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摘要! 以夏眠刺参呼吸树为研究材料!研究了刺参抗氧化防御酶类的基因表达特征!共获得夏

眠刺参的 " 个基因片段序列&铜锌超氧化物歧化酶#49AnHC1)>$%过氧化氢酶#4-N$%磷脂氢

谷胱甘肽过氧化物酶#B2fBZ$%过氧化物还原酶C"#B+>O"$及过氧化物还原酶C<#B+>O<$!

完成基因序列初步分析'利用荧光定量 B4+技术!以 ,>*/-&! #,->2 \IKR\X6:IHESI

(9LFe9FH6HI)& E7GKES9LM6DG7IZ S9L9HFY&!$和 -4Nd#LIYEEMYFH$基因为多内参!定量分析实

验各阶段刺参抗氧化防御酶类基因表达量" 结果表明!刺参抗氧化酶类基因与近%远源物种同

源性均较高'现场调查实验结果显示!相对 " 月非夏眠刺参样品!# 月夏眠刺参呼吸树组织

49AnHC1)>及B+>O" 基因表达上调!4-N及 B2fBZ 基因表达量均出现显著下降" 温度诱

导夏眠实验证实49AnHC1)>基因在实验第 % 天表达量显著上升至 $8%& 倍!并一直保持较高

水平'4-N基因表达在实验第 % 天下调!第 " 天时出现上调!而在第 &% 天和 @% 天表达量均出

现显著下降'B2fBO基因表达实验期间均出现显著下调!在第 @% 天时降到最低!为 %8!@ 倍'

B+>O" 基因表达在实验第 % 天出现显著上调至 &8"" 倍!第 " 天回落后呈现上升!于第 @% 天

达到高值 &8=& 倍'B+>O< 基因表达在实验第 &%%$% 天出现显著下调"

关键词! 刺参' 夏眠' 抗氧化防御' 荧光定量B4+

中图分类号! 1=&?8@'''''''文献标志码&-

''夏眠是动物应对高温)干旱)食物匮乏等极端

环境的一种生存策略"广泛存在于脊椎动物及无脊

椎动物中"期间"动物机体发生一系列调整以应对

不利环境的影响&&'

( 夏眠过程中"动物保持一定的

能量消耗"其有氧代谢活动将产生氧自由基等对机

体造成损伤的代谢产物"同时"夏眠动物机体遭受

着外界环境因子的胁迫%因此"防御系统调整是夏

眠动物成功应对夏眠期间各种胁迫的重要过程(

抗氧化系统是防御系统的重要组成"酶类抗氧化剂

主要有超氧化物歧化酶 #S9GIX6ZF\I\FSD9YESI"

1)>$"过氧化氢酶#MEYE7ESI"4-N$及谷胱甘肽过

氧化物酶#:79YEYKF6HIGIX6ZF\ESI"fBO$等&$'

(

关于夏眠动物防御系统调整的研究已有报道"

其调控比较复杂( 如在夏眠锄足蟾#$50461+423

5+25611$和蜗牛##)070 705)(0$抗氧化防御研究中

发现"夏眠肝脏组织中"谷胱甘肽C1C转移酶#f1N$

和4-N等活性显著低于活动状态时的活性"而

1)>活性却显著高于活动状态时的活性"而且肝

脏组织的抗氧化酶类活性调整与其他各组织#心

脏"肾"肌肉"肺和肠$的调整并不相同&!'

%夏眠的肝

胰腺和肌肉组织中"4-N)1)>)fBO和 f1N活性

均比正常状态要高&@'

(

夏眠刺参#%4+3)156+423K04+/1523$抗氧化防御

调控相关研究发现"刺参夏眠期间抗氧化酶活性发

生显著调整&"'

( 本研究以前期 @"@测序构建的刺参

转录表达谱数据为基础"筛选刺参抗氧化防御相关

酶类基因"分析基因序列特征"采用荧光定量B4+方

法检测夏眠刺参抗氧化防御酶类基因表达变化"从

转录水平研究刺参夏眠期间抗氧化防御酶类调控过

程"旨为刺参夏眠调控的分子机理研究提供支持(
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&'材料与方法

