化酶(SOD)活性、抗坏血酸过氧化物酶(APX)活性、过氧化氢酶(CAT)活性、谷胱甘肽还原酶(GR)活性、还原型谷胱甘肽(GSH)含量和抗坏血酸(ASA)含量的动态变化过程。结果表明, 坛紫菜叶状体生理适应的关键转变点在失水率达到60%时。当失水率低于60%时, 细胞内的活性氧成分以毒性较低的H2O2为主, APX活性、ASA含量和GSH含量无显著变化, SOD、CAT和GR活性呈现显著下降趋势; 但当超过60%时, 细胞内的活性氧成分转变为以高毒性的
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·为主, 抗氧化酶SOD、CAT、APX活性无显著上升, 但GR活性、ASA含量和GSH含量均有显著上升。由此间接说明, 坛紫菜细胞在高度失水胁迫时所产生的活性氧成分, 主要是由GR、ASA和GSH作为清除剂去除的。本研究旨在通过探讨细胞抗氧化系统在坛紫菜失水胁迫应答中的作用机制, 为深入了解坛紫菜失水耐受性的生理过程提供理论依据。
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坛紫菜(Pyropia haitanensis)是中国暖温带性潮间带特有的大型经济红藻, 自20世纪60年代以来, 经过几代人的努力, 成功实现了人工繁育和养殖, 对闽浙沿海经济海藻的生产起了重要作用。从产量上看, 目前该地区坛紫菜的总产量约占全国紫菜总产量的75%[1]。近年来, 国内的藻类学者对坛紫菜的遗传发育规律开展了系列研究, 阐明了坛紫菜的单性生殖[2]、减数分裂发生位置[3]以及性细胞分化规律[4]等基础遗传学问题, 成功构建了坛紫菜的遗传连锁图谱[5], 完成了重要经济性状的数量遗传学解析[6], 并完成了坛紫菜质体基因组[7]和全转录组的测序[8], 这些研究为后续坛紫菜的遗传育种和抗逆分子机制的研究奠定了基础。

由于潮汐作用, 潮间带区域的光、温、水、气等环境条件发生周期性的变化, 栖息于该环境中的海藻具有独特的生理适应机制。坛紫菜是一种栖息于中高潮区的红藻, 大潮时干露在空气中的时间长达4 h以上, 失水率可达90%以上, 对失水和复水具有很强的耐受性。由于其形态结构简单, 且可在人工控制的培养条件下完成整个生活史过程, 因此是研究潮间带环境生理适应的一个理想材料。目前有关坛紫菜在干出失水条件下的生长、发育[9]和光合作用[1011]等生理机制的研究已有报道, 同时, 有关坛紫菜叶状体对高温[12]、低氮磷[13]和紫外辐射[10]等逆境的耐受性机制研究正在开展, 但关于失水对坛紫菜抗氧化系统影响的报道尚未见。本研究拟通过比较坛紫菜叶状体在不同失水胁迫条件下, 抗氧化酶活性和抗氧化剂含量的变化, 探讨细胞抗氧化系统在坛紫菜失水胁迫应答中的作用机制, 为深入了解坛紫菜失水耐受性的生理机制提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料培养

将坛紫菜Z-61品系叶状体在正常温度下培养, 培养条件为: 温度21℃, 光照强度50~60 µmol (photons)·m−2·s−1, 光照周期12L︰12D(隔2 d更换过滤新鲜海水1次), 待叶状体生长至15~20 cm后选取叶面平滑、色泽有光泽、无斑点烂洞、处于生长旺盛期的优质完整藻体。

1.2  材料处理

取单株坛紫菜叶状体, 用纱布轻压吸干藻体表面水分后, 置于干燥纱布上, 置于21℃, 50~60 µmol (photons)·m−2·s−1光强的干燥箱内干燥失水, 失水率计算公式: 
失水率=(鲜重失水后藻体重)/(鲜重干重)×100%

根据预实验确定的干燥时间, 分别取样失水率为0、10%、40%、60%、90%的样品和干燥失水至失水率为90%后再浸泡于新鲜海水中培养30 min后(复水)的样品进行各项生理生化指标测定。
1.3  生理指标测定

