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热锻炼对龙须菜高温胁迫响应的影响 

付  峰1, 隋正红2, 李秉钧1, 郭振义1, 鞠晓丹1 
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摘要: 夏季高温是限制龙须菜(Gracilariopsis lemaneiformis)生长和发育的一个主要问题。本研究以野

生龙须菜作为材料, 经过 28℃的热锻炼预处理 72 h, 再分别置于 32、36、40℃高温胁迫 24 h, 并测定

了高温胁迫条件下龙须菜的丙二醛(MDA)、过氧化氢(H2O2)和可溶性蛋白质的含量, 以及超氧化物歧

化酶(SOD)活性和抗坏血酸(AsA)水平等生理指标, 研究了龙须菜对高温胁迫的响应。结果表明: 热锻

炼能维持藻体较低的 MDA 含量, 降低 H2O2 的产生速率, 缓解藻体的膜脂过氧化伤害; 同时热锻炼缓

解了可溶性蛋白质的降解, 增加了 SOD 酶的比活力, 缓解了 AsA 的下降速率, 说明热锻炼能缓解高温

胁迫对藻体的伤害, 有效地提高了龙须菜对高温胁迫响应的能力。  
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龙须菜 (Gracilariopsis lemaneiformis)是一种主

要的产琼胶海藻, 目前广泛栽培在辽宁、山东、浙江、

福建、广东等地[1], 具有重要的经济价值。但是在夏

季水温较高时, 藻体会出现变白, 甚至溃烂[2], 严重

影响龙须菜的栽培及其产量。因此, 研究高温胁迫下

龙须菜的生理响应, 对于提高其耐热性具有重要的

意义。 

植物体经温和的或亚致死高温的预处理后可以

产生耐热性, 这种预处理即为热锻炼或热驯化[3-4]。

对于高等植物的许多研究表明[5-7], 热锻炼可以诱导

植物获得耐热性, 提高其抵御高温胁迫的能力。热锻

炼在藻类中的研究不多, 目前对集胞藻 Synechocystis 

sp. PCC6803的研究发现, 热锻炼对其光合系统耐受

环境温度的变化非常重要[8]。对海带(Laminaria japonica)

的研究也显示, 热锻炼预处理可以有效减轻海带叶

片的氧化损伤 , 提高其耐热性 , 推测热锻炼获得的

耐热性可能与体内水杨酸含量的提高有关[9]。丁柳丽

等 [10]发现在高温胁迫过程中 , 高温(24℃)生长的龙

须菜比正常温度(20℃)生长的龙须菜光合作用系统

表现出更突出的耐热性能。 

本研究以野生型龙须菜为材料, 对其进行 28℃

热锻炼 72 h预处理后, 分别置于 32、36和 40℃的高

温胁迫 24 h, 以不经热锻炼组为对照, 研究热锻炼

和不同温度的高温胁迫对龙须菜体内各项生理指标

的影响, 以期为深入了解热锻炼对提高龙须菜耐高

温机制提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

选用采自青岛湛山湾的野生龙须菜, 样品采集后

除去表面杂藻后置于常温 25℃光照培养箱中培养, 光强

2 500 lx, 光周期12 h︰12 h, 每周更换新鲜的 f/2培养液。 

1.2  实验设计 
将常温(25 )℃ 培养的龙须菜, 取适量置于 500 mL

三角烧瓶中, 加入含有 f/2的灭菌海水。热锻炼组设

置为, 藻体在 28℃的培养箱中热锻炼 72 h, 然后分

别再置于 32、36和 40℃培养箱中进行高温胁迫; 不经

热锻炼的对照组藻体在 25℃的培养箱中培养 72 h, 然

后与热锻炼的藻体一起置于 32、36 和 40℃培养箱, 进

行高温胁迫, 均设置为光强 2 500 lx, 光周期 12 L︰

12 D。24 h后, 取胁迫后藻体进行各生理指标的测

定, 每个胁迫条件设置 3个平行。 

1.3  实验方法 
1.3.1  丙二醛(MDA)含量的测定 

参考高俊凤等[11]的方法。称取 0.2 g鲜质量龙须
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菜, 液氮研磨, 加入 4 mL的磷酸钠缓冲液(0.05 mol/L, 

pH 7.8), 混匀后转移到离心管中。加入 4 mL 0.5%的

硫代巴比妥酸溶液充分摇匀, 沸水浴 10 min, 冷却

后于 4℃、12 000 r/min离心 15 min, 取上清, 测 450、

532 和 600 nm 处的吸光值。MDA 含量计算如下: 