%&%'实验动物及样品

现场调查样品采集''现场调查实验刺参取

自山东日照前三岛"对照样品#正常生长刺参$于

$%%= 年 " 月采集"海水温度为 &"8$! c"夏眠样

品于 $%%= 年 # 月采集"海水温度为 $"8@$ c%每

组各取 " 只刺参"体质量 ?% ]#% :"根据消化道内

容物及退化程度判定刺参状态## 月采集的刺参

处于夏眠期$( 采捕获得刺参进行现场解剖"分

别取呼吸树组织存于冻存管"液氮保存"带回实验

室研磨成粉末状"存入冻存管" ;#% c保存备用(

诱导实验设计及样品采集''温度诱导夏眠

实验用刺参为 $ 龄刺参"体质量 ?" ]#" :"总计

#% 只"于 $%&% 年 @ 月取自青岛胶南刺参养殖池

#水温 &$8$! c$"该池刺参养殖期间不投饵"摄

食天然饵料( 刺参从池中取出后放入塑料袋"低

温储运至实验室"暂养驯化一周#&" m%8"$ c(

驯化后刺参随机分为对照组及实验组"对照组保

持#&" m%8"$ c"实验组温度从 &" c水温以 &8"

cA\升温速度经过一周后达到预定温度"之后保

持#$" m%8"$ c范围( 实验期间"连续充气"每天

换水 &A$"用电加热棒控制水温"实验期间水温的

日变化不超过 %8" c"盐度为 !$8"! ]!@8<&"G2

值变动范围为 ?8?< ]?8#="每天按时定量投喂人

工配合饲料#由马尾藻粉)鼠尾藻粉)海泥)细沙

和海参配合饵料按等比例配合而成$"定时换水

和清理粪便及残饵"定期检查水温和刺参的情况(

自实验组水温升至预设温度时开始计时"分

别于 %"""&%"$%"@% \等 " 个时间点取样"每组随

机取 " 只刺参"记录湿重"分别解剖取呼吸树组织

置入液氮中"用陶瓷研钵磨成粉末"存入冻存管"

;#% c保存备用(

%&+'()*提取及,#)*模板合成

总+,-提取''刺参呼吸树样品采用

N+0n).法提取总+,-"操作如下!

取 !% D:已研磨样品粉末加入 &8" D.离心

管"加 & D.N+0n).试剂"震荡混匀组织样品"裂

解组织( 加入 %8$ D.氯仿"用力震荡 &" S"室温

放置 " DFH( &$ %%% q:"@ c"离心 &" DFH( #离

心后"混合物从上到下依次为无色的水相)中间相

和淡红色的酚仿相"+,-存在于水相中$小心吸

取 !%%

$

.水相移至 3GGIH\6X̂离心管中"加入等

体积异丙醇"混匀后 ;$% c放置 &" DFH( &$ %%%

q:"@ c"离心 &" DFH"沉淀 +,-( 去上清"加 &

D.?"P的乙醇洗涤+,-沉淀"&$ %%% q:"@ c"

离心 &% DFH"弃上清"重复洗涤一次(

将带有+,-沉淀的离心管置于干净处"干燥

" ]&% DFH"加入 !%

$

.+,ESIĈXII水"@ c"放置

!% DFH"充分溶解+,-"获得总+,-样品(

用琼脂糖电泳检查 +,-样品的完整性"以

$#1组分与 &#1组分的比率为参考"判断+,-样

品降解程度%取少量 +,-样品"稀释 &%% 倍使用

NKIXD6 1MFIHYF̂FM,EH6>X6G &%%% 分光光度计检

测计算总+,-样品浓度(

M>,-模板合成''使用 )7F:6 \N及 TC

T.5反转录酶反转合成 M>,-"具体操作如下!

+,-& ]"

$

.#总量 & %%% H:$"+V&+,ESIC/XII

>,ESI&

$

."+,ESIC/XII+,ESIFHKFLFY6X%8"

$

."