1.3.1  过氧化氢(H2O2)、超氧阴离子自由基(
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·)、还原型谷胱甘肽(GSH)和抗坏血酸(ASA)含量测定
取0.2 g样品, 液氮研磨后移至1.5 mL离心管中, 加入1 mL 5%(w/v)TCA溶液, 振荡混匀, 离心(12 000 g×10 min, 4℃), 取上清液待测[14]。
测定方法按照试剂盒说明书进行, GSH、O2·和H2O2含量测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所, ASA含量测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。
1.3.2  超氧化物歧化酶(SOD)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽还原酶(GR)活性测定  SOD活性测定: 取0.2 g样品, 液氮研磨后移至1.5 mL离心管中, 加入0.5 mL提取缓冲液(0.1 mol/L磷酸缓冲液, 含80 μmol/L ASA, 1 mmol/L PMSF, pH6.8), 振荡混匀, 离心(12 000g×10 min, 4℃), 取上清液待测[14]。
APX活性测定: 取0.2 g样品, 液氮研磨后移至1.5 mL离心管中, 加入0.5 mL提取缓冲液[0.1 mol/L磷酸缓冲液, 含1%(w/v)PVPP, 0.5 mmol/L L-ASA (用时现配)和0.25%(v/v)TritonX-100, pH 6.8], 振荡混匀, 离心(12 000 g×10 min, 4℃), 取上清液待测[14]。
CAT活性测定: 取0.2 g样品, 液氮研磨后移至1.5 mL离心管中, 加入0.5 mL提取缓冲液[0.1 mol/L磷酸缓冲液, 含5% (w/v) PVPP, 1 mmol/L Na2- EDTA, 10 mmol/L DTT和1 mmol/L PMSF, pH 6.8], 振荡混匀, 离心(12 000 g×10 min, 4℃), 上清液用30%硫酸铵沉淀, 充分振动30 min后再离心(10 000 g×10 min, 4℃), 取沉淀用150 μL提取缓冲液溶解待测[14]。

GR活性测定: 取0.2 g样品, 液氮研磨后移至1.5 mL离心管中, 加入0.5 mL提取缓冲液[0.1 mol/L磷酸缓冲液, 含1%(w/v)PVPP, 1 mmol/L Na2EDTA, 1 mmol/L PMSF, pH 6.8], 振荡混匀, 离心(12 000 g×10 min, 4℃), 取上清液待测[14]。
测定方法按照试剂盒说明书进行, SOD、CAT、GR活性测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所, APX活性测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。

1.3.3  藻体可溶性蛋白含量的测定  采用BCA法, 按照试剂盒说明书进行测定, 试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司。
1.4  数据分析

以上实验均进行3次生物学重复和3次技术重复。采用统计分析软件 SPSS 17.0 对实验数据进行统计分析, 并采用单因素方差分析(One-Way ANOVA)和最小显著差异法(LSD)比较不同数据间的差异, P<0.05表示差异显著, P<0.01表示极显著差异。

2  结果与分析
2.1  
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·含量的变化

由图1可以看出, 坛紫菜叶状体在轻度失水(<60%)胁迫条件下, 细胞内的
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·含量没有发生显著变化; 但当失水率超过60%时, 细胞内
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·含量即开始极显著上升 (P<0.01), 至失水率为90%时, 细胞内的
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·含量是原初水平的5.28倍; 但此时将叶状体重新浸泡于海水中30 min, 可检测到细胞内的
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·含量极显著下降(P<0.01), 说明细胞内的
[image: image9.wmf]2

O

-

·含量正在逐渐恢复至正常水平。

[image: image10.png]0 1 1 1 1 ]
0 20 40 60 80 &K
rehydration
7K /% rate of water loss




图1  不同失水胁迫程度下坛紫菜叶状体
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·含量的变化

21℃, 不具有相同字母的值差异显著, P<0.05.
Fig. 1  Changes of 
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· content in blades of P.haitanensis under desiccation stress
21℃, Bars with different small letters mean significant differences, P<0.05.
2.2  H2O2含量的变化

H2O2是活性氧的一个主要种类之一, 可以直接或间接氧化细胞内的生物大分子, 从而加速细胞的衰老和解体[15]。由图2可以看出, 坛紫菜叶状体干出失水时, 细胞内的H2O2含量极显著上升(P<0.01), 至失水率为60%时, 细胞内的H2O2含
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图2  不同失水胁迫程度下坛紫菜叶状体H2O2含量的变化

21℃, 不具有相同字母的值差异显著, P<0.05.
Fig. 2  Changes of H2O2 content in blades of P.haitanensis under desiccation stress
21℃, Bars with different small letters mean significant differences, P<0.05.
量达到最高, 为原初水平的2.00倍; 当失水率达90%时, 细胞内的H2O2含量与60%失水率时相比稍微下降, 但没有显著差异(P>0.05); 此时将叶状体重新浸泡于海水中, 细胞内的H2O2含量随即下降至接近原初水平。
2.3  SOD活性的变化

