
 

 Marine Sciences / Vol. 34, No. 7 / 2010 49 

温度选择对刺参群体在不同温度下生长及热休克蛋白表达的  

影响 
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摘要: 高温(26℃)培育刺参(Apostichopus japonicus)幼体获得选择群体, 生长至 1.03 g±1.30 g, 与对照

组幼参在 18、20、22 和 24℃温度下培育。二者的成活率随着温度升高而降低, 而选择组幼参 24℃的

成活率显著高于对照群体(P<0.05)。不同温度下的特定生长率之间没有差异。TRIzol 法提取刺参总 RNA,

获得刺参 HSP70 片断基因序列, 利用实时定量 PCR 方法检测,选择群体 HSP70mRNA 的表达量在正常

温度和热激条件下都较对照组高, 但表达量升高的倍数相近, 选择组为 1.99 倍, 对照组为 2.07 倍。 
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刺参(Apostichopus japonicus Selenka)自然分布

于中国山东和江苏交界处平山岛以南海域, 是典型

的温带种类[1]。其生长的适宜温度为 5~20℃, 最适生

长温度为 10~16℃[2]。 

刺参夏眠期较长, 约 100 d。在南方暂养历时约

160 d, 夏眠期失质量高达 50%[3]。这在客观上限制了

刺参养殖的进一步发展。刺参在日本九州的鹿儿岛

和长崎等海域也有分布,生长温度与浙江和福建两地

相近 [4], 说明刺参这一物种也可以适应温度较高的

环境, 具有南移至浙、闽沿海的可行性。而选择育种

是获得优良养殖品种的传统方法, 应用广泛[5, 6]。本

实验在较高温度条件下培育刺参幼体, 并培育至幼

参, 获得了选择群体。通过在不同温度下的生长与热

休克蛋白表达 , 分析该群体对温度的耐受能力 , 旨

为耐高温刺参品系的选育提供数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料和条件 

1.1.1  实验动物 

实验开始时 26℃高温选择的幼参规格为 1.03 g±

1.30 g, 对照组幼参为 0.74 g±0.76g。亲参采自山东

和江苏交界的海州湾平山岛海域, 阴干流水刺激, 21

℃采卵、受精。在自然温度(19.7℃±0.5℃)孵化, 发

育至初耳幼体(3d)移入控温水槽中, 温度为 26℃。饵

料为牟氏角毛藻、三角褐指藻、杜氏盐藻 , 按照   

4∶2∶1 比例混合投喂。培育至完全变态后 5d 恢复

至自然水温培育, 变态率为 13.84%±2.42％, 对照组

在自然水温条件下培育, 变态率为 42.18%±7.56％。

幼体附着后以底栖硅藻为主要饵料, 并辅以 300 目

滤过的鼠尾藻、马尾藻干粉和海带磨碎液。 

稚参变色后投喂自行配制的人工饵料: 鼠尾藻

粉、马尾藻粉、活性干海泥各 1/3, 添加 5％的虾壳

粉, 加适量水搅拌均匀凉干呈粉状。投喂量以幼参湿

体质量的 5％为基准, 根据摄食量和残饵量随时调

整。饲料的主要化学成分见表 1。 

 
表 1  实验饲料的化学成分 
Tab.1  Feed composition 

成分 水分 干物质 粗蛋白 粗脂肪 灰分 

质量分

数(％)

36.36
±0.39

63.64±

0.26 

5.04±

0.19 

0.26±

0.05 

72.20
±0.19

注: 粗蛋白、粗脂肪和灰分质量分数基于饲料的干质量所得 

 
1.1.2  实验条件 

实验用 PVC 水槽实用水体为 0.50×0.40×0.35 

m3。每槽气石 1个, 24 h微充气。实验用水为砂滤的

自然海水。 
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1.2  实验方法  

1.2.1  温度选择群体的耐高温生长实验 

实验对象为 26℃温度选择的刺参。以同样亲本

常温条件培育的幼参为对照。设 4 个养殖温度梯度: 