" qTCT.5d9^̂IX$

$

."+,ESIC/XIIhEYIX调整总

体积至 &&8"

$

."!? c 温浴 $% DFH"之后在上述

体系中加入1Y6G S679YF6H &8%

$

."<" c &% DFH灭

活>,ESI

"

%在以上体系中加入 )7F:6 \N$8%

$

."?% c 热变性 " DFH"迅速冰浴 $ DFH%在已完

成变性反应的以上体系中加入!" qTCT.5反应

缓冲液 !8%

$

."无+,ESI\,NB#&% DD67A.$&8$"

$

."TCT.5反转录酶#$%% *$&8%

$

."+,ESI3

抑制剂 %8"

$

."+,ESIC/XIIhEYIX调整总体积至

$"

$

."轻微震荡混匀后低速离心( 置入 B4+仪

@$ c反转录 & K"=" c)&% DFH 灭活反转录酶"取

$

$

.溶液电泳检测其质量"将获得的优质 M>,-

溶液;$% c 保存备用(

%&<'抗氧化防御相关基因筛选#功能分析及引物

设计

根据刺参转录表达谱数据注释信息"筛选抗

氧化防御相关酶类基因%采用 ,4d0网站中的

d7ESY软件搜索序列相似性)比对同源性 #KYYG!

!

hhh8HMLF8H7D8HFK8:6`AL7ESY$%利用 3ZB-1R

BX6YI6DFMSY667S网站中的NXEHS7EYI软件翻译获得

目标基因氨基酸序列"简单分析序列属性及正确

性%应用479SYE7Q$ 程序#KYYG!

!

hhh8ILF8EM89[A

N667SADSEAM79SYE7h$A$对多个物种抗氧化酶氨基

酸序列进行多序列比对和同源性分析%完成所选

基因生物信息学分析"确定序列信息可靠)功能信

息明确的基因序列%利用在线引物设计软件

BXFDIX!8% 进行引物设计"设计退火温度#NT$为

#'""
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<% c"采用普通B4+产物分析)测序等方法确定

产物单一性"梯度及阴性对照实时定量B4+法检

测引物效率及二聚体生成情况(

%&$'(3-=>9123/"(基因表达定量及分析

1gd+fXIIH +NB4+实验''利用3GGIH\6X̂

实时定量B4+仪和1gd+:XIIH 试剂"对刺参样品

进行抗氧化防御相关酶类基因表达量测定"使用筛

选 确 定 的 ,>*/-&! # ,->2 \IKR\X6:IHESI

&9LFe9FH6HI'&

#

S9LM6DG7IZ S9L9HFY&!$和 -4Nd

#

!

905)1/$作为多内参进行标准化处理和分析#内参

基因信息见表 &$(

1gd+fXIIH +NB4+''反应体系!M>,-&8%

$

."1gd+fXIIH TESYIXTFZ &$8"

$

./6XhEX\ GXFDIX

%8#

$

.+ÌIXSIGXFDIX%8#

$

.>3B4hEYIX=8=

$

.(

反应条件!总体积 $"8%

$

."预变性 =" c "

S"@% 个循环扩增 =" c &% S"<% c $% S"?$ c !%

S( 结束反应后"溶解曲线分析产物单一性(

数据分析''采用 3GGIH\6X̂荧光定量 B4+

仪自带软件#XIE7G7IZ S6 ŶhEXÌ IXSF6H $8$$分析和

收集数据"获取各基因扩增曲线的 "

Y

值"采用几

何平均数法处理多内参数据"用 $

;

++

"

Y方法处

理&< ;?'