MDA(μmol/g WF)= [6.45×(A652–A600)–0.56×A450] × Vt / 
(1 000×WF), 其中, Vt: 上清的体积(mL); WF: 样品鲜

质量(g)。 

1.3.2  过氧化氢(H2O2)含量的测定 

参考 Sergiev等的方法[12]。称取 0.2 g鲜质量龙

须菜, 液氮研磨, 加入 0.1%的三氯乙酸 3 mL, 混匀

后转移到离心管中, 4  1℃ 2 000 r/min离心 15 min。取

1 mL的上清液, 加入 1 mL的 0.1 mol/L的磷酸钾缓

冲液(pH7.0)和 2 mL的 1 mol/L的碘化钾溶液, 黑暗

静置 1 h后, 测定 A390, 并通过标准曲线查得过氧化

氢物质的量。H2O2含量(nmol/g)= n×V /(Vs×WF), 其中

n 为标准曲线查得的溶液中过氧化氢物质的量(nmol); 

V为样品提取液总体积(mL); Vs为吸取样品液总体积

(mL); WF为样品鲜质量(g)。 

1.3.3  可溶性蛋白质含量的测定 

参考高俊凤[11]的方法。称取 0.2 g鲜质量龙须菜, 

液氮研磨, 加入 4 mL的 0.05 mol/L的磷酸钠缓冲液

(pH 7.8), 将匀浆转移到试管中, 于 4  1℃ 2 000 r/min

离心 15 min, 收集上清液。吸取 1 mL提取液, 加入考

马斯亮蓝溶液 5 mL, 混匀, 放置 20 min, 在 595 nm处

测吸光值, 并通过标准曲线查得蛋白质含量。可溶性

蛋白质质量比(mg/g)= C×VT /(1 000V1 ×WF), 其中 C

为查得的标准曲线值(μg); VT为提取液体积(mL); V1

为测定时加样量(mL); WF为样品鲜质量(g)。 

1.3.4  超氧化物歧化酶(SOD)比活力的测定 

参考高俊凤的方法[11]。称取 0.2 g鲜质量龙须菜, 

液氮研磨, 加入 4 mL的 0.5 mol/L pH7.8的磷酸钠缓

冲液, 将匀浆转移到试管中, 于 4  1℃ 2 000 r/min离

心 15 min, 收集上清液。依次加入 50 mmol/L 磷酸

缓冲液(pH 7.8)3 mL, 130 mmol/L 的甲硫氨酸 600 μL, 

0.75 mmol/L 氮蓝四唑(NBT) 600 μL, 0.1 mmol/L的 

EDTA·Na2 600 μL和 0.02 mmol/L 核黄素 600 μL, 

置于 35°C, 光照强度为 2 500 lx。显色 20 min。反

应结束后立即用遮光布完全遮盖试管, 终止反应。测

定反应液 560 nm 处吸光值。SOD 总活力 (U/g)= 

(A0–As)×Vt /(0.5A0×WF×V1), SOD比活力(U/mg)=SOD

活力/总蛋白含量。其中 A0为无酶反应液吸光值; As

为待测样品的吸光值; Vt为提取液总体积(mL); V1为

测定时吸取的提取液体积(mL); WF为样品鲜质量(g)。 

1.3.5  抗坏血酸(AsA)含量的测定 

参考刘泳的方法[13]。取 0.2 g鲜质量龙须菜, 液氮研

磨, 加入 4 mL 5%的偏磷酸, 转移到试管中, 12 000 r/min

下离心 10 min。取上清液 1 mL, 分别加入 75 mmol/L

的磷酸钠缓冲液(pH 7.4)0.8 mL, 10%的偏磷酸 0.8 mL, 

44%的磷酸 0.8 mL, 4%的二联吡啶 0.8 mL和 3%的氯

化铁 0.4 mL, 测 525 nm处吸光值, 根据标准曲线查

得抗坏血酸物质的量(nmol)。抗坏血酸含量(nmol/g)= 

V×n /(Vt×WF), 其中 n为抗坏血酸物质的量(nmol); Vt

为所用样品提取液体积(mL); V为样品提取液总体积

(mL); WF为样品鲜质量(g)。 

1.3.6  数据分析方法 

所有数据运用 EXCEL和 SPSS 20.0进行统计和

方差分析, 采用最小显著差数(LSD)法比较差异显著

性, 以 P<0.05为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  热锻炼对龙须菜藻体膜脂过氧化和过