SOD是细胞内防御超氧阴离子自由基对细胞伤害的第一道防线, 其活性的高低是植物抗逆能力的反应[16]。由图3可以看出, 坛紫菜叶状体在轻度失水(<60%)胁迫条件下, 细胞内的SOD活性轻微下降, 但差异不显著(P>0.05); 但当失水率超过60%时, 细胞内SOD活性极显著下降(P<0.01), 至失水率为90%时, 细胞内的SOD活性只有原初水平的2/5; 但此时将叶状体重新浸泡于海水中30 min, 细胞内的SOD活性又表现为极显著上升(P<0.01)的趋势。
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图3  不同失水胁迫程度下坛紫菜叶状体SOD活性的变化
21℃, 不具有相同字母的值差异显著, P<0.05.
Fig. 3  Changes of SOD activity in blades of P. haitanensis under desiccation stress
21℃, Bars with different small letters mean significant differences, P<0.05.
2.4  GR活性的变化

GR是一种黄素蛋白氧化还原酶, 在活性氧清除中起关键作用[17]。由图4可以看出, 坛紫菜叶状体在干出失水时, 细胞内的GR活性极显著下降(P<0.01), 但当失水率超过40%时, GR活性又表现为极显著上升的趋势(P<0.01), 一直持续至失水率超过90%, 但此时将叶状体重新浸泡于海水中30 min, 可检测到细胞内的GR活性又迅
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图4 不同失水胁迫程度下坛紫菜叶状体GR活性的变化
21℃, 不具有相同字母的值差异显著, P<0.05.
Fig. 4  Changes of GR activity in blades of P.haitanensis under desiccation stress
21℃, Bars with different small letters mean significant differences, P<0.05.
速下降至接近原初正常水平(P<0.01)。
2.5  APX活性的变化

APX是植物细胞中防御外界氧化胁迫和植物本身活性氧代谢的重要抗氧化酶类, 在降低H2O2对植物细胞造成氧化损伤方面发挥着关键作用[18]。由图5可以看出, 坛紫菜叶状体在整个干出失水以及复水的过程中, 细胞中的APX活性均没有发生显著变化(P>0.05), 说明APX在坛紫菜的失水胁迫应答中不起作用。
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图5  不同失水胁迫程度下坛紫菜叶状体APX活性的变化
21℃, 不具有相同字母的值差异显著, P<0.05.
Fig. 5  Changes of APX activity in blades of P.haitanensis under desiccation stress
21℃, bars with different small letters mean significant differences, P<0.05.
2.6  CAT活性的变化

CAT是植物体内重要的抗氧化酶类之一, CAT活性的增强, 可加速H2O2的分解从而避免羟基自由基(·OH)的生成, 在一定程度上减缓了植物过氧化的发生[16]。由图6可以看出, 坛紫菜叶状体在干出失水时, 细胞内的CAT活性显著下降; 而后随着失水程度的增加, CAT活性没有再发生显著变化(P>0.05); 但将叶状体重新浸泡于海水中时, 细胞内的CAT活性又显著上升至接近原初正常水平。
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图6  不同失水胁迫程度下坛紫菜叶状体CAT活性的变化
21℃, 不具有相同字母的值差异显著, P<0.05.
Fig. 6  Changes of CAT activity in blades of P.haitanensis under desiccation stress
21℃, bars with different small letters mean significant differences, P<0.05.
2.7  GSH含量的变化

GSH是植物细胞中普遍存在的一种三肽, 由谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸残基构成, 是作为H2O2还原的再循环中间物而存在, 在活性氧清除、过氧化物质的还原、亲电子物质的脱毒等中发挥着重要的作用[15]。由图7可以看出, 坛紫菜叶状体在轻度失水时(<60%), 细胞内的GSH含量没有发生显著变化(P>0.05); 但当失水率超过60%时, 细胞内的GSH含量显著上升(P<0.05); 当干出至失水率为90%再重新复水30 min时, 可检测到细胞内的GSH含量又下降至接近原初正常水平。