"实验组与对照组差异采用统计软件

#B-1Q 1YEYFSYFMS&#8%%$进行单因素方差分析"显

著性差异为!U%8%"(

表 %'内参基因信息及引物

!-.&%'!:3-,,3441A7762.304-78,A0034BA7817@ A=1@A76,=3A9183B012304AC179307-=,A790A=@3734

基因名称

:IHIHEDI

注册号fIHdEH[

EMMISSF6H H68

引物名称

GXFDIXHEDI

引物序列

GXFDIXSIe9IHMI

产物长度ALG

GXFDIX7IH:YK

,>*/-&! 2V$=$<&&

/M& f-4-NN4Nf--f4--4Nf4--4

&?%

+M& --4-NNf44N4-NN4NfNN44N

-4Nd -d"&%&=&

/M$ --ffNN-Nf4N4NN44N4-4f4N

&!?

+M$ f-NfN4-4ff-4f-NNN4-4f

$'结果

+&%'抗氧化防御酶基因及多序列同源性分析

抗氧化防御酶类基因信息及引物''刺参呼

吸树组织抗氧化防御酶类基因表达检测共筛选 "

个目的基因进行实时定量 B4+检测%基因的

fIHdEH[注册号)用于荧光定量 B4+的引物及其

产物长度见表 $(

表 +'刺参抗氧化防御酶类基因及引物

!-.&+'!:3-,,3441A7762.304-78,A0034BA7817@ A=1@A76,=3A9183B012304AC-791AI18-7937U;234@3734

基因名称

:IHIHEDI

注册号fIHdEH[

EMMISSF6H H68

引物名称

GXFDIXHEDI

引物序列

GXFDIXSIe9IHMI

产物长度ALG

GXFDIX7IH:YK

49AnHC1)> (/?<=#"<

/& N-4--f-ff-4N-4-4ff4NNN4

&"%

+& N44-4-NNf44N-f-N4-44N-4

4-N (/?<=#""

/$ N--4N-44-f-f-f-4ff-44Nf

&!"

+$ -4-N4-44ff-fN-fNf--N4Nf

B2fBZ (/?<=#"?

/! ff-NfNfNfNfN4N-fNffNf--

&<&

+! f--NN-4N444-ffNN44Nf-4N

B+>O" (/?<=#"!

/@ N-NN4-4N44Nff4Nf4N4N--f

&=&

+@ NfNf--fN4-4-f4-ffN-N4-f

B+>O< (/?<=#"@

/" N4f-fN4NNff-NN4N4N-4-f4

&"@

+" NffN-44N44NN--NffN4-4-4

+&+'多序列同源性分析

刺参49AnHC1)>氨基酸序列及同源性比对

''筛选获得的刺参49AnHC1)>M>,-片段长为

@@? LG"位于开放阅读框区域#)+/$"推导的氨基

酸序列长为&@=EE"与多个物种的49AnHC1)>氨基

酸序列比对结果显示"刺参49AnHC1)>氨基酸序

列与粉虱#M(,1310 )0C051$的->)$%!$%8& 相似性

最高"为 ?&P%而与家鼠的,Bi%"#?@<8& 及栉孔扇

贝#"670,-3?0**(*1$的 -d>"#=?@8& 相似性最低"

均为 <<P#图 &$(

刺参4-N基因序列及同源性比对''筛选

获得的刺参4-NM>,-片段长为 @%$ LG"位于开

放阅读框区域"推导的氨基酸序列长为 &!@EE"与

多个物种的4-N氨基酸序列比对结果显示"刺参

4-N氨 基 酸 序 列 与 囊 舌 虫 # $055+;7+3323

B+P07(F3B11$的 OBi%%$?!##@&8& 相似度最高"为

<%P%与家鼠#LE/+*F(;1523$的 ,Bi%!<<"$8& 相

似度最低"为 @<P#图 $$(

$'""
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图 %'刺参与其他多个物种的"6Gb7>J[#氨基酸序列的多序列比对

相似性高于 #%P的氨基酸用深色背景白色字体标出"一致性的氨基酸用黑色背景和白色字体标出"近似氨基酸用灰色背景和白色字

体标出( 用来进行比对的序列包括!庞贝蠕虫#%7F1/(770 4+,4(K0/0$的 -dg"%&=$8&"栉孔扇贝的-d>"#=?@8&"家鼠的,Bi%"#?@<8&"