氧化氢含量的影响 

高温胁迫下 , 龙须菜体内丙二醛(MDA)含量增

加, 随着胁迫温度的升高 MDA含量升高。高温胁迫

下, 热锻炼处理组的MDA水平显著低于未经热锻炼

处理组(P<0.05)。经热锻炼的藻体在 40℃高温胁迫下, 

MDA 含量比初始上升了 140.03%, 而未经热锻炼组

含量上升了 169.72%, 表明热锻炼能有效缓解藻体

膜脂过氧化的程度, 提高藻体抵抗高温的能力。 

 

图 1  热锻炼对高温胁迫下龙须菜丙二醛含量的影响 

Fig. 1  Effects of heat acclimation pretreatment on MDA 
contents in Gracilaria lemaneiformis under heat stress.  
Two samples within the same treatment condition 
sharing a common letter were not significantly 
different, whereas 

在同一处理温度内, 相同的字母表示差异不显著, 不同字母表示

差异显著(P<0.05), 下同 

those with different letters were significantly different at P < 0.05, 
the same below 
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图 2  热锻炼对高温胁迫下龙须菜过氧化氢含量的影响 

Fig. 2  Effects of heat acclimation pretreatment on hydro-
gen peroxide contents in Gracilaria lemaneiformis 
under heat stress 

 
高温胁迫下, 龙须菜体内 H2O2的含量出现明显

的积累。经热锻炼的藻体, 高温胁迫下体内 H2O2含

量低于未经热锻炼的 , 而且差异极显著(P<0.01)。

经热锻炼的藻体在 40℃胁迫下 , H2O2 含量比初始

上升了 642.43%, 而未经热锻炼组含量上升了857.31%, 

表明热锻炼能有效减少藻体过氧化氢的产生 , 避

免过量活性氧带来的伤害 , 提高藻体抵抗高温的

能力。  

2.2  热锻炼对龙须菜藻体可溶性蛋白质含

量和 SOD 比活力的影响 

实验结果表明, 高温胁迫 24 h 后, 藻体内可溶

性蛋白质含量降低, 但是热锻炼组的可溶性蛋白质

含量始终高于未经热锻炼组。在 40℃高温胁迫 24 h

后, 经热锻炼的藻体内可溶性蛋白质含量比初始降

低了 75.92%, 未经热锻炼组降低了 88.48%, 二者差

异极显著(P<0.01)。 

实验结果表明, 高温胁迫下龙须菜体内 SOD 比

活力升高, 随胁迫温度升高, SOD比活力增加, 热锻

炼处理组保持较高的 SOD 比活力, 而且在高温胁迫

下, 显著高于未经热锻炼处理组(P<0.01)。表明热锻 

 

图 3  热锻炼对高温胁迫下龙须菜可溶性蛋白质含量的影响 

Fig. 3  Effects of heat acclimation pretreatment on soluble 
protein contents in Gracilaria lemaneiformis under 
heat stress 

 

图 4  热锻炼对高温胁迫下龙须菜 SOD比活力的影响 

Fig. 4  Effects of heat acclimation pretreatment on the spe-
cific activity of SOD in Gracilaria lemaneiformis 
under heat stress 

 
炼能够有效提高 SOD 酶的比活力, 清除活性氧带来

的伤害, 提高藻体的耐高温能力。 

2.3  热锻炼对龙须菜藻体抗坏血酸含量的

影响 

实验结果表明, 高温胁迫下龙须菜体内抗坏血

酸(AsA)含量下降, 随胁迫温度升高AsA含量呈下降

趋势。在高温胁迫下, 热锻炼处理组的 AsA 含量下

降幅度低于未经热锻炼处理组, 差异极显著(P<0.01), 

经热锻炼的藻体在 40℃胁迫下, AsA 含量比初始下

降了 87.46%, 而未经热锻炼组下降了 94.72%。 

 