18、20、22、24℃, 每处理设 3个重复, 每个重复 8~9

头幼参。实验时间为 35 d。投喂饵料同上。每 2 d换

水 1/2, 每 6 d 吸底排污并全量换水。实验起始和结

束时分别测定幼参的湿体质量。 

1.2.2  刺参热休克蛋白表达检测方法 

采用荧光实时定量 PCR 检测热激后 HSP70 基

因的表达差异。 

裂解法提取刺参呼吸树总 RNA, 反转所得

cDNA为模板。采用 Premier 5.0软件设计简并引物, 

扩增得到 HSP70和 β-actin片段。连接、转化、测序

后拼接, 获得大小为 1 005 bp的 HSP70 有效片断和

大小为 747 bp的 β-actin片段。同源性比对确定后, 根

据已知片断设计并筛选适用于荧光实时定量 PCR 的

特异引物。本实验中使用 ABI7500 荧光实时定量

PCR仪。 

1.2.3  选择群体热激后HSP70mRNA表达差异的实验 

实验对象为 26℃培育的幼参, 以相同亲本常温条

件下培育的幼参作为对照。在室内自然水温为 12℃时, 

将幼参放入 20℃水体中刺激 6、9、12 h, 选取

HSP70mRNA表达最大值作为指标进行对比。 

1.3  数据处理与统计分析 

刺参的特定生长率(specific growth rate, SGR) 

RSG、成活率(survival rate, SR)RS的计算:   

RSG(%)= 100(lnWtlnW0) T1 
式中, W0、Wt表示开始和结束时测得的刺参幼参湿体

质量(g), T表示取样时间(d)。 

RS(%)= 100 ×It/I0 

式中, It、I0表示在实验结束和开始时测得的实验水体

中刺参幼参的个体数(头)。 

应用 SPSS11.0软件对数据进行统计分析。对数

据进行方差分析, 并进行双因子方差分析, P﹤0.05

为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  不同温度下选择群体的生长和成活率 

18、20℃培育温度下选择组与对照组幼参的特

定生长率和成活率没有差异。22、24℃培育温度下

选择组与对照组幼参的特定生长率也没有差异, 但

对照组幼参在 24℃培育温度下的成活率显著低于其

他处理温度的幼参(图 1、图 2)。 

选择组与对照组幼参的特定生长率随温度升高

而降低的趋势相同, 而选择组幼参的成活率随温度

升高而降低的趋势明显较对照组缓慢。 

 

图 1  选择刺参群体幼参的特定生长率 

Fig. 1  SGR of the thermal-chosen juveniles 

 

图 2  26℃选择刺参群体幼参的成活率 

Fig. 2  Survival rate of the thermal-chosen juveniles 
 

2.2  选择群体热激后 HSP70mRNA 的表达

差异 

利用荧光实时定量 PCR 技术检测 HSP70 基因

在热刺激后不同时间点相对于 β-actin 基因的表

达。实验过程中, 热刺激对刺参β-actin 基因的表达

量没有明显的影响, 因此, β-actin 基因适宜作为定

量 PCR 检测的内标。每次 PCR 反应结束后均进行

熔解曲线分析, 确保产物的特异性扩增(图 3)。 

由图 4 可以看出 , 选择组幼参常温状态下的

HSP70mRNA 的表达远较对照组高 , 热激条件下

HSP70mRNA 的表达也远高于对照组。两实验组幼

参热休克蛋白表达量的增加倍数接近。
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图 3  刺参 HSP70和 β-actin基因的克隆 

Fig. 3  Amplifications of HSP70 and β-actin cDNAs of Apostichopus japonicus 
 

 

图 4  选择群体热激后 HSP70mRNA的表达差异 

Fig. 4  Differential expressions of HSP70 mRNA after heat shock 
 

3  讨论 

同种生物广泛分布, 在适应不同环境的同时对

温度产生不同的耐受力, 这在许多物种都有发现[7]。

因此可以选择具有潜在目的性状(耐高温)的群体或

个体进行选育。陈叶福等[8]从 381个自然样品中筛选

得到 1 株耐高温酵母属酵母(Saccharomyces genus) 