文昌鱼#M*0/561+3)+,0 ?7+*1G0($的OBi%%$"=%!!<8&"肩突硬蜱#:D+G(33504270*13$的OBi%%$@%"=%"8&"粉虱的->)$%!$%8&(

?1@&%'P6=91B=3435637,3-=1@72379-7-=;414AC"6Gb7>J[#B-091-=435637,34C0A2<0=*&3%$),.-78A9:304B3,134

-DFH6 EMF\ XISF\9ISYKEYEXIM6HSIX̀I\ FH EY7IESY#%P SIe9IHMISEXISKE\I\ EH\ SFDF7EXEDFH6 EMF\SEXISKE\I\ FH \EX[8

图 +'刺参与其他多个物种的"*!氨基酸序列的多序列比对

相似性高于 #%P的氨基酸用深色背景白色字体标出"一致性的氨基酸用黑色背景和白色字体标出"近似氨基酸用灰色背景和白色字体标

出( 用来进行比对的序列包括!紫海胆#$)*+/;-7+5(/)*+)2342*42*0)23$的OBi?#<$&?8$"栉孔扇贝的-d0<@&&"8&"家鼠的,Bi%!<<"$8&"凡纳

滨对虾#I1)+4(/0(23F0//0,(1$的--+===%#8&"非洲负子蟾#'(/+423)*+4150713$的,Bi%%&%?$&<?8&"囊舌虫的OBi%%$?!##@&8&(

?1@&+'P6=91B=3435637,3-=1@72379-7-=;414AC"*!B-091-=435637,34C0A2<0=*&3%$),.-78A9:304B3,134

-DFH6 EMF\ XISF\9ISYKEYEXIM6HSIX̀I\ FH EY7IESY#%P SIe9IHMISEXISKE\I\ EH\ SFDF7EXEDFH6 EMF\SEXISKE\I\ FH \EX[8

''刺参B2fBZ 基因序列及同源性比对''筛

选获得的刺参B2fBZ M>,-片段长为 "%? LG"位

于开放阅读框区域"推导的氨基酸序列长为

&<=EE"与多个物种的 B2fBZ 氨基酸序列比对结

果显 示" 刺 参 B2fBZ 氨 基 酸 序 列 与 蜱 虫

#L61415(460723,15*+4723$的-d-<$!="8& 相似度

%'""



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

最高" 为 <$P% 与 斑 马 鱼 # 80/1+ *(*1+ $ 的

-4/?$##!8& 相似度最低"为 "<P#图 !$(

刺参B+>O" 基因序列及同源性比对''筛

选获得的刺参B+>O" M>,-片段长为 @%$ LG"位

于开放阅读框区域"推导的氨基酸序列长为

&!@EE"与多个物种的 B+>O" 氨基酸序列比对结

果显示"刺参B+>O" 氨基酸序列与文昌鱼的OBi

%%$<&!"?@8& 相似性最高"为 ?%P%与丝盘虫

#A*156+470D0G60(*(/3$的 OBi%%$&%#%?#8& 相似

性最低"为 "?P#图 @$(

图 <'刺参与其他多个物种的/MQ/I氨基酸序列的多序列比对

相似性高于 #%P的氨基酸用深色背景白色字体标出"一致性的氨基酸用黑色背景和白色字体标出"近似氨基酸用灰色背景和白色

字体标出( 用来进行比对的序列包括!蜱虫的-d-<$!="8&"玻璃海鞘#"1+/0 1/)(3)1/0713$的,Bi%%&&??$#?8&"斑马鱼的-4/?$##!8