图 5  热锻炼对高温胁迫下龙须菜抗坏血酸含量的影响 

Fig. 5  Effects of heat acclimation pretreatment on the AsA 
content in Gracilaria lemaneiformis under heat stress 

 

3  讨论 

通常高于环境温度 10~15℃的温度的快速升高

称为热休克或者热胁迫[14]。野生龙须菜生长的最适

温度在 12~23℃, 根据前期的预实验结果, 同时为了

保证藻体的存活, 热胁迫温度设置为 32、36和 40℃

共 3个温度, 处理时间为 24 h。对高等植物的研究显

示, 一定程度的热锻炼能够有效提高植物的耐高温
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性, 不同的研究者针对不同的物种选择的热锻炼方

式不同 [3], 本实验中设置热锻炼温度为 28℃, 时间

为 72 h。本实验结果显示, 28℃热锻炼时间 72 h可以

有效诱导龙须菜的获得耐热性, 可以为后期龙须菜

热锻炼的研究提供相应参考。 

高温胁迫能够引起细胞膜脂过氧化, 加剧细胞

膜受伤害的程度, 而丙二醛是膜脂过氧化的主要产物, 

是衡量高温下细胞膜受伤害程度的重要指标[15-16]。本

研究结果显示, 高温胁迫导致龙须菜体内MDA含量

增加 , 胁迫温度越高对藻体细胞膜的伤害越严重 , 

表现为 MDA 的含量越高, 这与孙雪等[17]对高温胁

迫下龙须菜的研究结果一致。Sairam 等[18]对温度敏

感性不同的 3 种小麦进行高温胁迫, 结果显示耐高

温的种类在高温胁迫下的MDA含量较低。本研究中, 

经热锻炼预处理的龙须菜在高温胁迫下藻体内

MDA 的含量显著低于未经热锻炼的, 说明经过热锻

炼预处理的藻体膜脂过氧化程度较轻, 热锻炼能够

通过缓解高温胁迫对藻体细胞膜的伤害提高藻体的

耐高温能力。 

高温胁迫下植物体内的氧化还原代谢平衡会被

打破, 导致体内活性氧的大量积累[19-20]。H2O2 是活

性氧的一种, 高温胁迫下会产生过量的 H2O2, 加剧

植物细胞的氧化胁迫[21]。本研究显示, 随胁迫温度的

升高, 龙须菜体内 H2O2 的含量极显著增加, 其中经

热锻炼龙须菜在高温胁迫下藻体内 H2O2的增加量有

所缓解, 说明热锻炼能够有效提高藻体抗氧化能力, 

这与对高等植物热锻炼的研究结果相似。Dat 等[22]