THFY-16, 能够在 45℃, 30％葡萄糖的培养基中生长, 

并在高于普通发酵温度的 37℃发酵, 性能较好。Brett

等 [6]在高温条件下选育了虹鳟 (Salmo grairdneri 

Richard)群体 , 其体长较对照组长 11％ , 体重增加 

24％。本实验中选择组刺参在 24℃培育温度下的成

活率显著高于对照组幼参在同等温度下的成活率 , 

说明经选择的群体对温度的耐受力有一定的提高 , 

而特定生长率在实验的温度范围与对照组相比并没

有差异。 

生物的热激反应是消耗能量的过程 [9,10], 而生

物对温度的应激性可以通过其体内的热休克蛋白

HSP70 表达反映。HSP70 广泛分布于细胞的各个部

分[11], 参与所有细胞内蛋白质的合成、加工和和调节, 

可增加细胞对伤害性刺激的耐受性, 提高细胞的存

活率, 具有明显的保护作用 [12]。Kazumi 等 [13]发现, 

当潮间带杜父鱼(Oligocottus maculosus)体内 HSP70

贮存较多时 , 机体具有更大的热耐受能力 , 并能适

应更大的温差变化。温度选择的幼参在 24℃温度下

的成活率较未经选择的群体高, 有可能的原因是经

过热刺激后机体内 HSPs 的累积增加了生物体的耐

热性[14,15]。但 Clegg等[16]研究发现, 热激处理后, 牡

蛎鳃组织中的 HSP70 经过两周的恢复降回初始值。

而本实验中选择组刺参在热激后常温养殖 18 周以上, 

所以选择组的 HSP70mRNA 较高表达说明, 选择组

刺参耐热性提高的更直接的原因可能是通过温度压

力的选择, 自身合成 HSP70 能力较强且迅速的个体

得以存活, 提高了群体的耐热性。 

热休克蛋白的相关研究较多[17~19]。但有关刺参

的热休克蛋白研究较少, 只在蛋白表达水平进行了

研究[20]。本实验利用海胆、虾等无脊椎海洋生物的

同源基因的保守区序列设计引物, 获得了刺参热休

克蛋白 HSP70基因的 cDNA序列片段。经同源性比

较, 该序列与已知的其他物种 HSP70 基因表现出高

度同源性。 

实验中发现 , 体腔液难以活体抽取 , 剖开体壁

抽取时会带有其他组织; 肠在不同季节重量变化剧
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烈, 内容物难以清除且耗时较长。这两种组织提取的

RNA 质量难以保证, 常有杂质影响。呼吸树易于获

得, 且成分单一, 实验结果较好。因此, 应以呼吸树

作为指标组织进行刺参 HSP70mRNA的相关研究。 
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Effect of temperature on growth and HSP70 mRNA expres-
sion of thermo-tolerant brood of Apostichopus japonicus 
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Abstract: Under laboratory conditions, late auricularia of Apostichopus japonicus were reared at 26 . ℃ Five days 
after the larvae completely metamorphosed, we transferred the juveniles, the so-called thermal-chosen brood, into 
sea water at natural temperature. This brood grew to 1.03 g±1.30 g. Comparative studies on the growth and different 
expression of HSP70 of this brood and the natural population were carried out. Data series like weight, density, and 
expression of HSP70 were recorded. Statistics showed that the survival rate of thermal-chosen group were signifi-
cantly higher than the control group at 24 (℃ P<0.05). No significant differences of SGR and mRNA expressions of 
HSP70 were observed between the two groups. 
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Abstract: In order to interpolate monitoring points and to extract isohyets automatically, we analyzed isohyets ex-
traction steps and the main idea based on ArcGIS Engine, and realized isohyets extraction of the Yellow River estu-
ary Sandbar and applied it in the Yellow River estuary geographic information system. 
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