&"人#=+,+ 3041(/3$的,Bi%%$%?<8$"家鼠 --4"$"%!8$(

?1@&<'P6=91B=3435637,3-=1@72379-7-=;414AC/MQ/I B-091-=435637,34C0A2<0=*&3%$),.-78A9:304B3,134

-DFH6 EMF\ XISF\9ISYKEYEXIM6HSIX̀I\ FH EY7IESY#%P SIe9IHMISEXISKE\I\ EH\ SFDF7EXEDFH6 EMF\SEXISKE\I\ FH \EX[8

图 $'刺参与其他多个物种的/(#cS 氨基酸序列的多序列比对

相似性高于 #%P的氨基酸用深色背景白色字体标出"一致性的氨基酸用黑色背景和白色字体标出"近似氨基酸用灰色背景和白色

字体标出( 用来进行比对的序列包括!文昌鱼的OBi%%$<&!"?@8&"栉孔扇贝的-d+$??@#8&"大西洋鲑#$07,+ 3070*$的 -40<<&?<8

&"丝盘虫的OBi%%$&%#%?#8&"果蝇#8*+3+46170 P17713)+/1$的OBi%%$%?%%!&8&"小鼠#<23,2352723$的--/$?"!$8&(

?1@&$'P6=91B=3435637,3-=1@72379-7-=;414AC/(#cS B-091-=435637,34C0A2<0=*&3%$),.-78A9:304B3,134

-DFH6 EMF\ XISF\9ISYKEYEXIM6HSIX̀I\ FH EY7IESY#%P SIe9IHMISEXISKE\I\ EH\ SFDF7EXEDFH6 EMF\SEXISKE\I\ FH \EX[8
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''刺参B+>O< 基因序列及同源性比对''筛

选获得的刺参B+>O< M>,-片段长为 @?? LG"位

于开放阅读框区域"推导的氨基酸序列长为

&"=EE"与多个物种的 B+>O< 氨基酸序列比对结

果显示!刺参B+>O< 氨基酸序列与囊舌虫的OBi

%%$?!!?%<8& 相似度最高"为 ?<P%与人 #=E

3041(/3$的 ,Bi%%@#=<8&"家鼠的 ,Bi%!<<"$8&

及非洲爪蟾#'(/+42370(F13$的 ,Bi%%&%#@!&<8&

相似度最低"均为 <<P#图 "$(

图 S'刺参与其他多个物种的/(#cT 氨基酸序列的多序列比对

相似性高于 #%P的氨基酸用深色背景白色字体标出"一致性的氨基酸用黑色背景和白色字体标出"近似氨基酸用灰色背景和白

色字体标出( 用来进行比对的序列包括!囊舌虫的 OBi%%$?!!?%<8&"虾夷马粪海胆 # $)*+/;-7+5(/)*+)231/)(*,(G123$的

->a&&<=@8&"果蝇的 OBi%%$%#??@=8&"紫海胆的OBi?#@"%%8$"人的,Bi%%@#=<8&"非洲爪蟾的,Bi%%&%#@!&<8&"家鼠的 ,Bi

%!<<"$8&(

?1@&S'P6=91B=3435637,3-=1@72379-7-=;414AC/(#cT B-091-=435637,34C0A2

<0=*&3%$),.-78A9:304B3,134

-DFH6 EMF\ XISF\9ISYKEYEXIM6HSIX̀I\ FH EY7IESY#%P SIe9IHMISEXISKE\I\ EH\ SFDF7EXEDFH6 EMF\SEXISKE\I\ FH \EX[8

+&<'现场调查刺参夏眠期间呼吸树组织抗氧化

防御酶基因表达

定量分析现场采捕的正常生长刺参及夏眠刺

参呼吸树组织抗氧化防御酶基因表达结果显示"

与正常生长刺参样品相比"夏眠刺参呼吸树组织

中49AnHC1)>及B+>O" 基因表达上调"4-N及

B2fBZ 基因表达量均出现显著下降"B+>O< 基

因表达量基本没有变化#图 <$(

+&$'温度诱导夏眠期间刺参湿重变化及呼吸树

组织抗氧化防御酶类基因表达

$" c诱导刺参夏眠实验期间"%)")&%)$% 及

@% \取样统计分析结果表明"实验组刺参湿重在

第 &% 天显著低于对照组"$% \之后与对照组差异

极显著#图 ?$(

图 T'现场取样刺参夏眠期间呼吸树组织

抗氧化防御酶类基因表达变化

?1@&T'EIB03441A7AC"6Gb7>J[#""*!"/MQ/I"/(#cS

-78/(#cT @3734179DA B:-434AC<0=*&3%$),.!-,91H317

A0817-0;%,A790A=&-7817-,91H317-3491H-91A7%-3491H-938&

+

"