研究显示热锻炼能诱导芥菜产生耐热性, 组织中的

H2O2含量明显降低。Xu等[16]对两种耐热性不同的冷

季型草坪草的研究显示 , 高温胁迫下两种草叶内

H2O2 都有明显的累积, 在热锻炼的草叶中累积的水

平较低, 而且经过热锻炼的敏感型的草坪草叶中的

H2O2含量高于较耐热种类。 

细胞内可溶性总蛋白在植物抵御高温胁迫的过

程中发挥着重要的作用。本研究显示, 高温胁迫下可

溶性蛋白质含量下降, 说明高温胁迫会导致可溶性

蛋白的降解 [23], 而且高温能影响细胞内各种酶的活

性 , 抑制蛋白质的正常合成 , 也可能是导致高温时

藻体可溶性蛋白质含量降低的原因[24]。本研究中热

锻炼处理组可溶性蛋白质含量略高于未经热锻炼组, 

推测在高温胁迫下藻体会发生应激反应, 产生大量

的热激蛋白[25], 参与藻体内蛋白质的运输、折叠, 保

护蛋白质不被降解 , 维持正常的细胞代谢 , 热锻炼

通过增加热激蛋白含量缓解了高温对藻体的伤害。 

SOD 是普遍存在的一种含金属辅基的酶, 是藻

体抗氧化防御系统中应对高温胁迫的关键酶, 它能

催化超氧阴离子自由基(O2
–)的歧化反应, 生成 H2O2

和 O2
[26], 其他抗氧化酶类通过与 SOD 的协同作用, 

共同防御活性氧对细胞生物大分子的破坏[27]。张元

等 [28]对高温胁迫下坛紫菜叶状体的研究也显示 , 

SOD 酶比活力随着胁迫时间的延长而逐渐升高, 认

为 SOD 活性受 O2
–诱导极显著提高。本实验结果显

示, 高温胁迫下, SOD比活力升高, 并且胁迫温度越

高, SOD 比活力越高, 推测 SOD 活力在整个胁迫过

程中持续增强[27]。实验结果显示经过热锻炼处理的

藻体 SOD 比活力明显高于未经热锻炼的藻体, 说明

热锻炼处理的藻体维持了较高的 SOD 比活力, 能够

有效提高自身对活性氧等有害物质的清除能力, 延

缓高温胁迫对藻体细胞的抗氧化损伤[6-7]。 

植物抗氧化防御系统包括酶促抗氧化系统和非

酶促抗氧化系统, AsA是植物体非酶促抗氧化系统的

主要组成部分 [29], 是清除活性氧的重要抗氧化剂 , 

在抵御高温胁迫方面具有非常重要的作用[30]。徐伟

君[31]研究发现, 高温胁迫下黄瓜幼苗 AsA 含量降低

明显, 其相对降低量与黄瓜耐高温能力呈负相关关

系。Wang等[32]研究显示, 随着高温胁迫时间的延长, 

葡萄叶片 ASA含量急剧下降, 经热锻炼叶片的 ASA

含量始终高于未经热锻炼组。刘泳[13]对海带的研究

发现, 耐热性相对较差的品种 RC随高温胁迫时间的

延长体内 AsA 含量呈现下降趋势, 耐热性较强的品

种 901 变化趋势相反, 推测这种变化差异是由于耐

热性强的品种自身 AsA 合成酶的较强稳定性所致。

本实验结果显示, 高温胁迫下, AsA 的含量下降, 而

且胁迫温度越高, AsA含量越低, 这可能是由于一方

面高温胁迫下 AsA 作为抗氧化剂参与自由基清除

反应时部分被氧化, 另一方面是 AsA的合成受到了

高温胁迫的抑制[7, 33]; 热锻炼藻体的 AsA含量下降

幅度显著低于未经热锻炼的, 表明热锻炼可以减缓

藻体内 AsA含量的降低, 提高藻体抵御高温胁迫的

能力。 

综上所述, 热锻炼可以缓解藻体的膜脂过氧化

伤害, 降低藻体活性氧(H2O2)的产生速率, 维持较高

的可溶性蛋白质含量, 提高 SOD 的比活力, 缓解抗

氧化物质 AsA 的下降速率, 来降低高温胁迫对龙须

菜藻体的氧化伤害, 提高藻体的抵御高温胁迫的能

力。目前, 热锻炼对提高藻体耐高温性的研究主要集
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中在生理响应方面, 近些年随着分子生物学技术的

发展, 还有待于在转录组、蛋白质组或者代谢组等方

面的深入研究, 以期进一步揭示藻类对高温胁迫的

响应机制, 为藻类的耐高温育种提供科学基础。 
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Abstract: High temperatures in summer are a major problem in the growth and development of Gracilariopsis 

lemaneiformis. In this study, the wild-type G. lemaneiformis was used as material. After heat acclimation pretreat-

ment at 28°C for 72 h, the algae were placed under conditions of high temperature stress of 32, 36, and 40°C for 24 

h. The physiological indices such as MDA, hydrogen peroxide (H2O2) and soluble protein content, superoxide dis-

mutase (SOD) activity, and ascorbic acid (ASA) content in G. lemaneiformis were measured under conditions of 

high temperature stress to assess the effects of high-temperature stress response of G. lemaneiformis. The results 

revealed that heat acclimation can maintain low MDA levels, reduce the production rate of active oxygen species 

(H2O2), and alleviate the damage of cell membrane lipid peroxidation. Furthermore, heat acclimation alleviated the 

degradation of soluble proteins, improved the specific activity of SOD, and relieved the declining AsA rate, indi-

cating that heat acclimation can amend the harm of high temperatures in the algae and can improve the capacity of G. 

lemaneiformis to respond to high temperature stress. 
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