2.8  ASA含量的变化

ASA具有多种抗氧化功能, 是
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·和·OH的有效清除剂, 同时也是单线态氧(1O2)的猝灭剂和H2O2的歧化剂 [17]。由图8可以看出, 坛紫菜叶状
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图7  不同失水胁迫程度下坛紫菜叶状体GSH含量的变化
21℃, 不具有相同字母的值差异显著, P<0.05.
Fig. 7  Changes of GSH content in blades of P.haitanensis under desiccation stress
21℃, Bars with different small letters mean significant differences, P<0.05.
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图8  不同失水胁迫程度下坛紫菜叶状体ASA含量的变化
21℃, 不具有相同字母的值差异显著, P<0.05.
Fig. 8  Changes of ASA content in blades of P.haitanensis under desiccation stress
21℃, Bars with different small letters mean significant differences, P<0.05.
体在轻度失水时(<60%), 细胞内的ASA含量没有发生显著变化(P>0.05); 但当失水率超过60%时, 细胞内的ASA含量即开始极显著上升(P<0.01), 至失水率为90%时, 细胞内的ASA含量是原初水平的2.62倍; 但此时将叶状体重新浸泡于海水中30 min, 可检测到细胞内的ASA含量极显著下降(P<0.01), 说明细胞内的ASA含量正在恢复正常。
3  讨论

已有的研究结果表明逆境胁迫会造成高等植物细胞中活性氧的大量积累, Davison等[19]认为生活于潮间带的海藻细胞同样具有类似特征。冯琛等[20]在研究盐胁迫、Cu2+胁迫对条斑紫菜的生理生化效应时观察到了活性氧在胁迫初期迅速增加, 且含量随胁迫程度增大而增多的现象; 张元等[12]在比较野生型和耐高温型坛紫菜应答高温胁迫的生理效应时, 同样检测到了坛紫菜细胞中活性氧含量的显著上升。而对于生活于潮间带的海藻日常所必须面对的失水胁迫, Contreras-Porcia等[21]以Porphyra columbina为材料, 研究了其在干露失水条件下生理生化指标等的变化, 结果发现失水胁迫同样诱导了过量活性氧的产生, 并在失水后1 h和3 h时出现了两个H2O2含量的高峰, 但复水后, 活性氧含量很快回复到原初水平。在本研究中, 当坛紫菜细胞干出失水时, 在其细胞中首先检测到了H2O2含量的显著上升, 至失水率为60%时, 细胞内的H2O2含量达到最高, 为原初水平的2.00倍, 随后开始下降; 尽管活性氧的另外一个主要成分
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·在坛紫菜叶状体轻度失水(<60%)时没有发生显著变化, 但当失水率超过60%时, 细胞内
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·的含量即开始极显著上升, 至失水率为90%时, 
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·含量达到原初水平的5.28倍。说明坛紫菜叶状体在干露失水时, 活性氧的产生和清除平衡同样遭到破坏, 使细胞内的活性氧含量急剧增加, 但初期增加的活性氧成分以H2O2为主, 后期则以
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·为主。但将失水率超过90%的叶状体重新培养于海水中30 min, 即可检测到H2O2和
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·含量均显著下降, 说明坛紫菜细胞中存在一套精密的调节系统, 当细胞由失水重新转入复水时, 即可以迅速清除活性氧成分, 使其逐渐恢复至正常水平。

为避免过量活性氧对植物细胞的损伤, 在活性氧大量积累的同时, 植物细胞通常会诱导有关抗氧化酶和抗氧化剂活性或含量的迅速提高, 以清除过多的活性氧。在本研究坛紫菜叶状体干出失水的过程中, 细胞内的SOD和CAT活性均表现为下降的趋势; GR活性在轻度失水时同样表现为下降的趋势, 只有在失水率超过40%时, 其活性才显著增强; 而APX活性则在整个干出失水的过程中没有显著变化。由此说明, 坛紫菜细胞中的抗氧化酶类除GR在严重失水情况下可能发挥部分清除活性氧的作用外, 其他酶类均无法发挥相应作用。Liu等[22]在比较脐形紫菜(Porphyra umbilicalis, 分布于潮间带中高潮区)和条斑紫菜(P. yezoensis, 分布于潮间带中低潮区)对失水胁迫耐受机制的差异时, 同样发现脐形紫菜在失水胁迫后会出现SOD活性和抗坏血酸盐含量的轻微下降, 但在条斑紫菜中没有发现类似现象。先前在陆生植物的研究中也发现, 部分植物的SOD活性在干旱脱水胁迫下的变化较为复杂, 随胁迫强度的增大, SOD 活性可能一直下降, 或先下降后上升, 或保持不变[2324]。而CAT活性的下降, 则可能有3个方面的原因: 1) H2O2的过度积累造成CAT失活[15]; 2) 发生了光失活。坛紫菜在干出失水的过程中, 由原来浸没于水中到暴露于空气中, 光照强度大为增强, 而CAT是一类光失活酶, 其酶活力的维持依赖于光下连续合成的CAT蛋白, 但其光修复对外界因素异常敏感[25]; 3) O2·和H2O2共同或分别与CAT反应形成复合物, 钝化了CAT的活力[26]。
而对于抗氧化剂类, 本研究坛紫菜叶状体在轻度失水时(<60%), 细胞内的ASA和GSH含量均没有发生显著变化, 但当失水率超过60%时, 细胞内的ASA和GSH含量即开始极显著上升, 说明在轻度失水时, 由于坛紫菜细胞内产生的活性氧种类主要是毒性较低的H2O2, 尚不足以促进ASA和GSH含量的显著上升, 但当失水率超过60%时, 伴随着
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·含量的极显著上升, ASA和GSH含量也随机显著上升, 并作为
[image: image27.wmf]2