, FH\FMEYISSF:HF̂FMEHY\F̂̂IXIHMIS#!U%8%"$ED6H: D+,-

7ÌI7ShFYKFH :IHIS85E79ISFH\FMEYIYKIDIEH m1>#/ j"$8
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图 N'温度诱导夏眠实验期间刺参湿重变化

?1@&N'Y-01-91A7AC9:343- ,6,62.304$ .A8;

D31@:9486017@ 3IB3012379

+

"

, FH\FMEYISSF:HF̂FMEHY\F̂̂IXIHMIS#!U%8%"$EH\ +

""

, FH\FMEYIS

IZYXIDI7R SF:HF̂FMEHY\F̂̂IXIHMIS#!U%8%%&$ LIYhIIH M6HYX67EH\

IZGIXFDIHYE7:X69GS85E79ISFH\FMEYIYKIDIEHm1>#/ j"$8

''温度诱导夏眠实验期间"刺参呼吸树组织抗

氧化防御酶基因 49AnHC1)>"4-N"B2fBZ"

B+>O" 和 B+>O< 表达量检测结果显示"49A

nHC1)>基因在诱导夏眠实验第 % 天表达量显

著上升至 $8%& 倍"并在实验过程中一直保持较

高水平%4-N基因表达在诱导夏眠实验期间"第

% 天下调"第 " 天时出现上调"而在第 &% 天和 @%

天表达量均出现显著下降%B2fBO基因表达在

整个诱导实验期间均出现显著下调"在 @% 天时

降到最低"为 %8!@ 倍%B+>O" 基因表达在诱导

实验第 % 天出现显著上调至 &8"" 倍"第 " 天回

落后呈现上升"于第 @% 天达到高值 &8=& 倍%

B+>O< 基因表达在诱导实验第 &%)$% 天出现显

著下调#图 #$(

图 W'温度诱导刺参夏眠期间呼吸树组织抗氧化防御酶类基因表达变化

?1@&W'EIB03441A7AC"6Gb7>J[#""*!"/MQ/I"/(#cS -78/(#cT @3734179:302-=1786,38-3491H-91A7AC

<0=*&3%$),.!%S d ,6=96038%,A790A=&-78+S d 9:302-=49034438%3IB3012379-=&

+

"

, FH\FMEYISSF:HF̂FMEHY\F̂̂IXIHMIS#!U%8%"$ED6H: D+,-7ÌI7ShFYKFH :IHIS85E79ISFH\FMEYIYKIDIEH m1>#/ j"$8

!'讨论

需氧生物在氧化还原循环及各种酶促反应)

电子传递等过程中产生大量的超氧阴离子自由基

#)

;

$

$)羟自由基#-)2$)过氧化氢#2

$

)

$

$等活

性氧"形成自由基"进而损伤各类生物大分子"引

起生物体各种生理病变%同时"机体通过抗氧化防

御系统及时去除机体自由基"以维持生物正常生

命活动&#'

(

动物夏眠期间受环境因子胁迫及自身代谢调

整等影响"抗氧化防御系统相应发生调整"目前主

要通过抗氧化防御酶类#1)>)4-N和 fBO等$

活性检测对其调控进行分析"研究认为"不同抗氧

化酶调控不一致"同种抗氧化酶在不同动物机体

中调控并不相同"并且具有组织差异( 如锄足蟾

夏眠期间肝脏f1N和4-N等活性显著低于活动

状态"而1)>活性呈现相反调整&!'

%与之不同"夏

眠蜗牛的肝胰腺和肌肉组织中"f1N和4-N活性

('""
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均比正常状态要高&@'

"夏眠 =(71D4+,0)10 肝胰腺

组织中"f1N活性出现上调&='

(

目前关于刺参夏眠期间抗氧化防御调控机理

的研究主要采用室内温度胁迫及现场调查等实验

手段"通过抗氧化防御酶活性检测等方式进行(

Q-,f等&""&%'采用急性温度刺激及现场调查实

验对刺参抗氧化防御调控机理进行了较为系统的

研究( 急性温度刺激对刺参抗氧化防御酶类活性

影响研究中发现"$@ c温度条件下"刺参体腔液

中1)>和4-N活性均在短时间内#%8" K$出现

显著下降"之后快速恢复至正常水平%!$ c温度

条件下"刺参体腔液中 1)>和 4-N活性均在短

时间#%8" K$出现显著下降"而较长时间时#! ]

&$ K$出现显著上升 #&$ K 后刺参出现大量死

亡$

&&%'

( 在夏眠刺参体腔液细胞抗氧化防御酶活

性调查发现"1)>和 4-N活性在夏眠期间出现

上升"在夏眠恢复期间出现下降后回升%而谷胱甘

肽还原酶#f+$活性及谷胱甘肽#f12$在进入夏

眠期间出现下降"在夏眠恢复期间回升至较高水

平%硒.谷胱甘肽过氧化物酶#1ICfBZ$活性除了

在七月下旬检测到一高峰值"整个夏季温度较高

时期均保持较低水平"而总谷胱甘肽过氧化物酶

无显著变化%Q-,f等&"'认为刺参抗氧化防御在

夏眠期间发生调整"是刺参对夏季高温环境胁迫

的自适应调控机制( (0等&&&' 通过恒定高温

#$< c$及缓慢升温方式#&< c升至 $< c$对刺

参高温环境下及夏眠期呼吸树)消化道等组织

4-N和1)>活性进行了分析检测"认为刺参在

进入夏眠过程中 4-N)1)>活性均出现上升"但

之后回落至较低水平(

本研究从转录水平对刺参夏眠期间呼吸树抗

氧化防御酶类进行了基因表达分析( 筛选获得刺

参抗氧化酶类基因片段 " 个"分别与多个近)远源

物种相应序列比对"结果显示同源性均较高"可初

步确定所筛选的基因功能( 49AnHC1)>是一类

广泛存在于真核细胞胞质中的 1)>"它将超氧阴

离子自由基快速歧化为过氧化氢和分子氧&&$'

%

B2fBZ是一种fBZ"B+>O" 和 B+>O< 同属 BXZ"

fBZ)BXZ及4-N的主要功能是催化过氧化氢形

成水和分子氧&&! ;&@'

( 因此"研究所选基因片段属

于刺参催化自由基转化为水和分子氧的关键酶类

基因"其定量研究可反应相应酶基因表达情况(

研究结果表明"夏眠刺参呼吸树组织中 49AnHC

1)>及B+>O" 基因表达加强"而4-N及B2fBZ

基因表达受到抑制( 该结果与夏眠动物各酶活调

控情况存在异同!49AnHC1)>基因表达出现上

升"与夏眠锄足蟾肝脏组织及夏眠刺参体腔液)呼

吸树和消化道组织中酶活变化趋势一致&!""'

%

4-N基因表达下降"与夏眠锄足蟾肝脏组织中酶

活变化趋势一致"而与夏眠蜗牛的肝胰腺和肌肉

组织及夏眠刺参体腔液)呼吸树)消化道等组织中

酶活变化趋势不同&! ;"'

%B2fBZ 基因表达下降"

与夏眠刺参体腔液 1ICfBZ 酶活变化基本趋势

一致&"'

(

综上所述"刺参夏眠期间抗氧化防御酶类基

因表达调控明显"各基因表达调控差异较大"且与

夏眠动物抗氧化酶类活性调控研究结果存在异

同"其调控机理及与酶活变化之间的联系有待进

一步研究和分析( 今后工作可从分子水平深入开

展夏眠刺参抗氧化防御酶类调控研究"结合生理

生化水平的研究"将更加全面地阐明夏眠刺参抗

氧化防御调控机理(
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