O

-

·的主要清除剂清除
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·, 以避免其对坛紫菜细胞造成严重伤害。Burritt等[27]在潮间带海藻Stictosiphonia arbuscula应答失水胁迫的抗氧化代谢研究中也表明提高抗氧化剂含量是S.arbuscula在失水胁迫中避免细胞受损的一个主要防御机制。

综上所述, 失水率60%是坛紫菜细胞应答失水胁迫的一个重要分水岭, 失水率低于60%时, 细胞内的活性氧成分以毒性较低的H2O2为主, 抗氧化系统中APX活性、ASA含量和GSH含量均没有发生显著变化外, 甚至SOD、CAT和GR活性还出现了显著下降的趋势; 而当失水率超过60%时, 细胞内的活性氧成分转变为以高毒性的
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·为主, 尽管此时抗氧化酶SOD、CAT、APX活性仍然没有显著上升, 但GR活性、ASA含量和GSH含量均极显著上升。由此说明, 坛紫菜细胞在应对高度失水胁迫产生的过量活性氧成分时, 主要是以GR、ASA和GSH作为清除剂。
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Physiological response of the antioxidant system in Pyropia haitanensis to desiccation stress
XIE Jia, XU Yan, JI Dehua, CHEN Changsheng, XIE Chaotian 

College of Fisheries, Jimei University, Xiamen 361021, China

Abstract: Sessile organisms inhabiting the intertidal zones of rocky shores are exposed to constantly fluctuating and dramatic environmental changes on a daily basis. During low tide, they may be exposed to desiccation, hyper-or hypo-osmotic shock, extreme temperatures or prolonged light exposure, depending on season and latitude. The frequency and duration of these stresses increases with tidal elevation. Desiccation is the most important stress factor, and seaweeds that live in these zones are well adapted to significant water loss, displaying full physiological recovery during rehydration. Although the mechanisms of environmental tolerance in intertidal seaweeds are not completely understood, it has been suggested that reactive oxygen metabolism may play a key role. Pyropia haitanensis, a typical middle or high-intertidal species originally found in the south of China, is widely cultivated along the coasts of Fujian and Zhejiang Provinces. Owing to its high desiccation tolerance, simple morphology and ease of culture in the laboratory, P. haitanensis is an ideal material for environmental adaption studies. In this study, we observed the physiological responses of blades of P. haitanensis during desiccation stress. Reactive oxygen species (ROS), including superoxide anion free radical (
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·), H2O2, reduced glutathione (GSH) and ascorbate (ASA) content, were measured, as were the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione reductase (GR) and ascorbate peroxidase (APX). The results show that an important boundary was reached at 60% water loss from the P. haitanensis blades. When water loss was below 60%, the major constituent of ROS produced in the P. haitanensis cell was H2O2, which has a lower relative toxicity than the more toxic 
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·, which did not change significantly. The activity of APX and levels of ASA and GSH did not change significantly, while the activities of SOD, CAT and GR were significantly down-regulated. When water loss was below 60%, as the H2O2 content decreased, the levels of the more highly toxic 
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· were significantly increased and it became the major constituent of ROS in P. haitanensis cells. Under these conditions, the activities of SOD, CAT and APX were still not significantly increased, while the activity of GR and levels of ASA and GSH were significantly up-regulated. These results suggest that GR, ASA and GSH play important roles in removing ROS during serious desiccation stress, while the antioxidant enzymes SOD, CAT and APX are not involved.
Key words: Pyropia haitanensis; desiccation stress; reactive oxygen species (ROS); antioxidant system
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